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三聚氰胺对雄性小鼠睾丸生精细胞凋亡的影响
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［摘　要］目的：探讨三聚氰胺对雄性小鼠睾丸生精细胞凋亡的影响。方法：健康雄性昆明种小鼠５０只随机
均分为阴性对照组、实验组（三聚氰胺低、中、高剂量组）及阳性对照组，阴性对照组按０１ｍＬ／１０ｇ体质量灌胃
生理盐水，三聚氰胺低、中、高剂量组分别按４００、８００、１６００ｍｇ／ｋｇ，阳性对照组腹腔注射环磷酰胺４０ｍｇ／ｋｇ，各
剂量组按照体质量每天定时经口给药１次，连续５ｄ，于首次给药后的第３５天处死各组小鼠；睾丸病理切片 ＨＥ
染色，观察小鼠睾丸组织的病理学改变，流式细胞术检测小鼠睾丸生精细胞凋亡率，免疫组化法检查凋亡相关蛋

白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性表达情况。结果：三聚氰胺各剂量组睾丸形态结构随着染毒剂量的增加出现不
同程度的损伤，睾丸细胞凋亡率呈上升趋势，其中高剂量组与阴性对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
三聚氰胺低、中、高剂量组Ｂｃｌ２表达均呈下降趋势，与阴性对照组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；Ｂａｘ
各组表达呈上升趋势，三聚氰胺中剂量组、高剂量组 Ｂａｘ的表达与阴性对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；Ｃａｓｐａｓｅ３表达亦呈上升趋势，三聚氰胺中、高剂量组Ｃａｓｐａｓｅ３的表达与阴性对照组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。结论：三聚氰胺促进雄性小鼠睾丸生精细胞凋亡，其机制可能与下调抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达
和上调促凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达有关。
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　　随着全球工业化的迅速发展，人类生殖健康受
到的威胁日渐突出，男性精液质量下降十分显

著［１］。三聚氰胺作为一种不可缺少的工业化学

品，广泛地用于塑料、涂料、胶水、阻燃剂等行业，由

于其含氮量高，再加上现有凯氏定氮法检测蛋白质

含量的缺陷，许多不法分子便趁机将三聚氰胺添加

于食品中来提高食品的含氮量［２］，从而威胁人类

健康［３］。研究表明，三聚氰对宠物猫、狗及实验

兔、鼠、猪具有一定的急性皮肤毒性、吸入毒性、眼

睛刺激、肾脏毒性及肝脏毒性［４－９］；也有研究表明

三聚氰胺可降低雄性小鼠体液免疫功能［１０］，对雌

性大鼠具有卵巢毒性［１１］。关于三聚氰胺在生殖毒

性方面的研究报道甚少，本研究以健康雄性昆明种

小鼠为对象，用不同剂量的三聚氰胺通过灌胃对小

鼠进行染毒，检测小鼠睾丸组织的病理变化、睾丸

细胞凋亡百分率及凋亡相关蛋白 ｂｃｌ２、ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３的表达，初步探讨三聚氰胺对雄性小鼠
的生殖毒性。

１　材料与方法
１１　实验动物主要试剂和仪器
１．１．１　　实验动物　选择６～８周龄健康雄性昆
明种小鼠５０只，体质量２５～３０ｇ，购自于第三军医
大学大坪医院野战外科研究所医学实验动物中心，

许可证号ＳＣＸＫ（渝）２００１－０００５。
１１．２　主要试剂和仪器　三聚氰胺（Ｓｉｇｍａ公司，
美国），环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有限公司），

细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物发展有限公

司），流式细胞仪（美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｇｓｏｎ公司），
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ免疫组化试剂盒（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美
国），Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化试剂盒（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公
司，美国），免疫组化二抗、ＡＢ显色系统（武汉博士
德生物工程有限公司），显微照相系统（四川大学

Ｂｉｏｍｉａｓ图像分析软件）。

１２　实验方法
１２１　动物模型　将５０只雄性小鼠随机均分为
阴性对照组、实验组（三聚氰胺低、中、高剂量组）

及阳性对照组。阴性对照组按０１ｍＬ／１０ｇ体质量
灌胃生理盐水，实验组分别按４００、８００、１６００ｍｇ／ｋｇ
体质量灌胃三聚氰胺，阳性对照组按４０ｍｇ／ｋｇ体
质量腹腔注射环磷酰胺。各剂量组按照体重每天

定时给药１次，连续５ｄ。
１２２　标本采集　于第一次染毒结束后的第３５
天，颈椎脱臼处死小鼠，立即剪开腹腔取出两侧睾

丸，用生理盐水洗净睾丸上的血液，滤纸擦干，左侧

睾丸置于１０％ 中性甲醛中固定３ｄ后，常规取材、
脱水、石蜡包埋制成切片；右侧睾丸 －２０℃保存 ，
用于检测睾丸细胞凋亡。

１２３　ＨＥ染色　左侧睾丸组织切片采用与脱
水、透明相反的步骤脱蜡至水，苏木素溶液染色

１０ｍｉｎ，自来水冲洗 １０ｍｉｎ，１％盐酸酒精分色数
秒，再经伊红染色。切片经乙醇梯度脱水，二甲苯

透明后，中性树胶封片。光镜下观察小鼠睾丸组织

结构。

１２４　凋亡检测　细胞悬液的制备 取小鼠 右侧
睾丸组织，剔除表面结缔组织，消去被膜，加入适量

的ＰＢＳ，用眼科剪将睾丸剪碎，吸管吹打混匀，１００
目尼龙网过滤，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，组
织沉淀用ＰＢＳ洗２次，制成细胞悬液（浓度为１０５

～１０７／ｍｌ）。细胞悬液中加入５μＬ标记有异硫氰
酸荧光素（ＦＩＴＣ）的ＡｎｎｅｘｉｎＶ，再加入１０μＬ碘化
丙啶（ＰＩ），轻轻混匀、避光３０ｍｉｎ，流式细胞仪检
测，计算睾丸细胞凋亡率。

１２５　免疫组化　左侧睾丸组织切片采用 ＳＡＢＣ
法进行免疫组化染色，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色
法检验。光镜下，细胞浆或细胞膜呈棕黄色为阳性

表达。每张切片随机选取 ５个视野，测得 Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达的平均灰度值。
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１３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１７０统计软件对数据进行分析，实

验结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，统计学显著
性分析采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），组
间差异显著性采用单因素方差分析中的 ＬＳＤ方法
进行多重比较检验，所有测试的统计意义以概率水

平 （α＝００５）来判断，Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

２　结果
２１　睾丸组织学

显微镜下结果显示，阴性对照组小鼠睾丸组织

曲细精管完整、排列整齐，可见精原细胞和不同发

育阶段的精母细胞、精子细胞及成熟精子，各级细

胞排列紧密，层次分明（图１Ａ）。三聚氰胺各剂量
组睾丸形态结构随着染毒剂量的增加出现不同程

度的损伤：低剂量染毒组损伤较不明显，各级生精

细胞排列较有序，管腔中成熟精子数量减少（图

１Ｂ）；中剂量染毒组可见生精细胞层数减少，管腔
中精子数量减少（图１Ｃ）；高剂量染毒组生精细胞
排列紊乱、疏松，层数减少，管腔中精子数量减少

（图１Ｄ）；阳性对照组生精细胞层数减少，管腔中
精子数量减少（图１Ｅ）。

图１　各组小鼠睾丸组织结构变化情况（ＨＥ，×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２２　蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３表达
随着染毒剂量的增加，三聚氰胺低、中、高剂量

染毒组Ｂｃｌ２阳性表达较阴性对照组逐渐减少（灰
度值升高），差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；三聚氰
胺中、高剂量组 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３较阴性对照组其反
应随染毒剂量增加而增强（灰度值降低），差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），与阳性对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。应用 ＢｉｏＭｉａｓ图像分
析系统对各组实验结果进行检测。在４０倍物镜
下，每张切片随机选取５个视野（图２），测得 Ｂｃｌ
２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达的平均灰度值。见
表１。

注：箭头所示为阳性表达

图２　各组小鼠睾丸组织中ｂｃｌ２、ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３表达（ＳＡＢＣ，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２，ｂａｘａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅｔｅｓｔｉｓ
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表１　各组小鼠凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｅｓｔｉｓｉｎｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ

　组别
睾丸组织蛋白表达

Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３
阴性对照组 １２７８４±１２９５ 　 １３３０６±１１３６　 １４９７５±５３３　
阳性对照组 １５０９８±７８６（１）　 １０９５４±５６５（１） １２９７０±７２２（１）

三聚氰胺低剂量组 １３９０３±５０８（１）（２） １２９１７±９０８（２） １４５６５±５０６（２）

三聚氰胺中剂量组 １３９９０±５５６（１）（２） １１４４０±８５０（１） １３１２０±１４３８（１）

三聚氰胺高剂量组 １４１１５±９２３（１）（３） １１２１４±６２５（１） １３３４５±４２１（１）

（１）与阴性对照组比较，Ｐ＜００５；（２）（３）与阳性组比较，Ｐ＜００５

２３　睾丸细胞凋亡率
随着染毒剂量的增加，各实验组睾丸细胞凋亡

率呈上升趋势，其中三聚氰胺高剂量组（２３４０４±
３４８８）与阴性对照组（１６８７１±３６１０）比较，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５），三聚氰胺低、中剂量组
［（１８４４１±２８４１）、（１９４８６±３１３３）］与阴性
对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见
图３。

注：Ａ为阴性对照组，Ｂ为三聚氰胺低剂量组，Ｃ为三聚氰胺中剂量组，Ｄ为三聚氰胺高剂量组，Ｅ为阳性对照组

图３　各实验组睾丸细胞凋亡率
Ｆｉｇ．３　Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

检测化学品暴露对组织有无影响常采用的方

法是病理学检查［１２－１３］。本次实验中所采用的化学

暴露品是三聚氰胺，结果显示不同剂量的三聚氰胺

对各组小鼠的睾丸组织产生了不用程度的病理损

伤。其中，生理盐水（空白）对照组小鼠睾丸组织

管腔内可见到大量成熟的精子细胞，生精小管及生

精细胞排列规则、清晰；三聚氰胺低剂量组睾丸组

织无明显的病理学变化；三聚氰胺中剂量组可见到

睾丸组织管腔中生精细胞数量减少，层数减少，生

精小管排列紊乱；高剂量组小鼠睾丸组织已发生明

显萎缩。

细胞凋亡又称细胞程序性死亡（ＰＣＤ）。正常
的细胞凋亡过程对机体并无有害影响。但是外界

的有害物质可使机体启动异常的凋亡程序，对机体

产生不可逆的损伤。

虽然细胞凋亡是维持机体正常代谢所必须的，

但是生精细胞的凋亡发生明显增加则可能影响精

子的正常生成而引起不育［１４］，各种理化因素增加

睾丸生精细胞凋亡，常常引起睾丸组织发生损

伤［１５］。在本次研究中，各组小鼠暴露于不同剂量

的三聚氰胺后睾丸生精细胞均发生的不同程度的

凋亡，并且随着剂量的增加而增加。因此，本次研

究表明，三聚氰胺可能诱导雄性小鼠睾丸生精细胞

发生凋亡。

免疫组化结果表明，各剂量组小鼠睾丸组织促

凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达均增加，中、高剂量
组增加显著；而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达却明显降
低。因此，本次研究中，雄性小鼠睾丸组织生精细

胞的凋亡可能是抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达减少及
促凋亡蛋白Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达增加有关。

综上所述，三聚氰胺对雄性小鼠具有一定的生

殖毒性作用：睾丸组织结构发生病理损伤，管腔中

生精细胞凋亡率增加，抗凋亡蛋白及促凋亡蛋白表

达异常，从而可能进一步引起小鼠精液质量的下降

和精子数量的减少，对雄性小鼠具有一定的生殖毒

性作用。
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