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"摘要#

!

目的
!

探讨家蝇蛆粉对大鼠的致畸性!以评价其安全性$方法
!

家蝇蛆粉按比例定量添加到普通饲

料原料中混匀!干燥!做成高&中&低剂量家蝇蛆粉饲料$将性成熟的
5(

只
OT

大鼠按雌雄
&m'

的比例同笼交配$

取
*$

只孕鼠平均分为
$

组(家蝇蛆粉饲料低剂量组'家蝇蛆粉饲料中剂量组'家蝇蛆粉饲料高剂量组'普通饲料对

照组$于受孕后称量体质量增长情况$最后脱颈椎处死孕鼠!称子宫质量!并进行胎鼠检查$结果
!

家蝇蛆粉饲料

高&中&低剂量组与对照组相比!雌鼠体质量增长&子宫质量比较差异无统计学意义!无吸收胎&早死胎&晚死胎'各组

间雄性与雌性胎鼠数比较差异均无统计学意义'各组间雄性与雌性胎鼠的外观&体质量&体长比较差异均无统计学

意义$各组间胎鼠骨骼和胎鼠内脏比较差异均无统计学意义$结论
!

家蝇蛆粉对
OT

大鼠未见致畸性$

"关键词#
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家蝇蛆粉未见急性毒性效应和遗传毒性+

'

,

#但由于抗高血

脂与动脉粥样硬化药物有可能会用于高血脂或动脉粥样硬化

孕妇#而家蝇蛆粉是否存在胚胎毒性和致畸性#却尚未明确)

母体在孕期应用受试物时#如果该受试物可通过胎盘屏障#并

影响胚胎的器官分化与发育#导致结构和功能的缺陷#就会造

成胚胎畸形)因此#在受孕动物的胚胎着床并已进入细胞和器

官分化期时给予受试物#则可检出该受试物对胎仔的致畸作

用)本试验对受孕
OT

大鼠给予不同剂量的家蝇蛆粉饲料#评

价家蝇蛆粉对胚胎的致畸作用)

$

!

材料与方法

$+$

!

实验动物
!

家蝇三龄幼虫$本实验室自行饲养&#

OT

大鼠

5(

只#无特定病原体$

O#N

&级#购于广州中医药大学实验动物

中 心#动 物 合 格 证 号!

OIY]

$粤&

&%%(4%%&%

#粤 监 证 字

&%%(3%%&

#雌
**

只$未交配过&#雄
-&

只#体质量
'5%

!

&-%

/

#

).

!

(.B

)

$+/

!

家蝇蛆粉的制备

$+/+$

!

将家蝇三龄幼虫置于冰上
.H89

#然后置于
$.U

水浴

-H89

#重复
-

次)再将幼虫饲养
-*?

后收集#然后饥饿处理
&

?

#蒸馏水清洗
-

次#

).1

乙醇洗
-

次#再用蒸馏水清洗
-

次#后

置于
\)%U

冷冻贮存)室温解冻后与
-

倍质量的磷酸盐缓冲

液混匀#用高速组织匀浆机搅成匀浆)匀浆液用
$%%

目纱网

过滤)

$+/+/

!

滤液置于
(%U

水浴
'%H89

#然后冰浴冷却#去除上层

凝固的脂肪层后超声粉碎
-%<

#反复
*

次#强度
'$RZ_

#

(%%

`

)最后置于
\)%U

冰箱过夜)从冰箱取出冷冻滤液#置于

真空冷冻干燥机进行冷冻干燥#制成干粉)

$+/+'

!

余下的滤渣每
'%%

/

加
.%%H0

的
&H7A

"

0

的
ZIA

溶

液#搅拌
&?

#过滤)滤渣用蒸馏水冲洗至中性)然后置于
&1

的
X>cZ

溶液中混匀
$?

)过滤后取滤渣再置于
'%1

的

X>cZ

溶液中混匀#沸水浴
$?

#过滤#洗涤至中性)每
'%

/

滤

渣加质量百分比为
*1

的
Z

&

c

&

溶液
&%H0

浸泡
'+.?

脱色#

冷冻真空干燥得产品甲壳素)每克甲壳素加
.%H0$%1

的

X>cZ

溶液混匀#沸水浴
-?

#过滤)滤渣再加上述比例和浓度

的
X>cZ

溶液#沸水浴
-?

#过滤)滤渣水洗至中性)加
.%

H0'%1

的醋酸溶液#混匀
'?

#过滤)取滤液调其
L

Z

值至
)+%

时得絮状沉淀)离心分离沉淀#烘干#即得壳聚糖)

$+/+1

!

干粉与壳聚糖按
'%m'

比例进行组合混匀#制成黄色

粉末状家蝇蛆粉 )

/

5%)'

/

检验医学与临床
&%''

年
)

月第
(

卷第
'$

期
!

0>@V;BIA89

!

WFA

G

&%''

!

!7A+(

!

X7+'$



$+'

!

主要试剂
!

甲醛*冰乙酸*苦味酸*氢氧化钾*甘油*茜

素红)

$+1

!

主要仪器设备
!

显微镜*游标卡尺*动物手术刀*剪刀*镊

子*电子称*电子天平)

$+2

!

实验方法

$+2+$

!

主要试剂的配制
!

茜素红溶液!茜素红
%+'

/

#氢氧化

钾
'%

/

#蒸馏水
'%%%H0

#混匀)透明液
3

!甘油
&%%H0

#氢氧

化钾
'%

/

#蒸馏水
)5%H0

#混匀)透明液
a

!甘油与蒸馏水按

'm'

的比例混匀)固定液$

a7F89<

液&!苦味酸饱和液
).

份#甲

醛
&%

份#冰乙酸
.

份#混匀)

$+2+/

!

家蝇蛆粉饲料的配制
!

高剂量家蝇蛆粉饲料!家蝇蛆

粉含量百分比为
$%1

%中剂量家蝇蛆粉饲料!家蝇蛆粉含量百

分比为
&)1

%低剂量家蝇蛆粉饲料!家蝇蛆粉含量百分比

为
'-1

)

$+2+'

!

大鼠的饲养和检查
!

5(

只
OT

大鼠#被笼养于可控制

温度的
O#N

级别的动物房中#保持温度在
&%

!

&.U

#相对湿

度为
$%1

!

*%1

#光线照射时间为白天
'&?

)雌雄分笼饲养#

雄性大鼠每笼
'

只#雌性大鼠其中
-%

笼为每笼
&

只#

&

笼为每

笼
-

只)每天喂以普通饲料*水煮鸡蛋和生瓜子#适应环境
&

周)待大鼠性成熟后#把
-&

笼雌鼠随机分到
-&

笼雄鼠中#其

中
-%

笼的雌雄比例为
&m'

#两笼的雌雄比例为
-m'

)每天早

晨观察阴道栓#并进行阴道涂片#显微镜下查精子)被查出阴

道栓或在阴道涂片上找到精子的雌鼠被认为是已交配的#当天

记为0受孕1

%B

)如果
.B

内仍有雌鼠未交配#则交换雄鼠#直

到交配为止)检出的孕鼠取
*$

只#随机分为
$

组#每组
'*

只#

并编号!高剂量家蝇蛆粉饲料组#中剂量家蝇蛆粉饲料组#低剂

量家蝇蛆粉饲料组#普通饲料对照组)将各孕鼠在0受孕1

%

*

-

*

)

*

'.

*

&&B

时称量体质量)在受孕的第
)

!

'*

天#高*中*低剂

量家蝇蛆粉饲料组和普通饲料对照组每天分别按
(&+.

/

"

R

/

体质量喂以高剂量家蝇蛆粉饲料*中剂量家蝇蛆粉饲料*低剂

量家蝇蛆粉饲料和普通饲料)

$+2+1

!

孕鼠的处死和检查
!

在雌鼠受孕
&'B

#脱颈椎处死孕

鼠#解剖子宫#称量子宫质量)检查并记录早死胎*晚死胎*吸

收胎和活胎数)

$+2+2

!

活胎鼠一般检查
!

按文献+

&4-

,检查胎鼠外观有无异

常#各组每胎雄性胎鼠数#雌性胎鼠数#各胎鼠的体质量和

体长)

$+2+)

!

胎鼠骨标本检查
!

按文献+

&

,将每窝胎鼠的一半去皮*

去内脏和脂肪后#放入茜素红溶液浸泡#当天摇
&

!

-

次#

&$?

后换入透明液
3

中
$(?

#再换入透明液
a

中
)&?

#最后置甘油

中保存)

$+2+.

!

胎鼠内脏检查
!

按文献+

&4-

,每窝胎鼠另一半放入

a7F989<

液中固定
&

周#作内脏检查)用自来水冲去固定液#将

胎鼠仰放在手术板上#剪掉四肢和尾巴#用手术刀在头部横切

&

刀#纵切
-

刀#观察头部内部%再从腹中线剖开胸腔和腹腔#

从不同的角度和切面观察器官的相对位置*形状和大小)先后

检查心*肺*横隔膜*肝*胃*肠等脏器的位置和大小#然后将其

摘除)再检查肾*输尿管*膀胱*睾丸或子宫位置和发育情况)

然后将肾脏剖开#观察肾盂是否积水或扩大)

/

!

结
!!

果

/+$

!

致畸试验孕鼠体质量增长情况
!

家蝇蛆粉高*中*低剂量

饲料组和普通饲料对照组孕鼠体质量增长情况#见图
'

)经统

计分析可知#家蝇蛆粉高*中*低剂量饲料组孕鼠体质量增长与

普通饲料对照组相比#差异无统计学意义$

"

$

%+%.

&)

/+/

!

致畸试验胚胎发育情况
!

家蝇蛆粉高*中*低剂量饲料组

和普通饲料对照组胎鼠性别*体质量和体长#见表
'

)经统计

分析可知#家蝇蛆粉高*中*低剂量饲料组胎鼠性别*体质量和

体长与普通饲料对照组相比#差异无统计学意义$

"

$

%+%.

&)

表
'

!

致畸试验孕鼠子宫质量+胎鼠性别+体质量和体长%

H,A

(

分组 低剂量组 中剂量组 高剂量组 对照组

孕鼠子宫质量$

/

&

.+%$-),%+5*%% .+(&.%,'+-.55 .+(-&-,%+$5$5 .+555%,%+-%(.

雄性胎鼠数$只&

.+*%%%,&+) )+&%%%,'+5 )+$%%%,-+$ )+%%%%,'+*

雌性胎鼠数$只&

*+*%%%,'+' *+%%%%,'+* *+&%%%,-+' )+(%%%,'+5

雄性胎鼠体质量$

/

&

*+*5%$,%+&&'- *+-('*,%+&*($ *+%&)*,%+$&5) )+%($%,%+$(-$

雌性胎鼠体质量$

/

&

*+'&*',%+.$&& *+-*'(,%+-((' .+)..&,%+-$$5 *+*(&-,%+)-')

雄性胎鼠体长$

HH

&

$5+*&%%,'+55 .'+'(%%,'+$) $)+'(%%,'+$) $(+--%%,$+'%

雌性胎鼠体长$

HH

&

$5+*)%%,&+-) $5+.(%%,%+(- $(+.%%%,%+.% .%+%-%%,%+55

图
'

!

家蝇蛆粉饲料致畸试验孕鼠体质量增长情况

/+'

!

致畸试验胎鼠外观体格检查
!

家蝇蛆粉高*中*低剂量饲

料组胎鼠外观均未见异常#与普通饲料对照组相比差异无统计

学意义)

/+1

!

致畸试验胎鼠骨骼检查
!

家蝇蛆粉高*中*低剂量饲料组

胎鼠骨骼检查未见异常#与普通饲料对照组相比#差异无统计

学意义)

/+2

!

致畸试验胎鼠内脏检查
!

与对照组相比#家蝇蛆粉高*

中*低剂量饲料组胎鼠内脏检查差异无统计学意义)

'

!

讨
!!

论

在家蝇蛆粉抗高血脂与动脉粥样硬化的药效学研究中#每

天
'%

/

"

R

/

体质量的
OT

大鼠的剂量为最佳治疗剂量)而根据

杨海峰等+

&

,的报道#

OT

大鼠的用量约为成人临床使用剂量的

*%

倍)因此#

*%R

/

成人的用药剂量为
'%

/

"

B

#相当于
%+')

/

"

R

/

体质量)在本试验的给药剂量设计上#以
--+%

/

"

R

/

体质

量作为最大用药剂量#相当于人的用药剂量的
'5$

倍#比杨海

峰等+

&

,报道的临床使用剂量的
-%

倍还要高)而据毒理学标

准+

$

,

#将大鼠毒性试验外推到人时#鉴于种属和个体差异#安全

系数通常为
'%%

)据报道#致畸性研究的受试物的最高剂量为

推荐摄入量的
'%%

倍而未观察到明显的母$下转第
')'&
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个严重并发症#直接关系到患者的预后#故其早期诊断和干预

治疗#对延缓肾病的发生与发展具有重要价值+

'

,

)现对糖尿病

肾病早期检测的指标较多#有尿微量蛋白*尿
%

'

微球蛋白*尿

$

&

微球蛋白*

6PN

*

X3M

*尿视黄醇结合蛋白和血
I

G

<I

等)

本研究对联合检测尿
6PN

*

X3M

及血
I

G

<I

在糖尿病肾病的

早期诊断具有一定的临床意义)

6PN

为单链糖蛋白#相对分子质量为
)*+.e'%

-

#大小为

$+%9H

#半衰期为
)

!

'%B

)其主要功能是转运铁离子*带负电

荷)正常情况下#肾小球滤过膜存在电荷选择性屏障#在静电

作用下#绝大部分不能通过滤过膜)但在糖尿病肾病早期#肾

小球滤过膜负电荷减少#通透性增加#导致其易通过肾小球滤

过膜+

&

,

)

X3M

是一种溶酶体酶#相对分子质量大#不能通过肾

小球滤过膜#尿中增高反映肾小管结构损伤+

-

,

)本研究中#

a

组中尿液的
6PN

和
X3M

分别为$

'%+**,-+.%

&

H

/

"

0

和

$

$+-%,'+)$

&

b

"

HH70

#显著高于
3

组的$

-+'&,%+$.

&

H

/

"

0

和$

&+&*,%+5)

&

b

"

HH70

#

3

组中
6PN

和
X3M

水平也显著高

于对照组$

"

&

%+%.

&#说明尿
6PN

和
X3M

对糖尿病肾病早期

诊断有一定的检测价值)

I

G

<I

是一种相对分子质量低*碱性非糖化蛋白质#相对

分子质量为
'-e'%

-

#由
'&%

个氨基酸残基组成#是一种分泌

性蛋白质#

I

G

<I

产生率相当恒定#

I

G

<I

能反映肾小球滤过

膜通透性的早期变化+

$

,

)国内有研究表明#当糖尿病早期肾损

伤时#血清
I

G

<I

及尿
Pa#

已经升高#且与血清肌酐*尿素氮

呈高度正相关#表明血清
I

G

<I

浓度可反映肾小球滤过及肾小

管重吸收功能+

.

,

)本研究结果与其相似#

a

组中血清
I

G

<I

浓

度显著高于
3

组中的浓度#

3

组中的浓度显著高于对照组)

表
&

表明#单独检测一个指标#敏感性最高为
*$+%1

#特

异性最高为
(*+)1

#准确性最高为
)&+.1

%二联检测#敏感性

最高为
)(+%1

#特异性最高为
5*+)1

#准确性最高为
(.+%1

%

三联检测#敏感性为
($+%1

#特异性为
5*+)1

#准确性为

((+(1

)

因此#尿
6PN

*

X3M

及血
I

G

<I

单独检测#敏感性*特异

性和准确性较低#二联*三联检测则能提高敏感性*特异性和准

确性)
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体毒性*胚胎毒性和致畸性#则可认为该受试物无致畸毒性作

用+

.

,

)在高*中*低
-

个剂量的家蝇蛆粉的致畸试验中#均未发

现胚胎毒性或致畸作用)因此#本试验的剂量设计对家蝇蛆粉

的致畸性评价是有意义的)

在实验动物选择方面#有文献报道用
OT

大鼠和新西兰兔

作为试验动物+

*

,

)根据药物毒理学安全性评价的要求#大鼠为

最常用的试验动物)本研究选择了
OT

大鼠作为家蝇蛆粉致

畸试验的动物#具有代表性)

本研究中#家蝇蛆粉高*中*低剂量组孕鼠体质量增长与对

照组相比#差异无统计学意义#表明家蝇蛆粉对孕鼠无显著毒

性作用#对子宫和胚胎发育无显著影响)由于家蝇蛆粉高*中*

低剂量组孕鼠的胎鼠中#各剂量组的平均雄性胎鼠数与雌性胎

鼠数差异无统计学意义#表明家蝇蛆粉对雌鼠受孕能力无显著

影响)由胎鼠体表各检查项目#胎鼠骨骼检查和内脏检查的结

果可见#家蝇蛆粉对胎鼠各组织结构*器官发育无显著致畸毒

性作用)有文献报道#致畸药物引起的胚胎体质量减轻和胚胎

畸形通过上调细胞色素
#4$.%

基因表达而起作用+

)

,

)但据
3A4

@;C=

等+

(

,的观点#用基因表达的方法替代动物试验进行药物安

全性评价还未完善#目前还是以动物试验作为致畸试验的金标

准)但是#随着人类基因组学和后基因组学研究的发展+

5

,

#用

基因表达和蛋白表达的方法进行药物致畸毒性研究是有很大

的发展前景)
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