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低氧对团头鲂心肌细胞凋亡
及抗氧化酶活性的影响
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摘要　以团头鲂为研究对象,采用 HE染色及电镜方法观察低氧对心脏组织结构的影响.结果显示,低氧

可导致团头鲂心脏组织结构的变化及线粒体损伤;通过 TUNEL及荧光定量 PCR检测发现低氧能诱导心肌细

胞凋亡并引起抑凋亡基因BclＧ２表达量的变化;基于蔗糖梯度离心法提取心脏线粒体,并分析线粒体中 MDA含

量及SOD活性的变化,结果显示低氧(DO:(２．５±０．５)mg/L)可引起团头鲂心脏线粒体中 MDA含量及SOD活

性的降低.
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　　在水产业中,水中的溶氧是鱼类赖以生存的必

要条件,是影响产量的主要因素.由于水中的溶氧

量相对陆地的氧含量低,并且还受天气、温度、富营

养化等因素的影响,因此,鱼类常常会受到低氧的威

胁.低氧不仅会影响鱼类胚胎的发育和孵化[１Ｇ２],还
会引起成鱼血糖浓度、血液皮质激素和血红蛋白等

含量的增加,以及代谢率的降低以适应低氧环境,这
样造成鱼类摄食水平受限,消化吸收率降低,进而影

响其生长速度及抗逆能力,严重情况下导致鱼类大

量死亡[２Ｇ３].另外,低氧也会干扰鱼类内分泌系统,
影响配子形成、配子的数量和质量及受精等过程,造
成鱼苗发育迟缓、存活率降低、性别比失调等[３Ｇ４].

研究显示,低氧可导致细胞内线粒体的呼吸链

受阻、ATP的摄取减少、线粒体膜的通透性增加,从
而诱导细胞凋亡[５].而在细胞凋亡过程中BclＧ２(B
celllymphoma２)家族起着关键的调控作用,该家

族包括促进凋亡的蛋白(如 Bax和 Bak等)和抑制

凋亡的蛋白(如BclＧ２和BclＧXL等)[６].该家族成员

通过与其他蛋白的协同作用,来调节线粒体的结构

与功能,进而调节细胞凋亡[７].
团头鲂(Megalobramaamblycephala)是我国

重要的草食性经济鱼类之一,因其易于饲养、味道鲜

美且营养丰富而深受人们喜爱.但是近年来随着团

头鲂生存环境的恶化和种质资源的退化等[８],在养

殖过程中常常出现缺氧浮头的现象.为了解低氧对

团头鲂心脏的影响,本研究利用 HE染色和电镜技

术分析了低氧处理后团头鲂心脏组织结构的变化,
并通过TUNEL(terminaldexynucleotidyltransferＧ
ase(TdT)ＧmediateddUTPnickendlabeling)及荧

光定量PCR 等方法分析了心脏组织的细胞凋亡、

BclＧ２的表达以及线粒体中丙二醛(malonaldehyde,

MDA)和超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,

SOD)活性的变化.

1　材料与方法

1.1　材　料

试验所用团头鲂取自湖北省黄冈市百容水产良

种有限公司,体质量(３０±３)g.将鱼运回实验室

后,在暂养池(水温(２６±１)℃)中暂养(正常投喂饲

料早晚各１次)１周之后用于试验.试验分成４组

(２５尾/组),分别是常氧组、低溶氧(dissolvedoxyＧ
gen,DO)条件下((２．５±０．５)mg/L)处理２h组和

处理４h组,以及严重低氧组(即水中持续充氮气,
当DO 值降低到鱼半数死亡时,采集剩余活鱼用于
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后续实验,此时 DO 为０．５mg/L).低氧处理后每

组随机取１５尾鱼采集心脏组织,并通过以下几种方

法保存:用于 HE染色和 TUNEL实验保存于４％
多聚甲醛中,用于电镜的样品用２．５％的戊二醛磷酸

缓冲液固定,用于提取线粒体的样品先用预冷的生

理盐水快速洗净组织表面残留的血液并快速放入液

氮中,然后于－２０℃中保存,用于提取RNA的样品

放入含１mLTrizol的离心管中并于－８０℃中保存

备用.
1.2　引物设计以及荧光定量 PCR

从笔者所在实验室构建的团头鲂cDNA 文库

中筛选出 BclＧ２基因的部分cDNA 序列,并根据

BclＧ２基因部分序列采用PrimerPremier５．０设计荧

光定量PCR(quantitativerealＧtimePCR,qRTＧPCR)的
引 物,BclＧ２ＧL:５′ＧGTTGGGATGCCTTTGTGGAGＧ
３′,BclＧ２ＧR:５′ＧTTCTGAGCAAAAAAGGCGATＧ３′.

利用 Trizol(TaKaRa)试剂盒提取不同处理组

中团头鲂心脏组织的总RNA,然后取１μg总 RNA
通过反转录试剂盒(PrimeScript® RTreagentKit
WithgDNAEraser,TaKaRa)进行反转录以获得相

应的cDNA.以获得的 cDNA 为模板进行 qRTＧ
PCR以分析低氧处理后BclＧ２在心脏中的表达变

化,其反应体系:SYBR预混液(宝生物公司),上下

游引物各０．８μL,cDNA 模板１．０μL,加水至２０

μL;反应条件:预变性９４℃３min;９４℃３０s,５５℃
３０s,７２ ℃ ２０s 共 ３０ 个循环;７２ ℃ ５ min.以

１８SRNA基因作为内参基因,通过标准曲线法分析

BclＧ２基因的表达变化.
1.3　HE 染色

将心脏组织浸没在４％多聚甲醛中固定约２４h
后,常规石蜡包埋,切片(厚５μm).再经常规脱蜡、
染色封片,即二甲苯１５min,二甲苯１０min,无水乙

醇５ min,无水乙醇３ min,然后依次９５％、９０％、

８０％、７０％乙醇各１min,Harris氏苏木素７min,自
来水洗２min,１％的盐酸乙醇２~５s,自来水洗５~
７min,１％水溶性伊红２~４min,自来水洗１min,

９５％乙醇１ min,无水乙醇２ min(２ 次),二甲苯

２min(２次),切片风干后中性树胶封片,光学显微

镜下观察.
1.4　TUNEL 检测心脏组织中的细胞凋亡

利用 TUNEL方法检测低氧处理后心脏组织

的细胞凋亡情况.具体步聚如下:心脏组织经石蜡

切片常规脱蜡水化、抗原修复、内源性过氧化物酶的

阻断、标记、信号转化和分析、显色、复染、梯度乙醇

脱水、二甲苯透明、中性树胶封片后,通过普通光学

显微镜观察.阳性凋亡细胞的细胞核呈棕色,正常

非凋亡细胞核被苏木素复染成蓝色,核相对较大,形
态大小一致.随机取６个视野(每个视野至少５００
个细胞),再观察并统计１００个细胞中的阳性凋亡细

胞数,进而计算出凋亡细胞所占比例,即凋亡指数

(apoptosisindex,AI).
1.5　心脏线粒体的提取以及 SOD、MDA 的检测

取约０．３g心脏组织块剪碎,加入０．５mL提取

液 A (２５０ mmol/L 蔗 糖,１０ mmol/L TES,

lmmol/LEDTA,６４μmol/LBSA,pH７．４)匀浆,
加lmL提取液 A１２０００r/min离心１０min,弃上

清,用 １．５ mL 提 取 液 B(２５０ mmol/L 蔗 糖,１０
mmol/LTES,１mmol/LEGTA,６４μmol/LBSA,

pH７．４)悬浮,３０００r/min离心１０min,弃沉淀,吸
上清液于另一离心管,１２０００r/min离心１０min,弃
上清液,用lmL提取液 B悬浮,再以８８００r/min
离心１０min;弃上清液,加入３００μL提取液C(１００
mmol/LKCl,２０mmol/LTES,１mmol/LEGTA,

pH７．４)悬浮,整个操作过程在０~４℃条件下进行.
然后利用 SOD 和 MDA 试剂盒(购自南京建成公

司)检测心脏线粒体中 SOD 和 MDA 活性,其中

SOD活性的测定是用黄嘌呤氧化酶法,而 MDA 含

量则基于硫代巴比妥酸法来测定.
1.6　数据分析

利用 OneＧwayANOVA 软件分析不同处理间

SOD活性、MDA含量以及BclＧ２基因表达的差异,
其中,P＜０．０５说明差异有统计学意义.

2　结果与分析

2.1　低氧对心脏组织的影响

利用 HE染色方法观察低氧对心脏组织的影

响,结果显示,常氧条件下,心肌纤维排列较为整齐,
无膨胀或者断裂现象.而在严重缺氧(０．５mg/L)
的条件下,心肌纤维肿胀,排列出现紊乱(图１).
2.2　心脏超显微结构的变化

低氧处理后心脏组织的超显微结构如图２所

示,在常氧条件下,心脏线粒体的结构完整(没有受

到破坏),而当溶氧下降至２．５mg/L左右时,心脏

中线粒体的结构出现不同程度的破环,线粒体肿胀,
结构紊 乱.随 着 溶 氧 水 平 的 进 一 步 降 低 达 ０．５
mg/L时,部分线粒体发生破裂.

９０１
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　A和B分别为常氧和严重低氧(０．５mg/L)条件下心脏组织的 HE染色结果,放大倍数为１０００倍.AandBrepresentHEstaining

resultsofheartundernormoxiaandhypoxia(０．５mg/L)conditions,respectively,１０００×．

图１　低氧处理后团头鲂心脏组织结构的变化

Fig．１　ThechangesoftheheartstructureofM．amblycephalaafterhypoxiatreatment

　A、B、C、D 分别代表常氧组、低氧处理２h、低氧处理４h以及严重低氧组,放大倍数为２００００倍.A,B,CandDrepresentthenormoxia

group,hypoxiatreatedfor２h,hypoxiatreatedfor４h,andtheseverehypoxiagroup,respectively,２００００×．

图２　低氧处理后团头鲂心脏超显微结构的变化

Fig．２　TheultramicroscopicstructureofM．amblycephalaheartafterhypoxiatreatment

2.3　细胞凋亡的检测结果

TUNEL的检测结果显示,常氧组中团头鲂心

肌细胞凋亡的现象较少,而在低氧组中都有不同程

度的细胞凋亡(图３).而在常氧、低氧(DO (２．５±
０．５)mg/L)处理２h和４h、以及严重低氧(DO０．５
mg/L)的 条 件 下 心 肌 细 胞 凋 亡 指 数 AI分 别 为

１．３２±０．２６、４．３６±０．６８、５．５６±１．３２和８．０３±０．０３.
进一步统计分析说明各低氧处理组心肌细胞的凋亡

指数都显著高于对照组,而严重低氧组中其细胞凋

亡指数也显著高于其他各组(P＜０．０５),但低氧处

理２h和４h组间差异不显著.说明低氧可显著促

进心肌细胞的凋亡,并且溶氧浓度越低心肌细胞的

凋亡程度越严重.

2.4　心脏中 BclＧ2 基因的表达变化

qRTＧPCR的结果 (图 ４)显 示,低 氧 条 件 下,

BclＧ２的 mRNA表达量随低氧处理时间的延长而

逐渐降低,但严重低氧会导致该基因的表达量显著

上升(P＜０．０５).
2.5　心脏线粒体中 MDA 和 SOD 的变化

通过蔗糖梯度离心提取心脏组织的线粒体,然
后检测线粒体中 MDA 含量和SOD的活性以分析

低氧对心脏线粒体中 MDA和SOD的影响,结果显

示(图５),低氧((２．５±０．５)mg/L)条件下,SOD的

活性随处理时间的延长而逐渐降低,但随着溶氧水平

的进一步降低及处理时间的延长其活性有所回升.
另外,MDA含量的变化趋势与SOD基本一致.

０１１
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　A、B、C、D 分别代表常氧组、低氧处理２h、低氧处理４h以及严重低氧组.箭头代表凋亡细胞,放大倍数为４００倍.A,B,CandD

representthenormoxiagroup,hypoxiatreatedfor２h,hypoxiatreatedfor４h,andtheseverehypoxiagroup,respectively．ArrowsrepreＧ

sentapoptoticcells,４００×．

图３　基于TUNEL方法的心脏组织细胞凋亡的结果

Fig．３　ApoptosisofheartbasedonTUNEL

　１、２、３、４分别代表常氧组、低氧处理２h、低氧处理４h以及严重低氧组.下同.１,２,３and４representthenormoxiagroup,hypoxia

treatedfor２h,hypoxiatreatedfor４h,andtheseverehypoxiagroup,respectively．Thesameasbelow．

图４　低氧处理后心脏中BclＧ２的表达变化

Fig．４　ExpressionchangesofBclＧ２inheartafterhypoxiatreatment

图５　团头鲂心脏线粒体中MDA、SOD的变化

Fig．５　ThechangesofMDAandSODinmitochondriaofM．amblycephalaheart

3　讨　论

缺氧是指机体内部组织、细胞得不到充足氧以

维持其正常机能的状况,进而导致组织的代谢、功能

和形态结构发生异常变化.而线粒体是真核生物进

行氧化代谢的部位,机体通过三羧酸循环和呼吸链

１１１
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氧化磷酸化作用分解糖类、脂肪及蛋白质从而为生

命活动提供大部分能量.研究显示,低氧可引起线

粒体损伤,即当机体急性或严重缺氧时,细胞中的线

粒体受损,蛋白合成受阻,进而使线粒体的数目减

少,氧化磷酸化能力下降并产生畸变最后导致细胞

凋亡;而在长期慢性低氧条件下,线粒体的数量和密

度增加[９].心脏是全身组织的供氧中枢,主要进行

有氧代谢,对氧的需求量大.因此,笔者利用 HE染

色及电镜技术来分析低氧对团头鲂心脏组织的影

响,结果显示,低氧可导致团头鲂心脏组织结构的变

化及线粒体损伤.在一些水中呼吸的鱼类中低氧会

导致反射性呼吸过缓及心搏量的升高,而严重低氧

可直接抑制心肌细胞[１０].在欧洲川鲽中低氧也会

引起心脏线粒体变小坏死,糖原颗粒沉积以及心肌

细胞降解[１１].
线粒体除了为细胞提供能量外,还参与细胞分

化等过程,在细胞生命过程中具有重要的作用和地

位[１２Ｇ１３],可以决定细胞的凋亡和存活[１４Ｇ１６].BclＧ２家

族蛋白可以控制线粒体中细胞色素 C等促凋亡物

质的释放,对线粒体所诱导的凋亡通路起着重要的

调控作用[１７Ｇ１８],而该家族成员—抗凋亡蛋白 BclＧ２
的变化可直接控制线粒体中细胞色素 C 的释放.
在小鼠中低氧会引起 BclＧ２ 以及 Bax 表达的变

化[７].基于 TUNEL法检测发现低氧可以引起团

头鲂心肌细胞的凋亡,并且随低氧处理时间的延长

细胞凋亡现象越严重.而BclＧ２基因的 mRNA 表

达量也随低氧处理时间的延长而逐渐降低,但严重

低氧(０．５mg/L)会导致该基因的表达量显著上升.
这和鲤中的研究结果类似,即长期严重低氧(DO:

０．５mg/L４２d)会引起鲤肝脏中一些抗凋亡基因

(BclＧ２,Hsp７０,P２７)的上调表达[１９].
低氧 会 使 机 体 产 生 活 性 氧 (reactiveoxygen

species,ROS),引起脂质过氧化损伤,形成丙二醛等

氧化产物,为了降低 ROS对机体的损伤,机体通过

改变一些抗氧化酶(如SOD,CAT 及 GSHＧPx等)
的活性来适应低氧环境.在低氧运动后,人体血清

中SOD活性显著升高,但未检测到 MDA的显著增

加[２０].而适当强度的游泳运动会使大鼠血清中

MDA的值明显降低而 SOD 值没有明显变化[２１].
在严重缺氧的条件下鲤肝脏、大脑和鳃中SOD的活

性上升[２２].在金鱼鳃中钴会使 SOD 的活性增加

１２５％,而在心脏中低浓度的钴会抑制SOD的活性,
但高浓度时SOD的活性增加２０８％[２３].在白鲢肝

脏中低氧可抑制 SOD 的表达,但在鳃中的结果相

反[２４].而本研究的结果显示,适当低氧可导致心脏

线粒体中SOD和 MDA的下降,但随着溶氧浓度的

进一步降低及处理时间的延长其活性有所回升.这

可能是由于在清除体内氧自由基的过程中消耗了部

分SOD,而 MDA 是过氧化产物的标志性物质,所
反映的不仅仅是细胞受自由基攻击的严重程度,而
且还可以调节各种膜上离子转运机制,例如可导致

膜上Ca２＋ 的通透性增高,引起细胞内Ca２＋ 超载,最
终引起细胞内部钙失衡,这是造成细胞坏死和凋亡

的重要原因之一.因此,通过降低脂质代谢产物

MDA水平,可以缓解细胞凋亡的程度[２５].
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Effectsofhypoxiaoncardiomyocyteapoptosisandactivityofantioxidant
enzymesinMegalobramaamblycephalaheart

WUXinjie１　CHENNan１　HUANGChunxiao１

WANGHuijuan１　WANG Weimin１　WANGHuanling１,２

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof
FreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,Wuhan４３００７０,China;

２．FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthepresentstudy,effectsofhypoxiaoncardiomyocyteapoptosisandactivityofantioxＧ
idantenzymesintheMegalobramaamblycephalaheartwerestudied．Theresultsshowedthathypoxia
causedchangesofheartstructureandmitochondrialdamagebyusingHEstainingandelectronmicroＧ
scopeobservation．Moreover,hypoxiainducedcardiomyocyteapoptosisandtheBclＧ２mRNAexpression
changesbyusingTUNELandquantitativerealＧtimePCRmethods．Inaddition,theresultsrevealedthat
moderatehypoxiacouldresultinthedecreaseoftheMDAcontentandSODactivityoftheheartmitoＧ
chondriaextractedbysucrosegradientcentrifugation．

Keywords　Megalobramaamblycephala;hypoxia;BclＧ２;heart;apoptosis;antioxidantenzyme
activity
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