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对-圭基酣染毒导致小鼠生精细胞损伤机制
章劲夫*单圣道桂亚平王磊 l

(同济大学附属同济医院泌尿外科， 上海 200065 ; I 同济大学环境科学与工程学院

污染控制与资源化国家重点实验室，上海 200092)

摘要 为探讨对·圣基盼(p-nonylphenol， p-NP)摄入导致小鼠生精细胞损伤的机制，将野生

型雄性小鼠分别用 10% (V，厅) p-NP 腹腔注射 7 天和 14 天，应用 苏木精-伊红染色、 DNA 片段化

和Westem 印迹等检测方法观察p-NP干预后小鼠生精细胞损伤和凋亡的状况及其对 Bcl-2和B缸表

达的影响。 结果显示， p-NP 干预 7 天后，小鼠辛九大体形态和辛九组织细胞学形态均基本正常，但

DNA 片段化检测证明小鼠生精细胞出现 DNA 片段化的细胞凋亡典型表现; p-NP 干预 7 天和 14 天

后， C57 小 鼠辛九组织 Bcl-2 表达强度下降， Bax 表达增加， Bcl-2/Bax 比值下降。 提示 p-NP 对小 鼠

辛九的毒性损伤机制之一是诱导生精细胞凋亡 ， bcl-2 和 bax 基因参与了其引起小 鼠生精细胞凋亡

的调控过程。

关键词 对 - 圭基酣; Bcl-2; Bax; 靠丸;细胞凋亡

过去的几十年，人们为了提高农业生产力和发展

现代工业， 合成了数以十万计的新有机化学物 。 由

于长期而广泛地应用这些有机化学物，使其在环境

中大量滞留 ， 对水体、空气、土壤产生严重持续性

的有机污染， 被称为永久性有机污染物(permanent

organic pollutants, POPs) ， 其中包括环境内分泌干扰

物质(environmental endocrine disrupters, EEDs)一一环

境激素。 新近研究表明，水体污染已成为 EEDs 影响

人体的重要途径。 日本 1998 年进行的全国范围内公

共水域及地下水内分泌干扰物调查表明，水源中检出

频率较高的是对 - 圭基酣(p-nonylphenol ， p - NP , 

76%) 、 双盼 A (bisphenol A , BPA, 68%) 、 4十 辛基

盼(4-tert-octylphenol ， 62%)，这与我国长江流域重庆

段 2001 年的调查结果基本类似，上海地区水环境中

亦以 p-NP 检出率为最高，这给饮用水、农产品质

量、生态环境和人体健康带来严重影响 。 本研究采

用雄性 C57 小鼠 p-NP 染毒模型，探讨 p-NP摄入导致

辜丸组织生精细胞损伤的机制[1 .2 ] 。

1 材料与方法

1. 1 材料

1.1. 1 试剂 p-NP， 分子量为 220.38 ， Baker 公司

产品，由 中 国科学院上海分院采购。 溶剂花生油为

市售鲁花牌花生油，由山东莱阳鲁花花生油有限公司

生产 出品。

1. 1.2 动物 实验中所用的 C57 小鼠均为 3--4 月

龄的雄鼠。所有小鼠用塑料笼饲养(每笼小于 4 只)，并

保证其能自由取得食物和水， 房间温度维持在(22土2) .C 

伴有 12 h 昼夜节律。 实验组腹腔注射 10% p-NP 14 

次，每次间隔 24h， 对照组注射相同体积溶剂花生油 。

实验时均在 p-NP 注射后 3 h，处死动物并取得辜丸，

每组实验至少有 3 只小鼠作重复 。 所有实验方法均

遵循实验动物管理委员会制定的关于动物饲养和使

用的规定并得到当地动物饲养和使用管理委员会的

批准 。

1.2 方法

1.2.1 辛九组织学分析 3--4 个月龄实验 C57 小

鼠按实验要求 p-NP 干预后麻醉，用 4% 多聚甲&灌

流，之后取出辜丸，酒精脱水， 二甲苯透明，随后包埋

在石蜡中，用莱卡切片机切出 7μm 的皇丸切片 。 切

片按照标准操作进行苏木金 - 伊红染色，并在莱卡显

微镜下观察和拍照 。

1.2.2 DNA 片段化检测 按实验要求 p-NP 干预

后的 C57 小鼠颈椎脱臼法处死，解剖获得双侧辜丸，

去除其表面膜后用枪头捣碎皇丸组织， 蛋白酶 K 法

54 .C 消化过夜 。 用等体积酣抽提二次后 ， 液相用

无水乙醇 -70 .C沉淀 2 h，离心， 37 .C TE 溶解过
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夜 。 DNA 样品用 RNase 处理后定量，取 30μgDNA

上样于 2% 琼脂糖凝胶电泳分离， 紫外检测和拍照 。

1.2.3 Western印迹分析 颈椎脱臼法处死动物取

得 C57 小鼠辜丸组织样品用 20 倍体积蛋白抽提液

(Pierce 公司)匀浆， 10 000 r/min 离心 5 min 得到蛋白

质溶液。 BSA 作为标准样品，用 Pierce 公司试剂盒

测定每个样品的蛋白质浓度。 取等量蛋白与上样缓

冲液混合， 100 "C煮沸 5 min 样品经 10% SDS-PAGE 

胶分离后，电转移至硝酸纤维素膜上。 膜用 5% 脱脂

牛奶(TBST 稀释)封闭 1 h 后， 加 1 : 100 兔抗 Bcl-2/

Bax (Santa Cruz 公司)于 4 "C过夜。 辣根过氧化酶标

记的羊抗兔 IgG 作为二抗(Santa Cruz 公司)。每 2 步

间用 TBST 洗涤膜 3 次，每次 10 min， 最后用 DAB 显

色特异蛋白。使用 Axioplan 2 imaging 显微图象分

析系统对条带强度进行分析得出半定量数据，并进行

比较 。

1.3 统计学方法

采用 Prism 统计软件进行分组比较 t 检验，以

P>0.05 为差异无统计学意义，以 P<0.05 为差异有统

计学意义 。

2 结果

2.1 组织学观察

(A) 

695 

p-NP 处理 14 天后，实验组和对照组相比，雄鼠

辜丸大体形态无太大差异;7μm石蜡切片用常规苏

木精 - 伊红染色， 结果显示实验组鼠辜丸组织形态仍

较为正常(图 1 ) 。

2.2 p-NP处理后的小鼠辜丸组织出现DNA 片段化

分别用 2% 、 4% 、 6% 和 10% 的 p-NP 干预 C57

小鼠 14 天后，小鼠辜丸生精细胞 DNA 片段化检测结

果显示， 盐水处理的对照鼠未见有片段化的 "ladder"

(图 2 中的 白色条带 功，而 10% NP处理后出现典型的

片段化 "ladder" (图 2 中的白色条带 6)， 提示小鼠辜丸

生精细胞出现凋亡。

2.3 p-NP 处理后辜丸生精细胞 Bcl-2 表达下降而

Bax 表达上升

Western 印迹检测 Bc1-2 和 B阻的条带表达强度，

结果显示， 腹腔注射 10% p-NP 7 天、 14 天和注射溶

剂花生油 14天(对照)后小鼠辜丸组织 Bc1-2 的条带强

度分别为 130.79士1.59 、 65.36::t2.67 和 1 50.82士1.98

(图 3); B缸的条带强度分别为， 186 .72土 1.66 、 208.56士

1.72 和 160.34土 1 .39 (图的 。 提示随着 p-NP 作用时

间的延长， Bcl-2 表达量减少，而 Bax 细胞表达量增

加， Bcl-2/Bax 比值下降， 辜丸生精细胞凋亡增加。

对结果进行统计学分析， 差异有统计学意义(P<O.OI) ，

见表 1 。

a田咽隘
(B) 

Fig.l Representative photomicrographs of hematoxylin eosin-stained testis cross sections after p-NP injection for 14 days from 
control and p-NP-exposed mice 

A : oil+saline; B: 10% p-NP+oil. 
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2 3 4 5 6 

Fig.2 Electrophoretic analysis of DNA extracted from testes 

after p-NP injection for 14 days 
1: marker; 2: control; 3: 2% p-NP; 4: 4% p-NP; 5: 6% p-NP; 6: 10% 
p-NP. n=3 in each group. 

Table 1 The expression analysis of Bcl-2 and Bax extracted 

f'rom testes after 10% p-NP i时ection (n=3， 元。

Group Oil (control) 10% p-NP (7 day) 10% p-NP (1 4 day) 

Bcl-2 150 .82土1. 98 130.79 :1:1. 59* 65 .36:1:2.67* 
Bax 1 60.3 4土1. 39 186.72 :1:1. 66* 208.56士1. 72*

*P<O.O I , compared with control group 

3 讨论

皖基盼聚氧乙烯隧(alkylphenols polyoxyethylenes, 

APEs)是一一类非离子表面活性剂， 是目前全球商用第

二大非离子表面活性剂。 在工业生产中， APEs 主要

用于塑料及弹性塑料生产、纺织加工、农业化学

品、乳化及造纸和纸浆工艺等;在家用市场中 ， APEs 

主要用做洗衣剂及硬表面清洁剂;此外， APEs还在避

孕药膏及凝胶中用作杀精子剂和避孕套的润滑剂 。

APEs产品中180%为对 -圭基酣聚氧乙烯酣(nonylphenol

ethoxylates , N PEs) , NPEs 在我国的应用尤其广泛，全

世界的年生产量大约为 50 万吨，我国大约为 5 万吨 。

p-NP 是 NPEs 被环境微生物降解的产物， p-NP 的油

水分配系数高，使之极易沉积于水体下的淤泥，在淤

泥的厌氧条件下， p-NP 相当稳定，不易降解 。 生态毒

理学家研究发现鳞鱼对水体中 p-NP 的生物富集系数

在 40-1 00 之间，文献报道 p-NP 具有雌激素样作用，

是一种典型的环境内分泌干扰物[3 ) 。

在哺乳动物中， 辜丸组织生精细胞凋亡在生精细

胞生长过程中起着重要作用 。 过多的遗传突变及意

外损伤的生精细胞都需要通过调亡来及时清除。 此

外，不管是经辜丸毒物处理的实验动物，还是翠丸损

伤或某些病理条件下的人类自身，都可以观察到凋亡

生精细胞的增多 。 凋亡是一种对损伤周围组织的快

· 研究论文·

Control 7 day 14 day 

Bcl-2 26 kDa 

ß-actin 42 kDa 

Fig.3 The expression of BcI-2 in the testes after 10% p-NP 

exposure 

Control 7 day 14 day 

Bax 23 kDa 

ß-actin 42 kDa 

Fig.4 The expression of Bax in the testes after 10% p-NP 

exposure 

速清除过程。 从形态上看，这种细胞死亡的特性是

染色质聚缩并产生片段化，细胞出芽成凋亡小体， 因

此 自发的或毒物介导的辜丸组织生精细胞发生凋亡

的机制是当今研究的热点 。

bcl-2 基因是首先在 t (1 4;18)染色体易位的滤泡

性淋巴瘤细胞系中发现的一种原癌基因，位于 18 号

染色体，大约 230 kb，位于外显子 2 和 3 之间，有→个

约 225 kb 的内含子。它编码 Bcl-2，分子量 25-26

kDa，含 229 个氨基酸，是位于线粒体内膜、核膜、

和滑面内质网上的膜蛋白，能够通过复杂的机制抑制

多种因素引起的细胞凋亡。 bcl-2 基因的表达产物不

影响细胞的增殖率， 而是作为细胞凋亡的一个潜在抑

制因子调节细胞的程序，化死亡，被称作抗凋亡基因，它

的过高表达可防止或明显降低各种剌激如射线 、 自

由基、化疗药物等引起的细胞凋亡[4-9] 0 bax 基因与

其作用相反，被称为促凋亡基因I弘10]，通过与 Bcl-2 形

成杂二聚体等机制发挥促凋亡作用 。

最近研究表明， 在许多毒物介导的辜丸组织精细

胞凋亡的研究中，都发现细胞凋亡是生殖损伤的机制
之一斗[1川lυ， 1口叭2

井有可能通过细胞凋亡损伤辜丸组织，因此，我们推

测细胞凋亡重要调控基因 bcl-2/bax 系统可能参与这

一过程 。 p-NP 是;院基盼类的代表化合物，厌氧条件

..--'飞
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下很稳定， Wang 等[ 1 3 )在体外实验中发现， p-NP 司引

起大鼠罪丸支持细胞(sertoli cell, SC)的凋亡， 流式细

胞术细胞周期检测观察到 SC在给药72h后随作用剂

量的增大凋亡细胞比例显著上升，而这一结果也与

MTT 实验观察到的药物作用 72h 后 SC 增殖率显著

下降相一致 。 可见， 无论是错误的细胞间信号转导

还是细胞水平的凋亡或基因表达的改变，均具有潜在

的诱变性。但到目前为止， p-NP 如何损伤辜丸组织

还不十分清楚 。

本研究结果提示， 在 p-NP 处理后，对照组和实

验组比较小鼠辜丸大体形态很接近， 无太大差异， 实

验组鼠辜丸组织苏木精 - 伊红染色后， 其细胞形态仍

较为正常 。 但是， p-NP 处理后，各种剂量组小鼠都

出现了 DNA 片段化的表现一一"ladder"，而且剂量高

的小鼠片段化 "ladder" 明显比剂量低的要强，从而获

得作为核酸内切酶作用及 p-NP 介导生精细胞凋亡

的直接证据，说明对 - 圭基酣染毒直接导致了小鼠辜

丸组织生精细胞凋亡。 Western 印迹检测发现 Bcl-2

表达条带强度随着 p-NP 作用时间的延长逐渐减弱，

腹腔注射 10% p-NP 7 天和 14 天后 C57 小 鼠辜丸

组织 Bc l -2 26 kDa 条带强度分别为 130 . 79 :t 1. 59 、

65. 36:t2. 67 ， 而对照组为 150.82:t1.98 ; Bax 23 kDa 条

带强度分别为 186 . 72:t 1. 66 、 208 . 56土1. 72， 而对照组

为 160.34:t1.39 ; 提示随着 p-NP 作用时间的延长 Bcl-2

表达量减少， Bax 细胞表达量增加， Bcl-2/Bax 比值下

降，提示随着 p-NP 作用时间的延长， 小鼠辜丸生精

细胞凋亡增加 。

我们实验结果初步证明，诱导生精细胞凋亡可能

是 p-NP 辜丸毒性损伤的重要机制， bcl-2/bax 基因表

达的变化与辜丸组织损伤密切相关，可能是 p-NP 对

旱丸毒性作用机制的重要方面，对与之相关凋亡基因

的进一步深入研究， 有可能发现评估 p-NP 对组织损

697 

伤效应的重要指标，对今后确定 p-NP 的使用和环境

控制标准可能有一定潜在价值 。
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Mechanisms of Damage of Testicular Germ Cells 
Induced by p-Nonylphenol 

Jin-Fu Zhang飞 Sheng-Dao Shan, Ya-Ping Gui, Lei Wang' 

- 研究论文 ·

(Department of Urology, Tongji Hospital ofTongji University, Shanghai 200065, China; 'State Key Laboratory of Pollution Control 

and Resource Reuse, School of Environmental Science and Engineering, Tongji University, Shanghai 200092, China) 

Abstract To explore the mechanisms of damage of testicular germ cells induced by injection of p-nonylphenol 

(p-NP) , wild-type C57 mice were injected with p-NP (10%, VIV) for 7 or 14 days . The damage and apoptosis of 

testicular ge口n cells was evaluated using methods of hematoxylin eosin staining, DNA fragmentation, and Westem 

blot. The results showed that there was no mo甲hological change in the epithelial cells of testicular tubules after 7-

day p-NP i叮ection ， but more apoptotic germ cells were exhibited in these p-NP-i时ected mice than that in the wild­

type mice. Furthermore, the mice subjected to a 7-day or 14-day i时ection of p-NP displayed a down-regulation of 

Bcl-2 and an up-regulation of Bax in the testis . These evidences suggest that the apoptotic regulation may be 

involved in the damage of testicul缸 germ cells induced by acute p-NP injection, and bcl-2lbax could contribute to 

regulating the apoptosis of testicular germ cells. 

Key words p-nonylphenol; Bcl-2; Bax; testis; apoptosis 
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