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热应激与呕吐毒素联合作用对小鼠免疫系统的影响
林佳音，刘 杰，唐斯琦，徐靖栲，刘家硕，王彤乐，孙子龙

（山西农业大学  动物医学学院，山西  晋中  030801）

摘 要：为了探究热应激与呕吐毒素（DON）联合作用对动物免疫系统的影响，以小鼠为研究对象，建立雄性

49 日龄 ICR 小鼠动物模型，适应环境 7 d 后，将 48 只小鼠随机分为对照组（不做处理，C 组）、热应激组（每日

42 ℃热应激 2 h，H 组）、DON 组（每日灌服 2 mg/kg DON，D 组）及热应激加 DON 组（每日 42 ℃热应激 2 h+
灌服 2 mg/kg DON，HD 组）；处理 14 d 后剖杀小鼠，通过苏木精—伊红（HE）染色对脾脏、胸腺进行形态学观

察，并采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测免疫因子、细胞因子水平。HE 染色结果显示，与 C 组相比，H 组、D
组、HD 组脾脏被膜断裂、小梁结构破坏，红白髓界限模糊，胸腺皮质和髓质界限不清，血管结构模糊，细胞排列

松散、边缘不清晰。ELISA 检测结果显示，与 C 组相比，D 组脾脏 IgM 含量与胸腺 IgG、TNF-β、IL-4、IL-6 含量

均显著升高；H 组未见显著变化。与 H 组相比，HD 组脾脏 IgM 含量与胸腺 IgG、IL-4 含量均显著升高。综上，

热应激和 DON 均能独立损害免疫器官结构与功能，但 DON 在胸腺炎症反应和屏障破坏中起主导作用，而热应

激更倾向于抑制脾脏的适应性免疫。二者联合可能通过叠加氧化应激或炎症通路加重免疫抑制。
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Effects of Combined Heat Stress and Deoxynivalenol on the Immune System in Mice

LIN Jiayin，LIU Jie，TANG Siqi，XU Jingkao，LIU Jiashuo，WANG Tongle，SUN Zilong
（College of Veterinary Medicine，Shanxi Agricultural University，Jinzhong 030801，China）

Abstract：To investigate the combined effects of heat stress and deoxynivalenol(DON) on the immune system of animals, 
in this study, taking mice as research subjects, an animal model was established using male 49-day-old ICR mice. After a 7-
day acclimatization period, 48 mice were randomly divided into four groups: a control group(Group C, no treatment), a heat 
stress group(Group H, subjected to 42 ℃ heat stress for 2 hours daily), a DON group(Group D, gavaged with 2 mg/kg of 
DON daily), and a heat stress plus DON group(Group HD, subjected to both 42 ℃ heat stress for 2 hours and 2 mg/kg of 
DON gavage daily). After 14 days, the mice were euthanized. Morphological observations of the spleen and thymus were 
conducted using hematoxylin-eosin(HE) staining, and the levels of immune factors and cytokines were measured by ELISA. 
HE staining results revealed that compared with Group C, Groups H, D, and HD exhibited splenic capsule rupture, trabecular 
structure disruption, and blurred boundaries between the red and white pulp. The thymus showed unclear corticomedullary 
junctions, blurred vascular structures, loosely arranged cells, and indistinct cellular margins. ELISA results indicated that 
compared with Group C, Group D showed significantly increased levels of splenic IgM, and thymic IgG, TNF-β, IL-4, and 
IL-6. No significant changes were observed in Group H. Compared with Group H, Group HD demonstrated significantly 
elevated levels of splenic IgM, and thymic IgG and IL-4. In conclusion, both heat stress and DON could independently damage 
the structure and function of immune organs. However, DON played a dominant role in thymic inflammatory response and 
barrier disruption, whereas heat stress appeared to predominantly suppress adaptive immunity in the spleen. Their combination 
might exacerbate immunosuppression, potentially through additive effects on oxidative stress or inflammatory pathways.
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热应激是指动物在极高温度环境中对热源表

现出的一系列非特异性生理反应的总和[1]。热应激

会造成免疫系统、生殖系统功能下降并引发一系列

炎症反应，如使胸腺和脾脏中的免疫球蛋白表达量

增加，破坏体温调节平衡，降低机体的免疫力[2]。已

有研究表明，鸡的长期热应激会导致活性氧（ROS）
和丙二醛（MDA）的含量增加，ATP 合成减少，从

而增加细胞对细胞凋亡的敏感性[3]。脾脏作为最大

的外周淋巴器官，在免疫系统对细菌和病毒感染的

反应中起着关键作用[4]。同时在促进体液免疫和识

别细胞损伤方面也起着关键作用[5]。胸腺是生物体

内具有免疫和内分泌功能的器官[6]，是家禽免疫系

统中的中枢淋巴器官[7]。已有研究表明，热应激可

在一定程度上抑制胸腺和脾脏的发育，并可能对免

疫器官造成损害，还可以提高肉鸡胸腺和脾脏中炎

性细胞因子的水平，降低抗炎细胞因子的水平[7]。

长期热应激（40.1~40.6 ℃的高温）还能延缓胸腺和

法氏囊的发育[8]，对动物胸腺产生严重的不良影响。

呕吐毒素（Deoxynivalenol，DON）又称脱氧雪

腐镰刀菌烯醇，是一种 B 族单端孢霉烯类霉菌毒

素，主要由常见的田间病原体—禾谷镰刀菌和粉

红镰刀菌产生，是食品中的主要污染物 [9]。其通常

存在于谷物中，可以在短期内抑制仔猪生长并改

变肠道激素分泌 [10]。已有研究表明，DON 能诱导

脾淋巴细胞中的氧化损伤、炎症、细胞凋亡和线粒

体自噬 [11]。将小鼠暴露于 25 mg/kg DON 中时，发

现 DON 会诱导胸腺细胞凋亡 [12]。这些研究说明高

剂量 DON 会导致胸腺体型萎缩 [13]。

免疫系统是机体防卫病原体入侵最有效的武

器，能发现并清除引起内环境波动的异物、外来病

原微生物等。夏季高温加剧了环境热应激对畜禽

生产的负面影响，给畜牧业带来巨大的经济损失。

DON 长时间暴露引起机体免疫功能损伤甚至免疫

抑制，对畜禽养殖业造成不可估量的经济损失。目

前，对于热应激和呕吐毒素联合对机体免疫系统的

影响的研究还较少，因此，本研究模拟在热应激的

同时对小鼠施以 DON，以探究其联合作用对小鼠

免疫系统的影响，旨在为评估高温环境与霉菌毒素

复合暴露所致的免疫功能危害提供理论依据。

1　  材料和方法

1.1　试验材料

1.1.1　试验小鼠　48只 28 日龄雄性 ICR 小鼠均购

自斯贝福生物技术有限公司（北京）。试验程序经山

西农业大学实验动物伦理委员会批准（批准号SXAU-

EAW-2023M.BF.010011258）。将雄性 ICR小鼠饲

养于山西农业大学动物医学学院动物房，饲养条

件为温度（24±1）℃、湿度 55%~60%，12 h 光照和

12 h 黑暗。小鼠可获得充足蒸馏水与配方饲料（按

GB14924.3—2010 标准购买于山西医科大学）。

1.1.2　试剂与仪器　小鼠白细胞介素 2（IL-2）、

4（IL-4）、6（IL-6）和小鼠肿瘤坏死因子 β（TNF-β）
ELISA 检测试剂盒均购自江苏酶免实业有限公

司；小鼠 γ 干扰素（IFN-γ）、总免疫球蛋白 G（Total 
IgG）、免疫球蛋白 M（IgM）ELISA 检测试剂盒均购

自攸碧艾生物技术有限公司；BCA 试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司；-80 ℃超低温冰箱和

全波长多功能酶标仪购自美国 Thermo Forma 公

司；恒温水浴锅购自长风仪器有限公司；BX51型成

像显微镜购自日本 Olympus公司；组织匀浆仪购自

德国 IKA 公司；微型离心机购自南京互川电子有限

公司；高速冷冻离心机购自德国 Sigma公司。

1.2　试验方法

1.2.1　试验设计　采用 28日龄雄性 ICR小鼠 48只，

适应环境 7 d 后，随机分为 4 组，分别为对照组

（C 组）、热应激组（H 组，每天 42 ℃热应激 2 h（每天

12：00—14：00））、DON 组（D 组，每天灌服 2 mg/kg 
DON）及热应激加呕吐毒素组（HD 组，每日 42 ℃
热应激 2 h 加灌服 2 mg/kg DON）。各试验组热应

激时仍给予足够饮水。每日称质量并记录各组小

鼠的体质量。14 d 后剖杀小鼠，取一部分胸腺、脾

脏固定于 4% 多聚甲醛溶液中，一部分液氮中冷冻

后，于-80 ℃超低温冰箱保存以备后续试验。

1.2.2　制作石蜡切片　每只小鼠取一部分胸腺和

脾脏固定于 4% 多聚甲醛溶液，36 h 后置于 75% 乙

醇中过夜，之后按流程进行乙醇（分别为 100%、

95%、90%、80%、70%、50% 的乙醇）梯度处理，最

后置于石蜡中，2 h 后进行包埋、切片、摊片、烤片，

得到样本石蜡切片。

1.2.3　HE 染色　将石蜡切片在 100% 二甲苯中

浸泡 2 次，每次 10 min, 依次进行乙醇（分别为

100%、95%、90%、80%、70%、50% 的乙醇）梯度

处理，然后进行苏木精与伊红试剂染色；再进行乙

醇（分别为 50%、70%、80%、90%、95%、100% 的

乙醇）梯度处理，放回 100% 二甲苯中浸泡 2 次，每

次 10 min；取出石蜡切片用中性树脂封片。置于
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背光处风干，在显微镜下观察胸腺和脾脏的形态

结构变化。

1.2.4　ELISA 和 BCA 检测　分别称取适量胸腺、

脾脏组织于无菌离心管中，并按照 1∶9 的比例与无

菌生理盐水混合后，在组织研磨仪上进行匀浆，使

用 ELISA 和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测胸腺

和脾脏匀浆上清液中 IgG、IgM、IFN-γ、TNF-β、
IL-2、IL-4、IL-6 的含量。试验数据以平均值±标

准误（Mean±SE）表示。

1.3　数据分析

使用 GraphPad Prism 8.3.0 软件对数据进行统

计分析。使用单因素方差分析（ANOVA）法对数

据进行显著性差异分析，采用 Tukey's 检验进行多

重比较分析。

2　  结果与分析

2.1　小鼠临床表现

H 组小鼠在热应激处理开始后表现出呼吸极

度急促（张口喘气）、大量流涎、烦躁不安、四处寻

找凉爽角落的行为。它们会尽量伸展身体，增大

体表散热面积。饮水量大幅增加，但采食量偏低。

处理后期表现出精神萎靡，被毛蓬松杂乱无光泽，

活动量明显减少，喜欢蜷缩不动的状态。D 组小鼠

表现为精神沉郁、反应迟钝、行动迟缓、被毛粗乱、

弓背等病态表现（与生病的动物行为类似）。HD 组

小鼠表现为采食量持续下降，后期甚至拒食，眼窝

深陷，皮肤弹性降低，极度的精神沉郁，几乎蜷缩

不动，对外界刺激（如触碰）反应微弱。

2.2　小鼠体质量分析

对 4组小鼠体质量进行测定分析后发现（图 1），

与C组相比，HD组小鼠体质量显著下降（P<0.05）。

2.3　小鼠脾脏组织的形态学观察分析

由图 2可知，C组小鼠脾脏实质的红髓和白髓界

限也较为分明，细胞排列整齐，被膜和小梁结缔组织

完整。与C组相比，H组和D组的小鼠脾脏被膜断裂，

小梁结缔组织被破坏，脾脏实质的红髓和白髓界限

变模糊，且 H 组白髓比例减少、红髓比例增大，D 组

皮质变薄。HD组与C组相比，脾窦和脾索排列紊乱。

2.4　小鼠胸腺组织的形态学观察分析

由图 3 可知，C 组小鼠胸腺皮质和髓质界限清

楚，胸腺动脉、胸腺静脉结构清晰，细胞排列致密

整齐。与 C 组相比，D 组、H 组和 HD 组小鼠胸腺

皮质和髓质界限变模糊，血管结构不清晰，细胞排

列变松散，细胞边缘模糊。

不同小写字母表示不同处理间差异显著（P<0.05）。图 4-9同
Different lowercase letters indicated significant differences 
among treatments(P<0.05). The same as in Fig.4-9

图 1　小鼠体质量分析

Fig.1　Mouse body weight analysis

箭头指示的是被膜；星号标示的为脾窦

The arrow indicated the capsule； and the asterisk denoted the 
splenic sinus

图 2　脾脏组织 HE染色后的组织形态

Fig.2　HE staining of spleen tissues morphology

箭头代表被膜

The arrow indicated the capsule

图 3　胸腺组织 HE染色后的组织形态

Fig.3　HE staining of thymus tissues morphology
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2.5　小鼠脾脏和胸腺细胞因子含量分析

取部分采集的脾脏和胸腺组织，匀浆后采用

ELISA 试剂盒测定了 IgG、IgM、IFN-γ、TNF-β、

IL-2、IL-4、IL-6 的含量，结果如图 4 所示，脾脏组

织中 D 组 IgM 含量较 C 组显著升高（P<0.05）；此

外，HD 组 IgM 含量较 H 组显著升高（P<0.05）。

从图 5 可以看出，脾脏 TNF-β 含量在不同处

理组间差异不显著，HD 组 IFN-γ 含量显著高于

C组（P<0.05）。如图 6所示，脾脏组织中 H 组、D组

的 IL-2 含量较 C 组均显著升高（P<0.05）。

图 4　脾脏 IgM、IgG蛋白相对表达量

Fig.4　Relative expression of IgM and IgG proteins in spleen

图 5　脾脏 TNF-β、IFN-γ蛋白相对表达量

Fig.5　Relative expression of TNF-β and IFN-γ proteins in spleen

图 6　脾脏 IL-2、IL-4、IL-6蛋白相对表达量

Fig.6　Relative expression of IL-2，IL-4，and IL-6 proteins in spleen
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从图 7、8、9 可以看出，D 组小鼠胸腺组织中

IgG、TNF-β、IL-4、IL-6 的含量较 C 组显著升高

（P<0.05）；HD 组小鼠胸腺组织中 IgM、IFN-γ、

IgG、TNF-β、IL-4、IL-6 的含量均显著高于 C 组

（P<0.05），此外，HD 组小鼠胸腺组织中 IgG、IL-4
的含量较 H 组显著升高（P<0.05）。

3　  结论与讨论

在传统的疫苗开发过程中，通常首先使用成

年动物（例如成年小鼠和猪）评估有效性，因为这

些动物具有成熟的免疫系统 [14]。49 日龄小鼠已进

入成年期，其免疫系统已基本发育成熟，可以更准

图 7　胸腺 IgM、IgG蛋白相对表达量

Fig.7　Relative expression of IgM and IgG proteins in thymus

图 8　胸腺 TNF-β、IFN-γ蛋白相对表达量

Fig.8　Relative expression of TNF-β and IFN-γ proteins in thymus

图 9　胸腺 IL-2、IL-4、IL-6蛋白相对表达量

Fig.9　Relative expression of IL-2，IL-4，and IL-6protein in thymus
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确地评估热应激和 DON 对机体正常免疫功能的

影响。本研究选择雄性小鼠，是因为已有研究表

明，雄性小鼠比雌性小鼠对 1 mg/g DON 诱导的食

物排斥和先天免疫系统激活更敏感[15]，而且可以消

除性激素波动的影响。雌性小鼠存在明显的发情

周期，性激素水平呈周期性波动，而且雌激素具有

免疫激活作用，包括促进 Th1 细胞分化，产生促炎

介质，如 IFN-γ，调节 B 细胞活化和调节 DC 中的

I 型 IFN 反应[16]。这种性激素波动会成为研究中的

巨大干扰变量。因此，雄性小鼠在敏感性和试验稳

定性上无疑是最优选项，故本研究选取 49 日龄雄

性小鼠作为试验动物。KIM 等 [17]分别以 0.83、2.5、
7.5 mg/kg 的 DON 剂量持续灌胃小鼠 8 d，结果发

现，不同剂量的 DON 均会损伤小鼠的消化道，造

成胃粘膜溃疡和黏膜下水肿。RAJPUT 等 [18]研究

结果表明，连续 15 d 灌胃 3 mg/kg 的 DON 即可引

起小鼠脾脏组织病理学的改变，造成氧化应激损

伤，降低 T 淋巴细胞亚群（CD4
+、CD8

+）细胞因子

水平（IL-2、IL-6、IFN-γ 和 TNF-α）以及抑制免疫

球蛋白（IgA、IgM 和 IgG）的产生，造成机体一定的

免疫损伤。因此，选取 2 mg/kg 的 DON 连续 14 d
对小鼠进行灌胃操作，建立 ICR 小鼠 DON 模型。

热应激对小鼠免疫系统的影响是多方面的，

涉及免疫器官损伤、免疫细胞功能变化等。已有

研究表明，热应激能抑制抗氧化酶 CAT、SOD 的

活性，促进 MDA 的产生，导致脾脏和胸腺的氧化

损伤 [19]。另外，热应激可在一定程度上抑制胸腺和

脾脏的发育，并可能对免疫器官造成损害[20]。DON
具有很高的细胞毒素和免疫抑制作用，特别是对

免疫功能具有明显的影响。根据 DON 的剂量和

暴露时间不同可引起免疫抑制或免疫刺激。已有

研究表明，当 DON 剂量为 2.5 mg/kg（以体质量

计）时，所有大鼠均出现了过度流涎症状，同时精子

尾部出现了明显的畸形，血清中卵泡刺激素和促

黄体生成激素水平增加，睾酮的含量有所下降 [21]。

KUANG 等 [22]研究发现，DON 降低了小鼠脾脏中

锰超氧化物歧化酶活性、线粒体膜电位、三磷酸腺

苷的表达，诱导线粒体活性氧（mtROS）过量产生，

进而导致脾脏损伤。此外，用 2.5、5.0 mg/kg 剂量

的 DON 处理小鼠 3 h，显著增加脾脏中 IL-6、IL-

1β、TNF-α、IL-8 水平,表明 DON 诱导的急性毒性

会触发脾脏炎症 [11]。

本研究在小鼠脾脏组织形态学观察中发现，

热应激组小鼠脾脏被膜断裂，小梁结缔组织破坏，

表明热应激导致脾脏结构完整性受损，这可能与

高温引起的氧化应激或炎症反应有关。白髓是脾

脏的免疫活性区域（富含 T/B 淋巴细胞），其比例

减少表明热应激可能抑制淋巴细胞增殖或诱导凋

亡，导致细胞免疫和体液免疫功能下降。红髓（负

责滤血和清除衰老红细胞）比例增大可能是代偿

性反应，或因炎症导致红细胞滞留增多。表明热

应激可能直接削弱脾脏的适应性免疫应答能力。

DON 组小鼠脾脏被膜断裂，小梁结缔组织破坏，可

能是 DON 造成了脾脏基质细胞损伤。皮质区变

薄提示，B 淋巴细胞数量减少或凋亡增加，可能与

DON 诱导的 DNA 损伤或内质网应激有关。热应

激与呕吐毒素联合作用组的脾窦和脾索排列紊乱

表明联合作用加剧了微循环障碍和免疫细胞分布

异常。

在免疫学相关试验中，血清 IgG 水平常被用于

评估机体整体免疫应答强度；IgM 为初次免疫应答

中最早产生的抗体类型，其表达水平可用于动态

监测小鼠免疫应答的启动情况及即时免疫功能状

态。热应激诱导浆细胞凋亡，DON 则抑制 B 细胞

增殖。胸腺中的 IgG 水平反映免疫屏障破坏情况

和自身免疫风险。胸腺组织中 IgG 的含量变化提

示，DON 通过抑制紧密连接蛋白合成来增加血管

通透性，进而使血浆中的 IgG 渗入胸腺间质，导致

血—胸腺屏障破坏，胸腺内 IgG 异常积累。已有研

究表明，长期高热刺激的动物胸腺、脾脏等免疫器

官会发生萎缩，血中总 IgG 与 IgGl水平降低 [23]。这

与本研究结果不相符，推测可能是因为热应激严

重破坏了免疫器官（尤其是胸腺）的正常结构，导

致免疫状态紊乱，血—组织屏障功能丧失，血液成

分外渗，故总体呈升高趋势。本试验结果表明，

DON 暴露组（D 组）小鼠胸腺 IgM 含量显著高于对

照组，此现象提示胸腺局部免疫环境可能因血—

胸腺屏障完整性受损而发生改变，导致血浆 IgM
渗漏，或触发了胸腺内 B 细胞的异常活化。然而，

该结果与宫佳杰等 [24]的研究结果存在分歧，其研究

发现，低、中剂量的 DON 对胸腺 IgM 无显著影响，

高剂量反而会显著抑制其水平。这可能与本试验

所采用的联合应激模型有关，即 DON 在与热应激

的交互作用下可能对免疫系统产生了更为剧烈的

毒性作用，如激活 B 细胞，诱发急性炎症反应，最

终导致胸腺 IgM 的异常升高。TNF-β 也被称为淋
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巴毒素-α，当微生物感染或自身免疫性疾病引起

的炎症变成慢性时，TNF-β 可以呈现有组织的淋

巴组织的外观，被称为三级淋巴器官 [25]。本研究

中，D 组小鼠胸腺组织中 TNF-β的含量较 C 组显著

升高，这与 ZHANG 等[26]研究发现的添加 4 mg/kg 
DON 的雄鼠血浆中 IL-4、IL-6、IFN-γ、TNF-β 含

量明显上升的结果相一致，表明胸腺上皮细胞可

能发生损伤，也进一步说明 DON 是胸腺 TNF-β
含量升高的核心驱动力。热应激既不独立对胸腺

TNF-β 通路起作用，也不干扰 DON 效应。IFN-γ
主要由活化的 T 细胞（如 Th1 细胞、细胞毒性 T 细

胞）和 NK 细胞分泌，是介导细胞免疫的关键细胞

因子。当病原体感染时，IFN-γ 会升高，起到增强

免疫防御、清除异常细胞的作用。然而，当 IFN-γ
异常升高且持续时间过长时，会打破免疫平衡，直

接或间接诱导淋巴细胞凋亡，并破坏胸腺上皮细

胞和脾脏基质细胞的正常功能。本研究结果显

示，HD 组小鼠胸腺和脾脏 IFN-γ 含量显著高于

C 组，这与 HE 染色观察到的 HD 组小鼠脾窦和脾

索排列紊乱等严重的组织形态学损伤高度吻合。

IFN-γ 的升高很可能是造成这些结构性破坏的重

要原因之一。 IL-2 是细胞因子的一种，在免疫反

应中起着核心的作用 [27]，可促进免疫细胞的抗肿瘤

免疫 [28]。 IL-4 是一种抗炎细胞因子，主要由胸腺

髓质区 NKT 细胞和肥大细胞分泌，在胸腺中的功

能主要是调节 Treg/Th2 细胞分化、平衡维持胸腺

上皮细胞（TEC）增殖、抑制 T细胞过度凋亡，在 II型
炎症反应和过敏中起关键作用 [29-30]。本研究中，

IL-2 在胸腺和脾脏组织中的含量无显著变化,这
与 KUANG 等 [22]研究发现的长期热应激可以导致

血中 IL-2、IL-4、CD4
+T、CD8

+T 含量降低的结果

不符，推测可能是由热应激处理时长不一致导致

的。D 组小鼠胸腺组织中的 IL-4 含量较 C 组显著

升高，HD 组显著高于 H 组，但与 D 组无显著性差

异，表明 DON 在胸腺中对 IL-4 的影响与热应激的

影响不同，且以 DON 占优势。IL-6 是一种促炎因

子，被认为是临床干预的重要靶点，是一种多效性

细胞因子，在免疫反应、造血和急性期反应中起重

要作用 [31]。本研究检测到 DON 暴露导致小鼠胸腺

IL-6 含量显著升高，而 ZHANG 等 [26]的研究结果证

实了 DON 可显著提升血浆中 IL-4、IL-6、TNF-β
水平。这不仅印证了 DON 具有强大的促炎能力，

更凸显了 IL-6 是其中的关键响应因子。热应激和

DON 均能独立损害免疫器官结构与功能，但 DON
在胸腺炎症反应和屏障破坏中起主导作用，而热

应激更倾向于抑制脾脏的适应性免疫。二者联合

可能通过叠加氧化应激或炎症通路加重免疫抑

制。这些发现为评估高温环境和霉菌毒素暴露对

机体免疫功能的复合危害提供理论依据，提示在

畜禽养殖或公共卫生中需同步防控热应激和霉菌

毒素污染。
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