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L-茶氨酸对过氧化氢诱导山羊瘤胃上皮细胞凋亡的保护作用1
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摘 要：本试验旨在研究 L-茶氨酸对过氧化氢（H2O2）诱导山羊瘤胃上皮细胞凋亡的保护7

作用。采集 42日龄的湘东黑山羊的瘤胃组织进行原代细胞分离、培养、纯化。对照组采用8

完全培养基，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别在完全培养基中添加 800 µmol/L H2O2、4 mmol/L L-茶9

氨酸+800 µmol/L H2O2、8 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2和 16 mmol/L L-茶氨酸+80010

µmol/L H2O2，每组 3个重复。培养 12 h后，采用噻唑蓝（MTT）法检测细胞存活率，采用11

流式细胞术检测细胞周期，采用实时定量 PCR 法和蛋白质印迹（Western blot）法检测 Bax12

和 Bcl-2基因及其蛋白的表达。结果表明：L-茶氨酸能显著提高 H2O2损伤的瘤胃上皮细胞13

存活率（P<0.05），显著增加 S期细胞比例（P<0.05），显著降低Bax基因和蛋白表达量（P<0.05），14

显著提高 Bcl-2 基因和蛋白表达量（P<0.05），显著提高 Bcl-2和 Bax基因和蛋白表达量的比15

值（P<0.05）。结果提示，L-茶氨酸能通过抑制细胞凋亡来有效地保护由 H2O2导致的瘤胃上16

皮细胞损伤；体外条件下，培养液中添加的 L-茶氨酸浓度高于 8 mm/L时能有效发挥抗凋亡17

作用。18

对瘤胃上皮细胞损伤有一定的治疗和保护作用。19
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中图分类号：S816.721

畜禽在氧化应激的状态下，细胞内会产生大量的氧自由基（OFR），OFR 破坏生物膜，22

影响细胞正常功能，导致细胞膜磷脂过氧化，蛋白质（受体和酶）过氧化以及 DNA的氧化23
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2

损伤。脂质、蛋白质和 DNA的氧化会对生物体造成不同程度的危害，从而影响机体的生长、24

发育、衰老等过程。急性和慢性的应激都能通过产生自由基诱导胃肠道的氧化应激[1]。长期25

应激会导致动物体内自由基进一步增加，造成具有抗氧化能力的维生素和微量元素等的消耗，26

免疫受限，畜禽抵抗疾病能力下降，从而诱发一系列疾病，甚至死亡[2-3]。试验证实，许多27

类型的胃肠溃疡与活性氧有关[4-5]。并且过氧化氢（H2O2）是胃黏膜细胞氧化损伤的主要活28

性氧[6]。29

目前许多文献表明，重金属（砷、铅、汞等）、真菌毒素、杀虫剂、过高的能量和蛋白30

质[7-9]、过高的铁和铜[10-11]等催化剂、饲喂氧化的脂肪[12-13]、外伤、缺乏抗氧化物质（硒，31

维生素 A、维生素 E、维生素 C，玉米黄素等）[14-16]等因素都可能导致氧化应激的发生，并32

可诱发消化道损伤[17]，从而影响机体对营养物质的消化吸收[18]。幼龄动物的食物结构和环33

境发生变化，也会导致氧化应激的发生。特别是当动物遭受外伤等应激后，引起肠缺血，产34

生大量超氧自由基，伴随着黏膜中黄嘌呤及其底物次黄嘌呤聚集，再次被转换成其他毒性更35

强的羟自由基。张燕辉等[19]证实缺血再灌注影响肠道通透性、电解质分泌、黏液释放，通36

常导致肠炎的发生。37

L-茶氨酸是绿茶中的呈味物质，是一种天然的氨基酸，在食品行业已被广泛应用。L-38

茶氨酸作为茶科植物中的主要活性成分，在细胞和组织内主要通过氨基酸转载系统进行转运，39

对脑组织[20-21]和肝组织损伤[22-23]具有积极的保护作用；同时，在免疫细胞、神经细胞和癌细40

胞中具有特有的作用机制和作用靶点[24-25]。41

H2O2是一种重要的活性氧成分，过量的H2O2因氧化应激损伤可以导致许多类型的细胞42

发生凋亡[26-27]。有研究表明，L-茶氨酸具有抗氧化活性，它能保护神经细胞免受各种刺激引43

起的凋亡[28-29]。L-茶氨酸能否抑制瘤胃上皮细胞的凋亡，从而拮抗氧化应激对瘤胃上皮细胞44

的损伤，对于反刍家畜胃肠道发育具有十分重要的意义。且L-茶氨酸的保护机制与其抗氧化45

活性和抑制凋亡等相关。试验表明，Bcl家族在哺乳动物的细胞调亡中发挥了重要的作用，46

主要定位在不可逆细胞损伤的上游，在线粒体水平上起作用[30]。Bcl家族可以分为2类：一类47

是抗调亡蛋白如Bcl-2；另一类是促调亡蛋白如Bax。Bax可与Bcl-2形成异二聚体，对Bcl-248

产生阻抑作用，它们通过激活下游一系列基因发挥调节调亡的作用[31]。本研究以H2O2刺激49

的瘤胃上皮细胞氧化应激模型来研究L-茶氨酸对H2O2诱导的瘤胃上皮细胞损伤的保护作用，50
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为阐明L-茶氨酸的瘤胃上皮保护作用机理提供理论依据。51

1 材料与方法52

1.1 主要试剂53

胎牛血清、DMEM/F12培养基、0.25%胰蛋白酶+0.02%乙二胺四乙酸（EDTA）、青-链54

霉素均购自美国Gibco公司；两性霉素B、庆大霉素购自美国Thermo Fisher Scientific55

（R-015-10）；L-茶氨酸（CAS：3081-61-6，纯度≥99%）、噻唑蓝(MTT)购自美国Sigma公司；56

Bax、β-肌动蛋白(β-actin)一抗购自美国Cell Signaling Technology公司；Bcl-2一抗购自美国57

Signaling Antibody Biotechnology公司；β-actin一抗购自南京Bioworld生物科技有限公司；二58

抗均购自美国Calbiochem公司；细胞周期检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司；59

琼脂糖购自上海麦克林生化科技有限公司；逆转录试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公60

司；DEPC、EB试剂购自北京赛百盛基因技术有限公司；TRIZOL购自美国Invitrogen公司；61

Taq酶、DNA分子质量标准（DL2000 DNAMarker）、dNTP购自美国MBI Fermntas公司；引62

物购自上海生工生物工程技术服务有限公司；SYBGreen PCR Mix购自日本TaKaRa公司；常63

规化学试剂购自北京化学试剂公司。64

1.2 试验方法65

1.2.1 山羊瘤胃上皮细胞的分组66

选择 4 只 42 日龄、体重为（6.4±0.8） kg、健康的湘东黑山羊为试验动物。颈静脉放67

血致死，取出瘤胃组织，去掉内容物后用生理盐水反复冲洗干净，待用于样品采集[32]。钝68

性剥离瘤胃上皮，浸泡于 4 ℃含 1 000 U/mL青-链霉素、125 μg/mL庆大霉素的 DMEM-F1269

培养基中，转移至细胞培养室；组织用含 500 U/mL青-链霉素的磷酸盐缓冲液（PBS）液清70

洗 3~5次；将组织尽量剪碎，加入 0.25%胰蛋白酶消化液；37 ℃空气浴振荡消化，收集酶71

解液，加入适量完全培养基（含 100 U/mL青-链霉素、25 μg/mL庆大霉素、2.5 μg/mL 两性72

霉素 B、0.25 U/mL胰岛素、10 ng/mL表皮生长因子）重悬细胞，经 100 μm孔径筛网过滤，73

收集滤液，1 000 r/min 离心 5 min，去上清，将细胞重悬于 DMEM/F12 培养基中，并调整细74

胞浓度为 1×107个/mL，置于 CO2培养箱，37 ℃ 5% CO2培养。75

当山羊瘤胃上皮原代细胞长满培养皿的 80%~90%时，弃去培养基，用 PBS 洗涤细胞76

1~2次后，加入 1 mL的含 0.25%胰蛋白酶+0.02% EDTA的消化液，放入含 5% CO2的 37 ℃77

ch
in

aX
iv

:2
01

81
2.

00
27

6v
1

ChinaXiv合作期刊



4

培养箱中消化 2~3 min。放在倒置显微镜下观察细胞开始变亮、变圆时，迅速用完全培养基78

终止消化。将贴壁的细胞吹打为悬液，转移到 15 mL离心管中，4 ℃ 1 000 r/min 离心 5 min，79

弃去上清液，加入 1 mL 的完全培养基重悬细胞，以 1:2 的比例进行传代。在含 5% CO2的80

37 ℃培养箱中培养 30 min后，转移含细胞的培养基至培养皿中继续培养，重复 1次，进一81

步纯化[33]。纯化后的山羊瘤胃上皮细胞继续培养于含 5%胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中，82

待细胞密度达到 60%~70%时，分为 5组，对照组采用完全培养基，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别83

在完全培养基中添加 800 µmol/L H2O2、4 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2、8 mmol/L L-84

茶氨酸+800 µmol/L H2O2和 16 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2，每组 3个重复。85

1.2.2 MTT法检测瘤胃上皮细胞存活率86

将纯化后的山羊瘤胃上皮细胞按1×106个/mL的密度接种于96孔板中，待细胞密度达到87

60%~70%时，分为6组，对照组采用完全培养基，阳性对照组在完全培养基中添加8 mmol/L88

L-茶氨酸，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别在完全培养基中添加800 µmol/L H2O2、4 mmol/L L-茶氨酸89

+800 µmol/L H2O2、8 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2和16 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L90

H2O2，每组12个重复。按照设计剂量先加入L-茶氨酸预孵育1 h，再加入H2O2。培养12 h后，91

将96孔板中的培养基吸弃，用无菌PBS洗涤3次后，每孔加5 mg/mL MTT溶液20 μL，放置92

37 ℃温箱继续培养4 h，弃上清液。每孔加150 μL二甲基亚砜（DMSO），振荡10 min，酶93

标仪上在570 nm波长处测定各孔的吸光度(OD)值，以对照组为参比计算细胞存活率（%），94

公式如下：95

细胞存活率（%）=100×阳性对照组或试验组OD570 nm/对照组OD570 nm。96

1.2.3 流式细胞仪检测山羊瘤胃上皮细胞周期和凋亡97

将纯化后的山羊瘤胃上皮细胞按 1×106个/mL的密度接种于 6孔板中，待细胞密度达到98

60%~70%时，分为 5 组，对照组采用完全培养基，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别在完全培养基中99

添加 800 µmol/L H2O2、4 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2、8 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L100

H2O2和 16 mmol/L L-茶氨酸+800 µmol/L H2O2，每组 6个重复。按照设计剂量先加入 L-茶氨101

酸预孵育 1 h,再加入 H2O2。培养 12 h后，应用流式细胞术（flow cytometry，FCM）中碘化102

丙啶（propidium iodide，PI）染色法检测细胞周期[34]。103

1.2.4 瘤胃上皮细胞凋亡基因的表达104
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分组及操作与 1.2.3相同。培养 12 h后，采用 TRIZOL一步法抽提各组样品中总 RNA，105

整个过程戴口罩和一次性手套[32]；总 RNA 样品的 DNase Ⅰ处理参考文献[35-36]进行，逆106

转录参考文献[37-38]及试剂盒说明书进行。107

1.2.5 引物设计与合成108

根据新基因的测序结果，利用分子生物学软件 Primer premier 5、Primer 3.0、Oligo 6.71109

设计引物，并用 Blast工具进行引物特异性分析。运用实时定量 PCR检测其组织特异性，所110

用引物如表 1所示，引物由上海生工基因技术有限公司合成。111

表 1 引物信息112

Table 1 Primer information113

基因 Genes
GenBank登录号

GenBank accession No.
引物序列 Primer sequences (5＇-3＇)

产物大小 Product

size/bp

β-肌动蛋白

β-actin
NM_001314342.1

CTGGCACCACACCTTCTACA 107

GGGTCATCTTCTCACGGTTG

Bcl-2 XM_005696234 GCTACGACACGGAGTTCCA 113

CCCAGTTGATGCCGCTCT

Bax XM_013971446.2
TGAAGCGCATTGGAGATG 185

GGCCTTGAGCACCAGTTT

1.2.6 蛋白质印迹（Western blot）试验114

分组及操作与1.2.3相同，各组样品总蛋白质的提取和Western blot试验操作流程参照文115

献[39-40]。116

1.3 数据统计与分析117

采用 SAS 8.2的 GLM 模型对细胞周期数据进行统计[41]，应用 contrast语句分别进行组118

间的显著性比较。通过运用 LSMEANS 方法来计算平均值。运用正交多项式对比来检查 P119

值的相关效应（线性或者二次）。在正交多项式分析之前，使用 SAS 9.2的 IML程序来校正120

系数[42]。P<0.05定义为差异显著。121

2 结果与分析122

2.1 L-茶氨酸对H2O2损伤的瘤胃上皮细胞存活率的影响123
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由表1可知,与对照组相比，Ⅰ组瘤胃上皮细胞存活率显著降低（P<0.05），Ⅲ、Ⅳ组分别为124

(65.28±9.10)%和(77.17±7.39)%，显著高于Ⅰ组（P<0.05）。结果提示，H2O2能显著降低瘤胃上125

皮细胞存活率，当L-茶氨酸在8 mmol/L以上时可以拮抗H2O2的作用。126

表 2 L-茶氨酸对 H2O2损伤的瘤胃上皮细胞存活率的影响127

Table 2 Effects of L-theanine on SR of rumen epithelial cells injured by H2O2 %128
项目 Item 组别 Groups P 值

P-value对照

Control

阳性对照

Positive

control

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

存活率 SR 98.02±3.40a 96.55±2.85a 51.70±2.50d 53.39±3.53d 67.14±2.40c 74.66±2.25b <0.001

同行数据肩标相同或无字母表示差异不显著（P＞0.05），不同字母表示差异显著（P<0.05）。下表同。129

Values in the same row with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P＞0.05),130

while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below.131

2.2 L-茶氨酸对 H2O2诱导瘤胃上皮细胞细胞周期的影响132

由图 2和表 3可知，与对照组相比，Ⅰ组 G0/G1 期细胞比例显著增加（P＜0.05），S期133

细胞比例显著减少（P＜0.05），同时 G2期细胞比例显著增加（P＜0.05），说明 H2O2可将细134

胞周期阻滞在 S期。与对照组相比，Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组 G0/G1期细胞比例显著增加（P＜0.05），135

S期细胞比例显著减少（P＜0.05），说明 L-茶氨酸+H2O2可将细胞周期阻滞在 G0/G1期。由136

此说明，在 H2O2诱导的氧化应激情况下，L-茶氨酸既可以对瘤胃上皮细胞形成 G0/G1期阻137

滞，又能形成 S期阻滞，最终缓解细胞凋亡。138

139

S=30.61 S=8.98

A B
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140

141

A、B、C、D、E分别为对照组及Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组。142

A, B, C, D, E represented control group and groups Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ, respectively.143

图 1 L-茶氨酸对 H2O2诱导瘤胃上皮细胞周期的影响144

Fig.1 Effects of L-theanine on cell cycle of rumen epithelial cells induced by H2O2145

表 3 L-茶氨酸对 H2O2诱导瘤胃上皮细胞不同细胞周期细胞比例的影响146

Table 3 Effects of L-theanine on proportions of cells at different cell cycles of rumen epithelial cells injured by147

H2O2 %148
项目 Items 组别 Groups P 值

P-value对照

Control

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

G0/G1期 G0/G1 phase 69.46±3.36d 86.57±5.39a 82.31±5.12a 79.18±4.46b 72.39±3.94c <0.001

S期 S phase 30.61±4.22a 8.98±2.31c 9.92±1.86c 16.57±3.36b 20.74±4.12b <0.001

G2期 G2 phase 0.91±0.36d 4.44±1.45c 7.77±2.11a 4.24±1.45c 6.87±2.09b <0.001

2.3 L-茶氨酸对 H2O2诱导瘤胃上皮细胞凋亡基因表达量的影响149

由表 4 可知，与对照组比较，试验组 Bax、Bcl-2 基因表达量分别升高和降低，Ⅰ、Ⅱ150

组变化显著(P＜0.05)。与Ⅰ组比较，对照组及Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组 Bax基因表达量均显著降低(P151

S=9.92 S=16.57

S=20.74
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＜0.05);对照组及Ⅳ组 Bcl-2基因表达量均显著增加(P＜0.05)。与对照组比较，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、152

Ⅳ组 Bcl-2/Bax均显著降低(P＜0.05)。153

表 4 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮细胞凋亡基因表达量的影响154

Table 4 Effect of L-theanine on expression levels of apoptosis genes of ruminal epithelial cells injured by H2O2155
项目 Items 组别 Groups P 值

P-value对照

Control

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Bax/% 0.92±0.19c 3.29±0.15a 1.53±0.16b 1.12±0.06bc 1.03±0.10c <0.001

Bcl-2/% 0.26±0.02a 0.13±0.01c 0.15±0.03bc 0.19±0.03abc 0.22±0.02ab <0.001

Bcl-2/Bax 0.28±0.01a 0.04±0.02e 0.09±0.03d 0.16±0.02c 0.21±0.04b <0.001

2.4 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮传代细胞凋亡蛋白表达量的影响156

由图 2和表 5可知，与对照组相比，Ⅰ组 Bcl-2蛋白表达量显著降低(P<0.05)，Bax蛋白157

表达量提高(P<0.05)，Bcl-2/Bax显著降低(P<0.05)，说明 H2O2刺激后能引起瘤胃上皮细胞中158

Bcl-2蛋白表达量下调和 Bax蛋白表达量上调，使得 Bcl-2/Bax降低。与Ⅰ组相比，Ⅱ、Ⅲ、159

Ⅳ组 Bcl-2 蛋白表达量显著提高(P<0.05)，Bax 蛋白表达量显著降低(P<0.05)，Ⅲ、Ⅳ组160

Bcl-2/Bax显著提高(P<0.05)。结果提示，L-茶氨酸能缓解由 H2O2引起的 Bcl-2 和 Bax 蛋白161

表达量的变化。162

163

图 2 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮传代细胞凋亡蛋白表达量的影响164

Fig.2 Effects of L-theanine on expression levels of apoptosis proteins of ruminal epithelial cells injured by H2O2165

表 5 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮传代细胞凋亡蛋白表达量的影响166

Table 5 Effects of L-theanine on expression levels of apoptosis proteins of ruminal epithelial cells injured by167

H2O2168
项目

Items

组别 Groups P 值

P-value对照

Control

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Bax/% 0.15±0.01e 0.69±0.02a 0.45±0.02b 0.34±0.02c 0.27±0.02d <0.001

Bcl-2/% 0.48±0.02a 0.11±0.01e 0.18±0.01d 0.24±0.03c 0.39±0.02b <0.001

Bcl-2/Bax 3.12±0.06a 0.16±0.01e 0.40±0.05d 0.72±0.07c 1.44±0.15b <0.001

3 讨 论169

3.1 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮细胞凋亡比率的影响170
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高浓度氧直接损伤瘤胃上皮细胞，促使细胞凋亡或使胃部疾病恶化。大量氧自由基是引171

起细胞损伤的重要原因之一，缺血再灌注、药物代谢、金属中毒等会诱导细胞产生大量氧自172

由基[43]，而 H2O2作为氧自由基的主要成分，得到广泛的研究[44-46]。H2O2可导致细胞损伤的173

机制包括:损伤线粒体和耗竭 ATP，氧化细胞内蛋白质和细胞脂质及引起 DNA损伤，引起细174

胞凋亡等[47]。175

减少 H2O2诱导细胞凋亡比率，对减轻过氧化应激对机体损伤的影响，改善机体功能与176

状态具有非常重要的意义。本试验结果表明，添加 L-茶氨酸可缓解 H2O2引起的山羊瘤胃上177

皮细胞氧化应激损伤。其机制可能是由于 L-茶氨酸是谷氨酰胺的衍生物，在细胞内可代谢178

为谷氨酸，参与到谷胱甘肽（glutathione，GSH）的合成过程。此外，L-茶氨酸可以通过维179

持细胞内抗氧化酶的活性，一方面减少 GSH的损耗，另一方面增加 GSH的生成，达到稳定180

细胞内 GSH含量的效果，维持了细胞内的氧化还原平衡状态，从而保护机体避免氧化应激181

反应的损伤[48]。182

3.2 L-茶氨酸对 H2O2诱导山羊瘤胃上皮细胞凋亡基因和蛋白表达量的影响183

在线粒体凋亡调控体系中，Bcl家族中抗凋亡蛋白(Bcl-2、Bcl-xL)或促凋亡蛋白(Bax、184

Bad和Bid)主要参与调节细胞凋亡。Bcl-2蛋白是线粒体膜上的一种凋亡调控蛋白，可以与线185

粒体膜上的电压依赖性阳离子通道结合来调节促凋亡因子细胞色素c的释放，也可以和Bax186

蛋白结合，阻断其插入到线粒体膜上来维持线粒体的膜电位，而Bax是一种促凋亡蛋白，有187

研究发现，Bcl-2/Bax决定了线粒体通透性转换孔(MPTP)的开放程度，形成调控细胞凋亡的188

枢纽，因此认为调控细胞死亡的“可变电阻器(rheostat)”是Bcl-2/Bax[49]。在内外因素刺激下，189

Bcl-2和Bax 2种调控因子的平衡决定细胞了生命，而Bcl-2/Bax是决定细胞凋亡发生及凋亡程190

度的重要因素[50]。因此，Bcl-2/Bax反映了细胞损伤的程度。研究发现，H2O2能诱导Bax蛋白191

表达量的增加，引起Bcl-2蛋白表达量的降低，最终使Bcl-2/Bax降低，L-茶氨酸能缓解H2O2192

刺激后瘤胃上皮细胞中Bax和Bcl-2蛋白表达量的变化，使Bcl-2/Bax升高，说明L-茶氨酸对抗193

H2O2诱导的瘤胃上皮细胞凋亡是通过抑制Bcl-2/Bax的升高来实现的。194

4 结 论195

① L-茶氨酸能通过抑制细胞凋亡来有效地保护由H2O2导致的瘤胃上皮细胞损伤，促进196

Bcl-2蛋白表达和抑制Bax蛋白表达，抑制Bax/Bcl-2的升高是L-茶氨酸发挥抗凋亡作用的重要197
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途径之一。198

② 体外条件下，培养液中添加的L-茶氨酸浓度高于8 mm/L时能有效发挥康抗凋亡作用。199
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Protection of L-Theanine on Apoptosis of Rumen Epithelial Cells Induced by Hydrogen Peroxide320

H2O2 in Goats321

KONG Zhiwei1,2 JIE Hongdong3 CHEN Liang3 RENAo3 ZHOU Chuanshe 2,4 TAN322

Zhiliang2,4323

（1. University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China； 2. Key Laboratory324

for Agro-Ecological Processes in Subtropical Region, National Engineering Laboratory for325

Pollution Control and Waste Utilization in Livestock and Poultry Production, South-Central326

Experimental Station of Animal Nutrition and Feed Science in Ministry of Agriculture, Hunan327

Research Center of Livestock & Poultry Sciences, Institute of Subtropical Agriculture, The328

Chinese Academy of Sciences, Changsha 410125, China； 3. College of Animal Science and329

Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 4. Hunan Co-Innovation330

Center of Safety Animal Production, CICSAP, Changsha, Hunan 410128, China）331

Abstract: The object of this experiment was to explore the protection of L-theanine on apoptosis of332
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rumen epithelial cells induced by hydrogen peroxide (H2O2) in goats. Ruminal epithelial tissue333

from Xiangdong black goats aged 42 days were selected for isolation, cultivation and purification334

of primary cells. The cells were cultured in a complete culture medium in control group, and those335

in groups Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ were cultured in the complete culture medium supplemented with336

800 µmol/L H2O2, 4 mmol/L L-theanine+800 µmol/L H2O2, 8 mmol/L L-theanine+800 µmol/L337

H2O2, and 16 mmol/L L-theanine + 800 µmol/L H2O2, respectively. Each group had 3 replicates.338

After 12 h culture, thiazolyl blue (MTT) method was used to detect the cells viability, flow339

cytometry (FCM) was used to detect the cell cycle, real-time quantitative PCR and Western blot340

method were used to detect expressions of Bcl-2 and Bax genes and their proteins. The results341

showed that L-theanine significantly attenuated the cell viability loss （P<0.05） , significantly342

increased the cell ratio in S phrase （P<0.05）, significantly decreased expression levels of Bax343

gene and protein （P<0.05）, significantly increased expression levels of Bcl-2 gene and protein344

（P<0.05） , and significantly increased the ratios of Bax gene to Bcl-2 gene and Bax protein to345

Bcl-2 protein in rumen epithelial cells injured by H2O2 （P<0.05） . The results indicate that346

L-theanine can prevent rumen epithelial cells from H2O2-induced cell apoptosis. Under in vitro347

conditions, the supplementation of L-theanine more than 8 mm/L can effectively help to protect348

the rumen epithelial cells from apoptosis.349

Key words: L-theanine; hydrogen peroxide; rumen epithelial cells; apoptosis350
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