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摘要：目的 观察氰戊菊酯对小鼠精子顶体反应的

影响并探讨其作用机理。方法 采用顶体反应诱导

试验结合细胞染毒，以考马斯亮蓝染色法判定精子

顶体反应。结果 孕酮或 Ａ２３１８７诱导的小鼠精子
顶体反应，可被２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ和 １．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｍｎ２＋相应地完全抑制；５０μｍｏｌ·Ｌ
－１氰戊菊酯则有明

显抑制作用。实验还发现氰戊菊酯在精子获能前或

后加入，对孕酮诱发顶体反应的抑制率不同，获能前

抑制率低，二者存在显著性差异。结论 氰戊菊酯

对小鼠精子顶体反应有抑制作用，对小鼠精子获能

可能有一定的促进作用。
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近年来，在人体和野生动物发现的许多异常现

象，如男性精子活力降低或数量减少、动物生殖机能

障碍等，均被认为与可扰乱内分泌系统的环境污染

物有关。其中，令人们关注的是被称为环境雌激素

的一些环境污染物，是当今威胁人类生殖及后代繁

衍的重要因素之一。氰戊菊酯已被美国环保局列入

环境雌激素的名单中。本实验观察氰戊菊酯对小鼠

精子顶体反应的影响，并对作用机理作初步探讨。

１ 材料和方法

１．１ 材料

ＩＣＲ小鼠，♂，１２～１６周，体重３０～３５ｇ，南京医
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基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０１７０８１１）
作者简介：张习春（１９７５－），男，辽宁大连市人，医学硕

士，主要研究方向氰戊菊酯对精子细胞钙信号途径的作用。

联系作者 Ｔｅｌ：（０２５）６６６２９５６，Ｆａｘ：（０２５）６５２７６１３
Ｅｍａｉｌ：ｎｅｕｔｏｘｉ＠ｎｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

科大学实验动物中心提供。Ｔｙｒｏｄｅ液，参照文献［１］

配制；孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ），Ｃａ２＋载体 Ａ２３１８７，二甲亚
砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）均购于Ｓｉｇｍａ公司；氰戊
菊酯标准参照物，纯度 ＞９８．６０％，购于上海中西药
业股份有限公司；考马斯亮蓝 Ｇ２５０为 Ｆｌｕｋａ进口分
装；依地酸二钠（ｄｉｓｏｄｉｕｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅ，
ＥＤＴＡＮａ２）和 ＭｎＣｌ２为分析纯，购于上海试剂厂；孕
酮，Ａ２３１８７，氰戊菊酯均溶于 ＤＭＳＯ，反应体系 ＤＭＳＯ
的浓度不超过 １％，其对小鼠精子活率和顶体反应
均无影响。

１．２ 小鼠精子获取

１２～１６周的小鼠，♂，颈椎脱臼处死，迅速剪取
双侧附睾尾和输精管，放入 Ｔｙｒｏｄｅｓ液剪成小段，于
３７℃ ＣＯ２孵箱１０ｍｉｎ，使精子游离出来。以上游富
集法收集运动良好的精子，调节精子浓度至每毫升

（３～６）×１０６，活动率≥９０％。
１．３ 小鼠精子顶体反应的诱导和染毒

精子悬液分装于 １ｍＬ容量的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，每
管０．２ｍＬ，Ｐａｒａｆｉｌｍ密封，３７℃培养２ｈ，使精子获能．
获能后的精子悬液加入溶于 ＤＭＳＯ的孕酮或 Ｃａ２＋

载体Ａ２３１８７，终浓度分别为１５０μｍｏｌ·Ｌ
－１和１μｍｏｌ·

Ｌ－１，Ｐａｒａｆｉｌｍ密封，３７℃继续培养１５ｍｉｎ以诱导顶体
反应。氰戊菊酯于获能完成，加入孕酮或 Ａ２３１８７前
５ｍｉｎ加入。实验中为了观察氰戊菊酯对小鼠精子
获能和顶体反应两个不同过程的影响，一组于精子

获能前，即精子悬液在３７℃ ＣＯ２孵箱平衡１５ｍｉｎ后
加入氰戊菊酯；另一组于精子获能完成时加入，其他

同前。

１．４ 考马斯亮蓝染色法判定顶体反应

参照文献［２］，精子完成顶体反应后，５００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，沉淀以５％甲醛磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）固定
１０ｍｉｎ，离心去上清，ＰＢＳ洗涤２遍；适量ＰＢＳ悬浮沉
淀，吸取５０μＬ精子悬液于载玻片涂片晾干；精子涂
片用０．２２％考马斯亮蓝染液滴玻片浸染２ｍｉｎ，双蒸
水冲洗，晾干。普通光学显微镜观察，每张涂片计数

２００个精子，以百分数表示精子顶体反应率。
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１．５ 统计学分析

结果以珋ｘ±ｓ表示。组间差异的比较用 ｔ检验。

２ 结果

２．１ 小鼠精子顶体反应诱导和与Ｃａ２＋关系
小鼠精子自发顶体反应率为（１７±３）％，加入

１５０μｍｏｌ·Ｌ
－１孕酮或１μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｃａ２＋载体Ａ２３１８７顶
体反应率显著增加，分别为（４２±７）％，（５４±
１１）％，与自发顶体反应率相比均有非常显著性差
异，而当反应体系中存在 ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ或 １．８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｎ２＋时，二者的诱导作用相应地被完全抑
制（图１），提示 Ｃａ２＋在生理性诱导剂孕酮诱发顶体
反应中也起重要作用。

Ｆｉｇ１． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅａｎｄ
Ｍｎ２＋ｏｎｔｈｅａｃｒｏｓｏｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｓｐｅｒｍｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（Ｐｒｏ）ｏｒＡ２３１８７．Ｐｒｏ：１５０μｍｏｌ·
Ｌ－１，Ａ２３１８７：１μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＥＤＴＡ：２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，Ｍｎ２＋：１．８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｓｐｅｒｍｗｉｔｈｒｅ
ａｃｔｅｄａｃｒｏｓｏｍｅｓａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅ（ＣＢＢ）
ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｗｏｈｕｎｄｒｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄｐｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｅｒｔｒｉａｌ．
Ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａｔｈａｔｒｅｃｅｉｖｅｄｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｅｒｅｂｌａｎｋ．Ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ
ｔｈａｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯｗｅｒｅｃｏｎｔｒｏｌ．珋ｘ±ｓ， ｎ＝８．Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｏ
ｇｅｓｔｅｒｏｎｅ；＋＋Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡ２３１８７．

２．２ 氰戊菊酯对小鼠精子获能和顶体反应的影响

以５０μｍｏｌ·Ｌ
－１氰戊菊酯处理获能精子，而后加

入孕酮或Ｃａ２＋载体Ａ２３１８７，顶体反应率分别由未加
氰戊菊酯时的（３８±４）％，（６２±１０）％降为（２２±
４）％，（３５±７）％，前后比较均有显著性差异（图２）。
另在顶体反应诱导实验中，一组于精子获能前加入

氰戊菊酯，另一组于获能后加入，可见 ５０μｍｏｌ·Ｌ
－１

氰戊菊酯对两组顶体反应也存在明显抑制作用（图

３），但两组抑制率有显著性差异（Ｐ＜０．０１，非配对
ｔ检验，图上未显示），获能前组抑制率低。这些提
示氰戊菊酯对精子顶体反应和获能两个阶段均有作

用，但其作用不同。

Ｆｉｇ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅｏｎａｃｒｏｓｏｍｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆ
ｍｏｕｓｅｓｐｅｒｍ ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡ２３１８７ｏｒｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ．
Ｐｒｏ：１５０μｍｏｌ·Ｌ

－１，Ａ２３１８７：１μｍｏｌ·Ｌ
－１，Ｆｅｎ：５０μｍｏｌ·Ｌ

－１．
Ｔｈｅｄａｔａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｃｏｕｎｔｅｄ，ｔｈｅｂｌａｎｋａｎｄｔｈｅ
ｃｏｒｔｒｏｌａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＦｉｇ１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４（Ａ２３１８７），
１４（Ｐｒｏ）．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡ２３１８７；＋＋Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｏｇｅｓ
ｔｅｒｏｎｅ．

Ｆｉｇ３． Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆａｃｒｏｓｏｍｅｒｅ
ａｃｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｓｐｅｒｍａｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｆｅｎｖａｌｅｒａｔｅｂｅ
ｆｏｒｅ（ａ）ｏｒａｆｔｅｒ（ｂ）ｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎ．Ｐｒｏ：１５０μｍｏｌ·Ｌ－１，
Ｆｅｎ：５０μｍｏｌ·Ｌ

－１．Ｔｈｅｄａｔａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓ
ｃｏｕｎｔｅｄ，ｔｈｅｂｌａｎｋａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＦｉｇ
１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝８（ａ），１４（ｂ）．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎ
ｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（ａ）；△△Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（ｂ）．

·２２· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００２ Ｆｅｂ；１６（２）



３ 讨论

研究Ｃａ２＋在小鼠精子顶体反应中作用时发现，
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ和１．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｎ２＋相应地完全
抑制孕酮和 Ａ２３１８７诱导的顶体反应。ＥＤＴＡ对
Ｃａ２＋的特异亲和性，使得正常培养基中游离 Ｃａ２＋被
结合；Ａ２３１８７为Ｃａ２＋载体，但其对Ｍｎ２＋的亲和性强
于Ｃａ２＋，若溶液中同时存在Ｃａ２＋和Ｍｎ２＋，则优先转
运Ｍｎ２＋，使 Ｃａ２＋不能进入胞内，而 Ｍｎ２＋对精子顶
体反应无作用［３］，因而不能诱发顶体反应。这些结

果表明Ｃａ２＋入胞在小鼠精子顶体反应中起重要作
用，而且提示在孕酮诱发精子顶体反应中，Ｃａ２＋内流
也是重要的一环，这支持孕酮开放一依赖于胞外

Ｃｌ－的Ｃａ２＋通道［４］。值得一提的是，在得到相似顶
体反应率时，本次实验所用孕酮浓度约是文献报道

的１０倍，考虑是种属间差异造成的。
文献报道氰戊菊酯可致小鼠精子畸形率增

加［５］，本实验则研究氰戊菊酯对小鼠精子顶体反应

的影响。作者观察到氰戊菊酯对孕酮和 Ａ２３１８７诱
发的顶体反应均显著性抑制。Ａ２３１８７为亲脂性
Ｃａ２＋载体，不通过 Ｃａ２＋通道直接运载胞外 Ｃａ２＋入
胞，进而引起精子顶体反应；在孕酮诱发的顶体反应

中胞内Ｃａ２＋升高也是关键环节。氰戊菊酯的作用，
提示Ｃａ２＋转运或 Ｃａ２＋信号途径的抑制。已知钙调
神经磷酸酶在精子顶体反应起始起重要作用，钙调

神经磷酸酶的激活依赖于 Ｃａ２＋或钙调蛋白，Ａ２３１８７
可促使其活化，氰戊菊酯则抑制其活化［６，７］，使精子

膜蛋白酪氨酸处于磷酸化状态，影响顶体反应发生。

本实验再次提示氰戊菊酯作用途径之一可能是抑制

钙调神经磷酸酶。另在孕酮诱导顶体反应中，已知

其可开放一 ＧＡＢＡＡ样受体复合物的 Ｃｌ－通道，Ｃｌ－

内流引起膜的超极化，转而激活 Ｃａ２＋通道。ＧＡＢＡＡ
样受体复合物存在氰戊菊酯作用靶点［８］，而且氰戊

菊酯对 Ｃｌ－通道也有抑制作用［９］，那么氰戊菊酯对
孕酮诱导顶体反应的抑制是否也有这些途径参与？

尚需证明。

实验结果提示氰戊菊酯对小鼠精子获能可能有

一定促进作用。已有实验表明氰戊菊酯可增加神经

细胞膜流动性［１０］，而在小鼠精子获能时一重要的变

化则是膜流动性的增加，那么氰戊菊酯是否通过增

加精子膜流动性促进获能？这是需要我们进一步阐

明的。

总之，氰戊菊酯对小鼠精子顶体反应有明显抑

制作用，影响精子受精能力。尽管已知这与 Ｃａ２＋信
号途径有关，但仍有许多问题尚未解决，如它除了抑

制Ｃａ２＋或钙调神经磷酸酶的活性是否还作用于其
他Ｃａ２＋信号途径？对获能影响机理如何？这些都
有待深入研究。
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