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香烟烟雾诱导下的自噬对卵泡发育的影响
吴春丽1,2  王雪梅1  喻  意1  高  英1  马倩芸1  徐  营1*

(1嘉兴学院医学院, 嘉兴 314001; 2宁波大学医学院, 宁波 315211)

摘要      吸烟是一种不良的生活习惯, 全球大约有2.5亿的女性吸烟, 但大多数吸烟女性并没有

意识到吸烟对卵巢功能和生育力的影响。长期接触香烟烟雾可以减少原始卵泡和生长发育阶段卵

泡的数量, 使卵巢卵泡储存量下降和卵巢功能减弱, 致使女性生育力下降, 并提早进入更年期。香

烟烟雾可以诱导自噬的发生, 并且自噬是香烟烟雾诱导卵巢卵泡丢失的关键原因, 调节自噬过程可

能成为控制香烟烟雾所致卵巢早衰的潜在治疗方法。

关键词      自噬; 香烟烟雾; 卵泡发育; 卵巢早衰

Impact of Autophagy Process Induced by Cigarette 
Smoke on Follicle Development
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Abstract       Cigarette smoking (CS) is harmful life style. Approximately 250 million women worldwide are 
daily smokers. Regrettably, most women remain unaware of the adverse effects of cigarette smoking on fertility 
and ovarian function. Cigarette smoke exposure can decrease the number of primordial and growth follicle, deplete 
ovarian follicle reserve, impair ovarian function, descend female fertility and advance menopause. Cigarette smoke 
exposure can induce autophagy. Instead with autophagy is a key reason of follicle loss induced by cigarette smoke. 
Autophagy is considered as a potential therapeutic target for CS-related premature ovarian failure.
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1   香烟烟雾对女性生育力的影响
众所周知, 吸烟是一种不良的生活习惯。香烟

烟雾包含约4 000种化学物质, 其中大多数是氧化剂

或自由基, 可以诱导氧化应激的发生, 如许多芳香烃

受体(aryl hydrocarbon receptor, AhR)激动剂, 可以激

活细胞色素P450(cytochrome P450), 并参与产生活

性氧的过程, 这些化学物质易引起突变和致癌等不

良后果, 也可以导致凋亡和自噬的发生[1-2]。有研究

表明, 香烟烟雾可能是潜在的最容易让女性接触到

的有毒有害物质[3]。尽管目前有些地区男性吸烟人

数在减少, 但成年女性和青少年女性吸烟人数在逐

渐上升, 这逐渐演变成一个全球的健康问题。全世

界范围内大约有2.5亿的女性吸烟, 在美国有30%的

生育年龄女性是吸烟者[4], 在加拿大大约有17%的女

性吸烟且平均14支/d, 中国是世界上吸烟人数最多

的国家。据2013《中国吸烟危害健康报告》数据显

示, 我国女性的吸烟率达到2.4%, 人数高达1 300万。

与非吸烟女性相比, 卵巢功能减弱、卵巢卵泡储存

量下降、生育力下降、短暂的月经周期、低雌激素

周期浓度、辅助生殖的成功率下降、提早进入更年
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期, 都是吸烟女性的生殖功能的改变[5-9]。遗憾地是, 
大多数吸烟女性并没有意识到吸烟对卵巢功能和生

育力的影响[10]。

卵巢是雌性动物的生殖器官, 是一个动态的器

官, 它的主要特点是卵泡的周期性发育和产生类固

醇激素。在人类胎儿形成过程中或小鼠出生后不久, 
其一生中的原始卵泡已经形成。原始卵泡池在不断

重复的卵泡发育过程中逐渐耗尽, 在一个月经周期

中, 通过原始卵泡招募、选择、最终形成一个优势

卵泡和排卵[11], 其中非优势卵泡发生闭锁。有研究

表明, 女性长期处于香烟烟雾环境中, 会降低受精卵

着床机率(12.0%~12.6%, 非吸烟者为25.0%)和怀孕

的机率(19.4%~20.0%, 非吸烟者为48.3%)[12]。长期

接触香烟烟雾也会降低体外受精的成功率, 减少卵

巢类固醇激素的生成, 耗尽卵巢的储备, 破坏卵母细

胞的功能和生存能力[5], 可以导致女性生育能力降

低和卵巢功能早衰。香烟烟雾中的一些有毒成分会

破坏卵巢内部的信号通路, 也可加速卵泡的闭锁过

程, 从而过早地耗尽卵泡池中的卵泡。有研究表明, 
香烟烟雾中的一些有毒成分会在特定阶段破坏卵泡

的生长。例如, 多氯联苯会损害生长期的卵泡, 二氧

化乙烯基环己烯可以诱导原始卵泡和初级卵泡发生

闭锁。苯并芘, 是一种多相的芳香族碳氢化合物, 是
香烟烟雾成分中的一种, 也是一种常见的易致突变

和致癌物质, 长期接触苯并芘可以选择性破坏卵泡

池中处于静止期的卵泡, 并会加速耗尽原始卵泡池, 
而原始卵泡破坏是卵泡丢失的重要原因。长期接触

四氯二苯并-p-二恶英可致小鼠阴道发生畸形[1], 多
氯联苯、重金属等可作用于囊胚[13]、人类脐带造血

干细胞[14], 可以诱导自噬的发生。有理由相信, 女性

长期吸烟可以降低女性的生育力, 使卵泡池里的卵

泡提早耗竭, 并提早进入更年期。最近的研究表明, 
香烟烟雾可能通过自噬途径影响女性的卵巢功能及

生育能力。

2   自噬研究概况
自噬(autophagy)是真核生物生长发育和分解

代谢过程中普遍存在的一种生理现象。自噬体的

形成是自噬发生的重要特征。发生自噬时, 首先形

成双层膜片的分离膜, 分离膜不断包裹胞质成分, 
从而形成双层膜的自噬体, 自噬体(autophosome)
与溶酶体(lysosome)相互融合形成自噬溶酶体

(autopholysome), 然后溶酶体酶降解先前被吞噬的

胞质成分和自噬体内膜, 故自噬是细胞内主要降解

路径之一。自噬可以确保细胞在日常应激下得以

生存, 它可以代谢和清除一部分受损的亚细胞成分, 
如聚合的蛋白质和脂质等, 也是一种间接的保护机

制[15]。自噬可以被饥饿、能量耗竭、缺氧或化学试

剂等所诱导发生。自噬与许多疾病密切相关, 例如

恶性肿瘤、感染、神经病变等[16]。

参与调控自噬过程的基因称为自噬相关基因

(autophagy related gene, ATG)[17], 目前在不同生物

体中已经发现了30多个自噬相关基因[18], 包括调

节LC3(microtubule-associated protein 1 light chain 
3)脂化系统的相关分子和自噬蛋白Atg12-Atg5结
合系统[19]、Beclin-1复合物和磷脂酰肌醇-3激酶

(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)[20]。Beclin-1(即
BECN1, 是酵母ATG6[21]的同源物)与自噬相关蛋白

如Bcl-2、Bif-1、Vps34、ATG14、UVRAG等形

成多蛋白质复合体再参与调控自噬过程, 而PI3K/
AKT途径负性调节Beclin-1, Beclin-1与抗凋亡蛋白

Bcl-2之间相互作用, 从而调节自噬的活性。ATG14
也称为ATG14L或Barkor(即与Beclin-1相关的自

噬关键性调节蛋白)。在哺乳动物细胞中, ATG14
定位于内质网、吞噬泡和成熟的自噬体上。当

ATG14过度表达时, 自噬体可以表现为体积增大, 
表明ATG在自噬体的形成过程中起重要作用。研

究表明, ATG14可以直接与Beclin-1-PI3KC3复合体

中的Beclin-1作用, 并促进t-SNAREs(target soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptors)、突触融合蛋白17(syntaxin 17, STX17)、
SNAP29(synaptosome associated protein 29 kDa)重新

组装完全融合形成蛋白脂质体(proteoliposomes), 进
而与定位于溶酶体上的囊泡相关膜蛋白8(vesicle-
associated membrane protein 8, VAMP8)相互作用, 从
而促进自噬体和溶酶体发生融合[15]。在早期胚胎发

育过程中, 哺乳动物卵巢卵母细胞中的RNA和蛋白

质通过自噬途径被降解为小分子物质, 并激活受精

卵细胞的RNA翻译和转录的过程[22-24]。

在能量不足或饥饿状态下, 哺乳动物雷帕霉素

靶点(mammalian target of rapamycin, mTOR)会被抑

制, 促使自噬激活磷酸腺苷活化蛋白激酶(adenine 
monophosphate activated protein kinase, AMPK)和自

噬相关蛋白1(Unc-51 like kinase 1, ULK1), 进而加
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重氧化应激反应。然而, 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

复合物1(mTOR complex 1, mTORC1)对细胞的生

长发育和代谢过程具有重要的调节作用, 它通过诱

导ULK1、ATG13、ATG101和FIP200(FAK-family 
interacting protein of 200 kDa)发生磷酸化而抑制自

噬的发生。自噬抑制剂与mTORC1整合多重信号, 
侧面反映生长因子、营养素或能量的作用力, 为细

胞生长提供一个良好的内环境, 并且能使细胞在应

激状态下顺利进入分解代谢过程[25]。

3   香烟烟雾对自噬相关基因表达的影响
自噬是哺乳动物应激状态下不可避免的反应。 

有研究已经证实, 香烟烟雾可以促进肺、肠、卵巢、

胰腺细胞和成纤维细胞发生自噬[26-28]。在小鼠的

肺、膈肌[29]、卵巢[28]、血管平滑肌[30]细胞中, 香烟

烟雾诱导的氧化应激可以促使AMPK的水平上升。

AMPK可以在细胞进行能量代谢时起重要的调节作

用。AMPK在细胞内ATP水平下降时被激活, 其可以

促进分解途径, 而干扰合成途径, 从而影响细胞的生

长和增殖[31]。尽管AMPK被称为是一种能量的传感

器和调节器, 现在有研究表明, AMPK还是一种氧化

应激的感应器和氧化还原反应的调节器。香烟烟雾

可以使细胞产生活性氧, 激活AMPK途径, 但AMPK
也可以抑制氧化应激。因此, AMPK可以维持细胞

内的氧化还原反应的平衡。活化的AMPK可以启动

自噬信号途径, 随后ATG7在自噬发生过程中起重要

作用(激活自噬级联), 而CDKN1B的水平下降预示

着细胞周期的调节存在异常。香烟烟雾可以上调

Parkin蛋白质水平, 而使线粒体融合蛋白1(mitofusin 
1, MFN1)与线粒体融合蛋白2(mitofusin 2, MFN2)水
平下降, 预示着自噬与线粒体功能紊乱有关, 表明发

生了线粒体自噬[32]。

Class I PI3K/AKT信号途径对细胞的生长和

存活起促进作用[33], PI3K/AKT信号途径可以激活

mTOR途径, mTOR与细胞的生长因素、营养素和

应激信号变化相关, 调节细胞的新陈代谢[34], 因而

mTOR途径也可以调节细胞生长[35], 是自噬途径的

负调节者[36]。ULK1是一种丝氨酸/苏氨酸激酶, 在
能量减少和缺乏时, 通过磷酸化Beclin-1, 激活脂酶

VPS34、调节自噬体的前体—吞噬泡的形成[37]。

对于下游的mTOR信号途径, 长期接触香烟烟雾可

以诱导ULK1的表达发生变化, 主要是因为AMPK和

mTOR通过协调ULK1的磷酸化作用来调节自噬途

径[34]。而上游的AMPK可以促使mTOR蛋白质水平

下降[28]。

4   香烟烟雾对小鼠卵巢和卵泡自噬相关

基因表达的影响
香烟烟雾是众所周知的危险因子, 对女性生殖

系统来说是潜在的高风险因子, 但也是可以预防的

危险因子。长期接触香烟烟雾可以减少原始卵泡和

生长发育阶段卵泡的数量, 使卵泡发育迟缓, 减轻卵

巢的重量, 也可使卵泡期提早进入黄体期[38], 最后耗

竭卵巢中的卵泡, 并导致女性提早进入更年期。对

于女性来说, 提早进入更年期标志着卵泡池中的卵

泡耗竭, 最常见的是原始卵泡耗竭, 导致停止排卵, 
并且周期性的激素水平发生改变, 最后导致绝经。

香烟烟雾可以通过诱导卵巢发生慢性氧化应

激[39], 促使细胞周期调节发生异常, 进而影响相关基

因的表达。研究发现, 长期接触香烟烟雾, 细胞周期

素依赖性激酶抑制剂1B/p27(cyclin dependent kinase 
inhibitor 1B/p27, CDKN1B/p27)的表达下降, 其可以

明显影响细胞周期, 是重要的细胞周期的调节分子, 
故香烟烟雾可以通过影响细胞周期, 从而阻碍甚至

是破坏卵巢卵泡生长发育的自然进程。

研究表明, C57BL/6雌性小鼠长期接触香烟烟

雾可以促使其卵巢自噬相关基因的表达发生变化, 
如表1所示[28]。荧光定量PCR结果显示, 香烟烟雾

接触组小鼠卵巢中的Prkaa2、Pik3c3、Map1lc3b的
表达明显上升, Akt1和mTOR的表达明显下降, Cxcr4
的表达稍下降, Pik3r1、Eif4ebp1、Ulk、Map1lc3a、
Pik3cg、Prkaa1、Rps6、Cdkn1b、Gapdh、Bad、
Sqstm1/p62和Atg7的表达无明显变化。Western blot结
果显示, 实验组小鼠(香烟烟雾接触组)中, AMPK催

化亚基α1+α2和ATG7蛋白的表达明显上升 , AKT1、
PI3KC3、mTOR、CDKN1B/p27和CXCR4的水平下

降, 而p62/SQSTM1的水平无明显的变化[28]。其中耐

人寻味的是, ATG7的蛋白质水平明显上升, 但RNA
水平未见上升, 反而有所下降, 这其中的机制尚不

清楚。推侧是否血管内皮细胞或其他细胞合成的

ATG7可通过血液运输到卵巢, 参与香烟烟雾诱导的

卵巢自噬调控。

有多项研究表明, 长期接触香烟烟雾可以诱导

卵巢发生氧化应激和内质网应激, 从而触发自噬途
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径的启动, 这在卵巢卵泡丢失的过程中起重要作用, 
可能是一种引起卵泡发育异常和引起生育力低下的

新原因。有研究显示, 把8周龄的C57BL/6雌性小鼠

全身暴露在香烟烟雾中, 制造香烟烟雾环境系统, 每
周作用5 d, 2次/d, 分别接触香烟烟雾4周、8周、9
周、17周, 发现卵泡在各个生长发育时期的卵泡数

量均在减少。而小鼠接触香烟烟雾8周时, 其原始卵

泡和总的卵泡数量丢失最明显。小鼠接触香烟烟

雾8周后, 处死小鼠并取出卵巢, 制成卵巢匀浆, 并
检测其应激反应, 发现与对照组相比, 实验组小鼠

的卵巢匀浆中热休克蛋白Hsp25水平上升。Western 
blot结果显示, 实验组小鼠卵巢中的超氧化物歧化酶

1(superoxide dismutase, SOD1)表达并没有明显变化, 
但SOD2的表达明显比对照组低, 而SOD2可以作为

减轻或消除活性氧对机体氧化或过氧化的损害, 预
示着, 长期接触香烟烟雾会导致体内氧自由基清除

能力的降低。此外, 实验组小鼠和对照组小鼠相比, 
Bcl-2表达下降, 但活化的胱冬肽酶-3(Caspase-3)[6]和

Bax的表达并没有明显变化, 尽管Bax׃Bcl-2的比例

可引起凋亡, 但没有其他证据证明其会促进凋亡的

发生。故长期接触香烟烟雾并不一定引起卵巢中的

卵泡发生凋亡反应。荧光定量PCR结果显示, 实验

组小鼠的Beclin-1与LC3的表达分别是对照组的1.46
倍和1.49倍[28]。

使用透射电子显微镜(transmission electron mi-
croscope, TEM)观察发现, 颗粒细胞的细胞核形态并

没有发生较大的变化, 但实验组(香烟烟雾处理组)
中颗粒细胞上的溶酶体和自噬体数目较多[1,32], 实
验组颗粒细胞的细胞核因较多的自噬体存在而移

位。此外发现, 香烟烟雾处理组的卵巢上有部分自

噬体占据在肿胀的线粒体上。Beclin-1在包括原始

卵泡在内的卵巢发育的各个阶段均有表达。通过

表1   长期接触香烟烟雾可以诱导卵巢自噬相关基因表达变化(根据参考文献[28]修改)
Table 1   Ovarian autophagy genes significantly altered by cigarette smoke exposure (modified from reference [28])

基因

Gene

上调/下调(↑/↓)
在自噬中的作用
Role in autophagyUp-graduate/down 

graduate (↑/↓)

Arsa ↑ Lysosomal arylsulfatase

Atg4b ↓ Cysteine protease ATG4B, cleaves LC3 precursor to LC3-I

Atg7 ↑ Enzyme essential for binding of other Atg proteins

Bad ↑ Competes with Beclin 1 for binding site on Bcl-2 proteins

Bak1 ↑ Bcl-2 interacting protein

Cdkn1b ↑ Coregulator of autophagy and the cell cycle

Ctsb ↓ Lysosomal cysteine protease, vesicle trafficking

Ctss ↓ Lysosomal cysteine protease

Cxcr4 ↑ Ligand binding to CXCR4 can initiate autophagy

Hsp90ab1 ↓ A negative regulator of autophagy

Map1lc3a ↑ Autophagic vacuole formation, organelle sequestration within autophagosome

Pik3c3 ↑ Binds to Beclin-1, essential in autophagosome formation

Pik3r4 ↓ Regulator of autophagy in response to alternate intracellular signals

Rab24 ↑ GTPase participated in vesicular transport

Sqstm1 ↑ Binds to LC3 to deliver ubiquitinated protein aggregates to autophagosome; eliminate damaged mitochondria

Tgm2 ↓ Enzyme participated in autophagolysosome maturation

Gapdh ↑ Increases mitochondrial autophagy

Arsa: 芳基硫酸酯酶A基因; Atg4b: 自噬相关基因4B; Atg7: 自噬相关基因7; Bad: 凋亡相关基因Bad; Bak1: 凋亡相关基因Bak1; Cdkn1b: 细胞周期

依赖蛋白激酶抑制剂1b基因; Ctsb: 组织蛋白酶B基因; Ctss: 组织蛋白酶S基因; Cxcr4: 趋化因子受体4基因; Hsp90ab11: 热休克蛋白90ab1基因; 
Map1lc3a: 微管相关蛋白1轻链3a基因; Pik3c3: 磷脂酰肌醇-3-激酶催化亚单位3基因; Pik3r4: 磷脂酰肌醇-3-激酶调节亚单位4基因; Rab24: 编码

Ras蛋白家族的一类小GTP酶; Sqstm1: 又称p62(泛素结合蛋白p62); Tgm2: 谷氨酰胺转移酶2基因; Gapdh: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶基因。

Arsa: arylsulfatase; Atg4b: autophagy related gene 4 homolog B; Atg7: autophagy related gene 7; Bad: BCL2-associated agonist of cell death; Bak1: 
BCL2-antagonist/killer 1; Cdkn1b: cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; Ctsb: cathepsin B; Ctss: cathepsin S; Cxcr4: chemokine (C-X-C motif) 
receptor 4; Hsp90ab1: heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1; Map1lc3a: microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha; 
Pik3c3: phosphoinositide-3-kinase class 3; Pik3r4: phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4; Rab24: member RAS oncogene family; Sqstm1: 
sequestosome 1, ubiquitin-binding protein p62; Tgm2: transglutaminase 2; Gapdh: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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免疫组化发现, 对照组中Beclin-1仅在卵母细胞上有

表达, 但在实验组卵巢的原始卵泡中发现, 在颗粒

细胞上也有表达。在对照组卵巢中, Beclin-1的着色

是小点状的, 在细胞质中只有少量的着色。然而在

实验组卵巢中, 细胞质的着色较明显, 且呈弥散样。

Western blot结果显示, 实验组小鼠卵巢匀浆的Bcl-2
水平明显下降, 而Beclin-1和LC3蛋白水平明显上

升。ELISA结果也表明, 实验组Beclin-1水平较高。

线粒体稳态对细胞的生存至关重要。卵母细

胞需要大量的能量发育成熟, 需要大量的线粒体供

能, 并且需要修复和维持线粒体DNA(mtDNA)的稳

定性。因此, 线粒体分裂和融合之间的平衡需要维

持, 其关键蛋白对于卵母细胞和颗粒细胞的生长发

育至关重要[32,40-42]。与对照组相比, 实验组小鼠卵

巢的parkin基因和Parkin蛋白质(Parkin在介导线粒

体自噬方面具有重要作用[43])的表达升高, 然而Mfn1
和Mfn2基因的表达下降, 线粒体融合蛋白MFN1和
MFN2水平明显下降, 促使线粒体碎片增多[44], 从而

导致线粒体功能发生障碍, 最终发生线粒体自噬。

故长期接触香烟烟雾可以促使卵巢颗粒细胞上的自

噬体数目增多, 激活自噬途径, 诱导颗粒细胞中的线

粒体发生功能障碍, 减少卵巢颗粒细胞的数量, 从而

导致卵泡的丢失, 最终加速卵泡池里的原始卵泡发

生耗竭[1,32]。

CXCR4与CXCL12是受体与配体的关系, 通
过提高细胞内的钙离子浓度来传递信号, 并促进

MAPK1/MAPK3的活性, 其也可以作为细胞外泛素

蛋白的受体, 从而提高细胞内钙离子水平, 降低细胞

的cAMP水平, 因此其可以同时参与细胞存活和细胞

死亡过程[45]。实验组动物在接触香烟烟雾8周后, 卵
巢中CXCR4蛋白质水平下降, Bad基因的表达并没

有特别大的变化, 而与CXCR4配体结合可以启动自

噬过程的发生[28], 香烟烟雾还可通过激活AMPK途

径联合抑制抗自噬因子AKT和mTOR, 促进卵巢自

噬过程的发生, 从而使卵巢中的卵泡发生丢失[28], 推
测自噬过程在香烟烟雾作用后的卵巢中发挥着重要

的作用。故有理由认为, 长期接触香烟烟雾可以促

使卵泡的丢失, 但可能并不是通过激活凋亡途径, 而
是通过氧化应激激活了自噬信号通路, 自噬作用可

能是香烟烟雾诱导卵巢卵泡丢失的关键原因。

通过以上研究推测凋亡过程在卵泡丢失过程

中所起的作用较弱, 起关键作用的是自噬途径[28]。

卵巢颗粒细胞可能是发生自噬的主要靶细胞之一, 
对于哺乳动物如人类和鼠类的颗粒细胞来说, 自噬

是一种重要的程序性细胞死亡途径[15]。长期接触

香烟烟雾可以诱导卵巢颗粒细胞发生自噬从而死

亡[1,15]。本实验室的研究发现, 体外培养的颗粒细胞

在香烟烟雾水溶液作用后, 自噬相关基因的表达发

生了改变(未发表的研究结果)。

5   展望
在女性的卵巢中, 不到1%的卵泡能完成排卵, 

大部分卵泡发生闭锁而消失。若相关不利因素加速

诱导卵巢中的卵泡发生闭锁, 则易导致卵巢功能早

衰, 这是女性不孕的重要因素, 而长期接触香烟烟雾

就是其中一项重要的不利因素。长期接触香烟烟雾

可以使卵巢功能减弱、卵巢卵泡储存量下降, 致使

女性生育力下降、辅助生殖的成功率下降并提早进

入更年期。

自噬是一种重要的程序性细胞死亡途径, 它可

能在卵巢卵泡发育过程中决定卵泡的命运(闭锁或

是排卵)。长期接触香烟烟雾可以通过上调AMPK
信号途径和抑制抗自噬因子AKT和mTOR等来诱导

卵巢卵泡发生自噬而闭锁, 自噬可能是香烟烟雾诱

导卵巢卵泡丢失的关键原因, 那么调节自噬过程可

能成为香烟烟雾所致卵巢早衰的潜在治疗方法。但

是, 目前香烟烟雾影响自噬在卵巢卵泡发育过程中

的研究报道非常少, 值得深入研究, 以期为女性不孕

不育的原因探索提供理论依据。
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