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*目的+研究苦参碱在金黄色葡萄球菌入侵奶牛乳腺上皮细胞!
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"过程中的干预作用及其原

因'为苦参碱的临床应用奠定基础)*方法+用
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法检测苦参碱对
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增殖的影响'用庆大霉素保护试验检

测苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
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的影响(并在苦参碱干预金黄色葡萄球菌感染
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法检测
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苦参碱均能促进
[U>X3

的增殖'并能抑制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

(苦参碱干预能显著

下调
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中抗菌肽基因
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和
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的表达'抑制
.G

的分泌和
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的活化'并呈剂量依赖性)

*结论+苦参碱通过抑制
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的活化来抑制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'并可显著下调金黄色葡萄球菌感染的

[U>X3

中抗菌肽基因的表达)
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在奶牛乳腺炎的发病过程中'奶牛乳腺上皮细
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[U>X3

"是病

原菌穿过乳头末端的机械屏障后最先黏附和入侵的

细胞'并已证明其在抵抗病原菌感染时主要通过先

天性免疫和获得性免疫发挥保护作用%

DB$

&

)研究发

现'金黄色葡萄球菌是引起奶牛乳腺炎的主要病原

菌之一'它首先通过黏附作用定植到
[U>X3

表面'

然后入侵到
[U>X3

中引发炎性反应'进而诱发细

胞凋亡和坏死'严重感染时会导致乳腺坏死%

CB!

&

)入

侵到细胞内的金黄色葡萄球菌很难被抗生素杀死'

所以开发其他抗菌药物显得尤为重要)

目前'已经发现许多中药成分对金黄色葡萄球

菌引起的奶牛乳腺炎具有很好的治疗效果)中药葛

根素通过抑制
.6B

&

[

和
U4TM

信号通路来发挥抗

炎作用'可以治疗金黄色葡萄球菌引起的乳腺炎%
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杜鹃素通过调节抗菌肽基因的表达和
.6B
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的活

化来抑制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3
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)苦参碱

!

U+/)8*2

"是从苦参根中分离得到的一种生物碱类

化合物'已被证明能以剂量依赖性的方式抑制炎症

介质的表达%
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(此外'它还具有抗菌活性%
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)本试

验旨在研究苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的抑制机制'为苦参碱的临床应用奠定基础)
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'
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!来自
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的高产
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菌株'高产
'
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溶血素"和
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同源
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缺失株'不分泌
'
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溶血素"'均由
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教授惠赠)
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(
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$碘化丙啶!
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"凋亡检测试

剂盒,核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒'均购自南京凯

基生物发展有限公司(一氧化氮!
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"检测试剂盒,
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抑制剂
TFWX

'购自上海碧云天生物技术公

司(
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培养液'购自美国
V

:
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庆大霉素'购自美国
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公司)

D;$

!

试验方法

D;$;D

!

[U>X3

的分离培养
!

参照卢金霞等%

DD

&的

方法分离培养原代
[U>X3

)

D;$;$

!

苦参碱对
[U>X3

增殖的影响
!

将
[U>X3

按
DdD%

!

$孔接种于
#E

孔板中'在二氧化碳培养箱

中培养
$!0

'弃去培养液'加入含不同质量浓度苦参

碱!

$N

'

N%

'

IN

'

D%%

'

D$N

'

DN%

"
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$
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"的培养液培养

D$0

'然后加
D%

"

S

$孔
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'

CIb

孵育
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'用酶

标仪在
!N%*L

波长处检测光密度值)

D;$;C
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苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的

影响
!

将
[U>X3

以
DdD%

N

$孔接种于
D$

孔板中'

培养
D$0

后弃掉上清液'分为
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,

[

两组)其中'

4

组加
FU>U

$

6D$

培养液培养细胞
C0

'弃去培养液

用
T[<

洗涤后'按照感染复数
UGH

!

UGHc

细菌

数
k

细胞数"

D%%

加入制备好的金黄色葡萄球菌
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"C$NB!
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F7D%#%
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"预处理细胞
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'弃去培养液用
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后'加入制备好的金黄色葡萄球菌!
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菌悬液!

UGHcD%%
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遍后'每孔加
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D%%

"

R

$

LS

庆大

霉素的
FU>U
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培养液再孵育
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'以杀死细胞

外黏附的金黄色葡萄球菌)用
T[<

洗
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次'加质量

分数
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胰蛋白酶消化细胞后'再加体积分数

%;De W)8/'* B̂D%%

充分裂解细胞'将细胞裂解物

倍比稀释后涂于
W<4

平板上'置于
CIb

培养箱过

夜培养后计数'每组
C

个重复'计算入侵指数)入侵

指数
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入侵的细菌总数$每孔细胞数
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4WXX

$IN!C

的菌悬液'均作用
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参!内源基因"'用
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'引物由生工生物工程!上海"股

份有限公司合成)

表
D

!

本研究中实时荧光定量
TX̀

引物

W+P,2D

!

2̀+,B/8L2-,(')23=2*/

\

(+*/8/+/892TX̀

A

)8L2)3(32?8*/0833/(?

:

基因名称

Y2*2*+L2

引物序列!

Nf

$

Cf

"

<2

\

(2*=2'-

A

)8L2)

!

Nf

$

Cf

"

产物大小$
P

A

T)'?(=/38_2

3"& 6

#

YXYXWXXWXWWXXWYYWXXWY

(

`

#

YX4XYWWXWY4XWYYYX4WWY4 $DE

E$EAN 6

#

YXX4YX4WY4YYXWXX4WX

(

!

`

#

WWYXX4YYYX4XY4Y4WXY D!C

?"&A< 6

#

WX44XYYY44YXWX4XWYY

(

!

`

#

XXXX4YX4WXY44YYW4Y4 $CI

!!

将
[U>X3

按
CdD%

E

$孔接种于
D$

孔板上'分

为
4

,

[

两组'处理方法同
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'8法分析
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结果)
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通路蛋白
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表达水平的检测
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将
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孔板中'培养
$!0

后
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的菌悬

液作用
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'

N%

'

IN

"

R

$

LS

"预

处理
C0

'再加金黄色葡萄球菌作用
$0

)弃去培养

液收集细胞'用预冷的
T[<

洗
$

遍)按照核蛋白和

胞浆蛋白提取试剂盒说明书提取蛋白质)

Z23/2)*

P,'/

参考
Z+*

R

等%

D$

&描述的条件进行)

D;$;I

!

TFWX

对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的

影响
!

TFWX

是
.6B

&

[

核转位的抑制肽)为了进

一步验证苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X

的

抑制作用及其与
.6B

&

[

通路的关系'设计
4

,

[

,

X

,

F

共
!

个组)将
[U>X3

以
DdD%

N

$孔接种于
D$

孔

板中'培养
D$0

后弃掉上清液'

4

组加
FU>U

$

6D$

培养液,

[

组加
IN

"

R

$

LS

苦参碱,

X

组加
D%%

"

L',

TFWX

,

F

组加苦参碱和
TFWX

'均预处理细胞
C0

(

其他操作及细胞计数方法与
D;$;C

节同'每组
C

个

重复'计算入侵指数)

D;C

!

数据处理

试验数据用.平均值
g

标准差/表示'采用

Y)+

A

0T+?T)83L"

分析数据及作图'用方差分析

!

4.G@4

"进行组间比较'

&

&

%;%N

表示具有显著

性统计学意义)

$

!

结果与分析

$;D

!

苦参碱对
[U>X3

增殖的影响

用含不同质量浓度苦参碱的培 养液培养

[U>X3D$0

'通过
XXMB"

法分析苦参碱对
[U>X3

增殖的影响)试验结果!图
D

"显示'苦参碱质量浓

度为
$N

$

D%%

"

R

$

LS

时均能促进奶牛乳腺上皮细

胞!

[U>X3

"的增殖'且在
$N

$

IN

"

R

$

LS

时对

[U>X3

增殖影响具有明显剂量依赖性)说明苦参

碱质量浓度为
$N

$

IN

"

R

$

LS

时无细胞毒性作用'

且呈剂量依赖性'因此选择质量浓度为
$N

'

N%

'

IN

"

R

$

LS

的苦参碱用于后续试验)

"

和
""

分别表示与对照相比差异显著!

&

#

%;%N

"和

差异极显著!

&

#

%;%D

")图
C

'

!

'

E

同

X'L

A

+)2?/'/02='*/)',

'

"

+*?

""

30'138

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%N

"

+*?2Q/)2L2,

:

38

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%D

"'

)23

A

2=/892,

:

;W023+L2-')68

R

;C

'

68

R

;!+*?68

R

;E

图
D

!

苦参碱对
[U>X3

增殖的影响

68

R

;D

!

>--2=/'-L+/)8*2'*

A

)',8-2)+/8'*'-[U>X3

$;$

!

苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的

影响

通过庆大霉素保护试验评估苦参碱对金黄色葡

萄球菌入侵
[U>X3

的影响'结果!图
$

"显示'与未

经苦参碱预处理相比'苦参碱预处理能显著或极显
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著阻止
4WXX$IN!C

入侵
[U>X3

'说明苦参碱能抑

制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'并表现出剂量依赖

性)但
"C$NB!

感染组与
F7D%#%

,

4WXX$IN!C

感

染组相比无显著差异'说明金黄色葡萄球菌入侵

[U>X3

与其是否分泌
'

B

溶血素无相关性)

$;C

!

苦参碱对
[U>X3

中
.G

分泌的影响

苦参碱对金黄色葡萄球菌处理后
[U>X3

分泌

.G

影响的研究结果!图
C

"表明'与未刺激组相比'

4WXX$IN!C

刺激组
.G

分泌量极显著增多(与未

经苦参碱预处理的
4WXX$IN!C

刺激组相比'使用

不同质量浓度苦参碱!

$N

$

IN

"

R

$

LS

"预处理的

4WXX$IN!C

刺激组
.G

的分泌显著减少)说明苦

参碱对金黄色葡萄球菌诱导的
[U>X3

分泌
.G

具

有抑制作用)

"

和
""

分别表示与
4WXX$IN!C

感染组相比差异显著

!

&

#

%;%N

"和差异极显著!

&

#

%;%D

"

X'L

A

+)2?/'4WXX$IN!C

R

)'(

A

'

"

+*?

""

30'138

R

*8-8=+*/

?8--2)2*=2

!

&

#

%;%N

"

+*?2Q/)2L2,

:

38

R

*8-8=+*/

?8--2)2*=2

!

&

#

%;%D

"'

)23

A

2=/892,

:

图
$

!

苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的影响

68

R

;$

!

>--2=/'-L+/)8*2'*8*9+38'*'-

#=067*6;/'[U>X3

**

表示与未加苦参碱组相比'差异极显著

!

&

#

%;%D

")图
!

同

X'L

A

+)2?/'*'L+/)8*2/)2+/L2*/

'

**

30'132Q/)2L2,

:

38

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%D

"

;

W023+L2-')68

R

;!

图
C

!

苦参碱对金黄色葡萄球菌刺激
[U>X3

分泌
.G

的影响

68

R

;C

!

>--2=/'-L+/)8*2'*#=067*6;@8*?(=2?

.G2Q

A

)2338'*8*[U>X3

$;!

!

苦参碱对
[U>X3

中抗菌肽基因表达的影响

通过
ẀB

\

TX̀

检测苦参碱对金黄色葡萄球菌

诱导的
[U>X3

中抗菌肽基因
3"&

和
E$EAN

L̀ .4

表达的影响'结果!图
!

"显示'与未感染组相

比'

4WXX$IN!C

感染组
3"&

和
E$EAN

基因的

L̀ .4

表达量极显著上调(与未经苦参碱预处理的

4WXX$IN!C

刺激组相比'使用不同质量浓度苦参

碱!

$N

$

IN

"

R

$

LS

"预处理的
4WXX$IN!C

刺激组

3"&

和
E$EAN

基因
L̀ .4

表达显著下调)说明

金黄色葡萄球菌对抗菌肽基因表达具有促进作用'

而苦参碱对这一作用有抑制效果)

图
!

!

苦参碱对
[U>X3

中抗菌肽基因表达的影响

68

R

;!

!

>--2=/'-L+/)8*2'*+*/8L8=)'P8+,

A

2

A

/8?2

R

2*22Q

A

)2338'*8*[U>X3

;.
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$;N

!

苦参碱对金黄色葡萄球菌诱导的
[U>X3

中

.6B

&

[

活化的影响

Z23/2)*P,'/

检测苦参碱对金黄色葡萄球菌诱

导的
[U>X3

中
.6B

&

[

活化的影响'结果!图
N

"表

明'金黄色葡萄球菌的诱导能促进
.6B

&

[

A

EN

的表

达'而苦参碱预处理能显著抑制
.6B

&

[

A

EN

从细胞

质向细胞核转移'且呈剂量依赖性)由此可知'苦参

碱对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的抑制作用可能

与
.6B

&

[

的活化有关)

4;

空白对照组(

[;

金黄色葡萄球菌感染组(

X

D

,

X

$

,

X

C

依次为质量浓度
$N

'

N%

'

IN

"

R

$

LS

苦参碱
i

金黄色葡萄球菌组)

*

和
**

表示与

4

处理相比差异显著!

&

#

%;%N

"和差异极显著!

&

#

%;%D

"(

"

和
""

表示与
[

处理相比差异显著!

&

#

%;%N

"和差异极显著!

&

#

%;%D

"

4;X'*/)',

(

[;#=067*6;

(

X

D

'

X

$

'

X

C

12)2L+/)8*2$N

'

N%

'

IN

"

R

$

LSi#=067*6;

'

)23

A

2=/892,

:

;X'L

A

+)2?18/04/)2+/L2*/

'

*

+*?

**

30'138

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%N

"

+*?2Q/)2L2,

:

38

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%D

"'

)23

A

2=/892,

:

(

X'L

A

+)2?

18/0[/)2+/L2*/

'

"

+*?

""

30'138

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%N

"

+*?2Q/)2L2,

:

38

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%D

"'

)23

A

2=/892,

:

图
N

!

苦参碱对金黄色葡萄球菌刺激的
[U>X3

中
.6B

&

[

活化的影响

68

R

;N

!

>--2=/'-L+/)8*2'*+=/89+/8'*'-.6B

&

[8*[U>X33/8L(,+/2?P

:

#=067*6;

$;E

!

TFWX

对金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的

影响

!!

.6B

&

[

抑制剂!

TFWX

"对金黄色葡萄球菌入侵

[U>X3

的影响见图
E

)

4;

空白对照组(

[;

苦参碱组(

X;TFWX

组(

F;

苦参碱
iTFWX

组

4;X'*/)',

(

[;U+/)8*2

(

X;TFWX

(

F;U+/)8*2iTFWX

图
E

!

.6B

&

[

抑制剂!

TFWX

"对金黄色葡萄球菌

入侵
[U>X3

的影响

68

R

;E

!

>--2=/3'-.6B

&

[8*08P8/')3'*8*/2)*+,8_+/8'*'-

#=067*6;8*/'[U>X3

!!

在金黄色葡萄球菌诱导前'用
TFWX

对
[U>X3

进行预处理'进一步证明苦参碱对金黄色葡萄球菌

入侵
[U>X3

的抑制作用与
.6B

&

[

活化的关系'结

果!图
E

"表明'苦参碱!

IN

"

R

$

LS

"与
TFWX

均能显

著抑制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'当苦参碱和

TFWX

联合使用时'与空白对照组相比差异极显著

!

&

#

%;%D

")说明苦参碱对金黄色葡萄球菌入侵

[U>X3

的抑制作用是通过影响
.6B

&

[

的活化来实

现的)

C

!

讨
!

论

金黄色葡萄球菌是引起奶牛乳腺炎的主要病原

菌之一'其通过入侵到宿主细胞内而引发炎性反应'

进而导致凋 亡,坏死等一 系列 程序性死 亡%

!

&

)

4,L28?+

等%

DC

&研究发现'金黄色葡萄球菌能入侵到

[U>X3

中'并能进行正常的生长繁殖(

Y(/8l))2_B

[+))'3'

等%

D!

&研究发现'在感染状态下牛催乳激素
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!

PT̀ S

"能抑制宿主免疫反应的成分'并促进金黄色

葡萄 球 菌 入 侵 到
[U>X3

中(而
G=0'+B]+)_'3+

等%

DN

&研究发现'辛酸钠具有与
PT̀ S

相反的作用'

可以与免疫调节因子共同作用'减轻金黄色葡萄球

菌对
[U>X3

的损伤)

!!

苦参碱是一种从苦参根中分离出来的中药单体

生物碱'不仅具有抗病毒和抗菌活性%

D%

&

'还具有调

节免疫的功能%

DE

&

)

<(*

等%

DI

&研究发现'苦参碱通过

抑制
WS̀ C

'

!

$

.6B

&

[

$

W.6B

'

通路'在猪生殖呼吸

综合征病毒和
$

型猪圆环病毒共同感染猪肺泡巨噬

细胞时表现出抗病毒活性)

T'()+0L+?

等%

D%

&发现'

苦豆子提取物和苦参碱能下调编码
4=)4[BW',X

外

排泵组分基因!如
+=)4

"的表达'还具有抗泵活性)

S8(

等%

DE

&发现'苦参碱可以通过抑制
G̀<

的产生,

.6B

&

[

和
U4TM

途径的激活'来下调
W.6B

'

刺激

的人主动脉平滑肌细胞!

V4<UX

"中血管细胞黏附

分子
D

!

@X4UBD

"和细胞间黏附分子
D

!

HX4UBD

"

的表达)

62*

R

等%

D"

&发现'苦参碱能抑制金黄色葡

萄球菌分泌
'

B

溶血素及入侵
[U>X3

'还能减轻金黄

色葡萄球菌诱导的
[U>X3

损伤)本研究发现'苦

参碱对金黄色葡萄球菌!

4WXX$IN!C

"的生长无影

响'但能促进
[U>X3

的增殖'并能以剂量依赖性的

方式抑制金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'说明苦参碱

能用于预防金黄色葡萄球菌引起的感染)

为了保护宿主免受感染'需要天然免疫和适应

性免疫防御)机体针对金黄色葡萄球菌的天然免疫

防御反应非常迅速'包括向乳腺募集中性粒细胞以

促进吞噬作用来清除细菌'产生活性氧物质,抗菌肽

!如乳铁蛋白和
(

B

乳球蛋白"和防御素来保护乳腺免

受感染%

D#

&

)

G=0'+B]+)_'3+

等%

DN

&发现'丁酸钠处理

能促进
[U>X3

中
.G

的分泌'而丁酸钠对金黄色

葡萄球菌入侵
[U>X3

的抑制作用可能受到
.G

的

调节)本研究结果显示'金黄色葡萄球菌感染

[U>X3

中的
.G

分泌增加'而苦参碱则能抑制这种

分泌)抗菌肽是先天免疫防御系统的有效效应分

子'

a+*

R

等%

$%

&发现'在
[U>X3

中
3"&

和
E$EAN

基因的表达需要
.6B

&

[

转录因子的参与(

G982?'B

['

:

3'

等%

$D

&发现'金黄色葡萄球菌入侵牛血管内皮

细胞与
.6B

&

[

的活化有关(而
a+*

R

等%

E

&发现'杜鹃

素能以剂量依赖性的方式抑制
.6B

&

[

的活化'从而

减少金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'并能下调
3"&

和
E$EAN

基因的表达(

Wl,,2_BTl)2_

等%

$$

&发现'胆

钙化醇!维生素
F

"可以减少金黄色葡萄球菌入侵

[U>X3

'并下调
[U>X

中
3"&

和
E$EANL̀ .4

的表达(而
W32

等%

$C

&发现'维生素
F

能抑制
.6B

&

[

的活化'这也就解释了维生素
F

能通过抑制
.6B

&

[

的活化来减少金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

的现

象)本研究结果显示'苦参碱在所选质量浓度范围

内'以剂量依赖性的方式抑制
.6B

&

[

的活化'并下

调
3"&

和
E$EAN

基因的
L̀ .4

表达'说明苦参

碱能通过抑制
.6B

&

[

的活化来减少金黄色葡萄球

菌入侵
[U>X3

)为了进一步验证金黄色葡萄球菌

入侵
[U>X3

与
.6B

&

[

活性的关系'

G982?'B['

:

3'

等%

$D

&用
.6B

&

[

的激活剂
W.6B

'

$

HSBD

(

处理牛血管

内皮细胞时发现'经
W.6B

'

$

HSBD

(

处理后侵入细胞

的金黄色葡萄球菌数量增多'但用
.6B

&

[

核转位抑

制肽
<.N%

处理牛血管内皮细胞时侵入细胞的金黄

色葡萄球菌数量减少(魏正凯等%

$!

&用
<.N%

处理

[U>X3

时也得到了相同的结论'并证明麝香草酚也

能通过抑制
.6B

&

[

的活化来减少金黄色葡萄球菌

入侵
[U>X3

)本研究使用
.6B

&

[

核转位抑制肽

TFWX

也得到了相同的结果'且
TFWX

与苦参碱联

合使用时抑制效果更明显'说明苦参碱确实能通过

抑制
.6B

&

[

的活化来干预金黄色葡萄球菌入侵

[U>X3

)

综上所述'苦参碱通过抑制
.6B

&

[

的活化来干

预金黄色葡萄球菌入侵
[U>X3

'并能下调金黄色葡

萄球菌感染后
[U>X3

中抗菌肽基因的表达)因

此'苦参碱可以作为预防和治疗金黄色葡萄球菌性

乳腺炎的潜在药物'但还需要进一步的临床试验进

行验证)
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