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论著
体内碱性彗星试验法检测纳米氧化锌遗传毒性

王宁 #"张文众 &"孙拿拿 &"孙宇立 #"邵乃敏 #"刘君丽 #"丁瑜 #"董竞武 #"于洲 &"洪新宇 #

!#1上海市疾病预防控制中心"上海$&"#,##$ &1国家食品安全风险评估中心"北京$#"""&&#

摘$要!目的$利用体内碱性彗星试验方法"检测长期给予纳米氧化锌颗粒&_;T8d<’对大鼠的遗传毒性作用#

方法$结合扩展一代生殖毒性试验"使用 #! 周龄的亲代 F[大鼠"经口每天灌胃给予 _;T8d<"!%!’"!!’" JL/IL

&纳米尺度分散状态最大浓度’"记录体质量变化并观察# %" E 后每个剂量组取亲代大鼠雌雄各 #" 只处死后取乙

二胺四乙酸抗凝全血"采用彗星试验试剂盒进行制片"用定量分析专业软件&5><P’进行彗星结果分析# 结果$与

溶剂对照组比较"雄性大鼠高剂量组外周血 [8(损伤细胞率和尾部 [8(含量百分比明显上升"分别为 &+.,"^和
&!,.!+p’.+)’^"差异有统计学意义&Bg"."’’(雌性大鼠高剂量组外周血 [8(损伤细胞率和尾部 [8(含量百分

比明显上升"分别为 &%.!#^和&#+.+"p&.-,’^"差异有统计学意义&Bg"."’’# 结论$在 !’" JL/IL剂量下 _;T

8d<体内碱性彗星试验结果阳性#

关键词!纳米氧化锌( 体内碱性彗星试验( [8(损伤( 遗传毒性

中图分类号!H#’’$$文献标识码!($$文章编号!#"")*+)’,#&"#-$")*"!&"*"’
!"#%#".#!’-"/0120341&"#-.")."")

!*+*7+-%/%):*/%+%A-7-+, %)/(/% F-/7%A-&*6, (<>(<-/*7%=*+(’’(, ()*(*+
](8S8=;L#& _6(8S]B;a4@;L&& FY88>;>&& FY8\:A=#& F6(T8>=J=;#&

ZUY9:;A=#& [U8S\:#& [T8S9=;LO:#& \Y_4@:&& 6T8Sc=;G:#

##.F4>;L4>=R:;=2=P>A5B;?BC3@C[=<B><B5@;?C@A>;E dCBNB;?=@;& F4>;L4>=&"#,##& 54=;>’
&.54=;>8>?=@;>A5B;?BC3@CD@@E F>3B?GH=<I (<<B<<JB;?& KB=0=;L#"""&&& 54=;>$

56’+4(7+% "6C*7+-;*$M@EB?B2??4BLB;@?@V=2B33B2?<@3A@;L*?BCJ>EJ=;=<?C>?=@; @3;>;@a=;2@V=EB;>;@P>C?=2AB<#_;T
8d<$ P>C?=2AB<@; C>?<QG:<=;L?4B>AI>A=;B2@JB?><<>G’) 6’6"ID*+1%&’$U; 2@JQ=;>?=@; O=?4 ?4BBV?B;EBE LB;BC>?=@;

CBPC@E:2?=NB?@V=2=?G?B<?& #!*OBBI*@AE P>CB;?>AF[C>?<OBCB>EJ=;=<?BCBE @C>AAGO=?4 _;T8d<>?"& %& ’"& >;E !’" JL/

IL#J>V=J:J2@;2B;?C>?=@; @3?4B;>;@<2>ABE=<PBC<=@;$& >;E Q@EGOB=L4?24>;LB<OBCBCB2@CEBE >;E @Q<BCNBE1(3?BC%"

E>G<& #" J>ABC>?<>;E #" 3BJ>ABC>?<OBCB?>IB; 3C@JB>24 E@<BLC@:P >;E <>2C=3=2BE17?4GAB;BE=>J=;B?B?C>>2B?=2>2=E

>;?=2@>L:A>?BE O4@ABQA@@E O><?>IB; 3C@JB>24 C>?1M4B2@JB?><<>GI=?O><:<BE 3@C?>QAB?=;L& >;E ?4BCB<:A?@32@JB?

>;>AG<=<OBCB>;>AGaBE QGW:>;?=?>?=NB>;>AG<=<<@3?O>CB#5><P$1E*’.<+’$5@JP>CBE O=?4 ?4BNB4=2AB2@;?C@ALC@:P&

PBC=P4BC>AQA@@E [8(E>J>LB2BAAC>?B>;E ?>=A[8(@3?4B4=L4*E@<BLC@:P @3J>ABC>?<=;2CB><BE <=L;=3=2>;?AG& O4=24 OBCB

&+.,"^ >;E #!,.!+p’.+)$^& CB<PB2?=NBAG#Bg"."’$1dBC=P4BC>AQA@@E [8(E>J>LB2BAAC>?B>;E ?>=A[8(@3?4B4=L4*

E@<BLC@:P @33BJ>ABC>?<=;2CB><BE <=L;=3=2>;?AG& O4=24 OBCB&%.!#^ >;E # #+.+"p&.-,$^& CB<PB2?=NBAG#Bg"."’$1

0%/7<.’-%/$M4BCB<:A?@3>AI>A=;B2@JB?><<>G=; _;T8d<OBCBP@<=?=NB>?!’" JL/ILLC@:P1

8*, 9%4&’% _=;2@V=EB;>;@P>C?=2AB<’ ’) 6’6">AI>A=;B2@JB?><<>G’ [8(E>J>LB’ LB;@?@V=2=?G

收稿日期!&"#-*",*&’

基金项目!上海市卫生健康委员会高端海外研修团队项目*卫生毒理

学"S]M[&"#’F"!$

作者简介!王宁$女$副主任医师$研究方向为卫生毒理学

7*J>=A)O>;L;=;LX<2E21<412;

通信作者!洪新宇$女$副主任医师$研究方向为卫生毒理学

7*J>=A)4@;LV=;G:X<2E21<412;

$$纳米氧化锌颗粒 #a=;2@V=EB;>;@P>C?=2AB<&_;T
8d<$是一种应用前景广泛的多功能无机纳米材料&
其具有粒径微小!比表面活性高!化学性质稳定等

特点&在橡胶制品!油漆涂料!化纤纺织!医学诊断
和治疗等领域具有广泛的应用前景+ 随着人们与
_;T8d<接触的日益增多&有研究报告 . #*!/提出 _;T

8d<可通过皮肤接触!呼吸吸入以及消化道摄入等
多种途径进入人体&并能通过体循环分布到各种组
织中&其对人类健康的潜在毒性影响需要引起高度
关注+

体内彗星试验由于操作简便&灵敏度高&需要
的样品量少&能与包括长期试验在内的不同试验相
结合&耗时!耗费低&因而引起研究者的关注+ &""%
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年日本替代方法验证中心联合日本!美国和欧洲的
十四家实验室&应用 )" 种受试物对体内彗星试验进
行联合验证&&"#) 年 - 月经济合作与发展组织通过
了关 于 哺 乳 动 物 碱 性 彗 星 试 验 的 指 导 原 则
#MS)+-$ . )/ &这大大推动了彗星试验在遗传毒性领
域的应用+ 目前&已有研究指出 _;T8d<对哺乳动
物细胞可能存在遗传毒性&但也有研究结果显示
_;T8d<的毒性效应并不明显 . ’*,/ &因此&本次研究
结合扩展一代繁殖毒性试验&利用体内碱性彗星试
验方法开展经口长期摄入 _;T8d<对大鼠遗传毒
性的研究+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$主要仪器与试剂

KF&&)F 型电子天平&5H&#SUU型高速离心机&
9\-&*UU8超声波细胞粉碎机#宁波新芝公司$&97R*
&#"" 透射电子显微镜 #M7R&日本 97TZ$&8>;@
-"_F 纳米粒度仪#英国马尔文$&彗星试验电泳系统
#彗星实验专用电泳槽和配套设备&由国家食品安
全风险评估中心提供 $&电泳仪 #K=@?BI 7dF*!""*
UUq&&’ q!"" J($&) k冰箱&水浴锅&荧光显微镜&
#"" 和 #" !A可调加样器+

_;T8d<#&" ;J&干燥粉末状&纯度h--^&美国
8>;@<?C:2?:CBE t (J@CP4@:<R>?BC=>A<$&胎牛血清
#DKF&美国 S=Q2@$&彗星试验试剂盒#北京博乐通生
物科技有限公司$&葡萄糖!无水乙醇均为分析纯+
#.#.&$实验动物

无特定病原体#FdD级$健康成年 F[大鼠&#""

只&雌雄各半&体质量 #+"j&&" L+ 由上海杰思捷实
验动物有限公司提供&生产许可证号% F5ci#沪$
&"#!*""",+ 实验动物饲养室温度 &"j&’ k&相对湿
度 )"^j%"^+ 实验动物使用许可证号%F\ci#沪$
&"#!*"""++ 动物饲料由上海福贝宠物用品有限公
司提供&登记证号%沪饲证#&"#)$")""&+
#.&$方法
#.&.#$纳米颗粒的粒径和形貌表征

取少量待测样品的粉末置于 7PPB;E@C3管中&

加入适量乙醇&使用超声仪超声 !" J=;&取少量滴在
!"" 孔包覆碳膜的铜网上&室温下过夜干燥+ 样品
在 M7R下观察&照相&用 UJ>LB9软件统计粒径大小
及分布+
#.&.&$纳米颗粒在溶液中的粒径测量及稳定性
分析

供试液制备%将 ’^葡萄糖溶液用蒸馏水 #" 倍
稀释&配制 ".’^的葡萄糖溶液’量取 !+.+ JA的

".’^葡萄糖溶液至 ’" JA离心管’称取 #.)"" L_;T
8d<于离心管中&摇匀’在冰浴条件下超声&)"" ]&
& J=;&! <开 ! <停’向离心管内加入自然解冻的胎
牛血清#不可以放水浴加热加速解冻$ #.& JA’继续
在冰浴条件下超声&)"" ]&# J=;&! <开 ! <停+

动态光散射#[ZF$测定各供试液配制后第 # 天
和第 % 天的粒径及 _B?>电势+ 在每次检测前超声
!" <&工作温度为 &’ k&测量 ! 次取平均值+
#.&.!$体内碱性彗星试验剂量设计和分组

经文献查询结果表明经口灌胃 &"" j& """
JL/ILK] _;T8d<会发生大鼠体质量减轻和腹泻
等症状 . )/ &且为了保持供试液表面离子的阴性状
态&使得纳米粒子在供试液中不处于团聚状态&经
多次样品配制试验且参考国家食品安全风险评估
中心 &+ E 毒性试验评价结果&本次大鼠扩展一代繁
殖毒性试验的最高剂量设为 !’" JL/ILK]#在供试
系统中能维持 _;T8d<非团聚状态的最高浓度$+

按 ’ 倍梯度稀释&共设高!中!低三个剂量组&分别为
!’"!’" 和 % JL/ILK]&另设一个溶剂组+ 用溶剂
对照组的抗凝全血在紫外灯下照射 #" J=;+

根据供试液 [ZF 检测结果&每次只配制少于
% E 的样品+ 配制完成的混悬液#!’ JL/JA$可以放
) k冰箱保存一周&用前混匀’中剂量和低剂量可由
高剂量稀释&稀释液为含 !^胎牛血清的 ".’^葡萄
糖溶液+ 试验中的溶剂组即使用该稀释液+
#.&.)$体内碱性彗星试验

结合扩展一代生殖毒性试验&使用 #! 周龄的亲
代 F[大鼠&经口每天灌胃给予 _;T8d<"!%!’"!
!’" JL/IL#纳米尺度分散状态最大浓度$&记录体
质量变化并观察+ %" E 后每个剂量组取亲代大鼠
雌雄各 #" 只处死后取乙二胺四乙酸 #7[M($抗凝
全血&进行体内碱性彗星试验+
#.&.’$单细胞悬液制备

大鼠腹主动脉抗凝全血&采样后立即进行制片
处理&减少间隔时间&并保证每个样品从取样到制
片间隔时间一致+
#.&.,$样品的处理顺序

样品做平行处理&即不同剂量组动物随机选择
或每组各一只依次采样&每张载玻片上各组样品依
次或随机排放+
#.&.%$制片!裂解!解旋及电泳

取抗凝全血 #" !A加入 %" !A上样胶##^低熔
点琼脂糖$滴加在已经铺有第一层琼脂糖的彗星试
验专用载玻片上&立即盖上盖玻片&置 ) k #" J=;
固化&移去盖玻片’再滴加 %" !A上样胶作为第三
层+ 每个标本制 &j! 张玻片&放置备用+ 裂解液用
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前加热使其完全溶解&并提前放入 ) k冰箱至少
!" J=;+ 将玻片浸入预冷的细胞裂解液中&裂解液
应没过玻片&放置于 ) k冰箱避光裂解至少 & 4#或
过夜$+ 裂解完成后&从裂解液中取出载玻片&用纯
水漂洗 ! 次&去除过多的盐&每次 ’ J=;+ 将玻片置
于水平电泳槽中&缓缓加入新鲜配制的电泳缓冲液
#P6$#!$&使液面高于载玻片 & JJ&把电泳槽置于
) k冰箱中&避光解旋 !" J=;+ 取出电泳槽&调节电
压为 &’ q&电流 !"" J(&电泳 !" J=;+ 电泳完毕&取
出载玻片&用中和缓冲液漂洗 ! 次&每次 ’ J=;+
o&" k预冷的无水乙醇脱水 #" J=;&空气中自然干
燥+ 在室温下储存&直到进行评估+
#.&.+$染色!拍照和分析

滴加 SBACBE 荧光染料避光染色&约 & J=;+ 在
荧光显微镜下&用适当放大倍数##""!&"" 倍$阅片+
选择玻片同一密度的几个区域&以确保没有重叠的
尾&避免在玻片的边缘进行评分+ 可以观察到 [8(
碎片从细胞的)头*移到)尾*&彗头为圆形!边缘光
滑整齐&彗尾紧随彗头之后&呈散点状拖尾+ 彗星
拖尾的长度与 [8(的损伤程度相关+ 对所有玻片
进行独立编码和盲号阅片+ 用 5><P 专业软件定量
分析+ 每个动物随机分析 ’" 个细胞&计出拖尾细胞
数&同时将尾部 [8(取均值&再做组间比较+
#.!$统计学分析

数据统计分析采用 FdFF #-." 分析软件&先对
数据进行正态性和方差齐性检验&若方差齐&采用
单因素方差分析进行总体比较&发现差异再用
[:;;B??法进行多个剂量组与一个对照组均数间的
两两比较+ 若方差不齐&则采用不要求方差齐性的
[:;;B??M! 检验进行两两比较+ Bg"."’ 时&认为差
异有统计学意义+ 所有数据均以均值 p标准差
表示+

&$结果
&.#$_;T8d<的粒径及形貌特征

_;T8d<的粒径表征 M7R结果见图 #+ 使用
UJ>LB9软件对 ’ 张 M7R图片中随机选取的 #"" 个
纳米颗粒的粒径计算结果显示&_;T8d<的形状为
颗粒性&理论尺寸为 &" ;J&平均粒径为 # &,.,"p
#".!,$;J&最大值为 ,".-" ;J&最小值为##."’ ;J&
主要集中在 ##j!) ;J+
&.&$_;T8d<在溶剂中的粒径尺寸及稳定性

_;T8d<的 [ZF 测定结果见表 # 和图 &+ 结
果显示&_;T8d<在供试液有一定程度的团聚&但
仍能维持在较小的粒径范围内&且 % E 内稳定性均
较好+

注%(为 _;T8d<的 M7R照片’K为粒径分布情况

图 #$_;T8d<的形貌及分布
D=L:CB#$R@CP4@A@LG>;E E=<?C=Q:?=@; @3_;T8d<

表 #$_;T8d<在溶剂中的粒径尺寸及稳定性#"Ep4&)b!$

M>QAB#$d>C?=2AB<=aB>;E <?>Q=A=?G@3_;T8d<<@ANB;?<

物质
粒径/;J _B?>电势

第 # 天 第 % 天 第 # 天 第 % 天

_;T8d< )"&.’p’.+ )")."p&-.% o-.!p&.- o#!.&p".)

注%(为 _;T8d<供试液第 # 天结果’K为 _;T8d<供

试液第 % 天结果

图 &$_;T8d<[ZF 测定结果
D=L:CB&$_;T8d<[ZF JB><:CBJB;?CB<:A?<

&.!$大鼠体质量变化及毒性体征观察
灌胃染毒期间&溶剂对照组及 _;T8d<各染毒

组大鼠无明显毒性体征&体质量均增加&增长趋势
见图 !+ 随着染毒时间的增长&高剂量组 _;T8d<
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造成大鼠体质量增长减慢&但与溶剂对照组比较&
差异无统计学意义#Bh"."’$+

图 !$_;T8d<经口染毒 %" E 大鼠体质量变化
D=L:CB!$54>;LB<@3Q@EGOB=L4?@3_;T8d<=; @C>A

>EJ=;=<?C>?=@; 3@C%" E>G<

&.)$体内碱性彗星试验结果
_;T8d<!’" JL/IL组体内碱性彗星试验&与

溶剂对照组比较&雄性大鼠高剂量组外周血 [8(损
伤细胞率和尾部 [8(含量百分比上升&分别为
&+.,"^和#!,.!+p’.+)$^&差异有统计学意义#Bg
"."’$’雌性大鼠高剂量组外周血 [8(损伤细胞率
和尾部 [8(含量百分比上升&分别为 &%.!#^和
##+.+"p&.-,$^&差异有统计学意义#Bg"."’$’其
余 _;T8d<剂量组指标差异无统计学意义 #Bh
"."’$&见表 &+ 阳性对照组雄性和雌性大鼠外周血
[8(损伤细胞率均为 )-.’"^&尾部 [8(含量百分
比分别均为 #-+.+,p!.#+$^&高于溶剂对照组&差
异有统计学意义#Bg"."#$+

表 &$_;T8d<染毒对大鼠血细胞 [8(损伤的影响
M>QAB&$733B2?<@3_;T8d<@; [8(E>J>LB=; C>?QA@@E 2BAA<

剂量
/#JL/IL$

观察细胞数 [8(损伤细胞数 [8(损伤率 /̂ 尾部 [8(含量百分比 /̂

雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 雌性
" ’") ’"% ,% ,’ #!.&- #&.+& #".%&p&.## ,.+)p#.’!
% ’", ’"! -+ %& #-.!% #).!# #%.!&p&.%% #!.&’p&.,+
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注%#为与溶剂对照组#" JL/IL$比较&Bg"."’

!$讨论
_;T8d<是一种使用广泛的纳米材料&由于其

具有多种生物效应&在各个领域的使用不断增加+
无论在体外还是在体内&小尺寸决定大的比表面
积&赋予 _;T8d<极高的反应活性&能影响与生物
大分子的相互作用!细胞的摄取方式以及在体内的
分布情况&从而也可能导致常规锌不具有的毒副作
用+ 纳米材料毒性与粒径大小和形状有着重要关
联&D7H8u8[7_等 . %/发现 _;T8d<比粗颗粒状的
氧化锌毒性更大&但由于纳米材料具有独特的理化
性质&其毒性可能与超细颗粒或细微颗粒毒性迥
异&在何种程度上可以进行外推&两者间是否存在
规律仍是个有争议的问题+ 正是由于纳米材料的
粒度分布!尺寸大小与小尺寸效应密切相关的缘
故&纳米材料的粒度尺寸分布就成为了表征纳米材
料特性最重要的指标之一 . +/ +

目前&纳米材料粒度分析的方法和仪器种类
有很多&M7R是分析纳米颗粒粒径和形态最高效
的手段之一 . -/ + _;T8d<的 M7R显微照片显示这
些颗粒彼此分离&形态均一且具有轮廓清晰的球
状外貌&其粒径平均值为 &,., ;J&+"^的颗粒粒
径分布在 ##j!) ;J&由此表明本次试验所使用的
_;T8d<粒径分布在一个比较狭窄的范围内&且大
小均匀&适合用于后续的试验开展+ 除了粒径尺
寸的表征分析外&材料的结构表征也很重要 . #"/ +

考虑到在日常使用过程中&纳米粒子均不会以单
独的分散形态存在&而是会被加入到其他溶剂或
材料中&以相对聚集的形态存在+ 一旦纳米材料
发生聚集&其理化特性将发生改变&因此&纳米材
料的聚集状态对于它可能存在的潜在毒性也起着
重要的作用+ 本次试验分析了 _;T8d<配制在溶
剂中的颗粒大小及 _B?>电势+ 结果显示&_;T8d<
均能稳定的维持在一个较小的尺寸范围内&且 _B?>
电势为负数+ 结合本试验结果并参考受试 _;T
8d<的各项数据&认为该 _;T8d<适合进行后续
的各项毒理学试验研究+

_;T8d<可引起淋巴细胞!骨髓细胞!肝细胞等
多种细胞的 [8(损伤&具有一定的遗传毒性 . ##*#!/ &
但是&体内试验环境与体外试验有很大的不同&结
果的外推受到一定的限制+ 体外研究结果显示&人
表皮细胞 #()!#$ . #)/ 加入 !" ;J氧化锌 # ".""#!
".""+!"."+!".+!’ !L/JA$染毒 , 4&发现 ".+ !L/JA
浓度组 _;T8d<可引起 ()!# 细胞 [8(损伤&表现
为 TA=NB尾距 .# &.#! p".#& $ ;J/ 相比对照组
.##.!%p".#&$ ;J/增加#Bg"."’$’另一项使用原
代人鼻黏膜细胞的体外彗星试验 . #’/ &用 _;T8d<处
理细胞 # "."# j’" !L/JA$ &) 4&#" 和 ’" !L/JA组
_;T8d<可引起细胞 [8(损伤#Bg"."’$&而微米
级的氧化锌#g’ !J$未引起原代人鼻黏膜细胞毒性
和 [8(损伤+ 在体内研究方面&F6(HR(等 . #,/通
过小鼠单细胞彗星试验发现 !"" JL/IL的 _;T8d<
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对肝细胞造成了 [8(损伤&而对肾细胞没有损伤’
d(MU等 . #%/则通过小鼠骨髓及红细胞微核试验证实
&"" 和 ’"" JL/IL的 _;T8d<均造成 [8(损伤&该
损伤可能是由氧化应激引起的+ 本次研究直接采
集了长期试验中各剂量组大鼠的全血进行血细胞
的彗星试验&研究结果表明&与溶剂对照组比较&
_;T8d<!’" JL/IL组体内碱性彗星试验雄性和雌
性大鼠外周血 [8(损伤细胞数均有增加&差异有统
计学意义#Bg"."’$’雄性和雌性大鼠高剂量组细胞
尾部 [8(含量百分比也均有明显上升&差异有统计
学意义#Bg"."’$’因此&在 !’" JL/IL剂量下 _;T
8d<引起大鼠外周血细胞和多种体细胞 [8(损伤&
提示可能具有潜在的遗传毒性作用&本研究为以后
进一步开展 _;T8d<安全性评估的更长期研究及
致癌研究提供基础数据+
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欧盟评估枯草芽胞杆菌 [FR&+!)!作为牛犊饲料添加剂的有效性
$$&"#- 年 % 月 &! 日"据欧盟食品安全局&7DF(’消息"欧盟动物饲料添加剂和产品就枯草芽胞杆菌 [FR
&+!)! 作为牛犊饲料添加剂的有效性发表意见#

据了解"枯草芽胞杆菌 [FR&+!)! 是枯草芽胞杆菌单一菌株的活孢子制剂# &"#+ 年"欧盟动物饲料添
加剂和产品&D77[(d’研究小组就枯草芽胞杆菌 [FR&+!)! 作为犊牛饲料添加剂的安全性和有效性发表了
科学意见"但由于缺乏数据"D77[(d小组无法在申请人提议的使用条件下得出该添加剂的有效性# 目前经
过评估"D77[(d小组得出结论"在拟议的使用限量下"枯草芽胞杆菌 [FR&+!)! 作为肠道菌群稳定剂可能
对牛犊饲养有效#
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