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摘 要

用 3 o
mg /k g体重的酷酸棉酚喂大白鼠

,

从服药的第 3 周
,

即发现曲细精管的电

位差由 34 ℃ 时的对照值 4
.

7 5士 1
.

39 m v 降为 3
.

63 士 0
.

79 m v
,

并且失去了电位差
一

温

度之间的线性关系
.

服药至第 , 周时
,

硝酸钢可透入基底膜
,

进入上皮内和部分支持

细胞紧密连接结构 ; 服药 8 周后
,

硝酸钢可透过支持细胞的紧密连接结构
,

同时该 区

排列变为不规则
.

提示棉酚可导致血辜屏障功能障碍
,

从而破坏精子发育环境
,

这可

能是棉酚抑制精子生成的主要原因之一

近十余年来
,

我国对棉酚的抗精子发生的作用机理
,

药理及毒理已经进 行 了广 泛 的 研

究
〔卜 ”

.

对翠丸的超微结构的研究表明
:
中

、

晚期的精子细胞对棉酚的作用最敏感
,

受害也最

严重
.

生精细胞的发生过程主要是在曲细精管中完成的
.

对曲细精管分泌液的化学成分的分析

发现
,

管 内液和血浆的成分相比具有明显的差异呷
, .

管内具有高浓度的钾和某些氨基酸
,

而

钠的浓度和一些蛋白质的浓度却很低
.

管内外浓度差构成了一定的电位差
,

通常管内比管外

低 5一 7 mV[ 卜 10J
.

这种差别证明曲细精管的血攀屏障主要由基底层的类肌细 胞 和上 皮 内的

支持细胞所构成的
.

特别是支持细胞之间的紧密连接结构
,

使得某些物质不易渗进 管腔 内

部 1l[ 一 131
.

生精过程对周围环境是非常敏感的
,

而血翠屏障的存在显然构成了一个特殊的内环

境以适合生精细胞的发育
t期

.

当辜丸受到加热或翠丸滞留在腹腔时
,

通常会出现曲细精管的电位去极化现象
,

管内外的

电阻降低
,

支持细胞分泌减少和胞膜通透性增加
,

同时导致了精子发育受抑和支持细胞超微结

构的改变
Ll ` ,` 5 ] .

根据精子发生过程要求一定环境以及棉酚可以破坏精子发生的事实
,

我们推想
: 棉酚之

所以抑制精子细胞发育
,

可能是棉酚改变血辜屏障
,

破坏了精子细胞发育的必要环境而引起

的
.

本研究应用电生理学和超微结构技术
,

以便从功能和结构上对棉酚破坏精子细胞发育的

可能机理进行分析
.

本文 1 9 8 2 年 10 月 9 日收到
.
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一
、

材 料 和 方 法

1
.

成年 wt s ie r大鼠
,

体重 20 0一 2 50 克
,

每 10 只一笼饲养
,

自由摄食
.

实验组每 日喂服棉

酚 30 毫克 /公斤体重
,

分别于喂服 3 周
、

5 周和 8 周后供实验之用 ;对照组动物喂服等量溶剂
.

2
.

电生理学研究

动物在戊巴比妥钠 ( 斗o m g / kg 体重 )腹腔麻醉下
,

取仰卧位
,

纵切左或右侧阴囊
,

暴露攀丸

并置于碗形小浴槽内
,

用生理溶液浸泡
,

剥去翠丸白膜
, 在解剖显微镜下分离曲细精管

.

浴槽

四周用水浴加温
,

并根据实验需要调至一定温度
.

曲细精管内电位的测量用尖端直径为 1户 的玻璃微电极
,

电极用 3 M 的 K CI 充灌
,

并用

人g /A g CI 电极作为参考和引导电极把玻璃微电极连至 M E z 一 8 2 01 型的微电极放大器上
.

在

解剖显微镜的监视下
,

用液压式微推进器把电极与曲细精管的长轴成一锐角插人管腔内
,

这样

可避免电极尖端留在或穿出壁层
,

并能记录到稳定的直流电位
.

记录到的极化 电位通过微电

极放大器馈人直流放大器
,

最后显示在 v C一9 型的示波器上
,

电位差可通过记录器记录
,

微电

极放大器或经摄影测 出
.

为了避免穿刺而导致 曲细精管电位泄漏
,

每条曲细精管只作一次记录
.

3
.

超微结构研究

3 周组的 7 只动物
,

其中实验组 4 只
,

对照组 3 只 ; 5 周和 8 周组的动物分别为 20 只
,

其

中实验组和对照组各半
.

动物在戊巴比妥钠麻醉下
,

经由塞丸动脉先用洛氏液灌洗
,

然后再用

含有 5并 的硝酸翎洛氏液灌流 (为防止硝酸铜形成沉淀
,

洛氏液中除去碳酸氢钠 )
,

由注 射式灌

流泵控制灌流速度恒定在 。
、

3 o l/ m
,

时程 40 分钟
.

然后将辜丸摘出
,

取小块组织
,

立刻固定于

2
.

5多的戊二醛磷酸缓冲液中 30 分钟
,

用同样缓冲液洗二次
,

再固定于 1多 的钡酸磷酸缓冲固

定液中 1
.

5 小时
.

组织经逐级丙酮脱水
,

在国产环氧树脂 6 18 中包埋
,

超薄切片
,

J--c 6 电镜

观察及照像
.

二
、

结 果

1
.

曲细精管的电位差特性

10 只对照大鼠共记录了 1 15 条曲细精管
,

在不同温度下的极化电位
,

在 34 ℃ 所测得的

电位差为 4
.

7 5 士 1
.

39 m v ,

腔内为负 ;在 26 至 40 ℃ 的范围内
,

最高极化 电位是 1 3 m v ,

最低为

l m v
,

将不同温度范围内所测得的极化电位值
,

经过求相关系数和直线回归方程处理
,

表明电

位差与温度具有线性关系
,

其斜率为 。
.

3 l m v /℃
,

Q铭
一

o37 c
是 2

.

1 ,

当温度上升至 42 ℃ 时 ,

电位

反而下降
,

对照组大鼠所获得的上述结果与 lG ad w ell 叫 所报告的结果相类似 (图 1 )
.

2
.

棉酚对曲细精管电位差的影响

从服用棉酚第 3 周的动物 (
, 一 3 ) 曲细精管的测定中发现

,

曲细精管的极化 电位普遍降

低
,

由对照组的 4
.

75 士 1
.

39 mv 降至 3
.

63 士 。
.

7 9 mv
.

从第 , 周 (
。

~ 3 ) 和第 7 周 (
n ~ 3 )组的

动物所得的结果与第 3 周组没有差异
.

在这三组动物的 1 68 条曲细精管的测定中
,

最高电位

差为 6 m v
,

最低为 l m v
.

令人不解的是从 27 至 42 ℃ 的范围内
,

电位差和温度之间并没有相

关关系
.

绝大部分管腔电差分布在 2一 4 m V 的范围内 (图 2 )
.

对同一条曲细精管在不同温度

范围内所侧得的结果也类似于总体的结果
.

尽管在服用棉酚后曲细精管的电位差下降
,

但在
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图 2 服用棉酚后
,

曲细精管电位差和温度之间的关系

所有的测量中
,

并没有发现电位差为零的
.

说明曲细精管的支持细胞并没有完全丧失维持血

辜屏障活动的功能
.

在本研究中
,

我们并没有观察到棉酚对曲细精管电位差影响的动力学过程
,

似乎服用棉酚

的第 3 周
,

对血辜屏障的影响已达到顶点
.

3
.

超微结构的观察结果

对照组动物
,

相邻基底层类肌细胞形成封闭的细胞连接处
,

可见大部分硝酸铜被排阻于 曲

细精管之外
,

只小部分硝酸镜能渗人至上皮内
,

分布在精原细胞和细线前期初级精母细胞周围

的细胞间隙中 (图版 I , l一 2 )
.

在靠近曲细精管上皮基底膜处
,

可观察到支持细胞之间所特有

的紧密连接结构
,

其两侧对称分布着特化的细胞内结构 (图版 I , 3 )
.

硝酸斓只到达极短的距

离
,

未能穿透紧密连接 (图版 I , 1一 3 )
,

显示其屏障的完整性
.

在服棉酚 3 周的动物中
,

血辜屏障仍然保持完整
,

其基底腔室和旁管腔室的结构与对照组

相同
.
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服用棉酚 5周组的动物中
,

硝酸铜可透过大部类肌细胞之间封闭的细胞连结
,

并进人上皮

内
,

分布在精原细胞和细线前期初级精母细胞周围的间隙中
.

此时可见硝酸斓的沉淀物能够

透人支持细胞紧密连接较长的距离 (图版 I
,

5 )
,

但未观察到近腔室的细胞间隙中有硝酸斓的

沉淀物 (图版 I ,

幻
.

经过 8 周棉酚处理的动物
,

硝酸斓已透过大部分精细管的类肌细胞屏障
,

沉淀物不但围绕

着精原细胞
,

细线前期初级精母细胞之间的细胞间隙中
,

而且进人到粗线期初级精母细胞之间

的空隙中 (图版 I , 6 ; 图版 n , 1) ; 有些细管受到轻度损伤的动物
,

支持细胞间的紧密连接形

态仍保持完整
,

但其通透性有所增加 (图版 n , 2一 3 )
.

受到严重损伤的动物
,

支持细胞紧密连

接结构排列不规则 (图版 n
, 4 )

,

硝酸铜沉淀物已分布旁管腔室细胞之间的间隙中
.

说明长期

服用棉酚可使构成血塞屏障的支持细胞紧密连接结构受到损害
.

兰兰
_

布汁 铃
一

、 r 一 r . .口

1
.

本实验结果表明
,
口服棉酚 3 周对大鼠的曲细精管的电位差产生明显的影响

,

服药 5 周

即可见到支持细胞紧密连接结构松弛
,

服药 8 周即发现严重损害
,

硝酸铜透人紧密连接结构的

范围增大
.

表明棉酚对曲细精管血辜屏障的影响先于棉酚的抗生育作用
〔七 而对血塞屏障的

影响首先表现在生理功能的改变
,

尔后才发生组织学的损害
.

翠丸加热处理或使用隐辜手术
,

也可导致曲细精管电位差下降侧
,

支持细胞的紧密连接结

构松弛
,

雄激素结合蛋 白明显减少
L12]

,

说明支持细胞的功能低 下
.

棉酚对曲细精管的作用恰好

与上述的作用颇为相似
.

已知支持细胞不但具有选择性分泌的能力
,

而且还有主动运转某些

离子的功能
,

以及由于相邻支持细胞之间的紧密连接结构能够阻止离子的被动渗透
,

因而造成

曲细精管内外之间维持一定的电位差
.

支持细胞的主动运转离子是一个需要能量供应的化学

过程
.

因此
,

当细胞的能量代谢受到影响时
,

曲细精管的电位差必然要降低
.

而恰恰局部加热

攀丸常常可以见到细胞的线粒体受到损害
〔, ` ,

.

从上述的事实说明
,

血辜屏障与支持细胞的正常活动
,

特别是能量代谢活动有密切的关

系
.

2
.

服用棉酚的大鼠
,

除曲细精管的电位差降低外
,

而且 电位差不随温度的改变而改变
.

不

受棉酚作用的支持细胞
,

由于它的选择性分泌和主动运转某些离子的能 力
,

更兼紧密连接结构

是完整的
,

因此
,

在一定范围内
,

曲细精管的电位差与细胞的温度成一定的线性关系
.

Q北
一
37o c

为 2
.

1
,

暗示电位差与胞内的化学反应有关
.

棉酚不但使支持细胞的生理功能受到影响
,

而且紧密连接结构也受到损害
.

因此
,

离子的

被动渗透作用必然增强
,

特别是一些低分子量的离子
,

更易通过紧密连接结构
.

纵然随着温度

的上升可使细胞的代谢活动有所增强
,

但离子的渗透作用也可因温度升高而加快
.

这可能是

服用棉酚后曲细精管失去电位差
一

温度线性关系的原因
.

考虑到棉酚对 曲细精管血辜屏障的影响先于棉酚抗生育效果的出现
,

局部加热窦丸
,

结扎

输精管
,

或用辜丸提取物注射等手段 皆可使血翠屏障受到相同的影响
,

特别是类肌细胞闭合的

细胞接触透过性增加
,

支持细胞紧密连接结构松弛
,

并随后产生精子发育障碍
〔1、 ls,l .v1 8] .

上述

的结果提示棉酚可引起支持细胞生理功能障碍和结构损害
,

从而破坏精子变态发育的环境
,

这

可能是棉酚影响精子细胞发育的主要因素之一
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