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连翘精油急性毒性及其对环磷酰胺致小鼠精子畸形的影响

赵梓含

杭州师范大学药学院　浙江杭州　311100

摘　要：目的：测定连翘精油的LD50，研究连翘精油对环磷酰胺致小鼠精子畸形的保护作用。方法：①急性毒性试

验：设置1700mg/kg、1750mg/kg、1800mg/kg、1850mg/kg四个剂量组，以花生油为空白对照组，每组需小鼠六只，

雌雄各半，禁食12个小时，于早晨九点以0.1ml/10g灌胃量灌胃给予小鼠，观察两周，测定LD50.②保护作用试验：

25只雄性小鼠分为5组，每组5只，三个小组以100mg/kg、200mg/kg、400mg/kg以0.1ml/kg灌胃给予连翘精油连续

五天，第6天起与阳性对照组和花生油对照组一起每天用灌胃针给予40mg/kg的环磷酰胺（cp）0.1ml/kg，连续5d，

于35天后脱颈椎处死计算精子畸形率。结果：①急性毒性试验：连翘精油的急性毒性属于无毒。②保护作用试验：

小鼠灌胃给予连翘精油400，200和100mg·kg-135d后，cp诱发小鼠精子畸形率分别为64.4%，58.6%和60.6%，与阳性

对照cp所致小鼠精子畸形率55.5%无明显差异，说明连翘精油不具有对环磷酰胺致小鼠精子畸形的保护作用。
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连翘在我国古时作为一种中药使用，连翘气微香，

味苦，其功效有清热解毒、利尿排石等，对风热感冒、

淋巴结结核等有很好的治疗作用。双黄连口服液和连翘

解毒片里面也都含有连翘成分，在医学上的应用十分广

泛，同时也是我国出口的药材 [1]。尚未有连翘精油毒性

及其对环磷酰胺致小鼠精子畸形的保护作用方面的研

究，本研究用连翘精油灌胃给予小鼠，研究连翘精油的

急性毒性及其对环磷酰胺所致小鼠的遗传毒性是否有保

护作用，为其作为药品开发提供一些毒性方面的实验依

据。1

环磷酰胺（cyclophosphamide，CP）是氮芥类的抗肿

瘤药物，也是一种诱变剂 [2]，作为抗肿瘤药物，在抗癌

化疗方面的应用广泛，有很高的药用价值，这类化疗药

物虽可杀死肿瘤细胞但本身也具有细胞毒性作用，能够

损害雄性睾丸的生精能力，严重的还会引起不育 [3]。因

此，寻找对于 CP 所致损伤具有防护作用的物质，对于临

床上减轻使用 CP 进行治疗的患者的不良反应以及对于保

护职业性接触这种化学物质的人群也有一定意义。

一、材料与方法

1. 材料

（1）实验动物

未交配的昆明小鼠：雌性昆明小鼠 12 只、雄性昆

明小鼠 37 只，实验前进行三天左右的适应性饲喂。饲

基金项目：兰州市人才创新项目（2019-RC-121）

作者简介：赵梓含，学生，主要从事药理与毒理学研究。

养环境：室温为 20 ～ 27℃，通风环境下，相对湿度为

47% ～ 65%，自由摄食饮水。

（2）连翘果实

连翘果实购自甘肃复兴厚生物医药科技有限公司，

批号：20200201

（3）主要仪器及试剂

连翘精油  莱阳鲁花浓香花生油有限公司生产的鲁花

5s 压榨一级花生油  环磷酰胺  生理盐水  甲醛  2% 的曙红

水溶液

2. 试验步骤

（1）连翘精油的提取（依据精油执行标准GB/T29990）

称取连翘果实 100g，磨成粉末，加入 500ml 蒸馏水

（物料比为 1：5），浸泡 3h 后 [4]，水蒸气蒸馏提取 4h，将

馏液中的水和连翘精油分离（上层连翘精油，下层为

水），将取得的连翘精油再用无水硫酸铵除水后盛于 PE

管内，锡箔纸包裹避光，保存备用。

（2）急性毒性试验

测定连翘精油对小鼠的半数致死量的试验方法：小

鼠 30 只，随机分成 5 组，每组六只，雌雄各半，禁食 12

小时左右（自由饮水）[5]，禁食后 4 个小组小鼠分别用

灌 胃 针 给 予 1700，1750，1800，1850mg/kg 浓 度 梯 度 的

连翘精油 0.1ml/10g。1 个小组给予与实验组相同量（即

0.1ml/10g）花生油，作为空白对照组，观察 14 天。

（3）连翘精油对小鼠精子畸形影响试验

连翘精油对小鼠精子畸形影响试验方法：取雄性昆

明种小鼠 25 只，体重 20 ～ 25g，随机分为 5 组，每组 5
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只。设置连翘精油 100，200 和 400mg/kg 的浓度梯度三组，

花生油组（溶剂对照）和环磷酰胺 40mg/kg（阳性对照）

组，连翘精油组及溶剂对照组小鼠每天灌胃 1 次，灌胃

量为 0.1ml/10g，连续 10d，第 6 天起与阳性对照组一起每

天腹腔注射 40mg/kg 环磷酰胺，每次注射量为 0.1ml/10g，

连续 5d[6]。各组小鼠于第一次注射连翘精油 35d 后，脱颈

椎处死，取小鼠两侧附睾，观察精子，并计算精子的畸

形率。

精子观察方法及畸形精子统计步骤：小鼠用脱颈椎

法处死，将小鼠双侧附睾取下，于平皿中加入 1ml 生理

盐水并放入取下附睾将其剪碎，使精子游离并保持活性，

涂片，待干燥后用甲醛溶液固定 5min，再用 2% 曙红染

色液染色 1 小时（现用现配），用蒸馏水冲洗干净，用滤

纸滤干；将涂片放置于光学显微镜油镜下观察完整精子，

每只小鼠观察 100 个精子，并记录各类型畸形精子的数

目，计算精子畸变发生率 [7，8，9]。

二、结果与分析

1. 试验结果

（1）急性毒性试验结果

小鼠 ig 给予连翘精油后，初始食量和饮水量量明显

下降，后逐渐恢复至正常饮水量。体重变化与空白对照

组无明显差异（表 1）。14 天后，小鼠无死亡情况，说明

连翘精油急性毒性属于无毒。

表1　连翘精油急性毒性实验对体重的影响及死亡情况

（2）连翘精油致小鼠精子畸形影响试验结果

表2　精子畸形实验组精子畸形类型统计

剂量组 无钩 香蕉形 无定形 胖头 尾折叠 双头 双尾 合计

花生油 +CP 19 187 67 1 36 0 0 310

剂量 100+CP 14 156 56 5 72 0 0 303

剂量 200+CP 15 167 34 28 49 0 0 293

剂量 400+CP 12 183 45 29 53 0 0 322

CP 18 133 65 5 56 0 0 277

表3　精子畸形影响试验组精子数量及畸形率统计

剂量组
畸形

精子数

正常

精子数
合计

畸形率

（%0）

花生油 +CP 310 190 500 62

剂量 100+CP 303 197 500 60.6

剂量 200+CP 293 207 500 58.6

剂量 400+CP 322 178 500 64.4

CP 277 223 500 55.4

精子类型

小鼠 ig 给予连翘精油 400，200 和 100mg·kg-135d 后，

CP 诱发小鼠精子畸形率分别为 64.4%，58.6% 和 60.6%，

与阳性对照 CP 所致小鼠精子畸形率 55.5% 无明显差异，

ig 给予花生油 62% 也明显差异（表 3）。说明连翘精油不

可降低 CP 致小鼠精子畸形率，花生油也无此作用，因此

连翘精油对小鼠精子畸形无影响。

三、讨论

环磷酰胺作为免疫抑制剂，可以用来治疗机体一些

免疫方面的疾病。虽然环磷酰胺类的药物可以杀死肿瘤

细胞，但是本身也具有一定的细胞毒性作用，会损害男

性睾丸生精能力，甚至导致不育。

连翘精油是一种天然防腐剂，具有抗菌保鲜的功效，

并且具有很高的药用价值，具有抑菌消炎、抑制病毒等

功效。连翘的药用部位是其果壳，而富含精油且占连翘

大部分的果实往往被丢弃 [10]，实在是资源的浪费，如若

提取连翘果实中的精油并对其药用食用价值进行相关研

究，不仅有利于促进连翘资源的综合利用，而且还为其

作为药品开发提供一些方面的实验依据。

在本次实验研究中，急性毒性实验结果显示连翘

精油只会引起小鼠饮水摄食量减少，并不具有毒性，

对环磷酰胺引起的精子畸形率不具有影响作用。关于

连翘精油的毒性研究，还需进一步进行慢性毒性研究，

对于环磷酰胺副作用的拮抗药剂，还需进行进一步的

研究。
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