
摘 要：采用慢性镉暴露同时加入不同浓度 N-乙酰半胱氨酸（NAC）的方法，以河南华溪蟹卵巢组织镉含量，超氧化物歧化酶
（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）活性，脂质过氧化水平（MDA含量）和卵巢组织细胞结构的变化为指标，探
究了 NAC对河南华溪蟹（Sinopotamon henanense）卵巢镉氧化损伤的缓解作用。实验设置对照组、镉（0.725 mg·L-1）单一作用组、镉
（0.725 mg·L-1）和 NAC（0.1、0.2、0.4 g·L-1）联合作用组，结果显示：镉单一作用下，卵巢组织镉含量和 MDA含量显著高于对照组；
SOD、CAT和 GPx活性在不同时间点显著升高；组织显微结构出现不同程度损伤。NAC和镉联合作用下，卵巢组织镉含量在 14 d和
28 d显著降低；SOD活性于 14 d显著降低；CAT、GPx活性和 MDA含量均在 28 d降低，并逐渐恢复到正常水平；随着时间的延长和
NAC浓度的增加，卵巢组织细胞损伤程度出现改善，核膜逐渐完整，仅有少量染色质凝集，细胞内及细胞核内空泡化现象基本消
失，卵巢组织结构趋于正常化。实验结果表明，NAC对镉诱导的河南华溪蟹的生殖毒性具有缓解作用，同时进一步证实了氧化损伤
是镉生殖毒性的重要机制之一。
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Alleviation of cadmium-induced oxidative stress in Sinopotamon henanense ovarian tissue by N-acetylcysteine
CHEN Hong-miao, XU Peng, WU Zhong-qiang, JING Wei-xin, WANG Lan*

（School of Life Science, Shanxi University, Taiyuan 030006, China）
Abstract：The aim of this study was to investigate the effects of N-acetylcysteine（NAC）on alleviation of cadmium-induced oxidative stress
in Sinopotamon henanense ovarian tissue using the following six indicators：the tissue accumulation of Cd; the activities of antioxidant en原
zymes superoxide dismutase（SOD）, catalase（CAT）, and glutathione peroxidase（GPx）; the content of malonyldialdehyde（MDA）; and the
changes in the microstructure of ovarian tissue. The experiment included three groups：the control group, the Cd2+（0.725 mg·L-1）group, and
the group of Cd2 +（0.725 mg·L -1）combined with NAC at three different levels of concentration（0.1, 0.2, or 0.4 g·L -1）. The results
showed that under the action of cadmium alone, with increasing Cd2+ concentration the accumulation of Cd and the content of MDA signifi原
cantly increased as compared to that in the control group. The activities of SOD, CAT, and GPx increased at different time-points. The mi原
crostructure of ovarian tissue was damaged at different levels. For the group of Cd2+ combined with NAC at three different levels of concentra原
tion, the content of Cd in ovarian tissue decreased significantly on the 14th and the 28th days. The activity of SOD decreased significantly on
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the 14th day. The activities of CAT, GPx, and the content of MDA had a significant decrease on the 28th day, and returned to normal levels
gradually. With the extension of time and the increase in NAC concentration, the damage to ovarian tissues was alleviated. That is, nuclear
membranes were gradually repaired, and there was only a small quantity of chromatin agglutinate. The vacuolation in cells and nuclei almost
disappeared, with the structure of ovarian cells returning to normal conditions. The results indicated that NAC could alleviate the cadmium-
induced reproductive toxicity in Sinopotamon henanense . The results of our study support the argument that oxidative stress is one of the im原
portant underlying mechanisms of reproductive toxicity of cadmium.
Keywords：Sinopotamon henanense ; ovary; N-acetylcysteine（NAC）; oxidative damage; cadmium

重金属污染已成为全球面临的主要问题之一，其

中镉作为典型的重金属污染物广泛存在于水体环境

中[1-2]，对水生生物的毒害作用引起了广泛关注[3-4]。有
研究显示，镉对雌性生殖系统具有明显的毒理效应，

可直接作用于卵巢引起卵巢皮质区变薄，卵母细胞损

害或缺失，生长及成熟卵泡减少或空泡化，甚至产生

降低排卵和受精能力等生殖功能障碍[5-6]。
甲壳动物具有富集污染物的特点[7-8]，其中河南华

溪蟹（Sinopotamon henanense）是我国特有的淡水蟹
种，易采易养，营底栖生活，体内更易富集底栖环境中

的重金属等污染物[9-12]。本研究拟在建立镉诱导河南
华溪蟹卵巢氧化损伤模型的基础上，选用一种相关的

保护剂探究对生殖毒性的缓解作用。课题组前期就镉

对河南华溪蟹卵巢抗氧化系统的影响研究显示，

0.725 mg·L-1镉溶液处理 28 d 对河南华溪蟹卵巢损
伤较大[13]。N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC）
是机体合成还原型谷胱甘肽（GSH）的原料，具有还原
性巯基（-SH），可通过抑制和清除一些活性氧和自由
基直接对抗过氧化性损伤，增加机体抗氧化能力，保

护细胞 [14]，是一种广泛应用于临床和实验的抗氧化
剂。鉴于此，本实验将 NAC和镉同时作用于河南华溪
蟹，研究了卵巢组织中超氧化物歧化酶（Superoxide
dismutase，SOD）、过氧化氢酶（Catalase，CAT）和谷胱
甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GPx）活性，
丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量以及卵巢组织细
胞显微结构的变化，旨在为水生动物重金属污染防治

提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物

2015 年 9 月于太原市五龙口海鲜市场购买河
南华溪蟹（以下简称“溪蟹”），在实验室水族缸（130
cm伊50 cm伊60 cm）中用曝气 48 h以上自来水暂养两
周以上。

1.1.2 实验试剂
氯化镉（CdCl2·5H2O，分析纯，天津市博迪化工有

限公司）；标准镉溶液（1000 mg·L-1，国家环境保护总
局标准样品研究所）；硝酸、高氯酸（优级纯）；NAC（纯
度 99%，北京索莱宝科技有限公司）；苏木素、伊红
（Amersco公司）；超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶
（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、丙二醛（MDA）和
蛋白含量测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

1.2 实验方法
1.2.1 实验设计

根据课题组前期工作[13]以及冯玉杰等[15]方法，设
置清水组（作为阴性对照组）、0.725 mg·L-1 Cd2+单一
作用组（作为 NAC缓解镉毒性效应的阳性对照组）以
及 Cd2+（0.725 mg·L-1）与不同浓度的 NAC（0.1、0.2、0.4
g·L-1）联合作用组共五组。随机选取大小基本一致，体
重（20.7依1.5）g 的性成熟雌蟹置于处理缸，每组 30
只，加入曝气 48 h的自来水，各处理组加入相应的镉
溶液及 NAC。染毒期间两天换一次水并喂食，每天定
时检查溪蟹的健康状况并除去死蟹及残肢。

1.2.2 样品制备
在暴露 7、14、28 d时从各组随机选取 5 只进行

活体解剖，快速取出卵巢组织，部分组织用于组织切

片，剩余组织迅速称量后液氮冷冻，-80 益冰箱保存。
卵巢组织经硝酸和高氯酸置于电热板上完全消

化，定容后采用原子吸收光谱仪测定[16]。按组织质量颐
体积 1颐4加入磷酸缓冲液（PBS，pH=7.4），匀浆，4 益、
2500 r·min-1离心 10 min，取上清液。按照试剂盒说明
书测定 SOD、CAT、GPx活性，MDA和蛋白含量。取出
的卵巢组织放入 10%的甲醛溶液固定 24 h，经酒精脱
水、二甲苯透明、浸蜡、包埋切片后进行 HE染色，中
性树胶封片，光镜下观察。

1.2.3 数据处理
用 SPSS 15.0进行数据处理，用单因素方差分析

（One-Way ANOVA）进行统计分析，结果用平均值依标
准差（Mean依SD）表示。*表示与对照组相比，镉单一
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处理组存在显著性差异（P<0.05）；#表示与镉单一处
理组相比，加 NAC处理组存在显著性差异（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 NAC对镉在溪蟹卵巢组织中积累量的影响
如图 1所示，在镉单一作用下，随着时间的延长，

卵巢中镉的积累量逐渐增加，14 d 和 28 d 出现显著
性差异。与镉单一处理组相比，镉和 NAC联合作用组
卵巢中镉的积累量呈现下降趋势，并在 7 d 0.725 mg·
L -1 Cd2 ++0.4 g·L -1 NAC 处理组，14 d 0.725 mg·L -1

Cd2++（0.1、0.4）g·L-1 NAC 处理组，28 d 0.725 mg·L-1

Cd2++（0.2、0.4）g·L-1 NAC处理组显著下降。
2.2 镉及 NAC对溪蟹卵巢组织抗氧化酶活性及脂质
过氧化水平的影响

2.2.1 对溪蟹卵巢组织 SOD的影响
由图 2a可知，与对照组相比，镉单一作用下，随

着染毒时间的延长卵巢 SOD活力呈现先升后降的趋
势，14 d SOD的活力显著升高；与镉单一作用相比，镉
和 NAC联合作用，14 d时随着 NAC浓度的增加 SOD
活性呈现逐渐下降趋势，且 0.725 mg·L-1 Cd2++（0.2、

0.4）g·L-1 NAC组显著性降低。
2.2.2 对溪蟹卵巢组织 CAT的影响

图 2b显示，镉单一作用下，卵巢 CAT的活力随
时间延长呈现升高趋势，28 d显著性升高；与镉单一
作用相比，镉和 NAC联合作用下，随着时间的延长，
同一 NAC浓度组 CAT活力呈现先升后降的趋势。其
中 28 d CAT活力显著下降，且接近对照组。

图 1 NAC对镉在溪蟹卵巢组织中积累量的影响（n=5）
Figure 1 Effect of NAC on the accumulation of cadmium in ovarian

tissue of S. henanense（n=5）
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图 2 镉及 NAC对溪蟹卵巢组织抗氧化酶活性及脂质过氧化水平的影响（n=5）
Figure 2 Effects of Cd2+ and NAC on antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation level in ovary tissue of S. henanense（n=5）
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2.2.3 对溪蟹卵巢组织 GPx的影响

由图 2c观察到，与对照组相比，镉单一作用下，
28 d时 GPx的活性显著升高；与镉单一作用相比，14
d时随着 NAC浓度增加，GPx呈现梯度下降的趋势，
28 d 时各 NAC 组均有所下降，其中 0.725 mg·L -1

Cd2++（0.2、0.4）g·L-1 NAC组 GPx活力显著下降。
2.2.4 对溪蟹卵巢组织 MDA含量的影响

由图 2d可知，与对照组相比，镉单一作用下，卵
巢 MDA含量随着时间的延长逐渐升高，其中，14 d
和 28 d时 MDA含量显著升高；与镉单一作用相比，
NAC处理组卵巢组织 MDA含量随着处理时间的延
长呈现逐渐下降的趋势，14 d 0.2 g·L-1 NAC组和 28 d
各 NAC组的 MDA含量显著下降。
2.3 镉及 NAC对溪蟹卵巢组织显微结构的影响

由图 3对照组可知，正常溪蟹卵细胞为卵圆形，
细胞内大量被染成粉红色和红色的颗粒是卵黄颗粒，

中心细胞核染色较浅，核膜完整，形状规则，内含核仁

和染色质；细胞外有一层排列紧密的滤泡细胞，细胞

核较大且染色较深，呈深紫色。镉单一作用下，随着处

理时间的延长，卵巢出现了不同程度的损伤，镉处理

组卵细胞核发生染色质不规则凝集和固缩（图 a1、图
b1），部分核膜消失，结构不明显（图 a1箭头所示），细
胞质出现空泡化（图 a1、图 b1、图 c1白色球形结构），

细胞核出现空泡化肿胀，形状异常（图 c1 细胞核所
示）。NAC处理组，随着 NAC浓度的增加和处理时间
的延长，14 d和 28 d 时卵巢细胞的损伤得到有效缓
解，结构趋于正常化，细胞核膜逐渐完整（图 b3、图
c3），仅有少量染色质凝集（图 b2、图 b3、图 c2、图c3），
细胞内及细胞核内空泡化现象基本消失（图 b4、图 c4）。
3 讨论

镉单一胁迫条件下，溪蟹卵巢组织中镉的富集量

随着染毒时间的延长逐渐增加，与相关报道一致[17-18]，
说明镉在溪蟹卵巢组织中的富集量可以作为检测水

环境中镉污染程度的有效指标。本研究结果显示，

NAC处理组卵巢中镉的积累量相比镉单一处理组有
所降低，28 d效果最显著，说明 NAC能够有效降低镉
在溪蟹卵巢中镉的积累量，保护机体免受镉的损伤。

NAC富含巯基，与镉具有高度的亲和力[19]，可以直接
螯合游离的镉离子，同时还是体内 GSH的前体物质，
能提高 GSH在细胞内的水平，而GSH也能与镉离子
结合，推测 NAC可能通过发挥这两个方面的功能抑
制镉在溪蟹卵巢组织中的积累，从而削弱镉的毒性作

用[20]。
一系列研究结果显示，氧化损伤是镉毒性作用的

主要机制之一，其具体内容包括抗氧化酶活性的改变

图 3 镉及 NAC对溪蟹卵巢组织显微结构的影响
Figure 3 Effects of Cd2+ and NAC on the microstructure in ovary tissue in S. henanense

a0~a4暴露时间为 7 d；a0：对照组；a1：0.725 mg·L-1 Cd2+；a2~a4：0.725 mg·L-1 Cd2+ +（0.1，0.2，0.4）g·L-1 NAC
b0~b4露时间为 14 d；b0：对照组；b1：0.725 mg·L-1 Cd2+；b2~b4：0.725 mg·L-1 Cd2+ +（0.1，0.2，0.4）g·L-1 NAC

c0~c4暴露时间为 28 d；c0：对照组，c1：0.725 mg·L-1 Cd2+；c2~c4：0.725 mg·L-1 Cd2+ +（0.1，0.2，0.4）g·L-1 NAC；N：细胞核；Y：卵黄颗粒
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等[21-23]。SOD、CAT和 GPx是生物体内主要的抗氧化
酶，能够把对机体有害的活性氧自由基（ROS）转化成
无害的 H2O和 O2，使机体免受氧化损伤[24]。本研究发
现，镉胁迫后 SOD、CAT和 GPx活性显著升高，并且
它们在不同的时间点被诱导，可能与它们对活性氧的

不同生理功能有关。镉造成机体氧化损伤，产生自由

基和超氧阴离子，SOD把高反应性和具潜在毒性的超
氧阴离子转化为 H2O2，当 H2O2积累到一定浓度时，
CAT和 GPx把 H2O2转化为 H2O和 O2[25]，因而SOD活
性先于 CAT和 GPx升高。这与马京津等研究铅对溪蟹
卵巢抗氧化酶活力的结果一致[26]，且与我们的前期研
究结果[13]相吻合。

与抗氧化酶 SOD、CAT和 GPx功能类似，NAC含
巯基，可直接抗过氧化，清除体内的活性氧自由基[27]。
目前已有研究显示，NAC对镉所致的动物组织器官
或细胞氧化损伤具有一定的缓解作用[28]。本研究显
示，NAC 处理组与镉处理组相比，SOD、CAT 和 GPx
活性均随着浓度的升高和时间的延长而逐渐降低并

接近对照组的水平。可能因为 NAC与抗氧化酶共同
作用清除机体内活性氧，减少了机体抗氧化酶的氧化

应激反应，从而使 SOD、CAT、GPx活性在各不同时间
段得到显著降低，逐渐恢复到正常水平。

镉诱导机体产生的 ROS 会引发机体脂质过氧
化，MDA作为脂质过氧化反应的终产物，可导致细胞
膜变性，功能缺失，还可引起蛋白质、核酸等生命大分

子的交联聚合，且具有细胞毒性，其含量可以指示机

体氧化损伤的程度[29]。镉单一作用下，随着时间的延
长，溪蟹卵巢 MDA含量相比对照组显著升高，说明
卵巢产生了严重脂质过氧化损伤。镉与 NAC联合作
用下，处理 28 d时卵巢 MDA含量显著下降，说明
NAC处理有效缓解了镉致溪蟹卵巢产生的脂质过氧
化损伤。NAC可以通过螯合机体中的镉而减少镉在
组织内的积累，同时 NAC还可作为抗氧化剂清除镉
诱导产生的 ROS，缓解脂质过氧化，降低 MDA 的含
量，从而保护机体免受氧化损伤。

镉对动物生殖系统的毒性作用很大，镉致细胞产

生的自由基积累会抑制卵巢的发育，对膜系统及细胞

的正常形态产生影响[30]。NAC不仅能够干扰自由基生
成，还可以清除已经生成的自由基[19]，缓解镉对机体
造成的氧化损伤。本研究发现，镉单一处理组卵巢组

织细胞出现严重损伤，细胞核内染色质出现不规则固

缩边集化、部分核膜结构不明显甚至消失，细胞核及

细胞质内出现大量空泡化现象。NAC作用组，随着处

理时间的延长和 NAC浓度的增加，卵巢的损伤得到
有效的缓解，细胞核膜逐渐完整，仅有少量染色质凝

集，细胞及核内空泡化现象基本消失，结构趋于正常

化，说明 NAC对镉引起的溪蟹卵巢组织细胞显微结
构损伤的缓解作用效果显著。

4 结论

NAC可以有效缓解镉对溪蟹卵巢造成的氧化损
伤，证明了氧化损伤是镉毒性作用的主要机制之一，

同时也说明 NAC能够保护水生动物，降低镉污染对
其造成的危害。
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