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论著

应用 C57BLΠ6 小鼠进行丙烯酰胺的感觉和运动行为毒性的研究

马 　宁 　支 　媛 　冯永全 　徐海滨

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘　要 :目的 　用丙烯酰胺造成 C57BLΠ6 小鼠的感觉和运动行为损伤 ,应用 OECD 推荐的感觉和运动行为测试方

法测试 ,以获得稳定而敏感的感觉 - 运动行为测试组合。方法 　选用雄性 C57BLΠ6 小鼠分别以 5、10、20、

30 mgΠkg BW剂量的丙烯酰胺灌胃 ,对照组给予蒸馏水 ,每周 5 次 ,连续 3 周 ,每周测量小鼠体重、热觉传导、转棒、抓

力、后肢撑力等指标。结果 　染毒后小鼠体重与对照组相比差异无统计学意义 ( P > 0105) ,热觉传导加快

(10 mgΠkg BW剂量组在染毒 2 周后小鼠舔后足潜伏时间缩短了 26 % ,5 mgΠkg BW剂量组在染毒 3 周后潜伏时间缩短

28 %) 。在转捧上停留的时间缩短 (30 mgΠkg·BW剂量组小鼠染毒 2 周后在转棒上的停留时间缩短了 19 % ,染毒 3 周后缩短了

42 %) ,抓力下降 (20、30 mgΠkg BW两个剂量组在染毒 3 周后抓力分别降低了 19 %和 29 %) ,后肢展开距离明显加宽 (10、

20、30 mgΠkg BW小鼠后肢展开距离均加宽) ,与对照组相比 ,均有统计学意义 ( P < 0105) 。结论 　C57BLΠ6 小鼠适合

于感觉 - 运动行为毒性的研究 ,应用热板试验、转棒试验、抓力试验、后肢支撑力试验组合可以初步筛查感觉 - 运

动神经损伤毒物。
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Study on Toxicity of Sensory and Motor Behavior on C57BLΠ6 Mice with Acrylamide

MA Ning , ZHI Yuan , FENG Yong2quan , XU Hai2bin

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100021 , China)

Abstract : Objective 　To cause dysfunction of sensory and motor behavior of C56BLΠ6 mice with acrylamide and to use the

method of sensory and motor test that was recommended by Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) to

test in order to obtain a stable and sensitive test combination of sensory2motor function. Method 　Seventy five C57BLΠ6 male

mice were randomly divided into 5 groups with 15 mice in each group. The mice in different treatment groups received distilled

water (control group) , 5 , 10 , 20 and 30 mgΠkg BW of acrylamide for 3 weeks (5 days per week) by gavage. Neurobehavioral

indexes including body weight , hotplate , rotarod , grip strength , hind limb landing foot splay were determined every week.

Results 　The body weights of mice treated with acrylamide were not statistically different from that in the control group ( P >

0105) . The conduction of sensory nerve to heat increased ( The latency time of licking hindfeet of mice in 10 mgΠkg BW dose

group after 2 weeks deceased 26 % , and the latency time in 5 mgΠkg BW dose group after 3 weeks deceased 28 %) . The time

staying on the rotating cylinder decreased (After 2 weeks , the time in 30 mgΠkg BW dose group decreased 19 % , and after 3 weeks

decreased 42 %) . The grip strength deceased (After 3 weeks , the grip strength in 20 and 30 mgΠkg BW dose group decreased

19 % and 29 % , respectively) . The hind limb landing foot splay increased ( The hind limb landing foot splay in 10 mgΠkg ,

20 mgΠkg , 30 mgΠkg BW dose group all increased) . Those indexes in each treatment group were statistically different from that in

the control group ( P < 0105) . In comparison with the previous literature , C57BLΠ6 mice on the toxicity of sensory and motor

behavior were more sensitive. Conclusion 　C57BLΠ6 mice could be suitable to study toxicity of sensory and motor function. The

tests of hotplate , rotarod , grip strength , measurements of hind limb landing foot splay could be screen the toxicants of sensory and

motor nerve dysfunction.
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　　神经行为试验是反映中枢及外周神经系统早期

损害比较敏感的试验 ,且操作简便、对受试者无创伤

性损害 ,可反复多次测定 , 故在环境毒物和食品污

染物的筛查中广泛应用。丙烯酰胺 ( Acrylamide

ACR) ,是近年来国际上比较关注的一种食品中化学

物质 ,它可引起感觉 - 运动型周围神经病[1 ]
,中毒症

状为四肢疼痛及麻木、肌肉无力、深反射减弱或消失

及小脑性共济失调等。1995 年经济合作与发展组
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织 ( Organisation for Economic Co2operation and

Development , OECD) 制定了动物神经毒性测试规

范[2 ]
,推荐将感觉、运动、认知等试验综合起来评价

被测化学物质的神经行为毒性。WHO 推荐了人神

经行为毒性测试试验组合。动物神经行为测试还没

有一套推荐标准 ,只是 OECD 在感觉、运动、认知等

方面推荐了一些测试方法。动物的选择对神经行为

学试验非常重要 ,Deacon R M J 研究[3 ] 表明 C57BLΠ6

小鼠更适合行为学的研究。以往丙烯酰胺毒性的研

究都采用腹腔注射的方式对啮齿类动物进行染毒 ,

这与丙烯酰胺作为食品污染物的暴露途径不符 ,本

文用丙烯酰胺经口亚急性染毒雄性 C57BLΠ6 小鼠 ,

观察小鼠中毒后的感觉 - 运动神经行为功能的改

变。通过相关的指标检测 ,以期获得稳定而敏感的

行为测试组合。

1 　材料与方法

111 　材料

丙烯酰胺由北京利科生化科贸有限公司提供 ,

纯度为 9919 %。

选用军事医学科学院实验动物中心 SPF 级

C57BLΠ6 雄性小鼠 75 只 ,18～22 g。试验期在中国

医学科学院实验动物研究所动物房饲养 ,室温 (22 ±

2) ℃,湿度 50 % ±10 %。

YLS - 6B 型智能热板仪、YLS - 4C 型转棒式疲

劳仪、YLS - 13A 型大小鼠抓力测定仪 ,均购自山东

省医学科学院设备站。

112 　方法

体重为 18～22 g的 C57BLΠ6 雄性小鼠适应性饲

养7 d后 ,以热板试验小鼠添后足的潜伏时间随机分

组 ,设一个对照组和 4 个剂量组 ,每组 15 只。将丙

烯酰胺溶解于蒸馏水中 ,按20 mlΠkg BW给予小鼠受

试物。丙烯酰胺染毒剂量分别为 5、10、20 和

30 mgΠkg BW ,每周 5 次 ,连续 3 周 ,对照组灌胃给予

蒸馏水 ,自由饮食。每周测量 1 次体重和各项神经

行为指标。每天观察动物一般中毒表现 ,主要是毛

发、四肢、呼吸、尾部的位置等状态 ,以及动物的活

动、姿势、步态等日常行为状况。

113 　行为学测试指标

伤害性知觉测试 　将小鼠放在 YLS - 6B 型智

能热板仪的恒温电热板 (55 ±011) ℃上 ,以小鼠舔后

爪动作出现为终点 ,记录时间。平衡能力测试 　

YLS - 4C 型转棒式疲劳仪的转棒直径为30 mm ,按

20 rΠmin转动 ,规定时间300 s ,记录其落地时间 ,若

300 s仍未落地者记录为300 s。抓力测试 　用 YLS

- 13A 型大小鼠抓力测定仪来测定 ,记录动物的最

大抓力。运动神经能力测试 　选用后肢撑力试验 ,

使小鼠从距地面15 cm处自由落下 ,准确测量着地时

其后肢爪尖滑开的最远距离。以上所有试验测试 3

次 ,每次间隔30 min ,取平均值。

114 　统计分析

所有数据采用 SPSS1110 进行 ANOVA 分析 ,检

验水准α为 0105。

2 　结果与讨论

211 　中毒症状及体征的观察 　在整个试验过程中 ,

给予各剂量丙烯酰胺的动物无死亡 ,体重与对照组

相比差异无统计学意义。临床观察未发现各剂量组

动物出现躁动、激惹、步态摇摆不稳等中毒症状。

212 　行为学测试

因神经行为指标的复杂性和敏感性 ,对试验进

行质量控制尤为重要 ,在首次给予小鼠蒸馏水和丙

烯酰胺前 ,测试所有组别动物的各项行为学指标的

基线值 ,与对照组比较 ,各组间差异无统计学意义。

表明各项行为指标在染毒测试前条件均衡 ,试验中

获得的测量结果可信。见表 2。

21211 　伤害性知觉改变 　热板试验显示 ,小鼠在不

同的累积剂量下热觉变化有所不同 ,10 mgΠkg BW剂

量组在染毒 2 周后 ,累积剂量 (cumulative dose ,CD)

达到100 mgΠkg BW时 ,小鼠舔后爪潜伏时间与对照组

相比时间缩短了 26 %( P < 0105) ,在染毒 3 周后 (CD

= 150 mgΠkg BW)与对照组相比 ,小鼠舔后爪潜伏时

间差异消失。5 mgΠkg BW剂量组小鼠从染毒 2 周后

舔后爪潜伏时间开始缩短 ,在染毒 3 周后 ( CD =

75 mgΠkg BW)舔后爪时间缩短了 28 % ( P < 0105) 。

而20 mgΠkg BW和30 mgΠkg BW剂量组小鼠舔后爪潜伏

时间呈增加趋势 ,但与对照组相比差异无统计学意

义。这一结果与李闪霞等报道[4 ]的大鼠在不同的染

毒剂量下热觉变化不同这一结论相似。本实验中出

现热传导增快的累计剂量为75 mgΠkg BW ,比李闪霞

　　　
表 1 　丙烯酰胺对小鼠体重的影响 ( �x ±s , n = 15) g

组别 第 0 周 第 1 周 第 2 周 第 3 周

0 mgΠkg BW 21170 ±1122 22133 ±1134 23119 ±1144 24127 ±1170
5 mgΠkg BW 22117 ±1132 22178 ±1151 23139 ±1158 24108 ±1188

10 mgΠkg BW 22125 ±1103 22195 ±1107 23153 ±1121 24113 ±1103
20 mgΠkg BW 22139 ±0185 23111 ±0198 23174 ±1114 24169 ±1145
30 mgΠkg BW 22107 ±1103 23111 ±1102 23175 ±1102 24153 ±1106
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表 2 　各实验组行为学指标基线值 ( �x ±s , n = 15)

组别
热板测验

(舔后爪潜伏时间 ,s)
转棒试验

(转棒上停留时间 ,s)
抓力试验

(前肢抓力 ,g)
支撑力

(后肢展开距离 ,cm)

0 mgΠkg BW 14180 ±5107 207160 ±103131 162189 ±20159 3165 ±0118

5 mgΠkg BW 14186 ±5115 174136 ±85152 152185 ±16175 3160 ±0123

10 mgΠkg BW 14186 ±5112 189193 ±68193 156104 ±18143 3165 ±0117

20 mgΠkg BW 14196 ±5117 221147 ±66136 152197 ±23119 3169 ±0120

30 mgΠkg BW 14198 ±5110 205127 ±78146 152125 ±13100 3165 ±0121

等报道的累计剂量在300 mgΠkg BW时出现增快要低 ,

这一结果提示 C57BLΠ6 小鼠对伤害性刺激更敏感 ,

更适合此类神经行为的指标的检测。见图 1。

21212 　平衡能力改变 　转棒试验作为一个灵敏性

平衡运动功能测试 ,可说明椎体外系、小脑及周围运

动神经是否受到损伤 ,30 mgΠkg BW剂量组小鼠于染

毒 2 周后 (CD = 300 mgΠkg BW) 在转棒上的停留时间

低于对照组 ,停留时间缩短了 19 %( P < 0105) ,在染

毒 3 周后 (CD = 450 mgΠkg BW)二者的差异更加明显 ,

在转棒上的停留时间比对照组小鼠缩短了 42 %( P <

0101) ,结果见表 3。这与 Kesson C M等报道[5 ]的丙烯

酰胺亚急性中毒 ,临床患者可表现为小脑机能障碍 ,

椎体外系、中脑及脊髓的损害一致。见表 3。
a 与对照组相比 , P < 0105 ,b 与对照组相比 , P < 0101

图 1 　丙烯酰胺对小鼠舔后爪潜伏时间的影响

表 3 　丙烯酰胺对小鼠在转棒上停留时间的影响 ( �x ±s , n = 15) s

组别 第 0 周 第 1 周 第 2 周 第 3 周

0 mgΠkg BW 207160 ±103131 255167 ±67190 291187 ±21149 290180 ±35163

5 mgΠkg BW 174136 ±85152 246153 ±87165 274167 ±40178 281187 ±29118

10 mgΠkg BW 189193 ±68193 265100 ±53162 272107 ±38189 280107 ±28187

20 mgΠkg BW 221147 ±66136 274120 ±45186 251180 ±67109 242193 ±79165

30 mgΠkg BW 205127 ±78146 258127 ±52187 235113 ±65128a 167153 ±80190b

注 :与对照组相比 ,a 为 P < 0105 ,b 为 P < 0101

21213 　抓力改变 　试验第一、二周丙烯酰胺各剂量

组与对照组相比抓力均无明显改变 ,但各剂量组均

有下降趋势。20、30 mgΠkg BW剂量组染毒 3 周后 (累

计剂量分别为 300、450 mgΠkg BW) 抓力出现明显下

降 ,与对照组相比各降低了 19 % ( P < 0105) 和 29 %

( P < 0101) ,同期染毒组动物的体重与对照组相比

差异无统计学意义 ,排除了动物体重对抓力的影响 ,

这说明丙烯酰胺导致了肌力下降 ,与文献报道基本

一致[6 ] ,见表 4。

表 4 　丙烯酰胺对小鼠抓力的影响 ( �x ±s , n = 15) g

剂量组 第 0 周 第 1 周 第 2 周 第 3 周

0 mgΠkg BW 162189 ±20159 161111 ±24116 179193 ±31150 170171 ±38103

5 mgΠkg BW 152185 ±16175 150195 ±30116 159161 ±27157 149161 ±25149

10 mgΠkg BW 156104 ±18143 147126 ±22165 166167 ±38121 151165 ±28186

20 mgΠkg BW 152197 ±23119 140165 ±23120 160159 ±28173 138133 ±23173a

30 mgΠkg BW 152125 ±13100 144137 ±37119 160146 ±21161 121133 ±26152b

注 :与对照组相比 ,a 为 P < 0105 ,b 为 P < 0101

21214 　运动神经能力改变 　丙烯酰胺具有高度蓄

积性 ,染毒小鼠坐骨神经末端的蓄积量高于其他部

位[1 ]
,故后肢无力是主要的中毒体征 ,本研究后肢支

撑力试验结果显示 ,30 mgΠkg BW丙烯酰胺剂量组在

染毒第一周后 (CD = 150 mgΠkg BW) 后肢展开距离明

显大于对照组 ( P < 0105) 。染毒第二周后 , 20、

30 mgΠkg BW两个剂量组 (累计剂量分别为 200 和

300 mgΠkg BW)与对照组相比后肢展开距离明显增

加 ,差异有统计学意义 ( P < 0101) 。随着染毒时间

的延长 ,较低的10 mgΠkg BW剂量组后肢展开距离增

加 ,与对照组比较差异也出现统计学意义 ( P <

0105) ,证实了丙烯酰胺的蓄积毒性 ,但本次研究小
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鼠出现后肢支撑力损伤的累计剂量 ( CD 150～

450 mgΠkg BW) ,要低于文献[4]报道的累计剂量 ,说明

了 C57BLΠ6 小鼠对行为毒性的敏感性。结果见图 2。

图 2 　丙烯酰胺对小鼠后肢展开距离的影响

研究发现 ,丙烯酰胺的累计剂量在 75、150 和

300 mgΠkg BW时分别出现了热觉神经的损伤、后肢支

撑能力的改变、平衡能力和抓力的改变 ,因此丙烯酰

胺对感觉神经的损伤要先于其它运动神经 ,与已有

文献[4、6 ]报道一致 ,但动物染毒后在不同累积剂量

下热觉神经损伤表现不一致的原因一直未能解释。

本次研究发现 , 10 mgΠkg BW剂量组在染毒 2 周后

(CD = 100 mgΠkg BW)与对照组相比小鼠舔后爪潜伏

时间缩短 ;在染毒 3 周后 (CD = 150 mgΠkg BW) 与对

照组相比小鼠舔后爪潜伏时间差异消失 ,但在该累

计剂量下出现了后肢展开距离增加 ,另外在染毒 3

　　

周后 20 和30 mgΠkg BW剂量组均出现小鼠后肢展开

距离增加 ,未出现小鼠舔后爪潜伏时间的缩短 ;

5 mgΠkg BW剂量组未出现后肢展开距离增加 ,但出现

舔后爪潜伏时间的缩短。这一结果提示这两个指标

间存在着某种关系 ,这可能是由于热觉测试终点是

由运动行为来体现的 ,而丙烯酰胺对运动功能的影

响 ,可能造成对热觉测试的干扰 ,导致热觉传导在不

同剂量及累积剂量下表现不一致 ,因此在评价毒物

对感觉行为的影响时 ,要注意结合毒物对运动功能

的影响。
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论著

《中华人民共和国食品安全法 (草案)》存在问题分析

陈卫东1 　李旭才2

(11 广东省卫生监督所 ,广东 　广州 　510300 ;21 中山市卫生监督所 ,广东 　中山 　528403)

摘　要 :从内容、主体、从业人员培训教育、保健食品与食品添加剂监管等六个方面分析《食品安全法 (草案)》存在

的问题。提出以预防控制食源性疾病为立法宗旨 ;明确执法主体 ,体现权责统一 ;着重宏观管理原则 ,明确区分法

律责任 ;明确食品安全标准范畴和制定原则 ;调整规范相关内容 ;强化食品生产经营者的社会责任 ,明确政府经费

保障责任等建议。
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