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目的
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探讨长期低剂量氯化锰染毒对子代大鼠睾丸生精细胞线粒体形态和凋亡的影响&方法
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男性不育是临床常见疾病之一#环境污染&不良生活习惯

等使男性精液质量显著下降-

&*$

.

%已引起了学界广泛关注#环

境锰暴露是引发男性生殖障碍的一个重要因素#锰通过血睾

屏障蓄积于睾丸%引起雄性精液质量降低和生精细胞凋亡-
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.
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但慢性锰染毒对子代雄性的生殖毒理效应尚未见报道#此外%

线粒体凋亡途径引起的凋亡可能是锰毒性的重要原因-
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粒体融合*分裂的动态平衡受视神经萎缩蛋白
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制%其动态失衡将导致细胞凋亡-

'

.

#锰的雄性生殖毒性是否也

通过这对基因起作用亦未见相关报道#本研究探索母代大鼠

长期低剂量锰染毒对子代睾丸生精细胞线粒体功能状态和细

胞凋亡的影响%为锰中毒的预防和治疗&环境锰暴露的安全限

量确定提供实验依据#
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SKVY9
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统计学处理
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1V11&.6%

软件进行分析%计量资料

以
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检验或方差分析)计数资料以率表
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长期低剂量锰染毒对子代大鼠睾丸组织形态学的影响
"

对照组睾丸曲细精管管腔大小基本一致&各级生精细胞有序排

列%管腔内可见大量精子细胞和成熟精子#各锰染毒组睾丸生

精小管呈现不同程度的形态学改变#随着锰染毒剂量的增加%

生精细胞层数逐渐减少%生精细胞排列紊乱&数量减少或缺如%

管腔内成熟的精子数目明显减少%见图
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$对照组)
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$低剂量组)
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$中剂量组)
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$高剂量组

图
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子代大鼠睾丸组织形态学的改变%
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$线粒体结构完整%连接成网)

N

$线粒体分离成单个)
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线粒体肿胀%嵴消失!箭头所示"

图
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子代大鼠睾丸生精细胞线粒体结构形态的改变%
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长期低剂量锰染毒对子代大鼠生精细胞线粒体形态的影

响
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对照组生精细胞线粒体结构完整%相互连接成网)低&中剂

量组生精细胞线粒体则分离成单个)高剂量组线粒体表现为肿

胀&嵴消失%见图
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)JRK

及蛋白表达的影响
"f

V2J

结果显示%与对照组比较%

低剂量组
:

O

<&)JRK

表达量无明显变化%但中&高剂量组显

著降低%且随锰染毒剂量的增加逐渐递减!

!

$

%6%5

%

!

$

%6%&

")

YB

O

&)JRK

表达情况则刚好与
:

O

<&

相反%见表
&

#

""

免疫组织化学结果显示%

:

O

<&

表达于各级生精细胞和精

子细胞细胞质%呈棕黄色#其染色强度随锰染毒剂量的增加而

减弱)

YB

O

&

主要表达于各级生精细胞细胞质%呈棕黄色#低剂

量组和对照组染色强度无明显差异%中&高剂量组明显升高%见

图
-

#

""

\;"#;BAP>=#

结果显示%与对照组相比%低剂量组
:

O

<&

蛋

白表达无显著性差异%而中&高剂量组均显著降低%且随锰染毒

剂量的增加而降低!

!

$

%6%5

%

!

$

%6%&

"#与对照组相比%各锰

染毒组
YB

O

&

蛋白表达均显著增加%且随锰染毒剂量的增加而

递增!

!

$

%6%&

"%见表
$

#

表
&

""

子代大鼠睾丸组织
:

O

<&

'

YB

O

&

和
2<"

O

<";.)JRK

"""

相对表达量%

@jJ

(

' 7̂

&

组别
$

*

##

2#

:

O

<& YB

O

& 2<"

O

<";.

对照组
& & &

低剂量组
%67&0j%6&&4 %6.0'j%6&$. &6040j%6%.0<

中剂量组
%655-j%6&-5

<P

&6$.%j%6&$%

<!

$64.0j%6%'4

<!

高剂量组
%6$50j%6&$%

<!;

&65$4j%6%7-

<!H

-6$.0j%6-''

<!;

""

<

$

!

$

%6%&

%与对照组比较)

P

$

!

$

%6%5

%与低剂量组比较)

!

$

!

$

%6%&

%与低剂量组比较)

H

$

!

$

%6%5

%与中剂量组比较)

;

$

!

$

%6%&

%与中

剂量组比较

表
$

""

子代大鼠睾丸组织
:

O

<&

'

YB

O

&

'

2<"

O

<";.

蛋白相对表达量和
K3

%

@jJ

(

' 7̂

&

组别
:

O

<& YB

O

& 2<"

O

<";. K3

!

X

"

对照组
%6'05j%6&5% %6&4-j%6%$$ %6&4$j%6%$4 560$j%65-

低剂量组
%65%5j%6%70 %6-74j%67&5

P

%6$'5j%6%4&

P

.6%5j&6%$

<

中剂量组
%6$5&j%6%5-

PH

%6'%7j%6&-%

PH

%64$$j%6%$&

PH

&5670j&6-&

<!

高剂量组
%6&&5j%6%-$

<HQ

%67&&j%6&$5

PHQ

%6'5-j%6%70

PHQ

&.65.j&6&$

<!;

""

<

$

!

$

%6%5

%与对照组比较)

P

$

!

$

%6%&

%与对照组比较)

!

$

!

$

%6%5

%与低剂量组比较)

H

$

!

$

%6%&

%与低剂量组比较)

;

$

!

$

%6%5

%与中剂量组比

较)

Q

$

!

$

%6%5

%与中剂量组比较

"6E

"

长期低剂量锰染毒对子代大鼠生精细胞凋亡和
2<"

O

<";.

表达的影响
"

LZRGC

法原位检测大鼠生精细胞凋亡结果显

示%各组大鼠均可见生精细胞凋亡%其细胞核呈棕黄色%主要见

于精原细胞&精母细胞和精子细胞#各剂量组生精细胞
K3

均

明显高于对照组!

!

$

%6%&

"%且随锰染毒剂量的增加而增加

!

!

$

%6%&

"#

f

V2J

结果显示%与对照组相比%各锰染毒组

2<"

O

<";.)JRK

相对表达量均升高%且随锰染毒剂量的增加

逐渐增加!

!

$

%6%5

"#这一规律在免疫组织化学和
\;"#;BA

P>=#

结果中也有相同的体现%见表
$

&图
-

"

5

#

图
-

""

子代大鼠生精细胞
:

O

<&

'

YB

O

&

和
2<"

O

<";.

蛋白

表达定位%

1Vh4%%

&

图
4

""

子代大鼠睾丸组织内蛋白定量%

\;"#;BAP>=#

&

图
5

""

子代大鼠生精细胞的凋亡%

LZRGCh4%%

&

D

"

讨
""

论

毒理学实验所采用的锰染毒途径有经呼吸道&消化道&循

环系统
-

条-

4

%

0*.

.

#呼吸道染毒可以较真实地反映锰尘导致的

毒性%但操作比较繁琐)消化道染毒由于动物活动度下降而可

能影响到最终锰摄入量#以往采用循环系统染毒的剂量大都

在
065)

?

*

E

?

以上%远大于环境锰暴露水平%对职业防护指导

意义有限#因此本实验采取较低剂量!

$

&

4

&

7)

?

*

E

?

"氯化锰

进行腹腔注射%以评价其对子代雄性的生殖毒性#

线粒体的融合*分裂的动态平衡反映了线粒体的功能状

态#研究证实线粒体分裂是细胞凋亡的最早阶段%凋亡过程中

存在线粒体从管网状向点状的转换-

&%*&&

.

#本实验结果显示%

5--

重庆医学
$%&7

年
&

月第
40

卷第
-

期



对照组睾丸生精细胞内线粒体结构完整%相互连接成网)锰染

毒后则分离成单个甚至表现出肿胀&嵴消失#结合
9G

染色结

果%随着锰染毒剂量的增加%生精细胞层数逐渐减少%各级生精

细胞排列紊乱&数量减少或缺如%管腔内成熟的精子数目明显

减少%提示长期低剂量锰染毒后子代大鼠生精细胞线粒体功能

降低%降低其能量供应而影响生精功能#

线粒体的融合*分裂的动态平衡主要受到
:

O

<&

*

YB

O

&

控

制#

:

O

<&

是由核基因编码的动力相关蛋白%主要诱导线粒体

膜融合和控制凋亡过程中嵴的重塑#

:

O

<&

低表达凋亡敏感性

增加%过表达则抑制凋亡-

&$*&-

.

#

YB

O

&

是动力蛋白
SLV

酶超家

族成员%在线粒体分裂中起关键作用-

&4

.

#

YB

O

&

磷酸化可引起

细胞色素
2

的释放&促凋亡蛋白释放%激活
2<"

O

<";.

%引起细

胞凋亡-

&5

.

#本实验发现%长期低剂量锰染毒后%子代大鼠生精

细胞中
:

O

<&)JRK

和蛋白表达量在中&高剂量组显著降低%

且随锰染毒剂量的增加逐渐递减)

YB

O

&

的表达趋势则与之相

反#例外的是低剂量组
YB

O

&

的
\;"#;BAP>=#

结果也高于对照

组%可能和样本量较小有关#所以%当锰染毒剂量达
4)

?

*

E

?

以上时%

:

O

<&

表达下降同时
YB

O

&

表达上升%提示子代大鼠睾

丸生精细胞线粒体趋向分裂%导致生精细胞能量供应不足%诱

导其凋亡%这与大鼠脑胶质瘤细胞的研究结果相似 -

&'*&0

.

#

锰诱导的细胞凋亡主要是通过线粒体途径进行%即通过降

低
:

O

<&

&增加
YB

O

&

的表达%引起线粒体膜电位的改变&细胞色

素
2

的释放%细胞色素
2

与凋亡酶激活因子!

K

O

<Q&

"结合%募

集并激活
2<"

O

<";.

%启动
2<"

O

<";

级联反应%引起细胞凋

亡-

&'*&.

.

#本研究结果显示%

2<"

O

<";.)JRK

和蛋白在各锰染

毒组均升高%且随锰染毒剂量的增加逐渐增加%且生精细胞
K3

也随锰染毒剂量的增加而上升#提示长期低剂量锰染毒可诱

导子代大鼠睾丸生精细胞
2<"

O

<";

级联信号被启动%引起生精

细胞的细胞凋亡#

综上所述%长期低剂量锰染毒可抑制
:

O

<&

和促进
YB

O

&

表达%使线粒体融合*分裂失衡%启动
2<"

O

<";.

信号%最终导致

子代大鼠生精细胞凋亡#
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