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摘要：在实验条件下，将健康的性成熟雄性黑斑蛙暴露于０． １、０． ２、０． ４、０． ８和１． ６ ｍｇ·Ｌ － １ 的Ｐｂ２ ＋溶液中３０ ｄ，以Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶、Ｎａ ＋ Ｋ ＋ 
ＡＴＰ酶、Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶、β －葡萄糖醛酸苷酶（βＤＧ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和酸性磷酸酶（ＡＣＰ）活性为指标，进行了长期铅暴露对雄性黑斑
蛙生殖毒性的研究． 结果表明：随着铅染毒剂量的增加，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶活性被诱导，Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性被抑制，当
Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶的抑制程度超过Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶的代偿机制时，会抑制精子的发生，进而导致雄性生殖毒性；在１． ６
ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，ＡＣＰ酶被显著抑制，提示支持细胞受损，精子总数受到影响；在０． ４ ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，ＬＤＨ酶被显著抑制，提示生
精细胞受损，精子质量受到影响．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）
铅是环境中普遍存在的重金属元素之一，并且

广泛地应用于日常生活和工业生产中． 在这些应用
中，只有１ ／ ４的铅被重新回收利用，其余的铅则以各
种形式排放到环境中． 由于铅具有不可降解性，所以

很容易造成环境污染，在环境中以微量、痕量甚至超
痕量的形式持续存在，通过食物链对各营养级产生
影响和危害，甚至威胁着种群的生存和繁衍（Ｇａｒｃíａ
Ｇａｒｃíａ ｅｔ ａｌ．，２００６）． 虽然铅污染早已引起人们的注
意（Ｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ．，２００８），但低剂量铅（简称“低铅”）
的长期污染尚未得到充分重视，值得深入研究．
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两栖类动物是生态系统的重要组成部分． 近年
来，由于环境污染加剧，两栖类动物在全球范围内
出现了严重的衰退，甚至一些种群发生了灭绝
（Ａｌｆｏｒｄ ｅｔ ａｌ．，２００１；Ｈａｙｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１０；Ｋｉｅｓｅｃｋｅｒ
ｅｔ ａｌ．，２００１；Ｒｏｖｉｔｏ ｅｔ ａｌ．，２００９）． 作为生态系统
的重要组成部分，全球两栖类种群数量下降，将对
其他生物有机体产生重要影响（Ａｌｌｅｎｔｏｆｔ ｅｔ ａｌ．，
２０１０；Ｂｅｃｋｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００８）． 多数学者认为两栖动
物由于皮肤具有高渗透性、水陆两栖等特点，使得
污染物极易在其体内富集和放大，即两栖类特别是
蛙类可作为环境毒理学实验理想的模式动物
（Ｂｌａｕｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ．，２０１０；施蔡雷等，２０１０）． 因此，
无论是从两栖动物种群衰退的角度考虑，还是从蛙
类是理想的毒理学模式动物的角度考虑，均有必要
对低铅长期暴露对两栖动物的毒性进行研究．

综上，本文拟在前期对低铅长期暴露致黑斑蛙
精子毒性和性激素水平干扰研究的基础上，进一步
研究低剂量铅长期暴露对黑斑蛙精巢组织中Ｃａ２ ＋ 
ＡＴＰ酶、Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶、Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶、β葡
萄糖醛酸苷酶（βＤＧ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和酸性
磷酸酶（ＡＣＰ）等精巢标志酶活性的影响，以期明确
低剂量铅长期暴露对黑斑蛙生殖损伤的影响，深入
探讨两栖动物种群衰退的毒理学机制．
２　 材料和方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）
２． １　 实验试剂

Ｐｂ２ ＋溶液采用Ｐｂ（ＮＯ３）２配制，分析纯（上海华
东医药股份有限公司），用双蒸水配制成３００
ｍｇ·Ｌ － １母液，实验时稀释成所需各浓度．
２． ２　 供试动物

健康成年雄性黑斑蛙（Ｒａｎａ ｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔａ）捕
自杭州市郊，体长为（７． １９ ± ０． ３３）ｃｍ，体重为
（３６． ２９ ± ６． ６０）ｇ． 在室内盛有２ ～ ３ ｃｍ深曝气自
来水（曝气３ ｄ以上）的玻璃水族缸（实验前用１０％
的ＨＮＯ３浸泡）中暂养７ ｄ后，挑选健壮、规格整齐
的黑斑蛙进行实验．
２． ３　 实验方法
２． ３． １ 　 实验处理　 实验用黑斑蛙随机分成６组，
每组２０只． 根据９６ ｈ急性毒性实验，参考铅的国
家污水综合排放标准，将染毒组黑斑蛙分别暴露于
３ ｃｍ深的Ｐｂ２ ＋溶液中，浓度依次为０． １、０． ２、０． ４、
０． ８、１． ６ ｍｇ·Ｌ － １ （按Ｐｂ２ ＋计，用Ｐｂ（ＮＯ３）２配制），
对照组黑斑蛙暴露于３ ｃｍ深的清洁水溶液中，设３

个平行组． 实验容器为６０ ｃｍ × ４０ ｃｍ × ３５ ｃｍ（长
×宽×高）的玻璃水族箱，实验用水为曝气自来水，
实验时水温１８ ～ ２２ ℃，ｐＨ值为６． ５ ～ ７． ０，溶氧为
６ ～ ８ ｍｇ·Ｌ － １ ． 实验采用静态置换法，每天更换试验
溶液，每天喂食２次，暴露实验持续３０ ｄ． 驯养期间
及实验过程中黑斑蛙基本没有出现死亡情况． 驯养
结束黑斑蛙的体重变化不大，为（３５． ８８ ± ６ ９４）ｇ．
２． ３． ２　 样品处理　 染毒结束后，用双毁髓法处死
黑斑蛙，取出精巢，去除粘连物，清洗，滤纸吸干，
称重． ４ ℃下按１ ｇ精巢加９ ｍＬ预冷生理盐水的比
例加入生理盐水，在冰盘上用玻璃匀浆器进行匀
浆． 于４ ℃、４０００ ｒ·ｍｉｎ － １下离心１０ ｍｉｎ，取上清液
保存于－ ２０ ℃冰箱中，备用．
２． ４　 酶活性测定

蛋白质含量的测定采用考马司亮兰比色法，
Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶、Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶和Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶
采用无机磷法进行测定，酸性磷酸酶（Ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ，ＡＣＰ）采用４氨基安替吡啉法测定，乳
酸脱氢酶（Ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）采用２，４
二硝基苯肼法测定，β葡萄糖醛酸苷酶（β
ｇｌｕｃｏｒｏｎｉｄａｓｅ，βＤＧ）采用游离酚酞法测定． 试剂盒
均购自南京建成生物工程有限公司，详细操作参照
文献（贾秀英等，２００７）．各酶活单位以Ｕ·ｍｇ － １（以
ｐｒｏｔ计）表示．
２． ５　 数据处理

实验所得数据以平均值±标准误来表示，数据
分析采用ＳＰＳＳ １１． ５ 统计软件包中的方差分析
（ＡＮＯＶＡ）及Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析． ｐ ＜ ０． ０５表示差异
显著，ｐ ＜ ０． ０１表示差异极显著．
３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３． １　 铅对精巢ＡＴＰ酶活性的影响
图１显示的是不同浓度铅对黑斑蛙精巢组织

ＡＴＰ酶活性的影响． 由图１ａ和１ｂ可知，随着铅染
毒剂量的增加，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶活
性均呈先上升后下降的趋势，且在０． ２ ～ ０． ８
ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ
酶活性均极显著高于对照组（ｐ ＜ ０． ０１）；但在１． ６
ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶活性回落至对照
组水平（ｐ ＞ ０． ０５）． 由图１ｃ可知，随着染毒剂量的
增加，Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性呈直线下降趋势，且
在０． １ ～ １． ６ ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶
活性极显著低于对照组（ｐ ＜ ０． ０１）． 此外，由图１ｃ还
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可知，铅染毒剂量与精巢Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性之间 具有显著的剂量效应关系（ｒ ＝ － ０． ９０１，ｐ ＜ ０ ０１）．

图１　 铅对黑斑蛙精巢ＡＴＰ酶活性的影响（ａ． Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶，ｂ． Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶，ｃ． Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶；ｎ ＝ １０；与对照组比较 ｐ ＜
０ ０５， ｐ ＜ ０． ０１，下同）

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｅａｄ ｏｎ ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ Ｒａｎａ ｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔａ（ａ． Ｃａ２ ＋ ＡＴＰａｓｅ，ｂ． Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰａｓｅ，ｃ． Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ 
ＡＴＰａｓｅ；ｎ ＝ １０； ｐ ＜ ０． ０５， ｐ ＜ ０． ０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ）

３． ２　 铅对精巢标志酶活性的影响
图２为不同浓度铅对黑斑蛙精巢其他标志酶活

性的影响． 由图２可见，βＤＧ酶活性在０． ２ ～ ０． ８
ｍｇ·Ｌ － １染毒组时，极显著低于对照组（ｐ ＜ ０ ． ０１），

图２　 铅对黑斑蛙精巢中标志酶活性的影响（ａ． βＤＧ酶，ｂ． ＬＤＨ酶，ｃ． ＡＣＰ酶）
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｅａｄ ｏｎ ｍａｒｋｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ Ｒａｎａ ｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔａ（ａ． βＤＧ，ｂ． ＬＤＨ，ｃ． ＡＣＰ）
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在１． ６ ｍｇ·Ｌ － １染毒组回升至对照组水平（ｐ ＞
０ ０５）． ＬＤＨ酶活性在０． ４ ｍｇ·Ｌ － １染毒组极显著高
于对照组（ｐ ＜ ０． ０１）；随着铅浓度的增加，ＬＤＨ酶
活性开始回落，亦在１． ６ ｍｇ·Ｌ － １染毒组回落至对照
组水平（ｐ ＞ ０． ０５）． ＡＣＰ酶活性只在１． ６ ｍｇ·Ｌ － １染
毒组显著低于对照组（ｐ ＜ ０． ０５），其余各染毒组与
对照组比较差异不明显（ｐ ＞ ０． ０５）． 对比各标志酶
活性的变化，引起βＤＧ酶活性变化的铅浓度小于
引起ＬＤＨ酶活性变化的铅浓度，而后者小于引起
ＡＣＰ酶活性变化的铅浓度．
４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

铅到达精巢组织后，必须跨越细胞膜进入细胞
内，细胞膜是铅在精巢组织内产生毒性效应的第一
道屏障． ＡＴＰ酶是细胞膜上一些微小的蛋白质孔
道，它能让特定的离子通过，对维持渗透压、调节
ｐＨ、产生膜电位、细胞内外信号转导等具有重要意
义． 研究发现，在精巢组织中，ＡＴＰ酶还对精子发
生、精子活力具有重要影响（Ａｃｅｖｅｄｏ ｅｔ ａｌ．，２００６）．
Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶可将胞浆内Ｃａ２ ＋泵出细胞外或泵入内
质网，是胞浆Ｃａ２ ＋流出的主要通道． Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ
酶能将细胞内的Ｎａ ＋泵出细胞外，同时将细胞外的
Ｋ ＋泵入细胞内，维持细胞稳态． Ｙüｃｅｂｉｌｇｉ （２００３）
报道人血液中的Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶活
性均可被铅所抑制；Ｓａｔｙａｖａｔｈｉ等（２０００）研究也发
现，铅可抑制印度对虾后期幼体内Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶
活性；ＭａｃＤｏｎａｌｄ等（１９８６）研究则表明，在低铅暴
露中，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶活性无显著变化． 本研究结果发
现，在铅染毒下精巢Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ
酶活性均随着铅浓度的升高呈现先上升后下降的
趋势，但Ｐｂ２ ＋大于０． ２ ｍｇ·Ｌ － １处理组中的酶活性
均显著高于对照组，即铅对黑斑蛙精巢Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ
酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶活性具有诱导作用，可以将细
胞内过量的Ｃａ２ ＋泵出细胞，以维持细胞内的钙稳
态． 但本研究同时发现，Ｐｂ２ ＋能抑制黑斑蛙精巢中
Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性，这与Ａｂａｍ等（２００８）和
ＱｕｉｎｔａｎａｒＥｓｃｏｒｚａ等（２００７）研究结果基本一致．
Ｐｂ２ ＋抑制Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性，使胞内Ｃａ２ ＋浓
度升高，Ｍｇ２ ＋浓度降低． 据Ａｌａｖｉ和Ｃｏｓｓｏｎ（２００６）
报道，Ｃａ２ ＋过高可以拮抗Ｋ ＋在精子发生中的积极
作用；Ｍａｓｕｉ等（２００５）则指出Ｍｇ２ ＋是生精过程中很
多酶所必需的金属离子．说明Ｐｂ２ ＋主要通过抑制
Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性，破坏细胞内外各离子平

衡，影响生精过程中其他酶活性． 此外，贾秀英等
（２００９）报道当Ｐｂ２ ＋为１． ６ ｍｇ·Ｌ － １时，精子总数显
著低于对照组；而当Ｐｂ２ ＋为０． １ ～ ０． ８ ｍｇ·Ｌ － １时，
精子总数与对照组无显著性差异． 说明Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ 
ＡＴＰ酶对铅污染较为敏感，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ 
Ｋ ＋ ＡＴＰ酶具有一定抵抗铅污染的能力，当Ｃａ２ ＋ 
ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ 酶的代偿作用弱于铅对
Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶的抑制时，则抑制精子的发生，
导致雄性生殖毒性．

精子发生是一个多时相的复杂过程，与精巢中
多种酶的活性存在着重要关系． βＤＧ酶参与各种
葡萄糖苷酸的水解，还可与其他酶共同参与细胞器
的降解与更新（Ｖａｒｎａｇｙ ｅｔ ａｌ．，２００２）；ＬＤＨ酶是生
精细胞糖代谢产生能量的主要酶（Ｂｏｕｓｓｏｕａｒ ｅｔ ａｌ．，
２００４；Ｂｕｔｔｓ ｅｔ ａｌ．，２０１０）；ＡＣＰ酶则主要分布于精
巢支持细胞内，可作为衡量是否出现生精障碍的指
标（徐莉春等，２０００；Ｐｅｓｃｈ ｅｔ ａｌ．，２００６）． 本研究
结果显示，在０． ２ ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，βＤＧ酶即
极显著高于对照组，说明仅０． ２ ｍｇ·Ｌ － １铅长期暴露
即可对精巢组织内的细胞结构产生影响． 在本实验
染毒剂量条件下，黑斑蛙精巢中ＬＤＨ酶，随着铅染
毒剂量的增加，其活性被显著诱导，这可能是因为
有氧氧化提供的能量减少，导致糖酵解代偿性能量
供应提高引起的，说明大于０． ４ ｍｇ·Ｌ － １铅长期暴露
可干扰生精细胞的能量代谢，进而影响生精细胞的
发育． 同时，在１． ６ ｍｇ·Ｌ － １ Ｐｂ２ ＋处理下，ＡＣＰ酶活
性显著被抑制，表明随着染毒剂量的增加，铅长期
暴露亦可对支持细胞产生损伤． 对比各标志酶活性
的变化，引起βＤＧ 酶活性变化的铅浓度（０． ２
ｍｇ·Ｌ － １） ＜引起ＬＤＨ酶活性变化的铅浓度（０． ４
ｍｇ·Ｌ － １） ＜引起ＡＣＰ酶活性变化的铅浓度（１． ６
ｍｇ·Ｌ － １），提示精巢组织其他细胞对铅的敏感性强
于生精细胞强于支持细胞． 此外，贾秀英等（２００９）
报道当Ｐｂ２ ＋为１． ６ ｍｇ·Ｌ － １时，精子总数显著低于
对照组；而当Ｐｂ２ ＋大于０． ４ ｍｇ·Ｌ － １时，精子畸形率
显著高于对照组． 说明ＡＣＰ酶活性下降是由于支
持细胞活性衰弱引起的，可作为精子总数下降的重
要指征；ＬＤＨ酶活性升高是生精细胞能量代谢衰
弱、精子畸形的重要表征．

综上所述，重金属铅可对精巢组织中其他细
胞、生精细胞和支持细胞产生影响，同时可以干扰
细胞膜结构上的主要离子通道活性，破坏细胞内外
的离子平衡，进而抑制精子的发生，导致雄性生殖
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毒性． 由此说明，铅对细胞结构的影响，特别是对
细胞膜上离子通道的影响是铅致两栖动物雄性生
殖毒性的途径之一．
５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）黑斑蛙在低剂量铅溶液（０． １ ～ １． ６ ｍｇ·Ｌ － １）
中染毒３０ ｄ，Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ Ｋ ＋ ＡＴＰ酶活性
被诱导，Ｃａ２ ＋ Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶活性被抑制，当Ｃａ２ ＋ 
Ｍｇ２ ＋ ＡＴＰ酶的抑制程度超过Ｃａ２ ＋ ＡＴＰ酶和Ｎａ ＋ 
Ｋ ＋ ＡＴＰ酶的代偿机制时，细胞膜内外离子平衡被
打破，精子发生被抑制，致使显现雄性生殖毒性．

２）黑斑蛙在低剂量铅溶液（０． １ ～ １． ６ ｍｇ·Ｌ － １）
中染毒３０ ｄ，引起βＤＧ酶活性变化的铅浓度（０． ２
ｍｇ·Ｌ － １） ＜ 引起ＬＤＨ酶活性变化的铅浓度（０． ４
ｍｇ·Ｌ － １） ＜ 引起ＡＣＰ酶活性变化的铅浓度（１． ６
ｍｇ·Ｌ － １），提示精巢组织其他细胞对铅的敏感性强
于生精细胞强于支持细胞，即精子畸形率的提高早
于精子总数下降的发生．
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