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摘要: 微囊藻毒素-LR(MCLR)是一类对动物和人类健康影响很大的蓝藻毒素。已有调查认为 MCLR 能导致

某些胃肠道疾病, 相关实验室资料也证实 MCLR 能在肠道积累并引起肠道损伤。研究对小鼠连续腹腔染毒

MCLR 28d, 观察肠道病理水平及超微结构的变化, 并测定肠黏膜刷状缘膜酶活性。结果显示, 小肠绒毛受损

较严重, 绒毛数量减少、部分脱落至肠腔, 固有层及黏膜下层水肿、充血; 电镜观察发现肠细胞细胞质电子

密度降低, 伴有线粒体肿胀、细胞核变形现象; 肠黏膜二糖酶(蔗糖酶、麦芽糖酶、乳糖酶)、碱性磷酸酶及

γ-谷氨酰转移酶活性均呈下降趋势。在亚慢性 MCLR染毒条件下, 肠道的消化功能可能受到抑制, 进而导致

机体对营养物质吸收不良。研究对理解蓝藻毒素引起的胃肠道不适(如恶心、呕吐、腹痛、腹泻)提供了新的

证据。 
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微囊藻毒素(Microcystins, 简称 MC)是一类具
有生物活性的单环七肽[1], 具有强烈的肝毒性[2, 3]。

迄今为止, 已经发现了 90 多种 MC 的同系物[4], 其
中 MCLR、MCRR和 MCYR是最常见、分布最多的
种类, L、R和 Y分别代表亮氨酸、精氨酸和酪氨酸。
MCLR 因其急性毒性最强受到广泛关注。目前认为
MCLR 最重要的致毒机制是其蛋白磷酸酶抑制作
用。MCLR 抑制丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶 1 和 2A, 
破坏蛋白磷酸化/去磷酸化动态平衡[5], 导致蛋白质
过度磷酸化, 干扰多种细胞进程并影响细胞骨架结
构[6, 7]。此外, 氧化应激被认为是 MCLR毒性作用的
另一个重要机制, 由此产生的损伤包括造成机体活
性氧增加, 改变细胞抗氧化酶活性, 破坏氧化还原
系统平衡, 导致脂质过氧化、细胞膜结构和功能受
到损伤[8, 9]。 

近年来, 因误食铜绿微囊藻或摄入 MCLR 引起
胃肠道功能紊乱的事件时有发生[10]。Ito, et al. [11]发

现, 口服给药 MCLR 主要通过小肠吸收, 绒毛上皮
及固有层显示强烈的 MCLR 阳性染色, 绒毛顶端严

重侵蚀。许多关于鱼类经口染毒 MC 的报道均表明
此类毒素具有肠毒性[12—14], 表现为肠细胞空泡化、
肠黏膜损伤及炎性症状等。对小鼠采用气管内染毒[15]

或利用肠细胞系[16]进行体外毒性试验, 也证实 MC
能在肠道积累或对肠细胞产生毒性效应。无论利用

何种试验模型(动物或细胞)采用何种染毒方式(经口
或吸入), MCLR都能在肠道积累并对其结构产生一
定的损伤, 因而肠道正常功能可能也受其影响。肠
道损伤可能导致肠黏膜对营养物质消化、吸收受阻, 
或造成肠黏膜细菌移位和炎性反应。这些可能是微

囊藻毒素污染的水源或水产品引起腹痛、腹泻及胃

肠炎相关疾病的原因之一。 
小肠是食物消化吸收最主要的部位, 肠黏膜绒

毛上皮细胞刷状缘的消化酶在最终消化阶段处于关

键地位, 其活性与肠黏膜结构完整性密切相关, 是
监测小肠功能受损最敏感的指标。本研究选择与糖

类和蛋白质消化相关的二糖酶及碱性磷酸酶、γ-谷
氨酰转移酶作为肠黏膜刷状缘消化酶的代表。二糖

酶将食物或淀粉消化物中的双糖水解为相应的单糖



534 水 生 生 物 学 报 38卷 

 

(葡萄糖、半乳糖和果糖), 以供机体吸收和利用。哺
乳动物中蔗糖酶、麦芽糖酶和乳糖酶最重要, 因而
在本研究中选择检测这三种二糖酶的活性。碱性磷酸

酶与脂肪、糖类和蛋白质的吸收与运输密切相关[17, 18], 
同时也是生物体内重要的解毒及防御系统[19, 20]。γ-
谷氨酰转移酶参与 γ-谷氨酰基循环及谷胱甘肽代谢, 
与氨基酸吸收和二肽转运有关, 该酶的活性影响机
体摄取氨基酸的数量。 

已有报道指出, MC 染毒能引起胃肠道功能紊
乱或不适, 但并未涉及相关病因[10]。结合 MC 对肠
黏膜显微及超微结构损伤的研究, 作者推测 MC 损
伤肠道正常结构的同时可能同样影响肠道的正常功

能。我们选择 MCLR 腹腔注射 Balb/c 小鼠 28d, 以
空肠为代表, 观察肠道显微及超微结构变化, 测定
黏膜消化酶活性, 以期为 MCLR 致肠道疾病提供部
分依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
MCLR为本实验室纯化, 纯度经HPLC检测>95%。

清洁级 Balb/c小鼠 6—8周, 体重约为 20 g/只, 由武
汉大学动物实验中心提供。RM2145 半自动切片机
为德国 Leica 公司产品。BX-50 光学显微镜为日本
奥林巴斯公司产品。Tecnai G2 20透射电子显微镜为
FEI 公司产品。全波长酶标仪为 Thermo Scientific
公司产品。二糖酶、碱性磷酸酶和 γ-谷氨酰转移酶
测定试剂盒均为南京建成生物工程研究所产品。 
1.2  剂量设置和动物处理 

MCLR 浓度分别为 5 和 20 μg/kg, 注射量为  
0.2 mL/只, 对照组注射等体积生理盐水。每组平行
处理 6只小鼠, 连续 28d腹腔注射。 
1.3  取样 

按照上述剂量注射小鼠, 于 29d 颈椎脱臼法处
死。迅速分离小肠, 选取空肠部位, 分别切取 1 cm
肠段放入波恩氏液和 2.5%戊二醛溶液固定。同时取
10 cm左右肠段, 沿肠系膜纵向剖开, 用 4℃生理盐
水将内含物洗尽, 滤纸吸干水分, 再用盖玻片轻轻
刮取肠黏膜, 分装在 1.5 mL离心管中, 立即放入液
氮速冻, 随后转入–80℃超低温冰箱冻存。 
1.4  光镜样品制备及观察 

小肠组织常规梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 石
蜡包埋, 连续切片, 厚度为 4 μm, HE染色, 脱水封
片。光学显微镜下进行观察和拍照。 

1.5  电镜样品制备及观察 
取小肠组织修切至 1 mm3, 1%锇酸固定, 梯度

乙醇脱水, Epon812环氧树脂浸透、包埋, LKB-V超
薄切片机切片, 经饱和醋酸铅双氧铀和柠檬酸铅双
染色, 最后在透射电镜下进行细胞超微结构的观察
与拍照。 
1.6  空肠黏膜消化酶活性测定 

肠黏膜刮取物按 1︰10(w/v)在冰冷的生理盐水
中匀浆, 4℃, 5000 g/min离心 15min, 取上清进行酶
活测定。二糖酶(蔗糖酶、乳糖酶和麦芽糖酶)、碱
性磷酸酶和 γ-谷氨酰转移酶活性分别按照南京建成
生物工程研究所试剂盒说明书测定。 
1.7  统计分析 

采用 SPSS 16.0 统计软件进行单因素方差分析
(one-way ANOVA), LSD多重比较, P<0.05认为有显
著性差异, P<0.01认为具有极显著差异。 

2  结果 

2.1  小鼠体重 
在 4 周试验过程中各组小鼠均未出现死亡现

象。对照组及低剂量组小鼠体重稳定增长, 饮食饮
水量及活动性无明显差异; 高剂量小鼠体重呈持续
下降趋势, 在第 2周至第 3周出现饮食量骤增, 明显
高于其他两组, 且小鼠表现亢奋状态, 之后饮食量
有所下降, 但仍高于对照及低剂量组(Fan, et al. 未
发表数据)。 
2.2  病理学变化 

大体病理学    对照组及低剂量组小鼠各器官
表现正常, 高剂量小鼠器官普遍出现萎缩现象, 明
显小于前两组。小肠变细, 个别肠道外观发黑, 疑似
肠内出血(图 1)。 

光镜观察    对照组空肠结构完好, 小肠绒毛
连贯完整、排列整齐, 绒毛表面覆盖柱状细胞, 数量 

 

图 1  对照组及高剂量组小鼠空肠黏膜照片(a示对照组, b示 20 
μg/kg bw MC-LR组) 
Fig. 1  Pictures of jejunal mucosa in control and high dosage 
group mice (a. control; b. 20 μg/kg bw MC-LR) 
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众多, 与杯细胞相间排列, 各细胞大小均匀一致(图
2a); 黏膜固有层结构完整, 无炎性症状(图 2b)。低
剂量组空肠结构与对照组无差异(图 2c、图 2d)。高
剂量组空肠结构变化较明显, 与对照组及低剂量组
相比, 绒毛稀少(图 2e); 固有层及黏膜下层水肿、充
血, 胞质普遍嗜酸性(图 2f)。 

超微结构变化    在透射电镜下, 对照组空肠
上皮细胞微绒毛丰富, 细胞连接正常(图 3a), 细胞

核形态完整, 细胞质内含有丰富的线粒体(图 3b)。
与光镜结果类似, 低剂量组与对照组相比无明显变
化(图 3c、图 3d)。高剂量组肠上皮细胞受损严重, 细
胞质电子密度降低, 出现空泡化区域, 线粒体肿胀、
基质丢失(图 3e); 细胞核变形、核膜破裂(图 3f)。 

2.3  空肠消化酶活性 
空肠黏膜二糖酶活性、碱性磷酸酶活性和 γ-谷

氨酰转移酶活性见表 1。 

 

图 2  不同剂量 MC-LR腹腔注射染毒 28d小鼠空肠 HE染色切片 
Fig. 2  H&E stained sections of jejuna from mice injected i.p. with different dose of MC-LR after 28d 

a, b. 0 μg/kg bw; c, d. 5 μg/kg bw; e, f. 20 μg/kg bw 放大倍数: a, c, e, 300×; b, d, f, 1500×; ept: 上皮细胞 LP: 固有层 SubM: 黏膜下层 a, 
c. 对照组及低剂量组绒毛众多, 密集排列; b, d. 固有层结构完整, 无水肿现象; e. 高剂量组绒毛数量锐减, 固有层及黏膜下层可见充
血区域(黑色圆圈); f. 固有层水肿, 内部大片胞质嗜酸性(黑色圆圈), 可见炎性细胞浸润 
a, b. 0 μg/kg bw; c, d. 5 μg/kg bw; e, f. 20 μg/kg bw magnification: a, c, e, 300×; b, d, f, 1500×; ept: epithelium LP: lamina propria SubM: 
submucosa a, c. numerous and densely arranged villi in control and low dose group mice; b, d. structural integrated lamina propria with no 
edema; e. fewer villi in high dose group mice, hyperemia area in lamina propria and submucosa (black circle); f. edematous lamina propria 
and eosinophilic cytoplasm (black circle) with inflammatory cells infiltration 

 
表 1  MC-LR 对小鼠空肠黏膜消化酶活性的影响 

Tab. 1  Effects of MC-LR on jejunal mucosal digestive enzyme activity of male Balb/c mice after 28 d intraperitoneal injection 

项目 Item CONTR LOW HIGH 

蔗糖酶 Sucrase (U/mg prot) 106.56±5.89 108.2±9.01 90.15±5.45** 

麦芽糖酶 Maltase (U/mg prot) 338.81±26.03 344.03±24.02 251.65±24.05** 

乳糖酶 Lactase (U/mg prot) 38.29±3.49 38.3±2.09 29.53±1.04** 

碱性磷酸酶 ALP (U/g prot) 314.33±11.66 332.4±12.25* 238.13±11.73** 

γ-谷氨酰转移酶 γ-GT (U/g prot) 27.76±1.22 26.42±1.52 20.29±1.18** 

注: CONTR. 生理盐水组; LOW. 5 μg/kg MC-LR组; HIGH. 20 μg/kg MC-LR组; 数据表示为平均值±标准偏差(n=6), *和**分别代
表 P<0.05和 P<0.01 

Note: CONTR. mice injected with sterile saline; LOW. mice injected with 5 μg MC-LR eq/kg bw; HIGH. mice injected with 20 μg 
MC-LR eq/kg bw. Data are expressed as mean±SD (n=6). * and ** represent P<0.05 and P<0.01, respectively 
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图 3  不同剂量 MC-LR腹腔注射染毒 28d小鼠空肠超微结构(a, b. 0 μg/kg bw; c, d. 5 μg/kg bw; e, f. 20 μg/kg bw 放大倍数: 2500×) 
Fig. 3  Ultrastructure of jejuna from mice injected i.p. with different dose of MC-LR after 28d (a, b. 0 μg/kg bw; c, d. 5 μg/kg bw; e, f.    
20 μg/kg bw magnification: 2500×)  
a, c. 对照组及低剂量组线粒体丰富且完好, 细胞紧密连接; b, d. 细胞核结构完整, 周围有大量线粒体; e. 高剂量组细胞质电子密度降
低, 明显的空泡化及线粒体肿胀; f. 核膜破裂、核变形, 周围的细胞质空泡化、线粒体肿胀 
a, c. abundant and intact mitochondria in control and low dose group mice; b, d. nuclei in good appearance with plentiful mitochondria around; 
e. decreased density of cytoplasm in high dose group mice, obvious vacuolization and swollen mitochondria; f. rupture of nuclear membrane 
and deformation of nuclear with vacuolated cytoplasm and swollen mitochondria around 

 
与对照组相比, 低剂量组二糖酶活性均无明显

变化; 相反, 高剂量组蔗糖酶、麦芽糖酶、乳糖酶活
性分别下降 15.40%、25.73%和 22.88%(P<0.01)(图 4)。 

 

图 4  MC-LR对小鼠空肠黏膜二糖酶活性的影响 
Fig. 4  Effect of MC-LR on jejunal mucosal disaccharidases ac-
tivities of mice after 28 d i.p. 
数据表示为平均值±标准偏差(n=6), 极显著水平为**P<0.01 

Data are expressed as mean±SD (n=6). ** indicates significant 
change at P<0.01 in comparison to control group values 

与对照组相比 , ALP 活性在低剂量组升高
5.75%(P<0.05), 高剂量组则降低 24.24%(P<0.01)(图
5)。γ-GT 活性在对照组和低剂量组中无明显差异; 
高剂量组活性降低 26.91%(P<0.01)(图 5)。 

3  讨论 

目前, 水体富营养化已成为全球范围内严重的
水环境问题。水华不仅影响水体环境, 而且使水质
严重恶化, 对家畜和人类健康造成威胁[21—25]。蓝藻

毒素能引起一系列胃肠道疾病, 包括腹泻、呕吐、恶
心和肠胃炎[10, 26]。已有报道证实 MC 对鱼类[12—14, 27]

及啮齿类[11, 15, 28, 29]均有肠毒性, 本研究利用 MCLR
连续腹腔注射 Balb/c 小鼠 28d, 观察肠道结构和功能
的变化, 以期为蓝藻毒素致肠道损伤提供新的证据。 

本研究中, 组织病理学检测结果和超微结构观
察结果均证实 MCLR暴露会引起肠道病理损伤。在
本实验中发现了严重的肠道退行性变化, 高剂量组 
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图 5  MC-LR 对小鼠空肠黏膜碱性磷酸酶和 γ-谷氨酰转移酶活
性的影响 
Fig. 5  Effects of MC-LR on jejunal mucosal ALP and γ-GT ac-
tivities of mice after 28 d i.p. 
数据表示为平均值±标准偏差(n=6), 显著水平为*P<0.05, 极显
著水平为**P<0.01 
Data are expressed as mean±SD (n=6). * indicates significant dif-
ference at P＜0.05 and ** indicates significant change at P<0.01 in 
comparison to control group values 

 
小肠绒毛数量锐减, 剥落至肠腔; 固有层及黏膜下
层水肿、充血。电镜结果显示细胞质电子密度降低, 
空泡化严重, 线粒体肿胀、基质丢失, 核膜破裂、核
变形。连续 28d 腹腔注射 MCLR, 毒素通过肠肝循
环和有机阴离子转运多肽进入小肠, 并在固有层内
积累, 导致肠道不可逆损伤。 

二糖酶的活性依赖绒毛结构的完整性。酶活性

结果显示, 低剂量组与生理盐水组相比无变化, 高
剂量组酶活显著降低, 表明 MCLR 使肠黏膜结构受
损, 同时降低关键酶活性, 影响糖类物质的消化。二
糖酶活性受到抑制, 肠道对单糖的吸收、转化和利
用降低, 可能导致血糖下降。Fan, et al. 检测本次实
验中小鼠的血糖 , 得出“高剂量组血糖含量显著低
于对照组和低剂量组”(Fan, et al. 未发表数据), 证
实了这个推测。在亚慢性染毒试验过程中, 多次反
复注射使得毒素在各器官内大量积累, 以致超过机
体所能承受的范围, 大量细胞凋亡、坏死, 造成器官
普遍萎缩和退行性变化。小肠作为受影响器官之一, 
其黏膜二糖酶活性明显降低, 大量寡糖无法水解为
可吸收的葡萄糖、果糖和半乳糖形式, 机体对单糖
的吸收受到抑制, 使得细胞可利用糖源减少、机体
供能不足, 动物表现消瘦。 

除了二糖酶, 小肠黏膜上皮细胞刷状缘上还存
在碱性磷酸酶和 γ-谷氨酰转移酶[30]。本研究表明亚

慢性 MCLR 染毒, 碱性磷酸酶活性在低剂量组中显

著升高, 在高剂量组中极显著降低。由于受到低剂
量毒素刺激, 机体可能产生了某种机制以适应染毒
状态下对酶活性增加的需求, 加快相应酶促反应及
生理生化进程, 降低毒素毒性或促进毒素排出。此
外 , 碱性磷酸酶活性的升高可能是酶蛋白本身在
mRNA 表达水平升高或酶蛋白的合成增加, 亦或是
两方面因素的共同作用造成的, 这在回肠/结肠炎大
鼠模型[31]及体外肠细胞系[32]已被证实。低剂量毒素

一方面刺激机体已有的碱性磷酸酶活性升高, 另一
方面可能促进肠黏膜表达更多的碱性磷酸酶, 两者
结合以促进机体对毒素的降解或排除。而在高剂量

组中, 肠黏膜结构受损程度超过机体所能承受范围, 
机体无法采取足够的应对措施以保证其正常活性 , 
碱性磷酸酶受到抑制活性显著下降, 这种情况常常
出现在较严重的病理状态下[33, 34]。在我们的试验中, 
碱性磷酸酶活性的变化类似于毒物兴奋效应, 即高
剂量致毒因素对生物体有害, 而低剂量致毒因素对
生物体有益[35]。当暴露于低剂量 MCLR时, 诱导机
体适应性反应以产生一系列生理补偿效应, 例如增
加碱性磷酸酶活性加快解毒途径; 而高剂量毒素处
理对机体造成严重损伤, 机体无法有效清除毒性效
应, 防御系统受到抑制。 

在本研究中, 检测 MCLR染毒后 γ-谷氨酰转移
酶活性是否发生变化, 可间接考察机体对蛋白质和
氨基酸的吸收是否受到影响。结果表明, 连续腹腔
注射 MCLR 28d, 低剂量组 γ-GT活性与对照组相比
无明显变化, 而高剂量组此酶活性显著降低。高剂
量组小鼠肠道 γ-谷氨酰转移酶受到抑制, 与之相关
的谷胱甘肽代谢及氨基酸吸收均可能受到影响。谷

胱甘肽是机体重要的抗氧化物质, 在 MCLR 染毒产
生过量活性氧的解毒过程中发挥重要作用。高剂量

小鼠肠黏膜 γ-GT 活性降低, 谷胱甘肽合成受到影响, 
扩大了 MCLR染毒对肠黏膜造成的氧化损伤。另一
方面, γ-谷氨酰转移酶活性降低可能导致肠道对氨
基酸的吸收受阻, 机体无法获得足够的蛋白质。在
最近的一项研究中, He, et al. [36]发现 MCLR能显著
抑制营养物质的吸收, 尤其是氨基酸和脂类物质的
吸收。MCLR 通过抑制 γ-GT 活性导致某些氨基酸
吸收受阻, 造成腹泻或营养不良。 

4  结语 

通过对 Balb/c 小鼠连续腹腔注射染毒 MCLR 
28d 发现, 肠黏膜消化酶活性受到明显抑制, 显微
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镜检及超微结构均表明肠道出现损伤, 说明 MCLR
对肠道产生了一定的毒性效应。MCLR 破坏肠道的
正常结构和功能可能导致机体对营养物质的利用率

降低, 造成高剂量组动物体重明显下降、普遍消瘦。
日常生活中 MC 污染主要通过饮水、消费相关水产
品或食用蓝藻保健品进入人体, 这种途径下小肠是
吸收MC的主要器官, MC暴露必然影响肠道对营养
物质的摄入或干扰肠黏膜免疫系统, 其对肠道的毒
性效应值得进一步研究。 
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EFFECTS OF MICROCYSTIN-LR ON THE DIGESTIVE ENZYME  
ACTIVITY OF INTESTINAL TRACT IN BALC/C MICE 

LIU Lu-Yi1 and XIE Ping2 
(1. College of Fishery, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430074, China; 2. Institute of Hydrobiology,  

Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 

Abstract: Microcystin-LR has been known to harm the health in both humans and animals. Recently there has been an 
increase in reports about gastrointestinal ailments resulting from the ingestion of MCLR. Some data also indicated that 
MCLR could accumulate in the intestinal tract and cause injuries. In this study, we intraperitoneally injected mice with 
MCLR for 28 days, and observed the pathophysiological and ultrastructural changes. We also examined the activities of 
intestinal mucosal brush border membrane enzymes. Severe injuries were found in villi, such as a decrease in villi 
number and the exfoliation of villi into gut cavity. The cells of lamina propria and submucosa showed swell and hy-
peremia. In the ultrathin sections, loss of density in the cytoplasm associated with swollen mitochondria as well as nu-
clei deformation was observed. The activities of intestinal disaccharidase (sucrase, maltase, lactase), alkaline phos-
phatase, and γ-glutamyl transferase decreased after the MCLR exposure. Based on these results, we reasoned that the 
digestion capacity of small intestine might be inhibited after subchronic exposure of MCLR, which led to malabsorption. 
Our study suggested new cellular mechanisms that explain gastrointestinal sickness, such as nausea, vomiting and diar-
rhea, induced by cyanobacterial toxins. 
 
Key words: Microcystin; Intestinal tract; Enzyme activity; Ultrastructure 


