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摘要:为研究在活体条件下自然水环境中蓝藻水华对生物体的毒性效应,将小鼠连续 7d经灌胃暴露于不同浓度的蓝藻水华粗提物,通过

w estern- blotting法测定小鼠肝组织中热应激蛋白 H SP70、与内质网应激相关的 GRP78、CHOP以及 casp aser-12蛋白表达水平.结果显示, 随着

暴露浓度的提高,在最高浓度组, H SP70, GRP78的表达水平显著提高,但未见 CHOP和 caspaser-12表达的明显改变.研究结果表明,蓝藻水华

粗提物使小鼠肝组织处于内质网应激状态.
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Abstract: In order to study the toxic ef fect of cyanob acterial b loom on an im als, cyanobacterial b loom extract w as adm in istered orally to ICR m ice for 7

daysw ith differen t dosages. Th e express ion level ofH SP 70, GRP78, CHOP and caspase-12 w ere m easu red by w estern b lotting. The resu lts show ed that

after 7 days of exposu re to cyanobacterial b loom extract, the exp ression level ofHSP 70 andGRP 78 in m ice liver w as in creased s ign ifican tly b etw een the

con trol and treatm ent groups, bu t th ere w ere n o s ign ifican t ch anges in CHOP and caspase- 12 exp ress ion. Th is eviden ce suggests that endop lasm ic

ret icu lum ( ER) stressm ay be indu ced after treatm en tw ith cyanobacterial b loom extract.

Keyw ords: cyanobacterial b loom extract; H SP70; GRP 78; CHOP; caspase-12

1 引言 ( Introduction)

水体富营养化已经成为全球关注的环境热点

问题.富营养化直接导致藻类大量生长, 产生 /水

华0, 严重影响了水质和人类健康.蓝藻是最常见的

淡水藻类,其中的微囊藻属、颤藻属、鱼腥藻属、念

珠藻属可产生微囊藻毒素, 已有研究证明蓝藻水华

中的微囊藻毒素与人群中的肝癌发生密切相关

( Yosh izaw a et al. , 1990; N ish iw ak-iM a tsush ima

et al. , 1992; Tov io la et al. , 1997; Humpage et al. ,

2000) .近年来, 国内外许多学者对蓝藻毒素的成

分、结构、对人和动物的危害以及水华形成的因素

等方面进行了大量研究 ( Y oshizaw a et al. , 1990;

Carm ichae,l 1992; Daw son, 1998; Kuiper-Goodman

et al. , 1999; Amorin et a l. , 1999; US EPA, 2006;

Feng et al. , 2006; X ing et al. , 2008) . 但对自然条

件下天然的蓝藻水华对生物的毒性作用的分子机

制国内外还未有文献报道.本研究探讨了活体条件

下天然水体蓝藻水华提取物暴露对小鼠的应激蛋

白 HSP70、GRP78、CHOP以及 caspaser-12的表达的

影响,以期在分子水平揭示天然蓝藻水华对哺乳动

物应激系统产生的作用.
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2 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1 试剂

微囊藻毒素 ( m icrocyst in)-LR和 ( m icrocystin)-

RR的标准品购自 S igm a公司. HSP70一抗 (兔来源

单克隆抗体 )、GRP78一抗 (山羊来源单克隆抗体 )、

CHOP一抗 (小鼠来源单克隆抗体 )、caspaser-12一

抗 (大鼠来源单克隆抗体 )、western b lo tting发光剂

均购自 Santa C ruz公司; 山羊抗鼠辣根过氧化物

酶 ) ) ) IgG (HRP-Ig G)购自北京中杉金桥生物技术

有限公司; 鼠抗 GADPH (小鼠来源单克隆抗体 )购

自上海康成生物技术有限公司; 硝酸纤维素膜购自

BIO-RAD公司;滤纸购自 Whatman公司; 医用感光

胶片购自 K odak公司; 其余试剂均为市售分析纯.

2. 2 水华样品的采集及藻浆粗提物的制备

采集昆明滇池蓝藻水华, 镜检显示以铜绿微囊

藻为主, 藻浆连续冻融 3次, 3000 g离心 30m in, 收

集上清,即为蓝藻水华粗提物, 内含藻细胞中的可

溶性成分,分装后 - 80e 冰箱保存.

2. 3 粗提物中 M icrocystin浓度测定

蓝藻水华粗提物按照 H arada等方法提取、纯化

微囊藻毒素 ( Harada et al. , 1988) , 用 HPLC测定其

m icrocystin-LR和 m icrocyst in-RR的浓度. 以其所含

m icrocystin( LR + RR )为标准对蓝藻水华粗提物用

蒸馏水稀释到不同实验浓度.

HPLC 分析条件: 分析柱为 COSMOSIL C18

( 416mm @ 150mm),流动相为 0. 05mo l# L
- 1

KH 2PO 4

( pH3)B甲醇 (体积比 )为 58B42, 流速 1mL#m in
- 1
,

检测波长 238 nm ,柱温 25e ,样品进样量 10LL.

2. 4 动物分组及处理

购自浙江医学科学院的 25只健康雄性 ICR小

鼠 (体重 18~ 20g ), ( 24 ? 1) e 环境下驯养 3d, 自由

饮水、摄食.实验小鼠随机分成 5组,平均每组 5只.

处理组用蓝藻水华粗提物灌胃, m icrocystin ( LR +

RR)含量分别为 4. 65, 23. 25, 45. 6, 93. 0Lg# kg
- 1
,

对照组用蒸馏水灌胃.每天灌胃 1次,连续 7d, 第 8

天处死小鼠.

2. 5 动物样本采集及组织蛋白提取

小鼠处死后迅速取出肝脏, 冰冷生理盐水清洗

后分装于冷冻管中,液氮速冻, - 80e 低温冰箱保存

备用.

取肝组织样品,以 1B10( g#mL
- 1

)的比例加入组

织匀浆液 ( 50 mmo l# L
- 1
, 15 mmo l# L

- 1
EDTA, 150

mmo l# L
- 1

N aC ,l 0. 1% Triton X- 100, pH 8. 0, 1

mmo l# L
- 1

PM SF) . 匀浆后 12000g, 4e 离心 20m in.

取上清,用 Fo lin法测定蛋白浓度, 调整蛋白浓度为

5Lg#LL- 1
后, 分装置 - 80e 保存.

2. 6 蛋白免疫印记 (W estern blotting)

取 10LL上述提取的组织蛋白液加入等体积 2

倍上样缓冲液, 混匀后 100e 水浴 5m in. 等压电泳

( 5%积层胶 50V, 12%分离胶 90V ) .电泳结束后以

100V等压转膜 90m in.

将结合有目的蛋白的硝酸纤维素膜用 5%脱脂

奶粉封闭 3h, 然后取出放入各自相应的浓度适当的

一抗中 (HSP70为 1B200, GRP78为 1B200, CHOP为

1B150, caspase 12为 1B200, GADPH 为 1B5000) , 4e

孵育过夜. 然后 TBST ( 50 mmo l# L
- 1

T ris-C ,l PH

716, 150mmo l# L
- 1

NaC,l 0. 1% Tween 20)缓冲液

洗膜 3次,每次 10m in.洗膜结束后各膜放入 1B2000
稀释的相应二抗中, 室温孵育 2h, TBST洗膜 3次,

每次 10m in. 暗室中取 1. 5mL ECL发光液覆盖各膜,

暗盒内使 X光胶片曝光.显影定影后观察结果.

2. 7 图像分析及统计学处理

胶片条带灰度扫描后用 quant ity one图象分析

软件分析, 采用目的条带与内参 GADPH 灰度值之

比作为结果.将对照组的值设为 1, 其余各组以相对

倍数表示.结果用 SPSS12. 0统计软件处理, 采用单

因素方差分析法 ( ANOVA ),以 p < 0. 05为具有统计

学意义.

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 蓝藻水华粗提物中m icrocystin-LR和m icrocystin-

RR的浓度

经 HPLC测定, 蓝藻水华粗提物中 m icrocyst in-

LR和 m icrocystin-RR的浓度分别为 2882Lg# L
- 1
和

6378Lg# L
- 1
,其保留时间分别为 ( 5. 217 ? 1) m in和

( 81925 ? 1) m in. 此外, HPLC图谱显示蓝藻水华粗

提物还含有某些未知成分 (见图 1) .

图 1 蓝藻水华粗提物的 HPLC检测图谱

Fig. 1 HPLC ch rom atogram of cyanobacterial b loom extract 
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3. 2 蛋白免疫印迹  

图 2为不同剂量的蓝藻水华粗提物灌胃后小鼠

图 2 不同剂量的蓝藻水华粗提物对小鼠肝组织 HSP 70, GRP

78, CHOP and caspase-12表达影响的免疫印迹图

F ig. 2 Rep resen tat ive au toradiographs ofH SP 70, GRP 78, CHOP

and caspase- 12 exp ress ion in m ouse liver t issue after

treatm en tw ith cyanobacterial b loom extract

肝组织的 HSP70、GRP78、CHOP, caspase- 12以及内

参照 GADPH 的表达变化. 随着染毒剂量的升高,

HSP70和 GRP78的表达有升高趋势, 而 CHOP和

caspase12的表达虽有改变, 但最终统计学分析显

示,与对照组相比无统计学差异.

3. 3 胶片扫描数据处理
对蛋白免疫印迹条带的数据分析见图 3, 结果

表明在蓝藻水华粗提物灌胃处理后, 小鼠肝组织

HSP70和 GRP78的表达有升高趋势,在染毒剂量达

到最高浓度 ( 93100Lg# kg
- 1

)时,其表达与对照组相

比有统计学差异.而 CHOP的表达改变较为复杂,先

升后降随后又随染毒剂量的升高表达上升, caspase-

12的表达虽有上升趋势, 但统计学分析显示, 与对

照组相比, CHOP和 caspase-12表达的改变没有出

现显著性差异.

图 3 不同剂量蓝藻水华粗提物暴露后小鼠肝组织 HSP 70, GRP 78, CHOP and ca spase-12的表达变化

F ig. 3 C hanges of the expression ofH SP 70, GRP 78, CHOP and Caspase-12 in mouse l iver after treatm entw ith cyanob acterialb loom extract

( n= 3, * C om paredw ith the con tro,l p < 0. 05)

4 讨论 ( D iscussion)

水体富营养化导致蓝藻水华爆发,由此而产生

的大量毒素不仅严重影响水质, 也极大的威胁着人

类和淡水生物的健康. 蓝藻主要毒素之一的微囊藻

毒素 ( m icrocystins, M C )是强烈的肿瘤促进剂, 长期

饮用含有 MC的水可导致肝损伤甚至诱发肝癌

( Yosh izaw a et al. , 1990 ; N ish iw ak i- M a tsush ima

et al. , 1992; Tov io la et al. , 1997; Humpage et al. ,

2000) ,蓝藻纯毒素可以诱导细胞凋亡并影响凋亡

相关蛋白水平 (M cdermo tt et al. , 1998; Chen et al. ,

2005; Fu et al. , 2005; X ing et al. , 2008). 但是生物

体是生活在复杂的环境中,其生存受众多毒素和因

素影响.我们的前期实验发现, 蓝藻水华粗提物能

诱导促凋亡蛋白 Bax的表达上调, 同时 Bax /BC-l 2

的比值升高,显示蓝藻水华粗提物可能促使小鼠肝

细胞趋于凋亡 ( Huang et al. , 2008) . 本实验采用蓝

藻水华粗提物 (其成分更接近天然蓝藻水华 )染毒

小鼠,检测动物体内生物应激系统相关蛋白的表达

改变,旨在分子水平进一步探究蓝藻水华对动物应
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激系统的影响.

热休克蛋白 ( heat shock proe in, HSP )是机体在

应激状况下合成的高度保守的蛋白, 是细胞对各种

应激反应的标志蛋白, 对应激损伤具有一定的保护

作用.根据其分子大小, HSP可分为几大家族,其中

HSP70是最重要、应激后表达量最大的 HSP家族.

HSP70家族是体内重要的分子伴侣蛋白,除了参与

蛋白质合成、加工等生理过程外 (M aver et al. ,

2005) ,还具有抗凋亡、抗氧化、热耐受以及免疫调

节等多种生理功能 ( Yenari et al. , 2005; B eere

et al. , 2001; Ray et al. , 2004) . 在多种应激状态下

HSP70迅速表达. 在本实验中, 高浓度组 ( 93. 00

Lg# kg
- 1

)的蓝藻水华粗提物处理后小鼠肝脏的

HSP70表达上升, 这与 Jayara j等在 M icrocystin-LR

染毒小鼠的实验结果相同, 表明蓝藻水华粗提物已

使小鼠肝细胞处于应激状态, 引起 HSP70的大量表

达以保护细胞.

许多理化因素,如紫外线、营养物缺乏、氧化应

激、毒物、药物以及钙稳态失衡等, 都可引起内质网

生理功能紊乱而产生内质网应激 ( ER stress). 当应

激过强或持续时间过长, 超过内质网的自稳定能力

时, 会导致由内质网途径引起的细胞凋亡. 研究已

发现部分蛋白与内质网应激反应有关 ( G roenendyk

et al. , 2005; K aufm an et al. , 2004) ) .

GRP 78 ( g lucose regu lated pro tein, 葡萄糖调节

蛋白 78)是由内质网合成和分泌的分子伴侣, 参与

内质网内蛋白质的加工过程. GRP78是公认的内质

网应激最敏感的标志蛋白之一 ( Hu et a l. , 2004;

L in et al. , 1993; N akatani et al. , 2005. Q iu et al. ,

2005) .当内质网应激时, GRP78的表达迅速增加,

以帮助内质网内的未成熟或错误折叠的蛋白质正

确加工. CHOP /GADD153 ( grow th attest and DNA

dam age- induc ible gene 153 )是内质网应激反应的

另一标记蛋白,其高表达会导致细胞生长停滞或细

胞凋亡.研究发现, CHOP在正常细胞中不表达或低

表达 (W ang et al. , 1996) ,但当多种不同的刺激引起

内质网应激时, CHOP的表达被明显诱导, 并与 C /

EBP或 Jun /Fos家族蛋白形成杂二聚体, 下调 Bc-l

XL等抗凋亡基因的表达并促进活性氧的生成和

GSH的耗竭 (Ubede et al. , 2000; Tang et al. ; 2002;

C oraxzari et al. , 2005) . caspase12位于内质网的胞

质面,是内质网凋亡通路特异激活的 caspase家族成

员 ( Nakagaw a et al. , 2000).受内质网应激信号的刺

激, caspase12高表达, 其自身二聚化以及自我切割

生成活性片段的能力增强,导致内质网途径的细胞

凋亡发生 (N akagaw a et al. , 2000; R ao et al. , 2002) .

本研究发现,在高浓度蓝藻水华粗提物处理组

( 93. 00Lg# kg
- 1

) , 小鼠肝组织内质网应激蛋白

GRP78的表达上升, 显示内质网应激已经发生. 但

没有发现 CHOP和 caspase- 12的表达显著改变, 表

明此时内质网应激反应较轻,损伤尚在内质网的自

我修复的能力之内, 由此起始的细胞凋亡途径并未

启动.通过系列的保护机制, 如热休克蛋白 HSP70,

GRP78等分子伴侣的表达上升, 提高它们在胞内的

含量,清除少量未折叠蛋白或使错误折叠的蛋白正

确折叠,使内质网功能得以恢复到正常.

5 结论 ( Conc lusions)

1)蓝藻水华粗提物暴露使小鼠肝组织发生内

质网应激, 应激标志蛋白 GRP78和 HSP70表达

上调.

2)与细胞内质网凋亡途径相关的蛋白 CHOP

和 caspase-12等的表达尚未发生改变, 显示内质网

应激程度较轻,尚在内质网的自稳定能力范围之内.

责任作者简介: 徐立红 ( 1960) ) ,女, 博士,教授, 博士生导

师, 主要从事环境毒理学、生化毒理学的研究, 发表论文 100

余篇.
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