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"摘要#!目的$观察甲醛对雌性大鼠卵巢组织 c=0!D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 表达的影响!探讨甲醛对

雌性大鼠卵巢毒性的分子机制" 方法$将 '# 只雌性 Q]大鼠随机分为正常对照组和 % 个不同浓度甲醛

处理组! 腹腔注射甲醛! 剂量分别为 "#/# !"/# 和 #/" 1?+O?! 每天 $ 次!连续 $' B 后处死所有大鼠后

取卵巢组织!用 YMKUTY检测 c=0和 D=0*=03KR 1Y:9表达!e30)3@2 印迹检测 c=0蛋白表达!分光光度法检

测 D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 的活性" 结果$甲醛染毒组动物卵巢组织 c=0与 D=0*=03KR 1Y:9表达以及

D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 活性明显高于对照组!且随剂量的增加而增加 #Og#/#& $ " 结论$c=0基因表达与

D=0*=03活性的增强可能是甲醛诱导雌性动物卵巢毒性的重要机制"

"关键词#! 甲醛%!大鼠%!卵巢毒性%!c=0%!D=0*=03
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D=0*=03K% >E>X=@.)<00A30<2 )(3@=)0)@3=)3B N<)( E>@1=CB3(.B30<?2<E<D=2)C.<2D@3=03B N<)( B>03!Og

#/#& "/0%+(>31*%+! M(3<2D@3=03>Ec=0?3233,*@300<>2 =2B )(3=D)<X<).>ED=0*=03KR =2B

D=0*=03K% 1=.-3)(3<1*>@)=2)13D(=2<01 >E>X=@<=2 )>,<D<).<2BAD3B -.E>@1=CB3(.B3<2 E31=C3

@=)0/

E$/ F%'21$!E>@1=CB3(.B3'!@=)'!>X=@<=2 )>,<D<).'!c=0'!D=0*=03

!!甲醛是城市生态系统中的重要污染物#对人

体健康造成了极大的危害#已被世界卫生组织确

认为致癌和致畸物质($)

+ 甲醛对人体健康的影响

涉及诸多方面#主要有眼和呼吸道的刺激症状 ,

过敏性变态反应性皮炎 ,肝脏损害 ,肺脏损害 ,神

经毒作用 ,遗传毒性等(")

+ 近年来#甲醛的生殖

毒性已经受到研究者的广泛关注 + 已有研究(%K')

发现$甲醛能对雌性小鼠的动情周期及卵巢造成

不良影响#使雌性小鼠卵巢生殖细胞发生 ]:9K

蛋白质交联效应 + 笔者的前期实验(&) 也发现#甲

醛对 Q]雌性大鼠卵巢储备功能有一定损害#本

实验是在前期实验的基础上#进一步研究甲醛对

雌性大鼠卵巢毒性的分子机制 +

GH材料与方法

$/$!材料

$/$/$!主要试剂

甲醛购自上海溶剂厂#c=0多克隆抗体为美国

Q=2)=T@Aa公司产品#9D)<2 单克隆抗体及二抗购

自美国 Q<?1=公司#JTG显色试剂盒购自美国通

用公司#MY8a>C为美国 PYT公司产品#反转录试

剂盒 ,M=Z 酶及 B:MU为美国 c3@132)=0公司产品#

c=0#D=0*=03KR 和 I9U]F引物由上海博亚生物技

术公司提供#D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 活性检测试剂

盒购自江苏碧云天生物技术公司 +

$/$/"!动物

健康清洁级 R 周龄雌性 Q]大鼠 '# 只#购自

中南大学湘雅医学院动物实验学部提供#动物生

产许可证编号$ QT;k! 湘 " "##SK###" # 体质量

! $S# n$# " ?#发育良好 #自由饮水进食#普通饲

料食喂养 +

$/"!方法

$/"/$!动物分组及模型制备

受试雌性大鼠适应性饲养 $ 周后#随机分为 '

组#即正常对照组,低剂量甲醛组!#/" 1?+O?" ,中剂

量甲醛组!"/# 1?+O?" ,高剂量甲醛组!"#/# 1?+O?" #

每组各 $# 只+ 各试验组动物#在常规消毒下#均采

用腹腔注射甲醛#$次+B#连续 $' B+

染毒结束第 " 天处死动物#取左侧卵巢组织#

迅速放入液氮中保存以提取 Y:9'取右侧卵巢组

织#于液氮中速冻后转于 56# b冰箱保存用于提

取蛋白 +

$/"/"!观察指标及检测方法

$/"/"/$!c=0与 D=0*=03KR 1Y:9表达检测

用 YMKUTY技术测定#总 Y:9提取及反转录

反应按试剂盒说明书步骤进行 + 引物序列均根

据 I32V=2O 数据库#用 U@<13@% 软件辅助设计 #c=0

上游引物$ &pKI9T9IMMTTTMTTTT9TT9MTMMIK%p#

下游引物$ &pKTTMITMIMITT9MTIMTMITMMK%p#扩

增产物长度 $4% -* ' D=0*=03KR 上游引物$&pKIMK

MTMTMT9IMMITTMMMTK%p#下游引物 $&pK9ITMIM9K

9TTMIMTITTI9IMTTTK%p#扩增产物长度 "$# -* '

28OGB上游引物$ &pKTM9TTT9TIIT99IMMT99MK

%p#下 游 引 物$ &pKII9MIT9III9MI9MIMMTMK%p#

扩增产物长度 &#$ -* + UTY反应总体积为 "&

!

G#包括 $$ # d缓冲液"/&

!

G#" & 11>C+GP?TC

"

"

!

G#$ # 11>C+GB:MU"/&

!

G# &

!

1>C+G28OF

GB上 下 游 引 物 各 $

!

G# $#

!

1>C+G c=0! 或

D=0*=03KR "上下游引物各 $

!

G# & H+

!

GM=Z]:9

聚合酶 #/%

!

G#D]:9$

!

G# BBF

"

[$"/6

!

G+ 反

应条件 $ 4 & b预变性 & 1<2 ' 4 ' b变性 % # 0#

& & b退火 % # 0# 6 " b延伸 ' # 0#循环 % & 次 '

6 " b延伸 $ # 1<2 + UTY产物于 $ /&\琼脂糖凝

胶中电泳 # QW:IJ:J凝胶成像系统对各电泳带

的光密度进行分析 #计算目的基因与同管内参

照 I9U]F的光密度的比值 #即为目的基因 1YK

:9表达的半定量结果 +

$/"/"/"!c=0蛋白表达测定

用 e30)3@2 印迹技术检测蛋白表达#在液氮低温

"'%
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下用 " dQ]Q 裂解液裂解组织#' b $" ### @+1<2 离

心 $# 1<2#取上清液中蛋白以 VT9法测定蛋白浓

度#加上样缓冲液混合煮沸 & 1<2 后#取 "#

!

?蛋

白上样加入 $#\ Q]QK聚丙烯酰胺凝胶#在恒压

R# `下电泳分离后#以恒压 $"# `将蛋白转移至

聚偏二氟乙烯 ! Ù]c"膜上#用含 &\脱脂奶粉室

温封闭 $ (#加入一抗 !c=0抗体浓度为 $m&## #=DK

)<2 抗体浓度 $m"# ### " ' b过夜#洗膜后加二抗

! $m& ### " 室温孵育 $ ( #洗膜后用 JTG液显色

& 1<2#移至暗室中 ;线片曝光#显影#定影 + 将 ;

线片扫描后#采用 7H9:M8MW$ 软件分析各条带灰

度值#将各目的条带灰度值除以同一标本内参照

=D)<2 条带灰度值#再除以同一胶片上对照组的比

值#即为该目的蛋白表达量的半定量结果 +

$/"/"/%!T=0*=03KR 和 D=0*=03K% 酶活性检测

用分光光度法检测酶活性#按试剂盒说明书

步骤进行 + 先用裂解液提取蛋白#V@=BE>@B 法测定

蛋白浓度 '在 $##

!

G检测体系中 $各样本取相同

含量的蛋白#加 $#

!

GD=0*=03KR 或 D=0*=03K% 检测

底物#以检测缓冲液补至 $##

!

G' %6 b孵育约

$"# 1<2#待颜色变化比较明显时#酶标仪上测定

'#& 21波长的吸光度值 '根据标准曲线求得各样

本酶活性 +

$/%!统计学处理

采用 QUQQ $%/# 统计分析软件#数据以均数 n

标准差 !Zn7"表示#组间比较采用单因素方差分

析#Og#/#& 为差异有统计学意义 +

KH结HH果

"/$!c=01Y:9及蛋白表达

YMKUTY结果显示#对照组大鼠卵巢组织 c=0

1Y:9低表达#甲醛可使大鼠卵巢组织 c=01Y:9

表达明显增多#且随着浓度的增高#c=01Y:9表

达增强 !表 $ #图 $ " 'e30)3@2 印迹结果显示#对照

组大鼠卵巢组织有少量 c=0蛋白表达#甲醛可使

大鼠卵巢组织 c=0蛋白表达增多#且随着浓度的

增高#c=0蛋白表达增强 !表 $ #图 " " +

表 GH甲醛对雌性大鼠卵巢组织4"1基因及蛋白表达的影响

%1 2̂! 3_Ga&

8"AJGH;&&$(#1%&&%'5">2$./2$%+4"1-$+$"+2)'%#$*+

$M)'$11*%+%&%D"'/ #*113$1*+&$5">$'"#1% 1 ^2!

3_Ga&

!组别 c=0+28OGB c=0+=D)<2

对照组 #/"% n#/#S $/## n#/##

低剂量组
#/'6 n#/#&

!

$/R" n#/$6

!

中剂量组
#/S$ n#/#4

!%

"/S& n#/"S

!%

高剂量组
#/64 n#/$$

!%

t

%/R# n#/"%

!%

t

!!与对照组比较#

!

Og#/#&'与低剂量组比较#

%

Og#/#&'与中

剂量组比较#t Og#/#&+

!"#

$%&'(

)**+,-

.**+,-

/**+,-

(0120"3453

图 GH甲醛对雌性大鼠卵巢组织 4"157I6表达的影响(

P=@O3@$]:9标准物':$对照组'G$低剂量组'P$中剂

量组'F$高剂量组+

4*-JGH;&&$(#1%&&%'5">2$./2$%+4"157I6%&%D"'/ #*1=

13$1*+&$5">$'"#1JP=@O3@$]:91=@O3@' :$ T>2)@>C

?@>A*' P$ P3B<A1B>03?@>A*' G$ G>NB>03?@>A*' F$

F<?( B>03?@>A*/

!"#$

%&'()

*+,

图 KH甲醛对雌性大鼠卵巢组织4"1蛋白表达的影响( :$对

照组'G$低剂量组'P$中剂量组'F$高剂量组+

4*-JKH;&&$(#1%&&%'5">2$./2$%+#.$$M)'$11*%+! %&4"1

)'%#$*+%&%D"'/ #*113$1*+&$5">$'"#1J:$ T>2)@>C

?@>A*' P$ P3B<A1 B>03?@>A*' G$ G>NB>03?@>A*'

F$ F<?( B>03?@>A*/

"/"!T=0*=03KR 1Y:9和D=0*=03KR!D=0*=03K% 酶活性

对照组大鼠卵巢组织 D=0*=03KR 1Y:9仅有微

弱表达#低浓度甲醛即可使大鼠卵巢组织 D=0*=03K

R 1Y:9表达增多# 随着浓度 的 增 高# D=0*=03KR

%'%
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1Y:9表达增强!表 " #图 % " + 对照组大鼠卵巢组

织 D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 酶活性均较低#甲醛染毒

后#D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 酶 活 性 明 显 增 强# 且

D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 酶活性与甲醛浓度呈明显的

剂量依赖性!表 " " +

表 KH甲醛对雌性大鼠卵巢组织("1)"1$=] 57I6表达及("1)"1$=]!("1)"1$=L 酶活性的影响%1 2̂! 3_Ga&

8"AJKH;&&$(#1%&&%'5">2$./2$%+("1)"1$=] 57I6$M)'$11*%+! ("1)"1$=] "+2("1)"1$=L "(#*D*#/ %&%D"'/ #*113$1*+&$5">$

'"#1%1 2̂! 3_Ga&

!组别 D=0*=03KR+28OGB D=0*=03KR 酶活性 D=0*=03K% 酶活性

对照组 #/$" n#/#& 4/#$R n$/'RS $&/&RR n%/&S$

低剂量组
#/%$ n#/#6

!

"S/$#$ n$/%6#

!

%$/$R# n"/""$

!

中剂量组
#/'R n#/$#

!%

%6/#%# n"/R#S

!%

'R/$4# n%/$&6

!%

高剂量组
#/&S n#/#R

!%

&$/#S& n%/$#%

!%

t

6'/%R# n%/4$$

!%

t

!与对照组比较#

!

Og#/#&'与低剂量组比较#

%

Og#/#&'与中剂量组比较#t Og#/#&+

!"#$"#%&'

()*+,

-../0$

1../0$

2../0$

,3453"67%6

图 LH甲醛对雌性大鼠卵巢组织 ("1)"1$=] 57I6的影响(

P=@O3@$]:9标准物':$对照组'G$低剂量组'P$中剂

量组'F$高剂量组+

4*-JLH;&&$(#1%&&%'5">2$./2$%+("1)"1$=] 57I6%&%D"=

'/ #*113$1*+&$5">$'"#1JP=@O3@$]:91=@O3@' :$

T>2)@>C?@>A*' P$ P3B<A1B>03?@>A*' G$ G>NB>03

?@>A*' F$ F<?( B>03?@>A*/

LH讨HH论

甲醛是一种无色,具有强烈刺激性气味的气

体#是住宅室内常见的装修型化学性空气污染

物+ 环境中甲醛以其来源广,持续时间长,毒性

大等特点受到人们广泛关注+ 国内外已有关于

甲醛对动物生殖毒性危害的报道(&)

+

c=0途径是介导细胞凋亡的重要信号转导通

路+ P>@等(S)研究发现$c=0介导的细胞凋亡参与

了哺乳动物卵泡的发育及闭锁过程(6)

+ U>@)3@

等(RK4)发现$在哺乳动物正常的卵巢颗粒细胞及卵

泡上均有 c=0及其配体的表达#但闭锁的卵泡上

c=0表达增强+ 本研究发现在正常大鼠卵巢组织

中#c=01Y:9及蛋白均呈低表达#而经甲醛染毒

后#卵巢组织中的 c=01Y:9及蛋白表达均明显

增多#且随甲醛浓度越高#c=0的表达越强'提示

甲醛可能通过上调 c=0的表达#抑制卵母细胞的

增殖及诱导凋亡#从而导致卵泡闭锁+

T=0*=03是 c=0介导的细胞凋亡途径中的蛋白

水解酶#c=0与其配体结合后#可激活 D=0*=03KR #

活化的 D=0*=03KR 又可通过信号的级联反应#将具

有效应作用的 D=0*=03K% 激活#D=0*=03K% 可直接作

用于 ]:9介导细胞凋亡的发生($#)

+ 在人类卵泡

细胞凋亡和卵泡闭锁过程中#D=0*=03K% 的活性比

]:9碎片出现的时间更早#故认为 D=0*=03活化后

导致 的 ]:9 碎 片 可 能 是 卵 泡 闭 锁 的 重 要

机制($$K$")

+ 本实验结果显示$在正常大鼠卵巢组

织中# D=0*=03KR 1Y:9仅有弱表达#D=0*=03KR 和

D=0*=03K% 活性较低#甲醛染毒后#D=0*=03KR 1Y:9

的表达明显增多# D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 活性增

强#其随着甲醛浓度的增高#D=0*=03KR 1Y:9的表

达越多#D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 的活性越强#呈明

显的浓度梯度依赖性+ 因此#D=0*=03KR 和 D=0*=03K

% 可能参与了甲醛诱导的卵巢细胞凋亡及卵泡

闭锁+

综上所述#甲醛可能通过诱导 c=0表达,促进

D=0*=03KR 和 D=0*=03K% 的活性来促进卵巢细胞凋

''%



甲醛对雌性大鼠卵巢组织c=0凋亡途径相关基因表达的影响!彭国庆#等

亡及卵泡闭锁#c=0介导的细胞凋亡途径可能是

甲醛卵巢毒性的重要机制#因此#抑制 c=0介导的

细胞凋亡#是治疗甲醛所致的卵巢毒性的可能

措施+
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