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中草药提取物黄连素对草鱼肝细胞氧化应激和细胞凋亡的影响 

陈丹红, 陈青青, 田红艳, 施华娟, 刘文斌 

南京农业大学动物科技学院, 江苏省水产动物营养重点实验室, 江苏 南京 210095 

摘要: 本研究运用细胞生物学研究方法, 探讨中草药提取物黄连素对草鱼(Ctenopharyngodon idellus)肝细胞(L8824)

活力、氧化应激和细胞凋亡的影响。用不同浓度黄连素(0 µmol/L、5 µmol/L、25 µmol/L、50 µmol/L 和 100 µmol/L)

分别处理体外培养的草鱼肝细胞 0 h、6 h、12 h 和 24 h, 采用 CCK-8 法检测细胞活力。结果显示, 黄连素浓度和

时间对细胞活力有显著交互作用(P<0.05), 且黄连素浓度对其活力影响差异显著(P<0.05), 草鱼肝细胞活力随着黄

连素的浓度增加先升高后降低(P<0.05)。在此基础上, 设置了黄连素梯度浓度(0 µmol/L、5 µmol/L、25 µmol/L、

50 µmol/L 和 100 µmol/L)培养草鱼肝细胞 12 h 后, 收集细胞, 测定细胞谷丙转氨酶(GPT)及谷草转氨酶(GOT)活性, 

丙二醛(MDA)及活性氧(ROS)含量、细胞凋亡水平和相关基因 mRNA 表达量。结果表明, 与不添加黄连素组相比, 

当黄连素浓度为 100 µmol/L 时, 细胞 GOT 和 GPT 活性、ROS 和 MDA 含量显著(P<0.05)增加。当黄连素的浓度为

25 µmol/L 和 50 µmol/L 时, 细胞凋亡水平显著(P<0.05)升高; 当黄连素的浓度增加到 100 µmol/L 时, 细胞凋亡水

平显著(P<0.05)降低。当黄连素的浓度为 50 µmol/L 和 100 µmol/L 时, 细胞半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3) mRNA 表

达量显著(P<0.05)升高。综上所述, 当黄连素浓度超过 50 µmol/L 会抑制细胞的生长, 引发氧化应激, 影响细胞功

能。因此, 黄连素在草鱼肝细胞培养液中添加的适宜浓度为 25~50 µmol/L。 
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黄连素又称为小檗碱(berberine, BBR), 是从

黄连、黄柏等植物中提取的一类异喹啉生物碱[1]。

已有研究表明, 黄连素在抗炎、降低血糖、调节

动物机体免疫性能等方面有显著效果, 在亚洲等

地区被广泛使用[2-4]。Kong 等[5]研究发现, 黄连素

可以降低机体血浆中的胆固醇含量, 表明其在调

控脂肪代谢方面也有着重要的作用。在水产养殖

中, 黄连素是被作为一种抗菌药物添加在饲料中, 

用于治疗鱼肠道疾病。然而, 关于黄连素在调控

鱼类机体免疫、氧化应激及营养物质代谢等相关

研究报道很少。仅有的报道是本实验室发表的关

于黄连素调控团头鲂(Megalobrama amblycephala)

脂肪代谢的文章。前期研究结果表明, 黄连素可

显著缓解高脂饲料(11%脂肪水平)造成的团头鲂

肝脂肪过量沉积, 改善鱼体的氧化应激水平。但

是, 将黄连素添加在正常脂肪含量饲料(5%脂肪

水平)中, 团头鲂生产性能显著提升的同时鱼体发

生氧化应激, 造成免疫性能和抗病力降低[6-7]。 

在鱼类研究中, 细胞培养是一种新的手段和

新的技术[8]。近年来, 鱼类细胞培养技术主要用于

毒理学、病理学、遗传学等试验的相关研究[9-11], 

在营养学上的研究报道相对较少。而关于黄连素

在鱼类尤其是细胞营养学上的研究报道尚空白。 

因此, 为了使黄连素等中草药添加剂能更好

地在水产养殖中应用, 降低其产生的副作用, 本

研究以草鱼肝细胞为实验对象, 应用体外细胞生

物学研究方法, 检测不同浓度的黄连素对细胞活

力、氧化应激和细胞凋亡等影响, 筛选黄连素体
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外细胞试验的作用时间和浓度, 为后续细胞研究

提供可参考的科学数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

草鱼肝细胞系 L8824, 购于武汉大学保藏中

心细胞库并保存于本实验室。 

黄连素 (纯度>90%)购于美国 Sigma 公司 ; 

MEM 培养基与胎牛血清等细胞培养所用试剂均

购自 GIBICO 公司; 细胞活力、谷草转氨酶(GOT)、

谷丙转氨酶(GPT)、活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)

和 Annexin-V-FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒

购自南京建成生物有限公司。 

1.2  细胞培养 

草鱼肝细胞系 L8824 采用含 10%胎牛血清的

MEM 培养基(含 1%谷氨酰胺与 1%双抗)在 5% 

CO2 的 28℃培养箱中培养。细胞长满后, 用 0.25%

胰酶(含 EDTA)消化传代, 将细胞接种于 96 孔或 6

孔板进行后续实验。 

1.3  细胞活力检测 

采用 CCK-8 微板比色法检测细胞活力。将对

数生长期的细胞悬液以 1104 密度接种于 96 孔板

(每孔 100 μL), 置于细胞培养箱预培养 24 h 后, 

分别加入含不同浓度的黄连素培养液 100 μL (黄

连素浓度为 0 µmol/L、5 μmol/L、25 μmol/L、50 

μmol/L、100 μmol/L), 处理细胞 0 h, 6 h, 12 h 和

24 h。另设 DMSO 溶剂对照组(0.01%)。每孔再加

入 10 μL CCK-8 溶液, 继续孵育 2 h 后, 酶联免疫

仪(单波长 450 nm)测定各孔的吸光度值(OD 值)。

计算公式如下:  

细胞活力% = (加药细胞 OD/对照细胞 OD)× 

100% 

1.4  ROS 的检测 

采用 DCFH-DA 探针法检测细胞内活性氧

(ROS)。将不同浓度的黄连素培养液处理细胞(黄

连素浓度为 0 µmol/L、5 μmol/L、25 μmol/L、50 

μmol/L、100 μmol/L) 12 h 后, 设 DMSO 溶剂对照

组。弃细胞处理液, 加入含 DCFH-DA 工作液(浓

度 50 μmol/L)的细胞处理液孵育 20 min, 加入用

DPBS 洗涤细胞 3 次, 用 0.25%的胰酶消化细胞, 

加入血清终止消化后, 1000 g 离心细胞, 收集细

胞沉淀物, 荧光酶标仪 488 nm 激发波长, 525 nm

发射波长, 测定荧光强度。 

1.5  MDA 含量检测 

丙二醛在高温及酸性环境下可与 2-硫代巴比

妥酸(TBA)反应产生红棕色的产物 3,5,5-三甲基

恶唑 2,4-二酮(三甲川), 该物质在 532 nm 处有一

吸收高峰, 并且在 660 nm 处有较小光吸收。根据

其 532 nm 的消光值可计算出溶液中丙二醛的含

量。将不同浓度的黄连素培养液处理细胞(黄连素

浓度为 0 µmol/L、5 μmol/L、25 μmol/L、50 μmol/L、

100 μmol/L) 12 h 后, 弃细胞处理液, 将细胞转移

至离心管中, 加入提取液, 将细胞制成悬液, 按

照南京建成细胞专用试剂盒上的说明书处理, 酶

标仪测定细胞内 MDA 含量。  

1.6  GOT 和 GPT 活性检测 

样本中 GOT 催化 L-天门冬氨酸和 α-酮戊二

酸氨基转换 , 生成草酰乙酸和 L-谷氨酸。在

NADH 和苹果酸脱氢酶存在下, 草酰乙酸被还原

为 L-苹果酸 , NADH 被氧化为 NAD+, 从而使

340 nm 处的光吸收值下降, 通过监测 340 nm 处

的光吸收值下架的速率, 可以测定 GOT 的活力。

样本种 GPT 催化 L-丙氨酸和 α-酮戊二酸氨基转

换, 生成丙酮酸和谷氨酸。丙酮酸在 NADH 和乳

酸脱氢酶催化下反应生成乳酸和 NAD+。NADH

在 340 nm 有特异性吸收峰, 其氧化的速率与血清

种 ALT 活力成正比, 在 340 nm 处测定 NADH 吸

光度下降的速率即可计算出 GPT 活力。具体操作

如下 : 将不同浓度的黄连素培养液处理细胞(黄

连素浓度为 0 µmol/L、5 μmol/L、25 μmol/L、

50 μmol/L、100 μmol/L)12 h 后, 弃细胞处理液, 

DPBS 洗涤细胞 3 次, 收集细胞, 3000 g 离心, 收

集上清液, 按照南京建成细胞专用试剂盒上的说

明书处理, 酶标仪测定细胞内 GOT 和 GPT 活性。 

1.7  细胞凋亡检测 

采用 Annexin-V-FITC/PI 双染流式细胞术测

定细胞凋亡。操作如下: 将不同浓度的黄连素培

养液处理细胞(黄连素浓度为 0 µmol/L、5 μmol/L、

25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L)12 h 后, 收集

细胞处理液, 并用 DPBS 洗涤贴壁细胞 3 次, 用
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0.25%的胰酶消化细胞 , 加入血清终止消化后 , 

再加入原细胞处理液混匀, 1000 g 离心细胞, 弃

上清, 用 DPBS 重悬细胞(密度 1×105~5×105), 离

心 5 min, 弃上清, 加入 500 μL检测工作液重悬细

胞, 加入 5 μL Annexin-V-FITC 工作液, 混匀, 再

加入 5 μL PI 工作液。避光 10 min, 上流式细胞仪

进行检测。检测条件: 激发波长 488 nm, 发射波

长 530 nm。Annexin-V-FITC 为绿色荧光通过 FITC

通道检测, PI 为红色荧光通道检测。 

1.8  细胞凋亡基因的检测 

操作如下: 将不同浓度的黄连素培养液处理

细胞 ( 黄连素浓度为 0 µmol/L 、 5 μmol/L 、

25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L)12 h, 设 DMSO

溶剂对照组。  

1.8.1  总 RNA 的提取  弃细胞处理液, DPBS 洗

涤 3 次后, 加入预冷的 Trizol 试剂 1 mL, 在冰浴

中反复吹打, 直到看不到沉淀, 将匀浆液转移至

1.5 mL 的离心管中, 采用 Trizol® Plus RNA Puri-

fication Kit (Invitrogen 货号: 12183-555)进行, 具

体提取过程参照该试剂盒的说明书。 

1.8.2  反转录   按照 Takara Prime Script® RT 

reageat Kit 反转录试剂盒说明书配置 20 μL 的体

系, 参照说明书规定的反应程序进行 cDNA反转。 

1.8.3  引物设计  试验所需引物由 Primer 5.0 软

件进行设计 (表 1), 上海英捷公司按照引物序列

完成相关引物的合成。 

 
表 1  定量 PCR 引物序列 

Tab. 1  Nucleotide sequences of the primers used to  
assay gene expression by real-time PCR 

目的基因 

target gene 

登录号 

accession number 

序列(53) 
sequence (53) 

caspase-3-F JQ793789 GCTGTGCTTCATTTGTTTG 

caspase-3-R  TCTGAGATGTTATGGCTGTC

caspase-8-F KM016991 CTGTGGCGGAGGTGAGAA 

caspase-8-R  GTGCTGGAGGACATGGGAAT

caspase-9-F JQ793787 CTGTGGCGGAGGTGAGAA 

caspase-9-R  GTGCTGGAGGACATGGGAAT

β-actin-F M25013 GGCTGTGCTGTCCCTGTA 

β-actin-R  GGGCATAACCCTCGTAGAT 

1.8.4  实时荧光定量 PCR 反应  根据 SYBR® 

Premix Ex Taq TMII (TaKaRa 公司)试剂盒说明书

进行 Real Time PCR 扩增反应, PCR 反应体系为

20 µL, 操作如下。 

 
表 2  实时荧光量 PCR 反应体系 

Tab. 2  Reaction system of PCR 

试剂 reagent 体积/µL volume 

SYBR 10.0 

正向引物 0.4 

反向引物 0.4 

ROX 0.4 

DEPC 处理水 6.8 

cDNA 模板 2.0 

 

PCR 反应条件为: 预变性 95℃ 30 s; 变性 

95℃ 5 s, 退火 60℃ 30 s, 循环次数 40 次。 

定量 PCR 扩增效率基本一致的前提下, 以

β-actin 为内参基因, 读取各样品孔的 CT 值, 应用

2−ΔΔCT 方法计算各处理组 mRNA 的相对表达量。 

1.9  数据分析 

实验中各处理组设置 3 个重复, 每重复 3 平

行。细胞活力数据用 SPSS 20.0 软件进行双因素

方差分析(two-way ANOVA), 其他数据用单因素

方差分析(one-way ANOVA), 数据用平均值±标准

误( x ±SE)表示。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度的黄连素和处理时间对草鱼肝脏

细胞活力的影响 

如图 1 所示, 黄连素浓度和作用时间对草鱼

肝细胞活力的交互作用显著(P<0.05)。在相同的处

理时间下, 随着黄连素浓度的增加, 细胞活力呈

现出先增加后降低的趋势(P<0.05)。与不添加黄连

素的对照组相比, 当黄连素浓度为 50 µmol/L 时, 

细胞活力显著升高(P<0.05); 当黄连素浓度为 100 

µmol/L 时, 细胞活力显著降低(P<0.05)。处理细

胞时间对细胞活力无显著(P>0.05)影响。 

2.2  不同浓度的黄连素对草鱼肝细胞功能的影响 

如图 2 所示, 与未添加黄连素组相比, 当黄

连素添加浓度为 100 µmol/L时, 细胞 GOT活性显 
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图 1  黄连素对草鱼肝细胞活力的影响 

图中不同小写英文字母表示两者之间差异显著(P<0.05). 

*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ns 表示无显著差异. 

Fig. 1  The influence of berberine on Ctenopharyngodon 
 idellus hepatopancreas cell activity 

Means with different lowercase letters are significantly  
different at p<0.05. *: p<0.05; **: p<0.01;  

***: p<0.001; ns means not significant. 

 

 
 

图 2  黄连素对草鱼肝细胞 GOT 和 GPT 活性的影响 

图中不同小写英文字母表示两者之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  The influence of berberine on Ctenopharyngodon  
idellus hepatopancreas cell GOT and GPT activities 

Means with different lowercase letters are  
significantly different at P<0.05. 

著 (P<0.05)显著高于 control 组 , 其他各组细胞

GOT 活性无显著(P>0.05)差异。各组的 GPT 活性

变化趋势与 GOT 一致。 

2.3  不同浓度的黄连素对草鱼肝脏细胞氧化应

激的影响 

如图 3 所示, 与未添加黄连素的组相比, 当

黄连素添加浓度为 100 µmol/L 时, 细胞内 ROS 含

量显著(P<0.05)高于对照组, 其他各组 ROS 含量

无显著(P>0.05)差异。各组的 MDA 含量变化趋势

与 ROS 变化一致。 

 

 
 

图 3  黄连素对草鱼肝细胞 ROS 和 MDA 含量的影响 

图中不同小写英文字母表示两者之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  The influence of on Ctenopharyngodon idellus  
hepatopancreas cell ROS and MDA contents 

Means with different lowercase letters are  
significantly different at P<0.05. 

 
2.4  不同浓度的黄连素对草鱼肝脏细胞凋亡的

影响 

如图 4 所示, 随着黄连素添加浓度的增加, 

细胞凋亡率呈现先升高后降低的趋势。与未添加
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黄连素组相比, 当黄连素的添加浓度为 25 µmol/L

和 50 µmol/L 时, 细胞凋亡率显著(P<0.05)升高; 

当黄连素的浓度增加到 100 µmol/L 时, 细胞凋亡

率显著(P<0.05)降低。 

 

 
 

图 4  黄连素对草鱼肝细胞凋亡率的影响 

图中不同小写英文字母表示两者之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  The influence of berberine on Ctenopharyngodon  
idellus hepatopancreas cell apoptosis 

Means with different lowercase letters are  
significantly different at P<0.05. 

 
2.5  不同浓度的黄连素对草鱼肝脏细胞凋亡基

因的影响 

如表 2 所示, 与未添加黄连素的组相比, 细

胞 caspase-8 和 caspase-9 mRNA 表达量无显   

著(P>0.05)变化。当黄连素的添加浓度为 50 和

100 µmol/L 时, 细胞 caspase-3 mRNA 表达量显著

(P<0.05)升高, 其他各组无显著性(P>0.05)变化。 

 
表 2  黄连素对草鱼肝细胞凋亡相关基因的表达量的影响 
Tab. 2  The influence of berberine on grass carp liver cell 

caspase-3, caspase-8 and caspase-9 contents at 12 h treatment 
n=9; x̄±SE 

黄连素浓度/(µmol/L) 

concentration of  
berberine 

半胱氨酸

蛋白酶-3 
caspase-3

半胱氨酸 

蛋白酶-8 
caspase-8 

半胱氨酸

蛋白酶-9 
caspase-9

control 1.00±0.01b 1.00±0.01 1.00±0.11

DMSO 1.13±0.02b 1.01±0.01 1.12±0.02

5 1.57±0.03b 1.00±0.03 1.15±0.13

25 1.71±0.02ab 0.98±0.02 1.23±0.11

50 2.17±0.05a 0.95±0.01 1.15±0.06

100 2.32±0.04a 0.94±0.02 1.08±0.06

注: 同列数据上标含不同字母者差异显著(P<0.05). 

Note: Means in the same column with different superscripts are 
significantly different (P<0.05). 

3  讨论 

3.1  黄连素对草鱼肝细胞活力的影响 

本研究中发现, 高浓度(100 μmol/L)的黄连素

对草鱼肝细胞活力有明显的抑制作用, 并且随着

黄连素浓度的增加, 抑制作用逐渐增强; 而低浓

度的黄连素可以促进细胞的生长。50 μmol/L 是黄

连素处理鱼肝脏细胞浓度的分界点。前期本实验

室在团头鲂的体内实验证实, 黄连素对摄食正常

日粮的团头鲂有促生长作用, 这与本次体外实验

得出的结论一致[7, 12]。储岳峰等[13]研究表明, 部

分中草药免疫增强剂能显著提高小鼠(Mus mus-

culus)腹腔巨噬细胞和 NK 细胞活力。占今舜等[14]

研究表明, 苜蓿素可以显著提高脂多糖添加下奶

牛(Bos Taurus)乳腺上皮细胞活力。曹丽萍等 [15]

研究表明, 在一定的浓度范围内, 香菇多糖和黄

芪多糖均显著提高鲤(Cyprinus carpio)免疫细胞

的增殖能力。这些哺乳动物和鱼类的研究与本研

究结果类似, 表明黄连素作为一种中草药添加剂, 

也能显著提高草鱼肝细胞活力。然而, Mantena 等[16]

对正常的人表皮角质形成细胞研究表明, 黄连素

处理细胞 72 h 时, 实验中高浓度(50 μmol/L 和

75 μmol/L)的黄连素对细胞活力无显著影响。这与

本研究结果存在差异, 推测原因可能是: (1) 黄连

素选择的浓度范围不一致, 低浓度的黄连素可能

对细胞活力无显著影响, 当浓度达到某个临界点时, 

可能才会导致细胞活力出现显著性差异; (2) 细

胞类型的差异可能也会影响药物的作用效果。 

3.2  黄连素对草鱼肝细胞氧化应激的影响 

GOT 和 GPT 的活性变化可以反映肝细胞受

损的程度[17]。ROS 是细胞内正常代谢产物[18], 在

正常生理条件下其在细胞中的含量处于动态平

衡。但是当细胞受到外界因素的刺激时, 这种动

态平衡会破坏, 也会产生 ROS。有研究表明, 当

细胞内的 ROS 和 MDA 含量过高时, 会诱发机体

产生氧化应激反应[19]。本研究结果显示, 添加较

低浓度的黄连素(<50 μmol/L), 细胞内 ROS 和

MDA 含量适量增加, 细胞启动自身的细胞凋亡程

序, 清除受损的细胞, 促进健康细胞增殖, 维持

机体内正常生理代谢[20]; 添加高浓度(100 μmol/L) 
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黄连素, 细胞内 ROS 的大量产生, MDA 含量显著

增加, 细胞内抗氧化应激能力损失, 诱发氧化应

激, 而氧化应激可进一步引起 DNA 损害, 导致过

量的脂质过氧化物生成, 损伤细胞功能, 细胞自

身保护程序—细胞凋亡水平降低, 最终造成细胞

活力降低。细胞活力、细胞功能指标与细胞凋亡

数据的变化趋势也正说明该问题。Park 等[21]研究

表明, 不同浓度(10~200 μmol/L)的黄连素处理胰

腺癌细胞系 PANC-1 和 MIA-PaCa2 时, ROS 随着

黄连素浓度的增加显著增加。因此, 在 50 μmol/L

浓度范围内, 细胞可启动自身的防御机制清除受

损细胞, 以维持正常细胞功能及生理代谢。 

3.3  黄连素对草鱼肝细胞凋亡的影响 

黄连素已被证实在多种细胞中具有诱导细胞

凋亡的作用[16, 22]。Hsu 等[23]在人的 SW620 细胞

中研究发现, 黄连素可以诱导结肠癌细胞发生细

胞凋亡。Jantova 等[24]研究表明, 当黄连素浓度为

75 μg/mL (文献中浓度)可诱导人幼单核细胞(U937)

发生细胞凋亡。本试验研究中, 随着黄连素处理

浓度的增加, 细胞凋亡率呈现先升高后降低的趋

势。Hwang 等[25]用黄连素处理 HepG2 细胞 24 h, 

结果表明, 细胞内 caspase-8、和 caspase-3 被抑制, 

细胞凋亡水平随添加浓度(10 μmol/L、25 μmol/L、

50 μmol/L 和 100 μmol/L)增高而降低, 该结果与

本研究结果类似。Cui 等[26]研究表明, 大黄素处理

草鱼肝细胞 24 h 的细胞凋亡率呈浓度依赖性, 随

着大黄素浓度(1~25 mg/mL)的升高, 细胞凋亡数

量显著升高。该研究结果与本研究不一致, 推测

可能是由添加剂的种类、浓度的选择范围和处理

时间等因素造成的。 

细胞凋亡可分为外在的半胱氨酸蛋白酶依赖

性途径和线粒体依赖性途径[27-28]。caspase 依赖途

径包括 caspase-8、caspase-9 和 caspase-3 的激活, 

而线粒体途径涉及细胞色素 c 从线粒体流向胞质

溶胶, 与 Apaf-1 和 caspase-9 形成凋亡体, 并导致

激活 caspase-3 和细胞凋亡[29]。caspase-9 主要介

导了凋亡信号的级联放大和传递 , caspase-3 是

caspase 家族蛋白引起细胞凋亡的最下游分子, 直

接参与细胞凋亡的发生[30]。事实上, 2 条途径都  

是错综复杂的。本研究中 , 黄连素浓度大于

50 µmol/L 时, caspase-3 的表达量显著升高。由此

推测, 高浓度的黄连素使得机体产生过量的 ROS, 

可能激活了 caspase-3 的上游基因, 使 caspase-3

水解成有活性的蛋白 , 从而启动了细胞凋亡程  

序[31]。这也与 Yungtsuan 等[32]研究结果一致。然

而, Hwang 等[25]研究表明, 黄连素(0~100 µmol/L)

作用于人的肝细胞 24 h 时, 各组的 caspsae-3 表达

量无显著变化, 该结果与本研究不一致。推测原

因可能是细胞类型的差异导致药物发挥作用的时

间发生了变化。但是 caspase-8 和 caspase-9 在本

研究中没有显著变化, 其原因有待后续研究中进

一步验证。 

本研究应用鱼类细胞体外方法研究黄连素对

细胞活力及氧化应激的影响, 结果显示, 细胞中

添加超过 50 µmol/L 的黄连素会抑制草鱼肝细胞

活力, 引起氧化应激, 损伤细胞。因此, 适宜的黄

连素添加浓度范围为 25~50 µmol/L, 这为后续开

展黄连素在水产动物细胞生物学等方面的研究提

供参考依据。 
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Chinese herbal extract berberine on oxidative stress and apoptosis in 
the hepatic cells of grass carp (Ctenopharyngodon idellus) 

CHEN Danhong, CHEN Qingqing, TIAN Hongyan, SHI Huajuan, LIU Wenbin 

Key Laboratory of Aquatic Nutrition of Jiangsu Province, College of Animal Science and Technology, Nanjing Agri-
cultural University, Nanjing 210095, China 

Abstract: Berberine was one kind of Chinese herbal additive, which extracted from the stems and roots of various 
Berberis species, such as Cortex phellodendri (Huangbai), Rhizoma coptidis (Huanglian) and so on. It possessed a 
series of biological activities, including antioxidant, anti-inflammatory, reducing blood glucose and lipid level. In 
addition, it had been proved that berberine could improve lipid deposition and glucose metabolism in diabetes. 
Recently, berberine had been applied to aquaculture diets as an herbal feed additive in Asian area. Our laboratory 
conducted many vivo experiments to study the function of berberine. The current study demonstrated that berber-
ine added in high-fat diet could mitigate oxidative stress, inhibit the apoptosis and enhance disease resistance of 
fish. However, it was found that the growth performance of fish fed with normal diet supplied berberine was sig-
nificantly enhanced but immunity was not improved. In order to solve this problem, the study was aimed to ex-
plore the effect of different concentrations of berberine on cell activity, oxidative stress and apoptosis of grass carp 
(Ctenopharyngodon idellus) hepatopancreas cell in vitro experiment. Cultured cells were treated with different 
concentrations of berberine (0, 5 µmol/L, 25 µmol/L, 50 µmol/L, 100 µmol/L) for 0, 6 h, 12 h, 24 h. Then, the 
optimal concentration of berberine was showed by detecting cell viability in CCK-8 assay. Results showed that the 
cell activity was affected by interaction of time and berberine concentration (P<0.05). Berberine significantly 
(P<0.05) affected cell activity in a dose-dependent manner. According to the cell activity data, the remaining in-
dicators were selected to data of 12 hours for analyzing related indicators, including glutamate oxalate transami-
nase (GOT) and glutamate pyruvate transaminase (GPT) activity, malondialdehyde (MDA) and ROS content, 
apoptosis, caspase-3, caspase-8 and caspase-9 mRNA expression. Compared with control group, GOT and GPT 
activity in group of 100 µmol/L berberine concentration were significantly (P<0.05) increased. Meanwhile, the 
content of MDA and ROS were significantly increased with increasing concentration of berberine. The tendency of 
content of MDA and ROS were same as that of GOT and GPT activity (P<0.05). In addition, compared with con-
trol group, the total cell apoptosis rate in group of 25 µmol/L and 50 µmol/L berberine concentration were sig-
nificantly (P<0.05) increased while cell apoptosis rate in 100 µmol/L berberine group was significantly (P<0.05) 
decreased. At last, the mRNA expression of caspase-3 in group of 50 µmol/L and 100 µmol/L berberine group 
were significantly enhanced (P<0.05). In summary, the safety concentration of berberine in stimulating fish liver 

cells should be 2550 μmol/L. When the concentration was more than 50 μmol/L, it would have toxicity to normal 
growth cells and affect cell function. 
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