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丙酸对山羊小肠上皮细胞糖异生途径关键基因表达的影响
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摘 要 为探究丙酸对山羊小肠上皮细胞(GIEC)糖异生途径关键基因表达是否有影响,试验分为2个部分:第1
部分分为4个处理组,分别添加0、0.75、1.50和3.00mmol/L丙酸培养GIEC,6h后收集细胞提取总RNA;第2
个部分分为2个处理组,分别添加0和3.00mmol/L丙酸培养 GIEC,培养3、6、12和24h时,收集细胞提取总

RNA。通过qRT-PCR对糖异生途径关键基因的mRNA表达量进行测定。结果表明,0.75和1.50mmol/L丙酸

对PC、FBP1 和PGC1A 的mRNA表达量无显著影响(P>0.05);1.50mmol/L丙酸可显著增加PCK2 的 mRNA
表达量(P<0.05);3.00mmol/L丙酸可显著增加PCK2和PGC1A 的mRNA表达量(P<0.05),还可上调PC 和

FBP1mRNA表达量但无差异(P>0.05)。与未处理组相比,3.00mmol/L丙酸在6h时可极显著上调PCK2 和

PGC1A 的mRNA表达量(P<0.01),还可增加PC和FBP1 的mRNA表达量(P>0.05);在12~24h对糖异生途

径关键基因没有影响(P>0.05)。综上,丙酸可以在山羊小肠细胞中诱导糖异生途径关键基因PCK2、PC、FBP1
和PGC1A 的mRNA表达,并且PCK2 在山羊小肠上皮细胞糖异生途径中发挥关键作用。
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Abstract Toexplorewhetherpropionatehaseffectontheexpressionsofkeygenesinthegluconeogenesispathwayin

goatintestinalepithelialcells,theexperimentwasdividedintotwoparts:Thefirstpartwasdividedintofourgroups.
Firstly,0,0.75,1.50and3.00mmol/LpropionatewererespectivelyaddedtocultureGIECfor6hours.Thenthetotal
RNAwasextractedfromthecollectedcells.Thesecondpartwasdividedintotwogroups.GIECwasculturedwith0
and3.00mmol/Lpropionate,respectively.ThetotalRNAwasextractedfromthecollectedcellsat3,6,12and24h
afterculturing.qRT-PCRwasemployedforanalysisofmRNAexpressionofkeygenesinthegluconeogenesispathway.
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TheresultsshowedthattherewasnosignificantdifferenceinthemRNAexpressionlevelsofPC,FBP1andPGC1A
withtheadditionof0.75and1.50mmol/Lpropionategroups(P>0.05).The1.50mmol/Lpropionatesignificantly
increasedPCK2 mRNAexpression(P<0.05),while3.00mmol/LpropionatesignificantlyincreasedthemRNA
expressionofPCK2andPGC1A (P<0.05)andupregulatedthemRNAexpressionofPCandFBP1,buttherewasno
difference(P>0.05).Comparedwithuntreatedgroup,3.00mmol/LpropionatesignificantlyincreasedthemRNA
expressionofPCK2andPGC1Aat6h(P<0.01),andthemRNAexpressionofPCandFBP1 wasalsoincreased
(P>0.05).Therewasnoeffectonthekeygenesofgluconeogenesispathwaybetween12and24h(P>0.05).In
conclusion,propionatecaninducemRNAexpressionofkeygenesinthegluconeogenesispathwayingoatintestinal
epithelialcells,andPCK2playsakeyroleinthegluconeogenesispathway.
Keywords propionate;intestinalepithelialcells;gluconeogenesis;glucose

  反刍动物体内的碳水化合物主要经过瘤胃微生

物发酵后生成短链脂肪酸(Shortchainfattyacid,

SCFA,包含乙酸、丙酸和丁酸等),再经过糖异生途

径转变为葡萄糖被机体吸收利用[1]。糖异生的主要

场所是肝脏,肝脏糖异生可产生血液中80%以上的

葡萄糖,因此肝脏糖异生对反刍动物十分重要[2]。
反刍动物肝脏主要以丙酸、氨基酸(AA)、乳酸和甘

油作为糖异生底物合成葡萄糖。丙酸对反刍动物来

说更为重要,因为丙酸是反刍动物肝脏糖异生的主

要底物,可为糖异生提供60%以上的碳源[3]。有研

究发现,向每千克体重的山羊瘤胃灌注1.2g丙酸

后,其血液葡萄糖含量显著升高[4]。奶牛被灌注

160.4g丙酸,可促进犊牛和泌乳中期奶牛肝脏糖

异生[5];体外培养的犊牛肝细胞添加2.50μmol/L
丙酸可促进肝细胞糖异生[6]。在反刍动物围产期,
肝脏糖异生必须持续快速地运转,一旦不能满足其

增加的能量需要,就会出现低血糖和能量负平衡现

象,导致代谢紊乱[2,7]。在人和大鼠中小肠被认为

是糖异生的另一重要器官,在其饥饿和胰岛素依赖

型糖尿病的情况下会出现小肠糖异生现象[8]。小肠

糖异生可能在影响血糖调节的门脉系统中起信号转

导作用[9]。之前的研究已经发现15%~50%的

SCFA可以进入反刍动物消化吸收系统末端[10],这
表明部分SCFA可以到达小肠。所以丙酸可能被

小肠细胞吸收合成葡萄糖满足对能量的需求。
丙酸可以直接促进牛肝细胞糖异生途径相关基

因的表达,包括丙酮酸羧化酶(PC)、细胞质磷酸烯

醇丙酮酸羧激酶(PCK1)和线粒体磷酸烯醇丙酮酸

羧激酶(PCK2)[6]。丙酮酸羧化酶负责将线粒体中

的丙酮酸转化为草酰乙酸,其启动子是通过过氧化

物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子1α(PGC-1α)
的活化而被转录激活[11];PGC-1α可以调节关键的

线粒体基因,这些基因有助于促进糖异生途径[12]。

细胞质磷酸烯醇丙酮酸羧激酶负责将草酰乙酸转化

为磷酸烯醇丙酮酸,这是细胞质糖异生的关键部分。
但是草酰乙酸不能直接穿过线粒体进入细胞质,因
此PCK2 在将草酰乙酸转化为线粒体中的磷酸烯

醇丙酮酸中发挥关键作用。丙酸对山羊小肠上皮细

胞PCK2 mRNA的调控作用尚未被研究。丙酸通

过肠脑轴诱导糖异生关键基因的表达,对糖代谢和

小肠能量稳态有积极的促进作用[13-14]。由瘤胃微生

物产生的SCFA50%~85%直接通过网胃壁吸收,

15%~50%的SCFA不通过网胃吸收,而直接进入

牛的小肠吸收系统[10]。由此,推测丙酸可激活山羊

小肠糖异生基因的表达,因为已经有研究发现山羊

小肠上皮细胞可以运输和吸收丙酸[15],并且丙酸对

维持小肠细胞葡萄糖稳态有促进作用[14]。而Zhan
等[16]研究表明小肠上皮细胞可以吸收和运输丙酸,
并且丙酸可以诱导奶牛小肠上皮细胞糖异生途径关

键基因的表达。
之前的研究均集中在反刍动物肝细胞的糖异生

途径,而丙酸对山羊小肠上皮细胞(GIEC)糖异生相

关限速酶基因表达的影响目前尚不清楚。因此本研

究旨在 探 究 丙 酸 对 GIEC 中 关 键 糖 异 生 基 因

mRNA表达的影响,包括线粒体的 PCK2、PC、果
糖1,6二磷酸酶1(FBP1)和PGC1A,为进一步探

究丙酸对小肠上皮细胞糖异生途径的影响提供理论

依据。

1 材料方法

1.1 试验材料

DMEM/F12培养基、澳洲胎牛血清、非必需氨

基酸(NEAA)、磷酸盐缓冲液(PBS)和胰蛋白酶

(Gibco,美国);丙酸、青霉素、链霉素、两性霉素、L-
谷氨酰胺溶液和乙二胺四乙酸(EDTA)(Sigma,美
国);PrimeScriptTM RT Master Mix 和 SYBR􀆿
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PremixExTaqTM Ⅱ(TaKaRa,中国);荧光定量

96孔板和8连管(Bio-rad,美国);总RNA提取试剂

盒(Tiangen,中国)。试验所用的山羊小肠上皮细胞

GIEC[15]由扬州大学动物培养物保藏与应用研究所

(IACCA)提供。

1.2 试验方法

1.2.1 不同浓度丙酸对GIEC糖异生途径相关基

因表达的影响

将GIEC(每孔2×105 个细胞)接种到6孔板

中,培养24h后进行不同浓度丙酸对GIEC糖异生

途径相关基因表达影响的试验。试验分为4个处理

组,每个处理3个重复。每个处理组分别添加0、

0.75、1.50、和3.00mmol/L丙酸。放置在37℃、

5%CO2 的培养箱中。孵育6h后,消化并收集细

胞进行RNA提取。

1.2.2 丙酸在不同时间点对GIEC糖异生途径相

关基因表达的影响

将GIEC(每孔2×105 个细胞)接种到6孔板

中,培养24h后进行丙酸在不同时间点对GIEC糖

异生途径相关基因表达影响的试验。试验分为2个

处理组,每个处理12个重复。每个处理组分别添加

0和3.00mmol/L丙酸。放置在37℃、5%CO2 的

培养箱中。在培养3、6、12和24h时,每个处理消

化并收集3个重复的细胞进行RNA提取。

1.2.3 总RNA提取

按照总RNA提取试剂盒(Tiangen,中国)提取总

RNA。1%凝胶电泳检测 RNA 完整性。最后,取

1μL提取的样品进行总RNA浓度和纯度的测定。

1.2.4 反转录成cDNA
按照Takara反转录试剂盒进行,整个过程在冰

上操作。反转录体系为10μL,反应条件:37 ℃
15min和85℃5s。

1.2.5 Real-timePCR
荧光定量PCR反应配置总体系为20μL,其中

SYBR􀆿PremixExTaqTMⅡKit10μL;10μmol/L
的PCRForwardprimer和PCRReversePrimer各

0.8μL;WaterPCRgrade6.4μL;cDNA2μL。引

物详情见表1。反应条件:95℃预变性30s;95℃
5s,60℃30s,40个循环,每个样品都有3个重复。
计算方法按照2-ΔΔCt。

表1 荧光定量PCR引物

Table1 Real-timePCRprimers

基因

Gene

引物序列(5'-3')

Primersequence(5'-3')
GenBank序列号

GenBankaccessionNo.

产物大小/bp
Size

PCK2
F:AGAATGTGATCTGAGCCTTC
R:CAGAGGATGAGAGTGTTGTT

XM_018054616.1 132

PC
F:ACCGAGGAGATTACCGATGTG
R:CCGTTGATGCGGATGTTCT

HQ853232.1 107

FBP1
F:TGACGGGAGATCAAGTGAAGAA
R:CACAAGAACACAGGTGGCAAA

HQ853230.1 92

PGC1A
F:AGCCTCTTTGCCCAGATCTT
R:GGCAATCCGTCTTCATCCAC

NM_001285631.1 241

GAPDH
F:CAAAGTGGACATCGTTGCCA
R:TGGAAGATGGTGATGGCCTT

XM_005680968.2 156

1.3 数据统计分析

结果采用“平均数±标准差”表示。运用SPSS
16.0统计软件中的 One-WayANOVA模块进行

单因素方差分析,显著性检验应用 LSD法。P<
0.05表示差异显著,P<0.01表示极显著差异。

2 结果分析

2.1 不同浓度丙酸对 GIEC中糖异生途径关键基

因mRNA表达的影响

采用qRT-PCR分别检测GIEC在不同处理中
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PCK2、PC、FBP1 和 PGC1A mRNA 的 表 达 变 化

(表2)。与未添加丙酸相比,添加3.00mmol/L丙酸

可显著提高PCK2和PGC1A 的mRNA表达量(P<

0.05);不同浓度的丙酸对PC和FBP1 的mRNA表

达量没有显著影响(P>0.05),但是添加3.00mmol/L
丙酸对其表达量有上调的趋势,并且表达量最高。

表2 不同浓度丙酸对GIEC中糖异生途径关键基因 mRNA表达的影响

Table2 EffectofpropionateatdifferentconcentrationsonmRNAexpressionof
keygenesofgluconeogenesispathwayinGIEC

基因

Gene

丙酸浓度/(mmol/L)Concentrationofpropionate

0 0.75 1.50 3.00

PCK2 1.01±0.17b 1.34±0.36ab 1.55±0.04a 1.64±0.23a

PC 1.01±0.13 1.05±0.24 0.81±0.45 1.16±0.81

FBP1 1.02±0.28 1.05±0.53 0.78±0.39 1.26±0.64

PGC1A 1.00±0.01b 0.90±0.24b 0.94±0.29b 1.69±0.22a

  注:同行标注不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

Note:Differentlowercaselettersinthesamerowindicatesignificantdifferences(P<0.05).

2.2 丙酸在不同时间点对 GIEC中糖异生途径关

键基因mRNA表达的影响

GIEC在不同处理时间的PCK2、PC、FBP1和

PGC1AmRNA的表达变化见图1。在孵育3、12和

24h时,与未处理组相比,3.00mmol/L丙酸对

PCK2和PGC1A 的 mRNA表达量没有显著影响

(P>0.05);在孵育6h时,丙酸极显著增加了

PCK2和PGC1A 的mRNA表达量(P<0.01),并
且表 达 量 最 高,且3.00mmol/L 丙 酸 对 PC 和

FBP1的mRNA表达量无显著影响(P>0.05)。

数据标注不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

Dataannotationswithdifferentlowercaselettersmeansignificantdifference(P<0.05).
图1 丙酸在不同时间点对GIEC中糖异生途径关键基因 mRNA表达的影响

Fig.1 EffectsofpropionateatdifferenttimepointsonthemRNAexpressionof
keygenesofgluconeogenesispathwayinGIECBRECs
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3 讨 论

糖异生主要有2种途径:一种是使用 AA、乳
酸、丙酮酸和甘油等经典途径,另一种是使用丙酸作

为糖异生底物的途径[2]。在反刍动物中,后者更为

重要,因为后者负责将60%~74%的丙酸在肝脏中

转化为葡萄糖,而丙酸是迄今为止含量最丰富的生

成葡萄糖的酸(占瘤胃释放有机酸总量的15%~
40%)和糖异生的主要底物[17]。有研究已经证明,

SCFA可以被人体回肠吸收,SCFA是肠腔中的主

要阴离子,是一种易于吸收和代谢的胃肠道特殊能

量来源[18]。此外,15%~50%的SCFA可以进入反

刍动物消化吸收系统末端[10],这表明部分SCFA可

以到达小肠。反刍动物小肠上皮细胞可以运输和吸

收丙酸[15],并且丙酸可以促进牛小肠上皮细胞中糖

异生基因的表达[16],这表明丙酸可能诱导山羊小肠

细胞中关键糖异生基因的表达。以往的研究主要集

中在经典的糖异生途径,但丙酸对山羊小肠上皮细

胞糖异生基因表达的影响尚不清楚。因此本试验主

要研究丙酸对山羊小肠上皮细胞中糖异生途径关键

基因表达的影响。
糖异生途径包含4种关键的限速酶,包括PC、

PCK、FBP1和葡萄糖-6-磷酸酶(G6PC)。PC是生

理上重要的一种调节酶,其使用 HCO-3 作为CO2
源来催化丙酮酸的 ATP依赖性羧化,提供糖异生

中间体补充所需的草酰乙酸[19],草酰乙酸的缺乏会

抑制 三 羧 酸 循 环[20]。本 研 究 结 果 显 示,添 加

3.00mmol/L丙酸可提高PC的mRNA表达量,并
且在6h时其表达量最高。草酰乙酸通过线粒体苹

果酸脱氢酶还原成苹果酸,输出到细胞质中,并通过

细胞质苹果酸脱氢酶氧化以再生草酰乙酸。细胞质

PCK1催化草酰乙酸生成磷酸烯醇丙酮酸,这是糖

异生途径的关键反应。在牛肝细胞中,添加丙酸盐

和环腺苷酸可以提高细胞内PCK1 的表达量,添加

胰岛素可以降低PCK1 的表达量[6]。但目前研究

表明,在GIEC中添加丙酸后PCK1 的表达量并未发

生变化。有趣的是,在本研究中,添加3.00mmol/L
丙酸可显著增强PCK2 的mRNA表达量,并且6h
时 表 达 效 果 最 显 著。Zhan 等[16] 研 究 表 明

3.00mmol/L丙酸也可以显著增加牛小肠上皮细

胞中PCK2 的 mRNA表达量。PCK2的过表达在

人肝脏糖异生和脂质代谢中起重要作用[21]。在单

胃动物的肝脏中,PCK2只占总磷酸烯醇丙酮酸羧

化酶活性的1%~5%[22],但在反刍动物中PCK1和

PCK2的活性大致相同[23]。PCK2催化草酰乙酸在

线粒体中转化为磷酸烯醇丙酮酸,在糖异生中起关

键的限速酶作用。PCK2产生的磷酸烯醇丙酮酸作

为糖异生前体物质,可以直接穿过线粒体膜进入细

胞质进行糖异生,表明PCK2在反刍动物糖异生途

径中发挥了关键作用,效率高于PCK1。PCK1和

PCK2两者表达量的差异有待进一步深入研究。综

上,PCK2在山羊小肠细胞中将草酰乙酸转化为磷

酸烯醇丙酮酸和糖异生途径中起关键作用。

FBP1的功能是催化果糖1,6-二磷酸水解为果

糖6-磷酸。ATP的缺乏会降低FBP1的活性和果

糖6-磷酸的产量,最终降低葡萄糖产量[24]。本研究

结果显示,与未处理组相比,3.00mmol/L丙酸处

理后FBP1 的mRNA表达量提高了23%,并且在

6h时表达量最高,这表明丙酸可以诱导山羊小肠

上皮细胞产生更多的果糖6-磷酸来合成葡萄糖。
本研究还发现,GIEC中添加丙酸后并没有检测到

G6PC 的mRNA表达,与Zhan等[16]在牛小肠上皮

细胞中的研究结果一致。在牛肝细胞中添加丙酸、

cAMP或胰岛素也不会改变G6PC 的 mRNA表达

量[6]。PGC1A是一种调节与能量代谢相关基因的

转录辅激活因子[25]。此外,PGC1A还是一种重要

的蛋白质,可以上调糖异生相关基因的表达,还可以

改变PCK启动子的转录活性以调控肝脏中的PCK
水平[12]。在 本 研 究 中,3.00 mmol/L 丙 酸 处 理

GIEC显著增加了PGC1A 的 mRNA表达量,并且

依然在6h时作用效果最好。

4 结 论

丙酸可以在山羊小肠细胞中诱导糖异生途径关

键基因PCK2、PC、FBP1 和PGC1A 的 mRNA表

达,并且PCK2 在GIEC糖异生途径中发挥关键作

用,为研究丙酸在诱导糖异生关键基因表达方面提

供了新思路。
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