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　　摘要:选健康性成熟Wistar雌性大鼠 , 每次以 5.00 mg/ kg、 2.50 mg/kg、 1.25 mg/kg 硫酸镍 (NiSO4)腹腔注射染毒 ,

0.2 ml/100 g动物体重 , 1次/ d , 连续 21d。于最后一次染毒结束次日心脏采血放免法测雌二醇 (E2)、 孕酮 (P), 同时

测定卵巢NOS 酶活力 、 NO含量及卵巢和子宫镍含量。结果染毒各剂量组动物子宫 、 卵巢镍含量及卵巢 NOS酶活力与对

照组比较差异有显著性;5.00 mg/kg、 2.50 mg/kg 染毒组血清 E2 、 P 含量 , 卵巢 NO 含量与对照组比较差异有显著性。

提示腹腔NiSO4染毒引起雌性大鼠卵巢损伤 , 血清 E2、 P下降 , 其机制可能与卵巢镍含量升高诱导 NOS 、 NO 水平增高

有关。
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Abstract:Nickel sulfate was injected intra-peritoneally for Wistar female rats with sexual maturation daily at different doses

(5.00mg/ kg , 2.50mg/kg , 1.25mg/ kg)for 21 days.On the 22ndday , blood specimens were collected from the heart of the rats , nick-

el contents in the uterus and ovary , serum levels of progesterone (P) and estradiol(E2)(with RIA), activity of nitric oxide synthase

(NOS) and nitric oxide (NO) content in the ovary were measured.Results showed that the nickel contents in the uterus and ovary and

activity of NOS in the ovary of the rats given nickel sulfate were higher than those in the control rats (P <0.01 or P<0.05);serum lev-

els of E2 and P in the rats with 5.00mg/ kg and 2.50mg/kg of nickel sulfate were lower than those in the control rats (P<0.05 or P <

0.01), and NO content in the ovary of the rats with 5.00 mg/kg and 2.50mg/kg of nickel sulfate was higher than that in the control rats

(P <0.05).It indicates the ovary of the female rats was damaged by peritoneal injection of nickel sulfate , causing decrease in serum

levels of E2 and P , which was possibly associated with the increase in contents of NOS and NO.
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　　镍是机体的一种必需微量元素 , 具有许多生物学作用。

但过多的镍进入机体 , 则会引发机体相应的功能性 、 器质性 、

特异性和非特异性损伤。本研究采用整体动物实验探讨镍对

雌性大鼠卵巢的毒作用及其机制 , 为镍毒性的防治提供实验

室理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

健康性成熟Wistar 雌性大鼠 , 体重 180～ 200 g , 由兰州医

学院动物中心提供。

1.2　试剂

硫酸镍 (NiSO4 , AR), 西安化学试剂厂 , 970426;孕酮

(P)、 雌二醇 (E2)测定试剂盒 , 天津九鼎生物工程公司;一

氧化氮合酶 (NOS)、 一氧化氮 (NO)测定试剂盒 , 南京建成

生物工程公司。

1.3　实验方法

动物入室适应环境 3 d , 按体重分层随机分为 4 组:正常

对照组 (NS 组);染毒高 、 中 、 低剂量组 , 每次以 5.00 mg/

kg 、 2.50 mg/ kg、 1.25 mg/kg 腹腔注射 NiSO4 染毒 , 0.2 ml/100 g

收稿日期:2002-12-25;修回日期:2003-02-14

作者简介:王学习 (1975—), 男 , 讲师 , 研究方向:金属毒理。

动物体重 , 1 次/ d , 连续 21 d;正常对照组以生理盐水0.2 ml/

100 g 体重等体积腹腔注射对照。最后一次染毒结束次日心脏

采血 , 分离血清放免法测 E2、 P;同时处死动物摘取卵巢 、 子

宫 , 试剂盒法测卵巢 NOS 酶活力 、 NO 含量 , 原子吸收分光光

度法测卵巢 、 子宫镍含量。

2　结果

2.1　染毒动物的一般反应

染毒过程中个别动物出现腹泻 、 便秘等不同症状 , 染毒

后期 5.00 mg/ kg组动物进食量 、 体重下降 , 一般状态较差。

2.2　染镍大鼠不同脏器镍含量变化

如表 1所示 , 染毒各剂量组动物子宫 、 卵巢镍含量与对照

组比较差异有显著性或非常显著性。

表 1　染镍大鼠子宫 、 卵巢镍含量的变化 (x±s)μg/ g

NiSO4 剂量

(mg/kg)
动物数 子宫 卵巢

0 10 0.202±0.097 0.223±0.094

1.25 10 0.361±0.136＊ 0.384±0.201＊

2.50 10 0.579±0.207＊＊ 0.699±0.284＊＊

5.00 10 0.878±0.236＊＊ 0.905±0.203＊＊

　　与对照组比较 ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 , 下表同。
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2.3　镍对大鼠血清性激素含量的影响

由表 2 可见 , 5.00 mg/ kg、 2.50 mg/kg 组动物血清 E2、 P

含量与对照组比较差异有显著性或非常显著性;1.25 mg/kg 组

动物血清 E2、 P仅有下降趋势 , 与对照组比较无统计学意义。

表 2　镍对大鼠血清性激素含量的影响(x±s)

NiSO 4剂量

(mg/ kg)
动物数 E2 (ng/ L) P (μg/ L)

0 12 81.87±7.95 27.34±4.71

1.25 12 80.43±9.65 26.29±6.22

2.50 13 71.84±14.72＊ 22.04±7.08＊

5.00 11 60.51±16.74＊＊ 19.78±6.33＊＊

2.4　染镍大鼠卵巢NOS 酶活力 、 NO 含量的变化

表 3显示 , 染毒高 、 中剂量组卵巢 NO含量与对照组比较

差异有显著性;染毒各剂量组卵巢 NOS 酶活力与对照组比较

差异有显著性或非常显著性。

表 3　镍对大鼠卵巢 NOS 酶活力 、 NO含量的影响 (x±s)

NiSO 4剂量

(mg/ kg)
动物数 NO (nmol/ g 组织) NOS (U/mg prot)

0 10 28.87±9.86 3.68±1.32

1.25 10 28.84±9.27 4.79±0.98＊

2.50 10 37.98±9.34＊ 5.18±1.34＊

5.00 10 41.07±11.46＊ 7.42±2.47＊＊

　　注:NOS酶活力单位 (U)定义———每毫克组织蛋白每分钟生成

1nmol NO 为一个酶活力单位。

3　讨论

本研究结果表明 , 腹腔注射NiSO4 染毒 , 可引起雌性大鼠

卵巢损害 , 表现为血清 E2、 P下降 , 其机制可能为卵巢镍含量

升高诱导NOS 、 NO水平增高。

过量镍进入机体 , Ni2+与 DNA 碱基结合 , 使有序的 DNA

氢系统不稳定 , 引起 DNA-蛋白质交联和 DNA单链断裂 , 导致

DNA损伤和细胞毒作用 , 同时抑制多种酶活性 , 如 ATP 酶 、

琥珀酸脱氢酶 、 苹果酸脱氢酶 、 细胞色素氧化酶等 , 干扰组

织器官代谢。 另外 , 过量镍可诱发体内产生金属硫蛋白

(MT), 结合镍的同时也可结合其他 Zn2+、 Mg2+等金属离子 ,

加之二价离子竞争多功能位点作用可导致体内 Zn2+、 Mg2+等

离子浓度下降 , 影响含锌酶和含镁酶功能 , 进一步干扰组织

器官代谢[ 1] , 上述机制可能诱导卵巢 iNOS 生成。 iNOS 在静息

细胞基础水平的条件下 , 启动 NO 的合成 , 持续产生大量

NO[ 2] , 染毒组动物卵巢 NO水平升高。

NO产生过多对卵巢造成各种损害。NO 过多对卵巢细胞

蛋白质功能产生影响 , 其可直接与巯基化合物反应形成亚硝

基硫醇 (RS-NO), 如 NO可以和谷胱甘肽过氧化物酶反应生成

S-亚硝基谷胱甘肽 , 同时快速激活磷酸己糖通路 (HMPS), 引

起细胞内谷胱甘肽耗竭 , 导致过氧化反应[ 3] 。 NO 过多对卵巢

细胞能量代谢产生影响 , NO 可抑制三羧酸循环的顺乌头酸

酶 、 NADH 泛醌氧化还原酶 、 琥珀酸泛醌氧化还原酶 、 细胞色

素氧化酶和甘油醛-3-磷酸脱氢酶等的活性而减少 ATP的生成 ,

耗竭细胞内的能量而使细胞损害甚至死亡[ 4] 。NO还可与许多

生物分子 (如 O2)发生反应 , 生成一系列新的自由基 , 引发

体内自由基链式反应 , 加重对卵巢的损伤[ 5 , 6] 。如新自由基过

氧化硝酸根 (ONOO-)作为一种强氧化剂不但引起膜脂质过

氧化 , 还介导蛋白巯基和非蛋白巯基的氧化[ 7] , 引起正常的

代谢通路和膜功能的破坏 , 从而引起细胞代谢和合成功能异

常 , 导致细胞损伤甚至死亡。 ONOO
-
也可通过对具有细胞调

节作用的蛋白质 (如 Cu-Zn-SOD)中的酪氨酸进行硝基化和强

烈抑制细胞线粒体氧化呼吸而发挥毒性作用[ 8] 。NO 通过对卵

巢细胞蛋白质功能 、 能量代谢的影响及其与生物分子反应生

成产物对卵巢的影响造成功能性损害 , 导致卵巢分泌 E2、 P能

力受损 , 血清 E2 、 P水平下降 , 是否出现实质性损伤还有待于

病理组织学检测。

我国镍都金昌地区妇幼卫生保健站承担的 V6 项目调查资

料显示:调查 18～ 50 岁妇女 540 人中有 69例 32 ～ 39岁中青年

妇女闭经 (无结核 、 肝炎 、 甲状腺功能亢进 、 糖尿病), 占

12.8%, 平均闭经年龄 35.2 岁 , 比我国妇女平均绝经年龄

(45 ～ 52 岁)提前 8 ～ 10 年 , 比发达国家平均闭经年龄 (48 ～

54岁)提前 15 ～ 17年。该人群体检发现阴道上皮脱落细胞角

化 , 发镍 12.35 μg/g , 尿镍 15.47 μg/ L, 明显高于我国不同地

区正常女性发镍含量 [ 广东 0.52 μg/g , 南京 (1.01±1.44)

μg/ g , 山西 (0.29 ±0.013)μg/g] [ 1] , 而发 、 尿中 Mn、 Mg、

Cr、 Co、 Pb 无明显变化 , 且排除子宫发育不良引发的子宫性

闭经 , 卵巢囊肿癌变引起的卵巢性闭经 , 产后感染 DIC 引发

的垂体性闭经 , 精神紧张工作压力等引起的下丘脑性闭经及

由甲状腺功能亢进 、 糖尿病 、 传染病等疾病引发的闭经。 结

合本实验研究推测该地区女性闭经提前与镍污染有关 , 可能

因体内镍含量升高诱导合成大量 NO而导致卵巢损害 , 其具体

机制还需进一步深入研究。
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