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铺对小鼠精子和生精细胞超微结构及生精细胞

bcl-2... bax 基因表达的影晌
金龙金* 方周溪 1 楼哲丰 l 张蝉 l 陈锡文 2

(温州、|医学院生命科学学院，浙江省医学遗传学重点实验室:

1 生物学实验中心; 2 实验动物中心:温州市 325035)

摘要 研究锅暴露对小鼠附辛精子和辛丸生精细胞超微结构的变化以及铺对生精细胞凋亡

相关基因 bcl-2. bax表达水平的影响。采用 24 只雄性 ICR 小鼠随机分为 4组，每组 6 只，分别以

0.183 , 0.915 、1.83 mg/kg 氯化锅腹腔注射，每天 1 次，连续 5 次，设阴性对照生理盐水组。于第

6天透射电镜观察附辛精子超微结构、幸九生精细胞核和线粒体超微结构的变化，免疫组化方法检

测生精细胞 Bcl-2 、 Bax 表达水平。 透射电镜观察显示， 0.183 mg/kg 组精子超微结构元显著性变

化， 0.915 mg /kg 组精子头部两侧膜与头部胞质间隙轻微扩大，线粒体J眷问腔扩大且轻度空泡化，

但与对照纽相比无统计学意义(P>0.05). 1.83 mg/kg 纽头部两侧膜与胞质问隙扩大，与对照纽相

比有显著性差异(P<O.O日，尾部线粒体J脊间腔扩大且轻度空泡化，与对照纽相比有显著性差异(P

<0.05). 3 种剂量处理纽辛九生精细胞核超微结构异常发生率显著高于对照纽(P<O.O日，且随着处

理浓度的升高异常发生率升高; 1.83 mg/kg 组线粒体肿胀空泡化发生率显著高于对照组(P<0.05).

3 种剂量实验纽生精细胞 Bcl-2 表达水平(吸光度)显著低于对照纽(P<O.O l) , 0.915 mg/kg 组 Bax 表

达水平显著高于对照组和 0.183 、1.83 mg/kg 组(P<O.OI). 3 种剂量实验组 Bcl-2lBax 吸光度比值显

著低于对照纽(p<0.01); 0.915 mg/kg 组 Bcl-2/Bax 比值显著低于1.83 mg/kg 纽(P<O.OI)。上述结果

提示:高浓度锅诱导附辛精子超微结构改变，高中低浓度铺致幸丸生精细胞超衍生结构的改变，生

精细胞超微结构发生凋亡现象。锅对 Bcl-2 、 B缸表达水平的改变可能是生精细胞凋亡的分子机制

之二一。

关键词 俑:精子:生精细胞:超微结构; Bcl-2; Bax 

长期以来，在生病毒理学的研究中人们总是把

化学物质对胚胎或胎儿的潜在毒性效应做为研究的重

点。然而近年来的研究发现:人群中一些生殖功能

障碍(如不自症、生育力低 F、流产)的发生与化学

物质对性腺的直接毒性作用有关。锚是己知的最易

在体内蓄积并对生殖系统有较敏感的环境毒物。大

量的研究表明少量的锅进入人体即可通过生物放大作

用和积累，对动物器官特别是罩丸及其细胞产生毒

性作用，作者以往研究显示，氯化幅对小鼠辜丸发

育、精子生成数量和质量具有生殖毒性I门，但锅对

生殖细胞的毒性作用的机制尚不完全清楚。俑引起

的 Bcl-2 和 Bax 表达水平变化的研究还不多。

1 材料与方法

1.1 试剂

AR 级氯化辐(中国医药上海化学试剂公司);

Bcl-2 免疫组化试剂盒(武汉博士德生物制剂有限公

司)， Bax 免疫组化试剂盒(武汉博士德生物制剂有

限公司)。戊二醒(中国医药集团 t海化学试剂公

司) ，饿酸(TED FELLA ING 公司) ，环氧树脂

(Epon812 , Serva 公司)。

1.2 动物分组及处理

清洁级健康雄性 ICR 小鼠 24 只，体重(25土2) g , 

由温州医学院实验动物中心提供(医动字 220030002

号)。随机分为 4 组，每组 6 只，实验组 1 、 2 、

3 分别腹腔注射氧化铺 0.183 、 0.915 ， 1.83 mg/kg , 

每天 1 次，连续 5 天，对照组注射等体积生理盐水。
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于第 6 天处死小鼠， 取辜丸和附辜进行各项指标测定。

1.3 精子和生精细胞超微结构观察

取小鼠一侧附辜和辜丸分别用 2 . 5%戊二醒前固

定， 1 % 饿酸后固定，环氧树脂包埋 ， 超薄切片，日

立 H7500 型透射电镜观察。 观察精子超微结构变化

的同时统计精子头部(纵切面)中段膜与胞质问距离

(每组随机测量 30 个精子，每个精子测量精子头中

段膜与胞质问距最大的 5个部位数值和最小的 5个部

位数值 ， 取其平均值)和精子尾部线粒体空泡状发

生率(每组观察 400 个线粒体) 。 对辜丸生精细胞超

微结构变化的观察 ， 统计细胞核异常和线粒体空泡

的比率 。

1.4 Bcl -2 、 Bax 免疫组化检测

取小 鼠另一侧辜丸 ， 10 % 甲醒固定， 石蜡包

埋，切片 。 每组各取 12 张切片 ， 按试剂盒操作说

明书分别进行 Bcl-2 和 Bax 免疫组化反应， 阴性对照

用 PBS 代替一抗。 40 借物镜观察胞浆呈棕色者为阳

性反应细胞，应用 CMIA 彩色医学图像分析系统(华

东理工大学研制)测定 B c l - 2 、 B ax l吸光度(光密度

值 ) 。

， 研究论文·

1.5 统计学处理

应用 SPSSl l. O 软件分析，均数的两两比较采

用单因素方差分析， 百分率的比较采用 χ2 检验 。

2 结果

2.1 铺暴露小鼠附辜精子超微结构的变化

对照组精子头部纵切呈杆状 ， 核电子密度极

高 ， 顶体明显 ， 头部两侧膜呈锯齿状紧贴头部细胞

质 ， 精子尾部膜明显， 线粒体结构完整，峭环状

或不规则， 尾部横切面 9+2 结构 、 致密纤维和纤维

喃明显规则 。 0 . 18 3 mg/kg 组精子头和线粒体超微

结构与对照组相比无变化， 0.9 15 mg/kg 组精子头

部两侧膜与头部胞质问隙轻微扩大 ， 但也无统计学

意义 。 1. 83 mg/kg 组头部两侧膜与胞质问隙扩大，

与对照组相比有显著性差异 (P<O . O日 ， 尾部中段纵

切线粒体峭间腔扩大且轻度空泡化， 发生率与对照

组相比有显著性差异 (P<0 . 0 5 ) ( 图 1 ， 表 1 ) ， 表明

1.83 mg/kg氯化俑对精子膜内侧和线粒体结构有损伤

作用 。

2.2 铺暴露小鼠皇丸生精细胞超微结构的变化

图 1 锅暴露小鼠附辜精子超微结构图

A : 对照组精子 ， 其中 A ， :精子头部(20000x) ; A 2 : 精子尾部线粒体(40000x ) ; A 3 : 精子尾部横切面 (70000 x) . B : 0 . 183 mg/kg 处

理组精子，其中 B ，:精子头部(20000时 ; B , 精子尾部横切面(70000叫 。 C ，: 0 .9 15 mg / kg 处理组精子头部(示膜与胞质之间间隙轻

度扩大. 20 OOOx ) . 0: 1. 83 m g/ kg 处理组精子，其中 0 ，: 将子头部(示两侧l民与胞质之间间隙扩大 . 20000叫 ; 0 ， : 精子尾部线

粒体(示峭问腔扩大. 80 000吟 。
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表 1 幅对小鼠附辜精子超微结构变化的影晌 表 2 氯化搞对小鼠塞丸生精细胞 Bcl-2 、 Bax 表达水平及

分纠i n 精子头部膜与 线粒体空泡 Bcl-2/Bax 比值的影响

对照到i 6 

0.183 mg/kg m 6 
0.915 mg /kg ra 6 
1.83 mg/kg 细 6

与对 lt任约1相比， * P<0.05 。

胞质问隙(nm) 发生率(%)

(x士S)

77.74 :1:24.87 
74.97土 12.86

82.59 :1: 10.36 
138.21土 36.00*

11. 25 
13.50 
14.25 
36.75* 

对Jf~、组观察 50 个幸丸生精细胞、 400 个线粒体

显示超微结构正常; 0.183 mg/kg 组 529毛的辜丸生

精细胞核超微结构异常，与对照组相比差异有显著

性(n=50 ， P<O.O日，线粒体未见异常。 0.915 mg/ 

kg组72% 的辜丸生精细胞核超微结构异常，与对照组

相比左异有显著性(n=50 ， P<O.O日，其中部分细胞

核异常程度与 0.183 mg/kg 组相近，部分细胞核异

常程度较 0.183 mg/kg 组严重，少数线粒体中度空

泡化(5% ， n=400) 0 1.83 mg/kg 组 80% 的辜丸生精

细胞核超微结构异常，与对照组相比差异有显著性

(n=50 , P<0.05); 42% 的线粒体肿胀空泡化，与对

@、组和中低浓度组相比差异有显著性(n=400 ， P< 

0.05)。以上超微结构变化的形态描述及图片参见作

者以往的报道[2] 。

2.3 铺暴露小鼠皇丸生精细胞 Bcl-2 、 Bax 表达

水平的改变

表 2 结果显辰， Bcl-2 表达平均光密度值 3 种剂

量实验组显著低于对照组(P<O.OI) ， 表明氯化锅抑

制 Bcl-2 表达; Bax 表达平均光密度值 0.915 mg/kg 

组显著高于对照组和 0.183 mg/kg、1. 83 mg/kg 组

(P<O.OI) ， 表明 0.915 mg/kg 组 Bax 表达量最高，而

1.83 mg/kg 组平均光密度值与对照组相比显著降低

(P<O.O日，说明1.83 mg/kg 组 Bax 表达量最低; 3 

种剂量实验组Bcl-2启ax光密度比值平均值显著低于

对照组(P<O.OI) ， 其中 0.915 mg/kg 组 Bcl晒2/Bax 光

密度比值最低，显著低于 0.183 mg/kg 组和1.83 mg/ 

kg 组(P<O.OI)，推测通过 Bcl-2/Bax 协同对细胞凋亡

作用的效率最为显著。

3 讨论

宰丸是一种具有高度增殖能力的组织，对锅非

常敏感。研究表明俑可引起辜丸生精障碍，从而引

起不育[31。锚的体内和体外实验研究发现幅对肾细

胞凋亡是幅的肾毒性分子机制之二[明，也有报道显

示锅引起辜丸细胞凋亡的增加[剑，精子凋亡或坏死

Bcl-2/Bax 光

分组 Bcl-2 光密度值 Bax 光密度值 密度比值

(x士S) (x土S) (X :l:S) 

对照组 2.14:1:0.40 0.40:1:0.12 5 .49士0.86

0.183 mg/kg 组 0.57土0.13** 0.42土0.15 1.42:1:0.21 ** 
0.915 mg /kg 组 0.4 1土0.03** 1. 18土0.14** 66 0.35土0.02**66

1.83 mg/kg 生且 0.37土0.05** 0.18 :1:0.03* 2.05土0.14**

与对照组比较，忡P<O.OI ， *P<0.05: 与1. 83 mg/kg 组比

较， ω P<O.O 1 。

数量增多都可导致不育[71 0 Taboga 等[81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。我们用电镜观察铺暴露小鼠辜丸生精细胞和

附辜精子的超微结构变化，结果发现， 0.183 mg/ 

kg 、 0.915 mg/kg 剂量组辜丸生精细胞超微结构上

的变化表现为细胞凋亡现象，如核内染色质轻度浓

集、核膜模糊、核轻微固缩，核膜间隙局部轻微

扩张，且核异常细胞的发生率显著高于对照组组。

1.83 mg/kg 组细胞核结构进一步受损，受损细胞数

更多且部分细胞发生坏死现象(如核肿胀、核膜溶

解、染色质高度浓集呈块); 1.83 mg/kg 组细胞线粒

体结构受损。对附辜精子超微结构的影响未见明显

细胞凋亡的染色质变化，也未见凋亡小体的产生。

1.83 mg/kg 组头部两侧膜与胞质问隙扩大，尾部中

段纵切线粒体峭间腔扩大且轻度空泡化，说明仅精

子膜内侧结构和线粒体结构受损伤:中低浓度氯化

俑组未引起精子超微结构的显著变化，比相同剂量

对辜丸生精细胞的损伤轻。从辜丸生精细胞和附辜

精予受幅损伤的程度显示辜丸是俑毒性敏感器官。

作者川曾用 2 mg/kg 体重锚慢性腹腔暴露雄性小鼠，

引起雄性小鼠的精子生成、生育能力的下降，认为

锅暴露可能通过增加辜丸生精细胞的调亡而影响小

鼠的生育能力。

细胞凋亡的发生机制十分复杂，研究认为细胞凋

亡与许多基因表达有密切关系 ， bcl-2/bax 基因家族

是与细胞凋亡关系密切的一组相关基因，它通过表达

的蛋白发挥抑制或促进细胞调亡的作用。研究发现

Bcl-2尼ax 家族蛋白在调亡剌激因素存在的情况下决

定细胞凋亡的发生。但有报道 p53 具有介导辜丸生

精细胞的调亡并通过这一机制导致异常精子数量的

增加和生育能力的降低[9.101 。这些蛋白质表达的数

量可能决定着细胞凋亡的发生。我们应用免疫组化
法测定幅对 Bcl-2 、 Bax 表达水平的变化，随着铺
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剂量的增加， Bcl-2 表达水平随之下降，抗凋亡性

能降低，在 0.915 mg/kg 氯化俑急性暴露时， Bax 

表达水平增强，该基因表达水平的增加可能又进一

步促进细胞凋亡的发生。但是随着俑剂量的进一步

增加达到1.83 mg/kg 时， Bax 表达反而下降，推测

在高剂量幅暴露时细胞严重受损，基因被破坏而表

达水平 F降。从 Bcl-2/Bax 表达比值观察， 0.915 mg/ 

kg 组比值最低，推测 Bcl-2/Bax 协同作用引起的细

胞凋亡最显著。
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Effects of Cadmium on the Ultrastructure of Mice Sperm and Spermatogenic 

Cell and Gene Expression of bcl-2, bax in Male Mice 

Long-Jin Jin气 Zhou-Xi Fang 1, Zhe-Feng Lou1, Chan Zhang l, Xi-Wen Chen" 

(College of L飞fe Sciences, Key Research Laboratory for Medical Genetics of Zhejiang; lCentral Laboratoη of Biologv; 

'Laboratory Animal Center; Wenzhou Medical College, Wenzhou 325035, China) 

Abstract The aim of the research is to study the effects of cadmium on the ultrastructure of mice sperm 

and spermatogenic cell and gene expression of bcl-2 , bax in mice spermatogenic cell. Twenty-four male mice were 

divided into four groups. Three groups were treated with cadmium chloride by peritoneal injection using doses of 

0.183 mg/kg, 0.915 mg/kg and 1.83 mg/kg respectively , once per day and five times in total. One normal control 

group were treated with saline. After exposure of cadmium chloride for five days , the ultrastructure change of mice 

sperm and the nucleus and mitochondrion of spermatogenic cell was observed by the transmission electron microscope. 

The expression level of Bcl-2, Bax in spermatogenic cell was assayed by the immunohistochemical method. The 

electron microscope observation showed that sperm ultrastructure of 0.183 mg/kg group was not seen abnormal 

plasma membrane and mitochondrion and for 0.915 mg/kg group there was a bit more distant from plasma mem 

brane to cytoplasm with some big vacuolisations in enlarged mitochondrial intracristal space , but there was no 

significant differences compared with control group (P>0.05). There was significant differences (P<0.05) between 

the 1.83 mg/kg group and control group for the sperm ultrastructure of plasma membrane and mitochondrial 

intracristal space. In three treated groups , the abnormal rate for the ultrastructure of spermatogenic cell nucleus is 

much higher than that of the control (P<O.O日， more changes with concentrated cadmium. The rate of mitochon­

drial vacuolization is much higher in 1.83 mg/kg group than that of the control (P<0.05). The expression level of 

Bcl-2 and the ratio of Bcl-2 to Bax in three treated groups (0.183 mg/kg, 0.915 mg/kg, 1.83 mg/kg groups) were 

lower than that of control group (P<O.O l) respectively. The expression level of Bax of 0.915 mg/kg group was 

higher than that of control group and 1.83 mg/kg group (P<O.OI) respectively. The ratio of Bcl-2 to Bax in 0.915 

mg/kg group was significantly lower than that in 1.83 mg/kg group (P<O.OI). Taken together, we can propose that 

abnormal ultrastructure in spe口n was induced by high dose cadmium. The abnormal ultrastructure and apoptosis in 

spermatogenic cell could be induced by low, middle or high dose cadmium. The change of expression level of Bcl-

2, Bax induced by cadmium would be one of the possible mechanism for apoptosis in spermatogenic cell. 

Key words cadmium; sperm; spermatogenic cell; ultrastructure; Bcl-2; Bax 
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