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摘要 ：

[ 背景 ]　大气细颗粒物（PM2.5）暴露对胚胎发育的影响及其毒性效应备受关注，其对肝脏发
育毒性的机制研究尚不明确。

[ 目的 ]　探讨鸡胚暴露于不同剂量 PM2.5 对鸡胚肝脏发育的影响及潜在作用机制。

[ 方法 ]　将 60 只受精鸡蛋按照质量随机分为 4 组 ：空白对照组（0 mg·kg-1 PM2.5）和 0.2、0.5、
2.0 mg·kg-1 PM2.5 染毒组。通过气室注射染毒建立鸡胚染毒模型，随后放入孵化箱孵化 21 d，
幼鸡孵出后称重记录，计算肝指数。断头处死后采用 HE 染色法观察孵化幼鸡的肝脏组织病
理学变化，采用全自动生化分析仪对孵化幼鸡的血清肝功能进行检测，采用免疫组化法和
Western blotting 测定肝组织内核因子 -κB（NF-κB）p65 与诱导型一氧化氮合酶（iNOS）的蛋白
表达情况。

[ 结果 ]　HE 染色结果显示 ：0.5 mg·kg-1 PM2.5 暴露后，孵化幼鸡的肝细胞排列紊乱，出现少量
炎症细胞浸润和轻微脂肪样变 ；2.0 mg·kg-1 PM2.5 暴露后，肝小叶结构破坏严重，出现大量
炎症细胞浸润和肝细胞脂肪变性。肝功能血清学指标结果显示 ：0.5、2.0 mg·kg-1 组谷丙转
氨酶（ALT）活性，0.2、0.5、2.0 mg·kg-1 组谷草转氨酶（AST）活性均较对照组升高（均 P < 0.05）。
随着 PM2.5 剂量的增加，ALT 和 AST 活性相应升高（r=0.731、0.720，P < 0.05）。免疫组化结果显
示 ：0.5、2.0 mg·kg-1 组中的 NF-κB p65 表达量高于对照组和 0.2 mg·kg-1 组（P < 0.05）；2.0 mg·kg-1 

PM2.5 组 NF-κB p65 蛋白表达量高于 0.5 mg·kg-1 组（P < 0.05）。Western blotting 检测结果显示 ：
0.5、2.0 mg·kg-1 组 iNOS 蛋白表达量较对照组升高（P < 0.05）。 

[ 结论 ]　PM2.5 暴露可引起孵化幼鸡的肝脏脂肪样变和炎症损伤。随着 PM2.5 浓度的增加，
NF-κB p65 和 iNOS 的蛋白表达也相应增加，炎症反应可能为 PM2.5 暴露导致鸡胚肝脏发育毒
性的机制之一。
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Abstract: 

[Background] The impact of fine particulate matter (PM2.5) exposure on embryonic development 
and its toxic effects have attracted much attention. The mechanism of PM2.5 to liver development 
is not clear.

[Objective] This study is designed to investigate the toxic effects of different doses of PM2.5 on 
the development of chicken embryo liver and the potential mechanism.

[Methods] Sixty fertilized eggs were randomly divided into four groups: blank control group 
(0 mg·kg-1 PM2.5) and 0.2, 0.5, and 2 mg·kg-1 PM2.5 groups with egg weight balanced. A chicken 
embryo exposure model was established by injecting different doses of PM2.5 into the air 
chamber, and then moving the eggs into the incubator for 21 d. After hatching, the chicks 
were weighed, calculated for liver index, and measured for selected biochemical indicators of 
liver function. HE staining was prepared for observing pathological changes of liver samples. 
Immunohistochemistry and Western blotting were used to detect the expressions of nuclear 
factor-κB (NF-κB) p65 and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in liver tissues.
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[Results] The hatched chickens’ liver samples with HE staining showed that the 0.5 mg·kg-1 PM2.5 exposure led to disordered hepatocytes, 
with a small amount of inflammatory cell infiltration and slight fatty changes; the 2.0 mg·kg-1 PM2.5 exposure resulted in severely damaged 
hepatic lobular structure, with a lot of inflammatory infiltration and hepatic cell steatosis. Regarding the biochemical indicators of liver 
function, compared with the control group, the activity of alanine aminotransferase (ALT) was increased in the 0.5 or 2.0 mg·kg-1 PM2.5 
group (P < 0.05), and the activity of aspartate aminotransferase (AST) was elevated in the 0.2, 0.5, or 2.0 mg·kg-1 PM2.5 group (P < 0.05). The increase 
of PM2.5 concentration was correlated with higher activities of ALT and AST (r=0.731 and 0.720, P < 0.05). The immunohistochemistry 
results showed that the expression levels of NF-κB p65 in the 0.5 and 2.0 mg·kg-1 PM2.5 groups were significantly higher than those in the 
control group and the 0.2 mg·kg-1 PM2.5 group (P < 0.05); and the expression level in the 2.0 mg·kg-1 PM2.5 group was higher than that in 
the 0.5 mg·kg-1 PM2.5 group (P < 0.05). The Western blotting results showed that compared with the control group, the expression levels of 
iNOS protein in the 0.5 and 2.0 mg·kg-1 PM2.5 groups were increased (P < 0.05).

[Conclusion] Chicken eggs exposed to PM2.5 could cause liver steatosis and inflammatory injury in hatched chickens. The protein 
expression levels of NF-κB p65 and iNOS are increased with higher PM2.5 doses, suggesting that inflammatory response may be one of the 
mechanisms of PM2.5 induced developmental toxicity to chicken embryo liver.

Keywords: PM2.5; air chamber injection; developmental toxicity; liver injury; inflammatory response

大 气 细 颗 粒 物（fine particulate matter，PM2.5）是
指空气动力学当量直径≤ 2.5 μm 的颗粒物，其粒径小，
成分较为复杂，主要包括水溶性离子、有机物和无机
元素等［1］。大量研究表明，PM2.5 由肺泡毛细血管进入
机体内，从而导致人体的内分泌、心血管、神经、消化
及免疫等各个系统疾病的发生和发展［2-6］。动物实验研
究表明，随着孕期 PM2.5 暴露的增加，孕鼠体重增加变
缓，主要脏器发生了病理改变［7］。

肝脏作为解毒器官，对许多来自体内外的物质进
行生物转化，当侵入机体的有毒有害物质浓度过高，
超过肝脏的代偿限度时，可能会对肝脏的结构和功能
产生损害。流行病学调查结果表明，PM2.5 与非酒精
性脂肪肝病风险呈正相关［8-9］。实验动物暴露于 PM2.5

后，肝细胞内脂质和氧自由基含量增多，肝细胞炎性
因子表达上调，从而发生肝纤维化，并损害肝脏糖代
谢［10-12］。PM2.5 对斑马鱼的肝脏发育毒性具有一定的
诱导作用，与肝脏代谢相关的基因（cyp1a、CYP1B1、
cyp1c1）均发生了明显的上调［13］。此外，发育期的小
鼠暴露于 PM2.5 后，小鼠的肝脏质量明显减轻，小鼠肝
脏组织的炎性因子表达上调［14］。然而，关于 PM2.5 对
肝脏发育毒性的机制尚不明确。

目前，关于 PM2.5 暴露致胚胎发育毒性研究的动
物模型主要有小鼠模型［15］和斑马鱼模型［16］。鸡胚被
用作发育模型已有 200 多年历史［17］，其各阶段的形态
和功能均被详细研究过，因此很容易发现其形态功能
上的改变 ；并且鸡胚是一个相对独立且封闭的环境，
可以避免母体在实验过程中对胚胎的干扰，易于精确
控制染毒剂量。气室注射染毒属于成熟的实验方法，
Jiang 等［18］自 2012 年开始采用鸡胚气室注射染毒模型
进行发育毒性研究来评估鸟类心脏发育过程中形态

和功能变化，模型可靠。但是，用鸡胚气室注射染毒
模型作为实验对象进行 PM2.5 胚胎发育毒性研究较少。
本研究采用 PM2.5 气室注射建立鸡胚染毒模型，分析
PM2.5 对鸡胚肝脏发育的毒性效应，不仅提供了一种
新的 PM2.5 研究方法，也可为 PM2.5 暴露对子代肝脏发
育毒性的深入研究提供一定依据。

1   材料与方法 
1.1   实验材料 

受精鸡蛋 60 只（山东济宁林文商贸有限公司），
食用葵花籽油（山东济南永信食品饮料有限公司），无
水乙醇和二甲苯（上海国药集团化学试剂有限公司），
放射免疫沉淀法裂解液和苯甲基磺酰氟（碧云天生
物技术有限公司），二喹啉甲酸（bicin choninic acid，
BCA）蛋白浓度测定试剂盒及增强型二氨基联苯胺

（3，3’-diaminobenzidine，DAB）显色试剂盒（上海索莱
宝生物科技有限公司），苏木精 - 伊红染色（hematoxylin 

and eosin staining，HE 染色）试剂盒（碧云天生物技术
有限公司），兔 SP 试剂盒（北京中杉金桥生物技术有
限公司），聚丙烯酰胺凝胶制备试剂盒（10%）（上海雅
酶生物科技有限公司），核转录因子 -κB（nuclear factor-

kappa B，NF-κB）p65 抗体（英国 Abcam），诱导型一氧
化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）抗体（北
京博奥森生物技术有限公司），甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）
抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司），Omni-ECLTM

超灵敏化学发光检测试剂盒（上海雅酶生物科技有限
公司）。
1.2   实验方法
1.2.1   PM2.5 来源   在 2016 年 11 月 —2017 年 10 月，于
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北京市区使用高容量空气采样器（美国 Thermo Fisher 

Scientific™）在聚四氟乙烯过滤器上以 1.05 m3·min-1 的
流速采集 24 h PM2.5 样品。PM2.5 样品在甲醇中超声提
取 1 h，在去离子水中提取 2 次，样本通过多次过滤，
去除碎片和粗颗粒。PM2.5 样品的组分、处理方式详见
参考文献［19］。
1.2.2   实验试剂配置   Jiang 等［18］的实验研究表明，
采用食用葵花籽油作为对照油溶剂进行气室注射，与
未注射油溶剂的鸡胚同时连续孵化 21 d 后，食用葵花
籽油并未对鸡胚的器官发育产生影响。在电子天平
上称取 PM2.5 样品 0.002 g，加入溶剂葵花籽油 0.1 mL，
制得 20 mg·mL-1（2 mg·kg-1）PM2.5 溶液。用同样的方法
配 制 5 mg·mL-1（0.5 mg·kg-1）和 2 mg·mL-1（0.2 mg·kg-1）
PM2.5 溶液。
1.2.3   实验分组及染毒   PM2.5 对禽类的研究尚无报道。
2015 年采暖季北京地区 PM2.5 个体暴露水平中位数在
47.71~62.11 μg·m-3［20］；2005—2016 年 中 国 各 地 PM2.5

平均暴露水平为 60.64 μg·m-3［21］；结合 PM2.5 对啮齿类
动物发育毒性的研究［22］以及 2016 年泰安市 6 个养鸡
场鸡舍内 PM2.5 质量浓度在 114~230 μg·m-3 之间［23］，本
实验的 PM2.5 剂量设置参考上述研究而设定。简单而
言，以中国 2005—2016 年平均暴露水平 60 μg·m-3 为
准，本次实验颗粒物染毒的最大剂量 2 mg·kg-1（鸡蛋
平均质量为 50 g，颗粒物质量约为 0.1 mg）大约相当
于 1.667 m3 空气所含颗粒物重量，即成年鸡呼吸 1 d

左右的暴露量（芦花鸡通气量为 337 mL·min-1），低于
啮齿类研究通常所采用的剂量［22］。将 60 只受精鸡蛋
进行称重、编号后，根据蛋重将鸡蛋随机分成 4 组，
分别为对照组（油溶剂）、2 mg·mL-1 组、5 mg·mL-1 组、
20 mg·mL-1 组。在发育第 0 天，使用 20% 碘伏溶液清
洗鸡蛋后用纸巾小心蘸干，然后在暗室使用集束光源
照蛋，找出气室，并用铅笔标出。用 75% 乙醇消毒后，
用探针在铅笔标出的气室轮廓中央钻孔，进行气室注
射，注射方法详见文献［24］，注射量为每 10 g 蛋重
注射 1 μL 油溶剂，用液态石蜡封口放入孵化箱，孵化
21 d。鸡胚发育模型是一种常规模型，而鸡胚气室注
射染毒模型在目前还没有广泛应用，由于本次研究
为第一次使用 PM2.5 油溶剂进行气室注射，是一次探
究性实验，还没有建模成功的标准，需在鸡胚孵化过
程中以及幼鸡孵化后进一步观察是否建模成功。本
研究合理使用动物进行研究，所有动物实验均经过
青岛大学动物伦理委员会批准。

1.2.4   孵化后处理   幼鸡孵化后，在 24 h 内称重并记录，
腹腔注射 3 mg·mL-1 的戊巴比妥钠（33 mg·kg-1）溶液进行
麻醉。对幼鸡进行断头处死取血，离心 3 000 r·min-1，
5 min，留取血清 ；取卵黄、肝脏称重并记录，摘取左
叶用 4% 甲醛固定液固定，右叶 -80℃冻存。
1.2.5   肝功能检测   采用 CS-600B 全自动生化分析仪

（中国迪瑞医疗）检测幼鸡肝功能血清学指标谷丙转
氨 酶（alanine aminotransferase，ALT）、谷 草 转 氨 酶

（aspartate aminotransferase，AST）、白蛋白（albumin，
Alb）和血清总胆红素（total bilirubin，TBiL）。
1.2.6   肝组织病理切片制备及 HE 染色   4% 甲醛固定液
固定 24 h 后，将肝组织修剪成 1.0 cm×0.5 cm 大小，放
入包埋盒，流水冲洗、梯度酒精脱水、二甲苯透明、石
蜡包埋，冷却凝结成块状后，切成厚度为 0.6 μm 的切
片［21］。按照 HE 染色试剂盒说明书步骤处理切片。在镜
下观察肝组织切片，并分析肝组织的形态学变化。
1.2.7   免疫组化   按照免疫组化试剂盒说明书中步骤
对幼鸡肝组织石蜡切片进行处理，DAB 显色液显色和
苏木素染液复染、冲洗，梯度乙醇脱水至二甲苯透明，
树胶封片并晾干镜检。
1.2.8   蛋白质免疫印迹实验（Western blotting）   提取
幼鸡肝组织蛋白，采用 BCA 法进行蛋白浓度测定，采
用聚丙烯酰胺凝胶制备试剂盒（10%）进行制胶，然后
进行电泳和转膜。5% 奶粉封闭后，依次进行一抗、二
抗的孵育。对聚偏二氟乙烯膜进行曝光、显影后，用
Image J 软件对条带进行半定量分析。
1.3   统计学方法

应用 SPSS 21.0 统计软件，计量数据以 x±s 表示，
采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验
方法。计数资料采用卡方分析。剂量 - 效应分析采用
Spearman 等级相关分析。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   孵化幼鸡的一般资料

PM2.5 不同剂量组孵化幼鸡的孵化率与总体生存
率如表 1 所示。与对照组（0 mg·kg-1 组）相比，各 PM2.5

剂量组幼鸡的孵化率和总体生存率差异无统计学意
义（P > 0.05）。
2.2   孵化幼鸡的肝指数 

PM2.5 不同剂量组孵化幼鸡的肝指数如图 1 所示。
与对照组（0 mg·kg-1 组）相比，PM2.5 不同剂量组孵化
幼鸡的肝指数差异无统计学意义（P > 0.05）。
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表 1   各 PM2.5 组鸡胚孵育的一般参数
Table 1   General parameters of chicken embryo hatching

in different PM2.5 groups

PM2.5 浓度 /mg·kg-1

PM2.5 concentration
孵化率 /%

Hatchability
总体生存率 /%

Overall survival rate

0 0.78 0.60

0.2 0.90 0.67

0.5 0.60 0.20

2 0.80 0.27

［注］孵化率 = 成功孵化数 /19 d 时活胚数 ；总体生存率 = 成功孵化数 /

总蛋数。
［Note］Hatchability=the number of successful hatching/the number 

of live embryos after 19 d; overall survival rate=the number of 

successful hatching/total number of eggs.

 

［注］净体重 = 幼鸡重 - 卵黄重 ；肝指数 = 肝脏质量 / 净体重。
［Note］Net body weight=body weight-yolk weight; liver index=liver 

weight/net body weight.

图 1   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡的肝指数（n=4）
Figure 1   Liver index of hatched chickens after 

embryonic PM2.5 exposure (n=4)

2.3   孵化幼鸡的肝脏病理学观察 
孵 化 幼 鸡 肝 脏 HE 染 色 的 结 果 如 图 2 所 示。对

照组肝小叶结构完整，肝细胞排列整齐。0.5 mg·kg-1

组肝细胞排列紊乱，出现少量炎症细胞浸润和轻微脂
肪样变 ；2 mg·kg-1 组肝小叶结构破坏严重，出现大量炎
症细胞浸润和肝细胞脂肪变性。各组分别对 3 个独立
样品进行检验，发现每个样品中均存在相应改变，反
应相对均一，而 0.2 mg·kg-1 组变化不大。 

2.4   孵化幼鸡的肝功能 
孵化幼鸡血清肝功能检测结果如表 2 所示。与对

照 组（0 mg·kg-1 组 ）相 比，0.5 mg·kg-1 组 和 2 mg·kg-1 组
血 清 中 ALT 活 性 升 高，0.2 mg·kg-1 组、0.5 mg·kg-1 组、
2 mg·kg-1 组 血 清 中 AST 活 性 升 高（P < 0.05）。两 两 比
较结果表明，3 个剂量组间差异无统计学意义（P > 

0.05）。如表 3 所示，Spearman 等级相关分析发现随着
PM2.5 剂量的增加，ALT 和 AST 活性相应升高（r=0.731、
0.720，P < 0.05）。

 	  

［注］A ：对照组 ；B ：0.2 mg·kg-1 PM2.5 组 ；C ：0.5 mg·kg-1 PM2.5 组 ；D ：
2 mg·kg-1 PM2.5 组。箭头指示处为炎症细胞浸润以及脂肪样变。

［Note］A: Control group; B: 0.2 mg·kg-1 PM2.5 group; C: 0.5 mg·kg-1 PM2.5 

group; D: 2 mg·kg-1 PM2.5 group. The arrows indicate inflammatory 

cell infiltration and lipid degeneration.

图 2   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡肝组织病理学表现（HE 染色）
Figure 2   Liver histopathological presentation of hatched chickens 

after embryonic PM2.5 exposure（HE staining）

表 2   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡的血清肝功能检测结果
（x±s，n=4）

Table 2   Serum liver function indicators of hatched chickens after 
embryonic PM2.5 exposure (x±s, n=4)

PM2.5 浓度 /mg·kg-1

PM2.5 concentration
ALT/U·L-1 AST/U·L-1 Alb/g·L-1 TBiL/μmol·L-1

0 2.67±0.52 157.60±11.19 6.58±1.10 66.50±19.99

0.2 3.00±0.00 202.40±12.86* 6.58±1.11 71.55±22.52

0.5 4.00±1.73* 223.17±42.15* 6.58±1.22 85.53±17.35

2 4.40±1.14* 228.00±24.00* 6.76±0.79 76.38±27.59

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05.

表 3   PM2.5 剂量与孵化幼鸡血清肝功能的相关性（r）
Table 3   Correlation between PM2.5 concentration and serum liver 

function indicators of hatched chickens (r)

指标（Index） PM2.5 AST ALT

PM2.5 1.000

AST 0.731* 1.000

ALT 0.720* 0.634* 1.000

［注（Note）］* ：P < 0.05。

2.5   孵化幼鸡的肝组织免疫组化结果 
各组孵化幼鸡免疫组化结果如图 3 所示。对照组

（0 mg·kg-1 组）肝小叶结构完整，肝细胞排列正常，颜
色无明显变化。但随着 PM2.5 暴露剂量的增加，肝组
织中出现棕褐色染色沉积。对免疫组化结果进行量化
分析的结果如图 4 所示，随着 PM2.5 暴露剂量的增加，
NF-κB p65 蛋白表达增高，0.5 mg·kg-1 组和 2 mg·kg-1 组
孵化幼鸡肝组织中的 NF-κB p65 蛋白表达量高于对照
组和 0.2 mg·kg-1 组（P < 0.05）；2 mg·kg-1 组孵化幼鸡肝
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组织中的 NF-κB p65 蛋白表达量高于 0.5 mg·kg-1 组（P < 

0.05）。

［注］A ：对照组 ；B ：0.2 mg·kg-1 PM2.5 组 ；C ：0.5 mg·kg-1 PM2.5 组 ；D ：
2 mg·kg-1 PM2.5 组。箭头指示处为 NF-κB p65 阳性染色区。

［Note］A: Control group; B: 0.2 mg·kg-1 PM2.5 group; C: 0.5 mg·kg-1 PM2.5 
group; D: 2 mg·kg-1 PM2.5 group. The arrows indicate the positive 

staining areas of NF-κB p65.

图 3   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡肝组织免疫组化结果
Figure 3   Immunohistochemistry results for NF-κB p65 in liver 

tissues of hatched chickens after embryonic PM2.5 exposure

 

［注］ * ：与对照组相比，P < 0.05 ；& ：与 0.2 mg·kg-1 组相比，P < 0.05 ；# ：
与 0.5 mg·kg-1 组相比，P < 0.05。

［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05; &: Compared with 

the 0.2 mg·kg-1 group, P < 0.05; #: Compared with the 0.5 mg·kg-1 

group, P < 0.05.

图 4   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡肝组织 NF-κB p65 免疫组
化量化分析（n=3）

Figure 4   Quantitative immunohistochemistry analysis for NF-κB p65 in 
liver tissues of hatched chickens after embryonic PM2.5 exposure (n=3)

2.6   孵化幼鸡的肝组织 iNOS 蛋白表达结果 
Western blotting 检测结果显示 0.5 mg·kg-1 组和

2 mg·kg-1 组 iNOS 表达水平高于对照组（0 mg·kg-1 组）
（P < 0.05），3 个剂量组间两两比较结果差异无统计学

意义（P > 0.05）。见图 5。

 
 

［注］ * ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group，P < 0.05.

图 5   胚胎期 PM2.5 暴露后孵化幼鸡肝组织中 iNOS 表达的
Western blotting 检验结果（n=4）

Figure 5   Western blotting results for iNOS in liver tissues of 
hatched chickens after embryonic PM2.5 exposure (n=4)

 
3   讨论

研究表明，PM2.5 可通过呼吸系统进入血液循环，
经胎盘直接影响孕妇和胎儿［25］。胎儿期是生长发育
的关键时期，对外界有害物质的作用极为敏感，妊娠
期高浓度 PM2.5 暴露可以影响婴儿的生长发育，对新
生儿产生不良影响［26］。PM2.5 能够引起细胞 DNA 损伤，
而生殖细胞的 DNA 损伤可遗传至子代［27］。因此，研究
PM2.5 对胚胎发育的影响机制十分重要。目前 PM2.5 暴
露致发育毒性的机制的研究多为小鼠模型和斑马鱼
模型［28］，而鸡胚发育模型是一个非常成熟的发育模
型［17-18，24］。本研究以鸡胚气室注射染毒为模型，模拟
PM2.5 经胎盘进入胎儿的过程，能较精准地控制实际
染毒浓度，而不会受到母体的影响，直接且准确地反
映 PM2.5 对胚胎肝脏发育的影响。通过对幼鸡肝脏进
行形态学、组织学的研究，结合炎症反应相关分子的
表达情况，本研究初步探索 PM2.5 对肝脏发育影响的
潜在分子机制。各 PM2.5 组孵化幼鸡肝指数差异没有
统计学意义，说明该剂量下 PM2.5 未造成鸡胚肝脏质
量的明显变化。通过对孵化幼鸡肝脏进行 HE 染色，结
果表明，与对照组相比，0.5 mg·kg-1 组和 2 mg·kg-1 组的
肝组织出现脂肪变性和炎症细胞浸润，说明 PM2.5 对肝
组织炎症反应的影响具有剂量依赖性，提示 PM2.5 暴露
对鸡胚具有发育毒性，可导致幼鸡肝细胞发生炎症反
应及脂肪样变。

AST、ALT、Alb 和 TBiL 是反映肝脏损伤的敏感指
标［29-31］，当肝脏发生明显损伤时，血清 AST 和 ALT 活
性升高，导致肝功能低下［32］。孵化幼鸡血清肝功能分
析结果表明，与对照组相比，0.5 mg·kg-1 组和 2 mg·kg-1
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组的血清 ALT 和 AST 活性升高，提示幼鸡的肝细胞受
损，可能与鸡胚 PM2.5 暴露后导致幼鸡肝脏发生炎症
反应有关。此外，随着 PM2.5 染毒剂量的升高，血清
AST 和 ALT 活性增加，提示肝脏损伤程度与 PM2.5 暴露
存在剂量 - 反应关系。

NF-κB 是一类具有多向性转录调节作用的核蛋白因
子，几乎存在于所有的动物细胞内［33］。NF-κB 具有 p60

和 p65 2 个亚基，其中 p65 具有转录活性，p65 的检测
能够间接反映 NF-κB 信号通路的激活和表达［34］。研究
表明，NF-κB 对肝细胞具有双重调节 ：一方面，NF-κB

可以抑制肝细胞凋亡，促进肝细胞再生 ；另一方面，
NF-κB 可以通过激活肝星状细胞、库普弗（kupffer）
细胞以及肝脏内的巨噬细胞和中性粒细胞参与肝脏
炎症反应［35］。本研究幼鸡肝脏的免疫组化结果表
明，发育鸡胚暴露于 PM2.5 后，NF-κB p65 蛋白表达
上调，NF-κB 信号通路被激活，从而引起机体产生一
系列反应。

iNOS 是一种重要的促炎介质，但在正常的生理情
况下不表达或低表达，iNOS 启动子和增强子就位于
NF-κB 所调控的区域内，NF-κB 的活化在 iNOS 的表达
调控中起重要作用［36］。当机体受到炎症、细胞因子、
病毒等刺激时，iNOS 的主要作用是催化精氨酸产生一
氧化氮（nitric oxide，NO），NO 是一种新型免疫分子
和炎性介质，生化性质活跃，在炎性损伤中发挥重要
作用。在炎症反应中，NO 可直接介导细胞毒作用，抑
制 DNA 限速酶的活性，影响 DNA 的合成 ；此外，NO

对嘧啶和嘌呤碱基有脱氨基作用，可直接损伤 DNA，
导致细胞凋亡［37-38］。本研究中，孵化幼鸡肝脏免疫组
化 和 Western blotting 结 果 表 明，PM2.5 暴 露 后，幼 鸡
肝脏的 NF-κB p65 和 iNOS 的表达水平明显增高，可能
与 PM2.5 暴露后，肝细胞内 NF-κB p65 被激活，iNOS 表
达上调，产生过量的 NO，导致肝脏的炎性损伤密切
相关。该结果在分子水平进一步阐明了发育鸡胚在
PM2.5 暴露后对孵化幼鸡肝脏的发育毒性。

综上，鸡胚暴露于 PM2.5 后可能会激活 NF-κB p65，
NF-κB p65 蛋 白 表 达 上 调，NF-κB p65 活 化 后 可 介 导
iNOS，使 iNOS 的蛋白表达水平升高，提示 PM2.5 暴露
可能会导致鸡胚肝脏发生炎症损伤。
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