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摘要 ：

［背景］　睾酮是一种重要的雄激素，由于人类生产生活活动造成它在环境中的不同程度暴露，
可能影响生态环境中多种生物的生殖能力。

［目的］　以秀丽隐杆线虫为模式生物，探讨环境相关浓度的睾酮的生殖毒性作用。

［方法］　根据睾酮在环境中实际暴露水平选取有代表性的环境相关质量浓度（简称为浓度，
1 ng·L-1、10 ng·L-1、100 ng·L-1、1 μg·L-1、10 μg·L-1）作为本研究的暴露浓度，将同步化的 L1 期野
生型 N2 线虫暴露于不同浓度的睾酮及 M9 溶剂（对照组）中，20℃下恒温培养染毒 48 h。观
察各组生殖毒性指标，包括后代数目、世代时间、性腺发育阶段、畸形现象、生殖细胞数目。

［结果］　野生型 N2 秀丽隐杆线虫自 L1 期暴露于睾酮 48 h 后，与对照组（219.70±27.99）相比，
10 ng·L-1~10 μg·L-1 组后代数目减少（分别为 186.90±19.68，P=0.009 ；182.60±25.33，P=0.003 ；
178.20±14.46，P=0.001 ；159.20±28.64，P < 0.001）（F=7.24，P < 0.001）；10 μg·L-1 组 与 对 照 组
相比后代数目减少了 27.5%。与对照组［（71.85±3.49）h］相比，100 ng·L-1 组［（81.70±6.26）h，
P=0.001］、1 μg·L-1 组［（79.28±4.83）h，P=0.015］、10 μg·L-1 组［（79.54±3.92）h，P=0.011］世代时
间延长（F=3.97，P=0.005）；100 ng·L-1 组世代时间延长最多，为 9.85 h。对性腺发育阶段的观
察发现，随染毒浓度的增高，性腺发育逐渐受到抑制，各个剂量组中的成虫比例从对照组的

（63.82±16.37）% 逐渐下降至（53.95±1.03）%、（41.39±8.57）%、（26.79±1.31）%、（20.16±1.94）%、
（8.00±2.03）%。在 100 ng·L-1 及以上染毒组线虫中观察到畸形现象，包括排卵孔畸形、子宫内

卵未受精、虫袋、性腺发育异常。与对照组（249.40±23.09）相比，10 ng·L-1~10 μg·L-1 组生殖细
胞数目减少［分别为（224.50±28.48，P=0.048）、（215.20±27.28，P=0.005）、（194.30±26.78，P < 
0.001）、（181.80±19.45，P < 0.001）］（F=10.64，P < 0.001）；10 μg·L-1 组生殖细胞数目较对照组
减少了 27.1%。

［结论］　环境相关浓度的雄激素睾酮可以导致秀丽线虫后代数目减少、世代时间延长、性腺
发育迟缓，这些作用可能与性腺中生殖细胞的减少有关。
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Abstract: 

[Background] Testosterone is an important androgen. However, human production and living 
activities have led to its exposure to varying degrees in the environment, which may affect the 
reproductive ability of many organisms in the ecological environment.

[Objective] Caenorhabditis elegans (C. elegans) is used as a model organism to investigate the 
reproductive toxicity of testosterone at environmentally relevant concentrations. 

[Methods] According to the actual concentration of testosterone in the environment, 
synchronized L1-stage wild-type N2 nematodes were exposed to representative environmentally 
relevant concentrations (1 ng·L-1, 10 ng·L-1, 100 ng·L-1, 1 μg·L-1, 10 μg·L-1) of testosterone and M9 
solvent (control) at 20℃ for 48 h. Brood size, generation time, gonadal development stage, 
malformation, and the number of germ cells were observed among the groups.

[Results] After the wild-type N2 C. elegans being exposed to testosterone for 48 h in the L1 stage, 
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compared with the control group (219.70±27.99), the brood sizes of C. elegans were significantly decreased in the 10 ng·L-1 to 10 μg·L-1 
groups (186.90±19.68, P=0.009; 182.60±25.33, P=0.003; 178.20±14.46, P=0.001; 159.20±28.64, P < 0.001, respectively) (F=7.24, P < 0.001), 
and in the 10 μg·L-1 group the brood size decreased by 27.5%. Compared with the control group [(71.85±3.49) h], the generation time 
was significantly prolonged in the 100 ng·L-1 group [(81.70±6.26) h, P=0.001], 1 μg·L-1 group [(79.28±4.83) h, P=0.015], and 10 μg·L-1 group 
[(79.54±3.92) h, P=0.011] (F=3.97, P=0.005), and was longest in the 100 ng·L-1 group where the generation time was prolonged by 9.85 h. In 
terms of gonadal development stage, as the concentration of testosterone increased, the development of gonads was gradually inhibited, 
and the proportion of adult worms to total nematodes gradually decreased from (63.82±16.37) % in the control group to (53.95±1.03) %, 
(41.39±8.57) %, (26.79±1.31) %, (20.16±1.94) %, and (8.00±2.03) % in each dose group, respectively. Malformations were observed in the 
100 ng·L-1 group and above, including ovulation hole malformation, unfertilized eggs in uterus, a bag of worm, and abnormal gonadal 
development. Compared with the control group (249.40±23.09), the numbers of germ cells were significantly declined in the 10 ng·L-1 to 
10 μg·L-1 groups (224.50±28.48, P=0.048; 215.20±27.28, P=0.005; 194.30±26.78, P < 0.001; 181.80±19.45, P < 0.001, respectively) (F=10.64, 
P < 0.001), and in the 10 μg·L-1 group the number of germ cells decreased by 27.1%. 

[Conclusion] Androgen testosterone at environmentally relevant concentrations can lead to decreased brood size, prolonged generation 
time, and delayed gonadal development of C. elegans. These effects may be related to the decrease of germ cells.

Keywords: testosterone; Caenorhabditis elegans; reproductive toxicity; delayed gonadal development; decrease of germ cells

环境内分泌干扰物（endocrine disrupting chemicals，
EDCs）污染是全球最严重的环境问题之一，与人类的
生殖障碍、发育异常、一些免疫系统和神经系统疾病
有关，健康风险和生态危害极大［1］。环境雄激素是一
类典型的 EDCs，主要来源于禽畜粪尿及造纸厂废水
的排放，其中睾酮是一种生物体内含量最高、活性最
高的重要天然雄激素［2］，在很多国家和地区的多种
环境介质中都有其检出、报道。Vulliet 等［3］在法国某
地区地表水样中检测出睾酮的质量浓度（简称浓度）
范 围 是 2.8~6.0 ng·L-1。Finlay-Moore 等［4］在 美 国 佐 治
亚州地表径流水中检出睾酮浓度为 15~125 ng·L-1，牧
场径流水中检出睾酮浓度为 10~1 840 ng·L-1。研究表
明，长期暴露于含 0.31~2.48 mg·L-1 睾酮的水体中，大
型水蚤产卵率降低，生殖能力下降［5］。现有研究已经
发现，高浓度的睾酮暴露可以对水生生物产生生殖毒
性，但是环境相关浓度的睾酮对生态环境中生物生殖
毒性的影响尚不明确，因此，本研究以秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans，C. elegans）为模式生物，探讨
环境相关浓度的雄激素睾酮是否具有生殖毒性作用。

线虫是土壤食物链中的低营养级生物，土壤线虫
可维持生态系统的物质循环和能量流动，在生态系统
中具有重要地位。秀丽隐杆线虫是一种优秀的实验室
研究模式动物［6］，身体透明，显微镜下可直接观察线
虫体内生殖系统和配子发生过程，易于检测表型变
化，体型微小，具有完整的生殖系统，生殖力强，每
条野生型雌雄同体线虫可产约 200~300 条后代，可大
量繁殖，易于获取和饲养，生长周期快，实验周期短。
野生型的雌雄同体个体产卵孵化后，经历 4 个幼虫期

（L1、L2、L3、L4）和 1 个成虫期（Adult）。仅需 28 h 即可
自孵化后发育为成虫进入产卵期，集中产卵 3 d 后即

可完成全生命周期毒理学检测实验。秀丽线虫属于非
寄生线虫，对实验室人员无害，且实验所需设备低廉、
成本低。秀丽线虫遗传背景清晰，基因组中约 40% 的
基因在人基因组中有同源基因，提示应用秀丽线虫进
行毒理学实验研究可在一定程度上反映外源化学物
可能导致的对人体的损害。

文献显示睾酮在不同环境水体中浓度范围变化
较大［4］，本研究在环境浓度基础上进行有限外推，以
秀丽线虫作为模式生物，研究后代数目、世代时间、
性腺发育阶段、生殖细胞数目等反映生殖毒性的敏感
效应终点，以预测环境中的睾酮的潜在风险性。

1   材料与方法
1.1   秀丽线虫虫株与培养方法

野生型（N2）秀丽线虫虫株购于美国明尼苏达
大 学 线 虫 遗 传 中 心（Caenorhabditis Genetic Center，
CGC）。线虫培养于涂布有大肠杆菌（OP50）菌液的线
虫生长培养基（nematode growth media，NGM），生化
培养箱中 20℃恒温培养。
1.2   主要试剂与仪器

睾酮（中国南京晚晴化玻仪器有限公司，中国，
纯度≥ 98%），二脒基苯基吲哚（DAPI，Sigma-Aldrich，
美国），Olympus SZ61 体视显微镜、Olympus BX41 生物
荧光显微镜（Olympus，日本）。

M9 溶液的配置 ：氯化钠 2.5 g、磷酸氢二钠 3 g、磷
酸二氢钾 1.5 g，加蒸馏水定容到 500 mL，高压灭菌结束
后加入 1 mol·L-1 的硫酸镁 0.5 mL，摇匀冷却至室温备用。
1.3   实验方法
1.3.1   染毒剂量设定   根据文献中显示的睾酮在地表
水和部分牧场径流水中的浓度［4］，本研究设定环境相
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关浓度（1 ng·L-1、10 ng·L-1、100 ng·L-1、1 μg·L-1、10 μg·L-1）。
1.3.2   染毒方法   将睾酮溶解于 DMSO 中，配制成
1 g·L-1 的储备液，然后用无菌 M9 溶液稀释成所需染毒
浓度，设定浓度组分别为 1 ng·L-1、10 ng·L-1、100 ng·L-1、
1 μg·L-1、10 μg·L-1，并以 M9 溶液为对照组。染毒培养
皿（规格 35 mm）中提前 1 d 滴加 40 μL OP50 菌液并涂
抹均匀，过夜培养。加入 200 μL 染毒液，于超净工作
台中晾干。将同步化后孵化的 L1 幼虫虫液 2 500×g 离
心 1 min，每个染毒培养皿加入 10 μL 虫液染毒 48 h。
1.3.3   后代数目计数   培养皿中央滴加 2.5 μL OP50 菌
液，染毒结束后挑取单条线虫分别置于新培养皿中。
每隔 24 h 转一次培养皿，直至其不再产卵为止，观察
记录每条线虫的后代数目，每组记录 10 条线虫。
1.3.4   世代时间的测定   培养皿中央滴加 2.5 μL OP50 菌
液，染毒结束后挑取单条线虫分别至新培养皿中。观察
线虫成虫产第一个卵的时间，此时刻记为 t1，继续观察
该卵发育长成成虫后产出第一个卵的时间，此时刻记
为 t2，t2−t1 即为线虫的世代时间，每组记录 8 条线虫。
1.3.5   性腺发育阶段及畸形现象的测定   性腺发育阶
段的测定参考 Craig 等［7］的研究，各阶段分别以 L1/L2、
L2/L3、Late L3/L4、Late L4 和 Adult 表示。染毒结束后
的线虫用 M9 溶液冲洗 3 次，0.025 mmol·L-1 盐酸左旋
咪唑麻醉，显微镜下观察记录每条线虫的性腺发育阶
段及畸形现象并拍照，每组记录 100 条线虫。
1.3.6   生殖细胞计数   染毒结束后将线虫用 M9 溶液
从培养皿上清洗下来，转移至无毒的涂布有 OP50 的
培养皿中，继续培养 4 h。于载玻片上预先滴加 1 滴
M9 溶液，挑取 30 条线虫到载玻片上，滴加 90% 乙醇
并于超净工作台中晾干，重复滴加 3 次。滴加 20 μL 

DAPI 工作液染色，注意避光。染色后盖上盖玻片，于
荧光显微镜下选择蓝色荧光，观察、拍照并计数生殖
细胞数，每组记录 10 条线虫。
1.4   统计学分析

实验数据利用 IBM SPSS 20 软件处理，成组的计
量资料皆服从正态分布，且各组间方差齐性，组间比
较采用单因素方差分析，剂量组与对照组的两两比较
采用 Dunnett-t 检验，检验水准为 α=0.05。

2   结果
2.1   后代数目

N2 秀丽线虫自 L1 期暴露于睾酮 48 h 后，10 ng·L-1

及 以 上 浓 度 4 组 的 后 代 数 目 分 别 为（186.90±19.68）

（P=0.009）、（182.60±25.33）（P=0.003）、（178.20±14.46）
（P=0.001）、（159.20±28.64）（P < 0.001），较对照组（219.70± 

27.99）减少，组间差异具有统计学意义（F=7.24，P < 

0.001）；且随着染毒浓度不断增高，后代数目呈逐渐
下降的趋势（r=-0.455，P < 0.001），最高剂量组后代数
目减少了 27.5%（图 1）。

［注］与对照组相比，** ：P < 0.01，*** ：P ≤ 0.001。
图 1   睾酮暴露 48 h 后 N2 秀丽线虫的后代数目（x±s，n=10）
Figure 1   Brood size of C. elegans N2 after testosterone exposure 

for 48 h (x±s, n=10)

2.2   世代时间
N2 秀丽线虫自 L1 期暴露于睾酮 48 h 后，与对照

组［（71.85±3.49）h］相比，100 ng·L-1 组［（81.70±6.26）h，
P=0.001］、1 μg·L-1 组［（79.28±4.83）h，P=0.015］、10 μg·L-1

组［（79.54±3.92）h，P=0.011］世代时间延长，组间差
异具有统计学意义（F=3.97，P=0.005）；100 ng·L-1 组世
代时间延长最多，为 9.85 h（图 2）。

［注］与对照组相比，* ：P < 0.05，** ：P=0.001。
图 2   睾酮暴露 48 h 后 N2 秀丽线虫的世代时间（x±s，n=8）

Figure 2   Generation time of C. elegans N2 after testosterone 
exposure for 48 h (x±s, n=8)

2.3   性腺发育阶段
如 图 3 所 示，N2 秀 丽 线 虫 自 L1 期 暴 露 于 睾 酮

48 h 后，随染毒浓度的增高，性腺发育逐渐受到抑制，
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成虫的比例从对照组的（63.82±16.37）% 逐渐下降至
（53.95±1.03）%、（41.39±8.57）%、（26.79± 1.31）%、
（20.16±1.94）%、（8.00±2.03）%。

图 3   睾酮暴露 48 h 后 N2 秀丽线虫的性腺发育阶段
Figure 3   Gonadal development stages of C. elegans N2 after 

testosterone exposure for 48 h

2.4   畸形现象
如图 4 所示，N2 秀丽线虫自 L1 期暴露于睾酮 48 h

后，100 ng·L-1 及以上染毒组线虫观察到畸形现象，如
排卵孔畸形（图 4B）、子宫内卵未受精（图 4C）、虫袋

（图 4D）、性腺发育异常（图 4E、F）。

 

［注］A ：正常线虫形态 ；B ：排卵孔畸形（1 μg·L-1）；C ：子宫内卵未受
精（10 μg·L-1）；D ：虫袋（10 μg·L-1）；E ：性腺发育异常（100 ng·L-1）；F ：
性腺发育异常（100 ng·L-1）。图中红色箭头所指、红色圈内均为畸
形现象。

图 4   睾酮暴露 48 h 后 N2 秀丽线虫的畸形现象（×200）
Figure 4   Malformations of C. elegans N2 after testosterone 

exposure for 48 h (×200)

2.5   生殖细胞数目
N2 秀丽线虫自 L1 期暴露于睾酮 48 h 后，与对照

组（249.40±23.09）相 比，10 ng·L-1~10 μg·L-1 组［ 分 别 为
（224.50±28.48，P=0.048）、（215.20±27.28，P=0.005）、
（194.30±26.78，P < 0.001）、（181.80±19.45，P < 0.001）］生

殖细胞数目减少，组间差异具有统计学意义（F=10.64，
P < 0.001）；且随着染毒浓度不断增高，生殖细胞数目
呈逐渐下降的趋势（r=-0.518，P < 0.001），10 μg·L-1 剂量
组与对照组相比生殖细胞数目减少了 27.1%（图 5）。

［注］与对照组相比，* ：P < 0.05，** ：P < 0.01，*** ：P < 0.001。
图 5   睾酮暴露 48 h 后 N2 秀丽线虫的生殖细胞数目

（x±s，n=10）
Figure 5   Germ cell numbers of C. elegans N2 after testosterone 

exposure for 48 h (x±s, n=10)

3   讨论
秀丽隐杆线虫是一种较为成熟的无脊椎模式动

物，其生殖系统对外源性激素类物质具有一定的敏感
性，可通过体内实验检测化学物的生殖毒性效应。因
此，本研究探讨了环境相关浓度的睾酮对模式生物秀
丽隐杆线虫的生殖毒性，发现其性腺发育延缓、后代
数目和生殖细胞数目下降等改变。

实验结果表明，相比于世代时间，秀丽隐杆线虫
对于雄激素睾酮诱导的后代数目下降更为敏感，且呈
现线性趋势。这一结果与对大山雀（Parus major）的研
究结果类似，皮下植入（0.6±0.015）mg 睾酮的雌性大
山雀孵化体温降低，进而导致孵化时间延长，卵和雏
鸟的数量减少［8］。尽管在哺乳动物实验中，睾酮暴露
并未导致其后代数量减少（可能由于暴露浓度较低），
但在妊娠第 16~19 天皮下注射 3 mg 睾酮的大鼠，其后
代生殖功能明显受到影响［9］。

在秀丽隐杆线虫中，性腺发育发生在四个幼虫阶
段（L1、L2、L3 和 L4），直至成虫期发育为成熟的性腺。
性腺发育障碍被认为是各种生殖缺陷形成的原因［10］。
本研究发现，环境相关浓度的雄激素睾酮暴露可导致严
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重的性腺发育迟缓，在 10 μg·L-1 组，92% 的线虫性腺无
法发育成熟。不仅如此，染毒组线虫还出现畸形现象，
表明睾酮还具有导致秀丽线虫生殖系统畸形的能力。

N2 雌雄同体线虫从 L4 后期时开始在性腺中生成
精子，产生约 300 个精子后停止，随后开始产生卵子，
与自身产生的精子受精形成受精卵［11-12］。性腺的发育
是在生殖细胞的增殖和分化过程中形成的，性腺中生
殖细胞的发育影响子代的形成，生殖细胞数是评价外
源化学物生殖毒性的重要指标之一。本研究发现，睾
酮暴露可导致秀丽线虫生殖细胞数目减少，与性腺发
育迟缓的趋势相一致，且其减少的比例与后代数目减
少的比例大致相同。因此可以推测，环境相关浓度的
睾酮诱导的后代数目减少可能与性腺中生殖细胞数
目的减少有关。产生这种效应的机制可能与秀丽线虫
体内一系列核激素受体（nuclear hormone receptors，
NHRs）有关，其中 nhr-69 是与人雄激素受体（androgen 

receptor，AR）同源的睾丸激素受体，睾酮可能通过与
nhr-69 结合从而使性腺发育推迟［13］，影响性腺中生殖
细胞的增殖分化，继而造成后代数目的下降。

综上所述，环境中的睾酮可能影响秀丽线虫生殖
能力。秀丽线虫作为一种优秀的实验室模式动物，其
后代数目、成虫率、生殖细胞数目等指标可作为筛选
环境雄激素类物质的敏感生物标志，未来可利用秀丽
线虫建立识别环境雄激素类物质的体内实验方法，并
为建立环境激素的高通量快速筛选系统做准备。然
而，除雄激素外，真实环境中存在不同种类和浓度的
其他 EDCs 及各类活性物质，其在生物体内外可能产
生的相互作用均是未知的，本实验仅针对睾酮这一代
表性雄激素进行了研究，后续实验可采集环境样品进
行测试，以分析 EDCs 可能造成的生态影响。
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