
黄毛鼠（Rattus losea）是广布我国南方地区的主要

农业害鼠之一，也是南方鼠疫疫源地的主要宿主动

物［1］。20世纪 80年代末，广东省引入以杀鼠灵、杀鼠

迷为代表的第一代抗凝血杀鼠剂进行农田灭鼠。抗凝

血杀鼠剂配制的毒饵不易引起鼠类的拒食反应，并有

特效解毒剂维生素K1，人畜误食有足够的时间抢救，

是防治黄毛鼠的理想药物，引入后迅速得到广泛的应

用［2-3］。然而，研究表明，在连续使用抗凝血杀鼠剂超

过 6年的地区，害鼠对杀鼠灵等抗凝血类杀鼠剂存在

着不同程度的抗药性和交叉抗性。在珠三角地区，由

于灭鼠时间长、灭鼠频次高等原因，农田黄毛鼠对杀鼠
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摘要：目的 探讨血凝反应法检测黄毛鼠对抗凝血杀鼠剂抗性的可行性。方法 以杀鼠灵（warfarin）抗药性区分剂量

（10 mg/kg）单次灌胃处理结合致死期食毒抗性检测法（LFP）筛选出黄毛鼠敏感种群和抗性种群，在不同时间段采集试鼠

血浆，通过检测试鼠血浆的凝血酶活度（PCA）建立黄毛鼠凝血反应标准曲线，并分析抗性区分剂量处理后抗性个体与敏

感个体PCA的变化差异。结果 建立了黄毛鼠的凝血反应标准曲线：INR（y）＝34.984/x＋0.688（x＝PCA）（R2＝0.992）；以
10 mg/kg为区分剂量单次灌胃处理后，抗药性黄毛鼠个体的PCA虽有所下降，但可在 2～3 d内恢复到正常凝血水平的

17%左右；敏感个体的PCA可下降到很低，且不能恢复。结论 证实了以血凝反应法检测黄毛鼠对抗凝血剂抗药性的可

行性：杀鼠灵10 mg/kg为区分剂量单次灌胃处理4 d后，以PCA＝16.5（或 INR＝4.4）作为阈值来区分黄毛鼠抗药性与敏感

性个体，是准确、简便的抗药性判定方法。
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Abstract: Objective To investigate the feasibility of blood clotting response (BCR) test for determining the resistance to
anticoagulant rodenticide in Rattus losea. Methods Sensitive and resistant populations of R. losea were screened out by a single
gavage of warfarin at a discriminating dose of 10 mg/kg and lethal feeding period test. Plasma was collected from test rats at
different time points; the standard curve of BCR was established by measuring the percentage clotting activity (PCA) of plasma,
and the difference in PCA between resistant and sensitive individuals treated with a discriminating dose of warfarin was analyzed.
Results The standard curve of BCR in R. losea was established as follows: INR（y）＝34.984/x＋0.688（x＝PCA）（R2＝0.992）.
After the single gavage of warfarin at a discriminating dose of 10 mg/kg, the PCA of resistant individuals decreased, but it was
restored to 17% of normal level within 2-3 d; the PCA of sensitive individuals decreased dramatically and was not restored.
Conclusion This study confirms the feasibility of BCR test for determining the resistance to anticoagulant rodenticide in
R. losea. It is accurate and simple to differentiate resistant and sensitive individuals of R. losea by a single gavage of warfarin
(10 mg/kg) and using PCA＝16.5 (or INR＝4.4) as the threshold 4 d later.
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灵产生了大规模的抗性，部分地区抗性发生率甚至达

到36.67%［4-5］，抗药性已成为珠三角地区黄毛鼠防治中

的焦点问题。

抗药性监测是指导科学用药、开展鼠害防治的重

要环节，许多国家和地区都开展了抗药性检测方法的

探索。研究表明，鼠类抗药性相关基因 Rw/War、
VKORC等的表达，可引起其体内维生素K环氧化物还

原酶（VKOR）构象与活性改变，进而影响到抗凝血杀

鼠剂解毒剂底物——维生素K2的合成［6-7］。鼠类凝血

反应的改变，尤其是凝血酶活力的改变可能是鼠类抗

药性的指征之一。鉴于此，Prescott和 Buckle［8］、Gill
等［9］开始利用这一特性探索鼠类抗药性检测技术。现

以黄毛鼠为对象，通过研究杀鼠灵对黄毛鼠个体凝血

反应的影响，探讨应用凝血反应检测黄毛鼠对第一代

抗凝血杀鼠剂抗药性的可行性。

1 材料与方法

1.1 材料 凝血反应中所用各类药剂（包括参考血

浆、PT试剂等）均购自德国德高中国分公司广州代理

处；杀鼠灵原药标准品由农业部药物检定所提供（纯

度＞95%）；乙二醇聚乙烯（Polyethylene glycol，PEG
400），由Sigma公司购置；新鲜大米购自广东省农业科

学院水稻研究所。

1.2 试鼠 根据历史用药资料，选择报道杀鼠灵抗性

发生率较高的广东省江门市新会区捕获黄毛鼠供试。

1.3 方法

1.3.1 毒饵配制 按照OEPP/EPPO［10］推荐的方法，将

杀鼠灵用PEG 400作溶剂溶解成母液，以新鲜大米为

基饵配制0.002%的杀鼠灵毒饵，晾干备用；以PEG 400
为溶剂，配制0.03%的杀鼠灵母液，密封备用。

1.3.2 黄毛鼠敏感及抗药性种群的确定 将黄毛鼠单

笼（15 cm×25 cm×35 cm）饲养适应1周，选择成年、健

康、非孕和无外伤的个体，测量体重、鉴定性别后作为

试鼠。对试鼠以 10 mg/kg单次攻毒并采集血浆（方法

见1.3.3），对观察期内死亡的试鼠进行剖检，有明显出

血体征者判为杀鼠灵敏感鼠；对存活试鼠正常饲养

30 d后，以0.002%杀鼠灵毒饵连续无选择性饱和饲喂

攻毒 9 d，每天更换新毒饵并称量消耗量，之后改换无

毒饵料正常观察饲喂 21 d，观察期结束后存活且食毒

量≥10 mg/kg者为抗性个体，对死亡试鼠剖检，明显死

于抗凝血杀鼠剂中毒者为敏感个体（有出血体征）。

1.3.3 黄毛鼠凝血反应标准曲线的建立 按 1.3.2选

择试鼠，以乙醚轻度麻醉至针刺无反应，眼眶静脉丛取

静脉血0.5 ml并立即按9∶1比例加入含0.109 mol/L的

枸橼酸钠的塑料试管中，轻轻混匀后 2500 r/min离心

15 min（离心半径 13.5 cm），取血浆备用；对所得敏感

试鼠血浆用磷酸盐缓冲液（PBS pH 7.2）梯度稀释为

100%、50%、25%、18.75%和 12.50%计 5个浓度梯度，

用TECO 400型半自动凝血仪测定各浓度血浆凝血酶

原 时 间（PT）〔以 国 际 标 准 化 比 值（internation
normalized ratio，INR）报告〕［11］；凝血仪自动设定最大

PT测定值为300 s。以敏感个体的血浆稀释浓度与所

测得的国际标准化比值，分别作为纵、横坐标建立黄毛

鼠敏感种群的凝血反应标准曲线。其中以稀释浓度代

表凝血酶活度（percentage coagulation activity，PCA）。

用药后的 PCA参照此标准曲线换算。以无毒饵料和

未经采血的黄毛鼠为实验对照，重复4次。

1.3.4 杀鼠灵区分剂量对黄毛鼠 PCA 的影响 按

1.3.2选择试鼠，以 0.03%杀鼠灵抗性区分剂量单次攻

毒 10 mg/kg，随后间隔 24 h连续 5 d进行血浆采集（方

法见1.3.3），记录PCA变化，同时观察试鼠存活状况直

至停药后21 d。实验以无毒饲料为对照进行。

1.3.5 数据处理与分析 所取得数据差异有无统计学

意义、logistic曲线拟合等均在SPSS 11.5软件平台完成。

2 结 果

2.1 黄毛鼠敏感种群凝血反应标准曲线的建立 以

“单次抗性剂量攻毒观察期内死亡”及“累计摄药剂量

达到 10 mg/kg，且 21 d后存活”为标准从 54只试鼠中

筛选到抗性黄毛鼠个体19只（9♂，10♀），敏感个体35
只（19♂，16♀）。将敏感鼠个体随机分为 7组，每组 5
只，组内混匀血浆后测定PCA作定标曲线。实验过程

中所有无毒饲料对照组试鼠均正常摄食并存活良好，

无因取血发生个体死亡。

利用事先测得的凝血反应 INR与稀释倍数（代表

PCA）的关系，分析黄毛鼠敏感种群PCA与 INR之间的

关系。结果发现，相同稀释浓度下黄毛鼠雄性和雌性

血浆所测得的 INR差异均无统计学意义（χ2＝2.33，
df＝34）。将雌雄合并，得到敏感黄毛鼠正常 PT平均

为（8.88±0.57）（8.30～9.53）s，以 INR和对应的PCA分

别为纵、横坐标，得到黄毛鼠 PCA标准曲线。直线回

归分析结果显示，测得的 INR与相应的PCA的倒数呈

直线关系，回归曲线为：INR（y）＝34.984/x＋0.688（x＝
PCA）（R2＝0.992）（图1）。
2.2 区分剂量作用下黄毛鼠PT指标的变化情况 以

10 mg/kg标准对黄毛鼠个体单次灌胃处理，对观察期

后仍存活个体进行抗性检测法（LFP）复检，筛选出抗

性种群和敏感种群。分析结果显示，敏感与抗性黄毛

鼠血浆的PCA值均迅速下降，24 h后部分敏感试鼠的

血浆由于无法凝固，其 PCA值降至无穷小；抗性鼠也
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有 2只 PCA值降至无穷小，可测 PCA值平均为 2.44，
48 h后敏感个体开始死亡；72 h后敏感个体的PCA值

继续下降，敏感鼠规模性死亡，而抗性个体只有1只仍

在下降，其余个体PCA值开始回升，至96 h后，抗性个

体PCA平均值升至19.37（图2）。

从 INR指标看，抗性组试鼠在抗性区分剂量灌胃

后，鼠个体的 INR平均值在24 h后达到峰值，随后开始

下降，部分试鼠在48 h左右达到峰值，随后快速下降；

72 h后抗性试鼠 INR平均值最低降至 3.22，96 h后则

降至2.53，120 h后降至2.19（图3）。

综合上述结果分析可见，区分剂量处理4 d后，试

鼠的PCA基本能代表试鼠的存活状况，PCA＜16.5的
个体或者经两次筛选后全部死亡，证明为敏感鼠个体；

PCA≥16.5的鼠个体由 LFP检测后最终仍存活，被证

明为抗性鼠个体；从 INR指标看，区分剂量处理后，

INR值＞4.4的个体为敏感鼠，反之为抗性鼠。

3 讨 论

鼠类体内的凝血活动主要决定于维生素K依赖性

凝血因子的作用，抗凝血杀鼠剂的杀灭能力决定于这

些因子的敏感程度，敏感性下降将导致抗药性的产生，

而这些因子活性状况综合体现为凝血反应能力［12］。因

此，通过分析抗凝血杀鼠剂对抗性和敏感害鼠凝血能

力的影响情况，将有助于明确害鼠抗药性产生的内在

生理机制，探讨科学、合理的鼠害控制策略。

由于鼠类的生存适应性，有些鼠会在食毒期降低

取食量得以存活，这种存活个体显然食入药量不足，不

能按照抗性个体对待。根据历史实验数据并参考有关

资料［4，13］，本实验中采用 10 mg/kg作为抗药性区分剂

量。使用 10 mg/kg剂量标准的杀鼠灵处理后，敏感与

抗性黄毛鼠个体的凝血能力变化情况不同，具体表现

药物处理96 h后二者凝血反应能力的恢复状况不同，

抗性个体的凝血反应能力约恢复至自然种群的

16.5%，而敏感个体则不能。表明该区分剂量所获得

的黄毛鼠个体之间，在凝血反应能力上存在明显差异，

是本质不同的 2个个体群。因此，以此为标准进行抗

药性判定是可行的，如此则可省略20 d的无毒饲养观

察期，提高抗药性测定的效率，还可节省大量的人力和

物力，是可行的抗药性测定方法。

目前，有关血凝反应法在家栖鼠抗凝血杀鼠剂抗

性的研究相对较多［14］，研究结果表明，家栖鼠在区分剂

量单次处理 4 d后“PCA＝17（或 INR＝5.0）”可以作为

抗性判断标准。与本结果“PCA＝16.5（或 INR＝4.4）”

具有差异性，分析其原因可能为：①家栖鼠与农田害鼠

在鼠种上的差异；②本研究使用的区分剂量“10 mg/kg”
值高于家栖鼠中通常使用的“2倍或3倍LD50值”，使用

较高区分剂量后影响了试鼠相关凝血指标的恢复速

度；此外，本研究使用的 10 mg/kg的剂量单次处理后，

敏感个体已经基本死亡，如果从对检测结果的复检操

作以及检测人性化角度考虑，实际应用中可以降低区

分剂量，这些细节仍有待进一步研究。
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图1 黄毛鼠凝血反应标准曲线
Figure 1 Standard curve of BCR in R. losea

注：为做图方便，将无法凝固的血浆PT值均设定为300 s，对应PCA
值为0.66。

图2 抗性区分剂量下黄毛鼠个体PCA指标变化
Figure 2 Difference in PCA between R. losea individuals

treated with a discriminating dose of warfarin

注：为做图方便，将无法凝固的血浆PT值均设定为300 s，对应 INR
值为53.37。

图3 抗性区分剂量下黄毛鼠个体 INR指标变化
Figure 3 Difference in INR between R. losea individuals

treated with a discriminating dose of warfarin
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预期效果属于鼠类的行为抗性［10］，并非严格意义上的

抗性。尽管在第1次攻毒试验中黄毛鼠对第一代抗凝

血剂的抗性率超过80％，由于存活鼠对毒饵的拒食行

为明显，这些存活鼠是否具有真正意义上的抗性还有

待进一步调查。

3.3 害鼠行为抗性的防控对策 行为抗性的产生主

要是由于在同一区域反复使用同一种抗凝血剂进行灭

鼠，而在每次灭鼠过程中，毒饵的适口性差或毒饵不够

量致使部分害鼠仅食入亚致死量，导致残存鼠群产生

生理病态反应而拒食摄食过的毒饵［11-12］。本研究结果

表明攻毒次数越多，一种毒饵连续使用时间越长，产生

病态记忆的鼠群数量越大，害鼠甚至对基饵也产生病

态记忆而拒食。为防止行为抗性的产生，在实际灭鼠

活动中应尽量减少灭鼠次数，充分利用防治阈值指导

灭鼠工作。灭鼠时应按常规浓度配制毒饵并采用间歇

式饱和投放的方法进行，保证每次的灭鼠效果达到80%
以上，做到一役达标［13］。对已产生抗性的地区，必须更

换药物，可轮换使用同一代抗凝血剂中的不同药物，必

要时使用第二代抗凝血剂毒杀第一代抗性鼠，还可利

用抗凝血增效剂［14］和引诱剂［15］降低杀鼠剂的使用浓度，

提高毒饵的适口性和灭鼠效果，减轻行为抗性的产生。
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