
复合不育剂 EP-1对雄性长爪沙鼠的抗生育作用

张锦伟
1

 海淑珍
1

 郭永旺
2

 吴新平
3

 施大钊
1*

( 1.中国农业大学农学与生物技术学院, 北京 100193; 2.全国农业技术推广服务中心,

北京 100026; 3.农业部农药检定所, 北京 100026)

摘要: 在室内条件下采用食毒法研究了浓度为 1 /20 000的复合不育剂 EP-1饵料对雄性长爪沙鼠

性激素、生殖器官及繁殖行为的作用。结果显示: 给药 1周后, 血清内促卵泡素 ( FSH )、促黄体素

( LH )和雌二醇 ( E2)水平与对照组相比差异不显著,但睾酮 ( T )浓度显著下降; 试鼠精囊腺重量显著

降低;睾丸和附睾重量虽略有降低,但差异均不显著;给药组精子平均畸形率为 ( 55. 00 ? 2. 79)% ,显

著高于对照组的 ( 32. 00 ? 2. 36)% ;给药组睾丸曲精小管平均异常率为 ( 22. 99 ? 5. 00)% ,显著高

于对照组的 ( 4. 21 ? 1. 18)%; 试鼠配对后主要表现为相互嗅闻, 给药组雄鼠主动嗅闻雌鼠频次显

著低于对照组,打斗和攻击频次也降低;实验室条件下, 40天内对照组繁殖率为 55. 6%, 而给药组

均未繁殖。说明 EP-1对雄性长爪沙鼠具有明显的抗生育作用。
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Abstract: The effects o f ant-i fert ility EP-1 at the concentration o f 1 /20 000 on sex hormones, reproduc-

t ive organs and reproduct ive behav ior o fma leM ongo lia gerbils w ere studied under the laboratory cond-i

t ion. Onew eek treatm ent results had no sign if icant differences in the concentrations of fo llic le-st imulating

hormone ( FSH ) , lu teinizing hormone ( LH ) , and exogenous estrad io-l 17-B ( E2) in serum by rad io im-

munoassay compared w ith the contro.l Wh ile the concentration of testosterone ( T ) w as sign if icantly low er

than that o f the contro.l The w eight of sem ina l vesicle w as obv iously low er comparing w ith the contro,l

but no d istinct d ifferences had been found in thew eight of test is and epididym is. Them ean defo rm ity rate

of sperms w as ( 55. 00 ? 2. 79)% , w hich w as two- fold h igher than that of the contro l at ( 32. 00 ?

2. 36)% . The mean abnorm al rate o f the sem in iferous tubu les in the testis w as ( 22. 99 ? 5. 00)%,

w hich is higher than that o f the contro l at ( 4. 21 ? 1. 18)% . The testm ice in paired d idn. tmate but on-

ly sme lledmutua lly, and the frequency of sm elling w as low er than that of the contro,l and the frequency

of fighting and attacking a lso decreased. The reproductive rate of the con tro lw as 55. 6% wh ile the exper-

imental g roup w as zero.
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  长期以来,控制农业鼠害大多采用杀鼠剂灭鼠

的方式。这类方法虽然能够在短时间内大幅降低鼠

类的数量,但也存在局限性,如残留的个体通过繁殖

可使害鼠数量较快地恢复、易引起非靶标动物中毒

以及造成环境安全隐患等难以克服的问题。而采用

不育控制则可通过降低鼠类繁殖减少对杀鼠剂的依

赖达到持续控制的效果
[ 1]
。Kn ip ling & M cGuire

[ 2]

提出害鼠不育控制理论, 即连续施行 3代杀灭 70%

的鼠, 只有短期效果; 而若连续 3代 70%的鼠不育,

将使种群灭绝。当前, 不育技术已成为替代化学灭

鼠的方法之一。

EP-1是张知彬等
[ 3]
首先提出用于鼠类不育控

制的激素类复合不育剂, 由炔雌醚和左炔诺孕酮按

照 1B2的比例配制。 Ep-1对鼠类的作用已有一些

相关报道, 其中张知彬等
[ 4]
、宛新荣等

[ 5]
、霍秀芳

等
[ 6- 7]
和张堰铭 ( 2009,学术交流 )分别报道了对布

氏田鼠 Lasiop odomys brandtii、子午沙鼠 M eriones me-

rid ianus、灰仓鼠 C ricetulusm igratorius、雌性黑线毛足

鼠 Phodopus sungorus、雄性大仓鼠 T scherskia triton、

高原鼠兔 O cho tona curzoniae的不育作用, 均发现其

效果显著。但 Zhao等
[ 8]
则报道了 EP-1对雄性布氏

田鼠的抗生育作用不明显。

本试验在实验室条件下采用食毒法测定了 Ep-

1对雄性长爪沙鼠的不育效果。

1 材料与方法

1. 1 试鼠选择

试验前随机选取健康、无外伤、睾丸已下降至阴

囊的雄性成年 (体重为 50 ~ 70 g )长爪沙鼠, 观察 2

周。观察期间,淘汰日食量不足试鼠平均食量 1 /10

的个体,共选择试鼠 20只, 随机分为 2组, 独立样本

T测验 ( Independen-t Sample T test)显示 2组体重分

别为 57. 35 ? 1. 11 g和 59. 6 ? 1. 83 g,组间差异不显

著 ( df= 18, P = 0. 307> 0. 05)。

所有试鼠均单笼饲养, 饲养笼 28. 5 cm @ 17. 2

cm @ 15. 8 cm, 光照 14LB10D,温度 25 ? 1 e ,自由取

食饮水。对试验组试鼠连续单独喂药饵 1周, 除第

1次喂 12 g以外, 以后 10 g /天, 对照组常规玉米饲

喂,除第 1次喂 12 g以外, 以后 10 g /天。药饵是由

9 9%炔雌醚 ( qu inestro l, 化学名称: 17A- 乙炔基 ,

3-环戊醚 )和 99%左炔诺孕酮 ( levonorgestre,l化学

名称: 18-甲基炔诺酮 )原药 (购自北京紫竹天工科

技有限公司 )按照 1B2的比例混合后溶于花生油后

混以玉米粉、干草粉配成浓度为 1 /20 000的药粉后

轧制成长 8~ 15mm,直径约 3mm的柱状颗粒,自然

风干备用。

1. 2 方法

1. 2. 1 试鼠性激素与生殖组织的测定

给药组和对照组分别单笼连续喂药饵和玉米 1

周后,从眼球静脉丛取血。血样常温静置约 2 h后,

以 3 500 r/m in离心机离心 15m in,取上层血清,保存

于 - 20 e , 2个月内作放射免疫检测
[ 9]
。测定促卵

泡素 ( follicle-stimu lating hormone, 简称 FSH )、促黄

体素 ( lute in izing hormone简称 LH )、雌二醇 ( estrad-i

o,l简称 E2)、睾酮 ( testosterone,简称 T)等 4项指标

在血清中的含量
[ 10]

,由北京康源瑞得生物技术有限

公司完成。取血后将所有试鼠断颈处死,称重,解剖

观察睾丸、附睾、精囊腺形态并称重。解剖后迅速取

试鼠单侧附睾尾置于 1mL 36~ 37 e 0. 9%生理盐

水中,用解剖剪将附睾尾剪破,约反复剪 30次,使其

成为精子悬液,静置约 10m in,用移液器吸取少量悬

液滴于载玻片上,推片, 待自然风干后用胶头滴管吸

取 95%酒精固定。待酒精风干后用 1%伊红染液染

色 1. 5~ 2 h后清水冲洗 3m in, 自然风干,光学显微

镜镜检,计数 400个以上精子,计算精子畸形率
[ 11]
。

精子畸形率 (% ) = (畸形精子数 /计数精子数 ) @

100。试鼠解剖后取单侧睾丸置于 Bou in固定液固

定后,制作石蜡切片, HE染色, 观察睾丸组织变化。

光镜下计数 200个以上完整曲精小管截面,计算管

腔异常率。管腔异常率 (% ) = (异常管腔数 /计数

管腔数 ) @ 100。

1. 2. 2 试鼠繁殖行为观察

给药组喂药饵、对照组喂玉米, 1周后与正常发

育性成熟雌性长爪沙鼠配对, 配对雌雄个体间体重

差异均小于 10 g。行为观察箱体积为 4 0 cm @ 32

cm @ 32 cm, 以透明隔板分为 2个体积相同区域, 将

待配对鼠分别放于 2个区域中适应 10m in, 之后打

开隔板,观察 30m in。参照房继明
[ 11]
、张健旭等

[ 12]

对鼠类社会行为的定义,记录长爪沙鼠的交配、嗅闻

和攻击行为。试鼠配对后正常饲养, 饲养笼 28. 5

cm @17. 2 cm @ 15. 8 cm,光照 14 L B10D,温度 25 ? 1

e , 自由取食饮水。计算 40天内的繁殖率。繁殖率

(% ) = (繁殖对数 /配对总数 ) @ 100。

1. 3 数据统计分析

数据记录用平均数 ?标准误表示。采用 SPSS

11. 5软件进行统计分析, 独立样本 T测验检验两组
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独立样本平均值差异显著性, M ann-Wh itney U检验

两组间繁殖率差异。

2 结果与分析

2. 1 EP-1对雄鼠生殖激素的影响

独立显著性 T测验显示,试验组长爪沙鼠血清

内促卵泡素、促黄体素和雌二醇水平与对照组差异

不显著, df1 = 16, P 1 = 0. 565> 0. 05; df2 = 16, P 2 =

0. 328> 0. 05; df3 = 6. 30, P3 = 0. 921> 0. 05;试验组

睾酮水平则明显下降,差异达显著水平, df= 16, P =

0. 028< 0. 05(表 1)。说明 EP-1抑制了雄鼠睾酮的

分泌,而对促卵泡素、促黄体素和雌二醇作用不大。

表 1 EP-1对长爪沙鼠主要生殖激素的影响

Tab le 1 E ffec t of EP-1 onM ongo lia gerbils. key reproductive hormones

组别

G roup

样本量

Number

促卵泡素 FSH

(m IU /mL )

促黄体素 LH

( mIU /mL)

雌二醇 E2

( pg /mL)

睾酮 T

( ng /mL )

对照 Contro l 9 10. 42 ? 0. 41 12. 01? 1. 22 330. 80 ? 90. 38 1. 72? 0. 45

处理 Treatment 9 10. 05 ? 0. 46 13. 92? 1. 46 320. 88 ? 32. 34 0. 50? 0. 11*

  注: * 表示独立显著性 T测定差异显著 (P < 0. 05)。Note: * m eans significant d ifference atP < 0. 05 leve l by IndependentT tes.t

2. 2 EP-1对长爪沙鼠主要生殖器官的作用

2. 2. 1 生殖器官重量

喂药 1周后,试鼠主要生殖器官与对照组相比

发生了不同程度的变化。给药组试鼠睾丸和附睾平

均重量分别为 0. 79 ? 0. 05 g和 0. 26 ? 0. 02 g, 低于

对照组的 0. 86 ? 0. 03 g和 0. 29 ? 0. 02 g, 但差异均

不显著;而给药组精囊腺平均重量为 0. 18 ? 0. 03g,显

著低于对照组的 0. 33 ? 0. 06 g, df= 18, P = 0. 033<

0. 05(图 1)。试鼠精囊腺显著萎缩, 作为分泌精液

的重要腺体,对精子的正常发育和成熟均产生不利

影响。

2. 2. 2 精子形态的变化

正常精子的头部有钩、精子尾舒展 (图 2-A )。

喂药后,畸形精子比例明显升高,表现为头部和尾部

折叠以及头部无钩 (图 2-B )。与对照组相比, 给药

图 1 雄性长爪沙鼠生殖器官重量比较

F ig. 1 The e ffect o f EP-1 onM ongo lia

gerb ils. reproductive organs

组精子的平均畸形率为 ( 55. 00 ? 2. 79)%, 显著高

于对照组的 ( 32. 00 ? 2. 36)% ( d f= 16, P = 0. 00 <

0. 05)。可见, EP-1可导致附睾内成熟精子的畸形。

图 2 EP-1不育剂对雄性长爪沙鼠精子的作用 ( @ 400)

F ig. 2 The effect o f EP-1 fo r the sperm s o fM ongo lia gerb ils ( @ 400)

  注: A: 对照组; B: 处理组。 1:精子头尾折叠; 2:精子头无钩。Note: A: Control group; B: treatment group. 1: H ead fo lding w ith the

tai;l 2: head lacking in hook.
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2. 2. 3 睾丸组织形态变化

处理组的睾丸组织曲精小管管腔内, 生精细胞

排列紊乱且稀疏、圆形精子细胞或精母细胞异常脱

落入管腔中央,导致管腔内精母细胞减少而出现空

腔的现象 (图 3)。与对照组相比, 处理组睾丸组织

曲精小管异常率平均为 ( 22. 99 ? 5. 00)%, 显著大

于对照组的 ( 4. 21 ? 1. 18)% ( n1 = 7, n2 = 7, df= 12,

P = 0. 009 < 0. 05)。说明 EP-1可导致长爪沙鼠的

睾丸内精母细胞发育异常,生精细胞异常脱落、曲精

小管结构破坏。

图 3 EP-1不育剂对雄性长爪沙鼠睾丸组织形态的影响 ( @ 200)

F ig. 3 The m orpho logy change of the testis tissue o fm a leMongolia ge rbils using EP-1

  注: A: 对照组; B: 处理组。 1:正常曲精小管管腔截面; 2:曲精小管管腔直径变小, 各级生精细胞排列紊乱; 3: 曲精小管空腔严重。

Notes: A: Contro l group; B: treatment group. 1: N orma l sem iniferous tubules in the testis tissue; 2: the diameter of tubule becom es sm aller

and sperm atogen ic cells at var ious levels distr ibute diso rderly; 3: sem in iferous tubu les are badly hollow.

2. 3 EP-1对长爪沙鼠行为的影响

饲喂 1周后配对雌雄个体间仅表现为不同程度

的嗅闻或打斗行为。经过频次记录和统计, 30m in

内处理组雄鼠主动嗅闻雌鼠频次为 7. 6 ? 1. 88次,

显著低于对照组 14. 2 ? 1. 93次 (F = 0. 156, df= 18,

P = 0. 025< 0. 05) ; 而雌鼠主动嗅雄鼠频次对照组

18. 9 ? 2. 57次,略高于处理组的 14. 8 ? 3. 18次,二者

差异不显著 (F = 0. 003, df= 18, P = 0. 329 > 0. 05)。

此外, 对照组打斗频次也略高于处理组,二者差异不

显著。这说明 EP-1可导致试鼠交配欲望明显降低,

不同个体间打斗和攻击行为也减少。

2. 4 EP-1对长爪沙鼠繁殖率的影响

配对繁殖试验中, 9只对照组中成功配对繁殖 5

只,繁殖率为 55. 6% , 而 8只处理组的成功繁殖对

数为 0,繁殖率为 0。M ann-Whitney U检验表明: u=

0. 015< 0. 05, 二者差异达到显著水平, 可见喂药 1

周后雄性长爪沙鼠 40天内失去繁殖能力。

3 讨论

动物的繁殖活动与血清中促卵泡素 ( FSH )、促

黄体素 ( LH )、促乳素 ( PRL)、雌二醇 ( E2)等激素含

量密切相关。本试验结果表明,试验组的鼠睾酮水

平显著低于对照组, 而其它 3项激素水平差异均不

显著。睾酮是协同诱导雄鼠精子发育和成熟的重要

激素,对雄鼠性腺的发育以及第 2性征的维持有重

要作用。它的异常分泌会导致精子发育异常, 也使

雄鼠第 2性征的维持和交配行为受到影响。雄性长

爪沙鼠在摄入 EP-1药饵 1周后睾酮的分泌受到显

著影响,这与 FSH、LH、E2等的分泌均有重要联系,

但三者变化均不明显,因此, 该药物对雄性长爪沙鼠

体内生殖激素分泌的影响还有待进一步验证。

本试验结果显示, EP-1能够导致雄性长爪沙鼠

生殖器官萎缩,尤其对精囊腺的影响最为显著,这与

张知彬等
[ 13]
对雄性大仓鼠的研究结果基本一致。

杨增明等
[ 14]
报道,促乳素 ( PRL)能够促进成熟小鼠

的精囊腺和前列腺的发育。因此, 研究药物导致精

囊腺萎缩的激素调控机制时应该进一步关注雄鼠体

内 PRL的变化情况。精囊腺是分泌精液的重要器

官,对精子的成熟具有重要作用。精囊腺的萎缩可

能与附睾内精子发育异常有关。

精子涂片和睾丸组织的切片显示 EP-1导致了

精子的发育异常, 这与 Sakamoto & H ashimo to
[ 15]
所

报道的药物导致精子畸形基本相同; EP-1对睾丸组

织的破坏状况与杨筱珍等
[ 16 ]
报道己烯雌酚对成年

仓鼠睾丸组织影响的结果也一致。

不育控制的优点一方面是使不育个体在种群中

继续占有领域、消耗资源、保持社群压力和降低种群

恢复的速度;另一方面由于竞争性繁殖干扰的作用,
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使正常个体不能参与繁殖
[ 17]
。摄药动物的繁殖行

为和繁殖率可以直接反映出药效。本试验中饲喂

EP-1药饵 1周后,给药组配对的雌雄个体间仅表现

嗅闻或打斗行为,雄鼠主动嗅闻雌鼠频次显著低于

对照,显然药物影响了雄鼠的繁殖行为。本试验在

室内进行,试鼠的生存环境与自然条件不同,因此,

该药对行为表达的影响尚不能定论。此外, 本试验

在喂药期间 ( 7天 )和配对过程中 ( 40天 )除了 2对

配对鼠因打斗意外死亡外无死亡现象, 说明药物在

该浓度下无致死效果,而且起到了控制繁殖的作用。
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