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扶绍东ꎬ王子菁ꎬ王正磊ꎬ等. 海洋链球菌次级代谢产物 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌诱发乳腺细胞氧化应激的保护作用[Ｊ] . 南京农业大

学学报ꎬ２０２４ꎬ４７(３):５２２－５２９.
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海洋链球菌次级代谢产物 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌
诱发乳腺细胞氧化应激的保护作用
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(１.南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.南京农业大学理学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ
３.安徽医科大学第一附属医院ꎬ安徽 合肥 ２３００１１)

摘要:[目的]本试验旨在探讨 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)感染引起小鼠乳腺上皮细胞氧化应激

的影响及机制ꎮ [方法]采用海洋链球菌次级代谢产物 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理小鼠乳腺上皮细胞指标检测(ＥｐＨ４￣Ｅｖ)２ ｈꎬ适
时加入 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ(ＭＯＩ＝ １０)共孵育 ４ ｈꎬ收集样品ꎻ通过细胞活性检测、倒置荧光显微镜观察、生化指标检测、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ＲＴ￣ＰＣＲ 等方法检测相关指标ꎬ并辅以计算机分子对接技术ꎬ明确 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 诱发乳腺上皮细胞氧化应激的

影响及潜在机制ꎮ [结果]２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理能够明显改善 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 侵袭导致的乳腺上皮细胞排列紊乱、皱
缩等形态改变ꎬ降低细胞损伤标志物乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、Ｎ－乙酰－β－Ｄ－氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)的分泌以及肿瘤坏死因

子(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)和白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)等炎性细胞因子的基因表达(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理能

显著降低乳腺上皮细胞胞内活性氧(ＲＯＳ)水平ꎬ提高细胞总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)水平ꎬ减少丙二醛(ＭＤＡ)水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测以及分子对接结果显示ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可能通过 Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 信号通路促进下游分子血红素加氧酶 １(ＨＯ￣１)、
ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ∶醌氧化还原酶 １(ＮＱＯ１)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)、谷胱甘肽－Ｓ－转移酶(ＧＳＴ)的基因表达发挥抗氧化作用(Ｐ<０.０５)ꎮ
[结论]Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染小鼠乳腺上皮细胞诱发的氧化应激和炎症反应具有显著的保护作用ꎬ这可能与

Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 信号通路的激活有关ꎮ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍａｍｍａｒｙ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｍｉｃｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ＥｐＨ４￣Ｅｖ) ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎꎬｔｈｅｎ ｔｈｅ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ(ＭＯＩ＝ １０)ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｆｏｒ ４ ｈ ｔｏ ｃｏｌｌｅｃｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ＥｐＨ４￣Ｆｖ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔꎬ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐｕｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｏｃｋｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] ２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｒｉｎｋｌｉｎｇ ｏｆ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｄａｍａｇｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ( ＬＤＨ) ａｎｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣β￣Ｄ￣ａｍｉｎｏｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ( ＮＡＧａｓｅ) ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ( ＴＮＦ￣α)ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β( ＩＬ￣１β) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６
( ＩＬ￣６)(Ｐ<０.０５) . Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ(ＲＯＳ) ｌｅｖｅｌｓꎬｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏｔａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ(Ｔ￣ＡＯＣ)ｃａｐａｃｉｔｙꎬａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ(ＭＤＡ) ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５) . Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｔｅｎｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｍｉｇｈｔ ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ (ＨＯ￣１)ꎬＮＡＤ ( Ｐ) Ｈ ｑｕｉｎｏｎｅ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ １(ＮＱＯ１)ꎬ ｃａｔａｌａｓｅ (ＣＡＴ)ꎬ ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ￣Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＧＳＴ) ( Ｐ < ０. ０５) . [ Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｈａｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬｗｈｉｃｈ
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｍａｒｉｎｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.ꎻＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎꎻＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎻｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻＫｅａｐ１￣Ｎｒｆ２

海洋是地球生命的起源ꎬ占地球面积 ７０％的海洋生态系统孕育了 ６０％的生物ꎬ蕴藏着丰富多样的自

然资源ꎮ 海洋中高压、高盐和低温的特殊生境导致海洋微生物具有区别于陆地微生物的独特代谢途径和

防御系统ꎬ也产生了大量活性高的次级代谢产物ꎮ 从海洋微生物中寻找新的活性化合物已成为现代天然

产物研究的重要组成部分[１－３]ꎮ 其中ꎬ海洋放线菌作为海洋微生物的主要成员之一ꎬ被认为是海洋衍生天

然产物的重要生产者[４－５]ꎬ约 ７０％的抗生素来自海洋放线菌ꎬ如红霉素、万古霉素等[６]ꎮ 与海洋放线菌相

比ꎬ对海洋链球菌及其次级代谢产物的研究较少ꎬ研究空间更大ꎮ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 是一种小分子吲哚生物

碱ꎬ１９８８ 年由 Ｗａｔａｎａｂｅ 在海洋链霉菌次级代谢产物中发现ꎬ后被鉴定为 ４－氯－５－(３′－吲哚基)－恶唑[７]ꎮ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 具有多种生物学活性ꎬ如抗血管生成[８]、抗菌[９－１０]、抗肿瘤[１１－１２]ꎬ但其抗氧化作用尚未见

报道ꎮ
金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)是一种常见的人畜共患病原菌ꎬ可引发各种传染病ꎬ如皮肤及

软组织感染、肺炎及菌血症等[１３]ꎮ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染与乙型病毒性肝炎、艾滋病共同被视为当今世界三大传

染病[１４]ꎮ 畜牧生产中ꎬＳ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 也是诱发奶牛乳腺炎的主要原因ꎬ可通过多种媒介传播[１５]ꎮ 抗生素仍是

治疗 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染的主要手段ꎬ但治愈效果差ꎮ 此外ꎬ在中性粒细胞的吞噬作用下ꎬＳ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 仍具有很强

的生存能力ꎬ导致胞内持续感染和氧化损伤[１６]ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)、活性氮(ＲＮＳ)和炎症因子的过度分泌会

诱发氧化应激ꎬ损害细胞功能[１７]ꎮ 奶牛乳腺代谢强度高ꎬ一旦感染病原微生物ꎬ会产生大量 ＲＯＳꎬ同时其

自身的抗氧化能力容易被抑制ꎬ是遭受氧化损伤最严重的器官之一ꎮ 降低感染时的氧化应激水平是治疗

奶牛乳腺炎的有效措施之一[１８－２０]ꎮ
机体在应对各种应激时会不断进化自身的防御系统ꎬ其中 ＫＥＬＣＨ 样 ＥＣＨ 关联蛋白 １(ＫＥＬＣＨ ｌｉｋｅ

ＥＣＨ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＫｅａｐ１)－核因子红细胞系 ２ 相关因子 ２(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ
Ｎｒｆ２)途径是对机体抵抗氧化应激最重要防御系统之一ꎮ 在正常条件下ꎬＮｒｆ２ 被 Ｋｅａｐ１ 持续泛素化后通过

泛素－蛋白酶体途径降解[２１]ꎬ但在 ＲＯＳ 或亲电试剂存在下ꎬＫｅａｐ１ 中的半胱氨酸残基被共价修饰引起其构

象改变ꎬＮｒｆ２ 进入细胞核并诱导下游靶基因的表达ꎮ 因此ꎬ本试验探讨 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 是否对Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ感染

小鼠乳腺上皮细胞具有抗氧化活性及具体机制ꎬ为 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染提供潜在的治疗策略ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

小鼠乳腺上皮细胞(ＥｐＨ４￣Ｅｖ)与金黄色葡萄球菌(ＡＴＣＣ ２９２１３)均购自 ＡＴＣＣꎻＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 由本课

题组提供ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒购于南京凯基生物有限公司ꎻＲＯＳ 荧光探针、ＢＣＡ 试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解缓冲液、蛋
白上样缓冲液购于南京碧云天生物公司ꎻＴｕｂｕｌｉｎ、血红素氧合酶 １(ＨＯ￣１)、Ｋｅａｐ１ 抗体购于南京巴傲得生

物科技有限公司ꎻＮｒｆ２ 抗体及二抗购于 ＣＳＴ 公司ꎻＴ￣ＡＯＣ、ＭＤＡ、ＮＡＧａｓｅ、乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)检测试剂盒购

于南京建成生物工程研究所ꎻ相关引物由南京擎科生物科技有限公司合成ꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＴＢ
ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 酶购自湖南艾科瑞生物有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 细菌培养及生长曲线测定　 将 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 按 １ ∶１００(体积比)的比例接种于灭菌的 ＬＢ 培养基中ꎬ在
３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１的恒温培养箱中培养至对数生长期(Ｄ６００ ＝ ０.６)ꎮ 将 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 接种于含有 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ
(终浓度 ４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)的 ＬＢ 培养基中培养ꎬ并分别在 ３、６、９、１２、１５、１８、２４ ｈ 测量 Ｄ６００ꎬ绘制生长曲线ꎮ

３２５
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１.２.２　 细胞培养及处理 　 采用含 １０％(体积分数)胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养液培养小鼠乳腺上皮细胞系

ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞(３７ ℃、５％ ＣＯ２)ꎮ 试验共分为 ４ 组ꎬ分别为空白对照组、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 处理组、Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感
染组、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 处理后 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染组ꎮ 将 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞传代至 ６ 孔板中培养ꎬ待其生长至 ８０％融合

时ꎬ感染组先加入 ２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 培养 ２ ｈꎬ接入 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓꎬ轻轻混匀后共孵育 ４ ｈꎻ对照组则加入

等量 ＰＢＳꎮ 结束后按照试验所需进行相应细胞样品收集ꎮ
１.２.３　 蛋白提取及电泳　 取处理后细胞ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次后加入 ＲＩＰＡ 裂解液与苯甲磺酰氟 ＰＭＳＦ 裂解细

胞ꎬ将细胞刮下收集至 ＥＰ 管中ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清液ꎮ ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ加入上

样缓冲液并充分混匀ꎬ煮沸后待用ꎮ 将预染蛋白标准品和样品加入 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶孔里ꎬ８０ Ｖ 电泳至浓缩

胶与分离胶分界线ꎬ调节电压至 １２０ Ｖꎬ继续电泳至凝胶下部ꎻ１００ Ｖ 湿法转膜 ９０ ｍｉｎꎬ加 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１ＢＳＡ 室

温封闭 ２ ｈ 后加入一抗(１ ∶１ ０００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后加入稀释(１ ∶１０ ０００)的二抗ꎬ室温孵育

２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后置于发光成像系统拍照并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件扫描并统计分析ꎮ
１.２.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞炎性因子和抗氧化基因相对表达水平　 取处理后细胞ꎬ用通用型 ＲＮＡ 提取试剂

盒提取总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡ 后按照预混型 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒检测相关基因 ｍＲＮＡ 的表

达ꎬ使用 ２－ΔΔＣＴ法计算各目的基因的相对表达水平[２２]ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

引物对序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５ ′→３ ′)

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

产物大小 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

β￣ａｃｔｉｎ ＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ / ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣ ＮＭ＿００７３９３ ２６６

ＩＬ￣１β ＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＣ / ＧＡＧＣＡＣＧＡＧＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＴＧＴ ＮＭ＿００８３６１.４ ７８

ＩＬ￣６ ＴＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧ / ＴＣＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＧＴＣＣＡＣ ＮＭ＿００１３１４０５４.１ １５５

ＴＮＦ￣α ＣＡＴＣＴＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ / ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＧＡＡＣＣＣ ＮＭ＿０１３６９３.３ １７６

ＨＯ￣１ ＣＡＣＴＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＣＡＣＣＴＧＡＧ / ＧＴＧＴＴＣＣＴＣＴＧＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣ ＮＭ＿０１０４４２.２ １１５

ＮＱＯ１ ＧＣＣＧＡＡＣＡＣＡＡＧＡＡＧＣＴＧＧＡＡＧ / ＧＧＣＡＡＡＴＣＣＴＧＣＴＡＣＧＡＧＣＡＣＴ ＮＭ＿００８７０６.５ １２０

ＣＡＴ ＣＣＧＴＣＣＣＴＧＣＴＧＴＣＴＣＡ / ＡＴＴＧＧＧＴＴＣＣＣＧＣＣＴＣ ＮＭ＿００９８０４.２ １５６

ＧＳＴ ＧＣＣＣＡＣＴＧＧＡＧＴＡＡＣＡＡＧ / ＧＧＡＡＧＡＧＧＧＴＧＡＧＧＡＧＡＴ ＮＭ＿０１０３５８.５ １８２

１.２.５　 胞内活性氧水平测定　 ２ꎬ７－二氯荧光素二乙酸酯(ＤＣＦＨ￣ＤＡ)探针本身无荧光ꎬ但可跨膜进入细

胞内被酯酶水解生成 ＤＣＦＨꎬ而 ＤＣＦＨ 不可透膜ꎬ导致胞内积聚ꎮ 细胞内的 ＲＯＳ 能够氧化无荧光的 ＤＣＦＨ
生成有荧光的 ２ꎬ７－二氯荧光素(ＤＣＦ)ꎮ 绿色荧光强度与活性氧的水平成正比ꎮ 观察胞内 ＲＯＳ 时ꎬ取处

理后细胞ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次后加入终浓度为 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探针ꎬ３７ ℃恒温培养箱中孵育 ２０ ｍｉｎꎬ
弃上清液后 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ加 １ ｍＬ ＰＢＳ 于 ６ 孔板中ꎬ在倒置荧光下观察并拍照ꎮ 观察细胞形态时ꎬＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎬ直接在倒置荧光下观察并拍照ꎮ
１.２.６　 细胞损伤和氧化应激相关生化指标测定　 取处理后的细胞ꎬ按照试剂盒说明书完成相关生化指标

的测定ꎮ
１.２.７　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 与 Ｋｅａｐ１ 分子对接　 对接使用的蛋白晶体结构 Ｋｅａｐ１ 通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库(Ｕｎｉｐｒｏｔ
ＩＤ:Ｑ９Ｚ２Ｘ８ꎬ选择 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 预测的全长结构)获得ꎻ同时使用 ＡＶＯＧＡＤＲ １.２.０ 的 ＭＭＦＦ９４ 力场将小分子

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 的 ３Ｄ 结构进行能量最小化处理ꎮ 采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ １.１.２ 软件进行分子对接ꎬ在对接开始

之前ꎬ使用 ＰｙＭｏｌ 学术开源版对所有受体蛋白进行加氢处理ꎬ再使用 ＡＤＦＲｓｕｉｔｅ １.０ 将所有处理好的小分

子以及受体蛋白转换为对接必需的 ＰＤＢＱＴ 格式ꎮ 对接前ꎬ以蛋白的质心为盒子中心ꎬ调整合适的 Ｘ、Ｙ、Ｚ
边长构建盒子并使其充分包裹整个蛋白ꎮ 对接时ꎬ将网格盒子以及处理好的蛋白和小分子的 ＰＤＢＱＴ 文件

作为输入文件ꎬ使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ １.１.２ 进行对接ꎮ 对接全局搜索的详尽度设为 ３２ꎬ其余参数保持默认

设置ꎮ 最后ꎬ输出打分最高的对接构象被认为是结合构象ꎬ使用 ＰｙＭｏｌ 学术开源版对对接结果进行可视化

分析ꎮ
１.３　 数据处理与分析

采用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件进行统计分析ꎬ采用单因素方差(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)分析和差异显著性检验ꎬ通过

Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件绘图ꎮ 数据结果表示为平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)ꎮ

４２５
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２　 结果与分析

２.１　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞和金黄色葡萄球菌活性的影响

如图 １ 所示:４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞的生长具有明显的毒性作用(Ｐ<０.０１)ꎬ但是

对 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 的生长无影响ꎬ因此ꎬ本试验选择 ２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 进行后续试验ꎮ

图 １　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)对 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞存活率(Ａ)和金黄色葡萄球菌生长(Ｂ)的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)ｏｎ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(Ａ)ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｇｒｏｗｔｈ(Ｂ)
∗∗Ｐ<０.０１.

２.２　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞损伤的保护作用

如图 ２ 所示:与感染组相比ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理可以显著降低细胞上清中乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)和 Ｎ－乙
酰－β－Ｄ－氨基葡萄糖苷酶(ＮＡＧａｓｅ)活性(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬ通常情况下ꎬＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞排列整齐、边界清

晰ꎬ呈典型的多边形ꎬＳ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染后细胞出现排列紊乱、变圆、皱缩等典型形态改变ꎬ而 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预

处理 ２ ｈ 后显著改善ꎬ表明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可以缓解 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染造成的细胞损伤ꎮ

图 ２　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)对金黄色葡萄球菌感染引起的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞损伤的保护作用

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ) ｉｎ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ
Ａ. ＮＡＧａｓｅ 活性 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＡＧａｓｅꎻＢ. ＬＤＨ 活性 Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＤＨꎻＣ. 细胞形态 Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ. ∗Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.３　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞炎性反应的保护作用

如图 ３ 所示:Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染后肿瘤坏死因子(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)及白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)基
因表达水平著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而与感染组相比ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理 ２ ｈ 显著降低细胞中上述基因的表达

水平(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可以一定程度上缓解 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染诱发的炎性反应ꎮ
２.４　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞抗氧化作用的影响

如图 ４ 所示:与感染组相比ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理 ２ ｈ 显著提高细胞内总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)水平并

降低丙二醛(ＭＤＡ)水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 进一步观察发现ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理后绿色荧光强度明显降低ꎬ说
明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可显著降低胞内 ＲＯＳ 水平ꎮ 此外ꎬ内源性抗氧化分子如血红素氧合酶 １(ＨＯ￣１)、ＮＡＤＰＨ
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醌氧化还原酶 １(ＮＱＯ１)、谷胱甘肽－Ｓ－转移酶(ＧＳＴ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)ｍＲＮＡ 表达水平都在 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ
预处理后增加(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可以一定程度上缓解 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染诱发的氧化应激ꎮ

图 ３　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞炎症因子基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ

图 ４　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞抗氧化指标的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ＥｐＨ４￣Ｅｖ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ
　 　 Ａ. ＭＤＡ 和 Ｔ￣ＡＯＣ 水平 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ Ｔ￣ＡＯＣꎻＢ. ＲＯＳ 荧光强度 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＲＯＳꎻＣ. 抗氧化相关基因相对表达水

平 ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ.

２.５　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞中 Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 通路的影响

通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ １.１.２ 软件对小分子 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 与 Ｋｅａｐ１ 蛋白进行对接ꎮ 结果表明ꎬ小分子

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 与 Ｋｅａｐ１ 蛋白的结合亲和力为－３０.５４ Ｊ􀅰ｍｏｌ－１(小于－２０.９２ Ｊ􀅰ｍｏｌ－１)ꎬ表明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 与

Ｋｅａｐ１ 蛋白具备较为理想的潜在活性效果ꎮ
进一步分析它们之间的结合方式(相互作用力)ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 小分子 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 结合在

Ｋｅａｐ１ 蛋白上由 Ｌｅｕ３６５、Ｖａｌ６０４、Ａｒｇ４１５、Ｇｌｙ４６２、Ｇｌｙ３６４、Ｖａｌ４６３、Ｉｌｅ４１６、Ｇｌｙ４１７、Ａｌａ３６６、Ｖａｌ４６５、Ｖａｌ４１８氨基酸围绕而成

的“口袋”结构当中ꎬ其中与 Ｌｅｕ３６５、Ｖａｌ６０４形成氢键作用ꎬ与 Ａｒｇ４１５、Ｇｌｙ４６２、Ｇｌｙ３６４、Ｖａｌ４６３、Ｉｌｅ４１６、Ｇｌｙ４１７、Ａｌａ３６６、
Ｖａｌ４６５、Ｖａｌ４１８形成疏水作用ꎮ 综上所述ꎬＫｅａｐ１ 蛋白与小分子 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 的主要作用为氢键和疏水作用ꎬ
该作用可能是 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 分子对 Ｋｅａｐ１ 蛋白发生互作的主要作用类型ꎮ

蛋白检测结果如图 ６ 所示ꎮ 与对照组相比ꎬ在 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 处理后ꎬｐ￣Ｎｒｆ２、ＨＯ￣１ 蛋白的表达水平增

加ꎬ而 Ｋｅａｐ１ 蛋白表达水平减少(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 激活了 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞中的 Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 信
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号通路ꎬ缓解了 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染造成的氧化应激ꎮ

图 ５　 Ｋｅａｐ１￣Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 复合物的三维图(Ａ)与局部结合二维图(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｌｏｂａｌ(Ａ)ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｖｉｅｗｓ(Ｂ)ｏｆ ｔｈｅ Ｋｅａｐ１￣Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ

　 　 Ａ. 黄色虚线代表氢键ꎬ绿线代表与 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 形成氢键的氨基酸ꎬ底图代表 Ｋｅａｐ１ 蛋白ꎬ紫色棒式结构代表 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎꎮ Ｙｅｌｌｏｗ
ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄꎬｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｈａｔ ｆｏｒｍｓ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ｗｉｔｈ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎꎬｔｈｅ ｃａｒｔｏｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｔｈｅ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｕｒｐｌｅ ｓｔｉｃｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ. Ｂ. Ｋｅａｐ１￣Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 二维相互作用图ꎮ ２Ｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｏｆ
ｔｈｅ Ｋｅａｐ１￣Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ.

图 ６　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)对金黄色葡萄球菌诱导的 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞中 Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 通路蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ(Ｓｔｒ)ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ＥｐＨ４ Ｅｖ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ.蛋白的免疫印迹分析 Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＯ￣１ꎬｐ￣Ｎｒｆ２ ａｎｄ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂ－Ｄ. 蛋白表达的统计分析 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｋｅａｐ１ꎬｐ￣Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ.
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３　 讨论

奶牛乳腺炎被列为危害奶牛养殖四大疾病之首ꎬ发病率高、治愈率低ꎬ轻则导致产奶量和奶品质下降ꎬ
重则导致奶牛死亡ꎬ给奶牛业造成严重经济损失ꎮ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 是奶牛乳腺炎的常见病原菌之一ꎬ其抗原性

弱、耐药菌株多ꎬ难治愈、易复发ꎬ极大增加了治疗难度ꎮ 目前ꎬ天然产物尤其是微生物次级代谢产物ꎬ仍然

是新化学实体药物的重要来源[２]ꎮ 全世界使用的药物中ꎬ半数以上是来源于天然产物ꎬ其余绝大数是以

天然化合物为先导物ꎬ经结构修饰后成为合成药物ꎬ而相较于陆地动、植物和微生物次级代谢产物衍生的

药物ꎬ海洋衍生的药物仍然属于较新领域ꎮ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 属于海洋链球菌次级代谢产物ꎬ体内外研究证实

其可通过调节 Ｌｙｎ / Ｆｙｎ 和 Ｓｙｋ 信号通路抑制过敏性皮炎和肥大细胞活化ꎬ并可在体外抑制 ＮＦ￣κＢ 活化及

抑制血管生成[２３]ꎮ 此外ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 的一种新衍生物 ５－羟基－２′－异丁－Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 也可以通过调节

ＴＲＩＦ 依赖性信号传导和炎症小体活化抑制炎症反应[２４]ꎮ 相反ꎬ很少有研究关注 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 的抗氧化

作用ꎮ
乳腺作为奶牛机体最大的外开放性腺ꎬ易受病原菌侵袭ꎬ而氧化应激是不同病原菌感染后共同的病理

生理特征ꎬ降低氧化应激水平是乳腺炎防治过程中行之有效的干预措施[２５]ꎮ 乳腺上皮细胞是乳腺组织的

主要组成部分ꎬ具有完整的先天免疫相关的识别和效应系统ꎬ且其数量众多ꎬ合力不可忽视[２６－２７]ꎮ ＬＤＨ 和

ＮＡＧａｓｅ 广泛存在机体多个组织和细胞中ꎬ当机体或细胞受到损伤时ꎬ会被分泌至胞外ꎬ因此可作为衡量细

胞损伤严重程度的生物标志物[２８－２９]ꎮ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理可以显著降低 ２ 种损伤标志物的水平ꎬ与形态

学观察结果一致ꎮ Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 侵袭细胞会诱导促炎细胞因子的分泌ꎬ本试验检测了炎性细胞因子( ＩＬ￣６、
ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α)ｍＲＮＡ 水平上的变化ꎬ结果显示在 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理后上述炎症因子的基因表达水平均

显著下降ꎮ 综上ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可以有效缓解 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 引起的炎性损伤ꎬ与之前的研究相一致[８]ꎮ
炎症和氧化应激密切相关ꎬＴ￣ＡＯＣ 是指各种抗氧化物质和抗氧化酶等构成的总抗氧化水平ꎬ保护细

胞和机体免于 ＲＯＳ 等自由基造成的氧化应激损伤ꎬ直接衡量机体对自由基清除能力ꎮ 自由基作用于脂质

发生过氧化反应ꎬ氧化终产物为 ＭＤＡꎬ间接反映组织过氧化损伤程度ꎮ 同样ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 预处理可以明

显降低胞内 ＲＯＳ 水平和 ＭＤＡ 水平ꎬ提高 Ｔ￣ＡＯＣ 能力ꎬ而大多数抗氧化小分子在基因表达水平也有类似

的趋势ꎬ表明 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 可以有效缓解 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 引起的氧化应激ꎮ Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 途径的激活是最重要的

细胞防御信号ꎬ生理状态下ꎬＫｅａｐ１ 可通过泛素化降解 Ｎｒｆ２ꎮ 而当 ＲＯＳ 产生和清除的平衡被破坏时ꎬ
Ｋｅａｐ１ 会失活ꎬ最终导致 Ｎｒｆ２ 的过度积累和活化ꎬ然后 Ｎｒｆ２ 转位到细胞核中ꎬ调节抗氧化应激相关基因的

表达[３０]ꎮ 对接模拟技术是探究小分子与靶蛋白相互作用的有效手段之一ꎮ 因此ꎬ本试验首先通过计算机

辅助技术观察 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 是否能靶向 Ｋｅａｐ１ 蛋白ꎬ然后直接检测 Ｋｅａｐ１ 及其下游蛋白 ｐ￣Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ￣１
的表达量ꎮ 结果发现ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 和 Ｋｅａｐ１ 蛋白具有结构相互作用的可能性ꎬ并可能作用于 Ｋｅａｐ１ 蛋

白ꎬ导致下游蛋白 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ￣１ 的激活ꎬ但具体的机制仍需要更多研究证实ꎮ
综上所述ꎬ海洋链球菌次级代谢产物 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 对 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 感染具有强大的抗氧化作用ꎬ可能是通

过激活的 Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ 信号通路上调抗氧化基因表达ꎬ从而抑制 Ｓ􀆰 ａｕｒｅｕｓ 在 ＥｐＨ４￣Ｅｖ 细胞中引起的氧化应

激ꎮ 此外ꎬＳｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 作为先导化合物ꎬ对其进行新的结构修饰以提高其抗氧化能力具有重要意义[３１]ꎮ
本试验为 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｈｌｏｒｉｎ 或其类似物和衍生物在预防或辅助治疗复杂感染疾病中的应用提供了试验和理论
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