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黑果枸杞红色素毒理学安全性评价
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摘要:目的 对黑果枸杞红色素毒理学安全性进行评价。方法 清洁级昆明种小鼠、SD大鼠以黑果枸杞红色素各按最大

耐受量 ( MTD )等体积灌胃,记录中毒表现及死亡情况;采用平板掺入法, 分加与不加 S - 9混合液两种, 选清洁级昆明种

小鼠, 取胸骨骨髓制片,检查骨髓嗜多染红细胞微核发生率; 选雄性小鼠, 取附睾制片,查小鼠精子畸形率; 90 d喂养实

验, 观察生长发育、食物利用率、血液学检查、生化检查和组织病理检测。结果 雌雄性小、大鼠均未见明显的中毒症状及

死亡; 在加与不加 S- 9的情况下, 均未呈现致突变作用; 小鼠微核实验、小鼠精子畸形实验均呈阴性; 90 d喂养大鼠, 全

部存活, 且发育良好,选定各指标均未见异常。结论 黑果枸杞红色素对两种性别的大、小鼠的 MTD均大于 30 000 m g / (

kg bw ) ,说明该产品属实际无毒物;三项致突变实验结果阴性; 大鼠 90 d喂养实验各项指标均无明显异常。
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Safety Assessm ent ofLycium ruthenicum M urrlP igm ent

ZHAO X iao hu,i TAO Y an duo, SHAO Yun, ME I L i juan
*

(N orthw est Institute of P lateau B io logy, Chinese Acad emy of Sciences, X ining 810008)

Abstract: Objective To assess the sa fety of Lycium ru thenicum M urrl p igm ent. M ethods The experim enta l an ima ls w ere Kun

m ing m ice and SD ra ts. M ice and ra ts were g iven intragastrica lly w ith the sam e vo lum e of T ro llius B everrage asMTD. De tox ifica

tion and dea th status we re recorded. F lat plate incorporatingm ethod was used w ith 2 k inds o fm ix ture so lutions wh ich w ere added

S- 9 or not. The ste rnal bonem a rrow of c lean Kunm ingm ice was iso lated and the liv ing rate of mouse bone ma rrow po lychrom atic

e ry throcy te m icronucleus w as checked. The epid idym is o f the doub le sides in fem a le c lean Kunm ingm ice was act in slices and the

ra te of sperm teratog en ic ity was observ ed. The g row th and deve lopm ent, food utilization ra te, b lood and b iochem istry w ere a lso

observed a fter the an im a ls w ere fed for 30 days. Resu lts No obv ious tox ic symptom and death w ere observed in m ice and rats.

W ithout adding S- 9 condition, them utation e ffect of a ll the an im a ls d idn t' appear. Them icronucleus test and the sperm teratog e

n ic ity test in m icew ere negative. A ll rats surv ived a fter fed fo r90 days. An im a l in each group w as good and no abnorm a l phenom

enon was observed. Conclusion TheMTD o f Lyc ium ruthen icum Murr l p igm ent grow th in m ice and ra ts w as greater than 30

000m g / ( kg bw ) and it has no tox ic ity. The result of mu tagenic test w as negativ e and no abnorm a l phenom enon was observed

a fter fed fo r 90 days.

Key words: Lyc ium ruthenicum M urrl pigm ent; Safety assessm ent

黑果枸杞 Lycium ruthenicum M urr.l是茄科枸杞属的多年生耐

盐、抗旱植物, 分布于我国西北地区, 是民族医药中的常用药材,

据 晶珠草本 四部医典 记载,藏医以其成熟的果实入药 ,治疗

心热病、心脏病、月经不调、停经等 [ 1] ; 维吾尔药志 记载, 维吾

尔医生常用黑果枸杞果实及根皮治疗尿道结石、癣疥、齿龈出血

等, 民间用作滋补强壮、明目及降压药 [ 2~ 4] ; 分布于陕西、宁夏、甘

肃、新疆、西藏等省区。黑果枸杞色素是一种天然的食品着色剂,

具有很强的着色能力 ,同时黑果枸杞色素具有很好的抗氧化、抗

疲劳和抗缺氧能力。目前黑果枸杞色素的研究主要集中在结构

及理化性质研究 [ 5, 6], 对于黑果枸杞色素的毒性研究较少, 本文

主要是按照食品添加剂安全评价要求对黑果枸杞色素进行毒理

学安全评价。

1 材料

1. 1 样品 黑果枸杞鲜果经 70%乙醇浸提, 提取液浓缩经大孔

树脂分离得到黑果枸杞红色素提取物, 主要成分为花色苷类物

质。置阴凉干爽通风处保存。人口服推荐用量为每人 (成人 )每

日 200 m g, 成人体质量按 60 kg计算,折合剂量为 3. 33 mg /( kg

bw)。

1. 2 实验动物及环境 清洁级健康昆明种小鼠, 由广西医科大学

医学实验动物中心繁殖, 实验动物质量合格证号: 0001129; SPF

级 SD种大鼠、由广东省医学实验动物中心繁殖, 实验动物质量

合格证号: 0046674。实验动物使用许可证号: SYXK桂 2007 -

0003。实验动物室温度: 22~ 25 ,相对湿度: 55% ~ 70%。

1. 3 菌株 鼠伤寒沙门菌突变型菌株 TA97a、TA98、TA100和

TA102由上海劳动卫生职业病研究所提供。

2 方法

实验方法均按照 GB 15193- 2003 食品安全性毒理学评价

程序和方法 要求进行。

2. 1 小鼠急性经口毒性实验 采用最大给药量实验法,选大、小

鼠各 20只,雌、雄性各 10只。实验前动物禁食 16 h, 不限饮水。

称取样品, 配成 500 m g /m l的混悬液, 然后给动物灌胃 3次 (每次

间隔 5 h),每次灌胃量为 0. 2 m l/10 g bw, 合计剂量为 30 000

m g /kg bw。灌胃后观察、记录动物的中毒表现。每周称重 1

次, 观察两周时间, 试验结束解剖动物进行大体观察。按毒性分

级标准评价受试物的急性毒性强弱。
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2. 2 Am es实验 采用 1. 3 项中 4种菌株进行实验。在无菌操

作条件下,用 0. 1 mg /m l的柠檬酸溶液将样品分别配成 50, 10, 2,

0. 4, 0. 08 m g /m l 5 个浓度 作为 受试溶 液, 经高 压灭菌

( 0. 103Mpa 20 m in)处理。以多氯联苯诱导的大鼠肝微粒体酶

( S- 9)作为体外代谢活化系统。采用平板掺入法, 在保温的顶

层培养基中依次加入 0. 1 m l实验菌株增菌液、0. 1 m l受试物溶

液和 0. 5 m l S- 9混合液 (当需要代谢活化时 ) ,混匀后倒入底层

培养基平板上。 5个实验剂量分别为每皿 5 000, 1 000, 200, 40, 8

g, 同时设自发回变对照、溶剂对照和阳性突变剂对照 ( 2 - 氨

基芴; 采用柔毛霉素;采用敌克松;采用叠氮钠; 1, 8 - 二羟基蒽

醌 )。每个剂量组的各种菌株均做 3个平行皿。在 37 下培养

48h,计数每皿的菌落数。整套实验在相同条件下重复两次。如

果受试物的回变菌落数增加超过自发回变菌落数的 2倍以上,并

具有剂量 -反应关系者,即为诱变实验阳性。

2. 3 小鼠骨髓细胞微核实验 采用间隔 24 h两次经口灌胃法进

行实验。选体质量为 25 ~ 30 g的昆明种小鼠 50只, 随机分成 5

组, 每组 10只, 雌雄各半。实验组 3个剂量分别设 5 000, 2 500,

1 250 m g / ( kg bw) ,以 0. 1 m g /m l的柠檬酸溶液为阴性对照, 40

m g /( kg bw )剂量的环磷酰胺 ( cp)作阳性对照。第 2次给样后

6h颈椎脱臼处死动物, 取胸骨骨髓用小牛血清稀释涂片, 甲醇固

定, G iemsa染色。在光学显微镜下, 每只动物计数 1 000个嗜多

染红细胞 ( PCE) , 微核率以含微核的 PCE千分率计, 同时计数

200个嗜多染红细胞, 计算嗜多染红细胞与成熟红细胞的比值

( PCE /NCE )。采用泊松分布均数比较法统计处理。如实验组的

微核率比阴性对照组增高,并有明显的剂量 -反应关系和统计学

意义, 即为阳性结果。

2. 4 小鼠精子畸形实验 选体质量为 25~ 30 g的昆明种雄性小

鼠 50只,随机分成 5组,每组 10只。实验组 3个剂量分别设 10

000, 5 000, 2 500 m g / ( kg bw) ,以 0. 1 mg /m l的柠檬酸溶液为阴

性对照, 40 m g / ( kg bw )剂量的环磷酰胺 ( cp)作阳性对照。每

天灌胃一次, 连续 5 d。末次给样后第 30天处死动物,取副睾的

精子涂片, 甲醇固定,伊红染色。在光学显微镜下,每只动物计数

完整精子 1 000个, 计算精子畸形率, 采用 2检验统计处理。如

实验组的精子畸形率比阴性对照组增高,并有明显的剂量 -反应

关系和统计学意义, 即为阳性结果。

2. 5 大鼠 90天喂养实验 SD种大鼠 80只,雌雄各半, 雄鼠体质

量 ( 78. 2 4. 3) g,雌鼠体质量 ( 72. 5 4. 1) g。将动物随机分为

4组,即阴性对照组和 3个实验组, 每组 20只, 雌雄各半。 3个实

验组剂量分别设为 1 000, 667, 333 mg /( kg bw )。按 1. 0 m l/100

g bw的体积给相应剂量组动物灌胃,阴性对照组灌给等体积的

0. 1 m g /m l的柠檬酸溶液, 每天灌胃 1次,连续灌胃 90 d。实验期

间所有动物给予普通饲料, 单笼饲养, 自由摄食饮水。每天观察

动物的活动和生长情况, 每周加食 2次,记录给食量和剩食量,每

周称 1次体质量, 计算每周进食量和食物利用率。实验中期从大

鼠的眼静脉丛采血 , 抗凝处理后用血球计数仪检测 H b、RBC、

W BC及其分类、PLT等。第 90天动物禁食过夜,第 91天称动物

空腹称重, 然后处死大鼠,采两份血样, 一份血抗凝用血球计数仪

检测血常规指标 (项目同上 ); 另一份血不抗凝分离血清, 用试剂

盒和半自动生化分析仪检测血清 AST, ALT, BUN, Cr, TC, TG,

G lu, TP, A lb等项目。采血后解剖动物, 进行大体观察, 取肝脏、

肾脏、脾脏和睾丸等脏器进行称重, 计算脏 /体比值, 取肝脏、肾

脏、脾脏、胃、十二指肠、睾丸和卵巢等脏器进行病理组织学检查。

在对各剂量组动物作大体检查未发现明显病变和生化指标改变

时, 只进行高剂量组和对照组动物的主要脏器的组织病理学检

查, 如发现病变则对较中、剂量组相应器官及组织进行检查。

2. 6 实验数据统计 应用 SPSS统计软件进行单因素方差分析。

在统计分析时, 先对数据进行方差齐性检验, 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 Dunnett检验进行多个

剂量组与对照组均数间的两两比较。若方差不齐则对数据进行

适当的变量转换 ,满足方差齐性检验后, 用转换后的数据进行统

计; 若转换数据仍未达到方差齐要求,改用秩和检验进行统计分

析。

3 结果与讨论

3. 1 急性经口毒性实验 以最大给药量 [剂量为 30 000 mg / ( kg

bw) ]的样品给予小鼠灌胃后, 动物生长良好,未见体质量受到

影响。受试小鼠均未见有中毒症状, 观察 14 d无动物死亡。实

验结束解剖动物、大体观察, 肝、肾、脾、心、肺、胃、肠等主要脏器

均未见明显异常改变, 根据 保健食品检验与评价技术规范

( 2003年版 )中的急性毒性分级标准, 该样品的急性经口毒性属

无毒级。

3. 2 Am es实验 对 TA97a、TA98、TA100、TA102 4种实验菌株,

无论是否加入 S - 9, 样品各剂量组的回变菌落数均未超过自发

回变菌落数的两倍,亦无剂量 -反应关系, 表明该受试物诱变实

验结果为阴性。

3. 3 小鼠骨髓微核实验 样品各剂量组的微核率与阴性对照组

比较, 差异均无显著性 (P > 0. 05), 而环磷酰胺阳性对照组与阴

性对照组比较差异有极显著性 (P < 0. 01)。未见该样品对小鼠

的骨髓细胞有损伤作用。

3. 4 小鼠精子畸形实验 样品对小鼠精子畸形发生率未产生明

显改变, 样品各剂量组的精子畸形率与阴性对照组比较, 差异均

无显著性 (P > 0. 05), 而环磷酰胺阳性对照组与阴性对照组比较

差异有极显著性 (P < 0. 01)。未见该样品对小鼠精子产生畸变

作用。

3. 5 大鼠 90 d喂养实验

3. 5. 1 动物一般表现 实验期间,各组动物生长发育良好, 未见

动物有异常行为和中毒表现,各组动物均无死亡。

3. 5. 2 样品对大鼠体质量及食物利用率的影响 黑果枸杞红色

素给大鼠灌胃 90 d, 实验期间, 样品各剂量组雌雄鼠每周的体质

量、增重量、每周进食量及总进食量、每周及总食物利用率与对照

组比较 ,差异均无显著性 (P > 0. 05) , 表明该样品对大鼠的体质

量增长和食物利用率无明显影响。

3. 5. 3 样品对大鼠血常规指标的影响 黑果枸杞红色素给大鼠

灌胃 90 d,实验中期和实验结束样品各剂量组雌、雄性大鼠的血

红蛋白、红细胞总数、白细胞总数及其分类、血小板数与对照组比

较, 差异均无显著性 (P > 0. 05 ), 表明该样品对大鼠的血常规指

标无明显影响。

3. 5. 4 样品对大鼠血液生化指标的影响 黑果枸杞红色素给大

鼠灌胃 90d, 样品各剂量组雌、雄性大鼠的血清谷草转氨酶、谷丙

转氨酶、尿素氮、肌酐、胆固醇、甘油三酯、总蛋白、白蛋白、血糖与

对照组比较,差异均无显著性 (P > 0. 05), 表明该样品对大鼠的

血液生化指标无明显影响。

3. 5. 5 样品对大鼠脏器重量及脏器 /体质量比值的影响 黑果

枸杞红色素给大鼠灌胃 90 d, 样品各剂量组大鼠的肝、肾、脾、雄

鼠睾丸重量和肝 /体、肾 /体、脾 /体、雄鼠睾 /体比值与对照组比

较, 差异均无显著性 (P > 0. 05 ), 表明该样品对大鼠的脏器重量

及脏器 /体重比值无明显影响。

3. 5. 6 解剖大体观察及组织学检查结果 大体解剖各组大鼠各

脏器未见异常。病理组织学检查各组大鼠的肝小叶结构正常, 肝

细胞无变化、坏死, 小叶间无炎细胞浸润和纤维组织增生; 肾小

球, 肾小管结构正常, 肾小管肾上皮细胞无变性、坏死, 管腔内无

异常物质,间质无炎细胞浸润、出血和纤维组织增生;胃壁及十二

指肠壁结构清晰完整,无出血、炎细胞浸润,胃上皮细胞及肠黏膜

上皮细胞无变性、坏死、缺损。未见金莲花露对受试物组动物肝、

肾、胃及肠产生特异性的病理改变。
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4 结论

我们对茶多酚进行了急性毒性实验、Am es实验、小鼠骨髓

PCE微核实验、小鼠精子畸形实验和 90 d喂养实验。结果急性

毒性实验中动物无明显中毒反应, 无死亡, 雌雄大、小鼠经口

LD50均大于 30. 0 g /kg, 根据急性毒性分级标准, 判定其属实际无

毒物; 3项遗传毒性实验中,通过 Am es实验可推断样品是否为致

突变物, 通过微核实验可检测样品对染色体的损伤情况, 通过精

子畸形实验可评价样品在体内对生殖细胞的遗传毒性作用,该色

素此 3项遗传毒性实验结果均为阴性,提示该样品对哺乳类动物

体细胞染色体及生殖细胞无损伤作用; 90 d喂养实验结果表明

茶多酚对动物未产生明显毒性作用,病理组织学检查发现个别大

鼠肝脏有零星的点状炎细胞浸润灶。表明该色素无毒无害,能够

作为食品着色剂使用。

参考文献:

[ 1 ] 甘青梅.浅述藏药的研究 [ J].中草药, 2001, 32( 4) : 371.

[ 2 ] 刘永民. 维吾尔药志 (下 ) [M ] . 乌鲁木齐: 新疆科技卫生出版社,

1999: 478.

[ 3 ] 中国科学院西北高原生物研究所. 青海经济植物志 [ M ] .西宁: 青

海人民出版社, 1996: 175.

[ 4 ] 甘青梅,骆桂法,李曾衍,等.藏药黑果枸杞开发利用的研究 [ J]. 青

海科技, 1997, 4 ( 1 ): 17.

[ 5 ] 李 进,瞿伟菁,吕海英, 等. 黑果枸杞色素的提取和精制工艺研

究 [ J] .天然产物研究与开发, 2006, 18: 650.

[ 6 ] 李 进,赵红艳, 原 惠, 等.黑果枸杞色素性质研究 [ J] . 食品科

学, 2006, 27( 10) : 146.

收稿日期: 2010 01 11; 修订日期: 2010 09 22

基金项目:新疆维吾尔药重点实验室项目 ( No. xjy50207- 2008- 03 );

新疆维吾尔自治区科技基础条件平台项目 ( No. PT0708)

作者简介:杨伟俊 ( 1973- ) ,男 (汉族 ) ,甘肃定西人,现任新疆维吾尔自

治区药物研究所副研究员,博士学位,主要从事维吾尔药资源研究工作.

芳香新塔花中黄酮类成分的研究
杨伟俊

1, 2
,顾政一

1, 2
,满尔哈巴

1
,赵 军

1
,石 峰

1
,何 江

1

( 1.新疆维吾尔自治区药物研究所,新疆 乌鲁木齐 830004;

2.新疆维吾尔药重点实验室,新疆 乌鲁木齐 830004)

摘要:目的 研究新疆维吾尔传统药物芳香新塔花 Z iz iphora clinopod ioid es Lam. 中的黄酮类化学成分。方法 采用硅胶

Sephadex LH - 20柱色谱和制备高效液相等色谱方法分离纯化, 依据理化性质和波谱数据分析进行结构鉴定。结果 从

芳香新塔花的甲醇提取物中分离得到 6个化合物,分别鉴定为金合欢素 , 芹菜素 , 柯伊利素 , 山萘酚 , 金丝桃苷

, 槲皮素 共 6个黄酮类成分。结论 化合物 1~ 5为首次从该属植物中分离得到。
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芳香新塔花 Z iziphora clinopod ioides Lam. 为唇形科 ( Labiatae)

新塔花属植物, 我国仅分布在新疆地区 [ 1]。芳香新塔花作为传

统维吾尔药材, 在新疆民间被广泛用于治疗高血压病、冠心病等

心脑血管疾病 [ 2, 3]。芳香新塔花属芳香药用植物, 课题组前期研

究了芳香新塔花挥发性成分 [ 4], 还对不同提取部位的药理活性

进行了研究, 发现芳香新塔花总黄酮具有显著的抗心肌缺血作

用。因此, 为了进一步阐明其发挥药理作用的物质基础, 本文对

芳香新塔花的甲醇提取物进行了系统的化学成分研究。通过硅

胶、制备薄层, Sephadex LH - 20和制备高效液相等色谱方法从中

分离得到了 6个黄酮类化合物, 其中 5个为首次从该属植物中分

离得到。

1 仪器与材料

半自动熔点测定仪 ( YANAG IMOTO MFG CO. ); JEOL ECP-

500核磁共振波谱测定仪; INOVA 600型和 IVOVA - 400型核磁

共振测定仪 (美国 VARIAN 公司 ); 电子天平 (塞多利斯

BS124S); Sephadex LH - 20 ( Am ersham Pha rm ac ia B io tech); 柱色

谱 ( 200~ 300目 )及薄层色谱用硅胶均为青岛海洋化工有限公司

生产。芳香新塔花药材采收于新疆乌鲁木齐南山天文台, 海拔

2 076. 55 m, 经度 87 10 40 , 纬度 43 28 14 , 经新疆药物研究所

张彦福研究员鉴定为唇形科芳香新塔花 Z iz iphora clinopod ioid es

Lam. , 标本贮存于新疆药物研究所标本库。

2 方法与结果

2. 1 提取和分离 芳香新塔花的干燥全草 10 kg,用水提取后, 药

渣用甲醇回流提取,得浸膏 236. 0 g, 加水混悬后, 分别以三氯甲

烷、醋酸乙酯萃取, 减压浓缩,分别得三氯甲烷部位 142. 5 g和醋

醋酸乙酯部位 138. 5 g。醋酸乙酯部位以三氯甲烷 -甲醇梯度洗

脱, TLC示踪合并相同组分, 在三氯甲烷 -甲醇 ( 97 3)洗脱下,

经反复重结晶, 得到化合物 1( 320 mg );三氯甲烷 -甲醇 ( 99 1)

洗脱流分, 经硅胶柱反复柱层析, 结合制备薄层, 得到化合物 2

( 18 m g)。三氯甲烷部位以三氯甲烷 -甲醇梯度洗脱, 其中三氯

甲烷 -甲醇 ( 7 1)洗脱流份, 经反复硅胶柱层析, 得到化合物 3

( 10 m g); 其中三氯甲烷 -甲醇 ( 5 1)洗脱流份, 经反复硅胶层

析, 结合凝胶及 HPLC等方法进行分离纯化, 得到化合物 4( 55

m g), 5( 22 mg ), 6( 155 mg )。

2. 2 结构鉴定

2. 2. 1 化合物 1 黄色针状结晶, 三氯化铁 -铁氰化钾反应阳

性; 1H - NMR( DMSO - d6, 600 MH z) : 12. 93 ( 1H, s, 5- OH ),

10. 87 ( 1H, br s, 7- OH ), 8. 05 ( 2H, d, J = 9. 0 H z, H - 2 , 6 ),

7. 11 ( 2H, d, J = 8. 8 H z, H - 3 , 5 ) , 6. 89 ( 1H, s, H - 3), 6. 51

( 1H, d, J= 1. 8 H z, H - 8), 6. 20 ( 1H, d, H - 3, J = 2. 4 H z, H -

6); 13CNMR( DM SO- d6, 150 MH z) : 181. 8 ( C- 4) , 164. 2 ( C-

7), 163. 3 ( C - 2), 162. 3 ( C - 4 ), 161. 4 ( C - 5), 157. 3 ( C -

9), 128. 3( C - 2 , 6 ), 122. 8 ( C - 1 ), 114. 5 ( C- 3 , 5 ), 103. 8

( C - 10), 103. 5 ( C- 3), 98. 9 ( C - 6), 94. 0 ( C- 8)。以上数据

与文献 [ 5, 6]报道一致, 故鉴定该化合物为金合欢素。

2. 2. 2 化合物 2 黄色结晶,盐酸 -镁粉反应阳性, 三氯化铁 -

铁氰化钾反应阳性; 1H - NMR ( DMSO - d
6
, 600 MH z) : 12. 82
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