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·基础实验研究论著·

黄曲霉毒素Ｂ１诱发昆明鼠高血氨的实验研究

林雅宁，徐忠玉△

（中国人民解放军第一七五医院／厦门大学附属东南医院检验科，福建漳州３６３０００）

　　摘　要：目的　探讨黄曲霉毒素Ｂ１对昆明鼠血氨浓度的影响。方法　用黄曲霉毒素Ｂ１注射昆明鼠１０周，每２周测定１次

昆明鼠鼠血氨浓度。结果　毒素组昆明鼠血氨浓度从４０μｍｏｌ／Ｌ上升到１７０μｍｏｌ／Ｌ，同时毒素组的血氨浓度相对于对照组呈上

升趋势。结论　黄曲霉毒素Ｂ１可诱发昆明鼠高血氨，推测黄曲霉毒素Ｂ１会干扰尿素循环。
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　　黄曲霉毒素是由黄曲霉菌和寄生曲霉菌产生的一种对畜

禽和人类危害大且最常见的真菌毒素，通常所说的黄曲霉毒素

主要是指黄曲霉毒素Ｂ１
［１３］。肝脏是消除体内氨的主要器官，

当肝脏病变时会导致肝功能不全。机体正常来源的血氨在肝

内经尿素循环合成尿素的能力也大为降低，从而导致血氨浓度

增高。临床数据显示，血氨升高的程度与肝病病情严重程度有

密切的关系。黄曲霉毒素Ｂ１的靶器官是肝脏，庄振宏等
［４］利

用黄曲霉毒素Ｂ１注射小鼠，通过差异蛋白组学方法，发现尿

素合成酶系中的关键酶氨甲酰磷酸合成酶１是一个显著下调

的蛋白，初步推测黄曲霉毒素Ｂ１会影响小鼠的尿素循环。本

实验在前人的研究基础上通过黄曲霉毒素Ｂ１注射小鼠，测定

小鼠血氨浓度的动态变化，为下一步研究黄曲霉毒素Ｂ１与尿

素循环障碍的关系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　黄曲霉标准菌株１３３（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳犾犪狏狌狊１３３），购

自中科院菌种保藏中心，雄性昆明种小白鼠购自福建医科大学

实验动物中心，鼠龄５周，体质量２０ｇ。

１．２　仪器与试剂　电子天平ＣＯＢＳ购自ＣＯＢＳ公司，旋转蒸

发仪 ＲＥ５２５８Ａ购自上海亚荣生化仪器厂；紫外分光光度计

Ｃａｒｙ５０购自英国瓦里安全有限公司。ＥＬＩＳＡ试剂盒购自江苏

微生物研究所、硫酸铵、苯酚购自重庆北碚化学试剂厂；钨酸钠

购自天津市大茂化学试剂厂；亚硝基铁氰化钠购自上海三爱思

试剂公司。所用试药均为分析纯，水为无氨蒸馏水。

１．３　方法

１．３．１　黄曲霉毒素Ｂ１标准菌株的培养和提取　按参考文献

［５］的方法，以大米作为培养基培养黄曲霉，培养温度３０℃，培

养２个月。利用１∶１甲醇水萃取黄曲霉毒素，５０℃旋转蒸发

浓缩，最后用ＥＬＩＳＡ试剂盒测定黄曲霉毒素Ｂ１浓度。

１．３．２　黄曲霉毒素Ｂ１注射小鼠　将刚买来的昆明鼠分成６

组，饲养１周后开始注射剂毒素，注射剂量参考文献［４６］。第

１～５组为毒素组，每组各５只，每天腹腔注射８００μＬ黄曲霉

毒素Ｂ１，第６组１５只，每天腹腔注射８００μＬ生理盐水。实验

进行到第１０周结束。

１．３．３　血氨浓度测定　参考文献［７８］，待注射黄曲霉毒素

Ｂ１一定时间后采血，肝素抗凝，立即低温离心分离血浆，建立

紫外分光光度法检测血液中的氨浓度。首先精确配置１０、２０、

５０、１００、１５０、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ的硫酸铵系列标准溶液建立标

准曲线，以空白管校正后于６３０ｎｍ处测定光密度（ＯＤ）值，将

所测得的ＯＤ值对浓度进行线性回归。小鼠血氨测定步骤为：

离体血液肝素抗凝，立即低温离心取血浆，加入过量的１０％的

钨酸钠溶液和０．５ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液使蛋白沉淀。血浆中的氨

与硫酸形成硫酸铵而存留于血滤液中，用酚次氯酸钠显色剂显

色后于波长６３０ｎｍ处测定ＯＤ值，即可定量测定血氨。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件数据分析，均以狓±狊

表示，统计检验采用狋检验。

２　结　　果

２．１　黄曲霉毒素Ｂ１的获得和浓度测定　成功提取到黄曲霉

毒素，按照试剂盒说明建立黄曲霉毒素Ｂ１标准曲线，测定其

浓度为６５．８３μｇ／ｍＬ。

２．２　血氨浓度测定　建立紫外分光光度法检测血液中的氨浓

度，将所测得的ＯＤ值对浓度进行线性回归处理得回归方程：犢

＝１５７．２４犡－３．７８３３，相关系数狉２＝０．９９６４，根据硫酸铵与游
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离氨的定量关系，即得游离氨浓度在１０～２００μｍｏｌ／Ｌ的定量

线性范围（图１）。注射黄曲霉毒素Ｂ１一定时间后（２、４、６、８、

１０周）采血，测定ＯＤ６３０，计算血氨浓度（表１），随着时间的推移

毒素组的血氨浓度呈上升趋势。用生理盐水对照组的小鼠血

氨浓度作分母，毒素组的血氨浓度作分子柱状图分析（图２）。

结果也显示随着时间的推移毒素组的血氨浓度相对于对照组

呈上升趋势。

图１　　血氨标准曲线

表１　　黄曲霉毒素组血氨浓度的变化

注射时间（周） 血氨浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

０ ４０．７６±６．５４

２ ６８．５５±９．５６

４ ７５．３６±５．０５

６ ９８．９５±１１．０４

８ １１９．９１±１４．０９

１０ １７２．３３±１３．９８

３　讨　　论

黄曲霉毒素又称肝脏毒素，其毒害作用主要是损害肝脏。

秦雪等［９］通过差异蛋白组学推测黄曲霉毒素Ｂ１会损害肝脏，

一定程度干扰尿素循环。尿素循环的功能是将有毒的氨合成

无毒的尿素，从而避免高氨血症的发生。本研究通过黄曲霉毒

素Ｂ１注射昆明鼠，注射量约５０μｇ／次，建立紫外分光光度法

检测血液中的氨浓度，测定血氨浓度的动态变化。实验显示，

毒素组小鼠血氨浓度从４０μｍｏｌ／Ｌ上升到１７０μｍｏｌ／Ｌ，同时，

随着时间的推移毒素组小鼠的血氨浓度相对对照组呈上升趋

势，结果与其他相关推测一致，表明黄曲霉毒素Ｂ１干扰了尿

素循环。

血氨浓度测定是本研究的一个关键技术。标本放置时间

越长，其血氨浓度越高，主要原因可能是血液细胞自身代谢或

部分微生物代谢后产生氨致使其血氨浓度升高［１０１２］。本实验

研究中，每次采血后用肝素抗凝，立即低温分离血浆进行血氨

浓度测定，避免了血氨假阳性升高。

总之，本实验通过黄曲霉毒素Ｂ１注射小鼠，发现小鼠血

氨浓度持续上升，推测黄曲霉毒素Ｂ１干扰了尿素循环，为下

一步研究黄曲霉毒素Ｂ１与尿素循环障碍关系的研究奠定了

基础。
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ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｏｆａＦａｓｃｉｏｌａｈｅｐａｔｉｃａｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇａｃａｌｃｉｕｍ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｃｈｅｍ Ｐａｒａｓｉｔｏｌ，２００７，１０１（１／２）：

１３２１．

［８］ ＨｏｆｆｍａｎｎＫＦ，ＳｔｒａｎｄＭ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａ２０．８

ｋＤａＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｍａｎｓｏｎｉａｎｔｉｇｅｎ：Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔｏｔｅｇｕ

ｍｅｎｔａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｓａｎｄｄｙｎｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２００７，２７２（２３）：１４５０９１４５１５．

［９］ ＦｉｔｚｓｉｍｍｏｎｓＣＭ，ＳｔｅｗａｒｔＴＪ，ＨｏｆｆｍａｎｎＫＦ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＩｇＥ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｈｅＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｈａｅｍａｔｏｂｉｕｍ２２．６ｋＤａａｎｔｉｇｅｎ［Ｊ］．

ＰａｒａｓｉｔｅＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，２６（２），３７１３７６．

（收稿日期：２０１３０８１１）

·３３１·国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２


