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硒对亚硝酸钠导致的草鱼肝细胞氧化损伤的保护作用

姚朝瑞    马    聘    李大鹏    李    莉    汤    蓉
(华中农业大学水产学院, 池塘健康养殖湖北省工程实验室, 武汉 430070)

摘要: 以草鱼(Ctenopharyngodon idella)肝细胞(L8824)为研究对象, 设置对照组、亚硝酸钠暴露实验组、亚硒

酸钠孵育实验组和亚硒酸钠孵育后亚硝酸钠暴露实验组, 探讨亚硒酸钠对不同浓度亚硝酸钠诱导L8824细胞

氧化损伤及凋亡的保护作用。结果显示, 亚硝酸钠暴露能抑制L8824细胞贴壁, 导致细胞凋亡率增加。亚硝酸

钠暴露引致L8824细胞的谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性降低;
gpx、sod和cat基因表达下调(P<0.05), DNA损伤诱导转录物3(ddit3)和bcl-2相关X蛋白(bax)基因表达上调

(P<0.05)。亚硒酸钠(10 μmol/L)孵育L8824对细胞形态和凋亡率无显著影响, 但GPX、SOD和CAT活性上升,
gpx、sod、cat、核因子E2相关因子2(Nrf2)和Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1(keap1)基因表达上调(P<0.05)。
亚硒酸钠孵育后亚硝酸钠暴露实验组, 细胞凋亡率、GPX、SOD和CAT活性较对照组无显著变化, 但B淋巴

细胞瘤-2(bcl-2)基因表达显著上调(P<0.05)。研究结果表明, 给草鱼肝细胞补充硒在一定程度上能缓解亚硝

酸钠暴露导致的抗氧化系统失衡, 抵抗亚硝酸钠暴露带来的氧化应激, 降低细胞凋亡率, 硒的预孵育作用能上

调Nrf2/Keap1通路中的关键基因和酶, 表明硒的保护作用可能是通过介导 Nrf2/Keap1信号通路发挥作用。
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硒(Selenium, Se)是动物的必需微量元素之

一。自1957年Schwar等[1]
研究发现硒是阻止大鼠

(Raltus norvegicus)食饵性肝坏死的第三因子的主

要组分, 首次证实动物需要硒元素。目前研究已显

示硒元素的重要生物功能包括抗氧化、抗应激、

加强机体免疫力和抗肿瘤等
[2, 3]

。Ferbal等[4]
发现在

鲤(Cyprinus carpio)饲料中添加适量硒元素, 能有效

抵抗铅导致的肝脏和脑部的氧化损伤。Talise等[5]

发现, 在饲料中添加亚硒酸钠能有效预防百草枯对

斑马鱼(Danio rerio)的氧化损伤。Saffari等[6]
证实

在鲤幼鱼饲料中补充纳米硒能显著提升鲤生长性

能和饲料利用率。而硒缺乏会损伤幼龄草鱼的免

疫器官和免疫功能
[7]
。由于饲料中硒的利用率偏低

及各种应激因子的不利影响, 养殖鱼类对硒元素的

需求可能会不断提高
[8]
。

亚硝酸盐是生态系统中氮循环的一个天然组

成部分, 养殖水体中亚硝酸盐浓度偏高也是水产养

NO¡
2

殖过程中一个不容忽视的问题
[9]
。近年来高密度的

集约化养殖方式造成的高蛋白残饵和高含氮排泄

物不断沉积于池底, 造成水体内源性来源的亚硝酸

盐含量不断增高
[10]

。淡水鱼类对亚硝酸盐的吸收

主要是通过 与CⅠ
–
有效地竞争鳃上氯化物的

主动吸收机制
[11—13]

。高浓度或长时间的亚硝酸盐

暴露会致使鱼体应激增强, 组织缺氧, 体内氧自由

基积累, 抑制抗氧化系统, 直接或间接的影响鱼类

的免疫活力
[14—16], 严重时会引发生物的暴发性死

亡, 如何提高养殖鱼类对亚硝酸盐暴露的抵抗能力

成为近些年来的研究热点。

Keap1-Nrf2介导的信号通路具有抗氧化应激

和维持氧化还原平衡的功能, 能够诱导其下游的抗

氧化相关基因(如GPX、SOD和CAT等)表达, 提高

机体抗氧化能力
[17, 18], Fontagne′-Dicharry等[19]

发现

膳食硒能通过上调Nrf2通路, 提高GPX和CAT等抗

氧化酶活性 ,  来提高虹鳟育苗的抗氧化能力 ,
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Noha等[20]
在大鼠中也有发现硒能通过上调Nrf2通

路来抵抗肝脏砷中毒现象。

草鱼(Ctenopharyngodon idella)属于鲤形目鲤

科雅罗鱼亚科草鱼属, 生长速度快, 单位面积产出

高, 而且肉质嫩白, 含丰富的营养成分, 具有可观的

经济效益和营养价值。研究发现, 给草鱼适当补充

硒元素能有效提高肝脏抗氧化性, 维持组织结构完

整
[21]

。肝脏是鱼体重要的代谢和解毒器官, 本研究

以草鱼肝细胞为研究对象, 观察和检测硒孵育后肝

细胞在不同浓度的亚硝酸钠暴露后, 其氧化应激及

细胞凋亡的状况, 以探究硒对亚硝酸钠导致的草鱼

肝细胞损伤的干预作用。

1    材料与方法

1.1    材料

草鱼肝细胞系(L8824)购自中国典型培养物典

藏中心; M199培养基、胰蛋白酶、青霉素-链霉素

双抗(Penicillin Streptomycin, PS)均购自Gibco公司;
胎牛血清(FBS)购自四季青公司; 磷酸盐缓冲溶液

(Phosphate buffered solution, PBS)购自HyClone公
司; 细胞增殖-毒性检测试剂盒(Cell Counting Kit-
8 )购自同仁化学科技有限公司 ;  总蛋白定量

(BCA)、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)试剂盒均

购自南京建成试剂公司; Annexin V-FITC /PI凋亡

试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公司; 荧光定量

试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公司; 亚硝酸钠

(NaNO 2 )为分析纯 ,  购自国药集团 ;  亚硒酸钠

(Na2SeO3)为分析纯, 购自天津市化学试剂研究所。

1.2    草鱼肝细胞L8824的培养

L8824细胞培养于含10%胎牛血清、链霉素

(100 μg/mL)和青霉素(100 IU/mL)的M199培养基

中, 在28℃和5%CO2饱和湿度培养箱中培养细胞。

根据细胞生长状况, 2—3d传代1次, 传代时用含

EDTA的0.25%胰蛋白酶消化, 取生长状态良好处于

对数生长期的细胞进行实验。

1.3    细胞活性检测

采用CCK-8法检测细胞活性, 取生长良好处于

对数生长期的L8824细胞(6—8×105
个/mL)接种于

96孔板中, 保证每孔数量不低于1000个, 每孔100 μL,
培养12h, 待细胞在孔底铺至70%—80%, 分别加入

不同浓度的亚硒酸钠和亚硝酸钠, 使亚硒酸钠的终

浓度为0、0.5、1、2、5、10、15、20、25和35 μmol/L,
培养3h、6h、12h、24h、36h和48h, 亚硝酸钠终浓

度为0、1、2.5、7.5、10、15、20、25、30和50 mg/L,
培养24h, 空白组为基础培养基, 每组8个复孔, 每孔

加入10 μL的CCK-8, 28℃孵育2h, 置于多功能酶标

仪上, 检测波长为450 nm的吸光值(Optical density,
OD), 细胞存活率(%)=[实验组–空白组]/[对照组–空
白组] ×100。

将实验分为4组, 对照组: 加入等量M199培养

基; Se组: 10 μmol/L的Na2SeO3作用36h; NaNO2组:
不同浓度的NaNO2暴露, 使NaNO2的终浓度为5、
10和25 mg/L, 暴露24h; Se+NaNO2组: 先加入终浓

度为10 μmol/L的Na2SeO3预处理12h, 再加入5、
10和25 mg/L的NaNO2, 暴露24h。
1.4    细胞形态学观察

取生长状态良好且处于对数生长期的L8824接
种于12孔板中, 经对照组、Se组、NaNO2组和Se+
NaNO2组的药物处理完毕后, 用PBS洗涤2次, 在倒

置显微镜下观察细胞形态变化, 用CCD系统拍照。

1.5    氧化应激指标检测

取生长状态良好且处于对数生长期的L8824接
种于12孔板中 ,  经对照组、Se组、NaNO2组和

Se+NaNO2组的药物处理完毕后, 胰蛋白酶消化,
1000 r/min离心6min得到细胞沉淀, 用PBS洗涤2次,
PBS悬浮细胞, 分装至1.5 mL离心管中, 在液氮和

28℃水浴锅中反复冻融3次, –20℃冻存。BCA法测

定样品蛋白浓度, 按照试剂盒说明书进行操作, 用
酶标仪在562 nm处测定, 并计算样品蛋白活性; 超
氧化物歧化酶(SOD): 按照SOD试剂盒操作, 用酶标

仪在550 nm处测定, 并计算SOD的活性; 过氧化氢

酶(CAT): 按照CAT试剂盒操作, 用酶标仪在405 nm
处测定, 并计算CAT的活性; GSH-PX 活性测定: 按
照GSH-PX试剂盒操作, 用酶标仪在 412 nm 处测

定, 并计算 GSH-PX 的活性。

1.6    细胞凋亡检测

取生长状态良好且处于对数生长期的L8824接
种于12孔板中 ,  经对照组、Se组、NaNO2组和

Se+NaNO2组的药物处理完毕后, 不含EDTA的胰蛋

白酶消化, 300×g, 4℃离心5min收集细胞, 用预冷的

PBS洗涤细胞2次, 每次均需300×g, 4℃离心5min,
收集1—5×105

细胞。吸弃PBS, 加入100 μL 1×Bind-
ing Buffer重悬细胞, 再加入5 μL Annexin V-FITC和
10 μL PI Staining Solution, 轻轻混匀, 然后避光, 室
温反应10—15min, 最后加入400 μL 1×Binding Buf-
fer, 混匀后放置于冰上, 样品在1h内用流式细胞仪

检测。

1.7    基因表达检测

取生长状态良好且处于对数生长期的L8824接
种于6孔板中 ,  经对照组、Se组、NaNO 2组和

Se+NaNO2组的药物处理完毕后, 每孔加入1 mL
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Trizol, 用Trizol法抽提细胞RNA, 并用1%琼脂糖凝

胶电泳和NanoDrop 2000分光光度计检测其浓度和

质量。用Hifair® Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Su-
perMix for qPCR试剂盒进行反转录, 实际操作根据

试剂盒进行。得到cDNA后, 再用Hifair® qPCR SY-
BR Green Master Mix (Low Rox Plus) 试剂盒进行

实时荧光定量分析, β-actin作为内参基因, 设计各

个基因的引物(表 1), 反应体系为: Master Mix 10 μL,
上游引物0.4 μL, 下游引物0.4 μL, cDNA1.2 μL,
ddH2O 8 μL, 反应条件为: 95℃ 5min, 95℃ 10s,
55—60℃ 20s, 40个循环, 72℃ 20s, 每个样品3个重复。

1.8    统计分析

实验结果用平均值±标准差(Mean±SD)表示,
数据分析由SPSS 19.0统计软件进行单因素方差分

析, 然后通过 Duncan氏法进行多重比较, 显著性水

平P<0.05。

2    结果

2.1    亚硒酸钠和亚硝酸钠对L8824细胞活力的影响

结果显示, 低浓度亚硒酸钠处理后的细胞活力

高于对照组, 较对照组有显著性差异(P<0.05), 活力

呈先上升后下降趋势, 在10 μmol/L 3—36h阶段活

力值最高(图 1), 在实验分组时, 选择10 μmol/L,
12h作为Se+NaNO2组的预处理条件。在亚硝酸钠

暴露后, 细胞活力随着浓度的升高而降低(图 2)。
2.2    亚硒酸钠对亚硝酸钠暴露后的L8824细胞形

态的影响

结果显示, 对照组L8824细胞呈梭形, 正常贴壁

生长, 细胞边界清晰, 圆润, 未出现细胞空泡; Se组
细胞正常贴壁生长, 形态清晰, 较对照组无明显差

异; 在NaNO2组中, 5 mg/L组细胞贴壁能力开始变

弱, 有小范围细胞脱落现象, 脱落细胞周围开始出

现空泡; 10 mg/L组细胞脱落范围变大, 漂浮细胞增

多, 细胞空泡较明显; 25 mg/L组细胞开始大面积脱

落, 皱缩, 毒性作用明显; Se+NaNO2(5、10 和25 mg/L)
组细胞贴壁良好, 边界清晰, 无皱缩现象, 有极少数

空泡, 经硒孵育后, 在亚硝酸钠暴露下细胞仍生长

良好(图 3)。
2.3    亚硒酸钠对亚硝酸钠诱导L8824细胞凋亡的

影响

结果表明, 不同浓度的NaNO2对L8824细胞有

不同程度的促凋亡作用, 随着浓度的增高, 早期和

表 1   qPCR引物

Tab. 1   Primers used for qPCR

引物Primer 序列Sequence (5′—3′)
序列号

Accession
number

β-actin AACTGGGACGATATGGAGAAGA
TCACCAGAGTCCATCACGATAC

DQ983598.1

bcl-2 AGATGGCGTCCCAGGTAGAT
GCTGACCGTACAACTCCACA

JQ713862

bax ATCTATGAGCGGGTTCGTCG
CGCAAGACGTTTATGGCTGG

KT697992

chop GAATCCGAAACAGCCGAGGA
CCACACCTAGCACACCAGAC

KX013389

sod AGTTGCCATGTGCACTTTTCT
AGGTGCTAGTCGAGTGTTAGG

GU218534.1

cat GTTTCCGTCCTTCATCCACTCT
GACCAGTTTGAAAGTGTGCGAT

FJ560431.2

gpx CTTTTGTCCTTGAAGTATGTCC
CTTGAGGAAGACGAAGAGAGGG

DQ983598.1

Keap-1 TGAGGAGATCGGCTGCACTG
TGGCAATGGGACAAGCTGAA

XM_0262453
55.1

Nrf2 CGCTAACGCAAACCAACACA
GGAGCTGCATGCATTCATCG

KX243419.1

细
胞
活
力

C
el

l 
v
ia

b
il

it
y
 (

%
)

0

100

200

300
0 0.5 μmol/L

1 μmol/L2 μmol/L

5 μmol/L10 μmol/L15 μmol/L
20 μmol/L25 μmol/L35 μmol/L

暴露时间
Time (h)

0 3 6 12 24 36 48

*

*

* *
*

*
* * *

 
图 1   不同浓度亚硒酸钠孵育不同时间对L8824细胞活力的影响

Fig. 1   Effects of different concentrations of sodium selenite
incubation at different times on the viability of L8824 cells
实验数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示, “*”表示与对照组

相比差异显著(P<0.05), “**”表示与对照组相比差异极显著

(P<0.01); 下同

The experimental data are expressed as mean±standard deviation
(Mean±SD), “*” means a significant difference compared with the
control group (P<0.05), and “**” means a very significant difference
compared with the control group (P<0.01)
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图 2   不同浓度亚硝酸钠暴露24h对L8824细胞活力的影响

Fig. 2   Effect of sodium nitrite exposure for 24h on the viability of
L8824 cells
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晚期凋亡细胞逐步增多, 较对照组有显著性差异

(P<0.05), 当NaNO2浓度在25 mg/L时, 细胞凋亡率

可达18.69%, 在Se+NaNO2组中, 细胞凋亡水平显著

下降, 平均凋亡率为11.34%。结果显示, 硒的预孵

育能有效缓解亚硝酸盐暴露导致的细胞凋亡(图 4)。
2.4    亚硒酸钠对亚硝酸钠诱导L8824细胞氧化损

伤的影响

结果表明, 在NaNO2浓度为5 mg/L时, SOD显

著上升, GPX显著降低(P<0.05), CAT无明显变化,
在NaNO2浓度为10和25 mg/L时, GPX、SOD和

CAT的活性均逐渐降低(P<0.05), 在NaNO2浓度为

25 mg/L时, SOD和CAT持续降低(P<0.05), GPX无

明显变化, 在亚硒酸钠预孵育12h后, 各组细胞的

GPX、SOD和CAT的活性基本能维持在正常水平,
较对照组无显著性差异。结果显示, 硒的预孵育能

提高细胞抗氧化能力, 抵抗NaNO2暴露带来的氧化

损伤(P>0.05; 图 5)。
2.5    亚硒酸钠对亚硝酸钠暴露后的L8824细胞抗

氧化及凋亡相关基因的影响

结果显示, 与对照组细胞相比, Se组细胞中的

chop、bax、bcl-2和keap1 mRNA表达量差异不显

著(P>0.05), Nrf2、gpx、sod和cat mRNA表达量显

著上升(P<0.05),  NaNO2组细胞中 ,  chop和bax
mRNA表达量显著上升(P<0.05), 当NaNO2浓度为

5 mg/L时, sod mRNA表达量显著上升(P<0.05), 浓
度为10和25 mg/L时, sod、gpx和cat mRNA表达量

显著下降(P<0.05), 在Se+NaNO2组中, chop、bax、
gpx、sod和cat mRNA表达量差异不显著(P>0.05),

其中NaNO2浓度为5和10 mg/L时, bcl-2 mRNA表达

量显著上升(P<0.05)。结果表明, 细胞抗氧化能力

的增强可能是通过Nrf2-Keap1通路来实现的(图 6)。

3    讨论

3.1    硒对草鱼肝细胞抗氧化功能的影响

已有研究表明, 硒可通过增强机体的抗氧化功

能, 清除过氧化物, 保护生物膜和生物大分子免受

氧化损伤, 降低水产动物的发病率和死亡率
[22—25]

。

在草鱼日粮中添加0.6—1.2 mg/kg的硒(Na2SeO3)能
增强草鱼机体抗氧化功能

[21], 在鲤和虹鳟幼鱼日粮

中分别添加0.7和0.5—1.7 mg/kg的硒元素, 也发现

了同样的现象
[6,19], 与本实验中硒元素浓度基本一

致。在本实验中, 10 μmol/L 亚硒酸钠的预孵育能

有效提高肝细胞 S O D、C A T和G P X的活性

(P<0.05)。GPX的活性中心是硒半胱氨酸, 是衡量

机体硒水平的一项重要生化指标
[19], 硒孵育后能显

著提高GPX的活性, 表明10 μmol/L 的亚硒酸钠作

用12h后, 硒元素已进入胞内并发挥作用。

O¡
2

高浓度亚硝酸盐暴露会使鱼体内产生大量活

性氧(ROS), 如超氧阴离子自由基( ), 羟自由基

(·OH)和 H2O2等
[26, 27], 还会抑制细胞清除活性氧的

相关酶的活性, 鱼体对不良环境的抵抗能力下降,
免疫代谢功能失调, 免疫力下降, 则会诱发鱼类发

病
[28, 29]

。在NaNO2暴露后, 肝细胞SOD活性呈先上

升后下降的趋势, 较对照组有显著性差异(P<0.05),
CAT和GPX活性均有显著性抑制(P<0.05)。这可能

是由于低浓度短时间的亚硝酸盐暴露激活了细胞

a b dc

e gf h

图 3    亚硒酸钠和亚硝酸钠暴露后L8824细胞形态观察(10×)
Fig. 3    Morphological observation of L8824 cells after exposure to sodium selenite and sodium nitrite

a.对照组; b. 亚硒酸钠(10 μmol/L)孵育实验组; c. 亚硝酸钠(5 mg/L)暴露实验组; d. 亚硝酸钠(10 mg/L)暴露实验组; e. 亚硝酸钠

(25 mg/L)暴露实验组; f. 亚硒酸钠孵育后亚硝酸钠(5 mg/L)暴露实验组; g. 亚硒酸钠孵育后亚硝酸钠(10 mg/L)暴露实验组; h. 亚硒酸

钠孵育后亚硝酸钠(25 mg/L)暴露实验组

a. Control group; b. Sodium selenite (10 μmol/L) incubation experimental group; c. Sodium nitrite (5 mg/L) exposure experimental group;
d. Sodium nitrite (10 mg/L) exposure experimental group; e. Sodium nitrite (25 mg/L) exposure experimental group; f. Sodium selenite
(5 mg/L) exposure experimental group after sodium selenite incubation; g. Sodium nitrite (10 mg/L) exposure experimental group; h. sodium
selenite (25 mg/L) exposure experimental group after incubation
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O¡
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NO¡
2

自身抗氧化系统, SOD升高, 清除胞内自由基; 而高

浓度亚硝酸盐使细胞产生大量的超氧阴离子自由

基( ), 消耗大量SOD, 随着亚硝酸钠浓度逐渐升

高, 细胞自身清除 的平衡机制被打破, SOD受到

抑制。同样, SOD在歧化反应及与其他抗氧化酶反

应后会产生较多的H2O2, 消耗大量CAT和GPX, 且
过氧化氢酶系统可能会通过氧化 来解NaNO2

的毒性机制
[30], 在一段时间后, CAT和GPX便开始

下降。

而在硒预孵育12h后再用亚硝酸钠暴露, 肝细

胞GPX、SOD和CAT均能基本维持在正常水平(P>
0.05)。可能是细胞经硒预孵育后, 胞内抗氧化酶活

性升高, 当亚硝酸盐暴露产生大量自由基后, 这些

抗氧化酶能及时有效的清除自由基, 使细胞维持正

常的生理机制, 表明此时细胞抗氧化能力增强, 并
能抵抗一定浓度亚硝酸盐暴露导致的氧化损伤。

3.2    硒对抗氧化基因和Nrf2/Keap1通路基因表达

的影响

Nrf2/Keap1介导的信号通路具有抗氧化应激和

维持氧化还原平衡的功能, 非应激状态时, Keap1在
细胞质和Nrf2相结合, 促进Nrf2蛋白泛素化和蛋白

酶体降解, 维持Nrf2在低水平状态, 应激状态时,
Nrf2的泛素化和蛋白酶体降解被阻断, Nrf2转移至

细胞核内, 诱导细胞保护相关基因的表达
[31, 32]

。本

实验结果显示, 在补硒组中, keap1、sod、cat和gpx
mRNA表达量显著上升(P<0.05), 在硒预孵育后, 再
经亚硝酸盐暴露, 细胞中gpx、sod和cat mRNA表达

量也能维持在正常水平, 较正常组无显著性差异

(P>0.05)。Nrf2/Keap1通路能够诱导与ROS清除相

关的基因表达 ,  如SOD和CAT等 ,  减少细胞内

ROS含量
[33]

。在鸡的肝细胞中也发现硒能通过激

活Nrf2/Keap1通路来抵抗重金属镉诱导的细胞凋亡
[34]
。
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图 4    亚硒酸钠预孵育对亚硝酸钠诱导L8824细胞凋亡的影响

Fig. 4    Effects of sodium selenite and sodium nitrite on apoptosis of L8824 cells
a. Se+NaNO2(5 mg/L)组对L8824细胞凋亡的影响; b. Se+NaNO2(10 mg/L)组对L8824细胞凋亡的影响; c. Se+NaNO2(25 mg/L)组对

L8824细胞凋亡的影响

a. The effect of Se+NaNO2 (5 mg/L) group on L8824 cell apoptosis; b. The effect of Se+NaNO2 (10 mg/L) group on L8824 cell apoptosis;
The effect of c Se+NaNO2 (25 mg/L) group on the apoptosis of L8824 cells
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在本实验中细胞可能通过上调Nrf2/Keap1通路, 诱
导gpx、sod和cat基因表达, 提高抗氧化酶活性, 来
增强细胞抗氧化能力, 并能在一定程度上抵抗亚硝

酸盐暴露带来的抗氧化酶活性降低, 维持细胞抗氧

化系统平衡。

3.3    硒对草鱼肝细胞凋亡的作用

细胞凋亡是指为了维持内环境的稳定, 由凋亡

相关基因调控的细胞自主和有序的死亡, 又称程序

性细胞死亡, 是细胞为了更好的适应环境而采取的

一种主动的方式
[35]

。长时间或高浓度的亚硝酸盐暴

露能诱导细胞凋亡
[36]

。本实验从细胞形态上看, 随
着亚硝酸盐的浓度升高, 细胞贴壁能力下降, 成片脱

落, 而硒预孵育12h后的细胞生长良好, 形态正常, 基
本接近正常细胞组, 表明硒的预孵育有利于细胞在

亚硝酸盐的暴露中维持正常生长形态, 维持贴壁能

力。在FITC和PI双荧光染色后, 观察细胞凋亡特点,
由亚硝酸盐引起的细胞凋亡具有浓度依赖性, 且主

要变化集中在凋亡晚期, 较正常组及补硒组凋亡细

胞显著增加(P<0.05), 相反的是, 硒的预孵育能显著

降低L8824的凋亡率, 并使其恢复至正常水平。

硒能有效降低细胞中bax/bcl-2比值
[37], 而长时

间高浓度亚硝酸盐的暴露会诱导细胞凋亡
[38], 在基

因表达的结果中, 亚硝酸盐暴露能上调L8824细胞

中chop和bax的表达, bax/bcl-2比值显著上升(P<
0.05), 而在硒预孵育12h后的细胞中, bcl-2上调,
bax/bcl-2比值显著下降(P<0.05), 但在25 mg/L时,
bcl-2下降到无显著性差异(P>0.05), 在亚硝酸盐

5 mg/L组下调了chop和bax的表达。从流式和凋亡

基因结果分析, 随着亚硝酸盐暴露浓度升高, 硒的

保护作用可能会逐渐失效。亚硝酸盐能启动凋亡

信号通路, 引发了L8824的凋亡, 而亚硒酸钠的预孵

育能上调抗凋亡基因表达, 维持促凋亡基因表达在

正常水平, 能有效缓解亚硝酸盐带来的细胞损伤和

凋亡。
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图 5    亚硒酸钠预孵育对亚硝酸钠诱导L8824细胞氧化损伤的影响

Fig. 5    Effect of sodium selenite on oxidative damage of L8824 cells induced by sodium nitrite
a. 亚硒酸钠对不同浓度亚硝酸钠诱导氧化损伤的L8824细胞内CAT的影响; b. 亚硒酸钠对不同浓度亚硝酸钠诱导氧化损伤的

L8824细胞内GPX的影响; c. 亚硒酸钠对不同浓度亚硝酸钠诱导氧化损伤的L8824细胞内SOD的影响

a. The effect of sodium selenite on CAT in L8824 cells with oxidative damage induced by different concentrations of sodium nitrite; b. The
effect of sodium selenite on GPX in L8824 cells with oxidative damage induced by different concentrations of sodium nitrite; c. The effect
of sodium selenite on SOD in L8824 cells with different concentrations of sodium nitrite induced oxidative damage
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综上所述, 给草鱼肝细胞适当补充硒元素能在

一定程度和范围内有效缓解亚硝酸盐暴露带来的

抗氧化系统失衡, 其中Keap1-Nrf2介导的信号通路

可能发挥了重要作用, 同时可以降低细胞凋亡率,
维持细胞正常生长, 但随着亚硝酸盐浓度的增高,
硒的保护作用可能会逐渐失效。
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图 6    亚硒酸钠预孵育对L8824细胞酶活及凋亡相关基因的影响

Fig. 6    Effect of sodium selenite preconditioning on enzyme activity and expression of apoptosis-related genes in L8824 cells
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PROTECTIVE EFFECT OF SELENIUM ON THE OXIDATIVE DAMAGE OF
LIVER CELLS INDUCED BY SODIUM NITRITE IN GRASS CARP

(CTENOPHARYNGODON IDELLA)

YAO Chao-Rui, MA Pin, LI Da-Peng, LI Li and TANG Rong
(Hubei Provincial Engineering Laboratory for Pond Aquaculture, College of Fisheries,

Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China)

Abstract: The protective effects of sodium selenite (Na2SeO3) on oxidative damage and apoptosis of liver cells (L8824)
induced by sodium nitrite (NaNO2) were investigated. Cells were pre-incubated by Na2SeO3 for 12h and then exposed
to NaNO2 (5, 10 and 25 mg/L) for 24h. The results showed that the apoptotic rate was highly induced by NaNO2, and
the activities of glutathione peroxidase (GPX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) as well as the expressions
of glutathione peroxidase (gpx), superoxide dismutase (sod) and catalase (cat) genes were reduced (P<0.05). After the
cells treated by Na2SeO3 for 24h, the expressions of gpx, sod, cat and the activities of GPX, SOD, CAT increased
(P<0.05), the expression of anti-apoptosis gene bcl-2 and the marker gene of Nrf2 pathway Keap1 up-regulated signi-
ficantly. When the cells were pre-incubated by Na2SeO3 for 12h and then exposed to NaNO2 for 24h, the antioxidant
and apoptosis indicators could be maintained at normal levels, as well as the Nrf2 and Keap1. Na2SeO3 might prevent
the decrease of GPX, SOD, CAT levels and the increase of apoptotic rate. The results showed that the supplement of
selenium in the liver cells of grass carp could prevent the damage of antioxidant system and apoptosis-promoting
caused by NaNO2 exposure, and the Nrf2 pathway might play an important role in this process.

Key words: Liver cells (L8824) of grass carp; Sodium selenite;  Sodium nitrite;  Antioxidant damage; Apoptosis;
Nrf2/Keap1
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