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摘要：乳腺炎是奶牛业最具危害性的疾病之一，其发病率高、损失大，若不及早治疗会导致奶牛过早淘汰，因此给奶牛产业发展造成了严重影响。黏膜地址素细胞黏附分子MAdCAM-1与α4β7 结合可以介导淋巴细胞归巢，血管细胞黏附分子VCAM-1与α4β7 结合，调节淋巴细胞参与免疫应答。本研究以MAdCAM-1和VCAM-1为切入点，应用Western Blot技术，分析MAdCAM-1、VCAM-1 在健康奶牛与临床乳腺炎奶牛乳腺组织中蛋白的表达差异；应用流式细胞技术，探究临床乳腺炎奶牛及健康奶牛乳汁中整合素家族α4β7的阳性率，从而进一步探明奶牛乳腺黏膜归巢地址素 MAdCAM-1、VCAM-1 的蛋白表达规律，为乳腺炎的治疗提供研究依据。
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Analysis on protein expression differences of MAdCAM-1 and VCAM-1 on clinical mastitis of dairy cattle
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Abstract: Mastitis as one of the most harmful diseases in dairy industry seriously effects the development of dairy industry, which will cause dairy being eliminated at early stage for its high incidence as well as huge losses. MAdCAM-1 known as mucosal addressin cell adhesion molecules, can be combined withα4β7 to mediate lymphocyte homing. Vascular cell adhesion molecule abbreviated to VCAM-1 can be combined withα4β7 to adjust lymphoid cells in the immune response. The present study took MAdCAM-1 and VCAM-1 as the starting point to analysis the differences of MAdCAM-1 and VCAM-1 expression between clinical mastitis mammary gland and healthy breast by using Western Blot analysis. To explore the positive ratio ofα4β7 between clinical mastitis mammary gland and healthy breast by using flow cytometry (FCM) analysis, which helps to explore the expression of MAdCAM-1 as well as VCAM-1 and  has laid an experiment foundation for further study on mammary gland immunity. 
Key words: clinical mastitis；MAdCAM-1；VCAM-1；α4β7 
0 引言
乳腺炎作为危害奶牛业最大的疾病之一，已经引起了国内外的广泛关注，然而至今尚未有彻底解决的办法[1]。乳腺炎不仅能导致奶牛产奶量下降，还有可能造成奶源的污染或品质下降，严重时更会迫使奶牛产奶期减少，面临被淘汰的困境[2]。引起奶牛乳腺炎的病原因素十分复杂，而本研究从宿主角度入手，探究黏膜归巢地址素 MAdCAM-1、VCAM-1在乳腺炎发病过程中的作用。
MAdCAM-1 黏膜地址素细胞粘附分子，主要表达在黏膜组织的血管内皮细胞上[3]。在多种生理病理过程中，它作为黏膜组织特异性标志，供循环中的淋巴细胞识别而参与介导淋巴细胞再循环和归巢[4-6]。VCAM-1 血管细胞粘附分子，主要表达在内皮细胞等细胞表面，参与免疫细胞的粘附和迁移[7-8]。MAdCAM-1、VCAM-1均属免疫球蛋白超家族成员，可与整合素受体α4β7 结合，介导淋巴细胞归巢[9-11]。淋巴归巢是淋巴细胞在体内发生定向运动的一种特有方式，是其发挥免疫作用的重要条件。本研究利用实验室前期制备的兔抗牛MAdCAM-1 抗体及VCAM-1 抗体为一抗，通过Western Blot检测健康奶牛及临床乳腺炎奶牛乳腺组织中 MAdCAM-1、VCAM-1的蛋白表达差异；应用流式细胞技术，分析临床乳腺炎奶牛及健康奶牛乳汁中 α4β7 阳性率，为今后的乳腺炎研究奠定基础。
1 材料
1.1 主要试剂
    MAdCAM-1 多抗（实验室制备），VCAM-1（实验室制备），鼠抗牛α4 多克隆抗体、兔抗牛β7 多克隆抗体（制备），羊抗鼠 IgG-PE  和羊抗兔 IgG-FITC（美国 BD），化学发光显色液（美国Millipore），Pierce BCA蛋白试剂盒、组织蛋白提取试剂盒（美国Thermo Scientific），其它为实验室保存。
1.2   仪器

    流式细胞仪（美国 BD）；台式高速冷冻离心机（Eppendorf）；倒置显微镜（日本 OLYMPUS）；细胞计数板（南京裕安仪器）；电子天平（Sartorius）；DU640 核酸-蛋白定量检测仪(美国 Beckman)。
2 方法

2.1 实验动物

    临床乳腺炎奶牛 3 头标记为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ号，乳腺检查有红、肿、热及触摸疼痛等临床表现，乳汁分泌呈絮状，泌乳不畅；健康奶牛 3 头标记为1、2、3号，乳汁内体细胞数(SCC)小于 20 万/ml，病牛不治疗，实验组、对照组奶牛选取产奶量相近，胎次相同的牛只。
2.2 实验方法

2.2.1 MAdCAM-1、VCAM-1  在健康奶牛及临床乳腺炎奶牛乳腺组织中蛋白的表达变化

采集患临床乳腺炎奶牛、健康奶牛的乳腺组织，提取组织蛋白，以20 μg上样量，β-actin为内参，通过Western Blot检测乳腺组织中MAdCAM-1、VCAM-1的蛋白表达差异，利用Quantify one 对图像进行灰度分析。 

2.2.2  乳汁α4β7 双阳性率检测 

取乳汁50 ml，2 000 r/min 离心45 min，用D-Hank’s 重悬沉淀，100 r/min 离心 25 min，弃上清。加入 1 ml PBS，调整细胞浓度为 1×107/ml。取100 μl 制备的细胞悬液。加入适量的α4β7 抗体，4 ℃避光孵育30 min。取出后加入PBS溶液1 ml，4 ℃ 3 000 r /min 离心5 min，弃掉上清，重复两次，加入适量羊抗鼠 IgG-PE 和羊抗兔 IgG-FITC 二抗，4 ℃避光孵育 30 min。用PBS采用同样的方法洗涤细胞2次。加入500 μl PBS 缓冲液悬浮细胞，以PBS及未进行免疫的大鼠和兔血清作为对照，进行流式细胞检测。 

2.2.3 数据处理

利用 GraphPad Prism5软件对数据进行处理，数据用平均数（△X）±标准差（SD）来表示，P<0.05即具有显著性差异。

3 结果
3.1  MAdCAM-1、VCAM-1 在健康奶牛及临床乳腺炎奶牛乳腺组织中的蛋白表达差异
从乳腺组织中提取蛋白，利用 Western Blot 技术，以β-actin 为内参，MAdCAM-1、VCAM-1 多克隆抗体为一抗，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG及碱性磷酸酶标记的羊抗大鼠 IgG为二抗，分析 MAdCAM-1、VCAM-1 在健康奶牛与临床乳腺炎奶牛乳腺中的蛋白表达差异。结果如下图1所示，临床乳腺炎奶牛乳腺组织中 MAdCAM-1、VCAM-1 蛋白表达量均高于健康奶牛（P<0.05）。
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Fig 1 Expression levelof MAdCAM-1. VCAM-1 n the alveolar tissues of
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3.2  乳汁α4β7 双阳性率检测

在乳汁中收集淋巴细胞 10个并对其进行检测，结果如图2，以二维点图表示 Q2 区即淋巴细胞表面表达的α4β7  双阳性区。 标记 1、2、3 号为健康奶牛α4β7 双阳性率平均值为（7±1.04）；标记Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ号为临床乳腺炎奶牛α4β7 平均值为（12±1.86），两者之间比较差异显著（P<0.05）。
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Fig. 2 Positive rate of lymphocytes that express 04B7 in milk




4 结论
MAdCAM-1、VCAM-1 与其受体粘附分子整联蛋白特异性结合起到迁移淋巴细胞归巢的作用[12]。Goto 等[13]报道，TNBS 诱导小鼠实验性结肠炎，减少结肠组织MAdCAM-1 蛋白和 mRNA 的表达，淋巴细胞上α4β7 的数量也随之减少。在动脉粥硬化病变的内皮细胞检测出 VCAM-1免疫活性，此时淋巴细胞上α4β7 的表达量也相应升高[14]。有实验表明小鼠乳腺小叶周围的微血管内皮细胞上MAdCAM-1、VCAM-1 可与淋巴细胞上的整合素作用，调节淋巴细胞向乳腺的募集，抵抗外来病原入侵[15]。本试验通过Western Blot 检测发现 MAdCAM-1、VCAM-1在乳腺炎奶牛乳腺组织中的蛋白表达量均高于健康奶牛，并且差异显著；此结果与之前荧光定量 PCR 检测乳腺炎奶牛乳腺组织中 MAdCAM-1、VCAM-1 基因在转录水平上的表达量高于健康奶牛，这一结果相符[16]。流式细胞术表明MAdCAM-1、VCAM-1 基因所介导的淋巴细胞归巢受体α4β7 双阳性细胞的比例在临床乳腺炎奶牛乳汁中高于健康奶牛乳汁。实验结果表明MAdCAM-1、VCAM-1通过和整合素受体α4β7 结合，介导淋巴细胞归巢，在奶牛乳腺黏膜免疫中发挥作用。
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