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　　摘要：为探究脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，简称ＤＯＮ）对离体Ｔ淋巴细胞活化的抑制作用，研究ＤＯＮ对刀
豆蛋白Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，简称ＣｏｎＡ）介导的小鼠离体Ｔ淋巴细胞活化及活化标志分子ＣＤ６９、ＣＤ２５、ＣＤ７１的影响，以
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 Ｔ淋巴细胞为材料，分设细胞空白组、刀豆蛋白 Ａ对照组、不同浓度 ＤＯＮ染毒组（ＣｏｎＡ＋
０．５／１／２μｍｏｌ／ＬＤＯＮ），用ＣＣＫ－８法检测２４ｈ内细胞的相对活性，用流式细胞术分别检测６、３０、７２ｈ时ＣＤ６９、ＣＤ２５、
ＣＤ７１的表达量。结果显示，ＤＯＮ在终浓度为０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ时均极显著地降低了 ＣｏｎＡ介导的 Ｔ细胞的相对活性
（Ｐ＜０．０１），在终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ时显著地降低了Ｔ细胞ＣＤ６９的表达率（Ｐ＜０．０５），在终浓度为０．５、１、２μｍｏｌ／Ｌ时
均极显著地降低了ＣＤ２５、ＣＤ７１的表达率（Ｐ＜０．０１），且呈剂量效应关系。由结果可知，脱氧雪腐镰刀菌烯醇对动物
机体免疫抑制作用的产生与其直接抑制小鼠Ｔ淋巴细胞的活化有关。
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　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，简称
ＤＯＮ）又名呕吐毒素（ｖｏｍｉｔｏｘｉｎ，简称ＶＴ）［１－２］，是一
种由粉红镰刀菌和禾谷镰刀菌产生的单端孢霉烯

族毒素，是广泛引起粮食、饲料污染的主要霉菌毒

素之一。１９７０年日本诸罔信一等首次从香川县感
染赤霉病的大麦中分离到 ＤＯＮ。ＤＯＮ的细胞毒性
很强，但无特殊的靶器官，对机体各种器官均有影

响。不同动物对ＤＯＮ的敏感程度表现不一，猪最敏
感［３］。近年来，在我国动物配合饲料中ＤＯＮ的检出
率高达 ９８．０２％，在猪饲料中最高含量达到
４７７３μｇ／ｋｇ，远 远 超 出 我 国 限 量 标 准

（１０００μｇ／ｋｇ），引起了养殖业的广泛重视［４－５］。目

前，国内外对ＤＯＮ毒性的研究主要集中在动物生产
性能、器官组织病理损伤、免疫功能等方面［６］。大

量研究证明，ＤＯＮ可对动物机体的免疫系统产生明
显的急、慢性毒性作用。据报道，一次急性染毒

ＤＯＮ可以导致小鼠肝、肾、脾、胸腺的细胞损伤，诱
导和促进免疫细胞的凋亡并抑制其增殖［７－８］。Ｔ淋
巴细胞在细胞免疫中发挥主要作用，而其发挥作用

的重要前提和基础是 Ｔ细胞必须经过活化及增
殖［９－１０］。目前的研究表明，ＤＯＮ在体内外均可抑制
Ｔ淋巴细胞的活化与增殖［７，１１］，但其作用机制尚未

阐明。为了揭示ＤＯＮ抑制 Ｔ淋巴细胞的活性与活
化作用的机制，本研究分析了ＤＯＮ对离体Ｔ淋巴细
胞活化过程的影响，并研究了ＤＯＮ对Ｔ细胞早期活
化抗原 ＣＤ６９、中期活化抗原 ＣＤ２５和 ＣＤ７１表达的
影响，本研究结果可以为ＤＯＮ中毒的防控提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物　清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雄性，４～
５周龄，体质量（２０±２）ｇ，购自扬州大学实验动物
中心。

１．１．２　主要试剂与仪器　脱氧雪腐镰刀菌烯醇、刀
豆蛋白（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，简称 ＣｏｎＡ），购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；ＣＤ３－ＡＰＣ、ＣＤ６９－ＦＩＴＣ、ＣＤ４－ＦＩＴＣ、
ＣＤ２５－ＰＥ、ＣＤ７１－ＰＥ流式抗体，购自美国 ＢＤ公
司；ＲＰＭＩ－１６４０完全培养液，含 １０％胎牛血清
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（Ｇｉｂｃｏ）、Ｌ－谷氨酰胺（２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｓｉｇｍａ）、二巯基
乙醇（５０μｍｏｌ／Ｌ，Ｓｉｇｍａ）、１％青链霉素（青霉素、链
霉素比例为 １∶１）、ＲＰＭＩ－１６４０培养基粉末
（Ｇｉｂｃｏ）；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８，东仁化学科技有限公
司；红细胞裂解液，购自索莱宝生物科技有限公司。

ＣｙＡｎＡＤＰ７流式细胞仪，美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｉｔｅｒ
公司生产；ＣＯ２培养箱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ生产；Ｔｅｃａｎ
Ｓｕｎｒｉｓｅ光吸收酶标仪，澳大利亚 Ｔｅｃａｎ公司生产；
ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ型单人双面净化工作台，苏州净化设
备有限公司生产；５８１０Ｒ台式高速冷冻离心机，德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产。
１．２　试验方法
１．２．１　脾脏淋巴细胞悬液的制备　将 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠断颈处死，无菌摘取脾脏，用组织研磨棒在２００目
滤网上研磨过滤，制备单细胞悬液。加入红细胞裂

解液处理３ｍｉｎ后，用无菌磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）
洗涤细胞２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ。

将细胞按一定比例稀释后重悬于１ｍＬ１０％胎
牛血清ＲＰＭＩ－１６４０完全培养液中，用台盼蓝染色
计数活细胞数（活细胞数占总细胞数的９５％以上），
最终调整为细胞密度为 ３×１０６ｍＬ的淋巴细胞
悬液。

１．２．２　ＣＣＫ－８法检测 ＤＯＮ对小鼠 Ｔ淋巴细胞体
外存活的影响　本试验分别设细胞空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）、ＣｏｎＡ对照组（终质量浓度为５ｍｇ／Ｌ，参照笔
者所在实验室前期的研究成果［１２］，下同）、ＣｏｎＡ＋
０．５μｍｏｌ／ＬＤＯＮ（终质量浓度，下同）组、ＣｏｎＡ＋
１μｍｏｌ／ＬＤＯＮ组、ＣｏｎＡ＋２μｍｏｌ／ＬＤＯＮ组，将制
得的淋巴细胞悬液接种于１２孔板中，每孔１ｍＬ，于
药物处理组中加入相应浓度的ＤＯＮ工作液各２μＬ
（终质量浓度与各处理组对应），除细胞空白组外，

每组加入５μＬＣｏｎＡ（终浓度为５ｍｇ／Ｌ）。混匀每
孔中的培养液，分组加入９６孔板中，每组设６个重
复，１００μＬ／孔，同时设立空白对照孔（不加细胞），
之后在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中继续培养２４ｈ。加
入ＣＣＫ－８试剂，１０μＬ／孔，于３７℃、ＣＯ２培养箱中
培养３ｈ后，立刻用酶标仪在 ４５０ｎｍ处测定吸光
度。根据公式［细胞相对存活率 ＝（处理组吸光
度－空白对照组吸光度）／（ＣｏｎＡ组吸光度 －空白
对照组吸光度）］计算细胞相对存活率。具体公式

如下：

　 　 细 胞 存 活 率 ＝［（Ｄ４５０ｎｍ（ｓ） －Ｄ４５０ｎｍ（ｂ））／
（Ｄ４５０ｎｍ（ｃ）－Ｄ４５０ｎｍ（ｂ））］×１００％；

　　抑制率 ＝［（Ｄ４５０ｎｍ（ｃ）－Ｄ４５０ｎｍ（ｓ））／（Ｄ４５０ｎｍ（ｃ）－
Ｄ４５０ｎｍ（ｂ））］×１００％。
式中：ｓ表示试验孔；ｃ表示对照孔；ｂ表示空白孔。
１．２．３　Ｔ细胞 ＣＤ６９、ＣＤ２５、ＣＤ７１表达的检测　采
用直接免疫荧光标记法染色，细胞培养６ｈ后，取样
离心，用冷 ＰＢＳ清洗 ２次后，将细胞悬液浓缩至
１００μＬ，分别加入１μｇＣＤ３－ＡＰＣ、ＣＤ６９－ＦＩＴＣ单
克隆抗体；细胞培养３０ｈ后，分别加入１μｇＣＤ２５－
ＰＥ、ＣＤ４－ＦＩＴＣ单克隆抗体；细胞培养７２ｈ后，分别
加入１μｇＣＤ７１－ＰＥ、ＣＤ３－ＡＰＣ单克隆抗体，４℃
避光孵育３０ｍｉｎ，用冷 ＰＢＳ离心洗涤１次，重悬于
５００μＬＰＢＳ中，立即上流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）
检测。

１．２．４　统计学分析　所有数据以均值 ±标准差表
示，用ＳＰＳＳ２２．０软件进行单因素方差分析，组间比
较采用配对ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１作为差异
显著性判断标准。

２　结果与分析

２．１　ＤＯＮ对小鼠Ｔ淋巴细胞相对活性的影响
小鼠 Ｔ淋巴细胞培养 ２４ｈ后，用酶标仪在

４５０ｎｍ处测定吸光度，以此来计算细胞的相对活
性。由图１可见，加入 ＣｏｎＡ后，与细胞空白组对
比，细胞的相对活性极显著提高（Ｐ＜０．０１）；加入
ＤＯＮ后，各染毒组细胞活性均降低，与 ＣｏｎＡ比较
均存在极显著差异（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＤＯＮ对小鼠Ｔ淋巴细胞ＣＤ６９表达的影响
小鼠Ｔ淋巴细胞培养６ｈ后，用流式细胞术检

测Ｔ淋巴细胞早期活化抗原ＣＤ６９的表达情况。如
图２所示，细胞空白组小鼠 ＣＤ３＋Ｔ细胞中 ＣＤ６９＋Ｔ
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细胞的比例为（９．０４±６．２４）％，即 ＣＤ６９的表达率
为（９．０４±６．２４）％。在用 ＣｏｎＡ刺激 ６ｈ后，其
ＣＤ６９表达量达到（３５．８８±７．２０）％，与空白组相比
极显著升高（Ｐ＜０．０１）。加入 ＤＯＮ后，随着 ＤＯＮ

终浓度的升高，ＣｏｎＡ介导的Ｔ细胞ＣＤ６９表达呈现
下降趋势，并具有剂量 －效应关系，２μｍｏｌ／ＬＤＯＮ
组与ＣｏｎＡ组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＤＯＮ对小鼠Ｔ淋巴细胞ＣＤ２５表达的影响
小鼠Ｔ淋巴细胞培养３０ｈ后，用流式细胞术检

测调节Ｔ淋巴细胞中期活化抗原ＣＤ２５的表达。由
图３可以看出，细胞空白组小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞中
ＣＤ２５＋Ｔ细胞的比例为（９．８８±２．５７）％，即 ＣＤ２５
的表达率为（９．８８±２．５７）％。在用 ＣｏｎＡ刺激
３０ｈ后，其 ＣＤ２５表达量达到（５０．６４±６．５４）％，与
空白组相比极显著升高（Ｐ＜０．０１）。加入 ＤＯＮ后，
随着ＤＯＮ终浓度的升高，ＣｏｎＡ介导的Ｔ细胞ＣＤ２５
表达呈现下降趋势，并具有剂量－效应关系，各染毒

组与ＣｏｎＡ组相比均有极显著差异（Ｐ＜０．０１）。
２．４　ＤＯＮ对小鼠Ｔ淋巴细胞ＣＤ７１表达的影响

小鼠Ｔ淋巴细胞培养７２ｈ后，用双抗体染色法
结合流式细胞术检测调节 Ｔ淋巴细胞中期活化抗
原ＣＤ７１的表达。由图４可以看出，细胞空白组小
鼠ＣＤ３＋Ｔ细胞中 ＣＤ７１＋Ｔ细胞的比例为（２．８８±
２．５７）％，即ＣＤ７１表达率为（２．８８±２．５７）％。在用
ＣｏｎＡ刺激７２ｈ后，其 ＣＤ７１表达量达到（３５．８１±
６．５４）％，与空白组相比极显著升高（Ｐ＜０．０１）。加
入ＤＯＮ后，随着ＤＯＮ终浓度的升高，ＣｏｎＡ介导的
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Ｔ细胞 ＣＤ７１的表达量呈现下降趋势，并具有剂
量－效应关系，各染毒组与 ＣｏｎＡ组相比均有极显
著差异（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＤＯＮ对谷物的污染状况相当普遍，其对动物机
体免疫功能的影响已经引起医学界的广泛重视。

ＤＯＮ在高浓度时可诱导免疫细胞凋亡，从而引发免
疫抑制；在低浓度时可抑制免疫细胞增殖和细胞因

子的分泌，扰乱免疫系统的正常功能［１３］。ＤＯＮ也
可通过对淋巴结和脾脏中免疫细胞数量和功能的

调节，引起小鼠淋巴细胞免疫球蛋白Ａ（ＩｇＡ）分泌量
升高［１４］。Ｋｉｍ等报道，ＤＯＮ可导致雄性小鼠体内
ＩｇＭ、ＩｇＧ的含量明显降低［１５］。Ｏｕｙａｎｇ等研究发现，

ＤＯＮ能延迟或抑制体外培养 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的增
殖［１１］。总之，ＤＯＮ可以通过诱导免疫细胞凋亡、抑
制其增殖而影响免疫细胞因子的分泌及抗体的表

达，进而对细胞免疫和体液免疫产生影响。淋巴细

胞是动物机体进行免疫调节的核心成分，其中 Ｔ淋
巴细胞是淋巴细胞中数量最多、功能最复杂的一

类。它具有多种生物学功能，如直接杀伤靶细胞、

辅助或抑制Ｂ细胞产生抗体、对特异性抗原或促有
丝分裂原的应答反应以及产生细胞因子等，此外，Ｔ
淋巴细胞对机体抵御疾病也发挥着非常重要的作

用［１６］。目前，在关于 ＤＯＮ免疫毒性机制的相关研
究中，虽已有报道表明，ＤＯＮ可以抑制 Ｔ淋巴细胞
的增殖，但其作用机制尚不明确。Ｔ淋巴细胞的活
化是其发挥免疫功能的重要前提和基础［９］。本试
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验在证明了ＤＯＮ对小鼠活化过程中的 Ｔ淋巴细胞
相对有明显的抑制作用的基础上，进一步探究了

ＤＯＮ对Ｔ细胞活化抗原表达的影响。
ＣｏｎＡ是 Ｔ细胞多克隆刺激剂，可以作用于 Ｔ

细胞表面的Ｔ细胞抗原受体（ＴＣＲ）－ＣＤ３复合体，
从而刺激Ｔ细胞活化及增殖反应［１７］。Ｔ细胞活化
后可诱发静止细胞分泌淋巴因子ＩＬ－４、γ－ＩＦＮ等，
同时表达一系列新的表面分子（如高亲和力 ＣＤ６９
和ＣＤ２５）等［１８－２０］，这些分子被称为表面活化标志。

ＣＤ６９是一种Ⅱ型跨膜糖蛋白，是活化的 Ｔ细胞表
面最早表达的分子。静止状态下的 Ｔ细胞一般不
表达ＣＤ６９，在活化后１～２ｈ即可以检测到ＣＤ６９的
表达［２１］，它可以作为细胞共刺激信号进一步增强细

胞的活化或增殖分化，可介导细胞激活后细胞因子

的合成［２２］，因此 ＣＤ６９可作为 Ｔ细胞早期活化的标
志。本研究发现，ＤＯＮ可抑制ＣｏｎＡ介导的 Ｔ淋巴

细胞ＣＤ６９的表达，说明 ＤＯＮ可通过抑制 ＣＤ６９的
表达来降低细胞前期活化的效应。ＣＤ２５是 ＩＬ－２
（白介素２）受体的 α链，分子量为 ５５ｋｕ，主要在
ＣＤ４＋Ｔ细胞上表达［２３］。ＩＬ－２受体能否表达主要
取决于Ｔ细胞对 ＩＬ－２的应答，极少部分静止的 Ｔ
细胞会表达ＩＬ－２受体，而活化的 Ｔ细胞表达量明
显上升，因为Ｔ细胞通过抗原提呈细胞（ＡＰＣ）递呈
的抗原产生活性后，能使 Ｔ细胞膜表面表达 ＣＤ２５
即 ＩＬ－２Ｒ，并分泌产生大量 ＩＬ－２。因此可见，
ＣＤ２５可反映活化 Ｔ细胞的增殖，被认为是激活 Ｔ
淋巴细胞的标志［２４］。本研究发现，ＤＯＮ可抑制 Ｃｏｎ
Ａ介导的Ｔ淋巴细胞 ＣＤ２５的表达，并可能因此抑
制 Ｔ细胞对 ＩＬ－２的应答，从而影响免疫功能。
ＣＤ７１是转铁蛋白受体（ＴｆＲ），表达于活化的白细
胞，分子量约为９５ｋｕ，是细胞生长和吸收铁所必需
的蛋白。ＴｆＲ是一种Ⅱ型跨膜糖蛋白，是由２个同

—４５１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第４期



源二聚体（１８０ｋｕ）的亚基通过２条二硫键交联而成
的。ＴｆＲ的表达量主要是根据细胞内的铁水平进行
转录调节的［２５］，所有正常细胞都能低水平表达

ＣＤ７１，但处于高增殖状态的细胞表达水平会明显升
高。ＣＤ７１不仅仅参与铁的吸收，在细胞的生长、增
殖中发挥作用，同时具有免疫调节功能，可以提供

激活Ｔ细胞所必需的第二刺激信号，这也表明ＣＤ７１
是正常Ｔ细胞成熟所必需的。本研究发现，ＤＯＮ可
以抑制ＣｏｎＡ介导的 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ７１的表达，影
响了细胞的生长、增殖和免疫调节功能的发挥。本

研究还发现，ＤＯＮ可通过抑制Ｔ淋巴细胞的活化及
表面活化标志分子的表达，影响动物机体细胞免疫

的调节功能，从而引起免疫抑制的发生。

４　结论

ＤＯＮ可直接抑制 ＣｏｎＡ介导的小鼠 Ｔ淋巴细
胞体外活化，并且能够抑制早期活化标志 ＣＤ６９及
中期活化标志 ＣＤ２５、ＣＤ７１的表达。这一结果表明
ＤＯＮ对动物免疫系统的抑制作用与其可直接抑制Ｔ
淋巴细胞的活性与活化作用有关。
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