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摘　 要： 本试验旨在研究早期断奶对仔猪小肠中谷氨酸 ／ 谷氨酰胺转运载体表达的影响。 试验

从 ４０ 头母猪的仔猪中各选出体重相近、１０ 日龄的杜长大三元杂交仔猪 １ 头，共 ４０ 头仔猪，随机

不配对分为 ２ 组，每组 ２０ 头仔猪，对照组为哺乳仔猪，随母猪喂养；试验组为断奶仔猪，隔离断

奶饲养。 试验期 １０ ｄ。 饲养结束，每组随机选取 １２ 头仔猪，屠宰后取空肠和回肠组织，测定谷

氨酸 ／ 谷氨酰胺转运载体蛋白和 ｍＲＮＡ 表达情况，并检测小肠组织形态和小肠氧化应激水平。
结果表明：与哺乳仔猪相比，早期断奶显著提高了仔猪空肠和回肠谷氨酸 ／ 胱氨酸交换载体

（ｘＣＴ）和中性氨基酸转运载体 ２（ＡＳＣＴ２）蛋白和 ｍＲＮＡ 表达量（Ｐ＜０．０５）；皮尔森相关分析结

果显示，断奶仔猪与哺乳仔猪的 ｘＣＴ 和 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量在空肠和回肠组织匀浆、细胞内质、
细胞顶膜与空肠和回肠中对应 ｍＲＮＡ 表达量之间均呈正向线性关系，且差异显著（Ｐ＜０．０５）。
与哺乳仔猪相比，断奶仔猪空肠和回肠绒毛高度降低，隐窝深度增加，差异均显著（Ｐ＜０．０５）。 与

哺乳仔猪相比，断奶仔猪空肠和回肠组织的总抗氧化能力均显著降低（Ｐ＜０．０５），且空肠氧化型

谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）含量显著提高（Ｐ＜０．０５），回肠谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量显著降低（Ｐ＜０．０５）。 结

果提示，早期断奶使仔猪小肠处于氧化应激状态，显著提高断奶仔猪小肠组织中 ｘＣＴ 和 ＡＳＣＴ２
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达量，以促进谷氨酸 ／ 谷氨酰胺的摄取，降低仔猪小肠的氧化应激水平。
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　 　 为了提高养猪业的经济效益，提高养殖效率，
现代化养猪生产普遍采用早期断奶技术，且仔猪

断奶日龄日趋提前［１］ 。 然而早期断奶时仔猪肠道

没有完全发育成熟，采食量出现下降，生长受

阻［２］ 。 如何为断奶仔猪正常生长提供全面的营

养，增强断奶仔猪机体免疫力，提高仔猪生长速

度，是目前养猪业所面临的重要任务。 为解决这

些难题，首先要了解仔猪在早期断奶期间机体营

养物质的变化和营养物质的转运吸收机制。 氨基

酸作为重要的营养物质之一，既可氧化供能［３］ ，又

可作为蛋白质［４］ 、核苷类以及聚胺类合成的前体

物，且通过其转运载体的调控参与动物肠道营养

物质代谢［５］ 。 其中谷氨酸（Ｇｌｕ）和谷氨酰胺是与

肠黏膜生长和代谢相关的重要氨基酸［６］ ，对仔猪

的生长发育尤为重要。 谷氨酸转运中，通过非钠

离子依赖的谷氨酸 ／谷氨酰胺转运载体（Ｘｃ－）系统

进行谷氨酸－胱氨酸交换，通过中性氨基酸转运载

体系统（ＡＳＣ）将其前体物谷氨酰胺转运，产生谷

氨酸［７］ 。 但早期断奶条件下，仔猪小肠谷氨酸 ／谷
氨酰胺转运载体的表达发生怎样的变化，尚未见
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报道。 因此，本研究以饲粮中不添加谷氨酸和谷

氨酰胺的隔离早期断奶饲养的仔猪为研究对象，
着重研究早期断奶对仔猪小肠谷氨酸 ／谷氨酰胺

转运 载 体 系 统 中 的 谷 氨 酸 ／胱 氨 酸 交 换 载 体

（ｘＣＴ）和中性氨基酸转运载体 ２（ＡＳＣＴ２）的影响，
探讨早期断奶对仔猪小肠谷氨酸转运的影响，对
了解仔猪小肠中谷氨酸转运及调控的深层机理具

有重要意义，为断奶仔猪饲粮中添加谷氨酸或谷

氨酰胺寻求理论依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 仔猪小肠样品来自本实验室前期的动物饲养

试验，试验分别从 ４０ 头不同母猪的仔猪中各选出

体重相近、１０ 日龄的杜长大三元杂交仔猪 １ 头，共
４０ 头仔猪，随机不配对分为 ２ 组，每组 ２０ 头仔猪，
对照组为哺乳仔猪，随母猪喂养；试验组为断奶仔

猪，饲喂玉米－豆粕型商品饲粮，进行单栏隔离饲

养，试验期 １０ ｄ。 仔猪的饲粮组成及营养水平，以
及详细的饲养管理参考前期的研究［８］ 。
１．２　 样品采集

　 　 仔猪饲养结束，每组随机选取 １２ 头仔猪，异
氟烷麻醉后屠宰，取空肠和回肠，用无菌冰生理盐

水冲洗干净内容物，并在各肠段中间位置分别取 １
和 ５ ｃｍ 肠段样品，１ ｃｍ 肠段样品装于含 ４％甲醛

的标本瓶中，室温保存，用于检测小肠组织形态；
５ ｃｍ肠段样品装于 １５ ｍＬ 离心管中，液氮冻存。
并在液氮存在下用研钵进行组织研磨，小肠组织

研磨粉装入冻存管中，于－８０ ℃保存，用于测定谷

氨 酸 ／ 谷氨酰胺转运载体蛋白和ｍＲＮＡ表达量，

并检测小肠氧化应激水平。
１．３　 指标检测

１．３．１　 谷氨酸 ／谷氨酰胺转运载体蛋白和 ｍＲＮＡ
表达量检测

　 　 根据前期研究［８］ 方法制备仔猪空肠和回肠的

组织匀浆、细胞内质和细胞顶膜样品，分别采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 和实时荧光定量 －ＰＣＲ（ＲＴ⁃ＰＣＲ） 方

法检测 ｘＣＴ 和 ＡＳＣＴ２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达量。
　 　 蛋白检测：首先使用牛血清蛋白（级分Ⅳ，Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）作为蛋白标准，采用比色法，通过 ９６ 孔

板读板分光光度计（Ｆｉｓｈｅｒ 公司）测定组织匀浆、细
胞内质和顶膜样品中蛋白质的含量；按蛋白质含

量稀释样品，进行基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）和转膜抗体孵育（半

干转膜仪，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），分别检测 ｘＣＴ、ＡＳＣＴ２
和持家基因 β－肌动蛋白（ β⁃ａｃｔｉｎ） 蛋白表达量。
最后用 Ｓｃｉｏｎ 成像软件（Ｓｃｉｏｎ 公司，弗雷德里克）
对图像进行印迹光密度扫描测定。
　 　 各蛋白抗体及稀释浓度如下：ｘＣＴ 一抗为鼠

抗人 ｘＣＴ 多 克 隆 抗 体 （ Ｃｈｅｍｉｃｏｎ， Ｔｅｍｅｃｕｌａ 公

司），用 ６％脱脂牛奶溶解到 １×三羟甲基氨基甲烷

等渗缓 冲 盐 溶 液 （ ＴＢＳ） 中 进 行 １ ∶ ２５０ 稀 释。
ＡＳＣＴ２ 一抗为羊抗人 ＡＳＣＴ２ 多克隆抗体（圣克鲁

斯生物国际有限公司），１∶２ ０００ 稀释；β⁃ａｃｔｉｎ 一抗

为鼠抗人单克隆抗体（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），１∶１０ ０００ 稀

释；二抗均用兔抗人免疫球蛋白 Ｇ （ ＩｇＧ） 抗体

（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），１∶１０ ０００ 稀释。
　 　 基因检测：引物序列和产物大小见表 １，由 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

表 １　 引物序列和产物大小

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

谷氨酸 ／胱氨酸交换载体
ｘＣＴ

Ｆ：ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＧＧＣＡＣＣＧＴＣ
Ｒ：ＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＧＣＡＣＴＧＡ ７４７ ＮＭ＿０１１９９０

中性氨基酸转运载体 ２
ＡＳＣＴ２

Ｆ：ＧＡＧＣＴＧＧＡＴＧＡＧＧＴＴＣＣＡＡＡ
Ｒ：ＧＣＣＡＧＣＡＡＧＡＴＴＧＴＧＧＡＧＡＴ ４７８ ＮＭ＿００５６２８

β－肌动蛋白
β⁃ａｃｔｉｎ

Ｆ：ＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡＣＧ
Ｒ：ＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧ １５０ ＡＹ５５００６９

５２３３
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　 　 采用 ２５ μＬ 反 应 体 系，体 系 组 成 参 见 ｉＱ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ 公

司）说明书，进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测（实时定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ
仪，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司）。 操 作 程 序 为： 反 转 录 程 序

（５０ ℃ ３０ ｍｉｎ）；蛋白质变性程序（９５ ℃ １５ ｍｉｎ）；
扩增和量化程序，重复 ４５ 个循环（９５ ℃变性 １５ ｓ，
５４ ℃退火 １５ ｓ，７２ ℃ 延伸 １５ ｓ）；熔解曲线程序

（６０ ～ ９９ ℃ ，以 ０．１ ℃ ／ ｓ 的速度加热，且进行荧光

测量）。
　 　 目的基因与持家基因相对表达量比值的计算

公式如下：
Ｒ ＝ ２－Ｃｔ（目的基因－持家基因） 。

　 　 式中：Ｒ 为目的基因的相对表达比值；Ｃｔ 表示

阈值的循环数。
１．３．２　 空肠和回肠黏膜形态学测定

　 　 将仔猪空肠和回肠样品经福尔马林液浸泡固

定，经石蜡包埋，染色制成切片。 制好的切片用

Ｌｅｉｃａ ＤＭＲ 型光学显微镜 ５．０×放大率测量每头仔

猪空肠和回肠的绒毛高度、隐窝深度和平滑肌厚

度。 计算绒毛高度 ／隐窝深度和黏膜厚度（绒毛高

度＋隐窝深度）。
１．３．３　 空肠和回肠组织氧化还原水平测定

　 　 空肠和回肠中总谷胱甘肽（ＧＳＨｔ）和氧化型谷

胱甘肽（ＧＳＳＧ）含量根据试剂盒（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）
说明，采用比色法，通过 ９６ 孔板读板分光光度计

（Ｆｉｓｈｅｒ 公司） 进行测定。 小肠还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）含量通过以下公式计算获得：
ＧＳＨ＝ＧＳＨｔ－２×ＧＳＳＧ。

　 　 小肠总抗氧化能力根据试剂盒（ＴＡ０２，Ｏｘｆｏｒｄ
公司）说明，采用比色法，通过 ９６ 孔板读板分光光

度计进行测定。
１．４　 统计分析

　 　 采用 ＳＡＳ １３．０ 软件中 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行

ｔ 检验分析。 试验数据以平均值±标准误或混合平

均标准误表示。 Ｐ＜０．０５ 视为差异显著。

２　 结　 果
２．１　 早期断奶对仔猪小肠黏膜发育的影响

　 　 由表 ２ 和表 ３ 可知，与哺乳仔猪相比，断奶仔

猪的空肠和回肠绒毛高度分别显著降低了 ５５％和

４７％（Ｐ＜ ０． ０５）；同时隐窝深度分别显著增加了

１４６％和 ９９％（Ｐ＜０．０５）；另外，断奶仔猪空肠和回

肠的黏膜厚度，相对于哺乳仔猪，亦分别显著减少

了 １３％和 １４％ （Ｐ ＜ ０． ０５）；而无论是空肠还是回

肠，断奶仔猪平滑肌厚度与哺乳仔猪相比均无显

著变化（Ｐ＞０．０５）。

表 ２　 仔猪空肠黏膜形态学变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｕｃｏｓａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目
Ｉｔｅｍｓ

哺乳组
Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

断奶组
Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
绒毛高度 Ｖｉｌｌｕｓ ｈｅｉｇｈｔ ／ μｍ ５０１．９３ ２２６．８２∗ ３．１９ ０．０２７
隐窝深度 Ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ ／ μｍ １３２．４６ ３２６．００∗ ３．７３ ０．０１８
绒毛高度 ／隐窝深度 Ｖ ／ Ｃ ３．７９ ０．７０∗ ０．０４ ＜０．００１
黏膜厚度 Ｍｕｃｏｓａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ／ μｍ ６３４．３９ ５５２．８２∗ ６．２０ ０．０４２
平滑肌厚度 Ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ／ μｍ １９１．２１ １８４．７２ ２．２８ ０．０９８
　 　 ∗表示与哺乳组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下表同。
　 　 ∗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

表 ３　 仔猪回肠黏膜形态学变化

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｕｃｏｓａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目
Ｉｔｅｍｓ

哺乳组
Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

断奶组
Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
绒毛高度 Ｖｉｌｌｕｓ ｈｅｉｇｈｔ ／ μｍ ４５７．１８ ２４３．４２∗ ７．８７ ０．０１１
隐窝深度 Ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ ／ μｍ １３３．４９ ２６５．４１∗ ６．２５ ０．０２６
绒毛高度 ／隐窝深度 Ｖ ／ Ｃ ３．４４ ０．９２∗ ０．０９ ０．０１３
黏膜厚度 Ｍｕｃｏｓａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ／ μｍ ５９０．６７ ５０８．８３∗ １０．６４ ０．０３８
平滑肌厚度 Ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ／ μｍ １８８．９５ １９６．２１ ２．９７ ０．０５９
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２．２ 　 早期断奶对仔猪小肠 ｘＣＴ 蛋白及 ｍＲＮＡ
表达量的影响

２．２．１　 早期断奶对仔猪小肠 ｘＣＴ 蛋白表达量的

影响

　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析方法，成功地从仔猪小

肠组织匀浆、细胞内质和细胞顶膜中检测到 ｘＣＴ
蛋白，并分析其含量。 结果在小肠组织匀浆、细胞

内质和细胞顶膜中检测到的 ｘＣＴ 蛋白分子质量均

为 ４０ ｋｕ。 仔猪小肠 ｘＣＴ 蛋白表达量差异结果如

图 １ 和图 ２ 所示。 与哺乳仔猪相比，断奶仔猪空肠

组织匀浆、细胞内质和细胞顶膜中 ｘＣＴ 蛋白表达

量分别显著提高了 １１％、２０％和 ２０％ （ Ｐ ＜ ０． ０５，
图 １）；断奶仔猪回肠组织匀浆、细胞内质和细胞顶

膜中 ｘＣＴ 蛋白表达量分别显著提高了 １１％、１７％
和 ２２％（Ｐ＜０．０５，图 ２）。

　 　 ＳＵ： 哺乳仔猪样本 ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｐｉｇｌｅｔ ｓａｍｐｌｅ； ＷＮ：断奶

仔猪样本 ｗｅａｎｉｎｇ ｐｉｇｌｅｔ ｓａｍｐｌｅ； Ｓｕｃｋｌｉｎｇ：哺乳组 ｓｕｃｋｌｉｎｇ
ｇｒｏｕｐ；Ｗｅａｎｉｎｇ：断奶组 ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ；Ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ：组织匀

浆；Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ：细胞内质；Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｂｏｕｎｄ：细胞顶膜。 ∗
表示与哺乳组相比，差异显著（Ｐ＜０． ０５）∗ ｍｅａｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｒｏｍ ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）。 下图同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ。

图 １　 仔猪空肠中 ｘＣＴ 蛋白表达量

Ｆｉｇ．１　 ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

２．２．２　 早期断奶对仔猪小肠 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量的

影响

　 　 由表 ４ 可知，断奶仔猪空肠中 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表

达量较哺乳仔猪显著提高了 ９９％（Ｐ＜０．０５）；断奶

仔猪回肠中 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量较哺乳仔猪显著提

高了 ８２％（Ｐ＜０．０５）。
　 　 断奶仔猪与哺乳仔猪小肠 ｘＣＴ 蛋白表达量与

ｍＲＮＡ 表达量之间的皮尔森相关分析结果如表 ５
所示 。断奶仔猪与哺乳仔猪空肠和回肠组织匀

浆、细胞内质、细胞顶膜的 ｘＣＴ 蛋白表达量与其对

应肠段中 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量之间均呈正向线性关

系（Ｐ＜０．０５）；空肠和回肠组织匀浆、细胞内质和细

胞顶膜中 ｘＣＴ 蛋白表达量之间也呈正向线性关

系，且差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图 ２　 仔猪回肠中 ｘＣＴ 蛋白表达量

Ｆｉｇ．２　 ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

２．３　 早期断奶对仔猪小肠 ＡＳＣＴ２ 蛋白及 ｍＲＮＡ
表达量的影响

２． ３． １ 　 早 期 断 奶 对 仔 猪 小 肠 ＡＳＣＴ２ 蛋 白

表达量的影响

　 　 如图 ３ 所示，在空肠组织匀浆、细胞内质和细

胞顶膜中分别检测到分子质量为 ５７ ｋｕ 的 ＡＳＣＴ２
蛋白，与哺乳仔猪相比较，ＡＳＣＴ２ 蛋白在断奶仔猪

空肠组织匀浆、细胞内质和细胞顶膜中的表达量

分别显著提高了 ２５％、２６％和 ３５％（Ｐ＜０．０５）。 如

图 ４ 所示，在回肠组织匀浆、细胞内质和细胞顶膜

中也检测到分子质量为 ５７ ｋｕ 的 ＡＳＣＴ２ 蛋白，与
哺乳仔猪相比较，在断奶仔猪回肠组织匀浆和细

胞顶膜中 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量分别显著提高了

５０％和 ３３％ （ Ｐ ＜ ０． ０５），但 在 回 肠 细 胞 内 质 中

ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量没有显著变化（Ｐ＞０．０５）。
２． ３． ２ 　 早 期 断 奶 对 仔 猪 小 肠 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ
表达量的影响

　 　 由表 ６ 可知，断奶仔猪空肠组织中 ＡＳＣＴ２
ｍＲＮＡ 表达量较哺乳仔猪显著增加了 ４５４％ （Ｐ＜
０．０５）；回肠空肠组织中 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 表达量较哺

乳仔猪显著提高了 １３６％（Ｐ＜０．０５）。
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表 ４　 仔猪小肠 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量

Ｔａｂｌｅ ４　 ｘＣＴ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目

Ｉｔｅｍｓ
哺乳组

Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
断奶组

Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ＳＥＭ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

空肠 Ｊｅｊｕｎｕｍ ０．００１ ７ ０．００３ ４∗ ０．０００ ５ ０．０２１
回肠 Ｉｌｅｕｍ ０．００３ ８ ０．００６ ８∗ ０．０００ ６ ０．０１６

表 ５　 仔猪空肠和回肠 ｘＣＴ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达量的相关性

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ａｎｄ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ ２４）

项目
Ｉｔｅｍｓ

空肠中 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量
ｘＣＴ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ

相关系数
ｒ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

回肠中 ｘＣＴ ｍＲＮＡ 表达量
ｘＣＴ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｌｅｕｍ

相关系数
ｒ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

组织匀浆中 ｘＣＴ 蛋白表达量
ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ ０．６２∗ ０．００５ ０．２７∗ ０．００４

细胞内质中 ｘＣＴ 蛋白表达量
ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ０．４１∗ ０．００７ ０．６０∗ ０．０３６

细胞顶膜中 ｘＣＴ 蛋白表达量
ｘＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｏｕｎｄ ０．４０∗ ０．０２５ ０．１８∗ ０．０３１

　 　 ∗表示显著相关。 表 ７ 同。
　 　 ∗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｔａｂｌｅ ７．

图 ３　 仔猪空肠 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量

Ｆｉｇ．３　 ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

　 　 断奶仔猪与哺乳仔猪小肠 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达

量与 ｍＲＮＡ 表达量之间的皮尔森相关分析结果如

表 ７所示。 断奶仔猪与哺乳仔猪空肠和回肠组织

匀 浆、细胞内质、细胞顶膜的ＡＳＣＴ２蛋白表达量

与其对应肠段中 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 表达量之间均呈正

向线性关系（Ｐ＜０．０５）；空肠和回肠组织匀浆、细胞

内质和细胞顶膜中 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量之间也呈

正向线性关系，且差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图 ４　 仔猪回肠 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量

Ｆｉｇ．４　 ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ
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表 ６　 仔猪小肠 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 表达量

Ｔａｂｌｅ ６　 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目

Ｉｔｅｍｓ
哺乳组

Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
断奶组

Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ＳＥＭ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

空肠 Ｊｅｊｕｎｕｍ ０．００１ ３ ０．００７ ２∗ ０．００１ ５ ＜０．００１
回肠 Ｉｌｅｕｍ ０．００１ １ ０．００２ ６∗ ０．０００ ２ ０．０３６

表 ７　 仔猪空肠和回肠 ＡＳＣＴ２ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达量的相关性

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ａｎｄ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ ２４）

项目
Ｉｔｅｍｓ

空肠中 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 表达量
ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ

相关系数
ｒ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

回肠中 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 表达量
ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｌｅｕｍ

相关系数
ｒ

Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

组织匀浆中 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量
ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ ０．４１∗ ０．０２１ ０．５４∗ ０．０２６

细胞内质中 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量
ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ０．６２∗ ０．０１８ ０．５４∗ ０．０２９

细胞顶膜中 ＡＳＣＴ２ 蛋白表达量
ＡＳＣＴ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｏｕｎｄ ０．４６∗ ０．０１２ ０．５３∗ ０．０３５

２．４　 早期断奶对仔猪小肠抗氧化应激水平的影响

　 　 哺乳和断奶仔猪空肠中 ＧＳＨｔ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ 含

量和总抗氧化能力结果见表 ８。 与哺乳仔猪相比，
断奶仔猪空肠 ＧＳＨｔ 含量差异不显著（Ｐ＞０．０５）；
空肠 ＧＳＨ 含量较哺乳仔猪显著降低了 ３４％ （Ｐ＜

０．０５）；空肠 ＧＳＳＧ 含量比哺乳仔猪显著提高了

８３％（Ｐ＜０．０５）。 与哺乳仔猪相比，断奶仔猪空肠

ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ 显著降低了 ６６％ （Ｐ＜０． ０５）。 断奶仔

猪与哺乳仔猪相比，空肠中总抗氧化能力没有显

著变化（Ｐ＞０．０５）。

表 ８　 仔猪空肠中 ＧＳＨｔ、ＧＳＨ 和 ＧＳＳＧ 含量

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＧＳＨｔ， ＧＳＨ ａｎｄ ＧＳＳＧ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目

Ｉｔｅｍｓ
哺乳组

Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
断奶组

Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ＳＥＭ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

总谷胱甘肽 ＧＳＨｔ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ２．７８ ２．８０ ０．１２ ０．９１７
还原型谷胱甘肽 ＧＳＨ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ２．０２ １．３４∗ ０．１２ ０．０３７
氧化型谷胱甘肽 ＧＳＳＧ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ０．３８ ０．７３∗ ０．０６ ０．０４５
还原型谷胱甘肽 ／氧化型谷胱甘肽 ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ ５３．１６ １８．３６∗ ５．４７ ０．０２９
总抗氧化能力 ＴＡＣ ／ （ｍｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ３２．５４ ２６．８４ ２．４１ ０．１２５

　 　 哺乳和断奶仔猪回肠中 ＧＳＨｔ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ 含

量和总抗氧化能力结果见表 ９。 与哺乳仔猪相比

较，回肠中 ＧＳＨｔ 和 ＧＳＨ 含量分别显著降低了

３１％和 ３５％（Ｐ＜０．０５）；但回肠 ＧＳＳＧ 含量没有统

计学差异（Ｐ＞０．０５）；回肠中总抗氧化能力显著下

降了 ２７％（Ｐ＜０．０５）。

３　 讨　 论
　 　 哺乳动物肠黏膜最重要的作用是在对饲粮营

养物质进行必要消化和吸收的同时，对肠内微生

物和毒素具有屏障作用［９］ 。 尽管调节仔猪肠道黏

膜屏障功能的分子机制还没有完全研究透彻，但
是很明显，在饥饿和疾病的状态下，肠道屏障容易

９２３３
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受到损坏，导致发病率和死亡率的明显提高［１０］ 。
Ｓｍｉｔｈ 等［１１］的研究显示，１５ ～ ２１ 日龄断奶的仔猪，
与 ２３ ～ ２８ 日龄断奶的仔猪相比，可以导致仔猪持

续的肠道屏障功能性紊乱。 在本研究中，１０ 日龄

早期断奶仔猪小肠绒毛更短，隐窝深度更深，说明

早期断奶严重影响了仔猪肠内营养的吸收和利用。

表 ９　 仔猪回肠中 ＧＳＨｔ、ＧＳＨ 和 ＧＳＳＧ 含量

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＧＳＨｔ， ＧＳＨ ａｎｄ ＧＳＳＧ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ （ｎ＝ １２）

项目

Ｉｔｅｍｓ
哺乳组

Ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
断奶组

Ｗｅａｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐ
ＳＥＭ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

总谷胱甘肽 ＧＳＨｔ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） １６．５４ １１．２９∗ ０．８８ ０．０３１
还原型谷胱甘肽 ＧＳＨ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） １３．３２ ８．６３∗ １．１７ ０．４６０
氧化型谷胱甘肽 ＧＳＳＧ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） １．６１ １．３３ ０．２３ ０．０７７
还原型谷胱甘肽 ／氧化型谷胱甘肽 ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ ８．２７ ６．４９ １．０４ ０．１２６
总抗氧化能力 ＴＡＣ ／ （ｍｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ５３．８２ ３９．５４∗ ３．３８ ０．０１４

　 　 Ｘｃ－系统是非钠依赖的谷氨酸 ／胱氨酸交换系

统，它将谷氨酸和胱氨酸按 １∶１ 比率通过细胞膜进

行交换，将胱氨酸摄取进细胞内，将细胞内多余的

谷氨酸置换到细胞外［１２］ 。 Ｘｃ－ 系统有重链亚基

４Ｆ２ｈｃ 和轻链亚基 ｘＣＴ，其中 ｘＣＴ 是 Ｘｃ－系统中的

主要载体，它主要是转运细胞内的谷氨酸和细胞

外的胱氨酸［１３］ 。 Ｘｃ－ 系统转运在大脑、神经元及

突触中研究较多［１４－１６］ ，而在肠道等非神经器官中

研究较少。 Ｂｕｒｄｏ 等［１７］ 首次从猴子的十二指肠和

肾脏中检测到 ｘＣＴ 蛋白，且 ｘＣＴ 载体位于细胞顶

膜上以介导谷氨酸 ／胱氨酸的转运。 Ｂｒｉｄｇｅｓ 等［１８］

研究发现，ｘＣＴ 载体在大脑中通过转运谷氨酸 ／胱
氨酸，维持细胞内谷氨酸 ／胱氨酸的水平，降低氧

化应激以维持细胞的健康。 ＭｃＢｅａｎ［１９］ 研究表明，
Ｘｃ－介导的谷氨酸转运由氧化应激引起，氧化应激

可刺激 ｘＣＴ 的转运，提供更多的底物氨基酸来合

成谷胱甘肽，抵抗机体内的氧化水平。 本研究发

现了仔猪小肠中 ｘＣＴ 亚基，且断奶时仔猪小肠

ｘＣＴ 蛋白表达量显著提高，说明 ｘＣＴ 为了降低仔

猪小肠的氧化应激水平而提高了表达量，以此增

加对小肠中谷氨酸 ／胱氨酸的转运，与以上其他组

织中研究结果一致。
　 　 ＡＳＣＴ２ 是钠离子依赖的转运载体，在谷氨酸

和谷氨酰胺的循环中起重要作用。 Ｅｐｌｅｒ 等［２０］ 研

究发现，降低上皮细胞外环境的 ｐＨ 可以促进细胞

对谷氨酰胺的吸收，将谷氨酰胺吸收入血液，同时

伴有 ＡＳＣＴ２ ｍＲＮＡ 的表达量升高。 本试验结果显

示，早期断奶提高了 ＡＳＣＴ２ 在小肠组织各部分的

蛋白和 ｍＲＮＡ 表达量。 断奶仔猪小肠组织中，影

响谷氨酰胺转运的因素有很多种。 ＡＳＣＴ２ 除转运

谷氨酰胺以外，还可以转运天冬酰胺、Ｌ－半胱氨酸

等［２１］ ；其中半胱氨酸对谷氨酰胺的转运有竞争抑

制作用。 本试验断奶仔猪饲粮配方中，半胱氨酸

水平恰好符合断奶仔猪（５ ～ １０ ｋｇ，０．４１％）的营养

需求，未添加额外的半胱氨酸，半胱氨酸与谷氨酰

胺是否竞争 ＡＳＣＴ２，尚不明确，仍需进一步研究。
　 　 在猪等哺乳动物的乳汁中，含有较高含量的

ＧＳＨ、甘氨酸和谷氨酰胺［２２］ 。 大多数哺乳动物中，
谷氨酸是肠－肾轴合成内源性 ＧＳＨ 的主要底物，
这个合成途径弥补了由于断奶造成的 ＧＳＨ 严重缺

乏的影响。 目前认为 ＧＳＨ 是体内主要的抗氧化

剂［２３］ ，阻止活性氧自由基对机体的损伤。 氧化应

激水 平 提 高 时， ＧＳＨ 就 会 向 氧 化 型 谷 胱 甘 肽

（ＧＳＳＧ）转变，导致 ＧＳＳＧ 堆积和许多病理疾病的

出现［２４］ 。 一般以 ＧＳＨ＋２ＧＳＳＧ 的含量表示细胞内

ＧＳＨ 总量［２５］ ，以 ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ 表示细胞氧化还原

状态［２６］ 。 本试验结果显示，早期断奶使仔猪空肠

组织中 ＧＳＨ 含量下降，ＧＳＳＧ 含量显著提高；但回

肠组织中 ＧＳＳＧ 含量没有显著升高。 这说明早期

断奶仔猪空肠处于严重的氧化应激状态，而回肠

的氧化应激水平降低，可能与肠道位置及机体自

身抗氧化应激调节有关，如 ＧＳＨ 在防止细胞免受

各种过氧化损伤方面具有重要作用，如果谷胱甘

肽合成的转运载体含量增多，则合成的谷氨酸 ／谷
氨酰胺增多，则机抗氧化能力提高，氧化水平就会

降低。
　 　 同时合成 ＧＳＨ、蛋白－Ｓ－Ｓ－半胱氨酸（ＰＳＳＣ）
中，其底物氨基酸的吸收对于 ＧＳＨ 与 ＰＳＳＣ 合成，

０３３３
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维持氧化还原状态是十分重要的。 本试验中断奶

仔猪小肠中胱氨酸 ／谷氨酸交换器 ｘＣＴ 和 ＡＳＣＴ２
蛋白表达量均显著升高，通过在肠细胞中摄取合

成 ＧＳＨ 所需的氨基酸，在肠细胞中积累胱氨酸 ／半
胱氨酸，作为抗氧化剂或半胱氨酸用作 ＰＳＳＣ 形成

的来源，起到缓冲氧化应激的作用。

４　 结　 论
　 　 总的来说，早期断奶使仔猪小肠处于氧化应

激状态，试验证实了断奶应激可增强仔猪小肠组

织中 ｘＣＴ 和 ＡＳＣＴ２ 蛋白及其 ｍＲＮＡ 表达量，以
促进谷氨酸 ／谷氨酰胺的摄取尤其是半胱氨酸的

吸收，降低仔猪小肠的氧化应激水平。
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