
表 2　ES-生物烯丙菊酯原药子一代生长情况表

出生

天数
组别

窝重

(g)

仔鼠体重

(g)

仔鼠身长

(cm)

仔鼠尾长

(cm)

第
　
4
　
天

对照组 123.9±17.0 9.36±0.95 5.8±0.2 2.2±0.2

低剂量组 121.5±18.5 9.66±1.25 5.8±0.3 2.1±0.2

中剂量组 118.5±19.5 9.70±1.11 5.9±0.3 2.2±0.2

高剂量组 105.8±25.0＊ 9.27±1.56 5.8±0.3 2.1±0.2

第

7

天

对照组 124.0±9.6 15.5±1.6 6.8±0.3 2.8±0.2

低剂量组 127.7±14.4 16.0±2.0 6.8±0.3 2.9±0.2

中剂量组 128.0±12.8 16.0±2.0 6.8±0.3 3.0±0.3

高剂量组 116.8±20.2 15.0±2.6 7.0±4.2 2.9±0.3

第

14

天

对照组 255.5±17.0 32.0±2.6 8.9±0.4 4.6±0.3

低剂量组 258.4±23.8 32.3±3.4 9.1±0.4 4.4±0.3

中剂量组 262.7±33.2 32.2±3.3 9.2±0.5 4.5±0.3

高剂量组 240.2±22.3 30.9±3.5＊＊ 9.1±0.9 4.4±0.4

第

21

天

对照组 418.6±27.5 52.4±4.2 11.1±0.5 6.8±0.5

低剂量组 416.5±37.5 52.2±5.3 12.2±10.4 6.5±0.5

中剂量组 419.8±29.1 52.5±4.5 11.0±0.5 6.6±0.5

高剂量组 397.7±51.8 51.2±5.4 10.8±0.6 6.4±0.6

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

2.4　病理学检查

亲代及子代雌 、 雄动物大体解剖观察和脏器的病理组织

学检查未见有毒理学意义的改变。

3　讨论

本试验结果表明 , 在 ES-生物烯丙菊酯原药实验剂量达到

70 mg/ (kg· d)时对亲代 、 子代大鼠的交配成功率 、 受孕率 、

活产率 、 出生存活率及哺育成活率等繁殖发育功能未造成明

显影响。在实验期间观察到雌雄动物出现震颤 、 流涎中毒表

现 , 少数动物死亡 , 表明实验在 70mg/ (kg· d)的设计剂量

下引起了亲代中毒 , 在这样高的剂量下得出对生殖系统无毒

性作用的结论是可靠的。 本试验得到的对生殖机能和子代发

育的 NOAEL为 70mg/ (kg· d), 这与美国 EPA[ 4]报道的大鼠

两代繁殖毒性试验的 NOAEL为 50.4 mg/ (kg· d)接近。众

所周知 , 拟除虫菊酯类农药毒性作用的靶器官是神经系统 ,

其机制是通过延迟神经膜钠离子通道的关闭 , 使神经细胞处

于去极化状态而兴奋性增高 , 动物出现兴奋 、 步态蹒跚 、 抽

搐 、 震颤和流涎等 [ 5] , 本研究也证实了这一毒性作用。 值得

注意的是本研究中亲代高剂量组雄性大鼠血红蛋白含量和雌

性大鼠中 、 高剂量组红细胞计数以及子一代雄性大鼠高剂量

组的红细胞计数与对照组比较差异均有统计学意义 , 提示大

鼠在亚慢性接触情况下可能会对血液的红细胞系造成危害 [ 6] 。

曾有报道 , 烯丙菊酯原药可引起子代行为改变 [ 3] 。 可见 ,

要阐明 ES-生物烯丙菊酯原药的安全性 , 还需要作进一步研究。
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　　摘要:采用脾细胞体外研究方法 , 用流式细胞仪法进行

小鼠淋巴细胞亚型 、 细胞凋亡及细胞周期的检测。结果显示 ,

随着甲醛浓度的升高 , CD+4 CD
-
8 细胞百分数呈先降低再升高

的趋势 , 与对照组比较差异无统计学意义;细胞亚群

CD-4 CD
+
8 细胞百分数下调;20、 100和 500 μmol/L剂量组细

胞凋亡发生率显著高于对照组;与对照组相比 , 500 μmol/L

组 G0/G1细胞明显减少 , S期细胞明显增多 , 而 G2/M期细

胞基本不变。提示甲醛可能通过 G2/M期细胞周期阻滞引起

脾细胞 CD+8 T亚群凋亡的增加 , 进而影响细胞的免疫功能。

关键词:体外实验;甲醛;细胞凋亡;细胞周期
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甲醛导致的免疫系统损伤和功能障碍 , 可以在临床上引

起多种免疫相关的疾病。 有研究发现 , 接触甲醛后 , 机体中

CD+4 、 CD
+
8 细胞以及 CD

+
4 /CD

+
8 的比值均明显下降

[ 1] 。有研

究认为这些免疫损伤与免疫细胞的凋亡有关 [ 2] , 但究竟甲醛

对免疫系统影响及损伤机制如何还不是很清楚 , 值得我们进
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一步的研究。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

试剂:甲醛 (分析纯)用双蒸水配置成 0、 0.8、 4、 20、

100、 500μmol/L浓度备用;Hanks液 (pH7.2), 1640完全

培养液 (含 10%小牛血清 、 青霉素 100 U/ml、 链霉素 100

μg/ml);单克隆抗小鼠 CD3-PerCP-Cy5.5、 CD4-PE、 CD8-

FITC购自 eBionscience公司。 AnnexinV-FITC试剂盒 、 细胞周

期试剂盒 , 南京凯基公司;FACSCAN流式细胞仪 , 美国 Bec-

tonDickison公司。

1.2　动物分组与染毒

实验动物:健康成年 ICR清洁级昆明种小鼠 15只 , 体重

(20±2)g, 由中国医科大学实验动物中心提供 , 自由饮食进

水 , 自然光照。实验分组:加终浓度分别为 0 (对照组:加

不含任何处理因素的培养液)、 0.8、 4、 20、 100、 500μmol/L

甲醛处理细胞至实验结束。

1.3　测定指标

1.3.1　淋巴细胞亚型检测 　将 PerCP-Cy5.5-CD
3
抗体 、

FITC-CD8抗体和 PE-CD4 抗体 , 加入各待测流式管 , 各管加

入等量细胞悬液 , 106细胞混匀。在冰箱 (4℃)中避光培养

20 min, 各管加入 2 mlStainingbuffer, 1 000r/min4℃离心 5

min弃上清 , 将细胞团块弹开 , 采用流式细胞仪进行检测。流

式细胞仪的激发波长为 488 nm, 利用 FACSCELLQUEST软件

获取细胞 , 每个样品分析 10 000个细胞;使用前向散射角

(FSC)及侧向散射角 (SSC)确定淋巴细胞群 , 以阴性对照

参考 , 将对照管所示的非特异荧光的 99%以上作为本底扣除 ,

以二维点或直方图阵图显示 , 记录CD+4 T细胞 、 CD
+
8 T细胞的

个数百分比。

1.3.2　细胞凋亡和细胞周期检测　按照试剂盒说明书进行操

作 , 用流式细胞仪进行检测。

1.4　统计方法

所有数据用均数 ±标准差 (x±s)表示。实验数据采用

SPSS13.0进行统计处理 , 组间差异采用 One-wayANOVA分

析 , 之后采用 SNK法进行两两比较 , 检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　甲醛体外染毒对小鼠脾 T淋巴细胞亚型的影响

随着甲醛浓度的升高 , CD+4 CD
-
8 细胞百分数以先降低再

升高的趋势 , 呈 V型;细胞亚群 CD-
4
CD+

8
细胞百分数下调 ,与

对照组比较 , 500 μmol/L剂量组 CD-4 CD
+
8 细胞百分数与对照

组相比减少 56.03%,差异有统计学意义(P<0.01),其它各剂

量组 CD-4 CD
+
8 细胞百分数显著下降(P<0.01)。见图 1、2。

图 1　不同剂量甲醛对 CD+4 CD
-
8 细胞百分数的影响

　　　　注:与对照组比较 , ＊P<0.01。

图 2　不同剂量甲醛对 CD-4 CD
+
8 细胞百分数的影响

2.2　甲醛体外染毒引起 T淋巴细胞凋亡情况

随着甲醛浓度的增加 , 各剂量组的细胞凋亡率也随之升

高。 0.8、 4、 20、 100和 500 μmol/L剂量组细胞凋亡发生率

分别为 (10.20 ±5.27)%、 (9.80 ±6.77)%、 (14.29 ±

5.94)%、 (16.97±1.95)%、 (19.57 ±5.99)%。 其中 20、

100和 500 μmol/L剂量组细胞凋亡发生率显著高于对照组

(5.33±0.61)%, P<0.05或 P<0.01。

2.3　甲醛体外染毒引起 T淋巴细胞周期变化情况

共育 48h后 , 与对照组相比 , 500μmol/L组 G0/G1细胞

明显减少 , S期细胞明显增多 , 而 G2/M期细胞基本不变 , 见

图 3。

　　注:与对照组同期比 , ＊P<0.05。

图 3　甲醛体外染毒引起 T淋巴细胞周期变化情况

3　讨论

正常情况下 , T细胞及其亚群的数目在周期组织中相对

稳定。机体维持正常的免疫功能状态 , 有赖于各种免疫细胞 ,

特别是各类 T细胞亚群之间的相互协作或相互制约。 CD+4 T

和 CD+8 T淋巴细胞的数目或比值发生改变 (<1.0或 >2.0),

可导致免疫调节功能异常 , 且其失调是许多疾病的主要特

征 [ 3] 。本实验发现随甲醛染毒剂量的升高 , CD+8 T细胞百分

数减少 , CD+4 T细胞百分数变化不大 , 呈现先升高后下降的

趋势 , 结果导致 CD+4 /CD
+
8 比例升高。人群调查发现长期暴

露于甲醛气体可导致 CD+4 和 CD
+
8 T细胞数量明显下降 , 同时

CD+4 /CD
+
8 的比值显著增大

[ 1] 。

本次实验发现 , 与对照组相比 , 不同剂量甲醛实验组

G0/G1期细胞相对减少 , S期明显相对增多 , 而 G2/M期细胞

数基本不变 , 由此可见不同剂量甲醛可能会诱导静止期细胞

进入 DNA复制和蛋白质合成期 (S期), 但却不能最终使细
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胞进入分裂期 (G2/M期), 不同剂量甲醛可能具有不完全的

活化作用。 T细胞活化后有两种不同结果:一是 T细胞的完

全活化 , 导致 T细胞的增殖并发挥功能效应;另一种是不完

全活化 , T细胞进入无能状态或凋亡。本文发现当体外脾细

胞用 ConA刺激培养时 , 每个 ConA刺激组脾细胞凋亡率显著

高于对照组 , 说明不同剂量的甲醛促进了脾淋巴细胞的凋亡。

由于脾淋巴细胞是不均一的细胞群体 , 其接受活化信号刺激

的应答也不相同 , 本实验 CD+8 细胞百分数下降显著 , 提示可

能 CD8+T细胞在体外甲醛作用下凋亡数量增加。一般认为 ,

在体外绝大多数不成熟的 CD+4 /CD
+
8 细胞接受刺激信号后进

入凋亡 [ 4] , 是否甲醛促进了这两群细胞的凋亡 , 或主要促进

CD+8 细胞凋亡 , 这对 T细胞研究将有重要意义。
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　　摘要:将 30只 Wistar大鼠随机分为对照组 、 低氟组 、 高

氟组 、 低氟加锌组和高氟加锌组。 5组大鼠均在饲养前 5个月

单纯给氟 , 5个月后给氟同时加牛磺酸锌 0.34 g/L, 喂养至第

6个月后灌注处死动物。 测定各组大鼠大脑皮层 CCK阳性神

经元的变化。与对照组相比 , 皮层 CCK阳性神经元数低氟组

(100 mg/LNaF) 71.80 ±6.01、 高氟组 (200 mg/LNaF)

71.20±8.36, 均明显降低 (P<0.01);低氟加锌组 78.20 ±

10.32和高氟加锌组 77.35±8.62亦减少 (P<0.01);两两比

较 , 高氟加锌组较高氟组明显升高 (P<0.01), 低氟加锌组

较低氟组亦明显升高 (P<0.01)。提示不同浓度染氟均能使

皮层 CCK蛋白表达减少 , 且与染氟剂量成正相关;补锌后能

明显改善皮层 CCK蛋白表达减少。

关键词:氟化钠;胆囊收缩素;皮层
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许多研究证实 , 摄入过量氟可致机体多个系统损伤 , 有

文献报道长期摄入大剂量氟可造成动物大脑直接损伤 , 包括

神经细胞和神经纤维的退行性变或细胞凋亡 [ 1 , 2] , 而脂质过氧

化作用被普遍认为是氟中毒的重要机制之一 [ 3] 。因此 , 探讨

抗过氧化物质对氟中毒的影响日益受到重视。锌是机体必需

的微量元素 , 已有研究证实锌具有抗脂质过氧化作用 [ 4, 5] , 为

了寻求拮抗氟中毒的新型锌制剂 , 有效预防和治疗氟中毒 ,

特进行了本研究。

1　材料与方法

1.1　动物分组及饲喂方法

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 5组 , 每组 6只 , 即对

照组 , 自由饮用自来水;低氟组 , 自由饮 100 mg/L的氟化钠

(天津市化学试剂三厂)溶液;高氟组 , 自由饮 200 mg/L的

氟化钠溶液;低氟加锌组和高氟加锌组均在饲养前 5个月单

纯给氟 , 5个月后给氟同时加牛磺酸锌 0.34 g/L, 喂养至第 6

个月后灌注处死动物 。

1.2　实验方法

1.2.1　取材和切片　每只大鼠经 0.4%戊巴比妥钠腹腔麻醉

后 , 从左心室快速依次灌注生理盐水 100 ～ 150 ml, 4 ℃的

4%多聚甲醛 500 ml, 于 30 ～ 40min灌毕。迅速取脑置 4℃的

同样固定液中固定 7 ～ 9h后移入 20%蔗糖浸泡 12 h以上。恒

冷箱冰冻切片 (50 μm), pH7.4的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液

(PBS)切片 , 切片进行 ABC免疫组化反应。

1.2.2　免疫组化染色　切片移入 Triton-H2O2中 37 ℃、 30

min后用 PBS漂洗 , 再用 3%正常羊血清封闭 30min, 然后加

CCK抗体 (1∶2 000, Sigma产品) 4 ℃孵育 72 h。 漂洗后加

二抗孵育 60 min, 漂洗 , 然后入卵白素-生物素-酶复合物

(ABC, Vector公司)孵育 60 min, 用 0.05%二氨基联苯胺

(DAB)0.01%H
2
O

2
(Sigma产品)显色 , 镜下控制孵育强

度 , 裱片 、 脱水 、 透明 、 封片。

1.2.3　CCK阳性神经元计数　每组选取相同断面皮层结果

清晰的脑片 20张 , 分别计数各组皮层 CCK阳性细胞数目。

1.3　数据处理

数据以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 输入 SPSS11.5统计

软件进行单因数方差分析及两两比较 q检验 (P=0.05水
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