
[收稿日期] 2016 - 07 - 30摇 [修回日期] 2017 - 08 - 16
[基金项目] 安徽省教育厅自然科学研究重点项目(KJ2017A237)
[作者单位] 蚌埠医学院 生物科学系,安徽 蚌埠 233030
[作者简介] 唐宝定(1973 - ),女,硕士,副教授.

[文章编号] 1000鄄2200(2018)02鄄0149鄄03 ·基础医学·

甲醛对雄性 Wistar 大鼠生殖毒性的影响研究

唐宝定,王摇 勋,唐摇 灿,张摇 鼎,吴守伟,李蕾娜

[摘要]目的:探索不同剂量的甲醛对雄性大鼠精子畸形率、骨髓微核率、血清睾酮水平以及睾丸组织的影响。 方法:选择性成

熟 Wistar 大鼠 40 只随机分成 5 组:0. 9%氯化钠注射液组(阴性对照组)和高、中、低剂量甲醛染毒组(20 mg·kg - 1·d - 1、2 mg
·kg - 1·d - 1、0. 2 mg·kg - 1·d - 1)及 50 mg·kg - 1·d - 1环磷酰胺组(阳性对照组)。 通过腹腔注射染毒 1 周,测定血清睾酮水

平,染毒结束后 2 d 摘眼球采血,颈椎脱臼法处死大鼠,统计精子畸形率和骨髓微核率,对大鼠睾丸做石蜡组织切片,观察睾丸

组织损伤情况。 结果:精子畸形率:与阴性对照组比较,中、低剂量染毒组精子畸形率上升(P < 0. 05),高剂量染毒组和阳性对

照组精子畸形率上升更明显(P < 0. 01);骨髓微核率:与阴性对照组比较,中、低剂量染毒组骨髓微核率上升不明显(P >
0. 05),高剂量染毒组和阳性对照组上升明显(P < 0. 01);血清睾酮水平:与阴性对照组比较,高、中、低剂量染毒组和阳性对照

组血清睾酮水平均明显降低(P < 0. 01)。 睾丸石蜡切片显示高剂量染毒组组织损伤严重。 结论:甲醛可以引起雄性大鼠精子

畸形,增加骨髓微核率,降低血清睾酮水平,对雄性大鼠具有一定的生殖及遗传毒性。
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Effect of formaldehyde on the reproductive toxicity in male Wistar rats
TANG Bao鄄ding,WANG Xun,TANG Can,ZHANG Ding,WU Shou鄄wei,LI Lei鄄na
(Department of Bioscience,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To explore the effects of different doses of formaldehyde on the teratosperm rate,bone marrow micronucleus
rate,level of serum testosterone and testicular tissue in male Wistar rats. Methods:Forty sexual maturity male Wistar rats were randomly
divided into the negative control group(treated with normal saline),low鄄dose formaldehyde poisoning group(treated with 0. 2 mg·kg - 1

·d - 1),mid鄄dose formaldehyde poisoning group( treated with 2 mg·kg - 1 ·d - 1 ),high鄄dose formaldehyde poisoning group( treated
with 20 mg·kg - 1 ·d - 1 ),and positive control group ( treated with 50 mg·kg - 1 ·d - 1 cyclophosphamide). The levels of serum
testosterone in rats were measured after 1 week of intraperitoneal injection. After 2 days of poisoning,the eyeball was removed,the blood
sample was collected,and all rats were sacrificed by cervical dislocation method. The teratosperm rate and micronucleus rate in all rats
were analyzed. The testicle morphology and histopathology were analyzed by paraffin embedded section. Results:Compared with the
negative control group, the teratosperm rate in low鄄 and mid鄄dose formaldehyde poisoning groups increased ( P < 0. 05), and the
increasing degree of which in high鄄dose formaldehyde poisoning group and positive control group was more obvious (P < 0. 01).
Compared with the negative control group,the increasing degree of micronucleus rate in low鄄 and mid鄄dose formaldehyde poisoning
groups was not obvious(P > 0. 05),and the increasing degree of which in high鄄dose formaldehyde poisoning group and positive control
group was more obvious(P < 0. 01). Compared with the negative control group,the levels of serum testosterone in low鄄 and mid鄄dose
formaldehyde poisoning groups decreased(P < 0. 01),and the decreasing degree of which in high鄄dose formaldehyde poisoning group
and positive control group was more obvious(P < 0. 01). The paraffin embedded testicle section showed the tissue injury in high鄄dose
formaldehyde poisoning group was severe. Conclusions:The formaldehyde can lead to the sperm malformation,increase the bone marrow
micronucleus rate,and decrease the levels of serum testosterone in male Wistar rats. The formaldehyde has certain reproductive and
genetic toxicity of in male Wistar rats.
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摇 摇 甲醛是一种重要的化工原料和有机溶剂,广泛

用于制造树脂、塑料、橡胶、染料和油漆等。 由于甲

醛挥发度低,
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染室内空气,经呼吸道进入人体,并对机体的健康产

生各种危害。 已有研究[1 - 5]表明甲醛可降低机体的

呼吸功能、神经系统的信息整合功能,影响机体的免

疫应答,并具有一定的遗传毒性,但有关其生殖毒性

和遗传毒性的研究较少,机制尚不清楚。 本研究通

过检测甲醛染毒后雄性大鼠精子畸形率、骨髓细胞

微核率、血清睾酮水平变化以及睾丸组织学改变来

探讨甲醛对生殖健康的影响。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物及染毒摇 甲醛购自国药集团化学试

剂有限公司,分析纯;实验动物为我院实验动物中心

提供的 9 周龄健康 Wistar 雄性大鼠 40 只,体质量

(230 依 20)g;参照文献资料[2,6] 并参考国内外动物

试验的剂量,随机将大鼠分为 0. 9% 氯化钠注射液

阴性对照组、低剂量甲醛染毒组(0. 2 mg·kg - 1 ·
d - 1)、中剂量甲醛染毒组(2. 0 mg·kg -1·d -1)和高

剂量甲醛染毒组(20. 0 mg·kg - 1·d - 1)和 50 mg·
kg - 1·d - 1环磷酰胺组(阳性对照组),每组各 8 只,
均采用腹腔注射,1 次 /天,连续 7 d。 实验结束后

2 d,各组小鼠摘取眼球取血,颈椎脱臼法处死大鼠

取睾丸组织。
1. 2摇 血清睾酮含量的测定摇 将取出的血液低温离

心分离血清,用酶联免疫法测定样品睾酮含量,具体

实验方法按照试剂盒说明进行,试剂盒由上海酶联

生物科技有限公司提供。
1. 3摇 大鼠精子畸变实验摇 染毒后,用颈椎脱臼法处

死大鼠,取出睾丸,分离两侧附睾,用眼科剪剖开附

睾组织,将附睾尾放入盛有 0. 9% 氯化钠注射液

的小平皿中。 剪碎组织,用滤网滤除组织碎片后

1 000 r / min 离心 5 min,去上清,沉淀用 0. 9% 氯化

钠注射液重悬后涂片,待玻片干燥后用甲醇固定

5 min,干燥后用 2%伊红水溶液染色 1 h。 在高倍镜

下检查精子形态,每只小鼠检查完整精子 1 000 条,
计数其中畸形的精子,计算精子畸形率。
1. 4摇 骨髓微核计数摇 处死大鼠后用剪刀剪开大腿

皮肤和肌肉,取出股骨,剪掉股骨两端膨大的关节

头,然后用注射器吸取 5 mL 0. 9%氯化钠注射液,插
入股骨一端,将骨髓细胞冲洗至 10 mL 的离心管中。
将所获得的细胞悬浮液以 1 000 r / min 离心 10 min,
吸去上清液,在沉淀物中加入 2 滴灭活的小牛血清,
制成细胞悬液后涂片,干燥后放入甲醇固定液中固

定 10 min,取出晾干,用 Giemsa 染液染色 15 min,在
显微镜下,每只小鼠骨髓涂片标本计数 800 个嗜多

染红细胞,包括其中出现微核的细胞数,计算骨髓微

核率。
1. 5摇 睾丸石蜡切片摇 处死小鼠后,剖开腹腔,暴露

睾丸,用眼科剪分离睾丸附近的结缔组织,取出完整

的睾丸。 迅速放入 10% 的甲醛溶液中固定后常规

方法制作睾丸组织石蜡切片,常规 HE 染色,于 400
倍光学显微镜下观察观察睾丸组织病理学变化。
1. 6摇 统计学方法摇 采用单因素方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 甲醛对 Wistar 大鼠精子畸形率、骨髓微核率以

及血清睾酮的影响摇 精子畸形率:与阴性对照组比

较,中、低剂量染毒组精子畸形率上升(P < 0. 05),
高剂量染毒组和阳性对照组精子畸形率上升更明显

(P < 0. 01);骨髓微核率:与阴性对照组比较,中、低
剂量染毒组骨髓微核率上升不明显(P > 0. 05),高
剂量染毒组和阳性对照组上升明显(P < 0. 01);血
清睾酮水平:与阴性对照组比较,高、中、低剂量染毒

组和阳性对照组血清睾酮水平均明显降低 (P <
0. 01)(见表 1)。

摇 表 1摇 甲醛对 Wistar 大鼠精子畸形率、骨髓微核率和血清

睾酮水平的影响(x 依 s;ni = 8)

分组 精子畸形率 / % 骨髓微核率 / % 血清睾酮水平 / (ng / mL)摇

阴性对照组 5. 53 依 1. 91 0. 53 依 0. 36 4. 56 依 0. 21

低剂量染毒组 8. 02 依 3. 04* 1. 77 依 0. 79 3. 78 依 0. 46**

中剂量染毒组 10. 35 依 4. 39* 2. 27 依 1. 73 2. 83 依 0. 35**

高剂量染毒组 12. 40 依 5. 82** 3. 45 依 1. 63** 1. 78 依 0. 62**

阳性对照组 14. 13 依 10. 45** 6. 37 依 4. 52**吟吟 1. 56 依 0. 43**

摇 摇 F 2. 67 7. 32 69. 50

摇 摇 P < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01
摇 摇 MS组内 35. 047 5. 367 0. 189

摇 摇 q 检验:与阴性对照组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与低剂量染毒组比较吟吟P <
0. 01

2. 2摇 睾丸石蜡组织切片镜下表现摇 由光镜照片可

见,阴性对照组生精小管界膜完整,基膜内可见排列

整齐的各级生精细胞和支持细胞,生精小管内各级

生精细胞多在 6 ~ 8 层,管腔内可见精子。 各染毒组

大鼠生精小管形态结构随染毒浓度发生明显变化:
生精小管逐步萎缩,生精上皮逐渐变薄,生精细胞排

列疏松及脱落,各个发育分阶段的生精细胞数量明

显减少,管腔内生精细胞层数逐步减少,中、高剂量

染毒组可见生精细胞之间间隙扩大,管腔内成熟的

精子数量逐步减少,偶见分解脱落的生精细胞,局部

残留较大的空隙,高剂量染毒组可见生精小管有严
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重破坏,生精细胞层数明显减少。 阳性对照组生精

小管界膜完整,生精细胞层数略有减少,组织间隙可

见大量血细胞,可能为炎性渗出(见图 1)。

3摇 讨论

摇 摇 精子畸形试验是通过检测化学物质所致哺乳动

物精子形态的改变和畸形数量的增加,以评价其对

雄性动物生殖细胞的生殖毒性和潜在诱变性的快速

简便的方法[4]。 本研究结果显示,各剂量染毒组雄

性大鼠精子畸形率均高于阴性对照组,高剂量染毒

组上升更明显,表明甲醛与精子畸形存在着明显的

剂量 -效应关系。 研究[4,6 - 8]显示,0. 2 ~ 20. 0 mg·
kg - 1·d - 1甲醛导致睾丸细胞凋亡促进因子 bax 阳

性表达率明显增多,而凋亡抑制因子 Bcl鄄2 的阳性表

达率明显低于对照组,提示甲醛染毒后可导致 bax 和

Bcl鄄2 蛋白表达异常,两者通过各自作用途径,相互协

同,共同诱导生殖细胞的凋亡。
微核试验是反映染色体损伤的一种简易、快速

方法[1,9 - 10]。 在本研究中,经高剂量甲醛染毒的大

鼠的微核率与阴性对照组相比升高明显。 说明甲醛

能够引起染色体损伤,从而对生殖细胞产生影响。
睾酮是睾丸间质细胞分泌的类固醇激素,可促

进精母细胞转化为精子细胞,从而促进精子发生;
HENKEL 等[11]发现,附睾精子成熟和精子活动力的

诱导均需要有生物活性的睾酮的作用。 因此,血清

睾酮水平能很好的反应睾丸的功能。 本研究表明,
不同剂量的甲醛染毒后大鼠血清睾酮水平均明显降

低;从大鼠睾丸组织切片可知,高剂量染毒组睾丸组

织损伤严重,提示甲醛可能通过影响睾丸间质细胞

从而影响血清睾酮的水平。
综上所述,甲醛可以损害大鼠睾丸正常的结构

和功能,具有一定的生殖毒性,其作用机制还需进一

步研究。
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