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‘RaRQbRNNOPR;!$$8=$9=8#>caaRdPRNNOPR;!$$"=$#=!#

eQKfgOdhi;j,%EDT=FDW]3%kk04DC5VlU0ZVkk0U3BCDW1mVW]C]VYDWVW_DU0WBVW5C150nD4010]m2(=BCD1;EFGHDCI#98240B

摘 要;为研究镉6铅对精巢的生化毒作用机 理3应 用 氯 化 镉6硝 酸 铅 溶 液 对 成 年 雄 性 蟾 蜍 进 行 腹 腔 染 毒7按 镉 计 $o#6$o!6$o"6

$opB]qr]体重>按铅计 #6!6"6pB]qr]体重:3连续染毒 sY后活体解剖3测定分析精巢中各种酶的活性A结果显示3在镉染毒

下3精巢乳酸脱氢酶7*tu:和酸性磷酸酶7%&̂ :的活性随镉染毒剂量的增加而降低3而碱性磷酸酶7%*̂ :未发现明显变化>在

铅染毒下3乳酸脱氢酶7*tu:和碱性磷酸酶7%*̂ :的活性随铅染毒剂量的增加而降低3而酸性磷酸酶7%&̂ :未发现明显变化>
乳酸脱氢酶7*tu:同工酶在镉6铅染毒下则主要表现为酶带 *tu#6*tu!的抑制或缺失和 *tu<活性的增强A因此3镉6铅对蟾

蜍的雄性生殖毒性机理可能与酶的活性存在着一定的关系3*tu可以考虑作为反映镉6铅中毒对精巢功能影响程度的一种有

价值的生化指标A
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全球范围内生物多样性的减少已引发巨大的负面效应3特别是对生态系统带来的影响A由于两栖类动物种群分布广泛3是

湿地和陆地生物群落的重要组成部分3因此3它们的消亡和灭绝对生物多样性的威胁尤为明显A近年来3根据对全球范围内两栖

类动物数量的一项调查发现3世界各地的青蛙6蟾蜍和其他两栖类动物的数量在日渐减少V#@8W3
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而关于这些动物种群衰减的原
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因还不甚明了!据有关野外调查和实验研究表明"环境污染物对两栖动物生存造成很大影响"其中环境激素对所有两栖动物的

繁殖具有重要的影响#$"%&!环境中的重金属污染物镉’()*+铅’,-*是世界野生动物基金会’../*确认的近 01种环境激素中最

重要的无机污染物#234&!(5678等报道许多蛙类种群数量的下降和灭绝与环境中的重金属污染有关#9&!近几年国内外关于重金

属镉+铅等对两栖类动物的影响开展了一些研究#:13:;&"但大多集中在胚胎毒性+生物积累等方面#:;3:$&"对两栖类动物生理生化

方面的影响研究尚不多见!
镉+铅对多种器官和组织具有毒性"有关重金属对动物肝+肾+脑等器官和组织酶活性的影响研究十分丰富#:%3:0&"酶活性

可以作为反映重金属毒性的生物标志物!精巢是镉+铅作用的重要靶器官#:43;1&"关于镉+铅对两栖类动物精巢中酶活性的变化

国内外尚未见报道!本试验以常见的蟾蜍’<=>?@=>?ABCABCDEBFG*为试验对象"应用生物化学方法观察了不同镉+铅染毒浓度

下蟾蜍精巢中一些酶的变化"为探讨镉+铅对蟾蜍雄性生殖系统的毒性及其机理积累丰富的资料"也为探索重金属对两栖类动

物种群的影响及作用机理提供一定的参考依据!

H 材料与方法

HIH 实验动物染毒

健康成年雄性蟾蜍’<=>?@=>?ABCABCDEBFG*91只"平均体重 $%3%1J"购自杭州市萧山"随机均分为对照组和染毒组"每组

:1只"每个处理各有 K个重复!染毒组分别腹腔注射用生理盐水配 制 的 ()(L;M;I%N;O溶 液 和 ,-’POK*溶 液’按 镉 计 1I:+

1I;+1I$+1I4QJRSJ体重T按铅计 :+;+$+4QJRSJ体重*"对照组注射等量的生理盐水"每天注射 :次"0)后活体解剖取材!

HIU 样品处理

活 体 解 剖 蟾 蜍"取 一 侧 精 巢"用 蒸 馏 水 冲 洗"吸 干"称 重"$V下 按 :W$’JWQL*加 生 理 盐 水"冰 浴 中 匀 浆"并 于 $V":;111

6RQXY离心 ;1QXY"将上清液保存于Z;1V冰箱中待测定各酶活性!
取 另一侧精巢"清洗"称重"$V下按 :W$’JWQL*加样品提取液’[6X\]甘氨酸电极缓冲液"̂N4IK"含 :;_蔗糖*"用玻璃匀浆

器 在 冰 浴 中 匀 浆":;1116RQXY’$V*离 心 :1QXY"取 上 清 液 加 入 ;1‘L1I:_溴 酚 兰"保 存 于 冰 箱 中 用 于 测 定 乳 酸 脱 氢 酶 同 工 酶

’abN*!

HIc 检测指标

HIcIH 酶活性的测定 ’:*样品上清 液 中 蛋 白 质 含 量 的 测 定W采 用 考 马 斯 亮 兰 比 色 法!’;*酸 性 磷 酸 酶’d(,*和 碱 性 磷 酸 酶

’da,*W应用南京建成生物工程研究所试剂盒!d(,以每 J组织蛋白在 K0V作用 K1QXY产生 :QJ酚为 :活力单位’e*表示T

da,以每 J组织蛋白在 K0V作用 :%QXY产生 :QJ酚为 :活力单位’e*表示!’K*乳酸脱氢酶’abN*W应用比色法测定样品中

abN总活性#;:&!abN活力以每 J组织蛋白在 K0V作用 :%QXY产生 :‘QfL丙酮酸为 :活力单位’e*表示!

HIcIU 乳 酸 脱 氢 酶 同 工 酶 用 1IK0QfLRa[6X\N(L’̂N4I9*为 凝 胶 缓 冲 系 统"电 泳 缓 冲 液 为 1I1%QfLRa[6X\]甘 氨 酸

’̂N4IK*"用前稀释 :1倍!浓缩胶 K_"分离胶 2I%_"每点样孔加样量为 ;1‘L"采用北京六一仪器厂生产的 bgg]hhh;型稳压稳

流电泳仪进行电泳"稳流 93:%Qd"4V电泳 ;I%i左右"待指示剂移到距凝胶板前 :jQ处时停止电泳!电泳完毕后"abN同工

酶显色参照 (L56S法#;;&";1QXY显色"显色后的凝胶板用凝胶成象系统进行扫描!

HIk 统计方法

本试验数据处理均采用 ldl统计软件进行 m检验!
表 H no染毒后对蟾蜍精巢各种酶活性的影响’pqrs*

tuvwxH yzzx{|}~znuo!"#! ~$x$%&!x}"$|x}|x}~z’()*+()*

,-./-.01-2s
处理组

34̂76XQ7Y55L
J6f6̂’QJRSJ*

d(,
’eRJ 6̂f57XY*

da,
’eRJ 6̂f57XY*

abN
’eRJ 6̂f57XY*

对照 (fY56fL ;2KI4:r:4I20 4I04r1I;$ ::;1I1;r2;I%1
1I: ;1:I2;r:0I:: 4I$;r1I;: 221I$4r2;I0477

1I; :00I1:r:%IK$ 0I10r1IKK %42I12r%4I:;77

1I$ :$:IK0r:%I1K77 0I1;r1IK2 41;I:%r%4I40
1I4 :;4I2:r:;I0$77 4I;$r1I$4 42$I2:r2;I;4

与对 照 比 较7 891I1%"77891I1: 7 891I1%"7789

1I1:(fQ 5̂67)5fjfY56fLJ6f6̂

U 结果与分析

UIH ()+,-染毒后对蟾蜍精巢酶活性的影响

UIHIH ()染毒后对蟾蜍精巢酶活性的影响 由表 :可见"随

着重金属 ()染毒剂量的增加"蟾蜍精巢中酸性磷酸酶’d(,*
活 性 都 呈 下 降 趋 势"且 在 1I$QJRSJ+1I4QJRSJ染 毒 组 与 对

照组具有显著性差异’891I1:*T各染镉处理组中的碱性磷酸

酶’da,*未 发 现 有 明 显 变 化T乳 酸 脱 氢 酶 活 性 在 1I:QJRSJ+

1I;QJRSJ染毒组就呈明显下降趋势’891I1:*!

UIHIU ,-染毒后对蟾蜍精巢酶活性的影响 由表 ;可见"随

着 重 金 属 ,-染 毒 浓 度 的 增 加"蟾 蜍 精 巢 中 的 酸 性 磷 酸 酶

’d(,*活 性 呈 逐 渐 下 降 的 趋 势"但 各 染 毒 组 与 对 照 组 比 较 未

发 现 明 显 变 化T而 碱 性 磷 酸 酶’da,*在 4QJRSJ染 毒 组 与 对

照 组具有显著性差异’891I1:*"乳酸脱氢酶’abN*活性在 $QJRSJ染毒组与对照组具有显著性差异’891I1%*"在 4QJRSJ
染毒组与对照组具有极显著性差异’891I1:*!
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表 ! "#染毒后对蟾蜍精巢各种酶活性的影响$%&’()

*+#,-! .//-0123/4-+536 -6789-2:6 1-21-23/;<=>?<=>

@ABCABDEAF(
处理组

GHIJKLMJNOPQ
RKSTI$MRUVR)

WXY
$ZURIKSOJLN)

W[Y
$ZURIKSOJLN)

[\]
$ZURIKSOJLN)

对照 XSNOKSQ _̂‘abc’cba_d badb’eâf cêfaĉ’d̂age
c ^̂ea‘‘’c_ab̂ bade’eâ^ bf_ab̂’_eaĉ
^ ĉda_f’c_a‘f dadh’eâh bfga_g’gbab_
f chhacg’cgâ‘ baeb’ea‘‘ _dhabe’f̂affi

b cdgaĉ’cgaĉ fa_g’eâ_ii g_dafc’feaĉii

与 对 照 比 较i jkeaegliijkeaeci jkeaegliijk

eaecXSMIPKJmOSnSNOKSQRKSTI

!a! XmoYp染毒后对蟾蜍精巢 [\]同工酶的影响

!a!aq Xm对蟾蜍精巢 [\]同 工 酶 的 影 响 本 实 验 结 果 表

明l在正常条件下l蟾蜍精巢 [\]同工酶酶谱$图 cW)从正极

到 负 极 有 [\]co[\]̂o[\]‘o[\]f和 [\]g$g带 和 _带)g
条酶谱r实验组与对照组相比l在 eacMRUVR剂量时l各酶带活

性 均下降$图 cs)t在 eâMRUVR剂量时l各酶带活性继续呈下

降 趋 势l[\]co[\]̂ 有 缺 失 的 趋 势l[\]g新 增 较 强 的 Pop
带l但 亚 带 _则 下 降 非 常 明 显$图 cX)t在 eafMRUVRoeabMRU

VR剂量时l各酶带活性有逐渐恢复的趋势l尤其是 [\]g新增

较强的Pop带l亚带 _又明显增强$图 c\lG)r表明重金属镉对

精 巢 具 有 一 定 的 毒 害 作 用l能 引 起 [\]同 工 酶 活 性 的 下 降l
其中以 [\]co[\]̂ 和 [\]g酶带的变化最明显r

图 c 镉对蟾蜍精巢乳酸脱氢酶同工酶的影响

uLRvc wxJJyyJnOSyXmẑ SN[\]SyOJ{OL{LN|}~!"}~!#$%&$%’($)*

WlXSNOKSQtslevcMRUVRXmtXlev̂MRUVRXmt\levfMRUVRXmtGlevbMRUVRXm

!a!a! Yp对蟾蜍精巢 [\]同工酶的影响 本实验条件下l正常蟾蜍精巢 [\]同工酶酶谱$图 Ŵ)从正极到负极有 g条 酶

带+[\]co[\]̂o[\]‘o[\]f和 [\]g$有 条̂亚带)r实验组与对照组比较l在 cMRUVR剂量时l各酶带活性变化不明显$图

ŝ)t在 ^MRUVRofMRUVR剂量时l[\]c$c带)o[\]̂ $̂ 带)酶活性下降$图 X̂l\)t在 bMRUVR剂量时l[\]g$go_带)酶活性

明显升高l而 [\]c$c带)o[\]̂ $̂ 带)基本缺失$图 Ĝ)r由此可见l经 Yp作用后l精巢 [\]酶活性的下降以 [\]co[\]̂ 的

变化最明显r

, 讨论

精子发生是一个多时相的复杂过程l常经历精原细胞增殖阶段o精母细胞成熟分裂阶段和精子形成阶段r这一过程与精巢

中多种酶的活性存在着相关关系r研究表明-̂cl̂‘.l精巢中存在的酸性磷酸酶$WXY)主要分布于精巢支持细胞的胞浆内lWXY活

性可能与其吞噬功能有关l可作为衡量是否有生精障碍的指标t碱性磷酸酶$W[Y)的活性在精原细胞和早期发育时期的初级精

母细胞较强l与精巢生精细胞的分裂活动及葡萄糖向各级生精细胞的转运有关t乳酸脱氢酶$[\])广泛存在于生精小管内l参

c‘‘̂ce期 贾秀英 等+镉o铅对蟾蜍精巢毒作用的酶学研究
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图 ! "#对蟾蜍精巢 $%&同工酶的影响

’()*! +,--..-/01."#!213$%&1.0-40(4(356789678:;<:;<=>;?@

ABC130D1EFGBHI)JK)"#FCB!I)JK)"#F%BLI)JK)"#FMBNI)JK)"#

与能量代谢并与生精上皮的成熟有关O李湘鸣等P!LQ的研究发现B随着镉染毒剂量的增加B大鼠睾丸 AC"的活性受到了明显的

抑制B而A$"未发现有明显的变化O本实验结果显示B镉染毒下蟾蜍精巢AC"和A$"活性的变化基本与李湘鸣等的研究结果

相似O在铅染毒下B蟾蜍精巢AC"活性随染毒剂量的增加而逐渐下降B但各处理之间没有显著的差异B而A$"的活性则随染毒

剂 量的增加而显著下降OAC"主要分布在细胞的溶酶体内B镉 导 致 蟾 蜍 精 巢 AC"活 性 降 低 一 般 认 为 是 镉 的 直 接 抑 制 作 用O

A$"是一种含锌酶B锌参与该酶的催化作用B是维持酶的活性不可缺少的重 要 因 素B研 究 表 明 缺 锌 可 导 致 雄 性 动 物 睾 丸 中 的

A$"活性降低P!RQO故镉S铅对蟾蜍精巢A$"活性的影响结果B可能是因为本实验条件下镉未能影响含锌酶中的锌B而铅则减少

了含锌酶中的锌B从而影响酶的生物活性O其影响机制还有待于作进一步深入的研究O
本实验结果表明B蟾蜍精巢中 $%&总活性随着镉S铅染毒剂量的增加B其活性均受到明显抑制O$%&是糖酵解的一个关键

酶B精巢组织除了可利用糖的有氧氧化获取能量外B还可通过糖酵解获得能量O因此B酶活性的变化直接影响精巢组织通过糖酵

解 对 能 量 的 获 得B进 而 影 响 精 子 的 形 成 和 激 素 的 分 泌 等 功 能O$%&同 工 酶 的 分 析 进 一 步 表 明B随 着 镉S铅 染 毒 剂 量 的 增 加B

$%&H和 $%&!同工酶带活性被明显抑制或接近缺失B$%&R同工酶带活性被增强O$%&同工酶是参与糖代谢的重要的酶B其中

$%&H和 $%&!催化乳酸脱氢形成丙酮酸B后者氧化放出能量供组织利用B是与糖有氧代谢有关的酶O进入机体的镉S铅可能首

先使 $%&H和 $%&!同工酶的活性下降B使精巢组织的糖酵解途径受到影响O$%&R主要催化丙酮酸还原成乳酸B对乳酸的亲和

力较强B在一定剂量的镉S铅染毒下B可能通过机体的代偿作用B$%&R同工酶活性增加B精巢组织可利用乳酸而获取能量O
从本实验研究结果可以看出B镉S铅对蟾蜍精巢的酶活性能产生一定的影响B其中 $%&同工酶可以考虑作为镉S铅中毒对

精巢功能影响程度的一种有价值的生化指标O镉S铅作为环境中重要的重金属污染物B能影响人和动物机体雄性生殖系统的功

能O以往的研究表明P!TU!NQB镉S铅对精子的发育和成熟有干扰和阻碍作用B可使精子数量减少B精子的活性下降B精子畸形等O由

此可知B精巢组织酶活性的降低与精子的生成S发育和活化有一定的关系B其相关性有待进一步研究O
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