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金属硫蛋白对奶牛体外脾淋巴细胞凋亡／

坏死及线粒体膜电位的影响
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摘　要：观察金属硫蛋白（ＭＴ）对热应激奶牛脾淋巴细胞凋亡的影响，研究 ＭＴ对热氧化应激引起的细胞凋亡／坏

死及线粒体膜电位（ΔΨｍ）的调节。采用荧光显微镜观察细胞凋亡现象；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染法测定细胞凋亡率和坏

死率；以ＪＣ１为装载探针测定ΔΨｍ值。结果显示ＭＴ只对高热应激诱导的细胞凋亡有抑制作用，ＭＴ为５．２５～８．２５

μｇ·ｍＬ
－１时，对正常细胞凋亡有轻微促进作用；低浓度 ＭＴ（２．２５μｇ·ｍＬ

－１）轻微促进细胞坏死；ＭＴ可提高细胞线

粒体膜电位，其中高热诱导细胞所需 ＭＴ浓度高，而正常细胞需 ＭＴ浓度宜适中（３．７５～６．７５μｇ·ｍＬ
－１），其它浓

度则不能充分保护细胞。结论：１ｈ、４３℃处理牛脾淋巴细胞，可提高细胞线粒体膜电位，但同时也导致细胞坏死率

增加，而添加 ＭＴ不仅提高细胞线粒体膜电压，对热应激导致的细胞坏死具有较好的抑制作用，因此 ＭＴ保护细胞

比热处理更具有现实的意义，同时也说明线粒体通路是 ＭＴ调节细胞凋亡／坏死的信号转导通路之一。
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　　应激（尤其是热应激）一直是困扰中国南方各省

奶牛养殖的一大难题，从遗传角度来讲，当前中国主

要的乳用品种牛源自北欧不耐热品种荷斯坦牛，从

生理角度来讲，其在瘤胃发酵和产奶过程中产生大

量的热，加之奶牛汗腺不发达、单位体重散热面积小

等，导致了奶牛具有“耐寒不耐热”的生物特性［１］。

中国南方夏季气候高温高湿，致使奶牛表现出普遍

且较严重的热应激综合征，实际生产中表现产奶量

明显下降，抗病力降低，乳房炎、腐蹄病、生殖道感染

等炎症性疾病增加，致使奶牛体温增加即发展成高

热病，热应激已成为限制南方乳业发展的瓶颈。一

般认为，机体氧化及应激的始作俑者是羟基自由基，

羟基自由基通过攻击生物膜多不饱和脂肪酸、

ＤＮＡ、蛋白质和其他生物大分子，引发细胞和组织

氧化损伤，导致细胞组织裂解、酶和氧化强化剂释

放，使机体产生应激，生产力下降，出现炎症、病变、

甚至死亡。因此，了解热应激对动物细胞的影响，有

利于提供预防奶牛热应激理论基础。

金属硫蛋白（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ，ＭＴ）是一种重

要的生理活性物质，当奶牛处于热应激状态时，它能

缩短与产能有关的激素水平达到动态平衡的调节时

间［２］，可显著提高奶牛血液中谷胱甘肽过氧化酶

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰＸ）和红细胞中超

氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性，

提高抗氧化酶ＳＯＤ的基因表达水平
［３５］，抑制淋巴

细胞凋亡基因的表达［６］，因而在促进动物健康养殖、

提高畜产品质量安全等方面具有广阔应用前景。在

天然条件下，ＭＴ中的巯基均以还原状态存在，其中

的金属具有动力学不稳定性，而巯基具有亲核性，从

而使 ＭＴ易与亲电性物质特别是某些自由基相互

作用，可作为高效抗氧化剂来清除自由基，降低自由

基对细胞的毒害，增强机体应激反应能力［７８］。低水

平的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）促进细

胞增生，高水平的ＲＯＳ则促进线粒体介导的细胞凋

亡，这是因为位于线粒体内外膜交接处的线粒体通

透性转换孔（ＭＰＴＰ）开放，线粒体跨膜电位消失，耗

氧量减少，ＡＴＰ合成降低，释放Ｃａ２＋、细胞色素Ｃ、

凋亡诱导因子 （ＡＩＦ）富含半胱氨酸的蛋白酶

（ｃａｓｐａｓｅ）以及膜间隙中的其他凋亡因子，启动凋

亡。除 ＭＰＴＰ开放使得线粒体膜通透性增加外，某

些促凋亡因子（如Ｂａｘ、ＡＩＦ、ｃａｓｐａｓｅ）以及膜间隙中

的其他凋亡因子也启动凋亡，可使线粒体膜形成

２０～３００ｐｓ的单孔道，有时甚至可以达到１ｎｓ，于是

线粒体中一些促凋亡物质可以外漏到细胞质发挥致

凋效应［９］。因此提示 ΔΨｍ 下降为凋亡的早期阶

段，并为凋亡的特异性变化。ΔΨｍ 是线粒体功能

正常与否的标志。线粒体有“细胞能量工厂”之称，

其膜电位变化和线粒体活性氧产生直接影响到细胞

的生存。ＭＴ对动物体外淋巴细胞的凋亡、坏死以

及线粒体膜电位的作用鲜见报道。作者通过 ＭＴ

对奶牛脾淋巴细胞凋亡／坏死及线粒体膜电位影响

的研究，拟初步了解 ＭＴ对热氧化应激引起细胞凋

亡的影响，同时研究 ＭＴ对线粒体膜电位值ΔΨｍ

调节，旨在揭示 ＭＴ对中国南方泌乳母牛抗热氧化

应激的机理及夏季高热病防治的理论研究，为其在

奶业安全生产中的应用提供初步理论依据。

１　材料与方法

１．１　金属硫蛋白（犣狀犕犜）

系参照李丽立等［１０］建立的硫酸锌诱导法，从中

国荷斯坦奶牛公犊肝脏诱导、提取、纯化ＺｎＭＴ。

１．２　奶牛脾脏原代细胞的获取和培养

无菌取初生奶牛犊脾脏组织，０．２５％胰蛋白酶

消化，过７０μｍ不锈钢滤网，牛淋巴细胞分离液分

６７４１
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离淋巴细胞，红细胞裂解液去除残余红细胞，Ｈａｎｋｓ

液洗涤２次后用含有２０％本体血清、５μｇ·ｍＬ
－１

ＰＨＡ（植物血细胞凝集素）的ＲＰＭＩ１６４０稀释细胞

到２×１０５·ｍＬ－１，制成细胞悬液，后置入３７℃、５％

ＣＯ培养箱中适应性培养２４ｈ。换成含１５％本体血

清、５μｇ·ｍＬ
－１ＰＨＡ的ＲＰＭＩ１６４０，每培养２４ｈ换

１次液，直至细胞数达到２×１０７·ｍＬ－１进行试验。

１．３　试验设计与测定指标

取细胞悬液用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＰＢＳ洗涤２次

后，均分为１２份，后依次在各细胞培养基中添加

ＭＴ至终浓度为０、２．２５、３．７５、５．２５、６．７５、８．２５

μｇ·ｍＬ
－１，每个浓度为２份，将含 ＭＴ不同浓度细

胞分别置入４３℃（热应激处理）和３７℃（奶牛正常

体温为３７～４２℃）中１ｈ，后转入１２孔细胞培养板

中置入３７℃ ＣＯ２ 培养箱中继续培养６ｈ后，取出

振荡使细胞充分悬浮，取５０μＬ细胞悬液，ＡＯ／ＥＢ

法染色，荧光显微镜观察细胞的凋亡情况（其中显绿

色为活细胞，显橙色为凋亡细胞，显红色为坏死细

胞），继续培养至２４ｈ后取出，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ

染色和ＪＣ１法，分别进行细胞凋亡／坏死和线粒体

膜电位的测定。

１．３．１　细胞凋亡率和坏死率　　采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＰＩＡｐｏｐｔｏｓｉｓＫｉｔ（北京索莱宝公司生产），上流式细

胞仪前先设置模式：将１管细胞均分成ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ５

管，每管约１×１０５ 个细胞；ａ管不加任何试剂，作为

阴性对照管；ｂ管加１％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，用

ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ双染，作为阳性对照；ｃ管只加１０

μＬＰＩ液，避光孵育１５ｍｉｎ；ｄ管只加５μＬＡｎｎｅｘ

ｉｎＶ液，避光孵育１５ｍｉｎ；ｅ管加１０μＬＰＩ液和５μＬ

ＡｎｎｅｘｉｎＶ液，温室避光孵育１５ｍｉｎ；后每管各加

４００μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（１×）重悬，上机：检测阴

性对照管（ａ），建立 ＡｎｎｅｘｉｎＶｖｓＰＩ双参数点图，

建立十字门，确定阴性范围。调节电压将阴性细胞

置于该区域；上ｄ管，通过调节补偿将ＦＩＴＣ漏入

ＦＬ３的荧光去掉；上ｃ管，通过补偿将ＰＩ漏入ＦＬ１

的荧光去掉；上阳性对照（ｂ）将十字门位置上调，大

致包含双阳性细胞的９０％；上检测管（ｅ），并读数，

将该模式保存，然后各待测样品按ｅ管进行检测。

所建十字门分成４相：Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３和Ｃ４，其中Ｃ１代

表细胞坏死率；Ｃ２代表细胞晚期凋亡率；Ｃ３代表正

常生长细胞百分率；Ｃ４代表细胞早期凋亡率。

１．３．２　淋巴细胞膜电位（ΔΨｍ）　　以ＪＣ１（江苏

省碧云天生物技术研究所生产）为荧光探针。对于

大多数细胞，通常１０μｍｏｌ·Ｌ
－１ＣＣＣＰ处理２０ｍｉｎ

后，线粒体的膜电位会完全丧失，取刚出生牛犊血淋

巴细胞作阴性对照，按ＣＣＣＰ终浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１

加到细胞培养液中培养２０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ洗涤２次

后，将待测细胞样品与阴性对照同时悬浮于０．５ｍＬ

含有１０％本体血清的ＲＭＰＩ１６４０中，然后再加０．５

ｍＬ的ＪＣ１染色工作液，颠倒数次混匀，置于细胞

培养箱中３７℃孵育２０ｍｉｎ，用ＪＣ１稀释液洗涤细

胞２次后重悬，上流式细胞仪按检测ＰＩ的参数设

置，阴性对照设置成上相为０．１％，表示此细胞的线

粒体膜电压为０，后上待测细胞，上下相细胞百分率

之比值即表示线粒体膜电压值。

１．４　数据处理

数据采用 ＷｉｎＭＤＩｖｅｒｓｉｏｎ２．８和 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ

Ｅｘｃｅｌ２００３分析。

２　结　果

２．１　奶牛脾淋巴细胞凋亡现象

３７℃培养时，添加 ＭＴ５．２５和６．７５μｇ·ｍＬ
－１

时（图１中Ｊ和Ｋ），细胞未见凋亡，而其他浓度处理

均可见细胞凋亡现象（图１中箭头所指示的细胞），

其活细胞密度各组的细胞数量均无大的变化；４３℃

处理时，ＭＴ为５．２５μｇ·ｍＬ
－１组（图１中Ｄ）未发

现有细胞凋亡现象，其他均可观察到单个正处于凋

亡状态的细胞，ＭＴ为６．７５和８．２５μｇ·ｍＬ
－１（图１

中Ｅ和Ｆ）时，活细胞的密度明显比其他各浓度的

高，活细胞密度有增加的趋势（图１）。

２．２　犕犜对奶牛脾淋巴细胞热诱导凋亡、坏死的影

响

　　从图２可知，未添加 ＭＴ时，１ｈ、４３℃处理细

胞凋亡率为４％，３７℃正常培养细胞的凋亡率为

１．３％，其中细胞早期凋亡率４３℃时为０．３％，３７℃

为０．４％，几乎相近，但晚期凋亡率４３℃时为３．７％，

而３７℃为０．９％；４３℃时的细胞坏死率为１０．８％，而

３７℃时坏死率只有０．６％，两者坏死率相差甚大。

细胞培养时添加 ＭＴ后，４３℃处理细胞群均向右下

相漂移，随着 ＭＴ的使用浓度增大而向右下相移动

（图２中Ｂ、Ｃ和Ｄ），当 ＭＴ达到一定浓度时，细胞

群保持稳定（图２中Ｅ、Ｆ），可见 ＭＴ抑制高热应激

所致的细胞凋亡和坏死；３７℃时，添加 ＭＴ的细胞

群向左上相漂移（图２中Ｈ所示），随着 ＭＴ使用浓

度增加，细胞群逐步向右上相漂移（图２中Ｉ、Ｊ、Ｋ和

Ｌ）。从图３来看，３７℃，ＭＴ为０～８．２５μｇ·ｍＬ
－１
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时，细胞凋亡率依次如下：１．３％、０．８％、０．９％、

４．９％、３．３％和５．１％，相对应的细胞坏死率为０．６％、

３．４％、０．８％、０．３％、０．５％和０．５％，可见细胞凋亡率

上升，然后趋于基本恒定，坏死率除 ＭＴ 为２．２５

μｇ·ｍＬ
－１稍高外（图３中Ｂ），其他保持基本稳定。

４３℃时，ＭＴ为２．２５～８．２５μｇ·ｍＬ
－１时，细胞凋

亡率依次如下：３．２％、４．１％、１．７％、３．５％和３．８％，

相对应的细胞坏死率为０．８％、０．５％、０．７％、０．８％

和０．５％，细胞的坏死率和凋亡率都保持基本的稳

定。

图１　犃犗／犈犅染色后荧光显微镜观察细胞凋亡

犉犻犵．１　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀犪犫狅狌狋犪狆狅狆狋狅狊犻狊狑犻狋犺犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲狋犺狉狅狌犵犺狌狊犻狀犵犃犗／犈犅犿犲狋犺狅犱

图２　犕犜对细胞凋亡／坏死的调节

犉犻犵．２　犚犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犕犜狅狀犮犲犾犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪狀犱狀犲犮狉狅狊犻狊
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图３　犕犜对正常和高温培养的脾淋巴细胞凋亡／坏死率的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犕犜狅狀狋犺犲狉犪狋犲狅犳犮狅狑狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犪狆狅狆狋狅狊犻狊／狀犲犮狉狅狊犻狊犻狀狀狅狉犿犪犾狅狉犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犾犻狏犻狀犵

２．３　犕犜对热处理奶牛脾脏淋巴细胞膜电位的影

响

　　ＭＴ对线粒体膜电位具有调节作用，如图４所

示，３７℃培养的细胞，ΔΨｍ从高到低依次为４．９５２２、

４．１２８２、２．７７３６、０．６８６３、０．３５６９和０．０８９３，分别

对应的 ＭＴ 使用浓度为５．２５、３．７５、６．７５、２．２５、

８．２５和０μｇ·ｍＬ
－１，处于中等浓度（即３．７５～６．７５

μｇ·ｍＬ
－１）时，ΔΨｍ 对应值高，而高和低浓度

（８．２５或２．２５μｇ·ｍＬ
－１）时则ΔΨｍ的值低；４３℃

处理后，细胞的ΔΨｍ从低到高对应的 ＭＴ使用浓度

依次为３．７５、０、６．７５、２．２５、５．２５和８．２５μｇ·ｍＬ
－１，

分别对应的 ΔΨｍ 为０．７１５３、１．５７７３、１．７６２４、

２．０３９５、２．６４００和２．８３１４，其中除 ＭＴ为３．７５

μｇ·ｍＬ
－１所对应的ΔΨｍ较低外，其它的均相差不

大。

图４　犕犜对正常和高温培养的脾淋巴细胞线粒体膜电

压的调节

犉犻犵．４　犜犺犲狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犕犜狅狀犿犻狋狅犮犺狅狀犱狉犻犪犾犿犲犿犫狉犪狀犲

狏狅犾狋犪犵犲狅犳犮狅狑狊狆犾犲狀犻犮犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀狀狅狉

犿犪犾狅狉犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

３　讨　论

高热应激能导致细胞坏死增加，从图１的观察

结果来看，未观察到有坏死的细胞，但是热诱导处理

后细胞的密度明显下降，坏死细胞和部分凋亡细胞

在６ｈ的培养过程中可能由于细胞膜丧失了悬浮培

养液中的能力而紧贴于培养皿底部，采用振荡法不

能使其悬浮，若采用胰酶消化法和细胞刮刀又恐损

伤细胞，可能会出现细胞凋亡数和坏死数增加，不能

真实反映细胞的情况，因而本试验采用荧光染色观

察活细胞密度来间接确定细胞坏死和凋亡的情况。

从荧光显色观察结果来看，未添加 ＭＴ的热处理活

细胞的密度下降，可推测出细胞的凋亡和坏死率增

加，初步确定 ＭＴ有保护细胞的作用。

细胞凋亡是一把“双刃剑”，一方面是机体发育

的正常过程，另一方面如果细胞凋亡过速，则会导致

慢性退行性病变［９］。细胞坏死是细胞受到强烈理化

或生物因素作用引起细胞无序变化的死亡过程，和

细胞凋亡不同，它是由于离子平衡调节失调，被动进

行的病理死亡方式，其后果会引起炎症反应。若动

物体内淋巴细胞的坏死率较大时，说明动物机体状

态处于病理状态，反之，动物则比较健康。因此淋巴

细胞的凋亡保持在一个较低且恒定的水平时，既不影

响免疫性能的发挥，又能及时增殖更新细胞。如图３

所示，３７℃培养细胞 ＭＴ为５．２５～８．２５μｇ·ｍＬ
－１

时，细胞凋亡率保持在３．３％～５．１％，较 ＭＴ为０

μｇ·ｍＬ
－１时高２．０％～３．８％，说明 ＭＴ确实有利

于淋巴细胞的增殖更新；ＭＴ为０μｇ·ｍＬ
－１时高热

培养细胞坏死率是正常培养细胞的１８倍，而添加

ＭＴ（ＭＴ为３．７５～８．２５μｇ·ｍＬ
－１）后，两者细胞坏

死率均在０．３％～０．８％，说明 ＭＴ对高热所致细胞

坏死有很好的抑制作用，同时也证明 ＭＴ对热应激

所致的炎症有很好的预防作用。

在脊椎动物细胞凋亡过程中，线粒体被认为是

９７４１
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处于凋亡调控的中心位置，ΔΨｍ是线粒体内膜两

侧电子的不对称分布所造成，线粒体内膜的低通透

性和电化学质子梯度是维持膜电位的基础。研究证

实细胞凋亡的早期阶段，在细胞核病理改变出现前

ΔΨｍ已经下降，ΔΨｍ 下降为凋亡的早期阶段。

Ｈ２Ｏ２ 诱导心肌细胞凋亡时，ΔΨｍ下降，并且胞浆

内的 Ｂａｄ转移到线粒体，随后Ｂａｄ与 Ｂｃｌ２均降

解［１１］。从本研究结果来看，高热处理有利于保持细

胞线粒体膜的完整，与李勇等的报道［１２］一致，如

ＭＴ为０μｇ·ｍＬ
－１时，热处理细胞比正常培养细胞

的ΔΨｍ值高１．４８８；但比添加５．２５μｇ·ｍＬ
－１ＭＴ

且正常培养细胞的ΔΨｍ低３．０１，比该 ＭＴ使用浓

度且１ｈ、４３℃处理后细胞ΔΨｍ高１．９５，而后者又

比 ＭＴ为０μｇ·ｍＬ
－１且４３℃培养的细胞ΔΨｍ值

高１．０６，与此同时，４３℃的细胞坏死率明显增加（图

２和３）。可见，ＭＴ不仅能提高细胞线粒体膜电位，

还能进一步加固热处理后细胞的线粒体膜，且效果高

于单用热处理的方式，同时规避了热导致细胞坏死这

一副作用。所以采用添加 ＭＴ的方法来改善细胞线

粒体的完整性具有更现实的意义，其中正常培养的细

胞以ＭＴ使用浓度为３．７５～８．２５μｇ·ｍＬ
－１，可较好

地改善细胞线粒体完整性，抗氧化热应激需 ＭＴ的使

用浓度稍高，５．２５～８．２５μｇ·ｍＬ
－１较佳。

综上 所 述，ＭＴ 使 用 浓 度 为 ５．２５～８．２５

μｇ·ｍＬ
－１时，可使细胞凋亡保持在恒定的低水平，

促进细胞增殖更新，较好抑制热应激所致的细胞坏

死，保护细胞线粒体膜。同时可推测 ＭＴ对动物术

后伤口愈合有较好的作用，同时降低炎症发生率。

也说明线粒体通路是 ＭＴ调节热应激导致的细胞

凋亡和坏死的信号转导通路之一。
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