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不育剂膦氧氮丙啶对雄性红耳龟生殖功能的影响
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摘　要：给１６０只健康成年雄性红耳龟分别腹腔注射０．１、３ｇ／Ｌ和１０ｇ／Ｌ的膦氧氮丙啶染毒１５ｄ，每

隔２ｄ注射１次，每次注射２ｍＬ，对照组注射等剂量０．６５％ 生理盐水，于第１６ｄ和第３０ｄ取样检测血

清、睾丸中性激素及相关蛋白含量，恢复期（第３０ｄ和１３７ｄ）显微观察了睾丸的组织结构。试验结果表

明，高质量浓度膦氧氮丙啶组红耳龟死亡；低、中质量浓度组血清及睾丸性激素含量与对照组无显著差

异（Ｐ＞０．０５），表明膦氧氮丙啶对丘脑—垂体—性腺轴没有干扰作用。在试验第３０ｄ，中质量浓度组睾

丸及血清抑制素Ｂ含量显著低于对照组，支持细胞受损；恢复期，处理组睾丸有不同程度损伤，低质量

浓度组红耳龟睾丸微中毒，生精细胞间隙增大，中质量浓度组生精细胞破坏、溶解，没有再生现象，表现

不可逆伤害。膦氧氮丙啶主要通过损伤红耳龟睾丸各级生精细胞和支持细胞，破坏睾丸生精环境，导

致雄性不育。
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　　红耳龟 （Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ　ｓｃｒｉｐｔａ　ｅｌｅｇａｎｓ）（又称巴
西龟）产自于美国中部，已成功入侵包括美国原产
地以外的美洲、欧洲、亚洲、非洲、大洋洲等世界各
地［１］，被列为世界最危险的１００个入侵物种之一［２］。
红耳龟性成熟早、繁殖力强、生长速度快和食性杂，
广受养殖户青睐。据调查，我国红耳龟的年产量已
超过５０００万只［３］。因养殖逃逸、宗教放生、宠物丢
弃等行为，已在我国２２个省市的１０４个地点发现有
野外分布，覆盖面积约达３０００ｈｍ２［４－５］。红耳龟与
我国１４种龟的生存环境相同［５］，已在我国野外成
功繁殖［６－７］，严重影响我国自然生态系统。因此，有
效遏制红耳龟在我国野外环境的蔓延，显得尤为
重要。
目前国内外非常重视红耳龟的防治工作，但行

之有效的方法尚未见报道［８］。
不育防治技术在鼠害和虫害等取得较大成效，

本试验试将不育防治技术应用于外来种红耳龟。
不育控制是指通过某种手段或方法使雄性或

雌性个体绝育，甚至阻断幼体的发育，降低种群出
生率，控制种群的数量和密度［９－１０］，其本质是控制生
育率。不育防治的优点在于不育个体除了不能继
续生殖外，还会继续获取食物、消耗资源、占领巢

穴、占有配偶，保持了紧张的社群压力，限制种群的
恢复和发展。不育个体通常会保持正常的性活动
和性行为，能对正常个体造成一定的竞争性繁殖。
目前不育剂种类较多，尤其以雄性不育剂种类

居多且效果明显。研究表明，有机磷的氮丙啶化合
物的不育效果最突出［１１］。刘巍［１２］发现，膦氧氮丙
啶直接作用于小鼠的睾丸生殖细胞，引起生精功能
障碍，产生不可逆的不育。龚声辉等［１３］将膦氧氮丙
啶用于雄性红耳龟，可产生生殖毒性，使睾丸萎缩，
生精细胞退化，精子产生受阻，产生明显的不育效
应。在此基础上，本试验研究了不同时期红耳龟的
生殖毒性，阐明膦氧氮丙啶对雄性红耳龟的不育作
用机制及有效性，为遏制红耳龟在野外环境的蔓延
提供新的线索和思路。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用１６０只体质量（７３８．９±１０１．２）ｇ的健

康成体雄性红耳龟，购自海口市鸿旺水产养殖有限
公司。
膦氧氮丙啶（ＭＡＰＯ）购自广州市齐云生物技

术有限公司（生产批号ＳＹ　２０１３０９）。



投喂的饲料为文昌琼文歌颂饲料厂生产的浮

性甲鱼配合饲料，含白鱼粉６０％、膨化大豆３％、

α－淀粉２４％、啤酒酵母２％、无机盐１％等基本营养
成分，不含不育剂成分和其他相似药物；０．９％氯化
钠注射液（２５０ｍＬ加无菌双蒸水配制为０．６５％龟
类生理盐水）。

睾酮（Ｔ）ＥＬＩＳＡ试剂盒、雌激素（Ｅ）ＥＬＩＳＡ试
剂盒、雄激素结合蛋白（ＡＢＰ）ＥＬＩＳＡ试剂盒、卵泡
刺激素（ＦＳＨ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒、黄体生成素（ＬＨ）

ＥＬＩＳＡ试剂盒、催乳素（ＰＲＬ）ＥＬＩＳＡ试剂盒和抑
制素Ｂ（Ｉｎｈ　Ｂ）均购自北京冬歌博业生物科技有限
公司。

１．２　方法
试验龟先混养于１６０ｃｍ×１０５ｃｍ×６５ｃｍ的

白色塑料水缸内，随机分为４组，每组４０只，检验各
组间个体体质量均一且方差齐性。根据生殖毒理
学剂量设置原则，依次设置膦氧氮丙啶溶液质量浓
度为０ｇ／Ｌ（对照组）、０．１ｇ／Ｌ、３ｇ／Ｌ、１０ｇ／Ｌ，采用
腹腔注射，１次／２ｄ，每次注射２ｍＬ，对照组则注射
等剂量０．６５％生理盐水，处理１５ｄ，试验周期１３７
ｄ，第１～１５ｄ为染毒期，第３０～１３７ｄ为恢复检
测期。

１．３　检测指标和方法

１．３．１　血清性激素检测
膦氧氮丙啶染毒处理１５ｄ结束，于第１６ｄ和

第３０ｄ每组随机取６只，置于－２０℃条件下冷冻
麻痹６０～８０ｍｉｎ，心脏取血１０ｍＬ，在４℃３５００ｒ／

ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ后，取上层血清，分装至２ｍＬ离
心管，置于－８０℃环境下保存，待用相应ＥＬＩＳＡ试
剂盒检测血清性激素及相关蛋白含量。

１．３．２　睾丸匀浆液制备及性激素检测
采血完毕，解剖龟体摘除左侧睾丸，剔除脂肪，

用４℃预冷０．６５％生理盐水冲洗睾丸表面，吸附表
面水分，于－２０℃下保存。按照磷酸缓冲盐溶液∶
组织＝９∶１的比例研磨睾丸组织，匀浆液在４℃、

３５００ｒ／ｍｉｎ条件离心１０ｍｉｎ，将上清液进行分装，

置于－８０℃环境下保存，待用相应ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测睾酮及相关激素含量。

１．３．３　睾丸脏器系数及体积
于第３０ｄ和１３７ｄ取样６只，称量质量，－２０

℃冷冻麻痹６０～８０ｍｉｎ后，解剖摘取两侧睾丸，剔
除附着的结缔组织，用４℃预冷生理盐水冲洗后，

用滤纸吸干睾丸表面水分，称量质量，测量睾丸的
前后宽、左右宽及厚度，计算睾丸脏器系数及体积。

脏器系数／％＝ｍ１／ｍ×１００％

睾丸体积Ｖ＝π６ａｂｃ

式中，ｍ１ 为脏器质量，ｍ 为体质量，ａ为睾丸前后宽，ｂ
为睾丸左右宽，ｃ为睾丸厚度。

１．３．４　恢复期睾丸组织病理学观察
于第３０ｄ和第１３７ｄ摘取红耳龟右侧睾丸，置

波恩氏液固定２４ｈ，然后换成７５％的乙醇溶液固
定，采用苏木精—伊红染色，制作睾丸石蜡组织切
片，镜检（ＭＯＴＩＣ　ＢＡ３１０－Ｔ），显微摄像。

１．４　数据统计分析
试验结果以平均值±标准差表示，经 ＳＰＳＳ

１６．０软件进行单因素方差分析。采用方差分析和
多重比较检验不同数据间的差异显著性，Ｐ＜０．０５
为差异显著。

２　结果与分析

２．１　膦氧氮丙啶对雄红耳龟存活率的影响
不同质量浓度膦氧氮丙啶对雄红耳龟的存活

率影响较大，１０ｇ／Ｌ组个体除在第１６ｄ取样的６只
外，在１５ｄ的染毒期内死亡１只，停止注射后１５ｄ
内（即第１６～３０ｄ）死亡３１只，随后全部死亡；整个
试验期间０．１、３ｇ／Ｌ组，无死亡现象，存活率为

１００％，红耳龟的外观及行动能力，与对照组基本类
似，个体健康活泼、反应迅速、行动敏捷。表明１０
ｇ／Ｌ的膦氧氮丙啶对红耳龟有伤害，膦氧氮丙啶的
安全质量浓度低于３ｇ／Ｌ。

２．２　膦氧氮丙啶染毒期红耳龟性激素水平及相关
蛋白含量

试验第１６ｄ，雄性红耳龟血清和睾丸性激素水
平及相关蛋白含量见表１。处理组睾丸睾酮、雄激
素结合蛋白含量略高于对照组，睾丸抑制素Ｂ、卵泡
刺激素含量略低于对照组，其变化与膦氧氮丙啶质
量浓度未呈现明显的相关性。３个试验组各项指标
与对照组无差异显著性（Ｐ＞０．０５），说明膦氧氮丙
啶对红耳龟下丘脑—垂体—性腺作用轴没有明显
伤害。

２．３　恢复期红耳龟性激素水平及相关蛋白含量的
变化

试验第３０ｄ雄红耳龟血清及睾丸性激素水平
见表２。处理组血清性激素与对照组相比未见显著
差异，睾丸性激素含量略高于对照组，其中卵泡刺
激素升高２６．４２％，无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。恢复
期雄红耳龟的性激素水平再次说明，膦氧氮丙啶对
睾丸损伤作用的靶细胞不是间质细胞，对红耳龟下
丘脑—垂体—性腺轴无明显作用。３ｇ／Ｌ组的血清
和睾丸抑制素 Ｂ 含量均显著低于对照组（Ｐ＜
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０．０５），约下降４０％，说明试验后期膦氧氮丙啶对睾 丸曲细精管支持细胞具有损伤作用。

表１　膦氧氮丙啶对红耳龟性激素水平及相关蛋白含量的影响（ｎ＝６）

性激素 样本 对照组 ０．１ｇ／Ｌ组 ３ｇ／Ｌ组 １０ｇ／Ｌ组

睾酮

ｐｇ／ｍＬ

血清 １５１．０６±１３．２６　 １５０．２９±１４．２２　 １４５．４８±１４．９７　 １５７．９８±１２．０６

睾丸 １７８．３０±１０．４６　 １８６．８４±８．０６　 １８５．６９±１４．１７　 １８２．６１±８．８６

黄体生成素

ｍＩＵ／ｍＬ

血清 ６．７６±０．１７　 ６．１７±０．２　 ５．７７±０．２９　 ６．０７±０．２３

睾丸 ７．５９±０．４１　 ７．５８±０．１２　 ７．９４±０．１６　 ６．９±０．１８

卵泡刺激素

ｍＩＵ／ｍＬ

血清 ４．３９±０．１１　 ４．５５±０．１３　 ３．９２±０．２０　 ４．３５±０．１１

睾丸 ５．２１±０．２０　 ５．０５±０．２３　 ４．９３±０．１５　 ４．８２±０．０９

雄激素结合蛋白

ｎｇ／ｍＬ

血清 ４．６９±０．１１　 ４．８４±０．１６　 ４．５４±０．１０　 ４．５８±０．１２

睾丸 ５．１５±０．１７　 ５．４１±０．１２　 ５．４７±０．２１　 ５．０５±０．１５

抑制素Ｂ

ｐｇ／ｍＬ

血清 ２４．６０±０．７１　 ２５．５８±０．８１　 ２３．８５±１．７３　 ２３．５２±１．１５

睾丸 ２７．９０±０．７０　 ２７．６３±０．９７　 ２６．９０±０．７４　 ２６．２８±０．９３

表２　恢复期红耳龟血清激素及蛋白含量的变化（ｎ＝６）

种　类 样本 对照组 ０．１ｇ／Ｌ组 ３ｇ／Ｌ组

睾酮

ｐｇ／ｍＬ

血清 １４０．１０±１１．８２　 １３１．２４±７．１１　 １３５．０９±７．３２

睾丸 １８６．８４±２．４７　 １９０．３０±２．１６　 １９１．０７±２．６１

卵泡刺激素

ｍＩＵ／ｍＬ

血清 ４．１０±０．１３　 ３．７０±０．１４　 ３．８１±０．２２

睾丸 ４．９２±０．２３　 ５．３６±０．１０　 ６．２２±０．１７

黄体生成素

ｍＩＵ／ｍＬ

血清 ５．７５±０．１５　 ５．８４±０．２６　 ５．３５±０．１７

睾丸 ７．３±０．２４　 ７．７４±０．２１　 ８．２９±０．１９

雄激素结合蛋白

ｎｇ／ｍＬ

血清 ４．１７±０．１３　 ４．１５±０．２　 ４．１３±０．１２

睾丸 ４．１７±０．１３　 ４．１５±０．２　 ４．１３±０．１２

抑制素Ｂ

ｐｇ／ｍＬ

血清 ２４．５２±０．７８　 ２５．８５±０．８８　 １３．４２±０．５１＊

睾丸 ２７．９８±０．８２　 ２８．４２±１．０３　 １７．５５±１．１７＊

注：＊表示同行指标差异显著，＊＊ 表示同行指标差异极显著，下同．

２．４　恢复期红耳龟睾丸组织病理学观察
第３０ｄ和第１３７ｄ时，０．１ｇ／Ｌ组与对照组红

耳龟的睾丸系数、附睾系数和睾丸体积均无显著差
异（Ｐ＞０．０５）（表３），３ｇ／Ｌ组睾丸系数和体积明显
小于对照组（Ｐ＜０．０５）；第１３７ｄ３ｇ／Ｌ组睾丸体积
减小愈加明显，约为对照组的１／４（Ｐ＜０．０５）。解

剖观察发现，对照组和０．１ｇ／Ｌ组红耳龟的睾丸大
而圆润，富有弹性，附睾体积较大且有乳白色精液，
附睾管粗而发白，说明这段时间是雄红耳龟大量产
精的季节。３ｇ／Ｌ组红耳龟的睾丸小而质硬，无弹
性，附睾小而萎缩，未见精液，说明恢复期膦氧氮丙
啶对睾丸损伤作用未恢复。

表３　恢复期红耳龟睾丸形态指标统计（ｎ＝６）

脏 器 试验时间／ｄ 对照组 ０．１ｇ／Ｌ组 ３ｇ／Ｌ组

睾丸系数 ３０　 ０．１６６±０．０３７　 ０．１７６±０．０１８　 ０．０７０±０．０１８＊

１３７　 ０．１６８±０．０２０　 ０．１３５±０．０１８　 ０．０７６±０．００９＊＊

附睾系数 ３０　 ０．０３９±０．００９　 ０．０３３±０．００４　 ０．０３７±０．００３

１３７　 ０．０６７±０．０１０　 ０．０５９±０．００５　 ０．０３２±０．００３＊＊

睾丸体积／ｍＬ ３０　 １．５２０±０．５１０　 １．４１０±０．１３０　 ０．５８０±０．０５０＊

１３７　 ２．３４０±０．７２９　 １．５０６±０．２０６　 ０．６５６±０．０７０＊

　　组织病理观察发现，第３０ｄ对照组红耳龟的睾
丸曲细精管各级生精细胞发育正常，排列紧密，管
腔内偶见精子（图１ａ），０．１ｇ／Ｌ组各级生精细胞正

常，细胞之间的间隙增大，管腔中央未见精子（图

１ｂ），３ｇ／Ｌ组生精细胞被破坏、溶解，数量明显减
少，无精子，可见外层支持细胞（图１ｃ）；第１３７ｄ对
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照组曲细精管生精细胞发育正常，管腔可见大量精
子，０．１ｇ／Ｌ组生精细胞数量减少，管腔可见发育精
子，３ｇ／Ｌ组支持细胞多见胞质有明显空泡，数量减
少。恢复期第３０ｄ和第１３７ｄ，膦氧氮丙啶质量浓
度为３ｇ／Ｌ时，致雄性个体睾丸生精细胞发生病理
性改变，与染毒期睾丸发生的组织病理类似，属不
可逆损伤。

图１　恢复期红耳龟睾丸组织结构

第３０ｄ睾丸组织结构：ａ．对照组（示各级生精细胞和精子），

ｂ．０．１ｇ／Ｌ组曲细精管生精细胞间隙增大，ｃ．３ｇ／Ｌ组（箭头示

曲细精管生精上皮细胞减少）；第１３７ｄ睾丸组织结构：ｄ．对照

组（示各级生精细胞和精子），ｅ．０．１ｇ／Ｌ组（示生精细胞和部分

精子），ｆ．３ｇ／Ｌ组（箭头示外层支持细胞空泡）；皆为４００×．

３　讨　论

３．１　膦氧氮丙啶对红耳龟的不育效应
不育剂防治有害生物较为经济、安全、作用周

期长，受到国内外有关专家的大力推荐［１４］。理想不
育剂的特点之一是低剂量且一次使用即可终身绝

育［１５］。本试验中，采用合理的剂量和适当的给药方
法可在不影响红耳龟生长发育的基础上，达到不育
的效应。质量浓度３ｇ／Ｌ可作为膦氧氮丙啶不育防
制外来物种红耳龟的推荐剂量。

３．２　膦氧氮丙啶影响红耳龟生殖功能的机制
动物脏器的质量及形态是衡量动物健康与否

的重要指标之一［１６］，其脏器系数可近似反映该脏器
的功能状态和病变情况［１７］。龚声辉等［１３］检测发
现，膦氧氮丙啶处理第１６ｄ时，红耳龟睾丸体积及
脏器系数随着处理质量浓度增加呈明显下降趋势。

本试验中，第３０ｄ和第１３７ｄ的检测结果与此一
致，结合睾丸组织病理学观察，表明膦氧氮丙啶对
红耳龟睾丸曲细精管生精细胞具有毒性作用。

睾丸的主要生理功能是曲细精管生精和间质

细胞产生睾酮。不同试验阶段的睾丸组织病理学

观察显示，膦氧氮丙啶的作用靶细胞是曲细精管内
的各级生精细胞，对间质细胞作用不敏感。第１６ｄ
和第３０ｄ两次血清和睾丸性激素水平的检测表明，
下丘脑—垂体—性腺轴没有受到干扰，睾酮水平没
有显著性变化，也验证了这一结果。刘巍等［１２，１８］研
究了膦氧氮丙啶对雄小鼠生殖功能的影响，认为生
殖细胞对膦氧氮丙啶毒性作用比较敏感，膦氧氮丙
啶能穿过血—睾屏障，对其生殖细胞具有诱变性，
其诱变作用可以直接造成各级生精细胞数量减少，
甚至退化，导致不育。推测膦氧氮丙啶对雄性红耳
龟也具有类似的生殖毒性。
血清抑制素Ｂ水平可直接反映睾丸功能和生

精上皮状态，是评价精子发生状态的血清学标志
物［１９］。染毒期（第１６ｄ）各处理组雄激素结合蛋白
和抑制素Ｂ含量没有明显变化，第３０ｄ时抑制素Ｂ
含量降低约４０％，与该时期支持细胞数量减少、空
泡化严重密切相关。支持细胞为睾丸营养细胞，使
精子发生，促进精子成熟［２０］，支持细胞数目降低势
必影响精子的产量［２１］。膦氧氮丙啶破坏支持细胞，
加剧了红耳龟生精功能的障碍。
综上所述，膦氧氮丙啶可使雄红耳龟生殖能力

下降，甚至不育，能保持正常发情及性活动。养殖
场的红耳龟售前进行不育处理，将有效阻止逃逸、
放生个体参与与野外种群的繁殖，干预野外可育个
体的繁殖，有效控制该物种在野外迅速蔓延的态
势，降低红耳龟对入侵地生态环境的危害。
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