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褪黑素参与苯并(a)芘诱导的孕早期卵巢功能异常
徐翰婷  何俊琳  刘学庆  丁裕斌  高茹菲  耿艳清  穆欣艺  王应雄  陈雪梅*

(重庆医科大学公共卫生与管理学院生殖生物学研究室, 
重庆医科大学生殖与发育国际合作联合实验室, 重庆 400016)

摘要      该研究探讨了孕早期苯并芘[Benzo(a)pyrene, B(a)P]暴露对卵巢雌激素和孕激素的影

响及其可能的机制。将SPF级健康成年雌雄昆明小鼠交配合笼, 次晨查得阴栓则记为孕第1天(D1)。 
孕鼠随机分为对照组(n=60)和B(a)P组(n=60), 每日称重后以0.1 mL/10 g动物体重分别灌胃给予玉

米油和0.2 mg/(kg·d)浓度B(a)P。ELISA(enzyme linked immunosorbent assay)方法检测孕D4小鼠血

清雌激素(estrogen, E2)、孕激素(progesterone, P4)和褪黑素水平; qRT-PCR检测孕D1~D4小鼠卵巢

组织雌孕激素合成限速酶17β-HSD1(17β-hydroxysteroid dehydrogenase 1)和P450SCC(cholesterol 
side-chain cleavage enzyme)mRNA水平; Western blot和免疫组化法分别检测卵巢组织褪黑素受体

MT1(melatonin receptor 1)、MT2(melatonin receptor 2)蛋白质水平。研究结果发现, 与对照组相比, 
B(a)P暴露导致孕早期小鼠血清中E2、P4明显降低; 同时, 卵巢雌孕激素合成限速酶17β-HSD1和
P450SCC mRNA水平下调(P<0.05)。B(a)P组小鼠血清中褪黑素水平明显增高(P<0.01), 而卵巢黄

体细胞MT1、MT2蛋白质水平下降(P<0.05)。综上所述, 褪黑素及其受体可能参与了B(a)P诱导的

孕早期卵巢功能异常。
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Melatonin are Involved in Benzo(a)pyrene-Induced Ovarian 
Dysfunctionin during Early Pregnancy
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Abstract       This paper investigated the effect of Benzo(a)pyrene (B(a)P) on ovarian function in mice during 
early pregnancy and its mechanism. Adult female and male Kunming mice were mated to produce pregnancy. Female 
mice were checked the vaginal plug at the next morning, and recorded as “pregnant day 1 (D1)”. The pregnant mice 
were divided into two groups: control group (n=60), BaP-treated group (n=60), and then received corn oil and 0.2 
mg/(kg·d) B(a)P respectively from D1. The serum and ovaries were collected from D1 to D4, respectively. ELISA 
was used to detect the levels of serum estrogen, progesterone and melatonin. The mRNA levels of 17β-HSD1 and 
P450SCC in the ovaries were determined by qRT-PCR. Western blot and immunohistochemistry were used to examine 
the protein levels of MT1 and MT2 in the ovaries. The results showed that B(a)P decreased the levels of serum 
estrogen and progesterone. The mRNA levels of 17β-HSD1 and P450SCC in the ovaries were down-regulated by B(a)P. 
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B(a)P caused an increase in the level of serum melatonin at the early stage of pregnancy, while the levels of MT1 and 
MT2 proteins were decreased in the ovarian corpus luteum cells after the B(a)P treatment. These findings indicate 
that B(a)P can lead to ovarian dysfunctionin during early pregnancy and melatonin might be involved in this process.

Keywords       benzo(a)pyrene; ovary; estrogen and progesterone; melatonin receptor

苯并(a)芘[Benzo(a)pyrene, B(a)P]是一种亲脂

性的多环芳烃类(polycyclic aromatic hydrocarbons, 
PAHs)环境污染物, 具有致突变和致癌性[1-2]。B(a)P污
染广泛, 可随汽车废气、烟草与木材燃烧及炭烤食

物过程中产生的烟进入人体[3]。已知B(a)P属于环境

雌激素内分泌干扰物(endocrine-disrupting chemicals, 
EDCs)[4], 对生殖过程产生不利影响, 本课题组前期

也发现孕早期暴露于B(a)P可以影响小鼠子宫容受

性, 造成胚胎着床点数下降[5]。

小鼠早孕期从受精开始至胚胎着床的完成, 其
中胚胎着床是妊娠的关键环节, 只发生在有限的时

间内, 称为“着床窗”。在小鼠, 着床窗口期开始于妊

娠第4天, 此时胚胎进入子宫, 同时卵巢出现一个雌

孕激素分泌的高峰, 调节小鼠子宫进入容受性状态, 
以利于胚胎植入[6]。由于子宫的容受状态与卵巢分

泌雌激素(E2)和孕酮(P4)的功能密切相关, 本课题组

前期结果提示, 孕早期暴露于B(a)P可影响子宫容受

性, 导致胚胎着床数下降, 推测其可能干扰了着床前

期卵巢雌孕激素的分泌。褪黑素是由松果体分泌的

一种吲哚类激素, 在调节昼夜节律中发挥着重要作

用。近年来研究发现, 褪黑素在生殖过程中也扮演重

要角色[7], 参与对雌孕激素的调控[8-10], 在哺乳动物的

囊胚发育、胚胎植入等过程有重要影响[11-12]。有研究

发现, B(a)P等PAHs物质能够影响血清褪黑素水平[13], 
但褪黑素是否参与B(a)P导致的着床前期小鼠卵巢

功能异常过程, 尚不清楚。

本研究以早孕昆明小鼠作为实验对象, 建立

B(a)P染毒模型, 通过测定孕早期小鼠血浆雌孕激素

水平及合成相关基因表达、卵巢褪黑素及其受体水

平等指标, 探讨褪黑素是否参与了B(a)P所引起的早

孕小鼠卵巢功能异常这一过程, 初步阐释B(a)P导致

早孕小鼠卵巢功能异常的可能机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      本实验动物为SPF级6~8周
龄昆明小鼠, 体质量为25~30 g, 雌雄兼用, 购自

重庆医科大学实验动物中心[实验动物生产许可

号: SCXK(渝)2007-0002, 实验动物使用许可号: 
SCXK(渝)2007-0001]。温度(22±2) °C, 相对湿度

(55±10)%, 12 h光照饲养, 自由饮水摄食。本研究符

合所在单位实验动物伦理委员会所制定的伦理学标

准。

1.1.2   试剂      B(a)P(96%纯度)、玉米油(99%纯度)
和麻醉用乙醚购自Sigma公司。小鼠褪黑素(MT)
ELISA检测试剂盒、小鼠雌激素(E)ELISA检测试剂

盒、小鼠孕酮(PROG)ELISA检测试剂盒购自上海

研辉生物科技有限公司。MT1抗体购自OriGene公
司, MT2抗体购自Novus公司, β-actin抗体购自Sigma
公司。RIPA蛋白裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂

盒购于上海碧云天生物技术有限公司。PBS粉末、

枸橼酸钠粉末、免疫组化试剂盒、HRP标记二抗

和和DAB显色液购自北京中杉生物技术有限公司。

Trizol裂解液、MT1引物、MT2引物、Actin引物、

PrimeScript RT Reagent Kit及SYBR Premix Ex TaqTM II
均为日本TaKaRa产品。

1.2   方法

1.2.1   动物实验与材料收集      小鼠饲养1周后开始

实验。于17:00将雌雄小鼠按31׃比例合笼交配, 次
晨7:00查得阴栓记为D1, 苦味酸标记, 随机分为正

常组和B(a)P组, 每组60只小鼠, 依次计算妊娠天

数。从D1日起, 每日称重正常组与B(a)P组小鼠, 
后以0.1 mL/10 g动物体质量分别灌胃给予玉米油和

0.2 mg/(kg·d)浓度B(a)P。孕鼠分别于D1、D2、D3或
D4早上8:00~9:00用乙醚吸入麻醉, 眼眶静脉采血后颈

椎脱臼处死并分离卵巢, 留单侧卵巢直接放入4%多

聚甲醛固定, 其余部分冻存于液氮中, 用于相关实验。

1.2.2   血浆激素水平分析      孕D4小鼠处死前, 用乙

醚吸入麻醉5~10 s后, 眼眶采血, 收集于EP管内。全

血室温静置20 min后, 低温离心(1 000 r/min, 10 min), 
分离血清。用ELISA检测血清中褪黑素、雌激素和

孕激素水平。

1.2.3   Western blot分析      取孕D1~D4小鼠卵巢组

织称重后, 加入适量RIPA蛋白质裂解液进行组织研
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磨提取组织总蛋白, 用BCA蛋白质浓度测定试剂盒测

定总蛋白浓度, 确定上样蛋白质约50 μg计算蛋白

质上样量。配制10% SDS-PAGE分离胶和5% SDS-
PAGE浓缩胶, 80 V恒压进行电泳; 电泳充分后, 截
取目的蛋白质, 以β-actin为内参, 以250 mA湿转至

0.44 mm PVDF膜上; 电转完毕后, 取条带于5%脱脂

牛奶内封闭1 h; 孵育抗MT1抗体(1000 1׃)、抗MT2
抗体(1000 1׃)和抗β-actin抗体(1000 2׃), 4 °C过夜。

次日, 以PBST洗膜(3次×15 min)后, 加入5%脱脂

牛奶稀释的二抗(1000 1׃)孵育1 h; 再次用PBST洗
膜(3次×15 min)后, 现配发光液, ELC法显色, 进行

条带分析。运用Quantity One(Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)软件测量显色条带灰度值, 以β-actin为内参, 计
算目的蛋白相对表达量。 
1.2.4   免疫组化 (immunohistochemistry, IHC)分析                
取小鼠单侧卵巢在4%多聚甲醛中固定24 h后, 用
75%酒精24 h、85%酒精12 h、95%酒精2 h、100%
酒精1 h×2梯度脱水, 二甲苯透明5~10 s, 浸软蜡4 h
后用硬蜡包埋。用石蜡切片机切成5 μm卵巢组织切

片, 60 °C烘烤5 h。烘烤组织玻片1~2 h后, 脱蜡: 二
甲苯I、II各1 h。水化: 100%、90%、80%、75%梯

度酒精水化各4 min, 流水冲洗10 min, 去离子水浸泡

5 min, 后用PBS浸洗(3次×3 min)。抗原热修复: 组
织玻片插入倒满枸橼酸钠溶液的抗原修复盒内, 微
波炉内高火加热至沸, 沸腾2~3 s后中低火抗原热

修复15 min, 后室温自然冷却。去离子: PBS浸洗

(3次×3 min), 3% H2O2溶液孵育10 min。封闭: PBS
浸洗(3次×3 min), 加免疫组化试剂盒封闭用血清, 37 °C
水浴30 min。一抗: MT1和MT2抗体(150׃), 4 °C过夜。

次日室温复温30 min, 二抗: PBS浸洗(3次×3 min), 免
疫组化试剂盒生物素标记羊抗兔IgG, 37 °C水浴

30 min。显色: PBS(3次×3 min), 免疫组化试剂盒辣

根酶过氧化物酶工作液, 37 °C水浴30 min; PBS浸洗

(3次×3 min), 现配DAB显色液避光显色, 组织出现明

显棕色变化以自来水终止反应。染色: 苏木精复染

2 min, 流水冲洗干净; 饱和碳酸锂溶液蓝化3~5 s, 流
水冲洗干净; 盐酸酒精分色2~3 s, 流水冲洗干净。封

片: 75%、80%、90%、100%梯度酒精脱水, 各4 min; 
二甲苯I、II透明, 各5 min; 中性树胶封片。

1.2.5   qRT-PCR分析      采用Trizol Reagent抽提卵

巢组织, 异丙醇、现配75%乙醇沉淀浓缩RNA, 灭菌

DEPC水溶解总RNA, 紫外分光光度计测总RNA的

吸光度值(1.8<D260/D280<2.0), 逆转录为cDNA。qRT-
PCR检测17β-HSD1和P450SCC的表达情况。qRT-
PCR反应条件: 95 °C预变性10 s; 95 °C 15 s, 61 °C 30 s, 
共40个循环。每个样本设立3个复孔, 以β-actin为内

参, 采用 2–ΔΔCt计算目的基因的相对表达量。 
1.2.6   统计分析      每个实验至少重复3次, 运用

GraphPad Prism 5.0软件进行统计分析。所有数据采

用均数±标准差(x
_
±s)表示, 对照组与B(a)P组之间的

数据采用两独立样本t检验。P<0.05表示差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   B(a)P对小鼠卵巢雌孕激素分泌的影响

为了明确B(a)P对小鼠子宫容受性的影响是

否与卵巢雌孕激素分泌异常有关, 我们首先采用

ELISA检测孕D4对照组和B(a)P组血清雌激素、孕

激素水平, 发现相比对照组, B(a)P处理组雌激素、

孕激素水平显著降低(P<0.05)(图1A和图1B)。由于类

固醇激素合成酶是卵巢合成雌孕激素的关键分子, 因
此采用qRT-PCR检测孕D1~D4对照组和B(a)P组卵巢

组织中的雌孕激素合成限速酶17β-HSD1和P450SCC 
mRNA水平, 发现17β-HSD1和P450SCC  mRNA水平在

B(a)P组内较对照组下调明显(图1C和图1D)。上述结

果证实, 孕早期B(a)P暴露会下调小鼠卵巢中激素合

成限速酶的表达从而导致雌孕激素水平下降。 
2.2   B(a)P对血清褪黑素水平的影响

鉴于褪黑素在激素调控和胚胎植入过程中均发

挥了重要的作用, 为了明确B(a)P是否会对褪黑素产

生影响, 利用ELISA检测了孕D4对照组和B(a)P组孕

鼠血清褪黑素水平。结果显示, 与对照组相比, B(a)P
处理组小鼠血清褪黑素水平明显升高(P<0.01)(图2), 
提示孕早期B(a)P暴露会影响褪黑素的正常水平。

2.3   B(a)P对小鼠卵巢褪黑素受体MT1和MT2蛋
白质水平的影响  

由于褪黑素主要通过与其高亲和力的受体结

合从而发挥作用, 为了进一步了解B(a)P对褪黑素的

影响, 分别采用Western blot和IHC检测了孕D1~D4
对照组和B(a)P组卵巢褪黑素受体MT1、MT2蛋白

质水平。Western blot结果显示, 与对照组相比, B(a)
P组MT1、MT2蛋白质水平下降(P<0.05)(图3A~图
3C)。免疫组化结果发现, MT1、MT2在主要表达于

卵巢黄体细胞, B(a)P组蛋白质水平趋势与Western 
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blot结果一致(图3D)。

3   讨论
PAHs是一类种类繁多、存在广泛、污染范围

广的环境污染物的总称。暴露于PAHs会诱发多种

病理反应的发生, 包括炎症、心血管和肺部疾病甚

至癌症的发生[14]。B(a)P是PAHs的代表性化合物。

研究证实, B(a)P是一种EDCs, 具有远距离扩散、生

物蓄积等特点, 造成体内类固醇激素分泌异常, 诱发

多囊卵巢综合征、子宫内膜异位症等疾病的发生, 导
致不孕、流产、早产等结局的出现[3,15]。已知B(a)P
与不良妊娠结局有密切联系, 且课题组前期也证实

B(a)P会影响早孕小鼠胚胎着床[5]。孕早期, 卵巢合

成的雌孕激素对子宫内膜容受性建立、胚胎植入等

过程能否正常进行具有重要调控作用, 但目前关于

孕早期B(a)P暴露是否影响卵巢功能尚不明确。

胚胎着床是正常妊娠的先决条件。成功的胚胎

着床需要有植入能力的囊胚和处于容受态的子宫间

精密的相互作用, 这一过程被母体的激素水平, 特别

是卵巢雌孕激素水平精确调控[16-17]。在胚胎着床前

妊娠第4天, 小鼠卵巢会出现雌孕激素的分泌高峰, 
升高的雌孕激素调节子宫内膜细胞的增殖和分化, 
使其进入容受性状态, 为胚胎植入做好准备。临床

研究发现, 近75%的早期妊娠失败是源于胚胎植入

异常[18], 这其中除了胚胎本身的因素, 卵巢激素对子

宫微环境的调节也是一个重要原因。收集孕D4小
鼠血清, ELISA检测发现, B(a)P暴露会导致雌激素、
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图1   B(a)P对雌孕激素的影响

Fig.1   Effect of B(a)P on the levels of estrogen and progesterone

**P<0.01, 与对照组相比较。

**P<0.01 vs control group.
图2   ELISA检测B(a)P对血清褪黑素的影响

Fig.2   Effect of B(a)P on the levels of serum 
melatonin detected by ELISA
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孕激素水平降低。类固醇激素的生成起始于胆固醇

的体内转化。胆固醇转移至卵巢颗粒细胞内, 在线

粒体酶P450 SCC的作用下生成孕烯醇酮, 部分孕烯

醇酮直接在其他酶的催化下生成孕激素; 17β-HSD1
是17β-羟类固醇脱氢酶家族(17β-HSDs)的成员之一, 
能催化低生物活性的雌酮、雄烯二酮向高生物活性

的雌二醇转化, 调控其余部分孕烯醇酮和孕激素逐

渐转化为雌激素的过程[15,19-20]。本研究发现, B(a)P处
理后卵巢中雌孕激素合成的关键酶P450SCC和17β-
HSD1的mRNA水平均明显降低, 证实了孕早期B(a)P
暴露会下调激素合成酶的表达导致卵巢合成雌孕激

素的功能异常。妊娠期卵巢的主要功能是分泌雌孕

激素, 以利于胚胎的植入和妊娠维持, 因此, B(a)P诱
导的卵巢功能异常会影响子宫内膜状态, 导致胚胎

A: Western blot检测褪黑素受体的表达; B: MT1蛋白的相对表达水平; C: MT2蛋白的相对表达水平; D: MT1免疫组化结果; E: MT2免疫组化结果; 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比较。

A: the expression of melatonin receptors detected by Western blot; B: relative expression level of MT1 protein; C: relative expression level of MT2 
protein; D: IHC analysis shows the expression of MT1; E: IHC analysis shows the expression of MT2; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control 
group.

图3   B(a)P暴露对早孕小鼠卵巢褪黑素受体MT1、MT2蛋白质水平的影响

Fig.3   Effect of B(a)P on the protein level of melatonin receptors MT1 and MT2 in the ovarian tissues of early pregnant mice 
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植入失败或流产的发生。

褪黑素是由松果体分泌的一种吲哚类激素, 以色

氨酸作为合成原料, 在松果体经羟基化和脱羧等系列

生化反应生成5-羟色胺, 最终在限速酶芳烷基胺N-乙
酰转移酶 (arylalkyamine N-acetyltransferase, AANAT)
催化下转变为褪黑素[21]。人们熟知褪黑素的功能是

参与昼夜节律的调节, 但近年来的研究显示, 褪黑

素在生殖过程中也发挥了重要的作用[10]。有文献报

道, 在哺乳动物中褪黑素在孕早期对囊胚发育、胚

胎植入等过程有重要影响[11-12]。切除松果体将导致

褪黑素合成分泌障碍, 造成胚胎植入失败的结局; 
而外源补充褪黑素能在很大程度上扭转切除松果

体流产的后果[12,22]。也有文献报道, 在哺乳动物中

内源性的褪黑素受到昼夜节律和下丘脑–垂体–性
腺轴 (hypothalamus-pituitary-gonad, HPG)的双重调

节, 能显著抑制促性腺激素释放激素(gonadotropin-
releasing hormone, GnRH)的活动, 参与对雌孕激素

的调控[7-9]。   
为了明确褪黑素是否参与了孕早期B(a)P暴露

导致的卵巢雌孕激素合成异常, 我们测定了孕第4天
小鼠血清中的褪黑素水平, 发现B(a)P组褪黑素水平

较对照组明显上升。已有研究证实, 虹鳟鱼暴露于

B(a)P会引发单胺能神经传导物质的代谢变化, 改变

日间松果体的内分泌活动, 导致松果体分泌褪黑素

增加[13,23-24]。这提示, 小鼠机体可能产生了应激反应, 
增加褪黑素的合成以减弱B(a)P所带来的不良影响。

已知褪黑素在体内发挥作用主要是与细胞膜G蛋白

偶联受体MT1、 MT2结合, 活化后形成MT1/MT2异
二聚体, 实现细胞内外褪黑素信号传递[7,12,25-27]。因此, 
我们进一步检测了孕D1~D4小鼠卵巢组织中MT1、
MT2的表达。Western blot结果显示, 与对照组相比, 
B(a)P组MT1、MT2蛋白质水平降低, 呈现出与血

清褪黑素变化相反的趋势。免疫组化检测发现, 孕
D1~D4小鼠卵巢褪黑素受体MT1、MT2主要表达

于卵巢黄体细胞, 其在B(a)P组蛋白质水平降低, 与
Western blot结果趋势相一致。以上结果显示, 早孕

期B(a)P暴露后, 虽然孕鼠血清中的褪黑素水平上升, 
但B(a)P会抑制孕早期小鼠卵巢褪黑素受体MT1、
MT2水平, 导致褪黑素与受体结合障碍, 从而影响细

胞内外褪黑素信号传递。

本研究结果显示, B(a)P导致的孕早期小鼠卵巢

褪黑素受体MT1、MT2的表达下降主要发生于卵

巢黄体细胞, 而卵巢黄体细胞正是妊娠期合成雌孕

激素的主要细胞。研究发现, 褪黑素会刺激黄体细

胞分泌孕酮, 但MT1和MT2通用拮抗剂(luzindole)及
MT2特异性拮抗剂4-phenyl-2-propionamidotetralin 
(4P-PDOT)加入猪卵巢黄体细胞中进行联合培养后, 
会降低雌孕激素合成限速酶P450SCC mRNA水平, 
抑制褪黑素诱导的孕激素分泌[28]。Soares等[29]也发

现, 卵巢黄体中的MT1和MT2能通过c-AMP途径影

响卵巢类固醇激素的合成。因此, 我们推测, 褪黑素

及其受体可能参与了孕早期B(a)P暴露所导致的卵

巢功能异常。但B(a)P如何影响褪黑素的分泌及其

受体的表达, 以及哪些受褪黑素调控的重要分子和

信号通路参与了上述过程还不得而知, 尚需进一步

深入研究。

综上所述, 本研究证实了在孕早期暴露于B(a)P
会干扰卵巢合成雌孕激素的功能, 从而影响子宫内膜

容受性的建立。同时, 本研究发现, B(a)P会干扰早孕

小鼠褪黑素水平及其受体水平, 推测褪黑素及其受体

可能参与了孕早期B(a)P暴露所导致的卵巢功能异常。

鉴于卵巢功能在胚胎着床及妊娠维持中的重要作用, 
本研究为进一步探索B(a)P影响胚胎着床的机制提供

了新的线索, 同时也为临床上不明原因早期流产的病

因探索及采取有效的预防措施提供了新的方向。
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