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静脉注射环磷酰胺对新西兰兔胚胎和胎仔的发育毒性研究
龚英菲!曾现欢!赵维俊!左俊涛!朱钟凯!王湛博!刘!伟!王!昀!杨!勇

!中国药科大学新药安全评价研究中心(南京!&"""%$"

摘要%目的!孕兔静脉给予环磷酰胺(以观察其对孕兔胚胎及胎仔的毒性作用及表现(为选择环磷酰胺作为阳性对

照提供使用参考+ 方法!将孕兔随机分为对照组,#C%h氯化钠注射液(RK""!RK(妊娠日"(14X-和环磷酰胺组!环

磷酰胺 )# 7L;.L体质量(RK""(14X"+ RK&$ 对孕兔实施安乐死(剖宫取胎仔(检查胎仔外观’内脏和骨骼+ 结果!

环磷酰胺组对兔生殖功能及胚胎形成无明显影响(可引起外观’内脏和骨骼畸变+ 胎仔外观腭裂畸形率为
)&C%Bh)内脏变异率为 "#C&)h)骨骼畸形率为 &)C)’h+ 结论!新西兰兔 RK"" 静脉给予环磷酰胺 )# 7L1.L@"可

引起胎仔畸形(畸形种类和比例适当(可用于生殖试验阳性对照+

关键词%环磷酰胺)生殖毒性)孕兔)阳性对照

中图分类号% J@))&!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##B$a#B

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4#""

!!生殖毒性试验的目的是通过动物试验反映受试
物对哺乳动物生殖功能和发育过程的影响+ 胚胎a
胎仔发育毒性试验!即(段生殖毒性试验" 是评价
新药生殖毒性的首选方法之一+ 妊娠动物自胚胎着
床至硬腭闭合给药(观察受试物对妊娠动物母体’胚
胎和胎仔发育的影响(包括胚胎胎仔的死亡’生长改
变和结构变化等(为母体孕期接触新药可能对胎儿
造成的影响提供临床前的试验依据 , "- + 环磷酰胺
!A+5I6:86*:8371,O"是一种氮芥类烷化剂(对多种肿
瘤具有明显的抑制作用(对增殖细胞群的各期均有
杀伤作用(具有较强的致畸’致癌和致突变作用+ 研
究表明环磷酰胺可造成精子缺乏’精子畸形’停经等
生殖系统毒性(妊娠初期给予可致畸胎+ 但目前生
殖毒性研究主要集中于大鼠和小鼠 , &a?- (用于兔生
殖毒性研究很少+ 根据国家食品药品监督管理局
&##? 年发布的#药物生殖毒性研究技术指导原则$(
兔是胚胎a胎仔发育毒性研究中优先选用的非啮齿
类动物(但 <<段生殖毒性试验中关于兔阳性药物的
致畸背景资料较少 , ’- + 因此(选用阳性对照物并确
定相关的致畸作用对新开展此项试验具有实际指导
意义 , $- +

/K材料与方法

/N/K药品和试剂
环磷酰胺 !批号 F#"?)’" 购自阿达玛斯贝塔

!上海"化学试剂有限公司(白色结晶或结晶性粉
末(临 用 前 用 生 理 盐 水 配 制) 茜 素 红 ! 批 号
&#""#)"B" 购自天津市化学试剂研究所(褐色固体
粉末)硫化铵!批号 ")#’"#&#?B)" 购自南京化学试
剂有限公司( 白 色 固 体 结 晶) 氢 氧 化 钾 !批 号
&#")"&)#" 购自上海凌峰化学试剂有限公司(白色
固体粉末)丙三醇 !批号 &#"(#""$" 购自江苏强盛
功能化学股份有限公司(无色澄清溶液)乙醇!批号
&#"(#$&"" 购自国药集团化学试剂有限公司(无色
澄清溶液+
/N5K动物

新西兰兔购自青岛康大生物科技有限公司(普
通级(动物生产许可证 =AW‘!鲁" &#"&a###B(饲养
于中国药科大学新药安全评价研究中心(普通级动
物房(实验动物使用许可证 =AW‘!苏" &#")a##")(
温度 &"i&B g(相对湿度 ((hi?$h(光照 "& 8) 单
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只饲养于不锈钢笼内+ 饲料为北京科澳协力饲料有
限公司生产的兔生长繁殖饲料(饮用水为 AN>DJGa
J&## 净化系统净化处理的实验动物饮用水(笼具和
托盘每日清洁更换+
/N3K仪器

体式显微镜(型号!=_W’"(UI+7:Y*)正置生物显
微镜( 型 号 !ZW() "( UI+7:Y*) 电 子 天 平( 型 号
! T̂<>D<W&&(a"A>( T̂<>D<W""#&a"A>( FJGADTV&"#&a
"A>")赛多利斯)游标卡尺(型号!Z_"(成都成量工
具集团有限公司+
/N2K方法
/N2N/!动物分组与给药方案%购买 ( iB 月龄的孕
兔 (# 只(交配成功日计为 RK#(并按照体质量均衡
原则随机分为对照组和环磷酰胺组+ 最终纳入统计
对照组!#C%h氯化钠注射液(14X""? 只(环磷酰胺组
!)# 7L;.L(14X4""’ 只+
/N2N5!观察和检测%试验期间进行一般临床症状观
察(体质量和摄食量的测定+ RK&$ 对孕兔进行过

量 AU& 安乐死(剖宫称取怀孕子宫总质量’子宫’胎
盘’卵巢及脑质量+ 记录黄体数’死胎数’活胎数’吸
收胎数’着床腺数(并计算子宫’卵巢脏体’脏脑系
数+ 取出胎仔(存活胎仔自腹腔注射戊巴比妥钠溶
液实施安乐死后记录胎仔性别’胎仔质量’顶臀长’

尾长及外观+ 全部胎仔进行内脏和骨骼检查(其中
除心脏’脑’肾脏用 (h甲醛溶液固定后检查(其余
内脏当即检查(骨骼标本用 %Bh的乙醇固定和茜素
红染色后检查+ 胎仔外观畸形检查包括头部’四肢’

躯干’尾部和肛门+ 胎仔内脏畸形检查包括有无腭
裂’脑水肿’肾积水(眼球是否正常(心’肝’脾’肺’肾
和子宫等脏器大小和位置是否异常等+ 胎仔骨骼畸
形检查包括骨化程度’有无胸骨节缺失’骨化不全’

胸骨节错位’多肋’少肋’肋骨分叉’肋融合’波状
肋等+
/NOK统计方法

采用 =F== &#C# 软件进行统计分析+ 计量资料
用均值o标准差 !/o1"来表示(先进行方差齐性检
验(如果采用 Fs#C#B 再进行 ,检验(如果 Fp#C#B

进行秩和检验)有吸收胎的孕兔百分率’有死胎的孕
兔百分率’妊娠率’窝别外观!内脏’骨骼"畸形率和
窝别内脏 !骨骼"变异率等采用百分率表示(采用
\1*8OM确切概率法进行分析+ Fp#C#B 确认为有统
计学意义+

5K结果

5N/K对一般临床症状观察&体质量和摄食量的影响
一般临床症状观察未见明显异常+ RK"( i"?

孕兔的体质量增长环磷酰胺组较对照组明显降低
!Fp#C#B"(给药后环磷酰胺组的摄食量较对照组出
现一过性的降低!RK"" Fp#C#B"+
5N5K对孕兔生殖功能及胚胎形成的影响

与对照组相比(孕兔终末体质量!RK&$"’怀孕
子宫质量’胎盘质量’子宫质量’卵巢质量及其脏体
和脏脑系数均未见明显差异+

环磷酰胺组较对照组着床后丢失率提高近一
倍+ 黄体数’死胎数’着床腺数’活胎数’吸收胎数’
总丢失率无明显异常+ 详见下表 "%

表 /K环磷酰胺对孕兔生殖功能及胚胎形成的影响
@%J:-/K@"--WW-VF(WE$V:(L"(TL"%9#H-(&G%J#F

G-LG(H+.F#(&%&H-9JG$(8W-F%:H-Y-:(L9-&F

指标
对照组

#C%h氯化钠注射液
#r"?(!$Go1"

环磷酰胺组
环磷酰胺()# 7L;.L
#r"’(!$Go1"

终末体质量;.L (C$&!o #C(& (C?%!o #C)B

怀孕子宫质量;L B%&C?)!o"&$C’’ ($$C#"!o&"#C#(

胎盘子宫质量;L "??C?)!o &%C(% "(#C$B!o B&C"B

胎盘质量;L %#CB&!o &"CB? ’(C)%!o )"C%%

卵巢质量;L "C)&()o #C"’&% "C)(BBo #C)"$&

子宫质量;L ’BC&(!o "?C"B ?BCB#!o &#C?’

脑质量;L "#C’"!o!#C(# "#C%&!o #CB&

卵巢脏体系数 #C#&$ o!#C##( #C#&$ o #C##?

子宫脏体系数 "CB?!o!#C&’ "C)%!o #C("

卵巢脏脑系数 #C"&( o!#C#"? #C"&) o #C#&$

子宫脏脑系数 ’C#(!o!"C?# ?C#&!o "C%(

黄体数;个 "(C(#!o!(C"# "(C’#!o!)C"#

着床腺数;个 ""C(#!o!)C?# "#C?#!o!(C)#

吸收胎总数;个 #C$#!o!"C## #C’#!o!"C)#

死胎数;个 #C"#!o!#C)# #C&#!o!#CB#

活胎数;个 "#CB#!o!)C&# %C$#!o!(CB#

着床后丢失率;h ’C)$!o!’C%B "BC&&!o )&C$)

总丢失率;h &?C$? o ""C$) )’C)$!o &?C)&

5N3K对胎仔外观的影响
与对照组相比(胎仔总质量(均质量分别降低

%C?&h和 "?C(’h)胎仔身长’尾长分别减少 $C##h
和 "’CBBh!Fp#C#B")腭裂畸形率!)&C%Bh"明显高
于对照组(与对照组比差异有统计学意义 !Fp
#C#B"(且窝别的腭裂畸形率为 ’)C))h(与对照组
比有统计学差异!Fp#C#B"+ 详见下表 &%

1%B1
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表 5K环磷酰胺对胎仔外观的影响

@%J:-5K@"--WW-VF(WE$V:(L"(TL"%9#H-(&

%LL-%G%&V-(WW-F%:G%J#FT

指标
对照组

#C%h氯化钠注射液
#r"?(!$Go1"

环磷酰胺组
环磷酰胺()# 7L;.L
#r"B(!$Go1"

窝胎仔总数;个 "#CB#o )C&# "#CB#o )C&#

窝胎仔总质量;L (#&C#&o%)C%$ )?)C)(o$(C#(#

窝胎仔均质量;L )%C$$o ’C?# ))C)"o )C%"#

窝胎仔均身长;77 %)C)’o ?C(’ $BC%#o (C?’#

窝胎仔均尾长;77 "&C%’o "C#( ""C)’o "C)(#

窝雄仔比;h B&C%’o&(C?$ B#C(&o")C&$

窝雌仔比;h (’C#)o&(C?$ (%CB$o")C&$

腭裂畸形率;h #C##o #C## )&C%Bo&$C??#

少趾畸形率;h #C##o #C## "C$%o )C%)

并趾畸形率;h #C##o #C## "C&&o )C&(

短尾畸形率;h #C##o #C## #CB?o &C"B

!!注%#表示与对照组比 Fp#C#B
>69O%#A67:3MO, -198 98O5629M6ILM6Y: Fp#C#B

5N2K对胎仔内脏的影响
环磷 酰 胺 组% 胎 仔 的 窝 别 内 脏 变 异 率 为

$#C##h(与对照组相比(差异具有统计学意义 !Fp
#C#B"(主要变异类型为左心室偏大)胎仔的窝别内
脏畸形率为 ’)C))h(与对照组相比(差异具有统计
学意义!Fp#C#B"(主要畸变类型为肾皮质髓质分界
不清+ 详见下表 )%

表 3K环磷酰胺对胎仔内脏检查指标的影响

@%J:-3K@"--WW-VF(WE$V:(L"(TL"%9#H-(&W-F%:(G)%&T

指标

对照组

#C%h氯化钠注射液

#r"?(!$Go1"

环磷酰胺组

环磷酰胺()# 7L;.L

#r"B(!$Go1"
窝胎仔受检数;个 "#CB#o)C&# ""C"#o &C$#

胎仔内脏变异率;h &C#$o$C)) "#C&)o $C"##

球状心;h #C##o#C## "C#$o &C$$

左心房扩大;h &C#$o$C)) #C##o #C##

右心房扩大;h &C#$o$C)) #C?’o &CB$

心室扩大;h &C#$o$C)) #C##o #C##

左心室偏大;h #C##o#C## (C#"o ’C’#

右心室偏大;h #C##o#C## "C#)o &C’)

肾盂扩大;h #C##o#C## "CB?o (CB&

肾脏充血;h #C##o#C## #CB?o &C"B

第)脑室出血;h #C##o#C## "C))o )CB&

胎仔内脏畸形率;h #C##o#C## "(C?Bo""C’?#

肾皮质髓质分界不清;h #C##o#C## ")C%$o""C’&#

心房发育不全;h #C##o#C## #C?’o &CB$

!!注%#表示与对照组比 Fp#C#B

>69O%# A67:3MO, -198 98O5629M6ILM6Y: Fp#C#B

5NOK对胎仔骨骼的影响
环磷酰胺组%除胸椎’肋骨骨化数与对照组相比

有显著性差异!Fp#C#B"外(枕骨骨化程度’其他骨
化数及胎仔窝别骨骼变异率差异均无统计学意义+

胎仔骨骼畸变率为 $?C?’h(与对照组相比(差异具
有统计学意义!Fp#C#B"+ 详见下表 (%

表 2K环磷酰胺对胎仔骨骼检查指标的影响

@%J:-2K@"--WW-VF(WE$V:(L"(TL"%9#H-(&W-F%:TR-:-F(&

指标

对照组

#C%h氯化钠注射液

#r"?(!$Go1"

环磷酰胺组

环磷酰胺()# 7L;.L

#r"B(!$Go1"
窝胎仔受检数;个 "#CB#o )C&# ""C"#o &C$#

颈椎骨化数;个 ’C##o #C## ’C##o #C##

胸椎骨化数;个 "&C(#o #C)# "&C’#o #C&##

腰椎骨化数;个 ?C’#o #C)# ?C(#o #C)#

骶椎骨化数;个 (C##o #C## (C##o #C"#

胸骨节;个 BC%#o #C"# BC%#o #C"#

肋骨;对 "&C)#o #C)# "&C’#o #C&##

枕骨*级;h #C##o #C## #C##o #C##

枕骨(级;h #C##o #C## #C##o #C##

枕骨)级;h #C##o #C## #C##o #C##

枕骨+级;h #C##o #C## #C##o #C##

变异;h "$C#$o"(C(B &%C(’o&&C’)

胸骨骨化不全;h )C)%o $C’’ BC##o"#C)’

肋骨发育不全;h )C##o ?C"’ BC’%o""CBB

短肋;h ""C’#o"&C#B &"C&"o"(C$#

畸形;h )C?%o %C"( &)C)’o&"C("#

肋骨缺失;h )C?%o %C"( ""C(%o"(C&(#

胸骨弯曲过度;h #C##o #C## #CB?o &C"B

胸骨哑铃状;h #C##o #C## )C’(o ’CB)

胸骨融合;h #C##o #C## )C#&o BC?"

肋骨隆突;h #C##o #C## "CB"o (C"(

肋骨断裂;h #C##o #C## #C$)o )C&)

腰椎畸形;h #C##o #C## &C%?o""C(’

尾椎畸形;h #C##o #C## "C($o BC’(

!!注%#表示与对照组比 Fp#C#B

>69O%# A67:3MO, -198 98O5629M6ILM6Y: Fp#C#B

3K讨论

本研究中(以环磷酰胺作为阳性药物(采用静脉

注射途径’给药剂量 )# 7L;.L’给药时间 RK""(观
察环磷酰胺对新西兰兔胎仔畸形的影响以确定此方
法可行程度+

环磷酰胺作为广谱的抗癌药物(药物的不良反
应也较突出(特别是在生殖方面+ 环磷酰胺能透过
血胎屏障和血乳屏障(所以临床上妊娠妇女禁用(哺
乳期妇女用药时必须停止哺乳+

不同给药途径的相对吸收率不同(一般依次为
静脉注射s经口给药s皮下注射 , %- + 有报道给兔

1#?1
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RK?i&# 连续灌胃给予环磷酰胺 "$ 7L;.L畸形比
例适当(胎仔生长发育也受到明显的影响 , "#- + 皮下
注射环磷酰胺畸形比例较高(胎仔的体格和生长发
育会受到明显影响(吸收胎数量较多(导致可供进行
检查的胎仔数量略少 , $- (但本研究前期预实验中(
新西兰兔 RK?i&# 进行连续经口灌胃给予环磷酰
胺 "$ 7L;.L1,@"会导致孕兔出现流产(亦会导致检
查的胎仔数量减少+ 所以正式试验的过程中选择静
脉注射(耳缘静脉注射给药操作较为简单且对动物
造成的应激性较小(静脉注射吸收率高从而使用环
磷酰胺较少+

本研究中发现给药后环磷酰胺组较对照组体质
量和摄食量有一定的降低(说明本试验采用的 )#
7L;.L环磷酰胺在试验过程中对孕兔产生了一定的
毒副作用(为一过性的+ 如果剂量加大或者是给药
频次增加(可能会导致毒性太大(对胎仔产生不可逆
的影响(致使胎仔出现死亡或者流产(会导致样本缺
失(无法分析+ 从胎仔的外观上来看(环磷酰胺组和
对照组窝胎仔总数没有明显差异(但环磷酰胺组胎
仔的均质量’身长’尾长均低于对照组(四肢的畸变
率明显高于对照组+ 对胎仔内脏进行检查(环磷酰
胺组的变异率和畸形率明显高于对照组+ 对胎仔的
骨骼进行检查(环磷酰胺组骨骼的畸变种类和数目
都明显高于对照组+ 有报道雌性大鼠 RK’i"" 静
脉注射环磷酰胺 B 7L;.L1,@"(RK&# 剖取胎仔(发现
对中轴骨骼畸形的诱导具有阶段和部位特异性+ 本
研究采取的 RK"" 亦处于中轴骨骼发生畸形的敏感
期 , ""- + 本研究中环磷酰胺 RK"" 给药组骨骼畸形
的比例为 $?C?’h(基本全部集中于中轴骨骼+ 环
磷酰胺作用机理体内被肝脏或肿瘤内存在的过量磷
酰胺酶或磷酸酶水解变成活化的磷酰胺氮芥与
K>G发生交叉联结(抑制 K>G的合成(特别是 R&
期!K>G合成后期"(干扰 J>G的功能(从而导致胎
仔发育迟缓(外观’内脏’骨骼的畸变+ 环磷酰胺还
会使 D细胞和 Z细胞的绝对数目减少(从而影响免

疫系 统 的 发 育 , "&- + 综 上 所 述 可 知 我 们 采 用
)# 7L;.L环磷酰胺在 RK"" 给予孕兔(对胎仔产生
的畸变种类较为合适+ 选用环磷酰胺作为生殖毒性
试验的阳性对照是合适的+

在本实验条件下+ )# 7L;.L环磷酰胺对孕兔
生殖功能及胚胎形成无明显影响(但可显著影响胎
仔发育(可引起胎仔外观畸形’内脏变异’内脏畸变
和骨骼畸变+ 本次实验方法可靠+
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