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%摘要&

!

目的
!

探讨香烟烟雾染毒对大鼠睾丸组织结构及睾丸组织一氧化氮!

R,

#水平的影响$方法
!

清洁级成年雄性
&P

大鼠
!#.

只"分为对照组和低'中'高剂量染毒组"各组大鼠分别染毒
0

'

;

'

#

'

:

'

!0

周"每组
!.

只$染毒组采用呼吸道静式染毒"每

天
!

次"每次
.4/L

$观察大鼠睾丸组织结构"检测各组大鼠体质量及睾丸组织
R,

水平$结果
!

染毒
;

'

#

'

:

'

!0

周时"中'高剂量

染毒组大鼠体质量与对照组和低剂量组相比均明显降低!

!

$

.4./

#"染毒
:

'

!0

周时"高剂量染毒组大鼠体质量与中剂量组相比

明显降低!

!

$

.4./

#"并且随着染毒剂量的增加"降低更加明显$染毒
0

'

;

'

#

'

:

周时"高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组和

低'中剂量组相比均明显升高!

!

$

.4./

#(染毒
:

周时"中剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组相比明显升高!

!

$

.4./

#(染毒

!0

周时"低'中'高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组相比均明显升高 !

!

$

.4./

#"中'高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与低

剂量组相比明显升高 !

!

$

.4./

#$结论
!

香烟烟雾染毒可致雄性大鼠睾丸组织
R,

水平升高"导致雄性大鼠睾丸组织损伤$
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男性生殖健康问题是影响家庭和谐和社会稳定的重要医

学问题"目前!男性精液质量下降造成的不育问题已经引起了

全世界的关注"香烟烟雾中含有多种致癌物质和细胞诱变剂!

可能对男性生育产生不利影响)

!

*

"

*+,

指出!烟草危害是现

今全球最严峻的公共卫生问题之一)

0

*

"据统计!全球
!/

岁以

上人群中吸烟者占
00[

!每年约有
#..

万人死于吸烟相关疾

病!与吸烟相关的死亡已占全世界死因构成第
!

位)

-

*

"有一些

学者报道吸烟会对雄性生殖产生不利影响)

;98

*

!但至今毒性机

理尚不明确"本研究建立大鼠吸烟模型!观察香烟烟雾暴露对

大鼠睾丸组织的损害特点!检测香烟烟雾暴露对大鼠睾丸组织

中一氧化氮$

R,

%水平的影响!为探讨香烟烟雾暴露对雄性生

殖毒性的机制提供依据"

!

!

材料与方法

!4!

!

材料
!

$

!

%实验动物'清洁级成年雄性
&P

大鼠
!#.

只!

由新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心提供!动物许可证号为

&'\f

$新%

0.!!9...!

!大鼠体质量为
!:.

$

00.

N

"$

0

%受试物'

新疆卷烟厂生产的某品牌过滤嘴香烟!烟气烟碱量每支
!40

K

N

!焦油量每支
!04.K

N

"$

-

%主要试剂'

R,

检测试剂盒$南

京建成生物工程研究所%!考马斯亮蓝蛋白定量试剂盒$南京建

成生物工程研究所%"

/::!

重庆医学
0.!8

年
/

月第
;#

卷第
!;

期

"

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

:!0#.;--

%&新疆维吾尔自治区自然科学基金项目$

0.!;0!!'.!/

%"

!

作者简介#张静$

!"8"$

%!

副教授!博士!主要从事生殖发育毒理方面研究"

!

#

!

通信作者!

M9K?3@

'

XL?7

N

JL=71G

"

!#-4J2K

"



!4"

!

方法

!4"4!

!

实验方法
!

实验动物分为对照组和及低$

!.

根%#中

$

0.

根%#高$

-.

根%染毒剂量组!各组大鼠分别染毒
0

#

;

#

#

#

:

#

!0

周!每组
!.

只"染毒组大鼠置于自制染毒箱内$

:.JK`#.

JK :̀.JK

%!采用呼吸道静式染毒!香烟烟雾由真空泵抽入!

!

次(天!

.4/

小时(次"对照组大鼠每天相同时间放置于染毒箱

内!但未进行染毒"

!4"4"

!

标本采集
!

实验结束后各组大鼠腹腔注射水合氯醛

$按每
!..

N

体质量
.4-KU

计算%麻醉!迅速摘取睾丸和附睾!

放入
;]

生理盐水中漂洗!滤纸吸干水分后!用电子天平称其

湿质量!右侧睾丸制备组织匀浆!左侧睾丸
;[

多聚甲醛固定!

制作病理切片"

!4"4#

!

睾丸组织匀浆制备
!

称取适量睾丸组织!按质量
_

体积
a!_"

的比例加入生理盐水!机械匀浆!

0/..G

(

K37

!离

心
!.K37

!取上清液!即为
!.[

浓度睾丸组织匀浆&取生理盐

水
!.

倍稀释该组织匀浆!得
![

浓度睾丸组织匀浆"

!4"4$

!

测定方法

!4"4$4!

!

考马斯亮蓝法测定睾丸组织匀浆中蛋白水平
!

取

![

浓度睾丸组织匀浆按说明书步骤加样!吹打混匀!静置
!.

K37

!于波长
/"/7K

处!测定各管样品吸光度值"按公式计算

各样品蛋白浓度"

!4"4$4"

!

R,

水平测定
!

取
!.[

浓度睾丸组织匀浆!按说明

书操作步骤加样!吹打混匀!室温静置
!.K37

后在波长
//.7K

处!测定各管样品吸光度值!按公式计算各样品
R,

水平"

!4#

!

统计学处理
!

采用
&T&&!#4.

软件进行统计分析!计量

资料用
Dc>

表示!采用
,7=9F?

A

<R,Y<

进行组间差异分析!

采用
U&P97

法进行组间多重比较!检验水准
!

a.4./

!以
!

$

.4./

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"4!

!

一般情况观察
!

对照组大鼠被毛洁净有光泽!活动敏捷!

精神状态良好!饮水#饮食正常!试验期内体质量增加明显"染

毒组大鼠被毛无光泽!倦怠懒动!行动活跃度降低!出现不同程

度饮水#饮食量减少!体质量增长缓慢"其中高剂量染毒组大

鼠在染毒后期进食差!体质量减轻!行动迟缓!精神萎靡"

"4"

!

大鼠体质量变化
!

染毒
0

周时!各剂量组大鼠体质量与

对照组相比!差异无统计学意义$

!

%

.4./

%&染毒
;

#

#

#

:

#

!0

周

时!低剂量染毒组大鼠体质量与对照组相比!差异无统计学意

义$

!

%

.4./

%!中#高剂量染毒组大鼠体质量与对照组和低剂

量组相比均明显降低$

!

$

.4./

%&染毒
:

#

!0

周时!高剂量染毒

组大鼠体质量与中剂量组相比明显降低$

!

$

.4./

%!并且随着

染毒剂量的增加!体质量降低更加明显!见表
!

"

"4#

!

睾丸及附睾重量#脏器系数比较
!

与对照组比较!各染毒

组大鼠睾丸及附睾重量#脏器系数比较!差异无统计学意义

$

!

%

.4./

%!见表
0

"

"4$

!

大鼠睾丸组织病理变化
!

对照组大鼠睾丸精曲小管形态

规则!生精上皮基膜完好无缺!各级生精细胞紧密排列!曲细精

管管腔内还可见大量精子&染毒组大鼠生精小管和间质组织均

可见明显的变性改变!界膜局部剥脱!曲细精管内生精细胞层

数明显减少!细胞排列紊乱!各级生精细胞#精子数量降低!甚

至未观察到游离精子"随着染毒剂量的增加和染毒时间的延

长!大鼠睾丸组织损伤加重!见图
!

"

"4%

!

大鼠睾丸组织
R,

水平比较
!

随着染毒剂量和染毒时间

的增加!大鼠睾丸组织
R,

水平逐渐升高"方差分析结果显

示'染毒
0

$

!0

周时!各剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平比较差

异均有统计学意义$

!

$

.4./

%&进一步两两比较显示'染毒
0

#

;

#

#

#

:

周时!高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组和低#

中剂量组比较均明显升高$

!

$

.4./

%&染毒
:

周时!中剂量组

大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组比较明显升高$

!

$

.4./

%&染

毒
!0

周时!低#中#高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与对照组

比较均明显升高 $

!

$

.4./

%!中#高剂量组大鼠睾丸组织
R,

水平与低剂量组比较明显升高 $

!

$

.4./

%!见表
-

"

表
!

!!

各组大鼠不同时间体质量比较 !

Dc>

)

N

"

组别
0

周
;

周
#

周
:

周
!0

周

对照组
08#48/c!-4/- -;-48/c!;4;; -"/4::c!:4!. ;-#4..c!"40. ;/!4-:c0.4.8

低剂量组
0"-4#.c84#8 -/.4".c84/: -:.4..c84!8 ;004..c!/4.# ;//4-.c!-4/:

中剂量组
08.4#.c:4"; 0:84#8c"4#8

?B

-!/4..c!-4!/

?B

-8;4/#c"4".

?B

;.848:c!-48.

?B

高剂量组
0/-4#"c;4-. 0/!4;.c84!"

?B

0:!4--c0/4!.

?B

-.#4#8c!04"-

?BJ

-;:40/c840-

?BJ

!!

?

'

!

$

.4./

!与对照组比较&

B

'

!

$

.4./

!与低剂量组比较&

J

'

!

$

.4./

!与中剂量组比较"

表
0

!!

各组大鼠睾丸及附睾重量(脏器系数比较!

Dc>

"

组别 睾丸$

N

% 附睾$

N

% 睾丸脏器系数$

K

N

(

N

% 附睾脏器系数$

K

N

(

N

%

对照组
-4"0c.4-: !4-;c.4.# "4.!c.4:8 -4.:c.4!8

低剂量组

!

0

周
-4.#c.4.8 .48"c.4.; !.4;8c.40; 048.c.4!0

!

;

周
-4/#c.4." !40!c.4.- !.4!#c.40# -4;;c.4.#

!

#

周
-4/;c.4!0 !400c.4.! "4-!c.400 -40!c.4.8

!

:

周
-4!8c.40! !4!"c.4.8 84/"c.4/8 04:;c.4!"

!

!0

周
-4;0c.40. !4--c.4./ 84;"c.4-- 04"-c.4.:

中剂量组

!

0

周
048"c.408 .488c.4.; !.40.c.4"/ 04::c.4!/

#::!
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续表
0

!!

各组大鼠睾丸及附睾重量(脏器系数比较!

Dc>

)

N

"

组别 睾丸$

N

% 附睾$

N

% 睾丸脏器系数$

K

N

(

N

% 附睾脏器系数$

K

N

(

N

%

对照组
-4"0c.4-: !4-;c.4.# "4.!c.4:8 -4.:c.4!8

!

;

周
-40.c.4!- .4"0c.4.- !!4!;c.4-! -40!c.4."

!

#

周
-400c.4!0 !4./c.4.- !.40#c.40- -4-;c.4."

!

:

周
-4!-c.4!" !4./c.4.; :4#;c.40. 04".c.4!0

!

!0

周
-4;!c.4!. !40/c.4.; :4;.c.40" -4.:c.4!0

高剂量组

!

0

周
04"/c.4!# .4:.c.4.- !!4/:c.4/: -4!-c.4!8

!

;

周
-4!0c.4!8 .4"!c.4.; !04;8c.4#! -4#0c.4!#

!

#

周
04";c.40# .4::c.4.8 !.4;"c.4/- -4!#c.4!8

!

:

周
04"8c.4!. !4.0c.4.- "48:c.4-/ -4-:c.4!!

!

!0

周
04":c.4!" !4!.c.4./ :4/:c.4/# -4!8c.4!8

!!

<

'对照组&

Z

'

0

周低剂量组&

'

'

0

周中剂量组&

P

'

0

周高剂量组&

M

'

;

周低剂量组&

S

'

;

周中剂量组&

O

'

;

周高剂量组&

+

'

#

周低剂量组&

%

'

#

周中

剂量组&

e

'

#

周高剂量组&

f

'

:

周低剂量组&

U

'

:

周中剂量组&

(

'

:

周高剂量组&

R

'

!0

周低剂量组&

,

'

!0

周中剂量组&

T

'

!0

周高剂量组"

图
!

!!

各组大鼠睾丸组织病理图片!

;̀..

"

表
-

!!

各组大鼠不同时间睾丸组织
R,

水平比较!

Dc>

)

%

K2U

"

组别
0

周
;

周
#

周
:

周
!0

周

对照组
.4#:c.4!! .4#:c.4!! .4#:c.4!! .4#:c.4!! .4#:c.4!!

低剂量组
.4#8c.4!! .4##c.4!- .48:c.4!! !48"c.40/

-4#.c.4/:

?

中剂量组
.4:;c.4!- .48/c.40! .4"0c.4!"

04.-c.40.

?

/4-;c.4;;

?B

高剂量组
!4:!c.4-;

?BJ

-4!:c.40/

?BJ

-40:c.40/

?BJ

/40#c.4:;

?BJ

;48:c.40-

?B

!!

?

'

!

$

.4./

!与对照组比较&

B

'

!

$

.4./

!与低剂量组比较&

J

'

!

$

.4./

!与中剂量组比较"

8::!
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#

!

讨
!!

论

吸烟是与人类生活环境最密切相关的行为之一!并给全世

界公共卫生领域带来巨大的财政和医疗负担)

:

*

"吸烟对人体

健康的危害是众所周知的!吸烟也被认为是男性不育的高危因

素之一)

"

*

"长期吸烟对男性生殖系统的负面影响已在临床研

究中得到证实)

!.

*

"

本研究观察发现!染毒组大鼠体质量增长较对照组减缓"

各组大鼠睾丸#附睾重量及脏器系数差异无统计学意义!推测

其原因可能是由于低剂量组大鼠染毒剂量较小!而尼古丁$香

烟中主要有害物质%代谢较快!尚未能引起实验大鼠体质量#睾

丸脏器系数及附睾脏器系数的改变"此外!中#高剂量染毒组!

尤其是高剂量组大鼠染毒后期!体质量增长缓慢!甚至出现负

增长!也可能是染毒组大鼠睾丸#附睾脏器系数未出现显著变

化的原因之一"

R,

在哺乳动物生殖系统中广泛存在!不仅与精子发生#

成熟密切相关!还可调节雄激素分泌)

!!

*

"

R,

具有双重调节作

用!低浓度
R,

可以通过捕捉氧自由基等作用使膜脂质过氧化

减少!从而帮助精子免于氧自由基的损害!保障精子发生及睾

酮分泌)

!0

*

&高浓度
R,

则会损伤脂膜!引起组织损害!也可通

过
JO(T

作用影响精子发生及睾酮分泌)

!-

*

"

R2BD7?

N

?

等)

!;

*

报道生育组精浆中
R,

水平显著低于不育组!而精子活力显著

高于不育组!提示高浓度
R,

可致精子活力降低"林霖等)

!/

*

研究发现钼染毒组小鼠睾丸
R,

水平升高!且呈剂量
9

反应关

系!随着染毒剂量的增加!睾丸组织损伤加重"乔彦等)

!#

*报道

尼古丁染毒组小鼠睾丸组织中
R,

水平显著升高!睾酮水平显

著下降!诱导型
R,&

蛋白表达增加!精子活力降低"本研究显

示!随着香烟烟雾染毒剂量的增加和染毒时间的延长!大鼠睾

丸组织中
R,

水平逐渐升高!睾丸组织损伤加重"这与前述研

究)

!;9!#

*结果相似"本课题组前期研究结果发现!吸烟可造成

雄性小鼠睾丸组织匀浆中
R,&

水平升高!而
R,&

能催化
U9

精氨酸分解成胍氨酸产生
R,

!使小鼠睾丸组织中
R,

水平升

高)

!8

*

"这也与本研究结果相吻合"

综上所述!在本实验条件下!香烟烟雾染毒可致雄性大鼠

睾丸组织
R,

水平升高!并导致雄性大鼠睾丸组织损伤"
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