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苯并 ( a)芘对雄性小鼠生殖细胞毒性作用
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摘 要: 目的 研究不同剂量苯并 ( a)芘对小鼠睾丸细胞酶活性、精子畸变率及生殖细胞 DNA损伤影响。方法

采用分光光度法测定小鼠睾丸细胞乳酸脱氢酶 ( LDH )、葡萄糖 - 6-磷酸脱氢酶 ( G 6 PD )和山梨醇脱氢酶 ( SDH )

活性; 利用单细胞凝胶电泳检测苯并 ( a)芘对生殖细胞 DNA作用; 采用精子畸变和微核试验方法检测精子畸变率和

精细胞微核率。结果 随着染毒剂量增加, LDH 活性逐渐降低, 20 mg / kg苯并 ( a)芘组与阴性对照组比较差异有统计

学意义 (P < 0 05); 不同剂量苯并 ( a)芘均可造成小鼠生殖细胞 DNA损伤, 5, 10, 20 mg / kg的损伤率分别为 44% , 79%

和 88% , 与阴性对照组比较差异有统计学意义 (P < 0 05),精子畸变率和精细胞微核率分别为 1 10% , 2 24% , 3 64%

和 11 00% , 14 40% , 17 40% ;与阴性对照组比较差异有统计学意义 (P < 0 05)。结论 一定剂量条件下, 苯并 ( a)芘

能够影响小鼠睾丸细胞酶活性,导致小鼠生殖细胞 DNA损伤, 并在一定剂量范围内对雄性小鼠的生殖细胞产生毒作

用。
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Effec t ofB ( a)P on germ ce lls ofm alem ice JIN M ing hua, L IU X iao m e ,i HAO M in, e t a.l Schoo l o f PublicH ea lth, Jilin

Univer sity (Changchun 130021, C hina )

Abstract: Objective To study d ifferen t concentra te ions o f B ( a ) P on enzym e activ itiy, spe rm abno rm a lity rate, and

DNA dam age ra te o f m ouse germ ce lls. M ethods Lac tate dehydro genase ( LDH ), g luco se 6 pho spha te dehydro gena se

( G 6 PD ), so rb ito l dehydrogenase ( SDH ) w e re m easured w ith spec tropho tom e try; DNA dam age w as detected w ith sing le

ce ll g el e lec tropho resis( SCGE), and spe rm abno rm a lity rate and spe rm ce lls m icronucleus rate w ere de term ined w ith sperm

aberra tion te st and m icronuc leus tes,t re spectiv e ly. R esults B ( a) P a ffected activ ities o f LDH, SDH, G 6 PD in m ouse tes

ticular ce lls. The ac tiv ities o f LDH in te sticular ce lls decreased w ith the increasing o f B ( a) P expo sure do se, and sign ifican t

defference w as obse rv ed betw een 20 m g /kg g roup and the nega tive contro l g roup(P < 0 05) . DNA dam age w as ob se rv ed in

every expo sure group, w ith the dam age rate o f 44% , 79% , and 88% , respectiv ely, and a ll o f the rate w e re sign ifican tly d if

ferent from that o f negativ e contro l group( P < 0 05). Sperm abno rm a lity rate and sperm cellm icronuc leus rate in each ex

po sure g roup w ere 1 10% , 2 24% , 3 64% , and 11 00% , 14 40% , 17 40% , re spectiv e ly, and w ere signif icantly d ifferen t

from that o f the con tro l g roup( P < 0 05). Conc lu sion B ( a) P could inf luence enzym e activ ities o f m ouse sperm ce l,l

cause DNA dam age and have cy to to x ic ity to m a le m ouse sperm ce ll w ithin a ce rtain do se range.

K ey words: benzo( a) py rene( B( a) P); ge rm ce ll DNA dam age; LDH; SDH; G 6 PD

苯并 ( a)芘 [ benzo ( a) pyrene, B ( a ) p]是一种广泛存在于

环境中的具有致癌作用的多环芳烃类化合物 1。人群流行

病学调查显示, B ( a) P与人类癌症关系密切, 其毒性作用与

其化学结构以及代谢产物有关 2 。国内外许多学者对其毒

性进行了研究, 但对于生殖系统毒性研究较少。研究证实, 苯

并 ( a)芘对小鼠精子的形成有损害作用,是生殖细胞潜在诱

变剂 3 , 生殖毒性和遗传毒性的研究已成为苯并 ( a)芘毒性

研究的重要内容之一。本研究通过体内给予小鼠不同剂量苯

并 ( a)芘, 观察其对睾丸相关酶类及其生殖细胞 DNA损伤

影响。

1 材料与方法

1 1 实验动物与分组 健康昆明种小白鼠 (吉林大学实验

动物中心 ) 30只,雄性, 体重 ( 28 2) g。随机分为阴性对照组

(玉米油 )、5、10、20 mg /kg苯并 ( a)芘染毒组和阳性对照组即

环磷酰胺 100 m g /kg,每组 6只。

1 2 试剂与仪器 苯并 ( a)芘 (德国 M erck公司 ); 山梨醇

(上海化学试剂采购供应站 ); 葡萄糖 - 6-磷酸二钾盐 (中国

科学院生物化学研究所 ); 磷酸氢二钠、磷酸二氢钾 (沈阳市

试剂三厂 ); 肌氨酸钠 (美国 Sigm a公司 ); 曲拉通 - X 100(上

海化学试剂厂 ); 721型分光光度计 (上海第二分析仪器厂 );

台式离心机 (北京医疗仪器厂 )。

1 3 染毒方式 小鼠在灌胃前后禁食 3 h,阴性对照组 (玉米

油 ), 5, 10, 20 m g /kg苯并 ( a )芘染毒组口腔灌胃给药, 连续

3 d。阳性对照组腹腔注射 1次给药。于染毒结束后 24 h脱

颈椎处死, 取睾丸, 称重, 剥去被膜, 在冰浴下匀浆, 4

12 000 r /m in离心 15 m in,取上清待测。

1 4 指标检测

1 4 1 睾丸细胞酶活性测定 乳酸脱氢酶 ( LDH )、葡萄糖 -

6-磷酸脱氢酶 ( G 6 PD )和山梨醇脱氢酶 ( SDH )采用分光光

度法测定 4。乳酸脱氢酶转换数定义: 在 25 每分钟每 135

000 g酶蛋白 ( 1 m ol/L LDH )所形成的还原型辅酶 ( NADH )

的摩尔数。考马斯亮兰法测定蛋白质含量 5。

1 4 2 睾丸 细胞 DNA损伤检测 采用 S ingh方法 6 , 溴化

乙啶 ( EB)染色后, 荧光显微镜下观察细胞, 每组随机拍摄

200个细胞记录损伤情况。根据 DNA损伤程度分为 5级。

DNA损伤率 = (各级细胞数 /计数细胞总数 ) 100%。

1 4 3 小鼠精子畸变试验 7 染毒后 24 h将小鼠脱颈椎处

死,剖开腹腔,取出睾丸, 分离两侧附睾,用生理盐水冲洗精子

涂片。用甲醇固定 5 m in。 2% 伊红溶液染色 1 h。在高倍镜
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下检查精子形态。每只小鼠检查完整精子 500条, 每一剂量

组检查 2 500条精子。

1 4 4 生精细胞微核实验 取一侧睾丸, 放于载玻片上, 剥

除睾丸被膜, 用剪刀将曲细精管剪碎, 2 2%柠檬酸钠溶液制

备细胞悬液, 涂片。将玻片于甲醇固定 10 m in, 自然干燥, 用

G iem sa染液 ( pH 6 8)染色 30 m in, 自来水冲洗,干燥后在油镜

下计数早期精细胞微核率。

1 5 统计分析 采用 SAS软件的 2和 t检验方法进行统计

分析, 检验水准 = 0 05。

2 结 果

2 1 苯并 ( a)芘对小鼠睾丸细胞酶活性影响 (表 1) 染毒各

剂量组 LDH、G 6 PD、SDH活性随着染毒剂量增加而逐渐降

低, 其中苯并 ( a)芘 20 m g /kg剂量组、阳性对照组的 LDH 活

性与阴性对照组比较差异有统计学意义; G 6 PD、SDH 活性

各剂量组与对照组比较差异无统计学意义。

表 1 苯并 ( a)芘对雄性小鼠睾丸细胞酶活性影响 (x s, n= 6)

组别 (mg /kg) LDH (U /gprot) SDH (U /gprot) G 6 PD ( U / gp rot)

阴性对照组 180. 52 35. 47 15. 71 3. 18 33. 42 10. 87

苯并 ( a)芘 5 167. 93 16. 55 16. 97 1. 32 39. 66 2. 93

10 144. 72 8. 53 16. 19 1. 43 30. 57 2. 58

20 124. 97 11. 63
a

16. 11 2. 13 36. 22 3. 83

环磷酰胺 100 128. 29 17. 03
a

16. 43 1. 74 38. 15 5. 49

注:与阴性对照组比较, aP < 0. 05。

2. 2 苯并 ( a)芘对小鼠精原细胞 DNA影响 (表 2) 体内给

予小鼠不同剂量苯并 ( a)芘均可以导致小鼠精原细胞 DNA

损伤。随着苯并 ( a )芘染毒剂量增加, 各剂量染毒组与阴性

对照组比较差异有统计学意义 (P < 0 05), 细胞 DNA损伤程

度与染毒剂量存在剂量 -效应关系。

表 2 B( a) P对小鼠睾丸细胞 DNA损伤影响 (n= 6)

组别 (mg /kg)

DNA损伤程度 (个 )

0  !
损伤率 (% )

阴性对照组 164 25 9 2 0 18

苯并 ( a)芘 5 112 46 28 11 3 44
a

10 42 57 50 23 28 79
a

20 34 50 43 32 41 88
a

环磷酰胺 100 2 72 55 51 20 99
a

注:与阴性对照组比较, aP < 0 05。

2 3 苯并 ( a)芘对小鼠精子畸变率影响 精子畸形试验结

果表明, 苯并 ( a)可致精子畸形率升高, 阴性对照组, 5、10、

20 mg /kg苯并 ( a )芘组和环磷酰胺组的畸形率分别为

0 82%、1 10%、2 24%、3 64% 和 4 0%。随着染毒剂量增

加, 精子畸变率逐渐升高, 10、20 m g /kg苯并 ( a)芘组与阴性

对照组比较差异有统计学意义 (P < 0 05)。

2 4 苯并 ( a)芘对小鼠精细胞微核影响 早期精细胞微核

试验结果表明, 苯并 ( a)芘可致早期精细胞微核率升高。阴

性对照组, 5、10、20 m g /kg苯并 ( a )芘组和环磷酰胺组的微核

率分别为 6 2%、11 0%、14 4%、17 4%和 25 8% , 随着染毒

剂量增加,精细胞微核率逐渐升高,各剂量染毒组与阴性对照

组比较差异有统计学意义 (P < 0 05)。

3 讨 论

生殖系统对化学毒物的作用非常敏感,较早出现功能甚

至结构改变。LDH催化丙酮酸脱氢而转变成乳酸, 参与能量

代谢, LDH的活性受到抑制, 将阻碍能量的供给 8。因此, 能

量供给阻碍可能引起 DNA合成受到抑制。LDH 、SDH、G 6

PD参与能量代谢和类固醇激素合成 4。实验结果表明, 苯并

( a)芘可使 LDH 活性受到明显抑制, 阻碍能量供给, 苯并 ( a)

芘对 SDH、G 6 PD活性作用并不明显。苯并 ( a)芘还可以引

起雄性小鼠睾丸细胞 DNA损伤, 导致精子畸形率和微核率增

加。苯并 ( a)芘可以影响小鼠睾丸细胞周期进程, 使睾丸细

胞 DNA合成受到明显抑制, 睾丸生殖细胞阻滞于 G2期, 使细

胞有丝分裂延迟 9 ,提示苯并 ( a)芘可引起睾丸细胞 DNA损

伤和精细胞微核, 也能够通过血 -睾屏障直接作用于精子, 使

精子发生畸变, 影响雄性小鼠生精过程。

本研究显示, 不同剂量苯并 ( a)芘均可导致细胞 DNA损

伤,可能是由于苯并 ( a)芘可透过血 -睾屏障, 与核酸分子共

价结合, 导致 DNA损伤。提示一定剂量的苯并 ( a)芘可以影

响睾丸细胞酶活性, 导致 DNA损伤, 可能是引起生殖毒性重

要途径之一。
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