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１硝基芘通过线粒体损伤致卵巢颗粒细胞功能障碍
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陆军军医大学（第三军医大学）军事预防医学系：毒理学研究所１，环境卫生学教研室２

　　［摘要］　目的　探讨１硝基芘（１ｎｉｔｒｏｐｙｒｅｎｅ，１ＮＰ）通过诱导线粒体损伤对人卵巢颗粒细胞 ＫＧＮ
的增殖、周期进展及性激素合成的影响。方法　采用不同浓度（０．６２５、１．２５、２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）１ＮＰ染
毒ＫＧＮ细胞４８ｈ，ＥｄＵ掺入法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期，ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清中雌
二醇及孕烯醇酮浓度，ＤＣＦＨＤＡ探针检测细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，ＭｉｔｏＳＯＸ探针
检测线粒体超氧化物（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｓ，ＭｉｔｏＳＯＸ）水平，ＪＣ１探针检测线粒体膜电位，ＡＴＰ试剂
盒检测细胞内 ＡＴＰ含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞增殖、周期进展、ＤＮＡ损伤反应以及性激素合成相关蛋
白的表达。采用线粒体抗氧化剂 ＩＤＥ、１ＮＰ单独和联合处理细胞，再次检测上述指标。结果　不同浓
度１ＮＰ染毒后ＫＧＮ细胞增殖显著降低（Ｐ＜０．０５）。２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ的１ＮＰ处理细胞后，细胞增殖
标志物ＰＣＮＡ蛋白表达显著降低，５、１０μｍｏｌ／Ｌ的１ＮＰ处理后Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著升高（Ｐ＜０．０５）。
１ＮＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理３ｈ即可诱导γＨ２ＡＸ表达增加（Ｐ＜０．０１）；不同浓度１ＮＰ处理后，ＤＮＡ损伤反
应通路蛋白 ｐＡＴＭ、ｐ５３和 ｐ２１ｃｉｐ１表达明显升高（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ期阻滞相关蛋白 ＣＤＫ１和 ＣｙｃｌｉｎＢ１
表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。此外，１ＮＰ处理后 ＫＧＮ细胞的雌二醇、孕烯醇酮浓度显著下降（Ｐ＜０．０５），
性激素合成相关蛋白 ＣＹＰ１９、ＣＹＰ１１Ａ１的表达也受到抑制（Ｐ＜０．０５）。线粒体及氧化应激相关指标检
测结果显示，１ＮＰ导致ＫＧＮ细胞中ＲＯＳ、ＭｉｔｏＳＯＸ水平显著升高，线粒体膜电位和 ＡＴＰ水平呈剂量依
赖性下降。与１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ单独染毒组相比，ＩＤＥ与１ＮＰ联合处理组Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著下降，
雌二醇、孕烯醇酮水平出现一定程度升高，ＤＮＡ损伤反应、细胞周期进展以及性激素合成相关蛋白的表
达也出现明显恢复。同时，ＩＤＥ与１ＮＰ联合处理显著改善１ＮＰ诱导的线粒体损伤，包括降低细胞ＲＯＳ
和ＭｉｔｏＳＯＸ水平，提高线粒体膜电位和ＡＴＰ水平。结论　１ＮＰ可诱导线粒体损伤，造成卵巢颗粒细胞
ＫＧＮ的增殖抑制、周期阻滞、性激素合成障碍，而提高线粒体功能则能部分缓解１ＮＰ诱导的ＫＧＮ细胞
功能障碍。
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ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄＡＴＰｌｅｖｅｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　１ＮＰｃａｎｃａｕｓｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄａｍａｇｅ，ｗｈｉｃｈｌｅａｄｓｔｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｏｆｓｅｘｈｏｒｍｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｉｍｐｒｏｖｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｕｓｐａｒｔｉａｌｌｙａｌｌｅｖｉａｔｅ１ＮＰｉｎｄｕｃｅｄｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＫＧＮｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　１ｎｉｔｒｏｐｙｒｅｎｅ；ｈｕｍａｎｏｖａｒｉａｎｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｌｉｎｅ；ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ；ｓｅｘｈｏｒｍｏｎｅ；

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２０１７ＹＦＣ１００２００２）ａｎｄｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２０７３５９０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＡＯＪｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｃａｏｊｉａ１９６２＠１２６．ｃｏｍ

　　硝基多环芳烃（ｎｉｔｒｏｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒ
ｂｏｎｓ，ｎＰＡＨｓ）是一类含有硝基官能团的多环芳烃衍生
物［１］，是重要的环境污染物。近年由于化石能源的大

量使用，使 ｎＰＡＨｓ广泛分布于各种环境介质中，在人
体中也能检测到其代谢物的存在，ｎＰＡＨｓ的毒性效应
及对人体健康的影响引起了高度关注。１硝基芘（１
ｎｉｔｒｏｐｙｒｅｎｅ，１ＮＰ）是ｎＰＡＨｓ的代表物，１ＮＰ具有明确
的致突变性和致癌性［２］。研究也发现１ＮＰ的孕期暴
露会导致胎盘生长抑制及子代宫内生长受限［３］，同时

１ＮＰ染毒的雄性小鼠出现睾酮水平的显著下降［４］，这

些均提示１ＮＰ可能具有环境内分泌干扰效应。机体
健康尤其生殖系统的正常功能受到激素的精细调控，

而环境污染物１ＮＰ是否对雌性生殖系统的功能以及

性激素水平造成干扰，目前尚不清楚。

　　卵巢颗粒细胞在卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）和黄体生成素（ｌｕｔｅｏｔｒｏｐｉｃｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）
的作用下，能够合成甾体激素雌激素和孕酮，在卵泡发

育中发挥重要作用，颗粒细胞功能受损不仅影响性激

素生成，还能进一步造成卵泡的发育障碍。ＫＧＮ细胞
为人源性的卵巢颗粒细胞瘤，具有卵巢颗粒细胞的大

部分生理活性［５］，成为研究环境污染物雌性生殖损伤

的理想细胞模型，在双酚Ａ等物质的内分泌干扰效应
研究中已有应用［６－７］。已有研究显示，１ＮＰ暴露导致
多种细胞的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）生
成，氧化应激是导致颗粒细胞损伤的重要原因，ＲＯＳ
的过量生成也与线粒体功能障碍互为因果［８－９］。为进

８４９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



一步明确１ＮＰ是否通过诱导线粒体损伤而造成卵巢
颗粒细胞的功能障碍，并影响细胞的甾体激素生成，本

研究以ＫＧＮ细胞为研究对象，观察１ＮＰ对细胞的毒
性效应，并采用线粒体保护剂处理细胞，以探讨线粒体

损伤在 １ＮＰ所致颗粒细胞功能障碍中的作用，为阐
明１ＮＰ致雌性生殖损伤的分子机制提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人卵巢颗粒细胞系 ＫＧＮ购自北纳创联生物科技
有限公司；１ＮＰ、二甲基亚砜 （ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ）和ＤＭＥＭ培养基购自日本Ｓｉｇｍａ公司；二丁酰
环腺苷酸 （ＤｉｂｕｔｙｒｙｌｃＡＭＰ，ＤＢｃＡＭＰ）和艾地苯醌
（Ｉｄｅｂｅｎｏｎｅ，ＩＤＥ）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；雄
烯二酮购自上海阿拉丁公司；胎牛血清购自浙江四季

青公司；雌二醇、孕烯醇酮检测 ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上
海 酶 免 公 司；ＰＣＮＡ、ＡＴＭ、ｐＡＴＭ、ｐ５３、ｐ２１ｃｉｐ１、
ＣｙｃｌｉｎＢ１、βａｃｔｉｎ抗体购自美国 ＣＳＴ公司，ＣＹＰ１９、
ＣＤＫ１抗体购自北京博奥森公司；ＣＹＰ１１Ａ１抗体购自
英国Ａｂｃａｍ公司；辣根过氧化酶标记的抗兔、抗鼠二
抗购自美国ＣＳＴ公司；细胞周期与凋亡试剂盒购自上
海碧云天公司；ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ线粒体超氧化物检测试剂
盒、ＪＣ１线粒体膜电位试剂盒分别购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＥＣＬ发光液购自英国 Ｉｎｖｉｇｅｎ
ｔｅｃｈＴＭ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与处理　　ＫＧＮ细胞培养于 ＤＭＥＭ
培养基（含 １０％胎牛血清），其中添加 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＢｃＡＭＰ或１０μｍｏｌ／Ｌ雄烯二酮。培养条件为３７℃，
５％ＣＯ２。１ＮＰ染毒组采用终浓度为 ０．６２５、１．２５、
２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ的１ＮＰ溶解于ＤＭＳＯ，处理细胞；以
仅加入ＤＭＳＯ的未染毒细胞作为对照组。为观察线
粒体功能在１ＮＰ损伤效应中的作用，实验分为４组：
对照组、１ＮＰ单独染毒组、ＩＤＥ处理组及ＩＤＥ＋１ＮＰ联
合处理组。对照组仅加入 ＤＭＳＯ，１ＮＰ单独染毒组加
入１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ，ＩＤＥ处理组加入１μｍｏｌ／Ｌ线粒体
保护剂 ＩＤＥ，ＩＤＥ＋１ＮＰ联合组加入对应剂量 ＩＤＥ和
１ＮＰ共同处理细胞４８ｈ。
１．２．２　ＥｄＵ细胞增殖检测　　细胞接种于６孔板中，
不同浓度１ＮＰ处理４８ｈ后，弃去培养基，按照试剂盒
说明书进行操作。ＰＢＳ洗涤细胞后，加入３７℃预热的
２ＸＥｄＵ，３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤、固定以及细胞膜通
透后，采用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液进行细胞核染色，荧光
显微镜观察。

１．２．３　细胞周期检测　　不同浓度 １ＮＰ处理细胞

４８ｈ后，ＰＢＳ清洗后收集细胞，乙醇４℃固定过夜。检
测前采用ＰＢＳ洗涤细胞，加入含有ＲＮＡ酶Ａ的 ＰＩ染
色液，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期，
ＦｌｏｗＪｏ软件分析。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　　收集细
胞，采用ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ
离心２０ｍｉｎ，收集上清备用。采用ＢＣＡ试剂盒进行蛋
白定量，每个样本取４０μｇ蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
电转至ＰＤＶＦ膜后，５％ＢＳＡ封闭１ｈ，一抗４℃孵育
过夜。洗膜后，加入相应二抗孵育１ｈ。洗膜后，采用
ＥＣＬ发光液显色发光，ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带进行灰
度分析。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测性激素水平　　采用 ＥＬＩＳＡ方法
检测细胞培养基中雌二醇、孕烯醇酮的浓度。１ＮＰ处
理ＫＧＮ细胞４８ｈ后，收集培养基上清，２０００×ｇ离心
２０ｍｉｎ后，按照人雌二醇、孕烯醇酮 ＥＬＩＳＡ试剂盒检
测方法，在波长为 ４５０ｎｍ的酶标仪上检测光密度值
［Ｄ（４５０）］，根据标准曲线计算相应的激素水平，以培
养基激素水平／细胞蛋白总量衡量每个样本的激素相
对水平。

１．２．６　细胞活性氧检测　　收集细胞，无血清培养基
洗涤。按照活性氧检测试剂盒说明，细胞中加入含荧

光探针 ＤＣＦＨＤＡ（１∶１０００稀释）的无血清培养基，
３７℃ 孵育２０ｍｉｎ后，４００×ｇ离心５ｍｉｎ，无血清培养
基洗涤细胞，重悬细胞后，流式细胞仪检测，ＦｌｏｗＪｏ软
件分析。

１．２．７　线粒体超氧化物检测　　收集细胞，无血清培
养基洗涤。按照线粒体超氧化物 ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ Ｒｅｄ检测
试剂盒说明，细胞中加入含荧光染料 ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ

（１∶１０００稀释）的无血清培养基，３７℃孵育 １０ｍｉｎ
后，无血清培养基洗涤细胞，重悬细胞后，流式细胞仪

检测，ＦｌｏｗＪｏ软件分析。
１．２．８　线粒体膜电位检测　　收集细胞，ＰＢＳ洗涤。
按照ＪＣ１检测试剂盒说明，采用ＰＢＳ按１∶１０００稀释
荧光染料ＪＣ１，加入细胞中使其终浓度为 ２μｍｏｌ／Ｌ，
３７℃，５％ＣＯ２孵育 １５ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤细胞，流式细
胞仪检测，ＦｌｏｗＪｏ软件分析。
１．２．９　细胞ＡＴＰ水平检测　　收集细胞，按照 ＡＴＰ
检测试剂盒说明检测细胞 ＡＴＰ水平。细胞裂解液裂
解细胞后，１２０００×ｇ离心 ２０ｍｉｎ，取上清液至干净离
心管。检测样品蛋白浓度后，加入含有荧光素和荧光

素酶的ＡＴＰ检测试剂，采用酶标仪进行检测，根据标
准曲线计算细胞内ＡＴＰ水平，并除以相应的蛋白浓度
计算得到每个样本的细胞内ＡＴＰ相对含量。
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１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，各组间
差异比较采用单因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞的增殖抑制作用
　　以不同浓度的 １ＮＰ（０、０．６２５、１．２５、２．５、５、
１０μｍｏｌ／Ｌ）染毒ＫＧＮ细胞４８ｈ后，采用 ＥｄＵ掺入实
验检测细胞增殖情况，结果显示：与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ
１ＮＰ）相比，各个剂量１ＮＰ染毒组中ＥｄＵ阳性细胞的
数目出现明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），但各染毒组的
细胞增殖抑制率均小于 ２０％（图 １Ａ、Ｂ）。因此，后续
实验选用对细胞存活影响较小的剂量，即 ２．５、５、
１０μｍｏｌ／Ｌ的１ＮＰ进行染毒处理。此外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示：与对照组相比，各剂量的１ＮＰ处理导
致细胞增殖标志蛋白 ＰＣＮＡ的表达减少（图１Ｃ）。表
明１ＮＰ可引起人卵巢颗粒细胞ＫＧＮ的增殖抑制。

２．２　１ＮＰ可引起 ＫＧＮ细胞周期进展阻滞并诱导
ＤＮＡ损伤反应通路的激活

　　采用流式细胞仪检测细胞周期的变化，结果显示：
与对照组相比，５μｍｏｌ／Ｌ和 １０μｍｏｌ／Ｌ的 １ＮＰ处理
引起Ｇ２／Ｍ期细胞比例的显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，
图２Ａ、Ｂ）。γＨ２ＡＸ是反映 ＤＮＡ断裂损伤和修复的
标志物，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ处理后
３ｈ，γＨ２ＡＸ蛋白表达即开始出现显著升高（Ｐ＜０．０１，
图２Ｃ、Ｄ），表明 １ＮＰ染毒导致 ＫＧＮ细胞的 ＤＮＡ损
伤。因此，进一步检测ＤＮＡ损伤反应通路及细胞周期
阻滞相关蛋白的表达。结果显示：ＫＧＮ细胞染毒４８ｈ
后，磷酸化ＡＴＭ（ｐＡＴＭ）及 ｐＡＴＭ／ＡＴＭ的比值明显
升高（Ｐ＜０．０５，图２Ｅ、Ｆ）。此外，ｐ５３及其下游靶分子
ｐ２１ｃｉｐ１蛋白的表达也显著增加（图２Ｅ），与细胞 Ｇ２／Ｍ
期阻滞相关的蛋白，包括ＣＤＫ１和 ＣｙｃｌｉｎＢ１的表达显
著降低（图２Ｅ）。结果提示 １ＮＰ可能通过激活 ＤＮＡ
损伤反应通路导致细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞。
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１：对照组；２：０．６２５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；３：１．２５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；４：２．５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；５：５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；
６：１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ＥｄＵ掺入实验检测细胞增殖；Ｂ：ＥｄＵ阳性细胞比例分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞增殖相关蛋白ＰＣＮＡ的表达

图１　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞增殖的影响
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１：对照组；２：２．５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；３：５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：流式细胞仪检测细胞周期的变化；Ｂ：各个周期细胞比例分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 γＨ２ＡＸ蛋白的表达；
Ｄ：蛋白条带灰度分析；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＤＮＡ损伤反应及周期进展相关蛋白的表达；Ｆ：蛋白条带灰度
分析

图２　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞周期及ＤＮＡ损伤修复通路和周期进展相关蛋白表达的影响

２．３　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞雌二醇及孕烯醇酮生成的影响
　　采用ＥＬＩＳＡ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测雌二醇、孕烯醇酮
的水平以及合成相关蛋白的表达，结果显示：１ＮＰ染
毒 ＫＧＮ细胞 ４８ｈ后，与对照组相比，５μｍｏｌ／Ｌ和
１０μｍｏｌ／Ｌ染毒组细胞培养基中的雌二醇水平显著下
降（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ），雌激素合成的限速酶 ＣＹＰ１９蛋
白表达也出现明显下降（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ、Ｃ）；同时，各

个染毒剂量组的孕烯醇酮水平及合成相关蛋白

ＣＹＰ１１Ａ１的表达也出现显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，
图３Ｄ～Ｆ）。以上结果表明，１ＮＰ影响 ＫＧＮ细胞的性
激素生成功能，造成雌二醇、孕烯醇酮水平及合成相关

蛋白表达的降低。

２．４　１ＮＰ诱导ＫＧＮ细胞的线粒体损伤
　　为明确线粒体是否受到 １ＮＰ染毒的影响，分别

１５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）



观察细胞 ＲＯＳ、线粒体过氧化产物、线粒体膜电位水
平以及细胞内ＡＴＰ含量的变化。检测结果显示：１ＮＰ
染毒ＫＧＮ细胞 ４８ｈ后，与对照组相比，５μｍｏｌ／Ｌ和
１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ染毒组细胞的 ＲＯＳ水平显著升高
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图４Ａ），反映线粒体活性氧生成的

线粒体过氧化物水平（ＭｉｔｏＳＯＸ）也显著升高（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ）。同时，染毒组细胞的线粒体膜电位
和ＡＴＰ水平也出现明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图
４Ｃ、Ｄ）。这些结果表明１ＮＰ处理造成ＫＧＮ细胞的氧
化应激及线粒体损伤。
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１：对照组；２：２．５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；３：５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ＥＬＩＳＡ检测各个样本培养基的雌二醇水平；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＹＰ１９蛋白的表达及灰度分析；Ｄ：ＥＬＩＳＡ检
测各个样本培养基的孕烯醇酮水平；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＹＰ１１Ａ１蛋白的表达及灰度分析

图３　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞雌二醇和孕烯醇酮水平及合成相关蛋白表达的影响
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１：对照组；２：２．５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；３：５μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ１ＮＰ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ＤＣＦＨＤＡ探针结合流式细胞仪检测分析细胞 ＲＯＳ水平；Ｂ：ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ Ｒｅｄ探针结合流式细胞仪检测分析细
胞线粒体超氧化物水平（ＭｉｔｏＳＯＸ）；Ｃ：ＪＣ１探针结合流式细胞仪检测分析细胞线粒体膜电位；Ｄ：ＡＴＰ检测试剂
结合酶标仪检测分析细胞ＡＴＰ水平

图４　１ＮＰ对ＫＧＮ细胞的ＲＯＳ、ＭｉｔｏＳＯＸ、线粒体膜电位和细胞ＡＴＰ水平的影响
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２．５　线粒体保护剂处理对１ＮＰ诱导的 ＫＧＮ细胞功
能障碍的影响

　　使用ＩＤＥ（１μｍｏｌ／Ｌ）联合１ＮＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）共同
处理细胞，观察线粒体损伤在 １ＮＰ所致的卵巢颗粒
细胞功能障碍中的作用。流式细胞仪检测结果显示：

与１ＮＰ单独染毒组相比，ＩＤＥ＋１ＮＰ联合处理组的
Ｇ２／Ｍ期细胞比例明显减少（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｂ）。同
时，１ＮＰ诱导的 ＤＮＡ损伤反应相关蛋白 ｐＡＴＭ和
ｐ２１ｃｉｐ１表达升高，在联合 ＩＤＥ处理后出现下降；而
１ＮＰ所致的周期阻滞相关蛋白 ＣＤＫ１、ＣｙｃｌｉｎＢ１表达
下降，而在联合ＩＤＥ处理后出现升高（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、
Ｄ）。与１ＮＰ单独染毒组相比，ＩＤＥ＋１ＮＰ联合处理组
细胞性激素合成相关蛋白ＣＹＰ１９和 ＣＹＰ１１Ａ１的表达
明显升高（Ｐ＜０．０１），且雌二醇的生成也明显增加（Ｐ＜
０．０５），孕烯醇酮水平有一定升高但不显著，见图 ６。
同时 １ＮＰ造成的氧化应激和线粒体损伤，包括线粒
体超氧化物水平的升高、线粒体膜电位和ＡＴＰ水平的

降低，均在 ＩＤＥ联合处理下出现明显的恢复（图 ７）。
结果提示线粒体损伤可能参与介导１ＮＰ诱导的 ＫＧＮ
功能障碍，包括引起细胞周期阻滞和激素生成抑制。

３　讨论

　　不孕不育正在成为损害人类生殖健康的重要原
因，越来越多的流行病学和实验研究表明，人类生殖能

力的下降与各种环境污染物密切相关。内分泌干扰物

在环境中广泛存在，许多环境内分泌干扰物可能通过

影响激素受体、性激素合成、代谢等方式造成生殖损害

甚至不育［１０］。多环芳烃化学物（ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，ＰＡＨｓ）对男、女性生殖和内分泌系统都
具有明确的毒性效应［１１］。ＰＡＨｓ在多种环境介质尤其
是大气环境中普遍存在，且易于与空气中的自由基发

生反应，所形成的ｎＡＰＨｓ等衍生物成为近年研究的重
点。已有的毒理学资料表明大多数 ｎＰＡＨｓ具有致癌
性和致突变性，一些ｎＰＡＨｓ成员的毒性甚至远高于其
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１：对照组；２：１ＮＰ单独染毒组；３：ＩＤＥ处理组；４：ＩＤＥ＋１ＮＰ联合处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与１ＮＰ单独染毒组比较
Ａ：流式细胞仪检测细胞周期的变化；Ｂ：各个周期细胞比例分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＤＮＡ损伤反应及周期
进展相关蛋白的表达；Ｄ：蛋白条带灰度分析

图５　线粒体保护剂ＩＤＥ对１ＮＰ诱导的ＫＧＮ细胞周期阻滞及相关蛋白表达的影响
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１：对照组；２：１ＮＰ单独染毒组；３：ＩＤＥ处理组；４：ＩＤＥ＋１ＮＰ联合处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与 １ＮＰ单独染毒组比较
Ａ：ＥＬＩＳＡ检测各个样本培养基的雌二醇水平；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＹＰ１９蛋白的表达及灰度分析；Ｄ：ＥＬＩＳＡ检
测各个样本培养基的孕烯醇酮水平；Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＹＰ１１Ａ１蛋白的表达及灰度分析

图６　线粒体保护剂ＩＤＥ对１ＮＰ所致的ＫＧＮ细胞性激素合成抑制的影响
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１：对照组；２：１ＮＰ单独染毒组；３：ＩＤＥ处理组；４：ＩＤＥ＋１ＮＰ联合处理组；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与１ＮＰ单独染毒组比较
Ａ：ＤＣＦＨＤＡ探针结合流式细胞仪检测分析细胞 ＲＯＳ水平；Ｂ：ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ Ｒｅｄ探针结合流式细胞仪检测分析细
胞线粒体超氧化物水平（ＭｉｔｏＳＯＸ）；Ｃ：ＪＣ１探针结合流式细胞仪检测分析细胞线粒体膜电位；Ｄ：ＡＴＰ检测试剂
结合酶标仪检测细胞ＡＴＰ水平

图７　线粒体保护剂ＩＤＥ对１ＮＰ所致氧化应激和线粒体损伤的影响

相应的母体化学物［１２］，因此阐明 ｎＰＡＨｓ的毒性效应
及其作用机制对于其健康风险的评价和防护具有重要

意义。１ＮＰ是 ｎＰＡＨｓ化学物中反映机动车尾气暴露
的标志，可黏附于大气细颗粒物中，是其中的重要毒性

成分之一［１３］。１ＮＰ对机体重要器官、系统的毒性效
应开始得到关注。作为潜在的内分泌干扰物，１ＮＰ对
女（雌）性生殖内分泌的影响还不明确，本研究利用具

有正常人类卵巢颗粒细胞生理活性的ＫＧＮ细胞株，观
察１ＮＰ对颗粒细胞增殖、周期进展以及性激素生成

的影响，并进一步分析可能的作用机制，发现１ＮＰ引
起ＫＧＮ细胞增殖抑制和Ｇ２／Ｍ期进展阻滞，雌二醇和
孕烯醇酮合成受到抑制。此外，细胞出现氧化应激和

线粒体损伤，而采用线粒体特异性的保护剂处理则能

减轻１ＮＰ导致的细胞功能损伤。上述结果充分表明
１ＮＰ具有显著的内分泌干扰效应，对雌性生殖功能可
能造成毒性效应。

　　卵巢是负责产生卵子及雌性激素的复杂的内分泌
器官，成年个体在促性腺激素释放激素的作用下，由卵

４５９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



巢合成并分泌的性激素通过自分泌或旁分泌的方式在

卵泡生成中发挥重要作用，也以内分泌的形式维持正

常的生理周期和第二性征的发育［１４］。这些复杂的生

殖过程对内分泌干扰物的暴露高度敏感，而了解环境

有害因素影响卵巢类固醇激素生成的分子、细胞机制

需要在体外细胞模型中开展深入的研究。卵巢组织

中，颗粒细胞是主要的卵巢功能细胞，负责将雄激素转

化为雌激素，并参与孕激素的合成，颗粒细胞增殖抑制

将损害雌激素及孕激素的正常合成，并导致卵泡发育

异常［１５－１６］。卵巢颗粒细胞参与性激素合成的主要过

程涉及：芳香化酶ＣＹＰ１９可以将卵巢膜细胞合成的雄
烯二酮转化为雌激素［１７］。此外，细胞线粒体中的类固

醇合成急性调节蛋白（ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳｔＡＲ）将胆固醇传递给 ＣＹＰ１１Ａ１，并通过剪
切、加碳等多步骤反应合成孕烯醇酮，孕烯醇酮的减少

可能是线粒体受损导致的。本研究发现，１ＮＰ作用
下，ＫＧＮ细胞的雌二醇及孕烯醇酮分泌水平减少，并
且参与合成的关键酶蛋白ＣＹＰ１９及 ＣＹＰ１１Ａ１表达也
降低，这些结果充分表明 １ＮＰ的内分泌干扰效应与
抑制颗粒细胞激素生成有关。

　　线粒体不仅是细胞产生能量的细胞器，也参与细
胞周期的调控。线粒体通过氧化磷酸化合成丰富的

ＡＴＰ，另一方面氧化磷酸化过程中会产生副产物 ＲＯＳ
等。当ＲＯＳ含量过高时就会对细胞造成损伤［１８］，包

括细胞的ＤＮＡ损伤，并会激活 ＤＮＡ损伤反应通路阻
碍细胞的正常周期进展。ＤＮＡ双链断裂为 ＤＮＡ损伤
类型之一，该现象可迅速激活组蛋白 Ｈ２ＡＸ磷酸化修
饰（ｈｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，γＨ２ＡＸ）以标记
ＤＮＡ损伤位点并激活下游通路，包括 ＡＴＭ、ＡＴＲ及
ｐ５３等分子在内的通路［１９－２０］。ｐ５３激活的下游靶基因
ｐ２１ｃｉｐ１是细胞周期依赖激酶抑制分子，ＺＨＵ等［２１］研究

发现在宫颈癌细胞中 ｐ２１ｃｉｐ１基因表达升高会抑制
ＣｙｃｌｉｎＢ１，从而引起周期期阻滞。此外，完整的细胞周
期是由细胞周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）相关的特定周期蛋白在分子水平上高
度协调完成的［２２］。其中，ＣＤＫ１与细胞周期蛋白 Ｂ１
（ＣｙｃｌｉｎＢ１）表达减少会阻止细胞由 Ｇ２期进入 Ｍ期而
导致细胞增殖抑制［２３］。同样，本研究发现 １ＮＰ可致
γＨ２ＡＸ短期内一过性增加，且 ｐＡＴＭ／ｐ５３／ｐ２１ｃｉｐ１通
路也被激活，ＣＤＫ１及 ＣｙｃｌｉｎＢ１表达出现下调，继而
发生细胞 Ｇ２／Ｍ期阻滞以及细胞增殖抑制。细胞内
ＲＯＳ水平升高时，线粒体是最易损伤的细胞器，因此
我们检测了反映线粒体受损的经典指标：线粒体膜电位

及细胞内ＡＴＰ水平，发现两者均显著降低。在颗粒细
胞合成雌二醇及孕烯醇酮的过程中，需要磷甘酸化酶将

ＡＴＰ转化成环腺苷酸（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ｃＡＭＰ），ｃＡＭＰ刺激相应的代谢酶发挥作用［２４］。我们

猜测１ＮＰ通过损伤线粒体而导致细胞周期阻滞及激
素合成障碍。研究表明具有生物活性的线粒体营养素

是增强线粒体抗氧化能力和恢复正常能量产生的重要

物质，包括白藜芦醇、辅酶 Ｑ１０和 α硫辛酸等［２５－２６］。

为了明确线粒体损伤在１ＮＰ诱导的ＫＧＮ细胞周期阻
滞及性激素合成障碍中的作用，本研究使用辅酶 Ｑ１０
类似物ＩＤＥ作为线粒体保护剂来增强线粒体氧化呼
吸链及能量生成功能。ＩＤＥ与１ＮＰ联合处理ＫＧＮ细
胞后，与单独染毒组相比，细胞氧化应激水平、线粒体

损伤、周期阻滞及激素合成障碍均有所改善，进一步表

明在１ＮＰ诱导ＫＧＮ细胞功能障碍中，线粒体可能为
敏感的靶细胞器，这一发现为 ｎＰＡＨｓ生殖损伤的防治
提供了一定的理论依据。

　　综上所述，本研究发现 １ＮＰ诱导卵巢颗粒细胞
ＫＧＮ的增殖抑制、周期阻滞及激素合成障碍，其原因
可能与１ＮＰ造成线粒体功能损伤及细胞氧化应激水
平升高有关。虽然本研究在体外颗粒细胞中观察到

１ＮＰ显著的雌性内分泌干扰效应，今后还需要利用动
物体内实验模型以及人群流行病学研究来进一步证实

这一内分泌干扰作用。此外，采用高通量的组学研究

技术将有助于分析暴露于硝基多环芳烃后特异的分子

通路及代谢特征，为阐明硝基多环芳烃的内分泌干扰

效应分子机制提供深入的研究线索。
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