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　　摘要:目的　了解2 , 3 , 7 , 8-四氯二苯并二 英 (TCDD)对雄性大鼠生殖系统的影响。方法　清洁级Wistar 雄性大

鼠 32只 , 体重 (100±10) g , 随机分成 4 组 , 每组 8 只 , 连续经口灌胃染毒 90 d , 剂量分别为 2.5 , 25 , 250 ng/kg , 对

照组给予二甲基亚砜 (DMSO), 测定血清中睾酮 (T)、 促黄体生成素 (LH)、 促卵泡生成素 (FSH)的激素水平以及睾

丸 、 前列腺 、 精囊腺的脏器质量系数 , 附睾尾精子畸形率。结果　与对照组比较 , 各染毒组 T水平下降 , 差异有显著

性 (P<0.05);各染毒组 FSH 和 LH 水平上升 , 但差异无显著性 (P >0.05);中 、 高剂量组的睾丸 、 精囊腺及所有染毒

组的前列腺脏器质量系数均低于对照组 (P <0.05);各染毒组精子畸形率随剂量的增加而上升 , 中 、 高剂量组与对照

组相比差异显著 (P<0.01)。结论　TCDD亚慢性染毒 , 可影响精子和生殖系统的正常发育 , 并在一定程度上对生殖激

素的稳态造成了干扰。
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Abstract:Objective To study the effect of TCDD on reproductive system of male rat.Method Thirty two healthy male Wistar rats

were randomly divided into four groups according to body weight (100±10) g:control group (rats were orally given 250 ng/ kg dimethyl

sulfoxide , DMSO), and three exposed groups (orally received different doses of TCDD—2.5 , 25 and 250 ng/ kg per day , respectively

for 90 days).At the end of experimental period , the animals were fasted overnight , then weighed and sacrificed.Testicle , epididymis ,

prostate and seminal vesicle were removed for measuring their relative weights to body weight.Meanwhile , the serum levels of testrone

(T), luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH) and the sperm abnormality rate in epididymis tail were also mea-

sured.Result The results showed that the serum testosterone levels and weight coefficients of prostate in rats of all the TCDD exposed

groups were significantly lower than that of controls (P<0.05), the serum levels of FSH and LH also seemed to show some increase but

without any significant difference compared with controls (P>0.05).Additionally , the weight coefficients of testicle , epididymis and

seminal vesicle in middle or high TCDD exposed groups , and the percentages of sperm abnormalities in epididymis tail of rats in middle or

high TCDD exposed groups were significantly increased compared with controls (P <0.05).Conclusion It is showed that subchronic ex-

posure to TCDD could damage the normal development of sperm and reproductive system , and disturb the homeostasis of reproductive hor-

mones suggesting that dioxins might affact the function of reproductive-endocrine system in male rats to a certain extent.

Key words:2 , 3 , 7 , 8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD);Testosterone (T);Luteinizing hormone (LH);Follicle stimulating
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　　2 ,3 ,7 ,8-四氯二苯并二 英(2 ,3 ,7 ,8-tetrachlorodibe-

nzo-p-dioxin , TCDD)是二 英类化合物中毒性最强

的一种 , 是最严重的持续性环境有机污染物之一 , 具

有很强的肝脏 、 皮肤和生殖毒性[ 1 , 2] 。TCDD 也是典

型的环境内分泌干扰物 , 其对生殖内分泌的干扰效应

成为近年来研究的热点。本研究以Wistar雄性大鼠为

研究对象 , 探讨 TCDD对雄性动物的抗雄激素作用及

其对生殖系统正常发育的影响 。

1　材料与方法

1.1　动物分组与染毒

清洁级Wistar雄性大鼠 32 只 (由北京大学医学

中心实验动物中心提供), 体重 (100±10)g , 随机

分成 4组 , 每组 8只;经口灌胃染毒 TCDD , 剂量分

别为 0 , 2.5 , 25 , 250 ng/kg , 溶剂对照组给予 250
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ng/kg二甲基亚砜 (DMSO), 连续灌渭 90 d。

1.2　主要试剂与仪器设备

TCDD (购于 Cambridge Isotope Laboratories , Inc.

纯度 99%);二甲基亚砜 (DMSO)为国产分析纯;

睾酮 (T)、 促黄体生成激素 (LH)、 促卵泡生成素

(FSH)的放免试剂盒均购自北方生物技术研究所;

甲醇液;2%伊红染液;γ放射免疫计数器 (GC-

911);日本 OLYMPUS 倒置荧光显微镜;万分之一电

子天平。

1.3　实验指标和方法

1.3.1　睾酮 、促卵泡生成素 、促黄体生成素激素水平

的测定　大鼠处死前夜禁食 ,准确称量体重后 ,股动脉

取血 ,3 000 r/min离心 15 min ,取上层血清采用竞争放

射免疫分析法 ,按照试剂盒操作规程测定激素含量 。

1.3.2　睾丸 、前列腺 、 精囊腺脏器质量系数的测定

　颈椎脱臼法处死动物后 , 迅速准确摘取睾丸 、 前列

腺 、精囊腺器官称重 , 按脏器质量系数=脏器湿重

(g)/体重 (g) ×100 (g/100 g)计算 。

1.3.3　精子畸形率的测定　分离附睾尾 , 剪开 , 加

2 ml新配制的 0.86%生理盐水缓冲溶液 , 甲醇固定 ,

伊红染色观察精子畸形形态并计数 , 每只大鼠共观察

500个完整精子。

1.4　统计方法

采用SPSS11.5 统计软件进行分析处理 , 结果以

均数±标准差 (x ±s)表示 , 统计学方法采用单因

素方差分析 , 进一步与对照组的两两比较时采用

Dunnett分析。

2　结果与讨论

2.1　一般健康状况的变化情况

在实验观察期间内 , 高 、 中 、 低剂量组各有 1只

动物分别于实验开始后第 51 、 45和 67天死于化脓性

中耳炎 , 症状为病鼠头偏一侧 , 提起尾巴后 , 病鼠朝

头偏转的一侧旋转 。其余大鼠活动及生长发育正常 ,

未出现明显中毒症状和不良反应 , 各剂量组大鼠的体

重变化 、 进食量与对照组相比没有明显的改变 , 这表

明实验动物的一般代谢情况仍在正常的范围 。

2.2　性器官及其附属腺脏器质量系数

由表 1 可见 , TCDD 染毒 90 d 后 , 各染毒组睾

丸 、 前列腺和精囊腺的脏器质量系数下降 , 与对照组

比较差异有显著性;两两比较显示 , 25 、 250 ng/kg

组睾丸和精囊腺及各染毒组前列腺与对照组比较 , 差

别有显著性 (P <0.05 , P<0.01)。
表 1　TCDD对大鼠体重 、 性器官脏器质量系数及精子畸形率的影响 (x±s)

剂量

(ng/ kg)

动物

只数
体重 (g)

脏器质量系数 (g/ 100g体重)

睾丸 前列腺 精囊腺

精子畸形率

(%)

0 8 362.50±33.73 　1.15±0.23 　　　0.15±0.03 　　　0.47±0.11 　　2.02±0.82

2.5 7 354.17±50.64 1.06±0.12 0.13±0.02＊ 0.41±0.08 2.78±0.83

25 7 335.63±69.92 0.95±0.15＊ 0.11±0.02＊＊ 0.37±0.10＊ 5.12±1.08＊＊

250 7 330.00±42.54 0.91±0.06＊＊ 0.13±0.02＊ 0.32±0.08＊＊ 6.56±1.70＊＊

F值 — 0.522 3.712 4.862 3.556 16.353

P值 — 0.672 0.024 0.008 0.029 0.000

　　与 0剂量组比较 , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01;表 2同。

　　过去有研究报道 , 大鼠于出生前或哺乳期暴露于

TCDD , 睾丸质量有显著降低;于青春期暴露于

TCDD , 也有此情况发生
[ 3 ,4]

。在我们的研究也发现 ,

TCDD使睾丸相对质量显著下降 。相比之下 , 对青春

期后暴露于 TCDD的研究显示 , 睾丸质量不受影响 ,

甚至睾丸的相对质量有所增高[ 5] , 系因高剂量 TCDD

染毒时 , 动物体重明显下降所致。故认为 TCDD对睾

丸质量影响的关键时期是在青春期之前 。

前列腺和精囊腺是依赖于雄性激素的生殖器官 ,

主要是 5α-二氢睾酮 (DHT), 由 5α-还原酶作用于睾

酮形成的[ 5] 。本研究中 , 各染毒剂量组血清中睾酮浓

度的降低 , 很可能是导致精囊腺和前列腺等依赖于雄

性激素的生殖器官质量降低的主要原因 。但也有研究

显示 , 经 TCDD染毒前列腺质量下降时 , 精囊腺质量

未受明显影响。因此 , 可以推测对生殖腺发育的影响

除雄激素外还可能有其他因素[ 6] 。

2.3　精子畸形分析

以往研究显示 , 即便在引起血清雄性激素下降和

附属性器官质量下降的更小剂量时 , 精子的发生仍会

受影响[ 7] 。由表 1可见 , 各染毒剂量组精子畸形率均

有所上升 , 其中高 、 中剂量染毒组与对照组比较 , 差

别有显著意义 (P<0.01)。这提示90 d亚慢性 TCDD

的暴露可能会损伤动物精子而导致生殖毒性 , 同时观

察到的精子畸形形态以头部畸形为主 , 主要为无钩

头;尾部畸形主要以尾折叠多见 。El-Tawil等通过对

SD大鼠 60 d 亚慢性灌胃染毒 TCDD (剂量分别为

200 、 100 、 50 ng/kg)也观察到相似的结果[ 8] 。TCDD

诱导的氧化应激反应是其发挥毒性效应的一个重要机
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制。Latchoumycandane 等以 TCDD 染毒 Wistar 雄性大

鼠 , 发现 TCDD诱导大鼠睾丸 、 附睾和附睾中的精子

发生氧化应激反应 , 产生过量的活性氧[ 9] , 而精子细

胞胞浆膜上的多不饱和脂肪酸是极易受到活性氧的攻

击 , 我们认为 TCDD诱导大鼠精子发生氧化应激反应

很可能是其引起精子畸形的一个主要原因。

2.4　睾酮 、 促卵泡生成素 、 促黄体生成素激素水平

由表 2可见 , 染毒 TCDD 90 d 后 , 与对照组比较

各染毒组血清中 T 水平均显著下降 (P <0.05), 各

染毒剂量组血清中 FSH、 LH 水平均有所升高 , 但差

别无统计学意义 。
表 2　TCDD对大鼠血清中 T、 FSH 和 LH 含量的影响 (x±s)

剂量

(ng/ kg)

动物

只数

T

(ng/ml)

FSH

(mIU/ml)

LH

(mIU/ml)

0 8 1.93±0.97 1.72±0.45 0.84±0.65

2.5 7 1.13±0.61＊ 1.78±0.45 0.95±0.58

25 7 1.03±0.74＊ 2.21±0.64 1.06±0.54

250 7 0.93±0.38＊ 2.14±0.46 1.39±0.52

F值 — 3.123 1.781 1.264

P值 — 0.044 0.175 0.308

　　睾酮对于维持雄性生殖系统的正常功能 、促进附

属性器官正常形态学发育有重要作用 , 因此认为

TCDD使睾酮水平下降是导致雄性生殖系统毒性作用

的重要原因之一。生理情况下大鼠睾丸 LH 与 Leydig

间质细胞上的 LH 受体结合后 , 通过 cAMP-蛋白激酶

A系统 , 促进胆固醇运至线粒体 , 并被细胞色素

P450侧链分裂酶 (P450scc)转变成孕烯醇酮 , 继而被

滑面内质网的酶类转变成睾酮 。

本实验TCDD染毒使雄性大鼠血清中睾酮水平明

显下降 ,考虑可能的原因有:TCDD暴露损伤了睾丸 Ley-

dig 间质细胞质内一些与雄激素合成有关的酶和受体的

基因表达。Lai等实验结果显示[ 10] , TCDD抑制了大鼠

Leydig 间质细胞中细胞色素 P450侧链分裂酶基因表达 ,

并且通过调控 Leydig 细胞中 cAMP 信号转导以影响胆

固醇生成的过程 。Fukuzawa 等实验观察到 ,TCDD抑制

了小鼠睾丸中 P450scc和 LH受体的基因表达[11] 。其次

由于睾酮的合成主要在睾丸 Leydig 间质细胞内质网和

线粒体上进行 ,因此内质网和线粒体体积减小或是受损

必然损伤其与雄激素合成有关的酶 ,如 P450-17a羟化

酶 、P450-17 ,20裂解酶 、5α-还原酶等 ,使睾酮合成量下

降[ 6] 。实验表明 ,TCDD染毒可诱导Wistar雄性大鼠睾

丸细胞线粒体发生氧化应激反应 ,产生过量的活性氧和

脂质过氧化产物损伤细胞线粒体结构的完整性[ 12] 。此

外 ,有学者通过小鼠的皮下 TCDD染毒 ,观察到睾丸组

织细胞内滑面内质网肿胀 ,线粒体肿胀 、坏死和吞噬溶

酶体形成等异常的超微病理结构[ 13] 。

我们在研究 TCDD对生殖腺毒性作用的同时也注

意到下丘脑和垂体内分泌的变化。下丘脑分泌促性腺

激素释放激素 (GnRH)能促进腺垂体释放 FSH 和

LH , 释放的FSH和 LH分别作用于睾丸的支持细胞和

Leydig间质细胞 , 促进睾丸的生精和间质细胞分泌睾

酮的功能。而下丘脑 GnRH 释放和腺垂体 FSH 和 LH

的分泌则都受睾丸分泌激素的反馈调控 , 这种反馈关

系使血浆中睾酮等雄激素水平维持在正常的生理范

围[ 14] 。当血浆雄激素浓度下降时 , 正常的生理反应

是通过下丘脑—垂体 —性腺轴的负反馈作用使血浆中

LH浓度升高。然而多数学者的实验表明 , 当 TCDD

使血浆中性腺激素水平下降时 , LH浓度并未受影响 ,

这与本实验结论相一致。在 TCDD染毒组 , 血清中 T

水平明显下降时 , FSH 和 LH 均未代偿性明显升高 ,

考虑的可能原因有 TCDD作为环境内分泌干扰物使下

丘脑 —垂体—性腺轴反馈调节异常 , 或是 TCDD改变

了细胞和器官对调控它们功能的激素或生长因子的反

应能力[ 15] 。Bookstafe 等实验结果表明 , TCDD能影响

睾丸对LH 的反应能力 , 还可能改变了 LH 、 FSH 的分

泌调节机制 , 使负反馈因子反应能力异常
[ 16]
。

综上所述 , TCDD作为环境内分泌干扰物中二

英类的代表物质 , 可对雄性大鼠生殖系统产生多种毒

性作用 , 并引起下丘脑—腺垂体—性腺轴的反馈调节

机制异常 。虽然目前关于 TCDD毒性作用机制的研究

取得了一定进展 , 但仍不十分清楚 。因此尚需更多的

实验研究进行深入探讨。
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的 ET 至少有 4种异构形式 , 即 ET-1 、 ET-2 、 ET-3和

ET-B[ 6] , 其中 ET-1活性最强 。ET 的受体有 3种 , 包

括 ETAR 、 ETBR和 ETCR
[ 7] 。静脉注射 ET 时 , 可引起

短暂的降压及心跳加快作用 , 随后为显著而持久的升

压效应[ 1 ,8] 。ET 作用的机制是通过作用于血管平滑肌

细胞膜上的 ET 受体 , 激活 Ca2+通道和磷脂酶 C

(PLC), 产生三磷酸肌醇 (IP3), 促使细胞内钙池释

放Ca
2+
, 同时引起细胞膜受体操纵性 Ca

2+
通道开放 ,

细胞外Ca2+内流增加 , 胞浆内 Ca2+浓度升高 , 使动 、

静脉强烈收缩 , 外周阻力增加 , 回心血量增加 , 血压

升高 。这一缩血管作用比血管紧张素Ⅱ和去甲肾上腺

素强许多倍 。其次 , ET 作用于心肌细胞膜 ET 受体 ,

激活细胞膜上的 Ca2+通道 , Ca2+内流增加 , 兴奋-收

缩耦联增强 , 使心肌收缩张力加强 , 具有正性肌力作

用
[ 9]
。此外 , 高浓度的 ET 可抑制压力感受器反射 ,

从而使其降压作用减弱 , 血压相应升高[ 10] 。

有资料显示 , 高血压发病率与肥胖有密切联系 ,

50%以上的高血压病人是超体重者
[ 11]
。本研究结果

表明 , 地面作业的矿工中 , HP组血浆 ET水平明显高

于NHP组 , 而且主要是超体重的高血压矿工 , ET 水

平与 BMI呈正相关 。说明超体重与 ET 水平有某种联

系 , 两者在矿工高血压的发病中相互作用。而在井下

作业的矿工中 , HP组血浆 ET水平反而低于NHP 组 ,

并明显低于地面作业 HP 组 , ET 水平与 BMI 呈负相

关。提示井下作业可能降低了高血压矿工血浆 ET 水

平。矿工在井下作业 , 由于受到多种因素的影响 , 如

地球引力 、大气压不同 , 可能抑制了 ET 的释放 , 或

者由于劳动强度大 , 机体代谢率高 , ET 降解速度较

快 , 从而降低了血浆 ET 水平 。年龄 、 吸烟 、 饮酒 、

高血压家族史 、 糖尿病史等因素对井下 、地面作业的

HP 组与 NHP 组矿工血浆 ET 水平均无显著影响 。
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