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蛋氨酸对奶牛乳腺上皮细胞内乳蛋白和
乳糖合成的调节作用
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摘　 要： 本试验旨在研究蛋氨酸（Ｍｅｔ）对泌乳奶牛乳腺上皮细胞（ＢＭＥＣｓ）内乳糖含量及乳蛋

白和乳糖合成相关基因和蛋白表达的影响，探讨 Ｍｅｔ 对乳蛋白和乳糖合成的影响机理。 将第 ３
代 ＢＭＥＣｓ 随机分为 ６ 个组，每个组 ６ 个重复。 Ｍｅｔ 终浓度分别为 ０．１３、０．２６、０．３９、０．５２、０．６５ 和

０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ 后测定 ＢＭＥＣｓ 活力、ＡＴＰ 含量、乳蛋白和乳糖合成相关

基因和蛋白表达及细胞液中乳糖含量。 结果表明：与 ０． １３ 和 ０． ７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组相比，０． ３９ ～
０．６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组细胞活力显著增加（Ｐ＜０． ０５），０． ２６ ～ ０． ５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的葡萄糖转运蛋白 １ 和

α－乳清白蛋白的基因相对表达量显著下降（Ｐ＜０．０５），０．３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组乳糖含量显著增加（Ｐ＜
０．０５）。 与 ０．１３ ～ ０．２６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组相比，０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组信号转导和转录因子 ５、真核起始

因子 ４Ｅ 基因相对表达量及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白、核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 １ 磷酸化水平显著增

加（Ｐ＜０．０５）。 ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＡＴＰ 含量、β－酪蛋白、κ－酪蛋白和酪氨酸激酶 ２ 基因相对表达量

显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），但腺苷酸活化蛋白激酶磷酸化水平显著低于其他组（Ｐ＜０．０５）。
０．２６ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白基因相对表达量显著高于 ０．６５ ～ ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
组（Ｐ＜０．０５）。 综合乳蛋白和乳糖合成的多项指标，０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 乳蛋白

基因和蛋白表达及乳糖的合成促进效果较好。
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　 　 乳腺组织的基本功能是产乳，为后代的生长

和发育提供营养，牛奶的主要成分是乳蛋白、乳脂

和乳糖［１］ 。 乳蛋白是衡量牛奶质量的重要指标之

一，也是牛奶作为高营养食品的基本条件。 乳糖

是牛奶中的主要碳水化合物，是影响牛奶产量高

低的决定因素。 乳糖产量与乳产量呈高度的正相

关［２－３］ 。 必需氨基酸作为乳蛋白合成的重要前体

物，可同时促进奶牛乳腺上皮细胞（ＢＭＥＣｓ）内乳

蛋白和乳糖的合成［４］ 。 蛋氨酸（Ｍｅｔ）是乳蛋白合

成的必需氨基酸，也是奶牛的第一限制性氨基酸。
因此，深入探讨 Ｍｅｔ 对乳蛋白和乳糖合成的影响

及其机理对提高产奶量和改善乳品质有重要意

义。 奶牛饲粮添加过瘤胃蛋氨酸可显著提高产奶

量、乳蛋白率［５］ 和乳糖含量［６］ 。 体外研究发现，
０．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 可以促进 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白合

成和乳糖分泌［７］ 。 可见 Ｍｅｔ 调节乳蛋白合成的同

时，对乳糖合成也有一定的影响。 然而，前人的研

究多偏重于 Ｍｅｔ 对奶牛乳成分尤其是乳蛋白合成

的影响效果，研究其对乳蛋白合成的影响机理较

少，尤其对乳糖合成的影响机理探索则更少，有必

要对此进行深入研究。 鉴于此，本研究以 ＢＭＥＣｓ
为模型，从基因和蛋白质水平研究 Ｍｅｔ 对乳蛋白
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和乳糖合成的影响，为深入研究 Ｍｅｔ 对乳蛋白和

乳糖合成的调节机理提供理论基础。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 采用胶原酶消化法培养 ＢＭＥＣｓ，具体参照

Ｓｈｅｎｇ 等［８］的方法进行，原代细胞贴壁率达约 ９０％
后进行纯化和传代。 试验采用单因子随机试验设

计，将第 ３ 代 ＢＭＥＣｓ 培养 ２４ ｈ 后随机分为 ６ 个

组，每组 ６ 个重复。 根据课题组前期的试验结

果［９］选取不同浓度的 Ｍｅｔ，分别为 ０． １３ （对照）、
０．２６、０． ３９、 ０． ５２、 ０． ６５ 和 ０． ７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２ 培养基（Ｇｉｂｃｏ）中 Ｍｅｔ 浓度为 ０．１３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
是王新朋［１０］ 报道中奶牛动脉血中 Ｍｅｔ 浓度的

５ 倍。 ＢＭＥＣｓ 贴 壁 率 为 ８０％ ～ ９０％ 时， 无 血 清

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基饥饿 １２ ｈ 后每孔加入含不同

浓度 Ｍｅｔ 的培养基。 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ，研
究 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白和乳糖合成的影响

机理。
１．２　 测试指标与方法

１．２．１　 细胞活力的测定

　 　 细胞活力采用噻唑兰（ＭＴＴ）法测定［８］ ，用细

胞相对增殖率（ＲＧＲ）表示。 在培养结束前 ４ ｈ，每
孔加入 ２０ μＬ 的 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ（Ａｍｒｅｓｃｏ），培养

结束后弃上清液，每孔加入 １００ μＬ 二甲基亚枫

（ＤＭＳＯ），振荡 １０ ｍｉｎ，使用全自动酶标仪（Ｓｙｎｅｒ⁃
ｇｙ Ｈ４，Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ）于 ４９０ ｎｍ 波长下检测培养孔的吸

光值（ＯＤ）。
ＲＧＲ（％）＝ （试验组 ＯＤ４９０ ／对照组 ＯＤ４９０）×１００。

１．２．２　 乳糖含量的测定

　 　 ＢＭＥＣｓ 培养液中乳糖含量采用酶联免疫法，
按照试剂盒（厦门慧嘉生物科技有限公司）说明书

进行测定。 将细胞悬液以 ２×１０５ 个 ／ ｍＬ 的密度接

种于 ６ 孔培养板，按试验设计培养 ４８ ｈ 后收集培

养液，３ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集上清。 将标准品

分别稀释至 １ ２００、８００、４００、２００ 和 １００ μｇ ／ Ｌ，分
别取 ５０ μＬ 加入标准样品孔内。 待测样品孔内加

入 ４０ μＬ 稀释液和 １０ μＬ 待测样品，３７ ℃ 温育

３０ ｍｉｎ后清洗 ５ 次。 加入酶标试剂 ５０ μＬ，３７ ℃温

育 ３０ ｍｉｎ，洗涤 ５ 次；然后加入显色剂 Ａ 和 Ｂ 各

５０ μＬ，混匀，３７ ℃避光显色 １５ ｍｉｎ，加入 ５０ μＬ 终

止液。 使用全自动酶标仪（Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４，Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ），
４５０ ｎｍ 波长下空白调零后，测定 ＯＤ，根据标准曲

线计算样品中乳糖的含量。
１．２．３　 ＢＭＥＣｓ 内 ＡＴＰ 含量

　 　 采用化学发光法测定 ＢＭＥＣｓ 内的 ＡＴＰ 含

量［１１］ 。 ＢＭＥＣｓ 于工作液培养基中培养 ４８ ｈ 后弃

培养基，每孔加入 ２００ μＬ 裂解液，４ ℃ 、１５ ４５５×ｇ
离心 ５ ｍｉｎ，取上清备用。 用检测裂解液将标准溶

液稀释至 ０． ０１、 ０． ０３、 ０． １０、 ０． ３０、 １． ００、 ３． ００ 和

１０．００ μｍｍｏｌ ／ Ｌ。 将稀释液和检测试剂按照 １ ∶ ９
混合后作为工作液。 最后孔内加入 １００ μＬ 工作

液，室温放置 ３ ｍｉｎ 后加入 ２０ μＬ 样品或标准品，
迅速混匀，使用酶标仪（Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４，Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ）测定

闪光值。 根据标准曲线计算样品中 ＡＴＰ 的含量，
以 ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ 形式表示。
１．２．４　 基因的表达和磷酸化水平的测定

　 　 总 ＲＮＡ 提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法［１１］ ，ＲＮＡ 反转录

使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）试剂盒

并按说明书进行。 依据 ＳＹＢＹ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ
（ＴａＫａＲａ）试剂盒说明书，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
检测乳蛋白和乳糖合成相关基因的表达，基因引

物序列详见表 １。 管家基因为磷酸甘油醛脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）和 β－肌动蛋白（ＡＣＴＢ）。 采用 ２－△△Ｃｔ法

计算目的基因相对表达量。
　 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法［１１］ 测定哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）、核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 １
（Ｓ６Ｋ１）、真核起始因子 ４Ｅ 结合蛋白 １（４ＥＢＰ１）、
真核起始因子 ４Ｅ（ ｅＩＦ４Ｅ）和腺苷酸活化蛋白激酶

（ＡＭＰＫ）的磷酸化水平。 使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件

进行灰度值分析。
磷酸化水平值 ＝各组磷酸化灰度值 ／

对应蛋白的灰度值。
　 　 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃ｍＴＯＲ、 ｅＩＦ４Ｅ、 ｐ⁃ｅＩＦ４Ｅ、 Ｓ６Ｋ１、 ｐ⁃
Ｓ６Ｋ１、４ＥＢＰ１、ｐ⁃４ＥＢＰ１ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司。
１．３　 数据处理

　 　 所有数据通过 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行计算和整理，
采用 ＳＡＳ ９．０ 分析软件的方差分析（ＡＮＯＶＡ）程

序进行显著性检验。 使用回归统计程序进行一次

线性与二次曲线回归分析。 Ｐ＜０．０５ 表示差异显

著，０．０５＜Ｐ＜０．１０ 表示差异趋于显著。

４７０２
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表 １　 乳蛋白和乳糖合成相关基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｌａｃｔｏｓｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

长度
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

磷酸甘油醛脱氢酶
ＧＡＰＤＨ ＸＭ＿００１２５２４７９ Ｆ：ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴ

Ｒ：ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ １７７

β－肌动蛋白
ＡＣＴＢ ＮＭ＿１７３９７９ Ｆ：ＡＡＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧ

Ｒ： ＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧ ２３４

αＳ⁃１ 酪蛋白
ＣＳＮ１Ｓ１ ＮＭ＿１８１０２９ Ｆ：ＡＣＡＴＣＣＴＡＴＣＡＡＧＣＡＣＣＡＡＧＧＡＣＴＣ

Ｒ：ＧＡＣＧＡＡＡＴＧＣＴＴＴＣＡＧＣＴＴＣＣＡ １９２

β－酪蛋白
ＣＳＮ２ Ｍ⁃６４７５５．１ Ｆ：ＴＣＴＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣＣＡＧＴＣＴＴ

Ｒ： ＡＧＧＡＧＧＧＧＧＣＡＴＴＣＡＣＴＴＴ １１６

κ－酪蛋白
ＣＳＮ３ ＮＭ＿１７４２９４ Ｆ： ＣＣＡＧＧＡＧＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣ

Ｒ：ＴＧＣＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＴ １４８

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
ｍＴＯＲ ＸＭ＿００１７８８２２８ Ｆ： ＴＧＡＡＣＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＧＡＣＡＣ

Ｒ：ＴＧＡＣＴＧＧＣＣＡＧＣＡＧＡＧＴＡＧＧＡＡ ８３

真核起始因子 ４Ｅ 结合蛋白 １
４ＥＢＰ１ ＢＣ１２０２９０ Ｆ：ＧＧＣＡＧＧＣＧＧＴＧＡＡＧＡＧＴＣ

Ｒ：ＣＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＧＧＡＴ ３０２

核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 １
Ｓ６Ｋ１ ＤＮ５４４７７１ Ｆ：ＣＡＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧＣＴＡＡＴＴＴＧＴＣＣ

Ｒ：ＴＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＴＣＡＴＧＴＣＧＡＡＧＡ １０１

信号转导和转录因子 ５
ＳＴＡＴ５ ＮＭ＿００１０１２６７３ Ｆ：ＡＡＧＡＣＣＣＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＧＣ

Ｒ：ＡＧＣＡＣＣＧＴＧＧＣＡＧＴＡＧＣＡＴ ４２２

酪氨酸激酶 ２
ＪＡＣＫ２ ＤＴ８９７４４９ Ｆ：ＴＧＡＡＧＡＡＡＡＣＡＧＧＴＡＡＴＣＡＧＡＣＴＧＧＡ

Ｒ：ＡＡＣＡＴＴＴＴＣＴＣＧＣＴＣＡＡＣＡＧＣＡ １０１

真核起始因子 ４Ｅ
ｅＩＦ４Ｅ ＮＭ＿１７４３１０．３ Ｆ： ＧＡＡＧＡＣＴＴＴＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＡＣ

Ｒ： ＣＡＧＣＴＣＣＡＣＡＴＡＣＡＴＣＡＴＣＡＣ ８２

腺苷酸活化蛋白激酶 α１
ＡＭＰＫα１ ＮＭ＿００１１０９８０２ Ｆ： ＡＣＣＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＣＴＧＡＡＡＣＴＣ

Ｒ： ＣＡＣＣＴＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＡＴＴＴＣＴＧ ８０

α－乳清白蛋白
ＬＡＬＢＡ ＮＭ＿１７４３７８．２ Ｆ：ＡＧＴＴＴＧＣＣＴＧＡＡＴＧＧＧＴＣＴＧ

Ｒ：ＴＧＡＧＴＧＡＧＧＧＴＴＣＴＧＧＴＣＧＴ １４４

β⁃１，４－半乳糖基转移酶
β⁃４ＧＡＬＴ１ ＮＭ＿１７７５１２．２ Ｆ：ＧＡＡＧＴＴＧＧＧＴＧＧＴＣＧＣＴＡＣＡ

Ｒ：ＣＴＧＡＣＧＣＴＧＴＡＣＣＡＴＴＧＧＧＴ １３３

葡萄糖转运蛋白 １
ＧＬＵＴ１ ＮＭ＿１７４６０２．２ Ｆ： ＧＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＴＣＴＧＴＴＴＣＴＴＣＡ

Ｒ： ＧＣＣＡＧＡＡＧＣＡＡＴＣＴＣＡＴＣＧＡＡ ８４

己糖激酶Ⅰ
ＨＫⅠ ＮＭ＿００１０１２６６８．１ Ｆ：ＴＧＡＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧ

Ｒ：ＴＣＡＡＴＧＧＧＡＡＴＧＧＣＧＴＡＧ １３５

己糖激酶Ⅱ
ＨＫⅡ ＸＭ＿００１２５５８３ Ｆ：ＡＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＴＡＣＧ

Ｒ：ＴＣＧＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＣＴＣＡＣＡ １２３

２　 结　 果
２．１　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 的 ＲＧＲ、ＡＴＰ 和乳糖含量及

相关基因相对表达量的影响

　 　 如表 ２ 可知，随着 Ｍｅｔ 浓度的增加，ＲＧＲ 呈一

元二次增加的趋势（Ｐ ＝ ０． ０６２，Ｒ２ ＝ ０． ８４３ ４），其
中，０． ３９ ～ ０． ６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 显 著 高 于 ０． １３ 和

０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组（Ｐ＜０．０５）。 ＡＴＰ 含量随着 Ｍｅｔ 浓

度增加呈显著的一元二次增加 （ Ｐ ＝ ０． ０２７，Ｒ２ ＝
０．５５０ ７），以 ０． ５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组最高，０． ７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
组最 低。 ０． ３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＢＭＥＣｓ 乳 糖 含 量 与

０．６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组差异不显著（Ｐ＞０．０５），但显著高于

其他组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 如图 １ 可知，葡萄糖转运蛋白 １（ＧＬＵＴ１）和

α－乳清白蛋白（ＬＡＬＢＡ）基因相对表达量随 Ｍｅｔ 浓
度的增加呈显著的一元二次下降（Ｐ ＝ ０．０１９，Ｐ ＝

５７０２
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０．０２０；Ｒ２ ＝ ０．９３０ ０，Ｒ２ ＝ ０．９２５ ４）。 ＧＬＵＴ１ 基因相

对表达量以 ０．１３ 和 ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组较高，显著高

于其他组（Ｐ ＜ ０． ０５）；ＬＡＬＢＡ 基因相对表达量以

０．３９和 ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组较低，显著低于其他组（Ｐ＜
０．０５）。 己糖激酶Ⅰ（ＨＫⅠ）、己糖激酶Ⅱ（ＨＫⅡ）
和 β⁃１，４－半乳糖基转移酶－１（ β⁃４ＧＡＬＴ１）基因相

对表达量与 Ｍｅｔ 浓度无显著的剂量依赖关系（Ｐ＞
０．０５）；但 ０．１３ 和 ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＨＫⅠ基因相对

表达量有高于 ０．３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的趋势（ ０． ０５ ＜Ｐ＜
０．１０）；０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的 β⁃４ＧＡＬＴ１ 基因相

对表达量有高于 ０．１３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的趋势（０．０５＜Ｐ＜
０．１０）。

表 ２　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ ＲＧＲ、ＡＴＰ 和乳糖合成的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅｔ ｏｎ ＲＧＲ， ＡＴＰ ａｎｄ ｌａｃｔｏｓｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＢＭＥＣｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

Ｍｅｔ 浓度 Ｍｅｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

０．１３ ０．２６ ０．３９ ０．５２ ０．６５ ０．７８
ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

方差分析
ＡＮＯＶＡ

一次
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

相对增殖率 ＲＧＲ ／ ％ １００．０ｃ １０２．３ｂｃ １１０．３ａ １１３．６ａ １０８．３ａｂ ９９．９ｃ １．８０８ ０．００１ ０．７１５ ０．０６２
ＡＴＰ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ８．７６ｅ １５．２５ｂ １１．１８ｄ ２１．４５ａ １２．３９ｃ ７．４５ ｆ ２．３０１ ＜０．００１ ０．８７５ ０．０２７
乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ２５５．７ｂ ２６５．２ｂ ２９１．８ａ ２６６．０ｂ ２７３．１ａｂ ２６８．６ｂ ２．５６０ ０．０３６ ０．３８１ ０．１０４
　 　 同行数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
　 　 Ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ
ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ．

　 　 ＧＬＵＴ１：葡萄糖转运蛋白 １ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １；ＬＡＬＢＡ：α－乳清白蛋白 ａｌｐｈａ⁃ｌａｃｔａｌｂｕｍｉｎ；ＨＫⅠ：己糖激酶Ⅰ ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ
Ⅰ；ＨＫⅡ：己糖激酶Ⅱ ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ Ⅱ；β⁃４ＧＡＬＴ１：β⁃１，４－半乳糖基转移酶－１ β⁃１，４⁃ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ⁃１。
　 　 数据柱标注不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），无字母或相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下图同。
　 　 Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ
ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳糖合成相关基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅｔ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｌａｃｔｏｓｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

２．２ 　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白合成相关基因

表达和磷酸化水平的影响

　 　 如图 ２ 所示，αＳ⁃１ 酪蛋白（ＣＳＮ１Ｓ１）和 κ－酪

蛋白（ＣＳＮ３）基因相对表达量随 Ｍｅｔ 浓度的增加

呈显著的一元二次增加（Ｐ＜０．００１，Ｐ ＝ ０．００４，Ｒ２ ＝
０．９７８ ８；Ｒ２ ＝ ０．８９０ ４），ＣＳＮ３ 基因相对表达量以

０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组最高，０． ７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组最低；β－酪

蛋白（ＣＳＮ２）基因相对表达量与 Ｍｅｔ 浓度无显著

的回归关系（Ｐ＞０．０５），但 ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组显著高

于其他组（Ｐ＜０．０５）。 酪氨酸激酶 ２（ ＪＡＣＫ２）和信

号转导和转录因子 ５（ ＳＴＡＴ５）基因相对表达量随

Ｍｅｔ 浓度的增加呈显著的一元二次增加 （ Ｐ ＝

６７０２
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０．００１，Ｐ ＜ ０． ００１； Ｒ２ ＝ ０． ９４７ ９， Ｒ２ ＝ ０． ９７７ ２ ），
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组 ＪＡＣＫ２ 基因表达量显著高于其他

组（Ｐ＜０．０５）；０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＳＴＡＴ５ 基因相

对表达量显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），其他组间差

异不显著（Ｐ＞０．０５）。

　 　 ＣＳＮ１Ｓ１：αＳ⁃１ 酪蛋白 αＳ１⁃ｃａｓｅｉｎ；ＣＳＮ３：κ－酪蛋白 κ⁃ｃａｓｅｉｎ；ＣＳＮ２：β－酪蛋白 β⁃ｃａｓｅｉｎ；ＪＡＣＫ２：酪氨酸激酶 ２ Ｊａｎｕｓ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ２；ＳＴＡＴ５：信号转导和转录因子 ５ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ５。

图 ２　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白合成相关基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅｔ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

　 　 如图 ３ 所示，ｍＴＯＲ、ｅＩＦ４Ｅ 和 ４ＥＢＰ１ 基因相

对表达量随 Ｍｅｔ 浓度的增加呈显著的一元二次增

加（Ｐ ＝ ０． ００６，Ｐ ＜ ０． ００１，Ｐ ＝ ０． ０２０；Ｒ２ ＝ ０． ８６８ ４，
Ｒ２ ＝ ０．９６１ ０，Ｒ２ ＝ ０．７９２ ８），ｍＴＯＲ 基因相对表达量

以 ０．２６ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组较高，０．６５ ～ ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
组 较 低 ； ｅＩＦ ４ Ｅ 基 因 相 对 表 达 量 ０．３９ ～

０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组 显 著 高 于 ０． １３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 （ Ｐ ＜
０．０５）。 Ｓ６Ｋ１ 基因相对表达量随 Ｍｅｔ 浓度增加呈

显著的一次线性增加（Ｐ ＝ ０． ０３８，Ｒ２ ＝ ０． ６７５ ６），
０．２６ ～ ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组有高于 ０．１３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的趋

势（０．０５＜Ｐ＜０．１０）。

　 　 ｍＴＯＲ：哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ；Ｓ６Ｋ１：核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 １ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ｂｅｔａ １；４ＥＢＰ１：真核起始因子 ４Ｅ 结合蛋白 １ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １；ｅＩＦ４Ｅ：真核起始

因子 ４Ｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｅ；ＡＭＰＫα１：腺苷酸活化蛋白激酶 α １ ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ α１。 下图

同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ。

图 ３　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内 ｍＴＯＲ 信号通路相关基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅｔ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

７７０２
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图 ４　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内 ｍＴＯＲ 信号通路磷酸化水平的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅｔ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

　 　 如图 ４ 所示，ｍＴＯＲ、Ｓ６Ｋ１、 ｅＩＦ４Ｅ 和 ＡＭＰＫ
磷酸化水平随 Ｍｅｔ 浓度的增加呈显著的一元二次

增加（Ｐ ＝ ０． ００１，Ｐ ＝ ０． ００１，Ｐ ＝ ０． ００３，Ｐ ＝ ０． ００２；
Ｒ２ ＝ ０． ６０７ ３， Ｒ２ ＝ ０． ６４９ ６， Ｒ２ ＝ ０． ５４４ １， Ｒ２ ＝
０．５７１ １），ｍＴＯＲ 磷酸化水平 ０．３９ ～ ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
组显著高于 ０． １３ 和 ０． ２６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）；
Ｓ６Ｋ１ 磷酸化水平以０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组最高，０． ２６ ～
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组 ｅＩＦ４Ｅ 磷酸化水平显著高于其他

组（Ｐ＜０．０５），尤以 ０．３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组最高；ＡＭＰＫ 磷

酸化水平以０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组最低，０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组

最高，显著高于其他组 （ Ｐ ＜ ０．０５）。 Ｍｅｔ 浓度对

４ＥＢＰ１ 磷酸化水平影响不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　 讨　 论
３．１ 　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白合成相关基因

表达及磷酸化水平的影响

　 　 氨基酸作为细胞生长的营养素，可以调节细

胞的生长。 适宜浓度的氨基酸与细胞的增殖存在

时间和浓度的最优化效应，若低于或高于该值，增
殖 率 就 相 应 下 降［１２］ ， 常 晨 城［９］ 研 究 指 出，

０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 提高细胞增殖率。 乳蛋白的

合成很大程度上受细胞增殖的影响，祁昊等［１３］ 发

现 Ｍｅｔ 可通过激活 ｍＴＯＲ 信号通路促进 ＢＭＥＣｓ
的 增 殖。 本 研 究 得 出 相 似 的 结 果， ０． ３９ ～
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞增殖率和 ｍＴＯＲ 磷酸化水平

较高，０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组均较低，说明适宜浓度 Ｍｅｔ
促进细胞增殖，高浓度反而有抑制作用。
　 　 Ｍｅｔ 是蛋白质合成的第一限制性氨基酸，Ｎａｎ
等［１４］发现，与无氨基酸组相比，０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｅｔ
显著促进 ＢＭＥＣｓ 内 ＣＳＮ１Ｓ１ 和 ＣＳＮ３ 的基因表

达，但对 ＣＳＮ３ 基因表达影响不显著。 常晨城［９］ 指

出，与 ０．１３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｅｔ 组相比，０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｅｔ
显著上调 ＢＭＥＣｓ 内 ＣＳＮ１Ｓ１ 和 ＣＳＮ３ 的基因表达

量，但不影响 ＣＳＮ２ 的基因表达量。 本研究结果表

明，Ｍｅｔ 对于酪蛋白的合成调控有显著的作用，
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 显著上调 ＣＳＮ１Ｓ１ 和 ＣＳＮ３ 的

基因相对表达量，但 ０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｍｅｔ 抑制其

表达。 ＪＡＣＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 和 ｍＴＯＲ 信号通路是参与

乳蛋白调控的 ２ 条重要通路。 ＢＭＥＣｓ 内生长激素

可以通过激活 ＳＴＡＴ５ 调控 ＣＳＮ１Ｓ１、ＣＳＮ１Ｓ２ 和

８７０２



４ 期 赵艳丽等：蛋氨酸对奶牛乳腺上皮细胞内乳蛋白和乳糖合成的调节作用

ＣＳＮ２ ｍＲＮＡ 表 达［１５］ 。 与 无 Ｍｅｔ 组 相 比，
０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 显著上调 ＢＭＥＣｓ 内 ＪＡＣＫ２ 和

ＳＴＡＴ５ 基因表达［１４］ ， ＪＡＣＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 信号通路是

Ｍｅｔ 促进酪蛋白合成的重要途径［１６］ 。 本研究中，
０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｅｔ 对 ＪＡＣＫ２ 和 ＳＴＡＴ５ 基因

相对表达量有较好的促进效果，因此，Ｍｅｔ 通过

ＪＡＣＫ２ ／ ＳＴＡＴ５ 通路在转录水平上调控乳蛋白

合成。
　 　 ｍＴＯＲ 通路及下游元件共同参与氨基酸调控

乳蛋白的合成。 有研究发现，与氨基酸组相比，
０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内 ｍＴＯＲ 和 Ｓ６Ｋ１ 基

因表达均无显著的促进作用，但 ｍＴＯＲ 磷酸化水

平显著增加，Ｍｅｔ 对蛋白合成的影响主要在转录后

的翻 译 阶 段［１４］ 。 本 研 究 发 现， ｍＴＯＲ、 ｅＩＦ４Ｅ、
４ＥＢＰ１ 和 Ｓ６Ｋ１ 基因相对表达量及 ｍＴＯＲ 和 Ｓ６Ｋ１
磷酸化水平与 Ｍｅｔ 浓度呈剂量依赖关系，以 ０．３９ ～
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组较高，０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 抑制 ｍＴＯＲ 的

表达和磷酸化水平，说明适宜浓度的 Ｍｅｔ 通过激

活 ｍＴＯＲ 信号通路促进酪蛋白合成。 ｍＴＯＲ 信号

通路上游的元件 ＡＭＰＫ 是细胞内能量的主要调节

器，调节能量的供应与需求的平衡［１７］ ，其活性与

ｍＴＯＲ 介导的合成代谢信号通路呈负相关［１８］ 。 当

细胞内 ＡＴＰ 含量下降和 ＡＭＰ 含量增加时 ＡＭＰＫ
被激活，抑制 ＡＴＰ 的消耗［１９］ 。 本研究发现，０．２６ ～
０．６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＡＴＰ 含量较高，ＡＭＰＫ 磷酸化水

平较低，ｍＴＯＲ 基因相对表达量和磷酸化水平和酪

蛋白基因表达较高；相反高浓度 Ｍｅｔ 组 ＡＴＰ 含量

较低，ＡＭＰＫ 磷酸化水平较高，ｍＴＯＲ 磷酸化水平

和酪蛋白基因表达下降，说明适宜浓度的 Ｍｅｔ 可
以通过促进细胞内 ＡＴＰ 含量抑制 ＡＭＰＫ 磷酸化

水平，进而激活 ｍＴＯＲ 信号通路促进乳蛋白的

合成。
３．２ 　 Ｍｅｔ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳糖合成及相关基因

表达的影响

　 　 葡萄糖是乳糖合成的主要前体物，由于乳腺

内缺少葡萄糖－６－磷酸酶，不能通过糖异生合成葡

萄糖［２０］ 。 所以，在体外研究中，乳腺内氨基酸对乳

糖合成的影响只能通过调控作用来完成。 血液中

总葡萄糖的 ６０％ ～ ８５％被乳腺吸收［２１］ 。 所以，乳
腺对葡萄糖的吸收是控制乳产量的限速步骤。
ＧＬＵＴ 是牛乳腺中主要的葡萄糖转运蛋白，牛乳腺

中主要表达的转运蛋白是 ＧＬＵＴ１，泌乳期其表达

上调几百倍［２２］ 。 ＧＬＵＴ１ 表达的下调导致葡萄糖

用于合成乳糖的利用率降低［２３］ 。 鸡和大鼠的胸腺

中，随着葡萄糖利用率增加，ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ 的表达

也增加［２４］ 。 本研究发现，０． ２６ ～ ０． ６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组

ＧＬＵＴ１ 基 因 相 对 表 达 量 较 低， 提 示 ０． ２６ ～
０．６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 抑制细胞对葡萄糖的摄取。
乳糖合成酶是由 β⁃４ＧＡＬＴ１ 与 ＬＡＬＢＡ 构成的二

聚体，是乳糖合成和分泌的限速酶。 有研究指出，
奶牛饲粮添加过瘤胃蛋氨酸对血浆葡萄糖含量影

响不显著［２５］ ，乳糖含量的变化也较小［２６］ 。 但体外

研究发现，０．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｍｅｔ 组 ＢＭＥＣｓ 乳糖含量

显 著 高 于 ０． ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组［８］ 。 本 研 究 发 现，
０．３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组乳糖含量高于其他组。 但 ０． ２６ ～
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｍｅｔ 抑制葡萄糖的摄取和乳糖合

成酶 ＬＡＬＢＡ 基因相对表达量，这可能与 β⁃４ＧＡＬＴ１
基因相对表达量增加有关。 但目前，关于 Ｍｅｔ 对
乳糖合成的影响研究较少，确切的机理尚不清楚，
有待于进一步研究探讨。
　 　 综 合 以 上 结 果， Ｍｅｔ 浓 度 为 ０． ３９ ～
０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时对 ＢＭＥＣｓ 内乳蛋白和乳糖合成的

促进效果较好。 目前已有研究证实了体外细胞培

养液的氨基酸浓度与血液氨基酸浓度有一定关

系，Ａｐｐｕｈａｍｙ 等［１８］研究中 ＢＭＥＣｓ 细胞培养液的

氨基酸浓度大于奶牛血液氨基酸浓度。 本研究中

细胞培养液 Ｍｅｔ 的最低浓度约为 Ｒｉｕｓ 等［２７］ 和王

新朋［１０］报道的奶牛动脉血中 Ｍｅｔ 浓度的 ５ 倍。 在

实际生产中，ＮＲＣ（２００１）推荐泌乳奶牛 Ｍｅｔ 的供

给量应占饲粮代谢蛋白质的 ２．４％，且有关奶牛饲

粮添加 Ｍｅｔ 的研究多侧重于研究乳成分含量的变

化，而针对影响机理的研究较少，因此，本研究利

用体外法得出的结果还需要在体内进一步验证。

４　 结　 论
　 　 Ｍｅｔ 对 ＣＳＮ１Ｓ１ 和 ＣＳＮ３ 基因表达的促进作用

呈剂量依赖关系，以 ０． ５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组表达较好，
０．７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ组抑制其表达；０． ３９ ～ ０． ５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
组对 ＪＡＣＫ２ ／ ＳＴＡＴ５、ｍＴＯＲ 通路相关基因的表

达、ｍＴＯＲ 和 Ｓ６Ｋ１ 的磷酸化水平及 ＡＴＰ 含量促

进效果较好，但抑制 ＡＭＰＫ 的磷酸化水平。 Ｍｅｔ
对 ＧＬＵＴ１ 和 ＬＡＬＢＡ 基因表达的抑制作用呈显著

的剂量依赖关系，０．５２ ～ ０．６５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组的抑制作

用较弱，但乳糖含量以 ０．３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组最高。 综

合以上指标，Ｍｅｔ 浓度为 ０．３９ ～ ０．５２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时对

乳蛋白和乳糖合成的促进效果较好。
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