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　　摘要:研究 3, 4-二氯苯胺 (3, 4-DCA)对雄性大鼠睾丸

和附睾的毒性作用 , 以探讨二氯苯胺的雄性生殖毒性。健康

性成熟洁净级 Wistar雄性大鼠 40只 , 随机分为 5组 , 即溶剂

对照组 , 3, 4-DCA 4个染毒剂量组 (39, 81, 170, 357 mg/

kg)。经口灌胃染毒 , 1次 /d, 连续 35 d。处死大鼠取睾丸和

附睾 , 光镜和透射电镜观察睾丸和副睾 、 生精细胞和精子结

构的变化。结果显示 , (1)与对照组比较 , 低剂量二氯苯胺

对大鼠体重 、 睾丸系数以及附睾系数均无显著变化;高剂量

二氯苯胺使体重显著降低 , 但睾丸系数以及附睾系数无明显

变化。 (2)与对照组比较 , 低剂量二氯苯胺对睾丸曲细精管

及附睾结构无明显影响;高剂量二氯苯胺使睾丸曲细精管外

形不规则以及萎缩 , 精原细胞显著减少 , 部分生精细胞核内

染色质浓集 , 线粒体肿胀甚至出现空泡化改变;附睾染色浅

且不均匀 , 部分曲细精管萎缩 , 管壁损伤较严重 , 管腔内精

子数量显著减少。精子尾部中部切片部分致密纤维及线粒体

鞘模糊不清或缺失。 表明高剂量 3, 4-二氯苯胺显著损伤大鼠

睾丸和附睾的结构从而产生雄性生殖毒性。
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3, 4-二氯苯胺 (3, 4-dichloroanilines, 3, 4-DCA)是一种应

用广泛的化学合成中间体 , 用于合成多种农药 , 也是一些杀

虫剂在土壤中的主要降解产物 [ 1] 。研究表明 , 二氯苯胺对哺

乳动物的脾脏 、 血液以及免疫系统具有毒性作用 [ 2 ～ 5]。 二氯

苯胺能引起大鼠血液 、 肝脏以及膀胱的急性毒性 , 大量的研

究也表明 , 二氯苯胺对小鼠也具有免疫毒性。本研究旨在探

讨二氯苯胺对雄性大鼠睾丸和附睾的毒性作用。

1　材料与方法

1.1　动物分组及染毒

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供 SPF级 Wist-

ar雄性大鼠 40只 , 体重 260 ～ 270 g, 许可证号 SCXK(京)

2005-0013;饲养条件为 SPF级动物房 (北京联合大学应用文

理学院功能食品检测中心), 温度 20 ～ 22 ℃, 相对湿度 40%

～ 55%, 人工光照 8:00至 20:00。 大鼠随机分为 5组:玉

米油溶剂对照组 , 3, 4-二氯苯胺 39、 81、 170、 357 mg/kg4个

染毒组 , 每组 8只 , 等容积经口灌胃染毒 (1 ml/200 g) 1次

/d, 连续 35d。自由摄食饮水。

3, 4-二氯苯胺 (3, 4-dichloroaniline), Fluka公司产品 ,

HPLC纯度≥97%, 批号:35210。

1.2　观察指标

1.2.1　体重变化　每周定时称体重 1次 , 计算各组动物平均

体重。

1.2.2　组织病理学检查　在 35 d处死动物 , 迅速取其睾丸

和附睾 , 固定 , 常规脱水 、 透明 、 浸蜡 、 石蜡包埋 , 制成 5

μm厚切片 , 进行常规苏木精 2伊红 (HE)染色 , 中性树胶

封片 , 光学显微镜下观察。

1.3　统计学方法

应用 SPSS软件进行实验数据统计 , 计量资料采用x±s表

示 , 并进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　3, 4-二氯苯胺对雄性大鼠体重以及睾丸系数和附睾系数

的影响

与对照组比较 , 39 mg/kg、 81 mg/kg组动物活动 、 体重

正常 , 170mg/kg组体重稍有减轻但与对照组比较变化不显著

(P>0.05), 357 mg/kg组与对照组比较体重显著降低 (P<

0.05)。 3, 4-二氯苯胺对睾丸系数以及附睾系数无明显影响。

见表 1。

表 1　3, 4-二氯苯胺对大鼠体重以及睾丸系数和附睾系数的影响 (x±s)

剂量 (mg/kg) 动物数 体重 (g) 附睾重 (g) 附睾系数 睾丸重 (g) 睾丸系数

0 8 427.50±14.87 0.89±0.26 0.22±0.26 3.22±0.25 0.82±0.07
39 8 448.74±16.97 0.98±0.23 0.25±0.06 3.39±0.34 0.84±0.10
81 8 420.06±37.71 0.89±0.07 0.22±0.03 3.18±0.19 0.85±0.11

170 8 409.43±19.16 0.93±0.09 0.23±0.03 3.49±0.25 0.84±0.07
357 8 378.90±42.08＊ 0.93±0.10 0.24±0.02 3.35±0.35 0.86±0.05

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05。
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2.2　3, 4-二氯苯胺对大鼠睾丸和附睾组织病理学的影响

2.2.1　光学显微镜观察　对照组中的睾丸的形态表现一致 ,

睾丸曲细精管排列规则 , 精曲小管内生精细胞排列整齐 , 层

次分明 , 结构正常 , 睾丸间质分布于精曲小管之间 , 内含间
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质细胞 、 巨噬细胞等小三角形疏松结缔组织 (图 1A)。与对

照组相比 , 39 mg/kg实验组动物睾丸曲细精管排列基本规则 ,

精原细胞和精母细胞基本未见减少 (图 1B)。 357 mg/kg实验

组 , 外形不规则的曲细精管增多 , 生精上皮几乎消失殆尽 ,

精原细胞罕见 , 仅在基底部见到少量精原细胞 , 曲细精管管

腔变大 , 部分曲细精管已经严重萎缩 (图 1C)。

溶剂对照组　　　　　　　　　　39mg/kg剂量组　　　　　　　　　 357mg/kg剂量组

图 1　不同剂量 3, 4-二氯苯胺对大鼠睾丸的病理组织学影响 (HE, 200×)

　　对照组附睾的管腔内可见大量染色均匀的精子 (图 2A)。

39 mg/kg实验组附睾管腔内精子数和管腔体积基本正常 , 染

色较均匀 (图 2B), 357 mg/kg实验组附睾染色浅且不均匀 ,

部分曲细精管萎缩 , 管腔内精子数量少。 曲细精管管壁损伤

较严重 , 有断壁和精子漏出 (图 2C)。

溶剂对照组　　　　　　　　　　39mg/kg剂量组　　　　　　　　　　 357 mg/kg剂量组

图 2　不同剂量 3, 4-二氯苯胺对大鼠附睾的病理组织学影响 (HE, 200×)

2.2.2　透射电镜观察　对照组大鼠睾丸组织精原细胞结构完

整 , 形态规则 , 细胞界限清楚 , 核膜结构正常 , 核质分布均

匀无固缩。内质网均匀散布 , 结构完整。 线粒体无肿胀及空

泡等现象 , 染毒 357 mg/kg组部分精原细胞核内染色质浓集 ,

内质网分布不均匀 , 结构不完整。 线粒体中度肿胀甚至出现

空泡化改变。见图 3。

　　　　　　　对照组 染毒 357mg/kg组

图 3　3, 4-二氯苯胺对大鼠睾丸组织病理学影响的透

射电镜观察 (10 000×)

对照组附睾精子尾部外周致密纤维中央微管 9+2结构 、

线粒体鞘结构以及外周致密纤维清晰可见 , 染毒 357 mg/kg组

部分尾部中央微管 9+2结构排列混乱 、 缺失 , 致密纤维及线

粒体鞘模糊不清或缺失。见图 4。

3　讨论

生精作用是从精原细胞发育成为成熟精子的过程。在此

　　　　溶剂对照组 染毒 357mg/kg剂量组

图 4　不同剂量 3, 4-二氯苯胺对大鼠附睾精子尾部

超微结构的透射电镜观察 (10 000×)

过程中任何一个环节受到影响都可能引起精子的发生 、 成熟

以及形态和功能的异常。 生殖毒物无论是直接作用于睾丸组

织 , 还是通过影响酶活性的间接作用 , 最终都会导致睾丸组

织的病理学改变。 由于精子的发生是一个复杂而有规律性 、

周期性同步发育的过程 , 故本研究中采取了连续灌胃 35 d的

染毒期限。结果表明 , 低剂量染毒组大鼠睾丸生精细胞结构

的改变不明显 , 但随着 3, 4-二氯苯胺剂量的增加 , 其病理变

化也随之显著。说明连续灌胃 3, 4-二氯苯胺 35 d对大鼠睾丸

和附睾产生了明显的毒性。已往的研究表明 , 二氯苯胺染毒

对机体免疫功能造成一定程度的影响 [ 6] , 能减少小鼠睾丸

GSH含量以及抑制 SOD酶的活性等 [ 7] , 使大鼠睾丸特征性酶
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活性发生显著变化并引起精子顶体酶活性以及精子顶体反应

率显著下降 [ 8, 9] 。综合分析提示 , 高剂量二氯苯胺进入机体后

可能通过影响机体免疫功能以及抑制睾丸中重要酶的活性 ,

影响睾丸以及附睾的结构 , 最终降低精子的生成和质量。
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　　摘要:为探索口服活性炭对溴敌隆急性中毒的治疗效果 ,

将家兔随机分为 4组 , 给予相应处理后观察其死亡情况 , 测

定血浆溴敌隆含量 、 PT和 APTT。结果发现活性炭可显著降

低染毒动物血中溴敌隆浓度 , 但不能明显改善其中毒症状和

死亡情况。
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活性炭因其具有对多种有毒物质较好的吸附效能 、使用方

便 、无明显副作用 、可院前给药等优点 [ 1, 2] ,被作为胃肠道毒物清

除的主要措施之一。国际化学品安全组织(IPCS)针对溴敌隆急

性中毒制作的《健康与安全指南》(HSG)建议 ,中毒早期应给予

活性炭治疗 [ 3] ,但缺乏相关研究资料的支持。为此 ,本课题组通

过动物实验, 研究活性炭对溴敌隆急性中毒的疗效。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

溴敌隆母粉 , 纯度 98%, 天津市天庆化工有限公司提供 ,

取 0.2 g与 DMF和曲拉通-100各 2 ml充分溶解后加蒸馏水稀

释成 0.25 g/L浓度 , 染毒备用;溴敌隆标准品 , 纯度

98.5%, 德国 DrEhrenstorfer公司生产 , 供制定色谱标准曲线

用;GH101型活性炭粉末 , 北京光华晶科活性炭有限公司生

产 , 灌胃时加水调制成 10%悬浊液;枸橼酸钠 , 分析纯 , 北

京化学试剂公司生产 , 配制成 109 mmol/L水溶液;乙腈 ,

HPLC色谱纯 , 美国 FISHER SCIENTIFIC公司生产;PT、

APTT试剂盒 (液体)及质控血浆 , 德国美创公司生产。

雄性家兔 , 体重 2.0 ～ 2.5 kg, 北京维通利华实验动物技

术有限公司提供 [许可证编号:SCXK(京)2005-0002] , 实

验前在中国医学科学院药物研究所一级动物房常规饲养 3 d以

适应实验室环境 , 动物可自由饮水和进食 , 染毒前 24h禁食 、

禁水 , 所有动物待染毒和给活性炭 (或清水)结束后统一恢

复饮水和进食。 低速台式离心机 DT5-2 (北京时代北利离心

机有限公司生产);CoatronM2双通道半自动凝血仪 (德国德

高 TECO公司生产)。

1.2　溴敌隆染毒剂量的确定

通过预实验确定溴敌隆染毒剂量为 0.5 mg/kg, 在该剂量

下 , 家兔染毒后 24 h开始出现凝血功能障碍 , 5 ～ 10d出现大

量死亡。通过测定家兔血中溴敌隆浓度和凝血功能 (PT和

APTT), 观察其死亡情况。

1.3　方法与步骤

将 20只家兔随机分成 4组 , A、 B、 C组均给予溴敌隆灌

胃染毒 (0.5 mg/kg), 每组 6只;D组 2只 , 给予 0.5%的

DMF-曲拉通水溶液灌胃 (2ml/kg)作为溶剂对照组。 A组为

早期治疗组 , 家兔染毒 15 min后给予活性炭灌胃治疗;B组

为延迟治疗组 , 家兔染毒 2.5 h后给予活性炭灌胃治疗;C组

为未治疗组 , 家兔染毒 2.5 h后给予等量清水灌胃。

所有家兔分别于染毒前 0.5 h、 染毒后 3 d和 16 d经耳中

央动脉采血测定凝血酶原时间 (PT)和部分凝血活酶时间

(APTT), 染毒后 24 h经耳中央动脉采血测定血中溴敌隆浓
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