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摘要:应用基于原代培养的大鼠睾丸细胞体外毒性测试方法,通过支持细胞、生精细胞及间质细胞这 3 种细胞的形态、活力、胞

外乳酸脱氢酶( LDH)活力、细胞早期凋亡坏死率和睾酮分泌量等指标对沿江化工园区污水处理厂出水的生殖毒性进行了研

究. 结果表明,新开发的沿江化工园区A和省级沿江化工园区B 污水处理厂出水有机提取物浓缩后均能造成不同程度的大鼠

睾丸细胞生殖毒性,园区 A提取物能明显影响支持细胞( p < 0101)、生精细胞( p < 0105)和间质细胞( p< 0105)的细胞活力, 影

响支持细胞和生精细胞胞外 LDH 活力( p< 0101) , 且其毒性明显高于园区 B. 暴露导致支持细胞处于凋亡早期, 而生精细胞比

较敏感,已到了凋亡晚期甚至有小团细胞坏死, 虽然间质细胞的形态没有显著变化但园区 A 有机提取物已明显抑制了间质细

胞睾酮的分泌( p < 0101) . 研究表明,通过基于原代培养的大鼠睾丸细胞体外毒性测试方法能够对污水处理厂出水的生殖毒

性做出综合评价,该方法可以作为现行国家污水综合排放化学监测的有效补充.
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Abstract: By using rat testicular germ cells in vitro toxicity testing method based on original cells culture, the reproduction toxicity of sewage

treatment plant effluent of Chemical Industr ial Park along the Yangtze River was evaluated, through cells changes in morphologic, activity and

viability parameters. The results showed that both of the effluents from new developed Chemical Industrial Park A and provincial Chemical

Industrial Park B contain reproductive toxic substances. The toxicity of Park A has more significant undergone changes in cells activity of sertoli

cells ( p < 0101) , spermatogenic cells ( p < 0105) and leyding cells ( p< 0105) , lactate dehydrogenase activity ( p< 0101) and testosterone

secretion ( p < 01 01) than that of Park B. Sepermatogenic cells are more sensitive in indicating reproduction toxicity for testicular, compared

with leyding cells and sertoli cells. This study demonstrated that, as an indispensable and complementary tool for water quality assessment, rat

testicular germ cells in vitr o toxicity testing based on original cells culture can be used to comprehensively evaluate the reproduction tox icity of

sewage treatment plant effluent, and provide prompt and useful discharge quality information.
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  江苏省沿江化工产业园是我国重要的石油和化
学工业特大型制造基地, 沿岸有各级化学工业园近

40家, 这些重化学化工产业排污口设置过多且与取

水口交叉现象严重,是长江水环境毒物污染的主要

来源. 化工生产废水经处理后的出水因其化学组分

含量低、成分复杂, 不可能对所有化合物逐一分析,

仅用化学手段也不能有效评价各种污染物的联合毒

性作用,出水直接排放至长江对水生生物及饮用水

质量都存在着极大的风险
[ 1, 2]

. 采用生物毒性测试

方法可以有效弥补化学分析的不足, 20世纪 80年

代美国国家环保局(U. S. EPA)已经开始采用全废

水毒性试验( whole effluent toxicity test, WET)来预测

有毒排放物质对受纳水体的生态影响
[ 3, 4]

, 90年代

末我国杨怡等
[ 5~ 7]
学者就已经对城市污水和工业废

水的急性毒性进行评估, 近几年也有了工业废水慢

性毒性方面的研究
[ 8]

, 主要针对 Ah 受体效应、类雌

第 30 卷第 5期
2009 年5 月

环   境   科   学
ENVIRONMENTAL SCIENCE

Vol. 30, No. 5
May , 2009



激素效应和遗传毒性效应, 生殖毒性方面的研究较

少,仅在甲基叔丁基醚和辛基酚等单一化合物作用

于某一生殖细胞的毒性效应方面有初步研究
[ 9~ 11]

.

同时应用支持细胞、生精细胞及间质细胞能综合、全

面地评价环境样品的睾丸生殖细胞毒性, 在国内鲜

见报道.

本研究以 2个有代表性的江苏省沿江化工园区

污水处理厂向长江排放的出水为对象, 同时应用基

于原代培养的睾丸支持细胞、生精细胞及间质细胞

进行体外毒性测试,通过细胞形态、细胞活力、胞外

LDH 活力、细胞早期凋亡坏死率和睾酮分泌量等指

标评价出水的生殖毒性效应, 旨在引入一种评价化

工废水生殖毒性的方便有效的方法,为废水排放的

慢性毒性测试方法的建立和废水处理工艺的有毒物

质削减提供科学依据.

1  材料与方法

111  样品的采集与预处理
根据建园时间、规模、产业类型和污水处理厂水

处理效率、排水方式等筛选出 2 个具有代表性的园

区. 其中 A为近 20家新开发的沿江化工园区之一,

B为 6家江苏省省级沿江化工园区之一, 均配有污

水处理厂, 出水直接排放至长江. 2008年 10月分别

在A、B 2个化工厂的污水处理厂采集出水, 采样点

的布设和采集方法按照国家标准5地表水和污水监
测规范6( HJPT 91-2002)和5水质采样技术指导6( GB

12998-91)进行. 经市级环境监测站检测, 所采集出

水均满足国家污水综合排放一级标准.

水样经 0145 Lm的滤膜过滤后, 采用固相萃取

技术富集水中有机物, 萃取柱为 Suplco ENVI-C18柱

( 1 g, 6 mL) ,每5L 水样过柱富集,过柱流速约为 3~

5 mLPmin, 固相萃取柱使用前用甲醇和去离子水活

化. 萃取完毕后, 萃取柱负压真空干燥. 依次用 20

mL正己烷、20 mL 正己烷P二氯甲烷( 4B1)、10 mL

二氯甲烷和 20 mL 甲醇P二氯甲烷( 4B1)淋洗固相萃

取柱. 淋洗液经旋转浓缩, 轻柔氮气吹干,再用 2%

二甲基亚砜( DMSO)定容至 315 mL, - 20 e 保存备

用. 得到的水样有机提取物清单详见表1.

112  细胞原代培养、鉴定及暴露
11211  细胞的原代培养和鉴定

本实验采用的 SD大鼠购自南京医科大学, 30

d龄. 支持细胞的原代培养和鉴定参照文献[ 12~

14]的方法,运用Feulgen配以固绿染色,对支持细胞

进行鉴定, 支持细胞纯度达到 95%以上. 间质细胞

      表 1  细胞暴露浓度

Table 1  Concent rat ion of exposure

样品

编号

对应采

样点位

DMSO含

量P%

实验储备液

浓度(水样浓

缩倍数)

细胞暴露浓度

(有机提取物

浓缩倍数)

1 前处理程序空白 2 1430 72

2 A 2 1430 72

3 B 2 1430 72

的原代培养和鉴定参照文献[ 15, 16]的方法, 用 3B-

HSD染色方法检测, 活细胞比率> 95% . 生精细胞

的原代培养参考文献[ 9, 17, 18]的方法,该方法采用

除 Ca
2+
、Mg

2+
的PBS,避免了胰蛋白酶对细胞活力的

影响. 用锥虫蓝检测活细胞比率> 95%. 细胞均在

含 5%胎牛血清的 DMEM-F12培养液中培养, 置于

34 e 、CO2 培养箱中( 95%空气, 5% CO2 ) .

11212  细胞的暴露

原代培养的支持细胞和间质细胞, 培养 4 d后

暴露,原代培养的生精细胞培养 2 h暴露. 对照组加

入浓缩 72倍过程空白, 实验组 A、B 分别加入 A、B

化工园出水的 72倍浓缩样, 毒性暴露实验,每组设

3个平行, 且实验重复 2次. 同时以 011%二甲基亚
砜( DMSO)进行溶剂空白对照, 实验发现溶剂空白与

前处理程序空白均无显著性差异(下文以前处理程

序空白作为对照组) .

113  生殖毒性检测

11311  FDAPPI荧光双染检测细胞活性
用二乙酸荧光素( FDA)和碘化丙啶( PI) 2种荧

光染料着色定性测定支持细胞、生精细胞和间质细

胞的细胞活力. 将细胞以10
5
个P孔的密度接种到 24

孔细胞培养板中, 在 34 e 、5% CO2 的培养箱中培

养. 以 011% 二甲基亚砜( DMSO)为对照组, 水样用

DMEM培养基稀释至 DMSO 含量为 011% , 以 500

LLP孔对细胞染毒, 24 h后用FDAPPI 双染,并在倒置

的荧光显微镜下观察细胞形态变化和致死情况.

11312  MTT 法检测对细胞增殖的影响

将细胞以 2 @ 10
4
个PmL, 100LLP孔的密度接种

于 96孔板, 预培养 24 h至细胞完全贴壁, 小心吸去

培养液;加入含不同浓度受试物的培养液 200 LL,染

毒 24 h;每孔加入 5 mgPmL MTT 溶液 25 LL, 37 e 继

续孵育 4 h,孵育结束时吸尽所有溶液,加入 150 LLP
孔 DMSO,在恒温振荡箱中振荡 10 min, 置于酶标仪

570 nm 检测吸光值. 实验另设 011%二甲基亚砜
( DMSO)空白对照组.

11313  乳酸脱氢酶泄漏检测

1316 环   境   科   学 30 卷



乳酸脱氢酶( LDH)是糖酵解过程中一种重要的

酶, 任何原因引起的细胞损伤均可导致 LDH 的溢

出,因此可以利用细胞外 LDH 含量来判断细胞膜受

损状况. 将原代细胞以 10
5
个P孔的密度接种到 24

孔板中, 置于 34 e 、5% CO2 的培养箱中培养, 以

011% DMSO作为对照组,水样皆用 DMEM 培养基稀

释至DMSO含量为 011%,以 500 LLP孔的量对细胞染
毒. 37 e 、5% CO2 饱和湿度下分别培养 6、12和 18

h,离心后收集上清液,进行细胞胞外LDH 测定. 剩余

细胞中加入混有 tritonX-100的培养液,置于34 e 、5%

CO2培养箱继续孵育后,收集各管培养液上清测定细

胞内LDH,进而计算细胞外液中 LDH活力.

11314  Annexin V-FITCPPI 双染流式细胞仪检测细
胞的早期凋亡和坏死

将原代培养的细胞以 4 @ 10
5
个P孔的密度接种

于24孔细胞培养板, 置于 34 e 、5% CO2 的培养箱

中培养. 至第 4 d时, 011% DMSO作为对照, 水样

皆用 DMEM 培养基稀释至 DMSO 的含量为 011% ,

以2 mLP孔的量对细胞进行染毒,并置于培养箱中培

养24 h. 以 0125%的胰蛋白酶消化细胞, 收集的细

胞用 PBS缓冲液洗 2次,溶于190 LL Annexin-V FITC

结合缓冲液, 调节细胞密度至 10
6
个PmL, 加 20 gPL

PI 10 LL,混匀,冰上避光孵育 10 min,结合缓冲液洗

1次,上流式细胞仪分析.

11315  放射免疫法检测睾酮含量

将原代培养的间质细胞以 10
5
个P孔的密度接

种于24孔细胞培养板,置于 34 e 、5% CO2 的培养

箱中培养. 用 011% DMSO 作为对照组, 水样用

DMEM培养基稀释至 DMSO 含量为 011% , 以 500

LLP孔的量对细胞染毒作用 48 h 后, 用睾酮测定试

剂盒测定培养液中睾酮的含量.

2  结果与讨论

211  有机提取物对支持细胞的毒性
支持细胞是为发育中的精子提供保护和营养的

细胞,精子发育的各个阶段都发生在支持细胞的表

面. 研究表明, 支持细胞是某些环境物质对睾丸毒

性作用的原始靶点, 这些毒性物质能使支持细胞空

泡化并影响生殖细胞生长的微环境, 最终导致精母

细胞和精子细胞的退变和脱离
[19~ 22]

. 图 1为 FDAP
PI双染荧光显微照片定性观察水样提取物对支持

细胞形态的影响, 其中绿色的代表活细胞,正常的大

鼠支持细胞、胞浆在亮绿作用下呈淡绿色,细胞多为

多边形,相邻细胞发生连接, 形成网状结构,红色的

代表已经死亡的细胞. 从图 1可以看出化工园区

A、B水样有机提取物皆能导致死亡的支持细胞比例

增加且整体细胞数量也大大下降. 说明水样提取物

对支持细胞有一定损伤作用. 进一步的流式分析结

果也表明水样有机提取物能导致死亡的支持细胞比

例显著增加.

图 1 支持细胞暴露后形态变化

Fig. 1  Morphologic changes of sertoli cells after treatment with organic extracts

  利用 MTT 实验方法定量检测提取物对细胞活

性的影响,结果如表 2所示. 园区 A的出水提取物

对支持细胞具有显著的增殖促进作用,园区 B 与空

白相比没有显著差异, 说明园区 A的出水存在促进

支持细胞增殖的污染物.

由细胞外 LDH 活力测定结果可知(见表 3) , 园

区A水样有机提取物能引起支持细胞胞外 LDH 泄

漏,园区 B与空白相比没有显著影响. 推测园区 A

      表 2 出水有机提取物对细胞活力的影响1) (�x ? SD, n= 3)

Table 2  Effects of exposure to organic extracts on the

ability of cultured test icular cells

组别
吸光值

支持细胞 生精细胞 间质细胞

前处理空白 0118 ? 0100 0157 ? 0102 0119 ? 0101

化工园区 A 0121 ? 0100* * 0144 ? 0103* 0122 ? 0100*

化工园区B 0117 ? 0102 0153 ? 0104 0119 ? 0101

1) * 表示 p< 0105, * * 表示 p < 0101,其它表示无显著相关性,下同
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表 3  出水有机提取物对细胞外 LDH活力的影响 (�x ? SD, n= 3)

Table 3  Effects of exposure to organic ext ract s on the

LDH activity of cultured testicular cells

组别
胞外LDH 活力PU#mL- 1

支持细胞 生精细胞 间质细胞

前处理空白 2167 ? 0158 222133? 8196 3167? 0158

化工园区A 5133 ? 0158* 243133? 3179* 2167? 2108

化工园区 B 4175 ? 3130 270133 ? 40108 3133? 1116

中含有能引起细胞膜损伤的化合物. 用 Annexin V-

FITCPPI双染流式细胞仪进一步检验水样提取物对
支持细胞早期凋亡和坏死的影响. 流式细胞仪检测

结果表明染毒后支持细胞的损伤基本处于早期凋亡

状态(见图 2) .

212  有机提取物对生精细胞的毒性

不同发育阶段的各级生精细胞组合成曲细精管

内的生殖细胞,包括精原细胞、精母细胞、精子细胞、

      

图 2  支持细胞 Annexin V-FITCPPI双染流式细胞分析

Fig. 2  Flow cytometry dot plots of the binding of annexin V-FITC and PI uptake by sertoli cells

直至精子各个类型. 本研究采用没有酶的处理过程

原代培养生精细胞,使得各种生精细胞的比例与曲

细精管中相同
[ 17, 23]

, 而且可以减小胰蛋白酶对细胞

活力的影响,进而更加准确地判断出水有机提取物

对大鼠生精细胞的毒性作用.

图 3为 FDAPPI双染显微照片定性观察水样提
取物对生精细胞活力的影响, 正常情况下生精细胞

也比较容易死亡,故对照组[图 3( a) ]也有部分死细

胞. 从图 3中可以看出A、B化工园区水样有机提取

物皆能导致死亡细胞比例增加, 而且园区 A的有机

提取物造成了小团细胞死亡.

生精细胞活性检验结果如表 2所示, 园区 A 的

出水提取物对生精细胞增殖有明显的抑制作用, 园

区 B与空白相比没有显著影响. 此外,生精细胞胞

外 LDH 活力测定结果显示(见表 3) , 园区 A 的有机

提取物能造成显著的胞外 LDH 泄漏, 即细胞膜已明

显破损. 用双染流式细胞仪检验水样提取物对生精

细胞早期凋亡和坏死的影响如图 4 所示, 化工园区

A、B有机提取物染毒的生精细胞处于凋亡后期的比

例明显高于空白, 说明生精细胞受到严重损伤.

213  有机提取物对间质细胞的毒性

睾丸间质细胞是雄性激素的主要来源, 能够合

成分泌睾酮, 调节生精. 由 FDAPPI 双染显微照片可
见(图5) ,化工园区 A、B 水样有机提取物对间质细

胞的毒性作用不显著, 细胞形态略有变化,有碎片出

现. 间质细胞活性检验结果如表 2所示, 园区 A的

      

图 3 生精细胞暴露后形态变化

Fig. 3  Morphologic changes of spermatogenic cells after treatment with organic extract s
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出水提取物对间质细胞具有显著的增殖促进作用,

园区 B与空白相比没有显著差异, 即园区 A的出水

存在促进支持细胞和间质细胞增殖但抑制生精细胞

增殖的污染物,而园区 B出水对 3种细胞活性均无

显著影响. 园区A、B的出水提取物对间质细胞胞外

LDH 泄漏无显著影响(见表 3) .

图 4  Annexin V-FITCPPI双染生精细胞流式细胞分析

Fig. 4  Flow cytometry dot plots of the binding of annexin V-FITC and PI uptake by spermatogenic cells

图 5 间质细胞暴露后形态变化

Fig. 5  Morphologic changes of leyding cel ls following t reatment with organic extracts

  间质细胞功能受损能引起睾酮分泌减少. 暴露

在水样有机提取物下的大鼠间质细胞睾酮含量变化

情况如表 4所示. 结果表明,工业园区 A水样有机

提取物使间质细胞睾酮分泌量明显减少.

表 4  出水有机提取物对间质细胞分泌睾酮的影响(�x ? SD, n= 3)

Table 4  Effects of exposure to organic ext ract s on the

testosterone secretion of leyding cells

组别 睾酮分泌量Png#mL- 1

前处理空白 1111? 0113

化工园区A 0142? 0118* *

化工园区 B 0189? 0132

214  水质分析
经有机提取物暴露的支持细胞主要处于凋亡的

早期, 而生精细胞基本处于凋亡晚期甚至有小团细

胞坏死. 虽然间质细胞的形态没有显著变化, 但化

工园区A有机提取物已明显抑制了间质细胞对于

睾酮的分泌,且对细胞活力有显著影响. 即化工园

区A、B 污水处理厂出水有机提取物对睾丸生殖细

胞均造成了不同程度的损伤,其中对生精细胞的损

伤最为严重, 特别是显著抑制了细胞的增殖,对间质

细胞造成影响较小,这可能由于化工废水中能引起生

殖毒性的化合物或其代谢产物的作用靶细胞主要为

生精细胞和支持细胞,推测化工废水中可能含有 1,

3-二硝基苯和羟基脲等已经报道的以生精细胞和支

持细胞为靶细胞的生殖毒性化合物
[ 24~ 27]

, 当然还有

待于进一步化学分析,追踪确定生殖毒性的来源.

本试验所采集的污水处理厂出水均满足国家排

放标准, 细胞暴露浓度即有机提取物浓缩倍数为 72

倍的条件下, 有机提取物均已对睾丸生殖细胞造成

了损伤, 而有报道指出对氯苯胺、4-氯联苯等化工

废水中常见的非极性和中极性化合物, 在鱼体中的

生物富集倍数( bioconcentration factor, BCF)基本都高

于 80
[ 28, 29]

, 所以 A、B沿江化工园区污水处理厂出水

长期直接排放进入饮用水源地长江均会对水生生物

产生毒性作用,对人类的健康也有潜在风险,值得进

一步追踪来源,加强废水排放的生物毒性监测.
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3  结论

(1)新开发的沿江化工园区A 和省级沿江化工

园区 B污水处理厂出水有机提取物均能造成不同

程度的大鼠睾丸生殖细胞毒性, 且园区 A的有机提

取物毒性明显高于园区 B. 出水直接排入长江对水

生生物和饮用水的安全存在较大风险.

( 2)经有机提取物暴露导致支持细胞凋亡,生精

细胞损伤最为严重,已经到了凋亡晚期甚至有小团

细胞坏死,间质细胞的睾酮分泌受到了明显抑制, 且

细胞活力受到显著影响.

(3)采用基于原代细胞培养的睾丸生殖细胞体

外毒性测试方法与固相萃取等技术结合评估化工废

水的潜在生殖毒性有着广泛的应用前景, 可以作为

现行国家污水综合排放化学监测方法的有效补充.

致谢:本实验是在韩晓冬教授的帮助下完成的,

在此表示感谢.
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