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氟苯尼考影响子宫内膜基质细胞蜕膜化的功能研究

何佳仪，代德贤，李伟轲，高茹菲，王应雄，龙 菁
（重庆医科大学公共卫生学院教育部生殖与发育国际合作联合实验室，重庆　400016）

【摘 要】目的：探究氟苯尼考（florfenicol，FLO）暴露对蜕膜化的影响及线粒体在其中发挥的作用。方法：构建FLO暴露的原代

小鼠蜕膜基质细胞（mouse decidual stromal cells，mDSCs）模型，经FLO（1.56、6.25、25.00 μg/mL）暴露后，采用鬼笔环肽染色法观

察细胞形态变化，采用Western blot检测蜕膜化标志分子HOXA10表达以分析FLO对蜕膜化的影响；采用流式细胞术检测细胞

凋亡，采用Western blot检测细胞增殖标志分子 PCNA表达以分析 FLO对蜕膜化过程中细胞增殖、凋亡的影响；采用荧光探针

Mito-tracker Red观察线粒体形态，采用免疫荧光检测线粒体外膜标志蛋白 TOMM20表达并检测ATP水平以分析 FLO对蜕膜

基质细胞线粒体功能的影响。结果：25.00 μg/mL FLO暴露导致细胞形态异常，蜕膜化标志分子HOXA10表达降低（P=0.002），

细胞凋亡水平增加，细胞增殖能力降低；进一步发现FLO暴露后线粒体外膜标志蛋白TOMM20表达降低（P=0.010）、线粒体形

态异常和ATP水平降低（P=0.003）。结论：25.00 μg/mLFLO暴露可能与线粒体功能打破mDSCs的细胞增殖、凋亡平衡，损伤蜕

膜化进程有关。
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Impact of florfenicol on decidualization of endometrial stromal cells
He　Jiayi，Dai　Dexian，Li　Weike，Gao　Rufei，Wang　Yingxiong，Long　Jing

（Joint International Research Laboratory of Reproduction and Development of the Ministry of Education of China，
School of Public Health，Chongqing Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate the impact of florfenicol（FLO） exposure on decidualization and the role of mitochondria in this 
process. Methods：Primary mouse decidual stromal cells（mDSCs）were used to establish a model of FLO exposure. After exposure to 
FLO（1.56，6.25，and 25.00 μg/mL），Phalloidin staining was used to observe cell morphology；Western blot was used to measure the ex⁃
pression of HOXA10，a maker molecule for decidualization； and investigate the influence of FLO on cell proliferation and apoptosis 
during decidualization；the fluorescent probe Mito-tracker Red was used to observe mitochondrial morphology； immunofluorescence as⁃
say was used to measure the expression of TOMM20，a marker protein for outer mitochondrial membrane，and the level of ATP to ob⁃
serve the influence of FLO on mitochondrial function in mDSCs. Results：Exposure to 25.00 μg/mL FLO led to abnormal cell morphol⁃
ogy，reduced the expression of the marker molecule for decidualization HOXA10（P=0.002），promoted apoptosis，and inhibited cell pro⁃
liferation. Further analysis showed a reduction in the expression of marker protein for outer mitochondrial membrane TOMM20（P=
0.010），abnormal mitochondrial morphology，and a reduction in the level of ATP（P=0.003）. Conclusion：Exposure to 25.00 μg/mL 
FLO may disrupt the balance between the proliferation and apoptosis of mDSCs and damage the decidualization process，which is asso⁃
ciated with mitochondrial function.
【Key words】florfenicol；decidualization；endometrial stromal cells；mitochondria

氟苯尼考（florfenicol，FLO）作为一种新型抗生

素，因能替代有严重不良反应的氯霉素而得到广泛

应用[1]。研究发现 FLO 具有明显的生殖毒性，不仅

损伤哺乳动物生殖能力、影响后代存活率，而且孕

期母体持续性接触FLO会对母体和胎儿造成影响，

但其机制仍有待补充[2-5]。
小鼠子宫内膜蜕膜化过程是指早期妊娠阶段，

小鼠子宫内膜基质细胞（mouse endometrial stromal 
cells，mESCs）在激素的精确调节下，体积增大并快

速增殖，分化为小鼠蜕膜基质细胞（mouse decidual 
stromal cells，mDSCs）[6，11]。增殖和凋亡平衡是蜕膜

化顺利进行的关键因素之一，这种平衡被打破可能
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会导致蜕膜化异常，产生流产、早产和胎儿死亡等

严重后果[7]。已有研究发现 FLO 能抑制胚胎干细

胞的增殖和分化进而影响鸡胚胎发育并诱导早期

胚胎死亡[8]。然而，FLO 与蜕膜化的关系尚不完全

清楚。

线粒体是细胞的能量工厂，参与细胞生长、增

殖、分化、信号传导及细胞死亡等过程[9]。子宫内膜

基质细胞蜕膜化是一个需要大量ATP的过程，因此

线粒体在蜕膜化过程中发挥着至关重要的作用[10]。
研究表明FLO可以抑制细菌和线粒体蛋白的合成，

降低线粒体膜电位，影响ATP水平及产生明显的细

胞毒性[5]。然而，在子宫内膜基质细胞蜕膜化过程中，

FLO是否会影响其线粒体功能，有待进一步研究。

鉴于此，本课题组构建了 FLO暴露的原代小鼠

子宫内膜基质细胞体外诱导蜕膜化模型，探究 FLO
暴露对蜕膜化的影响及线粒体在其中发挥的作用。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

FLO 为中国 MCE 公司产品；无酚红 DMEM/F-12 培养

基、胰蛋白酶、雌二醇、孕酮、牛血清蛋白和鬼笔环肽为美国

Sigma 公司产品；胶原酶Ⅱ、Ⅱ型中性蛋白酶为中国索莱宝

公司产品；4%多聚甲醛、HBSS、HRP-羊抗兔 IgG和HRP-羊
抗小鼠 IgG为中国博士德生物工程有限公司产品；FITC标记

羊抗兔 IgG、RIPA裂解液、BCA蛋白浓度检测试剂盒、ATP检

测试剂盒为中国碧云天公司产品；HOXA10 为美国 Santa 公

司产品；PCNA、TOMM20 为中国 proteintech 公司产品；凝胶

成像仪为美国Bio-Rad公司产品；激光共聚焦显微镜为日本

Nikon公司产品。

1.2　mESCs分离与处理

昆明小鼠（8~10周龄，25~30 g）购于湖南斯莱克景达实

验动物有限公司，饲养于重庆医科大学动物实验中心。经重

庆医科大学伦理委员会批准（IACUC-CQMU-2023-12052）
后依据实验动物伦理和福利标准按照已有报道分离与培养

mESCs，具体步骤如下。使用吸入过量二氧化碳窒息法处死

昆明鼠后取出子宫，HBSS清洗后加入酶Ⅰ（Ⅱ型中性蛋白酶

和胰蛋白酶配置）剪碎子宫，酶 I消化 2.5 h。离心后加入酶

Ⅱ（胶原酶Ⅱ配置）置于 37 ℃消化 30 min，过滤后离心 2次，

加入培养基重悬后种板。细胞培养 12 h后加入 10 nmol/L雌

二醇和 1 μmol/L的孕酮处理 48 h进行蜕膜化诱导。根据文

献报道本课题组分别加入 1.56、6.25、25.00 μg/mL FLO[5，7]，
构建 FLO暴露的原代小鼠子宫内膜基质细胞体外诱导蜕膜

化模型。

1.3　ATP检测

按照上述方法构建 FLO暴露的原代小鼠子宫内膜基质

细胞体外诱导蜕膜化模型，细胞处理 48 h 后根据 ATP 检测

试剂盒配置不同浓度的标准曲线，然后配置 ATP 检测工作

液（ATP 检测试剂稀释液：ATP 检测试剂=1∶9），每孔加入

200 μL ATP裂解液充分吹打后使用 4 ℃离心机离心，离心后

取上清。每个检测孔加入 100 μL ATP工作液，室温放置 3~
5 min 后每个检测孔加入 20 μL 样本，立刻用化学发光仪检

测 RLU值。再使用 BCA试剂盒检测蛋白浓度，用 RLU值除

以样本的蛋白浓度，得到样本ATP水平。

1.4　Western blot
按照上述方法构建 FLO暴露的原代小鼠子宫内膜基质

细胞体外诱导蜕膜化模型，细胞处理 48 h后加入适量 RIPA
裂解液，裂解 15 min 后 100 ℃煮 15 min，BCA 试剂盒测定蛋

白浓度。根据蛋白浓度上样。配置 10% SDS-PAGE分离胶

进行电泳，将蛋白质转移到 PVDF 膜上，封闭后孵育一抗

（HOXA10、PCNA），4 ℃过夜后洗涤 3 次，孵育二抗，再洗涤

后使用凝胶成像系统成像。

1.5　免疫荧光

按照上述方法构建 FLO暴露的原代小鼠子宫内膜基质

细胞体外诱导蜕膜化模型，细胞处理 48 h后加入 4%多聚甲

醛固定，洗涤后滴加一抗（TOMM20）于 4 ℃过夜，洗涤后滴

加荧光二抗（FITC 标记羊抗兔）避光孵育 1 h。再次洗涤后

滴加含DAPI的抗荧光猝灭剂，使用激光共聚焦显微镜观察

细胞并拍摄成像。

1.6　Mito-tracker red染色

按照上述方法构建 FLO暴露的原代小鼠子宫内膜基质

细胞体外诱导蜕膜化模型，细胞处理 48 h后将 0.5 μL Mito-
tracker red母液加入 5 mL无血清培养基中，得到 100 mmol/L 
Mito-tracker red工作液。洗涤细胞后取适量工作液，于37 ℃
避光孵育 30 min，清洗后使用激光共聚焦显微镜观察细胞并

拍摄成像。

1.7　流式细胞术检测FLO对mDSCs细胞凋亡的影响

将细胞接种于 6孔板后，按照上述方法构建FLO暴露的

原代小鼠子宫内膜基质细胞体外诱导蜕膜化模型，细胞处理

48 h后使用 PBS清洗细胞，然后胰酶消化细胞，离心、重悬 2
次后加入 500 μL PBS 重悬细胞，立即使用流式细胞仪检测

细胞凋亡水平。

1.8　统计学方法

使用 SPSS 26.0软件对数据进行统计学分析。多组间样

本比较：当参数符合正态分布、方差齐时，运用 One-way 
ANOVA方法进行比较。当参数符合正态分布、方差不齐时，

运用 Tamhane’s T2 方法进行比较；当参数不符合正态分布

时，运用Kruskal-Wallis方法进行比较。使用GraphPad Prism 
8.0 进行数据可视化处理，数据以平均值±标准差（x±s）表

示。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　FLO损伤子宫内膜基质细胞蜕膜化进程

首先，构建了原代小鼠子宫内膜基质细胞体外诱导蜕膜

化模型，采用雌二醇、孕酮将小鼠子宫内膜基质细胞诱导为

小鼠子宫蜕膜基质细胞（mDSCs）。根据已有文献报道，采用

1.56、6.25、25.00 μg/mL FLO[5，7]暴露 48 h后，检测FLO对子宫
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内膜基质细胞蜕膜化的影响。鬼笔环肽染色结果显示，与对

照组相比，1.56、6.25 μg/mL 剂量组 mDSCs 的细胞形态未见

明显改变，25.00 μg/mL 剂量组的子宫蜕膜基质细胞形态异

常（图 1）。

采用Western Blot对蜕膜化标志分子HOXA10的表达进

行检测。结果显示，与对照组相比，25.00 μg/mL 剂量组

HOXA10的表达显著降低（图2A、B，F=4.695、P=0.002）。

2.2　FLO 暴露导致子宫内膜基质细胞蜕膜化过程中的细胞

增殖、凋亡紊乱

蜕膜化伴随着子宫内膜基质细胞的增殖与凋亡等一系

列过程，本课题组检测 FLO 暴露对其增殖、凋亡的影响[8]。
流式细胞术结果显示，与对照组相比，1.56和 6.25 μg/mL 剂

量组的细胞凋亡水平（早期凋亡细胞与晚期凋亡细胞之和）

未见明显差异，25.00 μg/mL 剂量组的细胞凋亡水平显著增

加（图3A、B，F=0.2395、P=0.024）。

随后，本课题组采用 Western blot 对细胞增殖标志分子

进行进一步检测。结果显示，FLO暴露 48 h后，增殖相关分

子 PCNA 的表达在 25.00 μg/mL 剂量组显著降低（图 4A、B，

F=1.306、P=0.039）。以上结果提示，25.00 μg/mL FLO 暴露

抑制mDSCs细胞增殖，并促进其凋亡，导致蜕膜化损伤。

2.3　FLO 暴露损伤子宫内膜基质细胞蜕膜化过程中的线粒

体功能

蜕膜化过程需要大量能量，而线粒体是机体能量释放的

重要场所，本研究进一步探究 FLO 暴露对 mDSCs 线粒体功

能的影响[1，9]。TOMM20免疫荧光结果显示，与对照组相比，

25.00 μg/mL 剂量组荧光强度降低（图 5A、B，F=1.897、P=
0.010）。采用Mito-tracker Red对线粒体进行荧光染色发现，

与对照组相比，25.00 μg/mL 剂量组的线粒体形态异常，呈

短棒状或颗粒状（图6A）。此外，与对照组相比，25.00 μg/mL
剂量组的 ATP水平降低（图 6B，F=3.971、P=0.003）。以上结

果提示，25.00 μg/mL FLO 暴露导致的蜕膜化损伤与线粒体

功能障碍密切相关。

注：0.00、1.56、6.25、25.00 μg/mL FLO暴露后细胞骨架免疫荧光染色结果。蓝色：DAPI，绿色：F-actin，红色箭头：形状异常细胞；标尺为50 μm
图 1　不同浓度 FLO 处理后 mDSCs 的细胞形态

图 2　不同浓度 FLO 处理后 HOXA10 的蛋白表达量
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图 3　不同浓度 FLO 处理的 mDSCs 流式细胞术检测

图 4　增殖相关分子的蛋白表达情况

图 5　不同浓度 FLO 处理后 mDSCs TOMM20 的表达情况
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3　讨 论

抗生素广泛应用于养殖业和畜牧业等领域，以

应对动物疾病的预防和治疗需求。随着人口增长

和生活条件的变迁，抗生素的使用量随之增加，从

而增加了人类接触抗生素的机会[12]。人类可以通过

药物、皮肤、吸入摄入、饮食摄入等接触抗生素，与

短期内通过治疗疾病的药物摄入相比，膳食摄入因

为可能导致长期、低剂量的暴露在近年来受到更多

的关注[13]。
FLO 已经成为畜牧及水产养殖中使用范围最

广、使用量最大的抗生素之一[14]。随着 FLO的大量

应用，关于其在各类食品动物和人体中的超标残留

报道也与日俱增，引起了公众的广泛关注[15]。越来

越多的研究表明，FLO 具有免疫毒性和生殖毒性，

干扰人体代谢，危害雌性和雄性的生殖健康[3]。抗

生素暴露与女性不孕不育关系的研究表明，一定浓

度抗生素暴露可以降低女性不孕不育风险，但暴露

剂量增加，则会增加不孕不育风险[16]；对人群抗生素

暴露进行风险评估后发现，FLO 作为兽用抗生素，

具有潜在的健康风险[4]。FLO的平均每日允许摄入

量为 0~3 μg/（kg·d），即 60 kg 体质量成人每日从饮

食中摄取 0~180 μg的 FLO没有健康危害[17]，远高于

本实验最高剂量 25.00 μg/mL。本研究进一步探究

了FLO对哺乳动物生殖能力的影响，更全面地评估

其潜在的生殖毒性，为FLO的合理使用提供更为可

靠的科学依据。

本研究首次探究了 FLO 在子宫内膜蜕膜化过

程中的作用及机制，发现小鼠子宫蜕膜基质细胞经

FLO暴露 48 h后，25.00 μg/mL剂量组的细胞形态异

常，蜕膜化标志分子HOXA10的表达显著降低。进

一步发现 25.00 μg/mL剂量组小鼠子宫蜕膜基质细

胞的细胞凋亡水平显著增加、增殖相关分子增殖细

胞核抗原的表达显著降低，提示在蜕膜化过程中，

FLO 暴露打破了小鼠子宫蜕膜基质细胞的细胞增

殖、凋亡平衡。此外，本课题组还发现 25.00 μg/mL
剂量组小鼠蜕膜基质细胞的线粒体功能异常，线粒

体形态受损、线粒体外膜蛋白 TOMM20表达显著降

低和 ATP 水平显著降低，提示线粒体外膜、内膜受

损。综上，本研究提出FLO暴露可能与线粒体功能

打破mDSCs 的细胞增殖、凋亡平衡，损伤蜕膜化进

程有关。然而需要指出的是本研究集中在线粒体

结构的观察和某些功能指标的变化，关于氟苯尼考

损伤子宫内膜蜕膜化的机制探索还需要更深入的

研究。

抗生素在人体内的浓度直接影响生理过程，在

适当的浓度下，抗生素能够减轻症状、恢复正常生

理状态，对人体有益[18]；然而，当浓度超过一定阈值

时，这些抗生素可能引发毒性反应、损伤细胞或器官，

甚至产生耐药性[19]。本研究发现 1.56和 6.25 μg/mL
剂量组 FLO 对小鼠子宫内膜基质细胞蜕膜化进程

没有损伤作用。然而，在 25.00 μg/mL 剂量组中，

FLO 明显打破了子宫内膜基质细胞在蜕膜化过程

中的增殖、凋亡平衡，导致蜕膜化损伤。此外本课

题组进一步发现 25.00 μg/mL剂量组 FLO处理的子

宫内膜基质细胞在蜕膜化过程中的线粒体功能异

图 6　不同浓度 FLO 处理对 mDSCs 的线粒体形态和 ATP 水平的影响
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常。因此，本课题组推测 25.00 μg/mL 剂量组 FLO
可能通过干扰子宫内膜基质细胞线粒体功能导致

蜕膜化受损。

线粒体损伤可能导致细胞内能量供应不足，影

响蜕膜化过程中细胞的代谢活动和正常功能，进而

干扰蜕膜化过程[20]。对于这种影响机制，一种可能

的作用途径是FLO破坏线粒体膜的完整性，导致线

粒体内部环境紊乱，影响到氧化磷酸化和细胞呼吸

链等重要代谢过程，导致线粒体功能障碍[21]。这可

能使蜕膜化过程中细胞无法获得足够能量和代谢

物质来支持正常的蜕膜化进程，从而影响到器官形

成以及胚胎发育[22]。FLO还可能干扰线粒体内酶活

性，影响到线粒体的代谢反应，这些影响可能导致

线粒体功能异常，影响细胞的正常生理功能和代谢

活动[23]。然而，FLO 通过何种机制影响子宫蜕膜基

质细胞线粒体功能，进而损伤蜕膜化进程，有待进

一步研究。对于具体的机制和在胚胎着床中的作

用，还需要更多的科学研究和证据来全面了解。
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