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摘要:喹乙醇具有一定的蓄积毒性 、遗传毒性和诱变性等毒理作用 。试验用 2%吐温-80 将喹乙

醇配成悬浊液 ,对小鼠进行灌喂 ,分别于 4 d , 8d ,12 d颈椎脱臼处死小鼠取其睾丸组织;采用免疫组

织化学方法 ,检测喹乙醇对小鼠睾丸生精细胞凋亡调控基因 Bax 蛋白表达的影响 ,进而研究喹乙

醇对小鼠睾丸生精细胞凋亡的影响 。结果表明 ,Bax 蛋白的表达随着药物浓度的升高而呈显著变

化 ,即呈现一定的剂量—效应关系 。
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　　细胞凋亡是受基因控制的一种主动性细胞自杀

过程 ,是细胞自主的有序死亡 ,也是机体进行正常新

陈代谢和生理活动的保障 。目前已发现某些物理因

素(辐射 、高温等)、细胞因子 、病毒感染和化学药物

等都可诱导细胞凋亡[ 1] 。喹乙醇为一种化学合成抗

菌促生长剂 ,具有一定的蓄积毒性 、遗传毒性和诱变

性
[ 2 ～ 4]
等毒理作用 ,可引起多个内脏器官的变性 、坏

死[ 5] 、血细胞减少 、SOD 酶活性降低等[ 6] 。在精子

发生过程中 ,生殖细胞经历了一系列的减数分裂 、有

丝分裂 、细胞分化形成精子细胞 ,其中有很多生殖细

胞发生凋亡 。若凋亡过度 ,则引起少精子症;若凋亡

不足 ,则导致多精子症[ 7] 。而 Bax 具有促进睾丸生

殖细胞凋亡 ,对维持正常的精子发生起重要作用。

试验通过检测Ba x ,讨论喹乙醇对小鼠睾丸生精细
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自我复制的功能相符 ,在细胞分裂时 , R-质粒也同

时进行复制 ,而使子细胞也带有耐药质粒[ 8] ,进而出

现耐药现象 ,且不会在短时间内消失。

3)为了控制耐药现象的发生 ,临床上应做到合

理使用抗菌药物 ,如采取联合用药 、交叉用药 、轮换

用药的方式
[ 9]
。这样既可以充分发挥抗菌药物之间

的协同作用 ,增加疗效;又可避免细菌长期接触某一

种药物 ,增加耐药性产生的机率。临床用药时 ,最好

结合药敏试验 ,做到有针对性地用药。另外 ,还可以

考虑使用中兽药以及其他的小肽类产品 ,替代目前

常用的抗菌药 ,达到少用抗菌药的目的 。
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胞凋亡的影响。

1　材料和方法

1.1　动物分组及处理

将 7 ～ 12周龄 36只雄性昆明小鼠 ,随机分成 6

组。喹乙醇分为 80mg/kg (1/30LD50)、120mg/kg

(1/20LD50 )、 240mg/kg (1/10LD50)、 480mg/kg

(1/5LD 50)4个剂量组 ,用 2%吐温-80 配成混悬液

灌胃 。阴性对照组(即溶剂组)用 2%吐温-80 灌

胃;同时设 1个正常对照组 。小鼠饲养 1周后开始

灌胃给药 ,每天 1 次 ,分别于 4 d , 8 d , 12 d颈椎脱臼

处死小鼠 ,取其睾丸组织 ,进行免疫组化试验 。

1.2　样品处理

载玻片预先用多聚赖氨酸进行处理;小鼠睾丸

组织用 10%中性缓冲福尔马林固定 24h以上 ,石蜡

包埋 。切片常规脱蜡入水 。

1.3　操作步骤

采用武汉博士德生物工程有限公司的试剂盒 。

主要步骤为:10%的中性福尔马林溶液中固定 24 h 。

石蜡切片常规脱蜡入水。30%H 2O 2 1份+蒸馏水

10份混合 ,室温孵育 5 ～ 10min ,以灭活内源性过氧

化物酶的活性;蒸馏水洗 3 次。滴加 0.1%的胰蛋

白酶作消化液 ,消化 5 ～ 10min 后蒸馏水洗 3次 。

滴加 5%BSA 封闭液 ,室温 20min 。甩去多余液体 ,

不洗 。滴加适当稀释的特异性第 1 抗体(Bax),

37℃,1 h。PBS(pH7.2 ～ 7.6)洗 3次 ,每次 2min ,

再滴加特异性生物素化第 2抗体 , 37℃湿盒孵育

30min;PBS(pH7.2 ～ 7.6)洗 3次 ,每次 2min 。滴

加试剂 SA BC ,37℃湿盒孵育 30min;PBS(pH7.2 ～

7.6)洗 4次 ,每次 5min。

DAB显色使用 DAB显色试剂盒 ,取 1mL 蒸馏

水 ,加试剂盒中 A , B ,C 试剂各 1滴 ,混匀后加盖切

片。室温显色 ,镜下控制反应时间 10 ～ 30min 。再

滴加苏木素轻度复染 ,脱水 、透明 、封片 。显微镜下

观察结果 ,拍照并纪录结果。采用 JD-801形态学

显微图像分析系统进行分析。

2　结果与分析

喹乙醇对小鼠生精细胞 Ba x 基因表达的观察

结果见图 1 ～ 4;对小鼠生精细胞 Bax 蛋白表达的影

响见表 1。

　　从图 1 ～ 4 、表 1 可以看出 ,生精细胞凋亡诱导

基因 Bax 表达时 ,正常组 、阴性组和 80mg/kg 喹乙

醇组的 Bax ,主要定位于曲精小管的精原细胞和初

级精母细胞 。喹乙醇超过 120mg/kg 的高剂量组 ,

在各级生精细胞均有表达;而且在曲精小管的间质 ,

有时也可见到 Bax 大量表达 。Bax 凋亡诱导蛋白

主要存在于细胞浆和细胞膜中 ,阳性细胞在细胞浆
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表 1　喹乙醇对生精细胞 Bax 蛋白表达的影响

组别 指标
时间(d)

4 8 12

正常组 阳性面积比 1.06±0.24 0.98±0.28 0.87±0.21

灰度值 157.51±10.23 152.31±9.89 145.65±9.23

阴性组 阳性面积比 0.98±0.19 1.04±0.27 0.73±0.09

灰度值 157.78±8.76 155.88±11.56 150.45±8.26

1/ 30 LD 50 阳性面积比 0.82±0.18 1.83±0.42a 0.91±0.23

灰度值 135.67±17.97 151.47±23.53 154.07±19.07

1/ 20 LD 50 阳性面积比 1.96±0.54ab 1.47±0.31 1.24±0.32

灰度值 169.64±26.74 150.75±19.37 144.06±20.03

1/ 10 LD 50 阳性面积比 2.68±0.34ab 2.23±0.41ab 2.33±0.25ab

灰度值 163.24±12.89 146.19±15.86 143.02±14.73

1/ 5 LD 50 阳性面积比 1.79±0.65ab 2.74±0.46ab 3.36±0.54AB

灰度值 159.24±15.56 131.27±10.85ab 132.27±15.31b

　注:a 表示与正常组比较差异显著 , P<0.05;b表示与阴性组比较差异显著;A 表示与正常组比较差异极显著 , P<0.01;B表示与阴性组
比较差异极显著

和细胞膜中出现棕色和棕黄色的颗粒。

　　从灰度值来看 ,同对照组比较 ,各试验组随着浓

度的升高灰度值在逐渐下降 ,但多数差异不显著(P

>0.05);8 d和 12 d的 480mg/kg 喹乙醇组灰度值

下降显著(P<0.05),说明 Bax 蛋白表达浓度增加。

3　讨论

细胞凋亡是细胞受到某种信号刺激后产生的一

种缓慢的程序化死亡 ,受细胞内外多因素调控 。生

精细胞的生理性凋亡对于去除受损的细胞 、控制细

胞数量和保证精子的质量有其重要意义 。细胞凋亡

过程是受基因精确调控的 ,目前发现与细胞凋亡相

关的基因有两类 ,Bax 基因是近年来新发现的一种

凋亡促进基因 ,属 Bcl-2同一家族基因。Bax 不但

有拮抗 Bcl-2的抑制凋亡的作用 ,而且同时具有直

接促进细胞凋亡的功能。Bax 作为促进细胞凋亡

的基因代表 ,Bcl-2作为抑制细胞凋亡的基因代表 ,

两者在细胞内的表达水平决定了细胞的生存与死

亡[ 8] 。喹乙醇是一种低毒 、高效 、用量少的抗菌促生

长剂 。作为一种饲料添加剂广泛地应用于畜禽生产

中 ,能有效地预防疾病 ,提高饲料利用率 ,影响代谢 ,

提高氮的沉积 ,从而促进蛋白质 、组织细胞的形成 。

试验通过测定 Ba x 基因 ,讨论喹乙醇对睾丸生

殖细胞凋亡的影响 ,从整体来看 ,正常组和阴性对照

组曲精小管中 Bax 蛋白表达较少;4d 时 ,喹乙醇剂

量超过 120mg/kg 的各试验组阳性表达面积均显著

高于正常组和阴性对照组 ,但未呈现规律性;8 d时 ,

喹乙醇各试验组阳性表达面积较 4d时有所升高 ,而

且 240mg/kg 和 480mg/kg 组与正常组和阴性组比

较 ,升高显著 。同时 ,随着药物浓度的升高 ,阳性表

达面积增大 ,呈现一定的剂量—效应关系;12d 时这

种剂量 —效应关系依然存在 。除 240mg/kg 组阳性

表达面积增加显著外 ,剂量达到 480mg/kg 时增加

极显著(达 3.36)。可以看出 ,一定量的喹乙醇对睾

丸生殖细胞凋亡有促进作用 。
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