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博落回提取物对脂多糖诱导猪应激细胞应激参数及

免疫球蛋白Ｇ和超氧化物歧化酶ｍＲＮＡ表达的影响

满　意　张春勇　陈克嶙　李美荃　郭荣富

（云南农业大学，云南省动物营养与饲料重点实验室，昆明 ６５０２０１）

摘　要：本文旨在研究博落回提取物对脂多糖（ＬＰＳ）诱导猪应激细胞应激参数及免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｇＧ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）ｍＲＮＡ表达的影响。试验选用猪胚胎背部成纤维细胞，分别用
正常细胞和以 ＬＰＳ刺激细胞建立的应激模型进行试验，对照组采用基础培养液，土霉素组在基
础培养液中添加土霉素 ５０μｇ／ｍＬ（阳性对照），博落回组在基础培养液中分别添加 ５０、１００、
１５０ｎｇ／ｍＬ的博落回提取物。检测 ＩｇＧ、溶菌酶（ＬＳＺ）、一氧化氮（ＮＯ）含量，一氧化氮合酶
（ＮＯＳ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性以及 ＩｇＧ和 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量。结果表明：１）博落回组 ＩｇＧ、
ＮＯ和ＬＳＺ含量及ＮＯＳ活性均极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），土霉素组ＩｇＧ和ＬＳＺ含量极显著
高于对照组（Ｐ＜０．０１）。２）对应激细胞和正常细胞而言，博落回组 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量均极显著
高于对照组和土霉素组（Ｐ＜０．０１），５０和１００ｎｇ／ｍＬ博落回组均极显著高于１５０ｎｇ／ｍＬ博落回
组（Ｐ＜０．０１）。土霉素组 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。１００ｎｇ／ｍＬ博落回
组应激细胞 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量极显著高于正常细胞（Ｐ＜０．０１）。３）对应激细胞和正常细胞而
言，与对照组相比，添加博落回提取物 ５０、１００、１５０ｎｇ／ｍＬ均极显著提高 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量
（Ｐ＜０．０１）。土霉素组 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量极显著高于对照组和博落回组（Ｐ＜０．０１）。各组应
激细胞ＳＯＤｍＲＮＡ表达量均显著或极显著高于正常细胞（Ｐ＜０．０１）。综合各项指标，博落回提
取物可提高 ＬＰＳ应激细胞 ＩｇＧ、ＮＯ和 ＬＳＺ的含量及 ＮＯＳ活性，提高应激细胞和正常细胞 ＩｇＧ
和 ＳＯＤｍＲＮＡ的表达量，总体效果优于土霉素，较好的添加浓度为５０～１００ｎｇ／ｍＬ。
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　　近年来抗生素使用的弊端日益严重，针对抗
生素药物残留和耐药性问题，研究和应用新型抗

生素替代品已成为重要课题内容。博落回（Ｍ．
ｃｏｒｄａｔａ）在动物生产中，具有广谱清热解毒消肿、
抗菌等作用。而博落回提取物（ＭＣｅｘｔｒａｃｔｓ）是从
罂粟科博落回属植物博落回或小果博落回（Ｍ．
ｍｉｃｒｏｃａｒｐａ）植株中提取出来的生物碱，作为安全
新型抗生素替代品在畜牧业中具有广阔的应用前

景。经过前期发现，添加适宜浓度博落回提取物

对仔猪具有明显的促生长作用，进一步研究博落

回提取物是否可作为仔猪免疫和抗氧化调节剂具

有重要科学意义。研究表明，博落回提取物中主

要含有苯并菲啶类生物碱血根碱和白屈菜红碱，

博落回提取物中的血根碱与白屈菜红碱具有抑

菌、抗肿瘤细胞增殖、保护肝脏、杀虫等作用［１－４］，

博落回在欧盟是允许添加的饲料添加剂之一。

Ｖｉｅｉｒａ等［５］报道，在火鸡饲粮中添加含有博落回提

取物的饲料添加剂，结果表明添加３２．８ｍｇ／ｋｇ博
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落回提取物能提高火鸡采食量，在３５日龄时有最
大的饲料转化率。饶华等［６］研究表明，血根碱和

博落回提取物均能显著提高断奶仔猪的生长性

能，有效缓解了断奶应激。满意［７］研究表明，博落

回提取物显著改善仔猪生产性能、免疫性能和抗

氧化能力，仔猪饲粮适宜添加量为４．５ｍｇ／ｋｇ。生
物碱是存在于自然界中的一类含氮的碱性有机化

合物，有显著的生物活性，是中草药中重要的有效

成分之一，生物碱具有提高机体免疫力和抗氧化

能力的作用，但其作用机制仍不清楚，对博落回提

取物是否通过影响动物相关基因表达而改善机体

免疫性能和抗氧化能力的研究资料很少，迄今为

止，博落回提取物对猪免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）和超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）ｍＲＮＡ表达影响的研究鲜见报
道。本试验旨在通过脂多糖（ＬＰＳ）诱导猪细胞以
建立应激细胞模型，检测细胞应激参数的变化，采

用实时荧光定量 ＰＣＲ法，研究博落回提取物对猪
应激和正常细胞 ＩｇＧ和 ＳＯＤｍＲＮＡ表达的影响，
探讨博落回提取物对猪细胞内源 ＩｇＧ、ＳＯＤｍＲＮＡ
的诱导作用，为博落回提取物对猪抗病营养作用

机理的研究提供新的试验证据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
　　猪胚胎背部皮肤成纤维细胞为云南农业大学
动物营养实验室冷冻保存。

　　本试验使用博落回提取物总生物碱含量≥
６０％，其中含血根碱 ４５％、白屈菜红碱 １９％［７］。

土霉素为广州中邦生物科技有限公司产品。

　　基础培养液（ＤＭＥＭ／Ｆ１２细胞培养液）、胎牛
血清、青霉素 －链霉素双抗、胰酶，均购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司；ＬＰＳ购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＩｇＧ含量采
用全自动生化分析仪检测；乳酸脱氢酶、溶菌酶、

一氧化氮（ＮＯ）、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）试剂盒由南
京建成生物工程研究所提供；总 ＲＮＡ提取试剂
Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录 ＰＣＲ试剂
盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓ
ｅｒ）及荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ）均购自日本 ＴａＫａＲａ公司。
　　利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计，并用ＮＣ

ＢＩ数据库中的 Ｂｌａｓｔ工具确认引物的特异性，选用
在猪机体内稳定表达的 ３个基因 β－肌动蛋白
（ＡＣＴＢ）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ
ｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、ＴＡＴＡ
框结合蛋白（ＴＡＴＡｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＢＰ）作为
看家基因，引物由上海生工生物工程有限公司合

成，序列及参数见表１。
１．２　ＬＰＳ对细胞的抑制率的检测
　　采用６孔板和基础培养液细胞，收集对数期
细胞，调整细胞悬液浓度，每孔加入１００μＬ，铺板
使待测细胞调密度至 １０００～１００００个／孔。５％
ＣＯ２、３７℃孵育，至细胞单层铺满孔底。加入 ＬＰＳ
使其终浓度为 ５、１０、１５μｇ／ｍＬ，每个处理 ３个重
复，每孔为 １个重复。５％ ＣＯ２、３７℃孵育 １２～
４８ｈ，倒置显微镜下观察。每孔加入２０μＬ甲基噻
唑基 四 唑 （ＭＴＴ）溶 液 （５ｍｇ／ｍＬ，即 ０．５％
ＭＴＴ），继续培养 ４ｈ。终止培养，吸去孔内培养
液。每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜，置摇床上低速
振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检
测仪４９０ｎｍ处测量吸光度（ＯＤ）值，同时设置调
零孔（培养基 ＋ＭＴＴ＋二甲基亚砜）和对照孔（细
胞＋相同浓度的药物溶解介质 ＋培养基 ＋ＭＴＴ＋
二甲基亚砜）。观察细胞，计算细胞的抑制率。

细胞的抑制率（％）＝１００×（对照孔 ＯＤ－
培养后细胞 ＯＤ）／对照孔 ＯＤ。

１．３　试验设计
　　细胞复苏培养后，传代培养，当细胞长满培养
瓶时进行以下处理。

　　ＬＰＳ溶解于基础培养液中至终浓度为
１０μｇ／ｍＬ，培育１２ｈ后得到 ＬＰＳ应激细胞。
　　试验设计见表２，正常细胞和应激细胞分别进
行处理，对照组采用基础培养液，土霉素组在基础

培养液中添加土霉素５０μｇ／ｍＬ（阳性对照组），博
落回 组 在 基 础 培 养 液 中 分 别 添 加 ５０、１００、
１５０ｎｇ／ｍＬ的博落回提取物。每个处理３个重复，
１个孔为１个重复。各组细胞在３７℃的条件下培
养２４ｈ后，收集各孔细胞液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液于 －２０℃冰箱保存待测。所有
样品参测细胞的抑制率、ＩｇＧ和 ＳＯＤｍＲＮＡ表达
量；应激细胞上清液进行应激参数的检测。

８０５２
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表１　引物序列及参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

免疫球蛋白Ｇ
ＩｇＧ

上游：ＧＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴＣＴ
下游：ＴＣＴＧＧＧＴＧＴＡＧＴＧＧＴＴＧＴＧＣ

２２２ ＮＭ２１３８２８．１

超氧化物歧化酶

ＳＯＤ
上游：ＣＡＧＧＴＣＣＴＣＡＣＴＴＣＡＡＴＣ
下游：ＣＡＡＡＣＧＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＴ

２５４ ＮＭ００１１９０４２２．１

甘油醛－３－磷酸脱氢酶
ＧＡＰＤＨ

上游：ＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ
下游：ＡＴＴＧＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧ

１７８ ＡＦ０１７０７９．１

β－肌动蛋白
ＡＣＴＢ

上游：ＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴ
下游：ＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＣ

１１４ ＤＱ１７８１２２

ＴＡＴＡ框结合蛋白
ＴＢＰ

上游：ＧＡＴＧＧＡＣＧＴＴＣＧＧＴＴＴＡＧＧ
下游：ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＴＡＣＧＡＧＣＡＡ

１２４ ＤＱ１７８１２９

表２　试验设计
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
细胞

Ｃｅｌｌｓ
脂多糖

ＬＰＳ
博落回提取物

ＭＣｅｘｔｒａｃｔｓ
土霉素

Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ
正常 Ｎｏｒｍａｌ
应激 Ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＋

博落回 ＭＣ／（ｎｇ／ｍＬ）

５０
正常 Ｎｏｒｍａｌ ＋
应激 Ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＋ ＋

１００
正常 Ｎｏｒｍａｌ ＋
应激 Ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＋ ＋

１５０
正常 Ｎｏｒｍａｌ ＋
应激 Ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＋ ＋

土霉素

Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ／（μｇ／ｍＬ）
５０

正常 Ｎｏｒｍａｌ ＋
应激 Ｓｔｒｅｓｓｅｄ ＋ ＋

　　＋表示进行该处理。
　　＋ｍｅａｎｓｃａｒｒｙｉｎｇｏｕｔｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

１．４　应激参数的检测
　　严格按照说明书要求检测细胞培养液中 ＩｇＧ、
溶菌酶、ＮＯ含量及 ＮＯＳ、乳酸脱氢酶的活性。
１．５　ＩｇＧ和 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量检测
　　用常规方法提取细胞总 ＲＮＡ，采用 １％琼脂
糖凝胶电泳鉴定总 ＲＮＡ抽提样品完整性。所提
取的总 ＲＮＡ经紫外分光光度计检测。
　　以提取的总 ＲＮＡ反转录产物作为模板进行
常规 ＰＣＲ反应，用 ２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ
产物。

　　实时荧光定量 ＰＣＲ采用 ＥｖａＧｒｅｅｎⅠ染料法，
反应在ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍｓ

上 进 行。 反 应 体 系 为 ２０ μＬ：ＳｓｏＦａｓｔＴＭ

ＥｖａＧＲＥＥＮ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ，美国）１０μＬ，上、
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １．０μＬ，ｃＤＮＡ模板
２．０μＬ，加灭菌去离子水至 ２０μＬ。样品分装于
９６孔板（ＢｉｏＲａｄ，美国）中，将可透光盖（ＢｉｏＲａｄ，
美国）盖紧。反应条件为：９５℃、１０ｓ；９５℃、５ｓ，
５９℃、２０ｓ，７２℃、１５ｓ，４０个循环。
１．６　数据处理与分析
　　所有试验数据均采用 ＳＰＳＳ１３．０软件处理和
方差分析，用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较，进行二
次回归分析，试验结果用平均值 ±标准差表示。
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２　结　果
２．１　ＬＰＳ对细胞的抑制率
　　在添加 ＬＰＳ使其终浓度为 ５、１０、１５μｇ／ｍＬ
后，观察细胞形态，正常细胞（图 １－Ａ）和应激细
胞（图１－Ｂ）形态差异不大，但是应激细胞间隙有

所增大。加入博落回提取物后，细胞继续正常生

长（图１－Ｃ），未加入博落回提取物的细胞因过度
免疫应激而死亡，形态发生改变（图１－Ｄ）。不同
浓度ＬＰＳ在不同时间段对细胞的抑制率见表３，本
次试验条件下 ＬＰＳ最适宜浓度和培养时间分别为
１０μｇ／ｍＬ和１２ｈ。

　　Ａ：正常细胞，Ｂ：ＬＰＳ应激细胞，Ｃ：加入博落回提取物之后的应激细胞，Ｄ：死亡细胞。
　　Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ，Ｂ：ｃｅｌｌｓｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｂｙＬＰＳ，Ｃ：ｓｔｒｅｓｓｅｄｃｅｌｌｓａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇＭＣｅｘｔｒａｃｔｓ，Ｄ：ｄｅａｄｃｅｌｌｓ．

图１　ＬＰＳ和博落回提取物对细胞的形态的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬＰＳａｎｄＭＣｅｘｔｒａｃｔｓｏｎｃｅｌｌｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ

表３　不同浓度ＬＰＳ在不同时间段对细胞的抑制率
Ｔａｂｌｅ３　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＰＳｏｎｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ ％

时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

ＬＰＳ浓度 ＬＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）

５ １０ １５

１２ ２０．５ １７．８ ２９．０
２４ ３２．８ ５５．９ ６４．０
３６ ５４．４ ７７．８ ８４．６

２．２　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞应激参数的
影响

　　由表４可见，经 ＬＰＳ刺激，在加入不同浓度博
落回提取物之后，细胞培养液中 ＩｇＧ含量极显著
高于对照组和土霉素组（Ｐ＜０．０１）；土霉素组细胞
培养液中 ＩｇＧ含量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。
博落回组细胞培养液中溶菌酶含量极显著高于对

照组（Ｐ＜０．０１）；土霉素组与 １５０ｎｇ／ｍＬ博落回

组溶菌酶含量差异不显著（Ｐ＞０．０５），但是这２组
溶菌酶含量显著高于 ５０和 １００ｎｇ／ｍＬ博落回组
（Ｐ＜０．０５）。博落回组与土霉素组细胞培养液中
乳酸脱氢酶活性极显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），
５０ｎｇ／ｍＬ博落回组细胞培养液中乳酸脱氢酶活性
显著低于另外 ２个博落回组及土霉素组（Ｐ＜
０．０５）。博落回组 ＮＯ含量及 ＮＯＳ活性极显著高
于对照组和土霉素组（Ｐ＜０．０１）。
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表４　博落回提取物对猪ＬＰＳ应激细胞应激参数的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣｅｘｔｒａｃｔｓａｎｄｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｏｎｓｔｒｅｓｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｅｌｌｓｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｂｙＬＰＳｉｎｐｉｇｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ

博落回提取物 ＭＣｅｘｔｒａｃｔｓ／（ｎｇ／ｍＬ）

５０ １００ １５０

土霉素

Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ／
（μｇ／ｍＬ）

５０

免疫球蛋白ＧＩｇＧ／（ｍｇ／ｍＬ） ５．６０±０．０５Ｃｃ １２．２６±０．１３Ａａ １２．４４±０．１４Ａａ １２．４３±０．０９Ａａ １０．４３±０．１３Ｂｂ

溶菌酶ＬＳＺ／（μｇ／ｍＬ） ５．８３±０．２８Ｂｃ １２．３３±０．５８Ａｂ １２．１６±０．６６Ａｂ １３．６６±０．７６Ａａ １３．５０±０．５０Ａａ

乳酸脱氢酶 ＬＤＨ／（Ｕ／Ｌ） １２８．９０±５．４０Ａａ １１０．１０±６．７０Ｂｃ １２１．２０±５．４０Ｂｂ １２２．９０±５．８０Ｂａｂ １２０．００±６．４０Ｂｂ

一氧化氮 ＮＯ／（μｍｏｌ／Ｌ） ４３．９０±３．２１Ｃｃ ６５．４３±３．１５Ａａ ６４．８６±２．５１Ａａ ６１．９３±２．４５Ａａ ５３．９７±１．２６Ｂｂ

一氧化氮合酶 ＮＯＳ／（Ｕ／ｍＬ） １４．６０±０．４５Ｃｃ １８．５３±０．６５Ａａ １８．４０±０．７０Ａａ １７．９６±０．５６ＡＢａ １６．７７±０．６５Ｂｂ

　　同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同或无字母表示
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｏｒｎｏｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

２．３　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞 ＩｇＧ和
ＳＯＤｍＲＮＡ表达量的影响
２．３．１　总 ＲＮＡ提取与反转录 ＰＣＲ产物
　　由图 ２可见，其 １８Ｓ、２８Ｓ条带清晰，无 ＤＮＡ
污染条带，无明显降解条带。所提取的总 ＲＮＡ经
紫外分光光度计检测 ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ在 ６～１０，
纯度较高。

图２　总ＲＮＡ提取琼脂糖电泳图
Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄｔｏｔａｌＲＮＡ

　　由图３可见，反转录 ＰＣＲ扩增产物条带清晰、
明亮、无杂带，说明引物可以特异性地扩增出目的

产物。

２．３．２　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞 ＩｇＧ
ｍＲＮＡ表达量的影响
　　由图４可见，对正常细胞而言，博落回组和土
霉素组 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量均有极显著的提高（Ｐ＜
０．０１），博落回组提高程度极显著高于土霉素组
（Ｐ＜０．０１）。对应激细胞而言，与对照组相比，
５０ｎｇ／ｍＬ博落回组 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量是对照组的

１．９１倍（Ｐ＜０．０１），１００ｎｇ／ｍＬ博落回组是对照
组的１．８５倍（Ｐ＜０．０１），１５０ｎｇ／ｍＬ博落回组是
对照组的１．８２倍（Ｐ＜０．０１），但３个博落回组间
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。土霉素组 ＩｇＧｍＲＮＡ表
达量是对照组的１．６５倍（Ｐ＜０．０１）。博落回组细
胞中 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量均极显著高于土霉素组
（Ｐ＜０．０１）。应激细胞与正常细胞之间比较，应激
细胞 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量均高于正常细胞，对照组
和１００ｎｇ／ｍＬ博落回组应激细胞与正常细胞差异
极显著（Ｐ＜０．０１），５０和１００ｎｇ／ｍＬ博落回组以及土
霉素组应激细胞与正常细胞差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准，１～２：超氧化物歧化酶，３～４：
免疫球蛋白Ｇ。
　　Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ１ｔｏ２：ＳＯＤ，
ｌａｎｅ３ｔｏ４：ＩｇＧ．

图３　反转录ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＲＴＰＣＲ
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　　与对照组相比，数据柱形标注与之不同的小写字母表示
差异显著（Ｐ＜０．０５），不同的大写字母表示差异极显著（Ｐ＜
０．０１）。应激细胞与正常细胞相比，标注表示差异显著
（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下图同。
　　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｓｉｇｎｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ，ｄａｔａ
ｃｏｌｕｍｎｓｏｆｓｔｒｅｓｓｅｄｃｅｌｌｓｓｉｇｎｅｄｗｉｔｈ ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈ ｍｅａｎｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图４　博落回提取物对猪ＬＰＳ应激细胞ＩｇＧ
ｍＲＮＡ表达量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣｅｘｔｒａｃｔｓｏｎＩｇＧｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＬＰＳｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｃｅｌｌｓｉｎｐｉｇｓ

２．３．３　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞 ＳＯＤ
ｍＲＮＡ表达量的影响
　　由图５可见，对正常细胞而言，博落回组和土
霉素组 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量均有极显著的提高
（Ｐ＜０．０１），土霉素组提高程度极显著高于博落回
组（Ｐ＜０．０１）。对应激细胞而言，５０ｎｇ／ｍＬ博落
回组 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量是对照组的１．３９倍（Ｐ＜
０．０１），１５０ｎｇ／ｍＬ博落回组是对照组的 １．４０倍
（Ｐ＜０．０５），１００ｎｇ／ｍＬ博落回组是对照组的１．３２
倍（Ｐ＜０．０５）。但 ３个博落回组间差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。土霉素组 ＳＯＤｍＲＮＡ表达量是对照
组的１．６９倍（Ｐ＜０．０１）。
　　应激细胞与正常细胞之间比较，对照组、
５０ｎｇ／ｍＬ博落回组和土霉素组应激细胞 ＳＯＤ
ｍＲＮＡ表达量极显著高于正常细胞（Ｐ＜０．０１），
１００和１５０ｎｇ／ｍＬ博落回组应激细胞 ＳＯＤｍＲＮＡ
表达显著高于正常细胞（Ｐ＜０．０５）。

　　对于应激细胞与正常细胞，土霉素组 ＳＯＤ
ｍＲＮＡ表达量均极显著高于对照组及博落回组
（Ｐ＜０．０１）。

图５　博落回提取物对猪ＬＰＳ应激细胞
ＳＯＤｍＲＮＡ表达量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣｅｘｔｒａｃｔｓｏｎＳＯＤｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＬＰＳｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｃｅｌｌｓｉｎｐｉｇｓ

３　讨　论
３．１　猪 ＬＰＳ应激细胞的应激参数的变化
　　血液免疫球蛋白浓度是仔猪免疫性能和健康
的重要标识之一。ＩｇＧ具有免疫替代和免疫调节
的双重治疗效果［８］。人们试图通过多种途径来改

变仔猪血液 ＩｇＧ浓度，从改善仔猪免疫性能和抗
病力。本试验结果显示，细胞培养液中博落回组

ＩｇＧ含量极显著高于对照组和土霉素组（Ｐ＜
０．０１），土霉素组也极显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），说明博落回提取物和土霉素均能诱导细胞
产生 ＩｇＧ，但博落回提取物增加 ＩｇＧ含量效果显著
优于土霉素（Ｐ＜０．０１）。本试验结果表明，添加博
落回提取物和土霉素均极显著提高了溶菌酶含量

（Ｐ＜０．０１），可能缓解细胞免疫应激损伤。乳酸脱
氢酶存在于组织细胞的胞质内，乳酸脱氢酶释放

与细胞膜通透性和完整性有关，且释放量与细胞

受损程度呈正相关，故可通过测定培养液中乳酸

脱氢酶活性变化评定博落回提取物和土霉素是否

损伤及损伤的程度。本试验结果表明，博落回组

（５０、１００ｎｇ／ｍＬ）及土霉素组细胞培养液中乳酸脱
氢酶活性均极显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），说明对
细胞没有损伤或者损伤不大。有研究表明，通过

减少白细胞来促进诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）产
生，能保护肠道免受炎症损伤［９］。ｉＮＯＳ基因在受
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１２期 满　意等：博落回提取物对脂多糖诱导猪应激细胞应激参数及……

到细胞因子或 ＬＰＳ刺激时才表达，ｉＮＯＳ基因表达
能催化合成大量的 ＮＯ。ＬＰＳ能刺激巨噬细胞产
生 ＮＯ［１０］，简华刚等［１１］报道，ＬＰＳ剂量在０．００１～
０．１００μｇ／ｍＬ时，体外培养大鼠肺微循环内皮细
胞分泌 ＮＯ的量随 ＬＰＳ剂量的增加而增多，但当
ＬＰＳ剂量大于 １μｇ／ｍＬ，其含量不再增加。在本
试验条件下，土霉素组细胞培养液 ＮＯ含量和
ＮＯＳ活性极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），而不同
浓度博落回组的细胞培养液 ＮＯ含量和 ＮＯＳ活性
均极显著高于对照组和土霉素组（Ｐ＜０．０１），结果
说明，博落回提取物与缓解猪细胞应激损伤有关。

上述结果提示，适宜浓度博落回提取物作为营养

调节剂可以改善猪细胞应激参数，其作用机理有

待进一步研究。

３．２　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞 ＩｇＧ
ｍＲＮＡ的诱导表达
　　ＩｇＧ是由脾脏和淋巴结中的浆细胞产生的一
种免疫球蛋白，是介导体液免疫的主要抗体，发挥

着抗菌、抗病毒、抗毒素的免疫学效应。ＩｇＧ分泌
细胞在口腔黏膜、胃肠道黏膜及生殖道均有存

在［１２－１３］。ＩｇＧ是动物自然感染和人工主动免疫后
机体产生的主要抗体，是动物机体抗感染的主力。

在本试验中，应激细胞中 ＩｇＧｍＲＮＡ表达量均高
于正常细胞，应激细胞中添加博落回对ＩｇＧｍＲＮＡ
表达量影响不显著（Ｐ＞０．０５），说明博落回提取物
能向上调节 ＩｇＧｍＲＮＡ表达，土霉素组与对照组
相比表达量也有所提高（Ｐ＜０．０１）。本试验中，
ＩｇＧｍＲＮＡ表达得到了增强，从而能产生更多的
ＩｇＧ抗体，增强体液免疫。
３．３　博落回提取物对猪 ＬＰＳ应激细胞 ＳＯＤｍＲ
ＮＡ的诱导表达
　　生物碱具有抗氧化能力，生物碱能清除羟自
由基使其能具有抗突变和抗基因毒性的作用［１４］。

ＳＯＤ、谷胱甘肽过氧化物酶一起构成体内重要的
抗氧化系统，保护细胞膜及细胞内的核酸免受自

由基的攻击。本试验结果表明，与对照组比较，添

加不同浓度博落回提取物和土霉素均能极显著提

高细胞中 ＳＯＤｍＲＮＡ的表达量（Ｐ＜０．０１），博落
回提取物向上调节 ＳＯＤｍＲＮＡ表达的能力低于
土霉素，而博落回提取物各浓度之间差异不显著

（Ｐ＞０．０５）。Ｓｌｕｎｓｋá等［１５］通过细胞培养后发现，

血根碱、白屈菜黄碱、血根黄碱、白屈菜红碱不会

增加细胞活性氧族产量，并能降低过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）含量引起的氧化应激反应，显示出具有抗

氧化作用。本试验结果显示，博落回提取物能诱

导 ＳＯＤｍＲＮＡ表达，改变 ＳＯＤ活性，结果可能影
响猪应激细胞的抗氧化能力。其作用机理仍有待

研究。

４　结　论
　　博落回提取物可提高 ＬＰＳ应激细胞 ＩｇＧ、ＮＯ
和 ＬＳＺ的含量及 ＮＯＳ活性，提高应激细胞和正常
细胞 ＩｇＧ和 ＳＯＤｍＲＮＡ的表达量，总体效果优于
土霉素，较好的添加浓度为５０～１００ｎｇ／ｍＬ。
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