
 

血红蛋白介导草鱼肾细胞凋亡的机制
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摘要：为系统研究草鱼血红蛋白对草鱼肾 (CIK)细胞的损伤机制，实验探究了血红蛋白和
血红素刺激 CIK细胞后的生长情况；还检测了血红蛋白和血红素刺激对 CIK细胞内铁代
谢相关基因的表达情况。为进一步检测血红蛋白对 CIK细胞的毒性作用，实验还检测了血
红蛋白刺激 CIK细胞后，细胞内铁离子和活性氧 (ROS) 的变化情况；以及 CIK细胞受血
红蛋白和血红素刺激后，细胞凋亡相关基因的表达情况。结果显示，血红蛋白和血红素明
显抑制了 CIK细胞的正常生长。血红蛋白和血红素的刺激不同程度地上调了铁代谢相关基
因的表达。通过检测被血红蛋白和血红素刺激后的 CIK细胞炎症和抗氧化酶相关基因的表
达情况，发现血红蛋白和血红素可以通过 NF-κB途径激活下游炎症因子的表达，如促炎因
子 TNF-α、IL-1β和 IL-6，抑炎因子 IL-10以及趋化因子 IL-4和 IL-8等，同时也激活了超
氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)等抗氧化酶基
因的表达水平。血红蛋白的刺激显著增加了细胞内铁离子和 ROS的含量，血红蛋白和血
红素都在不同程度上显著激活了 CIK细胞凋亡相关基因的表达水平。研究表明，高氧化活
性的血红蛋白可以激活细胞内铁代谢和炎症因子相关基因的表达，同时增加细胞内铁离子
和 ROS水平导致 CIK细胞凋亡基因的高表达。本研究结果丰富了鱼类血液免疫基础理论，
同时也为水产健康养殖提供新的参考。
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近年来，水产品已成为人们营养结构的重要

组成部分，水产养殖业的迅速发展，造就了大量

的就业机会，给人们带来了巨大的经济收益 [1- 2]。

草鱼 (Ctenopharyngodon  idella)是我国重要的淡

水经济养殖鱼类，据 2020渔业统计年鉴显示，

2019年我国草鱼产量达到 550多万 t，相较于

2018增长 0.52%，其养殖产量长期居我国淡水养

殖鱼类之首 [3]。但随着养殖密度和规模的不断扩

大，养殖水域环境的持续恶化，大大增加了其疾

病的暴发风险，特别是多种细菌性疾病如嗜水气

单胞菌 (Aeromonas hydrophila)和病毒性疾病如草

鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus，GCRV)病等的

频繁感染暴发，给草鱼养殖产业带来严重威胁，

造成大量的草鱼死亡和巨大的经济损失[4-6]。

血红蛋白 (Hb)是红细胞呼吸作用的结构基础，

是由 2条 α样珠蛋白多肽链 (141个氨基酸)和 2
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条 β样珠蛋白多肽链 (146个氨基酸)构成的四聚

体结构 (α2β2)，每个亚基包含 1个珠蛋白和血红

素 [7]。由于组织损伤、外伤或溶血性细菌感染而

导致红细胞破碎并向血浆中释放血红蛋白[8-9]。游

离的血红蛋白快速发生自养化，由 Hb-FeⅡ氧化成

Hb-FeⅢ和 Hb-FeⅣ，并产生大量的超氧自由基

(∙O2
–)和衍生产物 H2O2，血红蛋白通过自养化产

生大量的活性氧 (ROS)，这些细菌毒性的 ROS可

以有效地杀伤入侵的病原微生物 [10-12]。有研究表

明，血红蛋白可以通过 TLR4 (Toll-like receptor 4)、
NF-κB (nuclear factor κB )或者 PI3K/Akt (phosphor-
inositide 3-kinase)等信号通路激活下游多种炎症因

子表达并促进吞噬细胞的吞噬活性，从而促进机

体的先天免疫反应 [13-15]。虽然血红蛋白通过多种

触发因素，可以在感染期间引发局部抗菌活性，

但是过量的血管内溶血释放高氧化活性的血红蛋

白可以诱导氧化应激和组织损伤 [10-11]。高剂量的

血红蛋白可以加剧动脉粥样硬化、急性肾损伤

(acute  kidney  injury,  AKI)或者慢性肾病 (chronic
kidney  disease,  CKD)、镰刀状细胞病 (sickle  cell
disease, SCD)、非典型溶血性尿毒症综合征 (atyp-
ical hemolytic uremic syndrome, aHUS)以及阵发性

睡眠血红蛋白尿 (paroxysmal nocturnal hemoglobin
uria, PNH)等[16-19]。目前，有关血红蛋白对机体造

成的损伤作用相关研究主要集中在哺乳动物，在

水产动物上的研究十分缺乏。

细菌或病毒病暴发，均可导致草鱼出血病发

生，大量血红蛋白进入组织中，高剂量的血红蛋

白对组织的毒性作用尚不清楚。因此，本研究以

草鱼肾 (Ctenopharyngodon idella kidney, CIK)细胞

为对象，深入阐明血红蛋白对 CIK细胞的毒性作

用，本研究结果将为鱼类血液免疫学提供基础资

料，同时也为鱼类健康养殖提供理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验对象

体重为 (100±10) g的实验鱼来自来自广东省

广州市渔场，暂养于实验室 1 000 L循环曝气水缸

中，每天分别于早上和晚上进行投喂和换水，保

持水质良好，溶解氧充足，实验鱼在水缸中适应

2周后开展实验。

 1.2    血红蛋白的分离纯化

血红蛋白的分离纯化参考文献[20] 进行。使用

含有肝素钠的注射器从鱼体尾柄静脉采血，采集

的血液通过梯度 percoll液 (34%+51%)的方法分离

纯化红细胞，先在 10 mL离心管中加入 3 mL 51%
percoll液，然后缓慢加入 3 mL 34% percoll液，保

证分层清晰，随后缓慢加入采集的血液 3 mL，在

4 °C条件下 400×g 离心 30 min，收集底层细胞，

磷酸盐缓冲溶液 (PBS)洗涤 3次后即获得红细胞。

将纯化后的红细胞反复冻融后，4 °C条件下，

10 000×g 离心 30 min，收集上清液。通过 Brad-
ford方法测定纯化后血红蛋白的浓度，15% SDS-
PAGE检测血红蛋白纯度。

 1.3    血红蛋白对 CIK细胞生长的影响

将状态良好的 CIK细胞传代至 12 孔板中，一

共设置 5个组，2个血红蛋白处理组 (5和 10 mg/mL)
和 2个血红素处理组 (10和 25 μmol/L)，无菌 PSB
组为对照组，每个处理组设置 3个重复孔。待细

胞密度到达 80%~90%时，分别于孵育后 12和

24 h在光学显微镜下观察细胞形态的变化。观察

结束后，吸尽各孔中的培养基，每孔细胞中加入

1 mL TRIzol试剂中，储存于−80 °C冰箱备用。

 1.4    RNA提取和 cDNA合成

采集各组CIK细胞的总RNA，提取按照RNAiso
Plus试剂盒说明书进行，采用超微量分光光度计

(NanoDrop 2000, 美国)和琼脂糖凝胶电泳方法对

提取的总 RNA进行浓度和纯度检测。然后使用带

有 gDNA wiper的 HIScript® Q  Select  RT SuperMix
for qPCR试剂盒 (Vazyme，南京)合成 cDNA，合

成好的 cDNA置于−20 °C保存备用。

 1.5    相关基因的荧光定量 PCR (qRT-PCR)分析

通过 qRT-PCR方法检测各组 CIK细胞中铁

代谢及炎症相关基因的表达情况，qRT-PCR反应

体系为 20 μL，包括水 6 μL、上下游引物各 0.5 μL、
SYBR酶 10 μL、cDNA模板 3 μL，引物序列情况

见表 1。qRT-PCR反应程序参照UltraSTBR Mixture
(Vazyme，南京)试剂盒说明书，反应在 qTOWER3
touch3荧光定量 PCR仪中进行，其中免疫基因及

β-actin 内参基因均进行 3次重复，反应程序：

95 °C预变性 30 s，95 °C 10 s，60 °C 30 s并采集

荧光信号，通过熔解曲线验证引物特异性，利用

2−ΔΔCt 法计算基因的相对表达量。

 1.6    血红蛋白对 CIK细胞内 Fe和 ROS的影响

为进一步探究血红蛋白对 CIK细胞的影响，
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本研究分别检测了血红蛋白刺激 CIK细胞 6和

12 h后细胞内 Fe和 ROS含量的情况。即在 Hb刺

激 CIK细胞后，吸尽培养基，用 Hank氏平衡盐

溶 液 (Hank's  balanced  salt  solution， HBSS)洗 涤

2次，加入终浓度为 5  μmol/L的 FeRhNox-1和

H2DCFDA溶液，28 °C孵育 60 min，HBSS洗涤

2次后，于荧光显微镜下观察细胞并拍照。

 1.7    数据分析

本 实 验 所 有 数 据 均 以 平 均 值 ±标 准 差

(mean±SD)表 示 (n=6)， 显 著 性 差 异 分 析 采 用

SPSS  26.0软 件 的 单 因 素 方 差 分 析 (One-Way
ANOVA)，P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极

显著。实验数据使用 Graphpad prism 6软件进行图

形分析。

 2    结果

 2.1    血红蛋白对 CIK细胞生长的影响

为初步探究血红蛋白对 CIK细胞生长的影响，

本研究使用了不同浓度的血红蛋白和血红素分别

与 CIK细胞孵育 6和 12 h。结果显示，对照组

CIK细胞呈长条形，细胞界限清晰，在低浓度血

红蛋白 (5 mg/mL)刺激 6 h后，部分 CIK细胞变圆，

随着血红蛋白孵育时间延长，CIK细胞畸形数量

显著增加，且细胞间隙明显增大。当高剂量血红

蛋白刺激 CIK细胞后，CIK细胞畸形趋势更显著，

刺激 12 h后，绝大部分细胞呈圆形，显示细胞活

性受到明显抑制 (图版Ⅰ)。在血红素处理组中，

呈现出与血红蛋白处理组相似的结果，并且细胞

形态变化比血红蛋白处理组更显著。

 2.2    血红蛋白激活 CIK细胞铁代谢相关基因的

表达

本研究通过 qRT-PCR方法进一步检测血红蛋

白对 CIK细胞铁代谢相关基因的表达情况。检测

结果显示，在血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6
h后，当血红蛋白浓度为 5 mg/mL时，只有 TfR1
的表达量被显著激活 (图 1-a)，当血红蛋白浓度为

10 mg/mL时，所有检测的铁代谢相关基因均显著

上调表达(图 1-a~f)。在血红素处理组中，当血红

素浓度为 10 μmol/L时，只有铁蛋白基因的表达量

显著上调 (图 1-f)，血红素浓度为25 μmol/L时，

铁调素和铁蛋白的表达量被显著激活 (图 1-e，f)。
当 CIK细胞被血红蛋白和血红素刺激 12 h后，血

表 1    实验中用到的引物信息

Tab. 1    List of primers used in the study

引物
primer name

序列
sequences

GcTfR1-RT-F GATGATGAAATGGAGGCTAACG

GcTfR1-RT-R GGCAATGACAAATCCGCAG

GcTfR2-RT-F GAGGAGACTTTGGGAATGTTGG

GcTfR2-RT-R CAGAGGACTGGAGTAGACGGAGA

Gcferrintin-RT-F TCCTGTGCTTCGTGCGTGT

Gcferrintin-RT-R ACCTTCAGTCCGTCCTCGTG

GcHepcidin-RT-F TGAAACACCACAGCAGAACGA

GcHepcidin-RT-R CAGCCTTTGTTACGACAGCAGTT

GcFPN1-RT-F ACTCTTCGCTGGCGTCATTG

GcFPN1-RT-R TGGATTTGGTGCGAGGATGA

GcDMT1-RT-F TTCTCATTGACGAACAGCCAG

GcDMT1-RT-R CAAAGGAAAAGAGCCACGGAT

GcTNFa-RT-F GCTGCTGTCTGCTTCACGC

GcTNFa-RT-R AGCCTGGTCCTGGTTCACTCT

GcCaspase3-RT-F GCATCATCATCAACAACAAA

GcCaspase3-RT-R GACTGAGCATCACACAAACA

GcCaspase6-F GTTTCTGTGCATGGACCTGATTC

GcCaspase6-R CAGCTCTCTTTCCACTTCCTCTT

Caspase9-F GTGGGATAGATGACCAGATGGAC

Caspase9-R AGACATAGCCTGGAAAGGTTGAG

GcIL-1β-RT-F GTGTCTGGCCATTTCCAAGAGTA

GcIL-1β-RT-R GGTGTTGAGAGTTTCAGTGACCT

GcIL8-RT-F GAGTCTTAGAGGTCTGGGTG

GcIL8-RT-R CAGGTTAAAATATTGTGCAT

GcTLR4-RT-F GAATAATGGGCAGCCGTAAAGTC

GcTLR4-RT-R TCCTCTCTTCCACATCTTCCAGA

GcIL-4-RT-F AATAGGGATCAACGAGAA

GcIL-4-RT-R TGAATGGTTATGTAGGGT

GcIL10-RT-F CCCTTTGAGTTTGCCACCA

GcIL10-RT-R CAGCCATCATCCAATCCAC

GcCAT-RT-F GCCATCTCCAACGGCAACTT

GcCAT-RT-R CCAGACCTTAGTCAAATCAAACGG

Gcβ-actin-RT-F ACCCACACCGTGCCCATCTA

Gcβ-actin-RT-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

GcIL-6-RT-F AGAAATGGTATCTGATGGCA

GcIL-6-RT-R GAAGGTCTGAGGAGAGGCGT

GcSOD-RT-F TCCGCACTTCAACCCTTACAG

GcSOD-RT-R ACTTTCCTCATTGCCTCCCTT

GcGSH-Px-F AGGAGTTCCGAGATGTTGGATTC

GcGSH-Px-R GTCTCCATTCACATCCACCTTCT

GcNF-κB-p50-RT-F TCCCTGGAGAGGATGTACTCAAT

GcNF-κB-p50-RT-R TGTCAGTGTGATGTCTACCTTGG

GcNF-κB-p60-RT-F TATTCCTGAAGCGAAGATCTGGG

GcNF-κB-p60-RT-R TTGGAGCTCTGTTGTCGTAGATG
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红蛋白浓度为 5 mg/mL时，转铁蛋白受体 2 (图 1-
h)、膜转蛋白 (图 1-j)以及铁蛋白 (图 1-l)的表达

量显著上调。血红蛋白浓度为 10 mg/mL时，铁代

谢相关基因的表达与对照相比没有显著差异。在

血红素处理组中，当血红素浓度为 10 μmol/L时，

只有铁调素 (图 1-k)和铁蛋白基因的表达量显著

上调，血红素浓度达到 25 μmol/L时，转铁蛋白受

体 2 (图 1-h)、二价金属离子转运蛋白 1、膜转

铁蛋白 1、铁调素和铁蛋白的表达量均显著上调

(图 1-i~l)。在时序表达过程中，铁代谢相关基因

在血红蛋白处理 6和 12 h之间没有显著差异，而

在血红素处理中，二价金属离子转运蛋白 1、膜

转铁蛋白 1、铁调素和铁蛋白在处理 12 h后，表

达量有所增加，转铁蛋白受体 1和受体 2均没有

显著变化 (图 1-g, h)。

 2.3    血红蛋白激活 CIK细胞炎症相关基因的

表达

为进一步探究血红蛋白和血红素对 CIK细胞

炎症因子相关基因的表达的影响，实验对炎症相

关基因进行了 qRT-PCR检测。结果显示，当血红

蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6 h后，TLR4和 NF-
κB途径被显著激活 (图 2-a~c)，其中 10  mg/mL
血红蛋白组和 10 μmol/L血红素组更明显，同时激

活下游多种炎症因子相关基因的表达，但是对 IL-6
的表达无显著影响 (图 2)。当血红蛋白和血红素处

理 CIK细胞 12 h后，TLR4和 NF-κB途径被显著

激活 (图 2-j~l)，特别是 25 μmol/L血红素处理组，

下游炎症相关因子均不同程度上调表达 (图 2-m~r)，
总体表现为浓度越高上调表达趋势越显著。

 　　血红蛋白激活 CIK细胞抗氧化基因的表达

　　当组织中存在过量的血红蛋白时，由于血红

蛋白自氧化，往往对组织细胞造成氧化损伤，同

时组织细胞通过提高自身抗氧化水平来维持微环

境平衡。因此，本研究也检测了血红蛋白和血红

素刺激 CIK细胞 6和 12 h后，细胞内抗氧化相关

基因的表达情况。检测结果显示，当血红蛋白和

血红素处理细胞 6 h后，血红蛋白 10 mg/mL组中

的 SOD 和 GSH-Px 表达被极显著激活 (图 3-a，e)，
CAT 的表达无论在血红蛋白还是血红素处理组中，

均无显著变化 (图 3-c)。当血红蛋白和血红素处理

CIK细胞 12 h后，SOD 和 CAT 的表达水平在 25
μmol/L的血红素处理组中显著上调 (图 3-b，d)，
GSH-Px 的表达在 5 mg/mL和 25 μmol/L血红素处

理组中显著上调 (图 3-f)。

 2.4    血红蛋白促进 CIK细胞内铁离子和 ROS
含量增加

为进一步探究血红蛋白对 CIK细胞胞内铁含

量的影响，本研究通过荧光标记的方式对血红蛋

白孵育后 CIK细胞胞内铁的含量进行了检测。检

测结果显示，当血红蛋白孵育 CIK细胞 6 h后，

CIK细胞中的铁含量与对照组相比显著增加，当

孵育时间延长至 12 h时，CIK细胞内的铁含量急

剧增加，并且细胞形态出现明显变化 (图版Ⅱ-a)。
同时探究了 CIK细胞内铁含量的增加对胞内 ROS
含量的影响，结果显示，血红蛋白孵育 12 h后，

CIK细胞内的 ROS含量较对照组中显著增加，并

且与铁离子共定位 (图版Ⅱ-b)。
 

1

PBS
血红蛋白

Hb  (10 mg/mL)

血红素
heme (25 μmol/L)

6 h

12 h

30 μm

30 μm 30 μm

30 μm 30 μm

30 μm 30 μm

30 μm 30 μm

30 μm

血红蛋白
Hb (5 mg/mL)

血红素
heme (10 μmol/L)

2 3 4 5

6 7 8 9 10 
图版Ⅰ    血红蛋白和血红素对草鱼 CIK细胞生长的影响

箭头代表发生形态变化的细胞。

Plate Ⅰ    Effects of hemoglobin and heme on the growth of CIK cells
The arrows represent the morphological changed cells.
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 2.5    血红蛋白促进 CIK细胞凋亡相关基因的表

达情况

过量的 ROS和炎症容易对组织细胞产生氧化

损伤，为进一步检测血红蛋白和血红素对 CIK细

胞凋亡的影响，本研究检测了血红蛋白和血红素

刺激 CIK细胞后，细胞凋亡相关基因的表达情况。
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图 1    血红蛋白和血红素激活铁代谢相关基因的表达

(a)~(f) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6 h后铁代谢相关基因的表达情况，(a) 铁转运蛋白受体 1基因，(b) 铁转运蛋白受体 2基因，(c) 二
价金属离子转运蛋白 1基因，(d) 膜铁转运蛋白 1基因，(e) 铁调素基因，(f) 铁蛋白基因；(g)~(l) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 12 h后铁

代谢相关基因的表达情况，(g) 铁转运蛋白受体 1基因，(h) 铁转运蛋白受体 2基因，(i) 二价金属离子转运蛋白 1基因，(j) 膜铁转运蛋白 1
基因，(k)铁调素基因，(l) 铁蛋白基因。1. 对照，2. 血红蛋白-5 mg/mL, 3. 血红蛋白-10 mg/mL, 4. 血红素-10 μmol/L，5. 血红素-25 μmol/L；
*. P<0.05，**. P<0.01，下同。

Fig. 1    Expression of iron metabolism-related genes after hemoglobin and heme stimulation
(a)-(f) the expression of genes related to iron metabolism after hemoglobin and heme stimulation of CIK for 6 h, (a) TfR1, (b) TfR2, (c) DMT1, (d) FPN1,
(e) hepcidin gene, (f) ferritin gene; (g)-(l) the expression of genes related to iron metabolism after hemoglobin and heme stimulation of CIK for 12 h, (g)
TfR1, (h) TfR2, (i) DMT1, (j) FPN1, (k) hepcidin gene, (l) ferritin gene. 1.control，2. Hb-5 mg/mL, 3. Hb-10 mg/mL, 4. heme-10 μmol/L，5. heme-25
μmol/L; *. P<0.05, **. P<0.01, the same below.
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图 2    血红蛋白和血红素激活 CIK细胞炎症相关基因的表达

(a)~(i) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6 h后炎症相关基因的表达情况，(j)~(r) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 12 h后炎症相关基因的表

达情况。(a) (j) TLR-4, (b) (k) NF-κB-p65, (c) (l) NF-κB-p50, (d) (m) IL-1β, (e) (n) TNF-α, (f) (o) IL-6, (g) (p) IL-8, (h) (q) IL-4, (i) (r) IL-10。

Fig. 2    Hemoglobin and heme activated the expression of inflammation-related genes in CIK cells
(a)-(i)  the expression of inflammation-related genes after 6 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell,  (j)-(r) the expression of inflammation-
related genes after 12 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell. (a) (j) TLR-4, (b) (k) NF-κB-p65, (c) (l) NF-κB-p50, (d) (m) IL-1β, (e) (n) TNF-
α, (f) (o) IL-6, (g) (p) IL-8, (h) (q) IL-4, (i) (r) IL-10.
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检测结果显示，当血红蛋白和血红素处理细胞

6 h后，10 mg/mL血红蛋白和 25 μmol/L血红素处

理组中的 caspase9基因的表达被显著激活，cas-
pase3基因的表达量在所有血红蛋白和血红素处理

组中均显著上调，caspase6基因变化不显著(图 4-
a,  c,  e)。当血红蛋白和血红素处理 CIK细胞 12
h后，所有检测的凋亡相关基因的表达量均有不

同程度的上调，其中 25 μmol/L血红素处理组上调

表达最为显著 (图 4-b, d, f)。

 3    讨论

当细菌或病毒病的暴发导致鱼类出血性疾病

发生时，大量血红蛋白进入组织中。当机体发生

少量出血时，血液中的触珠蛋白和血红素结合蛋

白可以迅速清除血液中的血红蛋白，从而保护机

体免遭其氧化损伤作用 [19-20]。然而，当机体内大

量出血导致触珠蛋白和血红素结合蛋白被消耗殆

尽，过量的血红蛋白进入组织中，可引起机体多

种病理的发生，如氧化损伤、细胞毒性、血管收

缩等 [21-23]。此外，游离的血红蛋白迅速发生自氧

化，并产生大量的 ROS，对机体造成氧化损伤，

同时氧化后的血红蛋白容易导致血红素解离，释

放高氧化活性的血红素进入组织，对组织细胞造

成氧化损伤，并激活炎症因子的表达，造成组织

细胞的二次损伤[20, 24-25]。血红素加氧酶 1是清除血

红蛋白毒性的第 3道防线，其将血红素分解成胆

绿素、CO和铁离子，铁离子可以被储存在铁蛋白

中，以被细胞再次利用[26]。目前，有关血红蛋白

对组织细胞的毒性作用相关研究主要集中在哺乳

动物中，对鱼类的相关研究还未见报道。

本实验首先探究了游离血红蛋白和血红素对

CIK细胞的毒性作用。分离的血红蛋白和血红素

分别与 CIK细胞孵育 6和 12 h后，在光学显微镜

下观察 CIK细胞的生长情况，结果显示，血红蛋

白和血红素均对细胞生长具有明显的抑制作用，

并具有一定的浓度和时间依赖作用，表明血红蛋

白和血红素对 CIK细胞具有毒性作用。研究表明，

游离的血红蛋白可以通过多种机制进入组织细胞

中，在血红素加氧酶的作用下被分解成胆绿素、

CO和铁离子，铁离子被存储在铁蛋白中，但是过

量的铁离子可以催化细胞内的过氧化氢，通过芬

顿效应产生大量的羟基自由基 (·OH)而形成细胞

内的氧化应激，导致细胞对辐射的敏感性增强、
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图 3    血红蛋白和血红素激活 CIK细胞抗氧化相关基因的表达

(a) (c) (e) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6 h后抗氧化相关基因的表达情况，(b) (d) (f) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 12 h后抗氧化相

关基因的表达情况；(a) (b) SOD, (c) (d) CAT, (e) (f) GSH-Px。

Fig. 3    Hemoglobin and heme activated the expression of inflammation-related genes in CIK cells
(a) (c) (e) the expression of antioxidation-related genes after 6 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell, (b) (d) (f) the expression of antioxida-
tion-related genes after 12 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell; (a) (b) SOD, (c) (d) CAT, (e) (f) GSH-Px.
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突变、脂质过氧化、多糖类解聚和酶类失活，进

而造成细胞退化和死亡[16, 27-28]。为进一步验证血红

蛋白对 CIK细胞的毒性作用是否与铁有关，本研

究通过 qRT-PCR方法检测了血红蛋白和血红素对

CIK细胞内铁代谢相关基因的表达情况。检测结

果显示，无论是血红蛋白还是血红素，都不同程

度地激活铁代谢相关基因的表达，揭示过量的血

红蛋白和血红素打破了 CIK细胞内的铁平衡，与

草鱼呼肠孤病毒感染导致大量出血而激活的铁代

谢相关基因的研究结果相似[29]。

当机体由于多种因素导致体内出血而释放过

量的血红蛋白进入组织时，由于血红蛋白的自氧

化而导致血红素游离，血红素具有高氧化活性，

触发氧化还原反应等级联反应而对组织细胞产生

氧化损伤，最终导致组织甚至器官功能失调，如

肾功能失调导致蛋白尿[20]。本研究中，检测了血

红蛋白和血红素刺激 CIK细胞后，细胞内抗氧化

酶相关基因的表达情况，检测结果显示，血红蛋

白和血红素均不同程度地激活了 CIK细胞内抗氧

化酶 SOD、GSH和 CAT的表达，本研究结果与

前期研究结果一致 [30-32]。同时，本研究检测了血

红蛋白刺激 CIK细胞后，细胞内铁离子和 ROS含

量的变化情况，检测结果显示，血红蛋白的刺激

可以导致细胞内铁离子和 ROS含量的增加。
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图版Ⅱ    血红蛋白促进 CIK细胞内铁离子和 ROS含量增加

(a) 血红蛋白孵育 CIK细胞 6 h和 12 h后，胞内铁含量变化情况；(b) 血红蛋白孵育 CIK细胞 12 h后，细胞内 ROS的含量变化情况。

Plate Ⅱ    Hemoglobin increased the iron and ROS content in CIK cells
(a) hemoglobin increased the iron content in cells after being incubated for 6 h and 12 h; (b) hemoglobin increased the ROS content in CIK cells after
being incubated for 12 h.
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有研究表明，游离的血红素通过多种途径激

活组织细胞释放炎症因子，如激活 TLR4和 NF-
κB途径、NLRP3炎症小体途径及 PI3K途径等[14, 33]。

组织细胞长期浸润在炎症环境中也会造成组织细

胞的二次损伤。本实验探究了游离的血红蛋白和

血红素对 CIK细胞炎症因子相关基因的表达情况。

结果显示，血红蛋白和血红素可以通过 NF-κB途

径激活下游的促炎因子 (TNF-α、 IL-1β和 IL-6)、
抑炎因子 (IL-10)和趋化因子 (IL-4和 IL-8)的表达。

本实验结果与大部分哺乳动物研究模型的结果相

一致，说明鱼体血红蛋白或者血红素也可以激活

机体的炎症相关基因的表达。当组织细胞长期处

在高 ROS、高炎症的环境中时，容易导致组织细

胞凋亡的发生，为进一步验证血红蛋白和血红素

的刺激是否导致 CIK细胞凋亡的发生，实验检测

了凋亡相关基因的表达水平，结果显示，血红蛋

白和血红素的刺激使得细胞内凋亡相关基因 (cas-
pase6、caspase9和 caspase3)的表达水平显著增加，

表明血红蛋白可以通过氧化损伤或者炎症导致

CIK细胞发生凋亡，该研究结果与前期研究结果

相一致[16, 34-35]。

综上所述，本研究以草鱼 CIK细胞为对象，

深入探究了血红蛋白对草鱼 CIK细胞的影响，研

究表明，血红蛋白可以导致 CIK细胞氧化损伤，

并同时激活多种炎症因子相关基因的表达水平，

促进细胞凋亡的发生。本研究结果丰富了鱼类血

液免疫的基础理论，可为草鱼养殖业的健康发展

提供参考依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 4    血红蛋白和血红素激活 CIK细胞凋亡相关基因的表达

(a) (c) (e) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 6 h后凋亡相关基因的表达情况，(b) (d) (f) 血红蛋白和血红素刺激 CIK细胞 12 h后凋亡相关基

因的表达情况；(a) (b) caspase 6, (c) (d) caspase 9, (e) (f) caspase 3。

Fig. 4    Hemoglobin and heme activated the expression of apoptosis-related genes in CIK cells
(a) (c) (e) the expression of apoptosis-related genes after 6 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell,  (b) (d) (f) the expression of apoptosis-
related genes after 12 h of hemoglobin and heme stimulation of CIK cell, (a) (b) caspase 6, (c) (d) caspase 9, (e) (f) caspase 3.
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Mechanism of hemoglobin - mediated apoptosis in
Ctenopharyngodon idella kidney cell line (CIK)

QIN Zhendong ,     YANG Minxuan ,     LU Zhijie ,     SHI Fei ,     LI Yanan ,    
ZHAN Fanbin ,     WAN Quanyuan ,     LI Jun *,     LIN Li *

(Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, College of Animal Sciences and Technology,

Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou　510225, China)

Abstract: This study aims to explore the damage mechanism of hemoglobin on Ctenopharyngodon idella kidney
(CIK)  cells.  Firstly,  the  growth  of  CIK cells  stimulated  by  hemoglobin  and  heme was  observed,  and  the  results
showed that hemoglobin and heme significantly inhibited the growth of CIK cells. Secondly, the expression of iron
metabolism-related genes in CIK cells was detected after stimulated by hemoglobin and hem. The results showed
that the stimulation of hemoglobin and heme up-regulated the expression of iron metabolism-related genes to dif-
ferent degrees.  The expression of inflammation and antioxidant-related enzymes in CIK cells after stimulated by
hemoglobin  and  heme  was  also  examined.  The  results  suggested  that  hemoglobin  and  heme  could  activate  the
expression  of  inflammatory  factors  through  NF-κB  pathway,  such  as  pro-inflammatory  cytokines  TNF-α,  IL-1β
and IL-6, the anti-inflammatory factor IL-10 and chemokines IL-4 and IL-8, and also activate the expression levels
of three antioxidant enzymes, including Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Glutathione peroxidase
(GSH-Px). In order to further detect the toxic effect of hemoglobin on CIK cells, this study also detected the intra-
cellular iron and ROS in CIK cells after hemoglobin stimulation. The results showed that hemoglobin stimulation
significantly increased intracellular  iron and ROS. Finally,  we also examined the expression of apoptosis-related
genes  in  CIK cells  after  stimulated  by  hemoglobin  and  heme,  and  the  results  showed that  both  hemoglobin  and
heme significantly activated the expression levels of apoptosis-related genes in CIK cells. In conclusion, the res-
ults of this study suggest that the high oxidative activity of hemoglobin can activate the expression of iron metabol-
ism- and inflammation-related genes, as well as increasing intracellular iron and ROS levels, leading to up-regu-
lated expression of apoptosis genes in CIK cells.

Key words: Ctenopharyngodon idella; hemoglobin; oxidative damage; apoptosis

Corresponding authors: LI Jun. E-mail: jli@Issu.edu;  
  LIN Li. E-mail: linli@zhku.edu.cn

Funding projects: National  Natural  Science  Foundation  of  China  (31902409,  31872606);  Science  and  Techno-
logy Program of Guangzhou (201804010096)

秦真东，等 水产学报, 2023, 47(7): 079412

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

12


	1 材料与方法
	1.1 实验对象
	1.2 血红蛋白的分离纯化
	1.3 血红蛋白对CIK细胞生长的影响
	1.4 RNA提取和cDNA合成
	1.5 相关基因的荧光定量PCR (qRT-PCR)分析
	1.6 血红蛋白对CIK细胞内Fe和ROS的影响
	1.7 数据分析

	2 结果
	2.1 血红蛋白对CIK细胞生长的影响
	2.2 血红蛋白激活CIK细胞铁代谢相关基因的表达
	2.3 血红蛋白激活CIK细胞炎症相关基因的表达
	血红蛋白激活CIK细胞抗氧化基因的表达

	2.4 血红蛋白促进CIK细胞内铁离子和ROS含量增加
	2.5 血红蛋白促进CIK细胞凋亡相关基因的表达情况

	3 讨论
	参考文献

