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摘要： 旨在探究猪 β－防御素－２ （ｐＢＤ－２） 在黄曲霉毒素 Ｂ１ （ＡＦＢ１） 致鼠肠道损伤中的作用。 本试验以 ４ 周龄 ＫＭ 小鼠为研究对象， 将体重相

近的 ３０ 只健康小鼠随机均分为 ５ 组， 分别为空白对照组 （不做任何处理）、 ＤＭＳＯ 组 （１％ ＤＭＳＯ 灌胃）、 ＡＦＢ１ 组 （０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＦＢ１ 灌胃）、
ｐＢＤ－２ 组 （０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２ 灌胃） 和 ＡＦＢ１＋ｐＢＤ－２ 组 （０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＦＢ１ 灌胃 ２８ ｄ 后再用 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２ 灌胃 ２８ ｄ）， 试验持续 ５６ ｄ， 通过

观察小鼠肠道结构的变化以及采用 ｑＰＣＲ 和免疫荧光的方法检测炎症相关因子的表达水平。 结果： 与对照组相比， ＡＦＢ１ 组小鼠的平均日增重

（ＡＤＧ） 和平均日采食量 （ＡＤＦＩ） 均呈现显著下降趋势 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 料重比 （Ｆ ／ Ｇ） 降低， 但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而小鼠饲喂 ｐＢＤ－２ 以后

ＡＤＧ 和 ＡＤＦＩ 均较 ＡＦＢ１ 组显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＨＥ 染色结果显示， ＡＦＢ１ 导致小鼠空肠黏膜显著损伤， 并伴有严重的肠壁变薄， 肠绒毛萎缩、
稀疏， 肠绒毛高度与隐窝深度之比、 相对肠绒毛数量及肠壁厚度均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而使用 ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤模型， 肠道结构可见显著

恢复 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｑＰＣＲ 和免疫荧光染色结果表明， ＡＦＢ１ 处理小鼠可显著上调白细胞介素－１β （ＩＬ－１β）、 白细胞介素－６ （ ＩＬ－６） 和肿瘤坏死因

子－α （ＴＮＦ－α） 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但对白细胞介素－８ （ＩＬ－８） 的表达水平出现了下调趋势， 而用 ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤模型

后可显著下调炎症因子的表达水平， 说明 ｐＢＤ－２ 对 ＡＦＢ１ 造成的肠黏膜炎症具有缓解作用。 本研究结果为 ＡＦＢ１ 中毒的防控及 ｐＢＤ－２ 在畜牧生产

中的应用提供了科学依据。
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　 　 黄曲霉毒素 （ａｆｌａｔｏｘｉｎ， ＡＦ） 是一类在自然界里

天然存在的真菌毒素， 是具有双氢呋喃环化学稳定结

构的次生代谢产物， 由环境中广泛分布的真菌黄曲霉

和寄生曲霉产生。 在众多亚型衍生物中 ＡＦＢ１ 的毒性

最强， 其毒性和等量的氰化钾和砒霜相比能高约几十

倍［１］， 且无安全剂量。 这些毒素通过动物饲料或食

品进入动物和人体内， 会引起动物和人的急性或慢性

毒性作用， 并且严重损害机体的各种组织［２－３］。 胃肠

道作为食物转化和吸收的主要场所， 是日粮中真菌侵

入后接触到的首要器官， 肠上皮细胞作为防御系统能

够产生多种细胞因子和趋化因子， 这对于肠道细胞免

疫反应的募集和激活至关重要［４］。 当肠道接触到某

些微生物或受到病原菌污染后， 就会造成肠道内黏膜

感染， 引发肠道炎症因子浸润， 导致肠道功能受损。
目前， ＡＦＢ１ 对肠道毒性的影响已引起人们广泛关

注。 猪长期摄入被 ＡＦＢ１ 污染的饲料后， 毒素进入肠

道后约有一半以上在空肠处被吸收， 导致小肠绒毛上

皮细胞坏死， 绒毛形状不规则， 肠黏膜出现炎症甚至

细胞凋亡， 进而破坏肠道屏障功能［５］。 Ｆｏｕａｄ 等［６］ 研

究发现， 猪长期暴露于低水平的 ＡＦＢ１ 会抑制其生

长， 损害消化功能， 并能通过降低超氧化物歧化酶活

性和增加促炎细胞因子， 如肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－
α）、 白细胞介素 － １ （ ＩＬ － １） 和转化生长因子 － β
（ＴＧＦ－β） 的产生来破坏肠道屏障。 另外， 家禽摄入

被 ＡＦＢ１ 污染的饲料后会降低繁殖力、 孵化率、 雏鸡

体重、 生长速度、 产蛋率和肉蛋品质， 增加疾病易感

性和死亡率［７］。
抗菌肽作为机体第一道防线的重要组成部分， 可

保护生物体免受感染并介导免疫反应。 防御素是抗菌

肽中的一个大家族， 它在昆虫、 植物、 哺乳动物中都

广泛表达， 具有抵御细菌、 真菌、 病毒侵袭和免疫调

节功能等生物活性， 与多种肠道疾病关系密切。 猪

β－防御素－２ （ｐｏｒｃｉｎｅ ｂｅｔａ－ｄｅｆｅｎｓｉｎ－２， ｐＢＤ－２） 作

为猪体内的一种天然化合物， 主要在肠道中表达， 具

有较强的杀菌、 抗病毒作用。 研究发现， 在 Ｃａｃｏ－２
细胞中， 黏膜上皮细胞间的电阻值以及黏蛋白基因表

达量在 ｐＢＤ－２ 的影响下有所增高， 表明 ｐＢＤ－２ 可以

降低细胞通透性， 对结肠上皮的炎性浸润起到抑制作

用［８］。 此外， Ｈａｎ 等［９］ 使用硫酸葡聚糖钠对小鼠结

肠进行刺激， 诱导小鼠结肠细胞产生炎症因子， 如白

细胞介素 － ８ （ ＩＬ － ８）、 白细胞介素 － ６ （ ＩＬ － ６）、
ＴＮＦ－α， 然后再用 ｐＢＤ－２ 处理， 结果发现能够降低

这些炎症因子的基因表达水平和蛋白质翻译水平， 表

明 ｐＢＤ－２ 可降低 ＡＦＢ１ 引起的小肠上皮细胞 Ｊ２ 内ＩＬ－
８ 和 ＩＬ－６ 等炎性细胞因子的表达水平。 然而 ｐＢＤ－２
是否能够在体内缓解 ＡＦＢ１ 造成的肠道炎症损伤， 目

前尚不清楚。 因此， 本试验以小鼠为研究对象， 分析

ＡＦＢ１ 诱发肠黏膜损伤后 ｐＢＤ－２ 对小鼠肠道组织结构

和炎症因子的影响， 为更好地开发利用能够缓解

ＡＦＢ１ 诱发肠黏膜损伤的新型抗霉菌毒素饲料添加剂

提供理论依据， 同时也为 ｐＢＤ－２ 在畜牧业生产上的

开发应用提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

３０ 只健康 ４ 周龄 ＫＭ 小鼠， 体重 １８～２０ ｇ。
１􀆰 ２　 主要试剂

二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、 ＡＦＢ１ （纯度≥９８％） 购

自 ＳＩＧＭＡ 公司； ｐＢＤ－２ （纯度≥９９％） 购自中国武

汉百意欣生物技术有限公司； ＨｉｆａｉｒＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 反转录试剂盒和

Ｈｉｅｆｆ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒购自上海

翌圣生物科技股份有限公司； １０％的福尔马林缓冲

液、 苏木精、 伊红、 二甲苯、 丙酮、 梯度酒精、 中性

树胶、 兔抗 ＴＮＦ－α、 兔抗 ＩＬ－１β、 兔抗 ＩＬ－６、 兔抗

ＩＬ － ８、 兔 抗 β － ａｃｔｉｎ 及 荧 光 二 抗 ＣｏｒａＬｉｔｅ５９４ －
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ 山羊抗兔 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ） 均购买自 Ａｂｃａｍ
公司。
１􀆰 ３　 试验分组及处理

将体重相近的 ３０ 只小鼠随机分为 ５ 组， 每组 ６
只， 分别为空白对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组， 不做任何处

理）， ＤＭＳＯ 组 （灌胃 １％ ＤＭＳＯ）， ＡＦＢ１ 组 （ ０􀆰 ３
ｍｇ ／ ｋｇ ＡＦＢ１ 灌胃）， ｐＢＤ－２ 组 （０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２
灌胃） 和 ＡＦＢ１＋ｐＢＤ－ ２ 组 （０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＦＢ１ 灌胃
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２８ ｄ 后再用 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２ 灌胃 ２８ ｄ）。 在饲养

和试验期间， 所有小鼠均可自由进食和饮水。 饲喂期

结束， 实施剖杀， 立即取出小鼠的空肠组织并进行生

理盐水冲洗， 分别置于 ４％多聚甲醛固定和－８０ ℃冰

箱冻存。
１􀆰 ４　 生长性能测定

每日清晨对小鼠进行空腹称重， 并统计整个试验

期间的采食量， 计算平均日采食量 （ＡＤＦＩ）、 平均日

增重 （ＡＤＧ） 和料重比 （Ｆ ／ Ｇ）。
１􀆰 ５　 组织切片制作

组织固定后， 用梯度酒精进行脱水， 并用透明剂

进行透明； 用石蜡包埋机进行常规的浸蜡、 包埋及浸

蜡 ３ 次； 用切片机进行切片， 厚度中等， 切好之后在

恒温箱展片。
１􀆰 ６　 苏木精－伊红 （ＨＥ） 染色

用二甲苯Ⅰ、 二甲苯Ⅱ脱蜡 ３ 次， 各 ５ ｍｉｎ； 梯

度酒精 （７５％、 ８０％、 ９０％、 １００％） 脱水 ２ ｍｉｎ； 自

来水冲洗 １ ｍｉｎ； 苏木精染色 １０ ｍｉｎ， 自流水冲洗

１０ ｍｉｎ； １％盐酸酒精分化 ３ ｓ， 自流水冲洗 ５ ｍｉｎ； 伊

红染色 ３ ｓ， 自流水冲洗 １ ｍｉｎ； 脱水、 透明、 封固，
９５％、 １００％乙醇各 ２ ｍｉｎ； 二甲苯Ⅰ、 二甲苯各 ５ ～
１０ ｍｉｎ； 中性树胶封固。
１􀆰 ７　 总 ＲＮＡ 提取

将组织块放入 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中， 加入 ０􀆰 ５ ～ １ ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ 裂解液 （对于一些较硬的组织建议用液氮磨

碎）， 用研磨棒将组织杵碎至看不见组织块； 往上述

ＥＰ 管中加入 １ ／ ５ ＴＲＩｚｏｌ 的氯仿， 剧烈震荡充分混合

后， 室温静置 １０ ｍｉｎ， 使核酸蛋白复合物完全解离。
将离心机提前预冷好， 使其温度在 ４ ℃， 然后将 ＥＰ

管放入离心机， 设置转速 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 １５ ｍｉｎ；
取出 ＥＰ 管， 用移液器吸取上清液， 转移至新的

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中， 在每个管内再加入 ６００ μＬ 异丙醇，
用移液器进行吹打， 使其混匀， 然后放在冰上静置

５ ｍｉｎ； 设置保证离心机温度为 ４ ℃， 转速仍为

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ５ ｍｉｎ 后取出， 用移液器将上清

液弃去， 然后在每个 ＥＰ 管中加入 ７０％无 ＲＮＡ 酶酒

精， 轻轻吹打清洗沉淀， 用移液器重复 ２ 次； 沉淀好

后， 将 ＥＰ 管放入离心机中， ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 弃去上清液， 然后放置在超净台设置中晾干；
向每管中加入 ５０ μＬ 的无酶水进行溶解， 供 ＲＮＡ 浓

度测定用。
１􀆰 ８　 逆转录合成 ｃＤＮＡ

首先进行去除残留基因组 ＤＮＡ 反应， 按照如下

配方配制反应液 （一）： 模板 ＲＮＡ ５ μＬ、 ｇＤＮＡ
ｄｉｇｅｓｔｅ １ μＬ、 ５ ´ｇＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ、 ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ， 将上述反应液 （一） 用移液枪吹

打混匀后， ４２ ℃孵育 ２ ｍｉｎ。 然后配制反应液 （二）：
反应液 （一） １０ μＬ、 ２ ´ＨｉｆａｉｒＴＭ Ⅱ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｐｌｕｓ
１０ μＬ。 配制好的反应液 （二） 用移液枪轻轻吹打几

下， 将所有样品放到 ＰＣＲ 仪器中， ＰＣＲ 反应程序如

下： ２５ ℃ ５ ｍｉｎ、 ４２ ℃ ３０ ｍｉｎ、 ８５ ℃ ５ ｍｉｎ。 最后取

出 ｃＤＮＡ 进行稀释， 得到稀释 ５ 倍的 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ９　 荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测炎症因子的表达

根据 ＮＣＢＩ 中提供的鼠源基因序列设计引物， 并

由上海生工生物科技有限公司合成， 目的基因 ＩＬ－
１β、 ＩＬ－６、 ＩＬ－８、 ＴＮＦ－α 和内参基因 β－ａｃｔｉｎ 引物

序列如表 １ 所示。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ＩＬ－１β Ｍ８６７２５􀆰 １
Ｆ： ＧＣＣＡＡＣＧＴＧＣＡＧＴＣＴＡＴＧＧＡＧＴＧ
Ｒ： ＧＧＴＧＧＡＧＡＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＴＧＴＧ

３８３

ＩＬ－６ ＮＭ＿００１２５２４２９􀆰 １
Ｆ： ＡＡＡＴＧＴＣＧＡＧＧＣＣＧＴＧＣＡＧＡＴＴＡＧ
Ｒ： ＧＧＧＴＧＧＴＧＧＣＴＴＴＧＴＣＴＧＧＡＴＴＣ

８６

ＩＬ－８ Ｘ６１１５１􀆰 １
Ｆ： ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＣＡＴＡＡＡＴＡＣＧＣ
Ｒ： ＴＴＧＧＧＡＧＣＣＡＣＧＧＡＧＡＡＴ

２５１

ＴＮＦ－α ＪＦ８３１３６５􀆰 １
Ｆ： ＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＧＴ
Ｒ： ＣＧＡＴＧＣＧＧＣＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＡ

３７５

β－ａｃｔｉｎ ＤＱ８４５１７１􀆰 １
Ｆ： ＡＡＴＣＣＴＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣ
Ｒ： ＣＡＧＣＡＣＣＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＡＧ

８９

　 　 ｑＰＣＲ 反应体系： 上游引物 ０􀆰 ２ μＬ、 下游引物

０􀆰 ２ μＬ、 Ｈｉｅｆｆ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｎｏ
Ｒｏｘ） ５ μＬ、 ｃＤＮＡ ２ μＬ、 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 补足至

１０ μＬ。 ｑＰＣＲ 反应程序如下： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２０ ｓ， ４０
个循环， 溶解曲线阶段使用仪器默认设置。 检测

·８３· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ７



ＰＣＲ 反应液中的荧光信号强度， 并采用相对定量计

算目的基因 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６、 ＩＬ－８、 ＴＮＦ－α 与内参基

因 β－ａｃｔｉｎ 的相对表达量。
１􀆰 １０　 免疫荧光染色检测炎症因子的表达水平

将组织切片脱蜡入水后首先在 ９２ ～ ９６ ℃温度下

进行抗原微波修复 １０～１５ ｍｉｎ， 自然冷却至室温后用

正常羊血清 ３７ ℃封闭 ６０ ｍｉｎ； 倾去多余血清后分别

滴加兔抗 ＴＮＦ－α （１ ∶ ２００）、 兔抗 ＩＬ－１β （１ ∶ ２００）、
兔抗 ＩＬ－６ （１ ∶ ２００）、 兔抗 ＩＬ－８ （１ ∶ ２００） 和兔抗

β－ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５００）， ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ 或者 ４ ℃ 过夜，
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次； 滴加荧光二抗 ＣｏｒａＬｉｔｅ
５９４－ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ 山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （１ ∶ ５００）， 避

光， ３７ ℃ 孵育 ６０ ｍｉｎ， ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，
５ ｍｉｎ ／次， 最后滴加防淬灭封片剂封片， ４ ℃， 避光

保存。 取出切片置于荧光显微镜观察拍照， 使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６、 ＩＬ－８ 等炎性

因子荧光强度进行分析。

１􀆰 １１　 数据统计和分析

光学显微镜下 ４ 倍、 １０ 倍视野仔细观察各组小

鼠的空肠组织形态学变化， 并用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件测量

不同组别空肠的隐窝深度、 绒毛高度及肠壁厚度。 试

验数据处理采用 ＳＰＳＳ 软件 （２２􀆰 ０ 版） 单因素方差分

析统计模型， 试验数据以 “平均值±标准差” 表示，
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异显著。 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件绘图。

２　 结果

２􀆰 １　 ｐＢＤ－２ 对 ＡＦＢ１ 中毒小鼠生长性能的影响

由表 ２ 可知， 与对照组相比， ＡＦＢ１ 组小鼠的

ＡＤＧ 和 ＡＤＦＩ 均呈现显著下降趋势 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｆ ／ Ｇ
降低但与对照组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而小鼠饲喂

ｐＢＤ－ ２ 以后 ＡＤＧ 和 ＡＤＦＩ 均较 ＡＦＢ１ 组显著增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 说明 ｐＢＤ－２ 能够减轻 ＡＦＢ１ 对小鼠 ＡＤＧ
和 ＡＤＦＩ 造成的不良影响。

表 ２　 ｐＢＤ－２ 对 ＡＦＢ１ 中毒小鼠生长性能的影响

组别 初重 ／ ｇ 末重 ／ ｇ ＡＤＧ ／ ｇ ＡＤＦＩ ／ ｇ Ｆ ／ Ｇ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １８􀆰 ９０±０􀆰 ６４ ３２􀆰 ４０±４􀆰 ２４ ０􀆰 ９６±０􀆰 ３０ａｂ ２３􀆰 １０±４􀆰 ２７ａ ０􀆰 ８９±０􀆰 １３

ＤＭＳＯ １８􀆰 ７０±０􀆰 ５２ ３２􀆰 ００±３􀆰 １２ ０􀆰 ９４±０􀆰 ２０ａｂ ２２􀆰 ８０±３􀆰 １６ａ ０􀆰 ８５±０􀆰 １５

ＡＦＢ１ １７􀆰 ９０±０􀆰 ９９ ２８􀆰 ００±２􀆰 ５１ ０􀆰 ７２±０􀆰 ２１ｂ １９􀆰 ７０±２􀆰 ８３ｂ ０􀆰 ８６±０􀆰 １６

ｐＢＤ－２ １９􀆰 ００±１􀆰 ４１ ３６􀆰 ８０±１􀆰 ５０ １􀆰 ２７±０􀆰 １５ａ ２５􀆰 ９０±４􀆰 ９９ａ ０􀆰 ９１±０􀆰 １６

ＡＦＢ１＋ｐＢＤ－２ １８􀆰 ３０±０􀆰 ５０ ３３􀆰 ５０±４􀆰 ４３ １􀆰 ０９±０􀆰 ３１ａ ２３􀆰 ２０±５􀆰 ２２ａ ０􀆰 ８８±０􀆰 １７

　 　 　 　 注： 同列数据肩标相同字母或无字母表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ２　 ｐＢＤ－２ 在 ＡＦＢ１ 致小鼠空肠损伤中的作用

ＨＥ 染色结果显示， ＡＦＢ１ 组小鼠空肠整体的肠

壁变薄， 部分肠绒毛末端出现脱落现象， 且该组空肠

绒毛长度明显变短； ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤模型后肠

绒毛得到修复， 染色与空白对照组相近 （图 １）。

注： →表示肠壁变薄， ★表示肠绒毛脱落。

图 １　 空肠组织 ＨＥ 染色结果
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２􀆰 ３　 空肠组织 ＨＥ 染色分析

统计分析表明， ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤模型后，
绒毛高度与隐窝深度之比 （图 ２Ａ） 和肠壁厚度 （图
２Ｃ） 相较 ＡＦＢ１ 组明显提升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而相对肠绒

毛数 （图 ２Ｂ） 显著恢复至 ＤＭＳＯ 组水平 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
表明 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２ 在很大程度上缓解 ＡＦＢ１ 对

小肠黏膜造成的损伤， 恢复肠道结构与功能。

注： 字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

图 ２　 ｐＢＤ－２ 对 ＡＦＢ１ 致小鼠空肠损伤缓解作用

２􀆰 ４　 ｐＢＤ－２ 在 ＡＦＢ１ 致小鼠空肠黏膜炎症反应中的

作用

２􀆰 ４􀆰 １　 ｑＰＣＲ 检测

为探究 ＡＦＢ１ 对肠黏膜上皮细胞炎症反应的影响

及 ｐＢＤ－２ 在其中所发挥的作用， 取各组小鼠空肠组

织提取 ＲＮＡ 进行 ｑＰＣＲ 检测， 分析肠道组织内炎性

因子 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 及 ＩＬ－８ 的表达水平。 结

果如图 ３ 所示， ＡＦＢ１ 组小鼠肠道内 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β

和 ＩＬ－６ 表达水平均有显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ－８ 的

表达水平呈现下调趋势 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 使用 ｐＢＤ－２ 继

续处理后， 与 ＡＦＢ１ 组相比， ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－６
表达水平显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＩＬ－８ 的表达水平

显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 该结果表明， ＡＦＢ１ 可促进肠

黏膜上皮细胞炎症反应， ｐＢＤ－２ 可通过调控炎性因

子的表达水平以缓解 ＡＦＢ１ 造成的炎症反应。

图 ３　 ｑＰＣＲ 检测 ｐＢＤ－２ 与 ＡＦＢ１ 对小鼠空肠组织中 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－８ ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

２􀆰 ４􀆰 ２　 免疫荧光染色

为探究 ＡＦＢ１ 对肠黏膜上皮细胞炎症反应的影响

及 ｐＢＤ－２ 在其中所发挥的作用， 取各组小鼠空肠组

织制作石蜡切片并进行免疫荧光染色， 分析空肠内炎

性因子 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 及 ＩＬ－８ 蛋白表达水

平。 结果如图 ４ 所示， 受 ＡＦＢ１ 影响， 小鼠肠黏膜上

皮细胞内红色的阳性信号增强， 表明 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β
及 ＩＬ－６ 表达水平均有显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ－８ 的
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表达水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 使用 ｐＢＤ－２ 继续处

理后， ＩＬ－１β 表达水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＩＬ－
８ 的表达水平呈现上升趋势， 与空白组相比无显著差

异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 表明 ＡＦＢ１ 可促进肠黏膜上皮细胞炎

症反应， ｐＢＤ－２ 可通过调控炎性因子的表达水平，
缓解 ＡＦＢ１ 造成的炎症损伤， 但对不同的炎性因子其

恢复程度不一。

图 ４　 免疫荧光法检测 ｐＢＤ－２ 与 ＡＦＢ１ 对小鼠空肠组织中 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－８ 蛋白表达水平的影响

３　 讨论

长久以来， 饲料中霉菌毒素污染屡见不鲜， 且在

自然界中分布广泛， 尽管人们已经采取了防治措施，
但仍无法杜绝此类事件的发生。 而胃肠道作为最先接

触 ＡＦＢ１ 的部位， ８０％的毒素会从小肠迅速吸收到血

液中， 然后在肝脏大量转化为代谢物。 研究表明，
ＡＦＢ１ 饲喂肉鸡后其空肠黏膜分泌型免疫球蛋白 Ａ
（ＳＩｇＡ） 含量显著减少， 肠绒毛尖端上皮细胞脱落，
空肠绒毛高度、 绒毛高度 ／隐窝深度比值降低以及引
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起空肠绒毛面积减小， 进而影响雏鸡的消化和吸收功

能［１０］。 此外， 有报道显示， 肉鸭饲喂高毒素霉变稻

米日粮也会导致其增重、 料重比和采食量显著降低，
这主要与消化道营养物质利用率下降密切相关［１１］。
本研究中同样发现 ＡＦＢ１ 能够显著降低小鼠 ＡＤＧ 和

ＡＤＦＩ， 但对 Ｆ ／ Ｇ 的降低作用与对照组差异并不显著，
这可能与本试验使用的 ＡＦＢ１ 为低剂量有关， 长期接

触低剂量 ＡＦＢ１ 会导致小鼠慢性中毒症状出现。 抗菌

肽作为机体第一道防线的重要组成部分， 可保护生物

体免受感染并介导免疫反应。 由于 ｐＢＤ－２ 几乎无耐

药性的特点， 在日常生产生活中可作为食品保鲜剂和

饲料添加剂， 这种独特的抗菌机制给生活带来了许多

便利［１２］。 自从 ｐＢＤ－２ 被发现后， 许多研究表明它具

有十分重要的抗菌作用， 能抵抗细菌、 真菌、 病毒等

多种微生物［１３－１４］， 但其在 ＡＦＢ１ 诱发的肠黏膜损伤

中的作用还不明确。
肠黏膜形态可以反映肠道屏障的完整性， 常通过

绒毛高度和隐窝深度来评价其受损程度［１５］。 肠道绒

毛和肠道隐窝细胞具有相互促进的作用， 有共同维持

肠道的吸收功能， 而肠道绒毛高度增高可以提高营养

物质的消化［１６］。 使用 ＡＦＢ１ 处理小鼠， 小鼠空肠肠

绒毛萎缩， 绒毛高度与隐窝深度之比降低， 肠绒毛数

量显著减少， 肠壁的厚度降低， 表明 ＡＦＢ１ 严重影响

肠黏膜屏障和吸收功能。 肠绒毛变短且数量减少即代

表肠黏膜上皮细胞与食糜的有效接触面积减少［１７－１８］，
严重阻碍了食物的消化吸收， 同时黏膜层变薄也加大

了肠黏膜受损的可能。 而使用 ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤

模型后， 肠绒毛高度与隐窝深度之比及肠绒毛数量均

显著增高， 肠壁厚度显著增加， 表明饲料中添加

ｐＢＤ－２ 可显著缓解霉变饲料中的 ＡＦＢ１ 对空肠造成的

影响， 肠黏膜结构及功能显著恢复， 肠道屏障物理结

构更加坚固。 使用 ｐＢＤ－２ 单独处理小鼠， 肠壁厚度

显著增加， 表明日常饲喂 ｐＢＤ－２ 可增强肠道功能，
对肠道健康起到保健作用。

近年来的研究发现， ＡＦＢ１ 暴露可导致炎性损

伤， 而保加利亚乳杆菌和鼠李糖乳杆菌均可通过调节

ＮＦ－κＢ 信号通路的活性来拮抗 ＡＦＢ１ 诱导的肝损伤和

炎症反应， 减少炎性因子的分泌量， 从而抑制炎症的

发展［１９］。 此外， 研究者还发现姜黄素可以调节

ＮＬＲＰ３ 炎症小体和 Ｎｒｆ２ 信号通路， 以减弱 ＡＦＢ１ 诱

导的肝脏焦亡损伤和氧化应激以及血清 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－
１８ 的释放［２０］。 本试验结果发现， 使用 ＡＦＢ１ 灌胃处

理小鼠， 其空肠内 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α 的表达水

平均显著升高， 表明 ＡＦＢ１ 可对小鼠空肠造成炎症反

应， 但 ＩＬ－８ 的表达水平出现了下调趋势。 分析可能

因为， ＩＬ－８ 作为关键的促炎性细胞因子， 其具有吸

引和激活中性粒细胞、 发挥免疫细胞的抗菌作用［２１］，
而当使用纯度较高的 ＡＦＢ１ 作用时， 将直接通过抑制

ＩＬ－８ 的表达， 降低免疫细胞的活性， 阻止免疫系统

对霉菌感染的干扰。 使用 ｐＢＤ－２ 处理小鼠损伤模型，
ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 表达水平显著下调，
而 ＩＬ－８ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平呈现了上调趋势， ＩＬ－
１β 蛋白表达水平显著恢复， ＩＬ－６ 蛋白表达水平在

ＡＦＢ１ 影响的基础上继续升高， 表明 ｐＢＤ－２ 可显著缓

解 ＡＦＢ１ 造成的炎症反应。 此外， 单独使用 ｐＢＤ－２
处理小鼠， 可见空肠黏膜 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－１β 蛋白表达

水平均显著降低， ＩＬ － ６ 表达水平显著升高， 表明

ｐＢＤ－２ 可通过降低炎性因子的表达， 同时通过上调

在炎性因子家族中处于核心地位的 ＩＬ－６ 的表达水平

以调控 ＴＮＦ－α 及 ＩＬ－１β 等炎性因子的表达， 预防炎

症反应的发生。
综上， ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ ＡＦＢ１ 灌胃处理可对小鼠空肠

造成显著损伤， 诱发炎症反应， 使肠绒毛严重萎缩，
对肠道屏障及功能造成破坏。 ０􀆰 ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ｐＢＤ－２ 的

处理可使 ＡＦＢ１ 所致空肠损伤显著恢复， 修复肠道功

能， 增强肠道免疫力， 同时对肠道损伤具有一定程度

的预防作用。 因此， ｐＢＤ－２ 对 ＡＦＢ１ 致肠道损伤的修

复效果显著， 可显著缓解霉变饲料中 ＡＦＢ１ 对动物健

康的影响。
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