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辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞甘油三酯合成及
乳脂合成转录调节因子表达的影响

刘莉莉，蒋倩倩，李淑莲，吴　涛，丁常宏，赵　波，郭艳丽，程玉鹏＊
（黑龙江中医药大学，黑龙江 哈尔滨１５００４０）

摘要：为研究辛酸钠对细胞甘油三酯合成能力及对乳脂合成关键转录调节因子固醇调节元件结合蛋
白１（ＳＲＥＢＰ１）和过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）表达的影响，以体外培养的奶牛乳腺上皮
细胞为模型，采用ＣＡＳＹ细胞分析仪检测细胞活力和增殖能力，甘油三酯定量试剂盒检测培养液中甘
油三酯浓度，实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测ＳＲＥＢＰ１和ＰＰＡＲγ相对表达丰度，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检
测ＳＲＥＢＰ１和ＰＰＡＲγ蛋白相对表达水平。结果显示，与不添加辛酸钠组相比，４．０、８．０、１２．０ｍｍｏｌ／Ｌ
的辛酸钠能显著抑制细胞活力和增殖能力；０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠以浓度依赖方式显著降低培
养液中甘油三酯的浓度，且能降低或显著降低ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ的表达。表明，辛酸钠能抑制奶牛乳
腺上皮细胞甘油三酯合成，并对乳脂合成关键转录调节因子的表达具有抑制作用。
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　　乳脂是牛奶的主要营养成分，生产具有优质
乳脂组成的牛奶是健康食品的发展趋势。奶牛乳
腺上皮细胞是乳脂合成的场所。乳脂合成涉及多
个代谢途径，主要包括脂肪酸（ＦＡ）摄取和转运、内
源合成、去饱和作用、酯化、脂滴形成和分泌等过
程，在这个过程中需要多种参与乳脂合成的关键
酶和蛋白发挥作用［１］。近年来，研究人员将传统
营养研究与分子生物学技术相结合，发现了大量
与乳脂合成和分泌相关的基因，并揭示了其功能
和相互之间的作用［２－７］。
脂肪酸是一类重要的营养物质，研究［８－１０］发现，脂

肪酸在细胞内可通过转录因子活化途径和细胞膜受体

信号途径等调控基因的表达，对代谢、生长发育以及细
胞分化发挥重要的调控作用。有研究［１１－１４］报道，长链
脂肪酸（ＬＣＦＡ）和短链脂肪酸（ＳＣＦＡ）能调控奶牛乳腺
上皮细胞甘油三酯合成，调控生脂基因和乳脂合成转
录调控因子基因的表达。但目前中链脂肪酸（ＭＣＦＡ）
对奶牛乳腺乳脂合成的影响及其调控机制尚不清楚。
辛酸钠是八碳饱和脂肪酸，属于典型的ＭＣＦＡ，本

研究以奶牛乳腺上皮细胞为模型，研究不同浓度
的辛酸钠对细胞活力、增殖能力及甘油三酯合成
能力的影响，检测辛酸钠对乳脂合成关键转录调
节因子固醇调节元件结合蛋白１（ＳＲＥＢＰ１）和过氧
化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）表达的影响，
为进一步研究 ＭＣＦＡ对奶牛乳腺中ＦＡ转运及合
成、甘油三酯合成以及对乳腺上皮细胞调控功能
的影响提供参考，为研究奶牛乳脂合成调控机制
奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
奶牛乳腺上皮细胞由东北农业大学动物生物化

学实验室馈赠。
辛酸钠、去除脂肪酸的牛血清白蛋白、胰蛋白酶

购自Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清

（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，甘油三酯定量试剂盒购自普利莱基因技术有
限公司，实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒

ＳＹＢＲ　Ｐｒｉｍｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ、Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司，ＣＡＳＹｔｏｎ缓冲液购自德国Ｓｃｈａｒｆｅ
公司，ＳＲＥＢＰ１ 抗 体 （ｓｃ－３６５５１３）、ＰＰＡＲγ 抗 体
（ａｂ１９４８１）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　奶牛乳腺上皮细胞培养
采用生长培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ）于

３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养奶牛乳腺上皮细胞，每
隔２４ｈ更换培养基。

１．３　奶牛乳腺上皮细胞活力和增殖能力检测
收集对数生长期乳腺上皮细胞接种于６孔板

中，待细胞融合度达到７０％～８０％时，将细胞转入
无脂无血清培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１ｇ／Ｌ　ＢＳＡ）培养

２４ｈ，更换新鲜无脂无血清培养基，并添加不同浓度
的辛酸钠，辛酸钠的终浓度分别为０、０．５、１．０、２．０、

４．０、８．０、１６．０ ｍｍｏｌ／Ｌ，每处理重复 ３ 次，培养

４８ｈ。消化不同处理组奶牛乳腺上皮细胞制成的单
细胞悬液，取１００μＬ细胞悬液加入装有１０ｍＬ
ＣＡＳＹｔｏｎ缓冲液的ＣＡＳＹ杯（对细胞悬液进行１００
倍稀释），颠倒ＣＡＳＹ杯使细胞混匀，利用ＣＡＳＹ细
胞活力分析仪检测细胞活力和增殖能力。

１．４　细胞培养基中甘油三酯浓度的检测
取对数生长期乳腺上皮细胞等密度接种于６孔

板中，待细胞融合度达到７０％～８０％时，将细胞转
入无脂无血清培养基培养２４ｈ，更换新鲜无脂无血
清培养基，添加０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠继续培养

４８ｈ，选择使细胞生长增殖不受抑制即对细胞无毒
性的辛酸钠浓度，用甘油三酯定量试剂盒测定培养
基中甘油三酯的浓度。

１．５　引物设计
根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ基因和β－

ａｃｔｉｎ（内参基因）的 ｍＲＮＡ序列，使用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０
软件设计各基因ｑＲＴ－ＰＣＲ的上、下游引物（表１）。

表１　各基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列

基因名称 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 　　　引物序列（５′－３′） 产物长度／ｂｐ

ＳＲＥＢＰ１ ＮＭ＿００１１１３３０２．１ Ｆ：ＡＧＴＡＧＣＡＧＣＧＧＴＧＧＡＡＧＴ

Ｒ：ＧＣＡＧＣＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＴ

８２

ＰＰＡＲγ ＮＭ＿１８１０２４．２ Ｆ：ＴＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＣＣＴＧＴＡＴＣ

Ｒ：ＣＡＴＡＧＴＧＧＡＡＣＣＣＴＧＡＣＧ

１４０

β－ａｃｔｉｎ　 ＮＭ＿１７３９７９．３ Ｆ：ＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＧ

Ｒ：ＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧ

２４９
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１．６　奶牛乳腺上皮细胞总ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成
及各基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ检测
奶牛乳腺上皮细胞的处理及辛酸钠的添加浓度同

１．４。采用ＳＹＢＲ染料法检测细胞ＳＲＥＢＰ１和ＰＰＡＲγ基
因表达。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取奶牛乳腺上皮细胞总ＲＮＡ。

按照Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ试剂盒说明书进行逆转录，使用

ＳＹＢＲＰｒｉｍｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ试剂盒进行各基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ检测。
各基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ结果采用２－ΔΔＣＴ相对定量的方
法计算目的基因的ｍＲＮＡ表达丰度［１５］。

１．７　乳腺上皮细胞总蛋白提取
奶牛乳腺上皮细胞的处理及辛酸钠的添加浓度

同１．４。４℃预冷的Ｄ－Ｈａｎｋｓ洗涤细胞２次；每孔
中加１００μＬ　２×ＳＤＳ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ，用枪头轻轻刮
下细胞，转移到０．５ｍＬ的 ＥＰ管中；１００ ℃煮沸

１０ｍｉｎ使蛋白变性；超声波破碎１５ｓ，重复３次，分
装，－２０℃冻存备用。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测
配制浓缩胶和分离胶进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

电泳结束后将凝胶上的蛋白转印到硝酸纤维素膜

上。室温用脱脂牛奶封闭，一抗４℃孵育过夜，取
出后洗３次，每次５ｍｉｎ；二抗３７℃摇床孵育１ｈ，

洗３次，发光液显色，在暗室中曝光、显影。采用

Ｂａｎｄ－Ｓｃａｎ　５．０软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ图谱进行灰度
扫描，Ｘ光胶片上蛋白条带经扫描读取密度值后，

与由同一转移膜所测得的β－ａｃｔｉｎ蛋白比较得出蛋
白的相对含量。

１．９　数据处理
应用ＳＡＳ　９．１统计学软件进行单因素方差分

析，数据以平均数±标准差表示。

２　结果与分析

２．１　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞活力和增殖能力
的影响

由图１、２可以看出，与对照组相比，奶牛乳腺上
皮细胞添加浓度为０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠，各
处理组细胞活力和增殖能力无显著性差异；添加

４．０～１２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠，各处理组细胞活力
和增殖能力显著降低。表明，较高剂量（４．０、８．０、

１２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）的辛酸钠显著抑制了细胞活力和增
殖能力。

因此，选择添加对细胞生长增殖不受抑制即对
细胞无毒性的辛酸钠浓度（０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ），来研
究辛酸钠对细胞甘油三酯合成能力及对ＳＲＥＢＰ１
和ＰＰＡＲγ表达的影响。

标注不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同

图１　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞活力的影响

图２　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞增殖能力的影响

２．２　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞合成甘油三酯能
力的影响

利用０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠处理奶牛乳腺
上皮细胞，采用甘油三酯测试盒测定培养基中甘油
三酯的浓度。由图３可以看出，与未添加辛酸钠的
乳腺上皮细胞相比，０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠以
浓度依赖的方式显著降低细胞培养基中甘油三酯的

浓度（Ｐ＜０．０５）。

图３　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞合成甘油三酯能力的影响
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２．３　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞ＳＲＥＢＰ１ 和

ＰＰＡＲγ基因表达的影响
由图４、５可以看出，０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠处

理奶牛乳腺上皮细胞后，辛酸钠以浓度依赖的方式降
低或显著降低细胞ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ基因的表达。

图４　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞ＳＲＥＢＰ１
基因表达的影响

图５　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ基因表达的影响

２．４　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞 ＳＲＥＢＰ１和

ＰＰＡＲγ蛋白表达的影响
选择０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛酸钠处理细胞，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测奶牛乳腺上皮细胞ＳＲＥＢＰ１和

ＰＰＡＲγ蛋白的相对表达量（图６－８）。结果所示，
与未添加辛酸钠的乳腺上皮细胞相比，０．５～
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ辛酸钠以浓度依赖的方式显著降低细
胞ＳＲＥＢＰ１和ＰＰＡＲγ的蛋白表达。

１－４分别为０、０．５、１．０、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ辛酸钠

图６　辛酸钠处理奶牛乳腺上皮细胞ＳＲＥＢＰ１和ＰＰＡＲγ
蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ结果

图７　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞ＳＲＥＢＰ１蛋白
表达的影响

图８　辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞ＰＰＡＲγ
蛋白表达的影响

３　讨论

脂肪酸是奶牛乳腺组织摄取的一种重要营养物

质，其对奶牛乳腺上皮细胞的生长、增殖具有调节作
用。齐利枝等［１６］研究发现，奶牛乳腺上皮细胞活力
与乙酸添加浓度呈显著的剂量依赖关系，低浓度的
乙酸可提高奶牛乳腺上皮细胞活力，高浓度则表现
抑制作用。崔瑞莲［１７］证实，较高浓度（２００、４００

μｍｏｌ／Ｌ）的亚油酸、亚麻酸、油酸和硬脂酸能抑制奶
牛乳腺上皮细胞的增殖。本研究发现，添加较高剂
量（４．０、８．０、１６．０ｍｍｏｌ／Ｌ）的辛酸钠对奶牛乳腺上
皮细胞的活力和增殖能力具有一定的抑制作用。但
辛酸钠对细胞活力和增殖能力影响的具体机制需进

一步深入研究。本研究通过ＣＡＳＹ细胞活力分析
仪检测不同浓度梯度辛酸钠对奶牛乳腺上皮细胞活

力的影响，确定辛酸钠对细胞的无毒添加剂量作为
后续试验的浓度添加范围，即０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。
奶牛乳腺上皮细胞是乳脂合成的场所，合成的

乳脂约９５％为甘油三酯［１８］。乳腺上皮细胞内质网
上，来自从头合成途径的脂酰辅酶Ａ和外源摄取的
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ＦＡ能被酯化到甘油－３－磷酸骨架上，以形成甘油三
酯［１９］。Ｂｉｏｎａｚ等［２０］研究奶牛从临产期到泌乳末
期，乳腺组织与脂类合成和分泌有关的４５个基因的
表达变化，提出参与协调乳脂合成和分泌的基因网
络，其中转录调控因子ＳＲＥＢＰ和ＰＰＡＲγ在奶牛乳
脂合成基因网络中具有主导作用，它们可以调控多
数已知乳脂合成相关基因的表达。ＳＲＥＢＰ属于核
转录因子家族，是脂肪合成基因重要的转录调节因
子［２１］。研究［２２－２３］发现，奶牛乳腺ＳＲＥＢＰ１参与调控
多种乳脂合成相关酶基因的转录激活过程。ＰＰＡＲ
属于核激素受体超家族成员，为配体激活转录因子，

ＰＰＡＲγ能调节奶牛乳脂合成相关基因的表达［２４－２５］。
研究［２６－２８］报道，辛酸盐能抑制脂肪细胞甘油三酯合
成，抑制脂肪合成转录调控因子ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ－１ｃ
及其他生脂基因的表达。这些研究表明，辛酸盐能
参与脂肪细胞的脂肪合成，并调节相关生脂基因的
表达，而辛酸盐对奶牛乳腺上皮细胞甘油三酯合成
及对生脂基因关键转录调节因子ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１
的影响却不清楚。
本研究发现，外源添加０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ的辛

酸钠能以浓度依赖的方式显著降低细胞培养基中甘

油三酯的含量，说明辛酸钠能抑制奶牛乳腺上皮细
胞乳脂合成；且能以浓度依赖的方式降低或者显著
降低 ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１ 基 因 表 达，显 著 降 低

ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１蛋白表达。推测辛酸钠可能通过
降低乳脂合成转录调节因子ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１的表
达，进而抑制乳脂合成代谢中ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１下
游靶基因的表达。奶牛乳腺上皮细胞中辛酸钠通过
降低转录调节因子ＳＲＥＢＰ１、ＰＰＡＲγ的表达进而抑制
甘油三酯合成。这与前人用辛酸盐对其他细胞脂肪
合成影响的研究结果基本一致［２６－２８］。ＦＡ对奶牛乳脂
合成调控机制仍需进一步研究。
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