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摘要!通过骨髓微核实验%精子畸形实验和肝损伤保护实验测定小鼠骨髓微核率%精子畸形率!肝组

织中谷丙转氨酶"@IG$%谷草转氨酶"@HG$%还原型谷胱甘肽"SHB$%谷胱甘肽过氧化物酶"SHB%

?]$%超氧化物歧化酶"Hb+$和丙二醛"a+@$等指标!探讨牡丹籽油"?Hb$对环磷酰胺"LGk$致小

鼠遗传毒性和肝损伤的保护作用& 结果表明'低%中%高剂量 ?Hb组的骨髓微核率和精子畸形率均

显著低于模型组"&o"8"-$#与模型组相比!?Hb低剂量组对 @HG的降低无显著作用"&q"8"-$!

阳性对照"联苯双酯$组和中%高剂量组对 @HG%@IG%a+@水平均有显著降低作用"&o"8"-$!对

SHB%SHB%?]%Hb+水平的升高作用达到显著水平"&o"8"-$& 说明牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠

遗传毒性和肝损伤有明显的保护作用&

关键词!牡丹籽油#环磷酰胺#遗传毒性#肝损伤

中图分类号!GH!!-8#"e##,;;;文献标识码!@ 文章编号!#""& %$.(.#!"#'$#" %""$, %",

=(&%#$%)1##""#$%-&"/#&,5 -##'&)4&,$5$4&/0&-/0+.)'#F),'3$#'

D#,&%&K)$)%5 +,'4)1#(),\3(5 ),.)$#

?/MS@>T2>P&SKbB53NO>P&*/MSk35^52>&SK[32

$[3>43>PL:44OPO& M2>n3>PK>3VOWA3X6& M2>n3>P!#""'.&LQ3>2%

78-%(+$%(G:AX5U6XQONW:XO9X3VOOTTO9XA:TNO:>6AOOU :34$?Hb% :> 9694:NQ:ANQ213UO$LGk% %3>0

U59OU PO>:X:]393X62>U 43VOW3>n5W63> 139O& 139W:>594O5AXOAX& ANOW12\>:W1243X6XOAX2>U 43VOW3>n5W6

NW:XO9X3:> XOAX_OWO5AOU X:UOXOW13>O139W:>594O5AW2XO&ANOW1124T:W12X3:> W2XO:T139O& 2>U 242>3>O

213>:XW2>ATOW2AO$@IG%& 2AN2WX2XO213>:XW2>ATOW2AO$@HG%& P45X2XQ3:>O$SHB%& P45X2XQ3:>ONOW:]3U2AO

$SHB%?]%& A5NOW:]3UOU3A15X2AO$Hb+% 2>U 124:>U324UOQ6UO$a+@% 4OVO4A3> 43VOWX3AA5O:T139O8

GQOWOA54XAAQ:_OU XQ2XXQO139W:>594O5AW2XO2>U ANOW1124T:W12X3:> W2XO:T139O3> ?Hb4:_& 1OU351

2>U Q3PQ U:AOPW:5NA_OWOA3P>3T392>X464:_OWXQ2> XQ:AO3> 1:UO4PW:5N $&o"8"-%8L:1N2WOU _3XQ XQO

1:UO4PW:5N& ?Hb4:_U:AOPW:5N Q2U >:A3P>3T392>XOTTO9XA:> XQOWOU59X3:> :T@HG$&q"8"-%& XQO

\3TO>U2XOPW:5N 2>U ?Hb1OU3512>U Q3PQ U:AOPW:5NAQ2U A3P>3T392>XOTTO9XA:> XQOWOU59X3:> :T@HG&

@IG2>U a+@4OVO4A$&o"8"-% 2>U Q2U A3P>3T392>XOTTO9XA:> XQO3>9WO2AO:TSHB& SHB%?]2>U Hb+

4OVO4A$&o"8"-%8J> A5112W6&?HbQ2U A3P>3T392>XNW:XO9X3:> OTTO9X:> 9694:NQ:ANQ213UO%3>U59OU

PO>:X:]393X62>U 43VOW3>n5W63> 139O8

9#5 6&('-(NO:>6AOOU :34! 9694:NQ:ANQ213UO! PO>:X:]393X6! 43VOW3>n5W6

;;牡丹籽油$?Hb%营养丰富独特&不饱和脂肪酸

含量达 ."8$,D&其中以亚麻酸为主&占 &.8,$D&

油酸和亚油酸分别占 !,8##D 和 !$8#(D&且富含

多种人体必需微量元素)#*

' 毒理学实验表明&牡丹

籽油无急性毒性+遗传毒性和亚急性毒性&具有较高

的食用安全性)! %&*

' 近年研究结果发现&牡丹籽油

具有抗氧化), %-*

&辅助降血脂)(*

+降血糖)$*

+保肝护

肝)'*等作用&具有较高的营养价值和保健功能' 我
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国 !"## 年 & 月 !! 日发布.卫生部关于批准元宝枫

籽油和牡丹籽油作为新资源食品的公告/&批准牡

丹籽油为新资源食品).*

'

环磷酰胺$LGk%是一种烷化剂&被广泛应用于

肿瘤化疗中&其主要的不良反应包括骨髓抑制+生殖

毒性及肝损伤等)#"*

' 本研究采用环磷酰胺作为复

制小鼠遗传毒性和肝损伤模型的造模剂&观察牡丹

籽油对环磷酰胺致小鼠遗传毒性和肝损伤的保护作

用&探讨牡丹籽油的功能作用&旨在为新资源食品牡

丹籽油的进一步开发提供科学依据'

:;材料与方法

#8#;实验材料

#8#8#;药品

牡丹籽油&由菏泽尧舜牡丹生物科技有限公司

提供&产品标准号(dc)Ha+"""#H&生产许可证

号(dH&$#$"!"##&&#'

注射用环磷酰胺&购自山西普德药业有限公司&

产品批号(",#-"("#'

#8#8!;实验动物

昆明种健康小白鼠&购自南京市江宁区青龙山

动物繁殖场&实验动物生产许可证号(HLkj$苏%

!"#$ %"""#' 饲养条件(室温 !! <!(=&通风&相对

湿度 -"D <$"D&每日光照 #! Q&自由摄食饮水'

#8!;实验方法

#8!8#;小鼠骨髓微核率测定

#8!8#8#;灌胃染毒

小白鼠 -" 只&雌雄各半&体重 #' <!" P&适应性

喂养 # 周后&按体重随机分为正常对照组+模型组+

低剂量组+中剂量组+高剂量组&每组 #" 只&雌雄各

半' 每组按等体积灌胃法分别给以生理盐水+LGk

溶液和低+中+高剂量的?Hb与LGk混合液$表 #%'

每天灌胃 # 次&连续 , U&于最后一次灌胃后 !, Q 颈

椎脱臼法处死'

表 :;骨髓微核实验设计#+]:M$

组别 受试物 灌胃剂量

正常对照组 生理盐水 "8$ 1I

模型组 环磷酰胺 &- 1PĉP

低剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 #8!- PĉPi&- 1PĉP

中剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 !8-" PĉPi&- 1PĉP

高剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 -8"" PĉPi&- 1PĉP

#8!8#8!;制片及骨髓微核率测定

取小白鼠胸骨&在洁净载玻片上滴一滴小牛血

清&将骨髓挤入小牛血清&混合均匀后推片' 晾干并

放入染色缸中&甲醇固定 #- 13>&晾干后将推片放入

临时制备的新鲜吉姆萨$S3O1A2%染液中&染色 #"

13>&显微镜观察计数&每鼠计数 # """ 个骨髓嗜多

染红细胞$?L/%&并计算微核率'

#8!8!;小鼠精子畸形率测定

#8!8!8#;灌胃染毒

小白鼠 -" 只&体重 !- <&" P&适应性喂养 # 周

后随机分为正常对照组+模型组+低剂量组+中剂量

组和高剂量组&每组 #" 只&雄性' 各组按等体积灌

胃法分别给以生理盐水+LGk溶液和低+中+高剂量

的?Hb与LGk混合液$表 !%' 每天灌胃 # 次&连续

- U&之后正常饲养 &" U&自由饮食饮水&于首次染毒

后的第 &- 天颈椎脱臼法处死'

表 <;精子畸形实验设计#+]:M$

组别 受试物 灌胃剂量

正常对照组 生理盐水 "8$ 1I

模型组 环磷酰胺 &" 1PĉP

低剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 #8!- PĉPi&" 1PĉP

中剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 !8-" PĉPi&" 1PĉP

高剂量组 牡丹籽油i环磷酰胺 -8"" PĉPi&" 1PĉP

#8!8!8!;制片及精子畸形率测定

取出小白鼠两侧附睾&分离附睾尾部包膜&置于

玻片上轻轻挤压&与适量生理盐水混匀后涂片' 待

涂片干燥后&放入甲醇液中干燥 - 13>&取出晾干'

将涂片于 #D伊红溶液中染色 #- 13>&用自来水轻

轻冲洗&晾干后于显微镜下观察计数&计算精子畸

形率'

#8!8&;肝损伤保护实验

小白鼠 (" 只&雌雄各半&体重 !" <!- P&适应性

喂养 # 周后随机分为正常对照组$#" 只%和 LGk模

型组$-" 只%&分别灌胃给以 "8$ 1I生理盐水和

"F$ 1I生理盐水i&" 1PĉPLGk&连续经口灌胃 $

U后&将LGk组小鼠随机分为 - 组&每组 #" 只&分别

为模型组+阳性对照$联苯双酯%组+?Hb低+中+高

剂量组$表 &%'

表 ?;肝损伤保护实验设计#+]:M$

组别 受试物 灌胃剂量

正常对照组 生理盐水 ;;;"8$ 1I

模型组 环磷酰胺i生理盐水 &" 1PĉPi"8$ 1I

阳性对照组 环磷酰胺i联苯双酯 &" 1PĉPi#-8"" PĉP

低剂量组 环磷酰胺i牡丹籽油 &" 1PĉPi#8!- PĉP

中剂量组 环磷酰胺i牡丹籽油 &" 1PĉPi!8-" PĉP

高剂量组 环磷酰胺i牡丹籽油 &" 1PĉPi-8"" PĉP

;;各组按对应剂量每天灌胃 # 次&连续 $ U&在末

次给予受试物 !, Q后&处死小白鼠&分离肝脏&制备

肝匀浆液' 采用酶联免疫吸附法测定肝组织中谷丙

转氨酶$@IG%+谷草转氨酶$@HG%+还原型谷胱甘肽
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$SHB%+谷胱甘肽过氧化物酶$SHB%?]%+超氧化

物歧化酶$Hb+%和丙二醛$a+@%等指标'

#8!8,;统计学分析

利用JEaH?HH HX2X3AX39A!! 软件对实验数据进

行!检验和单因素方差分析&&o"8"- 为差异显著

性判断标准&结果用 "平均值 h标准差 $Jh%%#

表示'

<;结果与讨论

!8#; 牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠骨髓微核率的影

响"见表 ,$

表 A;牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠骨髓微核率的影响

组别 微核数$个% ?L/$个% 微核率cD

正常对照组 "#8(- h"8-" # "## "8#(- h"8-"

模型组
&!8&& h!8&.

}

# ""&

&8!&& h!8&.

}

低剂量组
"-8'. h#8'-

$

# ""$

"8-'. h#8'-

$

中剂量组
"(8!& h#8!,

$

# "#"

"8(!& h#8!,

$

高剂量组
"(8,( h#8(&

$

# ""-

"8(,( h#8(&

$

;注(与正常对照组相比&}&o"8"-!与模型组相比&

$

&o

"8"-! 下同'

;;由表 , 可以看出&与正常对照组相比&模型组的

微核率显著升高$&o"8"-%&说明环磷酰胺导致小

鼠骨髓微核率显著增加&造模成功!低+中+高剂量组

的微核率显著低于模型组$&o"8"-%&提示牡丹籽

油对环磷酰胺导致小鼠骨髓微核率升高有明显保护

效应!而 & 个剂量组之间微核率没有显著差别$&q

"8"-%'

!8!; 牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠精子畸形率的影

响"见表 -$

表 B;牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠精子畸形率的影响

组别 精子畸形数$个% 精子畸形率cD

正常对照组 "!!8!" h,8&# "!8,# h"8.-

模型组
#".8'& h#"8"&

}

#"8#! h!8-'

}

低剂量组
",!8!- h!8(&

$

"(8"$ h"8'!

$

中剂量组
","8(& h&8(#

$

"-8.$ h"8.&

$

高剂量组
",$8!- h(8(,

$

"(8(# h"8('

$

;;由表 - 可以看出&模型组的精子畸形率显著高

于正常对照组$&o"8"-%&说明环磷酰胺能使小鼠

精子畸形率显著升高!低+中+高剂量组的精子畸形

率显著低于模型组$&o"8"-%&提示牡丹籽油对环

磷酰胺导致小鼠精子畸形率升高有明显保护作用!

而 & 个剂量组之间精子畸形率没有显著差别$&q

"8"-%'

!8&;牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠肝损伤作用的影

响"见表 ($

表 C;牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠肝损伤作用的影响

组别 @HGc$KcP% @IGc$KcP% SHBc$PcI% SHB%?]$活力单位% a+@c$>1:4c1P% Hb+c$Kc1P%

正常对照组 "-8"# h"8.$ ",8," h"8.( #&8!# h#8-" .$8(- h#8-! ".8.$ h#8",

$-8"! h#8.$

$

模型组
##8'" h#8&'

}

#(8!# h#8--

}

"(8-, h#8#&

}

!(8-- h"8,&

}

&&8", h#8&(

}

-#8"# h#8#.

}

阳性对照组
"(8-" h"8(-

$

"(8$- h"8.-

$

##8#- h"8'#

$

'-8!- h&8-&

$

#!8!' h#8#(

$

(.8#- h#8,$

$

低剂量组 #"8!! h#8#&

#"8.- h#8-'

$

".8!$ h"8,,

$

($8', h&8-&

$

#,8,- h#8"$

$

(!8!( h!8-"

$

中剂量组
"'8!' h"8$#

$

2

#"8$& h#8"#

$

"'8., h"8&#

$

(-8!$ h,8!'

$

#-8"! h"8("

$

(!8"$ h#8$&

$

高剂量组
"(8$$ h#8&"

$

2\

#"8(# h"8$'

$

"'8'. h"8-"

$

(,8$$ h&8',

$

#,8!& h!8#.

$

(&8,- h#8'(

$

;注(2表示与低剂量组比较&o"8"-!\表示与中剂量组比较&o"8"-'

;;由表 ( 可以看出&与正常对照组比较&LGk模型

组肝组织 @HG+@IG+a+@水平显著升高 $&o

"F"-%&SHB+SHB%?]+ Hb+水平显著降低 $&o

"F"-%&说明肝损伤模型复制成功' 与模型组相比&

除低剂量组对 @HG的降低无显著作用$&q"8"-%

外&阳性对照组和中+高剂量组对@HG+@IG+a+@水

平均有显著降低作用$&o"8"-%&对 SHB+SHB%

?]+Hb+水平的升高作用达到显著水平$&o"8"-%'

这表明牡丹籽油对于清除自由基+减少脂质过氧化

起到了积极作用&对环磷酰胺导致的小鼠肝损伤有

明显的保护效果' 牡丹籽油各剂量组间比较显示&

中+高剂量组降低@HG水平的作用显著强于低剂量

组&高剂量组降低@HG水平的作用显著强于中剂量

组$&o"8"-%!各剂量组对其余指标的影响在组间

无明显差异$&q"8"-%'

?;结;论

通过骨髓微核实验+精子畸形实验及肝保护实

验&发现牡丹籽油对环磷酰胺致小鼠遗传毒性和肝

损伤有明显的保护作用&适宜进行广泛的开发利用'

本研究所设置的牡丹籽油各剂量组对环磷酰胺致遗

传毒性和肝毒性的保护作用在组间没有很明显的强

弱差异&其剂量反应关系与确切的作用机制&尚待进

一步研究'
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可在细胞层面增强健康小鼠脾淋巴细胞的免疫功

能&以效应G细胞和吞噬细胞为主的迟发性变态反

应结果也证明薏苡仁油也在一定程度上调节健康小

鼠的细胞免疫功能!另一方面&薏苡仁油升高血清溶

血素水平和增强抗体生成&说明在健康小鼠的体内

环境下&经口灌胃的薏苡仁油也能通过增加小鼠的

抗 HeEL抗体生成&从而在体液免疫上发挥作用!

Mj细胞又称自然杀伤细胞&是先天免疫的核心组

成部分&属于非特异性免疫&其活性水平的上升说明

经口灌胃的薏苡仁油可诱导激活健康小鼠的先天免

疫功能&从而迅速发挥增强免疫作用!但经口灌胃的

薏苡仁油并未影响巨噬细胞的吞噬清除能力&说明

薏苡仁油未在此非特异性免疫方面起到促进作用!

薏苡仁油的安全性也得到过证明)#&*

&对机体体重+

器官+脏器无毒性&同时本文采用灌胃给药方式&相

比于静脉给药和腹腔注射给药方式更安全合理'

?;结;论

本文以薏苡仁油连续经口灌胃小鼠 &" U&食用

植物油为对照+测定胸腺指数与脾指数&并进行血清

溶血素实验+抗体生成细胞检测+脾淋巴细胞转化实

验+Mj细胞活性实验+迟发性变态反应实验+碳廓

清实验和腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验' 发现高

剂量组$#8"" PĉP%能显著增强脾淋巴细胞增殖能

力和迟发性变态反应&升高血清溶血素水平&增强抗

体生成能力和Mj细胞活性' 说明薏苡仁油具有增

强小鼠免疫力的作用'
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