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亚硒酸钠对四氯化碳损伤草鱼

肝原代细胞与肝组织的保护作用

谢巧雄 � � 朱心玲 卢全章

�中国科学院水生生物研究所
,

武汉 � �  ���

提 要

不同浓度四氯化碳 �� �
�
�对草鱼肝原代细胞的损伤实验中

,

� ��
�

浓度为 ��川� � �可引

起细胞血清中丙氮酸氨基转移酶 �� ���
、

天门冬氨酸氨基转移酶 �� ���
、

乳酸脱氢酶 �� � � �

逸出量 与细胞破损率显著增高
,

培养液中添加亚硒 酸钠 ��
� ��� �

�

��� �雌 � � �
,

则可降低

� � �
、

� ��
、

� � � 的逸出量
,

减轻细胞破损程度
。

� � ���� � 保护实验中
,

� � ��� � � � �� �� 组预

先腹腔注射 ��� ��
�

�� � � � �
�

� � 连续三 日
,

末次 ��  ! 一� 混合液 �� �� � �
�

��
,

�� � 内肝组织超

氧物歧化酶 �� � � �相对活性 比 � � �� 组提高达 ��
�

��
,

第七日仍提高达 ��
�

��
,

与对照组的

水平基本接近 � 血清中丙氨酸氨基转氨酶 �� � �水平逐渐降低
。

本实验还观察到 � � ��� �
�

可引起肝脂质过氧化物显著降低
,

肝微粒体蛋自含量与细胞色素 �一� �� 活性升高 �组织切片

观察显示肝组织损伤程度减轻
,

�� � 后细胞核增多
。

表明 � � ��� � � 可提高草鱼肝清除 自由基

能力
,

增强肝脏解毒功能
。

关键词 亚硒酸钠
,

肝原代细胞
,

肝组织
,

保护作用
,

草鱼

草鱼是我国主要淡水养殖鱼类之一
,

然而
,

由于草鱼易患细菌性与病毒性疾病
,

严重

影响草鱼成活率
。

作者在进行草鱼出血病的病理生理研究中发现病原体对鱼体侵袭的靶

器官主要是肝脏
,

损伤正常肝脏组织
,

破坏肝脏的正常功能
,

最终导致草鱼死亡川
。

近年

来
,

发现亚硒酸钠 �� �
�
�� �

�
�对动物肝组织损伤有一定修复作用�� 

,

然而
,

关于 � � ��� �
�

是否具抗鱼病引起的鱼体肝组织损伤的作用
,

却报道较少
,

为此
,

本研究探讨采用 ���
�

引起的草鱼原代细胞与肝组织损伤模型
,

观察 � � ��� �
�
对草鱼肝组织的保护作用

。

� 材料与方法

当龄草鱼 �� �
�� 叩��即馆。由�

�� ��� � � � � �� � � � � � �� � ��� � � �� �取 自本所试验场
,

平均

体重 �� 土 ��
,

在去氯气的自来水中静养 �� �
,

备用
。

� � 草鱼的原代肝细胞的分离与培养 无菌条件下
,

取出肝组织
,

切成 �一�� � 小块
,

�
�

�� 胰蛋白酶冷消化
,

离心过滤后
,

分离和收集肝细胞
,

台盼蓝染色计数细胞后
,

用含

�� 现工作单位
�

贵州省水产技术推广站
,

贵阳 � ��� �

�� �  年 �� 月 � 日收到
。
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�� � 小牛血清的 � �� �一 ��� � 培养液稀释至 � � ��“个细胞 � � �
,

接种于 ��� �培养瓶中
,

在 � �℃条件下培养
。

�� 肝细胞损伤模型 按 �� 法分离的草鱼肝细胞以 �
� �� � 个 � �� 预培养 �� 后

,

分别

加人 � ��
� �

、

�
、

�
、

�
、

�� 拜 �� � �
,

培养 ��
,

用倒置显微镜观察细胞
,

计算细胞破损率
,

取上清

液按赖氏法测定丙氨酸氨基转移酶 �� � � �和天门冬氨酸氨基转移酶 �� ���
,
�

,

� 二硝基

苯脐显色法测定乳酸脱氢酶 �� � � ����
。

�
�

� � � � �� � �
对草鱼肝细胞的保护实验 细胞培养液中预先加人 � � ��� � � �

�

� 拜� � � �
,

按 ��� 法分离的草鱼肝细胞以 � � �� �
个 � � �预培养 �� 后

,

加人 � � 玩�� 川 � � �
,

继续培养

��
,

计算细胞破损率
,

测定 � � �
、

� ��
、

� � � 的逸出量
。

�
�

� � �卜对肝组织的影响及 � � ��� � � 的保护试验 临用前
,

� � ���� � 配成 �
�

�� � � � �
,

� ��
�
与无 菌 液体 石 蜡按 � � � 的 比例混 和

。

取 草鱼 �� 尾
,

分 四 组
�

两组 ��

� � �� � � � �
�

�� � � � �
�

� � � 两组 �� 等量的生理盐水
。

每 日一次
,

连续三 日
。

末次 �� � ��

后
,

� � ���� �� � � �� 组与 � � �� 组均 �� � �从混合液 �� �� ��
�

�� � � � ���� � 对照组与空白

组 �� 同量液体石蜡代替 ���
� 。

次日取肝组织制备成肝微粒体
,

用 � � � �� 方法测定蛋白

质含量 �� �
,

用 � � �� � 方法 测定微粒体细胞色素 �一� �� 含量 �� 
,

� ����
�法测丙二醛

(M D A)
16] 。

间隔一
、

三
、

七 日取血清用赖氏法测 A L T
,

肝组织用 M is ra 法测超氧化歧化

酶 (s o D )lv
]
、

D
e

:

vi

e s 法测定肝糖原I8]
。

取鱼肝组织
,

用 B oul n 氏液固定
,

苏木精一伊红染

色
,

作光镜观察
。

2 结果

2
.
1 C C 卜的剂t 对肝细胞的影响及 N aZse O

3
的保护作用 当 C C 耘与肝细胞同时培养

lh
,

c
CI

;

量为 1
、

2

、

5 川/ m l时
,

肝细胞的 A LT
、

A S T

、

L D H 的逸出量与对照组无显著变

化
,

当 C C 玩剂量为 10 川/ m l时
,

肝细胞的 A L T
、

A S T 的逸出量明显增高 (P < 0
.
01 )

,

L o H 的逸出量增高 (P < 0
.
05)

。

C C I

;

剂量为 5
、

1 0 拜l/ m l时
,

肝细胞破损率增高
。

表 1 C C 14 与 N
aZseo 3对肝原代细胞的影响(

n = 4x土 s
.
D )

T a b
.
l E

ffe
e ts o f C C 14 a n d so d iu m se le n ite o n P rim a口 hepatic cells in grass earP

C C 14(拜l / m l) A L T (U ) A S T (U )
L D H (U )

细胞破损率(% )

P erc en tage o f

eells d am age

4 1士 10

3 2 士 13

4 7 士 12

4 0 士 8

8 3 士 1 7
* .

5 0 士 1 5
‘

2 6
土 1 1 18 7 6 士 5 4 6 12 士 6

3 2 士 1 8 17 8 3 士4 7 5 1 5 土 5

2 4 士 1 3 19 8 9 士 6 2 1

3 5 士 12 2 1 39 士 6 0 4

7 5 士 2 3 3 0 6 1 士 7 1 1

3 0 土 14
.

8 1 土 24
. *

10 + N a ZS e0 3 4 2 士 12 2 2 5 6 士 64 7 4 3 士 1 2

备注(N
ote)
: * ,

P < 0 刀l
, *

P < 0 刀5

3 x l o
6
/ m l 草鱼肝细胞分别加人含 N a

Zseo 3 o
.
2拼g / m l 的培养液与不含 N a

Zseo 3
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培养液均培养 lh
,

再加人 C C 14lO#l/ m l
,

继续培养 lh
,

N
a Z

s
e

o
3

+ C C I
;

组同 C C I
;
组相

比
,

肝细胞 A L T
、

A S T

、

L D H 的逸出量分别下降 40 %
,

44
%

,

26 %

。

肝细胞破损率下降

46% (表 l)
。

2

.

2 N
a Z

S
e

O

3

对 C C卜引起肝组织 SO D 变化的影响

按方法 4 所述
,

i p C C I
;

间隔 l
、

3

、

7 日取样测定 SO D
。

结果表明
,

第一 日 C C I
;
组的

草鱼肝组织 SO D 的相对活性仅为对照组的 60
.
9%

,

下降了 39
.
1%

,

第三日略有回升
,

但

第七 日仍降低 37
.
2% ;而 N

aZ
Se 0
3十C CI

;
组的草鱼肝组织 SO D 的相对活性在第一 日为

对照组的 116
.
6%

,

比 c CI
;
组增高 91

.
5%

,

到第七天为对照组的 97 %
,

基本保持与对照组

一致水平
,

仍比 C CI
;
提高 54

.
5%

。

N
a Z

se
O

3

对照组 SO D 的相对活性在第一 日比对照组

提高 30
.
1%

,

到第七 日仍提高 7
.
q%

。

显示 N a
Z
se O
3
不仅可增加肝 so D 的活性

,

而且能

抑制 C C I
;
引起的 50 0 的下降(表 2)

。

表 2 N a声
eo 3对草鱼肝组织超权歧化醉的影.刚万土s D )

T a b Z E
ffe
c t o f so d iu m se len ite o n h e p a tie su p e ro x id e d ism u ta se (S O D )

a e tivity in g ra ss ca rp

组组别别 鱼数数 so n 活性伽/ m g肝蛋白))) S O D 相对活性百分率(% )))

GGG ro uPsss N Um befff SO D aetivity (拜 / m g 夕ro te in ))) S O D re la tiv e a e tiv ity (% )))

ooooo ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffi sh e sss 第 一 日日 第三 日日 第七 日日 第一 日日 第三 日日 第七 日日

lllllllstd ayyy 3rd dayyy 7th d ayyy lst dayyy 3rd d ayyy 7th d ayyy

对对照组组 666 28
.
9士 4

一

000 2 2

.

7
士 6

.
444 2 6 6 士 3

.
333 10 0

.
000 10 0刀刀 10 0 .000

CCC o n tro lll 666 1 7
.
6 士 2

.
000 18

.
4 士4

.
666 1 6

.
7 士 3

.
444 6 0

一

999 8 1

.

111 6 2 名
...

CCC C 14 组组 666 33
.
7 士 4

.
777 3 1

.
1 士 3

.
777 2 5

.
8 士 2

.
333 1 16

.
666 13 7

.
000 9 7

.
000

CCC C 1444 666 3 7
.
6 士 8 777 2 9

.
0 士 1 222 2 8

.
7 士 3

.
333 13 0

,

lll 1 2 7 名名 10 7 月月

NNN a Zs e o 3+ c C 14 组组组组组组组组组

NNN aZSe0 3+ C C 144444444444444444

NNN aZseo ;对照组组组组组组组组组

NNN aZSeO 3 eon tro lllllllllllllllll

注(N ote)
:

SO D 相对活性百分率(SO D
relatlve activity % )=

各组S O D 活性(S O D

对照组so n 活性(so D
activity of。o n tr o 一)

x 10 0

2
.
3 N a

Z
S e O

3
对 C C 肠引起血清 A L T 变化的影响

表 3 所示
,

iP
C

CI

;

混合液 lm l/ kg. bw 后 24 h 内
,

血清 A L T 活性显 著升高

(p < 0
.
01)

,

直到第七 日仍维持不变
。

N
a Z

S

e

O

: 预处理的草鱼
,

再 ip C C I
; 24h 内测得的

血清 A L T 的活性 与 C O
;
无 差 异

,

但 第三
、

七 日测 得 的血 清 A L T 则 明显 降低

(P < 0
.
05)

。

N
a Z

S
e
O

3

对照组的草鱼血清 A LT 的活性与对照组无差异 (P > 0
.
05)

,

但呈下

降趋势
。

2

.

4 N
a Z

S
e

0
3 对 C C‘引起肝丙二醛(M D A )

、

肝脏蛋白质变化的影响

N aZse O
3
预 处理 的草鱼肝 M D A 显著降低 (P < 0

.
05)

,

而微粒体蛋 白含量增高

(P < 0. 05 )
、

细胞色素P 一45 0 活性则明显提高 (P < 0
.
01 )

。

肝蛋白质无显著差异
。

C
O

;

组
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同对照组 比较
,

M D A 显著升高
,

微粒体蛋白
、

细胞色素 P 一4 50 均明显降低
,

肝蛋白含量

呈下降趋势
。

各组肝糖原含量无显著性差异 (表 3)
。

表 3 草鱼血清丙氨酸氨基转移酶的变化

T a b3 C han ge o fala nlne am 一n o tr a n s fe
r a s e

(A L T ) i
n
g
r a s s e a r

P

组组别别
nnn 血清 A L T (U ))) Serum A L T (U )))))

GGG ro uP sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 第第第第一 fl lstd ayyy 第 三 日 3rd d ayyy 第七 日 7th dayyy

对对照组组 666 8
,

7
土 5名名 8

.
7 士 6

.
333 8

.
3 士 6

.
333

CCC o n tro lll 666 20
.
2 士 9

.
222 2 2

.
7 士6

.
000 2 1

.
0 士 7

.
222

CCC C 14 组组 666 19 0 士 9
.
555 13

,

4
士 4

.
4
...

12 3 士 2
.
4
***

CCC C I;;; 666 1 1
.
2 士 3

.
444 9

.
6 士4

.
666 5 9 士 3

.
888

NNN a Zs e o 3+ C C 14 组组组组组组

NNN aZSe0 3+ C C 144444444444

NNN aZse0 3对照组组组组组组

NNN a ZS e0 3 co ntro lllllllllll

表 4 N 气Se O
3对草鱼肝蛋白质与 M D A 的影晌仅士s D )

T a b滩 E
ffe
e t o f so d iu m se le n ite o n h eP a tie P ro te in a n d M D A i

n g ra ss e a rP

项项 目目 nnn
对照组组 四氧化碳组组 N aZseo 3+ C C 14组组 N a ZS e0 3对照组组

CCCCCCC o ntrolll C C I;;; N aZSe0 3+ C C 1444 N aZSe0 3 C o ntrolll

MMM D A (nm o l/ m g 肝蛋白))) 777 0
.
136土 0 0 3 777 0

.
27 9 士0

.
1 2444 0

.
15 3 士0 乃2 6

...
0
.
1 3 0 士 0

.
0 2 7

* ...

MMM D A (
n m o l/ m g l i

v e r p ro te in ))) 777 17
.
0 士 3 999 18

一

7
士 5 999 16

一

3
士 5

.
777 17

.
1 士 4

一

666

肝肝糖原(m g / g 肝))) l444 78
.
3 士 6

,

000 7 3 1
士7

.
555 7 6

.
8 士 5

.
111 7 8

.
0 士 7

.
000

GGG ly e o g e n (m g / g
,

l i

v e r

)))
444 6

.

5 8
士 0

.
5 222 4

.
2 8 士 1 1 333 5

.
9 3 土 0

.
8 2
***

7 3 1 士 0乡l
卒 ,,

总总肝蛋白(m g / g 肝))) 333 0
一

3 9
士 0

.
1555 0

.
1 8 士 0

,

1 333 0

.

4 7
士 0

,

1 1

* 巾巾

0

.

5 6 士 0
.
14
. ***

PPP ro te in (m g / g
.
live r)))))))))))))

微微粒体蛋白(m g / g 肝)))))))))))))

MMM icroso m e Pro tein (m g / g
.
liver)))))))))))))

细细胞色素 P一4 5 0 (
n m o l / m g 蛋白)))))))))))))

PPP一 4 5 0 (n m o l / m g 币ro tein )))))))))))))

2. 5 C C 肠及 N az se 0
3
预处理的草鱼肝组织学观察

草鱼 的肝组织在 iP C CI
;
24 h 后

,

大量肝细胞的细胞质崩解
,

有的细胞核 固缩
、

溶解
,

肝脏呈现弥漫性坏死
。

对肝细胞进行计数表明
,

正常细胞只 占 20 % 以下
,

48
h 肝组织损

伤最严重
,

72
h 受损率下降;而预先用 N aZSe O

:
处理的草鱼肝组织则明显可见只有局部

受损
,

正常细胞约占 35 % 或更多
,

72
h 后

,

部分肝组织细胞核增多
,

表明肝细胞呈恢复趋

势
。
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3 讨论

3
.
1 C CI

;
对肝原代细胞的损伤与 N az se O

3
的保护作用

本试验用不同浓度的 C cl
;
同草鱼肝原代细胞共同培养

,

当 c CI
;
低于 10川/ m l

,

反

映肝损伤变化的 A L T
、

A S T

、

L D H 的逸出量未呈显著性增加
,

仅细胞破损率略有增高
。

只有当 C CI
;
浓度达 10川/ m l时

,

各指标的变化十分明显
,

表明 c cl
;
对草鱼肝原代细胞

的损伤程度加剧
,

因而
,

进行 C CI
;
损伤草鱼肝原代细胞的浓度不应低于 10川/ m l

。

A L T

、

A S T

、

L D H 在肝脏中含量均高于其它组织中含量
,

是反映肝细胞受损伤的主

要敏感指标
,

当肝细胞损伤
,

常常伴有转氨酶的升高
。

试验中采用四氯化碳与草鱼肝原代

细胞共同培养时
,

转氨酶明显升高
,

反映 C CI
;可损伤草鱼肝细胞

。

因而
,

可使用 c CI
;
这

种化学毒物进行草鱼肝细胞或组织 的损伤模型
,

并进行药物对草鱼肝细胞或组织的保护

实验
。

当用加 N a
Z
Se O

:
培养液培养肝原代细胞时

,

发现加 N a
Z
se O
3
赔养液能不 同程度地

减少肝原代细胞内 A L T
、

A S T

、

L D H 的释放
,

减轻细胞的破损程度
。

提示 N a
Z
se O 3 能维

持肝原代细胞膜的结构的完整性
,

减轻 C CI
;
对肝原代细胞的损伤

。

3. 2 c
cl

;

对肝组织的损伤与 N
aZ
se O

3的保护作用

一般认为
,

C
CI

;

对机体肝组织的损伤是 C CI
;经肝细胞微粒体内细胞色素 P一4 50 依

赖的单加氧酶系代谢后
,

产生三氯甲基自由基 (C H C1
3
)和氯自由基 (Cl )

,

肝脏出现明显的

脂质过氧化增强现象
,

从而引起肝细胞的损伤
。

在自由基损伤肝细胞 的同时
,

存在着自由

基底物对超氧化物歧化酶的诱导合成作用怜一”}
。

本实验 iP C C1
4lm l/ kg

.
bw 对草鱼肝组织有明显的毒性作用

,

24
h 内血清 A L T 的活

性即显著升高
,

S O D 的活性则明显下降
,

脂质过氧化物丙二醛 (M D A )水平显著升高
,

而

微粒体蛋白与细胞色素 P 一4 50 均 明显减少
,

细胞质崩解
,

部分细胞核固缩
、

溶解
。

表明

c cl
;
本身或其生成的三氯甲基 (c H cl

3
)对细胞质膜损伤

,

并与膜蛋白共价结合
,

引起部

分肝细胞破坏
,

致使 A LT 释放进人血液循环 ;M D A 的增加则表明肝细胞膜脂过氧化作

用增强
。

有报道认为膜脂过 氧化是 自由基所启动的重要 二次反应110]
。

c
C1

4

染毒后 3
、

7

日 A L T 与 SO D 未呈进一步的上升与降低
,

只作较小幅度的摆动
,

因此
,

作者认为 C C1
4

对草鱼肝组织的损伤过程主要在染毒 24 h 内进行
,

并达到高峰
。

这一结果同 C CI
;
对虹

缚鱼肝脏的损伤基本相近l”l
。

S O D 是机体内清除自由基的主要净化酶之一
,

脂质过氧化物则被认为是 自由基作用

机体细胞的主要 产物
。

S O D 活性 的高低反映该酶对 自由基的清除能力
。

本实验用

N aZseo 3 预处理的草鱼
,

再 ip C C 1
4。

2 4 h 内
,

S O D 活性明显提高
,

M D A 蓄积减少
,

表明

N aZse O
:可提高 SO D 的活性

,

增强清除 自由基的能力
。

但 A LT 的活性无明显降低
,

也

许与 C CI
;
损伤了部分细胞膜

,

导致肝 A L T 释放人血液中的缘故
。

染毒 3
、

7 日 s O D 活

性逐渐下降
,

但仍保持一定的水平
。

血清 A L T 的明显减少
,

这表明一方面 SO D 发挥清

除自由基的作用
,

使肝细胞免受 自由基进一步的损伤;另一方面 SO D 在清除自由基过程

中其活性也可能受到抑制
,

或者是随着 N a
Z
se O
:
的排泄代谢

,

N
a Z

Se
O

:

提高 SO D 的作用

会逐步减弱
。

N
a Z

se
O

3 是谷胧甘肤过氧化物酶 (G SH 一p
x
)的重要组成成分

,

G S H 一p x 能
·

分解过多的脂质过氧化物
,

从而保护生物膜免受过氧化损伤I2.
‘4]

。

本试验同时发现预先
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应用 N a
Z
se O
;
保护的草鱼

,

不仅肝 SO D 活性明显提高
,

M D A 蓄积减少
,

而且能提高肝

微粒体蛋白质
、

细胞色素 P一4 50 的活性
。

组织切片显示肝细胞的损伤减轻
,

细胞核增

多
。

众所周知
,

蛋白质合成特别是细胞的结构蛋白的合成
,

与肝细胞结构受到损伤后的修

复和 功能的维持有密切关系【’2 }
。

由此推测
,

N
a Z

se
o

3

对肝组织的保护作用
,

一方面可能

是通过提高 SO D 的活性
,

直接清除自由基
,

分解脂质过氧化物
,

保护细胞膜结构的完整

性;另一方面可能通过提高肝蛋白质的合成能力
,

利于肝细胞进行分裂
,

或直接保护细胞

膜
,

从而进一步增强肝脏解毒功能
。

因本实验未能进行肝组织 G SH 一p
x
活性的测定

,

关

于 G S H 一p x 在清除自由基
,

保护草鱼肝细胞免受 C CI
;
损伤其作用机理需进一步研究

。
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