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微塑料对大黄鱼巨噬细胞的免疫毒性效应及其机制研究
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摘要： 【目的】 为了研究不同粒径微塑料对大黄鱼原代巨噬细胞的免疫毒性效应及其作用机制。
 【方法】分离培养大黄鱼头肾原代巨噬细胞，分别添加 0.1、1.0、5.0 μm粒径的聚苯乙烯
微塑料处理。通过乳酸脱氢酶 (LDH)法检测细胞毒性，DCFH-DA荧光探针检测活性氧
（ROS）水平，qRT-PCR分析免疫与凋亡相关基因表达，并利用 RNA-seq技术分析转录
组变化。 【结果】 微塑料处理可诱导大黄鱼巨噬细胞 LDH释放和 ROS生成，并抑制脂多
糖诱导的 Myd88、IL-1β和 IL-6等免疫基因表达上调。RNA-seq分析发现 541个差异表达
基因，GO富集分析显示，上调基因主要富集于“程序性细胞死亡”等条目，下调基因显著
富集于“免疫反应”、“细胞因子活性”等条目。qRT-PCR分析发现，微塑料处理可上调促凋
亡基因（Caspase3、Caspase6和 Caspase8）和氧化应激相关基因（SOD 和 TNF-α1）的表
达，并下调抗凋亡基因 Bcl2的表达。共聚焦显微镜观察发现，微塑料可被巨噬细胞吞噬，
并主要分布于细胞质中。 【结论】 微塑料可通过诱导氧化应激与细胞凋亡，直接损伤大黄
鱼巨噬细胞，并抑制其免疫应答。本研究阐明了微塑料对大黄鱼巨噬细胞的毒性效应及其
作用机制，为评估微塑料污染的养殖风险提供了重要依据，对大黄鱼健康养殖与病害防控
具有指导意义。
关键词: 大黄鱼；微塑料；巨噬细胞；细胞凋亡；转录组测序
中图分类号: S 949；X 171 文献标志码: A

 
微塑料 (Microplastics, MPs)作为一种新兴且

持续增长的环境污染物，广泛分布于全球各类水

产养殖环境中，对养殖生物构成潜在威胁 [1]。自

2004年微塑料概念被明确界定以来，其在环境中

的分布特征、对生物的影响及潜在的生态效应已

成为环境科学的研究热点[2-3]。环境中的微塑料可

被直接摄食，或附着于生物膜、重金属和有机物

表面，以复合污染的形式进入生物体内，引发物

理损伤、免疫紊乱及代谢异常等[4-5]，不仅可以直

接威胁养殖生物，更可能通过食物链传递与蓄积，

最终危害人类健康 [6]。评估其对水产养殖生物的

毒性效应与作用机制，是关乎水产业可持续发展 
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和公共健康的重要科学问题。

巨噬细胞是先天性免疫的重要细胞类型，可

直接吞噬和杀灭病原，并可分泌炎症因子、趋化

因子等激活适应性免疫应答 [7]。前期研究发现多

种环境胁迫 (如重金属、有机污染物)均可导致巨

噬细胞功能紊乱，如导致细胞毒性、吞噬能力降

低、活性氧失衡以及免疫相关基因表达异常，从

而损害宿主免疫系统[8-9]。鱼类作为低等脊椎动物，

也具有较为完善的先天性和适应性免疫系统。近

年来，研究发现微塑料暴露可诱导鱼类产生氧化

应激、引发组织炎症及细胞损伤 [10-11]。然而，现

有研究多集中于个体或组织水平，关于微塑料对

鱼类巨噬细胞的毒性效应与免疫调控机制的研究

仍显不足。系统阐明微塑料对巨噬细胞的影响及

其调控机制，对于准确评估微塑料的毒性效应及

其生态风险至关重要。

大黄鱼 (Larimichthys crocea)是我国重要海水

养殖鱼类，2024年全国养殖产量达 29.3万 t[12-13]。
然而，随着养殖规模的持续扩大与集约化程度的

提高，大黄鱼主要养殖区微塑料浓度日渐升高，

由此引发的环境污染和病害问题严重危害大黄鱼

养殖业的可持续健康发展 [14-15]。前期研究发现，

纳米塑料暴露可损害大黄鱼肠道健康和肝脏脂质

代谢，降低大黄鱼生长速率和营养品质 [16-17]。然

而，关于微塑料对大黄鱼的免疫毒性尚缺乏研究。

因此，探究微塑料对大黄鱼重要免疫细胞的功能

影响，对于认识微塑料对大黄鱼的免疫毒性及其

机制具有重要意义。本实验以大黄鱼巨噬细胞为

对象，开展微塑料对其功能的影响及相关机制研

究，以期系统揭示微塑料对大黄鱼巨噬细胞的免

疫毒性及其机制，为科学评估微塑料暴露的养殖

风险及制定针对性防控策略提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验用大黄鱼体重 (32.6 ± 5.8) g，购自宁德

市富发水产有限公司，参照本实验室已有方法进

行暂养[18-19]。养殖于水温 (20 ± 2) ℃ 的循环水系统

中，每日投喂商用饲料 2次。暂养 7 d天后，选

取健康个体用于实验。本研究获福建农林大学实验

动物伦理委员会批准 (批准号：PZCASFAFU25069)，
所有动物实验操作均严格遵守相关管理规定。

 1.2    原代巨噬细胞分离培养

大黄鱼头肾原代巨噬细胞的分离培养参照文

献 [20-21] 的方法。简要而言，无菌取健康大黄鱼的

头肾组织，经 70 μm尼龙网筛轻轻研磨过滤，获

得单细胞悬液。悬液用含 2%胎牛血清 (FBS)、15
IU/mL肝素钠及 1%青霉素-链霉素的 DMEM培养

基冰上洗涤 2次。将细胞悬液加于新配制的

34%/51% Percoll(GE)密度梯度液上，4 ℃、650 ×g
离心 30 min。收集梯度界面的细胞，用 DMEM洗

涤 2次，最终重悬于含 2%胎牛血清和 1%双抗

的 DMEM培养基中，于 28 ℃ 培养箱中静置过夜。

24孔板每孔接种 2×105 细胞。次日轻轻吹打并弃

去未贴壁细胞，贴壁细胞即为原代巨噬细胞，用

于后续实验。

 1.3    微塑料暴露与细胞毒性检测

实验采用粒径分别为 0.1、1.0和 5.0 μm的荧

光聚苯乙烯微塑料 (天津市倍思乐色谱技术开发中

心)，巨噬细胞贴壁后添加终浓度为 10、25、50
μg/mL的微塑料处理，以不添加微塑料的细胞为

对照组，于 28 ℃ 下处理 24 h。处理结束后，利

用乳酸脱氢酶 (LDH)细胞毒性检测试剂盒 (上海

碧云天生物技术有限公司)分析细胞毒性[22]。收集

细胞培养上清液，在酶标仪 490 nm波长下测定吸

光度，计算 LDH释放率以评估细胞毒性。

 1.4    细胞内活性氧 (ROS)水平测定

巨噬细胞经不同粒径微塑料 (50 μg/mL)处理

24 h，弃去培养基，利用 ROS检测试剂盒 (上海

碧云天生物技术有限公司)检测 ROS生成水平[23]。

简要而言，加入用无血清培养基稀释好的 DCFH-
DA探针工作液，于 28 ℃ 孵育 30 min。孵育结束

后，用无血清培养基轻柔洗涤细胞 3次，以充分

去除未进入细胞的探针。通过荧光显微镜观察细

胞中荧光强度。

 1.5    RNA提取与实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)

巨噬细胞在静息过夜后，先添加 50 μg/mL
的 1.0 μm微塑料处理 24 h，再用 20 μg/mL脂多

糖 (Sigma，德国)处理，以仅脂多糖处理为对照。

使用 TRIzol试剂 (南京诺唯赞生物科技股份有限

公司)提取总 RNA，经纯度与浓度检测合格后，

使用 All-In-One 5× RT MasterMix试剂盒 (abm，加

拿大 )合成 cDNA。利用 SYBR qPCR Master  Mix
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(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)进行实时荧

光 定 量 PCR。 以 Lcβ-actin为 内 参 基 因 ， 采 用

2−ΔΔCt 法计算目标基因 mRNA相对表达量[24]。每个

样品包含 3个生物学重复。基因特异性引物见表 1。

 1.6    转录组测序及差异表达基因分析

分别收集对照组及微塑料处理的巨噬细胞，

使用 TRIzol试剂提取细胞总 RNA。经 Qubit  2.0

定量及琼脂糖凝胶电泳检测完整性后，合格样品

送至广州基迪奥生物科技有限公司进行建库及 150 bp

双端测序 (Illumina)。利用 fastp去除原始数据中

接头序列及低质量碱基，然后通过 HISAT2软件比

对至大黄鱼参考基因组，并利用 StringTie进行转

录本组装[25-26]。基因表达量以每百万读数转录本数

(TPM)进行标准化，随后使用 DESeq2进行差异

表达分析[27]。差异表达基因的筛选标准为：|差异

倍数| > 1.5且 P < 0.05。最后，采用 DAVID算法对

差异表达基因进行 GO富集分析[28]。测序原始数据

已上传至 NCBI数据库，登录号：PRJNA1404722。

 1.7    数据分析

所有实验数据均以平均值±标准差表示。使

用 GraphPad Prism 9软件进行统计分析。组间比

较采用非配对 Student’s t 检验或单因素方差分析，

定义 P < 0.05为具有统计学显著性。

 2    结果

 2.1    微塑料对大黄鱼巨噬细胞的毒性分析

为探究微塑料对巨噬细胞的直接毒性作用，

本研究采用不同粒径 (0.1、1.0、5.0 μm)与浓度

(10、25、50 μg/mL)的微塑料处理细胞 24 h，并

通过 LDH释放率评估细胞毒性。结果显示，与对

照组相比，3种粒径的微塑料处理均能显著诱导

巨噬细胞死亡，其中 0.1和 1.0 μm粒径的微塑料

毒性效应较强 (图 1)。此外，微塑料的毒性效应呈

现浓度依赖性，在 50 μg/mL的处理浓度下，各粒

径组均表现出最高的细胞死亡率，表明该浓度微

塑料对巨噬细胞具有显著毒性效应。

 2.2    微塑料促进大黄鱼巨噬细胞内 ROS生成

基于细胞毒性结果，本研究选取 50 μg/mL作

为处理浓度，进一步检测了不同粒径微塑料对巨

 

表 1    用于 qRT-PCR的引物序列

Tab. 1    Primer sequences for qRT-PCR analysis

基因ID
gene ID

基因名
gene name

引物序列（5′-3′）
primer sequence

XM_010729997.2 Bcl2 F: GAACTGGGGCCGGATTATCG
R: TAAGGTATGCCCCGATGGTG

NM_001303393.1 Caspase 3 F: CCTACATGGACGTGGATGCC
R: TCGCCTCGAAACAGTGATGT

XM_027282970.1 Caspase 6 F: GCTACTCTGTGGCTGAAGGTTAC
R: CCGATGGCGTTATGGTCTTTACT

XM_010754584.3 Caspase 8 F: TCAGCGAAGACCACAACC
R: CACCACAGTGAAGCCAAG

XM_027282093.1 IL-1B F: CAGCTGTTCTCAAGTATGTGGC
R: GTTGTAAATAGTGGGTGTGTCG

XM_010734753.3 IL-6 F: CGACACACCCACTATTTACAAC
R: TCCCATTTTCTGAACTGCCTCT

XM_010753272.3 Myd88 F: CGAGACAGGGTTGGTCTCAC
R: TGAAAGTCGCAGGCATCACT

XM_010745990.3 TNF-α1 F: AGACAGCCAGCAACAATCC
R: GCAAACACGCCAAAGAAAGT

NM_001303360.1 SOD F: GAGACAATACAAACGGGTGC
R: CAATGATGGAAATGGGGC

XM_027284923.1 β-actin F: GACCTCACAGACTACCTCATG
R: TGTTGTAGGTGGTCTCGTGGA
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图 1    微塑料对大黄鱼巨噬细胞的毒性作用

*. P<0.05，**. P<0.01，ns.无显著性差异，下同。

Fig. 1　Cytotoxicity of microplastics on L. crocea macrophages
(a) 0.1 μm, (b) 1.0 μm, (c) 5.0 μm. *. P < 0.05, **. P<0.01, ns. not significant, the same below.
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噬细胞氧化应激水平的影响。通过 DCFH-DA荧

光探针检测发现，经 0.1、1.0、5.0 μm微塑料处

理 24 h，巨噬细胞内 ROS荧光强度均较对照组显

著增强 (图 2)。表明微塑料暴露可导致大黄鱼巨噬

细胞的 ROS水平升高，引发氧化应激。

 2.3    微塑料抑制巨噬细胞免疫应答

为明确微塑料对巨噬细胞功能的影响，本研

究选取粒径 1.0 μm、浓度 50 μg/mL的微塑料进行

预处理，再以脂多糖 (LPS)刺激巨噬细胞。通过

qRT-PCR检测免疫相关基因的表达水平，发现

LPS单独处理可显著上调巨噬细胞中髓样分化因

子 88 (Myd88)、白细胞介素-1β (IL-1β)及白细胞介

素-6 (IL-6)的表达水平 (图 3)。然而，经微塑料预

处理后，上述基因在 LPS刺激下的表达上调均受

到显著抑制 (图 3)。这表明微塑料暴露能够抑制大

黄鱼巨噬细胞在 LPS诱导下的免疫应答。

 2.4    微塑料显著改变巨噬细胞转录组

为探究微塑料影响巨噬细胞的作用机制，本

研究对 1.0 μm、50 μg/mL微塑料处理组与对照组

的巨噬细胞进行了转录组测序。主成分分析

(PCA)与层次聚类分析均显示，微塑料处理组与

对照组的转录组呈现明显分离 (图 4-a，b)。差异

表达分析共鉴定出 541个差异表达基因，有 464
个基因表达下调，77个基因表达上调 (图 4-c，d)，
表明微塑料处理显著影响巨噬细胞的基因表达。

 2.5    差异表达基因的功能富集 (GO)分析

为进一步解析差异表达基因的生物学功能，

本研究利用 DAVID算法分别对上调与下调的基

因集进行了 GO功能富集分析。结果显示，上调

基因显著富集于“对刺激的反应” “程序性细胞死亡

的调控”等条目 (图 5-a)。而下调基因则显著富集

于“免疫反应” “细胞因子活性”及“钙离子介导的信

号转导”等与免疫和信号传导相关的条目 (图 5-b)。

 2.6    微塑料处理诱导巨噬细胞凋亡

通过 qRT-PCR检测了凋亡相关基因的表达 ,
结果显示，经 1.0 μm、50 μg/mL微塑料处理后，

促凋亡基因 (Caspase3、Caspase6和 Caspase8)和
氧化应激相关基因 (SOD 和 TNF-α1)的表达水平

显著上调，而抗凋亡基因 Bcl2的表达则被显著抑

制 (图 6)。通过共聚焦显微镜观察发现，微塑料可

被巨噬细胞吞噬，且主要分布于细胞质内 (图 7)。
以上结果表明，微塑料可进入巨噬细胞，诱导巨
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图 2    微塑料促进大黄鱼巨噬细胞 ROS生成

Fig. 2　Microplastics promote reactive oxygen species
generation in macrophages
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图 3    微塑料抑制巨噬细胞免疫应答

CT.对照组，MP.微塑料处理组，LPS.脂多糖处理组；MP/LPS.微塑料/脂多糖联合处理组，下同。

Fig. 3　Microplastics inhibit macrophage activation
(a) Myd88,  (b)  IL-1B,  (c)  IL-6.  CT.  control  group,  MP.  microplastics  treated  group,  LPS.  LPS treated  group,  MP/LPS.  microplastics  and LPS treated
group, the same below.
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噬细胞凋亡及氧化应激，并抑制其免疫应答。

 3    讨论

微塑料是水体环境中广泛存在且备受关注的

新型污染物，可在水生生物体内积累，并引发氧

化应激、炎症反应等毒性效应[29]。对鲫 (Carassius
auratus)的研究发现，微塑料暴露会引发肠道菌群

紊乱，并通过脑-肠轴导致大脑的感染性炎症和肠

道的溶解和坏死[30]。对虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)
的研究发现，肝脏中的微塑料累积会导致氧化应

激并阻遏细胞复制[31]。此外，微塑料可以与重金属

离子协同作用，造成氧化应激和神经结构损伤[32]。

类似地，本研究发现不同粒径的微塑料均可导致

大黄鱼巨噬细胞发生氧化应激，从而造成细胞死亡。

已有研究表明，微塑料不仅通过物理损伤影

响生物体，还可干扰机体的免疫系统和代谢功能。

对鲤 (Cyprinus carpio)的研究发现，微塑料可通过

激活 NF-κB信号通路引发炎症反应，并导致细胞

凋亡和组织损伤[33]。此外，微塑料还可以通过抑

制抗氧化酶和溶菌酶基因的表达，进而损害鱼类

的免疫系统[34]。这些研究表明微塑料暴露可能通

过多种途径抑制鱼类的免疫系统。巨噬细胞是先

天性免疫的重要细胞类型，其正常的活化与功能
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图 4    转录组测序分析微塑料处理后巨噬细胞表达水平

(a) (b)主成分分析和层级聚类分析显示微塑料处理显著改变巨噬细胞转录组。(c) (d)火山图和热图显示微塑料处理后差异表达基因。

Fig. 4　Transcriptomic analysis of macrophages treated with microplastics
(a) (b) principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering analysis showed distinct transcriptomic profiles between microplastics-treated and
control macrophages. (c) (d) volcano plot and heatmap showed differentially expressed genes after microplastics treatment.
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对于机体抵抗病原入侵至关重要。本研究发现微

塑料暴露可抑制 LPS诱导的巨噬细胞中关键免疫

基因的上调。这些结果表明，微塑料的免疫抑制

效应可能在多个物种中广泛存在，其机制可能与

微塑料引起的氧化应激有关。活性氧过度累积也

可干扰多种免疫相关信号通路的正常转导[35]。

RNA-seq技术可从转录组层面揭示生物体在

特定条件下的表达水平变化，被广泛应用于解析

胚胎发育、免疫应答以及肿瘤发生等复杂生物学

过程[36]。有研究表明，微塑料暴露能够改变斑马

鱼等模式动物的整体转录组，调控氧化应激、炎

症反应等相关基因的表达 [37-38]。然而，关于微塑

料对大黄鱼重要免疫细胞的转录调控机制尚缺乏

深入研究。巨噬细胞是重要的先天性免疫细胞，

在免疫稳态维持、组织修复和病原清除中发挥重

要功能，且通过抗原呈递调控适应性免疫应答[7]。

本研究通过对大黄鱼原代巨噬细胞进行 RNA-seq
分析，发现微塑料处理可改变大黄鱼巨噬细胞整
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图 5    差异表达基因 GO富集分析

(a)上调基因，(b)下调基因。BP.生物学过程，CC.细胞组分，MF.分子功能。

Fig. 5　GO enrichment analysis of differentially expressed genes
(a) upregulated genes, (b) downregulated genes. BP. biological process, CC. cellular component, MF. molecular function.
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体转录组。有意思的是，下调基因中富集到的钙

离子信号相关通路，是许多免疫细胞激活的关键

早期信号[39]，这为进一步揭示微塑料免疫抑制的

作用机制提供了线索。

此外，本研究发现微塑料可诱导大黄鱼巨噬

细胞凋亡，表明微塑料可能通过双重途径抑制免

疫系统：一方面直接诱导免疫细胞死亡，减少免

疫细胞数量；另一方面抑制存活细胞的免疫应答

能力，降低免疫应答效能。综上所述，本研究发

现微塑料可对大黄鱼巨噬细胞产生细胞毒性，并

通过诱发氧化应激、细胞凋亡及抑制免疫基因表

达等多重途径抑制其免疫应答，为理解养殖环境

中微塑料暴露的养殖风险及导致鱼类免疫力降低

的作用机制提供了重要依据。

（作者声明本文无利益冲突）
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图 6    微塑料诱导巨噬细胞凋亡

Fig. 6　Microplastics induce apoptosis in macrophages
(a) Caspase3, (b) Caspase6, (c) Caspase8, (d) Bcl2, (e) SOD, (f) TNF-α1.
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图 7    共聚焦显微镜观察巨噬细胞中微塑料定位

红色为微塑料，蓝色为 DAPI染色的细胞核。

Fig. 7　Localization of microplastics in macrophages
was observed by confocal microscopy

The  red  represents  microplastics,  and  the  blue  represents  the  DAPI
stained cell nucleus.
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Microplastics induce immunotoxicity in macrophages of
large yellow croaker (Larimichthys crocea)

SHI Yuan ,     CHEN Qiuxuan ,     TENG Yan ,     WANG Meiyan ,    
CHEN Junbo ,     ZHAO Xihan ,     CHEN Xinhua *

(State Key Laboratory of Mariculture Breeding, Key Laboratory of Marine Biotechnology of Fujian Province,
College of Marine Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou　350002, China)

Abstract: Microplastics are emerging environmental pollutants that widely distributed in aquaculture ecosystems, posing signi-

ficant threats to aquaculture species. The large yellow croaker (Larimichthys crocea) is one of the most economically important

mariculture teleosts in China. However, the influence of microplastics on the immune function of L. crocea, particularly on its

macrophages, remains poorly understood. This study aimed to investigate the cytotoxic effects of polystyrene microplastics on

L. crocea macrophages. Macrophages were exposed to different sizes of microplastics (0.1, 1.0 and 5.0 μm) at a concentration

of 10, 25 or 50 μg/mL for 24 hours. Cell viability was assessed by lactate dehydrogenase (LDH) release assay, and intracellular

reactive  oxygen  species  (ROS)  level  was  measured  using  the  fluorescent  probe  DCFH-DA.  Furthermore,  RNA  sequencing

(RNA-seq) was performed to analyze the transcriptomic changes. The results showed that microplastics exposure induced signi-

ficant  cytotoxicity  at  a  concentration-dependent  manner  and  increased  intracellular  ROS  levels.  Pre-treatment with   micro-

plastics suppressed the lipopolysaccharide (LPS)-induced upregulation of key immune-related genes, including Myd88 (Myel-

oid Differentiation Primary Response 88), IL-1β (Interleukin-1 beta), and IL-6 (Interleukin-6). RNA-seq analysis identified 541

differentially expressed genes (DEGs) in microplastic-treated macrophages compared to the control group. Gene ontology (GO)

enrichment analysis revealed that the upregulated DEGs were associated with biological processes such as “response to stimu-

lus”  and  “regulation  of  programmed  cell  death”,  whereas  the  downregulated  DEGs  were  enriched  in  immune-related  terms,

including “immune response”, “cytokine activity”, and “calcium-mediated signaling”. Consistent with the transcriptomic data,

qRT-PCR results showed that microplastics exposure promoted the expression of pro-apoptotic genes (Caspase6 and Caspase8)

and oxidative related genes (SOD and TNF-α1) and inhibited the expression of the anti-apoptotic gene Bcl2 (B-cell lymphoma-

2). Confocal  microscopy  showed  the  macrophages  could  phagocytize  microplastics,  which  were  mainly  located  in  the   cyto-

plasm.  In  conclusion,  this  study  provides  clear  evidence  that  microplastics  can  directly  impair  the  viability  of  large  yellow

croaker macrophages by inducing oxidative stress and activating apoptotic pathways. More importantly, microplastics can sup-

press the immune response of macrophages, as evidenced by the inhibition of LPS-induced immune activation and the down-

regulation  of  immune-related  pathways  at  the  transcriptomic  level.  These  findings  suggest  that  microplastics  exposure  may

impair  the  innate  immune  response  of L.  crocea,  thereby  increasing  its  susceptibility  to  pathogens.  This  study  offers  novel

insights into the immune-toxic mechanisms of microplastics in a commercially important teleosts, and reveals the potential risks

of microplastics pollution in aquaculture environments, highlighting the necessity for further risk assessment and the develop-

ment of mitigation strategies to ensure the sustainable aquaculture of L. crocea and the safety of aquatic products.
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