
书书书

! 种交链孢毒素对人食管上皮细胞 "#$%&’的体外毒性研究!!!韩小敏"等 ! &(((( !

论著
! 种交链孢毒素对人食管上皮细胞 "#$%& ’的体外毒性研究

韩小敏!韩春卉!李凤琴
!国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京(&)))*&#

摘(要!目的(研究交链孢酚"’+"#$交链孢酚单甲醚"’,-#$交链孢菌酮酸".#’#和腾毒素".-/#! 种交链孢

毒素对人食管上皮细胞 "#$%& ’的体外急性毒性作用% 方法(将 "#$%& ’用不同浓度的 ! 种交链孢毒素处理!分别

采用 0%"!!1%二甲基噻唑%*#%*!1%二苯基四氮唑溴盐",..#法$膜联蛋白 2%异硫氰酸荧光素3碘化丙啶"’44#564 2%

78.93:8#双染法$:8单染法和分光光度法研究其对 "#$%& ’的增殖抑制$细胞凋亡$周期分布和含半胱氨酸的天冬

氨酸蛋白水解酶%0";<=><=#%0#活性的影响% 结果(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’的半数抑制浓度 "891) #值分别为
1!?0&$!0?0@$&*&?A& 和 &!&?AB !CDE3F!均可引起细胞凋亡!并可通过引起 G*%,期比例上升而影响细胞的周期分

布% ’+"和 ’,-可通过剂量依赖增强 ;<=><=#%0 活性引发细胞凋亡% 结论(’+"$’,-$.#’和 .-/可通过抑制

细胞增殖$引起细胞凋亡$诱导 G*%,周期阻滞等对 "#$%& ’产生急性毒性%
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( ( 交 链 孢 毒 素 是 由 交 链 孢 霉 属 #!"#$%&’%(’
=>#;6#=$的某些种产生的有毒代谢产物"主要污染谷

物及其制品’番茄’水果和油料种籽等 (&%!) * 目前已
发现 \) 多种交链孢毒素"其中交链孢酚#<E$#T4<6DE"
’+"$’ 交 链 孢 酚 单 甲 醚 #<E$#T4<T6DECD4DC#$LRE
#$L#T"’,-$’交链孢菌酮酸 #$#4N<YD46;<;6U".#’$
和腾毒素#$#4$D564".-/$是食品中最常检测到’污
染水平较高’危害较大’最具有代表性的交链孢
毒素 (1%\) *

流行病学调查 (@%A)显示"我国河南省林州市#原
为林县$食管癌高发区的谷物"尤其是当地生产的
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主粮小麦受交链孢霉污染严重* 同时"林州市居民
的 粮 食 及 尿 液 中 检 测 到 高 水 平 的 ’+" 和
’,-(&)%&&) * -2’等 (&*)研究证实"’+"对中国仓鼠
2\A 细胞和小鼠淋巴瘤细胞#F1&\@]#)b*c$具有
急性毒性"但 ! 种交链孢毒素对人食管上皮细胞
# LNC<4 #=D>L<O#<E#>6$L#E6NC;#EE$"#$%& ’的毒性作
用报道较少* 本研究以 "#$%& ’为研究对象"探索 !
种毒素的急性毒性作用"为交链孢毒素在食管癌病
因学中的作用及控制提供依据*

&(材料与方法
&?&(主要仪器与试剂

9+* 恒 温 培 养 箱 # 美 国 .L#TCD 76=L#T
V;6#4$6K6;$’全自动酶标仪#美国 X6D%H<U$’倒置显微
镜#日本奥林巴斯$’高速离心机’超净工作台*

"#$%& ’ 购 自 美 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心
#’.99$&二甲亚砜# U6C#$LRE=NEKD56U#"a,V+"美国
V6OC<$&’+"#,VV&)0)%&$’’,-#,VV&)0&%&$’.#’
#,VV&)0*%&$和.-/#,VV&)0@%)1$固体粉末均购自
以色列 7#TC#4$#W"纯度均 dA@e&支气管上皮细胞
培养基#X-G,"瑞士 F+/f’$&胎牛血清’含乙二胺
四乙酸#-a.’$的胰蛋白酶消化液等均购自美国赛
默飞世尔科技公司&碘化丙啶 # >TD>6U6NC 6DU6U#"
:8$’0%#!"1%二甲基噻唑%*$%*"1%二苯基四氮唑溴盐
#,..$试剂盒’膜联蛋白 2%异硫氰酸荧光素3碘化
丙啶#’44#564 2%78.93:8$细胞凋亡检测试剂盒’细
胞周 期 检 测 试 剂 盒’ 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶%0
#;<=><=#%0$分光光度法检测试剂盒均购自江苏凯
基生物技术有限公司*
&?*(方法
&?*?&(试验设计和 ! 种交链孢毒素标准储备液的
配制

试验设计%! 种交链孢毒素中 ’+"’’,-和 .-/

在水中的溶解度较差"试验中拟采用一定浓度的
a,V+溶解 ! 种交链孢毒素* 考虑到 a,V+具有一
定的毒性作用"可以引起细胞的增殖抑制等"因此有
必要首先考察 a,V+对 "#$%& ’的增殖抑制效果"选
择不对细胞造成损害的 a,V+浓度研究 ! 种交链孢
毒素对 "#$%& ’的体外急性毒性作用*

! 种交链孢毒素标准储备液的配制%准确称取
&?) CO’+"’&?) CO’,-’)?1 CO.#’和 &?) CO
.-/于容量瓶中"分别加入 0@\?1’0B\?B’1)\?B 和
*!&?1 !E的 a,V+"超声溶解 0) C64 制成浓度均为
&) ))) !CDE3F的标准储备液"备用*
&?*?*(不同浓度的 a,V+对 "#$%& ’的增殖抑制
的影响

取准备好的 "#$%& ’"经含 -a.’的胰蛋白酶消
化 & g* C64 后"加入 * CE含 &)e胎牛血清的 X-G,
培养基终止消化反应"再用含 *e胎牛血清的 X-G,

培养 基 将 其 稀 释 至 浓 度 为 ! h&)! 个3CE" 按
@ h&)0 个3孔接种于 AB 孔培养板"每孔 *)) !E"培养
@ g&) L 待细胞贴壁后弃去培养液* 将 a,V+分别
用含 *e胎牛血清的 X-G,培养基梯度稀释"使稀
释液中 a,V+终浓度分别为 )?)1e’)?&e’)?*e’
)?1e’&?)e’*?)e* 处理组每孔中加入上述稀释
液*)) !E"同时设立调零组#不含细胞和毒素"仅含
*)) !E用 *e胎牛血清稀释的 X-G,培养基$和对
照组 #含细胞和 *)) !E用 *e胎牛血清稀释的
X-G,培养基"不含 a,V+$"每组设立 0 个平行孔*
继续培养 \* L"培养结束后每孔加入1 CO3CE,..
*) !E" 0\ i孵育 ! L 后弃去培养液"每孔加入
*)) !Ea,V+悬浮细胞"测 定 1\) 4C 处 吸 光 度
#+a$值"细胞增殖抑制率按照抑制率#e$ j&))e
c#+a处理组%+a调零组 $3#+a对照组%+a调零组 $ h&))e进
行计算*
&?*?0(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’的增殖抑制作用
和半数抑制浓度#891)$

取准备好的 "#$%& ’细胞"细胞消化和稀释步
骤同 &?*?*"将稀释后的细胞按 @ h&)0 个3孔接种于
AB 孔培养板"每孔 *)) !E"培养 @ g&) L 待细胞贴壁
后弃去培养液* 将 ! 种毒素分别用含 *e胎牛血清
的 X-G,培养基梯度稀释"使稀释液中交链孢毒素
终浓度分别为 &?)’*?1’1?)’B?*1’&*?1’*1’1)’&))

和 *1) !CDE3F* 处理组每孔中加入上述稀释液
*)) !E"同时设立调零组 #不含细胞和毒素"仅含
*)) !E用 *e胎牛血清稀释的 X-G,培养基$和对
照组 #含细胞和 *)) !E用 *e胎牛血清稀释的
X-G,培养基"不含毒素$"每组设立 0 个平行孔*
继续培养 \* L"培养结束后每孔加入 1 CO3CE,..
*) !E"0\ i孵育 ! L 后弃去培养液"每孔加入*)) !E
a,V+悬浮细胞"测定 1\) 4C处 +a值"细胞增殖
抑制率按照抑制率 #e$ j&))e c#+a处理组 c
+a调零组 $3#+a对照组 c+a调零组 $ h&))e进行计算"以
细胞增殖抑制率为纵坐标"EDO(,)为横坐标#,为
毒素浓度$"+T6O64 @?) 计算 "#$%& ’在不同毒素处
理下的 891)*
&?*?!(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’细胞凋亡的影响

取准备好的 "#$%& ’"细胞消化步骤同 &?*?0"
消化结束后用含 *e胎牛血清的 X-G,培养基将其
稀释至浓度为 * h&)1 个3CE"接种于 B 孔培养板"每
孔 & CE"再加 & CE含 *e胎牛血清的X-G,培养基"
混合后培养 @ g&) L 待细胞贴壁后弃去培养液* 将
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! 种毒素分别用含 *e胎牛血清的培养基梯度稀释"
使稀释液中交链孢毒素终浓度分别为 0?&0 和
&*?1) !CDE3F* 处理组每孔中加入上述稀释液
0 CE"同时设立对照组#含细胞和 0 CE用 *e胎牛血
清稀释的 X-G,培养基"不含毒素$"每组均设 * 个
平行孔* 继续培养 \* L"培养结束后将处理组和对
照组的 "#$%& ’均用不含 -a.’的 )?*1e胰蛋白酶
消化"@)) T3C64 离心 1 C64 收集处理的细胞用于后
续的染色* 如不能立即染色则加入含 *e胎牛血清
的磷酸盐缓冲液#:XV$并置 ! i保存"备用* 测定
前用 :XV 洗涤细胞"@)) T3C64 离心 1 C64"弃去上
清"重复 & 次* 随后每份样品中加入 1)) !EX64U64O
XNKK#T重悬细胞"再加入 1 !E’44#564 2%78.9和
1 !E:8室温下避光染色 1 g&1 C64"0)) 目尼龙网过
滤"& L 内用流式细胞仪测定并统计结果*
&?*?1(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’周期的影响

取准备好的 "#$%& ’"细胞消化和稀释步骤同
&?*?0"随后按 * h&)1 个3孔接种至 B 孔培养板"每
孔 & CE"再加入 & CE含 *e胎牛血清的 X-G,培养
基"混合后培养 @ g&) L 待细胞贴壁后弃去培养液*
将 ! 种毒素分别用含 *e胎牛血清的培养基梯度稀
释"使稀释液中交链孢毒素终浓度分别为 1 和
1) !CDE3F* 处 理 组 每 孔 中 加 入 上 述 稀 释 液
0 CE"同时设立对照组#含细胞和 0 CE用 *e胎牛血
清稀释的 X-G,培养基"不含毒素$"每组均设 * 个
平行孔* 继续培养 \* L"培养结束后将处理组和对
照组均用不含 -a.’的 )?*1e胰蛋白酶消化后"
@)) T3C64 离心 1 C64"收集处理的细胞"每组加入
&?) CE预冷的 \)e乙醇"! i固定 * L 或过夜后
! i保存* 测定前用 :XV 洗涤细胞 * 次后将其重悬
于 &)) !EH/<=#’"再加入 !)) !E:8#终浓度为
1) !O3CE$轻轻混合均匀后 0\ i水浴避光 0) C64

进行 :8染色"0)) 目尼龙网过滤"流失细胞仪测定
!@@ 4C处荧光强度并计算各周期的细胞比例*
&?*?B(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’;<=><=#%0 蛋白活
性的影响

取准备好的 "#$%& ’"细胞的培养和消化过程同
&?*?1"随后按 ! h&)1 个3孔接种至 B 孔培养板"每
孔 & CE"再加入 & CE含 *e胎牛血清的 X-G,培养
基"混合后培养 @ g&) L 待细胞贴壁后弃去培养液*

用含 *e胎牛血清的 X-G,培养基将 ! 种毒素分别
进行稀释"使稀释液中交链孢毒素浓度分别为
0?&0’B?*1’&*?1) 和 *1?)) !CDE3F* 处理组每孔中
加入上述稀释液 0 CE"同时设立对照组 #含细胞和
0 CE用 *e胎牛血清稀释的 X-G,培养基"不含毒
素$"每组均设 * 个平行孔* 继续培养 \* L"培养结

束后"将处理组和对照组均用不含 -a.’的 )?*1e
胰蛋白酶消化"@)) T3C64 离心 1 C64"收集处理的细
胞":XV 洗涤细胞"@)) T3C64 离心 1 C64"弃去上清"

重复 & 次* "#$%& ’沉淀中加入 ;<=><=#%0 分光光度
法检测试剂盒提供的细胞裂解液 &1) g*)) !E#使用
前 ! i预冷$"随后将细胞置 c*) i反复冻融裂解
* g0 次后"! i&) ))) T3C64 离心 & C64"将上清液
转移至新离心管"并用 /<4DaTD> *))) 超微量分光
光度计测定 *B) 4C下裂解液中的蛋白浓度"用裂解
液调整蛋白浓度至 * g! !O3!E"吸取 1) !E裂解液"
并加入 1) !E* h反应缓冲液和 1 !E;<=><=#%0 底物"
0\ i避光孵育 ! L 后"测定 !)1 4C处 +a值"计算
不同浓度下 +a处理组3+a对照组的比值*

*(结果与分析
*?&(a,V+和 ! 种交链孢毒素对 "#$%& ’增殖抑制
及 ! 种交链孢毒素对 "#$%& ’的 891)值分析

活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶可将外源性
的 ,..还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒"加入适
量 a,V+后"甲瓒可被 a,V+溶解"而死细胞却无
此现象发生* 根据处理后的细胞在 1\) 4C处 +a
值大小可间接反映活细胞或死细胞的数量"且在一
定细胞数范围内",..结晶形成的量与活细胞数成
正比"据此推断细胞的增殖抑制效果* 本研究发
现")?)1e g)?&e的 a,V+对 "#$%& ’的增殖抑制
影响不大")?*e g*?)e的 a,V+对 "#$%& ’的增
殖抑制效果有影响"且随着 a,V+浓度增加和培养
时间延长"对细胞的增殖抑制效果增强* 此外还发
现"’+"’’,-’.#’和 .-/对 "#$%& ’的 891)值分
别为 1!?0&’!0?0@’&*&?A& 和 &!&?AB !CDE3F"且随
毒素浓度增大"抑制效果增强"呈现正的剂量%反应
关系*
*?*(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’凋亡的影响

’44#564 2是检测细胞早期凋亡的灵敏指标"本
研究采用 ’44#564 2%:8双染法检测交链孢毒素对
"#$%& ’早期凋亡 #’44#564 2b3:8c$和晚期凋亡
#’44#564 2b3:8b$的影响"具体结果见表 &* 由此
可知" 与 对 照 组 比 较" "#$%& ’ 分 别 经 低 浓 度
#0?&0 !CDE3F$和高浓度#&*?1) !CDE3F$的 ’+"’
’,-’.#’和 .-/处理 \* L 后""#$%& ’毒素处理组
总凋亡细胞#早期凋亡和晚期凋亡$的比例均高于
对照组#)?\\e$"且总凋亡细胞的比例随毒素浓度
增加 而 上 升* ’+"’ ’,-’ .#’ 和 .-/ 高 浓 度
#&*?1) !CDE3F$处理组中总凋亡细胞的比例#分别
为 &0?0@e’1?*)e’&@?&0e和 *1?\1e$均高于低
浓度 # 0?&0 !CDE3F$ 处 理 组 #分 别 为 !?@*e’
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0?B@e’1?)1e和 *?))e$* "#$%& ’分别经高浓度
#&*?1) !CDE3F$’+"和 ’,-处理后"早期凋亡的
细胞比例#分别为 &*?!1e和 !?01e$均高于晚期凋
亡的细胞比例 #分别为 )?A0e和 )?@1e$&而同浓
度的 .#’和 .-/处理 "#$%& ’后"早期凋亡的细胞
比例#\?\!e和 &&?\@e$均低于晚期凋亡的细胞比
例#&)?0Ae和 &0?A\e$* 表明低浓度和高浓度的
交链孢毒素可能通过不同的途径引起 "#$%& ’的细
胞凋亡*

表 &(’+"’’,-’.#’和 .-/对 "#$%& ’凋亡的影响
.<SE#&(-KK#;$=DK’+"" ’,-" .#’<4U .-/D4

"#$%& ’<>D>$D=6=

分组
浓度

3#!CDE3F$

’44#564 23:8双染

早期凋亡细胞
比例3e

晚期凋亡细胞
比例3e

总凋亡细胞
比例3e

对照组

’+"

’,-

.#’

.-/

)?)) )?!B )?0& )?\\
0?&0 &?!@ 0?0! !?@*
&*?1) &*?!1 )?A0 &0?0@
0?&0 *?)& &?B\ 0?B@
&*?1) !?01 )?@1 1?*)
0?&0 &?A* 0?&0 1?)1
&*?1) \?\! &)?0A &@?&0
0?&0 &?)B )?A! *?))
&*?1) &&?\@ &0?A\ *1?\1

*?0(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’细胞周期的影响
! 种交链孢毒素对 "#$%& ’细胞周期的影响见

表 ** 由此可知"与对照组比较""#$%& ’分别经低
浓度#1?)) !CDE3F$的’+"’’,-’.#’和.-/作用
\* L 后"G)%G& 期细胞比例无明显变化"V 期细胞比
例由对照组的 !&?&&e下降到 ! 种毒素处理后的
*\?)!e#’,-$ g0!?)@e #.-/$&G*%,期细胞比
例由对照组的 0&?*)e增加到 ! 种毒素处理后的
0\?@&e#.-/$ g!\?*0e #’,-$* 当 ! 种交链孢
毒素浓度增至 1)?)) !CDE3F时"G)%G& 期细胞和
V 期细胞比例与对照组比较均明显减少"但 G*%,期
细胞比例明显增加"其中以 ’+"和 ’,-处理后的
G*%,期细胞比例增加最明显"分别由对照组的
0&?*)e增加到 1@?))e和 10?*Be* 可见"! 种交链
孢毒素均通过引起 "#$%& ’G*%,期的改变而发挥
毒性作用*
*?!(! 种交链孢毒素对 "#$%& ’中 ;<=><=#%0 蛋白
活性的影响

天冬 氨 酸 特 异 性 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 家 族
#;R=$#64RE<=><T$<$#=>#;6K6;>TD$#<=#$又称为 ;<=><=#
家族"是激活细胞凋亡过程重要蛋白酶"其中
;<=><=#%0为关键的执行分子* 正常细胞的 ;<=><=#%0
以酶原形式存在于胞浆中"在细胞凋亡的早期阶
段"该酶被激活"活化的 ;<=><=#%0 裂解成相应的胞
浆核底物"最终导致细胞凋亡* 晚期凋亡和死亡的

((((表 *(’+"’’,-’.#’和 .-/对 "#$%& ’细胞周期的影响
.<SE#*(-KK#;$=DK’+"" ’,-" .#’<4U .-/D4 "#$%& ’

;#EE;R;E#

分组
浓度

3#!CDE3F$
细胞周期分布3e

G)%G& 期 V 期 G*%,期

对照组

’+"

’,-

.#’

.-/

)?)) *\?BA !&?&& 0&?*)
1?)) *1?01 0)?\! !0?A&
1)?)) *!?&@ &\?@* 1@?))
1?)) *1?\0 *\?)! !\?*0
1)?)) &A?A* *B?@* 10?*B
1?)) *\?!& 00?1) 0A?)@
1)?)) *!?)\ 00?0A !*?10
1?)) *@?&& 0!?)@ 0\?@&
1)?)) &B?1\ 01?1B !\?@@

细胞中";<=><=#%0 的活性明显下降* 从图 & 中可以
看 出" 与 对 照 组 比 较" "#$%& ’ 经 低 浓 度
#0?&0 !CDE3F$’+"和 ’,-处理 \* L 后"细胞中
的 ;<=><=#%0 活性无明显变化"但随着 ’+"和 ’,-
浓度的提高 #浓度!B?*1 !CDE3F$";<=><=#%0 活性
逐渐 提 高" 当 ’+" 和 ’,- 处 理 浓 度 升 至
*1?)) !CDE3F时"与对照组比较"处理组 "#$%& ’中
的 ;<=><=#%0 活性分别提高到 &?@! 和&?\1 倍* 但
"#$%& ’经不同浓度的 .#’和 .-/处理后";<=><=#%0
活性均未明显增强* 由此可见"’+"和 ’,-均可呈
正的剂量依赖性的引起 ;<=><=#%0 活性增强&这也与
本研究前期发现 .#’和 .-/可通过晚期凋亡引起
"#$%& ’细胞凋亡的结果相吻合*

图 &(’+"’’,-’.#’和 .-/处理后 "#$%& ’中
;<=><=#%0 活性分析

76ONT#&(-KK#;$=DK’+"" ’,-" .#’<4U .-/

D4 "#$%& ’;<=><=#%0 <;$6Z6$R

0(讨论
课题组前期对我国河南’山东’安徽’吉林和北

京 1 省#市$*)&0 年市售 0*0 份小麦粉及其制品中
’+"’’,-’.#’和 .-/的调查 (&0)发现"上述地区
的小麦粉及其制品普遍受 ! 种毒素的污染".#’’
.-/和 ’,-的检出率均在 A)e以上"其中 .#’的
检出率可达 AA?!e* 娄振岭等 (&))发现"林州市食
管癌高发区人群尿排出 ’+"和 ’,-水平高于低发
区人群* "#$%& ’是一种永生化的正常食管鳞状上



! 种交链孢毒素对人食管上皮细胞 "#$%&’的体外毒性研究!!!韩小敏"等 ! 1(((( !

皮细胞"也是研究毒素对人正常食管上皮细胞毒性
的常用细胞"但目前尚无关于交链孢毒素对其毒性
的研究 (&!) *

细胞周期是一个连续和精准的过程"周期调控
对细胞周期起着监视和调节作用"因此异常的周期
调控和凋亡是引发正常细胞发生癌变的重要特
征 (&1) * 本研究发现"虽然 ’+"’’,-’.#’和 .-/
的 891)值明显小于黄曲霉毒素 X& 等国际上明确认

定与人类癌症发生相关的真菌毒素 (&1) "但它们均能
在一定浓度下抑制 "#$%& ’的生长* ’+"’’,-’
.#’和 .-/均可通过改变 "#$%& ’的 G*%,期比例

而引起周期阻滞"这与 F-",’//等 (&B) 报道的
’+"和 ’,-可引起 G*%,期比例增加相吻合* 此
外"与对照组比较"’+"’’,-’.#’和 .-/还可在
一定浓度下引起 "#$%& ’的细胞凋亡"但不同毒素
在不同浓度下引起细胞凋亡的方式不同".#’和
.-/主要引起早期凋亡"而高浓度的 ’+"和 ’,-
主要通过 ;<=><=#%0 引起晚期凋亡"这与 7’.,’
等 (&\)报道的 ’,-可通过 ;<=><=#%0 引起 "9.&&B 的
细胞凋亡相一致* 此外"本研究中存在没有设立
a,V+溶剂对照组的缺陷"但整个设计试验是在前
期不同浓度 a,V+对 "#$%& ’细胞增殖抑制效果评
价的基础上"选择适宜浓度 a,V+开展的体外急性
毒性研究"弥补了部分缺陷*

综上所述"’+"’’,-’.#’和 .-/可通过抑制
"#$%& ’的细胞增殖’异常的细胞凋亡和 G*%,期周
期阻滞等对 "#$%& ’产生毒性作用* 考虑到它们的
毒性特点及与食管癌间的流行病学调查数据"有必
要开展 ! 种毒素对 "#$%& ’的长期慢性毒性研究以
进一步探讨交链孢毒素暴露与食管癌间的相关性*
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