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邻苯二甲酸二丁酯和苯并［!］芘联合染毒对大鼠睾丸支持细胞的影响
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( ( 摘( 要：目的( 探讨邻苯二甲酸二丁酯和苯并［*］芘单独或联合染毒对大鼠睾丸支持细胞增殖及乳酸分泌的影响。
方法( 分离纯化大鼠睾丸支持细胞，油红 + 染色鉴定纯度大于 ,"-后，以 ". !、!、!"、!""、$"" !/ 0 12 邻苯二甲酸二丁酯
（3456782 9:7:*2*7;，<=>）和 ". "!、". !、!、!"、!"" !/ 0 12 苯并［*］芘［5;?@A（*）98B;?;，=*>］单独或依次联合染毒，用 CDD 法
检测对支持细胞增殖的影响，并测定培养液中的乳酸含量。结果( <=> 染毒后 !"" !/ 0 12 吸光度值［!（%,"）］显著高于
对照组（" E ". "!）。=*>染毒各组的 !（%,"）值与对照组比较，无统计学差异。<=> !"" !/ 0 12 F =*> !" !/ 0 12 联合染毒
组 !（%,"）值显著上升（" E ". "!），而在 $"" !/ 0 12 <=> F $" !/ 0 12 =*>联合染毒组 !（%,"）值下降（" E ". "$）。<=> !""
!/ 0 12组、!"" !/ 0 12 <=> F !" !/ 0 12 =*>组和 $"" !/ 0 12 <=> F $" !/ 0 12 <=>组培养液中的乳酸显著增加（" E ". "!），
<=> $"" !/ 0 12组和 =*> $" !/ 0 12组培养液中的乳酸含量也增高（" E ". "$）。结论( 一定剂量 <=>可刺激支持细胞增殖
并增加乳酸分泌，=*>虽不抑制支持细胞的增殖，但可使乳酸分泌增加。二者联合作用，在一定剂量下以 <=> 的效应为
主，但在高剂量可抑制细胞增殖，呈现一定的协同作用。
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第 !! 期" 邱志群，等#邻苯二甲酸二丁酯和苯并［$］芘联合染毒对大鼠睾丸支持细胞的影响"

" " 水中持久性有机污染物（ %&’()(*&+* ,’-$+). %,//01
*$+*(，232(）对人体健康的危害是目前国内外关注的
问题。由于污染物种类繁多，特性各异，加上人类处于

长期低剂量暴露状态，目前尚无较好的方法监测其对

人体的危害，寻找体外检测评价方法是目前的研究热

点。众多污染物中以邻苯二甲酸酯类和多环芳烃类污

染最为严重，其中的代表物分别为邻苯二甲酸二丁酯

（4)50*6/ %7*7$/$*&，892）和苯并［ $］芘［ 5&+:,（ $）%61
’&+&，9$2］［!］。已有研究显示 892已经广泛的存在于
自然界及人体内，美国 ;<2的研究确认其具有显著的
雄性生殖毒性［=，>］，9$2 有确定的致癌性，文献报道其
也具有雄性生殖毒性［?］，二者的毒作用靶细胞可能均

为睾丸支持细胞，但目前尚少见二者联合作用的相关

报道。本研究采用 892 与 9$2 单独或联合作用于原
代培养的大鼠睾丸支持细胞，观察其影响，为在细胞水

平检测有机污染物的联合作用提供实验依据。

!" 材料与方法

!# !" 实验动物与主要试剂
" " !@ A =! 日龄雄性 B8大鼠（睾丸未下降至阴囊），由第三军
医大学实验动物中心提供。8CDC E F!= 培养基（G)5)., 9HI，
爱尔兰），J 型胶原酶、胰蛋白酶、四甲基偶氮唑盐（C<<）
（B)-K$公司，美国），胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限
公司），油红 3、乳酸测试盒（南京建成生物工程研究所）。
!# =" 支持细胞的分离、纯化与培养
" " 根据 L0的方法［M］改进并按以下步骤进行。颈椎脱臼法
处死大鼠，消毒腹部皮肤后无菌取睾丸，剥开睾丸被膜，挤出睾

丸实质，小心剔除血管，用眼科剪将组织剪成 ! A = KK>碎块。

加入 N# =MO胰蛋白酶，于 >P Q，MO R3=培养箱中消化 =N A
SN K)+，加入含有小牛血清的培养液终止消化，离心 = 次去除胰
酶；再用 N# NMO J 型胶原酶于 >P Q，MO R3=培养箱中消化

>N ASN K)+，终止消化后 !NN 目细胞筛过滤，离心洗涤去除胶原
酶。加入培养液（8DCD E F!=、I1谷胺酰胺 > K- E K/、=NO胎牛血
清、青霉素 !NN T E K/、链霉素 !NN T E K/）制成单细胞悬液，苔盼
兰染色，计数。将细胞稀释成（> A ># M）U !NM个 E K/ 的细胞悬
液，接种于培养瓶中，>M Q 、MO R3=培养箱培养，?@ 7 后加入
少量 =N KK,/ E I <’)(1VR/（%V P# ?）处理生精细胞，继续培养备
用，隔日换液 ! 次。

!# >" 油红 3特异性染色确定细胞纯度
" " <’)(1VR/处理了生精细胞后 = 4，胰酶消化细胞接种到置有
盖玻片的 S 孔培养板内，放入 >M Q ，MO R3=培养箱培养 ?@ 7
后，夹出爬片，29B洗 > 次，每次 M K)+，MNO异丙醇固定 ! K)+，
油红 3染色液染色 !N K)+，蒸馏水冲洗 > 次，每次 ! K)+，苏木
精染色 M K)+，!O盐酸酒精分色及返蓝后，镜下观察计数。

!# ?" 对支持细胞增殖的影响
" " 按 ! U !NM个 E孔的密度接种于 WS 孔培养板，MO R3=、>MQ

培养 =? 7后，弃去全部培养液，按如下实验分组进行染毒：以
8CB3为溶剂的 N# !、!、!N、!NN、MNN !- E K/ 892 各组和 N# N!、

NX !、!、!N、MN !- E K/ 9$2 各组以及 892 Y 9$2 联合染毒（按剂
量从低到高依次对应联合，参见表 !），另设溶剂对照组
（! !/ E K/ 8CB3）和空白对照组。每个组 @ 个平行孔，置 >MQ、
MO饱和湿度孵箱内培养 =? 7。然后吸出培养液储备于 Z PNQ
备另测乳酸，每孔加入 !@N !/培养液（不含血清）和 =N !/ C<<
（M K- E K/），继续孵育 ? 7，小心吸弃孔内培养液，每孔加入
!MN !/ 8CB3，振荡 !N K)+，待颗粒充分溶解后，在自动酶联免
疫检测仪以 ?WN +K波长测定各孔光吸收值 !（?WN）。该实验
重复进行 > 次。

表 !" #$%和 $&%染毒 ’( )后支持细胞的活性（" [ @，!# \ $）

组别 !（?WN）值
空白对照组 N# @P= \ N# N>>
8CB3对照组 N# @?P \ N# N=N

892 N# ! !- E K/组 N# @=> \ N# NN!
! !- E K/组 N# @PP \ N# N!=
!N !- E K/组 N# W@? \ N# !PN
!NN !- E K/组 !# ?S? \ N# !>=$

MNN !- E K/组 N# PW> \ N# !?W
9$2 N# N! !- E K/组 N# @=N \ N# N>?

N# ! !- E K/组 N# @M! \ N# N!N
! !- E K/组 N# @=! \ N# NN?
!N !- E K/组 N# WN= \ N# N=M
MN !- E K/组 N# @!M \ N# NN?

联合染毒 N# ! !- E K/ 892 YN# N! !- E K/ 9$2组 N# WM> \ N# NN!
! !- E K/ 892 YN# ! !- E K/ 9$2组 !# N=@ \ N# N=!
!N !- E K/ 892 Y! !- E K/ 9$2组 !# N! \ N# N=!
!NN !- E K/ 892 Y!N !- E K/ 9$2组 !# P?= \ N# NN@$

MNN !- E K/ 892 YMN !- E K/ 9$2组 N# SN@ \ N# N@?5

$：% ] N# N!，5：% ] N# NM，与 8CB3组相比

!# M" 培养液中乳酸的测定
" " 为生精细胞提供乳酸是支持细胞的功能之一，培养液中的
乳酸含量可以反映支持细胞的状况。取出冻存的培养液（不超

过 ! 个月），按照乳酸测定试剂盒（批号：=NNPNPNM）方法和步骤
测定乳酸。

!# S" 统计学分析
" " 采用 B2BB !=# N ^,’ _)+4,_( 统计软件包进行统计学分析，
数据用 !# \ $表示，细胞增殖活性和乳酸含量均采用单因素方
差分析和 &检验进行组间比较。

’" 结果

=# !" 支持细胞纯度鉴定
" " 镜下可见，支持细胞胞体呈宽大的柱状或不规则状，有粗
大的突起，细胞质内可见小吞噬物或小空泡，核大呈蓝色，卵圆

形或不规则形，核质均匀。细胞质中有大小不等的红色脂滴，

此为支持细胞的特异性标志之一，生精细胞与间质细胞均不着

红色（图 !）。经过二步酶消化法分离纯化的支持细胞纯度达
WNO以上。

=# =" 对支持细胞增殖的影响
" " 采用 C<<法检测不同浓度的 892和 9$2作用 =?7后支持
细胞的活性，结果显示溶剂对照组与空白对照组比较，差异无

统计学意义（% ‘ N# NM）。892 染毒后 ! !- E K/ 组、!N !- E K/ 组
和 !NN !- E K/ 有刺激细胞增殖的趋势，其中 !NN !- E K/ 显著高

>NN!



于对照组（! ! "# "$），而 %"" !& ’ () *+,组的 "（-."）值略微下
降。+/,染毒各组的 "（-."）值与对照组比较，无统计学差异。
$"" !& ’ () *+, 0 $" !& ’ () +/, 联合染毒组 "（-."）值显著上
升（! ! "# "$），而在 %"" !& ’ () *+, 0 %" !& ’ () +/,组 "（-."）
值下降（! ! "# "%）。

图 !" 支持细胞油红 #染色观察"（ 1 2""）

2# 34 培养液中乳酸的测定
4 4 *+, 和 +/, 染毒支持细胞 2- 5 后，*+, $"" !& ’ () 组、
$"" !& ’ () *+, 0 $" !& ’ () +/,联合染毒组培养液中的乳酸显
著增加（! ! "# "$），而 *+, %"" !& ’ () 组和 %"" !& ’ () *+, 0
%" !& ’ () +/,联合染毒组培养液中的乳酸显著增加（! ! "# "$），
+/, %" !& ’ ()组中培养液与对照比也有增加（! !"# "%）（图 2）。
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+" 讨论

4 4 邻苯二甲酸二丁酯（*+,）是一种广泛应用于工业
生产中的增塑剂。由于 *+, 是添加剂而不是以化学
键的形式与塑料等终产品结合，因此在使用的过程中

不断的向周围环境释放，造成环境污染。饮用水是人

体摄入 *+,的主要途径之一。我国水体中 *+, 含量
从每升水中几微克到几百微克不等［=］。研究表明

*+,可致雄性啮齿类动物睾丸萎缩、质量减轻、睾丸
标志酶活性下降、精母细胞和精子细胞丧失、曲细精管

变性萎缩、生殖道畸形等［>，?］。

4 4 苯并［/］芘（+/,）主要通过大气沉降、城市污水和
工业废水的排放、石油的溢漏污染地表水和地下水，从

而导致饮用水水源受到污染。虽然地表水中的 +/,
含量一般介于纳克到微克级，但是由于其毒性强而被

列为生活饮用水卫生标准的控制项目。+/, 的生殖发
育毒性研究相对较少。目前已有的研究证实 +/, 可
引起睾丸的改变，这些改变包括曲细精管形态学的变

化，生精细胞和精子的减少以及间质细胞肿瘤等［.］。

4 4 睾丸支持细胞对生精细胞具有营养、支持与保护
等多种作用。由于精细胞缺乏糖酵解的酶体系，需要

支持细胞将葡萄糖转化为乳酸和丙酮酸供精细胞利

用，并可阻止血液中某些有害物质进入曲细精管以保

护发育中的生精细胞不受外来毒物的侵袭［$"］。鉴于

支持细胞体内外毒性试验具有良好的一致性，并且具

有省时、简便、毒性检测明确、重复性好等优点，有学者

提出它可以作为生殖毒物的初筛替代系统［$$］。而且

已有在体研究证实 *+, 和 +/, 均可引起生精细胞和
精子的减少［>，.］，这可能与支持细胞受损相关。

4 4 本研究证实 *+, 染毒后在一定的剂量范围内（$
@ $"" !& ’ ()）有刺激细胞增殖的趋势，在 $"" !& ’ ()
达到峰值，显著高于对照组（! ! "# "$）。而高剂量时
（%"" !& ’ ()）抑制支持细胞生长，具有一定的毒作用。
当 *+,与 +/, 联合作用时呈现出 *+, 的作用趋势，
也是在 $"" !& ’ () *+, 0$" !& ’ () +/,组刺激支持细
胞增殖，而在 %"" !& ’ () *+, 0 %" !& ’ () +/, 组对细
胞有毒作用。该结果提示 *+, 可能具有毒物兴奋效
应（5AB(CDED），即在低剂量呈现刺激效应而在高浓度时
呈现抑制效应［$2］。+/,各染毒组均不影响支持细胞的
增殖，可能与 +/,需通过体内的混合功能氧化酶和环氧
化物环化酶的代谢活化方产生较强的毒作用相关。

4 4 细胞培养液中的乳酸升高有两种原因：一是由于
细胞总数量的增加；二是表明细胞糖酵解增加和 ’或细
胞毒性。本实验中两种情况都存在，在 *+, $"" !& ’
()组和 $"" !& ’ () *+, 0$" !& ’ () +/,联合染毒组乳
酸显著增加，与细胞数量的增加相一致。而在 %""
!& ’ () *+,组和 %"" !& ’ () *+, 0%" !& ’ () +/,联合
染毒组乳酸增加则属于第 2 种情况即细胞毒性。值得
注意的是在 +/, %" !& ’ () 组乳酸增加，显示该剂量下
的 +/,对支持细胞有毒性，但是在 :FF 实验中并没有
检测出来，可能是因为代谢相关生化反应比细胞活性的

改变更快。该结果与 G/HI5AJK5JBH等［$3］的研究一致。
4 4 综上所述，低剂量 *+, 可刺激支持细胞增殖，乳
酸变化与此一致。+/, 虽不抑制支持细胞的增殖，但
可使乳酸分泌增加。二者联合作用在一定剂量下以

*+,的效应为主，但在高剂量可抑制细胞增殖，呈现
一定的协同作用，其机制还有待于进一步研究。
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!" 讨论

" " TX+X是非霍奇金淋巴瘤的一个特殊亚型，有特别的染色
体异位 .（&；I）（>&(；[(I）。TX+X 病理形态学表现多样，+F(’
强阳性是诊断的关键。由于其病理形态学的特点，易误诊为其

他疾病。本组中侵犯下肢软组织的 ! 例曾在外院误诊为“横纹
肌瘤”，侵犯腰椎、腰大肌的 ! 例误诊为“脊椎炎”。故应尽早行
病理活检检查。

" " TX+X分为原发型和继发型，原发型 TX+X 分为原发系统
型 TXL ] TX+X、原发系统型 TXLBTX+X 和原发皮肤型 TX+X。
本文大部分病例为中青年男性，多合并结外侵犯，TXL ] TX+X
占多数，男女比例稍低于国外报道。

" " TX+X临床进展较快，起病早期即易经血循环及淋巴管扩
散，治疗原则以全身化疗为基础，同时辅以放疗，手术一般仅限

于诊断性活检。但 TX+X的最佳治疗方案目前仍无定论#对于
低危的 TXL阳性 TX+X患者（ S5S为 ’ * !）可予常规化疗，多采
用含有阿霉素的方案，也有报道称长春新碱在药物治疗中是有

效的［!］，成人 TX+X 多采用中高度恶性 NPX 的治疗方案（如
2T+^5BE、3B2T+P^5）；对于中、高危的 TXL阳性 TX+X（ S5S#
&）及 TXL阴性 TX+X患者，一些报道认为大剂量化疗后可采用
干细胞支持治疗［&］，但尚需积累更多经验进一步确定。

" " 不管应用的是何种治疗策略，从综合结果来看，都取得了
较其他类型侵袭性淋巴瘤较好的疗效。但 TXL 阴性 TX+X 的
治疗效果不理想，无论是常规放化疗，还是大剂量化疗联合干

细胞移植，都没有使患者获得更加满意的长期生存。

" " TX+X 的预后影响因素有：TXL 阳性者优于 TXL 阴性
者［(］；S5S指数越高，预后越差［K］；L6BQJ 阴性者优于 L6BQJ 阳性
者。与本组结果基本相符。文献报道 +FIQ 也是一个重要的预

后因素，+FIQ 阴性者总生存率优于 +FIQ 阳性者［I］，但本组病
例的病理报告中均未体现，可能与病例少有关。此外，本组结

果表明近期疗效越好，生存期越长；伴有全身症状的预后差。

" " 至目前为止，随访期仅 ( 年，尚需进一步追踪观察。总体
来说本组的疗效和生存率低于文献报道，考虑可能与下列因素

有关：!本组 Q 例初治病例中有 K 例获得缓解和生存；"大部
分病例为复治患者，在外院接受过不同剂量的放化疗治疗，疗

效均不理想，且增大耐药性发生的可能性；#病例数较少。尚
需继续积累病例，寻求治疗间变性大细胞淋巴瘤更为有效的治

疗方案和策略。

" " 关键词：淋巴瘤；间变性大细胞；临床特征；治疗
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