
 

草鱼血红蛋白通过诱导头肾巨噬细胞表达的

炎症因子激活免疫反应
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摘要：为了探究鱼类体内过量游离血红蛋白对鱼体的影响，本实验以草鱼为研究对象，通
过体内注射血红蛋白模拟体内出血，探究血红蛋白对组织和组织中巨噬细胞的免疫调控作
用。体内注射血红蛋白的实验结果显示，血红蛋白的刺激导致头肾和中肾组织中出现明显
的血红蛋白沉淀，同时提高了鱼体血清中的抗氧化相关酶活性，促进了头肾组织中炎症因
子基因 TNF-α、IL-1β 和 IL-10的mRNA表达水平。普鲁士蓝和间接免疫荧光实验结果显示，
头肾巨噬细胞对血红蛋白表现出了吞噬活性。荧光定量 PCR检测结果显示，血红蛋白的
刺激显著激活了头肾巨噬细胞中 CD68、CD86、CSF 和 MHC-Ⅱ的 mRNA表达水平。进一
步的细胞因子检测结果显示，血红蛋白刺激 12 h后，头肾巨噬细胞中的炎症因子基因
(TNF-α、IL-1β 和 IL-4)、趋化因子基因 (CCL20和 CCL4)、IFN-α 和 TLR4的 mRNA表达水
平被显著上调表达。研究表明，草鱼头肾巨噬细胞对血红蛋白具有吞噬能力，同时血红蛋
白也激活了巨噬细胞中多种细胞因子的表达。本研究结果首次阐述了草鱼血红蛋白与巨噬
细胞的相互作用关系，丰富了鱼类血液基础免疫学理论，同时也为鱼类健康养殖提供了新
的参考。
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水产养殖作为农业中不可或缺的重要组成部

分，不仅为人们提供大量丰富的优质蛋白来源，

同时也为社会提供了大量的就业机会。近年来，

在全社会的重视之下，水产养殖产业进入发展快

车道。据 2021年渔业年鉴数据显示，2020年我

国渔业产值达到 13 517亿元，水产总产量达到

6 549万 t，同比增长 1.06%，发展势头良好。其

中，草鱼 (Ctenopharyngodon idella)养殖产量一直

位居我国淡水经济鱼类养殖量之首，2020年的养

殖总产量达到 557.1万 t，同比增长 0.69%。随着

草鱼养殖规模和密度的不断扩大，多种出血性病

原诸如嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)和草

鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus，GCRV)的感染，

一方面导致鱼体大量的死亡，造成严重的经济损

失[1-2]。另一方面导致鱼体出血，释放血红蛋白进

入组织，可能对组织细胞造成损伤，影响鱼体的

正常生长。

血红蛋白是红细胞中含量最多的组成部分，
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其含量占红细胞干重的 96%以上，主要负责机体

氧气的运输，由于红细胞内存在大量抗氧化酶，

因此在正常情况下，血红蛋白被保护在红细胞内

以防止被氧化 [3]。当机体处于病理状态下，导致

大量红细胞破碎而释放大量血红蛋白进入血浆或

者组织中[4-6]。由于血红蛋白的芬顿反应，游离的

血红蛋白在遇到氧气时快速发生氧化，由 Hb-FeⅡ

氧化成 Hb-FeⅢ，甚至在髓过氧化物的作用下进一

步氧化生成瞬时的 Hb-FeⅣ，Hb-FeⅣ迅速还原成

Hb-FeⅢ，此过程中产生大量的超氧阴离子、多种

自由基以及 H2O2
[7-9]。由于血红蛋白的高氧化活性，

其进入血浆或者组织后，容易对机体组织细胞造

成严重的氧化损伤并诱发炎症反应，严重破坏机

体微环境的平衡，造成机体损伤 [10-12]。因此，机

体急需快速清除过量血红蛋白。目前研究发现，

触珠蛋白 (haptoglobin,  Hp)和血红素结合蛋白

(hemopexin，Hpx)分别作为血红蛋白的第一和第

二道清除蛋白，其与血红蛋白或血红素形成 Hp-
Hb和 Hpx-heme复合物，并随着血液循环进入肝

脏等组织中的巨噬细胞中给与分解代谢[13]。进入

巨噬细胞后在血红素加氧酶 (heme oxygenase， HO)-1
的作用下，血红素被分解为铁离子、胆绿素和 CO，

其中铁离子被储存在铁蛋白中[14]。在哺乳研究模

型中发现，血红蛋白释放大量的 ROS并调控巨噬

细胞多条信号途径而进一步产生高细胞毒性的

ROS，促进巨噬细胞凋亡以及炎症因子的产生[4]。

然而，目前鱼类血红蛋白与巨噬细胞之间相互作

用的相关研究仍然较少。

本研究以草鱼血红蛋白和头肾巨噬细胞为对

象，探究血红蛋白与巨噬细胞之间的相互作用。

研究结果将丰富鱼类血液免疫相关基础理论，同

时也为草鱼健康养殖提供新的参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验对象

实验草鱼体重 (100±10) g，来自广东省广州

市渔场，暂养于 1 000 L循环曝气水缸中，保持溶

解氧充足，水质干净。每天早和晚分别投喂和换

水，实验鱼适应 2周后开展实验。实验操作过程

中严格遵守仲恺农业工程学院动物保护和使用委

员会制定的规章制度。

 1.2    草鱼红细胞及血红蛋白分离

根据本实验前期建立的方法分离红细胞。使

用含有肝素钠 (0.1 mg/mL)的无菌注射器从鱼体尾

静脉采集血液。将采集的血液通过 0.7%的生理盐

水稀释 10倍，将稀释后的血液缓慢加入含有 51%
Percoll (Pharmacia)液的 10 mL离心管中，在 4 °C
条件下，400×g 离心 30 min，收集离心管底部的

沉淀物，即红细胞，用灭菌 0.7%生理盐水洗涤

3次。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

Bradford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。纯化后的血红蛋

白暴露于空气中 12 h，使其充分氧化。

 1.3    草鱼头肾巨噬细胞分离

根据 Xu等[1] 的方法分离草鱼头肾巨噬细胞。

首先对实验鱼进行尾静脉抽血，尽量抽净鱼体内

的血液，无菌分离头肾组织，并浸泡于 L15培养

液中浸泡 30 min。将浸泡好的头肾组织通过 100
目筛网以获得单个细胞。将细胞液缓慢添加至含

有 34%/51% Percoll液中，4 °C条件下 400×g 下离

心 30 min。轻轻收集两层 Percoll液之间的细胞层，

0.7%生理盐水洗涤 3次，以 5% 胎牛血清 (FBS)
的 L15培养基调整细胞浓度至 5×106 个/mL。将细

胞接种至 12孔板，2 h后吸尽培养基以去除未贴

壁细胞，12 h后再换一次液。

 1.4    血红蛋白应激实验及样品采集

随机将草鱼分为 2组，分别为血红蛋白注射

组和磷酸盐缓冲溶液 (PBS) 对照组，每组 20尾鱼。

将血红蛋白浓度调节为 5 mg/mL，每组每尾草鱼

分别腹腔注射 1 mL血红蛋白和 PBS，在  6、12、
24、48 和 96 h取样分析。其中，采集的血清用于

后续测定抗氧化相关酶活性检测，头肾和中肾组

织采集分别用普鲁士蓝染色和荧光定量 PCR检测。

 1.5    血清中抗氧化相关酶活性检测

为探究血红蛋白对草鱼血清抗氧化相关酶活

性的影响，本研究采集了注射血红蛋白 24 h后草

鱼血清，按照相关检测试剂盒说明书检测了血清

中抗氧化相关的酶活性，主要包括超氧化物歧化

酶 (SOD)、 谷 胱 甘 肽 酶 (GSH)、 过 氧 化 氢 酶

(CAT)和补体 (C3)，本研究中使用的酶活性试剂

盒均来自南京建成生物工程研究所。

 1.6    头肾巨噬细胞的普鲁士蓝染色

将分离的巨噬细胞均匀铺到含有爬片的 24
孔板中，实验组中加入血红蛋白使其终浓度为

2  mg/mL，对照组加入等体积的培养基。孵育
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2 h后，4%的多聚甲醛固定 10~20 min，水洗 2次

后风干，用适量的 perls stain以覆盖爬片，染色

15~30 min。水洗 5~10 min后加入伊红染色液染细

胞核 15~30 s，水洗 5 s后中性树胶封片，显微镜

下观察拍照。

 1.7    间接免疫荧光实验

将分离的巨噬细胞均匀铺到含有爬片的  24
孔板中，实验组中加入血红蛋白使其终浓度为

2  mg/mL，对照组加入等体积的培养基。孵育

2 h后，4%的多聚甲醛固定，PBS洗涤 2 次后，

山羊阴性血清常温封闭 2 h。兔抗血红蛋白抗体

(本实验室制备)室温孵育 2 h后，PBST洗涤 3次，

FITC标记的山羊抗兔 IgG (武汉谷歌生物科技有

限公司)室温孵育 1 h，PBST洗涤 3次后，DAPI
染色 5 min，荧光显微镜观察拍照。

 1.8    组织 RNA提取

采集头肾组织并提取总 RNA，提取按照

RNAiso Plus试剂说明书进行，提取的总 RNA浓

度及纯度用超微量分光光度计 (NanoDrop2000，
美国)和琼脂糖凝胶电泳进行检测；然后使用带

有 gDNA wiper的 HIScript® Q  Select  RT SuperMix
for  qPCR试 剂 盒 (Vazyme， 中 国 )合 成 cDNA，

−20 °C保存备用。

 1.9    荧光定量 PCR (qRT-PCR)

通过 qRT-PCR方法检测头肾组织中相关基

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  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，中国)
试剂说明书，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

均做 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。

 1.10    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即为差异显著，P<0.01即为差异极显著。

最终结果用 Graphpad prism 6软件进行作图。

 2    结果

 2.1    血红蛋白在头肾和中肾组织中的沉积

在注射血红蛋白 24和 48 h后，采集头肾和

中肾组织进行普鲁士蓝染色，以观察血红蛋白在

组织中的沉积情况。染色结果显示，在头肾组织

的对照组中，蓝色沉积物数量少，而在注射血红

蛋白 24和 48 h后，头肾组织中明显可以看到蓝

色沉积物。相似的结果发现在中肾组织中，结果

显示，在注射血红蛋白 24 h后，可以看到部分蓝

色沉积物，而注射血红蛋白 48 h后，蓝色沉积物

明显增多 (图版Ⅰ)。

 2.2    血红蛋白促进抗氧化酶产生

为进一步探究血红蛋白对抗氧化酶的影响，

表 1    实验中用到的引物信息

Tab. 1    List of primers used in the study

引物名称
primers name

序列
sequences

GcTNFa-RT-F GCTGCTGTCTGCTTCACGC

GcTNFa-RT-R AGCCTGGTCCTGGTTCACTCT

GcCD68-RT-F CCAGGGTGACTCTTACTC

GcCD68-RT-R ATTGGTTGTTTTTGATGT

GcCD86-RT-F GCTAAATCACCCCAGGAAGT

GcCD86-RT-R GCGATAAGTGGCAATCAAAG

GcMHC-Ⅱ-RT-F TATTTGTGGGGTTTACAGAGTT

Gc MHC-Ⅱ-RT-R TGATTGGTTGAGGGTAGAAG

GcIL-1β-RT-F GTGTCTGGCCATTTCCAAGAGTA

GcIL-1β-RT-R GGTGTTGAGAGTTTCAGTGACCT

GcIL10-RT-F CCCTTTGAGTTTGCCACCA

GcIL10-RT-R CAGCCATCATCCAATCCAC

GcCSF-RT-F CTGAGGAGAAACGAGCAT

GcCSF-RT-R TGACCCGTACAGGTGATG

Gcβ-actin-RT-F ACCCACACCGTGCCCATCTA

Gcβ-actin-RT-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

GcIL-4-RT-F AATAGGGATCAACGAGAA

GcIL-4-RT-R TGAATGGTTATGTAGGGT

GcCCL4-RT-F TGACAGCATTTGCCATAC

GcCCL4-RT-R GTCCAATACGCATTCCTT

GcCCL20-RT-F CCAGACGCTGTTCAGTTC

GcCCL20-RT-R TTCACCCTCAAAGCCAAT

GcTLR4-RT-F ATTTTCAGGGTGATGTAGTAAG

GcTLR4-RT-R GTTTCAGGTTTGAGTGGGTA

GcIFNα-RT-F ACTGGTCAACCTGTTCTCTA

GcIFNα-RT-R GCTGTGTTTCTTCTCTCTCA
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实验检测了注射血红蛋白 24 h后的抗氧化酶的活

性，主要包括 SOD、GSH和 CAT以及补体活性。

SOD酶活性检测结果显示，在注射血红蛋白 24 h
后，血清中的 SOD活性显著增加 (图 1-a)。GSH
和 CAT检测结果发现，血红蛋白的刺激也激活了

GSH和 CAT的酶活性 (图 1-b，c)。同时，实验检

测了血清中补体的活性情况，结果显示，在血红

蛋白的刺激下，补体 C3的活性显著增加 (图 1-d)。
上述结果表明，血红蛋白的刺激可以激活鱼体抗

氧化酶的活性，同时也激活了补体 C3的活性水平。
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图版 I    普鲁士蓝染色检测头肾和中肾组织中血红蛋白沉积情况

Plate I    Prussian blue staining for detection of Hb deposition in head-kidney and middle-kidney tissues
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图 1    血红蛋白激活血清中的抗氧化酶系统

1. 对照组，2.血红蛋白处理组；**. 组间差异极显著 (P<0.01)，下同。

Fig. 1    Hb activates antioxidant enzyme system in serum
1. control group, 2. Hb treated group; **. significant difference between groups ( P <0.01), the same below.
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 2.3    血红蛋白激活头肾炎性相关基因的表达

哺乳动物研究模型中发现，血红蛋白可以激

活宿主的免疫应答。为探究鱼类血红蛋白对机体

的影响，实验通过 qRT-PCR的方法检测了注射血

红蛋白后，头肾组织中免疫相关基因的表达情况。

结果发现，血红蛋白的刺激显著激活了 IL-1β 的

转录水平，其表达量在刺激后的 12 h达到最高，

随后逐渐下降 (图 2-a)。IFN-α 转录水平检测中发

现，血红蛋白的刺激显著上调了其表达水平，其

表达水平在血红蛋白刺激后的 24 h 达到最高值，

随后逐渐下降 (图 2-b)。IL-10在血红蛋白刺激下

的表达水平与 IFN-α 的表达趋势一致 (图 2-c)。上

述结果表明，血红蛋白的刺激，上调了草鱼头肾

组织中的炎性因子的表达水平。

 2.4    巨噬细胞对血红蛋白的吞噬作用

过量血红蛋白进入组织，需要组织中巨噬细

胞对血红蛋白进行迅速清除，以减少其因氧化而

造成的氧化损伤作用。本实验检测了头肾巨噬细

胞对血红蛋白的吞噬作用。普鲁士蓝染色用于检

测巨噬细胞中铁离子的沉积情况，结果显示，巨噬

细胞对血红蛋白展示了强大的吞噬能力 (图版Ⅱ-1,
2)。为进一步验证巨噬细胞对血红蛋白的吞噬作

用，本研究进行了间接免疫荧光实验，荧光显微

镜观察结果显示，巨噬细胞内观察到大量血红蛋

白存在，表明巨噬细胞确实具有吞噬血红蛋白的

能力 (图版Ⅱ-3~10)。

 2.5    血红蛋白促进巨噬细胞标记相关基因表达

为进一步探究血红蛋白对巨噬细胞标记相关

基因的表达情况，本研究通过 qRT-PCR检测了相

关基因的转录水平变化情况，本研究将 2 mg/mL
的血红蛋白刺激巨噬细胞 12 h，同时设置 LPS
(100 ng/mL)作为阳性对照组。检测结果显示，血

红蛋白刺激 12 h后，巨噬细胞中 CD68和 CD86
的表达量显著上调 (图 3-a, b)。在检测集落刺激因

子 (CSF)中发现，血红蛋白刺激巨噬细胞 12 h 后，

其表达量也显著上调 (图 3-c)。同时，本研究检测

MHC-Ⅱ的表达情况，结果显示，血红蛋白的刺激

上调了巨噬细胞中 MHC-Ⅱ的转录水平，其上调

水平甚至高于 LPS处理组 (图 3-d)。

 2.6    血红蛋白促进巨噬细胞因子的表达水平

由于血红蛋白氧化释放血红素进入组织，部

分研究表明，血红素可以通过 TLR4等多种途径

激活下游炎症因子的表达水平。本研究中，为进

一步验证血红蛋白的刺激是否可以激活巨噬细胞

释放炎症因子，实验通过 qRT-PCR方法检测常见

细胞因子的表达水平。首先检测了炎症因子 TNF-
α、IL-1β、IL-4的表达情况，结果显示，血红蛋

白的刺激显著上调了上述 3种炎症因子的表达水平
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图 2    注射血红蛋白后头肾组织中炎症

相关基因的表达情况

Fig. 2    Expression of inflammation-related genes in
head-kidney tissue after Hb injection

(a) IL-1β; (b) IFN-α; (c) IL-10.
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图版Ⅱ    头肾巨噬细胞对血红蛋白的吞噬活性检测

1~2. 普鲁士蓝染色检测血红蛋白在巨噬细胞中的沉积情况，3~10. 间接免疫荧光检测巨噬细胞对血红蛋白的吞噬作用。

Plate Ⅱ    Phagocytic activity of head-kidney macrophages to Hb
1-2. Prussian blue staining was used to detect the deposition of Hb in macrophages, 3-10. indirect immunofluorescence was used to detect the phagocyt-
osis of macrophages on Hb.
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图 3    血红蛋白刺激对头肾巨噬细胞成熟标记相关基因的影响情况

1. 对照组，2. Hb处理组，3. LPS处理组，图 4同。

Fig. 3    Expression of maturation marker related genes in head-kidney macrophages after stimulated by Hb
1. control cells, 2. Hb stimulated cells; 3. LPS stimulated cells, the same as Fig. 4. (a) CD68, (b) CD86, (c) CSF, (d) MHC-Ⅱ.
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(图 4-a，b，d)。IFN-α 检测结果显示，血红蛋白

的刺激下，其表达水平显著被激活 (图 4-c)。本实

验同时检测了 2种趋化因子的表达情况，结果显

示，在血红蛋白刺激下，巨噬细胞中 CCL20和

CCL4的表达水平显著上调 (图 4-e，f)。同时，本

研究也检测了 TLR4的表达情况，检测结果显示，

TLR4的表达水平在血红蛋白的刺激下也显著被激

活 (图 4-g)。上述结果均表明，血红蛋白的刺激可

以激活巨噬细胞中多种细胞因子的表达水平。

 3    讨论

近年来，随着养殖产业的迅速发展，养殖面

积和密度不断扩大，养殖水域环境的不断恶化，

加之多种病害频发，给水产养殖产业的健康发展

造成严重威胁。多种出血性病原的感染导致鱼体

出血，大量血红蛋白被释放至血浆或组织中。本

团队前期研究发现，草鱼血红蛋白暴露在空气中

快速发生自氧化，并产生大量 ROS，并对多种细

菌表现出广泛的杀伤作用 [9]。在哺乳动物研究模

型中表明，释放的血红蛋白进入组织中，往往对

组织细胞造成氧化损伤，同时通过多种信号通路

诱导下游炎症因子的产生，并对机体造成二次损

伤 [15-17]。在鱼类研究模型中，鱼类血红蛋白能够

通过 NF-κB和 MAPK等途径促进草鱼肾细胞中

ROS的产生和炎症产生[18]。本实验将血红蛋白注

射至鱼体，通过普鲁士蓝染色检测了头肾和中肾

组织中铁离子的沉积情况，检测结果显示，注射

血红蛋白后，头肾和中肾组织中检测到明显的铁

离子沉积，表明头肾和中肾组织参与了血红蛋白

的清除过程。同时，实验检测了血清中抗氧化酶

的活性，结果显示，注射血红蛋白显著上调了

SOD、GSH及 CAT的酶活性水平，表明血红蛋白
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图 4    血红蛋白对头肾巨噬细胞细胞因子相关基因表达情况的影响

Fig. 4    Expression of cytokine-related genes in head-kidney macrophages after stimulated by Hb for 12 h
(a) TNF-α, (b) IL-1β, (c) IFN-α, (d) IL-4, (e) CCL20, (f) CCL4, (g) TLR-4.
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的刺激激活了鱼体抗氧化系统。本实验检测了注

射血红蛋白后，鱼体血清中补体 C3活性情况，检

测结果表明，血红蛋白的刺激上调了鱼体补体活

性，与以往文献报道相一致[19-20]。

巨噬细胞在参与血红蛋白清除过程中发挥重

要作用，在前期研究中，人们认为巨噬细胞只能

清除 Hb-Hp和 Hb-Hpx复合物，即巨噬细胞对血

红蛋白的清除依赖于 Hp或者 Hpx。进一步研究发

现，巨噬细胞可以直接参与血红蛋白或者血红素

的清除作用，并不依赖于 Hp或 Hpx，表明机体有

更加高效的清除方式[4, 21]。为进一步探究头肾组织

中的巨噬细胞是否参与了血红蛋白的清除过程，

实验分离纯化了草鱼头肾巨噬细胞，并将头肾巨

噬细胞与血红蛋白进行孵育，通过普鲁士蓝和间

接免疫荧光法检测了巨噬细胞对血红蛋白的吞噬

作用。检测结果显示，草鱼头肾巨噬细胞对血红

蛋白表现出了吞噬作用。研究表明，鱼类头肾巨

噬细胞对血红蛋白具有清除作用，并且可以不依

赖于 Hp或 Hpx。
氧化后的血红蛋白容易释放血红素，血红素

具有高氧化活性，多项研究表明，血红素可以通

过 TLR4依赖的 NF-κB途径、MAPK、NLRP-3以

及 PI3K等多种途径激活下游多种炎症因子的表

达[16-17, 22-24]。为探究鱼类血红蛋白对巨噬细胞的影

响，本研究通过 qRT-PCR检测了巨噬细胞相关基

因的表达情况，检测结果显示，血红蛋白的刺激

显著上调了头肾巨噬细胞中 CD68、CD68、CSF
以及 MHC-Ⅱ的转录水平，检测结果一定程度说

明血红蛋白可能存在促进巨噬细胞增殖的功能，

对于进一步促进机体快速清除过量的血红蛋白大

有裨益。本研究结果与血蓝蛋白促进巨噬细胞成

熟标记物相关基因的表达结果有相似之处[25]。为

进一步探究鱼类血红蛋白对巨噬细胞细胞因子的

调控作用，本研究分别通过体内、体外实验结合

进行了验证。体内检测结果显示，血红蛋白的刺

激使头肾组织中的 IL-1β、IFN-α 和 IL-10基因的

表达被显著激活。体外检测结果显示，受血红蛋

白的刺激，巨噬细胞中炎症因子 (TNF-α、IL-1β、
IL-4)、趋化因子 (CCL20和 CCL4)、IFN-α 及 TLR4
等基因的表达水平显著上调。上述结果表明，鱼

类血红蛋白可以促进组织中炎症因子的表达，因

此，在出血性病原感染过程中，快速清除血红蛋

白或者减少由游离血红蛋白介导的炎症的滞留时

间对于鱼体的健康养殖也非常重要。但是，目前

有关血红蛋白调控炎症反应的具体机制仍然需要

进一步验证。

综上所述，本研究以草鱼血红蛋白和头肾巨

噬细胞为对象，初步探究了血红蛋白与头肾巨噬

细胞之间的相互作用关系。研究结果表明，鱼类

头肾巨噬细胞对血红蛋白具有吞噬作用，同时具

有氧化活性的血红蛋白可以激活巨噬细胞中炎症

因子的表达。本研究初步揭示了血红蛋白对机体

的损伤作用，不仅丰富了鱼类血液免疫的基础理

论，同时为草鱼的健康养殖提供一定的参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Hemoglobin stimulate inflammatory cytokine expression in grass carp
(Ctenopharyngodon idella) head-kidney macrophages

QIN Zhendong ,     ZHAN Fanbin ,     LI Yanan ,     SHI Fei ,     YANG Minxuan ,    
LU Zhijie ,     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:  In  general,  disease  caused  by  the  hemorrhagic  pathogen  infections,  results  in  hemolysis,  in  series  the
hemoglobin (Hb) is discharged into the tissues. Consecutively, oxidation of Hb while exposed to air provokes seri-
ous high oxidative damage levels in the body and inducing a large amount of inflammation to release additional
proinflammatory mediators. Promptly, it is critical to clear the highly cytotoxic Hb. Macrophages play a key role
not only under stress conditions, but also in sustaining homeostasis by promoting erythropoiesis and hemoglobin
(Hb) clearance.  However,  the  complete  mechanism of  the  oxidized  Hb  in  teleost  fish  and  the  effects  of  macro-
phages  on  it  not  yet  clear.  In  this  study,  head-kidney  macrophages  and  Hb  of  the C.  idella  were  taken  as  the
research  model  to  examine  the  interaction  between  Hb  and  macrophages.  Stimulation  of  the  Hb  during  in  vivo
studies led to the visible deposition of Hb in the head and middle of the kidney and elevated the levels of antioxid-
ant-related enzymes in serum, and further promoted the expression levels of inflammatory cytokine, such as TNF-
α, IL-1β,  and IL-10 in head kidney.  Thereafter,  the indirect  immunofluorescence and Prussian blue staining ana-
lyses indicated that the macrophages of the head kidney exhibited intense phagocytic activity to Hb. Analysis of
gene expression level by quantitative real-time PCR, macrophage markers, including CD68, CD86, CSF, and MHC-
Ⅱ genes were significantly elevated through the stimulation of Hb. Likewise, the expression levels of inflammat-
ory cytokines (TNF-α, IL-1 β,  and IL-4), chemokines (CCL20 and CCL4), IFN-α and TLR4 genes were signific-
antly up-regulated in the head kidney macrophages after 12 h of Hb stimulation. In summary, these results indicate
that C. idella head kidney macrophages possess the phagocytic ability towards Hb, and in turn, Hb also activates
the expression levels of macrophage-related markers and associated cytokines. Taken together, our findings expli-
citly  improve  the  understanding  of  Hb  macrophage  interactions  of C.  idella  and  provided  a  new  reference  for
healthy fish farming.
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