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醋酸铅对小鼠胚胎体内发育毒性的研究
Ξ
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　　[摘　要 ]　采用饮水染毒法研究碱式醋酸铅对小鼠早期胚胎体内发育的毒性。将体重 (15±2) g 的母鼠随机

分为高剂量、中剂量、低剂量染毒组和对照组。从试验的第 1 天起, 染毒组小鼠分别于下午 17: 00 至次日上午 8: 00

自由饮用 5. 0, 1. 0 和 0. 2 göL 醋酸铅溶液, 次日上午 8: 00 至下午 17: 00 更换为自来水, 如此循环, 持续 21 d; 对照

组小鼠一直自由饮用自来水。染毒结束后, 进行正常饲喂、饮水至试验结束。从第 26 天开始对小鼠进行超排, 超排

小鼠分别在注射 hCG 后的 48, 72 和 96 h 回收输卵管及ö或子宫胚胎。结果显示, 在注射 hCG 后 48 h 回收胚胎时,

染毒各组超排小鼠正常 2～ 42C 胚胎占回收总数的比率与对照组无显著差异 (P > 0. 05) ; 72 h 回收胚胎时, 高、低剂

量组的桑葚胚比率极显著低于对照组 (P < 0. 01) , 中剂量组则显著低于对照组 (P < 0. 05) ; 96 h 回收胚胎时, 高剂

量组囊胚比率极显著低于对照组 (P < 0. 01) , 中、低剂量组的囊胚比率与对照组差异不显著 (P > 0. 05) , 且此时各

染毒组的退化胚比率均极显著高于对照组 (P < 0. 01)。结论认为, 铅能显著影响体内胚胎从 22C 期进一步发育为桑

葚胚和囊胚, 并使胚胎发育延迟、停滞和退化。
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　　铅是一种古老而广泛分布的环境污染物。由于

铅及铅的化合物种类繁多, 用途广泛, 所以铅是造成

环境污染的主要金属元素之一。早在罗马帝国时代,

人们就观察到因铅中毒而引起的流产、死胎、不育等

现象[1 ]。随着现代工业的发展, 铅以矿尘、烟尘、污水

及废渣形式进入工作区和生活环境, 使得许多矿工、

冶炼工, 以及铅污染区的居民接触过量的铅而发生

中毒。大量试验表明, 铅对机体的神经、造血、泌尿、

免疫等系统均有不同程度的损害[2 ]。由于铅在机体

内有蓄积作用, 所以长期低剂量接触会影响到动物

和人类的繁殖与生殖功能。人群流行病学调查显示,

铅污染地区妇女自然流产、早产及畸胎和婴幼儿行

为异常增多, 并指出高流产率是铅造成的胚胎毒性

的一个重要特征[3 ]。随着人们环境意识的增强, 研究

铅对胎盘[4 ]、附植前胚胎发育[5 ]、器官发生[6 ]及个体

发育[7, 8 ]等生殖序列的毒性成为现代生殖毒理学、生

殖流行病学的重要内容。本研究对不同剂量下铅对

小鼠早期胚胎体内发育的影响进行了初步试验, 探

讨铅对小鼠早期胚胎发育的毒性作用, 为从形态学

上探讨铅的毒性机理奠定基础。

1　材料和方法
1. 1　材　料 1. 1. 1　试验动物　昆白系小鼠, 购自第

1. 1. 2　主要试剂及药品　碱式醋酸铅 (PbOHA c) ;

马绒毛膜促性腺激素 (eCG) ; 人绒毛膜促性腺激素

(hCG ) ; 新生牛犊血清 (N CS ) ; 磷酸盐缓冲液

(PBS)。

1. 1. 3　主要仪器及设备　体视显微镜; 相差荧光显

微镜; 电子分析天平; 恒温水浴锅。

1. 2　方　法

1. 2. 1 染毒　13～ 15 g 的青年母鼠, 经适应期饲养

后, 于试验前 (0 天)将体重 (15±2) g 的母鼠 72 只随

机分为 4 组, 每组 18 只, 即高剂量染毒组、中剂量染

毒组、低剂量染毒组和对照组。从试验的第 1 天起,

染毒组小鼠分别于下午 17: 00 至次日上午 8: 00 自

由饮用 5. 0, 1. 0 和 0. 2 göL 醋酸铅溶液, 次日上午

8: 00 至下午 17: 00 更换为自来水, 如此循环, 持续

21 d; 对照组小鼠一直自由饮用自来水。染毒结束

后, 进行正常饲喂、饮水至试验结束, 并从第 26 天开

始对小鼠进行超排。
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1. 2. 2　小鼠超排及胚胎回收　在注射 eCG 的当天

(超排第 0 天) , 选择阴门微开张、黏膜淡粉红色的母

鼠, 于下午 16: 00 腹腔注射 eCG 5～ 10 大鼠单位;

第 2 天下午 16: 00 腹腔注射 hCG 5～ 10 大鼠单位,

雌雄小鼠同笼过夜, 雌雄比为 1∶1; 第 3 天上午

7: 00～ 8: 00, 观察记录配种后雌鼠阴栓形成情况。配

种后, 分别在注射 hCG 后的 48, 72 和 96 h 用离体

生殖道回收法回收输卵管及ö或子宫胚胎, 记录回收

卵总数、胚胎数量及发育阶段、退化胚数量和未受精

卵数量。

1. 2. 3　数据统计　试验数据用 ς2 检验进行分析。

2　结　果

高剂量染毒组、中剂量染毒组、低剂量染毒组和

对照组的卵回收总数分别为 264, 250, 254 和 273

枚, 其正常发育胚胎、发育延迟胚、退化胚和未受精

卵情况见表 1。

表 1　醋酸铅对小鼠胚胎体内发育毒性试验结果

T able 1　Experim ent resu lts of tox icity of lead aceta te on mouse em bryo developm ent in v ivo

分组
Group

HCG 注射后
间隔时间öh
T im e after
hCG w ere

in jected

回收卵
总数ö枚

To tal
num ber
of eggs

co llected

12C 胚ö%
12cell

em bryo

2～ 42C 胚ö%
22cell

em bryo

桑胚ö%
M o ru lae

囊胚ö%
B lastocyst

退化胚ö%
D egeneration

em bryo

未受精卵ö%
Oocyte

高剂量组
H igh do se

48 129 22. 5 (29) 48. 1 a (62) 0 0 29. 5 (38) 0

72 96 12. 5 (12) 11. 5 (11) 25. 0 e (24) 0 42. 7 (41) 8. 3 (8)

96 39 0 7. 7 (3) 0 25. 6 i(10) 43. 6 m (17) 23. 1 (9)

中剂量组
M oderate do se

48 123 8. 9 (11) 53. 7 b (66) 0 0 26. 8 (33) 10. 1 (13)

72 92 9. 8 (9) 13. 0 (12) 33. 7 f (31) 0 41. 3 (38) 2. 2 (2)

96 35 0 14. 3 (5) 2. 9 (1) 37. 1 j(3) 40. 0 n (14) 5. 7 (2)

低剂量组
L ow do se

48 123 14. 6 (18) 52. 0 c (64) 0 0 22. 0 (27) 11. 4 (14)

72 87 9. 2 (8) 15. 0 (13) 27. 6 g (24) 0 27. 6 (24) 20. 7 (18)

96 44 6. 8 (3) 2. 3 (1) 0 45. 5 k (20) 34. 1 o (15) 11. 4 (5)

对照组
Contro l

48 130 20. 8 (27) 60. 0 d (78) 0 0 16. 2 (21) 3. 1 (4)

72 107 6. 5 (7) 27. 1 (29) 52. 3 h (56) 0 6. 5 (7) 7. 5 (8)

96 36 2. 7 (1) 5. 6 (2) 11. 1 (4) 58. 3 l (21) 8. 3 p (3) 13. 8 (5)

　　注: 各个胚胎回收时间各组之间统计结果为, ① a∶d, b∶d, c∶d, P > 0. 05; ② e∶h, g∶h, P < 0. 01; f∶h, P < 0. 05; ③ i∶l, P < 0. 01; j∶l,

k∶l, P > 0. 05; ④m∶p, n∶p, o∶p , P < 0. 01.

N o te: T he statist ic resu lts of each group during em bryo co llection period are: ① a∶d, b∶d, c∶d, P > 0. 05; ② e∶h, g∶h, P < 0. 01; f∶h,

P < 0. 05; ③ i∶l, P < 0. 01; j∶l, k∶l, P > 0. 05; ④ m∶p , n∶p, o∶p, P < 0. 01.

3　讨　论

3. 1　铅对小鼠早期胚胎体内发育的影响

　　铅随饮水或饲料进入消化道以后, 主要在小肠

吸收, 吸收率约为 5%～ 15%。铅进入血液后, 形成

可溶性磷酸氢铅、甘油磷酸铅及蛋白结合物, 大约有

1% 的铅游离于血清中, 游离铅与结合铅处于动态平

衡之中。而铅的毒性作用可能是游离铅引起的[2 ]。据

报道[9 ] , 给予交配后的小鼠以含铅饲料, 观察受精后

48 h 胚胎的细胞数, 结果表明, 处于 4 个细胞期的

胚胎数比 8 个细胞期的胚胎数明显增多, 提示铅抑

制了胚胎细胞的分裂, 并推测铅还可能影响胚胎的

首次卵裂过程。

对小鼠而言, 一般约在凌晨排卵受精, 受精卵的

第 1 次卵裂在受精后 18～ 24 h, 以后约每 12 h 分裂

1 次, 分裂到 8 细胞时为一团细胞, 无腔体出现时为

桑葚胚, 到 16 细胞时即进入囊胚阶段。依此推算, 自

然繁殖配种的小鼠, 在检栓后的次日下午 16: 00 (相

当于超排小鼠注射 hCG 后 48 h) , 受精卵基本上已

经完成了第 1 次卵裂, 即到达 22C 胚阶段, 稍晚能见

到小部分胚胎已完成或正在完成第 2 次卵裂 (即

3～ 4细胞)。而对于超排小鼠, 由于卵巢上卵泡较多,

在此时仍能见到部分 12C 胚胎。在超排小鼠注射

hCG 后 72 h, 正常发育的受精卵应发育到桑葚胚;

注射 hCG 后 96 h, 正常发育的受精卵应发育到囊

胚。本研究以注射 hCG 后 48 h 受精卵发育到

2～ 42C胚胎、72 h 发育到桑葚胚、96 h 发育到囊胚

的比率以及发育退化胚数作为小鼠早期胚胎发育的

重要指标。

由表 1 看出, 在注射 hCG 后 48 h 回收胚胎时,

染毒组小鼠回收的卵中, 正常 2～ 42C 胚胎比率与对

照组无显著差异 (P > 0. 05) , 但均低于对照组, 而且

高剂量组与对照组相差近 12 个百分点 (ς2
高= 3. 37,

ς2
0. 05= 3. 84)。差异不显著可能是染毒剂量尚未达到
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影响卵母细胞发育成熟和受精过程的程度。同时表

明, 只要卵母细胞发育成熟, 其卵源性基因表达活动

能够维持受精及受精卵的第 1 次卵裂。

注射 hCG 后 72 h 回收胚胎时, 高剂量组和低

剂量组的桑胚率极显著低于对照组 (P < 0. 01) , 中

剂量组则显著低于对照组 (P < 0. 05)。说明虽然卵

母细胞能够受精并完成第 1 次卵裂, 但由于铅的毒

性作用, 而使卵裂胚在其后的发育过程中, 难以完成

22C 阶段由卵源性基因控制向胚源性基因控制的转

换, 同时由于铅的蓄积作用以及铅的游离, 使早期胚

胎发育过程中一直受到铅的毒性作用, 即使已经发

育到 22C 期的胚胎, 在进一步发育为桑葚胚的过程

中仍会受到影响而发育迟缓甚至停止发育并退

化[10 ]。

注射 hCG 后 96 h 回收胚胎时, 高剂量染毒组

与对照组囊胚率差异极显著 (P < 0. 01) , 中、低剂量

染 毒 组 的 囊 胚 比 率 与 对 照 组 差 异 不 显 著

(P > 0. 05) , 此时各染毒组的退化胚比率均极显著

高于对照组 (P < 0. 01)。证明高剂量组由于铅的毒

性作用, 同样影响到桑葚胚进一步发育到囊胚的过

程, 即使已经发育的胚胎, 也会在发育过程中发生退

化。中、低剂量组的囊胚发育率与对照组差异不显著

(P > 0. 05) , 其原因可能在于 96 h 时回收的胚胎数

较少, 影响到差异显著性的统计检验; 另一方面则仍

可能是由于染毒剂量较低, 而未达到差异显著性标

准, 但仍能看出囊胚率有下降的趋势。

3. 2　铅影响早期胚胎发育的可能机理

关于铅影响早期胚胎发育的机理, 目前仍不十

分清楚。但相关研究和报道的日益增多, 为探讨其机

理提供了各种研究思路。本试验进行了铅对小鼠早

期胚胎发育毒性的初步研究, 尚未涉及铅对早期胚

胎发育毒性的机理, 试验结果为以后的毒理研究奠

定了基础。试验结果证明, 铅能够导致早期胚胎发育

迟缓, 并加速胚胎的退化。鉴于本试验中各个指标控

制阶段胚胎的平均细胞数减少, 故推测其与受影响

胚胎的细胞周期延长、微管或纺锤体功能损伤有关。

即铅对胚胎发育的抑制作用, 一方面可能是由于其

对重要代谢酶 (如含巯基酶和磷脂酶)的毒性作用致

使酶失活, 从而影响胚胎细胞的正常代谢和染色体

复制, 使细胞分裂缺少物质基础; 另一方面, 可能是

其抑制了胚胎细胞中骨架蛋白的合成[11 ] , 从而使纺

锤体等有丝分裂器不能正常形成和移动, 使细胞分

裂无法正常进行; 同时, 也可能是由于其对微丝、微

管等细胞骨架的影响, 导致胞质分裂无法正常进行。

胚胎细胞对铅盐的吞噬, 可使氧消耗增加、磷酸戊糖

途径代谢加速和氧自由基增加, 自由基则可能是铅

损伤胚胎细胞遗传物质的重要媒介。另外, 铅还可能

通过影响胚胎的分泌因子而对胚胎发育产生不利影

响。
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D evelopm en ta l tox icity of lead aceta te on m ou se em b ryo in v ivo

M A Bao-hua ,W ANG J ian -hua , SH I Zh i-cheng,L IU J in - long,W ANG Qiang
(Colleg e of A n im al S ciences and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he tox icity of lead aceta te on em b ryo developm en t in v ivo w as invest iga ted on m ice by

adding lead aceta te in to drink ing w ater. Fem ale m ice of body w eigh t (15±2) g w ere divided in to a h igh

do se, a modera te do se, a low do se and con tro l group random ly. M ice in test group s drank 5. 0, 1. 0 and

0. 2 göL lead aceta te so lu t ion separa tely from 17: 00 pm of the first day to 8: 00 am of nex t day, then the

th ree k inds of so lu t ion s w ere rep laced by w ater from 8: 00 am to 17: 00 pm of the nex t day, so w as done

repeated ly fo r 21 days; m ice in con tro l group alw ays drank w ater. T hen all the m ice w ere ra ised no rm ally

un t ill the end of the test. F rom day 26, m ice w ere conducted to superovu la t ion, and the em b ryo s in oviduct

and u teru s w ere co llected at 48 h, 72 h and 96 h after hCG w ere in jected. R esu lts show ed that the ra t io of

no rm al 2- 42C em b ryo co llected from the test group s has no sta t ist ica l d ifference (P > 0. 05) w ith con tro l

group after 48 h in jected w ith hCG. M o ru lae ra t io of h igh do se and low lo se group s w ere low er very

sign if ican t ly than that of con tro l group (P < 0. 01) after 72 h in jected w ith hCG, and the mo ru lae ra t io of

modera te do se group w as sign if ican t ly low er than that of con tro l group (P < 0. 05). T he b lastocysts ra t io of

h igh do se group w as very sign if ican t ly low er than that of con tro l group (P < 0. 01) after 96 h in jected w ith

hCG, and the ra t io of modera te do se and low lo se group s has no sign if ican t d ifference w ith that of con tro l

group (P > 0. 05) , and the degenera t ion em b ryo ra t io of test group s had very sign if ican t d ifference than

that of con tro l group (P < 0. 01). T hese resu lts suggested that lead aceta te cou ld rem arkab ly affect the

developm en t of em b ryo s in v ivo from 2- 42C in to mo ru lae and b lastocysts, and m ade em b ryo retardance,

stagnancy and degenera t ion du ring developm en t.
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