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摘 要：选取不同浓度(0、104、105、106、107、108、109 cfu/mL)的灭活金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)

和不同质量浓度(0.0、0.1、1.0、10.0 µg/mL)的肽聚糖(PG)诱导猪小肠上皮细胞(IPEC–J2)，通过 qPCR 和免疫印迹

试验，检测 RegⅢγ mRNA 和蛋白的表达水平，分析 RegⅢγ 及 P65、P38、c–Jun 氨基末端激酶(JNK)、细胞外调

节蛋白激酶(ERK)等的表达变化，进一步探究 RegⅢγ 表达调控的分子机理。结果表明：灭活 S. aureus 和 PG 对

IPEC–J2 的细胞活力均有抑制作用；与不添加灭活 S. aureus 处理相比，添加灭活 S. aureus 可增加 Reg γ mRNAⅢ

和蛋白的表达，且呈现剂量依赖性，当灭活 S. aureus 浓度达到 109 cfu/mL 时，Reg γ mRNAⅢ 和蛋白的表达水平

极显著增加；同样 PG 也能诱导 Reg γⅢ 蛋白的表达，与不添加 PG 的处理相比，添加 1.0 µg/mL PG 时，Reg γ mRNAⅢ

和蛋白表达水平极显著升高；与不添加灭活 S. aureus 或 PG 的处理相比，添加 109 cfu/mL 灭活 S. aureus 或 1.0 µg/mL 

PG 能显著或极显著提高 IPEC–J2 的 P65、P38、JNK、ERK 等蛋白的表达水平，表明 RegⅢγ 在 IPEC–J2 中的表

达可能是由髓样分化初级应答蛋白(MyD88)下游的核转录因子 κB(NF–κB)和丝裂原活化蛋白激酶(MAPK) 2 条信

号通路途径所调控。 

关 键 词：胰腺再生蛋白  Ⅲ γ(Reg γ)Ⅲ ；金黄色葡萄球菌；肽聚糖(PG)；核转录因子 κB(NF–κB)；丝裂原活化

蛋白激酶(MAPK)；猪小肠上皮细胞(IPEC–J2) 

中图分类号：S828.1   文献标志码：A    文章编号：1007−1032(2022)02−0215−07 
 

Expression regulation mechanism of the pancreatic regenerative  
protein Ⅲ γ in porcine intestinal epithelial cells 

SONG Yunyun1,2，MENG Jianghai1,2，LIU Dan1,2，CAO Bin1,2，ZHAO Yuewen1,2，TIAN Yantao1,2，CHEN Tao1,2* 

(1.College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China; 2.Engineering 
Research Center of Veterinary Drugs of Hunan Province, Changsha, Hunan 410311, China) 
 

Abstract: A group of the concentrations of inactivated Staphylococcus aureus(0, 104, 105, 106, 107, 108, 109 cfu/mL) and 
of peptidoglycan(PG)(0.0, 0.1, 1.0, 10.0 µg/mL) were selected to induce the expression of regenerating protein Ⅲ 
γ(RegIIIγ) in porcine intestinal epithelial cells(IPEC-J2). The levels of RegIIIγ mRNA and protein were detected by 
qPCR and western blot assay, and the expression variations of Reg γ, P65, P38, CⅢ -Jun amino terminal kinase(JNK) and 
extracellular regulatory protein kinase(ERK) were analyzed to further explore the molecular mechanism of Reg γ Ⅲ

expression regulation. The results showed that both inactivated S. aureus and PG had inhibitory effects on cellular 
viability of IPEC-J2. In comparison to the treatment without inactivated S. aureus, the mRNA and protein expression 
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levels of Reg γ was higher in the groups of inactivated Ⅲ S. aureus treatment and showed a does-dependent trend, and the 
mRNA and protein expression levels were significantly increased when the concentration of inactivated S. aureus was 109 
cfu/mL. Similarly, PG also induced the expression of Reg γ. Compared with the treatment without PG, the mRNA and Ⅲ

protein expression levels of Reg γ were significantly higher when PG was 1.0 µg/mL. The expressⅢ ion levels of P65, 
P38, JNK, and ERK in IPEC-J2 were significantly increased by adding 109 cfu/mL inactivated S. aureus or 1.0 µg/mL 
PG, compared with that without adding inactivated S. aureus or PG. These results suggested that the expression of Reg γ Ⅲ

in IPEC-J2 might be regulated by two signaling pathways: nuclear transcription factor κB(NF-κB) and mitogen-activated 
protein kinase(MAPK) downstream of the primary myeloid differentiation response protein MyD88. 

Keywords: regenerating protein Ⅲ γ(Reg γ); Ⅲ Staphylococcus aureus; peptidoglycan(PG); nuclear factor kappa-B 
(NF-κB); mitogen-activated protein kinase(MAPK); the intestinal porcine enterocyte cell line(IPEC-J2) 

 

肠道是哺乳动物体内最大的免疫器官，其黏膜

上皮细胞可产生多种抗菌蛋白(AMPs)家族，如防御

素、溶菌酶、核糖核酸酶和 C 型凝集素等。属于 C
型凝集素中的胰腺再生蛋白  γ(Ⅲ Reg γ)Ⅲ 在小鼠和

人的小肠中表达最为广泛，不仅能够选择性杀死致

病菌且对益生菌有益，参与机体的免疫调节，还可

提高细胞活力，在肠道先天免疫系统中发挥着难以

取代的重要功能[1]。肠道隐窝深处中的潘氏细胞及

杯状细胞是 Reg γⅢ 表达的主要部位[2]。潘氏细胞在

建立和维持肠道菌群[3]、保护宿主防御肠道致病菌

并为邻近的干细胞提供营养等方面有重要作用[4]。

潘氏细胞主要分泌的是 Reg αⅢ [5]，小鼠体内主要分

泌的是 Reg γⅢ [6]，它们能作用于细菌表面肽聚糖

(PG)，瓦解细菌细胞壁的结构，使细胞质泄漏，最

终导致细菌死亡[7]。研究表明，当敲除小鼠 Reg γⅢ

蛋白后，肠道更易患炎症性疾病[8]，而当无菌小鼠

肠道 Reg γⅢ 的表达量较低时，益生菌的定植能明

显增加 Reg γⅢ 蛋白的表达量，且机体炎症得到缓

解[9]。Reg 蛋白在机体受到损伤或受微生物刺激后

会大量表达，但其表达调控的机理并不明确。

VAISHNAVA 等[10]研究发现，髓样分化初级应答蛋

白(MyD88)作为连接几种 Toll 样受体(TLRs)的衔接

蛋白之一，能够控制潘氏细胞 Reg γⅢ 蛋白的表达，

小鼠体内缺乏 MyD88 时，Reg γⅢ 的表达量明显降

低，表明了肠上皮的 TLR–MyD88 信号通路刺激

Reg γⅢ 蛋白的表达[11]；KINNEBREW 等[12]证明了

细菌鞭毛蛋白通过白细胞介素 22(IL–22)能有效诱

导肠上皮细胞和潘氏细胞 Reg γⅢ 蛋白的稳定表达。

可见，MyD88 和 IL–22 这 2 种信号分子在 RegIIIγ
蛋白的表达调控方式中十分关键。 

核转录因子 κB(NF–κB)信号通路在调节机体的

免疫系统、控制细胞的增殖和分化中至关重要，其

中在调节机体慢性炎症和自身免疫性疾病中扮演

着不可或缺的角色[13]。DOU 等[14]在探究宿主防御

肽(HDPs)的表达调控机制时发现，该蛋白的表达主

要通过 NF–κB 途径的激活。LU 等[15]在患有严重皮

炎的小鼠中发现 MyD88 下游信号通路 NF–κB 的激

活，减轻了小鼠体内的炎性症状。CUENDA 等[16]

发现丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路参与各

种细胞内其他的信号传导途径，控制细胞的各个环

节，包括生长、分化和应激反应，同时在癌症发展

中也起着关键作用。MAP3K→MAPKK→MAPK 是

MAPK 链在传递机体细胞之间信号的重要蛋白激

酶，c–Jun 氨基末端激酶(JNK)、细胞外调节蛋白激

酶(ERK)和 P38 是其中主要的 3 种蛋白激酶[17]。 

近年来 RegIIIγ 的相关研究大多集中于小鼠、

大鼠和人类，而有关猪的 RegIIIγ 鲜有研究，尤其

是关于其表达调控的分子机理研究。经过前期大量

的文献查阅及试验准备，笔者选取不同浓度的灭活

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和 PG 诱导

猪小肠上皮细胞(IPEC–J2)的表达，同时应用荧光定

量 PCR、蛋白免疫印迹技术，分别从 mRNA 和蛋

白 2 个水平上检测 Reg γⅢ 及相关通路信号分子

P65、P38、JNK、ERK 蛋白的表达水平，探究猪

Reg γⅢ 蛋白表达的作用分子机理，旨在为解决早期

断奶仔猪产生腹泻的难题提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

IPEC–J2 细胞来源于中国科学院亚热带研究

院；Staphylococcus aureus 为湖南农业大学动物医学

院 417 实验室现有菌株；PG 购于 Sigma。 
胰蛋白胨大豆肉汤培养基购于北京陆桥技术
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有限责任公司；2×PCR Master Mix 购于北京鼎国生

物技术有限公司；Reg γⅢ 一抗由湖南农业大学动物

医学院 417 实验室保存；兔源 P65、鼠源 P38、兔

源 ERK 特异性非磷酸化抗体购于 Proteintech；兔源

JNK 特异性非磷酸化抗体购自北京博奥森生物技

术有限公司。 
ELX800 酶联免疫检测仪和 DYY–20 水平电泳

仪(北京六一仪器厂)；细胞恒温培养箱(Thermo)；
超微量核酸蛋白分析仪(Thermo Fisher)；梯度荧光

PCR 仪(Applied Biosystems)；多功能凝胶成像系统

(上海新振仪器设备有限公司)；超声波破碎仪和

Bio–Rad 凝胶成像系统(伯乐生命医学产品(上海)有
限公司)。 

1.2 方法 

1.2.1 IPEC–J2 细胞活力检测 

取生长旺盛期的 IPEC–J2，用常温 PBS 缓冲液

清洗 2 次，每次 4 mL，再用胰酶消化，当显微镜下

观察到细胞变得比较饱满且细胞之间有明显间隙

时，表示消化完全，此时加入 1 mL 完全培养基停

止消化；轻轻将细胞从培养板吹打收集下来，经

3000 r/min 离心 3 min 后，弃去上清液，加入新的

完全培养基重悬细胞，制备成细胞悬液；吸取 10 µL
细胞母液进行细胞计数，确定细胞母液浓度。取细

胞母液按照 5×103 个/孔的密度接种于 96 孔板，在

倒置显微镜下观察到细胞贴壁且状态趋于稳定后，

弃去 96 孔板中的旧培养基，每孔分别加入 100 µL
不同浓度(0、104、105、106、107、108、109 cfu/mL)
的灭活 S. aureus 或不同质量浓度(0.0、0.1、1.0、10.0 
µg/mL)的 PG 进行药物处理，每个药物组设 3 个重

复组；显微镜下观察细胞铺满板底 70%左右，每孔

加入 10 µL MTT 原液和 100 µL DMEM 培养基，置

于细胞培养箱孵育 4 h 后小心吸出孔内的 MTT 工作

液，向每孔再添加 150 µL 的 DMSO；最后，将 96
孔板置于酶标仪低速振板 10 min，再于 490 nm 波

段处检测各孔吸光值(OD490 nm)，根据 OD490 nm 计算

相对细胞活力。 

1.2.2 IPEC–J2 RegⅢγ mRNA 与蛋白表达检测 

按 1.2.1 的方法，用 0、107、108、109 cfu/mL
的灭活 S. aureus 或 0.0、0.1、1.0、10.0 µg/mL 的

PG 处理 IPEC–J2，再提取 IPEC–J2 的总 RNA 和总

蛋白，检测 RNA 及蛋白的浓度。对样品总 RNA 进

行预处理，去除残留的 gDNA 后进行逆转录合成

cDNA。配置 20 μLRNA 逆转录体系：向 PCR 管中

加入 4 μL 4×gDNA wiper Mix，4 μL 5×HiScript  Ⅱ

qRTSuperMixⅡ和 2 µL 模板 RNA，最后加 DEPC
水补足至 20 µL。设置程序为 50 ℃下反应 2 min，

85 ℃下反应 5 s。设计 Reg γⅢ 相关引物序列，筛选

合适的引物交由武汉塞维尔生物技术有限公司合

成。PCR 八连管配置 20 μL 体系：每管中需加入 10 
μL 2×qPCR Mix；上、下游引物各 0.5 µL；1 μL 
cDNA；RNase free ddH2O 补足至 20 μL。qPCR 反

应程序：94 ℃预变性 30 s；94 ℃变性 5 s，60 ℃退

火延伸 30 s，循环 40 次。采用 2–ΔΔCt 法计算 Reg γ Ⅲ

mRNA 的相对表达量。同时采用 BCA 法测定提取

的细胞总蛋白浓度，将样品中的蛋白于高温下变性

后进行 SDS–PAGE 电泳，随后切胶、转膜、封闭、

孵育 Reg γⅢ 、GAPDH 抗体，并将转完的 PVDF 膜

置于凝胶成像系统中进行显影。 

1.2.3 IPEC–J2 的 P65、P38、JNK、ERK 蛋白表达

水平检测 

按 1.2.1 的方法，用 0、109 cfu/mL 的灭活 S. 
aureus 或 0.0、1.0 µg/mL 的 PG 处理 IPEC–J2 24 h，

随后提取细胞总蛋白：弃掉细胞培养上清，用 PBS
缓冲液清洗并收集细胞，再用 RIPA 裂解液将细胞

裂解完全，静置大约 30 min 后 4 ℃下 12 000 r/min
离心 10 min，收集上清，即为总蛋白。采用 BCA
法测定蛋白浓度。 

1.2.4 数据统计与分析 

数据运用 Excel 2017 进行统计分析及绘图。 

2 结果与分析 

2.1 不同浓度灭活 S. aureus 和 PG 对 IPEC–J2
细胞活力的影响 

从图 1 可知，随灭活 S. aureus 或 PG 浓度的递

增，IPEC–J2 细胞活力慢慢降低，但不同灭活 S. 
aureus 或 PG 浓度处理间细胞活力的差异无统计学

意义，其中 107、108、109 cfu/mL 灭活 S. aureus 的

抑制较明显，后续选择此浓度进行试验。 
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图 1 不同浓度灭活 Staphylococcus aureus 或 PG 处理的 IPEC–J2 的细胞活力 

Fig.1 The cells activity of IPEC-J2 treated with different concentrations inactivated Staphylococcus aureus or PG    
2.2 不同浓度灭活S. aureus和PG诱导对 IPEC– 

J2 RegⅢγ mRNA 与蛋白表达的影响 

从图 2 可知，随灭活 S. aureus 浓度的增加，

Reg γ mRNAⅢ 和蛋白的表达水平呈上升趋势；与不

添加灭活 S. aureus 的处理相比，添加 108 cfu/mL 灭

活 S. aureus 处理的 Reg γ mRNAⅢ 和蛋白的表达水

平显著增加；添加 109 cfu/mL 灭活 S. aureus 处理的

Reg γ mRNAⅢ 和蛋白的表达水平极显著增加。本研

究中，灭活 S. aureus 能够诱导 Reg γⅢ 蛋白的表达，

109 cfu/mL 的 S. aureus 浓度是诱导 IPEC–J2 表达

Reg γⅢ 的最佳浓度，后续试验也选择此浓度。 

 

a、b、c、d 分别为添加 0、107、108、109 cfu/mL 灭活 S. aureus 的处理；图柱上“*”“**”分别示该处理与不添加灭活 S. aureus 的处理

间的差异分别在 0.05、0.01 水平有统计学意义。 

图 2 灭活 Staphylococcus aureus 处理的 IPEC–J2 RegⅢγ mRNA 和蛋白的表达水平 
Fig.2 The expression levels of RegⅢγ mRNA and protein in IPEC-J2 treated with inactivated Staphylococcus aureus  

从如图 3 可知，与不添加 PG 的处理相比，PG 对 IPEC–J2 的处理显著提高了 Reg γ mRNAⅢ 和蛋 

 
a、b、c、d 分别为添加 0.0、0.1、1.0、10.0 µg/mL PG 的处理；图柱上“*”“**”分别示该处理与不添加 PG 的处理间的差异分别在 0.05、

0.01 水平有统计学意义。 

图 3 PG 处理的 IPEC–J2 RegⅢγ mRNA 和蛋白的表达水平 
Fig.3 The expression levels of RegⅢγ mRNA and protein in IPEC-J2 treated with PG 
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白的表达水平，其中，PG 质量浓度为 1.0 µg/mL 时，

Reg γⅢ 的 mRNA 和蛋白表达水平极显著升高，且

为各处理中的最高。可见，PG 能够诱导 Reg γⅢ 蛋

白的表达，1.0 µg/mL 的 PG 浓度是诱导 IPEC–J2

表达 Reg γⅢ 的最佳浓度。 

 

2.3 灭活 S. aureus 和 PG 对 IPEC–J2 细胞 P65、

P38、JNK、ERK 蛋白表达水平的影响 

由图 4 可知，与不添加灭活 S. aureus 的处理相

比，添加 109 cfu/mL 灭活 S. aureus 处理的 IPEC–J2

显著提高了 P65、JNK、ERK 蛋白的表达水平，极

显著提高了 P38 蛋白的表达水平。 

 
a、b 分别为添加 0、109 cfu/mL 灭活 S. aureus 的处理；图柱上“*”“**”分别示添加 0、109 cfu/mL 灭活 S. aureus 的处理间蛋白相对表

达量的差异分别在 0.05、0.01 水平有统计学意义。 

图 4 灭活 Staphylococcus aureus 诱导的 IPEC–J2 P65、P38、JNK、ERK 蛋白的表达水平 
Fig.4 The expression levels of P65, P38, JNK and ERK proteins in IPEC-J2 induced by inactivated Staphylococcus aureus   

由图 5 可知，与不添加 PG 的处理相比，添加

1.0 µg/mL PG 处理的 IPEC–J2 P65 和 P38 蛋白的表

达水平显著升高，JNK、ERK 蛋白的表达水平极显

著升高。 

 
a、b 分别为添加 0.0、1.0 µg/mL PG 的处理；图柱上“*”“**”分别示添加 0.0、1.0 µg/mL PG 的处理间蛋白相对表达量的差异分别在

0.05、0.01 水平有统计学意义。 

图 5 PG 诱导的 IPEC–J2 P65、P38、JNK、ERK 蛋白的表达水平 
Fig.5 The expression levels of P65, P38, JNK and ERK protein in IPEC-J2 induced by PG  

3 结论与讨论 

杜霞等[18]研究显示，在刚出生的仔猪(0 周)肠

道即可检测到 Reg γⅢ 蛋白的表达，同时具有随发

育进程不断增加的趋势。这可能由于某些微生物进

入肠道后，在某种程度上诱导了 Reg γⅢ 蛋白的表

达。UDOMSOPAGIT 等[19]研究表明，不同的饮食

方案能改变小鼠肠道菌群的组成，诱导 Reg βⅢ 和

Reg γⅢ 表达水平的变化。HUANG 等[20]研究发现，

与 Reg γⅢ 相关的乳杆菌能诱导抗炎巨噬细胞迁移

到脂肪组织中并维持其稳态。本研究中，选取不同

浓度(0、104、105、106、107、108、109 cfu/mL)的灭

活 S. aureus 或不同质量浓度(0.0、0.1、1.0、10.0 

µg/mL)的 PG 作用于 IPEC–J2，灭活 S. aureus 和 PG

对 IPEC–J2 的细胞活力均有抑制作用；随后选取 0、

107、108、109 cfu/mL 的灭活 S. aureus 或 0.0、0.1、

1.0、10.0 µg/mL 的 PG 处理 IPEC–J2，检测到 Reg γ Ⅲ

mRNA 和蛋白的相对表达量都增加，其中 109 

cfu/mL 的灭活 S. aureus 和 1.0 µg/mL 的 PG 是诱导
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IPEC–J2 表达 Reg γⅢ 的最佳浓度。后续信号通路相

关蛋白的检测也将选择此浓度。 

NF–κB 和 MAPK 在机体的免疫系统中有着十

分重要的作用。WANG 等[21]在研究牛乳腺炎的致病

机制时，发现在 S. aureus 刺激牛乳腺上皮细胞

(bMECs)中，抑制性 κBα、P65、P38、ERK 蛋白磷

酸化水平有较大提高，表明 S. aureus 对 NF–κB 和

MAPK 信号通路产生了一定的影响。MA 等[22]在哮

喘小鼠模型中发现 TLR2 参与炎症反应过程，在肺

组 织 中 检 测 到 NF–κB–P65 、 P38–MAPK 、

JNK–MAPK 和 ERK–MAPK 等信号因子。当敲除

TLR2 基因，哮喘小鼠气管炎症明显减轻，其机制

可能通过抑制 NF–κB 和 MAPK 信号通路来缓解炎

症。本研究中，为进一步探究 Reg γⅢ 表达的作用

分子机理，检测了 NF–κB 和 MAPK 信号通路中的

P65、P38、JNK、ERK 蛋白的表达水平，结果显示，

灭活 S. aureus 或 PG 刺激 IPEC–J2 24 h 后，P65、

P38、JNK、ERK 等蛋白表达水平显著或极显著提

高，这说明 Reg γⅢ 蛋白表达量的增加可能是由

NF–κB–P65 、 P38–MAPK 、 JNK–MAPK 、 ERK– 

MAPK 通路所调控。 
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