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深圳　 518055)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 CdCl2 与尼古丁联合作用对小鼠精原 GC-1 细胞周期和凋亡的影响及其联合作用方式。
方法　 设置 CdCl2 组、尼古丁组以及联合作用组 24

 

h(简称联用组)3 组,采用 CCK-8 法检测对 GC-1 细胞增殖的抑

制,流式细胞术检测对 GC-1 细胞周期和凋亡的影响。 结果　 随着浓度的升高,CdCl2 、尼古丁对 GC-1 细胞增殖的

抑制作用增强,CdCl2、尼古丁对 GC-1 细胞的 24
 

h
 

IC50 分别为 5. 409 和 2814
 

μmol / L。 CdCl2 和尼古丁联用,在尼古

丁浓度为 0. 175、0. 350、0. 700、和 1. 400
 

mmol / L 时,其对 GC-1 细胞的 IC50 分别为 4. 422、4. 532、3. 309 和 2. 532
 

μmol / L,呈明显的递减过程,均低于 CdCl2 单独作用组,CdCl2 和尼古丁联合作用时具有协同作用。 细胞周期结果

显示,CdCl2 浓度为 2. 5
 

μmol / L 时联用组 G2 / M 期细胞占比上升(P<0. 01),与 CdCl2 组、尼古丁组比较,联用组增

强将细胞阻滞在 G2 / M 期的效应,对细胞周期的影响具有协同作用,且 CdCl2 对于协同作用的影响更强。 细胞凋亡

结果显示,与 CdCl2 组、尼古丁组比较,联用组细胞凋亡比例显著增加(P<0. 01),对细胞凋亡的影响具有协同作用,
且 CdCl2 对于协同作用的影响更强。 结论　 CdCl2 和尼古丁联合时具有协同作用,对小鼠精原细胞毒性作用增强,
细胞周期发生阻滞,促进凋亡,且 CdCl2 对协同作用的影响更强。

【关键词】 　 尼古丁;CdCl2 ;联合作用;雄性;精原细胞
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

combined
 

effect
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

on
 

the
 

cell
 

cycle
 

and
 

apoptosis
 

of
 

mouse
 

spermatogonium
 

(GC-1).
 

Methods　 A
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

inhibition
 

of
 

GC-1
 

cell
 

proliferation
 

in
 

the
 

CdCl2
 groups,

 

nicotine
 

groups,
 

and
 

combined
 

groups
 

at
 

24
 

hours.
 

Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 



CdCl2 ,
 

nicotine,
 

and
 

the
 

combined
 

treatment
 

on
 

the
 

cell
 

cycle
 

and
 

apoptosis
 

of
 

GC-1
 

cells
 

at
 

24
 

hours.
 

Results 　 The
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

GC-1
 

cells
 

increased
 

with
 

the
 

rise
 

in
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

concentrations.
 

The
 

IC50
 

values
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

alone
 

were
 

5. 409
 

μmol / L
 

and
 

2814
 

μmol / L,
 

respectively.
 

The
 

IC50
 values

 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

combined
 

for
 

GC-1
 

cells
 

were
 

4. 422,
 

4. 532,
 

3. 309,
 

and
 

2. 532
 

μmol / L
 

at
 

nicotine
 

concentrations
 

of
 

0. 175,
 

0. 350,
 

0. 700,
 

and
 

1. 400
 

mmol / L,
 

respectively,
 

thus
 

there
 

was
 

an
 

obvious
 

decrease
 

with
 

nicotine
 

concentration.
 

The
 

IC50
 

values
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

group
 

administered
 

CdCl2
 alone,

 

and
 

the
 

combined
 

action
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

had
 

synergistic
 

effects.
 

Cell
 

cycle
 

result
 

showed
 

that
 

CdCl2
 concentration

 

of
 

2. 5
 

μmol / L
 

increased
 

the
 

percentage
 

of
 

G2 / M
 

phase
 

cells
 

in
 

the
 

combination
 

groups.
 

Cells
 

were
 

arrested
 

in
 

the
 

G2 / M
 

phase
 

in
 

the
 

combined
 

groups
 

(P<0. 01).
 

When
 

combined,
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

had
 

a
 

synergistic
 

effect
 

on
 

the
 

cell
 

cycle,
 

and
 

the
 

synergistic
 

effect
 

of
 

CdCl2
 was

 

stronger.
 

The
 

result
 

of
 

apoptosis
 

showed
 

the
 

proportion
 

of
 

cells
 

in
 

apoptosis
 

increased
 

in
 

the
 

2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2
 group.

 

Compared
 

with
 

the
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

single-treatment
 

groups,
 

the
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

combined
 

group’ s
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

apoptosis
 

increased
 

significantly(P<0. 01),
 

and
 

CdCl2
 had

 

a
 

stronger
 

synergistic
 

effect.
 

Conclusions 　 Combinations
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

had
 

a
 

synergistic
 

effect
 

on
 

mouse
 

spermatogonium( GC-1) and
 

led
 

to
 

enhanced
 

cytotoxicity,
 

G2 / M
 

cell
 

cycle
 

arrest,
 

and
 

cell
 

apoptosis.
 

CdCl2
 was

 

the
 

main
 

effect
 

factor
 

in
 

the
 

synergistic
 

effect.
【Keywords】　 nicotine;

 

CdCl2 ;
 

combined
 

effect;
 

male;
 

spermatogonium
Conflicts

 

of
 

Interest:
 

The
 

authors
 

declare
 

no
 

conflict
 

of
 

interest.

　 　 吸烟是人类社会司空见惯同时又充满争议的

行为。 据统计,2020 年全球吸烟者(包括卷烟吸食

者和其他烟草产品使用者)为 13. 2 亿人,15 岁及以

上人口吸烟率为 22. 8%,其中男性为 37. 5%、女性

为 8. 0%[1] 。 香烟燃烧后,烟雾中有害物质会造成

呼吸、循环、生殖等系统损害[2] 。 随着不孕不育人

群逐渐增多,吸烟对生殖毒性的研究已成为热点问

题之一,越来越受到人们的关注。
香烟烟雾含有 7000 多种化学物质[3] ,包括尼古

丁、多环芳烃、重金属、亚硝胺、羰基化合物、酚类化

合物、杀虫剂、苯及其化合物以及其他可能释放到

环境中并通过废弃烟头或吸烟成为污染源的化合

物,这些释放物被认为可能对人类健康和环境造成

威胁[4] 。 香烟的燃烧会在主流烟雾 ( mainstream
 

smoke,MS),即吸烟期间吸入肺部的烟雾中产生潜

在的有毒物质。 尼古丁( nicotine) 在 MS 中的含量

为 1191. 07
 

μg / cig,金属化合物镉( Cd)在 MS 中的

含量为 0. 35
 

μg / cig[5] 。 尼古丁和 Cd 均是香烟烟雾

中的有害成分。 关于 Cd 与尼古丁是通过哪种联合

作用方式产生对生殖系统的危害,尚无文献报道。
本研究以小鼠精原细胞 GC-1 为研究对象,通过

CdCl2 与尼古丁联合暴露,观察两者对 GC-1 细胞周

期及凋亡的影响,以期提供吸烟对男性生殖系统影

响的基础数据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株

　 　 小鼠精原细胞 GC-1 细胞株购自中国科学院昆

明细胞库(批号:220825)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 CdCl2(纯度 99. 99%,sigma,202908);DMSO 二

甲基亚砜(sigma,67-68-5);尼古丁(纯度≥95%,麦
克林, N964558 ); DMEM 高 糖 培 养 基 ( GIBCO,
11965092),FBS 胎牛血清(GIBCO,10091148);胰蛋

白酶(0. 25%,GIBCO,15050065);胰蛋白酶-EDTA
( 0. 25%, GIBCO, 25200056 ); 青 霉 素 - 链 霉 素

( thermofisher, 15070063); CCK-8 试剂盒 ( dojindo,
CK04);Annexin

 

V 凋亡检测试剂盒( FITC / PI 双染

法,BBI,E606336-0100);细胞周期与细胞凋亡检测

试剂盒(碧云天,C1052)。
酶标仪(spark,瑞士);流式细胞仪(BD

 

C6
 

Plus,
美国);CO2 恒温培养箱(Thermo

 

Scientific,美国);生
物安全柜(Nuaire,美国);普通光学显微镜(ZEISS,德
国);分析天平(METTLER

 

TOLEDO,瑞士)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养及传代

　 　 小鼠精原细胞 GC-1 培养用 DMEM 高糖培养

液,含 10%胎牛血清、1%双抗(5000
 

U / mL 青霉素和

5000
 

μg / mL 链霉素),在 37 ℃ 、饱和湿度、体积分数

5%的 CO2 培养箱中常规传代培养,待细胞长至约占

瓶底 80% ~ 90%融合度时按 1 ∶ 2 进行传代。
1. 3. 2　 细胞增殖

　 　 取对数生长期的 GC-1 细胞,调整细胞浓度为

4. 5×104 / mL,以每孔 100
 

μL 接种于 96 孔板,每组

设 6 个复孔,培养箱中培养 24
 

h。 分为 CdCl2 组(4、
8、12、 16、 20

 

μmol / L)、 尼古丁组 ( 250、 500、 750、
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1000、1250、1500、1750、2000
 

μmol / L),每个浓度设

置 6 个平行复孔,并同时设置阴性对照组(不加药)
和空白对照组,继续培养 24

 

h 后,每孔中加入 10
 

μL
 

CCK-8 试剂,5%
 

CO2、37 ℃ 继续培养 2
 

h,酶标仪下

测定各孔 450
 

nm 处光密度值(OD 值)。 按照公式:
细 胞 活 力 = [( OD实验孔 - OD对照孔 ) / ( OD空白孔 -
OD对照孔)] ×100%,计算不同浓度下的细胞活力,使
用 GraphPad

 

Prism
 

8. 0 软件计算各组毒物的半数抑

制浓度(median
 

inhibition
 

concentration,IC50)值。
1. 3. 3　 染毒浓度及配制

　 　 CdCl2 储备液的配置:用分析天平精准称量

0. 549
 

96
 

g
 

CdCl2 粉末于离心管中,加入 3
 

mL 纯水,
轻轻震荡,充分溶解,终浓度为 1

 

mol / L;尼古丁储备

液的配置: 在加入 1
 

mL 纯水的离心管中加入

157. 20
 

μL 尼古丁原液,轻轻震荡,充分溶解,终浓

度为 1
 

mol / L。 实验时用培养基按比例稀释。
1. 3. 4　 联合暴露

取对数生长期的 GC-1 细胞,调整细胞浓度为

4. 5×104 / mL,以每孔 100
 

μL 接种于 96
 

孔板,每个

组设 6 复孔,培养箱中培养 24
 

h。 根据“1. 3. 2”计

算出的 IC50 值确定后续实验浓度,将 GC-1 细胞分

为 CdCl2 组(0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L)、尼
古丁组(175、350、700、1400

 

μmol / L)、联用组(共 16
个组),联用组中 CdCl2 和尼古丁按照 1 ∶ 1 的体积

混合,每个浓度设置 6 个平行复孔,并同时设置阴性

对照组(不加药)和空白对照组,继续培养 24
 

h,每
孔中加入 10

 

μL
 

CCK-8 试剂,5%
 

CO2、37 ℃ 继续培

养 2
 

h,酶标仪下测定各孔 450
 

nm 处光密度值( OD
值)。 按照公式: 细胞抑制率 = [ 1 - ( OD实验孔 -
OD对照孔) / (OD空白孔 -OD对照孔 )] ×100%,计算不同浓

度下的细胞抑制率,使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件

计算各组毒物的 IC50 值并绘图。 采用 Compusyn
 

1. 0 软 件 计 算 CdCl2 与 尼 古 丁 的 联 合 指 数

(combination
 

index,CI),CI<1 提示协同效应,CI = 1
提示加性效应,CI>1 提示拮抗作用。
1. 3. 5　 细胞周期

　 　 取 GC-1 细胞 4. 5×104 / mL 接种于 6 孔板中,设
置空白对照组、CdCl2 组、尼古丁组、联用组,4 组细

胞毒物作用浓度同“1. 3. 4”,每组设置 3 个平行对

照,经过 24
 

h 处理后,收集全部细胞,根据细胞周期

检测试剂盒说明书,配制碘化丙啶染色液,每管细

胞样品中加入 0. 5
 

mL 碘化丙啶染色液,用流式细胞

仪进行检测和分析。

1. 3. 6　 细胞凋亡

　 　 取 GC-1 细胞 4. 5×104 / mL 接种于 6 孔板中,设
置空白对照组、CdCl2 组、尼古丁组、联用组,4 组细

胞药物作用浓度同“1. 3. 4”,每组设置 3 个平行对

照,经过 24
 

h 处理后,收集全部细胞,根据 Annexin
Ⅴ-FITC / PI 细胞凋亡试剂盒说明书,配制试剂,使
用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

21. 0 软件进行数据统计分析,采用

GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件绘图,计量资料以平均数±
标准差( 􀭰x±s)表示,组间比较采用多因素方差分析。
统计检验为双侧,P<0. 05 为差异有统计学意义。 所

有实验均进行 3 次有效重复。

2　 结果

2. 1　 细胞活力

　 　 CdCl2 和尼古丁单独暴露时,对精原细胞 GC-1
增殖的抑制作用均随浓度增加而增强。 将 0 ~ 20

 

μmol / L
 

CdCl2,0 ~ 200
 

μmol / L 尼古丁作用于 GC-1
细胞 24

 

h 后,CdCl2 对 GC-1 细胞的 IC50 为 5. 409
 

μmol / L,尼古丁对 GC-1 细胞的 IC50 为 2814
 

μmol / L
(见图 1A、1B)。 根据上述计算出的 IC50 值,将剂量

组设置为空白对照组, 0. 3125、 0. 625、 1. 25、 2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2 组,175、350、700、1400
 

μmol / L 尼古

丁组、联用组,将 GC-1 细胞处理 24
 

h 后,联合作用

的结果如表 1 和图 1C 所示,联用组 IC50 浓度均显

著低于 CdCl2 单独作用浓度, CdCl2 浓度为 2. 5
 

μmol / L 时联用组 IC50 浓度低于尼古丁单独作用浓

度,可见 CdCl2 在联合作用中的协同作用更为明显。
CdCl2、尼古丁、CdCl2 和尼古丁联合作用时 IC50 曲

线如图 1 所示。 根据 GC-1 细胞在不同浓度的

CdCl2 和尼古丁单独及联合作用下的细胞活力,用
CompuSyn8. 0 软件分析得到等效线图及联合方案的

联合指数 CI。 随着 CdCl2 浓度上升,CI< 1,出现协

同作用,CdCl2 浓度为 0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L 时数

据点均在等效线下方,且 CI<1,提示协同作用,如图

1D 所示。 光学显微镜下 GC-1 细胞的形态见图 1E。
2. 2　 细胞周期

　 　 加药处理 24
 

h 后,流式细胞术检测空白对照

组、CdCl2 组、尼古丁组、联合组。 细胞周期结果显

示,与空白对照组相比,CdCl2 浓度为 2. 5
 

μmol / L 和

尼古丁浓度为 1. 4
 

mmol / L 时 G0 / G1 期细胞占比下

降,差异有统计学意义 ( P < 0. 01 )。 与 0. 3125、
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0. 625、1. 25
 

μmol / L
 

CdCl2 单独作用时相比,联用组

G0 / G1 期细胞占比显著下降 ( P < 0. 01 ); 与 2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2 单独作用时相比,联用组的尼古丁浓

度为 0. 175、0. 7、1. 4
 

mmol / L 时 G0 / G1 期细胞占比

显著下降 ( P < 0. 05 )。 与 0. 175、 0. 35、 0. 7、 1. 4
 

mmol / L
 

尼古丁单独作用时相比,联用组G0 / G1 期
表 1　 CdCl2 和尼古丁联合作用于 GC-1 细胞 24

 

h 后的 IC50

Table
 

1　 IC50
 values

 

of
 

GC-1
 

cells
 

24
 

hours
 

after
 

exposure
 

to
 

CdCl2
 and

 

nicotine
氯化镉 / (μmol / L)

 

CdCl2 尼古丁 / (μmol / L)
 

Nicotine 半数抑制浓度 IC50

0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5 175 4. 422
0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5 350 4. 532
0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5 700 3. 309
0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5 1400 2. 532

0. 3125 175、350、700、1400 8457
0. 625 175、350、700、1400 12

 

460
1. 25 175、350、700、1400 3260
2. 5 175、350、700、1400 1782

注:A:不同浓度 CdCl2 作用于 GC-1 细胞 24
 

h 后的细胞存活率;B:不同浓度尼古丁作用于 GC-1 细胞 24
 

h 后的细胞存活率;C:不同浓度

CdCl2 和尼古丁联合作用于 GC-1 细胞 24
 

h 后的细胞存活率;D:Compusyn 软件计算 CdCl2 和尼古丁联合作用时的 CI 值并绘图;E:在光学

显微镜下观察 GC-1 细胞的形态。

图 1　 CdCl2 和尼古丁对 GC-1 细胞增殖的抑制作用

Note.
 

A,
 

Cell
 

viability
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

CdCl2
 in

 

GC-1
 

cells.
 

B,
 

Cell
 

viability
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

nicotine
 

in
 

GC-1
 

cells.
 

C,
 

Cell
 

viability
 

after
 

24
 

hours
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

combined
 

in
 

GC-1
 

cells.
 

D,
 

Compusyn
 

software
 

calculates
 

and
 

plots
 

the
 

CI
 

values
 

for
 

the
 

combination
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine.
 

E,
 

Morphology
 

of
 

GC-1
 

cells
 

under
 

a
 

light
 

microscope.

Figure
 

1　 Inhibitory
 

effect
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

GC-1
 

cells
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注:A:CdCl2 剂量固定为 0、0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L 时,不同尼古丁联合作用时 G0 / G1 期占比统计;B:尼古丁剂量固定为 0、
0. 175、0. 35、0. 7、1. 4

 

mmol / L 时,不同 CdCl2 联合作用时 G0 / G1 期占比统计;C:CdCl2 剂量固定为 0、0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L 时,
不同尼古丁联合作用时 G2 / M 期占比统计;D:尼古丁浓度固定为 0、0. 175、0. 35、0. 7、1. 4

 

mmol / L 时,不同 CdCl2 联合作用时 G2 / M 期占比

统计;E:根据 G0 / G1 期占比数据采用 Compusyn 软件计算 CdCl2 和尼古丁联合作用时的 CI 值并绘图;F:根据 G2 / M 期占比数据采用

Compusyn 软件计算 CdCl2 和 CdCl2 联合作用时的 CI 值并绘图。 与空白对照组相比,##P<0. 01;与 CdCl2 组和尼古丁组相比,∗ P< 0. 05,
∗∗P<0. 01。

图 2　 流式细胞仪检测细胞周期统计
Note.

 

A.
 

Percentage
 

of
 

G0 / G1
 phase

 

cells
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

nicotine
 

combined
 

with
 

0、0. 3125、0. 625、1. 25
 

and
 

2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2 .
 

B,
 

Percentage
 

of
 

G0 / G1
 phase

 

cells
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

CdCl2
 combined

 

with
 

0、0. 175、0. 35、0. 7、1. 4
 

mmol / L
 

nicotine.
 

C,
 

Percentage
 

of
 

G2 / M
 

phase
 

cells
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

nicotine
 

combined
 

with
 

0、0. 3125、0. 625、1. 25
 

and
 

2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2 .
 

D,
 

Percentage
 

of
 

G2 / M
 

phase
 

cells
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

CdCl2
 combined

 

with
 

0、0. 175、0. 35、0. 7、1. 4
 

mmol / L
 

nicotine.
 

E,
 

Compusyn
 

software
 

was
 

used
 

to
 

calculate
 

and
 

plot
 

the
 

CI
 

values
 

for
 

the
 

combination
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

based
 

on
 

the
 

G0 / G1
 phase

 

data.
 

F,
 

Compusyn
 

software
 

was
 

used
 

to
 

calculate
 

and
 

plot
 

the
 

CI
 

values
 

for
 

the
 

combination
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine
 

based
 

on
 

the
 

G2 / M
 

phase
 

data.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

CdCl2
 group

 

and
 

nicotine
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

2　 Cell
 

cycle
 

analysis
 

by
 

flow
 

cytometry

细胞占比均下降,差异有统计学意义(P< 0. 01,图
2)。 可见, CdCl2 和尼古丁协同作用中, CdCl2 对

G0 / G1 期细胞占比的影响更为显著。 与空白对照组

相比,CdCl2 浓度为 2. 5
 

μmol / L 时 G2 / M 期细胞占

比显著上升(P<0. 01)。 与 0. 3125
 

μmol / L
 

CdCl2 单

独作用时相比,联用组尼古丁浓度为 0. 7
 

mmol / L 时

G2 / M 期细胞占比显著上升(P<0. 01),联用组尼古

丁浓度为 1. 4
 

mmol / L 时 G2 / M 期细胞占比显著上

升(P<0. 05);与 0. 625、1. 25
 

μmol / L
 

CdCl2 单独作

用时相比,联用组 G2 / M 期细胞占比显著上升(P<
0. 01);与 2. 5

 

μmol / L
 

CdCl2 单独作用时相比,联用

组 CdCl2 浓度为 0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L 时 G2 / M
期细胞占比显著上升(P<0. 01);与 0. 7

 

mmol / L 尼

古丁单独作用时相比,联用组 CdCl2 浓度为 0. 3125、
0. 625

 

μmol / L 时 G2 / M 期细胞占比显著上升(P<
0. 05),CdCl2 浓度为 1. 25、2. 5

 

μmol / L 时 G2 / M 期
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细胞占比显著上升(P<0. 01);与 1. 4
 

mmol / L 尼古

注:A:CdCl2 剂量固定为 0、0. 3125、0. 625、1. 25、2. 5
 

μmol / L 时,不同 nicotine 联合作用时细胞凋亡统计;B:尼古丁剂量固定为 0、175、350、
700、1400

 

μmol / L 时,不同 CdCl2 联合作用时细胞凋亡统计;C:采用 Compusyn 软件计算 CdCl2 和 nicotine 联合作用时的 CI 值并绘图;D:采用

FlowJo
 

10. 8. 1 软件绘制细胞凋亡图。 与空白对照组相比,##P<0. 01;与 CdCl2 组和尼古丁组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与联用组相比,&P<

0. 05,&&P<0. 01。
图 3　 流式细胞仪检测细胞凋亡统计图

Note.
 

A,
 

Apoptosis
 

rate
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

nicotine
 

combined
 

with
 

0、0. 3125、0. 625、1. 25
 

and
 

2. 5
 

μmol / L
 

CdCl2 .
 

B,
 

Apoptosis
 

rate
 

after
 

exposure
 

to
 

different
 

dose
 

of
 

CdCl2
 combined

 

with
 

0、175、350、700、1400
 

μmol / L
 

nicotine.
 

C,
 

Compusyn
 

software
 

was
 

used
 

to
 

calculate
 

and
 

plot
 

the
 

CI
 

values
 

for
 

the
 

combined
 

effect
 

of
 

CdCl2
 and

 

nicotine.
 

D,
 

Using
 

FlowJo
 

Software
 

to
 

generate
 

cell
 

apoptosis
 

graphs.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 

##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

CdCl2
 group

 

and
 

nicotine
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
  

Compared
 

with
 

combined
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01.

Figure
 

3　 Statistical
 

graph
 

of
 

apoptosis
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry

丁单独作用时相比,联用组 CdCl2 浓度为 0. 625、2. 5
 

μmol / L 时 G2 / M 期细胞占比显著上升(P< 0. 01)。
可见,CdCl2 和尼古丁协同作用中,CdCl2 对 G2 / M
期细胞占比的影响更为显著,表现为 G2 / M 期阻滞。
根据 GC-1 细胞在不同浓度的 CdCl2 和尼古丁单独

及联合作用下的细胞周期占比,用 CompuSyn 软件

分析得到等效线图及联合方案的联合指数 CI。 两

毒物联合效应在 CI = 1. 0 时为相加,CI<1. 0 时为协

同,CI>1. 0 时为拮抗。 联合作用数据点均在等效线

下方,且 CI 值均<1. 0,提示两药具有协同作用。
2. 3　 细胞凋亡

　 　 如图 3 所示,加药处理 24
 

h 后,流式细胞术检

测空白对照组、CdCl2 组、尼古丁组、联用组细胞凋

亡结果显示,CdCl2 浓度为 2. 5
 

μmol / L 时,细胞凋亡

比例显著增加,差异具有统计学意义(P<0. 01)。 与
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CdCl2 单独作用时相比,联用组细胞凋亡比例均显

著增加(P<0. 01);CdCl2 浓度为 0. 3125
 

μmol / L 时,
尼古丁浓度为 0. 175、1. 4

 

mmol / L 时细胞凋亡比例

显著增加(P<0. 05)。 与尼古丁单独作用时相比,联
用组细胞凋亡比例均显著增加(P < 0. 01); CdCl2

和尼古丁联合作用时, CdCl2 浓度为 0. 625、 2. 5
 

μmol / L 时,尼古丁浓度为 0. 175
 

mmol / L 时,细胞凋

亡比例显著增加(P<0. 05);CdCl2 和尼古丁联合作

用时,CdCl2 浓度为 0. 3125、2. 5
 

μmol / L 时,尼古丁

浓度改变,细胞凋亡比例均显著增加(P<0. 01)。 可

见,CdCl2 和尼古丁协同作用中,CdCl2 对细胞凋亡

比例增加的影响更为显著。 根据 GC-1 细胞在不同

浓度的 CdCl2 和尼古丁单独及联合作用下的细胞凋

亡的变化,用 Compusyn
 

软件分析得到等效线图及

联合方案的联合指数 CI。 两毒物联合效应在 CI =
1. 0 时为相加,CI<1. 0 时为协同,CI>1. 0 时为拮抗。
联合作用数据点均在等效线下方,且 CI 值均<1. 0,
提示两药具有协同作用。

3　 讨论

　 　 近年来,由于吸烟人群的占比庞大,不孕不育

人群逐渐增多,吸烟对雄性生殖系统的毒性作用也

日益受到关注。 睾丸作为雄性生殖系统的主要器

官,具有分泌雄激素以及产生精子的功能。 精子的

发生,是处于睾丸曲细精管(生精小管的)中的精原

细胞增殖分化形成成熟精子的过程。 长期大量吸

烟可产生睾丸毒性,使睾丸正常的精子发生过程受

到干扰,造成精液质量和精子受精能力下降,而影

响男性生育能力[6] ;先前的研究表明,随暴露时间

的延长,暴露剂量的增加,大鼠血浆尼古丁含量随

之增加[7] ;Nazar-Zadeh 等[8] 的实验表明,尼古丁可

诱导生精上皮细胞变性,还可影响睾丸间质组织,
使其密度和细胞数量减少,生精谱系细胞的聚集减

少,各种细胞间隙增大;大鼠经香烟烟雾处理后睾

丸组织出血、充血、生殖细胞核固缩,引起睾丸组织

中相关激素的表达异常,造成睾丸组织结构病变,
影响精子生成[9] ;香烟烟雾冷凝物( cigarette

 

smoke
 

condensate,CSC)对精母细胞的生长抑制作用,涉及

AHR 和 MAPK 通路的调控[10] 。 本研究中,用尼古

丁处理 GC-1 细胞时,表现为细胞毒性增强,对于细

胞增殖的抑制作用随剂量升高而增强,与先前研究

结果相同。 金属镉( cadmium,Cd)在人体内代谢缓

慢,Uwagie-Ero 等[11]的研究发现,CdCl2 通过下调破

骨细胞生成诱导的雄性 Wistar 大鼠骨质疏松症;有

人群实验表明,Cd 在精浆中的高浓度与不育症患者

的精子质量下降之间存在关联[12] ;动物实验研究表

明短时低剂量的 Cd 暴露可能会引起小鼠永久性的

睾丸间质细胞损伤[13] ;小鼠模型也证实了,Cd 以剂

量和时间依赖方式引发了睾丸组织显著病变[14] ;高
剂量尼古丁对软骨细胞活力具有显著抑制作用[15] ;
Cd 作用于中国仓鼠卵巢细胞时,随着 Cd 浓度的增

加,细胞生长呈剂量依赖性下降[16] 。 在本次研究

中,CdCl2 作用于对精原细胞 GC-1 时,对于细胞增

殖的抑制作用随浓度增加而增加,与前人的研究结

果一致。 当用 CdCl2 和尼古丁联合处理 GC-1 细胞

时,会产生协同作用,且 CdCl2 对于联合的协同增强

作用较尼古丁强。
有研究表明,香烟烟雾会导致精母细胞[17] 和其

他细胞类型[18]生长周期停滞,其中对于精母细胞来

说,主要阻断 S、G2 / M 期[17] ,随后细胞死亡。 有研

究表明,Cd 诱导的 G2 / M 期阻滞是不可逆的[19] ,一
旦阻滞形成,无论从培养基中去除 Cd 还是连续供

应 Cd,细胞都将保持停滞[16] 。 本研究复现了先前

的结论,CdCl2 组、尼古丁组、联用组均使细胞 G0 / G1

期占比下降,将细胞阻滞在 G2 / M 期;同时本研究进

一步发现,对于细胞周期的阻滞作用中,CdCl2 的协

同效应更强。
凋亡是一种细胞程序化死亡,主要分为内源性

及外源性两种途径[20] ,吸烟产生的大量有害物中,
有研究表明尼古丁可损害生殖系统,引起睾丸组织

结构破坏、生精上皮萎缩、生殖细胞凋亡,导致精子

发生和成熟受到抑制,同时也能对精子的形态和运

动能力造成不良影响[21] ;尼古丁可以促进男性生殖

细胞的凋亡,睾丸中 TNF 凋亡途径被激活,过表达

的 TRIM27 可以上调去泛素化的 RIP1,导致 TNF 凋

亡途径激活,并导致过度凋亡[22] 。 急性和慢性镉暴

露会导致男性生殖系统的结构和功能缺陷,包括生

殖细胞死亡、睾丸类固醇生成抑制、睾丸坏死、前列

腺癌、支持细胞损伤以及精子质量和血清睾酮水平

下降,这些影响出现的可能性原因之一是精原细胞

凋亡[23] 。 精原细胞凋亡是镉诱导男性生殖毒性的

重要分子机制之一[24] ;有研究表明,CdCl2 处理可以

增加细胞内活性氧,降低线粒体膜电位,并提高精

原细胞的凋亡率[25] 。 本研究发现,高浓度 CdCl2 作

用时会促进 GC-1 细胞凋亡,与前人的研究结果一

致,CdCl2 和尼古丁联合作用时会显著促进 GC-1 细

胞凋亡,且 CdCl2 在协同中的作用更强。
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综上所述,香烟的主要成分尼古丁和重金属镉

均会抑制雄性精原细胞增殖,引起细胞周期阻滞,
导致细胞凋亡,造成精原细胞损伤。 尼古丁和重金

属镉同时存在时具有协同作用,使细胞毒性作用增

强,其中重金属镉的含量对协同作用的影响更强。
本研究为 CdCl2 和尼古丁联合作用对生殖系统产生

的危害提供了科学的依据,以期为倡导戒烟、禁烟

等措施,为社会创造一个良好的生活环境提供数据

支持。
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