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研究报告
三种方法检测和评价美洲商陆叶和果的急性毒性
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摘$要!目的$分别使用经典的小鼠急性经口毒性试验#体外细胞毒性试验及线虫毒性试验三种方法对美洲商陆

叶子和果实进行急性毒性检测和评估" 方法$小鼠急性经口毒性试验中!美洲商陆叶使用一次最大限量法!美洲

商陆果使用霍恩氏法&体外细胞毒性试验使用 LM4$中国仓鼠肺细胞%中性红染色法&线虫毒性试验采用 *? 孔板对

同步化的秀丽隐杆线虫 4’ 期幼虫进行 &’ D 染毒" 结果$小鼠急性经口毒性试验表明美洲商陆叶的小鼠经口最大

耐受剂量$XV9%%&":"" /.8/N‘!为无毒级!而果的 GI)" w%":"" /.8/N‘!为实际无毒!果的小鼠急性毒性大于

叶的毒性&在细胞毒性试验中!叶和果的 J!)"分别为 #:’ 和 ):? !/.]O&在线虫毒性试验中!经 &%):" ]/.]O的美洲

商陆叶染毒 &’ D 后!仍未出现死亡!而果的 G!)" j%?:) ]/.]O" 结论$经典小鼠和线虫染毒模型均显示果的毒性

大于叶的毒性&在细胞毒性试验中!虽然果的细胞毒性略大于叶的毒性!但差别比较微弱" 提示线虫模型比细胞模

型更具有毒性预筛的潜在应用价值"
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CTFIUnYJ!)" \QTQ#:’ JGZ ):? !/.]OTQYWQBUI_QOK(5G !8’:’(#-$JBFUQUŜIBIUKUQYU" UDQZQJUD SCUDQGQ]JUSZQY\JYGSU
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]IGSTZICCQTQGBQ(5U\JYYF//QYUQZ UDJU!8’:’(#-$]SZQODJZ ]STQWTJBUIBJOWSUQGUIJOUDJG )- D)&"%BKUSUŜIBIUK]SZQOSG
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$$美洲商陆$,4A&%:#99# 5/’")9#-# G8%是一种入
侵植物"原产北美洲* 我国大部分地区都有生长"

分布于林旁’路旁’山沟等湿润地带"为多年生草
本植物"高可达 & 米* 叶大"长椭圆形或卵状椭圆
形"质柔嫩#浆果扁球形"熟时紫黑色"易被误食*
目前对商陆属植物的化学成分及药理作用研究较
为清楚的是商陆皂苷类成分* 商陆皂苷具有止
咳’利尿’消肿’抗炎’免疫增强’抗肿瘤等作用 (%) *

但也有报道商陆皂苷是商陆中的主要毒性成
分 (&) "误食可引起多系统的毒性反应"临床表现为
嗜睡或昏迷’惊厥或阵发性痉挛’言语困难’血压
上升’心率减慢’呼吸增快’恶心呕吐’腹痛腹泻
等 (!) * 近些年北京已有因误食商陆而发生食物中
毒的案例"有必要对商陆的急性毒性进行进一步
的试验研究*

由于过去五十年来实验动物的使用遵循 +减
少’替代’优化,!=原则"致死性的啮齿类动物急性
毒性试验动物的福利和伦理问题已成为质疑争议
的焦点"建立发展体外细胞毒性检测体系或非啮齿
类模式生物模型 (’)进行化学品的快速毒性筛检"并
以此来预测啮齿类动物的急性毒性成为该领域的
国际前沿性研究* 本研究分别使用啮齿类动物’模
式生物秀丽隐杆线虫$简称 !8’:’(#-$或线虫%’体
外中国仓鼠肺细胞$LM4%细胞毒性作用三种模型
进行美洲商陆叶子和果实的急性毒性检测及评价*

%$材料与方法
%:%$材料

细胞株&LM4中国仓鼠肺细胞* 培养条件&
$!# ;%% k"二氧化碳浓度为$):" ;%:"% <"%?’"

培养基’%"<胎牛血清均购自美国 +IRBS*
试验啮齿类动物&清洁级昆明种小鼠 )& 只"雌雄

各半"体重 %7:! i&%:? /"购自军事医学科学院实验
动物中心(实验动物生产许可证号&6LsP,$京%&""*,
"""#"实验动物使用许可证号& 6csP$京 % &""7,
"""%)* 动物试验条件&61f级动物室"温度范围 &" i
&) k"相对湿度 ’" i?"<"动物自由摄食饮水*

试验模式生物线虫&采用线虫野生型 E&"参照
文献())进行培养* 线虫在涂布有 789%:)01)" 的
培养基$E+X%上培养*
%:&$方法
%:&:%$样品处理及受试物制备

将北京某郊区收集来的美洲商陆植株用自来
水洗净"于室内通风处自然晾干* 将植株叶子和果
实分别用匀浆机打成浆状物"用双层纱布将液态物
质挤出"以 %" """ T.]IG 离心 %" ]IG"取上清用化学

滤纸过滤"过滤后的液体即为样品* 叶和果的样品
比重均为 %:" /.]O*
%:&:&$小鼠急性经口毒性试验

采用 +N%)%*!!&""!-食品安全性毒理学评价
程序和方法. (?)中急性经口毒性方法* 美洲商陆叶
使用一次最大限量法"&" 只动物"雌雄各半"剂量均
为 &":"" /.8/N‘"按 ":& ]O.%" /N‘经口灌胃给予
受试物* 美洲商陆果使用霍恩氏法"每组 7 只动物"

雌雄各半(#) "试验设计&雌性分别为 ’:?’’%":""’
&%:)"’’?:’" /.8/N‘"雄性分别为 &:%)’’:?’’%":""’
&%:)" /.8/N‘"&’ D 内灌胃% i! 次* 灌胃前禁食
%? D"自由饮水* 灌胃后给予正常饮食"观察 %’ Z"记
录中毒体征及死亡情况*
%:&:!$LM4细胞毒性试验

美洲商陆叶’果剂量设计均为 ":"’%:*’#:7’
!%:!’%&):"’)"":" !/.]O* 使用前分别用 %?’" 培
养基配成 & 倍储存液* 将 LM4细胞均匀接种于
*? 孔板中"%"" !O.孔"%"’细胞.孔"每剂量 ’ 孔"空
白对照加 %"" !O培养液* 培养 &’ D"加 %"" !O不同
浓度样品到染毒孔中"空白对照加 %"" !O培养液*
染毒 &’ D"加入中性红溶液$&)" !/.]O%)" !O"继续
培养 & D"加入抽提液 $)" ]O无水乙醇 @% ]O醋
酸 @’* ]O超纯水% %"" !O"室温放置 &" ]IG"轻轻
摇晃使色素均匀析出"使用酶标仪在 )’" G]处测
定吸光度*
%:&:’$线虫毒性试验

美洲商陆叶剂量设计为 "’&%:)’’?:’’%"":"’
&%):" ]/.]O"美洲商陆果为 "’’:?’’%":"’&%:)’’?:’
]/.]O* 使用前分别用 P,]IZIF]配成 & 倍储存液*
将同步化的 4’ 期幼虫加到 *? 孔板上"约 ’" 只.孔"

每剂量 ’ 孔* 显微镜下计数每孔中的线虫死亡数目
和总数目"分别记为K"和K* 将配制好的各受试物依
次加入到 *? 孔板中"&’ D 后计数线虫死亡总数"记为
K&’

(7) "死亡率$<% j(K&’ eK")+(KeK") g%""<*
%:!$统计学分析

小鼠急性经口毒性试验通过霍恩氏法计算表
获得半数致死剂量 $ GI)" %"细胞毒性试验使用
+TJWD1JZ 1TIY]?:" 软件进行非线性回归,四参数法
计算半数抑制剂量$J!)" %"线虫毒性试验使用 6166
%!:" 软件经 WTSRIU分析得出半数致死浓度$ G!)" %*

线虫和细胞毒性试验中"各组死亡率比较使用 6166
%!:" 软件进行单因素方差分析*

&$结果
&:%$小鼠急性经口毒性试验结果

美洲商陆叶使用一次最大限量法"经口灌胃给
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予受试物后"动物生长良好"进食正常"未见中毒体
征及死亡"大体解剖未见异常* 故雌’雄性小鼠经
口最大耐受剂量 $XV9%均 w&" ]/.8/N‘* 根据
+N%)%*!!&""! 中急性毒性分级标准判定"美洲商
陆叶小鼠急性经口毒性属无毒*

美洲商陆果使用霍恩氏法"结果见表 %* 给受
试物后"雌性 ’:?’ 和 %":"" /.8/N‘剂量组受试
动物出现呆滞少动"第 ! 天两剂量组各死亡 % 只#
&%:)" /.8/N‘剂量组受试动物出现腹泻’呆滞少
动"’ D’第 % 天’第 & 天各死亡 % 只#’?:’" /.8/
N‘剂量组受试动物出现腹泻’呆滞少动"’ D 死亡
% 只"第 % 天死亡 & 只"第 & 天死亡 % 只* 雄性
&:%) /.8/N‘剂量组受试动物未见异常#’:?’ 和
%":"" /.8/N‘剂量组受试动物出现呆滞少动"第
% 天各死亡 % 只#&%:)" /.8/N‘剂量组受试动物
出现腹泻’呆滞少动"’ D 死亡 % 只"第 % 天死亡
& 只"第 & 天死亡 % 只* 第 ! 天后存活动物恢复正
常* 死亡动物尸检未见异常"存活动物大体解剖未
见异常* 查表受试物对小鼠急性经口半数致死量
GI)"为雌性 %&:*" /.8/$*)<J!&):7" i&7:# /.8/%"
雄性 %":"" /.8/$*)<J!&):7% i%#:& /.8/%* 根据
+N%)%*!!&""! 中急性毒性分级标准判定"美洲商
陆果急性经口毒性属实际无毒*

表 %$美洲商陆果急性经口毒性试验结果$- j’%

VJROQ%$2BFUQSTJOUŜIBIUKUQYUTQYFOUSCUDQCTFIUYSC

,4A&%:#99# 5/’")9#-# G8
性别 剂量.$/.8/N‘% 死亡数.只

雌性

雄性

’:?’ %
%":"" %
&%:)" !
’?:’" ’
&:%) "
’:?’ %
%":"" %
&%:)" ’

&:&$LM4细胞毒试验结果
LM4细胞经美洲商陆叶和果染毒 &’ D 后$结果见

表 &%"计算得J!)"分别为 #:’ 和 ):? !/.]O* 各剂量组
与对照组相比"差异均有统计学意义$,l":"%%*
&:!$线虫毒性试验结果

线虫经浓度分别为 "’&%:)’’?:’’%"":"’&%):"
]/.]O的美洲商陆叶染毒 &’ D 后"仅 %"":" ]/.]O
剂量组出现死亡"死亡率 ":#<"其余各组均未出现
死亡"与对照组比较差异无统计学意义$,w":")%*
线虫经浓度分别为 "’’:?’’%":"’&%:)’’?:’ ]/.]O
的美洲商陆果染毒 &’ D后"出现死亡"经 WTSRIU分析得
G!)" j%?:) ]/.]O"*)<J!为 %%:* i&!:! ]/.]O* 结果
见表 !*

表 &$美洲商陆的细胞毒性试验结果$$0;$%

VJROQ&$J- D)&"%BKUSUŜIBIUKUQYUTQYFOUSC,4A&%:#99# 5/’")9#-# G8

美洲商陆 剂量.$!/.]O% 抑制率.<

叶

果

":" ":" ;7:7
%:* ’":% ;&:&!!

#:7 )&:" ;#:#!!

!%:! 7):* ;%:%!!

%&):" 7):" ;%:&!!

)"":" 7):! ;":&!!

":" ":" ;":"
%:* ’’:! ;%:#!!

#:7 )!:& ;%:’!!

!%:! #):* ;%&:"!!

%&):" 7):& ;%:’!!

)"":" 7!:& ;!:#!!

注&!!为与对照组比较",l":"%

表 !$美洲商陆的线虫毒性试验结果$$0;$%

VJROQ!$!8’:’(#-$UŜIBIUKUQYUTQYFOUSC,4A&%:#99# 5/’")9#-# G8

美洲商陆 剂量.$]/.]O% 线虫数量.个 死亡率.<

叶

果

":" ’’ ;) ":" ;":"
&%:) ’& ;! ":" ;":"
’?:’ ’) ;! ":" ;":"
%"":" ’) ;7 ":# ;%:!
&%):" ’* ;! ":" ;":"
":" ’’ ;) ":" ;":"
%:* ’? ;) !:’ ;&:7
#:7 ’’ ;# ":" ;":"
!%:! ’! ;? 7):? ;*:7!!

%&):" !# ;7 *?:% ;#:*!!

注&!!为与对照组比较",l":"%

!$讨论
经典急性经口毒性试验使用动物数量多"且费

时费力"因此发展体外细胞毒性试验或模式生物毒
性模型来预测化学品的啮齿类动物急性毒性是今
后化学品毒性筛检和安全性评估领域的发展方向*

&"%" 年 # 月" 欧 洲 经 济 合 作 与 发 展 组 织
$03L9%在总结了国际上开展的多项化学品体外
细胞毒性和体内动物致死性之间关系的研究和验
证结果基础上"正式发布了+利用细胞毒性试验预
测急 性 经 口 毒 性 试 验 的 初 始 剂 量 , 的 导 则
ES:%&* (*) * 该导则利用 N24N.B小鼠 !V! 成纤维
细胞和人正常皮肤角质细胞$EMP%的细胞毒性中
性红试验来预测大小鼠的急性经口毒性试验的初
始剂量"从而达到减少动物用量的目的* 但整体
动物和细胞培养体系的差异导致该试验有一定的
局限性"具体表现在细胞内部和动物体内对化学
品的吸收’分布’代谢’排泄的差异* 如与整体动
物试验相比"在细胞试验中"化学品直接作用于靶
细胞"唯一需要穿过的膜为细胞膜及亚细胞器膜#
细胞分泌的任何物质都存在于培养基中并影响其
他细胞#!V! 细胞和 EMP细胞几乎没有代谢外源
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化学物的能力#神经或心血管毒性化学品不会在
体外细胞中产生类似毒性"而化学品单次大剂量
急性中毒"动物多死于中枢神经系统及心血管功
能障碍 (%") * 因此在细胞毒性试验体系之外"发展
新的体内低等模式生物毒性模型是必要的*

秀丽隐杆线虫的遗传背景清楚’生命周期短’
虫体小且半透明易于观察"易于培养成本低"是生
命科学研究中重要的模式生物* 在使用线虫进行
的毒理学研究中"目前主要进行的是线虫的生态毒
理学及毒性机制研究"包括重金属和环境污染物对
线虫的毒性作用及机制研究 (%% e%&) * 近年来"基于动
物试验遵循+减少’替代’优化,的 !=原则"美国国
家环境健康科学研究所’国家人类基因组研究所’
美国环保局以及药监局进行了称之为 +V0s&%,的
毒理学合作项目"旨在使用包括线虫在内的低等多
细胞生物进行化学品高通量的筛选检测"并以此来
预测化学品的啮齿类动物急性毒性 (%!) * 与体外细
胞毒性试验相比"线虫为整体动物"具备很多高等
动物具有的生理过程’应激反应和中间代谢酶等#
线虫虽不具备心血管系统"但有复杂的神经系统"

是研究神经毒理学的良好模型 (%’ e%)) * 因此推测该
模式生物在化学品毒性检测方面比体外细胞毒性
试验具有更多优势* 近年来 NSKZ 等 (%?)测定了 # 种
化学物质对线虫的繁殖毒性"发现线虫的毒性效应
与这些毒物对啮齿类动物的致死率高度相关#
6WTJGZS等 (%#)采用亚砷酸钠’氟化钠’咖啡因’丙戊
酸’硼酸钠和 9X60染毒线虫"? 种化学品中有 ) 种
的线虫毒性与大鼠经口 GI)"毒性等级的排序一致#

本试验前期研究中对 &% 种不同毒性等级的化学品
进行线虫毒性试验发现"线虫 G!)"与大鼠 GI)"有相

关性$"j":77)",l":"%% (7) * 这些结果提示"线虫
模型在预测化学品对啮齿类动物的急性毒性方面
有潜在的应用价值*

本次研究对我国易引起误食的植物!!!美洲
商陆叶子和果实的急性毒性效应分别使用经典的
小鼠急性经口毒性试验’体外细胞毒性试验及线虫
毒性试验三种方法进行了检测* 小鼠急性经口毒
性试验证实美洲商陆叶 XV9%&" /.8/N‘"为无毒
级"而果的 GI)"为 %" i%) /.8/N‘"为实际无毒#在线
虫毒性试验中"经 &%):" ]/.]O美洲商陆叶染毒 &’ D

仍未出现死亡"而果的 G!)" j%?:) ]/.]O* 两个染毒
体系均显示果的毒性大于叶的毒性* 在细胞毒性试
验中"使用LM4细胞染毒 &’ D 并采用中性红法检测"

结果为叶和果的 J!)"分别为 #:’ 和):? !/.]O"虽然
果的细胞毒性略大于叶的毒性"但差别比较微弱*
这说明"在本试验条件下"对于美洲商陆这种具有

复杂成分的有毒植物的毒性比较研究中"体内线虫
模型比体外细胞模型的毒性试验结果更接近经典
小鼠毒性试验结果"提示线虫模型比细胞模型更具
有毒性预筛的潜在应用价值*

尽管线虫模型在化学品的毒性筛检方面有一
些初步的探索性研究"但如何应用线虫建立化学
品的快速毒性筛检及评价体系"并以此来预测化
学品的啮齿类动物整体急性毒性"是当前国际范
围内化学品毒性评价和风险管理中所面临的极具
吸引力和富有挑战的关键科学问题"也是下一步
的研究目标* 同时"本实验室下一步将严格按照
03L9导则 ES:%&* 进行细胞毒性试验"规范试验
标准操作规程"通过细胞毒试验得出的啮齿类动
物急性毒性的预测剂量与实际 GI)"比较"计算预
测结果的准确率"并在此基础上进行细胞毒性和
线虫毒性两种方法的比较"寻找进行化学品毒性
分级的最佳预筛方法*
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UŜIBSOS/K(H)(VŜIBSO6BI"&""7"%"?$%% &),&7(

( ) )$NTQGGQT6(VDQ/QGQUIBYSC!#’-%"4#3@)&)$’:’(#-$(H)(+QGQUIBY"

%*#’"##$%% &#%,*’(

( ? )$中华人民共和国卫生部"中国国家标准化管理委员会(+N

%)%*!!&""! 食品安全性毒理学评价程序和方法( 6)(北京&

中国标准出版社"&""’(

( # )$李寿祺(毒理学原理与方法(X)(& 版(四川&四川大学出版

社"&""!&!)%,!)&(

( 7 )$45c"+20 6"H5E+M X"QUJO(LSTTQOJUISG SCBDQ]IBJOJBFUQ
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研究报告
纳豆粉对小鼠免疫调节作用的试验研究

彭亮!王彦武!傅伟忠!何励!覃辉艳!姚思宇
!广西壮族自治区疾病预防控制中心"广西 南宁$)!""&7$

摘$要!目的$探讨纳豆粉对小鼠的免疫调节作用" 方法$以不同剂量的纳豆粉连续经口给予小鼠 !" Z!然后通

过细胞免疫#体液免疫#吞噬系统功能#自然杀伤细胞活性 ’ 个方面的试验结果评价纳豆粉对小鼠免疫系统的作

用" 结果$纳豆粉能够增强小鼠的脾淋巴细胞增殖#转化作用!提高小鼠的迟发型变态反应程度!促进小鼠的抗体

生成细胞增殖!提高小鼠的血清溶血素水平!增强小鼠的单核,巨噬细胞碳廓清能力和腹腔巨噬细胞吞噬能力!对

自然杀伤细胞活性无明显影响" 结论$纳豆粉可提高小鼠的免疫力"

关键词!纳豆& 免疫调节& 小鼠& 毒理学试验
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$$纳豆是由大豆接种纳豆芽孢杆菌发酵后制成
的食品"风味独特"营养丰富"在日本有近千年的食
用历史* 近年来也开始受到我国消费者的青睐*
现代医学研究发现"纳豆具有多种保健功效"如调
节血脂血糖’抗衰老’增强免疫力’预防骨质疏松
等 (% e&) * 纳豆可加工制成咀嚼片’调味料’饼干’粉

剂等* 但有专家提出"纳豆的保健功能功效因子$如
纳豆激酶’纳豆异黄酮等%"多存在于新鲜纳豆外表层
的黏液中"若将纳豆制成干品"其保健功效就会降低*
为验证纳豆干品的保健功效"本研究拟以纳豆粉为受
试物"小鼠为受试对象"观察纳豆粉对小鼠免疫功能
的影响"为其开发利用提供试验依据*

%$材料与方法
%:%$材料
%:%:%$样品

纳豆粉$上海诺金科生物科技有限公司%"基本


