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湿地内外滇池水体中微囊藻毒素对

小鼠生殖毒性的研究

沈　放，路　斌，石自博，杨黎江
（昆明学院 生命科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：通过提取湿地内外滇池水体水样中的微囊藻毒素，检测湿地内外水体中微囊藻毒素对小鼠的生殖毒性，以

及对其体外和体内精子活性的影响．结果表明：湿地外周滇池水体中的微囊藻毒素对小鼠具有生殖毒性，特别在
精子的生成和精子活性方面表现出较强的毒性作用；湿地内水体的生殖毒性明显低于湿地外水体，对小鼠的睾

丸和附睾不会形成器质性变化，也不会影响精子的数量和精子活性（与对照组比较 Ｐ＞０．０５）．结果证实湿地能
有效抑制滇池水体中微囊藻毒素的形成，对滇池水质可起到有效的净化作用．
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　　由于工农业和城市化的发展，工业和生活污
水通过各种渠道进入滇池水环境中，导致作为昆

明地区供水水源之一的滇池水体严重污染，水域

内藻类大量繁殖，形成成片蓝藻水华［１－２］．蓝藻产
生的微囊藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ）为细胞内毒素，
其性状稳定，分解缓慢．当滇池水华大量暴发时，
不仅影响了饮用水质量和水体的自然景观，所产

生的微囊藻毒素也将严重污染水体和水生生

物［３－４］．已有研究表明，微囊藻毒素生物毒性作用
的靶器官为肝脏，通过对鼠、鱼腹腔注射或口服给

药，ＭＣ能迅速引起实验动物急性中毒［５－６］．目前，
关于 ＭＣ的生殖毒性方面的研究较少，且多集中于
对鱼类的研究．现已了解到微囊藻毒素对哺乳动
物生殖器官具有损伤作用，但研究工作尚不系统

全面［７－８］．
近年来，滇池治理通过建立人工湿地和恢复

原有湿地，已取得一定成效．已有研究表明，湿地

对滇池水体中微囊藻毒素的动物急性毒性和长期

毒性能起到有效降解的作用［９］，同时湿地也能有

效改变微囊藻的繁殖速率和水体中藻类的优势种

群，并明显抑制水体中的蓝藻数量，可显著净化水

质［１０］．但滇池水华中的微囊藻毒素是否对哺乳动
物具有生殖毒性，且滇池水体经湿地净化后是否

能对微囊藻毒素的生殖毒性起到有效控制的作用

目前尚未见相关报道．本研究拟通过对比经湿地
内外滇池水体中的微囊藻毒素对小鼠的生殖系统

的影响，明确湿地对滇池水华中的微囊藻毒素是

否具有抑制或降解作用，为滇池保护和治理提供

科学依据．

１　材料与方法

１１　水样采集
１１１　湿地外周水样

采集滇池草海湿地外水体中上层水样，水样较



透明、呈绿色，可见明显的藻团颗粒，ｐＨ６０～６４．
１１２　湿地内水样

采集滇池草海湿地内水体中上层水样，所采集

的水样透明、浅绿色，水中藻团颗粒较少，ｐＨ６４
～６７．
１２　采集水样中的藻类鉴定

对２种水体样品中生存的藻类情况进行镜检，２
种水样中的优势藻类均为数量不等的惠氏微囊藻、

绿色微囊藻和铜绿微囊藻．
１３　仪器及试剂

仪器：恒温水浴箱（土耳其ＮＶＥ）；低温离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ）；微量分析天平（瑞士梅特勒
ＸＳ２０５ＤＵ）；小型高速离心机（美国 ＢａｃｋｍａｎＭｉ
ｃｒｏｆｕｇｅ２２Ｒ）；滤布（１２０目及２００目）；生物显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；血球计数板．

试剂：阳性对照为醋酸棉酚（质量分数 ＞９５％，
批号：０８１０２６，上海融禾医药科技发展有限公司），
其余试剂均为国产分析纯．
１４　微囊藻毒素提取液的制备［９］

取一定量的水样过滤，先用１２０目滤布过滤３
次，再用２００目滤布过滤２次，收集过滤所得的藻
浆，－２０℃冻存，于次日室温解冻，如此反复冻融
３次，可得水样的微囊藻藻浆．将各水样的藻浆与
１０％ 醋酸溶液以 Ｖ（醋酸溶液）∶Ｖ（藻浆）＝１∶１的
比例混合溶解，搅拌提取２ｈ，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，收集上清液，所得沉淀再用１０％ 醋酸溶
液按上法搅拌提取１次．合并上清液，４５℃旋转
蒸发浓缩，得各样品的微囊藻毒素提取液（Ｖ（水
样）∶Ｖ（提取液）＝１０００∶１），－２０℃冻存待用．
１５　实验动物

昆明种小鼠，♂，健康，性成熟，体质量为３１～
３５ｇ（由昆明医学院动物科提供，合格证号：
２００５０１７；发证单位：云南省动物管理委员会）．实验
动物自由饮水进食，饲养于室温、自然光照条件下，

适应饲养环境１周．
１６　小鼠精子培养液的制备［１１］

取小鼠睾丸加入少量Ｈａｎｋ′ｓ平衡液，用组织匀
浆器研磨破碎细胞，１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃下离心 １０
ｍｉｎ，将所得上清液加入 Ｈａｎｋ′ｓ平衡液制成质量浓
度为 ０１ｇ／ｍＬ的睾丸匀浆液，取睾丸匀浆液和
Ｈａｎｋ′ｓ平衡液配制成Ｖ（睾丸匀浆液）∶Ｖ（Ｈａｎｋ′ｓ平
衡液）＝１∶８３的培养液，分装，置－２０℃保存备用．
１７　小鼠体外精子活性的毒性［１１］

将各水样微囊藻毒素提取液用 Ｈａｎｋ′ｓ平衡液
稀释至１μＬ／ｍＬ，得水样毒素稀释液．取雄性小鼠
１０只，用作对照组、湿地外周水样组和湿地内水样
组的体外精子活性实验．雄性小鼠脱椎处死后取
一侧附睾于 １ｍＬ培养液中，剪碎，加入培养液 ７
ｍＬ稀释，３６℃水浴１０ｍｉｎ后镜检并计数精子成活
率，精子成活率达６０％以上为合格精子溶液．取精
子溶液各２００μＬ至９６孔板，分为空白对照组、湿

地外周水样组和湿地内水样组，分别加入生理盐

水、湿地外周水样微囊藻毒素稀释液和湿地内水

样微囊藻毒素稀释液各５０μＬ，３６℃水浴１０ｍｉｎ，
选取血球计数板中的 ５个中方格，读取每个方格
中 Ａ，Ｂ，Ｃ和 Ｄ级的精子数目，计算精子成活率．
每个样品做３组平行．

各级精子比率计算方法如下：

各级精子比率＝
Ａ级（或Ｂ级、Ｃ级、Ｄ级）的精子数×１０９

总精子数×１０９
×１００％ ．

精子成活率计算方法如下：

精子成活率＝
（Ａ级＋Ｂ级＋Ｃ级的精子总数）×１０９

总精子数×１０９
×１００％ ．

１８　小鼠生殖器官的影响
各实验组分别取雄性小鼠１０只，每天灌胃样

品液０１ｍＬ，连续灌胃２周，对照组喂食自来水．２
周后，用３％的戊巴比妥纳溶液麻醉小鼠，称体质
量，取睾丸、附睾称质量，用当日体质量计算睾丸

系数（睾丸质量／体质量 ×１００％）及附睾系数（附
睾质量／体质量 ×１００％）．附睾剪碎、培养和稀释
方法同前，显微镜下观察精子成活情况并计算精

子活率．
１９　统计学分析

数据分析采用 ＳＰＳＳ１６０软件系统，数据表示
为：平均数 ±标准差（ｘ±ｓ），采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验进
行组间数据差异比较，采用 Ｄｕｎｃａｎ′ｓ检验进行多
组间数据差异比较，当 Ｐ＜００５时，差异有统计学
意义．

２　结果与分析

２１　对小鼠体外精子活性的影响
在体外培养的小鼠精子溶液中加入湿地外周水

样和湿地内水样的微囊藻毒素提取液后，小鼠精子

活力受到了影响，各级精子比率均有不同程度的下

降，结果见表１和图１．

表１　湿地内外滇池水体中的微囊藻毒素对小鼠精子体外活性的影响

项 目 对照组 湿地内水样组 湿地外周水样组

样本数／ｎ １０ １０ １０

Ａ级精子数／×１０９个 ９２±２４ ０２±０７ ００±００

Ａ级精子比率／％ ２８９ ０７ ００

Ｂ级精子数／×１０９个 ６５±１８ ３７±１４ ００±００

Ｂ级精子比率／％ ２０４ １２４ ００

Ｃ级精子数／×１０９个 ５３±１１ ５５±２０ ０２±１２

Ｃ级精子比率／％ １６７ １８５ ０７

Ｄ级精子数／×１０９个 １０８±２５ ２０４±３７ ２９４±２１

Ｄ级精子比率／％ ３３９ ６８５ ９９３

总精子数／×１０９个 ３１８±４７ ２９８±５４ ２９６±３２

　　注：与对照组比较，为Ｐ＜００５；为Ｐ＜００１．
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实验结果表明，湿地外周水样和湿地内水样的

微囊藻毒素提取液均能显著降低雄性小鼠的精子活

力．加入湿地外周水样微囊藻毒素提取液可使小鼠
精子基本全部死亡，与对照组比较差异有统计学意

义（Ｐ＜００１）；而湿地内水样的微囊藻毒素提取液
在同样体积分数时还有部分精子存活，但等级较低

为Ｂ级和Ｃ级精子．
２２　对小鼠生殖器官的影响

通过对小鼠进行２周的湿地外周水样和湿地内
水样的微囊藻毒素提取液灌胃，检测水样中的毒素

对小鼠体质量、睾丸及附睾的影响，结果见表２．
实验结果表明，湿地外周水样组小鼠体质量明

显低于对照组，睾丸及附睾质量均较对照组有所上

升但差异无统计学意义（Ｐ＞００５），睾丸系数及附
睾系数则显著高于对照组（Ｐ＜００５）；湿地内水样
组小鼠体质量、睾丸质量、附睾质量、睾丸系数及附

睾系数与对照组差异均无统计学差异（Ｐ＞００５）．

表２　湿地内外滇池水体中的微囊藻毒素对小鼠睾丸和附睾的影响

组 别 体质量／ｇ 睾丸质量／ｇ 睾丸系数 附睾质量／ｇ 附睾系数

对照组 ４５７±５８ ０１４７±００１５ ０３２２±００２４ ００４４１±００１５９ ００９７±０００９

湿地外周水样组 ３０５±４９ ０１７３±００３７ 　０５６７±００５５ ００９５５±００５８７ 　０３１３±００１９

湿地内水样组 ４３７±２６ ０１３１±００２２ ０３００±００３８ ００５３３±０００９４ ０１２２±０００６

　　注：与对照组比较，为Ｐ＜００５；为Ｐ＜００１．

２３　对小鼠体内精子活性的影响
通过对小鼠进行２周的湿地外周水样和湿地内水

样的微囊藻毒素提取液灌胃，检测水样中毒素对小鼠

各级精子数量和精子活性的影响，结果见表３和图２．

表３　湿地内外滇池水体中的微囊藻
毒素对小鼠体内精子活性的影响

项 目 对照组 湿地外周水样组 湿地内水样组

样本数／ｎ １０ １０ １０

Ａ级精子数／×１０９个 ２６２±７８ ０９±１２ １２９±８６

Ａ级精子比率／％ ３８１ ６９ ２１１

Ｂ级精子数／×１０９个 １３５±４９ １２±２０ １１５±６７

Ｂ级精子比率／％ １９６ ９２ １８８

Ｃ级精子数／×１０９个 １４６±３４ ２６±１７ ８４±４５

Ｃ级精子比率／％ ２１２ １９８ １３７

Ｄ级精子数／×１０９个 １４５±４５ ８４±３１ ２８３±１１２

Ｄ级精子比率／％ ２１１ ６４１ ４６３

总精子数／×１０９个 ６８８±１４７１３１±９８ ６１１±１８７

　　注：１）与对照组比较，为Ｐ＜００５，为Ｐ＜００１；２）湿地外周
水样组中有２个样本的精子畸形率＞２０％．

实验结果显示，湿地外周水样组的 Ａ，Ｂ，Ｃ级
精子数量和精子总数均较对照组有明显的下降，且

差异有统计学意义（Ｐ＜００１），且畸形精子数量异
于正常水平；湿地内水样组中 Ａ级较对照组有明显
的下降（Ｐ＜００５），Ｄ级精子数量较对照组有显著

上升（Ｐ＜００１），但Ｂ，Ｃ级精子数量和精子总数与
对照组差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）．说明微囊
藻毒素对小鼠精子具有一定的毒性作用．从精子活
率来看，湿地外周水样组与对照组差异有统计学意

义（Ｐ＜００５），但湿地内水样组的精子活率虽有所
下降，但与湿地外周水样组无明显差异，同时与对照

组间的差异也无统计学意义（Ｐ＞００５）．

３　讨论

从全世界范围来看，饮水是微囊藻毒素进入人

体的最主要途径［１２－１３］．如果饮用水源是发生蓝藻水
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华的水库、湖泊或河流，即使水通过自来水公司处

理，仍有一定量的微囊藻毒素残留在饮用水中，而普

通的加热煮沸等方法是无法有效去除或降解该毒素

的［１４］．作为昆明供水源之一的滇池，由于水体富营
养化导致蓝藻水华的大量爆发，而这些水华藻类均

能产生微囊藻毒素［２］．微囊藻毒素不但具有较强的
肝、肾毒性，还具有动物胚胎致畸、免疫功能抑制、

ＤＮＡ和染色体损伤等多种毒害作用．关于 ＭＣ的生
殖毒性方面的研究较少且多集中于对鱼类的研究．
目前仅有的少量报道证实，长时间暴露于微囊藻毒

素可导致雄性大鼠生殖系统的损伤，并导致睾丸功

能严重受损，进而造成严重的生殖毒性［８］．
通过从体内和体外两方面进行湿地内外的滇池

水体中微囊藻毒素对哺乳动物生殖毒性的研究，结

果证实，湿地外周水样和湿地内水样的微囊藻毒素

提取液均能显著降低体外培养的雄性小鼠的精子活

力，湿地外周水样中的微囊藻毒素可使小鼠精子基

本全部死亡，而湿地内水样组中还有部分精子存活，

但活力等级较低；两种水样中均含有一定量的微囊

藻毒素，但湿地外周水样中的微囊藻毒素含量明显

高于湿地内水样．灌胃微囊藻毒素提取液后，湿地外
周水样组的小鼠体质量出现下降，可能与水样中毒

素含量高，染毒后引起食欲下降及消化功能紊乱有

关；该组小鼠睾丸及附睾质量虽没有出现明显增大

现象，但睾丸系数及附睾系数则显著高于对照组，这

也可能与其体质量变化有直接关系．湿地内水样组
小鼠体质量、睾丸质量、附睾质量、睾丸系数及附睾

系数均与对照组无明显差异，可认为该组水样中的

微囊藻毒素含量较低，对小鼠的生殖器官尚不能造

成器质性变化．从附睾中的精子数量和精子活性来
看，湿地外周水样组不但Ａ，Ｂ，Ｃ级精子数量明显减
少，还出现精子总数显著性下降（与对照组比较，

Ｐ＜００１）和畸形精子数量异常的现象；湿地内水样
组中Ａ级精子数量减少，Ｄ级精子数量增多，Ｂ，Ｃ
级精子数量和精子总数与对照组比较无明显变化；

从精子活率来看，湿地外周水样组的精子活率显著

低于对照组，湿地内水样组虽有所下降但与对照组

间的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）．这些都进一步
说明湿地外周水域的微囊藻毒素高于湿地内水域．

综上所述，湿地外周滇池水体中的微囊藻毒素

对小鼠具有生殖毒性，特别在精子的生成和精子活

性方面表现出较强的毒性作用．同时，湿地内的滇池

水体中因微囊藻数量与湿地外周水体不同，两种水

体中微囊藻毒素含量出现了明显的差异，导致湿地

内水体的毒性明显低于湿地外水体，其对小鼠的睾

丸和附睾不会形成器质性变化，也不会影响精子的

数量和精子的活性（与对照组比较 Ｐ＞００５）．证实
湿地能有效抑制滇池水体中微囊藻毒素的形成，对

作为昆明市水源之一的滇池水质可起到有效的净化

作用，同时也可对滇池水生生物及周边动物和人类

健康起到保护作用．
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