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  摘 要:目的 探讨成年雄性大鼠经全氟辛酸(PFOS)染毒后,硫辛酸(LA)对大鼠生殖毒性效应的保护作

用。方法 选取40只成年雄性SD大鼠随机分为正常对照组、LA对照组、PFOS染毒组、低剂量LA组、高剂

量LA组。各分组处理如下:正常对照组给予玉米油,LA对照组给予100
 

mg/kg
 

LA,PFOS染毒组给予10
 

mg/kg
 

PFOS,低剂量LA组给予10
 

mg/kg
 

PFOS+50
 

mg/kg
 

LA,高剂量LA组给予10
 

mg/kg
 

PFOS+100
 

mg/kg
 

LA。采用灌胃法连续给药28
 

d,成模后精确测定大鼠体质量并麻醉处死大鼠。检测大鼠体质量、睾丸

质量、附睾质量、睾丸及附睾脏器系数、精子计数。采用苏木精-伊红染色观察大鼠睾丸组织结构的病理学变化。
结果 PFOS染毒组、低剂量LA组、高剂量LA组大鼠体质量低于正常对照组和

 

LA对照组,差异均有统计学

意义(P<0.05);PFOS染毒组、低剂量LA组大鼠附睾质量低于正常对照组和
 

LA对照组,差异均有统计学意

义(P<0.05);PFOS染毒组、低剂量LA组、高剂量LA组大鼠睾丸脏器系数高于正常对照组和
 

LA对照组,差
异均有统计学意义(P<0.05);PFOS染毒组、高剂量LA组大鼠附睾脏器系数高于正常对照组,差异均有统计

学意义(P<0.05);LA对照组大鼠附睾质量、睾丸脏器系数高于正常对照组,大鼠体质量低于正常对照组,差

异均有统计学意义(P<0.05)。苏木精-伊红染色结果显示,PFOS染毒处理后,大鼠睾丸生精小管形态结构不

完整,间质细胞数量减少,紧密连接结构破坏,各级生精细胞排列紊乱,生精上皮空泡化改变。结论 PFOS可

导致大鼠生殖系统损伤,LA干预对PFOS所致的生殖毒性效应具有保护作用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

lipoic
 

acid
 

(LA)
 

on
 

reproductive
 

toxicity
 

in
 

a-
dult

 

male
 

rats
 

exposed
 

to
 

perfluorooctanoic
 

acid
 

(PFOS).Methods A
 

total
 

of
 

40
 

adult
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group,LA
 

control
 

group,PFOS
 

infected
 

group,low
 

dose
 

LA
 

group
 

and
 

high
 

dose
 

LA
 

group.Each
 

group
 

is
 

processed
 

as
 

follows.The
 

normal
 

control
 

group
 

was
 

given
 

corn
 

oil,the
 

LA
 

con-
trol

 

group
 

was
 

given
 

100
 

mg/kg
 

LA,the
 

PFOS
 

infected
 

group
 

was
 

given
 

10
 

mg/kg
 

PFOS,and
 

the
 

low
 

dose
 

LA
 

group
 

was
 

given
 

10
 

mg/kg
 

PFOS
 

+50
 

mg/kg
 

LA.The
 

high
 

dose
 

LA
 

group
 

was
 

given
 

10
 

mg/kg
 

PFOS
 

+
 

100
 

mg/kg
 

LA.After
 

28
 

days
 

of
 

continuous
 

administration
 

by
 

intragastric
 

administration,the
 

weight
 

of
 

the
 

rats
 

was
 

accurately
 

determined
 

and
 

the
 

rats
 

were
 

killed
 

by
 

anesthesia.Body
 

mass,testicular
 

mass,epididymal
 

mass,testicular
 

and
 

epididymal
 

organ
 

coefficient
 

and
 

sperm
 

count
 

were
 

measured.The
 

pathological
 

changes
 

of
 

testicular
 

tissue
 

structure
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining.Results The
 

body
 

mass
 

of
 

rats
 

in
 

PFOS
 

infected,low
 

dose
 

LA
 

and
 

high
 

dose
 

LA
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

LA
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

epididymal
 

mass
 

of
 

rats
 

in
 

PFOS
 

infected
 

and
 

low
 

dose
 

LA
 

groups
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

LA
 

control
 

group,
and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

testicular
 

organ
 

coefficient
 

in
 

PFOS
 

infected,
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low
 

dose
 

LA
 

and
  

high
 

dose
 

LA
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

LA
 

control
 

group,
and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

epididymal
 

organ
 

coefficients
 

in
 

PFOS
 

infec-
ted

 

and
 

high
 

dose
 

LA
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P<0.05).The
 

epididymal
 

mass
 

and
 

testicular
 

organ
 

coefficient
 

of
 

rats
 

in
 

LA
 

control
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group,and
 

the
 

body
 

mass
 

of
 

rats
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

normal
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

hematoxylin-eosin
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

morphological
 

structure
 

of
 

seminiferous
 

tubules
 

was
 

incomplete,the
 

number
 

of
 

inter-
stitial

 

cells
 

was
 

reduced,the
 

tight
 

junction
 

structure
 

was
 

damaged,the
 

spermatogenic
 

cells
 

at
 

all
 

levels
 

were
 

arranged
 

in
 

disorder,and
 

the
 

spermatogenic
 

epithelium
 

was
 

vacuolated.Conclusion PFOS
 

can
 

cause
 

damage
 

to
 

the
 

reproductive
 

system
 

in
 

rats,and
 

LA
 

intervention
 

can
 

protect
 

the
 

reproductive
 

toxicity
 

induced
 

by
 

PFOS.
Key

 

words:perfluorooctanoic
 

acid; lipoic
 

acid; reproductive
 

toxicity; protective
 

effect

  全氟辛酸(PFOS)是一种表面活性剂,因其稳定

性好,被广泛用于工业生产中[1],但其很难被生物或

化学方法降解,造成该物质在环境中大量残留[2],对
生态环境和人类健康产生严重危害[3]。有研究显示,
PFOS导致的生殖毒性和氧化应激有关[4],近期相关

报道指出抗氧化应激的物质对PFOS造成的损伤具

有改善作用[5]。故本研究选取常用抗氧化剂硫辛酸

(LA)作为干预药物[6],通过腹腔注射法对成年雄性

SD大鼠进行染毒造模,造模成功后观察LA干预后

大鼠精子数、体质量、生殖器官质量及大鼠睾丸结构,
探讨了LA对PFOS所致生殖毒性效应的保护作用,
旨在为LA治疗生殖毒性损伤提供理论依据。现报

道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 选取北京斯贝福生物技术有限公司培育

的40只健康SPF级6周龄雄性SD大鼠,随机分为正

常对照组、LA对照组、PFOS染毒组、低剂量LA组、
高剂量LA组,各8只。许可证号为SCXK(京)2016-
0002。动物实验及处理均按照包头医学院第一附属

医 院 实 验 动 物 管 理 及 伦 理 委 员 会 指 导 原 则 操 作

(IACUC号:BYLL2018021),并按3R原则给予人道

关怀。
 

1.2 方法 购回大鼠适应环境1周后进行实验,实
验期间大鼠自由摄取饲料和水,白天黑夜交替周期为

12
 

h,保持环境温度为20~25
 

℃,环境湿度为40%~
50%。

 

各分组处理如下:正常对照组给予玉米油,LA
对照组给予100

 

mg/kg
 

LA,PFOS染毒组给予10
 

mg/kg
 

PFOS,低剂量LA组给予10
 

mg/kg
 

PFOS
 

+
50

 

mg/kg
 

LA,高剂量LA组给予10
 

mg/kg
 

PFOS
 

+
 

100
 

mg/kg
 

LA。其中PFOS染毒组及高剂量LA组

和低剂量LA组同时给予PFOS(购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司),10
 

h后对高剂量LA组和低

剂量LA组分别给予高剂量和低剂量的LA(购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司),正常对照组和LA
对照组正常灌胃。培育28

 

d后,麻醉处死大鼠,采用

分析天平准确称量大鼠体质量;摘取大鼠睾丸及附

睾,采用分析天平准确称量并记录脏器湿重,计算睾

丸及附睾脏器系数,睾丸/附睾脏器系数=(对应脏器

湿重/体质量)×100%
 

;
  

剥离大鼠双侧附睾4
 

mm×4
 

mm于提前预温的磷酸盐缓冲液(PBS)内,摇床孵育

30
 

min,用70
 

μL滤膜过滤,加入2
 

mL
 

PBS混匀备

用。取上述精液10
 

μL至细胞计数板,再滴10
 

μL伊

红溶液,盖上盖玻片,严格按细胞计数板使用方法进

行操作并在显微镜下观察计数,每份标本计数3次,
最后取平均值;提前准备好15

 

mL液氮置于容器中,
将剥离的睾丸组织迅速放入备好的液氮中,组织在液

氮中浸泡3
 

min后,迅速转移至-80
 

℃冰箱保存备

用。冰冻切片机预先制冷至-20
 

℃,取出冷冻的睾丸

组织并用OCT包埋,将睾丸组织固定于标本装置架

上,使用切片机进行切片,切片厚度为10
 

μm,将切下

来的组织吸附于有组织粘贴剂的盖玻片上。进行苏

木精-伊红(HE)染色(染色试剂盒均购自上海碧云天

生物技术公司),并在显微镜下观察并拍照保存。本

研究所有实验均重复3~4次,且采用不同批次的SD
大鼠进行实验。
1.3 统计学处理 采用SPSS16.0统计软件分析数

据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间

比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用LSD-t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 5组大鼠体质量、睾丸质量、睾丸及附睾脏器系

数比较 PFOS染毒组、低剂量LA组、高剂量LA组

大鼠体质量低于正常对照组和
 

LA对照组,差异均有

统计学意义(P<0.05);PFOS染毒组、低剂量LA组

大鼠附睾质量低于正常对照组和
 

LA对照组,差异均

有统计学意义(P<0.05);PFOS染毒组、低剂量LA
组、高剂量LA组大鼠睾丸脏器系数高于正常对照组

和
 

LA 对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);
PFOS染毒组、高剂量LA组大鼠附睾脏器系数高于

正常对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);LA对

照组大鼠附睾质量、睾丸脏器系数高于正常对照组,
大鼠体质量低于正常对照组,差异均有统计学意义
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(P<0.05)。见表1。

表1  5组大鼠体质量、睾丸质量、睾丸及附睾脏器系数比较(x±s,n=8)

组别 体质量(g) 睾丸质量(g) 附睾质量(g) 睾丸脏器系数(×1
 

000) 附睾脏器系数(×1
 

000)

正常对照组 485.45±42.96 3.65±0.23 0.82±0.04 7.60±0.56 1.70±0.15

LA对照组 467.50±37.26a 3.63±0.25 0.85±0.11a 7.80±0.87a 1.80±0.24

PFOS染毒组 383.87±52.12ab 3.59±0.18 0.73±0.05ab 9.50±1.22ab 1.90±0.16a

低剂量LA组 409.79±25.88ab 3.63±0.13 0.75±0.04ab 8.90±0.62ab 1.80±0.17

高剂量LA组 420.33±20.33ab 3.60±0.22 0.80±0.06 8.40±0.71ab 1.90±0.14a

F 6.12 6.34 10.53 2.43 2.45

P 0.02 0.68 <0.05 0.03 0.03

  注:与正常对照组比较,aP<0.05;与LA对照组比较,bP<0.05;-表示无数据。

2.2 5组大鼠精子计数比较 正常对照组、PFOS染

毒组、LA对照组、低剂量LA组、高剂量LA组的大

鼠精子计数分别为(20.38±4.21)×106、(10.50±
1.93)×106、(18.25±5.26)×106、(14.50±2.56)×
106、(16.25±1.49)×106,5组大鼠精子计数比较,差
异均有统计学意义(F=6.20,P=0.03),PFOS染毒

组、低剂量LA组、高剂量LA组大鼠精子计数低于正

常对照组,LA对照组、低剂量LA组、高剂量LA组

大鼠精子计数高于PFOS染毒组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。
2.3 睾丸HE染色 HE染色结果显示,PFOS染毒

处理后,大鼠睾丸生精小管形态结构不完整,间质细

胞数量减少,紧密连接结构破坏,各级生精细胞排列

紊乱,生精上皮空泡化改变。见图1。

  注:A为正常对照组;B为LA对照组;C为PFOS染毒组;D为低剂量LA组;E为高剂量LA组。

图1  睾丸 HE染色结果(×400)

3 讨  论

  近年来,随着工业的不断发展,各种环境污染物

给自然界的生物及人类健康带来严重危害。
 

全氟化合

物是近些年新发现的环境污染物[7],可对人体免

疫[8]、神经[9]、生殖[10]等多个系统造成毒性损伤。美

国国家环境保护局于2022年9月将该物质列为危险

物质[11],现以全氟化合物中主要的PFOS备受关注,
虽然有关该化合物的研究较多,但主要集中在其代谢

及化学结构上。目前有研究报道该物质会损伤女性

卵巢颗粒细胞[12-13],但是对男性生殖毒性研究的报道

还较少。全氟化合物的急性毒性不高,但因其稳定的

理化性质使其产生的慢性毒性较强,因此需对该类化

合物的慢性及急性毒性进行比较并深入研究。本课

题选取急性染毒的方式对大鼠进行处理,观察该物质

对大鼠的毒性效应,对比染毒前后大鼠精子计数、睾
丸结构的变化,这一染毒方式可在短时 间 观 察 到

PFOS所致的大鼠生殖毒性效应。已有实验表明活性

氧(ROS)是导致男性不育的重要因素之一[14],因此本

研究从氧化应激方面探讨抗氧化作用对PFOS所致

生殖毒性的保护作用。
LA被称为“万能抗氧化剂”[15],在消化系统[16]、

神经系统[17]及内分泌系统[18]中均有应用,现已成为
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抗氧化研究的热点。目前有关LA在生殖系统方面

的研究主要是维持机体正常内分泌,保护精子不受氧

化应激损伤[19],但LA改善各种毒物对生殖系统的损

伤作用的研究尚少。因此,本研究对染毒大鼠进行干

预,观察其治疗效果。
随机将40只成年雄性SD大鼠分为5组,并采用

灌胃法连续处理28
 

d。大鼠体质量变化在一定程度

上可以反映整体损伤情况,结果显示与正常对照组相

比,PFOS染毒组大鼠体质量下降(P<0.05),这可能

是因为PFOS对大鼠造成毒性效应,导致大鼠多个系

统出现损伤,从而食欲下降,这一现象也说明本研究

造模成功[19]。经PFOS干预后,高剂量LA组和低剂

量LA组大鼠体质量较LA对照组低,差异有统计学

意义(P<0.05),说明LA对PFOS的毒性作用可能

起到了改善作用。脏器系数这一指标可以很好地反

映体质量变化是否对动物脏器产生了影响[20]。为了

检测大鼠性器官是否受到PFOS的毒性影响,本研究

又计算了大鼠的脏器系数,结果显示附睾在PFOS的

毒性作用下质量减轻,而经LA干预后,大鼠睾丸、附
睾脏器系数升高,说明LA起到了改善作用。生精情

况是否良好是检测雄性生殖健康的灵敏指标,为了检

测LA对染毒大鼠的干预作用,本研究统计了大鼠睾

丸精子计数,结果发现经PFOS染毒后,大鼠精子计

数降低,LA联合PFOS处理后精子计数表现为不同

程度回升,说明LA干预确实有改善作用。睾丸是产

生精子的场所,HE染色可准确观察睾丸的损伤程度

及LA对其改善作用。因此,本研究对大鼠睾丸组织

结构进行了观察,与正常对照组及LA对照组相比,
PFOS染毒组大鼠睾丸生精小管管壁变薄,两生精小

管间结构破坏,官腔内生精细胞有不同程度破坏,经
LA干预后,上述现象得到改善,但不能恢复到正常水

平,精子发生这一过程在生精小管中进行,因此,精子

计数的变化和睾丸组织结构的改变有紧密的联系。
睾丸组织结构变化与精子计数变化趋势相一致。

综上所述,本研究分析证实了LA可改善PFOS
所致大鼠生殖毒性效应,为PAOS所致的雄性生殖毒

性效应提供了新证据,也为临床上治疗相关疾病提供

参考,同时也提醒人们远离该类环境污染物。
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