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摘　要：为了研究壳寡糖（ＣＯＳ）对黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）诱导大鼠肝细胞（ＢＲＬ３Ａ细胞）毒性损伤的干预作
用，采用ＣＣＫ８法分别测定ＡＦＢ１对细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０）和ＣＯＳ对细胞的无损害作用浓度；用试剂盒
检测ＣＯＳ预处理细胞６ｈ后再加入ＡＦＢ１继续培养２４ｈ的细胞存活率、活性氧（ＲＯＳ）水平、丙二醛（ＭＤＡ）含
量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）活性和细胞凋亡率；通过ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ
（ＲＴｑＰＣＲ）测定Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、Ｈｏ１、Ｎｑｏ１、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２基因的ｍＲＮＡ相对表达量；最后通过ＲＮＡｓｅｑ研究分析
差异表达基因的层次聚类和富集途径。结果：ＡＦＢ１对 ＢＲＬ３Ａ细胞的 ＩＣ５０为１５．８６μｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＳ浓度小于
１２５μｍｏｌ／Ｌ时不会对细胞造成毒性损伤；ＣＯＳ可以缓解 ＡＦＢ１引起的细胞内 ＲＯＳ水平和 ＭＤＡ含量升高，增
强ＳＯＤ和ＧＳＴ酶活性，进而提高细胞自身的抗氧化能力，降低细胞凋亡率；ＡＦＢ１可引起促凋亡基因Ｂａｘ的显
著表达（Ｐ＜０．０５），并显著降低Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、Ｈｏ１、Ｎｑｏ１的转录水平（Ｐ＜０．０５），而 ＣＯＳ预处理则能显著提高
Ｎｒｆ２、Ｋｅａｐ１、Ｈｏ１、Ｎｑｏ１基因的表达（Ｐ＜０．０５），显著降低Ｂａｘ的表达水平（Ｐ＜０．０５）；在ＲＮＡｓｅｑ的富集途径
结果中，ＣＯＳ还可能通过细胞色素Ｐ４５０对外源物质的代谢作用、药物代谢细胞色素Ｐ４５０和ｐ５３信号通路途
径来缓解ＡＦＢ１诱导的细胞毒性损伤（Ｐ＜０．０５）。结果表明：ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导大鼠肝细胞的毒性损
伤具有干预作用，其机制可能与Ｎｒｆ２信号通路、细胞色素 Ｐ４５０对外源物质的代谢作用、药物代谢细胞色素
Ｐ４５０和ｐ５３信号通路有关。
关键词：黄曲霉毒素Ｂ１；壳寡糖；细胞毒性；抗氧化
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　　黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是一类主要由黄
曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）和 寄 生 曲 霉 （Ａ．
ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）产生的具有二氢呋喃环结构的次级代
谢物，其中，黄曲霉毒素 Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１，ＡＦＢ１）
的毒性最强。已经证实ＡＦＢ１是诱导肝细胞性肝
癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的诱发因子，
ＡＦＢ１的摄入与乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，
ＨＢＶ）和丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）
具有协同作用，可通过遗传和表观遗传修饰促进

ＨＣＣ的发展［１］。ＡＦＢ１除了具有致癌、致畸、致突
变的特性外，还会导致营养不良、生长迟缓和免

疫抑制［２４］，已被国际癌症研究机构（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＡｇｅｎｃｙｆｏｒＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＣａｎｃｅｒ，ＩＡＲＣ）列为Ⅰ类
致癌物［５］。尽管 ＡＦＢ１主要毒性作用器官是肝

脏，但摄入 ＡＦＢ１对其他器官如肾脏
［６］、心脏［７］、

睾丸［８］、附睾［９］、卵巢［１０］和大脑［１１］等也有不良反

应。ＺＨＥＮＧ等［１２］研究发现，４μｇ／ｍＬＡＦＢ１分别
作用于 Ｃａｃｏ２、ＨＥＫ、ＨｅｐＧ２和 ＳＫＮＳＨ细胞，
均可显著抑制细胞生长、提高乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）水平、降低细胞抗氧化水平
和诱导遗传损伤。ＡＦＢ１的摄入总是伴随着肝损
伤和氧化应激，ＬＩ等［１３］研究发现 ＡＦＢ１会导致肉
鸡的肝脏损伤，包括肝组织学病变、血清酶活性

增加、肝脏内抗氧化酶活性下降以及活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和８羟基脱氧鸟
苷（８ｈｙｄｒｏｘｙ２′ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）水平
的升高。

壳寡糖（ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＣＯＳ）是甲壳
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素通过酶或化学脱乙酰作用生成的衍生物壳聚

糖进一步水解得来的，其聚合度小于２０，平均分
子量小于３．２ｋｕ，商业生产 ＣＯＳ的原料丰富，主
要是海洋甲壳类动物废弃物，如虾壳、蟹壳等。

ＣＯＳ具有抗氧化、抗炎、调节免疫、抗肿瘤、抗菌、
抗凝血、保护神经等多种生物活性［１４１８］。ＱＵ
等［１９］研究了在高脂饮食小鼠模型中体内和体外

ＣＯＳ的自由基清除能力，在高脂肪饮食小鼠的饲
料中加入ＣＯＳ会导致小鼠的胃、肝和血清中的超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧
化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）和谷胱甘肽过氧化物酶
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）活性显着增加，
显示出ＣＯＳ具有一定的抗氧化活性，并且可以恢
复受高脂饮食影响的小鼠体内的抗氧化酶的活

性。ＨＵＡＮＧ等［２０］研究发现，ＣＯＳ预处理可以降
低Ｃｕ２＋诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞活力的降低和ＬＤＨ
释放水平的增加，同时 ＣＯＳ下调了 Ｃｕ２＋诱导的
细胞氧化应激和Ｃａｓｐａｓｅ３基因活化水平，并通过
激活核因子红系２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）信号通路来缓解
Ｃｕ２＋诱导的细胞氧化损伤。

因此，基于以上研究基础，本文以大鼠肝细

胞（ＢＲＡ３Ａ细胞）为研究对象，通过设计体外实
验来研究ＣＯＳ对ＡＦＢ１诱导大鼠肝细胞毒性损伤
的干预作用，以期为利用具有生物活性的天然产

物降低真菌毒素对肝脏的毒性损伤作用提供理

论基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与仪器
大鼠肝细胞（ＢＲＬ３Ａ细胞），中国科学院上

海生命科学研究院细胞库；ＣＯＳ（分子量为１２２０
ｕ），山东卫康生物医药技术有限公司；ＤＭＥＭ高
糖培养基，ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清（ＦＢＳ），ＢＩ公
司（以色列）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、磷酸缓冲溶
液（ＰＢＳ），生工生物（上海）股份有限公司；青链
霉素混合液（１００×）、胰蛋白酶、ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；ＣＣＫ８试
剂盒，ＤＯＪＩＮＤＯ公司（日本）；Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ裂解
液、ＲＯＳ检测试剂盒、脂质氧化（ＭＤＡ）检测试剂
盒、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性检测试剂盒，碧
云天生物技术公司；谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）测
定试剂盒，南京建成生物工程研究所；ＴＲＩｚｏＬ试

剂，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＩ
ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ、ＡｃｅＱｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，南京诺唯赞生物有限公司；９６微孔
板、６孔板、细胞培养皿、细胞培养瓶，Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司（美国）；０．２２μｍ针头式滤器，ＰＡＬＬ公司（美
国）。

主要仪器：ＢＢ１５０二氧化碳恒温培养箱和
ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００分光光度计，购自赛默飞世尔
科技（中国）有限公司；ＯｐｔｉＭａｉｒＴＭ垂直流超净工
作台，购自新加坡艺思高科技有限公司；ＡＥ２０００Ｔ
倒置生物显微镜，购自麦克奥迪实业集团有限公

司；ＴＤ３低速离心机，购自湖南湘仪实验室仪器
开发有限公司；ＳＹＮＥＲＧＹ２多功能酶标仪，购自
伯腾仪器有限公司（美国）；ＣＴ１４ＲＤ高速冷冻离
心机，购自上海天美生化仪器设备工程有限公

司；ＢＤ ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ流式细胞仪，购自 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｓｏｎ（美国）；ＱＬ９０２涡旋振荡仪，购自海门市
其林贝尔仪器制造有限公司；ＡＢＩ７９００荧光定量
ＰＣＲ仪，购自 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；Ｇ２９６５ＡＡｇｉｌｅｎｔ
２２００生物分析仪，购自安捷伦生物科技有限公
司。

１．２　细胞培养
大鼠肝细胞（ＢＲＬ３Ａ细胞）在加有体积分数

为１０％的胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／
ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养基中，置于恒湿的３７℃
和５％二氧化碳的培养箱中培养。ＡＦＢ１和 ＣＯＳ
分别溶解在ＤＭＳＯ和超纯水中制备 ＡＦＢ１和 ＣＯＳ
工作液（１０００×），工作液使用前均需用０．２２μｍ
针头式滤器过滤。细胞接种在细胞培养皿或培

养瓶中培养，在用ＡＦＢ１和ＣＯＳ处理前，取对数期
的细胞计数后制备一定浓度的细胞悬液接种在

９６孔板、６孔板或培养皿中，将种板细胞培养２４
ｈ，其中ＤＭＳＯ的终体积分数为０．１％。
１．３　细胞活力的测定

ＡＦＢ１对细胞的半数抑制浓度（ｈａｌｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）是指ＡＦＢ１能将细胞生长抑制
５０％所需的作用浓度。用 ＣＣＫ８法分别测定
ＡＦＢ１对细胞的ＩＣ５０和 ＣＯＳ对细胞的无损害作用
浓度，取对数期细胞接种于 ９６孔板中（５×１０３

个／孔），置于培养箱中培养２４ｈ后吸出培养基，
分别更换不同浓度的 ＡＦＢ１工作液（０．４、２、１０、
５０、２５０μｍｏｌ／Ｌ）和 ＣＯＳ工作液（７．８１、３１．２５、
１２５、５００、２０００μｍｏｌ／Ｌ）继续培养２４ｈ。培养结

５６１１
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束后按照ＣＣＫ８试剂盒说明书向每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，３７℃孵育１ｈ后立即用酶标仪测定
在４５０ｎｍ处的吸光度值，按照公式（１）分别计算
各浓度组的 ＡＦＢ１和 ＣＯＳ对细胞的增殖抑制率，
然后再根据公式（２）计算的到 ＡＦＢ１对细胞的
ＩＣ５０。

Ｙ＝（１－
Ａｅ－Ａｂ
Ａｃ－Ａｂ

）×１００ （１）

式中：Ｙ为增殖抑制率，％；Ａｂ为空白组（只含细
胞工作液，无细胞）的吸光度值；Ａｅ为试验组的吸
光度值；Ａｃ为对照组（无药物处理，有细胞）的吸
光度值。

ｌｇＩＣ５０＝Ｘｍ－Ｉ×［Ｐ－
３－Ｐｍ－Ｐｎ

４ ］ （２）

式中：Ｘｍ为 ｌｇ（最大剂量）；Ｉ为 ｌｇ（最大剂量／相
临剂量）；Ｐ为增殖抑制率之和；Ｐｍ为最大增殖抑
制率；Ｐｎ为最小增殖抑制率。
１．４　ＣＯＳ和ＡＦＢ１作用于细胞存活率的测定

根据１．３节的结果得到 ＡＦＢ１的 ＩＣ５０和 ＣＯＳ
对细胞的无损害作用浓度，重新设置 ＡＦＢ１和
ＣＯＳ作用浓度，测定它们对细胞存活率的影响。
取对数期的细胞制备密度为５×１０３个／ｍＬ的细
胞悬液，接种于９６孔板中（１００μＬ／孔），培养２４
ｈ后加入重新设定的各浓度组的 ＣＯＳ工作液（０、
１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞６ｈ后，去除原培
养液，加入ＡＦＢ１工作液（０、２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）继
续培养２４ｈ。培养结束后每孔加入１０μＬＣＣＫ８
溶液，３７℃孵育１ｈ后立即用酶标仪测定４５０ｎｍ
处的吸光度值，各实验组的细胞存活率按照公式

（３）进行计算。

Ｗ＝
Ａｅ－Ａｂ
Ａｃ－Ａｂ

×１００ （３）

式中：Ｗ为细胞存活率，％；Ａｂ为空白组（只含细
胞工作液，无细胞）的吸光度；Ａｅ为实验组的吸光
度；Ａｃ为对照组（无药物处理，有细胞）的吸光度。
１．５　细胞内ＲＯＳ的测定

试验组的设置：对照组、ＣＯＳ单独处理组
（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ），ＡＦＢ１单独处理组（０、２．５、
５、１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＣＯＳ预处理 ＋ＡＦＢ１处理组。将
对数期的细胞密度调整为２．５×１０５个／ｍＬ，接种
于９６孔板中，２００μＬ／孔，培养２４ｈ，然后加入各
试验组后继续培养。培养结束后按照试剂盒说

明书操作，ＰＢＳ清洗１次细胞，每孔加入２００μＬ

预热的 ＤＣＦＨＤＡ探针，培养箱中避光孵育 ３０
ｍｉｎ，用不含血清的 ＤＭＥＭ培养基清洗３次去掉
未结合的探针后，立即用酶标仪检测激发波长和

发射波长分别为４８８ｎｍ和５２５ｎｍ处的 ＤＣＦ荧
光强度值，结果用相对 ＤＣＦ荧光强度表示，即试
验组／对照组。
１．６　细胞内氧化还原水平的测定

试验组的设置：对照组、ＣＯＳ单独处理组
（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ），ＡＦＢ１单独处理组（０、２．５、
５、１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＣＯＳ预处理 ＋ＡＦＢ１处理组。取
对数期的细胞计数后配制成密度为 ５×１０５个／
ｍＬ的细胞悬液，以２ｍＬ／孔接种于６孔板中，培
养２４ｈ后按照试验组设置加药继续培养。培养
结束后在冰上进行裂解细胞的操作：用预冷的

ＰＢＳ清洗１次后每孔加入３００μＬ细胞裂解液，静
置３０ｓ，细胞刮刮下细胞，将细胞裂解悬液移至离
心管中，然后４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上
清液分装在新离心管中，置于冰槽中备用或者 －
８０℃冰箱保存。在进行氧化还原指标测定前，需
要测定样品的蛋白浓度。根据 ＢＣＡ蛋白浓度试
剂盒说明书进行操作：配制标准品溶液并将样品

适当稀释后，分别取２０μＬ置于９６孔板中，每孔
加入２００μＬ配置好的 ＢＣＡ工作液，混匀后置于
培养箱中孵育３０ｍｉｎ，酶标仪测定５６２ｎｍ处的吸
光度值，根据标准曲线，计算样品的蛋白浓度。

１．６．１　细胞内ＭＤＡ含量的测定
按照丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试

剂盒说明书进行操作，样品处理后取２００μＬ上清
液至９６孔板中，随即用酶标仪测定５３２ｎｍ处的
吸光度值，绘制 ＭＤＡ标准曲线，根据标准曲线可
以计算样品ＭＤＡ的含量，结果用相对 ＭＤＡ含量
表示，即试验组／对照组。
１．６．２　细胞内ＳＯＤ、ＧＳＴ活性的测定

分别按照ＳＯＤ、ＧＳＴ检测试剂盒说明书步骤
进行操作，结果用相对 ＳＯＤ、ＧＳＴ活性表示，即试
验组／对照组。
１．７　细胞凋亡率的检测

试验组的设置：对照组、２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ单独
处理组、ＡＦＢ１单独处理组（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＣＯＳ
预处理＋ＡＦＢ１处理组。流式检测还需要设置用
于调电压的阴性对照（无药物处理）、单阳 １
（ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ染色）、单阳２（ＰＩ染色），收集
细胞后先分别对单阳１和单阳２进行诱导凋亡处
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理后再进行染色。取对数期的细胞，计数后配制

成密度为５×１０４个／ｍＬ的细胞悬液，接种于６孔
板中，２ｍＬ／孔，培养２４ｈ后按照试验组设置加药
继续培养。培养结束后按照 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ试
剂盒说明书步骤进行操作，分别收集清洗细胞后

进行染色，避光分别加入５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和
５μＬＰＩ，室温避光孵育１５ｍｉｎ，孵育结束后，立即
用流式细胞仪检测，每个样品收集１００００个细胞
进行检测分析。

１．８　ＲＮＡ的提取与实时荧光定量 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）

根据１．４～１．７节的试验结果，最终选择２０
μｍｏｌ／ＬＣＯＳ和１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１处理细胞，试验
组分为对照组、ＡＦＢ１单独处理组、ＣＯＳ预处理 ＋
ＡＦＢ１处理组。取对数期的细胞，计数后配制成
密度为２．５×１０４个／ｍＬ的细胞悬液，接种于细
胞培养皿中，１０ｍＬ／皿，培养２４ｈ后按照试验组
设置加药继续培养。培养结束后按照说明书步

骤，全程在冰上操作，采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取样本总
ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００（ｔｈｅｒｍａｌ）系统测
定ＲＮＡ浓度和纯度，每个 ＲＮＡ样品的 Ａ２６０／Ａ２８０
大于１．８，Ａ２６０／Ａ２３０大于 ２．２，再通过 Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ

２２００对ＲＮＡ进行质量检测，用过 ＲＮＡ的完整值
（ＲＩＮ）来判断 ＲＮＡ完整性。质检和完整性均合
格之后，开始逆转录合成 ｃＤＮＡ：取１～２μｇＴｏｔａｌ
ＲＮＡ加入离心管中，然后加４×ｇＤＮＡｗｉｐｅｒＭｉｘ
（４μＬ），再加ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补充至１６μＬ混
匀后置于４２℃孵育２ｍｉｎ，随后再加５×ＨｉＳｃｒｉｐｔ
Ⅲ ｑＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ（４μＬ），混匀后３７℃下孵育１５
ｍｉｎ，８５℃孵育５ｓ终止反应。再根据ｃＤＮＡ样品
分别配置 ｑＰＣＲ反应体系：取 ＰＣＲ管，依次加入
２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（５μＬ）、ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（０．２μＬ）、
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（０．２μＬ）、ＲＯＸ（０．２μＬ），再加水
至总体积为 ９μＬ，混匀后将该混合液加到 ３８４
ＰＣＲ板对应的每个孔中，接着加入对应的 ｃＤＮＡ
（１μＬ），置于ＰＣＲ仪上进行ｑＰＣＲ反应。采用以
下热循环程序进行 ＰＣＲ扩增：在５０℃下孵育２
ｍｉｎ，９４℃预变性５ｍｉｎ，９５℃解链１５ｓ，６０℃ 退
火１ｍｉｎ，４０个循环，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０
℃ １５ｓ，９５℃１５ｓ，并从６０℃缓慢加热到９９℃。
引物由苏州金唯智公司完成序列的合成，引物序

列如表１所示，采用ＲＴｑＰＣＲ检测表１中的基因
表达量，按２－ΔΔＣｔ方法计算结果。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名 Ｇｅｎｅｎａｍｅ
基因编号

ＧｅｎｅＩＤ

正向引物（５′至３′）

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′ｔｏ３′）

反向引物（５′至３′）

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′ｔｏ３′）
Ｎｒｆ２ ８３６１９ ＴＧＣＣＣＡＣＡＴＴＣＣＣＡＡＡＣＡＡＧ ＧＣＴＡＴＣＧＡＧＴＧＡＣＴＧＡＧＣＣＴ
Ｋｅａｐ１ １１７５１９ ＧＧＴＧＴＣＣＡＴＴＧＡＡＧＧＣＡＴＣＣ ＡＣＣＡＣＧＣＴＧＴＣＡＡＴＣＴＧＧＴＡ
Ｈｏ１ ２４４５１ ＧＣＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣ ＣＣＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＣＧＴＡＴＡＧ
Ｎｑｏ１ ２４３１４ ＴＧＧＧＡＧＧＡＧＴＣＡＣＣＡＣＴＣＴＡ ＣＣＣＡＣＡＧＡＡＡＧＧＣＣＡＡＡＣＴＴ
Ｂａｘ ２４８８７ ＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴ ＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＴＡＧ
Ｂｃｌ２ ２４２２４ ＧＣＡＴＧＣＧＡＣＣＴＣＴＧＴＴＴＧＡＴ ＣＡＧＧＴＡＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ ２４３８３ ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ

１．９　转录组测序（ＲＮＡＳｅｑ）
试验组的设置：对照组、１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１单

独处理组、ＣＯＳ预处理 ＋ＡＦＢ１处理组。取对数
期的细胞，计数后配制成密度为２．５×１０４个／ｍＬ
的细胞悬液，接种于细胞培养皿中，１０ｍＬ／皿，培
养２４ｈ后按照试验组设置加药继续培养。培养
结束后快速用ＴＲＩｚｏｌ试剂裂解并收集细胞，－８０
℃速冻后利用干冰运送，委托苏州金唯智生物科
技公司进行ＲＮＡ－Ｓｅｑ全基因组测序。

１．１０　数据处理
用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃ２５软件进行分析，所有

数据以平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，试验
数据分析采用单因素 ＡＮＯＶＡ检验和 Ｄｕｎｃａｎ氏
检验进行多重比较和差异显著性检验。试验设

定３～５个平行组，每个试验重复不少于３次，以
Ｐ＜０．０５表示存在显著性差异且具有统计学意
义。
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２　结果

２．１　ＡＦＢ１对ＢＲＬ３Ａ细胞的ＩＣ５０
由图１可知：在浓度为０．４～２５０μｍｏｌ／Ｌ时，

ＡＦＢ１对细胞的增殖抑制呈现剂量效应关系趋
势。根据公式２计算得到 ＡＦＢ１对 ＢＲＬ３Ａ细胞
的ＩＣ５０为１５．８６μｍｏｌ／Ｌ。

图１　ＡＦＢ１处理２４ｈ对ＢＲＬ３Ａ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＦＢ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

２．２　ＣＯＳ对ＢＲＬ３Ａ细胞的无损害作用浓度
由图２可知，ＣＯＳ浓度≤１２５μｍｏｌ／Ｌ时对细

胞没有明显损伤，而ＣＯＳ浓度＞１２５μｍｏｌ／Ｌ时才
对细胞的增殖有抑制作用。

图２　ＣＯＳ处理２４ｈ对ＢＲＬ３Ａ细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈｏｎ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

２．３　ＣＯＳ预处理对ＢＲＬ３Ａ细胞存活率的影响
如图３所示：与无处理的对照组相比，ＡＦＢ１

单独处理组（２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）的细胞存活率显
著降低；而ＣＯＳ单独处理组（１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）
中除了２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ显著提高细胞的存活率以
外（Ｐ＜０．０５），其余浓度组对细胞的存活率均无

显著改变。而在 ＣＯＳ预处理 ＋ＡＦＢ１处理中，与
对照组相比，ＣＯＳ预处理后的 ＡＦＢ１各浓度组的
细胞存活率均显著提高（Ｐ＜０．０５），且在 ＣＯＳ预
处理浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ时，产生的干预效果最好，
可将被２．５、５、１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１处理的细胞存活
率分别从８３．８９％ ±３．６０％、７９．０５％ ±２．３４％、
６７．９６％±３．５３％显著提高到１０２．５６％±２．７７％、
１０２．２４％ ±４．６７％、９５．０４％ ±２．９２％（Ｐ＜０．
０５）；且在 ＣＯＳ预处理浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ时，各
ＡＦＢ１浓度处理与无 ＡＦＢ１处理的细胞存活率相
比没有显著性变化。因此，初步判断可以得出

ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导的 ＢＲＬ３Ａ细胞毒性损
伤有一定的缓解作用。

表示ＡＦＢ１一定浓度时，ＣＯＳ处理组与无 ＣＯＳ处理组相比

差异显著，Ｐ＜０．０５；＃表示 ＣＯＳ一定浓度时，ＡＦＢ１处理组与

无 ＡＦＢ１处理组相比差异显著，Ｐ＜０．０５。

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔａｔａｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＦＢ１，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＣＯＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔＣＯＳｉｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，Ｐ＜０．０５；＃ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔａｔａｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＣＯＳ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＡＦＢ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔＡＦＢ１ｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，Ｐ＜０．０５．

图３　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导

ＢＲＬ３Ａ细胞存活率的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅｏｆＢＲＬ３ＡｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＦＢ１

２．４　ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导 ＢＲＬ３Ａ细胞
ＲＯＳ含量的影响

如图４所示，与无药物处理对照组相比，细
胞内 ＲＯＳ水平随 ＡＦＢ１浓度的增加而显著升高
（Ｐ＜０．０５），可分别升高到 １１３．０３％ ±０．２８％、
１２８．０２％ ±４．１９％、１４０．０１％ ±５．２０％，且 ＣＯＳ
单独处理组的 ＲＯＳ相对水平无显著变化。在
ＣＯＳ预处理＋ＡＦＢ１处理组中，ＡＦＢ１浓度为５、１０
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μｍｏｌ／Ｌ时，１０、２０、４０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ均可显著降低
细胞内 ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５），其中，２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＯＳ预处理可将各ＡＦＢ１浓度组诱导引起的 ＲＯＳ
水平升高降至 １０２．９８％ ±０．２５％、１０８．６７％ ±
３．０８％、１０６．９２％±４．３３％，且２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ预
处理可将２．５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１组诱导引起的 ＢＲＬ
３Ａ细胞内升高的ＲＯＳ水平恢复到正常水平。

小写字母不同，表示具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜

０．０５）．

图４　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导

ＢＲＬ３Ａ细胞ＲＯＳ含量的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＡＦＢ１ｉｎｄｕｃｅｄ

ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

２．５　ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导 ＢＲＬ３Ａ细胞
ＭＤＡ的影响

如图５所示，与对照组相比，ＡＦＢ１单独处理
组可以使ＭＤＡ的相对含量显著升高（Ｐ＜０．０５），
而ＣＯＳ单独处理组中ＭＤＡ的相对含量与无药物
处理对照组相比差异不显著。在 ＣＯＳ预处理 ＋
ＡＦＢ１处理组中，与无ＣＯＳ处理的对照组相比，各
ＣＯＳ预处理组均可显著降低各ＡＦＢ１诱导后细胞
内的ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０５），其中２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ
预处理效果最好，可将２．５、５、１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１处
理的 ＭＤＡ的相对含量由 １０７．０９％ ±１．８０％、
１１４．６２％±１．８６％、１２１．１１％ ±２．６８％分别显著
降低到 ９９．５３％ ±３．６１％、１０３．３０％ ±４．３９％、
１０９．７３％±２．７８％（Ｐ＜０．０５），并且在 ＡＦＢ１处
理的浓度为２．５、５μｍｏｌ／Ｌ时，２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ预
处理与无药物处理的对照组相比无显著差异。

小写字母不同，表示具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜

０．０５）．

图５　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导

ＢＲＬ３Ａ细胞脂质过氧化的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎ

ＡＦＢ１ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎＢＲＬ３Ａｃｅｌｌｓ

２．６　ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导 ＢＲＬ３Ａ细胞
ＳＯＤ、ＧＳＴ活性的影响

如图６ａ所示，与对照组相比，随着 ＡＦＢ１单
独处理的浓度升高，ＳＯＤ的活性显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＣＯＳ单独处理组对 ＳＯＤ的活力无显著改
变。而在ＣＯＳ预处理＋ＡＦＢ１处理组中，当 ＡＦＢ１
浓度为５、１０μｍｏｌ／Ｌ时，各浓度ＣＯＳ预处理均可
显著提高 ＳＯＤ的活性（Ｐ＜０．０５），２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＯＳ预处理组的效果最好，可将ＳＯＤ的相对活性
分别由８３．２０％±３．８７％、７５．４７％ ±４．４６％显著
提高到９５．６９％±１．６０％、９０．８８％±２．２７％（Ｐ＜
０．０５）。由图６ｂ可知：与对照组相比，ＡＦＢ１单独
处理组可显著降低 ＧＳＴ的活力（Ｐ＜０．０５），ＣＯＳ
单独处理组对 ＧＳＴ的相对活力无显著改变。在
ＣＯＳ预处理＋ＡＦＢ１处理组中，当 ＡＦＢ１处理浓度
为５μｍｏｌ／Ｌ时，各浓度的 ＣＯＳ预处理均能显著
提高 ＧＳＴ活性（Ｐ＜０．０５）；与无 ＣＯＳ对照组相
比，２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ预处理组可显著提高各浓度
ＡＦＢ１处理细胞后的 ＧＳＴ相对活性，可分别由
８３．１４％±２．９９％、７０．７１％ ±３．７５％、５７．７２％ ±
３．５２％显著提高到９３．４０％ ±４．９４％、８０．７５％ ±
５．５６％、７２．１８％±７．１４％（Ｐ＜０．０５）。
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小写字母不同，表示具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图６　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导ＢＲＬ３Ａ细胞ＳＯＤ和ＧＳＴ活性的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＴｉｎＢＲＬ３ＡｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＦＢ１

２．７　ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导的大鼠肝细胞凋
亡率的影响

如图 ７所示，从结果可以看出，２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＯＳ单独处理的细胞凋亡率与无处理对照组相
比无显著变化，１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１单独处理组的细
胞凋亡率相比于无处理对照组显著升高，而经过

２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ预处理后显著降低了细胞的凋亡
率，可以将１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１诱导ＢＲＬ３Ａ细胞的
凋亡率从１８．４８％±１．４０％显著降低到８．９５％±
１．７５％。
２．８　ＣＯＳ预处理对 ＡＦＢ１诱导氧化应激和细胞
凋亡相关基因表达的影响

基于以上研究结果，为了研究 ＣＯＳ预处理干
预ＡＦＢ１诱导细胞凋亡和氧化应激的可能机制，
通过ＲＴｑＰＣＲ检测了氧化应激和细胞凋亡相关
基因 ｍＲＮＡ的表达情况。Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２通路是细
胞最重要的内源性抗氧化通路，Ｎｒｆ２作为细胞对
抗氧化应激的关键转录因子，其作用机制是在胞

质中与 Ｋｅａｐ１（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
１）蛋白解离，转移到细胞核与抗氧化应答元件
ＡＲＥ（ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＲｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔ）结合，然后启

动下游Ⅱ相代谢酶的高效表达，如 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：
（醌受体）氧化还原酶 １（ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：ｑｕｉｎｏｎｅ
ａｃｃｅｐｔｏｒｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，ＮＱＯ１）、酶血红素加氧
酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、ＳＯＤ、ＣＡＴ等。
Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２是Ｎｒｆ２信号通路的核心基因，Ｎｒｆ２
转录调节Ｎｑｏ１和Ｈｏ１基因；Ｂａｘ和Ｂｃｌ２基因分
别参与促进细胞凋亡和抑制细胞凋亡。如图８ａ
所示，结果表明 ＡＦＢ１显著降低了 Ｎｒｆ２信号通路
和细胞凋亡相关基因 ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５），
而 ＣＯＳ预处理能够将基因 Ｋｅａｐ１和 Ｎｒｆ２的
ｍＲＮＡ相对表达水平恢复至正常水平，并显著促
进下游基因 Ｎｑｏ１和 Ｈｏ１的 ｍＲＮＡ表达；此外，
如图８ｂ，ＣＯＳ预处理还可以显著降低 ＡＦＢ１诱导
引起的促凋亡基因 Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ相对表达量的
升高。基于以上试验结果，推测 ＣＯＳ可能通过激
活Ｎｒｆ２信号通路来启动通路下游的Ⅱ相代谢酶
的表达，从而提高细胞自身的抗氧化能力来缓解

ＡＦＢ１诱导引起的细胞氧化损伤，同时可能调节
Ｂａｘ基因的表达来缓解 ＡＦＢ１诱导引起的细胞凋
亡。
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Ａ．对照组；Ｂ．５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１单独处理组；Ｃ．１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１单独处理组；Ｄ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ单独处理组；Ｅ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ

预处理＋５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１处理组；Ｆ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳ预处理＋５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１处理组。

Ａ．ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ．５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１ｓｉｎｇｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ．１０μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１ｓｉｎｇｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｄ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳｓｉｎｇｌｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｅ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ＋５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｆ．２０μｍｏｌ／ＬＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ＋５μｍｏｌ／ＬＡＦＢ１
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．

图７　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导ＢＲＬ３Ａ细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢＲＬ３ＡｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＦＢ１
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小写字母不同，表示具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图８　ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导ＢＲＬ３Ａ细胞氧化应激和凋亡相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＯＳｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＢＲＬ３ＡｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＦＢ１

２．９　ＲＮＡｓｅｑ测序研究参与 ＣＯＳ干预作用的
其他途径

细胞内维持正常生理功能和稳态通常与多

种代谢途径、信号通路和基因表达有关，为进一

步研究ＣＯＳ预处理对ＡＦＢ１诱导细胞毒性损伤干
预作用的可能机制，通过 ＲＮＡｓｅｑ测序来研究
ＣＯＳ和ＡＦＢ１处理细胞后基因的差异表达情况和
富集情况，研究可能参与了ＣＯＳ干预作用的信号
通路。

２．９．１　差异基因表达的筛选及其聚类分析
通过ＲＮＡｓｅｑ测序，进行了３组样品的对比

分析，使用 ＦＰＫＭ（ＦｒａｇｍｅｎｔｓＰｅｒＫｉｌｏｂａｓｅｓｐｅｒ

Ｍｉｌｌｉｏｎｒｅａｄｓ）方法计算每组比对样品中的基因表
达量，通过比较每组样本之间的基因表达量从而

筛选出差异表达的基因，其中组间差异基因表达

如图９所示。与对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）相比，ＡＦＢ１
单独处理组（ＡＦＢ１组）中有 ６９０个基因表达上
调，５９３个基因表达下调；ＣＯＳ预处理 ＋ＡＦＢ１处
理组（ＣＡ组）中有１１６个基因表达上调，４２个基
因表达下调；与ＡＦＢ１组处理组相比，ＣＡ组有１７４
个基因表达上调，１２５个基因表达下调。差异基
因表达聚类图如图１０，颜色从蓝到红，表示基因
表达量越高，从整体图可以看出，ＣＯＳ可以缓解
由ＡＦＢ１诱导引起的基因表达差异性的上下调。

图９　３组比较样本差异基因表达统计分析
Ｆｉｇ．９　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｎｇ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ
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图１０　３组样本的差异基因表达层次聚类分析
Ｆｉｇ．１０　Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

２．９．２　Ｐａｔｈｗａｙ富集分析
通过Ｐａｔｈｗａｙ显著性富集能确定差异表达基

因参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径，

使用 ＫＥＧＧ（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ）公共数据库对富集出的差异表达基因
做Ｐａｔｈｗａｙ富集分析，以 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ为单位，
应用超几何检验，找出与整个基因组背景相比，

在差异表达基因中显著性富集的 Ｐａｔｈｗａｙ。结果
显示，ＡＦＢ１诱导细胞可以引起细胞多个通路途
径的基因差异表达，特别是代谢作用的相关通

路，为了有针对性地研究ＣＯＳ发挥干预作用的可
能途径，主要分析差异表达基因富集到代谢作

用、细胞过程和环境信息传递通路的具体情况，

结果如图１１所示。发现 ＡＦＢ１刺激细胞后，差异
表达基因较多的富集到代谢途径（Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓ），其中差异极显著的有细胞色素 Ｐ４５０
对外源物质的代谢作用（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ
ｂｙｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０）、药物代谢细胞色素 Ｐ４５０
（ＤｒｕｇｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０）和谷胱甘肽

代谢（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）（Ｐ＜０．０１），其次是
ｐ５３、ＭＡＰＫ和 Ｈｉｐｐｏ信号通路（Ｐ＜０．０５），这些
通路的差异表达基因可能参与了 ＡＦＢ１诱导的细
胞生长抑制和凋亡。图 １２ｂ中，ＣＡ组相比于
ＡＦＢ１组的差异表达基因显著富集到细胞色素
Ｐ４５０对外源物质的代谢作用（Ｐ＜０．０１）、药物代
谢细胞色素 Ｐ４５０（Ｐ＜０．０１）、和 ｐ５３信号通路
（Ｐ＜０．０５），这些 Ｐａｔｈｗａｙ可能与 ＣＯＳ预处理对
细胞的保护作用有关。

３　讨论

曲霉菌属可以在适当的自然条件下生长并

产毒，增加了控制ＡＦＢ１污染食品和粮食的难度，
人和动物也不可避免的通过饮食摄入 ＡＦＢ１进而
造成肝脏损伤。ＡＦＢ１在没有经过代谢活化之前
无致癌毒性，其主要是通过肝脏中细胞色素Ｐ４５０
酶系统（ＣＹＰ４５０）生物转化形成致癌的活性中间
体 ＡＦＢ１８，９环 氧 化 物 （ＡＦＢ１８，９ｅｐｏｘｉｄｅ，
ＡＦＢＯ）来发挥毒性作用［２１］。

ＡＦＢ１诱导的大鼠肝细胞毒性损伤可能与其
刺激细胞生化代谢和氧化应激有关，ＡＦＢ１通过
细胞的ＣＹＰ４５０生物转化为毒性中间体ＡＦＢＯ，再
进一步刺激细胞内各种代谢途径和信号通路，同

时抑制细胞自身的抗氧化防御系统来诱导大鼠

肝细胞的氧化应激，进而诱导细胞凋亡。ＣＯＳ预
处理能在一定程度上缓解ＡＦＢ１对细胞的毒性损
伤，其可能激活了Ｎｒｆ２信号通路来提升内源性抗
氧化剂的生成能力，进而缓解 ＡＦＢ１诱导细胞引
起的氧化应激。Ｎｒｆ２信号通路是最重要的内源
性抗氧化应激通路之一，对调节机体氧化应激方

面有着重要作用，早期的研究中，ＬＵＯ等［２２］通过

敲除Ｎｒｆ２基因发现ＣＯＳ的抗氧化能力与Ｎｒｆ２的
转录激活诱导的Ｈｏ１、Ｎｑｏ１和Ｓｏｄ等抗氧化基因
有关，同时 ＣＯＳ还抑制了 ｐ３８ｍａｐｋ、ＪＮＫ和 ＥＲＫ
的磷酸化，其研究表明 ＣＯＳ通过 Ｎｒｆ２活化和
ＭＡＰＫ磷酸化的降低来保护乙醇诱导Ｌ０２细胞的
氧化应激。试验进一步的 ＲＮＡｓｅｑ研究结果显
示：ＡＦＢ１可能激活ｐ５３、ＭＡＰＫ和Ｈｉｐｐｏ信号通路
来帮助其抑制细胞的生长和促进细胞凋亡；而

ＣＯＳ也可能通过细胞色素 Ｐ４５０对外源物质的代
谢作用途径、药物代谢细胞色素 Ｐ４５０途径和
ｐ５３信号通路来帮助其干预 ＡＦＢ１的毒性损伤。
以上结果表明ＣＯＳ预处理可以缓解ＡＦＢ１诱导大
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鼠肝细胞的毒性损伤，然而，该研究尚处于初始

阶段，需要更进一步研究ＣＯＳ发挥干预作用的作
用靶点和具体机制；此外，体外试验的结果还需

要设计相关体内试验进行验证，并研究 ＣＯＳ在动
物模型中干预作用的具体情况及相关机制。

图１１　差异表达基因的ＫＥＧＧ富集分析
Ｆｉｇ．１１　ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ
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