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呕吐毒素致HK2细胞氧化应激的作用机制

焦禄，张百刚*，李苏冰，李阳，付炳钢

（兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃兰州 730050）

摘要：该文探究了呕吐毒素（Deoxynivalenol,DON）对人肾小管上皮细胞（Humankideny-2,HK2）氧化应

激的作用机制。通过 MTT 法测定 DON 的细胞毒性，Western blotting 检测细胞凋亡蛋白 Bax、Bcl-2、Caspase-2、

Caspase-3、Caspase-6、Caspase-8 和 Caspase-9 的表达水平。利用转录组测序技术（RNA-seq）研究了 DON 染毒 24 h 诱

导的 HK2 细胞基因组表达情况，并进行差异表达基因 GO 与 KEGG 富集分析。结果表明，DON 使 HK2 细胞 LDH、

MDA 和 ROS 水平上升，SOD 和 GSH 等抗氧化指标下降；IL-6、IL-1β 和 TNF-α 等炎症指标升高。Bax 和 Caspase

蛋白表达上调，Bcl-2 蛋白表达下调。转录组测序表明，40 µmol/L DON 诱导的差异表达基因共有 5 962 个，其中上

调表达的基因有 2 813 个，下调表达的基因有 3 149 个。综上所述，蛋白水平与基因谱表达趋势一致，DON 对 HK2

细胞具有毒性作用，诱导 HK2 细胞氧化应激，通过 Caspase、MAPK 和 PI3K-Akt 等信号通路影响肾功能与代谢，

为 DON 肾毒性作用和相关机制的调控提供理论依据。
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Mechanism for Vomitoxin-induced Oxidative Stress in HK2 cells
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Abstract: The mechanism of action of deoxynivalenol (DON) on oxidative stress in human renal tubular epithelial 

cells (Human Kidney-2, HK2) was explored in this article. DON cytotoxicity was assessed using the MTT assay, and the 

expression levels of apoptosis-regulating proteins-including Bax, Bcl-2, Caspase-2, Caspase-3, Caspase-6, Caspase-8, and 

Caspase-9-was measured by Western blotting. Transcriptome sequencing (RNA-seq) analyzed the genome-wide expression 

profile of HK2 cells following 24-hour DON exposure. DON exposure elevated LDH, MDA, and ROS levels in HK2 cells, 

while reducing antioxidant indicators such as SOD and GSH and increasing inflammatory markers IL-6, IL-1β, and TNF-α. 

Bax and caspase protein expressions were upregulated, while Bcl-2 protein expression was downregulated. Transcriptome 

analysis identified 5 962 differentially expressed genes after exposure to 40 µmol/L DON, with 2 813 upregulated and 3 149 

downregulated. Protein levels aligned with gene expression profiles. DON induces oxidative stress and nephrotoxicity in HK2 

cells, affecting renal function and metabolism through signaling pathways, including Caspase, MAPK, and PI3K-Akt. These 

findings offer a theoretical basis for the regulation of DON-induced nephrotoxicity. 
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呕吐毒素（C15H20O6），又名脱氧雪腐镰刀菌烯

醇（Deoxynivalenol, DON），它是由曲霉属和青霉

属真菌的次级代谢物产生的真菌毒素，常在污染的

饲料、大麦和玉米中被发现 [1] 。DON 是一种水溶性

真菌毒素，通过急性或亚急性作用对生物体的器官

造成损伤。它不仅严重影响生物体的身体机能，还

可能导致致癌、致畸、致突变和降低免疫力等危

害 [2] 。此外，DON 的存在也给粮食与食品生产造成

巨大的经济损失。许多动物实验模型表明，DON 具

有肠毒性、肝毒性、胚胎毒性和免疫毒性等 [3] ，然

而，对 DON 肾毒性作用机制的报道较少。肾脏是

药物及其代谢产物最易受到毒性物质损伤的器官之

一，其在药物及其代谢产物的滤过、重吸收和排泄

过程中均可能受到损伤 [4] 。由于肾脏组织代谢率高、

耗氧量大和酶活性活跃等特点，导致大量药物及其

代谢产物引起肾脏损伤 [5] 。HK2 细胞来源于正常人

肾脏的原发性近端肾小管细胞，与原代培养的肾小

管上皮细胞功能相似，常应用于药物的体外肾毒性

评估 [6] 。Brezniceanu 等 [7] 通过大鼠的肾切片评估了

HK2 细胞的凋亡及氧化应激损伤。先天免疫信号接

头 STING 通过靶向 HK2 细胞从而限制肿瘤有氧糖

酵解，促进体内抗肿瘤免疫 [8] 。此外，在小鼠模型中，

氯化钴（CoCl2）和血小板衍生生长因子（PDGF）
可以诱导 HK2 细胞线粒体易位，从而有效降低关节

炎的严重程度 [9] 。

为进一步探究 DON 对肾细胞氧化应激的作用

机制与基因表达情况，本文以 DON 诱导的 HK2 肾

小管上皮细胞为模型，通过毒性效应评价、细胞

状态测定及蛋白水平表达等方面来研究 DON 的肾

毒性机制。运用转录组测序技术（RNA-seq）探究

DON 对 HK2 细胞基因表达的影响。旨在探究 DON
诱导 HK2 细胞的氧化应激机制，为科学评价 DON
的毒性及制定合理的安全限量提供依据。

1  材料与方法

1.1 材料

DON，上海麦克林生化科技股份有限公司；

HK2 细胞，兰州大学医学院；DMEM 培养基、青霉

素100 U/mL、链霉素100 mg/mL和胎牛血清（FBS），
上海碧云天生物技术有限公司；总 RNA Illumina 试

剂盒和流式细胞术试剂，购自碧迪医疗器械有限公

司；Caspase、BAX 和 Bcl-2 等抗体，武汉三鹰生物

技术有限公司；MTT 细胞毒性检测试剂盒，南京建

成生物技术有限公司。LDH 试剂盒、MDA 试剂盒、

SOD 试剂盒、Western 及 IP 细胞裂解液，上海碧云

天生物技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

用含 10 wt.% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培养

基（青霉素、链霉素各 100 U/L）将 HK2 细胞接种到

培养箱中（37 ℃，φ=5% CO2）。以每毫升 1×106 cells
密度接种，使细胞维持在对数生长期。待细胞融合

度达到 80% 左右时，以相同浓度进行传代培养。

1.2.2 DON对HK2细胞增殖的影响

当细胞均处于对数生长期且生长良好时，进行

药物处理，先将 DON 溶于 DMSO 配成 100 mmol/L
的原液，再用无血清培养基稀释至不同浓度，DON
处理 HK2 细胞 24 h 后进行实验 [10] 。采用 MTT 法

评估 DON 的细胞活力和细胞毒性，将 HK2 细胞按

每孔 4 000 个细胞接种于 96 孔板中，在培养箱中孵

育过夜。加入不同浓度 DON（0、5、10、15、25、
30、35、40、50、60、70、80、100 μmol/L） 处 理

HK2 细胞 24 h，每孔加入 50 μL MTT 工作液（MTT
终质量浓度 0.5 mg/mL）。37 ℃孵育 4 h 后，吸出上

清液，加入 150 μL 二甲基亚砜（DMSO），将孔板在

恒温振荡器（150 r/min，37 ℃）中孵育 15 min。使用

酶标仪在 562 nm 处测量吸光度 [11] 。每实验平行 3 次。

细胞存活率计算公式为：

Y =
A1

A2
×100%                                    （1）

式中：

Y——细胞存活率，% ；

A1——处理组上清液在 562 nm 处的吸光度；

A2——对照组上清液在 562 nm 处的吸光度。

1.2.3 DON对HK2细胞膜的影响

取对数生长期的 HK2 细胞，按每孔 1 mL 接种

至 6 孔板中，分别加入不同浓度 DON（0、15、40
和 80 μmol/L）培养 24 h，胰酶消化收集细胞后，

重悬细胞，用 0.4 wt.% 的台盼蓝染色 3 min，于倒

置显微镜下观察细胞 [12] ，每组实验平行三次。

1.2.4 DON对HK2细胞氧化还原系统的影响

取对数生长期 HK2 细胞接种于 96 孔板中（每

孔 5 000 个），在培养箱（37 ℃，φ=5% CO2）中

孵育过夜。将 HK2 细胞暴露于不同浓度 DON（0、
15、30、40、60、80 μmol/L）24 h，胰酶消化后收

集细胞，再用 PBS 洗涤 1 遍后 1 000 r/min 离心 5 min，
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向细胞沉淀中加入适量 SOD 样品制备液重悬细胞，

离心 10 min（12 000 g，4 ℃）后取上清作为待测样

品。37 ℃孵育 30 min 后于 450 nm 处测定吸光度，

每组各设 6 个复孔，实验平行 3 次。根据谷胱甘

肽试剂盒测定 GSH 水平，根据丙二醛试剂盒测定

MDA [13] ，每组实验平行三次。

1.2.5 DON对细胞活性氧（ROS）的影响

取对数生长期 HK2 细胞接种于 12 孔板中，以

每毫升 2×104 cells 密度播种，药物处理后，按照无

血清培养液：DCFH-DA（1 000:1）配制检测液，每

孔 1 mL 检测液，在 37 ℃下避光孵育 40 min。探

针装入后，样品用冷 PBS 洗涤两次。在激发波

长为 500 nm，发射波长为 525 nm 时，采用 BD 
FACSCalibur 细胞分选系统测定各组细胞的活性氧

水平 [14] 。每组实验平行三次。

1.2.6 DON对HK2细胞炎症水平的影响

待细胞生长至对数生长期时，经药物处理后收

集细胞，每管细胞中加入 100 μL 裂解液，冰浴中充

分裂解 5 min。冷却后，在 4 ℃，10 000 g 条件下离

心 10 min，每孔加入 200 μL 的上清液于 96 孔板中，

在 532 nm 处测吸光度，测定 IL-1β 炎症水平。后续

炎症指标在细胞培养和处理后，收集上清液，在 4 ℃，

10 000 g 条件下离心 10 min 用于实验，按照相应试

剂盒的操作分别检测 IL-6 和 TNF-α 的水平 [15] 。

1.2.7 DON对HK2细胞蛋白表达量的影响

取对数生长期细胞传代于细胞培养瓶中，置

培养箱 24 h 后，用不同浓度 DON（0、15、30 和

40 μmol/L）处理细胞 24 h，收集细胞，16 000 g，4 ℃
离心 20 min，取上清液待用。BCA 法测定蛋白浓

度 [16] ，按上清液：蛋白缓冲液 Loading buffer（4:1）
混合。沸水浴加热 5 min，冰水浴 1 min，重复 3
次，-20 ℃保存。

SDS-PAGE 电泳：配置 10 wt.% 分离胶，待分离

胶凝固 30 min 后倒入浓缩胶，凝固 20 min 后插上梳

子置于电泳槽中。根据蛋白浓度计算上样量，加入

样品后开始电泳，对应电流一般为 20 mA，待 maker
跑到分离胶后加大电流至 30 mA，电泳完毕后转移

至甲醇活化的 PVDF 膜上，冰浴条件下 100 V 恒压

转膜 60 min。转膜后室温封闭 1 h，加入一抗后 4 ℃
摇床过夜。TBST 洗膜 3 次，用 TBST 按 1:10 000
比例稀释二抗，室温孵育 1.5 h。使用 Bax、Bcl-2、
Caspase-2、Caspase-3、Caspase-6、Caspase-8 和

Caspase-9 等抗体检测蛋白表达水平。由 ImageJ 软件

进行灰度分析，将目的条带与内参条带的比值作

为结果，处理组样品与空白对照的比值表示蛋白

水平。

1.2.8 DON对HK2细胞差异基因表达的影响

根据 Ultrapure RNA 试剂盒的说明书提取总

RNA [17] 。每瓶细胞样品中加入 1 mL 裂解液，裂解

10 min 后收集细胞置于 -80 ℃冰箱。首先进行总

RNA 质量检测，精确定量浓度和纯度，再分选纯化

mRNA，合成 cDNA 后对双链 cDNA 末端进行修复，

再用 PCR 扩增 cDNA 文库，对文库进行质量检测

后上机测序。测序分析主要包括差异基因分析、GO
富集和 KEGG 信号通路筛选。

1.2.9 数据分析

采用 Excel 2021 统计学软件进行数据处理。实

验数据用平均值 ± 标准差表示。采用 Graphpad 
prism 8.0.2 分析软件进行单因素方差分析，并使用

Student’s t-test 检验进行组间差异比较。P＜0.05 表

示差异显著，P＞0.05 表示差异不显著。

2  结果与讨论

2.1 DON对HK2细胞增殖和细胞膜形态的影响

由图 1a 可见，当 DON 作用于 HK2 细胞后，

细胞存活率显著下降。且随着浓度增大抑制作用增

强，说明 DON 对 HK2 细胞增殖具有抑制作用。由

图 1b 可见，DON 对 HK2 细胞的 IC50 为 38.15 μmol/L。
MTT 实验证明，DON 与 HK2 细胞存活率之间存在

明显的剂量 - 效应关系，因此 DON 对细胞产生毒

性作用，使细胞存活率下降。Kang 等 [18] 研究表明不

同浓度 DON 对 IPEC-J2 猪小肠上皮细胞产生毒性作

用。如图 1c、1d 所示，对照组细胞形态无明显变化。

当加入 40 μmol/L DON 后，细胞形态明显改变，细

胞膜破裂导致局部皱缩，细胞被染成蓝色，与对照

组相比，蓝色细胞数量增多 50%，即细胞死亡数量

增多。结果表明，与对照组相比，染毒组细胞膜结

构被破坏，引起细胞的死亡。因此，后续实验以

40 μmol/L 的 DON 作为细胞染毒剂量。台盼蓝实验

表明，DON 影响 HK2 细胞膜形态，由于 DON 破

坏细胞膜，进而使细胞功能紊乱，破坏细胞稳态

平衡  [19] ，使胞内物质流出，氧化产物累积，导致

细胞凋亡。内质网（Endoplasmic Reticulum, ER）

作为细胞组成中的主要细胞器，在细胞的生长调

节中发挥重要作用，而 ER 应激引发未折叠和错误

折叠蛋白的积累，破坏细胞器功能 [20] 。
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图 1 不同浓度 DON 对 HK2 细胞增殖的影响（24 h）

（a、b）和显微镜下（100×）台盼蓝染色（c、d）

Fig.1 Various concentrations of DON reduce the

 viability of HK2 cells (24 h) (a, b) and Trypan blue staining 

under microscope (c, d)

注：c 为空白对照，d 为 40 μmol/L DON。ns 表示

P＞0.05，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，与空白对照

组相比。图 2、4、5 同。

2.2 DON对HK2细胞氧化还原系统的影响

如图 2a~2c 所示，随着 DON 浓度的增大，细

胞内 SOD 活性和 GSH 水平不断下降，MDA 含量持续

上升。与对照组相比，当 DON 浓度低于 15 µmol/L 时，

细胞内 SOD 活性和 GSH 含量下降趋势平缓，MDA
含量上升约 2.8 倍。当 DON 浓度为 40 µmol/L 时，

SOD 酶活性下降 64%，GSH 含量下降 52%，MDA
含量上升为 3.7 倍，具有极显著性差异（P＜0.01）。
当 DON 浓度为 80 µmol/L，细胞 SOD 酶活性和

GSH 水平最低，MDA 含量上升约 5.9 倍。结果表明，

当DON刺激HK2细胞后，SOD与GSH被急剧消耗，

氧化还原平衡被破坏，脂质过氧化速度加快，MDA
含量不断上升使氧化程度加剧，氧化产物的积累造

成了氧化应激和氧化损伤。当DON诱导HK2细胞时，

细胞抗氧化指标 SOD 与 GSH 水平下降，细胞内过

氧化氢含量升高，MDA 和 GSSG 含量逐渐积累。研

究表明，DON 使细胞脂质氧化程度加剧，清除自由基

的能力减弱，从而引起细胞的凋亡和坏死 [21] 。Ndlovu
等 [22] 研究发现，DON 作用于 HepG2 细胞，抗氧化因

子被抑制，导致细胞器损伤，氧化产物含量升高。

图 2 不同浓度 DON 对 HK2 细胞内 SOD 活性（a）、

GSSG 含量（b）、MDA 含量（c）的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of DON on SOD 

activity (a), content of GSSH (b), content of MDA (c) 

in HK2 cells
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图 3 不同浓度的 DON 对 HK2 细胞内 ROS 水平的影响

Fig 3 Effect of different concentrations of DON on 

the level of ROS in HK2 cells

注：a~h 依次为阴性对照、阳性对照、0、15、30、40、

60 和 80 μmol/L。

2.3 DON对HK2细胞ROS水平的影响

如图 3 所示，与阴性对照组相比，阳性对照组

ROS 释放水平呈显著增加趋势。染毒组均产生了

活性氧，ROS 释放水平随 DON 浓度增大而升高。

与空白对照组相比，当 DON 浓度为 15 μmol/L 和

30 μmol/L 时，ROS 释放水平分别上升 1.21 倍和 1.32
倍。当 DON 浓度为 80 μmol/L 时，细胞内 ROS 释

放水平上升约 35.6 倍。实验结果表明，DON 可能

导致细胞产生过量的 ROS，造成了细胞凋亡和坏死。

DON 通过产生过量的 ROS 使细胞处于氧化应激状

态，有研究发现，而 ROS 的产生与内质网应激介导

的炎症和凋亡有关 [23] 。Czabotar 等 [24] 发现 DON 使

细胞氧化应激，活性氧产物累积，导致细胞凋亡。

图 4  不同浓度 DON 对 HK2 细胞内 IL-1β（a）、IL-6（b）、

TNF-α（c）水平的影响

Fig.4 Effect of different concentrations of DON on 

IL-1β (a), IL-6 (b), TNF-α (c) levels in HK2 cells

2.4 DON对HK2细胞炎症水平的影响

如图 4a~4c 所示，细胞 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
水平随 DON 浓度增大而升高。与对照组相比，低

DON 对 HK2 细胞 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量无显

著性差异。当 DON 浓度为 80 μmol/L 时，IL-1β 含

量约为对照组的 1.6 倍，IL-6 含量约为对照组的 2
倍，TNF-α 含量约为对照组的 1.5 倍，具有显著性

差异（P＜0.01）。结果表明，DON 会引起 HK2 细
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胞内 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平升高，炎症产物累

积使细胞发生氧化损伤，引起炎症反应。

2.5 DON对HK2细胞凋亡蛋白表达的影响

图 5 Bax、Bcl-2 和 Caspase-2、3、6、8、9 蛋白在

HK2 细胞中的表达水平

Fig.5 The expression level of Bax, Bcl-2 and caspase-2, 3,

6, 8, 9 protein in HK2 cells

如图 5a~5c 所示，在 Bax 与 Bcl-2 蛋白检测中，

与对照组相比，DON 上调 Bax 蛋白表达水平，下

调 Bcl-2 蛋白表达水平。当 DON 浓度为 15 μmol/L 和
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30 μmol/L 时，Bax 蛋白表达量无显著性差异，而

Bcl-2 蛋白表达量分别下降 1.6 倍和 2.0 倍，当 DON
浓度为 40 μmol/L 时，Bax 蛋白表达量增加约 1.4 倍，

Bcl-2 蛋白表达量下降约 2.5 倍，具有显著差异

（P＜0.01）。DON 明显下调 Bcl-2 蛋白表达水平

（P＜0.01）。如图 5d 所示，DON 上调了 Caspase-2、
3、6、8 和 Caspase-9 蛋白的表达量。如图 5e~5i 所示，

在 Caspase 蛋白检测中，与对照组相比，低浓度

DON 对 Caspase-2、3、6、8、9 蛋白表达量无显著

性差异；当 DON 浓度为 40 μmol/L 时，Caspase-2、3、
6、8、9蛋白表达量极显著增加（P＜0.01）。结果表明，

DON 通过调节 HK2 细胞蛋白表达量来诱导细胞凋

亡。DON 主要通过诱导细胞凋亡影响 Bax、Bcl-2
和 Caspase 蛋白表达量。线粒体作为诱导细胞凋亡

关键环节，通过信号级联反应表达 [25] 。研究发现，

在哺乳动物中，Apaf-1 从 Bcl-xl 的释放是通过与

Bax 和 Bcl-2 家族其他促凋亡成员异二聚介导的 [26] 。

DON 通过上调 Caspase-2、3、6、8、9 的蛋白表达

量来诱导细胞凋亡，Caspase 凋亡酶主要功能为调

节酶活性和蛋白表达。当细胞在外来因子的刺激下，

各种促凋亡信号如 DNA 损伤和生长因子清除，它

诱导细胞色素 c 从线粒体释放，与 Apaf-1 的重复区

结合，促进 Apaf-1 的低聚，形成 Apaf-1 细胞色素

c 多聚体。被激活的 Caspase-9 会激活 Caspase-3 和

Caspase-7，从而启动 Caspase 级联反应，该反应通

过对底物的特定裂解导致细胞凋亡 [27] 。以上研究表

明，DON 诱导 HK2 细胞氧化应激可能通过线粒体

途径。

2.6 差异基因筛选、GO与KEGG富集分析

通过 RNA-seq 技术分析 40 µmol/L DON 处理

HK2 细胞后筛选出差异表达基因的个数。如图 6a
所示，与对照组相比，40 µmol/L DON 处理 24 h 差

异表达基因的总数为 5 962 个，上调基因（Up）数

为 2 813 个；下调基因（Down）数为 3 149 个。为

深入探究 DON 对 HK2 细胞基因表达的影响，通

过差异基因 GO 与 KEGG 富集分析方式从基因水

平检测 DON 对 HK2 细胞氧化应激水平。GO 按照

生物学过程（Biological Processes, BP）、细胞组分

（Cellular Components, CC）和分子功能（Molecular 
Functions, MF）将上述火山图差异表达基因进行分

类。我们分别从 BP、CC 和 MF 三大类中挑选出富

集最显著（P-value 水平）的 10 个 GO 功能在图中

展示。如图 6b 差异基因 GO 富集条形图所示，BP

组最显著的功能主要是肾脏代谢、肾功能调节和细

胞生长调节等。MF 组最显著的功能是蛋白磷酸酶

结合、磷酸酶结合和活性调节等；CC 组最显著的功

能主要是胞质核糖体、细胞外基质和细胞底物连接

等。结果表明，在 GO 富集分析过程中，DON 可能

通过诱导 HK2 细胞基因表达谱变化，影响生物学

过程中肾系统功能与肾脏代谢。通过差异 mRNA 火

山图直观反映差异基因表达的分布情况，结果表明，

基因谱表达与蛋白水平表达趋势一致。与对照组

相比，DON 使 HK2 细胞的差异表达基因发生了

上调和下调，这些基因按生物学过程、细胞组分

和分子功能进行 GO 富集分析。本文通过火山图、

GO 和 KEGG 差异基因富集分析等方法综合探究

DON 对 HK2 肾小管上皮细胞基因表达的影响。

分析结果表明，在 BP 组分中涉及功能有肾脏代

谢和肾系统调节等，说明 DON 通过调节基因表

达刺激细胞氧化应激，从而导致肾脏功能紊乱，

有关研究表明，DON 通过调节 HepG2 细胞基因

表达影响细胞核糖体与磷酸酶结合，从而导致细

胞损伤
 [28] 。此外，在 MF 组和 CC 组中，线粒体

激酶和信号转导因子 Caspase 也参与基因表达过

程，You 等  [29] 发现，在 DON 氧化胁迫下，细胞

线粒体途径涉及到能量代谢、细胞凋亡等过程。

如图 6c 差异基因 KEGG 富集图所示，与此相关

的通路主要有 MAPK 信号通路、凋亡信号通路、

PI3K-Akt 信号通路、神经变性通路、钙离子信号

通路和氧化磷酸化通路。如图 6 所示，MAPK 级

联信号途径部分差异基因如 C-Fos、FLT4 等基

因上调，MAP3K7 等基因下调，该基因主要参与

DNA 增殖、分化和凋亡。凋亡通路的差异基因

如 CASP10、NFKB1、CASP8 和 CASP3 表达上调，

BCL2L1 和 BCL-2 差异基因表达下调。PI3K-Akt 通
路部分差异基因如 IL-6、AKT1 等基因表达上调，

IGF1R、FN1 等基因表达下调，该基因与 HK2 细

胞凋亡和炎症有关。钙离子信号通路中，NDUFS6、
NDUFS2 和 NDUFB9 等表达均上调。氧化磷酸化通

路差异基因如 NDUFS6、NDUFS2、NDUFB9 等表

达均上调。KEGG 富集分析结果表明，DON 诱导

HK2 细胞凋亡可能通过调节多种信号通路，使差异

基因表现为上调或下调，从而诱导 HK2 细胞发生

坏死、凋亡、炎症和 DNA 损伤等毒性作用。另外，

本文通过 KEGG 富集分析探究 DON 诱导细胞氧化

应激过程中涉及的代谢通路，主要有凋亡信号通路、

MAPK 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、神经变性通
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路、钙离子信号通路和氧化磷酸化通路。MAPK
级联信号途径在动发育过程主要起分化和增殖等

作用  [30] 。凋亡通路是 DON 诱导细胞氧化应激的

主要通路，该通路参与基因的激活、表达及细胞

死亡调控的过程  [31] 。PI3K-Akt 通路使 HK2 细胞

磷酸化的 Akt 激活下游蛋白 - 环磷酰苷效应蛋白

（CREB），能够刺激抗凋亡蛋白基因如 Bcl-2 的

表达  [32] 。钙离子信号通路中，差异基因 NDUFS2
和 NDUFB9 属于 NADH 脱氢酶，与细胞 ATP 合

成有关，该基因通过氧化磷酸化途径使细胞发生

氧化应激。研究表明，CASP10、NFKB1 和 NDUF
基因主要参与细胞的凋亡、炎症和 DNA 的损伤

作用 [33] 。

图 6 （a）差异 mRNA 表达火山图；（b）差异基因 GO

富集条形图；（c）差异基因 KEGG 富集圈图

Fig.6 (a) Differential gene GO enrichment bar chart; 

(b) Volcanic map of differential mRNA expression; 

(c) Differential gene KEGG enrichment circle plot

3  结论

综上所述，DON 对 HK2 细胞具有明显的毒性

作用，对细胞膜造成一定的破坏，影响细胞氧化还

原系统，造成氧化产物积累，产生氧化应激，诱导

细胞凋亡及炎症表现。差异基因分析表征 DON 对

肾脏生长和肾功能具有重要的影响，但详细的作用

机制尚需深入研究。
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