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研究报告

氟化钠对小鼠睾丸组织的损伤及细胞凋亡的影响

赵燕凌1，张 斌2，宋国华2，刘茂林2，高继平2

( 1．山西医科大学医学影像系，太原 030001 ; 2．山西医科大学实验动物中心，太原 030001 )

【摘要】 目的 研究氟中毒对小鼠睾丸组织的影响。方法 给小鼠饮用含 0 mg /L、10 mg /L、25 mg /L、50 mg /L

氟化钠水，HE 染色观察睾丸组织形态病理学变化，用 TUNEL 法检测小鼠睾丸组织细胞凋亡。结果 氟中毒能诱导

小鼠睾丸 TUNEL 阳性细胞，且凋亡细胞率较对照组明显增高。结论 氟中毒可诱导小鼠睾丸组织细胞凋亡明显，凋

亡发生部位与病理改变明显的部位相吻合，氟中毒小鼠睾丸组织细胞凋亡机制参与睾丸损害过程。
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Injury and Apoptosis in Testis Cells of in Mice Exposed to
Sodium Fluoride
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【Abstract】 Objective To study the influence of fluoride on the testis apoptosis in mouse． Methods Experimental

mouse were exposed to sodium fluoride ( NaF) added to drinking water，The histopathological changes of testis tissue were

observed by HE staining． The apoptosis were detected by TUNEL ( Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

nick end-labeling) apoptosis Detection Kit． Results TUNEL-positive cells could be detected in fluoride-treated rat testis．

The apoptotic rates of fluoride-treated testis cells were higher than that of control significantly． Conclusion There is

tendency of apoptosis in testis of fluorosis in mouse． It is most similitude with change spot of pathology． There may exist

apoptosis mechanism in testis lesion of fluorosis．
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氟作为机体生命活动所必需的微量元素之一，

它广泛存在于饮水、土壤、大气和动植物体内，但机
体长期过量摄入可导致慢性氟中毒。氟对雄性生
殖系统有毒性作用，可直接作用于睾丸、附睾、前列
腺等，破坏其结构，导致生育能力的下降［1］。研究
表明间质细胞受损，线粒体和滑面内质网的变化显

著，可能通过增强脂质过氧化作用，抑制物质和能

量代谢过程，损伤 DNA 等途径对雄性生殖系统结构

和功能造成直接损害［2］。氟对雄性生殖系统的损
害是多途径、十分复杂的过程，关于氟致睾丸间质
细胞凋亡作用和机制仍不十分清楚［3］。因此，氟对
雄性生殖系统的影响日益受到重视。
本研究选用小鼠建立氟染毒模型，对氟染毒小

鼠睾丸组织的结构和组织凋亡进行分析，观察氟对

小鼠睾丸组织病理学变化，用 TUNEL 技术检测睾丸
组织细胞凋亡，探讨氟引起睾丸组织损伤和凋亡的



机制。

1 材料和方法

1. 1 材料
动物: 健康雄性昆明小鼠 40 只，由山西医科大

学实验动物中心提供( SCXK［晋］2009-001 ) 。

试剂: 氟化钠( NaF，分析纯，购自天津化学试剂
厂) ; TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂盒( 北京中昊生
物公司) ; 4%多聚甲醛。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型的建立
雄性昆明小鼠 40 只常规饲养 1 周后，随机分为

四组: 对照组、低氟组、中氟组和高氟组，每组 10 只。

根据已发表文献［4，5］对实验组给药剂量和用药时间

稍作修改，对照组饲喂普通饲料，饮去离子水; 低氟

组、中氟组和高氟组饲喂普通饲料，分别饮用含 10，
25，50 mg /L 氟化钠去离子水。定时饲喂饲料，自由
采食、饮水。环境温度 20 ～ 25℃。实验期间每天
观察动物活动、饮食、排泄、反应及氟斑牙情况，同
时每周称重 1 次，观察体重变化。
1. 2. 2 标本采集
饲喂 120 d 后，麻醉后解剖，迅速取其睾丸组

织，生理盐水冲洗，置于 4%多聚甲醛固定液中固定
24 h。
1. 2. 3 切片制作
睾丸组织在 4%多聚甲醛中固定 24 h 后，自来

水冲洗，去离子水冲洗，将睾丸组织用锋利刀片沿

纵向对半切割成两块，梯度酒精脱水，置二甲苯透

明，较低温度( 低于 60℃ ) 下浸蜡，包埋。将包埋好
的蜡块置于石蜡切片机上切片，厚度为 5 μm。将切
片漂浮于 45℃温水中，然后用 0. 01%多聚赖氨酸处
理过的载玻片捞起，并放在烘片机上烤干。
1. 2. 4 HE 染色
按常规方法对组织切片作 HE 染色，光学显微

镜观察组织病理学变化。

二甲苯、酒精脱蜡至水→苏木精染色 10 min，镜
下控制盐酸酒精分化，水洗返蓝→脱水到 90%酒精

→伊红 5 min→梯度乙醇脱水( 浓度: 75% － 80% －
90% － 100% ) →二甲苯透明→中性树胶封片→光
镜下观察睾丸组织形态。
1. 2. 5 原位细胞凋亡检测
采用 TdT 介导的末端标记法 ( TdT-mediated

dUTP nick end labelin，TUNEL 法) 进行细胞凋亡的

原位检测，按照试剂盒说明书进行。TUNEL 结果计
算: 400 倍高倍镜下观察，阳性细胞的细胞核呈棕黄
色，细胞核出现黄至棕褐色颗粒均为阳性细胞，凋

亡细胞的形态学特征为染色质浓集、核裂解以及核
周新月体样浓集染色质，细胞内可见深色凋亡小体

者为凋亡细胞。随机选择 5 个高倍视野( 400 倍) 并
计数 500 个细胞，记录凋亡细胞数，计算凋亡指数
( AI) : AI =凋亡细胞数 /500 × 100%。
1. 2. 6 统计分析
用 SPSS11. 5 软件进行统计分析，各组数据以均

数 ±标准差( 珋x ± S) 表示，组间比较采用单因素方差
分析。P ＜ 0. 05 认为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 临床检查
染毒期间，对照组小鼠营养活动状况良好，皮

肤有弹性，被毛浓密有光泽，反应活跃机敏，活动敏

捷，对照组小鼠的体重随染毒时间延长呈正增长。

牙齿完整有光泽，釉质棕黄色半透明。氟中毒组小
鼠营养状况较差，身体瘦弱，被毛蓬乱无光泽，反应

迟钝。下切齿失去光泽，牙釉质出现白垩样不透明
性改变，表面粗糙，变脆易磨损，长度为正常时的 1 /
2，有的仅剩残根。
2. 2 病理剖检
正常饲料对照组小鼠剖开腹腔后，可见皮下脂

肪充盈，肌肉丰满，内脏器官检查未见异常。

染氟组小鼠剖开腹腔后，可见皮下脂肪贫瘠，

肌肉紧紧附着于骨，不易剥离，内脏器官检查见

异常。
2. 3 睾丸组织形态学的变化
实验观察到正常组睾丸间质细胞，周围有明显

较长突起，胞体扁椭圆形，细胞核正常，核染色质分

布均匀，胞质中细胞器分布正常。用光镜观察染氟
组睾丸细胞，小鼠曲精小管退化坏死，可见细胞排

列紊乱，细胞皱缩、体积缩小; 胞浆结构疏松内有水
肿空泡，细胞内器稀少，胞体核固缩，核染色质凝集

呈块状分布，染色质边集，核周出现空泡样变化; 内

质网肿胀模糊不清( 彩插 3 见图 1 ) 。
2. 4 睾丸组织凋亡检测
显微镜镜下观察，凋亡细胞核特异性染色呈棕

色，胞浆为浅棕色，非凋亡细胞为浅紫色( 彩插 3 见
图 2 ) 。镜下表现为细胞收缩变圆失去微绒毛，与邻
近细胞连接消失，核内染色质浓缩边集，出现细胞
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膜内陷分割，并有膜包裹的凋亡小体形，TUNEL 阳
性细胞有的胞核略小，有的胞核呈碎片状。氟中毒
组引起大量 TUNEL 阳性细胞( 彩插 3 见图 2 ) 。与
对照组比较，染氟组睾丸细胞凋亡率显著增加，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，见表 1。

表 1 小鼠睾丸细胞凋亡率的比较
Tab． 1 Comparison of testis apoptosis in mouse

组别
Group

染氟时间( d)
Time ( d)

动物只数
Number

个 /500 个细胞
Number /500 cells

0 mg /L 120 10 5. 04 ± 0. 72
10 mg /L 120 10 16. 25 ± 2. 13
25 mg /L 120 10 31. 51 ± 2. 21 *

50 mg /L 120 10 48. 80 ± 4. 02 *

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 01
Note: Compared withthe control group，* P ＜ 0. 01

3 讨论

3. 1 高氟对动物组织的损伤
近年来氟化物对内分泌系统、神经系统、生殖

系统功能的影响引起广泛的重视，研究表明氟化物

可引起小鼠和大鼠睾丸、肾近曲小管、肝脏、大脑皮
质细胞的组织学改变以及激素水平的变化。有报
道氟中毒对大鼠肾近曲小管上皮细胞有明显的浑

浊肿胀和空泡变性，并伴有少量炎细胞浸润，多数

肾近曲小管管腔狭窄变形，局部出现坏死崩解。发
现氟中毒能明显诱导大鼠肾脏细胞凋亡，并存在坏

死［6］。崔留欣等［7］关于氟致雄性大鼠生殖功能损
害的实验研究表明，染氟组的各级生精细胞数量减

少，结构疏松，成熟精子的数量下降。郭晓英［8］关
于氟对大鼠肝脏功能和形态的影响及与氧化应激

关系的实验研究表明，染氟组大鼠肝细胞细胞界限

不清，细胞内染色质浓缩、边集，呈半月形聚集于核
膜下; 线粒体可见明显肿胀，蜡断裂或消失; 内质网

扩张; 可见较多的白色脂滴; 毛细胆管扩张，腔面微

绒毛减少。不同日龄氟中毒三代大鼠大脑皮质细
胞凋亡程度增高，氟中毒可以引起世代蓄积，接触

氟环境时间越长，其动物子代大脑损伤越严重［9］。
Schalz 等［10］研究结果认为氟可抑制小鼠血清睾酮
水平，使其比对照组下降 40%，氟化物毒性与动物
生殖力下降呈正相关。染毒组精子计数、活动率下
降，畸形率升高，血清睾酮、促黄体生成激素下降。
本研究结果及以往报道都表明，高氟会导致小

鼠曲精小管退化坏死，细胞排列紊乱，细胞皱缩、体
积缩小; 胞浆结构疏松内有水肿空泡，细胞内器稀

少，胞体核固缩，核染色质凝集呈块状分布，染色质

边集，核周出现空泡样变化; 内质网肿胀模糊不清。
关于高氟对生殖系统毒作用机制的分子和基因水

平的研究还有待于进一步探讨。
3. 2 染氟小鼠睾丸间质细胞凋亡
氟是一种原生质毒物，可以诱导机体不同组织

发生细胞凋亡。当前，细胞凋亡已成为分子生物
学、胚胎学、放射生物学、肿瘤学、免疫学和血液学
的研究热点。许多外界不良因素可以诱导机体组
织的细胞凋亡。细胞凋亡是指在基因调控下的细
胞自主死亡，细胞以这种主动死亡来维持组织的自

身稳定。它在生物体的生长发育、衰老、组织损伤
与修复以及病毒感染中都发挥重要的作用。

氟为细胞毒性物质，近年来细胞凋亡在氟中毒

发病机制中的作用引起了人们的广泛关注，人们已

从多方面探讨了氟化物诱导细胞凋亡的作用机制。

已有研究表明，高氟对多种组织细胞的损伤不伴有

炎症反应，而以核内染色质边集、细胞萎缩的改变
为特征，此与众多学者对细胞凋亡的描述相吻

合［11］，提示细胞凋亡可能是氟致机体组织细胞损伤

的重要参与因素。结构改变是不可逆的，其损害的
程度与体内氟负荷密切相关。但氟究竟是如何引
起睾丸病理改变、导致生殖功能损害目前不清楚。

TUNEL 实际上是分子生物学与形态学相结合
的研究方法，对完整的单个凋亡细胞核或凋亡小体

进行原位染色，能准确地反应细胞凋亡典型的生物

化学和形态特征。细胞凋亡的生化特征之一，是
Ca2 +、Mg2 +离子依赖的内源性核酸酶的激活将核染

色体从核小体间断裂，形成由大约为 180 ～ 200 bp

或其多聚体组成的寡核苷酸片段，从而产生有游离

粘性 3'-OH 的 DNA 断链，因此可进行凋亡细胞的检
测，即脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端

标记法( terminal-deoxynucleotidyl transferase mediated
nick end labeling，TUNEL ) 。TUNEL 法是目前唯一
具有普遍意义且已发展成熟的检测方法，可实现末

端定量，并可在形态学改变之前检测到凋亡，且敏

感、标记强度大［12］。根据实验原理，TUNEL 法较免
疫组化法更加精确、敏感，在时序性上早于免疫组
化法表达出细胞凋亡的特性，故本实验考虑以

TUNEL 法的结果为准，推测氟中毒后对睾丸组织功
能有明显影响。

在氟中毒与细胞凋亡关系的研究中，国外学者

主要采用体外细胞培养的方法进行实验，观察到培

养肺细胞经氟化物处理后 DNA 的损害和凋亡改

14中国比较医学杂志 2012 年 1 月第 22 卷第 1 期 Chin J Comp Med，January 2012，Vol． 22． No． 1



变［13］。Lowth［14］给体外培养的胰岛 β 细胞染氟以
后，电镜下观察到染色质边集及 DNA 降解成寡聚核
甘酸，呈现出凋亡特征。Lonroy［15］用氟化铝处理胸
腺小叶时，亦激起大范围胸腺细胞亚型的凋亡。
Hirano［16］培养骨肉瘤细胞 UMR106 株，用 5 mmol /L
氟处理 8 h 以后，用 TUNEL 法证明了细胞凋亡的存
在。国内学者以大体动物实验发现过量氟可诱导
组织细胞凋亡。吕晓红［17］在慢性氟中毒大鼠观察
到脑细胞中 DAB 着染阳性的凋亡细胞，并且表达具
有选择性，流式细胞术显示慢性氟中毒脑组织中的

凋亡峰明显高于正常对照组。应用流式细胞术同
样检测到氟中毒大鼠和家兔肝细胞凋亡率较对照

组明显增加［18，19］。实验中 TUNEL 检测结果显示:
显微镜镜下观察，对照组细胞核呈现出淡紫色，染

毒组细胞核呈现出棕黄色，TUNEL 阳性细胞有的胞
核略小，有的胞核呈碎片状。氟中毒组引起大量
TUNEL 阳性细胞，而对照组大鼠罕见 TUNEL 阳性
细胞。氟可促进睾丸组织细胞的过度凋亡及引起
细胞坏死，且细胞凋亡率比同剂量同时间组细胞坏

死率高。这提示细胞过度凋亡可能是氟诱发的睾
丸组织细胞损伤的主要形式，细胞坏死则是细胞凋

亡晚期的表现。氟诱发睾丸组织细胞损伤，可解释
氟可能对睾丸毒作用的机制，即氟通过诱发睾丸组

织细胞过度凋亡而对睾丸造成功能性或器质性损

害。这也印证了氟对睾丸早期功能性损害的可逆
性及晚期结构性改变的不可恢复性。
本研究用病理学观察、TUNEL 的凋亡检测，证

明了氟染毒可导致小鼠睾丸组织细胞凋亡，提示过

量氟在体内的毒性和细胞凋亡有关，本结果为深入

研究氟的雄性生殖毒性提供了资料。高氟对睾丸
组织的损害存在细胞凋亡，其损害过程是一个复杂

的过程，细胞凋亡还受到其他多种细胞凋亡基因的

调控，如 Caspase 家族、一氧化氮、兴奋性氨基酸、自
由基等，各种因素在睾丸间质细胞凋亡的过程发挥

怎样的相互作用，还需开展深入研究。
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