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纳米级二氧化钛对体外大鼠腔前卵泡生长发育成熟的影响
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［摘要］　目的：采用大鼠腔前卵泡体外培养方法研究纳米级二氧化钛（ＴｉＯ２）对大鼠卵泡发育及卵母细胞成熟的影响，揭示纳

米ＴｉＯ２有无雌性生殖毒性，为其安全性评价提供依据。方法：机械性分离大鼠腔前卵泡，单个卵泡在９６孔板中连续培养。将

卵泡随机分为５组：３个２５ｎｍＴｉＯ２（１２．５、２５和５０μｇ／ｍｌ）组、阴性对照组、微米级ＴｉＯ２对照组。培养第１０天诱导排卵，观察

卵泡发育和卵母细胞成熟情况。结果：随着纳米级ＴｉＯ２剂量增加，卵泡存活率、有腔形成率及卵丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ）

排出率呈下降趋势（Ｐ＜０．０５）；与阴性对照组相比，微米级ＴｉＯ２组对卵泡发育与卵母细胞成熟无明显影响；２５μｇ／ｍｌ以上剂量

纳米级ＴｉＯ２组卵泡形态学明显异常，卵泡存活率及有腔形成率明显下降；５０μｇ／ｍｌ纳米级ＴｉＯ２可使处于成熟阶段的卵母细胞

数减少。结论：２５μｇ／ｍｌ剂量以上２５ｎｍＴｉＯ２可以抑制体外大鼠腔前卵泡的生长发育与卵母细胞成熟，而微米级ＴｉＯ２在相

同剂量下对卵泡的生长发育和卵母细胞的成熟无明显影响。提示纳米级ＴｉＯ２有不同于微米级ＴｉＯ２的毒作用性质，可能有雌

性生殖毒性，应引起关注。
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　　纳米级二氧化钛（ＴｉＯ２）作为一种新型光催化 剂、抗紫外线剂和光电效应剂等，在抗菌防霉、排气
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净化、脱臭、水处理、防污、抗老化方面和汽车面漆、
化妆品等领域显示了广泛的应用前景。ＴｉＯ２作为食
品着色添加剂已获得美国食品药品监督管理局批

准。但纳米级 ＴｉＯ２对环境和人体健康的影响目前
尚不完全清楚。

　　现有研究显示不同尺寸的 ＴｉＯ２的毒性可能不
同，纳米级ＴｉＯ２可以使前胶原表达增加而诱致纤维
化，后者是引起慢性阻塞性肺疾病的部分原因［１２］。

Ｗａｎｇ等［２］研究表明，纳米级 ＴｉＯ２急性毒性可见多
种毒性表现，并且可见肝、肾损伤。而刘清等［３］发

现，纳米级ＴｉＯ２对小鼠未见明显的急性毒性表现，
组织与脏器也未见明显异常改变。在雌性生殖毒性
方面，非纳米级的可溶性钛盐可影响大鼠的生殖能
力［４］；而在雄性生殖毒性方面，有报道称纳米级

ＴｉＯ２可以被睾丸间质细胞摄取，降低细胞存活率［５］。
因此有必要对纳米级 ＴｉＯ２的雌性生殖毒性进行研
究。本研究采用大鼠腔前卵泡体外培养方法观察纳
米级ＴｉＯ２对卵泡发育及卵母细胞成熟的影响，以揭
示纳米级ＴｉＯ２有无雌性生殖毒性，为其安全性评价
和生殖毒性作用机制的研究提供依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物　性成熟期ＳＤ大鼠购自上海西普尔
必凯实验动物有限公司（合格证号：ＳＣＸＫ２００３０００２）。
动物饲养在ＳＰＦ级动物房，保持１２ｈ照明／１２ｈ黑暗
的光照周期，温度为（２３±１）℃ ，湿度（６０±１０）％，自
由饮水进食。适应性饲养１周后，按雌雄２１比例合
笼获取孕鼠。记出生当天为出生后第０天，出生后第

１２～１４天雌性仔鼠用于分离卵泡培养。

１．２　受试物、试剂　微米级ＴｉＯ２及２５ｎｍＴｉＯ２均
为ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司产品；Ｌ１５培养液、含谷氨酰
胺的α最低必需培养液（αＭＥＭｇｌｕｔａｍａｘ）、人卵泡
刺激素（ｈＦＳＨ）、人黄体生成素（ｈＬＨ）、胰岛素转铁
蛋白硒混合物（ＩＴＳｍｉｘ）、重组绒毛膜促性腺激素
（ｒｈＣＧ）、重组表皮生长因子（ｒＥＧＦ）均为ＧｉｂｃｏＩｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；胎牛血清购自上海阿敏生物技术
有限公司，石蜡油购自国药集团化学试剂有限
公司。　　
１．３　受试物的处理及培养液的配置　称取微米及
纳米级 ＴｉＯ２于称量瓶中，１２０℃加热２ｈ（灭菌），

－２０℃冰箱中保存备用。临用前用 Ｍ１培养液（在

αＭＥＭｇｌｕｔａｍａｘ培养液中加入５％热灭活胎牛血
清、１００ ｍＩＵ／ｍｌｈＦＳＨ、１０ ｍＩＵ／ｍｌｈＬＨ 和 １％
ＩＴＳｍｉｘ制成）配置成各种浓度，用超声震荡仪（ＤＬ
７２０）处理２０ｍｉｎ。将１０％热灭活胎牛血清、１００ＩＵ／

ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素加入Ｌ１５培养液中
配成卵泡分离液。

１．４　卵泡分离及培养［６］

１．４．１　腔前卵泡的分离　采用颈椎脱臼法处死出
生后１２～１４ｄ雌性大鼠。无菌条件下剖腹取出双侧
卵巢，清洗后将卵巢置入含有卵泡分离液（３７℃预
热）的培养皿中；在解剖显微镜（ＬｅｉｃａＳ６Ｄ）下将卵巢
组织分成小块，用直径０．１５ｍｍ的眼科显微镊轻轻
分离１３０～１５０μｍ腔前卵泡。

１．４．２　腔前卵泡的体外培养　收集分离的腔前卵
泡，用 Ｍ１培养液清洗１～２次，随机分在９６孔培养
板中，每孔一个卵泡。每孔加６μｌＭ１培养液，用石
蜡油５０μｌ覆盖在培养液表面，置于ＣＯ２细胞培养箱
（Ｈｅｒａｅｕｓ），在５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃条件下培养。
培养２４ｈ后在相差倒置显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩＲＢ）下观
察，淘汰不符合标准的卵泡。入选卵泡标准：有较完
整的基底膜；有卵泡膜细胞，２～３层颗粒细胞；中央
有一个圆形的卵母细胞；卵泡直径为１３０～１５０μｍ。
隔日换１／２培养液，培养第１０天加 Ｍ２培养液（Ｍ１
培养液中加入１．５ＩＵ／ｍｌｒｈＣＧ和５ｎｇ／ｍｌｒＥＧＦ制
成），经诱导排卵２０ｈ后观察卵泡的排卵情况，将卵
丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ）收集在培养皿中，然后用
吸管轻轻吹打，去除卵丘细胞，观察卵母细胞成熟情
况。

１．５　实验设计　实验共设５组：阴性对照组、微米
级ＴｉＯ２对照组（５０μｇ／ｍｌ）、３个２５ｎｍＴｉＯ２组（Ⅰ
组１２．５μｇ／ｍｌ；Ⅱ组２５μｇ／ｍｌ；Ⅲ组５０μｇ／ｍｌ）。于
培养第２天加入受试物，受试物持续作用，直到实验
结束。

１．６　卵泡发育和卵子成熟参数及评价标准［６］　（１）
卵泡形态学变化。在倒置显微镜下观察换液后卵泡
轮廓和卵母细胞形态、基底膜和颗粒细胞增殖分化、
窦腔形成、卵丘颗粒细胞扩展和黏液化及ＣＯＣｓ排
出、有无卵母细胞的逸出、卵泡闭锁等。（２）卵泡存
活率。只要卵母细胞被正常分化的颗粒细胞包裹，
形成卵泡样结构并贴在培养板即可认为卵泡存活；
基底膜模糊、缺损或消失，颗粒细胞松散或游离到卵
泡外，卵泡轮廓不规则、卵泡内出现黑色坏死区，卵
母细胞逸出卵泡、变形、萎缩或崩解等即可认为卵泡
退化。（３）有腔卵泡形成率。完整的卵泡结构中紧
邻卵母细胞区出现半透明、充满液体的窦腔腔样结
构即可认为有窦腔形成。（４）ＣＯＣｓ排出率。ＣＯＣｓ
排出于卵泡外即为ＣＯＣｓ排出。（５）卵母细胞成熟
阶段。显微镜下观察卵母细胞成熟情况，区分生发
泡期（ＧＶ）、生发泡破裂期（ＧＶＢＤ）和排出第一极体
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（ＰＢ），测定ＧＶ、ＧＶＢＤ和ＰＢ形成率。体外培养卵
母细胞出现生殖泡破裂和排出第一极体即可认为是

成熟卵母细胞。卵母细胞成熟阶段分析：ＧＶ为卵
母细胞核内的生发泡未破裂；ＧＶＢＤ为卵母细胞核
内的生发泡发生破裂，是第一次减数分裂（Ｍ Ⅰ）；

ＰＢ为第二次减数分裂（Ｍ Ⅱ）。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
分析。对卵泡存活率、有腔形成率和ＣＯＣｓ排出率
与剂量之间的关系采用χ

２趋势检验（界值为０．０５），
卵母细胞成熟阶段构成比的总体比较采用χ

２检验

（界值为０．０５）。各组间两两比较采用χ
２分割法（界

值为０．０１２５）。

２　结　果

２．１　纳米级ＴｉＯ２的分散效果　纳米级ＴｉＯ２临用前
用超声震荡仪处理２０ｍｉｎ，在电镜下可见纳米级

ＴｉＯ２分散效果较好（图１）。

２．２　微米及纳米级ＴｉＯ２对卵泡形态学的影响　阴
性对照组为卵泡生长和分化从腔前卵泡发育到完全

成熟的排卵前阶段。第２天卵泡贴壁生长，结构清
晰；第６天卵泡内颗粒增殖分化成壁层颗粒细胞和

卵丘颗粒细胞，中间出现卵泡腔；第１０天发育为成
熟卵泡，卵泡液不断增多，形成更大的卵泡腔，卵母
细胞居于卵泡的一侧，形成卵丘（图２）。微米级

ＴｉＯ２组与阴性对照组相比，卵泡形态无明显异常（图

２）。纳米级 ＴｉＯ２随着剂量增加，卵泡的毒性增加，

２５μｇ／ｍｌ以上纳米级ＴｉＯ２可出现明显的形态学异
常，表现为卵泡的生长发育受到抑制，如基底膜模
糊、缺失，卵泡从开始的贴壁变为不贴壁；颗粒细胞
不能增殖分化成壁层颗粒细胞和卵丘颗粒细胞；卵
泡轮廓不清，内部出现黑色坏死区；卵母细胞逸出，
卵泡退化或闭锁（图２）。

图１　２５ｎｍＴｉＯ２分散状况

Ｆｉｇ１　Ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｏｆ２５ｎｍＴｉＯ２ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｍｅｄｉｕｍ

图２　各组卵泡第２、６、１０天形态变化

Ｆｉｇ２　Ｆｏｌｌｉｃｌｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｎｄａｙ２，６ａｎｄ１０ｏｆｃｕｌｔｕｒｅ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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２．３　微米及纳米级ＴｉＯ２对卵泡存活和发育的影响
（表１）　对阴性对照组，２５ｎｍＴｉＯ２Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅲ
组进行χ

２ 趋势检验，结果表明卵泡存活率有随着纳
米级ＴｉＯ２ 剂量的增加而降低的趋势（χ

２＝２６．５５３，

Ｐ＜０．０５）；卵泡有腔形成率有随着纳米级 ＴｉＯ２ 剂
量的增加而降低的趋势（χ

２＝２２．１７９，Ｐ＜０．０５）；卵
泡ＣＯＣｓ排出率有随着纳米级ＴｉＯ２ 剂量的增加而
降低的趋势（χ

２＝４．９２１，Ｐ＜０．０５）。微米级 ＴｉＯ２

的卵泡存活率、有腔形成率和ＣＯＣｓ排出率与阴性
对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。纳米
级ＴｉＯ２在２５μｇ／ｍｌ以上剂量组的卵泡存活率及有
腔形成率明显下降，与阴性对照组及微米级ＴｉＯ２对
照组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１２５）。各
组ＣＯＣｓ排出率之间两两相比，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０１２５）。

表１　微米及纳米级ＴｉＯ２对卵泡发育的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ２５ｎｍａｎｄｍｉｃｒｏｎＴｉＯ２ｏｎｆｏｌｌｉｃｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅ Ｓｕｒｖｉｖａｌ［ｎ（％）］ Ａｎｔｒｕｍ［ｎ（％）］ ＣＯＣｓｒｅｌｅａｓｅ［ｎ（％）］

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ５７ ５２（９１．２３） ４６（８０．７０） ３３（５７．８９）

ＭｉｃｒｏｎＴｉＯ２ ６２ ５４（８７．１０） ４９（７９．０３） ３５（５６．４５）

２５ｎｍＴｉＯ２
　　１２．５μｇ／ｍｌ ５８ ４８（８２．７６） ４２（７２．４１） ３０（５１．７２）

　　２５μｇ／ｍｌ ５７ ３５（６１．４０）△ ３０（５２．６３）△ ２５（４３．８６）

　　５０μｇ／ｍｌ ５７ ３０（５２．６３）△ ２４（４２．１１）△ ２２（３８．６０）

　Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｓｏｆχ２ｍｅｔｈｏｄ．Ｐ＜０．０１２５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０１２５ｖｓｍｉｃｒｏｎＴｉＯ２ｇｒｏｕｐ

２．４　微米及纳米级 ＴｉＯ２对卵母细胞成熟的影响
（表２）　微米级ＴｉＯ２对照组各阶段卵母细胞所占的
比例与阴性对照组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；纳米级ＴｉＯ２随着剂量的增加，处于生发泡期
（ＧＶ）的卵母细胞比例有逐渐增加的趋势，而处于生

发泡破裂期（ＧＶＢＤ）和排出第一极体（ＰＢ）的卵母细
胞有逐渐减低的趋势，其中５０μｇ／ｍｌ纳米级 ＴｉＯ２
组各阶段卵母细胞所占的比例与２个对照组相比，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１２５）。

表２　微米及纳米级ＴｉＯ２对卵母细胞成熟的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ２５ｎｍａｎｄｍｉｃｒｏｎＴｉＯ２ｏｎｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｏｏｃｙｔｅ
Ｓｔａｇｅｏｆｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ［ｎ（％）］

ＧＶ ＧＶＢＤ ＰＢ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ５３ ５（９．４３） ２１（３９．６２） ２７（５０．９４）

ＭｉｃｒｏｎＴｉＯ２ ５５ ４（７．２７） ２６（４７．２７） ２５（４５．４５）

２５ｎｍＴｉＯ２
　　１２．５μｇ／ｍｌ ４９ ７（１４．２９） ２３（４６．９４） １９（３８．７８）

　　２５μｇ／ｍｌ ４６ １３（２８．２６） １８（３９．１３） １５（３２．６１）

　　５０μｇ／ｍｌ ４３ ２０（４６．５１）△ １３（３０．２３）△ １０（２３．２６）△

　ＧＶ：Ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅ；ＧＶＢＤ：Ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅｂｒｅａｋｄｏｗｎ；ＰＢ：Ｐｏｌａｒｂｏｄｙ．Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｓｏｆχ２ｍｅｔｈｏｄ．Ｐ＜０．０１２５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

０．０１２５ｖｓｍｉｃｒｏｎＴｉＯ２ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　以往的毒性资料表明ＴｉＯ２是一种基本无毒的
物质。当物质的直径在纳米级别时，其理化性质将
发生根本性的改变。纳米级 ＴｉＯ２作为一种新型物
质，由于其广泛的应用前景，其毒性和安全性问题引
起人们的广泛关注。

　　Ｆｅｒｉｎ等［７］发现２０ｎｍ的ＴｉＯ２引起的大鼠肺部
炎症比同浓度的微米级 ＴｉＯ２更为严重。Ｒｅｎｗｉｃｋ
等［８］发现２９ｎｍＴｉＯ２与微米级ＴｉＯ２相比，可以使巨

噬细胞的吞噬能力明显降低。Ｏｂｅｒｄｒｓｔｅｒ等［９］通

过大鼠亚慢性吸入实验发现：２０ｎｍ 和２００ｎｍ的

ＴｉＯ２都可出现下呼吸道沉积，但２０ｎｍ组的炎症反
应显著高于２００ｎｍ 组。Ｋｕｍａｚａｗａ等［１０］发现：７０
ｎｍ的ＴｉＯ２可以进入到肺泡表面；５０ｎｍ的可以进
入细胞；３０ｎｍ的可以进入中枢神经系统。这些研
究说明纳米级ＴｉＯ２与微米级ＴｉＯ２的毒作用性质和
毒性大小可能不同。

　　有关ＴｉＯ２的生殖毒性，在急性毒性实验中，纳
米级ＴｉＯ２未发现生殖系统有病理改变［２］。但是在
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三代繁殖实验中，可观察到ＴｉＯ２对大鼠生殖的有害
效应，表现为子代存活率下降和雄雌比下降［４］。

Ｗａｎｇ等
［１１］用秀丽隐杆线虫研究微米及纳米级

ＺｎＯ、Ａｌ２Ｏ３和ＴｉＯ２的毒性，发现微米和纳米级别的

ＴｉＯ２均可影响到线虫的生殖能力，纳米级ＴｉＯ２影响
生殖能力的作用要比微米级ＴｉＯ２强，二者间的差异
有统计学意义。有报道［５］纳米级 ＴｉＯ２可以被睾丸
间质细胞摄取，降低细胞存活率。但目前尚未见常
态的微米级ＴｉＯ２和纳米级ＴｉＯ２直接对雌性生殖功
能影响的研究。

　　近年新发展起来的卵泡体外培养方法，在生殖
生物学、生理学上显示了良好的应用前景，目前国外
已建立了针对绵羊、猪、小鼠等的培养模型。近期我
们建立了大鼠卵泡体外培养方法［６］，因其以卵巢的
基本功能单位卵泡为研究对象，可直接观察受试物
对卵泡发育与卵母细胞成熟的影响，有望成为毒理
学的一个重要研究方法。

　　本研究采用大鼠卵泡体外培养方法，比较研究
了微米和纳米级ＴｉＯ２的卵泡毒性，结果显示微米级

ＴｉＯ２对从腔前卵泡发育到完全成熟的排卵前阶段的
卵泡生长和分化无明显影响；２５μｇ／ｍｌ以上纳米级

ＴｉＯ２可抑制卵泡的生长发育，导致卵泡存活率下降，
并可抑制卵泡的分化（表现为颗粒细胞不能增殖分
化成壁层颗粒细胞和卵丘颗粒细胞，卵泡有腔形成
率和ＣＯＣｓ排出率下降），影响卵母细胞成熟，使卵
母细胞阻滞在生发泡期（ＧＶ）或生发泡破裂期
（ＧＶＢＤ）。

　　本研究结果表明，微米级ＴｉＯ２对卵泡发育与卵
母细胞成熟无明显毒作用，而２５ｎｍＴｉＯ２对卵泡发
育与卵母细胞成熟均有明显的毒作用。结果提示，
在评价纳米级ＴｉＯ２对人体健康的危害性和危险度
时应重视其生殖毒性。有关纳米级 ＴｉＯ２影响体外
卵泡发育和卵母细胞成熟的机制有待今后进一步深

入研究。
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