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叶酸对硝喳小肠毒性防护的机制探讨

胡友梅 聂 梅 (药理教研室 )

级 共 本文用 2 32只小鼠进行 峨组实验
。

( 1 )灌服硝嚎酷 酸 盐 ( N
.

石 7 0扭 g /k gX
l )后

分别肌注生理盐水 ( NS组 )和叶酸 ( F N组
,

吕鱼 g / k g x 王 )
。

药后 9曲
,
N S 组 小 肠绒毛显著减

少
、
变短

、

上皮脱落
、

隐窝细胞退变
,

而N F组变化轻微
。 ( 2 ) 硝峰能显著降低小肠 n NA含量

,

随剂量增大和时间延长 (至夕2幻 而越明显
。

( 3 ) 分别伍用叶酸及甲酸四氢叶酸钙后
,

与 N S 组

比较
,

小肠 DN A含量降低未见明显差异
,

( 4 ) 伍用叶酸后〔 a H 〕T d R参入小肠DN人量比N S姐增

多
。

以上结果提示叶酸能加速D N人合成
,

从而有利于小肠粘膜上皮细胞的修复
。

关位润 制叶酸一药效学
, 硝基啥琳类一毒性

,
脱氧核糖核酸一生物合成

, 中毒一预防和控制

稍嗦是一种抑制二氢叶酸还原酶的抗疟

药`” ,

其毒性较小
,

但 50 倍临床治疗量可使

狗出现严童肠道毒性症状 (1)
。

使翔大剂量复

方硝唾 (硝唆与氮笨抓等量配伍 ) 可出现同

样的毒性反应
。

合用叶酸和甲酸四氢叶酸钙

后可明显降低动物的死亡率和减轻小肠的毒

性反应 (’ 》 .

本文进一步探讨叶酸防护作用的

机理
。

材 料

药物 稍喳醋酸盐 (简称硝啥 ) 由上海医药工

业研究院合成 (批号名加 `。 1 )
。

叶酸粉荆 (常州制

药厂
,

批号拓一06 一 30)
,

应用时加.0 I N N a O H滚

解配成溶浓
, 甲麟四鼠叶酸钙 (上海第十 二 制药

广
,

批即
i i2 0’l ) , 力N A (上海牛奶公司综合厂

,

批号. 10 ` 16 )
, 〔 , H〕T d R (上海原子 核牙究所

,

放射性强度盯
.

6c 宜/功 . 01
,

放射性港度文“ C i加1)

临用时加生理盐水稀释功倍
,

即 1。林iC 0/
,
10 1作静

脉注射
.

动物 小鼠
,

昆明 株
,

雌雄不 拘
,

体重 18 ~

韶g 。

方 法 与 结 果

王
,

峭奎衬小泉小肠
一

毒性作用及伍用叶

竣后的肠拈膜形态变化

4`只小鼠
,

随机分 。练 每组 吕只
。

用加%吐

遮即将硝哇 ( N )配成乳齐垢分别给
且个组小鼠一次

滋服与7。叱 / k g t相当口服的 L D ” )
。

然后给其中 4

担机注生理盐水 《N s 组 )0
?
1耐

,

另 4 组肌 注叶酸

( N F组 )8 m盯 k`一次
。

一组不给硝隆
.

只灌服20 黝

吐退的 久恤 I和肌注生理盐水作对照 (C 组李矿 C组

在灌住后艺硕
,

服硝嘴的N S及N F组在药后 2 4
、

姻
、

” 和母肺分别活杀 1 组 ( `只 )
,

取出全部小肠用生理

盐水冲洗肠腔
,

纵行剪开
、

铺平
,

以B。时。 氏液滴

于粘膜表面进行初固定
,

随即用一小玻捧作蕊
·

将

J/俪从十二指肠端卷至回肠末端
,

而后盆B ou in 氏

溶液中固定 聋4卜
,

用石腊包瑰
,

同心圆春肠按肠纵

向切片
,

H E染色
。

在显微镜下从卷肠中心向上
、

下
、

左
、

右四方推进直至卷肠最外层
。

以低倍视野 (直径

1
.

64 含边垃 ) 范围计算撼层小肠的绒毛数
,

然后累计

上
、

下
、

左
、

右四方各层绒毛数
; 又 以高值 视野

(直径 。 .

365 “ 。 ) 范围计算每层小肠除窝数及其
一

中

的分裂细胞和坏死细胸数
,

以累计数计算 出每 100

个隐窝中的分裂细胞和坏死细胞数` 同时还观察绒

毛与终窝细胞的形态改变
·

一结果见表 .1 N冬组在用药后蜡 五绒
.

毛数 目

显著减少
,

与对赚的C组比较相差显奢
,

而N F组在

药后各时间组绒毛数目未见明显减少
。

N S g叭 组

的 匕只鼠中有 ` 只部分小肠绒毛变短
、

啼疏
、

绒毛

上皮脱落 (图 I B : ) ,

部分有新生上 皮被祖
, 而N F

96 h组的 石只鼠绒毛基本完好
。

隐 窝中分裂细胞

无论是 N S或N F组在药后 2必均明显下 降
,

,的更

甚
,

特别是 N S组
,

万卿 F组基本稳定在同一水平
,

但 N S及N F组在相应时间的各组差别不显著
。

隐窝

的坏死细胞数随时间推移而逐步增加
,

特别 是岭
组

,

但 NS与N F组比较差别不显著
,
N S . 仙组后只

鼠中 3 只的隐窝细饱出现变性肿胀
, 核内室泡形成

以至空化 (图 I B p
,

而 N F 奋恤组未见这些现象
。
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杀
。

用脱颈椎方法将小鼠处死
,

立 即 剖 开 胸
、

腹

部
,

从心耳插入注射器针头
,

用生理盐水冲洗全身

血液
,

直至肠系膜血管呈现无色 为 止
。

取 空 肠一

段
,

注入生理盐水冲洗肠腔
,

除去肠系膜组织
。

剪

开小肠
,

用滤纸将肠壁吸干
,

剪碎 ( 以上操作均在

冰盘中进行 )
,

取约 500 m g组织称重
,

置玻璃匀浆器

中加入冷冻生理盐水 l m l
,

研磨成匀浆
,

将匀浆转

移至离心管
,

并用 2 m l 冷冻生理盐水将 匀浆 管 洗

净
,

将洗液合并至离心管中
。

按 S c h en i d e r

氏法
〔召’

提取 D N A
,

再按改良二苯胺法
` . ,

测定 D N A含量
。

结果用 2 79 m g / k g组
,

小肠 D N A 含量较不用药

组明显降低
,

当剂量增至 57 o m g / k g时
,

D N A 含量

下降更为明显 (表 2 )
,

即D N A 由 5 5 9
,

7士3 5
.

5协g / 1 0 0

m g湿组织 下 降 至 4 5 5
.

1士 5 5
.

6林g / l o o m g 湿 组 织

( P < 0
.

0 0 2 )
,

下降率 2 5
.

4%
。

用 5 7 o m g / k g剂量后 s h
,

见小肠 D N A含量下降
,

72 h下降更明显
,

与不给 药

或吐温组比
,

差异 l卜常显著 ( P < 0
.

0 0 1 ) (表 3 )
。

表 2 小 鼠服不同 剂量峭喳后 的

刁
、

肠 D N A含量

组别 、 m

歇
g

暑
l ) 动物 D N A卜g / 1 0 0m g湿组织

数 (面士S D )

不给药

吐温 80

/

o
。
4m l

2 7 9
。
0

3 9 9
。
0

5 7 0
。
0

5 6 1
。
4士 4 1

。
2

5 5 9
。
7士 3 8

。
8

4 8 6
。
6士 5 1

。
9竺

5 2 5
。
2士 5 0

。
0

4 5 8
。
1士 5 8

。
6竺竺全

喳喳哇硝硝硝

与吐温组比 竺 P < 0
.

05 竺丝 P < 。 .

0 01

表 3 小 鼠服峭奎 5 7 0m g / k g ( L D
。 。

)

后不 同时间 的小 肠 D N A 含量

组别
药后时间 动物 D N A林g / 1。。m g 下降

( h ) 数 湿组织 (又士S D ) ( % )

不给药

吐温 80

5 6 1
。
4士 4 1

。
2

5 5 9
。
7士 3 8

。
8

5 0 3
。
3士 7 3

。
0 1 0

。
4

5 0 0
。
9士 6 4

。
4 1 0

。
8

` 9 2 .

2士
·

3 5
.

4竺些 2 3
.

4

4 5 8
。
1士 5 8

。

6竺! 竺 1 8
。
4

3
.

琦奎分别合并叶酸及甲跳 四氮叶酸

钙付 小 鼠小 肠 D N A含量的影响

给 72 只小鼠(分成 10 组
, n = 7 或 8 ) 灌服硝唆

L D 。 。
的同时

,

分别一次肌注叶酸 ( 2
、

4
、

8
,

16

及 3 2 m g / k g )和甲酸四氢叶酸钙 ( 0
.

5
,
i及 Zm g / k g )

动物的处理
,

D N A 的提取和含量测定均与 实验 2

相同
。

提取测定均在药后 72 h 进行
。

结果用硝喳和伍用叶酸 ( 2
、

d
、

s
、

1 6 及 32

m g / k g) 或甲酸四氢叶酸钙 。̀
.

5
,

1 及 Z m g / k g) 各组

D N A 的含量
,

经统计学处理均无明显差别
。

4
.

叶 酸 时 [ . H〕 T d R参入 D N A 的影响

取小鼠55 只随机分 n 组 (每组 6 只 )
。

1 组灌服

20 %吐温 80 o
.

4m l/ 只
,

同时肌注生理 盐 水。 .

l m l/

只
,

5 个组灌服硝喳L D 。 。同时肌注生理盐水。 .

l m l

/只 ( N S ) , 另 5 个组灌服硝噢 L D 。 。 同时肌注叶酸

s m g / kg ( N F )
。

在药后 s
、

2魂
、

4 5
、

72和 g 6h 两种

处理的动物各分别活杀 1个组
。

活杀前 Z h 给每只

鼠从尾静脉注射 〔 a H〕 T d R 1 0件C i
。

动 物 处 理 方

法
、

D N A 提 取 及 测定与实验 2 相同
。

对提 取 的

D N A液分成两部份
.

一 部份作 D N A 测定
,

另一部

份用 l o N K O H调 p H至 8
,

离心取上清液 .0 l m l 滴

于 49 型玻璃纤维滤膜 在室温过夜晾干
,

将每片滤

膜置一闪烁杯中
,

加 闪 烁 液 5 m l (由 P P 0 3幻

P O P O P 0
.

3 9 ; 甲苯加至 i 0 0 0m l组成 )
。

用 F J
一
2 1 0 1 9

型双道液休闪烁计数仪 (国营二六二厂产品 )测定其

c p m值
,

然后换算至 c p m / m g D N A
。

结果用硝唆后
,

不论肌注生理 盐 水或叶酸
.

D N A的含量均随时间后延而逐步下降
,

与对照组比

差异显著
,

但肌注生理盐水和叶酸两组比较
,

经统

计学处理差异不明显
。

而〔 . H 〕T d R对 D N A 的参入

量 ( 。 p口值 )
,

则叶酸组高于生理盐水组
,

尤以48 及

7 2 h Z 个时相点差异非常显著 (见图 2 )
。

5555510

82448傀喳喳嗤喳硝硝硝硝

与吐温组比 竺 P < 。 .

01 丝竺 P < 。 . 。。 1
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叶酸对硝嘴中毒有一定的防护作用
。

服

半数致死量的硝哇后
,

小肠隐窝细胞有丝分

裂相逐渐减少
,

到药后 96 h 仍 继 续下降
,

而合用叶酸后
,

在药后 48 h 有 丝 分裂相减

少的现象便趋稳定
,

小肠 D N A
·

的 含量虽不

比生理盐水组高
,

但〔
3
H 〕T d R对 D N A 的参

入量却明显高于生理盐水组
。

小肠上皮细胞

D N A 经硝唆毒性损伤后能 自行修复
,

中 毒

后 4 8h 〔
3
H 〕T d R参入量为对照组的 1 6 0

.

3%
。

合用叶酸后
, 〔 3

H〕 T d R参入更快
, 4 s h 参入

量为对照组的 26 4
.

1%
。

以上说明补 充 外源

的 叶酸后
,

可以加速 D N A 的合成
,

使 有 较

多新生细胞来更新绒毛上皮
。

从形态学上也

观察到小肠绒毛上皮结构基本完整
。

本实验

只用一次叶酸
,

若硝唆中毒后连续多次使用

叶酸
,

其疗效可能更佳
。

(本文病理组织切片由第三军医大学防原教研室

病理组古德全
、

罗长坤二同志协助制成
,

特此致谢 )

(获洲洲的E。。一\竺à阅之O

图 2 小 鼠服峭奎 L D
。 。
和 伍用肌注 叶酸时小

肠 D N A 含量 及〔“ H 〕T d R参入 D N A 的

影响
。

N S (
·

一 )
、

N F ( x 一x )

讨 论

经病理组织学观察
,

小鼠灌服硝哇 L D
。 。

后 9 6 h 小肠病变才显得较为严重
,

这与以

往毒性实验所见小鼠中毒后第 4 或第 5 天才

出现死亡高峰是相吻合的
。

小肠的 D N A含量

在药后 48 h 即明显下降
,

随药后时间延长

而越加降低
。

形态学改变较 D N A 含量降低出

现得迟一些
。

提示硝哇能抑制 D N A的合成
,

以致严重影响隐窝细胞分裂
,

使绒毛上皮细

胞更新减慢
,

甚至缺乏来源 (正常小鼠空肠细

胞更新周期为 4 1
.

8 h( . , )
,

从而不能及时 递补

脱落的绒毛被夜上皮细胞
,

这种现象与我们

以往在狗的实验中所观察到的结果相一致
。
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。

(l) A fte a rd mi nis t a rti o no f ni t o r qui ne

7 o 5 mg/ k g又 一 p o, t h e m i e e w e r e g i v e n w i t h n o r o a
l

s a
l i

n e
( N S )

a n d f o l i e a e i d ( N F
,

8

m g / k g x 1 im ) i
n t w o s u b g r o u p s r e s p e e t i v e ly

.

9 6 h l a t e r ,

d e e r e a s e i n n u m b e r a n d s h o r t e r

i n l e n g t h o f i n t e s t i n a l v i l l i
, a n d n e c r o s i s o f e p i t h e l i a l e e l l s

, e s p e e i a l ly t h e e r 夕p 亡

e e l l
s s h o w e d m a r k e d ly i n N S g r o u p ,

b u t m u e h m i l d i n N F g r o u p
.

( 2 ) T h e D N A

e o n士e n t s i n t h e t i s s u e o f t h e s m a
l l i

n t e s t i n e s h o w e d d e e r e a s e a f t e r n i t r o q u i n e a d m i
-

公 i s t r a t i o n ,

& m a r k e d ly i n t h e I a r g e r d o s e a n d a s t h e t i m e g o i n g o n
.

T h e v a l u e s o f e p m

a f t e r th e 〔
“
H 〕 T d R i n e o r p e r a t i o n i n t o D N A w e : e m u e h h i g h e r i n N F g r o it p t h a n i n t h e

N S g r o u P
.

T h
e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e D N A s y n t h e s i s i n s m a l l i n t e s t i n e 15 p r o m o t e d b夕

f o l i e a e i d
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