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摘　 要： 本试验旨在通过过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导的奶牛乳腺上皮细胞（ ｂＭＥＣｓ）焦亡模型探讨竹

叶黄酮（ＢＬＦ）预处理缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡的作用机制。 试验以 ｂＭＥＣｓ 为研究对象，设对照组、ＢＬＦ
组、Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２

组和 ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组，ＢＬＦ 作用浓度为 ８０ μｇ ／ ｍＬ，Ｈ２Ｏ２ 作用浓度为 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ，使用

ＢＡＹ １１⁃７０８２ 和 ＥＸ ５２７ 干预 ｐ６５ 和沉默信息调节因子 １（ＳＩＲＴ１）的表达。 利用 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 技术检测细胞内焦亡相关基因和蛋白的表达水平，利用流式细胞术检测焦亡细胞数量，并

利用免疫荧光技术检测细胞内凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）斑点的荧光强度，以观测 ＳＩＲＴ１ ／ ｐ６５
通路在 ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中发挥的作用。 结果显示：１）Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦

亡中 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），ＢＬＦ 处理后 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平则显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＢＬＦ 与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｐ６５ 表达及核转位的抑制效果显著（Ｐ＜
０．０５），可有效缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡，同时二者也显著降低了 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因和蛋白的表达水

平（Ｐ＜０．０５），并增强了 ＡＳＣ 斑点的荧光强度。 ２）Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＢＬＦ 处理后 ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平则显著升高

（Ｐ＜０．０５）；ＥＸ ５２７ 对抑制 ＳＩＲＴ１、促进 ｐ６５ 的表达及核转位的效果显著（Ｐ＜０．０５）；ＥＸ ５２７ 也显

著升高了 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因和蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０５），并增强了 ＡＳＣ 斑点的荧光强度。
综上所述，８０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＢＬＦ 通过抑制 ｐ６５ 的表达和核转位，缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡和

ＮＬＲＰ３炎症小体激活；ＳＩＲＴ１ 的表达在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中被下调，ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导

的 ｂＭＥＣｓ 焦亡是通过上调 ＳＩＲＴ１ 的表达来抑制 ｐ６５ 的表达来实现的。
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　 　 竹叶黄酮（ ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＢＬＦ）作为

竹叶中的主要活性成分，具有抗炎、抗氧化、抗菌、
调节脂代谢、调节免疫等多种生物学功能［１－３］ ，是
一种天然酚类抗氧化剂［４］ ，具有良好的应用前景。
研究表明，ＢＬＦ 可显著提高动物体内抗氧化酶活

性，增强免疫能力［５－６］ ，下调过氧化氢 （ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导的氧化损伤细胞模型和高脂

饮食诱导的小鼠模型中肿瘤坏死因子－α（ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素－１β（ ｉｎｔｅｒ⁃
ｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β） 等炎症因子的表达［７］ 。 周晓燕
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等［８］研究发现，ＢＬＦ 能够有效抑制糖尿病大鼠脑

组织海马区炎症因子白细胞介素－６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，
ＩＬ⁃６）、环氧合酶 － ２ （ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２，ＣＯＸ⁃２） 和

ＴＮＦ⁃α 的表达，从而抑制大鼠海马区的炎症反应。
在李建凤等［９］的研究中，１０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＢＬＦ 可以通

过调控核因子红细胞相关因子 ２（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒ⁃
ｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２）信号通路中的关键

基因，缓解热应激对奶牛乳腺上皮细胞 （ ｂｏｖｉｎｅ
ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ｂＭＥＣｓ）的影响。 本实验

室前期研究已证实了在奶牛生产中 ＢＬＦ 对奶牛乳

腺的保护作用。 侯昆等［１０］ 研究发现，在奶牛饲粮

中添加 ＢＬＦ 可以有效降低奶牛血清中 ＩＬ⁃１β 与

ＴＮＦ⁃α 的含量，增加白细胞介素－２（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２，
ＩＬ⁃２）的含量，从而有效改善奶牛乳房炎；詹经纬

等［１１］通过建立 ｂＭＥＣｓ ＭＡＣ⁃Ｔ 的氧化应激模型，
发现 ８０ μｇ ／ ｍＬ ＢＬＦ 预 处 理 ２４ ｈ 可 以 缓 解

８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 处理 ８ ｈ 所导致的 ＭＡＣ⁃Ｔ 氧化

损伤。 另外，多种黄酮类化合物均可通过影响核

苷酸结合寡聚化结构域样受体样蛋白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）炎症

小体的表达缓解全身性炎症及细胞焦亡，改善免

疫功能及机体健康［１２－１５］ 。
　 　 细胞焦亡是由各种病原微生物感染或其他危

险信号引起的、伴随着炎性反应的程序性细胞死

亡［１６］ 。 细胞焦亡的发生需要多种细胞因子的参

与，其中 ＮＬＲＰ３ 是细胞焦亡途径中研究最为广泛

的炎性小体之一［１７］ 。 在规模化奶牛生产中，受饲

粮、管理、环境等因素的限制，奶牛易造成机体自

由基稳态失衡产生氧化应激，从而引起奶牛乳腺

细胞焦亡［１８－２０］ ，对奶牛健康状况及泌乳性能产生

负面影响［２１］ 。 研究表明，ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活

可能需要核因子－ｋａｐｐａ Ｂ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，
ＮＦ⁃κＢ）的 ｐ６５ 亚基来调节［２２－２４］ ，其中沉默信息调

节因子 １（ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １，ＳＩＲＴ１）可

促进 ＮＦ⁃κＢ 活化［２５］ ，并通过对 ｐ６５ 去乙酰化调控

细胞炎症［２６］ 。 此外，天然植物功能组分可通过抑

制 ＮＬＲＰ３ 信号通路缓解细胞焦亡，对相关细胞和

器官起到保护作用［２７－３０］ 。 本实验室前期研究已证

实 ＢＬＦ 可缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡，但作用

机理尚未明晰。 因此，本试验将进一步探究 ＢＬＦ
对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡的保护作用机制，解
释 ｐ６５ 在 ＢＬＦ 缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡中的作用，并验证

ｐ６５ 表达是否受到 ＳＩＲＴ１ 的调控，为 ＢＬＦ 作为缓

解 ｂＭＥＣｓ 焦亡的天然植物饲料添加剂提供理论

依据。

１　 材料与方法
１．１　 主要材料

　 　 原代 ｂＭＥＣｓ 由中国农科院畜牧兽医研究所

智慧畜牧业创新团队惠赠；９８％ ＢＬＦ 由浙江大学

生物系统工程与食品科学学院惠赠。
　 　 试验所用其他试剂与耗材如下：Ｈ２Ｏ２（天津光

复，中国），ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、
青霉素 ／链霉素溶液、０．２５％胰蛋白酶－乙二胺四乙

酸（Ｇｉｂｃｏ，美国），磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ） （Ｗｉｓｓｅｎ，
中国），细胞培养皿、细胞培养板、离心管、枪头

（Ｃｏｒｎｉｎｇ，美国），ＢＣＡ 试剂盒、蛋白酶抑制剂、
ＲＩＰＡ、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、Ｔｒｉｚｏｌ、ＥＣＬ 化学发

光试剂盒、聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）试剂盒、
十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ） －ＰＡＧＥ 缓冲液、聚偏二氟

乙烯（ＰＶＤＦ）膜、脱脂奶粉、抗荧光淬灭封片液［含
４′，６－二脒基 － ２ －苯基吲哚 （ＤＡＰＩ）］、ＢＡＹ １１⁃
７０８２、胞浆蛋白与核蛋白抽提试剂盒、ＥＸ ５２７（Ｂｅ⁃
ｙｏｔｉｍｅ，中国），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＴＢＳＴ、甘氨

酸、甲醇、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染试剂盒、Ｔｒｉｓ、ＳＤＳ
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）， ｃＤＮＡ 反转录试剂盒、 ＳＹＢＲ®

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（Ｅｒｉｋ，中国），氯仿、异丙醇、无
水乙醇（北京化工厂，中国），羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ
（ ＩｇＧ）、羊抗鼠 ＩｇＧ、预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（ＬＡＢＬＥＡＤ，
中国），ＳＩＲＴ１、ｐ６５、ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋白

（ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＳＣ ）、
ＩＬ⁃１β、哺乳动物相关激酶 ７（ｍａｍｍａｌｉａｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ ７， ＮＥＫ７ ）、 核 纤 层 蛋 白 Ｂ１ （ ｌａｍｉｎ Ｂ１，
ＬＭＮＢ１）抗体、ｐ６５ 一抗（ Ｓａｎｔａ，中国），半胱天冬

酶 （ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，
Ｃａｓｐａｓｅ） ⁃１、消皮素 Ｄ Ｎ 末端片段（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ Ｎ⁃
ｔｅｒｍｉｎａｌ，ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ）抗体（Ａｂｃａｍ，美国），白细胞介

素－１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８，ＩＬ⁃１８）抗体（Ｂｉｏｓｓ，中国），β－肌
动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ，ＡＣＴＢ）抗体（ＣＳＴ，美国）。
１．２　 主要仪器设备

　 　 试验所用主要仪器设备如下：荧光倒置显微

镜（Ｍｏｔｉｃ，中国）、二氧化碳 （ＣＯ２ ） 细胞培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）、双功能气浴恒温振荡器（常州峥

嵘，中国）、恒温恒湿箱（上海一恒，中国）、荧光定

量 ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）、垂直电泳转印系统（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ，美国）、天能化学发光成像仪（上海天能，中
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国）、Ｇｅｎｅ Ｍａｘ 基因扩增仪（杭州博日，中国）、Ｃｙ⁃
ｔｏ ＦＬＥＸ 流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，中国）。
１．３　 试剂配制

１．３．１　 细胞培养液

　 　 细胞完全培养液：ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基中加入

１０％ ＦＢＳ 和 １％青霉素 ／链霉素溶液，混匀，４ ℃保

存备用；细胞维持培养液：ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基中

加入 ２％ ＦＢＳ，混匀，４ ℃保存备用。 ＢＬＦ 处理液：
取 ５ ｍｇ 的 ９８％ ＢＬＦ 加入 ５ ｍＬ 细胞维持培养液，
得到 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的储备液，稀释至 ８０ μｇ ／ ｍＬ；Ｈ２Ｏ２

处理液：取 １００ μＬ ３０％ Ｈ２Ｏ２ 与 ８７０ μＬ 的细胞维

持培养液配制成 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ 储备液，稀释

至 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ。 本试验所设定的 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 与

ＥＸ ５２７ 的浓度参考李方［３１］ 的研究。 在 １０ ｍｇ 的

ＢＡＹ １１⁃７０８２ 中 加 入 １ ｍＬ 的 ＤＭＳＯ， 配 制 成

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的溶液保存。 使用时取 １ μＬ 浓度为

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 加入 １０ ｍＬ 配制好的

维持培养液处理细胞，最终浓度稀释至 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ。
在 ５ ｍｇ 的 ＥＸ ５２７ 中加入 １．００５ ｍＬ 的 ＤＭＳＯ，配
制成 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液保存。 使用时取 ２０ μＬ 浓

度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＸ ５２７ 加入 ２０ ｍＬ 配制好的

维持培养液处理细胞，使最终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。
１．３．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 用试剂

　 　 ２ Ｌ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳液：６ ｇ Ｔｒｉｓ＋２８．８ ｇ 甘氨

酸＋２ ｇ ＳＤＳ＋ ８００ ｍＬ 去离子水，混匀后定容至

２ Ｌ，备用；２ Ｌ 转膜液：６ ｇ Ｔｒｉｓ＋ ２８． ８ ｇ 甘氨酸＋
２００ ｍＬ 甲醇＋８００ ｍＬ 去离子水，４ ℃ 冰箱储存。
当蛋白质分子质量大于 ８０ ｋｕ 时，转膜液中另需添

加 ２ ｇ 的 ＳＤＳ。
１．４　 试验方法

１．４．１　 细胞培养

　 　 将液氮中装有 ｂＭＥＣｓ 的冻存管转移至 ３７ ℃
水浴锅快速融化，移入装有预热的细胞完全培养

液 的 １５ ｍＬ 离 心 管 中，吹 打 混 匀，离 心 ５ ｍｉｎ
（４ ℃ ，７ ５００×ｇ），弃去上清，重悬后移至 ６０ ｍｍ 培

养皿孵育。 培养 ２ ｄ 后观察培养液颜色和细胞状

态，培养液变为淡黄色则吸出培养液，ＰＢＳ 漂洗 ２
次后加入新培养液继续孵育。 待细胞融合度达

８５％，ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，吸取 １ ｍＬ ０．２５％胰蛋白酶－
乙二胺四乙酸于培养皿作用 １ ｍｉｎ，吸取 １ ｍＬ 培

养液迅速停止消化。 收集细胞悬液，按上述条件

离心后弃上清，重悬至新培养皿孵育。

１．４．２　 试验分组

　 　 试验共设 ８ 个组，分别为对照（ＣＯＮ）组、ＢＬＦ
组、Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋Ｈ２Ｏ２

组、ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

和 ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组。 ｂＭＥＣｓ 培养在 ６０ ｍｍ
培养皿中，于 ３７ ℃ 、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中孵育，
融合度达 ８５％开始处理。 对照组细胞接种于不添

加任何物质的维持培养液中培养２４ ｈ；ＢＬＦ 组细胞

接种于含 ８０ μｇ ／ ｍＬ ＢＬＦ 的维持培养液中培养

２４ ｈ；Ｈ２Ｏ２ 组细胞接种于含８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的

维持培养液中培养 ８ ｈ；ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞先接种

于含 ８０ μｇ ／ ｍＬ ＢＬＦ 的维持培养液中培养 ２４ ｈ
后，再用含 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的维持培养液培养

８ ｈ；ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组与 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组细

胞先分别接种于含 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＡＹ １１⁃７０８２ 和

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＸ ５２７ 的维持培养基中培养 １ ｈ，再用

含 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的维持培养基培养 ８ ｈ；ＢＬＦ＋
ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

细胞先用含 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＡＹ １１⁃７０８２ 或 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＸ ５２７ 的维持培养液培养 １ ｈ，再用含 ８０ μｇ ／ ｍＬ
ＢＬＦ 的 维 持 培 养 液 培 养 ２４ ｈ， 最 后 用 含

８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的维持培养液培养 ８ ｈ。
１．４．３ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）技术检测

焦亡相关基因的表达

　 　 将细胞培养皿置于冰盒上，吸取培养液，ＰＢＳ
漂洗 ２ 次。 各孔加入 ５００ μＬ Ｔｒｉｚｏｌ，作用均匀后刮

净细胞转移至 １．５ ｍＬ 无 ＲＮＡ 酶管；加入 １００ μＬ
氯仿，振荡混匀后放置 ２ ｍｉｎ；离心 １５ ｍｉｎ（４ ℃ ，
１２ ０００×ｇ）。 取上清 ３００ μＬ 移至新无 ＲＮＡ 酶管，
另取等量异丙醇摇匀静放 １０ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ
（４ ℃ ，１２ ０００×ｇ）；留沉淀加 ７５％乙醇离心 １０ ｍｉｎ
（４ ℃ ， ７ ５００ × ｇ ）； 弃 上 清 离 心 ３ ｍｉｎ （ ４ ℃ ，
１２ ０００×ｇ），开盖静置 ３ ～ ５ ｍｉｎ 后加 ５０ μＬ ＤＥＰＣ。
ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量分光光度计测量总 ＲＮＡ 浓度后

－８０ ℃储存。 反应液配制参考 Ｅｒｉｋ 的 ｃＤＮＡ 反转

录试剂盒，反应条件参考本实验室前期研究［３２］ ，具
体如下：３７ ℃ ，１５ ｍｉｎ；８５ ℃ ，５ ｓ。 使用 ＡＣＴＢ 和

甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为内参，将反转录成功

的 ＮＬＲＰ３、 ＮＥＫ７、 ＡＳＣ、 ｐ６５、 消 皮 素 Ｄ
（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ，ＧＳＤＭＤ）、 ＩＬ⁃１８ 和 ＩＬ⁃１β 的 ｃＤＮＡ
加入 ＰＣＲ 反应系统，体系配制和扩增条件参考本
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实验室前期研究［３２］ 。 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基因 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

核苷酸结合寡聚化结构域
样受体样蛋白 ３
ＮＬＲＰ３

ＮＭ＿００１１０２２１９．１ Ｆ：ＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＧＧＡＣＴＧＧＧＣＡ
Ｒ：ＣＡＴＣＡＡＡＧＣＣＧＴＣＣＡＴＧＡＧＧ ２０４ ６０

凋亡相关斑点样蛋白
ＡＳＣ ＮＭ＿１７４７３０．２ Ｆ：ＣＡＧＣＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＡＧ

Ｒ：ＡＣＣＧＴＡＣＧＣＣＴＣＣＡＧＡＴＡＧＴ １４９ ６０

哺乳动物相关激酶 ７
ＮＥＫ７ ＸＭ＿００３５８７１１２．６ Ｆ：ＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡＣＡＧＣ

Ｒ：ＡＣＡＣＡＧＣＧＡＧＴＡＣＡＧＧＴＴＣＡ １８６ ６０

白细胞介素－１β
ＩＬ⁃１β ＮＭ＿１７４０９３．１ Ｆ：ＡＡＡＣＴＣＣＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＧＣＡＡＡＡ

Ｒ：ＣＴＣＴＣＣＴＴＧＣＡＣＡＡＡＧＣＴＣＡＴＧ １２６ ６０

白细胞介素－１８
ＩＬ⁃１８ ＮＭ＿１７４０９１．２ Ｆ：ＴＧＧＣＴＧＣＡＧＡＡＣＡＡＧＴＡＧＡＡＧ

Ｒ：ＴＧＧＴＣＴＧＧＧＧＴＧＣＡＴＴＡＴＣＴ ２４３ ６０

消皮素 Ｄ
ＧＳＤＭＤ ＸＭ＿０５９８９３２０５．１ Ｆ：ＴＴＴＧＴＡＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＴＧＣＴ

Ｒ：ＡＴＧＴＣＣＣＡＧＴＣＡＧＡＧＣＣＡＡＴ ２１５ ６０

β－肌动蛋白
ＡＣＴＢ ＮＭ＿１７３９７９．３ Ｆ：ＣＡＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＴＧＡＧＣＡＣＧ

Ｒ：ＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＣＧＧＴＴＧＧＣ １５９ ６０

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１０３４０３４．２ Ｆ：ＴＧＧＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴ

Ｒ：ＣＣＣＡＣＴＴＧＡＴＧＴＴＧＧＣＡＧ ５３ ６０

ｐ６５ ＮＭ＿００１０８０２４２．２ Ｆ：ＧＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＣＣＣＴＴＣＣ
Ｒ：ＡＴＴＣＡＣＣＣＧＧＣＡＧＡＴＣＴＴＧＡ １９６ ６０

沉默信息调节因子 １
ＳＩＲＴ１ ＸＭ＿０２４９８６７６６．２ Ｆ：ＴＡＣＣＣＣＡＴＧＡＡＧＴＧＣＣＴＣＡＧ

Ｒ：ＡＴＡＴＴＧＡＧＧＧＧＴＧＴＧＧＧＴＧＧ ２３８ ６０

１． ４． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测焦亡相关蛋白的

表达

　 　 细胞经 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，每次 ５ ｍｉｎ，取 １ ｍＬ 以

１００∶１∶２ 混合的 ＲＩＰＡ＋ＰＭＳＦ＋磷酸酶抑制剂于培

养皿，移至 １． ５ ｍＬ 离心管中；离心 １０ ｍｉｎ（ ４℃ ，
１２ ０００×ｇ）取上液。 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度后

加入 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 保持浓度一致，沸水浴

１０ ｍｉｎ，保存至－８０ ℃备用。 根据目的蛋白分子质

量大小参考试剂盒说明选取对应的浓度配制分离

胶（８％、１０％、１２％）和浓缩胶（ ５％），倒入电泳液

没过内侧玻璃板，加入 １０ μＬ 样品至加样孔，最左

侧孔添加 ５ μＬ 彩色预染蛋白（Ｍａｒｋｅｒ）进行参考。
加入电泳液进行电泳。 根据彩色预染蛋白切出所

需凝胶，转移至厚滤纸上，将剪切好并且经甲醇浸

泡的 ＰＶＤＦ 膜铺满凝胶，上盖 １ 张厚滤纸，闭合转

膜所 需 夹 子， 转 膜 （ ２０ ｋｕ 以 下 小 蛋 白 直 流

３００ ｍＡ，其余蛋白直流 ３５０ ｍＡ）。 ＴＢＳＴ 洗 膜

５ ｍｉｎ，快速封闭液在 ３７ ℃ 封闭 １５ ｍｉｎ。 膜用

ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，后经一抗 ４ ℃孵育过

夜；次日用 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，后经二抗

室温孵育 ６０ ｍｉｎ。 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 １５ ｍｉｎ，
置于化学发光成像仪，膜上滴满 ＥＣＬ 显色液曝光。
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 检测分析图像。
１．４．５　 免疫荧光技术检测 ＡＳＣ 荧光强度

　 　 吸取各培养孔上清， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次

５ ｍｉｎ，每孔 １ ｍＬ ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，晾干。
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入 ０．３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００
进行 ２５ ｍｉｎ 通透，ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，之后

再加入 ３％ ＢＳＡ 孵育 ６０ ｍｉｎ，封闭抗原。 弃封闭

液＋ＡＳＣ 一抗（１∶１００），湿盒 ３７ ℃孵育 ２ ｈ；ＰＢＳ 漂

洗 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ，然后用 ＦＩＴＣ（１∶１００）处理 １ ｈ；
ＰＢＳ 漂洗 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入抗荧光猝灭封片
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液（含 ＤＡＰＩ） 处理 ５ ｍｉｎ。 用荧光显微镜进行

观察。
１．４． ６ 　 流式细胞术检测 ＢＡＹ１１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ
焦亡的影响

　 　 收集 １×１０５ ～ １×１０６ 个细胞于 １．５ ｍＬ 离心管，
离心取沉淀，用 １ ｍＬ 细胞染色缓冲液重悬；加入

５ μＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 和 ５ μＬ ＰＩ 染色，４ ℃摇床孵

育３０ ｍｉｎ，流式细胞仪检测红、蓝荧光。
１．４．７　 提取胞核和胞浆蛋白

　 　 收集 ０．５×１０７ ～ ２×１０７ 个细胞，根据胞浆和胞

核蛋白抽提试剂盒说明书进行操作，提取胞核和

胞浆蛋白。
１．５　 数据统计分析

　 　 试验结果用平均值±标准差表示，采用 Ｅｘｃｅｌ
２０１６ 对试验数据进行初步处理，应用 ＳＰＳＳ ２６． ０
进行单因素方差分析 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），使用

Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行组间多重比较，Ｐ＜０．０５ 为差异显

著，Ｐ ＞ ０． ０５ 为差异不显著。 最终结果由 Ｏｒｉｇｉｎ
２０２１ 绘图呈现。

２　 结果与分析
２． １ 　 ＢＬＦ 通 过 调 控 ｐ６５ 缓 解 Ｈ２Ｏ２ 诱 导 的

ｂＭＥＣｓ 焦亡

２．１． １ 　 ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中

ｐ６５ 的表达水平

　 　 为了探究 ｐ６５ 是否参与 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

ｂＭＥＣｓ 焦亡的缓解，检测了对照组、ＢＬＦ 组、Ｈ２Ｏ２

组和 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组中 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达情

况。 通过细胞培养提取以上各组的 ｍＲＮＡ 和蛋

白，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测细胞

内 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，结果如图 １ 所

示。 与对照组相比，在 ８０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＢＬＦ 处理２４ ｈ
的情况下，ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平无显著变化（Ｐ＞
０．０５）；而在 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ 处理 ８ ｈ 的情况

下，ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜
０．０５）。 经过 ８０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＢＬＦ 预处理 ２４ ｈ 后的

ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ｂＭＥＣｓ，其 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达水平均显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），且 ｐ６５ 的蛋白

表达水平恢复至 ＢＬＦ 组水平，说明 ｐ６５ 参与了 ＢＬＦ
对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡的作用过程。

　 　 Ａ：ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５；Ｂ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｃ：ｐ６５ 的蛋白表达

水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５。
　 　 Ｈ２Ｏ２：过氧化氢；ＢＬＦ：竹叶黄酮；ＡＣＴＢ：β－肌动蛋白。 数据柱标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同小写字

母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下图同。 Ｈ２Ｏ２： ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ； ＢＬＦ： ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ； ＡＣＴＢ： β⁃ａｃｔｉｎ． Ｄａｔａ ｃｏｌ⁃
ｕｍｎｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉ⁃
ｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ｐ６５ 的表达水平

Ｆｉｇ．１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５ ｉｎ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｂｙ ＢＬＦ

２． １． ２ 　 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱 导 的 ｂＭＥＣｓ
焦亡的影响

　 　 为了进一步明确 ｐ６５ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ

焦亡中的调控作用，使用 ｐ６５ 抑制剂 ＢＡＹ １１⁃７０８２
来模拟 ｐ６５ 低表达。 将对照组、ＢＬＦ 组、Ｈ２Ｏ２ 组、
ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ ＋
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ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组 的 ｂＭＥＣｓ 进 行 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ ／ ＰＩ 染色，使用流式细胞术检测焦亡细胞的

数量，结果如图 ２ 所示。 ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组的

ｂＭＥＣｓ 焦亡水平与 Ｈ２Ｏ２ 组相比显著降低 （ Ｐ＜
０．０５），说明 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 可能是通过抑制 ｐ６５ 表

达从而有效缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡；与 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组相

比则无显著差异（Ｐ＞０．０５），说明 ＢＬＦ 可能与 ＢＡＹ
１１⁃７０８２ 具有相似的缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡的功能；而
ＢＬＦ＋ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组 与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋
Ｈ２Ｏ２ 组相比无显著差异（Ｐ＞０．０５），表明在 ＢＡＹ
１１⁃７０８２ 处理的基础上对 ｂＭＥＣｓ 进行 ＢＬＦ 预处理

未能进一步缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡。

　 　 Ａ：对照组 ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＢＬＦ 组 ＢＬＦ ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＢＡＹ １１⁃
７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组 ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组 ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ。
　 　 ＦＬ９⁃Ａ：：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染料在 ＦＬ９ 通道检测到的荧光强度 ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＦＬ９ ｃｈａｎｎｅｌ
ｆｏｒ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ｄｙｅ；ＦＬ２⁃Ａ：：ＰＩ：ＰＩ 染料在 ＦＬ２ 通道检测到的荧光强度 ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＦＬ２ ｃｈａｎｎｅｌ ｆｏｒ ＰＩ
ｄｙｅ。 图 ９ 同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．９。

图 ２　 流式细胞术检测 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．１．３　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｐ６５ 表达的影响

　 　 为了进一步明确 ｐ６５ 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ
焦亡中是否有调控作用，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 技术检测 ｂＭＥＣｓ 内 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达水平，验证 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｐ６５ 的抑制

效果，结果如图 ３ 所示。 在经过 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 处

理后，ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表

达水平显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），蛋白表达水

平显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），说明 ＢＡＹ １１⁃７０８２
对 ｐ６５ 的抑制效果显著；ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２

组的 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平则均显著低于

Ｈ２Ｏ２ 组与 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），说明经过 ＢＬＦ
预处理后，ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｐ６５ 的抑制效果进一

步增强，ＢＬＦ 可能与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 在抑制 ｐ６５ 的

表达上具有协同作用。
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９ 期 王琳玮等：基于沉默信息调节因子 １ ／ ｐ６５ 通路探讨竹叶黄酮对过氧化氢诱导的奶牛……

　 　 Ａ：ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５；Ｂ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｃ：ｐ６５ 的蛋白表达

水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５。

图 ３　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ｐ６５ 表达的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ａｎｄ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ６５ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

２．１．４　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｐ６５ 核转位的影响

　 　 为了进一步探究 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对

ｂＭＥＣｓ 焦亡时 ｐ６５ 表达的影响，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
技术检测胞浆和胞核中 ｐ６５ 的蛋白表达水平并分

析其核转位情况，结果如图 ４ 所示。 与对照组相

比，Ｈ２Ｏ２ 诱导 ｂＭＥＣｓ 焦亡时胞核和胞浆内 ｐ６５ 的

蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），且由胞浆向

胞核的转移明显增加，表明在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ

焦亡中，Ｈ２Ｏ２ 促进了 ｐ６５ 的表达及核转位；ＢＬＦ＋
Ｈ２Ｏ２ 组的 ｐ６５ 在胞浆和胞核的蛋白表达水平均

显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５），说明 ＢＬＦ 抑制了

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡时 ｐ６５ 的表达及核转位；
ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ ＋ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋
Ｈ２Ｏ２ 组的 ｐ６５ 在胞浆和胞核的蛋白表达水平均

显著低于 Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），说明 ＢＡＹ １１⁃７０８２
对 ｐ６５ 的表达及核转位的抑制效果明显。

　 　 Ａ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｂ：ｐ６５ 在胞浆和胞核中的蛋白表达水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ６５ ｉｎ ｃｙ⁃
ｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｕｓ。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ｐ６５ 核转位的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ａｎｄ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ｐ６５ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

２．１．５　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关

基因表达的影响

　 　 本试验利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术进一步探究了 ＢＬＦ

和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因 ｍＲＮＡ
表达水平的影响，结果如图 ５ 所示。 与 Ｈ２Ｏ２ 组相

比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ＋
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ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ＮＬＲＰ３、ＮＥＫ７、ＡＳＣ、ＧＳ⁃
ＤＭＤ、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃１β 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低

（Ｐ＜０．０５），说明 ＢＬＦ 与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 可有效抑制

ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因的表达。

　 　 ＮＬＲＰ３：核苷酸结合寡聚化结构域样受体样蛋白 ３ ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ３；ＮＥＫ７：哺乳动物相关

激酶 ７ ｍａｍｍａｌｉａｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ７；ＡＳＣ：凋亡相关斑点样蛋白 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＳＤＭＤ：消皮素 Ｄ ｇａｓ⁃
ｄｅｒｍｉｎ Ｄ；ＩＬ⁃１８：白细胞介素－１８ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８；ＩＬ⁃１β：白细胞介素－１β ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β。 图 １２ 同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．１２。

图 ５　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ａｎｄ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

２．１．６　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关

蛋白表达的影响

　 　 本试验利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术进一步探究了

ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表

达水平的影响，结果如图 ６ 所示。 与 Ｈ２Ｏ２ 组相

比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ＋
ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表

达水平均显著降低（Ｐ＜０． ０５），说明 ＢＬＦ 与 ＢＡＹ
１１⁃７０８２ 可 有 效 抑 制 ｂＭＥＣｓ 焦 亡 相 关 蛋 白 的

表达。
２．１． ７ 　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 内 ＡＳＣ
斑点的影响

　 　 本试验利用免疫荧光技术检测了各组 ｂＭＥＣｓ
内 ＡＳＣ 斑点的荧光强度，结果如图 ７ 所示。 与

Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２

组和 ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ＡＳＣ 斑点的

荧光强度均明显降低，进一步证实了 ＢＬＦ 可能是

通过抑制 ｐ６５ 的表达来缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ
焦亡。
２． ２ 　 ＢＬＦ 通 过 ＳＩＲＴ１ 调 节 ｐ６５ 缓 解 Ｈ２Ｏ２

诱导的ｂＭＥＣｓ 焦亡

２．２． １ 　 ＳＩＲＴ１ 在 ＢＬＦ 调节 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ
焦亡中的表达

　 　 为了探究 ＳＩＲＴ１ 是否参与 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导

的 ｂＭＥＣｓ 焦亡的缓解，通过细胞培养提取以上各

组的 ｍＲＮＡ 和 蛋 白，利 用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 技术检测了细胞内 ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达水平，结果如图 ８ 所 示。 与 对 照 组 相 比，在

８０ μｇ ／ ｍＬ的 ＢＬＦ 处理 ２４ ｈ 的情况下， ＳＩＲＴ１ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；而
在８００ μｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｈ２Ｏ２ 处理 ８ ｈ 的情况下，ＳＩＲＴ１
的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；
而经过 ＢＬＦ 预处理的 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ｂＭＥＣｓ，其
ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著高于 Ｈ２Ｏ２

组（Ｐ＜０． ０５），且蛋白表达水平恢复至 ＢＬＦ 组水

平，说 明 ＳＩＲＴ１ 参 与 了 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱 导 的

ｂＭＥＣｓ 焦亡的缓解作用过程。
２．２． ２ 　 ＥＸ ５２７ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡的

影响

　 　 为了进一步明确 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ
焦亡的保护作用是否通过 ＳＩＲＴ１ 调控，使用了

ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ ５２７ 来模拟 ＳＩＲＴ１ 低表达。 将

对照组、ＢＬＦ 组、Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组、ＥＸ ５２７＋
Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ｂＭＥＣｓ 进行

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色，使用流式细胞术检测焦亡

细胞的数量，结果如图 ９ 所示。 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

的 ｂＭＥＣｓ 焦亡水平与 Ｈ２Ｏ２ 组相比显著升高（Ｐ＜
０．０５），说明 ＥＸ ５２７ 可能是通过抑制 ＳＩＲＴ１ 表达
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从而促进 ｂＭＥＣｓ 焦亡；ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组的

ｂＭＥＣｓ 焦亡水平与 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组相比无显著

差异（Ｐ＞０．０５），说明在 ＢＬＦ 预处理下也未能有效

缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡。

　 　 Ａ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｂ、Ｃ：焦亡相关蛋白表达水平 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ。
　 　 ＣＡＳＰ１ ｐ２０：半胱天冬酶 １ ｐ２０ ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １ ｐ２０；ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ：消皮素 Ｄ Ｎ 末端片段 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ
Ｄ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ；ＩＬ⁃１８：白细胞介素－１８ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８；ＩＬ⁃１β：白细胞介素－１β ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β；ＮＬＲＰ３：核苷酸结合寡聚化

结构域样受体样蛋白 ３ ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ３；ＮＥＫ７：哺乳动物相关激酶 ７ ｍａｍｍａｌｉａｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ
７；ＡＳＣ：凋亡相关斑点样蛋白 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｒｏ⁃ＣＡＳＰ１：半胱天冬酶 １ 前体 ｐｒｏ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １。 图 １３ 同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．１３。

图 ６　 ＢＬＦ 和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ａｎｓ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

２．２．３　 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 和 ＥＸ ５２７ 对 ＳＩＲＴ１ 表达的

影响

　 　 为验证 ＥＸ ５２７ 对 ＳＩＲＴ１ 的抑制效果，利用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技 术 检 测 ｂＭＥＣｓ 内

ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 以及蛋白表达水平，结果如图 １０
所示。 在经过 ＥＸ ５２７ 的处理后，ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

的 ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均显著低于

Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜０．０５），说明 ＥＸ ５２７ 对 ＳＩＲＴ１ 的抑制

效果 显 著； ＢＬＦ ＋ ＥＸ ５２７ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组 的 ＳＩＲＴ１ 的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平则均显著高于 ＥＸ ５２７ ＋
Ｈ２Ｏ２ 组（ Ｐ ＜ ０． ０５），说 明 经 过 ＢＬＦ 预 处 理 后，
ＥＸ ５２７对 ＳＩＲＴ１ 的抑制效果减弱；然而，ＢＡＹ １１⁃
７０８２ 对 ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达没有显著影响（Ｐ＞
０．０５）。

２．２．４　 ＥＸ ５２７ 对 ｐ６５ 表达及核转位的影响

　 　 为进一步探究 ＢＬＦ 是否通过调节 ＳＩＲＴ１ 来影

响 ｐ６５ 的表达以缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡，
利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术检测 ＥＸ ５２７ 对 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ
表达水平，并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术检测胞浆和胞

核中 ｐ６５ 的蛋白表达水平，分析其核转位情况。
如图 １１－Ａ 所示，ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组 ｂＭＥＣｓ 的 ｐ６５
的 ｍＲＮＡ 表达水平显著高于 ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２

组（Ｐ＜０．０５），且恢复到 Ｈ２Ｏ２ 组水平，说明 ＥＸ ５２７
作为 ＳＩＲＴ１ 的抑制剂可促进 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达；
在经过 ＢＬＦ 的预处理后，ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

ｂＭＥＣｓ 的 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平则显著降低（Ｐ＜
０．０５），说明 ＢＬＦ 可能通过减弱 ＥＸ ５２７ 对 ＳＩＲＴ１
的抑制效果从而减少 ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达。 如图
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１１－Ｃ 所示，ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组 ｂＭＥＣｓ 的 ｐ６５ 的蛋

白表达水平显著高于 ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组（Ｐ＜
０．０５），且由胞浆向胞核的转移明显增加，表明 ＥＸ
５２７ 促进了 ｐ６５ 的表达及核转位；在经过 ＢＬＦ
预 处理后 ，ＢＬＦ ＋ＥＸ５２７ ＋Ｈ２ Ｏ２ 组 ｂＭＥＣｓ的 ｐ６ ５

的蛋白表达水平则显著降低（Ｐ＜０．０５），且 ｐ６５ 向

胞核的转移减少，表明 ＢＬＦ 也可能通过减弱

ＥＸ ５２７对 ＳＩＲＴ１ 的抑制效果从而减少 ｐ６５ 的蛋白

表达及核转位。

图 ７　 免疫荧光检测 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＡＳＣ 斑点的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｏｎ ＡＳＣ ｓｐｏｔｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

２．２．５ 　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因表达的

影响

　 　 利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术探究了 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ
焦亡相关基因表达水平的影响，焦亡相关基因的

ｍＲＮＡ 表达水平如图 １２ 所示。 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组

ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平均显著高

于 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＡＹ １１⁃７０８２ ＋Ｈ２Ｏ２ 组 （ Ｐ ＜
０．０５），进一步证实了 ＥＸ ５２７ 可能通过抑制 ＳＩＲＴ１
的表达，从而使 ｐ６５ 表达增强，导致 ｂＭＥＣｓ 焦亡相

关基因表达水平增强。
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　 　 Ａ：ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ１；Ｂ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｃ：ＳＩＲＴ１ 的蛋

白表达水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ１。

图 ８　 ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＳＩＲＴ１ 的表达

Ｆｉｇ．８　 ＢＬＦ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

　 　 Ａ：对照组 ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＢＬＦ 组 ＢＬＦ ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｈ２Ｏ２ 组 Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＥＸ ５２７＋
Ｈ２Ｏ２ 组 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组 ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ。

图 ９　 流式细胞术检测 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡的影响

Ｆｉｇ．９　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＸ ５２７ ｏｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
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　 　 Ａ：ＳＩＲＴ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ１；Ｂ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｃ：ＳＩＲＴ１ 的蛋

白表达水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ１。

图 １０　 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 和 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＳＩＲＴ１ 表达的影响

Ｆｉｇ．１０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ａｎｄ ＥＸ ５２７ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

　 　 Ａ：ｐ６５ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５；Ｂ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｃ：ｐ６５ 在胞浆和胞

核中的蛋白表达水平 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６５ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｕｓ。

图 １１　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ｐ６５ 表达及核转位的影响

Ｆｉｇ．１１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＸ ５２７ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ６５ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

２．２．６ 　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表达的

影响

　 　 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 技术分析了 ＥＸ ５２７ 对

ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表达的影响，以进一步探究

ＳＩＲＴ１ 调控 ｂＭＥＣｓ 焦亡的机制，结果如图 １３ 所

示。 与 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ 组相

比， ＥＸ ５２７ ＋ Ｈ２Ｏ２ 组 中 ＮＬＲＰ３、 ＮＥＫ７、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｐ２０ 以及 ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达水平显著增
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强（Ｐ＜０．０５），但 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达 水平无显著变化（Ｐ＞０．０５）。

图 １２　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．１２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＸ ５２７ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

　 　 Ａ：蛋白表达条带 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ；Ｂ：焦亡相关蛋白表达水平 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ。

图 １３　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．１３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＸ ５２７ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ

２．２．７　 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 内 ＡＳＣ 斑点的影响

　 　 利用免疫荧光技术检测细胞内 ＡＳＣ 斑点的荧

光强度，以进一步明确 ＳＩＲＴ１ 在 ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２

诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中的作用，结果如图 １４ 所示。
ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组中 ｂＭＥＣｓ 的 ＡＳＣ 斑点的荧光强

度最高，ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组的 ＡＳＣ 斑点的荧光强

度被逆转，但仍然未恢复到 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组水平。

３　 讨　 论
　 　 细胞焦亡的通路分为 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 介导的经典

焦亡通路［３３］和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃４ ／ ５ ／ １１ 介导的非经典焦亡

通路［３４］ 。 其中，ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｐｐａｓｅ⁃１ ／ ＧＳＤＭＤ 介导

的细胞焦亡为焦亡最经典通路［３５］ 。 炎症小体的形

成、Ｃａｓｐａｓｅ 的激活以及大量促炎因子的主动释放
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是细胞焦亡的重要标志［３６］ 。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的

激活刺激包括感染期间出现的广泛介质［３７］ 、组织

损伤［３８］或代谢应激［３９］ 。 丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶

ＮＥＫ７ 是 ＮＬＲＰ３ 的一个关键相互作用伙伴，导致

ＮＬＲＰ３ 的寡聚以及 ＡＳＣ 斑点的形成和 ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 的成熟，以响应活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅ⁃
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）等 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活信号［４０］ 。 ＲＯＳ

还通过 ＲＯＳ 依赖的转录因子 ＮＦ⁃κＢ 和脂多糖（ ｌｉ⁃
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）介导的 ＮＬＲＰ３ 去泛素化参

与 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的启动信号［４１］ 。 大量研究表

明了 ＮＬＲＰ３ 在包括寄生虫、脂肪代谢和炎症中的

重要作用［４２－４４］ 。 但关于 ＮＬＲＰ３ 在奶牛乳腺细胞

焦亡中是否具有关键作用尚未见报道。

图 １４　 免疫荧光检测 ＥＸ ５２７ 对 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＡＳＣ 斑点的影响

Ｆｉｇ．１４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＸ ５２７ ｏｎ ＡＳＣ ｓｐｏｔｓ ｉｎ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂＭＥＣｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　 　 Ｈ２Ｏ２ 作为一种 ＲＯＳ，可诱导细胞毒性，造成

细胞内大分子氧化损伤，导致细胞死亡［４５］ 。 刘

佳［４６］的研究证明了 Ｈ２Ｏ２ 可通过 ｐ６５ 诱导人主动

脉 内 皮 细 胞 （ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，
ＨＡＥＣｓ）焦亡，且 ＨＡＥＣｓ 内的 ＳＩＲＴ１ 通过去乙酰

化抑制 ＮＦ⁃κＢ 的表达，因此本研究也采用 Ｈ２Ｏ２ 成

功构建了原代 ｂＭＥＣｓ 焦亡模型。

　 　 ＮＦ⁃κＢ 转录因子在协调免疫和炎症反应中发

挥核心作用［４７］ ，其中 ｐ６５ 作为 ＮＦ⁃κＢ 转录因子的

成员之一得到了广泛研究［４８］ 。 在畜牧领域已有研

究表明 ｐ６５ 介入了无乳链球菌［３２］ 、金葡萄球菌［４９］

和大肠杆菌［５０］所诱导的炎症。 在奶牛氧化应激时

也检测到 ｐ６５ 表达的上调，通过抑制奶牛单核细

胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达可以缓解 ＬＰＳ 引起的氧化
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应激，提高抗氧化酶活性［５１］ ，因此本研究通过

Ｈ２Ｏ２ 诱导 ｂＭＥＣｓ 焦亡，探究 ｐ６５ 在缓解 ｂＭＥＣｓ
焦亡中的作用。 已有研究表明黄酮类化合物对

ｂＭＥＣｓ 中 ＮＦ⁃κＢ 的调控作用。 例如，任婷婷等［５２］

研究发现，葛根黄酮通过抑制 ＬＰＳ 诱导的原代

ｂＭＥＣｓ 中 ＮＦ⁃κＢ 的活化和降低下游 ＴＮＦ⁃α 的表

达来提供抗炎效果；陈喜宏等［５３］ 建立的 ＬＰＳ 诱导

的 ＭＡＣ⁃Ｔ 炎症模型中，芹菜素通过在转录和翻译

水平降低其 ｐ６５ 和丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）的表达，从而降低

下游炎症因子起到抗炎效果。 但尚不明确 ｐ６５ 在

ＢＬＦ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中参与 ＮＬＲＰ３
炎症小体调控的生理过程。 本研究检测了 ＢＬＦ 缓

解 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ｂＭＥＣｓ 焦亡模型中 ｐ６５ 的表达情

况，结 果 表 明， Ｈ２Ｏ２ 诱 导 下 ｂＭＥＣｓ 中 ｐ６５ 的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著提高，说明 ｐ６５ 参与

了 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡；在 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组中，
ＢＬＦ 的预处理下调了 Ｈ２Ｏ２ 导致的 ｐ６５ 表达水平

的升高，缓解了 ｂＭＥＣｓ 的焦亡。 这与 Ｔｅｎｇ 等［５４］

的 研 究 结 果 一 致， 其 试 验 使 用 重 楼 皂 苷 Ⅵ
（ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅵ，ＰＰⅥ） 诱导 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞

内 ＲＯＳ 水 平 升 高，从 而 激 活 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５，导 致

Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 依赖的细胞焦亡，
而使用延龄草处理 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞则逆转了

这一过程。 为进一步探究 ｐ６５ 参与 ｂＭＥＣｓ 焦亡的

调控机制，本试验引入了 ｐ６５ 抑制剂 ＢＡＹ １１⁃７０８２
来模拟 ｐ６５ 低表达模型。 在 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 处理

下，ｐ６５ 的表达降低，同时 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关通

路的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达被抑制，ＡＳＣ 斑点的荧光

强度降低，ＮＥＫ７ 的表达被下调，下游炎症因子的

表达水平也被降低，这说明 ｐ６５ 作为 ＮＬＲＰ３ 炎症

小体通路的上游发挥调控细胞焦亡的作用，其作

用与 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是正相关的，ＢＡＹ １１⁃７０８２
则拮抗了这一效果。 这一结果也与刘佳［４６］ 使用

ｓｉ⁃ｐ６５ 转染 ＨＡＥＣｓ 得到的结果一致，低表达 ｐ６５
降低了 ＨＡＥＣｓ 中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的通路蛋白表

达，缓解了焦亡。 在 Ｈ２Ｏ２ 诱导下我们应用 ＢＬＦ 处

理得到了与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 作用相类似的结果，但
ＢＬＦ 与 ＢＡＹ １１⁃７０８２ 共同处理并没有使这种抑制

效果增强，其原因还需要后续进一步的研究。
　 　 ＳＩＲＴ１ 是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ ｎｉｃｏ⁃
ｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ＋ ） 依赖的去乙

酰化酶［５５］ ，具有调节内分泌、代谢、免疫应答、氧化

应激、炎症和抗衰老等多种生理功能［５６－５８］ ，也是多

种天然植物功能组分发挥疾病保护作用的重要分

子靶点［５９］ 。 在体内和体外，ＳＩＲＴ１ 作为急性炎症

反应和相关疾病的一部分被下调［６０－６１］ ，一些药物

和上游分子通过上调 ＳＩＲＴ１ 的表达表现出很强的

抗炎 活 性［６２－６３］ 。 因 此， 开 发 和 利 用 具 有 调 节

ＳＩＲＴ１ 作用的生物活性物质对抑制细胞焦亡具有

重要意义。 在畜牧领域有研究表明 ＳＩＲＴ１ 通过腺

苷酸活化蛋白激酶（ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、 Ｊａｎｕｓ 激酶 ２ （ Ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ ２，ＪＡＫ２）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍ⁃
ｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）等信号通路参

与了奶牛乳脂、乳蛋白的合成过程［６４］ 。 此外，多种

植物黄酮等已经被证明可以通过上调 ＳＩＲＴ１ 的表

达来改善大鼠氧化应激、脑损伤和保护海马神经

元细胞［６５－６７］ ，但尚无在 ｂＭＥＣｓ 中的研究，其是否

参与 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡仍不清楚。 因此，
本研究探究了 Ｈ２Ｏ２ 和 ＢＬＦ 对 ＳＩＲＴ１ 表达的影

响，结果表明在 Ｈ２Ｏ２ 刺激下 ＳＩＲＴ１ 的表达被显著

抑制，ＢＬＦ 预处理则可以显著提高 ＳＩＲＴ１ 的表达，
并且 ＢＬＦ 可以逆转 Ｈ２Ｏ２ 刺激所导致的 ＳＩＲＴ１ 表

达下调。 这 一 结 果 可 能 说 明 了 ＳＩＲＴ１ 参 与 了

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡，且 ＳＩＲＴ１ 可以调控

ＮＦ⁃κＢ信 号 通 路， 但 并 不 明 确 是 否 可 以 调 控

ｂＭＥＣｓ 中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的表达。 为了进一步

探究 ＳＩＲＴ１ 在 ＢＬＦ 缓解 ｂＭＥＣｓ 焦亡中的作用，本
试验引入了 ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ ５２７ 来模拟 ＳＩＲＴ１
低表达，同样使用 ＢＬＦ 进行预处理，探究 ＳＩＲＴ１ 与

ｐ６５ 在调控细胞焦亡时的互作关系。 结果表明，在
使用 Ｈ２Ｏ２ 刺激的条件下抑制 ＳＩＲＴ１ 后，ｐ６５ 的表

达显著升高，并促进了 ｐ６５ 向胞核的移位；同时

ＮＬＲＰ３ 炎症小体通路以及 ＮＥＫ７ 都被显著上调，
ＡＳＣ 斑点的荧光强度也呈现较高水平。 在应用

ＢＬＦ＋ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 处理的情况下，ＳＩＲＴ１ 的表达

水平被 ＢＬＦ 上调， ｐ６５ 的核移位情况被 下 调，
ＮＬＲＰ３炎症小体通路的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平被

显著抑制，但 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达水平

与 ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ 组相比降低并不显著。 以上结果

与郭文帆等［６８］ 的研究结果一致，其发现茶黄素可

以通过提高 ＡＭＰＫ ／ ＳＩＲＴ１ 表达，来抑制 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路引起的大鼠膝骨关节炎（ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＫＯＡ）。 时延龙等［６９］ 的研究则表明，栀子苷可能

激活 ＡＭＰＫ ／ ＳＩＲＴ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路诱导人乳腺癌细
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胞 ＭＣＦ⁃７ 线粒体功能障碍，从而抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞

增殖和侵袭，促进其焦亡。 这些研究与本试验结

果都说明了 ＳＩＲＴ１ 与炎症和细胞焦亡的密切关

系，而黄酮类物质可以通过影响 ＳＩＲＴ１ 的表达调

控炎症和焦亡等生理过程，这有望成为缓解奶牛

乳腺炎的新靶点。

４　 结　 论
　 　 ＢＬＦ 可通过抑制 ｐ６５ 的表达和核转位，缓解

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡和 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激

活；在 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ｂＭＥＣｓ 焦亡中 ＳＩＲＴ１ 被显著

抑制，ＢＬＦ 可通过上调 ＳＩＲＴ１ 的表达来减少 ｐ６５
的表 达 和 核 转 位 以 缓 解 Ｈ２Ｏ２ 诱 导 的 ｂＭＥＣｓ
焦亡。
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［ ２ ］ 　 方菊．竹叶黄酮的提取分离有抑菌效果研究［Ｄ］ ．硕
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标的影响［ Ｊ］ ．饲料研究，２０２１，４４（１２）：１０－１４．
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ｅｄｕ．ｃｏｍ （责任编辑　 菅景颖）

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｂａｍｂｏｏ Ｌｅａｆ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｏｎ Ｈｙｄｒｏｇｅｎ Ｐｅｒｏｘｉｄｅ⁃
Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｂｏｖｉｎｅ Ｍａｍｍａｒｙ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ｃｅｌｌｓ Ｗａｓ Ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ

Ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｓｉｌｅｎｔ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １ ／ ｐ６５ Ｐａｔｈｗａｙ
ＷＡＮＧ Ｌｉｎｗｅｉ１ 　 ＧＵＡＮ Ｓｈｕｗｅｎ１ 　 ＺＨＡＯ Ｘｉａｏｂｏ１ 　 ＷＡＮＧ Ｊｉｎｇ１ 　 ＧＵＯ Ｇａｎｇ２∗ 　 ＪＩＡＮＧ Ｌｉｎｓｈｕ１∗

（１． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｃｏｗ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２２０６， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｂｅｉｊｉｎｇ
Ｓｕｎｌｏｎ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１７６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ （ＢＬＦ） ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ ｂＭＥＣｓ） ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ （Ｈ２Ｏ２ ） ．
ｂＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｕｂｊｅｃｔｓ， ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＢＬＦ ｇｒｏｕｐ， Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ， ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ，
ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ， ＢＬＦ＋ＢＡＹ １１⁃７０８２＋Ｈ２Ｏ２ ｃｏ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＢＬＦ＋
ＥＸ ５２７＋Ｈ２Ｏ２ ｃｏ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｕｐ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． ＢＬＦ ｗａｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
８０ μｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｔ ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ． ＢＡＹ １１⁃７０８２ ａｎｄ ＥＸ ５２７ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐ６５ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １ （ＳＩＲＴ１）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＡＳＣ） ｓｐｏｔｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１ ／ ｐ６５ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＢＬＦ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂＭＥＣｓ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｐ６５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｈ２Ｏ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂＭＥＣｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＢＬＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（Ｐ＜０．０５） ． ＢＬＦ ａｎｄ ＢＡＹ １１⁃７０８２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５），
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｂＭＥＣｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｂＭＥＣｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ＢＬＦ ａｎｄ ＢＡＹ １１⁃７０８２ （Ｐ＜０．０５）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ ＡＳＣ ｓｐｏｔｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ． ２） ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
Ｈ２Ｏ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂＭＥＣ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＢＬＦ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ｐ＜０．０５） ．
ＥＸ ５２７ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｗｈｉｌｅ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ （Ｐ＜
０．０５） ． ＥＸ ５２７ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｂＭＥＣｓ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＡＳＣ ｓｐｏｔｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ８０ μｇ ／ ｍＬ ＢＬＦ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
Ｈ２Ｏ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂＭＥＣｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ． ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ｈ２Ｏ２⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｂＭＥＣ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ＢＬＦ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ｂＭＥＣｓ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐ６５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｅｒｔｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｃ⁃
ｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２４， ３６（９）：５９４９⁃５９６９］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ； ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ； ｂｏｖｉｎｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
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