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摘  要：分别用 25、50、100、200 和 400 μg/L 的 3-甲基胆蒽（3-MC）对斑马鱼进行水浴染毒，于第 7 天和第

14 天采集各染毒组和对照组活鱼的肝、鳃、心、肠和肾，进行病理组织学检查。结果发现，一定剂量的 3-MC 能

导致肝细胞变性，胞浆内出现脂肪滴，严重时肝细胞坏死解体，界限模糊；心肌细胞萎缩坏死；肠粘膜上皮细胞

纹状缘不整齐，有的脱落；鳃丝结构异常，鳃小片表面粗糙，上皮细胞不完整；肾小管上皮细胞肿胀，细胞界限

不清，管腔内均质红染。供试斑马鱼的病理组织变化与 3-MC 的作用剂量和作用时间存在一定的关系。 
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Abstract: A range of zebrafish (Danio rerio) were exposed to 3-methylcholanthrene (3-MC) by water 
pollution at the doses of 25 μg/L, 50 μg/L, 100 μg/L，200 μg/L and 400 μg/L, respectively. On the 7th 
day and 14th day of exposure to 3-MC, the liver, gill, heart, intestine and kidney of the fish were 
collected to observe histopathological changes. It was found that the hepatocytes were denaturalized 
with fat drops in the cellular plasma and even showed necroses or disaggregation and obscure cellular 
borderlines, that there were atrophies and necroses in cardiac cells, that the villuses of the enteric 
epithelia were out of order and even fallen off, that the secondary lamella of the gill became coarse and 
some of the epithelia were lost, and that the epithelia of the renal tubules were swollen and the cellular 
borderlines were not clear, with even red dye in some tubules. It was also found that there were, to some 
extent, dose-effect and time-effect relationships between the histopathological changes and 3-MC. 
Key words: 3-methylcholanthrene,  toxicity，histopathology,  zebrafish (Danio rerio ) 
 
3-甲基胆蒽（3-methylcholanthrene，3-MC）属

于二噁英类化合物(dioxin-like compounds，DLCs)
的范畴，其分子式为C12H16，由五个环组成，为黄

色多核结晶体，不溶于水，可溶于苯，是细胞色素

Vol.28  No.4
Aug.  2008 

广东海洋大学学报
Journal of Guangdong Ocean University 

第 28 卷  第 4 期 
2008 年  8 月 

                             
收稿日期：2008-05-8 
基金项目：广东省自然科学基金项目“几种 DLCs 对斑马鱼 CYP1A 的生化毒理学机理研究”（05011789）；广东省国际合作项目“斑马鱼生

物学标志 CYP1A 在 DLCs 环境污染监测中的应用研究”（2007B050200023） 
第一作者：杨蓉（1981－），女，在读硕士研究生，主要研究方向为高效无公害饲料。 
通讯作者：陈进军（1967－），博士，教授，研究方向为动物毒理学。E-mail：jjchen777@yahoo.com.cn 



P4501A的诱导剂，并经CYP1A代谢为活性中间物

而致癌 [ 1 ]。斑马鱼(Danio rerio)属于辐鳍亚纲

(Actinopterygii)鲤科(Cyprinidae) 短担尼鱼属

(Danio)的一种硬骨鱼，鱼体型纤细，体侧具有像斑

马一样的暗蓝与银色相间的条纹，成鱼体长3～ 
4 cm，有的可达5 cm[2]。斑马鱼在pH中性，水温25～

31 ℃之间即能正常发育，因其个体小、胚体透明、

繁殖快、饲养廉价等特点，在国际上被普遍用为标

准实验鱼[3,4]。本研究用3-MC对斑马鱼进行水浴染

毒，观察其病理组织学变化，找出敏感器官，为探

讨3-MC的毒性机理奠定基础。 
 

1  材料与方法 
 

1.1  实验材料 
3-甲基胆蒽（3-methylcholanthrene，3-MC）为

SUPELCO 公司产品，二甲基亚砜（DMSO）为分

析纯，购自广东光华化学厂有限公司。 
斑马鱼(Danio rerio)，购自湛江市水族市场，健

康无病，体长 2.8～3.5 cm，体重 0.3～0.4 g，在水

族箱适应性饲养 1 周后用于实验。养殖用水为自然

曝气 2 d 的自来水，温控制在 25～28℃之间，饲料

为斑马鱼专用饲料。 
1.2  实验方法 
1.2.1  斑马鱼分组  将斑马鱼随机分成 6 个组，第

1 组为对照组，第 2 至第 6 组为实验组。每组 16 尾

鱼，雌雄各半。 
1.2.2  染毒  根据急性毒性试验情况，用终浓度不

超过体积分数 0.1%的 DMSO 将 3-MC 助溶，然后

按 25、50、100、200 和 400 μg/L 的浓度分别对第 2、

3、4、5 和 6 组斑马鱼进行水浴染毒。 
1.2.3  组织切片的制备  石蜡制片按常规制作。在

染毒的第 7 天和第 14 天，分别取活鱼的心、肝、

肠、鳃、肾，置于 Bouin 氏液中固定，用流水冲洗，

经过各级乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片

（厚 5 μm），苏木精-伊红（HE）染色，贴片，固封。 
1.2.4  显微病理观察  将所制备的切片在 E200 型 
Nikon ECLIPSE 生物显微镜下观察并拍照，读片。 
 
2  结  果 
 

2.1  肝脏的病理组织学变化 
对照组的肝细胞呈多角形，形状变化不大，胞

质均匀、清晰，细胞界限清楚，细胞核圆球形或不

规则形，位于中央，核内有一个或两个核仁，也有

少数肝细胞含有二个或三个细胞核。细胞间的窦状

隙明显，肝细胞排列成明显的索状结构。在染毒第

7 天，肝组织中可见有少量炎性细胞浸润，肝细胞

变性；而高剂量组中，肝细胞坏死，肝窦隙扩张，

坏死的肝细胞解体，细胞界限不清（图 1、图 2）。

第 14 天的组织切片中，肝细胞坏死增多，同时胞

浆内出现了小泡性的脂滴（图 3）。 

 
肝细胞广泛性轻度颗粒变性 

图 1  染毒 7d 后的肝脏(25 μg/L，HE) 
Fig.1  The liver exposed to 3-MC for 7 days 

 

 
       坏死的肝细胞界限模糊，溶解，细胞解体 

图 2  染毒 7d 后的肝脏(400 μg/L，HE) 
Fig.2  The liver exposed to 3-MC for 7 days 

 

 
   肝细胞肿大，胞浆内出现大量微细颗粒 

图 3  染毒 14d 后的肝脏(25 μg/L，HE) 
Fig.3  The liver exposed to 3-MC for 14 days 

2.2  鳃的病理组织学变化 
对照组鳃丝结构清晰，鳃小片外表面呼吸上皮

细胞结构完整、表面平滑舒展。染毒第 7 天后，各

实验组斑马鱼的鳃丝结构异常，模糊不清，高剂量
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组中可见少量炎性细胞浸润，鳃小片表面呼吸上皮

细胞不完整，表面不平滑舒展。第 14 天染毒组中，

有的表皮细胞断失，柱细胞异形，鳃小片上皮细胞 
坏死脱落，柱细胞原有结构消失（图 4）。 

 
      鳃丝结构模糊不清，鳃小片上皮细胞坏死脱落 

图 4  染毒 14d 后的鳃(400 μg/L，HE) 
Fig.4  The gill exposed to 3-MC for 14 days 

 
2.3 心脏的病理组织学变化 

对照组心肌细胞清晰，细胞核居中。第 7 天染

毒组中，心肌细胞有不同程度的变性、萎缩、坏死，

第 14 天染毒组中，心肌细胞出现空泡，坏死处心 
肌肌浆溶解，出现大量炎性细胞聚积（图 5）。 

 

 
  心肌纤维断裂，大片萎缩，坏死，肌浆溶解或消失 

图 5  染毒 14d 后的心脏(400 μg/L，HE) 
Fig.5   The heart exposed to 3-MC for 14 days 

2.4  肠的病理组织学变化 
对照组斑马鱼肠上皮为单层柱状细胞，游离端

具排列整齐的纹状缘，细胞间夹有数量较多的杯状

细胞。第 7 天染毒组中，肠绒毛上皮细胞不同程度

的变性、坏死，脱落。第 14 天染毒组中，杯状细

胞增多，肠绒毛上皮细胞坏死，脱落，纹状缘消失

（图 6）。 
2.5  肾脏的病理组织学变化 

在染毒后第 7 天，随剂量的增加，肾小管上皮

细胞出现肿胀，细胞界限不清，有的管腔中有均质

红染；第 14 天染毒组中，肾小管上皮细胞出现空

泡样变和脂滴，有的肾小管上皮细胞坏死，管腔变

窄或不规则（图 7）。 

 
肠绒毛上皮细胞变性、坏死、脱落 

图 6  染毒 14d 后的肠(400 μg/L，HE) 
Fig.6  The intestine exposed to 3-MC for 14 days 

  

 
    肾小管上皮细胞肿胀，管腔变窄，个别管腔红染 

图 7  染毒 14d 后的肾脏(400 μg/L，HE) 
Fig.6   The kidney exposed to 3-MC for 14 days 

 
3  讨  论 
 

3-MC 具有较强的毒性作用，是一种环境化学

致癌物，经呼吸或饮食进入体内，具有强亲脂性及

难降解性，不仅在水体沉积物中积累，而且可以随

食物链营养级的提高而被富集放大。3-MC 进入体

内后与芳香烃受体(aryl hydrocarbon receptor，AhR)
结 合 ， 诱 导 与 毒 物 代 谢 有 关 的 细 胞 色 素 P450 
1A(cytochrome P4501A，CYP1A)的基因表达及蛋白

质的合成，进而引起一系列毒性反应[5-9]。 
Norrgrent 和 Engwall 用 PCBs 对虹鳟鱼幼鱼进

行注射后取肝脏进行超微结构观察，发现肝细胞核

萎缩，脂滴增多，线粒体的内嵴脱落，肝脏呈现明

显的病变状态[10,11]。Zodrow 等将 2,3,7,8-四氯二苯

对二噁英按 70 ng/g 给斑马鱼腹腔注射 1 次，5 d 后，

发现肝细胞肥大，有脂肪沉积；腮片细胞肥大，有

脂肪沉积[12]。 
经水质接触染毒更加接近化学物污染鱼体的

自然情景，可以避免因注射化学物而对鱼体造成捕

捉应激，并使染毒更加方便。本实验首次对经水质

接触染毒而暴露于 3-MC 的斑马鱼制作组织切片，

初步观察了 3-MC 对斑马鱼各器官的影响，发现
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3-MC 可广泛引起斑马鱼组织器官的变化，其中以

肝脏、鳃和心脏的病变最为明显。肝脏主要表现为

肝细胞变性，随着时间的延长，以坏死为主，其中

有炎细胞浸润，泡浆内脂肪滴增多；3-MC 在鳃部

所引发的毒性表现为鳃部有大量的污物，鳃丝结构

异常，鳃丝外层上皮细胞受损，这说明 3-MC 严重

地影响了鱼类的呼吸机能，引发呼吸障碍；3-MC
对斑马鱼的心脏毒性表现在心肌细胞变性、萎缩，

出现脂肪滴，严重时坏死，说明斑马鱼的心血管系

统对 3-MC 也有较高的敏感性。另外，随着 3-MC
浓度的增大，作用时间的延长，斑马鱼器官的病变

更加明显，对机体器官的损伤越严重。 
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TCDD 对斑马鱼脂质过氧化作用的初步研究 
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摘  要：将150条斑马鱼随机等分为5组：2,3,7,8-四氯代二苯并二噁英（TCDD） 4个染毒组（染毒剂量分别为0.1 

μg/L、0.2 μg/L、0.4 μg/L和 0.8 μg/L）和空白对照组，水质接触染毒5 d后，采用分光光度法测定其肝组织中丙二

醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽-S-转移酶（GST）的活力，研究TCDD对斑马鱼的脂质过

氧化作用。结果发现，TCDD各剂量染毒组MDA含量均有所增加，其中0.2 μg/L组差异显著（P＜0.05），0.4 μg/L

和0.8 μg/L剂量组差异极显著（P＜0.01）；各染毒组SOD活性均有所下降，其中0.2 μg/L、0.4 μg/L和0.8 μg/L剂量组

差异极显著（P＜0.01）；各染毒组GST活力均降低且差异极显著（P＜0.01）。一定剂量的TCDD能引起MDA含量

增加，使SOD和GST活力降低，对斑马鱼具有脂质过氧化作用。 

关键词：斑马鱼；丙二醛；超氧化物歧化酶；谷胱甘肽-S-转移酶；2,3,7,8-四氯代二苯并二噁英 
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Studies on Lipid Peroxidation of TCDD in Zebrafish 
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Abstract: To study the lipid peroxidation of 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) in 
zebrafish, 150 zebrafish were randomly and equally divided into 5 groups: four test groups were 
exposed to TCDD at 0.1 μg/L, 0.2 μg/L, 0.4 μg/L, 0.8 μg/L , respectively in addition to one control 
group. Five days after the animals were exposed to the polluted water with different doses of 
TCDD, respectively, the level of malondialdehyde (MDA) and the activities of superoxide 
dismutase (SOD) and glutathionetransferase (GST) in liver of zebrafish were determined by 
means of spectrophotometry. It was found that the MDA level showed some increasing tendency 
in which 0.2 μg/L of TCDD exposure group was different (P＜0.05) and 0.4μg/L and 0.8 μg/L of 
TCDD exposure groups were significantly different from the control group (P＜0.01), that SOD 
activity showed decreasing tendency and 0.2 μg/L, 0.4 μg/L and 0.8 μg/L of TCDD exposure 
groups were significantly different from control group (P＜0.01), and that GST activity in all 
TCDD treated groups showed significantly difference from the control group (P＜0.01). It was 
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concluded that TCDD at certain doses caused hepatic lipid peroxidation in zebrafish by induction 
of MDA increase and SOD and GST inactivation. 
Key words: zebrafish; malondialdehyde; superoxide dismutase; glutathionetransferase; 

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD） 
 

2,3,7,8-四氯代二苯并二噁英（2,3,7,8-tetrach- 
lorodibenzo-p-dioxin，TCDD）是迄今研究最多、

最 典 型 和 毒 性 最 强 的 二 噁 英 类 化 合 物

（Dioxin-like compounds，DLCs） [1-3]。研究发

现，TCDD具有高残留性、高生物浓集和高生物

毒性，能够诱导生物体肝细胞损害、胸腺萎缩、

血液循环系统障碍等，引发发育畸形、胚胎毒性、

生殖毒性、致癌性等毒性反应 [4-6]。但利用斑马

鱼研究TCDD对机体的脂质过氧化作用尚未见报

道。本实验用TCDD对斑马鱼进行水质接触染毒，

研究其对斑马鱼肝脏丙二醛（MDA）含量、超

氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽 -S-转移酶

（GST）活力的影响，探讨TCDD是否通过引起

斑马鱼的脂质过氧化作用，使机体产生过多自由

基，导致氧化应激而发挥其毒性作用。 
 

1  材料与方法 
 
1.1  主要试剂与仪器 

TCDD（纯度99%）：美国SUPELCO公司产

品； 
二甲基亚砜（DMSO）：国产分析纯； 
超氧化物歧化酶（SOD）测定试剂盒、丙二

醛（MDA）测定试剂盒、谷胱甘肽 -S-转移酶

（GST）测定试剂盒、考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒：购自南京建成生物工程研究所； 
722N型分光光度计：上海精密科学仪器有限

公司产品。 
1 mL、2 mL玻璃匀浆器：购自上海博通经贸

有限公司。 
1.2  实验动物处理与分组 

供试鱼购自广东省湛江市观赏鱼市场，经广

东海洋大学水产学院鉴定为鲤科短担尼鱼属的斑

马鱼（Danio rerio）。斑马鱼购回实验室后适应

性饲养一周，鱼体健康，无自然死亡。实验用水

为曝气除氯4 d的自来水，水温28 ℃左右，不断

充气。取成年斑马鱼150条，体长4.0±0.5 cm，随

机等分为5组：4个TCDD染毒组（染毒剂量分别

为0.1 μg/L、0.2 μg/L、0.4 μg/L和0.8 μg/L）[2]和

溶剂对照组（曝气除氯4 d的自来水中按体积分数

0.1%加入DMSO）。用终浓度不超过体积分数

0.1%的DMSO将TCDD助溶后，再按不同剂量对

各组斑马鱼进行水质接触染毒。 
1.3  肝脏总MDA含量的测定 

染毒5 d后[2]，解剖斑马鱼，采集肝脏，制备

体积分数1%的肝匀浆，肝匀浆中蛋白含量用考

马斯亮蓝蛋白测定试剂盒测定。取适量的肝匀

浆，按试剂盒所述方法，用分光光度法在546 nm
处测定吸光度，然后用如下公式计算肝脏总

MDA含量： 
肝脏总MDA含量（nmol/mg）=（测定管吸

光度－测定空白管吸光度）÷（标准管吸光度－

标准空白管吸光度）×标准品浓度（10 nmol/mL）
÷蛋白含量（mg /mL）。 
1.4  肝脏SOD活力的测定 

染毒5 d后[2]，解剖斑马鱼，采集肝脏，制备

1%肝匀浆，肝匀浆中蛋白含量用考马斯亮蓝蛋

白测定试剂盒测定。取适量肝匀浆，按SOD活力

测定试剂盒所述方法，用分光光度法在546 nm处

测定吸光度，然后计算肝脏SOD活力。 
根据SOD活力测定试剂盒定义，1 mg肝组织

蛋白在1 mL反应液中SOD抑制率达50%时所对

应的SOD量为一个SOD活力单位（U），则SOD
活力（U/ mg）＝（对照管吸光度－测定管吸光

度）÷对照管吸光度÷50%×反应液总体积 (3.31 

mL)÷蛋白含量（mg /mL）。 
1.5  肝脏GST活力的测定 

染毒5d后[2]，解剖斑马鱼，采集肝脏，制备

1%肝匀浆，肝匀浆中蛋白含量用考马斯亮蓝蛋

白测定试剂盒测定。取适量的肝匀浆，按GST活
力测定试剂盒所述方法，用分光光度法在405 nm
处测定吸光度，然后计算肝脏GST活力。 

根据GST活力测定试剂盒的规定，1 mg肝组

织蛋白，在37 ℃反应1 min扣除非酶促反应，使

反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L为一个酶活力

单位（U），则组织中GST活力（U/mg）＝（非
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酶管吸光度－酶管吸光度）÷（标准管吸光度－

测定管吸光度）×标准管浓度（20 μmol/L）×反
应稀释倍数（6倍）÷反应时间（10 min）÷[取样

量(0.1 mL)×蛋白含量（mg/mL）]。 
1.6  统计学处理 

数据用SPSS 11.5软件进行统计分析，结果以

平均数±SD表示，采用单因素方差分析进行组

间差异显著性比较。 
 

2  结  果 
 
2.1  TCDD对斑马鱼肝脏MDA含量的影响 

由表1可见，TCDD染毒5 d后，与溶剂对照组

相比，各染毒组MDA含量均有所增加，其中0.2 

μg/L组差异显著（P＜0.05），0.4 μg/L和0.8 μg/L
组差异极显著（P＜0.01）。 
2.2  TCDD对斑马鱼肝脏SOD活力的影响 

由表1可见，TCDD染毒5 d后，与溶剂对照

组相比，各染毒组SOD活力均有所下降，其中0.4 

μg/L和0.8 μg/L组差异极显著（P＜0.01）。 
2.3  TCDD对斑马鱼肝脏GST活力的影响 

由表1可见，TCDD染毒5d后，与溶剂对照组

相比，各染毒组GST活力均有所下降，且差异极

显著（P＜0.01）。 

表1  TCDD对斑马鱼肝脏MDA含量和SOD、GST活力的影响 
Tab. 1  The effects of TCDD on hepatic MDA,  

SOD and GST in zebrafish 

TCDD 
/μg·L-1 

MDA 
/nmol·mg-1 

SOD 
/ U·mg-1 

GST 
/ U·mg-1 

0 3.93±0.17 121.68±4.82 86.56±4.36

0.1 4.28±0.11 114.24±3.35 76.94±4.41**

0.2 4.64±0.13* 104.21±5.24** 72.86±4.50**

0.4 5.14±0.12** 97.17±5.55** 66.24±3.02**

0.8 5.41±0.07** 81.30±5.42** 59.02±4.63**

说明：*表示 P＜0.05，**表示 P＜0.01。  

 

3  讨论 
 

由氧自由基产生的细胞毒性效应称为氧化应

激。氧化应激实际上是促氧化与抗氧化之间的平衡

失调，促氧化作用超过抗氧化作用，即当自由基的

产生超过机体防御系统的清除能力，或机体防御体

系受损而不能发挥正常功能时导致的细胞毒性效

应[7]。自由基对所有的细胞成分，包括核酸、蛋白

质及脂质等都有损害，过多的氧自由基就能引起机

体的脂质过氧化作用。 
MDA 是机体脂质过氧化作用的产物，其含量

的高低间接反应了机体细胞受自由基攻击的严重

程度[8]；SOD、GST 都是机体内的主要抗氧化酶，

SOD 的功能是把 O2
－
歧化成 H2O2 和 O2，是保护机

体免受 O2
－
毒性的重要抗氧化酶，维持细胞内适宜

的氧自由基浓度，保护细胞免受活性氧对 DNA 等

生物大分子的损伤；GST 的功能是催化谷胱甘肽

(GSH)与各种内源性和外源性亲电子化合物反应，

生成无毒或毒性小的 GSH 硫结合物，它还能催化

有机过氧化物还原成相应的醇。SOD、GST 活力

的高低间接反应了机体清除自由基的能力。斑马鱼

在其胚胎发育早期，SOD 就开始表达，囊胚期的

SOD 主要表达在卵裂球的细胞核中。在斑马鱼胚

胎原肠期，SOD 在各胚层胞浆与胞间质中有较强

的表达；在体节分化的不同时期 SOD 在脊索、神

经管、眼等形成中的器官的胞浆与胞质部位有不同

程度的表达；在咽弓形成期，SOD 在咽弓中表达

微弱，在脑组织中表达较强；到孵化期，SOD 在

终末器官中的表达程度不尽相同，在脑中 SOD 在

大脑区域的表达略强于间脑区域，在肌肉组织中的

表达较微弱，在肠道中却有很强的表达。可见斑马

鱼在胚胎早期发育过程中以 SOD 为代表的酶性抗

氧化系统就开始逐步建立，维持胚胎组织器官细胞

中的正常活性氧浓度，确保胚胎的正常发育[5,9]。 
TCDD能参与哺乳动物机体的脂质过氧化作

用，能增加哺乳动物包括大鼠等机体O2
－
的产生，

使脂质过氧化的中间产物如MDA等增加，引起抗

氧化酶如SOD、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）和过

氧化氢酶等活力下降[10]。本研究利用模式动物斑

马鱼，首次发现TCDD能导致肝脏MDA含量增加，

使SOD和GST活力下降。受试斑马鱼肝脏MDA含

量增加，间接说明了斑马鱼机体细胞受到了自由基

的攻击；受试斑马鱼肝脏SOD和GST活力下降，间

接反应了机体清除自由基的能力降低；可见，

TCDD一方面使机体降低了清除自由基的能力，另

一方面又使机体细胞易于受到自由基的损伤，最终

导致机体细胞的脂质过氧化作用。上述结果说明，

TCDD的重要毒作用机制之一是，使斑马鱼机体细

胞受到过多氧自由基的攻击，引起斑马鱼的脂质过

氧化作用，从而造成相应的细胞毒性效应和损伤。 
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4  小  结 
 

以一定剂量的 TCDD 对斑马鱼进行水浴染毒

5 d 后，能引起受试斑马鱼肝脏总 MDA 含量增加，

使 SOD 和 GST 活力降低，对斑马鱼具有脂质过

氧化作用，导致机体受到过多氧自由基的攻击，

从而造成相应的细胞毒性效应和损伤。 
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　　二噁英类化合物 ( dioxin2like compounds ,

DL Cs)包括多环芳烃 (polycyclic aromatic hydrocar2
bons ,PA Hs)中的多氯代二苯对二噁英 (polychlori2
nated dibenzo2p2dioxins ,PCDDs) 、多氯代二苯对呋

喃 (polychlorinated dibenzof urans , PCDFs) 及卤代

芳香化合物 ( halogenated aromatic compounds ,

HACs) 中的多氯联苯 (polychlorinated bip henyls ,

PCBs) 和多溴联苯醚 (polybromodip henyl et hers ,

PBDEs) ,其中最典型和毒性最强的物质为 2 ,3 ,7 ,

82四氯代二苯并二噁英 ( 2 , 3 , 7 , 82Tet rachlorod2
ibenzo2p2dioxin , TCDD) 。通过芳香烃受体 ( aryl

hydrocarbonreceptor ,AhR) 介导 , 诱导细胞色素

P450 1A (cytochrome P450 1A ,C YP1A) 基因表达

是 DL Cs 最基本的毒性作用机制[126 ] 。斑马鱼胚胎

发育机制与哺乳动物非常相似 ,许多重要调控蛋白

质的位置与时间也都与哺乳动物相似。受精卵单细

胞在 48～72 h 后即发育成可觅食逃亡的鱼体。单

细胞受精卵可施打 DNA、RNA 并密切追踪后续影

响 ,因此斑马鱼已成为研究癌症、器官发育、脊椎动

物胚胎发育、神经发育、细胞凋亡的重要模式动物 ,

也是药物毒性的筛检、DL Cs 的毒理机制研究的良

好脊椎动物模型[ 729 ] 。

1 　DL Cs 的毒性作用

DL Cs 进入体内的主要途径是污染的食品、饮

水、空气和饲料 ,少量通过呼吸和皮肤进入人体内。

由于 DL Cs 可以在母体脂肪组织中蓄积 ,泌乳时随

乳汁排出 ,所以可以随母乳进入婴儿体内。水生生

物体内 PCDD/ Fs 的累积作用是通过 3 种途径实现

的 , 包括通过鳃和表皮从水中的直接摄入 (生物富

集) ,水中悬浮颗粒的摄取 (吞入)和污染食物的消耗

(生物放大) [10212 ] 。

DL Cs 中最具代表性的是 TCDD ,其主要来源

于垃圾的不完全燃烧和工业排污等[13 ] 。TCDD 对

猴、兔、豚鼠、大鼠和小鼠等哺乳类以及鸡的毒性研

究较多 ,能引起不同程度的心血管障碍[14 ,15 ] ,且这

种毒 性 是 以 芳 基 烃 受 体 AhR 为 媒 介 , 诱 导

CYP1A [ 16 ,17 ] 。AhR 与 DL Cs 有可逆转的高亲和

力[17 ] 。AhR 介导的基因表达的作用过程可分为以

下几个过程 :DL Cs 与 AhR 结合 ,配体2受体复合物

与 DNA 识别位点结合 ,特异基因的转录及翻译 ,表

达蛋白发挥作用。DL Cs 具有高残留性、高生物浓

集和高生物毒性 , TCDD 的毒性强弱与动物种属、品

系及年龄有关 ,豚鼠及幼龄动物较为敏感。动物急

性毒性试验表明 ,其 LD50 (μg/ kg) 为 :豚鼠 0. 6 ,大

鼠 22～100 ,小鼠 114～284 ,兔 10～15 ,鸡 25～50 ,

恒河猴 < 70 ,犬 30～300。DL Cs 能够诱导肝细胞损

害、胸腺萎缩、血液循环系统障碍、发育畸形、胚胎毒

性、生殖毒性、致癌性等[123 ,11213 ] 。

111 　一般毒性

TCDD 是已知毒性最强的化合物之一 ,其毒性



比氰化钾强 50～100 倍。慢性和亚慢性动物试验结

果表明 ,它主要引起肝脏坏死、淋巴髓样变、氯痤疮、

胸腺萎缩、体脂减少、体重减轻、血浆甲状腺激素水

平下降和 C YP1A 活性升高等[11213 ] 。

112 　致癌毒性

一些 DL Cs 是多位点致癌物。TCDD 可以诱发

肝、肺、粘膜和皮肤癌 ,给大鼠每天 10 000～20 000

pg/ kg 剂量 ,可以诱发 10 %～20 %大鼠癌症发生。

由此推之 ,如果人类每天接触 0. 01 pg/ kg 就会有致

癌危险[13 ] 。

113 　免疫毒性

TCDD 可以抑制小鼠 B 细胞活化 ,直接抑制激

素免疫和细胞介导免疫 ,抑制抗体生成细胞、辅助性

T 细胞和 T 细胞等特异性作用的分子功能 ,降低机

体对超抗原、微生物、寄生虫、病毒和肿瘤细胞的抵

抗力。由于 TCDD 抑制免疫系统功能 ,引起机体对

感染和癌细胞的抵抗力降低 ,其毒性类似于艾滋病

毒 ,因此称为“化学艾滋病毒”或“艾滋毒”[12 ,13 ] 。

114 　生殖毒性

DL Cs 特别是 TCDD 能控制相关基因的表达和

酶的活性 ,能降低动物繁殖功能[11 ] 。TCDD 通过抑

制睾丸雄性激素分泌而影响男性生殖功能[13 ] 。还

能引起妇女子宫内膜异位症[ 18 ] 。

115 　致畸毒性

TCDD 在低于可引起任何母体毒性或胚胎毒性

剂量时 ,就能引起动物肾盂积水 ,输尿管阻塞和腭裂

等畸形 ,因此致畸可能是 DL Cs 最敏感的毒性指

标[19 ] 。

116 　发育毒性

某些 DL Cs 能影响胚胎或胎儿的多种器官的分

化过程 ,并影响与细胞膜相关成分 (如酶、受体、离子

通道、膜表面蛋白等) 的结构和功能 ,从而引起生长

发育障碍。在发育早期染毒时 ,这种影响更为明显 ,

例如在胚胎期或哺乳期染毒时 , TCDD 半数致死量

仅为成年动物的百分之一。在胚胎期或哺乳期以

0. 064～0. 16μg/ kg 的剂量染毒母体 ,雄性仔鼠发育

到成年时可出现雌性化 ,雌性仔鼠黄体激素分泌水

平也发生改变[13 ] 。

2 　斑马鱼的生物学特性

211 　种属与形体特征

斑马鱼 ( D anio rerio 或 B rachy danio rerio) 俗

称蓝条鱼、花条鱼、斑马担尼鱼 ,属于辐鳍亚纲 (Ac2

tinopterygii) 鲤科 ( Cyprinidae) 短担尼鱼属 ( D anio

或 B rachy danio) 的一种硬骨鱼[7 ] 。体型呈长纺锤

形 ,尾部稍侧扁微尖 ,臀鳍较长 ,尾鳍呈叉形 ,体侧有

像斑马一样的纵向条纹 ,成鱼体长 4～6cm。雄鱼的

蓝色条纹偏黄 ,间以柠檬色条纹 ;雌鱼的蓝色条纹偏

蓝而鲜艳 ,间以银灰色条纹 ,身体比雄鱼丰满粗壮 ,

尤其性成熟雌体腹部膨大 ,各鳍均比雄鱼短小 ,雄鱼

胸鳍略呈三角形 ,雌鱼的胸鳍略呈扇形 ;雄鱼的体

长/ 体高大于雌鱼的体长/ 体高[ 7 ,9 ] 。

212 　繁殖与饲养

斑马鱼是一种亚热带淡水鱼 ,适宜生长和繁殖

温度在 25～31 ℃,最适水温 28. 5 ℃,11 ℃时就会

出现死亡。对水质要求不高 ,以 p H 值 7～8 为宜。

养殖所用自来水要充分曝气 1～2 d ,可根据水质情

况添加适量的海水晶盐 ,添加量为 60 g/ m3 。在合

适的养殖条件下 ,斑马鱼的性成熟期一般为 3 个月

左右。雌雄鱼的交配行为受光刺激 ,可以通过调控

光周期或控制雌雄鱼的接触而控制产卵时间。一尾

雌鱼一般每次可产卵 100～300 枚 ,每周可产卵一

次。斑马鱼的胚胎发育很快 ,在 28. 5 ℃培养条件下

受精后约 40 min 完成第一次有丝分裂 ,之后大约每

间隔 15 min 分裂一次 ;24 h 后 ,主要的组织器官原

基已形成 ,各个脑室、眼睛、耳、血细胞、体节等均清

楚可见 ,相当于 28 d 的人类胚胎[ 7 ] 。幼体发育时期

最好加入少量的钙盐。斑马鱼为杂食性鱼类 ,人工

饲养条件下幼体以蛋黄、轮虫、卤虫无节幼体为食 ,

成体可以投喂线虫、红虫、水丝蚓 ,经过驯化也可摄

食小颗粒人工配合饲料[20 ] 。

213 　斑马鱼作为毒理学模式动物的优势

St reisinger 等 (1981) 在 N at ure 上发表了斑马

鱼的体外受精技术、单倍体诱导技术 ,建立了纯合品

系 ,并介绍了斑马鱼的第一个自然突变体 —

golden[21 ] ,这是斑马鱼成为模式动物新宠的开端。

斑马鱼胚胎和幼鱼对有害物质非常敏感 ,可用

于测试化合物对生物体的毒性[22 ] 。与利用小鼠或

大鼠进行的毒性实验相比 ,斑马鱼有多方面的优点 :

用药简单 ,只需将药物放入养殖胚胎的水中或快速

注射 ;用药量很少 ;测试周期短 ,一般不超过 1 周 ;斑

马鱼一次可排卵 100～ 300 个 ,单个卵子直径达

1mm ,繁殖方便快捷 ,测试动物样本数可以很大 ,以

确保统计学意义上的显著性 ;可以评估药物/ 毒物对

许多组织器官的影响程度 ,如神经毒性、心血管毒

性、肝毒性、肾毒性、胃肠毒性等[7 ] 。

由于有大量的斑马鱼突变体 ,又有较成熟的遗
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传操作手段 ,因此斑马鱼不仅可以用来检测化合物

的毒性 ,还可以阐明其毒性的分子机理 ,如 DL Cs 是

一类致畸、致癌、致突变的严重有害物质。研究表

明 ,DL Cs 对斑马鱼胚胎发育的毒性是由细胞中的

芳烃受体 2 ( AR H2) 和芳烃受体核转运因子 1

(A RN T1) 所介导的 ,DL C2AR H22ARN T1 复合体

结合在靶基因 (可响应某些 DL Cs 的基因) 的启动子

上 ,激活了靶基因的表达[7 ,23 ] 。

3 　斑马鱼在毒理学研究中的应用

包括 DL Cs 在内的化学污染物的广泛存在对动

植物子孙后代的健康和安全构成严重威胁 ,对人类

后代的影响 ,现在主要使用哺乳类动物进行试验。

但是 ,现代的毒性评价需要快速、短时间、敏感度高

和能够定量的简单评价体系 ,来取代费时、费力、高

费用的毒性评价体系。至今 ,简易筛选化学物质的

致畸形性 ,使用哺乳动物的胚胎培养、器官培养、细

胞培养等提外试验体系和哺乳动物以外的鸡、蛙、鱼

类等来试行、还没有确立成熟的方法。因此 ,把早期

发育胚胎毒性的初期筛选作为目标 ,利用斑马鱼胚

对母体无任何影响 ,对发育过程可直接观察 ,又全年

多产卵、生长快、身体透明 ,作为胚胎发育模型有丰

富的研究背景 ,特别是具有体积小等很多优点[16 ] 。

近 40 年来 ,斑马鱼已被用于锌、镉、硒、汞等重金属

以及苯酚、苯胺、环己胺等有机物[24 ] 及一些混合化

合物的急、慢性毒性检测和重金属的生物累积效应

的研究[25 ] ,并被应用于一些 DL Cs 的发育毒理学和

生化分子毒理学研究[26228 ] 。

311 　在遗传和发育毒理学中的应用

斑马鱼已被应用于脊椎动物遗传发育毒理学的

细胞和分子水平的研究 ,包括胚胎轴的决定、细胞谱

系分析、基因转移、突变鉴别、中枢神经系统和周围

神经系统的形成、肌肉发育以及基因表达的微分调

节等[ 29231 ] 。利用报告基因检测技术 DR2CAL U X 研

究发现 ,幼龄斑马鱼在水中暴露于阻然剂 DE271 (主

要含五溴联苯醚) 4 周 ,在心内膜和大血管上皮等部

位的 C YP1A 蛋白被增量诱导表达[32 ] 。应用

Whole2Mount 原位杂交技术对斑马鱼胚胎发育中

L2plastin 基因表达进行检测 ,从而描述了特异性表

达该基因的巨噬细胞的整个分化发育过程[33 ] 。利

用免疫组化方法可对斑马鱼特定组织生长过程中细

胞的增殖和死亡进行定量[34 ,35 ] 。由于胚胎透明 ,可

视性强 ,再加上对斑马鱼生长发育过程的全面了解

以及各特定发育阶段时间表的准确建立 ,能方便地

对胚胎发育的不同阶段进行操作 ,并进一步确定某

种胚胎发育毒性是特定细胞基因的相对作用还是环

境作用后的基因产物。

312 　在环境毒理学中的应用

转基因斑马鱼能出色发出预警信号 ,是水质污

染的活监测器。利用转基因斑马鱼的某些效应元件

来显示其接触了特定毒物[29 ] 。芳香烃、亲电子物

质、金属以及雌激素的效应元件都已被成功转入斑

马鱼体内。在斑马鱼的细胞谱系中含带有报告基因

的效应元件也己被研制成功[ 30 ] 。斑马鱼体内的这

些效应元件一旦接触到水体中其敏感的化学物质就

会被激活 ,从而相继激活与之相连的报告基因 ,使斑

马鱼发出荧光。

313 　在药物毒理学中的应用

斑马鱼可作为监测药物靶器官的有效模型。斑

马鱼用于药物毒理方面的研究有着明显的优势 :试

验时间短 (3～5 d) ;单剂量即可 ;使用的药物量小 ;

使用的试验动物数能达到统计学意义 ;试验终点可

量化 ;处理操作方便 ,对大量药物可作出快速评

估[31 ] 。

4 　DLCs 对斑马鱼 CYP1A 的诱导作用

411 　斑马鱼 CYP1A 的属性

CYP1A 属于细胞色素 P450 超家族 ,哺乳动物

的 C YP1A 包括 CYP1A1 与 CYP1A2。CYP1A1 广

泛分布于肺、肾、胃肠道、皮肤、喉、胎盘、淋巴细胞及

脑等肝外组织 ,参与烃类致癌物的代谢。CYP1A2

在肝组织中有特异性表达 ,参与许多前致癌物和前

毒物的代谢活化[7 ] ,生成亲电性很强的中间产物或

终产物 ,与细胞内大分子物质如 DNA、RNA、蛋白

质的亲核基团等发生相互作用[ 4 ,36 ,37 ] 。

斑马鱼不像哺乳动物 ,其 C YP1A 未分化为

CYP1A1 和 CYP1A2 两种亚型 ,只有一个 C YP1A

基因。哺乳动物的 C YP1A1 和 CYP1A2 来源于其

祖先 C YP1A 基因 , 此 CYP1A 基因与斑马鱼

CYP1A 基因完全一致[38 ] 。C YP1A 基因还普遍存

在于所检测的许多鱼类中。CYP1A 对污染物的特

征反应是诱导 ,PA Hs、PCBs 等都是 C YP1A 有效的

诱导剂。因此 CYP1A 可以作为海洋哺乳动物和鱼

类卤化芳香族碳氢化合物及其他相关化合物暴露和

毒性可靠的生物学指标 ,以指示有机污染物的基因

毒性效应。在对水生系统污染监测中 ,诱导鱼类
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CYP1A1 基因已被认定为一种灵敏的早期预警的方

法[37 ] 。

412 　DL Cs 通过诱导斑马鱼 C YP1A 表达发挥毒性

作用

TCDD 对猴、兔、豚鼠、大鼠和小鼠等哺乳类以

及鸡的毒性研究较多 ,在报道中都有不同程度的心

血管障碍[16 ,39 ,40 ] ,且这种毒性是以芳基烃受体 AhR

为媒介 ,诱导 C YP1A ,而对斑马鱼的毒理学研究正

在迅速加强。

4. 2. 1 　EROD 酶能间接反映 DLCs 对斑马鱼

CYP1A的影响 　CYP1A 可通过作用于 72乙氧基2
异酚噁唑脱乙基酶 (et hoxyresorufin2O2deethylase ,

EROD) ,进而选择性地影响 72乙氧基2异酚噁唑脱

乙基反应[4 ] 。因此除了测定 CYP1A 蛋白质和 mR2
NA 水平之外 ,一种常用的检测 CYP1A 同工酶反应

的方法是测定其催化活性。EROD 活性是通过测

定反应产物 72异酚噁唑的荧光反应获得的。EROD

活性是测定鱼体内细胞色素 P450 系统的诱导反应

中一种最为敏感的生物学指标。CYP1A 蛋白质水

平和 EROD 活性之间表现出较好的相关性 ,尽管某

些化学物可能会抑制 EROD 的诱导作用或活性 ,但

是这种干扰一般不会成为将 EROD 做为一种生物

学标志的障碍[ 41 ] 。与 C YP1A 蛋白质和 mRAN 一

起 ,C YP1A 的催化活性的诱导作用可以用于暴露评

估并作为包括 PCDD/ Fs 在内的痕量有机污染物可

能产生的有害影响的早期预警信号[10 ,42 ] 。运用鱼

体肝脏中的 EROD 活性作为生物学标志 ,来指示大

连近海部分水域的多氯联苯类物质的污染状况。结

果表明鱼体肝脏内的 EROD 活性可被 PCBs 诱导 ,

导致活性异常增高 ,并与环境中特定污染物浓度之

间存在着剂量2效应关系 ,所以 EROD 这个特性可

用来评估海洋生态环境健康并作为预警指标 ,将

EROD 作为多氯联苯类环境污染的生物学指标是

切实可行的[18 ] 。

4. 2. 2 　DLCs 能够通过 AhR途径高度诱导斑马鱼

多器官组织的 CYP1A 的表达 　斑马鱼多器官组织

的 CYP1A 的表达包括肝脏、心室膜、心血管内皮

等[40 ] 。AhR 是多种芳香族化合物为配体的转录因

子 ,它是人和动物体内普遍存在的由配体结合激活

的内源性转录因子 ,其外源性的配体几乎都是疏水

性的芳香族化合物 ,包括多环芳烃和卤代芳烃及芳

香胺类物质 ,如 TCDD、PCBs 等[43 ] 。AhR 与 DL C

结合可诱导与毒物代谢有关的 C YP1A 的表达。对

斑马鱼胚进行 TCDD 水浴染毒 ,观察到心囊、头部、

躯干等不同程度的水肿以及头部畸形 , 同时对

CYP1A 抗体染色 ,发现染毒群在心脏、头部、体干的

血管上皮有极强的阳性反应 ,而对照群没有发现任

何染色阳性[16 ] 。将 TCDD 按 70ng/ g 给斑马鱼腹腔

注射一次 ,5d 后 ,肝细胞和鳃片细胞肥大 ,有脂肪沉

积 ,同时发现 ,实验组斑马鱼的肝细胞、肾近曲小管、

胃肠壁细胞中均可明显诱导产生 C YP1A ,而对照组

未测得 C YP1A 活性[ 44 ] 。可见 DL Cs 对斑马鱼

CYP1A 的诱导与其毒性作用有密切联系 ,DL Cs 通

过对 CYP1A 的增量调节来发挥其毒性作用。

4. 2. 3 　DLCs 的心血管毒性机制 　试验表明 , TC2
DD 心血管毒性的典型特征是引起供试斑马鱼各部

位的水肿 ,血流的延缓和停滞等心血管障碍。且此

毒性以 TCDD 的浓度为依存 ,首先出现后主静脉的

血流延缓 ,而后是以心脏周围为先的各部位水肿。

可见斑马鱼的心血管系统对 TCDD 有高度的敏感

性[16 ] 。TCDD 与 AhR 结合后 ,诱导 C YP1A ,提供

活性氧 ,进而引起血管壁上皮细胞凋亡[14 ,15 ] ,从而

导致心血管毒性 ,并且此毒性首先从心脏开始而后

波及全身组织[ 39 ] 。但也观察到了末梢循环首先发

生障碍 ,使用 C YP1A 抗体染色证明了 TCDD 对

CYP1A 的诱导。由此推论 , TCDD 以 AhR 为媒介

诱导 CYP1A ,引起血管的氧化应力 ,致使血管的透

过性增大 ,最后引起血流的延缓和水肿。可见 TC2
DD 引起斑马鱼的心血管障碍 ,提示了其与 C YP1A

是相关联的。由此进一步说明 ,脊椎动物模型斑马

鱼在发育毒性机制的阐明或环境毒性物质的评价上

有着重要意义。

5 　DL Cs 通过调节斑马鱼 C YP1A 之
外的蛋白酶而发挥毒性作用

　　必须指出 ,DL Cs 通过调节斑马鱼 C YP1A 之外

的蛋白酶而发挥毒性作用。Carney 等 (2004) 利用

吗啉代寡核苷酸 ,阻断 TCDD 对斑马鱼 C YP1A 的

诱导 ,抑制斑马鱼 C YP1A 表达 ,将斑马鱼进行 TC2
DD 水浴染毒 ,研究斑马鱼能否抵御 TCDD 的发育

毒性 ,结果证实 ,吗啉代寡核苷酸有效地阻止了 TC2
DD 对斑马鱼 C YP1A 的表达并抑制了 C YP1A 酶

活力 ,但供试斑马鱼仍表现出中毒迹象 ,包括下颌畸

形、血流量减少、红细胞生成障碍等。因此认为 TC2
DD 除通过 AhR 途径诱导 C YP1A 来实现毒性效应

外 ,还可能通过调节其他蛋白酶来发挥其毒性作

用[38 ] 。对于其他 DL Cs ,其毒作用机理是否也是如

此 ,尚需深入研究。另外 ,利用吗啉代寡核苷酸阻止
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斑马鱼胚胎发育期 AhR2 和 C YP1A 蛋白的表达 ,

进而研究多环芳烃与其中某些共平面多环芳烃的毒

理机制 ,发现阻止 AhR2 蛋白表达能减少β2萘黄酮

和α2萘黄酮共同对供试斑马鱼胎儿的心脏毒性 ;而

阻止 CYP1A 蛋白表达能显著加强β2萘黄酮单独暴

露的毒性作用和β2萘黄酮与α2萘黄酮共同暴露的毒

性作用。以上结果说明 ,虽然多环芳烃与其中某些

共平面多环芳烃可能都是 AhR 的促进剂 ,但多环芳

烃的胚胎发育毒性与某些共平面多环芳烃存在不同

的机理[6 ,45 ] 。深入研究多环芳烃的毒性机制将为基

于毒性机理的化学物危险度评价提供有效工具。

6 　小结

DL Cs 的毒理机制经过 20 多年的研究 ,至今已

有一个大致的轮廓 ,但很多细节问题还没有完全研

究清楚 ,包括基因表达产物如何发挥作用、蛋白激酶

激活后如何导致毒性效应、AhR 存在于机体的意义

亦即其生理作用和内源性配体等。这些问题是当前

DL Cs 毒理机制研究的重点及热点。

C YP1A 的诱导及其酶表达是 AhR 介导的

DL Cs 引起机体中毒的主要生物学标志。斑马鱼因

其独特的生物学特性 ,为 DL Cs 毒理机制的研究提

供了很好的脊椎动物模式。通过研究 DL Cs 对斑马

鱼 CYP1A 的影响来揭示 DL Cs 的毒理机制 ,是一

个有效的途径。
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改 良地胆头注射液的 试制及其质量检测
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　　中图分类号 : S85917　　 　　　　　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 6354 (2009) 02 - 0047 - 03

　　地胆头 ( Elephantopus scaber L. )又名苦地胆、地胆草、天

芥菜、鸡疴粘 (《本草纲目 》)、土公英、土紫胡、草鞋底等 ,为

菊科植物地胆草属。分布于我国东南至西南部各省 ,尤其是

广东、广西、福建等地多见 ,生长于路边、林缘或者空旷草地

上 ;味苦性凉、药用全草 [ 1, 2 ] ,有清热解毒、凉血消肿等功效。

现代医学研究表明 ,地胆头含有甾醇以及菊糖、果糖、氨基酸

和内酯等化学成分 ,其主要有效成分为地胆头内酯。地胆草

的重要化学成分是倍半萜内酯 ,全草中分离到的倍半萜内酯

成分有两种类型 ,一是牻牛儿内酯型 [ 3, 4 ] ,包括地胆草内酯

( elephantop in)、去氧地胆草内酯 ( deoxyelephantop in)、异去氧

地胆草内酯 ( isodeoxyelephantop in)、地胆草种内酯 ( scaber2
top in)和 11β, 13 -二氢去氧地胆草内酯 (11β, 13 - dihydrode2
oxyelephantop in) ;二是愈创木内酯型 [ 5 ] ,此类型目前仅从地

胆草中分离出 3种 ,即去酰蓟苦素 ( deacylcyanarop icrin)、葡

萄糖中美菊素 ( glucozaluzain) C和还阳参苷 ( crep iside) E。本

实验室试制地胆头注射液对金黄色葡萄球菌、肺炎双球菌、

大肠埃希氏菌和肠炎沙门氏菌均有明显的抑制作用 [ 6 ]。但

引入微波 -超声提取技术 ,添加一定量的磺胺增效剂 ,可能

更有利于保留地胆头有效成分 ,增加其抗菌效果。笔者等以

65%乙醇为溶剂 ,结合中草药提取纯化新技术超声 - 微波辅

助提取 ,添加一定量的磺胺增效剂 ,制成改良地胆头注射液 ,

并对其质量和安全性进行了检查 ,为改良地胆头注射液的临

床效果研究奠定基础。

1　材料与方法

收稿日期 : 2008 - 10 - 30

项目来源 :广东省湛江市科技招标项目 (湛科 [ 2006 ]94号 )

作者简介 :陈进军 (1967 - ) ,男 ,教授 ,博士 ,主要从事中草药现代化

及动物毒理学研究 , E - mail: jjchen777@yahoo. com. cn。

1. 1　地胆头

2008年 6月采自广东湛江市麻章区 ,经广东海洋大学农

业生物研究所鉴定为菊科地胆草属多年生草本植物地胆草。

全草阴干 ,粉碎 ,过 20目筛 ,收集地胆草粉末 ,储藏于阴凉干

燥处备用。

1. 2　试剂和仪器

1. 2. 1　试剂　无水乙醇、亚硫酸钠、碳酸氢钠、活性炭、乙醚、

乙醇、氨水、氯仿、甲醇、注射用水、羧甲基纤维素钠、硅胶 G、磺

基水杨酸、鞣酸试剂、醋酸、氯化钠、明胶、氯化钙 ,均为国产分

析纯试剂。注射用葡萄糖、生理盐水、普通肉汤培养基、普通

琼脂培养基 ,购自广东利泰药业有限公司 ,批号 : 2007060816。

金黄色葡萄球菌购自中国兽医药品监察所。

1. 2. 2　仪器 　数显电热培养箱 : HPX - 9272ME,上海博迅实

业有限公司医疗设备厂 ;电热恒温水槽 : SSW ,上海博迅实业

有限公司 ; 500μL的微量移液器 : W KY,上海求精生化试剂

仪器有限公司 ;电子分析天平 : AY120,日本岛津电子科技有

限公司 ;三用紫外分析仪 : W FH - 20S; 离心机及离心管 :

TDL80 - 2B,上海安亭科学仪器厂制造 ;手提式压力蒸汽灭

菌器 : YXQ - SG46 - 280A,上海博迅实业有限公司医疗设备

厂 ;微波炉 : LGWD700 (MG - 5061T) ,天津乐金电子电器有

限公司 ;双频数控超声波清洗器 : KQ - 300VDE型 ,昆山市超

声仪器有限公司 ;数显不锈钢鼓风干燥箱 : GZX - 9240 MBE,

上海博迅实业有限公司 ;净化工作台 : SSW - CT - 2F,上海跃

进医疗器械厂。

1. 3　试验动物

健康家兔 3只 ,体重 1. 5 - 2. 5 kg,购于广东医学院实验

动物中心。试验前一周购买 ,使其适应试验环境。

1. 4　地胆头的加工

采集地胆头全草 3 - 5 kg,用水洗涤除去沙粒、泥土等杂
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质 (此过程最大限度不损伤地胆草的根、茎、叶 ) ,阴干 ,并置

鼓风干燥箱中 50 ℃辅助干燥 ,粉碎过 20目筛 ,装入密闭的

塑胶袋中 4℃冷藏备用。分别于采集后、粉碎前、粉碎后称

重 ,计算地胆草的失水率和收粉率。

1. 5　地胆头原液的制备

取地胆头粉末 300 g,加入 65%乙醇至 3 000 mL浸泡 12 h,

每隔 2 h用玻璃棒搅拌 5 m in,超声 (240 W , 30 ℃, 28 kHz)处

理 20 min,微波处理 2 min (100 mL /30 s) ,后于 60 ℃加热回流浸

提 4 h,收集浸提液 ,将浸提液趁热过滤 ,收集滤渣重复上述

操作 ,合并滤液 ,调 pH值至 8, 3 000 r/m in离心 5 m in,取上

清液 ,于通风橱内 60 ℃水浴加热浓缩为糖浆状 ,向浓缩液中

加入适量的 2%亚硫酸钠和 2%碳酸氢钠溶液 ,然后按 1%比

例加入活性炭 ,搅拌 ,静置 30 m in, 3 000 r/m in离心 5 m in,过

滤得上清液 ,用乙醚萃取 3次。60 ℃水浴加热挥去乙醚 , 4 ℃冷

藏 6 h,过滤 ,如此重复 2次 ,然后调 pH值至 8,浓缩至原液体

积的 1 /2。在上述制备过程中 ,按试管法监测提取液中的内

酯、黄酮类化合物。

1. 6　改良地胆头注射液的配制

按 2. 5%比例于地胆头原液加注射用葡萄糖粉 ,用双蒸

水稀释至适当体积 , 65 ℃水浴上搅拌 ,放置 30 m in,过滤。按

20 mg/mL加入甲氧苄啶 ( TMP) ,然后按总量的 015% ～

110% 加入吐温 - 80以增加主药的溶解度 ,调 pH 值至

618 ,搅拌 ,静置 30 m in,过滤 ,定容至适当体积 ,流通蒸气

灭菌 30 m in,无菌封装 (每支 5 mL ) ,即得改良地胆头注射

液。

1. 7改良地胆头注射液质量检测

1. 7. 1　改良地胆头注射液的漏气检查 　封装、灭菌后趁热

放入洁净冷水中 ,如有漏气的安瓿即会充入冷水 ,药液颜色

变淡、量增加 ,即可检出。

1. 7. 2　pH值检测 　用精密 pH值试纸测试改良地胆头注射

液的 pH值 ,应在 6. 0 - 8. 0之间。

1. 7. 3　装量检测 　取供试品注射液 5支 ,开启时要注意避

免损失 ,将内容物倾入经校正的干燥量筒中 ,倒立 ,让内容物

倾净。读出每支内容物的装量 ,并求出平均装量值。应该符

合平均装量比少于标示装量 ,每支装量不少于标示装量的

93% ;如有 1支装量不符合规定 ,则另取 5支复试 ,均应符合

规定。

1. 7. 4　澄明度检测 　在 30 W 荧光灯下 ,以白色为背景 ,距

20 cm处观察有无异物。

1. 7. 5　杂质检测 　蛋白质 :取地胆头注射液 1 mL,加新配制

的 30%磺基水杨酸溶液 1 mL,混匀 ,放置 5 m in,不得出现沉

淀。注射液中如含有遇酸能产生沉淀的成分 ,可以改加鞣酸

试剂 1 - 2滴 ,不得出现浑浊和沉淀。鞣质 :取注射液 1 mL,

加入稀醋酸 1滴 ,再加明胶氯化钠溶液 4 - 5滴 ,不得出现浑

浊或沉淀。草酸 :取溶液型静脉注射液适量 ,用稀盐酸调节

pH值至 1 - 2,滤过 ,取滤液 2 mL,滤液调节 pH值至 5 - 6,加

3%氯化钙溶液 2 - 3滴 ,放置 10 m in,不得出现浑浊或沉淀。

1. 7. 6　有效成分检测 　黄酮类物质的监测 :在试管中加

入 1 mL 地胆头注射液 ,用无水乙醇稀释至适当体积 ,后

在试管中加 1 - 2滴三氯化铁溶液 ,观察颜色变化。地胆

头内酯的监测 :在试管中加入 1 mL 地胆头注射液 ,将其

加热 ,后趁热加入适量 NaOH ,边加边摇 ,观察颜色变化。

薄层色谱法对地胆头内酯的监测 :硅胶 G薄板为载体 ,氯

仿 ∶甲醇 ∶氨水 (25∶3∶1)为展开剂 ,展开 ,取出 ,晾干后 ,于紫

外灯 (365 nm)下检测。

1. 7. 7　溶血试验 　取 10 mL试管 6支 ,按表 1配比量依次

加入 2%红细胞悬液和生理盐水 ,混匀后 ,于 37 ℃恒温箱放

置 30 m in,然后分别加入不同量注射液 (第 6管为对照管 ) ,

摇匀后置 37 ℃恒温箱中。开始每隔 15 m in观察 1次 , 1 h

后 ,每隔 1 h观察 1次 ,共观察 4 h。按文献 [ 6 ]方法判定是否

出现溶血现象。

表 1　改良地胆头注射液溶血性试验方法 /mL

　　试管号 1 2 3 4 5 6

注射液 0. 1 0. 2 0. 3 0. 4 0. 5 0

生理盐水 2. 4 2. 3 2. 2 2. 1 2. 0 2. 5

2%红细胞混悬液 2. 5 2. 5 2. 5 2. 5 2. 5 2. 5

1. 7. 8　热原检测　兔耳静脉注射药液 ,观察家兔体温变化情

况 ,以判定供试品中所含热原是否符合规定。取健康家兔 3

只 ,实验前先测定其正常温度 ,在测定后 15 m in内按 1 mL /kg

自兔耳缘静脉缓慢注入一定量预热的注射液 ,后每隔 1 h测量

体温 1次 ,共测 3次 ,以 3次中体温最高的 1次减去正常体温

为体温升高值 ,若体温升高值均小于 0. 6 ℃,并且总升高小

于 1. 4,则认为该供试品的热原符合规定。

1. 7. 9　无菌检测 　试验前将所有仪器、普通肉汤和琼脂培

养基分装 ,进行高压灭菌。试验时取注射液 4支 ,加入 0. 9%

无菌氯化钠溶液稀释至 100 mL,通过装有孔径为 0. 25μm

的薄膜过滤器。然后把滤膜分为 4等份 ,分别放在普通肉汤

和普通琼脂培养基中 ,再取 1份接种金黄色葡萄球菌接种作

为对照组 ,在 37 ℃的培养箱中培养 24 h后观察。

2　试验结果

2. 1　封装、漏气检测

改良胆头注射液的安瓿均无漏气现象 ,封装合格。

2. 2　澄明度检测

在 30 W荧光灯下 ,以白色为背景 ,距 20 cm处观察到无

异物 ,颜色成棕黄色 ,表明地胆头注射液清澈无杂质 ,澄明度

较好。

2. 3　装量检测

检查发现 , 5支改良地胆头注射液的平均装量为 5. 002 mL,

符合要求。

2. 4　pH值检测

测得改良地胆头注射液的 pH值为 6. 8,在 6. 0 - 8. 0之

间 ,符合要求。

2. 5　有效成分检测

三氯化铁法变化呈黄色 ,说明地胆头注射液中含有黄酮

类物质。热氢氧化钠法变化呈黄色 ,说明地胆头注射液中含

有内酯类物质。薄层色谱法监测 ,可见薄板上呈现了 4个淡
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蓝色的斑点 ,判定其含有地胆头内酯。

2. 6　杂质检测

30%磺基水杨酸法反应发现 ,地胆头注射液放置 5 m in

后未出现浑浊 ,说明蛋白质检查为阴性。稀醋酸 - 明胶氯化

钠溶液检查 ,未出现浑浊或沉淀 ,说明鞣质检查为阴性。稀

盐酸 -氯化钙溶液检查 ,未出现浑浊或沉淀 ,说明草酸检查

为阴性。

2. 7　热原检测

兔耳静脉注射药液 ,观察家兔体温变化情况 ,发现体温

升高值均小于 0. 6 ℃,并且总升高小于 1. 4,故该注射液的热

原符合规定。

2. 8　无菌检测

琼脂扩散试验表明 ,改良地胆头注射液经 37 ℃、培养 24 h

后 ,均无菌落生长 ,判为无菌。

2. 9　溶血检测

溶血试验结果表明 ,改良地胆头注射液溶血试验检查合格。

3　讨论与分析

中药注射液是提取中草药有效成分并去除杂质部分制

成的新剂型 ,提取其有效成分是最为重要的工序 ,传统的提

取纯化方法所制备的药液已不能达到现今注射液的质量要

求 ,一些新的分离提纯技术不断涌现 ,膜分离技术、吸附分

离、酶反应技术、新型吸附澄清技术、超临界流体萃取技术、

高速逆流色谱技术、强化浸取技术以及微波 - 超声波辅助提

取技术等一些新技术正有淘汰传统的煎煮、浸渍、渗漉等工

艺的趋势 [ 2, 7 ]。

地胆头注射液在制备中针对关键的不同成分的理化性

质和药理特性 ,制定出最佳的提取与纯化手段 [ 6 ]。本试验在

地胆头化学成分、药理学、临床应用和地胆头注射液试制等

的基础上 ,用 65%的乙醇对粉碎的地胆头充分浸泡 ,并利用

超声 -微波辅助提取 ,大大提高了有效成分地胆头内酯和黄

酮类物质提取效率 ,经过萃取、过滤、活性炭处理等多个步骤

进行纯化 ,制成改良地胆头注射液 ,经按规范进行质量分析 ,

符合质量标准的中药注射液。另外 ,该改良地胆头注射液添

加了磺胺增效剂 TMP,其体内抗菌效果尚待进一步研究。
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宫康对山羊子宫内 膜炎的药效试验
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　　中图分类号 : S85917　　 　　　　　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 6354 (2009) 02 - 0049 - 02

　　子宫内膜炎是常见的母羊生殖系统疾病 ,也是导致母羊

不孕的重要因素之一 [ 1 - 3 ]。母羊分娩过程中病原微生物通

过产道侵入子宫 ,或由于配种、人工授精及人工助产过程中

消毒不严 ,尤其是在发生难产时不正确的助产、胎衣不下、子

宫脱出、阴道脱出、胎死腹中等 ,均易导致感染而引起子宫内

膜炎。笔者等根据中兽医学理论 ,研制出奶牛子宫内膜炎治

疗药宫康 ,经临床试验和多个奶牛场推广应用证明 ,其对奶

牛子宫内膜炎有显著疗效。为了扩大该药的应用范围 ,笔者

等采集患子宫内膜炎山羊的子宫分泌物进行病原菌分离
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和鉴定 ,以液体培养基倍比稀释法测定宫康对山羊子宫内

膜炎主要病原菌的最低抑菌浓度 (M IC )和最低杀菌浓度

(MBC) ,并用宫康对患病山羊进行治疗 ,现将结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

选自甘肃省临夏州农户散养的病羊 51只。

1. 2　培养基

肠杆菌科细菌生化编码微量鉴定管 ( GYZ - 15e)、麦康

凯琼脂培养基 :购自中国兽药监察所 ;营养肉汤、营养琼脂培

养基 :购自杭州微生物试剂厂 ;却浦曼琼脂、改良艾德华琼

脂、血琼脂、血清肉汤培养基 :按文献 [ 4, 5 ]方法配制。

1. 3　细菌学检查

1. 3. 1　病料采集 　将病羊外阴部洗净消毒 ,用灭菌输精管

插入子宫腔 ,注入生理盐水 10 mL,并立即回抽 ,将采集病料

移入灭菌试管内 ,低温保存待检。
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狗舌草提取物的长期和蓄积毒性及特殊毒性研究
3

聂芳红1a ,陈进军1b ,王建华2 ,史志诚3
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3 西北大学 生态毒理研究所 ,陕西 西安 710069)

[摘 　要 ] 　【目的】对狗舌草体积分数 60 % 乙醇提取物的毒理学安全性进行评价。【方法】利用 C57L2L 小鼠 ,

以生理盐水为阴性对照 ,环磷酰胺为阳性对照 ,进行狗舌草体积分数 60 %乙醇提取物的 90 d 长期毒性试验、30 d 蓄

积试验。并采用小鼠骨髓微核试验、小鼠生殖机能试验和小鼠胎儿外观畸形检查 ,对狗舌草体积分数 60 % 乙醇提取

物的长期毒性、蓄积毒性和特殊毒性进行评价。【结果】90 d 长期毒性试验未见供试小鼠临床表现、体重和病理变化

异常 ,30 d 蓄积试验未见供试小鼠死亡 ,给药组与阴性对照组小鼠骨髓微核率无显著差异 ( P > 0. 05) ;与阴性对照组

相比 ,用药后受孕鼠的受孕率、每窝活胎数、平均胎儿重、吸收胎儿数和死胎数均无明显变化 ( P > 0 . 05) ,供试小鼠胎

儿未见明显的外观畸形 ( P > 0 . 05) 。【结论】狗舌草体积分数 60 %乙醇提取物无长期毒性 ,无蓄积毒性 ,无致突变性

和致畸胎性。

[关键词 ] 　狗舌草 ;乙醇提取物 ;长期毒性 ;蓄积毒性 ;特殊毒性 ;小鼠
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Studies on chronic toxicity ,accumulation and special toxicitie s of
extract from Tephroseris kirilowii (Turcz. ) Holub
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Abstract :【Objective】The study is to assess t he toxicological safety of 60 % (V / V ) alcoholic ext ract

f rom Tep hroseris ki ri low i i Turcz Holub.【Met hod】With a negative cont rol of normal saline and a positive

cont rol of cyclop hosp hamide ,t he chronic toxicity ,accumulation and special toxicities were assessed by em2
ploying a range of C57L2L mice to conduct the test s of 90 day chronic toxicity ,302day accumulation ,bone2
marrow micronucleus and rep roduction ability as well as fetal malformation of t he T. ki ri low i i ext ract .

【Result】There were no abnormalities in clinical exhibition , body weight and visible pat hology in 902day

chronic toxicity test and no death in 302day accumulation test . Being compared to t he negative cont rol

group ,t he mouse bone2marrow micronucleus rate was not changed ( P > 0 . 05) and t here were no significant

changes ( P > 0 . 05) in numbers of live ,absorbed and dead fet uses of t he p regnant mice and no visible fetal

malformation in t he teratogenic test ( P > 0 . 05) .【Conclusion】The T. ki ri low i i ext ract with 60 % (V / V )

et hanol did not cause chronic toxicity ,accumulation ,mutagenicity and teratogenicity.

Key words : Tep hroseris ki ri low i i ( Turcz. ) Holub ; ethanol ext ract ; chronic toxicity ; accumulation ;
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special toxicity ;mouse

　　白血病是一种危害人类和动物健康的恶性肿瘤

疾病。白血病细胞不仅能在造血组织中异常增生 ,

而且与一般肿瘤细胞相似 ,还能广泛浸润全身各组

织器官。许多白血病细胞往往和局部肿瘤细胞 (如

淋巴肉瘤、骨髓瘤) 同时存在。抗癌手段如化学疗

法、免疫疗法和放射疗法同样能抑制白血病细胞的

增殖[ 124 ] 。目前 ,白血病的发病率有逐渐增高的趋

势[1 ,4 ] 。

狗舌草 ( Tep hroseris ki ri low i i ( Turcz. ) Hol2
ub)在世界范围内广泛分布 ,其含有黄酮类化合物和

双稠吡咯啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids , PAs)

等[5210 ] 。狗舌草除了具有抗溃疡作用之外 ,对白血

病细胞、恶性网状细胞肉瘤及皮肤癌有较强的抑制

作用[ 5 ,11 ] ,但较大剂量的狗舌草长期作用于机体 ,对

肝、肾等器官具有毒性作用[729 ] 。最近研究发现 ,狗

舌草体积分数 60 %乙醇提取物 (以下略为“狗舌草

提取物”)具有抗淋巴性白血病的效果[ 12214 ] ,对雌性

小鼠腹腔注射的半数致死量 (LD50 ) 为 ( 791. 22 ±

170. 17) mg/ kg[ 15 ] ,但关于狗舌草提取物的长期和

蓄积毒性及特殊毒性研究尚未见报道。本研究利用

C57L2L 小鼠 ,采用长期毒性试验、蓄积试验、小鼠骨

髓微核试验、小鼠生殖机能试验及小鼠胎儿外观畸

形检查 ,对狗舌草提取物的长期毒性、蓄积毒性和特

殊毒性进行评价 ,旨在为系统地对狗舌草提取物的

毒理学安全性评价积累资料。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　供试动物 　普通级 C57L2L 小鼠 400 只 ,质

量 18～22 g ,由第四军医大学实验动物中心提供。

1. 1. 2 　试 　剂 　环磷酰胺 (Cyclop hosp hamide) ,江

苏恒瑞医药股份有限公司产品 ,批号 :0101082。

1. 2 　狗舌草提取物的制备

狗舌草于 2005208 采自陕西省陇县关山牧场 ,

经中国科学院西北植物研究所鉴定后 ,阴干粉碎 ,过

孔径 0. 45 mm 筛 ,贮存于干燥阴凉处备用。称取

100 g 狗舌草粉 ,用 1 000 mL 体积分数 60 %乙醇 56

℃温浸 12 h ,过滤。滤液先减压回收乙醇 ,再浓缩 ,

加适量蒸馏水 ,静置于 4 ℃过夜 ,滤去叶绿素等沉淀

物 ,再浓缩 ,冰冻干燥成粉末 ,即成狗舌草提取物 ,已

测得其对雌性小鼠腹腔注射的半数致死量 (LD50 ) 为

(791. 22 ±170. 17) mg/ kg[15 ] 。

1. 3 　狗舌草提取物的长期毒性试验

1. 3. 1 　动物分组与药物处理 　将 80 只雌性 C57L2
L 小鼠随机等分为狗舌草提取物高剂量组、中剂量

组、低剂量组和对照组 4 组。其中高剂量组、中剂量

和低剂量组分别用 1/ 4 LD50 (200 mg/ kg) 、1/ 6 LD50

(133 mg/ kg) 、1/ 8 LD50 (100 mg/ kg) 狗舌草提取物

进行腹腔注射 ,对照组用生理盐水进行腹腔注射 ,每

日 1 次 ,连续注射 90 d。上述狗舌草提取物粉末均

用适量生理盐水配成所需浓度的溶液 ,用直径 0. 22

μm 的微孔滤膜过滤除菌。

1. 3. 2 　检查内容 　给药后定时观察并记录各组小

鼠饮食、活动等表现 ,每周称量体重 1 次。至第 90

天试验结束 ,剖杀全部小鼠 ,进行眼观病理学检查 ,

并采集肝脏、肺脏、心脏、肾脏和脾脏等进行病理组

织学检查[ 16 ] 。

1. 4 　狗舌草提取物的蓄积试验

将 1/ 10 LD50 (80 mg/ kg)狗舌草提取物每日给

20 只雌性 C57L2L 小鼠腹腔注射给药 1 次 ,连续注

射 30 d ,观察小鼠有无死亡。如果在试验期内小鼠

无死亡 ,则表示狗舌草提取物无蓄积作用 ,否则记录

小鼠半数死亡的累积给药总量 (LD50′) ,用 LD50′除

以狗舌草提取物的 LD50 ,求出蓄积系数 ( K) ,根据

K 值判断狗舌草提取物有无蓄积性。

1. 5 　狗舌草提取物的致突变试验

采用小鼠骨髓嗜多染红细胞微核检验法测

定[17219 ] 。

1. 5. 1 　动物分组与药物处理 　将 100 只雌性

C57L2L 小鼠随机等分为狗舌草提取物高剂量组、中

剂量组、低剂量组、阴性对照组和阳性对照组 5 组。

狗舌草提取物高剂量组、中剂量和低剂量组分别用

1/ 4 LD50 (200 mg/ kg) 、1/ 5 LD50 (160 mg/ kg) 、1/ 10

LD50 (80 mg/ kg)狗舌草提取物进行注射 ;阴性对照

组用生理盐水进行注射 ;阳性对照组用 75 mg/ kg

环磷酰胺进行注射。各组均采用一次尾静脉注射法

给药 ,每只小鼠给药液 0. 2 mL 。

1. 5. 2 　骨髓推片的制备、镜检和计数 　参考文献

[ 17219 ]方法进行。比较各给药组与阴性对照组微

核率的差异性。

1. 6 　狗舌草提取物的致畸胎性试验

1. 6. 1 　动物分组与处理 　取性成熟的 C57L2L 小

鼠 200 只 ,按雌雄比为 1 ∶1 随机等分为 5 组 ,每组

20 对。每天将已确定受孕雌性 C57L2L 小鼠随机分

64 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 36 卷



入狗舌草提取物高剂量组、中剂量组、低剂量组和阴

性对照组和阳性对照组。其中高剂量组、中剂量和

低剂量组分别以 1/ 4 LD50 (200 mg/ kg) 、1/ 20 LD50

(40 mg/ kg) 、1/ 100 LD50 (8 mg/ kg) 狗舌草提取物

进行腹腔注射 ,阴性对照组用生理盐水进行注射 ;阳

性对照组用 30 mg/ kg 环磷酰胺进行注射。确认各

雌性 C57L2L 小鼠怀孕后 ,第 6 天开始按剂量腹腔

注射给药 ,每天 1 次 ,持续到第 15 天[20 ] 。

1. 6. 2 　怀孕检查和胎仔检查 　怀孕检查采用阴道

栓检查法 ,凡发现如白色蜡块状阴道栓 ,即确定为怀

孕第“0”日。将雌性 C57L2L 小鼠受孕后第 19 天 ,

即自然分娩前 1 d 处死 ,取出子宫 ,从左侧子宫角开

始至右侧子宫角顶端 ,依此取出活产胎仔、死胎以及

吸收胎 ,并进行记录。活产胎仔取出以后 ,先检查性

别 ,逐只称重 ,并按窝计算平均胎仔体重 ,然后进行

各部位的外观畸形肉眼检查。

1. 6. 3 　结果评定方法 　每个活产幼仔出现 1 种或

1 种以上畸形均作为 1 个畸胎。用下述 2 个公式计

算畸胎出现率和母体畸胎出现率。同时计算各组雌

鼠的受孕率及每窝平均胎仔体重等[20 ] 。

畸胎出现率/ % = 畸胎总数/

检查的活胎总数 ×100 % , (1)

母体畸胎出现率/ % = 出现畸胎的孕鼠数/

妊娠母鼠总数×100 % 。 (2)

2 　结果与分析

2. 1 　狗舌草提取物的长期毒性试验结果

2. 1. 1 　临床观察 　90 d 药物处理期间各组小鼠均

无死亡。狗舌草提取物高剂量组小鼠在给药初 1 h ,

有轻微的精神不振 ,以后一直无异常表现。狗舌草

提取物中剂量组和低剂量组小鼠均一直表现正常。

2. 1. 2 　体重变化 　至试验期末 ,狗舌草提取物高剂

量组小鼠的平均体重为 (27. 18 ±1. 73) g ,与中剂量

组 ( (27. 55 ±2. 01) g) 、低剂量组 ( (28. 05 ±1. 97) g)

和对照组小鼠 ( (27. 96 ±1. 65) g) 相比 ,均无统计学

差异 ( P > 0 . 05) 。

2. 1. 3 　病理变化 　各组小鼠剖杀检查未见眼观变

化。病理组织学检查发现 ,狗舌草提取物高剂量组

小鼠的肝脏中央静脉有轻微充血 ,肝索和静脉窦正

常 ,肝细胞无肿大 ,胞浆内无空泡 ;肺脏肺泡大小匀

称无充血无肿大 ,无炎性渗出物 ,肺泡壁细胞无坏

死 ,肺泡隔无增厚或变薄 ,无萎缩 ,终末细支气管平

滑肌正常无充血水肿 ;心脏无出血充血 ,无水肿 ,心

肌纤维排列整齐无增粗或萎缩现象 ,心肌细胞核形

态正常 ,细胞内和肌纤维间隙无明显渗出物 ;肾脏肾

小球结构和肾小管上皮细胞未见胞浆内陷 ;脾脏的

脾小结大小与数量无明显变化。可见 ,狗舌草提取

物长期毒性检查结果为阴性。

2. 2 　狗舌草提取物的蓄积试验结果

用 1/ 10 LD50狗舌草提取物连续给药 30 d ,未观

察到供试小鼠死亡。故可判定狗舌草提取物无蓄积

毒性。

2. 3 　狗舌草提取物的致突变试验结果

动物 (如小鼠)骨髓细胞微核率的变化可作为检

测受试物致突变性的有效方法[17219 ] 。由表 1 可见 ,

给药组与生理盐水阴性对照组微核率差异不显著

( P > 0 . 05) ,而阳性对照组 (75 mg/ kg 环磷酰胺) 微

核率与给药组和阴性对照组差异极显著 ( P <

0 . 01) 。
表 1 　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核检验结果 ( �X ±S D , n = 20)

Table 1 　Bone2marrow micronucleus rate of

the mice ( �X ±S D , n = 20)

供试药物
Substance used

剂量/ (mg ·kg - 1)
Dose

微核率/ %
Micronucleus rate

狗舌草提取物
T. ki ri low ii ext ract

200 3. 25 ±0. 023

160 0. 250 ±0. 018

80 0. 225 ±0. 010

环磷酰胺
Cyclophosphamide

75 　2. 250 ±0. 207 3

生理盐水
Physiological saline water

- 　2. 000 ±0. 011

　　注 : 3 表示分别与给药组和阴性对照组相比 ,差异极显著 ( P <

0 . 01) 。

Note : 3 means significant difference ( P < 0 . 01) f rom t he test

groups administered wit h doses of T. ki ri low ii ext ract ,

and t he negative group ,respectively.

2. 4 　狗舌草提取物的致畸胎性试验结果

2. 4. 1 　狗舌草提取物对小鼠生殖机能的影响 　与

生理盐水阴性对照组相比 ,通过腹腔注射连续给予

1/ 4 LD50 、1/ 20 LD50 和 1/ 100 LD50 狗舌草提取物 ,

受孕鼠的受孕率、每窝活胎数、平均胎儿重、吸收胎

儿数和死胎数无显著差异。30 mg/ kg 环磷酰胺使

供试小鼠的受孕率和平均胎儿重显著降低 ( P <

0 . 05) ,但对受孕鼠的每窝活胎数、吸收胎儿数和死

胎数等无明显影响 (表 2) 。

2. 4. 2 　狗舌草提取物对小鼠胎儿外观畸形的影响

　用药后供试小鼠胎儿外观畸形检查结果见表 3。

在狗舌草提取物各剂量组中 ,仅中剂量组 ( 1/ 20

LD50 )小鼠中发现 1 例腹部有出血斑 ,其他组小鼠均

未出现可辨的外观畸形。相反 , 环磷酰胺 ( 30

mg/ kg)阳性对照组有 6 窝 15 例活产胎仔出现了一

定数量的脑突出 ,无耳 ,融合趾和或短尾 ,其畸胎出
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现率和母体畸胎出现率分别达 11. 72 %和 42. 86 % , 显著高于其他组 (χ2 检验 , P < 0 . 05) 。
表 2 　狗舌草提取物对供试小鼠生殖机能的影响

Table 2 　Influence of the T. ki ri low ii extract on reproductivity of the mice

处理
Treat ment

剂量/
(mg ·kg - 1)

Dose

交配母鼠数
Mated female

mice

受孕母鼠数
Pregnant

mice

受孕率/ %
Pregnant

rate

每窝活胎数
Live fetuses

per lit ter

平均胎儿重/ g
Average weight

of fetus

吸收胎儿数
Fetuses

absorbed

死胎数
Dead fetus

狗舌草提取物
T. ki ri low ii ext ract

200 20 18 90 9. 1 ±0. 4 1. 343 ±0. 10 0 0

40 20 20 100 8. 3 ±0. 5 1. 401 ±0. 08 0 0

8 20 20 100 9. 4 ±0. 3 1. 311 ±0. 12 0 0

环磷酰胺
Cyclophosphamide

30 20 14 70 3 9. 1 ±0. 7 　1. 093 ±0. 22 3 0 0

生理盐水
Physiological saline water

- 20 20 100 8. 9 ±0. 2 1. 435 ±0. 07 0 0

　　注 : 3 表示与其他组相比 ,差异显著 ( P < 0 . 05) 。下表同。

Note : 3 means difference ( P < 0 . 05) f rom ot her groups. The following table is same .

　　另外 ,至试验末期 ,狗舌草提取物高剂量组母鼠

出现进食减少 ,皮毛干燥等轻度中毒表现 ;中剂量组

和低剂量组母鼠中均未观察到中毒症状。生理盐水

阴性对照组和环磷酰胺阳性对照组母鼠中均未出现

异常表现。除了环磷酰胺阳性对照组小鼠有致畸阳

性变化外 ,其他给药组及阴性对照组小鼠均无眼观

畸形变化 ,说明狗舌草提取物无致畸作用。

表 3 　狗舌草提取物对供试小鼠致畸胎性的试验结果

Table 3 　Tteratogenicity of the T. ki ri low ii extract on the mice

处理
Treat ment

剂量/ (mg ·kg - 1)
Dose

被检窝数
Litters checked

被检活胎数
Live fetuses checked

畸胎出现率/ %
Abnormal fetus

rate

母体畸胎出现率/ %
Maternal abnormal

fetus rate

狗舌草提取物
T. ki ri low ii ext ract

200 18 164 0 0

40 20 168 0. 59 5. 00

8 20 188 0 0

环磷酰胺
Cyclophosphamide

30 14 128 11. 72 3 42. 86 3

生理盐水
Physiological saline water

- 20 178 0 0

3 　讨　论

狗舌草 PAs 不仅可引起小鼠的巨肝细胞和肾

小管上皮细胞胞浆内陷等病变 ,而且还可导致大鼠

的肝细胞癌[11 ,15 ] 。本研究中狗舌草提取物的长期

毒性试验结果显示 ,狗舌草提取物未能引起供试小

鼠临床表现和体重的异常变化 ;病理组织学检查也

未见巨肝细胞和肾小管上皮细胞胞浆内陷等病变。

说明狗舌草提取物在试验剂量下 ,无明显的长期毒

性。

特殊毒性试验包括致癌试验、生殖毒性试验和

致突变试验。动物致癌试验周期长 ,大约需要约 3

年时间 ,而且耗资巨大 ,因此是否进行动物致癌试

验 ,必须十分慎重。需要做动物致癌试验的前提。

一是新药结构与已知致癌物质有关、代谢产物与已

知致癌物质相似 ;二是在长期毒性试验中发现有细

胞毒性作用或能导致某些脏器、组织和细胞异常显

著活跃的新药 ;三是致突变试验结果为阳性的新药。

换言之 ,凡不符合以上 3 条者 ,皆可以免做致癌试

验[17 ,20 ] 。本研究对狗舌草提取物的蓄积性、致突变

性和致畸胎性等研究的结果显示 ,狗舌草提取物无

蓄积毒性、致突变性和致畸胎性 ,对供试小鼠的生殖

机能也无不良影响 ,因此无需进行致癌试验。
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稳定是预防呼吸系统疾病的首要任务。生产上有

相当多的疾病是在应激因素直接或间接影响导致

抵抗力下降的情况下发生的 , 所以要特别强调保

持禽舍内环境舒适和稳定的重要性。其中与呼吸

道疾病有关的主要管理因素是 : 温度、密度、湿度、

通风透气情况、光照和声音等。温度骤变和密度过

大会导致抵抗力下降 , 湿度过大是球虫病和曲霉

菌发生的最佳环境 ; 环境干燥则会继发大肠杆菌

和支原体感染。通风不良, 环境中气体浓度过高对

家禽呼吸道有明显的不良刺激作用。光照时间过

长 , 强度过高及无规律的光照和声音响动 , 对禽群

的应激影响很大 , 容易造成禽群疲惫 , 抵抗力下

降 , 啄癖发生率上升。养禽场的一些常规操作 , 如

抽样称重、采血、转舍、断喙、免疫接种等均对家禽

有较大的刺激。因此将这些工作与日常饲养管理

有机结合 , 制定完善的计划 , 提高责任心和技术熟

练程度, 是减轻这类应激因素影响的关键。

3.2 重视并要搞好消毒工作 , 尤其是禽喷雾消

毒 , 既可以杀灭隐藏于禽舍内环境以及家禽体表

和呼吸到中的病原体 , 又能沉降粉尘 , 净化空气 ,

阻止病原体的扩散。生产中采用过氧乙酸带鸡消

毒 , 既可以环境消毒 , 又可以对鸡舍中氨气进行中

和而降低鸡舍中氨气的浓度, 效果良好。

3.3 良好的免疫 接种可以保 证鸡群免受 各 种

病毒性传染病的困扰 , 养殖场要根据本地区的家

禽疾病流行的特点和抗体水平 , 制定合理的免疫

程序 , 认真做好免疫接种。对于蛋鸡厂来说 , 应定

期将鸡蛋送样到指定化验部门进行新城疫和禽流

感的监测, 以便随时监控重大疫病。

3.4 一旦发病 , 选用合理的治疗药物很关键。

泰乐菌素、强力霉素、氟本尼考、替米考星等抗生

素对细菌性呼吸道疾病疗效比较好。强力霉素和

氟苯尼考联合用药对嗜血杆菌效果尤为佳。一旦

发生病毒性传染病 , 一般无特效疗法 , 为了减少损

失可以用干扰素或白细胞介素结合中成抗病毒药

联合治疗 , 抗病毒药也有抗病毒谱 , 盲目用药只会

增加经济损失。同时需在饲料中拌广谱抗生素预

防细菌继发感染。有些可以紧急免疫接种治疗, 如

发 生 新 城 疫 用 新 城 疫 油 乳 剂 灭 活 苗 紧 急 接 种 治

疗, 联用禽用干扰素分边注射效果更好。

1 发病情况

广东省江门台山市某专业户于 2006 年 11 月

份购进 1 日龄三黄鸡苗 10000 羽 , 该养殖场采用

山地散养 , 在上批鸡出栏后间隔 1 个月 , 鸡舍场地

在空闲期用石灰水喷洒消毒后 , 空置 10 天。该鸡

场免疫程序: 5 日龄使用新支二联苗(新城疫 Ⅳ系+

传支 H120 )倍量点眼、滴鼻首免, 10 日龄传染性法

氏囊疫苗饮水免疫 , 15 日龄禽流感灭活苗肌肉注

射 , 30 日龄 IB 疫苗( H52) 饮水 , 45 日龄肌注鸡新

城疫 I 系疫苗。15 天开始发现有些雏鸡出现气喘、

气管啰音、伸颈张口呼吸等呼吸道症状 , 排白色粪

便 , 病情来势较猛 , 当天就有鸡死亡 , 第二天后病

情迅速扩大 , 感染率 30%以上 , 采食量大幅减少 ,

曾使用庆大霉素、链霉素治疗 , 疫情没有明显控

制 , 仍有成批雏鸡死亡。整个病程先后持续 10 余

天, 共死亡雏鸡 1520 羽, 死亡率约 15% 。

2 临床症状

病雏鸡表现精神沉郁、怕冷、打堆、羽毛蓬松、

采食量下降、伸颈、张口喘息、气管啰音和甩头 , 个

别出现犬坐姿势 , 排白色粪便 , 有时肛门周围粘满

粪便, 饮欲增强, 迅速波及全群。

3 病理变化

鸡肾型传染性支气管炎的
诊断和防制

陈修邓 1, 徐春厚 2, 陈进军 2, 邓洪文 1, 张洪韧 1, 许崇现 1

( 1.广东省江门市动物防疫检疫站, 广东江门 529000; 2.广东海洋大学动医系, 广东湛江 524088; )
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剖检病死或频临死亡鸡 , 可见气管和鼻道有卡他

性干酪样渗出物 , 黏膜水肿 , 个别气囔浑浊 , 附有

黄色干酪样分泌物 , 肾脏肿胀、苍白 , 输尿管和肾

小管膨大充满白色尿酸盐而呈斑纹状, 称 “花斑

肾”。组织学检查病死鸡的肾脏病变部为间质性肾

炎 , 小管上皮发生颗粒变性、空泡变性及坏死 , 进

而上皮细胞脱落。有的可见到大量嗜中性白细胞

浸润, 在髓质内小管的病变十分严重, 也有的可见

到局灶性坏死和小管上皮细胞的再生。

4 实验室诊断

4.1 细菌学检查

4.1.1 组织涂片镜检: 以无菌操作采取心血、

气管、支气管的渗出物以及肾脏涂片, 分别经革兰

氏、美蓝、姬姆萨染色后镜检, 均未观察到细菌。

4.1.2 细菌培养 : 取病死鸡的气 管、支气管渗

出物以及肾脏, 以无菌操作接种于普通琼脂培养

基、鲜血琼脂培养基和普通肉汤中, 经 37℃恒温培

养 24 小时, 未见可疑菌落生长。

4.2 病毒学检查

4.2.1 病料的采集与处理 : 从典型病例中无菌

采取鸡肾脏, 用匀浆管将肾脏磨细, 用灭菌生理盐

水作 l∶5 稀释 , 稀释液经 2000 转/分钟离心 10 分

钟 , 弃沉淀物 , 取上清液经 0.22 微米细 菌滤器过

滤 , 将滤液中加入青、链霉素各 2000 微克/毫升 ,

置 4℃冰箱中 4~6 小时后 , 用于接种鸡胚进行病

毒分离。

4.2.2 病毒的分离: 取处理好的病料滤液接种

5 枚 10 日龄鸡胚尿囊腔( 0.2 毫升 /胚), 继续孵化

至 72 小时 , 弃去 24 小时内死亡的胚 , 活胚置 4℃

冰箱中过夜 , 吸取尿囊液(第一代), 同时观察鸡胚

的变化。将第一代尿囊液再接种 10 日龄非免疫鸡

胚 , 继续传代 , 盲传 5 代后进行检测 , 出现胚死亡

或胚体矮小化且不凝集鸡红细胞的现象, 表明病

料中含有 IBV。收集死胚胚液以及存活鸡胚尿囊

液, 以- 30℃保存备用。

4.2.3 人工感染鸡试验: 取 20 羽 10 日龄健康

三黄鸡, 分成两组。试验组每羽滴鼻接种分离毒株

第五代鸡胚尿囊液(0.2 毫升 /羽), 对照组每羽滴鼻

接种正常鸡胚尿囊液(0.2 毫升 /羽)。连续观察 14

天, 结果试验组 10 羽鸡于接种后 4 天陆续开始出

现不同程度的精神沉郁, 呼吸道症状, 拉白色稀

粪 ; 第 8 天死亡 7 羽 , 剖检见气管分泌物增多 , 肾

肿大并有多量尿酸盐沉积 , 剩下 3 羽

耐过, 但生长缓慢。对照组 10 羽鸡则

未出现异常症状。

4.2.4 干扰试验 : 取 10 枚 10 日龄的正常鸡

胚, 分成两组 , 其中一组接种收集存活的鸡胚尿囊

液 0.1 毫升作为试验 , 另一组不接种作为对照 , 10

天后二组通过尿囊腔接种 0.1 毫升 ND- VB 株(Ⅱ

系苗)的胚液 , 接种后继续孵化 , 经 48 小时 , 取鸡

胚置 4℃冰箱中冷冻, 然后逐组逐只测定 HI 效价,

试验组有 6 只鸡胚尿囊液 HI 滴度在 l∶20 以下 , 而

对照组的鸡胚液的 HI 滴度均在 1∶40 以上 , 说明

IBV 对 NDV 产生了明显的干扰作用。据此可作出

对传染性支气管炎病毒的初步鉴定。

5 防制

5.1 药物治疗 本病目前尚无特效疗法 , 笔者

选用林可霉素、速百治、泰乐菌素混合 1 毫升/只

肌肉注射 ; 配合使用洛美清音、肾肿解毒药 ; 还使

用清瘟散、板蓝根、穿心莲等中药治疗本病收到良

好的效果。而在选用药物治疗时避免使用对肾脏

毒害大的一些药物 , 如磺胺类、庆大霉素、卡那霉

索等。

5.2 加强饲养管理 病鸡隔离 , 注意保暖、通

风换气和进行鸡舍带鸡消毒 , 添加维生素 B、维生

素 C; 给予复方口服补液盐或碳酸氢盐补充钾、钠

损失 , 有利于消除肾脏炎症; 饲料中蛋白质含量不

能过高, 以免尿酸生成过多, 造成代谢受阻而产生

沉积。

5.3 紧急疫苗接种 疫区其他鸡应立即选用

相应血清型的多价油乳剂灭活苗做紧急接种。

6 小结与讨论

6.1 通过临床症状、病理变化、实验室检查、干

扰试验等可诊断为鸡肾性传染性支气管炎。但鸡

传染性支气管炎存在多种血清型, 关于引起本次

病例的毒株型尚待进一步探讨和研究。

6.2 针对该地区流行的是肾型传支 , 在选用

疫苗方面, 应该值得注意。笔者给予商品肉鸡的参

考免疫程序 : 5 日龄时使用 城疫Ⅳ系倍 量点眼 ; 7

日龄 , 采用 H120 滴鼻, 同时可用 IB 多价油苗 1

头份注射 ; 10 日龄法氏囊饮水 ; 15 日龄禽流感灭

活苗肌肉注射; 30 日龄采用 H120 滴鼻, 同时用 IB

多价油苗 1 头份注射 ; 45 日龄肌注鸡新城疫 I 系

疫苗。有资料证明, 在生产过程中, 单用灭活苗进
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2007 年 4~6 月份 期 间 河 北 馆 陶 县 多 个 乡 镇

的鸡群暴发了典型的传染性喉气管炎 , 以成年鸡

群多发, 青年鸡次之, 雏鸡较少发生。成年鸡和青

年鸡症状典型, 雏鸡症状较轻。此次发病传播很迅

速, 尤其是养殖密度大的村, 发病率在 80%~100%,

死亡率 2%~15%甚至更高, 病程 7~20 天不等。

1 临床症状 发病初期仅个别鸡表现结膜炎

( 流泪、眼角聚集气泡、上下眼睑肿胀 , 有的粘连)

和轻微的喘鸣声和甩头。发病 3~4 天以后流泪、眼

睑肿胀的增多而且出现闭眼、伸颈、张口喘息鸡

只。严重的鸡不时伸颈用力甩头发出响亮的喘鸣

声, 直至甩出条状的血性分泌物。治疗不当的鸡群

后期采食量不足正常的 50%, 产蛋率从 80%~95%

降至 10%~30%不等。病鸡排黄白绿稀粪。

2 剖检 喉头、气管黏 膜水肿、出血 , 喉头堵

塞黄色或黄白色或带血的酪状分泌物 , 气管内有

大量的黏稠的血性分泌物 , 后期死亡鸡只大都有

卵黄性腹膜炎。

3 诊断 根据流行病学、临床症状、病理解剖

综合诊断为传染性喉气管炎。

4 治疗 根据疾病特点和本人多年临床经验

确定以下治疗方案:

4.1 紧急接种 最好用进口苗 , 成年鸡 2 羽份/

只 , 青年鸡 1 羽份/只 , 涂肛。接种 24 小时以后使

用药物治疗。

4.2 药物治疗 蟾酥呼毒清 , 800 只成年蛋鸡

每天一瓶 , 喷喉 , 连用 5 天 ; 祛痰灵 , 每袋对水 150

千克 , 饮水 , 连用 5 天 ; 慢呼舒克 , 500 只成年蛋鸡

每天一瓶, 饮水, 连用 5 天。

4.3 辅助治疗 补充营养 , 坚持消毒 , 保持鸡

舍空气清洁, 通风良好。

以上药物均为石家庄九通药业生产。蟾酥呼

毒清 : 主要成分蟾酥、冰片、聚肌孢等 ; 祛痰灵 : 主

要成分碘化钾、溴己新、氯化铵等 ; 慢呼舒克 : 主要

成分泰乐菌素、麻黄素等。

5 回访

5.1 在发病初期( 仅个别鸡出现临床症状时) ,

采取以上措施后 5 天, 病情得以控制 , 再经 4~5 天

时间, 鸡群状况恢复到发病前水平 , 在恢复期间一

般不再出现死亡 , 采食量、产蛋率稍降 , 但恢复很

快。

5.2 在发病中后期( 大群出现临床症状时) , 紧

急接种后第二天甚至当天出现死亡 , 第五天死亡

达高峰 , 第 6~7 天开始减少, 第八天时大群临床症

状明显减轻, 采食量逐渐增加 , 产蛋率也随之回

升, 再经约 5 天时间鸡群恢复到发病前水平。在整

个治疗过程中死亡率在 5%~10%之间不等。

5.3 在实际治疗过程中 , 有的鸡群发病后因畜

主担心紧急接种引起病情加重和出现死亡 , 而选

择直接药物治疗。但其效果不理想 , 病情难以控

制, 病程长达 20 天以上而且死亡率不低于 13%;

采食量、产蛋率下降严重 , 发病 15 天后开始非常

吴建峰 1, 王 涛 2, 李 敏 2

( 1.石家庄市牧工商开发总公司原种猪场, 河北石家庄 050100;

2.石家庄九通药业, 河北石家庄 050036)

蛋鸡传染性喉气管炎的诊治

行免疫 , 只能产生低于 50% 的保护率 , 灭活苗和

弱毒苗交叉使用可产生 90%~100% 的保护。

6.3 鸡传染性支气管炎不断有新的变异株产

生, 其中弱毒苗有可能成为 IBV 突变的主体和重

组变异的供体; 新的变异株的不断出现 , 使得对鸡

IB 的免疫预防难上加难。为预防新的变异株的产

生, 人们正研究用重组 DNA 表达蛋白进行免疫 ,

因为利用重组 DNA 免疫既防止了疫苗毒的感染 ,

又 可 预 防 由 于 疫 苗 毒 的 重 组 而 产 生 新 的 血 清 型

IBV。

6.4 IBV 弱毒苗可用于气雾、滴鼻、点眼、饮水

免疫, 各种免疫方式产生的免疫效果各异。笔者建

议采用饮水免疫时, 添加 2%脱脂奶粉进行传染性

支气管炎弱毒疫苗免疫 , 有利于加强疫苗的免疫

效果。
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苦地胆内酯类化合物的制备及其体外抑菌效果研究
刘　勇1 ,聂芳红2 ,林红英1 ,陈进军1 3 ,马　驿1 ,巨向红1

(1. 广东海洋大学 动物医学系 ,广东 湛江 　524088 ;2. 广东海洋大学 食品科技学院 ,广东 湛江 　524088)

　　摘要 : 为探讨中药苦地胆有效成分苦地胆内酯的抗菌效果 ,用浓度为 800 mL/ L 的乙醇溶液进行热回

流浸提 ,制备苦地胆内酯的粗提物 ,经硅胶柱层析分离、纯化 ,再结晶 ,制得苦地胆内酯类化合物 ,用薄层层析

法进行苦地胆内酯检测与鉴定 ,并进行了苦地胆内酯类化合物的体外抑菌试验。结果显示 ,当浓度为 2. 0

mg/ mL 时 ,苦地胆内酯类化合物对巴氏杆菌、蜡状芽孢杆菌具有明显的抑制作用 ( P < 0. 05) ,对金黄色葡萄

球菌、肠炎沙门氏菌和鸡大肠杆菌呈现极明显的抑制作用 ( P < 0. 01) ;浓度分别为 50、10 mg/ mL 时 ,苦地胆

内酯类化合物对 5 种供试菌均有极明显的抑制作用 ( P < 0. 01) 。苦地胆内酯类化合物对供试金黄色葡萄球

菌、肠炎沙门氏菌、巴氏杆菌、鸡大肠杆菌、蜡状芽孢杆菌的最小抑菌浓度分别为 0. 313、0. 313、0. 156、0. 625

mg/ mL 和 1125 mg/ mL ;对蜡状芽孢杆菌的最小杀菌浓度为 2. 5 mg/ mL ,对其他 4 种供试菌的最小杀菌浓

度均为 0. 625 mg/ mL 。表明 ,苦地胆内酯类化合物具有很好的体外抗菌效果。

关键词 : 苦地胆内酯 ;提取纯化 ;薄层层析 ;体外抑菌作用

Preparation of lactonic extract from Ele pha ntopus scaber

and its antibacterial effects in vit ro

L IU Yong1 ,N IE Fang2hong2 ,L IN Hong2ying1 ,CH EN Jin2jun1 ,MA Yi1 ,J U Xiang2hong1

(1 . Department of V eterinary Medicine , Guang dong Ocean Universit y , Zhanj iang 524088 , China;

2. Col lege of Food Science and Technology , Guang dong Ocean Universi t y , Zhanj iang 524088 , China)

　　Abstract : To investigate t he antibacterial effect s of lactones f rom Elep hantop us scaber ,a well2known

Chinese herbal medicine ,ku2di2dan ,t he crude ext ract s f rom E. scaber were prepared wit h 800 mL/ L et hanol

and followed by p urification wit h silica gel column chromatograp hy and crystallization. The p urified ext ract

of lactones f rom E. scaber ( PEL ES) was checked and identified by t hin layer chromatograp hy and it s anti2
bacterial effect i n vi t ro was observed. 2. 0 mg/ mL of PEL ES inhibited t he growth of Pasteurel l a m ul toci da

( PM) and B aci l l us cereus (BC) ( P < 0 . 05) ,and significantly inhibited t he growt h of S t a p hy lococcus aureus

(SA) ,S al monel l a enteri t i dis (SE) ,and Escherichi a coli in chicken (CC) ( P < 0 . 01) ,respectively. PEL ES at

5 mg/ mL and 10 mg/ mL significantly inhibited ( P < 0 . 01) t he growt h of all t he five st rains of bacteria ( P <

0 . 01) and the minimum inhibitory concent ration (MIC) of PEL ES was 0. 313 mg/ mL against SA and SE

and 0. 156 mg/ mL against PM ,0. 625 mg/ mL against CC ,and 1. 25 mg/ mL against BC. The minimum bac2
tericidal concent ration (MBC) of PEL ES against BC was 2. 5 mg/ mL while t he MBC against t he ot her four

bacteria was 01625 mg/ mL . The result showed t hat PEL ES from ku2di2dan had significant antibacterial

effect s.

Key words : lactones f rom E. scaber ;p urification ;t hin layer chromatograp hy ;antibacterial effect i n v i t ro

　　苦地胆 ( Elep hantop us scaber) 为菊科地胆草属

多年生草本植物 ,分布于我国南方各省 ,尤以广东、

广西和福建多见 ,是我国华南地区 ,尤其港台地区的

一味常用民间草药。因苦地胆具有清热、凉血、利湿

的功效 ,民间广泛用其治疗感冒、百日咳、黄疸、咽喉

炎、眼结膜炎、肾炎肿、湿疹、虫蛇咬伤等症[123 ] 。现
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代医学研究表明 ,苦地胆含有甾醇 ,以及菊糖、果糖、

氨基酸和内酯等化学成分 ,其主要有效成分为苦地

胆内酯[4 ] 。中草药及其有效成分在防治畜禽细菌性

或病毒性疾病方面具有广阔前景。然而传统研究中

使用的大部分中草药提取物均是粗制品 ,其有效成

分含量常随季节和地理环境的不同而改变 ,而且化

学成分复杂 ,究竟是何种成分起作用还不甚清楚[5 ] 。

为进一步明确中药苦地胆的有效成分及苦地胆内酯

的抗菌效果 ,笔者采用硅胶柱层析法对苦地胆内酯

粗提物进行了纯化 ,制作出了苦地胆内酯类化合物

纯品并对其进行了体外抗菌试验。

1 　材料与方法

1. 1 　苦地胆

　　于 2008 年 6 月采自广东省湛江市湖光岩东 ,经

广东海洋大学农学院植物分类学副教授吴钿鉴定为

苦地胆正品。阴干、粉碎、过孔径 0. 833 mm 筛 ,置

密闭塑料袋保存于 4 ℃冰箱备用。

1. 2 　菌株

　　肠炎沙门氏菌、鸡大肠杆菌、巴氏杆菌、金黄色

葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌 ,均由本校兽医微生物实验

室提供。

1. 3 　主要器材和试剂

　　多孔电热恒温水槽 :501A 型 ,上海实验仪器厂

生产 ;电热恒温干燥箱 : GZX - 9030MB E 型 ,上海博

讯医疗设备厂生产 ;旋转蒸发仪 : RE - 5220 型 ,上

海亚荣生化仪器厂生产 ;硅胶 G:青岛海洋化工厂生

产 ,其他试剂均为国产分析纯。

1. 4 　苦地胆内酯化合物的提取

　　参照文献[ 627 ]的方法 ,称取干燥苦地胆全草粉

末 2 kg ,按料液比 1 ∶7 加入 800 mL/ L 乙醇 ,于热

回流装置内 60 ℃回流 5 h ,过滤 ;滤渣再按料液比

1 ∶5 加入 800 mL/ L 乙醇热回流 4 h ,过滤 ,合并 2

次滤液 ,在 60 ℃多孔电热恒温水槽中蒸发掉乙醇和

部分水分。将浓缩液用 1/ 3 体积的石油醚反复萃取

3 次后用 1/ 3 体积乙酸乙酯充分萃取多次。取乙酸

乙酯萃取液旋转蒸发浓缩至适当体积 ,用 1 g/ L

Na HCO3水溶液洗涤 3 次后用蒸馏水洗至中性 ,收

集乙酸乙酯相 ,置于 4 ℃冰箱过夜 ,趁冷过滤 ,滤液

挥干溶剂得苦地胆内酯粗提物。

1. 5 　苦地胆内酯的纯化与检测

　　将苦地胆内酯粗提物用少量乙酸乙酯溶解 ,湿

法上样于硅胶层析柱上端 ,先用石油醚2乙酸乙酯混

合物 ,然后用乙酸乙酯2甲醇混合物梯度洗脱 ,异羟

肟酸铁反应定性合并 ,旋转蒸发回收溶剂 ,丙酮溶剂

结晶 ,得纯化的苦地胆内酯类化合物。利用内酯类

化合物在异羟肟酸铁试剂喷雾显色的黄绿色背景下

呈蓝紫色斑点的特性 ,用硅胶 G 薄层层析检测

鉴定[7210 ] 。

1. 6 　苦地胆内酯纯化物的体外抑菌试验

1. 6. 1 　供试液的制备 　精确称取苦地胆内酯类化

合物 1. 0 g ,加少量无水乙醇 ,再加入含 3 g/ L 吐温2
80 的蒸馏水至 20 mL ,随后配成 50 mg/ mL 、10

mg/ mL 、2 mg/ mL 的高、中、低 3 种浓度供试液。并

采用巴氏消毒法 (62 ℃30 min)进行灭菌。

1. 6. 2 　菌悬液的制备 　分别从保存菌种的培养基

斜面上将供试菌接种于营养琼脂培养基上 ,于 37 ℃

培养 24 h ,反复活化 3 次 ,然后分别将第三代的菌种

接到含有 100 mL 营养肉汤培养基的三角瓶中振荡

培养 (摇速 130 r/ min) ,37 ℃培养 18～24 h 后取出 ,

采用平板菌落计数法检测其菌悬液浓度 ,然后将其

稀释至 5 ×106 ～5 ×107 CFU/ mL ,放入冰箱保存

备用。

1. 6. 3 　培养基的制备 　营养肉汤、营养琼脂按常规

方法制备 ,煮沸溶解后 121 ℃高压灭菌备用。

1. 6. 4 　苦地胆内酯纯化物药物敏感性测定 　在每

个培养皿 (90 mm)中倒入 20～25 mL 已融化并冷却

至 45 ℃的营养琼脂培养基 ,厚度约为 4 mm ,待凝固

后 ,加入 0. 1 mL 配制好的菌悬液 ,用灭菌涂布棒均

匀地将菌液涂布 ,用直径为 6 mm 的无菌打孔器均

匀打孔 ,每板 5 孔 ,酒精灯封闭孔底 ,将 3 种不同浓

度的供试液加于孔中 ,以满而不溢为宜并做好标记 ,

另一孔加含 3 g/ L 吐温280 无菌水作为对照。置于

37 ℃下培养 24 h ,测量抑菌圈直径大小 ,每种供试

菌进行 3 次重复。利用 SPSS11. 5 统计分析软件将

所测抑菌圈数据分别与空白对照组进行 t 检验。

1. 6. 5 　最小抑菌浓度 ( MIC) 和最小杀菌浓度

(MBC)的测定 　采用试管 2 倍稀释法测定 ,取无菌

试管 10 支 ,各加 1 mL 营养肉汤 ;以无菌操作吸取

10 mg/ mL 供试液 1 mL 于第 1 管中 ,混匀后吸取 1

mL 入第 2 管中 ,依次倍比稀释至第 9 管 ,混匀后自

第 9 管弃去 1 mL 。此时 ,管中药液含量比依次为

1 ∶2、1 ∶4、1 ∶8、1 ∶16、1 ∶32、1 ∶64、1 ∶128、

1 ∶256 和1 ∶512 ,第 10 管为不加药物对照 ;各管均

加入供试菌液 0105 mL ,混匀后于 37 ℃培养 24 h ,

以肉眼观察药物最低浓度管中无细菌生长者为该试

验药物 MIC。将上述未见生长细菌的各管中的肉

汤接种于营养琼脂平板上 ,做好标记 ,37 ℃培养 16

～18 h ,以仍无细菌生长的管内药物浓度记为该药

的 MBC。
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2 　结果

2. 1 　苦地胆内酯的 TLC检测鉴定

　　用展开剂石油醚2氯仿2乙醚 (体积比 3 ∶5 ∶2)

混合物能很好地将苦地胆内酯类化合物通过硅胶 G

薄板层析法加以分离 ,经异羟肟酸铁试剂 (内酯类化

合物专属显色剂)喷雾显色和碘熏蒸显色 ,经柱层析

纯化后的苦地胆内酯类化合物出现 3 个蓝紫色斑点

(见图 1) , R f 值分别为 0. 16、0. 33 和 0. 64。

2. 2 　苦地胆内酯的体外抑菌效果

　　由表 1 可见 ,高、中浓度的苦地胆内酯类化合物

对 5 种供试细菌的抑菌作用均极为明显 ( P <

0101) ;低浓度的苦地胆内酯类化合物对巴氏杆菌、

蜡状芽孢杆菌作用明显 ( P < 0. 05) ,对其他 3 种供

试菌呈现极明显的抑制作用 ( P < 0. 01) 。

　　MIC、MBC 测定结果见表 2 ( - :无菌生长 , + :

菌体生长弱 , 6 :菌体生长较强 , 7 :菌体生长很强) 、

表 3。由表 2 可知 ,苦地胆内酯类化合物对供试金

黄色葡萄球菌、肠炎沙门氏菌、巴氏杆菌、鸡大肠杆

菌、蜡状芽孢杆菌的 MIC 分别为 0. 313、0. 313、

01156、0. 625 和 1. 25 mg/ mL。由表 3 可知 ,苦地胆内

酯类化合物对蜡状芽孢杆菌的 MBC 为 2. 5 mg/ mL ,

对其余 4 种供试菌的 MBC均为 0. 625 mg/ mL。

图 1 　地胆草内酯类化合物的薄层色谱

Fig. 1 　Thin layer chromatography of the lactonic extract from

Elephantopus scaber

表 1 　3 种不同浓度苦地胆内酯类化合物的抑菌圈直径( mm)

Table 1 　Diameters of inhibitory bacterial zone of three different concentration of the lactonic extract from Elephantopus scaber

药品浓度/
(mg ·mL - 1)
PEL ES

金黄色葡萄球菌
S taphy lococcus aureus

(SA)

肠炎沙门氏菌
S almonella enteriti dis

(SE)

巴氏杆菌
Pasteurel la multoci da

( PM)

鸡大肠杆菌
Escherichia coli
in chicken (CC)

蜡状芽孢杆菌
B aci l l us cereus

(BC)

50 24. 38 ±0. 24 3 3 18. 83 ±0. 23 3 3 16. 94 ±0. 50 3 3 15. 12 ±0. 16 3 3 13. 31 ±0. 32 3 3

10 20. 92 ±0. 78 3 3 15. 74 ±0. 47 3 3 12. 89 ±0. 60 3 3 12. 06 ±0. 28 3 3 10. 25 ±0. 08 3 3

2 12. 67 ±0. 34 3 3 11. 91 ±0. 33 3 3 8. 18 ±0. 55 3 9. 99 ±0. 29 3 3 6. 95 ±0. 23 3

3 3 :与对照组差异极显著 ( P < 0. 01) ; 3 :与对照组差异显著 ( P < 0. 05)

3 3 : Extremely significant difference compared with the control group ( P < 0. 01) ; 3 :Significant difference compared with the control group ( P < 0. 05)

表 2 　苦地胆内酯类化合物的 MIC测定结果

Table 2 　Results of the minimum inhibitory concentration of the lactonic extract from E. scaber

细菌 Bacteria 1 ∶2 1 ∶4 1 ∶8 1 ∶16 1 ∶32 1 ∶64 1 ∶128 1 ∶256 1 ∶512 阴性对照
Negative cont rol

SA - - - - - + + 6 7 7
SE - - - - - + + 6 7 7
PM - - - - - - + 6 7 7
CC - - - - + 6 6 6 7 7
BC - - - + + 6 6 6 7 7

表 3 　苦地胆内酯类化合物对 5 种细菌的 MIC和 MBC

Table 3 　The MIC and MBC of the lactonic extract from E. sca2
ber against the f ive bacteria respectively mg/ mL 　

指标
Indexes SA SE PM CC BC

MIC 0. 313 0. 313 0. 156 0. 625 1. 250
MBC 0. 625 0. 625 0. 625 0. 625 2. 500

3 　讨论

　　苦地胆化学成分复杂 ,本研究以内酯成分为目

标 ,尽量除去其他成分。通过薄层层析法对柱层析

前后苦地胆内酯粗提物和纯化物进行检测比较 ,采

用异羟肟酸铁试剂 (内酯类化合物专属显色剂)喷雾

显色和碘 (有机物通用显色剂) 熏蒸显色 ,发现柱层

析前都出现 4 个显色斑点 ,柱层析后只有 3 个 ,说明

有一个内酯成分在进行纯化时丢失 ,需要改进洗脱

条件和监测手段。用碘熏蒸显色除有 4 个显色斑点

外 ,在展开前沿还有 1 条显色带 ,说明在进行柱层析

前苦地胆内酯粗提物中除有含有 4 个内酯成分外还

含有其他化合物 ,但在柱层析后仅看到 3 个清晰的

斑点 ,说明经柱层析除掉了大量非内酯化合物 ,通过

结晶 ,析出了晶体 ;结合文献[ 627 ]分析 ,可判定最终

得到的苦地胆内酯已得到纯化。

　　常规研究中所用中药提取物多为粗制品 ,其活

性成分复杂、扩散速度不一、颜色深 ,影响试验结果
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判断 ,无法确定是何种成分在起作用。本试验针对

苦地胆内酯类活性成分进行提取 ,得到粗提物后 ,再

采用硅胶 G柱层析法对其进行纯化 ,得到苦地胆内

酯纯化物 ,较好地解决了上述问题。在供试液的制

备过程中 ,先用少量无水乙醇溶解 ,并在蒸馏水中加

入了 3 g/ L 的吐温280 让苦地胆内酯充分溶解 ,利于

扩散 ;对照组则在无菌水中加入了同样少量的无水

乙醇和 3 g/ L 吐温280 ,结果表明这种处理对细菌的

生长没有影响。

　　采用适宜的巴氏消毒法对苦地胆内酯类化合物

进行灭菌 ,避免了高温高压对内酯成分的破坏。在

研究中 ,曾采用过微孔滤膜除菌法进行除菌 ,发现所

得苦地胆内酯类化合物滤液的抑菌效果逊于采用巴

氏消毒法灭菌的抑菌效果 ,其可能原因是在进行过

滤除菌时 ,有一部分内酯成分残留在滤膜上而降低

了药液的浓度。

　　传统中药研究中的抑菌效果判定借用抗生素抑

菌的评判标准 ,而国际权威期刊著文认为 ,只要抑菌

圈直径大于 6. 0 mm 就可以说明该提取物对供试细

菌具有抑菌作用 ,大于 8. 0 mm 即为高度敏感[ 11212 ] 。

本试验结果显示 ,苦地胆内酯化合物抑菌圈仅为

(6. 95 ±0. 23) mm 时 ,与对照组相比 ,就表现差异

显著 ( P < 0. 05) ,抑菌圈为 (9. 99 ±0129) mm 时 ,则

差异极显著 ( P < 0. 01) 。另外 ,本研究所选用的供

试菌既有革兰阳性菌、革兰阴性菌 ,又有带芽孢杆

菌 ,可见苦地胆内酯类化合物抗菌谱较广。这可能

是中药苦地胆抗菌消炎的药理机制之一。在目前畜

禽混合感染性疾病频频发生的情况下 ,苦地胆广谱

抗菌有效成分 ———地胆内酯化合物可作为抗菌消炎

药物加以深入研究与开发[13 ] ,这在一定程度上有利

于代替抗生素和化学抗菌药 ,有利于克服西药的固

有弊端。但作为苦地胆的主要抗菌有效成分 ,苦地

胆内酯类化合物的抑菌机理尚待进一步研究。
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两种转移因子对犬外周血 T细胞亚群的影响

孔庆波1 ,3 ,陈进军2 ,陈德坤3 ,张彦明3

(1.中国刑事警察学院警犬技术系 ,沈阳 　110034 ;2. 广东海洋大学农业生物技术研究所 ,湛江 　524088 ;

3. 西北农林科技大学动物科技学院 ,杨凌 　712100)

摘要 :按标准方法分别提取制备了猪和犬的转移因子 ,选择杂种牧羊犬为试验犬 ,用流式细胞术检测了试验犬注射猪、犬

转移因子前和注射后不同时间 T 细胞亚群的变化情况。结果表明 ,同种、异种转移因子均可提高试验犬外周血淋巴细胞数

量 ;CD4/ CD8 比值变化分析结果证明 ,外周血增加的淋巴细胞主要为 CD4 + T 细胞 ;试验犬注射同种、异种转移因子后 20 d

内 ,CD4 + T 细胞持续增加 ;同种转移因子促进试验犬外周血 CD4 + T 细胞上升的作用强于异种转移因子。

关键词 :转移因子 ;流式细胞术 ;犬外周血 ; T 细胞亚群

中图分类号 :S829. 2 　　　　　文献标识码 :A 　　　　　文章编号 :167127236 (2007) 0720056204

　　T 淋巴细胞不仅作为效应细胞直接在抗感染中

发挥清除靶细胞的作用 ,还是调节机体免疫反应类

型和免疫反应强度的关键细胞。研究结果表明 ,人

和动物外周血 T 细胞主要分为 CD4 + 亚群、CD8 + 亚

群 ,其表型均为 CD3。CD4 + T 细胞亚群又称辅助

细胞诱导亚群 ,它使机体针对不同抗原的免疫应答

反应朝着定向类型发展 ,达到完全清除病原体的目

的 ;CD8 + T 细胞亚群主要为细胞毒性 T 细胞亚群 ,

通过细胞毒作用 ,清除体内的病毒感染细胞、细胞内

寄生菌感染的细胞和肿瘤细胞。

正常机体内 CD4 + T 细胞数量高于 CD8 + T

细胞 ,二者的比值保持在较为稳定的平衡状态。但

不同物种的个体 CD4 + T 细胞与 CD8 + T 细胞比

值 (简称 CD4/ CD8)也会不同 (金扩世等 ,2004) 。机

体被病原体感染、免疫调节剂等均会导致 CD4/ CD8

比值发生变化 ( Ponce 等 , 2003 ; Marcelo 等 , 2002 ;

Tipold 等 ,2001) 。CD4/ CD8 比值降低通常意味着

机体免疫功能下降 ,CD4/ CD8 比值上升 ,通常提示

机体免疫功能升高。因此 ,当前医学临床通过测定

CD4/ CD8 的比值来评价临床治疗效果或者疾病的

预后。

在动物免疫功能研究中 ,关于犬 T 细胞亚群方

面的研究报告很少 ,且主要集中在关于犬 T 细胞亚

群表面CD4、CD8和CD3分子的单抗研究方面 ,而有

收稿日期 :2006212211

作者简介 :孔庆波 (1969 - ) ,男 ,辽宁人 ,副教授 ,博士 ,主要从事

犬病科研与教学工作。

通讯作者 :张彦明 (1956 - ) ,男 ,博士 ,教授 ,博士生导师 ,主要从

事分子病原学与免疫学方面研究。

基金项目 :公安部科技局基金项目 (20045829501) 。

关转移因子 ( t ransfer factor , TF) 对犬 T 细胞亚群

影响的研究尚未见报道。本研究就 2 种 TF 对犬外

周血 T 细胞亚群的影响进行了动态探讨 ,现将研究

结果报告如下。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　动物 　3～6 月龄健康杂种牧羊犬 24 头 ,购

于陕西杨凌某养犬场。

1 . 1 . 2 　试剂 　淋巴细胞分离液 (上海恒信化学试剂

有限公司产品) ,肝素 (华美生物工程公司产品) ,

RPMI21640 培养基 ( HyClone 公司产品) ,犊牛血清

(中美合资兰州民海生物工程有限公司产品) ,苔盼

蓝 (上海公私合营新中化学厂产品) , FITC 标记的

小鼠抗人 Ig G1 ( COUL TER 公司产品) , FITC 标记

的大鼠抗犬 Ig G1 ( U sBiological 公司产品) , FITC

标记的大鼠抗犬 Ig G2α(U sBiological 公司产品) 。

1 . 1 . 3 　溶液的配制 　1640 培养液 :用三蒸水 1000

ml 溶解 1 袋 RPMI21640 ,电磁搅拌至完全溶解 ,

1 mol/ L HCl 调 p H 至 7. 2～7. 4 ,过滤除菌。不完

全 1640 培养液 :按 RPMI21640 培养基上的配制说

明配制。完全 1640 培养液 :在不完全 1640 培养液

的基础上加 10 %灭活犊牛血清 , 无 Ca2 + 、Mg2 +

Hanks 液 (金伯泉等 ,2002) ,112 ℃灭菌 15 min ,调

p H 至 7. 2～7. 4。

流式洗液 :DPBS ×1 (900 ml) , FCS (50 ml ,终

浓度 5 %) ,4 % NaN3 (50 ml ,终浓度 0. 2 %) 。DPBS

( ×10 ,贮存液) : NaCl (80 g) , KCl (2 g) ,Na2 HPO4

(11. 5 g) , KH2 PO4 (2 g) ,加蒸馏水至 1000 ml ,临用

时用蒸馏水 1 ∶10 稀释。固定液 :DPBS ×1 (1000

ml) ,葡萄糖 (20 g) ,甲醛 (10 ml) ,NaN3 (0. 2 g ,终浓
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度 0. 02 %) 。以上溶液均置 4 ℃保存备用。

绵羊血清用流式洗液稀释 20 倍 ,分装于青霉素

小瓶中 ,每瓶 0. 5 ml , - 20 ℃保存备用。

1 . 1 . 4 　主要仪器设备 　LD422A 型离心机 (北京医

用离心机厂制造) , EL ITE 型流式细胞仪 ( Coulter

公司产品) ,SX218 型显微镜 (江南公司产品) 。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　动物分组 　将试验犬随机分成 2 组 ,1 组肌

肉注射猪 TF ,另 1 组肌肉注射犬 TF ,每只犬 4 ml ,

1 次/ d ,连续注射 3 d 后开始采集肝素抗凝血样。

注射猪 TF 组分别于第 0、2、4、8、15 和 18 d 及注射

犬 TF 组分别于第 0、2、3、7、9 和 18 d 从犬前肢头静

脉处采抗凝血 ,用于测定 T 细胞亚群。2 组犬均在

注射 TF 第 0、1、3、5、10 和 15 d 从犬前肢头静脉处

采集抗凝血 ,用于记数淋巴细胞。

1 . 2 . 2 　直接标记法测定 T 细胞亚群 　采取犬静脉

血约 3 ml ,肝素抗凝。与等量无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks

液混匀后 ,小心叠加于等体积淋巴细胞分离液上 ,

2000 r/ min离心 20 min。吸取淋巴细胞 ,用流式洗

液洗 1～2 次 ,每次 1000 r/ min 离心 10 min。苔盼

蓝染色计数 ,保证活细胞数 95 %以上。调节细胞数

量 ,准确使用 200μl 体积的流式洗液制成细胞悬液

后细胞浓度为 5 ×106 / ml～1 ×107 / ml。将细胞分

装到 4 个已编号的离心管中 ,每管 50μl。然后每管

加入 10μl 已制备的 1 ∶20 稀释的绵羊血清 ,室温

下作用 10 min ,以封闭细胞表面的 Fc 受体。再向 1

号管中准确加入阴性对照单抗 10μl ,向 2 号、3 号、

4 号 管中分别准确加入抗 CD3、CD4、CD8 单克隆抗

体各 10μl ,4 ℃作用 30 min。作用完毕后用流式洗

液洗 2 次 ,流式洗液用量每管 2 ml ,离心 1000 r/

min ,每次 5 min。振荡细胞 ,使细胞在残留洗液中

形成均匀的细胞悬液。每管加 300μl 固定液固定。

固定完成后进行流式细胞术检测。

1 . 2 . 3 　淋巴细胞数测定 　无菌采犬外周血 ,肝素抗

凝。用等量的无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks 液稀释后 ,小心

叠加于等体积的淋巴细胞分离液上 ,2000 r/ min 离

心 20 min , 吸取淋巴细胞层。用无 Ca2 + 、Mg2 +

Hanks 液洗 3 次 ,每次 1000 r/ min 离心 10 min。最

后 1 次离心结束后 ,弃去上清 ,用无 Ca2 + 、Mg2 +

Hanks 液悬浮细胞。用与所采血等体积的含 10 %

犊牛血清的完全 1640 培养液制成细胞悬液。取

0. 1 ml细胞 ,加 0. 5 ml 完全 1640 培养液 ,再加 0. 4

ml 1 %苔盼蓝 (即使细胞稀释 10 倍)染色后计数。

淋巴细胞数 = 10 (细胞稀释倍数) ×104 ×4 个

大方格中的细胞数/ 4

2 　结果

2 . 1 　注射 TF 后犬的 T 细胞数测定结果 　注射猪、

犬 TF 后犬淋巴细胞的数量在检测时间内均明显升

高 ,且呈持续升高的特点 (表 1、图 1) 。试验结果表

明 ,猪和犬 TF 都有提高犬外周血淋巴细胞数量的

作用。但猪 TF 提高犬外周血淋巴细胞数量的作用

明显优于犬 TF。

表 1 　注射猪或犬 TF后犬外周血 T淋巴细胞数量

变化测定结果

不同种
TF

注射猪或犬 TF 后不同时间犬外周
血 T 细胞数量变化 ( ×106 个/ ml)

0 d 1 d 3 d 5 d 10 d 15 d

CS2TF 5 6 9. 9 10 14 16

TF2P 10 12 13 14 16 18

图 1 　注射猪或犬 TF后犬外周血 T细胞数量变化测定结果

2 . 2 　注射 TF 后犬的 T 细胞亚群测定结果

2 . 2 . 1 　注射猪 TF 后犬的 T 细胞亚群变化测定结

果 　试验结果表明 ,异种 TF 能够使犬外周血 T 细

胞数量在一定时间内持续升高 ,并且主要表现为

CD4 + T 细胞亚群数量的升高 ,CD8 + 亚群的 T 细

胞受异种 TF 的影响不大 (表 2、图 2) 。CD4/ CD8 比

值在犬注射猪 TF 后的第 8 d 开始急剧升高 ,提示异

种 TF 发挥作用所需要的时间可能较长 (图 4) 。

表 2 　注射猪 TF后 T细胞亚群变化测定结果

T 细胞

亚群

注射猪 TF 后不同时间 T 细胞亚群变化 ( %)

0 d 2 d 4 d 8 d 15 d 18 d

CD3

CD4

CD8

CD4/ CD8

37. 0

23. 1

13. 9

1. 68

52. 3

27. 4

15. 8

1. 73

53. 4

28. 5

16. 9

1. 77

56. 1

34. 8

17. 0

2. 05

65. 9

43. 5

17. 3

2. 51

66. 9

40. 8

19. 0

2. 15

2 . 2 . 2 　注射犬 TF 后犬的 T 细胞亚群变化测定结

果 　试验结果表明 ,同种 TF 对 T 细胞的影响方面

具有和异种 TF 相类似的免疫学效应。所不同的

是 ,同种 TF 在一定时间内能够引起更多的 CD4 +

T 细胞到外周血中。另外 ,同种 TF 在促进 CD4 +
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T 细胞增殖方面作用更迅速 ,需要的时间更短 (表

3、图 3) 。CD4/ CD8 比值在犬注射同种 TF 后的第

2～7 d 持续升高 (图 4) 。据此认为 ,同种 TF 对 T

细胞的免疫学活性要优于异种 TF。

图 2 　注射猪 TF后 T细胞亚群变化测定结果

表 3 　注射犬 TF后 T细胞亚群变化测定结果

T 细胞

亚群

注射犬 TF 后不同时间 T 细胞亚群变化 ( %)

0 d 2 d 4 d 8 d 15 d 18 d

CD3

CD4

CD8

CD4/ CD8

33. 3

20. 7

10. 4

1. 99

51. 0

33. 0

10. 8

3. 06

48. 8

38. 1

11. 2

3. 40

54. 6

38. 8

10. 4

3. 73

58. 6

45. 1

12. 6

3. 58

67. 1

42. 4

13. 1

3. 24

图 3 　注射犬 TF后 T细胞亚群变化测定结果

图 4 　注射猪、犬 TF后 CD4/ CD8 比值的测定结果

3 　讨论

3 . 1 　犬 T 细胞的多样性决定了 T 细胞的多效性 　

对 T 细胞多样性的认识 ,以及探讨影响 T 细胞多样

性的因素是人们了解机体免疫反应复杂性的基础。

本试验中 ,犬注射 TF 后外周血淋巴细胞数量不断

升高 ,结合同时期对 T 细胞、T 细胞亚群的检测结果 ,

以及 TF 作用的特点分析 ,我们认为外周血淋巴细胞

数量的变化主要由 T 细胞数量上升引起 ,在外周血

增多的 T 细胞中 ,CD4 + T 细胞所占的增幅最大。

3 . 2 　犬 CD4 + 亚群和 CD8 + 亚群以一定比例构成

T 细胞 　Byrne 等 (2000) 认为正常成年犬的 CD4/

CD8 的比值为 1. 87 ,这和本试验注射 TF 前测得的

正常犬的 CD4/ CD8 比值结果很接近 (注射猪 TF 的

犬为 1. 68 ,注射犬 TF 的犬为 1. 99) 。Martin 等

(2001) 、Greeley 等 (1996) 和 Toman 等 (2002) 认为

不同品种犬的 CD4/ CD8 比值有一定差异 ,并且随

动物年龄的增加而降低。由于机体处在多变的周围

环境 ,因此在机体受到环境因子刺激后 ,外周血 T

细胞亚群也会发生变化 ,从而使机体免疫功能发生

改变。周祥吉等 (2003) 研究结果发现 ,高温高湿组

犬伤后 1 h 淋巴细胞 CD4 + 亚群表达水平短暂升

高 ,随后下降 ,10 h 后明显降低 ; CD8 + 亚群 4 h 后

表达水平显著增高 ,相应导致 CD4/ CD8 比值 8 h 后

持续降低 ,它反映了枪伤导致机体免疫功能先升高 ,

然后逐步下降的过程。热习服能够增加犬 CD4 +

的表达值 ,抑制 CD8 + 大量表达 ,表明热习服能减

轻这些不利因素造成的损害 ,提高机体耐受力。本

试验结果发现 , TF 同样能造成犬外周血 T 细胞

CD4 + 亚群和 CD8 + 亚群数量以及 2 个亚群数量比

值的变化 ,并且这种变化是朝着有利于改善犬免疫

功能的方面发展。

3 . 3 　TF 作为免疫增强剂给予供试犬后对 T 细胞

亚群的影响 　在本研究中 ,无论注射猪还是犬 TF ,

均会导致犬血液中 T 细胞 CD4/ CD8 比值升高 ,并

且同种 TF 对 CD4/ CD8 比值的影响明显强于异种

TF。这一结果说明同种 TF 的作用优于异种 TF ,

并且 TF 的作用可以打破物种之间的界限 ,这和 TF

在其他动物该方面研究所获得的结果相一致 (苏铭

等 ,2004 ;倪金平 ,2002) 。CD4 + T 细胞在机体免

疫反应中主要发挥免疫调节作用 ,通过其免疫调控

作用使机体免疫反应保持在适当水平 ,达到清除病

原体维护自身稳定的作用。TF 在犬临床传染病应

用中显示 , TF 能充分增强犬抗病原体感染的作用。

结合本试验结果认为 , TF 对机体免疫功能的免疫

增强作用 ,主要是通过调节血液中辅助性 CD4 + T

细胞数量和 T 细胞 CD4/ CD8 比值来实现全面调节

犬免疫系统功能的作用。
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3 . 4 　供试犬注射 TF 后外周血中 T 细胞数量呈现

持续升高 　TF 引发外周血中 T 细胞数量呈现持续

升高的现象是通过何种机制实现的呢 ? TF 究竟是

加快了中枢免疫器官中 T 细胞的成熟速度 ,还是加

速了外周免疫器官中 T 细胞的分化增殖能力 ? 根

据 TF 具有促进外周血成熟 T 细胞增殖效应的研究

结果 ,推测至少在短期内 TF 是通过促进外周血 T

细胞增殖这一途径来发挥作用的。

3 . 5 　TF 主要促进 CD4 + T 细胞亚群增殖 ,而对

CD8 + 亚群影响不大的原因分析 　现代免疫学已经

取得的研究结果表明 ,M HC2Ⅰ、M HC2Ⅱ类分子是

影响成熟 T 细胞不同亚群增殖分化的主要因素 ,其

中 M HC2Ⅱ类分子只表达在树突状细胞、巨嗜细胞

和 B 细胞这类专职性抗原递呈细胞表面 ,并且其表

达为调节性表达。任何能够促进 M HC2Ⅱ类分子在

细胞表面表达的因素都有利于 CD4 + T 细胞亚群

的分化增殖和转化为效应 T 细胞。TF 是否也是经

该途径发挥作用有待进一步的研究。

4 　小结

①本研究首次发现同种和异种 TF 都能提高犬

外周血淋巴细胞数量 ,而且通过对 CD4/ CD8 比值

变化分析证实 ,外周血增加的淋巴细胞中主要为

CD4 + T 细胞。②首次发现犬注射同种或异种 TF

后 ,在 20 d 内 CD4 + T 细胞呈现持续增加的规律。

③证明同种 TF 促进犬外周血 CD4 + T 细胞上升的

作用优于异种 TF。
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Effects of Two Transfer Factors on T2Lymphocytic Subgroups

in Canine Peripheral Blood

KON G Qing2bo1 ,3 , CH EN Jin2jun2 , CH EN De2kun3 , ZHAN G Yan2ming3

(1. Dept of Police Dog Technology , Criminal Police College of China , Shenyang 110034 , China ;

2. Institute of Agricultural Biotechnology , Guangdong Ocean University , Zhanjiang 524088 , China ;

3. College of Animal Science and Veterinary Medicine , Northwest A &F University , Yangling 712100 , China)

Abstract : The requisite swine t ransfer factor ( TF) and canine TF were prepared by relative standards , respectively and

were muscularly injected to a range of hybrid shepherd dogs to determine the changes of T2lymphocytic subgroups in different

time by flow cytometry. The result s were as follows : With regard to enhancement of the number of lymphocyte in canine pe2
ripheral blood of homogeneous TF or heterogeneous TF , the increased were mainly CD4 + T2cells , according to the analysis of

the ratio of CD4/ CD8. CD4 + T2cells had increased for 20 days since the employed dogs were injected with homogeneous TF or

heterogeneous TF , respectively. And the enhancive effect of homogeneous TF was better than that of heterogeneous TF.

Key words : t ransfer factor ; flow cytometry ; canine peripheral blood ; T2lymphocytic subgroup
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Study on the pharmacok inetics of averm ectin s m icrocapsule in rabb its
YI J in - e, YUAN Hui, TU D i

(College of AnimalMedicine, HNAU, Changsha Hunan 410128, China)

Abstract: The experiment was conducted in 10 healthy rabbits to investigate the pharmacokinetics of avermectins m icrocap2
sules. Avermectins m icrocap sules suspensions were given to the rabbits subcutaneously at the dose of 1. 0 mg/kg, avermectins in2
jection (0. 2 mg/kg, s. c) was given in the experiment for comparison. Then p lasma concentrations of avermectin were determ ined

by HPLC with UV detection at 245 nm. Pharmacokinetic parameters were calculated by 3P87 p rogram using the obtained data. The

results were as follows: Avermectins m icrocap sule injection: t1 /2kα = 21. 72 h; t1 /2α = 56. 65 h; t1 /2β = 239. 43 h; tmax = 63. 06 h;

Cmax = 34. 30 ng/mL; AUC = 11 573. 88 ng/mL·h. Avermectins injection: t1 /2kα = 7. 38 h; t1 /2α = 14. 59 h; t1 /2β = 32. 84 h; tmax

= 19. 78 h; Cmax = 20. 88 ng/mL; AUC = 1 482. 03 ng/mL ·h. It is concluded that avermectins give a slow absorp tion and elim i2

nation, long half - life and high bioavailability after it was made into m icrocap sule.

Key words: avermectins; m icrocap sule; pharmacokinetics; rabbits

千里光抗菌有效部位化学成分及其急性毒性研究

李 　华 1 ,聂芳红 2 ,陈进东 3 ,何盛昱 3 ,于增杰 1 ,林红英 1 ,陈进军 1

(1. 广东海洋大学农业生物技术研究所 ,广东湛江 　524088; 2. 广东海洋大学食品科技学院 ; 3. 宁夏煤炭石嘴山中心医院 )

　　摘 　要 : 　用 60%乙醇作溶剂制备千里光抗菌有效部位冻干粉 (即千里光 60%乙醇提取物 ) ,分析其化学

成分 ,并用改良寇氏法测定其对小鼠腹腔注射的急性半数致死量 (LD50 )。结果发现 ,千里光 60%乙醇提取物

含有生物碱、黄酮类化合物 ,但不含双稠吡咯啶生物碱 ;测得千里光 60%乙醇提取物对小鼠腹腔注射的 LD50为

2 206 mg/kg, 95%可信限为 1 867 - 2 607 mg/kg。表明千里光 60%乙醇提取物属低毒性物质 ,并可保留千里光的

有效成分生物碱和黄酮类化合物而排除其中的双稠吡咯啶生物碱 ,进一步提高了千里光的安全性。

　　关键词 : 　千里光提取物 ;化学成分 ;半数致死量 ;小鼠

　　中图分类号 : S85917　　　　 　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 6354 (2008) 01 - 0007 - 03

　　千里光又名千里及、眼明草、九里明、千里明等 ,为菊科

植物千里光 ( Senecio scandens Buch. - Ham. )的地上部分或

全草 ,生于山坡、路旁 ,广泛分布于广东及全国各地。千里光

具有清热解毒、杀虫、明目等功效 ,是一种临床疗效显著、毒

副作用小的广谱抗菌中草药 [ 1 - 3 ]。千里光 60%乙醇提取物

为千里光抗菌有效部位 [ 4 ] ,但对该抗菌有效部位的化学成分

分析和急性毒性研究尚未见报道。本研究以千里光全草植

物化学预试为基础 ,制备千里光抗菌有效部位即千里光 60%

乙醇提取物并分析其化学成分 ,测定其对小鼠的急性半数致

死量 ,为丰富千里光抗菌有效部位的药效学和毒理学资料提

供试验依据。

1　材料与方法

收稿日期 : 2007 - 08 - 15

基金项目 :广东省科技攻关计划重点引导项目 ( 2004B20201007) ;湛

江科技攻关计划项目 (湛科 [ 2006 ]94号 )

作者简介 :李华 (1980 - ) ,女 ,在读硕士研究生 ,研究方向 :高效无公

害饲料。陈进军教授为通讯作者 , E - mail: jjchen777@ ya2

hoo. com. cn

1. 1　千里光

于 2007年 5月采自广东省湛江市郊区 ,经广东海洋大

学农业生物研究所鉴定为菊科千里光属多年生草本植物千

里光 (Senecio scandens Buch. - Ham. )。将千里光全草阴干 ,

粉碎 ,储藏于阴凉干燥处备用。

1. 2　试剂与仪器

碘化钾、碘化汞钾、硅钨酸、苦味酸、3, 5 - 二硝基苯甲

酸、磷钼酸、醋酸镁、三氯化铁、白明胶、茚三酮、硝酸银、镁

粉、层析用硅胶 G等 ,均为国产分析纯试剂。Ehrlich试剂 :将

0. 5 g对 -二甲氨基苯甲醛溶解在 25 mL含 0. 35 mL高氯酸

的无水乙醇中 (新鲜配制 )。KQ - 100B型超声波机 (昆山市

超声仪器有限公司 ) , LG - WD700 (MG - 5061T)型微波炉 (天

津乐金电子电器有限公司 ) , RE - 52C型旋转蒸发仪 (巩义市

英峪予华仪器厂 ) , BENCHTOP型冷冻干燥机 (德国 V irtis公

司 ) ,WFH - 203型三用紫外分析仪 (温州市孚华分析仪器厂 )。

1. 3　动物及其饲养管理

普通级昆明系小鼠 ,体重 18 - 22 g,雌雄兼用 ,由广东医
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学院试验动物中心提供 (合格证号 :粤监 2007A029)。雌雄

分笼饲养 ,室温 24 - 28 ℃,相对湿度 60% ～80% ,每日光照

12 h,无对流风。饲料为广东医学院实验动物中心提供的小

鼠全价颗粒料 ,自由采食、饮水 ,每天更换 1次饮水 ,隔天更

换 1次垫料。饲养观察 1周后用于试验。

1. 4　千里光全草植物化学预试

将千里光全草粉末过 20目筛 ,按文献 [3, 4 ]所述方法 ,制备

预试液 ,采用试管分项提取预试法和圆形纸层析预试法进行。

1. 5　千里光 60%乙醇提取物的制备

取过 20目筛的千里光全草粉末 250 g,装入烧瓶 ,按 10

倍量加入体积分数 60%乙醇 ,浸泡 24 h后超声处理 20 m in,

再按 100 mL /30 s进行微波处理 ,过滤 ,得滤液。在残渣中加

入 8倍量的体积分数 60%乙醇 ,按前述方法重复处理 1次。

合并 2次滤液 ,旋转蒸发 ,浓缩至不含乙醇。浓缩液用乙醚

萃取 3次 ,取下层液体 ,置于 4 ℃冰箱 12 h后 ,乘冷过滤 ,滤

液用洁净的青霉素瓶按每瓶 2 mL分装 ,冷冻干燥成粉末 ,即

得千里光 60%乙醇提取物冻干粉。用重量法计算提取率。

1. 6　千里光 60%乙醇提取物中主要成分检测

千里光 60%乙醇提取物中生物碱检查采用试管法 ,进行

碘化碘钾反应、苦味酸反应和硅钨酸反应 [ 1 ]。黄酮类化合物

采用圆形纸层析法 ,以 1%三氯化铝溶液喷洒 ,在紫外灯下观

察 ,如果出现黄绿色荧光条带 ,则为黄酮类化合物阳性 [ 4 ]。

千里光 60%乙醇提取物中双稠吡咯啶生物碱 ( pyrroliz2
idine alkaloids, PA s)的检测采用薄板层析法进行。用适量

甲醇将少量千里光 60%乙醇提取物溶解、点样 ,展开剂为氯

仿 ∶甲醇 ∶氨水 ( 85∶14∶2) ,用 Ehrlich试剂喷雾显色 ,观察。

如有淡紫色或紫褐色斑点 ,则为 PA s阳性 [ 1 ]。

1. 7　千里光 60%乙醇提取物的急性毒性试验

1. 7. 1　预试验 　将供试小鼠分为 5组 ,每组 4只 ,雌雄兼

用 ,以粗筛所得 16 590 mg/kg为最高剂量 ,腹腔注射千里光

60%乙醇提取物 ,剂量组比为 3∶1 (表 1)。连续观察 7 d,确

定零致死剂量 (Dn)和最高致死剂量 (Dm) [ 5 ]。

1. 7. 2　正式试验 　将供试小鼠分为 6组 ,每组 10只 ,雌雄

兼用。按表 1于早晨 8∶30腹腔注射给予千里光 60%乙醇提

取物 ,给药体积为 0. 2 mL /10 g体重。给药后观察 4 h,以后

每天上、下午各 1次 ,观察 7 d。记录供试小鼠临床表现 ,并

按表 2记录各组小鼠的死亡数和死亡率 ,按改良寇氏法求出

急性 LD50及其 95%可信限 [ 5 ]。

2　结果

2. 1　千里光全草化学成分预试结果

采用试管分项提取预试法和圆形纸层析预试法进行千

里光全草化学成分预试 ,其结果显示 ,千里光全草含有生物

碱、黄酮类物质和酚性成分、强心甙、鞣质、氨基酸等 ,不含氰

甙、皂甙、多肽与蛋白质、蒽醌类。

2. 2　千里光 60%乙醇提取物得率

千里光 60%乙醇提取物冻干粉重 36. 58 g,提取率为 14163%。

2. 3　千里光 60%乙醇提取物中主要成分的检测结果

试管法检查总生物碱发现 ,碘化碘钾反应阳性 ( + ) ,苦

味酸反应阴性 ( - ) ,硅钨酸反应阳性 ( + ) ,结果为生物碱阳

性。在紫外灯下观察 ,出现明显的黄绿色荧光条带 ,说明含

有黄酮类化合物。经薄板层析法检查 ,未出现淡紫色或紫褐

色斑点 ,即在千里光 60%乙醇提取物中未检出 PA s。

2. 4　千里光 60%乙醇提取物的急性毒性试验结果

2. 4. 1　供试小鼠的临床表现 　各剂量组供试小鼠给予千里

光 60%乙醇提取物后不久出现程度不同的活动减少或倦卧

不动 ,少数兴奋不安 ,以后表现基本正常。部分小鼠死前抽

搐、麻痹或共济失调 ,少数有眼球突出和扭体 ,浅表血管充

血、皮肤紫绀 ,公鼠睾丸色泽暗。

2. 4. 2　急性 LD50预试结果 　由表 1可知 , Dn为 614 mg/kg,

Dm为 5 530 mg/kg。在 Dn和 Dm范围内将正式试验确定为 6

个剂量组 ,组间比为 1∶0. 65,由高剂量依次递减 5 530 mg/kg、

3 568 mg/kg、2 302 mg/kg、1 485 mg/kg、958 mg/kg和 618 mg/kg,

作为 LD50正式试验的剂量 ,结果见表 2。

表 1　千里光 60%乙醇提取物急性 LD50预试方法和结果

组别 剂量 /mg·kg - 1 动物数 /只 死亡数 /只
1 205 4 0
2 614 4 0
3 1 843 4 2
4 5 530 4 4
5 16 590 4 4

表 2　千里光 60%乙醇提取物的急性 LD50正式试验结果

组别
剂量

/mg·kg - 1

剂量对数

(X)

动物数

/只

死亡数

/只
P P2

1 618 2. 79 10 0 0. 0 0. 00
2 958 2. 98 10 0 0. 0 0. 00
3 1 485 3. 17 10 1 0. 1 0. 01
4 2 302 3. 36 10 5 0. 5 0. 25
5 3 568 3. 55 10 10 1. 0 1. 00
6 5 530 3. 74 10 10 1. 0 1. 00

根据表 2数据 ,求得 LD50为 2 206 mg/kg。LD50的 95%

可信限为 1 867 - 2 607 mg/kg。

3　讨论

3. 1　千里光的有效成分

植物化学成分预试结果表明 ,千里光全草含有生物碱、

酚性成分、黄酮类物质、强心甙、鞣质、氨基酸等物质 ,不含氰

甙、皂甙、多肽与蛋白质、蒽醌类。据报道 ,黄酮类化合物是

千里光的有效成分 ,生物碱可能也是其有效成分之一 [ 4 ]。本

研究中生物碱、黄酮类化合物等主要化学成分的预试结果与

文献报道 [ 3, 4 ]一致 ,为判定生物碱和黄酮类物质为千里光的

主要有效成分提供了证据。

3. 2　千里光 60%乙醇提取物主要化学成分分析

黄酮类物质和生物碱为千里光的主要有效成分。黄酮

类物质的适宜乙醇提取体积分数为 60% ～70% , pH值为 8;

生物碱适宜的乙醇提取体积分数为 95% , pH值为 3 - 5[ 6 ]。

据此 ,本研究利用 60%乙醇作为溶剂 ,制备千里光抗菌有效

部位 ,千里光 60%乙醇提取物的提取率达 14. 63%。采用经

典方法对千里光 60%乙醇提取物中黄酮类物质和生物碱进

行检测 ,发现在提取过程的几个关键环节中 ,黄酮类物质和

生物碱的检测结果越来越明显。
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　　此外 ,有些 PA s是有毒生物碱 [ 7 ]。本研究采用对 PA s检

测特异性强的 Ehrlich试剂 ,利用薄板层析法对千里光 60%

乙醇提取物中 PA s进行了检测 (该法对 PA s检测的灵敏度为

0. 5μg[ 8 ] ) ,结果发现 ,千里光 60%乙醇提取物中含有生物

碱 ,但未检出 PA s,可见进行千里光 60%乙醇提取物的精制 ,

可以排除千里光中的 PA s。

3. 3　千里光 60%乙醇提取物的急性毒性评价

根据世界卫生组织化合物急性毒性分级 ,以小鼠为试验

动物 , LD50在 501 - 5 000 mg/kg之间的化学物属于低毒性物

质。本研究测得千里光 60%乙醇提取物对小鼠腹腔注射的

LD50为 2 206 mg/kg,加之千里光 60%乙醇提取物中未检出

PA s,可见千里光 60%乙醇提取物属低毒性物质 ,并可以排除

千里光中的 PA s,进一步提高千里光的安全性。
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Ana lysis on the chem ica l com position s of an tibacter ia l extract from Senecio

scandens Buch. - Ham. and tests on its acute tox ic ity
L I Hua, YU Zeng - jie, L IN Hong - ying, CHEN J in - jun

( Institute of Agricultural B iotechnology, Guangdong Ocean University, Zhanjiang Guangdong 524088, China)

Abstract: The freeze - dried powder of antibacterial extract from Senecio scandens Buch. - Ham. was p repared using 60% al2
cohol as the solvent. The main chem ical compositions of the extractwas analyzed, and the acute medium lethal dose (LD50 ) intraper2

itoneally injected to m ice of the extract was conducted with the modified Kaber’s method. The results showed that the extract con2
tained alkaloids and flavones but not pyrrolizidine alkaloids ( PA s) , and that the LD50 of the extract intraperitoneally injected to m ice

was 2 206 mg/kg, with the 95% confidence lim it of 1 867 - 2 607 mg/kg. Itwas indicated that the extractwas in lower toxicity and

contained effective parts of alkaloids and flavones but got rid of PA s from S. scandens, which enhanced the herb’s safety.

Key words: Extract from Senecio scandens Buch. - Ham. ; chem ical composition; medium lethal dose; mouse

人参总皂苷及其衍生物对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响

郭志廷 1 ,韦旭斌 2 ,梁剑平 1 ,刘 　宇 1 ,罗晓琴 1

(1. 中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所 农业部新兽药工程重点实验室 ,甘肃兰州 　730050; 2. 吉林大学畜牧兽医学院 )

　　摘 　要 : 　探讨人参总皂苷及其衍生物对小鼠腹腔巨噬细胞免疫活性的影响。采用中性红试验和 MTT法分

别测定总皂苷及其衍生物对巨噬细胞吞噬中性红作用及其代谢功能的影响。结果显示 ,总皂苷及其衍生物浓度

在试验范围内对小鼠巨噬细胞吞噬中性红及其代谢功能均有不同程度的促进作用 ,而衍生物的促进作用更强 ,且

对巨噬细胞的细胞毒性明显降低。提示衍生物对巨噬细胞的免疫活性优于总皂苷。

　　关键词 : 　人参总皂苷 ;衍生物 ; 巨噬细胞 ;分子修饰

　　中图分类号 : S85214　　　　 　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 6354 (2008) 01 - 0009 - 03

　　人参皂苷是人参主要的有效成分之一 ,大量研究表明 ,

收稿日期 : 2007 - 10 - 12
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其具有抗肿瘤、抗病毒、降血糖、延缓衰老、美容和提高机体

免疫力等功效 [ 1, 2 ]。纵观国内外文献 ,几乎所有对人参皂苷

的研究均停留在原药的基础上 ,对于其分子结构的化学修饰

及修饰前后的生物学活性有何变化报道甚少。为了获得生

物学活性更强、毒性更低的皂苷类衍生物 ,笔者等对人参总

皂苷进行了硫酸化修饰。前期试验证实 ,人参总皂苷及其衍
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千里光提取物的小鼠骨髓微核试验

陈进军 ,于增杰 ,林红英 ,徐晓彬

(广东海洋大学农业生物技术研究所 ,广东湛江 　524088)

　　摘 　要 : 　制备了千里光 70%乙醇提取物冻干粉 ,用昆明种雌雄性小鼠进行了该提取物的微核试验。结果

发现 ,在雌性小鼠 ,中、高剂量的千里光 70%乙醇提取物能够引起小鼠骨髓细胞微核发生率升高 ,而低剂量

(13019 mg/kg)千里光 70%乙醇提取物不能引起小鼠骨髓细胞微核发生率升高 ;在雄性小鼠 ,高剂量 (1 309. 0 mg/kg)

千里光 70%乙醇提取物能够引起小鼠骨髓细胞微核发生率升高 ,而低、中剂量的千里光 70%乙醇提取物不能引

起小鼠骨髓细胞微核发生率升高 ;而且小鼠骨髓细胞微核发生率与千里光 70%乙醇提取物具有剂量依赖性。说

明千里光 70%乙醇提取物仅在较高剂量时能够对小白鼠产生致突变作用。

　　关键词 : 　千里光提取物 ;微核试验 ;致突变作用 ;小鼠

　　中图分类号 : S853. 75　　　　 　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 6354 (2007) 01 - 0020 - 03

　　千里光 (S enecio scandens Buch. - Ham. )系多年生蔓性

草本植物 ,为菊科 ( Com positae)千里光属植物 ,在我国广泛

分布于陕西、江苏、浙江、安徽、江西、湖南、四川、贵州、云

南、广东和广西等地 ,各地多自产自销。千里光在我国作为

中草药应用始载于唐代《本草拾遗 》,异名有千里及、九里

光、九里明和一扫光等数十个。1977年版《中国药典 》(一

部 )和《贵州省中药材质量标准 》( 1988年版 )记载了千里

光的功效 :“清热解毒 ,明目 ,止痒。用于风热感冒 ,目赤肿

痛 ,泄泻痢疾 ,皮肤湿疹 ,疥疮 ”。《中药大辞典 》也将千里

光收入其中 ,其功能主治为 :“清热 ,解毒 ,杀虫 ,明目。治各

种急性炎症性疾病 ,风火赤眼 ,目翳 ,伤寒 ,菌痢等 ”[ 1 ]。

关于千里光的毒性 ,很早就有记载 ,《本草拾遗 》称其 :

“味苦 ,平 ,小毒 ”。而《本草图经 》云 :“味苦甘 ,寒 ,无毒 ”。

由此可见 ,历史上对其毒性的认识不一。现代研究发现 ,千

里光全草含有大量毛莨黄 ( flavoxznthin)、菊黄素 ( chrysan -

themaxanthin)及少量β - 胡萝卜素 ;还含生物碱、挥发油、黄

酮苷、鞣质、酚类 [ 2 ]。据英国 MHRA称 ,千里光属的各类植

物均含有不饱和吡咯里西啶类生物碱 (pyrrolizidine alkaloids,

PA s) ,对肝脏造成严重损害 ,引起人类肝小静脉闭塞症。不

饱和吡咯里西啶类生物碱对动物也显现致癌性 ,诱导有机体

突变和生殖毒性 [ 3 ]。陈进军等利用 TLC法 ,用 PA s特异性

强的 Ehrlich试剂对千里光全草及其抗菌有效部位 (即 70%

乙醇提取物 )中 PA s进行检测发现 ,千里光全草含有生物碱

和 PA s。进一步对千里光抗菌有效部位中总生物碱和 PA s

进行研究 ,结果未检出 PA s。可见进行千里光抗菌有效部位

筛选和精制 ,可以清除其中的 PA s,提高千里光抗菌有效部

位的安全性 [ 4 ]。但是千里光 70%提取物是否具有致突变性 ,
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尚未见报道。笔者等采用小鼠骨髓微核试验 [ 5 ] ,研究了

千里光 70%乙醇提取物的致突变作用 ,以丰富千里光抗

菌有效部位的毒理学资料。

1　材料与方法

1. 1　千里光及其 70%乙醇提取物的制备

千里光于 8月份采于广东省湛江市麻章区 ,由广东海

洋大学农业生物技术研究所鉴定。将千里光阴干、粉碎

后 ,过 20目筛 ,称取 50 g,用 70 %乙醇 500 m l浸泡过夜 ,

超声波萃取 1 h, 85 ℃水浴回流 2 h,过滤 ,将滤液热浓缩

至 50 m l,用乙醚萃取 3次脱色素等杂质 ,分装于干净的

青霉素瓶中 ,冷冻干燥成粉末 ,用石蜡封口后 4 ℃保存备

用。

1. 2　试验动物

昆明种小白鼠 100只 ,雌雄兼有 ,体重 ( 25 ±2 ) g,购于

广西医科大学实验动物中心 ,合格证号 :桂 SCX - 2003,饲

养观察 1周后用于试验。试验动物的饲养环境温度控制在

25 - 28 ℃,湿度为 60% - 80% ,室内无对流风 ,饲料为广东

医学院实验动物中心提供的小鼠全价颗粒料 ,自由采食、饮

水 ,每天更换饮水 1次 ,隔天更换 1次垫料。

1. 3　试验器材

冷冻干燥机 (德国 V irtis公司 ,型号 : BENCHTOP) ,旋转

蒸发器 (上海沪西仪器厂 ,型号 RE - 52) ,超声波振荡仪 (宁

波新芝仪器研究所 ,型号 : SB - 5200) , PHS - 3C型数字酸度

计 (杭州梵隆仪器有限公司 ,型号 : PHS - 3C) ,高压蒸汽灭菌

器 (上海博讯实业有限公司医疗设备厂 ,型号 : YXQ - SG46 -

280S) ,带油镜头显微镜 ,细胞计数器。

1. 4　试剂

乙醇 (分析醇 ) ,甲醇 (分析纯 ) ,甘油 (分析纯 ) ,小牛

血清 (长春宝泰克生物制剂公司 ) ,环磷酰胺 (江苏恒瑞医

药股份有限公司产品 ) ,生理盐水。吉姆萨储备液 ,取吉

姆萨染料 1 g,甘油 66 m l,甲醇 60 m l。先将染料置于研钵

内 ,加入少量甘油混合研细 ,再分次加入剩余的甘油继续

研磨 ,然后转移置烧杯内 ,加入少量甘油混合研细 ,于 60 ℃
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静置 2 h,冷却后加入甲醇 ,混和静置 2周 ,过滤于棕色瓶内 ,

存放于阴凉处。临用时用 pH 6. 4的磷酸盐缓冲液配成 10%

的应用液。

1. 5　试验方法

将昆明种小白鼠 50只 ,随机分为 5 组 ,每组 10只 ,雌

雄各半。Ⅰ组为阴性对照组 , Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组分别给予不同剂

量的千里光 70%乙醇提取物 , Ⅴ组为阳性对照组。其中阴

性对照组给予生理盐水 ( SW ) ,阳性对照组给予环磷酰胺

( cyclophospham ide, CP) 40 mg/kg,千里光 70%乙醇提取物

的 3个剂量分别为 1 /3 LD50、1 /10 LD50和 1 /30 LD50 (已测

得千里光 70%乙醇提取物的 LD50为 3 927 mg/kg) ,腹腔注

射 ,连续 2次 ,间隔 24 h。在第 2次给予供试物后 6 h,将各

组小鼠脱颈椎处死 ,分别取其两侧股骨制骨髓涂片 ,将干燥

的涂片置于甲醇液中固定 5 - 10 m in,取出晾干 ,固定好的涂

片用 1∶10吉姆萨 - 磷酸盐缓冲液 (pH 6. 4)染色 20 m in,染

色后的涂片放入二甲苯中透明 6 m in,取出后立即滴加中性

树胶 ,覆以盖玻片后平置 ,采用双盲法阅片。每张盖玻片计

数 1 000个嗜多染红细胞 (polychromatic Erythrocyte, PCE) ,

并计数含微核的嗜多染红细胞数 ,微核率按下式计算 ,并以

千分率表示 :

嗜多染红细胞微核率 (‰) = (含微核的嗜多染红细胞数 / 嗜多

染红细胞总数 ) ×1 000

用 t检验比较各组供试小鼠微核率的差异 [ 5 - 7 ]。

2　结果

各剂量组药物对小鼠微核率的影响结果见表 1。

表 1　千里光 70%提取物对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率

的影响

组别
剂量

/mg. kg - 1

动物数
/只

雌 雄

PCE数
/个

雌 雄

微核数
/个

雌 雄

微核率
/‰

雌 雄

Ⅰ SW 5 5 5 000 5 000 28 23 5. 6 ±0. 8C 4. 6 ±1. 5B

Ⅱ 130. 9 5 5 5 000 5 000 32 34 6. 4 ±0. 8aC 6. 8 ±1. 3aB

Ⅲ 392. 7 5 5 5 000 5 000 84 38 16. 8 ±3. 2bA 7. 6 ±1. 9aA

Ⅳ 1 309. 0 5 5 5 000 5 000 95 82 19. 0 ±4. 6bA 16. 4 ±3. 1cA

Ⅴ 40 (CP) 5 5 5 000 5 000 109 68 21. 8 ±5. 8c 13. 6 ±2. 8b

　　注 : a、b和 c分别表示供试提取物不同剂量组与阴性对照组比较 ,差异不

显著 ( P > 0. 05)、差异显著 (0. 01 < P < 0. 05)和差异极显著 ( P < 0. 01) ; A、B和

C分别表示供试提取物不同剂量组与阳性对照组比较 ,差异不显著 ( P > 0. 05)、差

异显著 (0. 01 < P <0. 05)和差异极显著 (P <0. 01)。

　　由表 1可知 ,阳性对照物 (第Ⅴ组 )小鼠的骨髓嗜多染红细

胞微核率最高 ,阴性对照物 (第Ⅰ组 )最低。在雌性小鼠试验中 ,

第Ⅴ组分别与阴性对照组 (第Ⅰ组 )和千里光 70%乙醇提取物低

剂量组 (第Ⅱ组 )相比较 ,小鼠骨髓细胞微核率差异均极显著

( P < 0101, P < 0. 01) ;第 Ⅲ组和第 Ⅳ组小鼠骨髓细胞微核

率分别和第 Ⅰ组比较 ,均差异显著 ( 0101 < P < 0105) ,分别

为第 Ⅰ组的 310倍和 3. 4倍 ;第 Ⅱ组小鼠骨髓细胞微核率与

第 Ⅰ组相比 ,差异不显著 ( P > 0105)。在雄性小鼠试验中 ,第

Ⅴ组分别与第 Ⅰ组和第 Ⅱ组相比较 ,小鼠骨髓细胞微核率均

差异显著 (0101 < P < 0. 05, 0. 01 < P < 0105) ;第 Ⅳ组与第 Ⅰ

组相比 ,小鼠骨髓细胞微核率差异极显著 ( P < 0. 01) ,是第 Ⅰ

组的 3. 6倍 ;但第 Ⅲ组和第 Ⅱ组分别与第 Ⅰ组相比 ,小鼠骨

髓细胞微核率差异不显著 ( P > 0. 05, P > 0. 05)。

综上所述 ,在雌性小鼠 ,中、高剂量的千里光 70%乙

醇提取物能够引起小鼠骨髓细胞微核发生率升高 ,而低

剂量 ( 13019 m g /kg)则不能引起小鼠骨髓细胞微核发生

率升高 ;在雄性小鼠 ,高剂量 ( 1 309. 0 m g/kg) 千里光

70%乙醇提取物能够引起小鼠骨髓细胞微核发生率升

高 ,而低、中剂量则不能引起小鼠骨髓细胞微核发生率升

高 ;而且小鼠骨髓细胞微核发生率对千里光 70%乙醇提

取物具有剂量依赖性。

3　讨论

本研究采用小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验 ,对千里

光 70 %乙醇提取物的致突变作用进行了评价。研究结果

表明 ,在雌雄兼有小白鼠 , 1 309. 0 m g/kg的千里光 70%

乙醇提取物能够引起小鼠骨髓细胞微核率显著升高 ,

130. 9 m g/kg的千里光 70%乙醇提取物不能引起小鼠骨

髓细胞微核率升高。而 392. 7 m g /kg的千里光 70%乙醇

提取物能够引起雌性小鼠骨髓细胞微核率升高 ,但不能使

雄性小鼠骨髓细胞微核率升高。因此可以说 , 130. 9 mg/kg

及其以下剂量的千里光 70%乙醇提取物不能引起小鼠骨髓

细胞微核率升高 ,不具有致突变作用。而 392. 7 mg/kg的千

里光 70%乙醇提取物对雌性小鼠具有致突变作用 ,但对雄性

小鼠却无致突变作用。
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Bone - marrow m icronucleus test of extract from Senecio scandens Buch. - Ham. in m ice
CHEN J in - jun, YU Zeng - jie, L IN Hong - ying, XU Xiao - bin

( Institute of Agricultural B iotechnology, Guangdong Ocean University, Zhanjiang Guangdong 524088, China)

Abstract: Frozen - vacuum - dried powder of extract from Senecio scandens Buch. - Ham. with 70% of ethanol solution was

p repared and a range of female and male Kunm ing m ice were emp loyed to conduct the bone - marrow m icronucleus test. It was

found that extract from S. scandens Buch. - Ham. could increase the m icronucleus rate in the female m ice at both medium and high

doses, but had no effect at low dose (130. 9 mg/kg) ; that the extract could increase the m icronucleus rate in male m ice at high

dose (1 309. 0 mg/kg) , but had no effect at both low and medium doses, and that the m icronucleus rate relied on the dose of the

extract. Those results indicated that only higher dose of the extract from S. scandens can cause mutation in m ice.

Key words: Extract from Senecio scandens Buch. - ham. ; bone - marrow m icronucleus test; mutation; m ice

临·床·集·锦

止嗽汤加减治疗家畜外感久咳

　　外感久咳为临床常见病症 ,多由上呼吸道感染、急性支

气管炎、肺炎等引起。近年来 ,笔者自拟止嗽汤治疗家畜外

感久咳 50例 ,治愈 45例 ,好转 3例 ,总有效率为 96%。疗效

满意 ,报道如下。

1　症状

临床表现为咳嗽迁延不止 ,干性或湿性咳嗽 ,听诊两肺

呼吸音粗厉 ,或伴有散在的干、湿啰音 ,诱咳呈阳性 ,舌质红、

舌底黄、苔薄白 ,脉弦浮。

2　治疗

止嗽汤 :紫菀、百部各 40 g,荆芥、白前、桔梗、蝉蜕、僵

蚕、白芍、丝瓜络各 30 g,甘草 15 g。偏风寒者加紫苏叶

25 g;风热者加金银花 45 g;湿性咳嗽加苦杏仁 25 g;干性咳

嗽加川贝母 30 g。1剂 /天 ,一般 2 - 3剂 ,研末开水冲泡 ,胃

管投服。

3　病例

2000年 12月 3日 ,患马咳嗽已 40余天 ,他医按感冒治

疗后其它症状消失 ,唯咳嗽未见好转。症见 :精神沉郁 ,双

侧肺泡呼吸音粗厉 ,支气管呼吸音增强 ,诱咳阳性 ,呈湿性

咳嗽 ,耳、鼻、四肢末端发凉 ,舌红、苔薄白 ,脉弦浮。治用止

咳汤加紫苏叶 25 g,苦杏仁 25 g,研末 ,开水冲调 ,胃管一次

投服 , 2剂后症状大减 ,继服 1剂咳止病愈。

4　体会

外感咳嗽、久咳不愈 ,其病因多为外感表邪除而未尽 ,导

致痰气郁结 ,肺失宣肃 ,引发咳嗽迁延不愈。治以疏风宣肺、

止咳化痰为主。方中紫菀、百部止咳化痰 ,外感咳嗽不论新

久 ,皆可取效 ;荆芥疏风解表 ,使表邪去而肺气宣 ,咳嗽宁 ;白

前、桔梗、甘草宣肺利气 ,止咳消痰 ;蝉蜕轻升开宣肺窍 ;僵蚕

祛风解痉 ,清热利咽 ,两药相伍 ,对痉挛性咳嗽和干咳有卓

效 ;久咳伤阴 ,久病入络 ,故用白芍养阴血而除肺燥 ;丝瓜络

通肺络和血脉 ,化痰顺气。诸药合用 ,有宣肺疏解、养阴和

营、解痉止咳、降气化痰、利咽止痒之效 ,用于外感久咳 ,具有

止咳效果好、无毒副作用等优点。

(青海省平安县草原站 　810600　李得庆 ;

乐都县蒲台乡兽医站 　赵元灏 )

自拟拔毒散治疗家畜湿疹、无名肿毒

　　近几年来 ,笔者采用自制拔毒散治疗家畜湿疹 26例 (马

2例 ,山羊 11例 ,猪 10例 ,牛 3例 ) ;无名肿毒 11例 (牛 6例 ,

马 3例 ,羊 2例 ) ,均收到满意的效果。

1　药物配制

雄黄、枯矾各等份 ,共为细末 ,过筛即成。

2　治疗方法

2. 1　如患部流出黄色液体者 ,可将药粉撒布 ,直至表面无渗

出液 ,结痂后 ,再用纯芝麻油将药粉调成糊状涂擦。

2. 2　若患部表面有干痂者 ,可先将干燥的痂皮除去 ,再撒布

药粉。

2. 3　无名肿毒患畜 ,用食醋将药粉调成糊状涂抹患处 ,药物

干后 ,再用食醋浸润 , 2 - 3次 /天 ,隔天换药一次 ,直到痊愈。

3　病例

例 1　　2000年 6月 ,崇礼乡马庄村 10组马某的一头

母牛 ,右下颌骨后侧有一个直径约 12 cm的肿块 ,触之有热

痛感 ,患牛食欲减少 ,反刍少而无力。遂用拔毒散 120 g,食

醋 205 m l,将药粉调成糊状涂于患处 ,每天浸润食醋 3次 , 6

天后治愈。

例 2　　2001年 8月 ,东岸张胡庄村胡某的一只山羊 ,

头部、胸部、肘后等患部均流出黄色液体 ,部分有结痂。他医

按疥癣治疗多次不见效果 ,遂用拔毒散治疗 , 4次治愈。

4　体会

雄黄具有清热解毒、止痒的作用 ,枯矾能收敛、渗湿 ,二

者配合有明显疗效。该药物配制方便 ,价格低廉 ,使用方法

简单易行。

(河南省上蔡县动检站 　463800　付 　泰 　贾保生 ;

上蔡县畜牧站 　胡红伟 　邱玉环 )
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千里光提取物的镇痛作用及致突变性分析
Ξ

陈进军a, 聂芳红b , 林红英a, 于增杰a, 梁志烽a, 徐晓彬a, 李　华a

(广东海洋大学 a 农业生物技术研究所, b 食品科技学院, 广东 湛江 524088)

　　[摘　要 ]　将千里光全草粉用体积分数 70% 乙醇浸泡, 经超声波- 微波处理, 用乙醚萃取脱色, 冷冻真空干

燥, 制备千里光提取物冻干粉 (SCE)。以对乙酰氨基酚为对照, 采用醋酸扭体法和热板法研究不同剂量 SCE 的镇痛

作用; 采用骨髓微核试验研究不同剂量 SCE 的致突变作用。结果发现, 122. 72 m gökg SCE 具有显著的镇痛作用, 而

130. 90 m gökg SCE 对雌雄小白鼠均不具有致突变作用。说明 122. 72～ 130. 90 m gökg SCE 能同时满足无致突变作

用和显著镇痛作用的双重条件。

[关键词 ]　千里光提取物; 镇痛作用; 微核试验; 致突变作用; 小鼠

[中图分类号 ]　S853. 75　　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2007) 0320049204

Ana lge s ic e ffe c t of S e ne c io sca nde ns e x tra c t a nd

its m uta tion te s t in m ice

CH EN J in2juna,N IE Fang2hongb ,L IN Hong2yinga,

YU Zeng2jiea,L IAN G Zh i2fenga, XU X iao2b ina,L I H uaa

(a. Institu te of A g ricu ltu ra l B iotechnology , b. F ood S ci2T ech Colleg e, Guang d ong O cean U niversity , Z hanj iang , Guang d ong 524088, Ch ina)

Abstract: By m arinat ing ground w ho le S enecio scand ens Buch2H am w ith 70% (V öV ) of ethano l so lu2
t ion, t rea t ing it w ith u lt rason ic2m icrow ave, and deco lo ring it w ith ether, then drying it w ith frozen vacuum ,

thu s the frozen2vacuum 2dried pow der of S. scand ens ex tract (SCE) w as p repared. T he analgesic effects of

SCE w ere conducted w ith the ho t2p la te test and acet ic acid w rith ing m ethod w ith a reference of ac2
etam inophen, respect ively. A nd the bone2m arrow m icronucleu s test w as conducted to assess the m u tagen ic

effect of SCE. T he resu lts show ed that SCE at 122. 72 m gökg sign if ican t ly exerted analgesic effects, w h ile

130. 90 m gökg of SCE did no t cau se m u tagen ic effect neither in m ale no r in fem ale m ice. T he resu lts above

indica ted that SCE at 122. 72 m gökg to 130. 90 m gökg can at the sam e t im e m eet tw o requ irem en ts of per2
fo rm ing sign if ican t analgesic effects and no m u tagen ic effect in m ice.

Key words: S enecio scand ens Buch. 2H am. ex tract; analgesic effect; bone2m arrow m icronucleu s test; m u2
ta t ion; mou se

　　千里光 (S enecio scand ens Buch. 2H am. ) 为菊科

千里光属多年生草本植物, 是一种清热解毒的中草

药[1 ] , 但千里光镇痛作用的研究尚未见报道。另据英

国药品与健康管理局 (M HRA ) 报道, 千里光属植物

含有双稠吡咯啶生物碱 (Pyrro lizid ine A lkalo ids,

PA s) , 会造成肝脏损伤, PA s 对试验动物显现致癌

性、致突变和生殖毒性[2 ]。《本草拾遗》称千里光“味

苦, 平, 小毒”, 而《本草图经》云“味苦甘, 寒, 无

毒”[122 ]。陈进军等[3 ]检测发现, 千里光全草含有生物

碱和 PA s, 但千里光体积分数 70% 乙醇提取物中未

检出 PA s。可见对千里光的毒性认识还不统一。此

外, 对千里光体积分数 70% 乙醇提取物是否具有致

Ξ [收稿日期 ]　2006209204
[基金项目 ]　广东省科技攻关计划重点引导项目 (2004B20201007) ; 湛江科技攻关计划项目 (湛科[ 2006 ]94 号)
[作者简介 ]　陈进军 (1967- ) , 男, 宁夏中卫人, 教授, 博士, 硕士生导师, 主要从事中草药药理学和毒理学研究。

E2m ail: jjchen777@yahoo. com. cn



突变性, 尚未见报道。

本试验通过醋酸扭体法和热板法研究了千里光

体积分数 70% 乙醇提取物 (SCE) 对小鼠的镇痛作

用, 并利用小鼠骨髓微核试验, 研究了 SCE 的致突

变作用, 以期为研究千里光中药镇痛剂的制备提供

参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　千里光　千里光于 2006205 采自广东省湛

江市麻章区, 由广东海洋大学农业生物技术研究所

鉴定。阴干, 粉碎, 贮存于干燥阴凉处备用。

1. 1. 2　试剂　无水乙醇、甲醇、乙醚、醋酸、甘油均

为 国 产 分 析 纯; 注 射 用 对 乙 酰 氨 基 酚 (A c2
etam inophen, A TM P ) , 苏州长征2欣凯制药有限公

司产品; 小牛血清, 长春宝泰克生物制剂公司产品;

注射用环磷酰胺 (Cyclopho spham ide, CP ) , 江苏恒

瑞医药股份有限公司产品; 吉姆萨储备液 (临用时用

pH 6. 4 的 1ö15 mo löL 磷酸盐缓冲液配成体积分数

10% 应用液)。

1. 1. 3　主要仪器　洁净工作台 (型号: SW 2CJ 22F) ,

上海博讯实业有限公司医疗设备厂; 微波炉 (型号:

W D 700W ) , 天津 L G 公司; 超声波振荡仪 (型号:

SB 25200) , 宁波新芝仪器研究所; 冷冻干燥机 (型

号: BEN CH TO P) , 德国V irt is 公司; 旋转蒸发器 (型

号: R E252) , 上海沪西仪器厂; 数字酸度计 (型号:

PH S23C) , 杭州梵隆仪器有限公司; 高压蒸汽灭菌器

(型号: YXQ 2SG462280S) , 上海博讯实业有限公司

医疗设备厂; 带油镜头生物显微镜, 细胞计数器。

1. 1. 4　供试动物　昆明种小白鼠, 雌雄兼有, 质量

(25±2) g, 购自广东医学院实验动物中心, 动物合

格证号: 粤监 2005A 024。雌雄分笼饲养, 室温 22～

25 ℃, 相对湿度 60%～ 80% , 每日光照 12 h, 无对流

风。饲料为广东医学院实验动物中心提供的小鼠全

价颗粒料, 自由采食、饮水, 每日更换 1 次饮水, 隔天

更换 1 次垫料。饲养观察 1 周后用于试验。

1. 2　方　法

1. 2. 1　千里光体积分数 70% 乙醇提取物的制备　

将 200 g 千里光全草粉 (过孔径 1. 00 mm 筛) , 用

2 000 mL 体积分数 70% 乙醇浸泡 1 h, 超声 (频率:

26 kH z, 每次超声 2 m in, 工作间歇: 0. 2 s) 处理1 h,

720 W 微波处理 3 m in, 取出后再浸泡 24 h, 负压过

滤, 加 50 mL 无水乙醇再过滤 1 次, 合并 2 次滤液,

调 pH 至 8. 0, 过滤, 滤液调 pH 至 6. 0, 旋转蒸发回

收乙醇, 加入 1ö3 体积的乙醚萃取 3 次, 置于 4 ℃冷

藏 6 h, 取出过滤, 滤液在- 30 ℃预冻 12 h, 再冰冻

干燥得千里光体积分数 70% 乙醇提取物冻干粉

(SCE) , 用生理盐水配成适当浓度的溶液备用。测得

SCE 的L D 50为 3 927 m gökg。

1. 2. 2　醋酸致小白鼠腹痛扭体试验　取健康昆明

种雌性小白鼠 15 只, 随机等分为 5 组: 1 组, 每只小

白鼠腹腔注射 490. 88 m gökg SCE; 2 组, 每只小白

鼠腹腔注射 245. 44 m gökg SCE; 3 组, 每只小白鼠

腹腔注射 122. 72 m gökg SCE; 4 组, 每只小白鼠腹

腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (Physio logica l Saline W a2
ter, PSW ) ; 5 组, 每只小白鼠腹腔注射 250 m gökg

对乙酰氨基酚 (A TM P)。前 3 组均为试验组, 后 2 组

分别为阴性对照组和阳性对照组。完成上述注射步

骤 1 h 后, 每只供试小白鼠腹腔注射 0. 5 mL 体积分

数 0. 6% 的醋酸致痛。不同组小白鼠的注射由多人

同时进行, 同时记录各组小白鼠 15 m in 内的扭体次

数[4 ] , 并用 t 检验进行差异显著性分析。

1. 2. 3　小白鼠热板法致痛试验　调恒温水浴器温

度至 55～ 56 ℃, 将一块铁板置于恒温水浴上, 预热

10 m in。然后对昆明种小白鼠 (雌雄兼有) 进行痛阀

值筛选 (以 5～ 30 s 内舔足者为及格, 跳跃者弃之不

用) , 挑选表现及格的 30 只小白鼠随机分成 5 组: 1

组, 每只小白鼠腹腔注射 490. 88 m gökg SCE; 2 组,

每只小白鼠腹腔注射 245. 44 m gökg SCE; 3 组, 每

只小白鼠腹腔注射 122. 72 m gökg SCE; 4 组, 每只

小白鼠腹腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (PSW ) ; 5 组, 每

只小白鼠腹腔注射 250 m gökg 对乙酰氨基酚

(A TM P)。前 3 组均为试验组, 后 2 组分别为阴性对

照组和阳性对照组。分别在给药前及给药后 30 和

60 m in 测定各组小白鼠的痛阈值。痛阈值为小白鼠

从被放到铁板上到其第 1 次舔其后足的时间[5 ]。

1. 2. 4　小白鼠骨髓微核试验　将昆明种小白鼠 50

只, 随机分为 5 组, 每组 10 只, 雌雄各半。1 组, 每只

小白鼠腹腔注射 130. 90 m gökg SCE; 2 组, 每只小

白鼠腹腔注射 392. 70 m gökg SCE; 3 组, 每只小白

鼠腹腔注射 1 309. 00 m gökg SCE; 4 组, 每只小白

鼠腹腔注射 0. 5 mL 生理盐水 (PSW ) ; 5 组, 每只小

白鼠腹腔注射 40 m gökg 环磷酰胺 (CP)。前 3 组均

为试验组, 后 2 组分别为阴性对照组和阳性对照组。

每组小白鼠连续腹腔注射 2 次, 每次间隔 24 h, 在第

2 次给药后 6 h, 将各组小白鼠脱颈处死, 分别取其

两侧股骨制骨髓涂片, 将干燥的涂片置于甲醇液中

固定 5～ 10 m in, 取出晾干, 固定好的涂片用 1∶10
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吉姆萨2磷酸盐缓冲液 (pH 6. 4) 染色 20 m in, 染色

后的涂片放入二甲苯中透明 6 m in, 取出后立即滴

加中性树胶, 覆以盖玻片后平置, 采用双盲法阅片。

每张盖玻片计数 1 000 个嗜多染红细胞 (Po lych ro2
m atic E ryth rocyte, PCE ) , 并计数含微核的嗜多染

红细胞数。嗜多染红细胞微核率的计算公式为: 嗜多

染红细胞微核率ö% = (含微核的嗜多染红细胞数ö
嗜多染红细胞总数)×100% [627 ]。用 t 检验比较各组

供试小鼠微核率的差异。

2　结果与分析

2. 1　SCE 对醋酸致小白鼠腹痛扭体次数的影响

　　由表 1 可见, 当 SCE 剂量为 490. 88, 245. 44,

122. 72 m gökg 时, 供试小白鼠的扭体次数分别为

23. 67±5. 59, 28. 00±5. 16 和 32. 67±9. 75, 与阴性

对照组 (85. 67±20. 81) 相比, 差异均达极显著水平

( P < 0. 01) ; 与阳性对照组 (22. 67±19. 33) 相比无

显著差异 (P > 0. 05)。说明 SCE 的镇痛效果与对乙

酰氨基酚相当, SCE 对醋酸致痛有明显的抑制作

用, 且 SCE 剂量越高, 其镇痛作用越明显。在试验中

还观察到, SCE 较高剂量组小白鼠扭体出现的时间

明显比其处理组小白鼠迟, 说明 SCE 不但能减少小

鼠的扭体次数, 还能推迟疼痛感出现的时间。
表 1　SCE 对醋酸致小白鼠腹痛扭体次数的影响

T able 1　 Influence of SCE on w rith ing num ber

of used m ice induced by acetic acid

组别
Group

扭体次数
W rith ing num ber

1 23. 67±5. 593

2 28. 00±5. 163

3 32. 67±9. 753

4 85. 67±14. 81

5 22. 67±4. 333

　　注: 数据后标3 者表示与阴性对照组相比差异达极显著水平

(P < 0. 01)。

N o te: 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the nega2

t ive con tro l.

2. 2　SCE 对热板法致痛小白鼠痛阈值的影响

由表 2 可见, 与给药前相比, 给药 30 m in 后试

验组小白鼠的痛阈值均有所增加, 但差异均不显著

(P > 0. 05) , 对乙酰氨基酚组小白鼠的痛阈值显著

增加 (P < 0. 05)。说明给予 SCE 30 m in 后, 其镇痛

作用尚不明显, 而此时对乙酰氨基酚已表现出较明

显的镇痛作用。给药 60 m in 后, 对乙酰氨基酚组小

白鼠的痛阈值较给药前显著增加 (P < 0. 05) , 试验

组小白鼠的痛阈值与给药前相比均极显著增加

(P < 0. 01) , 且显著高于对乙酰氨基酚组 ( P <

0. 05) , 说明 SCE 需要较长代谢时间才能对小白鼠

热板刺激发挥明显的镇痛作用, 且此时 SCE 的镇痛

作用强于对乙酰氨基酚。
表 2　SCE 对热板法致痛小白鼠痛阈值的影响

T able 2　 Influence of SCE on pain th resho ld

of used m ice caused by ho t2p late s

组别
Group

给药前
Befo re

treatm en t

给药后
A fter treatm en t

30 m in 60 m in

1 5. 76±3. 91 6. 27±1. 92 12. 38±5. 53 △

2 4. 68±1. 67 8. 03±2. 90 13. 78±5. 843 △

3 5. 12±1. 75 7. 78±2. 26 12. 33±4. 873 △

4 4. 87±1. 18 4. 63±1. 08 12. 51±3. 083 △

5 4. 79±1. 31 7. 50±2. 483 3 9. 46±2. 503 3

　　注: 数据后标3 3 者表示与给药前相比差异达显著水平 ( P <

0. 05) , 标3 者表示与给药前相比差异达极显著水平 ( P <

0. 01) ; 标△者表示与对乙酰氨基酚组相比差异达显著水平

(P < 0. 05)。

N o te: 3 3 m eans sign ifican t difference ( P < 0. 05 ) and 3

m eans sign ifican t difference ( P < 0. 01 ) of the pain

th resho lds from tho se befo re treatm en t, respectively. △

m eans sign ifican t difference ( P < 0. 05 ) of the pain

th resho lds from tho se treated w ith A TM P.

2. 3　SCE 对小白鼠嗜多染红细胞微核率的影响

由表 3 可见, 阳性对照组 (5 组) 雌性小白鼠的

骨髓嗜多染红细胞微核率最高, 阴性对照组 (4 组)

雄性小白鼠的骨髓嗜多染红细胞微核率最低。在雌

性小白鼠中, 阴性对照组和 SCE 低剂量组 (1 组) 小

白鼠骨髓细胞微核率与阳性对照组相比, 差异均达

极显著水平 (P < 0. 01) ; 2 组和 3 组的小白鼠骨髓细

胞微核率与阴性对照组相比, 差异分别达显著 (P <

0. 05) 和极显著水平 (P < 0. 01) ; 1 组小白鼠骨髓细

胞微核率与阴性对照组相比差异不显著 ( P >

0. 05)。可见在雌性小白鼠中, 中、高剂量的 SCE 能

引起小白鼠骨髓细胞微核率升高, 而低剂量 (130. 90

m gökg) SCE 不能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著

升高。

由表 3 还可见, 在雄性小白鼠中, 阴性对照组和

1 组小鼠骨髓细胞微核率与阳性对照组相比差异均

显著 (P < 0. 05) ; 3 组小鼠骨髓细胞微核率与阴性对

照组相比差异极显著 (P < 0. 01) , 但 1 组和 2 组小

鼠骨髓细胞微核率与阴性对照组相比差异均不显著

( P > 0. 05)。由此可见, 在雄性小白鼠中, 高剂量

(1 309. 00 m gökg) SCE 能使小鼠骨髓细胞微核发

生率升高, 而低、中剂量的 SCE 不能引起小鼠骨髓

细胞微核率升高。
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表 3　SCE 对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率的影响

T able 3　 Influence of SCE on mouse bone2m arrow m icronucleus rate

组别
Group

PCE 数
N um ber of PCE

微核数
N um ber of m icronucleus

微核率ö%
M icronucleus rate

雌性
Fem ale

雄性
M ale

雌性
Fem ale

雄性
M ale

雌性
Fem ale

雄性
M ale

1 5 000 5 000 32 34 0. 64±0. 083 0. 68±0. 133 3

2 5 000 5 000 84 38 1. 68±0. 32ý 0. 76±0. 19
3 5 000 5 000 95 82 1. 90±0. 46△ 1. 64±0. 31△

4 5 000 5 000 28 23 0. 57±0. 083 0. 47±0. 153 3

5 5 000 5 000 109 68 2. 18±0. 58 1. 36±0. 27

　　注: 数据后标3 3 者表示与阳性对照组相比差异显著 (P < 0. 05) , 标3 者表示与阳性对照组相比差异极显著 (P < 0. 01) ; 数据后标ý 者表

示与阴性对照组相比差异显著 (P < 0. 05) , 标△者表示与阴性对照组相比差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: 3 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 05) and 3 m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the po sit ive con tro l, respectively;

ý m eans sign ifican t difference (P < 0. 05) and △ m eans sign ifican t difference (P < 0. 01) from the negative con tro l, respectively.

3　讨论与结论

3. 1　正确认识中药来源的镇痛药物

　　疼痛是许多疾病的共有症状, 需用镇痛药物治

疗。在 24 大类化学药品中, 年产量过万吨的有 5 个

产品, 其中解热镇痛药占 3 个, 分别为对乙酰氨基酚

(扑热息痛)、阿司匹林和安乃近[6 ]。化学镇痛药物的

毒副作用大, 易产生抗药性, 而天然药物在这方面有

无可比拟的优势; 纯化合物新药开发周期长、费用

高、难度大, 使植物提取物镇痛药的开发成为新的选

择。因此, 应当发挥我国在中医药和天然植物资源上

的优势, 大力开发天然植物提取物作为镇痛药物, 丰

富镇痛药物的种类, 或作为某些毒副作用大的化学

镇痛药物替代品。目前, 已进行了乳香没药提取物、

冷水七活性部位和资木瓜乙醇提取物等中药提取物

的镇痛作用研究, 均取得了可喜的成果[425, 829 ] , 但有

关千里草提取物的镇痛作用及致突变作用还未见报

道。此外, 对中药镇痛有效部位的标准化、药理学及

其毒性评价方面尚需进行深入研究。

3. 2　SCE 对小白鼠的镇痛作用

本试验采用扭体法和热板法, 研究了 SCE 的镇

痛作用。扭体法是将一定容积和浓度的化学刺激药

物 (如体积分数 0. 6% 醋酸) 注入小鼠腹腔内, 刺激

脏层和壁层腹膜, 引起深部较大面积较长时间的炎

性疼痛, 致使小鼠出现腹部内凹, 躯干与后肢伸张、

臀部高起等反应[4, 10 ]。热板法是将一块铁板在 55～

56 ℃预热 10 m in, 将表现及格的小鼠放在上面, 记

录其痛阀值[5, 11 ]。热板法为物理性刺激法, 小鼠的足

部受热板刺激而产生疼痛时, 就产生添足的特殊反

应。可见其是研究药物镇痛作用性质完全不同的两

种方法。

本研究结果表明, SCE 对于化学性刺激 (体积

分数 0. 6% 醋酸) 引起的疼痛具有明显的镇痛作用,

能够延缓疼痛的发生。对于物理性刺激 (热板法)引

起的疼痛, SCE 需要较长代谢时间才发挥明显的镇

痛作用, 此时 SCE 的镇痛作用较对乙酰氨基酚强。

SCE 镇痛作用的机制尚不清楚, 可进一步对其痛阈

及疼痛级别进行研究。

3. 3　SCE 对小白鼠的致突变作用

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验主要是对染色

体结构完整性的改变进行评估, 能检测化学物是否

破坏细胞染色体的完整性和正常分离, 能否引起致

突变作用[627 ]。本研究利用小白鼠骨髓嗜多染红细胞

微核试验对 SCE 的致突变作用进行了评价。结果表

明, 在雌雄兼有小白鼠中, 1 309. 00 m gökg 的 SCE

能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著升高, 130. 90

m gökg SCE 不能引起小白鼠骨髓细胞微核率显著

升高。而 392. 70 m gökg SCE 能引起雌性小白鼠骨

髓细胞微核率显著升高, 但不能使雄性小白鼠骨髓

细胞微核率升高。可见, 392. 70 m gökg SCE 对雌性

小白鼠具有致突变作用, 但对雄性小白鼠无致突变

作用, 而 130. 90 m gökg 及其以下剂量的 SCE 对雌

雄小白鼠均不具致突变作用。

本研究中, 扭体法和热板法研究表明, 低剂量

(1ö32 LD 50, 122. 72 m gökg) 的 SCE 即具有显著的

镇痛作用; 小鼠骨髓微核试验表明, 130. 90 m gökg

的 SCE 对雌雄小鼠均不具致突变作用。可见,

122. 72～ 130. 90 m gökg 的 SCE 既有无致突变作用

又有显著的镇痛作用。

[参考文献 ]
[ 1 ]　吴　斌, 吴立军. 千里光属植物的化学成分研究进展[J ]. 中国

中药杂志, 2003, 28 (2) : 97298.
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性病变、判断预后有重要的临床应用及推广价值, 所

以目前 ER Α 在乳腺方面的研究多侧重于对乳腺瘤

的监测, 而对正常乳腺发育过程中 ER Α的含量变化

研究较少[8 ]。Saji 等[9 ]用免疫组化法对大鼠乳腺中

ER Α和 ER Β 的表达水平进行了研究, 结果发现初情

期前乳腺中表达 ER Α的细胞约占 40% , 共同表达 2

种受体的细胞约占 25% ; 妊娠期, 多数细胞表达

ER Β, 少数细胞表达 ER Α, 共同表达 2 种受体的细胞

极少; 泌乳期, 主要是共同表达 2 种受体的细胞; 断

奶后, 表达 ER Α 的细胞较少, 共同表达 2 种受体的

细胞极少。本研究结果发现, 妊娠期和泌乳期大鼠乳

腺中 ER Α 表达水平均低于处女期, 且差异显著 (P <

0. 05) ; 整个妊娠过程中, 以妊娠 12 d 最高; 泌乳期随

着时间的延长, ER Α的表达水平增加, 但差异不显著

(P > 0. 05) , 与 Saji 报道基本一致。提示 ER Α可能参

与了乳腺细胞的发育和凋亡。

Β2act in 是一种细胞质肌动蛋白, 与一些管家基

因一样在物种内持续恒量表达, 常用作相对定量

PCR 的内参照。相对定量 PCR 是通过终点检测法

进行的, 即 PCR 达到平台期后, 用目的基因与内参

照的灰度比值作为目的基因的相对量。为了更精确

的检测乳腺发育过程中 ER Α的变化, 下一步的研究

工作将应用实时荧光定量 PCR 方法检测 ER Α在乳

腺组织的表达。
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兽医药理学是动物医学专业的重要专业基础课之一，也是基础兽

医学与临床兽医学的桥梁课程。兽医药理学教学内容的特点是“五多一

难”，即药物多、药名多、作用多、用途多、不良反应多，记忆起来难。传统

的教学模式重教轻学，倾向于老师在课堂上主动地传授知识和技能，老

师是主角，学生被动地吸纳知识和学习技能，学生是配角，忽视了学生

的自主性和思维动机的激发，更谈不上发展学生的创新思维，也没有理

想的教学效果[1]。另外，讲授内容以教材为主，缺少临床实例，学生对所

学知识的应用缺乏感性认识，难以将所学兽医药理知识与临床实际相

结合，只是被动记忆大量的理论知识，不仅学习难度大，而且很难达到

“学以致用”的教学目的。因此，在兽医药理学教学改革中，必须更新观

念，改革教学方法，激发学生的学习兴趣。我们考虑从病案讨论入手，使

基础与临床联系起来，提高学生的学习兴趣。病例讨论式教学法是将具

体病例引入药理教学中，由教师举出病例，提出问题，学生分析思考，解

决问题。这种教学方式是以提高学生理论联系实际的能力，培养学生科

学思维和独立获取知识的能力为目的。
1.课前准备

1.1 收集病例

因为兽医药理学教学面对的学生临床接触少，只有一些基础理论

知识，为了让学生能够针对病例提出合理的用药方案，分析药物的药理

作用和作用机制，教师必须寻找症状典型、诊断明确、可针对性用药的

病例。这样学生才会针对病例提出合理性用药，讲出药物作用机理，复

习生理、病理知识以及初步了解诊断学、内科、外科学等知识。例如：我

们选择了一例具有典型有机磷中毒症状的病猪，有各种 M样、N 样反

应，通过这一病例我们可以复习外周神经系统药物和特效解毒药这两

章的药理知识；同时我们又选用了泻下药、利尿药、抗微生物药以及抗

寄生虫药物的四个较为典型病案，通过这些病案使学生在实际中应用

所学的各个大章节的兽医药理学知识。病例均为教师在临床实践中接

触的实际病例。
1.2 修改和完善病例

选取病例后，教师对病例进行分析整理，涉及临床诊断、检查的内

容简洁明了地标明,重点突出兽医药理学的知识，分析病例是否典型，是

否能与药理学知识紧密联系，探讨最佳用药方案、药物应用的注意事项

等。并邀请临床兽医学的老师讲解与病例相关的临床知识，通过临床兽

医学老师的讲解和大家的讨论，了解当前临床用药的具体情况。
1.3 病例分析的准备

病例分析前教师必须做好充足的教学准备，因为学生在讨论中可

能会提出各种各样的问题，因此要仔细阅读兽医药理学教材以及药理

学的参考资料，了解兽医药理学的最新动态，还要阅读相关的家畜生理

学、兽医病理学、家畜临床诊断学、家畜内科学资料等等，有了充分的准

备，才能胜任此教学任务。
2.病案讨论

有了充分的课前准备，教师能很好地掌握病案讨论的节奏，使学生

在讨论中增加知识、开拓视野、融会贯通。因此，不同的讨论可采取不同

的方式。例如“有机磷中毒”这个病例典型，让学生观察病猪有哪些临床

症状，学生很容易提出用药方案，但是作为教师就应该多提出几个为什

么，如：为什么有机磷中毒时会有这些症状？这些症状是激动或阻断哪

种受体所引起的？应用什么药物来解救？阿托品是针对 M样症状而言，

而我们又为什么要用它？用了阿托品、解磷定后病猪症状缓解，是否就

立即停药呢？为什么要用解磷定？用药途径如何？假如发现有阿托品中

毒，能否用新斯的明解救？等等问题，使学生从讨论中掌握药理学知识。
这个病案讨论采用教师提问引导的方式，学生也很有兴趣地积极参与。
还有几个病案相对来说涉及面广，用药多，学生参与积极性也很高，因

此可以放手让学生们自行讨论、辩论，而后进行总结。例如“泻下药”的
病案，让学生先事前准备，然后分组讨论，并提出用药方案，然后分析方

案的优劣，在相互辩论中，找出最佳用药方案和病例中应抓住的重点。
老师在这个讨论中仅总结发言，或把某些未讨论到的问题提出来。“抗

寄生虫药物”的病案中则采用学生事前准备资料自己主持，老师只作为

听众的方式，几乎不提出问题或发表看法。但这种方式学生们不很活

跃，或许今后这种方式可以采用每人提出自己的查资料心得，最后讨

论。而“抗微生物药物”的病案讨论，由于涉及的药物较多，学生讨论非

常激烈，每个人选的药物可能都不一样，因此在讨论中我们是复习了整

个抗微生物药物一章，最终根据病情轻重缓急选出几种药物，使学生明

确了合理选用抗微生物药的重要性。这个讨论学生参与积极，也认为收

获颇多。
3.病案讨论的试教学

在兽医药理学教学中引入病案讨论从 2007 年开始试行，在两年的

试行中我们总结经验，对病案进行修改，学生们普遍反应良好，认为这

样能开拓视野，使自己的思维更为活跃以及更好应用药理知识，针对学

生的反应，我们更坚定了对病案讨论教学的信心。
4.效果评价

病案讨论后我们对学生发进行了问卷调查，100%的学生表示对此

方法赞同，学生的支持坚定了我们教改的信心。同时，学生也提出了一

些不如意的地方，这对于今后的教学很有帮助。经过两年来的病案讨

论，我们在兽医药理学教学中积累了一定的经验，能使学生掌握更多的

知识，又使他们在讨论中学会交际，学会实际应用药物。创新教育强调

以学生为主体，注重激发学生的学习热情，让学生主动参与教学过程，

并在自主学习中培养独立思考和创造能力。培养具有创新能力的人才，

是我们的目的，也是病案讨论带给我们的体会。
5.课后思考

在兽医药理学教学中引入病例分析有以下优点：①增加了学生学

习的主动性。这种方法是将理论知识与临床实际紧密联系的有效手段，

尤其对于学习基础课的学生而言，较早地接触临床知识，既可以激发他

们的学习兴趣，增加学习的主动性，又增加了学习的实用性[2]。②提高学

生发现问题、分析问题和解决问题的能力。这种教学方法将基础理论与

临床问题联系，学生会主动去探索他们所要学习的知识，并且应用这些

知识去解决问题。③提高学生语言表达能力。通过激烈的讨论，学生能

够逐渐克服腼腆、不敢发言等弱点，提高自信心，提高语言组织能力。④
促进教师队伍综合素质的提高。教师应充分认识到学生主动参与教学

的重要性和必要性，教师除了熟练掌握与教学有关的药理学及相关学

科的知识外，还应努力使自己具备一定的组织能力，并积极主动地改善

教学方法，尽量诱导学生对该学科的兴趣和积极性，教学过程中注重给

予学生参与教学的机会，并合理应用各种方法强化学生对知识的理解

和掌握；另一方面应具有敏锐的思维分析能力和演绎推理能力，才能很

好地完成教学任务。
在实施过程中，我们也发现了一些问题，如果班级人数过多，很难

为所有同学提供发言机会。药理学与临床病案相结合的讨论要求授课

教师具有较高素质，既要精通药理专业知识，又要熟悉临床学科知识，

才能引导学生搞好以临床治疗用药的药理作用机制为重点的讨论，对

缺乏临床经验的专业基础课老师会有一定的难度[3]。
在兽医药理学教学中引入病例分析，通过“设问激疑、感知素材、讨

论辨析、归纳整理、巩固、开拓”等教学程序，不断激发学生对兽医药理

学的认知需要，并不断满足这种需要，使学生感受获得知识的快乐，体

味成功的喜悦，这种喜悦的多次体验就促使产生稳定的学习兴趣。学生

对兽医药理学的稳定兴趣，又会反作用于教师，激励教师进一步发挥主

导作用。学生乐学，教师乐教，增强了教学效果，提高了教学效率，使兽

医药理学教学走向良性循环。
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兽医药理学教学中引入病例讨论的实践与体会
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［摘 要］通过病例讨论将兽医药理学的理论知识与临床实际紧密联系，可以促进学生的学习兴趣，增加学习的主动性，提高教学效

果，也有助于培养学生逻辑推理能力、分析问题与解决问题的能力、团队合作精神、语言表达能力等多方面的综合素质。本文探讨了

兽医药理学教学中引入病例讨论的方法、效果及体会。
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[摘 　要 ]　用常规转移因子提取方法提取了猪、犬脾转移因子 ,并对猪、犬脾转移因子的澄明度、

pH值、蛋白质、紫外光谱、转移因子含量、DNA含量、核酸含量、氨基酸等理化性质进行了测定和

分析 ,同时对猪、犬脾转移因子进行了无菌检验、热原检验、安全性试验、过敏试验、抗原性检验等

生物学特性检验和试验 ,对提取的猪、犬脾转移因子活性进行了分析。结果表明 ,用本方法制得

的猪犬脾转移因子含有 DNA、核苷酸等 ,具有和牛、羊、鸡等脾转移因子相似的理化性质 ,无菌 ,无

热原 ,无毒性 ,无致敏性 ,无抗原性 ,且 A260nm /280nm值也达到了较高的指标 ,说明该制品已达到国内

外同类制品的水平。按照 OD值计算活性单位的方法 ,可计算出本试验制备的转移因子每 mL约

为 2个活性单位 ,可供试验和临床使用。

[关键词 ]　转移因子 ;提取 ;理化性质 ;生物学特性
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Abstract: Swine and canine sp leen transfer factors( TFs) had been extracted by a general extracting method. And

then based on the relationalmethods, the physical and chem ical p roperties of two kinds of TFs—limp idity degree,

pH, p rotein, ultraviolet spectrum, TF content, DNA content, nucleic acid content and am ino acid varieties were

determ ined and analyzed . A t the same time, the biological characteristics of two kinds of TFs were also tested and

examined according to relational rules including the asep sis test, the pyrogen test, the security examination, the hy2
persuscep tibility exam ination and the antigen test. Finally, the activity of two kinds of TFs were determ ined and
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analyzed. The results showed that the extracted swine and canine sp leen TFs in our laboratory contained DNA,

nucleotide acid and so on, their physical and chem ical p roperties were sim ilar to that of cattle TF, sheep TF,

chicken TF and other animal TFs, and no bacteria, no pyrogen, avirulence, no hypersuscep tibility and no anti2
genicity, and A260nm /280nm value was also rather high index. Those results conformed with the reports on other ani2
mals TFs in China or other countries. According to OD value, the p repared TFs activity are about 2 units per mL

and useful for experiment and clinic.

Key words: transfer factor; extraction; physical and chem ical p roperties; biological characteristics

　　转移因子 ( transfer factor, TF)是从淋巴细胞中

提取的一类低分子肽与核苷酸复合物。该物质作为

一种特定的淋巴因子具有传递免疫信息、激发免疫

细胞活性、调节和增强机体特异性和非特异性细胞

免疫功能 ,同时有促进 B细胞的抗体分泌作用 ,又可

诱导机体产生干扰素等生物活性物质。它能将供体

的细胞免疫功能特异地转移给受体 ,这种效应无严

格的种属特异性 [ 122 ]
;它能转移多种抗原的细胞免

疫 ,包括真菌、细菌、病毒、寄生虫、组织相容性抗原

和肿瘤抗原的细胞免疫 ,是一种新型免疫增强制

剂 [ 3 ]。受体接受 TF后 ,很快 (2～24 h)产生效应 ,并

可持续数月至一年。它的研究和应用对于目前用抗

菌素或免疫球蛋白无法控制的某些细胞内感染的病

毒性、细菌性、真菌性疾病和寄生虫病的防治 ,将开

辟新的治疗途径 ,对某些免疫缺陷病的防治具有广

阔的应用前景。

　　目前 ,非特异性 TF已大量用于人医临床 ,实践

证明 ,该制剂对人体安全无毒 ,无药残 ,口服或注射

同样有免疫活性。近年来 ,我国已陆续开展了对畜

禽 TF的研究和应用 ,先后试制了猪、羊、马、兔、牛以

及犬的非特异性 TF和特异性 TF
[ 4 ]

,在畜禽疾病的

防治上已取得了可喜的成绩。本试验研究的内容为

猪脾 TF ( TF2P)和犬脾 TF (CS2TF)的制备及其理化

性质和部分生物学特性测定的比较 ,旨在为其在犬

病临床应用提供理论依据和实践材料。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　试验材料 　脾脏 ,成年健康猪、犬的新鲜脾

脏 ;精密 pH试纸 , pH范围 5. 4～7. 0;透析袋 , DM

- 27型 ,截留分子量 6 000～10 000,购自上海展新

贸易有限公司。

1. 1. 2　试验动物 　家兔 , 13只 ,体重为 1. 5～2. 5

kg/只 ,健康雄性兔 ,购自西北农林科技大学兽医

院 ;豚鼠 , 10只 ,体重为 300～400 g/只 ,一级 DHP

品系健康豚鼠 ,购自西北农林科技大学试验动物中

心 ;小鼠 , 10只 ,体重约 20 g/只 ,一级昆明种健康小

鼠 ,购自西北农林科技大学试验动物中心。

1. 1. 3　主要试剂 　25%磺基水杨酸 ;二喹啉甲酸

(BCA) ;二苯胺等。

1. 1. 4　主要仪器设备 　绞肉机 ; JJ22 ( 2003261)型

高速组织匀浆机 ;摇床和低温离心机 ;氨基酸自动

分析仪 , 835250型 ,日本日立公司产品 ;紫外分光光

度计 , 7520型 ,上海第三分析仪器厂产品。

1. 2　方法

1. 2. 1　猪犬脾 TF的提取方法 　取成年健康猪的

新鲜脾脏 ,除去脂肪、被膜、结缔组织。以绞肉机绞

碎后置高速组织匀浆机中匀浆。方法为加入 400 g

经过处理的脾 , 400 mL蒸馏水 , 12 000 r/m in高速

匀浆 20 m in。匀浆后的糊状物装瓶置 - 20 ℃冷冻 ,

待完全冻实后置 37 ℃摇床上解冻 ,完全融化后再

次冷冻 ,如此反复冻融 6 次。于 4 ℃以 10 000

r/m in离心 30 m in。收取离心后上清液进行透析。

透析袋外为等量的灭菌生理盐水 , 4 ℃透析 48 h,

取透析外液即为试验用猪 TF提取液。过滤除菌 ,

分装于 10 mL灭菌棕色玻璃瓶中 ,置 - 20℃保存。

1. 2. 2　猪犬脾 TF提取液理化性质分析

1. 2. 2. 1　澄明度 　肉眼直接观察法。

1. 2. 2. 2　pH值 　用精密 pH试纸测定。

1. 2. 2. 3　蛋白质测定 [ 5 ] 　取少量透析外液用 25%

磺基水杨酸检测 ,观察有无白色浑浊物出现。

1. 2. 2. 4　紫外吸收光谱 　透析外液用紫外分光光

度计在 210～300 nm扫描。

1. 2. 2. 5 　TF含量 　用二喹啉甲酸 (BCA )检测

法 [ 6 ]。

1. 2. 2. 6　DNA含量 　用二苯胺法测定。

1. 2. 2. 7　核酸含量 　用比色法测 TF总磷和有机

磷 (定磷试验 ) ,计算其核苷酸含量。

1. 2. 2. 8　氨基酸组分测定 　用氨基酸自动分析仪

测定 ,并换算成百分比含量。

1. 2. 3　猪犬脾 TF提取液生物学特性 　无菌检验、
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热源检验、安全性试验及过敏试验均按《中国生物

制品规程 》[ 7 ]要求进行。

1. 2. 3. 1　无菌检验 　接种于普通肉汤、血液琼脂

斜面、普通琼脂斜面、厌气肉肝汤 , 37 ℃培养 7 d,

观察有无细菌等微生物生长。

1. 2. 3. 2　热原检验 　取家兔 9只 ,平均分为 3组 ,

测其正常体温后 15 m in内耳静脉缓缓注入温热至

约 38 ℃的 TF样品 ,剂量按家兔体重每千克注射 3

mL,然后 ,每隔 1 h测 1次体温 ,共测 3次 ,观察并

判断结果。

1. 2. 3. 3　安全性试验 　取小鼠 10只 ,随机等分为

2组。第 1组腹腔注射待检 TF液 5 mL /只 ;第 2组

腹腔注射等量的生理盐水作对照。观察 7 d,全部

剖杀 ,检查各组织脏器情况。

1. 2. 3. 4　过敏试验 　取豚鼠 10只 ,隔日腹腔注射

供试品 0. 5 mL,连续 3次 ;然后再分成 2小组 ,每组

3只 ,分别于第 1次注射后 14 d及 21 d静脉注射供

试品 0. 5 mL,注射后 15 m in内观察并判断结果 ,另

4只做对照组。

1. 2. 3. 5　抗原性检验 [ 8 ] 　将供试 TF提取液与等

量不完全弗氏佐剂混合 ,制成油包水乳剂 ,皮下注

射 4只家兔 , 1 mL /只 ,每周注射 1次 ,共 4次。于

末次注射 1周后采血 ,分离血清 ,做双向琼脂扩散

电泳 ,观察有无抗体产生。

1. 2. 4　猪犬脾 TF活性分析 　采用白细胞黏附抑

制试验 [ 7 ]。

2　结 果

2. 1　理化性质

2. 1. 1　性状 　猪、犬脾的 TF提取物均为透明、淡

黄色、有特殊腥味的液体 ;猪脾的 TF提取物 pH为

6. 5,犬脾的 TF提取物 pH为 6. 7。

2. 1. 2　化学分析 　猪、犬脾的 TF提取物用 25%磺

基水杨酸检测蛋白反应 ,未见白色浑浊 ,说明猪、犬

脾的 TF提取物中不含大分子蛋白质。

2. 1. 3　紫外吸收光谱 　猪脾的 TF提取物吸收曲

线见图 1,犬脾的 TF提取物吸收曲线见图 2。计算

猪脾 TF提取液的 A260nm /280nm = 3. 028 /1. 250 = 2. 42,犬

脾 TF提取液的 A260nm /280nm = 2. 857 /1. 100 = 2. 60,

比值 > 2为合格产品质量控制标准 [ 7 ]。按照 OD值

计算活性单位的方法 ,可计算出本试验制备的 TF

提取物每 mL约为 2个活性单位。

2. 1. 4　透析液有关成分含量 　TF提取物中 ,猪 TF

　图 1　TF - P的紫外吸收曲线

图 2　CS - TF的紫外吸收曲线

含量为 1. 21 mg/mL, DNA含量为 82. 8μg/mL,核

苷 酸 含 量 为 332. 1 μg/mL; 犬 TF 含 量 为

1. 54 mg/mL, DNA含量为 504. 8μg/mL,核苷酸含

量为 302. 3μg/mL。

2. 1. 5　氨基酸组分测定结果 　猪脾的 TF提取物中

测定出 17种氨基酸 ,犬脾的 TF提取物中测定出 15

种氨基酸 ,换算成相对百分比含量见表 1和表 2。

2. 2　生物学特性检验

2. 2. 1　无菌检验 　猪、犬脾的 TF提取物接种于普

通肉汤、血琼脂斜面、普通琼脂斜面、厌气肉肝汤 ,

37 ℃培养观察 7 d,均无细菌等微生物生长。

2. 2. 2　安全试验 　用猪、犬脾的 TF提取物注射小

鼠后 ,其精神、食欲和活动状况均正常 ,无一例死

亡。剖检 ,内部脏器无异常变化 ,证明 TF无毒性反

应。

2. 2. 3　过敏试验 　10只豚鼠第 14天及第 21天腹

腔注射 0. 5 mg/mL TF提取物后 , 15 m in内观察未

见连续干咳呼吸困难 ,虚脱等明显病理症状及死亡

等现象。
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表 1　猪脾 TF提取物中 17种氨基酸百分含量

氨基酸 含量 /% 氨基酸 含量 /%

天门冬氨酸 A sp 9. 61 蛋氨基酸 Met 1. 92

苏氨酸 Thr 1. 23 异这氨酸 lle 3. 74

丝氨酸 Ser 5. 12 这氨酸 Leu 7. 14

谷氨酸 Clu 16. 02 酪氨酸 Tyr 3. 24

脯氨酸 Pro 4. 43 苯丙氨酸 Phe 4. 62

甘氨酸 Gly 9. 08 赖氨酸 Lys 8. 02

丙氨酸 A la 9. 54 组氨酸 A rg 3. 24

胱氨酸 Cys 1. 15 精氨酸 H is 3. 24

缬氨酸 Val 5. 35

表 2　犬脾 TF提取物中 15种氨基酸成分比含量

氨基酸 含量 /% 氨基酸 含量 /%

天门冬氨酸 A sp 13. 12 异亮氨酸 lle 4. 51

苏氨酸 Thr 6. 88 亮氨酸 Leu 9. 43

丝氨酸 Ser 9. 41 酪氨酸 Tyr 4. 42

谷氨酸 Glu 26. 03 苯丙氨酸 Phe 6. 41

脯氨酸 Pro 6. 13 赖氨酸 Lys 9. 14

甘氨酸 Gly 12. 31 组氨酸 H is 4. 45

丙氨酸 A la 9. 27 精氨酸 A rg 8. 31

缬氨酸 Val 6. 68

2. 2. 4　热原试验 　注射猪、犬脾的 TF提取物的家兔体

温变化不大 ,符合规程要求。

2. 2. 5　抗原性检验 　检测结果呈阴性 ,家兔体内

无抗体产生。

2. 3　活性分析 　猪脾 TF提取物未黏附白细胞抑

制指数 (NA I) 为 30% , 犬脾 TF 提取物 NA I为

35% , NA I( % ) ≥20% ,判定为活性合格 [ 9 ]。

3　讨 论

3. 1　猪、犬脾 TF的提取 　TF的生物活性与供体

的细胞免疫水平密切相关。制备非特异性 TF应选

用成年或细胞免疫功能正常或较强的畜禽作供体 ;

而制备特异性 TF,应选择对该病原易感 ,经免疫

后 ,对该抗原试验呈阳性反应的个体作为供体。本

试验以猪、犬的健康脾脏组织为原料 ,经匀浆、冻

融、透析可获得粗制 TF,制备方法简单 ,不需要特

殊设备。此方法亦可适用于其他畜禽 TF的提取 ,

这为广泛研究与生产畜禽 TF提供了便利条件。

另外 ,李学良等 [ 10 ]报道 ,动物 TF的制备采用

超滤法比透析法可使制剂总氮、核苷酸及核苷酸类

物质的含量提高数倍 ,多肽含量多达 1 mg/mL,并

能有效地克服透析法不能将有关成分完全透析出

来的缺点 ,但制备过程较复杂 , 需要特殊设备。制

备过程中 ,至关重要的问题是所有容器、用具、工作

场所均须严格无菌操作 ;新鲜脾脏不经冰冻亦可 ,

但有的包膜不易剥离。空气中暴露时间过久 ,可能

增加污染的机会。若制备口服液 ,在生产工艺上不

能省去除菌过滤 ,否则会影响产品保质期。关于冻

融操作 ,有的文献指出 ,需在 - 20℃反复冻融 10

次 ,而康钦树的改进方法 [ 11 ]利用普通冰箱冰冻层
(可调节至 - 5～ - 10 ℃) ,反复冻融 2～3次 ,约经

36～48 h,亦可达到破碎淋巴细胞的目的 ,不需特

殊的低温设备。

用本方法制得的猪、犬 TF是成分复杂的混合

物 ,含有 DNA、核苷酸等 ,具有和牛、羊、鸡等脾 TF

相似的理化性质 [ 12 - 13 ]
,无菌 ,无热原 ,无毒性 ,无致

敏性 ,无抗原性 ,并且 A260nm /280nm值也达到了较高的

指标 ,与国内外其他 TF的报道资料相符 ,说明该制

品已达到国内外同类制品的水平 [ 8 ]。

3. 2　猪、犬 TF活性的测定方法 　本试验猪、犬 TF

活性测定采用白细胞黏附法 ,同淋巴细胞 E玫瑰花

环试验法相比 ,可在当天得出测活结果 [ 14 ]。此方

法简便易行 ,检验步骤简单易操作 ,检测时间迅速 ,

便于工艺研究中大量样品分析。

3. 3　剂量单位的确定 　关于 TF的剂量单位 ,由于

缺乏恰当的动物模型及体外活性的测定方法 ,因

此 ,目前多以白细胞数量来表示 ,即以 4 ×10
8 个白

细胞的透析物为一个 TF单位 [ 12 ]。但是 ,此方法计

数麻烦 ,而且准确性差。特别是在以脾脏、淋巴结

或扁桃体等组织为原料时 ,在捣碎组织的同时会有

很多白细胞遭到破坏 ,这样 ,要想准确计数就更为

困难。故本试验以脾脏的重量来表示剂量单位 ,即

1 g脾组织的透析物为 1个 TF单位 (如按照 OD值

计算活性单位的方法 ,本试验 TF提取物每 mL约

为 2个活性单位 ) ,这种计量方法已经为众多学者

所采用。

3. 4　猪、犬 TF的应用 　TF为一种免疫活性物质 ,

具有活化淋巴细胞的作用 , TF作为 T辅助细胞的

分裂源 ,能促使 T细胞释放更多的淋巴因子 ,以维

持 T细胞的生长 ,促进 T细胞分裂 ,从而增加 T细

胞、T辅助细胞和 T抑制细胞的数量 ,加强了受体

特异性细胞的免疫功能 [ 15 ]。此外 ,有人还发现 TF

对提高受体抗体水平亦有显著作用 ,即对受体细胞

免疫和体液免疫具有双重作用 ,这为将 TF应用于

临床 ,尤其是犬细小病毒病、犬瘟热、犬传染性肝

炎、犬冠状病毒感染等病毒性传染病的预防及治疗

提供了依据 [ 16 ]。1987年 W ilson用特定的抗原免疫
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牛 ,用牛乳制取特异性免疫调节剂 ,用以防治犬、猪

和鸡的传染病 ,已取得美国农业部的许可。但另据

报道 , TF具有相对的种属特异性 [ 17 ]
,理论上讲特异

性 TF在犬病的治疗和防制方面较使用其他 TF更

为有效 ,至于对犬应用后效果如何 ,尚待进一步研

究探讨。本试验所提取的猪、犬脾 TF,作为治疗和

预防犬病毒性传染病的一种新型生物制剂 ,其临床

效果有待进一步证实。
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农业部积极组织科研攻关高致病性蓝耳病灭活疫苗正式投入生产

　　2006年夏季以来 ,我国部分地区陆续发生猪高致病性蓝耳病疫情 ,给养猪业造成严重损失。农业部多

次召开会议进行专题研究 ,积极开展各项防控工作。组织有关单位加强高致病性蓝耳病灭活疫苗研究 ,及

时落实研究经费 ,整合生产、科研方面力量 ,组织联合攻关。目前 ,经部属有关单位努力 ,新型高致病性蓝

耳病灭活疫苗研制成功 , 4月 29日通过农业部组织的专家审评 , 5月 11日正式投产。

新型高致病性蓝耳病灭活疫苗是由中国动物疫病预防控制中心、中国兽医药品监察所联合研制 ,利用

流行的高致病性蓝耳病变异毒株做为种毒 ,经种毒筛选、中间试制、临床和扩大临床实验等一系列试验 ,证

实对高致病性蓝耳病病毒有良好免疫效果 ,免疫保护率超过 80%。该疫苗克服了国外同类病毒疫苗价格

高、病毒易返强、效果不确实等问题。农业部兽药评审委员会专家认为 ,该疫苗安全有效、质量可控。该疫

苗的投入使用 ,将对防控高致病性蓝耳病 ,保护养猪业健康发展发挥重要作用。

农业部根据评审委员会意见 ,积极组织新型高致病性蓝耳病灭活疫苗生产 ,目前安排 6家兽用疫苗生

产企业紧急生产 ,预计月底前投入使用。
(摘自 :中国农业信息网 http: / /www. agri. gov. cn 2007 - 05 - 14)
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猪转移因子对犬中性粒细胞数量和活性的影响

孔庆波1 ,4 ,陈进军2 ,常建军3 ,张彦明4 ,陈德坤4

(1. 中国刑事警察学院警犬技术系 ,沈阳 110034 ;2. 广东海洋大学农业生物技术研究所 ,湛江 524088 ;

3. 青海大学农牧学院 ,西宁 810003 ;4. 西北农林科技大学动物科技学院 ,杨凌 712100)

摘要 :按标准方法提取制备了猪的转移因子 (t ransfer factor , TF) ,用吞噬杀伤试验 M TT 法检测了供试杂种牧羊犬肌肉

注射猪 TF 后外周血中性粒细胞吞噬杀伤活性的变化。试验摸索出 M TT 法测定犬外周血中性粒细胞吞噬杀伤大肠杆菌的

最佳条件为 :中性粒细胞浓度 1. 3 ×106 个/ ml、大肠杆菌浓度 6 ×105 个/ ml 时 ,大肠杆菌和中性粒细胞混合培养 2 h ,加入

M TT 后继续培养 4 h。体外试验结果表明 ,猪 TF 浓度在 0. 052～1. 56 mg/ ml 范围内 ,能够明显促进中性粒细胞吞噬杀菌作

用 ,当猪 TF 浓度为 1. 56 mg/ ml 时 ,对中性粒细胞杀菌活性的影响最大。体内试验结果表明 ,注射猪 TF 后第 2 d ,外周血中

性粒细胞数量最高 ,中性粒细胞吞噬杀菌能力最强。

关键词 :猪转移因子 ;M TT 法 ;中性粒细胞

中图分类号 :S85214 　　　　　文献标识码 :A 　　　　　文章编号 :167127236 (2008) 0120047205

　　中性粒细胞为机体天然免疫系统的主要效应细

胞 ,是机体抵御感染性病原体的第一道防线。它们

可以迅速穿越毛细血管到达感染部位 ,发挥其吞噬

清除异物、杀菌和细胞毒作用 ,因而在抗真菌、细菌

和病毒感染中具有非常重要的地位 (高贵民等 ,

2006) 。中性粒细胞本身的寿命很短 ,外周血中性粒

细胞更新代谢速度较快 ,多种免疫增强剂和多种细

胞因子均能通过调节外周血中性粒细胞数量和活性

来发挥其免疫效应 (王国江等 ,2004) 。因此测定机

体中中性粒细胞的数量变化 ,以及中性粒细胞对病

原体的吞噬和杀伤能力 ,对于弄清免疫调节剂的作

用机制 ,评估免疫增强剂的效果具有重要意义。

国外有关犬中性粒细胞功能的研究多集中在患

病犬中性粒细胞化学发光活性、趋化性和数量变化
(Antonino ,1992) ,未见转移因子 ( t ransfer factor ,

TF)影响犬外周血中性粒细胞吞噬杀菌活性方面的

报道 ;国内关于 TF 对外周血中性粒细胞吞噬活性

影响的报道多集中在小鼠、猪等方面 (陈德坤等 ,

2001) ,未见关于 TF 对犬外周血中性粒细胞杀菌活

性影响的报道。作者对此进行了研究 ,以期探讨猪

TF 作为免疫增强剂的作用机制 ,并为其应用于

犬病防治的临床实践提供理论和试验依据 ,现将研

究结果报告如下。
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1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　动物 　3～5 月龄健康杂种牧羊犬 24 头 ,购

于陕西杨凌某养犬场。

1 . 1 . 2 　试剂 　转移因子 ,按西北农林科技大学免疫

实验室建立的制作程序制备 ,冻干后 - 20 ℃保存备

用。RPMI21640 培养基 ( HyClone 公司) ,淋巴细胞

分离液 (上海恒信化学试剂有限公司) ,犊牛血清 (中

美合资兰州民海生物工程有限公司) ,四甲基偶氮唑

蓝 (M T T) (上海绿鸟科技发展有限公司) ,二甲基亚

砜 (DMSO) (AMResco 公司) ,台盼蓝 (上海公私合

营新中化学厂) ,肝素 (华美生物工程公司) ,分析纯

Na HCO3 (河南焦作市化工三厂) ,分析纯丙酮酸钠

(河南焦作市化工三厂) , Hepes (北方同正公司) ,22
巯基乙醇 (22Me) (北方同正公司) ,青霉素 (哈药集

团制药总厂) ,链霉素 (大连美罗达药厂) ,明胶 (青岛

医疗器械站) 。

1 . 1 . 3 　溶液 　1640 培养液 :用三蒸水 1000 ml 溶

解 1 袋 RPMI21640 ,电磁搅拌至完全溶解 ,1 mol/ L

HCl 调 p H 至 7. 2～7. 4 ,过滤除菌。完全 1640 培

养液 :取不完全 1640 培养液 ,按照 10 %的比例加灭

活犊牛血清 ( FCS) ,混匀后即为完全 1640 培养液。

无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks 液 :按照金伯泉 (2002)的方法

配制 , 112 ℃灭菌 15 min , 调 p H 至 7. 2 ～ 7. 4。

Hepes 缓冲液 :用三蒸水配成 1 mol/ L 的溶液 ,过滤

除菌。丙酮酸钠溶液 :用三蒸水配成 0. 1 mol/ L 的

溶液 ,过滤除菌。二巯基乙醇 :配制成 5 ×10 - 3 mol/

L 溶液 ,过滤除菌。双抗溶液 :配成 10000 U/ ml 的
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溶液后应用。Na HCO3 溶液 :配成 7. 5 %的溶液 ,

115 ℃灭菌 15 min。M T T 应用液 :平衡盐溶液溶解

(本试验用无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks 液) 成 5 mg/ ml 的

浓度 ,过滤除菌。台盼蓝 :配成 1 %的染液 ,1000 r/

min 离心 10 min ,取上清并过滤。Tris2N H4 Cl 缓冲

液 :用 Tris 和 N H4 Cl 配制为 p H7. 2 的缓冲溶液。

以上溶液均保存在 4 ℃冰箱。

1 . 1 . 4 　主要仪器设备 　96 孔聚乙烯塑料板 ( Cost2
ar 公司产品) ,LD422A 型离心机 (北京医用离心机

厂) ,二氧化碳培养箱 (CE 公司) ,Model 550 酶标仪

(BIO2RAD 公司) , XS218 型显微镜 (江南公司) ,紫

外可见光分光光度计 (上海光谱仪器有限公司) 。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　猪 TF 的配制 　将所制备的猪 TF 用完全

RPMI21640 溶解 ,调 p H 至 7. 2～7. 4 ,过滤除菌。

将 TF 配制为 0. 052、0. 26、0. 78、1. 56 和 5 mg/ ml 5

个不同的浓度。

1 . 2 . 2 　大肠杆菌菌液的制备 　大肠杆菌菌种由西

北农林科技大学动物科技学院微生物实验室提供。

菌种经增菌培养后 ,用生理盐水制成不同浓度的菌

悬液 (严华等 ,2003) ,浓度分别为 3 ×105 、6 ×105 、9

×105 、3 ×106 和 6 ×106 个/ ml 。

1 . 2 . 3 　犬中性粒细胞悬液的制备 　未注射猪 TF

之前 ,在犬前肢静脉血管处 ,无菌采取外周血 ,肝素

抗凝 ,加入等量 3 %明胶液体 ,吹打均匀 ,37 ℃温箱

静置 30～45 min ,吸取上清 ,小心叠加于等体积的

淋巴细胞分离液上 ,2000 r/ min 离心 20 min ,弃掉

淋巴细胞层及上清 ,用 Tris2N H4 Cl 裂解红细胞 ,再

用含 5 % FCS 的无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks 液洗涤 3 次 ,

每次 1000 r/ min 离心 10 min ,最后 1 次离心完毕

后 ,弃上清 ,用完全 1640 培养液悬浮细胞 ,取 0. 1 ml

细胞悬液用台盼蓝染色计数细胞 (吴雄文等 ,2002 ;

Mosmann ,1983) ,细胞活力在 95 %以上。用完全 RP2
MI21640 将中性粒细胞分别调至 6. 7 ×104 、1. 3 ×105 、

6. 7 ×105 和 1. 3 ×106 个/ ml。

1 . 2 . 4 　中性粒细胞杀菌活性最优测定条件的选择

　按照正交试验 ,设计中性粒细胞、大肠杆菌 2 个因

素 ,中性粒细胞悬液设 4 个浓度水平 ,大肠杆菌设 6

个浓度水平。试验设 3 个组别 ,试验组 :中性粒细胞

+ 大肠杆菌 ;对照组 :中性粒细胞 ;空白组 :加入完全

RPMI21640。每个样品各设 3 个重复孔 ,每孔均为

200μl。中性粒细胞加入量为 100μl ,大肠杆菌加入

量为 50μl ,不足的用完全 RPMI21640 补足。利用

M T T 法进行测定 ,选出各因素的最佳浓度水平 ,用

于测定猪 TF 对犬外周血中性粒细胞杀菌活性的影

响。测出 OD 值后 ,计算出刺激指数 ( stimulate in2
dex ,SI) ,用 SI 表示结果 ,公式如下 :

　　SI = (对照组 OD 值 - 空白组 OD 值) / (试验组

OD 值 - 空白组 OD 值)

1 . 2 . 5 　猪 TF 体外对犬外周血中性粒细胞杀菌活

性影响的测定 　在试验因素最优组合确定的情况

下 ,加入猪 TF ,研究不同浓度的猪 TF 对犬外周血

中性粒细胞杀菌活性的影响 ,找出猪 TF 的最佳刺

激量。猪 TF 设 0. 052、0. 26、0. 78、1. 56 和 5 mg/

ml 共 5 个浓度。试验共设 3 个组别 ,试验组 :中性

粒细胞 + 大肠杆菌 + 转移因子 ;对照组 :中性粒细胞

+ 大肠杆菌 ;空白组 :加入完全 RPMI21640 200μl。

每个样品设 3 个重复孔 ,每孔总量 200μl。细胞加

入量为 100μl ,大肠杆菌和 TF 加入量均为 50μl ,不

足的用完全 RPMI21640 补足。结果用 SI 表示。

11216 　猪 TF 体内 (犬注射猪 TF 后) 对犬外周血

中性粒细胞杀菌活性影响的测定 　猪 TF 设 01052、

0126、0178、1156 和 5 mg/ ml 共 5 个注射浓度 ,每个

注射浓度对每头犬肌肉注射 4 ml ,注射猪 TF 后每

天采血 ,犬中性粒细胞悬液的制备同 11213。试验

共设 3 个组别 ,试验组 :注射猪 TF 后犬中性粒细胞

+ 大肠杆菌 ;对照组 :未注射猪 TF 犬中性粒细胞 +

大肠杆菌 ;空白组 :加入完全 RPMI21640 200 μl。

每个样品设 3 个重复孔 ,每孔总量 200μl。细胞加

入量为 100μl ,大肠杆菌和完全 RPMI21640 加入量

均为 50μl ,不足的用完全 RPMI21640 补足。结果

用 SI 表示。

1 . 2 . 7 　统计分析 　用统计软件 SPSS 分析试验数

据 ,刺激指数均用 �X ±s 表示。数据使用 Excel 2000

和 SPSS (Version11. 0) 统计软件处理 ,以单因素方

差分析 (One2way ANOVA) 进行统计 ,数据以均值

±标准差表示 , P < 0. 05 为差异显著。统计分析前 ,

用 Kolmogorov2Simirnov 对数据进行正态分布检

验。经检验 ,原始数据符合正态分布。

2 　结果

2 . 1 　试验因素最优组合的确定 　不同细胞浓度下

犬外周血中性粒细胞杀菌活性的正交试验结果 ,用

SI 值表示。由表 1 可见 ,当细胞浓度为 1. 3 ×106

个/ ml ,大肠杆菌的浓度为 6 ×105 个/ ml 时 ,SI 值最

大 ,即中性粒细胞在该浓度组合下杀菌活性最好 ,并

且通过 t 检验 ,在该浓度下中性粒细胞的杀菌活性

是显著的 ( P < 0. 05) ,所以在体内外试验中均采用

该浓度组合。
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表 1 　不同细胞浓度对犬外周血中性粒细胞杀菌活性的影响

大肠杆菌浓度 (个/ ml)
嗜中性粒细胞浓度 (个/ ml)

6. 7 ×104 1. 3 ×105 6. 7 ×105 1. 3 ×106

6 ×106 1. 361 ±0. 169ab 1. 223 ±0. 241ab 1. 219 ±0. 206b 1. 354 ±0. 156b

3 ×106 1. 352 ±0. 170ab 1. 169 ±0. 281c 1. 306 ±0. 318ab 1. 324 ±0. 273b

9 ×105 1. 231 ±0. 021c 1. 128 ±0. 311b 1. 239 ±0. 221b 1. 442 ±0. 318a

6 ×105 1. 414 ±0. 136a 1. 283 ±0. 076a 1. 296 ±0. 144ab 1. 470 ±0. 298a

3 ×105 1. 317 ±0. 235b 1. 174 ±0. 195c 1. 363 ±0. 229a 1. 330 ±0. 257b

　　注 : ①同列数据肩标小写字母不同表示差异显著 ( P < 0. 05) 。

2 . 2 　猪 TF 影响杀菌活性的最佳浓度选择　由图 1

可见 ,当猪 TF 浓度为 1. 56 mg/ ml 时 ,对中性粒细

胞杀菌活性的影响最大 ,所以该猪 TF 浓度为最理

想的浓度。当猪 TF 浓度为 5 mg/ ml 时 ,对中性粒

细胞杀菌活性的影响最小 ,而在 0. 052～1. 56 mg/

ml 这个浓度范围内 ,猪 TF 促中性粒细胞杀菌的效

果均比较明显 ,所以在后来的试验中放弃 5 mg/ ml

不用。

图 1 　不同浓度猪 TF对外周血中性粒细胞杀菌活性的影响

2 . 3 　注射最佳浓度猪 TF 对犬外周血中性粒细胞

杀菌活性的影响　图 2 显示 ,在注射猪 TF 后的第 2 d

中性粒细胞的单独杀菌活性最好 ,以后则呈现逐渐

下降的趋势。

图 2 　犬外周血中性粒细胞单独杀菌活性的测定

2 . 4 　注射不同浓度猪 TF 在不同时间对犬中性粒

细胞杀菌活性的影响 　表 2 显示 ,在注射猪 TF 后

第 2 d ,SI 值最高 ,说明此时猪 TF 对犬外周血中性

粒细胞的杀菌活性影响最大 ,而在以后的几天内 SI

值则呈逐渐下降的趋势 ,该趋势与中性粒细胞单独

吞噬杀菌的变化趋势相一致。当猪 TF 的浓度为

1. 56 mg/ ml时 ,对犬外周血中性粒细胞杀菌活性的

影响普遍大于其他浓度猪 TF 对中性粒细胞杀菌活

性的影响 ,充分验证了 1. 56 mg/ ml 为促进犬外周

血中性粒细胞杀菌活性的最佳浓度。

2 . 5 　注射最佳浓度猪 TF 在不同时间对犬外周血

中性粒细胞数量的影响 　表 3 显示 ,在注射猪 TF

后的第 2 d 中性粒细胞数量达到最大值 ,该结果与

中性粒细胞单独作用、猪 TF 协同中性粒细胞作用

的最佳杀菌活性时间相一致。由此可见 ,猪 TF 对

犬外周血中性粒细胞的最佳作用时间是在注射后的

第 2 d。

3 　讨论

3 . 1 　中性粒细胞也是 TF 的靶细胞之一 　中性粒

细胞主要通过其吞噬作用、分泌具有杀伤作用的活

性颗粒、细胞毒作用等方式发挥其杀菌溶菌效应
(Barbior ,1984) 。机体外周血中的中性粒细胞通常

以静息态形式存在 ,吞噬异物或受到促炎因子刺激

后中性粒细胞被激活 ,发生一系列形态学或生物化

学变化 ,其生物学功能随之增强 (方先勇等 ,2002 ;潘

连德等 ,2000) 。

本研究结果表明 , TF 不仅能够增强犬中性粒

细胞的杀菌活性 ,还能增加犬外周血中性粒细胞的

数量 ,通过这两点来达到改善犬天然免疫功能的效

应 ;在中性粒细胞培养系统中加入 TF 后 ,中性粒细

胞杀菌活性明显得到增强 ,这表明 TF 可直接作用

于中性粒细胞而提高其杀菌活性 ,据此认为 , TF 作

为免疫因子发挥其作用时的靶细胞不仅仅限于 T

淋巴细胞 ,中性粒细胞也应是 TF 的靶细胞 ,这与陈

德坤等 (2001)的相关研究一致 ,是否还有其它的免

疫细胞也是 TF 的靶细胞还有待于进一步研究。本

研究首次报道了 TF 对犬外周血中性粒细胞吞噬杀

菌活性的影响。猪 TF 是通过增强犬中性粒细胞的

杀菌活性和增加犬外周血中性粒细胞的数量来达到

改善犬天然免疫功能的效应。
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表 2 　不同浓度猪 TF在不同时间对中性粒细胞杀菌活性的影响

猪 TF 剂量 (mg/ ml)
注射猪 TF 后不同时间的 SI 值

0 d 1 d 2 d 3 d 6 d

1. 56 2. 244 ±0. 218 2. 284 ±0. 153 2. 834 ±0. 192 1. 621 ±0. 311 2. 015 ±0. 268

0. 78 2. 095 ±0. 227 2. 007 ±0. 290 2. 517 ±0. 168 2. 017 ±0. 210 1. 876 ±0. 179

0. 26 1. 907 ±0. 281 1. 927 ±0. 233 2. 566 ±0. 234 1. 774 ±0. 159 1. 601 ±0. 110

0. 052 1. 635 ±0. 127 1. 592 ±0. 205 2. 378 ±0. 171 1. 459 ±0. 257 1. 358 ±0. 215

表 3 　注射猪 TF后的不同时间犬外周血中性粒细胞的数量

注射猪 TF 的不同时间 (d) 0 1 2 3 6

中性粒细胞数量 (106 个/ ml) 4 10 11. 3 9. 3 5. 3

3. 2 　TF 导致中性粒细胞数量变化原因的推测 　中

性粒细胞在骨髓中历经约 14 d 的时间发育成熟 ,经

血液循环被储存在脾脏中。通常情况下外周血中的

中性粒细胞数量保持稳定水平 ,由于中性粒细胞的半

衰期只有 4～10 h ,因此脾脏作为中性粒细胞的储存

库不断释放成熟中性粒细胞到外周血以维持中性粒

细胞的更新。炎症状态下或受免疫增强剂的刺激 ,外

周血中性粒细胞数量升高 ,机体抗病原微生物侵袭的

能力增强 (成勇钢等 ,2006 ;闻平等 ,2001 ,2003) 。

本研究结果显示 ,在注射 TF 后的第 2 d 中性

粒细胞数量达到峰值 ,然而中性粒细胞在中枢免疫

器官成熟后释放到外周血中需要 2 周的时间 ,所以

中性粒细胞数量的增多不是由该原因引起的 ,由此

推测短期内中性粒细胞数量的增多是由作为中性粒

细胞储存库的脾脏不断的向外周血释放所引起的。

3 . 3 　M T T 法能较全面地反映中性粒细胞抗感染

能力 　在本试验所采用 M T T 法测定中性粒细胞杀

菌活性的系统中 , 只有活的大肠杆菌能够利用

M T T ,大肠杆菌的数量越多所利用的 M T T 就越

多 ,反之 ,被中性粒细胞杀死和吞噬的大肠杆菌越

多 ,M T T 能被利用的就越少 ,据此认为本试验所测

定的是中性粒细胞的吞噬和杀菌活性 ,而不仅仅是

中性粒细胞的吞噬功能 ,这是本法在测定中性粒细

胞免疫活性时优于常规吞噬试验的关键所在 ,因此

M T T 法更能较为全面地反映中性粒细胞的抗细菌

感染能力 (赵修春等 ,2004 ;孙白彬等 ,2004 ;俞晔珩

等 ,2005) 。在研究中还发现 ,单独加入中性粒细胞

的试验孔 OD 值要高于中性粒细胞和细菌共同作用

孔的 OD 值。据此推测 ,中性粒细胞也能够利用

M T T ,另外 ,中性粒细胞吞噬杀灭大肠杆菌导致中

性粒细胞和大肠杆菌共同作用孔中的大肠杆菌数量

减少 ,而活化的中性粒细胞利用 M T T 的能力不如

静息态的中性粒细胞 ,从而使得该孔 OD 值降低。

事实是否如此 ,有待进一步的试验证实。

本研究摸索出了用 M T T 法测定犬外周血中性

粒细胞吞噬杀伤大肠杆菌的较佳条件。当中性粒细

胞浓度为 1. 3 ×106 个/ ml ,大肠杆菌的浓度为 6 ×

105 个/ ml 时 ,大肠杆菌和中性粒细胞混合培养 2

h ,加入 M T T 后继续培养 4 h ,测定试验结果 ,能够

灵敏反映出中性粒细胞吞噬杀伤大肠杆菌的效果。

本试验进一步证明此法更能较为全面的反映中性粒

细胞的抗细菌感染能力 ,在测定中性粒细胞免疫活

性时优于常规的吞噬试验。

3 . 4 　猪 TF 临床应用的最佳剂量 　体外试验结果

表明 ,在 0. 052～1. 56 mg/ ml 这个浓度范围内 ,猪

TF 均有明显促进中性粒细胞吞噬杀菌作用 ,当 TF

浓度为 1. 56 mg/ ml 时 ,对中性粒细胞杀菌活性的

影响最大 ;体内试验结果表明 ,注射猪 TF 后第 2 d ,

外周血中性粒细胞数量最高 ,与此时中性粒细胞体

外吞噬杀菌能力最强相符。本研究结果为确定猪

TF 临床应用的最佳剂量提供了依据。

目前在犬病临床广泛应用的增强免疫功能的制

品是特异性高免血清、干扰素、胸腺肽等 ,但由于这些

药品大部分具有严格的种属特异性 ,加之目前犬药品

市场比较混乱 ,价格高 ,质量难以保证 ,以及在临床应

用中受到产品原料的来源和成本的限制。因此必须

选用一种安全可靠、价廉高效 ,又具有广泛性免疫增

强作用的免疫增强剂。鉴于猪血源材料充足 ,以及猪

脾脏、淋巴结等淋巴细胞生成和贮存器官作为肉食动

物屠宰业的副产品 ,易于获取 ,且价格低廉 ,对此物质

中的成分作为新型免疫增强剂进行开发研制 ,对临床

防治犬病毒性传染病将会起到重要作用。
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Effects of Swine Transfer Factor on Number and Bactericidal Activity of

Neutrophil ic Granulocytes from Canines in Vitro

KON G Qing2bo1 ,4 , CH EN Jin2jun2 , CHAN G Jian2jun3 , ZHAN G Yan2ming4 , CH EN De2kun4

(1. Dept of Police Dog Technology , Criminal Police College of China , Shenyang 110034 , China ;

2. Institute of Agricultural Biotechnology , Guangdong Ocean University , Zhanjiang 524088 , China ;

3. College of Agricult ral and Animal Husbandry ,Qinghai University , Xining 810003 , China ;

4. College of Animal Science and Veterinary Medicine , Northwest A &F University , Yangling 712100 , China)

Abstract :The requisite swine t ransfer factor ( TF) was prepared by relative standards and was int ramuscularly injected to a

range of hybrid shepherd dogs to determine the number and bactericidal activity of neutrophilic granulocyte in canine peripheral

blood by phagocytosis M TT. And the best condition for M TT to be applied into determining the ability of phagocytosis of neu2
t rophilic granulocyte against Escherichia coli in canine peripheral blood were explored as 1. 3 ×106 cells/ ml of neutrophilic gran2
ulocytes and 6 ×105 unit s / ml had been mixed and incubated together for 2 hours followed by adding M TT and incubating for

another 4 hours. The result s of experiment s i n vit ro showed that swine TF at 0. 052～1. 56 mg/ ml markedly promoted the

phagocytosis of neutrophilic granulocyte against E coli , with the st rongest effect to the phagocytosis of neutrophilic granulocyte

against E coli at 1. 56 mg/ ml ; The number of neutrophilic granulocytes in canine peripheral blood climbed to the summit and

the effect of phagocytosis of neutrophilic granulocyte against E coli was the st rongest on the 2nd day after the dogs were int ra2
muscularly injected with swine TF.

Key words :swine t ransfer factor ; M TT assay ; neutrophilic granulocytes

饲喂不同淀粉来源开食料对犊牛 (饲料消耗、体增重、
骨骼生长和血液代谢产物)的影响

M. A. Khan 等著 　栾绍宇摘译 　卜登攀校

　　摘要 :为了研究饲喂不同淀粉来源开食料对犊牛的影

响 ,试验分 4 组 ,每组 16 头 ,分别采用大麦淀粉、玉米淀粉、

燕麦淀粉和小麦淀粉。开食料采用颗粒料 ,其中包含 25 %

的淀粉 ,试验期为 12 周。分别在断奶前 (1～49 日龄) 和断

奶后 (50～84 日龄) 测定饲料消耗、营养摄入量、体增重、骨

骼生长和一些血液指标。整个试验周期内开食料平均采食

量由低到高依次为 :玉米淀粉组、小麦淀粉组、大麦淀粉组

和燕麦淀粉组。断奶前 ,饲喂玉米淀粉组和小麦淀粉组犊

牛消耗的粗饲料比其它两组多。断奶后 ,饲喂玉米淀粉组

犊牛粗饲料的采食量最高 ,小麦淀粉组、大麦淀粉组和燕麦

淀粉组次之。干物质、粗蛋白质、淀粉和中性洗涤纤维的摄

入量根据固体饲料采食量计算。出生、断奶和断奶后 (84

日龄) 分别测量体重、前脊高、后脊高、胸围、腹围和体长 ,出

生时和断奶时各组犊牛间这些数据差异均不显著 ,但饲喂

玉米淀粉组犊牛体重和体尺均高于其它组。整个试验期的

平均日增重、总干物质采食量、饲料利用率从大到小依次

为 :玉米淀粉组、小麦淀粉组、大麦淀粉组和燕麦淀粉组。

血糖 ,血中尿素氮、甘油三酯、胆固醇和肌酸酐都随着日龄

的增大而减小。与饲喂小麦淀粉组、大麦淀粉组和燕麦淀

粉组的犊牛相比 ,玉米淀粉组犊牛在第 8、10、12 周血糖低

而尿素氮浓度高。燕麦淀粉组的腹泻率比其它组的高。添

加淀粉的开食料对犊牛的呼吸、体温和日常表现没有影响。

综上所述 ,饲喂添加玉米淀粉犊牛开食料的采食量高于其

它 3 组。

关键词 :淀粉 ;犊牛开食料 ;生长

(原载 :J Dairy Sci ,2007 ,90 :5259～5268)
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在机体的天然免疫系统中
,

中性粒细胞为主要的

效应细胞
,

它是机体抵御感染性病原体的第一道防

线
,

可以迅速穿越机体生理屏障到达局部组织
。

中性

粒细胞的主要功能为吞噬
、

清除异物
,

杀菌和细胞毒

作用
,

因此
,

中性粒细胞在抗真菌
、

细菌
、

病毒感染中

的地位非常重要
。

中性粒细胞本身的寿命很短
,

因而

外周血的中性粒细胞更新代谢速度比较快
,

免疫增强

剂和多种细胞因子均能通过调节外周血 中的中性粒

细胞数量和活性来发挥其免疫效应
。

本试验欲摸索出测定犬外周血中性粒细胞吞噬
、

杀伤大肠杆菌的最佳条件及猪转移因子
,

影响犬外周血 中性粒细胞杀菌活性的最佳

浓度
,

以期进一步深人研究 对犬中性粒细胞数量

和活性的影响
,

现将试验结果报道如下
。

材料与方法

材料

试验动物 一 月龄健康杂种牧羊犬 只
,

购于陕西杨凌某养犬场
。

试验试剂 转移因子
,

按西北农林科技大学

免疫实验室建立的制作程序制备
,

冻干后 一 ℃ 保

存
,

备用 一 培养基
,

公司产品

淋巴细胞分离液
,

上海恒信化学试剂有限公司产品

犊牛血清
,

中美合资兰州民海生物工程有限公司产

品 四甲基偶氮哩蓝 竹
,

上海绿鸟科技发展有限

公司产品 二 甲亚枫
, 。 公司产品

台盼蓝
,

上海公私合营新中化学厂产品 肝素
,

华美

生物工程公司产品
、

丙酮酸钠 分析纯
,

河南焦作市化工 三 厂产品
、 一 琉基 乙 醇

一 ,

北方同正公司产品 青霉素
,

哈药集团制

药总厂产品 链霉素
,

大连美罗达药厂产品 明胶
,

青岛医疗器械站产品
。

收稿日期 《叉〕 一 一

基金项目 公安部科技局资助项 目 以〕

作者简介 孔庆波 一 ,

男
,

副教授
,

博士

主要溶液的配制 培养液 用三蒸水

溶解 袋 一 ,

电磁搅拌至完全溶

解
,

调 值至 一 ,

过滤除菌
。

完全 培养液 取不完全 培养液
,

按照

的比例加灭活犊牛血清
,

混匀后即为完全

培养液
。

无
十 、 , ‘

液 参照 文 献 」配 制
,

℃ 灭菌
,

调 值至 一 。

叩 缓冲液 用三蒸水配成 的溶液
,

过

滤除菌
。

丙酮酸钠溶液 用三蒸水配成 的溶

液
,

过滤除菌
。

二琉基 乙醇 配成
一 , 溶液

,

过滤除

菌
。

双抗溶液 配成 万 的溶液后应用
。

溶液 配成 的溶液
,

巧 ℃ 灭菌
。

应用 液 平衡 盐溶液 溶解 本试 验 用无
, ‘ 、 , ‘

液 成 剔
,

过滤除菌
。

台盼 蓝 配 成 的 染液
,

而 离 心

而
,

取上清液并过滤
。

五 一 缓冲液 用 和 配成

值为 的缓冲溶液
。

以上溶液均保存在 ℃ 冰箱中备用
。

主要仪器 孔聚乙烯塑料板
,

公司

产品 一 林
、 一 林 微量加样器

, ,

公司产品 一 型离心机
,

北京医用离心机厂产

品 培养箱
,

公 司产品 酶标仪
,

一 公司产品 一 型显微镜
,

江南公司产

品 紫外可见分光光度计
,

上海光谱仪器有限公司
。

方法

猪 吓 的配制 采用西北农林科技大学免疫

实验室建立的方法制备
,

冷冻干燥
, 一 ℃ 保存

,

备

用
。

使用时准确称量
,

用完全 一 溶解
,

调

值至 一 ,

滤过除菌
。

将 配制为
,
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, , ,

留 个不同的浓度
。

大肠杆菌菌液的制备 大肠杆菌菌种由西北

农林科技大学动物科技学院微生物实验室提供
。

菌

种经增菌培养后
,

用生理盐水制成不 同浓度的菌悬

液
,

浓度分别为 , , 、 , , , , ,

个 个不同的浓度
。

犬中性粒细胞悬液的制备 在犬前肢静脉血

管处
,

无菌取外周血
,

肝素抗凝 加入等量 明胶液

体
,

吹打均匀
,

℃ 温箱静置 一 吸取上清

液
,

小 心 滴 加 于 等体 积 的淋 巴 细 胞 分 离 液 上
,

离心
,

弃掉淋巴细胞层及上清液

用 一 裂解红 细胞
,

再用含 的无
, ‘ 、 , ‘

液洗涤 次
,

每次 “ 离心
,

最后一次离心完毕后
,

弃上清液 用完全

培养液悬浮细胞
,

取 细胞悬液用台盼蓝染色

计数细胞
,

细胞活力在 以上
。

用完全

将中性粒细胞分别调成
‘ , , ,

, ,

一 个 个不同浓度
。

犬外周血中性粒细胞杀菌活性的最优条件选

择 按照正交试验
,

设计中性粒细胞和大肠杆菌 个

因素
。

中性粒细胞悬液设 个浓度水平 大肠杆菌设

个浓度水平 试验设 个组别
,

试验组 中性粒细胞

大肠杆菌
、

对照组 中性粒细胞
、

空 白组 完全
一 。

每个样品各设 个重复孔
,

每孔均为

衅
。

中性粒细胞加人量为 哪
,

大肠杆菌加

人量为 林
,

不 足的用完全 一 补足
。

试

验结果用 竹 法测定
,

选出各因素的最佳浓度水平
,

供测定猪 对犬外周血 中性粒细胞杀菌活性影响

试验使用
。

测出 值后
,

计算出刺激指数
,

公

式为 二 对照组 值 一 空 白组 值 试验组

值 一 空白组 值
。

猪 对犬外周血 中性粒细胞杀菌活性影响

的测定 在试验因素最优组合确定的情况下
,

加人猪
,

研究不同浓度的猪 对犬外周血中性粒细胞杀

菌活性的影响
,

寻求猪 的最佳刺激量
。

猪 共

设
, , , ,

个浓度
。

试验

共设 个组别
,

试验组为中性粒细胞 大肠杆菌

对照组为中性粒细胞 十 大肠杆菌 空 白组为完全
一 林

。

每个样品设 个重复孔
,

每孔

总量 卜
。

细胞加人量为 林
,

大肠杆菌和

加人量均为 卜
,

不足的用完全 一 补足
。

结果用 表示
。

统计分析 用统计软件分析每次的试验数

据
,

刺激指数均用 了 士 、 表示
。

结果

试验因素最优组合的确定 见表

表 不同浓度细胞对犬外周血中性粒

细胞杀菌活性的影响

大肠杆菌浓度

个
· 一 ’

,

、一 个 一 个 一, 个 一 、 个

火

土 的

士

士

土

】士

,

士 抖

的士

士

土

士
,

士 珊

肠士

土

士 】

士 四

士

对士 刀

土

盯 士

士

由表 可知
,

当细胞浓度为
“
个

,

大

肠杆菌浓度为 护 个 时
,

值最大
,

即中性粒

细胞在该浓度组合下杀菌活性最好
,

并且通过 检

验
,

在该浓度下中性粒细胞的杀菌活性是显著的
,

因

此在体内外试验中均采用该浓度组合
。

猪 影响杀菌活性的最佳浓度选择

在最佳细胞浓度与大肠杆菌浓度的组合下
,

进行

猪 促进中性粒细胞杀菌活性的最佳浓度选择的

体外试验
,

见表
。

表 不同浓度的猪 对外周血中性粒

细胞杀菌活性的影响

项目 、留 团 , 到 岁、 ,州, 姗 群。、

值 士 叨 士 肠 土 士 土

由表 可知
,

当猪
『

浓度为 留 时
,

对

中性粒细胞杀菌活性的影响最大
,

是最理想的猪

浓度 当猪 浓度为 时
,

对中性粒细胞杀

菌活性的影响最小 而在 一 岁 这个

浓度范围内
,

猪 促中性粒细胞杀菌的效果均比较

明显
。

讨论

中性粒细胞作为机体免疫应答中的功能执

行单位
,

主要通过其吞噬作用
、

分泌具有杀伤作用的

活性颗粒及细胞毒作用等方式发挥其杀菌及溶菌效

应
。

机体外周血中性粒细胞通常以静息态形式存在
,

吞噬异物或者受到促炎因子刺激后 中性粒细胞被激

活
,

发生一系列形态学或生物化学变化
,

其生物学功

能随之增强
。

国外有关犬中性粒细胞功能的研究多

集中在患病犬中性粒细胞化学发光活性
、

趋化性和数

量变化方面
,

未见关于 影响犬外周血中性粒细胞

吞噬
、

杀菌活性方面的任何报道
。

国内关于 对外

周血中性粒细胞吞噬活性影响的报道多集中在小鼠
、

猪等动物上
,

也未见到关于 对犬外周血中性粒细

胞杀菌活性影响方面的报道
。

本试验结果表明
,

在中性粒细胭培养系统中

加人 后
,

中性粒细胞杀菌活性明显得到增强
,

这
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表明 可直接作用于中性粒细胞提高其杀菌活性
,

据此认为
,

作为免疫因子发挥其作用时的靶细胞

不仅仅局限于 淋巴细胞
,

中性粒细胞也是 的靶

细胞
,

是否还有其他免疫细胞有待于进一步研究
。

在 法测定的中性粒细胞杀菌活性的系

统中
,

只有活的大肠杆菌能够利用
,

大肠杆菌的

数量越多所利用的 竹 就越多 反之
,

被中性粒细胞

杀死和吞噬的大肠杆菌越多
,

能被利用的就越

少
。

据此认为本试验所测定的是中性粒细胞的吞噬

和杀菌活性
,

而不仅仅是中性粒细胞的吞噬功能
,

这

是本法在测定中性粒细胞免疫活性时优于常规吞噬

试验的关键所在
。

因此
,

竹 法更能全面地反映中

性粒细胞的抗细菌感染能力
。

小结

本研究首次报道了 对犬外周血 中性粒细胞

吞噬
、

杀菌活性的影响
。

研究结果证明
,

是通过增

强犬中性粒细胞的杀菌活性来改善犬天然免疫功能

效应的
。

试验摸索出了用 法测定犬外周血中性

粒细胞吞噬
、

杀伤大肠杆菌的最佳条件
。

当细胞浓度

为 个
,

大肠杆菌浓度为 , 个

时
,

大肠杆菌和中性粒细胞混合培养
,

加人

后继续培养
,

测定试验结果
,

能够灵敏反映出中性

粒细胞吞噬
、

杀伤大肠杆菌的效果
。

因为 法能

全面地反映中性粒细胞的抗细菌感染能力
,

所以在测

定中性粒细胞免疫活性时优于常规的吞噬试验
。

而

且体外试验研究结果表明
,

在 一 岁

这个浓度范围内
,

猪 吓 均有明显促进中性粒细胞吞

噬
、

杀菌作用
,

当吓 浓度为 岁 时
,

对中性

粒细胞杀菌活性的影响最大
。
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近年来
,

由于宠物业的兴起
,

宠物犬的数量增多
,

犬只的接触机会也随之增多
,

由接触引起的传染性皮

肤病
,

特别是蠕形蜻病呈上升趋势
。

在兽医临床上
,

因其防治效果受各种因素的影响
,

难以彻底治愈
,

所

以复发率高
。

试验根据传统的中兽医理论
,

结合现代

中药药理学研究成果
,

选用具有杀虫
、

抗菌消炎和抗

过敏作用的中药进行多次配伍与临床疗效验证
,

最后

组方成治疗犬皮肤病的纯复方中药制剂—肤蟠灭
。

为了进一步了解该药对犬蠕形蜡皮肤病继发感染细

菌的抑菌效果
,

试验对从 例病犬中分离所得的

株继发感染细菌进行了药敏试验及最小抑菌浓度

试验
,

现报道如下
。

材料与方法

材料

供试药物 肤蜡灭 四川农业大学临床兽医系内

收稿 日期 一 一

基金项 目 四 川 农 业 大学 动物 科 技学 院青年 基 金 项 目

作者简介 杨 军 一 ,

男
,

硕士研究生

通讯作者 左之才 一 ,

男
,

讲师
,

硕士

科诊断教研组研制 硫酸庆大霉素注射液 秦皇岛

市北戴河兽药有限责任公司
,

批号 青霉

素 天津太脱拉动物保健品厂
,

批号 盐酸

林可霉素注射液 福建省三爱药业股份有限公司
,

批

号 甲硝哇注射液 石家庄四药有限公司
,

批

号 盐酸环丙沙星注射液 拜耳医药保健有

限公司
,

批号
。

供试动物 四川农业大学门诊确诊为蠕形蜻继发

感染细菌的病犬 排除 周 内使用 过抗生 素的病

犬
,

共 例
。

供试细菌 病犬的皮肤病变部位分离出的细菌
。

主要仪器及试剂 隔水式电热恒温培养箱〔产品

注册号为沪药管械 准 字 第 号」微

量加样枪 一 卜
, 一 林 平皿 直径

、

牛肉浸膏 由国药集团化学试剂有限公司生

产
,

批号 蛋白陈 由成都市华西生化制

品厂生产
,

批号 氯化钠 由成都市石羊化

学制剂厂生产
,

批号 营养琼脂 由杭州微

生物试剂有限公司生产
,

批号 等
。

方法
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