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竹叶黄酮通过调节抗氧化通路和自噬缓解奶牛
乳腺上皮细胞氧化应激的作用机制
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摘　 要： 本试验旨在探究竹叶黄酮（ＢＬＦ）对氧化应激的奶牛乳腺上皮细胞自噬和抗氧化通路

的影响，并通过添加自噬抑制剂 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 探究自噬与 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白 １（Ｋｅａｐ１） －
核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２）信号通路的关联性。 以奶牛乳腺上皮细胞 ＭＡＣ⁃Ｔ 细胞系为研究

对象，将维持培养基中处理的 ＭＡＣ⁃Ｔ 设为对照组，经含 ＢＬＦ（８０ μｇ ／ ｍＬ）的维持培养基处理的

ＭＡＣ⁃Ｔ 设为 ＢＬＦ 组，经含过氧化氢（Ｈ２Ｏ２，８００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的维持培养基处理的 ＭＡＣ⁃Ｔ 设为

Ｈ２Ｏ２ 组（诱导氧化应激），经含 ＢＬＦ（８０ μｇ ／ ｍＬ）的维持培养基和含 Ｈ２Ｏ２（８００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的维持

培养基处理的 ＭＡＣ⁃Ｔ 设为 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组，经含 ＢＬＦ（８０ μｇ ／ ｍＬ） 的维持培养基、含 Ｍｄｉｖｉ⁃１
（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）的维持培养基以及含 Ｈ２Ｏ２（８００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的维持培养基处理的 ＭＡＣ⁃Ｔ 设为 ＢＬＦ＋
Ｈ２Ｏ２＋Ｍｉｄｉｖ 组，经含 Ｍｄｉｖｉ⁃１（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）的维持培养基处理的 ＭＡＣ⁃Ｔ 设为 Ｍｉｄｉｖ 组。 培养结

束后，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测自噬和 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路相关基因的相对表达量，免疫印

迹法检测自噬及 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２、胞外信号调节激酶（ＭＡＰＫ）信号通路相关蛋白的表达量，免疫荧

光技术检测转录因子 ＥＢ（ＴＦＥＢ）、Ｎｒｆ２ 蛋白表达及核移位情况。 结果显示：１）ＢＬＦ 预处理能显

著增加氧化损伤细胞中自噬标志物 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐａｒｋｉｎ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５），显著增加溶酶体功

能相关蛋白组织蛋白酶 Ｄ（ＣＴＳＤ）和溶酶体关联膜蛋白 １（ＬＡＭＰ１）蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５），显

著增加腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）蛋白的磷酸化程度和 ＴＦＥＢ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５），并促

进 ＴＦＥＢ 核转位，显著升高溶酶体相关基因囊泡型 ＡＴＰ 酶 Ｈ 亚基（ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ）、组织蛋白酶 Ｂ
（ＣＴＳＢ）、三肽基肽酶 １（ＴＰＰ１）和自噬相关基因微管相关蛋白 １ 轻链 ３（ＬＣ３）的相对表达量（Ｐ＜
０．０５）。 ２）ＢＬＦ 预处理能显著减少氧化损伤细胞中 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５），导致 Ｎｒｆ２ 蛋

白在细胞质内稳定并大量转移到细胞核内，激活下游 Ｎｒｆ２ 靶基因血红素加氧酶－１（ＨＯ⁃１）和

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：醌氧化还原酶 １（ＮＱＯ１）的转录与翻译。 但是，通过 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 抑制自噬将抑制 ＢＬＦ
对 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路的促进作用。 综上所述，本研究发现 ＢＬＦ 通过促进细胞自噬和溶酶体

功能，激活 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路来缓解奶牛乳腺上皮细胞的氧化应激，并且自噬与抗氧化信号

通路之间存在相互串扰。
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　 　 需氧生物体在氧化代谢过程中会产生活性氧

（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），正常情况下，ＲＯＳ
的产生和消除处于相对平衡的状态。 然而，在内

部或外部环境压力下，如高葡萄糖水平或紫外线
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辐射，生物体产生的 ＲＯＳ 显著增加，导致氧化应

激［１］ 。 在围产期，奶牛乳腺上皮细胞代谢旺盛，产
生大量 ＲＯＳ，导致氧化应激［２］ 。 此外，奶牛产热大

于散热能力时会发生热应激，尤其是处于高温高

湿条件下时，严重的热应激可引起泌乳奶牛氧化

应激［３］ 。 而氧化应激是导致奶牛酮症、脂肪肝、乳
腺炎等多种产后疾病或失调的因素之一，在奶牛

生产中造成巨大的经济损失［４］ 。
　 　 竹叶黄酮（ ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＢＬＦ）作为

一种天然抗氧化剂，具有抗菌、抗炎、降脂、抗辐

射、抗衰老等多种生物学作用［５］ 。 曹洪志等［６］ 在

肉牛饲粮中添加黄酮含量为 ４１． ２％的竹叶提取

物，发现 ８０ ｇ ／ ｄ 的添加量可以显著提高肉牛的干

物质采食量和日增重。 栗明月等［７］ 在奶牛饲粮中

分别添加 ３０、６０ 和 ９０ ｇ ／ ｄ 黄酮含量为 ４０％的竹叶

提取物，发现可以提高乳蛋白率和乳糖率，降低体

细胞数以及血清中超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过

氧化物酶的活性。 李义等［８］ 报道，热应激奶牛饲

粮中添加 １．３ ｇ ／ ｋｇ ＤＭ 黄酮含量为 ４１．２％的竹叶

提取物，发现在提高热应激奶牛的产奶量和乳脂

率的同时还可以提高热应激奶牛血清超氧化物歧

化酶和谷胱甘肽过氧化氢酶活性，降低血清丙二

醛含量，并能提高热应激奶牛血清免疫球蛋白 Ａ、
免疫球蛋 Ｇ 和白细胞介素－２ 含量。 侯昆等［９］ 研

究表明，在乳房炎奶牛饲粮中添加 ３０ ｇ ／ ｄ 的 ＢＬＦ
能够提高奶牛产奶性能和血清中超氧化物歧化酶

活性，降低血清中丙二醛含量和乳中体细胞数。
由以上研究可见，ＢＬＦ 具有改善奶牛泌乳性能、机
体免疫功能和抗氧化的作用。 此外，有研究发现，
在体外培养条件下，添加 ＢＬＦ 可以抑制过氧化氢

（ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导的 ＭＡＣ⁃Ｔ 凋亡和

ＲＯＳ 生成，缓解线粒体损伤［１０］ 。 但 ＢＬＦ 缓解奶牛

乳腺上皮细胞氧化应激的作用机制还不清楚。
　 　 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白 １（Ｋｅａｐ１） －核
因子 Ｅ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２）信号通路是至今研究发

现的生物体内最重要的抗氧化通路，当细胞自由

基浓度过高时，机体会发动防御机制来抵抗过量

ＲＯＳ 和氧化损伤，这些协调反应行为大部分受该

通路调节［１１］ 。 研究表明黄酮类化合物可以通过激

活细胞内 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路发挥抗氧化作用。
李建凤等［１２］ 在体外培养条件下发现 ＢＬＦ 可通过

Ｎｒｆ２ 信号通路的调节有效减轻热应激诱导的奶牛

乳腺上皮细胞氧化损伤。 Ｙｕ 等［１３］ 建立了油酸诱

导的 ＨｅｐＧ２ 细胞氧化应激模型，发现 ＢＬＦ 可通过

上调 Ｎｒｆ２、血红素加氧酶－１（ＨＯ⁃１）和ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：
醌氧化还原酶 １（ＮＱＯ１）的表达量，缓解氧化应

激。 Ｙａｎｇ 等［１４］证明 ４，４′－二甲氧基查尔酮通过泛

素－蛋白酶体系统诱导 Ｋｅａｐ１ 降解，导致 Ｎｒｆ２ 核

转位，上调 Ｎｒｆ２ 靶基因 Ｈｏｍｘ１ （ＨＯ⁃１ 的编码基

因） 的表达量来诱导铁下垂，从而抑制癌细胞

生长。
　 　 自噬是细胞对胞质大分子和受损细胞器的降

解和循环回收过程［１５－１６］ ，以应对不同的应激条件，
如营养不足、病毒感染和基因毒性应激。 氧化应

激是多种刺激的汇聚点，ＲＯＳ 是维持细胞自噬的

关键胞内信号转导分子［１７］ 。 当细胞自噬功能受损

时更易发生氧化应激［１８］ 。 ＢＬＦ 在缓解奶牛乳腺上

皮细胞氧化应激中，抗氧化通路和自噬可能发挥

着重要作用，因此，本研究采用 ＢＬＦ 和自噬抑制剂

Ｍｄｉｖｉ⁃１ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的奶牛乳腺上皮细胞的氧化应

激模型进行处理，旨在揭示 ＢＬＦ 对氧化损伤细胞

Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 抗氧化通路和自噬的作用，为 ＢＬＦ 在缓

解奶牛乳腺氧化应激中的应用提供理论支撑。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 奶牛乳腺上皮细胞 ＭＡＣ⁃Ｔ 细胞系由东北农

业大学动物生物化学与分子生物学实验室馈赠；
ＢＬＦ 由浙江大学张英教授馈赠，总黄酮含量为

９８％，主要成分包括荭草苷、异荭草苷、牡荆苷和异

牡荆苷，剩余的 ２％为粗灰分、粗蛋白质以及水溶

性多 糖； ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培 养 基、 澳 洲 胎 牛 血 清

（ＦＢＳ）、０．２５％胰蛋白酶－乙二胺四乙酸购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司；氯仿、异丙醇、无水乙醇、甲醇购自北

京化学工业集团有限责任公司；Ｔｒｉｓ、甘氨酸、５ ×
ＴＢＳＴ、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、４％多聚甲醛、４′，６－
二脒基－２ 苯基吲哚（ＤＡＰＩ）溶液购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公

司；ＲＩＰＡ 裂解液（强）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、十
二烷 基 硫 酸 钠 （ ＳＤＳ） －聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（ＰＡＧＥ）凝胶配制试剂盒、脱脂奶粉、ＥＣＬ 化学发

光试剂盒、抗荧光淬灭封片液购自碧云天生物技

术有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ、细胞爬片购自北京博尔优生物

技术有限公司；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ） 处理水购

自天根生化科技（北京）有限公司；核酸酶清除剂

购自北京百奥莱博科技有限公司；ＴａＫａＲａ ｃＤＮＡ
反转录试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司

８７６４
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公司；ＳＤＳ 购自上海麦克林生化科技股份有限

公司。
１．２　 试验设计

　 　 利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导奶牛乳腺上皮细胞氧化应激

模型的方法参考本实验室前期研究结果［１０］ 。 将

ＭＡＣ⁃Ｔ 接种于培养皿中，放置于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２

培养箱中培养，待细胞融合度为 ８０％左右时分为 ６
组，分别为 ＣＯＮ 组、ＢＬＦ 组、Ｈ２Ｏ２ 组、ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２

组、ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２＋Ｍｉｄｉｖ 组、Ｍｉｄｉｖ 组，细胞重悬后接

种于 ６ 孔板中培养。 其中，ＣＯＮ 组细胞接种于维

持培养基培养 ３１ ｈ；ＢＬＦ 组细胞接种于含 ＢＬＦ 的

维持培养基中培养 ２４ ｈ 后，更换为维持培养基继

续培养 ７ ｈ；Ｈ２Ｏ２ 组细胞接种于维持培养基中培

养 ２５ ｈ 后，更换为含 Ｈ２Ｏ２ 的维持培养基继续培养

６ ｈ；ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组细胞接种于含 ＢＬＦ 的维持培养

基中培养 ２４ ｈ 后，更换为维持培养基继续培养

１ ｈ，再更换为含 Ｈ２Ｏ２ 的维持培养基中继续培养

６ ｈ。 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ ＋Ｍｉｄｉｖ 组细胞接种于含 ＢＬＦ 的

维持培养基中培养 ２４ ｈ 后，更换为含 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 的维

持培养基继续培养 １ ｈ，再更换为含 Ｈ２Ｏ２ 的维持

培养基继续培养 ６ ｈ。 Ｍｉｄｉｖ 组细胞接种于维持培

养基中培养 ２４ ｈ 后，更换为含 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 的维持培养

基继续培养 １ ｈ，再更换为维持培养基继续培养

６ ｈ。 含 ＢＬＦ 的维持培养基中含 ８０ μｇ ／ ｍＬ ＢＬＦ，

含 Ｈ２Ｏ２ 的维持培养基中含 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２，含
Ｍｄｉｖｉ⁃１ 的维持培养基中含 １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｄｉｖｉ⁃１。
１．３　 试验方法

１．３．１　 细胞培养

　 　 将 ＭＡＣ⁃Ｔ 放入含有 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基和

１％的青霉素 ／链霉素溶液以及 １０％胎牛血清的完

全营养液中，于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 的培养箱内培养。
待细胞融合度达到 ８０％时，进行细胞传代操作，连
续传代 ３ 次之后，进行后续试验。
１．３． ２ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测自噬和 Ｋｅａｐ１⁃
Ｎｒｆ２ 信号通路相关基因以及 Ｎｒｆ２ 靶基因的相对

表达量

　 　 按 １．２ 步骤将 ＭＡＣ⁃Ｔ 进行培养和处理后，利
用总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，之后采用

ｃＤＮＡ 合成试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ，反应条件为：
３７ ℃ ，１５ ｍｉｎ；８５ ℃ ，５ ｓ。 将反转录成功的 ＡＴＰ 酶

Ｈ＋转运 Ｖ１ 亚基 Ｈ （ ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ）、组织蛋白酶 Ｂ
（ＣＴＳＢ）、三肽基肽酶 １（ＴＰＰ１）和微管相关蛋白 １
轻链 ３（ＬＣ３）、ＨＯ⁃１ 和 ＮＱＯ１ 的 ｃＤＮＡ 样品分别

配制 ＰＣＲ 反应系统。 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应条

件：９５ ℃预变性 ３０ ｓ，１ 个循环；６０ ℃ 退火 ３０ ｓ，
６０ ℃延伸 ５ ｓ，６０ 个循环。 引物序列见表 １。 以甘

油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参，采用 ２－ΔΔＣｔ

法计算目的基因的相对表达量。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

ＡＴＰ 酶 Ｈ＋转运 Ｖ１ 亚基 Ｈ
ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ

Ｆ：ＧＧＡＡＧＴＧＴＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＣＣＡ
Ｒ：ＣＣＧＴＴＴＧＣＣＴＣＧＴＧＧＡＴＡＡＴ

组织蛋白酶 Ｂ
ＣＴＳＢ

Ｆ：ＡＧＴＧＧＡＧＡＡＴＧＧＣＡＣＡＣＣＣＴＡ
Ｒ：ＡＡＧＡＧＣＣＡＴＴＧＴＣＡＣＣＣＣＡ

三肽基肽酶 １
ＴＰＰ１

Ｆ：ＧＡＴＣＣＣＡＧＣＴＣＴＣＣＴＣＡＡＴＡＣ
Ｒ：ＧＣＣＡＴＴＴＴＴＧＣＡＣＣＧＴＧＴＧ

微管相关蛋白 １ 轻链 ３
ＬＣ３

Ｆ：ＣＡＧＣＡＴＧＧＴＧＡＧＴＧＴＧＴＣＣＡ
Ｒ：ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＴＣＡＧＧＡＡＣＣＡ

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

Ｆ：ＧＣＣＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴ
Ｒ：ＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧ

血红素氧合酶－１
ＨＯ⁃１

Ｆ：ＧＧＣＡＧＣＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＡ
Ｒ：ＧＡＡＧＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧ

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：醌氧化还原酶 １
ＮＱＯ１

Ｆ：ＧＧＴＧＣＴＣＡＴＡＧＧＧＧＡＧＴＴＣＧ
Ｒ：ＧＧＧＡＧＴＧＴＧＣＣＣＡＡＴＧＣＴＡＴ
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１．３．３　 免疫印迹法检测自噬及 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２、胞外

信号调节激酶 （ＭＡＰＫ） 信号通路相关蛋白的

表达量

　 　 １） 制备细胞总蛋白样品：将 ＲＩＰＡ 裂解液

（强）、ＰＭＳＦ 和磷酸酶抑制剂按照 １００∶１∶２ 的比例

混合，然后将其置于 ４ ℃的环境中进行预冷，以备

后续使用。 取出细胞，磷酸盐缓冲溶液（ ＰＢＳ）清

洗 ２ 次后每皿加入 １ ｍＬ 裂解液，具体方法参考本

实验室前期研究［１９］ ，将最终得到的蛋白样本放入

沸水浴 １０ ｍｉｎ 后用流水快速冷却，置于－８０ ℃下

储存。
　 　 ２）电泳：按照表 ２ 配制分离胶（１２％）和浓缩

胶（５％）；各孔添加 １０ μＬ 样品，每板加入 ５ μＬ
Ｍａｒｋｅｒ；电泳时浓缩胶电压 ８０ Ｖ（３０ ｍｉｎ），分离胶

电压 １２０ Ｖ，根据目的蛋白大小控制时间。
　 　 ３）转膜：切去浓缩胶，根据 Ｍａｒｋｅｒ 标准保留

需要检测的蛋白，将胶切至合适大小；打开夹子，
制作转膜“三明治”，将黑色的一面置于底部，从下

到上依次为海绵垫、厚滤纸（或 ３ 层薄滤纸）、电泳

完成的分离胶、ＰＶＤＦ 膜 （使用前在甲醇中浸泡

３０ ｓ）、厚滤纸和海绵垫，全程注意不要产生气泡；
闭合夹子放入转膜设备中；倒入转膜液没过厚滤

纸最上层；采用标准湿式转膜法（３５０ ｍＡ，７０ ｍｉｎ）
转膜，转膜过程防止水温过高。
　 　 ４）封闭：转膜结束后，避免 ＰＶＤＦ 膜干燥，立
刻放入 １×ＴＢＳＴ 洗涤液漂洗 ２ ～ ３ ｍｉｎ，弃去洗涤

液，转移 ＰＶＤＦ 膜到 ５％封闭液，３７ ℃封闭 １ ｈ。
　 　 ５）一抗孵育：将 ＰＶＤＦ 膜放入稀释后的一抗

中，４ ℃过夜。
　 　 ６）二抗孵育：将 ＰＶＤＦ 膜放入稀释后的二抗

中，３７ ℃孵育 １ ｈ。
　 　 ７）显影：从二抗中取出 ＰＶＤＦ 膜用 １ ×ＴＢＳＴ
漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；按照说明书调配 Ｂｅｙｏ ＥＣＬ
Ｐｌｕｓ 超敏发光液（Ａ 液∶Ｂ 液 ＝ １∶１）；将洗涤完成的

ＰＶＤＦ 膜置于天能化学发光成像仪中，在表面均匀

滴加发光液，随后进行曝光检测。

表 ２　 分离胶和浓缩胶的配方

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｇｌｕｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｇｌｕｅ ｍＬ

项目
Ｉｔｅｍｓ

１２％分离胶
１２％ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｇｌｕｅ

５％浓缩胶
５％ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｇｌｕｅ

蒸馏水 Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ ５．３ ２．７
３０％丙烯酰胺溶液 ３０％ ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ６．７ ０．６７
１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ６．８） ０．５
１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ８．８） ７．６
１０％十二烷基硫酸钠溶液 １０％ ＳＤＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ０．２ ０．０４
１０％过硫酸铵溶液 １０％ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ０．２ ０．０４
四甲基乙二胺 ＴＥＭＥＤ ０．００８ ０．００４

１．３．４　 免疫荧光技术检测转录因子 ＥＢ（ＴＦＥＢ）、
Ｎｒｆ２ 蛋白表达及核移位情况

　 　 １）收集及固定细胞：弃各培养孔上清，将细胞

用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，４％多聚甲醛浸泡细

胞 ２０ ｍｉｎ。
　 　 ２）通透及封闭：弃去培养孔内的多聚甲醛，将
细胞用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，之后用 ０． ３％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 作用于细胞 ５ ｍｉｎ，穿透细胞膜；弃去

培养孔内的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，将细胞用 ＰＢＳ 漂洗 ３
次，每次 ５ ｍｉｎ；加入 ５％ ＢＳＡ 在 ３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ。
　 　 ３）一抗孵育：向培养孔内滴加提前用 ２％ ＢＳＡ
稀释好的一抗，利用封口膜缠绕 ４ 孔板边缘防止

液体挥发，在 ３７ ℃孵育 ２ ｈ（或 ４ ℃过夜）。
　 　 ４）二抗孵育：回收孔板内一抗；将细胞用 ＰＢＳ
漂洗 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ，滴加用 ＰＢＳ 稀释的异硫氰

酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记山羊抗鼠（兔）免疫球蛋白

Ｇ（ ＩｇＧ）（二抗），在 ３７ ℃避光孵育 １ ｈ。
　 　 ５）染核并封片：弃去培养孔内的二抗，将细胞

用 ＰＢＳ 漂洗 ５ 次，每次 ３ ｍｉｎ，滴加 ＤＡＰＩ 作用

５ ｍｉｎ染核；滴加 ２０ μＬ 封片液于载玻片上，从孔板

取出细胞爬片，并将有细胞的那面贴于载玻片上

（注意封片时避免产生气泡或滑动），于荧光显微

镜下观察并采集图像。
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１．４　 数据分析

　 　 试验数据利用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件的 ＡＮＯＶＡ 程

序进行单因素方差分析，并采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行

多重比较。 以 Ｐ＜０．０５ 表示差异显著，Ｐ＞０．０５ 表

示差异不显著。 将试验结果通过 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２３ 进行

绘图展示。

２　 结果与分析
２．１　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞自噬的

影响

２．１．１　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞自噬通

量和溶酶体功能的影响

　 　 由图 １ －Ａ和图 １ － Ｂ可知 ，与ＣＯＮ组相比 ，

Ｈ２Ｏ２ 处理显著降低了 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋白的表达

量（Ｐ＜ ０． ０５），ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理后进一步降低了

ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋 白 的 表 达 量 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）。 由

图 １－Ａ、图 １－Ｃ 和图 １－Ｄ 可知，与 ＣＯＮ 组相比，
Ｈ２Ｏ２ 组 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白的表达量差异不显著 （ Ｐ ＞
０．０５），Ｐａｒｋｉｎ 蛋白的表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），
而 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白的表达量

均显著增强（Ｐ＜０．０５） ，同时ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２＋Ｍｉｄｉｖ 组

Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白的表达量显著低于 ＢＬＦ＋
Ｈ２Ｏ２ 组。 上述结果说明 ＢＬＦ 能显著增强 Ｈ２Ｏ２

处理后 ＭＡＣ⁃Ｔ 中自噬标记物的合成，Ｍｄｉｖｉ⁃１ 则

抑制这一作用。

　 　 Ｈ２Ｏ２：过氧化氢 ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ；ＢＬＦ：竹叶黄酮 ｂａｍｂｏｏ ｌｅａｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；β⁃ａｃｔｉｎ：β－肌动蛋白。 下图同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ
ｂｅｌｏｗ。
　 　 数据柱标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。 Ｄａｔｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆ⁃
ｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 自噬通量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

　 　 由图 ２－Ａ、图 ２－Ｂ、图 ２－Ｃ 可知，与 ＣＯＮ 组相

比，Ｈ２Ｏ２ 处理显著增加了组织蛋白酶 Ｄ（ＣＴＳＤ）
和溶酶体关联膜蛋白 １ （ＬＡＭＰ１） 蛋白的表达量

（Ｐ＜０．０５），显著降低了组织蛋白酶 Ｌ（ＣＴＳＬ）蛋白

的表达量（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２

处理显著增加 ＣＴＳＤ、ＣＴＳＬ 和 ＬＡＭＰ１ 蛋白的表

达量（Ｐ＜０．０５），而加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 则会显著抑制这

一作用（Ｐ＜０．０５）。
　 　 上述结果证明，Ｈ２Ｏ２ 处理可以激活细胞自

噬，但一定程度上损伤溶酶体功能；ＢＬＦ 预处理可

以增强细胞的自噬通量，并缓解溶酶体的损伤；
Ｍｄｉｖｉ⁃１ 能抑制 ＢＬＦ 预处理对细胞氧化损伤的缓

解作用。
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　 　 ＣＴＳＤ：组织蛋白酶 Ｄ ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｄ；ＣＴＳＬ：组织蛋白酶 Ｌ ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｌ；ＬＡＭＰ１：溶酶体关联膜蛋白 １ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １。

图 ２　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 溶酶体功能的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

２．１． ２ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

ＴＦＥＢ 核移位及靶基因表达的影响

　 　 如图 ３ 所示，与 ＣＯＮ 组相比，Ｈ２Ｏ２ 处理显

著提高了 ＴＦＥＢ 蛋白的表达量（ Ｐ＜０． ０５） ，ＢＬＦ＋
Ｈ２Ｏ２ 处理使 ＴＦＥＢ 蛋白的表达量进一步提高

（Ｐ＜０．０５） ，加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 则抑制了这一作用（ Ｐ＜
０．０５） 。 相对于 ＣＯＮ 组，Ｈ２Ｏ２ 处理使 ＴＦＥＢ 蛋

白的荧光强度升高，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理进一步提升

了 ＴＦＥＢ 蛋白的荧光强度，且使 ＴＦＥＢ 蛋白向细

胞核内转移，加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 则会抑制 ＴＦＥＢ 蛋白

免疫荧光的表达及核移位（图 ４） 。
　 　 ｑＰＣＲ 结果（图 ５）显示，与 ＣＯＮ 组相比，Ｈ２Ｏ２

处理对 ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ、ＣＴＳＢ、ＴＰＰ１ 基因的相对表达量

的影响不显著（Ｐ＞０．０５），可使 ＬＣ３ 基因的相对表

达量显著升高（Ｐ＜０． ０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋
Ｈ２Ｏ２ 处理显著升高了溶酶体相关基因 ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ、
ＣＴＳＢ 和 ＴＰＰ１ 和自噬相关基因 ＬＣ３ 的相对表达量

（Ｐ＜０．０５），而加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 则显著抑制了 ＢＬＦ 预

处理的作用（Ｐ＜０．０５）。

　 　 ＴＦＥＢ：转录因子 ＥＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ。

图 ３　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中

ＴＦＥＢ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＥＢ ｉｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

２．１．３　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中腺苷

酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）－ＴＦＥＢ 信号通路的影响

　 　 为进一步探讨 ＢＬＦ 调控细胞氧化损伤后自噬

的机制，本试验对 ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路进行了

研究。 由图 ６－Ａ、图 ６－Ｂ 和图 ６－Ｃ 可知，与 ＣＯＮ
组相比，Ｈ２Ｏ２ 处理显著增加了细胞核内 ＡＭＰＫ 蛋
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白的磷酸化程度和 ＴＦＥＢ 蛋白 的 表 达 量 （ Ｐ ＜
０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理进一步增

加 ＡＭＰＫ 蛋白的磷酸化程度和 ＴＦＥＢ 蛋白的表达

量（Ｐ＜０．０５）。 上述结果说明 ＢＬＦ 预处理增加了

ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路相关的细胞自噬的发生。

　 　 ＴＦＥＢ：转录因子 ＥＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ；ＤＡＰＩ： ４′，６－二脒基－２ 苯基吲哚 ４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏ⁃
ｒｉｄｅ；Ｍｅｒｇｅ：合并；Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：放大。

图 ４　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 ＴＦＥＢ 蛋白免疫荧光表达的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

　 　 ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ：ＡＴＰ 酶 Ｈ 亚基 ＡＴＰａｓｅ Ｈ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ Ｖ１ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｈ；ＣＴＳＢ：组织蛋白酶 Ｂ ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｂ；ＴＰＰ１：三肽基肽酶 １
ｔｒｉｐｅｐｔｉｄｙｌ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ １；ＬＣ３：微管相关蛋白 １ 轻链 ３ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３。

图 ５　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 ＴＦＥＢ 靶基因表达的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＥＢ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２
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　 　 ＡＭＰＫ：腺苷酸活化蛋白激酶 ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；Ｐ⁃ＡＭＰＫ：磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；ＴＦＥＢ：转录因子 ＥＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ；Ｈｉｓｔｏｎｅ⁃Ｈ３：组蛋

白 Ｈ３。

图 ６　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

２．２ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

抗氧化信号通路的影响

２．２．１　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中 Ｎｒｆ２
靶基因及蛋白表达的影响

　 　 由图 ７ 可知，与 ＣＯＮ 组相比，Ｈ２Ｏ２ 处理能显

著增加 ＨＯ⁃１ 和 ＮＱＯ１ 基因的相对表达量 （ Ｐ ＜
０．０５），并能显著增加 ＨＯ⁃１ 和 ＮＱＯ１ 蛋白的表达

量（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理能

显著增加氧化损伤细胞中 ＨＯ⁃１ 和 ＮＱＯ１ 的基因

相对表达量和蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５）。 上述结果

说明 ＢＬＦ 能通过激活 Ｎｒｆ２ 下游抗氧化基因的表

达来抵御细胞氧化损伤。
２．２． ２ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白表达的影响

　 　 与 ＣＯＮ 组相比，Ｈ２Ｏ２ 处理显著促进了细胞

中 Ｐ３８ 蛋 白 的 磷 酸 化 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ） （ 图 ８ － Ａ 和

图 ８－Ｅ），显著抑制了细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）
蛋白的磷酸化（Ｐ＜０．０５）（图 ８－Ａ 和图 ８－Ｃ），对 ｃ⁃
Ｊｕｎ 氨基端激酶（ ＪＮＫ）蛋白的磷酸化程度没有显

著影响（Ｐ＞０．０５）（图 ８－Ａ 和图 ８－Ｄ）；与 Ｈ２Ｏ２ 组

相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理显著抑制了氧化损伤细胞中

ＥＲＫ、Ｐ３８ 和 Ｐ６５ 蛋白的磷酸化（Ｐ＜０．０５） （图 ８－
Ａ、图 ８－Ｃ、图 ８－Ｅ 和图 ８ －Ｂ），但是显著促进了

ＪＮＫ 蛋白的磷酸化（Ｐ＜０．０５）（图 ８－Ａ、图 ８－Ｄ）。
２．２． ３ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路相关蛋白表达的影响

　 　 与 ＣＯＮ 组相比，Ｈ２Ｏ２ 处理显著降低细胞中

Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５） （图 ９－Ａ），显著增

加了 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５）（图 ９－Ｂ），Ｎｒｆ２
蛋白的荧光强度增加，但未见明显的核移位发生

（图 １０）。 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理显著

降低 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量（图 ９－Ａ） （Ｐ＜０．０５），显
著增加了 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５）（图 ９－Ｂ），
Ｎｒｆ２ 蛋白的荧光强度明显增加，并且能清晰地看

见 Ｎｒｆ２ 蛋白转移进入细胞核内 （图 １０），说明

ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 处理激活了氧化损伤细胞的 Ｋｅａｐ１⁃
Ｎｒｆ２ 信号通路。 与 ＢＬＦ＋Ｈ２Ｏ２ 组相比，加入 Ｍｄｉ⁃
ｖｉ⁃１ 显著增加了 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量（Ｐ＜０． ０５）
（图 ９－Ａ），显著降低 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达量（Ｐ＜０．０５）
（图 ９－Ｂ），并且抑制了 Ｎｒｆ２ 蛋白的免疫荧光表达及

核移位（图 １０），说明抑制细胞自噬会抑制 ＢＬＦ 诱导

的氧化损伤细胞中 Ｎｒｆ２⁃Ｋｅａｐ１ 信号通路的激活。
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　 　 ＨＯ⁃１：血红素加氧酶－１ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１；ＮＱＯ１：ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：醌氧化还原酶 １ ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ １。

图 ７　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 Ｎｒｆ２ 靶基因及蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

　 　 Ｐ６５：Ｐ６５ 蛋白 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ６５；Ｐ⁃Ｐ６５：磷酸化 Ｐ６５ 蛋白 ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ６５；ＥＲＫ：细胞外调节蛋白激酶 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；Ｐ⁃ＥＲＫ：磷酸化细胞外调节蛋白激酶 ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；Ｐ３８：Ｐ３８ 蛋

白 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３８；Ｐ⁃Ｐ３８：磷酸化 Ｐ３８ 蛋白 ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３８；ＪＮＫ：ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基端激酶 ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ；Ｐ⁃ＪＮＫ：磷
酸化 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基端激酶 ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ。

图 ８　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２
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３　 讨　 论
３．１ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞自噬

通量和溶酶体功能的影响

　 　 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 作为一种相对蛋白质，介导其

识别底物的降解，但 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 的过量积聚可

以隔离 Ｋｅａｐ１［２０］ 。 而 Ｋｅａｐ１ 是 Ｎｒｆ２ 的 Ｅ３－泛素连

接酶复合体的适配器［２１］ 。 且 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋白

通过与 ＬＣ３⁃Ⅱ的直接结合选择性地结合到自噬小

体中，在自溶酶体中被有效地降解。 因此，总的

ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋白的表达量与自噬呈负相关［２２］ 。
在本研究中，Ｈ２Ｏ２ 处理显著降低 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋

白的 表 达 量， 且 ＢＬＦ 预 处 理 后 进 一 步 降 低

ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 蛋白的表达量。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白是自

噬标记物蛋白，在自噬小体形成中起关键作用，通
过形成隔离膜在自噬的起始阶段起作用［２３］ 。 Ｃａｏ
等［２４］的研究结果表明，姜黄素预处理能提高氧化

损伤后 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ的水平，降低 ＳＱＳＴＭ１ ／
Ｐ６２ 的水平，这意味着经姜黄素预处理的细胞具有

更高的自噬水平。 在本试验中，ＢＬＦ 预处理也显

著增加 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白的表达量。 ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 和

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达量被显著改变，均说明 ＢＬＦ 预处

理能增强氧化损伤后细胞自噬的发生。 Ｎａｒｅｎｄｒａ
等［２５］研究发现，Ｐａｒｋｉｎ 被选择性地招募到哺乳动

物细胞中具有低膜电位的功能障碍的线粒体中

后，Ｐａｒｋｉｎ 介导自噬小体吞噬线粒体，并选择性地

消除受损的线粒体。 有相关研究以 Ｐａｒｋｉｎ 作为一

种细胞溶质 Ｅ３ 泛素连接酶作为切入点，探究其在

去极化线粒体中泛素化线粒体外膜蛋白的作用，
该研究在 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞中转染 ＧＦＰ⁃Ｐａｒｋｉｎ ΔＵＢＬ
［ＧＦＰ⁃Ｐａｒｋｉｎ ΔＵＢＬ 是一种遗传工程改造的蛋白

质，它是结合了绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）和 Ｐａｒｋｉｎ 蛋

白的一种特定变体，这种形式的 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白缺少

了其 Ｎ 端的泛素样蛋白 （ＵＢＬ） 结构域，因此，
ＧＦＰ⁃Ｐａｒｋｉｎ ΔＵＢＬ 失去了正常的泛素 Ｅ３ 连接酶活

性］，在转染组与对照组细胞诱导氧化应激后用姜

黄素处理，发现转染组细胞失去诱导细胞自噬和

恢复活力的功能，说明 Ｐａｒｋｉｎ 的 Ｅ３ 泛素连接酶是

姜黄素抵御氧化应激不可缺少的［２４］ 。 本试验发现

ＢＬＦ 或 Ｈ２Ｏ２ 单独处理奶牛乳腺上皮细胞都引起

Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达量增多，说明氧化损伤后，细胞仍

然有募集 Ｐａｒｋｉｎ，通过自噬清除受损线粒体的能

力；经 ＢＬＦ 预处理后能进一步提升细胞中 Ｐａｒｋｉｎ

蛋白表达量，证明 ＢＬＦ 通过增强自噬以保护细胞

过程中 Ｐａｒｋｉｎ 的作用，然而，Ｐａｒｋｉｎ 中的哪种结构

参与 ＢＬＦ 的保护功能有待进一步探索。 溶酶体需

要各种蛋白酶来完成它们的功能，组织蛋白是参

与自噬降解的主要溶酶体蛋白，其中 ＣＴＳＤ 和

ＣＴＳＬ 是 ２ 种含量丰富的溶酶体酶。 ＣＴＳＤ 可以参

与溶酶体隔间的细胞内分解代谢［２６］ 。 细胞通过激

活 ＣＴＳＬ 分解蛋白质和激素，还被证明通过降解溶

酶体内容物来促进自噬［２７］ 。 在 Ｔｈｉｒｕｓａｎｇｕ 等［２８］

的研究中，将细胞的 ＣＤＳＬ 基因敲除后用奎纳克林

（ＱＣ）处 理， 发 现 敲 除 ＣＤＳＬ 基 因 后 的 细 胞 中

ＳＱＳＴＭ１ ／ Ｐ６２ 的水平显著高于对照组，而 ＬＣ３⁃Ｂ
水平低于对照组，表明 ＣＴＳＬ 基因敲除阻止 ＱＣ 诱

导的自噬通量，而 ＣＴＳＬ 基因表达上调或 ＱＣ 处理

也增加了早期自噬小体的发育，证明 ＣＴＳＬ 是细胞

发生自噬所必需的。 ＬＡＭＰ１ 和溶酶体膜相关蛋

白 ２（ＬＡＭＰ２）约占溶酶体膜蛋白的 ５０％，保护溶

酶体膜免受水解酶的作用。 ＬＡＭＰ１ 是晚期核内

体和溶酶体的标记蛋白，在 Ｌｉ 等［２９］ 的试验中，利
用萝卜硫素处理 Ｈｅｌａ 细胞 ０ ～ ９ ｈ 后，ＬＡＭＰ１ 蛋白

的表达量和荧光嗜酸探针的染色逐渐升高，说明

萝卜硫素促进了细胞溶酶体的功能。 本试验中，
Ｈ２Ｏ２ 处理减少了 ＣＴＳＬ 蛋白的表达量，说明对溶

酶体产生了负面的影响，而 ＢＬＦ 预处理恢复了

ＣＴＳＬ 蛋白的表达量，并且显著提升了 ＣＴＳＤ 和

ＬＡＭＰ１ 蛋白的表达量，从而减少溶酶体受到的氧

化损伤。
３．２　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中 ＴＦＥＢ
核移位及靶基因表达的影响

　 　 转录因子 ＥＢ（ＴＦＥＢ）是一种螺旋－环－螺旋结

构转录因子，在许多细胞类型中调节溶酶体的生

物发生和自噬功能［３０］ ，并且 ＴＦＥＢ 还可以通过增

加 ＨＯ⁃１ 和超氧化物歧化酶－２（ ＳＯＤ⁃２）等抗氧化

基因的丰度来减轻细胞内 ＲＯＳ 的产生［３１］ 。
　 　 ＡＭＰＫ 是在氧化应激条件下激活自噬的关键

调节因子，在该系统中细胞能量的变化可以导致

ＡＴＰ ／ ＡＤＰ 比值降低和 ＡＭＰＫ 激活［３２］ 。 ＡＭＰＫ 可

能通过直接磷酸化 Ｒａｐｔｏｒ 或通过激活结节性硬化

症 ２（ＴＳＣ２）间接参与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（ｍＴＯＲ）的抑制［３３］ 。 当 ｍＴＯＲ 的激活被抑制时，
激活 ＴＦＥＢ 导致其去磷酸化转移到细胞核后［３４］ 。
ＴＦＥＢ 识别溶酶体和自噬基因如 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
ＡＴＧ３、ＣＴＳＤ 和 ＬＡＭＰ２ 等，以及具有一个或多个
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１０ 碱基对基序列（ＧＴＣＡＣＧＴＧＡＣ）的 ＣＬＥＡＲ 原

件［３１］ ，进而促进基因转录，因此 ＴＦＥＢ 的核移位导

致自噬水平上调［３５］ 。 本试验中，Ｈ２Ｏ２ 刺激细胞后

引起细胞质中 ＴＦＥＢ 蛋白的表达量升高，促进 ＬＣ３
基因的转录，但未促进溶酶体相关基因 ＡＴＰ６Ｖ１Ｈ、
ＣＴＳＢ和 ＴＰＰ１的转录 ；而经ＢＬＦ预处理后 ，显著

提升了 ＴＦＥＢ 的核移位及其靶基因的转录，说明细

胞氧化损伤后有一定的自噬能力，但溶酶体合成

受损，无法快速清除受损线粒体，ＢＬＦ 通过增强

ＴＦＥＢ 的激活及核转位促进细胞自噬与溶酶体生

物合成。

　 　 Ｋｅａｐ１：Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白 １ Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １；Ｎｒｆ２：核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒ⁃
ｙｔｈｒｏｉｄ⁃２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ 。

图 ９　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

３．３ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路的影响

　 　 研究表明 ＡＭＰＫ 在减轻氧化损伤和调节线粒

体功能方面发挥重要保护作用［３６－３７］ 。 ＡＭＰＫ 通过

磷酸化一些转录因子（包括溶酶体基因的主要转

录调节因子 ＴＦＥＢ） 参与氧化应激的调节。 Ｗｕ
等［３８］在二甲双胍治疗皮瓣缺血的试验中证明二甲

双胍通过激活 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ⁃ＴＦＥＢ 信号通路促进

血管生成，抑制细胞凋亡，减轻氧化应激，但利用

ｓｈＲＮＡ 腺相关病毒（ＡＡＶ）载体抑制 ＡＭＰＫ，会下

调 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ⁃ＴＦＥＢ 信号通路，降低自噬水平。
本试验结果与此一致，ＢＬＦ 预处理可以促进氧化

损伤的 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 ＡＭＰＫ 的磷酸化，提升细胞核内

ＴＦＥＢ 蛋白水平，说明 ＢＬＦ 缓解细胞氧化损伤是由激

活 ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路介导的自噬增加所致。
３．４ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

ＭＡＰＫ 信号通路的影响

　 　 研究发现ＭＡＰＫ信号通路与Ｎｒｆ２的激活息

息相关，ＥＲＫ、ＪＮＫ 或 Ｐ３８ 的激活或抑制直接影响

Ｎｒｆ２ 的 活 性 水 平， 进 而 诱 导 细 胞 发 生 相 关 反

应［３９］ 。 Ｘｕ 等［４０］在探究利福平（ＲＦＰ）与氧化应激

对 ＨｅｐＧ２ 细胞影响的研究中发现，ＲＦＰ 和 Ｈ２Ｏ２

都能显著增加蛋白激酶 Ｃ（ ＰＫＣ） α、ＰＫＣδ、ＰＫＣε
蛋白的表达量，显著提高 ＪＮＫ、Ｐ３８ 和 ＥＲＫ 蛋白的

磷酸化程度，显著降低磷脂酰肌醇 ３－激酶（ＰＩ３Ｋ）
蛋白的磷酸化程度；添加缓解氧化应激的试剂还

原型谷胱甘肽乙酯（ＧＳＨ⁃ＭＥＥ）能抑制 ＪＮＫ、Ｐ３８
和 ＥＲＫ 的激活，并抑制 ＰＩ３Ｋ 磷酸化的减少，说明

ＲＦＰ 通过氧化应激激活 ＰＫＣ⁃ＥＲＫ ／ ＪＮＫ ／ Ｐ３８ 信号

通路。 然而，有些研究结果表明，发挥抗氧化作用

需要抑制 ＥＲＫ１ ／ ２、 ＪＮＫ 或 Ｐ３８ 信号通路［４１－４３］ 。
此外，在自噬诱导中，ＭＡＰＫ 已被证明是 ＲＯＳ 的

下游效应因子，ＲＯＳ 可以通过激活细胞中 ＥＲＫ 和

ＪＮＫ 来诱导自噬［４４］ 。
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　 　 Ｎｒｆ２：核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ⁃２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２；ＤＡＰＩ： ４′，６－二脒基－２ 苯基吲哚 ４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；Ｍｅｒｇｅ：合并；Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：放大。

图 １０　 ＢＬＦ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激 ＭＡＣ⁃Ｔ 中 Ｎｒｆ２ 蛋白免疫荧光表达的影响

Ｆｉｇ．１０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＬＦ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＭＡＣ⁃Ｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２

３．５ 　 ＢＬＦ 对氧化应激奶牛乳腺上皮细胞中

Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路的影响

　 　 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 系统是机体对抗环境伤害的主要

防御机制，它是一个典型的双组分系统：Ｋｅａｐ１ 是

一种富含半胱氨酸硫醇的氧化还原损伤传感器，
Ｎｒｆ２ 为发挥保护作用的协同效应器。 细胞质中，
Ｋｅａｐ１、泛素化连接酶 Ｅ３ 蛋白（Ｃｌｕ３）和多泛素化

Ｎｒｆ２ 组成泛素 Ｅ３ 连接酶复合物，这意味着 Ｎｒｆ２
会通过蛋白酶体系统快速降解，因此，在非应激状

态下，Ｎｒｆ２ 翻译后便被不断泛素化降解。 然而，当
细胞内 ＲＯＳ 大量产生时或有大量亲电物质时，直
接修饰 Ｋｅａｐ１ 的活性半胱氨酸残基，降低 Ｅ３ 连接

酶复合物的活性，导致 Ｎｒｆ２ 不再被泛素化降解，生
成的 Ｎｒｆ２ 可以直接转移到细胞核中，与一种小肌

肉腱膜纤维蛋白（Ｓｍａｆ）异源二聚体结合到抗氧化

反应元件 ／亲电响应元件（ＡＲＥ ／ ＥｐＲＥ）并迅速激

活一组Ⅱ期基因，因此 Ｎｒｆ２ 是一个主要的调控转

录因子［４５］ 。 本试验中，检测 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路

最下游靶基因及蛋白的表达情况后发现，ＢＬＦ 显

著增加了氧化损伤细胞中 ＨＯ⁃１ 及 ＮＱＯ１ 基因及

蛋白的表达量，说明 ＡＲＥ 原件被大量激活。 对通

路上游进行检测，发现 ＢＬＦ 显著激活了氧化损伤

细胞的 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路，表现为 Ｋｅａｐ１ 蛋白

表达量显著减少，Ｎｒｆ２ 蛋白表达量显著升高，并且

免疫荧光检测结果显示大量 Ｎｒｆ２ 蛋白转移进入细

胞核。 Ｈ２Ｏ２ 刺激细胞虽然也能激活 Ｎｒｆ２，清除

ＲＯＳ，但这种代偿机制无法满足缓解氧化损伤的需

要，因此需要使用药物进一步加强 Ｎｒｆ２ 对 ＭＡＣ⁃Ｔ
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的保护作用［４６］ 。
３．６ 　 ＢＬＦ 通过自噬影响奶牛乳腺上皮细胞的

抗氧化通路

　 　 本试验结果表明，ＢＬＦ 预处理可以减少氧化

损伤细胞中 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量，并增加 Ｎｒｆ２ 蛋

白的表达量及核转位，激活 Ｎｒｆ２ 靶基因的转录，证
明 ＢＬＦ 通过激活 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路发挥抗氧

化作用。 但是，加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 后，Ｋｅａｐ１ 蛋白的表

达量恢复，Ｎｒｆ２ 蛋白的表达量也显著降低，说明加

入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 后 ＢＬＦ 激活氧化损伤细胞中 Ｋｅａｐ１⁃
Ｎｒｆ２ 信号通路的效果被抑制。 结合上一部分的结

果，加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 后细胞自噬标记物的表达量显著

改变，标志自噬通量的减少，由此推测，ＢＬＦ 在促

进氧化损伤细胞自噬和激活抗氧化通路之间有较

强的关联性，当 ＢＬＦ 促进细胞自噬被抑制后，会在

一定程度上抑制抗氧化通路。

４　 结　 论
　 　 在体外培养条件下，ＢＬＦ 通过激活奶牛乳腺

上皮细胞中 ＡＭＰＫ⁃ＴＦＥＢ 信号通路，促进 ＴＦＥＢ 核

移位，激活其靶基因的转录，增强细胞的自噬发生

和溶酶体功能，保护细胞抵御氧化损伤，且抑制细

胞自噬会抑制 Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ 信号通路的激活。 此

外，ＢＬＦ 通过增加 ＪＮＫ 蛋白的磷酸化促进 Ｋｅａｐ１⁃
Ｎｒｆ２ 信号通路的激活，减少氧化应激的奶牛乳腺

上皮细胞中 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量，激活 Ｎｒｆ２ 并促

进其核转位，激活下游靶基因及蛋白的表达，从而

缓解氧化应激。
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