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　　摘要：为探讨视黄醇对大肠杆菌诱发的大鼠乳腺上皮细胞炎症反应的影响，原代培养大鼠乳腺上皮细胞，试验组
预先经视黄醇处理２４ｈ后，对照组和试验组分别经大肠杆菌处理３０ｍｉｎ和６０ｍｉｎ，收集细胞和上清液。结果显示，大
肠杆菌诱发能显著提高ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ表达，进而促进促炎性细胞因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β的释放以及炎性介质ｉＮＯＳ
（诱导型－氧化氮合酶）的表达。视黄醇处理能抑制ＮＦ－κＢ表达，进而降低炎性细胞因子和炎性介质的释放和表达，
从而达到保护乳腺上皮细胞的作用。
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　　中图分类号：Ｓ８５８．２３７．２＋６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０６－００３５－０４

收稿日期：２０１７－１１－０２
基金项目：江苏省自然科学基金面上研究项目（编号：ＢＫ２０１５１３５４）；
江苏农牧科技职业学院科研课题（编号：ＮＳＦ２０１６０９）；江苏省现代
畜牧与新兽药工程技术中心开放课题（编号：ＴＧＣ２ＸＫＦ１４０２）。

作者简介：卢劲晔（１９８３—），男，江苏扬州人，博士，讲师，主要从事乳
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　　乳腺炎在各种乳用家畜甚至是人类普遍存在，奶牛乳腺
炎更是频繁发生，全世界约有１／３的奶牛患有各种类型的乳
腺炎，是制约奶牛产业发展的主要疾病之一［１］。目前，临床

上分离的乳腺炎致病菌超过 １３７种，大肠埃希氏杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｅ．ｃｏｌｉ）是临床上环境性乳腺炎的代表病
原［２］，存在于奶牛生活的环境中，如附着在体表尤其是乳头

表面、垫料、厩槽、粪便等处，当乳头管开放时（挤奶后或乳头

受损等）进入乳腺繁殖、扩增。奶牛感染大肠杆菌后常引起

急性乳腺炎，并伴随局部和全身症状。从理论上讲加强饲养

管理，搞好泌乳期和产前的环境卫生，做好挤奶前后的消毒，

可以降低环境性乳腺炎的发病率。但是实践证明，环境控制

并没有明显降低大肠杆菌乳腺炎的发病率。有报道显示，在

管理良好的奶牛场，高体细胞数（ＳＣＣ）的乳汁中经常能分离
到大肠杆菌［３－４］。近年来大肠杆菌乳腺炎发病率有升高的趋

势，特别是在一些饲养管理水平较高的发达国家，接触性乳腺

炎有所控制，而大肠杆菌乳腺炎在临床型乳腺炎中的发病率

有所增加。

病原菌入侵宿主是一个复杂的、动态的多因子作用过程，

从病原与宿主互作的角度深入研究病原侵染后宿主抵御病原

感染的机制是控制疾病的关键所在［５］。先天性免疫系统是
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机体识别和清除入侵病原体的第一道防线，具有作用广泛、启

动迅速的特点，在保护机体、抵抗感染的过程中具有极其重要

的作用。先天性免疫系统依赖模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）识别病原体的病原相关分子模式，
进而招募相应的接头蛋白，激活信号级联反应，促进炎症细胞

因子、趋化因子的分泌和表达，从而杀伤和清除病原微生物。

Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是目前在感染性疾病
发病机制中研究最为广泛的的一组ＰＲＲｓ，在多种细胞中广泛
表达。ＴＬＲ定位于细胞的膜结构上广泛识别多种 ＰＡＭＰｓ，通
过招募接头蛋白 ＭｙＤ８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－８８）和
ＴＲＩＦ（ＴＩＲｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｄａｐｔｏｒｉｎｄｕｃｉｎｇＩＦＮ－β），激活
ＮＦ－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢ）和 ＩＲＦｓ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ）信号通路［６－８］。已有研究证明大鼠乳腺上皮细胞能

表达ＴＬＲ２、ＴＬＲ４和ＴＬＲ９，在乳腺上皮细胞抵御致病均感染
中发挥重要的作用［９－１１］。

研究表明，饲料中来源丰富的视黄醇具有维持上皮细胞

的完整性、促进动物生长、维持正常的视觉等功能。近年来，

研究还发现，视黄醇能提高多种免疫细胞的功能，增强机体抗

感染能力。本实验室的前期研究已表明视黄醇对 ＬＰＳ诱发
的试验性乳腺炎大鼠具有一定的保护作用［１０］，且视黄醇处理

能下调 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ｉＮＯＳ等多种炎症介质的表达［１２］。

本试验将进一步深入探讨视黄醇抑制炎症介质表达的作用机

制，为奶牛乳腺的健康调控提供一条新的思路。

１　材料与方法

１．１　大鼠乳腺上皮细胞的培养与处理
大鼠乳腺上皮细胞分离培养方法参照文献［１０］并加以

改进。选择妊娠１５～１８ｄ的大鼠，无菌采集乳腺组织，胶原
酶与透明质酸酶联合消化分离乳腺上皮细胞，多次瞬时离心

（１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ；重复１０次）收集细胞，调整密度至
５×１０５个／ｍＬ，接种于培养瓶中，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养。
待细胞铺满培养瓶底 ９０％以上，更换培养液为无血清培养
液，同时加入药物处理。试验组加入终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的视
黄醇（ＤＭＳＯ溶解），对照组更换含相等浓度 ＤＭＳＯ的基础培
养液处理 ２４ｈ后，大肠杆菌（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ＝
１０）处理细胞，分不同时间点用细胞刮刀刮取细胞，置于液氮
后转移至－７０℃冰箱保存。
１．２　主要试剂

乳腺炎致病菌大肠杆菌（ＮＪ０５０１）由南京农业大学动物
医学院泌乳生化教研室提供。ＰＶＤＦ膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；
兔抗鼠ＴＬＲ－４、ＮＦ－κＢｐ６５多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司；小鼠抗ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司。辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔、兔抗小鼠ＩｇＧ购自武汉博士德公司；
ＥＣＬ化学发光检测试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司。ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β
检测试剂盒购自购于解放军总医院科技开发中心放免所。

１．３　乳腺细胞核蛋白与总蛋白的提取
参照试剂盒说明分别提取大鼠乳腺上皮细胞核蛋白与总

蛋白用于ＥＭＳＡ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，蛋白样品浓度采用ＢＣＡ
法测定，分装后保存于－７０℃。
１．４　测定指标及方法
１．４．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乳腺上皮细胞中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８含量

　３０μｇ乳腺上皮细胞总蛋白提取物经１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳，半干转印仪转印到 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ
后，分别在兔抗ＴＬＲ－４抗体、兔抗ＮＦ－κＢｐ６５抗体（１∶５００
稀释）中４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ充分洗涤，在辣根过氧化物酶标
记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶６０００稀释）中室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ充分
洗涤后加入化学发光液，暗室曝光、显影、定影。以 ＧＡＰＤＨ
为内参照，用同样方法加小鼠抗 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体
（１∶５０００稀释）和辣根过氧化物酶标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ
（１∶６０００稀释）对同一 ＰＶＤＦ进行检测。凝胶图像分析系
统对条带进行光密度测定，以目的蛋白和 ＧＡＰＤＨ条带的光
密度比值代表其表达的相对水平。

１．４．２　细胞培养上清液中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β含量测定　具体
操作按试剂盒说明书进行。

１．４．３　ＲＴ－ＰＣＲ检测乳腺上皮细胞中 ｉＮＯＳ表达　用
ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取总ＲＮＡ，用随机引物同时对所有样品进行
反转录，建立各样品的 ｃＤＮＡ。用所有待测反转录产物的混
合样（每份待测样品等体积混合）对反应条件进行优化。反

应条件为：９５℃１ｍｉｎ；９５℃２０ｓ、６２℃３０ｓ、７２℃２０ｓ，重复
４５个循环。以β－ａｃｔｉｎ为内标基因，用实时荧光定量ＰＣＲ进
行相对定量。引物序列见表１。

表１　ＰＣＲ扩增引物参数

名称 序列号 方向 引物序列（５′→３′）
ｉＮＯＳ Ｄ１４０５１ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＣＧＣＴＧＣＡＴＣＧＧＣＡＧＧＡＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＴＣＡＴＧＣＴＴＣＣＣＡＴＣＧＣＴＣＣ
β－ａｃｔｉｎ ＮＭ０３１１４４ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＣＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣＣＣＣＧＴＣ

１．５　数据处理
用ＳＰＳＳ１７．０方差分析程序对试验数据进行统计分析，

统计结果以“平均数±标准误”表示。

２　结果与分析

２．１　乳腺上皮细胞ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８含量的变化
由图１可知，大鼠乳腺上皮细胞表面有ＴＬＲ－４存在，大

肠杆菌处理后３０、６０ｍｉｎ大鼠乳腺上皮细胞 ＴＬＲ－４表达极
显著升高；与对照组相比，视黄醇处理能显著降低大肠杆菌处

理６０ｍｉｎ后大鼠乳腺上皮细胞ＴＬＲ－４水平。
２．２　乳腺上皮细胞ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β分泌的变化
　　由图 ２可知，正常情况下，大鼠乳腺上皮细胞释放的
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β较低，大肠杆菌刺激后大鼠乳腺上皮细胞
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β释放量显著升高（Ｐ＜０．０５），视黄醇处理能
显著降低大肠杆菌处理６０ｍｉｎ后大鼠乳腺上皮细胞 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β释放量。
２．３　乳腺上皮细胞ｉＮＯＳ表达的变化

由图３可知，大鼠乳腺上皮细胞经大肠杆菌刺激后ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０５），视黄醇处理能显著降低大
肠杆菌处理 ３０ｍｉｎ和 ６０ｍｉｎ后大鼠乳腺上皮细胞 ＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达。

３　讨论

乳是乳腺的分泌产物，乳汁对新生哺乳动物的重要性毋

庸置疑，乳腺的健康是其发挥生物学效应的基本保障。但是
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作为机体最大的外分泌腺，乳腺在进化、发育和泌乳再构建的

过程中时刻面临着病原微生物的侵袭，乳腺感染频繁发生，尤

其在奶牛产业，据报道全世界约有２／３的奶牛罹患各种类型
的乳腺炎。病原菌入侵乳腺组织是一个复杂的、动态的多因

子作用过程，然而目前宿主对抗乳腺感染的作用机制研究尚

不深入，这是乳腺炎得不到有效控制的原因之一。

　　ＴＬＲｓ是一组保守的介导机体天然免疫反应的跨膜受体
蛋白，广泛分布于髓源细胞、内皮细胞、脂肪细胞、成纤维细胞

及上皮细胞等２０多种细胞中［１３－１４］。ＴＬＲｓ通过识别病原微
生物、偶联信号传导途径，激活天然免疫细胞，最终启动一系

列的免疫炎症反应，是天然免疫系统中最为重要的模式识别

受体［１５－１７］。ＴＬＲ－４是革兰氏阴性菌及其内毒素发挥生物学
效用的特异性受体［１８］，ＴＬＲ－４的表达可以作为革兰氏阴性
菌引起的乳腺炎的生物标记分子。本研究证实原代培养的大

鼠乳腺上皮细胞表面有 ＴＬＲ－４的存在，并且正常情况下该
受体表达量较低，而大肠杆菌侵染能显著刺激 ＴＬＲ－４的表
达，视黄醇对ＴＬＲ－４的表达影响不显著。

病原微生物刺激后，位于细胞膜表面的ＴＬＲ通过胞外区
富含亮氨酸的重复序列将刺激信号传入胞内，活化胞核内的

ＮＦ－κＢ［１９］，并促进相关炎性细胞因子释放到胞外。在本试
验中，大肠杆菌处理大鼠乳腺上皮细胞后，ＮＦ－κＢｐ６５表达
活性显著升高，视黄醇预处理能极显著降低 ＮＦ－κＢｐ６５表
达，与先前研究结果一致，表明视黄醇能显著提高核内视黄醇

受体－α（ｒｅｔｉｎｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ－α，ＲＡＲ－α）的表达，而 ＲＡＲ－α
可以与ＮＦ－κＢ上的结合位点相结合，从而降低 ＮＦ－κＢ的
生物学活性［２０］。

大肠杆菌或其致病因子通过 ＴＬＲ－４／ＮＦ－κＢ信号途径
合成并释放细胞因子，任何 ＮＦ－κＢ的抑制剂均能抑制其诱
导的炎症相关基因的转录。ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β是 ＬＰＳ（脂多
糖）通过ＴＬＲ－４跨膜激活核转录因子后产生的重要炎性因
子，ＬＰＳ处理后引起各个时间点ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β的 ｍＲＮＡ表
达极显著升高，视黄醇处理能显著抑制上述基因的过度表达。

ｉＮＯＳ（诱导型一氧化氮合酶）是 ＮＯ合成的限速酶，ＮＯ是体
内重要的信号分子，具有多种生物学功能，一方面ＮＯ具有直
接的杀菌作用，另一方面 ＮＯ能加快血液循环，促使更多的
ＰＭＮ（中性粒细胞）向组织迁徙发挥吞噬活性［２１－２２］。但ｉＮＯＳ
持续活化产生过量ＮＯ是引起组织损伤的一个重要因素。在
本研究中，ＬＰＳ极显著刺激各个时间点ｉＮＯＳｍＲＮＡ的过度表
达，视黄醇显著下调炎症反应后期该基因的表达。与先前报
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道一致，视黄醇能通过下调转录因子 ＮＦ－κＢｐ６５和 ｐ５０亚
基的活性从而降低ｉＮＯＳ的并表达［２３－２４］。

４　小结

研究表明大肠杆菌通过 ＴＬＲ－４／ＮＦ－κＢ信号途径促进
原代大鼠乳腺上皮细胞炎性相关因子的表达，视黄醇能抑制

ＮＦ－κＢ活性，抑制相关炎性因子的过度表达，这可能是视黄
醇保护乳腺对抗感染的原因之一。
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