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丁酸钠促进羔羊瘤胃上皮细胞增殖的机理
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摘　 要： 本试验基于胰岛素样生长因子－Ⅰ（ ＩＧＦ⁃Ⅰ）信号通路通过体外试验研究丁酸钠促进羔

羊瘤胃上皮细胞增殖的机理。 试验选取 ４ 头健康、胎次一致、体重相近的 ４９ 日龄公羔羊，屠宰

采集瘤胃上皮组织，利用胰酶消化获取原代瘤胃上皮细胞。 待原代瘤胃上皮细胞贴壁后，将细

胞分为 ４ 组，分别添加 ０、２、４、８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠。 为了进一步研究 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路在添加丁酸

钠促进瘤胃上皮细胞增殖中的作用，将细胞分为 ３ 组，丁酸钠组添加 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠，抑制剂

组添加 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠＋２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素样生长因子－Ⅰ受体（ ＩＧＦ⁃ⅠＲ）抑制剂，对照组加

入相同体积的 ＤＭＥＭ。 所有细胞试验重复 ４ 次。 细胞处理 ２４ ｈ 后收集细胞液用于测定 ＩＧＦ⁃Ⅰ
浓度，收集细胞检测细胞周期以及增殖和凋亡相关基因的表达。 结果表明：１）０ 和 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁

酸钠组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例显著高于 ２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），且 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组

显著高于 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５）。 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组 Ｓ 期细胞比例显著高于 ０、２ 和

８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸 钠 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５）。 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁 酸 钠 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期 细 胞 比 例 显 著 低 于 ０、 ２ 和

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组（Ｐ＜０．０５）。 ２）８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的细胞周期蛋白 Ａ２（Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２）ｍＲＮＡ 相

对表达量显著低于 ０、２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的细胞周期蛋白依

赖性激酶Ⅰ（ＣＤＫⅠ）ｍＲＮＡ 相对表达量显著低于 ０ 和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０． ０５），２ 和

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠 组 的 细 胞 周 期 蛋 白 ＤⅠ （ Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ） ｍＲＮＡ 相 对 表 达 量 显 著 高 于 ０ 和

８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的细胞周期蛋白依赖性激酶 ４（ＣＤＫ４）ｍＲＮＡ
相对表达量显著高于 ０、２ 和 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的细胞周期

蛋白依赖性激酶 ６（ＣＤＫ６）ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０． ０５）。 ３）
８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶－３（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和 Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 相

关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）的 ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于 ０、２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５）。 ４）丁酸

钠组的 ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｍＲＮＡ 相对表达量和细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度显著高于对照组和抑制剂组

（Ｐ＜０．０５）。 丁酸钠组 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ和 ＣＤＫ４ ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于对照组和抑制剂组（Ｐ＜
０．０５）。 由此可见，添加 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠可以促进羔羊瘤胃上皮细胞增殖，并且主要是通过

ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路来发挥作用，说明丁酸钠促进瘤胃上皮生长的作用机制与 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路密切

相关。
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　 　 瘤胃作为反刍动物特有的消化吸收器官，其
发育状态直接影响反刍动物生产性能和健康。 而

新生反刍动物瘤胃功能发育尚不完善，不能够充

分地消化和吸收固体饲料［１］ ，所以在生产中通过

营养手段促进幼龄反刍动物瘤胃的发育和成熟对

提高动物生产性能和维持动物健康具有重要意

义。 瘤胃的发育成熟包括瘤胃微生物区系的建立

健全及瘤胃上皮形态和功能的完善；瘤胃微生物

区系的建立健全主要是保证高效消化植物性固体

饲料产生挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）及菌体蛋白；瘤胃

上皮功能的完善主要是保证高效吸收和代谢

ＶＦＡ，维持瘤胃稳态并为机体供能［２］ 。 瘤胃上皮

发育与细胞周期的变化密切相关。 细胞周期包括

静止期（Ｇ０ 期）、分裂间期（Ｇ１ 期、Ｓ 期和 Ｇ２ 期）
和分裂期（Ｍ 期）。 其中，Ｇ１ 期调节细胞周期蛋白

（Ｃｙｃｌｉｎ）ＤⅠ和细胞周期蛋白依赖性激酶（ＣＤＫ）４
的 ｍＲＮＡ 的大量表达，推动细胞周期快速进入 Ｓ
期［３－４］ ，在 Ｓ 期 急 速 合 成 与 ＤＮＡ 复 制 相 关 的

酶类［５－６］ 。
　 　 近期研究表明，口腔灌服 ０．３６ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的丁

酸钠可促进哺乳期羔羊瘤胃乳头的生长，并且该

过程与瘤胃上皮细胞增殖的加速和细胞凋亡的抑

制相关［７－８］ ，表明灌服适宜剂量丁酸钠对瘤胃上皮

的发育有促进作用［９］ ，但是灌服不同剂量丁酸钠

对瘤胃上皮细胞的促进作用及机制需进一步探

明。 研究证实，瘤胃发酵产物丁酸在体内条件下

能够促进瘤胃上皮发育，但单独在体外试验中却

没有发挥作用［８］ ，上述研究提示，丁酸促进瘤胃上

皮发育并非直接作用，可能与某些激素调节作用

密切相关［９］ 。 同时，相关研究发现，在培养基中添

加适量的胎牛血清有利于细胞的生长，这可能是

胎牛血清中的胰岛素样生长因子－Ⅰ（ ＩＧＦ⁃Ⅰ）诱

导细胞周期停滞的成纤维细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ表达和

Ｃｙｃｌｉｎ⁃ＣＤＫ４ 复合物合成，进而加快细胞增殖，于
是采用无血清的培养基培养细胞，单独添加适量

的 ＩＧＦ⁃Ⅰ后，２ ｄ 内细胞增殖明显加快，合成的

ＤＮＡ 量也明显增多［１０］ 。
　 　 在单胃哺乳动物中，ＩＧＦ⁃Ⅰ可以通过自分泌或

旁分泌方式调节多种组织的细胞增殖和凋亡，
ＩＧＦ⁃Ⅰ和胰岛素样生长因子－Ⅰ受体（ ＩＧＦ⁃ⅠＲ）结
合后可以激活下游多条信号转导通路，将相关细

胞信号从细胞外转导至细胞内，激活转录因子，发
挥其促进细胞增殖、抑制细胞凋亡的生物学效

应［１１－１３］ 。 而在新生反刍动物上尚未有相关报道。
现有研究表明，灌服丁酸钠促进反刍动物瘤胃上

皮细胞增殖与 ＩＧＦ⁃Ⅰ、 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 和瘤胃上皮增殖

因子密切相关［１４－１７］ 。 因此，本文通过体外细胞试

验，研究不同浓度丁酸钠对瘤胃上皮细胞周期进

程和细胞凋亡的影响，再进一步探究丁酸钠通过

ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路调控瘤胃上皮细胞增殖的作用机

制，为生产中通过营养手段促进幼龄反刍动物瘤

胃的发育和成熟、提高动物生产性能和维持动物

健康提供依据。

１　 材料与方法
１．１　 瘤胃上皮细胞的分离与培养

　 　 试验选择 ４ 只 ４９ 日龄，性别一致，体重分别为

１１．３、１２．９、１１．２ 和 １１．０ ｋｇ 的湖羊公羔羊用于细胞

试验。 羔羊瘤胃上皮细胞的分离及培养参照

Ｓｔｕｍｐｆｆ 等［１８］和卢劲晔［１９］ 的方法进行了改进。 具

体操作步骤如下：
　 　 １）羔羊屠宰后立即分离瘤胃，用 ６ 倍的青链

霉素的 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 溶液多次冲洗，去除瘤胃内容物，
然后再漂洗 ２ ～ ３ 次，能有效地去除残留的细菌和

真菌。
　 　 ２）在 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 溶液中小心地用分离工具如剪

刀、镊子、手术刀等钝性分离黏附的浆膜和肌肉，
收集瘤胃腹囊部上皮组织块，然后再用 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ
溶液冲洗 ３ 次。
　 　 ３）将瘤胃组织剪成小块平铺在锥形瓶底部，
加入含 ０．２５％的胰蛋白酶液（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）在
３７ ℃水浴中消化 ３０ ｍｉｎ，消化液没过组织即可，每
隔 ５ ｍｉｎ 轻轻摇晃，使其消化均匀。
　 　 ４）重复上述胰蛋白酶消化步骤 ３ 次；若中途

胰蛋白酶溶液出现浑浊，可进行更换；等到瘤胃上

皮组织出现黏稠且乳头发白，一般羊的瘤胃上皮

组织的消化时间为 ２ ～ ３ ｈ。
　 　 ５）进入超净台操作，将上述处理后的上皮组

织置于无菌烧杯中，用 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 液清洗 ３ 次，更换

烧杯再洗 ３ 次。
　 　 ６）清洗后用含 ０．２５％胰蛋白酶继续消化，直
到看到有细碎细胞脱落（大部分是椭圆形细胞时

开始收集），间隔 ５ ｍｉｎ 收集 １ 次细胞消化液。
　 　 ７）收集的细胞消化液用 ７０ μｍ 的滤膜进行过

滤（事先在收集的离心管中加入 ２ ｍＬ 的血清）后，
在 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ８ ｍｉｎ 收集细胞。
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　 　 ８）用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）将收集到的细胞

沉淀清洗 ２ 次，用完全培养基重悬细胞后离心，然
后调节细胞密度至 １×１０６ 个 ／ ｍＬ，接种到培养瓶中

（除培养基外还要加入 １０％的胎牛血清、１００ Ｕ ／
ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素），置于 ５％ ＣＯ２，
３７ ℃培养箱中培养。
　 　 ９）培养 １ ｈ 后，轻轻吸取上层悬液于另一培养

瓶中继续培养，换瓶培养重复 ２ 次可有效去除成

纤维细胞；换瓶培养 ４８ ｈ 后，更换新的完全培养液

继续培养（瓶底铺满明胶的培养瓶），５ ｄ 后细胞大

量贴壁，形态均一，呈鳞片状，即绵羊羔羊瘤胃上

皮细胞（图 １）。 细胞贴壁后可进行试验处理。

图 １　 羔羊瘤胃上皮细胞消化分离后 １２０ ｈ 生长情况

Ｆｉｇ．１　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｍｂ’ ｓ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ａｔ １２０ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

　 　 １０）将细胞冻存，在铺层至８０％ ～ ９０％时，ＰＢＳ
清洗 ２ 次，用不含乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的质量分

数为 ０．２５％的胰蛋白酶消化 ４ ｍｉｎ，终止消化后离

心处理，重悬于冻存液［胎牛血清 ∶杜尔贝科改良

伊格尔培养基（ＤＭＥＭ） ＝ ９ ∶１］，按照冻存步骤储

存于液氮中。
１．２　 丁酸钠和 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂溶液配制

　 　 丁酸钠溶液的配制：取 １ ｇ 丁酸钠（ Ｓｉｇｍａ 公

司，美国）溶解于 １１．３５ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ 中，配制成

浓度为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的母液，试验时再稀释成所需

要的浓度。
　 　 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂［鬼臼苦素（ ｐｉｃｒｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｉｎ，
ＰＰＰ）］ 溶液配制：将 １００ ｍｇ 的 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂

（Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美国）溶解在 １００ μＬ 的二

甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ 公司，美国）中，然后加入 ９．５ ｍＬ
的 ＤＭＥＭ 配制成浓度为 ２．５×１０－４ ｍｏｌ ／ Ｌ 的母液。
参照 Ｄｕａｎ 等［２０］ 研究，试验时 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂需

要配制成浓度为 ２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液。

１．３　 体外细胞试验设计

　 　 待细胞贴壁大约 ８０％后，更换培养基，将胎牛

血清的浓度降至 ０．５％，饥饿 １２ ｈ，使细胞同步化。
然后将细胞分为 ４ 组，分别添加 ０、２、４、８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
丁酸钠。 为了进一步研究 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路在添加

丁酸钠促进瘤胃上皮细胞增殖中的作用，将细胞

分为 ３ 组，丁酸钠组添加 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠，抑制

剂组添加 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠＋２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＧＦ⁃ⅠＲ
抑制剂（在添加丁酸钠前 １ ｈ 加入 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制

剂），对照组加入相同体积的 ＤＭＥＭ。 所有细胞试

验重复 ４ 次。 细胞处理 ２４ ｈ 后收集细胞液用于测

定 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度，收集细胞检测细胞周期以及增殖

和凋亡相关基因的表达。
１．４　 细胞样品采集

　 　 瘤胃上皮细胞培养 ２４ ｈ 后，吸取 １ ｍＬ 的细胞

培养液置于－８０ ℃ 保存，用于 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度测定。
剩余细胞培养液在 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，获
得细胞沉淀，同时在细胞培养瓶中加入胰蛋白酶

将贴壁细胞消化下来，２ 种细胞沉淀混合后，用
ＰＢＳ（ｐＨ ７．４）洗涤 ２ 次。 一部分细胞用 ７５％的乙

醇固定，４ ℃避光过夜用于细胞周期的检测；一部

分细胞用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂重悬，置于－８０ ℃保存用于

ＲＮＡ 的提取。
１．５　 细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度测定和细胞周期

检测

　 　 使用细胞培养液 ＩＧＦ⁃Ⅰ测定试剂盒（南京建

成生物工程研究所）检测细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓

度。 使用细胞周期检测试剂盒（南京诺唯赞生物

科技股份有限公司）检测细胞周期，采用 ＦｌｏｗＪｏ
７．６软件进行分析处理。
１．６　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

　 　 使用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ（ＴａＫａＲａ 公司，日本）从匀

浆的瘤胃上皮组织中提取总 ＲＮＡ。 使用 Ｎａｎｏ⁃
Ｄｒｏｐ ＮＤ⁃１０００ 分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ⁃
ｉｃ 公司，美国）测定提取的总 ＲＮＡ 的浓度和纯度。
所有样品的 ２６０ ／ ２８０ ｎｍ 吸光度 （ＯＤ） 值介 于

１．８０ ～ ２．１０，表明 ＲＮＡ 纯度高。 用 １． ４％琼脂糖－
甲醛凝胶评估 ＲＮＡ 完整性。 使用含 ＲＮＡ 酶的

ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒将总 ＲＮＡ（１ μｇ）反转录成

ｃＤＮＡ。
１．７　 引物的合成和实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ）
　 　 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ６．０ 软件设计目的基因和
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内参基因甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的引

物，并进行 ＢＬＡＳＴ 比对。 本研究中使用的所有引

物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成，引物序

列参见 Ｌｉｕ 等［７］ 。 使用 Ｑ５ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪（Ａｐ⁃
ｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，美国）对目的基因和 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 进行定量。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 在 ２０ μＬ 反应体系中进

行，含有 ２ μＬ ｃＤＮＡ，０．８ μＬ 引物（反应中最终引

物浓度为 ０．４ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＴａＫａＲａ 公司，日本）作为荧光染料。 反应条

件如下：９５ ℃ ３０ ｓ 预变性；９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，
４０ 个循环，９５ ℃ １５ ｓ；６０ ℃ １ ｍｉｎ；９５ ℃ １５ ｓ。 所

有样品设 ３ 个重复。 目的基因的 ｍＲＮＡ 相对表达

量计算参照 Ｎｉｗｉńｓｋａ 等［２１］的 ２－△△Ｃｔ方法。
１．８　 数据分析

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２５． ０ 软件进行单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），并采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行多

重比较。 Ｐ＜０．０５ 为差异显著，Ｐ＞０．０５ 为差异不显

著。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 进行绘图。

２　 结　 果
２．１　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞周期的

影响

　 　 如图 ２ 所示，随着丁酸钠浓度的升高，Ｇ０ ／ Ｇ１
期和 Ｓ 期细胞比例呈二次变化（Ｐ＜０． ０５）。 ０ 和

８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例显著高于 ２
和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），且 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁

酸钠组显著高于 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），
而 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组显著高于 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠

组（Ｐ＜０．０５）。 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组 Ｓ 期细胞比例

显著高于 ０、２ 和 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），
且 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组显著低于 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠

组（Ｐ＜０．０５）。 随着丁酸钠浓度的升高，Ｇ２ ／ Ｍ 期

细胞比例呈线性降低（Ｐ＜０．０５），８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠

组显著降低于 ０、２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组 （ Ｐ ＜
０．０５）。
２．２　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ 和

ＣＤＫ ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

　 　 如图 ３ 所示，随着丁酸钠浓度的升高，羔羊瘤

胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２ 和 ＣＤＫⅠ的 ｍＲＮＡ 相对表

达量呈线性降低（Ｐ＜０．０５）。 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组

的 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２ ｍＲＮＡ 相对表达量显著低于 ０、２ 和

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组（Ｐ＜０．０５），８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠

组的 ＣＤＫⅠ ｍＲＮＡ 相对表达量显著低于 ０ 和

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠组（Ｐ＜０．０５）。 随着丁酸钠浓度

的升高，羔羊瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ、ＣＤＫ４ 和

ＣＤＫ６ ｍＲＮＡ 相对表达量呈二次变化（Ｐ＜０．０５）。
２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ ｍＲＮＡ 相

对表达量显著高于 ０ 和 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜
０．０５），且 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组显著低于 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
丁酸钠组（Ｐ＜０．０５）；４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的 ＣＤＫ４
ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于 ０、２ 和 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁

酸钠组 （ Ｐ ＜ ０． ０５）； ２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的

ＣＤＫ６ ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁

酸钠组（Ｐ＜０．０５）。 不同浓度的丁酸钠对羔羊瘤胃

上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＢⅠ、Ｃｙｃｌｉｎ ＥⅠ和 ＣＤＫ２ ｍＲＮＡ
相对表达量无显著影响（Ｐ＞０．０５）。

　 　 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）。 下图同。
　 　 Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆ⁃
ｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞周期的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ
ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

２．３　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞凋亡相关

基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

　 　 如图 ４ 所示，随着丁酸钠浓度的升高，羔羊瘤

胃上皮细胞含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶－３
（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和 Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 相关的 Ｘ 蛋白

（Ｂａｘ）ｍＲＮＡ 相对表达量呈线性升高（Ｐ＜０．０５）。
８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 相

对表达量显著高于 ０、２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠组（Ｐ＜
０．０５）。 不同浓度的丁酸钠对羔羊瘤胃上皮细胞
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含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶－８（Ｃａｓｐａｓｅ⁃
８ ） 、Ｂ淋巴细胞瘤－２（ Ｂｃｌ⁃２）和Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｍＲＮＡ

相对表达量无显著影响（Ｐ＞０．０５）。

　 　 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２：细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ２；Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１：细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ１；Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１：细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ１；Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ１：细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ１；ＣＤＫ１：细胞周期蛋白依赖性激酶 １ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ １；
ＣＤＫ２：细胞周期蛋白依赖性激酶 ２ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ２；ＣＤＫ４：细胞周期蛋白依赖性激酶 ４ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ４；ＣＤＫ６：细胞周期蛋白依赖性激酶 ６ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ６。 图 ６ 同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．６．

图 ３　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ 和 ＣＤＫ ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｃｙｃｌｉｎ ａｎｄ ＣＤＫ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３：含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶－３ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃３；Ｃａｓｐａｓｅ⁃８：含半胱氨酸的天冬

氨酸蛋白水解酶－８ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃８；Ｂｃｌ⁃２：Ｂ 淋巴细胞瘤－２ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２；Ｂａｘ：Ｂ 淋巴细胞瘤－２
相关的 Ｘ 蛋白 Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ：Ｂ 淋巴细胞瘤－２ ／ Ｂ 淋巴细胞瘤－２ 相关的 Ｘ 蛋白 Ｂ⁃ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２ ／ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ。 图 ７ 同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．７．

图 ４　 不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞凋亡相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２．４　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮

细胞 ＩＧＦ⁃Ⅰ、ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｍＲＮＡ 相对表达量和细胞

培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度的影响

　 　 如图 ５ 所示，丁酸钠组的瘤胃上皮细胞 ＩＧＦ⁃
ⅠＲ ｍＲＮＡ 相对表达量和细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓

度显著高于对照组和抑制剂组（Ｐ＜０．０５），但是对

照组和抑制剂组之间 ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｍＲＮＡ 相对表达量

和细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度无显著差异 （ Ｐ ＞
０．０５）。 各组瘤胃上皮细胞 ＩＧＦ⁃Ⅰ ｍＲＮＡ 相对表

达量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
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图 ５　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮细胞 ＩＧＦ⁃Ⅰ、ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｍＲＮＡ
相对表达量和细胞培养液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＧＦ⁃Ⅰ， ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＩＧＦ⁃Ⅰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｌｕｉｄ

２．５　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮

细胞 Ｃｙｃｌｉｎ 和 ＣＤＫ ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

　 　 如图 ６ 所示，丁酸钠组瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ
Ⅰ和 ＣＤＫ４ ｍＲＮＡ 相对表达量显著高于对照组和

抑制剂组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 各组瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ
Ａ２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ Ⅰ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ Ⅰ、 ＣＤＫ Ⅰ、 ＣＤＫ２ 和

ＣＤＫ６ ｍＲＮＡ 相对表达量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

图 ６　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮细胞凋亡相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

２．６　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮

细胞细胞凋亡相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

　 　 如图 ７ 所示，各组瘤胃上皮细胞 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃８、Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｍＲＮＡ 相对表

达量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　 讨　 论
　 　 反刍动物瘤胃上皮细胞的生长发育与细胞周

期的变化密切相关。 细胞周期的 １ 个或多个阶段

的变化最终影响细胞的产生速率和最终的转化时
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间［２２］ 。 细胞周期的每个阶段（Ｇ０ 期、Ｇ１ 期、Ｓ 期、
Ｇ２ 期和 Ｍ 期）由 Ｃｙｃｌｉｎ 和 ＣＤＫ 的活性控制［２３］ 。
Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２ 参与 Ｓ 期 ＤＮＡ 复制的起始和完成［２４］ 。
从 Ｇ１ 期进入 Ｓ 期，Ｃｙｃｌｉｎ ＥⅠ替代 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２ 和

ＣＤＫ２ 起作用［２５］ 。 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２⁃ＣＤＫ２ 复合物通过

磷酸化驱动染色质浓缩对 ＤＮＡ 复制具有重要作

用［２６］ 。 Ｃｙｃｌｉｎ 结合并激活其伴侣 ＣＤＫ，然后活性

激酶使细胞内的大量蛋白质底物磷酸化以改变蛋

白质的活性，调节 ｍＲＮＡ 的转录和翻译［８］ ，使细胞

周期能够顺利进行；如果有细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子（ＣＫＩ）降低活性激酶的活性，那么

Ｃｙｃｌｉｎ⁃ＣＤＫ 复合物的形成受到阻碍，阻止细胞周

期的正常变化。 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ３
及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 在 Ｇ１ 期达到其合成和活性的高峰，调
节细胞从Ｇ１期过渡到Ｓ期 ，保证细胞的增殖过

程，而抑制 Ｃｙｃｌｉｎ 的表达会延长细胞停留在 Ｇ１ 期

的时间，从而减少细胞的增殖［２７］ 。 同时，瘤胃上皮

的发育也与细胞凋亡的变化密切相关，也是瘤胃

上皮发育的重要组成部分，细胞凋亡进程主要受

Ｂｃｌ⁃２ 和 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶

（Ｃａｓｐａｓｅｓ）家族调控［２８－３０］ 。 据报道，通过灌服丁

酸钠可以调控 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度来调控上皮细胞增殖的

基因表达［７］ 。 有研究表明，ＩＧＦ⁃Ⅰ通过改变 Ｃｙｃｌｉｎ
ＤⅠ蛋白的表达来调节 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ⁃ＣＤＫ４ 复合物

的合成，推动细胞周期运转［３１］ ；在缺乏血清的情况

下，添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ可诱导细胞周期停滞的成纤维细

胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ蛋白表达，细胞周期恢复正常运

转［１９］ 。 所以羔羊灌服一定量的丁酸钠可能通过

ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路间接地调控瘤胃上皮细胞增殖。

图 ７　 丁酸钠对 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂处理的瘤胃上皮细胞凋亡相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

　 　 本文体外细胞试验结果发现，８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的丁

酸钠处理羔羊瘤胃上皮细胞 ２４ ｈ，增加了细胞周

期 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞比例，降低了细胞周期 Ｓ 期和

Ｇ２ ／ Ｍ 期的细胞比例，同时下调了瘤胃上皮细胞

Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２、Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ和 ＣＤＫ６ 的表达，上调了凋

亡基因 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｂａｘ 的表达。 以上结果说明

高浓度的丁酸钠有抑制细胞增殖的作用。 同时，
Ｇａｂｅｌ 等［３２］研究表明，当灌服丁酸钠浓度较高时，
瘤胃上皮细胞的增殖在某一时刻停止，而细胞的

分化程度增加。 Ｂａｌｄｗｉｎ 等［３３］研究表明，在持续灌

服丁酸钠 １６８ ｈ 后，上调了与细胞分化相关的基因

表达，同时下调了与瘤胃上皮细胞增殖相关的基

因表达。 与使用 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠相比，使用 ２ 和

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠处理羔羊瘤胃上皮细胞 ２４ ｈ，上
调了瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ、ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６ 的

表达，且 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠的作用优于 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
丁酸钠。 ＣｙｃｌｉｎＤⅠ、ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６ 是 Ｇ１ 期重要

的 Ｃｙｃｌｉｎ 和相关依赖性激酶，推动细胞周期 Ｇ１ 期

到 Ｓ 期的过渡［８］ 。 同时，本研究发现使用 ２ 和

４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠处理羔羊瘤胃上皮细胞 ２４ ｈ，降
低了细胞周期 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞比例，增加了 Ｓ 期

的 细 胞 比 例， 此 结 果 与 上 调 瘤 胃 上 皮 细 胞

Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ、ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６ 表达的结果相一致。
上述结果说明较低浓度的丁酸钠具有加速细胞周

期 Ｇ１ 期到 Ｓ 期的过渡、推动细胞周期进程、促进

瘤胃上皮细胞增殖的作用。 彭志鹏等［３４］ 研究也表
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明，低浓度丁酸可以促进体外培养瘤胃上皮细胞

的生 长， 而 高 浓 度 的 丁 酸 作 用 则 相 反。 Ｇａｂｅｌ
等［３２］研究表明，高浓度丁酸可能会造成细胞分化

和抑 制 上 皮 细 胞 增 殖。 Ｌｉｕ 等［３５］ 研 究 表 明，
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丁酸钠处理瘤胃上皮细胞对细胞周期阶

段没有显著影响，而 ８、１０ 和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠处

理增加了细胞周期 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞比例，降低了

Ｓ 期和 Ｇ２ ／ Ｍ 期的细胞比例，随着丁酸钠浓度的增

加，这种作用越来越明显。 上述体外细胞试验研

究表明，不同浓度的丁酸钠对瘤胃上皮细胞增殖

和凋亡的作用不同，为了更具体研究丁酸钠的促

生长作用机制，试验中筛选 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠继续

培养瘤胃上皮细胞。 但是加入丁酸钠和 ＩＧＦ⁃ⅠＲ
抑制剂明显下调了 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ和 ＣＤＫ４ ｍＲＮＡ 相

对表达量，说明 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂可能阻断了 ＩＧＦ⁃
Ⅰ信号通路， ＩＧＦ⁃Ⅰ不能与受体结合激活相应酶

类，进一步说明 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路对羔羊瘤胃上皮

细胞增殖和凋亡的影响。
　 　 目前体内研究发现，羔羊瘤胃乳头大小和表

面积的增加证实了 ＩＧＦ⁃Ⅰ对瘤胃生长发育的促进

作用［３６－３８］ 。 在丁酸钠灌服促进羔羊瘤胃发育的同

时，羔羊血浆 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度显著提高，也上调了瘤胃

上皮 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 和胰岛素样生长因子结合蛋白－５
（ ＩＧＦＢＰ⁃５）的表达［７］ 。 再次证实丁酸钠可能是通

过调控内源 ＩＧＦ⁃Ⅰ的分泌，进而通过 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号

通路来调控羔羊瘤胃上皮细胞增殖和凋亡。 在正

常情况下，当 ＩＧＦ⁃Ⅰ和 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 结合后，其酪氨酸

和丝氨酸残基发生自身磷酸化反应，ＩＧＦ⁃ⅠＲ 的活

化可以激活胰岛素受体底物－Ⅰ（ ＩＲＳ⁃Ⅰ）、胰岛素

受体底物－２（ ＩＲＳ⁃２）、同源性和胶原蛋白（ＳＨＣ）和
磷脂酰肌醇－３－激酶（ＰＩ３Ｋ）等多种底物，这些底

物的活化启动了不同的细胞信号转导通路，分别

介导有丝分裂、细胞的增殖分化和抑制细胞凋亡

等生物学功能［３９－４２］ 。 本试验中通过 ＰＰＰ 来抑制

ＩＧＦ⁃ⅠＲ 的活性，ＰＰＰ 是一种常用的 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制

剂，可以与 ＩＧＦ⁃Ⅰ竞争性结合 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 达到抑制

其活性的作用［３８］ 。 为了具体验证 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通

路在丁酸钠调控瘤胃上皮细胞增殖和凋亡过程中

的作用，在加入 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠前 １ ｈ，通过加入

ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂来抑制 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路，进而观

察丁酸钠对瘤胃上皮细胞增殖的作用。 本研究发

现，虽然 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠处理对 ＩＧＦ⁃Ⅰ的 ｍＲＮＡ
相对表达量无显著影响，但 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸钠处理

升高了细胞液中 ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度，上调了瘤胃上皮细

胞 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量，而添加 ＰＰＰ 抑

制了瘤胃上皮细胞 ＩＧＦ⁃ⅠＲ、Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ和 ＣＤＫ４
的 ｍＲＮＡ 相对表达量，并且降低了细胞培养液中

ＩＧＦ⁃Ⅰ浓度。 这说明添加一定浓度的丁酸钠增加

了 ＩＧＦ⁃Ⅰ的合成，并且推动瘤胃上皮细胞周期进

程，促进瘤胃上皮细胞增殖［４３］ ；而 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸

钠处理的瘤胃上皮细胞 ＩＧＦ⁃Ⅰ的 ｍＲＮＡ 相对表

达量无显著差异，说明本试验的样品收集时间点

可能存在缺陷，在今后的试验中需要增加样品收

集的时间点。 一定浓度的 ＩＧＦ⁃Ⅰ可诱导细胞周期

停滞的成纤维细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ蛋白表达和 Ｃｙｃｌｉｎ⁃
ＣＤＫ４ 复合物合成，促进其与 ＣＤＫ４ 异二聚体化，
加快细胞周期从 Ｇ１ 期到 Ｓ 期的转变，并增加瘤胃

上皮细胞的 ＤＮＡ 合成量［４４］ 。 所以细胞液中较高

浓度的 ＩＧＦ⁃Ⅰ是促进瘤胃上皮细胞发育的重要因

素［１８］ 。 本试验研究表明，抑制 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 能够有效

阻断丁酸钠对瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ和 ＣＤＫ４
的 ｍＲＮＡ 表达及对细胞增殖的促进作用。 所以

ＩＧＦ⁃Ⅰ必须与 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 结合以后才能上调瘤胃上

皮细胞 Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ的表达，促进其与相应的 ＣＤＫ４
形成复合物，从而加速细胞周期进程，促进细胞增

殖［３７］ 。 Ｓｅｌｌ 等［４５］研究发现，当小鼠 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 基因

敲除后，体外培养的成纤维细胞即使在培养基中

添加再多的胎牛血清，其增殖速度仍远低于正常

细胞水平，延长了细胞周期的运转时间；血清饥饿

法能使成纤维细胞的细胞周期停滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，
而添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ后，细胞能够重新进入 Ｓ 期，恢复细

胞周期正常运转，但对缺失 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 基因的小鼠

则没有这种影响。 总之， ＩＧＦ⁃ⅠＲ 是 ＩＧＦ⁃Ⅰ发挥

促进细胞增殖作用的关键，只有两者结合才能发

挥促进作用。
　 　 在本试验条件下，添加 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 抑制剂抑制

了丁酸钠对羔羊瘤胃上皮细胞的增殖作用。 而

ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路只有把细胞外的信号传导至细胞

内才能对其靶细胞发挥一系列调控功能［３９－４２，４６］ 。
目前公认的 ＩＧＦ⁃Ⅰ信号转导途径有 ３ 条：Ｒａｓ ／
Ｒａｆ ／丝裂原激活蛋白激酶（ＭＥＫ） ／胞外信号调节

激酶 （ ＥＲＫ） 信号转导途径、 ＰＩ３Ｋ ／蛋白激 酶 Ｂ
（ＡＫＴ）信号转导途径和 １４⁃３⁃３ 蛋白 ／ Ｒａｆ 信号转

导途径。 其中，Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号转导途径与细胞增殖有关，然而 １４⁃３⁃３ 蛋白 ／
Ｒａｆ 信号转导途径主要通过钝化凋亡蛋白（ＢＡＤ）
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来抑 制 细 胞 凋 亡， 而 ＩＧＦ⁃Ⅰ 激 活 细 胞 膜 上 的

ＩＧＦ⁃ⅠＲ就是通过经典的 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信

号传导途径来调节细胞增殖［１４］ 。 据 Ａｒｕｎｅｅ 等［４７］

报道，体外添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ促进小鼠视网膜色素上皮

细胞受体辅助因子（ ｃ⁃Ｒａｆ）和 ＥＲＫ 磷酸化，激活

Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号传导途径，加快细胞周期

Ｇ１ 期进程；相反，不论是否添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ，只要 Ｒａｓ ／
Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号传导途径被阻断则导致细胞

周期停滞。 卢劲晔［１９］ 研究表明，体外添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ
提高 ＥＲＫ 磷酸化水平，而当 ＥＲＫ 抑制剂抑制

ＥＲＫ 磷酸化，则添加 ＩＧＦ⁃Ⅰ对瘤胃上皮细胞 Ｃｙｃ⁃
ｌｉｎ ＤⅠ表达的促进作用也被抑制。 但是 ＩＧＦ⁃Ⅰ通

过结合 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 激活 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号传

导途径来提高羔羊瘤胃上皮细胞周期 Ｇ１ 期 Ｃｙｃｌｉｎ
ＤⅠ和 ＣＤＫ４ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量，同时降低

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量的具体机理还有

待进一步研究。

４　 结　 论
　 　 ① 体外培养细胞中添加 ２ 和 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的丁

酸钠 可 促 进 羔 羊 瘤 胃 上 皮 细 胞 增 殖， 而 添 加

８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的丁酸钠具有抑制细胞增殖、加快细胞

凋亡的作用，说明较低浓度的丁酸钠可促进体外

培养瘤胃上皮细胞的生长，而高浓度的丁酸钠作

用则相反。
　 　 ② ＩＧＦ⁃Ⅰ信号通路在丁酸钠促进瘤胃上皮细

胞发育的过程中具有重要作用，一定浓度的丁酸

钠可以促进 ＩＧＦ⁃Ⅰ的分泌， ＩＧＦ⁃Ⅰ与 ＩＧＦ⁃ⅠＲ 结

合后，推动细胞从 Ｇ１ 期过渡到 Ｓ 期，进而促进瘤

胃上皮细胞增殖。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｉｎ ０ ａｎｄ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ２ ａｎｄ
４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ．
Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
０， ２ ａｎｄ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （ Ｐ ＜ ０． ０５） ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ０， ２ ａｎｄ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５） ． ２） Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ２ （Ｃｙｃｌｉｎ Ａ２） ｉｎ ｔｈｅ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ０， ２ ａｎｄ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜
０．０５）， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ Ⅰ （ＣＤＫⅠ） ｉｎ ｔｈｅ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ０ ａｎｄ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜
０．０５）， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤⅠ （Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ） ｉｎ ２ ａｎｄ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ
ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ０ ａｎｄ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ４ （ＣＤＫ４） ｉｎ ｔｈｅ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙ⁃
ｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ０， ２ ａｎｄ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ６ （ＣＤＫ６） ｉｎ ２ ａｎｄ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ
ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０． ０５） ． ３） Ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃３ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） ａｎｄ Ｂ⁃ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｂａｘ） ｉｎ ｔｈｅ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ０，
２ ａｎｄ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５） ． ４） Ｔｈｅ ＩＧＦ⁃ⅠＲ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｌｕｉｄ ＩＧＦ⁃Ⅰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ ＤⅠ ａｎｄ ＣＤＫ４ ｉｎ ｓｏｄｉ⁃
ｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅｓｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ａｄｄｉｎｇ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍａｉｎｌｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＩＧＦ⁃Ⅰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｉｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＩＧＦ⁃Ⅰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２１， ３３
（３）：１６８７⁃１６９８］
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