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　　摘要：为评价新型抗球虫药阿德呋啉的安全性，采用改良寇氏法和剂量递增法对小鼠进行急性、蓄积性毒性试验
和小鼠骨髓细胞的微核试验。急性毒性试验结果表明，阿德呋啉对小鼠的 ＬＤ５０为 ４３．７６ｍｇ／ｋｇ，９５％的可信限为

３５７３～５３．５８ｍｇ／ｋｇ；蓄积性毒性试验结果表明，阿德呋啉对小鼠蓄积系数是３．７６，为中等蓄积；小鼠骨髓细胞的微核
试验结果为阴性，无骨髓细胞毒性。研究结果说明，阿德呋啉具有一定的毒性，仍须继续其他相关的毒理学研究。
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　　鸡球虫病分布广，发病率高，严重阻碍了养鸡业的发展。
在２０世纪４０年代，鸡球虫病的防治一直以药物为主，但随着
抗球虫药的长期使用，不可避免地导致耐药性虫株的产生，有

的甚至还表现为多重耐药和交叉耐药性［１－２］。球虫的耐药性

导致抗球虫药的使用年限缩短，药效降低或丧失。解决耐药

性的常用措施为轮换用药和穿梭用药，但根本解决途径还是

新药的研发。阿德呋啉是一种新型、广谱的抗鸡球虫药，它属

于嘌呤类化合物，主要通过干扰球虫的嘌呤代谢而发挥抗球

虫的作用。药效学试验表明，阿德呋啉对各种鸡球虫病的预

防和治疗效果显著［３－４］。阿德呋啉的药理学性质和国外的阿

普西特相似，在 Ｄｉｌｏｖ等的毒性试验报道中，１８０ｍｇ／ｋｇ剂量
的阿普西特对鸡肝脏、肾脏、心脏、脾脏、睾丸、卵巢、肾上腺、

甲状腺和骨骼肌均未造成变质性的炎症反应［５］。在国内阿

德呋啉尚未进入临床阶段，相关毒性试验也未见报道。本试

验参照兽药临床前毒理学评价的试验指导原则进行［６］，旨在

评价阿德呋啉的安全性，以指导其在临床上的合理用药。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
阿德呋啉（药物含量９９．７％），批号：２０１２０１０２５，由安徽

农业大学药理实验室提供；环磷酰胺（ＣＰ），上海华联制药有
限公司，批号：０３０５０３；小牛血清，浙江天杭生物有限公司，批
号：１１０８２４；吉姆萨染液，上海市国药集团化学试剂有限公司，
批号：Ｆ２０１１０６１５；甲醇（分析纯），天津市富宇精细化工有限
公司，批号：２０１１０４０５。
１．２　试验动物

清洁级昆明系小鼠，体重１８～２２ｇ，雌雄各半。由安徽医
科大学实验动物中心提供。试验前饲养观察１周。
１．３　试验方法
１．３．１　急性毒性试验

１．３．１．１　确定剂量范围的预试验　取昆明系小鼠２８只，雌
雄各半，随机分成７组，每组４只，按２０．０、３０．０、４０．０、５０．０、
６０．０、７０．０、８０ｍｇ／ｋｇ７个剂量组单剂量灌胃染毒。灌胃前禁
食８ｈ，自由饮水，染毒后２ｈ复食。观察记录１４ｄ内小鼠的
死亡数，得出阿德呋啉的１００％致死浓度（ＬＤ１００）和０％致死
浓度（ＬＤ０）。
１．３．１．２　正式试验　将５０只昆明系小鼠随机分成５组，雌
雄各半，每组 １０只。参照预试验的结果 ＬＤ１００、ＬＤ０计算组
距，按２０．０、２７．３６、３７．４３、５１．２０、７０．０ｍｇ／ｋｇ５个剂量组进行
单剂量灌胃染毒。灌胃前禁食８ｈ，自由饮水，染毒后２ｈ复
食。根据小鼠体重计算染毒剂量。灌胃后，观察并记录１４ｄ
内小鼠一般健康情况、中毒表现、死亡时间以及死亡数量。对

死亡的小鼠进行剖检、病理学检查。采用改良寇氏法计算阿

德呋啉对小鼠的ＬＤ５０和９５％的可信限
［７］。

１．３．２　蓄积性毒性试验　取昆明系小鼠３０只，雌雄各半，参
照急性毒性试验的结果，以４ｄ为１个周期，每个周期按一定
比例递增染毒剂量，采用灌胃方式染毒，染毒方案见表１。灌
胃前禁食６ｈ，连续灌胃给药，当动物的数量不足一半时结束
试验。观察并记录小鼠的一般健康情况、中毒表现、死亡数

量。计算蓄积系数 Ｋ和累积剂量以进行评价［７］。其中蓄积

系数公式为 Ｋ＝ＬＤ５０（ｎ）／ＬＤ５０（１）。式中：ＬＤ５０（ｎ）为多次染毒使
动物出现半数死亡的累积剂量；ＬＤ５０（１）为一次染毒使动物半
数死亡的剂量。

表１　阿德呋啉染毒方案

染毒天数

（ｄ）

每日染

毒剂量

（ＬＤ５０）

每日染

毒剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

４ｄ累
积剂量

（ＬＤ５０）

４ｄ累
积剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

累积

总剂量

（ＬＤ５０）

累积

总剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

１～４ ０．１０ ４．３８ ０．４０ １７．５０ ０．４０ １７．５０
５～８ ０．１５ ６．５６ ０．６０ ２６．２６ １．００ ４３．７６
９～１２ ０．２２ ９．６３ ０．９０ ３９．３８ １．９０ ８３．１４
１３～１６ ０．３４ １４．８８ １．３６ ５９．５１ ３．２６ １４２．６６
１７～２０ ０．５０ ２１．８８ ２．００ ８７．５２ ５．２６ ２３０．１８

１．３．３　小鼠骨髓细胞的微核试验　将昆明系健康小鼠５０只
随机分成５组，雌雄各半。参照急性毒性试验结果，设高、中、
低３个阿德呋啉剂量组，阴性（蒸馏水）对照组以及环磷酰胺
（８０ｍｇ／ｋｇ）阳性对照组。其中阿德呋啉高剂量组为
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２１．８８ｍｇ／ｋｇ（１／２ＬＤ５０），中剂量组为 ８．７５ｍｇ／ｋｇ（１／５
ＬＤ５０），低剂量组为４．３８ｍｇ／ｋｇ（１／１０ＬＤ５０）。进行灌胃染毒，
间隔２４ｈ，共染毒２次。第２次染毒６ｈ后，脱颈椎致死小
鼠。用小牛血清冲洗小鼠股骨骨髓并涂片，甲醇固定后进行

吉姆萨染色，镜检嗜多染红细胞（ＰＣＥ）和成熟正染红细胞
（ＮＣＥ），计算微核率和ＰＣＥ／ＮＣＥ比值［７］。

１．３．４　数据分析与统计　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进行
单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　急性毒性试验
２．１．１　预试验结果　染毒后得出阿德呋啉的 ＬＤ１００为
７０．０ｍｇ／ｋｇ，ＬＤ０为２０．０ｍｇ／ｋｇ。
２．１．２　正式试验结果　一般临床观察发现，高剂量组

（７０ｍｇ／ｋｇ）小鼠染毒４ｈ后出现中毒症状，主要表现为精神
沉郁，闭眼，弓背，静卧，对刺激反应减弱，食欲减退或废绝。

随着时间的延长，其他染毒组的部分小鼠也出现中毒症状，低

剂量组（２０ｍｇ／ｋｇ）小鼠无明显中毒状况。可以看出染毒剂
量越大，小鼠出现中毒症状越早。小鼠的中毒强度和死亡率

均与染毒剂量呈正相关。小鼠死亡情况详见表２，可以看出
小鼠最早死亡时间为染毒后２０ｈ左右，９６ｈ后不再出现死
亡。未死亡的小鼠４ｄ后恢复正常状态。剖检死亡的小鼠，
发现其胃气胀，病理学检查其主要组织器官，在大小、色泽、质

地上未见明显的病理变化。１４ｄ后解剖未死亡的小鼠，病理
学检查主要组织器官，在大小、色泽、质地上均未见明显的病

理变化。根据表２的小鼠染毒剂量以及死亡数目，采用改良
寇氏法计算阿德呋啉对小鼠的 ＬＤ５０为 ４３．７６ｍｇ／ｋｇ；ＳＸ５０＝
００４５；９５％可信限为３５．７３～５３．５８ｍｇ／ｋｇ。

表２　阿德呋啉对小鼠的急性毒性试验结果

组别
染毒剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
试验数

（只）

不同时间的死亡数（只）

１～２４ｈ ２５～４８ｈ ４９～７２ｈ ７３～９６ｈ
死亡数

（只）

死亡率ｐ
（％）

存活率ｑ
（％） ｐ×ｑ

１ ２０．００ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １００ ０
２ ２７．３６ １０ ０ １ ０ ０ １ １０ ９０ ０．０９
３ ３７．４３ １０ １ １ １ ０ ３ ３０ ７０ ０．２１
４ ５１．２０ １０ ２ ３ １ ０ ６ ６０ ４０ ０．２４
５ ７０．００ １０ ５ ５ １０ １００ ０ ０

２．２　阿德呋啉对小鼠的蓄积性毒性试验结果
小鼠从染毒５ｄ起出现个体死亡现象，随后陆续发生死

亡。在第２、第３个染毒周期小鼠精神萎靡，静卧少动，对刺
激反应减弱。在第４个染毒周期小鼠精神较差，双目无神，对
刺激反应减弱，皮肤松弛，被毛凌乱，大量死亡。在第５个染
毒周期（染毒后１７ｄ），小鼠死亡数达到１５只，为试验动物的
５０％，此时结束试验。此时累积剂量为 ３．７６ＬＤ５０，即
１６４．５４ｍｇ／ｋｇ。蓄积系数Ｋ为３．７６。小鼠死亡情况详见表３。
２．３　小鼠骨髓细胞微核试验结果

由表４数据可以得出，不同剂量阿德呋啉组与环磷酰胺
阳性对照组之间的微核率差异均极显著（Ｐ＜０．０１），而与阴

性对照组之间差异均不显著；不同剂量阿德呋啉组ＰＣＥ／ＮＣＥ
值与环磷酰胺阳性对照组之间差异均显著（Ｐ＜０．０５），与阴
性对照组之间差异均不显著。

表３　阿德呋啉蓄积性毒性试验的小鼠死亡情况

染毒天数

（ｄ）
死亡数

（只）

累积死亡数

（只）

累积总剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

１～４ ０ ０ １７．５０
５～８ ４ ４ ４３．７６
９～１２ ４ ８ ８３．１４
１３～１６ ５ １３ １４２．６６
１７ ２ １５ １６４．５４

表４　阿德呋啉对小鼠的骨髓细胞微核试验结果

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） ＰＣＥ细胞数（个） 微核率（％） ＰＣＥ／ＮＣＥ
阴性对照组 ０ １００００ ０．１０±０．１２ １．０５±０．０６

阿德呋啉低剂量组 ４．３８ １００００ ０．１２±０．０８ １．０４±０．０３
阿德呋啉中剂量组 ８．７５ １００００ ０．１４±０．０８ １．０４±０．０１
阿德呋啉高剂量组 ２１．８８ １００００ ０．１３±０．１５ １．０５±０．０１
阳性对照组 ８０．００ １００００ ２．１３±０．３８ ０．９４±０．０１

　　注：同列数据后“”“”分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

急性毒性试验结果表明，阿德呋啉对小鼠的 ＬＤ５０为
４３７６ｍｇ／ｋｇ，９５％可信限为 ３５．７３～５３．５８ｍｇ／ｋｇ。根据
ＷＨＯ的外源化学物急性毒性分级标准（５级）［７］，得出阿德呋
啉对小鼠为高毒物质。本试验中的ＬＤ５０与 Ｄｉｌｏｖ等报道的火
鸡中毒剂量为１８ｍｇ／ｋｇ［５］差异较大，这是由于ＬＤ５０是一个统
计学上的参数，会受到动物的品系、性别等多种环境因素的影

响［８－１０］，所以同一种化合物的ＬＤ５０值需要进行靶动物的试验
验证。从临床症状上来看，部分小鼠在染毒后表现为精神沉

郁，闭眼，弓背，静卧，对刺激反应减弱，食欲减退或废绝，剖检

发现小鼠胃气胀，可能是一次大剂量摄入阿德呋啉对小鼠机

体造成的急性损伤。从病理学上看，小鼠的主要组织器官在

大小、色泽、质地上均未见明显的病理变化，这与 Ｄｉｌｏｖ等报
道的１８０ｍｇ／ｋｇ剂量的阿普西特对鸡肝脏、肾脏、心脏、脾脏、
均未造成变质性炎症反应的结果［５］相一致。
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　　蓄积性毒性试验结果表明，阿德呋啉对小鼠的蓄积系数
是３．７６，累积剂量为１６４．５４ｍｇ／ｋｇ，按常用蓄积系数评价标
准，阿德呋啉属于中等蓄积毒性物质，说明其在小鼠体内的排

泄速度比较慢。染毒剂量、染毒时间和小鼠的死亡数量呈正

相关。短时间内经口多次染毒之后，阿德呋啉在小鼠体内蓄

积，最终导致中毒，这是小鼠致死的主要原因。因此在治疗鸡

球虫病过程中，需要严格遵守阿德呋啉的休药期。

小鼠骨髓细胞微核试验可以反映受试药物对哺乳动物骨

髓细胞染色体的作用能力，用以检测致突变物对遗传物质的损

伤情况［１１］。本试验的阿德呋啉剂量组（４．３８～２１．８８ｍｇ／ｋｇ）
中，微核率、ＰＣＥ／ＮＣＥ值均与阴性对照组之间差异不显著，初
步说明阿德呋啉对骨髓细胞无毒性和致突变作用。

随着我国人民生活水平的提高，食品安全越来越多地受

到人们的重视，人们更加关注新兽药的安全性。本试验结果

说明，阿德呋啉具有一定的毒性，但为了客观地评价其安全性

仍须进行小鼠的血清学、生化指标检查和病理组织切片的观

察，以进一步确定中毒靶器官；此外须要做靶动物的毒性研

究，以确定靶动物的 ＬＤ５０以及是否对靶动物存在蓄积毒性，
为食品安全带来保障。
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　　摘要：通过苛性钠凝乳检验、ＢＴＢ检验对广西大学奶牛场的４４头处于泌乳期的奶牛进行隐性乳房炎的检测，统
计分析各种因素与隐性乳房炎发病率的关系，并对这２种检验方法的结果进行比较分析。结果显示，苛性钠凝乳检验
的头数阳性率为４０．９１％，而ＢＴＢ检验检出的是２２．７３％；苛性钠凝乳检验的乳区阳性率为１５．８８％，而ＢＴＢ检验检出
的是１０．５９％。这２种检验法的结果经ｔ检验差异不显著，检验结果相近，苛性钠凝乳检验的检出率和灵敏度略高。
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　　奶牛乳房炎是奶牛最常见的疾病，常会引起奶牛产奶量
下降，改变乳汁中的成分，影响牛乳的质量，使产后发情和妊

娠时间延长，严重时还能使奶牛泌乳机能丧失而被淘汰，给奶

牛业带来了严重危害［１－４］。奶牛乳房炎根据临床表现可分为

临床型和隐性型２种。隐性乳房炎的乳房和乳汁均无肉眼可
见变化，没有任何临床症状，但乳汁电导率、体细胞数、ｐＨ值
等理化性质已发生变化，必须用特殊的理化方法才能检出，其

发病率远高于临床型乳房炎［５－７］。本研究通过应用苛性钠凝

乳检验、ＢＴＢ检验对广西大学奶牛场的４４头处于泌乳期的奶
牛进行隐性乳房炎的检测，统计分析各种因素与隐性乳房炎

发病率的关系，并对这２种检验方法的结果进行了比较分析，
为奶牛隐性乳房炎的检测提供了参考。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为广西大学奶牛场提供的处于产奶期的奶牛，乳汁

无肉眼可见的异常变化，被检牛胎次１～７胎，均为机器挤奶，
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