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摘要：目的 观察敌敌畏是否对膈肌具有直接抑制

作用。方法 用自制双功能电极剌激膈神经或直接

剌激离体大鼠膈肌，引起膈肌收缩，观察农药敌敌

畏对膈肌的直接抑制作用。用箭毒阻断神经肌肉接

头后，剌激膈神经不再引起膈肌收缩，直接刺激膈

肌引起的收缩与神经肌肉接头无关，对这种收缩的

影响为对膈肌的直接作用。结果 １０Ｖ直接刺激
膈肌出现类似于强直收缩的波形。敌敌畏浓度大于

１．４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时可使该收缩显著抑制，４．３４ｍｍｏｌ·
Ｌ－１时抑制８０％，５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１完全抑制，氯磷定不
能减轻之。浓度大于 ３．６２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的敌敌畏对单
收缩也有明显抑制。结论 敌敌畏对膈肌具有与神

经肌肉接头阻断无关的直接抑制作用。
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呼吸肌麻痹是有机磷酸酯类农药中毒引起死亡

的重要原因之一［１］。一般认为有机磷酸酯对膈肌的

抑制作用主要是由于乙酰胆碱（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＡＣｈ）
在突触间隙的过多积聚，使Ｎ受体受到过度剌激而
过度兴奋，继而失敏而使神经肌肉接头的突触传递

被阻断［２］，但近来认识到在中间综合征中，肌肉收

缩机能的抑制可能是突触后的［１］。对于有机磷酸酯

类中毒的药物治疗，主要是抗胆碱药阻断 ＡＣｈ对 Ｍ
受体的兴奋作用和用胆碱酯酶重活化剂解除抑制剂

对乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡＣｈＥ）的抑
制［３］。在研究有机磷毒剂对膈神经膈肌标本的收
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缩功能时，作者曾注意到，在毒剂浓度相当大时，重

活化剂不能有效地对抗有机磷酸酯类对膈肌的抑制

作用。在临床上，尽管采用正确的治疗原则，有的

重度有机磷中毒患者仍然不能避免死亡。虽然有关

报道中都把这些死亡归结于各种各样的原因，但颇

多牵强。有机磷中毒患者的有些症状，如中间综合

征等［１，４］用胆碱能神经系统的阻断来解释也不能令

人满意。中间综合征发生于胆碱能危象之后和延迟

性多发性外周神经损伤之前，其基本特征是肢体近

端肌肉及颈曲肌的无力，通常伴有颅神经的麻痹，在

严重的情况下累及呼吸肌［１，４］。对于中间综合征肌

无力发生的原因，虽然其发现者 Ｓｅｎａｎａｙａｋｅ等认为
可能是突触后的，但在此后近２０年的研究中，并未
找到直接的证据。由此作者提出了这样的问题：有

机磷毒剂对膈肌是否有直接的抑制作用？重活化剂

对这种抑制作用是否有对抗作用？本研究对最常用

的有机磷杀虫剂之一敌敌畏（ｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ）对膈肌的神
经肌肉接头后抑制作用进行了初步研究。

１ 材料和方法

１．１ 试剂和仪器

筒箭毒碱（ｔｕｂｏｃｕｒａｒｉｎｅ），ＣａｒｉＲｏｔｈＫａｒｌｓｒｕｈｅ产
品；８０％敌敌畏标准乳液，河北新丰农药化工股份
有限公司；氯磷定（ｐｒａｌｉｄｏｘｉｍｅ）由本研究所合成；苯
为北京益利精细化学品有限公司产品，批号９７０２２６。
其他试剂均为市售分析纯。膈肌膈神经双功能刺
激电极为自行设计，由军事医学科学院仪器厂制备：

四根铜导线自一个有机玻璃四棱柱的一端穿入。两

根在距另一端 １．５ｃｍ处穿出并与两个白金制成的
圆环相连，作为刺激神经的电极；另两根自另一端的

底部穿出并弯曲成钩，既作悬挂膈肌之用，又作直

接刺激膈肌的电极（图１）。
１．２ 膈肌膈神经标本制备

取Ｗｉｓｔａｒ大鼠（体重１８０～２２０ｇ，本院动物中心
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提供）左前 １／４膈肌膈神经标本，中心腱处用 １号
丝线结扎，切下，迅速置台氏液中。以扇形膈肌的边

缘处（图１中的 Ａ、Ｂ两点）固定于电极下端的肌肉
刺激电极钩上，膈神经自剌激神经电极圆环中穿过，

然后将其置入含有５０ｍＬ台氏液的麦氏浴槽中，中
心腱通过一丝线悬挂于换能器上。台氏液中通入

９５％Ｏ２和５％ＣＯ２混合气体。
１．３ 刺激膈神经

膈肌在３６℃台氏液中稳定２０ｍｉｎ后，首先使刺
激器的输出电极与刺激神经电极相连，刺激膈神经

引起膈肌收缩，刺激条件如下，单收缩：波宽 ０．０５
ｍｓ，３．３Ｈｚ；强直收缩：连续刺激，延时 ０ｍｓ，波宽
０．０５ｍｓ，５０Ｈｚ，串长 １００，以高出引起最大收缩 ２Ｖ
的电压为刺激电压。

１．４ 直接刺激膈肌

将刺激器的输出电极与刺激膈肌的电极相连，

直接刺激肌肉以引起膈肌收缩。刺激条件与刺激神

经相同。因为引起肌肉最大收缩的刺激一般都接近

１０Ｖ，而刺激器的最大电压就是１０Ｖ，因此刺激电压
一律采用１０Ｖ。用此电压能保持膈肌的稳定收缩５
ｈ以上，可满足实验需要。
１．５ 神经肌肉接头的阻断

在直接刺激膈肌时，不可避免地会剌激到膈肌

中的神经末梢而影响对直接刺激肌肉引起的收缩的

观察，因此需要将神经肌肉接头阻断。实验中首先

剌激膈神经，引起膈肌最佳收缩后，在浴槽中加入筒

箭毒碱（终浓度为２μｍｏｌ·Ｌ
－１），使刺激膈神经引起

的收缩完全消失。此时直接刺激膈肌引起的收缩即

是完全由刺激膈肌引起的（图２）。
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１．６ 膈肌收缩的记录

膈肌收缩用ＭＳ３０２生理记录仪（广东药学院研
制）记录。收缩力以克表示，强直收缩以收缩力和收

缩曲线下面积（ＡＵＣ，即收缩力与持续时间的乘积）
表示，单位为克·秒。

１．７ 数据处理及统计学方法

未加敌敌畏前剌激膈肌引起的收缩的均数为

１００％，每次测定值均与其进行比较以确定其离均
差。差异显著性采用 Ｆ和ｔ检验判定。

２ 结果

２．１ 敌敌畏对直接剌激膈肌收缩的抑制作用

由表１结果可见，敌敌畏作用３０ｍｉｎ，浓度高
于１．４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对类似强直收缩的抑制作用明
显并有浓度依赖性，４．３４ｍｍｏｌｅ·Ｌ－１时抑制可达
８０％。敌敌畏也抑制单收缩。在０．７２４～２．９６ｍｍｏｌ·
Ｌ－１时，虽然有抑制倾向，但不具有统计学显著性。
在浓度大于３．６２ｍｍｏｌ·Ｌ－１后，其抑制作用具有统计
学意义。在５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１时可完全抑制直接刺激
膈肌引起的这两种收缩。

２．２ 敌敌畏抑制直接剌激膈肌收缩的时间过程

由图３结果可见，在浴槽中加入敌敌畏后类似
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３０ １１±１ ９８±１４ ３４±４ １０４±１８ ４．７±０．４ １０４±１４ ４．６±０．７ ９７±１９
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４．３４ ０ １１±１ １００±１０ ３３±３ １００±１１ ４．２±０．６ １００±１４ ４．４±０．６ １００±１３

３０ ３±１ ３１±８ ６±２ １８±６ ２．９±０．６ ７０±１３ ２．４±０．６ ５４±１１

５．０６ ０ １２±１ １００±１４ ３４±５ １００±１０ ４．６±０．４ １００±１５ ４．７±０．３ １００±１７

３０ １±１ ８±２ ３±１ ９±２ １±１ ２６±６ ０．９±０．２ １９±５

５．７９ ０ １３±２ １００±２１ ３３±６ １００±１８ ４．６±０．９ １００±２０ ４．７±０．８ １００±１６

３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ｔ：ｔｉｍｅａｆｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４－５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｅｆｏｒｅｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ（０ｍｉｎ）．

Ｆｉｇ３． Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｔｈｅｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎ
ｔｈｅｔｅｔａｎｉｃｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉａｐｈｒａｇｍ．（○）ｃｏｎｔｒｏｌ；
（●，△，▲，□，■）ｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ０．７２４，１．４５，２．９２，３．６２，
４．３４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４－６．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ．

强直收缩立即被抑制。１０ｍｉｎ后即已很明显，具有
统计学显著性，３０ｍｉｎ后达最大值。在较低浓度，６０
ｍｉｎ稍有恢复，浓度大于 ２．９６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，６０ｍｉｎ内

一直稳定在最大抑制水平。对单收缩抑制作用的时

间过程与对强直收缩的抑制相似。

２．３ 苯对直接剌激膈肌收缩的影响

由于实验中所用敌敌畏为８０％的苯溶液，故单
独将苯作用于箭毒阻断神经肌肉接头后的大鼠离体

膈肌，观察苯对膈肌是否产生抑制作用。结果表

明，１．６８ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯（与２．１７ｍｍｏｌ·Ｌ－１敌敌畏浓度
相应的苯浓度）可使类似强直收缩和单收缩幅度均

增加，表 ２示类似强直收缩 ＡＵＣ的变化。５．０５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯（大于５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１敌敌畏相应的苯浓
度）的主要作用是使膈肌基础张力增加，且对单收缩

无明显影响（图４）。
２．４ 氯磷定对敌敌畏抑制直接剌激大鼠离体膈肌

收缩功能的影响

５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１敌敌畏使类似强直收缩完全抑
制，ＡＵＣ为 ０ｇ·ｓ。在完全抑制后，加入 ５．８～１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯磷定作用１０～４０ｍｉｎ，ＡＵＣ仍为０ｇ·ｓ，
表明氯磷定对这种抑制没有明显影响。

·７６·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年２月；１７（１）



Ｔａｂ２． Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｅｎｚｅｎｅｏｎｔｈｅｔｅｔａｎｉｃ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｄｉｒｅｃｔｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｒａｔｄｉａｐｈｒａｇｍ

Ｂｅｎｚｅｎｅ
／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｔ／ｍｉｎ
Ｔｅｔａｎｕｓｌｉｋｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ
ＡＵＣ／ｇ·ｓ ％

１．６８ ０ ３５±７ １００±２０
１０ ５０±１０ １４３±３０

３０ ５３±９ １５１±２６

６０ ５７±５ １６４±１２

５．０５ ０ ３３±６ １００±２２
１０ ２７±５ ８２±１７
３０ ２６±４ ６７±１４
６０ ２４±６ ７２±６

ｔ：ｔｉｍｅａｆｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚｅｎｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｆｏｒｅｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚｅｎｅ（０ｍｉｎ）．

Ｆｉｇ４． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ
ａｎｄｂｅｎｚｅｎｅｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｒａｔｄｉａ
ｐｈｒａｇｍ．Ａ：ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅ（７）ａｎｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒ（８，９）
ｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｂ：３０ｍｉｎａｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉ
ｔｉｏｎｏｆｄｉｃｈｌｏｒｖｏｓ５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｔｈｅｔｅｔａｎｉｃｌｉｋｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｈａｄ
ｂｅｅｎａｌｍｏｓｔｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ（１０）ａｎｄｓｉｍｐｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｈａｄ
ａｌｓｏｂｅｅｎｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｓｅｖｅｒａｌｍｉｎｕｔｅｓｌａｔｅｒｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｓｅｌｉｎｅ；Ｃ：ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎａｔ３０ｍｉｎａｆｔｅｒｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｆｂｅｎｚｅｎｅ５．０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｗａｓｎｏｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓａｎｏｂｖｉｏｕｓｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｓｅｌｉｎｅ．

３ 讨论

一般认为，有机磷农药中毒引起的呼吸肌麻痹

是呼吸中枢抑制或大量蓄积的乙酰胆碱对 Ｎ受体
过度激动造成受体脱敏所致［５，６］。但这些研究都是

通过剌激膈神经引起膈肌收缩。本研究则建立了既

可剌激膈神经，又可剌激膈肌，并能将两者明确分开

的电极和实验方法。结果显示，除了文献［５，６］所述

对神经肌肉接头的阻断作用外，敌敌畏对直接剌激

大鼠离体膈肌的类似强直收缩和单收缩也产生抑制

作用，并且具有浓度依赖性。这种抑制作用对类似

强直收缩影响尤为明显。由于加入敌敌畏前已用筒

箭毒碱阻断神经肌肉接头，且收缩是由直接剌激膈

肌所引起，所以这一作用与突触传递及胆碱酯酶的

抑制无关，而是对膈肌直接作用的结果，可视为

Ｓｅｎａｎａｙａｋｅ等［１］关于中间综合征中肌无力突触后可
能机制的一个直接证据。

加入浓度为１．６８ｍｍｏｌ·Ｌ－１的溶剂苯时，直接剌
激膈肌的类似强直收缩和单收缩均增强。此浓度与

敌敌畏浓度为 ２．１７ｍｍｏｌ·Ｌ－１时的苯浓度相当，在
这样浓度下的敌敌畏对类似强直收缩的抑制已大于

５０％。而苯在较大浓度（５．０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）时，虽可以
使收缩 ＡＵＣ略有减小，但不具有统计学意义，主要
是使膈肌收缩的基线抬高，意味基础张力的增加。

此浓度已高于实验所用敌敌畏最高浓度时的苯含量

（敌敌畏浓度为５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１，溶液中苯的浓度为
４．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）。因此敌敌畏溶液对直接剌激膈肌
的抑制是敌敌畏本身对膈肌的作用。

实验中，用等摩尔浓度氯磷定作用于敌敌畏中毒

的膈肌，对５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１敌敌畏引起的类似强直收缩
抑制无对抗作用。由于该浓度与临床用药剂量相比已

相当高，因此可以认为氯磷定对敌敌畏的直接抑制膈

肌作用无明显对抗效应，因此考虑氯磷定对有机磷中

毒所致膈肌麻痹的治疗作用可能在于神经肌肉接头而

不是接头后，其详细机制有待于进一步探讨。

“中间综合征”的症状常常发生于胆碱能危象被

控制后。在预实验中，作者曾比较了敌敌畏对膈肌

的直接抑制与对神经肌肉接头的阻断作用之间在时

间和浓度上的差异，结果表明对神经肌肉接头的作
用一般在３～５ｍｉｎ内即十分明显，１０ｍｉｎ内即可完
全抑制（未发表资料），而直接作用要在加药后１０ｍｉｎ
后才明显，３０ｍｉｎ后才达最大，迟于对神经肌肉接头
的抑制作用，达到最大抑制的时间也较对神经肌肉接

头的阻断时间要长得多，且不能被ＡＣｈＥ重活化剂氯
磷定［７］所对抗。本研究结果表明，敌敌畏直接抑制膈

肌所需的浓度也较抑制神经肌肉接头所需浓度要大
得多。这些特点也与中间综合征累及呼吸肌多发生

在较重的情况下及胆碱能危象控制之后的现象一致，

因此提示有机磷农药对膈肌的直接抑制作用是中间

综合征导致呼吸衰竭的可能因素之一。

本实验中所用敌敌畏浓度较大。按体重为 ６０

·８６· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｆｅｂ；１７（１）



ｋｇ，体液含量为６３％计，则人体体液总量约为３６Ｌ。
本实验中所用的最低浓度为０．７２４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，相当于
一个６０ｋｇ的人吸收约６ｇ或６ｍＬ的敌敌畏。所用的
最高浓度５．７９ｍｍｏｌ·Ｌ－１相当于吸收约４８ｇ或 ４８ｍＬ
的敌敌畏，也即相当于８０％的敌敌畏溶液６０ｍＬ。有
报道大剂量敌敌畏中毒剂量为６０～２００ｍＬ［８］。按本
实验所用浓度折算出的对膈肌直接毒性作用所需的

中毒量与临床大剂量中毒剂量接近。因此本实验结

果具有一定的临床意义：它提示其直接抑制作用可能

是有机磷中毒引起呼吸肌麻痹因素之一，因此在抢救

大剂量有机磷中毒，特别是出现中间综合征时，除了

用药物对抗胆碱能神经系统的毒性作用外，还应当考

虑有机磷对膈肌的直接作用。
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