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子灭活度比值与文献[12]报道一致。 

根据凝血机理的瀑布学说，凝血是一系列凝

血因子相继酶解激活的过程，并且每步酶解反应

均有放大效应。内外凝血途径并非截然无关而是

互有联系，相互促进。两条途径的差别在于启动

方式和参加凝血因子不完全相同，两条途径都能

激活Ⅹ因子，形成一条最终生成凝血酶和纤维蛋

白凝块的共同途径；参与两条途径的某些凝血因

子能相互激活，将两条凝血途径联系起来。最后

都能激活因子Ⅹ，进而激活因子Ⅱ，形成凝血酶，

溶解纤维蛋白原，促进纤维蛋白凝块的形成。凝

血因子Ⅱ和因子Ⅹ在凝血过程中处于内外源性凝

血途径和共同凝血途径之间，是构成中间凝血途

径至关重要的两个因子，有重要的生理和病理意

义。前期对该药的有关药理学研究表明，该药是

一个多作用靶点的药物[1]，对因子Ⅱ和Ⅹ均有一定

的作用，本实验中，随 D-聚甘酯抗凝活性增强，

Ⅹ/Ⅱ因子灭活度比值升高，说明 D-聚甘酯对 X 因

子的灭活程度高于对Ⅱ因子的灭活程度。提示 D-

聚甘酯在发挥抗凝活性时，可能的机制是以灭活凝

血酶活性为主，而不是以抑制凝血酶原产生为主。 
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摘要：目的  对转乙肝抗原蛋白基因苜蓿进行安全性评价试验研究，为其进一步研发提供依据。方法  采用急性毒性试

验、遗传毒性试验(包括 V79 细胞基因突变试验、Ames 试验、小鼠骨髓细胞微核试验、小鼠精子畸形试验)对转乙肝抗原

蛋白基因苜蓿进行系统的安全性研究。结果  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿最大耐受剂量>10.0 g·kg1，属实际无毒级。V79

细胞基因突变试验、Ames 试验、小鼠骨髓细胞微核试验、小鼠精子畸形试验结果均为阴性。结论  转乙肝抗原蛋白基因

苜蓿属实际无毒类物质，在本试验条件下无致基因突变和染色体畸变作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the safety of alfalfa transformated with HBV antigen protein gene (ATHAPG) for its 
further research. METHODS  Systematic safety was evaluated by acute toxicity and genotoxicity experiments including 
V79/HGPRT gene mutation test, mice bone marrow micro-nuclear test, Ames test and mice sperm abnormality test. RESULTS 

The maximal tolerance dose was higher than 10.0 g·kg1, all genetic toxicity tests were negative. CONCLUSION  ATHAPG is 
an actually non-toxic substance. ATHAPG has no mutagenic effects under the experimental conditions. 
KEY WORDS: alfalfa transformated with HBV antigen protein gene; safety 

 

我国是乙型肝炎(HBV)高发区，HBV 感染已

经成为我国严重的公共卫生问题[1-2]。疫苗接种是

降低乙肝病毒携带率、减少乙肝危害的根本措施。

目前使用的疫苗主要通过微生物发酵和动物细胞

组织培养获得，生产成本高、价格贵、推广应用

困难。现代分子生物学和免疫学的研究进展，加

深了人类对许多疾病的了解，并导致了 HBV 免疫

预防新技术的产生，用转基因植物苜蓿表达乙肝

抗原蛋白是其中一项新尝试。口服苜蓿转基因植

物疫苗不仅能诱导机体产生体液免疫和细胞免疫

应答，还能同时激活黏膜免疫，而且口服途径比

其他非肠道途径更易诱导黏膜免疫，苜蓿表达的

抗原已被证明能延缓和防止某些疾病的发生[3-5]。

用苜蓿表达系统表达外源蛋白质成本低、蛋白质

能够正确折叠，具有稳定性好、无需冷藏等特点[6]，

受到国内外研究人员的广泛关注。但是转基因植

物苜蓿合成外源蛋白时，可能会产生一些中间产

物和副产物，它们是否会成为新的毒素、是否具

有致突变性等潜在危害，这些都是开发转乙肝抗

原蛋白基因苜蓿过程中需要研究的问题。本课题

试图通过毒理学研究方法，对转乙肝抗原蛋白基

因苜蓿 (alfalfa transformated with HBV antigen 

protein gene，ATHAPG)的服用安全性进行初步研

究，为转基因苜蓿的深度开发和商业化生产提供

科学依据。    

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  受试物及处理  ATHAPG 为绿色粉末，由

中国农业科学院生物技术研究所刘德虎教授提

供。新鲜的转基因苜蓿草晒干后磨粉，过 200 目

筛后制成。实验时，以蒸馏水为溶媒配制成不同

浓度的受试物混悬液，混匀后供试。 

1.1.2  实验动物和环境条件  实验用 ICR 小鼠、

SD 大鼠由浙江省实验动物中心提供，实验动物生

产许可证号为 SCXK(浙)2003-0001，清洁级。检测

环境条件，温度 20~24 ℃，相对湿度 40%~70%。

实验动物试验前在动物房环境中适应 3 d，给受试

物前，禁食过夜，不限制饮水。 

1.1.3  菌株  组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌

TA97，TA98，TA100，TA102，由上海市疾病预防控

制中心毒理科提供，本实验室保存。经生物学鉴

定合格后进行试验。 

1.1.4  细胞株  中国仓鼠肺(V79)细胞株由中科院

细胞生物研究所提供。 

1.1.5  试剂及仪器  MEM 培养基、RPMI 1640 培

养基(杭州吉诺生物科技公司)；小牛血清(杭州四

季青生物试剂公司)；甲基磺酸乙酯(EMS)、环磷

酰胺 (CP)、二氨基芴 (2-AF)、 1,8-二羟基蒽醌

(1,8-NVT) (Sigma 公司)；丝裂霉素 C(MMC，浙江

海正药业股份有限公司)；3111 型 CO2 培养箱(美

国 Thermo Fisher Scientific)。CK-2 型倒置显微镜

和 CH30 型显微镜(日本 Olympus)；SW-CJ-2FD 型

超净台(苏州净化设备厂)。 

1.2  试验方法                                     

1.2.1  急性经口毒性试验  采用最大耐受量法，用

大、小鼠两种动物进行试验。给药剂量为 10.0 g·kg1。

20 只动物，♀♂各半，大鼠体质量为 180~220 g，

小鼠体质量为 18~22 g。采用灌胃给药，灌胃容量
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为 20 mL·kg1。试验按照文献[7]方法进行。 

1.2.2  V79 细胞基因突变试验[8]  根据预试验结

果，设 625，1 250，2 500，5 000 μg·mL1 剂量组，

同时设阴性对照组(蒸馏水)和阳性对照组(EMS，

MMC)。将 5×105 个细胞接种于 5 cm×10 cm 培养

瓶中，于 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h。用无

血清培养液，在加 S9 和不加 S9 混合液的条件下进

行染毒。将培养瓶置于 CO2 培养箱中培养 5 h 后，

换入含 10%血清的培养液，继续培养 20 h，用胰

酶消化并计数。观察细胞克隆形成率：每个培养

皿接种 200 个细胞，每组 5 个皿，37 ℃下培养 7 d，

固定，Giemsa 染色，计数各皿克隆数，计算克隆

形成率(clone efficiency，CE)，以相对 CE 值表示

细胞的毒性。观察突变克隆形成率：以 5×105 个细

胞接种于底面积为 5 cm×10 cm 的培养瓶中，进行

7 d 表达，中间分传一次，表达结束后，消化细胞

并计数，分别接种，每组 5 个平皿，每皿种 2×105

个细胞，细胞贴壁后加入含 6-TG (5 μg·mL1)的选

择培养液进行培养，培养 7 d 后固定，Giemsa 染

色，统计各皿集落数，并计算各组的突变频率

(mutation frequency，MF)。绝对 CE=(形成克隆数/

接种细胞数)×100%；相对 CE=(实验组绝对 CE/

对照组绝对 CE)×100%；突变频率(MF)=(突变克

隆数/接种细胞数)×(1/绝对 CE)。 

1.2.3  Ames 试验[7,9-10]  采用平板掺入法。用 4

株菌株的非代谢活化系统进行预试，在剂量为每

皿 5 000 μg 时未出现增菌和抑菌现象。正式试验

时选择每皿 8，40，200，1 000，5 000 μg 5 个剂

量组。同时设空白对照组、溶剂对照组(H2O)和阳

性对照组(吖啶诱变剂 ICR-191、柔毛霉素(DRB)、

叠氮钠(NaN3)、MMC、二氨基芴(2-AF)、1,8-NVT

每种菌株每个测试浓度设 3 皿平行，在加 S9 和不

加 S9 混合液条件下进行试验。于 37 ℃培养箱中培

养 48 h 后，直接计数各菌株的回变菌落数。 

1.2.4  小鼠骨髓细胞微核试验[7,9-10]  采用 ICR 小

鼠，体质量 25~30 g。设受试物 1.25，2.50 和 5.00 

g·kg1 3 个剂量组。另设阴性对照(蒸馏水)和阳性

对照组(CP)，每组 10 只小鼠，♀♂各半。采用间

隔 24 h 给予受试物，按 20 mL·kg1 灌胃，阴性对

照组给蒸馏水。末次给受试物后 6 h 处死动物，取

其胸骨骨髓制片，甲醇固定，Giemsa 染色。镜检

时每只动物计数 1 000 个嗜多染红细胞(PCE)，计

算微核千分率。 

1.2.5  小鼠精子畸形试验[7]  采用 ICR 小鼠，体

质量 30~35 g。设受试物 1.25，2.50 和 5.00 g·kg1 3

个剂量组。另设阴性对照(蒸馏水)和阳性对照组

(MMC)。每组 7 只小鼠，♂。受试物按 20 mL·kg1

灌胃，连续 5 d，对照组也相同处理，在首次给受

试物的第 35 天，颈椎脱臼处死小鼠，随机选 5 只

小鼠取两侧附睾，放入盛有适量生理盐水的平皿

中，用眼科剪将附睾剪碎，四层擦镜纸吸滤，直

接涂片，自然干燥，甲醇固定，用 1%伊红染色。

高倍镜下检查精子形态，每只小鼠检查完整精子

1 000 个，记录畸变精子类型和数目，计算精子畸

形率(%)。 

2  结果 

2.1  急性经口毒性试验 

染毒后，观察期内未见实验大、小鼠出现中

毒症状和死亡情况。该受试物大、小鼠经口急性

毒性最大耐受剂量均>10.0 g·kg1。  

2.2  V79 细胞基因突变试验 

受试物各剂量组 CE、相对 CE、MF 见表 1 和

表 2。用泊松检验统计，在加和不加 S9 的情况下，

阳性对照组的突变频率明显高于阴性对照组

(P<0.001)，受试物各剂量组突变频率和阴性对照组

比较，差异均无统计学意义(P>0.05)。说明测试

系统敏感、有效，在本试验条件下，受试物对 V79

细胞基因 HGPRT 位点无致突变作用，ATHAPG

的 V79 细胞基因突变试验结果为阴性。 

表 1  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿对 V79 细胞克隆形成率的

影响(n=5) 

Tab 1  The effect of ATHAPG on the colony formation rate 
of V79 cell(n=5) 

组 别 S9
剂量/

μg·mL1

每皿细 

胞数/个 

平均克 

隆数/个 

绝对

CE/%

相对

CE/%

+  200 151.7±5.7 75.9 94.9阴性对照组

  200 154.1±7.7 77.1 96.4

+ 5 000 200 142.0±7.2 71.0 88.8

 5 000 200 143.8±6.9 71.9 89.9

+ 2 500 200 139.2±6.2 69.6 87.1

 2 500 200 145.0±5.8 72.5 90.7

+ 1 250 200 142.6±7.1 71.3 89.2

 1 250 200 144.2±6.4 72.1 90.2

+ 625 200 149.0±5.7 74.5 93.2

受试物组 

 625 200 149.8±5.6 74.9 93.7

+ 400 200 128.8±10.9 64.4 80.6EMS 组 

 400 200 129.2±7.6 64.6 80.8

+ 1 200 133.4±6.0 66.7 83.4MMC 组 

 1 200 129.2±6.6 64.6 80.8
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表 2  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿对V79 细胞MF的影响(n=5) 

Tab 2  The effect of ATHAPG on the MF of V79 cell(n=5) 

组 别 S9 
剂量/ 

μg·mL1 

每皿细 

胞数/个 

平均突变 

克隆数/个

MF/ 

106 个

+  2×105 2.8±1.3 18 阴性对照组 

  2×105 2.6±0.9 17 

+ 5 000 2×105 3.0±1.0 21 

 5 000 2×105 2.8±1.3 19 

+ 2 500 2×105 2.4±0.5 17 

 2 500 2×105 2.6±1.1 18 

+ 1 250 2×105 2.8±1.5 20 

 1 250 2×105 2.4±0.9 17 

+ 625 2×105 2.4±1.1 16 

受试物组 

 625 2×105 2.2±1.5 15 

+ 400 2×105 50.8±4.8 3941)
EMS 组 

 400 2×105 51.8±5.6 4011)

+ 1 2×105 21.4±3.6 1601)
MMC 组 

 1 2×105 19.6±3.8 1521)

注：与阴性对照组比较，1)P<0.001 

Note: Compared with negative control group, 1)P<0.001 

2.3  Ames 试验 

各菌株的回变菌落数见表 3。在加和不加 S9

的情况下，溶剂对照的平均回变菌落数与空白对

照的平均回变菌落数相近，说明所用溶剂无致突

变作用，阳性对照的平均回变菌落数均为空白对

照的 2 倍以上；说明此试验系统对致突变物敏感。

不同剂量受试物在加 S9和不加 S9条件下的平均回

变菌落数均未超过空白对照组、溶剂对照组平均

回变菌落数的两倍，且各剂量组间无明显的剂量反

应关系，说明受试物对 4 种菌株无诱变作用。

ATHAPG 的 Ames 试验结果为阴性。 

2.4  小鼠骨髓细胞微核试验 

该受试物各剂量组与对照组小鼠微核率见表

4，用泊松检验统计。阳性对照组微核率明显高于

阴性对照组，差异有统计学意义(P<0.01)。受试物

各剂量组微核率和阴性对照组基本一致，差异无

统计学意义(P>0.05)。说明在试验浓度下，受试物

对小鼠 PCE 细胞无致微核作用，ATHAPG 小鼠微

核试验结果为阴性。 

2.5  小鼠精子畸形试验 

该受试物各剂量组与对照组小鼠精子畸形率

见表 5，用秩和检验进行统计。阳性对照组精子畸

形率明显高于阴性对照组，差异有统计学意义

(P<0.05)。受试物各剂量组精子畸形率和阴性对照

组比较，差异均无统计学意义(P>0.05)。ATHAPG

小鼠精子畸形试验为阴性。 

表 3  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿 Ames 试验结果(n=3， sx  ) 

Tab 3  The Results of Ames test on ATHAPG(n=3, sx  ) 

回变菌落数 

TA97 TA98 TA100 TA102 组 别 每皿剂量/μg 

S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 S9 +S9 

空白对照组   123±19.2 112±7.9 38±6.1 35±5.0 168±14.0 165±19.2 266±16.9 272±7.2 

溶剂对照组  117±8.2 138±6.0 35±2.5 39±1.0 136±4.0 151±5.6 264±6.0 276±7.2 

   8  133±15.5 120±10.8 35±5.7 41±2.1 174±19.3 175±9.0 265±13.3 268±19.7 

  40  135±9.5 116±18.0 35±10.0 30±4.4 172±8.9 159±15.4 265±19.3 258±12.1 

 200  112±24.0 118±14.6 34±4.7 31±4.7 157±10.1 177±15.0 264±8.0 249±15.3 

1 000  127±17.2 134±8.6 34±6.7 37±3.2 165±15.0 175±12.8 273±7.5 258±26.8 

受试物组 

5 000  126±25.0 124±25.2 34±8.5 37±7.2 166±11.9 170±9.5 264±14.0 274±12.8 

ICR-191 组      1.0 3 027±200.0        

DRB 组      6.0   2 135±60.3      

NaN3 组      1.5     2 125±80.5    

MMC 组      0.5       1 628±195.0  

2-AF 组   10  2 126±151.2  2 441±322.3  2 015±222.0   

1，8-NVT 组   50        1 907±326.2
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表 4  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿对小鼠骨髓细胞微核发生率的影响(n=5) 

Tab 4  The effect of ATHAPG on bone marrow cell micronucleus of mice(n=5) 

性别 组 别 剂量/g·kg1 PCE 数/个 含微核 PCE 数/个 微核细胞率/‰ PCE/RBC 

阴性对照组  5 000   7 1.4±0.9 1.03±0.21 

受试物组 1.25 5 000   7 1.4±0.9 1.17±0.15 

 2.50 5 000   6 1.2±0.8 1.19±0.21 

 5.00 5 000   6 1.2±1.3 1.24±0.27 

♀ 

CP 组 0.06 5 000 118  23.6±3.871) 0.82±0.32 

阴性对照组  5 000   5 1.0±1.0 1.02±0.19 

受试物组 1.25 5 000   7 1.4±0.8 1.09±0.21 

 2.50 5 000   6 1.2±0.9 1.18±0.20 

 5.00 5 000   4 0.8±0.7 1.19±0.19 

♂ 

CP 组 0.06 5 000 135  27.0±5.801) 0.87±0.30 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with negative control group, 1)P<0.01 

表 5  转乙肝抗原蛋白基因苜蓿小鼠精子畸形试验结果(n=5) 

Tab 5  The results of mice sperm abnormality test on ATHAPG(n=5) 

畸形精子数/个 
组 别 

剂量/ 

g·kg1 
精子数/个 

无钩 胖头 香蕉 双头/双尾 折叠 无定形 
畸形率/% 

阴性对照组  5 000  62 1 1 0 0  36 2.00±0.36 

1.25 5 000  50 0 0 2 0  56 2.16±0.30 

2.50 5 000  66 0 2 2 0  40 2.20±0.29 

受试物组 

5.00 5 000  57 2 1 0 0  55 2.30±0.38 

MMC 组  0.002 5 000 148 1 2 2 4 183  6.80±1.981) 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05 

Note: Compared with negative control group, 1)P<0.05 

3  讨论 

乙型肝炎是高发病率的传染性疾病，它与肝

硬化和肝细胞癌的发生、发展有密切关系。乙肝

病毒具有顽固性，多易传染性、多途径传播等特

点，严重危害着人民的身体健康。迄今为止，由

于缺乏根治乙肝的特效药，疫苗接种仍是乙肝防

治的根本措施。ATHAPG 是通过克隆乙型肝炎病

毒(中国流行株系 adr株系)的外膜小蛋白(S)及中蛋

白(S2&S)抗原基因，并通过基因修饰，构建的分

别含有这两种外源基因的高效植物表达载体，是

一种新型的植物口服疫苗。食用这种转基因苜蓿

时，其中的乙型肝炎病毒的外膜小蛋白及中蛋白很

快被位于咽喉、胃肠等部位的黏液细胞所摄取，诱

导特异性抗体产生，从而使机体得到免疫保护[11]。

ATHAPG 具有很多优点，如成本较低、接种方便、

无需冷藏等，具有良好的开发前景 [12]。由于对

ATHAPG 的研究尚处于起步阶段，毒理学资料缺

乏，其服用安全性方面有许多问题需要研究，尤

其是在遗传毒理学方面。为此，笔者采用急性毒

性和遗传毒性相关试验对其服用的安全性进行了

初步研究。在第一阶段试验中，采用了大鼠、小

鼠两种动物进行测试，结果表明，ATHAPG 对大、

小鼠经口急性毒性最大耐受剂量均>10.0 g·kg1。

根据急性毒性分级标准属于实际无毒级[7]。该结果

为前期判断受试物有无研发价值提供了毒性强度

的信息，同时也为设计进一步的安全性评价试验

提供依据。在第二阶段试验中，考虑 ATHAPG 含

有多种生物活性成分，其结构不尽相同，作用的

靶细胞和遗传学终点也不一样，目前还没有一种

方法可测试所有类型的遗传毒物，所以采用组合

试验的方法，兼顾不同的细胞类型(原核细胞和真

核细胞，体细胞和生殖细胞)和不同的观察终点(基

因突变和染色体畸变)[13]，因此，采用了一组遗传

毒理学试验，包括 V79 细胞基因突变试验、Ames

试验、小鼠骨髓细胞微核试验、小鼠精子畸形试

验，以期从体内和体外、体细胞和生殖细胞、原

核和真核细胞、基因和染色体水平等多个角度和

层次对转基因苜蓿的遗传毒性进行研究。Ames 试

验采用 4 个菌株进行，其中 TA97、TA98 可测试各

种移码诱变剂，TA100 可测试引起碱基对置换的诱
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变剂，TA102 可测试其他菌株不能检出或极少检出

的诱变剂，如各种过氧化氢化合物、MMC 等交联

剂。V79 细胞基因突变试验可测试 HGPRT 位点的

基因突变。小鼠骨髓细胞微核试验用于测试受试

物对细胞染色体的损伤作用，小鼠精子畸形试验

用于测试受试物对生殖细胞遗传物质的损伤作

用。试验结果表明，受试物 4 项遗传毒性试验结

果均为阴性，提示在本试验条件下，ATHAPG 无

致基因突变和染色体损伤作用，有进一步的研究

开发价值。 
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减压特号对慢性应激大鼠的抗抑郁作用及机制研究 
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摘要：目的  探讨中药复方减压特号(Jianyatehao，JYTH)对慢性应激大鼠抑郁样行为的改善作用及其对肾上腺结构功能、

免疫系统和单胺递质系统的影响。方法  大鼠随机分为正常对照组、应激模型组、JYTH(低、中、高)剂量组及丙咪嗪组。

建立大鼠慢性应激模型，测定应激大鼠的开野行为和糖水消耗量。ELISA 法测定大鼠血清皮质酮、IL-1β 和 IL-6 的水平，

HPLC 测定应激大鼠不同脑区的单胺递质水平。结果  与慢性应激组相比，JYTH 低、中、高剂量组明显增加大鼠在开野

箱中的活动性，并增加其对糖水的偏爱性，明显降低血清皮质酮、IL-1β 和 IL-6 的水平，明显增加不同脑区单胺递质含

量。结论  JYTH 可以改善慢性应激引起的抑郁样行为，其作用机制可能与降低血清皮质酮水平、保护肾上腺结构完整、

增强免疫功能和提高脑内单胺递质含量有关。 
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