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裂殖壶菌产二十二碳六烯酸-二十碳五烯酸油脂的

遗传毒性及降脂活性评价 

夏雨雨 1,2, 王  赟 3, 冯瑀彤 2, 陈思思 2, 黄仕新 2, 陈晓露 2, 林河通 1,  
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创新中心, 厦门  361005; 3. 厦门市食品药品质量检验研究院, 厦门  361000) 

摘   要 : 目的   评价裂殖壶菌产二十二碳六烯酸-二十碳五烯酸油脂(docosahexaenoic acid-eicosapentaenoic 

acid-rich oil from Schizochytrium, DHA-EPA SO) (DHA 含量: 37.33%±0.15%; EPA 含量: 5.82%±0.03%)的遗传毒性与

体外降脂活性, 明确其安全性与功能性。方法  采用细菌回复突变试验、哺乳动物红细胞微核试验、小鼠精母细

胞染色体畸变试验系统评价 DHA-EPA SO 的遗传毒性; 以 3T3-L1 前脂肪细胞为模型, 通过油红 O 染色定性观察、

吸光度定量分析及甘油三酯(triacylglycerol, TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)含量检测, 探究 DHA-EPA SO 的体

外降脂活性。结果  DHA-EPA SO 在试验剂量范围内, 3 项遗传毒性试验结果均为阴性, 其中细菌回复突变试验各

菌株的回变菌落数均未超过阴性对照组 2 倍, 小鼠骨髓红细胞微核率、精母细胞染色体畸变率均与对照组无显著

差异(P>0.05), 无致突变性及遗传损伤风险; 体外降脂试验显示, DHA-EPA SO 可有效抑制 3T3-L1 细胞脂质沉积, 

降低细胞内 TG、TC 含量, 质量浓度为 12.50 μg/mL 时呈现出最佳降脂效应, 提高剂量时降脂活性有所减弱。结论  

DHA-EPA SO 无遗传毒性, 同时具备显著的体外降脂活性, 在功能性食品、保健品领域具有广阔应用前景。 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the genotoxicity and in vitro hypolipidemic activity of docosahexaenoic 
acid-eicosapentaenoic acid-rich oil from Schizochytrium (DHA-EPA SO) (DHA content: 37.33%±0.15%; EPA 
content: 5.82%±0.03%), clarify its safety and functional properties. Methods  Using the bacterial reverse mutation 
assay, mammalian erythrocyte micronucleus test and mouse spermatocyte chromosome aberration test, the 
genotoxicity of DHA-EPA SO was systematically evaluated. Using 3T3-L1 preadipocytes as the cell model, the in 
vitro hypolipidemic activity of DHA-EPA SO was investigated via qualitative observation by oil red O staining, 
quantitative analysis of optical density value, and determination of intracellular triacylglycerol (TG) and total 
cholesterol (TC) content. Results  Within the test dose range, DHA-EPA SO presented negative results in 3 
genotoxicity assays. In the bacterial reverse mutation assay, the number of revertant colonies of each strain did not 
exceed twice that of the negative control group; the micronucleus rate of mouse bone marrow erythrocytes and the 
chromosome aberration rate of mouse spermatocytes showed no significant differences compared with the control 
groups (P>0.05), indicating no mutagenicity or genetic damage risk of DHA-EPA SO. The in vitro hypolipidemic 
tests demonstrated that DHA-EPA SO could effectively inhibit lipid accumulation in 3T3-L1 cells and reduce 
intracellular TG and TC content, exerting the optimal hypolipidemic effect at a mass concentration of 12.50 μg/mL, 
while the hypolipidemic activity was attenuated with increased doses. Conclusion  DHA-EPA SO has no 
genotoxicity and exhibits significant in vitro hypolipidemic activity, which endows it with broad application prospects 
in the field of functional foods and health products. 
KEY WORDS: Schizochytrium; docosahexaenoic acid; eicosapentaenoic acid; genotoxicity; hypolipidemic activity; 

3T3-L1 preadipocytes 
 
 

0  引  言 

根据世界卫生组织的数据, 心血管疾病已成为全球

范围内的首要致死病因, 且对中低收入国家的影响尤为显

著[1], 而血脂异常是心血管疾病发生发展的一个重要风险

因素[2]。n-3 多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, 
PUFAs)是指含有一个以上双键, 并且第一个双键的甲基位

置在 n-3 位的一类脂肪酸 [3], 主要包括有二十碳五烯酸

(eicosapentaenoic acid, EPA) 、 二 十 二 碳 五 烯 酸

(docosapentaenoic acid, DPA) 和 二 十 二 碳 六 烯 酸

(docosahexaenoic acid, DHA)等 [4]。大量研究认为 , n-3 
PUFAs 能够通过调节甘油三酯水平、血管炎症等危险因素, 
改善心血管疾病[5]。例如, EPA 能够通过激活 AMPK/脂肪

细胞因子信号通路, 从而抑制摄食行为与脂质合成, 改善

高脂饮食诱导小鼠的非酒精性脂肪肝[6]; EPA、DHA 配合

补充可改善胰岛素抵抗小鼠的血清脂质谱, 并减小肝脂肪

变性面积[7]。n-3 PUFAs 的天然来源主要是深海鱼类[8]以及

各种微藻[9]。然而, 深海鱼类正面临过度捕捞、生态环境

污染及资源供应不稳定等多重挑战, 已不能满足人类日益

增长的营养需求[10]。寻找更加稳定、可持续的 n-3 PUFAs
来源成为当下研究的重点。 

裂殖壶菌属 (Schizochytrium sp.) 隶属于网粘菌纲

(Labyrinthulomycetes)破囊壶菌科 (Thraustochytridiaceae), 

是一类单细胞真核海洋原生生物, 在各类海洋环境中广泛

分布, 其含有丰富的胞内油脂, 是 n-3 PUFAs 生产的有效

途径 [11]。裂殖壶菌中 DHA 的含量可占到总脂肪酸的

25%~40%[12], 而 EPA 通常仅占到 1%左右[13]。通过发酵条

件的改善及基因工程技术的运用, 其 EPA 产率能够得到显

著提升 [14]。近期, 本研究成功从裂殖壶菌中制备出一种

DHA、 EPA 特异性富集的油脂 , 称之为裂殖壶菌产

DHA-EPA 油脂 (DHA-EPA-rich oil from Schizochytrium, 
DHA-EPA SO), 其 EPA 含量达到总脂肪酸组成的 5.82%, 
实现了相较于常规裂殖壶菌产油的显著富集 , 并含有

37.33%的 DHA 和 2.27%的 DPA。 
遗传毒性试验考察受试物对细胞遗传物质的损伤能

力, 是评估受试物潜在致癌、致突变风险的基础与关键, 
而功能性评价则是验证其应用价值的核心依据, 在功能性

食品的开发中, 二者缺一不可。DHA-EPA SO 实现了脂肪

酸组成的显著变化, 这种改变是否会伴随潜在的遗传毒性

风险, 需通过遗传毒性试验予以确认。此外, DHA-EPA SO
中 EPA 的高效富集, 暗示其可能具有降脂活性, 但鲜少被

试验验证。因此, 本研究以《食品安全性毒理学评价程序》

为依据, 通过细菌回复突变试验、哺乳动物红细胞微核试

验及小鼠精母细胞染色体畸变试验对DHA-EPA SO进行系

统的遗传毒性评价, 并利用 3T3-L1 前脂肪细胞成脂分化

模型探究其体外降脂活性, 旨在从“安全”与“功能”两个维
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度, 为推动 DHA-EPA SO 的产业化应用提供试验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  受试物 
DHA-EPA SO, 由厦门汇盛生物有限公司提供, 其总

脂肪酸组成见表 1。 
 

表 1  DHA-EPA SO 总脂肪酸组成 
Table 1  Total fatty acid composition of DHA-EPA SO 

脂肪酸 相对含量/%

肉豆蔻酸 C14:0 0.39±0 

棕榈酸 C16:0 3.91±0.06 

硬脂酸 C18:0 0.42±0 

油酸 C18:1 3.26±0.01 

花生酸 C20:0 0.27±0 

二十碳烯酸 C20:1 0.76±0 

花生四烯酸 C20:4 9.20±0.26 

二十三碳酸 C23:0 9.90±0.49 

二十碳五烯酸 C20:5 (EPA) 5.82±0.03 

二十二碳五烯酸 C22:5n-3 (n-3 DPA) 2.27±0.01 

二十二碳四烯酸 C22:4 16.27±0.06 

二十二碳五烯酸 C22:5n-6 (n-6 DPA) 5.05±0.02 

二十二碳六烯酸 C22:6 (DHA) 37.33±0.15 

饱和脂肪酸  saturated fatty acids 
(SFA) 14.89±0.53 

n-3 多不饱和脂肪酸 n-3 PUFA 45.42±0.18 
 

1.1.2  试验动物 
SPF级 ICR小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司, 许可证号为 SCXK(沪)2022-0004, 实验经自然资源部

第三海洋研究所动物实验伦理委员会批准及监督(批准号: 
TIO-IACUC-01-2024-09-19)。饲养在屏蔽环境的动物房内, 
保持温度在 22~24 ℃之间, 相对湿度在 40%~70%之间, 日
光灯 12 h 照明, 饲喂由北京华阜康生物科技股份有限公司

提供的大小鼠维持饲料, 自由饮水。 
1.1.3  试验菌株 

组氨酸缺陷型鼠伤寒沙门氏菌(TA97a、TA98、TA100、
TA102 、 TA1535) 和大鼠肝微粒体酶 (S9) 均购自美国

Molecular Toxicology 公司, 经鉴定符合要求。 
1.1.4  试验试剂 

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)(纯度 99.5%, 
广东西陇科学股份有限公司); 甲基磺酸甲酯(纯度 98%)、
甲醇(纯度 99.9%)、吉姆萨染液(美国 Sigma-Aldrich 公司); 
敌克松(纯度 92%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司); 1,8-二羟蒽

醌(对照品, 纯度 98%, 中国药品生物制品检定所); 2-氨基

芴(纯度 97%, 上海安谱科学仪器有限公司); 2-氨基蒽(纯
度 98%, 上海麦克林生化科技股份有限公司); 叠氮钠(纯

度 99%)、顶层培养基、底层培养基、牛胰岛素(纯度 98%)、
牛血清白蛋白(纯度 99%)、油红 O 染色试剂盒(北京索莱宝

科技有限公司); 环磷酰胺(纯度 97%, 上海易恩化学技术

有限公司); 秋水仙素(纯度 98%, 安徽泽升科技有限公司); 
小牛血清(南京森贝伽生物科技有限公司); 杜氏改良伊格尔

培养基(Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM)(美国赛默

飞世尔科技公司); 磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, 
PBS)(武汉赛维尔生物科技有限公司); 细胞计数试剂盒-8 
(cell counting kit-8, CCK-8)(上海碧云天生物技术有限公司); 
3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(纯度 99.99%, 美国 TargetMol 公司); 
地塞米松(纯度99.86%, 美国MedChemexpress生物科技公司); 
胎牛血清 ( 上海诺娃医药科技有限公司 ); 甘油三酯

(triacylglycerol, TG)、总胆固醇(total cholesterol, TC)测定试剂

盒(南京建成生物工程研究所有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Axio imager 正置显微镜(德国 ZEISS 公司); Eclipse Ti
倒置显微镜(日本 Nikon 公司); XT5107 生化培养箱(宁波莱

福科技有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  细菌回复突变试验 
采用经鉴定符合要求的鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷

型菌株 TA97、TA98、TA100、TA102、TA1535 进行试验。

DHA-EPA SO 使用 DMSO 溶解, 共设置 5000、2500、1250、
625、312.5 μg/皿 5 个剂量作为试验组, 另设空白对照组、

溶剂对照组(蒸馏水、DMSO)和阳性对照组。各组均由代谢

活化与非代谢活化两种系统组成(非活化系统中 TA97、TA98
使用敌克松 50.0 μg/皿, TA100、TA1535 使用叠氮钠 1.5 μg/皿, 
TA102 使用甲基磺酸甲酯 1.0 μL/皿; 活化系统中 TA97、
TA98、TA100 使用 2-氨基芴 10.0 μg/皿, TA102 使用 1,8-二羟

基蒽醌 60.0 μg/皿, TA1535 使用 2-氨基蒽 5.0 μg/皿), 体外代

谢活化系统选择多氯联苯诱导的大鼠肝 S9。取 0.1 mL 
DHA-EPA SO 溶液、0.1 mL 试验菌株增菌液置于 45 ℃顶

层培养基中, 代谢活化时额外加入 0.5 mL S9 混合液, 倒入

底层培养基平板中, 凝固后倒置, 37 ℃培养 48 h, 各组平

行完成 3 皿, 计数每皿回变菌落数。当结果为阴性时, 调
整剂量间距为 5 倍, 重复进行一次试验进行验证。 
1.3.2  哺乳动物红细胞微核试验 

50 只 ICR 小鼠适应性喂养 5 d 后随机分为 5 组(每组

5 只雄性, 5 只雌性)。DHA-EPA SO 以玉米油溶解, 设 1.25、
2.50、5.00 g/(kg·BW) 3 个剂量组, 另设溶剂对照组(玉米

油)和阳性对照组[环磷酰胺, 40 mg/(kg·BW)], 小鼠灌胃

体积为 10 mL/(kg·BW)。采用 2 次给予法, 即: 第一次灌胃

给予受试物 24 h 后, 再次给予第二次受试物, 6 h 后脱颈椎处

死小鼠,取股骨骨髓, 小牛血清分散骨髓细胞后涂片, 甲醇固

定 10 min, 吉姆萨染液染色 15 min。每个样本在油镜下计数

2000 个嗜多染红细胞(polychromatic erythrocyte, PCE)中微核



第 15 期 夏雨雨, 等: 裂殖壶菌产二十二碳六烯酸-二十碳五烯酸油脂的遗传毒性及降脂活性评价 173 
 
 
 
 
 

细胞数, 由此得出含微核细胞率(%); 并计数 200 个红细胞

(red blood cell, RBC)中 PCE 的比例(PCE/RBC)。 
1.3.3  小鼠精母细胞染色体畸变试验 

25 只雄性 ICR 小鼠适应性喂养 5 d 后随机分为 5 组

(每组 5 只)。DHA-EPA SO 以玉米油溶解, 设 1.25、2.50、
5.00 g/(kg·BW) 3 个剂量组, 另设溶剂对照组(玉米油)
和阳性对照组[环磷酰胺, 40 mg/(kg·BW)。各剂量组和溶剂

对照组连续灌胃 5 d, 灌胃体积为 10 mL/(kg·BW), 阳性对照

于给药第 1 d 时腹腔注射一次, 注射体积为 10 mL/(kg·BW)。
第 14 d 各组动物腹腔注射给予秋水仙素5 mg/(kg·BW), 注射

体积为 10 ml/(kg·BW)。注射 5 h 后处死动物, 分离两侧

睾丸, 进行低渗、固定、离心、滴片和染色处理。在油镜

下, 每只小鼠的玻片标本计数 100 个含染色体数为 1n±1 的

中期相细胞。分辨各种染色体畸变类型(断片、微小体、裂

隙、常染色体单价体、相互易位、X-Y 单价体)。 
1.3.4  3T3-L1 细胞 CCK-8 试验 

3T3-L1 细胞于含有 10%小牛血清的 DMEM 培养基中

进行培养, 培养条件为 5% CO2、37 ℃。取对数生长期的

细胞, 以每孔 1×104个细胞接种于 96 孔板, 每孔 100  μL, 边
缘孔用无菌 PBS 填充。培养 24 h 后, 吸弃旧培养基, 分别加

入含不同质量浓度 DHA-EPA SO (0、6.25、12.50、25.00、50.00、
100.00、200.00、400.00、800.00 μg/mL)的完全培养基。继续

培养24 h后, 每孔加入10 μL CCK-8溶液, 轻轻振荡混匀, 于
培养箱内孵育 30 min, 然后用酶标仪测定 450 nm波长处的吸

光度(A)值。细胞存活率计算如公式(1):  
细胞存活率/%=(A 给药组–A 空白孔)/(A 对照组–A 空白孔)×100%  (1) 

1.3.5  细胞诱导分化及给药 
将 3T3-L1 细胞接种于 24 孔板中, 待细胞铺满并接触抑

制 24 h 后, 将培养液更换为分化液[含 0.5 mmol/L 3-异丁基

-1-甲基黄嘌呤、1 μmol/L 地塞米松、10 μg/mL 胰岛素和

10%胎牛血清的 DMEM 培养基], 培养 3 d。更换培养液为

维持液(含 10 μg/mL 牛胰岛素和 10%胎牛血清的 DMEM培

养基), 培养 7 d。再次更换培养液为含 10%胎牛血清的

DMEM 培养基, 继续培养 2 d, 直至胞内出现明显脂滴。分

别设置阴性组(不对细胞进行诱导分化)、模型组(诱导分化

的细胞)的和 DHA-EPA SO 给药的各剂量组(在细胞接触抑 

制结束后, 持续在培养液中添加浓度分别为 100.00、50.00、
25.00、12.50、6.25 μg/mL 的 DHA-EPA SO 至试验结束, 
DHA-EPA SO 使用 1%牛血清白蛋白溶液进行溶解)。细胞

培养结束后, 去除培养液, 用 PBS 洗涤两遍, 根据试剂盒

说明书要求检测 TC、TG, 并进行油红 O 染色。 

1.4  数据处理 

试验数据以均值±标准偏差表示。采用方差分析比较

各给药组与对照组之间的差异。小鼠精母细胞染色体畸变

采用 χ2 检验进行统计分析。P>0.05 代表差异无统计学意义, 
P<0.05 代表差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  细菌回复突变试验结果 

由图 1 可知, 各阴性对照组的回复突变菌落数均处于

本实验室历史对照值范围内, 且阳性对照组的回复突变菌

落数均超过未处理对照组菌落数的 2 倍以上。无论是否添

加 S9, 各剂量组的回复突变菌落数均未超过未处理对照菌

落数的 2 倍。细菌背景菌苔生长状态良好, 平板无沉淀形成

以干扰菌落计数。第一次试验结果为阴性, 调整剂量间距为

5 倍, 重复进行第二次试验, 由图 2 可知, 结果为阴性。 

2.2  哺乳动物红细胞微核试验结果 

由表 2 可知，阳性对照组的雄鼠和雌鼠的微核细胞率

分别为 14.40‰±1.43‰和 18.60‰±2.50‰，显著高于溶剂对

照组(P<0.01)。DHA-EPA SO 各剂量组的微核细胞率均≤

1.80‰，均在正常动物自发微核率范围内，与对照组相比无

统计学差异。各组 PCE/RBC 比值大于溶剂对照组的 20%。

说明DHA-EPA SO未诱发 ICR小鼠PCE微核率的明显增加。 

2.3  小鼠精母细胞染色体畸变试验结果 

由表 3~5 可知，阳性对照组的染色体畸变率和畸变细

胞率明显高于溶剂对照组(P<0.001)。各剂量组的染色体畸

变率和畸变细胞率与溶剂对照组的相比均无明显差异

(P>0.05)。试验结果表明，DHA-EPA SO 对小鼠精母细胞

无致染色体畸变作用。 
 

 
 

注: A. 非活化系统下 5 种细菌回变菌落数; B. 活化系统下 5 种细菌回变菌落数(n=3)。图 2 同。 
图 1  DHA-EPA SO 细菌回复突变试验结果(第一次) 

Fig.1  Results of DHA-EPA SO bacterial reverse mutation assay (first test) 
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图 2  DHA-EPA SO 细菌回复突变试验结果(第二次) 
Fig.2  Results of DHA-EPA SO bacterial reverse mutation assay (second test) 

 
表 2  DHA-EPA SO 哺乳动物红细胞微核试验结果 

Table 2  Results of DHA-EPA SO mammalian erythrocyte micronucleus test 

性别 组别 剂量/(g/kg) 
RBC 数/

个 
PCE 数/个 PCE/RBC/% PCE 数/个 含微核 PCE 数/个 微核细胞率/‰ 

雄性 

溶剂对照组 0 1000 647 64.70±1.83 10000 13 1.30±0.44 

阳性对照组 0.04 1000 642 64.20±2.96 10000 144 14.40±1.43** 

低剂量组 2.50 1000 650 65.00±3.23 10000 18 1.80±0.25 

中剂量组 5.00 1000 644 64.40±1.46 10000 13 1.30±0.64 

高剂量组 10.00 1000 701 70.10±3.96 10000 8 0.80±0.30 

雌性 

溶剂对照组 0 1000 626 62.60±3.08 10000 15 1.50±0.27 

阳性对照组 0.04 1000 636 63.60±1.91 10000 186 18.60±2.50** 

低剂量组 2.50 1000 662 66.20±3.14 10000 15 1.50±0.22 

中剂量组 5.00 1000 645 64.50±2.32 10000 16 1.60±0.58 

高剂量组 10.00 1000 615 61.50±2.71 10000 17 1.70±0.41 

注: 与溶剂对照组比较, **表示具有极显著差异, P<0.01。 
 

表 3  DHA-EPA SO 对小鼠睾丸精母细胞染色体畸变的影响(性染色体单价体) 
Table 3  Effects of DHA-EPA SO on chromosome aberrations in mouse testicular spermatocytes (sex chromosome univalents) 

组别 剂量/(g/kg·BW) 动物数/只 观察细胞/个 性染色体单价体/个 单价体率/% 

溶剂对照 0.00 5 500 15 3.0 

阳性对照 0.04 5 500 31 6.2* 

低剂量 1.25 5 500 13 2.6 

中剂量 2.50 5 500 14 2.8 

高剂量 5.00 5 500 12 2.4 

注: 与溶剂对照组比较, *表示具有显著差异, P<0.05。 

 
表 4  DHA-EPA SO 对小鼠睾丸精母细胞染色体畸变的影响(常染色体单价体) 

Table 4  Effects of DHA-EPA SO on chromosome aberrations in mouse testicular spermatocytes (autosomal univalents) 

组别 剂量/(g/kg·BW) 动物数/只 观察细胞/个 常染色体单价体/个 单价体率/% 

溶剂对照 0.00 5 500 28 5.6 

阳性对照 0.04 5 500 56 11.2*** 

低剂量 1.25 5 500 21 4.2 

中剂量 2.50 5 500 18 3.6 

高剂量 5.00 5 500 24 4.8 

注: 与溶剂对照组比较, ***表示具有强极显著差异, P<0.001。表 5 同。 
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表 5  DHA-EPA SO 对小鼠睾丸精母细胞染色体畸变的影响 
Table 5  Effects of DHA-EPA SO on chromosome aberrations in mouse testicular spermatocytes 

组别 剂量/ 
(g/kg·BW) 

动物数/
只 

观察 
细胞/个 

染色体畸变/个 染色体畸变

个数/个 
染色体 

畸变率/% 
畸变细胞 
数/个 

畸变细胞

率/% 断片 微小体 易位 

溶剂对照 0.00 5 500 5 0 7 12 2.4 12 2.4 

阳性对照 0.04 5 500 20 1 29 50 10.0*** 42 8.4*** 

低剂量 1.25 5 500 8 0 8 16 3.2 16 3.2 

中剂量 2.50 5 500 7 0 9 16 3.2 16 3.2 

高剂量 5.00 5 500 5 0 10 15 3.0 15 3.0 
 

2.4  DHA-EPA SO 对 3T3-L1 前脂肪细胞脂质沉积

的影响 

2.4.1  CCK-8 试验结果 
CCK-8 细胞活力试验结果如图 3 所示, DHA-EPA SO

在 6.25~800.00 μg/mL 的质量浓度梯度下处理 3T3-L1 细胞

后, 各组细胞活力均维持在接近对照组(0 μg/mL)的水平, 
仅在最高质量浓度 800 μg/mL 时出现轻微但显著的下降

(P<0.05), 但仍保持在 90%以上。这表明在试验浓度范围

内, DHA-EPA SO 对 3T3-L1 细胞无明显细胞毒性, 具有良

好的生物安全性, 后续试验选择 DHA-EPA SO 100.00、
50.00、25.00、12.50、6.25 μg/mL 作为 3T3-L1 细胞给药

剂量。 
2.4.2  油红 O 染色观察与定量分析 

为直观评价 DHA-EPA SO 对脂质沉积的影响, 采用油红

O 染色法观察 3T3-L1 细胞内的脂滴形成情况。如图 4A、4B
所示, 与对照组相比, 模型组细胞内积累大量被染为鲜红

色的脂滴, 脂滴分布密集并出现明显融合, 表明细胞分化

模型建立成功。经 DHA-EPA SO 处理后, 各剂量组细胞内

的红色脂滴数量与体积均呈现不同程度的减少(图 4C~G)。 

进一步通过异丙醇提取细胞内染料并进行定量分析, 结果

如图 4H 所示: 与模型组比较, 除 DHA-EPA SO 100 μg/mL
组无显著差异(P>0.05)外, 其余各剂量组吸光度值(optical 
density, OD)均显著降低(P<0.05)。其中, DHA-EPA SO 12.5 
μg/mL 组的 OD 值最低, 表明该剂量对抑制 3T3-L1 细胞脂

质沉积的作用最为明显。 
 

 
 
 

注: 与 0 μg/mL 相比, *表示具有显著差异, P<0.05。 
图 3  CCK-8 试验结果(n=6) 

Fig.3  Results of CCK-8 assay (n=6) 
 

 
 

注: A~G 为油红 O 染色后 3T3-L1 细胞(200×); A 为对照组; B 为模型组; C 为 DHA-EPA SO 100 μg/mL 组; D 为 DHA-EPA SO 50 μg/mL 组; 
E 为 DHA-EPA SO 25 μg/mL 组; F 为 DHA-EPA SO 12.5 μg/mL 组; G 为 DHA-EPA SO 6.25 μg/mL 组; H 为油红 O 染色定量分析结果; 与
对照组相比, ####表示有极高显著差异, P<0.0001; 与模型组相比, *表示有显著差异, P<0.05, **表示有极显著差异, P<0.01, ***表示有强极显

著差异, P<0.001。下同。 
图 4  油红 O 染色观察与定量分析结果(n=6) 

Fig.4  Observation and quantitative analysis results of oil red O staining (n=6) 
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2.4.3  细胞内 TG、TC 含量变化 
为进一步量化 DHA-EPA SO 的体外降脂活性, 本研

究检测了各组 3T3-L1 细胞内 TG、TC 的含量变化, 结果

如图 5 所示。与油红 O 染色结果一致, 模型组 TG、TC
含量分别为(0.74±0.04) mmol/g prot、(0.63±0.04) mmol/g prot, 
与对照组相比显著升高(P<0.0001), 再次验证脂质分化

模型构建成功, 细胞内脂质发生大量堆积。与模型组相

比, 经 25.00、12.50、6.25 μg/mL DHA-EPA SO 处理后, 细

胞内 TG 显著下降 (P<0.0001), 分别为 (0.26±0.04) 、
(0.23±0.04)、(0.42±0.03) mmol/gprot, 其中 12.5 μg/mL 组

降幅最为显著。DHA-EPA SO 50.00、25.00、12.50 μg/mL
组的细胞内 TC 含量分别降至(0.42±0.03)、(0.29±0.02)、
(0.20±0.05) mmol/gprot, 与 TG 数据相同, 12.50 μg/mL 组

表现出最佳的改善效果。上述结果表明, DHA-EPA SO 可

有效降低 3T3-L1 成熟脂肪细胞内的 TG 与 TC 含量, 具
有显著的体外降脂活性。 

 

 
 

注: A. 3T3-L1 细胞内 TG 含量变化; B. 3T3-L1 细胞内 TC 含量变化; 与模型组相比, ****表示有极高显著差异, P<0.0001。 
图 5  细胞内 TG、TC 含量变化 

Fig.5  Content changes of TG and TC in intracellular 
 

3  讨论与结论 

根据《全球化学品统一分类和标签制度》, 遗传毒性指

会改变 DNA 结构、信息含量或分离过程的药剂或过程[15]。

遗传毒性测试结果在消费者化学风险评估与管理中具有特

殊地位, 这主要是因为遗传毒性事件可能引发的不良健康

效应具有不可逆性和特殊严重性[16]。细菌回复突变试验、

哺乳动物红细胞微核试验、小鼠精母细胞染色体畸变试验

联合应用, 可分别覆盖沙门氏菌/哺乳动物微粒体介导的

致突变性[17]、哺乳动物体细胞遗传损伤[18]、生殖细胞染色

体结构与数目畸变风险[19]3 个评价维度, 是国际公认的标

准化遗传毒性系统评价方案, 显著提升了评价结果的可靠

性[20]。细菌回复突变试验选用 TA97a、TA98、TA100、
TA102、TA1535 5 种鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷型菌株, 
覆盖移码突变、碱基替换突变等多种突变类型[21], 同时设

置加与不加 S9 代谢活化系统的两组处理, 模拟哺乳动物

体内肝脏代谢过程[22]。结果显示, DHA-EPA SO 各剂量组

的回变菌落数均未超过阴性对照组 2 倍, 说明其不会引起

沙门氏菌的突变[23], 这一结果与 Matulka 等[24]对奇链脂肪

酸藻油的细菌回复突变试验结果一致, 后者同样未观察到

致突变性。哺乳动物红细胞微核试验通过检测 PCE 中微核

的形成, 评价受试物是否诱导染色体断裂或有丝分裂装置

损伤[25]。本研究未观察到 DHA-EPA SO 各剂量组小鼠 PCE
微核率的明显增加, 说明细胞未出现染色体损伤或有丝分

裂装置损伤, 这一结果与 Schmitt 等[26]在微核试验中的发

现相吻合, 后者也报告 DHA藻油不诱导微核率增加, 说明

DHA-EPA SO 不属于染色体断裂剂[27]。此外, 精母细胞染

色体畸变试验针对生殖细胞, 直接关联遗传安全性, 研究

DHA-EPA SO 各剂量组染色体畸变畸变率及畸变细胞率

与对照组均无显著差异, 未诱发断裂、缺失、易位等结构

性畸变, 表明该油脂对生殖细胞亦无遗传损伤作用[28]。综

合 3 项试验结果可知, DHA-EPA SO 在所设剂量范围内无

致突变性、无染色体损伤、无生殖细胞遗传毒性, 整体遗

传毒性评价结果为阴性。 
3T3-L1 细胞是一种小鼠的成纤维细胞亚系, 其特异

性分化是研究脂肪细胞的一种稳定、便捷的方法 , 因此

成为脂肪代谢疾病研究中应用最为广泛的体外模型之

一 [29], 本研究利用 3T3-L1 细胞成脂分化模型证实了

DHA-EPA SO 具有明确的体外降脂活性。值得注意的是, 
在 6.25~25.00 μg/mL 的中低浓度范围内, DHA-EPA SO
能显著地抑制脂质沉积, 降低细胞内 TG、TC 含量, 其中

以 12.50 μg/mL 的效应最为突出。然而, 当 DHA-EPA SO
浓度上升至 100 μg/mL 时 , 其降脂作用反而减弱。

DHA-EPA SO 降脂活性的原因可能在于其独特的脂肪酸组

成所介导的多重协同作用, 本研究通过发酵优化和基因工

程技术, 将 EPA 含量由常规的 1%左右提升至 5.82%, 实现

了对 EPA 的显著富集。已有研究证实, EPA 具有显著降脂

活性, 在 3T3-L1 细胞模型中可通过抑制成脂分化、阻断脂
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质合成 , 以及调控多条关键信号通路 , 协同实现降脂效

应。EPA 在 3T3-L1 细胞分化阶段可激活 PKA 信号、上调

COX-2 表达 , 拮抗 PPARγ 激动剂的促分化作用 , 下调

Leptin、Glut4 等成脂基因[30]。此外, EPA 与 DHA 可联合抑

制 PPARγ-Cidec 通路, 减少 SREBP-1c、C/ebpα等成脂与脂

合成关键基因表达, 从而降低甘油三酯积累[31]。我们推测, 
在中低浓度下, DHA-EPA SO 中占主导的 n-3 PUFAs(尤其

是 EPA)能够通过上述机制充分发挥其降脂作用。然而, 当
DHA-EPA SO 给药浓度显著提高时, 同步增多的 SFA 可能

会激活内质网应激, 上调甘油-3-磷酸酰基转移酶和 E3 泛

素连接酶等核心调控因子, 增加细胞脂毒性[32]。此外, SFA
还可能通过增强 MAPKs 的磷酸化、促进 NF-κB 等转录因

子的活化, 使 TNF-α、IL-6 等炎症因子表达增加[33]。这些

负面效应进一步干扰了正常的脂质代谢调控网络, 从而部

分抵消 n-3 PUFAs 的降脂作用, 导致整体活性减弱。 
本研究对 DHA-EPA SO 进行了系统的遗传毒性评价

和体外降脂活性研究。在遗传毒性方面, 细菌回复突变试

验、哺乳动物红细胞微核试验和小鼠精母细胞染色体畸变

试验结果均为阴性, 证实 DHA-EPA SO 在试验剂量范围内

无基因突变、染色体损伤及生殖细胞遗传毒性风险, 食用

安全性良好。在 3T3-L1 前脂肪细胞模型中, DHA-EPA SO
能显著抑制细胞分化过程中的脂质沉积。油红 O 染色显示, 
12.50 μg/mL 浓度下降脂效果最为明显, 通过定量分析表

明, 该浓度下细胞内 TG、TC 下降幅度优于其他浓度组。

证实其具有明确的体外降脂活性。综上, 该油脂兼具安全

性与功能性, 是优质的鱼油替代来源, 在功能性食品领域

具有广阔产业化应用前景, 后续我们将通过长期毒性试

验、体内降脂试验及分子机制研究等进一步完善对该油脂

的评价, 推动其产业化转化。 
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