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摘要  [ 目的] 探索 NF-κB 基因在奶牛发生乳房炎时的表达情况。[ 方法] 通过对患乳房炎奶牛的乳腺组织中 NF-κB 基因进行扩增 , 经
TOP10 菌转化到T 载体上 ,进行菌液验证 , 对菌液呈阳性的进行测序。[ 结果] 通过测序得到235 bp 的基因片段 , 进行比对发现 , 与 NF-
κB1 基因的848 ～1 083 bp 片段一致。[ 结论] 在发生乳房炎时 , 奶牛的乳腺组织中 NF-κB 基因有表达。
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Clone of NF- κB Genein Mammary Tissue of Dairy Cattle
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Abstract  [ Objective] The research ai med to discuss the expression of NF-κB i n dairy cattle with mastitis . [ Method] Total RNA was extracted from
mammary gland tissue of Holstein cattles with mastitis . NF- κB gene was coloned using RT- PCRtechnology , the results of RT- PCR were transformed into
E . coli TOP10 , and positive E . coli TOP10 was sequenced .[ Result] The 235 bp gene segment was acquired . The comparison analysis revealed that they
were consistent with submitted genes NF-κB1 in 848 - 1 083 bp segments .[ Conclusion] NF-κB gene was expressed inthe mammary gland tissue of dairy
cattle with mastitis .
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  NF-κB 是一种具有多项转录调节作用的转录因子, 广泛

存在于各种细胞中, 是多信号转导途径的汇聚点。它不仅参

与介导免疫应答、炎症反应、病毒复制、细胞凋亡和增殖等多

种基因的表达调控 , 而且与很多炎性相关疾病的发病机制有

密切关系[ 1 - 2] 。

奶牛乳房炎是奶牛产业的一大顽疾, 能引起乳房炎的病

原微生物有150 多种, 而且环境、营养、气候等条件都能影响

乳房的健康[ 3] 。为此, 笔者对患乳房炎奶牛乳腺组织中 NF-

κB 基因进行扩增, 研究其在乳腺中的表达, 旨在为以后乳房

炎候选基因研究奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 样品采集 从宁夏奶牛养殖基地应用兰州乳房炎诊断

液进行检测, 选择患乳房炎的奶牛21 头, 采集奶牛乳腺组

织, 添加放入液氮中带回实验室。

1 .2  工具酶、试剂与仪器  Trinzol 和pGEM- T PCR 产物克隆

试剂盒购自天根生物有限公司;One-step RT- PCR Kit 购自杭

州博日科技有限公司;B 型小量 DNA 片段快速回收试剂盒购

自北京博大泰克生物基因技术有限责任公司。E832 BioNeer

电泳仪 ,MYCYCLERTMther mal cycler( BioRad USA) , MYGenie32

Thermal Block( Bioneer) 。

1 .3  引物 引用DNAMAN 设计引物, 由大连宝生物合成, 合

成的量为2OD( 上游引物:GCT GGA CCC AAGGAC ATG ; 下游

引物:TGG TCT GCT GCAGAG CTG) 。

1 .4 方法  从液氮中取出0 .1 g 患乳房炎奶牛的乳腺组织 ,

应用Trinzol 提取乳腺中的总 RNA 。取1 .0 μl 进行 RT - PCR

反应, 反应体系总体积为25 μl 。反应条件为:94 ℃预变性5

min ;94 ℃变性30 s ,56 ℃退火30 s ,72 ℃延伸1 .5 min ,35 个循

环;72 ℃延伸8 min。反应结束后取5 .0 μl PCR 产物在20 .0

g/ L 琼脂糖/ EB 凝胶上电泳检测。纯化的PCR 产物与pGM- T

Easy 载体连接, 热激法转化大肠杆菌 TOP 10 感受态细胞, 蓝

白斑筛选阳性克隆,PCR 检测合格后送上海生工生物技术有

限公司测序。

2  结果与分析

2 .1 RNA 电泳图  提取的 RNA 经紫外分光光度计测出

A260/ A280 为1 .85。取4 .0 μl RNA 在1 % 的琼脂糖/ EB 电泳 ,

在160 V 下电泳5 min , 电泳图如图1 所示。由图1 可知,RNA

电泳图上28 S 和18 S 条带清晰, 比例适合, 说明在RNA 的提

取过程中没有降解, 可以进行后续试验。

图1 RNA 电泳图

Fig .1 RNA electrophoretogram

图2 NF- κB RT-PCR 电泳图片

Fig .2 NF-κB RT- PCRelectrophoretogram

2.2 RT- PCR 电泳图  在最佳退火温度56 ℃和引物浓度

4 .00 μmol/ L 条件下 , 以上述提取的 mRNA 为模板进行 RT-

PCR 扩增, 得到含有牛编 NF-κB 基因片段大小在200～250 bp
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的 PCR 产物。

2.3 测序结果 对送出去的菌液用pGEM- T 的通用引物进行

测序, 测得的序列除去引物两端的部分, 就是所要的序列。将

所得序列和 NF-κB 基因进行比较, 发现 NF-κB 片段为235 bp。

将测序得到的序列和已注册的 NF-κB1 基因比较发现 ,

它与 NF-κB1 基因同源性高 , 和 NF-κB1 基因的848 ～1 083 bp

叶片段一致( 图3) 。

注 : 上行为 NF-κB1 基因序列 , 下行为测序序列。

图3 NF- κB1 基因序列与测序序列比较结果

Fig .3 Comparisonresult between NF-κB1genesequence andits de-

tected sequence

3  结论与讨论

典型的 NF-κB 是由p50 和p65 亚基形成的异二聚体, 在

静息状态下, NF-κB 与κB 抑制蛋白IκBs 结合形成三聚体, 以

无活性方式存在于胞质中。当细胞受到多种信号( 如 LPS

等) 刺激时,IκBs 发生磷酸化并降解, NF-κB 移位进入胞核

内, 与靶基因结合 , 启动相关基因转录。已证实, NF-κB 可高

效诱导多种细胞因子( 如 TNF-α, IL- 6 等) 、黏附分子( 如 I-

CAM-1 , VCAM- 1 等) 、趋化因子和急性期反应蛋白的表达, 同

时对参与炎症反应放大与延续( 即级联瀑布效应) 的多种表

达也具有重要的调控作用。

3 .1  NF-κB 与炎症 在奶牛发生乳房炎时, 乳房局部细菌

大量繁殖, 大量繁殖的细菌及其代谢产物刺激乳房, 导致炎

症因子如 TLR4 、TNF-α、IL-1 等表达量增加, 由于它们的表达

量的增加, 激活 NF-κB 信号通路, 使 NF-κB 表达增加[ 4] , 而

这一通路又能诱导炎性细胞因子和趋化因子的表达, 启动

TNF-α、IL-1 、细胞黏附分子和环氧合酶-2 等基因转录, 导致

TNF-α、IL-1 等促炎因子大量产生, 引发炎症反应。同时 ,

NF-κB 表达的增加可以调节 L- 选择素的表达, 使 PMN 的迁

出加快[ 5 - 7] 。

3 .2 乳房炎与凋亡  在奶牛上, 乳腺上皮细胞的大量凋亡

是乳腺退化的重要特征[ 8 - 9] 。鼠的动物模型中情况也是这

样[ 10] 。在鼠的动物模型中, 与细胞周期进行和捕捉有关的

基因, 受到前细胞凋亡基因的共同诱导。肿瘤阻遏蛋白、p53

的激活在调解各种退化反应的基因的表达中扮演关键角色。

NF-κB 的激活速度很快 , 在泌乳后24 h 能看见明显的变

化[ 11] 。在乳腺细胞培养模型系统中, NF-κB 的激活在30 min

内就能观察到[ 12] 。

NF-κB 的活化可促进多种凋亡抑制基因的转录[ 13] , 从

而在细胞凋亡中发挥关键的作用[ 14] 。IκK(inhibitor of NF- kap-

paB kinase) 复合物的活化是 NF-κB 信号通路的关键和焦

点[ 15] 。NF-κB 对人 PMN 的凋亡发挥关键的抗凋亡保护作

用, NF-κB 也能抑制牛PMN 凋亡[ 14] 。核转录因子 NF-κB 可

抑制 TNF-α诱导的细胞凋亡。同时, NF-κB 对caspase-8 有直

接阻断作用, 而由此抑制一系列 caspases 的活化是其抗细胞

凋亡的重要机制[ 16 - 18] 。

NF-κB 在肝脏炎症损伤、再生和凋亡等方面均有重要作

用, 且病理损伤程度越强其表达程度越高。TNF-α等多种炎

症因子可使 NF-κB 的活性持续存在, 诱导细胞内 NF-κB 的

激活, 使其从胞质转位于细胞核, 通过多种途径抑制肝细胞

凋亡, 最终导致胶原合成的增加而发展为纤维化[ 19] 。

大量表达的 NF-κB 促进细胞因子的表达, 使 PMN 迁移

到乳腺局部, 加重炎症。另一方面 , 激活的 NF-κB 可促进多

种凋亡抑制基因的转录, 使PMN 在乳腺组织中的寿命延长 ,

而增加PMN 在乳汁中对病原体的杀伤和吞噬作用。该研究

通过对患乳房炎奶牛乳腺组织中 NF-κB 的扩增发现, 得到的

序列与 NF-κB1 的部分序列同源性很高。证明 NF-κBB 在患

乳房炎奶牛的乳腺组织中有表达 , 说明在发生乳房炎时, NF-

κB 在乳腺局部发挥重要的作用。
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