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摘要：目的 通过病理学观察探讨吡草醚原药对大鼠的慢性毒性与致癌作用。方法 按照GB15670-1995《农药登记毒理学试验方法》进行大鼠慢性毒性与致癌性合并试验，样本经10％中性福尔马林固定，脱水，石蜡包埋，切片，HE染色，树胶封固，光镜检查。结果：慢性毒性试验高剂量组肾小管上皮细胞变性高于对照组，与对照组之间有极显著性差异（P≤0.01）；中剂量组肾脏间质炎高于对照组，与对照组之间有显著性差异（P≤0.05）；低剂量组肾脏病理变化与对照组之间无显著性差异。其他病变各组之间均无显著性差异。致癌性试验，肿瘤发生率统计学上无显著性差异。该受试物对肿瘤的潜伏期没有影响；多发性肿瘤的发生各组之间没有差异。结论 未发现该药物对SD大鼠的致癌性。慢性毒性表现出一定的雌雄差异，肾脏是其主要靶器官。
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Experimental Pathologic Observation on Chronic Toxicity and Carcinogenicity of Pesticide
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Abstracts: Objective To explore the chronic toxicity and carcinogenicity of pesticide pyraflufen-ethyl in rats.  Methods According to National Standards of “Toxicological Methods of Pesticides for Registration” (GB15670-1995 of PRC), chronic toxicity tests and carcinogenicity tests were conducted. These samples were fixed in 10% neutral formalin firstly. Then the samples were embedded in paraffin after dehydration process. Afterward, the samples were sectioned and stained by hematoxylin-eosin(HE) staining. Finally, the sections were cemented by gum and observed in light microscope. Results Chronic toxicity tests revealed that the degeneration ratio of renal tubular epithelial cells in high dosage group was significantly increased comparing to control group (P≤0.01). Furthermore, the middle dosage group results showed there was a similar increasing in the proportion of tubulointerstitial nephritis (P≤0.05), however, there were no evident renal pathology differences between low dosage group and control group. In addition, other pathological changes in any dosage group were not remarkably different from control groups (P＞0.05). Statistical incidence variance of tumor, multiple primary neoplasms and tumor latency in different groups were not observed in carcinogenicity tests. Conclusion We found that the main target organ was kidney and sexual differences existed in chronic toxicity, in addition, the tumorigenesis of rats would not be elevated by Pyraflufen-ethyl. 
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吡草醚化学名称为2-氯-5-（4-氯-5-二氟甲氧基-1-甲基吡唑-3-基）-4-氟苯氧基乙酸乙酯，属于二苯醚类
除草剂。吡草醚主要用于防阔叶杂草如猪殃殃、小野芝麻、繁缕、阿拉伯婆婆纳、淡甘菊等，对猪殃殃（2-4叶期）活性尤佳，对禾谷类作物具有良好的选择性，对有某些短暂的伤害，但对后茬作物具有很好的选择性，也作非选择性除草剂[1]。用滤纸法和人工土壤法测定22种常用除草剂对赤子爱胜蚓(Ekenia yetida)的急性毒性时，滤纸法染毒48 h，吡草醚的LC50值大于1 258 µg·cm-2；人工土壤法染毒14d，吡草醚的LC50值大于800 mg·kg-1，在22种常用除草剂中吡草醚表现出最低的急性毒性[2]。为了解吡草醚的慢性毒性和致癌性，根据《农药登记毒理学试验方法》对吡草醚原药进行了大鼠慢性毒性与致癌联合试验。
1 材料与方法
1．1 实验动物与受试物
体重53～93g的SPF级4周龄SD大鼠，来源于上海西普尔-必凯实验动物有限公司【SCXK（沪）
2008-0016】，饲养于湖北省实验动物研究中心全封闭屏障系统【SYXK(鄂)2008-0014】内。动物房温度(23±3)℃，湿度40%~70%，明暗交替12小时，噪音在60dB以下；换气次数：10~18次/小时。自由饮水和进食。饲料垫料及饮水是符合GLP规范对实验动物饲料垫料及饮水质量检测的要求[3]。染毒组饲料内混有吡草醚。吡草醚由山东先达化工有限公司提供，原药外观白色略带黄色，含量95%。
1．2 实验动物分组及染毒剂量

将640只大鼠随机分成4组，1个空白对照组及低、中、高3个剂量组，每组160只左右，雌雄各半。各组
大鼠初始体重差异无统计学意义， 高剂量组、中剂量组、低剂量组和空白对照组饲料内分别混入吡草醚剂量为2000、400、80、0mg／kg。
1．3 病理学检查
1．3．1 系统解剖  
所有实验动物包括实验过程中死亡动物都进行完整系统解剖和详尽的肉眼观察。肉眼可见的所有病变或可疑
病变组织都留样固定，作进一步组织学检查。
1．3．2 脏器称重称  
取脑、心、肺、肝、脾、肾、肾上腺、睾丸等脏器。
1．3．3 组织学检查  
将脑桥、延髓、小脑、大脑、垂体、甲状腺、甲状旁腺、唾液腺、胸腺、气管、肺脏、心脏、肝脏、脾脏、
肾脏、肾上腺、舌、食管、胃、十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠、直肠、胰腺、膀胱、前列腺（雄性）、睾丸（雄性）、附睾（雄性）、卵巢（雌性）、子宫（雌性）、乳腺（雌性）、皮肤、眼、肌肉、坐骨神经、大动脉、肠系膜、淋巴结、脊髓(颈、胸、腰部)、胸骨固定于10％中性福尔马林溶液，48小时后，取材1cm*1cm*0.3cm，用乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片（厚度4um），HE染色，树胶封固。光镜下观察组织病理变化。
1.4 统计学处理
数据采用SPSS12.0统计软件进行数据分析，动物死亡率采用卡方检验，其他数据比较采用Fisher
精确概率法，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果
2．1 慢性毒性试验

从52周开始，对照组、低、中、高剂量组大鼠各脏器均出现不同性质、不同程度病理组织学改变，高、中
剂量可引起肾脏病理损伤，均属老龄化动物常见自发性病理改变，主要表现为肾小管上皮细胞变性、肾脏间质炎、肾脏慢性进行性肾病等。104周，雌性动物组织表明，有关肾脏的病理改变，高剂量组肾小管上皮细胞变性高于对照组（见图1），与对照组之间有极显著差异（P<0.01）；中剂量组肾脏间质炎高于对照组（见图2），与对照组之间有显著差异（P<0.05）。其他病变各组之间均无显著性差异，均为老龄化动物常见自发性病理变化。（见表1）
表1吡草醚大鼠慢性毒性实验各剂量组病变类型及发生数
Tab.1 Lesion types and the number of occurrences of each dose group in the chronic toxicity study of pesticide pyraflufen-ethyl in rats

	病变名称
Pathological changes
	对照组
(Control group)
	
	低剂量组
(Low-dose group)
	
	中剂量组
(Middle-dose group)
	
	高剂量组
(High-dose group)

	
	雌（n=38）
	雄（n=29）
	
	雌（n=36）
	雄（n=27）
	
	雌（n=34）
	雄（n=27）
	
	雌（n=33）
	雄（n=25）

	垂体前叶增生(Anterior pituitary hyperplasia)
	7
	7
	
	9
	7
	
	9
	3
	
	9
	4

	肝细胞海绵样肥大(Spongiform hypertrophy of liver cells)
	1
	0
	
	2
	0
	
	3
	0
	
	2
	0

	肝脏髓外造血(Liver extramedullary hematopoiesis)
	8
	3
	
	7
	0
	
	8
	2
	
	9
	0

	肝脏脂肪变性(Hepatic steatosis)
	21
	8
	
	15
	7
	
	10
	5
	
	7
	5

	肝细胞空泡变性(Hepatocyte vacuolar degeneration)
	0
	6
	
	0
	8
	
	0
	8
	
	0
	11

	肺巨噬细胞聚集(Pulmonary macrophage aggregation)
	5
	1
	
	7
	0
	
	3
	2
	
	5
	0

	肾上腺细胞肥大(Adrenal hypertrophy)
	7
	0
	
	4
	0
	
	4
	0
	
	5
	0

	肾上腺血管扩张(Adrenal vasodilation)
	31
	0
	
	24
	0
	
	26
	2
	
	27
	2

	肾小管上皮细胞变性(Tubular epithelial cell degeneration)
	11
	13
	
	14
	10
	
	14
	10
	
	21**
	11

	肾脏间质炎(Renal interstitial inflammation)
	3
	5
	
	8
	8
	
	10*
	8
	
	7
	5

	肾脏透明管型(Kidney transparent tube type)
	9
	14
	
	6
	6
	
	13
	8
	
	11
	8

	心肌炎(Myocarditis)
	7
	22
	
	3
	21
	
	3
	22
	
	5
	20

	卵巢囊泡(Ovarian vesicles)
	9
	-
	
	5
	-
	
	8
	-
	
	7
	-

	子宫内膜纤维化(Endometrial fibrosis)
	13
	-
	
	15
	-
	
	11
	-
	
	12
	-

	子宫腔扩张(Uterine cavity expansion)
	2
	-
	
	1
	-
	
	5
	-
	
	0
	-

	睾丸间质水肿(Leydig edema)
	-
	4
	
	-
	0
	
	-
	1
	
	-
	3

	睾丸萎缩(Atrophy of testes)
	-
	29
	
	-
	27
	
	-
	28
	
	-
	25


注：与对照组比较，*:P<0.05，**:P<0.01（Fisher精确概率法），n :表示动物数。
Note: Compared with control group , *:P<0.05，**:P<0.01(Fisher exact probability method)， n: The number of test animals.

2.2致癌性试验

2.2.1肿瘤发生率比较

本次吡草醚原药大鼠致癌性实验历时2年，分别于染毒后26、52、78、104周分4批解剖，有效实验大鼠总
数为472只(雄性238只，雌性234只)，雌性大鼠对照组和低、中、高剂量组肿瘤发生率分别为58.6%、50.8%、49.1%、53.3%；雄性大鼠对照组和低、中、高剂量组肿瘤发生率分别为33.3%、36.7%、39.0%、35.6%，高、中、低剂量组与对照组之间雌雄大鼠肿瘤发生率未见显著性差异。检出患瘤大鼠总数为333只，雄性86只（25.8%），雌性124只（37.2%），雄雌比为1：1.4，雌性大鼠自发性肿瘤数量明显多于雄性，雌性动物主要表现在垂体腺瘤（见图3）和乳腺纤维腺瘤（见图4）等方面。乳腺纤维瘤雄性各组没有，而雌性对照组和高剂量组分别为52.5%和56.7%，该现象符合大鼠自发性肿瘤发病情况。（见表2）

表2吡草醚大鼠致癌性实验各剂量组肿瘤类型及发生数
Tab.2 Tumor types and the number of occurrences of each dose group in the carcinogenicity study of pesticide pyraflufen-ethyl in rats
	肿瘤名称
Tumor
	对照组
(Control group)
	
	低剂量组
(Low-dose group)
	
	中剂量组
(Middle-dose group)
	
	高剂量组
(High-dose group)

	
	雌(Female)

（n=59）
	雄（Male）

（n=29）
	
	雌(Female)
（n=54）
	雄（Male）
（n=27）
	
	雌(Female)
（n=43）
	雄(Male)
（n=28）
	
	雌(Female)
（n=60）
	雄(Male)
（n=30）

	垂体前叶腺瘤(Adenoma of anterior pituitary)
	16
	7
	
	10
	7
	
	9
	6
	
	14
	8

	空肠平滑肌瘤(Leiomyoma of jejunum )
	1
	0
	
	1
	1
	
	0
	1
	
	0
	0

	皮下纤维瘤（Subcutaneous fibroma）
	0
	3
	
	0
	4
	
	0
	9
	
	1
	2

	皮下纤维腺瘤（Subcutaneous fibroadenoma）
	0
	4
	
	0
	1
	
	0
	1
	
	0
	3

	肾上腺嗜铬细胞瘤（Adrenal pheochromocytoma）
	7
	7
	
	10
	10
	
	7
	6
	
	6
	11

	膀胱上皮乳头状瘤（Urothelial papilloma）
	0
	1
	
	0
	1
	
	0
	0
	
	0
	0

	肾脏肾母细胞瘤（Renal Wilms tumor）
	1
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0

	回肠淋巴瘤（Ileal lymphoma）
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	1

	胸腺淋巴瘤（Thymic lymphoma）
	0
	1
	
	0
	0
	
	0
	0
	
	0
	0

	胰岛母细胞瘤（Nesidiob lastoma）
	0
	0
	
	0
	1
	
	0
	0
	
	0
	0

	卵巢囊肿瘤(Cystoadenoma of ovary)
	1
	-
	
	0
	-
	
	0
	-
	
	0
	-

	乳腺纤维瘤(Fibroadenoma of breast)
	31
	0
	
	30
	0
	
	25
	0
	
	34
	0

	子宫腺瘤(Adenoma of uterus)
	0
	-
	
	1
	-
	
	1
	-
	
	0
	-

	睾丸间质细胞瘤(Testicular interstitial cell tumor)
	-
	0
	
	-
	0
	
	-
	0
	
	-
	1

	前列腺腺瘤（Prostatic adenoma）
	-
	1
	
	-
	0
	
	-
	2
	
	-
	0

	其他（Other）
	2
	6
	
	2
	4
	
	1
	2
	
	5
	4


注： n:表示发生肿瘤总数。
Note: n: The total number of tumor.
2.2.2肿瘤潜伏期统计
各组大鼠肿瘤主要在52周以后发生，绝大部分发生78周以后。雌性大鼠对照和低、中、高剂量组最早发生
肿瘤时间分别为63周、78周、86周、64周，雄性大鼠对照组和低、中、高剂量组最早发生肿瘤时间分别为78周、83周、77周、60周。各组未发现肿瘤潜伏期提前的情况。（见表3）
表3不同时间患瘤大鼠的检出数
Tab.3 The number of rats suffering from tumor at different times
	组别

Group
	性别

Sex
	检出时间（周）

Examined time (Week)



	
	
	26~
	52~
	78~
	104~

	对照组 (Control group)
	雌性(Male)
	0
	0
	3
	31

	
	雄性(Female)
	0
	0
	1
	19

	
	合计(Total)
	0
	0
	4
	50

	低剂量组(Low-dose group)
	雌性(Male)
	0
	0
	2
	28

	
	雄性(Female)
	0
	0
	0
	22

	
	合计(Total)
	0
	0
	2
	50

	中剂量组(Middle-dose group)
	雌性(Male)
	0
	0
	1
	27

	
	雄性(Female)
	0
	0
	1
	22

	
	合计(Total)
	0
	0
	2
	49

	高剂量组(High-dose group)
	雌性(Male)
	0
	0
	5
	27

	
	雄性(Female)
	0
	0
	3
	18

	
	合计(Total)
	0
	0
	8
	45


2.2.3动物肿瘤多发性和分类统计
各组大鼠在不同部位发生的多发性肿瘤中以1~3个肿瘤居多，肿瘤多发率对照组、低、中、高剂量组雌性大
鼠依次为：1.74个、1.80个、1.54个、1.88个，雄性依次为1.45个、1.23个、1.22个、1.43个。文献报道[4]SD大鼠自发性肿瘤的平均数雄性1.6个，雌性2.0个。本试验略低，可能与检查组织的数量有关。（见表4）
表4肿瘤多发性统计

Tab.4 Multiple statistics of tumors
	肿瘤个数（Tumor number）
	对照组(Control group)
	
	低剂量组(Low-dose group)
	
	中剂量组(Middle-dose group)
	
	高剂量组(High-dose group)

	
	雌(Female)
	雄（Male）
	
	雌(Female)
	雄（Male）
	
	雌(Female)
	雄（Male）
	
	雌(Female)
	雄（Male）

	1
	17
	13
	
	15
	18
	
	15
	18
	
	16
	14

	2
	11
	5
	
	9
	3
	
	11
	5
	
	8
	5

	3
	5
	2
	
	4
	1
	
	2
	0
	
	5
	2

	4
	0
	0
	
	1
	0
	
	0
	0
	
	2
	0

	5
	1
	0
	
	1
	0
	
	0
	0
	
	1
	0

	发生动物数（No. of animal）
	34
	20
	
	30
	22
	
	28
	23
	
	32
	21

	发生肿瘤数(No. of tumor)
	59
	29
	
	54
	27
	
	43
	28
	
	60
	30

	平均肿瘤数（Average tumor number）
	1.74
	1.45
	
	1.80
	1.23
	
	1.54
	1.22
	
	1.88
	1.43


2.2.4动物濒死或死亡分析
通过对各组动物组织学检查，导致动物死亡原因包括：乳腺纤维腺瘤、垂体前叶腺瘤、肾脏慢性进行性肾病、
心肌炎、肾上腺嗜铬细胞瘤、肾脏肾母细胞瘤、脾脏大颗粒淋巴细胞白血病、皮下纤维腺瘤、皮下纤维瘤、甲状腺C细胞瘤等。动物死亡、濒死主要原因是肿瘤所致动物恶病质，各剂量组无明显差异。

3.讨论

慢性毒性与致癌合并实验是将实验农药长期反复给予实验动物，观察对实验动物的慢性毒性作用和致肿瘤作

用，确定慢性毒性的最大无作用剂量和致癌的可能性[5]。吡草醚大鼠急性经口LD50>5000mg/kg，大鼠急性经皮LD50>2000mg/kg；NOEL数据为大鼠（2年）2000mg/kg饲料，小鼠（1.5年）2000mg/kg，狗（1年）1000mg/kg,Ames试验阴性，无致突变性[6][7]。故本试验设置高剂量组、中剂量组、低剂量组和空白对照组饲料内分别混入吡草醚剂量为2000、400、80、0mg／kg。
本研究主要从病理学角度对试验结果进行报道，吡草醚原药对SD大鼠的肾脏有病理损伤，其病理组织学变
化为肾小管上皮细胞变性、肾脏间质炎、肾脏慢性进行性肾病等。各剂量组两年喂养期内各组动物存活率均超过50%。在致癌性试验中，各组各类肿瘤均属于老龄化动物常见自发性肿瘤，肿瘤发生率统计学上无显著性差异，亦未出现的罕见肿瘤类别，而且出现的各类肿瘤其发生率都在SD大鼠自发性肿瘤背景范围之内[8]；本试验中出现的肿瘤绝大部分在78周以上，该受试物对肿瘤的潜伏期没有影响；对多发性肿瘤的发生各组之间没有差异，本试验结果未出现农药登记安全评价方法[4] 的致癌试验判定标准及林裕造等[9]提出的补充意见。吡草醚原药在此试验条件下未促进SD大鼠致癌作用。
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吡草醚原药大鼠慢性毒性与致癌试验病理观察
Experimental Pathologic Observation on Chronic Toxicity and Carcinogenicity of Pesticide Pyraflufen-ethyl in Rats
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图1 a: 0mg／kg组，b:80mg／kg组，c:400mg／kg组，d:2000mg／kg组
吡草醚104周大鼠肾小管上皮细胞变性（H.E.×200）
Fig. 1 a: 0mg／kg group, b: 80mg／kg group, c: 400 mg／kg group, d: 2000 mg／kg group
Pyraflufen-ethyl : tubular epithelial cell degeneration of rats
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图2  a: 0mg／kg组，b:80mg／kg组，c:400mg／kg组，d:2000mg／kg组

吡草醚104周大鼠肾间质炎(H.E. ×200）
Fig. 2 a: 0mg／kg group, b: 80mg／kg group, c: 400 mg／kg group, d: 2000 mg／kg group
Pyraflufen-ethyl : renal interstitial inflammation of rats
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图3  a: 0mg／kg组，b:80mg／kg组，c:400mg／kg组，d:2000mg／kg组

吡草醚104周大鼠垂体腺瘤（H.E.×200）

Fig. 3 a: 0mg／kg group, b: 80mg／kg group, c: 400mg／kg group, d: 2000 mg／kg group
 Pyraflufen-ethyl:  pituitary adenoma of rats
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图4 a: 0mg／kg组，b:80mg／kg组，c:400mg／kg组，d:2000mg／kg组
吡草醚104周大鼠乳腺纤维腺瘤（H.E.×200）

Fig. 4 a: 0mg／kg group, b: 80mg／kg group, c: 400mg／kg group, d: 2000 mg／kg group
Pyraflufen-ethyl: mammary fibroadenoma of rats
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