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亚硝酸盐暴露致雄性小鼠生殖毒性的探讨
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［摘要］ 目的 探讨亚硝酸盐暴露对雄性小鼠生殖毒性的分子机制。方法 36 只 2 月龄健康雄性小鼠，随
机分为对照组( 生理盐水) 、低剂量组( 60 mg /kg) 和高剂量组( 120 mg /kg) ，每组 12 只进行亚硝酸盐灌胃 3 个月，观
察小鼠的生长状况，HE染色法观察睾丸组织病理变化，免疫荧光和 Western blotting方法分析检测睾丸组织细胞增
殖与凋亡情况及 DNA甲基化、组蛋白去乙酰化相关酶的表达情况。结果 亚硝酸盐暴露组小鼠较对照组小鼠体
重增加缓慢，睾丸指数降低( P ＜ 0. 01) ，形态发生病理性改变;亚硝酸盐暴露组小鼠睾丸组织细胞增殖较对照组明
显减少，细胞凋亡较对照组明显增加( P ＜ 0. 01) ;同时 DNA甲基化和组蛋白去乙酰化水平高于对照组( P ＜ 0. 01) ，
且均具有剂量依赖性。结论 亚硝酸盐暴露通过抑制雄性小鼠生长发育及睾丸生精细胞增殖，诱导睾丸生精细胞
凋亡，造成雄性生殖毒性; DNA甲基化及组蛋白去乙酰化水平升高，提示表观遗传学可能参与了亚硝酸盐暴露对雄
性生殖系统的损伤过程及调控机制。
［关键词］ 亚硝酸盐;生殖毒性; DNA甲基化;组蛋白去乙酰化;免疫印迹法;小鼠
［中图分类号］ Ｒ711. 6 ［文献标志码］ A ［DOI］ 10. 16098 / j． issn． 0529-1356. 2017. 05. 014

Ｒeproduction toxicity in male mice after nitrite exposure
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［Abstract］ Objective To investigate the reproduction toxicity and molecular mechanisms in male mice after
nitrite exposure． Methods Thirty six healthy 2-month-old male mice were divided into control group，low-dose group ( 60
mg /kg) and high-dose group ( 120 mg /kg) ，12 mice each group． Each mouse was treated with saline or different doses of
nitrite by peros once per day for a total of 3 months，and the condition of the mice was monitored every week． The tissue of
testis was harvested and the pathological changes of testis were analyzed by HE staining． Immunofluorescence and Western
blotting analysis were used to detect the proliferation and apoptosis of testicle cells，DNA methylation and histone
deacetylation． Ｒesults The body weight of the mice in nitrite treated group increased slowly compared with that in the
control group． The coefficients of testicular significant decreased ( P ＜ 0. 01) and the morphology of testis also changed after
nitrite exposure． In addition，the proliferation of testis cells was elevated dramatically while the apoptosis of testis cells
reduced markedly compared with vehicle． The enzyme expressions of both DNA methylation and histone deacetylation were
increased in a dose dependent manner after nitrite treatment ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Nitrite exposure can inhibit mouse
growth and spermatogenic cell proliferation，and induce spermatogenic cell apoptosis，leading to reproductive toxicity in
male． The increased DNA methylation and histone deacetylation level indicate that epigenetics may be involved in the
process of male reproductive system damage and regulatory mechanism by nitrite exposure．
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亚硝酸盐作为常见的防腐剂和腌制剂，普遍应

用于各种食品，然而过量的亚硝酸盐却是一种毒物，

急性中毒可导致高铁血红蛋白血症，慢性中毒则可

致畸、致癌［1］。目前对亚硝酸盐的研究热点主要集
中在癌症及神经毒性方面，本课题组在探讨亚硝酸

盐暴露对小鼠神经毒性时发现其具有不孕效应［2］。
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其不育效应引起了我们的兴趣。哺乳动物精子的发
生是一个连续而复杂的过程，表观遗传学贯穿其中，

是生命活动的重要调控方式，因此成为近年生殖医

学领域的研究热点之一［3］。越来越多的研究表明，
表观遗传学改变在雄性生殖毒性中起着十分重要的

作用，与不孕不育及多种疾病有关［4 ～ 7］。环境污染
物如重金属汞、苯、砷等可引起机体表观遗传学改
变［8，9］，亚硝酸盐作为环境中常见的无机化合物，对

雄性生殖的表观遗传毒性机制还不甚明了，本实验

通过建立亚硝酸盐暴露模型，观察生精细胞增殖与

凋亡情况，初步探讨表观遗传学是否参与了亚硝酸

盐暴露对雄性生殖系统的损伤过程，用动物实验的

方法阐释男性不育的表观遗传机制，为男性不育的

预防及临床治疗提供实验依据。

材料和方法

1． 动物分组及模型建立
2 月龄健康雄性昆明小鼠 36 只，体重 26 ～

32 g，购自河南省实验动物中心［动物合格证号:
SCXK( 豫 ) 2010-035］。随机分为对照组 ( 生理盐
水) 、低剂量组( 60 mg /kg) 、高剂量组( 120 mg /kg) ，
每组 12 只每日灌胃 1 次，连续 3 个月。小鼠自由摄
食饮水、自然昼夜节律采光，饲养房经常通风、定期
消毒，室温 20 ～ 25 ℃，相对湿度 50% ～ 70%。排除
实验中小鼠意外死亡，最终每组选 5 只小鼠，10%水
合氯醛 3. 3ml /kg 腹腔麻醉后，取出双侧睾丸放入
4%多聚甲醛中固定 48 h，梯度酒精脱水，二甲苯透
明，制作成睾丸石蜡切片，进行 HE 染色及免疫荧光
染色，另外 5 只进行 Western blotting检测。
2． HE染色
睾丸石蜡切片，经二甲苯脱蜡，梯度酒精水合，

苏木素染 5 min，1%盐酸酒精分化 5s，伊红染 2 min，
梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光学显

微镜下观察，摄片。
3． 5-溴脱氧尿嘧啶核苷标记细胞增殖
按照 1mg 5-溴脱氧尿嘧啶核苷 ( 5-bromo-2-

deoxyuridine，BrdU) 粉末( Sigma 公司，B-5002) 溶于
1ml生理盐水的方法配制 BrdU 溶液，按 50 mg /kg
进行腹腔注射［10］，早晚各 1 次，连续 3 d，制作成小
鼠睾丸石蜡切片，经烤片，脱蜡复水，0. 01mol /L 枸
橼酸缓冲液抗原修复，入 2 mol /L 盐酸裂解液中，
37 ℃孵育 30 min，pH8. 0 硼酸缓冲液漂洗 3 × 10
min，PB洗 3 × 10 min，加一抗鼠抗 BrdU单克隆抗体
( 1∶ 200，北京中杉金桥生物技术有限公司，ZM-
0013) ，阴性对照组一抗为 PB 液，4 ℃过夜，PB 洗 3
× 5 min，加二抗 Alexa Flour 488 驴抗鼠 IgG( 1∶ 300，
Invitrogen公司，A21202) ，室温避光反应 3 h，PB 洗

3 × 5 min，65%甘油磷酸缓冲液封片，荧光显微镜下
观察，摄片。
4． TUNEL检测细胞凋亡
本实验使用的是 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒，

购于江苏凯基生物技术股份有限公司。具体步骤:
小鼠睾丸切片，常规脱蜡水合，0. 01mol /L PBS 洗 3
× 5 min，滴加蛋白酶 K 工作液，37 ℃反应 20 min，
PBS洗3 × 5 min，滴加末端氧核苷酸转移酶( terminal
deoxynucleotidy transferase，TdT) 反应液，阴性对照
组用 PBS代替，37 ℃避光反应 60 min，PBS 洗 3 × 5
min，滴加链霉亲和素-TＲITC 标记液，37 ℃避光反
应 30 min，PBS 洗 3 × 5 min，65%甘油磷酸缓冲液
封片，荧光显微镜下观察，摄片。
5． 免疫荧光染色检测
小鼠睾丸石蜡切片，烤蜡，脱蜡复水，PB 洗 3 ×

5 min，抗原修复，PB洗 3 × 5 min，加入一抗:鼠抗细
胞色素 C( cytochrome C，Cyt-C，1∶ 200，Invitrogen 公
司，ZM-0013) ;兔抗 Caspase-3 ( 1∶ 50，Abcam 公司，
AB13847) ; 鼠抗 5-甲基胞嘧啶 ( 5-methylcytosine，
5-mC) ( 1∶ 100，Abcam 公司，AB10805 ) ; 兔抗 DNA
甲基化转移酶 1 ( DNA methyltransferase 1，DNMT1，
1∶ 100，Abcam，AB19905 ) ; 兔抗 HDAC1 ( 1 ∶ 200，
Abcam公司，AB53091) ，阴性对照组一抗为 PB 液，
4 ℃过夜，PB 洗 3 × 5 min，加入相应的二抗: Alexa
Fluor 488 驴抗鼠 IgG ( 1∶ 300， Invitrogen 公司，
A21202) ; Aleax Fluor 488 驴抗兔 IgG ( 1 ∶ 300，
Invitrogen公司，A21206) ，室温避光孵育 3 h，PB洗
3 × 5 min，65%甘油磷酸缓冲液封片，荧光显微镜下
观察，摄片。
6． Western blotting检测
生理盐水进行心脏灌流后，快速取出双侧睾丸，

放入加有 ＲIPA裂解液及 PMSF防腐剂的匀浆器中，
冰上研磨 30 min，4 ℃ 12 000r /min离心 30 min，取
上清液，使用二喹啉甲酸( bicinchoninic acid，BCA)
试剂盒测定总蛋白浓度，蛋白经变性、SDS-PAGE 电
泳转膜至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭，加入一抗:
鼠抗 Cyt-C( 1∶ 2000) ;兔抗 Caspase-3( 1∶ 1000) ;兔抗
DNMT1( 1∶ 2000) ;兔抗 DNMT3a ( 1 ∶ 2000，Abcam，
AB4897 ) ; 兔 抗 MBD2 ( 1∶ 1500， Abcam 公 司，
AB109260) ;兔抗 HDAC1( 1∶ 2000) ，4 ℃过夜，TBST
漂洗 3 × 10 min，分别加入 HＲP 标记的二抗兔抗鼠
IgG ( 1∶ 6000，北京中杉金桥生物技术有限公司，Zb-
2306) 及山羊抗兔 IgG( 1 ∶ 6000，上海碧云天生物技
术有限公司，A0208 ) ，室温孵育 2h，TBST 漂洗 3 ×
10 min，利用 ELC显色试剂盒，发光反应 2 min，暗室
曝光，通过显影、定影后，将蛋白印迹到 X 线片上。
利用β-actin( 1 ∶ 3000，上海碧云天生物技术有限公
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司，AA128) 作为内参，以目的条带与内参灰度值的
比值作为目的蛋白的相对表达值，进行分析。
7． 统计学处理
免疫荧光结果是在 Image-Pro Plus V6. 0 图像系

统内放大相同倍数( 即 400 倍) 下，每个剂量组选择
5 张切片，每张切片随机选择 6 个完整的曲细精管，
计数每个曲细精管的平均阳性细胞数; Western
blotting结果是用 Image J 1. 48 和 GraphPad Prism 5
软件测量并统计分析目的蛋白灰度值 /β-actin 灰度
值。全部实验数据以均值 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，
SPSS 13. 0统计学软件进行 ANOVA 分析，对亚硝酸
盐暴露组和对照组数据进行差异性检验，P ＜ 0. 05
差异具有统计学意义，P ＜ 0. 01 差异具有显著统计
学意义。

图 1 小鼠睾丸组织结构的 HE染色 标尺示 50μm

A． 对照组; B． 低剂量组可见脱落的生精上皮细胞( ↑) ; C． 高剂量组可见曲细精管变形( ★)

Fig． 1 HE staining of mice testicular tissue structure Bar = 50μm

A，Control grup; B，The exfoliated seminiferous epithelium for the low dose group( ↑) ; C，The deformation seminiferous tubule

for the high dose grup( ★)

表 1 亚硝酸盐暴露对小鼠体重变化及睾丸指数的影响( n = 10，珋x ± s)
Table 1 Effects of nitrite exposure on body weight and testis index in mice( n = 10，珋x ± s)

分组
groups

亚硝酸盐暴露前( g)
before nitrite exposure ( g)

亚硝酸盐暴露后( g)
after nitrite exposure ( g)

体重变化( g)
body weight change ( g)

睾丸指数
testis index

对照组
control group

27. 394 ± 1. 083 45. 563 ± 2. 085 18. 168 ± 1. 534 0. 692 ± 0. 032

低剂量组
low-dose group

27. 400 ± 1. 198 41. 324 ± 2. 278 13. 923 ± 2. 034＊＊ 0. 598 ± 0. 053＊＊

高剂量组
high-dose group

27. 419 ± 0. 949 36. 592 ± 1. 903 9. 173 ± 1. 576＊＊＆ 0. 521 ± 0. 061＊＊＆

亚硝酸盐暴露抑制了小鼠体重增长，降低了小鼠睾丸脏器指数，具有剂量依赖性;＊＊P ＜ 0. 01，表示与对照组相比，＆P ＜ 0. 05，表示高剂量

组与低剂量组相比;脏器指数 =脏器重量( g) /体重( g) × 100%

Nitrite exposure can inhibit weight gain in mice and reduce mice testicular viscera coefficient with dose dependence; ＊＊P ＜ 0. 01，Compared with

the control group; ＆P ＜ 0. 05，if high dose versus low dose group; Viscera index = viscera heavy weight( g) / body weight ( g) × 100%

结 果

1． 亚硝酸盐暴露对小鼠生长状况、体重变化及睾丸
指数的影响

灌胃期间，各组小鼠饮食饮水基本正常，灌胃 1
周后，亚硝酸盐暴露组小鼠开始出现背部毛发蓬松，

腹部毛发稀疏现象。与对照组相比，亚硝酸盐暴露
组小鼠体重增加缓慢，差异具有统计学意义 ( P ＜
0. 01) ，睾丸脏器指数显著下降，差异具有统计学意

义( P ＜ 0. 01) ，呈现剂量依赖性( 表 1) 。
2． 亚硝酸盐暴露对小鼠睾丸组织形态结构的影响
对照组小鼠睾丸组织结构正常，曲细精管排列

紧密规则，管内各级生精细胞排列有序，管腔中可见

游离的成熟精子( 图 1A) 。低剂量组曲细精管结构
基本完整，但管腔内可见脱落的生精上皮细胞 ( 图

1B) 。高剂量组曲细精管结构出现明显病理性变
化，曲细精管萎缩变形，生精细胞排列紊乱，层次不

清，部分缺失，各级生精细胞脱落现象严重，睾丸间

质明显减少( 图 1C) 。
3． 亚硝酸盐暴露对小鼠睾丸细胞增殖的影响
对照组 BrdU阳性细胞表达于精原细胞及少部

分精母细胞的细胞核，亚硝酸盐暴露组 BrdU 阳性
细胞主要表达于精原细胞的细胞核。与对照组( 图
2A) 相比，亚硝酸盐暴露组 BrdU 阳性细胞明显减少
( 图 2B，2C) ，我们对 BrdU阳性细胞数进行了统计，
结果显示，亚硝酸盐暴露组单个曲细精管 BrdU 阳
性细胞数减少( P ＜ 0. 01，图 3A) ，具有剂量依赖性，
结果表明，亚硝酸盐暴露可抑制生精细胞增殖。
4． TUNEL法检测细胞凋亡结果
对照组 TUNEL阳性细胞表达于少数精原细胞

( 图 2D) ，亚硝酸盐暴露组 TUNEL 阳性细胞表达于
精原细胞、精子细胞及少数精母细胞 ( 图 2E，2F) ，
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通过对 TUNEL 阳性细胞统计，我们发现，硝酸盐暴
露组生精细胞凋亡显著增加 ( P ＜ 0. 01，图 3B) ，呈
现剂量依赖性，结果表明，亚硝酸盐暴露促进了生精

细胞凋亡。
5． 亚硝酸盐暴露对小鼠睾丸组织细胞 Cyt-C 和
Caspase-3 的影响

Cyt-C和 Caspase-3 阳性细胞主要表达于各级生
精细胞的细胞质，与对照组相比( 图 4A，4D) ，亚硝
酸盐暴露组 Cyt-C( 图 4B，4C) 和 Caspase-3 ( 图 4E，
4F) 阳性细胞的表达均增加，我们对单个曲细精管
的阳性细胞进行统计，结果显示，亚硝酸盐暴露组

Cyt-C和 Caspase-3 的阳性细胞数均多于对照组，具
有剂量依赖性 ( P ＜ 0. 01，图 5 ) 。同时我们利用
Western blotting进行半定量检测，结果显示，亚硝酸
盐暴露组 Cyt-C 和 Caspase-3 蛋白的表达量明显多
于对照组( 图 6A) ，我们对Western blotting的结果进
行了统计( 图 6B) ，与免疫荧光结果一致，以上结果
说明亚硝酸盐暴露促进了生精细胞凋亡。

图 3 亚硝酸盐暴露后小鼠睾丸细胞增殖、凋亡统计图
A和 B分别为单个曲细精管 BrdU及 TUNEL阳性细胞的统计结果( 珋x ± s，n = 30) 。亚硝酸盐暴露剂量依赖性地抑制生精细胞增殖和促

进生精细胞凋亡; ＊＊P ＜ 0. 01，表示亚硝酸盐暴露组与对照组相比，#P ＜ 0. 05，表示高剂量组与低剂量组相比
Fig． 3 The statistical analysis cell proliferation and apoptosis after nitrite exposure

A and B，The histogram of BrdU and TUNEL cells in a single seminiferous tubule ( 珋x ± s，n = 30) ，nitrite exposure can inhibit spermatogenic cell

proliferation and induce cell apoptosis with dose dependency; ＊＊ P ＜ 0. 05，if nitrite group versus control; # P ＜ 0. 05，if high dose versus low

dose group

6． 亚硝酸盐暴露对小鼠睾丸组织 DNA甲基化和组
蛋白去乙酰化的影响

本实验采用免疫荧光染色法标记 5mC、
DNMT1、HDAC1，采 用 Western blotting 方 法 对
DNMT1、DNMT3a、MBD2、HDAC1 进行半定量检测
分析。观察结果显示: ( 1) 对照组( 图 7A) 小鼠睾丸
组织 5mC 阳性细胞表达于各级生精细胞的细胞核，
而精子细胞未见表达。亚硝酸盐暴露组 ( 图 7B、
7C) 开始表达于精子细胞且 5mC 阳性细胞数量增
多; ( 2) DNMT1 主要表达于精原细胞及部分精母细
胞的细胞核，与对照组( 图 7D) 相比，亚硝酸盐暴露
组 DNMT1 阳性细胞增多 ( 图 7E，7F) ; ( 3 ) HDAC1
表达于各级生精细胞的细胞核，对照组精子细胞极

少表达( 图 7G) ，亚硝酸盐暴露组 HDAC1 阳性细胞
大量表达( 图 7H，7I) ，图 8 为阴性对照。我们对单

个曲细精管的阳性细胞进行统计，结果显示，亚硝酸

盐暴露组 5mC、DNMT1、HDAC1 的阳性细胞数均多
于对照组，呈现剂量依赖性 ( P ＜ 0. 01，图 9 ) 。
Western blotting结果显示，亚硝酸盐暴露组 DNMT1、
DNMT3a、MBD2、HDAC1 蛋白的相对表达量均较对
照组显著增加( P ＜ 0. 01，图 10) ，这与免疫荧光结果
相一致。以上结果说明，亚硝酸盐暴露诱使了小鼠
睾丸生精细胞 DNA 甲基化和组蛋白去乙酰化水平
的升高。

讨 论

1． 亚硝酸盐暴露抑制小鼠生长发育
在动物实验中，体重是 1 个非常重要的非特异

性观察指标，体重的变化可以反映动物整体的健康

状况，而脏器指数的变化则可以客观地反映化学毒

物对该脏器毒性作用的综合状况。本实验通过连续
进行亚硝酸盐灌胃 3 个月，发现小鼠毛发稀疏、蓬
松，体重增加缓慢，呈现剂量依赖性，小鼠睾丸脏器

指数显著下降，呈现剂量依赖性，睾丸组织病理切片

显示亚硝酸盐暴露组生精细胞排列紊乱，上皮细胞

脱落严重。亚硝酸盐作为一种强氧化剂［11］，极易诱
使机体发生氧化应激。众所周知，哺乳动物的睾丸
组织对外界环境变化极为敏感，易受化学毒物的损

害，因此我们猜测亚硝酸盐可能是通过血睾屏障直

接对小鼠造成生殖毒性。
2． 亚硝酸盐暴露抑制精原细胞增殖
已有实验表明，过量的亚硝酸盐可抑制大鼠睾

丸支持细胞增殖，且具有剂量依赖性［12］。本实验使
用 BrdU标记法对睾丸生精细胞进行了免疫荧光染
色标记，结果显示，BrdU 阳性细胞主要分布于曲细
精管近基底膜的精原细胞的细胞核，亚硝酸盐暴露

组 BrdU阳性细胞较对照组明显减少，具有剂量依
赖性。本实验中精母细胞、精子细胞及间质细胞中
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的 BrdU阳性细胞未被标记到，我们认为可能是因
为精原细胞是生精上皮细胞中最幼稚的细胞，富有

较强的增殖能力，我们的结果与葛振华［13］及

Thoolen［14］的结果一致，我们的实验结果表明，亚硝
酸盐暴露可抑制精原细胞增殖，进而影响精子的发

生，但其机制不明，可能是因为凋亡细胞增加，打破

了细胞增殖与凋亡的平衡; 另一种可能是过多的亚

硝酸盐产生了过量的 NO，有研究表明，机体内高浓
度的 NO会通过氧化应激和亚硝化应激作用而抑制
细胞增殖，同时，大量的 NO 会使细胞周期停滞在
G1 期和 S期，从而使细胞增殖减少［15，16］。
3． 亚硝酸盐暴露促进生精细胞凋亡
哺乳动物的精子细胞富含不饱和脂肪酸，易受

氧化应激攻击，当过量亚硝酸盐摄入机体即是 1 种
氧化应激原，可导致线粒体膜通透性的改变，使细胞

色素 C从线粒体膜释放入胞质进而启动 Caspase 级
联反应，激活Caspase-3，从而导致细胞凋亡。本实

图 5 亚硝酸盐暴露后生精细胞 Cyt-C 及 Caspase-3 阳性细

胞的统计结果( 珋x ± s，n = 30)

C、L、H分别表示对照组、低剂量组、高剂量组 ( 以下图相

同)

亚硝酸盐暴露剂量依赖性地促进生精细胞凋亡; ＊＊P ＜

0. 01，表示亚硝酸盐暴露组与对照组相比，# P ＜ 0. 05，表示

高剂量组与低剂量组相比

Fig． 5 Statistical analysis for the positive cells of Cyt-C and

Caspase-3 after nitrite exposure( 珋x ± s，n = 30)

C，L，H showed control group，low dose grop and high close

group ( the following figure)

Spermatogenic cell apoptosis increased with dose dependency

after nitrite exposure; ＊＊ P ＜ 0. 05，if nitrite group versus

control; # P ＜ 0. 05，if high dose versus low dose group

图 6 Western blotting半定量统计分析
A． Cyt-C、Caspase-3 的 Western blotting表达; B． Western blotting半定量分析( 珋x ± s，n = 5) ; ＊＊P ＜ 0. 01，

表示亚硝酸盐暴露组与对照组相比，#P ＜ 0. 05，表示高剂量组与低剂量组相比
Fig． 6 Western blotting semi-quantitative analysis

A，Expresstion of Cyt-C and Caspase-3 ( Western blotting) ; B，Western blotting semi-quantitative analysis( 珋x ± s，

n = 5) ; ＊＊P ＜ 0. 01，if nitrite group versus control; # P ＜ 0. 05，if high dose versus low dose group

验使用免疫荧光和 Western blotting 对 Cyt-C 和
Caspase-3 进行了定性及半定量检测，结果显示，亚
硝酸盐暴露组 Cyt-C和 Caspase-3 的表达均增加，且
具有剂量依赖性，这说明过量的亚硝酸盐可通过线

粒体凋亡途径诱使生精细胞凋亡。同时我们使用
TUNEL法对生精细胞凋亡做了进一步检测，结果显
示，正常对照组 TUNEL阳性细胞主要表达于部分精
原细胞，而亚硝酸盐暴露组 TUNEL阳性细胞不仅表
达于精原细胞还表达于少量的精母细胞及大量的精

子细胞，并具有剂量依赖性，TUNEL 结果说明过量
亚硝酸盐暴露可诱使生精细胞的 DNA发生断裂，这
与吴赤蓬［12］及胡桑［17］等的研究结果相一致，而

DNA链的断裂会造成细胞周期停滞而直接导致细
胞凋亡［18］。生精细胞增殖与凋亡之间的平衡被打
破，从而使精子数量减少，进而引起男性不育的发

生［19］。
4． 亚硝酸盐暴露诱使 DNA甲基化及组蛋白去乙酰
化升高

表观遗传学 ( epigenetics ) 是由英国科学家
Waddington于 1942 年提出，指 DNA 序列不发生变
化但基因表达却发生了可遗传的改变［20］。这是真
核生物普遍存在的一类基因调控方式，主要从 DNA
甲基化和组蛋白修饰两个层面上调控基因的表达。
DNA甲基化是目前研究最多的，在维持正常细胞功
能、遗传印记及胚胎发育起着极其重要的作用，并与
细胞增殖分化有关［21，22］。DNA 甲基化是指真核生
物以 S-腺苷蛋氨酸作为甲基供体，在 DNA甲基转移
酶( DNA methyltransferases，DNMTs) 的作用下，将甲
基转移到碱基胞嘧啶的第 5 位碳原子上，形成 5-甲
基胞嘧啶( 5mC) ，甲基化通常发生在 CpG 二核苷酸
上。哺乳动物细胞中已知有活性的 DNMT 有 3 种，
它们分别是 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b。DNMT1 的
主要功能是维持 DNA 甲基化，DNMT3a 和 DNMT3b
主要催化从头甲基化。一般来说，DNA 甲基化与基
因的表达呈负相关性，甲基化使基因处于转录抑制
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图 2 亚硝酸盐暴露小鼠睾丸细胞增殖、凋亡情况 A ～ C． 标尺示 25 μm，D ～ F． 标尺示 50 μm
A ～ C． BrdU阳性细胞的表达改变情况，D ～ F． TUNEL阳性细胞表达改变情况; 亚硝酸盐暴露可剂量依赖性地抑制生精细胞增殖和促进生精
细胞凋亡;对照组、低剂量组、高剂量组分别用 C、L、H表示，
图 4 亚硝酸盐暴露后小鼠睾丸组织 Cyt-C及 Caspase-3 的表达改变 标尺示 50μm
A ～ C． Cyt-C的阳性细胞表达情况; D ～ F． Caspase-3 的阳性细胞表达情况;亚硝酸盐暴露后小鼠生精细胞凋亡呈现剂量依赖性增加
图 7 DNA甲基化和组蛋白去乙酰化水平改变的免疫荧光结果 标尺示 50μm
A ～ C． 5mC的阳性细胞表达; D ～ F． DNMT1 的阳性细胞表达; G ～ I． HDAC1 的阳性细胞表达;亚硝酸盐暴露可诱使小鼠睾丸生精细胞 DNA甲
基化和组蛋白去乙酰化水平升高

图 8 A和 B为阴性对照 标尺示 50μm
Fig． 2 The spermatogenic cell proliferation and apoptosis of mice testis after nitrite exposure
A-C，BrdU positive cells expression; D-F，TUNEL positive cells expression; Nitrite exposure can inhibit spermatogenic cell proliferation and induce cell
apoptosis with dose dependence; Cont，low-dose group and high-dose group are marked with C，L and H respectively; The scale for the A-B，Bar =
25μm; D-F，Bar = 50μm
Fig． 4 The alterations of Cyt-C and Caspase-3 expression after nitrite espouse Bar = 50μm
A-C，Positive cells expression of Cyt-C; D-F，Positive cells expression of Caspase-3; Spermatogenic cell apoptosis increased with dose dependency after
nitrite exposure
Fig． 7 DNA methylation and histoneacetylation level change of immunofluorescence Bar = 50μm
A-C，Positive cells expression of 5mC; D-F，Positive cells expression of DNMT1; G-I，Positive cells expression of HDAC1; Nitrite exposure can induce
spermatogenic cells DNA methylation and histone deacetylation level increasure
Fig． 8 A and B are negative control groups Bar = 50μm

图 9 5mC、DNMT1、HDAC1 阳性细胞的统计结果( 珋x ± s，

n = 30)

＊＊P ＜ 0. 01，表示亚硝酸盐暴露组与对照组相比; #P ＜ 0. 05，

表示高剂量组与低剂量组相比; 对照组、低剂量组、高剂量组

分别用 C、L、H表示
Fig． 9 Statistical analysis for the positive cells of 5mC，DNMT1

and HDAC1( 珋x ± s，n = 30)

＊＊ P ＜ 0. 01，if nitrite group versus control; #P ＜ 0. 05，if high

dose versus low dose group; Low-dose group and high-dose group

are marked with C，L and H respectively

图 10 DNA甲基化及组蛋白去乙酰化改变的 Western blotting统计分析结果
A． DNMT1、DNMT3a、MBD2、HDAC1 的表达; B． Western blotting 半定量分析( 珋x ± s，n = 5 ) ，亚硝酸盐暴露使 DNMT1、DNMT3a、
MBD2、HDAC1 的表达增加;＊＊P ＜ 0. 01，表示亚硝酸盐暴露组与对照组相比，#P ＜ 0. 05，表示高剂量组与低剂量组相比;对照组、
低剂量组、高剂量组分别用 C、L、H表示。
Fig． 10 Statistical analysis DNA methylation and histone acetylation level change of Western blotting
A，Expresstion of DNMT1，DNMT3a，MBD2，HDAC1; B，Western blotting semi-quantitative analysis( 珋x ± s，n = 5) ，nitrite exposure can
increase DNMT1，DNMT3a，MBD2，HDAC1 protein expression; ＊＊ P ＜ 0. 01，if nitrite group versus control; # P ＜ 0. 05，if high dose
versus low dose group; Low-dose group and high-dose group are marked with C，L and H respectively

状态。本实验结果发现，亚硝酸盐暴露后小鼠睾丸
组织 5mC、DNMT1、DNMT3a 的表达量均多于对照
组，表明 DNA总体甲基化水平增高，结果提示，亚硝
酸盐暴露可诱使 DNA甲基化水平升高，进而抑制相
关基因表达。除直接抑基因表达，DNA 甲基化还可
以通过 CpG 甲基化结合蛋白 ( meth-yl CpG-binding
domain proteins，MBDs ) 招募组蛋白去乙酰化酶
( histone deacetylase，HDACs ) 形成转录抑制复合
物［23］，进而表现为协同作用［24］，甲基化 CpG结合蛋
白 MBD2 具有转录抑制子的功能，并且这种抑制作
用主要是通过与 HDAC 复合体相互作用而实现
的［25］，其中 HDAC1 是发现最早的一种，具有较强的
去乙酰化作用。HDAC1 通过去掉组蛋白末端的乙
酰基从而使组蛋白带正电，与带负电的 DNA紧密结
合，抑制基因转录，本实验结果发现，亚硝酸盐暴露
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后小鼠睾丸组织 MBD2、HDAC1 的表达量均多于对
照组，表明组蛋白去乙酰化水平增高，结果提示，亚

硝酸盐暴露可诱使组蛋白去乙酰化水平升高，进而

抑制相关基因表达。此外，HDACs 家族还与染色体
易位、基因沉默、细胞分化和增殖以及细胞凋亡有
关［26］。联系前面的实验结果，亚硝酸盐暴露抑制了
细胞增殖相关基因的表达而非同样的抑制 Cyt-C 和
Caspase-3 的表达，可见 DNA 高甲基化与组蛋白去
乙酰化并没有导致两者基因沉默，已有文献报道，基

因、转座子、基因间区的 CpG 二核苷酸都是 DNA 甲
基化和组蛋白去乙酰化的靶标［27］。启动子区甲基
化和组蛋白去乙酰化引起稳定的基因沉默，而转录

区域的甲基化和组蛋白去乙酰化并不关闭基因的表

达，反而有助于某些蛋白的表达［28］。因此不排除存
在这样的机制: 亚硝酸盐暴露诱导 Cyt-C 和
Caspase-3基因的转录区域而非启动子区发生 DNA
高甲基化和组蛋白去乙酰化，这两种修饰促进 Cyt-C
和 Caspase-3 蛋白的表达增加，进而诱导细胞凋亡增
加。有研究证明，成熟精子中与早期胚胎发育有关
的一些关键基因的启动子是低甲基化的［29］。在本
实验中我们发现，对照组精子细胞 DNA甲基化产物
5mC基本不表达，DNMT1 主要表达于精原细胞及部
分精母细胞，HDAC1 也未表达于精子细胞中，而亚
硝酸盐暴露组精子细胞中 5mC及 HDAC1 为阳性表
达，这说明亚硝酸盐暴露改变了睾丸生精细胞的表

观遗传学模式，表观遗传修饰对基因表达具有至关

重要的调控作用，尤其是在配子发生和受精以及受

精卵的发育等过程中的基因表达调控方面，如果错

误的表观遗传修饰发生在配子发生和胚胎植入前阶

段，会导致早期胚胎流产及胚胎发育和出生后遗传

表型异常等［30］。因此，生殖细胞发育分化的表观遗
传学研究对于遗传疾病的预防和治疗具有重要的指

导意义。
综上所述，亚硝酸盐暴露一方面通过减缓小鼠

体重增长，降低睾丸脏器指数，抑制精原细胞增殖，

促进生精细胞凋亡对雄性生殖系统造成损伤; 另一

方面通过改变生殖细胞表观遗传学模式对雄性生殖

系统产生毒性作用。虽然我们了解了一些关于表观
遗传学在生殖毒性中的可能调控作用，但是我们对

表观遗传学在生殖毒性中的作用知之甚少，其表观

遗传机制尚需要进一步深入探究。
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