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品；乌苯苷购自德国 Merck公司；4 甲基伞形酮 

一  D葡萄糖苷酸(4-Methylumhelliferone~ 13- 

G1ucuronide,4．MUBG)、4一甲 基 伞 形 酮 (4． 

Methylumbelliferone，4-MUB) 牛血清 白蛋 白 

(BsA)、Tris、EGTA均为美国 Sigma公司的产 

品。其余试剂均为国产(分析纯级)。 

1．2 试验动物及其处理 成年来航母鸡 

(Callus gallus)(12月龄．L2～1．4kg)购自中 

国农业大学实验鸡场，购回后单独饲养。至少 

适应环境一周后才开始试验。自由采食和饮承 

(Et粮为北京西北旺饲料厂的标准蛋鸡饲料)。 

整个试验期间，鸡舍温度控制在20℃左右，每 

天光照 l2小时。 

试验鸡分成2组：对照组和试验组，所有试 

验鸡在给药之前 l5分钟均给予硫酸阿脱品 

(10mg／kg，皮 下 注射)和 硫 酸 毒扁 豆 碱 

( ．img~kg．皮下注射)以防止急性胆碱舷中 

毒。试验组给予TOCP(装入空胶囊中，剂量为 

750rag／kg，口服)；对照组则口服等量空胶囊。 

给药后 48小时内密切监视被试鸡的急性中毒 

情况，此后每天检查被试鸡的变化及运动功能 

直到第 l2天实验结束，在给药后7～10天处死 

被试鸡，取其脏器及血液作生化分析。 

1．3 组织刖备 鸡被断头处死后。取其血液于 

试管中。自然放置，室温下析血清。回时，取出 

卵壳腺(Shell Gland，SG)，并将其置于冰冷的含 

0．30mo1]L蔗糖和 l：mmol／L EDTA'的缓冲液 

(t0mmol／L Tris-盐酸，pH7 40)牵，用剪刀剪 

开，翻出内粘膜，用缓冲液漂洗干净。再用载玻 

片将粘膜小心地刮下，加入约7倍体积的缓冲 

液．在玻璃匀浆器中匀浆。将翻备好的SG匀 

浆作差异离心处理提取微粒体，具体方法参照 

Castaldo和 Maufice的方法u”进行。最后得到 

的沉淀为卵壳腺的微粒体部分 用缓冲l液作适 

当稀释即为待测定的酶液。 

I．4 蛋白质含量测定 采用 Bradford的方 

法“ ，以考马斯亮兰 G-250作为染色荆，以 

BSA作为定量标准。 

1．5 卵壳臆钙ATP酶活性的测定 卵壳腺钙 

ATP酶可以分解底物ATP产生磷，借此来定 

量测定其活性。将经上述步骤制备的酶液用缓 

冲液稀释成含蛋白质4～10mg／ml的浓度。取 

此酶液 lO I加入到 8O 1的反应体系中(含 

IOmmoVL Tr~s-盐酸缓 冲液，5mmol／L EaCh， 

0．5mmol／L EGTA)；另一组反应体系除了还含 

有O 5mmol／L乌苯苷外，其余成分完全相同。 

39℃保温 lO分钟后，向各反应体系中加入底物 

ATP 10td以启动反应，5盐钟后加入 50 15％ 

三氯己酸(TCA)溶液停止反应 释放的无机碑 

用Mu~bed等的方法u 进行比色测定．后两组 

的差值代表卵壳腺钙 ATP酶的活性。对照组 

在加入酶液后立即加入 TCA，然詹再加底物。 

所得卵壳腺钙ATP酶活性减去此组值即为卵 

壳腺钙ATP酶活性的真实值。钙镁ATP酶活 

性潸定方法相同，只是反应体系中还另含有 

5mmol／LMgCh。 
t 
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1．6 P-tli萄糖醛酸酶活性的嬲是 参照Kead- 

tisuke和Nakatsugawa+~ [“{进行。取血清 

100rdJJ~A反应体系中(含 0．05mol／L己酸钠， 

O．04moVL盐酸缓冲液，口H4．10；0．25retool／L 

4．MtmG)，覆应体系的终体积为0．4ral。39℃ 

保温∞分钟后，加入 MUBG启动反应，3O分 

钟后加人终止缓冲液(0．20mol／L甘氨酸． 

0．15mol／L NaOH，pFlt0：10)停止反应 用 Hi， 

tadii 850型荧光分光光度计测定荧光强度(激 

发波长 360rma．发射波长450ram)。将所得数 

据换算成相应的8．葡萄糖醛酸酶活性。 

1．7 数据统计 一对试验组和对 照组的血清8． 

葡萄糖醛馥酶与卵壳腺钙 ATP酶活性数据进 

行比较．采用双尾 t检验，以 P<0．05视为有 

显著意|义。 ． 

2 结 ’果 

2．1 试验玛退发蛙神经毒性的症状 所有被 

试鸡均未出现急性有机磷中毒症状。在给药8 
- 10天， X 处理组开始有神经功能异常l的 

表现 但症状轻微，主要为轻度步态失调，腿部 

运动减少，行走减慢，十别鸡站立困难。对照组 

所有鸡在试验期间均来出现任何异常症状。 

2．2 ID四 试验鸡的卵免BI钙加 酶活性及 
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