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摘要 ：

[ 背景 ]　林丹是有机氯农药六六六的 γ 异构体，对雄性生殖系统有损害作用。

[ 目的 ]　研究林丹亚慢性染毒对雄性大鼠睾丸组织活化型半胱天冬酶 -3（cleaved caspase-3）表
达及血清黄体生成素、睾酮浓度的影响，探讨林丹致雄性生殖系统损伤的机制。

[ 方法 ]　40 只雄性 SD 大鼠被随机分为 5 组，分别为低、中、高剂量（3、6、13 mg·kg-1）林丹染
毒组，溶剂对照组（10 mg·kg-1 玉米油），阳性对照组（100 μg·kg-1 雌二醇）。每天灌胃 1 次，连
续 8 周，染毒末 24 h 称重，禁食一晚经腹腔注射 10% 水合氯醛溶液麻醉后解剖取材，测定大
鼠睾丸生精细胞 cleaved caspase-3 蛋白表达情况及血清黄体生成素、睾酮浓度。

[ 结果 ]　与溶剂对照组相比 ：各染毒组大鼠体重差异均无统计学意义（P > 0.05）；13 mg·kg-1

组大鼠精子密度降低（P < 0.05）；6、13 mg·kg-1 组大鼠精子存活率下降（P < 0.05），睾丸生精
细胞 cleaved caspase-3 蛋白表达升高（P < 0.05）；13 mg·kg-1 组大鼠血清黄体生成素浓度升高

（P < 0.05），睾酮浓度降低（P < 0.05）。与阳性对照组相比 ：各染毒组大鼠体重及精子密度差
异均无统计学意义（P > 0.05）；3、6 mg·kg-1 组大鼠精子存活率升高（P < 0.05），睾丸生精细胞
cleaved caspase-3 蛋白表达降低（P < 0.05），血清黄体生成素浓度降低（P < 0.05）；各染毒组
大鼠血清睾酮浓度升高（P < 0.05）。病理结果显示 ：各林丹染毒组大鼠睾丸出现不同程度的
损害状态，表现为曲细精管管腔间隙增大，生精细胞排列紊乱，精子数量减少。阳性对照组
亦表现为管腔增大，精子数量减少，并可在管腔内发现脱落的生精细胞。

[ 结论 ]　林丹可能通过上调睾丸组织 cleaved caspase-3 蛋白表达来调控生精细胞凋亡，引发
血清睾酮水平下降，继而导致大鼠精子生成减少，且在此实验条件下，林丹引起大鼠内分泌
干扰作用较雌二醇弱。
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Abstract: 

[Background] Lindane is the gamma isomer of organochlorine pesticide hexachlorocyclohexane 
and can damage male reproductive system. 

[Objective] This experiment investigates the effects of sub-chronic exposure to lindane 
on cleaved caspase-3 expression in testicular tissues and serum luteinizing hormone and 
testosterone concentrations in male rats, aiming to explore the mechanism of lindane-induced 
male reproductive damage.

[Methods] Forty male SD rats were randomly divided into five groups: solvent control group 
(10 mg·kg-1 corn oil), positive control group (100 μg·kg-1 estradiol), and 3, 6, and 13 mg·kg-1 lindane 
groups. The rats were treated with the designed dosages by gavage once a day for continuously 
eight weeks. After 24 h of last exposure, the rats were weighed, and after an overnight fasting, 
the rats were anesthetized with 10% chloral hydrate and dissected to determine the cleaved 
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caspase-3 protein expression in spermatogenic cells and serum luteinizing hormone and testosterone concentrations.

[Results] Compared with the solvent control group, there was no significant difference in body weight of rats in the exposure groups (P > 
0.05); the sperm density of rats in the 13 mg·kg-1 group decreased (P < 0.05); the sperm survival rate decreased and the cleaved caspase-3 
protein expression level in spermatogenic cells were upregulated in the 6 mg·kg-1 and 13 mg·kg-1 groups (P < 0.05); the serum luteinizing 
hormone concentration increased and the serum testosterone concentration decreased in the 13 mg·kg-1 group (P < 0.05). Compared 
with the positive control group, there were no significant differences in body weight and sperm density in the exposure groups (P > 0.05); 
the sperm survival rate increased, the protein expression level of cleaved caspase-3 in spermatogenic cells decreased, and the serum 
luteinizing hormone concentration decreased in the 3 mg·kg-1 and 6 mg·kg-1 groups (P < 0.05); the serum testosterone concentration in 
each exposure group increased (P < 0.05). The testicular pathological observations showed that the rats in each lindane-treated group 
presented varying degrees of testicular damage, including increased seminiferous tubule space, disarranged spermatogenic cells, and 
decreased sperm counts; the rats in the positive control group also showed enlarged seminiferous tubule space, reduced sperm counts, 
and spermatogenic cells in the lumen.

[Conclusion] Lindane may regulate spermatogenic cell apoptosis by upregulating the cleaved caspase-3 protein expression in testicular 
tissues, leading to decreased serum testosterone level and spermatogenesis in rats. Under these experimental conditions, lindane may 
cause less endocrine disruption in rats than estradiol.

Keywords: lindane; apoptosis; luteinizing hormone; testosterone; cleaved caspase-3

林丹是有机氯农药六六六的 γ 异构体，由于其药
效稳定、防治面广，曾被大量用作除草剂、杀虫剂，是
国际上公认的环境内分泌干扰物［1］。尽管已经禁止了
林丹的生产和使用，但由于其脂溶性、难降解、易残
留等特点，目前在土壤、水体环境及人体血清等组织
中仍可检测到林丹的大量残留［2-4］。有研究表明低剂
量林丹暴露可对雄性生殖功能产生严重损伤。Sharma

等［5］发现林丹可降低大鼠睾丸和附睾质量，使得精
子畸形率增加，精子数量及活性降低。Fausto 等［6］对
妊娠期雌兔进行口服林丹试验，发现子一代雄兔精子
超微结构受损。吴迪等［7］发现低剂量林丹可明显抑
制斑马鱼产卵量和受精率。但林丹导致雄性生殖系
统的损害机制尚不清楚。半胱天冬酶 -3（caspase-3）
是调节细胞凋亡的关键蛋白酶，有 “ 死亡蛋白酶 ”

之 称。caspase-3 被 激 活 为 活 化 型 caspase-3（cleaved 

caspase-3）意味着细胞凋亡进入不可逆转阶段［8］。本
实验通过建立林丹亚慢性染毒 SD 大鼠模型，检测低
剂量林丹暴露对雄性 SD 大鼠睾丸生精细胞 cleaved 

caspase-3 蛋白表达及血清黄体生成素及睾酮浓度的
影响，探讨林丹致雄性生殖系统损伤的机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器 

林 丹（ 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公 司，产 品编
号 ：C14073000）、玉米油（北京 Solarbio 公司）、雌二
醇（北京 biotopped 公司）、黄体生成素、 睾酮酶联免
疫吸附试剂盒（上海信裕生物科技有限公司）、兔抗大

鼠多克隆 cleaved caspase-3（北京博奥森生物技术有
限公司）、二甲基联苯胺（DAB）显色试剂盒（北京中
杉金桥技术公司）、多聚甲醛固定液（上海尚宝生物科
技有限公司）、兔二步法试剂盒（北京中杉金桥技术公
司）、0.4% 台盼蓝染液（北京索莱宝科技有限公司）、
血球计数板（上海求精生化试剂仪器有限公司）。

图像采集系统显微镜（德国 Leica 公司）、全波长
酶标仪（美国 Thermo 公司）、载玻片和盖玻片（江苏世
泰实验器材有限公司）、离心机（上海 Heal force 公司）。
1.2   实验动物分组及染毒

毒物剂量确定 ：亚慢性毒作用的最高剂量通常为
毒物半数致死剂量（LD50）的 1/20~1/5，且各剂量组之间
组距不得少于 2 倍。大鼠林丹的 LD50 为 126 mg·kg-1［9］，结
合课题组前期预实验结果及相关文献，将林丹染毒最
高剂量组浓度设置为 13 mg·kg-1，即 1/10 LD50，以 2 倍
组距设置的低剂量组、中剂量组浓度分别为 3 mg·kg-1

（1/40 LD50）、6 mg·kg-1（1/20 LD50）。依据文献及课题组
前期研究［10］，设置阳性对照组为 100 μg·kg-1 雌二醇组。

选 择 健 康 清 洁 级 SD 雄 性 大 鼠 40 只，体 重 为
160~180 g，购于宁夏医科大学实验动物中心，动物许
可证号 ：SCXY（宁）2015-0001。将大鼠饲养在温度为
21~24℃，相对湿度 60%~80% 的环境中。适应性饲养
一周后，按照随机化原则将大鼠分为 5 组，分别为溶
剂对照组（10 mg·kg-1 玉米油），阳性对照组（100 μg·kg-1

雌二醇），3、6、13 mg·kg-1 林丹染毒组。将林丹及雌二
醇融于玉米油，配置成所需浓度的林丹及雌二醇溶
液，每天称量大鼠体重并记录，依据大鼠体重求得毒
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物相应灌胃剂量，每天灌胃 1 次，连续染毒 8 周，实验
期间大鼠进食饮水自由。染毒末 24 h 称量大鼠体重并
记录，禁食（不禁水）一晚后进行解剖取材。
1.3   精子密度、存活率的测定

于干净的培养皿中倒入 2 mL DMEM 培养液置于
37℃水浴中预热，取出右侧附睾组织洗净快速置于培
养皿中，用眼科剪将其剪成小段后置于 37℃水浴中，
使精子充分游离 10 min，过滤制成精子悬液。采用血
球计数板法对精子密度进行测定，吸取 10 μL 精子悬
液滴于计数板进行镜下观察。精子密度 =N×5×104 mL-1

（N ：5 个中方格总数，5 ：方格系数，104 ：计数板系
数）。采用台盼蓝染色法测定精子存活率，光镜下随机
观察 100 个精子，记录被染色精子数量，计算精子存
活率。精子存活率 =（100- 被染色精子数）/100×100%。
1.4   组织病理学检查 

取大鼠左侧睾丸，用 PBS 冲洗干净后，用干净的
针头在两端扎孔后置于 4% 多聚甲醛固定液中固定
72 h。经梯度酒精脱水、石蜡包埋后，于最大剖面 6 μm

连续切片，HE 染色后在光学显微镜下观察其组织形
态学改变并拍照。
1.5   免疫组化法检测 cleaved caspase-3

石蜡切片经脱蜡至水化，高压锅抗原修复 6 min，
用 3%H2O2 孵育 10 min 去除内源性过氧化物酶，正常
山羊血清封闭液孵育 20 min，滴加稀释后一抗（多克
隆 兔 抗 cleaved caspase-3，以 PBS 进 行 200 倍 稀 释 ），
室温放置 30 min 后置 4℃冰箱过夜 ；第 2 天取出，复
温 30 min 后滴加二抗，37℃孵育 30 min，滴加 DAB 显
色，待细胞着色且背景较淡时立即终止反应。用苏木
精复染，脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微镜
下观察。根据平均光密度法进行结果判定 ：每组随机
抽 3 张切片，每张切片镜下随机采取 10 个曲细精管，
采用 Image pro plus 6.0 软件量化阳性结果表达量。利
用软件自定义选择工具选取照片中曲细精管区域，得
出该区域的积分光密度值及该区域的总面积。积分光
密度值与区域总面积的比值，即平均光密度值。
1.6   大鼠血清黄体生成素、睾酮浓度的检测

以染毒末 24 h 大鼠体重为准，每 1 kg 大鼠体重腹
腔注射浓度为质量分数 10% 的水合氯醛 3 mL，待大鼠
麻醉后开胸暴露心脏，用采血针和采血管于大鼠心尖
处快速采血，经离心机 3 500 r·min-1 离心 10 min（离心
半径 13.5 cm），吸取上清液于 1.5 mL 离心管中，-80℃
保存待用。用相关酶联免疫吸附试剂盒检测血清样品

中黄体生成素、睾酮水平，具体操作严格按照试剂盒
说明书进行。
1.7   统计学分析

采用 SPSS 23.0 统计软件进行分析，实验结果均以
均数 ± 标准差（x±s）表示。对各组实验结果进行正态
性检验和方差齐性检验，多组比较采用单因素方差分
析，组间多重比较用 LSD-t 检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   一般情况

随着林丹染毒时间的延长，阳性对照组以及高剂
量组大鼠被毛凌乱、不光滑，并逐渐出现烦躁不安、
易激惹症状，在灌胃过程中尤为明显。低、中剂量组
与溶剂对照组相比则无明显差别。
2.2   林丹染毒大鼠体重的变化

各染毒组大鼠的体重增长量与溶剂对照组、阳性
对照组相比，差异均无统计学意义（P > 0.05）。见图 1。

图 1   林丹染毒对大鼠体重增长的影响（n=8）

2.3   大鼠精子密度、存活率
与溶剂对照组相比，13 mg·kg-1 组大鼠精子密度降

低（P < 0.05），6、13 mg·kg-1 组大鼠精子存活率下降（P < 

0.05）；与阳性对照组相比，3、6 mg·kg-1 组大鼠精子存
活率上升（P < 0.05），各染毒组精子密度差异无统计学
意义（P > 0.05）。见表 1。

表 1   林丹染毒对大鼠精子密度及存活率的影响（x±s，n=8）
组别 精子密度 /×106 mL-1 精子存活率 /%

溶剂对照组 11.84±7.28 91.63±3.34

阳性对照组 4.51±2.64* 68.88±6.58*

3 mg·kg-1 林丹组 7.86±2.41 86.00±8.62△

6 mg·kg-1 林丹组 8.30±4.14 78.63±5.78* △

13 mg·kg-1 林丹组 6.41±1.99* 70.13±5.89*

［注］* ：与溶剂对照组比较，P < 0.05 ；△ ：与阳性对照组比较，P < 0.05。
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2.4   大鼠睾丸组织形态学变化
HE 染色结果显示，溶剂对照组睾丸组织结构清

晰，生精细胞排列整齐，层次清楚，管腔内可见大量
成熟精子。阳性对照组睾丸曲细精管管腔间隙变大，
生精细胞层数减少，生精细胞排列紊乱，管腔内无絮
状精子生成。3 mg·kg-1 组与溶剂对照组睾丸组织结构
变化相当。随着林丹染毒剂量的增加，6、13 mg·kg-1 组
管腔间隙逐渐变大，生精细胞数量减少更加明显。高
剂量组睾丸损伤程度与阳性对照组相当。见图 2。

［注］A ：溶剂对照组 ；B ：阳性对照组 ；C ：3 mg·kg-1 林丹组 ；D ：6 mg·kg-1

林丹组 ；E ：13 mg·kg-1 林丹组。箭头所指为曲细精管管腔。溶剂
对照组曲细精管结构相对完整 ；阳性对照组管腔增大，精子数量
减少，管腔内可见脱落的生精细胞。各林丹染毒组大鼠睾丸出现
不同程度的损害，表现为曲细精管管腔间隙增大，生精细胞排列
紊乱，精子数量减少。

图 2   林丹染毒大鼠睾丸组织形态学变化（HE 染色，×200）

2.5   大鼠生精细胞 cleaved caspase-3 表达水平
与 溶 剂 对 照 组 相 比，6、13 mg·kg-1 组 cleaved 

caspase-3蛋白表达增加（P < 0.05）；3、6 mg·kg-1 组cleaved 

caspase-3 蛋白的表达低于阳性对照组（P < 0.05）。见
图 3。
2.6   大鼠血清黄体生成素、睾酮浓度的变化

与溶剂对照组相比，13 mg·kg-1 组血清黄体生成素
浓度升高、睾酮浓度降低（P < 0.05）；与阳性对照组相
比，3、6 mg·kg-1 组血清黄体生成素浓度降低、各染毒
组睾酮浓度均升高（P < 0.05）。见表 2。

［注］1: 溶剂对照组 ；2 ：阳性对照组 ；3 ：3 mg·kg-1 林丹组 ；4 ：6 mg·kg-1

林丹组 ；5 ：13 mg·kg-1 林丹组。箭头所指为 cleaved caspase-3 表
达部位。* ：与溶剂对照组比较，P < 0.05 ；△ ：与阳性对照组比较，
P < 0.05。

图 3   林丹染毒大鼠生精细胞免疫组化结果（A）及
cleaved caspase-3 表达水平（B）（n=8）

表 2   林丹染毒对大鼠血清黄体生成素、睾酮浓度的影响
（x±s，μg·L-1，n=8）

组别 黄体生成素 睾酮
溶剂对照组 2.148 0±0.145 2 3.553 2±0.284 7

阳性对照组 2.411 1±0.158 6* 2.963 4±0.215 0*

3 mg·kg-1 林丹组 2.202 3±0.123 3△ 3.4271 ±0.295 7△

6 mg·kg-1 林丹组 2.214 5±0.920 0△ 3.406 1±0.341 4△

13 mg·kg-1 林丹组 2.305 0±0.131 0* 3.2559 ±0.280 0* △

［注］* ：与溶剂对照组比较，P < 0.05 ；△ ：与阳性对照组比较，P < 0.05。

3   讨论 
精子在形成过程中伴随有正常的凋亡以保证精

子质量、数量和遗传稳定性，但若凋亡过度，则精子
数量跟质量难以得到保证，易引发男性不育。细胞凋
亡是由多基因调控的细胞自主有序的死亡，各种细
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胞凋亡途径均由相同的凋亡执行信号通路（caspase

家 族 激 活 ） 来 完 成［11］。caspase 家 族 是 一 组 特 异 性
切割天冬氨酸的半胱氨酸蛋白酶，其家族核心成员
为 caspase-3［12］。caspase-3 在活化前是以前半胱天冬
酶 -3（procaspase-3）的 形 式 存 在 的，当 细 胞 受 到 死
亡信号诱导或刺激时，可转化为有活性的 caspase-3，
即 cleaved caspase-3［13］，继而发挥蛋白水解酶作用，
引发 DNA 损伤和凋亡［8］。本研究结果表明，cleaved 

caspase-3 在各级生精细胞内均有表达。林丹染毒后大
鼠睾丸生精细胞 cleaved caspase-3 阳性表达高于溶剂
对照组，且主要表达于精原细胞和精母细胞核、浆内，
而溶剂对照组几乎不见 cleaved caspase-3 阳性表达，
提示林丹染毒可以上调睾丸 cleaved caspase-3 蛋白表
达，诱导生精细胞凋亡。Vaithinathan 等［14］发现口服
50 mg·kg-1（以体重计）有机氯农药甲氧氯后，大鼠睾
丸组织内 procaspse-3 和 cleaved caspase-3 水平随甲氧
氯暴露时间延长而升高，说明有机氯农药甲氧氯亦诱
导成年大鼠睾丸细胞凋亡，这可对本研究结果起到支
持作用。

在精子发生过程中，性激素作为生精细胞的支持
因子对其凋亡的调控起着非常重要的作用。下丘脑促
进腺垂体释放黄体生成素，使其与睾丸间质细胞上的
黄体生成素受体结合，促进睾丸间质细胞分泌睾酮［15］。
睾酮是雄性动物体内主要的雄激素，具有维持生精的
作用［16］。有文献报道，睾丸功能受损导致血清卵泡刺
激 素（follicle-stimulating hormone，FSH）升 高［15］，表
明生精功能障碍，累及间质细胞后可使黄体生成素升
高，当黄体生成素显著升高时睾丸发生不可逆转性损
伤，并可能影响血清睾酮水平。本研究结果显示，长
期低剂量林丹染毒后，大鼠血清黄体生成素、睾酮含
量分别随着林丹染毒剂量的上升而上升、下降。由此
推测，林丹染毒后大鼠血清黄体生成素水平升高可能
是由于林丹在大鼠体内蓄积导致睾丸发生病变，继而
引起睾丸间质细胞分泌的睾酮水平下降，经下丘脑 -

垂体 - 性腺轴的负反馈调节使血清黄体生成素水平升
高。宫剑等［17］发现无精子症和性染色体异常患者的血
清 FSH、黄体生成素水平高于正常对照组男性，而睾酮
水平降低，这与本次研究结果是一致的。刘霞等［18］发
现职业性接触有机氯农药氯丹及灭蚁类药物含砷化
合物的作业人员，其血清 FSH、黄体生成素及睾酮水
平呈明显的抑制状态，并与工龄有关，表明氯丹及含
砷化合物可干扰雄性体内性激素分泌，与本研究结果

一致。此外，Pant 等［19］对非职业接触男性体内林丹浓
度进行检测后发现，林丹浓度与精子质量之间存在负
相关，表现为精子活力下降等，而本研究结果亦表明
林丹可使得大鼠精子密度及存活率下降。目前的研究
已证实睾酮分泌减少是生精细胞凋亡的主要原因之
一［20］。因此长期低剂量林丹染毒可能引起大鼠血清
睾酮水平的降低，并影响精子生成降低精子质量。

雌二醇是天然雌激素中雌激素作用最强的激素
之一，其代谢异常可导致雄性精子生成异常、雄性生
殖器官畸形，干扰机体内分泌调节并影响免疫系统功
能［21］。以雌二醇作为阳性对照组，可在一定程度上判
断林丹雌激素作用的强弱。本研究结果表明，林丹可
与雌二醇发挥相似的雌激素样作用，二者均可降低大
鼠精子质量，紊乱血清性激素水平并上调睾丸凋亡蛋
白的表达。本研究发现，各林丹染毒组大鼠血清睾酮
水平均高于阳性对照组，而睾酮是影响精子生成的关
键所在，初步证实在此实验条件下林丹的内分泌干扰
作用较雌二醇轻，与宋琦如等［22］的研究结论一致。但
结果中所出现的 13 mg·kg-1 组大鼠精子密度、精子存
活率及生精细胞 cleaved caspase-3 的表达均与阳性对
照组无差异，可能因为林丹是通过对睾丸的直接毒作
用导致大鼠精子生成障碍。病理结果亦显示林丹染毒
后大鼠睾丸组织出现了不同程度的损伤，生精细胞层
数及管腔内精子数量明显减少，13 mg·kg-1 组大鼠睾丸
损伤程度与阳性对照组相当。因此推测在此染毒剂量
及染毒时间内，大鼠精子数量、精子存活率及生精细
胞凋亡受林丹的影响较血清睾酮更为敏感。本实验仅
从表观、组织形态学及内分泌水平对林丹致大鼠生殖
毒性进行初步研究，有关林丹的致凋亡作用还需在基
因水平上做进一步论证。

综上，低剂量林丹暴露可能通过上调生精细胞
cleaved caspase-3 蛋白表达诱发生精细胞凋亡，继而
使得血清性激素水平紊乱，血清睾酮浓度下降，并引
发大鼠精子密度和存活率下降。林丹可发挥与雌二
醇相似的雌激素样作用，且在此实验条件下，林丹的
内分泌干扰作用较雌二醇弱。具体机制还有待进一
步研究。
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