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　　摘要：为研究苦马豆素对家兔睾丸生精细胞周期的影响，进一步探讨疯草的中毒机理，将２４只雄性家兔随机分为
对照组和试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组，试验组分别按照Ⅰ组 １５％（苦马豆素含量 ３０ｍｇ／ｋｇ）、Ⅱ组 ３０％（苦马豆素含量
６０ｍｇ／ｋｇ）、Ⅲ组４５％（苦马豆素含量９０ｍｇ／ｋｇ）的比例添加疯草小花棘豆，对照组仅饲喂苜蓿干草，试验期７０ｄ。分
别于攻毒后第１４、第３５、第７０天每次每组随机采集２只家兔的睾丸，通过流式细胞仪测定生精细胞凋亡率和细胞周
期的变化。结果显示，从第３５天开始，试验组家兔生精细胞凋亡率均极显著升高（Ｐ＜０．０１），其中单倍体细胞和二倍
体细胞凋亡率均极显著升高（Ｐ＜０．０１），但四倍体细胞数量无显著变化。与对照组相比，中毒家兔睾丸生精细胞数量
在Ｇ０／Ｇ１期升高，在Ｓ期降低，而且Ｇ１期与Ｓ期细胞数量呈显著负相关。说明苦马豆素可导致家兔睾丸组织生精细

胞凋亡，且呈现出一定的时间－剂量效应。
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　　疯草是豆科黄芪属和棘豆属有毒植物的总称，是西北地
区草原畜牧业危害最严重的有毒植物［１］，具有根系发达、返

青早、抗逆性强、繁殖系数高等特点，极易成为草原中的优势

种［２］。新疆维吾尔自治区每年因采食疯草中毒的放牧家畜

约１００万只（头），其中超过５０％的中毒家畜死亡［３］。苦马豆

素（ｓｗａｉｎｓｏｎｉｎｅ，ＳＷ）是一种多羟基吲哚里西啶生物碱，国内
外研究表明其是疯草的主要毒性成分［４］，中毒家畜主要表现

为繁殖系统和神经系统损伤，其中睾丸、卵巢、脑组织等器官

均出现细胞空泡变性、细胞核萎缩等病理变化［５］。王帅等研

究发现，ＳＷ可导致中毒家兔睾丸萎缩、精子数量与活性降
低，最终导致雄性动物生精功能障碍［６］。张睴检测了 ＳＷ对
大鼠大脑皮质神经细胞的毒性作用，发现 ＳＷ可导致神经细
胞核浓缩，ＤＮＡ片段化，最终导致细胞凋亡［７］。目前有关ＳＷ

对细胞凋亡影响的试验主要集中于其对癌细胞和神经细胞的

作用上，对生精细胞的凋亡及其机制未见报道。本试验通过

制备亚慢性疯草中毒家兔模型，探讨苦马豆素对家兔生精细

胞周期的影响，为家畜疯草中毒的防治提供基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料、试剂与仪器
１．１．１　材料　疯草样品为采自新疆维吾尔自治区策勒县恰
哈乡的小花棘豆（ＯｘｙｔｒｏｐｉｓｇｌａｂｒａＤＣ）风干样，由塔里木大学
动物科学学院草业科学教研室鉴定。

１．１．２　试剂　ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒，美国 ＢＤ
公司；ＤＮＡ－ＰｅｒｐＳｔａｉｎ细胞周期试剂盒，美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ
ｔｅｒ公司；其余试剂均为国产分析纯。
１．１．３　仪器　ＦＡＣＳｃａｍ型流式细胞仪，美国ＢＤ公司；５８１０
Ｒ型高速冷冻离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｆ公司。
１．２　试验动物分组与处理

雄性家兔２４只，体质量（２．０±０．１）ｋｇ／只，平均分为对
照组和３个试验组，分笼饲养。对照组仅饲喂青苜蓿干草，试
验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别饲喂掺入小花棘豆１５％、３０％、４５％（按气
相色谱法计算苦马豆素含量分别为３０、６０、９０ｍｇ／ｋｇ［８］）的混
合干草，试验期７０ｄ。试验第１４、第３５、第７０天各组分别剖
杀２只家兔取睾丸，将家兔睾丸组织剪成１～２ｍｍ大小，置
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于５ｍＬＰＢＳ液（ｐＨ值７．４）中，涡旋振荡３ｍｉｎ后使用４００目
尼龙滤网过滤，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃去上清，再置于
５ｍＬＰＢＳ液中混匀。相同条件下重复３次即得到单细胞悬
液，用于细胞周期比例和细胞凋亡率的检测。

１．３　苦马豆素对家兔生精细胞周期的影响
使用 ＰＢＳ冲洗单细胞悬液 １～２次，加入质量浓度为

０１２５％的胰蛋白酶消化２ｍｉｎ，含血清培养液终止消化后弃
去上清，ＰＢＳ漂洗 ３次后收集细胞于离心管中；４℃、
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃去上清，加入 １ｍＬ７５％乙醇
４℃ 固定过夜；然后４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ后
弃去上清，ＰＢＳ漂洗３次后再于４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
１０ｍｉｎ，将细胞重悬于２００μＬＰＢＳ液中，加入 ５μＬＲｎａｓｅＡ，
３７℃反应１ｈ，再加入１０μＬＴｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００和５μＬＰＩ，４℃
下避光孵育３０ｍｉｎ，１ｈ内使用流式细胞仪检测。
１．４　苦马豆素致家兔生精细胞凋亡率的测定

使用 ＰＢＳ冲洗单细胞悬液 １～２次，加入质量浓度为
０１２５％的胰蛋白酶消化２ｍｉｎ，含血清培养液终止消化后弃
去上清，ＰＢＳ漂洗 ３次后收集细胞于离心管中；４℃、
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃去上清，加入１ｍＬＰＢＳ重悬细
胞，使用２５０目尼龙滤网过滤；然后４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ条件下

离心１０ｍｉｎ后弃去上清，将细胞重悬于２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
中，加入 １０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和 ５μＬＰＩ，４℃下避光孵育
３０ｍｉｎ，１ｈ内上机检测。
１．５　数据分析

使用ＳＰＳＳ１６．０中 Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ进行单因素方差
分析及Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较，检验误差为５％和１％。

２　结果与分析

２．１　苦马豆素对家兔性行为的影响
试验初期攻毒家兔与对照家兔行为均表现正常，攻毒第

１４天时攻毒家兔出现精神沉郁、被毛竖立、反应迟钝等现象；
与雌兔接触时，对照家兔的性反应时间短于攻毒家兔，爬跨次

数也多于攻毒家兔。随着攻毒时间的延长，攻毒家兔均出现

喜卧、嗜睡等典型中毒症状［５］，与雌兔接触时基本无正常的

性行为表现。说明苦马豆素可显著影响雄性家兔的性行为。

２．２　苦马豆素对家兔睾丸生精细胞周期的影响
由图１可知，苦马豆素攻毒家兔睾丸生精细胞与对照家

兔相比，Ｇ０／Ｇ１期细胞数量逐渐升高，Ｓ期细胞数量逐渐降
低，而且Ｇ１期与Ｓ期细胞数量呈显著的负相关关系，其中高
剂量攻毒组家兔的变化最为明显。

２．３　苦马豆素对家兔睾丸生精细胞凋亡率的影响
家兔睾丸生精细胞主要分为单倍体细胞、二倍体细胞和

四倍体细胞。由图２可知，与对照组相比，第１４天时试验组
家兔单倍体细胞凋亡率均显著高于对照家兔（Ｐ＜００５），但
仅试验Ⅲ组家兔生精细胞凋亡率显著高于对照（Ｐ＜０．０５）。
第３５天时试验组单倍体细胞凋亡率和生精细胞凋亡率均极
显著高于对照（Ｐ＜０．０１），但二倍体细胞凋亡率均显著高于
对照家兔（Ｐ＜０．０５）。第７０天时试验组单倍体细胞凋亡率、
二倍体细胞凋亡率和生精细胞凋亡率均极显著高于对照家兔

（Ｐ＜０．０１），但整个试验期内四倍体细胞凋亡率与对照差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　结论与讨论

睾丸细胞主要包括单倍体细胞（精子细胞和精子）、二倍

体细胞（Ｇ０期精原细胞、次级精母细胞、支持细胞和间质细
胞）以及四倍体细胞（粗线期、细线期、双线期的初级精母细

胞和 Ｇ２期的精原细胞等），另外还有一些较为分散的细胞由
进行ＤＮＡ合成的精原细胞和细线前期精母细胞组成。正常
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情况下，睾丸的精原细胞在促性腺激素和雄性激素作用下，依

次经过精原细胞、初级精母细胞和次级精母细胞，最后转变成

为高度分化的精子。其中减数分裂前的精原细胞和精母细胞

有较高的自发凋亡现象，但精子细胞很少发生凋亡，这是保证

随后的精子正常生长所必需的。其意义在于维持成熟精子的

质量和数量，清除染色体异常的生精细胞，保持生精细胞与支

持细胞数量上的平衡。其中，四倍体细胞与二倍体细胞的比

率反映了精原细胞转化为初级精母细胞的效率，单倍体细胞

与四倍体细胞的比率显示了减数分裂的效果，单倍体细胞与

二倍体细胞的比率反映了精原细胞转化为精子细胞的效率。

笔者所在课题组前期研究发现，小花棘豆中毒主要影响动物

的繁殖和神经系统，其中雄性中毒动物表现为性欲低下，无配

种能力。Ｊｙｏｔｈｉ等研究表明，睾丸生精细胞凋亡时精原细胞
的凋亡比较严重，即多数生殖毒性物质的靶细胞是精原细

胞［９］。本试验通过流式细胞仪检测了家兔睾丸内各种生精

细胞的比例，结果发现，与对照组相比，苦马豆素攻毒家兔睾

丸单倍体细胞和二倍体细胞凋亡率均极显著升高，但四倍体

细胞凋亡率无明显变化，说明苦马豆素可显著影响家兔减数

分裂及精原细胞转化为初级精母细胞的效率，即苦马豆素主

要影响精原细胞和次级精母细胞。

通过流式细胞仪检测苦马豆素攻毒对家兔睾丸生精细胞

周期的影响发现，与对照相比，中毒家兔睾丸生精细胞Ｇ０／Ｇ１
期数量增多，Ｓ期细胞数量降低。表明苦马豆素可能抑制了Ｓ
期ＤＮＡ的合成与修复过程，从而使 Ｓ期细胞数量降低，并抑
制了Ｓ期细胞进入Ｇ２／Ｍ期，另外还对细胞进入Ｇ１期有一定
的促进作用。凋亡率检测发现，处于分裂增殖阶段的精原细

胞、精母细胞对苦马豆素较为敏感。其原因可能为精原细胞

和精母细胞分别处于有丝分裂和减数分裂期，在 Ｓ期须打开
ＤＮＡ双链以合成新的ＤＮＡ，而裸露的 ＤＮＡ对苦马豆素的作
用较为敏感，容易产生ＤＮＡ损伤［１０］。当ＤＮＡ损伤超过自身
的修复能力时，将导致同源染色体配对、交换和分离的紊乱，

从而引发细胞凋亡。本试验结果与郭全海等的研究结论［１１］

一致，初步阐明了苦马豆素对家兔睾丸生精细胞凋亡的影响

机制。

本研究从细胞生物学水平探讨了苦马豆素对家兔睾丸生

精细胞凋亡的影响机制，为疯草中毒的防治提供了一定的参

考。与对照组相比，中毒家兔睾丸精原细胞和次级精母细胞

Ｇ０／Ｇ１期数量增多，Ｓ期细胞数量降低，表明苦马豆素可能抑
制了精原细胞和次级精母细胞Ｓ期ＤＮＡ的合成与修复过程。
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