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6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞炎症通路和抗氧化作用的影响

黄敏１,程珂１,马春松１,王猛１,王春芳１,２

１．华中农业大学水产学院,武汉４３００７０;

２．长江经济带大宗水生生物产业绿色发展教育部工程研究中心/湖北省池塘健康养殖工程实验室,武汉４３００７０

摘要　为探究６Ｇ姜烯酚对鱼类的免疫调节作用,用不同浓度的６Ｇ姜烯酚孵育斑马鱼肝脏细胞４８h后,检测

其生长率、胞内活性氧(ROS)水平、抗氧化酶活性,并进行抗炎、抗氧化基因表达量的检测.结果显示:高浓度的

６Ｇ姜烯酚抑制肝脏细胞的增殖(P＜０．０５);６Ｇ姜烯酚抗氧化作用显著,２０μmol/L处理组抗氧化酶SOD和 GSHＧ
PX的活性最高(P＜０．０５),而活性氧 ROS和脂质过氧化产物 MDA含量最低(P＜０．０５),相关基因表达分析表

明其作用机制通过抑制keap１的表达来激活 Keap１ＧNrf２/HOＧ１Ｇ抗氧化酶信号通路;低浓度处理组６Ｇ姜烯酚上

调了斑马鱼肝脏细胞 NFＧκB炎症通路细胞因子表达量(P＜０．０５),和对照组相比,抗炎因子表达量下降.上述

结果表明,２０μmol/L 的６Ｇ姜烯酚能够促进斑马鱼肝脏细胞的抗氧化功能,不同浓度的６Ｇ姜烯酚均可以激活斑

马鱼肝脏细胞的抗炎通路来启动非特异性免疫功能.
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　　据«中国药典»记载,生姜是姜科植物姜的新鲜

根茎,具有食用和药用价值.近年来,生姜制剂已经

越来越多地运用在水产行业中,如饲料添加剂[１]、免
疫增强剂[２]、鱼病防治剂[３]等.姜烯酚类 (shogＧ
aols)是生姜中姜辣素的主要成分之一[４],而姜烯酚

中的６Ｇ姜烯酚,因其具有抗炎[５]、抗氧化应激[６]、抗
肿瘤[７]作用而备受关注.

６Ｇ姜烯酚的抗炎和抗氧化作用研究多以哺乳动

物如大鼠[８]、人类[９]细胞等为模型,在鱼类中鲜有报

道.在人类医学研究中,６Ｇ姜烯酚抑制了 NFＧκB信

号通路的活化,对巨噬细胞、CD４细胞、小胶质细胞

等细胞中抗炎因子如iNOS、COXＧ２和ILＧ６等的表

达有抑制作用[１０Ｇ１１];可以抵抗人健康肠上皮细胞受

到 H２O２ 刺激而产生的氧化作用[６].关于生姜有效

成分在鱼类中的相关研究,主要体现在防治鱼病如

肠炎[１２]和小瓜虫病[１３],以及一些免疫学指标变化

表象的观察[１４],而对于生姜的各种活性成分的效用

和作用机制还鲜有探究.
斑马鱼作为一种广泛使用的模型生物,其基因

与人类达到了８７％的相似性[１５].斑马鱼肝脏细胞

与哺乳动物表型相似,细胞功能相同,部分信号通路

和受损伤机制与哺乳动物多有相似之处[１６],可作为

药物检测的模式生物.本研究通过探究不同浓度

６Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞的增殖、抗氧化以及炎

症通路相关基因表达的影响,探究６Ｇ姜烯酚是否能

影响斑马鱼肝脏细胞中免疫功能,以期为６Ｇ姜烯酚

作为免疫增强剂在水产饲料中的应用提供理论

基础.

1　材料与方法

1.1　实验细胞及试剂

斑马鱼肝脏细胞来自华中农业大学水产学院水

生动物细胞保藏中心.

６Ｇ姜烯酚购自上海源叶生物科技有限公司,

HPLC≥９８％;双抗(青霉素Ｇ链霉素)、两性霉素 B、
硫酸庆大霉素(５０mg/mL)购自 Omega(美国);胎
牛血清(FBS)、Dulbecco’sModifiedEagleMedium
(DMEM)、Ham’sFＧ１２营养培养基(FＧ１２)、LeiboＧ
vitz’sLＧ１５培养基(LＧ１５)购自 Gibco(美国);活性

氧测定试剂盒(DCFHＧDA)购自泛博生物化学有限
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公司(北京,中国);CCKＧ８购自日本同仁公司;SOD
(测分型)试剂盒、细胞丙二醛测定试剂盒、总蛋白测

定试剂盒、过氧化氢酶(CAT)测定试剂盒(可见光

法;钼酸铵法)购自南京建成生物工程研究所(南京,
中国);组织细胞总谷胱甘肽检测试剂盒购自普里莱

公司(北京);Trizol购自Invitrogen(美国),cDNA
合成试剂盒 PrimeSTAR® MaxDNA Polymerase
购自 TaKaRa(日本),qPCR 试剂盒Hieff® qPCR
SYBRGreenMasterMix(LowRoxPlus)购自 YeＧ
asen公司(上海,中国).
1.2　培养基的配制

斑马鱼肝脏细胞培养基:LＧ１５４８％、DMEM
３２％、FＧ１２１５％、FBS４％、双抗１％.

６Ｇ姜烯酚复合培养基:６Ｇ姜烯酚粉末用 LＧ１５溶

液溶解稀释,配制成０、１０、２０、４０、８０μmol/L的６Ｇ姜

烯酚 复 合 培 养 基. 浓 度 设 置 参 考 ６Ｇ姜 酚 (４０

μmol/L)作用于小鼠巨噬细胞[１７]、６Ｇ姜烯酚 (１０~
４５μmol/L)作用于子宫内膜癌细胞的浓度[１８].

1.3　6Ｇ姜烯酚孵育斑马鱼肝脏细胞

用斑马鱼肝脏细胞培养基混匀稀释细胞(密度

约为５×１０５个/mL)并加到细胞培养板中于２８℃培

养箱(含５％ CO２)中培养过夜,待斑马鱼肝脏细胞

贴壁后将原培养基吸出,向每孔中加入１００μL(９６
孔板)或４００μL(２４孔板)的含有不同浓度６Ｇ姜烯酚

的复合细胞培养基(浓度分别为０、１０、２０、４０、８０

μmol/L),置于培养箱中继续培养,每隔２４h换液

１次,直至孵育４８h.
1.4　生长率检测

将本文“１．３”中的９６孔细胞培养板中溶液吸出

后,加入不含FBS和双抗的培养基并向每孔加入１０

μLCCK８溶液,将培养板放在２８℃培养箱内孵育

３h,用酶标仪InfiniteM２００NanoQuant(Tecan,瑞
士)测定４５０nm 处的吸光度.
1.5　活性氧(reactive oxygen species,ROS)检测

将DCFHＧDA与不含 FBS和双抗的培养基按

１∶１０００比例 稀 释,２８ ℃ 细 胞 培 养 箱 内 孵 育 ２０
min.用PBS洗涤细胞３次,以充分去除未进入细

胞内的DCFHＧDA.用多功能酶标仪SpectraMax®

i３x(MolecularDevices,美国)使用４８８nm 激发波

长,５２５nm 发射波长,检测荧光强度,实验过程全程

避光.用荧光显微镜(LeicaDMi８,德国)拍摄各浓

度组荧光强度照片.

1.6 　 超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase,
SOD)活性检测

　　将板内培养基吸出,加入胰酶消化细胞,按照

SOD试剂盒(测分型)说明书中的方法操作,于酶标

仪Infinite M２００ NanoQuant(Tecan,瑞士)波长

５５０nm 处测定各处理组的吸光度值.
1.7　丙二醛(malondialdehyde,MDA)含量检测

消化收集２４孔板细胞,按照试剂盒说明书操

作,同时测定蛋白浓 度,于 酶 标 仪Infinite M２００
NanoQuant(Tecan,瑞士)波长５３０nm 处测定各处

理组的吸光度值.
1.8 　 谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxiＧ
dase,GSHＧPX)活性检测

　　消化收集２４孔板细胞,超声破碎细胞取上清,
按照试剂盒说明书操作,同时测定蛋白浓度,于酶标

仪Infinite M２００ NanoQuant(Tecan,瑞士)波长

３４０nm 处测定各处理组的吸光度值.
1.9　过氧化氢酶(catalase,CAT)活性检测

消化收集２４孔板细胞(１００μL每孔),超声破

碎细胞取上清,其余步骤同本文“１．８”,测定波长

４０５nm 处各处理组的吸光度值.
1.10　总 RNA 提取和相关基因的表达分析

在T２５细胞培养瓶中加入１mLTRIzol裂解

细胞,收集裂解液于１．５mLEP管中,每管加入０．２
mL氯仿,室温振荡孵育２~３min,１１３０４r/min离

心１５min.小心吸取离心后上层无色液体(RNA)
移入新的EP管中,加入等体积异丙醇,混匀,室温

下孵育１５min,１１３０４r/min离心１５min.去上

清,获得沉淀加入７５％乙醇１mL,漩涡振荡３０s,
４℃８９３７r/min离心５min.去上清,沉淀在通风

橱静置干燥３~５min,加入２０μLDEPC水溶解.
获得的 RNA 经过质检之后用于cDNA 的合成,操
作方法参照 PrimeSTAR® MaxDNA Polymerase
试剂盒说明书进行.得到的cDNA于－２０℃保存.

用荧光定量qPCR 法,以βＧactin 为内参基因,
检测斑马鱼相关基因在细胞中的相对表达情况.

qPCR使用 QuantStudioTM ６FlexRealＧTimePCR
System (ThermoFisherScientific,美国)平台,反
应条件为:９５℃ ５ min,９５ ℃ １０s,(５５~６０ ℃)
２０s,７２℃２０s,４０个循环.反应体系为:HieffTM

qPCRSYBR® GreenMasterMix(LowRoxPlus)
１０μL,上下游引物 (１０μmol/L)各０．４μL(引物序

列见表１),cDNA２μL,加无菌蒸馏水至２０μL.结

果采用２－ΔΔCt方法分析.

３０２
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表１　试验所用引物序列

Table１　Primerinformationusedinthecurrentstudy

基因名称

Genename
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)

βＧactin F:CACCACCACAGCCGAAAGAG

βＧactin R:ACCGCAAGATTCCATACCCA
nrf２ F:TCGGGTTTGTCCCTAGATG
nrf２ R:AGGTTTGGAGTGTCCGCTA
keap１ F:CCAACGGCATAGAGGTAGTTAT
keap１ R:CCTGTATGTGGTAGGAGGGTT
ilＧ６ F:TCAACTTCTCCAGCGTGATG
ilＧ６ R:TCTTTCCCTCTTTTCCTCCTG
nfkb F:GGCAGGTGGCGATAGTGTT
nfkb R:CATTCCTTCAGTTCTCTTGCG
hoＧ１ F:ATGCCCTTGTTTCCAGTCAGC
hoＧ１ R:GGACTTGGAGCACTTCTTCGG
ilＧ１０ F:CATTTGTGGAGGGCTTTC
ilＧ１０ R:GGTTCCAAGTCATCGTTG
tnfＧα F:GCTGGATCTTCAAAGTCGGGTGTA
tnfＧα R:TGTGAGTCTCAGCACACTTCCATC

1.11　统计学处理

所有获得的原始数据以“平均值(Mean)±标准

误(SE)”表示,并采用SPSS２２．０软件进行显著性

分析.ShapiroＧwillkgp’s检验用于正态分布检验,

Leven’s 进行方差齐性检验,单因素方差分析法

(OneＧWayANOVA)进行方差分析,若组间差异显

著(P＜０．０５),用LSD法进行多重比较.

2　结果与分析

2.1　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞生长率的影响

如图１所示,与未用６Ｇ姜烯酚孵育的空白组相

比,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞生长率受到抑制,
且随着浓度提高,抑制作用越强(P＜０．０５).

　设定６Ｇ姜烯酚０浓度组生长率为１００％,不同字母表示组间有显

著性差异(P＜０．０５).Thegrowthrateof６ＧshogaolwithaconcenＧ

trationof０ wassetas１００％．TherearesignificantdifferencesbeＧ

tweenthedifferentletterrepresentations(P＜０．０５)．

图１　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育斑马鱼肝脏细胞的生长率

Fig．１　Thegrowthrateofzebrafishlivercellsunder
differentconcentrationsof６Ｇshogaolincubation

2.2　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 ROS 的影响

如图２A所示,与未用６Ｇ姜烯酚孵育的空白组

相比,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞 ROS荧光值在

１０μmol/L和２０μmol/L浓度的６Ｇ姜烯酚处理组

显著降低(P ＜０．０５),其余浓度处理组 ROS荧光

值也有一定下降,但与未添加６Ｇ姜烯酚的对照组相

比无统计学意义,图２B 中荧光的强度表示 ROS
含量.
2.3　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 SOD 活性的影响

如图３所示,与未用６Ｇ姜烯酚孵育的空白组相

比,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的肝脏细胞中SOD活性升

高,在２０μmol/L时达到高峰(P＜０．０５).
2.4　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 MDA 含量的影响

如图４所示,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的斑马鱼肝

脏细胞与未用６Ｇ姜烯酚孵育的组相比,其MDA含

　A:斑马鱼肝脏细胞内 ROS荧光值,不同字母表示 ROS荧光值有显著性差异(P＜０．０５);B:斑马鱼肝脏细胞 ROS产生情况,绿色荧光代

表含有ROS的细胞.A:ROSfluorescencevaluesinthecellsofzebrafishliver,anddifferentlettersindicatesignificantdifferencesinROSfluＧ

orescencevalues(P ＜０．０５);B:ProductionofROSinzebrafishlivercells．GreenfluorescencerepresentscellscontainingROS．

图２　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞中ROS水平

Fig．２　ROSproductioninzebrafishlivercellsafterincubationofdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

４０２



　第１期 黄敏 等:６Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞炎症通路和抗氧化作用的影响 　

　不同字母表示不同处理组间有显著性差异(P＜０．０５).下同.

DifferentlettersindicatesignificantdifferencesamongdifferenttreatＧ

mentgroups(P＜０．０５)．Thesameasbelow．

图３　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞的SOD活性

Fig．３　SODactivityofzebrafishlivercellsafterincubation
ofdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

图４　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞MDA的含量

Fig．４　MDAcontentsinzebrafishlivercellsafterincubation
ofdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

量显著下降(P＜０．０５),其中２０、４０μmol/L浓度组

含量最低,与SOD成负相关趋势.
2.5　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 GSHＧPX 活性的

影响

　　如图５所示,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞与未

用６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞相比,除４０μmol/L浓度

组外 GSHＧPX活性均显著上升(P＜０．０５).

图５　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞GSHＧPX活性

Fig．５　GSHＧPXactivityofzebrafishlivercellafterincubation

ofdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

2.6　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 CAT 活性的影响

如图６所示,经过６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞与未

用６Ｇ姜烯酚孵育后的细胞相比,CAT活性均显著上

升(P＜０．０５),其中１０μmol/L浓度组活性显著高

于其他组(P＜０．０５).

图６　不同浓度６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞CAT活性

Fig．６　CATactivityofzebrafishlivercellsafterincubation
ofdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

2.7　6Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 NFＧκB 和 Keap1Ｇ
Nrf2/HOＧ1 通路相关基因表达的影响

　　如图７所示,６Ｇ姜烯酚显著上调斑马鱼肝脏细

胞中nfＧκb 的 表 达 量,在 １０、２０μmol/L 浓 度 下

nfＧκb表达量达到高峰(P＜０．０５).炎症因子ilＧ６
和tnfＧα表达都被不同浓度的６Ｇ姜烯酚影响,其

中１０μmol/L组和８０μmol/L组的ilＧ６表达量显

著上调(P＜０．０５),而tnfＧα 表达随６Ｇ姜烯酚浓度

升高而升高,在４０μmol/L达到高峰(P＜０．０５).

６Ｇ姜烯 酚 显 著 抑 制 了 抗 炎 因 子ilＧ１０ 的 表 达

(P＜０．０５).
由图７、８可见,６Ｇ姜烯酚显著下调肝脏细胞中

keap１的表达(P＜０．０５),上调hoＧ１的表达(P＜
０．０５).nrf２表达在２０μmol/L６Ｇ姜烯酚浓度组中

显著上调(P＜０．０５),４０、８０μmol/L浓度组显著下

调(P＜０．０５).

3　讨　论

本试验结果显示６Ｇ姜烯酚会抑制斑马鱼肝脏

细胞的生长率,且随着浓度提高,抑制细胞增殖的作

用越强,这与６Ｇ姜烯酚浓度升高抑制人类原位结肠

癌细胞 HCT１１６增殖的研究结果一致[６].Ishiguro
等[１９]在６Ｇ姜烯酚于人胃癌细胞的研究中,认为６Ｇ姜

烯酚与微管蛋白中半胱氨酸残基的SH 基团的特异

性反应,导致微管损伤,细胞在 G２/M 期停滞,因
此,笔者猜测这也是降低斑马鱼肝脏细胞的生长率

的原因.另外,６Ｇ姜烯酚可能通过激活p５３和生成

ROS导致细胞凋亡和细胞周期阻滞,表现出对人类

原代细胞生长的抑制作用[２０],我们得到的结果与其

相符.这表明,６Ｇ姜烯酚会抑制鱼类肝细胞的增殖

生长,并随浓度的增高而抑制作用增强.
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图７　６Ｇ姜烯酚孵育后斑马鱼肝脏细胞NFＧκB炎症通路和Keap１ＧNrf２/HOＧ１抗氧化通路中相关基因的表达

Fig．７　mRNAexpressionofthekeygenesinNFＧκBandKeap１ＧNrf２/HOＧ１pathwaysin
zebrafishlivercellsafterincubationwithdifferentconcentrationsof６Ｇshogaol

图８　６Ｇ姜烯酚对Keap１ＧNrf２/HOＧ１抗氧化信号通路的影响机制图

Fig．８　Theactionmechanismof６ＧshogaolontheKeap１ＧNrf２/HOＧ１antioxidantpathway

　　氧化应激反应是指在接受到各种有害刺激后,
体内产生氧自由基 ROS等物质的细胞和组织氧化

损伤过程.肝脏是体内的主要代谢器官,当机体长

时间受到氧化应激时,大量的氧自由基ROS在肝细

胞内蓄积,会损伤细胞物质、影响细胞功能、破坏细

胞的结构等,从而引发多种肝脏疾病[１７].MDA 常

用于反映细胞和组织的脂质过氧化程度,也是我们

判定机体是否氧化应激的重要指标.水生生物高不

饱和脂肪酸含量高于哺乳动物,且生活的水生环境

因素变化过大,均会导致体内ROS和 MDA含量易

升高,易产生氧化应激[２１].本试验中低浓度的６Ｇ姜

烯酚可以减少细胞内产生的 ROS,但随着６Ｇ姜烯酚

浓度的升高,细胞的ROS含量增多.这种情况在抑

制子宫内膜癌细胞生长的研究[２２]中也同样出现.
由此可见,细胞对６Ｇ姜烯酚的浓度有一定的耐受范

围,超过这个范围,细胞将会产生氧化应激反应.但

综合上述ROS和 MDA的试验结果,我们认为在本

试验浓度范围内,６Ｇ姜烯酚可以促进斑马鱼肝脏细

胞的抗氧化作用,同时因为２０μmol/L 浓度组的

ROS含量最低并且脂质过氧化程度也最低,因此认

为２０μmol/L的６Ｇ姜烯酚能够更好地促进斑马鱼

肝脏细胞的抗氧化作用.

SOD、GSHＧPX、CAT 都是体内重要的酶促体

系成员.SOD是氧化防御系统的抗氧化物酶,专一

清除超氧阴离子,将体内 ROS分解成 H２O２,常作

为抗氧化和免疫指标来进行监测[２３].H２O２ 极易穿

过细胞膜且半衰期较长,是一种重要的 ROS,能够

引发细胞的氧 化 应 激,有 报 道 指 出,６Ｇ姜 烯 酚 对

H２O２ 诱导的人健康肠上皮细胞 NCM４６０具有抗氧

化作用[６].而 H２O２ 能被 CAT 和 GSHＧPX氧化成

水,从而防止以烃基自由基的形式存在[２４].有研究

表明,６Ｇ姜烯酚可以通过调节经典瞬时受体电位通道

５(TRPC５)和瞬时受体电位离子通道A１(TRPA１)电
流来调节细胞的抗氧化能力[２５].此外,SOD 的活

性会随着氧化应激的产生而增加,从而发挥细胞的

抗氧化作用[２６].本试验中６Ｇ姜烯酚孵育的斑马鱼

６０２
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肝脏细胞的SOD活性显著升高,与 ROS荧光值水

平成负相关,说明６Ｇ姜烯酚可以通过增强抗氧化物

酶SOD的活性,使肝细胞内 ROS含量降低而发挥

抗氧化作用.本试验中 GSHＧPX 活性和 MDA 含

量也呈负相关,表明６Ｇ姜烯酚可提高 GSHＧPX的活

力以减轻细胞的脂质过氧化程度从而发挥其抗氧化

作用.CAT在６Ｇ姜烯酚的孵育下活性提高,但和

SOD并不表现出同步性,因为两者在功能上具有相

对的独立性,黄周英等[２７]和 Yang等[２８]的研究中也

观察到类似状况.８０μmol/L 处理组的 GSHＧPX
和CAT 酶活显著升高,细胞的脂质过氧化程度也

因此显著降低,由此可知６Ｇ姜烯酚对细胞抗氧化系

统具有综合的影响作用.

Keap１ＧNrf２/Are信号通路是氧化应激的重要

通路.当有外源物刺激时,Keap１半胱氨酸残基还

原状态可能发生改变,导致 Nrf２易位[２９].Nrf２是

重要抗氧化因子,Nrf２与 Keap１解离后进入细胞核

与氧化反应元件结合,调控 HOＧ１、SOD、GSHＧPX
等抗氧化酶基因表达[３０].HOＧ１是一种重要的抗

氧化酶,其副产物和还原产物具有抵御过氧化物、超
氧化物自由基和清除 ROS活性的作用[３１].有研究

报道,６Ｇ姜烯酚通过诱导 Nrf２和 HOＧ１来增强抗氧

化防御机制[３２].在本试验中,经过６Ｇ姜烯酚处理的

斑马鱼肝脏细胞中keap１ 显著下调,nrf２ 在 ２０

μmol/L６Ｇ姜烯酚浓度组显著上调,hoＧ１显著上调,
结合上述酶活和 ROS含量受到６Ｇ姜烯酚影响的试

验结果,说明２０μmol/L的６Ｇ姜烯酚能够显著促进

Keap１与 Nrf２解离,抑制keap１基因的表达,促进

Nrf２的核转位,在转录水平上激活 Nrf２/HOＧ１信

号通路,促进SOD、GSHＧPX等活性增强,从而发挥

其抗氧化作用.在本试验４０μmol/L浓度组中,斑
马鱼肝细胞nrf２基因的表达量受到抑制,SOD、

GSHＧPX活性相比于其他浓度组下降,而 ROS含

量也随之上升,这一系列的数据清晰表明了６Ｇ姜烯

酚对 Nrf２、GSHＧPX、SOD和ROS的调控作用.
NFＧκB信号通路存在于各类型的细胞中,与肿

瘤、炎症、免疫等生理功能密切相关.NFＧκB通路

的激活对于细胞免疫因子的表达有重要作用.有研

究表明[３３],NFＧκB 信号通路在脂多糖的处理下活

化,炎症因子表达量上调,导致草鱼头肾白细胞的炎

症反应 加 剧.激 活 NFＧκB 磷 酸 化 p６５ 亚 基,使

TNFＧα、ILＧ１β、COXＧ２等炎症因子释放,细胞的增殖

和修 复 过 程 被 激 活,但 过 度 活 化 会 导 致 炎 症 反

应[３４].先前有学者研究过６Ｇ姜烯酚对于癌症细胞

或者经过LPS等物质刺激的细胞的抗炎作用,发现

６Ｇ姜烯酚可通过抑制IκBα磷酸化和蛋白酶降解从

而导致p６５核转移的迟缓,随后抑制 NFＧκB转录活

动,抑制细胞增殖和转移[３５].从本试验结果来看,

６Ｇ姜烯酚对斑马鱼肝脏细胞 NFＧκB信号通路具有

激活作用,促进了炎症因子的表达以及抑制了抗炎

因子ilＧ１０的表达,该结果与上述人类中的研究结

果存在不一致的地方.
综上所述,我们证实了６Ｇ姜烯酚具有显著的抗

氧化作用,而高浓度６Ｇ姜烯酚能够抑制细胞生长,
同时我们推测高浓度的６Ｇ姜烯酚会造成氧化应激.
而６Ｇ姜烯酚的抗氧化作用通过抑制keap１基因的

表达,解离 Nrf２进行核转位,从而激活 Nrf２/HOＧ１
信号通路,提高SOD、GSHＧPX、CAT等抗氧化酶的

活性,降低斑马鱼肝脏细胞的ROS水平和 MDA含

量从而增强肝细胞的抗氧化机制;同时,６Ｇ姜烯酚会

使斑马鱼肝脏细胞炎症因子表达量上调,抗炎因子

下调,存在一定的炎症促发潜力.
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Effectsof６Ｇshogaoloninflammationresponseand
antioxidantcapacityinzebrafishlivercells

HUANG Min１,CHENGKe１,MAChunsong１,WANG Meng１,WANGChunfang１,２

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．EngineeringResearchCenterofGreenDevelopmentforConventionalAquatic
BiologicalIndustryintheYangtzeRiverEconomicBelt/HubeiProvincialEngineering

LaboratoryforPondAquaculture,Wuhan４３００７０,China

Abstract　InordertoexploretheimmuneＧregulationfunctionof６Ｇshogaolinfish,thegrowthrate,

theproductionofintracellularreactiveoxygen(ROS)andlipidperoxidation(MDA),theantioxidantenＧ
zymeactivity,andtheexpressionofkeygenesintheinflammatoryandantioxidantpathwaysweredetecＧ
tedinzebrafishlivercellsincubatedwithdifferentconcentrationsof６Ｇshogaolfor４８h．Theresults
showedthathighconcentrationsof６Ｇshogaolinhibitedtheproliferationoflivercells(P＜０．０５)．TheanＧ
tioxidanteffectof６Ｇshogaolwassignificant,withthehighestactivityofantioxidantenzymeSODand
GSHＧPX,andlowestproductionofROSandMDAinthe２０μmol/Ltreatmentgroup(P＜０．０５)．The
geneexpressionanalysisshowedthatthemechanismofactionmightbeduetotheactivationofKeap１Ｇ
Nrf２/HOＧ１Ｇantioxidantenzymesignalingpathwaybyinhibitingthekeap１expression．６ＧshogaolinＧ
creasedtheexpressionofinflammatorycytokinegenesintheNFＧκBinflammatorypathway(tnfＧα,ilＧ
１β,ilＧ６)inzebrafishlivercells(P＜０．０５)．Whileincontrasttothecontrolgroup,６ＧShogaoldownＧreguＧ
latedtheexpressionofantiＧinflammatorycytokineilＧ１０．Theaboveresultsshowedthat２０μmol/L６Ｇ
shogaolcanpromotetheantioxidantfunctionand６ＧshogaolcanactivatetheantiＧinflammatorypathways
ofzebrafishlivercellstoinitiateimmuneresponse．

Keywords　６Ｇshogaol;zebrafishlivercells;antioxidantcapacity;antiＧinflammatorypathways;inＧ
flammatoryresponse;immuneresponse;immunopotentiator
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