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Ga lectin - 2基因在断乳仔猪胃肠道
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摘要 :从仔猪的十二指肠组织中克隆 Galectin - 2基因 ,研究 Galectin - 2在仔猪不同组织中的分布情况 ,并采用

荧光定量 PCR检测仔猪断奶前后其在胃肠道组织的表达差异情况 ;结果表明 :克隆的猪 Galectin - 2基因序列

被 GenBank收录 (收录号 : FJ424704) ,其主要在胃肠道组织中表达 ,与断乳前相比 ,在断乳后 Galectin - 2的 mR2
NA表达在胃、回肠、结肠组织显著上调 ( P < 0. 05) ,而在十二指肠 ,空肠和盲肠中的表达与对照组相比差异不

显著。
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　　Abstract: The coding sequence of Ga lectin - 2 was cloned from the duodenum tissure of p iglet. The gene

exp ression of Galectin - 2 was amp lified by RT - PCR in various p iglet tissues. The fold changes of Galectin -

2 mRNA were detem ined by Realtime PCR and the differences in the exp ression between the p re - weaning

p iglets’gastrointestinal tract and that of the post - weaning ones were compared. The result showed that the

full length of Galectin - 2 was 532 bp, and accep ted by GenBank (Accession: FJ424704). Ga lectin - 2 was in2
tensely exp ressed in gastrointestinal tract and the Galectin - 2 mRNA exp ression was significantly raised in

gaster, ileum and colon after weaning( P < 0. 05).
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生物体中 50%以上的蛋白质都是糖蛋白 ,糖结构的多样化可能导致蛋白质功能的多样化 ,这在生

命科学中具有重要意义 ,而凝集素因其能选择性识别糖结构并与之非共价结合 ,从而引起了国内外研究

者的兴趣。凝集素根据来源可分为微生物凝集素、植物凝集素和动物凝集素 [1 ]。半乳糖凝集素 (Galectins)
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作为动物凝集素的一员 ,在细胞黏附、凋亡 ,机体的炎症反应 ,免疫调节以及肿瘤的转移等生理和病理过

程中发挥重要作用 [ 2 ]
,受到生物学家和免疫学家的关注。

仔猪早期断奶由于受到生理、营养和环境的突然改变 ,加上消化道发育不完善 ,容易引起“早期断

奶综合症”,表现为采食量下降、生长受阻、腹泻 ,其中一个主要原因是仔猪免疫力差导致对胃肠道疾病

特别敏感。研究发现 , Galectins可以与胃、肠黏膜上的黏蛋白和上皮表面的多糖蛋白复合物结合 ,形成

的复合物可使上皮表面耐受腔内物质 ,如胃酸、消化酶和外源微生物的破坏 [ 3 ]。因此在仔猪断乳过程

中 ,半乳糖凝集素可能对断奶后仔猪的消化生理、胃肠道环境和免疫状态的变化起到一定的作用。Pac2
lik等 [ 4 ]人研究显示 Galectin - 2主要在肠上皮细胞区室表达 ,与固有层的单核细胞结合 ,但关于猪 Ga2
lectins的报道几乎很少见 ,因此本实验选择 Galectins家族中的一员 Galectin - 2,从仔猪组织中克隆了

Galectin - 2基因 ,并研究了断奶前后其在胃肠道组织的表达差异 ,为深入研究动物凝集素在仔猪断乳应

激过程中的作用打下基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　组织来源　随机选取健康断乳仔猪 ,颈部放血处死 ,分别取心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、大脑、

小脑、食管、胃、十二指肠、空肠、回肠、结肠、盲肠和肠淋巴结组织 ;以 28日龄为断乳时间 ,选择断乳前和

断乳后各 7 d的仔猪各 3头 ,颈部放血处死 ,分别取胃、十二指肠、空肠、回肠、盲肠和结肠 ,经 PBS液处

理。将所有组织放入液氮速冻 ,置 - 80 ℃的超低温冰箱保存。实验样本来自郑州新大牧业有限公司提

供的大白和长白杂交的二元健康仔猪。

1. 1. 2　主要试剂　PureYield
TM

RNA M idip rep System (购自 Promega, USA ) ; dNTP - m ix (购自 Tiangen,

Beijing) ; Trizol(购自 Invitrogen, USA ) ; oligo ( dT) 15 (购自 Tiangen, Beijing) ; M - MLVReverseTranscrip tase

(购自 Promega, USA ) , Rnase - Inhibitor (购自 Promega, Shanghai) ; 2 ×Taq DNAMasterM ix (购自 Tian2
gen, BeiJ ing) ; pMD19 - Tvector (购自 TakaRa, Dalian) ; Agaose Gel DNA Purification Kit Ver. 2. 0 (购自

TakaRa, Dalian) ; 2 ×SYBR real - time PCR p rem ixture (购自 B ioteke, Beijing)。

1. 2　方法

1. 2. 1　目的基因的克隆　以报道的哺乳动物 Galectin - 2基因序列对猪 ESTs库和 UniGene进行搜索 ,

利用搜索的 ESTs拼接序列设计 1对特异性克隆引物 :上游 : 5’- AGAGCTGTCGTGAGGAGTTG - 3’; 下

游 : 5’- AGGAACAGCAGGTAGGAACC - 3’。取断乳 7 d健康仔猪十二指肠组织 0. 1 g,采用 Trizol法提

取总 RNA ,分光光度计 ND - 1000检测总 RNA的浓度和纯度。使用 M - MLV反转录酶反转录得到 cD2
NA,以此为模板进行 PCR扩增 , 95 ℃预变性 5 m in,然后 95 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸

40 s,循环 35圈 ,最后 72 ℃延伸 10 m in。扩增产物用 TakaRa Agaose Gel DNA Purification Kit Ver. 2. 0

进行纯化后连接到 pMD19 - T载体上 ,转化到 DH5α感受态细胞。由上海生工生物工程技术服务有限

公司测序。

1. 2. 2　Galectin - 2的组织分布 　采用 Trizol法提取健康断乳仔猪的心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、大

脑、小脑、肠淋巴结、食管、胃、十二指肠、空肠、回肠、结肠和盲肠等 15个组织的 RNA ,使用 M - MLV反

转录酶反转录得到 cDNA。根据克隆出的 Galectin - 2基因序列设计 1对定量引物 ,上游 : 5’- AG2
ATCGATGATGACGCTGATGGCT - 3’;下游 : 5’- ACATGTGACTGTCTCGTTGCTCCT - 3’。同时选取

R PL4作为内参 ,根据 GenBank中猪的 R PL4 (登录号 : DQ845176)基因序列设计 1对特异性引物 ,上游 :

5’- CAAGAGTAACTACAACCTTC - 3’;下游 : 5’- GAACTCTACGATGAATCTTC - 3’,采用 RT - PCR方

法 ,分析 Galectin - 2在各组织的表达情况。

1. 2. 3　荧光实时定量 PCR分析仔猪断奶前后 Galectin - 2在胃肠道组织的表达差异　 (1)总 RNA的提

取和逆转录反应。分别取断乳前 7 d和断乳后 7 d健康仔猪的胃、十二指肠、空肠、回肠、结肠和盲肠组

织各约 300 mg。按 PureYield
TM

RNA M idip rep System说明书分别提取总 RNA, Nuclease - Free W ater溶

解总 RNA ,分光光度计 ND - 1000检测总 RNA的浓度和纯度。使用M - MLV反转录酶反转录得到 cDNA。
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图 1　Galectin - 2基因电泳结果

Fig. 1　Electrophoresis of amp lified p roduct of

Lam inaria japonica Galectin - 2 gene

　　1.心 ; 2.肝 ; 3.脾 ; 4.肺 ; 5.肾 ; 6.大脑 ; 7.小脑 ; 8. 食管 ; 9. 肠淋巴结 ; 10.

胃 ; 11.十二指肠 ; 12.空肠 ; 13.回肠 ; 14.盲肠 ; 15.结肠。

　　1. Heart; 2. L iver; 3. Sp leen; 4. Lung; 5. Kidney; 6. The brain; 7. Cere2
bellum; 8. Esophagus; 9. Intestinal lymph nodes; 10. Stomach; 11. Duodenum;

12. Jejunum; 13. Ileum; 14. Caecum; 15. Colorectal.

图 2　Galectin - 2和 RPL4基因在猪不同组织中的表达电泳结果

Fig. 2　Electrophoresis anslysis of in different tissues

of the Porcine Galectin - 2 and RPL4

　　 (2)绘制标准曲线。将得到的 cDNA样品混合后进行 10倍的梯度稀释 ,使用含有 10 - 1倍、10 - 2倍、

10
- 3倍、10

- 4倍和 10
- 5倍 DNA原液的稀释液作为反应模板进行目的基因和内参基因的荧光定量 PCR,

反应结束后根据 C t值计算标准曲线斜率 ( SLOPE)和相关系数 ,并计算扩增效率 E = 10
- (1 / SLOPE)

,根据溶

解曲线判断产物特异性。

(3) SYBR荧光实时定量 PCR。将未断乳和断乳仔猪的胃、十二指肠、空肠、回肠、结肠和盲肠组织

的 cDNA作为实时荧光定量 PCR的反应模板 ,每个样品均作复孔以减少操作误差 ,每个样品均有内参

基因 R PL4作为对照。实时荧光定量 PCR通过 Mastercycler ep Realp lex ( eppendorf)仪器运行 PCR,反应

体系 : SYBR Green M ix 10μL、上下游引物各 0. 25μL (10 pmol/μL) , cDNA 2μL, Nuclease - Free W ater

7. 5μL,反应程序 : 95 ℃ 1 m in (预变性 )后进入循环 , 95 ℃ 20 s (变性 ) , 60 ℃ 20 s (退火 ) , 72 ℃ 20 s

(延伸 ) ,重复 40个循环 ,设置在延伸阶段收集荧光信号。扩增完毕后 ,进行熔解曲线分析以确定扩增

产物的特异性 ,温度从 60 ℃缓慢递增到 95 ℃,连续测定样品的荧光强度以获取熔解曲线。

(4)定量 PCR数据分析 [ 5 - 6 ]。以 R PL4基因为内参 ( reference) ,以断乳前仔猪组织的 mRNA表达量

作为对照组 ,通过公式对断乳后仔猪样品组织中 Galectin - 2相对表达量进行计算 : R atio =

Etarget
△C t target( contro l - samp le)

/Ereference
△C t ref( contro l - samp le) ) ,其中 R atio: mRNA相对表达量 ; Etarget :目的基因扩增效率 ;

Erefe rence :内参基因扩增效率 , C tcontro l :对照组的 C t值 , C tsamp le :样品组的 C t值。对 mRNA相对表达量采用

SPSS11. 5统计软件分析处理 ,组间差异比较用 t检验。

2　结果与分析

2. 1　G a lec tin - 2的克隆及序列分析

Galectin - 2的 PCR产物经 12 g/L的琼脂糖凝

胶电泳 ,显示扩增到 1个片段约 532 bp的条带 (图

1) ,与估计的目的基因位置相近。切胶回收后 ,进

行连接、转化、涂板、挑斑后 ,进行阳性克隆筛选。送

样测序得到 Ga lectin - 2的基因序列。序列被 NCB I

收录 ,接受号 : FJ424704。

2. 2　组织分布

取猪的 15种组织 :心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾

脏、大脑、小脑、食管、胃、十二指肠、空肠、回肠、结

肠、盲肠、子宫和肠淋巴结组织的 cDNA,采用 RT -

PCR方法 ,同时扩增 RPL4和 Galectin - 2,结果如图 2。

由图可知 , Ga lectin - 2主要在仔猪胃肠道组织中有

分布 ,条带亮度较高 ,而在脾、食

管及脑等组织中未见表达。

2. 3　仔猪断奶前后 G a lec tin - 2

的在胃肠道组织的表达差异

2. 3. 1　标准曲线 　内参基因

R PL4和目的基因 GAL - 2的扩

增效率分别为 Ereference = 1. 96,

Etarge = 1. 66,标准曲线的相关系

数在 0. 98以上 ,反应良好 ,所用

引物可特异性扩增 DNA序列 ,经

过 40个循环后 ,扩增产物的熔解

温度均高于 80 ℃ (图 3,图 4 ) ,

熔解曲线只有单一的尖锐陡峰 ,

表明各个产物特异性都很高 ,经电泳检测 ,大小与产物长度符合 ,说明扩增反应符合定量要求。
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图 3　RPL4熔解曲线图

Fig. 3　RPL4 melting curve

图 4　Galectin - 2熔解曲线图

Fig. 4　Galectin - 2 melting curve

图 5　Galectin - 2在断乳前后仔猪胃肠道组织的表达差异

Fig. 5　The fold change of Galectin - 2 mRNA between p re - and

post - weaning p iglet gastrointestinal tract

2. 3. 2　断奶前后 Galectin - 2的在胃肠道的

表达差异　Galectin - 2在断乳前和断乳后仔

猪胃肠道基因的表达差异见图 5。由图 5可

知 ,与断乳前相比 ,在断乳后 Galectin - 2的基

因表达在胃组织上调了 24. 28倍 ( P = 0. 017) ,

在回肠上调了 1. 87倍 ( P = 0. 031) ,在结肠

上调了 1. 38倍 ( P = 0. 041) ,而在十二指肠、

空肠和盲肠的表达与对照组相比差异不显著

( P > 0. 05)。

3　讨　论

Galectins是动物凝集素的一种 ,又被称

为 S型凝集素 [ 7 ]
,因其含有特殊的保守氨基

酸序列和对β -半乳糖具有亲合性而得名。

Galectins在很多生理和病理过程中扮演重要角色 ,比如细胞 -细胞黏附、细胞生长调节、细胞的凋亡、炎

症反应、免疫调节及肿瘤的转移等。研究表明 , Galectins可能是免疫细胞动态平衡的主要调整者 [ 8 ]
,可

通过调节细胞的存活和信号 ,参与炎症性反应的动态平衡 [ 9 - 10 ]。

胃肠道是体内最大的免疫和内分泌器官 ,肠道形态结构的完整性是肠道一切功能正常发挥的基础。

断乳后仔猪肠道易发生过敏反应 ,其结构和功能将发生损伤性变化 ,出现绒毛萎缩、隐窝增生 ,养分消化

吸收障碍、腹泻。Junko等 [ 11 ]利用原位杂交技术检测 Galectins亚群在小鼠消化道的分布情况 ,结果发现

Galectin - 2, Ga lectin - 3, Ga lectin - 4 /6, Ga lectin - 7在消化道的高度表达 , Paclik等发现 Galectin - 2能诱

导肠上皮黏膜 T细胞凋亡 [ 4 ]
, Ohtkae等 [ 12 ]报道 Galectin - 2是保护胃黏膜和维持其完整性的主要相关

蛋白 ,但目前尚未见断乳应激对仔猪胃肠道组织中 Galectin - 2的表达影响的报道。本试验的研究显示

出断乳前后 Ga lectin - 2在肠道组织表达量都比较高 ,表明其可能对仔猪胃肠道上皮细胞的稳态平衡、

宿主菌之间的相互作用和黏膜免疫发挥着重要作用 ,但具体机制有待深入研究。
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