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　 　 摘要:　 本研究旨在探索饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上皮细胞(ＢＲＥＣｓ)炎症因子基因表达量的

影响ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 等方法ꎬ研究饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对 ＢＲＥＣｓ 炎症因子、趋化因子以及抗氧化指标的

影响ꎮ 试验分为 ２ 个组:对照组(精粗料比为５０ ∶ ５０)和高精料组(精粗料比为６５ ∶ ３５)ꎬ各自培养 ＢＲＥＣｓ ６ ｈꎬ每组

设 ６ 个重复ꎮ 结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ高精料组 ＢＲＥＣｓ 炎症因子基因 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的 ｍＲＮＡ 表达量显著提

高ꎮ 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液能显著提高 ＢＲＥＣｓ 中 ＣＣＬ２、ＣＣＬ２０、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９ 基因的 ｍＲＮＡ 表达

量ꎮ 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液显著降低 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量ꎬ但并未显著改变 ＣＤ１４、ＭＤ２、
ＭｙＤ８８ 基因以及下游信号通路白细胞介素￣１ 受体相关激酶基因 ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎮ 值得注意的是ꎬ
饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液显著上调 ＢＲＥＣｓ 中 ＰＥＰＴ１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ推测 ＰＥＰＴ１ 可能转运饲

喂高精料日粮的奶牛瘤胃液中的细菌小肽进入细胞ꎬ引起炎症反应ꎮ 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液显著提高

ＢＲＥＣｓ 中丙二醛(ＭＤＡ)含量和过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)含量ꎬ然而ꎬ超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣
Ｐｘ)、总抗氧化物质(Ｔ￣ＡＯＣ)含量显著降低ꎮ 说明ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液能够促进瘤胃上皮细胞的炎症反

应并加强免疫应答ꎮ 此外ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上皮具有损伤作用ꎮ
关键词:　 高精料ꎻ 奶牛瘤胃液ꎻ 瘤胃上皮细胞ꎻ 炎症因子
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　 　 瘤胃上皮是重要的免疫屏障器官ꎬ对抵御瘤胃

内微生物崩解产生的抗原具有重要的生理意义[１]ꎮ
高精料日粮饲喂下瘤胃液中抗原肽以及有害物质会

损害瘤胃上皮屏障功能[２￣３]ꎬ引发系统性炎症反应ꎬ
影响奶牛的健康和生产性能[４]ꎮ 然而ꎬ关于饲喂高

精料日粮的奶牛瘤胃液是如何引发牛瘤胃上皮细胞

(ＢＲＥＣｓ)炎症反应的研究较少ꎮ 因此ꎬ在高精料日

粮饲喂条件下ꎬ阐明饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液

诱导瘤胃上皮细胞炎症反应的分子机制ꎬ可为缓解

奶牛瘤胃上皮炎症等代谢性障碍提供理论依据ꎮ
在奶牛生产中ꎬ为提高产奶量ꎬ一般会在日粮中

添加高精料日粮ꎬ但长时间饲喂高精料日粮会诱发

瘤胃内革兰氏阴性菌大量死亡和崩解[５]ꎬ导致瘤胃

内产生大量脂多糖(ＬＰＳ) [６]ꎬ引发系统性促炎症反

应ꎬ导致产奶量下降[７￣８]ꎬ给奶牛养殖业造成巨大的

经济损失[９]ꎮ 当 ＬＰＳ 与 ＢＲＥＣｓ 共培养时ꎬＬＰＳ 能上

调炎症因子基因 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 以及趋化因子基因

ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ８ 的 ｍＲＮＡ 表达量[１０]ꎮ ＬＰＳ 与 Ｔｏｌｌ 样
受体 ４(ＴＬＲ４)结合ꎬ可识别和启动 ＬＰＳ 触发的炎症

反应[１１￣１２]ꎮ ＬＰＳ 激活 ＴＬＲ４ 后ꎬＴＬＲ４ 与细胞质内

ＴＩＲ 结构域的接头蛋白相互作用[１３]ꎬ接头蛋白包括

髓样分化因子 ( ＭｙＤ８８) 和 Ｔｏｌｌ 受体相关的分

子[１４￣１５]ꎮ ＴＬＲ４ 与接头蛋白相互作用后ꎬ诱导 Ｉ￣
ＲＡＫ１、ＩＲＡＫ４ 的招募和激活[１６]ꎬ并与 ＴＲＡＦ６ 形成

复合体ꎬ激活下游蛋白激酶 ＴＡＫ１、ＩＫＫ[１７￣１８]ꎬ最终使

ＮＦ￣κＢ 转录因子从细胞质移位至细胞核ꎬ进而引起

炎症反应[１５]ꎮ
饲喂高精料日粮后ꎬ奶牛瘤胃液中不仅含有

ＬＰＳꎬ还含有细菌二肽和细菌三肽[１９]ꎮ 营养代谢异

常会破坏消化道天然免疫屏障ꎬ如小肠上皮屏障ꎬ使
细菌小肽通过细胞旁路方式进入小肠固有层或直接

进入小肠上皮细胞内ꎬ引发小肠上皮炎症反应[２０]ꎮ
细菌小肽诱发胃肠道炎症反应ꎬ严重影响奶牛健康、

鲜奶质量和饲料利用率ꎮ 有学者指出ꎬ大肠杆菌崩

解产生的细菌三肽ꎬ如甲酰三肽( ｆＭＬＰ)进入小肠内

腔ꎬ引发小肠上皮的免疫应答反应[２１]ꎮ 通过 ｆＭＬＰ
处理小肠上皮细胞ꎬ能够上调肠上皮细胞转录因子

基因 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达ꎬ并诱发促炎症反应[２２]ꎮ
此外ꎬ细菌胞壁酰二肽(ＭＤＰ)和 Ｔｒｉ￣ＤＡＰ 三肽也能

激活 转 录 因 子 基 因 ＮＦ￣κＢꎮ 小 肽 转 运 蛋 白 １
(ＰＥＰＴ１)转运细菌胞壁酰二肽ＭＤＰ 进入细胞内ꎬ刺
激人结直肠腺癌细胞 Ｃａｃｏ￣２ 上皮细胞中 ＩＬ￣８ ｍＲ￣
ＮＡ 上调[２３]ꎮ ＭＤＰ 能够识别 ＮＯＤ２ 受体ꎬ引发一系

列炎 症 反 应ꎬ 但 不 是 通 过 Ｔｏｌｌ 样 受 体 信 号 通

路[２４￣２５]ꎮ Ｔｒｉ￣ＤＡＰ 识别 ＮＯＤ１ 受体ꎬ激活 ＲＩＰＫ２ 激

酶ꎬ与 ＩＫＫ 激酶相互作用ꎬ激活 ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ上
调 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的表达[２６]ꎮ Ｔｒｉ￣ＤＡＰ 激活 Ｃａｃｏ￣２ 丝

裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)ꎬ引发 ＩＬ￣８ 的 ｍＲＮＡ 表

达[２０]ꎮ
本研究拟探究饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对

ＢＲＥＣｓ 炎症因子、趋化因子和抗氧化指标的影响ꎬ
以期解析高精料日粮饲喂条件下奶牛瘤胃上皮细胞

的炎症反应机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基、胎牛血清和胰蛋白酶由

Ｇｉｂｃｏ 公司提供ꎻ青霉素、链霉素、Ｌ￣谷氨酰胺溶液、
乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)、乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、
戊酸、异戊酸由 Ｓｉｇｍａ 公司提供ꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 ＳＹＢＲ􀅸 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ由 ＴａＫａ￣
Ｒａ 公司提供ꎻ超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过

氧化物酶 ( ＧＳＨ￣Ｐｘ)、丙二醛 ( ＭＤＡ)、过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)、总抗氧化物质(Ｔ￣ＡＯＣ)的检测试剂盒由南

京建成生物工程研究所提供ꎮ
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１.２　 试验方法

１.２.１　 奶牛瘤胃上皮细胞培养 　 奶牛瘤胃上皮细

胞来自扬州大学[２７]ꎮ 用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基培

养奶牛瘤胃上皮细胞ꎬ待细胞密度达到培养瓶 ７０％
生长面积时ꎬ用 ０􀆰 ０５％胰蛋白酶￣０.０２％ ＥＤＴＡ 消化

奶牛瘤胃上皮细胞ꎬ放置于 ３７ ℃细胞培养箱中温育

３ ｍｉｎꎬ培养瓶中的细胞开始发亮并从瓶底脱落ꎬ拍
打细胞培养瓶数次ꎬ直至奶牛瘤胃上皮细胞全部从

培养瓶底部脱落ꎬ 用 ５ ｍｌ 含 １０􀆰 ００％ 胎牛血清

(ＦＢＳ)的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基终止消化ꎬ转移至

３ 个瓶底面积为 ２５ ｃｍ２培养瓶中继续培养ꎮ
１.２.２　 瘤胃液样品采集　 试验分为 ２ 组ꎬ分别为对

照组(正常饲喂)和高精料组(饲喂高精料日粮)ꎬ每
组 ６ 头荷斯坦奶牛ꎮ 试验奶牛处于泌乳中期且无临

床疾病ꎬ１００％全混合日粮 ＴＭＲ 饲喂且满足美国国

家科学研究委员会修订的奶牛营养需要(ＮＲＣ)要

求ꎬ每天于８ ∶ ００、１４ ∶ ００和２１ ∶ ００分别挤奶ꎮ 饲粮

组成、营养成分见表 １ 和表 ２ꎮ 每组奶牛饲喂相应

日粮 ２８ ｄꎬ诱导高精料组奶牛发生亚急性酸中毒

(ＳＡＲＡ)ꎮ 当高精料组奶牛瘤胃液 ｐＨ 值为５.５~ ５􀆰 ８
时ꎬ对奶牛瘤胃液进行采集ꎮ 采集时间为晨饲 ３ ｈ
后ꎬ用瘤胃液口腔采集器从瘤胃中采集约 ５０ ｍｌ 瘤
胃食糜ꎬ并用 ４ 层纱布过滤后ꎬ转移至 ５０ ｍｌ 无菌离

心管中ꎬ立即用便携式 ｐＨ 计测定瘤胃液 ｐＨ 值ꎬ并
立即放置于液氮中暂存ꎬ然后带回实验室保存在

－８０ ℃超低温冰箱中ꎮ

表 １　 饲粮组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｅｔ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ

原料　 　 　 　 　
含量(％)

对照组 高精料组

玉米 １９.４ ２７.０
豆粕 ４３ １３.５ １４.６
大麦 － １３.０
玉米酒糟 １３.８ ６.４
石粉 ０.８ １.６
磷酸氢钙 １.１ １.０
食盐 ０.４ ０.４
青贮玉米 １０.０ １１.０
苜蓿干草 ２０.０ １２.０
燕麦干草 ２０.０ １２.０
泌乳牛预混料 １.０ １.０

１.００ ｋｇ 泌乳牛预混料含有１０ ０００ ＩＵ 维生素 Ａꎬ５ ５００ ＩＵ 维生素 Ｄ３ꎬ
２ ０００ ＩＵ 维生素 Ｅꎬ２ ２００ ＩＵ 维生素 Ｋ３ꎮ １􀆰 ００ ｋｇ 日粮含有 ６１􀆰 ５０ ｍｇ
锌、５６􀆰 ５０ ｍｇ 锰、７０􀆰 ５０ ｍｇ 铁、１０􀆰 ７５ ｍｇ 铜、０􀆰 ７５ ｍｇ 碘、０􀆰 ４５ ｍｇ 钴
和 ０􀆰 ５０ ｍｇ 硒ꎮ

表 ２　 饲粮营养成分含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔ

营养成分 　 　 　 　 对照组 高精料组

泌乳净能(Ｍｃａｌ / ｋｇ) １.５７ １.６６
干物质含量(％) ４８.３２ ４８.５１
粗蛋白含量(％) １６.２４ １６.２１
粗脂肪含量(％) ３.０２ ３.０７
中性洗涤纤维含量(％) ３０.２６ ２３.７５
酸性洗涤纤维含量(％) ２４.０８ １８.０２
粗灰分含量(％) ５.９９ ４.５６
钙含量(％) １.１６ １.１５
磷含量(％) ０.５２ ０.５３
淀粉含量(％) １７.６５ ３０.６５

泌乳净能为计算值ꎬ其他指标是以干物质为基础实测的物质含量ꎮ

１.２.３　 瘤胃液中挥发性脂肪酸浓度测定 　 瘤胃液

中挥发性脂肪酸(ＶＦＡ)浓度使用气相色谱法进行

测定ꎮ 取２.０~３􀆰 ０ ｍｌ 瘤胃液经１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ
后取 １􀆰 ０ ｍｌ 上清液于 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ加 ０􀆰 ２ ｍｌ
２０％含 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ巴豆酸的偏磷酸ꎬ混匀后在－２０ ℃
冰箱中过夜ꎮ 第 ２ ｄ 将样品进行１２ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎ 后ꎬ取上清液于 ０􀆰 ２２ μｍ 水相滤膜过滤后ꎬ取
１􀆰 ０ μｌ 进样进行 ＶＦＡ 浓度测定ꎮ
１.２.４　 瘤胃上皮细胞炎症因子基因 ｍＲＮＡ 相对表达

量测定　 选取试验组奶牛瘤胃液置于 ５０ ｍｌ 离心管

中ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｇ 离心 ９０ ｍｉｎꎬ小心吸取上清液并转

移至 ５０ ｍｌ 离心管中ꎬ再进行 ４ ℃ １２ ０００ ｇ 离心 ９０
ｍｉｎꎬ吸取上清ꎬ并用无菌 ０.２２ μｍ 滤膜进行过滤、除
菌ꎮ 试验分为 ２ 个组ꎬ分别为对照组(ＣＫ)和高精料

组(ＨＣＲＦ)ꎮ ６ 孔板每孔接 ２×１０５个 ＢＲＥＣｓꎬＣＫ 组在

培养基中添加 １０％正常饲喂奶牛的瘤胃液ꎬＨＣＲＦ 组

在培养基中添加 １０％饲喂高精料日粮奶牛的瘤胃液ꎬ
分别孵育 ＢＲＥＣｓ ６ ｈꎮ 然后ꎬ使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取

总 ＲＮＡꎮ 根据 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ
反转录成 ｃＤＮＡꎬ其中反转录反应混合物含有 １ μｇ 总

ＲＮＡ 和１×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ最终体积为 ２０
μｌꎬ反应在 ３７ ℃条件下进行 １５ ｍｉｎꎮ 使用 ＳＹＢＲ 􀅺
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂盒进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 试验ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应混合物包含 １× ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡꎬ０􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌ的上游、下游引物ꎬ以及 １００ ｎｇ
ｃＤＮＡ 模板ꎬ最终体积为 ２０ μｌꎬ反应过程:９５ ℃初始

变性 ３０ ｓꎻ然后在 ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ进行 ４０ 个循

环ꎮ 本研究所用引物由苏州金唯智生物科技有限公

司合成(表 ３)ꎮ 试验设 ３ 个重复ꎬＧＡＰＤＨ 为内参基

因ꎬ基因相对表达量用 ２－△△Ｃｔ法计算ꎮ

５００１严　 康等:饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对瘤胃上皮细胞炎症因子表达量的影响



表 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 引物信息表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因
名称

引物序列(５′→３′) 　 　 　 基因登录号
产物
长度
(ｂｐ)

ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＡＣＣＴ
Ｒ:ＧＧＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＣＧＡ

ＮＭ＿００１０３４０３４.２ １７６

ＩＬ￣１β Ｆ:ＣＡＧＴＧＣＣＴＡＣＧＣＡＣＡＴＧＴＣＴ
Ｒ:ＡＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＡＧＣＣＴＴＣ

ＮＭ＿１７４０９３.１ ２０９

ＩＬ￣６ Ｆ:ＣＡＣＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＡＣＴＴＣ
Ｒ:ＴＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣＡＣＡＣＴＣ

ＮＭ＿１７３９２３.２ １２９

ＩＬ￣３２ Ｆ:ＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＡＧＴＣＣＣＧＡＡＡＣＣ
Ｒ:ＡＧＣＧＴＡＣＴＴＣＴＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣ

ＸＭ＿００５２２４６３９ ７１

ＴＮＦ￣α Ｆ:ＧＣＣＣＴＣＴＧＧＴＴＣＡＧＡＣＡＣＴＣ
Ｒ:ＡＧＡＴＧＡＧＧＴＡＡＡＧＣＣＣＧＴＣＡ

ＮＭ＿１７３９６６.３ １９２

ＩＬ￣１２ Ｆ:ＴＣＴＴＴＴＣＧＧＧＡＣＴＧＴＴＧＡＣＣ
Ｒ:ＡＡＡＡＴＣＣＣＣＣＡＴＣＣＡＡＧＧＴＡＧ

ＮＭ＿１７４３５５.２ ２２４

ｐ３８ Ｆ:ＧＡＧＡＴＣＡＴＧＣＴＧＡＡＣＴＧＧＡＴ
Ｒ:ＣＴＧＧＴＣＧＡＴＧＴＡＧＴＣＡＣＴＴＣ

ＮＭ＿００１１０２１７４.１ １２０

ＴＧＦ￣β Ｆ:ＣＴＧＣＴＧＴＧＴＴＣＧＴＣＡＧＣＴＣＴ
Ｒ:ＴＣＣＡＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＧＴＡＡＧＧ

ＮＭ＿００１１６６０６８.１ １２３

ＣＣＬ２ Ｆ:ＧＣＴＣＧＣＴＣＡＧＣＣＡＧＡＴＧＣＡＡ
Ｒ:ＧＧＡＣＡＣＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣＴＣ

ＮＭ＿１７４００６ １７１

ＣＣＬ２０ Ｆ:ＴＴＣＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＴＣＣＧＡＴＡ
Ｒ:ＧＣＡＣＡＡＣＴＴＧＴＴＴＣＡＣＣＣＡＣＴ

ＮＭ＿１７４２６３ １７２

ＣＣＬ２８ Ｆ:ＧＣＴＴＣＴＧＧＡＡＡＧＡＧＴＧＡＣＡＡＣＧＴ
Ｒ:ＡＧＧＡＴＧＡＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＧＴＣ

ＮＭ＿００１１０１１６３.１ ７２

ＣＸＣＬ２ Ｆ:ＣＣＣＧＴＧＧＴＣＡＡＣＧＡＡＣＴＧＣＧＣＴＧＣ
Ｒ:ＣＴＡＧＴＴＴＡＧＣＡＴＣＴＴＡＴＣＧＡＴＧＡＴＴ

ＮＭ＿１７４２９９.３ ２０４

ＣＸＣＬ３ Ｆ:ＣＣＣＧＴＧＧＴＣＡＡＣＧＡＡＣＴＧＣＧＣＴＧＣ
Ｒ:ＡＧＴＴＧＧＴＧＣＴＧＣＣＣＴＴＧＴＴＴＡＧ

ＮＭ＿００１０４６５１３ ２１７

ＣＸＣＬ８ Ｆ:ＴＧＧＧＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＡＡＡＡＴ
Ｒ:ＴＣＡＴＧＧＡＴＣＴＴＧＣＴＴＣＴＣＡＧＣ

ＮＭ＿１７３９２５.２ １３６

ＣＸＣＬ９ Ｆ:ＡＣＴＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＣＡＧＣＡ
Ｒ:ＴＣＴＣＡＣＡＡＧＡＡＧＧＧＣＴＴＧＧＡＧＣＡＡ

ＮＭ＿００１１１３１７２ １２９

ＣＸＣＬ１４ Ｆ:ＡＡＧＣＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＣＣＡＡＡ
Ｒ:ＧＴＴＣＣＡＧＧＣＧＴＴＧＴＡＣＣＡＴＴ

ＮＭ＿００１０３４４１０.２ １５３

ＴＬＲ￣２ Ｆ:ＣＡＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴ
Ｒ:ＣＴＧＴＴＧＣＣＧＡＣＡＴＡＧＧＴＧＡＴＡ

ＮＭ＿１７４１９７.２ １４０

ＴＬＲ￣４ Ｆ:ＧＡＣＣＣＴＴＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＴＧＴ
Ｒ:ＧＧＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴＧＧＴＴＧＡＴ

ＮＭ＿１７４１９８.６ １０３

ＣＤ１４ Ｆ:ＣＡＧＴＡＴＧＣＴＧＡＣＡＣＡＡＴＣＡＡ
Ｒ:ＡＧＴＴＣＣＴＴＧＡＧＡＣＧＡＧＡＧＴＡ

ＮＭ＿１７４００８.１ １２２

ＭＤ２ Ｆ:ＧＧＡＧＡＡＴＣＧＴＴＧＧＧＴＣＴＧＣ
Ｒ:ＧＣＴＣＡＧＡＡＣＧＴＡＴＴＧＡＡＡＣＡＧＧＡ

ＮＭ＿００１０４６５１７.１ ９２

ＭｙＤ８８ Ｆ:ＴＣＡＴＴＧＡＧＡＡＧＡＧＧＴＧＣＣＧＴ
Ｒ:ＴＧＧＣＴＴＧＴＡＣＴＴＧＡＴＧＧＧＧＡＴ

ＮＭ＿００１０１４３８２.２ １４６

ＩＲＡＫ１ Ｆ:ＣＣＴＣＡＧＣＧＡＣＴＧＧＡＣＡＴＣＣＴ
Ｒ:ＧＧＡＣＧＴＴＧＧＡＡＣＴＣＴＴＧＡＣＡＴＣＴ

ＮＭ＿００１０４０５５５.１ １０３

ＴＲＡＦ６ Ｆ:ＡＧＡＡＣＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＴＣＡＣＴＡＴＧＡＴ
Ｒ:ＧＴＧＡＴＴＣＣＴＣＴＧＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＴＧ

ＮＭ＿００１０３４６６１.２ １００

ＰＥＰＴ１ Ｆ:ＣＡＡＣＡＴＣＡＴＣＧＴＧＣＴＴＡＴＴＧ
Ｒ:ＧＧＴＡＡＴＣＴＴＣＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣ

ＮＭ＿００１０９９３７８ １８５

ＮＨＥ１ Ｆ:ＧＡＡＡＧＡＣＡＡＧＣＴＣＡＡＣＣＧＧＴＴＴ
Ｒ:ＧＧＡＧＣＧＣＴＣＡＣＣＧＧＣＴＡＴ

ＮＭ＿１７４８３３.２ ６７

ＮＯＤ１ Ｆ:ＴＣＡＡＣＡＣＴＧＡＣＣＣＡＧＴＧＡＧＣ
Ｒ:ＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＡＧＣＴＣＣＡＣＣ

ＮＭ＿００１２５６５６３.１ １４７

ＮＯＤ２ Ｆ:ＣＴＣＣＴＴＧＡＴＣＴＣＧＣＣＡＣＡＧＴ
Ｒ:ＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＡＡＡＧＧＣＡＧＧＧ

ＮＭ＿００１００２８８９.１ １０２

ＲＩＰＫ２ Ｆ:ＡＧＡＡＴＧＣＡＴＣＡＡＧＡＡＣＴＧＴＴＣ
Ｒ:ＡＧＧＡＴＣＣＡＣＡＴＧＡＣＴＣＣＴＣＣ

ＮＭ＿００１０３４６１０ １０２

１.２.５　 奶牛瘤胃上皮细胞抗氧化指标测定 　 试验

分为 ２ 个组ꎬ 分别为对照组 ( ＣＫ) 和高精料组

(ＨＣＲＦ)ꎮ ６ 孔板每孔接２×１０５ 个 ＢＲＥＣｓꎬＣＫ 组在

Ｆ１２ 基础培养基中添加 １０％饲喂正常日粮奶牛的瘤

胃液ꎬＨＣＲＦ 组在 Ｆ１２ 基础培养基中添加 １０％饲喂

高精料日粮奶牛的瘤胃液ꎬ分别孵育 ＢＲＥＣｓ ６ ｈꎮ
然后ꎬ用含有蛋白酶抑制剂裂解液裂解细胞ꎬ提取细

胞总蛋白质ꎮ 通过试剂盒检测细胞内 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣
Ｐｘ、ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、Ｔ￣ＡＯＣ 的含量ꎮ
１.２.６ 　 统计分析 　 利用 ＳＰＳＳ１６. ０ 统计软件中的

Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 模块进行单因素方差分析ꎬ显著性

检验应用多重比较法ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 饲喂高精料日粮对奶牛瘤胃发酵反应的影响

表 ４ 显示ꎬ与对照组相比ꎬ高精料组的奶牛瘤胃

液中总挥发性脂肪酸浓度以及乙酸、丙酸、丁酸含量

极显 著 提 高 (Ｐ< ０􀆰 ０１０ )ꎬ 戊 酸 含 量 提 高 (Ｐ＝
０􀆰 ０７０)ꎮ 与对照组相比ꎬ高精料组的奶牛瘤胃液的

ｐＨ 值极显著下降(Ｐ＝ ０􀆰 ００５)ꎬ说明饲喂高精料日

粮可以诱导奶牛发生亚急性酸中毒(ＳＡＲＡ)ꎮ

表 ４　 饲喂高精料日粮对奶牛瘤胃发酵参数的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ ｒｕｍｉｎａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ

项目 对照组 高精料组 标准差 Ｐ 值

总挥发性脂肪酸浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ) ７２.８７ １０２.８８ ６.２５ ０.００１

乙酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４８.０８ ５７.７３ ３.０２ <０.０１０

丙酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) １４.３７ ３０.５６ ０.０８ ０.００１

丁酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ７.９９ １１.７０ ０.１８ <０.０１０

异丁酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.４１ ０.５２ ０.１２ ０.３９０

戊酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.７９ １.１８ ０.０４ ０.０７０

异戊酸含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.８８ １.１４ ０.０２ ０.３１０

乙酸 / 丙酸 ３.４７ １.９０ ０.２９ <０.０１０

ｐＨ 值 ６.１５ ５.６４ ０.１４ ０.００５

２.２　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上

皮细胞炎症因子基因表达的影响

　 　 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１２、
ＩＬ￣３２、ｐ３８β、ＴＧＦ￣β 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎬＧＡＰＤＨ 作为内

参基因ꎮ 表 ５ 显示ꎬ与对照组相比ꎬ高精料组 ＢＲＥＣｓ
炎症因子基因 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著
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上调ꎬＩＬ￣６ 的 ｍＲＮＡ 表达量也极显著上调ꎬ然而ꎬ炎
症因子 ＩＬ￣１２、ＩＬ￣３２ 的 ｍＲＮＡ 表达量并没有显著改

变ꎮ 与对照组相比ꎬ高精料组 ｐ３８β 和 ＴＧＦ￣β 的 ｍＲ￣
ＮＡ 表达量也没有显著变化ꎮ 说明ꎬ饲喂高精料日

粮的奶牛瘤胃液可以促进 ＢＲＥＣｓ 的炎症反应ꎮ

表 ５　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对 ＢＲＥＣｓ 炎症因子基因 ｍＲ￣

ＮＡ 相对表达量的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｆｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎ￣

ｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｂｏ￣

ｖｉｎｅ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＢＲＥＣｓ)

基因　 　
ｍＲＮＡ 相对表达量

对照组 高精料组
标准差 Ｐ 值

ＩＬ￣１β １.０７ ３.２８ ０.５６ ０.００７

ＩＬ￣６ １.０５ ３.４６ ０.５９ ０.００７

ＴＮＦ￣α １.０１ １.９８ ０.２５ ０.００９

ＩＬ￣１２ １.０９ １.１１ ０.２９ ０.９３０

ＩＬ￣３２ １.０６ ０.８５ ０.１４ ０.１７０

ｐ３８β １.０２ ０.８１ ０.１１ ０.０９０

ＴＧＦ￣β １.０２ ０.９２ ０.１０ ０.３５０

２.３　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上

皮细胞趋化因子基因表达的影响

　 　 当受到外来抗原刺激时ꎬ机体会启动先天免疫反

应来积极响应感染ꎮ 由于饲喂高精料日粮的奶牛瘤

胃液中含有细菌死亡崩解产生的细菌小肽ꎬ本研究假

设饲喂高精料日粮后ꎬ奶牛瘤胃上皮能够积极响应瘤

胃液中细菌小肽对 ＢＲＥＣｓ 的感染ꎬ因此ꎬ通过 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 来检测 ＢＲＥＣｓ 初始炎症反应相关趋化因子基因

的 ｍＲＮＡ 表达量ꎮ 表 ６ 显示ꎬ饲喂高精料日粮奶牛的

瘤胃液能够显著上调 ＢＲＥＣｓ 中 ＣＣＬ 型的 ＣＣＬ２、
ＣＣＬ２０ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎬ但 ＣＣＬ２８ 的 ｍＲＮＡ 表达量

并未显著上调(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 此外ꎬ与对照组相比ꎬ高精

料组的 ＢＲＥＣｓ 中 ＣＸＣＬ 型的 ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９ 的ｍＲＮＡ
表达量极显著上调(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＣＸＣＬ２ 的 ｍＲＮＡ 表达

量显著上调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＣＸＣＬ１４ 的 ｍＲＮＡ 表达量未显

著上调(Ｐ＝ ０􀆰 ０９)ꎮ 说明ꎬ饲喂高精料日粮奶牛的瘤

胃液能够增加大部分 ＣＣＬ 型和 ＣＸＣＬ 型趋化因子基

因的ｍＲＮＡ 表达量ꎬ进而积极响应饲喂高精料日粮奶

牛的瘤胃液中细菌抗原的感染ꎮ
２.４　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上

皮细胞 Ｔｏｌｌ 信号通路的影响

　 　 模式识别受体主要包括 ２ 种ꎬ即细胞膜表面的

Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲ)和胞浆内 ＮＯＤ 受体ꎮ Ｔｏｌｌ 样受体

信号通路的激活在炎症反应中发挥重要作用ꎮ ＴＬＲ
能够识别各种病原体中的保守基序ꎬ迅速激活细胞

内信号传导的级联反应ꎬ促使机体生成炎症因子和

趋化因子ꎮ 与对照组相比ꎬ高精料组 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 基

因的 ｍＲＮＡ 表达量显著降低ꎮ ＴＬＲ４ 与许多细胞质

内的接头蛋白(包括 ＣＤ１４、ＭＤ２、ＭｙＤ８８)相互作用ꎮ
ＴＬＲ４ 与接头蛋白的相互作用ꎬ会引起、导致白介素￣
１ 受体相关激酶的募集和激活ꎬ并与 ＴＲＡＦ６ 形成复

合体ꎮ 结果(表 ７)表明ꎬ饲喂高精料日粮奶牛的瘤

胃液并未显著改变 ＣＤ１４、ＭＤ２、ＭｙＤ８８ 以及下游信

号通路 ＩＲＡＫ１ 激酶、ＴＲＡＦ６ 连接酶基因的 ｍＲＮＡ 表

达量ꎬ说明饲喂高精料日粮奶牛的瘤胃液促进

ＢＲＥＣｓ 炎症反应可能不是通过 Ｔｏｌｌ 样受体信号通

路ꎬ而是通过其他信号通路实现的ꎮ

表 ６　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对 ＢＲＥＣｓ 趋化因子基因 ｍＲ￣
ＮＡ 表达量的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｆｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＢＲＥＣｓ

基因　 　
ｍＲＮＡ 相对表达量

对照组 高精料组
标准差 Ｐ 值

ＣＣＬ２ １.０５ １.８１ ０.３２ ０.０４７
ＣＣＬ２０ １.１０ ６.０２ １.３１ ０.０１０
ＣＣＬ２８ １.０７ １.６５ ０.３６ ０.１５０
ＣＸＣＬ２ １.０９ ３.８６ ０.９９ ０.０４０
ＣＸＣＬ３ １.０６ ０.８５ ０.１４ ０.１７０
ＣＸＣＬ８ １.０２ ３.５２ ０.５５ ０.００１
ＣＸＣＬ９ １.０３ １.５３ ０.１３ ０.００４
ＣＸＣＬ１４ １.１３ １.６５ ０.２８ ０.０９０

表 ７　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对 ＢＲＥＣｓ Ｔｏｌｌ 样受体信号通

路的影响

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｆｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ＢＲＥＣｓ

基因　 　
ｍＲＮＡ 相对表达量

对照组 高精料组
标准差 Ｐ 值

ＣＤ１４ １.０９ １.５５ ０.３３ ０.１９０

ＭＤ２ １.１１ １.０１ ０.２６ ０.６９０

ＴＬＲ２ １.０２ ０.６７ ０.１４ ０.０４０

ＴＬＲ４ １.０１ ０.５３ ０.１１ ０.００２

ＭｙＤ８８ １.０１ ０.８９ ０.１２ ０.３４０

ＩＲＡＫ１ １.０５ １.２０ ０.２９ ０.６３０

ＴＲＡＦ６ １.０２ １.１５ ０.２０ ０.５３０
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２.５　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上

皮细胞 ＮＯＤ / ＲＩＰＫ２ 信号通路的影响

　 　 ＰＥＰＴ１ 可以将细菌小肽转运至细胞内ꎬ细菌小

肽引起核苷酸寡聚化结构域 ＮＯＤ 受体与 ＲＩＰＫ２ 相

互作用ꎬ进而引起奶牛瘤胃上皮细胞炎症反应ꎮ
ＮＯＤ 受体可以识别细菌小肽ꎬ激活 ＮＦ￣κＢ 转录因子

并诱导炎症反应ꎮ ＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 是先天免疫受

体ꎬ能够识别革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌崩解的

细菌小肽ꎮ ＮＯＤ１ 主要识别革兰氏阴性菌崩解产生

的细菌小肽ꎬ而 ＮＯＤ２ 既能识别革兰氏阴性菌崩解

产生的细菌小肽也能识别革兰氏阳性菌崩解产生的

细菌小肽ꎮ 表 ８ 显示ꎬ与对照组相比ꎬ高精料组

ＢＲＥＣｓ 中 ＰＥＰＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著提高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ但 ＮＨＥ１、ＮＯＤ１、ＮＯＤ２、ＲＩＰＫ２ 的 ｍＲＮＡ 表

达量并无显著变化ꎮ 说明ꎬＰＥＰＴ１ 可能转运饲喂高

精料日粮的奶牛瘤胃液中的细菌小肽进入细胞ꎬ引
起炎症反应ꎬ但还需要进一步证明ꎮ

表 ８ 　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对 ＢＲＥＣｓ ＮＯＤ 样受体和

ＲＩＰＫ２ 信号通路的影响

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｆｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎ￣

ｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ ＮＯＤ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ＲＩＰＫ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＢＲＥＣｓ

基因　 　
ｍＲＮＡ 相对表达量

对照组 高精料组
标准差 Ｐ 值

ＰＥＰＴ１ １.０９ １.９９ ０.４０ ０.０４

ＮＨＥ１ １.００ ０.８８ ０.１２ ０.３１

ＮＯＤ１ １.０６ １.１０ ０.４３ ０.９３

ＮＯＤ２ １.０５ ０.７５ ０.２２ ０.２１

ＲＩＰＫ２ １.０４ ０.８４ ０.４１ ０.２１

２.６　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上

皮细胞抗氧化性的影响

　 　 表 ９ 显示ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液可以

极显著增加 ＢＲＥＣｓ 中 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量ꎬ然而ꎬＳＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ、Ｔ￣ＡＯＣ 含量极显著降低ꎮ 表明饲喂高精料

日粮会对奶牛瘤胃上皮产生损伤作用ꎮ

３　 讨 论

为了提高产奶量ꎬ经常以高精料日粮饲喂奶牛ꎮ
然而ꎬ长期饲喂高精料日粮会改变奶牛瘤胃微生物

的组成和代谢ꎬ导致挥发性脂肪酸大量积累ꎬ降低瘤

表 ９　 饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液对奶牛瘤胃上皮细胞抗氧化指

标的影响

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｆｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｅ ｄｉｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ＢＲＥＣｓ

抗氧化指标　 　 　 　 对照组 高精料 标准差 Ｐ 值

谷胱甘肽过氧化物酶含量(μｍｏｌ / Ｌ) ２０１.１０ １０２.２０ ２３.００ ０.００２

丙二醛含量(ｎｍｏｌ / ｍｌ) ０.１４ ０.３５ ０.０５ ０.００１

过氧化氢含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ６.４０ １０.９１ １.２０ ０.００４

超氧化物歧化酶含量(ｎｍｏｌ / ｍｌ) ６５.７０ ５６.７０ １.４６ <０.００１

总抗氧化物质含量(μｍｏｌ / ｍｌ) １７.２９ ７.３４ ０.０４ <０.００１

胃液 ｐＨ 值[２８￣２９]ꎮ 瘤胃液 ｐＨ 值的急剧下降是目前

奶牛养殖业主要关注的健康问题之一ꎬ会导致奶牛

出现消化紊乱ꎬ引发生产损失ꎮ 有报道指出ꎬＳＡＲＡ
与低纤维、高能量的日粮和 ｐＨ 值有关[９]ꎮ ＳＡＲＡ 会

导致瘤胃内 ＬＰＳ 产生ꎬ甚至从瘤胃转移到血液内循

环[３０]ꎮ 有研究发现ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液

ｐＨ 值低于 ５.８ꎬ且持续时间为 １ ｄ 约 ５.１ ｈꎬ成功诱导

奶牛出现 ＳＡＲＡ[３１]ꎮ 在本研究中ꎬ与对照组相比ꎬ高
精料组的瘤胃液 ｐＨ 值显著降低ꎬ说明 ＳＡＲＡ 被成

功诱导ꎮ 通常情况下ꎬ高精料会促进乳酸产生菌的

增加ꎬ减少瘤胃内纤维降解菌的数量ꎬ导致瘤胃液

ｐＨ 值急剧下降[３２]ꎮ 因此ꎬ瘤胃液 ｐＨ 值的改变可能

是由于饲料从干草到高精料过渡过程中ꎬ非结构性

碳水化合物的快速发酵和瘤胃内挥发性脂肪酸的积

累引起的[３３]ꎮ ｐＨ 值的降低也可能是由于瘤胃内乳

酸积累导致的ꎮ 此外ꎬ在本研究中ꎬ饲喂高精料日粮

的奶牛瘤胃液中乙酸、丙酸、丁酸含量和总挥发性脂

肪酸浓度显著升高ꎮ 有研究发现ꎬ饲喂高精料日粮

会引起瘤胃内丙酸、丁酸含量的升高[３４￣３５]ꎬ这与本

研究结果一致ꎮ 有学者指出ꎬ高精料日粮会激活瘤

胃上皮钙信号通路ꎬ可能是由于挥发性脂肪酸在瘤

胃内大量积累引起的[３６￣３７]ꎮ 低 ｐＨ 值会降低瘤胃内

细菌的丰富度和多样性ꎬ在饲喂高精料日粮引起奶

牛 ＳＡＲＡ 时ꎬ低 ｐＨ 瘤胃环境会导致细菌死亡和崩

解ꎬ使其相对丰度降低[３８]ꎮ 因此ꎬ饲喂高精料日粮

会影响奶牛瘤胃发酵ꎬ导致瘤胃内环境紊乱ꎮ
饲喂高谷物日粮引起的 ＳＡＲＡ 会损害奶牛健

康ꎬ如产生瘤胃炎、代谢性酸中毒、跛行和肝脓肿

等[３８￣４０]ꎮ 此外ꎬ谷物诱导的 ＳＡＲＡ 会增加急性时相

反应蛋白和血清淀粉样蛋白 Ａ 的水平ꎬ引起全身炎

症反应[４１￣４２]ꎮ 这种全身性炎症反应与日粮引起的
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瘤胃上皮屏障功能的破坏有关[５]ꎮ 因此ꎬ本研究采

集饲喂高精料日粮奶牛的瘤胃液进行体外试验ꎬ进
一步探索其是否会引起 ＢＲＥＣｓ 的炎症反应ꎬ结果表

明ꎬ与对照组相比ꎬ高精料组促炎因子基因 ＩＬ￣１β、
ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著上升ꎮ 有研究发

现ꎬＬＰＳ 的释放以及 ｐＨ 值的降低可能通过协同作

用破坏瘤胃上皮屏障[４３]ꎮ 上皮屏障被破坏后ꎬ促使

炎症因子大量释放ꎬ引起瘤胃上皮局部炎症反

应[４４￣４５]ꎮ ＩＬ￣６ 作为一种多功能细胞因子ꎬ参与调节

免疫反应、急性时相反应和炎症[４６￣４７]ꎮ 前人的研究

结果表明ꎬＩＬ￣６ 可以参与肠道组织修复ꎬ阻止 ＩＬ￣６
的产生有利于创伤面的愈合[４８￣４９]ꎮ 因此ꎬＢＲＥＣｓ 炎

症因子基因的高表达ꎬ说明长时间饲喂高精料日粮

能引起奶牛瘤胃上皮发生炎症反应ꎮ 有研究发现ꎬ
ＳＡＲＡ 引发的炎症因子基因 ｍＲＮＡ 表达量增加主要

与淀粉类细菌有关ꎬ高精料日粮有利于这类细菌增

长ꎬ进而增加瘤胃内毒素和其他细菌崩解产物在胃

肠道的易位ꎬ这可能是诱发反刍动物炎症的原

因[４２]ꎮ
趋化因子是能诱导免疫细胞发生定向趋化的细

胞因子的总称ꎬ是一类结构、功能相似的小分子蛋白

质ꎬ在细胞迁移、免疫、炎症等反应中发挥重要作用ꎮ
趋化因子可参与调节白细胞、淋巴细胞等免疫细胞

的募集[５０]ꎮ 根据半胱氨酸的序列位置将趋化因子

分为 ＣＸＣＬ、ＣＣＬ、Ｃ 和 ＣＸ３Ｃ(Ｃ 为半胱氨酸ꎬＸ 为任

意氨基酸)４ 大类ꎮ ＣＣＬ 型趋化因子主要趋化单核

细胞ꎬＣＸＣＬ 型趋化因子主要趋化中性粒细胞ꎮ 本

研究选取趋化因子家族中种类较多的 ２ 种亚家族

(ＣＣＬ 型趋化因子和 ＣＸＣＬ 型趋化因子)进行测定ꎮ
趋化因子在免疫细胞迁移中的作用主要是通过与免

疫细胞受体结合完成的ꎮ 一种趋化因子可结合多种

趋化因子受体ꎬ一种趋化因子受体也能与多种趋化

因子相结合[５１]ꎮ ＣＣＬ２ 是在人体内最早被发现及研

究最多的 ＣＣＬ 类趋化因子ꎬ可通过受体 ＣＣＲ２ 介

导ꎬ将免疫细胞迁移至损伤部位引发免疫应答反

应[５２]ꎮ 有研究发现ꎬＣＸＣＬ１４ 可以通过调节其他趋

化因子受体ꎬ在介导免疫及炎症反应等过程中发挥

作用[５３]ꎮ ＣＸＣＬ１４ 可由 Ｂ 淋巴细胞、单核细胞、巨
噬细胞、单核细胞衍生的未成熟的树突状细胞等多

种细胞分泌产生ꎬ并能聚集、激活免疫细胞至炎症部

位杀死靶细胞ꎬ发挥免疫监视及免疫防御作用[５４]ꎮ
在本研究中ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃液可显著

提高 ＢＲＥＣｓ 中 ＣＣＬ 型 ＣＣＬ２、ＣＣＬ２０ 基因以及 ＣＸＣＬ
型 ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９ 基因的表达ꎮ 另有研究发

现ꎬ饲喂高精料日粮奶牛的瘤胃上皮趋化因子基因

表达上调[３４]ꎬ这与本研究结果一致ꎬ表明饲喂高精

料日粮触发了奶牛瘤胃上皮免疫应答反应ꎬ这可能

是在饲喂高精料日粮条件下机体对自身的免疫保

护ꎮ
反刍动物 ＰＥＰＴ１ 主要分布于胃上皮组织和小

肠黏膜[５５]ꎮ 有研究报道ꎬＰＥＰＴ１ 介导细菌小肽转

运ꎬ进入结肠上皮细胞ꎬ通过调节 ＩＦＮ￣γ 活性ꎬ激活

ＮＦ￣κＢ 通路ꎬ诱导肠道炎症反应[２２]ꎮ 有研究发现ꎬ
饲喂高精料日粮能促进马肠道中 ＰＥＰＴ１ ｍＲＮＡ 的

表达[２２]ꎮ 由此可知ꎬＰＥＰＴ１ 可以介导细菌小肽的转

运和吸收ꎬ激活肠道免疫细胞ꎬ促进肠上皮细胞与免

疫细胞相互作用ꎬ最终导致小肠上皮细胞的炎症反

应ꎮ 此外ꎬ有研究发现ꎬ饲喂高精料日粮会导致奶牛

瘤胃内有机酸大量累积和瘤胃液 ｐＨ 值急剧下降ꎬ
改变瘤胃内环境的酸碱平衡ꎬ影响瘤胃微生物区系

多样性ꎬ并诱发微生物崩解释放大量细菌小肽和促

炎因子[３１]ꎮ 在本研究中ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤

胃液显著上调 ＢＲＥＣｓ 中 ＰＥＰＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎬ
这可能是由于瘤胃液中携带大量细菌分解产生的细

菌小肽ꎬ通过 ＰＥＰＴ１ 可以将这些细菌小肽运输到细

胞中ꎬ细菌小肽的运输也可能导致瘤胃上皮细胞内

的细菌产物抗原增加ꎬ诱导 ＰＥＰＴ１ 在瘤胃上皮细胞

中的表达ꎬ进而导致细胞对细菌小肽转运的增加ꎬ使
细胞内的细菌小肽大量积累ꎬ激活炎症信号通路ꎬ从
而引发下游的促炎症反应ꎮ

细菌小肽可激活细胞内的 ＮＯＤ１、ＮＯＤ２ 样受

体ꎬ并使其结构发生改变ꎬ进而激活丝氨酸 /苏氨酸

激酶 ２(ＲＩＰＫ２)并引起泛素化[５６]ꎮ ＲＩＰＫ２ 是 ＮＯＤ１
和 ＮＯＤ２ 的下游信号分子ꎮ ＲＩＰＫ２ 在树突状细胞和

巨噬细胞等细胞中表达ꎬＮＯＤ１ 和 ＮＯＤ２ 对微生物

相关分子模式的识别导致 ＲＩＰＫ２ 与这些天然免疫

受体相互作用ꎬ进而通过激活 ＭＡＰＫ 信号通路中关

键激酶和 ＮＦ￣κＢ 转录因子表达ꎬ释放 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、
ＩＬ￣１２ 等促炎细胞因子[５７]ꎮ 有研究证实ꎬＲＩＰＫ２ 依

赖 ＮＯＤ 受体诱导促炎细胞因子的产生[２５]ꎮ 此外ꎬ
有研究发现ꎬ与受刺激的 ＲＩＰＫ２ 完整小鼠的巨噬细

胞相比ꎬ缺乏 ＲＩＰＫ２ 的小鼠中ꎬＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 炎症因

子基因的 ｍＲＮＡ 表达量明显降低[５８]ꎮ 因此ꎬ这些研

究结果表明 ＲＩＰＫ２ 是通过 ＮＯＤ１ / ＮＯＤ２ 介导产生促
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炎因子的重要信号分子ꎬＲＩＰＫ２ 的激活在宿主防御

微生物感染中起着至关重要的作用ꎮ
有学者指出ꎬ日粮的改变会影响动物机体瘤胃

组织的抗氧化能力[５９]ꎮ 饲喂高精料日粮的奶牛瘤

胃液可以极显著增加 ＢＲＥＣｓ 中 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含量ꎬ然
而ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ、Ｔ￣ＡＯＣ 含量极显著降低ꎬ说明饲

喂高精料日粮奶牛的瘤胃液可能影响瘤胃上皮细胞

的抗氧化能力ꎬ与前人的研究结果一致ꎮ 组织中的

ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ、ＭＤＡ 和 Ｔ￣ＡＯＣ 等指标的变化是反应

机体氧化 /抗氧化状态的重要指标ꎬ其中超氧化物歧

化酶是消除动物体内自由基损伤的主要防御

酶[６０￣６２]ꎬ具有清除自由基、提高细胞活力、保持生物

膜稳态等功能ꎻＭＤＡ 是脂质过氧化反应的终产物ꎬ
其含量可直接反映细胞膜脂质过氧化的程度[６３]ꎮ
通过本研究结果证明ꎬ饲喂高精料日粮的奶牛瘤胃

液会对细胞活力和生物膜稳态造成损伤ꎬ并且会加

剧细胞膜脂质过氧化程度ꎮ 饲喂高精料日粮的奶牛

瘤胃液会影响瘤胃上皮细胞的稳态ꎬ致使瘤胃上皮

细胞对营养物质的代谢受阻ꎬ从而造成代谢紊乱ꎬ引
起机体的氧化应激反应ꎬ导致炎症反应ꎮ
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ｔｈｅｌｉｕｍ ｕｎｄｅｒｇｏｅｓ ｒａｐｉｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒａｉｎ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｓｕｂａｃｕｔｅ ｒｕｍｉｎａｌ ａｃｉｄｏｓｉｓ[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌ￣
ｏｇｙ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ＆ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ３００
(６): Ｒ１５１５￣Ｒ１５２３.

[３] 　 ＳＴＥＥＬＥ Ｍ Ａꎬ ＧＲＥＥＮＷＯＯＤ Ｓ Ｌꎬ ＣＲＯＯＭ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｉｎ ｄｉｅｔａｒｙ ｎｏｎ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ ａｌｔｅｒｓ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｕｍｅｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｉｎ ｌａｍｂｓ [ Ｊ] . Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１２ꎬ ９２(２): １２３￣１３０.

[４] 　 ＰＬＡＩＺＩＥＲ Ｊ Ｃꎬ ＫＨＡＦＩＰＯＵＲ Ｅꎬ ＬＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂａｃｕｔｅ ｒｕｍｉｎａｌ
ａｃｉｄｏｓｉｓ (ＳＡＲＡ)ꎬ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ [Ｊ] . Ａｎｉ￣
ｍａｌ Ｆｅｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １７２(１): ９￣２１.

[５] 　 ＬＩＵ Ｊ Ｈꎬ ＸＵ Ｔ Ｔꎬ ＬＩＵ Ｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｈｉｇｈ￣ｇｒａｉｎ ｄｉｅｔ ｃａｕｓｅｓ ｍａｓ￣
ｓｉｖｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇｏａｔｓ [ Ｊ] .
Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ＆ Ｃｏｍｐａｒａ￣
ｔｉｖｅ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ３０５(３): ２３２￣２４１.

[６] 　 ＫＬＥＥＮ Ｊ Ｌꎬ ＨＯＯＩＪＥＲ Ｇ Ａꎬ ＲＥＨＡＧＥ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂａｃｕｔｅ ｒｕｍｉｎａｌ
ａｃｉｄｏｓｉｓ (ＳＡＲＡ): ａ ｒｅｖｉｅｗ [Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２００３ꎬ ５０(８): ４０６.

[７] 　 ＮＯＲＤＬＵＮＤ Ｋ Ｖꎬ ＧＡＲＲＥＴＴ Ｅ Ｆ. Ｒｕｍｅｎｏｃｅｎｔｅｓｉｓ: Ａ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｆｏｒ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｕｂａｃｕｔｅ ｒｕｍｅｎ ａｃｉ￣
ｄｏｓｉｓ ｉｎ ｄａｉｒｙ ｈｅｒｄｓ [Ｊ] .Ｔｈｅ Ｂｏｖｉｎｅ Ｐｒａｃｔｉｔｉｏｎｅｒꎬ １９９４ꎬ １５(２):
１４￣１６.

[８] 　 ＤＵＦＦＩＥＬＤ Ｔꎬ ＰＬＡＩＺＩＥＲ Ｊ Ｃꎬ ＦＡＩＲＦＩＥＬＤ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐＨ ｉｎ ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００４ꎬ ８７(１): ５９￣６６.

[９] 　 ＫＲＡＵＳＥ Ｋ Ｍꎬ ＯＥＴＺＥＬ Ｇ Ｒ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｓｕｂ￣
ａｃｕｔｅ ｒｕｍｉｎａｌ ａｃｉｄｏｓｉｓ ｉｎ ｄａｉｒｙ ｈｅｒｄｓ: ａ ｒｅｖｉｅｗ [Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｆｅｅｄ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １２６(３ / ４): ２１５￣２３６.

[１０] ＤＥＮＮＩＳ Ｃ Ｋꎬ ＰＥＮＮＥＲ Ｇ Ｂ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎬ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｕｍｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉ￣
ａｌ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ １０４ ( １): １００２￣
１０１７.

[１１] ＭＥＤＺＨＩＴＯＶ Ｒꎬ ＰＲＥＳＴＯＮ Ｈꎬ ＪＡＮＥＷＡＹ Ｃ. Ａ ｈｕｍａｎ ｈｏｍｏ￣
ｌｏｇｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｔｏｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄａｐｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９７ꎬ ３８８(６６４０): ３９４￣３９７.

[１２] ＴＡＫＥＵＣＨＩ Ｏꎬ ＨＯＳＨＩＮＯ Ｋꎬ ＫＡＷＡＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅｓ
ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｍ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｇｒａｍ￣ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ [Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ １９９９ꎬ １１(４):
４４３￣４５１.

[１３] ＡＬＥＸＯＰＯＵＬＯＵ Ｌꎬ ＨＯＬＴ Ａ Ｃꎬ ＭＥＤＺＨＩＴＯＶ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｏｇ￣
ｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｂｙ Ｔｏｌｌ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００１ꎬ ４１３(６８５７):７３２￣７３８.

[１４] ＺＨＡＮＧ Ｆ Ｘꎬ ＫＩＲＳＣＨＮＩＮＧ Ｃ Ｊꎬ ＭＡＮＣＩＮＥＬＬＩ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｃｔｅ￣
ｒｉａｌ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｔｅｒｌｅｕ￣
ｋｉｎ￣１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｄｅｒｍａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｐｈａｇｏｃｙｔｅｓ [Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍ￣
ｉｓｔｒｙꎬ １９９９ꎬ ２７４(１２): ７６１１￣７６１４.

[１５] ＨＯＲＮＧ Ｔꎬ ＢＡＲＴＯＮ Ｇ Ｍꎬ ＭＥＤＺＨＩＴＯＶ Ｒ. ＴＩＲＡＰ: ａｎ ａｄａｐｔｅｒ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｏｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ
２００１ꎬ ２(９): ８３５￣８４１.

[１６] ＯＳＨＩＵＭＩ Ｈꎬ ＭＡＴＳＵＭＯＴＯ Ｍꎬ ＦＵＮＡＭＩ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ａｄａｐｔｏｒ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｔｈａｔ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒ￣
ｏｎ￣β ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ４(２): １６１￣１６７.

[１７] ＳＵＺＵＫＩ Ｎꎬ ＳＵＺＵＫＩ Ｓꎬ ＤＵＮＣＡＮ Ｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｖｅｒｅ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ａｎｄ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ Ｉ￣
ＲＡＫ￣４[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００２ꎬ ４１６(６８８２): ７５０￣７５６.

[１８] ＩＲＩＥ Ｔꎬ ＭＵＴＡ Ｔꎬ ＴＡＫＥＳＨＩＧＥ Ｋ. ＴＡＫ１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ ｆｒｏｍ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ( ｓ) ｔｏ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢ ｉｎ ｌｉｐｏｐｏ￣
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ [ Ｊ] . Ｆｅｂｓ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０００ꎬ
４６７(２ / ３): １６０￣１６４.

[１９] ＣＨＡＲＲＩＥＲ Ｌꎬ ＤＲＩＳＳ Ａꎬ ＹＡＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｈＰｅｐＴ１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｂａｃｔｅ￣
ｒｉａｌ ｔｒｉｐｅｐｔｉｄｅ ｆＭＬＰ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ [ Ｊ] . Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎꎬ ２００６ꎬ ８６: ４９０￣５０３.

[２０] ＤＡＬＭＡＳＳＯ Ｇꎬ ＮＧＵＹＥＮ Ｈꎬ ＣＨＡＲＲＩＥＲ￣ＨＩＳＡＭＵＤＤＩＮ Ｌꎬ ｅｔ
ａｌ. ＰＥＰＴ１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｔｒｉｐｅｐｔｉｄｅ Ｌ￣Ａｌａ￣γ￣Ｄ￣Ｇｌｕ￣ｍｅｓｏ￣ＤＡＰ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
[ Ｊ ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＆ Ｌｉｖｅｒ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ２９９(３): ６８７￣６９６.

[２１] ＭＥＲＬＩＮ Ｄꎬ ＳＴＥＥＬ Ａꎬ ＧＥＷＩＲＴＺ Ａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＥＰＴ１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
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ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｓ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ￣ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎꎬ １９９８ꎬ １０２(１１): ２０１１￣２０１８.

[２２] ＢＵＹＳＥ Ｍꎬ ＴＳＯＣＡＳ Ａꎬ ＷＡＬＫＥＲ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＥＰＴ１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｆＭ￣
ＬＰ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎｄｕｃｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ２８３ ( ６): Ｃ１７９５￣
Ｃ１８００.

[２３] ＶＡＶＲＩＣＫＡ Ｓ Ｒꎬ ＭＵＳＣＨ Ｍ Ｗꎬ ＣＨＡＮＧ Ｊ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＥＰＴ１
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｓ ｍｕｒａｍｙｌ ｄｉｐｅｐｔｉｄｅꎬ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＮＦ￣κＢ ａｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
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