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　　 【摘要】目的　探讨家兔血清对氧磷酶１（ｐａｒａｏｘｏｎａｓｅ１，ＰＯＮ１）对敌敌畏所导致的大鼠肾
损伤的保护作用。方法　将３０只 ＳＤ大鼠随机 （随机数字法）分成５组，每组６只。正常组 （Ａ
组）、染毒组 （Ｂ组）、ＰＯＮ１预处理组 （Ｃ组）、传统阿托品加解磷定治疗组 （Ｄ组）、联合治疗
组 （Ｅ组）。Ａ组予大鼠腹腔注射与敌敌畏同等体积的生理盐水；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组均予大鼠腹腔注
射敌敌畏９ｍｇ／ｋｇ。Ｃ、Ｅ组在腹腔注射敌敌畏前３０ｍｉｎ，予大鼠尾静脉注射ＰＯＮ１４５００Ｕ／ｋｇ。Ｃ、
Ｄ组注射敌敌畏后予大鼠碘解磷定４５ｍｇ／ｋｇ，阿托品１０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。采用苦味酸比色法测定肌
酐 （Ｃｒ）及脲酶法测定尿素氮 （ＢＵＮ）的活性，采用 ＥＬＩＳＡ法检测血清胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）的数
值，尿液的肾损伤分子１（ＫＩＭ１）及 Ｎ乙酰βＤ葡萄糖苷酶 （ＮＡＧ）的数值。采用光镜检查大
鼠肾脏超微结构的改变。比较各组之间相关指标的差异。结果　Ｂ组肌酐、尿素氮等肾功能指标较
其他组升高，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）。Ｂ组和Ｄ组的ＣｙｓＣ，ＫＩＭ１，ＮＡＧ较 Ａ、Ｃ、Ｅ组均
有明显升高，差异有统计学意义 （Ｐ＜００１），Ｂ组和 Ｄ组之间、Ａ、Ｃ、Ｅ组间的差异无统计学意
义 （Ｐ＞００５）。Ｂ组大鼠肾脏炎性细胞广泛浸润，细胞充血水肿严重，管腔闭塞，刷状缘消失，
无明确的小管结构；Ｄ组肾脏仍然出现小管细胞变性水肿，炎性细胞浸润，较染毒组有所减轻，可
见明确小管结构，管腔未完全闭塞，并且以远曲小管病变最为严重。Ｃ、Ｅ组仅有轻度充血、水肿，
无明显的细胞变性坏死。Ａ组肾小管上皮结构清楚，可见刷状缘，管腔内无管型及坏死的细胞碎
片。结论　兔血清ＰＯＮ１对敌敌畏造成的大鼠肾损伤有保护作用。
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　　 急性有机磷中毒 （ａｃｕｔｅｏｒｇａｎｉｃｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＡＯＰＰ）为目前临床中常见农药中毒。
据报道，中国每年约有４～７万人因有机磷中毒就
诊，虽然目前已经有特效解毒剂，但是在临床上的

病死率仍达１０％左右。在大剂量有机磷中毒出现
死亡的患者中，往往合并有急性肾功能损伤。在以

往的研究过程中，关注点集中在有机磷所造成的神

经系统，呼吸系统和消化系统损伤，而忽视了有机

磷所造成的肾脏损伤［１２］。因此本实验预进行有机

磷肾损伤及保护方面的研究，以期为减少有机磷中

毒所造成肾损伤，提高大剂量有机磷中毒的患者生

存率及预后提供一个新的方法。

对氧磷酶１（ｐａｒａｏｘｏｎａｓｅ１，ＰＯＮ１），是近
年来被发现的一种可以水解有机磷的酶，可以由哺

乳动物合成［３５］。本研究目的是探讨 ＰＯＮ１对于敌
敌畏所致的大鼠肾损伤的保护作用 。

１　材料与方法

１１　实验材料
１１１　实验动物　取健康的成年雄性 ＳＤ大鼠３０
只，ＳＰＦ级，体质量为２５０～３００ｇ，购自北京华阜
康生物科学技术有限责任公司，由中国科大学附属

盛京医院动物实验中心饲养。

１１２　主要试剂及仪器　兔血清 ＰＯＮ１由中国医
科大学中心实验室使用层析分离纯化 （使用南京

建成公司对氧磷酶１浓度试剂盒测试浓度）以供
使用［６］。尿素氮肌酐检测试剂盒 （南京建成生物

工程研究所有限公司），肾损伤分子１（ＫＩＭ１）、
Ｎ乙酰βＤ葡萄糖苷酶 （ＮＡＧ）、胱抑素Ｃ（Ｃｙｓ

Ｃ）（抗体为 ａｂｃａｍ公司生产，上海商红生物科技
有限公司包被ＥＬＩＳＡ试剂盒）。ＣＸ４１普通光学显
微镜 （日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；Ｅ８００型生物光学显
微镜照相机 （日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
１２　方法
１２１　动物模型的制备　将３０只大鼠随机 （随机

数字法）分成５组，每组６只。正常组 （Ａ组）、
染毒组 （Ｂ组）、ＰＯＮ１预处理组 （Ｃ组）、传统
阿托品加解磷定治疗组 （Ｄ组）、联合治疗组 （Ｅ
组）。Ａ组予大鼠腹腔注射与敌敌畏同等体积的生
理盐水；Ｂ组予大鼠腹腔注射敌敌畏９ｍｇ／ｋｇ制备
染毒实验组，并观察症状；Ｃ、Ｄ、Ｅ组均予大鼠
腹腔注射敌敌畏９ｍｇ／ｋｇ。Ｃ、Ｅ组在腹腔注射敌
敌畏前３０ｍｉｎ，予大鼠尾静脉注射ＰＯＮ１４５００Ｕ／
ｋｇ，Ｄ、Ｅ组注射敌敌畏后予大鼠碘解磷定４５ｍｇ／
ｋｇ，阿托品１０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射［７］。

１２２　取材　各组大鼠在造模１２ｈ后使用代谢笼
收集尿液，以３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ离心后，取
上清液冷冻于 －８０℃冰箱，以备进行 ＥＬＩＳＡ检测
ＮＡＧ及ＫＩＭ１。使用１０％水合氯醛以００３ｍＬ／ｋｇ
进行腹腔注射麻醉，颈内动脉插管取动脉血，以

３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液冷冻于－８０℃。
检测血清尿素氮、肌酐、胆碱酯酶 （ＣｈＥ）及胱抑
素Ｃ（ＣｙｓＣ）。大鼠处死后开腹，取新鲜肾脏浸
泡于４％多聚甲醛中固定，以备组织学光镜检查。
１２３　光镜检查　取肾组织经固定、脱水、透明
及包埋后切片、ＨＥ染色，树脂封片，光镜下观察
肾脏组织学形态。

１２４　大鼠血清 ＣｙｓＣ及尿 ＫＩＭ１、ＮＡＧ检测　
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采用 ＥＬＩＳＡ法，在 ９６孔板上设好各孔位置后加
样，孵育、弃液、甩干、洗涤后，依次滴加待测溶

液，再滴加底物溶液避光显色，终止显色后，在酶

标仪 ４５０ｎｍ波长下测量吸光度。
１２５　大鼠血浆肌酐水平检测　使用苦味酸法，
血清中的肌酐与碱性苦味酸反应，生成黄红色的苦

味酸肌酐复合物，在５１０ｎｍ波长处进行比色测定。
吸光度的升高与肌酐含量成正比。

１２６　大鼠血浆尿素氮水平检测　使用脲酶法，
尿素在脲酶作用下分解生成氨。在碱性条件下，经

次氯酸氧化生成的氯胺与苯酚被亚硝基铁氰化钠催

化生成蓝色的靛酶。使用分光光度仪测定各个实验

管内的吸光度，计算尿素含量。

１２７　大鼠血浆胆碱酯酶水平检测　使用比色法
测定，水解乙酰胆碱生成胆碱及乙酸，胆碱可以与

巯基显色剂反应生成对称三硝基苯 （ＴＮＢ）黄色化
合物，根据颜色深浅进行比色定量，水解产物胆碱

的数量可反映胆碱酯酶的活力。

１３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件进行数据处理。计量

资料采用均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多组间比较
采用方差分析，组间比较采用 ＳＮＫｑ法进行检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　各组大鼠一般情况
各组大鼠处理１２ｈ后至麻醉前观察一般情况。

Ａ组大鼠生命活动正常，未出现肢体抽动及流涎等
症状；Ｂ组大鼠约 １～５ｍｉｎ后即出现肢体抽动，
四肢肌肉震颤，流涎及大小便失禁等急性中毒的症

状；Ｃ组大鼠出现轻微的咀嚼肌及四肢骨骼肌震
颤，但症状很快消失，未见明显的流涎及二便失禁

症状；Ｄ组大鼠出现咀嚼肌抽动及四肢肌肉震颤，
出现流涎症状，但很快消失，未见明显的大小便失

禁症状；Ｅ组大鼠出现轻微的咀嚼肌震颤，但很快
消失，未见流涎二便失禁等症状。染毒组大鼠出现

流泪流涎，大小便失禁，肌颤，萎靡，反应迟钝等

典型的敌敌畏中毒症状。

２２　ＢＵＮ、Ｃｒ、ＫＩＭ１、ＮＡＧ、ＣｙｓＣ、ＣｈＥ活性
Ｂ组大鼠的ＢＵＮ和Ｃｒ水平均高于其余各组，且

差异有统计学意义 （Ｐ＜００５），其余各组间差异无统
计学意义，Ａ组、Ｃ组和Ｅ组的ＫＩＭ１、ＮＡＧ和Ｃｙｓ
Ｃ指标差异无统计学意义，其与Ｂ组和Ｄ组指标差异

有统计学意义 （Ｐ＜００１），见表１～２。
２３　各组大鼠肾脏形态学变化

Ｂ组大鼠肾脏炎性细胞广泛浸润，细胞充血水
肿严重，管腔闭塞，刷状缘消失，已无法找到明确

的小管结构 （图１Ｂ），Ｄ组肾脏仍然出现小管细胞
变性水肿，炎性细胞浸润，较染毒组有所减轻，可

见明确小管结构，管腔未完全闭塞，并且以远曲小

管病变最为严重 （图１Ｄ）。Ｃ组及 Ｅ组仅有轻度
充血、水肿，无明显的细胞变性坏死 （图１Ｃ）。Ａ
组肾小管上皮结构清楚，可见刷状缘，管腔内无管

型及坏死的细胞碎片 （图１Ａ）。

表１　大鼠各组肾损伤标记物的变化
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｍａｋｅｒｓａｍｏｎｇｅａｃｈｇｒｏｕｐｓ

组别 ＫＩＭ１（ｍｇ／Ｌ） ＮＡＧ（Ｕ／Ｌ） ＣｙｓＣ（ｍｇ／Ｌ）

Ａ组 １２９±０６４ ３５５１±１０２２ １０７２５±２９３４
Ｂ组 ４９７±０５１ａ １４４６２±１０６３ａ １４８６１±１６４４ａ

Ｃ组 １８２±０８０ ４６７３±１２８０ ９４９８±１８３６
Ｄ组 ４２９±０７８ｂ １３００８±１８４３ｂ １５１７０±０７７ｂ

Ｅ组 ２２１±０４２ ４１６９±１５９６ １０３０５±１８８９

　　注：Ａ组为正常组，Ｂ组为染毒组，Ｃ组为ＰＯＮ１预处理组，Ｄ组为传

统解救组，Ｅ组为联合治疗组；与Ａ组比较，ａＰ＜００１，ｂＰ＜００５

表２　大鼠各组肾损伤标记物及胆碱酯酶的变化
Ｔａｂｌｅ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｍａｋｅｒｓａｎｄＣＨＥ

组别 胆碱酯酶 （Ｕ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

Ａ组 ４７６８５０±３４９６ ４７７±１４６ ６３２２±１０３７
Ｂ组 ４３４５０±１５８５２ａ ６０６±０５６ａ １２３２８±２２５１ａ

Ｃ组 ３９１５６７±１４８８３ ４９５±０６４ ６６３８±９６０
Ｄ组 １７５４８３±３６９２９ａ ５０９±０７６ａ ７４２８±１１１７ａ

Ｅ组 ３９３６６７±１５４８３ ５０２±０７８ ６７９６±１３０７

　　注：Ａ组为正常组，Ｂ组为染毒组，Ｃ组为ＰＯＮ１预处理组，Ｄ组为传

统解救组，Ｅ组为联合治疗组；与Ａ组比较，ａＰ＜００５

Ａ：正常组；Ｂ：染毒组；Ｃ：ＰＯＮ１预处理组；Ｄ：传统解救组

图１　各组大鼠肾脏形态学变化 （ＨＥ×４００）

Ｆｉｇ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ×４００）
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３　讨论

敌敌畏是常用的有机磷农药，其中毒机制为使

胆碱酯酶磷酰化进而抑制其活性，使其丧失水解乙

酰 胆 碱 的 能 力，进 而 使 体 内 乙 酰 胆 碱

（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）蓄积，产生毒蕈碱样、烟碱
样及神经系统症状。本研究中，经腹腔注射敌敌畏

的染毒组大鼠出现流泪、流涎、肌束震颤、大小便

失禁等典型的敌敌畏中毒症状。

在本实验研究过程中，染毒组 （Ｂ组）大鼠
尿液的ＮＡＧ、ＫＩＭ１和血清中的ＣｙｓＣ，ＢＵＮ和Ｃｒ
水平较生理盐水对照组 （Ａ组）有显著升高，这
表明了敌敌畏可以造成大鼠的急性肾小管损伤。

ＮＡＧ是近端肾小管溶酶体，是一种灵敏并且能持
续表达的肾小管损伤指标；ＫＩＭ１是一种跨膜糖蛋
白，在肾脏正常组织中一般不表达，但是在缺血或

肾毒性肾损伤时，它在近端肾小管上有明显的表

达［８］。在ＮＡＧ和ＫＩＭ１的联合检测中提示敌敌畏
对于大鼠肾脏的损伤主要集中在肾小管上皮上［９］。

本研究通过大鼠肾脏光镜病理，发现大鼠的肾小管

上皮出现很严重的炎症反应，并出现了肾小管上皮

细胞出现炎性细胞浸润，肾小管上皮细胞肿胀，肾

小管闭塞，提示有机磷中毒所导致的肾损伤以肾小

管损伤为主。但是同时大鼠的尿ＢＵＮ、Ｃｒ和ＣｙｓＣ
水平也出现升高，提示大鼠同时也出现了肾小球滤

过率的下降，考虑该表现可能与肾小管损伤后肾脏

间质水肿，进而导致肾小球滤过压平衡点出现移

动，导致肾小球滤过率下降有关。

除此之外，在有机磷中毒导致的肾损伤可能的

机制还有：（１）有机磷中毒时，因其可激动 Ｍ受
体，进而导致平滑肌痉挛，括约肌松弛，腺体分泌

增加导致体液的大量丧失，进而导致机体有效循环

血容量下降、肾脏灌注不足、超过肾脏自身调节能

力，进而尿中可出现蛋白、管型及细胞等肾前性肾

功能不全的表现，持续灌注不足时可导致肾性肾功

能不全；（２）有效血容量下降，不仅可以直接引
起肾脏灌注不足，同时也可以刺激肾小球旁细胞大

量分泌肾素，引起肾素血管紧张素系统激活，进一

步加重了肾脏入球小动脉收缩、痉挛，肾缺血，进

而致使肾小管缺血坏死； （３）中毒后乙酰胆碱不
能被有效降解，体内大量的乙酰胆碱蓄积，进而引

起全身症状，包括呼吸衰竭，循环衰竭，使得肾脏

血管痉挛加重，肾脏缺血加重，进而加重肾脏的损

伤；（４）敌敌畏农药主要通过皮肤和消化系统代
谢，但是仍有相当一部分毒物是通过肾脏代谢的，

在经肾脏排泄过程中，在肾脏中起生物学活性的很

多酶类被灭活，使得肾脏功能受损； （５）有机磷
农药在人体内除了可以抑制胆碱酯酶活力，还可以

造成血管系统的损伤，尤其是肾脏毛细血管损伤，

使得毛细血管壁受损，血管内皮暴露，释放大量的

凝血物质，迅速形成血管内凝血，加重肾小管的坏

死病变，发展成不可逆的肾功能衰竭［１０１２］。

对氧磷酶１（ＰＯＮ１）为一种由哺乳动物肝脏
合成并释放入血的酶，其广泛存在于哺乳动物的血

浆中，以血浆和肝脏中的 ＰＯＮ１活性最强。其可
以保护机体之中的脂蛋白不被氧化，清除氧自由

基。同时ＰＯＮ１还可以通过水解有机磷的磷酸键
进而水解有机磷使其丧失活性［１３１６］。在哺乳动物

中，家兔血清的 ＰＯＮ１热稳定性、催化水解有机
磷反应的效率最高［１７］。在实验中，染毒组 （Ｂ组）
大鼠的相关指标较生理盐水对照组 （Ａ组）有显
著升高，而ＰＯＮ１组 （Ｃ组）大鼠相关指标较染
毒组下降明显，较生理盐水对照组 （Ａ组）差异
无统计学意义。传统阿托品加解磷定组 （Ｄ组）
相关指标较染毒组有所下降，下降幅度不及ＰＯＮ１
组 （Ｃ组）。阿托品、解磷定联合 ＰＯＮ１解救组
（Ｅ组）与单独ＰＯＮ１解救组 （Ｃ组）相比，差异
无统计学意义。表明 ＰＯＮ１可以有效地减轻敌敌
畏对于大鼠所造成的损害，并且单独应用及与传统

解救药物联合应用差异无统计学意义，这表明

ＰＯＮ１可以单独应用于有机磷中毒的解救，这样不
仅可以提高治疗效果，也可以减少阿托品及肟类复

能剂的使用，避免了阿托品中毒及肟类复能剂不良

反应的发生。同时由于 ＰＯＮ１组与生理盐水对照
组差异无统计学意义，也表明 ＰＯＮ１不会引起肾
脏损伤，在应用上是安全的［１８１９］。

综上所述，家兔血清 ＰＯＮ１不会造成大鼠的
肾损害，同时可以通过水解磷酸酯键进而减轻敌敌

畏中毒所引起的急性肾损伤，可以作为一条治疗急

性有机磷中毒所引起肾损伤的新途径。
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（收稿日期：２０１７０３０４）

（本文编辑：郑辛甜）

读者·作者·编者

《中华急诊医学杂志》关于 “网络非法组稿”、“快速发表”、

“网上投稿”的严正申明

近日许多专家、作者收到所谓本刊工作人员 （某某编辑）的电邮，声称可提供快速发表通道。

本刊在此严正声明如下：

（１）本刊编辑人员如下：沈惠云、张斯龙、邵菊芳、何小军、郑辛甜，没有所谓的外联编辑；
（２）本刊不接受电子邮件投稿。所有论文通过中华急诊网 （ｗｗｗｃｅｍｏｒｇｃｎ）在线提交；
（３）所有投稿论文编辑部只收取专家审稿费 （５０元），只有决定正式录用的稿件，我刊才会根据中国科协关于版面费

的规定收取相应的费用；

（４）我刊所有的稿件处理流程，严格按照中华医学会的相关规定执行 “三审五定”程序，只针对国家自然科学基金等

重大项目成果开辟 “快速通道”；

（５）不法分子利用互联网进行诈骗的形式多样，希望广大作者提高警惕并依法维护自身利益。
这些年，《中华急诊医学杂志》在大家的帮助下进步很快，我们感谢广大专家、作者、读者的关心、爱护，我们亦将

勤恳、踏实工作，也欢迎大家的监督、帮助。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 《中华急诊医学杂志》编辑部
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