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奶牛乳房炎又称奶牛乳腺炎!

R);:,4L-51:1:5

"(

是奶牛乳腺受物理%化学%微生物刺激所发生的一种

炎症变化(是一种复杂的乳腺综合症(包括乳腺感

染%乳腺炎症%乳房微循环和免疫障碍等&

&C$
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(多发生

于产后哺乳期(常可引起奶牛产奶量和奶品质急剧

下降甚至失去泌乳能力)在乳腺免疫防御体系中(

奶牛乳腺上皮细胞 !
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"具有哨兵作用(其能够及时识别病原

菌并释放细胞因子(趋化%激活及调节免疫细胞(进

而发挥免疫防御功能&

D
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)随着人们对食品安全要求

的不断提高和国家对乳制品品质更严格的要求(临

床治疗乳房炎常用的抗生素由于存在药物残留将逐

渐被限用或禁用)应用中药治疗奶牛乳房炎(已日

益为国内外专家所关注)
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"中)苦参碱具有多种生理学活性(
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"#%&D 8

#

Z6T6ZVZZVZTVZ6ZZ6VZ6

*

X

#

6ZTTVZVZ6ZTZVZTVVV &"#

'*!'D 8

#

ZZTT6TVTVTT66T6VTVTVZV

*

X

#

VTT6ZZ66TVTTTZ66VZZ EE

!

&":534 8

#

Z6T6VTTZT66ZZ6TTVTV6

*

X

#

6T6VTVZTVZZ66ZZVZZ6T $%Q

!!

按
&=%b&%

" 孔M&将
RS@T5

接种到
"

孔板(处

理方法同
&=$

(培养
QA

后(严格按照天根总
X06

提取试剂盒的说明提取细胞总
X06

(使用
0-,)

F+)

K

仪器测定总
X06

浓度和纯度后(采用
V-J-+-

反转录试剂盒进行
?F06

合成)严格按照
V-J-+-

试剂盒说明书(配制
$%

"

U+4-.C1:L4WTX

反应体

系#

>eRX

预混合试剂
@O V-

f%

!

V.:X0-54Y

W.*5

"

$b&%

"

U

(

&%

"

L).

$

UWTX

正向引物
%='

"

U

(

&%

"

L).

$

UWTX

反向引物
%='

"

U

(

?F06

模板
$

"

U

(灭菌蒸馏水
"=!

"

U

)

WTX

反应条件为#

EQc

预

变性
D%5

*

EQc

变性
Q5

(

"%c

退火
$%5

*

"Qc

延伸

&Q5

(共
!%

个循环)反应在伯乐
:aQ+4-.C1:L4WTX

>

<

514L

实时
WTX

检测系统上进行)

&=#

!

数据分析

用
@O?4.

对试验数据进行预处理(结果以-平均

值
g

标准差.表示*采用
>W>>&#=%

单因素方差分析

!

60GB6

"法对试验数据进行统计分析(

+

"

%=%&

表示差异极显著(

+

"

%=%Q

表示差异显著)基因相

对表达量采用
$

M

&&

!5方法进行计算)

$

!

结果与分析

$=&

!

苦参碱对
RS@T5

增殖的影响

由图
&

可知(培养第
D

天(

R

#

@

组
RS@T5

的

增殖水平均低于
6

组(其中
T

%

F

%

@

组与
6

组差异

极显著!

+

"

%=%&

"*培养第
!

天(

R

%

T

%

F

%

@

组

RS@T5

细胞增殖水平与
6

组相比无显著性差异*

培养第
Q

天(

R

%

T

组细胞增殖水平高于
6

组(其中
R

组与
6

组差异极显著!

+

"

%=%&

"(

F

%

@

组细胞增殖

水平略低于
6

组(说明低质量浓度 !

$Q

和
Q%

"

P

$

LU

"苦参碱对细胞增殖具有促进作用(而高质量

浓度!

#Q

和
&%%

"

P

$

LU

"苦参碱对细胞增殖具有抑

制作用)

$=$

!

苦参碱对
RS@T5

完整性和泌乳能力的影响

UFY

是机体能量代谢过程中的重要酶(能催化

乳酸脱氢生成丙酮酸(一般存在于细胞浆内(细胞膜

受损时则会溢出胞外至培养上清中&

'

'

)由图
$

可

知(

R

#

@

组
RS@T5

上清液中
0G

水平均高于
6

组(其中
T

组极显著高于
6

组!

+

"

%=%&

"(表明苦参

碱可以提高
RS@T5

的泌乳性能*

R

%

T

%

F

和
@

组

RS@T5

细胞上清液中的
UFY

水平均比
6

组的高(

其中
R

%

F

组极显著升高!

+

"

%=%&

"(

T

组显著升高

!

+

"

%=%Q

"(说明苦参碱对细胞的完整性有一定的

破坏作用)

$=D

!

苦参碱对
RS@T5

凋亡率的影响

由图
D

可知(不同剂量的苦参碱作用于
RS@T5

后(对细胞的凋亡率有不同程度的影响(

R

%

T

%

F

%

@

组
RS@T5

的凋亡率均极显著高于
6

组 !

+

"

%=%&

"(其中
R

组细胞凋亡率最高)

/
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与
6

组比较(

$

表示差异显著!

+

"

%=%Q

"(

$$

表示差异极显著!

+

"

%=%&

")下图同

T)L

K

-+4A1)

P

+)*

K

6

(

$

:,A:?-1455:

P

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

+

"

%=%Q

"

-,A

$$

:,A:?-1454O1+4L4.

<

5:

P

,:/:?-,1

A://4+4,?4

!

+

"

%=%&

"

=V245-L4 4̂.)3

图
&

!

苦参碱对
RS@T5

增殖的影响

8:

P

=&

!

@//4?15)/L-1+:,4),

K

+).:/4+-1:),)/RS@T5

图
$

!

苦参碱对
RS@T5

培养上清液中
0G

和

UFY

含量的影响

8:

P

=$

!

@//4?15)/L-1+:,4),0G-,AUFY?),14,15:,

?*.1*+45*

K

4+,-1-,1)/RS@T5

图
D

!

苦参碱对
RS@T5

凋亡率的影响

8:

P

=D

!

@//4?15)/L-1+:,4),-

K

)

K

1)5:5+-14)/RS@T5

$=!

!

苦参碱对
RS@T5

抗氧化能力的影响

由图
!

可知(

R

%

T

%

F

%

@

组
RS@T5

的
T6V

活性

均较
6

组高(其中
T

组极显著升高!

+

"

%=%&

"*

R

%

T

%

F

%

@

组的
Z>YCWO

活性均极显著高于
6

组!

+

"

%=%&

"*除
T

组外(

R

%

F

和
@

组的
>GF

活性随着苦参

碱质量浓度增加而明显升高(其中
@

组极显著升高

!

+

"

%=%&

"*

R

%

T

和
F

组的
SF6

含量较
6

组下降)

综上可知(苦参碱可提高
RS@T5

的抗氧化能力)

图
!

!

苦参碱对奶牛乳腺上皮细胞抗氧化能力的影响

8:

P

=!

!

@//4?15)/L-1+:,4),-,1:)O:A-,1-̂:.:1

<

)/RS@T5

0
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$=Q

!

苦参碱对
RS@T5

中
$

QD

%

!"#

$

"#%&D

%

'*!'D

和
'()(&

基因
LX06

表达的影响

由图
Q

可知(

R

#

@

组的
!"#

$

"#%&D

基因相对表

达量均高于
6

组(其中
R

%

F

%

@

组极显著高于
6

组

!

+

"

%=%&

"*

R

%

T

%

F

组的
$

QD

基因相对表达量极显

著高于
6

组!

+

"

%=%&

"(而
@

组略低于
6

组*苦参

碱对各组细胞的
'()(&

基因相对表达量无显著影

响*

R

%

T

%

F

和
@

组的
'*!'D

基因相对表达量均极

显著高于
6

组!

+

"

%=%&

")上述结果说明(苦参碱

可上调
!"#

$

"#%&D

%

$

QD

和
'*!'D

基因的表达量)

图
Q

!

苦参碱对
RS@T5

中
!"#

$

"#%&D

%

$

QD

%

'()(&

和
'*!'D

基因
LX06

表达量的影响

8:

P

=Q

!

@//4?15)/L-1+:,4),4O

K

+455:),5)/!"#

$

"#%&D

(

$

QD

(

'()(&-,A'*!'DLX06)/RS@T5

D

!

讨
!

论

RS@T5

是奶牛机体与外界直接接触的细胞(作

为乳腺防御病原菌入侵的第一道防线(其数量大大

超过其他参与抵御入侵病原菌的免疫细胞(在免疫

防御过程中具有十分重要的作用)细胞增殖和凋亡

间的动态平衡是维持机体稳态的一个重要方式&

E

'

)

本试验结果表明(苦参碱作用于
RS@T5

第
Q

天时(

低剂量!

$Q

和
Q%

"

P

$

LU

"药物既可促进细胞增殖又

可促进细胞凋亡(高剂量!

#Q

和
&%%

"

P

$

LU

"苦参碱

可抑制细胞增殖而促进细胞凋亡)苦参碱在低剂量

时既可促进细胞增殖又可促进细胞凋亡(原因可能

为在此质量浓度下(苦参碱对细胞增殖的影响强于

苦参碱对细胞凋亡的影响(综合表现为苦参碱促进

细胞增殖*而在高质量浓度时(苦参碱既可抑制细胞

增殖又可促进细胞凋亡(综合表现为抑制细胞增殖)

随着泌乳期的改变(乳腺中
0G

的含量会发生变化(

其含量在泌乳前期与妊娠后期达到最大(可见
0G

对促进泌乳具有重要作用&

#

'

)在本试验中苦参碱提

高了细胞的
0G

含量(表明其可以提高
RS@T5

的

泌乳性能)

在机体氧化反应过程中会产生具有传递能量等

作用的自由基(但是机体内的自由基应在合适的范

围内(过多或者过少都会对机体产生损害)这些自

由基具有强氧化作用(会对机体在组织水平%细胞水

平或分子水平产生损伤与破坏(最终导致疾病与衰

老的发生&

&%

'

)

Z>YCWO

%

T6V

与
>GF

是生物机体

内重要的抗氧化酶(在清除自由基%

Y

$

G

$

和过氧化

物以及减少羟基自由基形成等方面发挥着非常重要

的作用&

&&C&$

'

)

SF6

是自由基对不饱和脂肪酸引发

的脂质过氧化作用的产物(其含量的多少间接反映

了细胞内自由基的量)因此(通过测定机体
>GF

%

T6V

%

Z>YCWO

活性及
SF6

含量(在一定程度上可

以反映机体的抗氧化能力&

&D

'

)本研究结果显示(苦

参碱可提高
RS@T5

的
>GF

%

T6V

%

Z>YCWO

活性(

降低
SF6

含量(表明苦参碱可提高细胞的抗氧化

能力)

\2-,

P

等&

&!

'研究发现(苦参碱对人红白血病

hQ"$

细胞的增殖抑制呈量
C

效关系和时
C

效关系(当

苦参碱质量浓度为
$%%

"

P

$

LU

且作用于细胞
DA

后(细胞增殖速度明显减缓*当苦参碱质量浓度小于

$%%

"

P

$

LU

时(对人红白血病
hQ"$

细胞增殖无明

显抑制作用*当苦参碱质量浓度大于
$%%

"

P

$

LU

且

作用
$A

时(细胞增殖受到明显抑制(并表现出较强

的杀伤力)周喜汉等&

&Q

'发现(

Q%%

#

$%%%

"

P

$

LU

的苦参碱对结肠癌
>̀ &&&"

细胞的增殖具有显著抑

制作用)本试验发现(

$Q

#

&%%

"

P

$

LU

苦参碱作用

DA

时(

RS@T5

的增殖受到抑制*

$Q

#

Q%

"

P

$

LU

苦

参碱作用
QA

时(可促进细胞的增殖(但当质量浓度

在
#Q

#

&%%

"

P

$

LU

时可抑制细胞的增殖(且与苦参

碱质量浓度呈负相关)综上所述(在进行体外试验

时(不同质量浓度范围内的苦参碱对不同细胞作用

1
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不同(提示在临床上治疗奶牛乳房炎时应选择合适

的苦参碱质量浓度(即选择既能促进正常细胞增殖(

又可诱导病变细胞凋亡的苦参碱质量浓度)

凋亡是一个蛋白酶级联反应过程)半胱氨酸蛋

白酶!

T-5

K

-54

"家族是介导此过程的重要成分(其可

分为执行者!包括
T-5

K

-54CD

%

"

%

#

"和启动者!包括

T-5

K

-54C'

%

E

%

&%

"(其中
T-5

K

-54CD

%

"

%

#

具有直接降

解胞内结构蛋白和功能蛋白从而引起凋亡的作用(

但是它们不可通过自催化或自剪接的方式激活*而

T-5

K

-54C'

%

E

%

&%

在接受到信号刺激后能通过自剪接

而激活(从而引起
T-5

K

-54

级联反应&

&"C&#

'

)

T-5

K

-54C

D

是调控细胞凋亡的关键蛋白酶(细胞凋亡的最后

通路均与
T-5

K

-54CD

的活化有关&

&'

'

)

K

QD

调控一些

仅有
RYD

区域的蛋白(诱导细胞凋亡的功能十分显

著&

&EC$%

'

)

K

QD

与
>V6V&

在生物体内对于细胞周期

与细胞凋亡有重要作用(且都能抑制细胞的癌变&

#

'

)

细胞因子信号传导抑制蛋白
CD

!

>GT>D

"具有负调节

多种细胞因子和激素!包括
UH8

%

HUC&&

%生长激素%

胰岛素和瘦素"产生的信号传导过程的作用(这些信

号传导过程的作用就涉及到了控制炎症过程%调节

生长发育等方面&

$&

'

)已有研究证实(

>GT>D

可以抑

制
UW>

%

UH8

%

HUC$

%

HUCD

%

HUC!

%

H80C

'

和
H80C

(

产生

的信号传导通路&

$$

'

)总体而言(

>GT>D

具有抑制和

阻断信号传导通路的作用)在本试验中(苦参碱上

调了
!"#

$

"#%&D

%

$

QD

%

'*!'D

的表达(表明其可促进

细胞凋亡(减轻炎症反应)
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