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双色荧光原位杂交检测丙烯腈接触男工精子性染色体数目畸变①
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摘要 　本研究用荧光原位杂交技术 ( FISH)对 9 名丙烯腈接触男工和 9 名健康者精子性染色体数目畸变率进行了检测 ,结果

显示 ,精子性染色体杂交点荧光信号强 ,背景清楚 ,在镜下容易观察 ;接触组和对照组杂交效率均大于 99 %。9 名对照者 X 和

Y精子分别为 4911 %和 4916 % ,X、Y精子比例接近于 1∶1。对照人群精子性染色体数目畸变率与其它试验室检出结果基本

一致。接触组和对照组分别共计数了 91015 和 74679 个精子细胞核 ,两组精子性染色体数目畸变率分别为 0. 70 %和 0. 35 % ,

有显著性差异 ;其中接触组 XX、YY、XY分别为 0. 10 %、0. 23 %、0. 37 % ,明显高于对照组的 0. 05 %、0110 %和 0120 % ,表明使

用荧光原位杂交技术 ( FISH)能检出接触丙烯腈引起的精子性染色体数目畸变。
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STUDY ON NUMERICAL CHROMOSOME ABERRATION IN HUMAN SPERM

CELLS ON ACRYLONITRIL E2EXPOSED WORKERS USING TWO2COLOR

FL UORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

常分离的风险 (5) 。

C - 有丝分裂分析是检测化合物是否对染色体

分离具有某种影响从而导致染色体异常分离 ,形成非

整倍体的初筛技术 (11) 。本研究以 C - 有丝分裂分析

初步探讨乙酰胆碱及其受体拮抗剂于染色体的正常

分离是否具有直接的调节作用 ,结果初步证明 ,阿托

品具有秋水仙素样的 C - 有丝分裂效应 ,提示乙酰胆

碱毒蕈碱型受体既可能通过其功能途径 ,对微丝功能

产生影响而调节细胞质裂 ,也可能通过同一途径 ,对

某种有丝分裂器的功能施加影响而调节染色体分离。
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Abstract 　In this study , Fluorescence in situ hybridization ( FISH) was used to investigate rates of sex chromo2
some aneuploidy in spermatozoa among 9 acrylonit rile2exposed workers and 9 healthy sperm donors. 74679

sperm nuclei were counted among 9 healthy sperm donors , and 91015 sperm nuclei among 9 acrylonit rile2ex2
posed workers. The average frequency of total chromosome numerical abnormalities was 0. 70 % in exposure

group , and 0. 35 % in the control. XY2bearing sperm was the most common sex chromosome disomy , with an

average rate of 0. 37 % in exposure group , and 0. 20 % in the control. XX2and YY2bearing sperm accounted for

an additional 0. 10 % and 0. 23 % in exposure group , and 0. 05 % and 0. 10 % in the control. Significantly in2
creased frequencies of total sex chromosome disomy , and XX2 , YY2and XY2bearing sperm were observed among

acrylonit rile2exposed workers , as compared with healthy sperm donors. This study demonstrated that sperm

FISH was a useful biomarker to detect and compare numerical chromosome aberration in human sperm cells for

heritable risk assessment of acrylonit rile.
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　　丙烯腈 (Acrylonit rile) 是工业有机合成的重要单

体 ,广泛应用于腈纶纤维、丁腈橡胶、ABS 工业塑料

及某些合成树脂的制造。大量动物实验和人群流行

病学调查表明 ,丙烯腈对试验动物和人均有致癌作

用 (1 ,2) 。常规的遗传毒性实验结果表明 ,丙烯腈对体

细胞仅表现较弱的致突变作用 (12) 。丙烯腈有明显的

生殖和胚胎毒作用 ,引起生殖器官和生殖细胞的损害

及自然流产、死胎死产和新生儿先天性畸形危险度明

显增加 (3 - 6 ,21) 。然而 ,由于长期以来缺少快速和有

效的检测人类生殖细胞染色体畸变的实验方法 ,对有

关丙烯腈是否引起人类生殖细胞染色体结构和数目

畸变却了解不多。

近年来 ,分子生物学技术取得重大突破 ,荧光原

位杂交 ( Fluorescence in situ hybridization , FISH) 技

术就是其中之一 ,并已应用于不育症患者和染色体相

互易位携带者精子染色体非整倍体的检测 (14 ,15) ,也

用于评价肿瘤化疗和吸烟、饮酒以及饮用咖啡等对精

子染色体非整倍体的影响 (16 ,19) 。本次研究用双色

FISH 方法对某腈纶厂 9 名丙烯腈接触男工精子性染

色体数目畸变进行了检测 ,为探讨应用这一最新技术

研究外来化学物接触男工生殖和遗传毒作用提供依

据。

材料与方法

1 　研究对象 　实验组 9 例 ,某腈纶厂生产丙烯腈男

工 ,丙烯腈接触时间均为 218 年 ,各采样点各时点 (每

月定时定点检测一次)丙烯腈空气浓度均低于国家车

间空气卫生标准 (2mg/ m3 ) 。年龄范围 25 - 35 岁。

对照组 9 例 ,无丙烯腈接触史 ,年龄范围 24 - 35 岁。

所有研究对象在近一年内无放射线和可疑药物接触

史。

2 　试剂 　生物素标记α卫星 x 染色体特异 DNA 探

针 (DXZ1) 、地高辛标记α卫星 Y 染色体特异 DNA

探针 (D YZ3) ,Oncor 公司产品。二硫苏糖醇 (D TT) ,

Promega 公司产品。二碘水杨酸锂 (L IS) 、鼠抗地高

辛抗体 (Mouse anti2Digoxigenin) 、荧光素兔抗鼠抗体

(Rabbit antimouse2FITC) 、荧光素羊抗兔抗体 ( G oat

anti2Rabbit2FITC) 、联咪二苯吲哚 (DAPI) , Sigma 公

司产品。Cy32链亲和素 ( Cy32st reptavidin) , Amer2
sham公司产品。生物素化羊抗链亲和素抗体 (Bi2
otinylated goat anti2st reptavidin) , Vector 公司产品。

3 　仪器 　Nikon AFX2IIA 型荧光显微镜 ,由日本

Nikon 公司生产。DAPI/ FIITC/ TEXAS RED 三波

段滤色块由美国 Chroma 定制。

4 　精液标本的采集 　采用手淫法。采集前禁欲 3 -

5d ,采集后盛于无菌容器内 ,室温下液化后分装 , -

20 ℃保存。

5 　精子间期核双色荧光原位杂交试验 　根据我室建

立的双色荧光原位杂交方法 ,具体操作步骤如下 :冷

冻精液室温液化后用 0. 01mol Tris20. 09 %Nacl 洗涤

三次 ,调节精子密度至 6 ×106/ ml ,涂片 ,室温下老化

至少 48h 后分别用 10mmol D TT 浸泡 30mins ,

—861—



10mmol L IS 和 1mmol D TT 浸泡 30mins 至 3h ,待精

子头部涨大约 1. 5 倍时 ,用 2 ×SSC 冲洗晾干 ,依次

用 70 % , 80 % , 100 %的无水乙醇脱水各 2mins。取

X、Y探针各 0. 5μl 加于 10μl 杂交混合液 (含 55 %的

甲酰胺、10 %的硫酸葡聚糖和 0. 5μg/ ml 的鲑鱼精子

的 DNA)于 71 ℃水浴中变性 5 mins ,取出迅速置冰浴

中 ;另将精子标本玻片 37 ℃的 2 ×SSC 中浸泡 30

mins ,置 70 %甲酰胺中 71 ℃变性 215min ,取出迅速

依次浸入 70 %、80 %、100 %的冰乙醇各 2min ,晾干 ,

每片加含探针的杂交液 4μl ,封片 ,置 37 ℃培养箱内

16 - 24h ;依次在下列溶液中冲洗 : 50 %甲酰胺 45 ℃

浸洗 2 次 ,每次 7. 5mins ,2 ×SCC37 ℃浸洗 2 次 ,每次

4mins ,磷酸缓冲洗液 ( PBD) 中浸洗 10mins ,加 015 %

阻断液 5μl ,37 ℃10mins ,PBD 洗 2 次 ,每次 3mins ,依

次分别加下列检测液 : 1、Cy3 - 链亲和素 (10μg/ ml)

与鼠抗地高辛抗体 (1∶200) 混合液 ,2、生物素化羊抗

链亲和素抗 (10μg/ ml) 与荧光素兔抗鼠抗体 (1∶200)

混合液各 5μl , 每次加入检测液后立即置 37 ℃

30mins ,PBD 洗 3 次 ,每次 3mins ,加 DAPI ( 0. 5μg/

ml) 5μl 复染 , 37 ℃水浴 10mins , PBD 洗 3 次 ,每次

3mins ,加抗褪色液 8μl 后封片。

6 　镜检和计数 　在配置 DAPI/ FITC/ TEXAS RED

三色滤色块的荧光显微镜油镜下选择边缘完整清晰 ,

无重叠 ,荧光信号强的精子核计数。每个样本计数约

10 000 个精子。分别记录 X - 、Y - 、XX - 、YY - 、

XY - 精子以及无杂交信号和三个以上杂交信号精子

数目。

7 　统计分析 　所有数据用 SPSS FOR WINDOWS

软件包处理 ,接触组和对照组精子染色体畸变率的比

较采用 U 检验。

结 　果

1 　杂交效率 :对 9 名健康者和 9 名丙烯腈接触男工

精子性染色体进行的检测结果显示 ,精子性染色体杂

交点荧光信号强 ,背景清楚 ,在镜下容易观察 (见图

1) ;接触组和对照组杂交效率均为 9911 %(见表 1) 。

112 　X、Y精子比例 :丙烯腈接触组共计数 91015 个

精子 ,其中 X 和 Y 精子分别为 4817 %和 4916 % ;对

照组共计数 74679 个精子 ,其中 X 和 Y 精子分别为

4911 %和 4916 % ;接触组和对照组 X 与 Y精子比例

均接近于 1∶1 ,无明显差异 (见表 1)

图 1 　荧光原位杂交检测的精子性染色体。红点 ( →所指者)为 X染色体 ,绿点为 Y染色体 ,两点线点 ( →→所指者)为 YY染色体。
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Table 1 　comparlson of hybridigation eff iciency and

sex ratio between acrylonitriteexposed workers and

controls
Group

　

No. of

Cells

No. of

Signals

Hybridization

Efficlency %

X( %)

　

Y( %)
X∶Y

exposure

control

91015

74679

90222

74034

99. 1

99. 1

44337 (48. 7)

36687 (49. 1)

45152 (49. 6)

37000 (49. 6)

0. 98

0. 99

2 　性染色体数目畸变率 　表 2 和表 3 分别为健康者

和接触丙烯腈男工受检精子细胞中 XX、YY 和 XY

精子数及各受试者精子性染色体数目畸变率。结果

显示 ,接触丙烯腈男工精子性染色体数目畸变率为

0. 70 % ,明显高于对照组 0. 35 %。接触组 XX、YY和

XY精子百分率分别为 0. 10 %、0. 23 %和 0. 37 % ,明

显高于对照组的 0. 05 %、0. 10 %和 0. 20 %。

Table 2 　Frequencies of sex chromosome numerical

aberration for each individual in healthy sperm donors

Subject Cell
Nullisomy

( %)

rates of disomy

XX( %) YY( %) XY( %) Total ( %)

3

6

7

8

9

10

11

12

13

Total

10121

10374

8754

9791

9983

5906

8790

4028

6932

74679

56 (0155)

56 (0155)

45 (0151)

169 (1173)

39 (0139)

43 (1157)

43 (0149)

44 (1109)

99 (1143)

595 (0170)

3 (0103)

5 (0105)

4 (0105)

6 (0106)

3 (0103)

5 (0105)

2 (0102)

2 (0105)

6 (0109)

36 (0105)

13 (0113)

9 (0109)

10 (0111)

8 (0108)

9 (0109)

11 (0119)

3 (0113)

4 (0110)

10 (0114)

77 (0110)

34 (0134)

18 (0118)

20 (0123)

19 (0119)

23 (0123)

9 (0115)

7 (0108)

7 (0117)

10 (0114)

147 (0120)

50 (0149)

32 (0131)

34 (0139)

33 (0134)

35 (0135)

25 (0140)

12 (0114)

13 (0132)

26 (0138)

260 (0135)

Table 3 　Frequencies of sex chromosome numerical

aberration for each individual in acrylonitrile2exposed

workers

Subject Cell
Nullisomy

( %)

Rates of disomy

XX( %) YY( %) XY( %) Total ( %)

1

2

3

4

5

6

7

8

10

Total

8908

10467

10366

10406

9929

9795

10453

10337

10354

91015

76 (1198)

61 (0158)

58 (0156)

133 (1128)

64 (0164)

182 (1186)

64 (0161)

89 (0186)

66 (0164)

793 (0187)

7 (0108)

13 (0112)

7 (0107)

15 (01140

9 (0109)

9 (0109)

8 (01080

9 (0109)

9 (0109)

86 (0110)

18 (0120)

30 (0129)

17 (0116)

29 (0128)

25 (0125)

21 (0121)

19 (0118)

30 (0129)

24 (0123)

213 (0123)

45 (0151)

28 (0127)

28 (0127)

26 (0125)

40 (0140)

27 (0128)

32 (0131)

60 (0158)

48 (0146)

334 (0137)

70 (0179)

71 (0168)

52 (0150)

70 (0167)

74 (0174)

57 (0158)

59 (0157)

99 (0196)

81 (0178)

633 (0170)

讨 　论

本次研究使用双色 FISH 技术对 9 名丙烯腈接

触男工精子性染色体数目畸变率进行了检测 ,结果表

明 :丙烯腈接触男工精子性染色体数目畸变率为 0.

70 % ,明显高于对照组的 0135 % ; XX、YY 和 XY 二

体率分别为 0110 %、0123 %和 0137 % ,明显高于对照

组的 0105 %、0110 %和 0120 % ,表明丙烯腈可能是生

殖细胞性染色体非整倍体突变剂 ,这与 Osgood 等对

黑腹果蝇的研究结果一致 (22) 。

生殖细胞非整倍体突变是不育、自然流产、死胎

死产、胎儿先天性畸形、智力发育障碍和人类遗传病

的主要原因。据报道 ,有 013 %的新生儿为染色体三

体畸形 ,其中 50 %为性染色体三体畸形。而死胎和

自然流产胚胎中非整倍体发生率分别为 413 %和

35 % ,是正常新生儿的 10 倍和 100 倍 (7) 。无论活胎、

死胎或自然流产胚胎的三体或缺体均由于父亲或母

亲生殖细胞非整倍体畸变所致 ,常染色体三体或缺体

主要来源于母亲卵子的非整倍体畸变 ,而性染色体三

体或缺体则主要来源于父亲精子的非整倍体畸变 ,人

类 44 %的 47XXY、100 %47XYY和 80 %的 45X 是由

于父亲精子性染色体非整倍体畸变所致 (8 ,9) 。

过去研究人精子染色体畸变的常规方法为人精

子/ 金黄地鼠卵融合试验 (10) ,但这一方法技术要求

高、费时且工作量大 ,难以普遍采用。FISH 技术的最

大优点是可以用于测定间期细胞染色体数目畸变 ,对

于一些体外不能分裂的细胞如成熟人精子细胞尤为

合适。一些试验室通过对健康者的研究表明 ,用

FISH 技术检测的精子性染色体数目畸变率与用人精

子/ 金黄地鼠卵融合实验结果基本一致 ,并且实验结

果有很好的重要性 (23 - 25) ;此外 , FISH 可快速检测大

量精子 ,能准确地检测每个人的精子非整倍体发生

率 ,并可通过增加检测精子数量检验接触组和对照组

之间精子非整倍体畸变率很轻微的差异。FISH 技术

还可用于检测精液异常、少精和畸形精子患者的染色

体非整倍体畸变 (26 ,27) ,由于环境或职业接触外来化

学物常引起少精或精子畸形 ,因此这一技术尤其适合

用于职业接触男工的生殖和遗传毒作用研究。

用本室建立的双色 FISH 方法 ,对 9 名健康者和

9 名丙烯腈接触男工精子性染色体进行的检测结果

显示 ,精子性染色体杂交点荧光信号强 ,背景清楚 ,在

镜下容易观察 ;接触组和对照组杂交效率均大于

99 % ;9 名对照者 X 和 Y 精子分别为 4911 %和

4916 % ,X、Y精子比例接近于 1∶1 ,检出的精子性染
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色体数目畸变率与其它试验室比较 ,在正常变动范围

内 (11 ,13 ,18 ,19 ,20 ,23) ,表明这一技术用于检测精子染色

体数目畸变实验结果是稳定和可靠的。

本文存在的明显缺陷是 :首先 ,仅对丙烯腈接触

男工 X、Y二条性染色体进行了检测 ,而没有检测常

染色体。其次 ,仅对丙烯腈接触男工精子染色体数目

畸变进行了检测 ,而没有检测结构畸变。此外 ,用二

色 FISH 检测精子性染色体数目畸变不能区分二体

和二倍体以及研究对象太少 ,这些均有待以后的研究

中逐步改进和不断积累。
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