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草甘膦致生殖细胞毒性效应及机制的初步研究
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［摘　要］　目的　研究草甘膦对小鼠精母细胞（ＧＣ２）毒性效应及机制。方法　倒置显微镜和透射电镜观察草甘膦处理后
ＧＣ２细胞形态和超微结构；流式细胞仪检测草甘膦处理对ＧＣ２细胞凋亡及细胞周期的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡及周期相关
蛋白的表达水平。结果　草甘膦能显著抑制ＧＣ２细胞增殖，并导致细胞内质网和线粒体结构损伤；草甘膦对细胞增殖抑制主要与
Ｇ１期周期阻滞和诱导ＧＣ２细胞凋亡有关。蛋白质表达分析表明，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平明显升高，提示草甘膦通过激活
ｃａｓｐａｓｅ３诱导ＧＣ２细胞凋亡；同时，细胞周期负调控因子ｐ２１蛋白的表达上调，正调控因子ＣｙｃｌｉｎＤ１以及ＣｙｃｌｉｎＥ表达受到抑制，提
示相关蛋白参与了细胞Ｇ１期阻滞。结论　草甘膦对生殖细胞具有明显的毒性效应并与细胞周期和细胞凋亡调控相关。
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　　草甘膦（Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，Ｇｌｙ），又称膦甘酸，商品名为
镇草宁、农达，是一类叶面喷施非选择性内吸传导型灭

生性除草剂。由于转基因抗草甘膦作物如大豆、玉米、

棉花等农作物的大面积推广种植，现代农业对除草剂

草甘膦类农药的使用更加广泛，每年以大约２０％的速
度递增。草甘膦类农药已经成为世界上产量和用量最

大的农药品种，也是我国产量最高、使用面积最广、出

口量最大的农药品种［１３］。由于大面积甚至无节制的

使用，对水体、土壤及生物等造成了很大的污染，可能

会通过食物链对人体造成威胁［４］。目前国内外有关

草甘膦致雄性生殖毒性的报道多以低等生物为研究对

象，对哺乳动物的生殖毒性及机制研究不足。本研究

以小鼠精母细胞 ＧＣ２为研究对象，分析了草甘膦对
ＧＣ２细胞的毒性作用，并初步探讨了草甘膦毒性作用
的机制。

１　材料与方法

１．１　药品及试剂
４１％草甘膦异丙胺盐（商品名农达）购自美国孟

山都公司；ＣＣＫ８试剂盒（Ｄｏｊｉｎｄｏ，Ｊａｐａｎ）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡试剂盒（ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎＴＭ，ＵＳＡ）；
细胞周期试剂盒（碧云天）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧
云天）；ＢｅｙｏＥＣＬＳｔａｒ超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒（碧云
天）；Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３一抗（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＵＳＡ）；βＡｃｔｉｎ（碧云天）；ｐ２１一抗（Ａｂｃａｍ，ＵＫ）；Ｃｙ
ｃｌｉｎＥ一抗（Ａｂｃａｍ，ＵＫ）；ＣｙｃｌｉｎＤ１一抗（Ａｂｃａｍ，ＵＫ）。
１．２　细胞培养

ＧＣ２细胞（永生化的小鼠精母细胞株）购自
ＡＴＣＣ，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂ
ｃｏ，ＵＳＡ）于５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度条件下传代培养。
１．３　实验仪器

倒置生物显微镜（ＤＰ７３，Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ）；酶标仪
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（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ２，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＵＳＡ）；流式细胞仪
（ＢＤＡｃｃｕｒｉＣ６，ＵＳＡ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ自动曝光仪（ＦＵ
ＳＩＯＮＦＸＳｐｅｃｔｒａ，ＶＩＬＢＥＲ，Ｆｒａｎｃｅ）；透射电镜（ＪＥＭ
１４００Ｐｌｕｓ，ＪＥＯＬ，Ｊａｐａｎ）。
１．４　透射电镜观察ＧＣ２细胞超微结构

０．２５％胰酶消化处理后收集草甘膦处理组及对照
组ＧＣ２细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。加入
预冷的２．５％戊二醛，４℃固定过夜保存。按常规方法
环氧树脂包埋、超薄切片（５０ｎｍ），醋酸铀及枸橼酸铅
双重染色，透射电镜下观察ＧＣ２细胞的超微结构。
１．５　细胞增殖检测（ＣＣＫ８法）

以每孔１×１０３的密度将 ＧＣ２细胞接种于９６孔
板中，１２ｈ后换成无血清的培养基，同步过夜后加入不
同浓度的药物（分别含０、３．１２５、６．２５、１２．５、２５ｍｇ／Ｌ
草甘膦），每个浓度设３个复孔。于药物处理４８ｈ后，
在倒置显微镜下观察对照组及各给药组细胞的形态及

生长情况。采用 ＣＣＫ８法检测草甘膦处理对 ＧＣ２细
胞增殖的影响。按试剂盒说明书进行操作：每孔加入

１００μＬＣＣＫ８试剂，３７℃孵育１ｈ后，以５４０ｎｍ波长
检测各孔的吸光度（ＯＤ值），实验独立重复３次。
１．６　流式细胞仪检测细胞周期

分别收集对照组和草甘膦处理组 ＧＣ２细胞，ＰＢＳ
洗２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，加入 １ｍＬ预冷的
７０％乙醇，轻轻吹打均匀，４℃过夜固定后离心去除乙
醇，ＰＢＳ重悬，再次离心后每管样品加入８０μＬ５０μｇ／ｍＬ
ＲＮＡ酶，３７℃孵育３０ｍｉｎ。接着每个样本加入１００μＬ
５０μｇ／ｍＬＰＩ染液，混匀后室温孵育１５ｍｉｎ。１００μｍ
滤网过滤后，每孔再加入２００μＬＰＢＳ稀释。流式细胞
仪在激发波长 ４８８ｎｍ波长处检测红色荧光，采用
ＦｌｏｗＪｏ７．６软件进行细胞周期分析。
１．７　流式细胞仪检测细胞凋亡

将ＧＣ２细胞以每孔５×１０４的密度接种于６孔板
中，１２ｈ后换成无血清的培养基，同步过夜后加入不
同浓度的药物（分别含 ０、６．２５、１２．５、２５ｍｇ／Ｌ草甘
膦）处理４８ｈ。胰酶消化收集细胞后用预冷的 ＰＢＳ洗
１次，按照凋亡试剂盒说明书每个样本分别加入１００μＬ
１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，２μＬＦＩＴＣａｎｎｅｘｉｎＶ及２μＬ碘化丙
啶（ＰＩ）染液，轻轻吹打混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，Ａｃ
ｃｕｒｉＣ６流式细胞仪检测细胞凋亡情况并采用 ＦｌｏｗＪｏ
７．６软件进行数据分析。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡及周期相关蛋白

草甘膦处理２４ｈ及４８ｈ后，收集对照组及给药组
细胞，按照蛋白提取试剂盒说明书提取细胞总蛋白，

ＢＣＡ法测定蛋白浓度，１００℃变性１０ｍｉｎ，６０μｇ蛋白

样品电泳后转至 ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭
２ｈ，一抗４℃过夜孵育，二抗室温孵育１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜后化学发光法检测目的条带。

１．９　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１４．０软件对实验数据进行统计分析，

试验结果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较用Ｆ检
验，两两比较用ｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　草甘膦对ＧＣ２细胞形态结构的影响
细胞正常形态的维持是其发挥正常功能的基础，

草甘膦处理后细胞形态学和生长分析发现：对照组

ＧＣ２细胞呈梭形或多角形，贴壁良好，细胞轮廓清晰，
随着培养时间的延长细胞数量逐渐增多。草甘膦处理

后镜下可见ＧＣ２细胞体积变小，形态变圆，细胞间隙
增大，细胞数目减少，死亡细胞增多，部分细胞贴壁不

牢呈漂浮状态，细胞碎片增多。细胞形态学的异常改

变与给药剂量呈明显的剂量效应关系见图１。

ａ：对照组；ｂ：Ｇｌｙ６．２５ｍｇ／Ｌ组；ｃ：Ｇｌｙ１２．５ｍｇ／Ｌ组；ｄ：Ｇｌｙ２５ｍｇ／Ｌ组
图１　草甘膦对ＧＣ２细胞生长和细胞形态的影响（×２００）

２．２　草甘膦处理对ＧＣ２细胞超微结构的影响
我们进一步在透射电镜下对 ＧＣ２细胞的超微结

构进行了观察（图２）。对照组 ＧＣ２细胞细胞核染色
质分布均匀，核膜清晰完整，核仁明显，各类细胞器清

晰可见，无明显异常。草甘膦（２５ｍｇ／Ｌ）处理４８ｈ后
许多细胞表现出典型的凋亡特征，如体积变小，胞质着

色深，细胞核中异染色质明显边移并凝聚在周边呈新

月形（图２ａ）。另外，草甘膦处理后，ＧＣ２细胞内质网
可见不同程度的扩张及空泡肿胀（图２ｂ），线粒体体积
虽然无明显变化，但基质电子密度增深，可见嵴内间歇

肿胀，外膜与内膜之间局部扩张形成泡状（图２ｃ）。这
些结果提示草甘膦在体外可以导致小鼠精母细胞线粒

体及内质网损伤并诱导细胞凋亡。
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ａ：绿色箭头示对照组正常细胞核（×１５ｋ）；ｂ：红色箭头示呈典型
凋亡特征的细胞核（×１５ｋ）；ｃ：绿色箭头示正常内质网（×３０ｋ）；
ｄ：红色箭头示内质网空泡肿胀（×３０ｋ）；ｅ：绿色箭头示正常线
粒体（×２５ｋ）；ｆ：红色箭头示线粒体外室肿胀（×２５ｋ）
图２　透射电镜观察草甘膦处理后ＧＣ２细胞的超微结构

２．３　草甘膦对ＧＣ２细胞增殖的影响
不同剂量草甘膦处理２４ｈ和４８ｈ后，检测草甘膦

对ＧＣ２细胞的生长抑制作用并根据 ＣＣＫ８结果绘制
细胞生长曲线。结果表明：浓度为３．１２５ｍｇ／Ｌ时，草甘
膦对ＧＣ２细胞增殖的影响不明显。在６．２５～２５ｍｇ／Ｌ

浓度范围内草甘膦可以显著抑制小鼠精母细胞的增

殖，并呈时间和剂量依赖性，因此后续的实验中我们采

取了６．２５～２５ｍｇ／Ｌ浓度处理细胞（图３）。

图３　ＣＣＫ８法检测草甘膦对ＧＣ２细胞增殖的影响

２．４　草甘膦对ＧＣ２细胞周期分布的影响
细胞增殖的改变通常可由细胞周期或者细胞凋亡

等原因引起。为此，我们首先对草甘膦是否影响细胞

周期进行了分析，结果表明：随着草甘膦染毒剂量的增

加，Ｇ１期细胞分布百分比呈现增高趋势，且呈剂量依
赖性关系，但在６．２５～１２．５ｍｇ／Ｌ浓度范围内差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；２５ｍｇ／Ｌ染毒组ＧＣ２细胞Ｇ１
期明显高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
１２．５ｍｇ／Ｌ和２５ｍｇ／Ｌ染毒组Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著
下降，与对照组和６．２５ｍｇ／Ｌ组比较具有统计学差异
（Ｐ＜０．０５）。这些结果提示草甘膦可将 ＧＣ２细胞周
期阻滞在Ｇ１期（图４）。

ａ：小鼠精母细胞染毒组流式细胞仪检测结果代表图；ｂ：小鼠精母细胞分裂间期凋亡率柱状图　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与
对照组和６．２５ｍｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　草甘膦诱导ＧＣ２细胞Ｇ１期细胞周期阻滞
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２．５　草甘膦对ＧＣ２细胞凋亡的影响
我们同时利用流式细胞仪检测了草甘膦诱导ＧＣ２

细胞凋亡的发生情况，结果如图 ５所示，浓度为 ０、
６．２５、１２．５以及２５ｍｇ／Ｌ草甘膦处理４８ｈ后，ＧＣ２细
胞凋亡的比例随着给药浓度的增加逐渐上升，分别为

３．２％、７．８％、１１．９％以及１８％，说明草甘膦在体外实
验中可以明显诱导小鼠生精细胞凋亡，与之前细胞形

态学观察结果一致。其中１２．５ｍｇ／Ｌ及２５ｍｇ／Ｌ剂量
组凋亡率与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），尤
其是２５ｍｇ／Ｌ剂量组（Ｐ＜０．０１）。因此，我们主要采
用２５ｍｇ／Ｌ这个浓度用于后续的蛋白质表达分析。

ａ：流式细胞仪检测结果；ｂ：凋亡率柱状图　：与对照组比较，

Ｐ＜０．０５

图５　草甘膦诱导ＧＣ２细胞凋亡

２．６　草甘膦处理对细胞周期及凋亡相关蛋白表达的影响
为了确证草甘膦诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞效

应，我们采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对周期调控蛋白及凋亡相
关蛋白的表达进行了检测。首先，我们检测了

２５ｍｇ／Ｌ草甘膦分别处理２４ｈ和４８ｈ后Ｇ１期关卡调

控因子的表达。如图６所示，草甘膦可促进 Ｇ１／Ｓ期
关卡负向调控因子 ｐ２１蛋白的表达，降低正向调控因
子ＣｙｃｌｉｎＤ１以及 ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白的表达，这与流式细胞
周期检测结果提示的 Ｇ１期阻滞进程相一致。同时，
我们对细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶 ｃａｓｐａｓｅ３
的蛋白表达水平进行了检测，发现草甘膦处理后

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平明显升高，提示草甘膦
可以通过激活ｃａｓｐａｓｅ３诱导ＧＣ２细胞凋亡。

图６　草甘膦对ＧＣ２细胞凋亡及周期相关蛋白表达的影响

３　讨论

草甘膦为氨基酸生物合成抑制剂，主要的靶目标

是通过抑制５烯醇丙酮莽草酸３膦酸盐（ＥＰＳＰ）合成
酶的活性，抑制芳香氨基酸的生物合成（莽草酸途

径），使蛋白质合成受阻，进而导致植物死亡。由于

ＥＰＳＰ合成酶仅为植物与微生物体内特有的合成芳香
氨基酸的关键酶，故有学者认为草甘膦对人类或者其

他哺乳动物无毒［５］。另有学者认为在人类的肠道细

菌中却实际存在着莽草酸途径，通过与人类宿主之间

生物学关系，可以破坏生物动态平衡，抑制细胞色素

Ｐ４５０酶类，破坏肠道细菌群芳族氨基酸的生物合成，
造成与饮食相关联的疾病与症状。因此，关于草甘膦

对其他生物是否会产生毒性作用仍存在一定争议［６］。

近年来，国内外有关草甘膦致生殖发育毒性的报

道逐渐增多，但多以低等生物为研究对象。对哺乳动

物和人类的生殖发育毒性研究报道不多，尤其是缺乏

人群流行病学调查资料。已有的研究发现，草甘膦能

抑制蝌蚪、海胆胚胎发育，对蜘蛛的生育能力及子代发

育时间上有负面影响，可降低斑马鱼精子运动能力及

线粒体功能，破坏精子 ＤＮＡ的完整性［７８］。Ｄａｌｌｅｇｒａｖｅ
等［９］研究发现，大鼠怀孕期及哺乳期内暴露于草甘

膦，其雄性后代生殖系统受到损害，子鼠附睾精子数目

减少，成年期每天产生的精子数目、异常精子数增加，

４８７ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１７，２６（１１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



成年期精子退化［９］。另有一些研究发现，草甘膦暴露

可以扰乱大／小鼠ＳｔＡＲ蛋白及芳香酶的表达和活性，
影响正常的睾酮的合成并导致血清睾酮和雌二醇水平

等改变，提示草甘膦在体内是一种强效内分泌干扰

物［１０１３］。上述研究表明草甘膦可能具有明显的雄性

生殖毒性，但其具体作用和机制尚不清楚。

本研究以小鼠精母细胞 ＧＣ２为研究对象，发现
草甘膦处理可以导致 ＧＣ２细胞形态、数量异常，并能
明显抑制小鼠精母细胞的生长，且呈时间和剂量依赖

关系。进一步研究发现草甘膦可以通过诱导 Ｇ１／Ｓ期
关卡负向调控因子ｐ２１蛋白的表达并降低正向调控因
子ｃｙｃｌｉｎＥ、ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达，使 ＧＣ２细胞阻滞于
Ｇ１期。这一现象提示草甘膦诱导的 Ｇ１期细胞周期
阻滞作用与Ｇ１／Ｓ期关卡调控事件有关。ＧＣ２细胞为
Ｐ５３突变的细胞，草甘膦可以在 ｐ５３突变的情况下诱
导ＧＣ２细胞ｐ２１的表达，阻滞精母细胞于 Ｇ１期。这
些结果提示草甘膦对小鼠精母细胞的周期阻滞作用可

能是通过ｐ５３非依赖的Ｇ１／Ｓ关卡通路进行的。
在ＤＮＡ损伤相关事件中，ＤＮＡ损伤检查点被激

活，引起细胞周期阻滞，为细胞提供充足的时间对损伤

的ＤＮＡ进行修复，当 ＤＮＡ损伤超过细胞耐受的极限
时，可引起细胞凋亡［１４１５］。本研究发现草甘膦可以通

过激活ｃａｓｐａｓｅ３促进 ＧＣ２细胞凋亡。我们通过透射
电镜对草甘膦处理后的 ＧＣ２细胞超微结构进行了观
察，发现ＧＣ２细胞细胞核异染色质边移，呈新月形凝
聚于核周边，为典型的凋亡细胞形态特征，与流式细胞

仪及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果一致。进一步观察发现草甘
膦处理组细胞内质网扩张、空泡肿胀，线粒体外室肿

胀，提示草甘膦可以导致小鼠精母细胞线粒体及内质

网损伤。内质网受到损伤后内质网稳态被打乱，可通

过３条信号转导通路启动内质网应激。如果内质网损
伤太严重或者在一定时间内稳态未恢复，就会引起细

胞凋亡的发生［１６１７］。在细胞毒药物诱导细胞凋亡的

信号转导途径中，线粒体在促凋亡信号和 ｃａｓｐａｓｅｓ激
活之间起着不可替代的作用。最新的研究表明，内质

网和线粒体在凋亡调控中存在直接的相互串话和相互

作用。本研究结果提示草甘膦可能通过内质网和线粒

体介导的信号通路诱导 ＧＣ２细胞凋亡，相关的分子
机制需要进一步研究。
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