
PAG活性随染毒剂量的增加而逐渐升高。统计结果表明 , 40、 80

mg/kg剂量组小鼠脑组织GS 活性明显低于对照组 , 80 mg/kg剂量

组小鼠脑组织 PAG活性明显高于对照组。详见表 1。

表 1　小鼠脑组织 PAG及 GS活性测定结果 (x±s)

nmol/ (min·mg pr)

剂量 (mg/ kg) n PAG GS

0 10 14.8±3.6 250.6±28.6

20 10 16.1±4.3 240.9±23.7

40 10 18.2±4.8 215.9±17.4＊＊

80 10 21.3±7.0＊＊ 177.9±33.5＊＊＊

　　与对照组相比 , ＊＊P<0.01, ＊＊＊P<0.001

3　讨论

拟除虫菊酯类杀虫剂具有兴奋性神经毒性, 中毒时主要表现

为中枢神经系统的强烈兴奋症状, 普遍被认为是由于突触间隙

Glu递质含量过高, 进而与突触后膜上的受体结合所致。

脑内Glu主要由Glu-Gln循环通路合成和清除。突触前膜释

放的Glu进入突触间隙 , 正常情况下只有 1/ 4与突触后膜上的受

体结合发挥生理作用 , 而大部分被星形胶质细胞通过载体 GLT-1

摄取 , 在胶质细胞内的GS 催化下 Glu 转变生成 Gln , Gln 再从星

形胶质细胞释放作为Glu的前体在神经元中积累 , 经 PAG 水解成

Glu , 其中一部分Glu 经谷氨酸脱羧酶催化生成 γ-氨基丁酸, 未

分解的Glu被转运到突触囊泡中 , 参与新一轮的兴奋反应。

文献报道[ 4, 5] , 拟除虫菊酯可抑制大鼠神经胶质细胞对

Glu 的摄取功能和 GS 活性而使突触间隙 Glu 清除减少。本研

究发现 , 80 mg/ kg剂量组小鼠脑组织 PAG 活性明显升高 , 因

此 , 该类药物也可能直接作用于 PAG , 使其活性升高 , 水解

产生过多的Glu , 导致突触间隙内 Glu 过多。即拟除虫菊酯类

杀虫剂致哺乳动物神经突触间隙内 Glu 递质含量增多可能是

由于其清除减少和合成增多共同作用的结果。本研究还发现 ,

40 mg/ kg剂量组小鼠脑组织 GS 活性受到明显抑制 , 而 PAG 活

性未见明显升高 , 因此 , 该类药物也可能是首先抑制了 GS 活

性 , 阻止 Glu 合成 Gln , 使酶反应的产物———Gln 含量减少

(另有文献报道), 胶质细胞内的 Glu 堆积 , 负反馈作用于载

体 , 使之对 Glu 的重摄取减少 , 进而使突触间隙 Glu 不能被及

时清除;而 PAG 活性的升高可能是由于 Gln 含量的减少 , 神

经元中 PAG 堆积所致 , 详细的毒作用机制有待进一步探讨。
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二 英对大鼠卵巢颗粒细胞分泌功能的影响
Effect of 2 , 3 ,7 ,8-tetrachloro-p-dibenzodioxin on the secretion of ovarian granulose cell in rats

赵力军1 , 王静2 , 刘英华2 , 王晓军2 , 汤乃军1

ZHAO Li-jun1 , WANG Jing2 , LIU Ying-hua2 , WANG Xiao-jun2 , TANG Nai-jun1

(1.天津医科大学 , 天津　300070;2.天津市卫生防病中心 , 天津　300011)

　　摘要:分别以 4.00、 0.40、 0.04 ng/ml浓度的2 , 3 , 7 , 8-四

氯苯二 英 (TCDD)对体外培养的大鼠卵巢颗粒细胞进行

24 h染毒 , 测定细胞活性和细胞分泌产物 (雌二醇和孕酮)含

量。结果显示 , 各染毒组与对照组比较 , 雌二醇和孕酮水平

均有所降低 , 差别有统计学意义 (P <0.01), 且有剂量-反应

关系。提示TCDD抑制大鼠卵巢颗粒细胞分泌功能。

关键词:大鼠;颗粒细胞;雌二醇;孕酮;二 英
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二 英是一类有机氯化合物的总称 , 其中 2 , 3 , 7 , 8-四氯

苯二 英 (TCDD)毒性最大 , 危害最严重。人类慢性低剂量

接触二 英后 , 其后代 (雄性个体生殖器官萎缩 、 畸形 、 结

构异常 , 雄激素水平下降 、 精液减少 、 质量变性 、 性欲下降 ,

甚至出现雌性化行为)雌性个体卵巢功能下降甚至消失 , 子

宫内膜异位 , 生育能力下降 , 流产 、 死胎或畸形;婴儿发育

迟缓 、 智力和行为功能缺陷及性别发育异常等[ 1 ～ 3] 。 为进一

步了解二 英对卵巢的直接毒性作用 , 探讨二 英的毒作用

机制 , 我们采用体外培养大鼠卵巢颗粒细胞的方法 , 观察二

英对卵巢颗粒细胞分泌功能的影响。

1　材料与方法

1.1　材料

实验动物:二级 Wistar大鼠 , 由军事医学科学院实验动
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物中心提供。试剂:DMEM 培养基 , invitrogen corporation;青 、

链霉素 , 天津灏洋生物制品科技有限公司;孕马血清 PMSG ,

天津实验动物中心;二 英 (TCDD), Cambridge Isotope labora-

tories , Inc.(纯度 99%);酶联免疫 (大鼠雌二醇 、 大鼠孕酮)

试剂盒 , 美国MARKET INC。

1.2　方法

采用未成年雌性大鼠 , 皮下注射 PMSG , 隔日颈椎脱臼处

死动物 , 无菌条件取出双侧卵巢 , 去除脂肪和被膜 , 用 PBS

清洗后置于 EMDM 培养液中 , 20 ml注射器针头刺破卵泡 , 冲

洗出颗粒细胞 , 收集 、 清洗 、 离心 、 分散 , 调整细胞密度 ,

按1×106/ml密度接种于 96 孔板 (200 μl/孔), 于 37℃、 5%

CO2 培养。培养4 d后更换去激素血清的培养液 , 加入不同浓

度的受试物 , 继续培养 24 h。培养液中青霉素为 60 单位/ml、

链霉素为 60μg/ml。分别测定细胞活性和细胞分泌产物雌二

醇 、 孕酮含量。

细胞活性测定:四氮唑盐比色法。加入 5 mg/ml的 MTT

液 (10 μl/孔)继续培养 4 h;吸出孔内培养液后 , 加入 DMSO

液 (150 μl/孔), 将培养板置于微孔振荡器上振荡 10 min , 使

结晶物溶解;酶标仪检测各孔 OD 值 (检测波长570 nm)。 记

录结果 , 绘制曲线图。

细胞分泌产物测定:酶联免疫法 (ELISA)。分别取标准

品 、 待测培养液 25μl/孔加于相应反应孔中 , 按试剂盒说明书

操作方法 , 于 450 nm 处读取光OD值。以 OD值为纵坐标 , 以

标准品浓度为横坐标 , 数据处理后可获得标准曲线[ 3] , 从标

准曲线上查出被测样品的雌二醇 、 孕酮含量[ 4～ 6] 。

实验设高 、 中 、 低 3 个剂量组 , 终浓度为 4.00、 0.40、

0.04 ng/ml;另设一个阴性对照组 、 一个空白对照组。阴性对

照组除不加受试物外 , 其他处理条件同染毒组;空白对照组

不含颗粒细胞。每组设 6个平行孔。

1.3　数据处理

用 SPSS 11.5统计软件进行单因素方差分析。

2　结果和讨论

TCDD对卵巢颗粒细胞分泌产物的影响见表 1。由表 1 可

见 , 各染毒剂量组 、 阴性对照组的细胞活性与空白对照组比

较差异均有统计学意义 (P <0.01), 各染毒剂量组与阴性对

照组的细胞活性比较差异无统计学意义 , 说明实验对卵巢颗

粒细胞活性无明显抑制;3 个染毒组的雌二醇和孕酮均较对照

组为低 , 其差异有统计学意义 (P <0.01)。 进一步两两比较

显示 , 3 个染毒组间的雌二醇含量除低剂量组与中剂量组 、 中

剂量组与高剂量组外 , 其他组之间的差别均有统计学意义 (P

<0.05);而孕酮含量除中剂量组与高剂量组外 , 其他组之间

的差别均有统计学意义 (P <0.05)。相关分析结果显示 , 雌

二醇含量与 TCDD剂量的相关系数为-0.847 , 且有统计学意

义(P<0.01), 二者间存在负向变化趋势联系;孕酮含量与

TCDD剂量的相关系数为-0.909 , 且有统计学意义 (P <

0.01), 二者间存在负向变化趋势联系。

二 英对哺乳动物生殖功能的影响 , 国内仅限于整体动物

实验。黄莉[ 7]等人用 TCDD对NIH 小鼠染毒 , 观察到以 50、 100

表 1　TCDD对大鼠卵巢颗粒细胞分泌功能的影响

组别 剂量(ng/ml) 细胞活性 雌二醇 (ng/ml) 孕酮 (ng/ml)

高剂量组 4.00 0.21±0.04＊ 21.76±4.96＊＊ 12.04±0.56＊＊

中剂量组 0.40 0.19±0.02＊ 26.71±2.27＊＊ 12.12±1.08＊＊

低剂量组 0.04 0.19±0.01＊ 30.77±2.07＊＊ 18.43±2.01＊＊

阴性对照组 0 0.22±0.02＊ 60.49±9.07 　 24.36±2.30

空白对照组 0 0.01±0.00 — —

　　与空白对照组比较 , ＊P<0.01;与阴性对照组比较, ＊＊P<0.01

ng/ kg剂量早期染毒使子宫内胚胎丢失 , 着床后胚胎发育异常,

出现阻滞和死亡;不同时期染毒均可降低胚胎和胎儿成活率;

血清雌二醇升高 、 孕酮降低。郭玉梅[ 8]等人的研究表明低剂量

TCDD 1、 2、 4μg/kg就可导致妊娠猕猴出现中毒症状, 并影响

早期胚胎丢失。同类实验国外亦有报道 , 结论一致[ 9] 。

有文献报道了用体外培养卵巢颗粒细胞的方法检测 TCDD

的生殖毒性 , 在人卵巢颗粒细胞17β-雌二醇E2 和孕酮分泌时 ,

TCDD对卵巢颗粒细胞雌二醇的分泌产生影响 , 且是在不改变

P450 芳香化酶活力的情况下降低体外培养的人黄体颗粒细胞

雌二醇生成[ 10 , 11] 。

本次实验结果表明 , TCDD可以引起大鼠卵巢颗粒细胞的

分泌物雌二醇和孕酮水平下降 , 在实验条件下有剂量-反应关

系 , 提示二 英对卵巢有直接毒性作用 , 可以抑制大鼠卵巢

颗粒细胞的分泌。
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