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微囊藻毒素对尼罗罗非鱼原代肝细胞

致毒机理的探讨
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摘要: 采用离体细胞培养诱导方法, 研究微囊藻毒素2LR ( microcystin2LR, MC2LR) 对尼罗罗非鱼

( Oreochromis niloticus)原代肝细胞的毒性效应。尼罗罗非鱼原代肝细胞经 10、50、150、500 LgPL MC2LR 体

外诱导 24 h 后,单细胞微量凝胶电泳(SCGE)检测显示, 与对照组相比处理组出现明显的彗星拖尾现象,

说明MC2LR可引起尼罗罗非鱼肝细胞 DNA 的损伤, 并随着剂量的增加, DNA 的损伤程度增大。PIP

Annexin V 双染色流式细胞仪(FCM)检测表明MC2LR能明显引起肝细胞凋亡,与 SCGE 结果一致, 且 DNA

损伤程度越大,细胞早期凋亡率越高, 呈现明显的时间、剂量依赖性。本研究为进一步从分子、细胞水平

阐明MC2LR的毒性以及致毒机理提供重要的理论依据。
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Abstr act: The isolated hepatocytes of Nile Tilapia ( Oreochromis niloticus) were exposed to MC2LR to study the

mechanism of microcystin2LR (MC2LR) toxicity. After hepatocytes were exposed to 10, 50, 150, 500 LgPLMC2LR for

24 h respectively, the single cell gel electrophoresis assay ( SCGE) was used to investigate the effects on DNA.

Induction of DNA strand break in all MC2LR exposed groups was significantly higher than that of the control group.

Treatment time2 and dose2dependent DNA migration caused by MC2LR and was observed. Flow cytometry ( FCM)

analysis indicated that the percentage of hepatocyte apoptosis increased in a treatment time2 and dose2dependent

manner.These results provide first experimental evidence showing the mechanism of MC2LR toxicity at cellular and

molecular levels.
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  随着工农业生产排污的增加, 各地水体富

营养化加剧, 藻类所引起的水污染问题已越来

越引起 人 们的 广 泛关 注。微 囊藻 毒 素

(microcyst in, MC)是由铜绿微囊藻 (Microcystis

aeruginosa )、水华鱼腥藻(Anabaenaflos aguae )等

产生的一组环状七肽的肝毒素
[1]
。这种毒素具



有嗜肝特性,进入机体后聚集在肝,损伤肝细胞

的细胞核及线粒体, 是肝癌的强烈促癌剂,可引

起鱼类等水生动物因肝损伤、肝内出血甚至肝

坏死而中毒死亡
[ 2, 3]
。肝细胞膜上可能存在MC

能通过的阴离子多肽通道,或者通过胆酸转运

蛋白进入肝细胞, 这可能是MC对肝细胞具有

较高亲和力的原因
[ 4]
。Guzman 等

[5]
在体内实

验观察到, MC中毒动物的肝组织损伤明显, 可

见中央小叶区被炎症细胞浸润, 肝细胞出现脂

肪样变性及细胞凋亡。动物体内实验表明, 细

胞凋亡在微囊藻毒素2LR (microcystin2LR, MC2

LR)诱导的大鼠( Rattus norvegicus)肝损伤中起

很大作用
[ 6, 7]
。MC可同时特异性地改变肝细

胞周期,诱导肝细胞发生活跃的增生和凋亡, 两

者之间的平衡失调有可能与其致癌机理有

关
[ 8]
。张建英

[9]
等对鲫鱼( Carassius auratus)淋

巴细胞凋亡的研究, 得出MC是通过损伤鲫鱼

淋巴细胞 DNA而快速诱导淋巴细胞凋亡的结

论。本研究选 用尼罗罗非 鱼 ( Oreochromis

niloticus)原代肝细胞为材料, 研究MC2LR 对细

胞的影响。采用单细胞微量凝胶电泳技术

( single cell gel electrophoresis assay, SCGE)和 PIP

Annexin V 双染色流式细胞仪 ( flow cytometry,

FCM)检测MC2LR能否引起尼罗罗非鱼肝细胞

DNA的损伤及细胞凋亡的改变,以及其间的相

互关系,以进一步探讨MC2LR对细胞的毒性及

作用机制。

1  材料与方法

111  材料  实验用尼罗罗非鱼购于广州石牌

市场,体重约 600 g。

112  主要实验试剂  微囊藻毒素购自 ALEXIS

公司。DMEM ( dulbecco modified eagle medium)

购自 GibcoPBrl 公司。胎牛血清购自 Difco 公

司。细胞凋亡检测抗体 Annexin VPPI试剂盒由

北京宝赛生物技术有限公司生产。

113  尼罗罗非鱼肝实质细胞培养  实验鱼暂

养3 d后, 剪断鳃部脉弓, 放血10 min,鱼体表面

清洗、消毒后,超净工作台内解剖取肝, D2Hanks

液清洗,然后将其剪成 1~ 2 mm
3
小块; D2Hanks

液清洗后,用 2倍( vPv)的 0125%胰蛋白酶液 25

~ 28 e 消化 50 min。依次过 100目、200目、400

目滤网, 800 rPmin离心 5min收集肝细胞,Hanks

液清洗 2次,培养基再悬浮, 计数细胞密度, 使

其达到( 015~ 110) @10
6
cellsPml, 并用 014%台

盼蓝测定细胞活力 > 96%。肝细胞在多孔培

养板或培养瓶中培养, 以含 10%小牛血清及

100UPml青霉素和100UPml链霉素的 DMEM高

糖培养液为培养基,在 5% CO2 28 e 条件的CO2

培养箱内培养。

114  肝细胞形态学观察  用显微镜观察细胞

形态的变化并拍照。

115  微囊藻毒素对细胞凋亡和 DNA的影响  

11511  DNA 损伤观察  细胞培养方法同 113。

加入MC2LR使其终浓度分别为 10、50、150、500

LgPL,与细胞共同培养 24 h, 对照组加入 PBS。

SCGE实验参照 Singh等
[ 10]
的方法并稍加改进:

( 1)制片:吸取 85 Ll 110%正常熔点琼脂糖均匀

铺在预热的磨砂载玻片( 112 mm @75 mm @25

mm)上, 迅速盖上盖玻片( 18 mm@18 mm) , 置

4 e 固化 10 min, 即第 1层胶。取出载玻片小心

揭去盖玻片, 吸取 70 Ll含约 10
4
个肝细胞的

0175%低熔点琼脂糖均匀铺在第一层凝胶上,

迅速加盖盖玻片, 置 4 e 固化 10 min, 即第 2层

胶。轻轻揭去盖玻片, 再于其上铺70 Ll 0175%

低熔点琼脂糖, 同样盖上盖片, 置 4 e 固化 10

min,即第 3层胶。( 2)裂解:取下盖玻片, 将凝

胶载玻片浸没于新配制的裂解液中( 215 molPL

NaCl, 100 mmolPL Na2EDTA, 10 mmolPL Tris, pH

1010。用前加终浓度为 1% Triton X2100 和

10% DMSO) , 4 e 冰箱预冷至少 30 min。( 3)解

旋:从裂解液中取出载玻片用蒸馏水洗去多余

的盐移入水平电泳槽解旋 40 min ( 012 molPL

Na2EDTA, 10 molPL NaOH, pH 13)。( 4)电泳:电

压 25 V, 电流 300 mA, 低温避光, 电泳时间 40

min。( 5)染色和观察:电泳后的载玻片用 Tris2

HCl缓冲液中和 3次, 每次 5 min, 中和后用 PBS

轻轻冲洗一遍。SYBR2Gold染色剂染色 10min,

染色后用蒸馏水轻轻冲洗一遍,尽快置于荧光

倒置显微镜下,观察DNA图像, 用 ZEISS AX200
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型荧光倒置显微镜系统进行观察与拍照。

11512  细胞凋亡测定  细胞培养方法同 113。

加入MC2LR使其终浓度分别为 50、150、500 LgP

L,与细胞共同培养 8 h、24 h, 对照组加入 PBS。

按上述时间终止细胞培养,将对照组及实验组

的尼罗罗非鱼肝细胞悬液浓度调整为( 015~

110) @10
6
Pml, PBS 洗涤 2次。离心收集细胞,

加入 500 Ll孵育液重悬浮。加入 10 Ll Annexin

V2FITC ( 20 LgPml)混匀, 4 e 暗处孵育 30 min, 上

机前加入 5 Ll碘化丙啶( propidiumiodine, PI, 50

LgPml) ,轻轻混匀, 避光于室温下孵育 5 min, 上

机进行流式细胞仪检测。流式细胞仪光源为

488 nm氩离子激光器, FITC受激发后发绿色荧

光, PI发红色荧光。流式细胞仪分析数据。

2  结  果

211  细胞形态  显微镜观察可见, 肝细胞正

常,细胞核完整、无固缩或碎裂现象, 能进行生

长和细胞分裂并形成细胞团(图1)。

212  彗星电泳图  荧光显微镜下观察 DNA 被

SYBR2Gold染成绿色。对照组经 SCGE 显示未

见明显彗星尾(图 2A) ,只有 1个圆形的荧光信

  

图 1 尼罗罗非鱼肝实质细胞培养的

显微观察 ( 640@)

Fig. 1  Microscopic observation of

cultur ed Nile Tilapia hepatocytes
 

号,表明没有发生 DNA 链的断裂;处理组出现

明显的彗星拖尾, 表明 DNA 链发生断裂, 断片

向阳极方向迁移, 从而形成一个像彗星样的拖

尾,并随着MC2LR浓度增大, 其彗星尾长越明

显(图 2: B~ E)。500 LgPL MC2LR处理组,细胞

DNA损伤最严重, 其荧光信号变小, 甚至不明

显,尾部长且尾部面积大(图 2E) ; DNA损伤较

轻者,其头部较大,尾部短且面积小(图2B)。

213 PIPAnnexin V 双染色流式细胞仪检测  

经 FCM定量发现 , 在50 ~ 500 LgPL剂量范围

图 2  慧星电泳图 ( 250@)

Fig. 2 The comet images

A. PBS处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h; B. 10 LgPL MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h; C. 50 LgPL MC2LR处理尼罗罗非

鱼肝细胞 24 h; D. 150 LgPL MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h; E. 500 LgPL MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h。

A. The control ; B. Exposure to 10 LgPLMC2LR for 24 h; C. Exposure to 50 LgPL MC2LR for 24 h;

D. Exposure to 150 LgPLMC2LR for 24 h; E. Exposure to 500LgPLMC2LR for 24 h.
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内,不同浓度MC2LR作用下细胞凋亡率显著增

加,不同时间作用下细胞凋亡率也显著增加。

50 LgPL染毒 8 h, 早期凋亡率为 516% ; 500 LgPL

染毒24 h,早期凋亡率增高至 1713%。不同浓

度MC2LR处理 24 h后各组的肝细胞凋亡率与

8 h处理组比较,差异均有显著性(图 3, 4)。

图 3 流式细胞仪 PIPAnnexin V双染色法检测细胞凋亡散点图

Fig. 3 Contour diagr am of PIPAnnexin V flow cytometric detection of apoptosis

A.PBS处理尼罗罗非鱼肝细胞 8 h; B. 50 LgPL MC2LR 处理尼罗罗非鱼肝细胞 8 h; C. 150LgPLMC2LR处理尼罗罗非鱼

肝细胞 8 h;D. 150LgPL MC2LR 处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h;E. 500 LgPL MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h。

A.The cont rol ; B. Exposure to 50 LgPLMC2LR for 8 h; C.Exposure to 150 LgPLMC2LR for 8 h; D. Exposure to 150 LgPL

MC2LR for 24 h;E. Exposure to 500 LgPL MC2LR for 24 h.
 

图 4  不同浓度时间下MC2LR 对尼罗罗非鱼肝细胞凋亡的影响

Fig. 4 The dose2 and tr eatment time2dependent effect of MC2LR on apoptosis in Nile Tilapia hepatocytes

A.PBS、MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 8 h; B. PBS处理尼罗罗非鱼肝细胞 8 h;MC2LR处理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h。

A. Exposure to PBS and MC2LR for 8 h; B. Exposure to PBS for 8 h and MC2LR for 24 h.
 

3  讨  论

细胞凋亡是细胞的一种程序性死亡, 受多

因素调控,并参与调节机体许多病理生理过程。

研究MC2LR对尼罗罗非鱼原代肝细胞的致毒

机理对肝肿瘤发病机理及其防治均具有重要参

考价值
[ 11~ 13]

。细胞凋亡过程具有特殊的形态

学和生物化学特征, 还可激活内源性 Ca
2+
、
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Mg
2+
依赖性核酸内切酶, 使 DNA降解为 180~

200 bp及其倍数的片段
[ 14]

,降解的 DNA片段在

碱性环境中电泳时迁移速度加快, 脱离未断裂

的核双链 DNA向阳极迁移,形成明显的/拖尾0

现象, 且随着细胞核 DNA受损伤程度的加重,

产生的断链或碱变性断片增多, 片段越小, /拖

尾0现象也越明显
[ 15, 16]

。

本研究通过 10、50、150、500 LgPL MC2LR处

理尼罗罗非鱼肝细胞 24 h, 经 SCGE 检测显示

处理组出现明显的慧星拖尾现象, 并随着浓度

的增加, 拖尾现象越明显, 表明MC2LR 使尼罗

罗非鱼肝细胞 DNA 受到损伤, 并呈剂量依赖

性。张占英等
[ 17]
研究发现MC2LR可引起大鼠

淋巴细胞 DNA迁移长度显著大于对照组,这与

本实验结果一致。FCM检测结果表明, 经 50、

150 LgPL MC2LR诱导 8 h, 50 LgPL MC2LR 处理

组早期凋亡率为 516%, 150 LgPL MC2LR处理组

增高至 1013% , 呈现明显的剂量效应关系;经

150 LgPL MC2LR诱导 8、24 h, 8 h早期凋亡率为

1013%, 24 h处理组增高至 1611% ,呈现明显的

时间效应关系。这与已报道的 MC2LR 诱导

CHO2KI 细胞
[ 18]
、鲫鱼淋巴细胞

[ 9]
、小鼠 ( Mus

musculus)肝细胞
[ 19]
及 Hep G2

[ 20]
发生凋亡的时

间和剂量效应关系一致。因此, 罗非鱼肝细胞

凋亡率可以作为评价MC2LR细胞毒性效应的

一种有效生物指标。

MC2LR诱导细胞凋亡的具体机制目前仍

未完全清楚。施玮等
[ 21]
研究认为MC2LR通过

促进细胞伸展诱导肝细胞去分化, 使细胞进入

增殖阶段, 同时又能在 G2PM期阻滞细胞继续

增殖,使增殖细胞不能顺利进入下一个周期的

G0期,而是向凋亡方向发展, 导致肝细胞的凋

亡。Ding等
[22~ 24]

发现,MC通过破坏线粒体电子

传递链的功能,细胞内活性氧 ROS(主要以H2O2

及O
-
2 为代表)水平即明显升高,引发细胞线粒

体膜电位(mitochondrial membrane potential,MMP)

的丧失及通透性改变( mitochondrial permeability

transition, MPT) , 最后导致细胞凋亡。Zegura

等
[ 20]
在研究MC对人肝瘤细胞 Hep G2的影响

中观察到, MC可能通过活性氧 ROS 直接氧化

导致细胞DNA损伤。本实验显示,随着MC2LR

浓度的增加( 50~ 500 LgPL) , DNA 损伤程度加

重,肝细胞凋亡率也随着增加,表明肝细胞凋亡

率的趋势与 DNA 损伤程度一致, 说明细胞对

MC2LR的氧化应激机制是导致自身 DNA损伤

的重要原因之一, DNA 损伤后能继发性地启动

凋亡程序引起细胞凋亡, 且 DNA 损伤程度越

重,细胞凋亡率亦随之增高,两者之间存在正相

关关系。此研究结果将进一步为从分子及细胞

水平阐明MC2LR 对细胞的毒性及致毒机制提

供理论依据。
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