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　　摘要：为了探究大蒜素对猪卵巢卵泡颗粒细胞类固醇激素合成功能以及Ｈ２Ｏ２引起的颗粒细胞凋亡的影响，采用

免疫组化法鉴定凋亡相关蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３在成年母猪卵巢组织中的表达情况，体外培养猪卵巢原代颗粒细胞，
采用放射免疫（ＲＩＡ）方法检测培养液中孕酮（Ｐ４）和雌二醇（Ｅ２）水平，采用 ＭＴＴ法检测大蒜素对细胞增殖活性的影

响，进一步检测卵巢颗粒细胞的凋亡情况。免疫组化结果显示，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３在猪卵巢不同发育阶段卵泡的颗粒
细胞、膜细胞中有广泛表达，在卵母细胞的胞质中也有分布，在闭锁卵泡中也见明显表达。猪卵巢原代颗粒细胞经大

蒜素处理后，细胞培养液中的孕酮含量显著低于Ｈ２Ｏ２处理组，而雌激素水平显著高于Ｈ２Ｏ２处理组，与对照组无明显

差异。此外，免疫荧光结果显示，与Ｈ２Ｏ２处理组相比，大蒜素处理组减少了颗粒细胞的凋亡，进一步证实了大蒜素对

Ｈ２Ｏ２引起的颗粒细胞凋亡具有缓解作用；进一步应用ＭＴＴ细胞毒性和增殖试剂盒进行检测，结果显示，与Ｈ２Ｏ２处理

组相比，大蒜素处理显著提高了细胞增殖活性。结果表明，大蒜素能够作用于卵巢颗粒细胞，缓解 Ｈ２Ｏ２造成的氧化

应激，本结果为畜牧生产中进一步应用大蒜素提供参考依据。
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　　卵泡闭锁是卵巢卵泡发育过程中一种正常的生理现象，
该现象受多种因素影响和调控，在哺乳动物的一生中，最终只

有少量卵泡发育为优势卵泡并排卵，而９０％以上的卵泡将发
生闭锁［１］。营养、环境或毒理方面的因素可能会造成卵泡的

大量闭锁，从而影响动物生产。在猪卵巢卵泡闭锁过程中，颗

粒细胞层逐渐脱落，未脱落的颗粒细胞比较饱满，在高倍镜下

可清楚地见到凋亡的颗粒细胞核内形成的凋亡小体。虽然从

形态特征上能够观测到卵泡闭锁的变化，但有关猪卵泡闭锁

的机制及其挽救措施仍有待研究。

大蒜素为天然存在于百合科植物大蒜（Ａｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍ
Ｌ．）鳞茎中的一种具有抗癌活性的成分，为三硫代烯丙醚类
化合物，农业上用作杀虫剂、杀菌剂［２－４］，也用于饲料生产、食

品加工及药品生产等方面。相关研究表明，大蒜素作为一种

具有多种功能的饲料添加剂，既可以通过改善动物机体内各

组织器官功能，强化胃肠道蠕动与消化酶的代谢，增加畜禽及

鱼类的采食，提高畜禽对饲料的消化利用，从而提高畜禽的生

产性能［５］，又可以增强畜禽的免疫机能，从而预防多种疾病。

但有关大蒜素对猪繁殖尤其是卵泡闭锁的影响研究较少。

本试验应用大蒜素对体外培养的猪卵巢颗粒细胞进行处

理，通过检测处理后颗粒细胞的凋亡情况及类固醇激素合成

水平等，揭示大蒜素对猪卵巢卵泡颗粒细胞发育和功能的调

控机理。

１　材料与方法

１．１　材料与主要试剂
从江苏省南京市某生猪屠宰加工厂采集健康的猪卵巢作

为试验材料。将采集后的卵巢迅速放入装有含青霉素、链霉

素的３７℃生理盐水的保温杯中，于２ｈ内运回实验室。从某
饲养场采集梅山猪的卵巢组织，放于 ４％多聚甲醛中固定
３６～４８ｈ，用于免疫组织化学染色试验。

大蒜素购于Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ／Ｆ－１２细胞培养液、磷酸
缓冲盐溶液（ＰＢＳ）、青霉素、链霉素购于 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公
司；胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；细胞增殖试剂盒、免疫荧光试
剂盒、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ、ＨＲＰ标记的
驴抗羊ＩｇＧ购自上海碧云天生物技术有限公司；雌二醇和孕
酮放射免疫（ＲＩＡ）检测试剂盒购自北京北方生物技术研究
所；苏木素染料购自南京建成生物工程研究所；链霉亲和素－
生物素－过氧化物酶复合物（ＳＡＢＣ）试剂盒、３，３′－二氨基联
苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒、Ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测试剂盒购自武
汉博士德生物工程有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　卵巢组织的免疫组织化学染色　参照丁威等的方
法［６］对卵巢组织的免疫组织进行化学染色。脱蜡止水：二甲

苯Ⅰ７ｍｉｎ→二甲苯Ⅱ７ｍｉｎ→１００％乙醇Ⅰ ５ｍｉｎ→１００％乙
醇Ⅱ ５ｍｉｎ→９０％乙醇 ５ｍｉｎ→７０％乙醇 ２ｍｉｎ→蒸馏水
５ｍｉｎ；灭活内源酶：用３％甲醇 －Ｈ２Ｏ２处理１５ｍｉｎ→蒸馏水
５ｍｉｎ；抗原热修复：柠檬酸三钠（ｐＨ值 ＝６．０）１００℃ １０ｍｉｎ
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→ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ３ｍｉｎ；加一抗：１０％牛血清白蛋白
（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，简称ＢＳＡ）室温封闭３０ｍｉｎ→一抗加
入后，须要在室温条件下过夜，阴性对照可用１％ ＢＳＡ代替
（ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３抗体稀释浓度为１∶２００）ＰＢＳ洗涤３次，
每次３ｍｉｎ；ＳＡＢＣ（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ）反应：二抗加
入后，须要在室温条件下３０ｍｉｎ→ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ
→加ＳＡＢＣ，室温１５ｍｉｎ→ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ；显色：
００５％ ＤＡＢ＋０．０１％ Ｈ２Ｏ２，显色２～１０ｍｉｎ→水冲洗５ｍｉｎ→
苏木素复染→水冲洗５ｍｉｎ；脱水透明：５０％乙醇２ｍｉｎ→７０％
乙醇２ｍｉｎ→９０％乙醇２ｍｉｎ→１００％乙醇Ⅰ ２ｍｉｎ→１００％乙
醇Ⅱ ２ｍｉｎ→二甲苯Ⅰ４ｍｉｎ→二甲苯Ⅱ ４ｍｉｎ；封片，用光学
显微镜观察并拍照，切片中棕褐色代表阳性表达。

１．２．２　细胞培养和处理　参照宋丹等的方法［７］对细胞进行

培养和处理。在实验室中将从屠宰场采集来的卵巢用３７℃
生理盐水清洗３次，然后用１０ｍＬ注射器从卵巢表面选择直
径为３～５ｍｍ的卵泡抽取卵泡液，放入离心管静置 １０～
１５ｍｉｎ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次后，用血细胞计数
板进行计数。将颗粒细胞放入含１０％胎牛血清、２０ｎｇ／ｍＬ促
卵泡素（ＦＳＨ）、１００ｍｇ／Ｌ链霉素和１００ＩＵ／ｍＬ青霉素的基础
培养液６孔细胞培养板中，于５％ ＣＯ２和３７℃的培养箱中培
养２４ｈ，然后将颗粒细胞分成４组，第１组继续用基础培养液
培养作为对照，第２组为添加 Ｈ２Ｏ２（１００μｍｏｌ／Ｌ）处理、第３
组为添加大蒜素（５０μｍｏｌ／ｍＬ）处理、第４组为添加大蒜素
（５０μｍｏｌ／ｍＬ）＋Ｈ２Ｏ２（１００μｍｏｌ／Ｌ）处理，其中大蒜素固体
溶解于ＰＢＳ并添加到培养液中，终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ。培养
２４ｈ后，收集培养液用于类固醇激素水平测定。
１．２．３　类固醇激素测定　采用酶联免疫法测定颗粒细胞培
养液中的雌二醇（Ｅ２）和孕酮（Ｐ４）含量。Ｅ２和Ｐ４的灵敏度分
别为＜５ｐｇ／ｍＬ和＜０．２ｎｇ／ｍＬ，批内变异系数小于１０％，批
间变异系数小于１５％。

１．２．４　ＤＡＰＩ凋亡检测　用６孔板接种传代猪颗粒细胞以制
作细胞爬片并进行相应处理。细胞在盖玻片上生长融合到

９０％左右时从孵箱中取出，用预温 ３７℃ ＰＢＳ洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，４％甲醛室温固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ，然
后用０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化３０ｍｉｎ，加４′，６－二脒基－２－
苯基吲哚（ＤＡＰＩ）孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ，最
后在激光共聚焦显微镜观察并拍照。

１．２．５　细胞增殖活性检测　从对照、Ｈ２Ｏ２、大蒜素、大蒜
素＋Ｈ２Ｏ２等４组处理中分别取１００μＬ约２０００个颗粒细胞
放入９６孔板中，依据 ＭＴＴ试剂盒说明书，每孔加入 １０μＬ
ＭＴＴ溶液，在培养箱内孵育 ４ｈ，然后每孔再加入 １００μＬ
Ｆｏｒｍａｎｚａｎ溶解液继续孵育４ｈ，直到在普通光学显微镜下能
够观测到Ｆｏｒｍａｚａｎ全部溶解，然后早５７０ｎｍ处的测定溶液
吸光值。

１．３　数据分析
用Ｅｘｃｅｌ２０１０对原始数据进行整理，然后用 ＳＰＳＳ１７．０

软件进行单因素方差分析，差异显著性比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ检验
法，所有数据均用（平均值±标准差）表示，至少重复４次。

２　结果与分析

２．１　ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白在猪卵巢卵泡中表达的定位
魏全伟研究表明，Ｃａｓｐａｓｅ３在由颗粒细胞凋亡引起卵泡

闭锁的过程中的表达存在显著升高现象。为了进一步研究

Ｃａｓｐａｓｅ３的激活（ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）在猪卵巢卵泡壁退化过
程的作用，选取正在闭锁的卵泡（即颗粒细胞正在凋亡和脱

落的卵泡）进行研究。免疫组织化学染色结果表明，随着卵

泡的闭锁，颗粒细胞凋亡并脱落在卵泡腔内，颗粒细胞凋亡伴

随着染色质的浓缩。颗粒细胞的凋亡伴随着 Ｃａｓｐａｓｅ３的激
活（图 １－Ｂ、图 １－Ｅ），而在健康的卵泡中几乎不存在
Ｃａｓｐａｓｅ３的激活（图１－Ａ、图１－Ｄ）。

２．２　颗粒细胞培养液中Ｅ２和Ｐ４激素水平变化
由图２可知，氧化应激组（过氧化氢处理）中的 Ｅ２浓度

显著低于对照组、５０μｍｏｌ／Ｌ大蒜素处理组及５０μｍｏｌ／Ｌ大蒜
素和过氧化氢共同处理组（Ｐ＜０．０５）；而氧化应激组Ｐ４浓度
显著高于对照组、５０μｍｏｌ／Ｌ大蒜素处理组及５０μｍｏｌ／Ｌ大蒜
素和过氧化氢共同处理组（Ｐ＜０．０５）。表明大蒜素可以提高
颗粒细胞在氧化应激状态下雌二醇分泌能力，并抑制颗粒细

胞黄体化。雌激素和孕激素可以作为检测细胞状态的指标，

结果表明，大蒜素处理下细胞状态相对更好。

２．３　猪卵巢颗粒细胞的凋亡情况
颗粒细胞培养２４ｈ后，将制作好的细胞爬片进行 ＤＡＰＩ

染色，用激光共聚焦显微镜细胞凋亡情况。结果（图３）表明，
与对照组相比，氧化应激组大量细胞发生形态学变化，而大蒜

素处理组有效缓解了上述变化。细胞凋亡的典型特征包括细
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胞皱缩、染色质固缩、染色质新月体形成、ＤＮＡ片段化和凋亡
小体形成等。

２．４　猪原代颗粒细胞的增殖情况
由图４可知，与对照组相比，氧化应激组颗粒细胞增殖活

性显著降低，而添加大蒜素与 Ｈ２Ｏ２协同处理以后能够显著
增加细胞增殖活性。该结果与凋亡检测结果相一致。

３　讨论

目前普遍的学术观点认为，卵泡闭锁主要是由卵巢卵泡

颗粒细胞凋亡引起的［８］。因此，颗粒细胞凋亡的潜在机制可

能是研究卵泡闭锁的重要突破点和关键点。目前有关大蒜素

抑菌作用的研究较多，相关研究认为，大蒜素可激活单核细胞

的分泌水平，促使溶菌酶大量释放，溶菌酶能水解细菌细胞壁

中的粘多糖，使致病菌细胞破裂死亡，进而增强机体的非特异

性免疫功能［９］。然而，有关大蒜素在颗粒细胞凋亡方面的研

究较少。

免疫组织化学染色试验结果表明，卵泡闭锁过程中颗粒

细胞的凋亡激活了Ｃａｓｐａｓｅ３；而前期研究认为，Ｃａｓｐａｓｅ３能够

进一步解离 ＰＡＲＰ－１，而 ＰＡＲＰ－１的解离参与卵泡闭锁过
程［１０］。本研究发现，大蒜素能够作用于卵巢颗粒细胞，并缓

解Ｈ２Ｏ２造成的颗粒细胞凋亡。
在卵泡发育过程中，颗粒细胞不断增殖使得卵泡不断生

长，并最终排卵［１１－１３］。颗粒细胞是卵巢中合成和分泌雌激

素、孕酮等激素的主要功能细胞。多种哺乳动物的卵巢生长

和卵泡发育均与卵巢的雌激素、孕激素分泌水平相关［１４－１６］。

本研究发现，大蒜素可以改善氧化应激状态下卵巢颗粒细胞

的内分泌功能，表明大蒜素可用于猪生产，以提高猪抗应激水

平和调节卵巢发育。

本研究结果还表明，氧化应激状态下，颗粒细胞的增殖受

到抑制，而大蒜素能够在一定程度上提高颗粒细胞的增殖活

性。该结果进一步说明大蒜素对颗粒细胞内分泌功能具有改

善作用，为猪繁殖的营养调控提供参考。此外，应用体外猪卵

巢颗粒细胞氧化应激模型，本研究结果进一步说明大蒜素在

抑制颗粒细胞凋亡过程中可能发挥着某种重要的作用，可为

大蒜素在猪育种及生产过程提供有价值的参考依据。而相关

作用机制仍有待进一步研究阐明。
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２０１６—２０１７年江苏地区弯曲菌流行现状监测
颜　卫，赵莎莎，卢劲晔，羊建平，沈晓鹏，蒋珊珊

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：弯曲菌是全球范围内主要的人兽共患病原菌，也是细菌性肠道病原菌之一，对人致病的主要是空肠弯曲菌，
其次是结肠弯曲菌。家禽是弯曲菌病最重要的传染源，感染动物肠道内的大量细菌可通过排泄物污染食物引起人类

感染。近年来，弯曲菌病的发生呈增长趋势。较为系统地调查和分析了２０１６—２０１７年江苏部分地区人群、动物、食品
中弯曲菌的流行特点，为进一步防控弯曲菌病提供了理论基础。

　　关键词：弯曲菌；流行现状；污染；江苏
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作者简介：颜　卫（１９８３—），女，江苏泰州人，硕士，讲师，主要从事病
原微生物方向研究。Ｔｅｌ：（０５２３）８８２１９２８１；Ｅ－ｍａｉｌ：１０４９２１３６００＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

　　弯曲菌是一种重要的人兽共患病原菌，不仅可以引起动
物腹泻、牛羊流产、雏鸡坏死性肝炎，它也是全球范围内引起

人胃肠道感染最常见的病原菌，可引起人类发热、急性肠炎、

格林巴利综合征等，儿童、老人和免疫缺陷症病人是弯曲菌感

染的高危人群，严重时可引起死亡。该菌广泛分布于自然界，

是许多畜禽的寄生菌，可通过动物、食物、水等传播并引起人

类感染，肉类、蔬菜、水等均存在不同程度的弯曲菌污染，对该

菌的流行现状监测对于食品安全、公共卫生有重要意义。

１　材料与方法

１．１　培养基与试剂
布氏肉汤、Ｃａｒｒｙ－Ｂｌａｉｒ运送培养基，购自北京陆桥技术

有限责任公司；ＣＣＤＡ购自 ＯＸＯＩＤ公司，Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ
酶、低分子量ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，购自大连宝生物工程公司；微氧产
气袋购自ＭＧＣ公司；绵羊全血购自兰州民海生物工程有限公

司。抗生素混合液：多黏菌素 Ｂ、甲氧苄氨嘧啶、利福平各
０．１２５ｇ，放线菌酮 １．２５０ｇ，加入 ２５ｍＬ丙酮蒸馏水混合液
（１∶１比例混合）溶解过滤后备用。弯曲菌生长促进剂：硫酸
亚铁、焦亚硫酸钠、丙酮酸各称取１．５６３ｇ，加入２５ｍＬ蒸馏水
充分溶解，过滤备用。布氏肉汤高压灭菌，冷却后分别加入抗

生素混合液和弯曲菌生长促进剂摇匀备用（２００ｍＬ中加入
１ｍＬ）。ＣＣＤＡ配制完高压灭菌后，冷却至５０～６０℃加入头
孢哌酮（３２ｍｇ／Ｌ）和两性霉素Ｂ（１０ｍｇ／Ｌ）。
１．２　样品来源

２０１６年６月至２０１７年５月陆续采集医院腹泻病人（包
括门诊部和住院部）粪便样本、农贸市场和超市食品样本、环

境样本、动物源肛拭样本（包括规模化圈养鸡、散养鸡、市场

鸡、养殖场鸭群、养殖场鹅群）共８６８份进行弯曲菌的检测。
１．３　弯曲菌的分离

肛拭样品、腹泻患者送检的粪便样品插入 Ｃａｒｒｙ－Ｂｌａｉｒ
运送培养基中于１２ｈ内送实验室检测。食品、环境样品采集
后置于４℃冰盒送实验室立即检测。取肉类、蔬菜样品１ｇ
剪碎，污水样品１ｍＬ，Ｃａｒｒｙ－Ｂｌａｉｒ培养基中取出的棉拭加入
９ｍＬ布氏肉汤（含抗生素和生长促进剂），厌氧培养罐（加入
微需氧产气袋后立即密封）４２℃摇床培养 ２４ｈ，菌液接种
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