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摘要:探讨米氏凯伦藻培养液(Karenia
 

mikimotoi
 

culture
 

solution,KMCS)及细胞提取物(Cell
 

extracts,

KMCE)对胖头鲤(Fathead
 

minnow,FHM)细胞的毒性作用及致死机制。用光学显微镜观察细胞形态变化来

分析KMCS和KMCE对FHM 细胞的毒性作用,并用CCK法(Cell
 

counting
 

kit)分析 KMCS和 KMCE对

FHM细胞活力的影响;用DNA特异性染料 Hoechst
 

33342检测FHM 细胞的细胞核变化,分析 KMCS及

KMCE是否导致FHM 细胞发生程序性死亡及凋亡小体的形成;检测caspase3的活性,分析 KMCS和

KMCE是否导致相关凋亡程序的发生。结果发现,用稀释两倍的KMCS和KMCE分别处理FHM 细胞4
 

h
后,观察到FHM细胞形态均出现明显改变;将未稀释和稀释两倍的KMCS以及稀释两倍的KMCE,分别与

FHM细胞孵育,4
 

h后用CCK法检测细胞活性,发现FHM 细胞的细胞存活率分别下降了63.6%,22.2%和

26.7%。Hoechst
 

33342染色结果表明,KMCS和KMCE都可以导致FHM细胞中出现凋亡小体,对凋亡相关

蛋白因子caspase3活性的检测,结果显示实验组细胞caspase3活性水平显著升高,分别为对照组的2.32倍

和1.49倍。KMCS和KMCE对鲤鱼FHM细胞生长具有明显的细胞毒性,会导致细胞

发生细胞凋亡。
关键词:米氏凯伦藻 藻毒素 细胞毒性 FHM 细胞凋亡 caspase活性
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0 引言

  海洋渔业是现代农业和海洋经济的重要组成部

分,促进海洋渔业的健康可持续发展,对于促进沿海

地区经济的发展具有重要意义[1]。赤潮灾害是海洋

养殖业健康可持续发展的制约因素之一,近年来,养
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殖水域污染加重,导致赤潮频发,对沿海的养殖业带

来巨大影响。尤其是有毒的赤潮种类,它们不仅能够

造成缺氧的环境、分泌黏性物质堵塞鱼鳃以及释放活

性氧等,还会产生藻毒素,这些藻毒素对海域生态环

境造成严重破坏,会造成鱼虾、贝类的大量死亡甚至

通过食物链危害人类的身体健康[2]。

  米氏凯伦藻(Karenia
 

mikimotoi)是近年来我国

典型的赤潮原因种,其爆发赤潮时往往造成大量鱼类

和贝类的死亡。2012年米氏凯伦藻赤潮的大规模发

生导致福建沿海贝类养殖的大量死亡,造成了高达

20亿元的经济损失[3],自此,米氏凯伦藻引起国内外

的广泛关注。米氏凯伦藻对多种海洋生物的生长都

有不利影响,包括鱼类、贝类及无脊椎生物,甚至会导

致它们的死亡[4]。米氏凯伦藻赤潮对海洋生物的毒

性作用研究已成热点,但关于其导致海洋生物死亡的

途径尚存争议[5]。已有研究表明米氏凯伦藻可以产

生溶血毒素和鱼毒素,其主要成分为糖脂类和不饱和

脂肪酸等[68]。这些溶血毒素和鱼毒素,可溶解鱼类

的鳃组织细胞,从而影响鱼类的呼吸、分泌、排泄等功

能,最终造成鱼类死亡[910]。

  由于米氏凯伦藻溶血毒素成分和结构复杂,而不

同藻类的溶血毒素作用机理不同,这导致对米氏凯伦

藻危害机制的研究比较困难[11]。目前对于米氏凯伦

藻对海洋生物的致毒致死机理多集中在对鱼[12]、贝
类[13]以及浮游动物[14]等活体及鱼鳃组织[910]的研究

上,而其对鱼类的其他组织器官是否也能产生毒理作

用及其相关细胞通路问题,尚需进一步的研究。鱼类

细胞培养由于具有成本低,重复性好,实验条件可以

精确控制等优点,已经成为一种重要的研究手段,广
泛应用于病毒学、环境毒理学、细胞生物学等方面的

研究[15]。本研究采用体外培养的胖头鲤(Fathead
 

minnow,FHM)细胞为材料,分析米氏凯伦藻对于鱼

类细胞的毒性作用和致死机制,以期为赤潮灾害的防

控技术提供数据支持和科学依据。

1 材料与方法

1.1 藻种和细胞

  米氏凯伦藻分离自东海海域,保存于北部湾海洋

研究中心藻种资源库,编号为BBGA9002。FHM细

胞为本实验室保存。

1.2 主要试剂和仪器

  试剂:MEM细胞培养基和胎牛血清(FBS)均购

自Gibco公司;Cell
 

counting
 

kit8(CCK8)试剂盒、

Hoechst
 

33342荧光染料以及caspase3活性检测试

剂盒均购自碧云天。

  仪器:离心机(型号:318KS,Sigma);超声破碎

仪(Sonics);生化培养箱(型号:SPX100BZ,上海博

迅);倒置显微镜(型号:Ts2,Nikon);激光共聚焦显

微镜(型 号:Ti2SHU,Nikon);多 功 能 酶 标 仪

(Thermo公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与传代

  FHM细胞用含有10%
 

FBS血清的 MEM 培养

基培养,培养温度为25℃,细胞生长3
 

d后使用胰蛋

白酶消化,进行传代。

1.3.2 米氏凯伦藻细胞提取物

  取50
 

mL处于稳定生长期的米氏凯伦藻,在

4℃、5
 

000
 

g下离心5
 

min。将上清用0.45
 

μm过滤

器过滤,收集滤液并分装于灭菌的2
 

mL冻存管中,

-20℃保存备用,此即为米氏凯伦藻培养液(Kare-
nia

 

mikimotoi
 

culture
 

solution,KMCS)。在沉淀中

加入10
 

mL的无菌PBS缓冲溶液,重新悬浮,在冰水

浴条件下超声破碎细胞(15
 

min,22%,转3
 

s停2
 

s)
后,在4℃、15

 

000
 

g下离心5
 

min,上清用0.45
 

μm
过滤器过滤,收集滤液于-20℃保存待用,此滤液为

米氏凯伦藻细胞提取物(Karenia
 

mikimotoi
 

cell
 

ex-
tracts,KMCE)。

1.3.3 细胞病变观察与活力检测

  在96孔板中,每个孔培养100
 

μL
 

FHM 细胞,

28℃培养18
 

h。然后移除细胞培养基,加入100
 

μL
不同稀释倍数的 KMCS和 KMCE,每种处理设置4
个平行,每隔2

 

h观察细胞形态,并拍照。正常培养

的FHM细胞作为对照组。

  待细胞出现明显的病变效应(Cytopathic
 

effect,

CPE)后,在每个孔中加入10
 

μL的CCK8溶液,置
于培养箱中继续培养1

 

h,用酶标仪测定A450。

1.3.4 Hoechst
 

33342染色

  将FHM 细胞在28℃培养18
 

h,然后细胞分别

与KMCS和KMCE孵育处理,正常培养的FHM 细

胞作为对照组。4
 

h后,小心吸出培养液,各加入200
 

μL的Hoechst
 

33342染料,3
 

min后,用PBS缓冲溶

液清洗细胞,置于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

1.3.5 Caspase3活性检测

  将细胞分别与KMCS和KMCE孵育处理4
 

h,
然后将细胞转移到1.5

 

mL离心管中,在4℃、600
 

g
下离心5

 

min,小心移除上清。用PBS缓冲溶液重悬
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细胞,重复上述离心步骤,按照caspase3活性检测试

剂盒的使用说明进行后续步骤,完成caspase3活性

的检测。

1.3.6 数据处理与统计分析

  实验数据采用IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

19软件进行

分析,利用单因素方差分析进行统计差异性分析,根
据P 值判断实验组与对照组之间有无显著差异

(P<0.05表示与对照组有显著差异,P<0.01表示

与对照组有极显著差异,P>0.05表示与对照组无

显著差异)。采用Sigmaplot
 

12.0绘图分析软件对

实验结果进行制图。

2 结果与分析

2.1 KMCS和KMCE对FHM 细胞的毒性作用

  稀释两倍的 KMCS和 KMCE与FHM 细胞孵

育处理4
 

h,通过显微镜观察发现,对照组FHM细胞

形态正常(图1a和图1c)。而KMCS孵育处理后的

FHM细胞出现明显的细胞病变,大量细胞皱缩,并
且部分细胞裂解(图1b);KMCE孵育处理后,大量

FHM细胞变圆皱缩,但与 KMCS孵育处 理 后 的

FHM细胞相比,几乎无细胞发生裂解(图1d)。

  (a)正常FHM细胞;(b)稀释两倍的KMCS感染4
 

h后的FHM细胞;(c)正常FHM细胞;(d)稀释两倍的KMCE感染4
 

h
后的FHM细胞

  (a)Normal
 

FHM
 

cells;(b)Diluted
 

twice
 

the
 

amount
 

of
 

KMCS
 

after
 

4
 

h
 

of
 

infection
 

with
 

FHW
 

cells;(c)Normal
 

FHM
 

cells;
(d)Diluted

 

twice
 

the
 

amount
 

of
 

KMCE
 

after
 

4
 

h
 

of
 

infection
 

with
 

FHW
 

cells
图1 KMCE和KMCE对FHM细胞的毒性作用

Fig.1 Cytopathic
 

effect
 

of
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

on
 

FHM
 

cells

2.2 KMCS和KMCE对FHM 细胞活力的影响

  用 CCK8法检测不同稀释倍数的 KMCS和

KMCE对细胞活力的影响(图2),结果表明,未稀释

的和稀释两倍的KMCS在感染FHM细胞4
 

h后,导
致细 胞 活 力 显 著 下 降,细 胞 存 活 率 分 别 下 降 了

63.6%和22.2%,与对照组相比差异性显著(P<
0.05)。在2.1节中用两倍稀释的 KMCE和FHM

细胞孵育4
 

h后,细胞病变程度不如KMCS处理组,
所以在测细胞活力时,稀释了两倍的KMCE处理时

间延长至24
 

h,结果细胞的存活率下降了26.7%,与
对照组相比有显著差异(P<0.01)。为使实验组处

理时间一致,在后续的实验中,毒性实验的浓度分别

选择稀释两倍的KMCS以及未稀释的KMCE,作用

时间均为4
 

h。
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  (a)不同稀释倍数的 KMCS感染4
 

h后FHM 细胞的相

对活力,(b)不同稀释倍数的KMCE感染24
 

h后的FHM 细

胞的相对活力;*P<0.05,**P<0.01;NS:无显著差异

  (a)Relative
 

viability
 

of
 

FHM
 

cells
 

after
 

4
 

h
 

of
 

infection
 

with
 

different
 

dilutions
 

of
 

KMCS,(b)Relative
 

viability
 

of
 

FHM
 

cells
 

after
 

24
 

h
 

of
 

infection
 

with
 

different
 

dilutions
 

of
 

KMCE;*P<0.05,**P<0.01;NS:No
 

significant
 

differ-
ence
  图2 不同稀释倍数的KMCS和KMCE感染FHM细胞

后的细胞相对活力

  Fig.2 Relative
 

viability
 

of
 

cells
 

after
 

infected
 

with
 

FHM
 

cells
 

by
 

different
 

dilution
 

multiple
 

of
 

KMCS
 

and
 

KMCE

2.3 KMCS和 KMCE导致FHM 细胞死亡的机制

研究

2.3.1 Hoechst
 

33342染核观察

  KMCS和 KMCE与FHM 细胞孵育处理4
 

h
后,用 Hoechst

 

33342染料染色,观察被感染细胞是

否发生凋亡。结果表明,对照组没有凋亡小体,两个

实验处理组均观察到明显的凋亡小体,即 KMCS和

KMCE可能会导致FHM细胞发生细胞凋亡(图3)。

  (a)正常FHM 细胞,(b)KMCS感染4
 

h后的FHM 细

胞,(c)KMCE感染4
 

h后的FHM细胞;箭头表示凋亡小体

  (a)Normal
 

FHM
 

cells,(b)FHM
 

cells
 

after
 

4
 

h
 

of
 

KMCS
 

infection,(c)FHM
 

cells
 

after
 

4
 

h
 

of
 

KMCE;Arrows
 

indicate
 

apoptotic
 

bodies
  图3 Hoechst

 

33342染色观察KMCS和KMCE孵育处

理后的FHM细胞

  Fig.3 Detection
 

of
 

apoptosis
 

in
 

FHM
 

cells
 

by
 

Hoechst
 

33342
 

staining
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2.3.2 Caspase3活性检测

  为了探讨 KMCS和 KMCE是否导致FHM 细

胞发生凋亡,用caspase3活性检测试剂盒检测细胞

凋亡途径典型蛋白caspase3的活性。结果如图4显

示,与对照组相比,两个实验处理组的caspase3活性

水平均显著上调(P<0.01),KMCS和 KMCE实验

组的 caspase3 活 性 分 别 是 对 照 组 的 2.32 和

1.49倍。

  图4 KMCS和 KMCE感染FHM 细胞后的caspase3
相对活性

  Fig.4 Relative
 

activity
 

of
 

caspased3
 

after
 

infection
 

of
 

FHM
 

cells
 

by
 

KMCS
 

and
 

KMCE

3 讨论

  米氏凯伦藻是一种全球广泛分布的典型有毒藻,
在世界各海域频频暴发赤潮,导致鱼类、贝类与其他

无脊椎生物在内的大量海洋生物死亡[11]。溶血毒素

被认为是米氏凯伦藻赤潮引发鱼类和无脊椎动物大

量死亡的主要原因[16],但溶血毒素的定义较为模糊,
只要能够破坏血细胞,导致溶血效应的物质都可以称

为溶血毒素,所以溶血毒素的成分和结构很复杂。张

勇等[17]通过室内模拟培养实验,发现直接接触活的

米氏凯伦藻的浮游动物的摄食率和存活率比远低于

只接触其培养液的实验组,推断认为米氏凯伦藻胞内

存在的、在水体中极不稳定的某些毒性成分是导致浮

游动物中毒和死亡的原因。但是对于贝类,米氏凯伦

藻藻细胞、细胞裂解液与除藻过滤液均能够直接导致

南非鲍幼虫死亡[18],表明米氏凯伦藻的毒性成分不

仅存在于胞内,还存在于其培养液中。张勇等则证实

米氏凯伦藻的提取物对哺乳类细胞包括肿瘤细胞具

有显著的生长抑制和致畸作用[16,19]。

  对鱼类而言,在米氏凯伦藻赤潮暴发的海域,大
部分养殖区的鱼类会迅速死亡[9,2021]。通过解剖观

察,发现受米氏凯伦藻影响的鱼鳃组织结构出现明显

的病变,包括鳃小片尾端肿大,上皮细胞受到损坏甚

至完全脱落,导致泌氯细胞严重损伤[10]。综上所述,
米氏凯伦藻的毒理研究主要集中在分析藻细胞本身

的毒性,其导致鱼类死亡的机制也多集中在对鱼体行

为和组织病变的观察,相关细胞通路尚不明确。近年

来,体外稳定传代培养的鱼类细胞系在环境污染物的

毒性检测和毒理学研究中发挥着越来越重要的作用,
广泛应用于海水中各种环境污染物的快速检测和毒

理效应分析[2226]。为了研究米氏凯伦藻对鱼类细胞

的致 死 机 理,本 研 究 分 别 用 KMCS及 KMCE 对

FHM细胞进行孵育处理,发现这两种物质都具有明

显的细胞毒性。相对于 KMCE而言,FHM 细胞对

KMCS更敏感,KMCS稀释两倍后仅感染4
 

h,FHM
细胞形态变化明显,细胞皱缩并且部分裂解。CCK
法检测细胞活力发现了两者均能导致FHM 细胞活

力的显著下降。结合Hoechst
 

33342染色及caspase
3活性检测结果,我们认为米氏凯伦藻的胞内成分和

培养液中的毒性成分均能诱导鱼类FHM 细胞发生

细胞凋亡。

  本研究初步证实了米氏凯伦藻培养液和细胞水

溶性提取物均具有细胞毒性,会诱导鱼类FHM细胞

发生细胞凋亡,这种凋亡与caspase3介导的细胞程

序性死亡有关。研究结果从细胞水平上为赤潮生物

对鱼类的致死机理提供了相关数据支持和理论依据。
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Abstract:The
 

toxic
 

and
 

lethal
 

mechanisms
 

of
 

Karenia
 

mikimotoi
 

culture
 

solution
 

(KMCS)
 

and
 

Cell
 

extracts
 

(KMCE)
 

on
 

Fathead
 

minnow
  

(FHM)
 

cell
 

were
 

explored.The
 

morphological
 

changes
 

of
 

cells
 

were
 

observed
 

by
 

light
 

microscopy
 

to
 

analyze
 

the
 

toxic
 

effects
 

of
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

on
 

FHM
 

cells,and
 

the
 

effect
 

of
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

FHM
 

cells
 

was
 

analyzed
 

by
 

CCK
 

method.The
 

nuclear
 

specificity
 

of
 

FHM
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

DNA
 

specific
 

dye
 

Hoechst
 

33342
 

to
 

analyze
 

whether
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

caused
 

programmed
 

cell
 

death
 

and
 

the
 

formation
 

of
 

apoptotic
 

bodies
 

in
 

FHM
 

cells.The
 

activity
 

of
 

caspase3
 

was
 

detected
 

to
 

ana-
lyze

 

whether
 

the
 

occurrence
 

of
 

relevant
 

apoptosis
 

programs
 

in
 

FHM
 

cells
 

was
 

caused
 

by
 

KMCS
 

and
 

KMCE.
The

 

results
 

showed
 

that
 

significant
 

morphological
 

changes
 

were
 

observed
 

in
 

FHM
 

cells
 

after
 

being
 

infected
 

with
 

two
 

times
 

diluted
 

of
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

for
 

4
 

h.Undiluted
 

and
 

diluted
 

KMCS
 

and
 

twice
 

diluted
 

KMCE
 

were
 

incubated
 

with
 

FHM
 

cells,and
 

cell
 

viability
 

was
 

measured
 

by
 

CCK
 

method
 

4
 

h
 

later.The
 

cell
 

viability
 

of
 

FHM
 

cells
 

was
 

decreased
 

by
 

63.6%,22.2%
 

and
 

26.7%,respectively.The
 

results
 

of
 

Hoechst
 

33342
 

staining
 

showed
 

that
 

both
 

KMCS
 

and
 

KMCE
 

could
 

lead
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

apoptosis
 

bodies
 

in
 

FHM
 

cells.The
 

de-
tection

 

of
 

apoptosisrelated
 

protein
 

factor
 

caspase3
 

activity
 

showed
 

that
 

the
 

activity
 

level
 

of
 

caspase3
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

increased,which
 

was
 

2.32
 

times
 

and
 

1.49
 

times
 

of
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,respectively.KMCS
 

and
 

KMCE
 

have
 

obvious
 

cytotoxic
 

effect
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

cyprinid
 

fish
 

FHM
 

cells,which
 

will
 

lead
 

to
 

the
 

apoptosis
 

of
 

the
 

cells.
Key

 

words:Karenia
 

mikimotoi,algal
 

toxicity,cell
 

toxicity,FHM,apoptosis,caspase
 

activity
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