
２０１８ 年 ７ 月

第 ２８ 卷　 第 ７ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊｕｌｙ， ２０１８

Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． ７

［基金项目］贵州省科技厅项目（黔科合基础［２０１８］１０１５，黔科合 ＬＨ 字［２０１７］７１２７ 号、７１２８ 号，黔科合 ＬＧ 字［２０１１］０３６ 号）；贵州省卫生

计生委科学技术基金项目（编号：ｇｚｗｊｋｊ２０１７⁃１⁃０５５）；贵中医科院内［２０１７］１４ 号。
［作者简介］王飞清（１９８８—　 ），男，主管，硕士，研究方向：地方病学与生殖医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｆｑ８８０６＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］夏曙华（１９５５—　 ），女，教授，本科，研究方向：地方病学与生殖医学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｓｈ５２３＠ １２６． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

营养元素和蛋白联合干预氟中毒对雌鼠
卵巢功能作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 和蛋白联合干预燃煤型氟中毒对雌鼠卵巢功能变化。 方法 １２０
只体重 ８０ ｇ 左右的清洁级 ＳＤ 雌性大鼠为研究对象，随机分为对照组、染氟组、多种元素组、多种元素 ＋ 蛋白组，每
组 ３０ 只。 各模型组大鼠自由食用不同配方的病区原煤加拌泥煤烘烤的玉米饲料。 分别于染氟 ６０，１２０，１８０ ｄ 处死

雌鼠，分离双侧卵巢。 免疫组化法检测卵巢颗粒细胞凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的表达。 ＨＥ 染色光镜下观察卵巢组织

形态、各级卵泡数量变化。 结果　 卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达量差异无显著性。 各组与染氟组 Ｂａｘ 蛋白比较，
１２０ ｄ 和 １８０ ｄ 差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），１８０ ｄ 两干预组比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各组内比较，染氟组 Ｂａｘ
蛋白表达量逐渐增多，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 多种元素组 ６０ ｄ 与 １８０ ｄ 比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 染氟

组随时间延长，卵巢颗粒细胞呈现渐进性水肿的变化，闭锁的卵泡和黄体退化逐渐增多。 两干预组卵巢颗粒细胞

少见轻度水肿，正常的各级卵泡多见，闭锁的卵泡和退化的黄体明显降低；与染氟组相比，６０ ｄ 对照组和多种元素

＋蛋白组闭锁卵泡降低，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；１２０ ｄ 和 １８０ ｄ 对照组、两干预组差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结

论　 钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 可拮抗燃煤型氟中毒对卵巢生殖毒性降低 Ｂａｘ 蛋白的表达量，降低闭锁卵泡数量，同
时添加蛋白联合干预效果更佳。

【关键词】 　 燃煤型氟中毒；卵巢功能；营养元素；干预

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１⁃７８５６（２０１８） ０７⁃００５２⁃０６
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １６７１ － ７８５６􀆰 ２０１８􀆰 ０７􀆰 ００９

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ

ＷＡＮＧ Ｆｅｉｑｉｎｇ１， ＸＩＡ Ｓｈｕｈｕａ２ ∗， ＺＯＵ Ｗｅｎｂｉｎｇ３， ＹＡＮＧ Ｈｕａ１， ＹＵ Ｍａｏｊｕａｎ４

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｙａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００１， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｗｕｄａｎｇ Ｈｏｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００１８􀆰 ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， Ｇｕｉｈａｎｇ ３００ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００２􀆰

４． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ ５５０００４）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃａ， Ｍｇ， Ｃｕ， Ｚｎ， ＶＤ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏａｌ⁃ｂｕｒｎｉｎｇ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２０ ｃｌｅａｎ⁃ｇｒａｄｅ ＳＤ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ａｂｏｕｔ ８０
ｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ， ｅｌｅｍｅｎｔ， ａｎｄ ｅｌｅｍｅｎｔ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ３０ ｒａｔｓ ｉｎ



ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｅｄｉｂｌｅ ｒａｗ ｃｏａｌ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅａｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｏｆ ｚｈｉｊｉｎ ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｒｎ ｆｅｅｄ． Ｒａｔｓ
ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｔ ６０， １２０， ａｎｄ １８０ ｄａｙｓ， ａｎｄ ｂｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ
Ｂａｘ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ａｎｄ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ ｎｕｍｂｅｒｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ａｔ １２０ ａｎｄ １８０ ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｔ １８０ ｄａｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， Ｂａｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ
ｇｒｏｕｐ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ６０ ａｎｄ １８０
ｄａｙｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｏｖｅｒ ａ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｇｒｏｕｐ， ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｅｄｅｍａ， ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ， ａｎｄ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．
Ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｒａｒｅ ｍｉｌｄ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ．
Ａｔｒｅｓｉａ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｔｒｅｓｉａ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ６０ ｄａｙｓ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｗｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ １２０ ａｎｄ １８０ ｄａｙｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃａ， Ｍｇ， Ｃｕ， Ｚｎ， ａｎｄ ＶＤ

ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｏａｌ⁃ｂｕｒｎｉｎｇ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｔｒｅｓｉａ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｂｅ ｂｅｔｔｅｒ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｃｏａｌ⁃ｂｕｒｎｉｎｇ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ； ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ； ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

　 　 地方性氟中毒（地氟病）是由于长期摄入过量

氟而引起的，根据氟源和人体摄氟的不同途径，大
体上可分为饮水型、燃煤污染型、饮茶型三种。 燃

煤型氟中毒是中国特有的一种氟中毒，其中贵州为

受灾严重地区之一。 其发病的主要原因是机体摄

氟量水平，营养因素和摄氟量之间存在一种叠加效

应，氟中毒患病率与营养水平的高低有着密切关

系。 流行病学报道，除机体高氟直接摄入的危害

外，饮食中维生素、蛋白质及矿物质的摄入量不足

可加重氟中毒的危害和流行程度。 实验研究发现，
蛋白质、矿物质元素等能改善机体营养，提高机体

的抗氟抗病能力，减轻氟中毒对牙齿的损害［１］。 本

课题组前期研究发现燃煤型氟中毒可影响雌鼠动情

周期、性激素分泌、促进卵泡闭锁［２ － ４］。 目前对于氟

中毒致雌性生殖系统功能的临床防治干预还未得到

足够的关注，给予营养成分和蛋白饮食是否能拮抗氟

中毒对雌鼠卵巢生殖功能毒性研究非常缺乏。 通过

相关的理论依据，本课题设计以 ＳＤ 雌性大鼠为研究

对象，构建雌鼠燃煤型氟中毒动物模型并对其同时添

加营养元素和蛋白干预。 通过拮抗后，观察 ＳＤ 雌鼠

氟斑牙、尿氟、骨氟、体重变化、各级卵泡、闭锁卵泡以

及黄体数量和形态变化，凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 表达

量。 探究钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 和蛋白对燃煤型氟

中毒雌性生殖系统毒性损伤的干预，解析其对燃煤型

氟中毒雌性生殖系统毒性损伤干预的机制，为促进对

高氟区女性的生殖健康和生殖内分泌系统影响的防

治干预研究奠定一定的基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

以 １２０ 只断乳 ２ 周体重 ８０ ｇ 左右的清洁级 ＳＤ
雌性大鼠为研究对象，由贵州医科大学动物实验中

心提供［ＳＣＸＫ （黔） ２０１２ － ０００１］。 贵州医科大学

动物实验中心动物实验室环境温度 ２０℃ ～ ２５℃，
湿度（６０ ± ２０）％ ，正常明暗交替［ＳＹＸＫ （黔） ２０１２
－ ０００１］。
１􀆰 ２　 主要仪器与试剂

Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 试剂盒（武汉博士德生物工程有限

公司）；氟化钠（优质纯，成都金山化学试剂有限公

司）；营养元素组合片由惠氏制药有限公司提供。
青岛海尔集团产海尔 － ２０℃冰箱（ＢＣＤ⁃５３９ＷＥ）；奥
林巴斯光学工业株式会社生产 Ｏｌｙｍｐｕｓ 双目光学显

微镜；德国 Ｌｅｉｃａ 公司产 ＥＧ１１５０ 石蜡包埋机；德国

Ｌｅｉｃａ 公司产 Ｌｅｉｃａ ＲＭ２１３５ 型切片机。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 构建动物模型方法

雌鼠适应性喂养一周，无异常发现后，根据体

重由小到大排序，按随机数表法分组、编号。 随机

分为 ４ 组：对照组、染氟组（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）、多种元素组

（氟 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋营养元素组合片 ２􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ）、多种

元素 ＋ 蛋白组（氟 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ 营养元素组合片

２􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ ＋蛋白 ３０％ ），每组 ３０ 只，每周调整鼠笼

的位置，力求各组大鼠的实验条件一致。 自由饮用

自来水，各模型组大鼠自由食用不同配方的病区原
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煤加拌泥煤烘烤的玉米饲料。 每天动态观察大鼠

日常情况（毛色、饮水、食用饲料量等），每周观察大

鼠牙齿的变化并称重、记录数据。 分别于染氟 ６０，
１２０，１８０ ｄ 处死，每次处死之前连续 １０ ｄ 每天早上

（８：００ ～ １０：００）对雌鼠进行阴道脱落细胞涂片，观
察动情周期变化，于动情期处死大鼠。 本实验经贵

州医科大学伦理委员会批准实施：１３０５０２０，亦经贵

阳中医学院第一附属医院伦理委员会批准，符合动

物伦理学要求。 研究过程中按实验动物使用的 ３Ｒ
原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫组织化学法检测卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２
和 Ｂａｘ 蛋白

处死雌鼠后，迅速取其一侧卵巢，立即放入

１０％的中性福尔马林固定液中固定，待固定液浸透

后，用锋利的刀片取大小 １ ｍｍ 左右的卵巢组织，石
蜡包埋，常规切片，免疫组织化学法检测卵巢颗粒

细胞凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达情况。 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋

白定位于细胞浆中，阳性细胞胞浆着色呈棕黄色，
不显棕黄色者为阴性细胞。 在高倍镜下，每张切片

随机取 ５ 个视野，计算每个视野下 １００ 个细胞中阳

性细胞百分比（阳性细胞数 ／总细胞数）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察卵巢组织形态学并记录各级

卵泡

于实验 ６０，１２０，１８０ ｄ 动情期股动脉取血处死

雌鼠，立即取出卵巢剔除脏器周围脂肪和结缔组

织，滤纸吸干表面血液，经 １０％甲醛溶液固定，每组

取 １０ 只大鼠卵巢组织进行包埋做形态学。 取材、脱
水、石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色。 ２００ 倍镜下观察卵巢

组织结构形态学，且每张切片随机选取 ２０ 个高倍镜

视野镜下计算原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡、黄体

卵泡、闭锁卵泡数量变化。
１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对数据进行正态性检验和

方差齐性检验。 检测结果用平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ±
ｓ ）表示，符合正态分布且方差齐的数据，用单因素

方差分析进行比较，各组之间的比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般情况与模型构建

阴性对照组雌鼠食欲正常，精神较好，毛色有

光泽；模型组雌鼠食欲降低，活动减少，精神萎靡不

振，毛色光泽度下降；随着时间延长多种元素组和

多种元素 ＋蛋白组雌鼠与对照组区别不大，但随染

氟时间的延长染氟组表现加重。 模型构建依据课

题组前期文献报道氟斑牙、尿氟和骨氟检测［５ － ７］。
２􀆰 ２　 各组卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达

情况

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达情况

各组间和各组内比较，雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达量差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），结果见表 １
和图 １。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｂａｘ 蛋白表达情况

相同时间比较（６０，１２０，１８０ ｄ）：６０ ｄ 各模型组

与对照组比较，雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂａｘ 蛋白表达量

差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 １２０ ｄ 和 １８０ ｄ 染氟

组雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂａｘ 蛋白表达量明显高于对照

组、多种元素组和多种元素 ＋ 蛋白组，差异均有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；多种元素 ＋ 蛋白组比多种元素组

Ｂａｘ 蛋白表达量低，且 １８０ ｄ 比较差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 结果见表 １ 和图 ２。

各组内比较，染氟组雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂａｘ 蛋

白表达量逐渐增多，６０ ｄ 明显低于 １２０ ｄ、１８０ ｄ，且
差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 多种元素组和多种

元素 ＋蛋白组 Ｂａｘ 蛋白表达量逐渐增多，且多种元

素组 ６０ ｄ 与 １８０ ｄ 比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
多种元素 ＋ 蛋白组组内之间表达差异无显著性（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），结果见表 １ 和图 ２。
２􀆰 ３　 各组雌鼠卵泡及黄体的情况

对照组和各染氟组雌鼠卵巢外观色泽鲜红，光
镜下卵巢组织结构形态正常，均可见多个黄体及不

同发育阶段的卵泡，颗粒细胞呈单层或多层排列，
排列整齐。 染氟组随时间延长，卵巢颗粒细胞呈现

渐进性水肿的变化，闭锁的卵泡和黄体退化逐渐增

多，成熟卵泡明显减少。 多种元素组随时间延长，
卵巢颗粒细胞呈现轻中度水肿，闭锁的卵泡和黄体

退化低于染氟组，可见成熟卵泡。 多种元素 ＋ 蛋白

组随时间延长，卵巢颗粒细胞少见轻度水肿，闭锁

的卵泡和黄体退化程度低于染氟组，可见成熟卵

泡。 见图 ３。
各组间雌鼠的原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡、

黄体数量差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 各组间雌

鼠闭锁卵泡数量比较：６０ ｄ 对照组、多种元素 ＋ 蛋

白组与染氟组比较，差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
１２０ ｄ 和 １８０ ｄ 染氟组闭锁卵泡数量明显高于对照

组、多种元素组、多种元素 ＋ 蛋白组，差异有显著性
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（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各时间点干预组与对照组比较，差异

均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 各组内比较，随时间延

长，闭锁卵泡数量差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结

果见表 ２。

表 １　 各组雌鼠 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达量（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

天数（ｄ）
Ｄａｙｓ Ｂｃｌ⁃２（％ ） Ｂａｘ（％ ）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

６０ ６４􀆰 ９００ ± ８． ２５２　 ５１􀆰 ３００ ± ７． ０８８
１２０ ６２􀆰 ２００ ± １０． ０８６ ５０􀆰 ４００ ± ９． １５５∗

１８０ ６３􀆰 ３００ ± ８． １９３ ５０􀆰 ９００ ± １０． ０４５∗

染氟组
Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ

６０ ６１􀆰 ８００ ± ９． ２４７ ５４􀆰 １００ ± ６． ２８０◇

１２０ ６０􀆰 ８００ ± ８． ７１５ ６３􀆰 ３００ ± ７． ７３２◇

１８０ ６８􀆰 ５００ ± ９． １０７ ７３􀆰 ８００ ± ８． ７６６◇

多种元素组
Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ

６０ ６３􀆰 ４００ ± ９． ９６９ 　 ５２􀆰 ６００ ± ８． ９３４ 　
１２０ ６２􀆰 １００ ± ９． ８３７ ５４􀆰 １００ ± １０． ０７１∗ 　
１８０ ６３􀆰 ２００ ± ７． ５８４ 　 ６１􀆰 ７００ ± ９． ８３２∗△○

多种元素 ＋ 蛋白组
Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ

６０ ６４􀆰 ８００ ± ８． ９９１ ５１􀆰 ２００ ± ７． ９４１
１２０ ６４􀆰 ４００ ± ９． ８５７ ５２􀆰 ４００ ± ７． ０４３∗

１８０ ６３􀆰 ８００ ± １０． １３０ ５５􀆰 １００ ± ７． ８５２∗

注：相同时间组间比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与多种元素组比较，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；相同剂量组间比较，◇Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 １８０ ｄ 比较，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｓｅ，◇Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １８０ ｄ，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

注：Ａ：对照组；Ｂ：染氟组；Ｃ：多种元素组；Ｄ：多种元素 ＋ 蛋白组。

图 １　 １８０ ｄ 雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２ 表达（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｃｌ⁃２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ａｔ １８０ ｄａｙｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ

注：Ａ：对照组；Ｂ：染氟组；Ｃ：多种元素组；Ｄ：多种元素 ＋ 蛋白组。

图 ２　 １８０ ｄ 雌鼠卵巢颗粒细胞 Ｂａｘ 表达（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂａｘ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ １８０ ｄａｙｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ
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表 ２　 各组雌鼠各阶段卵泡数量比较（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｅａｃｈ ｓｔａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

天数（ｄ）
Ｄａｙｓ

原始卵泡数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

初级卵泡数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ

ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

次级卵泡数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

黄体数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｒｐｏｒａ

ｌｕｔｅａ

闭锁卵泡数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ

ａｔｒｅｓｉａ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

６０ １６􀆰 １ ± ３􀆰 ９ ８􀆰 ７ ± １􀆰 ８ ５􀆰 ３ ± １􀆰 ６ １８􀆰 ２ ± ４􀆰 ８ １９􀆰 ８ ± ４􀆰 ４∗

１２０ １６􀆰 ７ ± ２􀆰 ８ ７􀆰 ３ ± ２􀆰 １ ５􀆰 ６ ± １􀆰 ７ ２２􀆰 ２ ± ４􀆰 ６ １９􀆰 ２ ± ３􀆰 ９∗

１８０ １６􀆰 ９ ± ３􀆰 ６ ７􀆰 ９ ± ２􀆰 ０ ６􀆰 ５ ± １􀆰 ６ １９􀆰 １ ± ４􀆰 ５ １９􀆰 ６ ± ４􀆰 ４∗

染氟组
Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ

６０ １６􀆰 ５ ± ３􀆰 ３ ８􀆰 ２ ± １􀆰 ６ ６􀆰 ６ ± １􀆰 ３ １８􀆰 ７ ± ３􀆰 ７ ２４􀆰 ６ ± ５􀆰 ２ 　

１２０ １５􀆰 ９ ± ３􀆰 １ ８􀆰 ３ ± １􀆰 ５ ５􀆰 ９ ± １􀆰 ３ １９􀆰 ６ ± ３􀆰 ３ ２５􀆰 ４ ± ４􀆰 １
１８０ １６􀆰 ２ ± ４􀆰 ３ ７􀆰 ８ ± １􀆰 ７ ５􀆰 ７ ± １􀆰 ６ １８􀆰 ６ ± ４􀆰 ５ ２６􀆰 １ ± ５􀆰 ３

多种元素组
Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ

６０ １６􀆰 ４ ± ３􀆰 ９ ７􀆰 ８ ± １􀆰 ５ ６􀆰 ２ ± １􀆰 ７ １９􀆰 ３ ± ４􀆰 ９ ２１􀆰 ５ ± ４􀆰 ２ 　

１２０ １７􀆰 ４ ± ３􀆰 ０ ７􀆰 ４ ± ２􀆰 ２ ６􀆰 ２ ± １􀆰 ８ ２０􀆰 ８ ± ４􀆰 ５ ２０􀆰 ６ ± ３􀆰 ３∗

１８０ １６􀆰 ７ ± ３􀆰 ９ ７􀆰 ４ ± ２􀆰 １ ５􀆰 ８ ± ２􀆰 １ １８􀆰 ８ ± ３􀆰 １ ２１􀆰 ２ ± ３􀆰 ３∗

多种元素 ＋ 蛋白组
Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＋

ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ

６０ １７􀆰 ２ ± ２􀆰 ７ ９􀆰 ２ ± １􀆰 ６ ５􀆰 ８ ± １􀆰 ８ １９􀆰 １ ± ３􀆰 ８ ２０􀆰 ４ ± ４􀆰 ２∗

１２０ １６􀆰 ３ ± ３􀆰 ０ ８􀆰 ２ ± ２􀆰 １ ５􀆰 ６ ± ２􀆰 １ ２１􀆰 ６ ± ３􀆰 ５ １９􀆰 ２ ± ３􀆰 １∗

１８０ １６􀆰 ６ ± ３􀆰 ０ ８􀆰 ８ ± ２􀆰 １ ６􀆰 ４ ± １􀆰 ９ １９􀆰 ７ ± ３􀆰 ７ ２０􀆰 ９ ± ４􀆰 ３∗

注：与染氟组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

注：Ａ：对照组；Ｂ：染氟组；Ｃ：多种元素组；Ｄ：多种元素 ＋ 蛋白组。

图 ３　 １８０ ｄ 雌鼠卵巢组织形态（ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｖａｒｉｏｕｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ＋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ １８０ ｄａｙｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ

３　 讨论

实验研究发现，氟中毒可引起凋亡蛋白表达增

高，促进细胞凋亡发生［８］。 而钙、镁、铜、锌很早已

被人们作为拮抗氟中毒的主要营养元素之一，科提

高机体抗氧化力，拮抗氟对机体毒性损伤和细胞凋

亡［９ － １０］。 文献报告，锌和铜可增加男性生殖细胞对

氧化应激的耐受性，降低生精细胞的凋亡［１１］。 钙、
镁、铜等参与机体抗氧化酶合成同时，可降低凋亡

蛋白 Ｂａｘ 的表达，这已在神经元和雄性精子的抗氟

抗氧化损伤作用得到实验论证［１２ － １３］。 本实验结果

显示，两干预组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达量与对照组相比无

明显差异，与染氟组比较有所升高，但差异无显著

性，表明染氟和营养因素对蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达量影响

不大。 实验结果进一步显示，染氟组 Ｂａｘ 蛋白表达

量明显增加，而添加营养成分干预，两干预组 Ｂａｘ 蛋

白表达量与染氟组比较明显降低。 两干预组间比

较，Ｂａｘ 蛋白表达差异无显著性。 通过干预，两干预

组 Ｂａｘ 蛋白表达量与对照组比较差异无显著性，显
示钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 和蛋白可降低氟中毒卵

巢颗粒细胞 Ｂａｘ 蛋白表达。 本实验初步探讨氟对雌

性生殖系统毒性机制和干预情况，为今后对氟病区

女性生殖毒性防治和治疗起到重要意义。
卵泡退化主要因素与卵巢颗粒细胞的凋亡密

切相关［１４］。 本实验结果显示，高剂量氟可促进卵巢

颗粒细胞的凋亡，且光镜结果显示闭锁卵泡和退化

黄体增多，这与本实验组前期报到高氟对卵巢损伤

相符［１５］。 实验研究报道，卵巢颗粒细胞和卵泡膜细

胞分布丰富维生素 Ｄ 受体，给予维生素 Ｄ 可调节卵

巢功能［１６］。 本实验结果显示，两干预组与对照组比

较，原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡及黄体数量均未

产生明显的影响。 多种元素组和多种元素 ＋ 蛋白

组卵巢颗粒细胞少见轻度水肿，正常的各级卵泡多

见，闭锁的卵泡和退化的黄体明显低于染氟组，且
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从形态学比较两干预组效果差异不明显。 结果还

发现，两干预组与对照组比较闭锁卵泡数量无明显

差异，与染氟组比较逐渐降低，差异有显著性，显示

钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 和蛋白可拮抗氟对卵泡细

胞毒性作用，两干预组间卵巢组织形态和卵泡数量

无明显差异，提示与干预时间长短和干预因素无明

显相关性，这与本课题组前期研究报道卵巢颗粒细

胞超微结构的改变相符［１７］。
综上所述，本研究显示高剂量的氟对雌鼠卵巢

生殖功能存在明显毒性作用，表现为卵巢颗粒细胞

促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达明显增高，光镜下卵巢颗粒细

胞明显水肿、闭锁卵泡增加、黄体退化，明显影响卵

泡发育。 添加钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 和蛋白干预

氟中毒对卵巢组织毒性作用，结果显示上述干预因

素可使染氟所致卵巢颗粒细胞促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达

显著降低，光镜下闭锁卵泡的数量明显降低，各阶

段发育卵泡可见；在添加钙、镁、铜、锌、维生素 Ｄ 基

础上加入蛋白，可使雌鼠卵巢颗粒细胞凋亡蛋白

Ｂａｘ 表达和闭锁卵泡数量降低，且随干预时间延长，
效果更佳。
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