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水蝗人工胚胎方法检测化学物致畸危害

江西 医学院预防医学系 傅立杰产
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检测化学物对人类的致畸危害
,

最常用的方法是

首先用整体动物实验来预测其潜在危害
。

但由于现实

生活中化学物的大量存在以及新的化学物不断出现
,

致使大约有 80 % 的化学物无法进行动物实验
,

缺乏各

种毒理学资料 〔几〕 。

因此
,

寻找建立短期快速检 测方

法来筛选致畸化学物
,

已成为各国学者致力研究的目

标
,

也是当前化学致畸研究的一个重要趋势 。 、 3 , 。

目前各种短期检测方法
,

基本上可以 分 为 两 大

类 ` 3〕 :

第一类是用哺乳动物或人的细胞
、

组织器官体

外培养
,

检测妊娠某一 时期化学物对某一器官组织的

影响或者致畸效应的某一方面
,

例如大
、

小鼠肢芽培

养检测致畸物对软骨发生的影响等 ; 第二类是利用某

些非哺乳类动物的重聚再生 ( T ea gg 现g a t沁 n ; R c 砂

g e n e r at r o n ) 特性和与哺乳动物胚胎发育的相似性
,

制作人工胚胎来检测化学物对胚胎发育多个过程的影

响
。

目前一般认为前者主要适应致畸机制的研究
,

后

者财更适用于大量化学物致畸危害的筛选 〔 4 , 。

水媳

测试系统 ( H y d r a A s白a y)
,

又称人工胚胎方法
,

就

是后一类检测系统的一个典型代表方法
。

方 法 简 介
` 匀

水媳 ( H yd ar at t e 几 u at a) 是广泛存在于清洁水

系中的肠腔门动物
。

在实验室以简单培养液饲养 4 ~

5 天即可繁殖一倍 (培养液组成
: 。

.
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它是自然界唯一的具有复杂的器官和组织结构的低等

动物
,

用于发育生物学研究 已有 2的 多年的历史并有

数千篇论文在各国杂志上发表 ` 6 〕 。

大量的研究结果

证实
,

水媳在其重组再生过程中能呈现一系列与哺乳

动物类似的
、

由受精卵发育成胚胎的过程
。

如细胞大小

和形态学改变
、

空间定位
、

细胞迁移
、

细胞内基质形成
、

细胞分裂和分化
、

器官场和组织的形成等等
。

水媳这

些与哺乳动物胚胎发育之间的类似性
,

提供了用其检

测化学物致畸危害和生殖发育毒性的理论基础 〔 , ) 。

该方法的设计恳想是建立一个个体发生 (O n ot -

启就加 盯就
e

m) 检测系统
,

同时检测和比较化学物对水

媳成体和人工胚胎的毒性并计算其毒性比
,

藉以筛选

那些选择性作用于胚胎的毒物— 致畸原
。

W l卫O 专

家委员会曾推荐这一方法 t 吕 , 。 畔
用此系统对 126 种药

物和环境化学物的测试结果与哺乳动物致畸试 验结果

比较
,

其准确度 ( a c c u ar c y ) > 90 %
,

假 阳 性 率 为

6
.

5%
,

没有出现假阴性结果 ` ’
气

制作水媳人工胚胎时使用 70 m O s m 胚胎培养

基
。

培养基的制备如下
: 。
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水中
,

高庄灭菌备用
。

制作时将经碘消毒的水媳成体

移至含胚胎培养液的离心管中静置 30 分钟
,

用玻璃吸

管反复解离成体 1 一 2 分钟 ) 静置 6分钟后吸取上清

移至另一 15 m l 离心管中
,

重复 3 次解离过程
,

合并

3 次上清液并以 3 00 x g 离心 5 分钟
,

弃除上清液
,

将沉淀的细胞吸入内径为 。
.

58 n l 刀飞 的聚 乙烯塑料管

中
, 2 00 x g 离心 5 分钟后静置 10 分钟

,

将聚乙烯管中的

细胞团块— 重聚体注入到含胚胎培养液的玻璃平血

中
,

室温 ( 2 1
O

C 土 2
“
C ) 培养

,
4 小时和1 8小时后分

别将胚胎培养基浓度降至 35 几。们D I 和 1 7
.

5

~
l,

2 6小时后移至成体培养基中继续培养
,

大约一周左右

这种胚胎即可发育成为水媳成体
。

实验时同时将水媳成体和胚胎各 3 条分别放入含

有不同受试物浓度的培养皿中
,

室温培养 92 小时
。

在

实验开始后的 4
、

18
、

26
、

4 2和 66 小时更换培养液和

受试化学物
,

用普通显微镜观察记录结果
。

水媳成体

和胚胎对毒物的反应均呈现 良好的剂量
一
反应关系

。

成

体的毒性反应包括柞状触手
、

触手缩短以及毒性终点

—
“

郁金香
”

( T ul i p ) 形 ; 胚胎的毒性反应常表

现为发育迟缓
,

毒性终点为胚胎死亡和重 聚 体解 离

( D抬讥七eg 份抚d) (见图 )
。

为降低这一实验系统的

假阴性结果
,

以成体 ( a d u l t )和胚胎 (D ve 乙 o p lr 玲 n t )

出现毒性终点—
“

郁金香
”

和胚胎死亡为最小作用

浓度 ( n妞n加 al e f f ec 七ive C on
e
en 七跟七co 娜

,

M E )C
,

* 现地址
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美国杜邦 ( E
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D u p o n t ) 公司毒理与工业

医学研究所
。
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水媳成体毒性反应

定义 (缩写 )

人工胚胎体外发育

图 示
, . . . . . 叫. . ` . . ~ `

一
, - ~

叫

一 一内

-

发育过程 发育时间 ( h ) 定义 (缩写 )

.
细胞团 ( S )

正 常 ( N )

柞状触手 ( C )

中空 细胞团 (H )

触手芽 ( B )

触手延长 ( E )

八.皿é,én山n山左
ù

。谬诊雄曦

触手缩短 ( S )

口腔形成 《 Y )
“
郁金香

”
( T 》

常宁,毋

妙 成体 (或胚胎 )

死亡 ( D ) 息 肉出现 ( P )

图示 水媳人工胚胎发育过程及其毒性测试结果判断标准

并根据 杏 M EC和 D
一

M EC计 算 母 /仔 毒 性 比 值 育多个过程有类似性 ; 对化学物的反应呈现明显的剂

( A /D r a t沁 )
。

A/ D r at io (又称相对致畸 危 害 量反应关系
,

有较肯定的毒性终点 ; 假阳性率较低
,

指数 ) > 3
,

则提示该化学物具有潜在的致畸危害和 投有假阴性
;
实验室之间重现性好 。 6 , 等优点

。

与此

选择性发育毒性
。

与此同时
,

实验结果还可反映出化 同时
,

这一系统也存在着一定的局限性
,

例如不能检

学物的作用时间
,

即对胚胎发育不同阶段的影响 〔 1 “ 〕 。

测难溶于水的物质 (包括金属等 ) 和气体 t ’ ) ;
水熄

方 法 评 价 成体及人工胚胎本身不存在生物转化特别是微粒体酶

按照 K姗
。绍k y 定理

,

任何化学物只要在胚胎 系 t ` 7 ’ ;
实验中所获得的 M E C 值

、

N O E L 值与 哺

发育敏感期给予足够的剂量
,

都可能导致子代畸形
。

乳动物的 M E C 值和 N O E L 值有较大的差距等
。

因此
,

从宏观和预防的角度看
,

主要的致畸危害来自 与目前的其它试验方法相比
,

水媳测试系统还具

那些对母体毒性小而选择性作用于胚胎的毒物
,

如反 有经济
、

快速和易行的特点
。

用这一 系统测试一个化

应停等
。

而大部分对母体和子代毒性相同或接近
,

即 学物大约需要 3 千美元 。 “ 〕 ,

半个月时间
,

不需要严

对母体产生毒性的剂量才引起胚胎毒性的毒物 (如 乙 格的无菌和培养条件
。

而一个简单的整体动物致畸 实

醇等 )
,

则在保护母亲的同时也保护了子代
。

水媳测 验需要 1万美元
,

进行标 准 的 S e g l l〕 e nt 亚实 验 则

试系统根据上述畸胎学原理
,

运用母 / 仔对化学物毒 需 6 万美元 “ 的 ,

至少花费 1 个月的时间
。

因此
,

推

性反应的关系 (A/ D 羚 t沁 ) 来筛选和发现化学物的 广和应用水媳人工胚胎方法筛选致畸化学物
,

必将节

致畸危害
,

无疑对化学致畸的理 论研究和预防实际都 约大量经费
、

实验动物和人力物力
。

具有重要价值
。

同时
,

由于一种毒物的母 / 仔比值是 最近研究与展望

相对固定不变的
,

动物的不同种属
、

化学 物 的 脂 溶 围绕水媳测试方法 的完善和应用
,

又有一些最近

性
、

给药途径
、

甚至种属间代谢速率方面的差异等都 进展
。

S七aP l e 3 等 `主 “ , 报道
,

用 25 ml 玻璃瓶 并 配

对母 /仔毒性反应比值影响很小
`工“ ’ 。

因此
,

可以和 以 T ef lo l l 衬里的螺旋瓶盖
,

可在室温条件下成功地

用这一比值来进行种属外推
、

决定安全系数
,

并可结 测试挥发度很高的液体和气体化学物
。

笔者与美国学

合人群实际接触水平
,

直接进行致畸危害 的 安全 评 者合作
,

在水媳测试方法中建立了大鼠许微粒体酶体

价 〔 , 主、 且 5 , 。

外代谢活化系统
。

在体外活化系统参与下环磷酚胺对

根据目前评价短期测试系统的标准 ` 3 、 吕 , ,

水媳人 水媳成体和胚胎的毒性均增加了两个数量级
,

其M E C

工胚胎方法具有能预见活体效应 ; 与哺乳动物胚胎发 值分别由 4 0 0。拼g/ m l 和 10 00 拼g /m l 降低到 20 召部mI
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和 4那g /m l ` 里’ , 。

此外
,

用这一系统预测化妆品
、

饮

用水氯化消毒后产物所致发育毒性和致畸危害的研究

论文亦即将发表 ` 2 0
、

2 立 , 。

混合化学物 (C h e m允 al 而 x饭 r es ) 的联合毒性

是 90 年代及今后毒理学研究的主要方向和重要任务
,

但 目前还缺乏相应的方法或程序 。 2 , 。

90 年代毒理学

研究的另一个重要趋势
,

是在继续关注化学物对人类

健康影响的同时
,

注重强调化学物对环境以及生态的

影响 。 3 , 。

水媳人工胚胎方法可能在上述两方面研究

中显示 出它的优越性
。

这是因为一方面这一检测系统

具有检测未知毒物毒性
、

联合毒性的潜在能力
,

另一

方面水媳作为清洁水系的一种生物
,

可使其用于预测

化学物或者混合化学物对环境
,

尤其是水生动植物的

毒性影响
。

笔者目前进行的研究显示
,

经改进后的水

媳测试方法
,
可用于评价地面水

,

甚至上百种化学物

馄合污染的工业废水的发育毒性评价 ` 2 4
、

2 ”
。

总之
,

有理由相信
,

随着研究工作的不断深入
,

水媳人工胚

胎测试系统将会更加完善并被进一步广泛地应用
。
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拟除虫菊醋杀虫剂中毒4 1例临床分析

湖北汉阳县人民医院 张启煊 殷玲 刘义南

103 5年 8月~ 9 19 0年 7月我们共收治4 1例急性拟

除虫菊醋杀虫剂中毒患者
,

其中 7 例混合 有 机 磷 中

毒
。

现报告如下
。

临 床 资 料

本组男 8 例
,

女 33例 ; 1 5一 5 7岁 3 6例
, 6 1~ 7 4岁

4 例 ; 除 1例 4 岁儿童外
,

余系农 民
。

中毒到就诊时

距。 .

5~ 11 小时
。

喷洒农药中毒 4例
,

误服 37 例
,

服

药量 10 ~ 200 m l
。

澳氰菊醋 (敌杀死 ) 24 例
,

杀灭菊

醋 (速灭杀丁 ) 8例
,

灭扫利 2 例
,

混合有机磷中毒

7 例 (其中增效速灭杀丁 5 例
,

服药量为 50 ~ 20 oxnJ
,

“
强化敌杀死

”
4。耐

、
4 0 4 9 与速灭杀丁混合中毒各

1 例 )
。

本组 3 4例单纯拟菊酷杀虫剂中毒表现
.

为 头 晕 20

例
,

头痛 12 例
,
乏力 14 例

,

食欲不振 10 例
,

恶心 22 例
,

呕吐 17 例
,

心悸 8 例
,

腹痛 5 例
,
口腔灼热感 13 例

,

上腹部灼热感 9 例
,

抽搐 3 例
,

皮肤烧灼
、

痉痒 9 例
,

蚁走感 5 例
,

手足麻木 5 例
,

眼畏光流泪 3 例
,

心率

增快 10 例
,

血压降低 3 例
。

分别检查血尿常规
、

肝功

能
、

血胆碱醋酶
、

空腹血糖
、

B UN
、

C O : C P
,

其结

果未见异常
。

心电图检查 6 例
,

仅 1 例窦 性 心 动 过

缓
、

左室高电压
。

经对症支持疗法均座愈出院
。

7 例混合中毒者临床表现与单纯有机磷中毒症状

相类似
,

且伴有拟菊醋中毒的口周及手足麻木
、

上腹

部灼热感及蚁走感
。

血胆碱酚酶测定降低
。

其中死亡

两例
,

余按有机磷中毒处理而痊愈出院
。

讨 论

一
、

拟菊酷类
:
生产性中毒起病时暴露部位皮肤

痉痒
、

烧灼感
、

蚁走感或头昏等
。

口服中毒者可出现唇麻
、

口胜及上腹部灼热感
、

恶心
、

呕吐等消化道症状较为突出
。

1 例误服澳氰菊

酚中毒者
,

于第二天出现上消化道出血
,
用甲氰咪呱

治疗效果较好
。

本组误诊为有机磷中毒 2 例
,

其中 1 例口服 2
.

5%

嗅氰菊醋乳油 50 m l 后 7 小时内应用阿托品 拓功名
、

解磷定 1 9
,

致病情加重
,

出现阿托品中毒征
,

于停

药后恢复
。

拟菊醋杀虫剂对胆碱醋酶活性;无 抑制 作

用
,

故对阿托品耐受性低
。

单纯拟菊醋杀虫剂中毒目

前尚无特殊解毒剂
,

主要为对症支持疗法
,

不主张大

剂量阿托品做解毒剂
,
以免造成中毒

。

阿托品只用于

对症治疗
,

也不宜使用胆碱醋酶复能剂
。

二
、

拟菊醋与有机磷混合中毒
;
临床表现除有单

纯有机磷中毒症状外
,

且伴有拟菊醋中毒的表现
,

重

者可发生抽搐
、

意识障碍
、

呼吸困难
、

血压下降
,

可致

死亡
。

混合中毒时
,

因有机磷能抑制拟除虫菊酷的水

解而增强其毒性
,

宜先用足量阿托品及胆碱酚酶复能

剂抢救有机磷中毒为主
,

及综合治疗
。

其中两例未敢
“
阿托品化

” ,

分别于 2 4
、
3 2小时死亡

,

应引为教训
。

文

献报告有 1 例合并肺水肿
,

抢救 3 小时无效死亡
,

可

能与此有关
。

其余混合中毒者分别用阿托品 忍3~ 2 3导

m g
,

均痊愈出院
。
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