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乙酰甲胺磷对

雌性大鼠氧化

损伤及卵巢

功能的影响

刘秀芳 Q宁艳花 Q郭凤英 Q
关素珍 Q薛亚斌 Q刘桂珠

,宁夏医学院公共卫生学院环境卫生学

与毒理学教研室，银川 *+$$$R.

【摘要】背景与目的：研究乙酰甲胺磷对雌性大鼠氧化损伤及卵巢功能的影响。 材料与方法 5 )$ 只健康成年 MS 雌性大鼠，随机分

为 + 组，每组 % 只。实验组设高 , R*< #+ 1D Q TD.、中 , #)< %) 1D Q TD.、低 , &&< ’& 1D Q TD. ) 个不同剂量乙酰甲胺磷染毒组、阴性对照组 ,蒸馏

水 .和阳性对照组 ,雌二醇，$< & 1D Q TD.。染毒组和阴性对照组采用经口灌胃，阳性对照组采用腹腔注射染毒。检测大鼠动情周期、血清和

卵巢组织中 MIS 和 FMU 活性、FMV 和 WSL 含量及卵巢组织形态等的改变。 结果 5 与阴性对照组比较，乙酰甲胺磷高剂量染毒组大鼠

动情周期延长，血清 MIS 活力升高，FMV 含量降低，差异具有统计学意义 , E X $< $+.。中、高剂量染毒组大鼠血清 WSL 含量均高于阴性

对照组，高剂量染毒组 FMU 活力显著低于阴性对照组，差异均具有统计学意义 , E X $< $+.。各染毒组卵巢组织匀浆中 MIS 活力均低于阴

性对照组，各染毒组 FMU 活力均高于阴性对照组，差异均有统计学意义 , E X $< $+.。低剂量染毒组卵巢组织 FMV 含量低于阴性对照组，

高剂量染毒组 WSL 含量显著高于阴性对照组，差异均有统计学意义 , E X $< $+.。高剂量染毒组大鼠卵巢组织的病理改变主要表现为始

基卵泡和初级卵泡增多，而次级卵泡和成熟卵泡较少见，且闭锁卵泡增多。 结论：乙酰甲胺磷对雌性大鼠具有一定的生殖毒性，在高

剂量 , R*< #+ 1D Q TD.染毒下，可引起动情周期的紊乱、卵巢组织的病理学改变，抑制卵巢的抗氧化酶活性，诱导脂质过氧化。

【关键词】乙酰甲胺磷；雌性大鼠；卵巢；生殖毒性
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乙酰甲胺磷 = 05./201. >，化学名称 ?! @A 二甲苯 A)A
乙酰基硫代磷酰酸酯，是高毒农药甲胺磷的乙酰基衍生

物，以高效、低毒、低残留而优于众多有机磷杀虫剂，是

我国替代甲胺磷在生产和生活中大力推广应用的农药

品种之一 BC D。国内外关于乙酰甲胺磷的雌性生殖毒性作

用研究报道很少。本文旨在探讨不同剂量乙酰甲胺磷暴

露对雌性大鼠氧化损伤及对卵巢功能的影响。

! 材料与方法

!" ! 实验动物

选用健康成年 @E 雌性大鼠 =清洁级，由宁夏医学

院实验动物中心提供 > F( 只，体重 CG( H ’’( 3。动物合

格证号：@IJK=宁 > ’((L H (((C。

!" # 受试物

市售农药乙酰甲胺磷，浓度 F(M，湖北沙隆达股份

有限公司生产。

!" $ 实验动物分组与染毒

F( 只健康成年 @E 雌性大鼠，随机分为 L 组，每组

*只。实验组按生殖毒性研究染毒剂量设计的原则，以乙

酰甲胺磷致大鼠半数致死量 =NEL(O PQL -3 R S3>为依据，

设高 = QT& ’L -3 R S3>、中 = ’F& *F -3 R S3>、低 = CC& GC
-3 R S3> F 个乙酰甲胺磷剂量染毒组、阴性对照组和阳性

对照组。染毒组用蒸馏水配制的乙酰甲胺磷灌胃，阴性

对照组用等量的蒸馏水灌胃。染毒组每天染毒 C 次，连

续染毒 F( 8；阳性对照组大鼠给予雌二醇 = (& C -3 R S3>，
采用腹腔注射染毒方式，每 T 8 染毒 C 次，连续染毒

Q次。实验期间，大鼠自由饮水，进食。于末次染毒 ’Q 2
后心脏采血处死大鼠取出双侧卵巢组织进行检测。

C " % 观察指标及测定方法

!" %" ! 大鼠动情周期的检测 采用阴道脱落细

胞涂片法 B’ D。动情周期的判定依据：根据阴道涂片的细

胞学变化来判断大鼠所处的动情周期。动情前期 =卵泡

加速生长 >：全部是有核上皮细胞，偶有少量角化细胞；

动情期 =卵泡成熟、排卵 >：全部是无核角化细胞或间有

少量上皮细胞；动情后期 =黄体生成 >：白细胞、角化细

胞、有核上皮细胞均有；动情间期 =黄体退化 >：大量白细

胞及少量上皮细胞和粘液。

!" %" # 卵巢脏器系数的测定 处死大鼠后，立即

取出双侧卵巢，剥离周围脂肪组织和结缔组织，准确称

量卵巢的重量，计算卵巢脏器系数。

!" %" $ 超氧化物岐化酶 & ’()*和谷胱甘肽 ’ 转移

酶 &+’,* 的活力及还原型谷胱甘肽 &+’-* 和丙二醛

&.)/* 含量的测定 采用分光光度法检测血清和卵巢

组织匀浆中 @?E 和 U@V 的活力，U@W 和 XEY 的含量。

!" %" % 卵巢组织形态病理改变的检测 取大鼠

一侧卵巢组织，经 C(M中性甲醛固定。固定好的标本常

规用梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片厚 L H
G!-，WZ 染色。

!" 0 统计学方法

采用 @[@@ CF& ( 统计软件包处理，计量资料的组间

比较采用方差分析；剂量反应关系采用秩相关检验。

# 结 果

#" ! 一般情况

染毒初期，高剂量染毒组大鼠出现震颤、二便失禁

等轻微的中毒症状，在染毒后 ’ 2 内逐渐消失。

#" # 乙酰甲胺磷对雌性大鼠体重增长、卵巢脏器

系数及动情周期的影响

见表 C。乙酰甲胺磷各染毒组大鼠体重增长与阴性

对照组相比，差异无统计学意义 = & \ (& (L>。卵巢脏器

系数乙酰甲胺磷各染毒组与阴性对照组相比，差异无统

计学意义 = & \ (& (L>。乙酰甲胺磷各染毒组雌性大鼠的

动情周期明显延长，主要是动情间期的延长，高剂量染

毒 组 与 阴 性 对 照 相 比 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

= & ] (& (L>；并且随着染毒剂量的升高，大鼠的动情周

期逐渐延长 = ’ O (& LQ’，& ] (& (C>。

#" $ 乙酰甲胺磷对雌性大鼠抗氧化酶活性和脂

质过氧化水平的影响

#" $" ! 乙酰甲胺磷对 ’() 活力和 .)/ 的影响

见表 ’。血清 @?E 活力各染毒组均高于阴性对照组，差

异具有统计学意义 = & ] (& (L>。卵巢组织匀浆中 @?E 活

力各染毒组均低于阴性对照组 = & ] (& (L 或 & ] (& (C>，
且随着染毒剂量的增加，卵巢组织匀浆中 @?E 活力降

U7$</, ^.4321 3046, = 3 > ?+074., 468.; Z,17$<, 5_5%. =8 >
).3014+. 5$617$%
N$‘ 8$,03. 37$</

X488%. 8$,03. 37$</
W432 8$,03. 37$</
[$,414+. 5$617$%

L(& G( a T& L(
LQ& F( a G& P(
QP& ’( a P& *(
QP& CL a T& FQ
LC& FG a *& P’

(& (L*C’ a (& ((’L
(& (*(*T a (& ((F*
(& (LT*Q a (& ((*P
(& (QGF( a (& ((T’
(& (LCQP a (& ((GP

Q& FF a (& L’
Q& L( a (& LL
L& (( a C& (P
*& TC a C& G(!

*& GF a C& GF!

表+ 乙酰甲胺磷对雌性大鼠体重增长、卵巢脏器系数和动情周期的影响

, )* - +，, . /0
’1234 + (554678 95 164:;174 9< 29=> ?4@A;7 A1@<8 B 9C1D@48 @<=4E 1<=
487D9F8 6>634 95 54G134 D178 , )* - +，, . /0

Y)?#Y：5$-/07.8 ‘412 6.3014+. 5$617$%，!& ] (& (L
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低 ’ & ( ) $* +,-，’ . $* $&/。中、高剂量染毒组血清 012
含 量 均 高 于 阴 性 对 照 组 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

’ ’ . $* $3/。卵巢组织匀浆中高剂量染毒组 012 含量

高于阴性对照组，差异具有统计学意义 ’ ’ . $* $3/。

456789
:;1 012

:<57=’> ?=@ / ;AB5C<9 ’> ?=D 856E / :<57=’F=6@ ?=@ / ;AB5C<9 ’F=6@ ?=D856E /
G<DBECA< H6FE56@
I6J K69BD< D5678

0CKK@< K69BD< D5678
LCDM K69BD< D5678
N69CECA< H6FE56@

O+-* 3P Q &,* +-
-#,* +& Q #-* +&!

--O* -& Q #P* 3%!

-##* ,- Q &,* #-!

-&&* %- Q #P* ,,

&#+* P% Q &P* -P
%-* ,$ Q #O* PO!!

3+* &- Q #&* -&!!

-&* ,3 Q P* +#!!

%,* O% Q #$* +&!!

-* &- Q $* PP
O* P+ Q $* 3-
%* #O Q &* O#!

%* %& Q &* O&!

O* #$ Q &* &+!

$* 3,P$ Q $* $P3,
$* 3&33 Q $* &$$+
$* 3&#% Q $* &%%O
$* ,,3- Q $* &#PP!

$* P%,O Q $* O###

表 + 血清和卵巢组织匀浆中,&-活力和)-"含量的比较 . !" / #，$ 0 12
’3456 + !7893:;<7= 7> ?@6 56A65< 7> ,&- 3=B )-" ;= <6:C8 3=B 7A3:;6< . !" / #，$ 0 12

2G;R2：H6=8B5<K JCEM F<DBECA< H6FE56@，!’ . $* $3；!!’ . $* $&

!" #" ! 乙酰甲胺磷对 $%& 含量和 $%’ 活性的影

响 见表 O。血清 4:L 含量各染毒组均低于阴性对照组

’ ’ . $* $&/，且随着染毒剂量的增加，4:L 含量降低

’ & ( ) $* P$&，’ . $* $&/。低剂量染毒组卵巢组织匀浆中

4:L 含 量 低 于 阴 性 对 照 组 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

’ ’ . $* $3/，而中、高剂量染毒组与阴性对照组相比，差

异无统计学意义 ’ ’ S $* $3/。各染毒组血清 4:T 活性均

低于阴性对照组，高剂量染毒组与阴性对照组相比，差

异具有统计学意义 ’ ’ . $* $3/，且随着染毒剂量的增

加，4:T 活性降低 ’ & ( ) $* 3,-，’ . $* $&/。各染毒组卵

巢 4:T 活性均高于阴性对照组，’ ’ 均 . $* $&/，且随着

染毒剂量的增加，4:T 活性增高 ’ & ( $* %O&，’ . $* $&/。

456789
4:L 4:T

:<57=’=D ?I/ ;AB5C<9 ’=D ? D 856E / :<57=’=D ?I/ ;AB5C<9 ’=D ? D 856E /
G<DBECA< H6FE56@
I6J K69BD< D5678

0CKK@< K69BD< D5678
LCDM K69BD< D5678
N69CECA< H6FE56@

O%P* ,+ Q #&* #,
O$%* O# Q -$* &$!!

O$#* ,& Q O3* -$!!

#-#* &, Q #%* P%!!

#3#* -# Q #,* O-!!

-3* &% Q -* +#
O#* &, Q -* %&!

O+* +P Q %* #+
-&* O$ Q O* &+
O&* O3 Q %* ++!

O,* O& Q &#* &%
OP* P& Q ,* ,%
O3* $O Q &$* 3O
&%* +% Q ,* %-!

&+* PO Q +* -P!

&#* ++ Q #* &#
O&* +# Q +* -$!!

O#* #$ Q O* P$!!

O%* 3- Q O* %O!!

O$* 3- Q #* %,!!

表 D 血清和卵巢组织匀浆中E,F含量和E,’活性的测定结果 . !" / #，$ 0 12
’3456 D !7893:;<7= 7> ?@6 56A65< 7> E,F 3=B E,’ ;= <6:C8 3=B 7A3:;6< . !" / #，$ 0 12

2G;R2：H6=8B5<K JCEM F<DBECA< H6FE56@，!’ . $* $3；!!’ . $* $&

! " # $

!" ( 乙酰甲胺磷对大鼠卵巢组织形态的影响

见图 & U 3。光学显微镜下观察，各组卵巢外表光

滑，附有致密的结缔组织被膜，可分清被膜、皮质和髓质

O 部分。阴性对照组大鼠卵巢组织未见异常，上皮下可

图 G 阴性对照组大鼠卵巢组织可见各级卵泡，次级卵泡和成熟卵泡较多 .F( H IJ2 图 +、D 低、中剂量染毒组大鼠卵巢可见各级卵泡及黄体 .F(
H +JJ2 图 I 高剂量染毒组大鼠卵巢组织可见许多初级卵泡 K 次级卵泡和成熟卵泡少见 .F( H IJ2 图 L 高剂量染毒组大鼠卵巢可见闭锁卵泡
数量增多 .F( H GJJ2
M;NC:6 G )3=O <6P7=B3:O >755;P56< 3=B 83?C:6 >755;P56< Q6:6 <@7Q6B ;= ?@6 :3? 7A3:;6< 7> =6N3?;A6 N:7C9.F( H IJ2 M;NC:6 + R D )3=O >755;P56<
3=B P7:9C< 5C?63 Q6:6 <@7Q6B ;= ?@6 :3? 7A3:;6< 7> 57Q 3=B 8;BB56 B7<3N6 N:7C9<.F( H +JJ2 M;NC:6 I )3=O 9:;83:O >755;P56< K 56<< <6P7=B3:O
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癌变 畸变 突变

见不同发育阶段的卵泡 ,图 -.。乙酰甲胺磷低、中剂量

染毒组大鼠卵巢可见各级卵泡及黄体 ,图 ’、/.，高剂量

染毒组大鼠卵巢可见大量的始基卵泡和初级卵泡，次级

卵泡和成熟卵泡较少见，且闭锁卵泡增多 ,图 0、1.。

! 讨 论

卵巢的主要功能表现为周期性的排卵及其分泌相

应性激素，同时伴随有阴道上皮细胞学的周期性变化。

环境中有害因素影响卵巢机能时，可导致动情周期出现

变化 2/ 3。本研究结果表明，乙酰甲胺磷染毒组可引起雌

性大鼠动情周期延长，以动情间期延长为主，其中高剂

量染毒组与阴性对照组相比，差异具有统计学意义，说

明乙酰甲胺磷具有明显的雌性性腺生殖毒性。

大量研究表明许多病理生理现象均与自由基引起

的脂质过氧化密切相关。氧化应激可以损伤颗粒细胞

4)5 而引起细胞凋亡，从而导致黄体退化和卵泡闭

锁 20 3。动物实验证实，抗氧化酶活性的下降以及氧自由

基含量的增多可以导致黄体细胞和卵泡颗粒细胞的凋

亡，从而导致黄体退化和卵巢闭锁 21 3。

674 是机体自由基酶防御系统中的重要酶，674
具有清除超氧自由基，间接抑制脂质过氧化和膜损害的

作用。故常用 674 的活性来间接反映氧自由基的水平，

以及细胞抗脂质过氧化和清除氧自由基的能力。845
是脂质过氧化的一种最终产物，其含量的多少可反映组

织中脂质过氧化的速率和强度，间接反映了自由基的水

平和细胞氧化损伤的程度 2* 3。本实验结果显示，乙酰甲

胺磷染毒组血清 674 活力高于阴性对照组 , & 9 (& (1.，
而 卵 巢 674 活 力 低 于 阴 性 对 照 组 , & 9 (& (1 或

& 9 (& (-.；845 含量在血清和卵巢中均呈现升高的趋

势 , & 9 (& (1.。提示卵巢脂质过氧化增强，从而使机体

产生大量的氧自由基；而血清中 674 活力先升高后降

低，可能由于过氧化产物的堆积，刺激机体调节，在诱导

了脂质过氧化反应的同时也启动了抗氧化系统。

:6; 能与活性氧族 ,<76.反应，保护细胞免受氧化

应激，也可以抵抗诱导氧化应激的化学物质引起的细胞

毒作用。:6; 的耗竭必然会破坏机体的氧化平衡状态，

导致氧化应激 2= 3。谷胱甘肽硫转移酶 ,:6>.具有消除体

内过氧化物及解毒双重功能，在谷胱甘肽过氧化物酶

,:6;?@A.活力低下的条件下，只有清除体内脂质过氧化

物 ,B@7.的功能 2C 3。本研究结果发现，乙酰甲胺磷各染毒

组血清 :6> 活性和 :6; 含量较阴性对照组均明显降低

, & 9 (& (1 或 & 9 (& (-.，提示体内自由基的产生增加，

:6; 消耗量随之增加，因此从总体上来说，机体抗氧化

能力已有所下降。乙酰甲胺磷各染毒组卵巢中 :6; 含

量较阴性对照组明显降低 , & 9 (& (1.，而 :6> 活性升高

, & 9 (& (-.，可能是卵巢发生了代偿性反应。但是 :6>
以 :6; 为底物发挥抗氧化作用，而 :6; 含量显著降低，

因此卵巢总的抗氧化能力仍然下降。

化学物质的卵巢毒性大体上可包括引起性腺的组

织病理学改变；影响卵泡的发育、生长、成熟；使卵母细

胞突变，造成遗传学损伤；干扰卵巢产生类固醇激素。本

研究观察到，乙酰甲胺磷低、中剂量染毒组大鼠卵巢可

见各级卵泡及黄体。高剂量染毒组大鼠卵巢可见大量的

始基卵泡和初级卵泡，次级卵泡和成熟卵泡较少见，且

闭锁卵泡增多。

综上所述，乙酰甲胺磷对雌性大鼠具有一定的生殖

毒性作用，可引起动情周期的紊乱和卵巢组织的病理改

变。乙酰甲胺磷可抑制抗氧化酶的活性，导致脂质过氧

化和产生大量的氧自由基，损伤颗粒细胞 4)5 而引起

黄体细胞和卵泡颗粒细胞的凋亡，黄体退化和卵巢闭

锁，从而影响卵巢的功能，导致大鼠动情周期紊乱。
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