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全氟辛酸对小鼠卵母细胞的毒性影响

郭聪慧，李清华，丁林舒，黄建豪，黄晓刚，卫恒习，张守全
(华南农业大学 动物科学学院，广东广州 510642)

摘要: 【目的】研究全氟辛酸 (Perfuorooctanoic aid，PFOA)对小鼠卵母细胞的毒性影响。【方法】选用 6周龄体质

量相近的昆明雌性小鼠 160只，分为 4组，每组 5个重复，每个重复 8只小鼠。在适应环境 7 d后开始对小鼠灌

服不同剂量的 PFOA，其中，对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组的每日剂量分别为 0、 5、 10和 20 mg/kg，连

续灌服 14 d，然后利用孕马血清促性腺激素 (Pregnant mare serum gonadotropin，PMSG) 和人绒毛促性腺激素

(Human chorionic gonadotropin，hCG)对各组小鼠进行超数排卵，获取卵母细胞进行检测。【结果】与对照组相比，

PFOA 中、高剂量组小鼠的卵母细胞成熟率分别下降了 14.28%、28.17%；卵母细胞内活性氧含量分别升高了

135%、177%；而且卵母细胞 β-tubulin 形态异常，染色体非整齐排列的比例分别升高了 65.06%、75.60%。此外，

低、中、高剂量组 PFOA处理后小鼠的卵母细胞内磷酸化组蛋白 H2AX(Phospho-histone H2A.X，P-H2A.X)比例

分别比对照组升高了 47%、133%和 171%。【结论】灌服 PFOA可诱导小鼠卵母细胞内活性氧升高，DNA双链断

裂和细胞骨架损伤，降低卵母细胞成熟率。
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Toxic effects of perfluorooctanoic acid on mouse oocytes

GUO Conghui, LI Qinghua, DING Linshu, HUANG Jianhao, HUANG Xiaogang, WEI Hengxi, ZHANG Shouquan
(College of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】The  purpose  of  this  study  was  to  investigate  the  toxic  effect  of  perfuorooctanoic

aid(PFOA)  on  mouse  oocytes. 【Method】One  hundred  and  sixty  6-week-old  Kunming  female  mice  with

similar body weight were divided randomly into four groups, with five replicates in each group and eight mice in

each replicate. After 7 days of adaptation, the mice were fed with different doses of PFOA for 14 days. The daily

doses for control, low, medium, and high dose groups were 0, 5, 10 and 20 mg/kg respectively. Then the mice

were  superovulated  with  injection  of  pregnant  mare  serum  gonadotropin  (PMSG)  and  human  chorionic

gonadotropin (hCG), and the oocytes were obtained for detection.【Result】Compared to the control group, the

oocyte  maturation  rates  of  mice  in  the  middle  and  high  dose  groups  decreased  by  14.28%  and  28.17%

respectively, while the contents of reactive oxygen species in oocytes increased by 135% and 177% respectively.

The  proportions  of β-tubulin  with  abnormal  morphology  and  irregular  chromosomes  in  oocytes  increased  by
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65.06% and 75.60% respectively. In addition, the proportions of (Phospho-histone H2A.X, P-H2A.X) in oocytes

of  low,  medium  and  high  dose  groups  increased  by  47%,  133%  and  1.71%  respectively  compared  with  the

control.【Conclusion】Mice fed with PFOA may decrease their oocyte maturation rate by inducing the increase

of reactive oxygen species, DNA double strand break and cytoskeleton damage in oocytes.

Key words:  Perfuorooctanoic aid; Oocyte; Reactive oxygen species; DNA damage; Cytoskeleton
   

全氟辛酸 (Perfuorooctanoic aid, PFOA)是一种

耐光解、水解和生物降解的人工合成的全氟类化合

物，因含有诸多碳氟键而具有极其稳定的性质，常

被用作防油脂或防水剂以及衣服、家具和其他产品

的保护性涂层，此外还可用作地板抛光剂、黏合剂、

消防泡沫和电线绝缘等[1-3]。随着 PFOA 的广泛应

用，在大气、河流、土壤等环境介质中均检测出

PFOA残留：上海市 41个室内灰尘样本中 PFOA平

均质量分数为 279.4 ng/g，长江流域重庆段地表水

中 PFOA 的检出率为 100%，质量浓度在 1.16~
49.87 ng/L 之间，全国 31 个省 (自治区、直辖市) 土
壤中 PFOA 的平均质量分数为 0.35 ng/g[4-6]，人类和

动物可通过饮食饮水等方式暴露于 PFOA，且由于

PFOA 半衰期长，有生物累积效应，故能在体内聚

积，进而引发毒性，但不同物种、不同暴露年龄，引

发毒性的浓度不同且差异较大[7]。研究发现，PFOA
具有免疫毒性、发育毒性和内分泌干扰毒性 [ 8 ]。

在雌性生殖系统中，PFOA 暴露会抑制卵巢激素分

泌，损害卵泡发育，导致卵巢功能丧失 [ 9 ]。并且

PFOA还可通过氧化应激和凋亡显著抑制孕鼠黄体

功能[10]。此外，新生大鼠注射 PFOA 可以减少生长

卵泡和次级卵泡的数量[11]。虽然已有研究报道了

PFOA 暴露对生殖系统的影响，但关于 PFOA 对卵

母细胞影响的研究依然很少。已知 PFOA可以通过

血卵屏障进入卵泡液 [12]，本试验通过给小鼠灌服

PFOA模拟体内暴露来探讨其对小鼠卵母细胞成熟

率及成熟质量的影响。通过检测活性氧 (Reactive
oxygen species，ROS) 水平、纺锤体形态、细胞骨架

来评估卵母细胞暴露于 PFOA后的细胞变化。本研

究将有助于揭示 PFOA 影响卵母细胞发育过程的

毒理学机制，并引起人们对 PFOA安全性的关注。 

1   材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    试验动物　6周龄体质量相近的昆明雌性小

鼠，购买于广东省实验动物中心。 

1.1.2    试剂　PFOA(171468, Sigma)，ROS 检测试

剂盒 (S0033, Beyotime)，β-tubulin (T5293, Sigma)，

内磷酸化组蛋白 H2A.X(Phospho-histone H2A.X，
P-H2A.X，sc-51748, Santa Cruz)，FITC 偶联山羊抗

鼠 IgG (A11029, LIFE)，Hoechst 33342 (H3570,
LIFE)，孕马血清促性腺激素 (PMSG，宁波第二激素

厂)，人绒毛膜促性腺激素 (hCG，宁波第二激素厂)，
透明质酸酶 (H3506，Sigma) 

1.1.3    试剂配制　PFOA：超纯水溶解，配制不同浓

度的 PFOA 以使得最终基于小鼠体质量的质量分

数为 0、5、10和 20 mg/kg。 

1.1.4    仪器　CO2 培养箱，体视显微镜，荧光倒置

显微镜。 

1.2    方法 

1.2.1    试验动物分组　将 160 只 6 周龄的昆明小

鼠随机分为对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量

组，每个剂量组 5个重复，每个重复 8只小鼠。分笼

后，先适应环境 7 d，再进行药物灌服试验。饲养环

境为 12 h光照、12 h 黑暗交替，饮食饮水自由。 

1.2.2    药物灌服处理　适应环境 1 周后，以每天

0、5、10、20 mg/kg的剂量分别给对照组、低剂量组、

中剂量组和高剂量组小鼠灌服 PFOA，每次灌服

0.2 mL，连续灌服 14 d。剂量及时间的选定参照

PFOA相关的体内试验[13]。 

1.2.3    卵母细胞的收集　小鼠连续灌服 PFOA 2周
后进行超排处理，每只小鼠注射 10 IU PMSG，间隔

48 h 后注射 10 IU hCG，再间隔 13.5 h 后颈部脱臼

处死，用体积分数为 75% 的乙醇溶液浸泡 30 s
消毒，随后解剖取出输卵管，找到膨大部，在含有

PBS 缓冲液的培养皿中用尖头镊撕开膨大部，用口

吸管移出卵母细胞，放入预热好的 1 g/L 的透明质

酸酶溶液中，处理 2 min，待颗粒细胞脱掉以后将卵

母细胞转移至 PBS 缓冲液中洗 3 遍。收集同一剂

量处理组的小鼠卵母细胞至少 100个。 

1.2.4    统计卵母细胞成熟率　卵母细胞排出第一

极体视为成熟，取出卵母细胞后统计第一极体的排

出率。 

1.2.5    卵母细胞活性氧含量的检测　每个剂量组

随机取 25~30个卵母细胞放入含有 1 μmol/L DCFH-
DA的成熟培养液液滴中洗涤 2~3遍，再放入 37 ℃、
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CO2 体积分数为 5%的培养箱孵育 20 min。而后用

DPBS-PVA 缓冲液洗 3 次，每次 1 min。在荧光显

微镜下用同一曝光参数观察并拍照，应用 ImageJ软
件分析平均荧光强度[14]。 

1.2.6    卵母细胞免疫荧光染色分析　四孔板每个

孔加入 200 μL固定液，然后置于 37 ℃、CO2 体积分

数为 5% 的培养箱预热 30 min，每个剂量组随机取

25~30 个卵母细胞置入四孔板中，于培养箱中固定

30 min。然后将卵母细胞放入加有洗脱缓冲液的四

孔板中于培养箱内封闭 2 h。再用 β-tubulin(按照

1∶1 000 的体积比稀释) 或 P-H2A.X(按照 1∶200 的

体积比稀释) 4 ℃ 条件下孵育过夜。次日用洗脱缓

冲液洗涤 3 次，每次 10 min。然后与 FITC 偶联山

羊抗鼠 IgG(按照 1∶100 的体积比稀释) 在 37 ℃ 条

件下孵育 1 h。之后，避光环境下用洗脱缓冲液洗

涤 3 次，每次 10 min。用 Hoechst 33342 室温下进

行 DNA染色 5 min。最后，将卵母细胞固定在载玻

片上，并在荧光显微镜下观察和拍照。 

1.3    统计分析

每组试验重复 5 次，用 SPSS 23.0 进行单因素

方差分析，采用 LSD 法进行多重比较分析，数据结

果以平均值±标准误表示，作图软件为 GraphPad 8。 

2   结果与分析
 

2.1    灌服 PFOA 抑制小鼠卵母细胞体外成熟

与对照组相比，每日灌服不同剂量 (5、10 和

20 mg/kg)PFOA 小鼠的卵母细胞成熟率有明显下

降 (表 1)。10 和 20 mg/kg 剂量组小鼠的卵母细胞

成熟率分别下降了 14.28%和 28.17%；5 mg/kg剂量

组和对照组差异不显著 (P>0.05)，10 mg/kg 组和对

照组差异显著 (P<0.05)，20 mg/kg 组和对照组差异

极显著 (P<0.01)。5、10 和 20 mg/kg 组别之间两两

相比差异显著 (P<0.05)。 

2.2    灌服 PFOA 诱发卵母细胞氧化应激

与对照组相比，每日灌服不同剂量 PFOA 小鼠

的卵母细胞内 ROS 含量有明显升高 (图 1)。10 和

20 mg/kg 组中卵母细胞内 ROS 含量分别升高了

135% 和 177%；5 mg/kg 组和对照组差异不显著

(P>0.05)，10 和 20 mg/kg组与对照组相比差异显著

(P<0 .05 )，10 与 20  mg/kg组之间差异不显著

(P>0.05)(图 2)。
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图 1    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞内活性氧 (ROS) 荧
光图像

Fig. 1    Fluorescence images of reactive oxygen species
(ROS) in oocytes exposed to different doses of
PFOA
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图 2    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞内活性氧 (ROS) 荧
光强度

Fig. 2    The fluorescence intensities of reactive oxygen
species (ROS) in oocytes exposed to different doses
of PFOA

  

2.3    灌服 PFOA 诱发卵母细胞 DNA 损伤

每日灌服不同剂量 PFOA 的小鼠卵母细胞

P-H2A.X 免疫荧光结果显示，细胞内 DNA 损伤情

况有明显升高 (图 3)。其中，5、10 和 20 mg/kg 组

P-H2A.X 比例分别比对照组升高了 47%、133% 和

 

表 1   PFOA 对小鼠卵母细胞成熟率的影响

Table 1    Effect of PFOA on maturation of mouse oocytes
 

每日剂量/(mg·kg−1)
Daily dose

细胞总数

Total cell count

第一极体排出率1)/%
Discharge rate of first

polar body
   0(CK) 108 91.23±0.010a

5 111 85.50±0.123a

10 104 78.20±0.015b

20 101 65.53±0.372c

　1) 同列数据后的不同小写字母表示差异显著(P<0.05, LSD法)
　1)Different lowercase letters in the same column indicate
significant differences(P<0.05, LSD method)
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171%。5 mg/kg 组与对照组差异显著 (P<0.05)，10、
20 mg/kg 组与对照组相比差异极显著 (P<0.01)，
10和 20 mg/kg组之间差异不显著 (P>0.05)(图 4)。
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图 3    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞内 P-H2A.X 荧光

图像　　　

Fig. 3    Fluorescence images of P-H2A.X in oocytes exposed
to different doses of PFOA
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图 4    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞 DNA 损伤比例

Fig. 4    DNA damage rates of oocytes exposed to different
doses of PFOA

  
2.4    灌服 PFOA 诱发卵母细胞骨架受损

每日灌服不同剂量 PFOA 的小鼠卵母细胞

β-tubulin、Hoechst 33342 免疫荧光结果显示，细胞

内纺锤体形态和染色体排列有明显异常 (图 5)，且
与 PFOA 剂量呈正相关。与对照组相比，10 和

20 mg/kg组中卵母细胞 β-tubulin形态异常，染色体

非整齐排列的比例分别升高了 65.06% 和 75.60%。

5 mg/kg 组与对照组差异不显著 (P>0.05)，10、
20 mg/kg 组与对照组相比均差异显著 (P<0.05)，
10和 20 mg/kg组之间差异不显著 (P>0.05)(图 6)。
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图 5    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞骨架荧光图像

Fig. 5    Fluorescence images of cytoskeleton of oocytes
exposed to different doses of PFOA
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图 6    不同剂量 PFOA 暴露的卵母细胞骨架异常比例

Fig. 6    The proportions of abnormal cytoskeleton in
oocytes exposed to different doses of PFOA

  

3   讨论与结论

近年来，人们对环境污染物的关注度越来越

高。PFOA作为一种稳定的有机化合物给工业和制

造业带来便利的同时也带来了诸多“副作用”。

PFOA 在环境中持久存在，使得人类或动物很容易

受到污染。饮食、饮水是人类暴露 PFOA 的主要途

径。本试验通过给小鼠灌服 PFOA模拟人类的暴露
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途径，观察 PFOA 对雌性哺乳动物的生殖毒性。结

果证实了 PFOA 可通过氧化应激、DNA 损伤和细

胞骨架受损降低卵母细胞成熟率以及成熟质量。

ROS是细胞代谢的天然副产物，对细胞信号转

导、稳态调节有着重要作用。当 ROS的产生和中和

不平衡时就会引起氧化应激。过量的 ROS 会导致

脂质过氧化、蛋白降解、DNA 损伤等[15]。研究发现，

环境污染物和毒素往往会增加细胞内 ROS 的产

生，最终诱导细胞内氧化应激并发挥毒性[16]。已有

研究表明 PFOA 可引起小鼠卵巢内 ROS 升高，且

呈剂量依赖性[15]。为了研究 PFOA对卵母细胞发育

能力的影响，我们检测了细胞内 ROS 水平，发现

PFOA 可显著增加细胞内 ROS 含量，诱导氧化应

激，进而抑制卵母细胞发育，且剂量越高，氧化应激

越强。

据报道，ROS相关氧化应激可诱导 DNA损伤[17]。

P-H2A.X 被用作鉴定 DNA 损伤，在细胞发生

DNA双链断裂的数分钟内，H2AX的 139位丝氨酸

残基被 A TM 、 A T R 、 P RKC 基因磷酸化形成

P-H2A.X。因此，P-H2A.X的出现与 DNA双链断裂

紧密关联，故其可作为 DNA 双链断裂的标志物[18]。

已有研究报道毒性化学制剂可诱导细胞 DNA 损

伤，如双酚 AF(Bisphenol AF)通过增加氧化应激和

DNA损伤对小鼠卵母细胞体外成熟产生负面影响，

对羟基苯甲酸丁酯 (Butylparaben) 通过 DNA 损伤

抑制猪卵母细胞的体外成熟[19-20]。于是我们猜测，

PFOA 暴露会诱导卵母细胞 DNA 双链断裂。试验

结果也证实了我们的猜想，PFOA处理组的 P-H2A.X
阳性卵母细胞比例显著高于对照组，提示 PFOA 暴

露可通过诱导 DNA 双链断裂来抑制卵母细胞的

成熟。

在减数分裂进程中，染色体的正确分离主要取

决于染色体−微管的稳定连接。纺锤体微管的形态

异常引起染色体的错误分离，导致卵母细胞和进一

步胚胎发育过程中产生异倍体和基因组的不稳定

现象。研究发现越来越多的环境毒素与纺锤体形态

异常、染色体分裂错误有关。研究报道双酚 A 替代

物双酚芴可引起卵母细胞骨架受损[21]；邻苯二甲酸

单酯能够干扰减数分裂过程中染色体分离和配子

形成[22]。本研究中，PFOA 处理后的卵母细胞有很

大比例出现纺锤体异常和染色体错位。微管、肌动

蛋白丝和染色质相互作用完成染色体分离，建立细

胞不对称[23−24]。β-tublin 在 PFOA 处理的卵母细胞

中的异常定位是纺锤体缺陷的原因之一。纺锤体缺

陷导致异常的染色体排列。因此，本文结果表明，

PFOA暴露可通过诱导纺锤体缺陷和染色体排列异

常进而抑制卵母细胞的成熟。这些发现有助于提高

人们对 PFOA 生殖毒性的认识，为今后的研究提供

参考依据。未来可以对 PFOA损伤哺乳动物卵母细

胞的分子机制做进一步研究。

综上所述，本研究评估了 PFOA 体内暴露对小

鼠卵母细胞的影响，结果表明 PFOA 暴露会通过诱

导 ROS 生成、DNA 损伤、纺锤体形态发育缺陷、染

色体排列异常等途径影响卵母细胞成熟率及成熟

质量。
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