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血红素加氧酶1在斑马鱼低氧应激中的保护作用研究
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摘要: 实验探讨了低氧条件下血红素加氧酶1(Ho1)对斑马鱼的保护作用。Real-time PCR结果显示, 低氧条件

下斑马鱼ho1 mRNA水平在斑马鱼胚胎和离体培养细胞ZF4中显著增加, 而在成鱼的不同组织中呈现不同的

反应。低氧处理24h后, 斑马鱼脑、鳃和肝脏中ho1 mRNA表达量明显上升, 而在心脏和肾脏中ho1 mRNA表

达量显著降低。用锌原卟啉IX(ZnPPIX)抑制ZF4细胞ho1的表达, 采用CCK8试剂盒检测细胞存活率, 结果显

示抑制ho1表达可导致低氧条件下ZF4细胞存活率明显降低。利用Hoechst染色和caspase 3活性检测发现, 在
低氧条件下抑制ho1表达后ZF4细胞的凋亡率较对照组显著增加, 而Ho1的诱导剂可显著降低低氧条件下抑制

组的细胞凋亡率。这些结果表明斑马鱼Ho1可能通过抗细胞凋亡发挥低氧保护作用。
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血红素加氧酶1(Ho1)是催化血红素降解形成

胆绿素、一氧化碳(CO)和游离铁(Fe2+)的起始酶和

限速酶, 其催化产物胆绿素又可被胆绿素还原酶还

原生成胆红素。Ho1亦称热休克蛋白32(Hsp32), 可
被血红素、重金属、氧化应激、紫外照射、炎症

介质和某些生长因子等诱导表达
[1, 2]

。人和脊椎动

物的血红素加氧酶1及其催化产物可通过抗氧化、

抗炎、抗细胞凋亡等方式对组织细胞起保护作

用。有研究表明, 敲除血红素加氧酶1基因的人胚

胎纤维原细胞对高铁血红素和过氧化氢暴露导致

的氧化损伤高度敏感, 细胞存活率显著降低
[3]
。在

人肺上皮细胞中超表达小鼠血红素加氧酶1, 人肺

上皮细胞细胞生长停滞, 抗氧化损伤能力明显增

强
[4]
。血红素加氧酶1转基因小鼠在肺部特异性超

表达血红素加氧酶1, 可保护肺器官免于低氧暴露

导致的高血压和炎性反应
[5]
。近年来, 研究发现血

红素加氧酶1参与多种生理和病理过程中细胞对低

氧的适应性调节作用。在人类多种肿瘤细胞中血

红素加氧酶1表达量较高, 且其表达量与实体肿瘤

的生长密切相关。此外, 血红素加氧酶1的诱导表

达可显著降低低氧/复氧、低氧缺血、缺血/再灌注

对人和小鼠脑、肾、肝、肺和心脏等器官造成的

损伤
[6—8]

。但是, 目前血红素加氧酶1在鱼类低氧应

激中的生物学功能尚不清楚。

水体低氧是指在池塘、水库、湖泊、河口及

近海季节性发生的、水中溶解氧低于2 mg/L的一

种自然现象。水体富营养化可导致低氧现象频繁

发生。低氧环境影响鱼类的生存、生长和繁殖
[9, 10]

。

某些耐低氧鱼类在长期的进化中获得了一些低氧

适应机制, 可通过低氧诱导因子(Hypoxia inducible
factor, HIF)信号途径调节大量低氧应答基因的转

录, 从而调节机体对低氧的生理反应, 增强细胞或

组织对于缺氧的耐受性
[11, 12]

。有研究表明斑马鱼

胚胎在缺氧状态下能够存活24h[13]
。斑马鱼成鱼在

极端低氧长时间处理后出现鳃片数目减少、表面

积增加以利于氧的摄取
[14]

。斑马鱼的胚胎和成鱼

在低氧状态下基因和蛋白质的表达都会发生变化,
以调整体内代谢适应低氧环境

[14, 15]
。因此, 利用斑

马鱼这一理想的发育、遗传和毒理研究模型, 可系

统地分析ho1基因在鱼类低氧应激中的生物学功
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能。在本文中我们研究了斑马鱼ho1基因在低氧条

件下的表达特征, 然后初步探讨了Ho1在斑马鱼低

氧应激中的功能。

1    材料与方法

1.1    实验材料

斑马鱼由本实验室饲养。取健康、性成熟的

斑马鱼, 于饲养系统关灯前将雌雄按1鲶2的比例放

入产卵缸内。次日给光后拿掉挡板, 让其完成交配

和产卵。收集、挑选正常发育的胚胎进行培养, 培
养温度为28℃, 光周期为明14h鲶暗10h。斑马鱼胚

胎成纤维细胞(Zebrafish embryonic fibroblasts,
ZF4)由中国科学院水生生物研究所崔宗斌研究员

惠赠, 用辅加10%胎牛血清的DMEM/F12(1鲶1)培养

基于28℃细胞培养箱中培养, 每3—4天按1鲶1.5的比

例传代一次。

1.2    实验方法

低氧处理        将斑马鱼ZF4细胞或处于不同发

育阶段的胚胎置于低氧培养箱中用1%或5% O2处

理不同的时间。向装有曝气水的广口瓶中冲入高

纯氮气, 至水中溶解氧浓度为1.5 mg/L, 然后将斑马

鱼成鱼置于瓶中培养。在完成低氧处理后, 收取样

品, 液氮速冻, 储存于–80℃冰箱备用。

Real-time PCR检测ho1基因的表达        收集

经低氧处理的ZF4细胞、斑马鱼胚胎或各组织, 用
Trizol法提取总RNA, 具体步骤按照试剂盒说明书

进行。用DNaseⅠ酶解可能残余的基因组DNA。

用1%琼脂糖凝胶电泳鉴定所提取的RNA的完整

性。紫外分光光度法测定RNA样品的浓度和纯度。

取各种RNA用逆转录酶Powerscrit和oligo (dT)合成

第一链模板cDNA, 然后以cDNA作为模板进行Real-
time PCR。以斑马鱼β-actin基因作为参照。ho1基
因Real-time RCR反应体系为: SYBR Green Mix 10 μL,
DEPC H2O 1 μL, 上、下游引物(F、R)(10 mol/L)各
0.5 μL, 模板cDNA 8 μL, 总体积为20 μL。PCR反应

条件为: 95℃预变性3min; 95℃ 10s, 58℃ 30s, 72℃
30s, 35个循环。在每一个循环最后要设一个读板

温度, 这一般根据目的基因情况而定。每一个样品

重复3次 ,  每个基因的表达量以β-actin为参照用

2–∆∆Ct
方法

[16, 17]
进行数据处理及分析。

细胞活力检测        将ZF4细胞以1×104 cells/well
的浓度接种在96孔板上, 待细胞长到一定密度, 换
用无血清培养基培养。实验共设置了10组, 其中

5组用于锌原卟啉IX (ZnPPIX)抑制实验: 在无血清

培养基中加入Ho1的抑制剂ZnPPIX使其终浓度为

0、5、10、15、20 μmol/L, 每组设定4个重复。待

细胞在无血清培养基中培养2h后用1% O2低氧处理

36h, 然后利用CCK8试剂盒测定其细胞活力。另外

5组用于Hemin回复实验: 各组细胞先用10 μmol/L
的ZnPPIX溶液预处理1h, 然后在无血清培养基中

加入Ho1的诱导剂血红素(Hemin)使其终浓度为0、
5、10、20 μmol/L, 每组设定4个重复。待细胞在无

血清培养基中培养1h后用1% O2低氧处理36h, 然后

利用CCK8试剂盒测定各组细胞的细胞活力。

Hochest染色        实验共设置了4组, 常氧组、

低氧组、ZnPPIX+低氧组、ZnPPIX+Hemin+低氧

组。ZnPPIX和Hemin的浓度均为10 μmol/L。在六

孔板中铺上无菌盖玻片, 然后种入细胞, 待细胞贴

壁后换用无血清培养基并加药。药物处理2h后, 除
常氧组外, 其余各组均低氧处理48h。吸去培养基,
然后加入500 μL固定液, 室温固定15min。缓慢吸

尽固定液, 加入1 mL PBS轻轻摇晃洗涤2次, 每次

3min。加入500 μL Hoechst33258染色液染色5min。
吸去染色液, 用PBS洗涤2次。在洁净的载玻片中

央滴一滴抗荧光淬灭封片液, 从六孔板中取出贴有

细胞的盖玻片, 盖在封片液上, 尽量避免气泡, 在荧

光显微镜下(激发光波长350 nm, 发射光波长460 nm)
观察细胞的形态特征。

Caspase3活性检测        用试剂盒提供的pNA配制

标准品稀释液, 制定pNA标准曲线。胰酶消化贴壁

细胞, 离心(12000 r/min, 4℃, 5min)、收集细胞沉

淀。细胞沉淀用PBS洗涤2次。加入适量细胞裂解

液, 震荡混匀, 于冰浴中裂解15min。取10 μL细胞

裂解液, 采用Bradford法检测细胞裂解液中的总蛋

白浓度。取50 μL检测缓冲液, 加入40 μL细胞裂解

液, 约30 μg蛋白, 适当混匀, 随后加入10 μL人工合

成的caspase 3特异底物Ac-DEVD-pNA (2 mmol/L),
总体积为100 μL。充分混匀后, 37℃培养箱中孵育

60—120min。发现颜色变化较明显时迅速用酶标

仪测定A405。颜色变化不明显时, 孵育时间可适当

延长。样品中caspase 3催化生成的pNA产生的吸光

度为待测样品A405减去空白对照A405。一个酶活力

单位定义为当底物饱和时, 在37℃一个小时内可以

剪切1 nmol Ac-DEVD-pNA产生1 nmol pNA的

caspase 3的酶量。计算出样品中所含有的caspase
3酶活力单位。

统计分析        Real-time PCR数据用Origin6.1
软件中T-test方法来分析差异显著性。当P<0.05时
认为差异性显著, 当P<0.01时认为差异性极显著。
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2    结果

2.1    低氧对斑马鱼ZF4细胞ho1基因表达的影响

用低氧(1% O2)处理ZF4细胞24h、48h和72h,
然后利用Real-time PCR检测ZF4细胞ho1 mRNA的

表达水平。结果如图 1所示, 低氧可显著诱导ho1基
因的转录, ho1 mRNA的相对表达量在低氧处理

24h后显著升高。

2.2    低氧对斑马鱼胚胎和成鱼ho1基因表达的影

响

用低氧(5% O2)处理斑马鱼胚胎, 在低氧处理

不同时间后进行取样, 然后Real-time PCR的方法检

测低氧处理前后斑马鱼胚胎ho1 mRNA的表达水

平。结果如图  2a所示 ,  低氧处理后斑马鱼胚胎

ho1基因的表达量均有不同程度的增加, 从低氧处

理24h开始常氧组和低氧组差异显著。用低氧处理

斑马鱼成鱼, 检测低氧处理前后ho1 mRNA在组织

中的表达变化。结果表明(图 2b), 经低氧处理后,
斑马鱼ho1基因在脑、肝、鳃、肠、肌肉等组织中

表达量显著增加, 而在心脏和肾脏中表达量显著降

低, 在性腺中表达量的变化不显著。

2.3    低氧条件下抑制ho1表达对斑马鱼ZF4细胞活

力的影响

用不同浓度的ho1抑制剂ZnPPIX抑制ZF4细胞

ho1的表达, 然后检测低氧条件下ZF4细胞的活力。

结果如图 3所示, ZnPPIX处理可显著降低低氧条件

下ZF4细胞的生存活力, 并且这种作用具有浓度依

赖性, 随着ZnPPIX浓度的升高, ZF4细胞的生存活

力逐渐下降。与对照组(0 ZnPPIX)比较, 5、10、
15、20 μmol/L ZnPPIX处理组ZF4细胞的细胞活

力依次为对照组的93.75%、77.92%、62.5%和

45.83%。

用不同浓度的Ho1诱导剂血红素(Hemin)诱导

抑制组ZF4细胞ho1的表达, 然后检测低氧条件下

ZF4细胞的活力。结果如图 4所示, 10和20 μmol/L
的Hemin可以部分回复10 μmol/L ZnPPIX抑制ho1
表达后低氧对ZF4造成的活力损伤。Hemin的这种

回复作用存在明显的剂量效应关系。在低氧条件

下, 当10 μmol/L ZnPPIX单独作用时, ZF4细胞的细

胞活力仅为对照组的79.59%。当Hemin浓度为5 μmol/L
时, ZF4细胞的细胞活力为对照组的82.28%, 并未观

察到明显的回复作用。当Hemin浓度达到10 μmol/L
时, 细胞活力上升到对照组的96.94%, 与ZnPPIX单

独处理组相比具有显著差异。当Hemin浓度为

20 μmol/L时, 细胞活力回复到对照组水平。

2.4    低氧条件下抑制ho1表达对斑马鱼ZF4细胞凋

亡的影响

将ZF4细胞随机分成4组 ,  常氧组、低氧组、

ZnPPIX+低氧组、ZnPPIX+Hemin+低氧组。除常

氧组外, 其余3组均用低氧处理48h, 然后利用光学

 
图 1   Real-time PCR检测低氧条件下斑马鱼ZF4细胞ho1基因的

表达(*代表P<0.05)
Fig. 1   The effect of hypoxia on ho1 gene expression in ZF4 cells

图 2    ho1 mRNA在低氧处理斑马鱼胚胎(a)和成鱼组织(b)中的表达图式(*代表P<0.05)
Fig. 2    Effects of hypoxia on ho1 mRNA level in zebrafish embryos (a) and various tissues of zebrafish adult (b)
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显微镜观察各组的细胞形态。结果如图 5a所示, 常
氧组ZF4细胞生长状态良好, 细胞大小形态一致, 密
度均一, 呈长梭形, 贴壁紧密。低氧组细胞逐渐变

圆, 密度明显下降, 少数细胞漂浮死亡。ZnPPIX+
低氧组在低氧处理后, 细胞密度急剧下降, 大片脱

落, 结团、破碎。而ZnPPIX+Hemin+低氧组, 无论

是在细胞数目还是在细胞形态上都得到了显著回

复。结果表明, 在低氧条件下抑制ho1的表达会诱

导ZF4细胞的大量死亡, Ho1对低氧条件下的ZF4细
胞具有保护作用。

用Hoechst染色法检测各组的细胞凋亡情况,
结果如图 5a所示, 常氧组细胞核形态完整, 呈椭圆

形, 颜色均一, 为深蓝色。低氧处理组部分细胞出

现凋亡特征。而ZnPPIX+低氧处理组, 大部分细胞

都呈现凋亡状态, 细胞核致密浓染, 或者破碎呈凋

亡小体。ZnPPIX+Hemin+低氧处理组细胞出现凋

 
图 3   不同浓度ZnPPIX诱导下ZF4细胞在低氧处理后的细胞活

力(*代表P<0.05, **代表P<0.01)
Fig. 3   Viability of ZF4 cells after exposure to hypoxia with
different doses of ZnPPIX

 
图 4   ZnPPIX和Hemin共同作用对低氧条件下ZF4细胞活力的

影响(**代表P<0.01)
Fig. 4   Coeffect of ZnPPIX and Hemin on the viability of ZF4
cells under hypoxia

 
图 5   低氧条件下抑制ho1表达后斑马鱼ZF4细胞的凋亡情况

Fig. 5   Detection of apoptosis in ZF4 cells treated with Ho1
inhibitor under hypoxia

A. Hoechst染色; B. Caspase 3 活性检测

A. Hoechst staining; B. Detection of caspase 3 activity
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亡特征的数量较ZnPPIX+低氧处理组显著减少。

用试剂盒检测caspase 3活性, 结果如图 5b所示,
ZnPPIX+低氧组的caspase 3活性显著高于其他各

组, 在添加Hemin之后, caspase 3活性得到一定程度

的回复。这些结果表明Ho1可通过抗细胞凋亡来增

强ZF4细胞的低氧耐受力。

3    讨论

已有的研究表明, 斑马鱼Ho1可参与一系列氧

化应激反应。多种重金属和持续有机污染物存在

的情况下成年斑马鱼Ho1的活性明显增强
[18, 19]

。斑

马鱼早期胚胎ho1基因也对多种化合物表现出高度

的敏感性
[19, 20]

。用乙酰氨基酚诱导斑马鱼肝损伤

后, ho1的表达量会急剧上升
[21]

。因此Ho1被认为可

以作为指示水体污染程度的生物标志物。但目前

尚未见到斑马鱼Ho1参与低氧应答的研究。本研究

首先采用Real-time PCR技术分析了ho1基因在斑马

鱼低氧应答中的表达特征, 然后探讨了ho1基因在

斑马鱼低氧应答中的保护作用。研究发现, 斑马鱼

ho1在低氧条件下表达量显著上升, 可通过抗细胞

凋亡发挥低氧保护作用。

3.1    斑马鱼ho1在低氧条件下的表达特征分析

人和脊椎动物的血红素加氧酶1对低氧的应答

具有细胞特异性和种间差异。研究发现, 低氧处理

后人脐静脉上皮细胞、人星形胶质细胞和人冠状

动脉上皮细胞血红素加氧酶1 mRNA的表达水平显

著降低, 而人肺A549细胞、人真皮纤维原细胞血红

素加氧酶1 mRNA的表达水平显著升高
[22, 23]

。用低

氧处理离体培养的人滋养细胞, 细胞滋养层细胞的

血红素加氧酶1蛋白表达较常氧无显著变化, 而合

体滋养层细胞的血红素加氧酶1蛋白水平在处理

12h后较常氧组显著降低
[24]

。而在小鼠中, 无论是

活体的心脏、肝脏, 还是离体培养细胞, 低氧处理

均可诱导其血红素加氧酶1的表达
[25]

。而且小鼠心

脏和肝脏中的血红素加氧酶1 mRNA含量在低氧处

理期间呈现动态的变化。小鼠心脏中的血红素加

氧酶1 mRNA含量在低氧处理5d后显著增加, 在
28d达到最高水平。小鼠肝中的血红素加氧酶1
mRNA水平在低氧处理1d后显著增加, 在第5天的

时候回复到正常水平, 在21d的时候达到最大值
[26]

。

在本研究中, 低氧处理后斑马鱼离体培养细胞和胚

胎中ho1 mRNA的水平显著增加, 并且随着暴露时

间的延长也呈现动态的变化。而斑马鱼成鱼中ho1
mRNA表达的变化与器官类型有关。在低氧处理

24h后, 斑马鱼脑、鳃和肝脏中ho1 mRNA表达量明

显上升, 而在心脏和肾脏中ho1 mRNA表达量显著

降低。这些结果表明, 低氧可能通过不同的方式影

响不同类型的细胞, 斑马鱼Ho1对低氧的应答依赖

于细胞/器官类型和暴露时间。

3.2    斑马鱼ho1在低氧应答过程中的功能分析

进一步对斑马鱼Ho1在低氧应答中的功能进行

分析, 发现抑制ho1表达使在低氧条件下培养的斑

马鱼细胞生活力显著降低, 而ho1的诱导剂则可以

回复低氧条件下因ho1表达抑制所增强的细胞损伤,
这一结果表明斑马鱼Ho1可发挥低氧保护作用。这

与相关的研究结果相一致。在低温低氧条件下, 金
鱼Ho1在鳃化学感应神经上皮细胞(NECs)中的表

达量增加、酶活性增强, 从而调节金鱼在低氧条件

下的呼吸频率
[27]

。低氧可诱导鲫鱼囊胚细胞ho1
mRNA的大量表达, 稳定转染ho1的鲫囊胚细胞对

低氧的耐受力显著增加
[28, 29]

。高温低氧和低温低

氧均可诱导人肝细胞中血红素加氧酶1的表达, 从
而保护细胞, 避免产生炎性反应

[30]
。人血红素加氧

酶1通过PI3K/Akt/Nrf2信号途径保护H9c2心肌细

胞、C6神经胶质细胞免受缺氧/复氧诱导的细胞凋

亡
[31—33]

。小鼠恶性肿瘤T细胞血红素加氧酶1大量

表达, 保护细胞免受低氧诱导的细胞压力
[34]

。小鼠

血红素加氧酶1也可以通过抗氧化和抗凋亡作用减

轻小鼠缺血/再灌注造成的肾损伤, 增加超氧化物

歧化酶的水平, 降低细胞凋亡率
[35]
。

关于低氧条件下血红素加氧酶1的作用机制,
目前研究发现血红素加氧酶1可以通过降解血红素

所获得的产物发挥细胞保护作用。低氧处理后人

肝细胞的血红素加氧酶1蛋白水平和酶活性上升,
胆红素含量增加

[30], 而胆红素可作为抗氧化剂有效

清除缺氧条件下产生的氧自由基, 防止细胞脂质层

过氧化。此外, 低氧处理的小鼠, 无论是活体还是

离体培养的心肌细胞, 其一氧化碳(CO)的含量均较

对照组显著增加。机体内源性CO主要由血红素加

氧酶降解血红素生成。低氧处理期间小鼠动脉血

中CO的含量变化与血红素加氧酶1在肝中含量的

变化相吻合
[28, 29]

。而血红素降解产生的CO可通过

环鸟苷酸(cGMP)发挥信号传导、舒张血管、抗炎

和抗细胞凋亡作用。另有研究发现, 小鼠血红素加

氧酶1在低氧条件下还可发生核转位现象, 激活AP-
2、Brn3和CBF等转录因子的表达, 继而增强细胞

的抗氧化能力
[36]

。在本研究中, 抑制ho1表达使斑

马鱼在低氧条件下离体培养细胞的凋亡率显著升

高, 表明斑马鱼Ho1也可以通过抑制细胞凋亡来增

强细胞的低氧耐受力, 其具体作用机制还有待进一

步研究。

总之, 斑马鱼ho1是一个低氧诱导基因, 可通过
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抑制细胞凋亡来增强细胞的低氧耐受能力。但目

前ho1在斑马鱼低氧适应中的作用机制尚不清楚。

本研究为进一步探讨ho1影响斑马鱼低氧耐受能力

的分子机制奠定了基础。
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STUDIES ON THE PROTECTIVE ROLE OF ZEBRAFISH HO1
IN RESPONSE TO HYPOXIA

LI Yan-Li1, XU Gong-Yu1, XIAO Jin-Wen1, LI Zhi2, ZHAO Hao-Bin1, ZHOU Qin-Chun1, GUI Jian-Fang2 and
ZHONG Xue-Ping1

(1. Hubei Key Laboratory of Genetic Regulation and Integrative Biology, School of Life Sciences, Huazhong Normal University,
Wuhan 430079, China; 2. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese

Academy of Sciences, Wuhan 430072, China)

Abstract: Heme oxygenase 1 (Ho1) is the rate-limiting enzyme in the degradation of heme into biliverdin, carbon
monoxide and free divalent iron. Abnormal expression of ho1 gene is associated with the development and progression
of various human diseases, while functions of zebrafish Ho1 under hypoxia stress remain largely unknown. This study
explored the protection role of zebrafish Ho1 during hypoxia exposure. The results showed that hypoxia significantly
induced zebrafish ho1 mRNA in ZF4 cells, embryos, brain, gill, and liver but significantly decreased it in heart and kid-
ney after 24h hypoxic exposure. Ho1 inhibition by ZnPPIX decreased ZF4 cell viability under hypoxia stress, enhanced
Ho1 activity protected ZF4 cell from hypoxia stress-induced cell death. These results showed that Ho1 may protect
zebrafish from hypoxia-induced cell apoptosis.

Key words: Zebrafish; Heme oxygenase 1; Hypoxia; Cell viability; Cell apoptosis
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