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　 　 摘要:　 为了评价姜黄素对四氯化碳(ＣＣｌ４)诱导鲫鱼肝损伤的保护作用以及核因子 ＮＦ￣Ｅ２ 相关因子(Ｎｒｆ２)的调

控作用ꎬ采用精密肝切片技术(Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓꎬ ＰＣＬＳ)分离肝组织并进行体外培养ꎬ以四氯化碳诱导建立急性

肝损伤模型ꎬ同时用不同浓度(１ μｇ / ｍｌ、５ μｇ / ｍｌ和 １０ μｇ / ｍｌ)的姜黄素处理肝组织切片ꎬ收集上清液及肝组织ꎮ 检测

谷丙转氨酶(ＧＰＴ)、谷草转氨酶(ＧＯＴ)、乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣Ｐｘ )、
过氧化氢酶(ＣＡＴ)、碱性磷酸酶(ＡＫＰ)活性ꎬ以及丙二醛(ＭＤＡ)、谷胱甘肽(ＧＳＨ)、总蛋白(ＴＰ)、白蛋白(Ａｌｂ)含量和

总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)等生化指标ꎬ同时检测 Ｎｒｆ２ 和 Ｋｅａｐ１ 基因表达ꎮ 结果表明:姜黄素可以改善 ＣＣｌ４诱导的肝损

伤ꎬ其浓度为 １ μｇ / ｍｌ和 ５ μｇ / ｍｌ时能有效抑制 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ 和 ＡＫＰ 活性的升高ꎬ提高 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性及 Ｔ￣ＡＯＣ
和 ＧＳＨ 含量ꎬ降低 ＭＤＡ 的生成ꎬ上调 Ｎｒｆ２ 基因表达ꎮ 可见ꎬ姜黄素对 ＣＣｌ４诱导的鲫鱼肝损伤有保护的作用ꎬ其作用

机制可能是姜黄素能激活 Ｎｒｆ２ 基因在肝细胞中的表达ꎬ调节氧化应激ꎬ从而减轻 ＣＣｌ４ 对肝损伤ꎮ
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｗｕｘｉ ２１４０８１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓꎬ Ａｑｕａ￣
ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎꎬ Ａｎｎａ ｌｉｇｈｔ ８ꎬ Ｓｚａｒｖａｓ Ｈ￣４４４０ꎬ Ｈｕｎｇａｒｙ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ (ＣＣｌ４) ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ＮＦ￣Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ (Ｎｒｆ２) ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓꎬ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｐｒｅｃｉ￣
ｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ (ＰＣＬＳ) ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｔｈｅ ＰＣＬＳ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄ ｃｕｒｃｕｍｉｎ (１ μｇ / ｍｌꎬ

５ μｇ / ｍｌ ａｎｄ １０ μｇ / ｍｌ). Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ
ａｎｄ ｓｌｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅｐｙｒｕｖａｔｅ ｔｒａｎｓ￣
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( ＳＯＤ )ꎬ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ( ＧＳＨ￣Ｐｘ )ꎬ ｃａｔａｌａｓｅ
(ＣＡＴ) ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ(ＡＫＰ)ꎬ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ)ꎬ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ)ꎬ ｔｏｔａｌ ｐｒｏ￣
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ｔｅｉｎ (ＴＰ)ꎬ ａｌｂｕｍｉｎ (Ａｌｂ)ꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ (Ｔ￣ＡＯＣ) ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ Ｋｅａｐ１. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ . Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔ １ μｇ / ｍｌ ａｎｄ ５ μｇ / ｍｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅ￣
ｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＧＰＴꎬ ＧＯＴꎬ ＬＤＨ ａｎｄ ＡＫＰꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ￣Ｐｘꎬ Ｔ￣ＡＯＣ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＡꎬ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｃｕｒ￣
ｃｕｍｉｎ ｈａｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ . Ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｗａｓ ｐｒｏｂａｂｌｙ ａｃｃｏｍ￣
ｐｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｎｒｆ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｏ ｅｌｅｖａｔｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｎｒｆ２ꎻ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ ＣＣｌ４ꎻ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｊｕｒｙꎻ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

　 　 近年来中国集约化水产养殖规模不断提高ꎬ但也

随之产生诸多问题ꎬ如养殖密度过高、过度投喂、养殖

水体污染、药物滥用、饲料营养组分不平衡等ꎬ造成鱼

类病害频发ꎬ其中以肝损伤为特征的疾病尤为频繁ꎬ
给水产养殖业带来极大的经济损失[１]ꎮ 肝脏是鱼类

物质和能量代谢的重要器官[２]ꎬ肝损伤或病变往往导

致鱼类机体代谢机能紊乱和抗病力降低ꎬ甚至导致死

亡ꎮ 鱼类肝损伤致病因素很多ꎬ但其共同点为均伴随

着严重的氧化应激ꎬ产生大量的活性氧自由基

(ＲＯＳ)ꎬ引发脂质过氧化反应ꎬ破坏细胞膜的正常结

构和功能ꎮ 因此ꎬ有研究者认为可通过抑制肝组织内

氧化应激或提高抗氧化能力来防治肝损伤[３]ꎮ
中草药由于其毒副作用小ꎬ不易在鱼体内富集ꎬ

在水产动物病害防治中被广泛应用ꎮ 已有研究结果

表明ꎬ一些中草药提取物具有抗氧化作用ꎬ对鱼类肝

胆综合征肝损伤有一定的治疗作用[４￣５]ꎮ 姜黄为常

用中草药ꎬ主要来源于姜科植物姜黄(Ｃｕｒｃｕｍａ ｌｏｎ￣
ｇａ Ｌ.)的干燥根茎ꎮ 姜黄素为姜黄中主要药用活性

成分ꎬ是一种酸性多酚类物质ꎮ 在哺乳动物中ꎬ研究

证实姜黄素具有抗炎[６]、抗氧化[７]、抗突变[８]、护
肝[９￣１０]等功效ꎮ 在水生动物中ꎬ研究发现姜黄素可

促进鱼类生长ꎬ改变肠道酶活性[１１￣１２]ꎮ
精密肝切片(Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓꎬＰＣＬＳ)技

术是一种新的介于器官与细胞水平间的肝脏体外实

验技术ꎮ 该技术无需使用胶原酶ꎬ避免了细胞分离

过程中胶原酶对细胞造成的损伤ꎬ且能够保存较完

整的组织结构ꎬ维持细胞间及细胞与基质间的联系ꎬ
既保留了游离肝细胞的功能特点ꎬ又维持了组织的

完整性ꎬ因而能最大限度地模拟体内状态ꎬ被广泛应

用于哺乳动物药理学和毒理学研究[１３￣１５]ꎮ 而在水

产动物中ꎬ通过该技术研究姜黄素保肝机理的报道

还未发现ꎮ
核因子 ＮＦ￣Ｅ２ 相 关 因 子 ( Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｅｒｙ

ｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄꎬＮｒｆ２)是机体对抗氧化应激最主要的

调节因子[１６]ꎮ 正常状态下ꎬＮｒｆ２ 与胞浆蛋白伴侣分

子 Ｋｅａｐ１ (Ｋｅｌｃｈ￣ｌｉｋｅ ＥＣＨ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ１) 结合

处于相对抑制状态ꎮ 当受到氧化应激刺激时ꎬＮｒｆ２
被激活与 Ｋｅａｐ１ 解离进入胞质启动Ⅱ相解毒酶及抗

氧化基因的表达ꎬ随后 Ｎｒｆ２ 与抗氧化反应元件(Ａｎ￣
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＡＲＥ)相结合ꎬ启动下游

相关抗氧化酶基因表达ꎬ使细胞抗氧化应激能力增

强[１７]ꎮ 在小鼠中ꎬ姜黄素可抑制四氯化碳(ＣＣｌ４)诱
导的肝损伤并促进 Ｎｒｆ２ ｍＲＮＡ、Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 及蛋

白质表达[１８￣１９]ꎮ 在水产生物中还未见相关报道ꎮ
本研究采用 ＰＣＬＳ 技术分离鲫鱼肝组织ꎬ并进

行体外培养ꎮ 以 ＣＣｌ４ 诱导建立肝组织损伤模型ꎮ
通过一些肝功能生化指标的变化ꎬ评价姜黄素对鲫

鱼肝组织的保护作用ꎮ 同时在分子水平探究 Ｎｒｆ２
和 Ｋｅａｐ１ 基因在姜黄素保肝中的作用ꎬ为鱼类保肝

药物的研究和开发提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验用鱼

鲫鱼(Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ)取自中国水产科学院

淡水渔业研究中心养鱼场ꎮ 大小规格为 ５００ ｇ 左

右ꎬ在 ２５ ℃循环水中饲养 ７ ｄꎮ
１.２　 药品、试剂及仪器

姜黄素(Ｃｕｒｃｕｍｉｎ)、二甲基亚砜(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌ￣
ｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ)、１６４０培养基、链霉素和青霉素购自

Ｓｉｇｍａ 公司(美国)ꎬ胎牛血清(ＦＢＳ)、４８ 孔板、１２ 孔

板购于 ＧＩＢＣＯＧＯ 公司(美国)ꎬＣＣｌ４(分析纯)购于

国药集团化学试剂有限公司(上海)ꎬ谷丙转氨酶

(ＧＰＴ)、 谷草转氨酶 ( ＧＯＴ)、 超 氧 化 物 歧 化 酶

(ＳＯＤ)、碱性磷酸酶(ＡＫＰ)、丙二醛(ＭＤＡ)、谷胱甘

肽过氧化物酶 ( ＧＳＨ￣Ｐｘ)、总蛋白 ( ＴＰ )、白蛋白

(Ａｌｂ)、乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)、总抗

氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)及谷胱甘肽(ＧＳＨ)试剂盒购自

南京建成生物工程研究所科技有限公司ꎬＮｒｆ２ ｍＲ￣
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ＮＡ、Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 总 ＲＮＡ 抽提试剂盒及实时荧光定

量 ＰＣＲ 试剂盒购于 ＴａＫａＲａ 公司(大连)ꎮ
１.３　 鲫鱼肝切片的制备和培养

将鲫鱼消毒麻醉后ꎬ无菌条件下于超净台内取

肝组织ꎬ置于含青链霉素混合液(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ￣Ｓｔｒｅｐｔｏ￣
ｍｙｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ)的磷酸盐缓冲夜(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)中ꎬ持续通入含 ９５％ Ｏ２和 ５％ ＣＯ２的

混合气体ꎮ 将肝组织在 ＰＢＳ 中清洗 ３ 遍ꎬ修整肝组

织成体积为 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 大小ꎬ包埋于低

熔点胶内进行切片操作ꎬ切片厚度为 ３００ μｍꎮ 选取

完整切片置于含 ５％新生小牛血清(ＦＣＳ)１６４０培养

基的 ４８ 孔培养板中ꎬ每组 ４ 孔ꎬ每孔 ６ 片ꎬ于 ２７ ℃、
５％ ＣＯ２条件下培养备用ꎮ
１.４　 肝切片分组与处理

将肝组织切片放置 ４８ 孔板内ꎬ预培养 １ ｈ 后ꎬ
吸出培养基ꎮ 加入 ＣＣｌ４和不同浓度的姜黄素培养

基ꎬ观察姜黄素对四氯化碳致肝损伤的保护作用ꎮ
分组如下:空白对照组ꎬ加入１６４０培养基培养 ８ ｈꎬ弃
培养基ꎬ用１６４０培养基洗 １ 遍ꎬ加入新的１６４０培养基

继续培养 ４ ｈꎬ收集上清液及肝组织切片ꎮ ＣＣｌ４损伤

对照组ꎬ用１６４０培养基培养 ８ ｈꎬ弃培养基ꎬ用１６４０培
养基洗 １ 遍ꎬ加入 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４继续培养 ４ ｈꎬ收
集上清液及肝组织切片ꎮ 姜黄素对照组ꎬ加入１６４０
培养基养 ８ ｈ 后ꎬ弃培养基ꎬ用１６４０培养基洗 １ 遍ꎬ
换 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素继续培养 ４ ｈꎬ收集上清液与组

织切片ꎮ 姜黄素处理组ꎬ用１６４０培养基培养 ４ ｈ 后ꎬ
弃培养基ꎬ加入含不同浓度(１ μｇ / ｍｌ、５ μｇ / ｍｌ和 １０
μｇ / ｍｌ)姜黄素的１６４０培养基继续培养 ４ ｈꎬ用１６４０
培养基洗 １ 遍后ꎬ再加入含 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４的１６４０
培养基ꎬ继续培养 ４ ｈꎬ收集上清液与组织切片ꎮ 每

组设 ４ 个重复ꎮ
１.５　 生化指标测定

按照试剂盒操作说明分别测定培养上清液中

ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ、ＡＫＰ 活性ꎬ以及肝组织匀浆中 ＳＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性和腺苷三磷酸(ＡＴＰ)、ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＴＰ、
Ａｌｂ 含量ꎮ
１.６ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 Ｎｒｆ２
ｍＲＮＡ 和 Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表达

　 　 收集肝切片组织ꎬ 加入适量 ＴＲＩＺＯＬ 试剂

(ＴａＫａＲａ 公司产品)进行匀浆ꎬ参照 ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ
(ＴａＫａＲａ 公司产品)说明书提取总 ＲＮＡꎮ

采用紫外￣可见分光光度计(Ｇｅｎｅ Ｑｕａｎｔ１３００)ꎬ

测定 ＲＮＡ 浓度和纯度(ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值达到 １.８~ ２􀆰 ０
为符合标准)ꎬ用 ＤＥＰＣ 水调至适当浓度ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ
反应体系:总 ＲＮＡ １０ μｇꎬＯｌｉｇｏｄＴ ( ５０ μｍｏｌ / Ｌ) ２
μｌꎬ反转录缓冲液 ８ μｌꎬｄＮＴＰ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ４ μｌꎬ
ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ( ４０ Ｕ / μｌ) １ μｌꎬＭ￣ＭＬＶ 反转录酶

(２００ Ｕ / μｌ) １ μｌꎬ其余为 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏꎬ反应体

系总体积 ４０ μｌꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应按照 Ｅｘ￣
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ(ＴａＫａＲａ 公司产品)说明书ꎬ在
荧光定量 ＰＣＲ 检测系统(ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ７５００ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ)上进行ꎮ 反应条件:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５
℃ ３０ ｓꎬ６２ ℃ ３４ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ３３ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物进行 ２.５％琼脂糖凝胶电泳分析ꎮ
内参引物及基因特异引物采用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软

件设计ꎬ由上海杰瑞生物技术有限公司合成ꎮ 目的

基因引物序列如下: Ｎｒｆ２ 基因正向引物为 ５′￣
ＧＣＧＡＧＣＧＴＡＧＣＴＣＣＡＧＴＣＴＧＡ￣３′ꎬ 反 向 引 物 ５′￣
ＡＡＧＧＣＴＴＧＣＣＧＴＧＣＴＣＧＴＣＴ￣３′ꎻＫｅａｐ１ 基因正向引

物为 ５′￣ＴＧＣＧＴＧＴＴＧＴＴＣＧＧＧＣＴＣＣＴ￣３′ꎬ 反向引物

ＴＣＴＧＧＧＣＧＴＧＴＴＧＡＧＣＧＧＡＧ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 基因正向引

物为 ５′￣ＴＴＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＡＡＣＣＧ￣３′ꎬ反向引物

５′￣ＡＧＡＧＣＣＴＣＡＧＧＧＣＡＡＣＧＧＡＡＡ￣３′ꎮ
１.７　 数据分析

试验数据用 ＳＰＳＳ１９. ０ 进行处理分析ꎮ 采用

Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验法进行显著性分析ꎬ结果以平

均值±标准差表示ꎮ

２　 结 果

２.１　 姜黄素对鲫鱼肝切片活力的影响

图 １ 显示ꎬ鲫鱼肝切片经 ＣＣｌ４处理后 ＡＴＰ 含量

明显降低ꎬ仅为空白对照的 ６０􀆰 ８％ (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 加

入不同浓度姜黄素后ꎬ肝切片 ＡＴＰ 活力明显上升ꎬ
姜黄素浓度为 １ μｇ / ｍｌ和 ５ μｇ / ｍｌ时ꎬ肝切片 ＡＴＰ 活

力活性显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.２　 姜黄素对鲫鱼肝切片中 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ 及

ＡＫＰ 活性的影响

　 　 鲫鱼肝切片经过 ＣＣｌ４损伤后ꎬ引起细胞内酶的

释放ꎬ培养上清液中 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ 及 ＡＫＰ 的活性

明显增加 (Ｐ< ０􀆰 ０１) (图 ２)ꎮ 姜黄素处理组中ꎬ
ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＡＫＰ 及 ＬＤＨ 酶活性较 ＣＣｌ４对照组降低ꎬ
其中 １ μｇ / ｍｌ和 ５ μｇ / ｍｌ姜黄素处理组中ꎬ４ 种酶的

活性被显著抑制(Ｐ<０􀆰 ０１ 或Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但 １０ μｇ / ｍｌ
姜黄素对 ４ 种酶活性的影响不显著ꎮ
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１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共

培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:
１ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２

ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋ １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４ 处理

组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４对照组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和

极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 ＡＴＰ 含量的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅ￣

ｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

２.３　 姜黄素对鲫鱼肝切片中 Ａｌｂ、ＴＰ 含量的影响

图 ３ 表明ꎬ与空白对照组相比ꎬ鲫鱼肝组织中

ＴＰ、Ａｌｂ 含量因 ＣＣｌ４的作用而明显下降(Ｐ<０.０１)ꎮ
用 ５ μｇ / ｍｌ姜黄素处理后ꎬ 鲫鱼肝切片中 ＴＰ、Ａｌｂ 含

量显著高于 ＣＣｌ４对照组ꎮ
２.４　 姜黄素对鲫鱼肝切片中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ 活性

及总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)的影响

　 　 ＣＣｌ４可显著降低鲫鱼肝组织中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ
活性和 Ｔ￣ＡＯＣ(图 ４)ꎮ 而 １ μｇ / ｍｌ姜黄素处理后ꎬ
ＳＯＤ、ＣＡＴ、 ＰＯＤ 活性及 Ｔ￣ＡＯＣ 均明显升高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ 同时 ５ μｇ / ｍｌ姜黄素处理后ꎬＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活

性也显著提高ꎮ

１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:１ μｇ / ｍｌ姜黄素＋

１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４对照组

相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ２　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ 及 ＡＫＰ 酶活性的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ＧＰＴꎬ ＧＯＴꎬ ＬＤＨ ａｎｄ ＡＫＰ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

２.５　 姜黄素对鲫鱼肝切片中 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性及 ＧＳＨ
和 ＭＤＡ 含量的影响

　 　 图 ５ 显示ꎬＣＣｌ４可显著降低 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性和 ＧＳＨ
含量ꎬ导致 ＭＤＡ 大量生成(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＣＣｌ４对照组

相比ꎬ１ μｇ / ｍｌ姜黄素显著抑制 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性和 ＧＳＨ
含量的降低ꎮ ＭＤＡ 含量在不同浓度姜黄素处理组中

也显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.６　 姜黄素对鲫鱼肝切片中 Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 表

达的影响

　 　 与空白对照相比ꎬＣＣｌ４显著抑制了 Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１ 基

因表达(图 ６)ꎮ 而姜黄素处理后ꎬＮｒｆ２ 基因表达量明

显提升ꎬ但姜黄素对 Ｋｅａｐ１ 基因表达量无明显影响ꎮ
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１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:１ μｇ / ｍｌ姜黄素＋

１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４对照组

相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 Ａｌｂ 和 ＴＰ 含量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ａｌｂ ａｎｄ ＴＰ ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:１ μｇ / ｍｌ姜黄素＋

１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４对照组

相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ４　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ 活性及总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤꎬ ＣＡＴ ａｎｄ ＰＯＤ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ (Ｔ￣ＡＯＣ) ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ

ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

３　 讨 论

ＣＣｌ４是一种常见的肝脏毒物ꎬ可诱导肝细胞或

组织构建损伤模型[２０￣２１]ꎮ 本实验室前期的研究结

果显示ꎬＣＣｌ４也适用于鱼类肝损伤模型的构建[２２]ꎮ
ＣＣｌ４主要是经过细胞色素 Ｐ４５０ 酶进行代谢ꎬ产生三

氯甲基和氯自由基ꎬ引起脂质过氧化ꎬ最终导致肝细

胞坏死[２３]ꎮ 本试验通过 ＣＣｌ４损伤鲫鱼肝切片ꎬ探讨

姜黄素对肝组织的保护作及对 Ｎｒｆ２￣ＡＲＥ 抗氧化通

路的影响ꎮ
腺苷三磷酸(Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＡＴＰ) 是

生物体内组织细胞生命活动所需能量的直接来源ꎬ
ＡＴＰ 含量的变化直接影响器官的能量代谢[２４]ꎮ 细

胞内缺少 ＡＴＰꎬ会导致损伤甚至死亡ꎮ 因此ꎬＡＴＰ
含量常作为评价器官活力的重要指标[２５]ꎮ 本试验

中ꎬＣＣｌ４处理后ꎬ肝切片活力明显降低ꎬ而经不同浓
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１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:１ μｇ / ｍｌ姜黄素＋

１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４对照组

相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性及 ＧＳＨ 和 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ＧＳＨ￣Ｐｘ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＧＳＨ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４损伤对照组(肝切片与 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４共培养)ꎻ３:姜黄素对照组(肝切片与 １０ μｇ / ｍｌ姜黄素共培养)ꎻ４:１ μｇ / ｍｌ姜黄

素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ５:５ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎻ６:１０ μｇ / ｍｌ姜黄素＋１２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＣｌ４处理组ꎮ ∗、∗∗分别表示与 ＣＣｌ４
对照组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

图 ６　 姜黄素对 ＣＣｌ４损伤的鲫鱼肝切片中 Ｎｒｆ２ 及 Ｋｅａｐ１ 基因表达量的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ Ｎｒｆ２ ａｎｄ Ｋｅａｐ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＣＣｌ４ ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ￣ｃｕｔ ｌｉｖｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ

度的姜黄素处理后ꎬ肝切片活力有所上升ꎮ 表明姜

黄素可有效抑制四氯化碳对肝组织的损伤ꎮ
ＧＰＴ 和 ＧＯＴ 为肝脏内两种转氨酶ꎬ当肝细胞受

到损伤或膜通透性增大时ꎬ该酶就会从肝细胞浆中

逸出细胞外[２６]ꎮ ＧＰＴ 活性升高表明胞浆受损ꎬ细胞

膜通透性增加ꎬＧＯＴ 活性升高表明肝细胞线粒体受

损[２７￣２８]ꎮ 本试验中ꎬ经 ＣＣｌ４处理后ꎬ肝切片培养上

清液中 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ 及 ＡＫＰ 活性明显上升ꎬ表明

肝细胞受到损伤ꎮ 而用姜黄素干预后ꎬ这些酶活性

显著降低ꎬ表明姜黄素可促进鲫鱼肝细胞膜系统的

修复ꎮ 在小鼠的研究中也发现了类似的结果ꎬＮａｉｋ
等[２９]用酒精诱导小鼠肝组织损伤后ꎬＧＰＴ、ＧＯＴ 和

ＬＤＨ 活性显著升高ꎬ而用姜黄素处理后ꎬ这些酶活

性显著降低ꎮ
白蛋白(Ａｌｂｕｍｉｎꎬ Ａｌｂ)的合成与分泌是由肝脏

实质部分完成的ꎮ 当肝脏受到自由基(ＲＯＳ)损害

时ꎬ机体内质网的完整性被破坏[３０]ꎬ蛋白质的合成

速率降低ꎮ 试验结果表明 ＣＣｌ４可明显降低蛋白质

(Ａｌｂ、ＴＰ) 含量ꎬ这与 Ｆｏｌｍａｒ 等[３１] 研究结果一致ꎮ
姜黄素处理显著抑制 ＣＣｌ４诱导的 Ａｌｂ 和 ＴＰ 含量降

低ꎬ与宁康健等[３２] 研究结果类似ꎬ说明姜黄素可以

促进蛋白质合成ꎬ保护受损伤的肝组织ꎮ
诸多研究结果表明ꎬ鱼类肝损伤与抗氧化系统

的破坏以及脂质过氧化有关[３２￣３３]ꎮ 在鱼类中ꎬＣＣｌ４
可诱导大量 ＲＯＳ 形成ꎬ导致抗氧化物质如 ＳＯＤ、ＣＡＴ
和 ＧＳＨ 等的大量消耗ꎮ 同时 ＲＯＳ 还可以攻击细胞

膜ꎬ引起脂质过氧化ꎬ导致细胞膜结构和功能的变

化[３４]ꎮ 本试验中也有类似现象ꎬ当鲫鱼肝切片在

ＣＣｌ４中暴露 ４ ｈ 后ꎬ其抗氧化物质(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性及 ＧＳＨ 含量和 Ｔ￣ＡＯＣ)显著降低ꎬ同时

脂质过氧化产物 ＭＤＡ 含量显著升高ꎬ这些变化反

映了肝细胞受自由基损坏的程度[３５]ꎮ 在哺乳动物
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中ꎬ姜黄素的保肝作用主要与其抗氧化能力相

关[３６]ꎮ 姜黄素通过提高机体抗氧化能力ꎬ减少细胞

膜受到的损伤ꎬ同时改善脂质过氧化作用ꎬ发挥保护

肝脏的作用[３７￣３８]ꎮ Ｍａｇｄａ 等[３９] 研究发现姜黄素可

以显著抑制酒精诱导的肝细胞损伤中抗氧化酶

(ＳＯＤ、ＣＡＴ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ)活力的降低ꎮ 钟越等[３７] 也

报道姜黄素对 ＣＣｌ４诱导的脂质过氧化物 ＭＤＡ 的产

生具有显著的抑制作用ꎮ 本试验结果显示ꎬ１ μｇ / ｍｌ
和 ５ μｇ / ｍｌ姜黄素可抑制鲫鱼肝组织中抗氧化酶

(ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ)活性以及 ＧＳＨ 含量的

降低ꎬ有利于清除由 ＣＣｌ４诱导产生的自由基ꎬ进而

降低脂质过氧化物的形成ꎬ保护肝细胞ꎮ
Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 信号通路对抗氧化酶表达起

着调控的作用[３９￣４０]ꎬ其中 Ｎｒｆ２ 是该通路中的关键因

子ꎮ 在细胞质中 Ｎｒｆ２ 与其负调控蛋白 Ｋｅａｐ１ 偶联

后以失活状态固定于胞质内ꎬ在自由基的作用下ꎬ
Ｋｅａｐ１ 结构改变ꎬ与 Ｎｒｆ２ 解偶联通过氧化应激调节

其转录活性ꎬ激活抗氧化反应元件(ＡＲＥ)和抗氧化

酶Ⅱ 相 解 毒 酶ꎬ 启 动 下 游 抗 氧 化 酶 基 因 的 转

录[４１￣４３]ꎬ调控细胞内抗氧化酶的表达ꎬ因而 Ｋｅａｐ１￣
Ｎｒｆ２ 信号通路是抗氧化应激机制中较为重要的通

路[４４￣４５]ꎮ ＣＣｌ４诱导大鼠肝损伤中ꎬ增强 Ｎｒｆ２ 蛋白表

达可显著提高抗氧化酶活性ꎬ有效改善肝组织损伤

程度[４６￣４７]ꎮ 本试验结果显示ꎬＣＣｌ４损伤后ꎬ鲫鱼肝组

织 Ｎｒｆ２ ｍＲＮＡ、Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 相对含量明显低于空

白对照ꎬ同时对应的抗氧化酶( ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ、ＰＯＤ
及 ＣＡＴ)活性也明显降低ꎬ表明 ＣＣｌ４诱导的自由基ꎬ
抑制 Ｋｅａｐ１ 基因表达ꎬ同时促使 Ｎｒｆ２ 移出细胞核ꎬ
导致机体中抗氧化酶表达水平降低[４８]ꎮ 用姜黄素

处理后ꎬ肝细胞中 Ｎｒｆ２ ｍＲＮＡ 水平升高ꎬ其效果随

着剂量升高而增加ꎬ而 Ｋｅａｐ１ ｍＲＮＡ 增加趋势不明

显ꎬ说明姜黄素主要通过促进 Ｎｒｆ２ 基因表达ꎬ促进

抗氧化酶产生ꎬ抑制肝细胞受损ꎮ
总之ꎬ本研究中 １ μｇ / ｍｌ和 ５ μｇ / ｍｌ姜黄素对

ＣＣｌ４致鲫鱼肝损伤具有保护作用ꎬ其作用机制可能

与姜黄素激活 Ｋｅａｐ１ / Ｎｒｆ２￣ＡＲＥ 通路ꎬ促进抗氧化蛋

白生成ꎬ增强机体对自由基清除能力有关ꎮ 但是ꎬ高
浓度(１０ μｇ / ｍｌ)的姜黄素保肝作用不明显ꎬ其原因

还需进一步研究ꎮ
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