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棒曲霉素对 KM小鼠肾脏的毒性效应 
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摘要：该研究以KM小鼠作为实验动物，研究2.5、5.0、7.5、10、15 μmol/L 五个浓度梯度下棒曲霉素对小鼠体重、肾脏系数等的影

响，并通过各项肾脏切片染色试验验证PAT对肾脏的毒性损伤。其中PAT浓度对体重增长率基本无影响，两者之间几乎无相关关系；而随

着PAT浓度增大，肾脏系数有逐渐增大的趋势，其中7.5 μmol/L 和10 μmol/L PAT处理的差异显著（p<0.05）；随着PAT浓度增加，苏木素

-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色后可观察到大片细胞基质和胞外基质，蓝紫色细胞核逐渐减少且细胞核密度逐渐降低，此外 PAT 浓度

较高时出现了长条状空白；Masson染色后肾小球发生明显的纤维硬化情况，且胞间充血；过碘酸雪夫（Periodic Acid-Schiff，PAS）染色后

出现了少量糖原，可知糖原没有被正常降解。因此，PAT 浓度的增加会导致核密度降低、肾脏细胞皱缩、胶原纤维增加、糖原分解被抑制

等问题，从而对KM小鼠肾脏造成严重损伤。研究结果将为进一步研究棒曲霉素对肾脏的损伤提供理论支持。 

关键词：棒曲霉素；毒性机制；肾脏；苏木素-伊红染色；过碘酸雪夫染色 

文章篇号：1673-9078(2022)06-275-279                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2022.6.0849 

Toxic Effects of Patulin on the Kidneys of KM Mice 
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Abstract: In this study, KM mice were used as experimental animals. The effects of patulin (PAT) at concentration gradients of 2.5, 5.0, 

7.5, 10 and 15 μmol/L on the body weight and renal coefficients in mice were investigated. The toxicity and damage of PAT to the kidneys were 

examined through section staining experiments. The PAT concentration had little effect on the increasing rate of body weight, and there was 

almost no correlation between them. However, as the concentration of PAT increased, the kidney coefficients tended to increase gradually, with 

the difference between the 7.5 μmol/L PAT treatment and 10 μmol/L PAT treatment being significant (p<0.05). As the concentration of PAT 

increased, large areas of cell stroma and extracellular matrix were observed after HE staining (hematoxylin-eosin staining), with the number of 

bluish purple nuclei and the nucleus density gradually decreasing. In addition, there were long blank strips at higher PAT concentrations. After 

Masson staining, glomeruli showed sinificant fibrosclerosis, along with intercellular congestion. A small amount of glycogen appeared after 

periodic acid-schiff (PAS) staining, indicating that glycogen was not normally degraded. Therefore, the increase in PAT concentration led to 

problems such as decreased nucleus density, shrinkage of kidney cells, increased collagen fibers and inhibition of glycogenolysis, causing severe 

kidney damage in KM mice. This result will provide theoretical support for further studies on the damage of PAT to the kidney. 
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棒曲霉素（Patulin，PAT）是青霉属菌和曲霉属菌

等产生的一种有毒次级代谢产物。目前，对于 PAT 的

毒理学研究主要集中于其对肝肠胃的毒性及皮肤毒

性，对肾脏的毒理作用研究较少。在各种食品中均可 
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发生棒曲霉素污染，其中苹果是最为常见的被污染水

果。因此，将苹果、苹果汁和其相关食品中棒曲霉素

的浓度用作质量指标[1]，我国国家标准也对食品中棒

曲霉素含量作了详细的规定[2]。人们接触棒曲霉素主

要是通过食用被污染的食品，而食品在不同的阶段如

种植过程、收获期间、收获后、运输期间、储存期间、

陈列期间和整个加工阶段都有可能被污染[3,4]。在食品

加工过程中卫生条件较差的地区，由棒曲霉素产生的

风险会更大[5]。高浓度的棒曲霉素对不同种族、性别
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和年龄的人群都会产生影响，其中婴幼儿、孕妇及胎

儿等都是敏感人群[6]。 
有研究表明，PAT 可引起急性和慢性中毒，PAT

给药的实验动物外部表现为焦虑、抽搐和呼吸短促等，

内部表现为肺部充血、溃烂、水肿、血液外渗和胃肠

道疾病等，并且 PAT 还具有细胞毒性和遗传毒性[7,8]，

这可能与半缩醛和内酯环的毒性有关[9]。虽然目前国

内外对棒曲霉素的研究较为广泛，但对于肾脏的研究

仍然不够充分，而肾脏作为人体重要的解毒器官，对

PAT 的代谢起着至关重要的作用。因此，本研究以 KM
小鼠作为实验动物，取小鼠肾脏最大横截面做石蜡切

片，然后制作 HE 染色，Masson 染色和过碘酸雪夫染

色（Periodic Acid-Schiff stain，PAS）切片，结合体重

增长率及脏器系数等，从外观形态，生理生化方面评

估 PAT 对小鼠的毒性效应，尤其是对肾脏的毒性，探

讨可能的毒性机制，为进一步探究其毒性效应提供实

验依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

棒曲霉毒素标准品（纯度≥98%），上海哈灵生物

科技有限公司；HE 染液、Masson 染液套装、PAS 染

液套装、苏木素染液、分化液、返蓝液，Servicebio；
中性树胶，国药集团化学试剂有限公司。 

江南永新 MR2100 倒置显微镜，上海向帆仪器有

限公司；WHB-7105-1 普通载玻片 25×75 mm，祺翔生

物科技有限公司；美国 RAININ Pipet -Lite PL+单道可

调移液器，Mettler Toledo 国际贸易有限公司；ES-J 分
析天平，德安特传感技术有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  实验动物饲养和 PAT 预处理  
KM 小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，均为 6 周龄左右。饲养环境整洁安静，通风良好，

温度、湿度适宜。72 只 KM 小鼠雌雄各半并且被随机

分为 6 组，其中一组为空白组，空白组以无菌水灌胃，

其余五组分别以 2.5、5、7.5、10 和 15 μmol/L PAT 灌

胃，灌胃标准为 0.1 mL/10 g。每天灌胃前禁食 6 h 左

右并称取体重，连续灌胃 28 d 后处死取双肾，称量肾

脏重量，然后进行后续试验。 
(g) (g)%= 100%

(g)
−

×
当次体重 初始体重

体重增长率/
初始体重  

(g)/ % 100%
(g)

= ×
双肾重量

肾脏系数
体重

 

式中： 

初始体重——灌胃前禁食 6 h 后体重，g； 

当次体重——不同浓度 PAT 灌胃一定时间后体重，g； 

双肾重量——不同浓度 PAT 灌胃 28 d 后双肾湿重，g； 

体重——不同浓度 PAT 灌胃 28 d 后小鼠体重，g。 

1.2.2  石蜡切片制作  
新鲜组织用固定液固定 24 h 以上。固定后的组织

水洗后依次用 50%、70%、85%、95%及无水乙醇进

行脱水，脱水后从无水乙醇中取出组织块先放入二甲

苯和无水酒精等量混合的溶液中 1 h 左右，然后取出

放入纯二甲苯中 20 min 即可。然后进行浸蜡、包埋、

塑形。之后的工作由武汉塞维尔生物有限公司完成。 
1.2.3  HE 染色 

染色前依次将切片放入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各

20 min 脱去切片中的石蜡，再依次放入无水乙醇Ⅰ、

无水乙醇Ⅱ、75%酒精中各 5 min，最后入蒸馏水后即

可染色。水洗后切片入苏木素染液染 5 min 后，蒸馏

水洗去多余染液。显微镜控制下用分化液分化，镜下

观察细胞核蓝色、组织背景几乎无色时，自来水洗终

止分化。水洗蓝化 15 min 后，依次放入 85%、95%的

梯度酒精脱水各5 min。浸入伊红染液中染色5 min后，

依次放入无水乙醇 I、无水乙醇 II、无水乙醇Ⅲ中各 5 
min 进行脱水，再依次放入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各

5 min 使切片透明。将已透明的切片用中性树胶封片。

显微镜镜检，图像采集分析。  
1.2.4  Masson 染色  

石蜡切片脱蜡至水，如 1.2.3 所示。切片入重铬酸

钾浸泡过夜后，依次自来水和蒸馏水洗。切片入

Weigert 氏铁苏木素染液 3 min 后，自来水充分水洗，

1%盐酸酒精分化液分化数秒，自来水冲洗，流水冲洗

数分钟后返蓝液返蓝。用丽春红酸性品红染 10 min
后，蒸馏水快速漂洗。1%磷钼酸水溶液浸染 1~3 min
后，不经水洗，直接用苯胺蓝染液复染 5 min。1%冰

醋酸处理 1 min。将切片依次放入 95%酒精 I、95%酒

精 II 各 5 min，无水乙醇 I、无水乙醇 II 各 5 min 进行

脱水。再依次放入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各 5 min 使

切片透明，中性树胶封片。显微镜镜检，图像采集分

析。  
1.2.5  PAS 染色  

石蜡切片脱蜡至水，如 1.2.3 所示。切片入 1%高

碘酸染液中染色 15 min（溶液温度以 17~20 ℃为宜），

流水冲洗 5 min，再用蒸馏水浸洗两遍。Schiff 氏液

（Schiff 氏液从冰箱取出升至室温使用）避光染色 30 
min，流水冲洗 5 min。Harris 苏木精染 5 min，自来水

洗；l%盐酸酒精分化液分化，再用自来水充分冲洗。
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返蓝液返蓝，流水冲洗。脱水封片方法同 HE 染色。

显微镜镜检，图像采集分析。 
1.2.6  数据分析 

记录灌胃前小鼠体重，连续灌胃 28 d 后处死取双

肾，记录肾脏重量。计算体重增长率与肾脏系数，取

平均值，结果以“平均值±标准差”来表示。采用 SPSS 
26.0 对实验数据进行统计学分析，6 组数据间采用

“One-way ANOVA”的 Duncan’s 法进行比较分析，

p<0.05 为差异显著，标记为“*”。 

2  结果与讨论 

2.1  PAT浓度对KM小鼠的体重增长的影响  

 
图1 KM小鼠周体重增长率 

Fig.1 Weekly weight growth rate of KM mice  

连续 28 d 对 KM 小鼠灌胃给予不同浓度 PAT，每
天禁食 6 h 后称取体重，每 7 d 对体重取一次平均值，

体重增长与 PAT 浓度之间的关系如图 1 所示。不同浓

度的 PAT 对体重增长率的影响有高有低，与无菌水灌

胃对照组相比，各 PAT 剂量组受试小鼠体重增长率与

对照组无显著差异（p>0.05），不同 PAT 剂量组之间的

大鼠体重增长率也无显著性差异。除在 14~28 d 之间

5 μmol/L PAT 影响稍大外几乎无规律。由此可判断连

续 28 d 给予KM 小鼠 15 μmol/L 及以下剂量的 PAT对

体重增长率基本无显著性影响，两者之间几乎无相关

关系。 

2.2  PAT浓度对KM小鼠肾脏系数的影响 

连续 28 d 对 KM 小鼠灌胃给予不同浓度 PAT，试
验结束处死动物，记录双肾湿重，计算肾脏系数，各

组动物肾脏系数统计结果见图 2。随着 PAT 浓度增大，

肾脏系数亦有逐渐增大的趋势，与对照组相比，PAT
组中 7.5 μmol/L 和 10 μmol/L PAT 处理的差异显著

（p<0.05）。虽然 PAT 组之间差距并不大，但相较于空

白组，PAT 组整体都大于空白组。肾脏系数增大即说

明在体重无明显变化的情况下出现的双肾增大现象，

而双肾增大常见于肾积水或者肾脏部位炎症，如急性

肾衰竭、急性肾炎、双侧急性肾盂肾炎、双侧肾盂积

水等多种肾脏疾病。因此，可推断 PAT 为 7.5 μmol/L
和 10 μmol/L 时即对肾脏造成严重损伤；而当 PAT 为

15 μmol/L 时，肾脏细胞开始皱缩凋亡，因此，肾脏系

数下降。 

 
图2 PAT浓度对肾脏系数的影响 

Fig.2 Effect of PAT concentration on kidney coefficient  

2.3  肾脏切片HE染色 

   

   

图 3 肾脏最大横截面切片HE染色（200×） 

Fig.3 HE staining of the largest cross section of kidney (200×) 

注：a：0 μmol/L；b：2.5 μmol/L；c：5 μmol/L；d：7.5 μmol/L；

e：10 μmol/L；f：15 μmol/L。下图同。 

取肾脏最大横截面制作 HE 染色切片，观察肾脏

细胞的基本外观。对照组细胞核核膜界限清晰，染色

无异常情况。当 PAT 浓度为 2.5 μmol/L 时，细胞核略

微减少；PAT 浓度增为 5.0 μmol/L 和 7.5 μmol/L 时，

可观察到大片细胞基质和胞外基质，蓝紫色细胞核逐

渐减少且细胞核密度逐渐降低；PAT 浓度为 10 μmol/L
时，视野内可见大量条状空白，细胞核明显减少，颜

色模糊不可分辨；PAT 浓度为 15 μmol/L 时，条状空

白增长变为长条状，细胞核颜色减淡并多聚集于长条

状空白两侧[10,11]。染色结果说明随着 PAT 浓度升高，

肾脏细胞逐渐皱缩凋亡。研究表明，肾脏有核细胞数

与凋亡指数之间存在负相关，而凋亡细胞数又与肾功
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能恶化成密切正相关。 

2.4  肾脏切片Masson染色 

取肾脏最大横截面制作 Masson 染色切片，观察

肾脏细胞的基本外观。Masson 染色结果为胶原纤维呈

蓝色，肌纤维、纤维素和红细胞呈红色。如图 4 所示，

对照组细胞间界限清晰，肾小球无明显硬化。PAT 浓

度逐渐增加时，可观察到蓝色胶原纤维逐渐增加，细

胞间界限逐渐模糊。结果显示 PAT 使肾小球发生明显

的纤维硬化情况，且胞间充血，说明有炎症出现，初

步考虑为肾脏纤维化的炎症反应期，如果延长 PAT 给

药时间很有可能形成瘢痕，对肾脏造成不可逆的损伤。 

   

   
图4 肾脏最大横截面切片Masson染色（200×） 

Fig.4 Masson staining of the largest cross section of kidney 

(200×) 

2.5  肾脏切片 PAS染色 

   

   
图5 肾脏最大横截面切片PAS染色（200×） 

Fig.5 PAS staining of the largest cross section of kidney (200×) 

PAS 染色的目的是为了观察细胞的糖原降解情

况，糖原在体内酶促作用下的合成和分解可维持血糖

正常水平。在动物体内糖原大部分存在于骨骼肌中，

肾脏中液存在少量糖原，由图 5 观察得知，对照组几

乎无大面积糖原，说明糖原被大量降解来维持体内的

基本活动，当 PAT 浓度为 2.5 μmol/L 时，糖原增加，

染色明显变浅；PAT 浓度增为 5.0 μmol/L 和 7.5 μmol/L
时，可观察到细胞中出现大量糖原，细胞皱缩，细胞

间隙增加；并且随 PAT 浓度增加，糖原累积逐渐增多，

细胞间隙增大。肾脏作为糖类储藏和释放的场所，人

体内多余的糖分在这里形成肾糖原加以储藏，需要的

时候又能转变为葡萄糖来补充血糖，血糖升高时只要

肾脏功能正常，就可以通过排尿将多余的糖分排出，

使血糖不至于太高。而当 PAT 浓度升高使肾小球受到

损害时，肾小球滤过率降低，这不仅会对细胞和机体

的 ATP 生成产生影响，糖原的累积势必会影响肾脏结

构和功能，引起各种并发症。 

3  结论 

本试验设计不同浓度梯度 PAT，28 d 连续灌胃

KM 小鼠，并按照正常条件饲养，以此评估试验动物

在不同浓度 PAT 下造成的肾损伤作用。经过不同浓度

处理KM小鼠后的灌胃实验结果表明体重变化与PAT
浓度几乎无关联。随 PAT 浓度增加，HE 染色后可观

察到大片细胞基质和胞外基质，肾脏切片中细胞核明

显减少，核膜界限模糊；Masson 染色后肾小球切片可

观察到蓝色胶原纤维增多，且胞间充血；当 PAT 为

7.5 μmol/L 和 10 μmol/L 时，PAT 组肾脏系数皆高于

对照组，差异显著（p<0.05）；而当 PAT 为 15 μmol/L
时，肾脏系数相较于 PAT 为 10 μmol/L 时发生了下降，

由此可推测 PAT 浓度在 10 μmol/L 及以下时，肾脏虽

然有自修复能力，但仍然有肾积水或炎症存在，随着

PAT 浓度增加，肾脏细胞皱缩、凋亡指数增加，肾功

能损伤，逐渐有肾脏纤维化的倾向。因此导致肾小球

滤过率下降，故 PAS 染色观察到大量糖原沉积，可知

糖原没有被正常代谢，这不仅会对细胞和机体的 ATP
生成产生影响，还会使肾脏进一步损伤。 
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