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摘 要：目的：对菠萝叶小鼠的一般生殖毒性进行研究，有助于更好的评价该植物的药用价值。方法：

分别灌胃给予成年雄性和雌性小鼠菠萝叶，然后合笼进行交配。对于交配成功的雌鼠继续饲养。分别对孕鼠

的妊娠、胎鼠的发育及生产的子代小鼠的情况进行实验观察。结果：菠萝叶除了大剂量（4 g·kg-1）对亲本雄性
鼠体重有一定降低外，对其它各项指标均无明显影响。对孕鼠及其子代小鼠均未见有明显影响。结论：提

示菠萝叶对小鼠一般生殖功能无明显毒性。
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菠萝叶作为菠萝的附产品，以其产量大、纤维丰

富、质量较高等特点，近年来得到了广泛的重视 [1~3]。
其药用价值在《中华本草》有所记载：菠萝叶具有消

食和胃、止泻功能的作用，可用于夏日暑泻、消化不

良、胃脘胀痛[4]。菠萝叶中主要含酚类成分[5,6]，具有明确
的抗氧化和调血脂作用[7,8]。体外实验表明其还具有一
定的抑菌活性[9]。此外，从菠萝冠叶中得到富含蛋白质
的水提物具有修复创伤的作用，且没有毒性[10]。作为
一种新药用资源，对其进行一般生殖毒理学评价，

将有助于菠萝叶的药用开发。

1 材料与方法

1.1 实验动物

ICR 小鼠 160 只，雌雄各半，其中雌性体质量
20~22 g，雄性体质量 18~20 g，购自北京维通利华
实验动物技术有限公司，合格证号：SCXK（京）
2006-0009。将小鼠按性别分开饲养于清华大学实
验动物中心（SPF级），室温 25益，相对湿度 56%。

1.2 药物与试剂

菠萝叶采集于海南博鳌，经王伟博士鉴定为凤

梨科植物菠萝 Ananas comosus L.的叶。菠萝叶提取
物（简称菠萝叶）由清华大学药物药理实验室制备。

制备方法：30%乙醇回流提取 3 次，每次 2 h，合并
提取液，56益水浴蒸干。其中主要成分对香豆酸
（p-coumaric acid）含量为 0.39%。乙醇、冰醋酸、苦
味酸、甘油、KOH、NaCl、甲醛均为国产分析纯。葡
萄糖、伊红、茜素红均购自 Sigma 公司。精子营养
液：生理盐水+0.1%葡萄糖。茜素红原液：取冰醋
酸 5 mL、纯甘油 10 mL、1.0%水合氯醛 60 mL，混
合后加茜素红粉状指示剂至饱和。茜素红应用液：

使用前用 1%KOH 将茜素红原液稀释 1 000 倍即
可。 Bouins 液：750 mL 饱和苦味酸水溶液，200
mL 40%甲醛，50 mL 冰醋酸混和配制成 1 000
mL Bouin 固定液。骨骼透明液 -甲液：20 mL 甘
油+3 mL 4%KOH+77 mL 蒸馏水；骨骼透明液-乙
液：50 mL 甘油+3 mL 4%KOH+47 mL 蒸馏水；骨
骼透明液-丙液：75 mL 甘油+25 mL 蒸馏水 [11]。
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1.3 实验方法

1.3.1 给药剂量及途径

将雄鼠和雌鼠随机分为 4 组，每组 20 只，分别
为对照组（蒸馏水）、菠萝叶大剂量组（4 g·kg-1）、菠萝
叶中剂量组（2 g·kg-1）、菠萝叶小剂量组（1 g·kg-1）。
剂量选择依据：菠萝叶有效部位菠萝叶酚小鼠有效

剂量为 0.3 mg·kg-1。菠萝叶酚小鼠急性毒性结果显
示，小鼠灌胃最大给药剂量为 12 g·kg-1。故本实验
所选小剂量为有效剂量的 3.3 倍（1/0.3），是小鼠最
大给药剂量的 1/12。大剂量为有效剂量的 13.33倍（4/
0.3），是小鼠最大给药剂量的 1/3。按 0.2 mL/10 g 剂
量灌胃给药。

1.3.2 小鼠交配

雄鼠提前 4 周开始给药，直到交配结束；雌鼠
提前 2 周开始给药，直到怀孕第 7 天。半数孕鼠于
分娩前（孕后第 18 天）进行剖检，其余半数孕鼠任
其自然分娩，直到哺乳期结束进行检查。雄鼠给药 4
周、雌鼠给药 2 周后分别进行编号，并按 1颐1 比例交
配，分笼饲养。合笼交配的次日观察有阴栓的母鼠

定为妊娠 0 天，单独饲养。未见阴栓的雌鼠继续合
笼饲养，以 7 天为一交配周期，一个交配周期结束
后，将未受孕的母鼠与使雌鼠正常受孕的雄鼠合笼

交配，两个周期仍未受孕者视为不孕 [12]。
1.4 检测

1.4.1 一般检测

给药期间，对雌、雄鼠进行定期体质量检测（每

4 天称量一次）。每周检测一次雌、雄鼠对水、食的日
消耗量。

1.4.2 雄性鼠检测

交配结束后，处死雄鼠，取主要脏器（心、肝、

脾、肺、肾、脑、胸腺、膀胱）和生殖器（附睾、睾丸、前

列腺、精囊腺）称重，计算脏器系数。处死雄鼠后，迅

速取右侧附睾称重后，置于 37益的 1 mL 精子营养
液中剪碎，并孵育 15~20 min。取适量悬液加入血球
计数板，利用高倍镜观察精子运动情况，将精子活

性分为 4 级：I 级：活动力良好：精子活动力良好，呈
直线游动；II 级：活动力一般：精子活动比较活泼；
芋级：活动不良：精子运动迟缓，原地打转；IV 级：死
精子：有精子形态，但无活动力。记录 200 个精子中
各个精子的活性。将剩余的精子悬液在热水（60益~
80益）中加热处死，用血球计数板进行计数。将精子
悬液用 4 层擦镜纸过滤后，制成精子悬液涂片，在

空气中自然干燥后用甲醇固定 10 min，用 1%伊红
染液染色 1 h，用清水淋洗去掉浮色，干燥后在 40伊
10 镜下观察精子形态，计算畸形精子的百分率。
1.4.3 孕鼠、胎鼠检测

妊娠期间，在第 0、6、12、18 天对孕鼠体质量进
行称定。并于妊娠的第 18 天，处死各组内半数的孕
鼠并进行剖检。余下孕鼠自然分娩。称量第 18 天处
死的各组孕鼠体质量及主要脏器（心、肝、脾、肺、

肾、脑、胸腺、膀胱）和生殖器（子宫、卵巢）重量，并

计算脏器系数。称量处死孕鼠的带胎子宫重量，统

计每只孕鼠的总胎鼠数，以及活胎、死胎、吸收胎、

畸胎的数目；计算各组内孕鼠的总胎鼠数，并统计

每只孕鼠的胎鼠和胎盘重量。

胎鼠外观检查包括观察头部有无脑积水、露

脑、脑膜膨出、无眼、小眼、无耳、小耳等；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，并

且发现有外观畸形的胎鼠都要进行之后的内脏畸

形检查。此外，根据肛门与生殖器间距离长短，区分

并统计胎鼠性别。

胎鼠骨骼系统检查。随机选取每窝的 1/3 胎鼠
进行骨骼检查，分别以 KHO 固定标本，并以茜素红
染色。观察头部骨骼是否完整，颅骨是否完整，骨化

如何，骨缝的宽度，枕骨的形状；胎鼠肋骨正常有 13
对，观察是否有多肋、少肋、肋骨分叉、肋融合等；胸骨

正常有 6块，正常胸骨有 6块，畸形时可有骨骼错位、
融合及骨化不全，注意观察第 2和第 5胸骨的缺失。
观察颈椎、胸椎、腰椎、尾椎有无异常；四肢骨主要观

察骨化程度、粗短、畸形、多趾（指）、少趾（指）等。

胎鼠内脏畸形检查。将每只孕鼠的 2/3 胎鼠放
入配好的 Bouins液中固定并进行内脏畸形检查。量
取小鼠身长（鼻尖到尾根）和尾长（尾根到尾尖），判

断小鼠性别。

1.4.4 分娩后母鼠及子鼠（F1 代）检测
余下孕鼠分娩后，在第 4、8、12、16、20 天对母

鼠及子鼠体质量进行称定。子鼠哺乳期结束，即出

生 21 天时，处死小鼠，取主要脏器（心、肝、脾、肺、
肾、脑、胸腺、膀胱）和生殖器（子宫、卵巢或附睾、睾

丸）称重，计算脏器系数 [13~15]。
1.5 数据处理

实验结果应用 Microsoft Office 2007 Excel 软件
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进行分析，各组数值均以均数依标准差（x依s）表示。
以单因素方差分析（One-way ANOVA）进行统计学
检验，方差具有显著性后，进行 t-test 检验。百分率
以 字2检验进行统计。以 P<0.05 为差异有显著性意
义。脏器系数（%）=脏器重量/体质量伊100。
2 结果

2.1 菠萝叶交配前给药对雌雄鼠进食饮水及体质

量的影响

雌、雄鼠日进食量及进水量在各组交配之前均

未表现出明显差异。雌鼠在交配前灌胃给药 2 周，
给药期间体质量均呈上升趋势，各给药组与对照组

比较没有显著性差异。雄鼠在交配前灌胃给药 4
周，给药期间体质量均呈增长趋势，其中有几个时

间点，体质量出现下降，这可能是因为称量时使用

了不同的天平，造成称量误差。但单次称量时使用

同一台天平，故对同一时间点各组数据影响不大。

大剂量组在给药 1 周后，体质量明显降低，与对照
组比较有显著性差异（P<0.05）。见图 1。
2.2 菠萝叶对交配期间对小鼠交配情况的影响

各组分别有 20 只雌鼠及 20 只雄鼠 1颐1 交配。

在 1 个交配周期内，对照组有 1 只未交配，其余小
鼠均已交配。交配过的雌鼠对照组、小、中、大剂量

组分别有 1、1、1、3 只未受孕。检查到对照组阴栓的
平均天数为 2.7 天，小、中、大剂量组分别为 2.55、
2.7 和 2.1 天，与对照组相比无差异。各组的交配
率、受孕率、生育率均在 80%以上，给药组和对照组
没有显著性差异。

2.3 菠萝叶对亲代雄鼠及其妊娠母鼠的影响

与对照组比较，除菠萝叶大剂量组脾脏的脏器

系数小于其余各组，且差异有显著性意义外，给药

组的其余所有脏器系数均无显著性差异，各给药组

的精子活力及平均精子数均无显著性差异，各给药

组精子畸形率无明显差异。孕鼠体质量在妊娠期间

均呈增长趋势，且各组上升速率相近。妊娠第 18 天
对照组孕鼠体质量为（50.78依5.26）g，菠萝叶大、
中、小剂量组孕鼠体质量分别为（53.79依4.49）g，
（53.95依6.17）g 和（52.94依6.88）g。各给药组与对
照组比较无明显差异。

2.4 菠萝叶对妊娠情况、胎鼠及孕鼠脏器系数的影响

对于孕期第 18 天时剖检一半孕鼠，各给药组
的平均着床数、活胎率、死胎率、吸收胎率、畸胎率

及胎盘均重与对照组无显著性差异。小剂量组胎鼠

体质量低于对照组，而大剂量组高于对照组（表 1）。
在性别比例中，对照组胎鼠雄性比例为 44.55%（45/
101），小剂量组为 40.34%（48/119），中剂量组为
38.33%（46/120），大剂量组为 37.0%（37/100）。字2检
验各组间无明显差异（字2=1.392，P=0.707）。

各给药组孕鼠的主要脏器（心、肝、脾、肺、肾、

脑、胸腺、膀胱）和生殖器（子宫、卵巢）的脏器系数

与对照组比较无显著性差异。胎鼠骨骼染色检测，

发现小剂量及中剂量的上枕骨骨化不完全率较高，

尾椎畸形小剂量组低于对照组，大剂量组高于对照

组。大剂量组其余骨骼畸形指标均较低（表 2）。菠萝
叶大、中、小剂量组胎鼠身长分别为（32.84依1.43）
mm、（32.23依1.70）mm 和（32.20依1.46）mm，与对照
组（32.33依1.20）mm 相比无明显差异。菠萝叶小剂
量组胎鼠尾长 （11.75 依0.72） mm 低于对照组
（12.09依0.59）mm（P<0.05，n=9）。而菠萝叶大、中剂
量组尾长分别为（12.24依0.61）mm 和（12.19依0.87）
mm，与对照组相比无明显差异。菠萝叶大剂量组胎
鼠的心脏和肝脏脏器系数高于正常对照组。小剂量

组肾脏脏器系统低于对照组（表 3）。
图 1 菠萝叶对小鼠体质量的影响

注：A.雌鼠，B.雄鼠；大剂量组与对照组相比，*P<0.05。x依s，n=20。
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2.5 菠萝叶提取物对哺乳期母鼠及 F1 代的影响
母鼠在生产完后哺乳时，体质量呈先上升后下

降的趋势。各给药组与对照组之间未表现出明显的

差异。F1 代小鼠从出生后，体质量呈大幅增长趋势。
各给药组的 F1 代小鼠与对照组之间无显著差异
（图 2）。各给药组小鼠的各种脏器系数与对照组无

显著性差异。

3 讨论

作为一种新的药用资源，菠萝叶具有良好的药

用开发前景。我们曾经利用大孔吸附树脂分离纯化

了菠萝叶的酚类成分，并对该有效部位进行了一般

表 1 菠萝叶对亲代雌鼠妊娠胚胎的影响（x依s）

注：与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。大剂量组 n=8，其余各组均为 n=9。

表 2 菠萝叶对胎鼠骨骼发育的影响

注：与对照组相比，*P<0.05。

表 3 菠萝叶对胎鼠脏器系数的影响（x依s）

注：与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。大剂量组 n=8，其余各组均为 n=9。

组别

对照组

小剂量组

中剂量组

大剂量组

平均着床数/个
11.89依1.96
13.44依1.59
13.44依1.73
13.75依1.98

活胎率/%
95.33
97.52
97.24
90.81

死胎率/%
1.87
0.83
0
0

吸收胎率/%
3.74
1.65
4.76
9.09

畸胎率/%
0.93
1.65
0
0

胎鼠数/个
101
119
120
100

胎鼠体质量/g
1.42依0.12
1.36依0.11**

1.39依0.14
1.45依0.10*

胎盘重量/g
0.129依0.027
0.132依0.016
0.130依0.024
0.124依0.024

组别
畸形率/%

上枕骨骨化不完全 胸椎 腰椎 尾椎 胸骨 肋骨

对照组（n=41） 2.44 58.54 58.54 9.29 2.44 58.54
小剂量组（n=38） 7.89* 55.26 52.63 8.26 0 55.26
中剂量组（n=48） 6.25* 45.83 45.83 8.98 4.17 45.83
大剂量组（n=29） 3.45 37.93* 34.48* 10.45* 0 37.93*

组别
脏器系数/%

心脏 肝脏 脾脏 肺脏 肾脏

对照组 1.19依0.26 6.23依0.96 0.11依0.03 2.47依0.67 0.54依0.10
小剂量组 1.21依0.26 6.17依0.58 0.11依0.04 2.31依0.80 0.48依0.09**

中剂量组 1.21依0.25 6.04依0.61 0.11依0.05 2.60依0.79 0.50依0.11
大剂量组 1.34依0.23* 5.94依0.96 0.13依0.03** 2.49依0.50 0.51依0.10
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生殖毒性的研究，发现菠萝叶酚类成分没有明显的

生殖毒性 [16]。但是从对植物的药用价值角度考虑，
应该直接以提取物进行评价。为此，我们对菠萝叶

30%乙醇提取物进行了小鼠一般生殖毒性实验，有
助于对该植物药用价值的认识和评价。按照我国对

药品生殖毒性的要求，一般需要进行一般生殖毒性

试验、致畸敏感期毒性试验和围产期毒性试验。其

中致畸敏感期需选择两种动物（大鼠和兔）进行实

验。致畸敏感期兔实验、围产期毒性可在临床试验

期间进行。本工作选用小鼠进行了一般生殖毒性实

验，属生殖毒性实验的 I 段。主要目的是对菠萝叶
药材的生殖毒性、尤其是对小鼠的生育力和早期胚

胎发育毒性进行初步观察 [12]。其余实验将会委托相
关有资质的 GLP中心进行更深入的研究。本实验以
国家食品药品监督管理局有关生殖毒性的技术标

准为基本准则，同时参考了国内外相关文献，进行

小鼠一般生殖毒性研究 [17,18]，
菠萝叶给雌鼠两周体质量未表现出明显的影

响。但对雄性鼠体质量有一定的影响。大剂量组给

药 7 天后，体质量即有一定的降低。由于对进食量
和饮水量无明显影响，因此推测这种体质量的降

低非饮食性原因。

菠萝叶对小鼠交配及其受孕未见有明显影响。

对亲代雄鼠的精子形态功能均未见明显影响。对于

孕鼠的一般状况也未表现出明显的影响。对与妊娠

密切相关的妊娠着床胚胎一般情况均未表现出明

显的影响。

对胎鼠的影响来看，菠萝叶大剂量组胎鼠体质

量有一定的增加，而小剂量组体质量有所下降。这

种不因剂量依赖所表现出来的体质量变化无实际

意义。胎鼠心脏和脾脏的脏器系数高于对照组，其

原因尚有待于进一步研究。菠萝叶中、小剂量组对

于胎鼠的颅骨骨化有一定的影响，其骨化不完全率

明显高于对照组。大剂量组则未表现出明显影响。

检查具体样本例数，对照组为 1 例（1/41），中、小剂
量组分别为 3 例（3/38、3/48）。由于阳性样本例数较
小，以及大剂量组无明显变化的这种非剂量依赖性

结果，尚不能说明菠萝叶对胎鼠骨化有影响，还有

待于进一步研究。在其它骨骼发育的指标上显示大

剂量组能够明显降低胎鼠的骨骼畸形率。这是一个

值得进一步深入探讨的命题。

为了进一步确证菠萝叶对生殖的更长远影响，

我们对子代鼠进行了跟踪检测。结果表明，子代鼠

（F1）在生长状况及其内脏方面均未表现出明显变
化，表明菠萝叶对生殖的远期影响较小。母鼠生产

完到哺乳期结束，其体质量呈现先升后降的特点，

这可能与哺乳期母鼠进食和代谢等生理功能的变

化有关。由于哺乳需要，母鼠进食量增大，但此时乳

鼠食量尚未有明显增加，母鼠表现出体质量的一定

的增加趋势；随着乳鼠的生长，哺乳量增加，则母鼠

为了哺乳而消耗也随之增加，因而后期表现出体质

量下降的趋势。母鼠的体质量与子鼠体质量的增加

呈负相关趋势。菠萝叶对母鼠这一生理过程中的体

质量变化无明显影响。

综上，本实验结果显示菠萝叶对于小鼠的交配

受孕以及胎鼠未见到明显影响，提示菠萝叶在一般

生殖功能方面是较为安全的。
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Study on General Reproductive Toxicity of Oral Administration of Pineapple Leaves Extract in Mice
Yuan Zhiyi, Lu Xi, Lei Fan, Chai Yushuang, Feng Tianshi, Jiang Jingfei, Zhao Shuang, Wang Xinpei,

Li Huiyu, Xing Dongming, Du Lijun
(Ministry of Education, Key Laboratory of Protein Sciences , Laboratory of Molecular Pharmacology and

Pharmaceutical Sciences , School of Life Sciences and School of Medicine , Tsinghua University,
Beijing 100084, China)

Abstract: This article was aimed to study the general reproductive toxicity in mice in order to give a better evalua鄄
tion of the medicinal plant of pineapple leaves (Ananas comasus L). Adult male and female mice were orally admin鄄
istered with pineapple leaves. And then, each of the male and female mice was put together in one cage for mating.
The mating success females were fed continuously. The experimental observation was conducted in pregnancy, fetal
development, as well as the offspring of mice. The results showed that in addition to a large dose of pineapple leaves
(4 g窑kg-1) of the parental male rats having a lower body weight, pineapple leaves did not significantly affect on other
parameters. There were no significant effects on pregnant mice and their offspring of mice. It was concluded that the
pineapple leaves did not influence the general reproductive function of mice apparently.
Keywords: Pineapple leaves, medical value, reproductive toxicity, mice
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