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【摘要】背景与目的：研究氯化汞暴露对小鼠睾丸生精细胞 ABC-%、A?7 蛋白表达水平的影响，观察氯化汞引起生精细胞和精子超微

结构的变化。 材料与方法：取 &% 只雄性 <>D 小鼠，随机分为 & 个不同氯化汞剂量处理组和阴性对照组，共 E 组，各处理组分别以 F@ G、

#@ F、G@ F!H5C I J0 氯化汞腹腔注射，每天 # 次，连续 G K，阴性对照组注射等体积生理盐水。用免疫组化法测定小鼠睾丸生精细胞 ABC-%、

A?7 蛋白表达的阳性细胞率、平均光密度值；透射电镜观察生精细胞和附睾精子超微结构改变。结果：& 种不同剂量氯化汞组 ABC-% 蛋

白表达的阳性细胞率和平均光密度值均显著低于对照组 L D M F@ FGN，#@ F、G@ F!H5C I J0 氯化汞组 A?7 蛋白表达的阳性细胞率和平均光

密度值均显著高于对照组 L D M F@ FGN。透射电镜观察显示，各氯化汞处理组生精细胞核膜、染色质、线粒体、附睾精子线粒体等超微结

构均发生不同程度的病理变化，且随氯化汞浓度的增加，超微结构病理变化越明显。 结论：小鼠汞暴露可导致睾丸生精细胞 ABC-%、

A?7 蛋白表达阳性细胞率和平均光密度值显著性改变，生精细胞和精子超微结构发生明显的变化。

【关键词】氯化汞；+,-./；+01；生精细胞；精子；超微结构
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【 ’() *+%,#】 H,WB6W8B B+C5W8K,；ABC-%；A?7；TV,WH?U50,/8B B,CC；TV,WH；6CUW?TUW6BU6W,

汞是现代工业生产中普遍应用的一种重金属，可对

动物和人体多种组织细胞造成损害，近年来，国内外大

量研究表明汞对免疫系统、神经细胞等有明显损害作

用 \# O% ]；对体内细胞的凋亡具有诱导作用 \& ]，具有致癌、
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致畸、致基因突变等危害 ./ 0；汞对生殖功能的毒性作用

以及对睾丸生殖细胞的损伤作用也曾有报道 .1 23 0；但其

毒性机制有待于进一步深入研究。汞对生精细胞 45)6-、

4$7 蛋白表达水平以及对生精细胞和精子超微结构的

研究尚缺乏证据。为此我们进行了本试验。

! 材料与方法

!" ! 材料

89 级氯化汞 :上海试四赫维化工有限公司，批号：

;**-*;*<，45)6-、4$7 免疫组化试剂盒 :武汉博士德生物

制剂有限公司 <。清洁级健康雄性 =>9 小鼠 ?- 只，体重

: -1 @ -< A，由温州医学院实验动物中心提供 :医动字

--;;?;;;- 号 <。
!" # 方法

!" #" ! 动物分组与处理 取 ?- 只 =>9 雄性小鼠

随机分为 ? 个不同浓度氯化汞实验组和阴性对照组，共

/ 组，每组 B 只，实验组分别腹腔注射氯化汞 ;& 1、*& ;、

1& ;!C() D EA，每天 * 次，连续 1 F，对照组注射等体积生

理盐水。于暴露第 3 F 处死小鼠，取睾丸和附睾进行各

项指标检测。

!" #" # 睾丸生精细胞 $%&’#、$() 蛋白阳性细胞

率、平均光密度值检测 取小鼠一侧睾丸固定，石蜡包

埋，切片，每只睾丸各取 - 张切片，按免疫组化试剂盒操

作说明书分别进行 45)6-、4$7 免疫组化反应，其中阴性

对照用 G4H 缓冲液代替一抗。高倍镜下观察 45)6-、4$7
蛋白表达阳性细胞，并用 =CAI6G%(J)KL 1& * 图象处理系

统处理观察结果、计算蛋白表达阳性细胞百分率和平均

光密度值。

!" #" * 睾丸生精细胞和附睾精子超微结构观察

取小鼠另一侧睾丸和附睾用戊二醛固定，环氧树脂

包埋，超薄切片，用日立 MN1;; 型透射电镜观察。

!" * 统计学方法

运用 HGHH**& ; 软件，采用 8,O’8 分析数据，"P
;& ;1 为检验标准。

# 结 果

#" ! 氯化汞对小鼠睾丸生精细胞 $%&’#、$() 蛋白

表达阳性细胞率、平均光密度值的影响

结果见表 *。氯化汞各组小鼠睾丸生精细胞 45)6-
蛋白表达阳性细胞率显著低于对照组 : & Q ;& ;1<，平均

光密度值也显著低于对照组 : & Q ;& ;1<，且 45)6- 蛋白

表达阳性细胞率和平均光密度值降低与氯化汞剂量增

加存在一定的剂量效应关系，相关系数分别为 ’ P 2
;& +1-: & Q ;& ;1<、 ’ P 2 ;& +?N: & Q ;& ;1<；4$7 蛋白表

达的阳性细胞率和平均光密度值除 ;& 1 !C() D EA 氯化

汞处理组与对照组比较无显著性差异外，其余氯化汞处

! " # !

论 著
癌变 畸变 突变

理组均显著高于对照组 : & Q ;& ;1、& Q ;& ;*<。
#" # 氯化汞对小鼠睾丸生精细胞超微结构的影响

正常对照组小鼠精原细胞、各级精母细胞结构完

整，形态规则，细胞界限清楚，核膜结构正常，核质分布均

匀无固缩，核仁明显，内质网均匀散布，结构完整，线粒体

嵴清晰，无肿胀、空泡等现象 :图 *$<。;& 1!C() D EA 氯化

汞处理组精原细胞和精母细胞结构完整，形态较规则，

核内染色质轻度浓缩，核基质轻度淡化，线粒体未见异

常改变 :图 *R<。*& ;!C() D EA 氯化汞组部分精原细胞和

精母细胞核内染色质进一步浓集成块，呈疏松网状，核

基质局灶性染色淡化，核轻度固缩，核膜皱折不平滑，核

膜间隙局部轻微扩张；部分线粒体中度肿胀，出现空泡

化改变 :图 *5<。1& ;!C() D EA 氯化汞组有较多的精原细

胞和精母细胞胞质模糊不清，胞质出现溶解现象，核肿

胀，核膜破裂，染色质进一步浓集成团，染色深，核基质淡

化，线粒体肿胀、空泡化明显，出现嵴溶解现象 :图 *F<。
#" * 氯化汞对小鼠附睾精子线粒体超微结构的

影响

正常对照组精子线粒体排列整齐，嵴清晰，无肿胀、

空泡等现象 :图 -$<；;& 1!C() D EA 氯化汞处理组精子线

粒体排列整齐，嵴清晰，少数线粒体有轻微肿胀、空泡现

象 :图 -R<；*& ; !C() D EA 氯化汞组精子线粒体排列整

齐，部分精子线粒体嵴内腔较正常精子线粒体大，可见

肿胀、空泡化 :图 -5<；1& ;!C() D EA 氯化汞组精子线粒

体排列略紊乱，少数线粒体边缘模糊，嵴溶解现象明显，

线粒体明显肿胀、空泡化 :图 -F<。

S%(KJL
G(LTUTVI 5I)) %$UIL : W < 8VI%$AI (JUT5$) FIXLTUY :O<

45)6- 4$7 45)6- 4$7
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表 + 氯化汞致小鼠睾丸生精细胞,-./0、,12蛋白表达阳性细胞率、平均光密度值的影响 3 !" 4 # 5
’16.7 + ,-./08,12 9:;<7=> 1>? 1@7:1A7 ;9<=-1. ?7>B=<C => B97:D1<;A7>=- -7..B ;E D=-7 6C D7:-F:=- -G.;:=?73 !" 4 # 5
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论 著



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

第 #$ 卷 第 % 期

月
!
"

&

图 +, 对照组生精细胞超微结构 - . /0001 图 +2 03 4 !567 8 9: 氯化汞组生精细胞超微结构 - . +40001 图 +;
+3 0 !567 89: 氯化汞组生精细胞超微结构 - . /0001 图 +< 43 0 !567 89: 氯化汞组生精细胞超微结构 - . +00001
=>:?@A +, BCA@5,D6:AE>; ;A77 ?7D@,FD@?;D?@A 6G ;6ED@67 - . /0001 =>:?@A +2 BCA@5,D6:AE>; ;A77 ?7D@,FD@?;D?@A 6G
03 4 !567 8 9: 5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C- . +40001 =>:?@A +; BCA@5,D6:AE>; ;A77 ?7D@,FD@?;D?@A 6G +3 0 !567 8 9:
5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C - . /0001 =>:?@A +< BCA@5,D6:AE>; ;A77 ?7D@,FD@?;D?@A 6G 43 0 !567 8 9: 5A@;?@>; ;H76@><A
:@6?C - . +00001

! " # "
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图 I, 对照组精子线粒体超微结构 - . J00001 图 I2 03 4 !567 8 9: 氯化汞组精子线粒体超微结构 - . I40001
图 I; +3 0 !567 8 9: 氯化汞组精子线粒体超微结构 - . I40001 图 I< 43 0 !567 8 9: 氯化汞组精子线粒体超微结构
- . K00001
=>:?@A I, FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A 6G ;6ED@67 - . J00001 =>:?@A I2 FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A
6G 03 4!567 89: 5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C - . I40001 =>:?@A I; FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A 6G +3 0!567 89:
5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C - . I40001 =>:?@A I< FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A 6G 43 0!567 89: 5A@;?@>; ;H76@><A
:@6?C - . K00001 =>:?@A I; FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A 6G +3 0 !567 8 9: 5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C
- . I40001 =>:?@A I< FCA@5 5>D6;H6E<@>6E ?7D@,FD@?;D?@A 6G 43 0 !567 89: 5A@;?@>; ;H76@><A :@6?C - . K00001

! 讨 论

汞是公认的环境有害物，可以通过不同的方式进入

动物或者人类体内，可对多个器官和组织造成伤害，并

具有生物累积和生物放大效应，汞对生殖系统造成的损

害是不容忽视的一个问题。近年来对汞的生殖毒性已相

论 著
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当重视，分别从睾丸和附睾脏器系数、曲细精管面积变

化 ./ !0 1，睾丸生殖细胞的 2,3 损伤 .4 1，睾丸细胞酶活性的

变化 .5 1，神经递质变化 .6 1，卵母细胞成熟和受精能力 .+ 1，

妊娠和胚胎的情况 .0 1等方面做了系统的研究，而氯化汞

引起的小鼠睾丸生精细胞 78)9-、7$: 蛋白表达阳性细胞

率和阳性光密度及生精细胞和精子超微结构变化方面

的研究很少涉及，为此我们进行了本实验。78)9- 是最早

在人类细胞中发现的凋亡控制基因，在生命旺盛的组织

和细胞中表达明显 .*; 1，属于抗凋亡基因；7$: 是 78)9- 家

族成员之一，是能与 78)9- 蛋白结合的同源分子，属于凋

亡基因，两者在细胞中的表达水平共同决定了细胞是否

凋亡 .** 1。本研究结果表明，小鼠睾丸生精细胞 78)9- 蛋白

表达阳性细胞率、平均光密度值与氯化汞染毒剂量呈负

相关；*& ;、0& ;!<() = >? 氯化汞处理组 7$: 蛋白表达阳

性细胞率和平均光密度值均显著高于对照组。说明氯化

汞抑制了小鼠睾丸生精细胞 78)9- 基因表达，且氯化汞

浓度越高，其抑制的程度就越深，当氯化汞浓度较低时

凋亡基因 7$: 表达水平与正常比无明显升高，当氯化汞

浓度升高时，7$: 表达活性就进一步增强，通过 78)9- 和

7$: 两者表达水平的改变，导致最后细胞凋亡。其机制

可能与我们之前研究的氯化汞致小鼠睾丸生殖细胞的

2,3 损伤作用 .4 1有关。

对小鼠睾丸生精细胞和附睾精子超微结构进行的

观察发现，氯化汞可致小鼠睾丸生精细胞和精子超微结

构发生明显的病理变化，低剂量组氯化汞对生精细胞和

精子超微结构基本无明显改变，只有少数有轻微表现；

中剂量组氯化汞处理对生精细胞和精子超微结构改变

趋于明显，核开始固缩，生精细胞和精子部分线粒体出

现空泡化改变；高剂量组氯化汞对生精细胞超微结构影

响更加明显，核碎裂，少数细胞坏死，生精细胞和精子线

粒体空泡明显，精子线粒体排列略紊乱，边缘模糊。这说

明低剂量组氯化汞对小鼠睾丸生精细胞超微结构的改

变并不明显，但随着氯化汞剂量的进一步增加，其病理

变化也更加明显，到高浓度时甚至出现细胞坏死等情

况。

综上所述，氯化汞可引起小鼠生精细胞 78)9- 蛋白

表达减少和 7$: 蛋白表达增加，导致细胞凋亡；并且氯

化汞可致小鼠生精细胞和精子超微结构发生病理性改

变，高剂量氯化汞还可导致细胞坏死。
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最近，#,G 的标本观察分析过程也逐渐自动化。流式细胞仪以及图像分析系统的应用使得 #,G 的自动化检测成为可能。

*++; 年，美国 [\3 遗传毒理计划的 #,G 专家委员会，发表了对 *+6/ 年制订的 #,G 指导规范的修订版，指出 #,G 用于化合物染

色体诱变与致癌性的评价和预测，应在标准的规范试验条件下进行并且结合其他检测指标综合评价结果。

*++0 年，欧洲经合组织也颁布了有关哺乳动物红细胞 #,G 的新指南。

*++5 年，由 ]BCB8A 牵头的国际协作小组成立，旨在搞清不同国家 T地区 U、不同种族人群的 #, 本底值及影响因素，以确定 #, 是

否可以作为肿瘤及其他疾病的生物标志物。

T摘自：《微核试验：原理、方法及其在人群监测和毒性评价中的应用》U
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