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微量营养素补充对儿童机体抗氧化及

DNA氧化损伤影响的研究

张明 马爱国 张秀珍 葛声 石学香

·现场调查·

【摘要】 目的 通过营养调查了解农村儿童抗氧化营养素的摄人情况和观察补充五种营养素对

儿童机体抗氧化能力及淋巴细胞DNA氧化损伤的影响。方法 选择某农村9～儿岁健康儿童82

名，随机分为补充营养素组(补充组)和对照组，每组41名，采用24 h膳食回忆法进行膳食调查。补充

组儿童每日补充抗氧化营养素片[含维生素A(VA)600“g、维生素E(Ⅶ)100 mg、维生素C(VC)

300 mg、p胡萝卜素(p—C)l mg和亚硒酸钠(Se)200弘g]，而对照组则服用相同颜色和包装的安慰剂，试

验期为8周。分别于补充前和补充结束时采集血样，分析两组血浆VA、VE、VC、8一C、Se、谷胱甘肽过

氧化物酶(GSH—Px)、超氧化物歧化酶(soD)、丙二醛(MDA)水平以及淋巴细胞DNA自发性损伤和

H202(5、10、25肛mol／L H2 02)诱导的氧化损伤。结果膳食调查结果表明，农村儿童VA、Vc和硒摄

入量偏低，分别为推荐营养素摄入量(RNI)的50．6％、65．6％和67．3％。营养素补充8周后，补充组

儿童血浆中B—C、VA、vE、VC和se的水平与对照组相比分别提高了13．4％、32．8％、11．5％、46．9％和

24．6％(P<0．01)。GSH-Px酶的活性达到161．7酶活力单位／ml，明显高于补充前(100．4酶活力单位／

m1)和对照组(110．2酶活力单位／m1)(P<0．01)，而血浆中MDA的水平由补充前7．2 nmol／ml下降到

干预后的4．6 nmol／ml(P<0．01)。补充组血浆中SoD水平也明显低于对照组和补充前(P<0．01)。

DNA分析结果显示，干预前后两组儿童淋巴细胞DNA自发性损伤为10．5～12．2 AU，均较低，各组

之间差异无统计学意义(P>0．05)，而用5、10、25肛mol／L H2 02处理后的淋巴细胞DNA氧化损伤明

显增加，达到253．6～350．8 Au，但补充组淋巴细胞DNA氧化损伤程度均明显低于补充前和对照组

(P<O．01)。结论 补充五种微量营养素能有效地提高儿童血浆抗氧化营养素和GSH—Px水平；降

低MDA水平及由低剂量H202诱导的淋巴细胞DNA氧化损伤；而血浆中SoD水平降低的可能机制

有待深入研究。
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【Abstr扯t】 objective To examine the e“ect 0f multiple micronutrients supplementation on anti—

oxidative activity and decr朗sing oxidized DNA damage 0f lmphocytes in Chinese children．Methods 82

healthy children in a rural areas，aged 9—11 yearS，were selected and randomized allocated into group

receiving supplements and control group with each of them 41． 24一hour dietary recaU was used to coUect

data on daily nutrient intakes of the research subjects．The subjects in the supplement group were given

vitamin A(VA)600弘g，pcarotene(pC)1．0 mg，vitamin E(VE)100 mg，vitamin C(VC)300 mg and

Na2Se03(se)200肛g in a tablet on daily base while those in the∞ntrol group t∞k a s锄e—sized color

placebo tablet．The trial lasted 8 weekS．5 m1 blood samples from each subiect were taken during 7 to 9

o’clock in the moming．DNA damage of 1ymphOcytes and levels of plasma VA，VE，VC，lB—C，se，

malondialdehyde(MDA)，activities of supemxide dismutaSe(SoD)and gIutathione peroxidase((焉H—Px)
were then analyzed twice before and after the 8一week of trial．R韶ults The low intakes of VA，VC and Se
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onlv accounted f甜50．6％，65．6％and 67．3％of theh TecoHlmended nutrien“ntake(RNI)respectively．

After the trial，levels of plasma p—C，VA，VE，VC and Se in the supplemented group increased by 13．4％，

32．8％，11．5％，46．9％and 24．6％respectively，compared with the control group，indicating that

nutritional status regarding antioxidant nutrients had largely been improved．(；SH—Px activity had a

signmcant incr朗se in the supplement group than before the supplement and in the contrOl group(P<

0．01)．GSH—Px before the trial(the 100．4 U／m1)also showed significant increase after the trial(161．7

U／m1)(P<0．01)．However，the values of SOD and MDA significantly decreased after the trial．Analysis of

DNA damage indicated that there was no significant difference in the intrinsic damage of DNA(P>0．05)．

Significant decreases of oxidized DNA damage induced by 5 pmol／L，10弘mol／L and 25弘mol／L H2 0j were

found more in peripheral 1ymphocytes of the supplemented group，than in pre—supplement and the controI

group after the t“al(P<0．01)．conclusi帅 Supplementation of multiple micronut“ents could effectively

increase the levels of 8一C，VA，VE，VC and Se in plasma，and GSH—Px activity．In the meantime，MDA and

oxidized DNA damage induced by a low level H2 C)，decreased significantly after the trial． The reason

accounted for the decrease of s0D activitv after the trial needs to be further studied．

【Key words】 Nutrient；Anti—oxidation；DNA damage

DNA是携带遗传信息的大分子物质，它的稳定

对人体健康至关重要。科学技术的发展和应用使少

年儿童可能有越来越多的机会接触生存环境中的电

离辐射、化学毒物等有害物质，这些因素可引起

DNA的损伤。DNA损伤的积累势必影响机体细胞

功能，进而影响儿童的正常生长发育。因此，增强儿

童机体的抗氧化能力，降低氧化应激损害，则有利于

维持遗传物质的稳定和健康。大量人群干预研究表

明，抗氧化营养素[如维生素A(VA)、维生素E

(vE)、维生素C(VC)、8一胡萝卜素(G．C)以及亚硒酸

钠(Se)等]补充可明显增强机体的抗氧化营养素水

平、减少DNA的氧化损伤。但多局限于中老年人

群，而抗氧化营养素对儿童DNA氧化损伤的影响

国内外未见报道。本研究拟通过对某农村儿童补充

抗氧化营养素，观察其对儿童抗氧化能力和淋巴细

胞DNA氧化损伤的影响，并探讨其作用机制。

对象与方法

1．研究对象：

(1)研究对象的选择：选择某农村小学三年级学

生82名，年龄9～11岁，其中男43名，女39名，身

体健康，近期无服用抗氧化营养素史。所有学生及

其父母在学校领导和老师的组织下，在了解该项目

的目的、意义，补充的益处和可能不良反应后，由家

长和学生共同商量并口头同意参加者既确定为研究

对象。

(2)膳食调查：营养补充开始前，采用24 h膳食

回忆法对小学生进行膳食调查，膳食评价标准采用

中国营养学会2000年10月颁布的推荐营养素摄入

量(recommended nutrient intake，RNI)。

(3)营养素补充：采用双盲法将受试对象随机分

为补充组和对照组(安慰剂)，每组41名，补充组受

试者每人每天服用复合营养素片1片，其中含有

VA 600弘g、p—C 1 mg、VE 100 mg、VC 300 mg和Se

200肛g，抗氧化营养素补充量均明显低于9～11岁

儿童的UL值(可耐受的最高限量)；而对照组服用

外观及颜色相同的安慰剂。营养素片服用指导和监

督由学生所在的班主任负责，每周5天上学期间由

老师和本项目工作人员统一发放和饮服，周五发放

2片营养素片作为周六和周日的补充，并作好记录。

干预时间为8周。干预期间和结束时，体检未发现

异常反应或毒副作用。

2．分析方法：

(1)血液采集与分离：补充抗氧化营养素前、后

分别于清晨6：30时抽取空腹静脉血标本5 ml，肝素

抗凝。在现场将血样放置冰盒中，并于2 h内运送到

实验室分析。从血样中取140肚l全血用于分离淋巴

细胞和DNA损伤分析，其余血样离心，分离血浆用

于各项生化指标的测定。

(2)试剂：正常熔点琼脂糖、低熔点琼脂糖、

RMPI—1640(GibdBI也公司)、荧光剂DAPI(BOe¨nger

Mannheim公司)、商s(Am煳公司)；小牛血清、淋巴
细胞分离液等均来自青岛海泰生物制剂公司；复合营

养素片(北京世纪维他公司协助生产)。

(3)仪器：低温离心机(德国Sigma 3K30型)，电

泳仪(北京六一厂)，荧光显微镜(日本oLYMPAS

BH一2型)，荧光分光光度计(日本岛津RF一540)，722

分光光度计。

(4)血浆抗氧化营养素和血浆抗氧化酶的测定：

血浆VA和VE的测定采用荧光法，血浆|3一C的测定

采用比色法，血浆VC测定采用2，4一二硝基苯肼法，

血浆Se的测定采用2，3一二氨基萘(DAN)荧光法。
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血浆超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)和谷胱

甘肽过氧化物酶(GSH—Px)分析分别采用羟胺法、

TBA法和比色法。测试盒由南京建成生物工程研

究所提供。

(5)DNA氧化损伤分析：采用单细胞凝胶电泳

(“彗星”电泳法)H J。一个典型的“彗星”图像包括头

部和尾部，不同程度损伤可根据彗星的尾部与其头部

的比率大小分为0、1、2、3、4五个等级(图1)。本文采

用专用单位(arbitrary u11its，AU)来衡量DNA链断裂

损伤程度，把不同的分级加以换算可获得DNA总体

损伤水平控o。实验分析时每种处理观察100个细胞。

DNA氧化损伤在体外进行，采用H2q作为DNA氧

化损伤诱导剂对淋巴细胞进行处理，浓度分别为5、

10、25“mmol／L，处理时间为5 rnin。

图1 单细胞凝胶电泳淋巴细胞DNA损伤程度

(荧光显微镜下10×20)

3．统计学分析：采用SPSS 10．0软件对结果进

行统计分析。补充组与对照组各项指标及补充前与

补充后各项指标间的比较均采用f检验，显著性界

限值为P<0．05。

结 果

1．农村儿童膳食抗氧化营养素摄入情况：表1

结果表明，两组儿童视黄醇、VC和se的摄入偏低，

分别为RNI的50．6％、65．6％和67．3％，而VE的

摄入量较充足，为RNI的97％。

表1 主要抗氧化营养素的摄人情况(茗±s)

营养素雠酱 (孝鬻) (蛩翳) (裂I*
VA(“g)354．0±349．0 343．0±290．O 366．0±407．O 700(50．6)

VC(mg)55．8±25．O 54．6±23．O 56．3±26．0 85(65．6)

VE(mg) 9．7±2．5 9．5±2．4 9 9±2．7 10(97．O)

Se(肚g) 26．9±11．9 27．O±16．0 26．8±13．O 40(67．3)

*占RNI的百分比

2．血浆中五种微量抗氧化营养素水平分析：表

2中显示营养素补充前后儿童血浆五种抗氧化营养

素水平。补充组和对照组受试者在试验开始时均为

41人，但实验室分析结果显示样本数量<41人，是

由于血样本量不足而未能完成所有指标的分析。经

过8周复合抗氧化营养素补充干预后，补充组儿童

血浆口一C、VA、VE、Vc和se的水平明显高于干预前

(P<0．01)，同时也显示明显高于对照组干预后的

水平(P<0．01)。

3．血浆SOD、MDA和GSH—Px水平分析：补充

复合抗氧化营养素8周后，补充组血浆GSH—Px明

显高于对照组和干预前(P<0．01)，而SoD和

MDA则明显低于对照组和干预前(P<0．01)；而对

照组补充安慰剂前后未见明显差异(P>0．05)

(表3)。

4．淋巴细胞DNA损伤及诱导氧化损伤分析：

DNA损伤结果分析显示，补充组和对照组DNA自

发损伤均较低，组间及补充抗氧化营养素前后均未

见明显差异(P>0．05)。经5、10和25肚mol／L

H：o：诱导损伤时，淋巴细胞DNA的氧化损伤明显

增高，抗氧化营养素补充干预8周后的补充组淋巴

细胞DNA的氧化损伤程度明显低于对照组和干预

前(P<0．01)(表4)。

表2 补充抗氧化营养素对儿童血浆抗氧化营养素水平的影响(膏±s)

*与补充组干预前相比，P<0．01；#与补充组干预后相比，P<0．01
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表3 补充抗氧化营养素对儿童血浆SOD、GSH—Px和MDA的影响(互±5)

*与补充组干预前相比，P<0．01；#与补充组干预后相比，P<O 01

表4 补充抗氧化营养素对儿童淋巴细胞DNA氧化损伤的影响(j±5)

*与补充组干预前相比，P<0．01；#与补充组干预后相比，P<0．01

讨 论

抗氧化营养素是指能够清除自由基的营养素，

主要包括VA、VE、VC、』3一C和Se等，是少年儿童正

常生长发育所必需的重要的营养素，同时也对机体

调节自由基代谢平衡起重要作用，而抗氧化营养素

主要的膳食来源是新鲜的蔬菜和水果。本次膳食调

查表明，除了vE摄入充足外，调查儿童膳食中VA、

VC和Se的摄入均不足。VA摄入量仅达RNI的

50．6％，与调查儿童蔬菜(特别是黄绿色蔬菜)和动

物性制品(蛋类和动物内脏等)的摄入不足有关，而

|3一C为脂溶性维生素，在洗涤过程中不会流失，但易

于氧化。与以往儿童膳食调查结果一致。2’3。。VC

是一种水溶性的抗氧化维生素，具有清除自由基的

作用，在胶原蛋白、肉碱和肽激素的合成以及酪氨酸

的代谢等方面具有重要作用。它主要存在于新鲜的

蔬菜水果中，洗涤、加工和烹调极易造成VC流失，

且不能在体内储存，需要每天从食物中摄取，否则容

易造成缺乏，而新鲜蔬菜水果摄入量偏低是儿童膳

食vC较低的主要原因¨’5|。se是谷胱甘肽过氧化

物酶的重要组成部分，谷胱甘肽过氧化物酶在体内

特异地催化还原型谷胱甘肽，清除自由基，保护生物

膜免受损害，维持细胞正常功能。膳食调查表明儿

童se的摄入不足，仅达RNI的67．3％。由于调查

儿童膳食中植物油的摄入比较充足，其VE的摄入

量达RNI的97％。总之调查表明，农村儿童膳食中

抗氧化营养素摄人量偏低是比较普遍的，应引起足

够的重视。

大量研究表明，复合抗氧化营养素补充能有效

地改善机体相应营养素的营养状况№，7I。本研究发

现补充抗氧化营养素后补充组儿童血浆中|3一C、VA、

VE、VC和Se的水平明显升高，说明营养素补充可

明显提高儿童这五种抗氧化营养素水平。有研究认

为VA、VE、VC等微量抗氧化营养素能有效地提高

机体的抗氧化能力∽o。我们在研究中发现，补充组

儿童补充8周后，血浆GSH—Px的活性明显高于补

充前和对照组。GSH—Px是一种有效的抗氧化酶，而

Se是GSH—Px活性中心的主要成分，随着补充组儿

童血浆硒浓度的增加，GSH—Px活性也明显增加旧。。

因此，补充复合抗氧化营养素可明显提高儿童

GSH—Px的活性。MDA作为脂质过氧化的终产物，

其含量的多少可以反映组织细胞脂质过氧化的速率

和强度。营养素干预后补充组儿童血浆MDA明显

低于干预前和对照组，这可能是由于儿童血浆抗氧

化营养素和GSH—Px的活力明显提高，从而有效地

清除机体的自由基，减少了脂质过氧化产物的产生。

有研究认为抗氧化营养素的补充能增加抗氧化

酶SOD的活性¨0I。然而，本研究发现补充抗氧化

营养素前儿童血浆SoD较高，而干预后补充组血浆

SOD的活力明显低于干预前和对照组。这可能是

儿童体内产生的自由基较少。由于机体内非酶系统

(抗氧化营养素)、酶防御系统(如SOD、GSH—Px等)

和各种氧自由基保持一种动态的平衡，在补充了大

量的VA、VE、VC、J3一C和Se后，这种动态的平衡被

暂时打破，使有害的过氧化代谢产物减少，使诱导该

酶的作用下降，血浆SoD的活力降低，与Brennan

等u川的结果一致。

DNA是机体中携带遗传信息的重要物质，也是

最易受到氧自由基攻击的生物大分子之一¨2|。有

研究认为DNA诱导剂H：O：能很容易地穿透细胞
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膜自由进入细胞，如不被酶解可无任何反应的到达

细胞核，在细胞核内可能结合于DNA上，在有金属

离子如铁、铜等的催化下转变成具有高活性的

(‘OH)，或者由H，O，诱发的氧化应激反应引起细

胞内DNA贮藏位点的释放，从而造成DNA链的断

裂¨3I。因此，增强机体抗氧化能力，降低氧化应激

损害，则有利于维持遗传物质的稳定和健康。本研

究以H：O：为诱导剂，探讨补充抗氧化营养素对

H，O，诱导的淋巴细胞DNA损伤的保护作用。我

们研究发现，补充组和对照组淋巴细胞DNA自发

损伤均较低，组间及干预前后均未见明显差异，说明

抗氧化营养素补充对淋巴细胞DNA自发性损伤无

影响。随着H，O，浓度的增加，其诱导的淋巴细胞

DNA损伤逐渐增大。补充抗氧化营养素8周后，补

充组的诱导损伤分别明显低于干预前和对照组，说

明补充抗氧化营养素对5、10和25弘m01／L H：02诱

导的淋巴细胞DNA氧化损伤有明显的防护作用。

可能的机制是：VA是一种脂溶性维生素，其侧链中

的双烯共轭键是单线态氧和羟自由基有效的淬灭

剂，它可降低细胞膜上的脂质过氧化反应，从而保护

机体免受过氧化损伤n4。。_|3一C是体内一种重要的脂

溶性抗氧化剂，它与NADH可以使氧自由基失活并

减轻自由基的损伤作用。它也能通过增强DNA的

修复而保护DNA免受损伤n5’16]。VE作为一种脂

溶性抗氧化剂，可以镶嵌在生物膜的脂质双层中，清

除脂溶性自由基，能够减轻脂质过氧化引起的DNA

损伤¨引。VC是体内的一种重要水溶性抗氧化剂，

能够有效地清除自由基，增强细胞的抗氧化能力和

降低H：02诱导DNA氧化损伤H8’19。。Se主要是通

过GsH—Px而发挥抗氧化作用，减少自由基对DNA

损伤。此外，抗氧化营养素之间具有重要的协同作

用，VC可以通过提高抗氧化生育酚的活性来保护

细胞膜免受氧化损伤，VC可以通过增加肠道对硒

的吸收而增强GSH—Px的活性，VE与GsH—Px也存在

协同作用。因此，增加抗氧化营养素的多样性及含

量能发挥更强的抗氧化作用。本研究中补充组儿童

在补充了抗氧化营养素后其血浆B—C、VA、VE、VC

和Se浓度均达到较高的水平，使组织中和细胞中得

到充分的满足并发挥正常的生理和抗氧化功能，有

效地清除氧自由基，降低H：02所致的损伤，从而维

护其遗传物质的稳定性，与以往抗氧化营养素补充

对DNA损伤有保护作用的结果一致¨’7|。

总之，抗氧化营养素补充能够明显改善儿童的

营养状况，增强儿童机体的抗氧化能力，有效地降低

了机体脂质过氧化物的生成和淋巴细胞DNA氧化

损伤，从而有利于维持儿童遗传物质的稳定性。因

此，从维持儿童机体遗传物质稳定性的角度来看，增

加儿童膳食中蔬菜、水果摄入或补充一定数量的抗

氧化营养素是有益的。而抗氧化营养素补充所导致

的SOD水平的降低有待于深入研究和探讨。
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