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芒果叶提取物芒果苷安全性评价Ⅳ：
遗传、生殖毒性试验
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摘要　目的：检测芒果苷是否影响遗传物质，并通过口服灌胃给予妊娠期６～１５ｄ致畸敏感期孕期大鼠芒果苷，考察其对
妊娠动物、胚胎及胎仔发育的影响，观察芒果苷是否具有遗传和生殖毒性。方法：采用微生物回复突变试验、啮齿动物骨

髓微核试验、哺乳动物培养细胞染色体畸变试验检测芒果苷的遗传毒性。从妊娠第７天开始，连续１０ｄ，口服灌胃受试药
品０６ｍｇ／（ｋｇ·ｂｗ）、１２ｍｇ／（ｋｇ·ｂｗ）、２４ｍｇ／（ｋｇ·ｂｗ），观察其对各组孕鼠妊娠期毒性反应及孕鼠胚胎期各胎鼠生长
发育指标致畸变的影响。结果：微生物回复突变试验中芒果苷各剂量组回变菌落数均在正常范围内未超过自发回变菌落

数的２倍，骨髓微核试验中芒果苷各剂量组多染红细胞和正染红细胞比例未低于溶媒对照组的２０％，染色体畸变试验中
ＣＨＬ细胞染色体畸变率均小于５％。芒果苷低、中、高３种不同剂量对各孕鼠及孕鼠胚胎期各胎鼠的窝胎数，胚胎形体外
观、全身骨骼、各内脏重要脏器等的生长发育指标致畸变检测项目显示为阴性。结论：芒果苷无致突变性，对孕鼠胚胎期

胎鼠生长发育指标未见有生殖毒性反应的致畸变影响。
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　　芒果苷（Ｍａｎｇｉｆｅｒｉｎ），又名芒果素、知母宁，为漆
树科植物芒果ＭａｎｇｉｆｅｒｉｎｉｎｄｉｃａＬ叶的主要活性成
分。大量实验证明［１４］，芒果苷的药理作用明确、植

物来源广泛，目前临床上主要应用于呼吸系统疾病。

芒果苷遗传和生殖毒性，是开发芒果苷新药产品必

须提供的毒理学数据，为此项目组进行了系统的致
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突变试验、生殖毒性试验研究。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＤ大鼠，１５０～１７０ｇ，ＳＰＦ级，雌雄兼
有，上海斯莱克实验动物有限公司提供，合格证号：

ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。
１１２　药物　芒果苷：广西中医学院制备，批号：
２００７０８２８。
１１３　试剂与仪器　叠氮化钠（浙江城关化工厂，
９５０９０２）、丝裂霉素（浙江海正０５０７０５／０７１００３）、９氨
基吖啶（美国 Ｓｉｇｍａ公司，９６Ｆ０５４６１）、４硝基喹啉
氧化物（美国 Ｓｉｇｍａ公司，８４Ｆ０５７２）、环磷酰胺
（０６０８２４２／２００７０２０１）、羧甲基纤维素钠（２００６１１２０）、
茜素红（０７０９１８）。ＨＰ１１００型高效液相色谱仪（美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＧＦ１型控时调速式高速分散器
（江苏海门麒麟医用仪器厂）；ＥＬＸ８００ＵＶ型酶标仪
（美国 ＢｉｏＴｅｋ仪器公司）；ＤＨＧ９１４５Ａ型电热恒温
鼓风干燥箱（上海一恒科技有限公司）。

１２　方法
１２１　遗传毒性试验［５７］　微生物回复突变试验：
选用鉴定合格鼠伤寒沙门氏菌 ＴＡ９７，ＴＡ９８，ＴＡ１００，
ＴＡ１０２，ＴＡ１５３５五菌珠，分为阴性对照组、处理组、阳性
对照组，阴性对照组加入０９％氯化钠注射液；处理
组采用０５，５，５０，５００，５０００μｇ／皿不同浓度芒果
苷；阳性对照组，不加Ｓ９混合液时：ＴＡ１００、ＴＡ１５３５加入
１５μｇ／皿叠氮化钠，ＴＡ９７加入 ９氨基吖啶 ５０μｇ／
皿，ＴＡ９８加入４硝基喹啉氧化物０５μｇ／皿，ＴＡ１０２加
入２氨基芴２０μｇ／皿；加Ｓ９混合液时：ＴＡ１５３５加入环
磷酰胺 ２００μｇ／皿。加或不加肝微粒体复合因子
（Ｓ９ｍｉｘ），３７℃培养４８～７２ｈ，观察五菌珠平板回变菌
落数变化并观察菌苔存在。

啮齿动物骨髓微核试验 ＮＩＨ小鼠随机分为 ５
组，分别为芒果苷低（１４４ｇ／ｋｇ）、中（３６０ｇ／ｋｇ）、
高（９００ｇ／ｋｇ）、剂量组，溶媒对照组和阳性对照组
（环磷酰胺５０ｍｇ／ｋｇ），每组１０只。芒果苷各剂量
组给药１次／ｄ，连续４ｄ，阳性对照组于芒果苷最后
一次给药时腹腔注射环磷酰胺５０ｍｇ／ｋｇ，末次给药
２４ｈ后取骨髓制片。用姬姆萨染色法染片，油镜下
观察，每只小鼠计数２０００个多染红细胞中微核数，
计算微核发生率（‰），同时计数２００个骨髓细胞，求
出多染红细胞／正染红细胞的比值。

哺乳动物培养细胞染色体畸变试验［８１２］取对数

生长期ＣＨＬ细胞，分为芒果苷低、中、高剂量组，空
白对照组和阳性对照组。芒果苷剂量（终浓度）２４ｈ

为 １００μｇ／ｍＬ，２００μｇ／ｍＬ，４００μｇ／ｍＬ；４８ｈ为 ７５
μｇ／ｍＬ，１５０μｇ／ｍＬ，３００μｇ／ｍＬ，加或不加肝微粒体
复合因子（Ｓ９ｍｉｘ）与细胞作用６ｈ，２４ｈ，４８ｈ，收集细
胞前加入秋水仙碱，依次收集细胞进行低渗、固定、

制片、染色处理，显微镜下观察中期相细胞染色体数

目和结构的改变。

１２２　生殖毒性试验［１３１６］　分组给药：孕鼠３２只，
随机分４组，每组８只。即：空白对照组用生理盐水
０５ｍｇ／１００ｇ，芒 果 苷 低 （７２１２５ｍｇ／ｋｇ）、中
（１４４２５ｍｇ／ｋｇ）、高（２８８５ｍｇ／ｋｇ）剂量组用；以上
各组孕鼠逐只按上述所示剂量在妊娠第７天开始口
服灌胃给药，１次／ｄ，连续１０ｄ，至妊娠第１７天。于
开始给药后，各组逐只称体重１次／３ｄ，根据体重变
化，调整给药量。在自然分娩前１ｄ脱颈椎处死妊
娠孕鼠，各组逐窝逐只仔细检查。

１２３　观测指标与方法　１）孕鼠检查处死后，立即
从腹中线解剖，暴露子宫和卵巢。仔细检查黄体数、

着床数、吸收数、死胎数、活胎数及胎盘重量，按窝进

行数量登记。２）胎数外观检查对每个活胎测量身
长、体重、鉴定性别。观察头部有无脑积水、露脑、脑

膜膨出、无眼、小眼、无耳、小耳、腭裂等；四肢有无并

趾、少趾、无趾、多趾、足内外翻、短肢等；躯干有无脐

疝、腹裂、内脏和脊髓膨出、脊柱裂、脊柱侧突等；有

无短尾、卷尾、无尾、尾分叉等；有无肛门闭锁等。３）
骨骼检查将每窝 ２／３的活胎盘剥皮去内脏后放人
Ｂｏｕｉｎ液中固定数天，取出流水冲洗干净，移至１％
透明液中，２～３ｄ见肌肉完全透明能清晰看见骨骼
为止，用小镊子将透明后的胎鼠放滤纸上吸干，用单

面刀片和镊子轻轻地、仔细地将腐蚀的剩余脏器和

组织除去，然后将胎数放入茜红素染色液中２～３ｄ，
见胎数骨骼全部着色（其间更换１～２次新鲜染液）。
染色后的胎鼠再置透明液中１ｄ，即成肌肉透明而骨
骼为殷红色的胎鼠标本，用放大镜观察骨骼的形态。

观察内容为：头部骨骼是否完整、骨化状况；肋骨（正

常１３对）是否有多肋、少肋、肋骨分叉、肋骨融合等；
胸骨（正常６块）观察有无胸骨节缺失和骨化不全；
颈、胸、腰、尾椎有无异常；四肢骨骼主要观察骨化程

度、短肢或无肢、畸形、多趾（指）、少趾（指）等。４）
内脏检查将每窝另１／３活胎鼠不剥皮浸泡于甲醛溶
液中２～３周固定。标本固定期满后冲洗，将胎鼠放
在腊板上用刀片切片检查内脏，首先将胎鼠头部切

四刀，即沿口经耳作水平切面，检查有无腭裂、舌异

常；再沿顶部作３个纵切面，即眼球前沿切面，观察
鼻道是否扩大，是否单鼻道等；眼球正中垂直切面，
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表１　芒果苷对五菌珠平板回变菌落数的影响（珋ｘ±ｓ）

组别μｇ／皿 Ｓ９ ＴＡ９７ ＴＡ９８ ＴＡ１００ ＴＡ１０２ ＴＡ１５３５
阴性对照组 － １５１±９ ３６±２ １６７±１０ ２７３±２１ １７±２

＋ １５７±１６ ３４±１ １７１±１７ ２９５±１８ １５±２
处理组

芒果苷（０５） － １３４±１２ ３３±２ １８０±１１ ２６８±１７ １４±３
＋ １６５±１６ ３３±３ １５６±２２ ２６７±２０ １２±３

芒果苷（５） － １５９±１５ ３６±６ １４１±１２ ２７５±２７ １６±４
＋ １６０±２４ ３４±４ １３１±１３ ２６１±１６ １５±３

芒果苷（５０） － １６８±１６ ３９±３ １６６±１１ ２７０±２７ ８±２
＋ １５５±１９ ３８±３ １４７±３３ ２６９±２６ １０±１

芒果苷（５００） － １６５±１０ ３３±３ １６７±２０ ２７９±１６ １４±１
＋ １６６±１２ ３５±４ １５４±４０ ２７４±１７ １４±３

芒果苷（５０００） － １４２±１２ ３４±５ １７１±５ ２６４±４７ １３±１
＋ １６０±２３ ３６±４ １６７±３７ ２６６±２３ １２±２

叠氮化钠（１５） － － － ＞１０００ － ＞１０００
９氨基吖啶（５０） － ＞１０００ － － － －

４硝基喹啉氧化物（０５） － － ９４７±４６ － － －
丝裂霉素（０５） － － － － ＞１０００ －
２氨基芴（２０） ＋ ＞１０００ ＞１０００ ＞１０００ ＞１０００ －
环磷酰胺（２００） ＋ － － － － ５６９±１２６

检查眼球大小；眼球后沿垂直切面、检查有无脑水肿

等；然后沿腹中线和肋下缘水平各切一刀，检查各脏

器大小、位置等，再取出心、肝、脾、肺、肾、子宫和睾

丸等重要器官检测观察有无畸形改变。

２　结果
２１　芒果苷微生物回复突变试验结果　在加与不
加肝微粒体复合因子（Ｓ９ｍｉｘ），ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、
ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５空白对照组和芒果苷各剂量组回变菌
落数均在正常范围内，未超过自发回变菌落数２倍，
而阳性对照组回变菌落数均超过２位。见表１。
２２　芒果苷啮齿动物骨髓微核试验结果　芒果苷
各剂量组多染红细胞和正染红细胞比例未低于溶媒

对照组的２０％，提示对骨髓无抑制作用。芒果苷各
剂量组及溶媒对照组多染红细胞微核发生率均 ＜
５‰以下，而阳性对照组多染红细胞微核发生率为
１８５５‰。见表２。

表２　芒果苷对ＮＩＨ小鼠骨髓微核发生率的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＣＥ／ＮＣＥ 微核率（‰）

溶媒对照组（０５％ＣＭＣＮａ） １１±０２ ２４５±０６９
阳性对照组［环磷酰胺（５０ｍｇ／ｋｇ）］ １１±０２ １８５５±３５８

低剂量组（ＭＧＧ１４４ｇ／ｋｇ） １１±０２ ２５５±０６９
中剂量组（ＭＧＧ３６０ｇ／ｋｇ） １１±０２ ２５０±０５８
高剂量组（ＭＧＧ９００ｇ／ｋｇ） １１±０２ ２５０±０６２

　　注：与溶媒对照组比较，Ｐ＜００５。

２３　芒果苷哺乳动物培养细胞染色体畸变试验结
果　在加或不加肝微粒体复合因子（Ｓ９ｍｉｘ）芒果苷和
细胞作用６ｈ或６ｈ、２４ｈ、和４８ｈ，ＣＨＬ细胞染色体

畸变率均在５％以下。见表３。

表３　芒果苷体外ＣＨＬ细胞染色体畸变试验

剂量组 Ｓ９ｍｉｘ
作用时间

（ｈ）
计数细胞

数（个）

畸变率

（％）
结果

判定

阴性对照组 － ６ ２００ ３０ －
丝裂霉素组 － ６ ２００ １７５ ＋
浓度１组（１００） － ６ ２００ １０ －
浓度２组（２００） － ６ ２００ １５ －
浓度３组（４００） － ６ ２００ ２０ －
阴性对照组 － ２４ ２００ ２５ －
丝裂霉素组 － ２４ ２００ ２２５ ＋＋
浓度１组（１００） － ２４ ２００ ２０ －
浓度２组（２００） － ２４ ２００ ３０ －
浓度３组（４００） － ２４ ２００ ２５ －
阴性对照组 － ４８ ２００ ２５ －
丝裂霉素组 － ４８ ２００ １３０ ＋
浓度１组（７５） － ４８ ２００ ２０ －
浓度２组（１５０） － ４８ ２００ １５ －
浓度３组（３００） － ４８ ２００ ２５ －
阴性对照组 ＋ ６ ２００ １５ －
环磷酰胺组 ＋ ６ ２００ ２１５ ＋＋
浓度１组（１００） ＋ ６ ２００ １５ －
浓度２组（２００） ＋ ６ ２００ １０ －
浓度３组（４００） ＋ ６ ２００ ２５ －

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５。

表４　芒果苷对胚胎仔发育的影响（子宫胎仔重
及子宫重量情况，珋ｘ±ｓ）

组别 孕鼠数（只） 子宫胎仔重（ｇ） 子宫重（ｇ）

溶媒对照组 ２０ ６６８２±２２６５ ５４７±１５４
低剂量组 ２１ ６３８５±３３９７ ５０４±２４０
中剂量组 ２１ ７２７５±２７６５ ６０６±１８１
高剂量组 ２３ ８１２５±２１６５ ６７１±１７９
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表５　孕鼠平均妊娠黄体数及平均着床数（个／只，珋ｘ±ｓ）

组别
孕鼠数

（只）

妊娠黄体数（个／只，珋ｘ±ｓ）
左 右 合计

着床数（个／只，珋ｘ±ｓ）
左 右 合计

着床率（％）

溶媒对照组 ２０ ７９５±２３６ ７１９±２１９ １５１４±２７５ ５７０±３２９ ６００±２３８ １１７０±４２３ ７６２２±２５４１
低剂量组 ２１ ７６７±２６１ ７４３±２５６ １５１０±３６２ ５５７±３２８ ５２４±３６７ １０８１±５７２ ６７９５±２９８１
中剂量组 ２１ ７８６±２０１ ７９０±１６１ １５７６±２８４ ６１４±３００ ６３３±２５６ １２４８±４８４ ７６９２±２５２９
高剂量组 ２３ ８５２±２６１ ８８７±１７１ １７３０±２６９ ６７８±３３８ ７３９±２８２ １４１７±４０９ ８０８３±１６８０

表６　芒果苷对胚胎仔发育的影响（活胎数及吸收胎数）（个／窝，组，珋ｘ±ｓ）

组别 孕鼠数
每窝平均活胎数

左侧子宫 右侧子宫 合计

每窝平均吸收胎数

左侧子宫 右侧子宫 合计

溶媒对照组 ２０ ５０５±２９５ ５６５±２３０ １０７０±３９７ ０６５±０８８ ０３５±０４９ １００±１０８
低剂量组 ２１ ５１９±３２３ ４９５±３６９ １０１４±５６３ ０２９±０５６ ０１４±０３６ ０４３±０８１
中剂量组 ２１ ５８１±２８６ ６１４±２５６ １１９５±４７２ ０２９±０５６ ０１９±０４０ ０４８±０７５
高剂量组 ２３ ６１３±３０６ ７１７±２７７ １３３０±４００ ０６１±０８４ ０２２±０４２ ０８３±１０３

３２　生殖毒性试验　芒果苷０６、１２、２４ｇ／ｋｇ体
重灌胃妊娠 ６～１５ｄ敏感期孕大鼠，除高剂量组
（２４ｇ／ｋｇ体重）１只大鼠出现一过性腹胀不良反
应，后自行恢复外，其他怀孕大鼠体重增加、摄食量

正常，黄体数、胎仔着床数、活胎数、死胎、吸收胎、胎

仔体重、身长、胎盘重量、性别比、骨骼和内脏等均无

影响，与对照组比较差异均无统计学意义。骨骼及

内脏检查，与对照组比较差异无统计学意义，其他各

指标亦无明显影响。见表４～１４。

表７　芒果苷对胚胎仔发育的影响（吸收胎数及吸收胎率）

组别 孕鼠数
吸收

（只）

胎仔

（只）
有吸收胎

吸收胎率

（％）
溶媒对照组 ２０ ２０ ２３４ １２ ８５５
低剂量组 ２１ ９ ２２２ ５ ４０５
中剂量组 ２１ １０ ２６１ ７ ３８３
高剂量组 ２３ １９ ３２５ １３ ５８５

表８　芒果苷对胚胎胎仔发育的影响
　　（死胎数及死胎率）

组别 孕鼠数
死胎（只）

早期 后期

胎仔

（只）

死胎率

（％）
溶媒对照组 ２０ ０ ０ ２３４ ０
低剂量组 ２１ ０ ０ ２２２ ０
中剂量组 ２１ １ ０ ２６１ ０３８
高剂量组 ２３ ０ ０ ３２５ ０

表９　芒果苷对胚胎胎仔发育的影响
　　（活胎仔总数及活胎率）

组别 孕鼠数 活胎仔（只） 胎仔（只） 活胎率（％）

溶媒对照组 ２０ ２１４ ２３４ ９１％
低剂量组 ２１ ２１３ ２２２ ９６％
中剂量组 ２１ ２５１ ２６１ ９６％
高剂量组 ２３ ３０６ ３２５ ９４％

表１０　芒果苷对孕鼠胚胎胎仔发育的影响（活胎体重）（Ｓｇ／只，窝，组，珋ｘ±ｓ）

组别 孕鼠数 胎仔数（只） 雌性胎仔重 雄性胎仔重 平均胎仔重

溶媒对照组 ２０ ２１２（雌：雄＝１０３∶１０９） ３６４±０３４ ３８５±０３８ ３７４±０３７
低剂量组 ２１ ２１１（雌：雄＝１１２∶９９） ３７８±０４４ ３９８±０４７ ３８７±０４６

中剂量组 ２１ １３１（雌：雄＝１３１∶１１０） ３７３±０３７ ３９９±０４１ ３８４±０４１
高剂量组 ２３ ３０６（雌：雄＝１６５∶１４１） ３６４±０５３ ３８８±０４６ ３７５±０５１

　　注：与溶媒对照组比较，Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。

表１１　芒果苷对孕鼠胚胎胎仔的影响（活胎身长）（ｃｍ／个，窝，组，珋ｘ±ｓ）

组别 孕鼠数（只） 胎仔数（只） 雌性胎鼠身长 雄性胎鼠身长 胎鼠平均身长

溶媒对照组 ２０ ２１２ ４１０７±０１６４ ４２３５±０２０５ ４１７２±０１９６
低剂量组 ２１ ２１１ ４１６８±０２０９ ４２８６±０２４４ ４２２３±０２３３
中剂量组 ２１ ２４１ ４１４４±０２１９ ４２９９±０１５５ ４２１２±０２０８
高剂量组 ２３ ３０６ ４１３２±０２１６ ４２５６±０１９９ ４１８９±０２１７

·２８６１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．７



表１２　芒果苷对孕鼠胚胎胎仔的影响（胎仔性别）

组别 孕鼠数 雌性胎仔（只）雄性胎仔（只）雌雄比（％）

溶媒对照组 ２０ １０３ １０９ ９４５
低剂量组 ２１ １１２ ９９ １１３１
中剂量组 ２１ １３１ １１０ １１９１
高剂量组 ２３ １６３ １４１ １１５６

表１３　芒果苷对孕鼠胚胎胎仔发育的影响（胎仔外观）

组别 胎儿数 无头无脑畸形数 外观畸形数 发生率（％）

溶媒对照组 ２１４ ０ ０ ０
低剂量组 ２１３ ０ ０ ０
中剂量组 ２５１ １ １ ０３９８
高剂量组 ３０６ ０ ０ ０

表１４　仔鼠骨骼异常情况统计表

骨骼异常

溶媒对照组骨骼检查

胎仔数（１０２只）
异常数 骨骼畸形率（％）

高剂量组骨骼检查

胎仔数（１５１只）
异常数 骨骼畸形率（％）

胸骨缺失 １２ １１７６ ２６ １７２２
胸骨骨化不全 ５３ ５１９６ ８７ ５７６２
肋骨（多肋） １４ １３７３ ２４ １５８９
肋骨短小 １ ０９８ ０ ０００

颅顶骨骨化不全 ３ ２９４ ２ １３２

表１５　芒果苷对仔鼠内脏的影响

内脏异常表现

溶媒对照组内脏检查

胎仔数（１１２只）

异常数
窝发生率

（％，珋ｘ±ｓ）

高剂量组内脏检查

胎仔数（１５５只）

异常数
窝发生率

（％，珋ｘ±ｓ）

内脏畸形胎仔数 ２ １６２±５７０ １ ０５７±３７７
脑积液 １ １９３±５８１ ０ 　　０
腭裂 １ １３２±５７４ １ １１４±５３３

内脏变异胎儿数 ７ ９１５±１５２９ １３ ７５６±１０８７
肾脏位置变异 ７ ９１５±１５２９ １３ ７５６±１０８７

３　讨论
药物遗传毒性，是指药物诱发的遗传物质在染

色体水平、分子水平和碱基水平上的各种损伤而造

成的毒性作用，主要包括药物致染色体畸变、药物致

ＤＮＡ损伤和药物致基因突变３类［１０］。生殖毒性试

验是评价受试物对哺乳动物（啮齿类大鼠为首选）

生殖的影响，与其他的药理学、毒理学研究资料综合

比较，以推测受试物对人的生殖可能产生的毒性或

危害性。

本文采用微生物回复突变试验、啮齿动物骨髓

微核试验、哺乳动物培养细胞染色体畸变试验检测

芒果苷的遗传毒性，以上３项遗传毒性试验从不同
的角度对芒果苷进行了遗传毒性检测，结果显示芒

果苷Ａｍｅｓ试验、小鼠骨髓微核试验和体外中国仓
鼠肺成纤维细胞染色体畸变试验均为阴性结果，提

示芒果苷对遗传物质无诱变性。通过口服灌胃不同

剂量芒果苷，观察该受试药品对 ＳＤ品系孕鼠妊娠
期胚胎的影响，结果显示芒果苷各剂量组子宫胎儿

重、子宫重、黄体数、着床数、着床率、死胎数、死胎

泫、吸收胎数、吸收胎率等胚胎发育指标与溶媒对照

组比较差异均无统计学意义，说明芒果苷在高剂量

不引起明显的胚胎仔死亡，无明显胚胎毒性作用。

关于芒果苷的安全性评价，国内外的文献结果，以及

本实验对芒果苷的安全性评价结果，都显示芒果苷

没有遗传毒性和生殖毒性。因此，本研究结果证实

了芒果苷的安全优势，为芒果苷的产品开发提供了

科学实验依据。
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