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【摘要】背景与目的：探讨邻苯二甲酸二丁酯 , H9T?T]<I^5 G>I>858I4 ! _-‘0 和苯并 L 8 M 芘 L ]4?=D ,8 0 G^E4?4 ! -8‘M 单独或联合染毒对大鼠

睾丸支持细胞波形蛋白和!T 微管蛋白表达的影响。 材料与方法：分离纯化大鼠睾丸支持细胞，以 %、%’、%’’"A N 75 _-‘ 和 ’B %、%、

%’"A N 75 -8‘ 单独或依次联合染毒 %$、$O、O( > 后，用免疫荧光方法检测细胞中波形蛋白和!T 微管蛋白的表达。 结果：与 _a1Y 组

比较，染毒 $O > 后，%’"A N75 _-‘ 与 %"A N75 -8‘ 均可诱导波形蛋白表达水平下降 , A b ’B ’#0，%’’"A N75 _-‘ 组和 %’"A N75 -8‘ 组

的波形蛋白下降更为显著 , A b ’B ’%0，%’’"A N75 _-‘ c %’"A N75 -8‘ 联合染毒组波形蛋白的表达显著降低 , A b ’B ’%0。染毒 O( > 后，

_-‘ 和 -8‘ 单独染毒中、高剂量组波形蛋白的表达显著降低 ,分别为 A b ’B ’# 和 A b ’B ’%0；联合染毒各组的波形蛋白表达与 _a1Y 组

相比均显著减少 , A b ’B ’# 或 A b ’B ’%0，但与 _-‘ 和 -8‘ 各对应剂量单独作用组并无显著差异 , A d ’B ’#0。染毒 $O > 后，%’"A N 75
-8‘ 组!T 微管蛋白表达明显增加 , A b ’B ’#0；O( > 后，%’’"A N 75 _-‘ 组!T 微管蛋白表达显著上升 , A b ’B ’#0，-8‘ 各组!T 微管蛋白

表达均显著增加。 结论：一定剂量的 _-‘ 和 N或 -8‘ 可诱导大鼠支持细胞内波形蛋白表达降低，微管蛋白表达增加，二者联合作用呈

现拮抗效应。

【关键词】邻苯二甲酸二丁酯；苯并 +,-芘；睾丸支持细胞；波形蛋白；!.微管蛋白
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邻苯二甲酸酯类和多环芳烃类是目前水环境污染

最为广泛的两类有机污染物，它们的代表物分别为邻苯

二甲酸二丁酯 . /0121345%( 6757$($58 ! 9:;< 和苯并 = $ > 芘

= 382?’.$ < 6%@828 ! :$;> =+ >。由于水中有机物以混合的形

式进入人体，研究其联合作用显得尤为重要。9:; 具有

明显的雄性生殖毒性，可致雄性啮齿类动物睾丸萎缩、

重量减轻、睾丸标志酶活性下降、精母细胞和精子细胞

丧失、曲细精管变性萎缩等 =* A- >；:$; 可改变曲细精管形

态，减少生精细胞和精子数量以及诱发间质细胞肿

瘤 =B AC >；但是目前二者联合作用的生殖毒性尚未见报

道。我们采用 9:; 和 :$; 单独和联合染毒原代大鼠睾

丸支持细胞，观察二者对支持细胞中波形蛋白和!1 微

管蛋白表达的影响，为在细胞水平探讨二者的联合作用

提供实验依据。

! 材料与方法

!" ! 实验动物与主要试剂

+D E *+ 日龄雄性 F9 大鼠 .睾丸未下降至阴囊 <，由

第三军医大学实验动物中心提供。9#G# H I+* 培养基

.J03K’ :LM，爱尔兰 <，& 型胶原酶、胰蛋白酶 . F0NO$ 试

剂公司，美国 <，胎牛血清 .杭州四季青生物工程材料有

限公司 <，山羊抗 P0O82502 和大鼠抗!15434(02 .F$25$ Q@4?
生物技术公司，美国 <，IRSQ 标记抗山羊 RNJ 和 SLRSQ 标

记抗鼠 RNJ.北京中杉金桥生物有限公司 <。
!" # 支持细胞的分离、纯化与培养

根据 T4 =U >的方法改进并按以下步骤进行。颈椎脱

臼法处死大鼠，消毒腹部皮肤后无菌取睾丸，剥开睾丸

被膜，挤出睾丸实质，小心剔除血管，用眼科剪将组织剪

成 + E * OO- 碎块。加入 V) *CW胰蛋白酶，于 -U X，CW
QY* 培养箱中消化 *V E ZV O02，加入含有小牛血清的培

养液终止消化，离心 . DVV @ H O02 [ - O02< * 次去除胰酶；

再用 V) VCW& 型胶原酶于 -U X，CW QY* 培养箱中消

化 -V E ZV O02，终止消化后 +VV 目细胞筛过滤，离心

. DVV @ H O02 [ - O02< 洗涤去除胶原酶。加入培养液

.9G#G H I+*、M1 谷胺酰胺 - ON H O(、*VW胎牛血清、青霉

素 +VV \ H O(、链霉素 +VV \ H O( < 制成单细胞悬液，苔盼

兰染色，计数。将细胞稀释成 - [ +VC E -) C [ +VC 个 HO( 的

细胞悬液，接种于培养瓶中，-C X、CW QY* 培养箱中培

养，BD 7 后加入少量 *V OO’( H M S@0]1̂ Q( .6^ U) B< 处理

生精细胞，继续培养备用，隔日换液 + 次。第 B / 用

V) *CW 胰 蛋 白 酶 A V) V*WG9S_ 溶 液 消 化 后 制 成

+ [ +VC H O( 的细胞悬液，种植于已预置好小盖玻片的 *B
孔培养板中。将培养板移入细胞培养箱，置于 CW QY*、

-C X及完全饱和湿度条件下培养，待细胞融合至 CVW

时染毒，染毒剂量及分组见表 +。

!" $ 波形蛋白和!% 微管蛋白的免疫荧光检测

按不同分组的各时间点染毒完毕后，取出玻片，用

预冷 . B X <的 V) V+ O’( H M 的 ;:F 漂洗 * 次，用冷丙

酮固定 *V O02 后自然干燥。加入羊抗 P0O82502.稀释度

为 + ‘ +VV <或鼠抗!15434(02 .稀释度为 + ‘ CV <，B X孵

育过夜后在 -U X下继续孵育 *V O02；;:F 清洗 C O02 [
- 次；加入 IRSQ 标记抗山羊 RNJ.稀释度为 + ‘ CV< 或

SLRSQ 标记抗大鼠 RNJ. 稀释度为 + ‘ CV< -U X孵育

ZV O02，;:F 清洗 C O02 [ - 次，9_;R 染色 C O02 后 ;:F
清洗 C O02 [ - 次 . P0O82502 检测时 <，CW缓冲甘油封片，

荧光显微镜或激光共聚焦显微镜下观察，照相记录。

!" & 荧光显微镜观察与图像分析

在显微镜下以随机选取 C 个视野拍照，各组采用相

同曝光时间，用图像处理系统测量荧光强度，以灰度级

表示，灰度级分为 *CZ 个灰度层次，细胞的积分灰度级

代数和除以分析区域面积，得到平均灰度级。

!" ’ 统计学分析

采用 F;FF+*) V a’@ b02/’b] 统计软件包进行统计学

分析，数据用 &’ c ( 表示，组间比较采用 ) 检验和 * 检

验。以!d V) VC 为检验水准。

# 结 果

#" ! 支持细胞波形蛋白的表达

结果见表 +。染毒 +* 7 后各组细胞内波形蛋白的表

达无显著变化。与 9#FY 组比较，染毒 *B 7 后，+V"N HO(
9:; 与 + "N H O( :$; 可 诱 导 波 形 蛋 白 表 达 下 降

. + e V) VC<，+VV "N H O( 9:; 组和 +V"N H O( :$; 组的

波形蛋白下降更为显著 . + e V) V+<，而 +"N H O( 9:;
组与 V) +"N H O( :$; 组的表达与对照组间差异无统计

学意义 . + f V) VC<。联合染毒 *B 7 后，仅在 +VV"N H O(
9:; g +V"N HO( :$; 组波形蛋白的表达显著降低。染毒

BD 7 后，9:; 和 :$; 单独染毒组的变化趋势与 *B 7 相

同，其中、高剂量组显著低于对照组 .分别为 + e V) VC
和 + e V) V+<；联合染毒各组的波形蛋白表达与 9#FY
组相比均显著减少 . + e V) VC 或 + e V) V+<，但与 9:; 和

:$; 各对应剂量单独作用组间的差异无统计学意义。

从形态学上观察，波形蛋白表达在细胞质，由核周

的细胞质呈辐射状向四周胞膜伸展 !直到细胞膜。9#FY
组细胞中波形蛋白多而长，而且分布均匀，整个细胞的

胞质内分布着辐射状或网状的波形蛋白。而染毒后出现

波形蛋白形状变化，细胞从多边形收缩，有的成索状，有

的成圆形，细胞间的空隙明显增大 .图 +<。
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%$ 3 $4 3 45 3

678

7/8

678 9 7/8

:);<()2
6=>?

%!0 @A2
%B!0 @A2
%BB!0 @A2
BC %!0 @A2
%!0 @A2
%B!0 @A2
%!0 @A2 678 9 BC %!0 @A2 7/8
%B!0 @A2 678 9 %!0 @A2 7/8
%BB!0 @A2 678 9 %B!0 @A2 7/8

D#C $4$ E #C B$#
DFC &%G E 4C &#F
#5C $$G E FC D$#
#FC DG% E %BC #D5
#4C #D$ E 4C D$#
D$C FF4 E 5C &%#
#DC #&F E DC #54
#DC 4%4 E 5C $##
FBC DFB E #C $&4
D#C G$G E 5C $%#
DBC $#B E 4C $&#

D#C #$# E DC %#F
D5C 5&G E FC 54%
#BC DBB E &C #4G
45C 5$G E DC #BG!

4$C 5GF E FC $&D!!

#&C G#F E DC DBB
4GC B## E %BC DFF!

44C BBF E %BC $4%!!

D%C D%$ E #C D$G
#$C %4D E %$C G4B
4#C %&$ E 4C $55!!

F&C D#5 E &C #GF
FDC $DB E #C FFG
D&C G#5 E DC 44D
#BC D#% E 5C G5$!

4$C %G% E #C D%5!!

DBC 5DF E 4C $%B
#FC &&$ E FC 5G#!

4%C %FB E 5C %#B!!

#DC FB% E DC G4$!

#FC &#D E GC 4$&!

4$C D5# E #C D$G!!

表 + ,-.和-/.单独及联合染毒大鼠睾丸支持细胞波形蛋白的表达 0 ! 1 23 "# 4 $ 5
’/678 + ’98 8::8;<= >: ,-.3 -/. /?@ ,-. A -/. >? BCD8?<C? C? E/< =8E<>7C ;877= 0! 1 23 "# 4 $ 5

:)A+/(.H IJ<3 6=>? 0()*+ ! !& K BC B#；!!& K BC B%C

’()*+
,-.(/0. 0(/1 2.-.2

%$ 3 $4 3 45 3
:);<()2
6=>?

%!0 @A2
%B!0 @A2
%BB!0 @A2
BC %!0 @A2
%!0 @A2
%B!0 @A2
%!0 @A2 678 9 BC %!0 @A2 7/8
%B!0 @A2 678 9 %!0 @A2 7/8
%BB!0 @A2 678 9 %B!0 @A2 7/8

&$C $%5 E $C F4$
$FC F%G E &C #D%
&%C B%B E %C #4D
&BC 5GF E DC &D5
&$C $#& E 4C FD#
&4C 5B& E &C %G5
&$C F&$ E $C %DG
$$C 5%5 E &C GDF
$FC &55 E &C &4&
$DC GG# E #C #G5
&%C #F% E #C %F%

&&C $%# E &C $4$
$GC %#B E 4C &D%$
$FC B%% E $C %4D
$GC 5GF E #C BD5
&$C $#4 E 4C GD#
&$C DB& E $C $G5
&&C F&$ E %C GDG
&5C 5%5 E $C 5DF!

$5C &G5 E 4C &4&
&BC GD# E &C DG5
&%C #F% E #C B%%

$$C BG% E $C %%%
%5C DGB E 4C B5$
$#C 44# E &C D$4
$DC 4&G E $C #$$
$5C %G4 E 4C BFF!

$5C DGD E %C GG&!

$5C #$$ E DC $#G!

$GC D5% E $C &D%!!

$%C G4& E &C GF%
$%C FB% E $C #GF
$#C B55 E &C %5#

表 F ,-.和-/.单独及联合染毒大鼠睾丸支持细胞!G微管蛋白的表达 0 ! 1 23 "# 4 $ 5
’/678 F ’98 8::8;<= >: ,-.3 -/. /?@ ,-. A -/. >? BCD8?<C? C? E/< =8E<>7C ;877= 0 ! 1 23 "# 4 $ 5

:)A+/(.H IJ<3 6=>? 0()*+ ! !& K BC B#；!!& K BC B%C

678

7/8

678 9 7/8

图 + ,-. 和 -/. 染毒大鼠睾丸支持细胞 HI 9 后波蛋白的表达 0激光共聚焦观察 5 J"K ,)L& 组；-K +M "N OD7 -/. 组；J!K +MM "N OD7 ,-. 组；,K
+MM "N OD7 ,-. A +M "N OD7 -/. 组
PCNQE8 + ’98 8RSE8==C>? >: BCD8?<C? C? L8E<>7C ;877 >: E/< /:<8E 8RS>=QE8 <> ,-.，-/. /?@ ,-. A -/. <E8/<D8?< :>E HI 9 0T/=8E L;/??C?N !>?:>;/7
)C;E>=;>S85 J "K ,)L& NE>QS；-K +M "N OD7 -/. NE>QS；!K +MM "N OD7 ,-. NE>QS；,K +MM "N OD7 ,-. A +M "N OD7 -/. NE>QS

!" ! 支持细胞 !# 微管蛋白的表达

见表 $。染毒 %$ 3 后各组细胞内的"L 微管蛋白的

表达与 6=>? 组相比均无显著改变；染毒 $4 3 后，7/8
%B !0 @ A2 剂 量 组"L 微 管 蛋 白 表 达 开 始 明 显 增 加

M & K BC B#N，其余各组与对照组间差异无统计学意义

M & O BC B#N；随着染毒时间延长到 45 3，678 %BB!0 @ A2

剂 量 组 的"L 微 管 蛋 白 表 达 显 著 上 升 M & K BC B#N，
%B!0 @ A2 和 %!0 @ A2 剂量组与对照组间差异仍无统计

学意义 M & O BC B#N，而 7/8 BC %!0 @ A2 和 %!0 @ A2 剂量

组的表达较 6=>? 组增加 M & K BC B#N，其 %B!0 @A2 组的

增加更显著 M & K BC B%N。联合染毒各组的"L 微管蛋白

水平与对照组间差异无统计学意义。

$ 讨 论

支持细胞与生精细胞间具有特殊的胞间联系，波形

蛋白和微管蛋白在维持支持细胞的细胞骨架、支持细胞

与生精细胞的黏附以及二者间的信号传递等方面起着

重要作用，因此，任何影响波形蛋白和微管蛋白的表达、

结构及降解的因素都必将影响支持细胞的功能，进而干

扰精子的发生和成熟 P5 QG R。支持细胞是某些环境睾丸毒

! " # $

论 著



!"#!$%&!"#"$%$ !’(#"’&!"#"$%$ " )*’"!"#"$%$

!
"

#
$%

&’( ) *+ ,’ ) -论 著
癌变 畸变 突变

物作用的原始和直接靶点，在一些化学毒物及物理因素

对雄性生殖产生毒性作用时，支持细胞由于结构的破坏

而致使生精细胞脱落 .+/ 0++ 1。

本研究结果显示 234 和 3$4 均可使支持细胞波形

蛋白表达减少，而且呈剂量依赖性。5(6%768’9$ 等 .+* 1发

现孕鼠在妊娠期间染毒 :// 7; < =>;·?@ 234 后可导致

子代雄性大鼠睾丸支持细胞内波形蛋白减少或消失，从

而导致生精细胞凋亡增加。另一种邻苯二甲酸酯的代谢

产物———*A 乙基己基邻苯二甲酸单酯 =#BC4@ 也具有同

样的毒作用 .D 1，我们的实验结果与此相一致。目前尚未

见到 3$4 对波形蛋白影响的报道。234 和 3$4 联合作用

后波形蛋白表达减少的趋势与单独染毒一致，与对照组

间差异具有统计学意义，但是联合组与 234 和 3$4 各

对应剂量单独作用组并无显著差异。波形蛋白不仅在表

达量上有变化，而且形态也有变化。234、3$4 和联合染

毒各高剂量组染毒 *E F 与 ED F 后细胞内波形蛋白明

显缩短，变成索状或者小圆形，支持细胞形态的改变可

能使支持细胞与生精细胞的连接出现中断，嵌在支持细

胞周边的生精细胞将受到影响，从而干扰生精过程。

3$4 染毒 *E F 和 ED F 后可使支持细胞中!A 微管蛋

白的表达增加，而且呈剂量依赖性。234 在染毒 ED F 后

高剂量组 = +//"; < 7(@ 可显著增加!A 微管蛋白的表达

= & G /) /:@。但是联合染毒各组各时点与 2#HI 组相比

均无显著变化。以上结果说明 234 和 3$4 均可以干扰支

持细胞的微管蛋白的表达，3$4 的干扰强度大于 234，但

是联合染毒后该干扰作用消失，提示二者具有拮抗效

应。睾丸中的微管蛋白主要在支持细胞胞浆中表达，在

保持生精细胞的稳定以及生精细胞与支持细胞的连接

中发挥重要作用，同时在精子发生与精子成熟释放中也

有一定的作用。3’6>6(F6J?6 .K 1证实用环境毒物 *! :A 己二

酮可以通过干扰支持细胞的微管蛋白而诱导睾丸损伤，

造成生精上皮的结构模糊和生精细胞死亡。H$7JL .: 1报道

多环芳烃中的荧蒽使支持细胞!A 微管蛋白变长，从而

引起支持细胞凋亡。虽然234 染毒整体动物后未见到睾

丸微管蛋白的显著改变，但是在体外培养的 &MK 细胞中

有不同程度的改变 .+- 1，我们的结果与此相一致。

由于有机污染物以混合的形式进入人体，研究有机

物混合后的生物效应更能反映其对生物体的实际作用，

我们的研究发现作为污染最为广泛的邻苯二甲酸酯类

和多环芳烃类代表的 234 和 3$4 联合染毒支持细胞后

对波形蛋白和!A 微管蛋白表达的影响均呈现拮抗效

应，这为评价水中有机污染物的危害提供了新的思路。

但是本室前期研究表明，二者联合作用在高剂量下可协

同抑制睾丸支持细胞的增殖 .+ 1，这提示 234 和 3$4 联合

染毒后的毒性作用是一个综合复杂的过程，其机制尚待

深入研究。
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