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玉米赤霉烯酮对鸡胚成纤维细胞的毒性作用
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摘　要：旨在探究玉米赤霉烯酮（ＺＥＡ）对鸡胚成纤维细胞（ＤＦ－１）的毒性作用机制，采用 ＭＴＴ法检测细胞活力变

化，比色法检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活力，ＥＬＩＳＡ法检测Ｃａｓｐａｓｅ－３含量，Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡，

荧光显微镜观察细胞活性氧（ＲＯＳ）水平，线粒体膜电位变化，ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测内质网应激（ＥＲｓ）和细胞凋亡相关

基因的ｍＲＮＡ转录水平。结果显示，１２．５～５０．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ显著抑制ＤＦ－１细胞增殖（Ｐ＜０．０１），且呈时间和

剂量依赖性关系。２５．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ处理细胞２４ｈ后，上清液中ＬＤＨ和Ｃａｓｐａｓｅ－３含量显著升高（Ｐ＜０．０１）；

细胞中ＲＯＳ水平和细胞凋亡数量极显著升高（Ｐ＜０．０１）；线粒体膜电位极显著降低（Ｐ＜０．０１）。凋亡相关基因

Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ　ｍＲＮＡ转录水平极显著上调（Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ转录水平极显著下调（Ｐ＜０．０１）；ＥＲｓ相关

基因ＧＲＰ７８、ＡＴＦ６、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、ＰＥＲＫ ｍＲＮＡ转录水平极显著上调（Ｐ＜０．０１）。综上表明，ＺＥＡ能通过内质

网应激途径导致细胞凋亡并对鸡胚成纤维细胞发挥毒性作用。研究结果为深入研究ＺＥＡ对鸡细胞的毒性作用和

解毒手段奠定基础，对相关禽类疾病治疗具有意义。
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　　霉菌毒素是丝状真菌的有毒次生代谢物，常见

于农作物、谷物和食品污染，其中，玉米赤霉烯酮
（ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＡ）的污染问题尤为严重［１］。Ｌｅｅ
等［２］综合２００６—２０１６年霉菌毒素调查报道发现，世
界范围内谷物原料中ＺＥＡ的污染率及平均污染水
平为４６％和３　０４９μｇ·ｋｇ

－１，其中，非洲、亚洲和北

美污染最严重。我国学者在２０１８年检测了从１９个

省市收集的４２２份饲料样品，发现饲料中ＺＥＡ的检
出率高达９５％，超标率为７．９％，远高于国家饲料卫

生标准（ＧＢ１３０７８—２０１７）的限量要求［３］。ＺＥＡ 又
称Ｆ－２毒素，在动物体内可以被转化为还原性代谢

产物，如α－玉米赤霉烯醇、β－玉米赤霉烯醇、α－玉米
赤霉醇、β－玉米赤霉醇等

［４］。ＺＥＡ及其代谢物具有
类雌激素作用，并能扰乱动物的内分泌功能［５］。摄

入霉菌毒素可以引起动物的生产性能下降，引发急
性或慢性的中毒反应，进而威胁动物和人类健康，并

给畜禽养殖业造成巨大的损失［６］。

ＺＥＡ除了具有雌激素活性外，还通过多种损伤

机制发挥毒性作用，包括氧化应激、内质网应激、线

粒体损伤、细胞周期阻滞、炎症反应、细胞凋亡和
坏死等。ＺＥＡ能降低草鱼幼鱼的生长性能，损害

草鱼肠道结构完整性，使草鱼肠道细胞发生凋亡

和坏死，产生肠道毒性［７］。采用腹腔注射的方式
给小鼠注射５０ｍｇ·ｋｇ－１剂量的 ＺＥＡ，可观察到

肝坏死、肝细胞变性和肾上皮细胞肿胀变性；组

织细胞的氧化损伤是目前普遍接受的ＺＥＡ引起

肝肾损伤机制之一［８］。体内外研究表明，ＺＥＡ对

免疫应答也有显著影响，有免疫刺激或免疫抑制

作用［９］。李欣虹等［１０］研究发现，ＺＥＡ能诱导鸡脾

淋巴细胞发生细胞凋亡和细胞坏死，抑制细胞增

殖。此外，ＺＥＡ对多种类型细胞具有时间和剂量

依赖性的负效应，如ＺＥＡ及其衍生物会对大鼠支

持细胞和小鼠卵巢颗粒细胞产生毒性作用［１１－１２］；

４０μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＺＥＡ能抑制猪小肠上皮细胞增殖，并

在２４ｈ内降低所有浓度（ＺＥＡ浓度＜１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）

的细胞活力［１３］；Ｗａｎｇ等［１４］研究发现，不同剂量的

ＺＥＡ能通过线粒体途径诱导大鼠原代睾丸间质细

胞凋亡。

虽然目前ＺＥＡ对禽类的毒性作用已有报道，

但关于ＺＥＡ对禽类的毒性作用机制研究仍不完

善。利用内分泌细胞和生殖细胞来评估ＺＥＡ的毒

理学效应，但成纤维细胞的潜在影响一直被忽视，

成纤维细胞在组织发育、维持和修复方面具有重

要作用［１５］。鸡胚成纤维细胞（ＤＦ－１）是一种稳定

的、无肿瘤基因、自发无限增殖的细胞系，被广泛

用于动物病毒研究、疫苗研制、癌症研究等诸多领

域。因此，本试验选用 ＤＦ－１作为供试细胞，探究

ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞的毒性作用，旨在进一步探讨

ＺＥＡ的毒性作用机制与禽类疾病的确切关系，为

正确指导农业生产、畜牧养殖和防控霉菌毒素中

毒提供理论基础。
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１　材料与方法
１．１　主要试剂

胎牛血清、ＤＭＥＭ 细胞培养基、ＰＢＳ和青霉

素－链霉素溶液等均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；二甲

基亚砜（ＤＭＳＯ）和玉米赤霉烯酮（ＺＥＡ）均购自美

国Ｓｉｇｍａ公司；甲基噻唑蓝 ＭＴＴ购自北京索莱宝

科技有限公司；Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测

试剂盒购自南京凯基生物科技有限公司；ＬＤＨ检

测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；Ｃａｓｐａｓｅ－
３、ＲＯＳ、线粒体膜电位检测试剂盒均购自上海茁

彩生物科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ａｍｂｉ－
ｏｎ有限公司；反转录试剂盒和荧光定量试剂盒均

购自宝生物工程（大连）有限公司。鸡胚成纤维细

胞ＤＦ－１（ＡＴＣＣ；ＣＲＬ－１２２０３）购自武汉普诺赛生

命科技有限公司。

１．２　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞活力的影响

ＤＦ－１细胞按４．５×１０３个·孔－１接种至９６孔板

中，置于３７℃５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育，当细胞生

长至７０％～８０％时，弃培养基，加入含不同浓度ＺＥＡ
（ＺＥＡ终浓度分别为１２．５、２５．０和５０．０μｇ·ｍＬ

－１）

的培养基。以不加ＺＥＡ的细胞作为对照组，继续培

养６、１２、２４、４８ｈ后，采用 ＭＴＴ法检测细胞活力。

每个浓度设６个复孔，试验重复３次，试验结果以平

均值表示。根据以下公式计算细胞的存活率：细胞

存活率＝（处理组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）／（对照组

ＯＤ值－空白组ＯＤ值）×１００。

１．３　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞形态的影响

ＤＦ－１细胞按７×１０４个·孔－１接种至６孔板中，

置于３７℃５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育，当细胞生长

至７０％～８０％时，弃培养基，加入含不同浓度ＺＥＡ
（ＺＥＡ终浓度分别为１２．５、２５．０和５０．０μｇ·ｍＬ

－１）

的培养基。以不加ＺＥＡ的细胞作为对照组，继续培

养２４ｈ后，在倒置显微镜下观察拍照。

１．４　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞上清液中ＬＤＨ的影响

ＤＦ－１细胞按７×１０４个·孔－１接种至６孔板中，

置于３７℃５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育，当细胞生长

至７０％～８０％时，弃培养基，加入ＺＥＡ 终浓度为

２５．０μｇ·ｍＬ
－１的培养基。以不加ＺＥＡ的细胞作

为对照组，各设置６个复孔，继续培养２４ｈ后收集

细胞上清液，按照ＬＤＨ 检测试剂盒说明书步骤操

作检测上清液中ＬＤＨ的活性。试验重复３次。

１．５　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞上清液中Ｃａｓｐａｓｅ－３含量的

影响

　　细胞接种和药物处理方法同“１．４”，继续培养

２４ｈ后收集细胞上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明

书测定上清液中Ｃａｓｐａｓｅ－３的含量。

１．６　Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测ＺＥＡ对ＤＦ－１
细胞凋亡的影响

　　细胞接板和药物处理方法同“１．４”，继续培养

２４ｈ后，按照细胞凋亡检测试剂盒说明书步骤操

作，准备好细胞样品，流式细胞仪检测。

１．７　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞中活性氧水平的影响

细胞接种和药物处理方法同“１．４”，加入含

ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光染料的培养液，３７ ℃ 避光孵育

２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次后用荧光倒置显微镜观察并

拍照。

１．８　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞线粒体膜电位的影响

细胞接种和药物处理方法同“１．４”，继续培养

２４ｈ后，加入含ＪＣ－１荧光染料的培养液，３７℃避光

孵育２０ｍｉｎ，用ＪＣ－１Ｂｕｆｆｅｒ（１×）洗涤２次，用荧光

倒置显微镜观察并拍照。

１．９　ＺＥＡ处理对ＤＦ－１细胞凋亡相关基因转录水

平的影响

　　细胞接种和药物处理方法同“１．４”，继续培养

２４ｈ后，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１　４℃离心１０ｍｉｎ收集细

胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，并反转录获得

ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ 为模板，进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应。

检测细胞凋亡（Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ）和内质网应
激 相 关 基 因 （ＡＴＦ４、ＡＴＦ６、ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ、

ＩＲＥ１、ＰＥＲＫ）的 ｍＲＮＡ转录水平。具体引物序
列见表１，引物均由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。以β－ａｃｔｉｎ为内参基因，采用２
－ΔΔＣｔ法计

算分析结果。

１．１０　数据分析

采用ＳＰＳＳ２５．０对试验数据进行单因素方差分

析，试验结果均以“平均值±标准差（�ｘ±ｓ）”表示，

Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计学意义。采用 Ｇｒａｐ－
ｈｅｒ１６．５软件作图。
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表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列信息

Ｔａｂｌｅ　１　ＲＴ－ｑＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｓｉｚｅ

基因登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

Ｂｃｌ－２ Ｆ：ＣＧＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧ

Ｒ：ＣＡＧＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＧＴＣＴＴ

１６７ ＮＭ　２０５３３９．２

Ｃａｓｐａｓｅ-３ Ｆ：ＴＧＧＣＣＣＴＣＴＴＧＡＡＣＴＧＡＡＡＧ

Ｒ：ＴＣＣＡＣＴＧＴＣＴＧＣＴＴＣＡＡＴＡＣＣ

１３９ ＮＭ　２０４７２５．１

Ｂａｘ　 Ｆ：ＴＴＣＣＴＣＡＣＡＧＧＣＡＴＣＡＡＣ

Ｒ：ＣＡＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧ

１３４ ＮＭ　０４０６９３９０９．１

β－ａｃｔｉｎ　 Ｆ：ＣＣＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＧ

Ｒ：ＣＣＴＣＧＧＧＧＣＡＣＣＴＧＡＡＣＣＴＣＴＣ

２６５ ＮＭ　２０５５１８

ＡＴＦ６ Ｆ：ＡＧＴＣＣＡＡＴＡＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＧ

Ｒ：ＣＡＴＣＡＣＣＴＣＡＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣ

３３５ ＮＭ　０１５２９０３９９．３

ＧＲＰ７８ Ｆ：ＣＣＴＧＧＴＧＴＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴ

Ｒ：ＡＧＡＴＧＡＴＴＧＴＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧ

１９５ ＮＭ　２０５４９１．１

ＡＴＦ４ Ｆ：ＡＧＡＡＣＣＴＣＣＡＣＴＣＡＴＡＣＣＴ

Ｒ：ＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＣＴＴ

１７７ ＮＭ　２０４８８０．２

ＣＨＯＰ　 Ｆ：ＧＣＴＧＧＡＴＧＡＧＡＣＡＣＴＧＡＡＴＧＣＡＧＡＧ

Ｒ：ＣＡＣＧＣＴＴＣＣＧＣＴＴＴＧＴＣＣＴＣＴＧ

１４９ ＸＭ＿０４０６９３７６５．１

ＰＥＲＫ　 Ｆ：ＴＧＧＡＡＧＡＴＧＴＴＧＴＧＡＴＧＧＴ

Ｒ：ＡＴＧＧＣＧＡＡＧＡＡＴＧＣＴＧＴＡ

２９６ ＮＭ＿００１００６４７７．１

ＩＲＥ１ Ｆ：ＣＧＣＣＣＡＡＡＧＣＡＴＣＡＡＡＣＣＡＴＴＣＴＧ

Ｒ：ＣＡＣＴＣＴＧＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＴＣＴＣＣ

１０７ ＮＭ＿００１２８５４９９．１

２　结　果
２．１　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞形态和活力的影响

ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞形态的影响结果见图１。与
对照组相比，ＺＥＡ浓度越高，细胞形态越差、皱缩、
欠规则、呈圆形或卵圆形、折光性差、贴壁细胞减少，
死亡细胞增多。细胞活力检测结果见图２。与对照
组相比，随着ＺＥＡ浓度增加、作用时间增长，ＺＥＡ对

ＤＦ－１细胞活力的抑制作用增强，呈时间和剂量依赖
性关系，２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ处理ＤＦ－１细胞２４ｈ后
细胞活力约为５０％，因此试验选取２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ处理ＤＦ－１细胞２４ｈ进行后续试验。

２．２　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的影响
由图３可知，与对照组相比，２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ处理组ＬＤＨ活性极显著升高（Ｐ＜０．０１），约为

正常细胞的６倍。表明２５．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ作用于

ＤＦ－１细胞后会产生细胞毒性，从而导致细胞凋亡。

２．３　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞上清液中Ｃａｓｐａｓｅ－３含量的
影响

　　由图４可知，与对照组相比，２５．０μｇ·ｍＬ
－１

ＺＥＡ处理 ＤＦ－１ 细 胞 ２４ｈ 后，细 胞 上 清 液 中

Ｃａｓｐａｓｅ－３含量极显著升高（Ｐ＜０．０１），约为正常细
胞的２倍。表明２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ作用于ＤＦ－１
细胞后会发生细胞凋亡。

２．４　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞凋亡的影响
由图５可知，Ｑ１表示坏死细胞，Ｑ２表示晚期凋亡

细胞，Ｑ３表示早期凋亡细胞、Ｑ４表示活细胞。与对照
组相比，２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ处理组的早凋（Ｑ３）和晚
凋（Ｑ２）细胞数显著增加，表明２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ作
用于ＤＦ－１细胞后会发生细胞凋亡。
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Ａ．对照组；Ｂ．１２．５μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ处理组；Ｃ．２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ处理组；Ｄ．５０．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ处理组。扫描文章

首页ＯＳＩＤ码可查看彩图
Ａ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ；Ｂ．１２．５μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ　ｇｒｏｕｐ；Ｃ．２５．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ　ｇｒｏｕｐ；Ｄ．５０．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ　ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ
ｃｏｌｏｒ　ｐｉｃｔｕｒｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｆｏｕｎｄ　ｂｙ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ＯＳＩＤ　ｃｏｄｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｏｎｔ　ｐａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｒｔｉｃｌｅ
图１　不同浓度ＺＥＡ处理２４ｈ对ＤＦ－１细胞形态的影响（标尺＝１００μｍ）
Ｆｉｇ．１　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ａｆｔｅｒ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ＺＥＡ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　２４ｈ（Ｓｃａｌｅ　ｂａｒ＝１００μｍ）

与对照组相比，＊．Ｐ＜０．０５；＊＊．Ｐ＜０．０１。下同
Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｔｒｏｌ，＊．Ｐ＜０．０５；＊＊．Ｐ＜０．０１．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图２　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞活力的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＤＦ－１ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｉｎ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＺＥＡ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｔ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｔｉｍｅ

２．５　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞活性氧水平的影响
由图６Ａ可知，与对照组相比，２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ处理组绿色荧光强度明显增强，细胞核呈浓
缩、致密浓染。由图６Ｂ可知，与对照组相比较，

２５．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ 处理后的ＤＦ－１细胞ＲＯＳ水

平极显著增加（Ｐ＜０．０１），约为正常细胞的２０倍，
对细胞产生毒害作用。

２．６　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞线粒体膜电位的影响
由图７可知，与对照组相比，２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ处理组红色荧光明显减弱，绿色荧光明显增
强，由图８可知，与对照组相比较，２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ处理后的ＤＦ－１细胞线粒体膜电位极显著降低
（Ｐ＜０．０１），约为正常细胞的１／７，说明ＺＥＡ能造成
ＤＦ－１细胞线粒体损伤。
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图３　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞上清液中ＬＤＨ活性的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＺＥＡ　ｏｎ　ｌａｃｔａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｉｎ　ｓｕ－

ｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ　ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ

图４　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞上清液中Ｃａｓｐａｓｅ－３含量的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＺＥＡ　ｏｎ　Ｃａｓｐａｓｅ－３ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｏｆ

ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ

图５　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞凋亡的影响（扫描文章首页ＯＳＩＤ码可查看彩图）
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＺＥＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｏｆ　ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ（Ｔｈｅ　ｃｏｌｏｒ　ｐｉｃｔｕｒｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｆｏｕｎｄ　ｂｙ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ＯＳＩＤ　ｃｏｄｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｏｎｔ

ｐａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｒｔｉｃｌｅ）

Ａ．细胞内ＲＯＳ水平变化的荧光染色结果（标尺＝１００μｍ，扫描文章首页ＯＳＩＤ码可查看彩图）；Ｂ．ＲＯＳ荧光强度分析
Ａ．Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ＲＯＳ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ｓｃａｌｅ　ｂａｒ＝１００μｍ，ｔｈｅ　ｃｏｌｏｒ　ｐｉｃｔｕｒｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｆｏｕｎｄ　ｂｙ　ｓｃａｎ－
ｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ＯＳＩＤ　ｃｏｄｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｏｎｔ　ｐａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｒｔｉｃｌｅ）；Ｂ．ＲＯＳ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ
图６　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞活性氧水平的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＺＥＡ　ｏｎ　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｏｘｙｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ
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图７　线粒体膜电位荧光染色结果（标尺＝１００μｍ，扫描文章首页ＯＳＩＤ码可查看彩图）
Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｓｃａｌｅ　ｂａｒ＝１００μｍ，ｔｈｅ　ｃｏｌｏｒ　ｐｉｃｔｕｒｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｆｏｕｎｄ　ｂｙ

ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ＯＳＩＤ　ｃｏｄｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｏｎｔ　ｐａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｒｔｉｃｌｅ）

图８　线粒体膜电位红绿荧光强度比值分析
Ｆｉｇ．８　Ｒａｔｉｏ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｄ－ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

２．７　ＤＦ－１细胞凋亡相关基因的ｍＲＮＡ转录水平
通过ＲＴ－ｑＰＣＲ检测凋亡相关基因Ｃａｓｐａｓｅ－３、

Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２的转录水平，由图９可知，与对照组相比，

２５．０μｇ·ｍＬ
－１　ＺＥＡ 组的促凋亡基因Ｃａｓｐａｓｅ－３

ｍＲＮＡ转录水平极显著上调（Ｐ＜０．０１）、Ｂａｘ　ｍＲ－
ＮＡ 转录水平极显著上调（Ｐ＜０．０１）；抑凋亡基因

Ｂｃｌ－２　ｍＲＮＡ转录水平极显著下调（Ｐ＜０．０１）。从

ｍＲＮＡ转录水平表明ＺＥＡ能诱导细胞凋亡。

２．８　ＤＦ－１细胞ＥＲｓ相关基因的ｍＲＮＡ表达
通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ＥＲｓ相关基因ＣＨＯＰ、

ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＡＴＦ４、ＩＲＥ１的 ｍＲＮＡ转
录水平，由图１０可知，与对照组相比，２５．０μｇ·ｍＬ

－１

ＺＥＡ组ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＡＴＦ４、ＩＲＥ１
ｍＲＮＡ转录水平极显著上调（Ｐ＜０．０１）。从 ｍＲＮＡ
转录水平表明ＺＥＡ能诱导发生内质网应激。

图９　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞凋亡相关基因ｍＲＮＡ转录水平的影响
Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＺＥＡ
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图１０　ＺＥＡ对ＤＦ－１细胞ＥＲｓ相关基因ｍＲＮＡ转录水平的影响
Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ　ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ　ｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ＤＦ－１ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＺＥＡ

３　讨　论
人或畜禽通过饮食将ＺＥＡ摄入体内，会产生免

疫毒性、生殖毒性、肠道毒性、肝肾毒性、细胞毒性、
甚至致癌性，严重危害人类和畜禽健康，降低动物生
产性能，带来不可估量的经济损失［１６］。成纤维细胞
代谢旺盛、增殖能力强，具有合成和分泌蛋白质的功
能［１７］。而ＤＦ－１是一种鸡的典型成纤维细胞模型，
常用来研究鸡细胞的功能和变化，因此，本试验以

ＤＦ－１为模型研究ＺＥＡ的毒性作用机制。
乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）是细胞内一种稳定的酶，

ＬＤＨ的释放是检测细胞毒性和细胞膜完整性的重
要指标，当细胞凋亡时会破坏细胞膜结构从而导致
细胞质内的ＬＤＨ释放到培养液中［１８］。本研究通过
细胞活力及ＬＤＨ的检测表明ＺＥＡ对 ＤＦ－１细胞产
生毒性作用，并抑制ＤＦ－１细胞的活力。与此一致，
陈新亮［１９］研究发现，ＺＥＡ使 ＭＯＤＥ－Ｋ细胞膜发生
脂质氧化，细胞破损，使细胞内的ＬＤＨ 活性显著
升高。
活性氧（ＲＯＳ）是氧化应激反应中的重要信号分

子，ＲＯＳ的过度积累可破坏细胞内稳态，导致线粒
体功能障碍，直接或间接（或同时）影响内质网稳态
和蛋白质折叠［２０］。大量体外研究表明，ＺＥＡ 通过

ＲＯＳ的产生诱导细胞毒性，导致脂质过氧化、ＤＮＡ
损伤和细胞凋亡［２１］。线粒体是细胞的发电站，消耗
氧气以产生足够的能量来维持正常的细胞过程，其
电位变化可以反映出细胞的状态。此外，线粒体膜
电位是检测细胞凋亡早期的重要标志，也是检测细
胞凋亡早期阶段的方式之一［２２］。张心怡等［２３］研究
发现，ＺＥＡ处理小鼠Ｔ淋巴细胞可以提高细胞内活
性氧的水平，同时降低Ｔ淋巴细胞线粒体膜电位。
本研究使用２５．０μｇ·ｍＬ

－１　ＺＥＡ处理 ＤＦ－１细胞

２４ｈ后，与对照组相比，ＺＥＡ组 ＲＯＳ显著升高，线
粒体膜电位降低，引起线粒体损伤。与张心怡等［２３］

研究结果一致，这一结果也表明ＺＥＡ对多种类型细
胞具有毒性作用。
内质网在蛋白质折叠、蛋白质运输和细胞内

Ｃａ２＋调控中发挥重要作用，内质网生理功能的损
伤，如未折叠蛋白的积累、腔内钙稳态的紊乱和氧化
应激会引发内质网应激（ＥＲｓ），进而触发未折叠蛋
白反应（ＵＰＲ）［２４］。ＵＰＲ是一种适应性反应，通过
激活３个近端传感器ＩＲＥ１、ＡＴＦ６和ＰＥＲＫ 来恢
复内质网稳态。但是，如果内质网应激严重或延长，

ＵＰＲ通过激活下游效应因子，包括ＣＨＯＰ、ＪＮＫ、

Ｃａｓｐａｓｅｓ和 Ｂｃｌ－２ 家族成员，从而导致细胞凋
亡［２５］。王宗捷等［２６］研究发现，ＺＥＡ可以通过ＥＲｓ
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通路调控山羊 ＥＳＣｓ细胞的凋亡进程。在ＤＦ－１细
胞中，作者发现ＺＥＡ 处理细胞后，ＥＲｓ相关基因

ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＡＴＦ４、ＩＲＥ１ｍＲ－
ＮＡ转录水平上调，表明该霉菌毒素诱导的内质网
应激足以激活ＵＰＲ的促凋亡通路。ＧＲＰ７８是ＥＲｓ
的标志物之一，ＧＲＰ７８上调表明 ＥＲｓ增加［２７］，而

ＡＴＦ６是ＧＲＰ７８的最佳表达伴侣［２８］。有报道称其
他霉菌毒素也会引起不同细胞的ＥＲｓ，比如木霉菌
素、ＨＴ－２毒素等［２９－３０］。说明诱导ＥＲｓ可能是霉菌
毒素毒性的一个共同特征。
由于ＲＯＳ的增加，线粒体膜电位的降低和ＥＲｓ

的发生，试验进一步检测ＺＥＡ 处理后ＤＦ－１细胞是
否发生细胞凋亡。细胞凋亡是ＺＥＡ造成细胞毒性
的重要途径，是细胞程序性死亡的过程，主要分为两
类转导途径，１）线粒体或内质网参与的内源性途径，

２）死亡受体介导的外源性途径［３１］。本研究通过流
式细胞术分析表明，ＺＥＡ处理后ＤＦ－１细胞凋亡率
显著升高。Ｂｃｌ－２家族蛋白分为促凋亡和抑凋亡两
种，在细胞线粒体凋亡途径中至关重要［３２］。接收到
凋亡信号后，Ｂｃｌ－２在线粒体外膜通过抑制细胞色素

Ｃ的释放来抑制细胞凋亡，而Ｂａｘ进入线粒体使线
粒体膜通透性增加、去极化，释放细胞色素Ｃ，激活
线粒体通路，导致细胞凋亡［３３］。抑凋亡基因Ｂｃｌ－２
和促凋亡基因 Ｂａｘ 的比例能决定细胞是否凋
亡［３４］。Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白家族在凋亡的启动中十分重
要，其中，Ｃａｓｐａｓｅ－３是主要的启动子，它活化会使

ＤＮＡ断裂、染色质凝聚、最终生成凋亡小体［３５］。本
研究用ＺＥＡ处理ＤＦ－１细胞后上清中Ｃａｓｐａｓｅ－３含
量显著增加，抑凋亡基因Ｂｃｌ－２的ｍＲＮＡ转录水平
下调，Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ转录水平上调，这
表明ＺＥＡ会导致ＤＦ－１细胞发生细胞凋亡。

４　结　论
ＺＥＡ主要通过内质网应激诱导细胞凋亡和激
活细胞凋亡途径对ＤＦ－１细胞发挥毒性作用。本研
究为深入探讨ＺＥＡ的毒性作用机制、与人畜疾病的
确切关系及相关疾病治疗奠定基础。
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