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不同时间和剂量AFB1暴露对小鼠的
双向免疫毒性作用

孙雨航，赵文硕，李卓儒，龙 淼
（沈阳农业大学 动物科学与医学学院，沈阳 110161）

摘 要：为了探究黄曲霉毒素B1（AFB1）呈现双向免疫毒性作用的时间和剂量，通过剂量梯度试验和时间梯度试验，考

察不同剂量、时间的AFB1暴露对小鼠体重、各脏器指数、剖检变化和病理特征的影响，明确AFB1暴露对小鼠的双向免

疫毒性作用。剂量梯度试验选取雄性昆明鼠 30只，随机分为 6组（每组 5只），每天灌服 0，10，20，40，80，160 μg·kg-1
AFB1（按体重计），试验持续 21 d；时间梯度试验采用固定剂量的AFB1每日对小鼠进行腹腔注射，分别持续 0，7，14，
21，28，35 d。试验结果表明：与对照组（0 μg·kg-1）相比，在较高浓度（80，160 μg·kg-1）和较长时间（21 d）的AFB1作用

下，小鼠的体重显著降低（p<0.01），脾脏指数、胸腺指数和血清中 TNF-α表达水平呈现先升高而后降低的趋势；相反，

IL-10在较高浓度（80，160 μg·kg-1）和较长时间（21 d）AFB1作用下则表现显著升高趋势，脾脏和胸腺的损伤程度也表

现相似的结果。综上可知，低浓度或短时间AFB1暴露可能诱发炎症，而高浓度或长时间AFB1暴露可能导致免疫抑

制，证实了不同时间和剂量AFB1暴露可以诱导双向免疫毒性作用，研究结果将为AFB1污染的防控和致病机理的深入

研究提供科学依据。
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Bidirectional Immunotoxic Effects of Different Time Points and Dose

AFB1 Exposure of Mice

SUN Yuhang, ZHAO Wenshuo, LI Zhuoru, LONG Miao
（College of Animal Science and Medicine, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110161,China）

Abstract：In order to study the time points and dose of aflatoxin B1 (AFB1) showing“bidirectional immunotoxicity”, the
effects of AFB1 exposure at different doses and times on body weight, organ index, autopsy changes and pathological
characteristics of mice were investigated by dose gradient test and time gradient test, and the bidirectional immunotoxicity
effect of AFB1 exposure on mice was clarified. In the dose gradient test, 30 male Kunming mice were randomly divided
into 6 groups (5 mice in each group), and daily given 0, 10, 20, 40, 80, 160 μg·kg-1 of AFB1 (by weight), the test lasted
for 21 days. In the time gradient test, mice were intraperitoneally injected daily with a fixed dose of AFB1 for 0, 7, 14, 21,
28, 35 days, respectively. The results showed that mice exposed to higher concentrations (80, 160 μg·kg-1) and a longer
period (21 days) of AFB1 had significantly lower weight gain（p<0.01）, and the expression levels of TNF-α, spleen index
and thymus index increased first and decreased then than those exposed to the control group（0 μg·kg-1）, while IL-10
showed a significant increase in higher concentrations (80, 160 μg·kg-1) and longer period (21 days) of AFB1 exposure, and
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the degree of damage to the spleen and thymus also showed similar results. In conclusion, low concentrations or short
periods of AFB1 exposure may induce inflammation, while high concentrations or prolonged AFB1 exposure may lead to
immunosuppression, which confirms that different times and doses of AFB1 exposure can induce bidirectional immunotoxic
effects, and the results of this study will provide a scientific basis for the prevention and control of AFB1 pollution and the
in-depth study of the pathogenic mechanism.
Key words：Aflatoxin B1; immunostimulation; immunosuppression; mice; bidirectional immunotoxic effects

黄曲霉毒素（AFs）是由真菌寄生曲霉菌（Aspergillus parasiticus）等产毒菌株产生的次生代谢产物，

由于其具有很大的毒性和致癌性，一直被认为是一种重要的霉菌毒素[1-2]。其中，黄曲霉毒素 B1
（AFB1）污染最为普遍，尤其是在高温高湿地区。一份来自塞尔维亚的玉米样本检测报告显示，气候

条件对玉米AFs污染影响很大，AFB1和总AFs超标比例分别为 72.5%和 51.5%[3]。AFB1也是目前我

国最常规检测的霉菌毒素之一，广泛存在于发霉的饲料和原料（如玉米、花生粕等）中[4-5]。2021-2022
年国内 8个玉米主产区中苏皖地区新玉米AFB1检出率分别为 91%和 88%，猪全价饲料中AFB1检出

率分别为21%和14%，而花生粕中AFB1检出率最高，达100%[6-7]，严重威胁着人类和动物健康。

1993年，世界卫生组织将AFB1列为 I类致癌物[8]。据联合国粮食及农业组织估计，全球粮食及其

衍生食品中约有 25%存在不同程度的AFB1污染[9]。人和动物误食被AFB1污染的食品后,毒素会逐

渐积于肝脏,产生慢性或急性中毒症状。不同动物因品种、年龄及营养情况不同导致其对AFB1的耐

受程度各不相同。索江华等[10]研究发现肝脏是AFB1的主要靶器官，畜禽食入AFB1污染的饲料会导

致肝脏功能损伤、炎症、脂肪浸润甚至出血和纤维样变性。猪对AFB1耐受性最差，摄食AFB1污染的

饲料会表现出采食量下降、肝脏受损肿大、生长发育停滞、产死胎，严重的还会造成肾脏和肠道出血

等[11]。AFB1对家禽的危害也很大，主要表现为生长迟缓、体重增加减少、产蛋量下降、肝损伤和肠道

出血等[11-12]。AFB1对反刍动物也有很大的影响，可造成犊牛采食量降低、抵抗力差，严重时还会造成

犊牛的直肠痉挛和脱肛等现象；若奶牛食用黄曲霉毒素会导致产奶量下降，在牛奶中检出AFB1的代

谢产物黄曲霉毒素M1（AFM1），严重时会引起成年牛肝脏损伤以及免疫抑制[13]。
目前，全世界已有 37个国家针对食品或谷物中的AFB1规定了限量标准。根据我国农业部最新

限量标准规定，猪全价饲料中AFB1最多不应超过 20 μg·kg-1。众所周知，AFB1不仅具有肝毒性、肾毒

性，还具有较强的免疫毒性[14-16]。传统观念认为 AFB1暴露可引起免疫抑制，但越来越多证据表明

AFB1可能还兼具刺激免疫、诱发炎症的作用[17-18]。有研究表明，AFB1主要影响机体的细胞免疫系统，

通过调节细胞因子表达来促进炎症反应[17]。另一项研究显示，AFB1暴露可以显著降低CD4+ T细胞抗

炎细胞因子 IL-4表达，而提高促炎细胞因子 IFN-γ和 TNF-α的表达水平[19]。此外，有研究表明 0.01
μg·mL-1的AFB1暴露可促进促炎性通路因子 TLR4和细胞色素 P450 1A1的表达[20]。另有研究表明，

4~8 μg·mL-1 AFB1暴露可显著降低 IL-2的表达[21]。这说明不同浓度AFB1暴露可能影响AFB1的免疫

毒性。与此类似，有研究显示，短期（24 h）暴露于一定剂量赭曲霉毒素（OTA，也是一种霉菌毒素）会增

加促炎细胞因子的表达，但长期暴露于OTA（48，72 h）可增强抗炎细胞因子水平[22]。这说明不同时间

霉菌毒素暴露可能影响其免疫毒性。但目前尚未见具体何时间和何剂量AFB1暴露会导致机体出现

双向免疫毒性作用的报道。

值得注意的是，即使低浓度的AFB1暴露也并非是绝对安全的，它们刺激免疫和诱发炎症的同时

也会增加某些病原入侵的机会。研究发现，低水平的AFB1也可降低仔猪的增重和平均日采食量，降

低表观肠道消化率，破坏肠道屏障完整性[23]。本课题组前期试验也证实 10~40 μg·kg-1 AFB1暴露可以

显著促进猪流感病毒在小鼠体内复制、降低小鼠增重、加剧病毒感染所致肺损伤[24-25]。因此，明确

AFB1的双向免疫毒性作用至关重要，研究成果将为建立AFB1限量新标准奠定基础，为进一步建立

AFB1染毒的预防新措施提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试AFB1（Sigma，美国）溶于二甲基亚砜（DMSO）中，并保存在-20 ℃冰箱中。DMSO、生理盐水、
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磷酸盐缓冲液（PBS）、酒精和 4%多聚甲醛组织固定液购自碧云天生物技术有限公司。ELISA试剂盒

购自沈阳诺唯赞生物技术有限公司，小鼠营养维持饲料（基础日粮）购自辽宁长生生物有限公司。供

试小鼠选用清洁级（ICR），年龄（5周龄）和体重[（20 ± 1）g]相近的雄性昆明鼠，购自辽宁长生生物有限

公司。所有小鼠均在标准实验室条件下饲养，光照12 h/黑暗12 h循环，自由采食、饮水。

1.2 方法

1.2.1 剂量梯度试验 30只小鼠随机分为6组，每组5只，分笼饲养，适应性饲养7 d后进行试验。试验

期间自由采食基础日粮、饮水。为防止拒食，每组小鼠分别采取灌服0，10，20，40，80，160 μg·kg-1
AFB1（按体重计）稀释液方式进行染毒。每天灌服1次，试验持续14 d。试验过程中每天观察小鼠的饮

食、饮水及精神状态，并进行称重。计算并比较处理间增重和器官指数。器官指数=（器官重量／小鼠

体重）× 100。
1.2.2 时间梯度试验 30只小鼠随机分为6组，每组5只，分笼饲养，适应性饲养7 d后进行试验。按20
μg·kg-1 AFB1（按体重计）的注射剂量每日对小鼠进行腹腔注射，试验分别持续0，7，14，21，28，35
d[17, 26-30]。试验过程中每天观察小鼠的饮食、饮水及精神状态，并进行称重。计算并比较处理间增重和

器官指数。器官指数=（器官重量／小鼠体重）× 100。
1.2.3 H&E染色 试验结束后，收集各组小鼠部分脾脏和胸腺，将新鲜的组织进行生理盐水冲洗后，

放入4%的多聚甲醛固定液中，然后进行酒精梯度脱水、二甲苯呈透明和石蜡包埋，待石蜡组织块冷却

后将其切成厚度约5 μm的薄片，然后根据操作流程进行H&E染色和封片。

1.2.4 TNF-α和IL-10含量的测定 试验结束后对小鼠进行眼球动脉采血，以3 000 r·min-1离心10
min分离血清，然后按照ELISA试剂盒步骤测定TNF-α和IL-10的含量。

1.3 数据统计与分析方法

使用GraphPad Prism（v8.0）软件进行数据统计分析，结果以平均值±标准差（Mean ± SD）表示。*, p
<0.05表示差异显著；**, p<0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 不同剂量AFB1暴露对小鼠体重增长和剖检变化的影响

为了评估不同剂量AFB1暴露对小鼠生长性能和剖检变化的影响，连续 14 d给小鼠灌服 0，10，
20，40，80，160 μg·kg-1 AFB1。结果显示，与对照组相比，除 20 μg·kg-1 AFB1暴露组以外，10，40，80，
160 μg·kg-1 AFB1组小鼠增重都极显著降低（图 1A），说明AFB1暴露可能降低小鼠的增重率。其中

20 μg·kg-1 AFB1暴露组小鼠体重增长较快，可能是因为此剂量处理小鼠使其体内炎症加剧致使体重

升高。

剖检结果显示，与对照组相比，小鼠的脾脏在10~80 μg·kg-1 AFB1暴露下表现肿胀、出血和炎性浸

润，而在160 μg·kg-1 AFB1暴露下则表现为萎缩和体积减小（图1B）；胸腺也表现相似的结果（图1C）。
2.2 不同剂量AFB1暴露对小鼠的免疫功能和炎症状态的影响

为进一步探讨不同剂量AFB1暴露对小鼠免疫应答和炎症状态的影响，试验结束后，收集小鼠的

脾脏和胸腺，进行称重并计算器官指数。与对照组相比，暴露于 20 μg·kg-1 AFB1的脾脏指数显著降

低，而其余各组脾脏指数各组间差异均不显著（图 2A），这可能与此组小鼠体重增长过快有关。与此

类似，10~80 μg·kg-1 AFB1暴露组小鼠胸腺指数差异不显著，160 μg·kg-1暴露组小鼠胸腺指数显著低

于对照组（图2B），说明高浓度AFB1暴露可能导致胸腺发生免疫抑制。

血清促炎性和抑炎性细胞因子检测结果显示，与对照组相比小鼠血清TNF-α呈现较低浓度AFB1
（10~40 μg·kg-1）暴露下显著升高，而较高浓度AFB1（80，160 μg·kg-1）暴露下降低的趋势（图 2C）；相

反，IL-10在较高浓度 AFB1（80，160 μg·kg-1）作用下表现显著升高（图 2D）。这些结果说明低浓度

AFB1暴露可能诱发炎症，而高浓度AFB1暴露可能导致免疫抑制。

H&E染色结果显示，对照组（0 μg·kg-1）小鼠脾脏淋巴细胞排列整齐，红白髓界限清晰，而20 μg·kg-1
和40 μg·kg-1 AFB1暴露组小鼠出现脾脏淤血（黄色箭头），红白髓界限不清（绿色圆圈），白髓逐渐减少

的现象，相反 80 μg·kg-1和 160 μg·kg-1 AFB1暴露组小鼠白髓再次出现，但是白髓排列松散，淋巴细胞
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减少（图 2E）。另外，对照组（0 μg·kg-1）小鼠胸腺皮质区的网状细胞形态清晰，周围少见有细胞核碎

块，而AFB1（80，160 μg·kg-1）处理组小鼠胸腺有不同程度淤血（红色箭头），细胞核碎块增多（蓝色圆

圈），网状细胞核形态不清现象（图 2F）。可见，低剂量的AFB1暴露可能会诱发炎症反应和免疫器官

损伤，而高剂量的AFB1暴露会导致免疫抑制

2.3 AFB1暴露不同时间对小鼠体重增长和剖检变化的影响

为了探讨AFB1暴露不同时间对小鼠生长性能和剖检变化的影响，选择 20 μg·kg-1 AFB1连续注

射 0~35 d。由图 3A可知，随着时间的增加小鼠的体重也增加。但是，根据体重增长速率（增长率的斜

率K）可以看出，注射AFB1 35 d内小鼠的体重虽然一直在增长，但是每 7 d的增长速率有所不同，呈下

降趋势（图3B）。

剖检结果显示，与对照组相比小鼠的脾脏和胸腺在 7~21 d内表现出肿胀，14 d和 21 d最为严重，

而28~35 d则表现萎缩（图3C和图3D）。

2.4 AFB1暴露不同时间对小鼠的免疫功能和炎症状态的影响

为进一步探讨AFB1暴露不同时间对小鼠免疫应答和炎症状态的影响，首先测算免疫器官指数。

结果显示，与对照组相比，7 d的脾脏指数显著降低，而14，21，28，35 d的脾脏指数极显著下降（图4A）；

与对照组相比，14，21，28，35 d的胸腺指数也极显著降低（图4B），说明随着AFB1暴露时间延长免疫器

官受到抑制。

血清促炎性和抑炎性细胞因子检测结果显示，血清TNF-α呈现先升高（7~21 d）而后降低（28~35 d）
的趋势（图 4C）；相反，IL-10在 21 d呈现显著升高趋势（图 4D）；这说明随着AFB1暴露时间延长，小鼠

体内先产生炎症，然后转向免疫抑制，并且较低剂量AFB1（20 μg·kg-1）暴露也会因为时间累积导致炎

症加剧最终产生免疫抑制。

A.体重增长率；B.脾脏的剖检变化；C.胸腺的剖检变化。**.p<0.01表示差异极显著；ns.p>0.05，表示差异不显著
A. Weight gain; B.Autopsy changes in the spleen; C.Autopsy changes in the thymus.**.p<0.01 was considered extremely significant; ns.p>0.05, not significant

图1 不同剂量AFB1暴露对小鼠体重增长和剖检变化的影响

Figure 1 Effects of different doses of AFB1 exposures on weight gain and autopsy pictures of mice
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A.脾脏指数；B.胸腺指数；C.TNF-α血清含量；D.IL-10血清含量；E.脾脏H&E染色图片；F.胸腺H&E染色图片，在 200×放大倍率下获得每组小鼠的代表
性图像。*. p<0.05表示差异显著；**.p<0.01表示差异极显著。图中黄色箭头代表脾脏淤血，绿色圆圈代表红白髓界限不清，红色箭头代表胸腺出血，蓝

色圆圈代表细胞核碎片增多
A.Spleen index; B.Thymus index; C.TNF-α serum contents; D.IL-10 serum contents; E.H&E-stained images of the spleens; F.H&E-stained images of the thymus,
representative images from mice in each group were obtained at 200× magnification. *.p<0.05 was considered significant; **.p<0.01 was considered extremely sig⁃

nificant
图2 不同剂量AFB1暴露对小鼠的免疫功能和炎症状态的影响

Figure 2 Effects of different doses of AFB1 exposures on immune function and inflammatory status of mice
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H&E染色结果显示，0 d的脾脏组织可以清楚地看见红髓和白髓结构，14，21，28，35 d组小鼠脾脏

结构界限不清楚（绿色圆圈），在 21 d中可以看见有少量红细胞浸润（图 4E；黄色箭头），这说明AFB1
作用时间越长，髓质组织细胞间距越大；与此类似，对照组胸腺组织结构紧密，14~35 d组胸腺组织结

构疏松，部分区域着色浅，皮髓质界限不清（蓝色圆圈）。21 d组中胸腺组织被破坏，结构缝隙中有少

量红细胞浸润（红色箭头），出现淤血现象（图4F）。

3 讨论与结论

3.1 不同时间和剂量AFB1暴露对小鼠体重增长的影响

AFB1通常存在于发霉的食品及饲料中，对机体各器官危害很大[31]。据报道，畜禽长期暴露在

AFB1的环境下会导致畜禽的采食量下降，体重减轻[32]。本试验结果显示，AFB1处理组小鼠增重极显

著降低（除 20 μg·kg-1 AFB1），说明AFB1暴露对小鼠的体重增长具有一定抑制作用。研究还发现，小

鼠灌服AFB1可导致体重下降，肝脏肿大，影响小鼠生长发育[33]；另有试验证据表明，给育肥猪饲喂高

剂量（100 μg·kg-1）的AFB1可使猪的日增重和平均采食量明显降低，损害肝脏功能[34]。这些研究表

明，AFB1暴露不仅可以抑制生长，损害器官，可能还会引发器官炎症、肿大进而影响增重。在本试验

中，20 μg·kg-1 AFB1暴露组小鼠体重增长较快，可能是因为此剂量处理小鼠使其体内炎症加剧致使体

重升高，与前人的研究结果相一致。

3.2 不同时间和剂量AFB1暴露对小鼠免疫功能的影响

脾脏和胸腺是机体重要的免疫器官，一般来说，免疫器官指数和组织学检测共同反映机体免疫器

官的功能和结构变化。于正强等研究发现，喂食艾维茵健康公雏含 0.15~0.60 mg·kg-1 AFB1的基础日

粮，其中 0.30 mg·kg-1，0.60 mg·kg-1 AFB1暴露导致雏鸡胸腺和脾脏脏器指数显著降低，这表明AFB1
一定程度上抑制了雏鸡免疫器官的生长发育[35]；本试验结果与此相一致，表现为长时间（35 d）和高剂

量（160 μg·kg-1体重）注射AFB1使小鼠脾脏指数和胸腺指数显著降低，说明长时间和高剂量AFB1暴
露对免疫器官的发育有明显的抑制作用。

A.体重增长；B.增长速率；C.脾脏的剖检变化；D.胸腺的剖检变化
A.Weight gain; B.Weight gain rate; C.Autopsy changes in the spleens; D.Autopsy changes in the thymus

图3 AFB1暴露不同时间对小鼠体重增长和剖检变化的影响

Figure 3 Effects of different time points of AFB1 exposures on weight gain and autopsy pictures of mice
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A.脾脏指数；B.胸腺指数；C.TNF-α血清含量；D.IL-10血清含量；E.脾脏H&E染色图片；F.胸腺H&E染色图片，在 200×放大倍率下获得每组小鼠的代表
性图像。*.p< 0.05表示差异显著；**.p<0.01表示差异极显著。图中黄色箭头代表红细胞浸润，绿色圆圈代表脾脏红白髓界限不清，红色箭头代表胸腺出

血，蓝色圆圈代表结构疏松及皮髓质界限不清
A.Spleen index; B.Thymus index; C.TNF-α serum contents; D.IL-10 serum contents; E.H&E-stained images of the spleens; F.H&E-stained images of the thymus, rep⁃
resentative images frommice in each group were obtained at 200×magnification. *.p<0.05 was considered significant; **.p<0.01 was considered extremely significant

图4 AFB1暴露不同时间对小鼠的免疫功能和炎症状态的影响

Figure 4 Effects of different time points of AFB1 exposures on immune function and inflammatory status of mice
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所。从H&E染色的结果来看，长时间和高剂量AFB1暴露导致脾脏和胸腺的基本结构遭到破坏，脾脏

和胸腺有不同程度淤血、细胞核碎块增多、染色变浅，结构疏松和萎缩等现象，说明AFB1会导致小鼠

免疫器官受损。以往一项研究表明AFB1随着作用浓度增加，会导致肉鸡脾脏中淋巴细胞的凋亡，大

量淋巴细胞崩解，细胞核碎片增加[36]；另外，也有研究表明，AFB1在长时间作用下导致雏鸡胸腺皮质

区内网状细胞形态较模糊,细胞核碎片明显增多[37]。本试验结果与前人的研究结果相符合，表明低剂

量的AFB1会促进炎症反应和免疫器官损伤，而高剂量的AFB1暴露可能会产生免疫抑制。

3.3 不同时间和剂量AFB1暴露对小鼠炎症状态的影响

霉菌毒素暴露后机体的免疫状态与细胞因子水平是密切相关的，许多炎性细胞因子共同作用会

导致产生炎症或者免疫抑制。研究表明，低剂量AFB1（0.01，0.1 ng·mL-1）暴露可降低 IL-10表达水

平[38]；另一项研究表明，短时间暴露于OTA会促进巨噬细胞分泌促炎性细胞因子（如 IL-6），促使机体

产生炎症，相反，长时间暴露于OTA会促进巨噬细胞分泌抑炎性细胞因子（如 IL-10），导致免疫抑

制[22]。本试验结果显示，在AFB1暴露不同时间后，血清 TNF-α呈现短时间（14~21 d）AFB1暴露后升

高而后降低的趋势，而 IL-10在AFB1暴露 21 d后也显著升高趋势。在不同剂量的AFB1分别作用下，

血清 TNF-α呈现低剂量AFB1（10~40 μg·kg-1）暴露后升高而高剂量AFB1（80，160 μg·kg-1）暴露后降

低的趋势，而 IL-10在高剂量AFB1（80，160 μg·kg-1）作用下表现显著升高趋势。这与前人研究结果一

致，进一步证实了AFB1具有双向免疫毒性作用，即低剂量或短时间AFB1暴露可刺激免疫、诱发炎症，

而高剂量或长时间AFB1暴露导致免疫抑制。

总之，本研究证实AFB1具有双向免疫毒性作用，即低剂量或短时间AFB1暴露可刺激免疫、诱发

炎症，而高剂量或长时间AFB1暴露会导致免疫抑制。
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