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#抑制剂联合使用对体外原代培养的
0(

日龄断奶仔猪肠上皮细胞增殖(代谢及相关酶活力

的影响!初步探讨提高
IL\!0

作用效果的方法'试验首先采用单因子试验设计探讨不同浓度
>\\!
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抑制剂
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]2.0)*.

#对断奶仔猪肠黏膜上皮细胞增殖及代谢的影响&然后采用
0m*

因子设计!考察添加不同浓度的
IL\!0
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#对细胞增殖(代谢及凋亡的影响'结

果发现!培养液中单独添加
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!细胞数量(
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值(细胞沉积蛋白量(细胞总蛋白量(

胞外
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酶活均无显著变化"
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浓度升高到
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!细胞
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值显著低于对照组"

A

$

&'&C

#!胞外
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和
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活力显著高于对照组"
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#'培养液中同时添加
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和低剂量的
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!随着培养液中
IL\!0

浓度的增加!细胞数量(
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3B

k

!

]

k

!4:\

酶活力显著增加"

A

$

&'&C

#!胞外
L>G

(

Y]

活力显著降低"

A

$

&'&C

#'

]2.0)*.

显著

提高了
IL\!0

的作用效果'结果表明!低剂量
]2.0)*.

对细胞生长的影响不显著!高剂量的
]2.0)*.

对细胞的

代谢和完整性有负面效应&但低剂量的
]2.0)*.

能够促进
IL\!0

对细胞增殖(代谢和细胞完整性的作用效果'
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胰高血糖素样肽
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#是由回肠
L

细胞分泌的一种特异性肠营养

因子!具有促进肠上皮细胞增殖(抑制细胞凋亡(促

进肠道发育和肠屏障功能的肠营养效应+

%

,

'在断奶

仔猪上研究发现!由于采食量和饲料性质的变化!仔

猪断奶后+

0!*

,和遭受
L\@

免疫应激+

)

,时内源
IL\!0

的分泌和活性出现了急剧降低!并伴随肠道在形态

和功能上的适应性变化+

C

,

'在体外试验!

I'̂$B

等+

.

,在原代培养的
0(

日龄断奶仔猪肠上皮细胞上

研究发现!外源添加
IL\!0

可以促进肠上皮细胞增

殖!并抑制肠上皮细胞的凋亡'余长松等+

1

,研究发

现!

IL\!0

可保护
L\@

应激的仔猪空肠上皮细胞系

M\AY!̂0

的细胞形态!促进紧密连接蛋白的表达!缓

解肠上皮通透性的增加'在体内试验!

`'G'>P-

N

等+

0

,研究发现!外源注射
IL\!0

可以促进断奶仔猪

的消化吸收功能和肠道发育!并提高断奶仔猪的生

产性能'但是!动物体内完整的
IL\!0
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成无活性的
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!且降解产物能与
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受体

"

IL\!0?P5P

=

S#?

!

IL\!02

#竞争结合!拮抗完整

IL\!0

生物学功能的发挥+

(!%&

,

'因此!
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.

活性

的高低可能成为影响
IL\!0

生物活性发挥的重要

决定因素之一'目前!提高
IL\!0

水平的方式主要

是外源添加人工合成
IL\!0

类似物来抵抗
>\\!

.

的酶解'那么!能否通过抑制体内
>\\!

.

的活性提

高内源
IL\!0

的作用效果呢0 研究发现!
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可快速钝化参与膳食诱导胰岛素分泌降血糖的胰高

血糖素样肽
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#的活性!而抑制
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的活性已经成为了一种治疗糖尿病的新策
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,

'由于
IL\!0

也受到膳食调控!并与
IL\!%

一起由回肠
L

细胞分泌+

%0

,

!且活性也受到
>\\!

.

的调节!那么!抑制
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.

对
IL\!0

的生物学功能

包括对肠上皮细胞的增殖和代谢有无影响!目前尚

无相关研究'

本研究拟在细胞模型上考察单独使用
>\\!

.

抑制剂"

]2.0)*.

#以及与
IL\!0

联用对
IL\!0

调

节断奶仔猪肠上皮细胞增殖(代谢及相关酶活力的

影响'通过理清这些问题!可帮助人们在临床或生

产中运用
>\\!

.

治疗糖尿病或调节断奶仔猪肠道

健康提供试验依据'

#

!

材料与方法

#L#
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试验设计
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!

试验
%

!!

不同浓度
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.

抑制剂对体外

培养的断奶仔猪肠上皮细胞的影响$采用单因子试

验设计!培养液中
>\\!

.

抑制剂"
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#的水平
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d%%和
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d%

!共
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个

处理!每个处理
)

个重复!每个重复
%

个培养孔'

%'%'0

!

试验
0

!!

不同浓度
IL\!0

与
>\\!

.

抑制

剂联合使用对体外培养的断奶仔猪肠上皮细胞的影

响$采用
0m*

因子设计!
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抑制剂"
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刚等$胰高血糖素样肽
!0

和二肽基肽酶
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抑制剂联合使用对断奶仔猪肠上皮细胞的影响

重复!每个重复
%

个培养孔'

表
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设计方案
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试验对象

试验动物采用
0(

日龄断奶的大白
m

太湖健康

仔猪!体重分别为
.'(CW

N

"试验
%

#和
.'/.W

N

"试验

0

#!屠宰后立即在无菌条件下取回肠!放入预冷的
)

i

清洗液中!肠上皮细胞的消化分离参考
I'@'AU!

B-,

等+

%*

,和姜俊+

%)

,的方法'分离得到的肠上皮细

胞用适量培养液悬浮!并吹打混合均匀'

#LF
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试验材料
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主要仪器设备
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__C&.&9a

型
YZ

0

细胞

培养箱"德国
GP?BPK,

公司#!

40&&

型倒置相差多

功能生物显微镜"德国
YB?;HP$,, [$5?#$7B

N

$-

N

I7OG

公司#!普通光学显微镜"日本
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7
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公
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型酶联免疫分析仪"美国
:FP?!
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公司#!

>a!(&&

核酸蛋白分析

仪"美国
_P5W7B-Y#K;SP?

公司#!高速冷冻离心机(

微量加样器等'
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主要试剂
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胰高血糖素样肽
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##(
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抑制剂"美国
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N
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]2.0)*.

!分子式为
Y

%)
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1
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!分子量为
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-

/(X
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##(胰岛素(胶原酶
/

型(中性
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[::

#"美国
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N
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I$O5#

公司#&
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!4:\

酶(肌酸激

酶"

Y]

#(乳酸脱氢酶"

L>G

#检测试剂盒!考马斯亮

蓝总蛋白检测试剂盒"南京建成生物工程研究所#'

#L%

!

试验方法

%')'%

!

>\\!

.

抑制剂和
IL\!0

溶液的配制
!!

>\\!

.

抑制剂的配制$用电子天平精确称量
%&&

%

N

]2.0)*.

!加 入
*) 7L

超 纯 水!配 成
%m%&

dC

7#;

/

L

d%的
>\\!

.

抑制剂储备液!分装后
d0&i

储存备用!试验时取储备液倍比稀释为
%m%&

d%&

7#;

/

L

d%和
%m%&

d%%

7#;

/

L

d%的
]2.0)*.

溶液&

IL\!0

溶液的配制$将
0&&

%

N

IL\!0

溶于
C&7L

超纯水中!配成
%m%&

d.

7#;

/

L

d%的
IL\!0

储备

液!分装后
d0&i

储存备用!试验时按照需要分别

倍比稀释为
%m%&

d(

7#;

/

L

d%

(

%m%&

d/

7#;

/

L

d%和

%m%&

d%&

7#;

/

L

d%的
IL\!0

培养液'

%')'0

!

细胞接种及原代培养
!!

将分离后已用培

养液悬浮的细胞按
%m%&

. 个/

7L

d%接种于已用胶

原蛋白涂抹的
)

块
0)

孔细胞培养板中!于
CX YZ

0

培养箱中
*1i

静止培养
)(F

!待细胞贴壁后!弃去

原培养液!试验
%

各处理组分别加入含不同浓度

>\\!

.

抑制剂的培养液!继续培养
/.F

后!收集样

品进行测定!试验
0

则在培养细胞贴壁后分别添加

不同浓度的
IL\!0

和
>\\!

.

抑制剂!继续培养
/.

F

后!收集样品进行测定'

%')'*

!

样品收集及测定指标
!!

细胞培养过程中!

每隔
0)F

!利用
40&&

型倒置相差多功能生物显微

镜的透射明场相差相衬法"

\G

#直接观察细胞形态!

初步判断细胞的增殖情况&加入
>\\!

.

抑制剂和

IL\!0

培养细胞
/.F

后!各处理分别取
)

孔进行细

胞计数$弃去培养液!用细胞清洗液清洗细胞
0

"

*

次!每孔加入
C&&

%

L

混合酶消化液"

*&&9

/

7L

d%

/

型胶原酶和
&'%7

N

/

7L

d%

+

型中性蛋白酶#消

化细胞
*&7$-

!制成细胞悬液!吹打均匀!用移液器

吸取
0&

%

L

细胞悬液!加入血细胞计数板!在显微镜

下进行细胞计数'

加入
>\\!

.

抑制剂和
IL\!0

培养细胞
/.F

后!各处理组分别取
)

孔进行
[::

染色!并测定

C)&-7

处的吸光值"

[::Z>

值#!其值反映活细

胞的数量及细胞代谢的活跃程度&细胞原代培养结

束后!收集各处理组的培养上清液和裂解液!分别测

定细胞蛋白沉积量(细胞总蛋白含量!反映细胞的蛋

白质代谢情况&测定培养液中的乳酸脱氢酶"

L>G

#

及肌酸激酶"

Y]

#活性!反映细胞形态的完整性及能

量代谢状况+

%C!%1

,

&测定裂解液中的
3B

k

!

]

k

!4:\

酶活力!反映细胞的凋亡情况+

%(

,

'

#LH

!

试验数据处理

试验
%

采用
@\@@%1'&

对试验数据进行
#-P!

QB

E

43Za4

方差分析!结合
>K-5B-

氏新复极差

法对各处理组间的差异进行多重比较!以
A

$

&'&C

%&%



畜
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!

医
!
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!
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!

作为差异显著性标志!结果以)平均值
n

标准差*表

示'试验
0

采用
@\@@%1'&

统计软件的
IL[

模型

进行二因素方差分析!检验
>\\!

.

(

IL\!0

及二者

互作效应的显著性!结合
>K-5B-

氏新复极差法进

行各试验组的多重比较!以
A

$

&'&C

作为差异显著

性标志!试验结果以)平均数
n

=

##;P"@A[

*表示'

!

!

结
!

果

!L#

!

K--:

!

抑制剂对断奶仔猪小肠上皮细胞的影响

0'%'%

!

>\\!

.

抑制剂对断奶仔猪小肠上皮细胞增

殖的影响
!!

由表
0

可知!当培养液中添加
%m

%&

d%%

7#;

/

L

d%的
]2.0)*.

时!细胞数量(

[::

Z>

值(细胞蛋白沉积量和细胞总蛋白含量与对照

组差异不显著"

A

#

&'&C

#&然而!培养液中添加
%m

%&

d%&

7#;

/

L

d%的
]2.0)*.

时!尽管细胞数量(细

胞蛋白沉积量和细胞总蛋白含量与对照组相比差异

不显著"

A

#

&'&C

#!但
[::Z>

值显著低于对照组

"

A

$

&'&C

#'上述结果表明!低浓度
>\\!

.

抑制剂

对细胞增殖和蛋白质代谢影响不显著!但高浓度

>\\!

.

抑制剂会影响细胞的蛋白质代谢'

表
!

!

K--:

!

抑制剂对细胞增殖的影响

*8@=,!

!

>22,351/2K--:

!

94+9@95/./43,==

G

./=92,.859/4

项目

MSP7

]2.0)*.

浓度%"

7#;

/

L

d%

#

!

]2.0)*.5#-5P-S?BS$#-

&

%m%&

d%%

%m%&

d%&

细胞数量%"

%&

. 个/

7L

d%

#

YP;;-K7OP?

%'C)n&'&// %'C/n&'&1( %'.%n&'&1%

[::Z>

值
[::Z>UB;KP

&'&)0n&'&&)

B

&'&)1n&'&&C

B

&'&*&n&'&&.

O

细胞蛋白质沉积量%"

7

N

/

7L

d%

#

YP;;

=

?#SP$-?PSP-S$#-

%'&%%n&'0.0 %'&C0n&'%1( &'/%%n&'%&)

细胞总蛋白含量%"

7

N

/

7L

d%

#

:#SB;5P;;

=

?#SP$-;PUP;

%'0%0n&'%%. %'0*)n&'&/% %'%&1n&'&)/

同行数据肩标不同小写字母表示差异显著"

A

$

&'&C

#!相同或无字母表示差异不显著"

A

#

&'&C

#'下表同

>$TTP?P-S;PSSP?,$-SFP,B7P?#Q7PB-,,$

N

-$T$5B-S"$TTP?P-5POPSQPP-SFPS?PBS7P-S,

"

A

$

&'&C

#!

,B7P#?-#;PSSP?$-SFP,B7P

?#Q7PB-,-#S,$

N

-$T$5B-S"$TTP?P-5POPSQPP-SFPS?PBS7P-S,

"

A

#

&'&C

#

':FP,B7PB,OP;#Q

0'%'0

!

>\\!

.

抑制剂对断奶仔猪小肠上皮细胞能

量代谢和完整性的影响
!!

由表
*

可知!当培养液中

添加
%m%&

d%%

7#;

/

L

d%的
]2.0)*.

时!

3B

k

!

]

k

!

4:\

酶活力(胞外
L>G

和
Y]

活力均与对照组差异

不显著"

A

#

&'&C

#&然而!当培养液中添加
%m%&

d%&

7#;

/

L

d%的
]2.0)*.

时!

3B

k

!

]

k

!4:\

酶活力出现

下降的趋势"

A

#

&'&C

#!并且胞外
Y]

(

L>G

活力显著

高于对照组"

A

$

&'&C

#'结果表明!低浓度
]2.0)*.

对细胞结构造成的损害不显著!但高浓度
]2.0)*.

可能引起细胞结构受损和能量代谢障碍'

表
F

!

K--:

!

抑制剂对细胞代谢和完整性的影响

*8@=,F

!

>22,351/2K--:

!

94+9@95/.=,7,=1/43,==?,58@/=91?846945,

0

.95

A

项目

MSP7

]2.0)*.

浓度%"

7#;

/

L

d%

#

]2.0)*.5#-5P-S?BS$#-

&

%m%&

d%%

%m%&

d%&

3B

k

!

]

k

!4:\

酶活力%"

9

/

7

N

d%

=

?#SP$-

#

3B

k

!

]

k

!4:\B,PB5S$U$S

E

&'%C(n&'&00 &'%1&n&'&%0 &'%)(n&'&0&

胞外
L>G

活力%"

9

/

L

d%

#

ARS?B5P;;K;B?L>GB5S$U$S

E

%.%')1Cn/'100

B

%C*'%1.n%')(1

B

%11'*1Cn)'(%0

O

胞外
Y]

活力%"

9

/

7L

d%

#

ARS?B5P;;K;B?Y]B5S$U$S

E

%'%)*n&'&*%

B

%'%/)n&'&*%

B

%'01%n&'&%C

O

0&%



!

%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!0

和二肽基肽酶
.

抑制剂联合使用对断奶仔猪肠上皮细胞的影响

!L!

!

YX-:!

与
K--:

!

抑制剂联合使用对断奶仔猪

小肠上皮细胞的影响

0'0'%

!

>\\!

.

抑制剂和
IL\!0

联合使用对断奶

仔猪小肠上皮细胞增殖的影响
!!

由表
)

可知!在

IL\!0

存在条件下!

]2.0)*.

显著提高了细胞数

量(

[::Z>

值(细胞蛋白沉积量和总蛋白含量

"

A

$

&'&C

#'随着
IL\!0

添加剂量的提高!各项指

标均显著增加"

A

$

&'&C

#'除细胞数量和细胞总蛋

白含量外!

]2.0)*.

与
IL\!0

在促进细胞增殖及蛋

白质代谢上的交互效应显著!即
>\\!

.

抑制剂提高

了
IL\!0

的作用效果"

A

$

&'&C

#'

表
%

!

B'O!%FO

和
YX-:!

对细胞增殖的影响

*8@=,%

!

>22,351/23/?@94859/4/2B'O!%FO846YX-:!/43,==

G

./=92,.859/4

项目

MSP7

]2.0)*.

浓度%

"

7#;

/

L

d%

#

]2.0)*.

5#-5P-S?BS$#-

IL\!0

浓度%"

7#;

/

L

d%

#

IL\!05#-5P-S?BS$#-

%m%&

d%&

%m%&

d/

%m%&

d(

\##;P"

@A[

A

值
AUB;KP

]2.0)*. IL\!0

]2.0)*.m

IL\!0

细胞数量%"

%&

. 个/

7L

d%

#

YP;;-K7OP?

&

%'10

B

0'%.

O

0'C.

5

&'%(.

%m%&

d%%

%'/.

O

0'**

5

0'1(

"

&'%C0

&'&&& &'&&& &'1C%

[::Z>

值

[::Z>UB;KP

&

&'%%C

B

&'%1C

O5

&'0%*

5

&'&.%

%m%&

d%%

&'%).

BO

&'%/.

5

&'0C0

"

&'&/0

&'&&. &'&0% &'&&%

细胞蛋白质沉积量%"

7

N

/

7L

d%

#

YP;;

=

?#SP$-?PSP-S$#-

&

%'0/(

B

%'.%*

O5

%'(1/

5"

&'000

%m%&

d%%

%'CCC

BO

0'%).

"

0'1%C

P

&'0//

&'&%C &'&&& &'&*&

细胞总蛋白含量%"

7

N

/

7L

d%

#

:#SB;5P;;

=

?#SP$-;PUP;

&

%'.0/

B

0'&*(

5

0'.%/

P

&'%(.

%m%&

d%%

%'/%&

O

0')*&

"

0'/*1

T

&'%.C

&'&&& &'&&& &'0//

0'0'0

!

]2.0)*.

和
IL\!0

联合使用对断奶仔猪小

肠上皮细胞代谢和完整性的影响
!!

由表
C

可知!

IL\!0

联合使用存在条件下!低剂量
>\\!

.

抑制

剂显著提高了
3B

k

!

]

k

!4:\

酶活"

A

$

&'&C

#!并显

著降低了胞外
L>G

酶活力"

A

$

&'&C

#!对胞外
Y]

酶活作用不显著"

A

#

&'&C

#&不同剂量的
IL\!0

对

3B

k

!

]

k

!4:\

(胞外
L>G

和
Y]

酶活力作用效果

显著"

A

$

&'&C

#!即$随着剂量的增加!

3B

k

!

]

k

!

4:\

酶活显著提高!而胞外
L>G

和
Y]

酶活显著

降低&

]2.0)*.

和
IL\!0

对细胞代谢酶活的交互效

应显著"

A

$

&'&C

#'

]2.0)*.

和
IL\!0

联合使用

后胞外
L>G

和
Y]

活性的降低!这提示细胞受到的

损伤减少!细胞结构和功能的完整性加强!而
3B

k

!

]

k

!4:\

活力提高!提示细胞凋亡的减少&但从
Y]

活性变化分析!细胞能量代谢被
IL\!0

加强!而

]2.0)*.

对细胞能量代谢的影响效果不明显'

表
H

!

B'O!%FO

和
YX-:!

对细胞代谢和完整性的影响

*8@=,H

!

>22,351/23/?@94859/4/2B'O!%FO846YX-:!/43,==?,58@/=91?846945,

0

.95

A

项目

MSP7

]2.0)*.

浓度%

"

7#;

/

L

d%

#

]2.0)*.

5#-5P-S?BS$#-

IL\!0

浓度%"

7#;

/

L

d%

#

IL\!05#-5P-S?BS$#-

%m%&

d%&

%m%&

d/

%m%&

d(

\##;P"

@A[

A

值
AUB;KP

]2.0)*. IL\!0

]2.0)*.m

IL\!0

3B

k

!

]

k

!4:\

酶活力%

"

9

/

7

N

d%

=

?#SP$-

#

3B

k

!

]

k

!4:\B,PB5S$U$S

E

&

&'0*%

B

&'C%1

O

&'()C

5

&'%00

%m%&

d%%

&'*/%

O

&'1)(

5

%'*/%

"

&'%./

&'&&& &'&&& &'&&C

胞外
L>G

活力%"

9

/

L

d%

#

ARS?B5P;;K;B?L>GB5S$U$S

E

& %.*'00C

5

%*&'111

O

%0.'())

O

%'C%/

%m%&

d%%

%0('(%&

O

%%/'/.%

BO

%&1'%1(

B

%'C&*

&'&&& &'&&& &'&0C

胞外
Y]

活力%"

9

/

7L

d%

#

ARS?B5P;;K;B?Y]B5S$U$S

E

& &'0/C

O

&'%/*

B

&'%1)

B

&'&(%

%m%&

d%%

&'01&

O

&'0&.

B

&'%.1

B

&'%%1

&'/00 &'&&& &'&&&

*&%
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抑制剂"

B'O!%FO

#对断奶仔猪肠黏膜

上皮细胞的影响

!!

>\\!

.

广泛存在于动物各种组织的上皮层!其

中以空肠(回肠组织中含量较高+

%/

,

!其主要作用是

通过切除
3!

末端的二肽来钝化生物活性肽"如

IL\!0

#&

>'̂'>?K5WP?

等+

0&

,发现!对大鼠给予可增

加小鼠肠重和肠绒毛高度的
IL\!0

剂量则只能增

加大鼠的小肠绒毛高度!但对小肠重量没有影响!分

析原因发现这是由于大鼠有较高活性的
>\\!

.

!这

导致
IL\!0

被体内
>\\!

.

降解&随后的研究又发

现!同样剂量的
IL\!0

在
>\\!

.

基因缺失的大鼠

上表现出了与小鼠同样的效应!这提示我们
>\\!

.

介导的
IL\!0

的降解效率成为决定
IL\!0

功效的

重要决定参数'

_'GB?S7B--

等+

%&

,发现!单独使用

>\\!

.

抑制剂对大鼠肠道发育及生长的影响不显

著!这提示我们对于内源分泌的
IL\!0

!

>\\!

.

抑

制剂的作用效果并不明显!分析其原因可能与添加

的剂量不足有关'但是却提出了一个新的问题!高

剂量的添加是否会对肠上皮细胞有不好的影响'本

研究的试验
%

发现!低浓度的
>\\!

.

抑制剂对细胞

增殖(代谢(凋亡的影响不显著!这与
_'GB?S7B--

等+

%&

,的报道一致&然而!高剂量的
>\\!

.

抑制剂虽

然一定程度上可能促进细胞增殖!但却可能造成细

胞蛋白质代谢受阻及细胞结构的损伤'本试验的结

果与
>\\!

.

抑制剂在啮齿动物和犬类模型上发现

的毒性反应导致动物脱毛(血小板减少(脾肿大(多

个器官病理学改变(胃肠毒性!甚至死亡的结果一

致+

0%

,

'因此!高剂量应用
]2.0)*.

可能会对细胞

或动物造成一些损害'

此外!

]'[B,K?

等+

00

,研究了给予
IL\!0

后再

加
>\\!

.

抑制剂对人的结肠癌细胞系"

@<)(&

!

G:0/

#的 增 殖 和 迁 移 的 影 响!结 果 表 明
%&&

-7#;

/

L

d%的
IL\!0

可使癌细胞的迁移活性从

0&X

上升到
)CX

!用
>\\!

.

转染细胞后!添加

>\\!

.

抑制剂可以剂量依赖性地延续
IL\!0

的细

胞迁移功效!并使细胞倍增时间从
0')"

降为
%'C

"

!这虽然说明
>\\!

.

抑制剂可以延续并提升
IL\!

0

的功效!但也存在较大的促进癌细胞转移的风险!

这和传统认为
IL\!0

不会促进癌细胞增殖的结论

存在差异!因此!生产实践中应用
>\\!

.

抑制剂需

慎重'

FL!

!

YX-:!

和
K--:

!

抑制剂对
!&

日龄断奶仔猪

肠上皮细胞的影响

!!

_'GB?S7B--

等+

%&

,发现!皮下注射
IL\!0

的同

时给予
>\\!

.

抑制剂"

aB;$-P!

=E

?!?#;$"$"P

!

a\

#!在

最初
.&7$-

内完整
IL\!0

的浓度是对照组的
0

倍&对于小鼠而言!

C

%

N

的
IL\!0

再添加
a\

可产

生相当于
0C

%

N

IL\!0

的效应!而大鼠给予
IL\!0

和
a\

后也显著增加了肠重&

L'GB-,P-

等+

0*

,报道!

对于生长猪""

*C'%n&'1

#

W

N

#!静脉滴注
IL\!0

后!

有
*&'/X

的
IL\!0

被降解为
IL\!0

*!**

!而给予

>\\!

.

抑制剂"

a\

#后!显著降低了肾对完整
IL\!

0

的清除率!并通过提高在血中的半衰期"从
.'(

7$-

到
/'/7$-

#而使完整
IL\!0

在肠道的量大幅

上升&这种变化会带来什么样的效应呢0 作者并没

有就这个问题作后续研究'本研究的试验
0

结果表

明!对于原代培养的
0(

日龄断奶仔猪的肠上皮细

胞!不同浓度的
IL\!0

与
>\\!

.

抑制剂联合使用

可以协同促进原代培养的肠上皮细胞的增殖!增强

细胞蛋白质代谢和能量代谢!保障细胞的完整性'

也就是说!

>\\!

.

抑制剂提高了
IL\!0

对细胞增

殖(代谢和细胞完整性的作用效果!这个结果与
'̂

4'\#,

=

$,$;$W

等+

0)

,在大鼠和
]'[B,K?

等+

00

,在人的

结肠癌细胞系的研究结果一致!但与
L'@$7#-,P-

等+

0C

,在患
0

型糖尿病的不肥胖大鼠上的研究结果

存在差异'

L'@$7#-,P-

等+

0&

,认为
>\\!

.

抑制剂

主要通过调节
IL\!%

(

IM\

的活性而影响肠道发育!

通过
IL\!0

的途径调节肠道生长的效应相对较弱'

实际上!

>\\!

.

作为共同刺激分子"

Y#,S$7K;BS#?

E

7#;P5K;P

#并触发级联反应来调节免疫细胞增殖(细

胞因子产生!活化信号表达的作用特点决定了其在

机体内能与许多生物活性肽相互协同或拮抗+

0.

,

!这

也为生产实践中应用抑制剂来调控
>\\!

.

的活性

带来了新问题'

FLF

!

YX-:!

与
K--:

!

抑制剂联合使用影响断奶仔

猪肠上皮细胞发育的可能机理

*'*'%

!

影响细胞蛋白质代谢和能量代谢
!!

从本

试验结果可知!不同浓度的
IL\!0

与
>\\!

.

抑制

剂联合使用可以提高细胞总数量!而细胞
[::Z>

值的升高也表明活细胞数增多!细胞总蛋白含量的

提高及细胞沉积蛋白的提高则表明细胞蛋白质代谢

增强!由于单独应用
>\\!

.

抑制剂没有取得上述效

应!而外源添加不同浓度的
IL\!0

后!

>\\!

.

抑制

剂显著提高了
IL\!0

的作用效果!结合前人的研究

)&%



!

%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!0

和二肽基肽酶
.

抑制剂联合使用对断奶仔猪肠上皮细胞的影响

结果推测!

>\\!

.

抑制剂可能通过影响
IL\!0

存

在方式而加强了
IL\!0

的促进细胞增殖!抑制细胞

凋亡的效果!并可能导致了断奶仔猪肠黏膜上皮细

胞的变化'这与
Y':,B$

等+

01

,报道对大鼠给予

IL\!0

则只能增加小肠绒毛高度!但对小肠重量没

有影响!但
>'̂'>?K5WP?

等+

0&

,报道同样剂量的

IL\!0

在
>\\!

.

基因缺失大鼠上增加肠绒毛高度

和肠重"蛋白质代谢改变#!

\':'@B-

N

$;"

等+

0(

,报道!

接受
:\3

处理的仔猪!其
>\\!

.

活性降低会影响

肠道对氨基酸摄取的试验结果相同'上述这些结论

及本研究的试验结果初步提示!抑制
>\\!

.

的同时

添加
IL\!0

可改善肠细胞蛋白质代谢'

'̂4'

\#,

=

$,$;$W

等+

0)

,报道也与此相同'

4'@B-IBO?$P;

等+

0/

,

(

6'<K

等+

*&

,和
@'2'UB-

"P?@5F##?

等+

*%

,的研究结果表明!细胞能量代谢正

常是维持细胞正常功能的基础!而影响细胞能量代

谢的肌酸激酶的穿梭机制障碍"导致胞外
Y]

活性

升高#会导致细胞线粒体
\Y?

和
4:\

之间的能量

传输发生障碍!是细胞内能量代谢障碍的原因之

一+

*0

,

'本研究发现!高剂量
]2.0)*.

引起了细胞

培养液中
Y]

活性的增高!这提示了
Y]

外漏的发

生!表明细胞能量代谢出现障碍及细胞损伤的发生!

而添加
IL\!0

后
Y]

活性下降!表明
Y]

外漏可能

得到了缓解!细胞损伤减小!能量代谢障碍减轻或消

失'因此!

]2.0)*.

与
IL\!0

联用可能会调节细胞

能量代谢!避免或减轻细胞能量代谢障碍的发生'

*'*'0

!

保护细胞结构完整!降低细胞损伤及凋亡
!

!

L>G

是一种胞质酶!当细胞膜的通透性增高或完

整性丧失时!其扩散进入胞外介质!因此通过测定

L>G

活性变化可以衡量细胞损伤+

%C!%.

,

!本试验发

现!高剂量
]2.0)*.

引起了胞外
L>G

升高!添加

IL\!0

显著降低了胞外
L>G

!表明
]2.0)*.

可能

会引起细胞结构损伤(通透性增高或细胞完整性丧

失!这和细胞外
Y]

的升高一致!而添加
IL\!0

可

以抑制细胞的这种变化!保护细胞结构完整!但这种

变化的机理尚不清楚'

研究发现!细胞应激反应或凋亡信号能引起细

胞膜的超极化或去极化!造成线粒体肿胀!

4:\

缺

乏!

3B

k

!

]

k

!4:\

酶抑制!细胞色素
Y

释放!细胞

色素
Y

能与
4

=

BT!%

(

5B,

=

B,P!/

前体(

4:\

%

"4:\

形

成凋亡体!然后激活
5B,

=

B,P!*

"半胱天冬蛋白酶#!

进而引发
5B,

=

B,P,

级联反应!导致细胞凋亡+

%(

,

'本

试验发现!

]2.0)*.

虽然没有引起细胞
3B

k

!

]

k

!

4:\

酶活性的显著变化!但添加
IL\!0

后!细胞

3B

k

!

]

k

!4:\

酶活性显著上升!这提示细胞凋亡

受到抑制!因此!活细胞数量显著上升!显微镜下可

见细胞边缘清晰!不规则细胞减少!死"凋#亡细胞减

少!这可能也是
]2.0)*.

提高
IL\!0

作用效果!促

进细胞增殖的原因之一'

%

!

结
!

论

%'#

!

高剂量添加
>\\!

.

抑制剂"

]2.0)*.

#可能影

响
0(

日龄断奶仔猪肠黏膜上皮细胞的蛋白质代谢

和能量代谢!可能会对细胞造成一定的损害'

%'!

!

联合使用低剂量的
>\\!

.

抑制剂"

]2.0)*.

#

和
IL\!0

会提升
IL\!0

促进肠上皮细胞增殖(维

持正常的蛋白质和能量代谢(保障细胞结构和功能

的完整性!抑制细胞凋亡的作用效果!且两者具有明

显的协同效应'

本研究从细胞层面说明了应用
>\\!

.

可以提

高
IL\!0

作用效果的潜力!但应用于生产实际的时

机(剂量(作用效果等还需要动物试验进一步验证'
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Â\\A@A3\_

!

PS

B;'T)9(9+B-"()9(#'+"P

N

?B"BS$#-#T

N

;K5B

N

#-!;$WP

=

P

=

S$"P!0$-FK7B-,

+

^

,

'M/0()B)4+"'()+0G&#$@

!

0&&&

!

(C

"

(

#$

0(()!0((('

+

%%

,

!

[YYZ2[MY]L[

!

]J>>4Y

!

A4>\4

!

PSB;'

YF?#-$5"$

=

P

=

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,P!)$-F$O$S$#- Q$SF,$SB!

N

;$

=

S$-$,B,,#5$BSP"Q$SF,K,SB$-P"

=

?#SP5S$#-B

N

B$-,S

$,5FP7$5;PTSUP-S?$5K;B?"

E

,TK-5S$#-$-B

=

$;#S,SK"

E

#T

=

BS$P-S,Q$SFS

E=

P0"$BOPSP,7P;;$SK,B-"5#?#-B?

E

B?SP?

E

"$,PB,P

+

^

,

'/('"/$'4(+9$:"T3$

1

()

1

!

0&%)

!

1

"

0

#$

01)!0(%'

+

%0

,

!

Z2@]ZaY

!

GZL@:^^

!

]39G:@A3@

!

PSB;'

I;K5B

N

#-!;$WP

=

P

=

S$"P,IL\!%B-"IL\!0

!

=

?P"$5SP"

=

?#"K5S,#TSFP

N

;K5B

N

#-

N

P-P

!

B?P,P5?PSP",P

=

B?BSP;

E

T?#7

=

$

N

,7B;;$-SP,S$-POKS-#S

=

B-5?PB

+

^

,

'B)4+"'(J

)+0+

16

!

%/(.

!

%%/

"

)

#$

%).1!%)1C'

+

%*

,

!

Aa43@I@

!

VLM3:3

!

@Z[A2@4@

!

PSB;':FP

"PUP;#

=

7P-S#TB7PSF#"T#?SFP

=

?P

=

B?BS$#-#T?BS$-!

SP,S$-B;P

=

$SFP;$B;5P;;

=

?$7B?

E

5K;SK?P,

+

^

,

'M/&00

-"(

!

%//0

!

%&%

"

\S%

#$

0%/!0*%'

+

%)

,

!

姜
!

俊
'

谷氨酰胺对鲤鱼肠上皮细胞生长和代谢的

影响+

>

,

'

雅安$四川农业大学!

0&&C'

!

M̂43I '̂ATTP5S,#T

N

;KSB7$-P#-SFP

N

?#QSFB-"7P!

SBO#;$,7#T5B?

=

$-SP,S$-B;P

=

$SFP;$B;5P;;,$-

=

?$7B?

E

5K;SK?P

+

>

,

'JBfB-

$

@$5FKB-4

N

?$5B;SK?B;9-$UP?,$S

E

!

0&&C'

"

$-YF$-P,P

#

+

%C

,

!

]ZG^J

!

YGZM><'̀ KB-S$SBS$UP"PSP?7$-BS$#-#T

N

;KSB7BSP7P"$BSP"5#?S$5B;-PK?#-B;$-

+

K?

E

$-5P;;5K;!

SK?PO

E

;B5SBSP"PF

E

"?#

N

P-B,PPTT;KRB,,B

E

+

^

,

'M

I&7'+:"(G&#,+4:

!

%/(1

!

0&

"

%

#$

(*!/&'

+

%.

,

!

陈
!

璐!赵
!

鑫!郭
!

政
'

降钙素基因相关肽对高糖

下新生大鼠心肌细胞缺氧复氧损伤的影响+

^

,

'

中华

麻醉学杂志!

0&%)

!

*)

"

%&

#$

%%(C!%%(('

!

YGA3 L

!

HG4Z 6

!

I9ZH'ATTP5S#T5B;5$S#-$-

N

P-P!?P;BSP"

=

P

=

S$"P#-B-#R$B!?P#R

EN

P-BS$#-$-"K5P"

$-

+

K?

E

S#-P#-BSB;?BS5B?"$#7

E

#5

E

SP,$-5KOBSP"$-

F$

N

F

N

;K5#,P7P"$K7

+

^

,

'/,()&:&M+7')$0+

2

!)&:J

#,&:(+0+

16

!

0&%)

!

*)

"

%&

#$

%%(C!%%(('

"

$-YF$-P,P

#

+

%1

,

!

卢新华!黄
!

煌!谭
!

斌!等
'

马齿苋总黄酮对

G/50

心肌细胞缺氧%复氧损伤的保护作用+

^

,

'

中国

新药与临床杂志!

0&%*

!

*0

"

C

#$

*1%!*1)'

!

L9 6 G

!

G943I G

!

:43 _

!

PSB;'\?#SP5S$UP

PTTP5S,#T

=

#?SK;B5BS#SB;T;BU#-P#-F

E=

#R$B

%

?P#R

E

!

N

P-BS$#-$-

+

K?

E

$-G/507

E

#5

E

SP,

+

^

,

'/,()&:&M+7'J

)$0+

2

I&HC'7

1

:$)4/0()("$0>&3&4(&:

!

0&%*

!

*0

"

C

#$

*1%!*1)'

"

$-YF$-P,P

#

+

%(

,

!

aZ@@Z G

!

_4:24@

!

]ZL4::9]9>J@^

!

PS

B;'_$-"$-

N

#T5B,

=

B,P!*

=

?#"#7B$-S#FPBS,F#5W

=

?#!

SP$-01?P

N

K;BSP, 7#-#5

E

SPB

=

#

=

S#,$,O

E

$-F$O$S$-

N

5B,

=

B,P!*

=

?#SP#;

E

S$5B5S$UBS$#-

+

^

,

'M?(+0/,&3

!

0&&1

!

0(0

"

*)

#$

0C&((!0C&//'

+

%/

,

!

[A3:HAL@

!

>M̂][43 G_

!

a43@Z3^\

!

PS

B;'Z?

N

B-"$,S?$OKS$#-#TB7$-#

=

P

=

S$"B,P4B-""$

=

P

=

!

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,PMa$--#?7B;7$5P

+

^

,

'M;(:#+",&3

/

6

#+",&3

!

%//.

!

))

"

C

#$

))C!).%'

+

0&

,

!

>29Y]A2>^

!

@GM`

!

Y2MaMYM4

!

PSB;'2P

N

K;B!

S$#-#TSFPO$#;#

N

$5B;B5S$U$S

E

#T

N

;K5B

N

#-!;$WP

=

P

=

S$"P

0()9(9+O

E

"$

=

P

=

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,PMa

+

^

,

'I$#?(+#&",J

)+0

!

%//1

!

%C

"

1

#$

.1*!.11'

+

0%

,

!

]9@G3A2\

!

IZ22ALL ['>\\!)$-F$O$S#?,$-

S

E=

P0"$BOPSP,

$

M7

=

#?SB-5P#T,P;P5S$UPP-b

E

7P$-F$!

O$S$#-B-"$7

=

;$5BS$#-,T#?5;$-$5B;K,P

+

^

,

'ME$3

A'$"#

!

0&%&

!

C/

"

0

#$

%!C'

+

00

,

!

[4@92]

!

@YG<42:HV

!

A3:@YGL4>A3V

!

PSB;'>\\Ma $-F$O$S#?, PRSP-" IL\!0 7P"$BSP"

SK7#K?

=

?#7#S$-

N

PTTP5S,#-$-SP,S$-B;5B-5P?5P;;,

+

^

,

'>&

1

70A&

K

#

!

0&&.

!

%*1

"

*

#$

%)1!%CC'

+

0*

,

!

G43@A3L

!

G42A]^

!

G42:[433_

!

PSB;'

[PSBO#;$,7#T

N

;K5B

N

#-!;$WP

=

P

=

S$"P!0$-

=

$

N

,

$

?#;P#T

"$

=

P

=

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,PMa

+

^

,

'>&

1

70A&

K

#

!

0&&1

!

%*(

"

0!*

#$

%0.!%*0'

.&%



!

%

期 贾
!

刚等$胰高血糖素样肽
!0

和二肽基肽酶
.

抑制剂联合使用对断奶仔猪肠上皮细胞的影响

+

0)

,

!

\Z@\M@MLM]^4

!

[42:M3^

!

>Z:J:

!

PSB;'>$

=

P

=

!

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,PMa$-F$O$S#?S?PBS7P-S,S$7K;BSP,

$

!5P;;

,K?U$UB;B-"$,;PS-P#

N

P-P,$,$-,S?P

=

S#b#S#5$-!$-"K5P""$!

BOPS$5?BS,

+

^

,

'C($@&#&:

!

0&&*

!

C0

"

*

#$

1)%!1C&'

+

0C

,

!

@M[Z3@A3L

!

\MLI442>@

!

Z2@]ZaY

!

PSB;'

ARP-"$-!)

!

OKS-#S"$

=

P

=

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,PMa$-F$O$!

S$#-

!

$-5?PB,P,,7B;;$-SP,S$-B;7B,,$-I]?BS,

+

^

,

'

!3MA,

6

:(+0=$:#'+()#&:#<(9&'A,

6

:(+0

!

0&&1

!

0/*

"

%

#$

0((!0/C'

+

0.

,

!

@934L

!

>A3I^:

!

I943I^

!

PSB;'>$

=

P

=

S$"

E

;

=

P

=

S$"B,P!Ma$,B

=

#SP-S$B;7#;P5K;B?O$#7B?WP?$-"$!

BOPS$5W$"-P

E

"$,PB,P

+

^

,

'C($@%$:"C(:>&:

!

0&%0

!

/

"

)

#$

*&%!*&('

+

01

,

!

:@4MY

!

GMLL[

!

>29Y]A2> '̂_$#;#

N

$5B;"PSP?!

7$-B-S,#T$-SP,S$-#S?#

=

F$5

=

?#

=

P?S$P,#TIL\!0()

9(9+

+

^

,

'!3MA,

6

:(+0

!

%//1

!

010

"

*\S%

#$

..0!..('

+

0(

,

!

@43IML>\:

!

\A:A2@A3 J [

!

@YG[M>: [

!

PSB;'\?PSP?7O$?SFBTTP5S,SFP$-SP,S$-B;?P,

=

#-,PS#

=

B?P-SP?B;B-"P-SP?B;-KS?$S$#-$--PQO#?-

=

$

N

,

+

^

,

'

MI7#'

!

0&&0

!

%*0

"

%0

#$

*1(.!*1/)'

+

0/

,

!

@43 I4_2MAL 4

!

93AJ4[4 G'47$-#B5$"

,P-,$-

N

$- SFP

N

B,S?#$-SP,S$-B;S?B5S

+

^

,

'!3()+

!"(4:

!

0&%*

!

)C

"

*

#$

)C%!).%'

+

*&

,

!

<96

!

HG43I J

!

LM9 H

!

PSB;'ATTP5S,#T#?B;

,K

==

;P7P-SBS$#- Q$SF

N

;KSB7BSP#?5#7O$-BS$#-#T

N

;KSB7BSPB-"3!5B?OB7

E

;

N

;KSB7BSP#-$-SP,S$-B;7K!

5#,B7#?

=

F#;#

NE

B-"P

=

$SFP;$K75P;;

=

?#;$TP?BS$#-$-

QPB-;$-

N=

$

N

;PS,

+

^

,

'M!)(3-"(

!

0&%0

!

/&

"

@K

==

;)

#$

**1!**/'

+

*%

,

!

a43>A2@YGZZ2@2

!

@YGMA2_AA] G

!

_A:

\[

!

PSB;'[B

+

#?$S

E

#T"$PSB?

EN

;KSB7$-P$,KS$;$bP"$-

T$?,S

=

B,,$-

=

?PSP?7$-TB-S,

+

^

,

'A&4($#'>&:

!

0&%&

!

.1

"

0

#$

%/)!%//'

+

*0

,

!

孔庆辉!晁
!

燕!夏明哲!等
'

黄河裸裂尻鱼肌酸激

酶
[!Y]5>34

的克隆及组织表达分析+

^

,

'

动物学

杂志!

0&%.

!

C%

"

%

#$

()!/)'

!

]Z3I`G

!

YG4ZJ

!

6M4[H

!

PSB;'5>345;#!

-$-

N

B-"S$,,KPPR

=

?P,,$#-#T5?PBS$-PW$-B,P

N

P-P

T?#7 GKB-

N

FP ,5F$b#SF#?B5$-

"

-",(P+

K61

+

K

:(:

K6

0P+9(

#+

^

,

'/,()&:&M+7')$0+

2

*++0+

16

!

0&%.

!

C%

"

%

#$

()!/)'

"

$-YF$-P,P

#

"编辑
!

郭云雁#

1&%




