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黄花棘豆生物碱对体外大鼠卵黄囊
胎盘结构及功能的影响
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(解放军军需大学 军事兽医研究所, 长春 130062)

　　[摘　要 ]　结合电镜技术, 应用体外全胚胎培养 (W EC) 方法, 观察了黄花棘豆生物碱对大鼠卵黄囊 (YS) 胎盘

及胚胎的影响。结果表明, 黄花棘豆生物碱质量浓度在 50 ΛgömL 以上时, YS 血管分化程度明显减低, 对胚胎器官

形态学分化的影响有剂量反应关系; 质量浓度在 200 ΛgömL 时, YS 直径和畸胎数与对照组有显著差异。电镜观察

发现, 剂量在 50 ΛgömL 以上时, YS 上皮细胞微绒毛稀疏变短, 胞质中贮液泡减少, 线粒体、内质网等内膜系统发生

多种细胞病理学改变, 细胞间隙增宽, 连接复合体破坏。表明 YS 血管分化及其超微结构对棘豆生物碱反应敏感, 其

分化程度与对胚胎发育程度的影响一致, 可以认为 YS 结构与功能受损是黄花棘豆生物碱导致胚胎发育毒性所致。
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　　棘豆属 (O xy trop is) 植物在我国西北牧区草场

广泛分布, 是危害最严重的毒草, 其不但能引起多种

家畜中毒死亡, 而且还能使家畜繁殖性能下降, 因

此, 已成为牧区草地畜牧业发展的一大障碍。生物碱

是棘豆的主要有毒成分[1, 2 ] , 其在抗肿瘤等方面的药

用价值已引起人们的关注[3 ]。毒理学研究表明, 生物

碱对体外培养大鼠胚胎有直接发育毒性[4 ]。卵黄囊
(Yo lk Sac, YS) 胎盘是啮齿类动物早期器官形成期

胚胎与母体进行物质交换的主要场所[5 ] , YS 结构与

功能受损, 必然影响胚胎的生长发育。本试验采用研

究YS 功能的模型之一——体外全胚胎培养 (W ho le

Em b ryo Cu ltu re,W EC ) 法, 结合电镜技术, 探讨了

黄花棘豆 (O. och rocep ha la ) 生物碱对 YS 结构及功

能的影响。

1　材料和方法
黄花棘豆生物碱　黄花棘豆于花期至结荚期采

集于甘肃, 自然阴干后粉碎。生物碱提取采用醇类溶

剂提取法[6 ] , 经生物碱沉淀反应和薄板层析鉴定, 至

少有 4 种生物碱成分。

动　物　W istar 大鼠 (雄鼠体重> 280 g, 雌鼠

体重> 250 g) 由吉林大学实验动物中心提供。雌雄

按 1∶1 于 18: 00 合笼, 次日晨阴道涂片, 发现精子

定为妊娠0 d。

培养基　采取大鼠血液, 立即分离血清, 经 56

℃, 30 m in 灭 活, 并 加 入 30 m göL 青 霉 素 和

50 ΛgömL 链霉素, - 20 ℃冰箱保存。

胚胎分离与培养　取妊娠 9. 5 d 大鼠处死, 在

超净工作台上分离胚胎, 用自制旋转培养装置培养

胚胎 48 h, 培养期间分 4 次充入含有不同比例O 2,

CO 2 和N 2 的混合气体[4 ]。

试验分组　试验共分 6 组。①体外对照组: 9. 5

d 大鼠胚胎体外培养 48 h; ②溶剂对照组: 培养基中

加入体积分数 0. 1% 的DM SO ; ③黄花棘豆生物碱

1～ 4 组: 质 量 浓 度 分 别 为 25, 50, 100 和

200 ΛgömL , 开始培养时直接加入培养基, 并补足

DM SO 与溶剂对照组浓度相同。

观测指标　培养 48 h 后, 在解剖显微镜下用目

镜测微尺测 YS 直径。按B row n 形态学记分方法对

YS 血管分化程度和胚胎器官形态学发育状况评

分[7 ]。并将剥下的 YS 用体积分数 2. 5% 戊二醛固

定, 经冲洗、再固定、脱水、包埋、制片和染色后, 透射

电镜下观察其超微结构的变化。

数据处理　应用 SA S 统计软件对数据进行 t

检测、ς2 检验和相关性分析, 确定差异显著性。

2　结果与分析
2. 1　黄花棘豆生物碱对 YS 及胚胎发育的影响

培养 48 h 后, 溶剂对照组与体外对照组胚胎的

各项指标近似 (表 1)。由表 1 可见, 棘豆生物碱在剂
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量 50 ΛgömL 以上时, YS 血管分化程度低于对照组
(P < 0. 01) , 胚胎器官分化总记分也低于对照组 (P

< 0. 01) , 而 YS 直径在剂量 200 ΛgömL 时才低于对

照组 (P < 0. 01) , 胚胎总记分和畸形率与剂量之间

具有直线相关关系。

表 1　黄花棘豆生物碱对大鼠 YS 及胚胎发育的影响

T able 1　Effects of O xy trop is och rocep ha la alkalo id on YS and em bryo developm ent

组别
Group s

剂量ö
(Λg·mL - 1)

Do se

胚胎数
Em bryo
num bers

YS 直径ömm
YS diam eter

YS 血管分化记分
YS blood vessel
differen tiation

sco re

畸胎数
M alfo rm ed

em bryo
num bers

畸胎率ö%
M alfo rm ed

em bryo
ratio

B row n 总记分
B row n to tal

sco re

体外对照 In v itro con tro l 19 4. 35±0. 27 3. 00±0. 00 0 0 48. 89±1. 91

溶剂对照 So lven t con tro l 1. 00 18 4. 39±0. 44 3. 00±0. 00 3 16. 7 48. 67±2. 28

黄花棘豆生物碱 O xy trop is
och rocep ha la alkalo id

25 11 4. 27±0. 21 3. 00±0. 00 2 18. 2 47. 27±1. 74

50 16 4. 40±0. 76 2. 44±0. 513 3 4 25. 0 43. 94±3. 153 3

100 16 4. 13±0. 26 2. 56±0. 633 3 7 43. 8 38. 75±6. 173 3

200 15 3. 95±0. 433 3 1. 87±0. 743 3 11 73. 33 3 33. 47±6. 763 3

　　注: 3 3 示与溶剂对照组比较, P < 0. 01。

N o te: 3 3 Comparison w ith so lven t con tro l group, P < 0. 01.

2. 2　黄花棘豆生物碱对 YS 超微结构的影响

透射电镜观察表明, 正常体外培养 11. 5 d, 胚胎

YS 内胚层上皮细胞顶部有大量微绒毛, 胞质顶部

有饮泡和大量贮液泡, 各种细胞器正常, 基底部膜正

常, 细胞间连接紧密 (图版A , 图版B )。棘豆生物碱

在 50 ΛgömL 以上时, 可使培养胚胎YS 内胚层上皮

细胞表面微绒毛稀疏、变短、脱落, 有的发生肿胀 (图

版 C) ; 胞质顶部饮泡和贮液泡减少, 并出现电子密

度较低的更大的液泡, 其中分布有次级溶酶体和过

氧化酶体 (图版D ) ; 胞质内尤其基底部有大量空泡,

有的空泡内有均质性物质, 有的有髓样结构 (图版

E) ; 局部胞质溶解, 细胞器坏死、消失, 出现溶解斑;

线粒体肿胀, 嵴排列紊乱, 减少或消失成空泡; 粗面

内质网数量减少; 高尔基器减少, 细胞核形态不规

则, 有的出现电子密度高的圆形类包涵物 (图版 F) ;

上皮细胞间隙增大, 连接复合体破坏; 基底膜断裂,

局部变厚 (图版D , 图版 E) ; 间质层毛细血管数量减

少。并且随剂量增加, 细胞病理学损害加重。

3　讨　论

啮齿类动物胚胎在绒毛膜尿囊胎盘循环建立之

前, 即在早期器官形成期, 主要依赖 YS 胎盘与母体

进行物质交换, YS 是胚胎发育的第一个功能胎盘。

YS 由上皮细胞、间质层和间皮层构成。柱状上皮细

胞顶端微绒毛有很高内吞活性, 具有对小分子的转

运和对来自母体大分子的内吞作用, 以及随后在溶

酶体内的消化与代谢, 使其具有组织营养功能。另

外, YS 还对维生素B 12、钙、其他离子、糖和氨基酸的

转运系统有旺盛的合成作用, 并分泌大量蛋白质。

YS 中的血岛是胚胎最早的造血器官, 也是哺乳动

物免疫系统的发生器官。任何对 YS 结构和功能的

损害均可影响胚胎的生长发育, 并导致胚胎发育毒

性[5 ]。黄花棘豆生物碱在 50 ΛgömL 以上时, 对 YS

血管分化有明显抑制作用, 进而影响了 YS 血液循

环, 并在该剂量条件下导致胚胎器官形态学分化程

度减低, 二者有明显相关性。而YS 直径在剂量增加

到 200 ΛgömL 时才小于对照组。因此, YS 血管分化

程度较 YS 直径更能反映棘豆生物碱对胚胎形态学

分化的影响。随剂量增加, 在对胚胎形态学分化影响

加重的同时, 胚胎畸形也随之增加, 但在 200 ΛgömL

时才显现统计学意义, 这与影响 YS 直径的剂量是

一致的。因此, 产生胚胎致畸效应所需剂量比影响

YS 和胚胎发育所需剂量要大。这一方面说明YS 血

管分化对有害物质反应敏感, 并与影响胚胎发育程

度一致, 另一方面说明 YS 或胚胎本身对致畸可能

有一定保护作用。

形态学改变是功能改变的重要特征之一[7 ] , 黄

花棘豆生物碱对 YS 形态学的影响, 如血管分化程

度减低、超微结构的改变等, 均可影响其功能。YS

上皮细胞微绒毛以及胞内饮泡和贮液泡的减少, 说

明其内吞功能减弱, 摄取营养物质减少; 内质网数量

减少使蛋白质合成和转运能力以及脂类、糖类代谢

能力降低; 线粒体损害使细胞内氧化磷酸化作用减

弱, 产生A T P 减少; 高尔基器减少可影响糖蛋白的
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图版　黄花棘豆生物碱对 YS 超微结构的影响
A. 正常培养 11. 5 d 的胚胎 YS 内胚层上皮细胞　×5 000;B. 正常培养 11. 5 d 胚胎 YS 内胚层上皮细胞　×16 000;

C. 200 ΛgömL 处理　×8 000; D. 50 ΛgömL 处理　×6 000; E. 50 ΛgömL 处理　×5 000; F. 200 ΛgömL 处理　×8 000
P late　Effects of O xy trop is och rocep ha la alkalo id on YS superm icro structu re

A. 11. 5 D ay YS endoderm al ep ithelium cell of no rm al cu ltu re em bryo ×5 000; B. 11. 5 D ay YS endoderm al ep ithelium cell
of no rm al cu ltu re em bryo ×16 000; C. D ispo se 200 ΛgömL ×8 000; D. D ispo se 50 ΛgömL ×6 000; E. D ispo se 50 ΛgömL ×5 000;

F. D ispo se 200 ΛgömL ×8 000
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合成、加工、分泌及膜的转变; 细胞间隙增大使细胞

之间联系出现障碍, 细胞间通讯及相互作用失调; 基

膜受损也使细胞内环境改变。由结构损害所致 YS

功能出现障碍, 特别是内吞作用减弱, 使处于易感期

快速增殖和分化的胚胎细胞营养紊乱, 功能失调, 最

终导致胚胎发育异常。而棘豆生物碱引起 YS 血管

分化程度减低、YS 超微结构改变及胚胎发育障碍

的剂量均为 50 ΛgömL。因此, YS 胎盘结构与功能

受损是黄花棘豆生物碱导致胚胎发育毒性的重要机

制。胎儿生长和发育的不同阶段, YS 有不同功能,

而且 YS 上皮不同区域的超微结构几乎没有差

异[5 ]。将 YS 作为一个重要的靶组织, 从研究其结构

和功能入手, 应用研究 YS 功能的不同技术方法, 将

进一步阐明有害物质对 YS 胎盘及胚胎发育的影

响。
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Effects of O xy trop is och rocep ha la a lka lo id on st ructu re and

funct ion of ra t yo lk sac p lacen ta in v itro

W U Y ong-kui, CHANG Guo-quan
(M ilitary V eterinary Institu te, Q uarterm aster U niversity of PL A , Chang chun 130062, Ch ina)

Abstract: T he effects of O xy trop is och rocep ha la alkalo id on ra t yo lk sac (YS) p lacen ta and em b ryo

developm en t in v itro w ere invest iga ted by u sing the w ho le em b ryo cu ltu re (W EC ) m ethod and electron

m icro scopy. T he resu lts show ed that the alkalo id cau sed rem arkab le retardat ion of YS b lood vessel

d ifferen t ia t ion and em b ryo developm en t a t do se of over 50 ΛgömL. Do se2dependen t rela t ion sh ip w as
no t iced. A t concen tra t ion of 200 ΛgömL , YS diam eter w as low er than that of con tro l group , and

m alfo rm at ion em b ryo num bers w ere larger than that of con tro l group. M any patho logica l changes of the YS

u lt ram icro st ructu re w ere ob served at do se of over 50 ΛgömL. T he m ajo r changes include sparse and sho rt

and loo se m icrovilli of endoderm al ep ithelium cells, a reduct ion in ap ica lm icrovesicles and subap ica l sto rage
vacuo les, sw illing of the m itochondria and a reduct ion o r d isappear in its cristea, a decrease in rough

endop lasm ic ret icu lum , abno rm at ion in pat tern and structu re of nucleu s, an increased vacuo la t ion in cells,

an ex tend in the in terval of adjacen t cells. T he resu lts ind ica ted that b lood vessel d ifferen t ia t ion and
u lt ram icro st ructre of YS w ere sen sit ive to the alkalo id. D am age of YS had a h igh bearing on retardat ion of

em b ryo developm en t. T he in ju ries of st ructu re and barrier to funct ion of YS p lacen ta w as an impo rtan t

m echan ism of the alkalo id that cau sed em b ryo developm en ta l tox icity.

Key words: O xy trop is och rocep ha la; a lka lo id; yo lk sac p lacen ta; w ho le em b ryo cu ltu re
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