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摘要：本文为了研究低剂量T-2 和HT-2 毒素经弯曲假单胞菌(Pseudomonas geniculata)生物转化至无游离态毒素检出时，降解产

物是否具有遗传毒性。通过连续 7 d给小鼠灌胃不同剂量T-2/HT-2毒素降解产物，检测小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率和精子致畸率。

结果表明雄性小鼠产生的微核率均高于雌性小鼠，各剂量组的微核率与阴性组相比差异显著(P<0.05)，10/20 ng/mL和 25/50 ng/mL的

雄性小鼠微核率与阳性组相比差异不显著(P＞0.05)。2.5/5 ng/mL T-2/HT-2组的小鼠精子畸形与阴性组相比差异不显著(P＞0.05)，畸

形精子主要表现为胖头和折尾，随着 T-2、HT-2 剂量的增加，小鼠精子畸形率呈线性增加。说明经过弯曲假单胞菌(Pseudomonas 

geniculata)转化的T-2 和HT-2毒素仍具有遗传毒性，而且雄性比雌性易感性更强，同时为 T-2和 HT-2 毒素生物转化物中存在结合态

的T-2毒素提供佐证。 
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Abstract: The work was to determine whether low doses of degradation products of T-2 toxin and HT-2 toxin, after Pseudomonas 

geniculata biotransformation, showed genetic toxicity. The rates of micronucleated, polychromatic erythrocyte formation in bone marrow and 

sperm deformity, characterized by a swollen head and folded tail, were measured, 7 d after continual intragastric administration of T-2 and HT-2 

toxin biotransformation products, at different doses, in mice. The results showed that the micronucleus formation rate in male mice was higher 

than that of the females, with significant differences (p < 0.05) between each dose-level and the negative control groups. Additionally, the 

micronucleus formation rate in male mice from the 10/20 and 25/50 ng/mL dose-level groups showed insignificant differences than that of the 

positive control group (p > 0.05). Sperm deformity rates in mice from the 2.5/5 ng/mL T-2/HT-2 dose group was significantly different (p < 0.05) 

than that of the negative group. As the dose of T-2/HT-2 toxin increased, the sperm deformity rate in mice increased linearly. Therefore, T-2 and 

HT-2 toxins were confirmed to still show genetic toxicity after biotransformation by Pseudomonas geniculate, and males were more susceptible 

than females. The study also provide evidence that there were binding forms  of T-2 toxin in the biotransformation products of T-2 and HT-2. 
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T-2 毒素（T-2）是由镰孢菌产生的 A型单端孢霉

烯族倍半萜烯化合物的代表，是该类化合物中毒性最

强的毒素之一。该毒素已在全球范围内广泛分布，常 
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见于谷物和谷类食品中[1]。HT-2毒素（HT-2）作为 T-2

的主要产物之一，其结构性质和毒性与T-2较为相似，

在动物体内T-2 极易代谢为 HT-2，毒性作用仅有很小

的降低[2]。T-2 对任何动物具有广泛而强烈的毒性，研

究表明 T-2 抑制蛋白质、RNA和 DNA 的合成，干扰

机体能量代谢，主要作用于增殖活跃的细胞，如骨髓、

肝、淋巴细胞和粘膜上皮细胞等[3]。另有研究表明，

T-2 和 HT-2 还有较强的遗传毒性。T-2 及其主要代谢

产物 HT-2 具有很强的母体毒性和胎盘毒性具有致畸
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和致突变性[4]。低剂量的T-2 和 HT-2 可引起人体细胞

内 DNA 断裂[5~6]。目前控制 T-2 和 HT-2 毒素危害的

方法主要有物理法、化学法和微生物法。而微生物降

解是常用的有效解毒方法，其机理是 T-2 在微生物或

者微生物代谢物的作用下发生烯基的氧化、脱乙酰化、

羟基化和羰基化等生成无毒降解产物的过程[7]。据报

道，大鼠肠道微生物可将T-2毒素转化成脱环氧产物，

如脱环氧 HT-2或者毒性更低的脱环氧T-2三醇[8]。鸡

肠道微生物经脱乙酰作用将T-2毒素转化成HT-2毒素
[9]。课题组前期研究发现低剂量T-2 和 HT-2毒素经弯

曲假单胞菌(Pseudomonas geniculata)转化会使游离态

T-2 和 HT-2 消失
[10]

。但是，有关 T-2 和 HT-2 毒素的

生物转化产物的遗传毒性安全性评价信息缺乏。为此，

本研究针对低剂量T-2和HT-2毒素混合物经弯曲假单

胞菌(Pseudomonas geniculata)生物转化产物给小鼠灌

胃，以骨髓细胞微核率和精子致畸为指标，阐明其遗

传毒性效应，为T-2毒素生物降解技术开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 

T-2 毒素标准品，Enzo，USA，纯度≥98%；HT-2

毒素标准品，Enzo，USA，纯度≥98%；液质联用仪为

TSQ Quantum Access，Thermo Scientific 公司。 

1.2  低剂量 T-2 和 HT-2 毒素生物转化产物的

制备 

将 经 活 化 的 弯 曲 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

geniculata)按 1%的比例接种进含有比例为 1:2 的 T-2

和 HT-2 毒素标准溶液的试管中，试管中 T-2/HT-2 的

终浓度分别为 2.5/5 ng/mL、5/10 ng/mL、10/20 ng/mL、

25/50 ng/mL，30 ℃培养 72 h 后取出 3 mL 用于

LC-MS/MS 检测其中T-2 和 HT-2 浓度。另取一部分培

养液用 N2 吹掉挥发性物质，用蒸馏水补齐到原来液面

高度，过 0.22 μm 滤膜，备用。 

1.3  低剂量 T-2 和 HT-2 毒素生物转化产物中

游离态 T-2 和 HT-2 毒素的检测 

按照施琦
[10]
等的方法将 T-2 和 HT-2 的弯曲假单

胞菌降解液过 0.22 μm 滤膜，然后直接上样用

LC-MS/MS 检测T-2 和 HT-2 毒素的含量。仪器条件：

色谱柱：Hypersil GOLD (100 mm×2.1 mm，5 μm，

Thermo Scientific)；流动相：A：甲醇，B：5 mmol/L

乙酸铵溶液（0.1%甲酸）；进样量：10 μL；针头到瓶

底距离：1.0 mm；进样速度：10.0 μL/s；淋洗体积：

1500 μL；冲洗体积：1500 μL；淋洗速度：100.00 μL/s。

质谱扫描模式：ESI(+)；喷雾器电压：4500 V；鞘气

压力：25 au；辅助气压：5 au；毛细管温度：270 ℃；

碰撞压：1.5 mTorr。 

1.4  试验动物分组及处理 

选取健康昆明小鼠 84 只，7~10周龄、体重 25~30 

g，雌雄各半，购自广东医学院。将小鼠随机分成 7

组，每组 12 只，雌雄各半，用不同剂量组的 T-2 和

HT-2 毒素的微生物降解产物和 2.5 ng/mL未经弯曲假

单胞菌(Pseudomonas geniculata)降解的 T-2 毒素溶液

作对比，并以不含T-2 和 HT-2毒素的发酵液作阴性对

照，环磷酰胺溶液作阳性对照。每只小鼠每个剂量组

灌胃 7 d(表 1)，正常饲料喂养。 

表 1 实验动物分组及处理 

Table 1 Experimental animal grouping and treatment 

组别 
初始浓度 

/(ng/mL) 

动物数 

/n 

灌胃剂量 

/(ng/kg) 

环磷酰胺 

/(mg/kg) 

阴性 

1 

2 

3 

4 

5 

阳性 

- 

2.5/5 

2.5/5 

5/10 

10/20 

25/50 

- 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

0 

150/300 

150/300 

300/600 

600/1200 

1500/3000 

0 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

80 

1.5  骨髓微核试验 

取胸骨或股骨，剔去肌肉，用纱布擦去血污和肌

肉碎片，用止血钳挤出骨髓液与玻片一端的小牛血清

混匀，常规涂片，或用小牛血清冲洗股骨骨髓腔制成

细胞悬液涂片，涂片自然干燥后放入甲醇中固定 5~10 

min。当日固定后保存。将固定好的涂片放入 Giemsa

应用液中，染色 10~15 min。立即用 pH6.8 的磷酸盐

缓冲液或蒸馏水冲洗、晾干。写好标签，阴凉干燥处

保存，备检。 

选择细胞完整、分布均匀和染色良好的区域，以

油镜计数。嗜多染红细胞(PCE)呈灰蓝色，成熟正染红

细胞(NCE)呈红色。每只鼠计数 1000 个嗜多染红细胞

并计算含微核的嗜多染红细胞数，计算微核率(‰)。 

1.6  精子致畸试验 

剪取雄性小白鼠的双侧睾丸、附睾、附睾尾。用

眼科剪剖开附睾组织，放入盛有 1 mL 生理盐水的平
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皿中，用小镊子挤出精子并吹打均匀，吸 2~3 滴于载

玻片上，涂片、晾干。待涂片干燥后，放入甲醇（A.R）

液中固定 5 min，取出晾干。将涂片于 1%伊红染液中

染色 15 min，然后用自来水轻轻冲洗，晾干。在高倍

镜下观察结构完整的 500 个精子，计数其中畸形的精

子。 

1.7  统计分析 

统计学分析以平均数±标准差(M±SD)表示，用

SPSS17.0 统计软件进行方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  低剂量 T-2 和 HT-2 毒素生物转化产物中

游离态含量检测 

 

 
图 1 T-2/HT-2转化前总离子流图 

Fig.1 Total ion chromatogram of T-2 toxin and HT-2 toxin from 

control fermentation medium 

注：上为HT-2，下为T-2。 

运用 Full Scan-Q1MS 扫描模式检测弯曲假单胞

菌降解 T-2、HT-2 前后的浓度，得到目标化合物的总

离子流图（图 1 和图 2）。从图 1 可以判断，总离子流

图中保留时间为4.50 min 和 4.72 min 的离子峰分别为

HT-2、T-2 的特征峰，两者的分离度较好；在四个处

理组的总离子流图（图 2）均出现许多基质峰，但在

上述保留时间处，没有出现HT-2和T-2相应的离子峰，

这说明发酵液中的T-2和HT-2可能被弯曲假单胞菌降

解为其他物质，或是T-2 和 HT-2 与微生物的一些生物

分子形成结合态毒素。 

 

 
图 2 T-2/HT-2转化后总离子流图 

Fig.2 Total ion chromatogram of T-2 toxin and HT-2 toxin from 

degradation products 

注：上为HT-2，下为T-2。 

低剂量 T-2 和 HT-2 毒素的弯曲假单胞菌

(Pseudomonas geniculata)生物转化物经 LC-MS/MS 检

测没有游离态毒素存在。Ueno
[11]等发现，土壤微生物

短小杆菌属菌株 114-2 在有氧条件下，可将 T-2 毒素

转化成T-2 三醇，T-2 三醇在一定作用下，最后转化为

毒性很小T-2四醇，但本实验研究表明T-2 和 HT-2 毒

素弯曲假单胞菌(Pseudomonas geniculata)的转化后，

游离态毒素的消失说明 T-2、HT-2 可能被降解为无毒

性物质，或者是毒素在微生物和微生物代谢物作用下

以结合态形式存在，从而逃避现有毒素测定方法的检

测，但仍保留前毒素的毒性。为了检验经过弯曲假单

胞菌(Pseudomonas geniculata)转化作用的毒素是否有

毒性，本研究通过小鼠遗传毒性评价发酵液的毒性。 

2.2  小鼠临床症状观察结果 

试验前 2 d，各组动物进食饮水正常，行动灵活，

反应敏捷，被毛整洁，目光有神，眼鼻口无分泌物，

均未见明显中毒反应。第 3 d，阳性对照组的 12只小

鼠、25/50 和10/20 ng/mL组的雄性小鼠精神不振，呆

滞。第 4 和第 5 d 5/10 ng/mL组的雄性小鼠和实验组
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的雌性小鼠开始出现行动缓慢，但进食饮水正常。第

6 d 阳性对照组和实验组雄性小鼠毛发松散，目光呆

滞，活动减少，采食量低于雌性小鼠。阴性对照组小

鼠相对正常。 

2.3  灌喂 T-2/HT-2 微生物转化物对小鼠骨髓

嗜多染红细胞微核率的影响 

  
图 3 骨髓嗜多染红细胞微核显微图(1000×) 

Fig.3 Micronucleus morphology of polychromatic erythrocytes in 

the bone marrow of male mice (1000×) 

注：A 为阴性对照组；B 为阳性对照组。 

表2 T-2/HT-2降解产物对雄性小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率的

变化 

Table 2 Micronucleus morphology of polychromatic erythrocytes 

in male-mice bone marrow induced by T-2/HT-2 degradation 

products 

组别 
初浓度
/(ng/mL) 

终浓度
/(ng/mL) 

微核数 
平均微核率

/‰ 

阴性 - - 21 3.50±1.38a 

1 2.5/5 2.5/5 316 52.67±3.72c 

2 2.5/5 - 364 57.33±2.42cd 

3 5 月 10 日 - 128 21.33±5.72b 

4 10 月 20 日 - 375 62.50±6.53de 

5 25/50 - 402 67.00±5.48e 

阳性 - - 393 65.00±8.24e 

注：“-”表示未检出；肩标字母不同表示差异显著 P<0.05；

肩标字母相同表示差异不显著 P＞0.05，下表同。 

对小鼠灌喂 T-2/HT-2 微生物转化物后骨髓嗜多

染红细胞均出现微核（图 3）。表 2 表明，不同剂量

T-2/HT-2 毒素微生物转化物对雄性小鼠骨髓嗜多染红

细胞微核率均高于阴性对照组，各剂量组的雄性小鼠

微核率较阴性组均差异显著（P<0.05，下同）；除了

5.0/10 ng/mL 组雄性小鼠微核率低于 2.5/5 ng/mL 的

T-2/HT-2 溶液组且两者差异显著外，其余组均微核率

高于 2.5/5 ng/mL T-2 溶液组且两者差异显著。10/20

和 25/50 ng/mL的 T-2/HT-2 经微生物处理之后其毒性

与阳性对照组相比微核率差异不显著（P>0.05，下同），

25/50 ng/mL的T-2/HT-2组的微核率高于阳性对照组。 

表3说明T-2/HT-2的微生物转化物对雌性小鼠骨

髓嗜多染红细胞微核率与阴性对照组比较差异显著；

各组与阳性组比较差异均显著；25/50 ng/mL组的微核

率比 2.5/5 ng/mL T-2/HT-2 溶液组的微核率小，两组间

差异显著。 

表3 T-2/HT-2降解产物对雌性小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率的

变化 

Table 3 Micronucleus morphology of polychromatic 

erythrocytes in the bone marrow of female mice, induced with 

T-2/HT-2 degradation products 

组别 
初浓度
/(ng/mL) 

终浓度
/(ng/mL) 

微核数 
平均微核率

/‰ 

阴性 - - 21 4.17±1.47a 

1 2.5/5 2.5/5 91 15.33±3.01bc 

2 2.5/5 - 107 17.50±6.02c 

3 5/10 - 110 18.33±4.32c 

4 10/20 - 72 13.83±3.97bc 

5 25/50 - 43 9.83±2.85b 

阳性 - - 386 65.00±7.50d 

试验结果表明阴性对照组 PCE 微核率均正常范

围(1‰~5‰)之内，实验处理组中 T-2 和 HT-2 毒素经

弯曲假单胞菌(Pseudomonas geniculata)转化后，其产物

对小鼠的微核率均是雄性小鼠组高于雌性小鼠组，由

此我们可以推断实验小鼠对 T-2及其代谢产物的反应

具有明显的性别差异。各剂量组的微核率均高于阴性

对照组，而且骨髓微核率较阴性组差异显著，在雄性

小鼠中 25/50 ng/mL的微核率反而高于阳性对照组，

雄性小鼠中 5/10 ng/mL组的微核率最低，在浓度高于

5/10 ng/mL，小鼠的微核率不断上升，可能是在经过

低剂量的刺激后，雄性小鼠对T-2 和 HT-2 或者它们的

产物产生抗性而进行自我修复作用或者是毒物刺激作

用显示了一种过度补偿效应，中低剂量有毒物质刺激

机体的有益反应，使机体的正常功能得以加强，从而

更好地抵御之后的刺激。 

2.4  灌喂 T-2/HT-2 微生物转化物对小鼠精子

致畸率的影响 

由表 4可知经灌胃后小鼠的精子畸形主要表现为

胖头和折尾，其次是无定型，无钩、双尾和双头的精

子比较少。随着T-2 和 HT-2毒素浓度的增加，小鼠精

子畸形率增加，胖头精子数也呈增加趋势。2.5/5 ng/mL

的 T-2/HT-2 在转化前后的精子畸形率与对照组相比，

均不存在显著性差异（P>0.05），其它组均存在显著性

差异（P<0.05）。 
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表 4 T-2/HT-2降解产物对小鼠精子畸形率变化的影响 

Table 4 Effects of T-2 /HT-2 toxin degradation products on sperm deformity in mice 

组别 动物数/只 精子数/个 胖头 折尾 无定型 无钩 双头 双尾 畸形数/个 畸形率/% 

阴性 6 3000 17 24 15 5 0 1 62 2.07±0.50a 

1 6 3000 25 15 22 10 4 3 79 2.63±0.61ab 

2 6 3000 30 34 18 7 2 4 95 3.17±0.54bc 

3 6 3000 43 37 25 6 7 2 120 4.00±1.00cd 

4 6 3000 42 48 35 8 5 8 148 4.93±0.69d 

5 6 3000 61 53 35 17 11 14 191 6.37±0.85e 

阳性 6 3000 218 227 172 122 118 117 974 32.47±1.23f 

精子畸形是生殖细胞突变的表现之一，当外源化

合物是精子形成的基因发生突变或者表达受干扰，会

改变精子形态结构，从而反映了雄性生物生殖细胞的

遗传损伤，最终导致生育能力下降，甚至出现胚胎畸

形或死胎[12]。在我国，小鼠畸形实验是评价外源化合

物对雄性生殖细胞遗传损伤和生殖毒性的有效方法之

一。本实验结果表明，T-2、HT-2 毒素的微生物降解

产物显著提高（P<0.05）小鼠精子畸形率，并且对精

子头部形态功能影响比较大。说明发酵产物中存在能

诱发突变，生殖毒性效应的物质。 

微生物对真菌毒素有两种作用方式，一是降解转

化，二是吸附结合。前者是将毒素分解转化生成新的

产物，后者则是一个可逆的过程。有研究表明黄曲霉

毒素 B1(AFB1)、T-2 毒素可以与微生物发生吸附结合

作用 [13~14]。T-2 和 HT-2 毒素的弯曲假单胞菌

(Pseudomonas geniculata)转化物引起雄性小鼠微核率

除了 5/10 ng/mL 剂量组低于未经微生物转化 2.5/5 

ng/mL 的 T-2 组外，其他剂量组的微核率与之差异不

显著，精子畸形率随剂量增加而增加，说明T-2和 HT-2

毒素可能与微生物本身或者代谢物中糖和蛋白质等生

物分子以结合态的形式存在，这一类型的毒素经过小

鼠的消化之后，释放出毒素前体，从而表现出与原毒

素一样的毒性。这就给真菌毒素的检测和安全限量的

制定带来一个新的挑战。同时，微生物降解T-2和 HT-2

毒素的机理、降解产物的性质和毒性有待进一步研究。 

3  结论 

本研究表明经过弯曲假单胞菌 (Pseudomonas 

geniculata)转化的 T-2 和 HT-2 毒素仍具有遗传毒性，

而且其毒性作用受试验动物性别的影响，雄性比雌性

易感性更强。 
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