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亮氨酸对奶牛乳腺上皮细胞内乳脂
合成相关基因和蛋白表达的影响

赵艳丽　 陈　 璐　 史彬林　 郭晓宇　 闫素梅∗

（内蒙古农业大学动物科学学院，呼和浩特 ０１００１８）

摘　 要： 本试验旨在研究亮氨酸（Ｌｅｕ）对泌乳奶牛乳腺上皮细胞（ＢＭＥＣｓ）内乳脂合成相关基

因和蛋白表达的影响，以探讨 Ｌｅｕ 对乳脂合成的影响机理。 将第 ３ 代 ＢＭＥＣｓ 随机分为 ６ 个处

理，每个处理 ６ 个重复。 ６ 个处理培养液中 Ｌｅｕ 浓度分别为 ０． ４５、０． ９０、１． ８０、２． ７０、３． ６０ 和

７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ 后测定 ＢＭＥＣｓ 内甘油三酯（ＴＧ）的含量及乳脂合成相

关基因和过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）与固醇调节元件结合蛋白（ＳＲＥＢＰ１）蛋白的

相对表达量。 结果显示：Ｌｅｕ 浓度对 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 含量无显著影响（Ｐ＞０．０５）。 适宜浓度的 Ｌｅｕ
显著促进脂肪酸合成酶（ＦＡＳＮ）和乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ａ（ＡＣＡＣＡ）基因的表达（Ｐ＜０．０５），ＦＡＳＮ
基因的相 对 表 达 量 以 １． ８０ ～ ２． ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处 理、ＡＣＡＣＡ 基 因 的 相 对 表 达 量 以 １． ８０ ～
７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理较高。 Ｌｅｕ 浓度显著影响 ＢＭＥＣｓ 内 ＳＲＥＢＰ１ 基因及蛋白表达（Ｐ＜０．０５），
以１．８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 的 促 进 效 果 最 好。 虽 然 Ｌｅｕ 显 著 抑 制 ＢＭＥＣｓ 内 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 ３
（ＦＡＢＰ３）、脂蛋白脂酶（ＬＰＬ）、乙酰甘油磷酸脂酰转移酶 ６（ＡＧＰＡＴ６）、线粒体甘油－３－磷酸酰基

转移酶（ＧＰＡＭ）和嗜乳脂蛋白亚家族 １ 成员 １（ＢＴＮ１Ａ１）基因的表达（Ｐ＜０．０５），但只有高浓度

（３．６０ ～ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 Ｌｅｕ 抑制作用较大。 综合来看，Ｌｅｕ 浓度影响 ＢＭＥＣｓ 乳脂合成相关基

因及 ＰＰＡＲγ 和 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白的表达。 Ｌｅｕ 浓度为 １．８０ ～ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，对脂肪酸从头合成相

关基因及调控因子 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白表达的促进效果较好，对 ＴＧ 合成及脂滴形成相关基因表达的

抑制作用较小。
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　 　 牛奶总固形物中乳脂含量高达 ２７％，是构成

牛奶的重要物质基础，也是衡量乳品质的重要指

标。 氨基酸（ＡＡ）作为乳蛋白合成的主要前体物，
不仅影响乳蛋白合成，对乳脂的合成也有影响［１］ ，
因此，深入研究 ＡＡ 对乳脂合成的影响及其机理对

改善乳品质有重要的意义。 亮氨酸（Ｌｅｕ）是动物

的必需氨基酸，研究发现，小鼠饲粮缺乏 Ｌｅｕ 后其

白色脂肪组织中的脂肪合成受限制，脂肪酸合成

酶（ＦＡＳＮ）和乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 Ａ（ＡＣＡＣＡ）基因

以及固醇调节元件结合蛋白 １ｃ （ ＳＲＥＢＰ１ｃ） 和

ＦＡＳＮ 蛋白的表达显著下降，血清游离脂肪酸和甘

油的含量也显著下降［２］ 。 体外研究发现，Ｌｅｕ 在影

响乳蛋白合成的同时，也促进奶牛乳腺上皮细胞

（ＢＭＥＣｓ）内固醇调节元件结合蛋白－１（ ＳＲＥＢＰ１）
基因的表达和甘油三酯（ＴＧ）的合成［３］ 。 这些结

果提示 Ｌｅｕ 可能通过影响脂肪合成相关基因的表

达促进脂肪合成。 然而，采食高脂饲粮的小鼠摄

入过量的 Ｌｅｕ 后，其体重下降，脂肪合成受抑
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制［４］ 。 也有研究发现小鼠日摄入需要量 ２ 倍以上

的 Ｌｅｕ 对血浆胆固醇和 ＴＧ 的合成无显著的影

响［５］ 。 可见，Ｌｅｕ 对动物脂肪代谢的影响在不同的

组织中不完全一样，有关 Ｌｅｕ 对奶牛乳脂合成的

影响及其机理的研究报道很少。 鉴于此，本试验

以 ＢＭＥＣｓ 为模型，研究不同浓度 Ｌｅｕ 对乳脂合成

相关基因及蛋白表达的影响，为进一步探讨 Ｌｅｕ
对乳脂合成的影响机理提供理论基础。

１　 材料与方法
１．１　 主要试剂

　 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 基础培养基（１２４００－０２４）、胎牛

血清 （ ＦＢＳ， １００９９ － １４１）、Ⅱ型胶原酶 （ １７１０１ －
０１５）、胰岛素转铁蛋白硒钠（５１５００－０５６）、细胞培

养用青链霉素混合液（１５１４０－１２２）及 ０．０５％胰蛋

白酶 胰 蛋 白 酶 － 乙 二 胺 四 乙 酸 （ ＥＤＴＡ） 溶 液

（２５３０００５４）均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司。 Ｌｅｕ（Ｌ８９１２）、琼
脂糖 （ Ａ９５３９ ）、 氢 化 可 的 松 （ Ｈ０１３５ ）、 催 乳 素

（Ｌ６５２０）、表皮生长因子 （ ＥＧＦ，Ｅ４１２７）、油红 Ｏ
（Ｏ９７５５）、兔抗过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
（ＰＰＡＲγ）抗体（ＡＶ３２８８０）购自 Ｓｉｇｍａ 公司。 鼠抗

ＳＲＥＢＰ１ 抗体 （ ａｂ３２５９） 购自 Ａｂｃａｍ 公司。 ＲＩＰＡ
蛋白裂解液 （ Ｐ００１３Ｃ）、苯甲基磺酰氟 （ ＰＭＳＦ，
ＳＴ５０６）、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒

（Ｐ００１２）、Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液（Ｐ００２３Ａ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ
二抗稀释液（Ｐ００２３Ｄ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ 十二烷基硫酸钠－
聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ） 电 泳 液

（Ｐ００１４Ｂ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ 转膜液 （ Ｐ００１２Ｂ）、ＥＣＬ 化学

超敏显色液 （ Ｐ００１８） 均购自北京碧云天公司。
ＲＮＡｉｓｏ ＰＬＵＳ（Ｄ９１０９Ｂ）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＤＲＲ０３６Ａ）和 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ试

剂盒（ＤＲＲ８２０Ａ）均购自 ＴａＫａＲａ 公司。 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
缓冲液 （ ＴＢＳＴ）、兔抗甘油醛 － ３ －磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ） 抗体 （ １０４９４⁃１⁃ＡＰ）、辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记山羊抗兔二抗（０４⁃１５⁃０６）、ＨＲＰ 标记

山羊抗鼠二抗（ＬＫ２００３）分别购自 ＨｙＣｌｏｎｅ、Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ、 ＫＰＬ、 三 箭 公 司。 无 蛋 白 封 闭 液

（Ｃ５２００４１）购自上海生工有限公司。
１．２　 试剂配制

　 　 生长培养基的配制：在 １００ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
基础培养基中添加 １０％胎牛血清、１％胰岛转铁蛋

白、１ μｇ ／ ｍＬ 氢化可的松、０．５％胰岛素转铁蛋白硒

钠、１０ ｎｇ ／ ｍＬ 表皮生长因子、５ μｇ ／ ｍＬ 催乳素、

１００ μｇ ／ ｍＬ 链 霉 素、 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 青 霉 素 和

２．５ μｇ ／ ｍＬ两性霉素 Ｂ。
　 　 Ｌｅｕ 工作液的配制：称取 ０．１１８ ｇ 的 Ｌｅｕ 粉末

溶于 １０ ｍＬ 无血清的生长培养基中，配成浓度为

９０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌｅｕ 贮备液，０．２２ μｍ 滤器过滤。 用

无血 清 的 生 长 培 养 基 按 照 梯 度 稀 释 法 将

９０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｌｅｕ 贮备液根据试验要求配制成不

同 Ｌｅｕ 浓度的细胞培养液。
１．３　 ＢＭＥＣｓ 的培养

　 　 采用胶原酶消化法培养 ＢＭＥＣｓ，具体方法参

照 Ｓｈｅｎｇ 等［６］的方法进行。 从内蒙古呼和浩特市

北亚清真屠宰场选取 ３ ～ ５ 岁经产的健康泌乳中期

的高产荷斯坦奶牛乳腺组织，０ ～ ４ ℃条件下运回

实验室。 从深层取约 １ ｃｍ３ 组织块放入 ３×双抗的

磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ）中。 随后分别用 ３ ×双抗的

ＰＢＳ、７５％酒精和 １×ＰＢＳ 清洗。 将腺泡丰富的组

织剪成糊状后加入等体积 ０． ５％的Ⅱ型胶原酶，
３７ ℃消化 １ ｈ。 ８０ 目滤网过滤后， １７９ × ｇ 离心

５ ｍｉｎ，弃上清；ＰＢＳ 冲洗细胞，１７９×ｇ 离心 ３ ｍｉｎ，
重复冲洗 ２ 次。 用生长培养基悬浮接种于 ２５ ｃｍ２

透气培养瓶中，于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 条件下培养，直
至原代细胞贴壁率达约 ９０％后用 ０． ０５％胰蛋白

酶－ＥＤＴＡ 纯化和传代细胞。
１．４　 试验设计

　 　 收集第 ３ 代 ＢＭＥＣｓ 并悬浮于生长培养基中

按照试验要求的密度接种于细胞培养板上，于
３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养 ２４ ｈ。 试验采用单因子随机

试验设计，将 ＢＭＥＣｓ 培养 ２４ ｈ 后随机分为 ６ 个处

理，每个处理 ６ 个重复。 细胞培养液中 Ｌｅｕ 的浓

度是参考庞学燕［７］ 和代文婷等［８］ 的研究结果，然
后利用噻唑蓝（ＭＴＴ）法通过细胞的增殖率确定，６
个处理 Ｌｅｕ 的浓度分别为 ０．４５、０．９０、１．８０、３．６０、
２．７０和 ７． ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 每 个 处 理 ６ 个 重 复。 在

ＢＭＥＣｓ 贴壁率为 ８０％ ～ ９０％时，换为无血清的生

长培养基，１２ ｈ 后按照试验设计要求换为不同 Ｌｅｕ
浓度的细胞培养液，３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ。
１．５　 测试指标与方法

１．５．１　 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 含量的测定

　 　 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 的含量参考 Ｒａｍíｒｅｚ⁃Ｚａｃａｒíａｓ
等［９］的方法测定，用吸光度（ＯＤ）值表示其含量，
具体方法：将细胞悬液以 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ 的密度接

种于 ２４ 孔培养板，按试验设计培养 ４８ ｈ 后，弃培

养液，ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，每孔加入 ４％多聚甲醛溶液

０２３１
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０．２ ｍＬ 固定细胞 １ ｈ 后，ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，０．５ ｍＬ油

红 Ｏ 工作液避光浸染 ２ ｈ。 然后用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
晾干培养板后，加入 ０．３ ｍＬ 异丙醇萃取 ３０ ｍｉｎ，
用全 自 动 酶 标 仪 在 波 长 为 ５１０ ｎｍ 处 测 定 其

ＯＤ 值。
１．５．２　 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关基因表达的测定

　 　 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关基因的表达采用荧光

定量 ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）检测，引物设计使用

Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 进行（表 １），测定的基因包括 ＦＡＳＮ、
ＡＣＡＣＡ、硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 １（ ＳＣＤ１）、脂肪

酸结 合 蛋 白 ３ （ ＦＡＢＰ３ ）、 脂 蛋 白 脂 酶 （ ＬＰＬ）、
ＰＰＡＲγ、ＳＲＥＢＰ１、乙酰甘油磷酸脂酰转移酶 ６（ＡＧ⁃
ＰＡＴ６）、 线 粒 体 甘 油 － ３ － 磷 酸 酰 基 转 移 酶

（ＧＰＡＭ）、磷脂酸磷酸酯酶 １（ ＬＰＩＮ１）、嗜乳脂蛋

白亚 家 族 １ 成 员 １ （ ＢＴＮ１Ａ１）、黄 嘌 呤 脱 氢 酶

（ＸＤＨ），并以 ＧＡＰＤＨ 为管家基因。 将细胞悬液

以 ２×１０５ 个 ／ ｍＬ 的密度接种于 ２４ 孔培养板，按试

验设计培养 ４８ ｈ 后提取总 ＲＮＡ。 总 ＲＮＡ 的提取

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法，于全自动酶标仪上检测总 ＲＮＡ 的

纯度与浓度，ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２８０ ｎｍ 在 １． ８ ～ ２． ２ 范围内

表示 ＲＮＡ 纯度较好。 在 ２％凝胶上电泳检测 ＲＮＡ
完整性。 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ 的操作步骤按照

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒的说明书进

行，反转录体系为 １０ μＬ。 基因表达量的检测依据

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ试剂盒的说明书进行操

作，反应体系为 ２０ μＬ。 实时荧光定量 ＰＣＲ 的反

应程序为：９５ ℃预变性 ３０ ｓ，９５ ℃变性 ５ ｓ；６０ ℃
退火 ３４ ｓ，９５ ℃延伸 ２０ ｓ，进行 ４０ 个循环；９５ ℃ 、
５ ｓ，６０ ℃ 、３０ ｓ，９５ ℃ 、１５ ｓ，５１ 个循环；绘制熔解

曲线。 采用 ２－△△Ｃｔ法进行目的基因相对表达量的

计算。

表 １　 乳脂合成相关基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）
长度

Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＧＡＰＤＨ ＸＭ＿００１２５２４７９
Ｆ：ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴ
Ｒ：ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ

１７７ Ｚｈｏｕ 等［１０］

ＦＡＳＮ ＮＭ＿００１０１２６６９
Ｆ：ＡＧＧＡＣＣＴＣＧＴＧＡＡＧＧＣＴＧＴＧＡ
Ｒ：ＣＣＡＡＧＧＴＣＴＧＡＡＡＧＣＧＡＧＣＴＧ

８５ Ｑｉ 等［１１］

ＡＣＡＣＡ ＡＪ１３２８９０
Ｆ：ＣＡＴＣＴＴＧＴＣＣＧＡＡＡＣＧＴＣＧＡＴ
Ｒ：ＣＣＣＴＴＣＧＡＡＣＡＴＡＣＡＣＣＴＣＣＡ

１０１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＳＣＤ１ ＡＹ２４１９３３
Ｆ：ＴＣＣＴＧＴＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＣＡＴＣＣ

Ｒ：ＧＧＣＡＴＡＡＣＧＧＡＡＴＡＡＧＧＴＧＧＣ
１０１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＦＡＢＰ３ ＤＮ５１８９０５
Ｆ：ＧＡＡＣＴＣＧＡＣＴＣＣＣＡＧＣＴＴＧＡＡ

Ｒ：ＡＡＧＣＣＴＡＣＣＡＣＡＡＴＣＡＴＣＧＡＡＧ
１０２ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＬＰＬ ＢＣ１１８０９１
Ｆ：ＡＣＡＣＡＧＣＴＧＡＧＧＡＣＡＣＴＴＧＣＣ
Ｒ：ＧＣＣＡＴＧＧＡＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＧＧ

１０１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＰＰＡＲγ ＮＭ＿１８１０２４
Ｆ：ＣＣＡＡＡＴＡＴＣＧＧＴＧＧＧＡＧＴＣＧ
Ｒ：ＡＣＡＧＣＧＡＡＧＧＧＣＴＣＡＣＴＣＴＣ

１０１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＳＲＥＢＰ１ ＮＭ＿００１１１３３０２
Ｆ：ＣＴＧＡＣＧＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＣＡＧＡ

Ｒ． ＡＧＡＣＧＧＣＡＧＡＴＴＴＡＴＴＣＡＡＣＴＴ
３３４ 张养东［１３］

ＡＧＰＡＴ６ ＤＹ２０８４８５
Ｆ：ＡＡＧＣＡＡＧＴＴＧＣＣＣＡＴＣＣＴＣＡ
Ｒ：ＡＡＡＣＴＧＴＧＧＣＴＣＣＡＡＴＴＴＣＧＡ

１０１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＧＰＡＭ ＮＭ＿００１０１２２８２．１
Ｆ：ＧＣＡＧＧＴＴＴＡＴＣＣＡＧＴＡＴＧＧＣＡＴＴ

Ｒ：ＧＧＡＣＴＧＡＴＡＴＣＴＴＣＣＴＧＡＴＣＡＴＣＴＴＧ
６３ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］

ＬＰＩＮ１ ＤＶ７９７２６８
Ｆ：ＴＧＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＴＡＡＡＧＣＡＴＧ
Ｒ：ＧＣＴＧＡＣＧＣＴＧＧＡＣＡＡＣＡＧＧ

１０１ 自行设计

ＢＴＮ１Ａ１ Ｍ３５５５１
Ｆ：ＡＧＧＡＣＧＧＡＣＴＧＧＧＣＡＡＴＴＧ

Ｒ：ＧＡＡＣＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＧＡＧＴＣＡＴ
８１ Ｂｉｏｎａｚ 等［１２］
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续表 １

基因

Ｇｅｎｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）
长度

Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＸＤＨ ＢＣ１０２０７６
Ｆ：ＧＡＴＣＡＴＣＣＡＣＴＴＴＴＣＴＧＣＣＡＡＴＧ

Ｒ：ＣＣＴＣＧＴＣＴＴＧＧＴＧＣＴＴＣＣＡＡ
１００ 自行设计

　 　 ＧＡＰＤＨ：甘油醛－３－磷酸脱氢酶 ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＦＡＳＮ：脂肪酸合成酶 ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ；ＡＣＡＣＡ：乙
酸辅酶 Ａ 羧化酶 Ａ ａｃｅｔｙｌ⁃ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ α；ＳＣＤ１：硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 １ ｓｔｅａｒｏｙｌ⁃ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ １；ＦＡＢＰ３：脂
肪酸结合蛋白 ３ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３；ＬＰＬ：脂蛋白脂酶 ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｐａｓｅ；ＰＰＡＲγ：过氧化物酶体增殖物激活受体 γ ｐｅｒ⁃
ｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ；ＳＲＥＢＰ１：固醇调节元件结合蛋白 １ ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １；
ＡＧＰＡＴ６：乙酰甘油磷酸脂酰转移酶 ６ １⁃ａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｏ⁃ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ６；ＧＰＡＭ：线粒体甘油－３－磷酸酰基转移酶

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＬＰＩＮ１：磷脂酸磷酸酯酶 １ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ １；ＢＴＮ１Ａ１：嗜乳脂

蛋白亚家族 １ 成员 １ ｂｕｔｙｒｏｐｈｉｌｉｎ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １ ｍｅｍｂｅｒ Ａ１；ＸＤＨ：黄嘌呤脱氢酶 ｘａｎｔｈｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ。 表 ２ 同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ
Ｔａｂｌｅ ２。

１．５．３　 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关蛋白表达的测定

　 　 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关蛋白的表达采用蛋白

质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ）的方法测定。 将细

胞悬液以 １×１０６ 个 ／ ｍＬ 的密度接种于 ２５ ｃｍ２ 细胞

培养瓶，按试验设计培养 ４８ ｈ 后，弃上清，ＰＢＳ 清

洗贴壁生长的细胞 ２ 次，弃去上清，加入含 ０．１％
ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 细胞裂解液 ２５０ μＬ，４ ℃ 裂解 ５
ｍｉｎ 后收集细胞悬液，４ ℃ 、１５ ４５５×ｇ 离心１０ ｍｉｎ，
收集上清液检测 ＰＰＡＲγ 和 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白的表达。
将 ６０ μｇ 待检测蛋白样品与 ５×上样缓冲液按照

４ ∶１的比例混合，１００ ℃变性 ５ ｍｉｎ 后进行电泳，于
浓缩胶上 ８０ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ，分离胶上１２０ Ｖ电泳

１００ ｍｉｎ。 目的蛋白经电泳分离后转移到聚偏二氟

乙烯（ＰＶＤＦ） 膜上。 转膜完成后，用蒸馏水冲洗

１ ｍｉｎ，室温封闭 １ ｈ 后，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ２
ｍｉｎ。 然后分别用兔抗 ＰＰＡＲγ （ １ ∶ ２５０） 和鼠抗

ＳＲＥＢＰ１（１∶５０）于 ４ ℃孵育过夜，取出 ＰＶＤＦ 膜后

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 分别用山羊抗兔二

抗（１ ∶１ ０００）和山羊抗鼠二抗（１ ∶５００）室温孵育

１ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ８ ｍｉｎ。 用 ＥＣＬ 化学超

敏显 色 液 进 行 显 色， 凝 胶 成 像 仪 上 照 相 分 析

（Ｔａｎｏｎｇｉｓ－１０００，上海天能生物科技公司）。 图片

用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件进行灰度值分析，ＰＰＡＲγ 和

ＳＲＥＢＰ１ 蛋白的相对表达量采用各处理与 Ｌｅｕ 浓

度为 ０．４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的处理的比值表示。
１．６　 数据处理

　 　 所有数据利用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行计算和整理，
采用 ＳＡＳ ９．０ 软件的回归统计程序进行一次线性

与二次曲线回归分析，Ｐ＜０．０５ 表示回归关系显著，

０．０５≤Ｐ＜０．１０ 表示回归关系趋于显著。

２　 结　 果
２．１　 Ｌｅｕ 对 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 含量和乳脂合成相关

基因表达的影响

　 　 由表 ２ 可知，不同浓度（０．４５ ～ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
Ｌｅｕ 处理的 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 含量差异不显著（ Ｐ ＞
０．０５），但 ０．９０ ～ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的 ＴＧ 含量

在数值上高于其他处理。 随着 Ｌｅｕ 浓度的增加，
ＢＭＥＣｓ 内 ＦＡＢＰ３ 基因的相对表达量呈显著的一

次线性下降（Ｐ ＝ ０．０１８），ＬＰＬ 基因的相对表达量

呈显著的二次曲线下降（Ｐ ＝ ０．０１６），二者在 ３．６０ ～
７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的相 对 表 达 量 均 较 低；
ＢＭＥＣｓ 内 ＦＡＳＮ 和 ＡＣＡＣＡ 基因的相对表达量均

呈显著的二次曲线增加 （ Ｐ ＝ ０． ０１３、Ｐ ＝ ０． ００２），
ＦＡＳＮ 基因的相对表达量以 １． ８０ ～ ２． ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌｅｕ 处 理 较 高， ７． ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处 理 较 低；
ＢＭＥＣｓ 内 ＡＣＡＣＡ 基因的相对表达量以 １． ８０ ～
７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理较高，其他处理均较低。
ＢＭＥＣｓ 内 ＳＣＤ１ 和 ＰＰＡＲγ 基因的相对表达量与

Ｌｅｕ 浓度无显著的回归关系（Ｐ＞０．０５），但从数值

上看， ＰＰＡＲγ 基 因 的 相 对 表 达 量 以 ０． ９０ ～
２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理较高，７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处

理最低。 ＢＭＥＣｓ 内 ＳＲＥＢＰ１ 基因的相对表达量随

Ｌｅｕ 浓度的增加呈显著的二次曲线增加 （ Ｐ ＝
０．０２２），以 １．８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的相对表达量最

高，７． ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的相对表达量最低。
ＢＭＥＣｓ 内 ＡＧＰＡＴ６、ＧＰＡＭ、ＬＰＩＮ１ 和 ＢＴＮ１Ａ１ 基

因的相对表达量随 Ｌｅｕ 浓度的增加呈显著的一次
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线性下降 （ Ｐ ＝ ０． ０１８、 Ｐ ＝ ０． ０３２、 Ｐ ＝ ０． ０３４、 Ｐ ＜
０．００１），以 ０． ４５ ～ ２． ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的 ＡＧ⁃
ＰＡＴ６、ＧＰＡＭ 和 ＢＴＮ１Ａ１ 基因的相对表达量较高，

以 ０．４５ ～ １．８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ 处理的 ＬＰＩＮ１ 基因的

相对表达量较高。 ＢＭＥＣｓ 内 ＸＤＨ 基因的相对表

达量与 Ｌｅｕ 浓度无显著的回归关系（Ｐ＞０．０５）。

表 ２　 Ｌｅｕ 对 ＢＭＥＣｓ 内 ＴＧ 含量和乳脂合成相关基因表达的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｅｕ ｏｎ ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

Ｌｅｕ 浓度

Ｌｅｕ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

０．４５ ０．９０ １．８０ ２．７０ ３．６０ ７．２０

ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

一次

Ｌｉｎｅａｒ
二次

Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

甘油三酯含量 ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ０．１２０ ０．１２６ ０．１２７ ０．１２２ ０．１１８ ０．１１５ ０．００９ ０．１５３ ０．３２５
乳脂合成相关基因的相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＦＡＢＰ３ １．００ ０．９２ ０．９１ ０．８４ ０．５４ ０．５２ ０．０９０ ０．０１８ ０．０５５
ＬＰＬ １．００ ０．８０ ０．７８ ０．６３ ０．４１ ０．３９ ０．０５５ ０．０２２ ０．０１６
ＦＡＳＮ １．００ １．１０ １．５２ １．２１ ０．９９ ０．７４ ０．０６５ ０．０１７ ０．０１３
ＡＣＡＣＡ １．００ １．０６ １．２６ １．４３ １．４４ １．７５ ０．０２７ ０．００２ ０．００２
ＳＣＤ１ １．００ １．１５ １．３３ １．１０ ０．９３ ０．８２ ０．１５９ ０．１４８ ０．３３７
ＰＰＡＲγ １．００ １．３６ １．５４ １．３６ ０．９９ ０．８３ ０．０８０ ０．２２９ ０．３８５
ＳＲＥＢＰ１ １．００ １．０９ １．４１ １．０３ １．１２ ０．５１ ０．１００ ０．０５９ ０．０２２
ＡＧＰＡＴ６ １．００ ０．９８ ０．９９ ０．９５ ０．８９ ０．８４ ０．０５８ ０．０１８ ０．０９７
ＧＰＡＭ １．００ １．０１ １．０９ ０．９４ ０．８１ ０．７６ ０．０３６ ０．０３２ ０．１４４
ＬＰＩＮ１ １．００ １．０１ １．０９ ０．７１ ０．５９ ０．５３ ０．１３０ ０．０３４ ０．１００
ＢＴＮ１Ａ１ １．００ １．０３ ０．９８ ０．９３ ０．８７ ０．７７ ０．０６５ ＜０．００１ ０．００９
ＸＤＨ １．００ １．０２ １．２１ １．０１ １．０３ １．０５ ０．１１９ ０．６８１ ０．６３４

　 　 Ｐ＜０．０５ 表示回归关系显著；０．０５≤Ｐ＜０．１０ 表示回归关系趋于显著。 下表同。
　 　 Ｐ＜０．０５ ｍｅａｎｓ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； ０．０５≤Ｐ＜０．１０ ｍｅａｎｓ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｅｎｄ ｔｏ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 Ｌｅｕ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关蛋白表达的

影响

　 　 由表 ３ 和图 １ 可知，ＢＭＥＣｓ 内 ＰＰＡＲγ 蛋白的

相对表达量与 Ｌｅｕ 浓度无显著的剂量依赖关系

（Ｐ＞０．０５），但从数值上看，以 ０．９０ ～ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌｅｕ 处理的相对表达量较高，３．６０ ～ ７． ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

Ｌｅｕ 处理的相对表达量较低。 ＢＭＥＣｓ 内 ＳＲＥＢＰ１
蛋白的相对表达量随着 Ｌｅｕ 浓度的增加呈显著的

二次曲线增加（Ｐ ＝ ０．０３２），以 ０．９０ ～ ３．６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌｅｕ 处理的相对表达量较高，且尤以 １．８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｌｅｕ 处理的相对表达量最高，以 ７． ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ
处理的相对表达量最低。

表 ３　 Ｌｅｕ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｅｕ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

Ｌｅｕ 浓度
Ｌｅｕ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

０．４５ ０．９０ １．８０ ２．７０ ３．６０ ７．２０

ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

一次
Ｌｉｎｅａｒ

二次
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
ＰＰＡＲγ １．００ １．９４ ２．１０ １．６１ ０．９６ ０．９２ ０．１７４ ０．２４０ ０．１７６

固醇调节元件结合蛋白 １ ＳＲＥＢＰ１ １．００ １．３２ １．８９ １．４５ １．２２ ０．８２ ０．１１７ ０．１６２ ０．０３２
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动　 物　 营　 养　 学　 报 ２９ 卷

　 　 ＧＡＰＤＨ：甘油醛－３－磷酸脱氢酶 ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＰＰＡＲγ：过氧化物酶体增殖物激活受体 γ ｐｅｒ⁃
ｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ；ＳＲＥＢＰ１：固醇

调节 元 件 结 合 蛋 白 １ ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ １。

图 １　 Ｌｅｕ 对 ＢＭＥＣｓ 内乳脂合成相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｅｕ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ＢＭＥＣｓ

３　 讨　 论
　 　 细胞内脂肪酸的自由扩散效率较低，而且不

具有生物靶向性，所以大部分脂肪酸的靶向性运

输都 需 要 相 关 转 运 蛋 白 的 参 与［１４］ 。 ＬＰＬ 和

ＦＡＢＰ３ 基因是参与哺乳动物多种组织中长链脂肪

酸（ＬＣＦＡ）摄取与细胞内转运的重要基因［１５］ 。 在

玉米秸秆为粗饲料的条件下，奶牛阴外动脉灌注

ＡＡ 后，乳腺对 ＬＣＦＡ 的摄取及乳脂中的 Ｃ１８ ∶０、
ｃ⁃９，ｃ⁃１２⁃Ｃ１８∶２ 和 Ｃ１８∶３ 含量也下降［１６］ 。 本研究

结果 得 出， 随 着 Ｌｅｕ 浓 度 的 增 加， ＢＭＥＣｓ 内

ＦＡＢＰ３ 和 ＬＰＬ 基因的相对表达量下降，说明 Ｌｅｕ
可能抑制 ＢＭＥＣｓ 内 ＬＣＦＡ 的摄入与转运。 目前，
关于 Ｌｅｕ 对 ＦＡＢＰ３ 和 ＬＰＬ 基因表达影响的研究

报道极少，有待于进一步研究探讨。
　 　 固醇调节元件结合蛋白（ ＳＲＥＢＰ）和 ＰＰＡＲγ
是乳脂合成的重要调控因子。 沉默 ＢＭＥＣｓ 内

ＳＲＥＢＰ１ 基因后，ＡＣＡＣＡ 和 ＦＡＳＮ 基因的相对表达

量显著下降［１７］ 。 用 ＰＰＡＲγ 的激活剂罗格列酮处

理 ＢＭＥＣｓ 后，ＦＡＳＮ 和 ＡＣＡＣＡ 基因的相对表达量

增加［１８］ 。 ＡＣＡＣＡ 是脂肪酸从头合成的一种限速

酶，催化乙酰 －辅酶 Ａ （ ＣｏＡ） 羧化生成丙二酰

ＣｏＡ。 ＦＡＳＮ 是一种多功能的酶系统，以一种代谢

酶类参与脂肪的生成和沉积，是体内脂肪合成途

径中的一个关键酶。 在泌乳期间乳腺内 ＦＡＳＮ 基

因编码的蛋白 ＦＡＳＮ 调控中短链脂肪酸 （ ＳＭＣ⁃

ＦＡ）（Ｃ４ ～ Ｃ１６）的合成［１９］ 。 Ｃｈｅｎｇ 等［２］ 的研究发

现，小鼠饲粮缺乏 Ｌｅｕ 后白脂肪组织中 ＦＡＳＮ 和

ＡＣＡＣＡ 基 因 的 相 对 表 达 量 以 及 ＦＡＳＮ 和

ＳＲＥＢＰ１ｃ 蛋白的相对表达量显著下降。 另有研究

发现，Ｌｅｕ 上调 ＢＭＥＣｓ 内 ＳＲＥＢＰ１ 基因的表达［３］ 。
本研究结果显示，１．８ ～ ２．７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌｅｕ 可上调

ＳＲＥＢＰ１ 和 ＰＰＡＲγ 基因和蛋白的表达，其靶基因

ＡＣＡＣＡ 和 ＦＡＳＮ 的表达也上调。 这说明 Ｌｅｕ 对乳

脂的合成有显著的影响，且 ＳＲＥＢＰ１ 和 ＰＰＡＲγ 可

能参与 Ｌｅｕ 对乳脂合成的调控；此外，Ｌｅｕ 对乳脂

合成的影响与剂量有关，１．８ ～ ２．７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌｅｕ
可促进 ＳＭＣＦＡ 的合成。
　 　 ＧＰＡＭ、ＡＧＰＡＴ６ 和 ＬＰＩＮ１ 是参与 ＴＧ 合成的

主要基因，同时其编码的蛋白也是参与乳脂合成

的关键酶［２０］ 。 ＧＰＡＭ 催化脂酰 ＣｏＡ 结合到甘油－
３－磷酸的 ｓｎ⁃１ 位点形成溶血磷脂酸，ＡＧＰＡＴ 催化

第 ２ 个脂酰辅酶 Ａ 结合到甘油－３－磷酸的 ｓｎ⁃２ 位

点形成磷脂酸。 ＬＰＩＮ１ 能转移磷酸基团，将磷脂

酸转变成二酰甘油，然后，另外一个脂酰 ＣｏＡ 酯化

到甘油的 ｓｎ⁃３ 位点形成 ＴＧ。 乳腺细胞内的 ＴＧ
在一系列蛋白的作用下形成脂滴。 ＢＴＮ１Ａ１ 和

ＸＤＨ 是参与脂滴形成的主要蛋白［２１］ 。 ＢＴＮ１Ａ１
在乳腺细胞分泌时帮助形成乳脂滴，ＸＤＨ 在乳脂

肪球和细胞顶膜偶联过程中起重要作用。 Ｌｅｕ、异
亮氨 酸 （ Ｉｌｅ ） 和 缬 氨 酸 （ Ｖａｌ） 等 支 链 氨 基 酸

（ＢＣＡＡ）对饲喂高脂饲粮的小鼠肥胖和脂肪代谢

平衡具有一定影响，ＢＣＡＡ 组小鼠肝脏和肌肉中

ＴＧ 的含量较对照组显著降低［２２］ 。 然而，日摄入 ２
倍以上需要量的 Ｌｅｕ 对小鼠血浆胆固醇和 ＴＧ 的

合成无显著的影响［５］ 。 这些研究结果说明 Ｌｅｕ 对

ＴＧ 合成的影响结果不尽一致。 本研究结果表明，
高浓度（３．６０ ～ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）Ｌｅｕ 尽管抑制 ＧＰＡＭ
和 ＡＧＰＡＴ６ 基因的表达，但对 ＴＧ 的合成并没有显

著的抑制效果；结果也得出 Ｌｅｕ 促进了脂肪酸的

从头合成，但抑制了与 ＬＣＦＡ 的摄取与转运有关

的基因的表达，这可能是导致其对 ＴＧ 合成影响不

显著的主要原因。 本研究还得出，高浓度 Ｌｅｕ 下

调脂滴形成相关基因 ＢＴＮ１Ａ１ 基因的表达。 在奶

山羊 ＢＭＥＣｓ 内，ＦＡＳＮ 基因干扰后 ＢＴＮ１Ａ１ 基因

的相对表达量和脂滴形成数量显著下降［２３］ ，说明

高浓度 Ｌｅｕ 处理 ＢＭＥＣｓ 内 ＢＴＮ１Ａ１ 基因表达的

下调可能与 ＦＡＳＮ 基因表达的下调有关。 综合结

果得 出 Ｌｅｕ 对 脂 肪 酸 从 头 合 成 基 因 ＦＡＳＮ 和
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ＡＣＡＣＡ基因的表达均具有促进作用，且呈剂量依

赖关系，ＦＡＳＮ 基因的表达以 １．８０ ～ ２． ７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 Ｌｅｕ 促 进 效 果 较 好， ＡＣＡＣＡ 基 因 的 表 达 以

１．８０ ～ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌｅｕ 促进效果较好；Ｌｅｕ 上

调 ＳＲＥＢＰ１ 基因及蛋白的表达，１． ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

Ｌｅｕ 促 进 效 果 最 好； Ｌｅｕ 抑 制 ＦＡＢＰ３、 ＬＰＬ、
ＡＧＰＡＴ６、ＧＰＡＭ 和 ＢＴＮＩＡ１ 基因的表达，但只在添

加高浓度（３．６０ ～ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 Ｌｅｕ 时抑制作用

较大。 综合乳脂合成的多项指标， Ｌｅｕ 浓度为

１．８０ ～ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 效果较好。

４　 结　 论
　 　 Ｌｅｕ 浓度为 １．８０ ～ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，对 ＢＭＥＣｓ
内 ＦＡＳＮ、ＡＣＡＣＡ 和 ＳＲＥＢＰ１ 基因及 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白

表达的促进效果较好，对 ＴＧ 合成及脂滴形成相关

基因的表达抑制作用较小。
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ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＢＭＥＣｓ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ Ｌｅｕ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ＦＡＳＮ） ａｎｄ ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ Ａ （ＡＣＡＣＡ） ｉｎ ＢＭＥＣｓ （Ｐ＜０．０５） ．
Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦＡＳＮ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ １．８０ ｔｏ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＣＡＣＡ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ １．８０ ｔｏ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｌｅｕ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲＥＢＰ１ ｉｎ ＢＭＥＣｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ
ｂｅｓｔ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ １． ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ Ｌｅｕ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＦＡＢＰ３）， ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｐａｓｅ （ ＬＰＬ）， １⁃ａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃３⁃ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ Ｏ⁃ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ６ （ＡＧＰＡＴ６）， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｙｌｔｒａｎｄｆｅｒａｓｅ （ＧＰＡＭ） ａｎｄ ｂｕｔｙ⁃
ｒｏｐｈｉｌｉｎ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ １ ｍｅｍｂｅｒ Ａ１ （ＢＴＮ１Ａ１） ｉｎ ＢＭＥＣｓ （Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｏｎｌｙ ｏｂ⁃
ｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ Ｌｅｕ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （３．６０ ｔｏ ７．２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， Ｌｅｕ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｈａｓ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰＡＲγ ａｎｄ
ＳＲＥＢＰ１ ｉｎ ＢＭＥＣｓ． Ｔｈｅ １．８０ ｔｏ ２．７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｌｅｕ ｈａｓ ａ ｂｅｔｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｄｅ ｎｏｖｏ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＳＲＥＢＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｌｉｔｔｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎ ＴＧ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ． ［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０１７， ２９ （ ４）：１３１９⁃
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