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　　摘要：通过小鼠骨髓细胞微核试验和小鼠精子畸形试验，以评价蛋白质修饰粪肠球菌的潜在致突变性。受试小鼠
分为１、２、５ｇ／ｋｇ剂量组（按体质量计），灌胃给予，环磷酰胺为阳性对照，生理盐水为阴性对照，检测小鼠骨髓细胞微
核率与精子畸形率。结果表明，受试物不同剂量小鼠骨髓细胞微核率与精子畸形率与阴性对照组无显著差异（Ｐ＞
００５），而阳性对照组极显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０１）。结论是蛋白质修饰粪肠球菌小鼠骨髓细胞微核试验和小鼠
精子畸形试验均为阴性，无体内致突变性。
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　　粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）又称粪链球菌，是人和动
物肠道内主要菌群之一［１］，在动物肠道内可形成生物薄膜附

着于动物肠道黏膜上，并且生长、发育和繁殖。我国《饲料添

加剂品种目录（２０１３）》将粪肠球菌规定为可以添加到饲料中
的菌种。粪肠球菌能够将饲料中的纤维变软，提高饲料的转

化率。研究发现在玉米秸秆青贮饲料中添加粪肠球菌和纤维

素酶，能使青贮饲料的色泽、气味和质地等发生明显的改善，

干物质消化率提高８％，氨态氮与总氮质量比降低３３％，丁酸
质量分数降低８２％，明显提高了饲料品质［２］。饲粮中添加粪

肠球菌具有提高动物生产性能、改善营养物质代谢和提高免

疫功能等作用［３－５］。粪肠球菌能够产生多种抗菌物质，这些

抗菌物质对沙门氏菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌等致病菌

具有良好的抑制作用［６－８］。粪肠球菌作为益生菌在畜禽上的

研究和应用也越来越多。本研究拟通过小鼠骨髓细胞微核试

验、小鼠精子畸形试验，探讨蛋白质修饰粪肠球菌在体内的致

突变作用，为该粪肠球菌的应用安全性评价提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
受试物蛋白质修饰粪肠球菌粉，由江苏省某生物技术公

司研制，５×１０９ＣＦＵ／ｇ，批号２０１４１２０６。临用前配成所需浓度
的水溶液。

ＩＣＲ小鼠，雌雄各半，体质量（２２±２）ｇ，共７０只；ＩＣＲ雄
性小鼠，体质量（２８±２）ｇ，共５０只，购自扬州大学比较医学
中心，动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１２－０００４，使用许可
证号：ＳＹＸＫ（苏）２０１２－００２９。饲喂经 ６０Ｃｏ照射饲料，自然光
照，室温 （２４±２）℃，湿度（６０±２０）％，自由采食和饮水，饮

水为符合城市饮用水标准的自来水。

ｐＨ值 ６．４７磷酸缓冲液配制：称取 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
２３．８８ｇ，溶于１０００ｍＬ蒸馏水，为甲液；称取 ＫＨ２ＰＯ４９．０８ｇ
溶于１０００ｍＬ蒸馏水，为乙液。取甲液３０ｍＬ和乙液７０ｍＬ
混合即为ｐＨ值６．４７磷酸缓冲液。

姬姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）染液：取１．５ｇ姬姆萨原粉，加５０ｍＬ甘
油，置于６０℃温箱，约３ｈ后溶解。取出后加入５０ｍＬ甲醇，
即为母液。使用前将母液与ｐＨ值６．４７磷酸缓冲液按１∶１０
的比例混合成工作液。

１．２　方法
１．２．１　急性毒性试验　预试验中，小鼠剂量高达１０ｇ／ｋｇ（按
体质量计，下同）时均无死亡，说明受试物毒性较小，根据急

性毒性操作规程，进行最大给药量试验。小鼠２０只，雌、雄各
半，２４ｈ内灌胃２次，给予总剂量为１０ｇ／ｋｇ。小鼠灌胃前，禁
食１２ｈ，自由饮水。灌胃后，继续停食１ｈ，观察动物的反应情
况７～１４ｄ，并记录中毒症状或死亡数。
１．２．２　小鼠骨髓细胞微核试验
１．２．２．１　染毒　受试物３个剂量组分别为５、２、１ｇ／ｋｇ。另
设阴性对照组和环磷酰胺阳性对照组，阴性对照组经口给予

生理盐水，阳性对照组给予８０ｍｇ／ｋｇ环磷酰胺一次性腹腔注
射。受试物采用不同浓度等体积灌胃，０．２ｍＬ／１０ｇ体质量。
染毒２次，时间间隔２４ｈ。每组１０只小鼠，雌雄各半，在第二
次灌胃后６ｈ，脱颈椎处死小鼠。
１．２．２．２　制片染色　取小鼠两侧股骨，剪去股骨两端。用小
牛血清０．０５ｍＬ冲洗骨髓腔，于载玻片上推匀，晾干。涂片经
甲醇固定５～１０ｍｉｎ，晾干后，姬姆萨染液染色２０ｍｉｎ。蒸馏
水冲洗，干燥，镜检。

１．２．２．３　镜检及微核细胞计数　油镜下可见嗜多染红细胞
（ＰＣＥ）呈灰蓝色，成熟的正染红细胞（ＮＣＥ）呈粉红色。计数
每只小鼠１０００个 ＰＣＥ中具有微核的细胞数，计算微核率。
微核率＝有微核的 ＰＣＥ总数／检查的 ＰＣＥ总数 ×１０００‰，微
核率以‰表示。另外计数２００个红细胞中的ＰＣＥ和ＮＣＥ数，
求出ＰＣＥ／ＮＣＥ的值。
１．２．２．４　结果判定　若微核率统计结果差异显著（Ｐ＜
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０．０５）并有剂量反应关系时判为阳性，反之则为阴性。ＰＣＥ／
ＮＣＥ的比值应在０．６～１．２的范围内。若比值小于０．１，则表
示ＰＣＥ形成受到严重抑制；若比值小于０．０５，则表示受试物
剂量过大，试验结果不可靠。

１．２．３　小鼠精子畸形试验
１．２．３．１　染毒剂量途经　ＩＣＲ雄性小鼠，每组１０只，每天染
毒１次，连续 ５ｄ。受试物水溶液灌胃给予，灌胃体积为
０．２ｍＬ／１０ｇ体质量，剂量分别为５、２、１ｇ／ｋｇ；另以４０ｍｇ／ｋｇ
环磷酰胺腹腔注射为阳性对照，生理盐水灌胃为阴性对照。

１．２．３．２　观察　于第一次给予受试物后３５ｄ脱颈椎处死小
鼠，取两侧附睾制成精子悬液，涂片、晾干后，２％伊红染色、镜
检。每只小鼠观察１０００个精子，计数畸形精子数，计算精子
畸形率并分析畸形类别。

１．２．３．３　结果判定　出现可重复的剂量－反应关系时，可判
定试验结果为阳性。即至少有２个相邻剂量组的精子畸形率
比阴性对照组极显著增高（Ｐ＜０．０１）；或达到阴性对照组的２
倍及以上，并且试验结果可重复，则可认为试验结果阳性；反

之则为阴性。

１．３　数据统计
数据统计采用ＳＰＳＳ１２．０，显著性比较采用χ２分析。

２　结果与分析

２．１　小鼠急性毒性试验
试验中当剂量高达１０ｇ／ｋｇ时小鼠均无死亡。因此，受

试物小鼠经口ＬＤ５０＞１０ｇ／ｋｇ。根据ＷＨＯ关于外源化学物急
性毒性分级标准，当ＬＤ５０＞５０００ｍｇ／ｋｇ时为实际无毒级别，
故受试物蛋白质修饰粪肠球菌属于实际无毒物质。

２．２　小鼠骨髓细胞微核试验
微核率和 ＰＣＥ／ＮＣＥ统计结果见表 １。各试验组

ＰＣＥ／ＮＣＥ比值在正常范围内，说明本试验方法可行。阳性对
照组与阴性对照组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）。受试物各试
验组微核率与阳性对照组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）；与阴
性对照组比较差异不显著（Ｐ＞０．０５），且各试验组微核率之
间无剂量 －反应关系。根据微核试验判定标准，受试小鼠骨
髓细胞微核试验结果为阴性。

表１　蛋白质修饰粪肠球菌微核率和ＰＣＥ／ＮＣＥ统计

剂量组 动物数 微核率（‰） ＰＣＥ／ＮＣＥ
阴性对照 １０ ２．３０±０．９６＃ １．０５±０．１０
１ｇ／ｋｇ １０ １．９０±０．５４＃ １．０８±０．０８
２ｇ／ｋｇ １０ ２．３０±０．７６＃ １．０８±０．０５
５ｇ／ｋｇ １０ ４．００±１．４０＃ １．０３±０．０４
阳性对照 １０ ２３．５０±３．８０ １．０５±０．１０

　　注：表示与阴性对照组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）；＃表示与
阳性对照组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）。表２同。

２．３　小鼠精子畸形试验
受试物小鼠精子畸形试验结果见表２和表３。阳性对照

组精子畸形率显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０１）。受试物３个
剂量组的精子畸形率与阴性对照组比较，无显著性差异（Ｐ

!

０．０５）。受试物精子畸形类别与阳性对照组相似，畸形主要
以无钩、香蕉形、无定形及胖头４种为主，占９０％以上，其他
类别所占例较小。受试物小鼠精子畸形试验结果为阴性，表

表２　蛋白质修饰粪肠球菌小鼠精子畸形试验率

剂量组 动物数 检查精子数 精子畸形率（‰）
阴性对照 １０ １０００×１０ ２．５５±０．０９＃

１ｇ／ｋｇ １０ １０００×１０ ３．１７±０．１４＃

２ｇ／ｋｇ １０ １０００×１０ ３．３４±０．２３＃

５ｇ／ｋｇ １０ １０００×１０ ３．３８±０．３８＃

阳性对照 １０ １０００×１０ １１．０１±０．２４

表３　蛋白质修饰粪肠球菌小鼠精子畸形类别统计

剂量组
各类畸形精子占比（％）

无钩 香蕉形 无定形 胖头 尾折叠 双头 双尾

阴性对照 ３５．２９ １５．２９ ３４．９０ １０．２０ ３．９２ ０．００ ０．３９
１ｇ／ｋｇ ３４．９４ １５．０６ ３４．９４ ９．６２ ４．４９ ０．６４ ０．３２
２ｇ／ｋｇ ３６．７５ １４．４６ ３４．０４ １０．２４ ４．２２ ０．０ ０．３０
５ｇ／ｋｇ ３５．３３ １２．５７ ３４．１３ １１．６８ ４．７９ ０．３０ １．２０
阳性对照 ３７．６０ １３．７１ ３０．４３ １０．０８ ４．７２ １．９１ １．５４

明蛋白球菌对小鼠的生殖细胞无明显的致突变性。

３　结论与讨论

受试物小鼠骨髓细胞微核试验阴性、小鼠精子畸形试验

阴性，说明受试物在体内对体细胞和生殖细胞无明显的致突

变作用。

本课题组进行的受试物对鼠伤寒沙门氏菌突变试验的结

果也为阴性（此部分内容另文发表）。因此，受试物在体外

Ａｍｅｓ试验、体内小鼠骨髓细胞微核试验和小鼠精子畸形试验
中均为阴性结果，说明蛋白质修饰粪肠球菌无致突变作用。

由于受试物ＬＤ５０大于１０ｇ／ｋｇ，小鼠骨髓细胞微核试验和小
鼠精子畸形试验中的剂量５、２、１ｇ／ｋｇ，是按照１／２ＬＤ５０、１／５ＬＤ５０
和１／１０ＬＤ５０设置的。虽然试验剂量相对较大，但小鼠骨髓细胞
微核试验和小鼠精子畸形试验的结果仍然为阴性。
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