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　　摘要:选取健康性成熟雄性 Wistar大鼠灌胃染毒 10 mg/kg 、 20 mg/kg 和 40 mg/kg 氯化锰 , 每日 1 次 , 连续染毒

30 d ,应用分光光度法测定血清和睾丸匀浆中 MDA、 ROS、 NO、 SOD、 GSH-Px、 LDH 、 LDHx、 G-6-PD、 β-G 和 NOS 的水

平和活力。结果显示 , 染毒氯化锰 20 mg/kg 组仅睾丸匀浆中 ROS 、 SOD、 LDHx和 G-6-PD活力与阴性对照组比较差异

有显著性 (P<0.05)。在 40 mg/kg 组 , 血清中 LDHx 和 G-6-PD下降 , 睾丸匀浆中的 MDA、 ROS 升高 , SOD、 GSH-Px、

LDHx和 β-G活力下降 , 与对照组比较差异有显著性或高度显著性 (P<0.05 或 P<0.01), 并且 SOD、 ROS、 LDHx 和

G-6-PD有明确剂量-效应关系 , r值为 0.578 2、 -0.534 7 、 -0.581 4和-0.497 2 (均 P<0.05)。各染毒剂量组睾丸匀

浆中NOS 活力均明显高于对照组 , 差异有显著性 (均 P<0.05)。说明亚急性染毒氯化锰可使大鼠睾丸组织产生脂质

过氧化作用 , 使睾丸标志酶活力降低 , 睾丸匀浆中 NOS活力升高 , 使间质细胞 、 支持细胞和生精细胞受损 , 并形成一

个损伤链 , 这些可能是锰致雄性生殖功能受损的部分机制。
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Abstract:Health and mature Wistar male rats exposed to 10mg/ kg , 20mg/ kg and 40mg/kg of manganous chloride by lavage once

a day for 30 days.MDA , ROS , SOD , GSH-Px , LDH , LDHx , G-6-PD , β-G , NO and NOS in serum and testis homogenate of

male rats were determined with spectrophotometry.Results showed that in the 20mg/ kg of manganous chloride group , values of ROS ,

SOD , LDHx and G-6-PD were significantly different only in the testis homogenate of rats compared with negative control group (P <

0.05).In the 40mg/ kg group in the testis homogenate of rats , MDA and ROS were increased , while activities of SOD , GSH-Px ,

LDHx , β-G decreased , and activities of LDHx and G-6-PD in the serum were decreased and significantly different compared with

negative control group (P<0.05 or P<0.01), SOD, ROS , LDHx and G-6-PD showed clear and definite dose-effect relationship ,

r=0.578 2 , -0.534 7 , -0.581 4 , -0.497 2 (P <0.05).While in all exposure groups , activities of NOS in the testis

homogenate of rats were increased compared with negative control group (P <0.05).It is suggested that testis tissue of rats by

subacute exposure manganous chloride produced lipid peroxidation and activities of testis marker enzymes were decreased and NOS of

testis homogenate of rats was increased and resulted in damage of Leydig cells , Sertoli s cells and spermatids , and formed a damage

chain.These may be section mechanisms of damaged reproductive function of male rats.
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　　锰是一种较常见的职业毒物 , 对其毒作用已有较广泛深

入的研究[ 1 , 2] 。近年来对锰的生殖毒作用研究已引起人们极大

关注 , 实验证明锰可引起雄鼠性功能下降 、 曲细精管受损 、

生精功能下降和生殖内分泌功能变化[ 1 ,3 ～ 5]及作业工人性功能

下降等一系列生殖毒性[ 1 , 6] 。为进一步探讨锰对雄性生殖功能

损伤的机制 , 本研究拟从脂质过氧化损伤 、 睾丸标志酶活力

及NO和 NOS 的变化等方面进行研究 , 为进一步探讨锰中毒

的可能机制提供毒理学依据。

1　材料与方法

1.1　受试物

收稿日期:2003-09-11;修回日期:2003-11-17

作者简介:武英 (1950—), 女 , 副主任医师。

氯化锰 (MnCl2·4H2O), 购自天津化学试剂三厂生产的分

析纯试剂 , 纯度 99.9%以上。

1.2　实验动物分组及处理

选择由沈阳医学院实验动物中心提供的健康性成熟的雄

性Wistar 大鼠 40只 , 体重 180 ～ 220 g , 随机分为阴性对照组

和 10 mg/ kg、 20 mg/ kg和 40 mg/kg氯化锰组4 组 , 每组10只。

按 0.5 ml/ 100 g等容积不同浓度灌胃染毒 , 阴性对照组给予等

容积的蒸馏水 , 每天 1 次 , 连续染毒 30 d , 于末次染毒 24 h

腹主动脉采血后处死大鼠 , 称量睾丸和附睾的质量并取单侧

睾丸用生理盐水制成 0.2 g/ ml的睾丸匀浆备检。取部分睾丸

组织作常规光镜组织病理学检查。

1.3　检测指标及方法

脂质过氧化指标包括 MDA、 ROS、 SOD、 GSH-Px。睾丸组
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织标志酶包括 β-葡萄糖醛酸苷酶 (β-G)、 LDH 、 LDHx、 G-6-PD

和一氧化氮 (NO)、 一氧化氮合酶 (NOS)。上述各指标的检

测均按南京建成生物制品公司提供试剂盒说明书进行。

G-6-PD应用 2 , 6-二酚靛酚连续比色法进行测定[ 7] 。

1.4　统计学处理

应用 SPSS 软件进行数据处理 , 进行方差分析和 q 检验。

2　结果

2.1　染毒大鼠血清和睾丸匀浆中脂质过氧化指标测定结果

从表 1可见 , 染毒 30 d 氯化锰组各指标与阴性对照组比

较差异均无显著性 (P >0.05)。 从表 2 可见 , 在 20 mg/ kg 组

大鼠睾丸匀浆中 SOD和 ROS 与阴性对照组比较差异有显著性

(P<0.05), 随染毒剂量增加 , 改变更加显著 , 存在着明确的

剂量-效应关系 , r 值依次为 0.578 2 和-0.534 7 (均 P <

0.05)。

表 1　染毒组大鼠血清中脂质过氧化指标测定结果 (x±s)

组　别 n MDA (nmol/ml) ROS (U/ml) SOD (NU/ml) GSH-Px (U/ml)

阴性对照组 10 17.84±3.26 989.43±82.37 510.66±59.34 182.46±13.46
染毒 10 mg/kg 组 10 17.01±2.98 998.16±84.20 500.43±56.71 184.32±15.10

染毒 20 mg/kg 组 10 16.84±3.04 948.23±93.40 514.36±48.79 174.54±13.28
染毒 40 mg/kg 组 10 16.76±2.79 962.41±96.32 512.58±51.33 176.32±14.25

表 2　染毒组大鼠睾丸匀浆中脂质过氧化指标测定结果 (x±s)

组　别 n MDA (nmol/mg prot) ROS (U/mg prot) SOD (NU/mg prot) GSH-Px (U/mg prot)

阴性对照组 10 0.57±0.03 2.00±0.25 25.76±3.42 1.81±0.27

染毒 10 mg/kg 组 10 0.55±0.04 2.07±0.40 24.42±2.84 1.78±0.31
染毒 20 mg/kg 组 10 0.59±0.06 2.98±0.24＊ 17.10±2.31＊ 1.73±0.29

染毒 40 mg/kg 组 10 0.71±0.07＊ 3.78±0.31＊＊ 15.34±2.43＊＊ 1.19±0.30＊

　　与阴性对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01 , 下表同。

2.2　染毒大鼠血清和睾丸匀浆中 NO 和 NOS活力测定结果

表 3可见 , NOS 活力虽各染毒组均升高 , 但剂量-效应关

系不显著 , r=0.193 8 (P>0.05)。

2.3　染毒大鼠血清和睾丸匀浆中睾丸标志酶活力测定结果

　　从表 4可见 , 血清中 LDHx 和 G-6-PD在 40 mg/ kg 组与阴

性对照组比较差异有显著性 (P <0.05)。由表 5 可见在 20

mg/ kg组 LDHx和 G-6-PD活力就开始低于阴性对照组 , 在 40

mg/kg 组降低更明显且存在剂量-效应关系 , r 值为-0.581 4

和-0.497 2 (均 P<0.05)。β-G 活力仅在 40 mg/kg 组低于阴

性对照组 , 差异有高度显著性 (P <0.01)。

表 3　染毒组大鼠血清和睾丸匀浆中 NO和 NOS 测定结果 (x±s)

组　别 n
血　　　　　　　　清

　　NO (μmol/L)　　　　NOS (U/ml)　　
睾　　丸　　匀　　浆

　　NO (μmol/ g prot)　　　NOS (U/g prot)　　
阴性对照组 10 31.34±17.48 42.66±7.63 0.34±0.08 0.44±0.07

染毒 10 mg/kg 组 10 33.56±18.24 40.48±8.11 0.34±0.06 0.56±0.06＊＊

染毒 20 mg/kg 组 10 30.70±18.74 42.37±6.86 0.37±0.08 0.53±0.08＊＊

染毒 40 mg/kg 组 10 35.42±16.49 40.85±7.17 0.33±0.07 0.57±0.10＊＊

表 4　染毒组大鼠血清中各标志酶活性测定结果 (x±s) U/ L

组　别 n LDH LDHx β-G G-6-PD

阴性对照组 10 2 436.71±878.24 206.97±74.22 45.32±7.81 44.33±17.56

染毒 10 mg/kg 组 10 2 448.43±927.43 240.43±58.44 43.74±8.43 46.38±18.34

染毒 20 mg/kg 组 10 2 518.84±918.50 188.37±42.73 46.31±7.59 40.52±16.74

染毒 40 mg/kg 组 10 2 532.81±103.25 143.35±43.43＊＊ 40.58±8.72 29.89±17.84＊＊

表 5　染毒组大鼠睾丸匀浆中各标志酶活性测定结果 (x±s) U/g prot

组　别 n LDH LDHx β-G G-6-PD

阴性对照组 10 2 943.91±234.38 356.84±68.12 2.43±0.26 1.96±1.24

染毒 10 mg/kg 组 10 2 874.26±310.84 361.45±54.38 2.38±0.31 1.83±1.16

染毒 20 mg/kg 组 10 2 831.63±246.83 230.31±48.42＊ 2.40±0.24 1.03±0.65＊

染毒 40 mg/kg 组 10 2 588.44±314.25 184.82±50.63＊＊ 1.74±0.21＊＊ 1.06±0.76＊

2.4　染毒大鼠睾丸 、 附睾器官组织病理学检测结果

大体剖检仅见 40 mg/ kg 染毒组大鼠睾丸充血略有肿胀 ,

其他各染毒组睾丸 、 附睾 、 精囊腺和前列腺大体剖检均未见

异常发现。睾丸 、 附睾的质量和脏器系数测定结果见表 6。 光

镜下可见 40 mg/kg 染毒组大鼠曲细精管生精上皮变薄 , 层次

排列紊乱并减少。管腔中精细胞和精子数较对照组明显减少 ,

精细胞 、 支持细胞和间质细胞均有空泡样变性 , 附睾管上皮

变薄 , 管腔内精子较对照组明显稀疏减少 , 其他各剂量组睾

丸 、 附睾 、 精囊腺及前列腺未发现有意义的组织病理学改变。
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表 6　染毒大鼠睾丸和附睾质量及脏器系数测定结果 (x±s)

组别 n 体重 (g) 睾丸质量 (g) 脏器系数 附睾质量 (g) 脏器系数

阴性对照组 10 351±28 2.62±0.19 7.46±0.84 0.83±0.07 2.36±0.32
染毒 10 mg/kg 组 10 350±31 2.71±0.26 7.74±0.69 0.84±0.10 2.40±0.22

染毒 20 mg/kg 组 10 347±25 2.64±0.18 7.09±0.71 0.77±0.14 2.22±0.31
染毒 40 mg/kg 组 10 298±28 3.25±0.34＊ 10.91±0.58＊ 0.58±0.11＊ 1.95±0.24＊

3　讨论

本研究发现染毒氯化锰 30 d , 剂量达 20 mg/kg 时便可使

睾丸匀浆中的 ROS 升高和 SOD 活力下降。染毒剂量升至 40

mg/kg时组织匀浆中 MDA 开始升高 , ROS 升高更明显 , 而

SOD和 GSH-Px活力下降 , 且 ROS 和 SOD的变化均存在明确的

剂量-效应关系 , 说明氯化锰可通过血睾屏障 , 在睾丸组织内

产生活性氧自由基 , 使睾丸组织发生脂质过氧化作用 , 使

MDA升高 , 抗氧化酶 SOD和 GSH-Px活力下降 , 由此导致生精

上皮细胞膜 、 支持细胞和间质细胞受损。病理学可见 , 曲细

精管变薄 , 层次减少 , 排列紊乱 , 管腔精细胞减少 , 生精细

胞 、 间质细胞和支持细胞空泡变性等改变。 因而出现生精细

胞功能和睾酮分泌下降 , 支持细胞分泌的生长因子减少 , 使

生殖功能受到损害。而在同样染毒条件下 , 血清中各指标变

化不明显 , 说明睾丸组织对锰的损害作用较其他组织敏感 ,

氯化锰对睾丸和附睾的脂质过氧化作用是使雄性生殖功能受

损的重要机制之一。

G-6-PD、 β-G、 LDH 和 LDHx 可分别作为睾丸间质细胞 、

支持细胞 、 生精上皮和精子的标志酶 , 它们活力的改变影响

各细胞的生理 、 生化功能 , 导致睾酮分泌下降 , 精细胞生长

因子减少 , 精子发生和发育受阻 , 生精功能受损[ 8] 。 本研究

结果显示 , 染毒氯化锰 20 mg/ kg 时大鼠睾丸匀浆中的 G-6-PD

和LDHx活力就开始下降 , 剂量达40 mg/kg 时 , 血清和睾丸匀

浆中 LDHx 、 G-6-PD 和睾丸匀浆中 β-G 活力均明显低于阴性对

照组 , 说明睾丸间质细胞 、 支持细胞和生精细胞及精子的功

能均受到了损害 , 由于上述酶活性下降 , 进一步加重了这些

细胞的生化 、 生理功能的损伤。睾丸标志酶活性下降 , 影响

各细胞的功能是致雄性生殖功能受到损害的又一机制。

NOS 有两种类型 , 即原型一氧化氮合酶 (CNOS)和诱导

型一氧化氮合酶 (iNOS)。 Zini等研究认为睾丸间质细胞和支

持细胞中都存在有 iNOS , 它参与精子生成和成熟过程的调解 ,

当睾丸缺血再灌注后 , 脱落的生精上皮细胞中 iNOS 升高[ 9] 。

本研究发现 , 仅睾丸匀浆中各染毒组 NOS 活性明显高于对照

组 , 但各染毒组间活性升高差异不显著 , 与 Zini 的研究结果

相近[ 9] , 说明氯化锰影响 NOS 活力 , 亦可能使生精功能调解

受损而影响雄性生殖功能。

综上所述 , 亚急性染毒氯化锰 30 d 可使大鼠睾丸组织产

生活性氧自由基 , 对睾丸组织有脂质过氧化作用 , 损伤各种

细胞的生物膜及膜上酶的活性 , 使睾丸标志酶活力下降和

NOS 活力增加 , 进一步损伤生精上皮 、 支持细胞 、 间质细胞

的功能 , 并加重了组织病理学损伤 , 对雄性生殖系统的结构

和功能形成一个损伤链 , 这可能是锰产生雄性生殖毒性的部

分机制。
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工作能力是职业卫生面临的重要任务之一。
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