
第52卷 第3期

2024年5月

河南师范大学学报(自然科学版)
JournalofHenanNormalUniversity(NaturalScienceEdition)

 Vol.52 No.3
 May2024

长期摄入水解单宁对鼠类生殖的影响

于飞,李佳鑫

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:水解单宁(hydrolyzedtannin)是橡子内主要的单宁酸类型,对以橡子为主要食物来源的鼠类的生存繁

衍有重要影响.为探究长期取食水解单宁对鼠类的生殖激素与生殖器官产生的影响.选择72只(雌雄个体各36只)

4周龄的健康昆明小鼠,随机分为4组,分别为对照组(水解单宁比例为0)、低单宁组(水解单宁比例为2%)、中单宁

组(水解单宁比例为7%)和高单宁组(水解单宁比例为12%),用不同水解单宁含量的饲料饲喂42d后解剖取样.结

果显示,高含量水解单宁显著降低了雄鼠存活率;中、高含量水解单宁对生殖激素的稳定产生负面效应;高含量水解

单宁造成生殖器官损伤,导致小鼠卵巢与睾丸生理结构改变,降低了正常卵泡数量和精子的发生.试验验证了长期摄

入高含量水解单宁打破了鼠类的生殖激素平衡且造成了生殖器官的损伤.
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在我国多数林区,栎树的种子(橡子)是森林生态系统中鼠类的主要食物来源,食物对动物的生存和繁殖

有重要影响,因此橡子的丰度和种类对鼠类种群的波动具有直接作用[1-2].林区中数量庞大的鼠类,是乔木

种子主要的捕食者与扩散者,但鼠类对种子的过度取食也会抑制种子的扩散[2].同时,种子作为动物的主要

食物来源,其内部的化学物质也影响着动物的行为方式与生理活动[3-4].许多植物为了促进自身再生和扩大

生存空间,进化出富含糖分或脂质的果实以及较大的种子[4-5].此外,植物也进化出了一系列防止或减少动

物过度取食的特性,如大年结实(间接防御)[5]、种子的硬壳(物理防御)[5]或高含量的单宁酸(化学防御)[5].
研究发现,大量摄入含有单宁酸的植物种子将导致鼠类体质量下降、生理异常甚至死亡[6].

单宁酸是植物体内主要的次生代谢产物之一,广泛分布于植物的根、茎、叶及种子中[7].它还是植物的重

要化学防御武器,用以防御病虫害、抵御病原微生物和减少动物取食[7-8].橡子中的单宁酸主要类型为水解

单宁.研究表明水解单宁具有卓越的抗菌能力,适量摄入能改善动物肠道菌群的生态,对维持动物肠道的健

康起着重要作用[9];水解单宁还是抗生素的理想替代物,在食物中添加水解单宁对哺乳动物的腹泻、寄生虫

等疾病有治疗作用[10-12].此外,水解单宁还具有抗肿瘤特性,有研究指出水解单宁通过减少炎症和增加细胞

凋亡的机制,在大鼠体内发挥抗肿瘤作用[13].
目前水解单宁对动物生殖影响的研究主要集中在生殖激素调节、精子质量、体外胚胎生产与生殖能力等

方面[14-16].MANZOOR等[14]发现,水解单宁可以通过调节生殖激素,有效调节卵巢卵泡的健康和发育.YIN
等[17]指出,猪卵母细胞体外成熟期间,用10μg/mL水解单宁处理可提高卵母细胞的胞浆成熟度,而100μg/

mL水解单宁处理降低了卵母细胞的核成熟度.目前,相关研究较多关注短期试验(试验时长小于30d),且
是针对单一性别的研究,关于水解单宁对同种动物的雌雄个体的长期效应研究不足.因此本试验采用ELISA
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与石蜡切片的方法,对昆明小鼠的血清生殖激素浓度与生殖器官的生理结构进行研究,旨在研究水解单宁长

期饲喂鼠类对雌雄两性的生殖激素(雌二醇、促黄体生成素、促卵泡素及睾酮)与生殖器官(卵巢与睾丸)的影

响.因野外条件下鼠类个体差异(年龄、体质量、遗传背景、生存经历等)较大[18],采用野生鼠类研究其生理特

征常有一定的局限性,若不了解个体差异或无大量样本进行试验,则得出的结论不具有普遍性.因此本研究

拟在环境可控且稳定的动物试验室中进行,选择昆明小鼠为试验对象,并对试验样本的生理指标(年龄、体质

量、行为指标等)进行严格筛选,以减少试验结果的误差.

1 材料与方法

1.1 试验动物

2022年6月于河南斯克贝斯生物科技股份有限公司购买4周龄SPF级昆明小鼠,选择72只(36只雌

性,36只雄性)初始体质量在22~28g之间的小鼠,试验室内适应性饲养7d后开始干预试验,个体单独置

于长、宽、高分别为290mm、180mm、160mm的聚丙烯饲养笼内饲养,采用玉米芯垫料,温度设定为(25±
2)℃,相对湿度设定为(50±5)%,光周期12h:12h(8:00开始光照,20:00关闭光照),自由饮水、取食.所有

饲养及解剖试验操作均依照河南师范大学科研试验动物伦理指导方法进行.
1.2 试验饲料

人工饲料需模拟橡子的水解单宁含量,因此收集橡子进行水解单宁含量的测定.2020年8至10月于济

源市愚公林场收集到栓皮栎、锐齿槲栎和蒙古栎3种橡子,采用分光光度法检测收集橡子的水解单宁含量,

3种橡子水解单宁比例分别为(7.27±1.55)%、(8.42±1.38)%和(11.55±1.39)%.(如表1).
表1 种子水解单宁含量

Tab.1 Hydrolyzedtanninscontentofseeds

种子种类 水解单宁含量/%

栓皮栎 (7.27±1.55)a

种子种类 水解单宁含量/%

锐齿槲栎 (8.42±1.38)a

种子种类 水解单宁含量/%

蒙古栎 (11.55±1.39)b

注:数据以均值±标准差表示,不同种类种子标有相同字母表示没有显著差异(p>0.05),不同种类种子间标有不同字母表示存在显

著差异(p<0.05).

  经文献查阅,发现有些橡子的水解单宁含量较低(0~2%)[19],因此本试验将人工饲料的水解单宁含量

设计为0、2%、7%与12%.使用试验鼠生长繁殖饲料(粉料)(购自江苏省协同医药生物工程有限责任公司)
作为对照组饲料的原料.分别在粉料中加入水解单宁(购自天津市致远化学试剂有限公司),配置成0、2%、

7%、12%水解单宁含量的人工饲料,加入蒸馏水压制成颗粒,60℃低温烘干制成对照组、低单宁组、中单宁

组、高单宁组饲料.
1.3 笼养试验与取样

2022年6月16日至8月30日,在小鼠适应性饲养均无异常情况后进行干预试验.随机分为4组,每组

18只(9只雌性,9只雄性)独笼饲养,分别用0、2%、7%、12%水解单宁含量的饲料饲养42d,自由取食并供

给充足饮水.期间每天早上8:00记录各组小鼠的存活率,将存活小鼠于饲养第42d解剖取样.
解剖取样前,将小鼠在不禁止饮水的情况下禁食12h,用质量分数2%戊巴比妥钠腹腔注射0.3mL/100g

进行麻醉,麻醉后用进行心脏取血,血液保存于离心管并竖直静置于4℃冰箱8h.静置后的血液在微型高速

冷冻离心机4℃,3000r/min的条件下,离心10min,吸取上层血清于新的离心管,保存于超低温冰箱

(-80℃).脱颈处死小鼠后解剖,迅速取雌鼠卵巢和雄鼠睾丸.将卵巢与睾丸完全浸泡于盛有质量分数4%
多聚甲醛溶液的离心管内固定,以便制作组织切片.
1.4 数据测定及统计分析

为适应检测范围,提高检测的灵敏度和准确性,将小鼠血清稀释5倍后用ELISA法测定血清中雌二醇、
促黄体生成素、促卵泡生成素和睾酮的浓度.将卵巢和睾丸用石蜡切片法制作组织切片,HE染色后电子显

微镜观察组织结构.使用单因素方差分析(One-wayANOVAs)分析小鼠存活率和生殖激素浓度.所有数据均

采用SPSS21进行分析,数据以均值±标准差表示,用Origin8.0软件进行作图.
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2 结果与分析

2.1 水解单宁对存活率的影响

试验进行42d后,对照组、低单宁组

和中单宁组的存活率为100.0%,高单宁

组出现了小鼠死亡现象,雌性高单宁组的

存活率为88.9%,雄性高单宁组的存活率

为45.5%(图1),水解单宁含量对雌性小

鼠存活率无显著影响(p=0.751),对雄性

小鼠存活率具有显著影响(p=0.037).这
说明中、低含量水解单宁(2%和7%)的
食物对小鼠没有致死性,而高含量水解单

宁(12%)的食物对其则有致死作用,且雄

鼠较雌鼠对水解单宁含量的变化更敏感.
2.2 水解单宁对生殖激素的影响

2.2.1 雌二醇(E2)
水解单宁含量对小鼠血清中E2稀释

5倍后浓度存在显著影响(p<0.001).稀释5倍后雌鼠E2浓度最高的是对照组,其浓度为7.918nmol/L,最低

的是低单宁组,其浓度为5.039nmol/L,中单宁组和高单宁组的E2浓度分别为5.472nmol/L和5.681nmol/L.
雌鼠对照组与低单宁组(p<0.001)、中单宁组(p<0.001)和高单宁组(p<0.001)间存在显著差异(图2).稀
释5倍后雄鼠E2浓度最低的是对照组,其浓度为4.002nmol/L,最高的是低单宁组,其浓度为7.260nmol/L,
中单宁组和高单宁组的E2浓度分别为4.805nmol/L和4.362nmol/L.雄鼠低单宁组与对照组(p<0.001)、
中单宁组(p<0.001)和高单宁组(p<0.001)间存在显著差异(图2).结果表明水解单宁对雌鼠的E2分泌有

显著负效应,但低含量水解单宁能促进雄鼠E2的分泌.
2.2.2 促黄体生成素(LH)

水解单宁含量对雌鼠血清中LH稀释

5倍后浓度存在显著影响(p=0.006).稀
释5倍后雌鼠LH 浓度最高的是低单宁

组,其浓度为1.025nmol/L,最低的是对

照组,其浓度为0.589nmol/L,而中单宁组

和高单宁组LH浓度分别为0.709nmol/L
和0.769nmol/L.雌鼠低单宁组与对照组

(p=0.001)、中单宁组(p=0.008)和高单

宁组(p=0.016)间存在显著差异(图3).
水解单宁含量对雄鼠LH 稀释5倍后浓

度不存在显著影响(p=0.857)(图3),稀
释5倍后雄鼠LH 浓度最高的是高单宁

组,其浓度为0.838nmol/L,最低的是中

单宁组,其浓度为0.774nmol/L,而对照组

和低单宁组的LH浓度分别为0.825nmol/

L和0.810nmol/L.结果表明水解单宁对

雄鼠LH浓度则无显著干扰,仅在低含量

时促进雌鼠LH的分泌.
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2.2.3 促卵泡生成素(FSH)
水解单宁含量对雌鼠血清中FSH稀释

5倍后的浓度不存在显著影响(p=0.054)
(图4).稀释5倍后雌鼠FSH浓度最高的是

低单宁组,其浓度为9.094nmol/L,最低的是

对照组,其浓度为6.176nmol/L,中单宁组和

高单宁组的FSH浓度居分别为7.405nmol/L
和7.439nmol/L.水解单宁含量对稀释5倍

后雄鼠血清中 FSH 的浓度存在显著影响

(p=0.039),稀释5倍后雄鼠FSH 浓度最

高的是低单宁组,其浓度为9.112nmol/L,
最低的是对照组,其浓度为5.995nmol/L,
中单宁组和高单宁组的 FSH 浓度分别为

7.677nmol/L和7.358nmol/L,雄鼠对照组

与低单宁组间存在显著差异(p=0.006)
(图4).试验结果表明,水解单宁对雌鼠的FSH分泌无显著影响,但对雄鼠FSH的分泌有显著正效应.
2.2.4 睾酮(T)

水解单宁含量对小鼠血清中T稀释5倍

后浓度存在显著影响(雌性p=0.028,雄性

p<0.001).稀释5倍后雌鼠T浓度最高的是

低单宁组,其浓度为3.228nmol/L,最低的

是对照组,其浓度为2.244nmol/L,中单宁

组和高单宁组的T浓度分别为2.649nmol/

L和2.482nmol/L.雌鼠低单宁组与对照组

(p=0.004)和高单宁组(p=0.015)间存在

显著差异(图5).稀释5倍后雄鼠T浓度最

高的是对照组,其浓度为3.285nmol/L,最
低的是低单宁组,其浓度为2.088nmol/L,
中单 宁 组 和 高 单 宁 组 的 T 浓 度 分 别 为

3.089nmol/L和2.661nmol/L.雄鼠对照组

与低单宁组(p=0.006)和高单宁组(p=0.033)间存在显著差异,低单宁组与中单宁组(p=0.001)和高单宁

组(p=0.025)间存在显著差异(图5).结果显示,低含量的水解单宁促进雌鼠T的分泌,但水解单宁会降低

雄鼠T的分泌.
2.3 水解单宁对生殖器官的影响

观察小鼠卵巢切片,发现与对照组相比,低单宁组卵巢中健康生长的卵泡数量无明显差异,且能观察到

初级和次级卵泡(图6(a,b)),中、高单宁组初级卵泡数量、健康的生长卵泡数量减少,高单宁组闭锁卵泡数

量增多且卵巢呈现萎缩状态(图6(c,d)).
观察小鼠睾丸切片,发现对照组与低单宁组生精小管状态相似(图7(a,b)),中、高单宁组观察到观察到

多数生精小管呈空心管状,生精细胞层与腔内精细胞数量减少,且生精细胞排列杂乱(图7(c,d)).

3 讨 论

3.1 水解单宁与存活率

研究结果发现,食物中水解单宁含量的升高会降低小鼠的存活率,这与先前的研究结果一致[20].本研究
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新发现雄鼠相较于雌鼠对水解单宁的

变化更加敏感,摄入高含量的水解单

宁,雄鼠的死亡率更高.分析原因之一

可能是由于雌性在生理周期时体内各

激素水平变化,对雌性动物起到保护作

用[21],另一种原因可能是单宁酸作为

一种植物雌激素的衍生物,具有雌激素

或抗雌激素活性[22],更易参与雌性生

理调节过程.
3.2 水解单宁与生殖激素

E2是一种雌激素,具有促进卵泡

发育和排卵,促进精子的产生,调节性

激素的平衡及维持生殖器官的健康等

作用[23].本研究结果显示雌鼠血清中的E2浓度随着食物中水解单宁含量的升高显著降低,而雄鼠的E2浓

度仅在低单宁组表现为显著升高,其他组别无显著变化.E2在雌性体内主要由颗粒细胞和卵泡壁细胞分泌,
在雄性体内主要由睾丸间质细胞分泌[24],且E2的代谢过程需要肝脏、肾脏、胆管与肠道参与[24].分析认为,
雌鼠体内E2浓度降低主要由于高含量水解单宁造成卵巢的损伤导致的(图6),卵巢内正常发育的卵泡细胞

减少直接导致E2的分泌量下降.而低含量水解单宁则促进了雄鼠睾丸的发育与睾丸间质细胞的生长[25],因
此对雄鼠E2的分泌产生正效应.

LH和FSH都是由垂体前叶分泌的激素,二者共同作用,在雌鼠体内具有促进卵泡发育和排卵,促进雌

激素的合成,以及生成和维持黄体等作用[26],在雄鼠体内具有促进睾丸间质细胞合成,促进睾酮合成,以及

促进睾丸中精子发生的作用[27],二者经常联合检测以鉴别生殖疾病的类型.研究结果表明低含量水解单宁

对小鼠LH或FSH分泌影响显著,而高含量水解单宁对小鼠体内二者分泌影响不显著(图3,图4).两种激

素的分泌调控机制复杂,受到下丘脑-垂体-性腺轴控制,并通过负反馈机制进行调节,此外一些神经调节

物质和激素也可以影响LH和FSH的分泌[28],因此水解单宁对小鼠LH和FSH的调节机制需结合生殖器

官状态进一步分析.本研究发现,低含量水解单宁促进雌鼠T的分泌,但抑制了雄鼠T的分泌,伴随单宁含

量的增加,雄鼠T浓度呈现不规则波动.
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3.3 水解单宁与生殖器官

研究发现,高含量水解单宁对小鼠生殖器官产生了负面影响.具体而言,高含量水解单宁导致雌鼠卵巢

萎缩,健康卵泡数量减少,闭锁卵泡数量增多,导致雄鼠生精小管呈现空心管状,生精细胞层与腔内精细胞数

量减少,生精细胞排列杂乱.分析认为,当饮食中含有低含量的水解单宁时,鼠类可以通过调节体内生殖激素

水平来维持其生殖器官的正常发育[29-30];当饮食中含有中等含量的水解单宁时,水解单宁的负面作用更加

明显且鼠类的激素调节能力减弱,导致生殖器官与生殖细胞的正常发育受到抑制;当饮食中含有高含量的水

解单宁时会表现出明显的抗营养效应,从而影响蛋白质的吸收率[31],此外,水解单宁易于吸收,高含量的水

解单宁摄入会导致胃黏膜损伤和肝脏解毒负担,并对其他器官造成损伤,引起多器官衰竭.因此,低含量的水

解单宁对生殖器官无明显影响;中等含量的水解单宁会抑制雌鼠卵泡和雄鼠精子的生长发育;高含量的水解

单宁可能导致生殖器官早衰甚至萎缩,从而降低雌鼠受孕能力和雄鼠精子数量.

4 结论及展望

研究结果表明高含量水解单宁降低了鼠类存活率且具有性别差异,雄鼠的死亡率更高,进一步分析发现

水解单宁干扰了生殖激素的互补性和综合作用,并对卵巢和睾丸造成损伤,下一步将针对雄鼠的精子质量及

胚胎的生长发育进行深入研究.本研究仍存在一些不足之处,如水解单宁对野外鼠类与小鼠影响的差异性,
子代的出生率与存活率对鼠类数量的影响等尚未探究.未来可探索更大时空尺度上橡子单宁酸含量的年际

变化和鼠类种群数量波动规律,在水解单宁与子代性别比例、生殖毒性、乳汁营养和长期效应的影响方面仍

然需要大量研究.
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Effectsoflong-termconsumptionofhydrolyzedtanninonthe
reproductiveofrodents

YuFei,LiJiaxin

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Hydrolyzedtannin,thepredominanttypeoftannicacidinacorns,hasasignificantimpactonthesurvivaland
reproductionofrodentsthatprimarilyfeedonacorns.Theaimofthisexperimentwastoexploretheimpactoflong-termhydro-
lyzedtanninconsumptiononthereproductivehormonesandreproductiveorgansofrodents.72four-week-oldhealthyKunming
mice(36malesand36females)andrandomlydividedthemintofourgroups:controlgroup(with0%hydrolyzabletannincon-
tent),low-tanningroup(with2%hydrolyzabletannincontent),medium-tanningroup(with7%hydrolyzabletannincontent),

andhigh-tanningroup(with12%hydrolyzabletannincontent).Afterbeingfedwithdifferentlevelsofhydrolyzabletannin-con-
tainingdietsfor42days,themiceweredissectedforsampling.Theresultsshowedthat:Highlevelsofhydrolyzedtanninsig-
nificantlyreducedthesurvivalrateofmalemice.Moderatetohighlevelsofhydrolyzedtanninhadanegativeimpactonthesta-
bleproductionofreproductivehormones.Highlevelsofhydrolyzedtannincauseddamagetothereproductiveorgans,leadingto
changesinthephysiologicalstructureoftheovariesandtestesinmice,andareductioninthenumberofnormalfolliclesand
spermatogenesis.Theexperimentconfirmedthatlong-termintakeofhighlevelsofhydrolyzedtanninsdisruptedthehormonal
balanceofrodentsandcauseddamagetotheirreproductiveorgans.
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