
2014 年 第 9 卷
第 6 期，1189-1196

生 态 毒 理 学 报

Asian Journal of Ecotoxicology
Vol． 9，2014

No． 6，1189-1196

基金项目:国家自然科学基金项目( No． 31100378; No． 51179134) ;湖北省自然科学基金( No． 2014CFB938 ) ; 中央高校基本科研业务费专
项资金资助( No． 2010QC022)

作者简介:李莉( 1978-) ，女，博士，副教授，研究方向为水产品质量安全，E-mail: foreverlili78@ mail． hzau． edu． cn

DOI: 10． 7524 /AJE． 1673-5897-20140306001

李莉，雷和花，侯杰，等． 微囊藻毒素在银鲫肠道中的累积及其病理学影响［J］． 生态毒理学报，2014，9( 6) : 1189-1196
Li L，Lei H H，Hou J，et al． Intestinal accumulation and pathological effects of microcystins in crucian carp ( Carassius auratus L．) ［J］． Asian Journal
of Ecotoxicology，2014，9( 6) : 1189-1196 ( in Chinese)

微囊藻毒素在银鲫肠道中的累积及其病理学影响

李莉1，* ，雷和花2，侯杰1，龙萌1，苏玉晶1，吴宁1

1 华中农业大学水产学院 农业部淡水生物繁育重点实验室 淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心，武汉 430070
2 中国科学院武汉物理与数学研究所，武汉 430071

收稿日期: 2014-03-06 录用日期: 2014-04-04

摘要: 银鲫( Carassius auratus) ，杂食性鱼类，是我国淡水主养品种之一。在富营养化湖泊中，它能以有毒微囊藻为主要食物，
导致微囊藻毒素( MCs) 在其组织中大量累积。为研究 MCs 在肠道内累积和代谢特征及其对肠道的毒性影响，分别以 50 和
200 μg MC-LＲeq·kg-1剂量的 MCs粗提液( 主要含 MC-ＲＲ和 MC-LＲ) 对银鲫进行腹腔注射，并在注射后 1、3、12、24、48 和 168 h
后取样。MCs的含量用 LC-MS和 HPLC进行定性和定量测定，结果发现，高低两剂量组银鲫肠中 MCs的含量均在注射后 1 h
达最大值( 分别为 2． 8 和 181． 4 ng·g-1 DW) ，然后随暴露时间的延长迅速下降。相对于毒素的累积，MCs诱导的银鲫肠组织损
伤具滞后性，注射后 48 h内，高低两剂量组肠道的病理变化呈时间-剂量依赖性的增长，病理特征表现为肠上皮细胞排列紊
乱，甚至出现坏死、溶解和脱落，杯状细胞数目显著增多，微绒毛结构破坏并伴随淋巴细胞浸润。实验结果表明，单次染毒后
MCs在鲫肠道中迅速累积后降解，并造成时间-剂量依赖性组织损伤，且低剂量组的损伤是可逆的。
关键词: 微囊藻毒素( MCs) ;银鲫;肠道;毒性效应
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Abstract: Crucian carp ( Carassius auratus L． ) ，an omnivorous fish，is a dominant fresh-water species in China．
This carp can ingest a significant portion of toxic cyanobacteria in eutrophic lakes，leading to microcystins ( MCs)
accumulation in its tissues． To study the dynamics and toxic effects of MCs in the gastrointestinal tract，an acute
toxic experiment was conducted in crucian carp injected intraperitoneally ( i． p． ) with extracted MCs ( containing
MC-ＲＲ and MC-LＲ mainly) at the doses of 50 μg and 200 μg MC-LＲeq·kg-1 respectively，and samples were
taken at 1，3，12，24，48 and 168 h after injection respectively． Quantitative and qualitative determinations of
MCs in the intestinal tract were conducted by HPLC and LC-MS，respectively． The MCs concentrations in the intes-
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tinal tract reached the maxima ( 2． 8 and 181． 4 ng MC-ＲＲ·g-1 dry weight for the 50 and 200 μg MC-LＲeq·kg-1

dose groups respectively) at 1 h post-injection，followed by sharp declines afterwards，whereas the pathological
changes of the intestinal tract in both dose groups progressively increased within 48 h，including disorganization，
necrosis，lysis and even exfoliation of intestinal epithelial cells，an increase of the number of goblet cells，loss of
the structure of intestinal microvilli and the presence of infiltrating lymphocytes． This study suggested that MCs were
quickly accumulated in the intestinal tract of crucian carp after a single injection and then degraded progressively，
which caused intestinal pathological damage in a time and dose dependent manner． Moreover，recovery was ob-
served in the intestinal tract in the 50 μg MC-LＲeq·kg-1 dose group at 168 h post-injection．
Keywords: microcystins ( MCs) ; crucian carp; intestinal tract; toxic effects

日趋严重的水体富营养化引起有害蓝藻水华的

频发已成为全球性普遍关注的环境问题［1-3］。有害
水华污染所带来的主要危害是有毒蓝藻细胞破裂后

向水体中释放多种不同类型的藻毒素，如微囊藻毒

素( microcystins，MCs) 、神经毒素、脂多糖内毒素等。
在已发现的各种不同藻毒素中，MCs 是一类出现频
率最高、产生量最大和造成危害最严重的藻毒
素［4-5］。MCs是环状七肽化合物，基本结构是环 D-
丙氨酸-L-X-赤-β-甲基-D-异天冬氨-L-Y-Adda-D-谷
氨酸-N-甲基脱羟基丙氨酸，X、Y 为两种可变的 L-
氨基酸，其变化可产生多种 MCs，至今已发现 MCs
有 80 多种异构体［6］。随着有关 MCs毒性研究的深
入开展，发现 MCs 除较强的肝毒性外，还具有肾毒
性、肠毒性、免疫毒性等，是一种多器官毒性物
质［7-9］。
近年来，因蓝藻污染水源和 /或 MC-LＲ 直接引

起胃肠疾病的报道不断增多［10-12］，人们对 MCs的肠
毒性也越发重视。在巴西一次水源性胃肠炎爆发
中，2 000 例病人中有 88 人死亡，这次事件被高度的
怀疑与 MCs 污染水源有关［13］。1994 年，Falconer
等［14］首次用 MCs 处理离体鸡小肠细胞，结果发现
经过 MCs作用的小肠细胞发生变形，细胞表面长出
一个或多个疱，研究也指出与摄入微囊藻相关的胃

肠炎的产生可能反映了 MCs对肠上皮细胞的损伤。
相似的，Botha 等［15］ 2004 年用 MC-LＲ ( 50 μmol·
L-1 ) 处理离体 CaCo2 肠细胞系，结果发现 MC-LＲ 能
降低 CaCo2 肠细胞活性，诱导肠细胞时间依赖性凋
亡。同年，Botha 等［8］采用腹腔注射的方法研究了
MC-LＲ对 Balb /c 小鼠在体肠道的影响，结果表明
MC-LＲ能诱导时间依赖性的十二指肠，空肠，回肠
细胞凋亡，而免疫组化的结果显示 MC-LＲ主要累积
在肠微绒毛。在鱼类急性口喂毒性试验中，Atencio

等［16］2008 年通过光镜和电镜的观察到丁鱥 ( Tinca
tinca) 肠上皮细胞空泡化、核固缩，甚至微绒毛的丢
失; Trinchet 等［17］2011 年指出 MC-LＲ 可引起青鳉
( Oryzias latipes) 幼鱼消化道损伤，主要表现为肠上
皮细胞的连接丢失( 特别是紧密连接和桥粒) ，细胞

溶解，上皮细胞微绒毛破坏，杯状细胞减少。然而，
Falconer 等用水华污染的含 MCs 的水重复饲喂猪，
却并未引起猪肠道细胞的任何损伤［18］。Falconer 和
Humpage研究也指出［19］，与不添加毒素的对照组相
比，即使预先加入癌症诱发剂 N-Methyl-N-nitroso-u-
rea，MC-LＲ也不会促进小鼠十二指肠癌的形成，这
与 MC-LＲ能引起人胃肠疾病相矛盾［10，12］。由此可
见，有关 MCs肠毒性影响的研究在时间上、对象上
明显不集中，不连续，多停留于现象观察，非常缺乏

MCs在肠道中的累积和代谢特征的研究。
鱼类作为水生态系统的次级消费者，藻毒素可

能通过直接的摄食活动或生物累积作用在鱼体中累

积下来，继而再通过食物链危害到人类健康［20-22］。
银鲫( Carassius auratus L． ) 是杂食性鱼类，自然水体
中的银鲫以微囊藻为主要食物，微囊藻可占鲫鱼食

物体积的绝大部分［23］。由于腹腔注射的藻毒素能
较好的定量，实验条件可控性强，所以常作为一种主

要的染毒方式［9，24-25］。因此，本研究以我国淡水主
养品种之一的银鲫为试验对象，通过腹腔注射不同

剂量 MCs粗提液，探讨 MCs在银鲫肠道内的累积和
代谢规律及其对肠道组织学影响的剂量-效应关系，
对评价 MCs肠毒性及其水生生态风险具有重要的
理论意义和应用价值。

1 材料和方法(Material and methods)
1． 1 粗提液的制备和藻毒素含量的测定
试验所用的冻干藻粉采集自云南滇池。MCs粗

提液制备参照 Harada 的方法［26］略加修改。称取一
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定量冻干藻粉，用 5%的乙酸提取 3 次，得到的悬浊
液离心取上清液，并通过预处理的 C18柱吸附( 预处

理先用 100%甲醇冲洗，后用去离子水冲洗) ，随后
清洗 C18柱，先用 20%甲醇洗一次，再用 100%甲醇
洗脱毒素。将 100%甲醇洗脱液在旋转蒸发仪上蒸
发干燥，然后用甲醇( 色谱纯) 定容，在减压装置上

蒸干，此干粉即为粗微囊藻毒素。将粗毒素于-20℃
冰箱保存备用。
将以上定容后的样品，用带 ODS 柱 ( Cosmosil

5C18-AＲ，4． 6 × 150 mm，Nacalai，Japan) 和 SPD-20A
的紫外分光光度检测器的高效液相色谱仪( HPLC)
分析藻毒素的含量。检测波长 238 nm，柱流速 1 mL
·min-1，用含 0． 05%三氟乙酸 ( TFA) 的甲醇梯度洗
脱，在 25 min 内甲醇的浓度从 50%升到 70%。以
商业购得藻毒素 MC-LＲ、MC-ＲＲ 和 MC-YＲ ( Wako
Pure chemical Industries，Japan) 为标样，通过紫外光
谱和保留时间确定藻毒素含量。此 MCs 提取液中
MC-YＲ很少，不足以定量。MCs提取液最后稀释成
含 136． 5 μg MC-ＲＲ·mL-1和 22． 7 μg MC-LＲ·mL-1的

溶液用于注射，其中 MC-ＲＲ 和 MC-LＲ 的比例约为
6: 1，HPLC检测纯度 ＞ 80%。
1． 2 试验鱼类
试验所用银鲫从华中农业大学水产站购买，选

取健康、体质健壮的银鲫 180 尾，平均体重为 265． 0
± 22． 6 g，平均体长为 19． 53 ± 1． 16 cm，随机分成 3
组，各组 60 尾。试验前将鱼暂养在 150 L 水族箱中
14 d，按鱼体重的 2． 0%投喂商品鲫鱼饲料，试验前
的 48 h停止投喂。水源为曝气除氯的自来水，并用
充氧泵不断充氧，试验期间水温为 25 ± 1℃，溶氧保
持在 6． 0 ～ 7． 1 mg·L-1。
1． 3 LD50测定

根据 Fawell 等［27］的 up-down 方法测定微囊藻
粗提液对银鲫的半致死剂量( LD50 ) ，并依此来确定

对银鲫的染毒剂量。
1． 4 鱼类的染毒与采样
鱼类染毒采用腹腔注射，注射方式为沿胸鳍下

腹中线注射入腹腔，采用 0． 9%生理盐水作为 MCs
溶剂，将已制备好的 MCs 粗提液稀释为相应的浓
度。根据 Gupta 等［28］的研究 ( 腹腔注射 MC-ＲＲ 对
大鼠 48 h 的 LD50约为 MC-LＲ 的 LD50 5 倍) 将 MC-
ＲＲ折算成 MC-LＲ。本实验选取 0． 2LD50和 0． 8LD50

两个剂量，即注射剂量分别为 50 和 200 μg MC-
LＲeq·kg-1 body weight ( bw) ，称为低剂量组和高剂

量组。对照组注射等量的生理盐水。分别在注射后
1，3，12，24，48 和 168 h 进行采样，每个时间点各染
毒组和对照组各取 3 尾鱼，用浓度为 0． 02%的 MS-
222 麻醉，称体重，解剖后迅速取出肠道，每次均在
距肠道第一回折处约 50 mm 处切取小段中肠组织
( 约 3 mm) ，立即放入 10%中性甲醛中固定，用于观
察组织病理变化，剩余部分迅速用生理盐水冲洗，冻

存于-70℃用于测定肠道中的毒素。每个采样时间
点记录染毒组和对照组鲫死亡情况，并将死亡鲫取

出，因 200 μg·kg-1剂量组的鲫在约 60 h 全部死亡，
168 h仅有对照组和 50 μg·kg-1剂量组的鲫。
1． 5 肠中毒素的提取和测定
肠道中 MCs的提取和分析参照 Xie等方法［29］。

将鱼肠道在冷冻干燥器上冻干后称重，按 BuOH:
MeOH: H2O = 1: 4: 15 加入 10 mL 混合液，室温下置
于摇床上振荡抽提 24 h，于 4℃ 18 000 r·min 离心
30 min，取上清; 残渣加入等量以上混合液继续抽
提。重复两次后，将 3 次上清液混合，并通过已预处
理的 C18 固相萃取柱吸附 ( 预处理先用 50 mL
100%甲醇冲洗，后用 50 mL 去离子水冲洗) ，随后
清洗 C18 柱，先用 25%甲醇洗一次，再用 100 mL
90%甲醇洗脱下毒素。将 90%甲醇洗脱液在旋转
蒸发仪上蒸发干燥，然后用 5 mL 100%甲醇完全溶
解后直接过硅胶柱( 需预处理，即用 10 mL 100%甲
醇冲洗) ，再用 20 mL 70%甲醇洗脱。将此洗脱液
在旋转蒸发仪上蒸干，用纯甲醇定容，经反相 HPLC
测定 MCs 含量。检测波长 238 nm，柱流速 1 mL·
min-1，用含 0． 05%的三氟乙酸( TFA) 的甲醇梯度洗
脱，在 25 min 内甲醇的浓度从 50%上升到 70%。
用商业购得藻毒素标样 MC-ＲＲ 和 MC-LＲ ( Wako
Pure chemical Industries，Japan) 通过紫外光谱和保
留时间确定藻毒素的含量。
另外，藻毒素定性在 Finnigan 高效液相色谱 /质

谱联用仪( LC-MS) 上确定。该仪器配有热测量自动
进样器，MS 泵测量器，PDA 系统测量器，带有电喷
射离子源( ESI) 气体压力离子化器的 Finnigan LCQ-
Advantage MAX离子阱。该仪器的控制、数据处理
和分析是用 Xcalibur 软件，分离是在 Agilent Zorbax
SB-C18( 2． 1 mm i． d． × 100 mm) 反向柱上完成。自
动进样，进样量为 10 μL，流动相为乙腈( 含 0． 05%
甲酸) 和水( 含 0． 05%甲酸) ，梯度洗脱程序由 30%
( V /V) 乙腈 ( 含 0． 05% 甲酸) 在 3 min 内上升至
40% ( V /V) ，再在 3 min内上升至 70% ( V /V) ，保持
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8． 5 min，再在 1 min 内回到 30% ( V /V) ，流速 0． 2
mL·min-1，检测波长 238 nm。LC-MS 的条件为: ESI
的喷射电压是 4． 54 kV，护套气体流速为 20 个单
位，辅助气体流速为 0 个单位，毛细血管电压 3． 36
V，毛细血管温度 250℃。数据的获得是通过全质量
模式阳离子质心方法，质谱扫描范围为 400 ～ 1100。
1． 6 肠道光镜样品制备及观察
中肠组织小片固定于 25 倍体积的 10%福尔马

林，于 24 h内进行常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，
石蜡包埋，Leica ＲM2135 切片机 ( Leica公司，德国)
连续切片，厚度为 6 μm，苏木精和伊红( HE) 染色，
脱水封片，Zeiss 显微镜 ( Axioplan-2 imaging，美国)
下观察肠道组织的变化，并进行拍照分析。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 LD50、死亡率和中毒症状的观察

测得腹腔注射 MCs对鲫 48 h 的 LD50为 250 μg
MC-LＲeq·kg-1 bw。试验过程中，低剂量组和对照组
没有鲫死亡;高剂量组中在染毒后 12、24 和 48 h 采
样点分别有 3、5、11 尾鲫死亡，注射后 60 h 实验鱼
死亡率达 100%。
高剂量组鱼死亡时主要表现为: 腹部肿胀、朝

上，解剖后可见腹部大量积水，肝、肾组织颜色变
浅，变软。注射后 1 ～ 3 h，高低两剂量组鱼均表现
出不安、烦躁的症状，随后在注射后 12 ～ 24 h，鱼
类行动变迟缓，鱼体失去平衡，鳃的呼吸频率增

加，并伴有突然的狂游现象。这种现象随时间的
增加变得更明显，并且在高剂量组表现得比低剂

量组更严重。注射后 24 ～ 48 h，高剂量组鱼经常
游到接近水面处，要么身体平侧向一边或头朝下

垂直游动，鳃的呼吸频率和幅度也逐渐降低。然
而在低剂量组很少看到这样的现象。相比之下，
对照组仅在注射后 1 h表现出轻微的不安，之后就
恢复正常的游泳行为。
2． 2 肠道内藻毒素的含量
从图 1 可以看出，高低两剂量组中，银鲫肠中

MC-ＲＲ累积随暴露时间的延长逐渐减少，然而在银
鲫肠中未检测到 MC-LＲ。注射后 1 h，高低两剂量
组银鲫肠中藻毒素含量最高，分别达 2． 8 和 181． 4
ng·g-1 dry weight ( DW) ，注射后 48 h，低剂量组银鲫
肠中的藻毒素含量为 1． 8 ng·g-1DW，高剂量组的为
3． 2 ng·g-1 DW。注射后 168 h，低剂量组银鲫肠中
的 MCs含量为 0． 8 ng·g-1 DW。

图 1 用MCs粗提液分别以 50 ( a)和 200

μg MC-LＲeq·kg-1 bw ( b)的剂量注射
染毒后银鲫肠中MCs含量的经时变化。

Fig． 1 MCs concentrations in the intestinal tract of
crucian carp after i． p． injection with MCs equivalent to

( a) 50 and ( b) 200 μg MC-LＲeq·kg-1bw，respectively．

2． 3 微囊藻毒素导致银鲫肠道的病理变化
光镜下观察对照组银鲫鱼肠道，肠壁由四层构

成:粘膜层、粘膜下层、肌层和浆膜层。粘膜层微绒
毛长，高倍镜下可见肠上皮细胞呈高柱状，核椭圆，

位于细胞基部，细胞游离面的微绒毛排列整齐、密集
( 图 2Ⅰ) 。低剂量组在注射后 1 ～ 12 h，肠上皮细胞
变化不明显，主要表现为肠腺和杯状细胞数量增加

( 图 2Ⅱ) ;注射后 24 ～ 48 h，微绒毛排列变得很不规
则，肠上皮细胞排列紊乱，部分上皮微绒毛脱落，杯

状细胞继续增多伴随淋巴细胞浸润( 图 2，Ⅲ) 。注
射后 168 h，肠上皮损伤修复，微绒毛排列规则
( 图 2Ⅳ) 。
高剂量组在注射 1 h 后，观察到肠上皮内淋巴

细胞上移明显( 图 3Ⅰ) 。注射后 3 ～ 12 h，肠上皮细
胞排列紊乱，杯状细胞和淋巴细胞增加，部分绒毛顶

端充血( 图 3Ⅱ) 。注射后 24 ～ 48 h 后，肠上皮微绒
毛排列紊乱，部分上皮细胞变性、坏死甚至脱落，淋
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图 2 对照组和用 MCs 粗提液以 50 μg MC-LＲeq·kg-1 bw
的低剂量注射染毒后银鲫肠道 H． E 染色切片:Ⅰ，对照组;
Ⅱ，1 h;Ⅲ，24 h;Ⅳ，168 h。黑色箭头示杯状细胞。

白色箭头示淋巴细胞浸润。
Fig． 2 H＆E stained sections of the intestinal tract from crucian
carp injected i． p． with extract MCs equivalent to 50 μg MC-LＲeq

·kg-1 bw at the following times after dosing:Ⅰ，control; Ⅱ，1 h;
Ⅲ，24 h; Ⅳ，168 h． Black arrows show the goblet cells． White
arrows show infiltrating lymphocytes．

图 3 用MCs粗提液以 200 μg MC-LＲeq·kg-1bw的高剂
量注射染毒后银鲫肠道的 H． E 染色切片:Ⅰ，1 h;Ⅱ，12
h;Ⅲ，24 h;Ⅳ，48 h。黑色箭头示杯状细胞。
白色箭头示淋巴细胞浸润。圆圈示肠上皮细胞溶解、脱落。
Fig． 3 H＆E stained sections of the intestinal tract from cru-
cian carp injected i． p． with extract MCs equivalent to 200 μg

MC-LＲeq·kg-1 bw at the following times after dosing: Ⅰ，1
h; Ⅱ，12 h; Ⅲ，24 h; Ⅳ，48 h． White arrows show infil-
trating lymphocytes． Circles show necrosis，

lysis and exfoliation of epithelial cells．

巴细胞显著增加，固有层中空，微绒毛结构破坏并伴

随淋巴细胞浸润( 图 3Ⅲ-Ⅳ) 。

3 讨论( Discussion)
3． 1 MCs在鲫肠道累积和清除
鱼类处于水生态系统的最高营养级，在出现有

毒蓝藻水华的水体中，它们直接或间接的遭受到

MCs的污染。有关 MCs 在鱼体内组织分布的研究
已证实，无论经腹腔注射或经口染毒，均可在鱼的

肝、肾、鳃、肠、肌肉，甚至脑中检测到 MCs［30-36］，其
中大部分有关肠道 MCs 累积的报道都局限于测定
肠含物或含肠含物的肠道，如 Mohamed 等［30］于
2000 年 6 月检测到埃及某暴发铜绿微囊藻水华的
鱼池中的尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticus) 体内肠
道 MCs含量最高为 821 ng·g-1湿重; Xie 等［21］报道
了 2003 年 9 月安徽巢湖 8 种不同营养级鱼类肠含
物 MCs含量平均为 22 000 ng·g-1 DW; Kagalou等［31］

报道了 2005 年 10 月希腊 Pamvotis湖异育银鲫肠道
中MCs的平均含量为 233． 51 ± 196． 5 ng·g-1湿重以
及 Cazenave 等［32］通过浸泡的方式研究了 MC-ＲＲ
( 50 μg·L-1 ) 在胡椒甲鲶( Corydoras paleatus) 和四眼
鱼( Jenynsia multidentata) 的肠中的分布情况，相对
而言，有关肠壁中 MCs 累积和代谢的研究非常缺
乏，不能准确评价由于肠壁中 MCs累积对鱼类可能
带来的危害。2007 年，Chen 等［33］在野外实验调查
中发现，太湖原位围栏中滤食性鳙 ( Aristichthys no-
bilis) 肠壁中MCs含量平均为 1 220 ng·g-1 DW，分布
由高到低分别是中肠壁、后肠壁和前肠壁，但相对肠
含物中 MCs含量要低得多。本实验结果显示，高低
两剂量组银鲫肠中 MCs 含量均在注射后 1 h 最高
( 高低剂量组分别达 2． 8 和 181． 4 ng·g-1 DW) ，并随
暴露时间的延长 MCs 含量逐渐降低。本研究也测
定了血液和其他器官组织( 包括心脏、肝、肾、脾、脑
和性腺) 中 MCs 的含量，结果发现两剂量组血液中
MCs含量均在注射后 1 h达到最大值( 分别为 3 757
ng·g-1 DW和 270 ng·g-1 DW) ，并随时间的延长逐渐
下降，最终表现为各个组织器官不同的毒素含量水

平，提示血液在毒素的运送中起到了很大的作用

( 见已发表文章 Lei等［34］) 。相似的，Williams等［35］

通过腹腔注射亚致死剂量的3H-MC-LＲ( 0． 1 mg·100
g-1 ) ，研究了MC-LＲ在大西洋鲑( Salmo salar) 血液、
肝、肾、鳃、肠和肌肉中的分布和迁移规律，结果证实
MC-LＲ可以穿透细胞膜，进入血液，再通过血液传
输，到达肠道、鳃等全身各部分器官。研究还发现，
幽门盲囊和肠中 MC-LＲ含量最高出现在注射后 2 h
( 约 2． 8 ng·g-1湿重) ，随着暴露时间的延长逐渐降
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低，至注射后 46 h 代谢率为 93%。Li 等［36］通过腹
腔注射 MCs 粗提液研究 MC-LＲ 和 MC-ＲＲ 在鳙
( Aristichthys nobilis) 组织中累积和代谢规律时也发
现，MC-LＲ和 MC-ＲＲ均可在肠道中累积，并且高低
两剂量组中 MC-LＲ和 MC-ＲＲ的含量都随着暴露时
间延长而降低。本实验结果表明，腹腔注射后 MCs
经血液进入各器官组织，包括肠道进行累积和代谢，

由此产生毒性作用。本实验研究期间，肠道中只能
检测到 MC-ＲＲ，始终未能检测到 MC-LＲ，这可能与
肠道上皮细胞对 MCs 的选择性吸收有关。Xie
等［29］的亚慢性毒性实验中，用新鲜有毒的微囊藻细

胞( MC-LＲ 和 MC-ＲＲ 的含量分别为 110 ～ 292 和
269 ～ 580 μg·kg-1 DW) 饲养鲢 ( Hypophthalmichthys
molitrix) 30 d，结果发现 MC-LＲ 在通过肠道时可能
被有效消除并被抑制，而MC-ＲＲ则可以通过肠道进
而分布到鱼体的各个部分。Dietrich 和 Hoeger 也指
出一些很小的结构变化及MCs异构体的不同特性是造
成这些毒素不同程度的被摄取、分布及排泄的原因［6］。
3． 2 MCs肠毒性的病理学特征
肠道粘膜处于沟通机体内外环境的重要位置，

具有消化、吸收，分泌和防御等重要功能，特别是在
硬骨鱼类肠道内含有大量的白细胞，包括巨噬细胞、
淋巴细胞、颗粒细胞、肥大细胞和浆细胞［37］。
Humpage等［38］在通过饮水口服给予 MCs 之前，先
给予小鼠癌症诱发剂氧化偶氮甲烷 ( azoxymeth-
ane) ，其结肠畸变部位的大小呈现显著的剂量依赖
性增加，说明小肠细胞将会受到不断循环进入小肠

中的 MC-LＲ的损害，并且 MC-LＲ 可能刺激肿瘤的
生长。Ito等［7］研究进一步指出，小鼠口服 MC-LＲ
其最先在小肠被吸收，因 MC-LＲ 的存在，小肠表面
肠上皮细胞微绒毛染色阳性，并且绒毛顶端受到严

重损坏，MC-LＲ也排泄到小肠和大肠的杯状细胞分
泌的黏液中。在腹腔注射 75% LD50剂量的 MC-LＲ
对 Balb /c大鼠肠道影响的研究中发现，MC-LＲ引起
的十二指肠，空肠，回肠细胞凋亡数的增加呈时间依

赖性，最显著的增加见于十二指肠，其次是空肠和回

肠，而免疫组化的结果表明肠病理损伤是由累积在

肠微绒毛的 MC-LＲ 诱导［8，15］。而鱼类经口暴露试
验中［16-17］，MCs主要导致肠上皮细胞上皮细胞空泡
化、核固缩，微绒毛破坏甚至丢失。本研究中，MCs
诱导的肠道病理损伤与 MCs含量变化趋势相反，呈
时间-剂量依赖性的增长。在注射后 48 h 内，肠上
皮细胞排列紊乱，结构破坏，淋巴细胞浸润和杯状细

胞数目显著增多，并且淋巴细胞随着时间的推移逐

渐向绒毛表面移动，肠上皮绒毛膜甚至出现脱落和

坏死，表明当 MCs进入小肠后主要聚集在肠上皮微
绒毛的表面，破坏微绒毛及绒毛顶端的细胞。类似
的，在腹腔注射 MC-LＲ( 50、100、150 mg /kg) 染毒的
小鼠肝组织中也发现淋巴细胞浸润，表明 MC-LＲ暴
露导致了强烈的免疫反应［39］。Ernst 等［40］用 0． 6 ～
0． 9 μg MC-L Ｒeq·kg-1 bw 剂量的浮丝藻 ( Plankto-
thrix Ｒubescens) 对欧洲白鲑( Coregonus lavaretus) 进
行灌胃暴露 72 h，结果发现肠绒毛膜结构破坏，肠上
皮细胞溶解，脱落，白细胞出现。Djediat 等［41］采用
灌胃暴露的方式研究 MC-LＲ 在青鳉脾脏和肠组织
的定位，结果显示 MC-LＲ引起两个组织明显的巨噬
细胞免疫反应。因此，本研究淋巴细胞浸润可能表
明小肠粘膜层的免疫防御系统发挥作用，增加了免

疫物的分泌和吞噬作用，用以减轻 MCs 的毒性作
用。此外，注射后 7 d，本研究中低剂量组发现肠道
病理损伤的恢复现象，表明单次染毒后肠道中累积

MCs迅速清除或降解后，组织的损伤是可逆的。
综上所述，本研究结果表明: 1 ) 两剂量组银鲫

肠道MC-ＲＲ的累积呈时间依赖性降低，银鲫肠道中
只能检测到 MC-ＲＲ，始终未能检测到 MC-LＲ，这可
能与肠道上皮细胞对 MCs的选择性吸收有关; 2) 相
对于毒素的累积，MCs 诱导的银鲫肠组织损伤具滞
后性。注射后 48 h 内肠组织损伤随暴露时间的延
长而加剧，且高剂量组较低剂量组损伤更严重，其显

著特征包括:肠上皮细胞排列紊乱，甚至出现坏死、
溶解和脱落，杯状细胞数目显著增多，微绒毛结

构破坏并伴随淋巴细胞浸润 ; 3 ) 肠道病理损伤
在注射后 168 h 出现恢复现象，表明单次染毒后
肠道中累积 MCs迅速清除或降解后，组织的损伤
是可逆的。
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