
活性发生显著变化并引起精子顶体酶活性以及精子顶体反应

率显著下降 [ 8, 9] 。综合分析提示 , 高剂量二氯苯胺进入机体后

可能通过影响机体免疫功能以及抑制睾丸中重要酶的活性 ,

影响睾丸以及附睾的结构 , 最终降低精子的生成和质量。
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　　摘要:为探索口服活性炭对溴敌隆急性中毒的治疗效果 ,

将家兔随机分为 4组 , 给予相应处理后观察其死亡情况 , 测

定血浆溴敌隆含量 、 PT和 APTT。结果发现活性炭可显著降

低染毒动物血中溴敌隆浓度 , 但不能明显改善其中毒症状和

死亡情况。
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活性炭因其具有对多种有毒物质较好的吸附效能 、使用方

便 、无明显副作用 、可院前给药等优点 [ 1, 2] ,被作为胃肠道毒物清

除的主要措施之一。国际化学品安全组织(IPCS)针对溴敌隆急

性中毒制作的《健康与安全指南》(HSG)建议 ,中毒早期应给予

活性炭治疗 [ 3] ,但缺乏相关研究资料的支持。为此 ,本课题组通

过动物实验, 研究活性炭对溴敌隆急性中毒的疗效。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

溴敌隆母粉 , 纯度 98%, 天津市天庆化工有限公司提供 ,

取 0.2 g与 DMF和曲拉通-100各 2 ml充分溶解后加蒸馏水稀

释成 0.25 g/L浓度 , 染毒备用;溴敌隆标准品 , 纯度

98.5%, 德国 DrEhrenstorfer公司生产 , 供制定色谱标准曲线

用;GH101型活性炭粉末 , 北京光华晶科活性炭有限公司生

产 , 灌胃时加水调制成 10%悬浊液;枸橼酸钠 , 分析纯 , 北

京化学试剂公司生产 , 配制成 109 mmol/L水溶液;乙腈 ,

HPLC色谱纯 , 美国 FISHER SCIENTIFIC公司生产;PT、

APTT试剂盒 (液体)及质控血浆 , 德国美创公司生产。

雄性家兔 , 体重 2.0 ～ 2.5 kg, 北京维通利华实验动物技

术有限公司提供 [许可证编号:SCXK(京)2005-0002] , 实

验前在中国医学科学院药物研究所一级动物房常规饲养 3 d以

适应实验室环境 , 动物可自由饮水和进食 , 染毒前 24h禁食 、

禁水 , 所有动物待染毒和给活性炭 (或清水)结束后统一恢

复饮水和进食。 低速台式离心机 DT5-2 (北京时代北利离心

机有限公司生产);CoatronM2双通道半自动凝血仪 (德国德

高 TECO公司生产)。

1.2　溴敌隆染毒剂量的确定

通过预实验确定溴敌隆染毒剂量为 0.5 mg/kg, 在该剂量

下 , 家兔染毒后 24 h开始出现凝血功能障碍 , 5 ～ 10d出现大

量死亡。通过测定家兔血中溴敌隆浓度和凝血功能 (PT和

APTT), 观察其死亡情况。

1.3　方法与步骤

将 20只家兔随机分成 4组 , A、 B、 C组均给予溴敌隆灌

胃染毒 (0.5 mg/kg), 每组 6只;D组 2只 , 给予 0.5%的

DMF-曲拉通水溶液灌胃 (2ml/kg)作为溶剂对照组。 A组为

早期治疗组 , 家兔染毒 15 min后给予活性炭灌胃治疗;B组

为延迟治疗组 , 家兔染毒 2.5 h后给予活性炭灌胃治疗;C组

为未治疗组 , 家兔染毒 2.5 h后给予等量清水灌胃。

所有家兔分别于染毒前 0.5 h、 染毒后 3 d和 16 d经耳中

央动脉采血测定凝血酶原时间 (PT)和部分凝血活酶时间

(APTT), 染毒后 24 h经耳中央动脉采血测定血中溴敌隆浓
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度。同时密切观察家兔中毒表现 , 准确记录其死亡时间。

1.4　血中溴敌隆检测

肝素抗凝血离心 10min(最大离心力:1 190×g), 取 1ml

血浆置于 5ml玻璃管中 , 加入 2ml乙腈 , 漩涡振荡器混匀后 ,

再次离心 10min, 取上清液测定溴敌隆浓度。采用高效液相色

谱法测定。色谱条件:固定相为 C18 , InerstilODS-3色谱柱

(ODSdp5μm×4.6 mm×25cm);流动相为甲醇∶水∶醋酸 (V

∶V=94.2∶5.0∶0.8), 996PDA检测器 , 检测波长为 254nm, 流

速为 1.0 ml/min;柱温为室温;进样体积为 10μm。

1.5　PT、 APTT检测

109mmol/L枸橼酸钠抗凝血 (枸橼酸钠与全血体积比为

1∶9)离心 10min(2 073×g), 取血浆立即测定。

1.6　统计学分析

用 SPSS13.0进行统计学处理 , 计量资料用均值 ±标准差

(x±s)表示。计数资料采用 Fisher确切概率法 , PT、 APTT

和血中溴敌隆浓度采用单因素方差分析 , 以 P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　家兔 PT和 APTT变化情况

本研究测得家兔 PT和 APTT正常值分别为(15.21±1.61)s

和(18.31±4.41)s。 D组家兔各采血点测得 PT和 APTT均不出

现延长 , 而 A、 B、 C各组家兔染毒后 3 d其 PT和 APTT均延

长 , 到染毒后 16 d, 存活家兔凝血功能均恢复正常。

对染毒后 3 d家兔的 PT及 APTT进行单因素方差分析 ,

两两比较结果发现 , A组与 C组 、 B组与 C组差异无统计学

意义 (P>0.05), 见表 1。

表 1　溴敌隆染毒家兔 PT、 APTT检测结果 (x±s) s

分组 例数
PT

染毒前 0.5h 染毒后 3d

APTT

染毒前 0.5h 染毒后 3d

A组 6 14.64±1.74 145.27±99.22＊ 18.87±6.07 39.15±9.39＊

B组 6 15.87±0.69 152.82±82.23＊ 19.02±4.08 41.18±9.77＊

C组 6 15.37±2.12 92.72±8.49 17.40±5.28 36.45±7.03

　　注:与 C组比较 , ＊P>0.05。

2.2　家兔血中溴敌隆浓度

染毒后 24h采血测定家兔血浆溴敌隆浓度 , 经统计检验

发现 , A组与C组 、 B组与 C组的血中溴敌隆浓度差异均有统

计学意义 (单侧 P<0.05), A组与 B组差异无统计学意义

(双侧 P>0.05), 见表 2。 D组家兔血中没有测出溴敌隆。

　　　　　表 2　家兔血中溴敌隆浓度 (x±s) μg/ml

分组 例数 溴敌隆浓度

A组 6 0.11±0.08＊#

B组 6 0.13±0.09＊

C组 6 0.27±0.18

注:与 C组比较 , ＊单侧 P<0.05;与 B组比较 , #双侧P>0.05。

2.3　家兔死亡情况

A组 、 B组家兔于染毒后 5 ～ 14 d分别死亡 3只 、 5只 , C

组家兔于染毒后 8 ～ 11 d死亡 2只。 A组与 C组 、 B组与 C

组 、 A组与 B组家兔的死亡率经检验差异均无统计学意义 (P

>0.05)。

3　讨论

本研究动物实验部分通过预实验确定了 3个采血时间点

测定家兔 PT和 APTT, 其目的在于分别反映染毒家兔外源性

和内源性凝血功能的基本变化趋势:染毒前 0.5 h测定 PT和

APTT作为正常值 , 染毒后 3 d部分家兔 PT达到凝血仪检测上

限 , 染毒后 16d家兔凝血功能基本恢复正常 , 其后家兔不再

死亡 , 作为实验终点。实验结果发现 , A组与 C组 、 B组与 C

组家兔染毒后 3d其 PT和 APTT均值差异均没有统计学意义

(P>0.05), 提示活性炭的应用不能显著改善溴敌隆染毒家兔

的凝血功能障碍。另外 , 我们发现所有染毒家兔均出现了 PT

和 APTT延长 , 但 APTT延长幅度较小 , 如A组家兔染毒后 3d

其 PT均值为 145.27 s, APTT为 39.15 s, 提示抗凝血杀鼠剂

中毒可以同时干扰外源性和内源性凝血途径 , 但对后者影响

较小。有关资料也显示 [ 4] , 抗凝血杀鼠剂导致的 APTT延长幅

度较 PT小 (PT延长 2 ～ 6倍 , APTT延长 2 ～ 4倍)。

本研究预实验过程中曾测定了溴敌隆中毒剂量(0.2 mg/kg)

染毒家兔的凝血功能 ,结果发现家兔染毒后 4 d的 PT也达到了仪

器检测上限(+++),但动物最终全部存活 , 14 d后解剖未见明显

的肺出血和其他脏器出血。这说明 PT作为反映外源性凝血功能

障碍的指标非常灵敏 ,但在溴敌隆高剂量染毒的动物实验中 ,其值

与动物的染毒剂量和死亡率相关性差 ,提示其作为反映活性炭治

疗效果的指标不是很理想。受条件所限, 本研究仍采用 PT和

APTT反映家兔凝血功能的变化,建议将来相关研究可以降低溴敌

隆染毒剂量 ,使得 PT延长程度在可测定范围内。

溴敌隆主要以原形储存于肝脏中 , 其浓度为血液的 14 ～ 46

倍 , 并以原形通过粪便排泄 [ 5] 。不过, 体内的化学物还可以通

过肝肠循环和肠壁分泌 (血液中的化学物直接通过血管壁分泌

回到肠腔)两种途径回到肠腔而被重吸收 [ 6] 。本研究发现 , 尽

管活性炭的应用可以降低染毒家兔血中溴敌隆浓度 , 但并不能

显著改善家兔的凝血功能和死亡情况, 原因有可能是血中溴敌

隆通过肝肠循环或肠壁分泌返回肠腔, 而活性炭一次给药无法

有效吸附重返肠腔的毒物 , 从而造成毒物的重吸收和症状的加

重。TomimaruA等 [ 7]研究发现 , 不易与血清蛋白结合以及分布

容积小的毒物比较容易通过血管壁返回肠腔。由于溴敌隆为高

脂溶性化学物 , 分布容积大 [ 8] , 也可与血清蛋白结合 [ 9] , 故很

难直接通过血管壁返回肠腔。排除了肠壁分泌的途径, 溴敌隆

有可能通过肝肠循环回到肠腔 , 建议将来开展相关研究探索溴

敌隆是否存在肝肠循环。另外 , 还可以采用多次给活性炭的方

式 , 同时监测染毒动物粪便中溴敌隆的浓度 , 探索活性炭多次

给药能否有效吸附肠腔中的溴敌隆。
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慢性氟中毒大鼠肾脏总抗氧化能力与一氧化氮水平的变化
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　　摘要:Wistar大鼠分为对照组 、 低氟组 、 高氟组。 与对

照组比较 , 染氟组 NO、 NOS和 T-AOC均明显降低;与低氟

组比较 , 高氟组 T-AOC降低 , NO增加 , NOS无明显变化。

提示氟能使结构型 NOS减少 , 从而使NO含量和T-AOC降低 ,

高氟致 T-AOC进一步降低。
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氟化物是生物圈的自然成分 , 氟是地壳中较为丰富的元

素 , 广泛用于工业制造和医药行业 。过量氟可致氟骨症和氟

斑牙 , 而氟的肾毒性却鲜为人知。 有研究认为 , 氟中毒大鼠

肾脏内氧化系统与抗氧化系统失衡 , 氧化应激引起的氧化损

伤作用可能是氟致大鼠肾毒性的重要原因之一 [ 1] 。 因此 , 探

讨抗过氧化物质对氟中毒的影响日益受到重视。

1　材料与方法

1.1　主要仪器与试剂

TU-1800型紫外可见分光光度计 (北京普析通用仪器有

限责任公司);37℃恒温水浴锅 (上海一恒科技有限公司);

TDL-40B型台式离心机 (北京医用离心机厂生产)。氟化钠

(分析纯 , 天津市化学试剂三厂), 冰醋酸 (分析纯 , 天津市

化学试剂三厂), 总抗氧化能力 (T-AOC)、 一氧化氮合酶

(NOS)、 一氧化氮 (NO)测试盒及考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒均购自南京建成生物工程研究所。

1.2　实验动物分组与处理

选用健康 2月龄 Wistar雄性大鼠 24只 , 体重 180 ～ 200 g。

按体重随机分为对照组 、 低氟组 、 高氟组 , 每组 8只。 大鼠

在相同环境中适应性喂养 3d后 , 对照组自由饮用自来水 , 低

氟组饮用含 100 mg/L氟化钠 、 高氟组饮用含 200 mg/L氟化

钠的自来水。所有大鼠喂以低营养饲料 , 成分为面粉 25%、

麸皮 20%、 玉米粉 52%、 食盐 1%、 酵母 1%、 骨粉 1%, 喂

养时间 6个月。

1.3　方法与指标

染毒期间 , 每月测定各组大鼠体重。染毒结束后 , 各组

大鼠均断头处死 , 常规解剖检查。 取出两侧肾脏 , 用生理盐

水洗 2 ～ 3次 , 除去血液 , 剥掉表面的结缔组织和脂肪 , 称

重 , 计算肾脏脏器系数。然后将肾脏剪成 0.1 g的小块 , 锡箔

纸包裹分装 , 放入 -40 ℃的低温冰箱冷冻保存。

于测试前取出肾组织小块 , 置于盛放少许液氮的研钵中

研碎。然后 , 迅速转移至盛放生理盐水的玻璃匀浆器中 , 按

质量∶体积为 1∶9的比例用生理盐水在冰浴下制成匀浆 , 以

3 000 r/min离心 10 min(离心半径为 12.5 cm)后取上清液。

采用比色法分别测定各组大鼠肾脏中 T-AOC和 NOS活力 , 采

用硝酸还原酶法测定 NO的含量。

1.4　统计学分析

结果均以x±s表示 , 采用 SPSS11.5统计软件包 , 多个样

本均数比较用单因素方差分析 (One-wayANOVA)及两两比

较 q检验 , 以 P<0.05作为判断差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　染毒期间大鼠每月的体重

染氟 6个月期间 , 各组大鼠体重逐渐增加 , 但各组间比

较 , 差异均无统计学意义。

2.2　大鼠染毒后的肾脏重量 、 肾脏系数

与对照组比较 , 低氟组和高氟组大鼠肾脏重量及肾脏系

数均增加 , 差异有统计学意义 (P<0.01)。 与低氟组比较 ,

高氟组大鼠肾脏重量及肾脏系数无明显变化 , 差异无统计学

意义 (P>0.05)。见表 1。
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