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*目的+对绞股蓝籽油!

We>G

"进行毒理学分析与评价'为绞股蓝籽油的生物学功能研究及其新资源

的开发提供科学依据(*方法+通过小鼠急性经口毒性试验,小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验和小鼠精子畸形试验'

对
We>G

进行食品安全毒理学评估(在小鼠急性经口毒性试验中'于小鼠禁食
&"2

后'各试验组分别经口一次性灌

胃
%

'

!="

'

&%=%

及
$&=#

Y

$

K

Y

We>G

'连续观察
&!A

'记录小鼠的饮食,运动,排泄,中毒表现及死亡情况)在小鼠骨髓嗜

多染红细胞微核试验中'试验组小鼠以
$=#

'

#=%

'

&%=%

Y

$
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Y

的剂量分别灌胃
We>G

'空白对照组以环磷酰胺为阳性药

物腹腔注射给药'每天
&

次'持续
#A

'处死后取骨髓制作骨髓细胞涂片'镜下观察并计算微核率)在小鼠精子畸形试验

中'以性成熟雄性小鼠为试验动物'其中试验组小鼠以
$=#

'

#=%

'
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的剂量分别灌胃
We>G

'空白对照组以环

磷酰胺为阳性药物腹腔注射给药'每天
&

次'持续
#A

'在最后
&

次灌胃
I

'

&!

'

$&

'

$'

和
E#A

后分别处死小鼠'取附睾

制作精子涂片'镜检并计算精子畸形率(通过注射
FD

半乳糖建立衰老模型'同时以绞股蓝籽油作为抗衰老试验药物'

按
$=%

'

E=%

'

!=%MS

$

K

Y

的剂量进行灌胃给药'

"%A

后检测小鼠体质量,各脏器指数及血清中总胆固醇!

[U

",甘油三

酯!

[W

",低密度脂蛋白!

SFS

",高密度脂蛋白!

RFS

"浓度'以及小鼠肝脏,脑组织中超氧化物歧化酶!

>GF

"活性,总抗

氧化能力!

[D6GU

",过氧化氢酶!

U6[

"活性及丙二醛!

CF6

"含量'并观察小鼠肝脏组织的病理变化(*结果+绞股蓝

籽油对雌雄小鼠急性经口半数致死剂量
SF

#%

值大于
&%=%

Y

$

K

Y

'依据急性毒性剂量分级标准属于实际无毒物质)小鼠

骨髓嗜多染红细胞微核试验表明'绞股蓝籽油
E

个剂量组中雌雄小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率为
$=%t

"

E='t

'与

空白对照组相比无显著差异!

=

%

%=%#

"'证明绞股蓝籽油不会对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核数造成显著影响)小鼠精

子畸形试验表明'绞股蓝籽油低,中,高剂量组与空白对照组之间无显著差异!

=

%

%=%#

"'表明绞股蓝籽油对小鼠精子

无致畸变作用(抗衰老试验表明'与空白对照组相比'衰老模型组小鼠
[U

,

[W

,

SFS

浓度均显著升高!

=

#

%=%#

"'

RFS

浓度显著降低!

=

#

%=%#

"'肝,脑组织中
>GF

活性和
[D6GU

能力降低!

=

#

%=%#

"'

CF6

含量升高!

=

#

%=%#

"'

证实衰老小鼠建模成功)绞股蓝籽油低,中,高剂量组均可缓解因注射
FD

半乳糖导致的小鼠饮食量下降,毛皮光泽度

变差,行动缓慢,体质量增加缓慢甚至下降等症状)与衰老模型组相比'绞股蓝籽油可以显著降低小鼠血清中的
[U

,

[W

,

SFS

浓度!

=

#

%=%#

"'显著提高血清中的
RFS

浓度!

=

#

%=%#

")小鼠肝,脑组织生化指标测定发现'与衰老模型

组相比'

We>G

中,低剂量组能极显著增强
>GF

活性!

=

#

%=%#

"'显著或极显著降低
CF6

含量!

=

#

%=%#

"'极显著提

高
[D6GU

能力!

=

#

%=%#

"'表明绞股蓝籽油可能通过增强机体的总抗氧化能力从而有效清除多余的自由基'降低机

体细胞损伤程度'间接保护正常细胞'从而起到抗衰老作用(*结论+初步判定绞股蓝籽油无明显毒副作用'且有一定

的抗衰老活性(

!关键词"

!

绞股蓝籽油)食品安全性评价)毒理学分析)抗衰老作用)

FD

半乳糖

!中图分类号"
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[2*,Z=
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C-K:,)

"为葫芦科!

U*?*+Z:1-?4-4

"绞股蓝属多年生

草质藤本植物'又名五叶参,七叶参等(绞股蓝是除

五加科人参属植物以外唯一含有人参皂苷的植物'

且较人参更易栽培'优良品种中人参皂苷的含量甚

至高于人参'因此获得了-南方人参.的美誉%

&

&

(绞

股蓝属于雌雄异株'自然条件下结种量较小'在农业

生产中'绞股蓝主要依靠根状茎来繁殖(而对于绞

股蓝种子'一方面尚未引起人们的充分重视而研究

甚少)另一方面其通常只用于有性繁殖'或废弃而未

得到充分利用(绞股蓝籽油是从药用植物绞股蓝种

子中提取获得的天然植物油脂'其中含有超过
'%_

的多不饱和脂肪酸及多种植物甾醇'具有作为食品

添加剂,保健食品及药品原料的开发潜力%

$

&

(

-̂,

Y

等%

$DE

&通过超临界
UG

$

法萃取绞股蓝籽油'并对绞

股蓝籽油的油脂成分进行了分析和抗氧化研究'但

绞股蓝籽油要开发为一种新的食品资源'尚必须进

行食品安全毒理学评价'而相关研究尚未见报道(

衰老又称老化'是机体退化时期生理紊乱及功

能下降的一个不可逆的过程'也是一种自然而复杂

的生物学过程(进入
$&

世纪后'全球开始跨入一个

人口老龄化社会(随着
$%$#

年人口老龄化高峰期

的到来'研究衰老及抗衰老已刻不容缓(

FD

半乳糖

致小鼠衰老模型'主要原理是通过在一定时间内连

续注射
FD

半乳糖'增高机体细胞的半乳糖浓度'并

在醛糖还原酶催化作用下将
FD

半乳糖还原成半乳

糖醇'由于机体不能正常代谢该物质'于是这一物质

便堆积在细胞中使细胞的正常渗透压受到影响'导

致细胞肿胀,代谢紊乱和功能障碍'最终导致机体衰

老%

!D&%

&

(

本研究以急性经口毒性试验,小鼠骨髓嗜多染

红细胞微核试验,小鼠精子畸形试验来评价绞股蓝

籽油的食品安全性'并通过颈背部皮下注射
FD

半乳

糖建立小鼠衰老模型'检测血清和组织中的生理生

化指标'观察小鼠肝组织切片'研究绞股蓝籽油的抗

衰老作用'以期为绞股蓝籽油的生物学功能研究及

其新资源的开发提供科学依据(

&

!

材料与方法

&=&

!

试验材料

绞股蓝籽油经超临界
UG

$

萃取制备(试验动

物为健康昆明种小鼠'购买于安徽医科大学动物实

验中心(

&=$

!

试剂与仪器

主要试剂有#注射用环磷酰胺'江苏恒瑞医药股

份有限公司)

W:4M5-

染色液'北京雷根生物技术有

限公司)

FD

半乳糖'美国
>:

Y

M-

公司)无水乙醇,石

蜡,二甲苯,氯化钠,盐酸,苏木精,伊红,多聚甲醛,

中性树胶,抗坏血酸!

BU

"'均购自天津市天力化学

试剂有限公司)超氧化物歧化酶!

>GF

"试剂盒,丙二

醛!

CF6

"试剂盒,总抗氧化能力!

[D6GU

"试剂盒,

过氧化氢酶!

U6[

"试剂盒'均购自南京建成生物工

程研究所)总胆固醇!

[U

"试剂盒,甘油三酯!

[W

"试

剂盒,低密度脂蛋白!

SFS

"试剂盒,高密度脂蛋白

!

RFS

"试剂盒'均购自吉林长春汇力生物技术有限

公司(

主要仪器设备有#可拍照光学显微镜!

eN#DU

CG[HU$#%"

"'德国
g4:55

公司)

RRD"̀

型数显恒温

水浴锅'江苏常州国华电器有限公司)

>S$%$

型药物

电子天平'上海明桥精密科学仪器有限公司)

RD&

型

漩涡混匀器'上海康禾光电仪器有限公司)

(̀DE

型

磁力搅拌器'杭州仪表机电有限公司)

[WSD$%Z]

型

高速冷冻离心机'上海安亭科学仪器厂)

XFD&#%'6

型轮转式切片机'浙江金华仪器有限公司)

0:K),

@$%%%

型光学显微镜'

0:K),

公司)

@

L

)?2

超微量微

孔板分光光度计'美国
:̀)[4K

公司)动物手术器械'

广东医疗器械厂(

&=E

!

试验方法

&=E=&

!

小鼠急性经口毒性试验
!

选用健康昆明种

小鼠
!%

只'体质量
&'

"

$$

Y

'适应性喂养
$

"

EA

后

随机分为空白对照组和高,中,低剂量组'每组
&%

只'雌雄各半'在相同条件下分笼饲养(灌胃绞股蓝

籽油前禁食
&"2

左右'空白对照组灌胃生理盐水'

剂量为
&%=%

Y

$

K

Y

)绞股蓝籽油高!

We>GDR

",中

!

We>GDC

",低!

We>GDS

"剂量组灌胃剂量分别设置

为
!="

'

&%=%

及
$&=#

Y

$

K

Y

'经口进行一次性灌胃后'

连续观察
&!A

'记录小鼠的饮食,运动,排泄,中毒表

现及死亡情况(测定经口半数致死剂量!

SF

#%

"'若

剂量超过
&%=%

Y

$

K

Y

仍不能引起动物死亡'初步认

定受试样品无毒或低毒(

&=E=$

!

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验
!

选用健

康昆明种小鼠
#%

只'体质量
&'

"

$$

Y

'随机分为空

//6

第
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白对照组,阳性对照组和高,中,低剂量组'每组
&%

只'雌雄各半(空白对照组灌胃生理盐水'剂量为

&%=%

Y

$

K

Y

)阳性对照组用环磷酰胺 !

U[T

'

!%

M

Y

$

K

Y

"进行腹腔注射'每天
&

次'连续
#A

)绞股蓝

籽油高!

We>GDR

",中!

We>GDC

",低!

We>GDS

"剂

量组以
$=#

'

#=%

及
&%=%

Y

$

K

Y

的灌胃剂量连续灌胃

绞股蓝籽油
#A

'每天
&

次'最后
&

次灌胃后
$!2

处

死小鼠'取股骨骨髓'制作骨髓细胞涂片'甲醇固定

&#M:,

'

W:4M5-

染色
&%

"

&#M:,

'双盲法镜检'每只

小鼠计数
&%%%

个嗜多染红细胞!

e).

<

?2+)M-1:?4D

+

<

12+)?

<

14

'

eU@

"中含微核的
eU@

数'并计数
$%%

个细胞中
eU@

与正染红细胞!

0)+M)?2+)M-1:?4D

+

<

12+)?

<

14

'

0U@

"的比值'微核发生率以千分率!

t

"

表示%

&&D&$

&

(

&=E=E

!

小鼠精子畸形试验
!

选用体质量
E%

"

E#

Y

的性成熟昆明种雄性小鼠
$#

只'随机分为空白对照

组,阳性对照组和绞股蓝籽油高,中,低剂量组'每组

#

只'以腹腔注射
!%M

Y

$

K

Y

的环磷酰胺为阳性对

照'每天
&

次'连续
#A

'绞股蓝籽油低,中,高组以

$=#

'

#=%

及
&%=%

Y

$

K

Y

的灌胃剂量连续灌胃绞股蓝

籽油
#A

'最后
&

次灌胃
I

'

&!

'

$&

'

$'

'

E#A

后分别处死

小鼠'取两侧附睾剪碎'制备精子涂片'甲醇固定'质

量分数
&_

伊红染色
&%M:,

'油镜下观察'每只小鼠

计数
&%%%

个结构完整的精子细胞'依据精子畸变分

型'统计每
&%%%

个结构完整的精子细胞中畸变精

子的数量'计算精子畸形率'以千分率!

t

"表示%

&E

&

(

&=E=!

!

抗衰老研究
!

将雌性昆明小鼠饲养在通风

良好,湿度和温度均适宜的环境中'自由摄食和饮

水'期间观察小鼠状态'适应性饲养
$

"

EA

后进行

后续试验(将每只小鼠适应性饲养后称质量'随机

分成
"

组'即空白对照组,衰老模型组,阳性对照组

和绞股蓝籽油低!

We>GDS

",中!

We>GDC

",!

We>GD

R

"剂量组'每组
&%

只(其中空白对照组每天颈背

部皮下注射
!%%M

Y

$

K

Y

生理盐水'其余各组每天颈

背部皮下注射
FD

半乳糖
!%%M

Y

$

K

Y

(衰老模型组

和空白对照组每天灌胃
!MS

$

K

Y

的生理盐水'阳性

对照组每天灌胃
&%%M

Y

$

K

Y

的抗坏血酸!

B

U

"'绞股

蓝籽油低,中,高剂量组分别按
$=%

'

E=%

和
!=%

MS

$

K

Y

剂量每天灌胃绞股蓝籽油'连续给药
"%A

(

在试验过程中小鼠正常饲养'每
IA

称量记录体质

量
&

次'并观察小鼠状态(在末次给药后'所有小鼠

禁食不禁水
&$2

后颈椎脱臼法处死'试剂盒测定血

清总胆固醇!

[U

",甘油三酯!

[W

",低密度脂蛋白

!

SFS

",高密度脂蛋白!

RFS

"浓度及肝,脑组织超

氧化物歧化酶!

>GF

",总抗氧化能力!

[D6GU

",过

氧化氢酶!

U6[

"活性及丙二醛!

CF6

"含量等各项

生理生化指标%

N

&

(

&=E=#

!

脏器指数
!

将所有小鼠称质量后处死'取出

胸腺,肝脏,脾脏,肾脏以及脑组织分别称质量'计算

各脏器指数(计算公式如下#

脏器指数
c

脏器质量$体质量(

&=E="

!

测试样品的制备
!

!

&

"血清(各组小鼠末次

给药禁食
&$2

后'眼眶取血'将采集的血液在
E%%%

+

$

M:,

下低温离心
&%M:,

'取上层血清保存于
O$%

d

冰箱中待测(!

$

"组织匀浆的制备(取出各组小

鼠脑和肝组织后'冰浴生理盐水冲洗干净'滤纸吸

干'称取
&=%

Y

组织置于研钵中'在低温条件下加入

冰浴生理盐水
NMS

研磨成体积分数
&%_

的组织匀

浆液'在
E%%%+

$

M:,

下低温离心
&%M:,

'取上清液

保存于
O$%d

冰箱中待测(

&=E=I

!

肝脏组织病理学石蜡切片的制作
!

每组随

机取
E

块肝脏'在肝小叶部分剪取
#MMa#MM

的

方块'用于石蜡切片的制作(制作流程如下#固定

!体积分数
&%_

福尔马林"

$

脱水!体积分数
#%_

"

&%%_

乙醇梯度脱水"

$

透明!二甲苯"

$

包埋!软蜡'

硬蜡"

$

切片
$

脱蜡!二甲苯"

$

染色!

R7@

"

$

封片

!中性树脂"

$

镜检(

!

&

"透明(取出在福尔林固定液中固定
$!2

的

小鼠肝脏组织块'流水冲洗'用体积分数
#%_

"

&%%_

的乙醇梯度洗脱'逐渐脱去组织中的水分'然

后用二甲苯逐步透明(以上每步均进行
E%M:,

(

!

$

"石蜡包埋(将已透明的肝脏组织块'按组别

分别转置于盛有已熬好软蜡的蜡杯中'放入
"%d

保

温箱内'待石蜡完全浸入组织块后'用硬蜡进行包

埋(

!

E

"切片(将包埋好组织的蜡块修好后'用切片

机连续切片'其厚度为
"

%

M

'附于用固定液处理好

的载玻片上进行贴片'

!%d

恒温烘干(

!

!

"

R7@

染色(二甲苯脱去切片中的石蜡'体

积分数
&%%_

"

#%_

乙醇梯度脱水'蒸馏水水洗'以

上每步均进行
#M:,

(然后苏木精染色
!M:,

'自来

水冲洗至泛蓝色'盐酸酒精分色
$

"

#5

'体积分数

#%_

"

N%_

乙醇梯度脱水'伊红染色
!M:,

'二甲苯

透明'中性树脂封片成永久切片(

!

#

"镜检(在光学显微镜下观察各组小鼠肝脏

组织病理学变化'拍摄并保存照片(

&=E='

!

血清及脑#肝组织生理生化指标的检测
!

按

照试剂盒使用说明书测定血清总胆固醇!

[U

",甘油
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三酯!

[W

",低密度脂蛋白!

SFS

",高密度脂蛋白

!

RFS

"浓度及肝,脑组织超氧化物歧化酶!

>GF

",

总抗氧化能力!

[D6GU

",过氧化氢酶!

U6[

"活性及

丙二醛!

CF6

"含量等指标(每个样品均重复
E

次'

以降低误差确保试验结果的准确性(

&=!

!

数据分析

采用
>e66$%=%

分析软件对数据进行
2

检验方

差分析及多重比较'差异显著性用
=

#

%=%#

或
=

#

%=%&

表示(

$

!

结果与分析

$=&

!

小鼠急性经口毒性试验

急性经口毒性试验结果表明'在空腹灌胃
!="

'

&%=%

和
$&=#

Y

$

K

Y

绞股蓝籽油
!2

后'各剂量组小

鼠均未见明显的中毒症状'常规饲养
&!A

内小鼠生

长发育正常'毛色光泽良好'饮食,运动,排泄均未见

异常现象'无小鼠死亡(试验期间受试动物均未见

明显中毒反应且无动物死亡'表明绞股蓝籽油对雌

雄小鼠急性经口
SF

#%

值均大于
&%=%

Y

$

K

Y

'依据急

性毒性剂量分级标准属于实际无毒物质'可进入下

一阶段毒理学试验(

$=$

!

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验

空白对照组,阳性对照组及绞股蓝籽油低,中,

高剂量组小鼠骨髓嗜多染红细胞的统计结果如表
&

所示(

表
&

!

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验结果

[-Z.4&

!

@//4?1)/We>G),M:?+)K4+,4.+-14)/

L

).

<

?2+)M-1:?4+

<

12+)?

<

145:,M:?4

性别

W4,A4+

分组

W+)*

L

小鼠只数

0*MZ4+)/M:?4

细胞计数

U

<

1)M41+

<

微核数

C:?+),*?.4*5,*MZ4+

微核发生率$
t

C:?+),*?.4*5+-14

雄鼠

C-.4

M:?4

空白对照组
U),1+). # #%%% && $=$

阳性对照组
e)5:1:;4?),1+). # #%%% &NI

EN=!

""

高剂量组
We>GDR # #%%% &N E='

中剂量组
We>GDC # #%%% &% $=%

低剂量组
We>GDS # #%%% &E $="

空白对照组
U),1+). # #%%% &! $='

阳性对照组
e)5:1:;4?),1+). # #%%% &#"

E&=$

""

雌鼠

84M-.4

M:?4

高剂量组
We>GDR # #%%% && $=$

中剂量组
We>GDC # #%%% && $=$

低剂量组
We>GDS # #%%% &$ $=!

!!

注#

""

表示与空白对照组相比差异极显著!

=

#

%=%&

"(表
$

同(

0)14

#

""

M4-,52:

Y

2.

<

5:

Y

,:/:?-,1A://4+4,?4?)M

L

-+4A3:12?),1+).

Y

+)*

L

!

=

#

%=%&

"

=[245-M4/)+[-Z.4$=

!!

表
&

结果表明'绞股蓝籽油低,中,高
E

个剂量

组雌雄小鼠骨髓嗜多染红细胞微核发生率为

$=%t

"

E='t

'与空白对照组相比均无显著性差异

!

=

%

%=%#

"'亦无剂量依赖效应)但阳性对照组雌,

雄小鼠骨髓嗜多染细胞的微核发生率达到
E&=$t

和
EN=!t

'与其他组相比均有极显著差异!

=

#

%=%&

"(说明在本试验剂量范围内'绞股蓝籽油不会

对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核数造成显著影响'即

受试样品的微核试验结果为阴性(

$=E

!

精子畸形试验

绞股蓝籽油对小鼠精子畸形率的影响如表
$

所

示(与骨髓细胞微核试验结果相似'阳性药物处理

后'小鼠精子的畸形率为
"=#$t

'极显著高于空白

对照组及其他各剂量组!

=

#

%=%&

"'而绞股蓝籽油

低,中,高剂量组小鼠精子畸形率分别为
$=$!t

'

&='$t

和
$=%$t

'与空白对照组相比无显著差异

!

=

%

%=%#

"'表明绞股蓝籽油对小鼠精子无致畸变

作用'试验结果为阴性(

表
$

!

小鼠精子畸形试验结果

[-Z.4$

!

@//4?1)/We>G),5

L

4+M-Z,)+M-.:1

<

+-14:,M:?4

分组

W+)*

L

小鼠只数

0*MZ4+)/M:?4

受检精子数

0*MZ4+)/5

L

4+M

精子畸形数

0*MZ4+)/

14+-1)5

L

4+M:-

精子畸形率$
t

]-14)/5

L

4+M

A4/)+M-1:),

空白对照组
U),1+). # #%%% 'N &=I'

阳性对照组
e)5:1:;4?),1+). # #%%% E$"

"=#$

""

高剂量组
We>GDR # #%%% &&$ $=$!

中剂量组
We>GDC # #%%% N& &='$

低剂量组
We>GDS # #%%% &%& $=%$
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$=!

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠体质量的

影响

绞股蓝籽油对各试验组小鼠体质量的影响如表

E

所示(由表
E

可知'在试验开始后的
!NA

内'各试

验组小鼠体质量总体上呈持续增长趋势'但增长幅

度整体较小(总体上看'衰老模型组小鼠体质量增

长最为缓慢'在
!$A

后其体质量一直呈下降趋势'

试验结束时该组小鼠体质量最低(在
#"A

时'所有

小鼠体质量都有所下降'可能是处死之前断食所致(

表
E

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠体质量的影响!

+

Ff5

'

(c&%

"

[-Z.4E

!

@//4?1)/We>G),Z)A

<

34:

Y

21)/-

Y

:,

Y

M:?4

!

+

Ff5

'

(c&%

"

Y

试验时间$
A

空白对照组

U),1+).

衰老模型组

6

Y

:,

Y

DC)A4.

阳性对照组

e)5:1:;4

低剂量组

We>GDS

中剂量组

We>GDC

高剂量组

We>GDR

I $"=#Nf%=N" $"=!&f%=I& $"='"f&=IE $"=#Ef%="E $"='#f%=N" $"=EIf%=I&

&! $'=N!f$=%& $I=N&f&=#I $'='#f%=N'

$'=NIf%=!I

2

$'=!#f%=I! $'=!Nf%='!

$& E%=!!f&=E#

$'='Ef&=&E

""

$N="%f&=#"

$N=N&f&=&"

2

$N=&Nf&=!&

"

$N='Ef%='&

2

$' E&=&!f&=#' E%=&"f%=I& E&=%'f$=%$

E&=&&f%='"

2

E%='%f&=%& E%=!%f%=#$

E# E&=&"f&=&' E%=IEf&='#

E&="Nf&=E&

2

E&=$If&=I& E&=%$f%='& E&=!&f&=%&

!$ E&=""f&=!$

E%=$!f&="#

"

E&="&f%="!

2

E&=E$f&=&'

E$=#%f%=N!

2

E&=E"f%=NN

!N E$=""f%=NN

E%=%Ef&=IE

""

E$=%#f&="'

2

E$=$'f&="E

22

EE=#Nf%=""

"22

E$=$Ef&=$N

22

#" E&=E"f&=!E

$'=N!f&=E!

""

$N=#Ef%=N&

22

E&=&&f%='#

22

E%=N$f&=&%

22

E%=%"f&=!"

!!

注#与空白组相比'

"

表示差异显著!

=

#

%=%#

"'

""

表示差异极显著!

=

#

%=%&

")与衰老模型组相比'

2

表示差异显著!

e

#

%=%#

"'

22

表

示差异极显著!

=

#

%=%&

"(下表同(

0)14

#

"

M4-,55:

Y

,:/:?-,1A://4+4,?4?)M

L

-+4A3:12?),1+).

Y

+)*

L

!

=

#

%=%#

"'

""

M4-,52:

Y

2.

<

5:

Y

,:/:?-,1A://4+4,?4?)M

L

-+4A3:12?),D

1+).

Y

+)*

L

!

=

#

%=%&

")

2

M4-,55:

Y

,:/:?-,1A://4+4,?4?)M

L

-+4A3:12-

Y

:,

Y

M)A4.

Y

+)*

L

!

=

#

%=%#

"'

22

M4-,52:

Y

2.

<

5:

Y

,:/:?-,1

A://4+4,?4?)M

L

-+4A3:12-

Y

:,

Y

M)A4.

Y

+)*

L

!

=

#

%=%&

"

=[245-M4Z4.)3=

!!

与空白对照组相比'衰老模型组小鼠在试验第

!$

天时体质量显著降低!

=

#

%=%#

"'在第
$&

'

!N

'

#"

天时体质量极显著降低!

=

#

%=%&

"(而绞股蓝籽油

低,中,高剂量组中'除绞股蓝籽油中剂量组在
$&

和

!NA

表现出显著性差异外'其余各组均无明显差异

!

=

%

%=%#

"(绞股蓝籽油低,中,高剂量组与衰老模

型组相比'除高剂量组在
#"A

时无显著差异外'低,

中剂量组在
!N

'

#"A

均表现出极显著差异!

=

#

%=%&

"'并且绞股蓝籽油低剂量组在
&!

"

$'A

时有

显著差异'高剂量组在第
$&

天有显著差异(与衰老

模型组相比'阳性对照组在第
E#

天开始呈现显著性

差异'在最后
&

周时呈现极显著差异(

表
E

结果说明'

FD

半乳糖对小鼠食欲及吸食能

力有一定影响'使其体质量增加缓慢'而绞股蓝籽油

低,中,高剂量组缓解了这一症状'即绞股蓝籽油可

以改善
FD

半乳糖致衰老小鼠食欲及吸食能力的不

断下降'具有一定的抗衰老活性(

$=#

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠脏器指数

的影响

FD

半乳糖致衰老小鼠处死后'其肝脏指数,脾脏

指数,胸腺指数,肾脏指数的计算结果见表
!

(

表
!

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠脏器指数的影响!

+

Ff5

'

(c&%

"

[-Z.4!

!

@//4?1)/We>G),5

L

.44,:,A4Q)/-

Y

:,

Y

M:?4

!

+

Ff5

'

(c&%

"

组别

W+)*

L

肝脏指数

S:;4+:,A4Q

脾脏指数

>

L

.44,:,A4Q

胸腺指数

[2

<

M*5:,A4Q

肾脏指数

X:A,4

<

:,A4Q

空白对照组
U),1+). !E=!"f%=$% E="Ef%="& E=I%f%=&& N=#If%=#'

衰老模型组
C)A4.

EN=&!f%=E&

""

E=&Nf%=E"

"

E=&Nf%=&E

"

&%=!%f%=&#

阳性对照组
e)5:1:;4

!&='&f%=&N

2

E=''f%=&&

2

E=EEf%=I' &%=&Nf%=&!

低剂量组
We>GDS

!$=$If%=E&

2

E=!'f%=IN E=IEf%='% N="'f%='#

中剂量组
We>GDC

!$=I'f%=!%

2

!=EEf%=&#

2

E=E"f%=&%

2

&%=#!f%='N

高剂量组
We>GDR

!$=N%f%=!&

2

E=""f%='E E=I%f%=#" &%=$If%=&#

!!

由表
!

可知'与空白对照组相比'衰老模型组小

鼠肝脏指数极显著减低!

=

#

%=%&

"'脾脏指数和胸

腺指数均显著降低!

=

#

%=%#

")与衰老模型组相比'

阳性对照组小鼠肝脏指数和脾脏指数有显著差异

!

=

#

%=%#

"'绞股蓝籽油低,中,高剂量组小鼠的肝

脏指数均有显著差异!

=

#

%=%#

"'中剂量组脾脏指

数和胸腺指数也有显著差异!

=

#

%=%#

"(

脏器指数可反映动物的健康状况(对于脾脏指

数而言'绞股蓝籽油低,中,高剂量组小鼠与衰老模

型组小鼠相比均呈升高趋势'说明灌胃绞股蓝籽油

可使小鼠脾脏趋于正常'增强小鼠免疫功能(对于

胸腺指数而言'绞股蓝籽油低,中,高剂量组小鼠与
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衰老模型组小鼠相比均呈现升高趋势'说明灌胃不

同剂量绞股蓝籽油均能提高小鼠胸腺的生理机能'

从而达到增强小鼠免疫功能的目的(对于肾脏指数

而言'各组小鼠均无明显差异!

=

%

%=%#

"'说明阳性

对照组和灌胃绞股蓝籽油对小鼠肾脏无明显影响(

$="

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠血清生化

指标的影响

对
FD

半乳糖致衰老小鼠血清中总胆固醇

!

[U

",甘油三酯!

[W

",低密度脂蛋白!

SFS

",高密

度脂蛋白!

RFS

"浓度进行测定'其结果见表
#

(

表
#

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠血清生化指标的影响!

+

Ff5

'

(c&%

"

[-Z.4#

!

@//4?1)/We>G),Z:)?24M:?-.:,A4Q45:,54+*M)/-

Y

:,

Y

M:?4

!

+

Ff5

'

(c&%

"

MM).

$

MS

组别
W+)*

L!!

[U [W SFS RFS

空白对照组
U),1+). E=EEf&=$$ &=!$f%=&E $=&Ef%=&! &=%#f%=!&

衰老模型组
C)A4.

#=&Nf&=%I

"

&='!f%=$&

"

E=EEf%=$"

"

%=I&f%=&E

"

阳性对照组
e)5:1:;4

E=%"f%=''

22

&=!#f%=$&

2

$=!Ef%=!&

%=N'f%=E$

2

低剂量组
We>GDS

E=$$f%="&

22

&=$&f%=$$

2

$=!"f%=$E

2

%='Nf%=&$

2

中剂量组
We>GDC

$='%f%=E'

22

%=N$f%=&E

22

$=!&f%=&I

2

%=NIf%=E$

2

高剂量组
We>GDR

E=$$f%=EI

22

%=N'f%=%'

2

$=#Ef%=!E

2

%=''f%=&#

2

!!

由表
#

所知'与空白对照组相比'衰老模型组小

鼠血清
[U

,

[W

和
SFS

浓度显著升高'

RFS

浓度

显著降低!

=

#

%=%#

"(与衰老模型组相比'绞股蓝

籽油低,中,高剂量组小鼠
[U

浓度极显著降低!

=

#

%=%&

"'但灌胃绞股蓝籽油各剂量组之间差异不明

显)与衰老模型组相比'灌胃绞股蓝籽油中剂量组小

鼠的
[W

浓度极显著降低!

=

#

%=%&

"'低,高剂量组

小鼠
[W

浓度也有所降低'且差异达显著水平!

=

#

%=%#

"(与衰老模型组相比'绞股蓝籽油低,中,高剂

量组小鼠
SFS

浓度显著降低'

RFS

浓度显著上升'

但
E

个剂量组间并无明显差异(

$=I

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠肝脏组织

生化指标的影响

对
FD

半乳糖致衰老小鼠肝脏组织中超氧化物

歧化酶!

>GF

",丙二醛!

CF6

",总抗氧化能力!

[D

6GU

",过氧化氢酶!

U6[

"等指标进行检测'其结果

见表
"

(

表
"

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠肝脏组织生化指标的影响!

+

Ff5

'

(c&%

"

[-Z.4"

!

@//4?1)/We>G),Z:)?24M:?-.:,A4Q45:,.:;4+)/-

Y

:,

Y

M:?4

!

+

Ff5

'

(c&%

"

组别
W+)*

L

>GF

$!

9

/

M

Y

O&

"

CF6

$!

,M).

/

M

Y

O&

"

[D6GU

$!

9

/

M

Y

O&

"

U6[

$!

9

/

M

Y

O&

"

空白对照组
U),1+). $E"=$$f'='"

!!

!=!#f&=$$ &=&!f%=!% E%=NNfI=N%

衰老模型组
C)A4.

$&&=#$f&&=N%

""

"=!%f&=&E

""

%=I$f%=&'

""

!'=$'f&'=&N

""

阳性对照组
e)5:1:;4

$EE=IIf&$='E

2

#=%&f%=IN

2

$=&%f$="!

2

E%=!%f"=#N

2

低剂量组
We>GDS

$E&=&$f&#=EN

22

!=N$f&=%"

2

&="$f%="N

22

$'=$'fN=N"

22

中剂量组
We>GDC

$!%="#f&'=&&

22

#=E&f%=N"

2

&=!$f%=#N

22

$"=&"f&#=#"

22

高剂量组
We>GDR $$#=&#f&#=!#

!=N!f&=E#

2

&=%Nf%=E%

2

$N=I"f&$=!#

2

!!

由表
"

可知'与空白对照组相比'衰老模型组小

鼠肝脏组织中的
>GF

活性和总抗氧化能力!

[D

6GU

"极显著降低'

CF6

含量和
U6[

活性极显著

升高'说明衰老模型组小鼠肝脏总抗氧化能力下降'

清除自由基的能力减弱'脂质过氧化程度加深'进而

导致细胞损伤,机体衰老'说明长期注射
FD

半乳糖

致小鼠衰老造模成功(

表
"

显示'与衰老模型组相比'阳性对照组和灌

胃绞股蓝籽油各剂量组小鼠的
>GF

活性均有所提

高'其中阳性对照组小鼠肝脏
>GF

水平的提高具有

显著性差异!

=

#

%=%#

"'低剂量组和中剂量组小鼠

>GF

水平的提高具有极显著差异!

=

#

%=%&

"(说明

灌胃绞股蓝籽油能在一定程度上增加小鼠肝脏的

>GF

活性(针对
CF6

而言'与衰老模型组相比'

灌胃绞股蓝籽油的各剂量小鼠的
CF6

含量均呈显

著下降趋势'说明灌胃绞股蓝籽油能降低小鼠肝脏

的
CF6

含量(针对总抗氧化能力!

[D6GU

"而言'

与衰老模型组相比'灌胃绞股蓝籽油的各剂量组小

鼠的
[D6GU

活性显著或极显著提高'说明灌胃绞

股蓝籽油可提高小鼠的总抗氧化能力(就
U6[

而

言'与衰老模型组相比'灌胃绞股蓝籽油低,中剂量

小鼠的
U6[

活性均极显著降低'高剂量组和阳性

对照组显著降低'说明灌胃绞股蓝籽油可降低小鼠

的过氧化程度'但是灌胃绞股蓝籽油各剂量组小鼠

的抗衰老能力并不会随着剂量的增加而增大'因此

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠抗衰老能力的
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提高不构成剂量依赖关系(

$='

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠脑组织生

化指标的影响

对
FD

半乳糖致衰老小鼠脑组织中超氧化物歧

化酶!

>GF

",丙二醛!

CF6

",总抗氧化能力!

[D

6GU

"指标进行测定'其结果见表
I

(由表
I

可知'

与空白对照组相比'衰老模型组小鼠脑组织中的

>GF

活性和总抗氧化能力!

[D6GU

"降低'

CF6

含

量升高'且均达极显著差异水平!

=

#

%=%&

"'说明衰

老模型组小鼠脑组织总抗氧化能力下降'清除自由

基能力降低'脂质过氧化程度加深'亦证实了长期注

射
FD

半乳糖致小鼠衰老造模成功(

表
I

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠脑组织生化指标的影响!

+

Ff5

'

(c&%

"

[-Z.4I

!

@//4?1)/We>G),Z:)?24M:?-.:,A4Q45:,?4+4Z+*M)/-

Y

:,

Y

M:?4

!

+

Ff5

'

(c&%

"

组别
W+)*

L!!

>GF

$!

9

/

M

Y

O&

"

CF6

$!

,M).

/

M

Y

O&

"

[D6GU

$!

9

/

M

Y

O&

"

空白对照组
U),1+). &#E='&f"=I$

!!

&E=&"f&=N$ %='If%=E#

衰老模型组
C)A4.

&&&=$$f&%=EN

""

&#=$'f&='"

""

%=E&f%=&&

""

阳性对照组
e)5:1:;4

&!!=E&f&#=&"

22

&%='!f%=NN

22

%=NNf%='#

2

低剂量组
We>GDS

&!'=%!f&&=$'

22

N=E%f%=I&

22

&=!%f%=EN

22

中剂量组
We>GDC

&!"=&IfN="#

22

&%=!&f%='%

22

&=NNf%=IN

22

高剂量组
We>GDR

&!#=N!f&$=IE

22

N="If&=%#

22

&='Ef%=$$

22

!!

与衰老模型组相比'除阳性对照组小鼠
[D6GU

活性显著升高外!

=

#

%=%#

"'其余各组
>GF

,

[D

6GU

活性和
CF6

含量均极显著升高或降低!

=

#

%=%&

"(说明灌胃绞股蓝籽油可降低小鼠脑组织脂

质过氧化程度'提高总抗氧化能力'提高自由基清除

能力'但是不同剂量组氧化能力并不会随着剂量的

增加而增大'因此绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小

鼠不构成剂量依赖关系(

以上结果表明'绞股蓝籽油抗衰老机理之一可

能与其具有的抗氧化能力有关'其可以通过增强机

体的总抗氧化能力并有效清除自由基'降低机体细

胞损伤程度'间接保护正常细胞'从而起到抗衰老的

作用(

$=N

!

绞股蓝籽油对
FD

半乳糖致衰老小鼠肝脏组织

病理变化的影响

对空白对照组,衰老模型组及绞股蓝籽油低,

中,高剂量组小鼠肝脏组织进行病理学镜检'结果如

图
&

所示(

6=

空白对照组)

=̀

衰老模型组)

U=

阳性对照组)

F=

绞股蓝籽油低剂量组)

@=

绞股蓝籽油中剂量组)

8=

绞股蓝籽油高剂量组

6=U),1+).

Y

+)*

L

)

=̀6

Y

:,

Y

DM)A4.

Y

+)*

L

)

U=e)5:1:;4?),1+).

Y

+)*

L

)

F=We>GDS

)

@=We>GDC

)

8=We>GDR

图
&

!

各组小鼠肝脏组织
R@

染色病理切片的显微镜检!

a!%

"

8:

Y

=&

!

R@51-:,:,

Y

)/M:?4.:;4+1:55*45:,4Q

L

4+:M4,1-.

Y

+)*

L

5

!

a!%

"

!!

由图
&

可知'空白对照组小鼠肝颜色红润富有

弹性'表面光滑有光泽度'光学显微镜检结果显示'

肝细胞间连接紧密'核质比大'胞浆丰富'以中央静

脉腔为中心呈辐射状'细胞完整且很规则'细胞结构

与间隙清晰'细胞核圆形位于中央'核质分布均匀

!图
&D6

")衰老模型组小鼠肝脏明显肿大'颜色黄白
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有点状灰白色'表面粗糙且质地稍脆无光泽'光学显

微镜镜检结果显示细胞间隙扩大'排列紊乱'坏死细

胞较多'细胞轮廓模糊'细胞核多皱缩且胞浆疏松,

淡染'出现裂解现象'胞质内出现脂滴空泡'并伴随

胞质丢失现象!图
&D̀

")阳性对照组小鼠肝细胞排

列较紊乱且间隙大'腔静脉周围都有少部分坏死细

胞'细胞界限模糊但病变有所缓解!图
&DU

")绞股蓝

籽油低剂量组小鼠肝胞排列较整齐而间隙较大'胞

质内有脂滴空泡'胞浆疏松,淡染呈轻度脂肪变性

!图
&DF

")绞股蓝籽油中剂量组小鼠肝细胞边缘清

晰结构完整'少数胞质内有脂滴空泡'病变较小!图

&D@

")绞股蓝籽油高剂量组小鼠肝细胞呈辐射状排

列且细胞间隙小'核圆清晰完整'几乎无坏死细胞'

损伤较轻!图
&D8

"'说明绞股蓝籽油可以有效缓解

衰老小鼠的肝损伤情况(

E

!

讨
!

论

在绞股蓝籽油的相关报道中'刘世彪等%

&!

&对石

油醚提取的绞股蓝籽油进行了小鼠急性毒性试验的

初步评价'该试验中选用的最大剂量为一次性经口

灌胃
"#MS

$

K

Y

'试验结果表明'

&!A

内小鼠活动正

常'体质量增加均衡'无明显中毒症状'亦无死亡现

象发生)同时对小鼠进行解剖镜检'各主要脏器也未

发现可见的异常变化'故按照保健食品检验与评价

技术规范的急性毒性分级标准'初步认定绞股蓝籽

油为无毒级'且富含多不饱和脂肪酸%

$

&

'可作为营养

保健植物食用油使用(本试验采用超临界
UG

$

萃

取绞股蓝籽油'避免了溶剂残留的影响'并通过急性

经口毒性试验及
$

项遗传毒性试验结合的方法'进

一步验证了绞股蓝籽油的食用安全性(但考虑到绞

股蓝籽油含有大量
(

D

桐酸'且油脂的脂肪酸组成结

构与桐油极为相似'

(

D

桐酸的含量也几乎相当'而误

食桐油发生中毒的事件时有报道%

&#D&I

&

'普遍的观点

认为桐油的毒性来源于
(

D

桐酸'因此'仅通过急性经

口毒性试验及遗传毒性试验检测评价绞股蓝籽油的

食用安全性'尚是远远不够的'还需要经过慢性毒性

试验等大量检测进行进一步考察(此外'也有文献

报道'同样含有大量
(

D

桐酸的苦瓜籽油和栝楼籽油

均可作为食用油脂用于日常饮食'平均寿命最长的

日本人也有长期食用苦瓜的习惯%

&'D$%

&

'这些事例似

乎又证明'这些含有大量
(

D

桐酸的植物油甚至
(

D

桐

酸本身可能都是无毒的(推测桐油的毒性来源一方

面是桐油籽中含有的有毒皂素等物质'一方面是以

(

D

桐酸为主构成的甘油三酯因组成或结构不同而产

生有毒或无毒的植物油脂%

$&D$$

&

(此外'桐油的急性

中毒也可能与摄入量密切相关'而
(

D

桐酸具有的抗

癌,减肥,降血脂等有益的生理功效'也不会因为桐

油的毒性而被掩盖%

$E

&

(因此'在充分验证绞股蓝籽

油无毒的基础上'有望将其开发成富含
(

D

桐酸的可

食用天然植物油'以取代桐油成为更加安全的
(

D

桐

酸的天然来源(

本试验以绞股蓝籽油为对象'采用皮下注射
FD

半乳糖的方法构建小鼠衰老模型'初步研究其抗衰

老作用(随着灌胃和注射时间的延长'小鼠出现饮

食量下降'皮毛光泽度变差'行动缓慢'体质量增加

缓慢甚至下降的症状'说明长期注射
FD

半乳糖会导

致小鼠食欲及吸食能力不断下降'而绞股蓝籽油可

以缓解这一症状(肝脏指数分析表明'绞股蓝籽油

对小鼠肝脏可以起到保护作用(脾脏和胸腺指数是

评价机体免疫功能的主要生化指标'灌胃绞股蓝籽

油各剂量组小鼠脾脏指数和胸腺指数均较衰老模型

线小鼠有所提高'说明绞股蓝籽油可通过提高小鼠

脾脏和胸腺的生理机能从而达到增强小鼠免疫功能

的目的(本研究显示'供试小鼠的肾脏指数未出现

异常'说明绞股蓝籽油对小鼠肾脏功能影响不大(

血清生化指标测定结果表明'长期食用绞股蓝籽油

不会增加血清中的
[U

和
[W

浓度'反而可明显降

低衰老小鼠血清的
SFS

浓度'增加
RFS

浓度'说

明绞股蓝籽油可能通过调节血清血脂
[U

,

[W

,

SFS

,

RFS

浓度'改善血脂代谢进而起到抗衰老作

用%

$!

&

(肝脏组织和脑组织生化指标的测定结果说

明'绞股蓝籽油在一定程度上能显著辅助和增强

>GF

活性'降低
CF6

含量'提高总抗氧化能力'表

明绞股蓝籽油抗衰老机理之一可能与其抗氧化能力

有关'其可能通过增强机体的总抗氧化能力并有效

清除自由基'降低机体细胞损伤程度'间接保护正常

细胞'从而起到抗衰老作用%

$#D$"

&

(小鼠肝脏组织石

蜡切片显示'灌胃不同剂量绞股蓝籽油均可有效缓

解衰老小鼠肝脏内脂质过氧化和自由基攻击等造成

的氧化损伤'降低肝细胞肿胀甚至坏死的程度'调节

细胞恢复生理功能和正常代谢'表明绞股蓝籽油有

一定的抗衰老活性(

!

!

结
!

论

绞股蓝籽油食品安全性毒理学评价初步认定'

绞股蓝籽油属实际无毒物质'小鼠骨髓嗜多染红细

胞微核试验和精子畸形试验也表明'绞股蓝籽油不

会对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核数造成显著影响'
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对小鼠精子无致畸变作用(另外'绞股蓝籽油有一

定的抗衰老作用'且其抗衰老机理可能与其所具有

的抗氧化能力有关(
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