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　　摘要：为探讨活性氧自由基在宿主抵抗乳腺感染中的作用，选取３６只清洁级ＳＤ怀孕大鼠，于产后７２ｈ经乳头管
灌注１０μｇ／侧脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）至第４对乳腺（两侧）内。分别于灌注前（定义为０ｈ）及灌注后２、４、８、
１６、２４ｈ（ｎ＝６）颈静脉放血处死动物，采集样品。结果显示，ＬＰＳ诱发乳腺炎引起白细胞介素 －８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８，
ＩＬ－８）及细胞间黏附分子 －１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１，ＩＣＡＭ－１）表达显著升高，从而促进嗜中性粒细胞
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，ＰＭＮ）迁徙及活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的释放。乳腺组织 Ｎ－乙酰 －β－Ｄ－氨基葡萄
糖苷酶（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡＧａｓｅ）活力与 ＲＯＳ释放变化结果一致，ＬＰＳ灌注后各时间点均显著升
高，并于灌注后８ｈ达到峰值。结果表明，ＰＭＮ是宿主抵御乳腺感染的主要效应细胞，通过释放 ＲＯＳ消灭病原菌，但
大量释放的ＲＯＳ也是引起组织损伤的重要原因。
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　　乳腺炎是危害奶牛产业的一种重要疾病，诱发因素众多，
其中以病原菌感染最为严重。目前，临床上分离的乳腺炎致

病菌超过１３７种，根据病原来源和传播方式可分为传染性病
原和环境性病原两大类。大肠杆菌是环境性病原的代表，也

是临床型乳腺炎中最常见的类型。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒ
ｉｄｅｓ，ＬＰＳ）是大肠杆菌细胞壁的组成成分，是大肠杆菌引起炎
症反应的主要致病因子。研究表明，ＬＰＳ诱发的试验性乳腺
炎具有炎症反应一致、重复性高的优点，是研究大鼠乳腺炎发

病机制的理想模型。

病原菌入侵宿主是复杂、动态的多因子作用过程，从病原

与宿主互作的角度研究病原侵染后的致病机制，以及从分子

水平了解宿主的免疫反应是控制疾病的关键所在。已有研究

证实，活化的ＰＭＮ通过释放大量活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）杀灭病原微生物，ＲＯＳ是分子氧在还原过程
中的一系列代谢中间产物，主要包括 Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２、ＨＯＣｌ、
·ＯＨ等［１－２］。对胞内感染菌的研究发现，ＲＯＳ的产生对清
除胞内微生物是必需的，但持续过度激活产生过量氧化剂，超

过局部抗氧化剂的防御反应时会降解蛋白多糖，降低细胞外

基质与乳腺上皮的黏附性，引起乳腺上皮细胞死亡、脱落及泌

乳功能的损伤［３－４］。深入了解 ＲＯＳ在宿主抗乳腺感染过程
中的作用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验动物

３６只清洁级怀孕ＳＤ大鼠购自上海实验动物中心。于产
后７２ｈ诱发试验性乳腺炎，经乳头管注入１０μｇ／侧ＬＰＳ至大
鼠第４对乳腺（两侧）内。分别于灌注前（定义为０ｈ）及灌注
后２、４、８、１６、２４ｈ（ｎ＝６）颈静脉放血处死动物，收集血清、肝
素抗凝血、乳腺组织用于后续分析。

１．２　主要试剂与仪器
ＬＰＳ（Ｏ５５：Ｂ５）、乙酸肉豆蔻佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２－ｍｙｒｉｓｔａｔｅ

１３－ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、双氢罗丹明（ｄｉｈｙｄｒｏｒｈｏｄａｍｉｎ，ＤＨＲ１２３）
均购自Ｓｉｇｍａ公司。ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ酶抑制
剂、随机引物、Ｍ－ＭＬＶ、ｄＮＴＰｓ均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自Ｔｏｙｏｂｏ公司。Ｎ－乙酰 －β－Ｄ－
氨基葡萄糖苷酶（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ
Ｇａｓｅ）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）试剂盒均购自
南京建成生物工程研究所。白细胞介素 －８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８，
ＩＬ－８）放免试剂盒购自解放军总医院科技开发中心放免所。

ＦＭＪ－１８２型放射免疫γ计数器（中国科学院上海原子核
研究所日环仪器厂），ＵＶ７５５Ｂ型分光光度计（上海精密科学
仪器有限公司），ＢＨ２型光学显微镜（日本奥林巴斯公司），组
织匀浆器（瑞士 ＫｉｎｅｍａｔｉｃａＡＧ），核酸浓度测定仪（德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ），７３００型荧 光定 量 ＰＣＲ仪 （ＡＢＩ
Ｐｒｉｓｍ），流式细胞仪（美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
１．３　测定指标及方法
１．３．１　组织匀浆及蛋白浓度的测定　准确称取１ｇ乳腺组
织加入生理盐水 ６ｍＬ，冰浴匀浆后于 １００００ｇ４℃离心
３０ｍｉｎ，上清液于 －２０℃冰箱保存备用。使用前采用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。
１．３．２　乳腺组织与血清中 ＮＡＧａｓｅ、ＭＰＯ、ＩＬ－８的测定　乳
腺组织与血清中ＮＡＧａｓｅ、ＭＰＯ、ＩＬ－８的测定按照试剂盒说明
书进行操作。

１．３．３　定量 ＰＣＲ检测乳腺组织细胞间黏附分子 －１ｍＲＮＡ
表达　采用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ，用随机引物同时对所
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有样品进行反转录，建立各样品的 ｃＤＮＡ。采用所有待测 ＲＴ
产物的混合样对反应条件进行优化。反应条件为：９５℃预变
性１ｍｉｎ；９５℃ ２０ｓ，６２℃ ３０ｓ，７２℃ ２０ｓ，共 ４５个循环。
ＩＣＡＭ－１、β－ａｃｔｉｎ基因引物参考已发表的文献，ＩＣＡＭ－１基
因编号为 ＮＭ＿０１２９６７，上游：５′－ＧＡＡＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＣＡＡＧＡ
Ｇ－３′；下游：５′－ＧＴＡＣＣＡＴＴＣＡＴＣＴＣＣＣＧＴＴＴＧ－３′。β－ａｃｔｉｎ
基因编号为ＮＭ０３１１４４，上游：５′－ＣＣＣＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＧＡ－３′；
下游：５′－ＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣＣＣＣＧＴＣ－３′。采用 ２－ΔΔＣＴ法
进行数据分析。

１．３．４　流式细胞术测定外周血ＰＭＮ活性氧释放　将１００μＬ
全血加入终浓度为１００ｎｇ／ｍＬ的 ＰＭＡ刺激 ＰＭＮ，同时设无
ＰＭＡ刺激对照（等量ＰＢＳ代替ＰＭＡ）；于３７℃静置１５ｍｉｎ后
加入ＤＨＲ１２３工作液，终浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ，于 ３７℃下孵育
１０ｍｉｎ；裂解红细胞，以０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７．２的 ＰＢＳ洗涤２
次并重悬于ＰＢＳ中，混匀后采用流式细胞仪检测。

检测前采用阴性对照样品优化仪器条件。首先在 ＦＳＣ／
ＳＳＣ二维散点图上调节ＦＳＣ放大器增益、ＳＳＣ电压、ＦＳＣ阈值
使ＰＭＮ细胞群在图中清晰可见，确定ＰＭＮ细胞的位置，设门
于Ｒ１；ＦＬ１通道（波长５３０ｎｍ）检测荧光强度，调节光电倍增
管增益使阴性对照荧光强度在ＦＬ１直方图上介于０～１０１；依
次检测无刺激对照和 ＰＭＡ刺激样品，每个样品获取１００００
个细胞。以上试验重复３次，结果以平均荧光强度表示。
１．４　数据处理

采用ＳＰＳＳ１７．０方差分析软件对试验数据进行统计分
析，统计结果以“平均值±标准误”（ｘ±ｓ）表示。

２　结果与分析

２．１　灌注ＬＰＳ后乳腺组织与血清中ＩＬ－８的活性变化
由图１可见，与０ｈ相比，ＬＰＳ灌注后８、１６ｈ乳腺组织

ＩＬ－８含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ灌注后各时间点血清中
ＩＬ－８含量均显著升高（Ｐ＜０．０５）。

２．２　灌注ＬＰＳ后乳腺组织与血清中ＭＰＯ的活性变化
由图２可见，灌注ＬＰＳ后，乳腺组织中 ＭＰＯ活性迅速上

升，与０ｈ相比差异显著（Ｐ＜０．０５），峰值出现于灌注后８ｈ
（Ｐ＜０．０５）。血清中ＭＰＯ活性的变化规律与组织中相反，与
０ｈ相比ＭＰＯ活性先下降后上升，最低点出现于 ＬＰＳ灌注后
４ｈ（Ｐ＜０．０５），至２４ｈ有所恢复。

２．３　乳腺组织ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达的变化
试验结果（图３）显示，在乳腺灌注ＬＰＳ后的各时间点，乳

腺组织中ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ相对表达均显著升高（Ｐ＜０．０５）；
灌注后２４ｈ表达呈下降趋势，但仍显著高于０ｈ。

２．４　外周血中性粒细胞活性氧释放的动态变化
试验结果（图４）显示，灌注ＬＰＳ后的各时间点，外周血ＰＭＮ

活性氧释放均显著升高（Ｐ＜０．０５），峰值出现于灌注后８ｈ。
２．５　灌注ＬＰＳ后乳腺组织与血清中ＮＡＧａｓｅ的活性变化

灌注ＬＰＳ后的不同时间点，乳腺组织中 ＮＡＧａｓｅ活性均
显著升高（Ｐ＜０．０５），于灌注后８ｈ达到峰值。血清中 ＮＡ
Ｇａｓｅ活性的变化规律与组织中一致，灌注后８ｈＮＡＧａｓｅ活性
显著升高（Ｐ＜０．０５），灌注后１６ｈ已恢复至正常水平（图５）。

３　结论与讨论

病原菌入侵宿主是复杂、动态的多因子作用过程，从病原

与宿主互作的角度研究病原侵染后的致病机制，以及从分子

水平了解宿主的免疫反应是控制疾病的关键所在［８］。作为

机体最大的外分泌腺，乳腺在进化、发育、泌乳再构建的过程

中时刻面临着病原微生物的侵袭。亿万年来，在与病原微生
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物的斗争过程中，乳腺进化出了复杂而精细的自主防御机制。

目前对宿主抗乳房感染的研究尚不深入，这是无法有效控制

乳腺炎的原因之一。

循环血液中大量的 ＰＭＮ在病原微生物或其他活性分子
的作用下向乳腺组织迁徙，这是发生乳腺炎的重要特征。已

有研究表明，细菌入侵后通过激活 ＮＦ－κＢ／ＡＰ－１刺激单核
细胞、巨噬细胞产生多种趋化因子，从而促进 ＰＭＮ等吞噬细
胞的趋化［９－１０］。ＩＬ－８是炎症发生时一种重要的趋化因子，
对ＰＭＮ具有激活作用，可诱导其变形、趋化、脱颗粒、合成生
物活性脂类、整合素上调、呼吸爆发等［１１－１２］。ＬＰＳ灌注后的
各时间点，血清中ＩＬ－８均显著升高，乳腺组织中ＩＬ－８在灌
注后８、１６ｈ显著升高，提示细菌入侵后促进机体分泌 ＩＬ－８，
促进ＰＭＮ趋化进入病灶发挥吞噬活性。此结果被ＭＰＯ的活
性变化规律证实。ＭＰＯ是 ＰＭＮ的标志酶，ＭＰＯ活性的高低
反映了ＰＭＮ在组织中的潴留和活化程度［５］。灌注ＬＰＳ后，乳
腺组织中ＭＰＯ活性升高，同样于灌注后８ｈ达到峰值；血清
中ＭＰＯ活性的变化则与组织中相反，呈先降低后升高的趋
势，动态反映了循环血液中ＰＭＮ向乳腺组织迁徙的过程。

ＰＭＮ是机体抵抗感染的主要非特异性防御细胞，任何
ＰＭＮ的功能障碍均会影响乳用家畜的生产性能。ＩＣＡＭ－１
广泛表达于各种细胞表面，对细胞间的相互作用及ＰＭＮ的黏

附聚集具有重要作用［１３］。已有研究表明，ＩＣＡＭ－１在感染性
疾病中发挥着重要作用［１４－１５］，但其在乳腺炎发病机制中的作

用报道较少。本研究表明，在 ＬＰＳ诱发的大鼠试验性乳腺炎
模型中，乳腺组织中 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达显著升高，提示
ＬＰＳ刺激乳腺后通过上调 ＩＣＡＭ－１表达，促进 ＰＭＮ黏附至
乳腺组织。ＰＭＮ进入宿主乳腺组织，主要通过释放ＲＯＳ实现
吞噬病原微生物［５］。在对一些胞内感染菌的研究中发现，

ＲＯＳ的产生对清除胞内微生物是必需的。本研究结果显示，
ＬＰＳ灌注乳腺后的各时间点，ＲＯＳ均显著升高，ＲＯＳ是宿主抵
御乳腺感染的主要效应分子。然而，ＲＯＳ的产生在杀灭病原
微生物的同时，对宿主细胞和吞噬细胞本身也会造成损伤。

ＲＯＳ释放的峰值伴随着ＮＡＧａｓｅ活性的显著增加，ＮＡＧａｓｅ是
一种酸性水解酶，乳汁中的 ＮＡＧａｓｅ主要来源于乳腺上皮细
胞与白细胞，ＮＡＧａｓｅ活性的高低是细胞受损程度的重要指
标［７，１６］。ＬＰＳ灌注后４、８、１６ｈ，ＮＡＧａｓｅ活性急剧升高，并于
８ｈ达到峰值，于２４ｈ恢复至正常水平。

在病原微生物或其他活性分子的作用下，大量循环血液

中的ＰＭＮ向乳腺组织迁徙，释放活性氧消灭病原微生物，但
高毒性的活性氧也会引起乳腺组织的损伤。如何迅速启动机

体的免疫反应，促进ＰＭＮ等效应细胞第一时间迁徙至乳腺组
织发挥吞噬效应，以及大量被激活的ＰＭＮ能否迅速从乳腺腺
泡清除，均决定了乳腺炎症的转归。本研究深入探讨了宿主

识别和清除乳房致病因子感染的天然免疫机制，对临床上乳

腺炎的免疫调控及防治具有重要现实意义。
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乌鳢（Ｃｈａｎｎａａｒｇｕｓ）线粒体 ＣＯⅠ 基因序列测定
及其系统发育关系分析

陈　晨，贺晶晶，邵青臣，刘　坤，王加连
（盐城师范学院生命科学与技术学院，江苏盐城２２４０００）

　　摘要：为了进一步探讨乌鳢（Ｃｈａｎｎａａｒｇｕｓ）的分类地位及其系统发育关系，通过测定其线粒体细胞色素氧化酶亚
基Ⅰ（ＣＯⅠ）基因部分序列，并从ＧｅｎＢａｎｋ获取鳢科另外１８种鱼类的ＣＯⅠ基因同源序列，以银鲳（Ｐａｍｐｕｓａｒｇｅｎｔｅｕｓ）
为外群，采用非加权配对算术平均法（ＵＰＧＭＡ）构建分子系统树。结果表明：（１）支持鳢科分为鳢属和副鳢属；（２）乌
鳢与同属的斑鳢（Ｃ．ｍａｃｕｌａｔａ）等鱼类的亲缘关系较近。
　　关键词：乌鳢；ＣＯⅠ；序列测定；系统发育
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作者简介：陈　晨（１９９５—），女，江苏兴化人，主要从事生物学学习和
研究。Ｅ－ｍａｉｌ：７６０９９０７３４＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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　　鳢科隶属于鱼纲鲈形目，包括２属２９种。其中鳢属２６
种，分布于中东、南亚和东亚等地；而副鳢属只有３种，主要分
布于西非地区［１］。乌鳢（Ｃｈａｎｎａａｒｇｕｓ）别称北方蛇头鱼、黑
鱼、生鱼、乌鱼等，是鳢科鳢属中个体大、生长快、经济价值高

的名贵经济鱼类。乌鳢原产于中国、俄罗斯和韩国，国内主要

分布于长江和黑龙江流域的大部分地区［２］，通常栖息于水草

丛生、底泥细软的静水或微流水中。因乌鳢具有肉质好、味道

鲜美、营养丰富等特点，成为我国重要的淡水经济鱼类。长期

以来，人们关于乌鳢的形态学、生态学以及人工养殖技术等方

面的研究较多，而关于其分子生物学资料则很少，其分类地位

和系统发育关系尚存争议。

线粒体ＤＮＡ是真核生物细胞质中的遗传物质，呈母系遗
传，具有分子量小、进化速度较快、拷贝数量多等特点，且不易

发生重组现象，已成为研究物种起源、进化、分类及种群遗传分

化的理想工具。与其他动物一样，线粒体细胞色素氧化酶亚基

Ⅰ（ＣＯⅠ）基因是鱼类线粒体１３个蛋白编码基因之一，中度保
守，既能保证足够的变异又易于被通用引物扩增，在种群遗传

学研究中，可作为属、种系统进化研究的良好标记，常被用于分

析亲缘关系较近物种的系统发育以及地理种群之间系统关系
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