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大豆和豆粕水提物致草鱼原代肝细胞损伤作用的研究

郁    浓    石瑶瑶    叶元土
(苏州大学基础医学与生物科学学院, 水产动物营养与饲料省重点实验室, 苏州 215123)

摘要: 为了探讨大豆和豆粕对肝细胞是否具有损伤作用及其作用机制, 以大豆水提物(Soybean aqueous extract,
SAE)和豆粕水提物(Soybean meal aqueous extract, SMAE)为实验材料, 以草鱼(Ctenopharyngodon idella)离体

培养的原代肝细胞为试验对象, SAE和SMAE分别以终浓度为0、0.5、5.0和10.0 mg/mL加入到细胞培养液

中。采用CCK-8法检测细胞活力, 电子显微镜观察细胞超微结构, Hoechst 33285染色观察细胞核形态, 检测细

胞培养液中乳酸脱氢酶(LDH)和丙二醛(MDA)的含量, 检测细胞内超氧化物歧化酶(SOD)和还原性谷胱甘肽

(GSH)的活性, 流式细胞仪检测细胞凋亡率、线粒体膜电位(MMP)及活性氧(ROS)。利用转录组技术分析对

照组、SAE组(5.0 mg/mL)和SMAE组(5.0 mg/mL)肝细胞差异表达基因(Differentially expressed genes, DEGs)
及其富集的相关通路。结果表明, 随着水提物浓度的升高, 肝细胞活力逐渐下降, 有明显的剂量效应关系(P<
0.05)。在相同浓度下, SAE组细胞相对活力小于SMAE组。肝细胞超微结构可见染色质沿核膜的环状凝结、

稀疏的光密度、线粒体肿胀和数量的减少、脂滴堆积等。与对照组相比, 细胞培养液中LDH和MDA含量显

著升高, 细胞内抗氧化酶活性具有极显著差异(P<0.01)。SAE和SMAE能够降低MMP, 增加细胞内ROS, 并诱

导肝细胞凋亡。转录组结果显示, 肝细胞DEGs主要有氧化应激、免疫应答、甘油三酯代谢、氨基酸代谢、

信号转导通路及转录因子调控等。SAE和SMAE通过线粒体依赖途径诱导草鱼原代肝细胞损伤和凋亡, 且
SAE与SMAE表现出相同的损伤作用结果。
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大豆具有蛋白含量高、消化率高和氨基酸结

构相对平衡等营养优点, 被广泛应用于水产饲料

中。然而, 大豆含有干扰鱼体健康状况的化学物
[1],

目前这些物质被归为抗营养因子。豆粕是大豆经

浸提或预压浸提制油工艺的副产物, 脱溶和烘烤等

处理可以部分去除一些热不稳定抗营养因子, 如胰

蛋白酶抑制剂、凝集素和致甲状腺肿因子等
[2], 已

经有学者以豆粕基础日粮饲喂水产动物, 不仅会引

起肠炎性疾病
[3], 而且会导致肝脏组织病变和生理

异常。例如, 在石首鱼的研究中证实了当日粮豆粕

水平在44%以上时, 肝脏细胞核发生了偏移, 出现

大量的脂质空泡
[4]; 45%豆粕替代鱼粉能够破坏大

黄鱼肝脏组织结构
[5]; 16%豆粕替代鱼粉使凡纳滨

对虾过度应激造成肝胰腺受损
[6]; 我们实验室进行

了不同比例豆粕含量日粮对草鱼肝胰脏结构与功

能影响试验, 结果表明在日粮中添加60%豆粕能够

引起草鱼肝胰脏代偿性增大
[7], 肝胰脏的蛋白酶活

力显著下降
[8]
。这种异常是由一种或几种抗营养因

子, 例如皂甙、植物甾醇、寡糖和/或其他不明成

分引起的
[9—12]

。目前文献报道主要是引起肠炎机

制, 其毒性成分种类尚不明确, 肝毒性作用与抗营

养因子是否具有相关性有待研究。

肝脏作为鱼类具代谢活性重要器官, 在营养物

质的合成、转运、储存及外源物质的代谢等方面

发挥重要作用
[13, 14]

。采用体外培养草鱼原代肝脏

细胞, 能够使代谢酶保持较高水平, 表现出完整的

特异性功能, 是研究肝脏细胞体外代谢水平的较好

模型
[15]

。在机体受到某些因子刺激时, 鱼体内过量
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的氧化物积累会对核酸、蛋白质组分和生物膜等

重要大分子造成损伤
[16]

。线粒体被认为是产生活

性氧的主要部位, 线粒体中过量的活性氧能够引起

氧化应激, 增强细胞抗氧化系统的活性, 造成线粒

体损伤, 甚至引起细胞凋亡
[17]

。营养物质作为一种

信号, 肝细胞通过调节基因表达来改变代谢途径,
使其达到稳态, 基因组学利用高通量方法研究肝脏

的生理反应和植物性膳食成分适应性反应
[18]
。

本文利用草鱼肝脏分离的原代肝细胞为试验

对象, 以大豆和豆粕的水提物为实验材料。在离体

培养的肝细胞中定量加入不同剂量的水提物, 研究

水提物对肝细胞活力和超微结构等的影响, 探讨大

豆和豆粕水提物对肝细胞的损伤作用。采用RNA-
seq测序技术, 考察对肝细胞全基因表达谱的影响,
阐明损伤作用的位点和机制等, 不仅提高了我们对

鱼类肝细胞结构、代谢和免疫功能等方面的基本

认识, 而且为修饰、消除或调节这些反应提供了潜

在的靶点。

1    材料与方法

1.1    主要试剂与仪器

M199培养基(Hyclone, 美国)、胎牛血清(Gibco,
美国)、胰蛋白酶(Gibco, 美国)、CCK-8(同仁化学,
日本)、乳酸脱氢酶(Lactate dehydrogenase, LDH)、
丙二醛(Malondialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、还原性谷胱甘肽

(Glutathione, GSH)、线粒体膜电位检测试剂盒(南
京建成)、Hoechst 33258染色液、活性氧(Reactive
oxygen species, ROS)、可溶性糖试剂盒(碧云天)、
Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒(联科生物)、
CO2培养箱(HF 90/HF 240, Heal Force)、低速离心

机、低速恒温振荡器、酶标仪(Gene Company Li-
mited)、流式细胞仪(Beckman Coulter, 美国)、电

子显微镜(型号: 120 kv HT-7700, 日立)。
1.2    SAE、SMAE的制备和成分分析

为了除去大豆中热敏感抗营养因子和脲酶对

试验的影响, 模拟豆粕加工时温度
[19], 故采用高温

干热法去除脲酶, pH增值法进行检测脲酶活力, 当
∆pH<0.3时符合巴西豆粕质量指标。将热处理后的

巴西大豆和同一批次巴西豆大豆生产的豆粕(均购

于张家港中粮集团)粉碎并过60目筛, 分别称取等

量豆粕和大豆, 均以1﹕6(w/v)的比例加入蒸馏水, 在
4℃冰箱中浸提24h, 不断进行搅拌; 真空抽滤后得

到滤液, 冷冻干燥后得到水提物冻干粉, 将其置于

–80℃保存以备后续使用。对冻干粉进行成分分析,
测定其得率、水分、蛋白质、脂肪、灰分、可溶

性糖及小肽含量。水分是105℃烘干至恒重下测定

的。蛋白质含量测定采用凯氏定氮法(GB/T 6432-
2018); 石油醚索式抽提24h后, 测定粗脂肪含量

(GB/T 6433-2006); 气相色谱法对脂肪酸组成及含

量进行测定; 550℃灼烧测定灰分含量; 高效液相色

谱法(GB/T 22729-2008)测定肽组成和含量; 可溶性

糖含量测定参照南京建成生物工程学院试剂盒说

明书, 成分分析结果见表 1。对大豆和豆粕冻干后

的水提物进行了称重, 冻干前后干物质的浸出率分

别为23.19%和18.86%。SAE和SMAE中存在的主

要化合物是蛋白、碳水化合物和灰分, 2种样品在

可溶性糖、蛋白和肽含量的相对含量上存在差异。

1.3    实验鱼的管理

实验草鱼平均体重为(15.0±5.0) g, 来自于苏州

市吴江区水产技术推广站试验场, 为一冬龄鱼种。

为了保障试验草鱼的生理健康, 将试验用草鱼暂养

于苏州大学鱼类室内循环养殖系统中, 至少养殖

2周以上, 每天投喂1次32%蛋白质和8%脂肪含量的

表 1   SAE和SMAE的组成成分和小肽含量(g/100 g干物质)
Tab. 1   Chemical compositions and peptides content of SAE and
SMAE (g/100 g dry matter)

成分Ingredient
(g/100 g) SAE SMAE

水分Water 0.51 0.61
粗蛋白Crude protein 34.44±3.17 22.16±0.63
粗脂肪Crude lipid   0.55±0.28   0.16±0.07
粗灰分Crude ash 10.10±0.19 14.55±0.07
可溶性糖Soluble
sugar 51.72±2.62 37.73±2.76

酸溶蛋白Acid-
soluble proteina   2.68±0.42   5.76±0.82

小肽含量Small
peptidesb (g/100 g干物质

c, g/100 g酸溶蛋白
d)

>10000 Da 0.20 (7.28)  0.23 (4.05)  

10000—5000 Da 0.22 (8.12)  0.26 (4.57)  

5000—2000 Da 0.27 (10.03) 0.31 (5.44)  

2000—500 Da 0.07 (2.48)  0.18 (3.10)  

500—180 Da 0.48 (17.97) 1.18 (20.43)
<180 Da 1.44 (53.72) 3.59 (62.33)

注: a. 来自江南大学分析测试中心(无锡), 采用凯氏定氮法

(GB/T  22729-2008)测定; b.  来自江南大学(无锡)分析检测中心,
采用高效液相色谱法(GB/T  22729-2008)测定; c.  按面积归一化

法计算×酸溶蛋白含量(g/100 g干物质); d. 面积归一化方法的百

分比(g/100 g酸溶蛋白)
Note:  a.  Analysed  from  Analysis  and  Testing  Center  of

Jiangnan  University  (Wuxi,  China)  and  determined  by  the
Kjeldahl  method (GB/T 22729-2008);  b.  Analysed from Analysis
and  Testing  Center  of  Jiangnan  University  (Wuxi,  China)  and
determined by the HPLC (GB/T 22729-2008); c. Calculated by the
percentage  of  the  area  normalized  method  ×  acid  soluble  protein
content (g/100 g dry matter); d. Percentage of the area normalized
method (g/100 g acid soluble protein)
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草鱼膨化料, 养殖水体温度为(24.0±5.0)℃, 溶氧为

(5.0±0.5) mg/L。
1.4    草鱼原代肝细胞的分离和培养

参考秦洁等
[20]

的组织块酶解法, 将实验草鱼浸

泡在0.01%高锰酸钾溶液中30min, 用75%的酒精擦

拭体表, 放入超净工作台中, 取出肝脏组织, 用预冷

的D-Hanks试剂清洗, 将组织块剪切成1 mm3
大小,

加入3倍体积的0.25%胰酶放入振荡培养箱中低速

振荡消化15min, 用70 μm细胞滤膜过滤组织块, 1000 r/
min离心1min, 去除上清液。加入D-Hanks液和红细

胞裂解液(1﹕3)混合液以去除红细胞, 再进行离心

(1000 r/min, 4min)去除上清液, 轻洗2次离心后得到

肝细胞, 用台盼蓝对细胞进行染色检测, 活细胞的

存活率>85%时进行后续试验。用M199培养基(15%
胎牛血清、青霉素100 IU/mL、链霉素100 μg/mL
和两性霉素0.25 μg/mL)重悬细胞进行计数, 调整细

胞浓度后置于27℃、4.5% CO2的培养箱培养。

1.5    不同浓度水提物对草鱼原代肝细胞活力的影响

将上述方法获得的原代肝细胞(4×105
个/孔)接

种到96孔板中 ,  每孔100 μL。在培养24h后 ,  将
SAE和SMAE用含5%胎牛血清的培养基稀释成不

同浓度, 使SAE和SMAE在细胞培养液中的终浓度

分别为0、0.5、2.5、5.0和10.0 mg/mL, 每个浓度至

少设置6个复孔, 在培养箱中继续培养24h。采用

CCK-8微板比色法检测细胞活力。方法为每孔加

入10 μL CCK-8溶液, 培养箱孵育2h, 在450 nm波长

下检测吸光度(OD值)。
1.6    透射电子显微镜检测细胞超微结构变化

收集对照组和5.0 mg/mL SAE、SMAE 组细胞

数量为6×106
个, PBS洗2遍, 弃上清, 用2.5%戊二醛

作前固定, 1%锇酸作后固定, 梯度乙醇脱水后氧化

丙烯浸透、环氧树脂包埋、制超薄切片, 切片在

200目铜网上收集, 干燥24h, 用醋酸铀酰和柠檬酸

铅双重染色, 在透射电镜下观察超微结构改变。

1.7    Hoechst 33285染色

Hoechst 33285是一种可以穿透细胞膜的非嵌

入性荧光染料, 在染色体AT序列富集区域的小沟

处与DNA结合, 在紫外光激发下可以发出亮蓝色荧

光
[21]

。为了进一步观察细胞的凋亡特征, 使用荧光

显微镜观察Hoechst 33258试剂染色后的细胞核形

态。方法为PBS清洗细胞2遍, 在4%多聚甲醛固定

后添加100 μL的 Hoechst 33258试剂, 避光孵育30min。
PBS洗涤3次去除背景色, 在荧光倒置显微镜检测

并拍照。

1.8    肝细胞相关抗氧化酶的检测

采用微板法测定上清中LDH活力, 450 nm波长

下多功能酶标仪测定吸光光度值。采用可见分光

光度计法检测上清中MDA的含量, 细胞内SOD和

GSH按南京建成细胞专用试剂盒说明书处理, 分别

在酶标仪450和405 nm处检测OD值。

1.9    Annexin V/PI双染检测细胞凋亡

肝细胞在含SAE和SMAE的培养基继续培养24h
后, 收集板中所有细胞, 清洗后加入195 μL Annexin
V-FITC轻轻重悬细胞, 依次加入5 μL Annexin V-
FITC、10 μL PI染色液, 轻轻混匀。避光孵育15min
后置于冰浴中, 用流式细胞仪进行检测细胞凋亡百

分比。统计每个样本中超过10000个细胞, 定量分

析细胞凋亡率。

1.10    线粒体膜电位(MMP)检测

收集细胞重悬于0.5 mL细胞培养液中, 加入0.5 mL
JC-1染色工作液, 颠倒多次混匀, 在27℃培养箱中

孵育40min。染色结束后沉淀细胞, 用JC-1染色缓

冲液洗涤2次, 重悬后用流式细胞仪进行分析。

1.11    ROS检测

加入荧光探针DCFH-DA于培养基中, 浓度为

10 μmol/L, 27℃孵育细胞30min, 用胰酶消化细胞,
加入培养基终止消化制成细胞悬液, 1000×g离心

5min收集细胞, 用PBS洗涤2次, 再次离心收集细胞

进行上机检测。

1.12    转录组分析

基于以上结果, 转录本选用的是对照组、5.0 mg/
mL浓度下的 SAE组和SMAE组细胞进行分析。RNA
的质量、完整性和纯度采用琼脂糖凝胶电泳法和

分光光度计法。由上海美吉生物医药科技有限公

司进行RNA-seq测序, 采用 Illumina HiSeq测序平台

完成转录组测序, 构建Illumina PE文库(**bp)进行

2×150 bp测序, 对获得的测序数据进行质量控制,
利用生物信息学手段对转录组数据进行分析。

1.13    数据处理和分析

所有值均以至少3个批次独立实验的平均

值±标准差表示。实验用SPSS 22.0统计分析软件

进行单因子方差分析(One-way ANOVA), 组间差异

显著性用Duncan氏多重比较进行分析(Duncan’s
multiple range test)。用GraphPad软件(GraphPad
Prism 6.0)进行统计检验和图形绘制。P<0.05表示

显著差异, P<0.01表示极显著差异。

2    结果

2.1    SAE和SMAE对草鱼原代肝细胞活力的影响

如图  1所示 ,  在细胞培养液中加入SAE和

SMAE后, 细胞相对活力下降。0.5和2.5 mg/mL浓
度下的 SAE和SMAE组细胞相对活力与空白对照
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组相比无显著性差异。5.0和10.0 mg/mL的 SAE剂
量组相对细胞活力与浓度呈现负相关, 细胞活力分

别为(78.10±8.57)%和(65.97±7.35)%, 与对照组相比

具有极显著差异(P<0.01)。与之相同, 同剂量的

SMAE组细胞相对活力分别为 (86.35±7.17)%和

(80.26±7.08)%。

2.2    肝细胞超微结构变化

如图 2所示, 正常组肝细胞核呈现圆形或椭圆

形, 双层膜结构清晰可见, 核仁位于核中央, 大而清

晰, 细胞质均匀分布, 胞质内细胞器和内含物丰富,
线粒体特别发达, 呈圆球形、椭圆形、弯月形、球

杆状或长杆状, 内有清晰的细管状嵴, 粗面内质网,
常呈层状排列, 膜表面有核糖体分布(图 2A和2B)。
相比之下, SAE组(5.0 mg/mL)细胞的内质网与线粒

体数量减少, 且肿胀现象明显。肝细胞内聚集了大

小不一的大脂滴(图 2C和2D)。SMAE组(5.0 mg/mL)
细胞超微结构发生了改变, 包括核染色质沿核膜的

环状凝结、稀疏的光密度、胞质、线粒体肿胀和

数量的减少、内质网的肿胀(图 2E和2F)。上述结

果表明, SAE和SMAE均能导致肝细胞微观结果的

显著性改变, 主要的变化在细胞核和线粒体的微观

结构。

2.3    Hoechst 333258染色

选用5.0 mg/mL浓度组的 SAE和SMAE组肝细

胞被Hoechst 33258染色, 如图 3所示, 荧光显微镜下

可见对照组细胞大小一致, 形状为圆形, 且亮度均

一。经水提物培养后的细胞蓝色荧光强度减弱, 核
缩小, 形态不规则, 边缘模糊, 可见少量的核碎片,
染色不均匀(染色质凝集), 染色质边缘化等形态变化。

2.4    SAE、SMAE对草鱼原代肝细胞抗氧化相关

酶活力的影响

图 4A显示的是细胞上清液LDH含量的变化,

可作为评价细胞损伤的指标。0.5 mg/mL浓度下的

SAE组和0.5、2.5 mg/mL浓度下的SMAE组细胞上

清液中LDH含量较低, 与对照组相比无显著性差

异, 2.5 mg/mL SAE组细胞外液LDH与对照组相比

有显著性差异(P<0.05), 在两组高剂量浓度(5.0和
10.0 mg/mL)下, 细胞释放到培养液中的LDH含量

与对照组相比差异极显著(P<0.01)。如图 4B所示,
两组细胞上清液的MDA含量趋势呈现上升状态

(P<0.01)。如图 4C和4D所示, 与对照组相比, 当
SAE和SMAE添加量为5.0和10.0 mg/mL时, 还原型

谷胱甘肽(GSH)含量差异极显著(P<0.01), 且SOD
活性与对照组相比均有显著差异(P<0.01)。在同浓

度下, SAE组细胞上清液中LDH和MDA含量高于

SMAE组, 抗氧化酶活力低于SMAE组。

细
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图 1   CCK-8法检测相对细胞活力

Fig. 1   Primary hepatocytes viability assessed by CCK-8 assay
与对照组相比(n≥6), *P<0.05, **P<0.01

Compared with the control group (n≥6), *P<0.05, **P<0.01
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图 2   肝细胞超微结构观察

Fig. 2   Ultrastructural observation of Hepatocytes
A和B. 对照组肝细胞超微结构; C和D. 5.0 mg/mL SAE处理组

细胞; E和F. 5.0 mg/mL SMAE处理组细胞; Nu. 细胞核; Np. 核
孔; Ne. 核膜; Mi. 线粒体; ER. 内质网; g. 糖原颗粒; L. 脂滴, 标
尺: A、C和E, 2.0 μm; B、D和E, 500 nm
A and B. Normal control group; C and D. group treated with SAE
(5.0 mg/mL); E and F. group treated with SMAE (5.0 mg/mL);
Nu. Nucleus; Np. Nucleopore; Ne. Nuclear envelope; Mi. Mitochondria;
ER. Endoplasmic reticulum; g. Glycogen granules; L. Lipid Droplet.
Scale bars: A, C and E, 2.0 μm; B, D and E, 500 nm
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2.5    SAE和SMAE诱导肝细胞凋亡

对细胞凋亡分析结果如图 5所示, 随着水提物

浓度的升高 ,  细胞早期凋亡率升高。低剂量组

(0.5和2.5 mg/mL)与对照组的凋亡比没有显著性差

异, 5.0和10.0 mg/mL浓度SAE组凋亡率为(22.55±
4.35)%和(55.03±2.76)%, SMAE组的凋亡率分别为

(32.67±5.79)%和(37.11±8.57)%, 均与对照组相比有

极显著差异(P<0.01)。该实验结果表明, 水提物继

续培养24h会诱导草鱼的肝脏细胞发生凋亡, 凋亡

细胞数量呈剂量依赖性增加。

2.6    SAE和SMAE诱导肝细胞线粒体损伤

流式细胞术检测结果显示(表 2), 实验组细胞

内平均荧光强度显著高于对照组(P<0.01), SAE和
SMAE (5.0和10.0 mg/mL)培养肝细胞24h后, 可升

高细胞内ROS水平。线粒体通过内在途径在细胞

凋亡中发挥关键作用, 细胞膜电位的改变是诱导细

胞凋亡的关键, 与对照组相比, SAE组(2.5、5.0和
10.0 mg/mL)和SMAE组(5.0和10.0 mg/mL) MMP较
对照组有不同程度的下降(P<0.05, 表 3)。
2.7    基因差异表达和通路分析

对照(Con)组、5.0 mg/mL浓度下的 SAE组和

SMAE 组细胞培养24h后肝细胞转录组中对照组和

处理组分别采用TPM(Transcripts Per Million reads)
计算方法计算各个基因表达量, 默认参数: p-adjust<
0.05、|log2FC| ≥1, 即具有统计学意义, 对部分DE-
Gs进行整理结果见表 4。如图 6所示, SAE组与

Con组相比共有上调基因337个, 下调基因532个;
SMAE组与Con组相比共有上调基因440个, 下调基

A B C

50 μm 50 μm 50 μm

图 3    Hoechst 333258荧光染色观察细胞核形态变化

Fig. 3    Nuclear morphological changes were observed by hoechst 333258 fluorescent staining
A. 对照组原代肝细胞; B. 5.0 mg/mL SAE处理组细胞; C. 5.0 mg/mL SMAE处理组细胞; 标尺: 50 μm

A. Normal control group; B. Group treated with SAE (5.0 mg/mL); C. Group treated with SMAE (5.0 mg/mL); Scale bars: 50 μm
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图 4    SAE和SMAE对草鱼原代肝细胞抗氧化酶活性的影响

Fig. 4    Effects of SAE and SMAE on antioxidant enzyme activity in primary hepatocytes of grass carp
A. LDH; B. 相对MDA含量; C. GSH; D. SOD, 与对照组相比(n≥3), * P<0.05, ** P<0.01

A. LDH; B. MAD of control; C. GSH; D. SOD. Compared with the control group (n≥3), *P<0.05, **P<0.01
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因1011个。将筛选所得的DEGs分别从生物学过程

(Biological process, BP)、分子功能(Molecular func-
tion, MF)和细胞成分(Cellular component, CC) 三个

层面进行GO功能富集, 并采用KEGG通路分析研究

DEGs可能参与调控的相关信号通路。

由图 7可见, Con组与SAE组相比, 可显著富集
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图 5    SAE和SMAE对草鱼原代肝细胞凋亡的影响

Fig. 5    Effects of SAE and SMAE on the apoptosis of primary hepatocytes in grass carp
A. 图示流式细胞术检测到的Annexin V/PI双染图。左上角(UL)象限表示坏死细胞(Annexin V-/PI+)。右上角(UR)象限表示晚期凋亡

细胞(Annexin V+/PI+)。左下(LL)象限包含活细胞(Annexin V−/PI−)。右下(LR)象限包含早期凋亡细胞(Annexin V+/PI−); B. 使用

SAE或SMAE处理后, 原代肝细胞的凋亡百分比显著增加。与对照组比较, **P<0.01, 进行t检验确定处理组间的显著性差异。数据表

示为平均值±标准差(n=4)
A. Representative dot plots of Annexin V/PI staining detected by flow cytometry are shown. The upper left (UL) quadrant contains the
necrotic (Annexin V−/ PI+) population. The upper right (UR) quadrant contains the late apoptotic (Annexin V+/PI+) population. The lower
left (LL) quadrant contains the live (Annexin V−/PI−) cells. The lower right (LR) quadrant contains the early apoptotic (Annexin V+/PI−)
population; B. Percentage of apoptotic primary hepatocytes was increased significantly when treated with SAE or SMAE. **P<0.01
compared to the control group. Significant differences between treated groups were determined using Students t-test. Values are
mean±standard (n=4)
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TOP15条途径, BP Term包括蛋白水解负调控(Ne-
gative regulation of proteolysis)、水解酶活性的负

调控(Negative regulation of hydrolase activity)、肽

酶活性的负调控(Negative regulation of peptidase
activity)、细胞内脂类代谢(Cellular lipid metabolic
process)和类异戊二烯代谢过程(Isoprenoid metabo-
lic process)等。CC Term主要与细胞外空隙(Extra-
cellular space)有关。所富集到的MF Term主要和肽

酶抑制剂活性(Peptidase inhibitor activity)、肽链内

切酶调节活性(Endopeptidase regulator activity)和肽

酶调节活性(Peptidase regulator activity)有关。Con
组与SMAE组相比, 主要涉及氧化还原过程(Oxida-
tion-reduction process)、催化活性的负调节(Nega-
tive regulation of catalytic activity)、内肽酶活性的

负调控(Negative regulation of endopeptidase acti-

表 2   SAE和SMAE对原代肝细胞活性氧(ROS)形成的影响

Tab. 2   Effects of SAE and SMAE on ROS formation in primary
hepatocytes

组别Group
浓度

Concentration
(mg/mL)

ROS变化 (平均荧光强度)Variation
of ROS (Mean fluorescent intensity)

Control 0 15.667±0.839  

SAE 5.0  31.367±1.060**

10.0 33.867±4.609**

SMAE 5.0  31.200±3.604**

10.0 26.167±3.262**

注: 与对照组相比(n=3), *P< 0.05, **P< 0.01; 下同
Note:  Compared  with  the  control  group  (n=3), *P<0.05,

**P<0.01. The same applies below

表 3   SAE和SMAE对原代肝细胞线粒体膜电位

(MMP) 的影响

Tab. 3   Effects of SAE and SMAE on MMP in primary hepatocytes

组别
Group

浓度Concentration
(mg/mL)

线粒体膜电位Mitochondrial
membrane potential (MMP)

Control 0 18.588±6.399
SAE 0.5  13.764±3.354

2.5  7.498±3.163**

5.0  3.984±1.051**

10.0 1.649±0.099**

SMAE 0.5  15.004±4.378

2.5  9.191±5.920*

5.0  4.977±3.223**

10.0 3.530±2.194**

表 4    差异表达基因列表

Tab. 4    List of differentially expressed genes

基因名称
Gene name 描述Description 调控

Regulate
差异倍数Foldchange 伪检验率FDR
Con vs.

SAE
Con vs.
SMAE

Con vs.
SAE

Con vs.
SMAE

Bcl-2 Bcl-2/adenovirus E1B 19 kD interaction protein XR Down 0.3070 0.1354 3.33E-21 8.12E-38
PDHA Pyruvate dehydrogenase Down 0.4437 0.3140 2.78E-06 2.71E-10

G6PC Glucose-6-phosphatase Down / 0.2739 / 0

GCK Glucokinase Up / 3.2044 / 3.44E-125

ADH Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] Down / 0.3936 / 8.57E-34

AGXT Serine pyruvate aminotransferase Down 0.4660 0.1641 0 0

FBP Fructose-1,6-bisphosphatase 1a Down 0.4497 / 2.03E-27 /

CYP24A1 1,25-dihydroxyvitamin D(3) 24-hydroxylase Down 0.2464 0.0506 6.89E-161 0

CYP4B1 Cytochrome P450 4 Down 0.2681 0.3246 2.10E-159 1.25E-122

CYP4V2 Cytochrome P450, family 4, subfamily V, Polypeptide
8 Down 0.2983 0.2789 4.69E-45 1.36E-50

CYP2K Cytochrome P450, family 2, subfamily K, Polypeptide
16 Down 0.4093 0.2664 7.94E-03 2.18E-04

CYP2U1 Cytochrome P450 2U1 Down 0.3982 0.4588 4.17E-07 9.94E-06

Gpx Glutathione peroxidase Up 2.3244 3.7797 1.04E-30 3.62E-94

SOD3 Extracellular superoxide dismutase Down 0.2156 0.1286 1.92E-03 2.21E-04

TLR1 Toll-like receptor 1 Up 2.7865 4.6627 3.78E-03 1.21E-07

IL12A IL-12 p35 Up 3.8656 2.7233 2.18E-111 6.21E-55

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 Up 2.5599 2.4808 2.85E-11 3.75E-10

CCR9 C-C chemokine receptor type 9 Up 4.7749 11.0313 3.93E-23 5.67E-81
MMP9 Matrix metalloproteinase 9 Up 2.7203 16.8961 6.08E-36 0

注: “/”表示无显著性差异
Note: “/” means no significant difference
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vity)、水解酶活性的负调控(Negative regulation of
hydrolase activity)等BP Term。在CC Term中主要

与细胞外区域部分(Extracellular region part)有关,
在MF Term中, DEGs主要集中在氧化还原酶活性

(Oxidoreductase activity)、酶抑制剂的活性(En-
zyme inhibitor activity)及肽酶调节。

对KEGG通路富集分析, DEGs可显著富集到

20条信号通路。如图 8所示, 影响最大的是补体和

凝血级联, 其次为甾体生物合成、PPAR信号通路、

细胞因子的相互作用、脂肪消化和吸收、甘氨

酸、丝氨酸和苏氨酸代谢、萜类骨架生物合成和

甘油三酯代谢等, 这些通路可能作为SAE引起肝细

胞损伤的发生机制。SMAE组肝细胞显著富集到

30条信号通路, 影响最大的是补体和凝血级联, 其
次是细胞因子的相互作用、甘氨酸、丝氨酸和苏

氨酸代谢、甘油三酯代谢、NF-κB信号通路、

TNF信号通路、谷胱甘肽代谢、糖酵解/糖异生和

细胞色素P450等。这些结果提示, SAE可能更多的

是通过诱导蛋白质与脂质代谢异常, 参与氧化应激

过程, 进一步导致肝细胞炎症和坏死的发生。

3    讨论

3.1    SAE、SMAE诱导原代肝细胞线粒体途径凋亡

肝细胞凋亡是肝损伤和癌变的机制之一。诱

导细胞凋亡的途径很多, 线粒体凋亡途径是脊椎动

物的主要生理凋亡途径
[22]

。线粒体是细胞能量代

谢中心, 线粒体动力学被认为在维持细胞内环境稳

定方面具有重要的生理作用
[23]

。线粒体结构异常

和功能障碍是坏死的基本特性, 伴随着线粒体膜通

透性的改变, MMP的降低, Bcl-2家族中的促凋亡蛋

白成员发生蛋白质的加工修饰, 易位到线粒体的外

膜上, 引发级联反应, 最终触发细胞凋亡
[24]
。

SAE和SMAE 能够诱导肝细胞超微结构改变,
结合Hoechst染色结果, 包括细胞核凝结和核破碎,
光密度稀疏, 线粒体数量减少和肿胀现象明显, 出
现大量脂滴堆积等。SAE和SMAE能降低肝细胞线

粒体膜电位。与对照组相比, 各浓度水平SAE组细

胞MMP水平分别为74.02%、40.34%、21.43%和

9.87%, 而SMAE组中MMP水平仅略有升高。线粒

体内膜的通透性屏障造成ATP合成功能障碍, 影响

细胞活力。糖代谢过程与细胞能量供给密切相关,
在糖酵解过程、三羧酸循环通路中, 葡萄糖激酶

(GCK)表达上调, 丙酮酸脱氢酶基因(PDHA)、果

糖-6-磷酸(G6PC)、乙醇脱氢酶(ADH)、果糖-1, 6-
二磷酸(FBP)、丝氨酸-丙酮酸转移酶(AGXT)表达

受到抑制, 不仅糖的合成、降解受到了阻碍, 而且

能量供应出现障碍。其中AGXT在线粒体和过氧

化物酶体中具有双重代谢调节作用
[25]
。

在大西洋鲑的日粮中豆粕含量的升高会引起

肠上皮细胞凋亡数量增加, 远端肠体指数下降
[10],
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图 6   SAE和SMAE引起原代肝细胞差异表达火山图和各组

DEGs韦恩图

Fig. 6   SAE and SMAE induced differential expression of primary
hepatocytes in volcanic and DEGs Venn diagrams
A. SAE组肝细胞差异表达火山图; B. SMAE组肝细胞差异表达

火山图; C. 两组DEGs韦恩图

A. Volcano map of differential expressed hepatocytes in SAE
group; B. volcano map of differentially expressed hepatocytes in
SMAE group; C. Two groups of DEGs Venn diagram
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及形态学的改变
[26], 同样在Wistar大鼠的研究中发

现, 饲喂过生大豆的鼠小肠黏膜内肠上皮细胞损伤

最高
[27]

。通过流式细胞术检测10.0 mg/mL SAE组
肝细胞凋亡百分比, 达到(55.03±2.76)%, SMAE组
的凋亡百分比达到(37.11±8.57)%, 与对照组相比均

有显著差异(P<0.01), Bcl-2基因显著下调, 表明水提

物能够引起原代肝细胞凋亡。

3.2    SAE和SMAE引起原代肝细胞氧化损伤

ROS是指所有需氧细胞在一系列代谢反应和

各种刺激物作用下产生的副产物
[28]

。线粒体被认

为是ROS产生的主要场所, 这是在有氧条件下内源

性的、连续的生理过程。线粒体呼吸链是由超氧

阴离子歧化产生ROS的主要来源, 同时也是ROS破
坏作用的重要靶点

[29]
。

在本研究中, SAE和SMAE在5.0 mg/mL浓度下

诱导细胞内ROS过量产生, 说明草鱼原代肝细胞表

现出氧化应激。通过对细胞相关酶活力检测发现,
细胞上清液中LDH和MDA水平明显升高, 细胞内

液中抗氧化酶(SOD和GSH)活性明显低于正常对照

组(P<0.01), 反映肝细胞膜损伤, 导致脂质氧化, 抗
氧化酶系统受损, 促进细胞炎性反应。肝细胞转录

组结果显示细胞色素P450相关基因(CYP24A1、
CYP4B1、CYP4V2、CYP2K和CYP2U1)参与外源

性物质的氧化代谢, 参与NADPH依赖的电子传递

途径
[30]

。谷胱甘肽过氧化物酶以还原型谷胱甘肽

为电子供体底物, 催化过氧化氢或有机过氧化物还

原成水或相应的醇
[31], 谷胱甘肽过氧化物酶(Gpx)

基因表达上调, 超氧化物歧化酶(SOD3)基因表达水

平显著下降, 表明SAE和SMAE能致肝细胞氧化损伤。

3.3    豆粕中对肝细胞损伤的物质来自于大豆

豆制品作为重要的膳食蛋白来源, 在人类和动

物中得到了广泛的应用。但是, 大豆中生物活性物

质的高含量使它成为一种需要关注的膳食补充剂
[32]
。

这些物质在鱼类体内不能正常代谢, 可引起一系列

主要与消化生理、健康和代谢相关的作用, 导致肠

黏膜屏障受损, 增加物质对肝脏的通透性, 进而引

起代谢和免疫反应
[33]

。有研究表明, 在30%大豆营

养胁迫下, 通过大西洋鲑的转录组水平发现, 补体

级联反应和肉碱O-棕榈酰转移酶基因显著上调, 通
过合成辅酶A参与脂肪酸的氧化, 肝脏接近酮体状

态, 表明大豆诱导的营养胁迫对鱼类肝脏反应的不

利影响
[18]
。

本研究中转录组结果显示, 对肝细胞影响最大

的是补体和凝血级联反应。白细胞介素IL-12由
p35和p40亚基组成, 促进细胞免疫和炎症反应, 在
本研究中, Toll样受体1(TLR1)基因和IL12A基因表

达上调。当肝细胞受到水提物中危害成分损伤刺

激后, 触发TLR1介导的获得性免疫, 导致大量的炎

症细胞因子产生, 同时伴随着中性粒细胞激活(CX-
CR4和CCR9基因上调), 分泌产生细胞外基质, 基质

金属蛋白酶9 (MMP9)表达上调, 降解细胞外基质,
引起肝细胞免疫反应, 加重肝细胞损伤。这些结果

表明, 豆粕能够对鱼类免疫机能和生理健康产生负

面影响。
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图 7    SAE和SMAE引起原代肝细胞DEGs GO富集分析

Fig. 7    SAE and SMAE caused DEGs GO enrichment in primary hepatocytes
纵坐标表示GO term, 横坐标表示富集的显著性水平。三个颜色表示三大分类, 分别是生物过程(BP)、细胞组分(CC)和分子功能(MF)
The ordinate represents the GO term, and the abscissa represents the significance level of enrichment. The three colors represent the three
major categories: biological processes (BP), cellular components (CC), and molecular function (MF)
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图 8    SAE和SMAE引起原代肝细胞DEGs KEGG富集分析

Fig. 8    SAE and SMAE caused DEGs KEGG enrichment in primary hepatocytes
纵坐标表示pathway名称, 横坐标表示Rich factor(该pathway中富集到的基因/转录本数目与注释基因/转录本数目的比值)。点的大小

表示此pathway中基因个数, 而点的颜色对应于不同的Q value范围

The ordinate represents the pathway name and the abscissa represents the Rich factor (The ratio of Sample number enriched in the pathway
to Background number). The size of the dots indicates the number of genes in the pathway, and the color of the dots corresponds to different
Q value ranges
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Gupta等[34]
研究发现0.4%(w/v)大豆蛋白水解物

(60%肽/氨基酸和20%碳水化合物)能够促进仓鼠卵

巢(CHO)细胞生长。而大豆异黄酮染料木素促进

人和大鼠乳腺上皮细胞和仔猪肝细胞凋亡
[35, 36]

。

大豆凝集素能够降低猪肠柱状上皮细胞整合素的

表达, 从而诱导细胞凋亡
[37]

。有研究表明, 大豆中

的Glyceollins能够通过MMP去极化引起小鼠肝癌

细胞凋亡
[38]

。大豆作为一个复杂的组成系统, 其对

体外培养细胞的影响尚未得到全面的综述。通过

化学成分分析结果显示, SMAE的可溶性糖含量下

降, 小肽含量升高, 这都与加工相关, 在脱脂热处理

的过程中可能发生了一些成分的改变(化学修饰反

应)[39]
。水提物中含有引起草鱼肝细胞氧化损伤的

物质, 且这类物质来自于大豆自身的组成物质。SAE
和SMAE 引起的肝细胞损伤可能有多种途径, 试验

结果表明, ROS介导的线粒体可能是大豆诱导原代

肝细胞氧化应激和凋亡的重要途径之一。

4    结论

本文研究结果表明, 在大豆和豆粕的水提物中

存在有对草鱼原代离体肝细胞损伤的物质, 且豆粕

水提物中损伤物质是来源于大豆而不是大豆生产

豆油和豆粕的过程中。氧化损伤为主要作用方式,
能够影响肝细胞核与线粒体的结构和功能, 损伤作

用的路径为: 对细胞代谢产生干扰, 细胞内ROS增
加、抗氧化能力下降, 细胞核与线粒体结构和功能

改变, 并导致细胞活力显著下降, 最终引起细胞凋

亡。虽然本文分析了部分营养物质成分和含量, 但
具体的损伤物质种类还有待分析和鉴定, 这是一个

更为细致和长期的研究工作。
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OXIDATIVE DAMAGE OF SOYBEAN AQUEOUS EXTRACT AND SOYBEAN
MEAL AQUEOUS EXTRACT TO GRASS CARP (CTENOPHARYNGODON

IDELLUS) PRIMARY HEPATOCYTES

YU Nong, SHI Yao-Yao and YE Yuan-Tu
(School of Biology & Basic Medical Sciences, Suzhou University, Suzhou 215123, China)

Abstract: In order to investigate whether soybean meal and soybean have a damaging effect on hepatocytes and its
mechanism, Soybean aqueous extract (SAE) and Soybean meal aqueous extract (SMAE) were used as the experimental
material for culturing primary hepatocytes of grass carp for 24 hours. The final concentrations of SMAE and SAE were
0, 0.5, 5.0 and 10.0 mg/mL. The results showed that with the increase of the concentration of aqueous extract, the acti-
vity of hepatocytes decreased gradually, with a significant dose-response relationship (P<0.05). No significant diffe-
rence in relative cell activity was observed among the low SAE and SMAE concentration (0.5 and 2.5 mg/mL) groups
and the control group. In the 5.0 and 10.0 mg/mL SAE dose groups, the relative cell viability was negatively correlated
with the concentration. The cell viability was (78.10±8.57)% and (65.97±7.35)% respectively, which was significantly
different from the control group (P<0.01). The relative cell viability in the SMAE groups (5.0 and 10.0 mg/mL) was
(86.35±7.17)% and (80.26±7.08)%, respectively, which was significantly lower than that of the control group (P<0.01).
At the same concentration, the relative activity of cells in SAE group was lower than that in SMAE group. The ultra-
structure of hepatocytes showed that the annular condensation of chromatin along the nuclear membrane, sparse light
density, swelling of mitochondria, decrease of number and accumulation of lipid droplets. Hoechst 33285 staining
showed that the fluorescence intensity of SAE and SMAE groups (10.0 mg/mL) was significantly weakened, the stain-
ing was uneven (chromatin agglutination), the nucleus was broken, and some apoptotic bodies appeared. Compared
with the control group, the contents of Lactate dehydrogenase (LDH) and Malondialdehyde (MDA) in the cell culture
medium were significantly increased, and the activities of Superoxide dismutase (SOD) and Glutathione (GSH) were
significantly different (P<0.05). SAE and SMAE decreased MMP and increased ROS. With the increase of water ex-
tract concentration, the early apoptosis rate of cells increased. There was no significant difference in the apoptotic ratio
between the low dose group (0.5, 2.5 mg/mL) and the control group. The apoptotic ratio of the SAE group with 5.0 and
10.0 mg/mL concentrations was (22.55±4.35)%, (55.03±2.76)%, and the SMAE group was (32.67±5.79)%, (37.11±8.57)%, respec-
tively, which was significantly different from the control group (P<0.01). Transcriptome results showed that the en-
riched pathways were mostly related to inflammation, protein metabolism, amino acid metabolism and lipid metabo-
lism. The above results show that the degree of damage to hepatocytes by SAE and SMAE is positively correlated with
the amount of addition, and SAE and SMAE have the same damage effect. SAE and SMAE can cause cell ultrastruc-
ture changes, increase ROS levels, abnormal cell antioxidant systems and abnormal mitochondrial structure and func-
tion, which ultimately affect cell viability and trigger cell death pathways.
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