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添加虾青素延缓CdTeQDs致肝损伤的机制初探

陈建军,郭素琪

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:碲化镉量子点(CdTeQDs)因其生物安全性与健康风险引起科学界的广泛关注.以昆明小鼠为研究对

象探究铁死亡在虾青素(AST)减轻CdTeQDs诱导小鼠肝损伤中的作用及其可能的机制.结果显示,CdTeQDs在肝

脏中积累并造成明显的组织病理学损伤,添加虾青素后肝组织的损伤明显缓解.此外,虾青素显著缓解CdTeQDs诱

导的脂质过氧化水平增加.对铁死亡标志物Nrf2(核因子红细胞2相关因子2)、SLC7A11、FTH1、GPX4蛋白的表达

水平、肝脏铁含量和线粒体结构进行检测和观察,发现虾青素降低铁死亡相关蛋白水平和肝脏铁含量,减轻线粒体

损伤.另外,对铁死亡相关基因的表达进行检测,发现其变化趋势与蛋白水平一致.结果表明,虾青素可能通过激活

Nrf2/SLC7A11/GPX4通路抑制铁死亡,缓解肝脏损伤.
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量子点(QDs)是一种荧光半导体纳米材料,因其具有独特的光学和电子特性,常用于电子工业、生物标

记和医学成像等领域[1].量子点包括石墨烯量子点(GQDs)、碳量子点(CQDs)、碲化镉量子点(CdTeQDs)
等.其中CdTeQDs被广泛应用于医学成像和药物输送,常用于临床诊断和治疗.静脉注射量子点过程中量

子点会进入人体或经其他途径被人体吸收,由于镉基量子点CdTeQDs会释放有毒的重金属Cd,引发组织

损伤及全身炎症反应,CdTeQDs在组织中的积累会引起活性氧(ROS)的过量生成,从而引起脂质过氧化、
氧化应激和铁死亡等毒性作用[2].

铁死亡是铁依赖性的细胞程序性死亡,其主要特征包括脂质过氧化的发生、ROS的增加、细胞内游离铁

的增加和线粒体结构功能障碍等[3].基因水平上,铁死亡受细胞内信号通路的严密调控,包括胱氨酸/谷氨酸

反向转运蛋白中的亚基SLC7A11及下游蛋白谷胱甘肽过氧化物酶4(GPX4)等通路[4].研究显示,亲脂性的

抗氧化剂对铁死亡有抵制作用[5].
虾青素作为一种强抗氧化剂,具有抑制肿瘤发生,增强机体免疫力,缓解运动疲劳,增强机体能量代谢的

能力[6].同时,虾青素能够有效抑制自由基引起的脂质过氧化,保护线粒体结构免受损伤,缓解线粒体功能障

碍[7].口服虾青素能够降低外界刺激对机体的氧化应激反应[8].目前关于虾青素对CdTeQDs诱导的肝脏铁

死亡及肝脏损伤的保护作用研究较少,因此有必要探讨虾青素是否能够通过提高机体抗氧化能力及降低脂

质过氧化来缓解量子点诱导的毒性作用、线粒体功能障碍及铁死亡.由于CdTeQD的体内外毒性研究表明,

CdTeQD的毒性作用可能与镉相关[9],因此本文选择氯化镉(CdCl2)作为不同镉来源物质,用于比较CdTe
QD中镉的分布及对小鼠肝脏的影响.
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1 材料与方法

1.1 实验对象与材料

4~5周龄的雄性昆明小鼠体质量(20±1.5)g购自河南省实验动物中心.饲养在温度为(24±2)℃,湿
度为(60±15)%的12h黑暗/12h光照循环的空调房中,饲喂期间允许进食及饮水.水溶性CdTeQDs购自

上海星紫新材料技术开发有限公司,使用电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)测定CdTeQDs水溶液中Cd2+

的质量浓度为2.495mg/mL.本实验经河南师范大学动物伦理委员会审批(HNSD-2023BS0803).
1.2 测定CdCl2 对小鼠的半致死剂量

适应性饲养小鼠1周后,将小鼠随机分为6组,每组10只.使用CdCl2 测定半致死剂量(LD50),用质量

分数0.9%的生理盐水配置20mg/kg(体质量)的CdCl2 溶液母液,根据改良寇氏法等对数间距i(i=
0.0827)设置6组梯度剂量,从7~15mg/kg(体质量),稀释母液至不同剂量,单次注射后连续观察24h,其
间正常喂养且饮水自由,记录24h内每组小鼠的死亡数量,测定CdCl2在24h内对小鼠的半致死剂量.
1.3 实验分组、样本采集与测定

适应性饲养小鼠一周后,将小鼠随机分为5组,每组30只.空白对照组,单次尾静脉注射同体积200μL
生理盐水;CdTeQDs组,单次尾静脉注射2.5mg/kgCdTeQDs;CdCl2 组,单次尾静脉注射2mg/kg
CdCl2;CdTeQDs+虾青素组(CdTeQDs+AST组),每日按小鼠体质量灌胃30mg/kg虾青素;CdCl2+虾

青素组(CdCl2+AST组),每日按小鼠体质量灌胃30mg/kg虾青素.各组分别于处理后7、14、21d进行采

样,用10%水合氯醛麻醉处死,解剖,取部分新鲜肝组织用于组织镉和铁含量测定;部分肝组织于-80℃保

存,用于生化分析、qRT-PCR和 Westernblot检测铁死亡相关基因及蛋白的表达;在处理第21天时,取部分

新鲜肝脏组织固定于2.5%戊二醛中,用于透射电镜观察线粒体;部分肝组织室温固定于4%多聚甲醛中用

于组织学分析.
称取新鲜的肝组织(精确至0.001g,湿质量),置于微波消解罐中,加入5mL硝酸和2mL过氧化氢,进

行微波消解,完成后取出消解罐置于赶酸仪上赶酸至1mL,使用体积分数1%硝酸润洗消解罐3次,转移液

体至25mL容量瓶并用体积分数1%硝酸定容,混匀备用,每组3个生物学重复,同时做3组试剂空白试验,使
用石墨炉原子吸收光谱仪测定组织镉和铁的含量,设定灰化温度600℃,灰化时间30s,原子化温度1800℃,
原子化时间4s.取固定在4%多聚甲醛中的肝组织,脱水处理,石蜡包埋,切片机切成4μm厚的组织切片,
用苏木精和伊红染色,封片,使用切片扫描仪自动采集图像.取储存在-80℃冰箱的肝组织,放入1.5mLEP
管中并加入9倍体积的提取液,于冰上充分研磨,4℃,5000r/min离心10min,取上清,按照试剂盒说明书

检测谷胱甘肽(GSH)、丙二醛(MDA),每组3个生物学重复.取固定于2.5%戊二醛的肝组织,0.1mol/L的

磷酸缓冲液漂洗3次,在室温避光条件下于1%锇酸中固定2h,0.1mol/L的磷酸缓冲液漂洗3次,渗透包

埋后放置37℃烘箱中过夜,之后于60℃烘箱中聚合48h,进行超薄切片,染色后于透射电子显微镜下观察

并采集图像分析.
1.4 铁死亡相关基因RT-qPCR

提取肝组织总RNA,反转录为cDNA,RT-qPCR扩增.使用PrimerPremier6.0设计引物(附录表S1).
反应程序:95℃预变性10min;95℃变性15s,60℃退火60s,45个循环;溶解曲线:95℃15s,65℃60s,

97℃1s,1循环;冷却:37℃30s.以β-actin为内参基因,每个样本设置3个重复,用2-△△CT法计算分析各

组中各基因的表达量.
1.5 铁死亡相关蛋白 WesternBlot分析

剪碎肝组织,加裂解混合液,冰上制备组织匀浆,15000r/min离心10min取上清,提取组织总蛋白,采
用双缩尿法(BCA)定量蛋白质量浓度.取等量蛋白进行SDS-PAGE电泳(条件为80V20min,120V
90min),转膜(条件为90mA,150min)Tris缓冲盐 Tween洗涤缓冲液(TBST)洗PVDF膜3次,每次

10min;加入用TBST配置的质量分数5%脱脂奶粉封闭2h,封闭结束使用TBST洗涤PVDF膜3次,每次

10min;加入一抗Nrf2(1∶500)、GPX4(1∶8000)、SLC7A11(1∶8000)、FTH1(1∶500)、β-actin(1∶
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10000),4℃过夜.洗膜3次,于室温下孵育二抗(HRP标记山羊抗兔IgG1∶10000,HRP标记山羊抗小鼠

IgG1∶10000)1h,洗膜3次,超敏ECL发光液显影,利用化学发光凝胶成像仪扫描并分析.
1.6 统计学分析

本研究所有结果均用平均值±标准误差表示.使用Origin2020进行统计分析并制作图表.数据正态性

用Shapiro-Wilk检验来评估,对于每种数据,进行Tukey事后多重检验.*表示p<0.05,**表示p<0.01,
和***表示p<0.001表示处理组与对照组之间存在显著差异;#表示p<0.05,##表示p<0.01,##
#表示p<0.001表示CdTeQDs+AST组与CdTeQDs组以及CdCl2 组与CdCl2+AST组之间存在显著

差异.

2 结 果

2.1 CdCl2 对小鼠的半致死剂量

采用改良寇氏法(附录表S2),半数致死剂量测定分组情况及静脉注射不同剂量CdCl2 溶液后,各剂量

组小鼠在24h内的存活情况.计算出单次静脉注射CdCl2 后24h的LD50为11.49mg/kg体质量,95%平均

置信区间为10.408~12.687mg/kg.选取CdCl2 溶液LD50的约1/6作为后续实验CdCl2 组的使用剂量

(2mg/kg(体质量)),CdTeQDs组使用与CdCl2 组同Cd2+含量的剂量进行后续实验(2.5mg/kg)体质量.
2.2 虾青素减轻CdTeQDs诱导的肝组织含镉量增加

如图1所示,第7、14和21天,CdTeQDs
组、CdCl2 组、CdTeQDs+ AST组及CdCl2
+AST组肝组织镉含量均显著高于对照组

(p<0.001),其中CdTeQDs组镉含量高于

CdCl2 组,而CdTeQDs+ AST组的镉含量

均显著低于CdTeQDs组(p<0.001),且随着

处理时间的延长,镉含量逐渐降低.
2.3 虾青素减轻CdTeQDs导致的肝组织

形态学损伤

对照组肝脏细胞形态结构完整,未出现

组织损伤(图2).CdTeQDs组出现肝细胞水

样变性、炎性细胞浸润、核固缩和核溶解等

现象,与之相比,CdTeQDs+AST组仅有

少量的炎性细胞浸润现象.CdCl2 组出现大

量的脂肪空泡以及炎性细胞浸润,与之相

比,CdCl2+AST组脂肪空泡化情况有所缓

解,且凋亡细胞的数量有所减少.
2.4 虾青素减轻CdTeQDs诱导的肝组织

含铁量增加

如图3所示,CdTeQDs组、CdCl2 组、

CdTeQDs+AST组及CdCl2+AST组肝

组织 铁 含 量 始 终 显 著 高 于 对 照 组(p<
0.001),CdTeQDs+AST 组 和 CdCl2+
AST 组 肝 组 织 铁 含 量 也 始 终 显 著 低 于

CdTeQDs组和CdCl2 组(p<0.001),且到

第21天,CdTeQDs+AST 组及 CdCl2+
AST组已接近于对照组水平.
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2.5 虾青素减轻CdTeQDs引起的肝脏线粒体损伤

对照组线粒体形态结构完整(图4(a,b));CdTe
QDs处理导致肝脏线粒体肿胀,膜密度明显增高,甚至

出现线粒体外膜破损、内容物流出以及线粒体嵴紊乱消

失的现象,线粒体受损情况严重(图4(c,d));与CdTe
QDs组相比,口服虾青素后改善了因CdTeQDs导致的

线粒体结构紊乱,线粒体受损情况得到缓解(图4(e,f)).
2.6 虾青素减轻CdTeQDs导致的肝脏脂质过氧化

CdTeQDs和CdCl2 处理14d后肝脏 MDA含量

均显著高于对照组(p<0.001),CdTeQDs组在第

21天时显著高于对照组(p<0.05),而CdTeQDs+
AST组及CdCl2+AST组无统计学差异(图5(a)).此
时,虾青素干预降低了 MDA含量至接近于对照组水

平.如图5(b),第7、14、21天,与对照组相比,CdTe
QDs组肝脏GSH含量均显著降低(p<0.001),而CdTeQDs+AST组GSH水平显著升高(p<0.001).

2.7 虾青素缓解CdTeQDs引起的小鼠肝脏铁死亡

CdTeQDs处理7d后,与对照组相比小鼠肝脏铁死亡相关基因FTH1、GPX4、Nrf2的表达显著下调

(p<0.001),到第21天,CdTeQDs+AST组及CdCl2+AST组GPX4和 Nrf2的表达显著上调(p<
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0.001);CdTeQDs处理7、14、21d后,ACSL4表达显著上调,而与CdTeQDs处理组相比,CdTeQDs+
AST组ACSL4表达显著下调(附录图S1).

与对照组相比,CdTeQDs处理7d时,肝脏中与铁死亡相关蛋白SLC7A11、GPX4、Nrf2表达显著降低

(P<0.001).第21天仍显著低于对照组(P<0.001),而CdTeQDs+AST组GPX4及Nrf2蛋白表达显著升

高,且CdCl2+AST组GPX4蛋白表达量已经恢复至接近对照水平;CdTeQDs处理7d后显著增加FTH1
蛋白的表达,但第14天FTH1蛋白表达显著降低,直至21天仍处于低水平,此结果与转录水平结果一致

(附录图S2).

3 讨 论

CdTeQDs因其独特且优秀的光学特性在生物医药领域具有极大的应用潜力,但由于其含有重金属Cd
而对生物医学领域的安全性应用造成一定的争议[9].CdTeQDs的毒性作用主要通过刺激细胞产生过量的

ROS,而高ROS水平会诱导氧化应激及脂质过氧化,导致线粒体发生功能障碍,最终引起细胞毒性甚至发

生细胞死亡[10].
研究表明,镉基量子点对哺乳动物细胞具有毒性作用,会导致小鼠肝脏及肾脏组织发生损伤[11].CdTe

QDs进入机体一段时间后会分解,游离的Cd2+会在肝脏等组织中蓄积,长时间蓄积会引起组织损伤、氧化应

激及细胞死亡[12].此外,Cd2+在体内具有超长生物半衰期,可达35a[13].本研究中,Cd2+测定结果显示,CdTe
QDs和CdCl2 处理后的肝脏均检测到Cd2+(图1),且与CdCl2 组相比,CdTeQDs导致更多的组织Cd2+沉

积.因此,本研究首先发现小鼠静脉注射CdTeQDs后,在肝脏中积累,CdTeQDs组表现出现肝细胞水样变

性、炎性细胞浸润、核固缩和核溶解等现象(图2).体外研究显示,通过抑制自噬及细胞凋亡只能够部分降低

CdTeQDs诱导的细胞死亡率,这表明CdTeQDs可能诱导其他形式的细胞死亡[14].另一体外实验发现,

CdTeQDs减少Nrf2,从而激活铁蛋白自噬,导致细胞内游离铁含量增多,同时细胞发生了脂质过氧化及氧

化应激,结果表明铁死亡可能参与CdTeQDs诱导的细胞死亡[15].本研究中,CdTeQDs及CdCl2 处理后肝

脏铁含量均显著高于对照组(图3),表明肝脏铁代谢紊乱,可能触发肝脏发生铁死亡.
线粒体超微结构结果显示,CdTeQDs处理导致肝脏中线粒体数量减少,线粒体肿胀,膜密度明显增高,

甚至出现线粒体外膜破损,内容物流出,线粒体嵴断裂等情况,线粒体受损情况严重(图4),表明CdTeQDs
处理会导致线粒体结构受到破坏.

纳米颗粒诱导ROS过量产生会扰乱与抗氧化剂之间的平衡,正常情况下两者处于动态平衡状态来维持

体内众多生理生化反应和免疫反应,两者失调会损害细胞正常功能,造成氧化应激及脂质过氧化[16].在本研

究中,CdTeQDs及CdCl2 处理均导致肝脏中MDA含量显著增高,第21天时CdCl2 处理组的MDA水平与

对照组差异无统计学意义,量子点诱导的抗氧化效率降低与 MDA水平升高呈时间依赖性,并可能在一段时

间后恢复[17],但CdTeQDs处理后21d,肝脏 MDA水平仍显著高于对照组水平.同时CdTeQDs及CdCl2
处理后肝脏中GSH含量也显著降低(图5),说明CdTeQDs处理引起氧化应激及脂质过氧化.

铁死亡是由基因调控的细胞死亡,包括胱氨酸/谷氨酸反向转运蛋白中的亚基SLC7A11及下游蛋白

GPX4.此外,与氧化应激相关的 Nrf2被认为是抵抗铁死亡发生的关键因子[18].Nrf2可以介导SLC7A11-
GPX4轴来调控影响GSH的合成,GSH是铁死亡抑制蛋白GPX4的底物,GSH的耗竭直接导致GPX4水

平降低,从而导致铁死亡的发生.Nrf2的活化还可促进铁蛋白(FTH1)的生成.正常情况下,细胞中过量的铁

储存在铁蛋白中,而FTH1因铁蛋白吞噬作用降解后,过量的铁会引发芬顿反应从而导致细胞发生脂质过

氧化.同时,ROS能与脂质膜的多不饱和脂肪酸(PUFAs)反应,在此过程中,酰基辅酶A合成酶长链家族成

员4(ACSL4)参与诱导脂质过氧化,最终导致铁死亡的发生[19].本研究中,CdTeQDs及CdCl2 处理导致肝

脏中FTH1、GPX4、Nrf2的转录水平显著降低(图S1),ACSL4的转录水平也显著升高,蛋白水平与转录

水平结果一致,且SLC7A11蛋白表达水平也显著降低(图S2).Nrf2可通过上调SLC7A11增强GSH合成,
从而上调GPX4的表达,抑制铁死亡发生,而本研究中CdTeQDs处理显著降低肝脏 GSH 水平,并降低

Nrf2、SLC7A11及GPX4的表达.同时也观察到CdTeQDs处理引起的GSH水平的显著下调,这些结果表
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明,CdTeQDs可能通过Nrf2/SLC7A11/GPX4信号通路调控肝脏铁死亡过程.
此前相关研究发现,当镉含量相同时,CdTeQDs对HK-2细胞的毒性远高于CdCl2,同镉含量的CdTeQDs

对哺乳动物中3种ABC转运蛋白的影响也高于CdCl2[4].本研究中,CdTeQDs及CdCl2 是同镉含量处理,但处

理后CdTeQDs组镉含量显著高于CdCl2 组,这可能与两者的药代动力学差异有关.CdTeQDs在动物体内的停

留时间较CdCl2 长,这也意味着CdTeQDs可能具有更大的肝脏毒性.本研究CdTeQDs也诱导严重的肝脏损

伤.同时,CdTeQDs组铁含量也显著高于CdCl2 组,结合铁死亡抑制基因及蛋白的表达情况表明,CdTeQDs处

理后诱导的肝脏铁死亡程度较CdCl2 处理组显著.关于量子点毒性研究中已经发现量子点粒径越小,对机体影

响越大[20],这说明CdTeQDs引起肝脏铁死亡及肝脏损伤可能与Cd2+及CdTeQDs的物理性质有关.
研究表明,虾青素可通过Keap1/Nrf2信号通路和线粒体介导的细胞凋亡通路显著改善赭曲霉毒素A

(OTA)诱导的心脏损伤及氧化应激[20],通过激活 Nrf2/HO-1信号通路改善对乙酰氨基酚诱导的肝损

伤[18].本研究中,CdTeQDs+AST组和CdCl2+AST组处理后,肝脏中的镉含量均持续低于CdTeQDs及

CdCl2 处理后肝脏中的镉含量(图1).但截止本研究观察结束,CdTeQDs+AST组和CdCl2+ AST处理均

未完全消除肝脏中蓄积的镉,推测因镉在体内的代谢极其缓慢,且虾青素降低肝脏中蓄积的镉的能力有限,
只部分降低肝脏内的镉沉积.本研究添加虾青素后明显减轻了组织病理学上的损伤(图2),表明虾青素具有

缓解CdTeQDs引起的肝脏损伤的作用.且补充虾青素后,CdTeQDs+AST组肝脏中的铁含量已接近对照

组水平(图3),说明口服虾青素能够降低CdTeQDs引起的铁代谢失衡.此外,添加虾青素后线粒体嵴紊乱情况

明显得到逆转,双层膜结构也未出现损伤情况(图4).口服虾青素后还有效遏制CdTeQDs及CdCl2 引起的

GSH耗竭以及MDA的过量表达(图5),表明口服虾青素能够缓解CdTeQDs引起的肝脏化应激及脂质过氧化.
近期研究发现,黄芪甲苷IV通过Nrf2/SLC7A11/GPX4轴调节铁死亡信号通路,以抑制PM2.5介导的

小鼠肺损伤[21].本研究发现,添加虾青素后显著缓解了CdTeQDs处理降低Nrf2及GPX4的基因及蛋白水

平(图S1,图S2),以及SLC7A11的蛋白水平,减轻了CdTeQDs处理引起的肝脏铁死亡.因此推测,虾青素

可以提高肝脏中的抗氧化水平,并可能通过Nrf2/SLC7A11/GPX4信号通路降低CdTeQDs处理引起的肝

脏铁死亡来缓解肝脏损伤.
综上,本研究证实虾青素能够缓解CdTeQDs暴露引起的小鼠肝脏组织的氧化应激及脂质过氧化、降低

肝脏铁累积并减轻线粒体损伤.此外,虾青素可能通过Nrf2-SLC7A11-GPX4信号通路抑制CdTeQDs诱导

的小鼠肝脏铁死亡,从而减轻CdTeQDs诱导的肝损伤.然而,虾青素减轻CdTeQDs诱导的肝脏铁死亡致

肝损伤的调节机制有待进一步研究.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.03.09.0002).
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Apreliminaryinvestigationonthemechanismofdelayingliverinjury
byCdTeQDswiththeadditionofastaxanthin

ChenJianjun,GuoSuqi

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Cadmiumtelluridequantumdots(CdTeQDs)haveattractedwidespreadattentionfromthescientificcommu-
nityduetotheirbiosafetyandhealthrisks.Theaimofthispaperwastoinvestigatetheroleofferroptosisintheattenuationof
CdTeQDs-inducedliverinjuryinmicebyastaxanthin(AST)anditspossiblemechanism.TheresultsshowedthatCdTeQDsac-
cumulatedintheliverandcausedobuioushistopathologicaldamage,whichwassignificantlyalleviatedbytheadditionofastax-
anthin.Moreover,astaxanthinsignificantlyalleviatedtheincreasedlevelsoflipidperoxidationinducedbyCdTeQDs.Theex-

pressionlevelsofferroptosismarkersNrf2,SLC7A11,FTH1,GPX4proteins,liverironcontentandmitochondrialstructure
wereexaminedandobserved,anditwasfoundthatastaxanthindecreasedferroptosis-relatedproteinlevelsandliverironcon-
tentandattenuatedmitochondrialdamage.Moreover,theexpressionofferroptosis-relatedgeneswasexaminedandthetrend
wasfoundtobeconsistentwiththeproteinlevels.Theaboveresultssuggestthatastaxanthinmayinhibitferroptosisandallevi-
ateliverinjurybyactivatingtheNrf2/SLC7A11/GPX4pathway.

Keywords:astaxanthin;CdTeQDs;ferroptosis;liverinjury
[责任编校 刘洋 赵晓华]
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  附 录

表S1 实时荧光定量 PCR引物序列

Tab.S1 Real-timefluorescentquantitativePCRprimersequences

引物名称 NCBI登录号 引物序列(5'→3')

acsl4 NM_001033600 F:GGAGTCTACTGGCGTCTTCAC

R:ATGAGCCCTTCCACGATGC

gpx4 NM_001037741.4 F:GATATGTTCGGAGGTGCGCT

R:ATGTTGCATGGTGCTTGCTG

nrf-2 NM_001399226.1 F:CTACAGTCCCAGCAGAGTGAT

R:TCCTTCCAAAACTTGTACCGC

fth1 NM_010239.2 F:CGAGTCAGAACCTCAGCC

R:CCTTGCTCCCCCTCATCC

β-actin NM_007393.5 F:GGAGTCTACTGGCGTCTTCAC

R:ATGAGCCCTTCCACGATGC

表S2 半致死浓度测定结果

Tab.S2 Mediallethalconcentration

组别 质量分数/(mg·kg-1) 剂量对数 死亡数 死亡率

1 0 0 0 0a

2 7.00 1.176 0 0a

3 8.46 1.093 3 0.3b

4 10.25 1.011 5 0.5c

5 12.40 0.928 5 0.5c

6 15.00 0.845 10 1d

  注:相同小写字母表示组间无差异,不同小写字母表示组间有差异.




