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　　摘要:目的　观察石杉碱甲 (哈伯因 , HupA)对水胺硫磷和辛硫磷急性染毒小鼠的 AChE活力的影响。方法　

实验小鼠随机分为 HupA干预组和未干预组 , 所有小鼠均经口给予一定剂量水胺硫磷或辛硫磷 , 干预组小鼠于染毒前

2 h经口给予 HupA, 而后定时测定染毒后全血 、 红细胞和脑组织的 AChE活力值。结果　无论是水胺硫磷还是辛硫磷

染毒 , HupA干预组的全血 、 红细胞及脑组织 AChE活力均高于同时点的未干预组 。结论　HupA可以对抗水胺硫磷和

辛硫磷对 AChE活性的抑制作用 , 提示 HupA可能具有预防和治疗水胺硫磷和辛硫磷中毒的作用。
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LIULi, XIEGuang-yun, WANGJian, ZHAOWen-jin, SUNJin-xiu

(NationalInstituteofOccupationalHealthandPoisonControl, ChineseCenterforDiseaseControlandPrevention,

Beijing100050, China)

Abstract:ObjectiveToresearchtheeffectofHuperzineA(HupA)onbloodAChEduringacuteisocarbophosorphoxim

poisoninginmice.MethodsThemicewererandomlydividedintoHupA-treatedgroupsandnon-treatedgroups.Allthemice

wereorallyadministratedwithisocarbophosorphoxim, HupAwasadministratedbygavage2 hbeforepesticidesexposure, and

then, theAChEactivityinblood, redbloodcellandbraintissuewereperiodicallydetected.ResultsAlltheAChEactivitiesin

wholeblood, redbloodcellandbraintissueofHupA-treatedgroupweresignificantlyhigherthanthatinnon-treatedgroup.

ConclusionHupAmighthavesomeantagonisticeffectonAChEinhibitioncausedbyisocarbophosorphoxim, suggestingthat

HupAmayhavesomepreventionandtreatmenteffectonacuteorganophosphoruspoisoning.
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　　HupA(HuperzineA)系我国学者从石杉属植物

千层塔 (Huperziaserrata)中分离到的一种生物碱 ,

是一种外周和中枢系统的高效可逆的胆碱酯酶抑制

剂 , 且对 AChE有特异的选择性抑制作用
[ 1, 2]
, 在我

国被用于治疗老年痴呆症
[ 3]
。近年来国外科学家发

现 HupA对剧毒有机磷神经毒剂中毒具有预防作用 ,

能降低有机磷神经毒剂中毒的死亡率 , 在减轻中毒症

状和保护中枢神经系统方面具有良好的效果
[ 4 ～ 7]

。国

内的有机磷中毒都是有机磷农药 , HupA对有机磷农

药中毒是否具有应用价值 , 报道较少 。

辛硫磷和水胺硫磷同属有机磷农药类 , 水胺硫磷

分子结构中含有甲烷氧基 , 为国内合成的广谱性高毒

有机磷杀虫 、杀螨剂 。辛硫磷分子结构中含有双乙烷

基 , 是一种高效 、低毒 、 杀虫谱广 、 击倒力强 、残留

期短 、 使用较广 、用量较大的杀虫剂 , 中毒事件的发

生率比较高 。本实验以这两种结构 、 毒性不同的农药

急性中毒模型 , 采用一次性预防给药方式 , 研究

HupA对有机磷农药急性中毒的预防作用。

1　材料与方法

1.1　试剂及配制

质量浓度为 68%的水胺硫磷由河北威远生物化

学有限公司提供 , 质量浓度为 40%的辛硫磷乳油由

江苏宝灵化工股份有限公司提供;吐温 80由广州南

方化玻公司进口分装 。取适量水胺硫磷 , 加入适量的

吐温 80, 充分搅拌混匀使之与农药充分接触 , 再加

入蒸馏水配制成所需浓度的乳化混悬液备用。取适量

辛硫磷 , 加花生油溶解 , 充分搅拌混匀并定容 , 配制

成所需浓度的溶液 。二硫二硝基苯甲酸 (DTNB)、

碘化硫代乙酰胆碱均由 Sigma公司生产 , 水杨酸毒扁

豆碱由 Baker化学品公司生产 , HupA片剂 (50 μg/
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片)由河南竹林众生制药股份有限公司提供 , 将片

剂研磨 , 加入适量蒸馏水配制成混悬液备用。

1.2　实验动物

雄性昆明小鼠 , 体重 18 ～ 22 g, 军科院实验动物

中心提供 [许可证号:SCXK-(军)2002-001] 。

1.3　方法

1.3.1　HupA干预下急性水胺硫磷中毒小鼠 AChE

活力的时效变化 　血 AChE测定:20只小鼠 (已禁

食 12h)随机分为 2组 , 每组 10只 。 HupA预防干

预组经口给予 HupA(0.5 mg/kg), 2 h后经口一次

性水胺硫磷染毒 (1/2 LD50 、 7.35 mg/kg), 灌胃量

为 0.1 ml/10 g;未干预组经口一次性水胺硫磷染毒

(剂量同治疗组)。各组于染毒前及染毒后 0.5、 1、

2、 4、 8、 12和 24 h经断尾用微量采血管采 10 μl全

血 , 测全血和红细胞 AChE活力。脑 AChE测定:

108只小鼠 (已禁食 12 h)随机分为 18组 , 每组 6

只 。 9组为 HupA干预组 , 9组为未干预组 , 染毒剂

量及时间与上同 , 各组于染毒前及染毒后 0.5、 1、

2、 4、 8、 12、 24和 48 h断头取脑组织 0.3 ～ 0.5 g,

用于测定脑组织中不同时间点的 AChE活力。

1.3.2　HupA对急性辛硫磷中毒小鼠 AChE活力时

效变化的影响　血 AChE测定:20只小鼠 (已禁食

12 h)随机分为 2组 , 每组 10只 , HupA干预组经口

给予 HupA(0.5 mg/kg), 2 h后经口一次性辛硫磷

染毒 (1/2 LD50、 851.25mg/kg), 灌胃量为 0.1 ml/

10 g;未干预组全部经口一次性辛硫磷染毒 (剂量同

治疗组)。各组于染毒前及染毒后 0.5、 1、 2、 4、 8、

12和 24 h经断尾用微量采血管采 10 μl全血 , 测全

血和红细胞 AChE活力。脑 AChE测定:108只小鼠

(已禁食 12 h)随机分为 18组 , 每组 6只。 9组为

HupA干预组 , 9组为未干预组 , 染毒剂量及时间与

上同 , 各组于染毒前及染毒后 0.5、 1、 2、 4、 8、

12、 24和 48 h断头取脑组织 0.3 ～ 0.5 g, 用于测定

脑组织中不同时间点的 AChE活力。

1.3.3　脑组织处理 　取脑后用生理盐水冲洗后称

重 , 将 0.3 ～ 0.5 g的脑组织放于匀浆器中 , 加入 10

倍体积冰冷的 0.9%生理盐水 , 匀浆后 3 000r/min离

心 10 min, 取 0.2 ml上清液测定脑组织 AChE活

力值。

1.3.4　AChE测定方法　AChE活力测定方法采用改

良的 Ellman分光光度法
[ 4]
。全血 AChE活力值表示

为每毫升全血每分钟产生硫代胆碱的量 (U/ml)。红

细胞 AChE活力值为全血和血清 AChE活力值的差

值 。脑组织 AChE活力值表示为每克脑组织每分钟产

生硫代胆碱的量 (U/gbrain)。

1.3.5　统计学处理　应用 SPSS软件进行统计分析。

干预组与非干预组 AChE活力值的比较采用 t检验。

2　结果

2.1　HupA对急性水胺硫磷中毒小鼠 AChE活力的

影响

全血 AChE活力:未干预组动物染毒后全血

AChE活力持续降低 , 在 0.5 h内下降幅度最大 ,

12 h达最低点 , 被抑制 85%, 后慢慢恢复。而给予

HupA后染毒相同剂量的水胺硫磷组 , 虽然 AChE活

力也下降 , 但持续高于未干预组 , 差异有统计学意

义 , 至 24h逐渐相近 (见图 1)。

红细胞 AChE活力:未干预组染毒后红细胞

AChE活力变化趋势与全血相似 , 12 h达最低点 , 被

抑制 80%, 后逐渐恢复 。在 0.5、 1、 2、 12 h这几个

时点 HupA治疗组的 AChE活力高于未干预组 , 差异

有统计学意义 (见图 2)。

脑组织 AChE活力:两组脑组织 AChE活力染毒

后均逐渐降低 , 未干预组染毒后 0.5h被抑制了 80%

左右 , HupA干预组被抑制了 50%, 直到 4 h两组都

降到最低点 , 后开始回升 , 48 h恢复到对照组水平。

在 0.5、 1、 2、 4、 8 h5个时点两组的 AChE活力值

差异具有统计学意义 , HupA干预组的活力值高于水

胺硫磷染毒组 (见图 3)。

2.2　HupA对急性辛硫磷中毒小鼠 AChE活力的

影响

全血 AChE活力变化:两组的全血 AChE活力值

在染毒后 0.5 h下降幅度最大 , 未干预组被抑制了

76%, HupA干预组被抑制了 63%, 后继续缓慢下

降 , 至 24 h达最低点 , 未干预组被抑制了 88%,

HupA干预组被抑制了 86%。 0.5、 1、 2、 4、 24 h这

5个时点差异有统计学意义 (P<0.01), 12 h两组

的 AChE活力值差异具有统计学意义 (P<0.05),

HupA干预组的活力值高于未干预组 (见图 1)。

红细胞 AChE活力变化:两组的红细胞 AChE活

力值在 0.5、 1、 2、 4、 8 h5个时点差异也有统计学

意义 , 两组 AChE活力最大都被抑制了 80%左右 ,

HupA干预组的活力值高于未干预组 (见图 2)。

脑组织 AChE活力变化:染毒后两组的脑 AChE

活力都逐渐降低 , HupA干预组高于未干预组 , 在

0.5、 1、 2、 4、 8、 12 h这 6个时点两组的 AChE活

力值差异有统计学意义 (见图 3)。

3　讨论

无论是水胺硫磷还是辛硫磷染毒 , 在染毒后的前
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期 , HupA干预组的全血 、红细胞及脑组织 AChE活力

均高于未干预组 , 显示出 HupA对 AChE的保护性抑

制作用的动力学过程。预先给予 HupA后 , HupA可

逆性地与血清中的AChE结合 ,从而短暂保护其不与有

机磷发生结合 , 随后再释放出 AChE, 提高 AChE的浓

度 。值得注意的是脑组织 AChE活力 , HupA干预组脑

组织 AChE活力高于未干预组 , 这说明 HupA能透过

血脑屏障 , 不仅能保护血液中 AChE, 而且也能有效

保护脑组织 AChE免受有机磷的不可逆性磷酰化作用。

但从两组有机磷农药染毒后 AChE活力的变化趋势可

以看出它们之间的区别:水胺硫磷染毒后全血 AChE

活力 12h降到最低点 , 后慢慢恢复 , 脑 AChE活力在

4 h降到最低点 , 48 h恢复正常;而辛硫磷染毒后全

血活力 24 h降到最低点 , 脑 AChE活力在 12 h降到最

低点 , 48 h才恢复到 50%左右 。这说明辛硫磷抑制

AChE活力的时间更长 , 恢复得比被水胺硫磷抑制的

AChE活力慢 , 而长时间的抑制会导致 AChE更易老

化 。从 HupA的效果来看 , HupA对水胺硫磷中毒的预

防效果要优于对辛硫磷的预防效果
[ 8]
, 这可能与辛硫

磷抑制的 AChE恢复较慢有关 。
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