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低磷浓度下原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮
细胞对磷吸收及相关转运载体表达的研究
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摘　 要： 本试验旨在研究低磷浓度下原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞对磷吸收及相关磷

转运载体的表达。 试验采用单因子完全随机设计，设 ０（对照组）、０．５、１．０、２．０ 和 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ５
个不同磷浓度组，每组 ６ 个重复，孵育时间为 ８７ ｍｉｎ。 结果表明：不同磷浓度对十二指肠上皮细

胞中磷吸收率有显著影响（Ｐ＜０．０５），磷吸收率随着磷浓度的增加呈线性或二次曲线增加（Ｐ＜
０．０５）。 与对照组相比，４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的十二指肠上皮细胞中Ⅱｂ 型钠磷协同转运载体（ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ）和无机磷转运载体 １（ＰｉＴ⁃１）的 ｍＲＮＡ 相对表达量显著降低（Ｐ＜０．０５），而 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的

十二指肠上皮细胞中无机磷转运载体 ２（ＰｉＴ⁃２）的 ｍＲＮＡ 相对表达量无显著变化（Ｐ＞０．０５）。 不

同磷浓度对十二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达无显著影响（Ｐ＞０．０５）。 由

此可见，随着孵育液磷浓度的增加，细胞磷吸收率增加；当孵育液中磷浓度为 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，原

代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞可通过下调 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达来调节磷的

吸收。
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　 　 磷是动物机体不可或缺的矿物元素［１］ 。 对于

肉用家禽，磷的作用更为重要。 因此，需要在饲粮

中添加无机矿物质磷来满足肉鸡的生长需要。 但

是，以植物性饲料为主的肉鸡饲粮中的磷大部分

以植酸磷的形式存在，很大部分不能被机体吸收

利用，未被利用的磷会随粪便排出体外，造成环境

污染［２－３］ 。 因此，在低磷状态下磷在小肠中的转运

吸收分子机制还需要更深入的研究，这对于节约

饲料资源并减少环境污染有重要意义。 研究发

现，十二指肠是磷吸收的主要场所，也是Ⅱｂ 型钠

磷协同转运载体 （ ｔｙｐｅ Ⅱ ｂ ｓｏｄｉｕｍ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏ⁃
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ）表达的主要场所［４－５］ 。 且肉

鸡机体可通过调节十二指肠 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、无机磷转

运载体 １（ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １，ＰｉＴ⁃１）

和无机磷转运载体 ２（ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ⁃
ｅｒ ２，ＰｉＴ⁃２）的表达，来调节其对磷的吸收［４］ 。 同

时也有大量文献报道，低磷可促进肉鸡小肠 ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ 的表达［６－７］ 。 本实验室张树敏［８］ 利用原代培

养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞吸收模型，研究了

不同磷浓度（０、６ 和 ４８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）下原代培养肉鸡

鸡胚十二指肠上皮细胞中相关磷转运载体（ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２）ｍＲＮＡ 表达水平的变化，但其

结果表明，该试验所设 ６ 和 ４８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的孵育液

磷浓度过高，不能解释磷转运吸收提高的分子机

制。 因此，本试验在以上试验的基础上，通过研究

低磷浓度下原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞

磷吸收及相关磷转运载体的表达，揭示磷转运吸

收的分子机制，并为后续小肠磷吸收分子机制研
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究中磷孵育浓度设置奠定基础。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 试验采用单因子完全随机设计，在无磷基础

液中以磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）形式设 ５ 个磷浓度，
分别为 ０（对照组）、０．５、１．０、２．０ 和 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，共
５ 个组，每个组 ６ 个重复。
１．２　 试验动物

　 　 １８ 胚龄的爱拔益加（ＡＡ）肉鸡鸡胚购自河北

滦平华都肉鸡公司。
１．３　 孵育液的配制

　 　 无磷基础液：参考 Ｂｏｂｅｃｋ 等［９］ 的方法，配制

含 １３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠（ＮａＣｌ）、５．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化

钾 （ ＫＣｌ ）、 ２． ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯 化 钙 （ ＣａＣｌ２ ）、
１．２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ硫酸镁（ＭｇＳＯ４）及 １４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 三羟甲

基氨基甲烷－盐酸（Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ）（ｐＨ ７．４）的无磷基础

液。 过滤除菌，４ ℃保存备用。
　 　 含磷孵育液：在以上无磷基础液中以 ＫＨ２ＰＯ４

的形式添加不同浓度的磷，过滤除菌，４ ℃ 保存

备用。
１．４　 肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞的原代培养

　 　 参考张树敏等［１０］消化、分离细胞的方法，进行

肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞的原代培养。
１．５　 肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞吸收模型的评估

　 　 在细胞培养 ２４ 和 ４８ ｈ，对细胞进行细胞跨膜

电阻（ＴＥＥＲ）值、酚红透过率以及培养液中的乳酸

脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）活性测定。
１．６ 　 肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞不同浓度磷

孵育液处理

　 　 参考李晓丽［１１］ 的方法，根据吸收模型的检测

结果（见结果中肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞吸收

模型的评估），细胞培养 ４８ ｈ 后，弃去培养基，用
３７ ℃无磷基础液润洗几次，然后分别向各个组培

养孔上池加入不同浓度磷的孵育液 １．５ ｍＬ，下池

加入无磷基础液 ２．６ ｍＬ，培养 ８７ ｍｉｎ 后收样。
１．７　 样品采集与制备

　 　 磷孵育液的收集：孵育 ８７ ｍｉｎ 时，将各组培养

孔下池孵育液收集于离心管中，－２０ ℃保存，以备

测定其中磷含量。
　 　 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 以及翻译蛋

白表达的细胞样品收集：孵育 ８７ ｍｉｎ 时，立即将各

培养孔上池中孵育液全部吸出，测定 ｍＲＮＡ 表达

的细胞每孔加入 ０．５ ｍＬ 预冷的 Ｔｒｉｚｏｌ，冰上裂解

５ ｍｉｎ；测定翻译蛋白表达的细胞每孔加入 ０．２ ｍＬ
含蛋 白 酶 抑 制 剂 的 ＲＩＰＡ 裂 解 液， 冰 上 裂 解

１０ ｍｉｎ。 收样，于－８０ ℃保存，以备后续测定 ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 以及翻译蛋白表达。
１．８　 样品分析

　 　 ＴＥＥＲ 值、酚红透过率、磷含量均参考张树敏［８］

的方法进行测定。 细胞培养液中 ＬＤＨ 活性根据南京

建成生物工程研究所试剂盒说明书进行测定。
　 　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）分析

原代培养十二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和

ＰｉＴ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量［１２－１３］ ，所用引物均购

于北京 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，以甘油醛－３－磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）与 β －肌动蛋白 （ β⁃ａｃｔｉｎ） 作为内参基

因，用 ２－△△ＣＴ法计算以上 ３ 种目的基因的相对表

达量。 引物序列详细信息见表 １。
　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法分析原代培养十二

指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 翻译蛋

白的相对表达量［１４－１５］ 。 以 ＧＡＰＤＨ 蛋白作为内

参，分别计算以上 ３ 种目的蛋白的相对表达量。
各蛋白的一抗来源及稀释倍数如下：ＧＡＰＤＨ 购自

北京华兴博创基因技术有限公司，货号 ＨＸ１８２８，
稀释倍数 １∶５ ０００；ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 购自北京博奥森生物

技术有限公司，货号 ｂｓ－０８５６Ｒ，稀释倍数 １∶２ ０００；
ＰｉＴ⁃１ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，货
号 ＳＣ－ ９８８１４，稀释倍数 １ ∶ ５００；ＰｉＴ⁃２ 购自英国

Ａｂｃａｍ公司，货号 ａｂ６４４１２，稀释倍数 １∶５ ０００。
１．９　 数据统计分析

　 　 用 ＳＡＳ ９．２ 软件中一般线性模型［１６］ 程序对所

有数据进行单因素方差分析，差异显著者，以最小

显著差数法（ＬＳＤ） 比较各平均值间的差异显著

性。 用不相关比较法分析各指标随磷添加水平的

线性或二次曲线反应［１７－１９］ 。 以每个重复分析样本

作为 １ 个试验单元。 以 Ｐ＜０．０５ 作为数据差异显

著性判断标准。

２　 结　 果
２．１　 肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞吸收模型的评估

　 　 由表 ２ 可见，在细胞分别培养 ２４ 和 ４８ ｈ 时，
ＴＥＥＲ 值均高于 ３００ Ω·ｃｍ２，酚红透过率均小于

５％，ＬＤＨ 活性处于较低水平。 但 ４８ ｈ 的 ＴＥＥＲ 值

与酚红透过率同 ２４ ｈ 相比差异显著（Ｐ＜０． ０５）。
因此，使用培养 ４８ ｈ 细胞进行磷吸收率试验。

７８１４
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

退火温度
Ｔｍ ／ ℃

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

Ⅱｂ 型钠磷协同转运载体
ＮａＰ⁃Ⅱｂ ＮＭ⁃２０４４７４．１ Ｆ： ＣＴＧＧＡＴＧＣＡＣＴＣＣＣＴＡＧＡＧＣ

Ｒ： ＴＴＡＴＣＴＴＴＧＧＣＡＣＣＣＴＣＣＴＧ ６０ １２８

无机磷转运载体 １
ＰｉＴ⁃１ ＸＭ⁃０１５２９７５０２．１ Ｆ： ＧＣＴＣＧＴＧＧＣＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧ

Ｒ： ＧＧＡＣＣＡＴＴＴＧＡＣＧＣＣＴＴＴＣＴ ６０ １０８

无机磷转运载体 ２
ＰｉＴ⁃２ ＮＭ⁃００１３０５３９８．１ Ｆ： ＧＣＡＧＣＡＧＡＴＡＣＡＴＣＡＡＣＴＣ

Ｒ： ＡＴＴＴＣＣＡＣＴＣＣＡＣＣＣＴＣ ５４ １５３

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ Ｋ０１４５８ Ｆ： ＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＧＧＧＴＣ

Ｒ： ＡＣＧＣＴＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧ ５５ １２８

β－肌动蛋白
β⁃ａｃｔｉｎ ＮＭ⁃２０５５１８．１ Ｆ： ＡＣＣＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣＴＧＴＣＴ

Ｒ： ＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴ ６０ ９５

表 ２　 不同培养时间点原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞的 ＴＥＥＲ 值、酚红透过率及 ＬＤＨ 活性

Ｔａｂｌｅ ２　 ＴＥＥＲ ｖａｌｕｅ， ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｕｏｄｅｎａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ （ｎ＝ １２）

培养时间

Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ／ ｈ
ＴＥＥＲ 值

ＴＥＥＲ ｖａｌｕｅ ／Ω·ｃｍ２

酚红透过率

Ｐｈｅｎｏｌ ｒｅｄ ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅ ／ ％
ＬＤＨ 活性

ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

２４ ３２７ １．２８ ２５８
４８ ４４６ １．０６ ２７０
集合标准误 Ｐｏｏｌｅｄ ＳＥ ４．７８ ０．０７ ３．６３
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜０．０００ １ ０．０４ ０．３９

２．２　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠

上皮细胞中磷吸收率的影响

　 　 由表 ３ 可见，随着磷浓度的增加，十二指肠上

皮细胞中磷吸收率呈线性或二次曲线增加（ Ｐ ＜
０．０５）。

表 ３　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞中磷吸收率的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｅｍｂｒｙｏｓ （ｎ＝ ６） ％

磷浓度

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
磷吸收率

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

０ ０ｅ

０．５ １０．８ｄ

１．０ １６．５ｃ

２．０ １８．７ｂ

４．０ ２１．７ａ

集合标准误 Ｐｏｏｌｅｄ ＳＥ ０．６９
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
磷浓度 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＜０．０００ １
线性 Ｌｉｎｅａｒ ＜０．０００ １
二次曲线 Ｑｕａｄｒａｔｉｃ ＜０．０００ １

　 　 同列数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｏｒ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．
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９ 期 吕　 娜等：低磷浓度下原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞对磷吸收及相关转运载体表达的研究

２．３　 不同磷浓度对原代培养十二指肠上皮细胞

ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 由表 ４ 可见，十二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ
的 ｍＲＮＡ 相对表达量随着磷浓度的升高呈线性降

低（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的十

二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达量显著降低（Ｐ＜０．０５），而 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的

十二指肠上皮细胞中 ＰｉＴ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量

无显著变化（Ｐ＞０．０５）。

表 ４　 不同磷浓度对原代培养十二指肠上皮细胞 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ， ＰｉＴ⁃１ ａｎｄ ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｅｍｂｒｙｏｓ （ｎ＝ ５）

磷浓度

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ⅱｂ 型钠磷协同转运载体

ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ
无机磷转运载体 １

ＰｉＴ⁃１
无机磷转运载体 ２

ＰｉＴ⁃２

０ １．００ａ １．００ａｂ １．００ａｂ

０．５ ０．９９ａ ０．９４ａｂｃ ０．９０ａｂｃ

１．０ ０．９２ａ ０．７２ｂｃ ０．７２ｃ

２．０ ０．８１ａ １．１６ａ １．１１ａ

４．０ ０．４９ｂ ０．７０ｃ ０．８１ｂｃ

集合标准误 Ｐｏｏｌｅｄ ＳＥ ０．０８ ０．０９ ０．０７
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
磷浓度 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＜０．０１ ０．０１ ＜０．０１
线性 Ｌｉｎｅａｒ ＜０．０１ ０．１３ ０．４１
二次曲线 Ｑｕａｄｒａｔｉｃ ０．１１ ０．１６ ０．４１

２．４　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠

细胞中ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１、ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达的影响

　 　 由表５可见，不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡

胚十二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２
蛋白表达无显著影响（Ｐ＞０．０５）。

表 ５　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ， ＰｉＴ⁃１ ａｎｄ ＰｉＴ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｅｍｂｒｙｏｓ （ｎ＝ ６）

磷浓度

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ⅱｂ 型钠磷协同转运载体

ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ
无机磷转运载体 １

ＰｉＴ⁃１
无机磷转运载体 ２

ＰｉＴ⁃２

０ １．００ １．００ １．００
０．５ ０．９５ ０．９６ ０．７４
１．０ ０．９４ ０．９８ ０．８３
２．０ １．０３ １．０４ ０．９６
４．０ ０．８６ １．１６ ０．７５
集合标准误 Ｐｏｏｌｅｄ ＳＥ ０．０６ ０．０５ ０．０８
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ０．３６ ０．０８ ０．１１

３　 讨　 论
３．１　 原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞吸收

模型的评估

　 　 细胞吸收模型是否建立成功通常通过细胞

ＴＥＥＲ 值和酚红透过率的大小来判断。 据文献报

道，当 ＴＥＥＲ 值大于 ３００ Ω·ｃｍ２，酚红透过率小于

５％时，即表明单层细胞吸收模型建立成功［２０－２２］ 。
而 ＬＤＨ 是在细胞浆内糖酵解过程中起催化作用

的一种酶。 在细胞培养过程中，如果细胞膜在外

界环境的作用下受损破裂，它就会从细胞内漏出

到细胞外的培养液中［２３－２４］ 。 因此，ＬＤＨ 活性大小

可以用来间接衡量细胞的活力。 本试验中在细胞

培养 ４８ ｈ 时，细胞 ＴＥＥＲ 值和酚红透过率比 ２４ ｈ
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更符合文献报道中的要求，且 ＬＤＨ 活性处于较低

水平，细胞状态良好，因此可以进行下一步的

试验。
３．２　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠

上皮细胞磷吸收率的影响

　 　 曹满湖［２５］ 研究发现，大鼠血清磷含量随着饲

粮磷水平的升高而升高；也有研究表明，高磷可以

显著上调蛋鸡血清中的磷含量［２６］ ；同样地，本实验

室前期在肉仔鸡的研究中也发现了此规律，但当

饲粮非植酸磷水平升高到一定程度时，血清磷含

量不再升高达到峰值［６－７］ 。 徐运杰［２７］ 通过外翻肠

囊法研究发现，当培养液中的磷浓度在 １． ５６ ～
６．２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时，肠囊的磷吸收与培养液中的磷含

量呈正相关，但当磷浓度增加到 １２． ００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，十二指肠肠囊的磷吸收量开始下降，磷吸收率

与培养液中磷浓度呈负相关。 张树敏［８］ 通过体外

原代培养十二指肠上皮细胞的方法得出，十二指

肠对磷的吸收率随着磷浓度的增加而增加；但当

磷浓度升高至 ２４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，磷吸收率出现平台，
不再随磷浓度的升高而升高。 本试验所得磷吸收

特点与以上报道基本相似，可能是由于试验中所

设磷浓度较低，最高为 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，因此并未出现

以上文献报道中所出现的平台。
３．３　 不同磷浓度对原代培养十二指肠上皮细胞

ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 目前已有大量文献表明，小肠中主要参与无

机磷吸收的转运载体为 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ［２８－３１］ ，对于 ＰｉＴ⁃１
和 ＰｉＴ⁃２ 与小肠磷吸收关系的研究还比较少。 Ｌｉｕ
等［３２］ 研 究 发 现， 肉 仔 鸡 十 二 指 肠 中 ＮａＰｉ⁃Ⅱ ｂ
ｍＲＮＡ的表达随着灌注液中无机磷浓度的增加而

显著降低；同样的，Ｈｕ 等［３３］研究发现，肉仔鸡十二

指肠中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达随着饲粮

磷浓度的增加而显著降低；张树敏［８］ 用原代培养

肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞的方法发现，随着孵

育液磷浓度的增加，十二指肠上皮细胞中ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ
和 ＰｉＴ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达显著降低。 本试验中，
ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ和 ＰｉＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达与上述报道一致，当
磷浓度升高至 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，十二指肠上皮细胞

中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量显著降

低，表明当磷浓度较高时，可通过抑制十二指肠上

皮细胞中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达，来调

节对磷的吸收。 大量研究表明，饲喂低磷饲粮可

显著提高 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ ｍＲＮＡ 的表达［６－７］ ，其原因可

能是在低磷状态下，机体要通过上调 ＮａＰｉ⁃Ⅱ ｂ
ｍＲＮＡ 的表达来增加肠道对磷的吸收以满足机体

的需要。 与以上报道不同，本试验中较低浓度磷

（０．５ ～ ２．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）处理对十二指肠上皮细胞中

ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 的 ｍＲＮＡ 表达无显著影响，原因可能是

由于在细胞培养模型构建时，培养液中的磷足够

维持细胞自身的生长与代谢，所以使得细胞对试

验中的低浓度磷反应不敏感。 张树敏［８］ 和 Ｈｕ
等［３３］的研究表明，原代培养鸡胚十二指肠上皮细

胞或小肠的 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 表达随磷浓度的升高而

显著升高。 本试验中，ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达与以上

报道不一致的原因，可能是本试验中所设磷浓度

比较低，使得 ＰｉＴ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达对磷浓度反应不

敏感造成的。
３．４　 不同磷浓度对原代培养肉鸡鸡胚十二指肠

上皮细胞 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达的

影响

　 　 有研究表明，低磷饲粮可以促进小鼠小肠 Ｎａ⁃
Ｐｉ⁃Ⅱｂ 蛋白的表达［３４］ 。 在肉鸡的十二指肠中也发

现了类似的规律，饲喂低磷饲粮同样可以促进肉

鸡十二指肠 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ 蛋白的表达［４］ 。 胡义信［６］研

究发现，随着磷浓度的升高，十二指肠中 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ
和 ＰｉＴ⁃２ 的蛋白表达显著升高，而 ＰｉＴ⁃１ 的蛋白表

达则显著降低。 本试验中，ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃
２ 蛋白表达并不随磷浓度的变化而变化，其原因可

能是研究方法不同造成的。 张树敏［８］ 通过原代培

养十二指肠上皮细胞方法的研究表明，与对照组

相比，添加 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的磷对肉鸡鸡胚十二指肠上

皮细胞 ＮａＰｉ⁃Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达均无显

著影响。 本试验中，随着孵育液中磷浓度增加至

４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞中 ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ、ＰｉＴ⁃１ 和 ＰｉＴ⁃２ 蛋白表达无显著变化，本试验

结果与张树敏［８］ 研究结果相一致。 本研究中，磷
转运载体的蛋白表达未出现变化的原因可能是由

于在细胞培养模型构建时，培养液中的磷足够维

持细胞自身的生长与代谢，从而不需要调节磷相

关转运载体的蛋白表达来调节对磷的吸收；也可

能是磷转运载体的蛋白表达相对于 ｍＲＮＡ 表达有

所延迟。

４　 结　 论
　 　 随着孵育液磷浓度的增加，细胞磷吸收率增

加；当孵育液中磷浓度为 ４．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，原代培

０９１４



９ 期 吕　 娜等：低磷浓度下原代培养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞对磷吸收及相关转运载体表达的研究

养肉鸡鸡胚十二指肠上皮细胞能通过下调 ＮａＰｉ⁃
Ⅱｂ 和 ＰｉＴ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 表达来调节磷的吸收。
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