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摘*要!目的*建立体外以胰岛素2转铁蛋白2硒2纤维连接蛋白"b7CT0#培养法为基础的胚胎干细胞神经发育毒性

评价模型!并对其有效性进行验证!完善神经发育毒性评价体系$ 方法*胚胎干细胞悬滴&悬浮培养后!加入胰岛

素&转铁蛋白&硒&纤维连接蛋白诱导神经细胞分化!结合细胞毒性 B77法建立神经发育毒性体外评价模型!并检

测不同浓度青霉素 .&苯妥英钠和氟尿嘧啶作用条件下其对胚胎干细胞神经分化能力的影响!判断受试物的神经

发育毒性$ 结果*青霉素 .&苯妥英钠和氟尿嘧啶的 bD

1+

D3 0/:;M0 分别为 +F+)^

#

J%V=&5-F5+

#

J%V=&) )3-

#

J%V=!

bD

1+

D3(!2) 分别 +F+3)

#

J%V=&$1F,3

#

J%V=&) ^,$

#

J%V=!其发育毒性的判定均依次为无&弱和强$ 结论*以

b7CT0 诱导法为基础建立的体外神经发育毒性评价模型!能够正确判定氟尿嘧啶&苯妥英钠和青霉素 .的发育毒

性!可用于体外神经发育毒性的筛选和评价$

关键词!胚胎干细胞' 神经发育毒性' 有效性' 评价模型
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**目前"发育毒性评价的体外可替代模型逐步为

人们重视"建立和完善既短期,经济"而且又能大通

量的筛检受试物的发育毒性方法成为此类研究的

目标
())

* 欧洲替代实验方法研究中心#;I//H">X/L0

K/0;/"#>" ;I/ ZL=MRL;M>0 >#L=;/"0L;MZ/ V/;I>R:"

(4i&B$依据胚胎干细胞#/VU"W>0MK:;/VK/=="(C$

的特性建立了胚胎干细胞实验作为一种体外替代

试验方法"可以从细胞毒性,分化抑制以及分子生

物学水平反映发育毒性"因此越来越为人们所关注*

本实验室在胚胎干细胞实验模型建立方面积

累了一定的经验
($)

* 在前期建立的神经发育毒性

评价模型中"已采用了经典的全反视黄酸 #"/;M0>MK

LKMR" '&$5 a%5 6法作为体外胚胎干细胞神经分化

的模型
())

* 而与 '&诱导法相比"胰岛素2转铁蛋
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白2硒2纤维连接蛋白 # M0:H=M02;"L0:2#/""M02:/=/0MHV2

#MU">0/K;M0"b7CT0$法可以使 (C 细胞经过神经前体

细胞阶段后再分化为成熟神经细胞"并最终可获得

高比例的神经元"此法更接近于体内神经分化的过

程"因而已成为研究神经发育毒性作用机制的一个

较好的体外模型
(3)

"目前国内将其应用于发育毒性

研究的报道较少* 本研究将在本课题前期已进行

的体外 b7CT0 神经分化模型探索的基础上"以巢蛋

白基因#0/:;M0$和 (0J"LM=/R ) 基因#(!2)$为神经分

化标记基因"建立适用于体外筛选的神经发育毒性

模型*

)*材料和方法

)F)*仪器与试剂

%

细胞%(C #D3$,<&A<%4#373$细胞"购自中

国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所*

&

仪器%@=WVXH:bÔ ) 倒置显微镜

#日本 @=WVXH:公司 $,7@BQA42)$+ 低速离心机

#美国贺利氏公司$,</KnVL0 低温高速离心机 #美

国 </KnVL0 公司$,<M>V/;"L'/L=2;MV/84'仪#美国

<M>2'LR 公司$*

'

主要试剂%n0>Kn >H;2DB(B培养

基,DB(B%T2)$ 培养基,胰蛋白酶 #;WX:M0%(D7&$,

特级胎牛血清 ##/;L=U>ZM0/:/"HV"T<C$,谷氨酰胺

#A2J=H;LVMKLKMR $,

!

2巯基乙醇 #

!

2V"KLX;>/;IL0>="

!

2B($,非必需氨基酸#>0/::/0;ML=LVM0>LKMR$,+F)

V>=%A磷酸盐缓冲液#XI>:XIL;/UH##/"$,羟乙基哌嗪

乙 磺 酸 ( 52# $2IWR">\W/"IW=$ XMX/"L̀M0/2)2

/"IL0/:H=#>0MKLKMR),软琼脂#:>#;LJL"$,白血病抑制

因子#=Hn/VMLMIMUM;>"W#K;>""AbT$,胰岛素#M0:H=M0$,

转铁蛋白#;"L0:#/""M0 $,硒酸钠 #:>RMHV:/=/0M;/$和

纤 维 连 接 蛋 白 # #MU">0/K;M0 $ 苯 妥 英 钠

#RMXI/0W=IWRL0;>M0"D8?$,氟脲嘧啶#12#=H>">H"LKM="

12TY$和青霉素 .# X/0MKM==M0 .$均购自 CMJVL公司&

逆 转 录2聚 合 酶 链 反 应 # "/Z/":/ ;"L0:K"MX;M>0

X>=WV/"L:/KILM0 "/LK;M>0"'7284'$试剂盒,7"M̀>=细

胞裂解液购自 b0ZM;">J/0 公司"7Lr D!&聚合酶购自

上海生物工程公司&其余试剂均为国产分析纯*

)F$*方法

)F$F)* (C 细胞体外培养
(5)

取出 a)G+ e液氮冷冻条件下保存的 (C#D3$

细胞进行细胞复苏"接种于备用的小鼠胚胎成纤维

细胞#V>H://VU"W>0MK#MU">U=L:;"B(T$饲养层上"加

入含 )1d特级胎牛血清,+F) VV>=%A

!

2巯基乙醇,)

VV>=%A羟乙基哌嗪乙磺酸,$ VV>=%A谷氨酰胺,

)d非必需氨基酸及 ) g)+

,

Y%A白血病抑制因子的

n0>Kn >H;2DB(B培养基进行维持培养* 为保持其

理想的未分化状态"当胚胎干细胞团集落达到

,+d ŝ +d融合时"即需传代*

)F$F$*受试物细胞毒性的评价
(5)

将 1++ 个%$++

#

=的 <&A<%4# 373 $ 和 (C4:

#D3$细胞分别接种在 -, 孔的培养板上"每孔加入

不同浓度的受试物"同时设立阴性对照组* 第 3 天

和第 1 天更换培养基"第 )+ 天用 B77法检测细胞

活性"于 1^+%,3+ 0V处检测其吸光度#&$"制成浓

度2反应曲线"求出 12TY,D8?和青霉素 .对细胞活

性 的 半 数 抑 制 浓 度 # IL=#2VL\MVL= M0IMUM;M>0

K>0K/0;"L;M>0" b4

1+

$"其中对 (C4:#D3$细胞活性半

数抑制浓度以 b4

1+

D3 表示"对 <&A<%4#373$ 细胞

活性半数抑制浓度以 b4

1+

373 表示*

)F$F3 *受试物对 (C 细胞体外神经分化的影响

)F$F3F) 胚体的培养
(1)

将长满细胞培养瓶的 (C 细胞用 +F$1d ;WX:M0%

(D7&酶消化"用差速贴壁的方法除去 B(T"同时培

养基中添加) +++ bY%V=的 VAbT* 取生长旺盛的 (C

细胞消化成单细胞悬液或小细胞团"分别作如下处

理以得到胚体%

%

悬滴培养% (C 细胞以 )+

1

数量级

密度悬滴培养于 )+ KV的细菌培养皿盖板上"每滴

3+

#

=大小&

&

悬滴转悬浮培养%以 )d软琼脂铺底

于 , KV培养皿中"将悬滴培养 3 R 的胚体转入其中

继续作悬浮培养 ) R* 此阶段用的培养基不含 VAbT

和
!

2B("T<C 由常规培养时的 )1d增加到胚体培

养阶段的 $+d*

)F$F3F$*b7CT0 神经分化诱导培养
(1",)

将 (<:接种于 +F)d明胶铺底的普通培养皿中

加入不含 VAbT的 (C 培养基"将 (C 培养基更换为

无血清的 b7CT0 培养基扩增 0/:;M0 阳性细胞*

b7CT0 筛选培养基%DB(B%T2)$ 中加入 1 VJ%A胰

岛素#M0:H=M0$"1+

#

J%A转铁蛋白 #;"L0:#/""M0 $"3+

0V>=%A硒酸钠 #:>RMHV:/=/0M;/$"1 VJ%A纤维连接

蛋白##MU">0/K;M0$* 隔日换液"连续培养 G R*

)F$F3F3*受试物浓度的设计

根据相关文献的报道
(^)

及 )F$F$ 细胞活性的结

果"取受试物用 n0>Kn >H;2DB(B培养基#无 AbT$溶

解"并制备成相应浓度的含受试物的培养基* 12TY

浓度为 +F+++,+F++1,+F+)+,+F+)1,+F+$+

#

J%V="

D8?浓度为 +,$+,5+,,+

#

J%V="青霉素.浓度为 +,

5++,,++,G++,) +++

#

J%V=*

)F$F3F5*(C 细胞神经分化标记基因表达的检测

取不同浓度受式物作用条件下"经神经分化诱

导后的 (C 细胞"提取 (<:团的总 '!&* 提取后的

'!&用紫外分光光度计"选择 &$,+%$G+ 0V检测"

以确定 '!&浓度与质量后合成 KD!&* 采用 '/L=
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7MV/284'检测方法分别对其中神经样细胞特异表

达基因#0/:;M0"(!2)$的表达量进行检测"用甘油醛2

32磷 酸 脱 氢 酶 # J=WK/"L=R/IWR/232XI>:XIL;/

R/IWR">J/0L:/".&8D?$作内参照* 各引物序列如

下"0/:;M0%上游引物 1p2474.&. 4&. .&& .7.

.7& ..23p" 下 游 引 物 1p277. ..&44&...&4

7.77&.23p& (!2)% 上 游 引 物 1p274&&.&47.

&474&4&.4&&444423p" 下 游 引 物 1p24777.7

447.&&44.7.2.7..7&.23p& .&8D?% 上 游 引 物

1p2&474&4..4&&&774&&4..23p"下游引物 1p2

&4.74&.&744&4.&4..&423p" (!2), 0/:;M0 和

.&8D?基因扩增退火温度分别为 ,+ e,11 e和

,$ e"循环次数均为 35 次
(1"G)

*

)F3*神经发育毒性分析
(-)

)F3F)*毒性分析

实验数据结果以
#

#k$表示"将上述分化影响

结果绘成剂量2反应曲线"求出相对应的产生 1+d

(C 细胞神经分化抑制作用的受试物浓度"即 bD

1+

D3

0/:;M0 和bD

1+

D3(!2)*

)F3F$*发育毒性结果的计算公式

公式中均以
#

J%V=为单位*

+

]1F-)1^=J# b4

1+

373 $ 63F1++=J# b4

1+

D3 $2

1F3+^#b4

1+

3732bD

1+

D3$ %b4

1+

3732)1F̂$

*

]3F,1)=J#b4

1+

373$ 6$F3-5=J#b4

1+

D3$2$F+33

#b4

1+

3732bD

1+

D3$ %b4

1+

3732,FG1

,

]2+F)$1=J#b4

1+

373 $ 6)F-)^=J#b4

1+

D3 $ 6

)F1++#b4

1+

3732bD

1+

D3$ %b4

1+

3732$F,^

)F3F3*受试物发育毒性的判定标准

上述结果中"

+

t

*

且
+

t

,

"则受试物发育

毒性为无神经发育毒性&如
*

t

+

且
*

t

,

"则受

试物发育毒性为弱神经发育毒性&如
,

t

+

且
,

t

*

"则受试物发育毒性为强神经发育毒性*

$*结果

$F)*12TY对 (C 细胞神经分化的影响

由图 ),$ 可见"随着胚胎干细胞培养基中 12TY

浓度的增加"分化形成的神经细胞特异基因 0/:;M0

和 (!2) 表达量明显降低"胚胎干细胞向神经细胞

分化的能力下降"分化过程受到明显抑制* 根据剂

量2反应曲线"求出相对应的产生 1+d干细胞神经

分化抑制作用的 12TY浓度" 即 bD

1+

D3 0/:;M0,

bD

1+

D3(!2)分别为 +F+$3

#

J%V=和 +F+3)

#

J%V=*

图 )*12TY对胚胎干细胞神经分化特异基因 0/:;M0 表达的影响#" f3$

TMJH"/)*(##/K;>#12TY>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I 0/:;M0 /\X"/::M>0#" f3$

图 $*12TY对胚胎干细胞神经分化特异基因 (!2) 表达的影响#" f3$

TMJH"/$*(##/K;>#12TY>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I (!2)/\X"/::M>0#" f3$

$F$*青霉素 .对 (C 细胞神经分化的影响

由图 3,5 可见"随着青霉素 .的浓度的增加"

(C 细胞神经分化特异基因 0/:;M0 和 (!2) 的表达量

下降"但下降程度并不显著"即便当青霉素 .已经

达到较高的作用浓度 #) +++

#

J%V=$时"(C 细胞向

神经的分化与无干扰条件下的干细胞分化能力相
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比较"分化能力依然保持较高水平* 根据剂量2反应

曲线"求出相对应的产生 1+d干细胞神经分化抑制

作用的青霉素 .浓度"即 bD

1+

D3 0/:;M0,bD

1+

D3(!2)

分别为$ +13

#

J%V=和) ^,$

#

J%V=*

图 3*青霉素 .对胚胎干细胞神经分化特异基因 0/:;M0 表达的影响#" f3$

TMJH"/3*(##/K;>#X/0MKM==M0 .>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I 0/:;M0 /\X"/::M>0#" f3$

图 5*青霉素 .对胚胎干细胞神经分化特异基因 (!2) 表达的影响#" f3$

TMJH"/5*(##/K;>#X/0MKM==M0 .>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I (!2)/\X"/::M>0#" f3$

$F3*D8?对 (C 细胞神经分化的影响

由图 1,, 可见"随着 D8?作用浓度的增加"(C

细胞向神经分化的程度受到一定程度的抑制"神经

分化的特异性表达基因 0/:;M0 和 (!2) 的表达量下

降"但这种分化抑制作用一直维持在较低的水平"

神经分化过程受到的抑制程度较轻* 根据剂量2反

应曲线"求出相对应的产生 1+d干细胞神经分化抑

制作用的 D8?浓度"即 bD

1+

D3 0/:;M0,bD

1+

D3

(!2)

分

别为 ),F3,

#

J%V=和 $1F,3

#

J%V=*

图 1*D8?对胚胎干细胞神经分化特异基因 0/:;M0 表达的影响#" f3$

TMJH"/1*(##/K;>#D8?>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I 0/:;M0 /\X"/::M>0#" f3$

$F5*细胞毒性的评价结果

由表 ) s3 可见"随着 12TY浓度的增加"(C

#D3$细胞和 <&A<%4#373$细胞活性下降"受试物

很小的浓度变化"即可引起细胞活性显著的差异"

当 12TY浓度达到 +F)++

#

J%V=时"已经无法检测出

D3 和 373 细胞的活性"根据剂量2反应曲线"12TY

对细胞活性的半数抑制浓度 b4

1+

D3 和 b4

1+

373 分别

为 +F+^)

#

J%V=和 +F+1$

#

J%V=* D8?具有一定的

细胞毒性作用"细胞活性随着 D8?作用浓度的增加

而降低"呈明显的剂量反应关系"两种细胞对 D8?

的细胞毒性的敏感性差别不大"D8?的 b4

1+

D3 和

b4

1+

373 为 1-F̂

#

J%V=和 ,^FG

#

J%V=* 而青霉素 .
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图 ,*D8?对胚胎干细胞神经分化特异基因 (!2) 表达的影响#" f3$

TMJH"/,*(##/K;>#D8?>0 ;I//VU"W>0MK:;/VK/==:RM##/"/0;L;M>0 M0;>0/H">0 K/==:NM;I (!2)/\X"/::M>0#" f3$

表 )*12TY的细胞毒性作用 #

#

#%&'"" f3 $

7LU=/)*7I/KW;>;>\MKM;W"/:H=;>#12TY

受试物剂量

#

#

J%V=$

373 细胞活性

检测结果#&$

D3 细胞活性

检测结果#&$

+** +F+5, k+F++G +F+1, k+F++-

+F+)+ +F+31 k+F++5 +F+5) k+F++,

+F+$+ +F+35 k+F++, +F+5+ k+F++^

+F+3+ +F+3) k+F++3 +F+3G k+F++3

+F+5+ +F+$, k+F++G +F+31 k+F++G

+F+1+ +F+$^ k+F++5 +F+3, k+F++5

+F+,+ +F+$$ k+F+)+ +F+3) k+F++,

+F+^+ +F+)$ k+F++$ +F+$G k+F++5

+F+G+ +F+)1 k+F++1 +F+$5 k+F++-

+F+-+ +F+)) k+F++5 +F+$) k+F++1

+F)++ a +F+$$ k+F++3

+F)$+ a +F+)G k+F++3

表 $*D8?的细胞毒性作用 #

#

#kCD"" f3$

7LU=/$*7I/KW;>;>\MKM;W"/:H=;>#D8?

受试物剂量

#

#

J%V=$

373 细胞活性

检测结果#&$

D3 细胞活性

检测结果#&$

+ +F+3G k+F++3 +F+$- k+F++^

$+ +F+$G k+F++1 +F+$3 k+F++1

5+ +F+$$ k+F++5 +F+$+ k+F++1

,+ +F+$3 k+F++5 +F+)- k+F++)

G+ +F+)G k+F++^ +F+), k+F++3

)++ +F+)1 k+F++3 +F+)5 k+F++3

)$+ +F+)3 k+F++) +F+)+ k+F++$

)5+ +F+)) k+F++) +F++- k+F++3

),+ +F++^ k+F++$ +F++, k+F++)

表 3*青霉素 .的细胞毒性作用 #

#

#kCD"" f3$

7LU=/3*7I/KW;>;>\MKM;W"/:H=;>#X/0MKM==M0 .

受试物剂量

#

#

J%V=$

373 细胞活性

检测结果#&$

D3 细胞活性

检测结果#&$

+ +F+11 k+F++^ +F+,, k+F++G

$++ +F+5G k+F+)+ +F+1) k+F+)$

5++ +F+51 k+F++, +F+5G k+F++1

,++ +F+5$ k+F++G +F+51 k+F++,

G++ +F+35 k+F++- +F+5+ k+F++3

) +++ +F+$- k+F++3 +F+3^ k+F++G

) $++ +F+$1 k+F++5 +F+33 k+F++5

) 5++ +F+$+ k+F++, +F+$G k+F++1

) ,++ +F+)- k+F++1 +F+$1 k+F++$

的细胞毒性作用较弱"青霉素 .作用浓度即便达到

较高水平时"细胞的活性仍能够检出"青霉素 .的

b4

1+

D3 和 b4

1+

373 为) )^3

#

J%V=和) ))3

#

J%V=*

$F1*受试物发育毒性评价

依据 (C 细胞神经分化实验模型对不同受试物

体外分化抑制能力的评价结果#bD

1+

D30/:;M0 和 bD

1+

D3 (!2)$和体外细胞毒性的评价结果 #b4

1+

D3 和

b4

1+

373$"经前述发育毒性结果计算公式计算及发

育毒性标准判定"青霉素 .,D8?和 12TY的神经发

育毒性均依次为无,弱,强*

3*讨论

从 (C 细胞#无论是鼠源还是人源的$向神经细

胞自发分化是十分有限的"因此为了提高神经细胞

的分化效率"人们已建立了一些特殊的诱导分化途

径%如 '&诱导法,谱系选择法等
()+)

* 高浓度的 '&

能有效的诱导 (C 细胞向神经细胞分化"并在分化

的细胞中能检测到神经细胞的特异性蛋白,基因,

离子通道和一些受体的表达
()+)

* 然而也应当看到"

'&虽然是 (C 细胞向神经细胞分化的有效诱导剂"

但其诱导后获得的神经细胞中无法排除杂细胞的

存在"与 '&诱导法不同"以 b7CT0 培养法建立的体

外神经分化培养体系"可以使 (C 细胞神经分化过

程经历%胚胎干细胞2胚胎体2神经前体细胞2神经

元%神经胶质细胞几个阶段"并最终可获得高比例

的多巴胺能神经元
(3")))

* 此法较 '&诱导法更接近

于体内神经分化的过程"已成为研究神经发育毒性

作用机制的一个较好的体外模型
()))

* 本研究在前

期 b7CT0 法诱导 (C 细胞神经分化方法研究的基础

上"探索建立更有效的神经发育毒性评价模型*

评价体系的判定受试物发育毒性的准确性"是

开展胚胎干细胞实验方法进行体外评价受试物发

育毒性评价的基础* 因此"依然采用 (4i&B提出

的对 3 种具有明确无,弱和强发育毒性受试物的正

确评价能力"来验证所建立的实验体系的有效性*



以 b7CT0 诱导法为基础的神经发育毒性评价模型的建立及其有效性研究!!!刘海波"等 ! ))*** !

目前较常使用的受试物为青霉素 .#无发育毒性$,

D8?#弱发育毒性$和 12TY#强发育毒性$

()$)

* 本研

究利用 b7CT0 法神经发育毒性评价模型"分别以

0/:;M0 和 (!2) 作为分化标记基因检测受试物对 (C

细胞神经分化的影响"并结合细胞毒性评价结果显

示"对受试物神经发育毒性进行筛选* 评价结果显

示青霉素 .,D8?和 12TY的神经发育毒性依次为

无,弱,强"该结果与受试物发育毒性特点一致"评

价模型的有效性得到初步验证* 该评价模型可用

于体外发育毒性的筛选"其较为完整的神经分化过

程"提高了对神经发育毒性评价的敏感性*

当然"以 (C 细胞分化体系为基础建立的体外

发育毒性评价体系还存在不少问题%首先"对体内

外调控 (C 细胞向特定细胞类型分化的因子还缺乏

深入认识"因此要得到向神经方向分化且具有一定

功能的细胞还很困难"而且培养的 (C 细胞通常不

会全部被诱导分化"即使是分化了的细胞"种类也

不单一"往往是多种分化细胞与部分未分化细胞混

杂在一起"为发育毒性的准确评价带来一定困难&

其次"目前诱导神经分化产生的细胞增殖缓慢"数

量有限"获得大量分化细胞还有一定难度"这些都

为评价模型的进一步研究与应用设置了障碍
()32)5)

*

因此"在后续的研究中仍需要积极探索更有效的诱

导条件和方法"进一步完善体外神经发育毒性评价

的手段*
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公告栏

关于发布食品安全国家标准-食品中农药最大残留限量.

#.<$^,3!$+)$$的公告
$+)$ 年*第 $$ 号

根据(食品安全法)规定!经食品安全国家标准审评委员会审查通过!现发布食品安全国家标准(食品中

农药最大残留限量)".<$^,3*$+)$#!自 $+)3 年 3 月 ) 日起实施$

下列标准自 $+)3 年 3 月 ) 日起废止% (食品中农药最大残留限量) ".<$^,3*$++1#' (食品中农药最

大残留限量)".<$^,3*$++1#第 ) 号修改单' (粮食卫生标准)".<$^)1*$++1#中的 5]3]3 农药最大残留

限量' (食品中百菌清等 )$ 种农药最大残留限量) ".<$1)-3*$+)+#' (食品中百草枯等 15 种农药最大残

留限量)".<$,)3+*$+)+#' (食品中阿维菌素等 G1 种农药最大残留限量)".<$G$,+*$+))#$

特此公告$

附件%(食品中农药最大残留限量)]R>K"略#

卫生部*农业部***

二一二年十一月十六日


