
生态毒理学报
Asian Journal of Ecotoxicology

第 18 卷 第 2 期 2023 年 4 月
Vol. 18, No.2 Apr. 2023

　 　 基金项目:国家自然科学基金资助项目(32071621);国家重点研发计划课题(2019YFD0900303);农业部现代农业产业技术体系(CARS-45-24)
　 　 第一作者:张丹丹(1995—),女,硕士研究生,研究方向为水生态毒理学,E-mail: 2817686186@qq.com
　 　 * 通信作者(Corresponding author), E-mail: foreverlili78@mail.hzau.edu.cn

DOI: 10.7524/AJE.1673-5897.20220324002
张丹丹, 杨慧, 欧阳康, 等. 从内质网应激的角度探究微囊藻毒素-LR 对斑马鱼离体肝细胞脂代谢的影响[J]. 生态毒理学报,2023, 18(2): 410-419
Zhang D D, Yang H, Ouyang K, et al. Effects of microcystins-LR on lipid metabolism in zebrafish liver cells via endoplasmic reticulum stress pathway

[J]. Asian Journal of Ecotoxicology, 2023, 18(2): 410-419 (in Chinese)

从内质网应激的角度探究微囊藻毒素-LR 对斑马鱼离
体肝细胞脂代谢的影响

张丹丹1, 杨慧1, 欧阳康1, 况宇1, 汤蓉1,2,3,4, 李大鹏1,2,3,4, 李莉1,2,3,4,*

1. 华中农业大学水产学院,武汉 430070
2. 长江经济带大宗水生生物产业绿色发展教育部工程研究中心,武汉 430070
3. 池塘健康养殖湖北省工程实验室,武汉 430070
4. 淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心,武汉 430070

收稿日期:2022-03-24 　 　 录用日期:2022-05-14

摘要: 为了探究微囊藻毒素-LR(MC-LR)对斑马鱼离体肝细胞内质网应激(ERs)和脂质代谢的影响及机制,本实验以斑马鱼肝

细胞系(ZFL)为实验材料,使用不同浓度梯度 MC-LR(0、10、20、40、80 和 160 μg·mL-1 )分别进行 24 h 暴露,在明确细胞活力和

半致死浓度(49.3 μg·mL-1 )的基础上,选定 10 μg·mL-1为暴露浓度,研究细胞中总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)的含量及 ERs
信号分子、下游因子以及与脂质代谢相关的基因表达情况,并利用 ERs 抑制剂牛磺熊去氧胆酸(TUDCA)进行机制验证。 结果

表明,和对照组相比,MC-LR(10 μg·mL-1 )暴露诱导 TC、TG 含量显著上升,未折叠蛋白反应(UPR)途径相关基因(包括 atf6、
� eif2ak3、ern1 和 xbp1s)以及下游脂质代谢相关基因(srebf1、fasn、acaca、scd、srebf2、hmgcra 和 hmgcs1)的mRNA 表达显著上调;而

TUDCA 处理导致 TC、TG 含量显著下降,且 UPR 和脂类合成途径相关基因表达水平显著性下调。 相对地,在 TUDCA 预处理

组中,TC、TG 含量、UPR 和脂类合成途径相关基因表达相对于 MC-LR 处理组显著下降,但和对照组相比无显著差异。 上述

结果表明,MC-LR 可通过影响肝脏脂质合成相关基因表达对体外 ZFL 细胞脂质代谢产生影响,其机制是 MC-LR 会诱导 ERs
和固醇调控元件结合蛋白(SREBP)活化(srebf1 和 srebf2),进而驱动下游脂质和胆固醇代谢合成基因(fasn、acaca、scd、hmgcs1 和

� hmgcra)的上调,最终导致肝脏脂质的蓄积。 TUDCA 预暴露组相应检测指标的恢复进一步验证了 ERs 在 MC-LR 引起的斑马

� 鱼肝脏脂质代谢异常中的作用。 本研究的发现为 MC-LR 肝毒性提供了机制上的见解,并由此可外推到 MC 对人健康的潜在

影响。
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Abstract: To investigate the effects of MC-LR on endoplasmic reticulum stress (ERs) and lipid metabolism in vitro
liver cells and its mechanism, we selected ZFL (zebrafish liver) cells as experimental model and expose them to
MC-LR (0, 10, 20, 40, 80, 160 μg·mL-1) for 24 h. After determining the 24 h-LC50 for MC-LR (49.3 μg·mL-1),
the 10 μg·mL-1 of MC-LR was set as exposure concentration and tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) was used
as an inhibitor to verify the role of ERs in lipid metabolism. The results showed that the contents of intracellular to-
tal cholesterol (TC) and total triglycerides (TG) were increased significantly in the MC-LR (10 μg·mL-1) treatment
group compared to the control group, and transcriptional levels of unfolded protein response (UPR) pathways relat-
ed genes including atf6, eif2ak3, ern1, and xbp1s as well as downstream lipid metabolism-related genes including

� srebf1, fasn, acaca, scd, srebf2, hmgcra and hmgcs1 were significantly up-regulated. In contrast, the contents of TC
and TG were decreased significantly in the TUDCA treatment group compared to the control group, and the ex-
pression levels of genes related to UPR pathways and lipid synthesis were significantly downregulated. In the
TUDCA pretreatment group, the contents of TC and TG and expression levels of genes involved with UPR path-
ways and lipid synthesis returned to the control levels, but significantly decreased compared with the MC-LR treat-
ment group. This finding indicates that MC-LR mainly affected lipid metabolism of in vitro ZFL cells by interfer-

� ing with the expression of lipid synthesis-related genes (fasn, acaca, scd, hmgcs1 and hmgcra). The mechanism was
that the ERs caused by MC-LR further upregulated the expression of the steroid regulatory element protein factor
srebf1 and srebf2 as well as genes related to lipid synthesis. The exposure of TUDCA and the recovery of corre-

� sponding test indicators further verified the role of ERs in the abnormal lipid metabolism of zebrafish liver caused
by MC-LR. In conclusion, the results of this study provided a mechanistic insight for the hepatotoxicity of MC-LR,
and could be extrapolated to the potential impacts of MCs on human health.
Keywords: microcystin-LR; ZFL cell line; endoplasmic reticulum stress; lipid metabolism; TUDCA

　 　 微囊藻毒素(microcystins, MCs)是由各类蓝藻

在细胞破裂死亡后所释放出的一种次生级代谢产

物[1],属于细胞内毒素[2]。 MCs 对多种动物、植物的

各项器官及生理功能均有很强的毒性作用[3],其肝

毒性[4-5],肾毒性[6]、心脏毒性[7]、生殖毒性[8]、神经毒

性[9]以及免疫毒性等[10] 均有报道。 经研究发现,
MCs 的主要靶器官是肝脏,其致毒机制之一是特异

性地抑制丝氨酸和苏氨酸蛋白磷脂酸合成酶 1 和

2A(phosphatase 1/2A,PP1 和 PP2A)的活性[11],干扰

蛋白质磷酸化和去磷酸化的平衡,进而导致多种关

键信号通路的异常。 MCs 另外一个肝毒性机制是

诱导氧化应激[12],其诱导活性氧(ROS)的过量产生,
引起细胞凋亡[13],脂质过氧化[14],破坏线粒体的结构

与功能[15],造成 DNA 损伤[16]和扰乱抗氧化防御系

统[17]等。 研究表明,暴露于高水平的 MCs 常会引起

急性肝损伤,其特征是严重的肝内出血,肝细胞索状

结构破坏以及肝细胞的坏死和凋亡[4, 18]。 然而,在
自然水体中,水生动物会长时间连续暴露于 MCs
中,有些甚至会贯穿其整个生命周期。 流行病学调

查已证实,动物或人通过浸泡或饮水等方式长期接

受低水平 MCs 暴露后,可能诱发许多慢性健康问

题,例如肝炎、肝脂质过氧化和肝癌[19-21]。 最近一些

组学研究也指出,低水平的 MC-LR 可能导致水生

动物和哺乳动物的肝脏脂质代谢异常[22-24],表明在

慢性暴露条件下,MC-LR 毒性由急性损伤向长期代

谢影响转变。 肝脏是脂质合成、分解与运输的主要

场所,是动物机体最主要的代谢器官,而脂代谢异常

往往是肝脏病理变化的标志。 因此,深入研究 MC-
LR 导致的这种肝脂代谢异常背后的潜在机制对于

全面认识和评价 MC-LR 的毒性风险具有重要的现

实意义和科学价值。
在细胞中,内质网 (ER)是 MCs 的主要作用部

位[25]。 同时,ER 还是调节脂质合成代谢和分解代

谢,蛋白质折叠以及钙稳态的关键细胞器[26]。 各种

环境因素的变化,包括缺氧、病毒感染和其他毒性损

伤,都可能导致 ER 内腔中未折叠和错误折叠的蛋

白质积聚,进而引起 ER 应激(ERs)和随后的未折叠

蛋白质反应(UPR)[27]。 一些研究已表明,MC-LR 可
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以通过 ERs 途径诱导哺乳动物的肝组织损伤或细

胞凋亡[28]。 Huang 等[29]研究发现,小鼠暴露于蓝藻

水华提取物后,其肝组织中会发生轻度的 ERs。
Christen 等[30] 报 道, MC-LR 能 引 起 人 肝 癌 细 胞

(Huh7)产生 ERs,并首次提出 MC-LR 可以通过激活

ERs 通路造成肝癌和炎症反应。 事实上,ERs 可以

触发固醇调节元件结合蛋白(SREBPs)的激活[31],该
蛋白负责与脂肪生成/胆固醇生成和脂解作用相关

的基因的调控。 在哺乳动物中,越来越多的研究表

明,ERs 通过 SREBPs 家族的成员 SREBP-1c 介导脂

肪酸生物合成的转录调控,在肝脂肪变性中起关键

作用[32]。 然而,ERs 反应在 MC-LR 诱导的脂质代谢

异常中的潜在作用背后的机制仍不清楚。 众所周

知,脂质是硬骨鱼的主要能源物质,并参与各种生理

过程,因此当鱼类暴露于水生细菌、病毒和污染物

时,脂质代谢异常会极大地增加发病率和死亡率[33]。
鉴于以上分析,探索 ERs 如何参与 MC-LR 引起的

鱼类肝脂质代谢紊乱的调控变得非常重要。
ZFL 细胞源自成年斑马鱼(Danio rerio)肝脏,是

� 类贴壁组织肝细胞系,该细胞系在细胞世代中相对

稳定,常作为研究毒物毒性和代谢的重要模型。 牛

磺熊去氧胆酸(TUDCA)是一种有效的 ER 应激抑制

剂,它可以显著缓解 ER 应激并阻断因 ER 应激造成

的细胞凋亡[34]。 本研究采用 ZFL 细胞进行 MC-LR
体外暴露实验,并佐以内质网应激抑制剂 TUDCA
进行共暴露,结合 ER 应激通路相关基因及脂质合

成相关基因的表达分析,探讨 MC-LR 对离体肝细

胞 ER 应激和脂质代谢的影响及其机制。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 主要试剂与材料

斑马鱼肝细胞系 ZFL(CRL-2643)购自 American
Type Culture Collection(ATCC);MC-LR(纯度≥95% )
购自北京伊普瑞斯公司(中国北京);TUDCA 购自美

国 APExBIO 公司;二甲基亚砜 (DMSO)购于美国

Sigma 公司;胎牛血清、胰蛋白酶-EDTA (0.25% )、
Leibovitz L-15、DMEM HG、Ham’ F12 和双抗(青霉

素/链霉素)均购自美国 Gibco 公司;鳟鱼血清购自美

国 Caisson labs;胰岛素购自美国 Amersco 公司;表
皮生长因子(EGF)购自美国 Pepro Tech 公司;Trizol、
Prime ScriptTM RT Master Mix 和 iQTM SYBR® Green
Supermix 均购自 TaKaRa 公司(中国大连);总胆固醇

和甘油三酯测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所公司(中国南京);CCK8 试剂盒购自上海翊圣生物

科技有限公司(中国上海)。
1. 2　 细胞培养基配制

ZFL 细胞置于 28 ℃、5% CO2 培养箱中进行培

养。 每 2 d 更换一次培养基,以 1 ∶2 ~ 3 传代后继续

培养。 ZFL 培养基配制如下:Leibovitz’ s L-15、Dul-
becco’s Modified Eagle’ s Medium(DMEM)和 Ham’
s F12 添加比例为 50 ∶ 35 ∶ 15 (V ∶ V ∶ V),0.01 mg·

� mL-1的牛胰岛素(Amersco)、50 ng·mL-1的 EGF(Pep-
ro Tech)、5%热灭活的胎牛血清(Gibco)、1%的青霉

素(100 U·mL-1)和链霉素(100 μg·mL-1)(Gibco)以及

1%的鳟鱼血清(Caisson labs)。
1. 3　 细胞活力的测定

当 ZFL 细胞贴壁生长达到 80%的密度时,用胰

蛋白酶-EDTA(0.25% ,Gibco)分离消化,将处于对数

生长期状态良好的细胞以 4×105 cells·mL-1密度接

种于 96 孔板,每孔 100 μL,培养箱中预培养 24 h 后

进行 MC-LR 暴露。 暴露浓度为 0、10、20、40、80 和

160 μg·mL-1,溶剂对照 DMSO(0.1% ),另设不含细

胞的空白组,每组 4 个平行。 孵育 24 h 后,每孔加

入 10 μL CCK8 试剂(上海翊圣生物科技有限公司),
孵育 2 h 后用酶标仪测定各孔 450 nm 处吸光度(A
值)。 计算各组细胞存活率,公式为:细胞存活率 =

� [(实验孔-空白孔)/(对照孔-空白孔)]×100% 。 式中:
实验孔为 MC-LR 暴露组;对照组为溶剂对照组;空
白孔为不含细胞的培养基。
1. 4　 细胞化学暴露

根据以上细胞活力的检测,确定存活率均 >
80%的 MC-LR 的暴露浓度为 1 ~ 20 μg·mL-1,可用

于后续暴露实验。 当 ZFL 细胞生长至 80%密度时,
按 4×105 cells·mL-1 的密度接种于 6 孔板 (每孔 2
mL),预培养 24 h 后进行暴露处理。 实验设置 4 个

处理组:MC-LR 组暴露浓度为 10 μg·mL-1;TUDCA
组暴露浓度为 200 μmol·L-1 [34-35];TUDCA 和 MC-
LR 共暴露组先用 TUDCA(200 μmol·L-1 )进行预处

理 2 h,后进行 MC-LR 暴露;溶剂对照组 DMSO 的

浓度为 0.1% 。 每个处理 6 个重复孔,后续暴露时间

24 h。
1. 5　 样品收集

暴露结束后,用总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)
含量测定的直接收集培养皿细胞,保存于-80 ℃;用
于提取总 RNA 的细胞,先向培养皿每孔加入 1 mL
Trizol,裂解后收集于离心管中,保存于-80 ℃。
1. 6　 TC 和 TG 含量测定

采用反复冻融法将收集的细胞破碎后加入 200
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μL PBS,将细胞完全悬浮于 PBS 中。 采用南京建成

生物工程研究所生化试剂盒测定匀浆中 TC 和 TG
的含量,测定方法参照试剂盒说明书进行,以 μmol·
g-1表示。 细胞内蛋白质的含量检测参照 Bradford
(1976)方法,以牛血清白蛋白(BSA)为标准。
1. 7　 基因表达的测定

采用 Trizol 法提取细胞样品总 RNA。 使用

NanoDrop 2000 分 光 光 度 计 ( Thermo Scientific,
Wilmington,DE,USA)对总 RNA 的浓度进行定量。
使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 样品完整性,得
到 28 S 和 18 S 核糖体 RNA 条带清晰,两者的光密

度比值都在 2.0 左右。 每个样品取 1 μg 的总 RNA
作为模板,采用 TaKaRa 提供的 Prime Script RT rea-
gent Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)在 20
μL 体系中合成 cDNA,并将得到的 cDNA 保存在

-20 ℃冰箱备用。
实时荧光定量 PCR 在 iQ5 多色实时 PCR 检测

系统(Bio-Rad Laboratories,Hercules,CA,USA)上进

行。 PCR 反应体系总量 20 μL:10 μL HieffTM qPCR
SYBR® Green Master Mix (Low Rox Plus) (YEAS-
EN),上、下游引物各 0.4 μL,7.2 μL 双蒸水,2 μL
cDNA 模板。 PCR 反应条件为 95 ℃预变性 10 min,
40 个循环的 95 ℃变性 10 s,退火 58 ℃持续 20 s,延
伸 72 ℃持续 10 s。 所有操作按照荧光定量试剂盒

说明书及荧光定量仪操作规程进行。 本实验采用

gapdh 作为内参基因检测不同处理组中目的基因的

� 表达,使用 2-ΔΔCt 方法分析数据,qPCR 检测的基因

� 名称、Genbank 登录号、引物序列详见表 1。
1. 8　 统计学分析

统计分析使用 Windows 的 SPSS 22.0 进行,所
有值均以“平均值±标准误(mean±SEM)”表示。 应

用单因素方差分析(ANOVA)和 Duncan’ s 多重比较

检验来检验对照组和 MC-LR 处理组之间的统计学

差异。 检验前先验证数据的正态性和方差齐性,P<
� 0.05 时被认为具有统计学差异。 作图使用 Origin-

pro 2017 软件。

2　 结果(Results)
2. 1　 不同 MC-LR 浓度暴露下 ZFL 细胞活力

利用 CCK8 试剂盒检测得到的 ZFL 细胞活力

结果如图 1 所示,经计算 MC-LR 暴露 24 h 半致死

浓度(LC50)为 49.3 μg·mL-1,95%置信区间为 42.4 ~
57.6 μg·mL-1。 在不同浓度梯度的 MC-LR(0、10、

20、40、80 和 160 μg·mL-1 )暴露 24 h 后,仅 10 μg·
mL-1的 MC-LR 浓度处理组中 ZFL 细胞存活率达到

80% 。 因此在后续的暴露实验中,选取 10 μg·mL-1

的 MC-LR 作为暴露浓度。
2. 2　 ZFL 细胞中 TC、TG 含量变化

由图 2 可知,相对于对照组,ZFL 细胞暴露于

10 μg·mL-1的 MC-LR 溶液 24 h 后,该细胞中 TC、
TG 的含量均呈现显著性升高(P<0.05),TC 和 TG 含

� 量分别为对照组的 1.5 倍和 2.0 倍。 TUDCA 作为典

型的 ERs 通路抑制剂,用 200 μmol·L-1的浓度暴露

ZFL 细胞 24 h 后,细胞中 TC、TG 含量和对照组相

比显著性降低(P<0.05),而用 TUDCA 先进行 2 h 预

� 处理后再用 MC-LR 暴露 24 h,细胞中 TC、TG 含量

相比于对照组未出现显著变化。
2. 3　 ZFL 细胞中内质网应激通路相关基因表达变化

不同处理组 ZFL 细胞内质网应激及 UPR 信号

通路上关键基因转录水平的变化如图 3 所示。 10
μg·mL-1 MC-LR 暴露诱导了 ERs 信号分子 chop 和

� hspa5 mRNA 水平的显著增加(P<0.05)。 与此一致

� 的是,10 μg·mL-1 MC-LR 暴露组中 ZFL 细胞 3 条

UPR 信号通路的关键基因 atf6、atf4b1、ern1 和 xbp1s
的转录水平均呈现显著性增加(P<0.05),其表达量分

别增至 1.8 倍、1.5 倍、1.7 倍和 2.1 倍。 在 TUDCA
暴露组中,3 条 UPR 信号通路中的标记基因 atf6、

� atf4b1、eif2s1、ern1 和 xbp1s 的转录水平相较于对照

� 组呈现显著性降低(P<0.05)。 相似的,ERs 信号分子

图 1　 不同浓度 MC-LR 暴露下 ZFL 细胞存活率

注:结果以均值±标准误差的形式表示,n=4。

Fig. 1　 Cell viability of ZFL cells treated with MC-LR
at different concentrations

Note: Date are shown as mean±SEM, n=4.
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hspa5 的 mRNA 水平也呈现显著性降低(P<0.05)。
� 在 TUDCA 预处理组中(200 μmol·L-1 TUDCA+10

μg·mL-1 MC-LR),ZFL 细胞的 3 条 UPR 信号通路

中的标记基因及 ER 信号分子中仅 eif2s1 和 hspa5
的转录水平相较于对照组呈现显著性降低(P<0.05),
其他均无显著变化。

表 1　 实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1　 Primers sequences for real-time PCR
目的基因

Target gene

登录号

Accession No.

引物序列(5’ ~ 3’ )
Primer sequences (from 5’ to 3’ )

产物长度/bp

Product length/bp

扩增效率/%

Amplification efficiency/%

gapdh NM_001115114
F: CTGGTGACCCGTGCTGCTT

R: TTTGCCGCCTTCTGCCTTA
150 98.1

atf6 NM_001110519
F: CTGTGGTGAAACCTCCACCT

R: CATGGTGACCACAGGAGATG
200 95.7

atf4b1 XM_005172055
F: TGGCGTCTCTCCTAGCAAAC

R: GAGAAGCTGCGGTATTTGCG
80 102.1

ern1 XM_001020530
F: ATGGGTAAGAAGCAGGATGTG

R: CAGGGACGAAGATGGACATAAC
108 88.9

xbp1s NM_131874
F: ACCAGTTAAGCTGGAAGCCC

R: GTTTCAGAGAAGGCGACGGA
132 109.8

eif2s1 NM_199569
F: CCAAAGATGAGCAGCTGGAGA

R: ATCCGACACAGCCTGCTTAAA
113 93.1

eif2ak3 XM_005156585
F: TGGGCTCTGAAGAGTTCGAT

R: TGTGAGCCTTCTCCGTCTTT
193 94.8

chop NM_001082825
F: GAGGACACGTAGAGAAGGGG

R: TCCGTTGAGCTCCACATTCTT
196 95.1

hspa5 NM_213058
F: TTCTTCTGGACGTGTGTCCG

R: TTGTCTTTGGTCAGGGGACG
184 96.9

srebf1 NM_001105129
F: CATCCACATGGCTCTGAGTG

R: CTCATCCACAAAGAAGCGGT
250 109.6

acaca NM_001271308
F: GGACGGACCCTTGCACAATA

R: CCTCTGCAGGTCGATACGTC
91 108.4

fasn XM_009306806
F: GAGAAAGCTTGCCAAACAGG

R: GAGGGTCTTGCAGGAGACAG
203 90.7

scd NM_198815
F: TTCTGGCCATCGGAAACTCC

R: TCTCTCGATGACTTCCGGGT
179 108.2

srebf2 NM_001089466
F: CACTCACACAAGCACACACG

R: ACCTGGTTCTGGATGAATCG
208 101.7

hmgcs1 NM_201085
F: AACTGCTGCTCAGAGTCGTC

R: GGGATGCTTCGAGGTTCGAT
165 107.3

hmgcra NM_001079977
F: CTGAGGCTCTGGTGGACGTG

R: GCAGCTACGATGTTGGCG
103 97.6

atgl XM_005174256
F: ACACACTTACACCGCGTGAT

R: AGCACGTTTTCTCCATCCGT
98 109.8

hsla NM_001316725
F: AGGTAAGCAAAGGTTGTCCGA

R: TTCATGACCCCCAACAGACG
147 102.9

cpt1aa NM_001044854
F: TCTACCTGAGAGGTCGTGGG

R: TGACGTTTCCTGCTCTTGCT
108 89.9
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图 2　 不同处理组 ZFL 细胞中总胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)的含量

注:TUDCA 表示牛磺熊去氧胆酸;结果以均值±标准误差的形式表示,a、b、c 表示不同剂量组间显著性差异(P<0.05),n=6。

Fig. 2　 Contents of total cholesterol (TC) and triglycerides (TG) of ZFL cells in different treatment groups
Note: TUDCA stands for tauroursodeoxycholic acid; date are shown as mean±SEM, a, b, c indicated a significant difference

among different treatment groups (P<0.05), n =6.

图 3　 不同处理组 ZFL 细胞中内质网应激通路信号分子的相对 mRNA 表达

注:结果以均值±标准误差的形式表示,a、b、c 表示不同剂量组间显著性差异(P<0.05),n=6。

Fig. 3　 Relative mRNA expression of endoplasmic reticulum stress (ERs) signaling molecules of ZFL cells
in different treatment groups

Note: Date are shown as mean±SEM, a, b, c indicated a significant difference among different treatment groups (P<0.05), n =6.

2. 4　 不同处理组 ZFL 细胞中脂质代谢相关基因表

达变化

　 　 暴露于不同处理组后 ZFL 细胞中脂质代谢相

关因子和基因的转录水平的变化如图 4 和图 5 所

示。 相较于对照组,10 μg·mL-1 MC-LR 诱导 ZFL
细胞中 srebf1 和 srebf2 的 mRNA 分别显著上调至

� 1.5 倍和 1.7 倍(P<0.05)。 同时,10 μg·mL-1 MC-LR
� 也诱导脂肪酸合成相关基因(脂肪酸合酶(fasn)、乙
� 酰辅酶 A 羧化酶(acaca)和硬脂酰辅酶 A 去饱和酶

� (scd))以及胆固醇合成相关基因 (HMG CoA 合酶

� (hmgcs1)和 HMG CoA 还原酶(hmgcra))的 mRNA 水

� 平也显著性上调 (P<0.05),其表达量分别增至 1.6
� 倍、2.3 倍、2.1 倍、1.3 倍和 1.6 倍。 而在 TUDCA 暴

露组中,ZFL 细胞中 srebf1 和 srebf2 的 mRNA 表达

� 与对照组相比显著性下降(P<0.05)。 相对应的,脂肪

酸合成相关基因(fasn 和 acaca)以及胆固醇合成相关

� 基因(hmgcs1 和 hmgcra)的 mRNA 水平也显著性下

� 降(P<0.05),scd 的表达水平也呈现下降趋势但无显

� 著性。 在 TUDCA 预处理组中(200 μmol·L-1 TUD-
CA+10 μg·mL-1 MC-LR),ZFL 细胞的 srebf1 和
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� srebf2 mRNA 表达相较于对照组无显著变化,且其

� 下游调控脂肪酸合成和胆固醇合成相关基因(fasn、
� acaca、scd 和 hmgcs1)的 mRNA 水平也无显著变化,
� hmgcra 的 mRNA 表达水平相较于对照组呈现显著

� 下降(P<0.05)。 与对照组相比,与脂质分解相关的基

因(atgl、hsla 和 cpt1aa)在 MC-LR 处理组中和 TUD-
� CA 处理组及 TUDCA 与 MC-LR 共暴露处理组中

mRNA 的表达水平均无显著性变化。

3　 讨论(Discussion)
在过去的几十年中,MCs 因其肝毒性而受到全

世界的关注[4-5]。 然而,关于 MC-LR 如何引起肝脂

质代谢异常以及这种作用背后的潜在机制依然不清

楚。 本实验中选取 ZFL 细胞系为研究对象,以 ERs
响应作为切入点,结合内质网应激抑制剂 TUDCA
的预暴露以及单独暴露,探讨和验证 ERs 在 MC-LR
引起的肝脏脂质紊乱中的作用。

图 4　 不同处理组 ZFL 细胞中脂质代谢相关基因的相对 mRNA 表达

注:结果以均值±标准误差的形式表示,a、b、c 表示不同剂量组间显著性差异(P<0.05),n=6。

Fig. 4　 Relative mRNA expression of lipid metabolism-related genes of ZFL cells in different treatment groups
Note: Date are shown as mean±SEM, a, b, c indicated a significant difference among different treatment groups (P<0.05), n =6

图 5　 MC-LR 通过 ERs 途径诱导的斑马鱼肝细胞脂质紊乱的机制图

Fig. 5　 A scheme of hepatic lipid disturbance induced by MC-LR via the ERs pathway in ZFL
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　 　 肝脂肪变性是肝病中脂质代谢异常的重要指

标[36]。 Li 等[37]在实验室条件下连续 28 d 饲喂鲤鱼

微囊藻水华(50 μg·kg-1),观察到鲤鱼肝脏脂滴数量

和大小的增加。 类似的,在中国太湖梅梁湾的一个

大型围栏中养殖 1 年的鲢鱼肝脏中也发现脂质蓄

积[38]。 本实验结果发现,在 MC-LR 暴露组中,ZFL
细胞内 TC 和 TG 的含量显著性增加,同时与脂肪酸

合成相关基因(fasn、acaca 和 scd)及总胆固醇合成相

� 关基因(hmgcra、hmgcs1)mRNA 表达均显著性上调,
� 表明 MC-LR 干扰了脂代谢,造成了 ZFL 细胞脂肪

变性。 与此同时,内质网应激途径相关基因 (atf6、
atf4b1、ern1 和 xbp1s)及其下游标志性基因(hspa5、

� chop)的 mRNA 表达水平在 MC-LR 处理组中也呈

� 现上调趋势,表明 MC-LR 暴露引起体外 ZFL 细胞

中 ERs 的产生。 相应的,在内质网应激抑制剂

TUDCA 处理组中, 内质网应激相关基因 ( atf6、
atf4b1、ern1 和 xbp1s)的 mRNA 表达水平和脂合成

� 途径相关基因(fasn、acaca、scd、hmgcra 和 hmgcs1)均
� 显著性下降,证明 TUDCA 使得 ZFL 内质网应激途

径受到抑制,且脂质的合成受阻。 而在 TUDCA 预

处理组中,TUDCA 抑制了 MC-LR 对肝细胞内质网

应激相关基因(atf6、atf4b1、ern1 和 xbp1s)表达上调

� 的作用,从而使其呈现出与对照组相似的表达水平,
且 ERs 受到抑制后,肝细胞中 TC 和 TG 的含量也

不再有明显增加。 综合以上结果可以发现,ERs 确

实在 MC-LR 诱导的肝细胞脂代谢异常中发挥了关

键的作用。 目前已知的 ERs 激活的信号通路有 3
条,即 PERK 途径、ATF6 途径和 IRE1α-XBP1 途径。
Lee 等[39]的研究中指出,xbp1s 是在 IRE1α-XBP1 途

� 径和 ATF6 途径中增强 ER 折叠能力和处理 ERs 的

关键调节剂。 在本实验的各个处理组中,xbp1s mR-
� NA 的表达趋势均与 2 个 UPR 途径相关基因(ATF6

途径的 atf6 和 IRE1α-XBP1 途径的 ern1)的 mRNA
� 表达趋势呈现出一致性,这也许表明 IRE1α-XBP1

途径和 ATF6 途径在 MC-LR 诱导的 ERs 中起主要

作用。
肝脂质代谢异常的最重要原因之一是肝脏脂肪

生成与脂肪分解之间的不平衡[40]。 SREBPs 作为关

键的转录调控因子,控制着胆固醇、脂肪酸、三酰甘

油和磷脂生物合成所需的 30 多个基因的表达[41]。
具体说来,SREBP1c 可以激活与脂肪酸生物合成和

脂肪形成有关的酶,其靶向酶基因包括 fasn、acaca
和 scd [30];SREBP2 主要调控固醇代谢相关基因的转

录,包括 hmgcra 和 hmgcs1 [41]。 Passeri 等[42]证明,急
� 性酒精暴露会引起斑马鱼肝脏 SREBP 活化,从而诱

导脂质和胆固醇从头合成所需酶基因的表达,并导

致肝脂肪变性。 Lhoták 等[43]研究发现,CsA 诱导的

ERs 导致转录因子 SREBP-2 表达上调,从而导致

HK-2 细胞中脂肪蓄积和凋亡。 在本研究中,我们发

现 MC-LR 暴露上调了 srebf1 和 srebf2 的 mRNA 表

� 达,而 TUDCA 处理组则降低了 MC-LR 诱导的与脂

肪酸合成和胆固醇合成相关基因的 mRNA 表达水

平的上调,表明 MC-LR 诱导的 ERs 主要通过调控

固醇调节元件结合蛋白转录因子(srebf1、srebf2)从
� 而介导脂肪酸和胆固醇生成。 另一方面,与对照组

相比,本研究实验中各个处理组中脂肪分解途径相

关基因(atgl、hsla 和 cpt1aa)的 mRNA 表达水平均无

� 明显变化,这提示在体外 ZFL 细胞中 MC-LR 诱导

的 ERs 可能对脂肪分解的作用不明显。 Lee 等[44]和

Kim 等[45]的研究也表明,UPR 反应的激活影响脂质

代谢的方式是通过促进脂肪从头生成和脂滴的形成

来实现的。 由此可见,MC-LR 通过 ERs 增加细胞内

脂质合成而又不改变脂质分解情况下导致细胞内脂

质累积,最终会引发脂肪肝产生。 这个结果或许提

示,将来可以使用相关抑制剂来有效防治 MC-LR
造成的危害,因此对 MC-LR 的危害治理及鱼类脂

肪肝病预防具有一定的参考意义。
综上所述,本实验结果表明,MC-LR 造成 ZFL

细胞内脂质变性,其机制主要是 MC-LR 会诱导 ERs
和 SREBP 活化(srebf1、srebf2),进而驱动下游脂质和

胆固醇代谢合成基因 (fasn、 acaca、 scd、 hmgcs1 和

� hmgcra)的上调。 TUDCA 的暴露和相应检测指标的

� 恢复进一步验证了 ERs 在 MC-LR 暴露引起的斑马

鱼肝脏脂质代谢异常发挥了关键性的作用。 本研究

结果为 MC-LR 的肝毒性提供了新的机制信息,并
且可以为 MCs 对人类健康潜在影响的风险评估提

供数据支持。

通信作者简介:李莉(1978—),女,博士,教授,主要研究方向

为水环境与水产品质量安全。
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