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急性热应激对草鱼肾细胞的影响
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摘要 将草鱼肾细胞(CIK)在28℃条件下培养24h后,分别置于28(对照)、32、36和40℃的条件下暴露

2h,测定不同温度处理组的细胞乳酸脱氢酶(LDH)漏出率、细胞周期的改变、细胞内多泛素化蛋白水平以及

caspase-3和bcl-2的表达变化;置于28(对照)、32、36和40℃的条件下暴露12h,测定不同温度处理组的细胞活

力。试验结果表明,热应激引起细胞活力显著下降,导致CIK细胞的LDH漏出率显著上升,多泛素化蛋白表达

量显著增加,bcl-2的表达量显著下调和caspase-3的表达量显著上调,G0/G1期细胞显著减少。急性热应激可

能会引起CIK的细胞膜通透性和蛋白质表达量的变化,从而诱导细胞启动凋亡。
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  温度是影响鱼类生理活动最重要的环境因

子[1]。温度可以决定生物生活范围,影响生物的生

长速率、生理生化水平、新陈代谢和生命活动[2]。环

境温度的变化会影响细胞内生物分子和结构成分的

组成和功能,比如蛋白质的折叠、组装、活性和稳定

性,脂质的结构以及细胞膜的流动性和通透性等[3]。
急剧的温度变化往往会对动物机体产生急性热应激

反应。热应激会改变膜脂的脂类,引发大量的氧化

损伤,影响细胞分化和细胞凋亡等生物学事件。细

胞凋亡是动物维持个体正常生理过程所必需的一种

生物学行为,受一系列的基因调控。鱼类细胞的凋

亡涉 及 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶

(Caspase)家族、B-细胞淋巴瘤/白血病-2基因(bcl-
2)的表达产物Bcl-2和P53蛋白等[4]。细胞凋亡根

据凋亡信号的来源可以分成死亡受体途径、线粒体

途径和内质网凋亡途径[5]。各种死亡途径之间不是

相互孤立的,而是相互都有着关联。在细胞凋亡的

调控中,Caspase蛋白家族是细胞凋亡的主要执行

者,特别是Caspase-3,是细胞凋亡的主要效应因子,
而Bcl-2对于抑制细胞凋亡起主要作用[6-7]。高温、
活性氧、诱变剂等很多因素可以诱导细胞凋亡[8-9]。
水温升高也会导致鱼体发生氧化应激[10],培养温度

的升高会影响金鱼原代鳍条细胞的增殖[11],同时也

会导致泛素蛋白表达增加[12]。本文以草鱼(Cteno-
pharyngodonidellus)肾脏细胞为研究对象,研究热

应激对鱼类细胞活力以及凋亡的的影响,旨在为深

入了解温度变化对鱼类细胞生理活动的影响提供一

定的科学依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

草鱼肾脏细胞系(CIK)为华中农业大学淡水生

物细胞保藏中心保存,用25cm2或者75cm2培养瓶

单层传代培养,生长培养基为含有10%灭活的胎牛

血清的 M199培养基,其中含有100U/mL青霉素、

100U/mL链霉素。细胞于28℃、5% CO2的培养

箱中静置培养。
1.2 试剂材料

M199培养基和胰蛋白酶购自GIBCO公司;胎
牛血清购自四季青公司;青-链霉素购自吉诺公司;

3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐(噻
唑蓝,MTT)购 自 Amersco 公 司;乳 酸 脱 氢 酶

(LDH)试剂盒购自南京建成生物公司;细胞裂解液

购自 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所,多 泛 素 一 抗 购 自
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ENZO公司;辣根过氧化酶(HRP)标记的山羊抗小

鼠二抗购自谷歌生物科技公司;Trizol为Invitrogen
公司生产;引物合成来自生工生物工程公司;反转录

试剂盒和SYBRGreen购自TaKaRa公司。
1.3 试验设计

CIK细胞传代后,在28℃的培养箱里培养4h
贴壁后,分别放入28、32、36和40℃的培养箱中培

养12h,然后进行细胞活力检测。在检测细胞活力

后,将在28℃培养了24h的传代CIK细胞分别转

入28、32、36和40℃的培养箱进行急性热应激暴露

试验,以28℃为对照温度,暴露时间为2h。急性热

应激暴露结束后,每组细胞依据不同的检测指标所

需的方法来收集细胞或者制成细胞匀浆,用于生化

检测和相关基因转录水平研究。
1.4 细胞活力的检测

采用 MTT微量酶标仪比色法检测细胞活力。
取对 数 生 长 期 的 细 胞,调 整 细 胞 浓 度 为 1×
105/mL。准备4块96孔板,每孔接180μL的细胞

悬液(每块细胞培养板均设置加入不含细胞的培养

基的孔为空白对照)。细胞在28℃的培养箱里培养

4h贴壁后,分别放入28、32、36和40℃的培养箱中

继续培养12h,培养结束后,每孔都加入20μL的

MTT(5mg/mL),28℃的孵育4h后,吸弃含有

MTT的培养基,每孔加入150μL的二甲基亚砜

(DMSO),室温震荡10min后,在酶标仪490nm处

检测吸光值(D490)。以培养于28℃的细胞所检测

的细胞活力作为对照组,计算细胞相对活力。计算

公式如下:
细胞相对活力=(试验组D 值-空白对照组D

值)/(28℃组D 值-空白对照组D 值)×100%
1.5 乳酸脱氢酶漏出率的检测

热应激暴露后,先收集每组的细胞培养液,用于

后续对从细胞中漏到培养液中的LDH含量进行测

定,使用0.25%胰蛋白酶将培养瓶中贴壁细胞消化

后收集,1200r/min离心7min得到细胞沉淀,细
胞沉淀用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗2次后,加入

2mL的PBS,用超声波破碎仪破碎细胞,得到细胞

匀浆,用于测定细胞中的LDH含量。

LDH使用试剂盒(南京建成生物公司公司,

A020-2)进行测定,并参考洪庆涛等[13]的改进方法

进行检测和计算。计算公式如下:
细胞培养液LDH漏出率=培养液D 值/

(培养液D 值 +细胞匀浆液D 值)×100%

1.6 蛋白斑点杂交

急性热应激暴露后,收集各个试验组的培养细

胞,用细胞裂解液(碧云天生物技术研究所,批号

p0013)提取总蛋白,将样品稀释到每300μL蛋白样

品含50ng的总蛋白后,进行蛋白斑点杂交。使用

多泛素化蛋白的一抗,检测多泛素蛋白,DAB显色,
拍照。采用ImageStudioLite3.1软件读取各个斑

点的灰度值,以对照组作为基值相比较,得出各个组

的相对灰度值。
1.7 实时荧光定量 PCR

使用Trizol试剂提取样品的总RNA,作为模板

扩增bcl-2、caspase-3和ef1-α 的基因片段,其中

ef1-α作为内参物。引物参照NCBI上的草鱼基因

序列,通过Primer5.0软件设计引物,见表1。然后

进行实时荧光定量PCR,得到各样品的Ct值,用
2-△△Ct方法计算得到各基因的表达量。

表1 被检测基因的引物序列

Table1 Sequencesofprimersforthegenestested

基因

Gene

序列(5′-3′)
Primersequence
(5′to3′)

GenBank序列号

GenBank
accessionNo.

bcl-2
F:CCACCCATTGTCATACCTAACG

JQ713862.1
R:ACCCACAGGGCTGTCACTTCT

caspase-3
F:AGTCGCTGTGCTTCATTTGTTT

JQ793789.1
R:CGGTCTCCTCTGAACAGGCTA

eF1-α
F:GGGCAAGGGCTCCTTCAAAT

GQ266394.1
R:GCAACAATCAGCACGGCACA

1.8 细胞周期检测

采用PI染色法检测细胞周期。用0.25%胰蛋

白酶消化收集细胞(1200r/min离心7min,弃上

清),用PBS清洗2次(1200r/min离心7min,弃
上清),加1mL预冷的70%乙醇,4℃固定过夜。
细胞检测前,离心收集细胞,用PBS洗涤1次,加入

500μL的碘化丙啶(PI)染色液(含50μg/mLPI和

100μg/mLRNaseA)。4℃避光孵育30min,上流

式细胞仪检测处于不同细胞时相的细胞比例。
1.9 数据分析

各处理组设置3个重复,数据以“平均数±标准

差”表示,采用SPSS19.0软件进行单因素方差分

析,差异显著表示为P<0.05,差异极显著表示为

P<0.01。

2 结果与分析

2.1 细胞活力

与28℃对照组相比,32、36和40℃处理组的

98



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

细胞活力分别为79.86%、37.31%和32.90%。随

着培养温度的升高,32、36和40℃处理组细胞活力

均显 著 下 降(P<0.05),分 别 下 降 了20.14%、

62.69%和67.10%。
2.2 乳酸脱氢酶漏出率

热应激处理后,32、36和40℃组的LDH漏出

率分别为:10.81%、11.93%、12.63%,对照组28℃
组的漏出率为9.07%。随着培养温度的升高,LDH
漏出率逐步上升,其中36℃和40℃处理组细胞的

LDH漏出率与28℃处理组(对照组)相比有显著性

差异(P<0.05)。
2.3 bcl-2 和 caspase-3 的基因表达检测

通过实时荧光定量PCR的结果(图1)可见,随
着 培养温度的升高,bcl-2表达量呈现下调的趋势,

 *表示与对照组差异显著,P<0.05。*indicatessignificant

differencebetweentreatmentandcontrol,P<0.05.

图1 培养温度对细胞bcl-2和

caspase-3基因表达量的影响

Fig.1 Effectoftemperaturevariationsonthe
relativeexpressionlevelofgenes

32℃和40℃处理组的表达量与28℃处理组(对照

组)存在显著性差异(P<0.05)。caspase-3表达量

呈现上调的趋势,36℃处理组的表达量最高,36℃
和40℃处理组的表达量与28℃处理组(对照组)有
显著性差异(P<0.05)。
2.4 多泛素蛋白表达检测

与28℃对照组相比,32、36和40℃处理组的

多泛素蛋白相对表达量分别为1.05、1.11和1.10。
随着培养温度的升高,CIK细胞的多泛素化蛋白的

表达量逐渐增多,36℃和40℃处理组与28℃处理

组(对照组)存在显著性差异(P<0.05)。
2.5 细胞周期检测结果

随着培养温度的上升,G0/G1期细胞显著减

少,S期和G2/M 期细胞呈上升趋势,但无显著性差

异(表2)。32℃处理组和36℃处理组与28℃处理

组(对 照 组)相 比,G0/G1 期 细 胞 显 著 减 少

(P<0.05),而40℃处理组处于G0/G1期的细胞

稍高于36℃处理组。

3 讨 论

不同种类、不同个体大小的鱼类适宜生长温度

迥异。作为广温性鱼类的草鱼,其适宜存活温度范

围为20~32℃[14]。一般来说,淡水鱼类生存的水

体温差会比较大,当水体温度升高的时候,鱼类将会

出现呼吸困难的症状,同时可能会使蛋白发生错误

折叠或者降解并最终导致细胞死亡[15-16]。本研究发

现,28℃是CIK相对适宜的培养温度。这与左文功

表2 温度变化对细胞周期的影响1)

Table2 Effectoftemperaturevariationsonthecellcycle %

细胞周期时相

Phasesofcellcycle
温度/℃ Temperature

28 32 36 40

G0/G1 62.140±2.935 55.640±2.874* 55.360±1.287* 58.480±3.807

S 29.097±2.910 32.397±1.163 34.167±2.121 30.200±4.365

G2/M 8.757±0.483 11.963±3.145 10.470±0.871 11.317±0.673

 1)*表示与对照组差异显著,P<0.05。*indicatessignificantdifferencebetweentreatmentandcontrol,P<0.05.

等[17]建立CIK细胞系时所得的结论一致。CIK在

32、36和40℃的培养箱中培养12h后,与对照组

(28℃)相比,细胞活力显著下降。这说明急性的热

应激可抑制细胞的存活。LDH存在于正常细胞的

胞质中,当细胞受到损伤时,细胞膜的通透性会发生

变化,LDH就会从胞内释放到胞外,因此,通过检测

乳酸脱氢酶的漏出率可以检测细胞膜的完整性。

Nishad等[18]发现,当温度升高时,伯式肩孔南极鱼

(Trematomusbernacchii)的骨骼肌组织的LDH的

漏出率会升高。我们的试验结果显示,随着热应激

温度的升高,CIK 细胞的 LDH 漏出率逐步上升

(图1),说明热应激会引起细胞损伤,使细胞膜的通

透性增加。
在蛋白质的降解和蛋白质的相互作用等过程

中,泛素化是必不可少的[19]。当细胞受到应激时,
泛素-蛋白酶体途径启动,选择性降解某些蛋白质,

09
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泛素蛋白酶体途径参与细胞凋亡、细胞信号转导等

一系列生理功能。当外界环境温度发生变化的时

候,为了适应环境,广温性的鱼类自身编码细胞应激

反应相关蛋白基因的表达会发生变化。我们的试验

结果表明,36℃和40℃处理组的CIK细胞的多泛

素结合蛋白的表达与28℃处理组(对照组)相比显

著性地升高。Logan等[12]也发现热应激会导致虾

虎鱼(Gillichthysmirabilis)体内 HSP70和泛素蛋

白基因的表达都上调。细胞内多泛素化蛋白的表达

量增多说明急性的热应激使蛋白发生了损伤,泛素

结合到了这些因为应激损伤而需要被降解的蛋

白上。

Lewis等[16]发现虹鳟(Oncorhynchusmykiss)
在受到热应激后,血细胞中与凋亡和造血功能相关

的基因表达都发生上调。而Cao等[20]发现水体中

所含的氟化物可导致鲤的肝脏细胞发生凋亡,凋亡

相关基因bcl-2的表达量与氟化物的含量呈负相关。
我们的试验结果显示,凋亡基因caspase-3的表达随

着CIK培养温度的升高出现上调,而抑制凋亡基因

bcl-2的表达随着温度的升高出现下调。高温可能

破坏了线粒体膜导致bcl-2蛋白减少,细胞色素C
释放到胞外激活caspase-3,开始诱导细胞凋亡。

G0/G1期是DNA合成前期,是一个敏感点,若细胞

在此时被某些因素抑制则无法顺利进入到DNA合

成期(S期),会导致处于G0/G1期的细胞量增多,
而S期和DNA合成后期 G2/M 期的细胞量会减

少,在我们的试验中随着处理温度的升高G0/G1期

细胞显著减少,S期和G2/M 期细胞呈上升趋势,但
无显著性差异,说明热应激并没有导致细胞周期的

阻遏。这可能是因为升温处理的时间较短,并没有

达到凋亡的高峰期。
总之,细胞培养温度的升高会抑制 CIK 的存

活,短期的急性升温会导致CIK细胞的细胞膜和蛋

白质损伤,并启动细胞凋亡的信号通路。升温诱导

CIK发生凋亡的具体机制还需要进一步研究。
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Effectsofacutethermalstressonkidneycell
ofgrasscarp(Ctenopharyngodonidellus)

TONGNa YINXiao-yan LIDa-peng TANGRong

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/FreshwaterAquaculture
CollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince/KeyLaboratoryofFreshwater

AnimalBreeding,MinistryofAgriculture,Wuhan430070,China

Abstract Thekidneycellsofgrasscarp(Ctenopharyngodonidellus)wereexposedto28℃,32℃,

36℃and40℃for2hor12h,respectively.The28℃groupwastakenascontrol.LDHleakageratesof
CIKcellsweredeterminedbythetracedetectionofLDHkit.Thecellcyclesweremeasuredbyflowcy-
tometry.Thepolyubiquitinylatedproteinwasmeasuredbydotblot,andtheexpressionsofcaspase-3and
bcl-2genesofcellsweredetectedbyreal-timefluorescencequantitativePCR.Theresultsshowedthat
theLDHleakagerate,thecontentofpolyubiquitinylatedproteins,andthecaspase-3expressionincreased
significantlywiththeincreaseofincubationtemperature.Whiletheexpressionofbcl-2andthecellsat
G0/G1phasedecreasedsignificantlywiththeincreasingincubationtemperature.Acutethermalstress
couldinducethedamageofcellmembrane,protein,andevenpromotecellapoptosis.

Keywords acutethermalstress;Ctenopharyngodonidelluskidneycell;apoptosis
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