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摘要:卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)是我国重要的海水养殖鱼类,经济价值极高,但近年来各种鱼病频繁爆发

造成了巨大损失。为探究广西莪术(Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang)水提物对卵形鲳鲹免疫力

的影响,本文在细胞水平上,利用卵形鲳鲹肾脏组织细胞系研究广西莪术水提物的细胞毒性,以确定其细胞安

全浓度。然后利用卵形鲳鲹细胞系研究广西莪术水提物对总一氧化氮合酶(T􀆼NOS)、酸性磷酸酶(ACP)、超
氧化物歧化酶(SOD)和溶菌酶等卵形鲳鲹细胞免疫相关酶的影响。结果表明,广西莪术水提物的细胞安全浓

度为≤5
 

mg/mL,广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞的免疫相关酶活力(总一氧化氮合酶、酸性磷酸酶、超氧化

物歧化酶、溶菌酶)有明显促进作用。广西莪术有潜力发展成为一种高效的水产免疫增强剂,并且基于传统壮

药积极开展绿色无药物残留的新型抗水产病害中药制剂的研究,对于促进水产养殖业持续健康发展,确保水产

品质量和食品安全意义重大。
关键词:卵形鲳鲹 广西莪术 细胞毒性 免疫酶活力
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0 引言

  卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)属脊椎动物门,
硬骨鱼纲,鲈形目,鲹科,鲳鲹属。卵形鲳鲹肉质细

腻,营养丰富,是名贵的食用海水鱼类。在我国当前

消费升级的背景下,近年来卵形鲳鲹的需求量急剧增

加。目前我国卵形鲳鲹年产量约为8万吨,产业产值

超过百亿元[1]。然而,在当前高密度、“粗放式”的近

海网箱养殖条件和养殖模式下,近海养殖环境日趋恶

化,条件致病微生物数量持续增加,养殖病害问题日
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益严峻,所导致的鱼病多达数十种,特别是卵形鲳鲹

细菌病、白芝麻病和小瓜虫病等,对卵形鲳鲹的致死

率高达80%以上,造成了巨大损失,严重威胁着我国

卵形鲳鲹养殖业的健康可持续发展[2􀆼3]。药物防治具

有操作简单、经济高效的特点,是目前防治卵形鲳鲹

养殖病害最主要的手段。但是以抗生素为主的化学

药物的超量、滥用现象在我国卵形鲳鲹养殖业中极为

普遍,已造成药残超标、病原耐药性增强以及近海生

态环境持续恶化等严重后果[4􀆼7]。因此应着力开展绿

色无药残的新型抗病害药物的研究,以促进卵形鲳鲹

养殖业持续健康发展,确保海产品质量和食品安全。
广西莪术(Curcuma

 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.
Liang)为姜科姜黄属植物,是广西的道地大宗药材,
常生于向阳、土壤湿润地带。近年的研究表明,广西

莪术具有显著的抗肿瘤、抗病毒、抗菌消炎和抗血栓

等生物活性。例如,广西莪术中的莪术油、姜黄素对

多种恶性肿瘤细胞的生长具有良好的抑制作用,同时

还具有保肝降酶、改善蛋白质合成的作用。与常用的

化学药物相比,广西莪术作为传统壮药不仅具有显著

的抗病害效果,而且具有无毒副残留,提高免疫力等

诸多优点[8]。目前广西莪术对卵形鲳鲹免疫力影响

的研究尚属空白。本研究利用前期自主建立的卵形

鲳鲹肾脏组织细胞系(Trachinotus
 

ovatus
 

kidney
 

cell
 

line,TOK
 

cell
 

line)[9],在细胞水平研究广西莪

术水提物的细胞毒性,以及对细胞相关酶,包括细胞

酸性磷酸酶(Acid
 

phosphatase,ACP)、超氧化物歧化

酶(Superoxide
 

dismutase,SOD)、总一氧化氮合酶

(Total
 

nitricoxide
 

synthase,T􀆼NOS)和溶菌酶(Ly-
sozyme)活性的影响。本文的目的是研究广西莪术

提取物对TOK细胞免疫力的影响,探究其作为免疫

增强剂应用于卵形鲳鲹养殖的可能,以提高卵形鲳鲹

的免疫力和抗病能力。

1 材料与方法

1.1 材料

  广西莪术购自广西南宁一心大药房(北京同仁堂

生产),卵形鲳鲹肾脏组织细胞系(TOK
 

cell
 

line)保
存于本实验室[9];0.45

 

μm滤柱购自 Millipore;96孔

细胞培养板购自Corning;生化培养箱购自上海博迅

实业有限公司,生物安全柜为ESCO,观察细胞用的

倒置光学显微镜为Nikon
 

C2;Cell
 

Counting
 

Kit􀆼8试

剂盒(CCK􀆼8)购自上海碧云天生物技术有限公司;溶
菌酶活性测定试剂盒、超氧化物歧化酶(SOD)活性测

定试剂盒、总一氧化氮合酶(T􀆼NOS)活性测定试剂

盒、酸性磷酸酶(ACP)检测试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所。

1.2 方法

1.2.1 广西莪术水提物的制备

  将广西莪术在电热鼓风干燥箱中60℃烘至恒重

后粉碎,100目筛过滤后,用分析天平称取50
 

g加

500
 

mL超纯水,4℃浸泡过夜,文火煎煮浓缩至生药

含量为500
 

mg/mL,0.45
 

μm滤柱过滤后即获得莪

术水提物,将其置于4℃冰箱中保存备用。

1.2.2 广西莪术水提物安全浓度的测定

  将TOK
 

细胞接入96孔细胞培养板(4×104
 

个

细胞/孔),28℃培养细胞。然后将广西莪术水提物分

别在L15培养基中稀释至25
 

mg/mL、5
 

mg/mL和1
 

mg/mL,分别接入到96孔板的细胞中。试验组共3
组:试验组1(Test

 

1),广西莪术水提物的终浓度为

25
 

mg/mL;试验组2(Test
 

2),广西莪术水提物的终

浓度为5
 

mg/mL;试验组3(Test
 

3),广西莪术水提

物的终浓度为1
 

mg/mL;对照组(Con)为细胞无处

理。各组细胞继续培养24
 

h后在光学显微镜下观

察。为了测定广西莪术水提物安全浓度,即广西莪术

水提物对TOK细胞活性的影响,各孔中的细胞加入

20
 

μL的CCK􀆼8溶液继续在28℃培养4
 

h,然后用酶

标仪检测450
 

nm处的吸光值(OD450),并计算细胞

与各浓度广西莪术水提物孵育条件下的细胞存活率,
计算 公 式:细 胞 存 活 率=(试 验 组 OD450

 /对 照 组

OD450)×100%,实验分别重复3次。

1.2.3 酶活性测定

  将广西莪术水提物(5
 

mg/mL)与TOK细胞孵

育后,用试剂盒分别在6
 

h、12
 

h和24
 

h检测TOK
细胞的酶活性,包括一氧化氮合成酶(T􀆼NOS)、酸性

磷酸酶(ACP)、超氧化物歧化酶(SOD),每个实验重

复3次。另外,在第6
 

h检测溶菌酶活性,实验重复3
次。具体操作见试剂盒说明。

2 结果与分析

2.1 广西莪术水提物在细胞水平的安全浓度

  当广西莪术水提物的终浓度为25
 

mg/mL时,
对TOK 细胞具有明显的细胞毒性,具 体 表 现 为

TOK细胞变圆皱缩,并且从细胞培养板的培养面上

发生脱落(图1)。细胞存活率的结果也证实,与对照

组相比,25
 

mg/mL 的广西莪术水提物处理后 的

TOK细胞存活率显著降低(图2)。当广西莪术水提
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物的终浓度为5
 

mg/mL或1
 

mg/mL时,细胞生长

状态正常,而且细胞存活率与对照组相比无明显差别

(图2)。

图1 广西莪术水提物对TOK细胞系的细胞毒性

  Fig.1 Cytotoxicity
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
  

water
 

ex-

tracts
 

on
 

TOK
 

cells

  图2 不同浓度的广西莪术水提物对TOK细胞存活率

的影响

  Fig.2 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
  

water
 

extracts
 

on
 

TOK
 

cell
 

survival
 

rate
2.2 广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞总一氧化氮合

酶(T􀆼NOS)活性的影响

  在各时间点,收集广西莪术水提物孵育后的

TOK细胞,检测细胞总一氧化氮合酶活性,结果显

示,与对照组细胞相比,广西莪术水提物对卵形鲳鲹

TOK细胞的总一氧化氮合酶活性具有明显的促进作

用,在6
 

h时达到最高,随后细胞的总一氧化氮合酶

活性逐渐降低,但是广西莪术水提物处理组细胞的总

一氧化氮合酶活性始终高于无药物处理的对照组细

胞(图3)。

  *表示差异显著(P<0.05),**表示差异极显著(P<
 

0.01)
  

 

*=statistically
 

significant
 

(P<0.05),
 

**=very
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.01)
  图3 广西莪术水提物对TOK细胞的总一氧化氮合酶

活性的影响

  Fig.3 Effects
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
  

water
 

extracts
 

on
 

T􀆼NOS
 

in
 

TOK
 

cells

2.3 广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞酸性磷酸酶

(ACP)活性的影响

  在各时间点,收集广西莪术水提物孵育TOK细

胞后,检测TOK细胞酸性磷酸酶活性,结果显示,与
对照组细胞相比,广西莪术水提物对卵形鲳鲹TOK
细胞酸性磷酸酶活性在中药处理6

 

h之内具有明显

的促进作用,随后细胞酸性磷酸酶活性逐渐降低,并
且广西莪术水提物处理组细胞的磷酸酶活性比对照

组降低速度更快(图4)。

**表示差异极显著(P<
 

0.01)

**=very
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01)

  图4 广西莪术水提物对TOK细胞的酸性磷酸酶活性

的影响

  Fig.4 Effects
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

water
 

extracts
  

on
 

ACP
 

in
 

TOK
 

cells

2.4 广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞超氧化物歧化

酶(SOD)活性的影响

  在各时间点,收集广西莪术水提物孵育后的

TOK细胞,检测细胞超氧化物歧化酶活性的变化,结
果显示,与对照组细胞相比,广西莪术水提物对卵形

鲳鲹TOK细胞的超氧化物歧化酶活性具有明显的

促进作用,在6
 

h时达到最高,随后细胞的超氧化物

歧化酶活性逐渐降低,但是广西莪术处理组细胞的超

氧化物歧化酶活性始终高于对照组细胞(图5)。

*表示差异显著(P<0.05)

**=statistically
 

significant
 

(P<0.05)

  图5 广西莪术水提物对TOK细胞的超氧化物歧化酶

活性的影响

  Fig.5 Effects
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

water
 

extracts
  

on
 

SOD
 

in
 

TOK
 

cells
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2.5 广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞溶菌酶活性的

影响

  在各时间点,收集广西莪术水提物孵育后的

TOK细胞,检测细胞溶菌酶的活性,结果显示,与对

照组细胞相比,广西莪术水提物对卵形鲳鲹TOK细

胞的溶菌酶活性具有明显的促进作用(图6)。

**表示差异极显著(P<0.01)

**=very
 

statistically
 

significant(P<0.01)
图6 广西莪术水提物对TOK细胞溶菌酶活性的影响

  Fig.6 Effects
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

water
 

extracts
  

on
 

lysozyme
 

in
 

TOK
 

cells

3 讨论

  广西莪术具有多种药理作用,目前在临床上得到

了广泛应用[10]。广西莪术的主要药用成分是莪术

油,其主要活性成分为莪术醇、β􀆼榄香烯、莪术二酮、
吉玛酮等。广西莪术中的莪术油、姜黄素对多种恶性

肿瘤细胞的生长具有良好的抑制作用,例如广西莪术

对鼻咽癌肿瘤细胞的抑制作用已在临床应用中获得

证明[11]。广西莪术具有保肝降酶、改善蛋白质合成

的作用,能够明显抑制血清谷丙转氨酶
 

ALT、谷草转

氨酶
 

AST水平的升高[8]。广西莪术还具有预防肝

纤维化的作用。研究表明,HSC细胞增多是发生肝

纤维化的标志,彭岳等证实广西莪术提取物对 HSC
细胞具有明显的促凋亡作用,并且具有浓度梯度依赖

效应[12]。

  卵形鲳鲹是我国重要的海水养殖鱼类,经济价值

极高,但近年来各种鱼病频繁爆发造成了巨大损

失[13􀆼14]。因此探究养殖病害的致病机理,并研制出相

应抗病害药物是从根本上解决鱼类疾病的关键。目

前鱼类细胞系已被广泛应用于病毒学、基因组学、细
胞生物学和环境毒理学等方面的研究[13􀆼19]。本研究

中,我们利用卵形鲳鲹肾脏组织细胞系,研究了广西

莪术水提物对卵形鲳鲹免疫力影响。研究结果显示,
广西莪术水提物的细胞安全浓度为≤5

 

mg/mL,当
广西莪术水提物的使用量超过安全浓度时,会对细胞

产生毒性作用,包括细胞皱缩、死亡、细胞活性降低

等。当使用安全浓度(≤5
 

mg/mL)的广西莪术水提

物时,与对照组细胞相比,试验组细胞的非特异性免

疫相关酶活力(酸性磷酸酶、超氧化物歧化酶、总一氧

化氮合酶、溶菌酶)在初期0~6
 

h内明显升高,并且

在第6
 

h达到高峰,随后在6~24
 

h内均呈现逐步降

低的趋势,但是广西莪术水提物处理组细胞的总一氧

化氮合酶(T􀆼NOS)和超氧化物歧化酶(SOD)活性始

终高于无药物处理的对照组细胞。本研究的结果表

明,广西莪术水提物能够激活细胞酶活等自身免疫防

御机制,以抵抗病原微生物的入侵和增殖,因此广西

莪术提取物有潜力发展成为一种高效的水产免疫增

强剂。未来我们将进一步研究广西莪术在鱼活体水

平对卵形鲳鲹生长、免疫和抗病力的促进作用。基于

传统壮药积极开展绿色无药残的新型抗病害中药制

剂的研究,对于促进水产养殖业持续健康发展,确保

水产品质量和食品安全意义重大[4,20]。

4 结论

  本实验首次利用卵形鲳鲹肾脏组织细胞系,研究

了广西莪术水提物对卵形鲳鲹细胞免疫相关酶活力

的影响。结果显示,广西莪术水提物能够显著提高免

疫相关酶活力(酸性磷酸酶、超氧化物歧化酶、总一氧

化氮合酶、溶菌酶),广西莪术水提物的细胞安全浓度

为≤5
 

mg/mL。
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Abstract:Trachinotus
 

ovatus
 

is
 

an
 

important
 

marine
 

fish
 

with
 

high
 

economic
 

value
 

in
 

China.
 

However,
 

the
 

frequent
 

outbreak
 

of
 

various
 

fish
 

diseases
 

has
 

caused
 

great
 

losses
 

in
 

recent
 

years.
 

In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang
 

on
 

the
 

immunity
 

of
 

T.ovatus,at
 

the
 

cellular
 

level,
 

the
 

cytotoxicity
 

of
 

water
 

extracts
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang
 

in
 

Guangxi
 

was
 

studied
 

using
 

the
 

ovate􀆼shaped
 

kidney
 

tissue
 

cell
 

line
 

to
 

determine
 

the
 

safe
 

concentration
 

of
 

cells.
 

Then,
 

the
 

effect
 

of
 

water
 

extracts
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang
 

on
 

the
 

immune􀆼related
 

enzymes
 

of
 

ovate􀆼
shaped

 

cells
 

which
 

included
 

total
 

nitrogen
 

monoxide
 

synthase
 

(T􀆼NOS),
 

acid
 

phosphatase
 

(ACP),
 

superox-
ide

 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

lysozyme
 

was
 

studied
 

by
 

using
 

the
 

ovate
 

cell
 

line.
 

The
 

safe
 

concentration
 

of
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang
 

water
 

extracts
 

was
 

≤5
 

mg/mL.Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.
G.Lee

 

et
 

C.F.Liang
 

could
 

obviously
 

promote
 

the
 

activity
 

of
 

immune􀆼related
 

enzymes
 

(T􀆼NOS,
 

ACP,
 

SOD
 

and
 

lysozyme)
 

in
 

TOK
 

cells.Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang
 

has
 

potential
 

to
 

develop
 

into
 

a
 

highly
 

effective
 

aquaculture
 

immune
 

enhancer.
 

Based
 

on
 

the
 

traditional
 

Chinese
 

Zhuang
 

medicine,
 

it
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

carry
 

out
 

the
 

research
 

on
 

new
 

Chinese
 

herbal
 

preparations
 

against
 

aquatic
 

diseases,
 

which
 

could
 

promote
 

the
 

sustainable
 

and
 

healthy
 

development
 

of
 

aquaculture
 

and
 

ensure
 

the
 

quality
 

of
 

aquatic
 

products
 

and
 

food
 

safety.
Key

 

words:Trachinotus
 

ovatus,
 

Curcuma
 

kwangsiensis
 

S.G.Lee
 

et
 

C.F.Liang,
 

cytotoxicity,
 

immune􀆼re-
lated

 

enzymes
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《广西科学院学报》被日本科学技术振兴机构数据库(日)(2018)收录

  近日,从中国知网得知,《广西科学院学报》(以下简称“学报”)被日本科学技术振兴机构数据库(日)(2018)
收录,说明学报的学术水平获得国外学术界的初步认可,学报的国际化程度加快。

  学报于1982年创刊,2014年后聚焦于广西的资源特色和学科特色,走专家办刊之路,逐渐形成自己的特

色,赢得了学术界的认可,影响因子大幅提升,并逐渐获得国内外认可,说明学报的办刊思路合适时代发展的

要求。

  未来,学报将继续秉承专家办刊的理念,立足于广西资源特色和学科特色,继续履行办刊宗旨,不断提高学

术质量和学术影响,为我国实施创新驱动发展战略提供优良的论文发表渠道,将优秀成果快速向全世界传播。
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