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小鼠乳腺组织中β 防御素１基因的克隆及其
在妊娠期和泌乳期乳腺中的表达变化

孟丽丽，钟　凯＊，王月影，朱河水
（河南农业大学 牧医工程学院，河南 郑州４５０００２）

摘要：β－防御素具有广谱的抗菌活性，并且是宿主固有免疫的重要参与者。为研究β－防御素１
（β－ｄｅｆｅｎｓｉｎ　１，Ｄｅｆｂ１）基因在不同泌乳时期的表达变化，以小鼠第４对乳腺组织为研究对象，用半
定量ＲＴ－ＰＣＲ法测定了小鼠妊娠期、泌乳期乳腺中Ｄｅｆｂ１基因的表达。结果表明，妊娠期Ｄｅｆｂ１
的表达量呈上升趋势，且差异显著（Ｐ＜０．０５），而泌乳期却恰恰相反，随着泌乳的进行，Ｄｅｆｂ１的表
达量逐渐降低，在泌乳１８ｄ时达到最低。
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　　哺乳动物的乳腺除了为初生幼仔提供其生长所
需营养外，还为人类生产最为完美的食品———乳汁。
如何维持乳腺的健康以保障幼畜的健康生长、为人类
生产安全的乳制品已成为科研工作者关注的问题。
乳汁中存在天然补体系统、溶菌酶、乳铁蛋白、转铁蛋
白、乳过氧化物酶系统，以及非特异性的免疫细胞，例
如，中性粒细胞、巨嗜细胞、自然杀伤细胞和树突状细
胞［１］。近年来，不断有新的免疫活性成分被发现，其
中较为重要的一种是宿主防御肽（ｈｏｓｔ　ｄｅｆｅｎｓｅ　ｐｅｐ－
ｔｉｄｅ，ＨＤＰ）。宿主防御肽是天然免疫的重要介质，具
有广泛的抗菌和抗病毒活性，是机体防御感染的重要
因素。防御素是最早发现的宿主防御肽之一，１９９１

年首次在牛体内发现β－防御素这一阳离子多肽抗生
素，被命名为ＴＡＰ（ｔｒａｃｈｅａｌ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ）［２］。

β－防御素广泛表达于多种器官黏膜下腺体和上皮细
胞，具有广谱高效的抗菌作用，广泛分布在机体抵御
病原体入侵的第一道防线上，在使机体免受外界病原
体侵袭中发挥着重要的作用［３］。

Ｄｅｆｂ１（β－防御素１）最早在人呼吸道中发现，由上
皮细胞分泌生成。Ｄｅｆｂ１在动物体内分布非常广泛，
具有广谱的抗菌活性［４］，并且在免疫系统发育以及免
疫应答反应中发挥重要的作用［５－６］。本试验以小鼠为
对象，用半定量ＲＴ－ＰＣＲ法研究了妊娠期、泌乳期小
鼠乳腺组织中Ｄｅｆｂ１基因表达的变化，初步揭示了
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Ｄｅｆｂ１基因在乳腺发育过程中的表达变化。

１　材料和方法

１．１　试验动物及试验设计
４８只雌性处女昆明小鼠和２４只雄性昆明小鼠，
购自河南省实验动物中心。在１２ｈ光照和１２ｈ黑暗
的条件下喂养，环境温度２０～２５℃，自由采食和饮
水。雌性处女小鼠分为妊娠期组（ｎ＝２４）、泌乳期组
（ｎ＝２４），于发情前期与２４只雄性小鼠进行同笼饲养
（雌雄比为２∶１）。
妊娠期组雌性小鼠在同笼后第２天开始进行阴

道检查，发现阴道栓明显的当天被看作妊娠０ｄ，妊娠
鼠单独饲养，分别于妊娠的１ｄ、６ｄ、１２ｄ、１８ｄ处死，
每组６只。泌乳期组雌性小鼠在确认其怀孕后单独
饲养直至分娩，将分娩的当天看作泌乳０ｄ，分别于泌
乳１ｄ、６ｄ、１２ｄ、１８ｄ处死，每组６只。

１．２　乳腺组织采集
各组雌性小鼠在试验期结束后被脱臼处死，取

小鼠蹊部乳腺组织，迅速置液氮中，后放于－８０℃
冰箱中保存。

１．３　小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１基因的克隆
１．３．１　引物设计及合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中小鼠
Ｄｅｆｂ１基因的ｃＤＮＡ序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０软件设
计ＰＣＲ引物，由大连宝生物（ＴａＫａＲａ）公司合成，其
序列为：Ｆ：５′－ＣＡＣＴＣＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＣＴＧＣＣ－３′，

Ｒ：５′－ＡＡＴＣＣＡＴＣＧＣＴＣＧＴＣＣＴＴＴＡ－３′，目的片
段大小约为２７７ｂｐ。

１．３．２　乳腺组织中总ＲＮＡ提取　按照ＴＲＩｚｏｌ试
剂操作说明提取小鼠乳腺总ＲＮＡ；紫外分光光度计
检测 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值，初步确定提取的总 ＲＮＡ 质
量；凝胶电泳检测其完整性。

１．３．３　ｃＤＮＡ链的合成　以提取的ＲＮＡ为模板，
反转录合成 ｃＤＮＡ，反应体系：模板 ＲＮＡ１μＬ
（２μｇ），Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５（５０ｐｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｍ－ＭＬＶ
Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ　ＸＬ（５Ｕ／μＬ）１μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，ＲＮａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ）０．７

μＬ，５×Ｍ－ＭＬＶ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，加水至２５μＬ。反应程
序为：２５℃１０ｍｉｎ，３７℃６０ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，后冰
浴２ｍｉｎ，得到ｃＤＮＡ，－２０℃保存待用。

１．３．４　ＰＣＲ扩增　以ｃＤＮＡ第１链为模板进行

ＰＣＲ扩增，反应体系为：ｃＤＮＡ２μＬ，上游引物
（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，２×
ＰＣＲ　ｐｌｕｓ　ｍｉｘ　１２．５μＬ，加水至２５μＬ。反应程序
为：Ｄｅｆｂ１：９５ ℃预变性５ｍｉｎ；９５ ℃变性３０ｓ，

５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。β－ａｃｔｉｎ：９５ ℃预变性５ｍｉｎ；

９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，２６
个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．４　克隆测序
目的片断的回收参照 ＴａｋａＲａ　Ａｇａｏｓｅ　Ｇｅｌ

ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．２．０ＤＮＡ胶回收试剂盒
说明书进行，回收的 ＤＮＡ 片断，－２０ ℃下保存
备用。

将纯化后的ＰＣＲ扩增产物连接到ｐＭＤ－１９Ｔ上，

转化到大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α，涂布于含氨
苄青霉素（Ａｍｐ）的ＬＢ固体培养基上，３７℃下过夜培
养。菌落长成后，进行蓝白斑筛选，将重组转化体细
胞接种于１ｍＬ　ＬＢ／Ａｍｐ＋液体培养基中，３７℃下振
荡过夜培养。进行菌液ＰＣＲ筛选阳性克隆，取阳性
菌液送上海生工生物工程技术服务有限公司测序，将
测序结果与ＮＣＢＩ上已报道的Ｄｅｆｂ１基因的序列进
行对比分析。

１．５　不同泌乳时期小鼠乳腺组织中Ｄｅｆｂ１基因的
表达变化

将不同泌乳时期采集的乳腺组织按照上述

Ｄｅｆｂ１基因的克隆的方法进行检测。

１．６　数据统计
用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行数据整理和统计，

数据用平均值±标准差表示，多组间比较用方差分
析Ｆ检验。利用Ｅｘｃｅｌ作图。

２　结果与分析

２．１　小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１基因的克隆
从小鼠乳腺中提取的总ＲＮＡ经ＲＴ－ＰＣＲ后，在

２７７ｂｐ位置有预期大小的特异性扩增条带（图１）。

Ｍ．ＤＬ２０００；１－６．阳性克隆；７．阴性对照

图１　阳性克隆的ＰＣＲ鉴定结果

２．２　ＲＴ　ＰＣＲ产物的测序及序列分析结果
经上海生工生物工程技术服务有限公司进行

ＤＮＡ序列测定，小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１ 阳性克隆序列
在 ＮＣＢＩ上比较，显示序列同小鼠 Ｄｅｆｂ１（ＮＭ＿

００７８４３）同源性为９９％（图２），表明所扩增ＰＣＲ产
物为预期的目的片断。
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图２　克隆片段Ｄｅｆｂ１与ＮＭ＿００７８４３序列同源性比较

２．３　妊娠期小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１基因表达规律
妊娠期小鼠乳腺β－ａｃｔｉｎ基因扩增产物电泳结

果见图３，妊娠期小鼠乳腺Ｄｅｆｂ１基因扩增产物电
泳结果见图４。利用凝胶成像系统软件分析Ｄｅｆｂ１
和β－ａｃｔｉｎ电泳条带密度值，小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１ｍＲ－

ＮＡ转录水平的相对定量结果见表１。从图４可以
看出，Ｄｅｆｂ１基因在妊娠的各个时期均有表达。从
表１、图５中可以看出，随着妊娠的进行，Ｄｅｆｂ１ｍＲ－
ＮＡ 转 录 水 平 逐 渐 上 调，各 组 间 差 异 均 显 著
（Ｐ＜０．０５）。

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１－６，７－１２，１３－１８，１９－２４分别代表妊娠１、６、１８、１２ｄ

图３　妊娠期小鼠乳腺组织中β ａｃｔｉｎ　ｍＲＮＡ的ＲＴ　ＰＣＲ产物电泳结果

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１－６，７－１２，１３－１８，１９－２４，分别代表妊娠１、６、１８、１２ｄ

图４　妊娠期小鼠乳腺组织中Ｄｅｆｂ１　ｍＲＮＡ的ＲＴ　ＰＣＲ产物电泳结果

表１　妊娠期小鼠乳腺Ｄｅｆｂ１／β ａｃｔｉｎ
电泳条带密度扫描结果 （ｎ＝６）

组别 Ｄｅｆｂ１／β－ａｃｔｉｎ（ＩＯＤ）

妊娠１ｄ ０．０７±０．０３ａ
妊娠６ｄ ０．２３±０．０３ｂ
妊娠１２ｄ ０．３２±０．０６ｃ
妊娠１８ｄ ０．５６±０．０６ｄ

　注：同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图５　妊娠期小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１表达量变化趋势

２．４　泌乳期Ｄｅｆｂ１基因表达规律

泌乳期小鼠乳腺β－ａｃｔｉｎ基因扩增产物电泳结

果见图６；小鼠乳腺Ｄｅｆｂ１基因扩增产物电泳结果

见图７。利用凝胶成像系统软件分析Ｄｅｆｂ１ 和β－

ａｃｔｉｎ电泳条带密度值，小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１　ｍＲＮＡ
转录水平的相对定量结果见表２。从图６中可以看

出，Ｄｅｆｂ１基因在泌乳的各个时期均有表达。从表

２、图８中可以看出，随着泌乳的进行Ｄｅｆｂ１基因的

转录水平逐渐降低，泌乳１ｄ转录水平最高，此后

Ｄｅｆｂ１转录水平持续下降，１８ｄ时达到最低值。与

泌乳１ｄ相比，泌乳６ｄ时Ｄｅｆｂ１　ｍＲＮＡ水平下调，

但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；泌乳１２ｄ、１８ｄ，Ｄｅｆｂ１
的转录水平显著下降（Ｐ＜０．０５）。
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Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１－６，７－１２，１３－１８，１９－２４分别代表泌乳１、１２、１８、６ｄ

图６　泌乳期小鼠乳腺组织中β ａｃｔｉｎ　ｍＲＮＡ的ＲＴ　ＰＣＲ产物电泳结果

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１－６，７－１２，１３－１８，１９－２４分别代表妊娠１、１２、１８、６ｄ

图７　泌乳期小鼠乳腺组织中Ｄｅｆｂ１　ｍＲＮＡ的ＲＴ－ＰＣＲ产物电泳结果

表２　泌乳期小鼠乳腺Ｄｅｆｂ１／β ａｃｔｉｎ
电泳条带密度扫描结果 （ｎ＝６）

组别 Ｄｅｆｂ１／β－ａｃｔｉｎ（ＩＯＤ）

泌乳１ｄ ０．８０±０．１０ａ

泌乳６ｄ ０．７４±０．０２ａ

泌乳１２ｄ ０．４９±０．０８ｂ

泌乳１８ｄ ０．３７±０．０７ｃ

　注：同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图８　泌乳期小鼠乳腺中Ｄｅｆｂ１表达量变化趋势

３　讨论

小鼠Ｄｅｆｂ１ 前体分子由６９个氨基酸残基组
成，包含信号肽、前导片段和成熟肽。成熟肽由

３７个氨基酸组成，其分布广泛，在许多组织中都有

表达，例如，有研究报道，Ｄｅｆｂ１基因在小鼠的生殖
器官有表达，而且子宫、卵巢含量要比睾丸多得多，

表明它在抵御雌性生殖道感染，维持正常生殖道微

生物环境的稳态及妊娠的成功方面起了至关重要的

作用［７］。但小鼠乳腺组织中Ｄｅｆｂ１ 基因的表达情
况未见报道。本试验根据ＧｅｎＢａｎｋ已公布的小鼠

Ｄｅｆｂ１基因序列（ＮＭ＿００７８４３）设计引物，克隆小鼠
乳腺中Ｄｅｆｂ１基因。ＲＴ－ＰＣＲ产物经电泳检测，在

２７７ｂｐ位置有预期大小的特异性扩增条带，该产物

经测序、比对，显示为小鼠Ｄｅｆｂ１基因，本研究成功
克隆出小鼠Ｄｅｆｂ１片段。

利用ＲＴ－ＰＣＲ法对Ｄｅｆｂ１ 基因的检测结果表
明，妊娠期Ｄｅｆｂ１ 的表达量呈上升趋势，且各期差
异显著，而泌乳期却恰恰相反，随着泌乳的进行，

Ｄｅｆｂ１的表达量逐渐降低，在泌乳１８ｄ时达到最
低。从妊娠泌乳整个过程来看，Ｄｅｆｂ１ 基因的表达
呈现先上升后下降的趋势，而在妊娠前后即妊娠

１８ｄ，泌乳１ｄ时表达量极高。李淑凤等［９］研究发

现，雌二醇对蒙古绵羊生殖道Ｄｅｆｂ１基因相对表达
量有促进作用，体外试验表明，当雌激素接近于机体

的生理状态时，Ｄｅｆｂ１基因的相对表达量与激素的
变化基本呈正相关。而雌二醇在准备受精、妊娠期

间大量分泌，能够促进Ｄｅｆｂ１ 基因表达量的增加，

由此推测出Ｄｅｆｂ１ 在增加乳腺抵抗力以及保证怀

孕过程的顺利完成过程中发挥重要作用。尤其是在

敏感的围产期，Ｄｅｆｂ１ 表达量极高，说明Ｄｅｆｂ１ 可
能在这一时期发挥重要的作用。提示Ｄｅｆｂ１ 在泌
乳期对小鼠乳腺免疫具有一定的调节作用。在泌乳

早期乳腺中Ｄｅｆｂ１表达量极高，推测Ｄｅｆｂ１在仔鼠
早期免疫中发挥重要功能。
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