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丁酸钠对 细胞抗菌肽
表达的影响

孙 健

北京农业职业学院牧医系，北京 102442

摘要 选用不同浓度的丁酸钠对体外培养的 IPEC-J2 进行刺激试验，利用实时荧光定量 PCR 从 mRNA 水

平研究不同浓度丁酸钠对仔猪空肠上皮细胞后 基因表达的影响，以期研究丁酸钠对仔猪空肠上皮细胞

（IPEC-J2）PR39 表达的调控作用。试验结果表明，丁酸钠对 基因具有调控作用，随着丁酸钠浓度的增加，

PR-39 mRNA 的表达呈现先上升后下降的趋势。

关键词 丁酸钠；PR-39；IPEC-J2 细胞；细胞抗菌肽；表达

收稿日期：2020-08-02
基金项目：北京市教委科技一般项目资助（KM201912448003）
孙 健，男，1980 年生，博士，副教授。

抗菌肽又名宿主防御肽，具有抗菌活性强、抗

菌谱广、不易产生耐药性等特点，是动物先天免疫

系统的重要组成部分，是机体抵抗外来致病因素侵

袭的重要屏障，在机体对抗感染及炎症的过程中发

挥了重要作用[1-2]。哺乳动物内源性抗菌肽大致可以

分为 Cathelicidins 和 Defensins 两大类。Cathelicidins
家族是目前在动物体内发现的一个最大的抗菌肽

家族，PR-39 是 Cathelicidins 家族中富含脯氨酸的

小分子肽，具有广谱抗菌活性，可通过抑制细胞内

DNA 和蛋白质的合成来杀灭细菌。能明显抑制大肠

杆菌、鼠伤寒沙门氏菌等 G-菌，对巨大芽孢杆菌和

化脓性链球菌等 G+菌也有较好的抑菌效果。PR-39
在动物机体免疫和组织损伤修复中也发挥了重要

的作用[3]。
抗菌肽的研究为解决抗生素过度使用导致细

菌耐药、兽药残留及环境污染等问题带来了希望。

但抗菌肽分子小，体内提取纯化存在一定的困难，

化学合成法对技术和成本要求比较高，基因工程方

法尚不成熟，导致其应用受到限制。有文献报道，多

种外源性物质可以不同程度促进内源性抗菌肽的

表达[4]，如细菌脂多糖、维生素 A 的代谢产物视黄酸

可以诱导猪 PR-39 的表达[5]；断奶仔猪日粮添加硫

酸锌、氧化锌、纳米氧化锌均能诱导 PR-39 mRNA
的表达[6-7]；断奶仔猪日粮添加谷氨酰胺能显著促进

骨髓及空肠黏膜 PR-39 mRNA 表达[8]；动物试验表

明白术微粉、黄芪杂多糖可显著上调仔猪骨髓中

PR-39 mRNA 表达。以上研究表明通过外源性途径

可以有效促进内源性抗菌肽 PR-39 的表达。丁酸钠

作为一种新型的饲料添加剂，在结肠细胞分化和增

殖、维持动物肠道健康、提高生产性能方面发挥了

重要作用，但关于丁酸钠影响抗菌肽 PR-39 的表达

的研究相对较少，本研究通过体外细胞试验探讨了

丁酸钠对抗菌肽 PR-39 表达的影响。

1 材料与方法

1.1 材 料

1）试验细胞株。猪小肠上皮细胞 IPEC-J2，农业

部饲料工业中心惠赠。

2）试验所用主要试剂见表 1。
3）试验所用主要设备见表 2。

1.2 方 法

1）IPEC-J2 细胞培养与丁酸钠添加。淤细胞培
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养基组成：DMEM/F12+10%FBS+1% insulin-trans原
ferrin-selenium+16 mmol/L HEPES+5ng/mL epider原
mal growth factor。于丁酸钠添加方法：取相同数目

细胞接种于六孔板中，5% CO2 培养箱中 37 益静

置培养，至细胞铺满底层 80%时用于试验，吸弃培

养液，PBS 洗 2耀3 次，加入用无菌去离子水配制的

丁酸钠溶液，使试验组培养基内丁酸钠的终浓度分

别为（1、2、4、8、16、32 mmol/L），细胞培养 24 h 后，

添加含有丁酸钠的培养基，对照组不添加丁酸钠，

继续培养 24 h，收集细胞，提取 RNA，定量，反转录

得到 cDNA，Q-PCR 进行检测。

2）丁酸钠刺激后细胞总 RNA 的提取和反转

录。RNA 提取按照试剂盒说明书操作。提取的样品

用 1%琼脂糖电泳观察所提 RNA 的质量，用 Nano
Drop 测 A260 nm 和 A280 nm 吸光度，以测定 RNA 纯度和

浓度。将对照组与丁酸钠处理组提取的总 RNA，根

据反转录试剂盒说明书进行反转录，得到 cDNA。以

提取的 total RNA 为模板，反转录合成 cDNA 的体

系为 20 滋L，反应条件为 50 益 15 min，85 益 5 s。
cDNA 于-20 益保存备用。

3）PCR 引物设计与合成。参照 GenBank 中所提

供的基因序列设计特异性引物，内参为 GAPDH。目

的基因及内参基因引物由北京三博远志生物技术

股份有限公司设计合成（表 3）。
4）实时荧光定量 PCR 检测 PR-39 基因 mRNA

表达水平。用荧光定量 PCR 仪检测在不同浓度丁酸

表 1 试验主要试剂

试剂名称 供应商

DEM/F12 培养基 美国 Gibco 公司，(41400045)
epidermal growth factor 美国 Peprotech 公司（315-09）

HEPES 缓冲液 美国 Sigma 公司（H3375）
insulin-transferrin-selenium 美国 Sigma 公司（I3146）

胎牛血清 美国 Gibco 公司

Phosphate Buffered Saline 1X 美国 Hyclone 公司（SH30256.01）
丁酸钠 美国 Sigma 公司（303410）

胰酶溶液 美国 Gibco 公司

二甲基亚砜 美国 Sigma 公司（D2650）
RNA 提取试剂盒 北京天根生物科技公司

反转录试剂盒 美国 Peprotech 公司

荧光定量试剂盒 北京康为世纪科技有限公司（CW0957M）

表 2 试验所用主要设备

设备名称 供应商

二氧化碳培养箱 美国 Thermo（FORMA3110）
超净工作台 江苏安泰空气技术有限公司（SW-CJ-1FD）
倒置显微镜 日本 Nikon 公司（TS2）

PCR 仪 美国 BIO-RAD 公司，

荧光定量 PCR 仪 美国罗氏公司（Roche LC96）
10 cm 细胞培养皿 美国 Corning 公司

12 孔细胞培养板 美国 Corning 公司

0.22 滋皂 滤器 美国 Corning 公司
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钠处理后 PR-39 其 mRNA 表达水平，对每个样品

cDNA 进行目的基因和内参基因荧光定量 PCR 反

应。10 滋L反应体系：Mix（2x）5 滋L，Primer-F 0.3 滋L，
Primer-R0.3 滋L，cDNA 2 滋L，ddH2O 22.4 滋L。反

应条件：进行 PCR 扩增，95 益预变性 5 min；95 益
变性 30 s，65 益退火 30 s，72 益延伸 60 s，40 个循

环，72 益延伸 5 min。PCR 扩增反应结束，根据扩增

曲线的 CT 值计算定量结果，并对数据进行统计学

分析。目的基因及内参基因在同一条件下不同管内

扩增，每个样品设 3 个重复。

1.3 数据处理

目的基因的相对表达量采用吟吟CT 法计算：

吟CT（目的基因）=CT（目的基因）原CT（内参基因）；

吟吟CT越吟CT（丁酸钠刺激组）原吟CT（对照组）目的

基因的相对表达水平越2-吟吟CT。实时荧光定量 PCR 结

果均用“平均值 依 标准误（Means依SE）”表示，其中

各基因的表达量所示结果均经内参基因表达量的

校正。采用 GraphPad Prism 8 分析做图。

2 结果与分析

2.1 猪小肠上皮细胞总 RNA的检测

所提取的 Total RNA 用 1%琼脂糖凝胶电泳进

行检测，RNA 样品电泳条带清晰。紫外分光光度计

检测样品 A260 nm/A280 nm，比值在 1.8~2.0，表明无 DNA
残留，无蛋白污染，可以满足试验要求。

2.2 不同浓度丁酸钠对 PR39 表达的影响

不同浓度的丁酸钠对 PR39 表达的影响结果如

图 1，可见 1、2、4、8、16、32 mmol/L 丁酸钠处理组

表达均高于对照组，8 mmol/L 丁酸钠处理组

表达最高，丁酸钠浓度与 IPEC-J2 细胞

表达呈现先上升后下降的趋势。

3 讨 论

丁酸是一种短链脂肪酸，诸多研究表明其在调

整胃肠道微生态平衡、预防肠道感染以及减轻胃肠

道炎症反应等方面发挥了重要作用，近年来发现丁

酸钠还可诱导肠道多种抗菌肽的表达[9]。从本次试

验结果来看，丁酸钠可影响抗菌肽 Cathelicidins 家
族的重要组成部分——— 的表达，这与 Hase、
Markus 等人报道的丁酸盐能诱导 Cathelicidins 家族

抗菌肽表达的结论一致[10-11]。
丁酸钠对 基因表达的调控作用与丁酸

钠的浓度有密切关系。在一定浓度范围内，

基因表达与丁酸钠的浓度呈正相关，但随着丁酸钠

浓度（16、32 mmol/L）的进一步升高， 基因的

表达量逐步降低。有研究表明，丁酸盐通过提高核

激素受体 VDR、p38MAPK、ERK1/2 等活性，上调

cathelicidins 家族抗菌肽基因的表达[11-12]。 作

为 cathelicidins 家族的重要成员，丁酸钠对其调控

的机理可能与上述机理相同，但随着丁酸钠浓度的

上升， 基因表达呈现先上升后下降的趋势尚

待进一步研究。

另有研究表明，细菌脂多糖能诱导猪骨髓细胞

抗菌肽 基因的表达，3 h 时 基因转录

水平提高，6 h 时达到最大值，12 h 以后转录水平

下降[5]。但由于本试验只在 IPEC-J2 细胞丁酸钠处

理 24 h 后进行检测，未进行时间依赖性试验，故未

能做出结论。
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张家口地区引种 个苜蓿品种
不同刈割期的性状表现
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摘要 为了筛选出适合张家口地区种植的苜蓿品种，从国内苜蓿主产区引进不同秋眠级别的紫花苜蓿品种

进行适应性试验，研究不同品种不同刈割期茎叶比及生物学产量的变化，以期为苜蓿在张家口地区的引种与生产

发展提供指导。试验结果显示，在张家口地区产量表现好的是中国农业科学院草原所的敖汉、甘肃农业大学草业

学院的甘农 3 号；适口性表现较好的是中国农业科学院草原所的中草 3 号、黑龙江省畜牧研究所的龙牧 803 号品

种，可作为当地苜蓿品种示范推广。
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紫花苜蓿（ ）又名苜蓿，俗称金

花菜，为豆科草本植物，有着“牧草之王”美称，一般

在我国华北、东北以及西北地区种植[1-3]。据报道，紫

花苜蓿不仅包含黄酮类、皂甙类等具有抗菌、抗氧

化、免疫调节、降低胆固醇等多种活性化学成分，同

时营养价值很高，富含维生素 A、B6 等不同维生素，

钙，铁等矿物质以及 300 多种植物营养素[4-5]。苜蓿

草为多年生草本植物，主根长，多分枝。茎通常直
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