
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.2 JAN.2014

前言

水华是淡水水体中藻类大量繁殖的一种自然生态现象[1]。

近年来，随着经济的迅猛发展，生活及工农业生产中含有氮、磷

的废污水排入水体，导致富营养化程度加剧[2-3]，蓝藻、绿藻、硅

藻等藻类大量繁殖，使水体呈现蓝色或绿色。其中微囊藻水华

由于可以产生一种名为微囊藻毒素（microcystins，MCs）的单环

7肽化合物[4]，对自然环境和人类生存造成的危害最为严重。目

前已经发现了 70多种微囊藻毒素的异构体，微囊藻毒素 -LR

是毒性最强的一种，具有肝毒性、肾毒性[5]、肠毒性[6]、胚胎 -胎

儿毒性[7]，能引起心肌[8]、肾上腺及生殖系统损伤[9]等。

线粒体是一种具有双层膜封闭式结构，为细胞各项生命活

动提供能量的细胞器[10]。当外界缺乏营养或者细胞衰老的情况

下，线粒体发生去极化，细胞启动自我清除机制，将损伤的线粒

体特异性包裹进自噬体中，并与溶酶体融合后进行降解，维持

细胞内环境的稳定，这一过程被称作线粒体自噬[11，12]。已有的研

究表明，微囊藻毒素 -LR代谢产物主要聚集于动物肝脏，专一

性地抑制某些调控细胞组建和功能的重要分子的活性，包括蛋

白磷酸酶 1（PP1）和蛋白磷酸激酶 2A（PP2A）；同时激活蛋白激

酶和环加氧酶，导致细胞内多种蛋白质过度磷酸化[13]。但是，微
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囊藻毒素 -LR对小鼠肝细胞线粒体功能的影响还未见报道，本

研究基于线粒体在生命活动中的重要地位，旨在为进一步探究

微囊藻毒素 -LR细胞器毒性的相关机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂
SPF 级健康雄性 BALB/c 小鼠 24 只，6～ 8 周龄，体重

18～ 22 g（北京维通利华实验动物技术有限公司），合格证号：

SCXK(京)2012-0001。微囊藻毒素 -LR，纯度 >98.0%（美国 A.G.

Scientific）；组织线粒体分离试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒

（JC-1）、细胞色素 C抗体、LC3抗体（以上均购自碧云天生物科

技有限公司）；GAPDH抗体（美国 Bioworld公司）。生物荧光显

微镜（日本尼康公司）；多功能全自动酶标仪（美国 IBM公司）；

半定量 PCR仪 Mycycler（美国 Bio-Rad Laboratories公司）；定

量 PCR仪 ABI 7300（美国 Applied Biosystem公司）；水平凝胶

电泳仪（北京六一仪器厂）；CM-l20型透射电镜（荷兰 Philips公

司）。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 动物分组 将 24只小鼠随机分为 3组，即空白对照组，

低剂量组（5 滋g/L）和高剂量组（30 滋g/L），将微囊藻毒素 -LR分

别按照上述比例添加到饮用水中，染毒 3个月。

1.2.2 线粒体的提取 颈椎脱臼法处死小鼠后迅速打开腹腔，

取出肝下缘组织，加入 10倍体积预冷的线粒体分离试剂 A，冰

浴匀浆 10次，离心（1000× g，5 min，4 ℃）。转移上清至另一离

心管中，离心（3500× g，10 min，4℃），沉淀即为分离得到的

线粒体[14]。

1.2.3 利用 JC-1检测线粒体膜电位的变化 JC-1是一种广泛

用于检测线粒体膜电位的荧光探针，在线粒体膜电位较高时形

成聚合物，产生红色荧光；膜电位较低时为单体形式，发出绿色

荧光 [15]。阳性对照为线粒体解偶联剂 [16]（carbonyl cyanide

m-chlorophenylhydrazone，CCCP）。用超纯水按比例稀释 JC-1，

再加入 JC-1染色缓冲液，混匀后即为 JC-1染色工作液。阳性

对照组的处理：将 CCCP（10 mM）按照 1:1000的比例加入到样

品中，孵育 20 min。酶标仪检测 JC-1单体时将激发光设置为

490 nm，发射光设置为 530 nm；检测 JC-1聚合物时，将激发光

设置为 525 nm，发射光设置为 590 nm。
1.2.4 qRT-PCR 检测自噬相关基因 Beclin1 和 Lc3琢 的转录水
平 用 Trizol 一步法提取总 RNA，根据自噬相关基因 Be-

clin1 [17]和 Lc3琢 [18，19]的序列设计引物，Beclin1 的序列为：5' AG-

GATGGTGTCTCTCGAAGATT 3'（正义），5' GATCAGAGT-

GAAGCTATTAGCACTTTC 3'（反义）；Lc3琢 的序列为： 5'

GACCAGCACCCCAGTAAGAT 3' （正义），5' TGGGACCA-

GAAACTTGGTCT 3'（反义），以 RNA 为模板，反转录成 cD-

NA，利用 qPCR测定小鼠肝细胞自噬相关基因的转录水平。

1.2.5 Western Blot细胞色素 C的分布情况 取适量线粒体

分离试剂和线粒体裂解液备用，加入 PMSF（终浓度为 1 mM）。

按照 1.2.2步骤分离得到线粒体后，将剩余上清离心（12000×

g，10 min，4 ℃），取上清即为去除线粒体的细胞浆蛋白，Brand-

ford法测定浓度，12% SDS-PAGE跑胶约 2 h，恒流转膜约 1h。

Blocking buffer包被，37℃，2 h。一抗包被 4℃过夜，TBST洗涤
5次后，加入 HRP标记的二抗孵育 1 h，进行 ECL化学发光显

影，结果采用凝胶图像分析仪进行分析。

1.2.6 电镜观察肝细胞线粒体形态和内部结构的影响 颈椎

脱臼法处死小鼠后迅速打开腹腔，取出肝下缘组织，置于培养

皿中，滴入 2.5%戊二醛磷酸缓冲液（pH=7.3）充分浸润，用双面

刀片将组织修成小块（肝组织块制成 1 mm3大小），用滴管吸

取样本放入盛有 2.5%戊二醛磷酸缓冲液（pH=7.3）小瓶内，标

记后放入 4 ℃冰箱中保存。2.5%戊二醛固定后的标本，经 0.1

M磷酸缓冲液漂洗后，再用 1% OsO4固定 1 h。接着用 0.1 M

磷酸缓冲液漂洗，4℃冰箱内梯度乙醇脱水，至 90%乙醇和
90%丙酮混合液，90%丙酮，再在 100%丙酮室温下脱水 15

min，重复 3次。618环氧树脂包埋。LKB-1型超薄切片机（瑞典

Leica）切片，切片厚度 50 nm。枸橼酸铅和醋酸双氧铀染色。

CM-l20型透射电镜（Philips公司）观察并照相[20]。

1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准差(x ± s)表示，采用
Graphpad进行方差分析和 t检验。检验水准 琢=0.05，P＜ 0.05

时认为差异有显著性。

2 结果

2.1 微囊藻毒素 -LR对线粒体膜电位的影响

为了检测微囊藻毒素 -LR是否能引起线粒体自噬，按照优

化后的实验步骤测定小鼠肝细胞线粒体膜电位的变化，同时设

置阳性对照组，即 CCCP处理线粒体 1 min，其中红色荧光与绿

色荧光的比值大小，反映了 JC-1的聚合程度和线粒体膜电位

的高低。由下图可知，微囊藻毒素 -LR处理组的线粒体膜电位

显著下降并呈现出剂量依赖性。

2.2 微囊藻毒素 -LR 对自噬相关基因 Beclin1 和 Lc3琢转录水
平的影响

qRT-PCR分别检测自噬相关基因 Beclin1和 Lc3琢的转录
水平。结果显示，微囊藻毒素 -LR在上调 Lc3琢的同时，下调
Beclin1的转录水平。其中，Lc3琢转录水平的上升与线粒体膜
电位的下降存在相关性，即伴随着线粒体膜电位的消失，细胞

启动自我保护机制，增加自噬相关基因的转录和翻译，从而清

除损伤的线粒体。

图 1 微囊藻毒素 -LR对线粒体膜电位的影响

Fig. 1 Effects of MC-LR on MMP ( x± s, n=8)

*P<0.05 vs control group
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2.3 微囊藻毒素 -LR对细胞色素 C分布的影响

线粒体去极化伴随着膜通透性转变孔（mitochondiral

permeability transition pore，MPTP）的开放，导致线粒体内的细

胞色素 C释放到胞浆[21]。结果显示，微囊藻毒素 -LR处理的小

鼠，其肝细胞胞浆中细胞色素 C的含量明显高于空白对照组。

2.4 微囊藻毒素 -LR对小鼠肝细胞线粒体形态和内部结构的

影响

为了进一步证明微囊藻毒素 -LR对小鼠肝细胞线粒体的

损伤，通过电子显微拍照观察线粒体的形态和内部结构。正常

小鼠肝细胞线粒体外部膜结构完整，内部嵴排列整齐；低浓度

微囊藻毒素 -LR喂养的小鼠肝细胞线粒体肿胀变形，内部呈絮

状结构，并出现空白区域；高浓度微囊藻毒素 -LR喂养的小鼠

肝细胞线粒体内部结构完全丧失，伴随着外膜破裂等现象。

图 2 微囊藻毒素 -LR对自噬相关基因 Beclin1和 Lc3琢转录水平
的影响

Fig. 2 Effects of MC-LR on the transcriptional level of autophagy-related

genes( x ± s, n=8)

*P<0.05 vs control group

图 3 微囊藻毒素 -LR对细胞色素 C分布的影响

Fig.3 Effects of MC-LR on the release of cytochrome C

***P<0.001 vs control group **P<0.01 vs control group

图 4 微囊藻毒素 -LR对小鼠肝细胞线粒体形态和内部结构的影响

Fig.4 Morphological changes of mitochondria after treatment with MC-LR

A:Control; B: MC-LR (5 滋g/L); C:MC-LR (30 滋g/L)

3 结果

微囊藻毒素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。其中有关微囊藻

毒素肝毒性的报道最多，研究表明，微囊藻毒素能够导致细胞

内多种蛋白质磷酸化和去磷酸化调节失衡，诱导中间纤维网络

的重排，引起细胞骨架系统的破坏，从而引起肝细胞变性。本实

验旨在进一步观察微囊藻毒素 -LR对单一细胞器功能的影响。

预实验中发现线粒体膜电位随着体外处理时间的延长而

逐步消失，为了避免非实验因素造成的线粒体去极化现象，应

优化体外实验方法、减少操作时间。例如，将解偶联剂 CCCP的

处理时间从 20 min减少至 1 min，在不会影响其降低线粒体膜

电位功能的同时有效提高了实验的精确性。两种自噬相关基因

Beclin1和 Lc3琢的变化趋势不同，可以推测微囊藻毒素 -LR是

特异性地上调部分基因的转录水平，激活相关信号通路，从而

完成对损伤线粒体的清除。利用 Western blot检测微囊藻毒素
-LR对细胞色素 C分布的影响时，由于样品是从单个小鼠肝脏

分离提取得到的蛋白，存在个体差异性，因此细胞色素 C由线
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粒体向胞浆的释放程度不存在严格的微囊藻毒素 -LR浓度依

赖性。

相关研究表明，微囊藻毒素能使肝细胞的细胞周期发生改

变，高浓度的微囊藻毒素抑制细胞生长，表现出细胞凋亡的特

点[22]；低浓度的微囊藻毒素则促进肝细胞不断增殖，导致肝细

胞癌变[23]。无论是细胞凋亡还是细胞癌变，线粒体作为 "动力

工厂 "，都发挥着重要的作用。因此在进一步研究微囊藻毒素毒

性的相关机制时，可以将线粒体自噬这一细胞自我修复功能作

为参考。
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