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摘要:为了探讨硝基苯对小鼠睾丸生殖细胞凋亡及 Bc-l 2和 B ax mRNA表达的影响.将 10周龄雄性昆明小鼠随机分为染毒组 ( 26 m g# kg- 1、52

m g# kg- 1、105 mg# kg- 1 )、溶剂对照组 (花生油 )、对照组 (生理盐水 ),并对其灌胃染毒,试验期为 30 d, RT-PCR法检测小鼠生殖细胞 B c-l 2、Bax

mRNA表达,透射电镜观察小鼠生殖细胞超微结构的变化, TUNEL法检测生殖细胞的凋亡.结果表明,小鼠生殖细胞的 B c-l 2 mRNA表达明显

低于对照组, B ax mRNA表达明显高于对照组, B c-l 2 /B ax比值也明显低于对照组,并具有统计学意义 (p < 0. 01, p < 0. 05) ;电镜观察结果显示,

硝基苯能使生殖细胞的细胞核、染色质、线粒体等超微结构发生不同程度的病理改变.
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Abs tract: In order to investigate th e effect of n itrob enzene on apop tos is and the mRNA levels of Bc-l 2 and B ax the rep roductive cells ofm ice, forty 10-

w eek-old m ale Kunm ing m ice w ere random ly allocated to n itrobenzen e treatm en t groups ( 26mg# kg- 1, 52m g# kg- 1, and 105m g# kg- 1 ), solven t control

group ( arach isoil) , and con trol group ( phys iological salin e) . The m ice w ere treated through intragastric adm in istration for 30 days. The mRNA levels of

Bc-l 2 and B ax in the rep roduct ive cells w ere determ ined by RT-PCR. The u ltras tructure of the reprodu ct ive cells w as observed w ith a T ransm ission

E lectronM icroscope ( TEM ) . Apoptos is of the rep roductive cells w as determ ined by TUNEL. The results indicated that the mRNA levels of Bc-l 2 in th e

n itroben zen e treatm en t groups w ere s ign ifican tly low er than that in th e con trol group (p < 0. 01, p < 0. 05) . Th emRNA levels of Bax in the n itroben zen e

treatm en t groupsw ere s ign if icantly h igh er than that in the con trol group ( p < 0. 01, p < 0. 05 ) . The relative values of B c-l 2 /Bax in th e n itroben zen e

treatm en t groupsw ere s ign if icantly low er than in the control group (p < 0. 01, p < 0. 05 ). The TEM resu lts indicated that n itrob enzene caused d ifferent

degrees of patho log ica l change to the u ltrastructu re of th e cell nu cle,i ch rom atin, and m itochondria of the reproductive cells.

Keywords: n itroben zene; reprodu ct ive cel;l Bc-l 2; Bax; m ice

1 引言 ( Introduct ion)

硝基苯 ( N itrobenzene, NB )是人工合成的化合

物,被广泛地用于医药、农药、染料、橡胶等行业,也

是常见的有毒污染物. 由于其毒性强、分布广,美国

环保局及我国环保总局均将其列入优先监测物 (沈

德中, 2002 ). 长期接触对人体及动植物危害极大

(H ankenson et al. , 1991). 随着中国精细化学工业

的发展,每年进入环境的硝基苯数量持续增加, 通

常会通过生产、运输和事故进入水体中. 目前, 国内
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外对硝基苯类化合物的研究相当活跃, 主要集中研

究了它们的环境行为、生态学特性和在水生生物体

内的富集作用及其引起的毒性毒理机制. R ajagopal

C等 ( 2001)用颗粒状活性炭 GAC做吸附剂处理硝

基苯废水, 并建立了一个预测吸收的动力学模型,

处理量较大.殷培杰等 ( 2007)研究了 4e 和 20e 两

种温度条件下硝基苯的自然衰减和生物强化降解

情况.结果表明, 2种浓度的硝基苯在 4e 时有氧、缺

氧条件下均无降解, 20e 时有氧和缺氧条件下均有

明显的降解,添加筛选出的混合降解菌可快速降解

处于泥浆状的硝基苯.薛良义等 ( 2005)研究了硝基

苯和氯苯对鲫鱼血细胞 DNA的损伤作用. 试验结果

表明, 不同浓度的硝基苯和氯苯都可以引起血细胞

DNA的单链断裂, 出现拖尾的彗星细胞. 但硝基苯

对动物生殖毒性方面的研究报道较少, 本试验以小

鼠为研究对象,从分子水平探讨硝基苯对生殖细胞

毒性及其凋亡的机制, 为丰富毒理学资料, 更好地

评价硝基苯对人类的潜在危胁提供理论依据.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 主要试剂与仪器

硝基苯 (上海凌峰化学试剂有限公司, AR, 产品

批号: 04041); M-MLV反转录酶 ( Inv itrogen公司 )、

rTaq酶 ( TaK aRa(大连 )宝生物公司 ); 琼脂糖 (上海

Y ito公司 ) ;其它试剂均为国产分析纯.总 RNA试剂

盒 (上海飞捷生物技术有限公司 )、细胞凋亡试剂盒

(德国罗氏公司 ) ; DYY-6C型电泳仪 (北京市六一

仪器厂 ); Champ Ge lTM 3000凝胶成像系统 (北京

赛智创业科技有限公司 ) ; JEM-100CXÒ型透射电
子显微镜 (日本电子公司 ) .

2. 2 动物分组与处理

雄性昆明小鼠由哈尔滨医科大学附属二院实

验动物中心提供. 40只 ( 10周龄 )雄性昆明小鼠随

机分为 5组, 每组 8只, 剂量选择参考邢厚娟

( 2007 ), 对对照组 Ñ、溶剂对照组 Ò, 低剂量组 Ó

( 26 mg# kg
- 1

)、中剂量组Ô ( 52 mg# kg
- 1

)、高剂量

组Õ ( 105 mg# kg
- 1

)进行灌胃染毒.在第 30 d将各

组小鼠剖杀采集睾丸,用于各项指标的检测.

2. 3 RT-PCR检测

根据 GeneB ank发表的鼠的基因序列, 应用

O ligo6. 0软件设计引物,由上海英俊生物公司合成,

序列如表 1.

取睾丸组织, 用总 RNA试剂盒提取组织 RNA,

依次进行 RNA检测、逆转录反应、PCR扩增, 扩增

条件: 94e 5m in, 94e 1m in, 58e 45s( B c-l 2)、65e

45s( B ax)、51e 45s( Cyc) , 72e 1m in, 35个循环后

72e 延伸 7m in, 4e 终止反应.电泳及成像分析.

表 1 扩增基因引物序列及目的片段长度

Tab le 1 Prim er sequen ce and length of gen e

基因 序列号 引物序列 PCR产物长度

Bc-l 2 NM 177410 上游: 5cAGC CGG GAG AAC AGG GTA 3c

下游: 5c TGT TGA CGC TCT CCA CAC A 3c 473bp

Bax NM 007527 上游: 5c TGGCTGGGGAGACACCTGAGC 3c

下游: 5c TCAGCCCATCTTCTTCCAGATG 3c 467bp

Cyc NM 008907 上游: 5cAAGGATTTGGCTATAAGGG 3c

下游: 5c GGAATGGTTTGATGGGTA 3c 406bp

2. 4 超微结构的观察

常规方法采集小鼠睾丸组织, 戊二醛固定, 制

作超薄切片, JEM- 100CXÒ型透射电子显微镜观察

照相.

2. 5 细胞凋亡的检测

采用 TdT介导的原位末端标记法 ( TUNEL法 ) ,

按试剂盒使用说明进行测定.

观察计数: 显微镜下观察, 细胞核中有棕色颗

粒为阳性细胞即凋亡细胞,非凋亡细胞用苏木素复

染为蓝紫色核, 阴性对照切片不出现棕色颗粒. 每

组选择 5张相同断面的切片, 光镜下在每张切片上

随机计数 100个细胞,计算凋亡细胞数.

2. 6 数据处理
统计学处理采用 SPSS统计学软件包 ( S tatistica l

Package for the Social Sc ience, SPSS 11. 0 for

w indow s), 取均数及标准差 ( x ? s)进行单因素方差

分析, * 与对照组相比差异显著 ( p < 0. 05), * * 与

对照组相比差异显著 ( p < 0. 01), 与对照组之间相

比差异不显著,不标注.

187



环   境   科   学   学   报 29卷

3 结果 (R esults)

3. 1 RT-PCR检测的结果

由表 2、图 1和图 2可知, 空白组 Bc-l 2、Bax

mRNA表达和 Bc-l 2 /Bax比值与油对照组相比差异

不显著 ( p\0. 05), 表明可以选择花生油作为溶剂.

随着染毒剂量的增加生殖细胞内 Bc-l 2mRNA表达

先升高逐渐降低 , 低剂量组 Bc l-2mRNA表达与油

图 1 生殖细胞 BaxmRNA表达 (M表示 DNA M ake DL 2000)

F ig. 1 Bax mRNA exp ress ion in reprodu ct ive cell

对照组相比差异显著升高 (p < 0. 05), 中剂量组 Bc-l

2mRNA表达与油对照组相比显著降低 ( p < 0105) ,
高剂量组 Bc-l 2mRNA表达与油对照极显著降低 (p

< 0. 01) ,低、中剂量组 Bax mRNA表达与油对照组

相比显著升高 ( p < 0. 05) ,高剂量组 Bax mRNA表

达与油对照组相比极显著升高 (p < 0101) . 各染毒
组 Bc-l 2 /Bax比值与油对照组相比显著或极显著降

低 (p < 0. 05, p< 0. 01) ,呈明显的剂量-效应关系.

图 2 生殖细胞 Bc-l 2mRNA表达

F ig. 2 B c-l 2 mRNA expression in rep roductive cell

表 2 生殖细胞 Bc-l 2、Bax mRNA表达及 Bc-l 2 /Bax比值的结果

T ab le 2 The resu lts of B c-l 2 mRNA, B ax mRNA, and their relative values in reprodu ct ive cells

组别 样本数 B c-l 2 Bax Bc-l 2 /Bax

空白组Ñ 5 0. 767 ? 0. 0266 0. 554 ? 0. 009 1. 385 ? 0. 061

油对照组Ò 5 0. 764 ? 0. 0257 0. 538 ? 0. 018 1. 420 ? 0. 054

低剂量组Ó 5 0. 917 ? 0. 0401* 0. 865 ? 0. 069* 1. 097 ? 0. 023*

中剂量组Ô 5 0. 707 ? 0. 0403* 1. 071 ? 0. 017* 0. 613 ? 0. 081**

高剂量组Õ 5 0. 569 ? 0. 0082** 1. 218 ? 0. 344* * 0. 467 ? 0. 017**

3. 2 透射电镜的观察结果

由图 3可见,对照组生殖细胞间限明显,核质均

匀,高尔基体、线粒体丰富 (图 3-a) . 高剂量组精母

细胞胞质内细胞器减少, 异染色质边聚, 细胞核皱

缩 (图 3-b) .间质细胞线粒体肿胀,异染色质边聚并

呈现环形 (图 3-c) .支持细胞受损,支持细胞与精母

细胞的联系受到严重破坏 (图 3-d) .

图 3 生殖细胞超微结构观察结果 ( a. 油对照组 ( 4000@ ) , b. 油对照组 ( 12 k@ ) , c.高剂量组 ( 25 k@ ) , d.高剂量组 ( 5000 @ ) )

F ig. 3 U ltram icrostructu res of reproductive cel ls( a. arach iso il con trol groups( 4000@ ) , b. arach isoil contro lgroup s ( 12 k @ ), c. h igh dose groups

( 25 k@ ) , d. h igh dose groups( 5000@ ) )
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3. 3 细胞凋亡的检测结果

由表 3和图 4可知, 油对照组 (图 4-a)生殖细

胞凋亡极少,高剂量组 (图 4-b)生殖细胞凋亡明显,

并且高剂量组睾丸中细胞凋亡指数与油对照组比

较差异极显著 (p < 0. 01) .

表 3 生殖细胞凋亡指数的检测结果 (个 /100个 )

T ab le 3 Apop tos is indexes in reproductive cells ( num ber/100 )

组别 样本数 睾丸细胞凋亡指数

油对照组Ò 5 0. 213 ? 0. 033

高剂量组Õ 5 3. 630 ? 0. 047* *

图 4 生殖细胞凋亡观察结果 ( a油对照组 ( TUNEL法, 400 @ ) , b高剂量组 ( TUNEL法, 400@ ) )

F ig. 4 The apoptos is results of the reproductive cel ls( a. arachisoil contro l groups( TUNEL法, 400@ ) , b. h igh dose groups( TUNEL法, 400 @ ) )

4 讨论 (D iscussion)

细胞凋亡 ( apoptosis)是细胞接受某种信号后或

受到某些因素刺激后一种主动的, 由一些凋亡相关

基因相互作用引起的细胞消亡的过程, 亦称细胞程

序性死亡.细胞凋亡的发生与凋亡相关基因的基因

组群有关,这些基因根据功能可分为凋亡基因和凋

亡抑制基因,前者诱导细胞凋亡,主要有 Bax、ced3、

ced4、c- fos、c- jun、c-myc、p53、Bc-lXs等, 后者抑制细

胞凋亡,主要有 Bc-l 2、Bc-lX、M c-l l等,其中 Bc-l 2和

Bax是细胞凋亡过程中起关键性作用的一对功能基

因, Bc-l 2主要生物学功能为延长细胞寿命并增加细

胞对凋亡刺激因素的抗性 (赵永同等, 1996), 而 Bax

的过量表达可抑制 Bc-l 2的功能而使细胞凋亡

( O liva i et al. , 1993) ,相关研究证实 Bc-l 2和 Bax在

细胞内以同源二聚体或异源二聚体形式存在. 当

Bax过表达时,形成同源二聚体 Bax /Bax,促进细胞

凋亡; 当 Bc-l 2过表达时, 就形成异源二聚体 Bc-l 2 /

Bax,抑制细胞凋亡 (郑航等, 2000) . 因此, B ax和

Bc-l 2的表达水平及 Bc-l 2 /B ax比值决定细胞生存

方向 (沈志祥等, 2007).

贾娜等 ( 2005)研究了二乙氧基乙醇诱导的大

鼠生殖细胞凋亡及其分子调控机制, 二乙氧基乙醇

诱导的生殖细胞凋亡明显, 染毒后 Bax mRNA表达

水平每天均升高,并且 Bax /Bc-l 2的比值也在染毒

后上升,凋亡相关基因 Bax、Bc-l 2 mRNA参与二乙

氧基乙醇诱导的大鼠生殖细胞凋亡的调控. 刘光伟

等 ( 2003)研究低剂量电离辐射诱导小鼠睾丸生殖

细胞凋亡的作用及凋亡基因 Bc-l 2和 Bax表达的影

响,结果表明, 当 Bc-l 2 /B ax比值大于 1时, 生殖细

胞凋亡无明显增加;比值小于 1时,生殖细胞凋亡明

显增加.本试验结果表明, 高剂量组细胞凋亡指数

与对照组相比显著升高, 生殖细胞凋亡增加, RT-

PCR检测的低剂量组生殖细胞 Bc-l 2mRNA表达稍

有增加,这可能是细胞的保护机制,但 Bc-l 2 /Bax的

比值仍明显降低,中、高剂量组 BaxmRNA表达逐渐

增加, Bc-l 2 mRNA 逐渐显著减少, 导致了 Bax

mRNA的过表达,从而形成了 Bax /Bax同源二聚体,

促进细胞凋亡.此结果与上述文献报道一致. B c1-2

基因表达的蛋白主要分布在线粒体上,可阻止细胞

内 Ca
2+
的流动而阻断细胞凋亡并干扰过氧化物的

产生和脂膜的过氧化, 从而抑制氧化物应激诱导的

细胞凋亡 (杨筱珍等, 2004). Bc-l 2表达的减少必将

削弱其干扰过氧化物的产生和脂质过氧化的能力

及对 Ca
2+
的流动的控制, 进一步促进细胞凋亡.

Taboga等 ( 1999)研究表明, 生精细胞发生凋亡

最常见的形态变化是细胞核染色质浓缩, 我们用电

镜观察结果显示: 对照组核质均匀, 线粒体丰富, 高

剂量组胞质内细胞器减少, 异染色质边聚, 肿胀的

线粒体可见糖原包涵物, 细胞核皱缩. 这说明硝基

苯对生殖细胞的损伤表现为核染色质的浓缩、边聚

和线粒体的肿胀.
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5 结论 ( Conclusions)

1)硝基苯能够诱导小鼠生殖细胞凋亡, Bc-l 2

mRNA表达减少, B ax mRNA表达增加, Bc-l 2 /Bax

比值下降, 并且在 26~ 105 mg# kg
- 1
染毒剂量内呈

现剂量-效应关系.

2)硝基苯诱导的 Bc-l 2、Bax mRNA表达的变化

可能是生殖细胞凋亡的重要机制之一.
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