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　　摘要：为了评价藿芪灌注液的刺激性，为临床安全用药提供依据，采用眼睛刺激性和阴道黏膜刺激性试验进行局
部刺激性研究。眼睛刺激性试验选择家兔５只，以左眼为对照结膜囊内滴入生理盐水０．１ｍＬ，右眼结膜囊内滴入藿
芪灌注液０．１ｍＬ，给药后观察７ｄ，考察藿芪灌注液对家兔眼睛的刺激性。阴道黏膜刺激性试验选择家兔１０只，随机
分为试验组和对照组，试验组家兔阴道灌注藿芪灌注液２ｍＬ，对照组家兔阴道灌注生理盐水２ｍＬ，给药后２４ｈ处死
家兔，对家兔阴道进行病理组织学检查，评价其对家兔阴道黏膜的刺激性。结果表明，藿芪灌注液对家兔眼睛和阴道

黏膜无刺激性，说明藿芪灌注液无刺激性。
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　　不孕症是奶牛常见的四大疾病之一，由卵巢疾病引起的
不孕症占３５％～５５％［１］，有些地区高达７８．５％，而且５７．３％
为持久黄体和卵巢静止［２］。近年来，奶牛不孕症尤其是由卵

巢疾病引起的不孕症的发病率呈上升趋势［３－４］。奶牛卵巢疾

病常引起奶牛受胎率下降，造成的经济损失巨大［５］。目前，

治疗奶牛卵巢疾病引起的不孕症主要以激素为主，中药具有

疗效确切、无残留、毒副作用小等优点，对卵巢性不孕症的疗

效好，值得开发利用［６］，虽然我国学者已研制出许多中药制

剂，但广泛用于兽医临床的却甚少［７－９］。藿芪灌注液，别称催

情助孕液，是由淫羊藿、阳起石、丹参等中药组成的子宫灌注

剂，临床上主要用于治疗奶牛卵巢静止和持久黄体。研究表

明，该制剂工艺稳定［１０］，能提高雌性小鼠机体雌激素水平和

雌孕激素受体基因的表达量，能增强动物发情调节作用［１１］。

为了研究制剂的局部刺激性，进行藿芪灌注液的家兔眼睛和

阴道黏膜刺激性试验，为该制剂在临床上的安全应用奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物
健康新西兰家兔，１５只，无任何眼部疾病，体质量１．７～

２．３ｋｇ，由中牧实业股份有限公司兰州生物制药厂提供。
１．２　试验药品

藿芪灌注液，北京中农劲腾生物技术有限公司生产的中

试产品，规格为１ｍＬ相当于原生药１ｇ，批号为２０１２１００１。

１．３　试验方法
１．３．１　眼睛刺激性试验　选取眼睛无异常的家兔５只，右眼
结膜囊内滴入 ０．１ｍＬ藿芪灌注液，左眼结膜囊内滴入
０．１ｍＬ生理盐水作为对照，轻轻拉动下眼睑，使药液与眼球
充分接触８～１０ｓ，于滴眼前和滴眼后３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ，２４、
４８ｈ和第７天，观察记录双眼的局部反应情况，主要观察家兔
双眼角膜是否混浊，虹膜有无充血、出血和肿胀，瞳孔对光有

无反应，结膜有无充血、水肿和流分泌物等。按眼刺激反应评

分标准对角膜、虹膜及结膜分别进行评分，总和作为综合评

分，计算平均值，对家兔的左右眼评分进行比较，按眼刺激性

评价标准作出判定。即０～３．９分为无刺激性，４～８．９分为
轻度刺激性，９～１２．９分为中度刺激性，１３～１６分为强度刺激
性［１２］（表１）。

表１　家兔眼刺激性反应综合评分

阶段 时间
眼刺激反应分值

１号 ２号 ３号 ４号 ５号
平均

分值

眼刺激

性评价

点眼前 ０ｈ 左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 正常

右 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 正常

点药后 ３０ｍｉｎ 左 ０ １ ０ １ ０ ０．４ 无刺激性

右 １ １ ０ １ ０ ０．６ 无刺激性

６０ｍｉｎ 左 ０ ０ ０ １ ０ ０．２ 无刺激性

右 ０ １ ０ １ ０ ０．４ 无刺激性

９０ｍｉｎ 左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

右 ０ １ ０ ０ ０ ０．２ 无刺激性

１２０ｍｉｎ左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

右 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

２４ｈ 左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

右 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

４８ｈ 左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

右 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

７ｄ 左 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

右 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 无刺激性
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１．３．２　阴道黏膜刺激性试验　参照文献［１３］方法。试验前
先检查家兔阴道口有无充血、水肿、炎症、分泌物或其他损伤，

选取阴道无异常雌性家兔１０只，随机分为２组，每组５只。
试验组将２ｍＬ藿芪灌注液轻轻注入家兔阴道内，保持家兔倒
立５ｍｉｎ，使药液与阴道黏膜充分接触；对照组同法灌注生理
盐水。２４ｈ后处死家兔，取出阴道组织，观察黏膜有无充血、
出血、红肿等现象，将阴道组织在１０％福尔马林中固定，做石
蜡切片，ＨＥ染色，进行病理组织学检查。

２　结果与分析

２．１　眼睛刺激性试验
从表１可见，给药后３０、６０、９０ｍｉｎ家兔眼刺激性反应得

分右眼分别为０．６、０．４、０．２，左眼分别为０．４、０．２、０，左、右眼
分别在６０、９０ｍｉｎ内结膜有轻微充血现象，１２０ｍｉｎ内恢复正
常，按眼刺激性评价标准，藿芪灌注液对家兔眼睛无刺激性。

２．２　阴道黏膜刺激性试验
２４ｈ后处死家兔，取出阴道组织观察，结果黏膜无充血、

出血、红肿等现象。阴道组织病理学检查，黏膜上皮完整，黏

膜层、肌层结构清晰，上皮细胞形态正常，无炎性细胞浸润，血

管无充血和水肿，表明藿芪灌注液对家兔阴道黏膜无刺激性

（图１至图４）。

３　结论与讨论

藿芪灌注液对家兔眼睛刺激性和阴道黏膜刺激性试验表

明，藿芪灌注液无刺激性。刺激性是非口服给药制剂对给药

部位产生的炎症反应或组织损伤。局部刺激性试验是考察动

物的血管、肌肉、皮肤、黏膜等部位接触受试物后是否引起红

肿、充血、渗出、变性或坏死等局部反应。目前，国际上最常用

的家兔眼刺激性试验为 Ｄｒａｉｚｅ眼部刺激试验法，常以此为基
础进行单次、多次和持续性刺激试验，以便全面研究滴眼剂等

制剂的刺激性［１４］。为此，本试验先进行了家兔的眼刺激性试

验，通过对试验家兔７ｄ的观察和综合评分表明，藿芪灌注液
对家兔眼睛无刺激性。阴道黏膜既是一道抵御病菌感染的天

然屏障，又是长期与细菌、病毒等接触而成为多种致病因素进

入体内的部位，通过阴道刺激性试验，对与阴道黏膜接触的物

品进行安全性检验极其重要［１５］。家兔阴道对刺激的敏感性

高，符合安全性评价的试验目的，也是美国食品药品管理局确

定的阴道刺激性试验的试验动物，而且操作相对简便、经济。

试验中应以组织病理学检查结果为主要诊断依据进行综合判

断。藿芪灌注液的给药方式是子宫灌注，子宫内膜是由黏膜

组织构成的。因此，本试验在对家兔眼睛刺激性试验研究的

基础上，利用阴道黏膜刺激性试验进一步评价藿芪灌注液的

刺激性，考察阴道黏膜接触藿芪灌注液后黏膜的充血、炎症反

应等情况，结果藿芪灌注液对家兔阴道黏膜无刺激性，这为该

制剂的临床安全应用提供了依据。
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盐酸小檗碱对小鼠肝、脾、肾细胞ＤＮＡ损伤的比较研究
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　　摘要：通过彗星试验比较研究了盐酸小檗碱对小鼠肝、脾、肾细胞的ＤＮＡ损伤。设置６个不同剂量组（阴性对照
组、７．５、１５、３０、６０、１２０ｍｇ／ｋｇ组）对小鼠进行３０ｈ灌胃方式染毒，末次染毒６ｈ后小鼠颈椎脱臼处死。检测小鼠肝、脾、
肾细胞的彗星细胞率、彗星尾长及尾矩。结果表明：（１）盐酸小檗碱可引起上述３种受试器官的ＤＮＡ损伤，且随剂量增
加，ＤＮＡ损伤增加（Ｐ＜０．０５），呈显著的剂量－效应关系。（２）比较同剂量组不同器官之间的彗星细胞率、彗星尾长及彗
星尾矩，３个剂量组均为肾细胞＞脾细胞＞肝细胞，并存在器官间显著差异（Ｐ＜０．０５）。一定剂量盐酸小檗碱对小鼠肝、
脾、肾细胞造成了ＤＮＡ损伤，具有一定的遗传毒性，比较研究发现肾细胞对盐酸小檗碱致ＤＮＡ损伤最为敏感。
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　　盐酸小檗碱又称黄连素，是苯并异喹啉类铵型生物
碱［１］，以清热解毒和抗菌等疗效著称，在临床上作为广谱抗

菌类药物已使用多年。盐酸小檗碱还具有降血糖、抗心律失

常、抗肿瘤、免疫调节等多种药理活性［２－３］。盐酸小檗碱也表

现出一定的毒副作用，研究表明大鼠大脑中遗传物质的合成、

细胞内细胞呼吸链相关酶的正常运转、大脑皮质神经元死亡、

小脑颗粒神经元死亡，这些都受到侵入细胞内的盐酸小檗碱

的影响［４］。盐酸小檗碱还被大剂量地添加在动物饲料中，由

于过量使用不能被完全吸收代谢，大部分仍会以原药或次级

代谢产物的形式随动物粪便排泄出体外，污染地下水及环境，

对于人类以及整个环境都造成巨大的危害。

单细胞凝胶电泳技术（ＳＣＧＥ），又称彗星试验，ＳＣＧＥ在
１９８４年首次由Ｏｓｔｌｉｎｇ等［５］提出，是一种在细胞层面上准确检

测ＤＮＡ损伤的方法，应用于很多领域［６］。Ｇｕｅｎｇｅｒｉｃｈ等［７］应

用彗星试验探究了常见和不常见的细胞色素 Ｐ４５０代谢和毒
性的相关化学反应；Ｋｎｕｔ等［８］通过彗星试验检测了紫外线引

起的 ＤＮＡ损伤，近几年，Ｋｌｉｅｍａｎｎ等［９］，Ｄｊｅｌｉｃ等［１０］应用

ＳＣＧＥ技术探究了人类和动物细胞的 ＤＮＡ损伤。但目前为
止，利用彗星试验比较盐酸小檗碱对不同器官ＤＮＡ损伤差异
的研究尚未见报道。因此，为了研究大剂量盐酸小檗碱的遗

传毒性及其潜在的环境影响，本研究从细胞和分子水平上，探

究盐酸小檗碱对于小鼠不同器官的遗传毒性。通过彗星试验

检测盐酸小檗碱诱发小鼠不同器官彗星细胞率、彗星尾长及

彗星尾矩的变化情况，为进一步探究盐酸小檗碱的遗传毒性、

毒性机理等提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　动物分组与处理
采用ＩＣＲ雄性小鼠（沈阳医学院实验动物中心）３６只，体质

量２５～３０ｇ，使用ＳＡＳ随机程序将实验动物分为６组：阴性对照
组、７．５、１５、３０、６０、１２０ｍｇ／ｋｇ组。灌胃方式采用３０ｈ灌胃法，末
次染毒６ｈ后小鼠颈椎脱臼处死。所有处理均重复６次。
１．２　主要试验试剂

盐酸小檗碱（分析纯）、溴化乙锭 （ＥＢ）、过氧化氢
（Ｈ２Ｏ２）均购自国药集团化学试剂沈阳有限公司；正常熔点
琼脂糖（ＮＭＡ）、低熔点琼脂糖（ＬＭＡ）、二甲亚砜（ＤＭ－ＳＯ）、
及硫代巴比妥酸等购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，试剂均为优级纯。
１．３　试验步骤

参照 Ｓｉｎｇｈ等改进和建立的单细胞凝胶电泳技术［１１］，并
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