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苯并(a)芘通过干扰wnt7a影响小鼠胚胎着床 

李雪妍，沈 茶，刘学庆，丁裕斌，何俊琳 ，高茹菲，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 400016) 

【摘 要】目的：苯并(a)芘(benzo(a)pyrene，BaP)被证实是对生殖有不良影响的雌激素类似物，研究发现苯并(a)芘影响胚胎着 

床．本研究检测BaP对早孕小鼠子宫中Wnt信号通路的影响，以探讨其干扰胚胎着床的机制。方法：将成年雌雄昆明鼠进行交 

配，次 日见阴栓记为妊娠第 l天(D )。将孕鼠随机分为玉米油对照组(n=45)和BaP处理组(n=45)，玉米油对照组从妊娠第 1天 

开始给予玉米油灌胃，BaP处理组则给予 0．2 mg／(kg-d)的 BaP进行灌胃，直至妊娠的第 4、5、6天(D 、D 、D )分别处死，收取子 

宫材料，计数着床点数 目，采用荧光定量 PCR，免疫组化法，Western blot分别检测所收集子宫内膜材料中 Wnt信号通路相关基 

因表达情况。结果：苯并(a)芘染毒后，引起胚胎着床数下降，差异具有统计学意义( 0．000)；荧光定量 PCR显示 Wnt7a mRNA 

水平在 BaP组较对照组表达下降，差异具有统计学意义(P=0．000)；而 13-catenin mRNA在 BaP组水平升高 ，差异具有统计学意 

义(Jp=0．002、P=O．003、P=0．011)；Western blot和免疫组化也均显示 BaP染毒后 Wnt7a的表达下降，p—catenin的表达有所上升。 

结论：苯并(a)芘可能通过干扰 Wnt7a、13一catenin的表达影响小鼠胚胎着床。 
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Benzo(a)pyrene influences embryo implantation of mice 

by interfering with Wnt7a 

Li Xueyan，Shen Cha，Liu Xueqing，Ding Yubin，He Junlin，Gao Rufei，Wang Yingxiong，Chen Xuemei 

(Laboratory of the Reproductive Biology，School ofPublic Health and Management， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of benzo(a)pyrene(BaP)on Wnt signaling in mice uteri during early pregnancy．Methods： 

Adult female and male Kunming mice were mated to produce pregnancy．The pregnant mice were divided into two groups：control 

group(n=45)；BaP—treated group(n=45)，and then received corn oil and 0．2 m~(kg·d)BaP respectively from D1．The uteri were col- 

lected on pregnant 4 to 6 days respectively and the implantation numbers were counted．Real-time PCR(qRT-PCR)，Western blot 

and immunohistochemistry(IHC)were used to detect the gene expression of Wnt signaling pathway．Results：The implantation nun— 

bers were reduced in BaP—treated group than in control group(P=0．000 1．The results of RT-PCR revealed down—regulated of mRNA 

levels of Wnt7a in BaP—treated group(P=-0．000)，whereas the expression of 3-catenin was elevated in this group(P=O．002，P=0．003， 

P=-0．0l 1)．Western blot and IHC also showed the up—regulated expression of[3-catenin．and the reduced expression of Wnt7a in BaP— 

treated group．Conclusion：BaP can lead to the abe~ant expression of Wnt7a and p—catenin，which might interfere embryo im— 

plantation． 
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苯并(a)芘(benzo(a)pyrene，BaP)是多环芳烃 

中最具代表性，也是危害较大的一类持久性有机污 

染物(persistent organic pollutants，POPs)。BaP由一 

个苯环和一个芘分子结合而成，广泛存在于我们的 

日常生活中，包括空气、水体、食品等。研究表明， 

BaP具有明显致癌作用，可诱发皮肤、肺部和消化道 

癌症『l1。POPs污染物中，BaP是众多POPs中检出率 

较高的一种[2-31。女性担负着孕育与繁衍后代的重任． 

保护其生育能力关系到后代的健康。相比男性而言， 

女性生殖系统更容易受到外来化学物质的损伤。因 

此，BaP对雌性生殖系统影响越发受到关注。有研究 

随机抽选待孕妇女和妊娠妇女进行调查．发现与不 

吸烟妇女相比，吸烟妇女等待第一胎妊娠时间延长。 

并且受孕率下降[4-51。Soldin等同研究吸烟与妇女基础 

甾体激素的关系时发现。与不吸烟者相比．主动吸 

烟者和被动吸烟者血清中的雌三醇、孕酮、醛固酮 

和25一羟维生素D，水平均出现显著降低。由于胚胎 

植入过程受到卵巢雌孕激素的调节，本课题组推测 

具有内分泌干扰活性的BaP可能会影响胚胎植入过 

程。胚胎植人过程涉及众多信号分子参与，其中Wnt 

信号通路是比较受到关注的一条，它参与多种生命 

过程，包括胚胎和器官发生、肿瘤形成等。为了进一 

步了解 BaP对雌性生殖的危害，本文以小鼠为研究 

对象，通过建立 BaP染毒的孕鼠模型，检测小鼠着 

床情况及 Wnt信号通路基因的变化，探索BaP对胚 

胎植入的影响及其可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物 本实验选用SPF级6～8周龄昆明小鼠，体质量 

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—00011，饲养于清洁级动物房。 

1．1．2 试剂 BaP(96％纯度)、玉米油 (99％纯度)和麻醉用 

乙醚购 自美国 Sigma公司：RIPA蛋白裂解液购 自碧云天生 

物技术研究所；Trizol裂解液、逆转录试剂盒和 SYBR定量PCR 

试剂盒购 自大连宝生物工程有限公司；Wnt7a抗体购自Gene— 

Tex：13-catenin抗体购 自Cell Signaling Technology；13-actin及 

二抗购北京中杉生物技术有限公司；免疫组化试剂盒和 DAB 

显色液购自北京中杉生物技术有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 实验动物与材料收集 小鼠饲养 1-2周后开始实验。 

于每天傍晚5时左右以雌雄比例2：l合笼交配，次晨发现阴 

栓者记为第 1天(D )，依次计算妊娠天数。将孕鼠随机分为 

对照组和 BaP处理组 ，每组 45只。小鼠于 D 开始，每天早晨 

称量孕鼠体质量，并按照0．1 mL／10 g体质量给予 0．2 mg／ 

(kg·d)的BaP灌胃，对照组给予等体积玉米油灌胃。孕鼠分 

别于 D 、D 或 D (每个时间点 15只孕鼠)早上 8时至 9时吸 

入乙醚麻醉，颈椎脱臼处死并分离子宫。留取一部分子宫放 

人4％多聚甲醛固定；其余部分，D 小鼠子宫用PBS冲洗子 

宫后(除去胚泡)刮取子宫内膜，D 、D 小鼠子宫除去胚胎后 

刮取子宫内膜并保存于液氮，用于相关实验，同时记录孕鼠 

的胚胎着床数。 

1．2．2 着床位点数分析 D 小鼠从尾静脉注射 l％台盼蓝 

0．1 mL，5 min后脱颈处死。分离小鼠子宫。分别计数蓝色的 

胚胎着床位点个数，并拍照。D 小鼠胚胎着床点肉眼可见，可 

直接处死小鼠，分离子宫并计数71。 

1．2．3 qRT—PCR分析 采用 Trizol Reagent抽提子宫内膜 ． 

异丙醇沉淀浓缩 RNA，灭菌 DEPC水溶解总 RNA。紫外分光 

光度计测总RNA的光密度值，琼脂糖凝胶电泳检测其完整 

性。逆转录为 cDNA后，运用 qRT-PCR检测 Wnt7a、B—catenin 

的表达情况．相对表达量用 2-△△0法分析。相关引物由上海生 

物工程公司合成。 

1．2．4 Western blot分析 取得 D 、D 和 D6小 鼠子宫内膜组 

织后，进行组织研磨 ，加入蛋白裂解液(碧云天)提取组织总 

蛋白，用 BCA蛋白定量法测定总蛋白浓度，并计算蛋 白上样 

量。蛋白样品(每支约 50 g)溶于 5xBuffer(比例 4：1)，沸水 

煮沸 15 min。配制分离胶(10％)和浓缩胶(5％)，60 V恒压预 

电泳 30 min后进行蛋白上样，80 v恒压电泳 90 min；待充分 

分离后 ．截取所需蛋白分子量部分 ，250 mA电转至 PVDF膜 ； 

5％BAS封闭 PVDF膜 1 h后 ，滴加 5％BSA稀释的一抗 

Wnt7a(GTX105680，GeneTex，1：1 000)；p—catenin(#8814， 

Cell Signaling Technology，1：1 000)；13-aetin(se一47778，ZSGB— 

BIO。1：1 000)，4 oC冰箱过夜 ；次 日PBST清洗 3次 ，10 min／ 

次；滴加 5％脱脂奶粉或BAS稀释的二抗，室温孵育 1 h后， 

PBST清洗 3次，10 min／次；化学发光ECL法显色，观察条带。 

1．2．5 免疫组化分析 取得小鼠子宫后，剪下一部分组织于 

4％多聚甲醛中固定 24 h后，用 75％、80％、95％、100％乙醇梯 

度脱水。二甲苯透明 1 min，浸软蜡 5 h，硬蜡包埋。制成 1 am 

蜡块，石蜡切片机切成 4 m子宫内膜组织切片。烤片 5 h后， 

组织玻片于二甲苯 I脱蜡 60 min，后二甲苯 Ⅱ脱蜡 60 min； 

梯度酒精水化 ：100％、90％、80％、70％各 3 min，流水冲洗 10 

min。后蒸馏水浸泡 5 min；然后将切片放 于 pH6．0的 0．1 

mmol／L枸橼酸盐缓冲液中，微波炉高火煮沸，后调至中低火， 

热修复 15 min，取出室温冷却。去离子水室温孵育 10 min后 

PBS浸洗 3次，每次 3 min；滴加免疫组化试剂盒 A液(封闭 

用的正常血清)，37 oC水浴锅孵育 30 min；Wnt7a抗体(1：50， 

GTX105680，GeneTex)或 B—catenin(1：50，#8814，Cell Signal- 

ing Technology)4 qC过夜。次日复温30 rain后，滴加免疫组化 

试剂盒B液(生物素标记羊抗兔IgG)，37℃孵育 30 min后， 

PBS浸洗 3次，每次3 min；加入免疫组化试剂盒 C液(辣根 
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图 1 BaP影响孕鼠着床点数统计 ( ± ，n=9) 

Fig 1 Counting of the number of implantation sites in mice 

( ± 。n=9) 

表 1 对照组与 BaP处理组子宫着床位点数比较(_r± ，n=9 

Tab．1 Comparison of the number of implantation sites 
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图2 BaP暴露影响孕 D 、D 、D。小鼠子宫内膜 Wnt7a的 

mRNA表达( ± 。n=6) 

Fig．2 Effect of BaP exposure on the mRNA expression of 

W nt7a in uterine tissues of D4，D D6 pregnant mice 
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图3 BaP暴露对小鼠子宫内膜中 Wnt7a表达情况的影1~(400 X) 

Fig．3 Effect of BaP exposure on protein expression of W nt7a of 

pregnant mice endometria on D4，D5，D6(400 X) 
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图4 BaP暴露影响孕 D ，D ，D 孕鼠子宫内膜 B—catenin的 

mRNA水平( -4- ．n=6) 

Fig．4 Effect of BaP exposure on B—catenin expression 

in tissues of D4，D5，D6 pregnant mice(x± ，n=6) 
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B．免疫 化榆测结果 

图5 BaP暴露对 Writ信号通路中B—catenin蛋白表达的影响 

(400×) 

Fig．5 Effect of BaP exposure on[3-catenin protein expression 

in the uterine tissues of D4，D5，D6 pregnant mice(400 X) 
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3 讨 论 

多环芳烃是一类普遍存在的环境污染物 ，主要 

来源于烟草烟雾、煤炭燃烧、汽车尾气和室内烹调 

油烟．易在水体、土壤和作物中残留蓄积 ，是影响人 

群健康的大气颗粒物质主要的载体成分 。人群流 

行病学研究表明，大气颗粒污染物中的 BaP除了造 

成呼吸系统疾病外，还会损害人群的生殖健康，如 

干扰性激素的合成与分泌，降低精子数量及活力， 

抑制精子生成 ，降低妊娠率，增加早产、死产发生率 

等。香烟中的 BaP可引起新生小鼠早熟原始卵泡的 

激活从而影响其成年后的生殖功能 。Miller等⋯]证 

实给予雌性小鼠BaP腹腔注射染毒可导致卵巢黄 

体数 目和体积的持续减少且具有剂量一反应关系。 

苯并芘作为证实的雌激素类似物，对生殖系统的影 

响不容忽视。虽然研究已经证实 BaP对于妊娠结局 

的不 良影响，而对于妊娠早期 ，胚胎植入这个时期 

的影响．研究相对较少。课题组前期通过建立 BaP染 

毒模型发现，0．2 mg／(kg·d)的BaP染毒剂量将会导 

致子宫内膜的组织形态学改变，促进胚胎着床的胞 

饮突数目明显下降。证实了 BaP暴露对胚胎着床的 

影~fJ2j，但其中的机制却尚未阐明。基于此，本实验 

选用了前期证实的 BaP有效染毒剂量0．2 mg／kg， 

统计 BaP暴露后小鼠胚胎着床数 ，并进一步探讨 

BaP干扰胚胎着床的机制。 

胚胎着床是一个复杂的过程，这个过程涉及许 

多蛋白分子和信号通路ll3 4】，其中经典的 Wnt信号 

通路是比较受关注和广泛研究的一条。在经典 wnt 

信号通路中，Wnt配体与其受体结合，激活下游的 

13一catenin而发挥各种生理功能，包括胚胎的形成 、 

组织和器官的发生、细胞分化等【l5]。有文献报道，检 

测早孕小鼠子宫内膜中wnt及其受体Fzd基因的 

时空表达变化发现。多个 Wnt家族成员及其受体Fzd 

的基因表达在着床窗口期(D D )增高，尤其是Wnt4 

和 Wnt7a在着床点表达明显增高 ，而其下游的 B— 

catenin异常表达也会影响子宫内膜的蜕膜化，从而 

导致着床失败ll 7l。因此，提出猜想：BaP对胚胎着床 

的影响可能与Wnt信号通路有关。于是实验对经典 

Wnt信号通路中 13一catenin和 Wnt7a的表达进行了 

检测。Western blot结果显示，在妊娠 D4、 I)5、D6，BaP 

处理组小鼠子宫内膜 Wnt7a蛋白水平出现下调，组 

化也显示，在对照组 Wnt7a主要表达在腔上皮，基 

质细胞以及腺上皮 ，而 BaP处理后 ，表达出现明显 

下降，这与Western blot结果一致。而在经典Wnt信 

号通路中。除了Wnt配体，13一catenin的激活对于后 

续生物学过程的进行不可或缺l】81。为了进一步确认 

BaP暴露后对于Wnt信号通路的干扰，对 13一catenin 

的表达进行了检测。发现 13一catenin与 Wnt7a的表 

达出现相反的变化 ，Western blot显示 ，BaP暴露后 

3-catenin的蛋白表达水平较对照组升高，而其在子 

宫腔上皮的表达也逐渐增高，并且 D 在基质细胞 

表达出现增高．有文献报道 ，Wnt／13一catenin与胚泡 

对子宫内膜的粘附有关，抑制或过表达 p—eatenin 

都将导致胚胎植入失败，导致不孕_191。同时，在 1项 

对具有雌激素效应的烈性杀虫药硫丹的研究中发 

现，药物暴露后小鼠生育能力下降，孕 D 的小鼠子 

宫 Wnt7a的表达出现下调 ，B—catenin出现上调 ， 

也就是说 ．适当适时的 Wnt／13一catenin表达对于早 

期妊娠至关重要。有研究报道，B—catenin与子宫腺 

体的发生，以及子宫内膜细胞的增殖和凋亡有关l211， 

这些都可能造成子宫内膜容受性的受损 ，而导致着 

床失败。同时通过基因敲除实验也发现 Wnt7a缺失 

后，小鼠子宫缩小，子宫腺体形成缺乏，进而影响子 

宫内膜容受性的建立，使妊娠率显著下降[221。本研究 

中发现 BaP暴露干扰 Wnt7a和 B—catenin的表达， 

导致着床失败，这是否与子宫腺体形成受损、子宫 

内膜细胞的凋亡平衡打破，进而子宫内膜容受性下 

降有关，同时有哪些重要的分子和信号通路参与了 

这一过程。这些都需要后面的研究中进行深入探索。 

基于 Wnt家族对着床和妊娠的重要意义。以及 

实验所发现的BaP暴露后 Wnt7a、13一catenin的异常 

改变，本研究推测 BaP干扰了 Wnt信号通路，并且 

最终导致了胚胎着床的失败．证实了Wnt蛋白在BaP 

暴露干扰胚胎着床中的重要意义，这为进一步探究 

BaP生殖毒性的分子机制提供了线索。也为环境污 

染物危害的减少和预防提供了参考。 
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