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亚硝酸盐对实验小鼠的神经毒性作用

张兆强　林　立　张春芝　聂继池
（济宁医学院公共卫生学院，济宁 ２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨经消化道亚硝酸盐染毒对实验小鼠产生的神经毒性作用。方法　将８０只小鼠随机分
为对照组、低剂量、中剂量和高剂量组，每组２０只。对照组给予自来水，低剂量、中剂量、高剂量组分别自由饮浓
度为０．０５５ｍｇ／ｍｌ、０．１１ｍｇ／ｍｌ、０．２２ｍｇ／ｍｌ的亚硝酸钠溶液。２周后，分别进行小鼠后肢撑力、饥饿觅食、走格、鼠
尾悬挂测试等反映神经毒性的系列实验。结果　小鼠后肢落地间距，中剂量、高剂量组明显低于对照组（Ｐ＜
００５），与低剂量组比，中、高剂量组的后肢落地间距均变低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而中、高剂量组间无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；饥饿觅食试验第１次成功觅食时间，各剂量组均明显比对照组时间长（Ｐ＜０．０５），第２
次成功觅食时间，中剂量、高剂量组长于对照组（Ｐ＜０．０５），且２个成功觅食时间都有随剂量增加时间更长的趋
势；穿格次数，高剂量组显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），其他组间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；鼠尾悬挂实验挣
扎时间则表现为低剂量、中剂量、高剂量组比对照组短（Ｐ＜０．０５），与低剂量组比，中剂量组无统计学差异（Ｐ＞
０．０５），高剂量组则有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；高剂量组与中剂量组也有统计学差异（Ｐ＜０．０５），且剂量越大，挣
扎时间越短。结论　亚硝酸盐对实验小鼠具有神经毒性。剂量越大，毒性越明显。
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　　作为食品中常用作发色剂和防腐剂使用［１］的

亚硝酸盐，在腌肉工业上有着特殊的用途，然而，过

量使用会对人体造成一定的危害［２］。目前对亚硝

酸钠的危害研究多集中在其高铁蛋白生成作用而

产生的血液毒性上，至于其对神经系统的影响，目

前国内外尚未有相关报道。鉴于此，本文拟采取经

消化道亚硝酸盐对小鼠染毒２周，通过测定了小鼠
的后肢撑力、饥饿觅食、走格、鼠尾悬挂等试验，综

合评价亚硝酸盐对小鼠神经系统的损害，现报道如

下。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
昆明种小鼠８０只，体重１８～２２ｇ，由济宁医学

院实验动物中心提供，动物质量合格许可证编号：

ＳＣＸＫ（晋）２００９０００１。适应性饲养１周后，随机分
为对照组和低、中、高３个剂量组，对照组给予自来
水，低、中、高剂量组分别给予 ０．０５５ｍｇ／ｍｌ、
０１１ｍｇ／ｍｌ、０．２２ｍｇ／ｍｌ的亚硝酸钠溶液。采取自
由饮的模式染毒，自由进食，染毒２周。
１．２　方法
１．２．１　后肢撑力试验　末次染毒后，用手轻抓住
小鼠背部皮肤，使其处于水平方向，距离下方着陆

地面约３０ｃｍ，让小鼠自由下落，测量其着地时双后
肢滑开的最远距离。间隔３０ｍｉｎ重复该试验，共重
复３次，取均值作为该鼠的后肢落地间距。该指标
反映动物动作的协调性及肌力。

１．２．２　饥饿觅食试验　本实验采用 ３个互为
１２０°的Ｙ臂装置，在一臂端放鼠，一臂端放置食
物，将动物禁食１ｄ，动物会进行觅食活动，记录从
将动物放入到其找到食物的时间，５ｍｉｎ后重复该
试验。第１次成功觅食的时间，反映小鼠学习能
力；第２次成果觅食时间，反映小鼠的记忆能力。
１．２．３　走格试验　将长约６０ｃｍ的方桌，平均划
分为９格。将小鼠从中间格放入，如果动物三爪进
入另一格，记为穿格１次，记录动物５ｍｉｎ内的穿格
次数，本指标反映动物的焦虑。

１．２．４　鼠尾悬挂试验　手拎小鼠尾部，使其距地
约１ｍ，动物因倒垂而出现挣扎，最后会因为“绝
望”而放弃挣扎（中间间隔１０ｓ不动为标准），记录
从鼠尾开始悬挂到不挣扎所用的时间。该指标反

映动物对外界不良刺激反抗不成功后的心理疲劳。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１７．０软件对试验数据进行统计学处

理，所有数据均用 珋ｘ±ｓ表示，组间用 Ｆ分析，并用
ＬＳＤ法进行两两比较。

２　结果

２．１　亚硝酸钠染毒对小鼠后肢撑力的影响
４个组间的后肢落地间距总体有统计学差异

（Ｆ＝４．５９，Ｐ＜０．０５），两两比较发现：与对照组比
较，低剂量组无统计学差异，而中、高剂量组的后肢

落地间距变低（Ｐ＜０．０５）；与低剂量组比较，中、高
剂量组的后肢落地间距均变低（Ｐ＜０．０５）；而中、
高剂量组间则无统计学差异。结果见表１。

表１　各组小鼠量落地后两后肢之间的距离（ｃｍ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 两后肢之间的距离

对照组 ２０ ５．２６±０．３４

低剂量组 ２０ ５．３９±０．５２

中剂量组 ２０ ４．８４±０．７４＃

高剂量组 ２０ ４．９６±０．５９＃

　　注：与对照组比较， Ｐ＜０．０５；与低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５。

２．２　亚硝酸钠染毒对小鼠饥饿觅食的影响
亚硝酸钠染毒对小鼠的学习能力和记忆能力

均产生了影响。反映学习能力的第１次成功觅食
时间，４个组间总体上有统计学意义（Ｆ＝８．４７，Ｐ
＜０．０５）；ＬＳＤ两两比较发现：与对照组比较，各剂
量组成功觅食时间显著延长；与低剂量比较，高剂

量有统计学差异，中剂量无统计学差异；高剂量与

中剂量间也有统计学差异；第１次成功觅食时间与
剂量之间的呈正相关（ｒ＝０．９６，Ｐ＝０．００）。反映
记忆能力的第２次成功觅食时间，也有同样的结果
（Ｆ＝６．５８，Ｐ＜０．０５）；ＬＳＤ检验结果显示：低剂量
组与对照组相比无统计学差异，而中、高剂量组的

成功觅食时间均长于对照组和低剂量组（Ｐ＜０．
０５）；高剂量组与中剂量组相比，也有统计学差异；
对第２次成功觅食时间进行与剂量进行相关性分
析（ｒ＝０．９２，Ｐ＝０．００）。２次成功觅食时间均呈现
剂量越大，成功觅食时间越长的趋势。见表２。
２．３　亚硝酸钠染毒对小鼠走格试验的影响

４个组间小鼠的穿格次数，总体间有统计学意
义（Ｆ＝４．５５，Ｐ＜０．０５），ＬＳＤ两两比较发现，仅高
剂量组与对照组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表３。
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表２　小鼠饥饿觅食２次成功觅食时间（ｓ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 第１次成功觅食时间 第２次成功觅食时间

对 照 组 ２０ ３３．７６±１１．８６ ２５．５５±８．１２

低剂量组 ２０ ５１．２２±１７．５３ ２４．９１±７．１３

中剂量组 ２０ ５３．３４±１９．７５ ２９．８３±８．１５＃

高剂量组 ２０ １３７．７３±３２．１４＃※ ３３．８２±１１．９０＃※

　　注：与对照组比较， Ｐ＜０．０５；与低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５；

与中剂量组比较，※Ｐ＜０．０５。

表３　各组小鼠穿格次数（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 穿格数

对 照 组 ２０ ２１．８１±１０．９６

低剂量组 ２０ ２０．５３±１１．７１

中剂量组 ２０ ２５．３６±１２．３１

高剂量组 ２０ ２７．１２±１３．０９

　　注：与对照组比较， Ｐ＜０．０５。

２．４　亚硝酸钠染毒对鼠尾悬挂试验的影响
３个剂量组与对照组，总体上有统计学差异（Ｆ

＝７．５６，Ｐ＜０．０５），ＬＳＤ检验显示，低、中、高剂量
组的挣扎时间均显著少于对照组（Ｐ＜０．０５）；与低
剂量组比，中剂量组无统计学差异，高剂量组则有

统计学差异；高剂量组与中剂量组也有统计学差

异，对其进行相关分析（ｒ＝－０．９７，Ｐ＝０．００），剂
量与挣扎时间呈负相关，剂量越大，小鼠挣扎时间

越少。见表４。

表４　鼠尾悬挂挣扎的时间分布（ｓ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 挣扎时间

对 照 组 ２０ ３７８．２５±２５６．００

低剂量组 ２０ ２６９．７９±１１１．６３

中剂量组 ２０ ２３５．７６±１０２．７９

高剂量组 ２０ １７５．８３±７５．８９＃※

　　注：与对照组比较， Ｐ＜０．０５；与低剂量组比较，Ｐ＜０．０５；与

中剂量组比较，※Ｐ＜０．０５。

３　讨论

亚硝酸盐是一个常用的食品添加剂，在食品工

业中作为发色剂和防腐剂限量使用。其半致死量

为２２ｍｇ／ｋｇ［１］，属高毒类物质，成人食入０．３～０５
ｇ即可引起中毒甚至死亡。亚硝酸盐在现实生活
中使用广泛，造成该类中毒有较高的发生率，其原

因主要是食用该盐超标的肉类制品或误服。早期

发现对于救治尤为关键，寻找亚硝酸盐中毒的早期

指标成为重中之重。机体接触亚硝酸盐后，会产生

一系列的病理生理改变，其中以神经行为功能的变

化出现的最早，也最为敏感，研究亚硝酸盐的神经

毒性对于预防其中毒有着极其重要的意义。

反映动物神经行为功能的实验很多，目前常采

用组合实验，从不同的角度测量动物的神经行为功

能。本实验采取小鼠后肢撑力、饥饿觅食、走格、鼠

尾悬挂等实验作为一组实验组合，设备简单，易于

操作，指标客观。通过该组合实验，可以综合性的

判断亚硝酸盐染毒对小鼠的神经毒性。

在本实验中，反映小鼠动作的协调性及肌力的

后肢撑力出现下降；反映学习能力的第１次饥饿觅
食时间和反映记忆能力的第２次饥饿觅食时间延
长；反映动物焦虑的走格试验中小鼠穿格次数增

多，反映小鼠对外界不良刺激反抗不成功后的心理

疲劳的鼠尾悬挂试验的挣扎时间缩短，且剂量越

大，作用越明显。这些结果说明，亚硝酸钠染毒已

经对小鼠的神经行为能力产生了有害影响。

研究提示，亚硝酸盐进入机体后可氧化血红蛋

白分子中的 Ｆｅ２＋，生成生高铁血红蛋白［３］。从而

使血红蛋白失去运输从呼吸系统吸收的氧的能力，

造成组织细胞氧的供给下降。由于神经细胞对缺

氧非常敏感，且代偿能力也比机体的其他细胞弱，

因此，在其他细胞未出现明显的改变时，神经细胞

已经受到了影响，并表现出本文出现的一系列神经

毒性症状。

自由基在亚硝酸盐的毒性中也占据着重要意

义，张毅等发现体外神经细胞老化培养，培养液

ＭＤＡ升高，ＳＯＤ降低，并认为自由基是导致其老化
的重要原因［４］。亚硝酸盐本身就是一个强化剂，

进入机体后可分解为 ＮＯ［５］，ＮＯ与超氧阴离子
（Ｏ２）生成强效细胞毒性物质 ＯＮＯＯ

－［６］，攻击体

内组织，诱发脂质过氧化，生成一系列新的自由

基［７８］。这些自由基可以攻击神经系统，产生神经

毒性［９１０］。导致小鼠亚硝酸盐染毒后，表现出协调

性和肌力、学习和记忆能力减退以及动物对不良刺

激的反抗容易出现绝望、焦虑等各种神经行为的改

变。

此外信号传导系统在亚硝酸钠所致神经行为

功能损伤中也起到了一个重要作用，亚硝酸盐的代

谢产物ＯＮＯＯ－可通过 ＰＫＣＩＫ动作电位，硝基化
海马神经元电压门控的钾通道蛋白，造成神经系统

损伤［１１］。ＯＮＯＯ－还可通过 ｃＧＭＰＩＮａＡＰ信号级
联系统作用于海马神经元［１２］。动物海马区的损

·９１·
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伤，直接导致了神经行为功能的异常，既可表现为

神经系统的实质性伤害，如出现动作协调性、学习、

记忆能力下降，也可能表达为情感方面的受损，如

动物容易出现焦虑、遇事容易绝望等负性情感，这

与进入机体的亚硝酸盐的量有直接关系。

综上所述，亚硝酸钠染毒可以对实验小鼠的神

经行为功能产生影响，相同的剂量对情感和运动的

影响是不一样的，这主要跟各指标的阈值不同有

关。神经毒性常发生在器质性病变之前，因此，观

察机体亚硝酸盐染毒后产生的神经行为的改变，可

及时、早期的识别其中毒，并采取合理的救治措施，

防止机体出现不可逆的器质性损伤。神经毒性的

发生机制十分复杂，亚硝酸盐在致机体神经毒性的

过程中，究竟发生了哪些分子事件，这些分子事件

对于机体有何意义，能否作为神经毒性的生物标志

物，都有待于进一步的研究。
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·简讯·

《济宁医学院学报》影响因子再一次提升

据中国科技期刊引证报告统计：２０１５年《济宁医学院学报》全年载文总被引频次６１６，影响因子由
２０１４年的０．４９２提升到０．５６２；中国学术期刊影响因子年报也显示：２０１５年《济宁医学院学报》的影响因
子由２０１４年的０．３１９提升到０．４４１。

两家权威数据库的期刊评价结果均显示：《济宁医学院学报》的多项评价指标连续５年不断攀升。在
山东省同类院校中名列前茅。

本刊编辑部
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