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培养温度对LPS诱导的离体大黄鱼头肾巨噬细胞

抗氧化能力和炎性反应的影响
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(中国海洋大学水产学院，农业农村部水产动物营养与饲料重点实验室，

海水养殖教育部重点实验室，山东 青岛    266003)

摘要：为研究温度对离体大黄鱼头肾巨噬细胞抗氧化能力和炎性反应的影响，从大黄鱼
头肾组织中分离巨噬细胞结合贴壁筛选法得到细胞单层后，在不同温度(16、22和28 °C)
下培养备用。使用25 μg/mL的脂多糖(LPS)孵育细胞2 h后，测定不同培养温度下离体细
胞活力、呼吸爆发活性、抗氧化酶(SOD和CAT)活性以及相关基因(SOD、CAT、Hsp70和
IL-1β)表达的情况。结果显示，体外培养细胞36 h后，16 °C和22 °C条件下培养的细胞活
力显著高于28 °C处理组；LPS处理组大黄鱼头肾巨噬细胞呼吸爆发活性显著升高，但
SOD和CAT酶活性较对照组显著下降。高温(28 °C)显著提高了细胞CAT酶的活性和基因
表达水平，但SOD酶活性和基因表达变化差异不显著；LPS显著促进了大黄鱼头肾巨噬
细胞IL-1β基因的表达，并且随培养温度升高细胞IL-1β基因的表达水平显著降低；但大
黄鱼头肾巨噬细胞Nrf2和Hsp70的基因表达量随温度升高而显著增加，且LPS处理组细胞
基因表达水平显著高于对照组。研究表明，温度显著影响了离体大黄鱼头肾巨噬细胞
的抗氧化能力和LPS所诱导的促炎基因的表达，Nrf2和Hsp70在这一过程中可能发挥重要
作用。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国海水网箱

养殖量最大的鱼种，也是我国重要的海水经济

鱼类之一 [1]。近年来，病害问题成为制约大黄鱼

养殖业持续稳定发展的重要因素。鱼类依靠自

身的免疫系统抵御病原菌的侵害，因此，对鱼

类免疫功能的研究具有现实意义。鱼类在进化

上属于低等脊椎动物，特异性免疫功能并不完

善，主要依靠固有免疫系统行使免疫防御功能[2]。

其中鱼类的抗氧化系统是鱼类固有免疫系统的

第一道防线。当鱼类免疫系统感知到病原菌入

侵，机体免疫细胞则生成活性氧(ROS)等物质杀

死病原微生物 [3]，通常作为衡量鱼类免疫防御能

力的一个重要指标 [4]。然而，过多的ROS会对细

胞和机体构成损伤，这时细胞就会通过抗氧化

系统来清除过多的ROS以降低其对细胞或机体造

成的损伤 [5]。超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢

酶(CAT)是鱼体应对氧化损伤的重要抗氧化酶，

分别将ROS还原成为氧分子和水，从而维持细胞

和机体稳态，保证正常生理和免疫功能的发挥[6]。

由于鱼类是变温动物，环境温度是影响鱼

类抗氧化能力等免疫反应发挥的重要限制因

子。当环境温度超过鱼类最适温度便会造成鱼

类胁迫应激反应的发生，一旦超过机体自身调

节能力的范围后，则抑制机体免疫机能，增加

机体对病原菌的易感性，导致发病率和死亡率

升高 [7]。已有研究表明，环境温度可以影响鱼类
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的抗氧化系统以及对病害的防御能力 [8]。对大黄

鱼而言，每年的高温期养殖水域温度可达到30 °C
以上，超过了其最适生活温度 [9-10]，显著影响了

大黄鱼免疫功能的发挥[11]，降低了鱼类机体对疾

病的抵抗力，是导致高温期大黄鱼疾病流行和

暴发的一个重要原因。

目前有关温度对鱼类抗氧化和免疫防御能

力的研究大多是基于在体实验开展的，但由于

受到鱼的种类、年龄、营养状况、其他环境应

激因子以及自身神经、体液因素的影响，其研

究结果存在较大的差异，甚至是截然相反，导

致相关研究存在较多争议。巨噬细胞是鱼类固

有免疫系统的中心细胞，也是ROS以及免疫细胞

因子的主要生成者。利用鱼类巨噬细胞培养技

术，体外研究温度对鱼类巨噬细胞抗氧化能力

和免疫防御能力的影响，可排除在体实验中多

种因素的干扰，有助于对相关现象的发生开展机

制探究。在本研究中，利用免疫刺激物LPS处理

离体大黄鱼头肾巨噬细胞，建立免疫刺激模型，

并利用此模型首次探究温度对LPS诱导的大黄鱼

头肾巨噬细胞抗氧化能力和免疫相关基因表达

的影响，有助于了解温度对大黄鱼固有免疫反

应的影响及其调控机制，同时为规范养殖管理，

提高大黄鱼养殖成功率提供基础的科学数据。

1    材料与方法

1.1    实验对象

1龄左右的实验大黄鱼购自浙江象山黄避岙

镇养殖网箱，暂养于宁波海洋与渔业创新研究

基地内水系统中，实验期间水温为14~18 °C。选

取有活力、健康且体表无损伤的个体用于细胞

培养实验。

1.2    实验药品

Percoll试剂购自美国Pharmacia公司，DMEM/
F12培养基、胎牛血清(FBS)购自以色列BI公司；

细胞增殖及毒性检测试剂盒(CCK8)购自北京索

莱宝科技有限公司，SOD和CAT酶活试剂盒购自

南京建成生物工程研究所，蛋白浓度测定试剂

盒购自碧云天生物技术研究所；细菌脂多糖(LPS，
Escherichia coli 055:B5)和佛波醇乙酯(PMA)购自

美国Sigma公司；双抗(青霉素/链霉素)、四唑氮

蓝(NBT)、二甲基亚砜(DMSO)购自美国Amresco
公司；Trizol、PrimeScript RT reagent Kit、SYBR
Premix Ex Taq和DEPC水购自日本TaKaRa公司；

Real time-PCR引物由青岛擎科梓熙生物技术有限

公司合成并提供。

1.3    大黄鱼头肾巨噬细胞的分离培养

分离培养参考本课题组之前的方法 [12]。解

剖并取出头肾组织，轻轻研磨挤压使头肾组织

通过100 μm网孔，得到细胞悬液，利用水平梯度

离心技术结合贴壁筛选法得到大黄鱼头肾巨噬

细胞单层，细胞在含有5% FBS的培养基中分别

于16、22和28 °C条件下继续培养备用。

1.4    细胞活力与功能测定

将接种于96孔板中的巨噬细胞分别置于16、
22和28 °C下培养，分别于6、12、24和36 h后对细

胞活力进行测定。细胞活力测定根据CCK8细胞

增殖检测试剂盒说明书要求进行，使用酶标仪在

450 nm波长处测定OD值，间接反映活细胞活力。

1.5    LPS对巨噬细胞的免疫刺激

配制浓度为25 μg/mL的LPS溶液。实验开始

前弃去96孔板或6孔板中原有的细胞培养液，分

别加入LPS溶液，继续置于16、22和28 °C下培养

2 h后进行细胞活力、呼吸爆发、抗氧化酶活性和

基因表达的检测，设置DMEM处理组为对照组。

1.6    免疫指标的测定

　　呼吸爆发活性测定　　细胞呼吸爆发活性

的测定参照Secombes[13]的方法。弃去96孔板中的

培养液，每孔加入含有PMA的NBT溶液孵育

30 min，孵育结束后加入纯甲醇固定细胞10 min，
再以70%的甲醇溶液洗2次后将96孔板自然风干，

之后每孔依次加入120 μL 2 mol/L的KOH和140 μL
的DMSO，630 nm波长下读取吸光值，以KOH/
DMSO设置为调零孔。

　　抗氧化酶活性的检测　　LPS孵育结束

后，用PBS清洗2次，利用细胞刮刀收集6孔板中

的贴壁细胞，加入100 μL的PBS，在冰浴条件下

进行超声波裂解。5 000×g离心10 min后取上清液。

蛋白浓度采用BCA法进行测定，细胞SOD和CAT
活性的测定按照试剂盒提供的方法进行。细胞

SOD活性(U/mg prot)根据WST-1法进行测定 [14]。

CAT活性(U/mg prot)根据紫外法测定[15]。

　　抗氧化和免疫基因的表达　　按照Trizol法
提取细胞RNA，具体实验步骤参考已发表文献[16]。

已提取的RNA通过琼脂糖电泳和Nanodrop检测核

酸完整性和浓度，合格的RNA置于–80 °C冰箱中
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保存用于后续实验。使用TaKaRa公司的Prime
ScriptTM RT Reagent Kit试剂盒合成cDNA。根据

NCBI数据库查询大黄鱼相关基因的序列信息，

并利用在线引物设计功能设计定量引物，β-actin
为内参基因(表1)。使用SYBR® Green I嵌合荧光

法进行实时荧光定量PCR分析。总反应体系为

20 μL，包括10.0 μL SYBR®  Premix Ex TaqT M

(2×)，0.8 μL cDNA模板，上下游引物各0.8 μL，

7.6 μL RNase-free水。Real-time PCR反应条件：预

变性  95 °C 2 min；变性  95 °C 15 s，引物退火

58 °C 15 s，引物延伸 72 °C 20 s，40个循环。计

算基因相对表达量采用2-ΔΔCt法，目的基因mRNA
相对表达量=2-△△Ct，式中，ΔCt=[Ct (目的基因)-Ct

(β-actin)]，ΔΔCt=[ΔCt (实验组)-ΔCt (对照组)]。

1.7    数据分析

所有数据的统计分析均在SPSS 18.0软件中

进行。数据用mean±SE(n=4)表示。数据采用单因

素方差分析(ANOVA)，当处理组之间差异达到

显著水平时(P<0.05)，采用Tukey氏检验进行多重

比较分析。

2    结果

2.1    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞活

力的影响

利用CCK8细胞增殖检测试剂盒检测细胞活

力。28 °C培养条件下，细胞活力随培养时间延

长呈现下降的趋势，细胞培养36 h后的活力显著

低于6 h和12 h的活力(P<0.05)；16°C和22°C条件

下培养的细胞活力在36 h内无显著变化(图1)。
细胞培养24 h后，与对照组相比，LPS处理

2 h后的大黄鱼头肾巨噬细胞的活力没有出现显

著性差异，且各温度处理组间的细胞活力差异

不显著(图2)。

2.2    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞呼

吸爆发活性的影响

LPS孵育2 h后显著提高了大黄鱼头肾巨噬细

胞的呼吸爆发活性(P<0.05)。对照组巨噬细胞呼

吸爆发活性随温度变化差异不显著；LPS处理组

细胞呼吸爆发活性随温度升高而显著降低，28 °C
培养条件下细胞呼吸爆发活性显著低于16 °C处理

组(P<0.05)(图3)。

2.3    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞抗

氧化酶活性的影响

LPS处理组巨噬细胞的SOD酶活性显著低于

对照组(P<0.05)，且培养温度对大黄鱼头肾巨噬

细胞SOD酶活性无显著影响(图4-a)。
LPS处理组CAT酶活性显著低于对照组(P<

0.05)，且28 °C条件下培养的大黄鱼头肾巨噬细胞

的CAT酶活性较16和22 °C处理组显著升高(P<0.05)
(图4-b)。

2.4    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞抗

氧化酶基因表达的影响

对照组和LPS处理组巨噬细胞SOD基因表达

随温度升高呈下降的趋势，但差异不显著；各

实验处理组间巨噬细胞SOD基因表达差异不显著

(图5-a)。
随着温度升高，对照组和LPS处理组巨噬细

胞的CAT基因表达显著增加，28 °C条件下培养的

大黄鱼头肾巨噬细胞CAT的基因表达量显著高于

16和22 °C处理组(P<0.05)；在28 °C培养条件下，

LPS处理组的大黄鱼头肾巨噬细胞CAT的基因表

达水平显著高于对照组(P<0.05)(图5-b)。
对照组和LPS处理组巨噬细胞Nrf2的基因表

表 1    荧光定量PCR所用引物序列

Tab. 1    Primer pair sequences for Real-time PCR in this study

引物

primers
引物序列

sequences(5′-3′)
扩增效率

efficiency

CAT-F/R CTACACTCAGGTGCTGAACAAA/TTGTACTTGTCGAGAAGGGTCT 0.99

SOD1-F/R TTGCCAAGATCAGCATCACA/TCTCCTCATTGCCTCCTTTT 1.04

Nrf2-F/R GTGATGCATTCCAGTCAACA/CTGTTTCCTCATCGAGCTGT 0.99

Hsp70-F/R GGCCGACTTAGCAAAGAGGA/CAATCGGCTTGCACACCTTC 1.02

IL-1β-F/R CAATCTGGCAAGGATCAGC/GGACGGACACAAGGGTACTAA 1.05

β-actin-F/R GACCTGACAGACTACCTCATG/AGTTGAAGGTGGTCTCGTGGA 0.99
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达随温度升高而显著增加(P<0.05)；与对照组相

比，LPS显著促进了28 °C条件下培养的大黄鱼头

肾巨噬细胞Nrf2基因的表达(P<0.05)(图5-c)。

2.5    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞炎

性基因表达的影响

与对照组相比，LPS孵育2 h后显著促进了

各温度处理组大黄鱼头肾巨噬细胞IL-1β的基因

表达  (P<0.05)。对照组和LPS处理组大黄鱼头肾
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图 1    不同温度下培养36 h内的大黄鱼头肾

巨噬细胞活力的变化

柱状图上不同大写字母表示同一温度处理组间数据差异显著

(P<0.05)，不同小写字母表示同一时间处理组间数据差异显著(P<
0.05)

Fig. 1    Effects of culture temperature on cell viability of
L. crocea head kidney macrophages after being

incubated for 0-36 h
Different capital letters above bars indicate significant differences among
treatments at the same temperature, different lowercase letters above bars
indicate significant differences among treatments at the same time (P<
0.05)
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图 2    培养温度对各处理组大黄鱼头肾

巨噬细胞活力的影响

柱状图上不同字母表示相同处理不同培养温度处理组数据间差

异显著(P<0.05)。下同

Fig. 2    Effects of culture temperature on cell viability of
L. crocea head kidney macrophages incubated with

DMEM or LPS for 2 h
Different letters above bars indicate significant differences among
different culture temperatures at the same treatment(P<0.05). The same
below
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图 3    培养温度对各处理组大黄鱼头肾巨噬细胞

呼吸爆发活性的影响

*表示同一温度条件下LPS处理组与对照组相比数据差异显著

(P<0.05)。下同

Fig. 3    Effects of culture temperature on respiratory
burst activity of L. crocea head kidney macrophages

incubated with DMEM or LPS for 2 h
* indicate significant differences when LPS groups compared to control
groups at the same temperature (P<0.05). The same below
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图 4    培养温度对各处理组大黄鱼头肾巨噬细胞

SOD (a) 和CAT (b) 酶活性的影响

Fig. 4    Effects of culture temperature on SOD (a) and
CAT (b) enzyme activity of L. crocea head kidney

macrophages incubated with DMEM or LPS for 2 h
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巨噬细胞IL-1β基因表达随温度升高而显著降低

(P<0.05)(图6)。

2.6    培养温度和LPS对大黄鱼头肾巨噬细胞

Hsp70基因表达的影响

各处理组巨噬细胞Hsp70基因表达量随温度

升高而显著增加(P<0.05)；与对照组相比，LPS显
著促进了各温度处理组大黄鱼头肾巨噬细胞Hsp70
的基因表达(P<0.05)(图7)。

3    讨论

有关大黄鱼巨噬细胞最适培养温度的研究

已经开展，使用MTT方法检测细胞活力变化的

结果与本实验中利用CCK8细胞活力检测试剂

盒得到的结果基本一致，大黄鱼头肾巨噬细胞在

22 °C培养条件下的活力要高于16和 28 °C的处理

组[17]。但是以上两种方法都是基于细胞内酶活性

反应后生成甲臜，溶解后间接通过吸光值衡量

活细胞数目，存在一定的误差。本实验中，28 °C
培养条件下的巨噬细胞在6 h和12 h的吸光值显著

高于其他处理组，之后显著下降，原因是高温

条件下相同活细胞的酶活性较低温组高，之后

细胞数目减少导致吸光值下降。可见，通过酶

活性方法来判断细胞状态以及最适培养条件存
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图 5    培养温度对各处理组大黄鱼头肾巨噬细胞

SOD (a)、CAT (b)和Nrf2 (c) 基因表达的影响

Fig. 5    Effects of culture temperature on SOD (a),
CAT (b) and Nrf2 (c) mRNA expression of L.crocea

head kidney macrophages incubated with
DMEM or LPS for 2 h
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图 6    培养温度对各处理组大黄鱼头肾巨噬细胞

IL-1β基因表达的影响

Fig. 6    Effects of culture temperature on IL-1β mRNA
expression of L. crocea head kidney macrophages

incubated with DMEM or LPS for 2 h
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图 7    培养温度对各处理组大黄鱼头肾巨噬细胞

Hsp70基因表达的影响

Fig. 7    Effects of culture temperature on Hsp70 mRNA
expression of L. crocea head kidney macrophages

incubated with DMEM or LPS for 2 h
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在一定的局限性。细胞功能能否正常发挥还应

该是一个重要的评判指标。本研究结果显示，16 °C
培养条件下的大黄鱼巨噬细胞对LPS的免疫响应

能力显著高于22和  28 °C处理组，体现出更好的

细胞功能。由于鱼类属于变温动物，在一定的

温度范围内细胞仍然可以保持正常功能和生理

的完整性。因此，对于鱼类细胞培养温度的选

择方面尚无定论[18]。建议在设置并优化鱼类细胞

培养条件时，将典型基因的转录表达水平作为一

种更精细反映细胞功能的评价指标，以获得最

优的培养条件和细胞状态。

LPS是革兰氏阴性菌细胞壁的重要组成成

份，具有刺激动物产生免疫应答反应的作用，是

免疫学研究中常用的免疫刺激物[19]。同大西洋鲑

(Salmo salar)[20]和舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)[21]

等鱼类类似，LPS可以显著提高大黄鱼头肾巨噬

细胞ROS的生成量。温度对鱼类巨噬细胞呼吸爆

发活性的影响已有大量研究。有研究报道，鱼

类在低温条件下免疫应答功能低下，在较高的

温度下免疫应答功能更强。低温条件下(15 °C)虹
鳟(Onchorhynchus mykiss)中性粒细胞ROS的生成

量较高温处理组(23 °C)低 [22]。但也有研究报道，

低温条件下更有利于鱼类免疫功能的发挥。低

温显著促进斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)呼吸

爆发活性和杀菌能力 [23]；与较高水温 (14 °C)相
比，从低温(7 °C)环境养殖的虹鳟头肾分离的巨

噬细胞对巨噬细胞活化因子(MAF)引起的刺激更

敏感，呼吸爆发活性更高[24]；对鲤(Cyprinus carpio)
的研究也得到了类似的结果，低温(12 °C)培养的

鲤头肾巨噬细胞的呼吸爆发活性显著高于相对

高温条件(20和28 °C)下培养的巨噬细胞 [25]。与以

上结果基本一致，低温可以增强LPS所诱导的大

黄鱼头肾巨噬细胞呼吸爆发活性。

细胞呼吸爆发活性是由激活的NADPH氧化

酶系统和抗氧化系统的共同作用决定的[26]。生物

机体中抗氧化系统包括SOD、CAT和Nrf2等抗氧

化元件。机体或者细胞产生的ROS被抗氧化系统

清除，同时表现出抗氧化酶活性降低，本实验

中低温促进LPS诱导的大黄鱼头肾巨噬细胞呼吸

爆发活性增强的同时，SOD和CAT酶活性显著降

低也支持了上述观点。此外，尽管对照组和LPS
处理组的大黄鱼头肾巨噬细胞在不同培养温度

下的SOD酶活性和基因表达差异不显著，但是高

温(28 °C)显著促进了细胞CAT酶活性以及CAT和

Nrf2抗氧化基因的表达。同其他鱼类的在体实验

结果相类似，军曹鱼(Rachycentron canadum)[27]、

中华鲟(Acipenser sinensis)[28]、松浦镜鲤 [29]、胡鲇

(Clarias batrachus)[30]、黑鲷(Acanthopagrus sch-
legeli) [31]的血清 (或肝脏 )抗氧化酶 (SOD和CAT
等抗氧化酶)的活性随水温升高而升高。一种理

论认为，在鱼类适宜水温范围内，水温升高可

以提高鱼体代谢速率，加快氧自由基的产生，从

而作为一种反馈调节促进抗氧化酶活性的升高[32]。

但也有一种理论认为，相比高温，低温促进了细

胞膜不饱和脂肪酸的增加，从而导致细胞更易

受到氧化应激，形成ROS或过氧化物 [33-35]，进

而提高了抗氧化酶的活性。造成这种差异有可

能是实验环境、鱼的种类、不同器官的抗氧化

能力对温度表现出不同的响应机制造成的[36]。

L P S还是细菌特有的病原相关分子模式

(PAMP)，在免疫学相关研究中，还常用于模拟

细菌侵染过程，诱导鱼类巨噬细胞产生大量的

促炎因子[37]，其过程已被证明同样也受到温度的

影响[38]。本研究中，相较22和28 °C，低温条件下

(16 °C)LPS处理组的大黄鱼头肾巨噬细胞IL-1β基
因的表达显著增加，提示了低温条件下大黄鱼巨

噬细胞对抵抗病原入侵的免疫反应更强烈。在

对鲈(Perca fluviatilis)的研究中也发现，低温促进

了鱼类对病原的识别能力[39]；在低温条件(10 °C)，
poly(I∶C)诱导大西洋鳕 (Gadus morhua)炎性细胞

因子和趋化因子的生成要显著高于16 °C处理组[40]。

但与在大西洋鳕上得到的实验结果不同，用poly
(I∶C)注射七带石斑鱼(Epinephelus septemfasciatus)，
高温处理组(25 °C)Mx基因的表达显著高于其他

温度处理组(20和15 °C)[41]；同样，离体实验结果

也表明，在22 °C的培养条件下，LPS诱导的虹鳟

头肾白细胞IL-1β的表达显著高于14 °C处理组 [42]。

综合已有的研究报道，温度影响LPS所诱导的鱼

类巨噬细胞炎性基因的表达存在明显的物种差

异性，但造成这种差异的原因和机制尚不清楚。

LPS刺激细胞产生的ROS除了会造成巨噬细

胞氧化损伤外，还能够通过增强核转录因子NF-
κB入核引起细胞的炎性反应[43]。本研究表明，不

同温度处理组大黄鱼巨噬细胞IL-1β基因的表达

与ROS的生成呈正相关，同时还与Nrf2基因的表

达呈负相关。Nrf2不仅能够维持机体抗氧化系统

的功能，还具有降低炎性反应的作用[44]。Tan等[45]

在对花鲈(Lateolabrax japonicus)的研究中发现，
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Nrf2信号通路的激活抑制了NF-κB的入核，进而

降低了炎性基因TNFα和IL-1β的表达。在本研究

中，高温(28 °C)条件下，LPS所诱导大黄鱼巨噬

细胞ROS生成量和IL-1β的表达量显著降低，可能

是通过激活细胞Nrf2抗氧化系统来实现的。

此外，温度变化会使动物机体内热休克蛋

白家族(heat shock proteins, HSPs)的蛋白表达量发

生变化。HSPs是生物体内重要的分子伴侣，具

有防止蛋白变性、蛋白复性以及水解变性蛋白

等作用 [46]。其中，Hsp70是研究最多的HSP，在

哺乳动物中的研究表明，Hsp70可以增强机体或

细胞的抗氧化能力，抑制氧自由基的生成[47]，还

可以通过协同免疫作用，发挥炎症损伤保护的

机制 [48-49]。有学者认为，Hsp70在鱼类中也具有

类似的抗氧化和抑制炎性的功能 [50-51]。在本研究

中，随着培养温度升高，大黄鱼头肾巨噬细胞

Hsp70基因表达显著增加，并且LPS进一步促进

了其表达，表明其可能是细胞在胁迫条件下对

自身的一种适应性保护策略。因此，Hsp70基因

的高表达可能是导致细胞呼吸爆发活性和IL-1β
的基因表达显著降低的重要原因之一。

本研究利用免疫刺激物LPS处理离体大黄鱼

头肾巨噬细胞，建立模拟细菌侵染过程的细胞

模型，并利用此模型首次探究温度对LPS诱导的

大黄鱼头肾巨噬细胞抗氧化能力和免疫相关基因

表达的影响。高温显著抑制了由LPS所诱导的巨

噬细胞呼吸爆发活性和IL-1β基因的表达，显著

提高了CAT酶活性以及CAT、Nrf2和Hsp70基因的

表达。温度影响LPS所诱导的大黄鱼头肾巨噬细胞

的氧化应激以及炎性反应的发生可能是通过Nrf2
介导的抗氧化系统和HSPs蛋白而实现的。
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Effects of culture temperature on antioxidant capacity and
inflammatory responses of LPS-induced macrophages from head kidney of

large yellow croaker (Larimichthys crocea)

LI Qingfei ,     CUI Kun ,     AI Qinghui *,     MAI Kangsen
(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education,

Key Laboratory of Aquaculture Nutrition and Feed, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Fisheries College, Ocean University of China, Qingdao    266003, China)

Abstract: To study the effects of culture temperature on antioxidant capacity and inflammatory responses of
Larimichthys crocea macrophages, macrophages were isolated from head kidney of L. crocea and resultant
monolayer was maintained at 16 °C, 22 °C and 28 °C, respectively. After adding 25 μg/mL LPS medium to
macrophage monolayer for 2 h, cell viability, respiratory burst activity, antioxidant enzyme activities and gene
expressions together with IL-1β and Hsp70 mRNA expressions of macrophage cultured at different temperatures
were evaluated. Results showed that cell viability of macrophages placed at 16 °C and 22 °C was significantly
higher than cells cultured at 28 °C after incubation for 36 h. LPS could significantly promote the respiratory burst
activity and inhibited the activities of SOD and CAT enzymes. Macrophage incubated at high temperature (28 °C)
showed significantly higher CAT enzyme activity and gene expression, whereas no significant difference was
found in SOD enzyme activity and gene expression. LPS triggered potent pro-inflammatory response with IL-1β
being the indicative parameter, which was inhibited by high culture temperature. However, transcript levels of Nrf2
and Hsp70 increased with the rise of temperature to a significant extent, and both gene expressions were markedly
enhanced by LPS compared to control groups. Taken together, all the results in the present study indicated that
temperature may regulate the antioxidant capacity and inflammatory responses of LPS-induced macrophages from
head kidney of L. crocea through pathways involving Nrf2 and Hsp70.

Key words: Larimichthys crocea; macrophages; cell culture; lipopolysaccharide (LPS); antioxidant capacity;
respiratory burst activity; heat shock protein (Hsp)
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