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摘　 要： 本试验以谷氨酰胺作为热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）诱导剂，从细胞凋亡线粒体信号转导途

径探讨 ＨＳＰ７０ 对热应激猪小肠上皮细胞（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２）凋亡相关因子的影响。 试验以体外培养的猪

小肠上皮细胞为模型，分别加入不同浓度（１、２、４、６、８、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）谷氨酰胺的培养基中培养

２４ ｈ，提取总 ＲＮＡ 和总蛋白，用实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的

相对表达量，筛选出谷氨酰胺诱导 ＨＳＰ７０ 表达的最佳浓度。 取对数生长期的细胞分为 ３ 组，分

别为对照组（Ｃｏｎ 组，３７ ℃培养 １２ ｈ）、热应激组（Ｈｓ 组，４２ ℃培养 １２ ｈ）、谷氨酰胺组（Ｇｌｎ 组，
６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ谷氨酰胺、４２ ℃培养 １２ ｈ）。 采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染法检测细胞凋亡水平，实时荧光

定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ＨＳＰ７０、凋亡酶激活因子－１（Ａｐａｆ⁃１）、半胱氨酸天冬氨酸蛋

白水解酶－９ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃９）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 － ３ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、Ｂ 淋巴细胞瘤 － ２
（Ｂｃｌ⁃２）的 ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量。 结果表明：谷氨酰胺对 ＨＳＰ７０ 上调表达呈先上升后下

降的趋势，６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的谷氨酰胺诱导时 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量最高，显著高于其他浓

度（Ｐ＜０．０５），作为后续试验中 Ｇｌｎ 组的诱导条件。 与 Ｃｏｎ 组相比，Ｈｓ 组细胞凋亡率极显著增加

（Ｐ＜０．０１），ＨＳＰ７０、Ａｐａｆ⁃１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量极显著升高（Ｐ＜
０．０１），而 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量极显著降低（Ｐ＜０．０１）。 与 Ｈｓ 组相比，Ｇｌｎ 组细胞凋

亡率极显著降低（Ｐ＜０．０１），但仍极显著高于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜０．０１）；Ｇｌｎ 组 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的相

对表达量极显著升高（Ｐ＜０．０１）；Ｇｌｎ 组 Ａｐａｆ⁃１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达

量极显著降低（Ｐ＜０．０１），但极显著高于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜０．０１）；Ｇｌｎ 组 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表

达量极显著升高（Ｐ＜０．０１），但极显著低于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜０．０１）。 由此可见，上调 ＨＳＰ７０ 的表达可

有效缓解热应激导致的猪小肠上皮细胞凋亡。
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　 　 热应激是夏季畜牧业生产中面临的主要问

题。 在热应激环境下，动物因散热导致肠道缺血

缺氧，使肠道受到严重损伤，进一步导致肠道屏障

功能受损，从而影响动物的生长性能［１］ 。 猪在高

温条件下极易出现热应激反应。 研究发现，热应

激可导致猪小肠尤其空肠严重损伤，小肠绒毛上

皮细胞凋亡加剧［２］ 。 在热应激状态下，大部分蛋

白质合成停止以合成热休克蛋白（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ， ＨＳＰ）。 ＨＳＰ 是机体受到一定强度的刺激诱

导产生的，广泛存在于大多数生物体内，在正常情
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况下表达水平较低的一类热应激蛋白质［３］ 。 热休

克蛋白 ７０（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０， ＨＳＰ７０）作为其

中重要的一员，具有分子伴侣功能，抗辐射功能，
提高细胞抗应激、抗凋亡、抗氧化能力功能，以及

促进细胞增殖和参与免疫调节等功能［４］ 。 研究发

现，热应激能够通过促进 ＨＳＰ７０ 的合成，进而抑制

肠黏膜上皮细胞的凋亡［５］ 。 ＨＳＰ７０ 可通过线粒体

通路对细胞凋亡起调控作用［６］ 。 大量试验结果表

明，谷氨酰胺（ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）作为一种条件性必

需氨基酸，能够特异性地诱导 ＨＳＰ７０ 的表达，是一

种安全高效的 ＨＳＰ７０ 诱导剂［７－９］ 。 本试验从分子

水平入手，建立热应激细胞模型，通过谷氨酰胺诱

导 ＨＳＰ７０ 表达，观察 ＨＳＰ７０ 对热应激猪小肠上皮

细胞（ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２）细胞凋亡及细胞凋亡线粒体通路

中 关 键 基 因 ［ Ｂ 淋 巴 细 胞 瘤 － ２ （ Ｂ⁃ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）、凋亡酶激活因子－１（ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｅｒ⁃１，Ａｐａｆ⁃１）、半胱氨酸天冬

氨酸 蛋 白 水 解 酶 － ３ （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃３，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

水解酶－９（ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９，
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９）］ ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达 的 影 响， 探 讨

ＨＳＰ７０ 可能的作用机制，为明确其作用机制提供

理论依据，并为其在畜牧业生产中的应用提供有

价值的参考资料。

１　 材料与方法
１．１　 细胞来源及培养

　 　 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 由中国农业大学赠送。 细胞生长于

含有 １０％ 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ） 和 １％ 青 链 霉 素 的

ＤＭＥＭ 培养液中，当细胞处于对数生长期时，使用

含有乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的 ０．２５％胰酶将细胞

消化下来后用培养液重悬，接种于细胞培养板中

用于后续试验。
１．２　 主要试剂及仪器

　 　 ＤＭＥＭ、ＦＢＳ、０．２５％胰酶、ＰＢＳ 购自美国 Ｇｉｂ⁃
ｃｏ 公司，青霉素与链霉素混合液（１００×）、谷氨酰

胺购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋

亡检测试剂盒购自美国 ＢＤ 公司，一抗［（ＨＳＰ７０、
Ａｐａｆ⁃１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂｃｌ⁃２、 β －肌动蛋白

（β⁃ａｃｔｉｎ）］购自北京博奥森生物技术有限公司，山
羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ）购自北京中杉金桥生

物技术有限公司，聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，ＲＩＰＡ 裂解液、蛋白酶抑制剂购

自北京康为世纪生物科技有限公司，５×蛋白质上

样缓冲液、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白质浓度测定试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，Ｔｒｉｚｏｌ 购
自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），Ｐｒｉｍｅｒ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司，
ｉＱＴＭ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司。 细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，倒置荧光

显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司，微量紫外分光光度计

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ７５００ 实时荧

光定量分析仪购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，
流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司。
１．３　 谷氨酰胺诱导细胞 ＨＳＰ７０ 上调表达

　 　 取对数生长期的肠上皮细胞，调整细胞浓度

为 １．０×１０６ 个 ／ ｍＬ，接种于 ６ 孔细胞培养板中，置
于 ３７ ℃ 、５％二氧化碳（ＣＯ２）培养箱中常规培养

４８ ｈ，吸弃培养基并用磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ） 洗 ２
次，分 别 加 入 谷 氨 酰 胺 浓 度 为 １、 ２、 ４、 ６、 ８、
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＭＥＭ 培养液继续培养 ２４ ｈ，收取

细胞。 测定细胞中 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 及蛋白表达量。
选择 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 表达量最高的 Ｇｌｎ 浓度作为后

续试验中 ＨＳＰ７０ 上调表达的诱导条件。
１．４　 细胞分组及处理

　 　 将试验细胞分为对照组（Ｃｏｎ 组）、热应激组

（Ｈｓ 组）和谷氨酰胺组（Ｇｌｎ 组）。 所有试验均选

取 ３ 代不同细胞，每个试验均设 ３ 次重复。 处理过

程如下：１）取对数生长期细胞，调整细胞浓度为

１．０×１０６ 个 ／ ｍＬ，将细胞分为 ３ 组，接种于 ６ 孔细胞

培养板中，置于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱中常规培养

４８ ｈ，吸弃培养基并用 ＰＢＳ 洗 ２ 次，Ｃｏｎ 组和 Ｈｓ 组

加入 完 全 培 养 基 继 续 培 养， Ｇｌｎ 组 加 入 含

６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ谷氨酰胺培养基继续培养。 ２） ２４ ｈ 后，
Ｃｏｎ 组于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培养，将 Ｈｓ
组和 Ｇｌｎ 组细胞移入 ４２ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱中继

续培养，１２ ｈ 后收集细胞待做相关检测（因细胞培

养液中含有凋亡细胞，故将培养液一并收集以防

试验误差）。
１．５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染检测细胞凋亡

　 　 将 ３ 组处理后的细胞分别收集到 １０ ｍＬ 的离

心管中，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，冷 ＰＢＳ 轻轻冲洗

２ 次；用 １×Ａｎｎｅｘｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，调整

细胞浓度为 １．０×１０６ 个 ／ ｍＬ；每 １００ μＬ 细胞悬液

加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ 碘化丙啶（ＰＩ）
混匀，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ 后上流式细胞仪检测，
激发波长 ４８８ ｎｍ，发射波长 ５３０ ｎｍ。 用 ＦｌｏｗＪｏ
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Ｖ１０ 软件分析细胞凋亡率。
１．６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测基因表达

　 　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ。 利用微量紫外分光光

度计测定吸光度（ＯＤ）和 ＲＮＡ 浓度，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０

在 １．８ ～ ２． ０ 之间表示所提的总 ＲＮＡ 纯度较好。
另取 ２ μＬ ＲＮＡ 与 １ μＬ ６×ＲＮＡ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混
匀后采用琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。 采用反

转录试剂盒两步法对 ＲＮＡ 进行反转录（ ｃＤＮＡ 的

合成）。 引物的设计合成：以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因，
参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪基因的 ｍＲＮＡ 序列，运用 Ｐｒｉｍ⁃
ｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０ 设计引物，由生工生物工程（上海）
股份有限公司负责引物的合成。 引物序列见表 １。
荧光定量鉴定：使用 ｉＱＴＭ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ
荧光染料对基因进行相对定量分析。 每个组 ６ 个

重复，用对照组平均值归一法与 ２－ΔΔＣｔ法进行基因

相对定量分析。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

基因序列号
Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

热休克蛋白 ７０
ＨＳＰ７０ ＮＭ＿００１１２３１２７．１ Ｆ：ＧＡＣＧＧＡＡＧＣＡＣＡＧＧＡＡＧＧＡ

Ｒ：ＧＡＡＧＡＣＡＧＧＧＴＧＣＧＴＴＴＧＧ ９１

凋亡酶激活因子－１
Ａｐａｆ⁃１ ＫＰ７２９１８６．１ Ｆ：ＴＡＣＴＣＡＡＴＧＣＣＡＡＣＧＡＧＣＡＧ

Ｒ：ＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧＣＡＧＣＡＡＧＡ １２４

Ｂ 淋巴细胞瘤－２
Ｂｃｌ⁃２ ＮＭ＿２１４２８５．１ Ｆ：ＴＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＡＧＡ

Ｒ：ＴＡＧＧＴＧＧＴＣＡＴＴＣＡＧＧＴＡＡＧＴＧＧ ８６

半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶－９
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ＸＭ＿０１３９９８９９７．２ Ｆ：ＣＴＴＣＣＴＧＴＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＴ

Ｒ：ＣＣＣＧＣＴＴＴＧＴＴＧＣＴＴＧＴＣＴ ８８

半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶－３
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＮＭ＿２１４１３１．１ Ｆ：ＧＡＡＣＴＣＴＡＡＣＴＧＧＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡ

Ｒ：ＧＴＣＣＣＡＣＴＧＴＣＣＧＴＣＴＣＡＡＴＣ ８８

β－肌动蛋白
β⁃ａｃｔｉｎ ＸＭ⁃００３３５７９２８ Ｆ：ＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ

Ｒ：ＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧ ２１６

１．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达

　 　 用 ＲＩＰＡ 裂解液与蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰

氟（ＰＭＳＦ）按照 １ ｍＬ＋１０ μＬ 体积混合的细胞裂

解液提取细胞总蛋白。 按照 ＢＣＡ 蛋白质浓度测

定试剂盒说明书对蛋白样品进行定量。 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法，进行相关蛋白表达的测定。 利

用 Ｋｏｄａｋ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ 进行图像采

集，Ｑｕａｌｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行蛋白灰度值分析。 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参蛋白，目的蛋白与内参蛋白灰度值之

比表示为该蛋白的相对表达量。
１．８　 统计分析

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件进行统计学分析，使用单

因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）并用 Ｄｕｎｃａｎ 氏

法进行多重比较。 试验数据表示为平均值±标准

差。 Ｐ＜０．０５ 表示差异显著，Ｐ＜０． ０１ 表示差异极

显著。

２　 结果与分析
２．１　 谷氨酰胺对细胞内 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白相

对表达量的影响

　 　 由图 １ 可知，谷氨酰胺对 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋

白相对表达量的影响一致，呈先增加后下降的趋

势，经 过 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 谷 氨 酰 胺 诱 导 ２４ ｈ 后，
ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量到达峰值，显著

高于其他浓度（Ｐ＜０．０５）。
２．２　 ＨＳＰ７０ 对热应激细胞凋亡率的影响

　 　 双变量流式细胞仪散点图中 Ｑ１ 区域的细胞

为坏死细胞，Ｑ２ 区域的细胞为晚期凋亡细胞，Ｑ３
区域的细胞为早期凋亡细胞，Ｑ４ 区域的细胞为活

细胞。 统计细胞凋亡率时采用 Ｑ２＋Ｑ３。 由图 ２ 和

表 ２ 可知，与 Ｈｓ 组相比，Ｇｌｎ 组细胞凋亡率极显著

降低 （ Ｐ ＜ ０． ０１），但仍极显著高于 Ｃｏｎ 组 （ Ｐ ＜
０．０１）。 这表明 ＨＳＰ７０ 的高表达可有效缓解热应

激导致的细胞凋亡。
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　 　 数据柱标相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极

显著（Ｐ＜０．０１）。 下图同。
　 　 Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ
ｂｅｌｏｗ．

图 １　 谷氨酰胺对细胞内 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ Ｇｌｎ ｏｎ ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 各组细胞凋亡率检测

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ２　 ＨＳＰ７０ 对肠上皮细胞凋亡率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＳＰ７０ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ％

项目

Ｉｔｅｍｓ
细胞凋亡率

Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

对照组 Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ １．７９±０．０９Ａ

热应激组 Ｈｓ ｇｒｏｕｐ ５２．２３±１．２９Ｂ

谷氨酰胺组 Ｇｌｎ ｇｒｏｕｐ ４２．３０±０．８０Ｃ

　 　 同列数据肩标不同大写字母表示差异极显著 （ Ｐ ＜
０．０１）。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ
ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１） ．

２．３　 ＨＳＰ７０ 对热应激细胞凋亡相关因子 ｍＲＮＡ
相对表达量的影响

　 　 由图 ３ 可知，与 Ｃｏｎ 组相比，热应激和谷氨酰

胺均能显著诱导 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 表达，Ｈｓ 组和 Ｇｌｎ
组 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 相对表达量极显著升高 （ Ｐ ＜
０．０１），且 Ｇｌｎ 组 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 相对表达量极显著

高于 Ｈｓ 组（Ｐ＜０．０１）。 Ｈｓ 组Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表

达量极显著低于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜０．０１），Ｈｓ 组 Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ 相对表达量均极显著

高于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜０．０１）。 与 Ｈｓ 组相比，Ｇｌｎ 组 Ｂｃｌ⁃
２ ｍＲＮＡ 相对表达量极显著升高（Ｐ＜０．０１），Ａｐａｆ⁃
１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｍＲＮＡ 相对表达量均极显

著降低（Ｐ＜０．０１）。 这说明通过诱导 ＨＳＰ７０ 高表

达可显著改善上述各凋亡相关基因的相对表

达量。
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图 ３　 各组细胞基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２．４　 ＨＳＰ７０ 对热应激细胞凋亡相关因子蛋白相

对表达量的影响

　 　 由图 ４ 可知，与 Ｃｏｎ 组相比，Ｈｓ 组和 Ｇｌｎ 组

ＨＳＰ７０ 蛋白相对表达量极显著增加（Ｐ＜０．０１），且
Ｇｌｎ 组 ＨＳＰ７０ 蛋白相对表达量极显著高于 Ｈｓ 组

（Ｐ＜０．０１）。 Ｈｓ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白相对表达量极显著低

于 Ｃｏｎ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０１ ）， Ｈｓ 组 Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白相对表达量均极显著高于 Ｃｏｎ 组

（Ｐ＜０．０１）。 Ｇｌｎ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白相对表达量极显著

高于 Ｈｓ 组（Ｐ＜０．０１），且极显著低于 Ｃｏｎ 组（Ｐ＜
０．０１）；Ｇｌｎ 组 Ａｐａｆ⁃１、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白相

对表达量均极显著低于 Ｈｓ 组（Ｐ＜０．０１），而极显著

高于 Ｃｏｎ 组而（Ｐ＜０．０１）。 这些均与各基因ｍＲＮＡ
相对表达量的趋势相一致。

３　 讨　 论
　 　 ＨＳＰ７０ 作为 ＨＳＰ 家族中最重要的一类蛋白，
主要行使分子伴侣的功能，如稳定未折叠的新合

成肽、参与变性蛋白质的修复清除等；还能保持细

胞形态完好，增强细胞的免疫，抑制细胞凋亡，从
而维持细胞内环境的稳态［３］ 。 ＨＳＰ７０ 可以通过增

加合成以保护自身组织细胞免受不良应激原刺激

所致的损害，在应激耐受和应激保护中发挥重要

作用［１０］ 。 谷氨酰胺可以增加 ＨＳＰ 的表达，达到对

抗应激刺激起到保护细胞的作用［１１］ 。 在谷氨酰胺

对奶牛乳腺上皮细胞 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 表达的影响试

验中发现，谷氨酰胺促进了正常状态下奶牛乳腺

上皮细胞 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 的表达，８．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的谷

氨酰胺诱导 ２４ ｈ 后细胞 ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 相对表达

量达到峰值［１２］ 。 本研究结果显示，当谷氨酰胺浓

度为 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表

达量均达到峰值；当谷氨酰胺浓度低于 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量随谷氨酰

胺浓 度 的 增 加 而 增 加； 当 谷 氨 酰 胺 浓 度 高 于

６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时，ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量

受到了抑制。 这可能是由于过量的谷氨酰胺会抑

制细胞增殖，并且谷氨酰胺的代谢产物会降低

ＨＳＰ７０ 的表达。

图 ４　 各组细胞蛋白的免疫印迹结果

Ｆｉｇ．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 细胞凋亡是机体正常细胞受到生理或病理性

刺激后，出现的一种由基因控制的自主有序的死

亡过程［１３］ ，对维持细胞生长和内环境稳定有重要

作用，在早期属于可逆过程。 半胱氨酸天冬氨酸

蛋白水解酶（ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，
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Ｃａｓｐａｓｅ）依赖性凋亡具有 ２ 条通路：外源性通路

（通过细胞外信号激活细胞内的 Ｃａｓｐａｓｅ）和内源

性通路 （通过线粒体释放凋亡酶激活因子激活

Ｃａｓｐａｓｅ）。 研究发现，热应激会导致猪小肠严重受

损，小肠细胞凋亡加剧，外源性通路（死亡受体通

路）和内源性通路（线粒体通路）均被激活［２］ 。 研

究发现，黄岑苷能够通过激活凋亡相关因子及其

配体（Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ）途径和 ＨＳＰ 表达来保护睾丸细胞

免受热应激诱导的细胞凋亡［１４］ 。 Ｐａｒｋ 等［１５］ 研究

发现，ＨＳＰ７０ 乙酰化可通过与 Ａｐａｆ⁃１ 相互作用和

阻断凋亡体的形成来减弱 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞

凋亡。 ＨＳＰ７０ 对细胞凋亡的死亡受体通路和线粒

体通路均有抑制作用［１６］ 。 鸡原代心肌细胞通过线

粒体通路抑制 ＨＳＰ７０ 的表达，从而促进细胞凋

亡［１７－１８］ 。 通过本试验我们发现，猪小肠上皮细胞

经过热应激处理后，ＨＳＰ７０ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对

表达量升高，细胞凋亡率显著升高，说明细胞会主

动合成 ＨＳＰ７０ 以缓解热应激。 通过谷氨酰胺诱导

ＨＳＰ７０ 表达，细胞凋亡率显著降低，但未能恢复至

Ｃｏｎ 组水平，说明 ＨＳＰ７０ 在一定程度上对细胞凋

亡有抑制作用。
　 　 线粒体信号转导通路是细胞凋亡的主要信号

通路［１９］ 。 当细胞受到刺激时便会启动 Ａｐａｆ⁃１ 所

在的线粒体凋亡途径。 线粒体膜间腔内所含有的

细胞色素 Ｃ 氧化酶（Ｃｙｔ⁃Ｃ）释放并进入细胞质，
Ｃｙｔ⁃Ｃ 可与胞质中 Ａｐａｆ⁃１ 结合形成 Ａｐａｆ⁃１ ／ Ｃｙｔ⁃Ｃ
复合物，该复合物可增强 Ａｐａｆ⁃１ 与 ＡＴＰ ／ ｄＡＴＰ 结

合力，Ａｐａｆ⁃１ ／ Ｃｙｔ⁃Ｃ 复合物与 ＡＴＰ ／ ｄＡＴＰ 结合后

可诱导 Ａｐａｆ⁃１ 寡聚化并结合 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 形成凋亡

复合体，激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９，进而活化 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 并通

过级 联 反 应 激 活 下 游 成 分 诱 导 细 胞 凋 亡 发

生［２０－２４］ 。 Ａｐａｆ⁃１ 是线粒体凋亡途径中一个重要的

促凋亡因子，在正常细胞中以非活性形式存在于

细胞质中，是凋亡体的核心［２５］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 族蛋白主要

作用位点就在线粒体膜上，在细胞凋亡中起着重

要的调控作用，其中 Ｂｃｌ⁃２ 具有抗细胞凋亡的作

用［２６］ 。 Ｃａｓｐａｓｅ 家族是引起细胞凋亡的关键酶。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 是凋亡的启动者，Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 必须绑定到

凋亡复合体上才能保留并具有较高的催化活

性［２７－２８］ 。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 被激活，引起 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应［２９］ 。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋亡主要效应执行者，一
旦活化，凋亡不可逆转。 霍爱华［３０］ 等研究发现，
４２ ℃热应激 １ ｈ 即可激活细胞凋亡线粒体通路。
黄岑苷能够下调热应激猪近端肾小管细胞 Ｂｃｌ⁃２

相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）的表达提高 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的比

值来降低细胞凋亡率［３１］ 。 复方参术汤处理猪小肠

黏膜上皮细胞后，能够上调 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白的

相对表达量，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活性，
改善猪传染性胃肠炎病毒通过线粒体通路引起的

细胞凋亡［３２］ 。 本试验结果显示，细胞经过热应激

处理后，抗凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表

达 极 显 著 降 低， Ａｐａｆ⁃１、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量均极显著升高，表明热

应激细胞线粒体信号转导通路启动。 通过谷氨酰

胺预处理诱导 ＨＳＰ７０ 的表达，抗凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达极显著升高，Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达均

极显著降低。 这表明通过上调 ＨＳＰ７０ 表达，能够

有效改善细胞凋亡线粒体通路相关因子的表达，
使得线粒体信号转导通路诱导的细胞凋亡减少，
从而达到降低热应激细胞损伤的作用。

４　 结　 论
　 　 通过诱导猪小肠上皮细胞 ＨＳＰ７０ 表达，可降

低热 应 激 细 胞 促 进 细 胞 凋 亡 基 因 Ａｐａｆ⁃１、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达，提高抑制细胞凋亡基

因 Ｂｃｌ⁃２ 表达，从而减少细胞热应激损伤和凋亡，
表明通过上调 ＨＳＰ７０ 表达能够在一定程度上对热

应激肠上皮细胞起到保护作用。
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（Ｐ＜０．０１）； ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｇｌｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜
０．０１）， ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０１） ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ７０ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ
ｓｔｒｅｓｓ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（４）：１８６７⁃１８７４］
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