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　　摘要:取 Wistar大鼠 30只 , 随机分为对照组 、 低氟组 、

高氟组 、 低氟补锌组 、 高氟补锌组 , 每组 6只 , 分别饮用自

来水 (对照组), 100mg/L(低氟组和低氟补锌组)、 200mg/

L(高氟组和高氟补锌组)的 NaF溶液。 5个月后 , 低氟补锌

组 、 高氟补锌组在饮用含氟水中按 0.34 g/L的浓度加入牛磺

酸锌 (TZC), 继续喂养。 1个月后采用 ABC免疫组化法观察

大鼠大脑皮层神经元型一氧化氮合酶 (nNOS)阳性神经元的

变化。与对照组比较 , 各染毒组的 nNOS阳性神经元数目均明

显减少 (P<0.01), 且与染氟剂量呈量-效关系 (P<0.01);

与单纯染氟组相比 , 补锌组 nNOS阳性神经元数目明显增多

(P<0.01)。提示慢性氟暴露可抑制大鼠皮层 nNOS阳性神经

元的表达 , 牛磺酸锌对慢性染氟大鼠神经系统损害具有一定

的保护作用。
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目前 , 比较认同的氟中毒的机制之一是脂质过氧化对神

经系统的作用 [ 1] 。已有研究表明 , 锌具有抗脂质过氧化的作

用 [ 2, 3] 。为了有效预防和治疗氟中毒 , 观察了锌制剂对氟中毒

的拮抗作用 , 以为体内抗氟剂的选择和应用提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　动物分组

选用 6周龄的 Wistar大鼠 , 体重 (25±3)g, 由天津市

实验动物中心提供。共 30只 , 随机分为对照组 、 低氟组 、 高

氟组 、 低氟补锌组 、 高氟补锌组 , 每组 6只 , 分别饮用自来

水 (对照组), 100mg/L(低氟组和低氟补锌组)、 200 mg/L

(高氟组和高氟补锌组)的 NaF溶液 , 各组均普通大鼠饲料

(天津市军粮城动物饲料加工厂)喂养。 5个月后 , 低氟补锌

组交替饮用 100mg/L的 NaF溶液和 TZC溶液 , 高氟补锌组交

替饮用 200 mg/L的 NaF溶液和 TZC溶液 , 其他组不变 , 继续

饲养 1个月 , 饲养期为 6个月。

1.2　试剂

NaF(天津市化学试剂三厂产品 , 分析纯)用三蒸水配

成 100 mg/ml和 200 mg/ml的 NaF溶液。

1.3　实验方法

1.3.1　组织的制备　将染氟 6个月后的 Wistar大鼠经腹腔麻

醉 , 剪开胸腔 , 暴露心脏 , 由心尖部进针至左心室并剪开右

心耳形成灌注通道 , 同时快速灌注生理盐水 100 ～ 150 ml, 随

后灌入 4℃的 4%多聚甲醛 500ml, 于 30 ～ 40min完成 , 至大

鼠躯干 、 四肢僵直 , 肝脏变硬 。迅速断头取脑置于 4 ℃的 4%

多聚甲醛溶液中固定 6 ～ 9 h, 后移入 20%蔗糖溶液脱水 ,

12 h后沿矢状面切开脑组织 , 并于冰冻切片机内做连续冠状

冰冻切片 , 片厚约 50 μm, 0.01 mol/L的 PBS接片后进行

ABC免疫组化染色。

1.3.2　免疫组化染色 　切片移入 37℃Triton-H2O2 反应

30min, PBS缓冲液漂洗后以 3%正常羊血清封闭 30 min, 加

入 nNOS抗体 (1∶1 000 Vector公司), 4 ℃孵育 72 h, 漂洗后

加二抗孵育 60 min, ABC液 (1∶100 Vector公司)孵育 60

min, 漂洗后以 0.05%DAB～ 0.01%H2O2显色 , 镜下控制反

应强度 , 裱片 、 脱水 、 透明 、 封片。

1.3.3　结果观察及统计处理　各选取免疫组化染色对应断

面 、 结构完整并且染色效果好的皮层脑片 12张 , 镜下肉眼观

察并计数染色 nNOS阳性神经元。 结果均以x±s表示 , 统计

学方法采用单因素方差分析 (one-wayANOVA)及两两比较 q

检验 , SPSS11.0统计软件处理数据。

2　结果
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与对照组比较 , 各染毒组的nNOS阳性神经元数均明显减

少 (P<0.01), 且与染氟剂量呈量-效关系 (P<0.01);与

单纯染氟组相比 , 补锌组 nNOS阳性神经元数目明显增多 (P

<0.01);与低氟补锌组相比 , 高氟补锌组的 nNOS阳性神经

元数减少 , 但差异无统计学意义 (P>0.05), 见表 1。

表 1　各组大鼠大脑皮层 nNOS阳性神经元数 (x±s)个

组别　　　 n 　　神经元数

对照组 6 87.92±5.55

低氟组 6 69.50±4.68＊

高氟组 6 64.17±4.13＊■

低氟补锌组 6 75.00±4.16＊■

高氟补锌组 6 74.58±4.83＊■

　　与对照组比较 , ＊P<0.01;与低氟组比较 , ■P<0.01;

3　讨论

许多实验性研究证实 , 摄入过量氟可致动物大脑直接损

伤 , 包括神经细胞和神经纤维的退行性变或细胞凋亡 [ 4] , 显

著影响动物的学习记忆。脑内一氧化氮 (NO)能引起细胞内

cGMP升高 , 起到神经递质样作用而介导神经兴奋性传导 , 而

且对小脑 、 海马等神经元突触和神经网络的构建产生重要影

响。 NO是在 NOS的作用下以 L-精氨酸 (L-Arg)为底物 , 在

NADPH、 FMN、 FAD及 BH4等因子辅助下催化合成 , 性质活

泼 , 半衰期极短 , 在体内仅维持数秒钟;脑内 NO的表达与

NOS的水平密切相关 , 对 NOS蛋白表达变化的研究是对 NO

进行深入探讨的重要环节。 NOS有 3种类型 , 分别为神经元

型一氧化氮合酶 (nNOS)、 内皮型一氧化氮合酶 (eNOS)和

诱导型一氧化氮合酶 (iNOS)。 本实验采用免疫组化方法观

察 nNOS蛋白的表达 , 结果发现与对照组相比 , 低氟组和高氟

组 nNOS阳性神经元数目明显减少 , 且随着染氟剂量的增加

nNOS阳性神经元数明显减少。提示慢性氟中毒可以抑制大鼠

皮层 nNOS阳性神经元的表达 , 推测氟可能是通过脂质过氧化

作用破坏了 NMDA受体 , 使 Ca2+内流减少 , 而影响 NOS活

性 , 并同时破坏了 M受体功能 , 影响乙酰胆碱神经元与 NOS

阳性神经元的联合作用 , 影响 NOS活性的表达。

锌可使肠道及体内结合态氟增加而游离态氟减少 , 从而

减少氟的吸收 [ 5];同时作为金属酶的组成成分 , 锌还能与细

胞膜上类脂质中的磷酸根和蛋白质中的巯基结合 , 保护细胞

膜的完整性 , 从而阻止脂质过氧化及巯基氧化 [ 2];超氧化物

歧化酶 (SOD)是机体重要的抗氧化酶 , 而锌对 SOD的结构

也具有稳定作用 , 从而减少由于氟中毒造成的脂质过氧化的

损害。牛磺酸是哺乳动物神经系统一种重要的游离氨基酸 ,

对神经系统具有营养作用 , 可以防止脂质过氧化状态而实现

对神经的保护作用。基于上述原因 , 故考虑用牛磺酸和锌的

联合应用来达到防治氟对神经系统毒性损伤目的。本实验结

果提示 , 牛磺酸锌对氟致神经系统的毒性损伤有保护作用。
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　　摘要:按照 GB15670— 1995 《农药登记毒理学试验方

法》 , 以 25、 50、 125mg/kg剂量的溴虫腈染毒大鼠 , 以观察

其亚慢性毒性。 结果 125 mg/kg剂量组动物出现明显中毒症

状 , 丙氨酸氨基转移酶 (ALT)及白细胞总数 (WBC)升高 ,

肝脏脏器系数增大 , 肝脏病理组织学检查可见明显的组织形

态学改变。提示溴虫腈可引起大鼠肝脏损伤 , 大鼠经口亚慢

性最大无作用剂量为 25mg/ (kg· d)。
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溴虫腈 , 化学名 4-溴基-2- (对氯苯基)-1-乙氧甲基-5-

(三氟甲基)吡咯-3-腈 , 是一种新型高效杂环类杀虫杀螨剂 ,

20世纪 80年代后期由美国氰胺公司开发。其杀虫机制是阻断

线粒体的氧化磷酸化作用 [ 1] 。由于该药具有活性强 、 药效好 、

持效期长 、 杀虫范围广等优点 , 已在 30多个国家登记上市 ,

并大量推广使用 [ 2] 。有关溴虫腈毒理学研究报道甚少。为探

讨其潜在的危害 , 保护环境和人类健康 , 本实验室受某农药

生产企业委托 , 对其进行了亚慢性毒性研究。

1　材料与方法

1.1　材料

溴虫腈原药 , 由国内某化工有限公司提供 , 纯度 98%。
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