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  摘要: 按毒理学方法给小鼠灌喂不同剂量喹乙醇,采用原位末端标记法检测该药物饲料添加剂对生精细胞凋亡

作用的影响。结果表明:各试验组小鼠生精细胞凋亡指数较正常组和阴性对照组均有所增加, 在不同时间, 高剂量组

均表现差异显著( p< 0. 05)或极显著( p< 0. 01) ,且连续给药 8 d 和 12 d时, 喹乙醇各试验组呈现出明显的剂量- 效应

关系,说明喹乙醇可以诱导小鼠睾丸生精细胞发生凋亡。
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Abstract:Based on the mice fed different dosages olaquindox according to method of toxicology, effect of this med-i

cated premix on apoptosis of spermatogenic cell was detected using method of end mark in situ. The results showed that

there was a rising in index of spermatogenic cell apoptosis from all experimental groups compared with normal group and

negative control group, and a significant difference from high dosages( p< 0. 05 or p< 0. 01) in different time, at the same

t ime, there was an obvious correlation between dosage and effect of olaquindox at 8 d and 12 d. These results indicated

that olaquindox could induce apoptosis of testicle spermatogenic cell in mouse.
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  细胞凋亡, 亦称为细胞程序性死亡,它是细胞衰

老、死亡的一种主动过程,以 DNA降解为特征, 细胞

周围无炎症反应。现已证实, 细胞凋亡是生殖调节

的重要机制之一,一方面可能是遗传稳定祛除异常

生精细胞的一种方式[ 1] ; 另一方面,或许是生精细胞

分化所必需的。许多学者认为,睾丸生精能力的丧

失也与细胞凋亡有关
[ 2]
。

喹乙醇在畜牧业生产中一直作为药物饲料添加

剂在广泛使用, 它的多种毒性报道较多。但关于喹

乙醇对细胞凋亡作用的影响, 在国内外文献中报道

较少, 从生殖细胞凋亡的手段检测药物添加剂对生

殖细胞的影响, 属于毒理学中一个较新的领域,本研

究主要是采用原位末端标记法探讨喹乙醇对雄性小

鼠生殖细胞凋亡作用的影响。

1  材料和方法

1. 1  试验动物

选取 7~ 12周龄雄性健康昆明小鼠 36只,体重

25~ 30 g。购自辽宁中医药大学。动物状态良好,

皮毛光泽,进食与活动正常。

1. 2  药品及试剂

喹乙醇(纯度 98. 5%, 批号 040217,购自上海嘉

辰化工有限公司) ; 2%吐温-80,甲醛,乙醇, 二甲苯,

石蜡等均为实验室常规试剂。

1. 3  动物分组及给药方法

将 36只雄性昆明小鼠随机分成 6组, 喹乙醇分
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为80 mg/ kg ( 1/ 30 LD50) , 120 mg/ kg( 1/ 20 LD50) , 240

mg/ kg( 1/ 10 LD50) , 480 mg/ kg( 1/ 5 LD50) 4个剂量组,

用2%吐温-80配成混悬液灌胃; 阴性对照组(即溶

剂组)用 2%吐温-80灌胃;同时设一个正常对照组。

小鼠饲养 7 d后开始灌胃给药,每日 1次,分别于给

药4, 8, 12 d采取颈椎脱臼处死小鼠取睾丸组织。

1. 4  TUNEL法检测生精细胞凋亡

采用武汉博士德生物工程有限公司细胞凋亡检

测试剂盒。

1. 4. 1  样品处理  载玻片预先用多聚赖氨酸进行处

理;小鼠睾丸组织用10%中性缓冲福尔马林固定4 h以

上,石蜡包埋。切片常规脱蜡入水(脱蜡务必干净)。

1. 4. 2  操作步骤  切片置于用蒸馏水新鲜配置的
3% H202中, 室温下10 min灭活内源性酶后, 用蒸馏

水洗 2 min @ 3次; 滴加 0101 mol/L TBS 1B200新鲜

稀释 Proteinase K 37 e 消化 15 min, 0101 mol/ L TBS

洗2 min @ 3次; 滴加标记缓冲液( Labeling Buffer) 20

LL/片,以保持切片湿润。按每张切片取 TdT 和

DIG-d-UTP各 1 LL,加入18 LL 标记缓冲液中,混匀。

甩去切片多余液体后加标记液 20 LL/片。置样品于

湿盒中, 37 e 标记 2 h; 0101 mol/L TBS 洗 2 min @ 3

次;加封闭液 50 LL/片,室温下封闭 30 min, 甩掉封

闭液,不洗;用抗体稀释液 1B100稀释生物素化抗地
高辛抗体(取 1 mL抗体稀释液加生物素化抗地高辛

抗体 10 LL) ,混匀后 50 LL/片加至标本片上, 置样品

于湿盒中, 37 e 反应30 min, 0101 mol/ L TBS 洗 2 min

@ 3次;用抗体稀释液 1B100稀释 SABC(取 1 mL 抗

体稀释液加SABC 10LL) ,混匀后按50 LL/片加至切

片上。湿盒中 37 e 反应30 min, 0101 mol/ L TBS 洗 5

min @ 4 次; DAB 显色, 取 1 mL 蒸馏水, 分别加入

DAB试剂盒中A, B, C试剂各一滴,混匀后加至标本

片上, 室温下显色 10~ 30 min。蒸馏水洗涤终止显

色;苏木素轻度复染。0101 mol/ L TBS 洗, 蒸馏水

洗。脱水,透明,封片。

1. 4. 3  光镜下观察结果  细胞核着色呈棕黄色为

阳性。每张切片任取 20个视野,计数总生精细胞中

凋亡细胞数, 计算出阳性细胞率, 作为生精细胞凋亡

指数(Apoptotic index, AI)。

1. 5  数据统计分析

本试验的数据采用 SPSS12. 0统计软件中单因

子方差分析进行统计分析, 用 LSD进行多重比较,

文中所有试验数据均用平均值 ? 标准误表示。

2  结果与分析

镜下曲精小管中阳性细胞核被染成棕黄色,典型

的凋亡细胞表现为染色质凝集,边集化,呈新月状聚

集于核膜下方。正常饲养组的小鼠睾丸生精细胞中

就可以找到DBA显色阳性细胞,即凋亡细胞,只是数

量较少;阴性对照组小鼠在数量上与正常组差异不显

著( p> 0. 05)。各用药组小鼠生精细胞凋亡指数均有

所增加, 其中饲养 4 d时, 喹乙醇达到或超过 1/ 20

LD50,各组升高显著( p< 0105)饲养 8 d时测得喹乙醇

1/ 30 LD50组和 1/ 20 LD50组升高显著 ( p< 0. 05) , 而

1/ 10 LD50组和 1/ 5 LD50组升高极显著( p< 0. 01) ;饲养

12 d时测得喹乙醇1/ 5 LD50组较正常组和阴性组生精

细胞凋亡指数升高显著( p< 0. 05) , 而 1/ 10 LD50组较

正常组显著( p< 0. 05) ,见表1。表明喹乙醇可以诱导

小鼠睾丸生精细胞发生凋亡。
表 1 睾丸生精细胞凋亡指数

Tab. 1 The index of apoptosis of testicle spermatogenic cell %

组别 Groups 4 d 8 d 12 d

正常组Normal group 0. 08 ? 0. 044 0. 12 ? 0. 04 0. 07? 0. 17

阴性组Negative group 0. 10 ? 0. 03 0. 10 ? 0. 03 0. 11? 0. 05

1/ 30 LD50 0. 18 ? 0. 03 0. 28 ? 0. 08ab 0. 15? 0. 03

1/ 20 LD50 0. 33 ? 0. 1ab 0. 31 ? 0. 2ab 0. 20? 0. 07

1/ 10 LD50 0. 26 ? 0. 05ab 0. 39 ? 0. 09A 0. 28? 0. 08a

1/ 5 LD50 0. 28 ? 0. 07ab 0. 40 ? 0. 08A 0. 30? 0. 07ab

 注: a 表示与正常组比较差异显著, p< 0105; b表示与阴性组比较差异显著, p< 0105;A 表示与正常组和阴性组比较差异极显著, p< 0101。
 Note: a stands for signif icant difference compared with normal group, p< 0105; b standing for significant difference compared with negat ive group, p< 0105; A
standing for highly significant difference compared with normal group and negative group, p< 0101.

  各级生精细胞在各试验组阳性定位表现不同,

见图 1至图 6。正常组和阴性组主要以精原细胞为

主,其次是初级精母细胞,而在间质细胞中未见阳性

细胞。1/ 30 LD50组凋亡阳性细胞主要定位于精原细

胞和初级精母细胞, 以精原细胞最多。1/ 20 LD50组

凋亡阳性主要定位于精原细胞、初级精母细胞和次

级精母细胞, 同样以精原细胞最多。1/ 10 LD50组凋

亡阳性细胞主要定位于精原细胞、初级精母细胞,以

初级精母细胞为最多,精子细胞核外围有较多淡棕

色着色环。而 1/ 5 LD50组凋亡阳性细胞定位于各级
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生精细胞, 许多精子细胞核外围也有较多淡棕色着

色环。

图 1  正常组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 1 Apoptosis picture of 8 d spermatogenic cell from

normal group( @ 400)

图 2  阴性组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 2 Apoptosis picture of 8 d spermatogenic cell

from negative group( @ 400)

图 3 1/ 30 LD50组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 3  Apoptosis picture of 8 d spermatogenic

cell from 1/ 30 LD50 group( @ 400)

图 4 1/ 20 LD50组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 4  Apoptosis picture of 8 d spermatogenic cell

from 1/ 20 LD50 group( @ 400)

图 5 1/ 10 LD50组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 5  Apoptosis picture of 8 d spermatogenic cell

from 1/ 10 LD50 group( @ 400)

图 6  1/ 5 LD50组 8 d生精细胞凋亡图( @ 400)

Fig. 6  Apoptosis picture of 8 d spermatogenic cell

from 1/ 5 LD50 group( @ 400)

3  讨论

睾丸生殖细胞( Germ cells, GC) 的增殖分化, 即

精子的形成可分为三个阶段: 首先是精原细胞增殖

阶段,通过精原细胞的分裂和分化产生初级精母细

胞; 其次是精母细胞成熟分裂时期,初级精母细胞和

次级精母细胞的两次成熟分裂, 即初级精母细胞经

一次 DNA复制而进行了 2次细胞分裂, 染色体减少

一半;最后是精子形成阶段,圆形精子细胞变形成为

蝌蚪状精子。在此期间,由于生殖细胞的退化或凋亡

而丢失的精子数占精子生成总量的 20%~ 75% [ 3, 4] ,

睾丸就是通过精原细胞不断地分裂、分化,同时过量

的生精细胞又不断地凋亡, 调节精子发生。据报

道
[ 5, 6]

,精原细胞和精母细胞是睾丸中发生凋亡的主

要细胞,这与本试验的结果相一致。但当生精细胞凋

亡过量时也会引起睾丸生精能力的丧失。

生精细胞凋亡除了由自身因素自发产生外, 也

可以由外部因素产生,如环境中的有害因素亦可诱

发细胞凋亡, 目前已发现某些物理因素(辐射、高温

等)、激素及生长因子、病毒感染、毒素、免疫细胞、射

线、高温和化学药物等都可诱导细胞凋亡[ 7]。喹乙

醇是以邻硝基苯胺为原料合成的饲料药物添加剂,

属于一种化学合成物质, 具有中等程度的毒性和诱

变毒性[ 8- 12]。汪开毓等[ 13- 15]用喹乙醇对鲤鱼进行

染毒, 采用电子显微镜观察法、原位末端标记法

1期 尹荣焕等: 喹乙醇诱导小鼠睾丸生精细胞凋亡作用研究 143  



(TUNEL 法)和流式细胞术对鲤经喹乙醇染毒后的

肝细胞进行了细胞凋亡的检测,结果显示,肝细胞呈

现细胞凋亡的形态学特征; 而原位末端标记法检测

出现阳性细胞和流式细胞仪检测出现细胞凋亡峰,

表明喹乙醇可诱导鲤肝细胞凋亡,且其凋亡率随染

毒时间的延长而升高。

细胞调亡可以采用电泳法、流式细胞仪等检测

方法[ 16] ,本试验采用 TUNEL 法定量检测生精细胞

凋亡。本试验结果表明, 随着喹乙醇剂量的增加, 凋

亡指数有上升的趋势。各试验组小鼠生精细胞凋亡

指数较正常组和阴性对照组均有所增加, 饲养 8 d

和12 d时,喹乙醇各试验组生精细胞凋亡指数有明

显的剂量- 效应关系。但试验在不同时间测得的生

精细胞凋亡指数并没有随着灌胃时间的延长而相应

增加, 即未呈现明显的时间- 效应关系。分析其原

因可能有 3种:其一是喹乙醇对生精细胞凋亡的促

进作用不会随着时间的延长而增强; 其二由于睾丸

组织损伤严重, 随着损伤的加重, 生精细胞大量死

亡,细胞数量明显减少而导致凋亡率下降;其三就是

由于溶剂的影响,或在本试验条件下喹乙醇没有显

示出时间- 效应,其时间- 效应关系还有待于进一

步核实。

喹乙醇在体内残留后可能会通过诱导睾丸生精

细胞凋亡, 使精子生成数量减少, 而影响动物、甚至

人的生殖功能。
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