
透性改变，而肝细胞线粒体保持相对完整，故胞浆酶释放较

多，导致血液中 ALT 浓度明显升高。SOD 是一种广泛存在于

生物体内与细胞氧化代谢密切相关的蛋白质，是活性氧自由

基的天然消除剂，是抗氧化酶系中最先与活性氧自由基结合

的酶，因此 SOD 是抗氧化系 统 性 能 状 态 的 一 个 重 要 指 标。
MDA 作为脂质过氧化代谢的产物，其水平高低间接反映机体

细胞受自由基攻击的严重程度，而 T-AOC 活力是衡量机体抗

氧化能力的综合指标，可用其反映机体总抗氧化能力。研究

显示，染毒组 AST 和 ALT 的含量升高，提示肝细胞可能遭到

破坏，细胞膜通透性发生改变，胞浆酶释放增多，致使血液

中 AST 和 ALT 浓度升高。随着染毒剂量增加 SOD 的活力降

低，提示机体清除氧自由基的能力减弱; 染毒组 MDA 升高，

提示纳米硫化铅可能引起机体脂质过氧化水平增高，诱发细

胞自由基产生，脂质过氧化程度加重; 染毒组 T-AOC 活力降

低，可能由于纳米硫化铅进入机体造成氧化抗氧化系统失衡。

此外，结果提示高剂量染毒组较低剂量组的损伤更为严重。
氧化损伤发病机制复杂，多种因素交错作用，因此，纳米硫

化铅氧化损伤的机制有待于我们进一步探讨。
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葡萄籽油对镉致睾丸生殖细胞氧化损伤的保护作用
Protective effect of grape seed oil on oxidative damage by cadmium in testicular germ cell of rat

许瑞卿

XV Rui-qing

( 海洋石油疾病预防控制中心，天津 300450)

摘要: 取 32 只 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为对照组、染
镉组、葡萄籽油 ( GSO) 低、高剂量干预组，采用硫代巴比
妥酸法和单细胞凝胶电泳技术 ( SCGE) 分别检测生殖细胞丙
二醛的含量和 DNA 损伤情况。结果染镉组 MDA 含量和生殖
细胞的彗尾长、Olive尾矩、尾分布矩均明显高于对照组，表
明 1. 0 mg /kg CdCl2 可引发大鼠雄性生殖系统出现明显的脂质
过氧化损伤。GSO 低、高剂量干预组 MDA 含量均低于染镉
组，并且 GSO干预剂量与自由基清除率呈正相关，表明 GSO
具有一定的抗脂质过氧化活性; 与染镉组比较，GSO 低、高
剂量干预组中生殖细胞的尾分布矩明显降低，表明 GSO 具有
一定抑制 DNA损伤和促进 DNA修复的生物学作用。
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研究表明，镉可降低雄性哺乳动物的生育能力，其生殖

遗传毒性与氧化损伤密切相关［1］。本文以葡萄籽油 ( GSO)

为研究对象，探讨 GSO 对镉致大鼠睾丸生殖细胞 DNA 损伤的

保护作用，为镉中毒的预防和治疗提供参考。
1 材料与方法

1. 1 试剂、仪器

分析纯氯化镉( 天津福晨化学试剂厂) 、葡萄籽油( 纯度

95%，广州熊氏化妆品有限公司) 、吖啶橙( 美国 Sigma 公司) 、

正常熔点和低熔点琼脂糖( 西班牙 BIOWEST 公司) 、蛋白浓度

和丙二醛含量测定试剂盒( 南京建成生物工程研究所) 。
U-3010 型紫外可见分光光度计 ( 日本日立公司) 、22R

型台式冷冻离心机 ( 德国 Hettich Mikro 公司) 、DU730 型核酸

蛋白分析仪 ( 美国 Beckman Culter 公司) 、BX51 型荧光生物

显微镜 ( 日本 Olympus 公司) 。
CdCl2 染毒溶液的配制: 准确称取适量的 CdCl2 溶于无菌

生理盐水中，配制成 3. 3 mg /ml 的 CdCl2 储备溶液，临用前稀

释成 0. 33 mg /ml 的 CdCl2 应用液。GSO 染毒溶液的配制: 准

确称取适量的 GSO 溶于无菌生理盐水，配制成 5. 28 mg /ml 的

GSO 储备溶液，临用前稀释成 0. 132 mg /ml 和 0. 528 mg /ml 的

GSO 应用液。
1. 2 动物分组及处理

选用广东省实验动物监测所提供的 SPF 级雄性 SD 大鼠

32 只 ［批号: SCXK( 粤) 2008-0002］，体重 ( 190 ± 10) g，适

应观察 1 周后，按体重均衡原则随机分为 4 组，每组 8 只。

对照组腹腔注射和灌胃相应量的生理盐水; 染镉组腹腔注射

1. 0 mg /kg 的 CdCl2 和灌胃相应剂量生理盐水; GSO 低、高剂

量干预组均腹腔注射 1. 0 mg /kg CdCl2，同时分别灌胃 0. 66
mg /kg、2. 64 mg /kg 的 GSO。腹腔注射和灌胃染毒容量分别为

3 ml /kg 和 5 ml /kg，连续染毒 14 d 称重后断头处死。
1. 3 睾丸脏器系数的测定

解剖取出大鼠双侧睾丸后，置于预冷生理盐水中轻轻除

·601· 中国工业医学杂志 2013 年 4 月第 26 卷第 2 期 Chinese J Ind Med April 2013，Vol． 26 No． 2



去表面结缔组织，经预冷生理盐水漂洗几次，用滤纸吸干表

面水分后称重。睾丸脏器系数 ( % ) = 双侧睾丸湿重 /动物体

重 × 100%。
1. 4 生殖细胞中丙二醛含量的测定

剥除睾丸表面的鞘膜和白膜等被膜，取约 0. 1 g 睾丸精细

小管，加入 9 倍体积冷生理盐水在冰浴上充分研磨，制成

10%的组 织 匀 浆，离 心 ( 4 ℃，4 000 r /min，r = 4 cm ) 10
min，轻轻去除上层脂肪层，取上清液备用。应用 Bradford 蛋

白染料结合法和硫代巴比妥酸 ( TBA) 法分别测定蛋白浓度

和丙二醛 ( malonaldehyde，MDA) 含量，测定步骤和计算公

式均按南京建成生物工程研究所提供说明书操作。MDA 清除

率 ( % ) = ( MDA染镉组 － MDA干预组 ) / ( MDA染镉组 － MDA对照组 )

× 100%。
1. 5 DNA 氧化损伤的检测

轻轻剥离睾丸被膜，取约 0. 05 g 精曲小管剪碎，0. 25%
胰酶室温消化 2 min，中止消化后经 150 目不锈钢筛网过滤

后，1 500 r /min 离心 10 min ( r = 4 cm) ，用 PBS 重悬制成单

细胞悬液。按 Singh 方法［2］进行单细胞凝胶电泳。在磨砂载玻

片上依次铺上 80 μl 1%正常熔点琼脂糖、75 μl 混有 10 μl 细

胞悬液的 0. 8%低熔点琼脂糖、75 μl 1%正常熔点琼脂糖。凝

固后去盖玻 片，置 预 冷 的 细 胞 裂 解 液 中 ( 2. 5 mol /L NaCl、
100 nmol /L EDTA、10 mmol /L Tris、5% TritonX-100、10%
DMSO) 裂解 1 h。取出玻片置于盛有 300 mmol /L NaOH ( pH
= 12) 的水平电泳槽中，浸泡 20 min 使 DNA 双链解螺旋。然

后在 25 V、100 mA 条件下电泳 20 min，再用 0. 4 mol /L Tris-
HCl 缓冲液 ( pH = 7. 5) 中和 3 次，滴加 75 μl 0. 02% 吖啶橙

染色，盖上盖玻片，在配备有 100 W 汞灯，激发波长 515 ～
560 nm、抑制波长 590 nm 的荧光显微镜下随机抓取图像，每

个标本观察 200 个细胞。用 IMI 1. 0 彗星分析软件逐个分析细

胞，最后用 SAS9. 0 进行统计分析。
1. 6 统计与分析

使用 SAS 9. 0 统计软件进行统计分析，结果以 x ± s 表示，

组间比较用 t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 大鼠睾丸脏器系数

通过实验发现，与染镉组比较，对照组及 GSO 低、高剂

量干预组的睾丸脏器系数及双侧睾丸重量差异均无统计学意

义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 2 生殖细胞中 MDA 含量

由表 1 可知，染镉组中 MDA 含量明显高于对照组 ( P ＜
0. 05) ; GSO 低、高剂量干预组 MDA 含量均低于染镉组，但

差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; GSO 的干预剂量与 MDA 清

除率呈正相关。
2. 3 各组睾丸生殖细胞 DNA 损伤情况

表 2 显示，染镉组中细胞的彗尾长、Olive 尾矩、尾分布

矩较对照组均显著升高; 与染镉组比较，GSO 低、高剂量干

预组中 DNA 氧化损伤的 3 个指标均呈下降趋势，且尾分布矩

差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，表明 GSO 对镉致睾丸生殖

细胞 DNA 损伤具有一定的保护作用。
表 1 各组睾丸生殖细胞中 MDA 含量 ( n = 8，x ± s)

组别 MDA 含量 ( nmol /mg prot) MDA 清除率 ( % )

对照组 0. 62 ± 0. 11 0
染镉组 0. 82 ± 0. 17* 0
GSO 低剂量干预组 0. 72 ± 0. 16 50
GSO 高剂量干预组 0. 65 ± 0. 38 85

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05。

表 2 GSO 对镉致大鼠睾丸生殖细胞 DNA
损伤的影响 ( n = 8，x ± s)

组别 彗尾长 ( μm) Olive 尾矩 尾分布矩

对照组 23. 05 ± 3. 80 10. 88 ± 2. 28 33. 99 ± 3. 37
染镉组 34. 50 ± 7. 86* 16. 58 ± 3. 77* 37. 85 ± 3. 85*

GSO 低剂量干预组 25. 39 ± 3. 37 11. 94 ± 1. 67 34. 16 ± 2. 22#

GSO 高剂量干预组 23. 88 ± 2. 77 11. 28 ± 1. 34 32. 79 ± 2. 02#

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与染镉组比较，#P ＜ 0. 05。

3 讨论

MDA 作为细胞内脂质过氧化的终产物，其含量反映了脂

质过氧化的作用强度。本文染镉组中 MDA 含量明显高于对照

组，表明睾丸生殖细胞脂质过氧化损伤程度高于对照组，与

杨凡等报道的镉对雄性小鼠生殖系统氧化损伤的结果一致［3］。
本研究中，染镉组的生殖细胞彗尾长、Olive 尾矩、尾分布矩

较对照组明显升高，表明连续 14 d 腹腔注射 1. 0 mg /kg 的

CdCl2 可诱导睾丸生殖细胞出现 DNA 氧化损伤。
葡萄籽油主要成分是亚油酸与原花青素，大量体外及动

物实验研究证实，GSO 是一种天然、高效脂质过氧化抑制

剂［4，5］。龙正海等研究证实葡萄籽油对辐射损伤小鼠具有良好

的防护作用［6］。本研究发现 GSO 低、高剂量干预组 MDA 含

量均低于染镉组，其 MDA 清除率分别为 50%、85%。与染镉

组比较，GSO 低、高剂量干预组中 DNA 氧化损伤程度呈下降

趋势，提示 GSO 对镉致大鼠睾丸生殖细胞 DNA 氧化损伤具有

较好的防护作用，其机制可能与 GSO 保护细胞结构、促进

DNA 合成与修复等有关，需进一步证实。另外，本研究结果

表明 GSO 高剂量干预组中 MDA 清除率达 85%，可为防治镉

中毒时确定服用 GSO 安全和有效的剂量标准提供参考。
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