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半胱氨酰 tRNA 合成酶 2 在金黄色葡萄球菌感染的奶牛

乳腺上皮细胞中的作用*

萨其拉 1，梁 巧 2，李 娜 1，李丰阳 1，雷连成 1**
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摘 要： 为探讨半胱氨酰 tRNA 合成酶 2（Cysteinyl-tRNA synthetase 2, CARS2）在金黄色葡萄球菌（Staphylococcus

aureus, S. aureus）感染奶牛乳腺上皮细胞（MAC-T）中的作用， 采用 shRNA 敲降 CARS2，通过平板菌落计数法检

测 S. aureus对 MAC-T 细胞的黏附、侵袭和其在胞内的存活能力； 流式细胞术检测 S. aureus感染 MAC-T 后活性氧

（ROS）的释放水平；qRT-PCR 和 ELISA 技术检测 S. aureus感染 MAC-T 细胞后 IL- 1β、IL-6、TNF-α 的 mRNA 和蛋

白表达水平； Western blotting 检测 S. aureus感染后对 MAC-T 细胞自噬的影响。结果显示：敲降 CARS2 不影响 S.

aureus 向 MAC-T 细胞的黏附和侵袭（p ＞ 0.05），但却显著提高了其胞内存活能力（p ＜ 0.01），同时下调 ROS 的释

放（p ＜ 0.05）；另外，敲降 CARS2 显著降低了 S. aureus感染后炎性细胞因子 IL- 1β、IL-6 和 TNF-α 的表达（p <

0.05），下调细胞自噬（p ＜ 0.05）。结果表明： CARS2可能通过调控 ROS和细胞自噬水平， 抑制 S. aureus在 MAC-
T 细胞内的存活，CARS2 可能是奶牛乳腺炎潜在的调控靶点。

关键词： 半胱氨酰-tRNA 合成酶 2；金黄色葡萄球菌； 活性氧；细胞自噬；奶牛乳腺上皮细胞
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Investigation of the role of cysteinyl-tRNA synthetase 2 in bovine mammary
epithelial cells during Staphylococcus aureus infection

SAQila1，LIANG Qiao2，LI Na1，LI Fengyang1，LEI Liancheng1**

1. College of Veterinary Medicine, Jilin University, Changchun 130062, China; 2. The First Hospital ofJilin University,
Changchun 130061, China

Abstract: This study aims to explore the role of cysteinyl-tRNA synthetase 2 (CARS2) on the regulation of Staphylococcus aureus

(S. aureus) infection in bovine mammary epithelial cells (MAC-T). CARS2 expression was knocked down using a shRNA. Bacterial
adhesion, invasion, and intracellular survival of S. aureus in MAC-T cells was assessed using the plate colony counting method.

Flow cytometry was used to measure reactive oxygen species (ROS) level following S. aureus infection in MAC-T cells. The mRNA

and protein levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α MAC-T cells were quantified using qRT-PCR and ELISA, respectively. Additionally,
Western blotting analysis was conducted to evaluate the expression levels of autophagy-related proteins ATG5, SQSTM1/p62,

LC3A/B in MAC-T cells. The resulted show that knock-down of CARS2 did not alter the adhesion and invasion capabilities (P ＞

0.05), but markedly enhanced intracellular survival ofS. aureus in MAC-T cells (P ＜ 0.01). Knock-down of CARS2 also reduced
the levels of ROS and pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, and TNF-α upon S. aureus infection (P＜ 0.05). Furthermore, the
expressions of autophagy-related proteins ATG5, SQSTM1/p62, LC3A/B were also inhibited by knock-down of CARS2 upon S.

aureus infection (P ＜ 0.05). Overall, these findings suggest that CARS2 increases survival ofS. aureus in MAC-T cells via down-
regulation ofROS production and autophagy signaling. CARS2 maybe a potential therapeutic target for bovine mastitis.
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乳腺炎是一种常见疾病，严重影响奶牛的健康和
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乳品产量[1]。这种疾病的发生与多种因素相关， 致病

** 通信作者

https://link.cnki.net/urlid/22.1100.s.20240418.1651.002
http://xuebao.jlau.edu.cn


2024 02

Journal ofJilin Agricultural University 2024 February

菌感染被认为是最主要的原因，尤其是金黄色葡萄球

菌（Staphylococcus aureus, S. aureus），它是引起奶牛

乳腺炎最主要的病原体之一[2-3]。研究显示， S. aureus
感染 能够激活宿主细胞的 自噬过程 [4]，通过 激活

PPAR 信号通路来增强过氧化物酶体活性和活性氧

（Reactive oxygen species, ROS）生成，从而帮助清

除 S. aureus，作为宿主细胞抵抗感染的防御机制[5]。

然而，S. aureus也能够通过抑制自噬过程，从而逃避

宿主的清除， 维持其在细胞内的存活[6]。

在 哺乳动物 中 ，半胱氨酰-tRNA 合成酶 2
（Cysteinyl-tRNA synthetase 2, CARS2）发挥着重要

作用，它作为关键的半胱氨酸过硫化物合酶， 负责生

成内源性过硫化物[7]，这种过硫化物在抵御病毒性气

道感染和缓解慢性肺损伤方面具有保护作用[8]。还有

研究发现，人类 CARS2中具有内源性 TLR2/6激活结

构域，这种结构使其能够参与免疫防御[9] 。此外，

CARS2 表达的增加与阿尔茨海默病相关的神经炎症

加剧有关[10]。CARS2 还能够调控精氨酸代谢，进而

促进奶牛乳腺上皮细胞发生自噬[11]。但 CARS2 在奶

牛乳腺炎中的具体作用尚未见报道。

本课题组前期研究表明，长期受到炎性细胞因子

IFN-γ 刺激的奶牛乳腺上皮细胞会出现精氨酸耗竭现

象，增加了对 S. aureus的易感性，促进乳腺炎的发生
[12]。进一步研究证明，CARS2是IFN-γ调控精氨酸耗

竭的关键分子[13]，基于此我们推测 CARS2 可能在 S.
aureus 感染中发挥了一定的作用。本研究使用平板菌

落 计 数 法 、 流 式 细 胞 术 、qRT-PCR、ELISA 和

Western blot等技术，旨在评价 CARS2于体外培养的

奶牛乳腺上皮 MAC-T细胞系对 S. aureus 易感性和 S.
aureus感染下细胞自噬方面的影响， 为防治 S. aureus
引起的奶牛乳腺炎提供新的潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 供试材料

奶牛乳腺上皮细胞系（MAC-T），由扬州大学朱

国强教授惠赠；金黄色葡萄球菌（ATCC 49525）为

本实验室保存。

1.2 试剂与仪器

5% CO2 细胞培养箱（Thermo 美国），震荡培养

箱（莱玻特瑞 中国），化学发光/凝胶成像系统（天能

中国），酶标仪（Tecan sunrise 瑞士），DMEM/F12培
养基（Biological Industry 以色列），青霉素/链霉素双

抗（Biological Industry 以色列），胎牛血清（Clark 美

国），新生牛血清（Clark 美国），胰酶 EDTA 消化液

（Biochannel 中国），TritonX-100（Sigma 美国），硫

酸庆大霉素（Sigma美国），组织/细胞高效RIPA裂解

液（索莱宝 中国），PMSF蛋白酶抑制剂（索莱宝 中

国），5×Loading Buffer 缓冲液（索莱宝 中国），蛋白

Marker（Thermo 美国），BCA 蛋白定量分析试剂盒

（Thermo美国），PVDF膜（Millipore美国），ECL发

光 试剂 盒（Millipore 美国），X-tremeGENE™ HP
DNA 转 染 试 剂（Roche 瑞士），PrimeScript™ RT
reagent Kit（TaKaRa 日本），RNAiso Plus（TaKaRa 日

本 ），TB Green（TaKaRa 日 本 ），GAPDH 抗 体

（ABclonal 中 国），HRP 标记的 山 羊 抗 兔 二 抗

（ABclonal 中国） ，CARS2 抗体（Aviva 中国），

LC3A/B 抗体（Proteintech 中国），SQSTM1/p62 抗体

（Abmart 中 国），ATG5 抗体（Novus 美国），sh-
CARS2 慢病毒干扰质粒（购于长春赛信生物有限公

司），活性氧检测试剂盒（碧云天 中国），牛白细胞

介素 6（IL-6）ELISA试剂盒、牛白细胞介素 1β（IL-
1β) ELISA 试剂盒、牛肿瘤坏死因子 α（TNF-α)
ELISA试剂盒，均购于南京博研生物公司。

1.3 细胞感染试验

1.3.1 细胞培养 将 MAC-T细胞培养于含有 10%胎

牛血清、 1%青霉素/链霉素双抗的 DMEM/F12培养基

中，待细胞进入对数生长期后，按照每孔 5×104 的细

胞量接种于 12 孔细胞板，置于 37 ℃、5% CO2 培养

箱内培养。

1.3.2 细菌培养 从-80 ℃冰箱中取出冻存的金黄

色葡萄球菌菌种（ATCC 49525）融化，采用三区划

线法将菌液接种到 LB固体平板上，将其在 37 ℃的细

菌培养箱中倒置，进行过夜培养。从平板上挑取单个

菌落至含有 5 mL LB 液体培养基的试管中，置于

37℃, 180 r/min摇床振荡培养至 OD600=1.0，取 1mL
菌液， 6000 r/min，离心 5 min 收集菌体后，弃去上

清，使用无菌 PBS洗涤 3次，加入 1 mL完全培养基

重悬菌体，用于后续试验。

1.3.3 质粒转染 待 MAC-T细胞培养至 80%汇合度

后，使用无菌 PBS 洗涤细胞，随后更换 DMEM/F12
基础培养基备用。根据 X-tremeGENE™ HP DNA 转

染试剂说明书配制转染体系，取 100 μL 基础培养基

于 1.5 mL 的无菌 EP管中， 根据相应的质粒浓度，分

别向 EP 管中添加 1 μg 的 sh-Control和 sh-CARS2质
粒并轻轻混匀，将转染试剂按照 3 μL:1 μg 的比例添

加到质粒 DNA 混合溶液中，轻轻混匀，室温下静置

孵育 15min后，将转染复合物逐滴添加到细胞培养液

中，轻轻摇晃均匀，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养， 12 h后更换为完全培养基，培养 24 h 以完成质粒

的转染过程。
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1.4 MAC-T细胞对 S. aureus易感性的检测

1.4.1 S. aureus对 MAC-T细胞黏附能力的检测将

sh-Control和 sh-CARS2质粒分别转染至 MAC-T细胞

中，在 37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h后，使用无

菌 PBS 洗涤细胞 3 次，以备后续实验使用；将 S.
aureus 培养至对数生长期（OD600=1.0），随后，使用

无菌 PBS 洗涤 S. aureus 3 次， 后用基础培养基

DMEM/F12 重悬菌体。在感染复数（MOI）为 30 的

条件下，将 S. aureus接种至MAC-T细胞中，并在 37℃
下孵育 30 min。孵育完成后，弃去培养基，使用无菌

PBS 洗涤 5 次，以去除未能黏附的细菌， 之后使用

0.25%胰蛋白酶对细胞进行消化处理，1000 r/min，离

心 5min，弃去上清， 并用 1mL无菌 PBS重悬细胞，

将所得细胞悬液进行 104、105、106 倍稀释，均匀涂

布于 LB 琼脂平板上，37 ℃过夜培养，分别计算 sh-
Control组和 sh-CARS2组的菌落数量。

1.4.2 S. aureus对 MAC-T细胞侵袭能力的检测 同

样在感染复数（MOI）为 30 的条件下，将 S. aureus
接种至 MAC-T细胞中，于 37 ℃下孵育 1 h。孵育结

束后，弃去培养基并使用无菌 PBS洗涤细胞 3次， 后

加入含有硫酸庆大霉素（100 μg/mL）的细胞培养基

于 37℃下处理细胞 1 h，以杀死细胞外细菌。用 PBS
洗涤细胞 3 次后，使用 0.25%胰蛋白酶对细胞进行消

化处理， 1000 r/min，离心 5min。弃去上清后， 加入

1 mL 0.5% TritonX-100于 37 ℃下裂解细胞 15 min，
将所得裂解液进行 103、104、105 倍稀释后均匀涂布

到 LB 琼脂平板上，37 ℃过夜培养，分别计算侵入

sh-Control组和侵入 sh-CARS2组的细胞内菌落数量。

1.4.3 S. aureus在MAC-T细胞内存活能力的检测

以感染复数（MOI）为 30 的条件， 将 S. aureus接种

至 MAC-T细胞中并在 37 ℃下孵育 1 h。孵育完成后，

弃去培养基并使用无菌 PBS洗涤细胞 3次，随后用含

有硫酸庆大霉素（100 μg/mL）的培养基于 37 ℃下处

理细胞 1 h，目的是杀死细胞外细菌。弃去含有庆大

霉素的培养基，再次使用无菌 PBS洗涤 3次后，加入

1 mL基础培养基，此时标记为感染后 0 h。继续在 37℃
下培养至感染后 1 h，用无菌 PBS洗涤细胞 3 次， 使

用 0.25%胰蛋白酶对细胞进行消化处理，1000 r/min，
离心 5 min，弃去上清后，加入 1 mL 0.5% TritonX-
100于 37 ℃下裂解 15 min，将所得裂解液进行 103、
104、105倍稀释涂布到 LB琼脂平板上，37 ℃过夜培

养，分别计算 sh-Control 组和 sh-CARS2 组中细胞内

的 S. aureus菌落数量。

1.5 S. aureus感染后 MAC-T细胞 ROS释放的检测

实验设置包括四个分组：对照组、对照+感染组、

干扰组和干扰+感染组， 按照相应分组完成 sh-Control
和 sh-CARS2 质粒的转染及细菌胞内感染 1 h 处理。

随后使用 PBS洗涤细胞 3次， 并使用 0.25%胰蛋白酶

对细胞进行消化处理， 1000 r/min，离心 5 min。期间

将ROS检测试剂盒中的DCFH-DA探针用DMEM/F12
无血清培养基稀释至 10 μmol/L 的工作浓度备用。离

心后，弃去上清，取 500 μL DCFH-DA工作液重悬细

胞并充分混匀，之后在 37 ℃避光孵育 15 min，期间

每隔 5 min颠倒混匀一次，确保 DCFH-DA探针和细

胞充分接触。孵育完成后，使用 DMEM/F12 基础细

胞培养基洗涤细胞三次，以充分去除未能进入细胞内

的DCFH-DA，最后， 使用流式细胞仪于FITC通道检

测细胞的平均荧光强度，并利用 FlowJo 软件进行数

据分析。

1.6 S. aureus感染MAC-T细胞后炎性细胞因子释

放的检测

1.6.1 实时荧光定量PCR 试验设置包括4个分组：

对照组、对照+感染组、干扰组、以及干扰+感染组。

使用 TriZol 法分别提取四组细胞的总 RNA，随后使

用 PrimeScript™ RT 反转录试剂盒将 RNA 反转录成

cDNA，并将其储存于-20 ℃备用。根据 GenBank 上

公布的目的基因序列，设计特异性引物， 由长春库美

生物公司合成。使用 TBGREEN进行 qPCR反应，反

应混合物总体系为 20 μL：包括 cDNA模板 1 μL，上

下游引物各 0.8 μL，TB GREEN 10 μL，ddH2O 7.4 μL。
qPCR反应程序设置为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 10 s；60℃退火 60 s；共进行 40个循环。

表 1 qPCR 引物序列

Table 1.qPCRprimersequence

基因 序列（5’→ 3’）

IL-1β-F CTCCGACGAGTTTCTGTGTGACG

IL-1β-R GAGAGGAGGTGGAGAGCCTTCAG

IL-6-F GCCTTCACTCCATTCGCTGTCTC

IL-6-R AAGTAGTCTGCCTGGGGTGGTG

TNF-α-F GCTGACGGGCTTTACCTCATCTAC

TNF-α-R GGCTCTTGATGGCAGACAGGATG

β-actin-F TCCTGCGGCATTCACGAAACTAC

β-actin-R GTGTTGGCGTAGAGGTCCTTGC

1.6.2 ELISA 试验设置包括对照组、对照+感染组、

干扰组和干扰+感染组， 按照相应分组完成 sh-Control
和 sh-CARS2 质粒转染及细菌胞内感染 1 h 处理后，

收集细胞培养上清液， 在 2000×g 条件下离心 20 min，
随后吸取上清。按照南京博研生物公司生产的 ELISA
试剂盒检测细胞上清液中 IL- 1β、IL-6、TNF-α 的蛋

白分泌水平， 操作步骤按照试剂说明书进行。
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1.7 S. aureus 感染后 MAC-T 细胞中自噬相关蛋白

的检测

试验设置包括对照组、对照+感染组、干扰组和

干扰+感染组，根据分组对细胞进行 sh-Control 和 sh-
CARS2质粒转染，并进行细菌胞内感染 1 h处理。处

理完成后，弃去培养基，每孔加入 1 mL 预冷的 PBS
洗涤细胞 3次，后加入 60 μL RIPA裂解液（含有 1%
PMSF），置于冰上裂解 15 min 后， 使用细胞刮刀收

集细胞，并转移到 1.5 mL EP 管中，4 ℃, 12000
g/min，离心 15 min，随后吸取上清到新的 1.5 mL EP
管中，加入 1/4体积的 5×蛋白Loading buffer缓冲液，

混匀后 100℃煮沸 8 min，将蛋白样品置于-20℃保存

备用。

配制相应浓度的蛋白胶后，以 90 V 电压进行

SDS-PAGE电泳。电泳结束后，依据蛋白Marker确定

并切取含有目的蛋白的凝胶片段，将其浸泡在转膜液

中。同时， 根据目的蛋白条带大小裁剪相应大小的

PVDF 膜，于甲醇中激活 2 min 后，浸泡在转膜液中。

根据目的蛋白大小使用 90 V 恒压转膜。转膜完成后，

使用 5%脱脂奶粉封闭 PVDF膜 1 h，以 1:1000 比例用

PBST 稀释相应一抗，并在 4 ℃条件下过夜孵育。孵

育结束后，置于摇床使用 PBST 洗涤，每次 8 min，
共洗涤 4次。随后，按照 1:4 000的比例使用 PBST稀

释二抗，室温条件下孵育 50 min 后，置于摇床使用

PBST洗涤， 每次 8min，重复 4次。最后，使用 ECL
发光液均匀滴加到 PVDF 膜，于天化学发光/凝胶成

像系统进行显影，使用 Image J 图像分析软件进行灰

度值分析，定量蛋白表达水平。

1.8 统计方法

每组试验均设置 3~5 次重复， 利用 GraphPad
Prism 8对试验 1.4 的数据进行 t检验分析，对其余实

验数据进行单因素方差分析(ANOVA)。实验结果以

平均值 ±标准误差(Mean ± SEM)表示。 统计学差异的

标准如下：当 0.01 < P < 0.05代表差异具有统计学意

义，用“*”表示；0.001 <P < 0.01则代表差异非常显著，

用“**”表示；P < 0.001 则代表差异极其显著，用“***”
表示。

2 结果与分析

2.1 敲降 CARS2后 MAC-T细胞对 S. aureus易感

性的变化

本研究通过Western blot方法评估了 sh-CARS2质
粒的敲降效率，并利用 LB 平板菌落计数法分析了 S.
aureus 对 MAC-T 细胞的黏附、侵袭及其在细胞内的

存活情况。结果显示，相较于 sh-Control，sh-CARS2
处理显著抑制了蛋白水平上的 CARS2 表达（P <

0.001），证实敲降成功 （图 1A）；sh-CARS2 处理组

的黏附和侵袭菌落数均无明显变化（P ＞ 0.05）（图

1B-C），但是 S. aureus 在胞内的菌载量显著增加（P
＜ 0.01）（图 1D）。这些结果表明， 敲降 CARS2不影

响 S. aureus 向 MAC-T细胞的黏附和侵袭，但增加了

S. aureus在黏附和侵袭之后的胞内存活能力。

A：sh-CARS2 质粒敲降效果； B：S. aureus 对 MAC-T 细胞的黏附能力；C：S.
aureus 对 MAC-T 细胞的侵袭能力；D：S. aureus 在 MAC-T 细胞内的存活能力。

图 1 敲降 CARS2后MAC-T细胞对 S. aureus易感性的变化

Fig. 1.Changes insusceptibilityofMAC-TcellstoS. aureusafter
knockingdownCARS2

2.2 敲降 CARS2对 S. aureus感染 MAC-T细胞后

ROS释放的影响

ROS 是细胞对抗细菌感染的关键指标。为了探

究 CARS2 如何影响 S. aureus 在 MAC-T 细胞内的存

活，通过流式细胞术测定了感染 S. aureus 前后的

MAC-T细胞释放ROS的水平。 结果显示， 相较于 sh-
Control，sh-CARS2处理虽然降低了MAC-T细胞ROS
释放水平，但差异并不显著（P ＞ 0.05）；与未感染

相比， S.aureus 感染显著增加 了 ROS 释放（P<
0.001），而敲降 CARS2 则显著下调了 S. aureus 感染
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Fig.3. EffectsofknockingdownCARS2onthe releaseof
inflammatorycytokinesafterS.aureus infection ofMAC-Tcells

2.4 敲降 CARS2对 S. aureus感染后 MAC-T细胞

自噬的影响

细胞产生的 ROS 可以抵抗细菌感染，同时也可

以通过调控自噬来清除被感染的细胞。 为了检测

CARS2是否会对感染 S. aureus 的 MAC-T 细胞的自噬

水平产生影响，采用 Western blot 技术检测自噬标志

蛋白 ATG5、SQSTM1/p62、LC3A/B 的表达水平。结

果显示， 相较于 sh-Control，sh-CARS2处理显著增加

了 ATG5、LC3A/B蛋白的表达（P ＜ 0.05），下调了

SQSTM1/p62 蛋白的表达（P＜ 0.05）；S. aureus感染

显著增加了 ATG5、LC3A/B蛋白的表达（P ＜ 0.01），

而敲降 CARS2 可以显著下调 S. aureus 感染引起的

ATG5、SQSTM1/p62、LC3A/B 的蛋白表达水平（P
＜ 0.05）（图 4）。结果表明，敲降 CARS2在未感染S.
aureus 的 MAC-T 细胞中促进自噬过程维持细胞稳定，

而在 S. aureus感染条件下，敲降 CARS2 抑制自噬过

程从而帮助细胞抵抗细菌感染。

图 4 敲降 CARS2对 S. aureus感染后MAC-T细胞自噬的
影响

Fig.4. EffectsofknockingdownCARS2onautophagyofMAC-Tcells
afterS.aureus infection

3 讨 论

由金黄色葡萄球菌诱发的慢性亚临床乳腺炎对乳

品行业造成了巨大的经济损失。CARS2 作为一种半

胱氨酸过硫化物合酶， 主要负责在体内生成过硫化物
[14, 15]。半胱氨酸过硫化物及其参与的蛋白质多硫化过

程对氧化还原信号的转导具有调节作用[16]。目前，

图 2 敲降 CARS2对 S. aureus感染 MAC-T细胞后 ROS释
放的影响

Fig.2. EffectsofknockingdownCARS2onROS releaseafterS.
aureus infectionof MAC-Tcells

2.3 敲降 CARS2对 S. aureus感染 MAC-T细胞后

炎性细胞因子释放的影响

为了检测 CARS2 是否会对 S. aureus感染 MAC-T
细胞后炎性细胞因子的释放产生影响，通过 qRT-PCR
和 ELISA 技术检测 IL- 1β、IL-6、TNF-α 的 mRNA和

蛋白水平。结果显示， 相较于 sh-Control，sh-CARS2
处理未显著改变 IL- 1β、IL-6、TNF-α 的 mRNA 和蛋

白水平（P ＞ 0.05）；S. aureus感染显著上调了 IL-1β、
IL-6、TNF-α 的 mRNA（p ＜ 0.01）和蛋白水平（P
＜ 0.05），而敲降 CARS2 显著降低了 S. aureus感染引

起的这三种炎性细胞因子的 mRNA 表达水平（P <

0.05）（图 3A-C）和蛋白表达水平（p ＜ 0.05）（图

3D-F）。结果表明，当受到 S. aureus 感染后，敲降

CARS2抑制 MAC-T细胞释放炎性细胞因子。

图 3 敲降 CARS2对 S. aureus感染 MAC-T细胞后炎性细胞
因子释放的影响

A-C：qRT-PCR 检测敲降 CARS2 对 S. aureus 感染的 MAC-T 细胞 IL- 1β、IL-6、

TNF-α 的 mRNA 表达水平的影响；D-F：ELISA 检测敲降 CARS2 对 S. aureus 感
染的 MAC-T 细胞 IL- 1β、IL-6、TNF-α 的蛋白水平的影响。

引起的 ROS释放（P ＜ 0.05）（图 2）。结果表明，当

受到 S. aureus感染后， 敲降 CARS2抑制了MAC-T细

胞的 ROS释放水平。
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关于 CARS2 在调控奶牛乳腺炎发生方面的作用尚未

见相关报道。本研究证实，在 S. aureus感染情况下，

CARS2 能够调节 ROS 和炎性细胞因子的产生， 以及

调控细胞自噬，增加宿主细胞的防御功能， 因此，

CARS2可能是一个治疗奶牛乳腺炎的潜在靶点。

ROS 是细胞正常氧代谢中的副产物，通过调控

细胞增殖和存活，在细胞信号传导中发挥着重要作用
[17]。外源性刺激，如炎性细胞因子和微生物感染，

可引起细胞内 ROS 水平的变化，从而改变病理过程

的严重程度[18] 。例如， 有研究表明线粒体产生的

ROS通过GSDMD介导的坏死性凋亡，促进感染的易

感性[19]。作为病原体感染过程中氧化应激的主要参

与者之一，ROS 的水平可以调节促炎因子的产生水

平，是衡量炎症损伤程度的重要指标。乙型肝炎病毒

可以通过抑制 NF-κB 通路和减少 ROS 的产生，来抑

制脂多糖诱导的NLRP3炎症小体活化和 IL-1β的产生

[20]。本研究发现，在 S. aureus 感染状态下，干扰

CARS2 在降低 ROS 水平的同时， 也下调了促炎性细

胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 的 mRNA 和蛋白水平的

表达。因此我们推测 CARS2可能通过增加 ROS和促

炎细胞因子的释放，诱发宿主天然免疫，从而促进

MAC-T细胞对 S. aureus 的清除。

自噬是一种进化上保守的过程，涉及蛋白质和细

胞器的分解代谢过程， 对于维持细胞和生物体的稳态

至关重要。自噬可分为巨自噬、分子伴侣介导的自噬

和微自噬这三种类型[21] 。自噬体的形成主要由一系

列自噬相关的 ATG 基因执行，这些基因的激活和组

装受信号转导等因素的调节，如营养缺乏、能量下降

或受损底物的积累。ATG5 是是自噬相关基因中的一

个重要成员， 能与 ATG12等其他 ATG 蛋白偶联形成

复合物，参与自噬体的形成过程。 SQSTM1/p62 是选

择性自噬的标志性蛋白，可以作为自噬底物与自噬体

膜蛋白 LC3-Ⅱ结合。自噬过程与细胞死亡和 ROS 生

成密切相关，ROS 诱导的细胞死亡可以通过 caspase
依赖性的细胞凋亡、炎性小体驱动的细胞焦亡，以及

caspase 非依赖性的细胞死亡途径（包括坏死性凋亡、

铁死亡和自噬）进行[22]。研究初步证实 CARS2 与 S.
aureus 感染 MAC-T 细胞后的细胞内菌载量相关，且

与感染后释放的 ROS呈正相关。推测 CARS2可能调

节 S. aureus 感染后细胞自噬的发生。本研究通过

Western blotting试验， 表明 S. aureus感染 MAC-T细

胞时， CARS2 可以促进 MAC-T 细胞发生自噬。S.
aureus 感染奶牛乳腺分为以下阶段： 黏附乳房皮肤和

皮下基质；侵入乳腺组织和细胞；逃避宿主免疫系统

并大量繁殖。 S. aureus可以通过内化作用进入非吞噬

细胞。有研究表明，S. aureus 内化进入巨噬细胞可引

起 LC3和 SQSTM1/p62蛋白表达增加，自噬体形成；

但是由于自噬体与溶酶体的融合被阻断， 自噬体不断

积累，使得S. aureus在细胞内持续存活[23]。本研究发

现 S. aureus感染 MAC-T 细胞后， 下调 CARS2 减少

ATG5、p62、LC3A/B 蛋白的表达， 证实在 S. aureus
感染状态下， 下调 CARS2 可以抑制细胞自噬的发生，

但其具体机制还有待进一步研究。

本研究证实 CARS2 在奶牛乳腺上皮感染 S.
aureus 起一定作用，提示其为预防奶牛乳腺炎以及乳

制品行业的发展提供新的研究靶点。
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