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二乙烯三胺 ／一氧化氮聚合物诱导的
奶牛乳腺上皮细胞损伤模型的建立
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摘　 要： 泌乳期间的奶牛由于代谢旺盛，往往会产生大量一氧化氮（ＮＯ），诱导发生氧化应激，
进而对细胞产生毒害作用。 本试验旨在探讨二乙烯三胺 ／ 一氧化氮聚合物（ＤＥＴＡ ／ ＮＯ）诱导奶

牛乳腺上皮细胞（ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣ）氧化应激的损伤条件，并建立氧化应激

模型。 本试验利用不同浓度（０、１０、３０、１００、５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作为刺激源，作用

ＢＭＥＣ ２、４、６、８、１２、２４ ｈ，通过测定细胞存活率、抗氧化指标、炎症因子和 ＮＯ 含量及诱导型一氧

化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）活性，筛选适宜的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用时间及作用浓

度，建立 ＢＭＥＣ 氧化损伤模型。 结果表明：１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ６ ｈ，细胞存活

率降低为 ７４．２７％，超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶活性也均显著降低（Ｐ＜
０．０５），然而，ｉＮＯＳ 活性，ＮＯ、白细胞介素－１、白细胞介素－６、肿瘤坏死因子－α、丙二醛含量则呈

现相反的变化规律，显著升高（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 处理细胞 ６ ｈ，
可构建理想的 ＢＭＥＣ 氧化应激模型。
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　 　 氧化应激是指机体在需要清除体内老化的细

胞或在遭受各种有害刺激时，体内高活性分子如

活性氧自由基（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和活

性氮自由基（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）产生过

多，氧化程度超出机体对氧化物的清除能力，氧化

系统与抗氧化系统失衡，使机体处于氧化应激状

态，并最终导致组织损伤，引起疾病、衰老、甚至死

亡。 处于泌乳期的奶牛代谢旺盛，尤其在围产期

和泌乳高峰期，由于机体产生较多的自由基而超

过机体的防御能力，破坏蛋白质、核酸等生物大分

子，使机体正常的代谢发生紊乱，即产生氧化应

激［１］ 。 奶牛乳腺上皮细胞 （ ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣ）发生氧化应激不仅会影响健

康，还会因为氧化产物的积累导致乳品质降低［２］ 。

建立可靠的氧化应激模型，是揭示氧化应激机制

的重要措施之一，对改善奶牛健康和改进乳品质

也具有重要意义。
　 　 一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）是一种结构简单、
分子质量小的生物自由基，研究证实，机体产生的

ＮＯ 具有双向调节功能。 一方面，巨噬细胞产生的

ＮＯ 在体内和体外都有抗菌及抗肿瘤的作用，保护

动物免除外界环境的感染［３］ 。 另一方面，过高含

量的 ＮＯ 还会导致活性氮的产生、细胞信号通路的

阻断以及全身性不可控制的炎症，对机体产生氧

化应激［４］ 。 二乙烯三胺 ／一氧化氮聚合物（ ｄｉｅｔｈｙｌ⁃
ｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅ ／ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ａｄｄｕｃｔ，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ）是一种

人工合成的一氧化氮 ／核苷化合物，其特点在于它

无需酶的催化作用，能够快速释放 ＮＯ。 同时，ＤＥ⁃
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ＴＡ ／ ＮＯ 也是目前所获得的半衰期最长的一氧化

氮 ／核苷化合物之一，有利于体外试验的长时程观

察。 因此，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 是较为理想的诱导细胞损伤

的外源性 ＮＯ 供体［５］ 。
　 　 然而，目前大多数细胞氧化损伤模型是以过

氧化氢（Ｈ２Ｏ２）作为应激源构建的，关于以 ＤＥＴＡ ／
ＮＯ 作为外源性 ＮＯ 供体构建细胞氧化损伤模型

的报道鲜见，而针对 ＢＭＥＣ 构建 ＮＯ 损伤模型的

研究尚未见报道。 鉴于此，本试验采用 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ
作为外源性 ＮＯ 供体，摸索造成体外培养的 ＢＭＥＣ
氧化损伤的适宜作用浓度和作用时间，建立 ＤＥ⁃
ＴＡ ／ ＮＯ 氧化损伤模型，为进一步深入探讨 ＢＭＥＣ
氧化应激机制及抗氧化机理奠定基础。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （货号：１２４００ － ０２４）、胎牛血清

（货号：１００９９－１４１）、胰岛素转铁蛋白溶液（货号：
５１５００－ ０５６）、胰蛋白酶 ／乙二胺四乙酸 （货号：
２５３０００５４）、双抗 （货号：１５１４０ － １２２）、胶原酶Ⅱ
（货 号： １７１０１ － ０１５ ）、 表 皮 生 长 因 子 （ 货 号：
Ｅ４１２７）、氢化可的松（货号：Ｈ０１３５）、催乳素（货

号：Ｌ６５２０）、两性霉素 Ｂ（货号：ＡＥ４３７）、ＤＥＴＡ ／
ＮＯ（货号：１４６７２４－９４－９）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购

自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ）购自

美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司。
１．２　 试剂配制

　 　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 培养液的配制：取 １０ ｍｇ ＤＥＴＡ ／
ＮＯ 溶于 ６１２． ８ μＬ 的超纯水中，配制成浓度为

０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ的母液。 再将 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 母液按试验要

求配 制 成 不 同 浓 度 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 贮 备 液 （ ０、
０．００１、０．００３、０．０１０、０．０５０、０．１００ ｍｏｌ ／ Ｌ）。 在试验

开始前，用不同浓度的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 贮备液配制成

含不同浓度 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 的细胞培养液（０、１０、３０、
１００、５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ），保证各浓度培养液中加

入的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 溶液体积相等，使细胞培养液中

除 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度不同外，其他成分都相同。 配

制好的细胞培养液用 ０． ２２ μｍ 的过滤器过滤除

菌，每次换液时现配现用，并且避光保存。
１．３　 ＢＭＥＣ 的制备

　 　 ＢＭＥＣ 培养参照王新朋等［６］ 研究中所用的胶

原酶消化法。 于内蒙古呼和浩特市北亚清真屠宰

场挑选采集健康的奶牛乳腺组织，迅速带回实验

室，去除乳腺外层组织，取数块深层组织放入含 ３×
双抗的 ＰＢＳ 中，转入超净台中，依次经含有 ３×双
抗的 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍、７５％酒精（３０ ｓ）清洗 １ 遍、含
有 １×双抗的 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍。 在深层腺泡多的地方

剪取约 １ ｍｍ３ 大小的组织块块装入 ５ ｍＬ 离心管

中，进一步充分剪碎后加入等体积的 ０．５％胶原酶

Ⅱ。 置于 ＣＯ２ 恒温培养箱（３７ ℃ 、５％ ＣＯ２）中消

化 １ ｈ，为使组织块充分消化，期间每隔 ２０ ｍｉｎ 拿

出离心管轻轻摇晃 １ 次。 乳腺组织消化液用 ８０ 目

的细胞滤网过滤，收集滤液于 １５ ｍＬ 的离心管中，
１ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后，弃上清。 培养液重新

悬浮细胞后接种于 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶中，置于 ＣＯ２

恒温培养箱中培养。 待原代细胞的贴壁率达到

８０％ ～ ９０％时，纯化 ＢＭＥＣ 并进行传代。
　 　 本试验采用第 ３ 代传代细胞进行研究，细胞

经荧光免疫细胞染色法鉴定为 ＢＭＥＣ［７］ 。 连续培

养到第 ３ 代时，将 ＢＭＥＣ 接种于 ９６ 孔细胞培养板

和 ６０ ｍｍ 细胞培养皿中，加入完全培养基 （含

０．５％胰岛素转铁蛋白硒钠、１ μｇ ／ ｍＬ 氢化可的松、
５ μｇ ／ ｍＬ 催乳素、１０ ｎｇ ／ ｍＬ 表皮生长因子）培养

至细胞贴壁率 ８０％ ～ ９０％时，弃去旧培养基，加入

无血清培养基饥饿培养 ２４ ｈ，之后进行后续测定

试验。
１．４　 试验设计

　 　 该试验分为 ２ 部分。 试验 １ 采用单因子完全

随机试验设计，将第 ３ 代贴壁生长的 ＢＭＥＣ 随机

分为 ３６ 个组，每组 ６ 个重复，组细胞培养基中分别

添加 ０、１０、３０、１００、５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／
ＮＯ，使之分别作用 ２、４、６、８、１２ 和 ２４ ｈ。 其中，
０ μｍｏｌ ／ Ｌ为对照组。 通过测定其对细胞存活率的

影响，初步筛选 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 适宜的作用时间。
　 　 试验 ２ 采用单因子随机试验设计，将第 ３ 代贴

壁生长的 ＢＭＥＣ 随机分为 ４ 个组，每组 ６ 个重复，
每组细胞培养基中分别添加 ０、１０、３０、１００、５００、
１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ。 其中，０ 为对照组。
ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用时间以试验 １ 筛选得出的时间为

准，以抗氧化指标为依据，进一步筛选出适宜的

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度。
１．５　 样品采集

　 　 细胞培养液的采集：ＢＭＥＣ 经不同浓度的 ＤＥ⁃
ＴＡ ／ ＮＯ 培养基培养 ６ ｈ 后，以处理和重复为单位，
分别收集细胞培养液于 １． ５ ｍＬ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，

９７３２
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１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液用于超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、诱导型一氧

化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｉＮＯＳ）活

性及 ＮＯ、白细胞介素－１（ ＩＬ⁃１）、白细胞介素 － ６
（ ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）含量的测定。
　 　 细胞样品的采集：ＢＭＥＣ 经不同浓度的 ＤＥ⁃
ＴＡ ／ ＮＯ 培养液培养 ６ ｈ 后，弃上清，将培养皿置于

冰上，加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗 ２ 遍，加入 １ ｍＬ 动物细

胞裂解液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，之后用细胞刮板刮取

贴壁细胞，收集于到 １．５ ｍＬ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 离心管中，
４ ℃ 、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液用于

细胞中谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰｘ）活性和丙二醛

（ＭＤＡ）含量的测定。
１．６　 测定指标与方法

　 　 ＢＭＥＣ 存活率采用 ＭＴＴ 法测定。 将 ＢＭＥＣ
悬液接种于 ９６ 孔培养板中，按照上述试验设计培

养， 向 各 培 养 孔 中 加 入 ２０ μＬ 的 ＭＴＴ
（５ ｍｇ ／ ｍＬ）；培养 ４ ｈ 后，弃去上清液，甩板并拍

干液体，再向每孔加入 １００ μＬ ＤＭＳＯ，使用全自动

酶标仪振荡 １０ ｍｉｎ 后，在 ４９０ ｎｍ 波长下检测各孔

吸光度值（ＯＤ４９０ ｎｍ）。 吸光度值反映细胞的存活

数量，吸光度值越高，说明细胞的存活数量越多。
细胞存活率（％）＝ （试验组 ＯＤ４９０ ｎｍ ／

对照组 ＯＤ４９０ ｎｍ）×１００。
　 　 细胞培养液中 ＳＯＤ 活性采用黄嘌呤氧化酶法

测定，ＣＡＴ 活性采用比色法测定。 细胞中 ＧＰｘ 活

性采用二硫代二硝基苯甲酸法测定，ＭＤＡ 含量采

用硫代巴比妥酸法（ＴＢＡ）测定，操作步骤按照试

剂盒说明书进行。 试剂盒购自南京建成生物工程

研究所。
　 　 细胞培养液中 ｉＮＯＳ 活性和 ＮＯ、炎症细胞因

子（ ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α）含量均采用双抗体夹心法

测定，具体操作按照说明书进行。 试剂盒购自美

国 Ｒ＆Ｄ 公司。
１．７　 试验数据处理

　 　 本试验数据用 Ｅｘｃｅｌ 进行初步整理及计算，采用

ＳＡＳ ９．０ 统计软件中的ＡＮＯＶＡ 程序进行单因素方差

分析，并采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法检验进行多重比较。

２　 结　 果
２．１　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度与作用时间对 ＢＭＥＣ
数量的影响

　 　 由表 １ 可见，在不同的作用时间下，ＤＥＴＡ ／

ＮＯ 的作用浓度对 ＢＭＥＣ 数量有显著的影响（Ｐ＜
０．０５），随着 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度的增加，细胞数量呈

不同程度的降低，当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，作用时间为 ２、４、６ ｈ 时，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 对细胞数

量无显著影响（Ｐ＞０． ０５），当作用时间延长到 ８、
１２、２４ ｈ 时，与对照组相比，细胞数量显著减少

（Ｐ＜ ０． ０５ ）， 存 活 率 分 别 为 ９５． ３２％、 ９２． ５４％、
８８．９８％。 当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓 度 增 加 到 ３０ ～
５００ μｍｏｌ ／ Ｌ时，作用时间为 ２ ～ ６ ｈ 时，虽然细胞数

量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），且细胞存活率均在

８０％ 以 上。 当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓 度 增 加 到

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ时，所有作用时间的细胞数量均显

著低于对照组及其他各浓度组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 随着 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用时间的延长，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ
各组的细胞数量均呈先降低又升高的趋势。 与作

用 ２ ｈ 相比，作用 ４ ｈ 的各组细胞数量均呈下降趋

势，作用 ６ ｈ，所有浓度组细胞数量均增加；但作用

时间在 ６ ～ ２４ ｈ 时，除 ５００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 外，其他

浓度组的细胞数量波动较小。 其中，细胞存活率

在 ７０％ ～ ８０％内的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度与时间分

别是：１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ６ ｈ，细
胞存活率为 ７４．２７％；５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用

细胞 ８ ｈ，细胞存活率为 ７８．９４％；１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥ⁃
ＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ２４ ｈ，细胞存活率为 ７６．６０％。
２．２　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度对 ＢＭＥＣ 抗氧化指标的

影响

　 　 由表 ２ 可见，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度对细胞 ＳＯＤ 活

性有显著的降低作用（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，
１０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＳＯＤ 活 性 无 显 著 差 异 （ Ｐ ＞
０．０５）。 其中，浓度为 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的组 ＳＯＤ 活

性最低，显著低于对照组和 １０、３０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

（Ｐ＜０．０５），与 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比，虽无显著差异

（Ｐ＞０．０５），但在数值上低于 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 随着

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度增大，细胞 ＣＡＴ 活性也显著下降

（Ｐ＜０．０５）。 与对照组相比，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＣＡＴ 活

性无显著变化（Ｐ＞０．０５），其余各组均显著低于对

照组（Ｐ＜０． ０５），其中，１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组最低。 细

胞 ＧＰｘ 活性也呈现相似的变化规律，对照组 ＧＰｘ
活性最高，且与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组组间差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。 当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度增加到 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ＧＰｘ 活性显著低于对照组。 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组显著

低于其他各组（Ｐ＜０．０５）。 细胞 ＭＤＡ 含量则呈现

与 ＧＰｘ 活性相反的变化规律。 与对照组相比，

０８３２
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１０ μｍｏｌ ／ Ｌ组无显著变化（Ｐ＞０． ０５），但随着 ＤＥ⁃
ＴＡ ／ ＮＯ 浓度的进一步增加，ＭＤＡ 含量逐渐升高。
当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度增加到 ５００ ～ １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
ＭＤＡ 含量较高，显著高于其他组（Ｐ＜０．０５）。 ５００

与 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组之间差异不显著（Ｐ＞０．０５），但
在数 值 上 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＭＤＡ 含 量 高 于

５００ μｍｏｌ ／ Ｌ组。

表 １　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度与作用时间对 ＢＭＥＣ 数量的影响（以 ＯＤ４９０ ｎｍ表示）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ｏｎ ＢＭＥＣｓ ｃｏｕｎｔ （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ＯＤ４９０ ｎｍ）

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

作用时间 Ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｈ

２ ４ ６ ８ １２ ２４

０ ０．３９５ａ ０．３８１ａ ０．４６４ａ ０．４７４ａ ０．４８８ａ ０．５１７ａ

１０ ０．３８８ａｂ ０．３６０ａｂ ０．４４９ａｂ ０．４５２ｂ ０．４５１ｂ ０．４６０ｂ

３０ ０．３８１ｂｃ ０．３５３ｂｃ ０．４３５ｂｃ ０．４２９ｃ ０．４３０ｃ ０．４１９ｃ

１００ ０．３７０ｃｄ ０．３４９ｂｃ ０．４１８ｃ ０．４０８ｄ ０．４０４ｄ ０．３９６ｄ

５００ ０．３６２ｄｅ ０．３３４ｃ ０．３７４ｄ ０．３７４ｅ ０．３３９ｅ ０．３１５ｅ

１ ０００ ０．３５６ｅ ０．３０６ｄ ０．３４４ｅ ０．３０２ ｆ ０．２８１ ｆ ０．２５５ ｆ

ＳＥＭ ０．００３ ５ ０．００７ ３ ０．００７ ３ ０．００４ ５ ０．００４ ４ ０．００４ ０
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １

　 　 同列数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下表同。
　 　 Ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

表 ２　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度对 ＢＭＥＣ 抗氧化指标的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＢＭＥＣｓ

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

超氧化物歧化酶

ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍＬ）

过氧化氢酶

ＣＡＴ ／
（Ｕ ／ ｍＬ）

谷胱甘肽过氧化物酶

ＧＰｘ ／
（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

丙二醛

ＭＤＡ ／
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

０ １５．１１ａ ２．４２ａ １５４．５６ａ ０．８５ａ

１０ １５．０６ａ ２．１８ａｂ １４５．４９ａｂ ０．９５ａ

３０ １４．３８ａ １．８２ｂ １３７．７３ｂｃ １．５３ｂ

１００ １１．１８ｂ １．２５ｃ １３３．３０ｃ ２．３２ｃ

５００ １０．３８ｂｃ ０．９９ｃｄ １２６．８９ｃ ３．４２ｄ

１ ０００ ９．７２ｃ ０．９７ｄ １０５．２５ｄ ３．７２ｄ

ＳＥＭ ０．３８１ ８ ０．１３６ ３ ３．５３７ ０ ０．１７６ ３
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １

２．３ 　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度对 ＢＭＥＣ 炎症因子

含量的影响

　 　 由表 ３ 可见，随着 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度的增加，细
胞 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ 含量呈不同程度的升高趋势。
与对照组相比，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组的细胞 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ 含

量在数值上有所提高，但组间差异不显著 （ Ｐ ＞
０．０５）。 细胞 ＩＬ⁃１ 含量在 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ 含量在 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组开始显著高于对照组

（Ｐ＜０．０５）。 １００、５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组的细胞 ＩＬ⁃１、ＴＮＦ
含量组间差异显著（Ｐ＜０．０５），同时显著高于对照

组及 １０、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组（Ｐ＜０．０５）。 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ
组的细胞 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ 含量最高，显著高于对照

组（Ｐ＜０．０５），但与 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比，无显著差

异（Ｐ＞０．０５）。 ＢＭＥＣ 经不同浓度的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 处

理后，细胞 ｉＮＯＳ 活性与 ＮＯ 含量变化规律相似。
与对照组相比，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 对 ｉＮＯＳ
活性与 ＮＯ 含量无显著影响（Ｐ＞０．０５）。 之后随着

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度的增加，ｉＮＯＳ 活性逐级显著升高，
当浓度增加到 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，ｉＮＯＳ 活性达到最

大值，显著高于其他各浓度组（Ｐ＜０．０５）。 ＮＯ 含

１８３２
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量呈相似变化规律，１００ 与 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ、５００ 与

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ组间差异均不显著（Ｐ＞０．０５），但在

数值上均随 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度的增加有所提高。

表 ３　 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度对 ＢＭＥＣ 炎症因子含量的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＢＭＥＣｓ

ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＥＴＡ ／ ＮＯ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ）

诱导型一氧

化氮合酶

ｉＮＯＳ ／ （Ｕ ／ ｍＬ）

一氧化氮

ＮＯ ／
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

白细胞介素－１
ＩＬ⁃１ ／

（ｎｇ ／ Ｌ）

白细胞介素－６
ＩＬ⁃６ ／

（ｎｇ ／ Ｌ）

肿瘤坏死因子

ＴＮＦ ／ （ｎｇ ／ Ｌ）

０ １０．４ａ ５８．４ａ ６６．９ａ ２１．９ａ １３３．５ａ

１０ １１．３ａ ６１．０ａ ７１．４ｂ ２３．７ａｂ １３８．３ａｂ

３０ １２．２ｂ ６２．４ｂ ７８．９ｂ ２４．９ｂｃ １５０．８ｂ

１００ １３．１ｃ ６６．１ｃ ９４．４ｃ ２６．０ｃｄ １６１．５ｃ

５００ １４．０ｄ ７０．０ｃｄ １００．３ｄ ２７．６ｄｅ １７０．２ｄ

１ ０００ １４．４ｅ ７１．２ｄ １０８．３ｄ ２８．５ｅ １７４．４ｄ

ＳＥＭ ０．２２７ ４ １．１４１ ５ ２．１４２ ６ ０．６３７ ７ ３．０２５ ９
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １ ＜０．０００ １

３　 讨　 论
　 　 ＮＯ 是细胞内和细胞间重要的信号调节分子，
除了参与神经信息传递、机体防御免疫以及细胞

凋亡等生理功能维系外，现代分子医学研究证明

ＮＯ 还与众多疾病的发生发展关系密切［８］ 。 临床

病理学研究显示过量一氧化氮合酶（ＮＯＳ）、ＮＯ 的

产生和炎性介质的大量表达在各病理器官中呈明

显相关性，这提示 ＮＯＳ 及其合成的 ＮＯ 和次级产

物活性氮等可引发炎症反应［９］ 。 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 是一

种人工合成的一氧化氮 ／核苷化合物，其特点在于

它无需酶的催化作用，能够快速释放 ＮＯ。 同时，
ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 也是目前所获得的半衰期最长的一氧

化氮 ／核苷化合物之一，有利于体外试验的长时程

观察，是较为理想的外源性 ＮＯ 供体［５］ 。 因此，以
ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 为 ＮＯ 供体，诱导 ＢＭＥＣ 建立氧化损伤

模型，可为科学调控奶牛乳腺抗氧化能力及机制

研究提供了更好的试验平台。 在关于氧化损伤模

型的报道中，氧化应激判别标准也有所不同。 在

孙婧陶等［１０］的报道中，建立延边奶山羊乳腺上皮

细胞氧化损伤模型时，以细胞存活率为 ５０％ ～ ６０％
作为筛选 Ｈ２Ｏ２ 适宜作用浓度与时间的评判标准。
齐晓龙等［１１］ 以细胞存活率 ６０％作为产蛋鸡肝细

胞氧化损伤模型的评判标准。 金鹿等［１２］ 的研究指

出，建立 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＢＭＥＣ 氧化损伤模型以细胞

存活率 ７０％ ～ ８０％作为标准进行 Ｈ２Ｏ２ 的初步筛

选。 不同种类的细胞对于氧化损伤的耐受力不

同，对于细胞存活率判别标准的选择也不同。
　 　 由 本 试 验 结 果 可 以 看 出， 浓 度 为

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ６ ｈ、浓度为

５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ８ ｈ、浓度为

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ２４ ｈ，细胞存

活率都在 ７０％ ～ ８０％，分别为 ７４． ２７％、７８． ９４％、
７６．６０％。 结果显示，ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用 ４ ｈ 与 ２ ｈ 相

比，细胞存活率均下降，但均在 ８０％以上。 ５００ ～
１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ８ ～ １２ ｈ，除
浓度为 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用 ８ ｈ 之外，
其余组均对细胞造成严重的氧化损伤，细胞存活

率下降至 ７０％以下，最低达到 ４９． ２８％。 浓度为

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ６ ｈ、浓度为

５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ８ ｈ，细胞存活

率虽然均下降到 ７０％ ～ ８０％，但考虑到操作过程中

的作用时间过长，将 ＢＭＥＣ 长时间暴露于高浓度

的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ，会造成细胞大量死亡，以及不可逆

的细胞损伤，这不利于氧化损伤建模进行后续试

验。 因此，根据细胞存活 率 初 步 确 定：浓 度 为

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用细胞 ６ ｈ 即可发

挥适宜的氧化损伤作用，细胞存活率为 ７４．２７％，
符合筛选要求，并且可以在较短时间内观察到试

验结果。
　 　 在正常生理情况下，自由基的产生和清除是

处于动态平衡的。 如果机体长时间处在病理状态

下，体内产生大量自由基并在在体内蓄积不能及

时被清除，就会对机体产生损伤。 清除体内多余

２８３２
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的自由基主要依赖于抗氧化损伤防御体系中的抗

氧化酶，如 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＧＰｘ 等，它们发挥着重要的

抗氧化防御作用，可以直接清除体内的多余的

ＲＯＳ，保护机体免受氧化损伤。 ＭＤＡ 是自由基，
是检测脂质过氧化反应的重要指标，能反映出氧

化应激的程度［１３－１４］ 。 因此，抗氧化指标是反映细

胞是否发生氧化应激损伤及其损伤程度关键指

标，因此确定细胞氧化损伤模型时，除考虑细胞存

活率外，还必须考虑这些指标。 本试验结果得出，
与对照组相比，当 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 的作用时间为 ６ ｈ
时，作用浓度达到 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 即可引起 ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＰｘ 活性的显著降低，ＭＤＡ 含量的显著增

加，说明 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 引起了细胞的氧化应激损伤。
此外，程广东［１５］的研究指出，当机体的抗氧化酶含

量或活性升高时，机体往往也处于较高的免疫水

平，表明氧化损伤与炎症关系密切。
　 　 如前所述，ＮＯ 是一种结构简单、分子质量小

的生物自由基，它具有双向调节作用，高含量状态

下，可以激活核转录因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ），诱导促炎

症细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 等的产生，ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃
６ 和 ＴＮＦ⁃α 的产生又能激活 ｉＮＯＳ，促使机体产生

更多的 ＮＯ，从而形成正反馈循环，使细胞因子的

分泌以及其 ＮＯ 自身的合成得以持续，使炎症反应

更持久，更剧烈，并最终引起 ＤＮＡ 损伤，线粒体呼

吸抑制等。 其中重要的机制之一是超氧负离子的

伴随产生，两者可以形成过氧亚硝酸盐阴离子等

活性氮，对重要蛋白质进行氮化修饰，改变信号途

径，直 接 和 间 接 地 介 导 了 ＮＯ 的 细 胞 毒 性 效

应［９，１６－１７］ 。 因此，ＮＯ 与 炎 症 因 子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６均可反映细胞的氧化应激程度。 本试验中，不
同浓度的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 处理细胞后，在 ＢＭＥＣ 抗氧

化能力下降的同时，各组的炎症因子含量、ＮＯ 含

量及 ｉＮＯＳ 的活性也呈现出与抗氧化酶活性相反

的变化趋势；ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度达到 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ
即可引起活性氮 ＮＯ 和炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６的显著增加，说明 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作用浓度达到

３０ μｍｏｌ ／ Ｌ即可引起细胞不同程度的损伤。
　 　 建立氧化应激模型时，细胞存活率不宜过高

或过低，既要引起足够的细胞损伤，同时还要考虑

细胞存活率不可过低；若存活率过低，说明大量的

细胞已经死亡，会造成细胞不可恢复的损伤，不利

于后续试验研究；若存活率过高，说明细胞的长势

较好，细胞的活力也较好，氧化后不会造成明显的

损伤，也不利于后续试验的开展［１１］ 。 金鹿等［１２］ 研

究指出，ＢＭＥＣ 存活率降低到 ７０％ ～ ８０％为宜。 在

本研究条件下，１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组作用 ６ ｈ 不仅引起

了细胞抗氧化能力的显著降低与炎症因子含量的

显著升高，又使细胞存活率保持在 ７０％ ～ ８０％。
　 　 综上所述，以 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 作

为刺激源，作用细胞 ６ ｈ，引起 ＢＭＥＣ 氧化损伤，这
可以作为建立 ＢＭＥＣ 氧化损伤模型的适宜条件。

４　 结　 论
　 　 ① 细胞存活率、抗氧化指标及炎症因子含量

都可以作为判别 ＢＭＥＣ 是否发生氧化应激的重要

指标。
　 　 ② 经 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 处理细胞

６ ｈ后，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＰｘ 活性均显著降低，ＭＤＡ、炎
症因子及 ＮＯ 含量， ｉＮＯＳ 活性均显著上升，使

ＢＭＥＣ 产生明显的氧化应激。 以 ＤＥＴＡ ／ ＮＯ 为应

激源，作用浓度为 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 作用时间为 ６ ｈ，
可以作为建立 ＢＭＥＣ 氧化损伤模型的适宜条件。
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