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自噬相关蛋白Atg5及P62在DEHP引起新生鼠 

卵泡发育异常过程中的作用 

汪玉妲，穆欣艺，苏 燕，谢 翼，王应雄，何俊琳，刘学庆，陈雪梅，高茹菲 

(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：探讨自噬相关蛋白Atg5及P62在邻苯二甲酸二乙基己酯(diethylhexyl phthalate，DEHP)引起新生鼠卵巢卵泡发 

育异常这一过程中的作用。方法：将健康 6～8周龄清洁级成年雌性昆明鼠随机分为对照组(玉米油)和DEHP组，每组30只，均 

不做任何处理。成年雌鼠生产后的新生鼠分为对照组(玉米油)和DEHP组，采用腹腔注射方式，DEHP组按 O．62 ms／kg浓度对 

新生鼠进行注射，对照组注射相同体积玉米油，从新生鼠出生第 1天开始注射，每天 1次，连续5 d，注射结束后收集新生鼠卵 

巢组织，HE染色观察卵巢各级卵泡的发育情况，qRT-PCR及Western blot检测卵泡发育标志分子GDF9及自噬相关蛋白At 、 

P62的表达情况。结果：与对照组比较，HE染色结果显示 DEHP组原始卵泡数量明显减少(P=-0．005)，而初级卵泡数量无明显改 

变(尸 ．555)；qRT-PCR结果显示DEHP组新生鼠卵巢组织中卵泡发育标志分子GDF9 mRNA表达明显降低( 0．034)，而自噬 

标志分子Atg5、P62 mRNA表达明显增]Jll(P值分别为0．001、0．024)。Western blot结果显示DEHP组新生鼠卵巢中自噬相关蛋 

白Atg5及P62均明显增加，差异有统计学意义(P值分别为0．008、0．001)。结论：在 DEHP暴露引起新生鼠卵巢卵泡发育异常这 

一 过程中，自噬标记蛋白A 及P62可能发挥着重要作用。 
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Regulation of Atg5 and P62 during the follicular dysplasia process 

of newborn mice induced by DEHP 

Wang Yuheng,Mu Xinyi,Su Yan,Xie Yi，Wang Yingxiong,He Junlin,Liu Xueqing,Chen Xuemei，Gao Rufei 

(Laboratory ofthe Reproductive Biology,School ofPublic Health and Management， 

Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of autophagy related protein Atg5 and P62 on the process of newborn mice follicu— 

lar dysplasia caused by DEHP．Methods：Adult female Kun Ming mice of six to eight weeks at clean and healthy level were randomly 

divided into the control groups(corn oil)and the DEHP groups(30 in each group)without any treatment．The newborns were divided 

into the control groups(corn oil)and the DEHP groups．By intraperitoneal injection，the newborns of the DEHP groups were injected 

with DEHP at the concentration of 0．62 mg／kg，and the ones ofthe control groups were injected with the same volume of conl oil． 

The newborn mice were injected once a day from born to 5 days postpartum．Ovarian tissues of the newborn mice from two groups 

were collected．HE staining was used to observe the development of ovarian follicles at all levels．Real-time PCR an d Western blot 

were employed to detect the expression of follicular developmental marker GDF9 an d autophagy related proteins Atg5 and P62． 

Results：Compared with that of control groups，the number of primordial follicles of newborn mice from the DEHP groups decreased sig- 

nifieantly，an d there was no significant difference in the primary follicles number of the newborn mice between the two groups．The re— 

suits of Real-time PCR showed the levels of follicular developmental marker GDF9 decreased significantly，butautophagy related 

gene Atg5 and P62 mRNA in the newborn mice ovarian tissues from the DEHP group increased significantly．Western blot showed 
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the expression of autophagy related proteins Atg5 an d P62 in 

tlle newborn mice ovarian tissues were significantly inereased 

following DEHP treatmenL Conclusion：Atg5 an d P62 mi ght play 

an important role during the follicular dysplasia process of 

newbo rn mi ce induced by DEHP． 

【Key words]diethylhexyl phthalate；autophagy；follicular devel- 

opment；Atg5；P62 
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邻苯二甲酸二乙基己酯(diethylhexyl phthalate， 

DEHP)属于邻苯二甲酸酯类化合物中重要一员，作 

为一种增塑剂，被广泛应用于食品包装、建筑材料、 

玩具、医疗器材等大量塑料制品中，DEHP可随着 

水、食物、空气细颗粒物、护肤品进入人体【”。近年 

来，化学物质对未成年哺乳动物的雌性性腺毒性作 

用成为研究热点[2]。研究发现，DEHP对雌鼠有生殖 

毒性影响【3】。课题组前期实验发现DEHP可以影响 

新生鼠卵巢卵泡的发育，但其具体机制如何。尚不 

明确，有待于进一步研究。 

自噬是真核细胞中普遍存在的生命现象，是将 

细胞内变形、衰老或损伤的蛋白质和细胞器转运到 

溶酶体腔中消化降解的一种代谢过程，是不同于细 

胞凋亡的另一种程序性细胞死亡，在维持细胞存活、 

更新、物质再利用和内环境稳定中起着重要作用。 

根据物质进入溶酶体的方式不同，自噬可分为三种 

类型：巨自噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬 。自 

噬受到一系列相关蛋白的调控，研究表明，自噬相 

关蛋白Atg5在自噬形成过程中具有重要作用。Atg5 

活性增强可促进自噬的发生，反之，则抑制自噬的 

发生[51。另有研究表明，P62是一种由应激诱导产生 

的细胞内多功能蛋白，并在自噬过程中起必不可少 

的作用。李卫东等人发现在慢性缺氧引起自噬增强 

的小鼠大脑组织中，P62蛋白水平明显增加网。但自 

噬是否参与了DEHP所引起的新生鼠卵泡发育异 

常过程，尚不清楚。本研究利用DEHP腹腔注射的 

新生鼠模型，探讨自噬相关蛋白A 及P62是否 

参与了DEHP所引起的新生鼠卵泡发育异常这一 

过程，初步阐释 DEHP导致新生鼠卵泡发育异常的 

可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

重庆医科大学动物中心健康成年清洁级昆明雌性小鼠 

60只(6～8周龄 ，25～30 g)，雄性小鼠 10只(6～8周龄，30～4O 

g)，动物许可证号[SCXK(渝)20070001】。饲养环境为SPF级 

动物寄养室，饲养温度为(22±2)oC，相对湿度(55士10)％， 

12 h光照，自由饮水进食。 

1．2 主要试剂与仪器 

DEHP(40 mg／m1)及玉米油购于上海阿拉丁化学试剂有 

限公司；13-actin鼠单抗 IgG(ab8226)购于英国Abcam公司； 

Atg5兔多抗 IgG(bs-4005R)、P62兔多抗 IgG(bs一2951R)购 

于北京博奥森生物技术有限公司；EDTA抗原修复液(pH= 

8．0)、HRP标记山羊抗兔抗体、HRP标记山羊抗小鼠抗体、 

SDS—PAGE凝胶配制试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有 

限公司；H&E染液购于南京建成科技有限公司；BCA蛋白浓 

度测定试剂盒、SDS—PAGE蛋白上样缓冲液(Sx)购于上海碧 

云天生物技术有限公司：RNA提取试剂 Trizol购于 invintro— 

gen公司；PrimeSc t RT reagent kit及 SYBR Premix Ex Taq 

TM II均为日本Takara产品 

1．3 实验动物分组及处理 

将昆明小 鼠按雌性与雄性的比例为 3：1或 4：1进行合 

笼，以第2天早上查见阴栓作为受孕成功的标志，继续常规 

喂养至孕鼠生产。将 60只孕鼠随机分为 DEHP处理组及对 

照组，每组 30只。DEHP组孕鼠生产当天即按照DEHP 0．62 

rag／ks×质量(g)剂量对新生鼠进行腹腔注射；对照组新生鼠 

注射相同体积的玉米油。注射用DEHP浓度为0．1 mg／ml。从 

新生鼠出生当天开始 ，于每天早上 7：00—12：00之间对新生鼠 

进行注射，每天 1次，连续5 d，第6天(即新生第 5天)早上 

于体式显微镜下取出新生鼠的卵巢组织。 

1．4 卵巢组织的形态学分析及卵泡计数 

将体式显微镜下取出的新生鼠卵巢组织放入装有4％多 

聚甲醛溶液的EP管中固定，后放置于冰箱中过夜，将组织进 

行梯度酒精脱水、二甲苯透明、浸腊、包埋和切片后，按照试 

剂盒说明书进行常规 HE染色，光学显微镜下观察卵巢组织 

的细胞形态。分别随机选取来源于 3只不同孕鼠的新生鼠的 

卵巢组织进行包埋、切片、HE染色之后 ，光学显微镜下计数 

原始卵泡和初级卵泡的数目。 

1．5 Western blot免疫印迹法检测自噬相关蛋白表达 

在 EP管中分别将来源于 DEHP组和对照组 10只不同 

新生鼠，共 20个卵巢组织 ，8O l裂解液 ，3 Ixl PMSF于冰上 

一 起研磨 30 rain，后静置 30 min，放人 4℃低温离心机内 

12 000 r／min离心 15 rain．BCA法测蛋白浓度。以此作为 1 

个独立蛋白样本，共提取 3个样本。确定上样蛋白约5O g， 

以 13一actin为内参蛋白，配制 10％SDS—PAGE分离胶进行电 

泳，湿转至PVDF膜上，用5％脱脂牛奶于 37℃烤箱中封闭 

1 h，孵育抗Atg5抗体及抗 P62抗体(1：500)、抗 13-actin抗 

体(1：1 000)4 cc过夜。次日将膜取出，用TI’BsT洗膜(3次× 

15 min)后加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1：1 ooo)孵育 

1 h，再次用 TBsT洗膜(3次 ×15 min)后加入发光液 ，凝胶成 

像分析系统成像后进行分析。运用Fusion软件进行条带灰度 

值分析。 

1．6 qRT-PCR检测卵巢组织中自噬相关蛋白 Atg5、P62及 

GDF9 mRNA的表达 

1．6．1 总RNA的提取 在 EP管中分别将来源于DEHP组 

和对照组 5只不同新生鼠。共 lO个新生鼠卵巢组织放入含 

有 1 ml提前预冷的Trizol提取液中充分研磨至无肉眼可见 
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2．3 DEHP对新生鼠卵巢组织中自噬标记蛋白 Atg5表达的 

影响 

采用qRT—PCR方法对新生鼠卵巢组织中的Atg5 mRNA 

的表达进行检测。结果发现，与对照组相比，DEHP组的Atg5 

mRNA的表达明显增加[(2．054±0．226)，(0．927士0．063)，P_ 

o．oo1]。Western blot结果同样显示，与对照组相比，DEHP组 

Atg5蛋白表达明显增加 【(1．463±0．261)，(0．507±0．215)， 

0．008，图 3A、B、D1。 

对照组 DEHP组 

对照组 DEHP组 

C．对 A图中 P62蛋白 

进行半定量分析 
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对照组 DEHP组 

D．Atg5 qRT—PCR 

检测结果 

对照组 DEHP组 

E．P62 qRT—PCR检测结果 

a：与对照组相比．P<0．05 

图 3 DEHP对自噬标记蛋白Atg5及 P62的表达影响 -I-Sjn=3) 

Fig．3 Effects of DEHP on the expression of autophagy marker 

proteinsAtg5 and P62 ±S tn=3) 

2．4 DEHP对新生鼠卵巢组织中自噬标记蛋白 P62表达的 

影响 

采用 qRT—PCR方法对新生鼠卵巢组织中的P62 mRNA 

的表达进行检测。结果发现，与对照组相比，DEHP组的 P62 

mRNA的表达明显增加[(2．131±O．343)，(O．969±0．453)，尸= 

0．0241。Western blot结果同样显示，与对照组相比，DEHP组 

P62蛋白表达明显增加【(1．247±0．064)，(0．730±0．075)， 

0．0011(图3A、C、E)。 

3 讨 论 

DEHP是一种常见的环境污染物．它已对人们 

的生活环境造成了严重的污染，在许多地方的大气、 

水体、土壤以及动物体内都可以检测到 DEHP~ 。 

DEHP已成为世界范围内影响人类健康的一大公 

害。DEHP可通过日常生活的接触、医疗活动和职业 

暴露进入人体。作为一种类雌激素。DEHP可引起雌 

性生殖系统的损害。已有动物实验显示，DEHP可使 

正常排卵的雌鼠动情周期延长 。并且出现不排卵现 

象，发情前期体内雌二醇水平下降，镜下可见雌鼠 

卵泡发育迟缓，卵泡体积减小，颗粒细胞体积变 

小，出现多囊卵巢综合症[8-Ol。美国FDA发表了关于 

DEHP医疗器 械安全性评价的研究报告指出，胎 

儿、新生儿和青春发育期的人类属于高危人群，更 

易于受到 DEHP的感染，且在儿童体内。DEHP转化 

成 MEHP更多，而 MEHP的排泄较少，儿童在药物动 

力学上比成人对DEHP的不良反应更敏感 。我课 

题组前期实验发现 DEHP可以影响新生鼠卵巢的 

发育，但其机制如何，尚不明确。本研究采用DEHP 

连续 5 d按照0．62 mg／kg浓度对新生鼠进行腹腔注 

射之后。HE染色观察发现新生鼠卵巢组织中原始 

卵泡数量减少，而初级卵泡数量无明显变化。GDF9 

是由卵母细胞通过旁分泌方式分泌的一种生长因 

子，可作用于颗粒细胞，并促进其增殖【ll1、分化、代谢 

及凋亡[】21。对早期卵泡的生长分化起至关重要的作 

用[13-14]。检测发现在 DEHP的作用下 GDF9 mRNA表 

达明显降低。 

自噬是广泛存在于真核细胞中的生命现象，贯 

穿于正常细胞的生长发育和生理病理过程，维持着 

细胞内的稳定状态。自噬存在于饥饿状态、缺血、损 

伤、恶性肿瘤以及在激素、化疗药物作用等应激条 

件下。细胞自噬的过程包括 3个阶段：双层膜结构 

l  ●I  睫 一 I  =『_ ● ● 2 1 1 O 0 时一 L L 量逞 专一卿 皿断 lv 
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的自噬泡延伸、闭合形成自噬体，自噬体与溶酶体 

融合形成自噬溶酶体以及自噬体的降解【 。本研究 

发现在DEHP的作用下，新生鼠卵巢组织中与自噬 

发生过程中关系密切的Atg5和P62 mRNA及蛋白 

表达均明显增加，提示自噬可能参与了DEHP所引 

起的新生鼠卵泡发育异常。本实验在前期发现DEHP 

可损伤新生鼠卵胞囊降解和原始卵泡的聚集【 61的基 

础上，进一步检测与自噬发生相关的蛋白Atg5和 

P62，发现DEHP可以通过自噬而影响卵巢的发育。 

因自噬普遍存在于真核细胞中。对真核细胞生物生 

命活动的影响十分广泛，与细胞增殖、分化、凋亡等 

过程均有密切联系。因此自噬对雌性生殖系统的影 

响的具体机制还有待进一步的研究与探索。 
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