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微囊藻毒素ＬＲ对小鼠巨噬细胞吞噬功能及活性氧水平的影响

梁　艳，卢　彦，沈萍萍

（南京大学医药生物技术国家重点实验室，江苏 南京　２１００９３）

摘要：目的　观察微囊藻毒素 ＬＲ（ＭＣＬＲ）对原代
和传代巨噬细胞功能的影响。方法　取ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠腹腔巨噬细胞，体外培养液中分别加入终浓度为

１，１０，１００和１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭＣＬＲ，同时以巨噬
细胞株ＲＡＷ２６４．７为对照，分别采用中性红吞噬实
验和二氢罗丹明１２３探针检测实验，测定细胞吞噬
活性和细胞内活性氧（ＲＯＳ）水平。结果　ＭＣＬＲ
对小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能有浓度依赖的抑制

作用。当ＭＣＬＲ浓度高于１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，小鼠腹
腔巨噬细胞的胞内 ＲＯＳ水平也明显降低。但 ＭＣ
ＬＲ对小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７细胞的吞噬功能
和细胞内 ＲＯＳ水平均无明显影响。结论　ＭＣＬＲ
可抑制小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能和ＲＯＳ水平，
原代巨噬细胞对 ＭＣＬＲ的敏感性高于传代细胞
ＲＡＷ２６４．７。
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微囊藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ）为有毒淡水蓝藻
在生物代谢过程中产生的次生代谢物质，可对动物

及人类产生多方面的毒性作用，并且具有肿瘤促进

剂的功能。研究表明，ＭＣ类分子是一组性质、结构
极为相似的环状七肽分子，由于结构中存在两种可

变的Ｌ氨基酸，因而产生多种异构体。存在最普
遍、含量相对较多且毒性较大的是ＭＣＬＲ，ＭＣＲＲ
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和ＭＣＹＲ，其中Ｌ，Ｒ和Ｙ分别代表亮氨酸、精氨酸
和酪氨酸。ＭＣ侵染动物机体主要是通过侵蚀小肠
粘膜上皮细胞和粘膜固有层进入血浆，然后转运到

肝、肾、肺和心脏等器官，最后分布至全身。有关

ＭＣ肝毒性的研究报道最多，已发现的致毒机制除
与蛋白磷酸酶抑制相关外，还与 ＤＮＡ突变、细胞凋
亡和氧化损伤有关。近期报道［１］ＭＣ还具有较强的
肾毒性，可使肾脏出现炎症反应。此外，ＭＣ还能诱
发机体多脏器损伤，一些 ＭＣ的异构体可引起心脏
输出量下降、血管扩张、血压降低、心率下降、多巴胺

和异丙肾上腺素分泌等血液动力学改变及激素分泌

紊乱［２］。

近年来的研究表明，ＭＣ对免疫功能有一定的
干扰作用，如诱导人淋巴细胞凋亡或坏死［３］；降低

白细胞介素２（ＩＬ２）ｍＲＮＡ的稳定性而抑制淋巴细
胞的 免 疫 活 性［４］；还 可 诱 导 染 色 体 发 生 断

裂［５－６］，并改变人外周血多形核白细胞的粘附特性

等［７］。我们的前期工作也发现，ＭＣ可引起小鼠肝、
脾肿大，抑制小鼠的Ｔ淋巴细胞增殖及 Ｂ淋巴细胞
产生抗体的能力［８］。在细胞实验中，ＭＣ表现出对
免疫细胞功能的抑制作用，如下调小鼠巨噬细胞产

生诱导型一氧化氮合酶的量，降低 ＩＬ１β、肿瘤坏死
因子α、粒细胞／巨噬细胞集落刺激因子和干扰素 γ
的ｍＲＮＡ水平［９］。为了进一步研究 ＭＣＬＲ对免疫
功能的影响，本研究以吞噬活性及细胞内活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平为指标，检测了
ＭＣＬＲ对巨噬细胞功能的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物、细胞、主要试剂和仪器
健康ＢＡＬＢ／ｃ纯系小鼠，♂，１８～２２ｇ，由南京

军区总医院动物中心提供，动物合格证号：苏动

（质）９５０４７。小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７购自中国
科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学

研究所。ＭＣＬＲ购自美国 Ａ．Ｇ．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，纯度 ＞
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９８．０％。ＭＣＬＲ先溶于少量甲醇，然后用水稀释至
０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，根据所需浓度加入细胞培养液中。
抗生素 （１００ｋＵ·Ｌ－１青霉素，１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素混
合液）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品。ＲＰＭＩ１６４０细胞培
养液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清购自美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司。二氢罗丹明１２３（ｄｉｈｙｄｒｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，
ＤＨＲ）购自美国 ＭａｋｅｒＧｅｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。中
性红为上海三爱思试剂有限公司产品。９６孔平底
细胞培养板购于美国 ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔｅｒ公司。９６孔酶
标板购自丹麦 ＮＵＮＣ公司。酶标仪为 ＢｉｏＲＡＤ
１３５５０型微量读板仪。
１．２　单层小鼠腹腔巨噬细胞的制备

小鼠断颈处死后，无菌条件下腹腔内注射４ｍＬ
预冷的ＰＢＳ，用消毒拇指轻揉腹部数次后，用无菌吸
液管吸回腹腔液体，离心，用 ＰＢＳ洗涤收集到的细
胞并用含有１０％胎牛血清和１％双抗液（１００ｋＵ·
Ｌ－１青霉素，１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素）的 ＲＰＭＩ１６４０培养
液调整细胞密度为１．０×１０９Ｌ－１。细胞悬液加入９６
孔培养板，每孔２００μＬ，置于３７℃，５％ＣＯ２培养箱
培养２ｈ，倾去上清液，用ＲＰＭＩ１６４０培养液洗去未
贴壁细胞，制得腹腔单层细胞。

１．３　细胞培养及毒素处理
正常生长的ＲＡＷ２６４．７细胞培养于含有１０％胎

牛血清和１％双抗液的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养条
件为３７℃，５％ＣＯ２。细胞培养于９６孔板上，每孔约
２×１０５个细胞，贴壁 １２ｈ后倾去上清液，用 ＲＰＭＩ
１６４０培养液洗去未贴壁细胞后开始毒素处理。
　　对于已制得的单层细胞，镜检。每孔加入１００
μＬ培养液，各处理组中加入 １００μＬ不同浓度的
ＭＣＬＲ，使终浓度分别达到 １，１０，１００和 １０００
ｎｍｏｌ·Ｌ－１，空白对照孔加１００μＬ培养液，３７℃，５％
ＣＯ２培养。细胞内ＲＯＳ水平测定实验中，同时设定
不加ＤＨＲ的空白对照组以及含有ＤＨＲ的对照组。
１．４　巨噬细胞吞噬活性检测

ＭＣＬＲ处理４ｈ后，弃去上清，用 ＰＢＳ洗涤细
胞。参考相关文献［１０］，测定对中性红的吞噬活性。

每孔加入１００μＬ０．１％中性红溶液，培养３０ｍｉｎ。
弃去上清，用 ＰＢＳ洗涤细胞，除去细胞外未被吞噬
的中性红，排除干扰。加入２００μＬ裂解液（１００％乙
醇∶１００％乙酸＝１∶１），混匀１０ｍｉｎ。在酶标仪上测
５５０ｎｍ处的吸光度（Ａ５５０ｎｍ）值。
１．５　巨噬细胞内活性氧测定

采用ＤＨＲ作为指示细胞内ＲＯＳ水平的荧光探

针，研究 ＭＣＬＲ对小鼠巨噬细胞 ＲＯＳ释放量的影
响。ＤＨＲ本身不发荧光，脂溶性ＤＨＲ进入细胞后，
被细胞内的ＲＯＳ氧化后发出荧光，从而指示细胞内
的ＲＯＳ水平。ＭＣＬＲ处理 ４ｈ后，弃去上清，用
ＰＢＳ洗涤细胞。每孔加入含有 ＤＨＲ（１０μｍｏｌ·
Ｌ－１）探针的 ＲＰＭＩ１６４０培养液继续培养 ３０ｍｉｎ。
弃去上清，用 ＰＢＳ洗去未进入细胞的探针，每孔中
再加入２００μＬＰＢＳ，在酶标仪上读取荧光值（激发
波长４８８ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ）。
１．６　统计学分析

数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验进行显著性分析，
Ｐ＜０．０５有统计学差异。

２　结果

２．１　微囊藻毒素ＬＲ对巨噬细胞吞噬活性的影响
巨噬细胞吞噬中性红实验结果表明，ＭＣＬＲ对

腹腔巨噬细胞的吞噬活性有明显的抑制作用。细胞

培养液中加入 ＭＣＬＲ处理４ｈ后，与对照组相比，
巨噬细胞吞噬活性显著降低（表 １）。ＭＣＬＲ处理
浓度为１，１０，１００和１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，对腹腔巨噬
细胞吞噬活性的抑制率分别为４２％，６１％，６８％和
７０％，抑制作用随 ＭＣＬＲ浓度的增加而增大（ｒ２＝
０．８４１３）。而细胞株 ＲＡＷ２６４．７吞噬活性检测结果
表明，ＭＣＬＲ对ＲＡＷ２６４．７细胞的吞噬活性无明显
影响（表１）。
２．２　微囊藻毒素ＬＲ对巨噬细胞活性氧水平的影响

表２结果表明，ＭＣＬＲ可降低腹腔巨噬细胞内

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎＬＲ（ＭＣＬＲ）ｏｎ
ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｏｆｍｉｃｅ
ａｎｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

ＭＣＬＲ
／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ（Ａ５５０ｎｍ）

ＰｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

０ ０．９６０±０．０８２ ２．２４±０．３４
１ ０．５５３±０．０８７ ２．２３±０．３６
１０ ０．３７８±０．０５４ ２．２０±０．２９
１００ ０．３００±０．０５２ ２．２７±０．３２
１０００ ０．２９２±０．０１３ ２．２３±０．４０

ＰｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｏ９６ｗｅｌｌｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓａｔｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆ２００００ｃｅｌｌｓ
ｐｅｒｗｅｌｌ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＭＣＬＲｆｏｒ４ｈ．Ａｎｄ
ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｎｅｕｔｒａｌｒｅｄｆｏｒ０．５ｈｔｏｔｅｓｔｔｈｅｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｅｄｉｕｍｃｏｎ
ｔｒｏｌ（０ｎｍｏｌ·Ｌ－１）．
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Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎＬＲｏｎｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌｏｆｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄ
ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ　ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

Ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔｒｏｌ ９３±３ ９０±１３

ＤＨＲｃｏｎｔｒｏｌ ６１３±４２ ７０４±１４５
ＤＨＲ＋ＭＣＬＲ １ ５２９±３４ ７２９±５８
　　　　　　 １０ ４５７±３０ ６９１±６３
　　　　　　１００ ４０７±６ ７２７±１００
　　　　　　１０００ ３８９±１５ ７０６±１３２
ＰｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｏ９６ｗｅｌｌｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓａｔｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆ２００００ｃｅｌｌｓｐｅｒ
ｗｅｌｌ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＭＣＬＲ１，１０，１００ａｎｄ１０００
ｎｍｏｍ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｏｒ４ｈ．Ａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉ
ｈｙｄｒｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（ＤＨＲ）ｆｏｒ０．５ｈｔｏｔｅｓｔｔｈｅｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
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ＲＯＳ水平，随着ＭＣＬＲ浓度的加大，ＭＣＬＲ对巨噬
细胞内 ＲＯＳ水平的抑制作用逐渐增强（ｒ２ ＝
０．９３０４），当 ＭＣＬＲ浓度达到１０００ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，细
胞内 ＲＯＳ降至基础水平的 ６４％。ＭＣＬＲ对
ＲＡＷ２６４．７细胞的ＲＯＳ水平无明显影响。

３　讨论

ＭＣ对动物及人类的毒理作用是多方面的，如
肝肾毒性、神经毒性和胃肠道组织病理学改变等。

已有研究表明，ＭＣ可干扰机体免疫系统的正常功
能，导致机体清除异物、损伤细胞及癌变细胞的能力

下降。巨噬细胞是一种多功能免疫细胞，其活性和

功能降低，会导致机体免疫功能整体失衡。Ｈｅｒｎａｎ
ｄｅｚ等［７］的工作已表明 ＭＣ可影响巨噬细胞发挥正
常生物学功能。

为了研究ＭＣＬＲ对巨噬细胞功能的影响，本研
究对巨噬细胞吞噬活性和细胞内 ＲＯＳ水平进行了
初步检测。结果显示，ＭＣＬＲ可显著降低小鼠腹腔
巨噬细胞的吞噬活性，且呈一定的剂量效应关系。
巨噬细胞的吞噬活性是反映非特异性免疫防护机制

的一个重要指标，ＭＣＬＲ降低原代巨噬细胞的吞噬
能力，表明该毒素可影响巨噬细胞的免疫防御功能，

从而对机体的天然免疫能力产生抑制作用。此外，

由于巨噬细胞还担负着抗原提呈作用，所以推测

ＭＣＬＲ对巨噬细胞吞噬处理抗原的能力也可能产

生一定的抑制作用，并可能对随后的特异性体液免

疫应答造成影响，这与我们前期的实验结果相符

合［８］。

细胞内ＲＯＳ水平也是反映巨噬细胞功能的指
标之一 ［１１］。在机体免疫防御过程中，巨噬细胞通

过产生一定量的ＲＯＳ，破坏细菌的细胞膜和病毒的
蛋白质，从而消灭外来病原微生物。本实验发现，

ＭＣＬＲ处理原代腹腔巨噬细胞后，细胞内ＲＯＳ水平
受到了一定的抑制，随着 ＭＣＬＲ浓度的增大，细胞
内ＲＯＳ水平下降愈加明显。

目前，有关原代巨噬细胞及传代细胞对 ＭＣＬＲ
的敏感性差异方面的研究尚未见报道。因此，本实

验选取了细胞株 ＲＡＷ２６４．７进行了同步实验，试图
比较ＭＣＬＲ对小鼠原代腹腔巨噬细胞和细胞株
ＲＡＷ２６４．７的不同作用。在巨噬细胞吞噬活性检测
实验中发现，在与原代细胞相同的处理条件下，ＭＣ
ＬＲ对细胞株 ＲＡＷ２６４．７吞噬功能无明显影响，初
步表明细胞株 ＲＡＷ２６４．７对 ＭＣＬＲ不敏感。在细
胞内ＲＯＳ水平检测实验中，ＭＣＬＲ未能引起细胞内
ＲＯＳ水平的降低，进一步验证 ＲＡＷ２６４．７对 ＭＣ
ＬＲ不敏感。

本实验一方面观察了 ＭＣＬＲ对原代腹腔巨噬
细胞功能的抑制作用，同时也发现 ＲＡＷ２６４．７对
ＭＣＬＲ的敏感性远低于原代巨噬细胞。在 ＭＣ对
传代细胞的毒性研究方面，谷康定等［１２］的研究表

明，ＭＣ对传代细胞如 ＨｅｐＧ２细胞、ＨｅＬａ细胞等的
毒性不明显，本研究也发现类似现象。已有研究表

明ＭＣ在动物体内是以胆汁酸转运系统进入肝脏，
而ＭＣ是否可通过一定的转运体系进入巨噬细胞则
有待进一步研究。
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