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醋酸铅对小鼠精子发生毒性研究
Ξ

马保华,宋小飞,艾小云,王有柱,郝　捷
(西北农林科技大学 动物科技学院 农业部家畜生殖内分泌与胚胎工程重点开放实验室,陕西 杨凌 712100)

　　 [摘　要 ]　采用腹腔注射染毒法, 将体重 (16±1) g 的性成熟期公鼠随机分为高剂量 (1ö10 LD 50)、中剂量

(1ö50 LD 50)、低剂量 (1ö250 LD 50)染毒组和溶剂对照组,每组 10只,高、中、低剂量染毒组于试验的第 0, 3, 6, 9和

12天以 0. 01 mL ög注射量,分别腹腔注射 1. 20, 0. 24, 0. 048 göL 的醋酸铅[Pb (CH 3COO ) 2·3H 2O ]溶液,对照组注

射灭菌蒸馏水。30 d后,处死小鼠,采集输精管精子,研究醋酸铅对小鼠精子的发生毒性。结果表明: (1)各试验组公

鼠的睾丸、附睾湿重及其与体重的比值均无明显差异 (P > 0. 05) ; (2)采用输精管精子进行精子发生毒性检验是可

行的; (3)各试验组公鼠精子相对密度及精子活力无统计学差异 (P > 0. 05) ; (4)各染毒组公鼠畸形精子比率显著高

于对照组 (P < 0. 01) ; (5)高剂量和中剂量试验公鼠输精管顶体异常精子比率与对照组之间差异显著 (P < 0. 05)。

说明本试验所用醋酸铅剂量未明显影响性成熟期公鼠的性腺发育及精子密度和活力,各剂量醋酸铅染毒显著影响

了精子的形态发生和顶体形成。
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　　铅是主要的环境污染金属之一,随着现代工业

的发展,铅以各种形式影响动物及人类健康,对机体

的神经、造血、泌尿、免疫系统均有不同程度的损

害[1～ 3 ],长期低剂量接触会影响到动物和人类的繁

殖与生殖功能。铅对雄性生殖功能,尤其是对雄性动

物生长发育、性腺发育及精子发生的毒性作用是现

代生殖毒理学、生殖流行病学研究的重要内容之一。

本研究以具有代表性的模型动物小鼠为研究对象,

探讨醋酸铅对性成熟期雄性小鼠生长发育及其性腺

发育和精子发生能力的影响,以期为人类和动物生

殖毒理研究提供参考性和基础性资料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　试验动物为第四军医大学实验

动物中心昆白系小鼠。购回断奶鼠后经适应饲养,选

用体重达到 16 g 左右的 40只性成熟雄性小鼠用于

试验。适应期及试验期常规饲养管理,白天光照 12

h,夜间黑暗 12 h,饲养室控温 20～ 22 ℃,排风扇定

时通风换气[4 ]。

1. 1. 2　主要试剂与设备器械　主要试剂有醋酸铅、

精液稀释液、福尔马林磷酸盐缓冲液、5 göL 龙胆紫

酒精液、姬姆萨原液及工作液。设备有体视显微镜、

生物显微镜、恒温水浴锅、改良纽巴 (N eubauer)氏

血球计数板。

1. 2　方　法

1. 2. 1　染毒剂量的设计及各浓度醋酸铅溶液的配

制　本研究所用醋酸铅的分子式为 Pb (CH 3COO ) 2

·3H 2O , 对小鼠腹腔注射的LD 50为 120 m gökg [5 ]。

试验设计以 1ö10 LD 50、1ö50 LD 50、1ö250 LD 50剂量

作为高、中、低染毒剂量。用双蒸水配制 1. 2, 0. 24和

0. 048 göL 的醋酸铅溶液, 正压过滤除菌, 分装备

用。

1. 2. 2　染毒及试验程序　将试验公鼠随机分为高、

中、低剂量染毒组和溶剂对照组 (对照组) ,每组 10

只。高、中、低剂量组于试验的第 0, 3, 6, 9和 12天分

别腹腔注射 1. 2, 0. 24, 0. 048 göL 的醋酸铅溶液,注

射量 0. 01 mL ög,溶剂对照组注射相应体积的灭菌

蒸馏水。试验开始后每 3 d 称重 1次,直到第 11次

称重 (试验 30 d)后,处死受试公鼠,离体采集输精管

精子,进行精子发生毒性检验。

1. 2. 3　试验小鼠精子采集　颈部脱臼法处死试验

鼠, 仰卧, 用酒精棉球消毒腹部开口部位被毛及皮

肤。剪开腹壁,暴露生殖系统,分离输精管。在含精
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液稀释液的表面皿中,用眼科剪除去附着于输精管

上的韧带及脂肪,并冲洗干净。将冲洗干净的输精管

放入另一含有 1. 0 mL 新鲜精液稀释液的平皿内,

在立体显微镜下,用 2 支眼科用异物针纵向撕开整

个输精管,精子会浮游到稀释液中。用吸管连同精子

吸出液体部分,装于具塞试管中暂存。在采集输精管

的同时,采集左右两侧睾丸、附睾,测量其湿重。

1. 2. 4　精子密度及活力检查　在实际研究中,难以

准确测量小鼠的原精液量。本试验采集输精管精子,

直接使整个输精管的精子浮游到等体积的精液稀释

液中,以估算精子的相对密度。估算时,将每只公鼠

的精液均按 0. 05 mL 计算,每只均使用 1. 0 mL 精

液稀释液则为稀释 20倍,计数前再将保存的精液二

次稀释 10倍,既总稀释倍数为 200倍。精子的计数

采用改良纽巴氏血球计数板,用吸管吸取二次稀释

的精液,放于计数室与盖玻片接触处,使精液自然流

入计数室中。计数中间 5个中方格 (对角 5个)内 80

个小方格的精子数,计数值为X ,按照简化公式X ×

107 即可计算出每毫升输精管精液中精子的密度。

计算时, 先计算死精子的 X 1 值, 将计数板置于 50

℃水浴锅中的搪瓷盘中 5～ 10 m in,杀死精子,计数

总精子数 X 2 值,则 (X 2- X 1) öX 2 为精子活力, X 2×

107 为精子相对密度。

1. 2. 5　畸形精子检查　精液中形态不正常的精子

为畸形精子,精子畸形率是指精液中畸形精子数占

总精子数的百分比。检查畸形精子时,取 1小滴精液

在载玻片上制成抹片,用龙胆紫酒精液染色 3 m in,

自然干燥、水洗后镜检。检查不同视野的 500 个精

子,统计出其中所含的畸形精子数。当数到最后 1个

视野时,即使已数够 500个精子,也须完成视野内所

有精子的计数。畸形精子计数时按照头部畸形、颈部

畸形、尾部中段畸形、尾部主段畸形分类计数。尾部

发育未完成的未成熟精子,计入畸形精子。

1. 2. 6　精子顶体异常的检查　精液抹片自然干燥

10～ 20 m in,福尔马林磷酸盐缓冲液固定 15 m in,水

洗后自然干燥。用姬姆萨工作液染色 90 m in,水洗,

风干。用中性树脂封片后,置于 1 000倍显微镜下用

油镜观察、计数顶体异常精子。每张抹片须观察不同

视野的 300个精子,统计出顶体异常精子数。当数到

最后 1个视野时,即使已数够 300个精子,也应将视

野内所有精子计数完毕。精子顶体异常主要表现为

肿胀、缺损、部分或完全脱落。

1. 2. 7　数据统计　试验数据用M icro soft Excel统

计,差异显著性检验用 t检验进行分析。

2　结果与分析

2. 1　试验期公鼠体重的变化规律

　　由图 1可以看出,试验开始时,高、中、低剂量染

毒组和对照组公鼠体重分别为 (15. 5±0. 50) ,

(15. 12±0. 12) , (16±0. 05)和 (16±1. 21) g, 试验

末 (30 d)体重分别为 (29. 8±3. 59) , (30. 8±3. 10) ,

(29±2. 39)和 (31±2. 50) g。高、中剂量组公鼠在染

毒 3次后,出现了一定程度的生长迟缓。但各组之间

呈现类似的生长变化规律,即停止染毒后,体重增长

逐渐得到恢复。

图 1　试验公鼠体重变化曲线

- ◇- . 高剂量; - □- . 中剂量; - △- . 低剂量; - ○- . 对照

F ig. 1　Curve of body w eigh t change

of the experim ent m ale m ice

- ◇- . H igh do se; - □- . M oderate do se;

- △- . L ow do se; - ○- . CK

2. 2　试验公鼠睾丸、附睾湿重及其与体重的比值

试验鼠睾丸、附睾湿重及其与体重的比值见表

1。表 1结果表明,各试验组与对照组之间上述指标

均无统计学差异 (P > 0. 05)。

2. 3　精子质量检验结果

试验公鼠输精管精子相对密度及活力,以及试

验鼠畸形精子及顶体异常精子检验结果见表 2。表 2

结果表明,各试验组公鼠精子的相对密度及精子活

力无统计学差异 (P > 0. 05) ; 各染毒组公鼠畸形精

子比率极显著地高于对照组 (P < 0. 01) ; 高剂量和

中剂量试验公鼠输精管顶体异常精子比率与对照组

之间差异显著 (P < 0. 05)。
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表 1　试验公鼠睾丸、附睾湿重及其与体重的比值

T able 1　W et w eigh t of test icle and ep ididym is of the m ale m ice and the w eigh t ra t io to the body w eigh t

分组
Group

数量
N um ber

体重 (X{ ±SD ) ög
Body w eigh t

睾丸、附睾湿重
(X{ ±SD ) öm g

T he w et w eigh t of
testicle and
ep ididym is

睾丸、附睾与体重比值
T he w eigh t ratio of

testicle and
ep ididym is to

the body w eigh t

高剂量组 H igh do se 10 29. 8±3. 59 210. 11±33. 59 7. 32×10- 3

中剂量组M oderate do se 10 30. 8±3. 10 209. 44±25. 24 7. 76×10- 3

低剂量组 L ow do se 10 29. 0±2. 39 236. 95±20. 89 7. 72×10- 3

对照组 Contro l 10 31. 0±2. 50 231. 99±13. 29 7. 91×10- 3

表 2　试验鼠输精管精子质量检验结果

T able 2　Checkout resu lt of the sperm quality in sperm aduct of the m ale m ice

分组
Group

数量
N um ber

精子相对密度
(X{ ±SD ) ö

(107·mL - 1)
T he relative sperm

consistency

精子活力ö
(X{ ±SD )

T he sperm
activity

畸形精子百分率
(X{ ±SD ) ö%

T he percen t of the
m alfo rm ation sperm

顶体异常比率ö%
T he percen t of the
abno rm al acro som e

sperm

高剂量组 H igh do se 10 51. 30±7. 60 0. 35±0. 15 25. 81±3. 33 a 13. 48±2. 37 b

中剂量组M oderate do se 10 53. 60±10. 18 0. 40±0. 13 27. 12±6. 48 a 12. 33±2. 16 b

低剂量组 L ow do se 10 53. 90±10. 44 0. 44±0. 20 23. 71±6. 22 a 9. 94±1. 86

对照组 Contro l 10 51. 70±19. 57 0. 41±0. 15 13. 46±2. 39 6. 48±2. 36

　　注:各列试验组与对照组比较, a为 P < 0. 01, b为 P < 0. 05。

N o te: Comparing test w ith con tro l group in a list of data, the letter‘a’deno te P < 0. 01 and‘b’deno te P < 0. 05.

3　讨论与小结

3. 1　选择性成熟期青年公鼠进行精子发生毒性研

究的依据

本研究所选择的染毒时期为雄性小鼠性成熟期

前后的一段生长发育时期。在这一时期,公鼠性腺的

精原细胞增殖已经完成,并分化为初级精母细胞,此

后,公鼠性腺就具有了产生精子的功能。本研究的目

的在于研究醋酸铅对雄性小鼠体成熟后精子细胞形

成、精子细胞变态形成精子以及精子在附睾内进一

步成熟的毒性。研究结果证明,醋酸铅进入体内后,

对精子细胞形成、精子形成及其附睾内成熟过程具

有毒性作用。

3. 2　试验期公鼠体重的变化规律

本研究的分组方法,使试验开始时各组小鼠平

均体重及组内变异相似。研究结果表明,试验期间高

剂量染毒组和中剂量染毒组公鼠在染毒到第 3 次

后,出现了一定程度的生长迟缓。在染毒程序结束

后,经过一段时间,高剂量和中剂量染毒组的体重增

长得到了一定程度的恢复。从最终的生长趋势看,各

组之间最终的生长变化规律类似。说明本试验根据

生殖毒理试验设计的染毒剂量,对染毒小鼠的生长

发育并未产生不可恢复的显著影响,符合生殖毒理

试验设计原则[6 ]。

3. 3　醋酸铅与精子形态学质量的关系

各试验组公鼠的睾丸、附睾湿重及其与体重的

比值均无明显差异 (P > 0. 05)。说明本试验染毒剂

量并未明显影响性成熟期公鼠的性腺发育。

试验鼠输精管精子密度及活力检验结果表明,

本试验首次采用的输精管精子采集方法及以精子相

对密度作为检验试验鼠精子密度的检验依据是可行

的,可以保证每只试验鼠都能够在同等条件下进行

检验比较。各试验组公鼠精子相对密度无统计学差

异则说明,已经完成精原细胞增殖及初级精母细胞

分化的性成熟期青年公鼠,能够最终形成精子的精

原细胞及初级精母细胞的数量已经确定[7, 8 ]。用本研

究所使用的醋酸铅剂量进行染毒,未影响性腺产生

精子的数量,即不会改变精子密度。虽然高剂量染毒

组精子活力较低, 但与对照组之间无统计学差异

(P > 0. 05) , 其他染毒组精子活力与对照组也无统

计学差异,说明本试验所使用的醋酸铅剂量对精子

活力无显著影响。

在睾丸曲细精管中,球形精子细胞形成精子及

其在附睾内进一步成熟的过程中,精子形态发生了

复杂的变化,成熟后最终由附睾尾到达输精管。从形

态上反映精子毒性的 2个重要指标为输精管精子的

畸形比率和顶体形态异常比率[9 ]。精子畸形的出现

可能是精子生成过程中精子细胞核、细胞器和细胞
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膜受到破坏,或输精管和副性腺发生了病理变化。从

表 2可以看出,高剂量、中剂量和低剂量染毒组公鼠

输精管精子的畸形比率极显著地高于对照组公鼠

(P < 0. 01) ,说明各剂量醋酸铅染毒均可显著地影

响精子的生成过程; 另外,高剂量、中剂量试验鼠精

子顶体形态异常比率显著高于对照组 (P < 0. 05) ,

低剂量试验鼠与对照组无统计学差异 (P > 0. 05) ,

说明高剂量和中剂量醋酸铅染毒时,对小鼠精子顶

体形成有显著影响。
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(K ey L abora tory of A n im al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology ,M inistry of A g ricu ltu re,

Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he tox icity of the lead acet ic on sperm atogenesis of the m ale m ice w as studied. T he puberty

m ale m ice w ith the body w eigh t of (16±1) g w ere divided in to h igh do se (1ö10 LD 50) , modera te do se

(1ö50 LD 50) , low do se (1ö250 LD 50) , and so lven t con tro l group random ly. T he m ice in h igh, modera te, low

do se and in con tro l group , every th ree day, w ere in jected in to abdom inal cavity (0. 01 mL ög) w ith 1. 20

m gömL , 0. 24 m gömL , 0. 048 m gömL lead aceta te [ Pb (CH 3COO )·3H 2O ] so lu t ion and dist illed w ater re2
spect ively, to ta lly 5 t im es. A fter 30 days, the m ice w ere pu t to death, the vas w ere separa ted, and the sperm

in the vas w ere co llected. T he resu lts are as fo llow s: (1) the test icle and ep id idym is w et2w eigh t, and the

w eigh t ra t io to the body w eigh t had no difference (P > 0. 05) ; (2) it w as p ract icab le by u sing the sperm in

the vas to carry ou t test of the sperm atogenesis tox icity; (3) the sperm rela t ive con sistency and act ivity had

no sta t ist ics d ifference (P > 0. 05) ; (4) the ra t io of the m alfo rm at ion sperm w ere sign if ican t ly differen t be2
tw een experim en t group s and con tro l group (P < 0. 01) ; (5) the ra t io of the abno rm al acro som e sperm in

h igh and modera te do se group s w ere sign if ican ly h igher than that of con tro l group (P < 0. 05). It p roved

that the lead acet ic do se in th is study had no effect on the sexual g land developm en t, the sperm den sity and

act ivity, eviden t ly, and the mo rphogenesis and acro som agenesis of sperm w ere affected sign if ican t ly by ex2
po su re to lead acet ic in puberty period.

Key words: lead acet ic; sperm atogenesis; tox icity; mou se

25

西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 33卷


