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摘要：目的  探讨亚硝酸盐所致生殖毒性机制的研究。方法 挑选 SPF 级，雄性昆明小鼠，40 只，随机分为亚硝酸钠溶液低[3 mg／（kg·d）]、中[9mg

／（kg·d）]、高[18 mg／（kg·d）]3 组为实验组，登记量生理盐水为对照组。每组 10 只，按照相应剂量每天灌胃给药，连续 5 d，饲养期限为 2

个月。检测小鼠各脏器系数和精子数的测定。结果 不同剂量亚硝酸钠的脾脏系数分别为（8.98±0.94mg/g、8.69±0.48mg/g、7.53±0.33mg/g），激

素水平随着亚硝酸钠染毒剂量的增加而降低，差异具有统计学意义（P < 0.05）;脾脏系数分别为（13.89±2.79mg/g、13.85±2.64mg/g、14.42±0.75mg/g）

激素水平随着亚硝酸钠染毒剂量的增加而升高趋势，且差异具有统计学意义（P < 0.05）；与对照相比实验组小鼠计数精子分别为[（14.279±3.20）

x106/ml、（15.121±3.68）x106/ml、（16.327±2.93）x106/ml]，随着亚硝酸钠暴露剂量的增加精子的计数下降，且精子存活率明显降低，具有明显的

统计学差异（P＜0.05）。结论 亚硝酸钠的暴露可以损伤雄性小鼠的生殖功能。 
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亚硝酸钠作为添加剂与防腐剂，在工业生产和食品加工中被广

泛应用。在我国北方地区，人们多喜欢对蔬菜进行腌制后食用，在

腌制过程中会产生亚硝酸盐等有害物质[1-2]。此外，亚硝酸钠在纺

织，摄影，医药等领域也多有应用。很长一段时间，科学家们对亚

硝酸盐单独或者与其他一些化学试剂相结合造成的毒性进行了深

入研究。摄入过量的亚硝酸盐会导致生物体中毒乃至死亡[3]。因此，

亚硝酸盐的毒性已经引起人们的广泛关注。相关毒理学实验表明，

亚硝酸盐摄入会导致生殖力降低和发育力低下，从而影响出生率、

胎儿的健康甚至新生儿死亡[4]。本实验通过建立亚硝酸盐暴露模

型，探讨亚硝酸钠对雄性小鼠生殖功能的影响，从而阐释亚硝酸盐

与男性生殖力的关联性，为男性不育的预防及临床治疗提供实验依

据。 

1 材料与方法 

1.1 实验动物及试剂 

SPF 级，雄性昆明小鼠，40 只，购自长沙天勤生物科技有限公

司。饲养于长沙医学院动物实验中心 SPF 级动物房，室温 25±3℃，

湿度 50%±5%，8：00-20:00 保持光照，并自由进水、进食。实验

动物符合国家相关实验动物管理政策与法规，实验获长沙医学院动

物伦理委员会审议通过。动物适应性饲养 3d 后，开始实验。 

1.2 主要试剂及仪器 

亚硝酸钠，天平秤，DMEM 培养液，显微镜，培养皿，眼科剪,

注射器等。 

1.3 实验方法 

1.3.1 溶液配制 

以国家规定肉制品中亚硝酸盐的残留量≤30～50mg／kg，按此

换算小鼠的等效剂量做为本底对照组小鼠给药剂量。分别配制

0.01、0.2、0.4、0.8 mg／ml 亚硝酸钠溶液。每日灌胃给药 100µl，

达到 0.2mg／（kg·d）。 

1.3.2 实验分组及给药 

将灌胃后小鼠随机分为亚硝酸钠溶液低[3 mg／（kg·d）]、中

[9mg／（kg·d）]、高[18 mg／（kg·d）]3 组为实验组，登记量生

理盐水为对照组。每组 10 只，按照相应剂量每天灌胃给药，连续 5 

d，饲养 2 月。2 个月终止灌胃后，使用 12 周龄具有正常生殖能力

的雄性小鼠进行下一步实验。 

1.4 观察指标 

1.4.2 各脏器系数的测定 

末次灌胃后 3 天，采用颈椎脱臼法处死小鼠，将其心、肝、脾、

肺、肾逐一游离并称重。并换算脏器系数，进行分析。脏器系数计

算公式为脏器系数（mg/g）=脏器重量（mg）/小鼠体重（g）。 

1.4.2 精子数的测定  

取出附睾计数精子，观察其活动度。精子分析方法为双侧附睾

称重后，置于 2 mlDMEM 培养液（37℃预温）的小平皿中，用眼科

剪剪碎，吸管吹打，于显微镜下观察计数。 

1.5 统计分析 

采用 SPSS 24.0 统计学软件进行统计分析，数据用均数±标准

差(x±s)表示。分析方法独立样本 t 检验、有序变量的两独立样本比

较的秩和检验和 Spearman 等级等相关分析方法，P<0.05 有统计学

意义。 

2 结果 

2.1  亚硝酸钠对雄性小鼠主要脏器的影响 

不同剂量亚硝酸钠的脾脏系数分别为（8.98±0.94mg/g、8.69

±0.48mg/g、7.53±0.33mg/g），激素水平随着亚硝酸钠染毒剂量的

增加而降低，差异具有统计学意义（P < 0.05）;脾脏系数分别为

（13.89±2.79mg/g、13.85±2.64mg/g、14.42±0.75mg/g）激素水平

随着亚硝酸钠染毒剂量的增加而升高趋势，且差异具有统计学意义

（P < 0.05）。其余指标差异无统计学意义。见表 1。 

表 1  亚硝酸钠对雄性小鼠主要脏器的影响 

组别        n  剂量 mg／(kg·d)  心脏（mg/g） 肝脏（mg/g） 脾脏（mg/g）  肺脏（mg/g） 肾脏（mg/g） 

对照组     10        0         5.82±0.17    55.38±8.52    9.72±0.68    10.77±2.41   13.71±3.38 

低剂量组   10        3         5.42±0.27    54.37±9.29    8.98±0.94    9.79±2.62    13.89±2.79 

中剂量组   10        9         6.27±0.62    59.28±5.21    8.69±0.48    20.11±9.81   13.85±2.64 

高剂量组   10       18         5.64±0.74    57.44±9.32    7.53±0.33    14.83±2.05   14.42±0.75 
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2. 1 亚硝酸钠对小鼠计数精子和精子功能指标的影响 

末次灌胃后，与对照相比实验组小鼠计数精子分别为[（14.279

±3.20）x106/ml、（15.121±3.68）x106/ml、（16.327±2.93）x106/ml]，

随着亚硝酸钠暴露剂量的增加精子的计数下降，且精子存活率明显

降低，具有明显的统计学差异（P＜0.05）。 

表 2  亚硝酸钠对小鼠计数精子和精子功能指标 

组别 n 剂量 mg／(kg

•d) 

精子计数（x106/ml）精子存活率（%）

对照组 10 0 21.228±3.26 56.203±5.42 

低剂量组 10 3 14.279±3.20 52.281±3.24 

中剂量组 10 9 15.121±3.68 51.383±5.12 

高剂量组 10 18 16.327±2.93 48.931±6.04 

3 讨论 

亚硝酸盐广泛作为食品添加剂，用于防腐与增加色泽。同时，

多地区地下水中亚硝酸盐水平远远超过国家规定。过量摄入亚硝酸

钠的所带来的损伤引起人们的广泛关注，但其对生殖系统影响的研

究尚未系统开展过[5]。我们使用 SPF 级，雄性昆明小鼠，针对于不

同浓度的亚硝酸钠进行连续 2 个月的灌胃处理，检测小鼠主要脏器、

精子计数和精子功能。本文结果表明与对照相比实验组小鼠计数精

子分别为[（14.279±3.20）x106/ml、（15.121±3.68）x106/ml、（16.327

±2.93）x106/ml]，随着亚硝酸钠暴露剂量的增加精子的计数下降，

且精子存活率明显降低，具有明显的统计学差异（P＜0.05）。连续

2 个月后对小鼠进行亚硝酸钠灌胃，将会对小鼠产生生殖毒性的影

响。既往研究表明，过量亚硝酸钠的摄入对小鼠的神经系统造成影

响，可以降低小鼠的学习和记能力。亚硝酸钠灌胃后的雄性小鼠体

重显著降低，精子活力与生殖能力显著下降，与我们研究结论基本

一致。 

目前不孕不育现象和新生儿畸形日趋严重，相关流行病学研究

结果表明，产前摄入饮用水中高浓度的亚硝酸盐，导致新生儿神经

管缺陷会显著增减[6-7]。饮食中的亚硝酸盐可以在酸性环境中与胺

和酰胺反应，进而对身体进行伤害。高水平亚硝酸盐摄入可能会对

生殖造成不良影响。同时亚硝酸盐等污染的饮用水会导致不良妊娠

的风险增加，而各种 N-亚硝基化合物也可能是导致胎儿畸形的重

要因素。既往结果表明，在孕期前三个月，24％的孕妇服用过一种

或多种亚硝化药物，在研究人群中，母体摄入亚硝化药物与新生儿

神经管缺陷、肢体缺陷和某些类型的心脏缺陷相关，尤其是可能导

致心脏缺陷、室间隔缺损和单心室等等疾病[8]。在一些国家，对出

生缺陷人群进行研究表明，患畸形、腭裂和心脏缺陷病新生儿的母

亲中，亚硝酸盐总摄入量显著高于正常新生儿的母亲。 

同时，前人研究表明摄入过量亚硝酸钠可能引发早产。早产儿

患胃肠道、呼吸道并发症和神经发育障碍的风险均高于正常婴儿。

早产的原因和机制受许多因素的影响，例如感染，炎症，子宫过度

膨胀和压力等。绒毛膜损伤是导致早产的一种因素，特别是过早破

裂。一氧化氮对植入、胚胎发育和胎盘中血管的发育是必需的，但

是高水平的亚硝酸盐可以导致细胞周期停滞，细胞凋亡和衰老，并

且可能导致绒毛膜炎。怀孕 2 至 3 个月的妇女服用亚硝化药物可能

引起早产，可能与亚硝酸盐形成 N-亚硝基化合相关。因此，内源

性 N-亚硝基化合物的形成取决于胃中亚硝酸盐的浓度。亚硝酸盐

与亚硝化类化合物一同摄入导致早产的几率显著增加。 
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