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臭氧水对小鼠急性毒性和蓄积毒性试验
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摘　要:用昆明种小白鼠作为实验动物分别进行急性毒性试验和蓄积毒性试验,来评价臭氧水的毒性.急性毒性

试验采用最大给药法,试验组取浓度≥２０mg/kg的臭氧水按２０g/kg体质量限量,一次灌胃,观察１４d内小鼠的

死亡情况,计算半数致死量(MedianLethalDose,LD５０).蓄积毒性试验采用剂量递增法,按体质量计算染毒剂量.

处理后１~４d小鼠染毒剂量为０􀆰１倍的LD５０,按２０g/kg体质量,一次灌胃给药,以后每４d递增１􀆰５倍剂量,直至

２０d.每４d对所有小鼠进行称重,统计增重和采食量,并测定小鼠器官指数,观察胃组织切片.结果表明:试验期

间无小鼠死亡,臭氧水对小鼠的经口LD５０为２０g/kg体质量,根据急性毒性分级,属实际无毒物质.臭氧水的蓄积

系数 K＞５.与灌注纯净水的对照组小鼠相比,灌注臭氧水对小鼠无任何不良影响.
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Abstract:KunmingmicewereusedasexperimentalanimalstoconductacutetoxicityandaccumulativetoxＧ
icityteststoassessthepotentialtoxicityofozonewater．Theacutetoxicitytestofozonewaterwascarried
outbyusingmaximaldosageadministration．Themiceintestgroupwereadministratedozonewaterwitha
concentration≥２０mg/kgaccordingto２０g/kgbodymasslimit．Withonestomachgavage,thedeathof
micewithin１４dayswasobserved,andthemedianlethaldose(MedianLethalDose,LD５０)wascalculatＧ
ed．Accumulativetoxicitytestofozonewaterwascarriedoutbydoseescalation,andtheexposuredose
wascalculatedaccordingtobodymassofthemice．Themicewereadministrated０􀆰１LD５０dosagesduring
thefirst４days,andthendosageswith１􀆰５foldincreaseevery４daysuntil２０days．Allmicewereweighted
every４days,andtheweightgainandfeedintakewerecounted．Meanwhile,theorganindexesofthemice
weremeasuredandthestomachtissuesectionswereobserved．Theresultshowedthatnomicediedduring
thetestandtheoralLD５０ofozonewatertomicewas２０g/kgbodymass．Accordingtotheacutetoxicity
classification,itisanonＧtoxicsubstance．Accumulativetestshowedthataccumulationcoefficientwasno
lessthan５．Comparedwithpurifiedwater,ozonewaterdidnothaveanyadverseeffectsonthemice．
Keywords:kunmingmice;ozonewater;acutetoxicitytest;accumulativetoxicitytest

　　臭氧作为一种高效广谱类的抗菌剂,其抑菌作

用机理是氧化破坏微生物细胞中的重要组成部分,
如细胞壁、细胞膜、线粒体与细胞核等[１].含有臭氧

的水溶液叫做臭氧水,在水中臭氧的半衰期为２０
min[２].臭氧水具有较高的杀菌性能,但是臭氧稳

定性差、易分解为氧气,所以使用臭氧水杀菌时应尽
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量使用流动臭氧水,能解决臭氧半衰期短、易挥发的

问题,从而提高臭氧的利用率[３].臭氧在水中能形

成羟自由基,仍具有较强的氧化性[４].肖彩雯等[５]

研究表明,用 ４ mg/L 的臭氧水对串珠菌作用 １
min,杀菌率为９９􀆰８６％,对烟曲菌作用５min,杀菌

率为９９􀆰５７％.与臭氧气体相比,臭氧水应用于养

殖场更为便捷,不仅可用于环境消毒,也可对畜禽饮

水进行消毒.如果用于饮用水消毒,臭氧会残留在

水中被畜禽摄入体内.为了评价高浓度的臭氧水在

畜牧生产上的安全性,本试验以昆明小白鼠为实验

动物,采用最大给药法经口灌胃进行臭氧水急性毒

性试验,采用剂量递增法进行臭氧水的蓄积毒性试

验,以确定臭氧水的半数致死量 (MedianLethal
Dose,LD５０)和蓄积系数 K.

１　材料与方法

１．１　试验材料与实验动物

臭氧水由青岛欧帝欧环保科技发展有限公司生

产并提供机器现场制得,经在线式溶解臭氧浓度检

测仪(CL７６８５,淄博爱迪尔测控技术有限公司)分

析,臭氧浓度为≥２０mg/kg.实验动物为无特定病

原体(SpecificpathogenFree,SPF)级昆明种小白

鼠,购于青岛市即墨区实验动物和动物实验中心,生
产许可号为scxk(鲁)２００４０００１.体质量１８~２２g,
雌雄各半,试验期内自由采食、自由饮水(蒸馏水),
采用自然光照,室温２６~３０℃.鼠粮购自北京科澳

协力饲料有限公司,为专用全价日粮.

１．２　试验方法

臭氧水的急性毒性试验采用最大给药法.取小

鼠２０只(雌雄各半)为试验组,灌注臭氧水前小鼠禁

食约１２h,不禁水.试验组取浓度为≥２０mg/kg的

臭氧水按２０g/kg体质量限量,一次灌胃,灌胃后禁

食约２h后再正常喂食;另取１０只小鼠(雌、雄各

半)用纯净水替代臭氧水做对照组.观察时间为１４
d,观察记录小鼠的行为活动、精神状态、采食饮水以

及中毒和死亡情况.
在半数致死量的测定结果基础上,选用体质量

为１８~２２g昆明种小鼠３０只,雌、雄各半.其中２０
只小鼠采用剂量递增法进行臭氧水的蓄积毒性试

验,按体质量计算染毒剂量.第１~４天小鼠染毒剂

量为０􀆰１LD５０,按２０g/kg体质量一次灌胃给药,以
后每４d递增１􀆰５倍剂量,直至２０d,染毒方案见表

１;另取１０只小鼠(雌、雄各半)每天按２０g/kg体质

量灌注纯净水以确定灌注对小鼠的影响.连续染毒

２０d后,若动物死亡未达半数,染毒累积剂量已达

一次LD５０的５􀆰３倍,即蓄积系数大于５􀆰０,试验即可

结束;若试验期间动物发生半数死亡,则可按表１查

得相应的染毒累积剂量,并计算累积系数,按累积系

数的评价标准评价蓄积毒性.

表１　剂量递增法染毒方案

Table１　Dosageescalationscheme

项目

Items

染毒天数/dPoisoningdays

１~４ ５~８ ９~１２ １３~１６ １７~２０

日染毒剂量(LD５０) ０．１０ ０．１５ ０．２２ ０．３４ ０．５０

４d累积剂量(LD５０) ０．４０ ０．６０ ０．９０ １．３６ ２．００

累积总剂量(LD５０) ０．４０ １．００ １．９０ ３．２６ ５．２６

１．３　检测指标

在急性毒性试验中,观察小鼠中毒症状及出现

时间,根据小鼠死亡情况计算半数致死量LD５０.在

蓄积毒性试验中,确定蓄积系数 K.每４d对所有

小鼠进行称重,统计增重和采食量,试验结束后即第

２１天对小鼠进行屠宰实验,对心脏、肝脏、脾脏、肺
脏、肾脏进行称重,并计算相应的器官指数(器官指

数为实验动物某器官质量与其体质量之比).
取小鼠胃组织相同的部位２cm,用生理盐水清

洗后放入１０mL/L甲醛溶液中进行固定.将已固

定好的胃组织经修整、水洗、脱水、透明、浸蜡、包埋、
切片等步骤后,用苏木精Ｇ伊红(HE)进行染色,制成

胃组织切片.采用光学显微镜(aeＧ２０００,Nikon,日
本)观察切片.

１．４　数据统计分析

应用Excel２００７,对数据进行整理与分析,小鼠

的体质量、器官指数采用SAS９．４软件中的 MIXED
过程进行方差分析,分析臭氧水、性别两个主效应及

二者的互作效应对小鼠生产性能和器官指数的影

响,计算最小二乘均数及标准误,检验误差为５％
水平.

２　结果与分析

２．１　臭氧水的半数致死量

在试验进行的１４d内,试验组的小鼠未出现中

毒症状,观察期间无小鼠死亡,试验结果见表２.由

此可判定臭氧水对小鼠一次经口 LD５０为２０g/kg
体质量,根据 GB１５１９３．３—２０１４急性毒性剂量分级

表,属实际无毒物质.
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表２　臭氧水对小鼠的急性毒性试验

Table２　Acutetoxicitytestofozonewaterinmice

组别

Groups

剂量

/(mg/kg)

Dosage

数量/只

Number

死亡数量/只

Death

number

死亡率/％

Mortality

对照组

Control

group

０ １０ ０ ０

试验组

Experimental

group

２０ ２０ ０ ０

２．２　臭氧水的蓄积系数

试验观察期间小鼠连续染毒已达到２０d,此时

染毒的总剂量已累计达到５倍的LD５０以上,小鼠无

中毒症状和死亡现象,表明臭氧水的蓄积毒性不明

显,因此中止试验.根据蓄积系数分级,判定臭氧水

对小鼠蓄积系数 K＞５,为弱蓄积性.

２．３　臭氧水灌注对小鼠生长性能的影响

试验组与对照组小鼠的体质量无显著差异

(P＞０􀆰０５),故臭氧水灌注处理对小鼠的体质量没

有显著影响(P＞０􀆰０５).性别对小鼠体质量影响显

著(P＜０􀆰０５).第１天时,雄鼠与雌鼠的体质量差

异不显著,从第５天开始,雄鼠的体质量均显著高于

雌鼠(P＜０􀆰０５).

表３　各处理组不同时期小鼠体质量的变化

　 Table３　Thedataofbodymassofmiceindifferentperiodincontrolandozonewatergroup
单位:g

时间/d

Time

组别 Groups

对照组

Controlgroup

试验组

Ozonewatergroup

合并标准误

Pooled

SEM

性别 Gender

雌鼠

Female

雄鼠

Mal

合并标准误

Pooled

SEM

P 值PＧvalue

P臭氧水

POzonewater

P性别

PGender

P臭氧水×性别

POzonwater×Gender

D１ ２０．１３ １９．４２ ０．２５ １９．９１ １９．６４ ０．２６ ０．０７ ０．４７ ０．６０

D５ ２４．８５ ２４．０６ ０．４７ ２３．５８b ２５．３３a ０．５６ ０．２５ ０．０２ ０．８９

D９ ２６．５５ ２５．４４ ０．５１ ２４．０３b ２７．９６a ０．５２ ０．１４ ＜０．００１ ０．４３

D１３ ２８．６０ ２６．９６ ０．５７ ２５．４６b ３０．１０a ０．５７ ０．０５３ ＜０．００１ ０．３１

D１７ ２９．０２ ２８．７５ ０．６６ ２６．１８b ３１．５８a ０．６４ ０．７６ ＜０．００１ ０．６０

D２１ ２９．４３ ２８．８１ ０．６８ ２７．４４b ３２．６９a ０．６９ ０．５３ ＜０．００１ ０．６１

　　由图１可以看出,雄鼠的采食高于雌鼠,与对照

组相比,试验组小鼠的采食量有降低的趋势.

图１　试验期内各组小鼠的平均日采食量

Fig．１　Averagedailyfeedintakeofmiceincontroland
ozonewatergroupintheexperimentalperiod

２．４　臭氧水灌注对小鼠器官指数的影响

小鼠的内脏器官指数见表４.试验组小鼠的心

脏、肝脏、肺脏和肾脏均未见异常,各器官指数均表

现为对照组与试验组差异不显著(P＞０􀆰０５).性别

对小鼠的体质量、脾脏指数和肾脏指数的影响显著

(P＜０􀆰０５),雄 鼠 的 体 质 量 显 著 高 于 雌 鼠 (P ＜
０􀆰０５),脾脏指数显著低于雌鼠(P＜０􀆰０５),肾脏指

数显著高于雌鼠(P＜０􀆰０５).灌注臭氧水与性别间

的互作效应不显著(P＞０􀆰０５).

２．５　臭氧水灌注对小鼠组织学检查的影响

对照组和试验组的小鼠胃组织切片镜检结果分

别见图２和图３.检查结果表明,试验组小鼠的胃

的黏膜完整,未见有组织学损伤.

３　讨论

３．１　臭氧水半数致死量和蓄积系数

臭氧已广泛用于饮用水的消毒,臭氧水具有强

氧化性和抑菌杀菌能力[６].赵永强等[７]发现经４􀆰５
mg/L浓度的臭氧水处理３０min后的罗非鱼片对
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表４　各组小鼠内脏器官指数

Table４　Visceralorganindexesofmiceincontrolandozonewatergroup

项目

Items

组别 Groups

对照组

Controlgroup

试验组

Ozonewatergroup

合并标准误

Pooled

SEM

性别 Gender

雌鼠

Female

雄鼠

Male

合并标准误

Pooled

SEM

P 值PＧvalue

P臭氧水

POzonewater

P性别

PGender

P臭氧水×性别

POzonewater×Gender

体质量/g ２９．４３ ２８．６３ ０．７２ ２６．１１b ３１．９４a ０．７７ ０．４８ ＜０．００１ ０．６３

心脏指数/％ ５．０２ ４．７６ ０．２６ ４．８５ ４．９３ ０．２５ ０．４７ ０．８２ ０．８２

肝脏指数/％ ５４．７３ ５６．７３ １．８０ ５４．６９ ５６．７７ １．８１ ０．４５ ０．４３ ０．７２

肺脏指数/％ ７．８３ ７．２７ ０．４７ ７．８６ ７．２５ ０．４６ ０．４０ ０．３７ ０．０６

脾脏指数/％ ４．２６ ４．４８ ０．２６ ５．２９a ３．４５b ０．２６ ０．５４ ＜０．００１ ０．６６

肾脏指数/％ １２．７５ １３．２９ ０．３７ １１．１９b １４．８５a ０．３７ ０．３１ ＜０．００１ ０．３９

图２　对照组小鼠胃组织切片(４００倍)

Fig．２　Gastrictissuesectionsof
miceincontrol(４００times)

图３　试验组小鼠胃组织切片(４００倍)

Fig．３Gastrictissuesectionsofmice

inozonewatergroup(４００times)

SD大鼠经口最大耐受剂量(MTD)＞１５g/kg,毒性

分级为无毒.张敏等[８]对含１６mg/L的臭氧消毒水

进行毒性试验,结果表明１６mg/L臭氧消毒剂为实

际无毒、弱蓄积性物质,对小鼠骨髓 PCE亦无诱变

作用,对动物皮肤、眼睛和阴道黏膜均无刺激性,使
用安全.本试验制得的臭氧水经在线分析系统分析

在２０mg/L以上,对小鼠的急性毒性试验和蓄积毒

性试验均未发现小白鼠有中毒症状,可以进一步证

实臭氧水为实际无毒物质,具有弱蓄积性.

３．２　臭氧水对小鼠生长性能的影响

小鼠存在藏料行为,采食量虽然不能真实反映

小鼠食入的饲料量,但与小鼠的生长呈正相关.小

鼠的生长性能可以间接反映小鼠的生理状况,理想

的生长性能在一定程度上可以说明身体的机能良

好.郑 云 燕 等[９] 研 究 结 果 显 示,１０􀆰３５~１０􀆰９５
mg/L的臭氧水对大鼠急性经口毒性属实际无毒类,
大鼠亚急性毒性试验各组动物生长发育良好,体质

量增加正常.袁安生等[１０]证明,通过臭氧处理饮用

水和饲料等的试验组比没有处理的对照组的雏鸡存

活率、饲料利用率以及出栏体质量都有显著的提高.
沈林園等[１１]研究发现通过臭氧水处理饮用水后饲

喂的鸡,发病现象明显减少,药物投入减少,死淘率

降低,提高了经济效益.本试验通过小鼠的体质量

和采食量也可以证明灌注臭氧水对小鼠无不良影

响.但若想用臭氧水作为畜禽的饮用水以此替代抗

生素的作用还需要在畜禽生产上进行试验加以

验证.

３．３　臭氧水对小鼠器官指数的影响

内脏器官指数可以初步作为评定内脏器官是否

受到损伤的指标.当内脏器官受到损伤会发生炎性

反应、坏死或出现水肿,最终表现在重量发生变化.
免疫抑制剂可使脾脏重量减轻,一般免疫药理学试

验常以脾脏的增重或减重作为衡量其免疫功能强弱

的指标[１２].肾是机体重要的解毒器官,肾功能将直

接影响机体解毒机能,岳丽红等[１３]的试验数据为青

年组昆明小鼠(体质量为３１􀆰１７g)的肾脏指数为

１５􀆰２８,而衰老组的肾脏指数为１６􀆰６４.由此可以推

断,本试验中臭氧水灌注组的小鼠的肾脏较纯净水

灌注组更为健康.张永东等[１４]从酶学水平研究了
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臭氧对肉鸡的肺毒性,结果显示各臭氧处理组对肺

脏均无明显损伤.本试验结果表明纯净水灌注组小

鼠的内脏器官指数与臭氧水灌注组之间没有显著差

异,说明臭氧水灌注对小鼠无不良影响.李玉冰

等[１５]试验发现,臭氧处理３０min、６０min、１２０min,
在第３０天和第 ６０ 天采样小鼠的脏器系数与对照

组比较无显著性差异.这与本试验研究结果相

一致.

３．４　臭氧水对小鼠组织学检查的影响

在本试验中,未见臭氧水对小鼠的胃造成损伤.
这从组织学上进一步证实臭氧水的低毒性.而且臭

氧作为一个强大的氧化剂,会立即与胃中大量的离

子和生物分子即抗氧化剂、蛋白质、碳水化合物以及

多不饱和脂肪酸结合白蛋白反应,从而降低臭氧的

含量,同时也会减少臭氧的毒性.

４　结论

臭氧水对小鼠经口LD５０为２０g/kg体质量,根
据急性毒性分级,属实际无毒物质;臭氧水对小鼠蓄

积系数 K＞５,为弱蓄积性;与纯净水灌注组的小鼠

相比,臭氧水灌注对小鼠无任何不良影响.
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