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敌敌畏对仔代大鼠睾丸Leydig细胞影响的研究

龚学德1 曾莉t张洁z林苹：严兵1 王玉芸1黄鲁刚1

【摘要】目的探讨敌敌畏诱导大鼠尿道下裂发病的可能机制。方法将21只孕sD

(Sprague—Dawley，SD)大鼠随机分为对照组、敌敌畏低剂量组(1 nag／kg组、4 nag／kg组、8 mg／kg组)和

敌敌畏高剂量组(16mg，kg组、20mg，kg组和24mg／kg组)。于孕12～17d每日每组分别灌喂玉米油

1 ml、敌敌畏1 mg，kg、4 mg，kg、8 mg，kg、16 mg，kg、20 mg，kg和24 mg，kg，分娩后观察外生殖器形

状，测量新生仔鼠的体重和肛生殖窦距，并采集部分雄性仔鼠的睾丸标本行免疫组化染色和电镜观察，

将余下的雄性仔鼠饲养至90 d后采集血清标本，用放射免疫方法测量血清睾酮浓度，并取睾丸标本行

免疫组化染色。结果①对照组所产的雄性仔鼠中未发现尿道下裂，在敌敌畏高剂量组雄性仔鼠中发

现3例尿道下裂；②敌敌畏各组新生雄性仔鼠睾丸的Leydig细胞计数与对照组比较，差异有统计学意

义，与敌敌畏有剂最依赖关系；敌敌畏各组成年雄性仔鼠睾丸Leydig细胞计数与对照组比较，差异无统

计学意义；③敌敌畏各组成年雄性仔鼠血清睾酮浓度与对照组比较，差异无统计学意义；④敌敌畏组新

生大鼠睾丸Leydig细胞的滑面内质网较对照组减少。结论孕大鼠染毒敌敌畏可使新生雄性仔鼠睾丸

Leydig细胞数量降低；新生仔鼠睾丸Leydig细胞内滑面内质网减少，可能降低了胚胎期雄激素合成的

功能，导致雄性仔鼠尿道下裂的发生。
‘
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The effects of in-utero exposure to the organophosphate insecticide dichlorvos on Leydig cell in SD
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[Abstract】Objective The aim of this article is to investigate probable mechanism of hypospadias

induced by organophosphate insecticide dichlorvos．Methods 21 conceived Sprague-Dawley rats were divided

into control group，low and high dose dichlorvos groups at random．Conceived
rats wero gavaged with 1 ml eonl oil

，lmg，kg，day,4 nag，kg，day，8mg／kg／dayl6mg，kg／day，20mg，kg，day and 24mg，kg，day dichlorvos

respectively from GDl2 to 17．After birth，the neenate rats were counted，examined for the penis appearance and

meaeured body weight and anogenital distance(AGD)．In addition，part testes were assayed by immunochemistry

staining and electronⅡIicroscope．Remnant male offsprings were bred until 90一day old。then serum specimens

were collected to measured testosterone level by radioimmunity and testes were assayed by immunochemistry

staining and electron microscope． Results①Corn oil group had uo hypospsdias in male offsprings，wh丑e

dichlorvos groups had 3。1 in dichlorvos 20mg／kg／day group and 2 in diehlorves 24nc,&g／day group．②There唧
statistic difference in count of leydig cells in male newborn rats between corn oil group and dichlorvos groups，

diehforvos cut down the count of leydig cell and the severity is dose--dependent．But there waft no statistic

difference in count of leydig cell in adult male E吐s between corn oil group and diehlorvos t尹oups．③There was 110

statistic difference in testosterone level between corn oil group and dichlorvos groups．(少Compared to eoru oil

group，smooth endoplasmie retieuhm of leydig cell reduced in dichlorvos groups．Conclusions Dichlorvos egn

induce hypespadias in newborn rats and cut down the count of leydig cell in male newborn rats，but there was no

obvious influence on adult male mts．Dichlorvos can reduce smooth endoplasmie reficulum and pmbably degrade

androgenic synthesis．
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关于尿道下裂的病因学研究较集中于环境激

素的作用，认为尿道下裂的发生与环境雌激素

(Environmental Estrogens，EEs)类物质关系密切【11。作

者前期研究发现，环境中的一些内分泌干扰剂，如

杀虫剂、洗洁精、黄体酮和雌激素可能是引起尿道

下裂的危险因素田。动物实验也证实，目前广泛使用

的有机磷农药-敌敌畏可以使SD(Sprague—Dawley，

SD)大鼠产生尿道下裂畸形13l。同时还发现染毒敌敌

畏后产生尿道下裂的雄性仔鼠睾丸组织中kydig

细胞数减少，可能导致了胚胎期睾丸产生睾酮的水

平下降，使形成雄性外生殖器的过程发生障碍，导

致尿道下裂It]。本研究延续前期实验，观察敌敌畏对

雄性子代大鼠睾丸Leydig细胞的影响，以探讨尿道

下裂发病的可能机制。

材料与方法

一、实验动物及给药方案

取清洁级成年雌性SD大鼠，体重在250～300

g，实验中共获得孕鼠21只，随机分为7组，其中对

照组3只；敌敌畏低剂量组9只，分为1 mg／kg

组、4 mg，kg组和8 mg／kg组，每小组各3只；敌敌

畏高剂量组9只，分为16mg／kg组、20mg／kg组和
24 mg／妇组，每小组各3只。各小组孕鼠均在孕第

12—17天上午8：00～10：00灌喂80％敌敌畏

乳油1．0 ml，共6次。80％敌敌畏乳油用玉米油配

制，现配现用。孕鼠于20～23 d后分娩，分娩完毕

即对新生仔鼠点数，测量体重和肛生殖窦距(AGD)，

借助普通放大镜和解剖显微镜观察新生鼠阴茎外

观、尿道开口的位置和排尿情况，判断有无尿道下

裂畸形。

二、新生及成年雄性仔鼠睾丸标本免疫组织化

学染色

在孕鼠生产的当天和产后90 d随机采集每个

剂量组和对照组的雄性仔鼠睾丸标本，石蜡包埋，

常规HE染色，光学显微镜下观察，同时将睾丸石蜡

切片作链霉素亲和素过氧化物酶(SP)法免疫组织
化学染色，一抗为兔抗一Calretinin抗体，于光学显微

镜下观察，以细胞质和细胞核显棕黄色为阳性，在

高倍镜下计数20个视野的阳性染色细胞，取其平

均值，并观察曲细精管的形态学变化。

三、成年雄性仔鼠血清睾酮测定

于产后90 d取成年雄性仔鼠血清，置一20℃冰

箱中保存，用放射免疫法检测血清中睾酬含量。
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四、雄性仔鼠睾丸标本的电镜观察

于孕鼠生产的当天和产后90 d随机采集每个

剂量组和对照组的雄性仔鼠睾丸标本，用3％戊二

醛固定后保存于4℃冰箱，l％四氧化锇同定，丙酮

逐级脱水，Epon 812包埋，半薄切片光学定位，超薄

切片，醋酸铀及枸橼酸铝双重染色，电镜观察睾丸

的超微结构。

五、统计学方法

所有数据通过SPSS 13．0统计软件进行分析。

各组新生仔鼠雌雄比例比较用四格表的卡方检

验，各组仔鼠的肛生殖距、体重、Leyftig细胞计数

和血清睾酮浓度以均数±标准差(x-t-S)表示，

各实验组与对照组比较采用单因素的方差分析，

以P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

一、各组雄性仔鼠中尿道下裂的发生情况

对照组共生产雄性仔鼠22只，未发现尿道下

裂鼠；敌敌畏低剂量组共生产雄性仔鼠45只，未发

现尿道下裂鼠；敌敌畏高剂量组共生产44只雄性

仔鼠，其中3只存在尿道下裂畸形，包括敌敌畏20

mg／kg组1只，敌敌畏24 mg／kg组2只。

二、睾丸标本的免疫组化染色结果

对照组睾丸标本免疫组化染色显示睾丸组织

形态正常，曲细精管排列紧密，Leydig细胞体积较

大，胞质丰富，在间质中成团聚集分布；对照组和敌

敌畏各组Calretinin染色阳性的Leydig细胞计数在

新生仔鼠中差异有统计学意义，而在成年仔鼠中无

显著差异，见表l。

三、各组成年雄性仔鼠血清睾酮浓度

各组成年雄性仔鼠血清睾酮浓度比较，对照组

与各实验组之间差异无统计学意义，见表2。

表1各组雄性仔鼠睾丸Calretinin阳性Leydig细胞计

数比较(单位：个／HP)

注：·与对照组比较，差异无统计学意义(尸>0．05)，··与对照组

比较，差异有统计学意义(P<0．05)o
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四、睾丸Leydig细胞比较

电镜下对照组新生大鼠睾丸Leydig细胞核大，

胞浆少，核占据整个细胞的80％以上，胞浆内较多

粗面内质网和滑面内质网，核内染色质以常染色质

为主。敌敌畏24 mg／kg组新生大鼠睾丸kydig细

胞核更大，约占据整个细胞的90％左右，胞浆内仍

含较多的粗面内质网，但滑面内质网减少明显，核

内染色质仍以常染色质为主(图3、4)，成年仔鼠睾

丸亚细胞结构无明显差异。

衰2各组成年雄性仔鼠血清睾酮浓度比较(单位：ng／d1)

注：·与对照组比较，差异无统计学意义，P>0．05

图1玉米油组新牛仔鼠睾图2敌敌畏24mg／kg组新生图3玉米油组新生仔鼠睾图4敌敌畏组(24mg／kg)

丸1．七．ydig细胞的Calretinin仔鼠睾丸Leydig细胞的丸Leydig细胞电镜图片 睾丸新_牛仔鼠睾丸Leydig

定位染色切片 Caktinin定位染色切片 细胞电镜图片

讨论

早在上世纪有学者发现有机磷农药敌敌畏具

有生殖毒性，敌敌畏能够引起大鼠曲细精管和

Leydig细胞的形态改变[51。Ali等1世通过皮肤暴露于敌

敌畏也证实了其对大鼠睾丸组织的损害。Okamura

等用通过对Wistar大鼠皮下注射敌敌艮，发现精子

活动度下降，虽未发现生殖器官的重量减轻，并且

在附睾尾的精子计数、形态、血睾酮浓度及睾丸的

组织病理学检查与对照组比较无明显差异。但李春

英等181对雄性青紫蓝兔连续10周饲喂0．4 mg／kg敌

敌畏后取出睾丸，镜下发现曲细精管明显受损，管

壁结构不完整，生精细胞疏松杂乱，间质细胞排列

紊乱不规则，表明敌敌畏慢性中毒对青紫蓝兔的生

殖功能有一定损害作用。流行病学也显示，敌敌畏

具有生殖毒性，Kamijima等[91对暴露于有机磷农药

和除虫菊酯类农药的喷雾T人作调香，发现喷雾工

人的睾丸容积小于对照人群，喷雾T人的精液分析

发现活动缓慢和无活动精子的百分比是正常的两

倍，快速活动的精子数明显降低。Weidnert'嗵过对
育龄女性园丁和农民的调查也发现，其所生的男孩

发生尿道下裂和隐睾的病例明显增加。作者前期研

究证实，敌敌畏作用于孕大鼠可以导致雄性仔鼠发

生尿道下裂，并发现敌敌畏可能损害了睾丸组织中

产生睾酮的Ieydig细胞，导致胚胎期睾丸组织中

Leydig细胞数量减少，睾酮水平降低，使其形成雄性

外生殖器的过程发生障碍，可能导致尿道下裂的发

生f3，41。敌敌畏的生殖毒性表现为：雄性动物直接染

毒可能出现生殖障碍，表现为精子活力下降，可能

导致生育能力下降，雌性动物孕期染毒可能导致其

雄性子代泌尿生殖系畸形的发生率增加。

本实验中，敌敌艮对仔鼠睾丸Leydig细胞计数

的影响表现为新生雄性仔鼠睾丸l_e．ydig细胞计数

在敌敌畏1 mg／kg组与对照组比较，差异无统计学

意义；敌敌艮4 mg，kg组和大于4 mg／kg组与对照

组比较明显减少，提示孕鼠染毒敌敌畏可使胚胎期

仔鼠睾丸Leydig细胞数减少。成年雄性仔鼠敌敌畏

各剂量组与对照组相比，Leydig细胞计数的差异不

明显，且雄性成年仔鼠血清睾酮浓度在各染毒组和

对照组之间比较，差异无统计学意义，可能与脱毒

后自身修复有关。

通过对仔鼠睾丸超微结构的观察发现，新生大

鼠睾丸Leydig细胞核大，胞浆少，胞浆内细胞器不

发达，粗面内质网丰富，核内以常染色质为主，整个

细胞呈幼稚状态，而细胞胞浆内滑面内质网丰富，

敌敌畏染毒的新生仔鼠睾丸Leydig细胞胞浆内滑

面内质网明显减少。滑面内质网上有丰富的合成胆

固醇的酶，因而滑面内质网的发达程度往往反映间
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质细胞合成胆同醇的能力，也间接反映间质细胞合

成雄激素的功能状态llll。新生仔鼠睾丸Leydig细胞

内滑面内质网减少，导致睾酮合成分泌减少，可能

是胚胎期睾酮浓度不足的原因。胚胎发育过程中睾

酮水平的下降是引起雄性仔鼠生殖系畸形的重要

因素。
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相似文献(10条)

1.期刊论文 孙志伟.陈晓玲.方佩芬.SUN Zhi-wei.CHEN Xiao-ling.FANG Pei-fen 有机磷农药中毒399例的流行病

学分析 -中华劳动卫生职业病杂志2007,25(12)
    目的 了解上海市南汇区农药中毒发生的原因和特点,探讨可行的防治对策.方法 收集2004至2006年6月南汇区各医疗单位上报的农药中毒个案报告卡

,进行汇总并对结果进行统计学分析.结果 全区2004至2006年6月共发生各类农药中毒399例,生产性中毒和生活性中毒分别占总中毒例数的18.55%和

81.45%,病死率为6.52%.中毒者平均年龄为(42.4±18.7)岁,15～55岁青壮年占71.68%;15岁以下均为误服农药中毒,占全部中毒人数的3.25%;75岁以上病

例自服中毒者28例,占75岁以上人口的90.32%.生产性中毒及生活性中毒均为女性明显高于男性,差异有统计学意义(P＜0.01);杀虫剂是引起农药中毒的主

要类别,占86.02%,且以敌敌畏、甲胺磷2种高毒类有机磷中毒为主.结论 非生产性农药中毒是地区农药中毒的主要类型;应加强有机磷农药的管理,开展相

关的健康教育及干预.

2.期刊论文 姜丽娟.郁红霞 急性有机磷中毒并发中间综合征的护理 -中国误诊学杂志2008,8(29)
    现将我科2005-09/2007-08收治的中间综合征(IMS)12例患者的观察与护理报告如下.

1 临床资料

1.1 一般资料本组均为口服中毒,男4例,女8例,年龄20～65(平均45)岁.服毒量20～300 ml,其中氧化乐果1例,对硫磷4例,乐果3例,甲胺磷2例,敌敌畏2例

.中毒后至入院时间0.5～6 h.发生IMS在中毒后11～96 h.

3.期刊论文 刘明伟.王旭.李祎 重度有机磷农药中毒并急性呼吸衰竭24例治疗分析 -中国误诊学杂志2008,8(13)
    我院2006/2008年收住重度有机磷农药中毒并急性呼衰24例,经气管插管、呼吸机辅助支持,合理应用氯磷啶及对症支持治疗疗效较好,报道如下.

1 临床资料

1.1 一般资料本组均符合重症有机磷中毒诊断,男9例,女15例,年龄17～82岁.其中乐果中毒4例,甲胺磷中毒11例,敌敌畏中毒5例,甲拉硫磷中毒4例.中毒

至就诊时间在0.5～2 h.
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4.期刊论文 贺荣 有机磷农药中毒65例死因分析 -中国误诊学杂志2007,7(18)
    对我科1996～2006年收治有机磷农药急性中毒死亡65例临床分析如下.

1 临床资料

65例口服中毒患者,男34例,女31例,年龄16～69(平均35)岁,重度患者为61例(93.8%)中度患者4例(6.2%),服毒情况:乐果43例(66.2%)、甲氨磷12例

(18.5%),氧马拉松3例(4.6%)、敌敌畏3例(4.6%)敌百虫(3.1%)、氧化乐果(3.1%).

5.期刊论文 徐萍.高平.田俊阁.于笑霞.宋英俊.王娜娜 血液灌流治疗急性有机磷农药中毒中间综合征的护理 -中
国误诊学杂志2007,7(14)
    我院2004-09～2007-02期间应用血液灌流(HP)抢救有机磷中毒中间综合征(IMS)患者45例,疗效良好,护理体会如下.

1 临床资料

1.1 一般资料 本组男12例,女33例,年龄3～62(平均26)岁.农药种类:氧化乐果10例,乐果12例,对硫磷5例,甲胺磷4例,敌敌畏3例,1605 6例,混合农药中毒

5例.患者症状表现均符合IMS诊断标准 [1].

6.期刊论文 张全.宋相明 血液灌流治疗重症有机磷中毒31例疗效观察 -中国误诊学杂志2006,6(12)
    对我院血液灌流治疗重症有机磷中毒31例疗效观察总结如下.

1 对象和方法

1.1 对象血液灌流组:1998-01～2004-12我院收治的重症有机磷中毒患者31例,男19例,女12例,年龄19～73岁.其中误服3例,故意服入28例,服入量在

40～300 ml;其中服1605者14例,服乐果6例,服敌敌畏5例,服敌百虫3例,甲胺磷2例,马拉硫磷1例.

7.期刊论文 卓越.马华安.赖庆安.黄启海 有机磷农药中毒中间综合征61例分析 -中国误诊学杂志2006,6(11)
    本文收集四家医院2000-01～2005-12急性有机磷农药中毒1 668例,其中发生中间综合征(IMS)61例,分析如下.

1 临床资料

1.1 一般资料本组男15例,女46例,年龄12～55(30.25±8.70)岁;乐果18例,氧化乐果16例,敌敌畏14例,对硫磷(1605)10例,马拉硫磷3例;本组均为口服中

毒.轻度5例,中度40例,重度16例;发生时间:2～3 d之内15例,4～5 d 41例,6 d及以上5例(3.5±2.8)d;本组服毒剂量5～300(100±50.70)ml;本组全血胆

碱酯酶检查(正常值:5 859～13 060 U/L,下同):100～2 000(998.05±359.03) U/L;SaO2(IMS发作时)45%～60%(55.11±4.35)%.

8.期刊论文 周晓宏.谭培军.王利华 阿托品中毒出现类似毒蕈碱样症状临床分析 -中国误诊学杂志2005,5(16)
    现将我院内科1999～04～2004～04收治的有机磷农药中毒161例分析如下.

1 对象和方法

1.1 对象本组男67例,女94例,年龄19～87(平均31.6)岁.主要农药:乐果57例,敌敌畏41例,水胺硫磷44例,其他19例.服农药后在30 min内洗胃的108例,在

当地医院给以阿托品、碘解磷定治疗的83例,入院后作血灌治疗的69例.

9.期刊论文 王志峰.刘瑞卿 剖腹洗胃抢救重度有机磷农药中毒临床分析 -中国误诊学杂志2005,5(14)
    1990～2003年,我院对重度有机磷农药中毒施行剖腹洗胃30例,抢救体会如下.

1 对象和方法

1.1 对象本组男2例,女28例,年龄16～50岁.口服敌敌畏15例,氧化乐果7例,1605 8例;吞服量最多者达100 ml,最少30 ml;服药至就疹时间最短40 min,最

长1.5 h.30例均处于昏迷状态,剖腹至切开时间最短为5 min,最长为20 min.

10.期刊论文 孟学兵.陈爱军.毕研贞 重度急性有机磷农药中毒救治成功20例分析 -中国误诊学杂志2005,5(13)
    对我院1995-06～2005-01重度急性有机磷农药中毒(AOPP)20例进行总结,依据具体情况实施急救方案,获得满意效果,现报告如下.

1 临床资料

1.1 一般资料本组男6例,女14例,年龄18～65岁.均为口服患者,毒物口服量100～200 ml.毒物种类敌敌畏10例,乐果8例,已硫磷2例.入院时间服毒后5～30

min.重度AOPP判断标准按文献[1]方法.
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