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论著
不同途径和剂量环磷酰胺建立小鼠免疫抑制模型的对比研究
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摘$要!目的$比较 # 种不同剂量和不同方式给予环磷酰胺诱导正常小鼠免疫抑制的 # 种方法!选择合适的免疫

抑制动物模型以评价受试物的免疫毒性% 方法$选择雌性 X/0X@Z小鼠!设 ! 个对照组#每日灌胃蒸馏水$和 # 个

环磷酰胺组#灌胃组每天 #6 AJ@UJXk&腹腔注射 ! 组每天 #6 AJ@UJXk&腹腔注射 5 组!先连续注射 7 S!后每周注

射一次!注射剂量为 E6 AJ@UJXk&腹腔注射 7 组!试验结束前 5# G 一次性注射 566 AJ@UJXk$!试验周期为 76 S%

观察不同剂量及不同途径给予环磷酰胺后对小鼠免疫病理学"体液免疫"细胞免疫"非特异性免疫等各项免疫指标

的影响% 结果$# 个环磷酰胺组的小鼠免疫器官重量"外周血白细胞计数及其淋巴细胞百分比"血清免疫球蛋白水

平"外周血 X淋巴细胞百分比"脾空斑形成细胞数"5# G 小鼠足跖厚度变化"脾 :淋巴细胞和 X淋巴细胞增殖能力

较对照组均有不同程度下降!全血中性粒细胞百分比均高于对照组% 环磷酰胺灌胃组和注射 ! 组可刺激全血 (O

细胞百分比较对照组明显升高!而注射 5 组和 7 组的 :G 细胞百分比和 %2# m@%2E m值均高于对照组!其差异分别

具有统计学意义#Aq6968$% 此外!环磷酰胺灌胃组和注射 ! 组还可引起动物体重下降"肝脏相对重量降低"血清

谷丙转氨酶"血糖"甘油三酯的改变% 对于试验所测定的大部分指标!注射 5 组和注射 7 组之间比较差异无统计学

意义#Ai6968$% 结论$环磷酰胺的 # 种给予方式均可诱导动物免疫抑制!但于试验结束前 5# G 一次性腹腔注射

566 AJ@UJXk环磷酰胺为最合适的免疫抑制动物模型造模方法%
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$$免疫系统由免疫器官(免疫细胞和免疫分子
组成$在机体中承担着抗感染(抗肿瘤等重要作
用’ 在某些情况下$免疫系统是容易受到攻击的
靶器官$在其他器官系统尚未观察到毒性作用时$
免疫系统可能已经受到损害$如免疫病理学改变(
细胞免疫异常(体液免疫异常(特异性免疫改变或
宿主抵抗力下降等’ 因此$免疫系统的效应变化
是某些危害的毒理学安全性评价中较为敏感的指
标’ 目前$许多国家和国际权威机构已建立了适
合于本国的免疫毒性检测方案$因此在我国建立
快速(灵敏的免疫毒理学安全评价的检测方法非
常必要 )! g#* ’ 环磷酰胺 "ZLZWK[GKT[GFABSM$%=#是
一种细胞毒性化疗药物$同时属于烷化剂类免疫
抑制剂$可破坏 2(/结构$阻断复制$从而导致细
胞死亡’ 因环磷酰胺具有较强的免疫抑制作用$
故在免疫毒理学中是制备免疫抑制模型的常用阳
性物 )5$8* ’ 本研究旨在对环磷酰胺 # 种不同给予
方法和剂量对正常小鼠的免疫病理学(细胞免疫(
体液免疫和非特异性免疫等指标的影响进行比
对$从而建立合适的免疫毒性动物模型$并为我国
免疫毒性评价方法的建立提供参考依据’

!$材料与方法
!9!$材料
!9!9!$实验动物及饲养

选用 *=1级雌性 X/0X@Z小鼠$体重 !E d55 J$
购自北京华阜康生物科技股份有限公司 )许可证
号%*%;O"京#566"<666b*$饲养于中国疾病预防控
制中心营养与食品安全所南纬路动物房 )许可证
号%*3;O"京#566E<66!b*’
!9!95$主要仪器与试剂

%,5恒温培养箱(酶联免疫检测仪(流式细胞
仪(生物显微镜’

环磷酰胺"江苏恒瑞医药股份有限公司#’ 绵
羊红细胞 "北京兰伯瑞生物技术有限责任公司#$
1’:%标记的抗小鼠 %27 抗体(/=%标记的抗小鼠
%2!" 抗体(=)标记的抗小鼠 %2#" 抗体(/=%标记
的抗小鼠 %2# 抗体(=)标记的抗小鼠 %2E 抗体(红
细胞裂解液(小鼠 %X/细胞因子试剂盒"均来自 X2
公司#$小鼠免疫球蛋白 )0’*/试剂盒"4MCkFL公

司#等’
!95$方法
!959!$试验分组

分为 b 个免疫组$每个免疫组设 8 个试验组$即
! 个对照组"每日灌胃蒸馏水#和 # 个环磷酰胺组
"分别为环磷酰胺灌胃组$每日灌胃剂量为 #6 AJ@
UJXk&环磷酰胺腹腔注射! 组$每日注射剂量为
#6 AJ@UJXk&环磷酰胺腹腔注射5 组$先连续注射
7 S$后每周注射一次$注射剂量为 E6 AJ@UJXk&环
磷酰胺腹腔注射 7 组$试验结束前 5# G 一次性注射
剂量为 566 AJ@UJXk#’ 动物经适应性饲养 7 S 后
按体重随机分组$每组 !6 只动物$按组分笼饲养$自
由进食和饮水’ 试验周期为 76 S’
!9595$测定指标

动物喂养 76 S 后测定各项指标’ 免疫 ’组%血
液学(体重和脏器重量的测定&免疫 ’’组%血清免疫
球蛋白(对有丝分裂原 0=* 的反应(对有丝分裂原
%KC/的反应((O细胞活性测定&免疫 ’’’组%脾空斑
形成细胞试验&免疫 ’n组%血生化(全血免疫细胞表
型分析((O细胞活性测定&免疫 n组%血清溶血素
的测定&免疫 n’组%迟发型变态反应&免疫 n’’组%
巨噬细胞功能测定’
!95959!$一般毒性指标和免疫病理学指标

小鼠体重及脏器系数%每周称取 5 次动物体
重$以调整灌胃量$并记录试验结束时动物体重’
眼眶内眦静脉放血处死动物后$迅速取脏器并称
重’ 称取肝脏(肾脏(脾脏(胸腺和淋巴结"包括颈
部淋巴结(腋下淋巴结和肠系膜淋巴结 #重量$并
计算其脏体比’

血液学指标%动物处死前眼眶内眦静脉取血$
)2:/<O5抗凝血$测定白细胞计数 "kX%#(淋巴细
胞"03V#及其百分比(单核细胞 "V,(#及其百分
比(中性粒细胞"()-:#及其百分比(嗜酸性粒细胞
"),*#及其百分比(嗜碱性粒细胞"X/*#及其百分
比(红细胞计数".X%#(血红蛋白"&4X#(红细胞压
积"&%:#(平均红细胞压积"V%n#(平均红细胞血
红蛋 白 " V%&#( 平 均 红 细 胞 血 红 蛋 白 浓 度
"V%&%#(红细胞宽度".2k#(血小板"=0:#(凝血
酶原消耗试验 "=%:#(平均血小板压积 "V=n#(血
小板宽度"=2k#’
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血生化指标%动物处死前眼眶内眦静脉取血$
# 666 ?@ABC离心 !6 ABC$分离血清’ 测定谷丙转氨
酶"/0:#(谷草转氨酶"/*:#(总蛋白":=#(白蛋白
"/0X#(碱性磷酸酶 "/0=#(血糖 "40-#(尿素氮
"X-(#(肌酐 "%.)#(胆固醇 "%&,#(甘油三酯
":4#(钙"%F#(钾"O#(钠"(F#’

外周血淋巴细胞表型分析%动物处死前眼眶内
眦静脉取血$)2:/<O5抗凝$每只设定 5 支流式试管
进行测定$每管加入 86 !W抗凝血’ 在 5 管中分别
加入 %27@%2!"@%2#" 和 %27@%2#@%2E 不同荧光
素标记的单克隆小鼠抗体’ 轻轻混匀$室温下避光
保存 56 ABC’ 每管加入 5 AW1/%* 红细胞裂解液$
漩涡混匀$室温下避光保存 56 ABC’ ! 566 ?@ABC 离
心 8 ABC$弃去上清液’ 每管再加入 5 AW=X*$! 566
?@ABC 离心 8 ABC$弃去上清液’ 加入 698 AW=X* 混
匀后上流式细胞仪检测细胞$%MWWNHMTQ软件获取分
析细胞$每个检测获取 !6 666 个细胞’
!959595$体液免疫

血清免疫球蛋白测定%按试剂盒提供的 )0’*/
法测定血清 ’J4(’JV和 ’J/水平$向酶标板内加入
阴性对照(标准品或经稀释的待测血清样品!66 !W$

做复孔’ 酶标板加上覆膜$水平放置$室温孵育 D6
ABC’ 弃去液体$甩干$用洗涤液洗涤 # 次$甩干’ 每
孔加酶标抗体 !66 !W$加上覆膜$室温避光孵育 76
ABC’ 弃去液体$甩干$用洗涤液洗涤# 次$甩干’ 每
孔加 :VX底物溶液 !66 !W$室温避光孵育 !6 ABC’
依序每孔加终止溶液 !66 !W$终止反应’ 用酶标仪
在 #86 CA波长处测定各孔的光密度值",2值#’

抗体生成细胞数检测和 &%86值测定%参照 /保

健食品检验与评价技术规范0"5667 版# )D*测定’
!959597$细胞免疫

刀豆蛋白 /"%KC/#诱导脾 :淋巴细胞增殖和脂
多糖"0=*#诱导 X脾淋巴细胞增殖试验%无菌取脾$
置于盛有 &FCUuT液的平皿中$用 # 层纱布将脾磨碎$

制成单细胞悬液$移入带盖的无菌试管中$用 &FCU.T
液洗 5 次$每次 ! 666 ?@ABC 离心 !6 ABC$然后将细胞
悬浮于 ! AW完全培养液$计数细胞$调整细胞浓度为
7 h!6D 个@AW’ 将每份脾细胞悬液平行 7 孔加入
5# 孔培养板$每孔 ! AW’ ! 孔加 b8 !W%KC/液"!66
!J@AW#$! 孔加 b8 !W0=* 液"#66 !J@AW#$另 ! 孔作
对照’ 置 7b c(8e %,5孵箱中培养 b5 G’ 培养结束
前 # G$每孔轻轻吸去上清液69b AW$加入 69b AW不含
小牛血清的 .=V’!D#6 培养液$同时加入 V::
"8 AJ@AW#86 !W@孔$继续培养 # G’ 培养结束后$每
孔加入 ! AW酸性异丙醇$吹打混匀’ 然后分装到
"D 孔培养板中$每个孔作 7 个平行孔$用酶标仪在

8b6 CA波长处测定各孔的 ,2值)D* ’

迟发型变态反应 "足跖增厚法#%小鼠用 5e
"!"!#*.X%腹腔注射免疫$每只小鼠注射 695 AW’
免疫后 # S$用游标卡尺测量左后足跖部厚度$然后
在测量部位皮内注射 56e"!"!#*.X%56 !W’ 注射
后 5# G 再次测量左后足跖部厚度$每只动物测量 7
次$取平均值’ 以攻击前后足跖厚度的差值来表示
2:&的程度 )D* ’
!95959#$非特异性免疫

巨噬细胞功能测定 "小鼠碳廓清试验 # %小鼠
尾静脉注入稀释的墨汁 " !6 AW@UJXk#后 5 和
!6 ABC$分别从小鼠内眦静脉丛取血 56 !W$并立即
将其加到 5 AW69!e的 (F5%,7溶液中’ 用酶标仪
在D66 CA波长处测定 ,2值’ 处死小鼠$取肝脏与
脾脏$用滤纸吸干脏器表面血污$称重’ 以吞噬指
数表示小鼠碳廓清的能力$吞噬指数计算方法%
Bf"WJ,2! gWJ,25 # @"25 g2! # $,2!为 2!时的 ,2

值$,25为 25的 ,2值$吞噬指数 )D* % f体重@"肝

重 m脾重# hB! @7 ’
(O细胞活性试验%制备效应细胞%小鼠脾细胞用

.=V’!D#6 完全培养液调整浓度为 5 h!6b 个@AW’

靶细胞传代%试验前 5# G 将3/%细胞进行传代培养$
应用前以 &FCU.T液洗 5 次$用 .=V’!D#6 完全培养
液调整细胞浓度为 # h!68 个@AW’ 效应细胞和靶细
胞之比为 86>!’ 反应孔加靶细胞和效应细胞各
!66 !W于 -形 "D 孔板$靶细胞自然释放孔加靶细胞
和培养液各 !66 !W$靶细胞最大释放孔加靶细胞和
598e :?BQKC 溶液各 !66 !W$每样做 7 个平行孔’
7b c(8e %,5培养 # G’ 培养结束后$! 866 ?@ABC 离
心 8 ABC$每孔吸取上清 !66 !W置于平底"D 孔板中$
同时加入 02&基底液 !66 !W$室温避光反应 7 ABC
后$每孔加入 86 !W! AKW@0的 &%W溶液终止反应’
用酶标仪在 #"6 CA波长处测定各孔的 ,2值’ 用下
列公式计算%(O细胞活性"e# f"反应孔,2值 g靶
细胞自然释放孔 ,2值#@"最大释放孔 ,2值 g靶细
胞自然释放孔 ,2值# h!66e)D* ’
!97$统计学分析

采用 *=** !b96 统计软件对试验数据进行单因
素方差分析或非参数检验’

5$结果
59!$一般毒性指标和免疫病理学指标
59!9!$对小鼠体重及脏器系数的影响

由表 ! 可见$第 !(5(7(# 周$环磷酰胺灌胃组(
注射 ! 组和注射 5 组动物体重均出现不同程度下
降$虽然注射 5 组在第 ! 周体重下降最为明显$并且
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$$ 表 !$环磷酰胺对小鼠每周体重的影响" #CD*#

:FPWM!$)RRMZQTKR%=KC ‘MMUWLPKSL‘MBJGQBC ABZM
组别 第 6 周 第 ! 周 第 5 周 第 7 周 第 # 周

对照组 !"9b l69b !"95 l69EP$Z$S 5695 l!96P$Z$S 5696 l!95P$Z$S 5696 l!97P$Z

环磷酰胺灌胃组 !"9E l!9# !D9D l!9#F$S$M !b9E l!9DF$M !b9D l!97F$M !E9! l!9DF$M

环磷酰胺注射 ! 组 !"9E l69" !D9" l!9EF$S$M !E96 l!98F$M !b97 l!98F$M !b9b l!9bF$M

环磷酰胺注射 5 组 !"95 l!96 !89! l59!F$P$Z$M !b9D l!9bF$M !b9D l!9#F$M !E9E l!9#

环磷酰胺注射 7 组 !"9# l!97 !"9D l!9!P$Z$S !"9E l69"P$Z$S 569! l!95P$Z$S 5696 l!96P$Z

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

较灌胃组和注射 ! 组差异均具有统计学意义"Aq
6968#$但其第 # 周体重较对照组差异无统计学意义
"Ai6968#’ 而注射 7 组在试验周期内体重变化较
对照组差异不具有统计学意义"Ai6968#$并且均
高于其他给药组’

由表 5<! 和 5<5 可见$终体重%灌胃组和注射 !
组动物终体重下降最为明显$较对照组(注射 5 组和
注射 7 组差异均具有统计学意义 "Aq6968 #’ 肝
脏%灌胃组和注射 ! 组的肝脏相对重量与对照组比
较差异具有统计学意义"Aq6968#$且注射 ! 组的
肝脏相对重量最大’ 肾脏%注射 ! 组的肾脏绝对重
量明显下降$与对照组(注射 5 组和注射 7 组比较均

具有统计学意义"Aq6968#’ 灌胃组的肾脏相对重
量最大$较对照组差异有统计学意义 "Aq6968 #’
脾脏%# 个给药组的脾脏绝对重量均低于对照组$差
异具有统计学意义"Aq6968#$注射 5 组和注射 7
组的脾脏相对重量与对照组比较差异具有统计学
意义"Aq6968#$且注射 7 组的两项指标均最低’
胸腺%# 个给药组的胸腺绝对和相对重量与对照组
比较差异均有统计学意义"Aq6968#$灌胃组和注
射 ! 组胸腺的绝对和相对重量较低’ 淋巴结%除注
射 7 组淋巴结绝对重量较对照组差异有统计学意义
"Aq6968#外$其他各组之间绝对和相对重量差异
均无统计学意义"Ai6968#’

表 5<!$环磷酰胺对小鼠终体重和主要器官重量的影响"#Cl*#

:FPWM5<!$)RRMZQTKR%=KC RBCFWPKSL‘MBJGQFCS K?JFC ‘MBJGQTBC ABZM

组别
终体重
"J#

肝脏 肾脏

绝对重量
"J#

相对重量
"e#

绝对重量
"J#

相对重量
"e#

对照组 !E98 l69"P$Z 69b!" l696D# 79EED l695D5 P$Z 69555 l696!#Z !956! l696bD P

环磷酰胺灌胃组 !D96 l!9DF$S$M 69b68 l696"6 #9#!# l697!!F 6956b l696!8 !976# l69D87F

环磷酰胺注射 ! 组 !895 l69EF$S$M 69b#6 l69!86 #9"!6 l!9!5!F$S$M 69!"7 l696!8F$S$M !95bb l69!6b

环磷酰胺注射 5 组 !b98 l!95P$Z 69b86 l69688 #95"5 l69#67Z 695!D l695!7Z !95#6 l69!DD

环磷酰胺注射 7 组 !b9D l69"P$Z 69b6E l69#5b #967D l695!8Z 695!D l696!8Z !955E l696b#

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

表 5<5$环磷酰胺对小鼠终体重和主要器官重量的影响"#Cl*#

:FPWM5<5$)RRMZQTKR%=KC RBCFWPKSL‘MBJGQFCS K?JFC ‘MBJGQTBC ABZM

组别
脾脏 胸腺 淋巴结

绝对重量
"J#

相对重量
"e#

绝对重量
"J#

相对重量
"e#

绝对重量
"J#

相对重量
"e#

对照组 696b! l696!b P$Z$S$M 697E5 l696E# S$M 6967# l696!6 P$Z$S$M 69!E! l6968b P$Z$S$M 6966" l6966#M 696#" l69657

环磷酰胺灌胃组 696#E l696!5F$M 6976# l696b#M 6966E l69667F$S$M 69687 l696!8F$S$M 6966b l69668 696#8 l6965"

环磷酰胺注射 ! 组 696#b l696!DF 6976b l69!6EM 6966" l69668F$S$M 6968E l6967EF$S$M 6966D l69667 696#5 l696!b

环磷酰胺注射 5 组 696#b l69655F 695b! l69!7bF 69656 l6966DF$P$Z 69!!! l69675F$P$Z 6966D l69667 69678 l696!D

环磷酰胺注射 7 组 6967# l6966DF$P 69!"! l6967!F$P$Z 6965! l6966bF$P$Z 69!!E l696#!F$P$Z 69668 l69667F 69676 l696!D

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

59!95$对血液学指标的影响
由表 7<!(7<5 和 7<7 可见$# 个环磷酰胺给予组

动物的 kX%(03V百分比(()-:百分比较对照组
差异均具有统计学意义"Aq6968#’ 其中$灌胃组
的 kX%最低$注射 7 组的 03V 百分比最高而
()-:百分比最低’ 灌胃组(注射 ! 组和注射 5 组

的 X/* 百分比(V%&%和 .2k水平较对照组差异
均具有统计学意义"Aq6968#’ 注射 ! 组 =0:水平
明显升高$而 03V百分比降低较明显$与对照组比
较差异均具有统计学意义"Aq6968#’
59!97$对血生化指标的影响

由表 #<! 和 #<5 可见$环磷酰胺注射 ! 组动物血
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$$ 表 7<!$环磷酰胺对小鼠血液学指标的影响"#Cl*#

:FPWM7<!$)RRMZQTKR%=KC GFMAFQKWKJL[F?FAMQM?TBC ABZM

组别
kX%

" h!6" @0#
.X%

" h!6!5 @0#
&4X
"J@0#

&%:
"e#

V%n
"R0#

V%&
" [J#

V%&%
"J@0#

对照组 b9#8 l!9E!P$Z$S$M "9Db l!9!E !889" l!E98 #89" l898 #b98 l69b !D9! l697 77"9E lb9EP$Z$S

环磷酰胺灌胃组 59b8 l69E6F$S "9D6 l!9D7 !b69b l5"9# #b95 lb9b #"95 l!96 !b9E l69" 7D!95 l!897F$S$M

环磷酰胺注射 ! 组 79!# l!9!DF !69!E l!986 !b89! l579! #"97 lb95 #E98 l!9# !b97 l69b 78D9! l"98F

环磷酰胺注射 5 组 #9#E l595DF$P !6968 l!9!8 !D"96 l5695 #E95 l89E #E96 l!97 !D9" l69" 7869# l!!9EF$P

环磷酰胺注射 7 组 79E! l!9"EF !69b6 l59!! !bD97 l7b97 869b l"9" #b98 l69" !D9# l69# 7#D97 l!69EP

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

表 7<5$环磷酰胺对小鼠血液学指标的影响"#Cl*#

:FPWM7<5$)RRMZQTKR%=KC GFMAFQKWKJL[F?FAMQM?TBC ABZM

组别
.2k
"e#

=0:
" h!6" @0#

=%:
"e#

V=n
"R0#

=2k
"e#

对照组 !797# l6977P$Z$S b!79E lE"96Z 69!E l6967 59#b l697"M !b9bE l69b5

环磷酰胺灌胃组 !895E l69E!F$S$M b8E98 l5!!96 6956 l696b 598E l69#8 !b95b l69ED

环磷酰胺注射 ! 组 !#9b" l69EDF$M E679" l!D#97F 6955 l696D 59b8 l69#D !b9## l69D7

环磷酰胺注射 5 组 !#958 l69"6F$P b"595 l5#E9b 695! l696# 59Db l69#D !b97" l69Db

环磷酰胺注射 7 组 !79D7 l697"P$Z DEb9# l!689E 6956 l6968 59EE l697DF !b9D" l69E8

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

表 7<7$环磷酰胺对小鼠血液学指标的影响"#Cl*#

:FPWM7<7$)RRMZQTKR%=KC GFMAFQKWKJL[F?FAMQM?TBC ABZM

组别
03V V,( ()-:

" h!6" @0# "e# " h!6" @0# "e# " h!6" @0# "e#

对照组 89#6 l!9!EP$Z$S$M b59bb lE9!EP$Z$S$M 6976 l6955Z$S$M #97b l#987 !9b# l!96" 559!5 lE9D5P$Z$S$M

环磷酰胺灌胃组 !9!# l695EF$M #79"" l!7965F$M 6956 l696bM b9b8 l79#ES$M !9#! l69bDS #E9!! l!89!"F

环磷酰胺注射 ! 组 69Eb l69#6F$M 75956 l!D9#bF$M 69!E l69!6F$ b95D l#97#S$M !9D5 l!9!" 8695D l559E8F

环磷酰胺注射 5 组 5968 l596bF$ #!98! l!897"F$M 69!# l696EF$ 79#! l595EP$Z 595E l69bEP$M 8#9b5 l!79E5F$M

环磷酰胺注射 7 组 59#! l!9E!F$P$Z 8E965 l!E9!EF$P$Z$S 696E l69!5F$P 59"E l#98!P$Z !975 l698"S 7E95E l!"9!8F$S

组别
),* X/*

" h!6" @0# "e# " h!6" @0# "e#

对照组 696! l6967 6978 l69#7 6966 l6966 697" l69!"P$Z$S

环磷酰胺灌胃组 6966 l6966 696# l6968 6966 l6966 69!! l69!5F

环磷酰胺注射 ! 组 69#b l!9#8 !69!" l7!98D 6966 l6966 696" l69!6F$S$M

环磷酰胺注射 5 组 696! l6967 6956 l695# 6966 l6966 69!D l69!"F$Z

环磷酰胺注射 7 组 6966 l6966 69#5 l69!D 6966 l6966 6976 l69#6Z

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

清 /0:水平升高最明显$较对照组差异具有统计学
意义"Aq6968#$并且其 40-水平也高于对照组和其
他 7 个给药组$差异均具有统计学意义"Aq6968#’
灌胃组(注射 ! 组和注射 5 组动物血清 :=(/0X水平

较低$与对照组比较差异有统计学意义"Aq6968#$
但注射 7 组的两项指标较对照组均无明显变化’ 灌
胃组和注射 ! 组血清 :4水平低于对照组(注射 5 组
和注射 7 组$差异均具有统计学意义"Aq6968#’

表 #<!$环磷酰胺对小鼠血生化指标的影响"#Cl*#
:FPWM#<!$)RRMZQTKR%=KC ZWBCBZFWZGMABTQ?L[F?FAMQM?TBC ABZM

组别
/0:

"-@0#
/*:

"-@0#
:=

"J@0#
/0X
"J@0#

/0=
"-@0#

40-
"AAKW@0#

对照组 5b96 l79"Z !#E9D l5"96 D89DD l895bP$Z$S 7"9!! l!9b8P$Z$S !!69b l!895 59#" l!9!7Z

环磷酰胺灌胃组 7!9" l!79" !8!9! l7E9! 889EE l#95EF$M 789b5 l!9"7F$M "E9E l!E97 5978 l!97!Z

环磷酰胺注射 ! 组 7b9D l!89EF$S !D79# l7"9# 8898E l89b!F$M 7#9E! l597EF$M "b9" l579E !97b l698bF$P$S$M

环磷酰胺注射 5 组 589" lb97Z !889b l#"9E 8b95D l898#F$M 7D9D# l597EF !6#9D l5697 59#8 l69""Z

环磷酰胺注射 7 组 779b l!69b !D89# l7!95 D89D5 l79#"P$Z$S 7E977 l!9DbP$Z !!#9D l!69E 59D6 l!967Z

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’
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表 #<5$环磷酰胺对小鼠血生化指标的影响"#Cl*$AAKW@0#

:FPWM#<5$)RRMZQTKR%=KC ZWBCBZFWZGMABTQ?L[F?FAMQM?TBC ABZM

组别 X-( %.) %&, :4 (F O %F

对照组 E9D# l!975 85986 l!59b" 596D l695b !9!6 l695#P$Z !5"9! lb95 D9" l!98 !9# l69!

环磷酰胺灌胃组 "9EE l59b8 8!9#D l!8978 5976 l6977 69b# l69#7F$S$M !789# l!D95 D97 l69b !97 l69!

环磷酰胺注射 ! 组 "968 l!96b #595# l89E!S$M 5957 l698# 69Db l6956F$S$M !5E9# l!79! D98 l698 !97 l69!

环磷酰胺注射 5 组 "9D5 l59!! 8"9E" l!b97#Z 5968 l6958 !967 l69!!P$Z !5"9" l!795 D97 l69" !97 l69!

环磷酰胺注射 7 组 E9bE l!9!7 8D9#b l!89D"Z 5956 l695# !9!# l6956P$Z !789# l!D98 D98 l697 !9# l69!

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

59!9#$小鼠外周血淋巴细胞表型分析结果
由表 8 可见$与对照组相比$# 个环磷酰胺给予

组小鼠外周血 :淋巴细胞"%27 m%2!" g#((O细胞
"%27 g%2#" m#(:G 细胞 "%27 m%2# m#和 :T细胞
"%27 m%2E m#百分比均不同程度升高&而外周血X淋
巴细胞"%27 g%2!" m#百分比有所下降$且较对照组
差异均有统计学意义"Aq6968#’ 其中$注射 5 组和

注射 7 组的外周血 :淋巴细胞(:G 细胞百分比$以及
灌胃组和注射 ! 组的 (O细胞百分比升高较明显$与
其他试验组比较差异均具有统计学意义"Aq6968#&
除注射 7 组外$其他 7 个给药组 :T细胞百分比较对
照组差异均有统计学意义"Aq6968#’ 注射 5 组和
注射 7 组 %2# m@%2E m比值与对照组比较明显升高$
差异具有统计学意义"Aq6968#’

表 8$环磷酰胺对外周血淋巴细胞分型的影响"#Cl*#

:FPWM8$)RRMZQTKR%=KC [GMCKQL[BZFCFWLTBTKR[M?B[GM?FWPWKKS WLA[GKZLQMTBC ABZM

组别
%27 m%2!" g

"e#
%27 g%2!" m

"e#
%27 g%2#" m

"e#
%27 m%2# m

"e#
%27 m%2E m

"e#
%2# m@%2E m

对照组 8"98 lE9DP$S$M 789! lE9bP$Z$S$M #9! l!96P$Z #"9b lE9DS$M "9E l!96P$Z$S 89! l!96S$M

环磷酰胺灌胃组 D"9" l!D96F$S$M 69! l697F$M 5#9D l!898F$S$M 8E98 l!#95S$M !!9# l79#F 89# l!9DM

环磷酰胺注射 ! 组 DD9# l!898S$M 59b l#9DF 579# l!89bF$S$M 879D l!89DS$M !59E l69"F$M #95 l!95S$M

环磷酰胺注射 5 组 ED9! l!696F$P$Z 59" l59"F D97 l79bP$Z b#95 l"9DF$P$Z !!9" l597F$M D9# l!97F$Z

环磷酰胺注射 7 组 E#9D lb9"F$P$Z b98 lE9#F$P 89# l59"P$Z b#95 lE9EF$P$Z !69# l!9"Z$S b98 l59!F$P$Z

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

595$体液免疫
5959!$血清免疫球蛋白测定

由表 D 可见$# 个环磷酰胺给予组小鼠血浆免
疫球蛋白 ’J/(’J4和 ’JV水平均低于对照组$只有

注射 7 组的 ’JV水平外较对照组差异不具有统计学
意义"Ai6968#’ 并且灌胃组(注射 ! 组和注射5 组
的 ’JV水平$以及 # 个给药组的 ’J/水平均低于最
低检测限’

表 D$环磷酰胺对小鼠血清免疫球蛋白的影响"#Cl*$!J@AW#

:FPWMD$)RRMZQTKR%=KC TM?HABAAHCKJWKPHWBC NHFCQBRBZFQBKC BC ABZM
组别 ’J/ ’J4 ’JV

对照组 !59! lb96#P$Z$S$M 5 58!98 lb!596P$Z$S$M !b69# lbb9#P$Z$S

环磷酰胺灌胃组 gF E7D96 lbD96F gF$M

环磷酰胺注射 ! 组 gF "5798 lE598F gF$M

环磷酰胺注射 5 组 gF E!!96 l!#696F gF$M

环磷酰胺注射 7 组 gF ! 5#D98 l87796F !5#97 l8!9EP$Z$S

注%+ g,表示低于最低检测限&F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq
6968&S 表示与环磷酰胺注射 5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

59595$抗体生成细胞数检测和 &%86值测定
由表 b 可见$# 个环磷酰胺给予组小鼠脾空斑

形成细胞数均低于对照组$差异具有统计学意义
"Aq6968#$尤以灌胃组和注射 ! 组下降最为明显’
# 个给药组小鼠血清半数溶血值"&%86#与对照组比
较差异不具有统计学意义"Ai6968#’
597$细胞免疫

由表 b 可见$# 个环磷酰胺给予组小鼠脾有丝

分裂原 %KC/对脾 :细胞和 0=* 对脾 X细胞的增殖
能力较对照组差异具有统计学意义"Aq6968#$尤
以注射 5 组 :细胞的增殖能力最低’ 而 # 个给药组
的小鼠 5# G 足跖厚度增加值均高于对照组$差异具
有统计学意义"Aq6968#$但 # 个给药组之间差异
无统计学意义"Ai6968#’
59#$非特异性免疫

由表 b 可见$# 个环磷酰胺给予组的小鼠巨噬
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$$ 表 b$环磷酰胺对小鼠免疫功能指标的影响"#Cl*#

:FPWMb$)RRMZQTKR%=KC BAAHCMRHCZQBKC [F?FAMQM?TBC ABZM

组别
脾空斑形成细胞数
"@!6D脾细胞#

&%86
%KC/诱导脾细胞
增殖能力

0=* 诱导脾细胞
增殖能力

5# G 足跖增厚
"AA#

(O细胞活性
巨噬细胞
吞噬指数

对照组 7696 l!E9"P$Z$S$M 58D96 lD#9D 69b5 l69!#P$Z$S$M 697E l69!EP$Z$S$M 696b7 l696#E P$Z$S$M 5E98# l7#9!DS 895E l79#"

环磷酰胺灌胃组 795 l79bF$M 58E98 l#E9b 697E l69#!F$S 69!! l6976F 6966# l69656F 559!7 l569!D #9bb l!9!8

环磷酰胺注射 ! 组 79D lD9#F$M 55D9! l5E9! 6977 l6958F 6968 l696"F 6966# l6967#F !E9#" l!79"5 89"5 l69DE

环磷酰胺注射 5 组 b97 lD9"F 57b96 l8#9# 69!b l695bF$P 696" l695!F 6966! l6965#F #97" lb9b7F #9!" l!9""

环磷酰胺注射 7 组 !895 lE9#F$P$Z 55b9E l#E9E 695! l69!DF 6965 l69!6F 696!" l69677F !796E l7D9#6 89D5 l#9#7

注%F表示与对照组比较$Aq6968&P 表示与环磷酰胺灌胃组比较$Aq6968&Z表示与环磷酰胺注射 ! 组比较$Aq6968&S 表示与环磷酰胺注射
5 组比较$Aq6968&M表示与注环磷酰胺射 7 组比较$Aq6968’

细胞吞噬指数与对照组比较差异无统计学意义
"Ai6968#’ 而 # 个给药组小鼠 (O细胞活性均低
于对照组$尤以注射 5 组下降最为明显$与对照组比
较差异具有统计学意义"Aq6968#’

7$讨论
目前在免疫毒理学中常用的阳性物有环磷酰

胺(氢化可的松(地塞米松(环孢菌素 /(放线菌素(
长春新碱等 )7$#* ’ 已有研究表明$环磷酰胺能抑制
动物的体液免疫应答和细胞免疫应答$可造成动物
的免疫抑制 )b g!6* ’ 因此$在许多国家和国际机构如
美国 )=/的免疫毒理学指南中均推荐环磷酰胺作
为免疫毒性的阳性物’ 本研究结果表明$本试验条
件下所设 # 个环磷酰胺给予组均可引起小鼠免疫器
官重量(白细胞计数及其淋巴细胞百分比(血清免
疫球蛋白水平(外周血 X淋巴细胞百分比(脾空斑
形成细胞数(脾 :淋巴细胞和 X淋巴细胞增殖能力
下降$以及全血中性粒细胞百分比和迟发型变态反
应升高’ 由此可见$环磷酰胺具有较为突出的免疫
抑制作用$选择其作为阳性物是适宜的’

本研究中淋巴细胞亚型分析结果显示$# 种环
磷酰胺建模方法均可使 X淋巴细胞百分比降低$
而 :淋巴细胞(:G 细胞和 :T细胞百分比升高’ 但
不同之处在于$变化的程度不同$且长期低剂量给
予环磷酰胺"灌胃组和注射 ! 组#可刺激 (O细胞
百分比升高$而大量少次给予环磷酰胺"注射 5 组
和注射 7 组#更能使 :淋巴细胞和 :G 细胞百分
比(%2# m@%2E m值升高$而对 (O细胞百分比未见
影响’ 提示环磷酰胺作为一种应激原引起了淋巴
细胞亚群稳定性的改变$且不同剂量和给予方式
对不同亚类 :细胞的敏感性不同$低剂量长期给
予对 :T细胞较敏感$而高剂量少次给予对 :G 细胞
较敏感’ 这与其他研究报道的结果相一致 )!! g!7* ’
而且血液学检测和免疫功能试验进一步验证了环
磷酰胺可降低全血淋巴细胞数及百分比$(O细胞
活性以及 :淋巴细胞和 X淋巴细胞的增殖能力也
可被抑制$因此认为环磷酰胺对小鼠淋巴细胞确
有毒性作用’

本研究结果提示$环磷酰胺 # 种建模方法均可
引起血清免疫球蛋白 ’J/(’J4(’JV水平下降$尤以
’J/(’J4下降明显’ 而且环磷酰胺灌胃组(注射! 组
和注射 5 组因给予环磷酰胺时间较早且多次给予$
可造成血清总蛋白(球蛋白以及白蛋白@球蛋白值
明显降低’ 并且$# 种建模方法均可引起脾空斑形
成细胞数减少$但降低程度不同$长期低剂量给予
环磷酰胺效果更为明显’ 血清免疫球蛋白和和脾
抗体的结果一致性较好$均提示环磷酰胺对小鼠的
体液免疫具有抑制作用’ 但血清半数溶血值的结
果并未显示血清抗体水平与对照组有差异$由此可
见该试验的敏感性较差’

如前所述$环磷酰胺 # 种不同建模方法均可造
成动物免疫抑制’ 但通过对 # 种建模方法进行比
较$经灌胃或腹腔注射低剂量多次给予 "灌胃组和
注射 ! 组#除免疫功能抑制较深外$还可引起动物
体重下降(肝脏相对体重降低(血生化指标"谷丙转
氨酶( 血 糖( 甘 油 三 酯 # 的 改 变’ 而 且$ 在 4X
!8!"7!5667 /食品安全性毒理学评价程序和方
法0 )!#*中的骨髓细胞微核试验(哺乳动物骨髓细胞
染色体畸变试验(小鼠精子畸形试验(小鼠塞丸染
色体畸变试验(显性致死试验(:O基因突变试验也
采用环磷酰胺 #6 AJ@UJXk 经口或腹腔注射建立
阳性模型’ 因此$就建立免疫抑制模型而言$环磷
酰胺 #6 AJ@UJXk经口或腹腔注射 76 S 的建模方
法特异性较差’ 环磷酰胺一次较大剂量给予后每
周强化和一次性大剂量给予这两种建模方法在免
疫病理学指标(细胞免疫(体液免疫和非特异性免
疫的多数指标差异无统计学意义"Ai6968#$但前
者可引起动物体重降低(血液学指标 V%&%和
.2k的异常$而后者不仅能有效降低免疫功能$且
操作更为简便(造模周期短(对动物损伤小(模型特
异性较好’ 故本研究推荐使用试验结束前 5# G 一
次大剂量腹腔给予 566 AJ@UJXk环磷酰胺的造模
方法$本模型适用于对食品及其相关产品(食品添
加剂(新资源食品(食品污染物和农药等的免疫毒
性评价’


