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黄曲霉毒素 B1对卵白蛋白激发人外周血嗜碱性 

白血病细胞(KU812)脱颗粒的影响 
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摘  要: 目的  研究黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)暴露对鸡蛋过敏原卵白蛋白(ovalbumin, OVA)激发人外

周血嗜碱性白血病细胞(KU812)脱颗粒的影响, 以阐明 AFB1 暴露与食物过敏的相关性。方法  构建 AFB1

暴露下 OVA 激发 KU812 细胞脱颗粒模型, 采用酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)

检测 AFB1 对其生物活性介质 β-氨基己糖苷酶(β-hexosaminidase, β-HEX)和组胺, 以及细胞因子白细胞介素-4 

(interleukin-4, IL-4)、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)释放量的影响; 然

后采用实时定量荧光聚合酶链反应法分析对 IL-4 和 IL-6 的 mRNA 表达水平的影响。结果  OVA 刺激 KU812

细胞后会使其释放更多生物活性介质, 包括 β-HEX、组胺及细胞因子(IL-4、IL-6、IL-1β); 当有 AFB1 同时暴

露, 则会不同程度地加重这些生物活性介质的释放量。其中, AFB1 对 β-HEX 和组胺的释放量影响较小; 但能

够显著提高细胞因子 IL-4、IL-6 以及 IL-1β 的分泌量(P<0.01), 尤其是对 IL-1β 的影响更显著, 相较于对照组

其分泌量提高 84%。同时 IL-4 和 IL-6 的 mRNA 基因的表达水平也被提高。结论  OVA 激发 KU812 会导致

其脱颗粒并释放与食物过敏相关的一些活性介质和细胞因子。而 AFB1 质量浓度为 10000 ng/mL 的同时暴露, 

会提高这些相关活性介质和细胞因子的释放量, 从而加重 OVA 所引发的食物过敏反应。 
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of aflatoxin B1 (AFB1) exposure on the degranulation of human 

peripheral blood basophilic leukemia cells (KU812) sensitized by ovalbumin (OVA), and clarify the correlation 

between AFB1 exposure and food allergy. Methods  The degranulation model of KU812 cells being sensitized by OVA 
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meanwhile exposed to AFB1 was firstly established. The effects of AFB1 on the release of some bioactive media and 

cytokines were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), including β-hexosaminidase (β-HEX), 

histamine, interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1β (IL-1β), then real-time quantitative fluorescent 

polymerase chain reaction method was used to analyze the effects on the expression level of mRNA from IL-4 and IL-6, 

respectively. Results  OVA could sensitize KU812 cells to release β-HEX, histamine, and cytokines (IL-4, IL-6, IL-1β); 

in the meanwhile exposure to AFB1 these effects would be variously worsened. Among them, compared with the OVA 

group, the effect of AFB1 on release of β-HEX or histamine was relatively less, but the secretion of cytokines IL-4, IL-6 

and IL-1β increased significantly (P<0.01), in particular, the effect of IL-1β was more significant, with an 84% increase 

in secretion compared to the control group. Meanwhile, mRNA expression levels of IL-4 and IL-6 were increased. 

Conclusion  OVA sensitization can lead to degranulation of KU812 cells and release of some active mediators and 

cytokines associated with food allergy. When KU812 cells are sensitized by OVA meanwhile exposure to 10000 ng/mL 

AFB1, the release and secretion of some active media and cytokines, which associates with food allergy, can be got more 

increase during degranulation occurring, therefore, the OVA allergic reaction will be aggravated. 

KEY WORDS: aflatoxin B1; KU812 cells; ovalbumin; interleukin-4; interleukin-6; interleukin-1β 
 
 

0  引  言 

食物过敏是暴露于特定食物后免疫系统的异常反应, 

是世界范围内严重的食品安全和公共卫生问题[1‒2], 其临

床症状多种多样, 严重程度从轻微到危及生命[3]。特异性

免疫球蛋白 E (immunoglobulin E, IgE)在食物过敏的病理

生物学起着重要的作用, 刺激机体免疫系统而激活引起辅

助性 T 细胞反应, 导致 IgE 与嗜碱性粒细胞和肥大细胞表

面上的 IgE 高亲和力受体(Fc epsilon RⅠ, FcƐRⅠ受体)结合, 

触发这些效应细胞内一系列信号转导 , 导致嗜碱性粒

细 胞 和 肥大细胞的脱颗粒 , 致使 β- 氨基己糖苷酶

(β-hexosaminidase, β-HEX)和组胺等介质的释放, 引发产

生各种食物过敏反应[4]。 

食物过敏的发生被认为涉及多种因素, 历史和当前数

据都表明, 母体因素、遗传以及环境暴露是食物过敏发生的

主要危险因素[5]。最新研究表明, 环境中污染物暴露也是导

致食物过敏发生的关键因素之一[6]。例如, 环境中真菌暴露, 

胶 霉 毒 素 (gliotoxin) 、 展 青 霉 素 (patulin) 、 呕 吐 毒 素

(deoxynivalenol)等霉菌毒素已被证实可促进食物过敏的发

生[7‒8]。黄曲霉毒素是由黄曲霉、寄生曲霉等真菌所产生的

毒素[9], 由于其毒性高且易于污染食品和饲料, 是食品安全

关注的重点之一。黄曲霉毒素包括黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin 

B1, AFB1)、AFB2、AFM1、AFM2、AFG1、AFG2 等
[10]。AFB1

在黄曲霉毒素中表现出最强的诱变致癌活性[11]。因此, AFB1

被国际癌症研究机构认定为人类Ⅰ类致癌物[12]。目前关于黄

曲霉毒素与食物过敏之间的关联性还未明确, 也鲜少报道。 

对于食物过敏评价方法主要有动物体内实验和体外

细胞实验等。相对于动物整体实验, 体外细胞实验则具有

物种特异性、更易于培养、连续操作性强特点。嗜碱性粒

细胞和肥大细胞是食品致敏性评价中使用较广泛的细胞模

型, 因其表面都具有 IgE 高亲和性的 FcƐRⅠ受体。人外周血

嗜 碱 性 白 血 病 细 胞 (human peripheral blood basophilic 

leukemia cells, KU812)是研究人类肥大细胞活化与脱颗粒的

常用模型[13‒14], 致敏机体摄入食物过敏原后, 与嗜碱性粒

细胞表面的特异性 IgE 受体结合, 通过释放白细胞介素

(interleukin, IL)等炎症因子而引发过敏性的炎症反应[14‒15]。嗜

碱性粒细胞所释放的 IL-4, 在诱导Th2 细胞介导的免疫和炎症

反应中起着关键作用[16‒17]。同时, 嗜碱性粒细胞产生的促炎症

因子在过敏反应的急性期和末期也起着重要作用[18‒20]。卵白

蛋白是鸡蛋清中主要过敏原之一, 常用于 IgE 介导的食物过

敏模型的致敏和激发蛋白[21‒23]。 

因此 , 本研究利用体外细胞实验 , 采用卵白蛋白

(ovalbumin, OVA)作为食物过敏原 , 研究 AFB1 暴露对卵

白蛋白激发 KU812 细胞脱颗粒所释放的一些生物活性介

质的影响, 主要包括 β-HEX、组胺及细胞因子[白细胞介素

-4 (interleukin-4, IL-4)、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、

白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)]。从细胞水平阐明

AFB1 暴露与 OVA 过敏之间的相关性, 从而揭示食品中黄

曲霉毒素污染对食物过敏所产生的影响, 提高对食物过敏

风险因素的科学认识, 为食品安全评价提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

AFB1 (CAS: 1162-65-8, 纯度≥98%, 美国 Sigma- 

Aldrich 公司 ); KU812(中国科学院生化与细胞研究所 ); 

二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO, 分析纯 )、

Tween-20、青链霉素混合液 (100×)、0.4%台盼蓝、无

菌无酶水 (北京索莱宝科技有限公司 ); 胎牛血清、磷

酸 盐 缓 冲 液 (10 mmol/L, phospahte-buffered saline, 

PBS)、RPMI 1640 细胞培养基 [赛澳美细胞技术 (北京 )
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有 限 公 司 ]; 人 IL-4 酶 联 免 疫 测 定 试 剂 盒 ( 批 号

88-7046-88) 、 人 IL-6 酶 联 免 疫 测 定 试 剂 盒 ( 批 号

88-7066-88)、人 IL-1β 酶联免疫测定试剂盒 (批号

88-7261-77)、TRIzol(总 RNA 抽提试剂 )(美国赛默飞世

尔 科 技 公 司 ); 人 组 胺 酶 联 免 疫 测 定 试 剂 盒 ( 批 号

A096769-96T)、人 β-HEX 酶联免疫测定试剂盒 (批号

A121838-96T)(上海抚生实业有限公司 ); 反转录试剂

盒 ( 批 号 RR047A) 、 实 时 荧 光 定 量 试 剂 盒 ( 批 号

RR820A)(日本 TaKaRa 公司 ); 氯仿、异丙醇、乙醇等

试剂 (分析纯 , 国药集团化学试剂有限公司 )。  

1.2  仪器与设备 

Varioskan LUX 多功能酶标仪、Forma™直热式 CO2 培

养箱、NanoDrop One/OneC 微量核酸蛋白检测仪、Applied 

Biosystems QuantStudio™ 3 实时荧光定量聚合酶链式反应

仪 (real-time fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction, Q-PCR)系统(美国赛默飞世尔科技公司); C10283 细

胞计数仪(美国Bio-Rad Laboratories公司); TPersonal PCR仪

(德国 Biometra 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  KU812 细胞的培养 

将青链霉素混合液与胎牛血清按比例 1%与 10% 

(V:V)加入 RPMI 1640 中配制成 RPMI 1640 培养基。

KU812 细胞用上述培养基于 37℃, 5% CO2 的细胞培养

箱中培养 , 至其对数生长期。  

1.3.2  不同浓度 AFB1 对 KU812 细胞增殖的影响 
在室温下, 离心并收集 1.3.1培养完成的 KU812细胞, 

加入 RPMI 1640 培养基并吹打混匀。调整细胞数目为

2×105 个/mL。在 96 孔细胞培养板上分别设置空白组、对

照组及实验组。实验组和对照组分别添加 2×105 个/mL 细

胞 100 μL, 空白组则添加 RPMI 1640 培养基 100 μL, 各组

培养板外圈每孔同时加 10 mmol/L PBS 100 μL。将培养板

置于 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养 24 h。然后, 实

验组每孔加入 AFB1 溶液 10 μL, AFB1 溶液终质量浓度分

别设定为 10、100、1000、10000 以及 50000 ng/mL; 空

白组与对照组则都加入 10 mmol/L PBS 10 μL。将各组培

养板置于 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中继续培养 24 h。然

后, 各组培养板的每孔分别加入 CCK-8 溶液 10 μL, 并在

37℃和 5% CO2 的细胞培养箱孵育 4 h, 采用酶标仪测定其

在 450 nm 波长的吸光值。AFB1 对 KU812 细胞毒性的评价, 

依据细胞存活率(%)表示, 细胞存活率按照公式(1)计算。 

细胞存活率/%=
( OD OD )

( OD OD )

实验组 值 空白组 值

对照组 值 空白组 值




×100% (1) 

1.3.3  构建 AFB1暴露下 OVA 激发的 KU812 细胞脱颗粒模型 

(1)构建鸡蛋过敏患者血清池 

选取 10 位鸡蛋过敏患者血清 , 等体积混合 , 构建

鸡蛋过敏患者血清池。所有鸡蛋过敏患者的血清样本

均由江西省儿童医院 (江西南昌 )提供 , 其可用性得到

了该医院内部伦理委员会的批准。鸡蛋过敏患者的血

清信息如表 1 所示。  

 
表 1  鸡蛋过敏患者的血清信息 

Table 1  Serum information of egg allergic patients 

编号 性别 年龄/岁 特异性 IgE 水平/(kUA/L)

1 女 2  0.8 

2 男 4  0.9 

3 男 5  1.1 

4 男 2  6.0 

5 女 2  3.2 

6 男 3  1.0 

7 女 3  1.4 

8 男 2 12.7 

9 男 2  1.8 

10 女 1  1.9 

 

(2)OVA 激发 KU812 脱颗粒实验  

室温下离心收集 1.3.1 培养完成的 KU812 细胞, 加入

含有 10%鸡蛋过敏患者血清池的 RPMI 1640 培养基, 孵育

24 h, 并维持细胞数 2×106 个/mL; 然后将被致敏 24 h 的

KU812细胞悬液吹打混匀, 按1 mL/孔的量接种于24孔板中。

其中, 阳性对照组和实验组都加入终质量浓度为 500 μg/mL

的 OVA, 实验组还需加入 1.3.2 中所测得相应浓度 AFB1 进

行处理, 阴性对照组则只加入等量的 10 mmol/L PBS, 各

组都分别激发 4 h。然后, 离心收集各组上清液并分装, 

‒20℃保存; 各组剩余的细胞部分立即加入 1 mL TRIzol, 

吹打混匀后置于‒80℃保存, 用于 RNA 的提取。 

1.3.4  β-HEX 和组胺含量的测定 

按照抚生试剂盒操作说明书, 分别测定 AFB1 暴露下

OVA 激发 KU812 细胞脱颗粒所释放 β-HEX 和组胺的含量, 

具体操作步骤如下。 

分别设置空白孔、标准品孔、样品孔 3 个组。其中, 空

白孔加入 50 μL 样品稀释液, 标准品孔中加入不同浓度的

标准品各 50 μL, 样品孔则加入 40 μL 样品稀释液和 10 μL

待测样品, 标准品孔和样品孔 2 个组的各孔还需再分别加

入 100 μL 酶标试剂。然后, 各孔都用封板膜封板后于 37℃

温育 1 h; 弃去孔内溶液, 用试剂盒内的洗液洗涤 5 次。各

组中, 每孔先加入 50 μL 的显色剂 A, 再加入 50 μL 的显色

剂 B, 轻轻振荡混匀后于 37℃避光显色 15 min。最后, 每孔

加入终止液 50 μL, 采用酶标仪于波长 450 nm 测定其吸光

度 (OD 值 )。其中 , 根据标准品不同浓度的 OD 值绘制

标准曲线 , 并分别计算样品中 β-HEX 和组胺的含量。  

1.3.5  IL-4、IL-6、IL-1β含量的测定 

依照 Thermo Fisher 试剂盒说明书 , 测定 AFB1 暴

露下 OVA 激发 KU812 细胞脱颗粒所释放的白介素因子

IL-4、 IL-6、 IL-1β 的含量 , 具体操作步骤如下。  

Capture antibody 按照说明书稀释比例进行稀释, 并

加到 Corning™Costar™9018 ELISA 板(100 µL/孔), 密封后, 
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在 4℃下孵育过夜; 然后, 弃去 Capture antibody 液体后用

0.05% PBST 洗涤 3 次, 加入 ELISA/ELISPOT Diluent 溶液

(200 µL/孔)进行封闭, 室温下孵育 1 h; 弃去封闭液后, 用

PBST (1000 mL PBS 溶液中加入 0.5 mL Tween-20)洗涤 2

次, 然后分别进行处理。其中, 在标准品孔加入不同浓度

的标准品(100 µL/孔), 在样品孔则加入待测样品(100 µL/

孔), 空白孔则加入 ELISA/ELISPOT Diluent (100 µL/孔), 

将各孔用密封板密封并在室温下孵育 2 h; 弃去孔内液体, 

用 0.05% PBST 洗涤 5 次, 各孔加入 Detection Antibody 溶

液(100 µL/孔), 密封板并在室温下孵育 1 h; 弃去孔内液体, 

用0.05% PBST洗涤5次, 各孔加入Avidin-HRP溶液(100 µL/

孔), 密封板并在室温下孵育 30 min; 弃去孔内液体, 用

0.05% PBST 洗涤 5 次, 各孔加入 1X 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, TMB)溶液(100 µL/孔), 密封板

并在室温下孵育 15 min; 最后加入终止液(100 µL/孔), 于

酶标仪 450 nm 测定各孔吸光度 (OD 值 )。根据不同浓

度标准品的 OD 值绘制标准曲线 , 计算样品的含量。  

1.3.6  KU812 细胞中 RNA 的提取 

KU812 细胞中 RNA 的提取, 参考相关文献 [24]。将

1.3.3 (2)中收集的 KU812 细胞中加入 200 μL 氯仿 , 混

匀后涡旋 15 s, 于冰上静置 3 min。然后 , 4℃条件下离

心 15 min (12000×g), 吸取其上层清液 400 μL, 再加

入等体积异丙醇后吹打混匀, 于冰上静置 10 min。然后, 在

4℃条件下离心 10 min (12000×g), 弃去上清液, 加入 75%

乙醇 500 μL, 吹打混匀并清洗 RNA 沉淀, 4℃条件下离心

5 min (7500×g), 弃去上清, 重复此步骤一次; 清洗后的

RNA 沉淀用适量无菌无核酶水溶解, 电泳检测 RNA 质量并

测定 RNA 浓度, 置于‒80℃保存。 

1.3.7  KU812 细胞 RNA 反转录 

采用 TaKaRa 试剂盒对所提取的 RNA 进行反转录

实验, 具体操作步骤如下。根据 RNA 浓度将样品稀释至

100 ng/μL; 去基因组 DNA 溶液按照表 2 进行配制, 加入

0.2 mL 无核酶离心管中充分混匀后, 置于 PCR 仪中反应, 

提前设置反应程序(42℃, 2 min); 然后, 按照表 3 配制反

转录溶液, 10 μL 反转录溶液与上一步骤 10 μL 去基因组

DNA 溶液充分混匀后, 置于 PCR 仪中反应, 提前设置反

应程序(37℃, 15 min; 85℃, 5 s; 4℃); 反应全部结束后, 

样品保存于‒20℃。 

 
表 2  去除基因组 DNA 反应溶液的组成成分 

Table 2  Solution composition of gDNA eraser  

试剂 体积/μL 

5×g DNA Eraser Buffer  2.0 

gDNA Eraser  1.0 

RNA  5.0 

无酶水  2.0 

合计 10.0 

表 3  反转录反应溶液 
Table 3  Reverse transcription solution 

试剂 体积/μL 

PrimeScript RT Enzyme Mix I  1.0 

RT Primer Mix  1.0 

5×PrimeScript Buffer 2  4.0 

无酶水  4.0 

合计 10.0 

 
1.3.8  实时荧光定量 

(1)合成引物 

依据 NCBI 网页查找相应的引物序列, 筛选确定后, 

由上海生工生物工程技术服务有限公司进行合成, 引物序

列如表 4 所示。 
 

表 4  Q-PCR 引物序列 
Table 4  Q-PCR primers sequences 

基因 引物 序列(5'——3') 

GAPDH Forward CTCCTCCTGTTCGACAGTCA 

 Reverse CGACCAAATCCGTTGACTCC 

IL-4 Forward ACAGCAGTTCCACAGGCACAAG 

 Reverse CGTACTCTGGTTGGCTTCCTTCAC 

IL-6 Forward ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 

 Reverse CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 
 

(2)荧光定量 

采用 TaKaRa 试剂盒对反转录的 RNA 进行荧光定量, 

具体操作步骤如下。 

按照表 5 配制荧光定量反应液, 加入 8 连排管中, 混

合均匀; 微型离心机离心去除 8 连排管中气泡, 确保所有

液体处于 8 连排管底部。提前设置扩增程序 , 预变性 : 

95℃-30 s; PCR 反应 : 95℃-5 s, 60℃-34 s, 40 个循环 ; 

溶解曲线分析 : 95℃-15 s, 60℃-60 s, 95℃-15 s, 上机。 
 

表 5  Q-PCR 反应溶液 
Table 5  Q-PCR solution 

试剂 体积/μL 

TB Green Premix Ex Taq II (2X) 10.0 

PCR Reverse Primer (10 μmol/L)  0.8 

PCR Forward Primer (10 μmol/L)  0.8 

ROX Reference Dye II (50X)  0.4 

灭菌水  6.0 

cDNA  2.0 
 

1.4  数据分析 

数据分析采用 SPSS 20.0 进行单因素方差分析, 结果

表示为平均值±标准偏差, 图表绘制采用 GraphPad Prism 

6。其中, 显著性标准为*P<0.05, **P<0.01。实验处理每组

设置 3 个平行样本。 

2  结果与分析 

2.1  不同质量浓度 AFB1 对 KU812 细胞增殖的影响 

AFB1 质量浓度分别为 10、100、1000、10000 以及
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50000 ng/mL, 不同质量浓度 AFB1 对 KU812 细胞的增殖

损害程度采用细胞存活率 (%)表示。实验结果表明 , 当

AFB1 质量浓度分别为 10、100、1000 及 10000 ng/mL 时, 

KU812 细胞的存活率分别为 99.7%、103.3%、100.0%、

103.3%, 均都高于 95%, 说明这些浓度范围的 AFB1 对

KU812 细胞不会造成增殖毒性[24‒25]; 当 AFB1 质量浓度为

50000 ng/mL 时, KU812 细胞的存活率 90.67%, 说明该浓度

AFB1 对 KU812 细胞可能具有增殖毒性, 对细胞具有毒害性。

因此, 后续研究中 AFB1的质量浓度选定为 10000 ng/mL。 

2.2  AFB1 对 KU812 细胞脱颗粒释放 β-HEX 和组胺

的影响 

本研究采用双抗体夹心法 ELISA 试剂盒测定 KU812

细胞脱颗粒所释放的 β-HEX 和组胺的含量, 结果如图 1 所

示。与阴性对照组相比, OVA 组的 β-HEX (25.4±1.4) ng/mL

和组胺(25.1±1.2) ng/mL 的释放量均有所上升; 当 AFB1 联

合 OVA 暴露后, β-HEX 和组胺的释放量上升更多, 分别提

高了 30%和 19%, 但差异性不显著(P>0.05)。说明当 AFB1

的暴露量为 10000 ng/mL, 对 KU812 细胞由 OVA 激发脱颗

粒释放 β-HEX 和组胺有影响, 但影响程度较小。 
 

 
 

注: ns 表示各组间无差异, 下同。 

图 1  AFB1 对 β-HEX 和组胺释放的影响 

Fig.1  Effects of AFB1 on the release of β-HEX and histamine 
 

2.3  AFB1 对 KU812 细胞脱颗粒释放 IL-4、IL-6 以

及 IL-1β的影响 

本研究采用 ELISA 试剂盒测定 KU812 细胞脱颗粒所

释放的 IL-4、IL-6 及 IL-1β的含量, 结果如图 2 所示。与阴

性对照组相比, OVA 组的 3 种细胞因子释放量均有所上升, 

IL-4、IL-6 及 IL-1β释放量分别提高 134%、76%、324%; 与

OVA 组相比, OVA+AFB1 组的 3 种细胞因子释放量均升高, 

IL-4、IL-6 及 IL-1β释放量分别提高 59%、30%及 84%。说

明当 AFB1 的暴露量为 10000 ng/mL, 能增加由 OVA 激发的

KU812 细胞脱颗粒释放 3 种细胞因子(IL-4、IL-6、IL-1β)。 

2.4  AFB1 对 KU812 细胞中 IL-4 和 IL-6 mRNA 水

平表达的影响 

采用 Q-PCR 法分别分析 KU812 细胞中 IL-4 和 IL-6

因子的 mRNA 表达水平, 结果如图 3 所示。在 3 个组别中, 

IL-4 因子的 mRNA 表达水平从高到低分别是 OVA+AFB1

组、OVA 组、阴性对照组, 其中 OVA+AFB1 组的 IL-4 

mRNA 表达水平相较于阴性对照组和 OVA 组都显著提高

(P<0.01)。IL-6 因子的 mRNA 表达水平从高到低分别是

OVA+AFB1 组、OVA 组、阴性对照组, 与阴性对照组相比, 

OVA 组的 IL-6 mRNA 表达水平都有所升高; 与 OVA 组相

比, OVA+AFB1 组的 IL-6 mRNA 表达水平也得到提高。说

明当 AFB1 的暴露量为 10000 ng/mL, 会升高 KU812 细胞

中 IL-4 和 IL-6 的 mRNA 表达水平。 
 

 
 

注: **表示 P<0.01, 下同。 

图 2  AFB1 对 IL-4、IL-6、IL-1β释放的影响 

Fig.2  Effects of AFB1 on the release of IL-4, IL-6, and IL-1β 
 

 
 

图 3  AFB1 对 IL-4、IL-6 基因表达的影响 

Fig.3  Effects of AFB1 on IL-4 and IL-6 gene expression 
 

3  讨  论 

嗜碱性粒细胞是一种含有嗜碱性颗粒的白细胞, 由
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于其可以表达高亲和力 IgE FcƐRⅠ受体, 从而能够特异性

地结合 IgE, 在炎症或 I 型超敏反应中, 通过脱颗粒而迅速

释放炎症介质、细胞因子及趋化因子等活性介质, 在过敏

性疾病中发挥重要作用[26‒27]。有研究发现, 当 KU812 细胞

与鸡蛋过敏患者血清共孵育时, 血清中特异性 IgE 会与细

胞 表 面 受 体 结 合 , 而 使 细 胞 处 于 致 敏 状 态 [24] 。

WERNERSSON 等 [28]的研究也表明, 当嗜碱性粒细胞被

OVA 致敏发生脱颗粒时, 会释放出 β-HEX 和组胺这些生

物活性介质, 并将 β-HEX和组胺的释放作为嗜碱性粒细胞脱

颗粒的标志。在动物实验中, 过敏小鼠体内组胺含量也会显

著上升[29]。在本研究结果中, 相较于 OVA 组, OVA+AFB1组

的 β-HEX 和组胺含量也呈上升趋势(P>0.05)。说明 AFB1

的暴露量为 10000 ng/mL 会促进 KU812 细胞脱颗粒, 并导

致 β-HEX 和组胺的释放量有所升高, 从而加重 OVA 所引

发的过敏反应, 但影响程度较轻。 

IL 是指在白细胞或免疫细胞间相互作用的细胞因子, 

它参与激活调节免疫细胞, 并在炎症反应及免疫反应中起

重要作用[30]。IL-4 是由过敏反应中 Th2 细胞, 嗜碱性粒细

胞和肥大细胞等免疫细胞产生的促炎症因子和多效性细胞

因子, 参与 IgE 的产生、Th 的分化等免疫过程, 在过敏性

炎症反应中发挥中重要作用[31]。有研究表明, 嗜碱性粒细

胞能够分泌大量 IL-4, 通过嗜碱性粒细胞-IL-4-肥大细胞

轴来促进食物过敏的产生[17,32‒33]。SCHUTZE 等[7]也研究

证明, 霉菌毒素暴露后, 过敏小鼠体内 IL-4 水平会显著性

提高。本研究结果表明, OVA+AFB1 组的 IL-4 释放量以及

IL-4 mRNA 表达水平都高于 OVA 组, 特别是 IL-4 及其

mRNA 的表达水平显著提高。说明 AFB1 可以促进 KU812

细胞脱颗粒释放 IL-4, 从而加重过敏反应的程度。 

IL-6 是一种具有多效功能的炎性细胞因子, 功能范围

从造血调节和组织再生到诱导慢性炎症[34‒35], 维持自身免

疫和肿瘤发生等[36-37]。IL-6 可由肥大细胞和嗜碱性粒细胞

产生, 通过增加 IgE 的产生在免疫反应中发挥作用[38]。

KARA 等[39]的研究表明, 在食物过敏患者的血清中 IL-6 显

著上升, 并将 IL-6 水平的作为食物过敏患者后期随访的检

测指标, 以作为评估过敏的标志物。TANG等[40]也发现, 在

过敏性哮喘患者肺泡内的巨噬细胞中 IL-6 和 IL-1β水平异

常升高。在本研究中, 相比于 OVA组, AFB1+OVA组的 IL-6

含量及其 mRNA 表达水平也都被提升, 这一结果与这些

研究者的结果相一致。说明 AFB1 可以通过促进 KU812 细

胞脱颗粒释放 IL-6, 从而加重食物过敏反应。 

IL-1β 也是一种促炎症细胞因子, 可以激活多种炎症

细胞因子和免疫细胞[41], 被认为是典型的多功能细胞因子, 

几乎影响所有类型的细胞。它通过自分泌或旁分泌的方

式刺激其他细胞因子的产生, 从而在抗原呈递细胞中诱

导细胞表面免疫分子的表达, 并为 T 淋巴细胞激活提供

信号[38]。IL-1β 还可以通过多种免疫途径引起炎症反应和

组织损伤[41‒42]。有研究表明, 在 OVA诱导的过敏性哮喘中, 

具有 IL-1β 缺陷的小鼠, 其体内与 Th2 相关的细胞因子

IL-13、IL-5 表达显著降低[43]。本研究结果中, 相较于 OVA

组, AFB1+OVA组的 IL-1β含量上升趋势。进一步说明 AFB1

可以通过促进KU812细胞脱颗粒释放 IL-1β引发炎症反应, 

并改变免疫信号转导, 从而影响过敏反应。 

4  结  论 

AFB1 的暴露量低于 10000 ng/mL, KU812 细胞存活率

高于 95%, 不具有增殖毒性; 被 OVA 激发的 KU812 细胞, 

同时暴露于 AFB1(质量浓度 10000 ng/mL), 对其释放活性

介质 β-HEX 和组胺的影响相对较小, 但会加重其释放白介

素炎症因子 IL-4、IL-6 及 IL-1β。综上, AFB1 暴露会对 OVA

激发 KU812 细胞脱颗粒造成影响, 通过增加 Th2 型及炎症

细胞因子从而加重食物过敏反应。本研究主要从细胞学的

角度研究了真菌毒素暴露与食物过敏发生之间的相关性。因

此, 评估食物过敏不良反应时, 也应当关注食物的黄曲霉毒

素等真菌毒素对食物的污染, 从而全面认识食物过敏的风

险因素。本研究仅针对 AFB1 暴露对 OVA 激发的 KU812 细

胞的影响, 后续尚有研究工作需要完善, 如动物体内实验及

其作用机制、其他真菌毒素与食物过敏的相关性。 
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