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摘要： 目的　 研究不同粒径朱砂对秀丽隐杆线虫的毒性作用。 方法 　 采用微米级朱砂和纳米级朱砂， 分别以 １􀆰 ０、
５􀆰 ０ μｇ ／ ｃｍ２对 Ｌ４ 期线虫进行 ４８ ｈ 暴露处理， 考察其对线虫运动行为 （头部摆动和身体弯曲）、 生长发育 （体长）、 生

殖行为 （后代数目）、 细胞凋亡、 活性氧自由基 （ＲＯＳ） 水平、 乙酰胆碱酶 （ＡＣｈＥ） 活性和感知行为 （趋向系数）
的影响。 结果　 与对照组比较， 线虫暴露于不同剂量的微米级朱砂和纳米级朱砂后， 高剂量组的运动行为、 生殖能

力、 ＲＯＳ 水平和 ＡＣｈＥ 活性均有改变 （微米级朱砂， Ｐ＜０􀆰 ０５； 纳米级朱砂， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 低剂量下仅纳米级朱砂组的运

动行为有变化 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 同时， 其生殖能力和 ＲＯＳ 水平也有改变 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 不同粒径朱砂对线虫的神经系

统、 生殖能力和体内自由基的代谢等产生不良影响， 且与粒径和用药剂量有关。 此结论可为制订朱砂的炮制工艺和用

药剂量提供参考。
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　 　 朱砂为硫化物类矿物辰砂族辰砂， 主要成分为硫化汞

（ＨｇＳ）， 多为内服， 也可外用［１⁃２］ ， 主要功效为镇惊安神、
解毒明目， 可用于治疗心悸易惊、 失眠多梦、 小儿惊风、
视物昏花和疮疡肿毒等症［３］ 。 ２０２０ 年版 《中国药典》 中收

载含朱砂的中成药占中药成方制剂总数的 １０％ 左右， 不少

儿科成方中也含有朱砂［４］ 。 朱砂因含有大量的重金属汞，
使其安全性倍受争议， 近年来因服用朱砂而引起的不良反

应或中毒事件也时有发生［５］ ， 《中国药典》 曾先后 ２ 次大

幅度下调朱砂的用量。 朱砂常规炮制方法为水飞， 该法既

可使药物粉碎到合适的粒径又可降低毒性。 有研究资料表

明， 药物粉碎至较小粒径时， 有利于有效成分的溶出， 但

也可能会使毒性成分溶出增加。 尤其是微米级颗粒粉碎至

纳米级时， 毒性可显著增强［６⁃７］ 。
秀丽隐杆线虫 （Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ， Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ） 是

一种多细胞真核生物， 具有生命周期短暂、 体型小、 结构

简单、 可操作性强、 易于在实验室培养等特点， 其全基因

组已知， 近年来被广泛用于毒理学方面的研究［８⁃１０］ 。 线虫

的毒性评价指标有众多： 寿命、 死亡率和细胞凋亡是研究

衰老与毒性的基本手段； 运动行为、 ＡＣｈＥ 活性、 学习行为

和记忆行为主要用于研究神经毒性； 生长发育和生殖能力

指标主要用于研究发育和生殖方面的毒性［１１］ 。 本研究以秀

丽隐杆线虫作为模型， 从寿命、 运动行为、 生长发育、 生

殖能力、 细胞凋亡、 ＲＯＳ 水平、 ＡＣｈＥ 活性和化学趋向性

等方面研究微米级朱砂 （ＷＺ） 与纳米级朱砂 （ＮＺ） 对线

虫的影响。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 供试药品　 朱砂取自湖北中医药大学标本馆。 ２′，
７′⁃二氯荧光素二乙酸酯 （上海源叶生物科技有限公司）。
ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒和 ＡＣｈＥ 活性测定试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所。 无水乙醇、 氯化钠、 氢氧化钠

和次氯酸钠等化学药品均为分析纯， 购自国药集团化学试

剂有限公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 仪器　 ＭＳ２０００ 马尔文激光粒度仪、 Ｚｅｔｅｒｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ
ＺＳ 纳米粒度、 Ｚｅｔａ 电位及分子量分析仪 （英国马尔文仪器

公司）； 体视显微镜 （南京江南永新光学有限公司）； ＩＸ７３
型荧光显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＭＭ４００ 冷冻混合球

磨仪 （德国 Ｒｅｔｓｃｈ 公司）； ４２４Ｒ 小型台式高速冷冻离心机

［艾本德 （中国） 有限公司］； ＷａｔｅｒＰｕｒｉｆｉｅｒ， ＳＣ０８３６９６ 超

纯水机 （沃特尔水处理设备有限公司）。
１􀆰 ２　 线 虫 培 养 与 同 步 化 　 实 验 用 秀 丽 隐 杆 线 虫

（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ， 野生型 Ｎ２） 及缺陷型大肠杆菌

（Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０） 均由华中农业大学动科院胡敏教授惠赠。
将涂布有大肠杆菌的线虫生长培养基 （ＮＧＭ） ３７ ℃过夜培

养， 待 ＮＧＭ 冷却后， 将线虫置于 ＮＧＭ 上， ２０ ℃ 恒温培

养。 用新鲜配制的线虫裂解液 （ １％ ＮａＣｌＯ 和 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ） 裂解怀卵成虫， 得到虫卵， 培养 ４８ ｈ 后， 对生长

至 Ｌ４ 期线虫进行暴露。
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１􀆰 ３　 材料处理和暴露方法

１􀆰 ３􀆰 １　 材料处理　 将朱砂研磨处理后， 过 ３００ 目标准筛，
得到微米级朱砂 （马尔文粒度分析仪测得其粒径分布 Ｄ１０
为 １􀆰 ２１ μｍ， Ｄ５０ 为 １０􀆰 ７２ μｍ， Ｄ９０ 为 ２１􀆰 ３６ μｍ）。 将朱

砂球磨仪处理 ６０ ｍｉｎ， 得到纳米级朱砂 ［纳米粒度和 Ｚｅｔａ
电位及分子量分析仪测定其粒径 Ｚ⁃Ａｖｅｒａｇｅ 为 （４５８􀆰 ３＋３０）
ｎｍ］。 下文中均分别用 ＷＺ、 ＮＺ 指代微米级朱砂和纳米级

朱砂。
１􀆰 ３􀆰 ２　 暴露方法　 用 Ｍ９ 缓冲液将 ＷＺ 和 ＮＺ 配制成一定

质量浓度的悬浊液， 加入到每个培养皿中， 等 Ｍ９ 缓冲液

挥发或者浸入到 ＮＧＭ 后， ＷＺ 和 ＮＺ 沉积下来， 均匀分散

在 ＮＧＭ 表层［１２］ 。 ＷＺ 和 ＮＺ 采用的质量浓度均为 １ μｇ ／ ｃｍ２

和 ５ μｇ ／ ｃｍ２， 空白对照组在 ＮＧＭ 中加入相应体积的 Ｍ９。
暴露前 ２４ ｈ 将 ＷＺ 和 ＮＺ 注入培养皿中。
１􀆰 ４　 运动行为试验

１􀆰 ４􀆰 １　 身体弯曲频率 　 线虫暴露 ４８ ｈ 后， 将其转至不含

ＯＰ５０ 的 ＮＧＭ 板中恢复 １ ｍｉｎ， 每组 １０ 条， 对 ２０ ｓ 内线虫

身体弯曲的次数进行计数。 线虫相对于其身体长轴方向

１ 个波长的运动记为 １ 次身体弯曲。
１􀆰 ４􀆰 ２　 头部摆动频率　 线虫暴露 ４８ ｈ 后， 于不含 ＯＰ５０ 的

ＮＧＭ 板上滴加一滴 Ｍ９ 溶液， 将线虫置于 Ｍ９ 中恢复 １ ｍｉｎ
后， 再观察 １ ｍｉｎ 内线虫头部摆动次数， 每组 １０ 条。 线虫

头部从一侧摆到另一侧再摆回来记为 １ 次头部摆动。
１􀆰 ５　 生长发育试验　 将给药暴露后的线虫挑至滴加有 Ｍ９
的 ２％ 琼脂片上， 每组 １０ 条， 再滴加 ０􀆰 ４％ ＮａＮ３ 溶液， 待

虫体麻醉后， 置于荧光倒置显微镜下拍照并测量线虫体长。
１􀆰 ６　 生殖行为试验　 将暴露后线虫挑至不同组别的 ＮＧＭ
板上， 每板 １ 条， 每 ２４ ｈ 将其转入新的 ＮＧＭ 中， 直至排

卵期结束。 含卵板均在 ２０ ℃孵育 ４８ ｈ 后再计数， 各板后

代数相加即为该线虫总后代数， 每组约 １０ 条线虫。
１􀆰 ７　 细胞凋亡测定　 将暴露后线虫挑至含 ５ μｇ ／ ｍＬ 吖啶橙

（ＡＯ） 染液和 ＯＰ５０ 的 Ｍ９ 溶液中， 于 ２０ ℃染色 １ ｈ， 吸出

染色线虫， 于含 ＯＰ５０ 的 ＮＧＭ 板中恢复 ４５ ｍｉｎ， 全程注意

避光。 将线虫挑至含 ２ 滴 ０􀆰 ２％ ＮａＮ３ 溶液的 ２％ 琼脂载玻

片上， 荧光显微镜 （激发波长 ４８５ ｎｍ， 发射波长 ５３０ ｎｍ）
下观察拍照［１３］ ， 并用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析各照片荧

光强度， 每组约 １０ 条线虫。
１􀆰 ８　 活性氧自由基 ＲＯＳ 测定　 将暴露后线虫挑至含 ５０ μＬ
Ｍ９ 的无菌 ９６ 孔板中， 随后加入 ５０ μＬ Ｈ２ＤＣＦ⁃ＤＡ， 至其终

浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 于 ２０ ℃处理 ３ ｈ 后， 将线虫转至滴加

０􀆰 ２％ ＮａＮ３ 溶液的 ２％ 琼脂载玻片上， 荧光显微镜 （激发

波长 ４８５ ｎｍ， 发射波长 ５３０ ｎｍ） 下观察拍照［１４］ ， 并用

Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析各照片荧光强度， 每组约 １０ 条

线虫。
１􀆰 ９　 乙酰胆碱酯酶活性测定　 将暴露后的线虫用 Ｍ９ 缓冲

液洗下， 每组约 １ ０００ 条线虫， 在冰水浴下超声破碎， 离

心， 上清液分别用 ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒和 ＡＣｈＥ 活性

测定试剂盒测定总蛋白质量浓度和 ＡＣｈＥ 活性。
１􀆰 １０　 感知行为试验　 线虫暴露 ４８ ｈ 后， 用 Ｍ９ 洗 ３ 次后

将其放置于 ９ ｃｍ 平板的中心， 每组约 １００ 条线虫。 在距平

板边缘 ０􀆰 ５ ｃｍ 的一点 （ａ 点） 滴加乙醇稀释的 ０􀆰 ５％ 苯甲

醛 １ μＬ， 并滴加 ｌ ｍｏｌ ／ Ｌ 叠氮化钠 １ μＬ （使运动到该位置

的线虫麻痹）， 在平板相对的另一点 （ｂ 点） 滴加乙醇和叠

氮化钠。 ６０ ｍｉｎ 后， 将距 ａ 点、 ｂ 点 １􀆰 ５ ｃｍ 左右范围的线

虫数 量 记 为 Ａ 和 Ｂ。 趋 向 性 指 数 （ ＣＩ ） ＝ （ Ａ⁃Ｂ ） ／
（Ａ＋Ｂ）。
１􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 通过

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行作图， 结果以 （ ｘ± ｓ） 表示。
多组间比较采用单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 朱砂对秀丽线虫运动行为的影响　 头部摆动频率和身

体弯曲频率作为反映神经系统基本功能的指标， 已经被广

泛用于神经毒性的分析。 暴露于不同组别朱砂 ４８ ｈ 后， 各

组线虫身体弯曲频率和头部摆动频率如图 １ 所示。 与对照

组比较， 暴露于 １ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ 的线虫身体弯曲频率和头部

摆动频率无变化， 而暴露于 ５ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ 组的线虫身体弯

曲频率和头部摆动频率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 暴露于 ＮＺ 的 ２ 个

剂量组后， 线虫身体弯曲频率和头部摆动频率均低于对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 对于同粒度材料而言， 随着给药浓度的增

加， 线虫身体弯曲频率和头部摆动频率均有降低的趋势。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 朱砂对线虫身体弯曲频率 （Ａ） 和头部摆动频率 （Ｂ） 的影响
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２􀆰 ２　 朱砂对秀丽线虫生长发育的影响　 以秀丽线虫的体长

为指标对朱砂导致的秀丽线虫发育缺陷进行评价， 结果不

同组别线虫并没有产生生长迟缓的现象。 如图 ２ 所示， 与

对照组比较， 各组体长均无差异 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）。 由此可见，
在 ０􀆰 ０～５􀆰 ０ μｇ ／ ｃｍ２ 浓度范围内， ＷＺ 和 ＮＺ 对线虫的生长

发育均无抑制作用。

图 ２　 朱砂对线虫体长的影响

２􀆰 ３　 朱砂对秀丽线虫生殖行为的影响　 为了评价不同粒径

朱砂暴露后对线虫生殖能力的影响， 对线虫的子代数进行

了测定， 结果见图 ３。 与对照组子代数比较， 低剂量的 ＷＺ
对线虫子代数目的影响无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 高剂量 ＷＺ 和

低剂量 ＮＺ 组的线虫后代数目减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其后代数分

　 　 　 　

别降低了 ９􀆰 ６％ 和 １１􀆰 ３％ 。 高剂量 ＮＺ 组的线虫后代数减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其后代数降低了 １４􀆰 ４％ 。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 朱砂对线虫生殖行为的影响

２􀆰 ４　 朱砂对秀丽线虫细胞凋亡的影响　 本研究采用吖啶橙

染色法分析秀丽线虫细胞凋亡的情况， 线虫染色后， 凋亡

细胞的核会变为亮绿色或者黄色， 而正常细胞则是淡绿色，
暴露于不同组别朱砂 ４８ ｈ 后， 线虫的细胞凋亡情况如图 ４
所示。 与对照组比较， 暴露于 ＷＺ 的 ２ 个剂量组以及低剂

量 ＮＺ 组的线虫通体均为浅绿色， 咽部颜色略深， 细胞凋亡

并不明显； 高剂量 ＮＺ 组的线虫生殖腺部位绿色较深， 且体

内的卵为亮绿色。 表明高剂量 ＮＺ 一定程度上有导致秀丽线

虫生殖部位细胞发生凋亡的趋势。

注： Ａ 为各组线虫荧光图， Ｂ 为各组线虫相对荧光强度。

图 ４　 朱砂对线虫细胞凋亡的影响

２􀆰 ５　 朱砂对秀丽线虫 ＲＯＳ 的影响　 活性氧自由基 ＲＯＳ 的

测定可以反映出机体是否受到氧化损伤， 已有研究表明自

由基是引起衰老的根本原因， 因此， 对于 ＲＯＳ 的测定是十

分有必要的［１５］ 。 如图 ５ 所示， 与对照组比较， １ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ
对线虫 ＲＯＳ 水平的影响无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ５ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ 和

１ μｇ ／ ｃｍ２ＮＺ 组的线虫 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ５ μｇ ／ ｃｍ２

ＮＺ 组的线虫 ＲＯＳ 水平升高更多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 达 １４７􀆰 ２％ ，
这表明 ＷＺ 和 ＮＺ 可以通过氧化应激途径对线虫产生损伤，
且这种损伤作用与朱砂的粒径和剂量有关。

注： Ａ 为各组线虫荧光图， Ｂ 为各组线虫相对荧光强度。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 朱砂对线虫体内 ＲＯＳ 水平的影响
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２􀆰 ６　 朱砂对秀丽线虫 ＡＣｈＥ 活性的影响 　 乙酰胆碱酯酶

ＡＣｈＥ 是胆碱能神经在传递过程中的一种重要的神经递质，
经常用于神经毒性评价体系， 是神经毒性分析的经典指标

之一［１６］ 。 如图 ６ 所示， 与对照组比较， １ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ 对线

虫 ＡＣｈＥ 的活性几乎无影响， ５ μｇ ／ ｃｍ２ＷＺ 和 １ μｇ ／ ｃｍ２ ＮＺ
能够抑制线虫 ＡＣｈＥ 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ５ μｇ ／ ｃｍ２ＮＺ 组的线

虫 ＡＣｈＥ 活性的抑制作用更强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＮＺ 和 ＷＺ
通过影响乙酰胆碱酯酶活性对线虫产生损伤， 且这种损伤

与朱砂的粒径和剂量有关。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 朱砂对线虫乙酰胆碱酯酶活性的影响

２􀆰 ７　 朱砂对秀丽线虫感知行为的影响　 线虫的趋向性行为

能够综合反映出线虫对于外部刺激的学习行为， 以及反应

敏感性受到化学品的影响程度。 如图 ７ 所示， 虽然实验组

的趋向系数有略低于对照组的趋势， 但在 ０～５􀆰 ０ μｇ ／ ｃｍ２ 浓

度范围内， ＷＺ 和 ＮＺ 对线虫的趋向行为并无明显影响。

图 ７　 朱砂对线虫感知行为的影响

３　 讨论

朱砂的主要成分为硫化汞， 含汞化合物可以经过皮肤、
呼吸道和胃肠道进入到人体内， 汞离子能与血清白蛋白结

合［１７］ ， 并随着血液的循环分布到其他器官和组织， 长期服

用朱砂的过程中可能会引起肝肾毒性、 神经毒性和生殖毒

性等［４］ 。 本研究用生命周期较短的模式生物秀丽隐杆线虫

探讨了不同粒径朱砂的毒性作用。
线虫的运动行为能够反映出神经系统的基本功能， 且

多用于重金属材料神经毒性的分析［１８］ 。 线虫的头部摆动频

率和身体弯曲频率是分析其运动行为的常用指标［１９］ 。 本研

究结果显示， 纳米级朱砂组线虫的身体弯曲和头部摆动频

率均降低， 而微米级朱砂组仅高剂量表现出差异。 可见线

虫的运动行为受到了严重的影响， 这可能是因为朱砂损害

了线虫的运动相关神经元， 从而抑制了其运动行为。 线虫

的体长是衡量其生长发育的指标之一， 能够反映出秀丽线

虫的发育是否正常。 本实验中线虫的体长并无变化。 表明

短时间内， 朱砂对线虫的生长发育并无影响。
后代数目是检测秀丽线虫的繁殖能力的重要指标。 有

报道认为， 朱砂对人的生殖能力有损害作用［２０］ 。 本研究发

现朱砂会导致秀丽线虫繁殖能力下降， 这也进一步证实了

朱砂存在着生殖毒性作用， 并且这种毒性作用与朱砂的粒

径和暴露剂量有关， 证实了朱砂应为 “妊娠禁忌药物”。 有

研究表明， 生物个体行为和生殖上的异常可能与 ＡＣｈＥ 的

活性相关［２１］ 。 而前文中朱砂对秀丽线虫的运动和生殖行为

的抑制作用与朱砂对线虫 ＡＣｈＥ 活性的抑制作用一致， 因

此我们推测这种说法可能是合理的。
细胞凋亡与细胞坏死并不一样， 它是机体为了更好适

应生存环境而主动死亡的过程。 本实验结果表明朱砂对细

胞凋亡的影响较小。 自由基水平可以反映出机体是否受到

损伤［１９］ ， 自由基过多可能会破坏免疫和信号传导等过程。
实验结果表明， 随着朱砂浓度升高， 秀丽线虫体内 ＲＯＳ 水

平也相应增加； 而对于同剂量的朱砂， 随着粒径的减小，
其 ＲＯＳ 水平有升高的趋势。 相比于微米级朱砂而言， 纳米

级朱砂毒性更大， 且两者的毒性作用均具有一定的浓度依

赖性。 故可以推测朱砂的毒性可能与自由基代谢紊乱引起

的氧化损伤有关。
秀丽线虫的感知行为主要受化学感应神经元的控制，

该实验常用来分析药物对记忆和认知功能的影响［２２］ 。 本实

验利用秀丽线虫具有趋向于苯甲醛的特点设计了趋向试验。
结果发现， 朱砂对线虫的趋向行为的影响并不明显， 表明

朱砂对秀丽线虫的记忆损伤并不明显。
综上所述， 不同剂量不同粒径的朱砂会降低线虫的运

动行为， 损害生殖能力， 提高 ＲＯＳ 水平， 降低 ＡＣｈＥ 活性。
朱砂对线虫的神经系统和生殖能力有明显的毒性， 且存在

一定的氧化应激损伤。 根据朱砂水飞炮制工艺及质量标准

研究［２３］可知， 朱砂炮制后粒径要求小于 ２５ μｍ， 但只规定

了粒径上限， 没有规定其下限。 本研究前期， 对 ３ 批不同

来源朱砂的粒度进行测定， 发现不同批次的朱砂都存在一

定比例的小于 １ μｍ 的极细朱砂存在。 由此说明， 对朱砂的

炮制工艺研究有必要对其粒径下限做出规定， 以保证临床

用药安全。 本实验结果表明微米级朱砂在低剂量均表现出

相对的安全性， 提示我们在朱砂的用药过程中不可忽视其

毒副作用， 并需要控制好粒径和用药剂量。 鉴于秀丽隐杆

线虫的结构较为简单和完全， 和人类相比有较高的保守性，
因此， 本研究可为后续进一步研究朱砂的毒性及其毒性机

制提供一定的参考。
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