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不同浓度氨基酸对仔猪原代肝细胞尿素循环的影响
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摘要: 【目的】研究不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细胞尿素循环的影响及其机理。【方法】5日龄仔猪门静脉灌流

后从中分离纯化出肝细胞并进行培养，在培养基中添加不同浓度的氨基酸(分别为猪血液中氨基酸生理浓度的 1、

2 和 4 倍)，24 h 后收集上清和细胞。用比色法检测上清中尿素、底物氨和细胞中氨的浓度以及谷氨酰胺酶

(Glutaminase, GLS)和谷氨酰胺合成酶(Glutamine synthetase, GS)的活性，实时荧光定量 PCR法检测细胞中氨甲酰

磷酸合成酶 1(Carbamyl phosphate synthetase 1, CPS1)、精氨基琥珀酸合成酶(Argininosuccinate synthetase, ASS)、精

氨琥珀酸裂解酶(Argininosuccinate lyase, ASL)、鸟氨酸氨甲酰转移酶(Omithine transcarbamylase, OTC)和精氨酸酶

(Arginase, ARG)等尿素循环相关酶基因 mRNA的表达。【结果】4倍氨基酸组显著提高了仔猪原代肝细胞培养上清

中氨和尿素的浓度，增强了细胞中 GLS的活性。荧光定量 PCR结果表明，4倍氨基酸组显著提高了细胞中 CPS1、

ASS 和 ASL 等基因 mRNA的表达。1.0和 2.0 mmol·L–1 的 NH4Cl显著促进细胞尿素的合成。【结论】在仔猪原代肝

细胞中，高浓度氨基酸可以通过提高 GLS的活性等途径加速氨的积累，促进 CPS1、ASS、ASL 等尿素循环相关酶基

因 mRNA的表达，从而促进尿素的生成。
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Effects of different concentrations of amino acids on urea cycle
in primary porcine hepatocytes

ZHANG Mengyuan†, ZHUANG Lu†, WAN Xiaojuan, SHU Gang, WANG Lina,
ZHU Xiaotong, GAO Ping, WANG Songbo, JIANG Qingyan

(College of Animal Sciences, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】To investigate the effects of different concentrations of amino acids on urea cycle in primary

hepatocytes isolated from piglet, and explore the potential mechanism.【Method】Primary hepatocytes isolated from

5-day old piglet were cultured in medium containing different concentrations of amino acids (AA)(1, 2, or 4 times of

physiological concentration in serum). After 24 h, the supernatant and cells were collected. Urea and ammonia

concentrations in the supernatant, glutaminase(GLS) and glutamine synthetase(GS) activities and ammonia

concentration in cells were examined by colorimetry. The mRNA expression of genes involved in urea cycle,

including carbamyl phosphate synthetase 1(CPS1), Argininosuccinate synthetase(ASS), Argininosuccinate lyase(ASL),

Omithine transcarbamylase (OTC), Arginase (ARG) were detected by qRT-PCR.【Result】Urea and ammonia

concentrations in the supernatant, and GLS activity in cells were significantly elevated in 4×AA group. Meanwhile,

4×AA remarkably increased the mRNA expression of CPS1, ASS and ASL genes in hepatocytes. NH4Cl at 1.0 and 
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2.0 mmol·L–1 concentrations significantly promoted urea synthesis in the cell.【Conclusion】High concentration of

AA might accelerate ammonia accumulation by GLS and enhance the expression of the urea cycle enzymes (CPS1,

ASS and ASL), which contribute to increased production of urea.

Key words:  piglet; primary hepatocyte; amino acid; urea cycle; ammonia; gene expression; enzyme activity
  

尿素循环本质上是一个将神经毒素氨转化为

水溶性尿素的过程，是精氨酸、鸟氨酸和瓜氨酸的

内源性生产的唯一来源，也是清除蛋白质周转造成

的废氮的主要机制[1]，从而避免高氨血症的发生。

该循环是包括 6 个步骤的系列生化反应[2]，有 6 种
酶参与调控，依次为 N–乙酰谷氨酸合成酶(N-acetyl
glutamate synthetase, NAGS)、氨甲酰磷酸合成酶

1(Carbamyl phosphate synthetase 1, CPS1)、精氨基琥

珀酸合成酶(Argininosuccinate synthetase, ASS)、精
氨琥珀酸裂解酶(Argininosuccinate lyase, ASL)、鸟
氨酸氨甲酰转移酶(Omithine transcarbamylase,
OTC)和精氨酸酶(Arginase, ARG)[1-2]。

在哺乳动物体内，尿素的合成几乎都是发生在

肝脏中，动物肝脏通过提高对氨基酸的利用，合成

更多的能够促进机体生长和发育的功能性蛋白，可

提高日粮氮素的利用效率[3]。尿素氮是蛋白质代谢

的产物，能较准确反映动物体内蛋白质代谢和氨基

酸平衡情况。动物机体将氨基酸分解代谢产生的氨

转化成尿素，其中在靠近门静脉的肝细胞通过谷氨

酰胺酶 (Glutaminase ,  GLS)和谷氨酰胺合成酶

(Glutamine synthetase, GS)的作用可以控制氨的去

向[4]。高蛋白日粮下，门静脉游离氨基酸浓度会上

升 2~4 倍左右，导致氨基酸代谢加强，氨的累积增

多，而氨是一种有毒性的代谢产物，影响机体神

经系统，如不能及时转化成尿素，会影响机体正常

代谢[5-6]。

目前氨基酸对尿素循环的影响及其分子机制

在细胞水平上仍有待研究。CPS1 基因在人肝癌细

胞系中并不表达[7]，因此本研究以仔猪原代肝细胞

为研究对象，研究不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝

细胞尿素循环的影响及其可能机制，旨在开展氨基

酸与尿素循环相关规律的研究，建立氨基酸与尿素

循环相关规律的代谢模型，为提高猪体内氮素营养

的利用提供试验依据。

1   材料与方法

1.1    材料

健康的 5 日龄二元杂母猪，购自广东省增城市

华泰大型养殖场。新生胎牛血清(FBS)、青霉素/链

霉素、胰蛋白酶液为 GIBCO公司产品，无氨基酸培

养基购自上海江莱生物有限公司，IV 型胶原酶、

RIPA 蛋白裂解液为百泰克公司产品，反转录试剂

和 RT-PCR试剂为 TaKaRa公司产品。BCA蛋白浓

度测定试剂盒购自 Thermo Scientific 公司，血氨测

定试剂盒(比色法)、GLS 检测试剂盒(比色法)和
GS 测定试剂盒(比色法)均购自南京建成生物科技

有限公司，尿素检测试剂盒(比色法)购自 Sigma
公司。

1.2    试验方法

1.2.1　肝细胞的分离和培养　根据华南农业大学

动物科学学院生理生化实验室参照 Farrell[8]创立的

剪切消化法改良的原位 2 步灌流法分离纯化得到

5 日龄仔猪原代肝细胞，铺板于 6 孔板内(接种密度

为 1×106 mL–1，2 mL·孔–1)，置于 37 ℃、CO2 体积分

数为 5% 与饱和湿度条件下的细胞培养箱内培养，

4  h 细胞贴壁后，用生长培养液 (含体积分数为

10% 的 FBS 及 100 U·mL–1 青霉素、100 μg·mL–1

链霉素的基础培养液)全量换液，尽量去除死细胞与

组织碎片，待细胞生长至覆盖培养孔约 70%面积时

改用含不同浓度氨基酸(1×、2×和 4×)的培养基(含
100 nmol·L–1 胰岛素，100 nmol·L–1 地塞米松和

1 mg·L–1 生长激素)，其中 1倍氨基酸的浓度(相当于

猪血液中氨基酸的生理浓度)为：L–丙氨酸, 350;
L–精氨酸, 100; L–天冬酰胺, 50; L–天冬氨酸, 20;
L–胱氨酸, 75; L–谷氨酸, 75; 甘氨酸, 250; L–组氨

酸, 100; L–异亮氨酸, 150; L–亮氨酸, 200; L–赖氨

酸, 200; L–蛋氨酸, 75; L–苯丙氨酸, 100; L–脯氨酸,
200; L–丝氨酸, 200; 牛磺酸, 100; L–苏氨酸, 200;
L–色氨酸, 75; L–酪氨酸, 100; L–缬氨酸, 250; L–谷
氨酰胺, 500[9]，单位均为μmol·L–1。并在 1倍氨基酸

组的基础上，采用 0.5、1.0、2.0、4.0和 8.0 mmol·L–1

的 NH4Cl处理肝细胞，以检测不同浓度的氨对仔猪

原代肝细胞培养上清中尿素浓度的影响。

1.2.2　指标测定　尿素通过偶联酶促反应测定，有

色产物通过比色法(570 nm)进行测定，检测结果与

样品中的尿素含量成正比；血氨采用无蛋白滤液法

测定；GLS 测定以 37 ℃ 下每小时催化谷氨酰胺产

生 1 μmol氨为 1个酶活性单位(U)；GS测定以 37 ℃
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条件下 15 min内催化形成 1 μmol γ–谷氨酰氧肟酸

所需要的酶量为 1个酶活性单位(U)。
仔猪原代肝细胞总 RNA 的抽提使用 1 步法

RNA抽提试剂 TRIzol，常规方法抽提，用 Oligo(dT)
引物和 AMV 反转录酶进行反转录，RT-PCR 反应

体系为 SYBR Premix Ex Taq，上、下游引物和 cDNA
模板，以β-actin 为内参，荧光定量 PCR 法检测尿素

循环相关酶基因，即 CPS1、ASS、ASL、OTC 和

ARG 基因 mRNA 的表达。相关基因的引物序列见

表 1。

1.3    统计分析

试验结果用平均值±标准误表示。采用 SPSS
17.0 软件进行统计分析，对不同处理组间的数值进

行 t 检验。

2   结果与分析

2.1    不同浓度的氨基酸对细胞培养上清中尿素浓

度的影响

如图 1 所示，4 倍氨基酸组细胞上清中尿素的

浓度显著高于对照组(1×)(P<0.05)，提示 4倍氨基酸

组肝细胞向培养液中释放更多的尿素。

2.2    不同浓度的氨基酸对底物氨浓度的影响

为了探究肝细胞尿素释放差异的原因，我们进

一步检测了尿素生成的底物氨的浓度。结果如图 2所
示，细胞培养上清中 4 倍氨基酸显著促进了氨的浓

度，而不同浓度的氨基酸对细胞内氨的浓度无显著

影响(P>0.05)。提示高浓度氨基酸组能够代谢产生更

多的氨，从而促进了尿素的生成。氨在肝细胞内不会

形成累积，多余的氨会被释放到胞外用于尿素的合成。

 

表 1   荧光定量 PCR 所用引物序列

Tab. 1    The primer sequences used for real-time quantitative PCR
 

基因 GenBank编号 序列(5′→3′) 退火温度/℃ 产物/bp

β-actin DQ452569.1
F: CCACGAAACTACCTTCAACTC
R: TGATCTCCTTCTGCATCCTGT

56 185

OTC XM_003130228.1
F:GAATGTTCGATGTAGGTGGG
R: GATAGAATGGAGGTGGTTGC

58 208

CPS XM_003480407.1
F:ACCCTTTCTATTACGGTGATATCG
R:GGCATCAAGATCTTCTCAAAGAC

58 191

ASS NM_001113288.1
F: GCTGTGGAGGAAATCAACAAC
R: GGTACTGCGTGTAGTCGCAG

56 169

ASL HQ662564.1
F: CTCTTCCTGCTCATGATCTCCTTC
R:GTGACATGTTGTAGAGAATGGGGT

61 178

ARG NM_001044622.1
F: AACAGGCACGGAAGTTTACAG
R: CATTGGGCTGTAGGAAAGAGAC

57 206
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*表示与对照组(1×)差异显著(P<0.05，t 检验)。

图 1    不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细胞培养上清中尿

素浓度的影响

Fig. 1    Effects of different concentrations of amino acids on
urea concentration in the culture supernatant of
primary porcine hepatocytes
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*表示与相同测定位置的对照组(1×)差异显著(P<0.05，t 检验)。

图 2    不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细胞内及培养上清

中氨浓度的影响

Fig. 2    Effects of different concentrations of amino acids on
ammonia concentration in primary porcine
hepatocytes and in the culture supernatant of
primary porcine hepatocytes
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2.3    不同浓度的氨基酸对尿素循环关键酶活性的

影响

为了探究氨的主要来源，我们检测了仔猪原代

肝细胞内 GLS和 GS的活性水平，结果显示 4倍氨

基酸显著促进了 GLS 活性(图 3A)，但氨基酸浓度

对 GS 活性无显著影响(图 3B)，提示氨基酸浓度的

提高会选择性的促进 GLS的表达。

 

2.4    不同浓度的氨基酸对尿素循环相关酶基因表

达的影响

为了研究不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细

胞尿素循环影响的分子机制，采用荧光定量 PCR法

检测了参与尿素循环相关酶基因 mRNA 的表达。

结果如图 4 显示，4 倍氨基酸可以显著提高 CPS1、
ASS 和 ASL 基因 mRNA 的表达，而各组间 OTC 和

ARG 基因 mRNA的表达水平无显著差异。

2.5    不同浓度的氨对细胞培养上清中尿素浓度的

影响

如图 5 所示，在 1 倍氨基酸组的基础上，1.0 和

2.0 mmol·L–1 的 NH4Cl显著促进细胞上清中尿素的

生成，而氨浓度达到 4.0 和 8.0 mmol·L–1 的高浓度

组和对照组(0 mmol·L–1)相比无显著差异，提示氨基

酸调节尿素循环的主要因素是氨，而氨的浓度如果

超出肝细胞所能承受生理范围，会造成肝细胞尿素

循环紊乱。

3   讨论与结论

猪活体中，当氨基酸平衡合适时，氨基酸可以

更好的发挥功能，提高了氨基酸的利用效率，血清

尿素氮浓度才会下降。研究表明过高的日粮蛋白质

会加重消化道和肝脏的负担，影响其他营养物质(如
碳水化合物等)的吸收和代谢，导致代谢性酸中毒，

影响心血管功能 [ 1 0 ]。也有研究表明，日粮蛋白
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*表示与对照组(1×)差异显著(P<0.05，t 检验)。

图 3    不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细胞尿素循环关键酶活性的影响

Fig. 3    Effects of different concentrations of amino acids on activities of the key enzymes involved in urea cycle in primary
porcine hepatocytes
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*表示与对照组(1×)相同基因的表达量差异显著(P<0.05，t 检验)。

图 4    不同浓度的氨基酸对仔猪原代肝细胞尿素循环相关

酶基因表达的影响

Fig. 4    Effects of different concentrations of amino acids on
the mRNA expression of the enzymes involved in
urea cycle in primary porcine hepatocytes
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*表示与对照组(0 mmol·L-1)差异显著(P<0.05，t 检验)。

图 5    不同浓度的氨对仔猪原代肝细胞培养上清中尿素浓

度的影响

Fig. 5    Effects of different concentrations of ammonia on
urea concentration in the culture supernatant of
primary porcine hepatocytes
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质水平每下降 1 个百分点，粪、尿氮的释放量就下

降 10%[11]。

尿素循环利用是动物机体内源氮去向最重要

的组成部分。动物机体将氨基酸分解代谢产生的氨

转化成尿素，通过谷氨酰胺酶(GLS)和谷氨酰胺合

成酶(GS)的作用控制氨的去向。GS 是将谷氨酸和

氨合成为谷氨酰胺，而 GLS把谷氨酰胺分解为谷氨

酸和氨，占肝脏氨生成量的 40%，生成的氨被运输

到靠近肝静脉的肝细胞中[12]。有研究表明在动物活

体水平上高蛋白组(蛋白质质量分数为 13.5%)日粮

可促进日粮氮在动物机体的沉积，高蛋白质水平可

以提高尿素氮和氨态氮的浓度[13]，研究结果与本试

验一致。我们研究发现，当肝细胞周围的氨基酸浓

度上升到 4 倍于氨基酸的生理水平，细胞中谷氨酰

胺酶的活性显著增强，细胞上清中尿素和氨的浓度

也有显著升高，结果也表明氨基酸的代谢产物可以

发挥调节作用，促进尿素合成。其原因可能在于活

体血液中过高浓度的谷氨酰胺是有毒性的，靠近门

静脉的肝细胞会增强谷氨酰胺酶的表达，促进谷氨

酰胺转化成谷氨酸，从而释放出氨[14]。高浓度的氨

基酸虽然保证了机体对氨基酸的需求，但是氨基酸

代谢的加强会选择性地促进谷氨酰胺酶的表达[15]，

加速氨的积累，提高肝脏中尿素的合成，从而降低

日粮氮素的利用效率。

为研究氨基酸对仔猪原代肝细胞尿素循环影

响的分子机制，我们用不同浓度的氨基酸处理肝细

胞，检测了参与尿素循环相关酶基因的 mRNA 表

达。结果发现，高浓度的氨基酸可以显著提高 CPS1、
ASS 和 ASL 基因的 mRNA 表达，而各组间 OTC 和

ARG 基因的 mRNA 水平无显著差异。表明当氨浓

度超出生理合理范围(0.2~0.3 mmol·L–1)[16]，就会刺

激 CPS1、ASS 和 ASL 基因的 mRNA 水平上调，而

OTC 和 ARG 是表达相对稳定的酶，对外界条件的

变化不敏感。CPS1是尿素循环的第 1步，也是该反

应的限速酶，有文献报道，当日粮蛋白供应过高或

缺少碳水化合物等能量供应时，CPS1 基因的 mRNA
水平会显著上调[17-18]，与本试验研究结果一致。也有

文献报道，在大鼠血管平滑肌细胞中过表达 ASS可

以通过增强精氨酸的再生进而促进一氧化氮(NO)
生成[19]，从而保证尿素循环的高效性，与本试验研究

结果一致。已有研究表明，ASL 的调控主要发生在

转录水平，其活性受氧气含量变化影响[20]，氧气越充

足，表达量越高，因此 ASL 在肝脏中的表达有位置

差异性，这也是高浓度组氨基酸 ASL 基因 mRNA
水平被显著上调的可能原因之一。另有文献报道，

高浓度的氨基酸通过抑制 ASL 乙酰化而活化酶[18]，

与本试验研究结果一致。精氨酸酶(ARG)是唯一存

在 2 种同工酶的尿素循环酶，它们被不同的基因编

码，ARG I 在肝脏中高度表达，ARG II 在肾脏中高

度表达[21]，本试验中检测的是肝细胞中 ARG 基因

的 mRNA 水平，肾脏中高度表达的 ARG II 并未检

测。有研究表明，灌流大鼠肝脏后，ARG II 可以在

静脉周肝细胞中与鸟氨酸转氨酶共表达，以促进这

些细胞合成谷氨酰胺[22]，这是本试验中 ARG 基因

的 mRNA 水平没有显著差异的可能原因之一。有

文献报道，去乙酰化酶 5(Sirtuin 5, SIRT5)能够增强

CPS1的活性，CPS1在 SIRT5的作用下脱去乙酰基

而被激活，而在敲除了 SIRT3、SIRT4 或 SIRT5 的小

鼠中，OTC活性均不受影响[23]，提示 OTC是表达相

对稳定的酶，对外界条件的变化不敏感，与本试验

结果一致。

值得注意的是，血氨的生理浓度是 0 . 2 ~
0.3 mmol·L–1[16]，但在本次处理肝细胞的试验中，浓

度为 1.0和 2.0 mmol·L–1 的氨才显著促进尿素的生

成，4.0 mmol·L–1 氨条件下肝细胞尿素合成受到阻

碍，原因很可能是活体的血液中含有丰富的内分泌

因子(如生长激素)，它能显著降低尿素循环的中间

产物氨基酸(如瓜氨酸、精氨酸和鸟氨酸)的浓度，减

弱 CPS1、ASS、ASL 等酶的活性，从而抑制尿素的

生成[24]。所以体外肝细胞可以比体内更适应高浓度

的氨。其结果也表明氨基酸的代谢产物可以发挥调

节作用，促进尿素的合成，但过量的氨会造成尿素

循环紊乱，导致尿素合成的降低。

综上所述，氨基酸可以通过升高谷氨酰胺酶的

水平加速氨的积累，促进 CPS1、ASS、ASL 等尿素循

环相关酶基因的 mRNA 表达，从而提高尿素的生

成。研究结果为开展氨基酸与尿素循环相关规律的

研究，建立氨基酸与尿素循环相关规律的代谢模型

提供了直接的试验依据。
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