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［摘　要］　目的　探讨生血丸对长期接触低剂量敌百虫水溶液小鼠细胞损伤的影响。 方法　将１５０只ＢａｌＢ／Ｃ小鼠随机分

空白组（生理盐水灌胃４０天）、模型１组（敌百虫灌胃２０天＋生理盐水灌胃２０天）、治疗组（敌百虫灌胃２０天＋生血丸灌胃２０
天）、模型２组（生理盐水灌胃２０天＋敌百虫灌胃２０天）、预防组（生血丸灌胃２０天＋敌百虫灌胃２０天）。敌百虫溶液剂量为

２ｍｇ／ｋｇ，生血丸剂量为２．５ｇ／ｋｇ，每日１次。检测各组小鼠肝、脾细胞中羟自由基、超氧阴离子活性、鸟氨酸脱羧酶（ＯＤＣ）表

达的ＯＤ值，计算外周血淋巴细胞、骨髓细胞微核率。 结果　模型１组、模型２组小鼠肝细胞内羟自由基、超氧阴离子活性、

ＯＤＣ表达、外周血淋巴细胞微核率与空白组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），治疗组与模型１组、预防组与模型２组比较，

肝细胞内羟自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ表达、外周血淋巴细胞微核率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。各组小鼠脾细胞内羟

自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ表达、骨髓细胞微核率未见明显差异（Ｐ＞０．０５）。 结论　生血丸能有效预防和改善低剂量敌

百虫暴露小鼠肝细胞氧化损伤，降低外周血淋巴细胞的微核率。
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　　敌百虫作为有机磷农药的代表之一早已广泛的
应用于农牧业、水产养殖业等农业生产过程中。长
期低剂量接触敌百虫虽然没有明显的临床表现，但
可出现全血胆碱酯酶活性降低，并导致肝谷氨酰基
转移酶（γ－ＧＴ）明显增高［１］，其可造成人体氧化应激

水平上升甚至细胞染色体损伤，而氧化应激水平与
人类多种疾病的发生与发展有着密切的关系［２－４］。

近年有研究表明补肾健脾方药拥有很好的抗氧化、

清除自由基、防止细胞损伤的功效［５］。本实验通过
观察生血丸对小鼠肝、脾细胞中羟自由基、超氧阴离
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子自由基、鸟氨酸脱羧酶（ＯＤＣ）以及骨髓嗜多染红
细胞与外周血淋巴细胞微核率的影响，旨在阐述生
血丸对有机磷农药慢性污染后细胞损伤的预防与修

复机理。

１　材料和方法

１．１　实验动物
ＢａｌＢ／Ｃ小鼠１５０只，雄性，体重（２０±２）ｇ，８～

１２周龄，由中国人民解放军军事医学科学院实验动
物中心提供，动物许可证号：ＳＣＸＫ－（军）２００７－００４。

１．２　主要材料和试剂
快速姬姆萨染液：南京建成科技有限公司，批

号：２０１０１１０９；类标准胎牛血清：１００ｍｌ，中美合资兰
州民海生工程有限公司，批号：２０１００９２１；肝素钠注
射液：２ｍｌ，１．２５万单位，常州生化千红制药厂，批
号：２０１００５０２；敌百虫：２５０ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司，批号：

８０２１Ｘ；羟自由基检测试剂盒：南京建成科技有限公
司，批号：２０１１０２２４；超氧阴离子检测试剂盒：南京建
成科技有限公司，批号：２０１１０３０３；ＯＤＣ　ＥＬＩＳＡ试
剂盒：华北制药金坦生物技术股份有限公司，批号：

Ｅ０３Ｏ０００７；生血丸干粉：天津中新药业集团股份有
限公司达仁堂制药厂，批号：ｋ００６。

１．３　主要仪器和设备

ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜：日本，ＢＸ５１；酶标仪：上海
科华实验系统有限公司，型号ＳＴ－３６０；高速低温离
心机：美国 Ｓｉｇｍａ公司，３ｋ－３０；电子分析天平：

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ德国，ＢＰ６１型。

１．４　动物模型制备、分组和给药
１５０只小鼠采用随机数字表法分为空白组、模
型１组、治疗组、模型２组、预防组，每组各３０只。
适应性饲喂１周开始灌胃。空白组给予生理盐水灌
胃４０天，模型１组给予低剂量敌百虫灌胃２０天后
再予生理盐水灌胃２０天，治疗组给予低剂量敌百虫
灌胃２０天后再予生血丸灌胃２０天，模型２组给予生
理盐水灌胃２０天后再予低剂量敌百虫灌胃２０天，预
防组给予生血丸灌胃２０天后再予低剂量敌百虫灌胃
２０天。低剂量敌百虫溶液参照文献［２］选择剂量为
２ｍｇ／ｋｇ，生血丸剂量为２．５ｇ／ｋｇ，其均按３０ｍｌ／ｋｇ灌
胃给药，生理盐水按等容积灌胃，每日１次。

１．５　外周血淋巴细胞涂片的制作及微核率的计算
经小鼠眼球后静脉丛采血取血涂片，快速姬姆

萨染液染色，油镜下观察，每个样本镜下随机选择胞
浆完整的淋巴细胞１　０００个。出现小于主核１／３、染
色与主核基本一致，有完全与主核分开的小核的细
胞为一个微核细胞，以千分率（‰）表示。

１．６　骨髓细胞涂片的制作及微核率的计算
小鼠颈椎脱臼法处死后，取双侧股骨，用胎牛血

清冲出骨髓，离心后弃上清后用０．５ｍｌ胎牛血清吹
打将沉淀悬浮起来后涂片，快速姬姆萨染液染色，

１００倍油镜下观察，每个样本镜下随机选择胞浆完
整的嗜多染红细胞１　０００个。出现小于主核１／３、染
色与主核基本一致，有完全与主核分开的小核的细
胞为一个微核细胞，以千分率（‰）表示。

１．７　肝、脾细胞羟自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ
表达的检测
小鼠颈椎脱臼法处死以后，取小鼠３份肝脏、脾

脏组织各０．０５ｇ，加生理盐水０．９５ｍｌ制成５％组织
匀浆。１份用于羟自由基检测，按照试剂盒说明书
操作，各样本以吸光值（ＯＤ）表示。１份用于测定超
氧阴离子活性，采用比色法，操作步骤按试剂盒说明
书进行，各样本以吸光值表示（ＯＤ）。１份用于ＯＤＣ
表达测定，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作，在酶标仪
以波长４５０ｎｍ检测，各样本以吸光值（ＯＤ）表示。

１．８　统计学方法
使用ＳＰＳＳ　１１．５统计软件进行统计，计量资料

用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，数据进行方差齐性检
验和单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组小鼠肝细胞羟自由基、超氧阴离子活性、

ＯＤＣ表达的比较
表１示，模型１组、模型２组的肝细胞羟自由

基、超氧阴离子活性比空白组表达有显著增加、

ＯＤＣ表达显著减少（Ｐ＜０．０５）；治疗组与模型１组
比较，肝细胞羟自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ表达
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；预防组与模型２
组比较，肝细胞羟自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ表
达差异亦均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；治疗组与预
防组肝细胞羟自由基、超氧阴离子活性、ＯＤＣ表达
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组小鼠肝细胞羟自由基、超氧阴离子活性、

　　ＯＤＣ表达的比较（ＯＤ值，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 羟自由基 超氧阴离子活性 ＯＤＣ表达

空白组 ３０　 ０．０９１±０．０２８　 ０．１０２±０．０１４　 ０．３２５±０．０２７
模型１组 ３０　 ０．１１２±０．０１６＊ ０．１６１±０．０１７＊ ０．２３９±０．２０８＊

治疗组 ３０　 ０．０７４±０．０２△ ０．１０７±０．０１９△ ０．３６２±０．０１８△

模型２组 ３０　 ０．１１６±０．０１３＊ ０．１５８±０．０１５＊ ０．２８７±０．０４８＊

预防组 ３０　 ０．０８６±０．０２３▲ ０．１１３±０．０２０▲ ０．３８８±０．１０４▲

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型１组比较，△Ｐ＜０．０５；与

模型２组比较，▲Ｐ＜０．０５

·２９６· 张晓乐等　生血丸对低剂量敌百虫暴露小鼠肝、脾、骨髓细胞及外周血淋巴细胞的影响 ２０１３年第８期



２．２　各组小鼠脾细胞羟自由基、超氧阴离子活性、

ＯＤＣ表达的比较
表２示，各组小鼠脾细胞羟自由基、超氧阴离子

活性、ＯＤＣ表达差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　各组小鼠脾细胞羟自由基、超氧阴离子活性、

　　ＯＤＣ表达的比较（ＯＤ值，珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 羟自由基 超氧阴离子活性 ＯＤＣ表达

空白组 ３０　 ０．０８２±０．０１８　 ０．１３３±０．０２７　 ０．１３６±０．０２１
模型１组 ３０　 ０．０７２±０．０１０　 ０．１１６±０．０１５　 ０．１５５±０．０１０
治疗组 ３０　 ０．０７５±０．０１０　 ０．１３７±０．０１７　 ０．１３６±０．０３２
模型２组 ３０　 ０．０７６±０．０１０　 ０．１２０±０．０２５　 ０．１３±０．０２２
预防组 ３０　 ０．０７１±０．０１１　 ０．１３１±０．０２４　 ０．１３３±０．００８

２．３　各组小鼠外周血淋巴细胞微核率、骨髓细胞微
核率的比较
表３示，模型１组、模型２组的小鼠外周血淋巴

细胞微核率均比空白组显著增加（Ｐ＜０．０５）；治疗
组与模型１组比较，外周血淋巴细胞微核率明显降
低（Ｐ＜０．０５）；预防组与模型２组比较，外周血淋巴
细胞微核率亦明显降低（Ｐ＜０．０５）。各组小鼠骨髓
细胞微核率差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表３　各组小鼠外周血淋巴细胞微核率、

　　骨髓细胞微核率的比较（‰，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数
外周血淋巴细胞
微核率

骨髓细胞微核率

空白组 ３０　 ２．０１±０．２７０　 １．７６±０．９０１
模型１组 ３０　 ５．３９±１．０８１＊ ３．１２±１．９８４
治疗组 ３０　 ３．２１±１．８５５△ ３．０２±２．１０６
模型２组 ３０　 ６．１２±２．３２０＊ ２．８１±０．９１２
预防组 ３０　 ３．９８±１．０４２▲ ２．７８±０．８３２

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型１组比较，△Ｐ＜０．０５；与

模型２组比较，▲Ｐ＜０．０５

３　讨论
人体衰老与多种疾病都与过氧化反应造成的细

胞损伤等途径有关。而其在中医学里的病机之一就
是脾肾不足，既往实验中多次证实补肾类中药单味
药及组方拥有很好的清除自由基，维持体内自由基
平衡及抗氧化的功效［６］。生血丸方源于名老中医谢
海洲教授临床验方，由鹿茸、黄柏、山药、炒白术、桑
枝、白扁豆、稻芽、紫河车组成，具有补肾健脾、填精
补髓之功效。君药鹿茸温肾壮阳、强筋健骨、生精益
血，是补元阳之要药，用于治疗精血两亏，活血又补
血，具有促进造血之功能；紫河车益气、养血、补精，
有强壮作用；炒白术、白扁豆、稻芽、山药为开胃健脾
之品，又有益气生血的作用，可于大补之中防止滋

腻；黄柏为泻火滋阴之品，其可缓解滋补过峻而有利
于其体内吸收，全方可先天之本与后天之本同补。
本研究结果显示，模型１组经２０天低剂量敌百

虫灌胃后肝脏内羟自由基、超氧阴离子活性上升
（Ｐ＜０．０５），而治疗组经２０天生血丸治疗后肝脏内
羟自由基、超氧阴离子活性明显好转（Ｐ＜０．０５），说
明生血丸对敌百虫致肝细胞的氧化损伤有明显的治

疗作用。预防组先期用药２０天后，再用低剂量敌百
虫灌胃２０天，来观察生血丸对肝细胞氧化损伤的预
防作用，结果显示预防组与模型２组肝脏内羟自由
基、超氧阴离子活性差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
说明生血丸可有效预防小鼠体内自由基的产生，拥
有很好的抗氧化作用。ＯＤＣ为多胺合成过程中第
一个限速酶，而多胺在细胞有丝分裂过程中起着重
要的作用，特别是像肿瘤细胞这样细胞生长较快的
时期，多胺水平与ＯＤＣ的活性较高，故其虽不能特
异性诊断癌症的发生，但可以间接反应细胞的生长
处于非正常时期，具有恶变的可能性［７］。本实验中
模型１组、模型２组小鼠的肝脏细胞内的ＯＤＣ水平
与空白组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。治疗组与
模型１组比较、预防组与模型２组比较，小鼠肝脏中
的ＯＤＣ表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），这说明
生血丸能有效的降低细胞内 ＯＤＣ活性，从而可抑
制细胞有丝分裂与生长的速度，使之趋于正常水平。
微核为细胞损伤后染色体畸变断裂后形成，而染色
体等遗传物质的变异具有致癌、致畸的可能。微核
率可反映细胞损伤及染色体畸变程度［８－９］。本实验
结果显示，低剂量敌百虫灌胃后在小鼠体内积聚可造
成外周血淋巴细胞染色体损伤断裂，微核率提高，而
生血丸可有效预防和修复外周血淋巴细胞损伤，减少
染色体断裂率，从而进一步预防细胞突变、癌变。
另外，各组小鼠的脾脏细胞中羟自由基、超氧阴

离子活性、ＯＤＣ表达水平各组间均未见明显差异
（Ｐ＞０．０５）；小鼠骨髓细胞微核率各组亦无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。其可能与小鼠有机磷农药暴露时间不
足有关，也可能与脾脏、骨髓细胞不是有机磷农药代
谢分布的主要器官，其机理还有待于进一步研究。
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上是相互协调的，肺宣发正常，津液得以布散，大肠
得以濡润，同时肺主肃降是大肠传导的动力，通过大
肠传导输化将浊气肃除于外。在病理方面，若肺有
病变其宣发肃降功能失常，气机不利，津液不能下
行，则大肠失其津液滋润，传导失职，可出现大便干
结等症；反之，大肠传导功能失常，传导不利，则会影
响肺的生理功能而使肺气不降，反而上逆，表现为胸
闷、咳喘、呼吸困难等。在治疗中均应综合考虑，而
不单纯治脏或腑。上述三味药大黄、瓜蒌、苦杏仁的
使用正反映了这一点。
我们在前期研究中，认为肺与大肠之间存在经

脉络属关系、气机升降关系、水液代谢关系、水谷传
导关系、阴阳润燥关系、表里通应关系等［１５］，本次研
究以文献为基础，运用数据挖掘方法，对在肺与大肠
相表里理论指导下治疗肺系疾病的症状与药物之间

的关系进行了分析，认为气机升降关系是肺与大肠
诸种关系的核心机制。而所用的药物也是使肺与大
肠在气机升降上相互协调，可以说，气机升降关系作
为“肺与大肠相表里”的核心机制，无论是生理功能
上的密切配合，病理情况下的相互影响，还是临床治
疗上的理法方药，气机升降始终贯穿着该理论的全
过程。今后“肺与大肠相表里”的理论和应用研究，
要以中医基础理论为指导，进一步阐明肺和大肠的
功能。
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