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梭曼对小鼠腹腔吞噬细胞的影响

蓝兆君 王廷治( 毒理学教研室 )

握 典 用化学发光法研究了B a lb c /小鼠急性梭曼中毒 后腹腔吞噬细胞吞噬活性的动态变化

规律
。

1 4 5协 g/k g梭曼皮下中毒后 5 ~1 5mi n 出现典型的胆碱能中毒症状
,

阵发性惊厥持续 6~ s b
,

2止死亡率为 4 6 %
。

中毒后第 1 天
,

腹腔吞噬细胞吞噬发光峰值由对照组的 26
.

03 士 3
.

76 ( 1 0毛 / 1 0 .

个细胞 ) 降至 1 3
.

22 土5
.

92
, 发光均值由对照组的 。 .

10 士 。 .

02 降至 。 .

o J士。 .

02
,

吞噬活性激发时 间

由 3
.

8士 1
.

1 ( 5 ) 延长至 8
.

2士 1
。
6

,

均与对照组有显著差异 ( P < 。 .

0 5)
。

此后
,

三者与全血胆碱醋

酶活力平行回升
,

发光均者与酶活力呈正相关 (
r = 0

.

55 。 ,

P < 。 .

01 )
。

毒扁豆碱合用阿托品预防
,

能有效缓解梭曼对吞噬细胞活性的抑制作用
。

关妞询 吞噬作用 , 梭曼
,

毒扁豆碱 , 阿托品 , 乙酞胆碱醋酶

文献报道
,

敌敌畏
,

对硫磷
,

马拉硫磷
,

丙氟磷 ( D F P ) 等有机磷化合物对免疫系统

有抑制作用 (` 一 ` ’ ,

其机制尚不清楚
,

可能 与丝氨酸醋酶的抑制有关 (5 ’ ,

抑或系过度胆碱能刺

激所致 (
`
)
。

军用毒剂梭曼与上述化合物 同属有机磷酸醋类胆碱醋酶抑制剂 (7)
,

关于梭曼对吞

噬细胞功能的影响
,

国内外未见报道
。

我们采用化学发光法
,

研究了梭曼中毒小鼠腹腔吞噬

细胞吞噬活性的动态变化规律及其与全血胆碱醋酶活力的关系
,

探讨了常用预防药毒扁豆碱

合用阿托 品的预防效果
,

以便为 阐明梭曼的免疫毒理作用和提高梭曼中毒的临床救治水平提

供实验依据
。

1 材料和方法

主要 试 剂和 器 材 梭曼
,

军夔医学科学院毒物药物研究所提供
,

纯度 9 6
.

8 8 % , 毒扁豆碱
,

英国产品
,

纯度> 99 %
,
阿托品

,

上海化学试剂站分装厂
,

纯度 98 % , 碘化乙酸硫代胆碱
,

瑞士 lF
u

ka
,

纯度 > 99 % ,

R P M I
一
1 6 4 0培养基

,

日本制药株式会社产品 , 酵母多糖 ( Z y m o s a n )
.

美国 S e r v a , 鲁米诺 ( L u m i n o l )
,

北京化工 厂
,

纯度98 % ; S H G
一
1型生物化学发光测量仪

,

上海市标准计量局实验工厂产品
。

动物 处理 B al b/
c

纯系小鼠 120 只
,

体重 18 ~ 229
,

雌雄兼 用
,

本校动物所提供
。

将动物随机分为对

照
、

中毒
、

预防等三大组
。

对照组动物背部皮下注射灭菌生理盐水 。 .

l m l/ 1g0 休重 b 中毒组动物背部皮下注

射梭曼 1 54 林g / k g
。

预防组梭曼剂量同中毒组
,

中毒前 30 m in 和 l o m in 分别皮下注射毒扁豆碱 100 林g/ k g和阿

托品 1 7
.

4m盯 k g
。

上述处理后 1
、

3
、

5
、

7 天
,

每组取 10 只动物
,

眼眶取血
,

用D T N B法测全血胆碱酣酶

活力
,

颈惟脱臼处死动物
,

测定腹腔吞噬细胞吞噬发光活性
。

吞噬 发尤实验 实验前 24 h 向小鼠腹腔注射 i %硫代乙醇酸钠肉汤培养液 l m l
,

实验时处死功物
,

腹腔

注入 o
.

1 5 m o l P B S ( p H 7
.

2 )
,

轻揉腹部 3m i n 。

取腹腔灌洗液
,
i 0 0 0 r p m x 3m i n 离心

,

沉淀中加 R P M I
一
1 6 4 0

培养液 2
.

5m l
,

混匀后行细胞计数并测活力
。

最后稀释成每毫升含 1 .0 个活细胞的悬液
。

化学发光管中加细胞悬液 l m l
,
1。 ~ ` m ol 鲁米诺 50 川

,

经调理的酵母多搪 l m g
。

立刻置发光仪中测吞噬发

光强度
,

每 Z m in 测 10 5 ,

连测 10 次
。

测量结束
,

微机自动打印吞噬发光曲线
,

每次发光强度 ( 1 0 5计数 )
,

发

光峰值及峰值时间
,

计算发光均值
。

数据处理 于苹果 I 微机上用F L S D法对实验数据作双因素方差分析
,

以 显 著 水平 a 二 。 .

05 判定显著

性
。

对部分数据作直线相关分析
。

2 结果

未经预防的动物中毒后 6 ~ 15 m i n 内出现肌颤
、

惊厥
、

流涎等严重胆碱能中毒症
’

状
,

阵发 性 惊 厥持
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图 不同处理对小鼠全血胆碱醋酶活力的影响
,

与对照组比较尸 < 5
。

05
, 八与中毒组比较 P < 。 .

05
。

续 6~ s h
。

24 h死亡率为 46 %
,

预防组动物除活动减少
、

倦缩

等表现外
,

未出现上述中毒症状
。

各组胆碱醋 酶活力变

化见图
。

中毒后第 l 天
,

吞噬细胞发光 峰 值 ( 1 0 . / 1 0 . 个 细

胞 ) 由对照组的 2 6
.

0 3士 3
.

76 降至 1 3
.

22 士 5
.

9 2
,

发光均

值由。 .

10 士。 .

02 降至。 .

04 士。 .

02
,

分别为 对 照 组 的 51 %

和 40 %
,

均有显著差异 ( P < 0
.

0 5)
。

峰值时 间 ( s) 也

由 3
。
8士 1

.

1推迟至 8
。
2士 1

.

6 ( P < 0
.

05 )
。

第 3 天发光峰

值为 12
.

63 士 6
.

49 (尸 < 。 .

05)
,

第 5 天虽有明显回升
,

但仍低于对照组 ( P < 。 .

0 5 )
,

第 7 天方恢复至 对 照 水

平
。

中毒后 第 3 天起发光均值和峰值时间逐渐恢复
,

二

者均于第 7 天回至对照水平
。

相关分析表明
,

吞噬发 光

均值与全血胆碱醋酶活力呈正相 关
,

相关 系 数 为 0
.

55

( P < 0
。
0 1 )

。

(表 1
、

2 )

表 1 不同处理时小 鼠腹腔吞噬细胞吞噬发光峰值 ( 万 ) 和每秒发尤均值 ( 万 ) 的影响 ( x 土 S D )

间 (天 )

3 5 7

峰值 均值 峰值 均值 峰值 均值 峰值 均值

对照组 26
。

03

士 3
。
7 6

0
。
1 0

士 0
。
0 2

2 4
。
5 2

士 6
。
9 7

1 2
。
6 3

士 6
.

4 9
.

2 3
。
9 6

士 2
。

7 2 a

0
。
1 1

士 0
。
0 3

0
。
1 1

土 0
。
0 2

0
一
1 2

士0
。
0 2

中毒组 1 3
.

2 2

士 5
。
9 2

.

预防组 14
。

63
士 4

。
5 8

.

O
。

士 O
。

O
。

土 O
。

0
。
0 6

士0
。
0 1

’

0
。
0 9

士 0
。
0 1

. 。

0
。
0 9

士 0
。
0 1

。

0
。

1 1

士0
。
0 3△

2 7
。

3 2

士 2
。

8 8

2 7
。

5 9

士 5
。

2 7

0
。
1 1

土0
。
0 3

2 7
。
1 8

士 1
。

6 5

0
。
1 2

士 0
。
0 1

476388002803273232244
+一+一+一

也:
42
丹bZnUn一00

.
与对照组比较尸 < 。

.

05
,

△与中毒组比较尸 < 0
.

05
.

各组动物均为 10 只
.

表 2 不同处理时小 鼠腹腔吞噬细胞吞噬发 光峰值 时间 ( s) 的影响

时 间 (天 )

1 3 5 7

对 照 组
、

.3 8士 1
.

1 4
. 。士 0

.

9 4
.

1士。 .

9 3
.

9士 0
.

7

中 毒 组 8
。
2士 1

。

6’
.

6
.

2士。 。

7
.

5
。
8士 0

.

9’ 4
。
2士。 .

6

预 防 组 6
一
4士 。 。

9
. 八 4

。
4士。 。

7八 4
.

1士0
.

5 4
。
o 士 1

.

1

说明同表 1
。

预防组动物吞噬细胞发光峰值于第 i 天与中毒组无显著差异
,

但第 3 天起即恢复至对照水平
。

发光均

值在 1 ~ 6 天明显高于中毒组 ( P < 。 。 。5)
,

但 1
、

3 天低于对照组 ( P < 。 。
05)

。

峰值时间于第 1 天明显

长于对照组 ( P < O
。 。5)

,

但短于未预防组 ( P < O
。 。5)

,
3 天起恢复正常

。

3 讨论

梭曼是难防难治的军用神经性毒剂之一
,

对以丝氨酸经基为活性中心的胆碱幽陇有强大
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抑制作用
,

是中毒死亡的主要原因
。

本实验结果表明
,

小鼠梭曼中毒后第 】夭
,

腹腔春噬细

胞吞噬发光峰位
、

均值分别降低到对照组的5 1%和 40 %
,

吞噬活性激发时间 (峰值时间 ) 也

延长到对照组的 216 %
,

提示梭曼中毒动物非特异性免疫功能明显降低
。

1 9 8 5年 lC e m en 价》报

道
,

梭皇中毒小鼠脾脏空斑形成细胞明显减少
。

我们的前期工作色证实
,

梭曼对小鼠B
一 ,

T
-

淋巴细胞有抑制作用
,

其抑制程度与中毒荆量相关 ( ’ “ ’ 。

这些结果都说明
,

梭曼对免疫系统有

严重千扰作用
。

本实验观察到
,

梭 曼 中 毒 小鼠腹腔吞噬细胞吞噬发光均值与全血胆碱醋酶活力平行回

升
,

二者密切相关
,

与 W y :
oc k i等 ( . ’

报道敌敌畏等其他有机磷毒剂免疫毒理作用结果相吻合
。

M二 s

on 等
《“ ,
认为 D F P通过抑制

“
活化的

”
和

“
可活化的” 丝氨酸醋酶而抑制吞噬细胞活性

。

胆碱醋酶亦为丝氨酸醋酶
,

梭曼对胆碱醋酶的抑制作用可能是吞噬细胞吞噬活性下降的原因

之一
。

但毒扁豆碱合用阿托品预防
,

虽能有效缓解但不能完全逆转梭曼对吞噬细胞活性的抑

制作用
。

提示除胆碱醋酶抑制外
,

还有其他因素参与了吞噬细胞活性的抑制过程
,
其机制 尚

待深入研究
。

(向对本文工作予以热情指教的黄文华
、

谢佩蓉
、

朱锡华等教授致谢
。

)
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