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基于转录组学分析 T-2毒素诱导细胞凋亡作用机制
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摘要：T-2 毒素是一种强毒性单端孢霉烯族毒素，具有多器官效应毒性。为了解 T-2 毒素对不同细胞系毒性

的影响及作用机制，作者分析了 T-2毒素暴露对 4种细胞系氧化应激、Ca2+水平和凋亡的影响，采用细胞转录

组学等技术分析了 T-2毒素作用于敏感细胞的关键基因和信号通路。结果表明，相同诱导剂量下，BV2小胶

质细胞和 HepG2 肝癌细胞对 T-2 毒素敏感，细胞内活性氧（ROS）和 Ca2+水平显著升高（P<0.05），细胞凋亡程

度高。转录组学和逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）结果显示，T-2毒素可通过 MAPK/AP-1、TNF-NF-κB 信

号通路并上调 AP-1、白细胞介素-6（IL-6）等因子水平引起 BV2细胞炎症反应。而与氧化应激和凋亡相关的

PI3K/AKT、PERK/P53/Casp3 信号通路，通过下调 Akt、SIRT1 等促凋亡因子并上调超氧化物歧化酶促进了

HepG2 细胞的凋亡。T-2 毒素分别通过促炎和氧化应激相关信号通路诱导 BV2 细胞和 HepG2 细胞凋亡，说

明 T-2毒素可通过不同的分子机制对不同器官产生特异性毒性效应。
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Abstract: T-2 toxin is a highly toxic trichothecene compound, which exhibits multi-organ toxicity. To investigate 

the toxic effects of T-2 toxin on different cell lines and the related molecular mechanisms, we analyzed the effects 

of T-2 toxin exposure on oxidative stress, Ca2+ levels, and apoptosis in four cell lines. The key genes and potential 

signaling pathways of T-2 toxin on sensitive cells were analyzed using transcriptomics. Results revealed that BV2 

microglial cells and HepG2 cells exhibited sensitivity to T-2 toxin, displaying a significant increase in 

intracellular reactive oxygen species (ROS) and Ca2+ levels, leading to elevated cell apoptosis. Transcriptomic 

data and RT-PCR analysis indicated that T-2 toxin triggered apoptosis in BV2 and HepG2 cells through distinct 

signaling pathways. Additionally, BV2 cells showed an inflammatory response via the MAPK/AP-1 and TNF-NF-κB 

pathways, upregulating factors like AP-1 and IL-6. Conversely, HepG2 cells underwent apoptosis through the PI3K/

AKT and PERK/P53/Casp3 pathways, downregulating Akt and SIRT1, while upregulating superoxide dismutase. 

Overall, T-2 toxin induced apoptosis in BV2 and HepG2 cells, respectively through inflammatory and oxidative stress-

related pathways, highlighting its potential to affect different organs via diverse molecular mechanisms.
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单端孢霉烯类毒素是农业中重要的真菌污染

毒素之一，普遍存在于霉变的粮食作物、植物性饲

料原料以及种植和养殖环境中，对人和动物健康构

成安全隐患［1］。T-2毒素是一种镰刀菌属产 A 型单

端孢霉烯族毒素，具有分布广、毒性强、稳定性高的

特点［2］。在 1974年的日内瓦会议上，T-2毒素被确定

为危害最大的天然污染源之一［3］。研究表明，小麦、

大麦、黑麦、燕麦和玉米是受 T-2毒素污染最严重的

谷物［4-6］。根据帝斯曼在 2023年发布的全球真菌毒

素污染报告，南亚和东欧的检测样品中 T-2毒素污

染率均超过 45%，欧洲地区采样的玉米粒中 T-2 毒

素的检出率为 47%，我国玉米样品中 T-2 毒素的检

出率为 20%［7］。多项研究表明，通过饲料摄入低剂

量的 T-2毒素会破坏养殖对虾、中华绒螯蟹的免疫

系统并抑制其生长发育，且 T-2毒素及其代谢产物

可在虾体内蓄积并残留，可能通过食物链传递［8-10］。

因此，多个国家对食源性 T-2毒素暴露进行了风险

评估并制定了限量标准［11］。2018年 5月我国实施的

《饲料卫生标准》规定植物性饲料原料或猪禽配合

饲料中的 T-2毒素残留量不得超过 0.5 mg/kg［12］。

长期暴露于 T-2毒素可对人体消化系统、生殖

系统、神经系统、免疫系统等多个器官组织造成损

伤。同时，动物若长期摄入被 T-2污染的饲粮，可能

会导致急性或慢性中毒，呈现呕吐、拒食、腹痛、血

便、休克、骨髓再生障碍性疾病等临床症状，进而影

响动物的正常生长发育和胃肠道功能等，其毒性效

应引起了广泛的关注［13-15］。此外，T-2 毒素暴露被

认为与食物中毒性白细胞缺乏症（alimentary toxic 

aleukia， ATA）、大骨节病等的发生有关［16-17］。目前

对 T-2毒素毒性机制研究主要集中在神经毒性、肠

道毒性、肝损伤、肾脏毒性和生殖毒性，毒性作用

机制主要为通过破坏 DNA 和 RNA 的合成来诱导

细胞凋亡［18-20］，抑制蛋白质合成和胞内氧化应激

损伤。已有的 T-2 毒素致毒机制研究表明，T-2 毒

素在不同器官、不同细胞系中介导的信号通路可

能不同，如在小鼠胚胎干细胞中涉及 p-38 MAPK

通路［21］，人肠道 Caco-2 细胞和 HT-29 细胞中涉及

IRE1/XBP1 通 路［22］，而 人 软 骨 细 胞 、Bel-7402、

HL-60、U937 和 HL-7702 细 胞 则 与 Bcl-2、Bax、

caspase 2/3/9 信号通路相关［23-26］。因此，全面解析

T-2 毒素的多效应器官毒性机制，可为食源性 T-2

毒素防控策略的制定提供理论依据。

尽管已有文献指出 T-2 毒素对 HepG2 细胞、

BV2 细胞等经典毒理评价细胞系具有增殖抑制和

促凋亡的毒性作用，但缺少效应机制研究。因此，

作者针对 T-2 毒素已知的神经、肝脏、肠道和生殖

毒性，通过筛选对 T-2 毒素暴露敏感的细胞系，采

用转录组学技术分析 T-2 毒素对敏感细胞的毒性

作用及潜在机制，筛选受调控的关键基因以及富

集相关信号通路并进行验证，旨在为基于敏感细

胞系的 T-2 毒素毒性干预策略的制定及毒性检测

平台的构建提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

T-2 毒素（纯度≥99%）：美国 Sigma试剂公司；

人肝癌细胞（HepG2）、人结肠癌细胞（HT-29）、小鼠

小胶质瘤细胞（BV2）、小鼠睾丸间质细胞（TM3）：中

国科学院细胞库；DMEM（高糖型，葡萄糖质量浓度

≥4 500 mg/L）、MEM（低糖型 ，葡萄糖质量浓度

≤1 000 mg/L）、DMEM/Hams F12混合培养基、胎牛

血清、RNAzapTM、焦碳酸二乙酯（DEPC）水、Trizol

裂解液：赛默飞世尔科技公司；ROS 探针、Fluo-

4AM 钙离子荧光探针、膜联蛋白 V-FITC 细胞凋亡

试剂盒、胰酶消化液（含质量分数 0.25%的乙二胺四

乙酸）、磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution， 

PBS）：上海碧云天生物技术有限公司 ； ChamQ 

Universal SYBR Qpcr Master Mix 和 两 步 法 RT-

qPCR 预混液（去基因组）试剂盒：南京诺唯赞生物

科技股份有限公司。

1.2　仪器与设备

FACSAriaII型流式细胞分选仪：美国 BD公司；

T100PCR 型基因扩增仪：美国 Bio-Rad 公司；微量

分光光度计、NC2000型 Nanodrop：美国赛默飞世尔

科 技 公 司 ；多 功 能 酶 标 仪 ：美 国 MD 公 司 ；

LightCycler 96 型 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 ：瑞 士

Hoffmann-La Roche有限责任公司。

1.3　试验方法

1.3.1　细胞处理　细胞经胰蛋白酶消化后 ，以

800 r/min 离心 5 min，收集细胞，随后使用培养基

重悬并计数。调整细胞密度后，以每孔 5 000 个细

胞的量接种于 96 孔细胞培养板中。培养过夜后，

弃去原培养基，并加入 100 μL含有不同质量浓度的
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T-2毒素的培养液继续孵育 24 h，进行各指标测定。

分别设置不同终质量浓度的 T-2毒素，BV2细胞：1、

2、5、10、15、20、50、100 μg/mL；HepG2细胞：1、2、5、

10、20、50、100、200 μg/mL；TM3 细胞：2、5、10、20、

50、100、200、500 μg/mL；HT-29 细胞：5、10、20、50、

100、200、500、1 000 μg/mL。各细胞系均设置不含 T-

2毒素处理组为对照组，不含细胞及 T-2毒素组为空

白组，各组均为 6个平行。

1.3.2　胞内 ROS、Ca2+水平和细胞凋亡率测定　孵

育结束后 ，按照试剂盒操作说明 ，分别对用于

ROS、细胞内 Ca2+水平、凋亡率测定的样品进行前

处理。采用酶标仪进行 ROS 和 Ca2+水平的测定，

其中 ROS 检测的激发波长和发射波长分别为

488 nm 和 525 nm，Ca2+水平测定的激发波长和发

射波长分别为 488 nm 和 512 nm。采用流式细胞

仪进行细胞凋亡率检测，并使用 Cell Quest软件对

检测结果进行分析。细胞凋亡率采用膜联蛋白

V-FITC/PI双重染色法测定。

1.3.3　细胞转录组学分析　根据前期筛选 T-2 毒素

暴露敏感细胞系结果，以 BV2 细胞和 HepG2 细胞

为对象进行转录组学分析。试验设计组别为：

BV2 细胞对照组（B_CK）、5 μg/mL T-2 毒素暴露

BV2 细 胞 组（B_5 μg/mL）、HepG2 细 胞 对 照 组

（H_CK）、10 μg/mL T-2 毒素暴露 HepG2 细胞组

（H_10 μg/mL），每组 3 个平行。细胞与 T-2 毒素孵

育结束后，按照常规的细胞总 RNA 提取及转录组

测序步骤进行 RNA 提取和制备，随后采用 Illu‐

mina HiSeqTM 2000 高通量测序平台进行转录组测

序。使用 Agilent2100生物分析仪系统对采集的原

始数据进行预处理，过滤去除低质量序列并获得

高质量序列，同时确定 RNA文库的大小。随后，采

用 RT-qPCR进行验证，从美国国家生物技术信息中

心（NCBI）数据库检索获得目标差异基因的上下游

引物和内参引物序列。反转录反应液体系与 PCR

反应液体系的配制和 RT-PCR 反应程序设置参考

HOLME 等的方法［27］。选择 NADPH 为内参基因，

并使用 2-ΔΔCT法计算相对 mRNA水平［28］。

1.4　数据处理与分析

采用 R3.6.4 软件包进行统计学分析与绘图，

P<0.05 表示差异显著。使用 Cutadapt对测序后的

原始测序数据（Raw reads）进行过滤获得过滤数据

（Clean reads），FastQC 软件进行质量控制，DESeq

算法分析基因表达水平差异，TopGO 算法进行 GO

富集分析。使用聚类分析器软件进行表达水平差

异基因的 GO 功能富集分析以及 KEGG 通路富集

分析［29］。

2　结果与分析

2.1　T-2毒素对胞内 ROS水平的影响

多项研究表明，T-2 毒素通过引发氧化应激来

启动细胞凋亡过程［24， 30-31］，因此探讨了不同质量浓

度的 T-2 毒素处理对 4 种细胞的胞内 ROS 水平的

影响。如图 1 所示，4 种细胞系的胞内相对荧光强

度随 T-2 毒素诱导质量浓度的增加而增强，并且

呈现出剂量 -效应关系。与对照组相比，除 TM3

细胞低质量浓度组（5 μg/mL）和 HT-29 细胞低质

量浓度组（10 μg/mL）的 ROS 水平变化差异不

显著外，其余毒素处理组的相对荧光强度均显

著增强（P<0.05）。其中，在 T-2 毒素质量浓度为

100 μg/mL 的处理组中，BV2 细胞和 HepG2 细胞

的胞内相对荧光强度分别达到了 855.59±21.46 和

984.30±94.61，而 TM3 细胞和 HT-29 细胞的相对

荧光强度低于 400。在低剂量 T-2 毒素处理组

（10 μg/mL、50 μg/mL）中，BV2细胞和 HepG2细胞

的 ROS 水平大约是对照组的 4 倍，表明这两种细

胞对 T-2毒素暴露引起的氧化应激损伤更为敏感。

2.2　T-2毒素对胞内 Ca2+水平的影响

细胞内 Ca2+水平与 ROS的产生相关，高水平的

ROS 可直接或间接通过 L 型通道诱导细胞质中

Ca2+含量增加［32-33］。而胞内 Ca2+含量持续升高，反

过来可激活多种信号因子和酶，从而提高细胞内

ROS 水平，引起细胞功能障碍，并最终导致线粒体

损伤和细胞死亡［34］。经 T-2处理 24 h后，与对照组

比较，4种细胞系的相对荧光强度均随毒素质量浓

度的增加而增加，表明 T-2 毒素处理提高了胞内

Ca2+水平，见图 2。除各细胞系中最低质量浓度毒

素处理组，T-2毒素处理组胞内的 Ca2+水平显著增

加（P<0.05）。其中，BV2 细胞和 HepG2 细胞经毒

素处理（100 μg/mL）后，平均相对荧光强度大约

是对照组的 4 倍，而相同剂量下 T-2 毒素对 TM3

和 HT-29 细胞的 Ca2+水平影响较小。4 种细胞系

胞内 Ca2+水平变化与对应的胞内 ROS 水平变化

结果一致。

2.3　T-2毒素对细胞凋亡的影响

细胞处理 24 h 后，对照组的细胞凋亡率在

10% 以内，而 100 μg/mL T-2 毒素处理的 4 组细胞
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均显示出更高程度的细胞凋亡 ，见图 3~4。除

10 μg/mL T-2 毒素处理的 TM3 细胞组和 HT29 细

胞组外，其余各组细胞凋亡率与对照组相比均显

著增加（P<0.05）。在 50 μg/mL 的 T-2 毒素处理组

中，BV2细胞的凋亡率最高，达到了（74.78±8.28）%，

TM3 和 HT-29 细胞凋亡率最低，约 24%（见图 3）。

表明 BV2 细胞和 HepG2 细胞对 T-2 毒素的敏感性

显著高于 TM3 细胞和 HT-29细胞。综合各指标结

果，选择 BV2 细胞和 HepG2 细胞进行转录组学分

析，从基因层面探讨 T-2毒素暴露对神经源和肝源

性细胞的毒性作用机制，对应的 T-2毒素处理质量

浓度分别为 5 μg/mL和 10 μg/mL。

2.4　T-2 毒素对 BV2 细胞和 HepG2 细胞毒性作用机

制分析

2.4.1　mRNA 基因表达差异统计　12 个样品的净

读长序列数范围为 42 105 400~48 929 050，净读长

序列占比为 92.89%~93.66%，测序质量 Q30的占比

均在 95%以上，转录组测序的片段质量满足统计分

析的要求。为分析 T-2 毒素暴露后 BV2 细胞及

HepG2 细胞的 mRNA 表达水平变化，采用 DESeq

软件进行差异基因表达分析，定义 P<0.05，且 |lb 

（Fold Change）|>1为显著差异表达基因。组间差异

分析结果显示，5 μg/mL 的 T-2 毒素处理导致 BV2

细胞中 940 个基因表达发生变化，其中 559 个基因

*—P<0.05；**—P<0.01；***—P<0.001。

图 1　T-2毒素暴露对 4种细胞内 ROS水平的影响

Fig.  1　Effect of T-2 toxin exposure on intracellular ROS levels in four types of cell lines
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的表达水平上调，381个基因的表达水平下调，见图

5（a）。与对照组相比，10 μg/mL 的 T-2毒素处理使

得 HepG2细胞中 4 476个基因表达水平发生变化，

其中 2 365个基因的表达水平上调，2 111个基因的

表达水平下调。表明 T-2毒素暴露引起了两种细胞

mRNA 的表达异常 ，且 T-2 毒素对 HepG2 细胞

mRNA的表达影响更为广泛，见图 5（b）。

2.4.2　差异表达基因 GO 分析　对差异表达基因进

行分子功能、生物过程和细胞组成 3 个部分的 GO

功能归类注释。图 6 汇总了富集得到的前 10 个功

能类别，T-2 毒素处理诱导的表达水平差异基因涉

及多个生物学过程，但对两种细胞系中的功能影响

存在差异。经 5 μg/mL的 T-2毒素处理 BV2细胞 24 

h后，细胞组成差异功能主要体现在神经细胞体、细

胞突触等方面。另外，差异基因主要涉及蛋白质、

受体和激酶结合以及细胞因子和趋化因子活性等

分子功能。T-2毒素诱导可显著影响 BV2细胞的多

个生物过程（-lg P>12），差异基因注释最多的通路

包括细胞代谢过程正调控、生物过程正负调控、细

胞内信号传导和大分子代谢产物等，见图 6（a）。

对于 HepG2 细胞系，经 10 μg/mL 的 T-2 毒素

处理 24 h 后，细胞组成差异功能主要包括内质网、

细胞质和细胞受体复合物等。差异基因主要涉及

蛋白质二硫键异构酶、肽二硫键氧化还原酶和乙

酰辅酶 A 连接酶等多种酶活性以及蛋白质结合等

的分子功能。T-2 毒素诱导显著影响了 HepG2 细

胞的多个生物过程，包括未折叠蛋白、辅因子和辅

酶代谢过程、RNA 剪接、小分子生物合成等，见图

6（b）。对比两种细胞系的 3 个 GO 功能注释结果，

发现 T-2 毒素对 BV2 细胞的影响在生物过程相关

*—P<0.05；**—P<0.01；***—P<0.001。

图 2　T-2毒素暴露对 4种细胞系胞内 Ca2+水平影响

Fig.  2　Effect of T-2 toxin exposure on intracellular Ca2+ levels in four types of cell lines
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的功能方面表现最为显著。

2.4.3　 KEGG 富集通路分析　对差异基因进行

KEGG 注释分类，选择最显著的前 20 个 KEGG 通

路并绘制散点图，结果如图 7 所示。在 BV2 细胞

中，差异表达基因主要涉及 MAPK、磷脂酰肌醇 3

激酶/蛋白激酶 B（PI3K-Akt）、肿瘤坏死因子（Tu‐

mor necrosis factor，TNF）等与炎症响应相关的信

号通路 ，见图 7（a）。而在 HepG2 细胞系中 ，经

10 μg/mL 的 T-2 毒素处理后，差异表达的 mRNA

主要涉及肿瘤蛋白 p53信号通路、过氧化物酶体增

殖物激活受体信号通路、细胞凋亡通路等与细胞

氧化应激和凋亡相关的信号通路，见图 7（b）。

对关键基因的信号传导进行分析并富集特定

信号通路。发现 T-2毒素处理激活了 BV2细胞中的

TNF 信号途径。TNF 可进一步和 TNF 受体 1 型结

合，可激活下游的 MAPK 和 Toll样受体信号通路。

T-2 毒 素 处 理 显 著 上 调 了 髓 样 分 化 因 子 基 因

（MyD88）的表达水平，促使下游的 c-Jun 氨基末端

激酶（c-Jun N-terminal kinase， JNK）和丝裂原活化

蛋白激酶 p38发生磷酸化，进而激活蛋白酶，并引起

下游激活蛋白 -1（AP-1）水平显著上调。此外，T-2

毒素处理还通过促进 TNF 与其受体 2 型结合激活

NF-κB信号途径，下调下游的 Akt蛋白表达水平，上

调 NF-κB蛋白表达水平。而 AP-1和 NF-κB蛋白水

平的上调可诱导 IL-6的表达水平升高，进而参与胞

内免疫应答和炎症反应，最终可能诱发细胞凋

亡［35］。然而，IL-6因子响应的炎症反应如何触发下

游信号通路诱导BV2细胞凋亡仍需进一步研究。

T-2 毒素暴露引起了 HepG2 细胞的 DNA 损

*—P<0.05；**—P<0.01；***—P<0.001。

图 3　T-2毒素暴露诱导不同细胞系的凋亡情况

Fig.  3　Effect of T-2 toxin exposure on apoptosis in different cell lines
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伤，并通过 PI3K/AKT 信号通路激活诱导胞内氧化

应激损伤。PI3K 和 Akt蛋白家族在细胞的增殖、凋

亡和生理调节等多种功能中发挥作用。PI3K 基因

表达水平下调降低了与磷酸肌醇 -3-磷酸（PIP3）的

结合，进而可影响对下游 Akt蛋白的磷酸化，并诱导

促 BAD凋亡基因水平上调，最终导致 HepG2细胞凋

亡［36］。此外，T-2 毒素处理还可诱导 HepG2 细胞的

内质网应激，内质网激酶 PERK 水平上调促使 eIF-

图 4　100 μg/mL T-2毒素处理 24 h的 4种细胞凋亡散点图

Fig. 4　Apoptosis scatter plots of 4 cell lines treated with 100 μg/mL T-2 toxin for 24 h

红色—基因表达上调；蓝色—基因表达下调。

图 5　T-2毒素处理的细胞内表达水平差异基因的火山图

Fig.  5　Volcano maps of differential expression genesincells treated with T-2 toxin
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2α发生磷酸化，进一步上调凋亡信号分子 CHOP基

因和促凋亡蛋白 Bax基因的表达水平。综上所述，

T-2毒素通过影响 HepG2细胞中氧化应激相关信号

通路诱导细胞凋亡。因此，分别选择了 BV2细胞和

HepG2细胞中响应最显著的信号通路上的 9个和 14

个关键差异基因进行RT-PCR验证。

CC—细胞组成；MF—分子功能；BP—生物过程。

图 6　差异表达基因的 GO 功能分类图

Fig.  6　GO functional classification of differential expression genes
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2.4.4　RT-PCR 验证　根据 mRNA 相对表达量，大于

1表示上调，小于 1表示下调，结果如图 8所示。在

T-2 毒素诱导的 BV2 细胞中，IL-6 因子的表达水平

较对照组上调了约 11倍，表明炎症应激响应显著。

此外，AP-1、Traf1、JNK 和 p38 因子基因表达水平均

显著上调，见图 8（a），与 KEGG 功能富集预测结果

一致。在 T-2 毒素诱导的 HepG2 细胞中，凋亡通路

关键信号因子 BAD 和 Bax 基因表达水平较对照组

上调约 5 倍 ，其他凋亡信号因子如 SIRT1、FAS、

Casp8 表达水平均显著增加（P<0.05），而 PI3K、

PERK、CHOP、P53因子表达水平则显著下调，见图

8（b）。此外，T-2 毒素诱导 HepG2 细胞中与氧化应

激相关的 SOD1 和 SOD2 因子表达水平上调。RT-

PCR 验证结果与细胞转录组学分析结果一致。

图 7　差异表达基因的 KEGG 富集通路分析

Fig.  7　KEGG enrichment analysis of differential expression genes
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3　结  论

基于 T-2毒素主要毒性靶器官，以细胞毒性和

氧化应激响应为指标，从 4种细胞系中筛选出对其

暴露敏感的 BV2和 HepG2细胞。利用转录组学技

术，对 T-2毒素暴露诱导 BV2细胞和 HepG2细胞损

伤与凋亡的潜在关键因子与作用信号通路进行解

析。发现 T-2 毒素通过不同的信号通路诱导 BV2

（MAPK/AP-1和 TNF-NF-κB）和 HepG2（PI3K/AKT

和 PERK/P53/Casp3）细胞炎症损伤或氧化应激，

最终导致细胞凋亡。研究结果可为基于敏感细胞

系的 T-2 毒素毒性干预策略的制定及毒性检测平

台的构建提供理论依据。
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