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柠檬醛胁迫环境下黄曲霉线粒体的畸变

罗 曼%，蒋立科#，戴向荣#

（%暨南大学生物医学工程研究所 广州 .%$"’#）

（#安徽农业大学生命科学学院 合肥 #’$$’"）

摘 要：通过对黄曲霉细胞受柠檬醛损伤后线粒体形态畸变的透射电镜观察，发现柠檬醛所产生胁迫环境影响线

粒体 (CD 复制系统，产生增生变异的巨型线粒体而与之应答。丙二醛法测定黄曲霉细胞内自由基，结果表明药物

进入细胞后还通过诱发自由基使线粒体损伤，致使氧化还原系统及细胞能量代谢途径受到影响。
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黄曲霉毒素是一类剧毒性毒素，可使人类和多种动物诱

发实质性肝癌，这是目前已发现的最强化学致癌物，比二甲

基亚硝胺诱发肝癌能力大 B. 倍，毒性比砒霜高 "3 倍，比氰化

钾高 %$ 倍［%］，对人和家畜的生命安全威胁较大。它是由 ’ 种

曲霉［#，’］：黄 曲 霉（ !"#$%&’(()" *(+,)"）、寄 生 曲 霉（ !"#$%&’(()"
#+%+"’-’.)"）和集蜂曲霉（ !"#$%&’(()" /01’0)"）所产的次生代谢

产物。其毒素污染花生、花生油、玉米、大米、面粉、坚果、棉

籽、牛奶、奶粉、干咸鱼等［!，.］。对于黄曲霉毒素污染问题，早

在 #$ 世纪 !$ 年代就引起了国际性组织如 FDG，GC(H 和

IJK以及各国政府的高度重视，是世界各国食品检验和进

出口检验的重要指标，并规定了食品中黄曲霉素含量的标

准。%/!" 年以来，欧美国家一直将解决阻抑黄曲霉生长漫延

作为食品生产加工中一个刻不容缓的问题。因此，一些国家

对控制黄曲霉生长问题的研究始终没有停止过，并采取许多

相应的物理、化学方法抑制黄曲霉生长和降低毒素分泌量。

但对通过外界因素影响细胞以线粒体为中心的能量代谢系

统结构而达到控制毒素合成和分泌的研究直到 #$$# 年才有

报道［"，B］，即柠檬醛等药物进入黄曲霉细胞质使线粒体形态

畸变、导致氧化还原系统生理功能的紊乱，耗氧率及呼吸速

率的降低，以致控制黄曲霉生长。近期，又相继对其这个结

果采用透射电镜对线粒体在胁迫环境下超微结构是否发生

变化进行了观察，初步实现了掌握控制细胞分泌该毒素量的

途径。本文就其线粒体在柠檬醛胁迫环境下观察到的结果

（即线粒体增多、定向聚集及数个染色体融合成一条巨型线

粒体）进行分析，表明柠檬醛能通过破坏线粒体结构，削弱毒

素合成所需的氧化胁迫效应，为药物抗黄曲霉提供直接依据。

! 材料和方法

!"! 材料

黄曲霉（!"#$%&’(()" *(+,"，L7;M）从花生及食物中分离；柠檬

醛购自 N7<+6 公司。

!"# 菌物培养

将菌物培养于含 %O3+<P+Q 柠檬醛的 H(D 培养基上，于

#3R培养 !3S，取出用 $O%+:2PQ 1-7T4JU2（VJ"O3）缓冲液洗涤所

培养的菌物。菌物的细胞处理参照文献［3］。

!"$ 电镜样品制备和观察

参照文献［/］方法进行。

!"% 柠檬醛诱发自由基的测定

参照文献［%$］方法测定。

# 结果

黄曲霉中线粒体类似于其他种类的真核细胞，其形态为

粒状或棒状，在电镜下类似倒荸荠形，其长度约 #O.!+，底部

直径 $O"!+，顶部为 $O#!+。在柠檬醛的胁迫环境下，菌丝体

细胞内线粒体形态、数量均发生显著变化；孢子中的线粒体

由荸荠形，转变为蝶状、亚铃状。

#"! 明显的聚集性

与对照组相比，在柠檬醛最低浓度的培养基中培养时，

柠檬醛通过改变膜的选择性通透性后而进入细胞的原生质

中，破坏黄曲霉细胞内线粒体的分布状态，像其他细胞器一

样，增生的线粒体为避开“胁迫”环境，由紧贴细胞膜向核靠

近并围绕在核的周围，随核的迁移，趋向于新生细胞的“安

全”端（图 %、#）。表明柠檬醛渗入细胞后，首先改变细胞内大

分子拥挤环境，使分子之间有限的空间发生显著扰动；其次

是 VJ’OB 的柠檬醛导致细胞内 VJ 的改变，从而改变细胞质

中某些大分子活性中心构件上侧链基团带电状态而使其构

型构象变化，产生活性和粘度的降低，并使细胞内大分子失

去正常情况下的存在状态。无论是横切面还是纵切面的观

察都表现出线粒体发生明显聚集现象，这也表明线粒体氧化

还原系统的结构对耗氧率和呼吸率降低的信息作出了积极

的回应。

#"# 线粒体数量显著增加，形态呈多样性

与对照组相比，处于胁迫环境下的每个孢子细胞或菌丝

体细胞中线粒体仅 # & ’ 个，而试验组中，每个细胞中的线粒

体增至 B & 3 个，甚至更多，说明黄曲霉细胞为抗衡恶化的环

境而通过增加线粒体数量的方式提高总体耗氧率和呼吸速



图 ! 柠檬醛改变细胞大分子拥挤环境
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图 " 柠檬醛孢子体切片的电镜观察
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率、增强新陈代谢的强度，从而建立新适应性氧化还原状态；

另一方面推测可能是柠檬醛使核 >?5 上控制线粒体自主性

的相关基因受到损伤，从而使线粒体 >?5 自主性复制途径

加强而出现紊乱。

"#$ 出现巨大线粒体

通常情况下线粒体呈杆形、颗粒形或船形。表面有许多

由内膜折叠成嵴的栅栏状物，这些栅栏状物之间的间隙似乎

有透明状物，使其不呈凹陷。而试验组则明显不同，通过相

互靠近而融合成巨大线粒体（图 @）。尽管这些巨型线粒体还

保留着各个线粒体的界限，但已不明显并基本融合在一起，

与大豆中的巨型线粒体迥然不同［%A］。本项研究中黄曲霉线

粒体融合而成巨型线粒体是因胁迫环境的影响，而大豆中巨

型线粒体的形成则是随着侵染细胞的发育过程而使各线粒

体凹陷部分不断向外扩张的结果。

"#% 柠檬醛诱发细胞内自由基破坏线粒体

经测定表明，试验组的 B>5（-30*C3D）为 %E9@330*C3D，

图 $ 柠檬醛对线粒体形态和数量影响的透射电镜观察
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对照组却为 AEH9-30*C3D（图 % 表 %），其 B>I 高出 JAK，但尚

未检验出细胞表面 B>5，这可能与黄曲霉孢子表面具有不同

于动物细胞膜结构成份有关。与对照组相比，试验组细胞内

超氧自由基含量明显升高。表明柠檬醛在损伤膜的过程中

有自由基产生，而其进入细胞后则显著地增强了细胞对自由

基的清除能力。与此同时，也表明细胞受自由基攻击较对照

组强，因而使膜失去了对物质吸收的选择性通透性。由自由

基诱发的 L 个反应表明，黄曲霉细胞线粒体被柠檬醛所损

伤。而细胞内自由基的存在，也进一步说明柠檬醛越膜进入

了原生质。经柠檬醛毒化后，再加维生 M 或茶多酚等自由基

清除剂于培养基中，试图对其予以清除，但也未能排除该醛

的影响，其 B>5 含量仍维持原有水平，而加入 %A!# N:>CD 时

却被清除。

表 ! 柠檬醛毒化后黄曲霉孢子细胞内外丙二醛含量变化
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$ 讨论

从上述观察到的结果可以看出，在正常状态下，线粒体

形态较规则，基本上呈颗粒状或倒荸荠形，一当柠檬醛渗入

细胞并使其内环境发生改变时，则线粒体不仅数量激增，而

且其形态出现多样化（如叶片状、棒状、鞋状、手榴弹状、丝瓜

状和花生状等），甚至出现蛇状的巨型线粒体包围核，表明了

细胞对胁迫环境的响应。

罗曼［%%］（9AA9 年）等报道，黄曲霉孢子受柠檬醛损伤后

丧失萌发力的机制时，通过彗星电泳发现其核尾部出现多处

损伤，据此曾怀疑孢子不能萌发是因相关酶的基因被破坏所

致。我们对其氧化还原系统的核心即线粒体超微结构进一

步进行电镜观察分析，发现线粒体出现增生、形态畸型并出

现巨型线粒体，推测有两种可能，一种可能是柠檬醛进入细

胞后线粒体自身因抗御环境变化，而使线粒体 >?5 合成酶

活性升高，不仅因柠檬醛结合于 S（鸟嘌呤）上使 >?5 合成发

生差错，而且发生超度合成；另一种可能是核 >?5 中控制线

粒体 >?5 表达的基因发生不可修复的损伤，而导致对线粒

体 >?5 半自主复制失去控制。透射电镜观察表明，线粒体

产生畸变与核的彗星尾 >?5 损伤遥相呼 应，这 蕴 含 着 核

9%A% DT: B)- () $# $ C!*)$ +,*-./,.#.0,*$ 1,2,*$（9AAQ）LQ（Q）



!"#相关部位损伤后，对线粒体半自主性复制失去调控，最

终使线粒体数量增加；而融合则是临近的增生线粒体相互连

结在一起，这可由图 $ 中线粒体有 % 凹陷而显示出来。

巨型线粒体上有 & ’ ( 个成对的 % 型凹陷，凹陷处有多

层膜。我们推测这可能是由 ( ’ $ 条线粒体相互融合后留下

的痕迹。因线粒体相互融合是在细胞的不同时相发生，因而

其融合先后不同步，融合而产生的凹陷的深度也各有差异，

常随融合后时间的延长，沉积物增加而变得越来越浅，直至

最后的消失。显然这种线粒体的融合不是发育过中产生的，

而是柠檬醛所形成的胁迫环境产生的结果。

线粒体既是氧自由基产生的重要场所，也是氧化损伤的

主要靶细胞器［&(］，由电镜观察及对自由基捕获测定表明，黄

曲霉存在抗柠檬醛的呼吸，这种线粒体增生、畸变和数个线

粒体的融合是自身适应外界环境变化的一种调节机制［&$］。

但是线粒体的这种损伤并不随柠檬醛抑制的撤消和添加自

由基清除剂而恢复，确能随 )*! 的加入而消除，这表明了柠

檬醛既诱发自由基，又能通过线粒体的增生和融合削弱氧化

胁迫效应，从而使黄曲霉毒素合成的启动被抑制。

综上所述，对于线粒体增生、畸变及相互融合，表明黄曲

霉细胞与胁迫环境变化之间有着相互对应关系，但与大量根

瘤菌内形成巨型线粒体并无联系，其机制也截然不同，只不

过是一种偶然的联系，彼此之间无比较意义。尽管这种融合

是属于胁迫环境产生的结果，但可推测这个现象的产生似乎

是细胞通过改善或加强三羧酸循环而加速对营养物质的分

解，增加能量来源，满足受损伤细胞对能量需要而设计。
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