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急性铅染毒对河南华溪蟹副性腺诱导精子顶体反应的影响
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摘要：为探究河南华溪蟹副性腺的功能以及铅对副性腺功能的影响和毒性机理，首先采
用钙离子载体A23187诱导法对河南华溪蟹进行精子顶体反应诱导实验，结果显示副性腺
匀浆+A23187组合下的顶体反应诱导率最高，可达78%，这提示河南华溪蟹副性腺具有
调节精子顶体反应的作用。在此基础上采用急性铅染毒的方法，设1个对照组和5个铅处
理组(3.675、7.35、14.70、29.40和 58.80 mg/L)，染毒时间分别为3、5和7 d，检测了铅染
毒后的副性腺对精子顶体反应诱导率的影响，以及染毒后副性腺中活性氧(ROS)含量、
蛋白质羰基化(PCO)含量、DNA-蛋白质交联率(DPC)的变化。结果显示, 随着铅染毒剂量
的增加和染毒时间的延长，精子顶体反应诱导率明显下降，副性腺中ROS含量和PCO含
量升高，但DPC无明显变化。研究表明，铅对河南华溪蟹副性腺有明显的生殖毒性，可
降低其在精子顶体反应诱导过程中的作用，主要原因是铅诱导产生的ROS使副性腺中蛋
白质发生了氧化损伤。
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近年来，冶炼、铅制品等工矿企业快速发

展的同时，非正常污物排放使得铅污染问题变

得日益严重 [1]。空气中的铅最终会通过灰尘降落

和雨水冲刷等方式进入水体，造成对水生生物

的毒害 [ 2 ]。铅可诱导机体产生过量的活性氧

(reactive oxygen species, ROS)，高度活跃的ROS会
攻击细胞内生物大分子，导致蛋白修饰和脂质

过氧化，甚至造成细胞内DNA链断裂，从而对

细胞、器官组织产生毒害。铅的生殖毒性已引

起人们的关注，但这方面的研究主要集中在哺

乳动物 [3-8]，对水生无脊椎动物的生殖毒性鲜有

报道。

副性腺是雄性生殖系统的一部分, 但国内外

对其的研究大多集中在昆虫类 [9-10]。针对十足类

甲壳动物副性腺的功能研究在中华绒螯蟹(Erioch-

ier sinensis)中提及较多。中华绒螯蟹副性腺的主

要功能：①给精子提供一定能量和营养[11]；②副

性腺的分泌物有可能随精荚一起进入雌体，除

可以有效消化精荚壁使精子从精荚中游离出来

外, 对雌体的排卵及受精也起到一定的调节作用[12]；

③副性腺中的某些蛋白质作为获能因子对精子

的获能及顶体反应起重要调节功能[13-15]。

副性腺也是河南华溪蟹雄性生殖系统的重

要组成部分 [16]，但对其功能的研究目前仍属空

白。本研究就副性腺在河南华溪蟹(Sinopotamon

henanense)精子顶体反应过程中的作用进行相关

的研究，并在此基础上研究铅对副性腺功能的

影响及其毒性机理。以期探讨副性腺在精子获

能、顶体反应等方面的作用，同时深入了解铅

对甲壳动物雄性生殖毒性机理，为保护生态环

境和水产品健康养殖提供科学依据。
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1    材料与方法

1.1    实验对象

河南华溪蟹(简称溪蟹)购于太原五龙口水产

批发市场, 在实验室条件下[温度(20±2) °C]，曝气

自来水饲养，水体溶解氧8.0~8.3 mg/L，暂养2周
后，挑选大小均匀[体质量(20.12±1.78) g]的健康

成年雄蟹进行实验。

1.2    主要试剂

钙离子载体A23187购自美国Sigma公司，使

用前用DMSO溶解配成 2 mg/mL溶液，–20 °C保

存备用。蛋白酶K、荧光染料Hoechest 33258、
Tris也购于美国Sigma公司。ROS检测试剂盒购于

南京建成生物公司。硝酸铅 [Pb(NO3)2]、盐酸

胍、EDTA、2,4-二硝基苯肼(DNPH)均为国产分

析纯。

1.3    不同诱导条件下精子顶体反应诱导率的

比较

活体解剖雄蟹，迅速取出贮精囊和副性

腺，轻轻划破贮精囊，使精荚破裂，精子释放于2 mL
磷酸缓冲液 (PBS，pH=7.4)，搅匀，3000 r/min
离心10 min，弃上清液，得精子沉淀。取出的副

性腺于1.5 mL EP管中称重，按重量 (g)∶体积

(mL)=1∶9的比例加入PBS，磁珠匀浆法制成10%
的副性腺匀浆液。同时活体解剖雌蟹，迅速取

出卵，同副性腺匀浆液制备方法制成10%的卵水。

取 5份精子沉淀，其中 3份分别加入 1 mL
PBS、副性腺匀浆液和卵水后，再分别加入15 μL
的离子载体A23187工作液，混匀后用NaOH调

pH=8，37 °C水浴箱中避光10 min，取出，终止

反应。另外2份精子沉淀，分别加入1 mL副性腺

匀浆液和卵水，不加A23187，其他步骤同上。

显微镜下观察，随机计数200个精子，计算平均

顶体反应诱导率。

1.4    染毒实验与样品制备

将健康成熟雄蟹暴露于2 L曝气水(pH=6.8)
的容器(45 cm×30 cm×30 cm)中进行急性攻毒试

验，分别设 5个处理组和 1个对照组，处理组

Pb2 +浓度分别为3.675、7.35、14.70、29.40和
58.80 mg/L (根据96 h LC50

[17]的1/80、1/40、1/20、
1/10和1/5设定)，分别暴露3、5和7 d。染毒期间

不喂食，不换水，每天检查溪蟹的健康状况。

染毒结束后，分别从各组随机选取5只溪蟹

活体解剖，迅速取出副性腺，置于–80 °C冰箱

保存。

1.5    顶体反应诱导试验

从–80 °C冰箱中取出副性腺组织，用“不同

诱导条件下精子顶体反应诱导率的比较”的方法

制成10%的副性腺匀浆液，加入到正常精子沉淀

中得精子悬浮液，并进行精子顶体反应诱导试验。

1.6    副性腺ROS含量的检测

按照1∶1000用PBS稀释DCFH-DA，使其终

浓度为10 μmol/L。190 μL副性腺匀浆液与10
μL稀释好的DCFH-DA混匀，37 °C孵育20 min，
每隔3~5 分钟颠倒混匀一次。用多功能酶标仪进

行检测(激发波长：488 nm，发射波长：525 nm)。

1.7    副性腺PCO含量和DPC检测

从–80 °C冰箱中取出副性腺组织，按重量

(g)∶体积(mL)=1∶1的比例加入预冷的PBS，电

动匀浆器匀浆制备得50%的匀浆液，4000 r/min
4 °C离心10 min, 取上清液，参照文献 [18]进行

PCO含量和DPC测定。实验结果用平均值±标准

差(mean±SD)表示。

1.8    数据处理

用SPSS 17.0统计分析软件对实验数据进行

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)，并应用

Dunnett法将处理组与相应对照组进行比较(*P<
0.05为差异显著，**P<0.01为差异极显著)。实验

结果用平均值±标准差(mean±SD)表示。

2    结果

2.1    不同诱导条件下精子顶体反应率的比较

未进行顶体诱导的溪蟹精子在显微镜下观

察呈圆形，发生了顶体反应的精子形态发生了

变化，呈现顶体外翻(图1)。
用5种不同的诱导方式对溪蟹的精子进行顶

体反应诱导实验，副性腺匀浆制成的精子悬浮

液用A23187诱导时顶体反应率最高，顶体诱导

率可达78%，其他诱导方式效果不明显(表1)。

2.2    铅作用后的副性腺对精子顶体反应诱导

率的影响

用铅染毒后的溪蟹副性腺对精子进行顶体

反应诱导，染毒5 d，Pb2+浓度为58.80 mg/L时，
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顶体反应诱导率显著下降；染毒7 d，  Pb2+浓度

为29.40、58.80 mg/L时顶体反应诱导率和对照组

相比有显著性差异(图2)。

2.3    铅对河南华溪蟹精子ROS含量的影响

当染毒5 d，Pb2+高浓度组(Pb2+ 浓度≥14.7 mg/L)
副性腺中ROS含量与对照组相比均显著性升高

(P<0.05)。染毒 7 d时，ROS含量也随染毒浓度增

大而增高，除 3.675 mg/L浓度组外，其他各染毒

组与对照组相比均有显著性差异(图3)。

2.4    铅对副性腺PCO含量的影响

在染毒 5  d， P b 2 +浓度为 5 8 . 8 0  m g / L时，

PCO含量升高，与对照组相比出现极显著性差异

(P<0.01)。在染毒7 d时，除Pb 2 +浓度为3.675
mg/L染毒组外，其他处理组的PCO含量都比对照

有显著升高，在Pb2+为58.80 mg/L时达到最大值

(图4)。

2.5    铅对副性腺DPC水平的影响

在所有的染毒天数下，所有处理组DPC水

平与对照组相比无显著性差异(图5)。

3    讨论

精子顶体反应是保证精子完成受精的重要

生理过程，包括精子将顶体内的酶释放出来溶

表 1    不同诱导方式下河南华溪蟹精子的顶体反应率

Tab. 1       Sperm acrosome reaction induction rate of
S. henanense induced by different induction conditions %

诱导方式

induction condition
顶体诱导率

acrosome reaction induction rate
卵水

ovum homogenate
0

副性腺匀浆

accessory gland homogenate
0

钙离子载体A23187
calcium ionophore A23187

4.5±0.3

卵水+A23187
ovum homogenate +A23187

6.0±0.5

副性腺匀浆+A23187
accessory gland homogenate +A23187

78±3.4

a b c d e
20 μm20 μm 20 μm 20 μm 20 μm

 
图 1    显微镜下观察的河南华溪蟹精子

(a)未进行顶体诱导的精子；(b)副性腺匀浆液诱导后的精子；(c)A23187诱导后的精子；(d)卵水+A23187诱导后的精子；(e)副性腺匀浆

液+A23187诱导后的精子

Fig. 1    Sperm of S. henanense observed by microscopy
(a) sperms not for acrosome reaction induced; (b) sperms induced by accessory gland homogenate; (c) sperms induced by A23187; (d) sperms induced by
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图 2    铅作用后的副性腺对精子顶体反应诱导率的影响

Fig. 2    Effets of accessory gland treated by Pb on
sperm acrosome reaction induction rate
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图 3    铅对河南华溪蟹副性腺ROS含量的影响

Fig. 3    Effets of Pb on ROS content in accessory gland
of S. henanense
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解卵放射冠和透明带、精子穿过卵细胞透明

带、精卵融合、完成受精这4个过程 [19]。精子顶

体反应率是衡量精液质量的重要指标。顶体反

应是由钙离子内流启动的，细胞外钙离子通过

钙离子通道进入细胞内是诱导精子顶体反应不

可缺少的条件 [20-21]。钙离子载体A23187可以帮助

打开精子膜的通道促进Ca2+进入精子 [22]，所以无

论是脊椎动物还是甲壳类无脊椎动物的精子顶

体反应都用A23187进行诱导。本实验解剖取出

溪蟹的贮精囊划破精荚得到精子，分别用单独

卵水、单独副性腺匀浆液、单独A23187、卵

水+A23187以及副性腺匀浆液+A23187等5种诱导

条件人工诱导溪蟹精子的顶体反应，结果显示

副性腺匀浆液+A23187组合条件下河南华溪蟹精

子的顶体反应诱导率最高，而其他处理条件下

几乎诱导不出精子顶体反应，提示河南华溪蟹

副性腺中的某些蛋白质参与精子顶体反应的调

节，对于精子顶体反应的发生必不可少，而且

精子顶体反应过程同时需要A23187的诱导，证

实河南华溪蟹精子的顶体反应也依赖Ca2+。目

前，卵水诱导精子的顶体反应效果无定论，本

实验中不论单独卵水还是卵水+A23187都未能成

功诱导，王艺磊等 [23]用卵水处理锯缘青蟹(Scylla
serrata)也未诱导出顶体反应，而堵南山等[24]用卵

水诱导的中华绒螯蟹的精子顶体反应诱导率高

达93%，这可能与卵子的成熟程度有关。同时，

在对河南华溪蟹的精子进行顶体反应诱导过程

中，发现河南华溪蟹顶体反应的最适pH为8，偏

碱性，这与日本襄(Charybdis japonica)和锯缘青

蟹类似 [ 2 3， 2 5 ]，而中华绒螯蟹的最适pH为偏酸

性，这可能与物种差异以及对生存环境的适应

性有关。

为进一步研究铅对副性腺诱导精子顶体反

应的影响，用铅染毒处理后溪蟹的副性腺匀浆

液+A23187法对正常溪蟹精子进行顶体反应诱导

实验，结果发现，用较高浓度和较长时间铅处

理后的溪蟹副性腺诱导精子顶体反应时，其顶

体反应诱导率较对照组明显降低，提示铅染毒

会干扰副性腺功能的正常实行，从而对溪蟹的

雄性生殖造成影响。

本实验中，在染毒5和7 d的高浓度铅处理

组，ROS的量较对照组明显升高，这提示铅诱导

机体生成了过量的ROS。过量的ROS可攻击细胞

内的大分子物质，包括脂质、蛋白质及DNA[26]，

继而引起细胞的氧化损伤，导致精子正常功能

的缺失。前期实验进行了铅对副性腺脂质的损

伤研究[27]，本研究进一步检测了铅对副性腺蛋白

质和DNA的氧化损伤情况。

蛋白质分子被ROS氧化修饰的一个重要标

记是产生蛋白质羰基[28]，因此，本实验中通过测

定精子中蛋白质羰基化水平来反映精子蛋白质

的氧化损伤情况。结果显示，染毒5 d时的最高

铅浓度组，以及染毒7 d时除染毒最低浓度组外

的其他处理组，副性腺中蛋白质羰基化含量显

著上升，这主要是ROS攻击蛋白质修饰其氨基酸

残基后的结果 [29], 表明其蛋白质结构和功能受到

损伤，由此推断副性腺的功能可能会受到影响。
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图 4    铅对河南华溪蟹副性腺 PCO 含量的影响

Fig. 4    Effects of Pb on PCO content in accessory gland
of S. henanense
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图 5    铅对河南华溪蟹副性腺DPC水平的影响

Fig. 5    Effects of Pb on DPC level in accessory gland
of S. henanense
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DNA也是ROS攻击的目标，ROS作用下，蛋

白质会与DNA结合形成DNA-蛋白质交联物从而

影响DNA的结构，并进一步影响其正常功能的

发挥，如复制、修复、重组、转录以及染色质

重组 [30]等。实验结果显示，在不同的染毒时间

下，所有染毒处理组副性腺中蛋白质-DNA交联

率较对照组无明显变化，推测铅作用下未造成

副性腺中DNA的损伤。也可能是由于副性腺的

上皮细胞分泌物主要含有蛋白质和糖类 [31]，而

DNA含量较少未被检测到。

综上所述，急性铅染毒会影响河南华溪蟹

副性腺调节精子顶体反应的功能，其主要原因

是铅诱导产生的ROS导致副性腺中大分子物质蛋

白质的氧化损伤。
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The effect of acute lead on accessory gland of freshwater crab (Sinopotamon
henanense) in sperm acrosome reaction induction

LI Na 1,2,     XU Peng 1,     WANG Lan 1*

(1. School of Life Science, Shanxi University, Taiyuan    030006, China;
2. School of Arts and Sciences, Shanxi Agriculture University, Taigu    030801, China)

Abstract:  To  investigate  the  toxic  effect  of  lead  on  male  accessory  gland  function  in  the  freshwater  crab
Sinopotamon henanense, the function of accessory gland was investigated firstly, acrosome reaction induction rate
was high up to 78% under the combination of calcium ionophore A23187 and accessory gland homogenate, it
implied that accessory gland could adjust the action of sperm acrosome reaction. Then the effects of Pb on the
accessory gland function in sperm acrosome reaction induction and oxidative stress were investigated after 3, 5 and
7 d, exposed to different Pb concentrations (0, 3.675, 7.35, 14.70, 29.40 and 58.80 mg/L). The results showed that
the acrosome reaction induction rate was deceased significantly when the accessory gland was taken from crabs
which was treated by Pb. Meanwhile, the reactive oxygen species (ROS) content and protein carbonylation (PCO)
content were increased in a concentration- and time-dependent manner in accessory gland, however, DNA-protein
crosslinks rate (DPC) level had no significant change. Our findings documented that Pb deceased the function of
accessory gland in sperm acrosome reaction induction, which was associated with the increasing of ROS leading to
protein oxidative damage.

Key words: Sinopotamon henanense; accessory gland; acrosome reaction; protein carbonylation; DNA-protein
crosslink rate; lead
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