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组合添加雌激素和催乳素对奶牛乳腺上皮细胞

酪蛋白合成的影响
金亚亚  李大彪*  孙梅  母晓佳  曹越  郝怡泓

(内蒙古农业大学动物科学学院, 动物营养与饲料科学自治区高等学校重点实验室, 呼和浩特 010018)

摘要      为了探讨组合添加雌激素和催乳素对奶牛乳腺上皮细胞(BMECs)酪蛋白合成的影响

及作用机制, 以课题组前期筛选出的最佳雌激素和催乳素浓度为基础, 开展组合添加试验。雌激

素和催乳素的添加总量为300 ng/mL, 根据二者的添加比例分为试验I组(对照组, 不添加雌激素和

催乳素)、试验II组(雌激素׃催乳素=51׃)、试验III组(雌激素׃催乳素=21׃)和试验IV组(雌激素׃催乳

素=12׃)。采用MTT法检测细胞增殖情况; qRT-PCR法检测酪蛋白合成、mTOR信号通路和JAK2-
STAT5信号通路相关基因表达情况; 蛋白印迹法检测细胞中α酪蛋白和β酪蛋白水平。结果显示, 与
对照组相比, 试验II、III、IV组均显著增加了BMECs的增殖率, 提高了BMECs中CSN1S1、CSN3、
AMPK、PI3K、AKT、mTOR、eIF4E、JAK2、STAT5、ERβ和PRLR的基因表达水平(P<0.05); 试验

III组和试验IV组显著提高了BMECs中CSN2的基因表达水平(P<0.05)。与对照组相比, 试验II组和

IV组显著增加了BMECs的α酪蛋白和β酪蛋白表达量(P<0.05), 其中α酪蛋白的表达量分别提高了

22.7%和38.6%, β酪蛋白的表达量分别提高了62.9%和102.9%。试验III组β酪蛋白的表达量显著高

于对照组(P<0.05), 而α酪蛋白表达量与对照组无显著差异。综合细胞增殖和酪蛋白表达的结果, 
组合添加100 ng/mL雌激素和200 ng/mL催乳素的试验IV组对BMECs酪蛋白合成的促进效果最佳。

关键词      奶牛乳腺上皮细胞; 雌激素; 催乳素; 酪蛋白

Effects of Estrogen and Prolactin on Casein Synthesis of Bovine 
Mammary Epithelial Cells
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(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Key Laboratory of Animal Nutrition 

and Feed Science at Universities of Inner Mongolia Autonomous Region, Hohhot 010018, China)

Abstract       In order to explore the effect of combined addition of estrogen and prolactin on the synthesis of 
casein in dairy BMECs (bovine mammary epithelial cells) and the mechanism of action, the research team conduct-
ed a combined addition experiment based on the optimal estrogen and prolactin concentration screened in the early 
stage. The total amount of estrogen and prolactin added is 300 ng/mL. According to the ratio of the two additions, 
they are divided into test group I (control group, no estrogen and prolactin), test group II (estrogen׃prolactin=51׃), 
test group III (estrogen׃prolactin=21׃) and test group IV (estrogen׃prolactin=12׃). MTT method was used to de-
tect cell proliferation; qRT-PCR method was used to detect casein synthesis, mTOR signaling pathway and JAK2-
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STAT5 signaling pathway related gene expression; Western blot method was used to detect the levels of α-casein 
and β-casein in cells. The results showed that compared with the control group, the test groups II, III, and IV signifi-
cantly increased the proliferation rate of BMECs, and increased CSN1S1, CSN3, AMPK, PI3K, AKT, mTOR, eIF4E, 
JAK2, STAT5, ERβ and PRLR in BMECs. The test group III and test group IV significantly increased the gene ex-
pression level of CSN2 in BMECs (P<0.05). Compared with the control group, test groups II and IV significantly 
increased the expression of BMECs α-casein and β-casein (P<0.05), and the expression of α casein increased by 
22.7% and 38.6%, respectively. The protein expression increased by 62.9% and 102.9%, respectively. The expres-
sion of β-casein in group III was significantly higher than that of the control group (P<0.05), while the expression 
of α-casein was not significantly different from that of the control group. Based on the results of cell proliferation 
and casein expression, the combination of 100 ng/mL estrogen and 200 ng/mL prolactin in test group IV had the 
best effect on promoting the synthesis of BMECs casein.

Keywords        bovine mammary epithelial cells; estrogen; prolactin; casein  

乳蛋白作为乳中最重要的营养物质之一, 包含

所有人体需要的氨基酸, 且比例适宜, 酪蛋白是牛乳

中的主要蛋白质, 在乳蛋白中占比达到80%以上[1]。

酪蛋白分为4类, 即αs1酪蛋白、αs2酪蛋白、β酪蛋

白和κ酪蛋白, 它们分别由不同的多肽链和不同数量

磷酸化的丝氨酸残基组成。由于酪蛋白全部是在乳

腺中利用从血液摄取的氨基酸从头合成的, 因此, 酪
蛋白的含量直接反映了乳腺合成乳蛋白的能力。

泌乳激素与乳蛋白合成密切相关。有研究观

察到, 乳产量和乳成分含量不同的奶牛, 血清中泌乳

相关激素的水平存在差异[2]。前人研究发现通过给

泌乳奶牛注射生长激素和催乳素(prolactin, PRL)均
能提高乳产量和乳蛋白的产量[3-5]。在体外培养的

BMECs中, 也证实PRL、胰岛素、氢化可的松、雌

激素等均能够促进BMECs中蛋白质的合成[6-7]。泌

乳激素能够促进编码乳蛋白的基因转录[8]。JAK2-
STAT5通路是一条激素刺激细胞因子信号转导的

通路, 泌乳激素与它们各自的表面受体结合后激活

JAK2, 活化的JAK2分子使受体自身的酪氨酸发生

磷酸化。在JAK激酶的作用下, STAT5的酪氨酸被

磷酸化。活化的STAT5从细胞质进入到细胞核中与

它们的靶基因(例如CSN2)结合从而调控基因的转

录[9]。泌乳激素还通过调节蛋白质翻译机制以增强

乳蛋白mRNA翻译来调节牛奶蛋白合成[10]。哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)能够被激素、细胞因子、

营养物质(氨基酸)和细胞能量状态(高ATP/ADP比
值)所激活; 活化的mTOR能引起蛋白质翻译相关元

件4EBP1和S6K1的磷酸化水平增加, 促进mRNA翻

译增加, 进而导致蛋白质合成增多[11]。

雌二醇(estrogen, E2)能调控乳汁的生成, 降低

乳糖及乳脂的分泌, 提高乳蛋白的含量[12]。PRL具
有刺激乳腺生长发育、启动乳汁合成以及维持泌乳

等功能[13]。本课题组前期研究发现, 在体外培养的

BMECs中, 单独添加适宜水平的PRL和E2能促进酪

蛋白合成[14]。有研究指出, 在荷斯坦奶牛日粮中添

加微生态制剂(PM发酵粉)能够调节血清中E2、孕

酮和PRL水平, 促进奶牛泌乳[15]。处于泌乳中期的

荷斯坦奶牛注射17β-雌二醇, 可以提高血清中PRL
的含量, 并显著增加乳蛋白的含量[13]。这表明PRL
和雌二醇不仅能单独发挥促进BMECs酪蛋白合成

的作用, 且二者之间还存在相互作用关系。那么, 
PRL和E2之间是否存在促进酪蛋白合成的最佳组成

比例目前尚不明。为此, 本研究旨在向体外培养的

BMECs中添加不同比例的E2和PRL的组合剂, 探究

其对BMECs增殖和酪蛋白合成的影响, 并通过检测

mTOR和JAK2-STAT5通路关键信号分子转录水平, 
初步探索其作用机制, 为调控奶牛乳成分合成提供

理论依据。

1   材料与方法
1.1   细胞与试剂

本研究中所涉及的实验动物的饲养和使用经

内蒙古农业大学动物饲养和使用委员会和中国农业

部批准 (批准号 : GB/T35892-2018)。奶牛乳腺上皮

细胞采自北亚清真屠宰场; DMEM/F12(12491-015)、
葡萄糖 (A2494001)、氢化可的松、E2、胶原酶 II、
青–链霉素、胰蛋白酶/乙二胺四乙酸(EDTA)均购自

Gibco公司 ; PRL购自以色列ProsPec公司 ; 四甲基偶
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氮唑盐 (MTT)(298-93-1)购自美国AMRESCO公司 ; 
胰岛素转铁蛋白溶液 (ITS)(41400045)、胎牛血清

(FBS)和PBS购自美国Hyclone公司; PCR引物和基因

序列购自内蒙古洪阳生物有限公司 ; 总RNA提取试

剂盒和实时定量PCR试剂盒均购自日本TaKaRa公
司 ; 75 cm2细胞培养瓶 (430720)和6孔培养板和96孔
板购自Corning公司 ; 酪蛋白多克隆抗体 (ab166596)
购自Abcam公司。β-Actin(4970T)购自Cell Signaling
公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养及处理      采集北亚清真屠宰场中

国荷斯坦奶牛乳腺组织 , 用含有3× 双抗 (300 IU)的
PBS清洗乳腺组织外层 , 迅速带回实验室。将乳腺

组织用含有3× 双抗的PBS清洗3次, 将乳腺组织反复

剪碎成1 mm3的小块, 采用胶原酶消化法对组织进行

消化。消化结束后组织过80目筛 , 将过滤液收集至

离心管中150 ×g离心8 min, 弃上清 , 将细胞沉淀悬

浮于生长培养基中, 接种至75 cm2(瓶底面积)的培养

瓶中 , 待细胞生长至80%汇合后 , 用0.25%的胰蛋白

酶采用差速消化法对奶牛乳腺上皮细胞进行纯化。

纯化后的细胞生长至80%汇合时, 饥饿培养16 h, 更换

含E2和PRL的诱导培养基 (在DMEM/F12的基础加入

不同水平E2和PRL)。E2和PRL的添加剂量参照本课

题组前期试验结果设置 [14], 确定添加激素的总浓度为

300 ng/mL, 不同的处理组为PRL和E2的不同添加比

例, 分别为试验I组(对照组, 不添加E2和PRL)、试验

II组 (E2׃PRL=51׃, E2和PRL浓度分别为250 ng/mL和
50 ng/mL)、试验 III组 (E2׃PRL=21׃, E2和PRL浓度分

别为200 ng/mL和100 ng/mL)和试验IV组(E2׃PRL=12׃, 
E2和PRL浓度分别为100 ng/mL和200 ng/mL), 继续培

养细胞24 h后收集细胞进行后续试验。

1.2.2   细胞鉴定      将BMECs细胞接种于6孔板中, 
当细胞生长至70%~80%汇合时取出6孔板, 用PBS小
心清洗细胞表面2~3次。用4%多聚甲醛在室温下固

定细胞约30 min, 再用0.2%的TritonX-100处理细胞

10 min, 使细胞更通透 , 之后将6孔板置于摇床上用

PBS清洗3次, 每次5 min。在6孔板中加入含有1%明

胶的PBS, 室温下封闭30 min后加入鼠抗人角蛋白18
单克隆一抗抗体 50稀释׃1) )室温振荡孵育1 h。孵育

结束后回收抗体 , 6孔板中加入PBS置于摇床上清洗

3次 , 每次5 min。之后加入FITC标记的山羊抗小鼠

IgG二抗抗体 50稀释׃1) ), 摇床振荡30 min。振荡结

束后加入PBS清洗3次, 每次5 min。在倒置相差荧光

显微镜下观察并拍照。

1.2.3   MTT检测细胞增殖      细胞活力的检测采用

MTT法。96孔板中每孔接种1×104的BMECs, 将96孔
板放入5% CO2、37 °C的恒温培养箱中 , 培养至细胞

汇合80%时, 弃去上清, 添加饥饿培养基, 饥饿16 h, 再
更换含有不同浓度E2的DMEM/F12培养基继续培养

24 h, 本实验每个处理组设5个重复。加入诱导培养基

培养至20 h时, 96孔板每孔加入5 μL浓度为5 mg/mL的
MTT, 继续培养4 h。培养结束, 取出96孔板, 弃上清液, 
每孔加入二甲基亚砜(DMSO) 200 μL, 振荡10 min, 在
490 nm处测定吸光度 (D)值。细胞相对增殖率 (rela-
tive growth rate, RGR)=试验组D490/对照组D490。

1.2.4   qRT-PCR检测基因表达      不同浓度的诱导培

养基处理BMECs 24 h后用胰酶-EDTA消化细胞, 将消

化下来的细胞移入离心管中, 1 280 r/min离心8 min, 弃
去上清 , 用PBS吹打清洗 , 在1 280 r/min离心3 min, 
收集细胞沉淀, 提取细胞中总RNA, 逆转录为cDNA, 
以 cDNA为模板进行PCR扩增。2–∆∆Ct法计算基因相

对表达水平。以GAPDH、UXT和β-actin为内参。引

物序列见表1。
1.2.5   蛋白印迹法检测酪蛋白水平      按照1.2.4方
法收集细胞沉淀于1.5 mL EP管中 , 用RIPA试剂提

取细胞中总蛋白 , 经BCA法测定蛋白含量后 , 进行

SDS-PAGE电泳。将分离蛋白转至PVDF膜 , 封闭液

37 °C封闭1 h。加入兔多克隆一抗(1000 1׃), 4 °C孵
育过夜。加入羊抗兔二抗IgG(1000 2׃), 室温孵育1 h。
滴加化学发光试剂, 避光显影后, 曝光拍照。

1.3   统计学分析

利用SPSS 26.0软件分析试验数据。多组间比

较用单因素方差分析, 进一步两两比较采用LSD-t检
验。P<0.05表示差异显著, 有统计学意义。

2   结果
2.1   BMECs的鉴定

采用荧光免疫染色法对BMECs进行鉴定。由

图1可知, 原代培养的乳腺上皮细胞大多数呈卵圆

形, 细胞之间连接成片, 呈鹅卵石样单层生长。由图

2可知培养的BMECs骨架蛋白CK-18表达呈阳性, 说
明本实验分离培养的细胞是BMECs。
2.2   组合添加E2和PRL对BMECs增殖率的影响

由图3可知, 与对照组相比, 组合添加处理组均
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表1   引物序列

Table 1   Primer sequences 
基因

Genes
序列

Sequences
GenBank登录号

GenBank accession No.
长度/bp
Length /bp

GAPDH F: 5′-GTT TGT GAT GGG CGT GAA C-3′
R: 5′-CAG TCT TCT GGG TGG CAG TGA T-3′

XM-001034034.1 177

β-actin F: 5′-GCC ATG AAG CTG AAG ATG AC-3′
R: 5′-CCT TCT GCA GCT CAG ATA TG-3′

NM-173979 124

UXT F: 5′-CAG CTG GCC AAA TAC CTT CAA-3′
R: 5′-GTG TCT GGG ACC ACT GTG TCA A-3′

NM-005163 224

CSN1S1 F: 5′-TTC CCT CTT TCA TAC TGT GAA GTC GT-3′
R: 5′-GGC TAT GGC TCC TAA GCA CA-3′

NM_181029.2 192

CSN2 F: 5′-AGC TCT CCA CCA GTG AGG AA-3′
R: 5′-GCA AGG CGA ATT TCT GGT AA-3′

NM_174528.2 116

CSN3 F: 5′-CCA GCT GCA GTT AGG TCA C-3′
R: 5′-GGT GGA ATG GCC ATA AAT GAT-3′

NM_174294. 148

AMPK F: 5′-TTA CTT GGC AAC GAG CCC AC-3′
R: 5′-CCC TGG GAG TTT CAG CAA C-3′

NM-001167633   98

PI3K F: 5′-GGT GCG AGA GGA GTG GAC AA-3′
R: 5′-CGG GAC AGG TGG AAG AAC AGC-3′

NC_041784.1 117

AKT F: 5′-CCT GCT CTC TGG GCT ACT CAA-3′
R: 5′-CAC GAT GCT GGC GAA GAA-3′

NM_005163 210

mTOR F: 5′-TGT GGA GTT TGA GGT GAA GC-3′
R: 5′-ATT ATC AAA GAA GGG CTG CAC-3′

XM_002694043.1 199

STAT5 F: 5′-TGT GGA GTT TGA GGT GAA GC-3′
R: 5′-ATT ATC AAA GAA GGG CTG CAC-3′

NM_001012673 203

4EBP1 F: 5′-GAA CTC ACC TGT GAC CAA GA-3′
R: 5′-CTC AAA CTG TGA CTC TTC ACC-3′

BC120290.1 302

S6K1 F: 5′-ATG AAA GCA TGG ACC ATG GG-3′
R: 5′-CCG GTA TTT GCT CCT GTT AC-3′

NM- 205816.1 101

eIF4E F: 5′-GAA GAC TTT TGG GCT CTG TAC-3′
R: 5-′CAG CTC CAC ATA CAT CAT CAC-3′

NM-174310.3   82

JAK2 F: 5′-CAA GAC CAG ATG GAT GCC CAG-3′
R: 5′-ACT CGA ACT GCT AGG TCTCTGA-3′

XM_005209981.4 103 101

ER-ɑ      F: 5′-CGG TGG ATG TGG TCC TTC TCT-3′
R: 5′-AGG GAA GCT CCT ATT TGC TCC-3′

Z49257 187

ER-β       F: 5′-GCT AAC CTG CTG ATG CTC CTG TCT C-3′
R: 5′-GCC CTC TTT GCT CTC ACT GTC CTC-3′

EU847291 220

PRLR F: 5′-GAT GAC TGT GAG GAC CCA GCA-3′
R: 5′-AAG GCC ATG TGG AAG ATT TG-3′

NM_174155 165

图1   纯化后的BMECs
Fig.1   Purified bovine mammary epithelial cells

200 μm
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显著提高了BMECs的增殖率(P<0.05)。试验IV组

BMECs的增殖率显著高于试验II组和III组, 试验II组
又显著高于试验III组(P<0.05)(图3)。
2.3   组合添加E2和PRL对BMECs酪蛋白合成及

相关基因表达的影响

2.3.1   组合添加E2和PRL对BMECs酪蛋白合成的

影响      由图4可知 , 与对照组相比 , 组合添加PRL
和E2均上调BMECs酪蛋白的基因表达 , 其中试验

II、III和 IV组显著上调了CSN1S1和CSN3的基因表

达 (P<0.05); 试验 III组和 IV组显著上调了CSN2的基

因表达(P<0.05)。试验IV组CSN1S1、CSN2和CSN3
基因表达显著高于试验 II组和 III组 (P<0.05)。试验

II组CSN3基因表达量显著高于试验III组, 而CSN2表
达量显著低于试验 III组 (P<0.05), 试验 II组和 III的
CSN1S1表达量无显著差异(P>0.05)。
2.3.2   组合添加E2和PRL对BMECs mTOR信号通

路相关基因表达的影响      由图5可知, 试验II、III
和 IV组BMECs的AMPK、PI3K、AKT、mTOR和

eIF4E的基因表达均显著高于对照组 (P<0.05)。试

验 IV组AKT、PI3K和 eIF4E基因表达显著高于试

验 II组和 III组 (P<0.05)。试验 III组和 IV组AMPK
基因表达显著高于试验 II组 (P<0.05)。试验 II组和

IV组 S6K1基因表达显著高于试验 III组 (P<0.05)。
试验 II组和 III组 4EBP1基因表达显著低于对照组

(P<0.05), 试验 IV组4EBP1表达量与对照组无显著

差异(P>0.05)(图5)。
2.3.3   组合添加E2和PRL对BMECs JAK2-STAT5信
号通路相关基因表达的影响      由图6可知 , 试验 II
组、III组和 IV组BMECs的JAK2和STAT5基因表达

均显著高于对照组 (P<0.05)。试验 IV组的 JAK2和
STAT5基因表达显著高于试验II组和III组; 试验II组
的STAT5基因表达显著高于试验 III组 (P<0.05)。试

验 II组和 III组 JAK2表达量无显著差异 (P>0.05)(图
6)。
2.3.4   组合添加E2和PRL 对BMECs E2和PRL受体

基因表达的影响      由图7可知, 试验IV组BMECs

图2   BMECs免疫荧光鉴定

Fig.2   BMECs identification by immunofluorescence

200 μm

同一组数据肩标中不含相同字母表示差异显著(P<0.05); 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05)。
The same group of data without the same letter in the shoulder indicates significant difference (P<0.05), while with same superscript means no signifi-
cant difference (P>0.05).

图3   组合添加E2和PRL对BMECs增殖率的影响

Fig.3   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on proliferation in BMECs
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同一组数据肩标中不含相同字母表示差异显著(P<0.05); 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05)。
The same group of data without the same letter in the shoulder indicates significant difference (P<0.05), while with same superscript means no 
significant difference (P>0.05).

图5   组合添加E2和PRL对BMECs mTOR信号通路相关基因mRNA表达的影响

Fig.5   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on mRNA expression of genes involved in 
mTOR signaling pathway in BMECs
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同一组数据肩标中不含相同字母表示差异显著(P<0.05); 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05)。
The same group of data without the same letter in the shoulder indicates significant difference (P<0.05), while with same superscript means no 
significant difference (P>0.05).

图4   组合添加E2和PRL对BMECs酪蛋白合成基因表达的影响

Fig.4   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on mRNA expression of casein in BMECs
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的ER-α基因表达显著高于对照组、试验II组和III组
(P<0.05), 试验II组和III组ER-α基因表达高于对照

组, 但统计分析差异不显著(P>0.05)。试验II组、III

组和IV组BMECs的ER-β和PRLR基因表达均显著高

于高于对照组(P<0.05)。试验IV组PRLR基因表达

显著高于试验II组和III组(P<0.05), ER-β的表达试验
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II组、III组和IV组无显著差异(P>0.05)。
2.4   组合添加E2和PRL对BMECs酪蛋白表达量

的影响

由图 8可知 , 与对照组相比 , 试验 II组和 IV组

BMECs的α酪蛋白表达量显著增加(P<0.05), 分别提

高了1.23倍和1.39倍 , 试验 III组α酪蛋白表达量与对

照组无显著差异 (P>0.05)。试验 II组、III组和 IV组

BMECs 的β酪蛋白表达量均显著增加 (P<0.05), 与
对照组相比分别提高了 1.63倍、1.66倍和 2.03倍。

试验 IV组BMECs的α酪蛋白和β酪蛋白表达量显著

高于试验II组和III组(P<0.05)。

3   讨论 
3.1   组合添加E2和PRL对BMECs增殖的影响

奶牛乳腺细胞的生长发育, 以及乳腺细胞内一

系列的代谢活动依靠激素间协同调控。妊娠期间奶

牛乳腺快速发育, 生长激素、E2、黄体酮、PRL等
激素刺激乳腺上皮细胞增殖[16]。在反刍动物乳腺上

皮细胞培养中, PRL具有维持乳腺细胞数量及分化

状态的作用。本实验研究结果表明, PRL浓度高于

E2处理组的BMECs增殖率显著高于PRL浓度低于

E2的处理组。有研究指出, E2对乳腺发育的影响可

能是通过PRL调控的E2信号通路和E2受体基因表

同一组数据肩标中不含相同字母表示差异显著(P<0.05); 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05)。
The same group of data without the same letter in the shoulder indicates significant difference (P<0.05), while with same superscript means no 
significant difference (P>0.05).

图6   组合添加E2和PRL对BMECs JAK-STAT信号通路相关基因mRNA表达的影响

Fig.6   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on mRNA expression of genes involved in 
JAK-STAT signaling pathway in BMECs
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图7   组合添加E2和PRL对BMECs和催乳素受体相关基因mRNA表达的影响

Fig.7   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on mRNA expression of hormone receptor in BMECs
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达来实现的[17]。MULDOON等[18]研究发现, PRL能
增强小鼠乳腺中ER的活性。本研究得出, PRL与E2
比例为21׃时, ER-α基因表达和BMECs的RGR显著

高于对照组和其他处理组, 这与前人研究结果相一

致。STAT5和AKT介导的信号通路有维持细胞生长、

保护细胞免疫不同细胞凋亡因子影响的作用。从

STAT5与AKT的基因表达量可以看出, 当PRL与E2比
例为21׃时, 二者基因表达均显著高于对照组和其他

处理组, 这与细胞活力检测结果相一致。

3.2   组合添加E2和PRL对BMECs酪蛋白合成的

影响

酪蛋白是牛奶中的一种分泌蛋白 , 是哺乳期犊

牛必需氨基酸和钙的主要来源。酪蛋白在分娩后大

量表达 , 并在哺乳期的乳腺腺泡中持续供给 [19]。激

素在乳腺发育以及合成蛋白的过程中不仅能单独发

挥作用 , 而且还能协同调控乳腺的发育以及乳成分

的合成。PRL和糖皮质激素在分娩前后分泌增加 , 
调节乳蛋白中β酪蛋白的表达 [20]。ZHOU等 [21]研究

表明 , PRL能在翻译水平上促进BMECs β酪蛋白的

表达。KOBAYASHI等 [22]在体外培养的乳腺上皮细

胞中添加PRL, 结果表明PRL促进了入BMECs β酪蛋

白的表达及分泌。LIU等[23]研究发现, 葡萄糖调节蛋

白能刺激PRL和E2的表达 , 通过mTOR信号通路在

翻译水平上促进酪蛋白的生成。BUSER等 [24]研究

发现, 糖皮质激素在乳腺细胞内促进PRL的分泌, 通
过上调STAT5的表达促进了BMECs酪蛋白的表达。

研究发现 , JAK-STAT通路相关蛋白受到PRLR的调

控 [25], 通过激活 JAK-STAT途径 , PRL与膜上受体结

合调节BMECs乳蛋白合成[26]。JAK2是负责PRLR和
STAT5磷酸化的酪氨酸激酶 , 在沉默 JAK2基因表达

的情况下 , 分娩前后乳腺上皮细胞的增殖和分化减

少了95%[27]。而高STAT5磷酸化水平促进细胞炎症

反应的发生 [28]。JAK2-STAT5信号通路高表达可增

加奶牛乳腺炎的发生[29]。

本研究结果表明, 组合添加E2和PRL时, 当PRL
浓度高于E2时 , BMECs酪蛋白以及mTOR和 JAK2-
STAT5信号通路相关基因的表达均高于对照组和

PRL浓度低于E2的处理组。LI等 [30]研究发现 , 在
BMECs中添加PRL和适宜剂量的氨基酸能够上调

eIF4E和S6K1, 下调 4EBP1的基因表达量 , 并促进

BMECs酪蛋白的合成。ZHANG等 [31]研究发现 , 在
BMECs的培养基中添加 PRL和葡萄糖 , 能够上调

同一组数据肩标中不含相同字母表示差异显著(P<0.05); 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05)。
The same group of data without the same letter in the shoulder indicates significant difference (P<0.05), while with same superscript means no 
significant difference (P>0.05).

图8   组合添加E2和PRL对BMECs 酪蛋白表达量的影响

Fig.8   Effect of mixed supplementation of E2 and PRL on expression of casein in BMECs
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AMPK、JAK和STAT5的基因表达量 , 并促进CSN2
和CSN3的蛋白表达量。这表明本研究与前人的研

究结果一致 , 其原因可能是当PRL的浓度高于E2时 , 
PRL与其受体结合 , 激活mTOR和 JAK2-STAT5信号

通路 , 进而有效促进酪蛋白的表达 ; 而当E2浓度大

于PRL时 , 高浓度的E2抑制了PRL的作用 , 减少了

BMECs酪蛋白的合成。

综上所述, 组合添加100 ng/mL E2和200 ng/mL 
PLR(即E2:PLR=2:1)对BMECs酪蛋白合成的促进效

果最佳。E2和PRL协同调控酪蛋白合成的分子机制

还有待深入研究。
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