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摘要：为了研究镉对仔猪睾丸支持细胞毒性影响，以仔猪睾丸支持细胞为实验模型，采用二步酶消化法分离支持细胞进行培养，并通过油红 0

和免疫细胞化学方法进行鉴定，探讨了0、10、20  、40  、80μμmol·L-1  氯化镉对支持细胞的毒性作用.结果表明，二步酶消化法能分离出纯度较高的

支持细胞，10μmol·L-1  以上的氯化镉对支持细胞的生长具有抑制作用 ，并能使支持细胞的丙二醛含量升高，超氧化物岐化酶、谷胱甘肽过氧化

物酶活性下降，造成支持细胞DNA损伤，并随着氯化镉浓度的增大存在明显的剂量-效应关系.
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物酶活性下降，造成支持细胞DNA损伤，并随着氯化镉浓度的增大存在明显的剂量一效应关系.
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AbStraCt：This study was designed to explore the toxic effects of cadmium on piglet sertoli cells.Sertoli cells were isolated from piglet testes using a two-

step enzyme digestion，followed by differential plating and were identi6ed by oil red o staining and immuno.ytochemical methods.Piglet sertoli cells were

cultured and classi6ed int0 6ve groups，i.e，control group without cadmium chloride；  and 4 separate groups exposed t0 10，20，40 and 80̈.m01  .L一1

cadmium chloride.We found that highly purified sertoli cells were isolated by the two.step enzyme digestion and the sertoli cells'  growth was inhibited by

cadmium chloride at lÖ .m01.L一1  ，compared with the control group.The MDA content was increased but the SOD and GSH Px activity of the sertoli cells

were decreased by exposure to cadmium chloride at 10p.m01  .L  一1  .  Moreover，DNA damage of sertolj cells was observed by cadmium chloride at 10

p.moI.L—1 and the damage showed a signi6cant dose.ef￡ect relation with the increasing CdCl2 concentration.

KeywOrdS：  cadmium chloride；  sertoli cell8；  antioxidase；DNA damage
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    镉是一种对 动物 和人体具 有致畸和致癌作 用    康的有毒物质之一 （  吴训伟 ，2000）  .随着工农业生

基金项目：江西省教育厅科学技术研究项目（  No.GJJ09404）  ；湖南农业大学青年基金（No.07  Q  N06）

Supported by the Science and Technology Research Project of Jiangxi Provincial Department of Education（  No.GJJ09404）  and the Youth Foundation of

Hunan Agricultural University（No.07QN06）
作者 简介 ：张 明（  1  969一 ）  ，男 ，教授 （  博 士）  ，E—mail  ：  zhmingl970@  yahoo.com.c“；  十通讯作者 I  责任作者 ）  ，E-mail  ：  yuanhui7269@  yahoo.com.cn

Biography：ZHANG Ming（1969一 ）  ，male，professor（  Ph.D.）  ，E-mail  ：  zhmingl970@  yahoo.com.cn；  木Corresponding author，E—mail  ：  yuanhui7269

@  yahoo.com.cn



产的发展 ，镉的生产 和使用量不断增加.研究表 明，    HCl  处理 5  min以去除精原细胞 ；换新 培养基培养.

镉可通过采矿、冶炼精炼 和电镀等行业排放的废 水  最后 ，等细胞铺满培养板底部 80% ～90%后用油红

和废气等途径进入环境从而造成污染，或伴 随饲 料  O和免疫细胞化学方法进行鉴定 .

添加剂进入 动物体 内（  农英相 ，2002）  ，并通过食 物  2.3  细胞抑制试验

链进入人体.由于镉是半衰期很长 （  通常在 20  年以     试验分为 5组 ，对照组为不含氯化镉 的 DMEM/

上）  的多器官 、多系统有毒物质 ，且在动物体 内容易    F12  培 养 基 ，其 他 处 理 组 分 别 为 含 10、20、40、

蓄积 ，不易分解 ，因此 ，镉对动 物 、人 体和食 品安 全    80  p。m01.L一氯化镉 的 DMEM/Fl2培养基.24  h后收

等已构成了渐进性威胁 ，并 因为其残 留问题会进 一  集细 胞进 行试 验 ，重 复 4  次.用 四 甲基 偶 氮 唑 盐

步造成对环境的污染（魏筱红等 ，2007）  .    （  MTT）法测定氯化镉对细胞抑制情况 ，具体方法参

    研究表明，睾丸是 镉 的靶器 官 ，镉 能够损伤 睾    照文献（  Mosmann，1983  ；He e￡  口Z.  ，1998）  .

丸组织并减少精子 的生成 （  Fowler e￡  of.  ，2002；Ren    2.4 SOD、MDA、GSH.Px检测

ef  口Z.  ，003；Bennoff et of.  ，2004；Goyer ef  口Z.  ，2004；    SOD、MDA  、GSH—Px的检测参 照南京建 成生物

苏念军等，2004）  .但 目前关于镉对睾 丸组织 内细胞  公司试剂盒说明书进行.

毒性的研究大都是针对生精细胞 ，有关镉对睾丸支  2.5  支持细胞 DNA损伤的检测

持细胞 ，特别是猪睾丸支持细胞毒性研究 的报道还     支持 细 胞 DNA 损 伤 的 检 测 参 照 Singh  等

较为罕见.因此 ，本试 验以体外 培养 的仔猪睾 丸支    （  1988）  的方法并稍加改进 ，裂 解时间延长为 2h，解

持细胞为试验对象 ，采用二步酶消化法分离和培养  旋时间 1h，电泳时间为 40min.玻片置荧光显微镜下

仔猪睾丸支持细胞 ，通过油红 O和免疫细胞化学方  观察 ，每组共计数 400个细胞 （  每组做 4个平行 片，

法进行鉴定 ，并测定氯化镉对支持 细胞抗氧化酶活  每片计数 100个 细胞 ）.图像 分析 采用彗 星 图像 分

性的影响.同时 ，通 过彗星试验 测定氯化镉对 支持  析软件 CASP  （  comet assay software project）  对 随机

细胞 DNA损伤的影响 ，以期为镉对雄性生殖毒性研  选取的每个细胞 DNA彗星图像进行分析.采用尾部

究提供参考.    DNA含量（tail DNA）   、尾 长 、尾矩 、Olive尾矩 （   olive

2  材料和方法（  Materials and methods）    ‘ailmoment）作为衡 量 DNA损伤程度 的指标 ，其 中，
    tail DNA为彗星 尾部 DNA量 占总 DNA量 的百 分

2.1  材料和试剂    比，用于表征迁移的 DNA量 ；尾长为彗星头部 中心

    仔猪睾丸采 自湖南长沙本地 3  ～4周龄大长白    到尾部末尾的距离 ，用于表 征 DNA迁移 的距 离；尾

仔猪 ，并 置 于 冰浴 磷 酸 缓 冲液 （  PBS，含 双抗 600  矩为彗星头部 的右边界 到彗星尾 部末端 的距 离与

IU.  mL一）  中，2h内送至实验室；免疫细胞化学 检测    尾部 DNA含量 的乘积 ，是表征 DNA损伤 的综合指

试剂盒购 置于武 汉博 士德 公 司；超 氧化 物岐 化酶  标之一 ；0liver尾矩为头光 密度重心到尾 光密度重

（SOD）  、丙 二 醛 （  MDA）  、谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶    心的距离与尾部 DNA含量 的乘 积 ，也是表 征 DNA

（  GSH—Px）检测试剂盒购置于南京建成生物公司.    损伤的综合指标之一.

2.2  支持细胞的分离、培养和鉴定    2.6  数据处理
    支持细 胞 的分 离 、培养 和 鉴定 是 在 Mauro等     利用 SPSS 13.0  软件进行统计分析 ，数据结果

（2003）方法的基础上并 加以改进.首先 ，将仔 猪睾  以平均值 ±标准差（Mean  ±SE）表示 ，以 p  <0.05  为

丸在无菌条件下剪除附睾等其他组织 ，剥离被膜和  差异显著标准 ，jp  <0.01  为差异极显著标准.

曲细精管 ，再将睾丸组织 剪成 1  -2 mm3  的小块  ；采

用 1g.L一-胶原酶和 2.5g.L一·胰酶进行消化 ，并收集  3  结果（  Resul's）

细胞重新混悬于培养液 中，采用 自然沉 降和低速离    3.1 ‘支持细胞

心法去除血细胞 和间质细胞 ；用 0.4%苔 酚蓝染色     采用二步 酶解法 分离得 到 的支 持细胞 大约 占

鉴定 细 胞 活 率.然 后 调 整 细 胞 密 度 至 2  ×106    活细胞总数 的 90% 以上.培养 24h后 ，支持细胞呈

cel1.mL“ 进行培养 ，培养液为含 10%胎牛血清的    宽大的柱状或不规 则形状 ，胞 体大且 被拉 长 ，细胞

DMEM/  F12，培养条件为 ：温度 34气 ，CO：5% ，湿度    贴壁铺展 ，相临细胞交织连 接 ，呈镶嵌状排列 ，细胞

100%  ；24h后 吸去培养 液 ，用 20mm01  .L一的 Tris一  间隙不规则，两侧有 多个 突起 ，折光性较强 ，在胞质



中叮见乔噬物和大小不等的空泡 ，细胞胞核也可以    余各处理组同对照组相比差异极显著，并且随着氯

见到.油红 0  染色显示 ，在支持细胞胞质的两极或    化镉剂量的增大 MDA含量也在升高，呈现一定的

细胞核的四周出现红色圆形脂肪滴（  图 l a）  .免疫细    剂量一效 应 关 系.但 80  ̈。m01  .L一1  处 理 组 与 40

胞化学 染 色 表 明，培 养 72h  的 细 胞 中 高度 表 达  I上m01  .L一1  处理组相比，MDA含量有所降低.在 SOD

FasL，胞浆染为黄棕色（  冈 l b）  ，说明培养的细胞 为    检测中，各处理组 与对 照组相 比 SOD  活性 降低 ，

睾丸支持细胞.    1  0̈。m01  .L“处理组与对照组相 比差异显著，其余各

  图1  支持细胞的形态（  a-油红（）染色擘丸支持细胞，400  。  ；l，  .    表  2  MDA含量  、SOD活性和GSH.Px活性的变化

    史持细胞 }、A  Sl  一表达  免疫细  胞  化学染色，400  ×）    Tdl）le 2 I—：ffec，Is  。f caHhnium I）n MI）A c。nIent.S（）D and  （；SH—Px ac，ljvj  ly
  ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ 1 ，n . ， ⋯ ～ l —————————————————————————————————————————————————————————————
’i  g.1  N”‘nli  ‘’9̈ 111⋯’I汁⋯h哪 （  a.hkml  ifi  （’d̈‘）n Ilf srrl。Ii  “’lls IIV  （）i  l  （：（1Clz，浓度/    MDA  含  量/    SOD活性/    GSH—Px活性/

    141fI（）‘lai  ni  ng，400  ×  ；l'. IdPniifi  tldI  i  。n I）f HPrIIll  i  （。Plls by    f  ̈。m。1  .1.一】  ）    （  nm。1  .  mg一】  ）    （  U.  nlg l  ）    （  L.  mg一1  ）

    1“̈ “̈”‘’（’yI‘’‘‘III’【ni  州rV，400  ×  j    0    3.239  +0.278    253.31  6  +28.694    21  .327  +5.483

3.2  镉对仔猪睾丸支持细胞抑制率的影响    1  0    3.985 2 0.542 8  240.379  +23_867  '  1 8.625  +3.226  '
    20    4.755  +1  .034  ++    200.392  ±25.831 4 8 1  6.437  +4.238  ++

    用 M  TT法 观察 不 同浓 度 氯 化镉 处理 24h  后 对    40    8.1 57  ±o.857一  l 37.372±22.61  4。  1 2.082  ±3.73l  。

睾 丸 支 持 细 胞 增 殖 的 影 响 ，结 果 见 表 1  .从 表 l  可    80    6.236±1  .34l  。  94.1 34  ±l  9.458  。  l  o.269  ±3.235  。

知，随着氯化镉浓度的加大 ，睾丸支持细胞生 长所    注：同列间与阴性x、鹏比较.+p<o.05，。  。p<o.ol  ；o  定义为在正常生

受 到 的 抑 制 也 越 来 越 强. 与 对 照 组 相 比 ，10    理条件下，l  min内转化l  ̈m。l  底物，或者底物中l  “m”l  有关基团所需的酶量.

。̈m01  ·1.“处理组能使 支持细胞 的生长受到显著抑    3.4  镉对睾丸支持细胞 DNA损伤的影响

制；其余各组 也均能使支持细胞生长受到抑制 ，且    从荧光显微图像 （  图 2）  上可以看出，对照组细

‘j对照组相 比差异极显著 .̈ 时，从表 1  还 可知，氯    胞核 DNA基本完整，呈紧密球状 ，荧光强度较大，拖

化镉对支持细胞，1.长的 薄性 抑制作用在试验浓度    尾细胞很少；而氯化镉处理组大多数细胞核 DNA有

范围内存在剂量一效应关系.    明显拖尾，呈现典型的彗星状.从表 3  可以看出，对

    表l  氯  化镉的对睾丸支持细胞抑制率的影响    照组和 1  0.u。m01  .L“处理组在尾部 DNA  百分含量 、

T州.，l  （川 。..Ii。，1.。。  。“pjg hrl。l  i  ..eIls  。。，，  。.。。，。。。。l l，yM1 7T  a。。。。    尾 长 、尾 矩 、0liVe尾 矩 4  个 彗 星 参 数 均 上 均 没 有 显

    “⋯，浓度/    著差异（p  >0.05）   ；20 JJ。m01  .I。“处理组 的4个彗星
    l Jl1.，，、    HH⋯ g

    （  }-t..̈】  .1.“）    ⋯    ⋯—    参数值均显著高于对照组 （p  <0.05）  ，分别是对照

    o  （）.757  +o.036    0    组的 269%  、1  83% 、415% 和 442%.40Iu。m01  .L一1  和

    本实验检 测了不同浓度氯化镉处理后睾丸支    图2  彗星试验照片（  。.阴性对照组，400  。  ；h.氯化镉组，400
持细胞lfJ的 MDA  含  髓、SOD  活性和 GSH—Px活性    。1

（  表 2）  .由 衷 2  叮 知 ，在 MDA 检 测 中 ，1  0斗m01  .I.一‘  处    }’ig.2 Thr photo  。f c：。mc【  assav（  a.I）NA j  mage  。f t，。nfr。1 gr。up，

理组与刈‘照组相比 MDA  含  鲢升高，日.差异 显著，其    400  “  ；1’.o“A i⋯3g8  ‘’‘  ‘”3'8“  g”“p，400  “）



80  Iu。m01.L一1  处理组同对照组相 比，4个 彗星参数具  逐渐加重 ，损伤严重 的细胞 比率也 随之增 加 ，DNA

有极显著差异 （p  < 0.01  ）.在试验浓度范围内，支    的总体损伤水 平逐渐加 重，表现 出明显的剂 量一效

持细胞损伤情况随着氯化镉浓度 的增加 ，损伤程度    应关系.

    表3  不同浓度氯化镉对支持细胞DNA损伤结果

    Table 3  Etfect of different concentrations of cadmium on DNA damage in sertoli cells

    。“’“2“置    细胞数    tail DNA    尾长/斗m    尾矩    oli，e尾矩
    —l  I上m毗‘L j

    0    400    5.16%±0.62%    9.10  ±1.84    1  .14  ±0.32    0.86  士  0.34

    10    400    6.23%±0.51%    11.06  ±1.97    1.39  ±0.43    1.02  ±  0.37

    20    400    13.89%±3.39%’    16.61  14.96'    4.73±0.85'    3.87±0.51  +

    40    400 24.26%±6.72%  +’    29.33  ±5.92’‘    l6.02  ±3.79++    13.25  土3.48  +’

    80    400    60.24%  19.75%  ++    44.65  ±8.75’9    69.37±8.79’+    51  .03  ±8.21  ‘+

    注：同列间与阴性对照比较；  。表示p  <0.05，}  }表示p  <0.01.

— ⋯ ，    2003）  .本研究 通过 检 测氯 化 镉对 支 持 细胞 SOD、

4  讨论（Diseussion）    GsHjPx的活性以及氧化代谢产物MDA的含量发
    镉作为重金属 毒素可伴随氧化 锌或者作 为环  现 ，氯化镉对 细胞抗 氧化 酶类 的活性 具有 抑制 作

境毒素进入 动物体 内，并 可通过食物链 进入人体.    用 ，能引起 SOD和 GSH—Px活性 的降低 ，使 MDA含

镉在动物机体 、人体及生态环境 中的蓄积和破坏作    量增高.抗氧化 应激 的各种 酶活性 的降低 ，势 必引

用 已引起人们 的高度重视.目前 ，针 对镉毒性 的研  起细胞抵抗氧化损伤能力的下 降，降低 细胞 自身对

究较多 ，但有关镉对睾丸支持细胞毒性的研究报道  活性氧、过氧化脂质等有害 因素所致 损伤的保护能

较少 ，任绪义等 （2003）  研究 发现，镉能诱导 大 鼠睾  力 ，当这种损伤超过细胞 自身的修复能力时必将 引

丸支持细胞 MT的表达进 而造成睾丸组织损伤.本  起细胞凋亡或 坏死.本研 究发现 ，80  ̈m01.L“氯化

实验进一步揭示 了镉对睾丸支持 细胞 的生长具有  镉组的 MDA含量较 40  斗m01.L“组有所 降低 ，这可

抑制作用并呈现剂量.效应关系 ，这为临床上镉对雄    能是由于镉的浓度较大 ，部 分细胞坏死脱落造成细

性生殖细胞的毒性作用机理作 出了部分解释.    胞数量下降所致.MDA被广泛用于反映机体内脂质

    氧化应激是指 因氧化剂 和抗 氧化剂 的平衡被  过氧化损伤的程度 ，可引起细胞 DNA损伤 、细胞功

破坏而对机体造成的潜在伤 害，即当氧 自由基 的产    能改变、基 因毒性 以及 癌症 启 动 等多 种 细胞 损伤

生超过机体抗 氧化 防御体 系清除能力或机体 防御    （  Korchazhkina et引.  ，2003；Ozguner et nf.  ，2005）  .

体系受损而不能发挥正常功能时导致的细胞毒性  细胞DNA损伤是MDA最主要的作用结果之一.
效应.机 体抗 氧 化 酶 防 御 系 统 主要 包 括 SOD  和     本研究通过 改 良优 化 的彗星试 验检测 氯化 镉

GSH—Px等 ，SOD 是一种广泛存在 于生 物体 内与细  对支持细胞 DNA的损伤 ，克服 了传统方法效率低 、

胞氧化代谢密切相关的蛋 白质，是活性氧 自由基的    易脱胶、污染大 、程 序复杂 、不 能保存 等缺 点 ，而 且

天然消除剂 ，也是抗氧化酶系 中最先 与活性氧 自由  适合批量操作、成本低廉.试 验结果显示 ，对 照组支

基结合 的酶类.SOD 能特异性 结合体 内超氧 阴离   持细胞彗星实验 DNA荧光 图像 大多数呈 现紧密球

子，且可与 GSH—Px协 同作用 防止脂质 过氧化及其  状 ，很少有细胞拖尾 ，尾 部 DNA 百分含量、尾 长、尾

代谢产物对机体 的损害 （Zhang  以耐.  ，2005  ）  ，还可  矩、01ive尾矩 4项主要彗星指标 数值都 比较低 ，说

直接捕捉和清除超氧 阴离子等 自由基 （Alul e￡  口f.  ，    明细胞核 DNA非常完整.随着镉浓度 的增加 ，支持

2003）  ，其主要作用机 理是通过氢原子供体 的作用  细胞的 DNA发生电泳迁移 ，其彗星试验 4个参 数逐

阻断或终止 自由基连锁反应链 ，从而阻止 和抑制氧  渐增加 ，呈现 明显 剂量一效应 关系 （  表 3）.说 明镉处

自由基反应和脂质过氧化反应的病理性加剧 ，起到  理可导致睾丸细胞的 DNA损伤.而 40斗m01.L“氯

抗氧化作用.GSH.Px能催化过氧化氢 的还原反应 ，    化镉组的 Olive尾矩值 明显 增加 ，表 明大剂 量镉 可

对由活性氧和羟 自由基诱 发的脂质过 氧化物及过    引起支持细胞凋亡.这一结果与姜声扬等（2003）  的

氧化氢有极强的清 除能力 ，从而保护生物大分子和    研究一致 ，说明镉能造成支持细胞 DNA损伤.

生物 膜 结 构 免 受 过 氧 化 物 损 伤 （  Saimm ef oZ.  ，
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