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摘$要!目的$探讨染料木黄酮&]V@’对小鼠卵母细胞成熟的影响# 方法$以小鼠为实验动物!随机分为 " 组!

分别给予不同剂量&%"%.)").%")%.% K>/J>L̂ ’的 ]V@处理 U F!观察 ]V@对小鼠促排卵和生殖激素水平+雌二

醇&V& ’"黄体生成素&5X’和卵泡刺激素&EGX’,的影响$同时!进行体外培养试验!用不同浓度的 ]V@处理体外培

养卵丘+卵母细胞复合物&?Z?I’和裸卵&[ZI’!观察 ]V@是否抑制卵母细胞的减数分裂成熟过程# 结果$]V@处

理可降低小鼠促排卵数!但对机体生殖激素&包括 V& "EGX和 5X’水平无影响$体外培养过程中!]V@可抑制 ?Z?I

中卵细胞的减数分裂成熟过程!但对 [ZI的成熟过程无明显影响# 结论$]V@可干扰小鼠卵母细胞的成熟过程!

其作用机制可能是发生在卵巢中#
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$$染料木黄酮">C=<IAC<=% ]V@#是一种植物雌激
素%属大豆异黄酮%由染料木苷经肠道细菌和肠细

胞酶代谢活化而形成%具有内分泌干扰作用%其生
殖毒性已引起国内外学者的广泛关注 *#+ , 过量摄
入 ]V@可引起动物"包括雌性与雄性#生殖系统结
构与功能异常%但 ]V@的雌性生殖毒性作用机制尚
不完全清楚, 成熟的卵母细胞是维持正常雌性生殖
的生理基础%卵母细胞成熟过程也是外源性化学毒
性作用的潜在靶点 *&+ , 关于 ]V@影响卵母细胞成

熟的研究已有若干报道%但结论不尽一致 *!+"+ , 本
研究将探讨生理水平 ]V@是否干扰小鼠卵母细胞
的成熟过程,
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#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$实验动物

雌性 6?(小鼠%G_E级%" 周龄%购买并饲养于
浙江省医学科学院实验动物中心 *生产许可证号$
G?rb"浙# &%%,+%%!!%使用合格证号$ G\rb"浙 #
&%##+%#--+, 饲养环境$温度"&! j&#m%湿度 "%q
pU%q%并保证 #& 4 明暗循环的条件,
#.#.&$主要仪器与试剂

]V@-‘& 培养基-"+最低必需培养基"%+‘V‘#-胰
岛素+转铁因子+硒补充剂"6QG%) $>/KB-) $>/KB和
) =>/KB#-X:C24IA!!&), 均购自美国 G<>K9%雌二醇
"V&#-黄体生成素"5X#和卵泡刺激素 "EGX#酶联
免疫吸附"V56G*#检测试剂盒均购自美国 ?9HK9=
?4CK<29B,
#.&$方法
#.&.#$整体动物试验

给药$实验动物按体质量随机分成 "组%每组 #%只,
其中%设 ! 个试验组"低剂量-中剂量和高剂量组#%

经口 "灌胃体积 %.& KB/J>L̂ %每日 # 次 # 给予
]V@%每天剂量分别为 %.)-).% 和 )%.% K>/J>L̂
"剂量选择依据$亚洲人群 ]V@摄入量约为%.) p
#.% K>/J>F, 食用大豆蛋白配方奶粉的婴儿可达
#% K>/J>F*)+ # ’另设 # 组对照组%给予溶剂对照
"%.)q羧甲基纤维素钠#%给药时间为 U F,

卵母细胞的收集及排卵情况的判定$在连续染
毒 U F 后%经腹腔注射孕马血清"_‘G]%#% 67/只#
刺激 ", 4%再注射人类绒毛膜促性腺激素 " 4?]%
#% 67/只#促排卵%#" 4 后麻醉动物%处死, 取出输
卵管置于 ‘& 培养液中%在体视显微镜下从输卵管
壶腹部取出卵母细胞%并计数%最后计算各组中平
均每只小鼠的超排卵数%间接反映卵母细胞体内成
熟情况,

血清中激素水平的测定$连续染毒 U F 后%麻醉
动物%经股动脉取血%离心后取血清于 n&% m冰箱
保存’小鼠血清中 EGX-V& 和 5X的检测采用 V56G*

检测试剂盒,
#.&.&$体外培养试验

培养方法$雌性小鼠经腹腔注射 _‘G]"#% 67/
只#促进卵泡发育%", 4 后颈脱臼处死%取出卵巢%

置于 ‘& 培养基中%在体视显微镜下%用 # KB注射器
针头轻轻撕碎卵巢组织%刺破卵泡%使卵泡中的卵
丘+卵母细胞复合物"?Z?I#游离出来, 为了获得裸
卵"[ZI#%用自制细口剥卵针反复吹吸 ?Z?I%以去
除颗粒细胞, 最后将获得的 ?Z?I和 [ZI置于含有
)q胎牛血清和 6QG") $>/KB-) $>/KB和 ) =>/KB#

的 %+‘V‘培养液进行培养%并给予 ]V@进行处理,
根据预试验中测得的 ]V@内暴露水平为 & p
" $K:B/5%选择 ]V@给药剂量为 %."-&-#% $K:B/5,

培养条件$!U m )q ?Z& 饱和湿度, 为排除个体差
异对试验结果的影响%每次试验至少使用 ! 只动物,

指标观察$在培养 " 4 时%观察生发泡破裂
"]aL[#情况"标志细胞启动减数分裂进程%进入中
期相#’在培养 #- 4 时%观察第一极体"_L##排出情
况"标志细胞完成第一次减数分裂%并进入第二次
减数分裂中期#, 同时%在 " 和 #- 4 时收集细胞%用
"q多聚甲醛固定 # 4%用 #% =>/KB的 X:CI24A!!&),

进行染色后%荧光显微镜下观察细胞内染色质"体#

状态%对肉眼观察结果进行验证, 最终结果以
]aL[率和 _L# 率表示%其中 ]aL[率 e]aL[卵
子数"" 4#/总卵子数 k#%%q’_L# 率 e_L# 排出卵
子数/]aL[卵子数"#- 4# k#%%q,
#.!$统计学分析

本研究数据用 G_GG #U.% 软件统计并分析%计
量资料数据结果均采用均数 j标准差"#Dj1#表示%

组间差异做两样本均数比较的 (检验%计数资料统
计用卡方检验%以 -l%.%) 为差异有统计学意义,

&$结果
&.#$]V@对小鼠体内成熟卵数量的影响

从表 # 可以看出%对照组-低剂量组"%.) K>/J>#-

中剂量组").% K>/J>#和高剂量组")%.% K>/J>#平
均排卵量分别为 &U j!-&- j"-&% j- 和 ’ j) 个%各
处理组与对照组比较差异有统计学意义 "-l
%.%)#’随着给药剂量的增加%排卵数呈明显的下降
趋势%有剂量+效应关系,

表 #$]V@对小鼠排卵数量的影响

Q9MBC#$V33C2A:3]V@:= =PKMCD:3IP;CD:NPB9ACF ::2HACI

<= K<2C
组别 动物数目/只 总卵数/个 #Dj1

对照组 #% &-’ &U j!

低剂量组 #% &-% &- j"

中剂量组 #% #’’ &% j-$

高剂量组 #% ’! ’ j)$

注$$为与对照组比较 -l%.%)

&.&$]V@对小鼠体内 EGX-V& 和 5X水平的影响
给予不同剂量的 ]V@灌胃处理后%血清中

EGX-V& 和 5X等激素水平未发现变化%与对照组比
较差异无统计学意义"-t%.%)#%见图 #,
&.!$体外培养试验

将从卵巢中取出的处于 ]a期的卵母细胞%置
于含有不同浓度 ]V@的培养基中培养%分别于培养
" 和 #- 4 时观察卵细胞 ]aL[和 _L# 排出情况"见
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图 #$]V@处理对小鼠血清 EGX-V& 和 5X水平的影响

E<>PDC#$V33C2A:3]V@:= ICDPKEGX% V& 9=F 5X<= K<2C

图 &#, 结果表明%]V@可降低 ?Z?I中卵母细胞的
成熟%抑制 ]aL[和 _L# 排出的发生%具有剂量+反
应趋势’但 ]V@对裸卵的成熟影响差异无统计学意
义"-t%.%)#%见图 !,

注$]a$生发泡%肉眼和荧光下可观察到完整的生发泡"黑色箭

头所示# ’‘6$第一次减数分裂中期相%肉眼下表现为生发泡消

失%即发生 ]aL[%荧光下可见排列于赤道板的凝集态染色

体"白色箭头所示# ’‘66$第二次减数分裂中期相%可见排出的

第一极体"白色箭头所示#

图 &$不同成熟阶段卵母细胞
E<>PDC&$Z:2HACI9AF<33CDC=AK9APD9A<:= IA9>CI

注$$为与对照组比较 -l%.%)

图 !$]V@对小鼠体外卵母细胞成熟的影响
E<>PDC!$V33C2A:3]V@:= <= N<AD:K9APD9A<:= :3K<2C::2HAC

!$讨论
哺乳动物卵母细胞在成熟前会停滞于第一次

减数分裂前期%即 ]a期, 在 5X生理峰的刺激下%

卵母细胞可恢复减数分裂%表现为 ]aL[%染色质凝
集%并形成第一次减数分裂中期相"‘6期#纺锤体%

然后细胞发生不对称分裂%迅速进入第二次减数分
裂并释放"_L##%最终停滞在第二次减数分裂中期
"‘66期#, 从卵母细胞恢复减数分裂至 ‘66期阻滞
形成这一过程称为成熟过程 *-+ ,

有研究 *!%U+表明%]V@可干扰卵母细胞的生成
和成熟过程, ]V@可抑制小鼠卵母细胞的体外成
熟启动’若在 ]aL[后进行染毒%]V@可抑制 _L#

排出和 ‘66期细胞的皮质颗粒释放 *!+ , 该研究中使
用的 ]V@最高剂量每天不超过 #.% K>/J>*!+ , 不
过%上面研究中的成熟过程均是在体外条件下进行
的%无法真实反映体内成熟过程, \ZGX6[*等 *"+的
研究却得到不同的结果%即生理剂量的 ]V@对小鼠
卵母细胞成熟无明显影响, 本研究结果表明%生理
剂量的 ]V@可抑制体外培养的小鼠 ?Z?I的卵母
细胞成熟过程%但对 [ZI的成熟无明显影响’此外%
]V@还可干扰超促排小鼠的卵子排出数量%提示卵
母细胞体内成熟过程也受 ]V@干扰, 本课题组的
结果合理解释了以往研究结果之间的矛盾%在以包
含颗粒细胞的 ?Z?I为试验模型时%]V@可抑制小
鼠卵细胞的成熟%这与 ?X*@等 *!+的研究结果相一
致’但在无颗粒细胞存在的 [ZI中并未发现 ]V@

的成熟抑制作用%这与 \ZGX6[*的结果相同, 哺
乳动物卵母细胞外周包裹大量的颗粒细胞%颗粒细
胞与卵细胞以及颗粒细胞之间通过缝隙连接传递
信号-营养物质和代谢产物 *,+ , 在生理条件下%卵
母细胞的减数分裂成熟过程必须接受来自颗粒细
胞的信号调节 *’+ , 所以%合理的方法是选择 ?Z?I

或卵泡体外培养来进行研究’若以去除外周颗粒细
胞的 [ZI作为研究模型来评价外源化学物的毒性%

所得出的研究结果可能存在偏差, 本研究体外试
验存在缺陷是未在 ]aL[后进行染毒%研究结果只
能初步提示]V@可能抑制 _L# 排出%因此后续研究
应在培养 " 4 时给药%直接观察 ]V@对 _L# 排出的
影响,

早期有研究 *#%+认为%]V@有拟雌激素活性%可
作用于下丘脑雌激素受体%负反馈调节下丘脑+垂
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体+卵巢轴%从而干扰体内生殖激素的分泌%抑制生
理性 5X峰的形成, 据此%有学者推测 ]V@抑制卵
母细胞成熟%可能是通过抑制 5X水平%从而导致卵
母细胞减数分裂成熟过程无法启动, 但以上假设
仍然缺乏人群调查与实验室证据, 尽管有体外卵
泡培养发现%低剂量"#% nU K:B/5#的 ]V@可降低卵
泡内雌激素水平%而高剂量"#% n- K:B/5#的 ]V@则
可升高雌激素水平 *##+ %但整体动物试验中%生理剂
量"%.) p)% K>/J>L̂ #]V@处理并未改变小鼠的
血浆雌激素水平 *)+ , 本研究结果显示%生理剂量的
]V@对小鼠体内生殖激素"包括 V&-EGX和 5X#水
平均无影响%提示 ]V@可能是作用于卵泡内%直接
干扰卵母细胞的成熟信号,

综上所述%生理剂量的 ]V@确定抑制小鼠卵
母细胞的成熟过程%且其作用的潜在靶点是卵泡
内部的成熟调节信号%本研究结果将为进一步研
究 ]V@对哺乳动物卵母细胞干扰机制提供初步
线索,
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市场监管总局关于发布(土豆及其制品中 "<茄碱和 "+卡茄碱的测定)
等 & 项食品补充检验方法的公告

%&%#, 年第 #U 号&

$$按照)食品补充检验方法工作规定*有关规定!)土豆及其制品中 "+茄碱和 "+卡茄碱的测定* )肉制品中
刚果红的测定*& 项食品补充检验方法已经国家市场监督管理总局批准!现予发布#

特此公告#
附件%#1土豆及其制品中 "+茄碱和 "+卡茄碱的测定&LYG &%#,%-’

&1肉制品中刚果红的测定&LYG &%#,%U’

市场监管总局

二〇一八年七月九日

&相关链接%4AA;%//I9KD1I9<21>:N12=/>>/&%#,%U/A&%#,%U#,d&U)#%)14AKB’


