运输应激对刀鲚生理生化指标和HPI轴基因表达影响及甘草甜素的作用
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摘要：以刀鲚（Coilia nasus）为研究对象，运用荧光定量和相关生化测定方法，研究运输应激对下丘脑-垂体-肾间组织轴（HPI）基因表达和肝脏氧化指标的影响；同时采用浸泡的方式研究甘草甜素（glycyrrhizin, GL）对以上指标的调控作用。结果显示：运输后，脑中促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）基因、阿黑皮素原（POMC）基因和硬骨鱼紧张肽（UI）基因的表达水平显著降低；头肾中皮质醇受体（GR）基因的表达水平运输2h明显下降，4h时表达水平最低，8h显著升高。运输应激可以明显降低肝脏过氧化氢酶（CAT）的活性，显著提高肝脏丙二醛（MDA）的水平，而对谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）和脂质过氧化物（LPO）无显著影响。添加甘草甜素6h后头肾GR基因的表达水平降低，脑中CRH和POMC基因的表达水平显著升高，但是脑中UI基因的表达水平无明显变化。此外，添加甘草甜素对肝脏CAT、MDA、GSH-PX和LPO无显著影响。以上结果表明，运输应激调控HPI轴的基因表达发生了不同程度的变化，而且降低了机体的抗氧化能力，使刀鲚处于氧化应激状态中。GL也可以影响HPI轴的基因表达，但不能有效缓解刀鲚的运输应激引发的氧化应激。
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研究亮点：刀鲚（Coilia nasus）对外界条件的变化十分敏感，运输过程中极易产生应激反应。本研究在生化和基因水平探究了刀鲚在运输过程中氧化应激相关生化因子和HPI轴关键基因的应答情况，阐明了刀鱼的运输胁迫可以激活氧化应激，这可能是刀鲚应激性损伤和死亡的重要原因之一。本研究为刀鲚的繁养殖生产实践中操作标准的制定提供了科学依据。
中图分类号：S 918.1
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刀鲚(Coilia nasus)，隶属于硬骨鱼纲、鲱形目、鳀科、鲚属，又名长颌鲚，俗称刀鱼，是我囯长江中下游重要的洄游型肉食性鱼类。刀鲚以肉质鲜嫩肥美，肥而不腻而著称，与鲥鱼、河豚并称为“长江三鲜”[1]。历史上，刀鲚的年产量和资源量都相当丰富，近年来，由于过度捕捞、水体污染及长江水域生态环境的变化等诸多因素的影响，刀鲚的产量连年下降，资源严重衰退，个体低龄化，群体趋小化，难以形成渔汛[2]。随着刀鲚灌江纳苗[3]、池塘扩繁[4]、人工繁殖及苗种培育技术[5,6]等的突破,刀鲚正逐渐成为具有较高经济价值的特种养殖对象。但是刀鲚习性较特殊，受到刺激后反应强烈，出水极易死亡，“离水即死”的问题导致捕捞和运输困难，逐渐成为限制其规模化养殖和产业化的“瓶颈”[7]。因此，以刀鲚为研究对象，深入阐述和研究鱼类应激过程中的生理变化和下丘脑-垂体-肾间组织轴(hypothalamus-pituitary-interrenal axis, HPI)神经内分泌调控机制，有着广泛而重要的生理意义和实践意义。目前，国内外关于水生动物的运输应激方面的研究不多，在美洲鲥(Alosa sapidissima) [8]、欧亚鲈鱼[9](Perca fluviatilis L.)、大西洋鲑[10](Salmo salar L.)等鱼类中都有一些报道。
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鱼类的运输、拉网和操作胁迫等物理因子刺激可以引发其应激反应。刀鲚应激反应强烈，是研究应激调控机理的良好材料。王宇等研究了刀鲚的捕捞操作胁迫过程中内分泌因子的变化。结果表明，促肾上腺皮质激素（CRH）、硬骨鱼紧张肽（UI）、阿黑皮素原（POMC）等内分泌相关基因通过下丘脑-垂体-肾间组织轴（HPI）参与刀鲚应激反应调节[11]。杜富宽等通过对比应激前后刀鲚肝脏转录组，发现其应激反应会全面启动代谢和免疫相关基因的表达，肝脏代谢的瞬时增强，诱发了氧化应激反应，进而导致肝脏等组织受到一定程度的损伤，造成机体不可逆转的生理变化[12]。从草本植物甘草的根、茎中提取出来的甘草甜素（glycyrrhizin, GL）具有增强免疫，抗氧化，抗溃疡，抗炎，抗病毒，抗血栓，抗肿瘤，抗突变，抗菌，抗补体活性，调控细胞凋亡及糖皮质激素样作用[13-16]。因此，本研究通过模拟装载和运输试验，在生化水平和基因水平，研究了运输应激对刀鲚的生理生化指标和HPI轴基因表达的影响，对刀鲚难以运输的机理进行探讨，同时探讨GL在运输胁迫过程中，如何影响HPI轴基因表达变化，如何影响氧化应激相关生化指标的变化，以期为解决刀鲚的运输难题提供参考。
1 材料与方法
1.1 材料
刀鲚取自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭养殖基地，室内水泥池驯养，体长(184.39±15.39)mm，体质量(17.5±4.8)g，水温（17±1）℃左右。
GL（含量10%，医药级）购自于河南盛之德商贸有限公司；蛋白定量测试盒，谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）测试盒，丙二醛（MDA）测试盒，过氧化氢酶(CAT)测试盒和脂质过氧化物（LPO）测试盒购自于南京建成生物工程研究所；RNAiso plus，PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）和SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ(Tli RNaseH Plus) 购自于TaKaRa (Japan)。
1.2 运输实验
实验开始前，设置一系列浓度梯度的水箱，将5尾刀鲚放入水箱中，每隔一段时间观察刀鲚的死亡情况，最终确定GL的最佳浓度为0.02g/L。将8个水箱分为两组，实验组加入GL，对照组不加GL。实验组和对照组各48尾鱼，每箱12尾鱼，4个水箱分别用于运输2h、4h、6h和8h取材，另取9尾鱼作为应激0点。每组每个时间点取9尾鱼，用浓度为100mg/L MS-222快速深度麻醉，每尾鱼在取样前进行体长、体重等常规生物学数据测量，其中3尾用于基因表达分析，分别取脑、肝脏、头肾部分组织，放入1.5mL离心管（RNAase free）中，每个离心管加入1mL RNAiso Plus试剂；3尾取肝脏组织，用于氧化应激生化指标的测定，并于零下20℃的冰箱保存。9尾鱼都以含适量肝素钠的注射器从尾静脉取血，4℃，1000rpm/min离心10min，收集血浆。所有样品置于-20℃下保存。
1.3 肝脏氧化应激指标的测定
在肝脏样品解冻后，准确称取0.15g肝脏组织，按重量(g):体积（mL）=1:9的比例加入9倍体积的4℃生理盐水，匀浆，制成10%匀浆液，2500rpm/min，离心10min，取200μL分装至6个离心管中。肝脏上清液蛋白含量采用考马斯亮蓝法测定；肝脏上清液GSH-PX、MDA、CAT和LPO分别采用比色法、硫代巴比妥酸法、可见光法和比色法测定，操作方法按照说明书进行。
1.4 总RNA提取、反转录及实时荧光定量PCR
按照RNAiso plus说明书上的方法提取并纯化总RNA，通过琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性，然后以总RNA为模板，根据TaKaRa反转录试剂盒中的操作说明，反转录合成cDNA，保存在-20℃的冰箱备用。CRH、UI、POMC和GR等应激相关基因，以管家基因β-actin作为内参，引物B1和B2(表1)，采用嵌合荧光法进行Real Time PCR 扩增反应，在ABI PRISM 7500 Real-time PCR System仪器中进行检测和分析。Real Time PCR反应体系：SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ(Tli RNaseH Plus)(2×) 10μL, PCR Forward Primer(10μM) 0.8μL, PCR Reverse Primer(10μM) 0.8μL, ROX Reference Dye(50×) 0.4μL, template*3 1μL, dH2O 7μL, 共20μL。
表1 本研究用到的引物序列
Table 1 Sequences of primers used in this study

	引物
Primer
	序列
Sequence                                   
	用途
Usage

	CRH F
	GACTGCTGCTGAGGGTCGTG
	CRH 定量正向引物

	CRH R
	TCGTCCTCCTCGTTGCCTTT
	CRH 定量反向引物

	UI F
	CGTTCCTTTGGTCCTGCTAA
	UI定量正向引物

	UI R
	CCAGACTGTTTCCCTCCTCC
	UI定量反向引物

	POMC F
	CCCTGCTCCTCGCTTTCTG
	POMC定量正向引物

	POMC R
	GCCGCCCGATCAAACTCTA
	POMC定量反向引物

	25S
	TGCTCCTGGCTCTTCCTCATG
	CnGCR 定量上游引物

	25A
	TGCAGACGCACAAACTCGTTG
	CnGCR 定量下游引物

	B1
	AACGGATCCGGTATGTGCAAAGC'
	Beta-actin定量上游引物

	B2
	GGGTCAGGATACCTCTCTTGCTCTG
	Beta-actin定量下游引物


1.5 数据处理
所有实验数据均用Excel 2010进行统计，计算平均值和标准差，所有的结果均以平均值±标准差(Mean±SD)表示。实验数据采用SPSS20.0 for window 7 64bit统计软件包中的单因素方差分析(One-way ANOVA)和Duncan’s多重比较，检验各组间的差异，不同的大小写字母表示各组之间比较差异显著(P<0.05)。以管家基因β-actin作为内参，运用2-△△Ct 法计算基因相对表达量，应激相关基因所有数据以平均相对表达量展现。
2 结果与分析
2.3 HPI轴应激相关基因的表达
如图1所示，对照组中，2h、4h、6h和8h时CRH的表达水平显著低于0h（p<0.05），6h时CRH表达量最低，整体呈下降趋势。与对照组相比，除了6h时实验组CRH表达量较高外，其他各时间点均无明显差异（p>0.05），实验组CRH表达水平整体上高于对照组。
如图2所示，对照组中，2h、4h、6h和8h时UI的表达水平显著低于0h，UI表达水平先下降，然后略有回升（6h时），8h时有最小值。实验组UI的变化规律与对照组相似，2h和6h时的表达量显著低于对照组（p<0.05）。
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图1 GL对脑中CRH基因表达量的影响 

Fig.1 Effect of GL on relative CRH mRNA expression in brain
注：*表示同一时间点差异显著（P<0.05）；柱状图上方不同的大写字母表示不同时间点差异显著（P<0.05），下同。
Notes: an asterisk (*) indicate significant differences at the same point of time (P<0.05); bar with different upper capital letters at different points of time have significant difference, et sequential.
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图2 GL对脑中UI基因表达量的影响
                                     Fig.2 Effect of GL on relative UI mRNA expression in brain
从图3可见，对照组中，POMC的表达量呈逐渐下降趋势，8h时POMC的表达量最低。实验组POMC的变化趋势与对照组相反，整体呈上升的趋势，除4h时POMC表达量与对照组无明显差异外，其他各时间点实验组POMC的表达量均显著高于对照组（p<0.05）。
从图4可见，对照组中，2h、4h和6h时GR的表达量低于0h时，8h时GR的表达量高于0h（p<0.05），整体呈现“高-低-高”的变化特点。与对照组相比，2h时，实验组GR的表达水平高于对照组，而6h和8h时，实验组GR的表达水平低于对照组（p<0.05），实验组GR表达水平整体呈逐渐下降趋势。
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图3 GL对脑中POMC基因表达的影响
Fig.3 Effect of GL on relative POMC mRNA expression in brain
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图4 GL对头肾中GR基因表达量的影响
Fig.4 Effect of GL on relative GR mRNA expression in head kidney
2.2 肝脏氧化指标
从图5可见，与0h相比，2h时CAT活性显著降低（p<0.05），4h时活性最低，6h和8h时活性有所升高，但活性仍明显低于0h（p<0.05），整体呈现“U”型变化趋势，这表明运输应激使CAT活性降低。实验组和对照组相比，无统计学差异（p>0.05），变化规律与对照组相似。
从图6可见，与对照组相比，实验组各时间点无显著性差异（p>0.05）。对照组中，2h和4h时相比于0h时无明显变化，6h时，GSH-PX活性显著升高（p<0.05），酶的活性最高，8h时酶活性下降。
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图5 GL对肝脏中CAT活性的影响
Fig.5 Effect of GL on CAT activity in liver   
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                 图6 GL对肝脏中GSH-PX活性的影响
                                     Fig.6 Effect of GL on GSH-PX activity in liver 
如图7所示，对照组中，2h时，MDA含量升高（p<0.05），此后一直维持在较高水平。与对照组相比，6h时，实验组MDA含量较高（p<0.05），此时MDA的含量有最大值，其他各时间点无显著差异。
如图8所示，对照组中各时间点与0h时相比无统计学差异（p>0.05）。与对照组相比，2h、4h和6h时差异不显著，8h时，实验组LPO的含量高于对照组（p<0.05），含量最高。
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图7 GL对肝脏中MDA含量的影响
Fig.7 Effect of GL on MDA levels in liver
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图8 GL对肝脏中LPO含量的影响
                                      Fig.8 Effect of GL on LPO levels in liver

3 讨论
3.1 运输胁迫对HPI轴应激相关基因表达的影响
鱼类的HPI在环境胁迫与鱼体神经内分泌的联系中占主导地位。当鱼类发生应激时，机体立即在神经和内分泌系统水平上发生反应，导致HPI轴强烈兴奋，然后引起组织与器官水平上一系列功能与结构的变化，包括呼吸系统、心血管系统、能量代谢、水盐平衡及免疫系统等各方面的改变，最终导致个体或群体水平上的变化，如存活率，生长速率，免疫力，繁殖性能及行为的改变等[17,18]。应激发生后，下丘脑释放的CRH和UI，促进POMC基因表达，引起促肾上腺皮质激素（ACTH）的合成和释放。ACTH通过血液循环作用于肾间组织，促使肾间组织分泌皮质醇，引起一系列生理变化和生物学效应[19,20]。在硬骨鱼中，CRH系统被认为主要在鱼脑的视前区分泌[21]，该区类似于哺乳动物的下丘脑室旁核，同样能调控下游皮质醇的变化[22]。UI在端脑和下丘脑都有表达，垂体中没有分布[23]。在硬骨鱼类中，POMC基因主要在下丘脑的侧结节核(LTN)中表达[24]。GR在肝脏、肾脏、鳃和脑中均有表达[25]。经过检测，我们发现CRH、UI和POMC表达水平均显著下降，这与刀鲚的操作胁迫[11]结果类似。CRH、UI、POMC和GR是HPI轴上应激调控的重要基因，经常作为HPI轴活动的标志性基因。CRH、UI、POMC和GR均发生了不同程度的表达变化，表明刀鲚运输应激激活了HPI轴。HPI轴是应激调控的起始，HPI轴基因表达变化通过级联反应引起相关激素的变化，导致物质代谢变化来应对外界环境的刺激，进而影响抗氧化应激能力，从而可能引发氧化应激。
3.2 运输胁迫对肝脏氧化应激指标的影响
目前的研究显示，有毒化学物质如四氯化碳[26]、重金属[27]等可以引发机体氧化应激，氧化应激可以引起细胞膜损伤、细胞凋亡，严重的导致肝脏损伤，甚至个体死亡[28]。动物机体内存在一套由抗氧化酶系统和抗氧化物质组成较为完善的抗氧化体系，主要由一些被氧化应激诱导的酶类如SOD、CAT、GSH-PX和抗氧化物质，如谷胱甘肽（GSH）等组成。在正常生理条件下，机体产生的自由基包括超氧阴离子、羟自由基、单线态氧与过氧化氢等，能不断被抗氧化系统清除，使自由基的产生与消除处于一种动态平衡中，从而起到免除自由基对生物分子损伤作用[29]。而当生物体内不断产生和蓄积的自由基超过了机体自身的清除能力时,就会产生氧化胁迫 [30]。过多的自由基会攻击蛋白质、脂质、核酸、糖类等生物大分子，引起脂质过氧化反应，使酶失活，蛋白质变性，DNA链断裂，生成LPO和MDA。因此，LPO和MDA水平既可判定机体脂质过氧化的程度，也可间接反映自由基产生、生物活性，抗氧化能力强弱及细胞的损伤程度[31]。本研究中，运输过程中CAT活性明显下降，GSH-PX活性先略有升高再下降，MDA含量显著增加，这与邵斌[32]等研究结果相类似。结合以上结果来看，作为氧化应激的重要生物学指标CAT和MDA在刀鲚应激反应后发生了显著变化，运输过程中刀鲚的抗氧化能力减弱，机体氧化还原平衡遭到破坏，体内产生了有毒害作用的自由基，这表明刀鱼运输应激激活了体内的氧化应激反应。研究显示，化学物质铜[27]和四溴双酚A[33]可降低CAT的活性，增加MDA的含量，引起氧化应激。运输作为物理操作因子，与化学因子一样可引起氧化应激，而目前很少有报道这种物理操作也可以引发氧化应激反应，这或许是刀鲚运输应激引发死亡的重要原因之一。但是，对于物理操作也可以诱发氧化应激的原因和作用机理，有待进一步的阐述和研究。
3.3 GL的调控作用
GL是甘草中的活性物质，具有多种功用，主要用于肝病领域，在人类和畜禽类等动物中的研究较多，而在水生动物中的应用与研究较少。本实验中添加GL的实验组GR的表达量下降，POMC和CRH表达量增加，这表明GL对HPI轴上基因表达有一定的影响，引起某些基因表达水平的变化。GR作为HPI轴上的负反馈调节因子，能够特异性地与靶基因的启动子结合影响基因的表达，抑制CRH和POMC表达[34]。应激过程中GR表达水平下调，其通过信号转导途径对POMC和CRH启动子的抑制作用减弱，使POMC和CRH转录增多。下丘脑释放的CRH，与垂体促肾上腺激素释放激素受体结合，激活信号通路，促进POMC基因表达，引起ACTH的合成和释放[35]。研究表明，GL可通过血脑屏障到达大脑，与大脑皮层、丘脑和脑干结合[36]。甘草酸可提高促肾上腺皮质激素释放因子（CRF）受体的结合活性和基因表达水平[37]，从而提高POMC表达量，而应激过程中下丘脑可能存在超短正反馈的机制[38]，使得CRH表达水平增加。本实验采用浸泡方式给药，结果显示GL对肝脏CAT、GSH-PX、MDA和LPO无显著影响。王朝霞等报道GL口服给药的吸收率较低，生物利用率低[39]，我们推测给药方式不同可能影响GL的吸收率。总体而言，GL可以影响HPI轴基因表达变化，但是对氧化应激相关指标的影响不大。这可能是GL的影响作用还不足以影响到下游的代谢变化，进而影响氧化应激反应。其对于HPI轴上基因调控，有待于进一步的深入研究。
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Effect of transport stress on physiological-biochemical indices and expression of HPI genes and roles of glycyrrhizin on transport response in Coilia nasus
Gao Jinwei1, Du Fukuan2, Gu Ruobo1,2, Xu Gangchun1,2
(1. College of Fisheries, Nanjing Agriculture University, Wuxi 214128, China; 2. Key Open Laboratory of Genetic Breeding and Aquaculture Biology of Freshwater Fishes, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214128, China) 
Abstract: In this study we selected Coilia nasus as the research objects, and we studied the effect of transport response on mRNA level of hypothalamus-pituitary-interrenal axis (HPI) genes and liver oxidative indices, using qRT-PCR and biochemistry method. Meanwhile Coilia nasus were soaked with a certain concentration of glycyrrhizin (GL) to investigate the regulation of the above indices during transportation. The results showed that corticotropin releasing hormone (CRH) mRNA、proopiomelanocortin (POMC) mRNA and urotensin I (UI) mRNA expression in brain were significantly suppressed after transportation. Glucocorticoid receptor (GR) mRNA expression in head kidney decreased significantly at 2h and reached the minimum at 4h, then increased obviously at 8h. After transportation, Catalase (CAT) activities in liver decreased significantly, the level of malonaldehyde (MDA) in liver elevated dramatically, glutathione peroxidase (GSH-PX) activities and the lipid peroxide (LPO) content of liver was no significant change. After 6 h, glycyrrhizin suppressed distinctly the level of GR mRNA in head kidney, and inversely stimulated CRH mRNA and POMC mRNA expression of brain with significant difference, but UI mRNA expression in brain had no obvious change. Moreover, glycyrrhizin had no significant effect on the activities of CAT and GSH-PX and the content of MDA and LPO. All the results above indicated that levels of HPI genes expression were changed in different extent after transportation. Transport response reduced hepatic anti-oxidative capacity and caused oxidative stress in Coilia nasus. Likewise, glycyrrhizin can regulate the expression of HPI genes, but it can’t effectively relieve oxidative stress caused by transport stress. 
Key words: Coilia nasus ; transport response; glycyrrhizin; hypothalamus-pituitary-interrenal axis(HPI)
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