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B(a)P暴露干扰细胞周期调控蛋白影响孕早期

小鼠卵巢黄体功能
李南燕  徐翰婷  杨节  穆欣艺  高茹菲  李方方  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      该研究旨在探讨苯并(a)芘[Benzo(a)pyrene, B(a)P]对孕早期小鼠卵巢黄体功能的影响

及机制。体内模型 : 将昆明小鼠每晚按雌雄3:1的比例合笼 , 次晨查得阴栓记为孕第1天 (d1); 将其

随机分为对照组和B(a)P处理组 , 每日早晨称重后以0.1 mL/10 g动物体质量灌胃给予0.2 mg/(kg·d)
的B(a)P, 对照组灌胃等体积的玉米油, 收取d4、d7小鼠卵巢组织。体外模型: 培养小鼠卵巢颗粒细

胞KK-1, 将其分为对照组 (0.1% DMSO)、HCG组 (1.0 IU/mL HCG)、HCG+BPDE(1.0 IU/mL HCG
和0.5 μmol/L BPDE)联合处理组, 处理细胞24 h后进行后续检测。ELISA检测小鼠血清雌激素(E2)、
孕激素 (P4)水平 ; qRT-PCR检测体内外卵巢雌、孕激素合成限速酶3β-HSD、17β-HSD和P450SCC
的mRNA水平 ; 免疫组化检测卵巢组织切片中Ki67、PCNA的表达 , CCK-8检测KK-1细胞增殖情

况 ; Western blot、免疫组化和免疫荧光检测周期相关蛋白CyclinA1、CDK2、CDK4、CyclinB1以
及GAS1的表达情况。透射电镜和Mitotracker探针观察线粒体形态。与对照组相比, B(a)P暴露导致

孕早期小鼠血清中E2、P4水平明显降低 ; 同时 , 卵巢雌、孕激素合成限速酶3β-HSD、17β-HSD和

P450SCC mRNA水平下调 ; CCK-8结果显示 , BPDE暴露导致细胞活力下降 ; 体内B(a)P暴露导致卵

巢黄体中Ki67、PCNA表达下调; Western blot、免疫组化和免疫荧光结果显示, B(a)P或BPDE暴露

下调细胞周期相关因子CyclinA1、CDK2、CDK4、CyclinB1及GAS1水平; 电镜和免疫荧光结果显

示, BPDE暴露导致线粒体形态异常。B(a)P及其代谢物BPDE干扰细胞周期调控, 影响线粒体功能, 
进而导致孕早期小鼠卵巢黄体功能异常。
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Exposure to Benzo(a)pyrene in Early Pregnant Mice Impairs Ovarian 
Corpus Luteum Function by Interfering with Cell Cycle Regulation Proteins

LI Nanyan, XU Hanting, YANG Jie, MU Xinyi, GAO Rufei, LI Fangfang, WANG Yingxiong, CHEN Xuemei*
(Laboratory of Reproductive Biology, School of Public Health and Management, Joint International Research Laboratory of 

Reproduction & Development, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       This study was aimed to explore the effects and mechanism of B(a)P [Benzo(a)Ppyrene] on 
the function of ovarian corpus luteum during the early pregnancy of mice. For in vivo model, the female and 
male Kunming mice were mated to produce pregnancy at a ratio of 3:1 every night. At the next morning, the 
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female mice with vaginal copulation plugs were recorded as “pregnant day 1 (d1)”. The pregnant mice were 
randomly divided into control group and B(a)P-treated group. The B(a)P-treated group received 0.2 mg/(kg·d) 
B(a)P daily by oral gavage at 0.1 mL/10 g of body weight from d1, and the control group received corn oil. The 
pregnant mice were sacrificed by cervical dislocation on d4 and d7, and the ovaries were collected immediately. 
In vitro model, the cultured mouse ovarian granule KK-1 cells were divided into three groups and treated with 
vehicle alone (control group, 0.1% DMSO), 1.0 IU/mL HCG (HCG group) and 1.0 IU/mL HCG plus 0.5 μmol/L 
BPDE (HCG+BPDE group) simultaneously for 24 h. ELISA was used to detect the levels of serum estrogen and 
progesterone. The mRNA levels of 3β-HSD, 17β-HSD and P450SCC were determined by qRT-PCR. Immuno-
histochemistry was used to detect Ki67 and PCNA expression in ovarian tissue sections, and CCK-8 was used to 
detect the proliferation of KK-1 cells. Western blot, immunohistochemistry and immunofluorescence were used 
to measure the expression levels of CyclinA1, CDK2, CDK4, CyclinB1 and GAS1. The morphology of mito-
chondria was observed by transmission electron microscope and Mitotracker probe. B(a)P decreased the levels 
of serum estrogen and progesterone compared with the control group. The mRNA levels of 3β-HSD, 17β-HSD 
and P450SCC were down-regulated by B(a)P. The cell activity was weakened after BPDE exposure in vitro. B(a)
P exposure resulted in the down-regulation of Ki67 and PCNA expression. B(a)P or BPDE exposure decreased 
the expression of CyclinA1, CDK2, CDK4, CyclinB1 and GAS1. Electron microscopy and immunofluorescence 
results revealed that BPDE exposure could lead to abnormal mitochondria morphology. B(a)P exposure might 
disturb the cell cycle and affect mitochondrial function, which leaded to luteal dysfunction in early pregnancy 
mice.

Keywords        Benzo(a)pyrene; ovary; cell cycle; mitochondria; GAS1

苯并 (a)芘 [Benzo(a)pyrene, B(a)P]是多环芳烃中

最具代表性的一种 , 研究证实其具有致癌、致畸、致

突变性和生殖毒性 [1]。孕期B(a)P暴露会导致女性生

殖功能异常 , 进而影响胎儿存活率 [2]。课题组前期研

究证实 , 孕早期B(a)P暴露会影响小鼠子宫内膜容受

性的建立, 降低小鼠胚胎着床位点数目[3], 干扰胚胎着

床后的子宫内膜蜕膜化过程 , 影响胚胎的发育 [4]。而

孕早期卵巢雌、孕激素的合成与分泌对胚胎植入及

子宫内膜基质细胞蜕膜化等过程的正常进行具有重

要作用。众所周知 , 卵巢是体内合成和分泌雌、孕激

素的主要器官 , 排卵后卵泡壁塌陷 , 卵泡膜的结缔组

织、毛细血管等伸入到颗粒层 , 在黄体生成素作用下

形成黄体(corpus luteum), 其中黄体颗粒细胞是最主要

的分泌细胞。黄体颗粒细胞的黄体化状态的维持是

妊娠期卵巢持续分泌雌、孕激素的关键所在 , 对于维

持妊娠的正常进行至关重要 [5-6]。孕期卵巢黄体功能

异常必然影响胚胎植入。已有的关于B(a)P的卵巢毒

性方面的研究多集中于其对卵泡发育的影响[7-8], 而对

孕期卵巢黄体功能的影响鲜有报道。因此 , B(a)P通
过何种途径影响孕早期卵巢黄体功能值得关注。

卵巢的颗粒细胞在卵泡发生、排卵和黄体化过

程中经历细胞周期进程的动态调节 [9-10]。黄体化过程

最重要的事件就是细胞周期进程的变化 , 黄体的形

成、维持及退化均受到细胞周期严格调控。在黄体

化开始阶段 , 黄体生成素激增触发颗粒细胞退出细胞

周期, 开始向黄体细胞分化, 在整个功能性黄体的维持

阶段保持一个非增殖状态 [11]。在诱导黄体退化后 , 类
固醇生成细胞又重新进入细胞周期[12]。细胞周期分为

DNA合成前期 (G1期 )、DNA合成期 (S期 )、蛋白质合

成(G2期)、分裂期(M期), 这一过程主要受到周期因子

的调控。细胞周期的2个主要检测点是 : G1/S、G2/M。

有研究报道 , B(a)P与细胞周期调节密切相关 [13-14]。而

B(a)P暴露导致小鼠卵巢黄体功能异常是否与细胞周

期调控因子紊乱有关尚不清楚。因此 , 本研究旨在从

细胞周期调控蛋白的角度探讨B(a)P对小鼠卵巢颗粒

细胞黄体功能的影响及可能的机制。本研究结果将

为深入探讨B(a)P影响胚胎着床的机制及更加全面地

了解B(a)P的雌性生殖毒性提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

B(a)P、玉米油、BPDE、β-actin抗体、CyclinA1
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抗体均购自Sigma-Aldrich公司 ; 人绒毛膜促性腺激

素 (human chorionic gonadotrophin, HCG)购自Milli-
pore公司 ; DMEM培养基购自Gibco公司 ; 胎牛血清

购自天津康源生物技术有限公司; 青霉素、链霉素、

CCK-8(cell counting kit-8)、CDK1抗体、SDS-PAGE
凝胶配制试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限公

司 ; CyclinB1、CDK2、CDK4、PCNA、Ki67、磷

酸化组蛋白H3(phospho-histone H3, pHH3)等抗体

均购自CST公司 ; 生长抑制特异性蛋白1(growth ar-
rest specific 1, GAS1)抗体购自武汉三鹰生物技术有

限公司 ; HRP标记二抗购自北京中杉金桥生物技术

有限公司 ; 雌激素、孕酮ELISA检测试剂盒均购自

上海研辉生物科技有限公司 ; 3β-HSD、17β-HSD、

P450SCC、GAS1引物均购自TaKaRa公司。

1.2   方法

1.2.1   动物实验与材料收集      本实验选用 SPF
级雌雄昆明小鼠 (6~8周龄 ,  25~30  g ) ,  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]。小鼠饲养于 (22±2) °C、
(55±10)%相对湿度, 自由饮水和进食。所有动物实

验均获得重庆医科大学伦理委员会审查批准。

取昆明小鼠, 每日17:00按照雌雄3:1的比例将

小鼠合笼交配, 第2天早晨8:00查得阴栓记为妊娠第

1天(d1), 计算妊娠天数。将孕鼠随机分为对照组和

B(a)P组, 每组共收取25只小鼠。从d1起, 每日称重

小鼠体质量, 根据小鼠体质量0.1 mL/10 g灌胃给予

0.2 mg/(kg·d)浓度的B(a)P, 对照组给予玉米油。孕

鼠分别于d4、d7脱颈处死并分离卵巢, 用于后续相

关实验。

1.2.2   细胞培养      小鼠卵巢颗粒细胞(KK-1)由夏国

良教授 (中国农业大学农业生物技术国家重点实验

室)赠送。细胞培养用含10%胎牛血清、100 U/mL青
霉素和链霉素、10 U/mL两性霉素B的DMEM培养基

在37 °C、5% CO2条件下培养, 细胞贴壁生长。为了

模拟体内孕早期卵巢黄体化的过程 , 用HCG来诱导

KK-1细胞黄体化。二羟环氧苯并芘(benzo(a)pyren-7, 
8-dihydrodiol-9, 10-epoxide, BPDE)为B(a)P的体内

代谢物 , 用于进行体外实验。设立对照组、HCG
组、HCG+BPDE联合处理组。用HCG(1.0 IU/mL)、
BPDE(0.5 μmol/L)处理细胞24 h进行体外实验。

1.2.3   血清激素水平分析      用乙醚麻醉小鼠, 摘除

眼眶采血后立即处死。于室温条件静置 60 min后 , 
1 000 r/min离心 10 min，取上层血清。用ELISA
检测试剂盒检测血清中雌、孕激素水平。分别将

样品血清和标准品按照90 μL/孔加入反应孔中, 再
加入 10 μL/孔配制好的辣根过氧化物酶标记雌二

醇或孕酮 , 混匀后用封板膜封住反应孔 , 室温避光

孵育2 h。用洗涤液清洗3次后置于吸水纸上拍干。

加入显色剂TMB溶液100 μL/孔 , 用封板膜封住反

应孔, 室温避光孵育20 min。按50 μL/孔加入终止

液 , 混匀后立即测量吸光度D450值 , 根据标曲计算

样品相应浓度。

1.2.4   qRT-PCR法检测mRNA表达水平      取适量组

织加入Trizol, 在冰上用组织匀浆器研磨至无肉眼可

见组织, 细胞直接加入Trizol不用研磨, 再加入氯仿混

匀后冰上静置30 min, 4 °C、12 000 r/min离心15 min, 
取上清液 , 加入异丙醇后于冰上静置10 min, 4 °C、
12 000 r/min离心10 min, 弃上清 , 用75%乙醇(无水乙

醇:DEPC水=3:1)清洗沉淀后再次离心, 将沉淀RNA溶

于适量DEPC水中, 测RNA的浓度和纯度并记录, 利用

逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA。qRT-PCR反应

条件: 95 °C初始变性10 s; 95 °C变性15 s, 60 °C退火和

伸长30 s, 随后进行39次循环。每个样本设立3个复孔, 
以β-actin为内参, 用2–ΔΔCt法计算基因相对表达量。

1.2.5   免疫组化(immunohistochemistry, IHC)      取
小鼠卵巢进行石蜡包埋, 用石蜡切片机切卵巢组织, 
切片烤干后进行免疫组化。用二甲苯脱蜡后于酒

精中进行梯度脱水, 用枸橼酸盐进行抗原修复。滴

加3% H2O2消除内源干扰, 滴加山羊血清于37 °C封
闭30 min, 孵一抗: CyclinA1(1:200)、CDK2(1:200)、
CDK4(1 :200)、Ki67(1 :300)、PCNA(1 :300)、
pHH3(1:300)于4 °C过夜。次日, 滴加二抗于37 °C孵
育30 min, 再滴加辣根过氧化物酶孵育, 用DAB进行

显色至棕色无法加深后终止, 浸入酒精梯度脱水后

转入二甲苯, 用中性树胶封片, 于显微镜下观察。具

体方法参照课题组之前的实验步骤[15]。

1.2.6   CCK-8法检测细胞增殖能力      取对数生长

期的KK-1细胞 , 将细胞浓度调整为 1×108个 /L, 接
种于96孔板中, 每孔加入100 μL的细胞悬液。实验

分3组 , 每组3个复孔。空白对照组 : 不含细胞和药

物处理, 仅含DMEM完全培养基; 对照组: 含细胞、

DMEM完全培养基 , 但不含药物处理 ; 实验组 : 含
细胞、DMEM完全培养基和药物处理 (HCG组和
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HCG+BPDE组 )。加药培养 24 h后 , 所有组都换成

完全培养基 , 每孔加入 10 μL CCK-8工作液 , 继续

于37 °C孵育2 h, 在450 nm处检测其吸光度(D)值。

计算细胞活力, 细胞存活率=(D实验组–D空白对照

组)/(D对照组–D空白对照组)×100%。

1.2.7   免疫印迹法(Western blot)检测相关蛋白的表

达      取适量组织加入裂解液, 用组织匀浆器研磨至

无肉眼可见组织, 冰上裂解30 min, 4 °C、12 000 r/min
离心15 min, 取中间层蛋白质溶液。用细胞裂解缓冲

液刮取KK-1细胞蛋白。用BCA试剂盒测定蛋白含量, 
用酶标仪检测样品的吸光度值 , 计算样品浓度。将蛋

白加入SDS上样缓冲液煮15 min后于–80 °C保存。配

制12%分离胶、5%浓缩胶进行上样电泳, 湿转将凝胶

上蛋白转印至PDVF膜上, 用5%脱脂奶粉(溶于PBST)
于37 °C封闭60 min, 孵育抗GAS1抗体 (1:1 000)、抗

CyclinA1抗体 (1:1 000)、抗CDK2抗体 (1:1 000)、抗

CyclinB1抗体 (1:1 000)、抗CDK4抗体 (1:1 000)和抗

β-actin抗体(1:3 000)于4 °C过夜。次日, 用PBST洗膜(4
次, 每次10 min)后, 加入二抗(1:3 000)于37 °C孵育1 h; 
用PBST洗膜(4次, 每次10 min)后, 使用ECL系统显色。

以β-actin为内参, 运用Quantity One软件测量显色条带

灰度值。

1.2.8   免疫荧光 (immunofluorescence, IF)     将
KK-1细胞传代接种于24孔板爬片上 , 加药处理24 h
后弃去培养基 , 用4%多聚甲醛于 4 °C固定30 min, 
用PBS洗 3次 , 每次 5 min, 再用 5%牛血清白蛋白 ( 
bovine serum albumin, BSA)于37 °C水浴封闭1 h, 
抗GAS1(1:200)、CyclinB1(1:150)、CDK1(1:150)、
COX4(1:200)一抗于4 °C孵育过夜。次日 , 取出并于

室温复温30 min, PBS洗3次, 每次5 min, 于37 °C水浴

避光孵育荧光二抗(1:100) 1 h, PBS洗3次, 每次5 min, 
滴加含DAPI的抗荧光猝灭剂于载玻片上 , 抠取爬片

倒置于载玻片上避光4 °C保存, 并在共聚焦显微镜下

观察。

1.2.9   透射电子显微镜(transmission electron micros-
copy, TEM)      胰酶消化并收集培养的KK-1细胞 , 
800 r/min离心5 min后, 底部形成细胞团块, 吸去上清, 
沿管壁加入固定液戊二醛于4 °C保存。后续样品切

片制备及拍照工作于重庆医科大学电镜室完成。观

察细胞中线粒体和脂滴等亚细胞结构。

1.3   统计学方法

运用GraphPad Prism 5.0软件进行统计分析, 每

个实验至少重复3次。所有数据均采用均数±标准差

(x
_
±s)表示, 分别使用t检验和单因素方差分析对两组

和多组数据进行统计分析。P<0.05表示差异具有统

计学意义。

2   结果
2.1   B(a)P影响妊娠小鼠卵巢功能

由于卵巢是体内合成和分泌雌、孕激素的主要

器官 , 而孕早期雌、孕激素的合成与分泌对胚胎植

入有重要作用。为了探究B(a)P是否会影响卵巢功能, 
采用ELISA检测了孕d4、d7小鼠中雌、孕激素水平, 
发现B(a)P处理组E2、P4水平均下调, 进一步用qRT-
PCR检测雌、孕激素合成相关酶类的mRNA水平 , 
发现与对照组相比 , B(a)P处理组3β-HSD、 17β-HSD
和P450SCC水平均下调。体外结果与体内一致 , 差
异均有统计学意义(P<0.05)(图1)。
2.2   B(a)P抑制妊娠小鼠卵巢细胞增殖

卵巢颗粒细胞的增殖分化异常会影响卵巢功

能。IHC检测 d4小鼠卵巢石蜡切片细胞增殖指标

Ki67、PCNA、pHH3的表达 , 发现在B(a)P处理组

中Ki67、PCNA和 pHH3在卵巢黄体细胞核内的表

达下调 ; 用CCK-8检测KK-1细胞活力 , 与HCG组相

比 , BPDE暴露后细胞活力下调 , 差异有统计学意义

(P<0.05), 提示B(a)P能抑制卵巢颗粒细胞增殖(图2)。
2.3   B(a)P抑制细胞周期G1/S期的转化

细胞周期的正常进行是完成增殖的必要条件 , 
这一过程受到一系列细胞周期调控蛋白的调节。且

细胞周期与黄体化进程相关 , 黄体生成素激增触发

颗粒细胞退出细胞周期 , 并向黄体细胞分化。因此 , 
我们进一步检测了B(a)P对细胞周期调控因子的影

响。Western blot和 IHC结果显示 , 调控G1/S期的标

志分子CyclinA1、CDK2、CDK4在B(a)P处理后下

调, Western blot结果显示, 调控G2/M期的CyclinB1在
B(a)P处理后也下调。体外Western blot结果与体内

趋势一致, 差异有统计学意义(P<0.05), 提示B(a)P能
够将卵巢颗粒细胞阻滞在G1期(图3)。
2.4   B(a)P影响妊娠小鼠卵巢线粒体功能

细胞增殖过程需要能量的供给 , 而线粒体是细

胞内能量供应及激素合成的首要和主要场所。线粒

体的形态变化与细胞周期停滞密切相关。本研究中

的电镜结果显示 , 与HCG组相比 , BPDE组内出现脂

滴的蓄积 , 存在明显的线粒体肿胀和线粒体数量减
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少。Mitotracker探针标记线粒体结果显示 , BPDE暴
露导致卵巢颗粒细胞中的线粒体网络解体、分支

减少, 呈明显管状形态。有研究表明, 细胞周期蛋白

CyclinB1/CDK1的线粒体流入量增加与细胞周期G2/
M过渡有关 [16]。IF检测CyclinB1与COX4、CDK1与
COX4共染, 与HCG组相比, BPDE暴露后, CyclinB1
与COX4、CDK1与COX4的共定位均下降 (图4), 提
示CyclinB1/CDK1的线粒体流入量下降。

2.5   B(a)P抑制妊娠小鼠卵巢GAS1的表达

有研究报道 , GAS1参与细胞周期的调控 , 并且

与排卵和卵泡黄体化有关 , 此外 , GAS1的下调也会

影响卵巢黄体功能 [17-18]。本研究通过 IF、Western 
blot、PCR检测发现, 体内B(a)P及体外BPDE暴露均

抑制了GAS1表达 , 差异有统计学意义 (P<0.05)(图

5)。以上结果说明, GAS1也可能是B(a)P暴露干扰卵

巢黄体功能的潜在靶点。

3   讨论
B(a)P是一种环境内分泌干扰物 , 可通过多种途

径被人体吸收。我们的前期研究发现 , B(a)P影响孕

早期小鼠胚胎植入及蜕膜化过程 [4]。在小鼠体内胚

胎植入前即孕d4, 卵巢出现一个雌激素分泌的高峰 , 
调节小鼠子宫进入容受性状态 , 利于胚胎植入。胚

胎植入后 , 黄体细胞分泌的孕酮调节子宫内膜的蜕

膜化, 维持妊娠。有研究报道, B(a)P具有卵巢毒性[19]。

卵巢黄体作为一个短暂的内分泌器官 , 对妊娠母体

孕酮水平及妊娠胎儿发育的调控起着不可或缺的作

用 , 但目前关于孕早期B(a)P暴露影响卵巢黄体功能
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A: 血清雌、孕激素水平; B: 卵巢组织雌、孕激素合成限速酶的mRNA水平; C: KK-1细胞雌、孕激素合成限速酶的mRNA水平。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001。
A: estrogen and progesterone levels in serum; B: the mRNA levels of steroid hormone synthesis-associated genes in ovarian tissues; C: the mRNA lev-
els of steroid hormone synthesis-associated genes in KK-1 cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图1   B(a)P对卵巢中雌、孕激素水平的影响

Fig.1   Effects of B(a)P on the levels of estrogen and progesterone in ovarian tissues
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的研究并不深入。在本研究中 , B(a)P暴露导致在孕

d4、d7体内雌激素 (E2)、孕激素 (P4)水平显著下降 , 
体内外类固醇激素合成相关酶3β-HSD、17β-HSD、

P450SCC的mRNA水平均下调 , 提示B(a)P暴露导致

孕早期小鼠卵巢黄体功能受损。

黄体形成过程包括细胞周期停滞、组织重塑和

血管化。进行黄体化的细胞不增殖 , 黄体生成素激

增触发颗粒细胞退出细胞周期 , 并开始向黄体细胞

分化。因此 , 黄体化与细胞周期密切相关。细胞增

殖过程受到细胞周期的调控 , 细胞增殖受到抑制会

导致卵巢功能异常引发相关疾病 [20]。Ki67存在于G0

期以外的增殖周期中 , PCNA主要存在于DNA合成

期(S期), 而pHH3标志细胞进入有丝分裂期(M期), 三

者都是细胞增殖的常见指标 [21]。本研究通过免疫组

化检测Ki67、PCNA、pHH3在卵巢黄体组织中的表

达 , 并用CCK-8实验检测体外细胞活力 , 探究B(a)P
对卵巢颗粒细胞增殖的影响。结果表明 , B(a)P对卵

巢颗粒细胞的增殖有显著的抑制作用。在细胞分裂

增殖的过程中 , 细胞周期蛋白Cyclins和细胞周期蛋

白依赖性激酶CDK起着重要的调控作用 [22-23], 其中

CyclinA与CDK2结合, CyclinD与CDK4结合, 均促进

细胞G1/S期的转换。CyclinB与CDK1结合形成M期

促进因子 , 引发G2/M期的转变。当DNA受损时 , p21
能够与CyclinA/CDK2复合物结合从而抑制其活性 , 
使细胞周期阻滞在G1期。本研究中Western blot结
果显示 , 孕早期B(a)P暴露会抑制细胞周期相关蛋白
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A: the expression of Ki67, PCNA and pHH3 in corpus luteum was detected by IHC; B: the cell viability of KK-1 cell was detected by CCK-8. *P<0.05, 
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图2   B(a)P对卵巢颗粒细胞增殖的影响

Fig.2   Effect of B(a)P on ovarian granular cell proliferation
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CyclinA1、CDK2、CDK4、CyclinB1的表达, 这可能

与B(a)P抑制卵巢颗粒细胞G1/S期的转化有关。

细胞增殖过程需要能量的供给 , 而线粒体是细

胞内能量供应激素合成的首要和主要场所。线粒体

的形态变化与细胞周期停滞密切相关 [24]。在细胞周

期停滞时 , 线粒体网络从互相连接转变为碎片化 [25]。

线粒体是CDK调控细胞周期中的关键细胞器 , CDK4
上调线粒体抗氧化剂锰超氧化物歧化酶 (manganese 
superoxide dismutase, MnSOD)[26], CyclinD1抑制B细胞

线粒体活性 [27]。CyclinB1/CDK1调控线粒体在细胞

周期进展和增殖中的活性 [28]。有文献报道 , CyclinB1/
CDK1的线粒体流入量增加与细胞周期G2/M过渡有

A: Western blot检测卵巢组织中细胞周期调控蛋白的表达水平; B: IHC检测卵巢黄体中细胞周期调控蛋白的表达; C: Western blot检测KK-1细胞

中周期调控蛋白表达水平。*P<0.05, **P<0.01。
A: the expression of cell cycle-related proteins in ovaries was detected by Western blot; B: the expression of cycle-related proteins in corpus luteum was 
detected by IHC; C: the expression of cell cycle-related proteins in KK-1 cells was detected by Western blot. *P<0.05, **P<0.01.

图3   B(a)P对卵巢颗粒细胞周期的影响

Fig.3   Effect of B(a)P on ovarian granular cell cycle
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关 , 细胞可以通过CyclinB1/CDK1介导的线粒体呼吸

链复合物I(respiratory complexes I, CI)亚基激活和线粒

体ATP生成 , 来应对G2/M转化过程中细胞燃料需求的

增加 , 这代表线粒体活性与G2/M转化之间具有一定的

同步性 , 为细胞周期进程提供了充足的能量供应 [16]。

在本研究中, 体内外Western blot结果显示, 孕早期B(a)
P暴露导致CyclinB1下调 ; 免疫荧光结果显示 , 相较于

对照组 , HCG组CyclinB1/CDK1与线粒体共定位下降 , 
说明HCG诱导颗粒细胞黄体化进程中出现细胞周期

G2/M阻滞。而相比于HCG组 , BPDE暴露后 , CyclinB1
与COX4、CDK1与COX4的共定位进一步下降 , 提示

CyclinB1/CDK1的线粒体流入量减少 , 会影响线粒体

ATP的生成, 导致G2/M转化过程中的能量供给下降, 从
而影响G2/M转换 , 细胞周期被过度阻滞。虽然细胞周

期阻滞有利于黄体化 , 但这种阻滞也是处于一定的平

衡状态 , 过度抑制细胞周期相关蛋白会诱导细胞凋亡

的发生 [29-30]。课题组前期研究也证实 , B(a)P暴露诱导

了卵巢颗粒细胞凋亡[31]。此外, Mitotracker探针标记线

粒体显示 , BPDE暴露导致卵巢颗粒细胞中的线粒体

网络解体、分支减少, 呈明显管状形态; 电镜结果显示, 
BPDE组存在明显的线粒体肿胀且线粒体数量减少 , 
同时还观察到脂滴的蓄积。在卵巢中脂滴是合成各

种激素的底物, 其作为动态储存脂肪的细胞器, 与能量

动力车间线粒体有密切联系。线粒体的形态学改变

与线粒体功能障碍有关[32]。胆固醇向线粒体外膜的转

移受到类固醇合成急性调节蛋白 (steroidogenic acute-
regulatory protein, StAR)的调控 , 这也是类固醇激素生

物合成的起始和限速步骤。此后 , 细胞色素P450SCC
会在线粒体内膜将胆固醇转化为孕烯醇酮来启动类

固醇生成[33]。线粒体作为类固醇激素生物合成的中心

部位, 孕早期B(a)P暴露导致线粒体功能异常将会影响

孕期卵巢黄体功能。虽然周期调控因子的下调抑制

细胞增殖, 有利于黄体化, 但是其对线粒体能量供应的

影响也会抑制线粒体的功能 , 从而影响黄体激素的合

成。

GAS1是一种糖基磷脂酰肌醇连接的膜蛋白 , 

A: KK-1细胞的代表性TEM图像(红色箭头: 线粒体; L: 脂滴; 黑色方框: 局部放大区域); B: Mitotracker探针标记线粒体; C: IF检测CyclinB1与
COX4共定位; D: IF检测CDK1与COX4共定位。

A: TEM images of KK-1 cells (red arrow: mitochondria; L: lipid droplet; black box: locally enlarged area); B: Mitotracker probe marked mitochondria; C: 
the co-location of CyclinB1 and COX4 was detected by IF; D: the co-location of CDK1 and COX4 was detected by IF.

图4   BPDE暴露对卵巢颗粒细胞线粒体的影响

Fig.4   Effect of BPDE exposure on the mitochondria in ovarian granular cell
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A: IF检测卵巢黄体组织GAS1表达; B: Western blot检测卵巢组织GAS1的蛋白水平; C: PCR检测卵巢组织GAS1的mRNA水平; D: IF检测KK-1细
胞中GAS1表达; E: Western blot检测KK-1细胞GAS1的蛋白水平; F: PCR检测KK-1细胞GAS1的mRNA水平。*P<0.05, **P<0.01。
A: the expression of GAS1 in corpus luteum was detected by IF; B: the expression of GAS1 protein in ovaries was detected by Western blot; C: the 
mRNA level of GAS1 in ovaries was detected by PCR; D: the expression of GAS1 in KK-1 cells was detected by IF; E: the expression of GAS1 protein 
in KK-1 cells was detected by Western blot; F: the mRNA level of GAS1 in KK-1 cells was detected by PCR. *P<0.05, **P<0.01.

图5   B(a)P对卵巢组织和KK-1细胞中GAS1的影响

Fig.5   Effect of B(a)P on the GAS1 expression in ovarian tissues and KK-1 cells
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在调控细胞的增殖和存活中发挥重要作用。GAS1
参与细胞周期的调控 , 其过表达会导致细胞停滞在

G0/G1细胞周期阶段 [34]。内皮细胞中血管内皮生长

因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)通过

激活PI3K诱导GAS1的表达 , 抑制细胞凋亡 , 而沉默

GAS1则增加了内皮细胞的细胞凋亡 [35]。尽管有数

据证明 , GAS1的2个主要功能是引起细胞周期阻滞

和细胞凋亡 [36-37], 但GAS1可能会根据细胞分化和特

定细胞内介体的存在而发挥不同的作用。有研究

表明 , GAS1在颗粒细胞中作为黄体生成素激增的关

键转录因子C/EBP的靶基因被诱导 , 并与排卵和黄

体化有关 ; 在颗粒细胞特异性敲除GAS1不会影响颗

粒细胞周期阻滞 , 也不会阻止它们在促黄体生成素

(luteinizing hormone, LH)和HCG的作用下向黄体细

胞分化 , 但会导致多个黄体化相关基因的mRNA水

平下降 [38], 提示GAS1的下调会影响黄体细胞功能。

在本研究中 , 体内外结果显示 , 孕早期B(a)P暴露会

抑制GAS1的表达 , 提示B(a)P也可以通过细胞周期

阻滞以外的机制影响颗粒细胞的黄体功能。

综上所述, 孕早期B(a)P暴露会抑制雌、孕激素

及合成相关酶的产生, 扰乱妊娠早期卵巢的正常功

能, 其作用机制可能是通过影响细胞周期调控蛋白, 
干扰细胞周期进程, 损伤线粒体功能进而抑制雌、

孕激素的合成。本研究首次从细胞周期调控蛋白的

角度探讨了B(a)P导致孕早期卵巢黄体功能异常的

机制, 研究结果为更加全面深入地了解B(a)P影响胚

胎着床的机制提供新的方向和线索。
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