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摘 要

苯并(a)芘（Benzo[a]pyrene，BaP）广泛存在于高温加工食品中，是威胁人体

健康的主要食品有害物之一。研究发现，BaP可通过诱发细胞焦亡损伤肝脏组织，

但相关分子机制尚不清楚。全谷物（Whole Grains，WG）不仅含有丰富、全面的

营养成分，而且对预防肥胖、血脂异常和炎症具有重要意义。但是，全谷物饮食

对 BaP诱发肝脏焦亡性损伤的干预作用未见报道。因此，本论文深入揭示了 BaP

诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的毒性机制，并研究了全谷物荞麦（Whole Grain

Buckwheat，WGB）与全谷物燕麦（Whole Grain Oat，WGO）对 BaP暴露下小鼠

肝脏焦亡性损伤的干预作用。研究结果如下：

1、BaP可降低 HL-7702人肝细胞活力，减小细胞体积，使细胞长期停滞于 S

期，M期数量骤减，进而抑制细胞的正常生长增殖。同时，BaP可促进细胞 LDH

释放，NO含量、相对电导率、IL-18、IL-1β等焦亡特征指标升高，上调 Caspase-1、

GSDMD-N等焦亡特征蛋白表达，诱使 GSDMD-N寡聚化在细胞膜上形成孔洞，

造成细胞发生焦亡性损伤。Caspase-1抑制剂 Z-VAD-FMK可抑制 BaP导致的细胞

活力降低、炎症因子和焦亡特征性蛋白高表达，表明 BaP可诱发 Caspase-1依赖性

肝细胞焦亡。

2、采用Mito-TEMPO（mtROS抑制剂），NAC（总 ROS抑制剂），PDTC

（NF-κB抑制剂），MCC950（NLRP3炎症小体抑制剂）分别作用于 ROS、NF-κB、

NLRP3炎症小体等靶点。结果发现，与 BaP组相比，抑制剂和 BaP共同处理组可

以提高细胞活力，减少死亡细胞数目，降低 LDH释放率、NO含量和相对电导率

水平。同时，Mito-TEMPO、NAC、PDTC、MCC950预处理可抑制 BaP诱发的

NF-κB、NLRP3、ASC、Caspase-1、GSDMD、TNF-α、IL-1β、IL-18等焦亡特征

性蛋白高表达。表明 BaP通过 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路诱发 Caspase-1依赖性

肝细胞焦亡。

3、6周龄健康雄性 Balb/c小鼠灌胃 50 mg/kg·bw BaP，同时饲喂WGB或WGO

饲料。结果发现，与 BaP组相比，WGB、WGO干预可显著提高小鼠体重，降低

血清 AST、ALT、TC、TG水平，表明摄入WGB和WGO可缓解 BaP诱发的肝脏

功能紊乱；同时，WGB和WGO通过降低 AhR、CYP1A1、CYP1B1、GST-P1 mRNA

表达，抑制 BPDE-DNA加合物生成，增强 GSH-Px和 SOD酶活性，降低 H2O2和

MDA水平，进而抑制 BaP诱发的肝脏 DNA损伤和氧化损伤；并通过下调 NLRP3、

ASC、Caspase-1、GSDMD、TNF-α、IL-1β、IL-18、INOS、COX-2等焦亡特征指
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标的 mRNA表达，降低 BaP诱发的肝脏焦亡性损伤。此外，WGB、WGO也可以

促进短链脂肪酸生成，升高拟杆菌门（Bacteroidetes）丰度，降低厚壁菌门

（Firmicutes）、疣微菌门（Verrucomicrobia）、变形菌门（Proteobacteria）丰度，

进而改善 BaP诱发的肠道菌群失调。

本论文深入探究了 BaP诱发肝脏细胞焦亡的分子机制，并系统分析了全谷物

饮食对 BaP暴露下小鼠肝脏损伤的干预作用，为充分揭示 BaP毒性及其危害控制

提供理论依据。

关键词：苯并(a)芘；全谷物；细胞焦亡；肝脏损伤
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Abstract

Benzo(a)pyrene (BaP) widely exists in high-temperature processed foods, which is

one of the main food hazards threatening human health. It has been reported in the

previous studies that long-term intake of BaP can induce pyroptotic injury in the liver

tissue, but the related toxic mechanism is still unclear. Whole Grains (WG) not only

contain rich and comprehensive nutrients, but also have great significance in preventing

obesity, dyslipidemia and inflammation. However, the effect of whole grain diet on

BaP-induced hepatic pyroptotic tissue injury has not been reported. Therefore, this

thesis deeply reveals the toxic mechanism of Caspase-1-dependent pyroptosis induced

by BaP, and studies the intervention effects of Whole Grain Buckwheat (WGB) and

Whole Grain Oat (WGO) on liver pyroptotic injury in mice exposed to BaP.

The results were as follows:

1. The addition of BaP reduced cell viability and cell volume, making cells

stagnate for a long time in S phase and the number in M phase decrease sharply, which

is not conducive to the normal growth and proliferation of cells. At the same time, it

could promote the release rate of LDH, NO content, relative conductivity and other

indicators to increase, enhance the expression of inflammatory factor proteins such as

IL-18 and IL-1β and pyroptosis characteristic proteins such as Caspase-1 and

GSDMD-N, and induce the oligomerization of GSDMD-N to form holes on the cell

membrane, resulting in pyroptotic damage to the cells. After intervention with the

Caspase-1 inhibitor Z-VAD-FMK, we found that the cell viability, release of

inflammatory factors, and expression of pyroptosis characteristic proteins were

significantly improved, proving that BaP-induced cellular pyroptotic injury was

achieved through the classical pathway dependented by Caspase-1.

2. Mito-TEMPO (mtROS scavenger) and NAC (Total ROS Scavenger), PDTC

(NF-κB inhibitor) and MCC950 (NLRP3 inflammasome inhibitor) were used to act on

such targets as ROS, NF-κB and NLRP3 inflammasome, respectively. The results

showed that compared with BaP group, cell viability was increased and the number of

dead cells was decreased. The released rate of LDH, NO content and relative

conductivity level were decreased, and the expression of pyroptosis characteristic
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protein was inhibited，which indicated that inhibition of ROS/NF-κB/NLRP3 signaling

pathway could reduce BaP-induced Caspase-1-dependent pyroptotic injury in cells.

3. Six-week healthy male Balb/c mice were given 50 mg/kg·bw BaP orally, and at

the same time, WGB or WGO feed was used for intervention. The results showed that

compared with BaP group, the mice ingested WGB and WGO gained weight, improved

appetite, decreased AST, ALT, TC and TG, which indicated that WGB and WGO could

alleviate the liver function damage induced by BaP. At the same time, WGB and WGO

reduce the expression of CYP1A1, CYP1B1, GST-P1 and AhR, and the synthesis of

BPDE-DNA adduct to inhibit the transformation of BaP into toxic active metabolites in

the liver, up-regulate the levels of GSH-Px and SOD, and down-regulate the levels of

H2O2 and MDA, thus alleviating the DNA damage and liver oxidative damage induced

by BaP. WGB and WGO could also reduce the liver pyroptotic injury induced by BaP

by inhibiting the mRNA expression of pyroptosis related factors (NLRP3, ASC,

Caspase-1, GSDMD, TNF-α, IL-1β, IL-18, INOS, COX-2). In addition, WGB and

WGO can also promote the formation of short-chain fatty acids, increase the abundance

of Bacteroides, and reduce the abundance of Firmicutes, Verrucomicrobia and

Proteobacteria, thus improving the imbalance of intestinal flora induced by BaP.

In this paper, the molecular mechanism of BaP-induced pyroptosis of liver cells

was deeply explored, and in-depth studied the effect of whole grain diet on liver tissue

damage in mice exposed to BaP, to provide theoretical support for the control of BaP

toxicity in the future.

Key words: Benzo[a]pyrene, Whole Grain, Pyroptosis, Liver injury
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英文缩略语表

List of abbreviation

缩写 英文全称 中文译名

BaP Benzo[a]pyrene 苯并(a)芘

WGB Whole Grain Buckwheat 全谷物荞麦

WGO Whole Grain Oat 全谷物燕麦

ALT Alanine aminotransferase 丙氨酸转氨酶

AST Aspartate aminotransferase 天冬氨酸转氨酶

TC Total cholesterol 总胆固醇

TG Total triglyceride 总甘油三酯

H2O2 Hydrogen peroxide 过氧化氢

MDA Malondialdehyde 丙二醛

GSH-Px Glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶

SOD Superoxide dismutase 超氧化物歧化酶

BPDE Benzo(a)pyrene 7,8-dihydrodiol
9,10-epoxies

苯并(a)芘 7,8-二氢二醇 9,10-环
氧化物

AhR Aryl Hydrocarbon Receptor 芳香烃受体

SCFAs Short-chain fatty acids 短链脂肪酸

ASC apoptosis associated speck-like
protein containing a CARD 凋亡相关斑点样蛋白

NLRP3 NLR family pyrin
domain-containing 3 NLRP3炎性小体

ROS Reactive oxygen species 活性氧

LDH Lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶
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第一章 绪论

1

第一章 绪论

1.1 苯并(a)芘（BaP）研究现状

1.1.1 苯并(a)芘（BaP）的结构与性质

苯并(a)芘（Benzo[a]pyrene，BaP）是五个稠环组成的有机物，是一种典型的

多环芳香烃类物质，可在环境和生物群中长期存在、远距离迁移，并对生物产生

毒性作用[1,2]。BaP主要通过对机体的正常生长、存活和发育的一系列诱变，表现

出遗传毒性、致癌和致畸作用[3-4]。BaP相对分子量约为 252.3，分子式为 C20H12，

化学结构见图 1-1。在常温条件下，BaP呈淡黄色，以晶体形式存在。其熔点、沸

点分别为 179℃、312℃，另外，BaP不溶于水，微溶于乙醇，易溶于苯、甲苯等[5]。

图 1-1 苯并(a)芘化学结构式

Figure. 1-1 Chemical structural formula of BaP

1.1.2 食品中苯并(a)芘的来源

BaP是有机物不完全燃烧过程中形成的有机致癌物。目前食品中 BaP 的主要

来源包括：（1）环境中的 BaP 对食品原材料的污染：人类大量工业活动催生的

BaP经过大自然循环，进一步污染河流、土壤等，最终影响环境水土食品的安全性。

受到污染的水土食品成为 BaP的主要来源之一[6]，摄入 BaP污染的食品原材料对

人体健康造成严重威胁；（2）食品高温加工过程产生 BaP：食物原材料中的有机

物在烧烤、熏制等加工操作下发生高温裂解反应，最终造成 BaP污染物的产生。

有研究表明，食品焦糊前后 BaP含量相差 10倍以上[7]。改善食品加工中烹饪条件

是减少 BaP生成量的重要措施，应尽可能采取蒸、煮等烹饪条件对食物原材料进

行加工处理[8]。
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1.1.3 苯并(a)芘的危害

1.1.3.1 DNA损伤

由于 BaP自身在体内的代谢活化具有很强的积极性，因此对机体造成的 DNA

损伤很严重[9]。细胞色素 P450-1A1（CYP1A1）和微粒体环氧化物水解酶（mEH）

被认为是参与BaP生物活化并能够与DNA结合生成高活性衍生物的过程中最重要

的酶[10]。据报道 BaP进入人体后自身可以结合并激活芳香烃受体（AhR），AhR

的上调可以促进代谢 BaP的 CYP酶（CYP1A1和 CYP1B1）的表达量升高，从而

增强自身的代谢活性[11,12]。同时，BaP被 CYP酶氧化，并诱发多种 BaP代谢产物

转变，形成 DNA加合物[13,14]。DNA氧化性损伤以及 DNA加合物形成后，会导致

DNA双链断裂，进而引发染色体畸变和癌变。

表观遗传变化是 BaP产生 DNA损伤的机制之一。BaP的主要作用机制包括：

（1）产生稳定的脱嘌呤 DNA加合物；（2）产生活性氧的重复氧化还原循环；（3）

AhR的激活；（4）免疫抑制以及不同的表观变化[15]。BaP等致癌物干扰表观遗传

过程的能力是癌症发展的原因之一，并已经在体外和体内以及流行病学研究中得

到证实。

抑制 BaP诱发的 DNA损伤与两个因素有关：（1）降低 CYP1A1表达影响 BaP

代谢；（2）增强 GST表达消除 BaP代谢产物。Jee等研究结果表明杨梅素的加入

可以抑制 BaP转化为 BaP代谢物和 BaP与 DNA结合的代谢物，从而抑制 8-OHdG

和 BPDE-DNA加合物的形成，对 BaP诱发的 DNA损伤具有保护作用[16]。Stiborová

等发现，17α-炔雌醇、雌二醇和 BaP联合作用大鼠时，CYP1A1酶参与 BaP诱发

DNA损伤这一过程，并受雌二醇及其合成衍生物 17α-炔雌醇的调控[17]。

1.1.3.2 氧化损伤

He等[18]提出 BaP可诱导细胞氧化应激和炎症的血管内皮细胞损伤。BaP通过

产生活性氧（ROS）、干扰抗氧化酶活性、降低非酶促抗氧化剂的水平以及促进

细胞因子产生来诱导氧化应激。自由基机制是 BaP诱导细胞氧化应激的主要机制

之一。ROS是由几种内源性和外源性过程产生的，它们的负面作用被抗氧化剂防

御所中和。氧化应激产生于 ROS产生和清除之间的不平衡。氧化应激在许多疾病

中起着重要作用，包括动脉粥样硬化、慢性阻塞性肺病、阿尔茨海默病和癌症。

研究表明，一方面 BaP通过改变过氧化氢、超氧阴离子和脂质过氧化物水平诱导

ROS的产生。另一方面 BaP增加脂质过氧化，诱导 NF-κB活化，降低抗氧化酶活

性，激活 CYP450和 GST 代谢酶。Lin 等[19]研究发现，BaP处理显著增强氧化应
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激，降低 CAT mRNA的表达，增强 SOD mRNA的表达，这些转录变化与胚胎 H2O2

和MDA水平的升高相一致。另外，BaP 处理后的鱼与 120 M H2O2处理后的鱼胚

胎的水平相似。Ji等人[20]评价了不同浓度（10、20和 50 mol/L）的 BaP对从脐血

中分离的人内皮祖细胞（EPCs）的功能和促炎症反应的影响。他们发现 BaP处理

能显著抑制体外培养的内皮祖细胞的增殖、迁移、粘附和血管生成，并诱导白细

胞介素-1β（IL-1β）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）等炎症因子大量释放。此外，BaP

可以促进 EPCs细胞中 ROS的产生和 NF-κB的激活，ROS和 NF-κB可能与炎症因

子释放相关联。

减缓 BaP诱发的氧化损伤措施包括：（1）在 O2.-与 NO.反应形成 ONOO-之前，

除去 O2.-；（2）在 H2O2能够形成 OH或 HOX之前，除去 H2O2；（3）提高谷胱甘

肽（GSH）水平；（4）通过活化 Nrf2信号通路，影响抗氧化酶合成的变化；（5）

抑制一氧化氮合酶活化；（6）线粒体抗氧化防御；（7）补充膳食抗氧化剂；（8）

抑制氧化还原的异常信号[21]。

1.1.3.3 肠道菌群失调

肠道微生物群在包括人类在内的所有动物的健康和疾病发病中发挥着重要作

用。肠道微生物群的生态失调可以指示宿主的健康状况，并潜在地反映宿主所处

的环境质量，因为肠道微生物群很容易被有毒化学化合物扰乱[22-24]。例如，暴露

于苯并(a)芘（BaP）的日本刺参表现出肠道微生物群的转变；暴露的海参失去了与

宿主体内有益功能相关的细菌，取而代之的是能降解烷烃的细菌[25]。Ribière等[26]

发现亚慢性口腔暴露于 BaP引起的中度炎症主要发生在回肠粘膜，并改变了粪便

和粘膜相关微生物群的相对丰度。在实验开始时，肠道微生物群可能对 BaP的促

炎特性有一种短暂的保护作用，特别是通过增加溶粘类群。然而，在口服暴露 28

天后，BaP导致了肠道促炎环境，促炎细菌类群增加，抗炎细菌类群减少。He等[27]

研究表明，BaP口腔暴露可能导致小鼠结肠损伤和肠道菌群失调,改变肠道微生物

组成，特别是一些与炎症有关的细菌。DeBofsky等同样发现，短期低剂量 BaP暴

露显著改变雌性黑头米诺鱼肠道微生物群落结构[28]。

1.2 细胞焦亡概述

1.2.1 细胞焦亡的概念

2001年，Cookson等人首次使用细胞焦亡（pyroptosis）来形容在巨噬细胞中
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发现的半胱天冬酶-1（Caspase-1）依赖性细胞死亡方式，并证实细胞焦亡是一种

新的程序性细胞死亡方式，其特征为依赖于 Caspase-1活化，并伴有大量促炎症因

子释放[29]。直至 2015 年，邵峰院士团队研究发现，Caspase-1 并不是细胞焦亡发

生的必要条件，细胞焦亡还可由脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS）激活

Caspase-4/5/11引起，活化的 Caspase-4/5/11通过切割激活 Gasdermin家族蛋白最终

诱发细胞焦亡[30,31]。因此，2018年，细胞死亡命名委员会进一步修正了细胞焦亡

的定义：由 Gasdermin家族蛋白介导的质膜膜孔形成的可调控性细胞死亡，经常但

并不总因炎症性 Caspase的活化而完成的细胞程序性坏死[32]。

1.2.2 细胞焦亡的特点

细胞焦亡的形态学特征、发生及调控机制等均不同于凋亡、坏死等其他细胞

死亡方式（表 1-1）[33-36]。当细胞发生焦亡时，细胞核浓缩、DNA 碎片化，细胞

膜上出现直径范围 10-20 nm孔洞，细胞电解质平衡丧失，细胞肿胀破裂、胞内容

物外释，激发固有免疫并使之过度活化，最终导致细胞炎性死亡。可通过透射电

子显微镜观察细胞膜孔洞生成，以及 Caspase-1 FLICA和 SYTOX blue染色呈现双

阳性来观测细胞受否发生焦亡。

表 1-1 细胞焦亡、凋亡、自噬、坏死的特征

Table 1-1 Characteristics of pyroptosis, apoptosis, autophagy and necrosis

比较类别 细胞焦亡 细胞凋亡 细胞自噬 细胞坏死

细胞形态

细胞发生渗透性膨胀、

变大、裂解，细胞核和

细胞器完整，细胞呈充

气球样

细胞皱缩、变小，细胞核

碎裂，染色质固缩，胞质

浓缩，细胞器密度变大

细胞质无定形，细胞核

固缩、碎裂，胞内形成

自噬泡或自噬溶酶体，

细胞器被包裹降解，细

胞呈新月形或杯状

细胞核固缩、碎裂，死亡

细胞与间质融合成模糊

颗粒状，细胞肿胀

细胞膜变
细胞膜上形成孔洞，失

去完整性

细胞膜基本完整，特化结

果消失，向内凹陷形成凋

亡小体

细胞膜基本完整，特化

结构消失
细胞膜破损，失去完整性

染色体变化
染色质 DNA,无规则断

裂降解

核染色质断裂降解为约

180-200bp 或其整数倍核

苷酸小片段

染色体随机断裂降解
染色质 DNA无规则断裂

降解

炎症反应
胞内容物外释，引发级

联扩大炎症反应

胞内容物没有外释，不发

生炎症反应

胞内容物没有外释，不

发生炎症反应

胞内容物外释，引发炎症

反应
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1.2.3 细胞焦亡途径

最新研究指出[30,31]，细胞焦亡是 GSDMD 蛋白介导发生的一种程序性细胞死

亡方式，同时伴有大量炎性因子释放，如 IL-1β和 IL-18等。它是机体受到病原微

生物侵袭时启动的一种保护性免疫防御反应，但是，长期、过度的细胞焦亡会诱

发多种炎症性和免疫性疾病。研究表明[33,37,38]，细胞焦亡广泛参与动脉粥样硬化、

肝炎和肝纤维化等疾病的发生发展。

图 1-2 细胞焦亡途径

Figure 1-2 pyroptosis pathway

根据依赖的炎性 Caspase和外界刺激不同，细胞焦亡被分为依赖 Caspase-1的

经典焦亡途径和依赖 Caspase-4/5/11（Caspase-4、Caspase-5或 Caspase-11）的非经

典焦亡途径（图 1-2）[39]。其中，经典焦亡途径：细胞中 Caspase-1蛋白以无活性

酶原形式（Pro-Caspase-1）存在。当细胞受到外界刺激（有毒物质、病原体、辐射

等）后，Pro-Caspase-1 通过构成 NLRP3 等炎症小体而被激活成具有酶活性的

Caspase-1，Caspase-1 继而特异性地将 GSDMD 蛋白切割活化形成 N 端结构域

（GSDMD-NT）和 C端结构域（GSDMD-CT），GSDMD-NT 进一步通过寡聚化

在细胞膜上形成膜孔，最终导致细胞破裂、死亡；同时，活性 Caspase-1将促炎性

因子白介素 1β前体（Pro-IL-1β）和白介素 18前体（Pro-IL-18）剪切为成熟型 IL-1β

和 IL-18，经膜孔释放，并通过诱导其他炎性因子（如 IL-6，TNF-α）、黏附分子
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和趋化因子等合成来扩大炎症反应。非经典焦亡途径：细胞受到细菌脂多糖（LPS）

刺激后，LPS 脂质部分直接与 Caspase-4/5/11 结合促进它们活化；活化的

Caspase-4/5/11剪切 GSDMD形成 GSDMD-NT，启动焦亡进程；同时，GSDMD-NT

也可通过激活 NLRP3炎症小体活化 Caspase-1，Caspase-1进而剪切 Pro-IL-1β形成

IL-1β，并外释、产生炎症。

1.2.4 苯并(a)芘对细胞焦亡的影响

苯并芘作为一种多环芳烃类物质，是由苯与芘稠合而成。它有两种同分异构

体，分别是：苯并(a)芘（3,4-苯并芘）和苯并(e)芘（1,2-苯并芘），前者毒性更强[40]。

一方面，食品在油炸、烧烤等高温条件下，其中的油脂、胆固醇等会发生热裂解

反应，经环化、聚合，从而生成苯并(a)芘[41]；另一方面，苯并(a)芘由人类生活、

生产中使用的煤炭、石油等燃料不完全燃烧产生[42]。肝脏是苯并(a)芘的主要靶器

官[43,44]。我们前期发现，20 μmol/L苯并(a)芘处理 HL-7702人肝细胞 24 h后，细胞

相对电导率、NO 释放量、LDH 释放率显著升高；同时 HL-7702人肝细胞内焦亡

特征指标 Caspase-1、IL-1β、IL-18 的蛋白表达量增多[45]。说明苯并(a)芘可诱导

HL-7702人肝细胞发生焦亡性损伤。基于此，Li 等[46]研究发现天然黄酮异荭草素

通过降低电导率、LDH和 NO水平，抑制 Pro-Caspase-1、Cleaved-Caspase-1、iNOS、

Cox-2蛋白表达量，降低 IL-1β和 IL-18的 mRNA水平，减弱由苯并(a)芘诱导的人

肝细胞焦亡性损伤。同时，我们证明苯并(a)芘通过抑制 PI3K/Akt 信号通路诱导

HL-7702人肝细胞死亡[47]。

1.3 全谷物概述

1.3.1 全谷物概念

全世界的消费者都对健康饮食感兴趣。全谷物产品，包括谷物和假谷物，是

健康饮食的重要组成部分。根据谷物和谷物协会[48]的定义，全谷物包括完整的、

碾碎的、破碎的、剥落的或经过其他处理的谷粒，这些谷粒都是在去除不可食用

的部分（如外壳等）后形成的。所有的解剖成分，包括胚乳、胚芽和麸皮，必须

以与完整的果仁相同的相对比例存在。

然而，目前市场上的大多数谷物产品都是精制的。精制谷物产品是指缺少完

整的籽粒的一个或多个部分的产品[49]。在传统的小麦精炼工艺中，例如麸皮和胚
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芽是从含淀粉的胚乳中分离出来的。含淀粉的胚乳进一步缩小成细白面粉。从营

养角度来看，精制过程会从其他谷物部分中去除重要的营养成分、膳食纤维和其

他植物化学物质。全谷物产品的膳食纤维含量本质上高于精制谷物产品，而且通

常在可溶性与不溶性纤维成分比例具有良好的平衡性[50]。

1.3.2 全谷物种类

谷物自古以来就是世界上大多数人的主食。全谷物（Whole Grains, WG）是碳

水化合物、纤维和具有抗癌、抗氧化和抗血栓作用的生物活性肽的健康来源[51]。

全谷物主要包括小麦、燕麦、水稻、玉米和荞麦等。荞麦产自中国，主要品种包

括有苦荞、甜荞、翅荞、米荞等，现阶段市场上主要以前两种为主。以苦荞为例，

每 100 g苦荞中含有 360卡路里的能量，主要由 12.6%的水分、10%的蛋白质、2.2%

的脂肪、72.7%的淀粉、1.4%的纤维、1.1%的灰分等构成。同时苦荞也是多种维生

素 B、微量元素（锰、锌）等的主要提供者。由于具有丰富的蛋白、淀粉等营养物

质，因此摄入适量的荞麦对人体的正常生理代谢具有重要意义[52,53]。燕麦通常作为

燕麦或优质燕麦卷或磨碎食用，主要用作粥，但也用作制作蛋糕、饼干和面包的

原料。100 g燕麦提供 389卡路里能量。燕麦由 66%的碳水化合物、11%的膳食纤

维、4%的β-葡聚糖、7%的脂肪和 17%的蛋白质组成[54-55]。燕麦也是早餐麦片的一

种成分，特别是在什锦早餐中。在英国，燕麦被用来生产啤酒。在整个拉丁美洲

流行的一种饮料是由磨碎的燕麦和牛奶制成的一种特色的冷、甜饮料。

1.3.3 全谷物饮食的功能

1.3.3.1 维持体重

流行病学证据表明，全谷物的摄入与减轻超重和肥胖有关。这种效应背后的

主要影响，可能是在食用这些产品后食欲下降和长时间的饱腹感[56]。研究表明，

β-葡聚糖的摄入可增强餐后饱腹感，降低体重、体重指数 BMI和总能量摄入[57,58]。

饱腹感延长的机制可能与可溶性β-葡聚糖和其他可溶性纤维的凝胶形成能力以及

不可溶性纤维的膨化效应有关[59]。荷兰的一项研究发现，无论男性还是女性，全

谷物摄入水平与 BMI、超重、肥胖风险之间存在负相关关系，并且男性的关联性

比女性的更强[60]。

1.3.3.2 调节肠道菌群

全谷物富含膳食纤维，通常能量密度较低。膳食纤维作为益生元，在为肠道
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菌群提供合适的环境方面也起着至关重要的作用。益生元是抵抗胃酸和酶水解的

成分。它们可以在结肠中发酵，从而改变肠道微生物群的组成[61]。肠道菌群与人

类的共生关系在非传染性疾病的风险降低中起着至关重要的作用[62]。日常饮食中

膳食纤维的缺乏会降低肠道微生物群落的多样性[63]。同样，由于这种多样性的性

质，人类肠道微生物群包含不同的微生物基因组，这些基因组可以产生数千种针

对膳食纤维的酶[64]。因此膳食纤维对肠胃健康有积极的影响。

1.3.3.3 预防心血管疾病

动脉粥样硬化和随后的心血管并发症，如心肌梗死、中风和心力衰竭，是全

球范围内死亡率较高的疾病[65]。食用膳食纤维对预防心血管疾病的有益作用在动

物和人类研究中都得到了充分的证明。膳食纤维对心血管疾病的保护作用可能是

由于可溶性膳食纤维能够形成粘性凝胶，增加肠道内容物的黏度会减少胆汁酸的

再吸收，而胆汁酸又会减少血液中胆固醇的循环。可溶性膳食纤维还能触发结肠

细菌形成短链脂肪酸[66]，这些短链脂肪酸包括丁酸、乙酸和丙酸，在人体中具有

不同的功能特性。例如，众所周知丁酸可以减少动脉粥样硬化的发展，而丙酸则

可以抑制胆固醇的合成及其在肝脏中的积累[67]。

1.3.3.4 抗炎症

全谷物饮食是可溶性膳食纤维的主要来源，尤其是β-葡聚糖，具有突出的功能

和营养特性。β-葡聚糖被认为是全谷物饮食中主要的活性成分，可导致肠道菌群的

变化和刺激。据报道，增加膳食纤维的摄入具有多种有益作用，包括抗炎作用。

也有报道称，富含碳水化合物的饮食和膳食纤维缺乏的饮食在促进炎症方面存在

直接联系，从而证实了膳食纤维对炎症有重要影响[68,69]。Qi等[70]评估了全谷物膳

食纤维对炎症标记物的影响，发现膳食纤维摄入量与肿瘤坏死因子等炎症相关指

示物浓度呈负相关。溃疡性结肠炎是一种主要的炎症性肠病，以胃肠道炎症为特

征，由慢性或复发性免疫系统激活引起，并伴随某些促炎症标志物如 IL-1β的上调，

研究发现全谷物中的β-葡聚糖在治疗溃疡性结肠炎方面具有重要意义[71]。

1.4 本论文研究目的及内容

1.4.1 研究目的

细胞焦亡是新近发现的一种程序性细胞死亡方式。我们前期研究发现，BaP
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可诱发细胞焦亡，损伤肝脏组织，但相关分子机制仍不清楚。全谷物因为含有丰

富的膳食纤维所以较普通谷物具有更好的预防肥胖、抗炎症、保肝功能。首先，

我们基于 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路研究 BaP诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡的

分子机制。其次探究全谷物饮食对 BaP诱发肝脏组织焦亡的干预作用，为控制 BaP

毒性提供新的思路。

1.4.2 研究内容

（1）明确 BaP诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的毒性作用；

（2）揭示 BaP 通过 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路诱发 Caspase-1 依赖性肝细

胞焦亡的分子机制；

（3）评价全谷物荞麦与全谷物燕麦对 BaP诱发的肝脏组织焦亡性损伤的干预

作用。
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第二章 苯并(a)芘诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡

2.1 引言

苯并(a)芘（BaP)具有很强的肝毒性和致癌性，广泛存在于高温加工食品中。

细胞焦亡是一种由 Caspase蛋白启动并伴随炎症反应的程序性死亡模式。根据依赖

的 Caspase不同可以将焦亡分为：（1）Caspase-1依赖的经典性焦亡途径；（2）

Caspase-4/5/11依赖的非经典性焦亡途径[39]。第一种焦亡途径较为常见，一般由食

品有害物诱发刺激，而非经典性焦亡途径多由脂多糖等触发。

当细胞发生焦亡时，细胞活力降低，细胞形态异常，细胞周期失衡，产生大

量炎症因子，诱使焦亡蛋白 GSDMD-N寡聚化在细胞膜上形成 10-20 nm孔洞，细

胞电解质平衡丧失，细胞肿胀破裂、胞内容物外释。本章首先通过不同浓度 BaP

作用肝细胞，分析 BaP对细胞活力、细胞形态、细胞周期、LDH 释放率、NO含

量、相对电导率、焦亡特征蛋白与炎症因子蛋白表达的影响。为进一步明确 BaP

诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡，采用 Z-VAD-FMK（Caspase-1抑制剂）干预 BaP

处理的细胞。

2.2 材料与仪器

2.2.1 细胞株

本试验使用的细胞原始株购自于中科院细胞库（上海，中国），细胞种类为

HL-7702人肝细胞。

2.2.2 主要试剂
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表 2-1试剂及来源

Table 2-1 Main reagents

名称 规格/纯度 生产厂家

苯并(a)芘（BaP） 99% Sigma

二甲基亚砜（DMSO） 100 mL Sigma

RPMI-1640培养基 500 mL Thermo Fisher

胎牛血清（BSA） 100 mL Thermo Fisher

蛋白浓度测定（BCA）试剂盒 100次 Thermo Fisher

对照Marker 10 μL Thermo Fisher

Caspase-1活性测定试剂盒 50次 碧云天生物科技

细胞周期检测试剂盒 100次 碧云天生物科技

免疫显色溶液（ECL） 50 mL 碧云天生物科技

细胞裂解液（RIPA） 100 mL 碧云天生物科技

青霉素链霉素溶液 100 mL 先锋生物有限公司

Z-VAD-FMK 5 g 先锋生物有限公司

LDH试剂盒 100次 南京建成公司

PVDF膜 27 cm×3.5 m 晶博科技

PBS干粉 100 g 晶博科技

乙二胺四乙酸二钠（EDTA） 100 g 晶博科技

表 2-2相关抗体

Table 2-2 Main antibody

名称 货号 生产厂家

GSDMD一抗 20770-1-AP 圣克鲁斯生物技术

IL-1β一抗 16806-1-AP 圣克鲁斯生物技术

IL-18一抗 SC-6179 圣克鲁斯生物技术

Caspase-1 一抗 2225 细胞信号技术

GAPDH一抗 BA2913 生物世界技术

HRP二抗 AB6721 先锋生物有限公司
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2.2.3 试验设备

表 2-3试验仪器设备

Table 2-3 Test instrument and equipment

名称 型号 生产厂家

全波长酶标仪 Multiskan SkyHigh Thermo Fisher

高速低温离心机 HC-3016R 海天友诚实验仪器有限公司

恒温水浴锅 304 苏州威尔科技用品有限公司

标准垂直电泳仪 BG-verMIDI 郑州南北仪器

半干转印槽 DYCF-40C 伯乐公司

化学发光成像仪 Smart Chemi 北京凯慕

漩涡振荡器 15920D Thermo Fisher

万分之一天平 BSA2202S 北京赛多利斯

-80℃冰箱 308L 广州捷盛

立式压力蒸汽灭菌器 LX-C75L 成都宜恒

倒置荧光显微镜 Ti-S 日本尼康

2.3 试验方法

2.3.1 MTT细胞活力测定

配置含有 10%胎牛血清和 1%青霉素链霉素的 RPMI-1640 培养基用于细胞培

养。首先取冻存细胞进行复苏，用已配置的培养基对复苏后的细胞重悬，随后将

培养瓶放入恒温培养箱（5% CO2，37℃）培养。

MTT法检测细胞活力。将密度为 1×106个/mL的 HL-7702 细胞接种到 96孔

板上，随后放置于恒温培养箱中进行培养，待细胞布满板孔面积 90%以上加入不

同药物处理细胞，在培养箱中作用 24 h后，再加入MTT（0.5 mg/mL）孵育 4 h，

之后倒掉细胞培养液与MTT，每孔加入 100 μL DMSO，10min后用酶标仪检测 490

nm处吸光度，记录数值。其中，HL-7702细胞的细胞活力表示为处理组细胞与对

照组细胞的吸光度之比。
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2.3.2 细胞形态观察

将生长良好的细胞进行传代，按 1×106个/mL的密度分别接种于相同的培养

皿中，置于恒温培养箱中次日取出，弃去培养液后对培养皿中的细胞加入不同药

物处理 24 h（处理分组同 2.3.1），并做标记。待药物作用完毕，用 PBS清洗培养

皿后，立即放置于倒置荧光显微镜下进行观察，并摄影保存细胞形态图。

2.3.3 细胞周期检测

流式细胞术方法检测细胞周期。从恒温培养箱中取出生长良好的 HL-7702 细

胞，以 1×106个/mL的细胞密度传代于小型细胞皿中，然后放置回培养箱进行培

养。待 24 h后取出培养皿，弃去上清并用 PBS清洗 3次，随后向培养皿加入不同

药物作用细胞过夜（处理分组同 2.3.1）。之后倒掉上清，并用 PBS清洗细胞皿，

然后继续加入胰蛋白酶消化并吹制成细胞悬液。随后对细胞悬液离心、PBS重悬、

再离心，收集。然后向细胞中加入预冷的 70%乙醇重新混匀，放于 4℃冰箱静置

3h。随后对细胞溶液离心、PBS重悬、再离心，收集。最后将之前配置的碘化丙

啶染液（PI）加入不同处理组细胞样品中混匀，过筛。常温避光半小时后，利用流

式细胞仪检测细胞中的荧光强度并分析处理。

2.3.4 LDH测定

游离上清液中乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）的含量能够反映细

胞的通透性。选取生长良好的细胞，以 1×106个/mL的密度接种于 96孔板，之后

放入恒温培养箱过夜。待细胞长满孔板 90%面积以上，加入不同药物处理 24 h（处

理分组同 2.3.1）。随后收集 96孔板上清液，做好标记。用 LDH检测试剂盒测定

细胞游离上清在 450 nm处的吸光度，记录数值。

2.3.5 NO测定

配置 Griess试剂（含试剂 A和试剂 B）用于测定细胞中 NO含量，其中 A试

剂配置方法：浓磷酸与二次水混合做溶剂，配置浓度为 1%的无水对氨基苯磺酸溶

液；B试剂配置方法：二次水做溶剂，配置浓度为 0.1%的 N-1萘乙二胺盐酸溶液。
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另外，配置浓度为 0.69%的 NaNO2标准液用于绘制 NaNO2标准曲线，以此为对照

计算细胞中 NO的含量。

首先取生长良好的细胞对 96孔板布板，随后将 96孔板放置于恒温培养箱进

行培养。待细胞完全贴壁后，加入不同药物处理 24 h（处理分组同 2.3.1），并做

好分组标记。作用时间完毕后，收集 96孔板中各组的细胞上清液，然后重新布板，

依次加入细胞上清液、A 试剂、B 试剂，并避光孵育 15 min，然后测定细胞上清

液在540 nm的吸光度值并记录。最终将吸光度值代入已绘制的NaNO2标准曲线中，

得出各组细胞中 NO的含量。

2.3.6 相对电导率测定

取正常细胞向 96孔板进行布板，随后放置于恒温培养箱 24 h。待细胞布满 90%

以上面积后，吸去旧培养基，用 PBS清洗 3次 96孔板上的漂浮细胞，然后加入不

同药物（处理分组同 2.3.1），做好分组标记。24 h后，吸取 96孔板中各组的上清

液，用于测定相对电导率。另外，电导率仪对不同分组上清液测定前应调零，以

防数据偏差。

2.3.7 细胞焦亡特征蛋白表达测定

2.3.7.1 药物处理

取正常细胞接种至相同的数个培养皿中，然后放入培养箱中继续培养。24h后

取出，首先倒掉上清液并用 PBS清洗 3次，确保细胞皿中无漂浮死细胞。随后加

入不同药物至细胞皿中（处理分组同 2.3.1），再移至恒温培养箱。等药物作用 24

h后，弃去细胞皿中的培养液，同时使用 PBS清洗 3次，确保药物无残留。

2.3.7.2 提取蛋白

配置细胞裂解液用于提取不同药物处理后的细胞，细胞裂解液包含 100

mmol/L PMSF：RIPA裂解液=1:100（v/v）。其中，100 mmol/L PMSF试剂配置方

法：无水乙醇作溶剂，配置浓度为 100 mmol/L PMSF。

向药物处理后的培养皿再加入 100 μL 已配置的细胞裂解液（0℃，30 min）。

然后用刮片将裂解后的细胞移至新的离心管，并做好标记，离心（4℃，10 min，

12000 r）。随后利用 BCA蛋白浓度试剂盒测定离心后的上清液蛋白浓度，同时记
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录。然后以 RIPA裂解液为溶剂，将所有分组蛋白浓度平衡至同一浓度。随后配置

蛋白上样液包括蛋白上清液：Loading buffer =1:100（v/v），并进行高温水浴处理

（90℃，15 min），用于后续Western blot实验。

2.3.7.3 Western blot

首先向玻璃板间加入二次水，静置 10分钟，查看是否漏水，确保凝胶模具密

封性。随后根据实验目标蛋白浓度确定分离胶浓度与浓缩胶浓度，先加入分离胶，

待其凝固后，再加入分离胶至玻璃板顶端，并插入梳子。10 min后拔出梳子，取

不同处理组的蛋白上样液进行上样，最左侧为蛋白Marker，再进行电泳（120V，

120 min）。然后依据Marker蛋白指示，切取对应蛋白区域凝胶用于转印处理。取

出转印后的 PVDF膜，用 TBST清洗三次，每次 15 min。随后加入配置好的 5%脱

脂奶粉封闭（37℃，3 h），待封闭结束后用 TBST清洗三次，每次 15 min。然后

根据不同蛋白依次加入对应一抗（4℃，12 h）、二抗（37℃，3 h），最后将 PVDF

膜浸泡于 ECL发光液 10 s后，在化学发光仪下检测蛋白条带。

2.3.8 膜孔观察

先把细胞爬片放置于 12孔板中，随后将生长良好的细胞接种至细胞爬片上，

然后移至恒温培养箱。待细胞布满细胞爬片 90%面积以上，取出 12孔板，弃去旧

培养基，再用 PBS清洗三次，继续加入药物作用细胞 24 h（处理分组同 2.3.1）。

之后倒掉旧培养基，加入 2.5%戊二醛固定细胞 12 h，然后用 PBS清洗三次。再依

次加入不同浓度梯度的乙醇（30、50、70、90、100%（v/v））浸润细胞爬片 20 min、

随后弃去乙醇后继续向 12孔板中加入不同配比的乙醇与乙酸异戊酯混合液（3:1、

1:1、1:3（v/v））分别作用 20 min、然后吸弃混合液后再加入乙酸异戊酯脱水 20 min。

之后将细胞爬片放置于干燥器中处理半小时，对干燥后的样品溅射镀金钯，最后

用扫描电子显微镜观察细胞膜孔（3.0 kV）。

2.3.9 Caspase-1活力检测

取生长良好的细胞传代于 96孔板，之后放置在恒温培养箱中。24h后取出 96

孔板，倒掉旧培养基并用 PBS清洗三次，除去上层漂浮细胞。然后加入不同药物

作用细胞 24h并提取各组细胞蛋白（方法同 2.3.7（2）提取蛋白）。随后利用 BCA
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蛋白浓度试剂盒测定不同处理组细胞蛋白浓度，之后按照 Caspase-1活力检测试剂

盒说明书，吸取各组 10-30 mg蛋白的细胞裂解物与含有 Ac-YVAD-ρNA的反应缓

冲液在 37℃下发生反应。30 min后，用酶标仪检测 405nm处的吸光度。

2.3.10 统计分析

所有实验结果均以平均±标准差（SD）表示，每个实验都包括三组重复的实验。

并采用方差分析和 Duncan检验（SPSSv19.0）进行分析；显著性水平设为 p<0.05。

2.4 结果与分析

2.4.1 不同浓度 BaP对肝细胞活力的影响

图 2-1不同浓度 BaP对肝细胞活力的影响

Figure 2-1 Effects of different concentrations of BaP on hepatocyte viability

细胞活力指细胞在正常生长过程中的活力，是评价细胞是否正常生长的重要

内容。为分析不同浓度 BaP（10 μM、25 μM和 50 μM）对 HL-7702人肝细胞活力

的影响，本试验采用MTT法检测细胞活力。如图 2-1所示，细胞活力随着 BaP浓

度的增加而降低，与对照组相比，10 μM、25 μM和 50 μM BaP 处理 24 h 后细胞

活力分别下降了 35.73%、38.24%和 42.15%，且各组间均有显著性差异（p<0.05）。
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这一结果充分表明 BaP可以降低细胞活力，且呈剂量依赖性。

2.4.2 不同浓度 BaP对肝细胞形态的影响

如图 2-2所示，通过显微镜观察不同处理组细胞形态发现，正常组的细胞形态

完整、数量较多、密度较大；BaP处理组细胞形态异常、数量减少、密度降低，50

μM BaP处理组细胞形态不规则、数量骤减、密度最低、细胞受损最严重。结果表

明细胞损伤程度与 BaP的浓度呈正相关。

图 2-2不同浓度 BaP对肝细胞形态的影响

Figure 2-2 Effects of different concentrations of BaP on the morphology of hepatocytes

2.4.3 不同浓度 BaP对肝细胞周期的影响

细胞周期指细胞正常生长过程中，从细胞分裂开始至细胞分裂结束的一整个

周期，它主要包括两大部分：分裂间期与分裂期。分裂间期又分为合成前期（G1），

中期（S），后期（G2）三部分，其中 DNA 合成、复制所需要的酶、组蛋白合成

等重要阶段都在 S期完成。分裂期又称M期，此时细胞由一个母细胞分裂成为两

个子细胞。

本试验通过流式细胞仪检测细胞周期，结果如图 2-3所示。与空白组相比，不

同浓度 BaP处理后的细胞 S期延长，G2-M期缩短，G0-G1期基本稳定。其中，50 μM

BaP处理组 S期较正常组延长 12.46%，G2-M期较正常组缩短 10.78%。同时，BaP

浓度与 S期细胞数量呈正相关，与 G2-M期细胞数量呈负相关，而对 G0-G1期细胞
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数量并无较大影响。BaP使得细胞长期停滞于 DNA合成、组蛋白合成的 S期，从

而导致M期细胞数量骤减，表明 BaP通过改变细胞周期中各个时期细胞数量，抑

制细胞正常生长和分裂。

图 2-3不同浓度 BaP对肝细胞周期的影响

Figure 2-3 Effects of different concentrations of BaP on cell cycle

2.4.4 不同浓度 BaP对细胞焦亡特征指标的影响

乳酸脱氢酶（LDH）作为一种细胞内部的糖酵解酶，长期稳定处于细胞质内。

当细胞遭受攻击时，LDH会随着细胞膜的破裂而溢出，导致 LDH释放率升高。因

此，LDH 也是诱发细胞焦亡的重要标志之一。如图 2-4 所示，10 μM、25 μM 和

50 μM BaP处理组细胞 LDH释放率分别是对照组的 1.48倍、1.89倍、2.32倍，呈

现浓度依赖性（p<0.05）。结果表明，BaP可促进细胞 LDH溢出，且 BaP浓度越

高，LDH释放率越高，细胞受损越严重。

%G0-G1: 61.75
%S : 11 .74

%G2-M : 26.51

0μM

%G0-G1: 61.60
%S : 18 .11

%G2-M : 20.28

10μM

%G0-G1: 60.08
%S : 24.20

%G2-M : 15.73

50μM25μM

%G0-G1: 60.70
%S : 20 .59

%G2-M : 18.71



陕西师范大学硕士学位论文

20

图 2-4不同浓度 BaP对 LDH释放率的影响

Figure 2-4 Effect of different concentrations of BaP on LDH release

图 2-5 不同浓度 BaP对 NO的影响

Figure 2-5 Effect of different concentrations of BaP on NO

细胞受到损伤时会释放大量 NO，而后又被氧化为 NO2-，进而引发细胞炎症反

应，因此 NO含量通常作为细胞焦亡的指示物质。如图 2-5所示，与对照组相比，

三个浓度 BaP处理后的细胞中 NO浓度分别显著增加 14.44 μM、19.85 μM、32.38

μM，且各组之间具有显著性差异（p<0.05）。总的来说，BaP作用细胞后 NO 含

量急剧增加，引发细胞发生炎症反应，并且 BaP浓度越高，细胞炎症反应越强烈。
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图 2-6不同浓度 BaP对相对电导率的影响

Figure 2-6 Effect of different concentrations of BaP on relative conductivity rate

相对电导率是衡量细胞是否发生炎症的重要指标，当细胞发生焦亡时会引发

大量炎症因子释放，破坏细胞膜结构，从而使得细胞中部分离子流失，造成细胞

培养液中相对电导率发生较大变化。如图 2-6所示，与对照组相比，10 μM、25 μM

和 50 μM BaP处理组细胞的相对电导率显著增加 32.49%、56.96%、88.30%（p<0.05），

各处理组相对电导率的趋势与 LDH释放率、NO含量相同。因此 BaP可导致细胞

膜破裂、大量炎症因子释放、相对电导率升高，诱发细胞发生焦亡性损伤。

图 2-7 不同浓度 BaP对焦亡特征蛋白表达的影响

Figure 2-7 Effects of different concentrations of BaP on the

expression of characteristic protein of pyroptosis

GSDMD（Gasdermin-D）蛋白是细胞发生焦亡的执行者，当细胞发生焦亡时，

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（Caspase）家族通过作用于 GSDMD 蛋白将其切割为

GSDMD-N蛋白，进而诱发细胞焦亡性损伤。如图 2-7所示，与正常组相比，BaP

处理组的蛋白条带灰度增强，说明 BaP可以促进 GSDMD-N蛋白高表达，诱发细

GAPDH

GSDMD-N

BaP(μM)

0 10 25 50
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胞焦亡，且呈浓度依赖性。

图 2-8 不同浓度 BaP对细胞膜孔的影响

Figure 2-8 Effects of different concentrations of BaP on cell membrane pores

当细胞焦亡发生时，细胞中的 GSDMD-N蛋白被激活，随后在细胞膜上齐聚，

形成孔隙，从而导致细胞膜通透性的改变。细胞膜孔被认作为焦亡现象的独有特

征，因此本试验采用扫描电子显微镜观察焦亡细胞形态特征。如图 2-8所示，正常

组细胞形态均匀，表面平滑，无孔洞生成；而 BaP处理后的细胞形态不规则，表

面粗糙，孔洞数目增多。其中，50 μM BaP处理组细胞形态异常、孔洞数目最多。

即 BaP作用浓度越高，细胞膜孔越多，焦亡性损伤越严重。

2.4.5 Caspase-1抑制剂对 BaP处理的肝细胞活力的影响

细胞焦亡主要分为两种途径：经典性焦亡途径和非经典性焦亡途径。前者主

要依靠 Caspase-1刺激 GSDMD蛋白加速焦亡，后者则是依靠 Caspase-4/5/11激活

焦亡程序。常见的有害物质以诱导经典性焦亡为主，非经典性焦亡则一般受脂多

糖（LPS）刺激。为明确 BaP是否通过细胞焦亡损伤肝细胞，本试验采用 Caspase-1

特异抑制剂 Z-VAD-FMK与 BaP共同处理 HL-7702人肝细胞。结果显示（图 2-9），

与对照组相比，BaP处理组（25 μM）细胞活力下降至 60.61%（p<0.05），Z-VAD-FMK

0μM 10μM

25μM 50μM
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单独处理组与对照组没有显著性差异，Z-VAD-FMK和 BaP共同处理组的细胞活力

下降至 92.58%（p<0.05）。进一步证明，BaP可通过诱发 Caspase-1依赖性细胞焦

亡降低细胞活力。

图 2-9 Caspase-1 抑制剂对焦亡细胞活力的影响

Figure 2-9 Effects of Caspase-1 inhibitor on the viability of pyroptotic cells

2.4.6 Caspase-1抑制剂对 BaP诱发的细胞焦亡特征指标的影响

细胞发生焦亡时，Caspase-1 激活，细胞膜通透性增强，LDH、NO、IL-18、

IL-1β等胞内物质大量释放，电导率升高，引发炎症反应。如图 2-10 A所示，对照

组与 Z-VAD-FMK单独处理组 Caspase-1活性无明显差异，BaP显著增强 Caspase-1

活性（p<0.05），Z-VAD-FMK 预处理可显著降低 BaP对 Caspase-1 活性的上调作

用（p<0.05）。同时，与对照组相比，BaP组 LDH释放率、NO、相对电导率分别

显著（p<0.05）升高 89.42%（图 2-10 B）、55.47%（图 2-10 C）、15.71%（图 2-10

D）；与 BaP组相比，Z-VAD-FMK 预处理可显著（p<0.05）降低 26.74%的 LDH

释放率、4.05%的 NO、7.14%的相对电导率。此外，本试验通过Western blot检测

Caspase-1、GSDMD-N等焦亡特征蛋白表达量。如图 2-11所示，与对照组相比，

BaP可显著增强 Caspase-1、GSDMD-N、IL-18、IL-1β的蛋白相对表达量。与 BaP

单独处理组相比，Z-VAD-FMK与 BaP共同处理组 Caspase-1、GSDMD-N、IL-18、

IL-1β蛋白相对表达均明显下降。以上结果进一步表明，BaP可诱发 Caspase-1依赖

性肝细胞焦亡。

BaP

Z-VAD-FMK
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图 2-10 Caspase-1抑制剂对焦亡损伤的影响

Caspase-1活性(A), LDH释放(B), NO(C), 相对电导率(D)

Figure 2-10 Effects of Caspase-1 inhibitor on pyroptotic injury.

Caspase-1 activity(A), LDH release(B), NO(C), relative conductivity rate(D)

BaP

Z-VAD-FMK

A

BaP

Z-VAD-FMK

B

BaP

Z-VAD-FMK

C

BaP

Z-VAD-FMK

D
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图 2-11 Caspase-1 抑制剂对焦亡特征蛋白表达的影响

Figure 2-11 Effects of Caspase-1 inhibitor on the expression of characteristic protein of pyroptosis

2.5 本章小结

本章明确了 BaP通过诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡损伤肝细胞，为之后研究

BaP诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的分子机理提供理论基础。

（1）BaP可以诱发细胞活力降低且呈剂量依赖性；同时通过改变细胞周期正

常比例，抑制细胞的正常生长和分裂增殖。

（2）BaP会促进 LDH释放率、NO含量、相对电导率等指标升高、增强焦亡

特征蛋白表达，同时诱使 GSDMD-N寡聚化在细胞膜上形成孔洞。Caspase-1抑制

剂 Z-VAD-FMK 可明显反转 BaP 对细胞活力、炎症因子释放量、焦亡蛋白表达等

的作用。BaP通过诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡损伤肝细胞。

IL-1β

Caspase-1

GAPDH

GSDMD-N

IL-18

BaP

Z-VAD-FMK
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第三章 苯并(a)芘诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的机理

3.1 引言

NLR family pyrin domain-containing 3（NLRP3）炎症小体是一种多蛋白复合物，

由 NLRP3、含有 CARD的凋亡相关斑点样蛋白（ASC）和 Pro-Caspase-1形成。当

肝细胞发生炎症时，它可大量表达[72]。现有研究已证明 NLRP3炎症小体在焦亡过

程中起着关键作用[37,73]，它通过促进 Caspase-1的裂解和激活来诱导焦亡，并导致

促炎细胞因子的成熟和分泌[74]。NLRP3炎性小体可被额外刺激、线粒体功能障碍、

活性氧（ROS）、溶酶体损伤或细胞内离子稳态紊乱所激活[75-77]。此外，NLRP3

炎症小体的激活还需要核因子-κb（NF-κB）的刺激[78]。NF-κB是炎症、增殖、分

化等生物学过程的关键，它控制着促炎基因的转录，而促炎基因调节趋化因子、

细胞因子和粘附分子的合成[79]。

为了探究 BaP 诱发 Caspase-1 依赖性肝细胞焦亡的分子机理，本章采用

Mito-TEMPO（mtROS抑制剂）与 NAC（总 ROS抑制剂）、PDTC（NF-κB抑制

剂）、MCC950（NLRP3 炎症小体抑制剂）分别作用于 ROS、NF-κB、NLRP3炎

症小体等靶点，揭示 BaP是否通过 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路诱发 Caspase-1依

赖性细胞焦亡。

3.2 材料与仪器

3.2.1 细胞株

本试验使用的细胞原始株购自于中科院细胞库（上海，中国），细胞种类为

HL-7702人肝细胞。
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3.2.2 主要试剂及相关药品

表 3-1试剂及来源

Table 3-1 Main reagents

名称 规格/纯度 试剂来源

苯并(a)芘（BaP） 99% Sigma

二甲基亚砜（DMSO） 100 mL Sigma

RPMI-1640培养基 500 mL Thermo Fisher

胎牛血清（BSA） 100 mL Thermo Fisher

蛋白浓度测定（BCA）试剂盒 100次 Thermo Fisher

对照Marker 10 μL Thermo Fisher

Caspase-1活性测定试剂盒 50 次 碧云天生物科技

活性氧检测试剂盒 100 次 碧云天生物科技

免疫显色溶液（ECL） 50 mL 碧云天生物科技

细胞裂解液（RIPA） 100 mL 碧云天生物科技

MCC950 1 g 碧云天生物科技

NAC 1 g 碧云天生物科技

PDTC 1 g 碧云天生物科技

Mito-TEMPO 1 g 先锋生物有限公司

青霉素链霉素溶液 100 mL 先锋生物有限公司

Triton X-100 10 g 先锋生物有限公司

DAPI 1 mL 先锋生物有限公司

LDH试剂盒 100次 南京建成公司

PVDF膜 27cm×3.5m 晶博科技

PBS干粉 100 g 晶博科技

乙二胺四乙酸二钠（EDTA） 100 g 晶博科技
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表 3-2相关抗体

Table 3-2 Main antibody

名称 货号 试剂来源

GSDMD一抗 20770-1-AP 圣克鲁斯生物技术

IL-1β一抗 16806-1-AP 圣克鲁斯生物技术

IL-18一抗 SC-6179 圣克鲁斯生物技术

NLRP3一抗 GTX106313 圣克鲁斯生物技术

ASC一抗 10500-1-AP 圣克鲁斯生物技术

NF-κB一抗 10745-1-AP 圣克鲁斯生物技术

Caspase-1一抗 2225 细胞信号技术

GAPDH一抗 BA2913 生物世界技术

HRP二抗 AB6721 先锋生物有限公司

p65/RelA抗体 A2547 先锋生物有限公司

FITC-IgG（H+L）抗体 BF05003X 博奥龙科技公司

3.2.3 试验设备

表 3-3试验仪器设备

Table 3-3 Test instrument and equipment

名称 型号 生产厂家

全波长酶标仪 Multiskan SkyHigh Thermo Fisher

超高速低温离心机 HC-3016R 海天友诚实验仪器有限公司

电热恒温水浴锅 304 苏州威尔科技用品有限公司

标准垂直电泳仪 BG-verMIDI 河南郑州南北有限公司

半干转印槽 DYCF-40C 伯乐公司

化学发光成像仪 Smart Chemi 北京凯慕

-80℃冰箱 308L 广州捷盛

立式压力蒸汽灭菌器 LX-C75L 成都宜恒

倒置荧光显微镜 Ti-S 日本尼康

共聚焦显微镜 FV1200 奥林巴斯

流式细胞仪 Cell Lab Quanta SC 贝克曼
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3.3 试验方法

3.3.1 MTT细胞活力测定

试验方法同 2.3.1。

3.3.2 LDH测定

试验方法同 2.3.4

3.3.3 NO测定

试验方法同 2.3.5

3.3.4 相对电导率测定

试验方法同 2.3.5

3.3.5 Caspase-1活力检测

试验方法同 2.3.9

3.3.6 细胞焦亡特征蛋白表达测定

试验方法同 2.3.7

3.3.7 NF-κB核易位检测

配置 NF-κB核位移检测相关试剂。0.25%TritonX-100试剂：PBST作溶剂，配

置浓度为 0.25%的 TritonX-100；1%BSA 试剂：PBST 作溶剂，配置浓度为 1%的

BSA；p65/RelA 抗体：1%BSA=1:50（v/v）；FITC 标记兔抗小鼠 IgG（H+L）抗
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体：1%BSA=1:100（v/v）。

灭菌后的细胞爬片放于 6 孔板，再取生长正常的肝细胞，以 1×106个/mL的

细胞密度传代于 6 孔板中，然后将 6 孔板放置于恒温培养箱过夜。待细胞完全贴

壁后迅速取出，吸弃上层旧培养基并用 PBS反复清洗，直至 6孔板中无漂浮细胞。

随后向 6孔板中加入不同药物处理，24h后倒掉上清液，同时加入 PBS清洗三次。

之后依次加入冰甲醇固定 30 min、0.25%TritonX-100溶液透化 25 min、1%BSA溶

液阻断 1 h、p65/RelA抗体孵育 2 h、FITC标记兔抗小鼠 IgG（H+L）抗体孵育 1 h、

PBS清洗三次，然后用 1μg/mL DAPI（一种标记细胞核的荧光 DNA染料）染色 1

min，最后使用奥林巴斯 FV1000共聚焦系统获得荧光共聚焦图像。

3.3.8 活性氧检测

配置活性氧（Reactive oxygen species，ROS）检测相关试剂。DCFH-DA荧光

染色试剂：RPMI-1640培养基为溶剂，配置浓度为 0.1%的 DCFH-DA染色液。

选取培养箱中生长良好的细胞，在 12孔板中进行传代，随后将传代细胞放置

于恒温培养箱中过夜。等细胞生长面积达到孔板 90%以上，倒掉上层旧培养基并

用 PBS清洗三次，确保 12孔板中无漂浮细胞。然后加入不同药物处理细胞，做好

标记。作用 24 h后，弃去上层培养基，再用 PBS清洗三次。之后加入已配置好的

DCFH-DA荧光染色试剂孵育（37℃，30 min），最后用 RPMI-1640培养基清洗三

次。利用荧光显微镜观察活性氧的生成量，同时使用流式细胞仪检测细胞的荧光

强度。

3.3.9 统计分析

所有实验结果均以平均±标准差（SD）表示，每个实验都包括三组重复的实验。

并采用方差分析和 Duncan检验（SPSSv19.0）进行分析，显著性水平设为 p<0.05。
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3.4 结果与分析

3.4.1 NLRP3抑制剂对 BaP处理的肝细胞活力的影响

图 3-1 NLRP3 抑制剂对焦亡细胞活力的影响

Figure 3-1 Effects of NLRP3 inhibitor on the viability of pyroptotic cells

MCC950是 NLRP3的特异性抑制剂。研究表明，MCC950可以缓解介孔二氧

化硅纳米颗粒引起的细胞焦亡[80]，为探究NLRP3炎症小体与 BaP诱发的 Caspase-1

依赖性细胞焦亡的关系，本试验采用MCC950与 BaP共同处理 HL-7702人肝细胞。

如图 3-1所示，MCC950预处理可以减轻 BaP诱发的细胞活力降低（p<0.05）。表

明 BaP可通过激活 NLPR3炎症小体，降低细胞活力。

3.4.2 NLRP3抑制剂对 BaP诱发的细胞焦亡特征指标的影响

炎症小体是一类多蛋白复合物，主要包括 NLRP3、AIM2、Pyrin、NLRC4和

NLRP1等。NLRP3炎症小体由 Pro-Caspase-1、NLRP3与 ASC构成，当外界刺激

NLPR3炎症小体时，Pro-Caspase-1会自剪切形成活性的 Caspase-1，随后裂解并激

活 GSDMD形成 GSDMD-N，最终引发焦亡[81,82]。

BaP

MCC950
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图 3-2 NLRP3抑制剂对焦亡损伤的影响

LDH释放(A), NO(B), 相对电导率(C), Caspase-1 活性(D)

Figure 3-2 Effects of NLRP3 inhibitor on pyroptotic injury.

LDH release(A), NO(B), relative conductivity rate(C), Caspase-1 activity(D)

与 BaP 单独处理组相比，MCC950和 BaP 共同处理组细胞 LDH 释放率（图

3-2 A）、NO含量（图 3-2 B）、相对电导率（图 3-2 C）、Caspase-1 活性（图 3-2

D）分别显著降低 37.90%、21.32%、20.47%、34.99%（p<0.05）。如图 3-3所示，

与 BaP处理组相比，MCC950与 BaP共同处理组中焦亡特征性蛋白（NLRP3、ASC、

Caspase-1、GSDMD-N、IL-18、IL-1β）相对表达明显降低。本试验表明 BaP可以

激活 NLRP3炎症小体，继而诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。
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图 3-3 NLRP3抑制剂对焦亡特征蛋白表达的影响

Figure 3-3 Effects of NLRP3 inhibitor on the expression of characteristic protein of pyroptosis

3.4.3 NF-κB抑制剂对 BaP处理的肝细胞活力的影响

研究发现，抑制 NF-κB可有效降低促炎细胞因子的水平，PDTC作为 NF-κB

的特异性抑制剂，可以减少NF-κB在细胞中的核易位数目。为探究NF-κB与NLRP3

炎症小体、Caspase-1依赖性细胞焦亡的相关性，本试验采用 PDTC和 BaP共同作

用 HL-7702 人肝细胞。如图 3-4 所示，与 BaP 组相比，PDTC 处理组的细胞活力

增长 66.79%（p<0.05），PDTC和 BaP共同处理组细胞活力增长 6.05%（p<0.05），

结果表明 BaP可通过激活 NF-κB，降低细胞活力。

图 3-4 NF-κB抑制剂对焦亡细胞活力的影响

Figure 3-4 Effects of NF-κB inhibitor on the viability of pyroptotic cells
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3.4.4 NF-κB抑制剂对 BaP诱发的 NLRP3和细胞焦亡特征指标的影响

图 3-5 NF-κB抑制剂对焦亡损伤的影响

LDH释放(A), NO(B), 相对电导率(C), 焦亡特征蛋白表达(D)

Figure 3-5 Effects of NF-κB inhibitor on pyroptotic injury. LDH release(A), NO(B), relative

conductivity rate(C), the expression of characteristic protein of pyroptosis(D)

NF-κB是细胞中的一种核转录因子，它主要参与炎症反应，具有调节炎症小

体表达的作用[83]。研究发现，抑制巨噬细胞中的 NF-κB和 NLRP3炎症小体活性可

改善小鼠的结肠炎[84]。本试验采用 NF-κB抑制剂 PDTC与 BaP共作用细胞，探究

NF-κB 是否参与 NLRP3 炎症小体的激活与 Caspase-1 依赖性细胞焦亡。如图 3-5

所示，PDTC预处理可以明显降低 BaP诱发的 LDH 释放率、NO含量、相对电导
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率等焦亡特征指标的高表达（p<0.05）；同时，BaP组相比，PDTC和 BaP共同处

理组焦亡特征蛋白相对表达量显著下降。

图 3-6 NF-κB抑制剂对 NF-κB核易位的影响

Figure 3-6 Effects of NF-κB inhibitor on nuclear translocation of NF-κB

此外，用 DAPI（蓝色）和抗磷酸化的 p65（绿色）对 PDTC和 BaP处理的细

胞做免疫荧光标记，共聚焦显微镜观察如图 3-6所示，与 BaP组相比，PDTC预处

理可显著降低 NF-κBp65亚基核易位数目。结果表明，PDTC能抑制 NF-κBp65亚

基核易位和 NLRP3炎症小体的激活，进而降低 BaP诱发的细胞焦亡性损伤。证实

BaP 可以通过激活 NF-κB，进而转录激活 NLPR3 炎症小体，最终诱发 Caspase-1

依赖性细胞焦亡。

3.4.5 ROS抑制剂对 BaP处理的肝细胞活力的影响

NAC是一种常见的抗氧化剂，它可以显著降低有毒物质代谢产生的ROS数量；

Mito-TEMPO能够特异性地去除线粒体中的 ROS。为了探究 ROS抑制剂对肝细胞

活力的影响，我们采用 NAC 和 Mito-TEMPO 作用 BaP 暴露下的细胞并测定 24 h

后细胞的活力，结果如图 3-7 所示，与 BaP 单独处理组相比，NAC+BaP 和

Mito-TEMPO+BaP 组细胞活力分别提高 19.26%、8.54%（p<0.05）。表明 BaP 可
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p-p65

Merge

BaP
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通过促进 ROS生成，降低细胞活力。

图 3-7 ROS抑制剂对焦亡细胞活力的影响

Figure 3-7 Effects of ROS inhibitor on the viability of pyroptotic cells

3.4.6 ROS 抑制剂对 BaP诱发的 NF-κB、NLRP3 炎症小体和焦亡特征

指标的影响

图 3-8 ROS抑制剂对 ROS 生成量的影响

Figure 3-8 Effects of ROS inhibitor on the content of ROS
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当细胞受到损伤或者有害物攻击时会产生大量 ROS，因此细胞中 ROS的含量

也被作为细胞是否受损的重要参考。本试验使用倒置荧光显微镜和流式细胞仪对

细胞中的活性氧数目进行观察和定量。由于无色 DCFH可以被 ROS氧化为绿色荧

光（DCF）的特性，荧光显微镜观察如图 3-8所示，与对照组相比，BaP组绿色荧

光强度明显强烈；与 BaP单独处理组相比，NAC或Mito-TEMPO预处理组可以显

著降低绿色荧光强度。流式细胞仪检测结果如图 3-8 所示，对照组、BaP 组、

BaP+NAC组、BaP+Mito-TEMPO组 ROS含量分别为 2047、3566、2133、2899。

表明 BaP暴露会产生大量的 ROS，这与 Cui等[85]结果一致，NAC或Mito-TEMPO

均可以降低 ROS数目，降低细胞受损程度。

ROS是 NLRP3炎性小体激活的触发器，线粒体中的 ROS也能通过 NF-κB通

路激活 NLRP3 炎性小体[86,87]。尼古丁[88]和慢性乙醇[89]刺激产生的 ROS 可诱导

NLRP3炎症小体和 Caspase-1的激活，最终导致细胞发生焦亡。Chen的研究证明，

用 NAC或Mito-TEMPO预处理可抑制 Cd诱导的 NLRP3激活和焦亡细胞死亡[90]。

如图 3-9所示，与 BaP组相比，BaP+NAC组、BaP+Mito-TEMPO组 LDH释放率、

NO含量、相对电导率等显著降低（p<0.05）。此外，参与细胞焦亡发生发展的相

关蛋白（NF-κB、NLRP3、ASC、Caspase-1、GSDMD-N、IL-18、IL-1β）经 ROS

抑制剂处理后均呈现低表达。充分表明 ROS是 BaP诱发 Caspase-1依赖性细胞焦

亡的主要贡献者，ROS的高表达可以激活 NF-κB和 NLRP3 炎症小体，同时揭示

BaP是通过 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。



第三章 苯并(a)芘诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的机理

39

图 3-9 NF-κB抑制剂对焦亡损伤的影响

LDH释放(A), NO(B), 相对电导率(C), 焦亡特征蛋白表达(D)

Figure 3-9 Effects of NF-κB inhibitor on pyroptotic injury. LDH release(A), NO(B), relative

conductivity rate(C), the expression of characteristic protein of pyroptosis(D)

3.5 本章小结

本章以 ROS、NF-κB、NLRP3炎症小体等为靶点，探究 BaP诱发肝细胞焦亡

性损伤的机理，结果发现，Mito-TEMPO（mtROS清除剂）与 NAC（总 ROS清除
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剂）、PDTC（NF-κB抑制剂）、MCC950（NLRP3炎症小体抑制剂）的加入均可

以减轻 BaP 诱发的焦亡性损伤，充分阐明 BaP通过 ROS/NF-κB/NLRP3信号通路

诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡的分子机制。

（1）NLRP3 抑制剂可以钝化 BaP 对 NLRP3 炎症小体，以及 Caspase-1、

GSDMD-N、炎症因子（IL-18、IL-1β）、LDH、NO和相对电导率等焦亡特征指

标的促进作用。表明 BaP可以激活 NLPR3炎症小体，继而引发 Caspase-1依赖性

细胞焦亡。

（2）NF-κB抑制剂可以阻碍 BaP对 NF-κB核易位、NLRP3炎症小体，以及

Caspase-1、GSDMD-N、炎症因子（IL-18、IL-1β）、LDH、NO 和相对电导率等

焦亡特征指标的促进作用。表明 BaP可以通过激活 NF-κB，进而转录激活 NLPR3

炎症小体，最终诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。

（3）ROS抑制剂可以抑制 BaP对 ROS产生、NF-κB核易位、NLRP3炎症小

体，以及 Caspase-1、GSDMD-N、炎症因子（IL-18、IL-1β）、LDH、NO和相对

电导率等焦亡特征指标的促进作用。表明 BaP可通过促进 ROS产生激活 NF-κB，

进而转录激活 NLPR3炎症小体，最终诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。即 BaP通

过ROS/NF-κB/NLRP3信号通路诱发Caspase-1依赖性肝细胞焦亡（如图 3-10所示）。

图 3-10 BaP诱发 Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的机制

Fig. 3-10 Mechanism of Caspase-1-dependent hepatocyte pyroptosis induced by BaP
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第四章 全谷物饮食对苯并(a)芘诱发小鼠肝脏焦亡性损伤的
干预作用

4.1 引言

长期摄入苯并(a)芘会对小鼠的肝脏造成氧化和焦亡损伤，并有可能发展为患

肝癌的风险[24]。据报道，合理的饮食习惯对改善生理损伤具有重要意义[91]。《中

国居民膳食指南》（2022年版）建议成年人应确保每天全谷物摄入量超过 50 g，

但调查显示高达 80%的成年人未达到标准摄入量[92]。全谷物的消费和推广已成为

我国健康饮食发展的重点。全谷物不仅含有一系列重要的营养素，包括膳食纤维、

叶酸、硫胺素、镁和铁[93]，而且还可以通过增加肠道菌群的丰富度来预防肠道疾

病[94]。中国的主要谷物包括燕麦、荞麦和玉米[95]。然而，全谷物荞麦和燕麦对 BaP

诱导的肝损伤的影响尚不清楚。

本章采用 AIN-93M饲料、全谷物荞麦（WGB）饲料和全谷物燕麦（WGO）

饲料，研究全谷物饮食对 BaP诱发小鼠肝脏焦亡性损伤的干预作用，为 BaP的毒

性控制提供新的思路。
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4.2 材料与仪器

4.2.1 主要试剂

表 4-1试剂及来源

Table 4-1 Main reagents

名称 规格/纯度 生产厂家

苯并(a)芘（BaP） 99% Sigma

乙酸（Acetate） 标准品 Sigma

丙酸（Propionate） 标准品 Sigma

异丁酸（Isobutyrate） 标准品 Sigma

丁酸（Butyrate） 标准品 Sigma

2-乙基丁酸（2-ethylbutyric acid） 内标 Sigma

蛋白浓度测定（BCA）试剂盒 100次 Thermo Fisher

总甘油三酯（TG）试剂盒 50次 南京建成公司

总胆固醇（TC）试剂盒 100次 南京建成公司

丙氨酸转氨酶（ALT）试剂盒 100次 南京建成公司

天冬氨酸转氨酶（AST）测定试剂盒 100次 南京建成公司

超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒 100次 南京建成公司

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）试剂盒 100次 南京建成公司

过氧化氢（H2O2）试剂盒 100次 南京建成公司

丙二醛（MDA）试剂盒 100次 南京建成公司

BPDE-DNA加合物试剂盒 100次 先锋生物有限公司

反转录试剂盒 100次 英利柏奥公司

qPCR试剂盒 100次 英利柏奥公司

Trizol 100 mL 生工生物
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4.2.2 试验设备

表 4-2试验仪器设备

Table 4-2 Test instrument and equipment

名称 型号 生产厂家

全波长酶标仪 Multiskan SkyHigh Thermo Fisher

微型离心机 JZ-2105A 九州晟欣实验用品有限公司

超高速低温离心机 HC-3016R 海天友诚实验仪器有限公司

电热恒温水浴锅 304 苏州威尔科技用品有限公司

PCR扩增仪 CFX-384 伯乐公司

万分之一天平 BSA2202S 北京赛多利斯

-80℃冰箱 308L 捷盛

立式压力蒸汽灭菌器 LX-C75L 成都宜恒

倒置荧光显微镜 Ti-S 日本尼康

均质匀浆机 SRS200 上海新勒

4.3 试验方法

4.3.1 饲料

基本维持饲料（AIN-93M）、含荞麦饲料（WGO）、含燕麦饲料（WGB）购

自北京博泰宏达生物技术有限公司，其中含荞麦饲料与含燕麦饲料中纯度为 40%。

三种饲料都提供了相同的能量，4002.8千卡（包括 77.07%的碳水化合物，4%的脂

肪，14%的蛋白质和 4.93%的其他）。与 AIN-93M饲料相比，WGB和WGO粉取

代了酪蛋白、蔗糖、玉米淀粉、纤维素和大豆油的部分能量。成分表 4-3所示。
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表 4-3 三种小鼠饲料配方

Table 4-3 Formula of three different feeds

Ingredient 成分
基本维持饲料

（AIN-93M）（g/kg）

含荞麦饲料

（WGB）（g/kg）

含燕麦饲料

（WGO）（g/kg）

Casein酪蛋白 140 80 93.7

Dextrinized Cornstarch糊精化玉米淀粉 155 155 155

Sucrose蔗糖 100 94 99.2

Corn Starch玉米淀粉 465.7 232 184.8

Cellulose 纤维素 50 14.7 33

Soybean Oil豆油 40 20 30

AIN-93M Mineral Mix 矿物组合 35 35 35

L-Cystine L-胱氨酸 1.8 1.8 1.8

AIN-93-VX Vitamin Mix 维生素 10 10 10

Choline bitartrate重酒石酸胆碱 2.5 2.5 2.5

tert-Butylhydroquinone 特丁基对苯二酚 0 0 0

Whole grain buckwheat powder燕麦 0 400 0

Whole grain oat powder荞麦 0 0 400

Total weight总重量 1000 1000 1000

*Energy ratio能量占比

Carbohydrate (kcal%)碳水化合物 77.07 77.07 77.07

Fat (kcal%) 脂肪 4.00 4.00 4.00

Protein (kcal%) 蛋白质 14.00 14.00 14.00

Other (kcal%) 其他 4.93 4.93 4.93

Tatal energy (kcal) 总能量 4002.8 4002.8 4002.8

4.3.2 动物试验设计

SPF级 6周龄健康雄性 Balb/c小鼠购自西安交通大学实验动物中心。温度 22

±2℃，相对湿度 60±5%的饲养环境，并伴随每 12 h 切换光照/黑暗条件；适应 1

周后将 36只雄性 Balb/c小鼠随机分成 6组，每组 6只。分组如下：空白组（Control），

灌胃 10 ml/kg·bw橄榄油，饲养 AIN-93M饲料；苯并(α)芘组（BaP），灌胃 50 mg/kg

·bw BaP（溶于橄榄油），饲养 AIN-93M饲料；全谷物荞麦组（WGB），灌胃 10

ml/kg·bw橄榄油，饲养WGB饲料；全谷物燕麦组（WGO），灌胃 10 ml/kg·bw橄

榄油，饲养WGO饲料；全谷物荞麦+苯并(α)芘组（WGB+BaP），灌胃 50 mg/kg·
bw BaP（溶于橄榄油），饲养WGB饲料；全谷物燕麦+苯并(α)芘组（WGO+BaP），
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灌胃 50 mg/kg·bw BaP（溶于橄榄油），饲养WGO饲料。三种饲料配方见表 1。

每天灌胃 1次，连续灌胃 30天。处死前禁食 12 h并收集粪便，采用颈椎脱臼法处

死经乙醚麻醉的小鼠。将获取的血液离心后采集上清储存至 4℃冰箱进行后续血清

指标测定，解剖后的脏器储存至-80℃冰箱。

4.3.3 小鼠体重、摄食量、摄水量测定

在试验过程中，自适应结束后第一天开始，之后每隔 6天记录小鼠体重、摄

食量、摄水量，并计算指标的变化趋势。

4.3.4 血清中 ALT、AST、TC、TG的测定

对小鼠眼球取血处理后，将其断颈牺牲。随后将收集的血液离心（25℃，25 min，

1000 r），吸取上清液至新的抗凝管。按照试剂盒说明书，使用多功能酶标仪对处

理过的小鼠血清进行 AST、ALT、TC、TG等生化指标含量的测定。

4.3.5 肝脏病理学观察

从-80℃冰箱中取出之前解剖的肝脏组织，迅速切取长度约为 3-4 cm的小块部

分，放置在装满 4%多聚甲醛的离心管中用于固定组织，其余组织尽快放回-80℃冰

箱，整个过程在冰上进行。经过观察 H&E染色切片、油红染色切片分别研究试验

处理对肝脏组织病变和脂质合成的影响。

H&E染色步骤包括：（1）石蜡切片脱蜡：将切片浸泡在二甲苯溶液中 30 min，

连续三次，随后浸泡在无水乙醇中 10 min，连续三次，然后再浸泡在 75%酒精 10 min，

最后用二次水对浸泡后的的切片进行清洗。（2）苏木素染色：使用苏木素对切片

入色 6 min，然后用二次水清洗切片，随后向切片上层加入分化液静置 10 s，继续

用二次水清洗切片，最后添加返蓝液用于切片组织返蓝，再用二次水清洗一次。

（3）伊红染色：依次将切片浸泡在 80%、90%酒精中脱水 5-10 min，随后使用伊

红入色 10 min。（4）脱水封片：将切片浸泡在无水乙醇中 10 min，连续三次，然

后再浸泡在二甲苯中 10min，连续三次，最后使用中性树胶对切片进行封片处理。

（5）倒置显微镜摄取图片并分析。

油红染色步骤包括：（1）切片固定：取冰冻切片放于干燥器中干燥 20 min，
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然后加入固定液处理 20 min，随后用二次水清洗切片。（2）油红染色：在避光条

件下，使用油红对切片入色 10 min。（3）分化背景：将染色后的切片浸泡在 60%

异丙醇溶液中分化 10 s，连续三次，随后用二次水清洗三次。（4）苏木素染色：

向切片上层加入苏木素静置 5 min，然后使用二次水清洗切片上多余的染液。随后

依次浸泡于分化液 10 s、返蓝液 2 s、二次水清洗三次。（5）甘油明胶用于封闭切

片。（6）倒置显微镜摄取图片并分析。

4.3.6 肝脏中 BaP代谢酶、BPDE-DNA加合物的测定

取出储存在-80℃冰箱中的肝脏组织放置在冰上，快速剪取 0.5 g左右小块，浸

泡在装满 5 mL生理盐水的离心管中，然后使用匀浆机对离心管中的组织溶液进行

匀浆，配置成 10%的肝脏组织匀浆，随后离心（25℃，10 min，3000 r），取上清

用于肝脏中 BPDE-DNA加合物的检测。根据小鼠 BPDE-DNA加合物 ELISA检测

试剂盒说明书，检测 450 nm处吸光度并记录数值。BaP代谢酶的测定方法见 4.3.8。

4.3.7 肝脏中 H2O2、MDA、GSH-Px、SOD的测定

对冰箱里的肝脏组织做预处理（同 4.3.5），制成 10%的肝脏组织匀浆并离心

取上清液（25℃，10 min，3000 r）。根据试剂盒说明书指示，检测小鼠肝脏组织

中 H2O2、MDA、GSH-Px、SOD等指标。

4.3.8 肝脏中炎症因子及焦亡因子的 mRNA表达量测定

4.3.8.1 RNA提取

剪取约 50mg肝脏组织置于 2mL离心管中，然后加入 1mL Trizol试剂，静置

10 min。随后加入 0.2mL冰氯仿试剂，反复震荡 30s后静置 10 min，再将离心管放

置于离心机（4℃，10 min，10000 r），取上清液加入冰异丙醇并静置 15 min，再

离心（4℃，10 min，10000 r），吸弃上清液。再用冰乙醇清洗三次、干燥后检测

离心管中 RNA浓度，做数据记录。
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4.3.8.2 反转录

表 4-4反转录相关试剂

Table 4-4 Main reagents

成分 体积

mRNA 1 μg≤ a ≤100ng

Super Mix 4 μL

gDNARemover 1 μL

RNase-free water Variable

Total volumn 20 μL

a. 按照反转录试剂盒说明书（表 4-4），向 8连管中依次加入试剂。

b. 混匀并孵育（42℃，15 min）。

c. 高温灭酶活（85℃，5 s）。

4.3.8.3 RT-PCR

表 4-5 引物序列

Table 4-5 Primer sequence

引物 上游引物(5’-3’) 下游引物(5’-3’) 大小

GAPDH CCTCGTCCCGTAGACAAAATG TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT 133bp

CYP1A1 ACCATGACCGGGAACTGTG TGCTGAGGACCAGAAGACCG 307bp

CYP1B1 CCTGCCACTATTACGGACATCT GACCGTATTCTTGGGGATGTAGTAA 297bp

GST-P1 GATGGAGACCTCACCCTTTACC GGGCCTTCACGTAGTCATTCTT 196bp

AhR TGGCTTTGTGCTGGTTGTCA ACTGCTGAAAGCCCAGGTAATC 83bp

NLRP3 CCGCGTGTTGTCAGGATCTC AAGGGCATTGCTTCGTAGATAGA 251bp

ASC CAGCACAGGCAAGCACTCATT TCATCTTGTCTTGGCTGGTGG 130bp

Caspase-1 CAGGCAAGCCAAATCTTTATCAC CAGGCAAGCCAAATCTTTATCAC 342bp

GSDMD TAAGGCTCTGGAGACAACGGTG TGACAATAGGAACAGGGAGGC 262bp

TNF-α AGACCCTCACACTCACAAACCA CTTTGAGATCCATGCCGTTG 96bp

IL-1β GCATCCAGCTTCAAATCTCGC TGTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG 256bp

IL-18 CCATGTCAGAAGACTCTTGCGT CAAAGTTGTCTGATTCCAGGTCTC 105bp

INOS AGCTCGGGTTGAAGTGGTATG CACAGCCACATTGATCTCCG 245bp

COX-2 ATAGACGAAATCAACAACCCCG GGATTGGAAGTTCTATTGGCAG 193bp
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表 4-6 qPCR 相关试剂

Table 4-6 Main reagents

成分 体积

样品 变量

Forward Primer（10 μM） 0.4 μL

Reverse Primer（10 μM） 0.4 μL

Tip Green qPCR Supermix 10 μL

Nuclease-free Water Variable

Total volumn 20 μL

a. 设计引物，如表 4-5。

b. 按照 qPCR试剂盒说明书（表 4-6），向 8连管中依次加入试剂。

c. 设定程序：先孵育（94℃，30 s），再循环孵育（94℃，5 s；60℃，30 s）

40次。

d. 以 GAPDH为内参，参照ΔΔCt 法计算肝脏中炎症因子和焦亡因子 mRNA的

相关表达量。

4.3.9 粪便短链脂肪酸的测定

根据 Burokas等[96]的方法测量短链脂肪酸的浓度。使用涡流混合器将粪便样品

和MilliQ水（1 mL）均质 10分钟，制备粪便水。然后向样品中加入乙醚（1.6 mL）

和 H2SO4（50%，w/w），并在台式浓缩器上振荡（4℃，20 min）。随后对混合物

进行离心（4℃，5 min，15000 r），上清液用 0.2 μm过滤器过滤以除去沉淀细菌

和其他固体。再将其转移到 250 μL的插入物中，放置于一个 2 mL的气相色谱小

瓶中。采用 GC-2014C气相色谱仪分析样品中的短链脂肪酸，以 2-ethylbutyric acid

（2-乙基丁酸）为内标。用不同浓度的含有 acetate（乙酸）、propionate（丙酸）、

iso-butyrate（异丁酸）和 n-butyrate（正丁酸）的标准混合物建立标准曲线。Varian

Star Chromatography Workstation 6.0版软件用于比较曲线的峰值。所有短链脂肪酸

数据均以μg/g表示。
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4.3.10 粪便 16S rDNA 扩增子测序

采用 CTAB或 SDS方法对样本的基因组 DNA进行提取，并对 DNA的纯度和

浓度进行检测。根据测序区域的选择，使用带 Barcode的特异引物和高保真 DNA

聚合酶对选定的 V3-V4可变区进行 PCR扩增。PCR产物用 2%琼脂糖凝胶电泳进

行检测，并对目标片段进行切胶回收，胶回收采用 AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒

（AXYGEN公司）。参照电泳初步定量结果，对 PCR扩增回收产物用 QuantiFluor™

-ST蓝色荧光定量系统（Promega公司）进行检测定量，按照每个样本的测序量要

求，进行相应比例的混合。使用 NEB Next® Ultra™DNALibrary Prep Kit建库试剂

盒进行文库构建。构建好的文库通过 Agilent Bioanalyzer 2100和 Qubit进行质检，

文库质检合格后进行上机测序。

4.3.11 数据统计分析

使用 Graphpad 8、SPASS19.0对数据分析处理及差异性分析（Duncan检验），

使用 QIIME和 R软件进行肠道菌群分析。
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4.4 结果与分析

4.4.1 全谷物饮食对 BaP暴露后小鼠摄食量、摄水量、体重的影响

图 4-1 全谷物饮食对小鼠摄食量、摄水量、体重的影响

Figure 4-1 Effect of whole grain diet on food intake, water intake and body weight
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体重、摄食量、摄水量如图 4-1所示。BaP组小鼠体重从第 18天开始下降，

第 30天的体重已低于灌胃前小鼠体重，体重平均下降 0.37 g，这与 Li的结果保持

一致[24]；WGB+BaP、WGO+BaP 组小鼠体重从第 18 天开始趋于稳定，最终的体

重相较于灌胃前小鼠体重均有少量提升，摄入WGB、WGO的 BaP暴露小鼠体重

分别升高 1.76 g、1.57 g。与此同时，通过摄食量、摄水量的变化表明全谷物膳食

对长期摄入 BaP的小鼠食欲有明显的改善作用。这是因为全谷物中含有的膳食纤

维被肠道中的微生物利用，产生一部分短链脂肪酸，可能改善肠道微生物结构，

从而对小鼠食欲产生影响[97-99]。

4.4.2 全谷物饮食对 BaP诱发的小鼠肝功能紊乱的影响

天冬氨酸转移酶（AST）、谷丙转氨酶（ALT）通常被认作判断肝脏组织是否

受损的重要指标[100]。如图 4-2 A, B所示，BaP组与对照组相比，小鼠血清中的 AST、

ALT含量明显升高，BaP组的 AST相比于对照组增加 23.85±1.83（p<0.05），ALT

增加 32.78±1.96（p<0.05），WGB、WGO干预可以显著降低 AST、ALT水平，

WGB+BaP、WGO+BaP 组 AST与 BaP组相比，分别降低 6.55±1.90、7.91±1.25

（p<0.05），ALT分别降低 20.67±1.89、22.67±1.75（p<0.05）。本研究发现 BaP

会诱发肝脏组织中 AST、ALT过量表达，导致肝脏组织损伤，大量 AST、ALT外

溢至血清中；而WGB、WGO的干预可以一定程度上减轻 BaP对肝脏组织的损伤

作用。正常机体在进行脂质代谢时，血清总胆固醇（TC）与甘油三酯（TG）始终

保持动态平衡[101,102]。如图 4-2 C,D所示，BaP组中 TC、TG含量相比较其他几组

有所升高（p<0.05），但各组之间差异不大。

此外，肝脏组织病理学结果如图 4-3 所示，对照组、WGB组、WGO组肝组

织相对正常，BaP处理组肝细胞排列无序，肝细胞核数量明显减少，细胞间隔明显

增加。经WGB或 WGO干预后，肝细胞损伤程度减轻。肝脏的油红 O 染色图像

如图 4-3所示，摄入 BaP可引起脂质减少和聚集，WGB和WGO干预组对 BaP诱

发的脂质合成紊乱有缓解作用。表明 BaP不仅会对肝脏功能造成损伤，而且会影

响机体中脂质的正常代谢，甚至有发展为动脉粥样硬化等心血管疾病的风险；摄

入WGB、WGO对 BaP诱发的肝脏功能紊乱有缓解作用。
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图 4-2全谷物饮食对 AST(A)、ALT(B)、TC(C)、TG(D)的影响

Figure 4-2 Effects of whole grain diet on AST(A), ALT(B), TC(C) and TG(D)

图 4-3全谷物饮食对肝脏的影响

Figure 4-3 Effects of whole grain diet on liver

A B

DC
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4.4.3 全谷物饮食对肝脏 BaP代谢的影响

图 4-4 全谷物饮食对肝脏 BaP代谢的影响

Figure 4-4 Effects of whole grain diet on BaP metabolism in liver

BaP具有较强的致癌性，但它不是一种直接致癌物。只有当它进入生物体并经

过代谢转化形成活性代谢物时，它才会产生致癌作用。BaP作为外源性配体进入细

胞体，与芳基烃受体（Aryl Hydrocarbon Receptor，AhR）结合形成异源二聚体，

然后与 AhR核转运体结合进入细胞核[103]。CYP450参与人体间接致癌物的酶促激

活，其主要成员包括 CYP1A1、CYP1B1 等[104]。当 BaP 进入人体后会被 CYP450

催化成为最终致癌物“苯并(a)芘 7,8-二氢二醇 9,10-环氧化物”（Benzo(a)pyrene

7,8-dihydrodiol 9,10-epoxies，BPDE）。BPDE 立即与细胞 DNA 结合并形成

BPDE-DNA加合物，导致 DNA损伤[105]。GST-P1是受 Nrf2信号通路转录调控的

II期解毒酶之一。GST-P1催化还原性谷胱甘肽与毒物的结合，从而促进毒物代谢

并使机体解毒[106]。以 BPDE-DNA加合物的含量水平作为 BaP诱发 DNA损伤的生

物标志物。如图 4-4 A所示，BaP组、WGB+BaP组、WGO+BaP组小鼠的 BPDE-DNA

加合物含量分别为 2.92±0.10ppb，1.72±0.07ppb和 1.54±0.05ppb。表明WGB、

WGO可以抑制肝脏内 BaP 主动与 DNA 的主动结合，降低 BPDE-DNA 加合物的

生成（p<0.05），且WGO比WGB干预效果更好。如图 4-4 B所示，与对照组相

比，长期摄入 BaP会上调 CYP1A1、CYP1B1、GST-P1和 AhR等 mRNA相对表达

量（p<0.05）。与 BaP组相比，WGB或WGO可以显著降低 BaP代谢相关酶表达

A B
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水平（p<0.05）。表明 BaP进入肝脏组织后，会诱发 AhR表达并与之结合，同时

刺激 CYP1A1、CYP1B1和 GST-P1等解毒酶的高表达（p<0.05），而摄入WGB、

WGO能够显著抑制 BaP转化形成有毒活性代谢物，减轻 BaP诱发的肝脏组织损

伤。进一步证实，全谷物荞麦和全谷物燕麦可以通过干预 BPDE-DNA加合物的形

成和抑制肝脏内 BaP代谢，进而减弱 BaP诱发的 DNA损伤。

4.4.4 全谷物饮食对 BaP诱发的小鼠肝脏氧化损伤的影响

图 4-5全谷物饮食对 H2O2(A)、MDA(B)、GSH-Px(C)、SOD(D)的影响

Figure 4-5 Effects of whole grain diet on H2O2(A), MDA(B), GSH-Px(C) and SOD(D)

A B

C D
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生物体中 BaP代谢过程中产生的自由基会导致机体氧化损伤，从而诱导体内

的抗氧化系统启动保护机制[107]。抗氧化系统主要包括 GSH-Px、SOD、CAT等抗

氧化酶，它们在机体的氧化和抗氧化平衡中起着重要作用[108]。H2O2是体内最重要

的活性氧，而体内的 GSH-Px可以立即将其分解为完全无害的水[109]。MDA是自由

基攻击膜不饱和脂肪酸的产物，越高浓度的MDA往往表明体内脂质过氧化水平越

高[110]。我们的研究（图 4-5）显示，与正常组相比，BaP组 H2O2、MDA分别升高

38.11%、51.47%（p<0.05），GSH-Px和 SOD分别降低 23.33%、15.07%（p<0.05），

表明 BaP打破了体内氧化和抗氧化之间的平衡，从而导致肝组织氧化损伤。与 BaP

单独处理组相比，WGB或WGO与 BaP共同处理组 H2O2、MDA分别降低 12.33%

/ 15.43%、24.08% / 25.06%（p<0.05），GSH-Px和 SOD分别升高 16.95% / 23.81%、

6.42% / 8.09%（p<0.05），表明全谷物荞麦与燕麦干预后可以减轻 BaP诱发的肝脏

氧化损伤。

4.4.5 全谷物饮食对 BaP诱发的小鼠肝脏焦亡性损伤的影响

前面的章节研究发现，BaP可以通过激活 NLRP3炎症小体，引起 HL-7702人

肝细胞发生 Caspase-1依赖性焦亡损伤。为探究全谷物饮食对 BaP诱发的小鼠肝脏

焦亡性损伤的干预作用，本试验检测了焦亡相关 mRNA的相对表达水平。如图 4-6

所示，与 BaP 组相比，WGB 或 WGO 可以显著抑制 BaP 诱发的焦亡特征指标的

mRNA（NLRP3、ASC、Caspase-1、GSDMD、TNF-α、IL-1β、IL-18、INOS、COX-2）

相对表达量升高（p<0.05）。表明WGB和WGO可以抑制 NLRP3 炎症小体的激

活，从而削弱 BaP诱发的 Caspase-1依赖性焦亡损伤。充分证实全谷物饮食对 BaP

诱发的 Caspase-1依赖性焦亡损伤具有一定的治疗效果，并为控制 BaP的毒性提供

新的思路。
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图 4-6全谷物饮食对焦亡和炎症因子的影响

Figure 4-6 Effects of whole grain diet on pyroptosis and inflammationory

4.4.6 全谷物饮食对 BaP暴露后小鼠粪便短链脂肪酸的影响

短链脂肪酸（short-chain fatty acids，SCFAs）主要由盲肠和结肠微生物群代谢

饮食中的膳食纤维、蛋白质、多肽等营养物质产生，对宿主生理的各个方面都有

广泛的影响[111]。SCFAs主要包括乙酸、丙酸和丁酸等[112-114]。乙酸主要负责机体正

常的脂质代谢，对高血压和肥胖的发生有一定的预防作用[115,116]。丙酸参与机体的

正常代谢活动[117]。与乙酸一样，丁酸也能降低高血压小鼠的血压，但不影响健康

小鼠的血压[118]。此外，丁酸可以降低肝脏的氧化应激反应[119,120]。各组小鼠粪便中

SCFAs的含量如图 4-7所示。与对照组相比，BaP组的乙酸、丙酸、丁酸和异丁酸

含量显著降低（p<0.05），表明长期摄入 BaP会降低 SCFAs的生成；同时，WGB+BaP

组和 WGO+BaP 组的 SCFAs 含量均高于 BaP 组（p<0.05），说明摄入 WGB 和
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WGO可以缓解 BaP暴露小鼠粪便中 SCFAs含量的下降，尤其是WGO。

荞麦的重要成分是黄酮类化合物，可用于治疗炎症性疾病、高血压等[121,122]。

燕麦具有较高的营养价值，含有蛋白质、脂肪、酚类化合物、矿物质和β-葡聚糖[123,124]。

β-葡聚糖只存在于燕麦中，而不存在于荞麦中。β-葡聚糖不仅对小鼠免疫功能有积

极作用，增强小鼠抗感染能力[125]，还可以调节肠道菌群构成[126]，从而缓解 BaP

诱发的小鼠肝脏损伤。同时，β-葡聚糖的存在可能也是WGO比WGB治疗效果更

好的原因之一。总的来说，全谷物饮食对身体有有益的影响，其中WGO优于WGB。

荞麦和燕麦均具有降低 BaP 毒性的作用，这可能是由于摄入黄酮类物质和β-葡聚

糖，改善肠道菌群组成，减轻 BaP诱发的肝脏毒性。

图 4-7全谷物饮食对短链脂肪酸的影响

Figure 4-7 Effects of whole grain diet on SCFAs

4.4.7 全谷物饮食对 BaP暴露后小鼠肠道菌群的影响

肠道菌群是一个庞大的整体，其菌种构成比例、多样性、丰富度与人体健康

具有紧密的相关性。不同的肠道菌群构成对人体正常代谢、生理活动以及免疫系

统有着不同的影响，饮食是改善肠道菌群构成的因素之一。当前社会，饮食已然

成为丰富肠道中微生物多样性的重要手段，并参与肝损伤、心血管代谢异常等疾

病的发生发展，对相关疾病的临床治疗提供新的思路。本试验检测了全谷物饮食

对 BaP暴露后小鼠肠道菌群的相关变化。
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图 4-8 各分组门水平物种相对丰度柱状图

Figure 4-8 The composition of intestinal flora in different groups of mice at phylum level

图 4-8表示的是各组在门水平的丰度前十的肠道菌群代表。根据图 4-8可知，

BaP 组的厚壁菌门（Firmicutes）、疣微菌门（Verrucomicrobia）和变形菌门

（Proteobacteria）丰度较 Control组增加，而拟杆菌门（Bacteroidetes）丰度降低；

与 BaP组相比，WGB、WGO的添加使得厚壁菌门丰度降低、疣微菌门丰度增加。

长期摄入 BaP会提高厚壁菌门、疣微菌门、变形菌门丰度，降低拟杆菌门丰度，

导致厚壁菌门和拟杆菌门的比值升高。李玉串[127]分析厚壁菌门、变形菌门丰度的

提高和拟杆菌门丰度的下降可能与动脉粥样硬化的发生发展有关系。另有研究报

道肥胖人群、高血压患者中的厚壁菌门和拟杆菌门的比值偏高[128,129]，拟杆菌门的

产物包括乙酸、丁酸，说明 BaP可能通过降低拟杆菌门丰度，影响乙酸、丁酸合

成速率，从而引起高血压。WGB+BaP、WGO+BaP组的相关菌群有倾向于对照组

的趋势，表明全谷物饮食对高血压有一定的预防作用，其中WGO的效果更为显著。

图 4-9表示为各组小鼠肠道微生物多样性的比较。Shannon指数与 Simpson指

数表示菌群的多样性，Chao1指数与 ACE指数表示菌群的丰度，Observed species

表示为 OTU数目，Coverage为测序深度指数。与 Control组相比，BaP组 Shannon

指数、Simpson指数、Observed species减少；与 BaP组相比，WGB组和WGO组

显著提高菌群多样性与菌群丰度指数。表明 BaP的加入会降低菌群多样性与菌群

丰度，WGB和WGO则可以提高菌群的丰富度。因此全谷物饮食可能通过增加菌

群的丰富度以减轻 BaP诱发的肝脏损伤。
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图 4-9 Alpha 多样性指数

Figure 4-9 Alpha diversity of intestinal flora

4.5 本章小结

本章基于 BaP的毒性作用，采用全谷物饮食干预 BaP暴露后小鼠，结果发现

WGB、WGO可以通过抑制肝脏内 BaP转化形成有毒活性代谢物，减少 BPDE-DNA

加合物形成，降低焦亡因子表达，促进短链脂肪酸生成，改善肠道菌群构成等减

轻 BaP诱发的肝脏损伤。表明全谷物饮食可作为抑制 BaP毒性作用的有效方法。

（1）长期摄入 BaP会降低小鼠的体重、摄食量、摄水量，WGB、WGO的加

入可以改善小鼠的食欲，并抑制因 BaP诱发的 AST、ALT、TC、TG等指标上升，

减轻肝脏功能紊乱。

（2）WGB、WGO干预后可以抑制肝脏内 BaP转化形成有毒活性代谢物有关

代谢酶表达（CYP1A1、CYP1B1和 GST-P1等）和 BPDE-DNA加合物的形成，同

时下调 H2O2、MDA，上调 GSH-Px、SOD等水平，从而减弱 BaP诱发的肝脏 DNA

损伤和氧化损伤。

（3）WGB和WGO 预处理可以降低焦亡因子（NLRP3、ASC、Caspase-1、

GSDMD）和炎症因子（TNF-α、IL-1β、IL-18、INOS、COX-2）的 mRNA相对水
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平，减轻 BaP诱发的肝脏焦亡性损伤。

（4）WGB、WGO的加入可以促进短链脂肪酸的生成，增加小鼠体内的肠道

微生物多样性与丰度，对控制 BaP的毒性具有重要意义。
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第五章 结论与展望

5.1 结论

本文首先采用 Caspase-1抑制剂，阐明 BaP诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡；

基于 ROS/NF-κB/NLRP3 信号通路，采用该通路相关靶点抑制剂揭示 BaP 诱发

Caspase-1依赖性肝细胞焦亡的分子机理；并进一步探究全谷物饮食对 BaP暴露下

小鼠肝脏损伤的干预作用。结论如下：

（1）BaP（10 μM、25 μM和 50 μM）组均呈现细胞活力下降（p<0.05），细

胞周期比例失衡，LDH、NO、相对电导率显著升高（p<0.05），细胞形态异常并

生成膜孔，焦亡特征蛋白（Caspase-1、GSDMD-N）与炎症因子（IL-18、IL-1β）

相关蛋白表达量升高等现象。Caspase-1抑制剂 Z-VAD-FMK可以显著改善 BaP诱

发的细胞焦亡性损伤，表明 BaP可以诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。

（2）Mito-TEMPO（mtROS抑制剂）与 NAC（总 ROS抑制剂）、PDTC（NF-κB

抑制剂）、MCC950（NLRP3炎症小体抑制剂）与 BaP共同处理组细胞活力、ROS

数量、NF-κB核易位数目以及炎症和焦亡相关指标较 BaP组明显好转，表明以上

抑制剂均可减轻 BaP诱发的肝脏细胞焦亡，阐明 BaP通过 ROS/NF-κB/ NLRP3信

号通路诱发 Caspase-1依赖性细胞焦亡。

（3）WGB、WGO的干预可以改善 BaP暴露下小鼠的食欲，减轻 BaP诱发的

肝脏组织损伤，降低 BaP造成的 DNA损伤与肝脏氧化损伤，抑制焦亡因子高表达。

同时WGB、WGO的加入可以增加短链脂肪酸的生成量，改善肠道菌群丰度与多

样性。全谷物饮食可有效抑制 BaP诱发的肝脏焦亡性损伤。

5.2 创新点

（1）阐明 BaP 是通过 ROS/NF-κB/NLRP3 信号通路诱发 Caspase-1 依赖性肝

细胞焦亡性损伤；

（2）揭示全谷物饮食对肝脏组织焦亡性损伤的缓解作用，为预防 BaP诱发的

肝脏毒性提供新的方法。
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5.3 展望

本论文揭示BaP诱发Caspase-1依赖性细胞焦亡的分子机制并探究全谷物饮食

对 BaP诱发的肝脏焦亡性损伤的干预作用。虽然全谷物饮食能够改善肠道菌群构

成，但是与肝脏焦亡性损伤之间的联系尚不清楚，因此仍需要进一步深入研究肠

道菌群与焦亡发生发展的相关性，揭示肠道菌群与预防 BaP诱发的肝脏焦亡性损

伤的机理。
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