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３　结论

随着浓度的不断增加，多效唑对新梢生长抑制作用加强，

其中１０００ｍｇ／Ｌ浓度对新梢生长的抑制作用最强。
随着多效唑浓度的不断增加，果实的可溶性糖含量、糖酸

比、平均单果重、干重４项指标都在一定程度上有所提高，但
维生素Ｃ、可滴定酸的含量无显著变化。

铺设反光膜与对照相比显著提高了设施内行间、株间的

光照强度，铺设反光膜的果实平均单果重和果实的品质指标

都有所增加，显著提高果实的着色指数。
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　　摘要：为了建立过氧化氢诱导延边奶山羊乳腺上皮细胞（ＤＧＭＥＣｓ）氧化损伤模型，用体外培养的延边奶山羊乳腺
上皮细胞传代后进行试验，用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基将Ｈ２Ｏ２稀释为５、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ，以ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基作

为空白对照组。以Ｈ２Ｏ２处理４ｈ后，用ＭＴＴ法观察Ｈ２Ｏ２对乳腺上皮细胞活力的影响，用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ荧光染色

法观察Ｈ２Ｏ２损伤对乳腺上皮细胞的促凋亡情况，ＤＣＦＨ－ＤＡ检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）含量。ＭＴＴ活性检测结果表

明，各处理组的细胞存活率与未处理组差异显著（Ｐ＜０．０５）。５、５０、１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用４ｈ后，细胞存活率分别为

９１２１、７７．５０％、５４．４８％；而２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用４ｈ后，细胞存活率仅为３５．５３％、２７．７９％，乳腺上皮细胞死亡

过多。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ染色结果表明，Ｈ２Ｏ２通过诱导乳腺上皮细胞的凋亡及坏死来降低细胞的存活率。利用荧光

探针ＤＣＦＨ－ＤＡ分析 ＤＧＭＥＣｓ的 ＲＯＳ水平，结果显示，细胞经 Ｈ２Ｏ２处理后会明显增加细胞内 ＲＯＳ水平。Ｈ２Ｏ２
１００μｍｏｌ／Ｌ处理细胞４ｈ后，约导致５０％的细胞死亡，坏死比例小，ＲＯＳ含量也相对较少，在此浓度下，细胞还具有恢
复其功能的可能性，因此选用１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理细胞４ｈ来建立延边奶山羊乳腺上皮细胞氧化损伤模型。
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　　随着人们生活品质的提高，对于乳制品的需求量也越来
越大，有研究人员对山羊奶、牛奶和人奶中蛋白质、脂肪、维生

素、矿物质等主要营养成分进行比较后发现，山羊奶在总体营

养成分方面优于牛奶，更接近人奶［１］。但是乳房炎是影响羊

奶品质的重要因素，而乳腺组织发生氧化应激又是造成乳房

炎的原因之一。同时，乳腺组织可以作为乳腺生物反应器的

媒介，利用转基因技术能够在动物乳汁中生产一些具有重要

价值的产品。由此可见，研究乳腺组织的抗氧化机制显得越

来越重要。活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和其他自由
基是机体正常代谢的产物，ＲＯＳ易与细胞内的生物大分子反
应，可以直接损伤生物大分子或通过链反应使电子从一个大

分子传递到另一个，从而最终导致细胞结构的损伤。有研究

表明，许多疾病的发生，都是与 ＲＯＳ自由基有联系。Ｊａｎｉｓｃｈ
等研究发现，自由基代谢紊乱与肾小球肾炎的发病机理有一

定的关联［２］。肝炎以及肝硬化患者的过氧化脂产物和自由

基的水平明显升高［３］。氧化损伤主要是由 ＲＯＳ调节的，ＲＯＳ
在胞溶作用后以及氧化爆发后大量产生［４－５］，正常细胞呼吸

作用的副产物也会产生 ＲＯＳ，主要与线粒体的电子运输有
关［６］。细胞抵制氧化损伤的机制包括通过 ＲＯＳ酶转化以减
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少ＲＯＳ的产生，过渡金属催化剂的螯合作用，以及通过抗氧
化剂来降低ＲＯＳ带来的毒性［７］。ＲＯＳ产生和细胞保护机制
间的不平衡，会导致细胞直接暴露于 ＲＯＳ环境下，受到自由
基的损伤。因此，笔者建立一个模型来探讨乳腺上皮细胞的

凋亡及死亡是否与氧化损伤有关。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　本试验中所用药品均购自Ｓｉｇｍａ公司（除
以下注明药品）。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自
ＧＩＢＣＯ。
１．２　方法
１．２．１　延边奶山羊乳腺上皮细胞（ＤＧＭＥＣｓ）的培养　乳腺
上皮细胞用含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养，同时加
入１００ｍｇ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／ｍＬ链霉素、５μｇ／ｍＬ胰岛素。
在３８℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，乳腺上皮细胞传代
采用胰蛋白酶消化法。细胞达到８０％融合状态时，用温水浴
后的ＰＢＳ洗涤２次，加入０．１５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ－０．０２％ ＥＤＴＡ，置
于培养箱中，消化４～５ｍｉｎ，在倒置显微镜下观察消化情况，
待细胞收缩变圆时，用含有１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液
终止消化，吹打，使细胞脱离瓶壁形成单细胞悬液，离心，接种

（图１）。

１．２．２　试验分组　待细胞长至６０％ ～７０％融合状态时，换
无ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液继续培养２４ｈ，使细胞同步化
后，随机分为６组：正常对照组，５、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２损伤组。
１．２．３　细胞活力检测　将细胞密度调整为０．１亿个／Ｌ接种
于９６孔板上，在含 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中培养
２４ｈ，然后用无 ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液继续培养２４ｈ，分
别加入含５、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养液２００μＬ，刺激细胞４ｈ。加入５ｍｇ／ｍＬ四甲基偶氮唑盐
（ＭＴＴ）２０μＬ／孔，置于培养箱中孵育４ｈ，小心吸取上清液，加
入ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，在振荡器上振荡１０ｍｉｎ，使紫色结晶甲
瓒充分溶解，用酶标仪于４９０ｎｍ处测定吸光度。以不添加
Ｈ２Ｏ２的对照组细胞存活率为 １００％，各浓度组的细胞存活
率＝各浓度组的Ｄ４９０ｎｍ／不添加Ｈ２Ｏ２组的Ｄ４９０ｎｍ×１００％。
１．２．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染色检测细胞凋亡　采用
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双 染 色 检 测 ＤＧＭＥＣｓ细 胞 凋 亡。

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染中，ＰＩ及 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２均可与细胞核

ＤＮＡ（或ＲＮＡ）特异性结合，在紫外光激发下分别发出蓝色光
和红色光。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２为膜通透性的荧光染料，但是 ＰＩ不
能通过正常的细胞膜，正常细胞和中早期凋亡细胞均可被

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２着色，其中正常细胞Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２着色后，核的
形态呈圆形、淡蓝色，内有较深的蓝色颗粒；中早期凋亡细胞

的核由于浓集，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２着色呈亮蓝色，或核呈分叶，碎
片状，边集；坏死或晚期凋亡细胞的细胞膜被破坏，这时ＰＩ着
红色，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２因细胞膜破裂而不能着色。
６孔培养板内接种细胞０．１亿个／孔，待细胞长至６０％～

８０％融合状态时，用 ５、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液作用４ｈ，弃去上清，小心用磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤 １次；加入 １０μｇ／ｍＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液１ｍＬ／孔，置于培养箱中 ３７℃避光反应
２０ｍｉｎ，弃上清，用ＰＢＳ洗涤３次；再加入２０μｇ／ｍＬＰＩ染液
１ｍＬ／孔，３７℃避光反应 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次。染色完成
后，置于荧光显微镜下，在波长为３６５ｎｍ的紫外灯下观察细
胞凋亡情况。

１．２．５　ＲＯＳ的测定　使用 ２′，７′－二氯荧光黄双乙酸盐
（ＤＣＦＨ－ＤＡ）测 定 活 细 胞 内 氧 化 水 平 的 变 化［８－９］，

ＤＣＦＨ－ＤＡ本身没有荧光，可以自由穿过细胞膜，进入细胞
后，可以被细胞内的酯酶水解生成 ＤＣＦＨ。而 ＤＣＦＨ不能通
透细胞膜，从而使探针很容易被装载到细胞内。细胞内的

ＲＯＳ可以氧化无荧光的ＤＣＦＨ，生成有荧光的ＤＣＦ，检测ＤＣＦ
的荧光可反映细胞内 ＲＯＳ的水平。ＤＧＭＥＣｓ接种于６孔培
养板（０．１亿个／孔），待细胞长至６０％ ～８０％融合状态时，用
含５、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液刺
激细胞４ｈ，弃去上清，小心用ＰＢＳ洗涤１次；加入１０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＦＨ－ＤＡ１ｍＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤细胞５次，以
充分洗去未进入细胞的 ＤＣＦＨ－ＤＡ。直接用荧光显微镜观
察绿色荧光强度，应用 Ｉｍａｇｅ－ｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件分析平均荧
光强度。

１．２．６　数据分析　采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，方差分析
多重比较检验数据差异性，显著标准为 α＝０．０５。试验数据
以“ｘ±ｓ”表示。

２　结果与分析

２．１　Ｈ２Ｏ２对ＤＧＭＥＣｓ活力的影响
通过检测Ｈ２Ｏ２对ＤＧＭＥＣｓ的增值抑制作用，确定 Ｈ２Ｏ２

对ＤＧＭＥＣｓ的损伤程度。由图２可知，乳腺上皮细胞在含不
同浓度Ｈ２Ｏ２的培养液中刺激４ｈ后，细胞存活率下降，且随
着Ｈ２Ｏ２浓度的增加，细胞存活率加剧下降，各处理组的细胞
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存活率与未处理组差异显著（Ｐ＜０．０５）。５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２作用 ４ｈ后，细胞存活率分别为 ９１．２１％、７７５０％、
５４４８％；而２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用４ｈ后，细胞存活率仅
为３５．５３％、２７．７９％，乳腺上皮细胞死亡过多。
２．２　Ｈ２Ｏ２对ＤＧＭＥＣｓ的损伤效应

荧光显微镜观察结果（图３）显示，随着 Ｈ２Ｏ２浓度的增
加，乳腺上皮细胞核出现固缩、浓集比例逐渐上升的现象，且

在高浓度Ｈ２Ｏ２处理下，细胞被ＰＩ着色比例也上升。５μｍｏｌ／Ｌ
浓度处理时，乳腺上皮细胞仅有少量出现固缩现象；５０μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理后，固缩比例上升；在１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理下，细
胞不仅出现了大面积固缩现象，且已经有少量的细胞出现了

坏死现象；而在２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后，坏死细胞的比
例也明显上升。说明Ｈ２Ｏ２通过诱导乳腺上皮细胞的凋亡及
坏死来降低细胞的存活率。

２．３　Ｈ２Ｏ２对ＤＧＭＥＣｓ的ＲＯＳ水平影响
由图４、图５可知，５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组

细胞内荧光强度（３．９３、４．３０、４．８０、６．２７）均显著高于对照组
（２．２３），而５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组（２．４７）与对照组（２．２３）差

异不显著。５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理组虽然差异不显
著，但是随着浓度的增加，细胞内荧光强度也逐渐增加。由此

可知，细胞经Ｈ２Ｏ２处理后，会明显增加细胞内的ＲＯＳ水平。

３　结论与讨论

乳腺组织是哺乳动物最重要的器官之一，其整体抵抗能

力较脆弱，长期受到不同激素类型和水平的调控，也使其极易

受到体内不断产生积累的ＲＯＳ的攻击，从而容易受到氧化损

伤，从而导致乳腺疾病。通过细胞培养在体外建立氧化应激

模型，目前应用最广泛的方法是过氧化氢损伤模型［１０］。Ｈ２Ｏ２
是一种重要的 ＲＯＳ，极易透过细胞膜与细胞内的 Ｆｅ３＋通过
ＥＮＴＯＮ反应形成高活性的自由基，攻击细胞内的脂质、蛋白
质及ＤＮＡ，导致一系列反应，且其易获得，性质相对稳定，所

—１５１—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１０期



以已经成为研究各类细胞氧化损伤的重要工具［１１］。Ｈ２Ｏ２诱
导氧化损伤时，细胞活力下降，其中最重要原因是 Ｈ２Ｏ２会导
致细胞膜脂质过氧化反应，且蛋白质氨基酸残基的氧化损伤

会促使羟基衍生物的生成［１２］。本研究之所以选择４ｈ作为
Ｈ２Ｏ２处理观察时间，是因为有研究表明４ｈ是检测相关基因
产生表达变化的最小共有间隔［１３］，同时考虑到使细胞过长时

间暴露于Ｈ２Ｏ２环境下会对细胞造成不可逆的损伤及死亡。
本研究发现，当１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２在延边奶山羊乳腺上皮细
胞作用４ｈ后，Ｈ２Ｏ２造成细胞内蛋白质、脂质、ＤＮＡ等损伤，
但是这种损伤并没有造成 ＤＧＭＥＣｓ的大量死亡，细胞还有进
行自我修复的可能性。而高浓度的Ｈ２Ｏ２刺激细胞后会造成
细胞不可逆的损伤，出现细胞大量死亡。这些研究表明，

Ｈ２Ｏ２对ＤＧＭＥＣｓ的氧化应激是一个渐进的过程，在一定的
限度内，细胞损伤是可逆的，超过这一限度后，会对细胞造成

不可逆的伤害。

细胞凋亡是细胞在一系列基因的激活、表达、调控等作用

下而采取的主动死亡过程［１４］。Ｈ２Ｏ２会诱导细胞脂质产生过
氧化反应，使细胞膜的结构和功能发生较大改变，甚至渗入细

胞内部，破坏线粒体和 ＤＮＡ结构，引起细胞凋亡和坏
死［１５－１６］。本研究结果显示，随着 Ｈ２Ｏ２浓度的上升，延边奶
山羊乳腺上皮细胞的超微结构发生了变化，即细胞核固缩，形

成凋亡小体；抑制乳腺上皮细胞的增殖，诱导细胞死亡。

为了进一步证明Ｈ２Ｏ２会通过增加细胞内ＲＯＳ含量的途
径使延边奶山羊乳腺上皮凋亡，笔者使用ＤＣＦＨ－ＤＡ来检测
细胞内ＲＯＳ含量。众所周知，Ｈ２Ｏ２本身并不是一种具有高
活性的物质，具有毒性作用的主要机理是在过渡金属离子存

在时使具有羟基自由基的 ＲＯＳ形成［１７］。羟基自由基及其他

ＲＯＳ的形成，启动了脂质过氧化作用，引起 ＤＮＡ损伤。Ｈ２Ｏ２
浓度的上升，会增加羟基自由基的生成，因此会提高氧化损伤

带来的毒性作用。

综上所述，Ｈ２Ｏ２的加入导致细胞活力下降，细胞出现凋
亡甚至坏死，且细胞内ＲＯＳ含量上升，说明Ｈ２Ｏ２可以模拟体
内环境，作为乳腺上皮细胞氧化损伤模型的诱导物质。

１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用于细胞４ｈ，导致细胞５０％左右死亡，
坏死比例小，ＲＯＳ含量也相对较少，在此浓度下，细胞还具有
恢复功能的可能性，因此选择１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用于延边
奶山羊乳腺上皮细胞处理４ｈ，以建立氧化损伤模型。在以后
的研究中，可以在此氧化损伤模型的基础上，选择适当的抗氧

化药物处理ＤＧＭＥＣｓ，探讨抗氧化剂对延边奶山羊乳腺上皮
细胞的保护作用。
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