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3, 4-二氯苯胺对雄性大鼠精子顶体酶活性和顶体反应的影响
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　　摘要:为观察 3, 4-二氯苯胺 (DCA)对雄性大鼠精子顶体酶活性和顶体反应的影响 , 探讨 DCA生殖毒性的可能

机制 , 选取健康性成熟 Wistar雄性大鼠 48只 , 随机分为 6组 , 即正常对照组 、 溶剂对照组和 3, 4-二氯苯胺 39、 81、

170、 357mg/kg4个剂量组。经口灌胃染毒 , 1次 /d, 连续 35 d。分别采集精液 , 采用改良 Kennedy法测定不同剂量

组精子顶体酶活性 , 考马斯亮蓝染色法体外检测不同浓度二氯苯胺 (5、 10、 20、 40 μg/ml)对精子顶体反应率的影

响。结果显示 , 与对照组比较 , 81 ～ 357mg/kg剂量组大鼠精子顶体酶活性明显降低 (P<0.05, P<0.01), 精子顶体

反应率显著下降 (P<0.01), 且降低幅度与 3, 4-二氯苯胺的作用浓度有关。提示 3, 4-二氯苯胺对大鼠精子顶体酶活

性具有明显的抑制作用 , 并可能由此影响精子发生顶体反应。
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Effectof3, 4-dichloroanilineonacrosomalenzymeactivity

andacrosomalreactionofspermatozoainmalerats
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Abstract:Toexploretheeffectsof3, 4-dichloroanilineexposureonacrosomalenzymeactivityandacrosomalreactionof

spermatozoaofmalerats.48 maleWistarrats, adultandhealthy, wererandomlydividedinto6 groups, includingcontrolgroup,

solventcontrolgroupanddifferentdosageof3, 4-dichloroanilineexposuregroups(39, 81, 170, 357mg/kgofDCA);DCA

wereorallytaken, onceadayfor35days.Afterexposure, thespermsweretakenforthedetectionofacrosomalenzymeactivity

withimprovedKennedy, smethodandacrosomalreactionbydetectingacrosomalproteinswithCoomassiebrilliantbluestaining

method.Theresultsshowedthattheacrosomalenzymeactivitiesweresignificantlydecreasedin81— 357mg/kgofDCAexposed

groups(P<0.05, P<0.01), meanwhile, theacrosomalreactionrateswereobviouslylowerthanthecontrol(P<0.01),

andtheyallweredose-dependent.Itsuggestedthat3, 4-dichloroanilinemightinhibittheactivityofacrosomalenzymesofsperms,

therebyresultinloweringthecapabilityofacrosomalreactionofratsperms.
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　　二氯苯胺是除草剂 、 杀虫剂 、 偶氮染料和药物等合成的

中间体 , 在农业生产中 , 又是除草剂 、 杀虫剂的降解产物 ,

其中的卤代苯胺还可以在以苯胺为原料的杀虫剂的降解过程

中形成 [ 1] 。这些化合物多属有毒有害物质 [ 2] , 随工业废水 、

农业径流水 、 生活污水流入水体 , 对水生生物的生长 、 发育

和繁殖构成危害 , 破坏生态系统 , 对人体健康有潜在危害 [ 3] 。

大量研究表明卤代苯胺具有明显的形成高铁血红蛋白的作用 ,

而且对肝脏具有不同程度的毒性 [ 4] 。但是到目前为止 , 国内

外的学者们对这种化合物的研究多数集中在水生生物和鱼类

范围 , 而以哺乳动物作为研究对象的资料很少 , 本研究旨在

探讨二氯苯胺对哺乳动物的生殖毒性问题。

1　材料与方法

1.1　动物

健康性成熟 Wistar雄性大鼠 48只 , 体重 260 ～ 270 g, 由

北京维通利华实验动物技术有限公司提供。

1.2　试剂及仪器

3, 4-二氯苯胺 (FLUKA公司), Na-benzoyl-DL-精氨酸-p-

硝酰基苯胺 (Na-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide, BAPNA),

苯甲咪 (benza-midine), 400型聚蔗糖 (Ficoll400), N-2-羟

乙基哌嗪-N' -2-乙磺酸 (Hepes), 考马斯亮蓝 R250 (Brilliant

BlueR250), 孕酮 (Progesterone, ≥99%), 以上均为 Sigma

公司产品 。二甲基亚砜 DMSO(AMRESCO公司产品)。 UNI-

CO, WFZ, UV2000型紫外可见光分光光度计 [ H0410043, 尤

尼柯 (上海)仪器有限公司 ] 。 MemmertINE-500培养箱 (德

国 Memmert公司 , E505 0190)。

1.3　方法

1.3.1　动物分组　健康 Wistar雄性大鼠 48只 , 随机分为 6

组 , 正常对照组 、 溶剂对照组及 3, 4-二氯苯胺 39、 81、 170、
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357mg/kg4个组 , 每组 8只 , 等容积经口灌胃染毒 (1 ml/

200g), 1次 /d, 连续 35d。自由摄食饮水。

1.3.2　精子顶体酶活性检测　采用改良 Kennedy法 , 根据文

献 [ 5] 的方法 , 以在 24℃, 水解 1.0μmolBAPNA/min的底

物量定为 1 IU顶体酶活性。

顶体酶活性 (μIU/106 精子) =(T管 OD值 -C管 OD

值) ×106 /247.5×7.5。计算各组精子顶体酶活性值。

1.3.3　精子顶体反应检测　采用考马斯亮蓝染色法 , 6组精

子悬液 (3×106 ～ 6×106个 /ml, 存活率 >90%)分装于 1 ml

容量的 Eppendorf管 , 每管 0.2ml, 为空白组 (检测精子自发

顶体反应率), 染毒剂量组 (加入 DMSO溶解的 3, 4-二氯苯

胺 , 终浓度分别为 5、 10、 20、 40 μg/ml)和对照组 (等体积

DMSO), 反映体系 DMSO的浓度不超过 1%。所有精子悬液先

置于 37℃恒温培养箱中 2 h, 使精子获能 , 对照组和各染毒

组均加入孕酮 (终浓度为 150 μmol/L)诱发顶体反应 , 15

min后 , 各组悬液取 50 μl于载玻片制成涂片 、 晾干 , 22%考

马斯亮蓝染液浸染 2 ～ 3 min, 蒸馏水冲洗 , 晾干 , 显微镜下

观察。每张涂片随机观察 200个精子 , 顶体未被染成蓝色的为

发生顶体反应的精子 , 记录精子顶体反应率。

1.4　统计学方法

采用 SPSS11.5软件 , 结果以x±s表示 , 进行单因素方差

分析 , 并进行染毒组与对照组组间两两比较。

2　结果

2.1　3, 4-二氯苯胺对大鼠体重和脏器系数的影响

染毒初期 , 高剂量组大鼠食欲减退 , 行动有些迟缓 , 此

情况在一周后逐渐消失。表 1结果表明 , 经过 5周喂养后 , 81

mg/kg组大鼠体重增量明显低于溶剂对照组体重增量 (P<

0.05);357 mg/kg组大鼠体重增量和对照组比较有极显著性

降低 (P<0.01)。由表 1可以看出 39、 170 mg/kg两个剂量组

大鼠的睾丸系数均大于溶剂对照组。 但差异不明显 , 而

357mg/kg剂量组大鼠睾丸系数有极显著的增加 (P<0.01)。

170、 357mg/kg剂量的二氯苯胺对大鼠的肝脏系数有极显著性

影响 (P<0.01)。 81、 170和 357mg/kg剂量的二氯苯胺可导

致大鼠的脾脏系数极显著的增加 (P<0.01)。

表 1　3, 4-二氯苯胺对大鼠体重和脏器系数的影响 (x±s, n=8)

组别 体重增量 (g) 附睾系数　 睾丸系数　 肾脏系数　 心脏系数　 肝脏系数　 脾脏系数　 肺脏系数　

空白对照组 154.37±45.90 0.22±0.06 0.82±0.07 0.69±0.04 0.29±0.02 3.56±0.44 0.19±0.02 0.36±0.06

溶剂对照组 125.59±19.02 0.25±0.06 0.84±0.10 0.62±0.08 0.29±0.03 3.53±0.37 0.18±0.04 0.37±0.06

染毒 39 mg/kg组 149.42±31.58 0.22±0.03 0.85±0.11 0.68±0.11 0.28±0.03 3.77±0.29 0.23±0.04 0.31±0.02

染毒 81 mg/kg组 109.52±22.02＊ 0.23±0.03 0.84±0.07 0.67±0.04 0.28±0.04 3.63±0.22 0.30±0.06＊＊ 0.32±0.02

染毒 170mg/kg组 118.26±15.29 0.24±0.02 0.86±0.05 0.73±0.07 0.31±0.03 4.20±0.43＊＊ 0.50±0.08＊＊ 0.34±0.02

染毒 357mg/kg组 68.38±10.74＊＊ 0.26±0.06 0.90±0.12＊＊ 0.72±0.08 0.29±0.04 4.50±0.48＊＊ 0.70±0.19＊＊ 0.38±0.04

　　与空白对照组比较＊P<0.05, ＊＊P<0.01, 表 2, 3同。

2.2　3, 4-二氯苯胺对大鼠精子顶体酶活性的影响

表 2可见 , 39 mg/kg组精子顶体酶活性与空白对照组及

溶剂对照组相比差异无统计学意义 (P>0.05), 81 mg/kg组

酶活性比对照组明显降低 (P<0.05), 170、 357 mg/kg组酶

活性极明显低于对照组 (P<0.01)。

表 2　3, 4-二氯苯胺对大鼠精子顶体酶活性的影响 (x±s)

组别 n(只) 顶体酶活性 (μIU/106精子)

空白对照组 8 96.90±5.19

溶剂对照组 8 96.23±5.88

染毒 39mg/kg组 8 92.12±4.67

染毒 81mg/kg组 8 87.00±9.51＊

染毒 170mg/kg组 8 74.43±10.67＊＊

染毒 357mg/kg组 8 65.93±8.90＊＊

2.3　3, 4-二氯苯胺对大鼠精子顶体反应的影响

随着染毒剂量的增加 , 大鼠精子顶体反应率呈现明显下

降趋势 , 与 3, 4-二氯苯胺浓度有剂量-效应关系 , 见表 3。

表 3　3, 4-二氯苯胺对大鼠精子顶体

反应率的影响 (x±s, n=8)

染毒剂量 (μg/ml) 精子数 (个) 顶体反应率 (%)

自发顶体反应率 400 16.50±3.79

0 (对照组) 400 89.50±2.89

5　　　 　 400 78.75±2.06＊＊

10　　　　　 400 80.75±1.26＊＊

20　　　　　 400 74.25±1.71＊＊

40　　　　　 400 55.50±1.73＊＊

3　讨论

不同剂量 3, 4-二氯苯胺 (39、 81、 170、 357mg/kg)染毒

大鼠后 , 大鼠体重显著降低 , 说明 3, 4-二氯苯胺对大鼠的生

长发育有明显的影响。研究结果还显示 , 3, 4-二氯苯胺导致大

鼠肝脏系数 、 脾脏系数 、 睾丸系数显著增高。

精子顶体酶作为受精过程中的关键酶 , 在精子穿透卵细

胞透明带时起溶解透明带作用 , 因而其活性高低可直接影响

受孕过程。顶体酶活性检测是近年逐步开展起来的精子功能

检测方法 , 是反映活精子质量的重要指标 [ 6] 。顶体酶的活性

可通过检测存在于精子顶体的精氨酸酰胺酶来确定。其原理

是精氨酸酰胺酶以 BAPNA为底物 , 分解产生有色产物———硝

酰基苯胺 , 通过测定硝酰基苯胺的产量可推算出精氨酸酰胺

酶的活性 , 从而反映顶体酶的活性。 本实验结果表明 , 二氯

苯胺对精子顶体酶有显著的损伤作用 , 说明二氯苯胺可能影

响大鼠精子的受精作用。

研究表明活精子的顶体反应百分率与精子的卵透明带穿

透率呈强正相关 , 透明带诱发精子顶体反应率已成为评价精

子功能的一个可靠的指标 [ 7] 。目前已建立了较成熟的顶体反

应检测方法 , 其中 , 考马斯亮蓝法较为稳定 [ 8] 。 本实验表明 ,

随着染毒剂量的增加 , 精子顶体反应率呈现明显的下降趋势 ,

具有 3, 4-二氯苯胺剂量依赖关系。

由于精子顶体酶活性受到了抑制 , 精子发生顶体反应催

化剂的量及能够发生顶体反应的精子的数量亦会减少 , 从而
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造成一定数量的精子中顶体反应率降低。本研究中精子顶体

反应率的降低亦呈现浓度依赖性 , 而且在高浓度二氯苯胺作

用下降低得非常明显 , 5 μg/ml与 10 μg/ml组间差异不明显 ,

我们推测在精子发生顶体反应的过程中 , 有可能还有其他化

学因素起到代偿作用 , 以降低外来化学物质的影响 , 保证精

子顶体反应正常进行。但当外来化学物质超过一定浓度时 ,

这种作用即会消失 , 顶体反应率则显著下降。

到目前为止 , 关于二氯苯胺导致精子顶体酶活性降低的

机制和顶体反应率下降的根本原因还不清楚 , 这其中具体有

哪些因素起了重要作用还需要进行更加深入的研究。
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　　摘要:为探讨转化生长因子 -β1(TGF-β1)与矽肺的关系 , 采集 16例矽肺患者和 15例正常人的静脉血 8 ml, 应用

酶联免疫吸附法 (ELISA)检测血液中 TGF-β 1的含量。提取外周血淋巴细胞中的总 RNA以及血清中的总蛋白质 , 分

别用 RT-PCR和 Western-blot检测方法检验 TGF-β1的 mRNA和蛋白质表达水平。结果显示 , 矽肺患者血清 TGF-β1为

(203.14±32.38)μg/ml, 正常人血清 TGF-β 1为 (42.66 ±15.50)μg/ml, 两者差异有统计学意义 (t=19.51, P<

0.01);矽肺患者血液中 TGF-β
1
水平明显高于正常人。 TGF-β

1
可作为矽肺患者的血清学检测指标。

关键词:矽肺;转化生长因子-β 1(TGF-β1);表达水平
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Researchontheexpressionleveloftransforminggrowthfactor-β1 inbloodofsilicosispatients
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Abstract:ToexploretherelationshipbetweenTGF-β 1andsilicosis, especiallythepossibilitythatTGF-β1 expressionlevelin

bloodtobeaavailableclinicalindexforsilicosisdisgnosis.16 silicosispatientsand15controlswereselectedastheobjectsofthis

study.8mlbloodweretakenfromthosepeopleforexperimentaldetecting.Enzymelinkedimmunosorbentassay(ELISA)wasused

forthedetectionofserumTGF-β
1
level, theexpressionlevelofTGF-β

1
-mRNAandTGF-β

1
proteininperipherallymphocyteswere

detectedbyRT-PCRandWestern-blottingmethodsrespectively.SPSS14.1wasappliedforstatisticalanalysis.Theresultshowed

thattheserumexpressionlevelofTGF-β1 ofsilicosispatientswas(203.14±32.38)μg/ml, significantlyhigherthanthatofcon-

trols(42.66±15.50)μg/ml(P<0.01).TheRT-PCRandWestern-blottingdetectingresultsalsoshowedthatthelymphocytes

TGF-β
1
-mRNAexpressionlevelinsilicosispatientswasalsoobviouslydecreasedcomparedwiththecontrols.Itindicatedthatser-

umTGF-β 1leveliscloselyrelatedtosilicosis, suggeststhatitcouldbetakenasaclinicalindexforthediagnosisofsilicosis.

Keywords:Silicosis;Transforminggrowthfactor-β 1 (TGF-β 1);Expressionlevel

　　矽肺病是由于在职业场所长期吸入游离二氧化硅粉尘而

导致的肺部弥漫性纤维化。矽肺的发生是否与遗传因素有关

目前还不清楚。近年来 , 在职业病病因研究方面 , 研究者们

试图寻找其遗传易感因素 [ 1, 2] 。为此 , 本文以转化生长因子-

β 1 (transforminggrowthfactor-β1 , TGF-β1)为靶基团 , 探讨矽

肺患者与正常对照人群血液中 TGF-β 1的表达差异。

1　材料与方法

1.1　对象

16例确诊的慢性矽肺患者 (无其他疾患)中Ⅱ期矽肺 11
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