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摘要: 为了研究鱼类低温下分子调控机制及其与活性氧(reactive oxygen species, ROS)之间的关系, 本实验对斑马

鱼(Danio rerio)胚胎成纤维 ZF4细胞进行不同程度的低温胁迫(18℃和 10℃), 监测其在不同低温胁迫时间下(1 d、3 d和

5 d) ROS的变化以及丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通路中蛋白的表达情况。结果显示: (1) 

DCFH-DA探针法表明在低温胁迫作用下, 细胞内 ROS含量增加。细胞内 ROS上升水平与外界胁迫压力成正相关。

低温处理 3 d 后, 18℃和 10℃的细胞, 其 ROS 含量与对照组(28℃)相比分别显著升高到(1.23±0.04)倍(P<0.05)和

(2.31±0.08)倍(P<0.05)。(2) Western Blot检测磷酸化的 p38 (p-p38) 和磷酸化的 JNK (p-JNK p54和 p-JNK p46) 的

水平变化, 结果显示低温胁迫可以使 p38和 JNK的活性增强, 且均在 10℃处理 3 d达到最高水平。(3)进一步检测

DNA断裂标记蛋白 γH2A.X的表达水平, 结果显示, 无论在 18℃还是 10℃, 其在第 3天呈现高表达。本实验初步

证实低温胁迫能够诱导斑马鱼细胞 ROS 的产生; 通过对不同时间点的蛋白表达水平检测, 发现 p-JNK、p-p38 和

γH2A.X 激活时间点与低温诱导 ROS 表达时间点相吻合。该研究为后期对斑马鱼细胞低温胁迫实验奠定基础, 其

中低温下处理 3 d可以作为一个检测各个蛋白变化的关键时间点。 
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鱼类作为变温动物, 水温直接决定了其重要

的生理特征和行为[1–2]。当水温低于鱼类的适应温

度范围时, 低温胁迫产生的压力会严重影响鱼类

的生理活动, 甚至会导致鱼类死亡[3–5]。因此, 探

讨低温胁迫下的关键分子调控机制能更清晰地阐

明鱼类如何适应低温胁迫。 

目前, 利用高通量测序技术已经鉴定出了大

量与温度相关的候选基因[6]。另外, 在之前的研究

中, 通过对生活在极端寒冷的南极海域中的南极

鱼亚目鱼类与温带鱼类进行转录组比较分析, 本

课题组鉴定出了一些与低温响应相关的信号通路, 

其中包括活性氧(reactive oxygen species, ROS)的

清除和丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated 

protein kinase, MAPK)信号通路[7]。ROS是需氧细

胞在代谢过程中产生的一系列活性氧簇, 包括超

氧自由基( 2O )、过氧化氢(H2O2)和羟自由基(-OH)

等[8]。在拟南芥中, 低温能促使 ROS 在细胞中积

累, 而 ROS 作为第二信使, 能诱导钙离子信号从

而引起寒冷调控的信号通路, 来影响下游基因的

表达 [9]。丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 

protein kinase, MAPK)是一类丝氨酸–苏氨酸蛋白

激酶, 其信号通路从酵母到人类都较为保守, 来

调节细胞生长和对环境的应激适应等多种重要的

生理过程[10]。MAPK由 4个亚族组成: ERK、p38、
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JNK和 ERK5, 其中 JNK蛋白因其具有或者不含有

碳末端的羧基, 产生分子量分别为 46 kD和 54 kD

的两种蛋白, 分别称为 p46 和 p54。这些 MAPK

的活性都受到其蛋白上活化环中的磷酸化位点来

控制。在哺乳动物细胞中 , ROS 能直接调控

MAPK通路中的关键蛋白(例如: p38、JNK、ASK1

等)来影响细胞的增殖和分化[11–12]。尽管一些研究

表明低温会诱导鱼类组织中 ROS 水平的上升[13–14], 

但是关于 ROS 以及 MAPK 通路在鱼类低温响应

分子机制中所发挥的作用尚不明确。 

斑马鱼(Danio rerio)由于其易于饲养维护、繁

殖周期较短和基因组注释信息完备, 因而成为一种

广泛应用于遗传学和分子生物学的模式动物[15]。斑

马鱼 ZF4细胞系是来源于孵化后 1 d的斑马鱼胚

胎[16], 其被广泛应用于低温下鱼类基因表达调控和

信号通路的研究中[17]。本研究监测了不同时间(1 d、

3 d和 5 d)、不同低温条件 (18℃和 10℃) 下斑马鱼

ZF4细胞ROS水平以及MAPK蛋白的表达情况, 为

研究鱼类低温下响应分子机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞 

斑马鱼胚胎成纤维细胞 ZF4 购于 American 

Type Culture Collection (ATCC), 置于 28℃、5% 

CO2培养箱中。用 DMEM: F12 培养基(10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和 100 mg/mL链霉素)培

养。每 2 d 换液, 待细胞生长汇合至 90%以上用

0.25%不含 EDTA的胰蛋白酶消化, 1︰3传代后继

续培养。本实验所用 ZF4细胞为 4~6代。 

1.2  主要试剂和仪器 

胎牛血清和胰蛋白酶购于 Gibco 公司 ; 

DMEM︰F12液体培养基(Hyclone, SH30023.01B)、 

谷氨酰胺 L-Glutamine(Hyclone, SH30034.01)和杜

氏磷酸缓冲液 DPBS购于 Thermo公司; 2, 7二氨

基荧光素联乙酰 DCFH-DA 探针和二甲基亚砜

DMSO购于Sigma公司; 兔属p-p38(Thr202/Tyr204)、

p-JNK(Thr183/Tyr185)单抗和辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔、羊抗鼠二抗购于 Cell Signaling 

Technology公司; β-actin单抗购于 Sigma公司; 鼠

属 γH2A.X (phosphorylate S139)单抗购于 Abcam

公司; Western裂解液、5×SDS-PAGE蛋白上样缓

冲液、TEMED购于碧云天公司; Bradford蛋白浓

度测定试剂盒购于上海生工生物工程技术服务有

限公司; ECL显影液购于 Bio-Rad; 其他常用试剂

均为国产分析纯。 

主要仪器 : 细胞低温培养箱 (Galaxy170R, 

eppendorf)、Accuri C6 流式细胞仪(BD)、凝胶成

像系统(Amersham Imager 600); 电泳仪(Bio-Rad); 

倒置荧光显微镜(Zeiss)。 

1.3  细胞低温处理及形态观察 

取对数生长期的细胞, 以每孔 4.5×105的密度

接种于 35 mm 细胞培养皿中, 在 28℃培养 24 h后, 

其汇合度至 70%~90%放到低温培养箱中(18℃和

10℃)处理 1 d、3 d和 5 d。低温处理后, 利用倒

置显微镜观察细胞形态并拍照。 

1.4  ROS测定 

收集 35 mm细胞培养皿中常温(28℃)和不同时

间点(1 d、3 d和 5 d)不同低温处理(18℃和 10℃)的

细胞, 加入DCFH-DA探针液(终浓度为20 μmol/L)

孵育 30 min。去掉探针孵育液, 用 DPBS 清洗 3

遍后, 1000 g离心 5 min收集细胞, 最后用 500 μL 

DPBS重悬细胞于 1.5 mL离心管中用于上流式细

胞仪分析。在流式细胞仪中, 利用 FL1通道(激发

波长 488 nm)检测探针结合的情况, 来反映细胞

中 ROS的含量。 

1.5  Western Blot分析蛋白表达 

吸掉 35 mm培养皿中培养基, DPBS清洗 3遍, 

加入 500 μL Western细胞裂解液(含有 cocktail蛋

白酶抑制剂), 用刮板将细胞收集于 1.5 mL 离心

管中, 4℃ 12000 g 离心 15 min, 收集上清, 用

Bradford法测蛋白浓度。蛋白样品中加入 5×蛋白

loading buffer, 95℃变性 5 min, 等量取出 30 μg总

蛋白, 于 12% SDS-PAGE凝胶上分离蛋白质。电

泳结束后将蛋白转移至 PVDF 膜上, 用丽春红染

色检测转膜效率, 清洗干净后用 5%的脱脂牛奶

封闭 2 h, 一抗 4℃孵育过夜, 再用以辣根过氧化

物酶标记的二抗封闭液封闭 2 h, 用 ECL 显影曝

光拍照, 分析蛋白表达变化。 
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1.6  数据统计分析 

所有实验结果均是来自至少 3 次独立实验, 

图中所示结果均为均值±标准差( x ±SD)。单因素

方差分析(one-way ANOVA)用于检测低温处理的

显著性 , 两两之间的显著差异 (P<0.05)利用

Turkey’s多重比较来检测。 

2  结果与分析 

2.1  ZF4低温下形态学检测 

倒置相差显微镜下观察可见, 在常温下(28℃), 

ZF4 细胞呈现多边形, 细胞核呈椭圆形, 细胞呈

现铺路石排列(图 1)。在 18℃低温处理下, 细胞形

态变化不大, 处理 5 d的时候, 有少量贴壁细胞脱

落。而在 10℃低温处理 3 d的时候, 可以看见细胞

收缩成长条状, 细胞之间的空隙变大, 而在 10℃

处理 5 d 的时候, 能够在培养基中发现明显可见

的细胞脱落悬浮在培养基中。 

2.2  低温诱导 ROS产生 

与常温下细胞相比, 无论是在 18℃还是在 10℃, 

低温均能诱导细胞内 ROS水平上升 (图 2 A)。与对

照组(28℃)相比, 在低温处理 5 d后, 18℃处理的细

胞其 ROS 含量显著升高到(1.42±0.06)倍(P<0.05); 

而 10℃处理的细胞其 ROS 含量显著升高到

(2.46±0.08)倍(P<0.05)(图 2B)。从 ROS 上升的时

间梯度点上来看, 18℃处理 5 d后, 细胞的ROS含量

有显著的升高; 而在 10℃处理 1 d后, ROS含量就显

著上升[达到(1.36±0.16)倍, P<0.05], 在处理 3 d 后, 

ROS升高更加显著[达到(2.31±0.05)倍, P<0.05]。 

 

 
 

图 1  ZF4细胞在常温 28℃以及低温(18℃和 10℃)处理 1 d, 3 d和 5 d的细胞形态图 

Fig. 1  The cellular morphology at normal (28℃) and low (18℃ and 10℃) temperatures at  
indicated time points (1 d, 3 d and 5 d) 

  

2.3  低温诱导 MAPK 通路中关键蛋白 p-p38、

p-JNK以及 γH2A.X的表达 

MAPK蛋白激酶家族蛋白 p38和 JNK的活化

需要在其内部特定位点进行磷酸化修饰, 所以检

测其磷酸化水平(p-p38和 p-JNK)可以反映其活性

状态。Western Blot 结果显示, 无论在 18℃还是

10℃, 低温都诱导了 p-JNK p54 的表达。值得注

意的是在 10℃处理 3 d 后, p-JNK p54 和 p-JNK 

p46的表达量大幅度上升, 同样 p-p38的蛋白也发

现了类似的结果(图 3)。 

γH2A.X 是组蛋白 H2A.X 的磷酸化形式 , 

DNA发生损伤时, H2A.X可被磷酸化为 γH2A.X。

为了查看是否低温引起了 DNA 断裂, 我们检测

了 DNA断裂标记蛋白 γH2A.X的表达, 我们同样

发现 10℃处理 3 d后, γH2A.X的表达有明显的升

高; 而在 18℃处理 3 d 后, 我们同样也观察到

γH2A.X 的表达被强烈的诱导, 说明 18℃的低温

胁迫也引起了细胞内的 DNA断裂(图 3)。 
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图 2  细胞内 ROS含量检测 

A. 各个温度和时间点下 ROS 的含量检测; B. 低温处理下

ROS 含量的变化. 图中所示为均值±标准误, 数据来自 4 次 

独立的生物学重复. 差异的显著性用不同字母来表示. 

Fig. 2  Determination of ROS level in cells at different tem-
peratures by flow cytometry 

A: The detection of ROS under various temperatures and times 
points. B: The fold change of ROS level of each cell population 
was quantified. Data shown are the means ± standard deviation 
of at least four independent experiments. Significances (P<0.05) 

 between samples are indicated by different lower cases. 

 

 
 

图 3  Western Blot 检测低温下 p-JNK (Thr183/Tyr185)、

p-p38 (Thr202/Tyr204)和 γH2A.X (phosphorylate S139)蛋 

白表达变化 

ACTB (β-actin) 作为内参. 

Fig. 3  Western Blot showing the protein levels of phosphory-
lated-JNK(Thr183/Tyr185), phosphorylated-p38 (Thr202/Tyr204) 
and γH2A.X (phosphorylate S139) at low temperatures ACTB 

 served as a control. 

3  讨论 

在之前的研究中, 通过对南极鱼亚目的鳞头

犬牙南极鱼(Dissostichus mawsoni)和 5 种温带硬

骨鱼类——斑马鱼(Danio rerio)、鲑鱼(Salmo salar)、

三刺鱼 (Gasterosteus aculeatus) 鳉、底 (Fundulus 

heteroclitus) 鳉和青 (Oryzias latipes)—在脑、肝、

卵巢、肾 4 个组织中进行转录组比较分析, Chen

等[7]发现了很多与 ROS清除相关的基因在南极鱼

中显著上调 , 包括磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶

PHGPx、过氧化物还原酶 Prdx5 和超氧化物歧化

酶 SOD 等。这提示低温会诱导产生 ROS 而引起

氧化损伤, 而南极鱼类为了适应低温而代偿性地

增加一些抗氧化剂的表达。在本研究中, 低温能

明显诱导斑马鱼的 ZF4 细胞中 ROS 水平的增加, 

并且增加程度依赖于低温胁迫的强度(18℃和10℃)

和低温胁迫持续的时间(1~5 d)(图 2)。尽管细胞内

ROS 含量随着低温处理的时间增加而上升, 但是

10℃低温处理 3~5 d, ROS 含量没有显著性上升

(图 2B), 这说明斑马鱼细胞对 ROS含量的调控有

着精确的反馈机制, 笔者推测在这个过程中斑马

鱼细胞通过对低温刺激的适应, 而高表达一些抗

氧化酶如 SOD 来调控细胞内 ROS 的含量。在斑

马鱼中研究也表明, 低温胁迫会引起大脑中 SOD

活性升高[18]。  

在之前的低温胁迫研究中, 研究者们通过对

斑马鱼实施 18℃[18]、 16℃[19]或 12℃的低温胁迫[20], 

来检测与温度耐受相关的一些基因的表达状况。

本研究中, 我们依据之前的研究体系[17], 选取了

2 个温度点对斑马鱼细胞进行低温处理: 18℃和

10℃。这两个温度点能典型地反映出斑马鱼细胞

低温刺激的生理状态: 斑马鱼在 18℃的低温下还

能保持正常的游动; 而在 10℃的低温下, 斑马鱼

有着较少的游动。这两个温度点能够很好的研究

在较低和较强低温胁迫下 ROS的产生情况。通过

观察细胞的状态, 我们也能发现: 斑马鱼细胞在

18℃的低温胁迫下能很好地适应; 而在 10℃低温

胁迫下有着数目可观的细胞脱离培养皿而悬浮在

培养基中(图 1)。 

MAPK 通路中包括 3 个重要的丝裂原活化蛋

白激酶: ERK、JNK、p38, 它们介导将细胞外的刺

激信号(例如冷温)转导至细胞及核内, 并引起细
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胞内的一系列生物学反应, 包括细胞增殖、分化

及凋亡[21]。而这些 MAPKs 的活性是由活化环的

氨基酸序列中的磷酸化位点所调控。通过对 ZF4

细胞中 MAPK通路蛋白表达的检测, 本研究发现

p-JNK p54、p-JNK p46和 p-p38表达量在 10℃处

理 3 d的时候被强烈诱导, 并且 DNA断裂标示物

γH2A.X 显著上调(图 3)。值得注意的是, 在同一

个时间点, ROS 的含量大幅度上升(图 2B), 这说

明了在斑马鱼 ZF4 细胞中 ROS 的升高和 MAPK

通路存在着很强的联系。在之前的研究中, ROS

上升和MAPK通路激活的同步性已经在哺乳动物

模型中得到证实, 并且抗氧化剂能够减少 ROS的

产生同时抑制 MAPK 通路的激活[22–23]。ROS 能

够产生氧化压力, 在小鼠ASK1敲除实验中证实氧

化压力会激活级联蛋白激酶 ASK1, 从而来调控

JNK和 p38信号通路[24]。考虑到 MAPK通路是非

常保守的[25], 同样在斑马鱼 ZF4 细胞中, p-JNK 

p54、 p-JNK p46 和 p-p38 的表达在 10℃下明显

增高(图 3)。综合以上发现, 我们推测在斑马鱼中, 

ROS也可能通过 ASK1来调控 JNK和 p38信号通

路, 需要更多的实验来证明这点。值得注意的是, 

我们在 18℃刺激 3 d 的细胞中, 发现了强烈的

p-p38 的表达, 这暗示有其他不依赖于 ROS 的分

子通路来激活 p38 通路, 这需要更多的研究去探

明其中的分子通路机制。  

总而言之, 本研究通过对斑马鱼细胞的不同

低温胁迫, 研究不同时间点下细胞内 ROS的含量

以及激活的MAPKs (p-JNK p54、p-JNK p46、p-p38)

的表达分析, 发现在 10℃处理 3 d 后, 细胞内

ROS含量显著上升以及MAPK通路被激活, 这个

低温处理的关键时间点(3 d)可以为我们以后在

ZF4 细胞系中研究低温适应的分子机制提供一个

很好的切入点。 
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Effects of cold stress on ROS production and expression of MAPK 
proteins in zebrafish ZF4 cells 

XU Qiongqiong, HAN Bingshe, LUO Juntao, LI Yan, HOU Yanwen, HU Peng, ZHANG Junfang  

Ministry of Education; College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: In our previous study, we compared the transcriptome between Antarctic fish and temperate fish and 
found that genes were involved in reactive oxygen species (ROS) scavenge and Mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) pathway associated with the cold adaptation in fish. To further study the regulatory network and the re-
active oxygen species (ROS) homeostasis under cold stress in fish, we examined the level of ROS and the expres-
sion of stress-related proteins in zebrafish Danio rerio-derived ZF4 cells exposed to mildly and severely cold 

temperatures, 18℃ and 10℃, at various time points (1 d, 3 d, and 5 d). Results showed that (1) DCFH-DA probe 

method was used to determine the level of ROS in cells. We found that the level of ROS in cell positively corre-
lated with the intensity of cold stress. After 3 days of cold treatment, the level of ROS in cells significantly in-

creased to 1.23±0.04 (P<0.05) and 2.31±0.08 (P<0.05) times, respectively, at 18℃ and 10℃, compared with that 

in cells at 28℃. (2) Western blot showed that the expression of MAPKs (p-JNK p54, p-JNK p46 and p-p38) was 

induced under cold stress, and reached the highest at 3 d of 10℃. (3) In addition, the expression of γH2A.X 

reached peak after 3 days both at 18℃ and 10℃. These findings showed that cold temperature could induce the 

production of ROS in ZF4 cells. The level of ROS in ZF4 cells is dependent on the stress intensity and duration. 
We observed the markedly induction of ROS in the cells at the first 3 days of cold treatment, while the expression 
of p-JNK, p-p38, and γH2A.X was markedly induced at the 3 d, indicating that 3 d of cold treatment might be a 
key time point to determine the protein expression in ZF4 cells. 

Key words: ROS; zebrafish ZF4 cells; low temperature stress; MAPKs; γH2A.X 
Corresponding author: ZHANG Junfang. E-mail: jfzhang@shou.edu.cn 
 


