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摘要:为探讨雌激素及其受体ERβ在氰戊菊酯(Fen)致雄性SD大鼠生殖毒性 中 的 作 用,
 

采 用SD大 鼠 将 其 随

机分为对照组(Fen
 

0
 

mg/kg)、
 

低剂量Fen染毒组(20
 

mg/kg)、
 

高剂量Fen染毒组(40
 

mg/kg),
 

每组8只,
 

染

毒组以玉米油溶解配制成不同浓度的Fen溶液等体积 灌 胃,
 

对 照 组 给 予 等 量 玉 米 油,
 

每 日 灌 胃1次,
 

连 续 染

毒30
 

d后,
 

采用常规方法检测精子数量、
 

精子活力及畸形率,
 

ELISA测定雄鼠血清和睾丸中雌二醇(E2)的水

平,
 

Real-time
 

PCR和 Western
 

Bolt检测芳香化酶(CYP19A1),ERβ,Bax,Bcl-2,Caspase
 

3及Caspase
 

9的 mRNA
和蛋白表达水平,

 

TUNEL法 检 测 大 鼠 睾 丸 生 殖 细 胞 凋 亡 情 况,
 

HE染 色 法 观 察 睾 丸 病 理 结 构.
 

结 果 显 示:
 

Fen染毒30
 

d后,
 

与对照组相比,
 

在40
 

mg/kg组精子数量、
 

a级精子活力及精子活动率均显著降低,
 

精子畸形率

显著增加(p<0.05);
 

血清和睾丸E2水平均显著升高(p<0.05,
 

p<0.01);
 

CYP19A1
 

mRNA和蛋白表达水平

在20
 

mg/kg和40
 

mg/kg组显著增加(p<0.05或p<0.01),
 

ERβ
 

mRNA和蛋白表达水平在40
 

mg/kg组均显著

增加(p<0.01);
 

大鼠睾丸Bax,Caspase
 

3及Caspase
 

9的mRNA和蛋白表达水平在40
 

mg/kg组均显著增加(p<

0.01),
 

Bcl-2
 

mRNA和蛋白表达水平在40
 

mg/kg组均显著降低(p<0.01);
 

TUNEL结果显示:
 

大鼠睾丸生殖细

胞凋亡增加且在40
 

mg/kg组差异有统计学意义(p<0.01);
 

睾丸病理结构发现,
 

染毒组大鼠睾丸曲细精管生精

细胞数量减少或缺失,
 

管腔内精子减少,
 

部分曲细精管生精细胞排列紊乱.
 

以上结果表明,
 

Fen可能通过上调雄

性SD大鼠睾丸CYP19A1的表达,
 

增加雄鼠睾丸E2的水平,
 

同时,
 

上调雄鼠睾丸ERβ的表达,
 

过度增强雌激素-

ERβ信号作用,
 

促进生精细胞的凋亡,
 

引起精子发生异常.
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Abstract:
 

To
 

explore
 

the
 

roles
 

of
 

estrogen
 

and
 

its
 

receptor
 

ERβ
 

(estrogen
 

receptor
 

β)
 

in
 

reproductive
 

toxic-
ity

 

of
 

fenvalerate
 

in
 

male
 

SD
 

rats,
 

in
 

this
 

study,
 

twenty-four
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups
 

with
 

eight
 

rats
 

in
 

each,
 

one
 

control
 

group
 

and
 

two
 

treatmentgroups
 

administered
 

with
 

fenval-
erate

 

at
 

20
 

and
 

40
 

mg/kg,
 

respectively,
 

by
 

gavage
 

for
 

30
 

consecutive
 

days.
 

Semen
 

quality
 

parameters
 

were
 

measured
 

with
 

conventional
 

optical
 

microscopy;
 

the
 

level
 

of
 

E2
 

in
 

the
 

serum
 

and
 

the
 

testes
 

was
 

tested
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA);
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

CYP19A1,
 

ERβ,
 

Bax,
 

Bcl-2,
 

Caspase3
 

and
 

Caspase9
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blotting;
 

histological
 

changes
 

in
 

the
 

testes
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylineosin
 

(HE)
 

staining,
 

and
 

germ
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

measured
 

by
 

TdT-mediated
 

dUTP
 

Nick-End
 

Labeling
 

(TUNEL).
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

40
 

mg/kg
 

fenvalerate
 

group
 

had
 

significantly
 

reduced
 

sperm
 

count
 

and
 

sperm
 

motil-
ity(p<0.05),

 

and
 

had
 

significantly
 

higher
 

levels
 

of
 

sperm
 

malformation(p<0.05)
 

and
 

E2
 

levels
 

in
 

the
 

serum
 

(p<0.05)
 

and
 

the
 

testicular
 

(p<0.01).
 

TUNEL-positive
 

germ
 

cells
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

40
 

mg/kg
 

fenvalerate
 

exposure
 

group,
 

and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

proapoptotic
 

gene
 

Bax,
 

Caspase
 

3
 

and
 

Caspase
 

9
 

in
 

rat
 

testes
 

were
 

also
 

significantly
 

up-regulated,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

anti-
apoptotic

 

gene
 

Bcl-2
 

was
 

significantly
 

reduced.
 

Meanwhile,
 

the
 

number
 

of
 

spermatogenic
 

cells
 

and
 

sperma-
tozoa

 

in
 

the
 

seminiferous
 

tubules
 

decreased
 

in
 

the
 

fenvalerate
 

exposure
 

groups.
 

These
 

results
 

indicate
 

that
 

fenvalerate
 

can
 

increase
 

the
 

level
 

of
 

E2
 

in
 

male
 

SD
 

rats
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

CYP19A1
 

and,
 

in
 

addition,
 

it
 

can
 

also
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

ERβ
 

in
 

the
 

testis,
 

so
 

as
 

to
 

increase
 

the
 

combination
 

of
 

E2
 

and
 

ERβ,
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

spermatogeniccells,
 

and
 

cause
 

spermatogenesis
 

disorder.
Key

 

words:
 

fenvalerate;
 

estrogen;
 

ER(estrogen
 

receptor);
 

reproductive
 

toxicity

氰戊菊酯(Fenvalerate,
 

Fen)是一种Ⅱ型拟除虫菊酯类农药,
 

因其具有高效、
 

低毒、
 

低残留等特点,
 

而

被广泛应用于农业生产和家庭生活中,
 

但其对人类的生殖健康具有明显的危害性.
 

研究表明,
 

氰戊菊酯是

一种环境内分泌干扰物[1],
 

具有明显的雄性生殖毒性,
 

可通过影响睾酮合成相关酶和蛋白的表达而影响雄

性体内睾酮的含量,
 

以及影响支持细胞和间质细胞的功能来干扰下丘脑 垂体 性腺轴的调节作用[2-5],
 

使雄

性生精过程受损,
 

导致精子数量减少及活力降低.
 

此外,
 

研究表明,
 

雄性体内的雌激素对雄性生殖功能也

具有重要调节作用[6],
 

氰戊菊酯在干扰睾酮分泌的同时,
 

是否也干扰了雄性体内的雌激素分泌以及其受体

的表达从而产生生殖毒性? 为了验证我们的猜想,
 

本研究拟通过分析雌激素及其受体ERβ在Fen染毒后

的表达情况,
 

探讨Fen等拟除虫菊酯类农药杀虫剂所致雄性生殖毒性的相关机制.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 主要试剂

Fen原药(纯度98.80%),
 

北京坛墨质检科技有限公司产品;
 

HE染色试剂盒,
 

北京索莱宝科技有限公

司;
 

雌二醇(E2)
 

ELISA试剂盒,
 

上海江莱生物科技有限公司;
 

BCA蛋白浓度测定试剂盒,
 

北京索莱宝科

技有限公司;
 

CYP19A1,Caspase
 

3,Caspase
 

9抗体,
 

英国Abcam公司;
 

ERβ,Bax,Bcl-2抗体,
 

武汉三鹰生

物技术有限公司;
 

RNA逆转试剂盒和SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq,
 

日本Takara
 

公司;
 

TUNEL细胞凋亡检测试

剂盒(增强型绿光),
 

武汉伊莱瑞特生物科技公司.
1.1.2 仪 器

低温高速离心机,
 

美国Thermo公司;
 

分光光度计(ND2000C型),
 

美国Thermo公司;
 

酶标仪,
 

美国

Bio-Rad公司;
 

显影仪,
 

美国Syngene公司;
 

PCR仪,
 

美国 Life
 

Technogies公司;
 

荧光显微镜,
 

日本

Olympus公司.

76第10期  
 

 郭 茂,
 

等:
 

雌激素及其受体ERβ在氰戊菊酯所致雄性大鼠生殖毒性中的作用



1.2 方 法

1.2.1 实验动物与处理

体质量220~250
 

g健康性成熟的雄性SD大鼠24只,
 

购自重庆腾鑫生物技术有限公司,
 

动物许可证

号:
 

SCXK(辽)2015-0001.
 

大鼠适应性喂养1周后采用随机数表法将大鼠分为对照组(Fen
 

0
 

mg/kg)、
 

低剂

量Fen染毒组(20
 

mg/kg)、
 

高剂量Fen染毒组(40
 

mg/kg),
 

每组8只.
 

染毒组以玉米油溶解配制成不同浓

度的Fen溶液等体积灌胃,
 

灌胃量为每100
 

g体质量0.5
 

mL,
 

每日1次,
 

灌胃前后大鼠自由摄食、
 

饮水,
 

连续染毒30
 

d(大鼠的一个生精上皮周期为12~15
 

d),
 

对照组给予等量玉米油.
 

大鼠按12
 

h白昼的节律调

节光照,
 

保持适宜温度(22±2
 

℃)和相对湿度(60%±5%).
 

连续染毒30
 

d后,
 

将大鼠称质量后麻醉,
 

心脏

采集血样,
 

然后迅速分离双侧附睾和睾丸.
 

采集的血液待其凝固后离心(常温,
 

1
 

100
 

r/min,
 

20
 

min),
 

吸取

上清液分装后于-80
 

℃保存,
 

用于检测血清雌激素水平;
 

分离的附睾和睾丸迅速称其质量,
 

然后用生理盐

水冲洗表面的血污,
 

附睾立即用于精子计数及活力检测,
 

右侧睾丸经液氮速冻,
 

-80
 

℃冻存,
 

用于测定睾

丸雌激素水平,
 

检测CYP19A1,ERβ,Bax,Bcl-2,Caspase
 

3及Caspase
 

9
 

mRNA和蛋白的表达情况,
 

左侧睾

丸用4%甲醛固定后用于病理结构观察和生殖细胞凋亡检测.
1.2.2 精子计数、

 

活力及畸形检测

参照Kong等[7]的方法并稍作调整检测雄鼠附睾精子数量及活力情况.
 

取单侧附睾尾制备精子悬液,
 

将悬液放入含0.1%牛血清白蛋白的 Ham
 

s
 

F-12培养基中,
 

放入37
 

℃,
 

5%
 

CO2 恒温培养箱中孵育

20
 

min,
 

光学显微镜下(400×)计数400个精子中各级活力(a级:
 

快速直线运动;
 

b级:
 

慢速直线运动;
 

c级:
 

原地打转或运动迟缓;
 

d级:
 

无活动)的精子数,
 

计算各级精子活力和活动率.
 

于60
 

℃水浴中处死精

子,
 

用血细胞计数法计数每克附睾中的精子总数.
 

吸取10
 

μL精子悬液于载玻片上涂片,
 

凉干,
 

甲醇固定

30
 

min,
 

伊红染液染色10
 

min,
 

自来水冲洗玻片,
 

凉干后镜检,
 

每个样本计数1
 

000个精子,
 

统计正常与畸

形精子数,
 

计算精子畸形率.
1.2.3 睾丸组织病理形态学检查

取固定于4%甲醛的睾丸组织,
 

经梯度乙醇脱水、
 

浸蜡、
 

石蜡包埋、
 

切片(厚4
 

μm),
 

每只动物随机选择

4张切片,
 

经HE染色,
 

中性树胶封片,
 

然后于光镜下观察其形态学变化,
 

如曲细精管的完整性、
 

生殖细胞

的数量等.
1.2.4 血清及睾丸雌二醇(E2)检测

睾丸组织匀浆制备:
 

用预冷的磷酸盐缓冲液PBS(0.01
 

mol/L,
 

pH值为7.4)冲洗睾丸组织,
 

去除残留

血液,
 

称质量后将组织剪碎.
 

将剪碎的组织按每克的组织样品加入5
 

mL的PBS,
 

于冰上充分研磨.
 

最后将

匀浆液离心(4
 

℃,
 

1
 

100
 

r/min,
 

10
 

min),
 

取上清分装后于-80
 

℃保存用于检测.
 

操作步骤严格按照E2
 

ELISA试剂盒说明书进行,
 

取E2标准品、
 

血清或睾丸组织匀浆加入反应孔,
 

加入辣根过氧化物酶(HRP)
标记的检测抗体,

 

37
 

℃恒温箱温育60
 

min,
 

洗板,
 

加入反应底物,
 

37
 

℃恒温箱避光孵育15
 

min,
 

加入终止

液,
 

测定吸光度(OD 值),
 

绘制标准曲线计算浓度.
1.2.5 Real-time

 

PCR法检测大鼠睾丸CYP19A1,ERβ,Bax,Bcl-2,Caspase
 

3及Caspase
 

9的mRNA表达

情况

取-80
 

℃冻存的睾丸组织100
 

mg研磨成粉末状,
 

然后采用RNAiso-Plus提取试剂提取样本总RNA,
 

按产品说明书进行实验.
 

采用分光光度计测定总的RNA浓度,
 

根据光度计260
 

nm和280
 

nm处的吸光度

比值测定其纯度.
 

按照RNA反转录试剂盒要求,
 

将所有样本总RNA浓度调整为100
 

ng/μL,
 

取10
 

μL进

行逆转录,
 

反应条件:
 

37
 

℃
 

15
 

min;
 

85
 

℃
 

5
 

s;
 

4
 

℃保存.
 

按照Real-time
 

PCR试剂盒说明书要求,
 

取

cDNA
 

2
 

μL,
 

然后依次加入ddH2O,SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq(2×),
 

上下游引物(各引物序列见表1),
 

PCR反

应条件:
 

95
 

℃
 

30
 

s;
 

40个PCR循环(95
 

℃
 

5
 

s;
 

60
 

℃
 

30
 

s).
 

所有反应均设立2个复孔.
 

记录每个反应管中

标本的Ct值,
 

以Gapdh为内参基因,
 

通过2-ΔΔCt法计算各染毒组与对照组的CYP19A1,ERβ,Bax,Bcl-2,

Caspase
 

3及Caspase
 

9
 

mRNA的相对表达量.
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表1 引物序列

基 因 引 物 序 列

Gapdh 正向引物
 

5'-ACAGCAACAGGGTGGTGGAC-3'

反向引物
 

3'-TTTGAGGGTGCAGCGAACTT-5'

ERβ 正向引物
 

5'-ACGTCAGGCACATCAGTAACAAGG-3'

反向引物
 

3'-CATCTCCAGCAGCAGGTCATACAC-5'

CYP19A1 正向引物
 

5'-AGCCTGCGGTATCAGCCTGTC-3'

反向引物
 

3'-AGCCTGTGCATTCTTCCGATGTTC-5'

Bax 正向引物
 

5'-AGGACGCATCCACCAAGAAG-3'

反向引物
 

3'-CAGTTGAAGTTGCCGTCTGC-5'

Bcl-2 正向引物
 

5'-AGCATGCGACCTCTGTTTGA-3'

反向引物
 

3'-TCACTTGTGGCCCAGGTATG-5'

Caspase
 

3 正向引物
 

5'-CTTGGAACGGTACGCGAAGA-3'

反向引物
 

3'-AGTCCATCGACTTGCTTCCA-5'

Caspase
 

9 正向引物
 

5'-TCAGAACTGTCCCGTGAAGC-3'

反向引物
 

3'-CTCCTCCAACCTGGAAGCTG-5'

1.2.6 Western
 

Bolt法检测大鼠睾丸CYP19A1,ERβ,Bax,Bcl-2,Caspase
 

3及Caspase
 

9的蛋白表达情况

取-80
 

℃冻存的睾丸组织60
 

mg,
 

剪碎后加入裂解液,
 

冰上匀浆并充分裂解30
 

min,
 

然后离心(4
 

℃,
 

13
 

000
 

r/min,
 

5
 

min),
 

取上清.
 

以BCA法测定总蛋白浓度,
 

每孔以50
 

μg总蛋白量上样.
 

12%聚丙烯酰

胺凝胶电泳(120
 

V,
 

1.5
 

h),
 

恒压转膜(20
 

V,
 

40~70
 

min),
 

室温封闭2.5
 

h,
 

4
 

℃过夜孵育一抗,
 

室温

孵育二抗1
 

h,
 

在暗室中用ECL法显影.
 

目标蛋白相对表达量用目标蛋白的灰度值与内参β-actin的灰度

值比值表示.
1.2.7 TUNEL法检测睾丸生殖细胞凋亡

本研究采用末端脱氧核酸转移酶(TdT)介导dUTP缺口末端标记法(TUNEL)检测大鼠睾丸生殖细

胞凋亡情况.
 

该技术的原理是细胞在发生凋亡时,
 

会激活一些DNA内切酶,
 

剪切核小体间的基因组

DNA,
 

暴露出3-OH,
 

然后暴露的3-OH 可在TdT的催化下加上荧光素-12-脱氧三磷酸腺苷(FITC-12-
dUTP),

 

而后即可通过荧光显微镜观察生殖细胞的凋亡情况.
 

检测按试剂盒说明书进行,
 

取睾丸石蜡切片

(切片制作同睾丸组织病理形态学检查)经脱蜡水合,
 

滴加蛋白K酶工作液37
 

℃作用25
 

min,
 

滴加平衡液

室温平衡20
 

min,
 

滴加TdT酶工作液37
 

℃湿盒避光孵育60
 

min,
 

滴加DAPI室温避光孵育8
 

min进行染

核,
 

甘油封片,
 

在荧光显微镜下观察拍照,
 

凋亡细胞呈强绿荧光.
 

TUNEL反应阳性细胞计数是在荧光显微

镜下(200×)每张切片随机选取4个不同视野进行计数.
1.2.8 统计学处理

所有计量资料均以x±s表示,
 

使用SPSS
 

17.0统计软件,
 

采用单因素方差分析和Duncan法进行多重

比较,
 

p<0.05为差异有统计学意义.

2 结 果

2.1 Fen对大鼠睾丸、
 

附睾质量及体质量的影响

如表2所示,
 

与对照组相比,
 

20
 

mg/kg和40
 

mg/kg组大鼠睾丸、
 

附睾质量及体质量均有所降低,
 

但

差异无统计学意义,
 

p>0.05.
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表2 Fen对大鼠睾丸、
 

附睾质量及体质量的影响

Fen剂量/

(mg·kg-1)
n

体质量/

g

睾丸质量/

g

附睾质量/

g

睾丸系数/

‰

附睾系数/

‰

0 8 365.00±30.71 3.66±0.20 1.30±0.08 10.11±1.15 3.59±0.34

20 8 358.75±26.42 3.59±0.19 1.27±0.14 10.04±0.90 3.56±0.51

40 8 355.00±29.76 3.42±0.35 1.23±0.05 9.72±1.47 3.47±0.33

  注:
 

睾丸系数=(睾丸质量/体质量)×1
 

000‰;
 

附睾系数=(附睾质量/体质量)×1
 

000‰.

2.2 Fen对雄性SD大鼠附睾精子质量的影响

如表3所示,
 

与对照组相比,
 

20
 

mg/kg组精子总数、
 

各级精子活力及畸形率差异无统计学意义(p>
0.05);

 

40
 

mg/kg组附睾精子总数、
 

a级活力精子、
 

精子活动率及畸形率(精子畸形情况见图1)差异有统计

学意义(p<0.05或p<0.01).
表3 Fen对附睾精子数量、

 

活力及畸形率的影响

Fen剂量/

(mg·kg-1)
n

精子总数/

(×106 个·g-1)
a级活力/

%

a级与b级活力/

%

活动率/

%

畸形率/

‰

0 8 44.98±14.70 8.65±1.67 23.08±3.89 68.55±4.68 15.88±3.48

20 8 39.57±6.94 7.36±1.04 20.11±3.65 62.92±6.82 20.75±3.01

40 8 30.25±4.52* 6.64±1.53* 19.46±3.24 45.28±8.52** 36.38±9.47*

  注:
 

与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图1 Fen染毒后导致的精子畸形情况

2.3 Fen对雄性SD大鼠血清及睾丸E2水平的影响

如图2所示,
 

与对照组相比,
 

20
 

mg/kg组血清和睾丸中E2水平均未显著增加(p>0.05);
 

40
 

mg/kg
组血清和睾丸中E2水平均显著升高(p<0.05,

 

p<0.01).
 

提示Fen具有提升雄性体内E2水平的作用,
 

且

这种作用随Fen染毒剂量的增加而加强.
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与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图2 Fen对血清及睾丸E2水平的影响

与对照组相比,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图3 Fen对雄性SD大鼠睾丸CYP19A1
和ERβ

 

mRNA表达的影响

2.4 Fen 对雄性 SD 大鼠睾丸 CYP19A1 和 ERβ
 

mRNA表达的影响

如图3所示,
 

与对照组相比,
 

雄鼠睾丸CYP19A1
和ERβ

 

mRNA表达水平均随染毒剂量增加而上调,
 

CYP19A1
 

mRNA表达水平在20
 

mg/kg和40
 

mg/kg
组均极显著上调(p<0.01);

 

ERβ
 

mRNA表达水

平在20
 

mg/kg组差异无统计学意义(p>0.05),
 

在40
 

mg/kg组差异有统计学意义(p<0.01),
 

提

示Fen具有上调雄鼠睾丸CYP19A1和ERβ基因表

达的作用.

2.5 Fen对雄性SD大鼠睾丸CYP19A1和ERβ蛋白

表达的影响

如图4所示,
 

与对照组相比,
 

雄鼠睾丸CYP19A1和ERβ蛋白表达水平均随染毒剂量增加而增加,
 

CYP19A1在20
 

mg/kg组和40
 

mg/kg组差异均有统计学意义(p<0.05,
 

p<0.01);
 

ERβ在20
 

mg/kg差

异无统计学意义(p>0.05),
 

在40
 

mg/kg组差异有统计学意义(p<0.01),
 

提示Fen具有上调雄鼠睾丸

CYP19A1和ERβ蛋白表达的作用.

与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图4 Fen对雄性SD大鼠睾丸CYP19A1和ERβ蛋白表达的影响
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与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图5 Fen对雄性SD大鼠睾丸Bax,Caspase
 

3,

Caspase
 

9及Bcl-2
 

mRNA表达情况的影响

2.6 Fen对雄性SD大鼠睾丸 Bax,Caspase
 

3,

Caspase
 

9及Bcl-2
 

mRNA表达情况的影响

如图5所示,
 

与对照组相比,
 

雄鼠睾丸

Bax,Caspase
 

3及Caspase
 

9
 

mRNA表达水平

均随染毒剂量增加而上调,
 

Bcl-2
 

mRNA表达

水平随染毒剂量增加而下调,
 

Bax,Caspase
 

3
及Caspase

 

9
 

mRNA表达水平在40
 

mg/kg组

均极显著上调(p<0.01),
 

Bcl-2
 

mRNA表达

水平在20
 

mg/kg组显著下调(p<0.05),
 

在

40
 

mg/kg组极显著下调(p<0.01).

2.7 Fen对雄性SD大鼠睾丸Bax,Caspase
 

3,

Caspase
 

9及Bcl-2蛋白表达的影响

如图6所示,
 

与对照组相比,
 

雄鼠睾丸Bax,Caspase
 

3,Caspase
 

9蛋白表达水平均随染毒剂量增加

而上调,
 

Bcl-2蛋白表达水平随染毒剂量增加而下调,
 

Caspase
 

3,Caspase
 

9及Bcl-2蛋白表达水平在

40
 

mg/kg组差异有统计学意义(p<0.01);
 

Bax蛋白表达水平在20
 

mg/kg和40
 

mg/kg组差异均有统计

学意义(p<0.05,
 

p<0.01).

与对照组相比,
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图6 Fen对雄性SD大鼠睾丸Bax,Caspase
 

3,Caspase
 

9及Bcl-2蛋白表达的影响

2.8 Fen对雄性SD大鼠睾丸曲细精管中生精细胞凋亡的影响

如图7显示,
 

与对照组相比,
 

Fen染毒组雄鼠睾丸生殖细胞凋亡数量(1个视野中)增加,
 

在40
 

mg/kg
组差异有统计学意义(p<0.01),

 

提示随着Fen染毒剂量的增加,
 

雄鼠睾丸生殖细胞凋亡逐渐增多.

2.9 Fen对雄性SD大鼠睾丸病理结构的影响

如图8所示,
 

对照组大鼠曲细精管结构完整,
 

生精细胞数量多,
 

排列紧密;
 

20
 

mg/kg组大鼠睾丸曲

细精管生精细胞数量减少,
 

部分曲细精管出现了较为严重的生精细胞缺失(箭头所示);
 

40
 

mg/kg组大

鼠睾丸曲细精管生精细胞数量进一步减少,
 

可见部分曲细精管生精细胞排列紊乱,
 

生精细胞缺失严重,
 

管腔内精子较少.
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蓝色荧光为细胞核(DAPI染色),
 

绿色荧光为凋亡细胞(箭头所示).
 

与对照组相比,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

图7 Fen对雄性SD大鼠睾丸生殖细胞凋亡情况的影响

3 讨 论

正常雄性生育能力的维持依赖于精子发生的有效进行.
 

正常有效的精子发生既有赖于睾丸中的生精细

胞、
 

支持细胞和间质细胞之间的密切协调,
 

又受到下丘脑 垂体 性腺轴的生殖内分泌调控,
 

同时这两个方

面之间还相互协调、
 

相互依存,
 

彼此密不可分.
 

在生殖内分泌调控中,
 

雄性精子发生主要受黄体生成素介

导的睾酮分泌的调控,
 

但雌激素在雄性精子发生过程中也同样起着不可或缺的作用.
 

研究显示,
 

适量的雌

激素在雄性生殖中具有促进精子发生、
 

抑制生殖细胞凋亡、
 

提高精子受精能力等作用[8-10],
 

而雄性体内雌

激素的含量过低或过高均会引起雄性精子发生异常以及生殖能力下降[11-12].
在药理学和毒理学中,

 

体质量及脏器系数是一个关键的毒性观察指标.
 

结果显示,
 

青春期雄性SD大

鼠暴露于Fen后,
 

大鼠的体质量及附睾和睾丸的脏器系数均出现减小的趋势,
 

但差异均无统计学意义,
 

这

表明本研究中Fen的剂量对雄鼠整体的生长情况并未产生太大的影响.
精子质量是衡量雄性生殖能力的重要指标[13].

 

在精子发生的过程中,
 

各级生精细胞对有毒化学物质的作

用十分敏感,
 

易受到有毒化学物质的干扰而导致精子的数量减少和活力降低.
 

本研究的结果表明,
 

Fen染毒

后,
 

各染毒组精子数量、
 

精子活力和精子活动率均较对照组降低,
 

精子畸形率较对照组增加,
 

且在40
 

mg/kg
组差异有统计学意义,

 

这与Zhang等[14]的研究结果一致.
 

这说明Fen对雄性的生殖能力具有损害作用.
雌二醇(E2)是雄性体内最主要的雌激素.

 

本研究的结果表明,
 

在Fen连续染毒30
 

d(两个生精上皮周

期)后,
 

雄性大鼠血清和睾丸中E2含量均较对照组增高,
 

并且在40
 

mg/kg组,
 

二者差异均有统计学意义,
 

这表明Fen可促进雄性体内E2的生成,
 

提高雄鼠体内雌激素的水平.
 

Carreau等[11]研究发现,
 

雄性睾丸中

雌激素水平过高会引起雄性精子发生异常,
 

使精子质量降低,
 

导致雄性生殖能力下降.
 

这提示我们Fen可

通过增加雄性睾丸中雌激素的水平而损害雄性生殖功能.
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图8 Fen对睾丸曲细精管结构的影响

雄性体内的E2由雄激素在睾丸中转化而来,
 

芳香化酶(CYP19A1)是这一转化过程中的关键酶.
 

CYP19A1在雄性睾丸间质细胞、
 

生精细胞及精子中均有表达[15].
 

以往的研究发现,
 

CYP19A1在雄性体内

低表达或过度表达均会引起雄性精子发生异常,
 

使精子数量减少和活力降低,
 

导致雄性生殖损伤甚至不

育[6,12,16-18],
 

这主要与CYP19A1表达异常致使雄性睾丸内E2合成不足或过量有关[11-12].
 

本研究中各染毒

组睾丸CYP19A1的mRNA和蛋白表达水平较对照组均显著增加,
 

这与Fen染毒后引起血清和睾丸中E2
含量增加的研究结果相一致.

 

这表明Fen是通过诱导睾丸中CYP19A1的表达,
 

促进雄激素转化为雌激素,
 

从而升高雄性睾丸中雌激素水平的.
雌激素发挥其生理作用需通过其特异性受体(雌激素受体,

 

ERs)的介导.
 

ERs属于激素核受体超家族

的成员,
 

其主要包括ERα和ERβ两种亚型,
 

其中ERβ主要分布于成熟雄性大鼠的支持细胞和生精细

胞[19,
 

20],
 

对维持正常雄性生殖能力发挥着十分重要的作用.
 

Delbes等[21]研究发现,
 

敲除小鼠ERβ可促进

小鼠生殖母细胞的增殖同时抑制其凋亡;
 

Gould等[22]和Dumasis等[23]发现,
 

ERβ受体激动剂可促进生精

细胞的凋亡.
 

我们的研究结果显示,
 

Fen可诱导大鼠睾丸中ERβ的 mRNA和蛋白高表达,
 

并且40
 

mg/kg
组与对照组相比差异有统计学意义(p<0.01).

 

同时,
 

我们还发现,
 

随着ERβ的表达量升高,
 

雄性大鼠曲

细精管发生凋亡的生精细胞比例也逐渐增加,
 

这与Xie等[24]以及Qu等[25]用双酚a、
 

全氟辛烷磺酸等其他

环境内分泌干扰物研究的结果相一致.
 

这些结果提示我们,
 

Fen可能通过诱导雄鼠睾丸中ERβ的表达,
 

过

度增强ERβ信号作用,
 

而促进生精细胞的凋亡,
 

使曲细精管中生精细胞数量和管腔内精子数量减少,
 

但

ERβ引起生精细胞凋亡的机制尚不清楚.
线粒体凋亡途径是细胞最重要的凋亡途径之一,

 

在各种外源性病理刺激条件下,
 

Bcl-2家族中的促凋亡

蛋白(如Bax,Bad等)发生去磷酸化,
 

与线粒体膜上的抗凋亡蛋白(如Bcl-2,Bcl-XL等)结合,
 

而开启线粒体
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膜通透性转换孔,
 

导致凋亡相关因子,
 

如细胞色素C、
 

凋亡诱导因子等从线粒体内释放进入胞浆,
 

激活

Caspase家族的凋亡启动者Caspase
 

9,
 

Caspase
 

9激活后能引起Caspase级联反应,
 

最终激活凋亡执行者

Caspase
 

3,
 

而引起细胞凋亡[26-28].
 

我们的研究结果显示,
 

Fen染毒上调了大鼠睾丸中促凋亡基因Bax,

Caspase
 

3及Caspase
 

9
 

mRNA和蛋白的表达水平,
 

同时抑制了抗凋亡基因Bcl-2
 

mRNA和蛋白的表达.
 

这

些结果似乎提示我们,
 

Fen诱导的雄鼠睾丸ERβ过度升高可能与线粒体凋亡途径的激活之间存在着某种联

系,
 

但具体机制还有待进一步研究.
综上所述,

 

我们猜测Fen通过上调雄性大鼠睾丸中CYP19A1和ERβ的表达,
 

致使睾丸E2水平升高

的同时,
 

又过度增强E2-ERβ信号作用,
 

后者通过某种机制激活线粒体凋亡途径,
 

从而引起生殖细胞的过

度凋亡,
 

精子发生异常,
 

精子数量和活力降低,
 

畸形精子增多,
 

最终导致雄性大鼠的生殖损伤.
 

然而Fen是

通过何种机制上调雄性大鼠睾丸中CYP19A1和ERβ的表达水平以及ERβ的高表达是否与生殖细胞线粒

体凋亡途径的激活有关,
 

这些问题都还有待今后进一步明确.
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