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摘
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要"目的
!

探讨甲氧滴滴涕"

`ON

%对雌性大鼠性腺毒性的作用机制&方法
!

成年雌性清洁级
-T

大鼠
9'

只!按体质量

随机分成
9

组!染毒剂量分别为
'

'

!&

'

#"

'

&9F

.

(

/

.

&每天以
!F+

(

!''

.

体质量腹腔注射染毒!连续
"'0

&结果
!

高'中剂量染毒

组大鼠动情周期延长!与对照组比较差异有统计学意义"

@

#

'$'%

%&各染毒组大鼠子宫脏器系数'卵巢脏器系数以及子宫'卵巢

间质雌激素受体"

Yb

%的表达阳性率与对照组比较差异均无统计学意义"

@

$

'$'%

%&结论
!

在本实验剂量条件下!

`ON

可能不是

通过影响
Yb

表达而产生性腺毒性&

关键词"甲氧氯$受体!雌激素$性腺毒性
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甲氧滴滴涕$

F;>)1H

G

A)?1<

#

`ON

&是一种替代滴滴涕的有

机氯杀虫剂#其杀虫效果明显#生物毒性相对较低#因而在许多

国家得到广泛应用(体内外研究表明#

`ON

可以引起大鼠动

情周期延长)

!

*

#增加窦状卵泡的闭锁)

"7#

*

#影响卵巢功能#但是

`ON

对雌性大鼠性腺毒性机制仍不清楚(本文通过亚慢性染

毒#观察
`ON

对大鼠子宫和卵巢雌激素受体$

;H><1

.

;6<;A;

@

7

>1<

#

Yb

&表达的影响#以探讨
`ON

对雌性大鼠性腺毒性作用

机制(

>

!

材料与方法

>$>

!

实验动物
!

雌性
#

个月龄
-T

大鼠
9'

只购于第四军医

大学实验动物中心#体质量
!8'

!

"''

.

(饲养温度为
""R

#

!")

光照#

!")

黑暗#允许自由饮水和摄食(

>$?

!

试剂与仪器
!

`ON

$美国
-2

.

FD

公司生产#纯度
33Q

#批

号!

93'%9

&#芝麻油为市售的纯正芝麻油#卵泡刺激素$

S-I

&'

促黄体生成素$

+I

&'雌二醇$

Y"

&'孕激素$

Z

&放射免疫试剂盒

$北京北免东雅生物技术研究所&#台式低温高速离心机$德国

P;60<1

公司
T#(%"'

&#紫外分光光度计$上海第三分析仪器厂

(%"N

型&#系统显微镜$日本
M?

G

F

@

E5JO%!

&#

'

计数仪$西安

"&"

厂#型号
"''#

@

5

&#

Yb

抗体$美国
-D6>DN<Ea

公司&#

*JN

试剂盒$武汉博士德公司&等(采用
-*JN

法进行免疫组织化

学染色#同时用
ZJ-

代替一抗做阴性对照(

>$@

!

实验方法

>$@$>

!

动物分组染毒
!

大鼠经适应性饲养
!

周后随机分为对

照组$

`ON'F

.

"

/

.

组&和低'中'高剂量组$

`ON!&

'

#"

'

&9

F

.

"

/

.

组&(对照组腹腔注射芝麻油#注射量为每
!''

.

体质

量
!F+

#每天
!

次#连续
#

周(低'中'高剂量组大鼠每日

8g''

!

!'g''`ON

灌胃染毒#连续染毒
"'0

#给药剂量和时

间参照文献)

!7"

*的方法#灌胃量为每
!''

.

体质量
!F+

(大

鼠每周称体质量
!

次#以调整灌胃量(

>$@$?

!

子宫'卵巢指数及血清激素水平测定
!

末次灌药
"9)

后眼眶静脉取血
%F+

#颈椎脱臼处死大鼠#迅速剖腹取出卵

巢'子宫#用电子天平称其质量后#计算子宫'卵巢脏器指数)脏

器指数
^

脏器湿质量$

F

.

&"体质量$

.

&*(血标本置
9R

冰箱

内冷藏静置
"9)

后#

9'''<

"

F26

离心
"'F26

#取上清液#

f"'R

保存#用放射免疫法测血清
S-I

'

+I

'

Z

及
Y"

浓度#按

照试剂盒操作说明书进行测定(所有样品同批次测定#以避免

批间误差(

>$@$@

!

观察动情周期变化
!

每日
8g''

!

!'g''

对大鼠进行

阴道脱落细胞涂片#显微镜下观察阴道涂片的组织学变化#以

判别动情前期'动情期'动情后期和动情间期)

9

*

(为避免处死

3

重庆医学
"'!!

年
!

月第
9'

卷第
!

期



表
!

!!

各组大鼠动情周期变化#

IWE

$

0

%

组别 动情前期 动情期 动情后期 动情间期 周期数

对照组
#$(3W'$3& 9$!(W'$38 #$%'W'$88 #$!&W'$3' 9$8'W'$9!

低剂量组
#$3'W'$8" 9$#3W!$'' #$!'W'$(' "$"#W!$'' 9$%!W'$%3

中剂量组
9$#3W'$8( %$!'W'$3'

D

"$38W'$9& #$'"W!$!# #$&#W'$%%

D

高剂量组
9$"'W'$8' %$('W'$3!

D

#$9'W'$%% "$3&W!$"' #$"9W'$&!

D

!!

D

!

@

#

'$'%

#与对照组比较(

表
"

!!

各组大鼠子宫&卵巢质量及指数变化#

IWE

%

组别 子宫质量$

.

& 子宫脏器指数$

h

& 卵巢质量$

F

.

& 卵巢脏器指数$

h

&

对照组
'$%#&8W'$"!!& "$!"&%W'$(3&# 99$&'W8$!" '$!(%W'$'9

低剂量组
'$%9!'W'$!"'% "$!('"W'$9#3" 9#$(!W3$#9 '$!(!W'$'#

中剂量组
'$%%(!W'$!&#9 "$"9%!W'$&!&3 9!$#"W($&#

D

'$!&#W'$'%

D

高剂量组
'$%(9#W'$!('# "$#"#9W'$&#%3 #3$8(W&$8&

D

'$!%3W'$'&

D

!!

D

!

@

#

'$'%

#与对照组比较(

表
#

!!

各组
Y"

&

Z

&

S-I

&

+I

水平变化#

IWE

%

组别
Y"

$

@.

"

F+

&

Z

$

6

.

"

F+

&

S-I

$

FK_

"

F+

&

+I

$

FK_

"

F+

&

对照组
#9$9!W!$'3 #$98W'$#& %$#9W'$#% "$89W'$98

低剂量组
##$"9W"$#! #$#(W'$9% 9$3%W'$&! "$(%W'$#!

中剂量组
#!$!%W!$%&

D

#$!'W'$(% #$&8W'$"&

D

#$!&W'$#'

高剂量组
#'$'9W"$9%

D

#$"&W'$8# #$!!W'$#8

D

#$"3W'$"!

!!

D

!

@

#

'$'%

#与对照组比较(

动物时受刺激或因时间拖延等原因可能导致动情周期改变#最

后
!

次$第
"!

日&的阴道涂片在动物被处死的同时进行#并在

之后
!

周内完成涂片的观察(

>$@$A

!

子宫'卵巢
Yb

表达量测定
!

将子宫和卵巢固定'包埋

后切片#采用
-*JN

法进行免疫组织化学染色#同时用
ZJ-

代

替一抗做阴性对照(严格按照检测试剂盒操作规程操作#用

M?

G

F

@

E5

数码显微图像系统采集图像#然后用图像分析软件

KFD

.

;7

@

<1Z?E5%$'

进行雌激素受体测定#并计算
Yb

表达阳

性率(

>$A

!

统计学处理
!

数据用
-Z--!#$'

统计软件进行统计学处

理#计量资料以
IWE

表示#用
+-T

法进行组间比较#以
@

#

'$'%

为差异有统计学意义(

?

!

结
!!

果

?$>

!

一般影响
!

染毒期间各组大鼠皮毛没有改变#有光泽#色

白#未见脱毛%无食欲减退'体质量减低等异常表现(

?$?

!

`ON

对大鼠动情周期变化的影响
!

低剂量组动情周期

与对照组比较无明显差异#而中'高剂量组动情期延长#周期数

减少#与对照组比较差异有统计学意义$

@

#

'$'%

&#见表
!

(

?$@

!

`ON

对大鼠卵巢'子宫质量及脏器指数的影响
!

各剂量

组子宫质量及子宫脏器指数与对照组比较#差异无统计学意义

$

@

$

'$'%

&%各剂量组卵巢质量及卵巢脏器指数比对照组降

低#低剂量组与对照组相比差异无统计学意义$

@

$

'$'%

&#而

中'高剂量组与对照组比较差异有统计学意义$

@

#

'$'%

&#见

表
"

(

?$A

!

`ON

对大鼠血清中类固醇激素水平变化的影响
!

各剂

量组大鼠血清
Y"

'

S-I

水平呈下降趋势#低剂量组与对照组

相比差异无统计学意义$

@

$

'$'%

&#中'高剂量组与对照组相

比差异有统计学意义$

@

#

'$'%

&%各剂量组血清
Z

'

+I

水平与

对照组相比差异均无统计学意义$

@

$

'$'%

&#见表
#

(

?$B

!

`ON

对大鼠子宫'卵巢间质
Yb

表达的影响
!

各剂量组

大鼠子宫内膜'卵巢间质
Yb

表达阳性率与对照组类似$

@

$

'$'%

&#见表
9

(

表
9

!!

各组大鼠子宫内膜&卵巢间质
Yb

阳性率

!!!!

比较#

IWE

$

Q

%

组别 子宫内膜
Yb

阳性率 卵巢间质
Yb

阳性率

对照组
%#$!3W!8$#' #%$%'W!9$#8

低剂量组
%%$8!W!&$!8 #&$38W!&$!3

中剂量组
%&$3"W!#$"& #9$8%W!($98

高剂量组
%($3'W!"$8" #($!&W!%$'8

@

!

讨
!!

论

`ON

是环境雌激素)

%

*的一种#广泛应用于杀虫#其仍是强

有力的环境化学毒物)

&

*

(但是#关于
`ON

对雌性大鼠性腺毒

性作用机制仍不清楚#本实验结果显示#中'高剂量染毒组大鼠

卵巢系数降低#动情周期延长#周期数减少#血清中
Y"

和
S-I

水平降低#表明在该剂量条件下#染毒
`ON

能够引起明显的

性腺毒性(

在生理状况下#垂体分泌促性腺激素作用于卵巢#调节卵

巢分泌性激素$

Y"

和
Z9

&#维持卵泡的正常发育并调节排卵#

性激素进入细胞后#与受体结合形成配体
7

受体复合物#控制子

宫内膜和动情周期变化(

Yb

在子宫主要分布于内膜层'基

层#在动情周期中#

Yb

的变化与体内雌'孕激素水平变化密切

相关#呈周期性变化)

(

*

(

Yb

在卵巢主要分布在间质#其作用

是促进卵泡发育和卵泡腔形成#使颗粒细胞中的孕激素受体

'!

重庆医学
"'!!

年
!

月第
9'

卷第
!

期



$

Zb

&和卵泡刺激素受体$

S-I7b

&增加#以便
S-I7b

能发挥促

卵泡发育'成熟和促进性激素合成'分泌的作用(卵泡发育按

组织学检查分为始基卵泡'窦前卵泡'生长卵泡'成熟卵泡和黄

体阶段)

8

*

#如果
Yb

在卵泡内不足#卵泡的生长'发育'成熟'激

素产生和排卵一系列生理活动将会受限)

3

*

(

本实验中观察到中'高剂量组的血清
Y"

与对照组相比显

著下降#而子宫内膜及卵巢
Yb

表达阳性率与对照组相比差异

无统计学意义$

@

$

'$'%

&(国外研究显示
`ON

能够与
Yb

结

合)

!'

*

#导致成年去卵巢大鼠子宫重量增加)

!!

*

#与
Yb

(

结合促

进富含
Yb

的人乳腺癌细胞
ǸS7(

增殖)

!"

*

(所以#对
Yb

的

影响在
`ON

雌性性腺毒性作用机制中起了重要作用(导致

本研究结果的原因考虑有以下几个方面!一方面
`ON

并非单

纯地通过影响血中雌激素的水平来影响
Yb

表达#因为环境内

分泌干扰物本身也可与
Yb5

相互作用触发几个基因的转录#

从而诱导或抑制下丘脑'垂体'子宫'前列腺等器官中雌激素调

节基因
YbFb[*

的表达%另一方面#血清
Y"

水平下降#

Yb

呈代偿性增加从而维持受体表达量不变%再有本实验所采用的

免疫组织化学半定量测定方法不够敏感#还不能检测出各剂量

组之间已存在的差异(因此#

`ON

对
Yb

表达的影响还有待

于从更微观的角度或者应用更敏感的检测方法来检测(由本

实验推测#在该实验剂量下
`ON

可以导致动情周期紊乱'雌

激素水平降低等雌性性腺毒性#且干扰垂体分泌
S-I

#但是该

毒性作用不是通过影响子宫和卵巢
Yb

蛋白表达所致(
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