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  摘 要:目的 探讨宫内暴露于高雄激素对小鼠胎盘营养转运体表达的影响。方法 选择2018年1-3
月购置的6~8周龄ICR雌性小鼠,自然受精后6.5

 

d开始每天给予颈部皮下注射脱氢表雄酮(60
 

mg·kg-1·

d-1)构建实验组,单纯玉米油注射构建对照组,第18.5天采用颈椎脱臼法处死小鼠后,收集胎鼠及胎盘标本,
比较两组小鼠存活率、胎鼠体质量、胎盘质量、胎盘转运效率及目的基因 mRNA表达水平。结果 实验组与对

照组胚胎总着床数、存活数差异均无统计学意义(P>0.05);实验组平均窝仔数、存活率低于对照组(P<
0.05);实验组与对照组胎盘转运效率差异无统计学意义(P>0.05);实验组胎鼠体质量、胎盘质量均低于对照

组(P<0.05);实时荧光定量PCR法检测两组胎盘的葡萄糖转运体 mRNA表达水平,结果表明,与对照组相

比,实验组胎盘Slc2a1、Slc2a2、Slc2a3、Slc2a9、Slc2a12
 

mRNA表达水平均出现不同程度下调(P<0.05);实验

组Slc38a1、Slc38a2、Slc38a4、Slc43a2、Slc7a5、Slc7a8
 

mRNA表达水平下调(P<0.05)。结论 宫内暴露于高

雄激素中能降低胎盘质量与胎鼠体质量,能降低胎盘氨基酸转运体和葡萄糖转运体 mRNA表达水平,提示宫

内暴露于高雄激素会影响妊娠末期胎盘营养转运能力。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

intrauterine
 

exposure
 

to
 

high
 

androgen
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

placental
 

nutrition
 

transporter
 

in
 

mice.Methods The
 

6-8
 

weeks
 

ICR
 

female
 

mice
 

purchased
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

March
 

2018
 

were
 

selected,and
 

the
 

cervical
 

subcutaneously
 

injection
 

of
 

dehydroepiandrosterone
 

(DHEA,60
 

mg·kg-1·d-1
 

on
 

6.5
 

d
 

after
 

natural
 

fertilization
 

was
 

performed
 

for
 

constructing
 

the
 

experimen-
tal

 

group.The
 

control
 

group
 

was
 

constructed
 

by
 

the
 

injection
 

of
 

corn
 

oil
 

alone.After
 

the
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

at
 

the
 

neck
 

on
 

18.5
 

d,the
 

placental
 

and
 

fetal
 

mouse
 

placental
 

specimens
 

were
 

collected
 

to
 

compare
 

the
 

survival
 

rate,fetal
 

rat
 

body
 

mass,placental
 

mass,placental
 

transport
 

efficiency
 

and
 

target
 

gene
 

mRNA
 

expression
 

level
 

between
 

the
 

two
 

groups.Results The
 

differences
 

of
 

total
 

implantation
 

and
 

survival
 

numbers
 

between
 

the
 

ex-
perimental

 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05);
 

the
 

average
 

litter
 

size
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05);
 

the
 

differ-
ence

 

of
 

placental
 

transfer
 

efficiency
 

between
 

the
 

experimental
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05);
 

the
 

fetal
 

mouce
 

mass
 

and
 

placenta
 

mass
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05);
 

the
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

glucose
 

transporter
 

mRNA
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

placenta.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Slc2a1,Slc2a2,Slc2a3,Slc2a9,and
 

Slc2a12
 

in
 

the
 

two
 

group
 

were
 

down-regulated
 

to
 

varying
 

degrees
 

(P<0.05);
 

in
 

the
 

experimental
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Slc38a1,Slc38a2,Slc38a4,Slc43a2,Slc7a5,and
 

Slc7a8
 

mRNA
 

were
 

down-regulated
 

(P<0.05).Conclusion Intrauterine
 

exposure
 

to
 

high
 

androgens
 

can
 

re-
duce

 

placental
 

mass
 

and
 

birth
 

mouse
 

mass,and
 

can
 

also
 

reduce
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

placental
 

amino
 

acid
 

transporter
 

and
 

glucose
 

transporter,suggesting
 

that
 

intrauterine
 

exposure
 

to
 

high
 

androgen
 

will
 

affect
 

the
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ability
 

of
 

placental
 

nutrient
 

transport
 

in
 

late
 

pregnancy.
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  多囊卵巢综合征(PCOS)是临床上发生率较高的

代谢、内分泌疾病,以排卵障碍、高雄激素血症为主要

特征,表现为月经周期不规律、不孕及多毛等[1-2]。临

床研究表明,PCOS病因复杂,多数患者发病是在多基

因遗传易感性基础上形成,由各种不良环境因素诱

发[3]。国外学者研究表明,机体生长是一个较为复杂

的过程,常受到激素的持续刺激,导致其生理、代谢异

常[4]。动物实验结果表明,动物娩出前持续暴露在高

雄激素中,能引起胎儿产生雄激素化特征,能增加高

雄激素血症发生率[5]。胎盘是妊娠期特殊的器官,承
担了未成熟胎儿所有器官功能,但是胎盘较为脆弱,
其功能发挥受到较多因素的影响[6-7]。胎盘特需的营

养物质的转运体表达水平下调,会影响胎儿宫内的生

长发育,导致胎儿出现低出生体质量[8]。因此,本研

究以小鼠作为研究对象,探讨宫内暴露于高雄激素对

小鼠胎盘营养转运体表达的影响,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 实验动物 选择2018年1-3月购置的6~8
周龄ICR雌性小鼠,体质量30~40

 

g,实验组7只,对
照组6只,与雄鼠1∶1合笼,自然受孕,动物合格证

号:SCXK(陕)2017-003。所选动物均购于西安交通

大学医学部实验动物中心,自由饮水、进食,自然光

照,饲养温度20~23
 

℃,饲养环境湿度40%~60%。
1.2 主要药品与试剂 脱氢表雄酮(DHEA)购自美

国ApexBio公司;RNA
 

的抽提采用TRIzol试剂,购
自美国

 

Invitrogen
 

公司;反转录试剂盒、荧光定量

PCR试剂均购自日本
 

TaKaRa
 

公司;PCR引物由中

国上海生物工程有限公司合成。
1.3 主要仪器与设备 PCR仪、CFX96实时荧光定

量PCR仪购自美国Bio-Rad公司;全波长酶标仪购自

美国 MD
 

SpectraMax公司;ND2000分光光度计购自

美国Thermo公司;高速离心机购自北京中原合聚经

贸有限公司,超低温冰箱购自Beckman公司,水平电

泳仪购自北京中原合聚经贸有限公司,凝胶成像系统

购自上海生物工程有限公司。
1.4 方法

1.4.1 干预方法 对照组:从孕6.5
 

d开始每天经颈

部皮下注射单纯玉米油0.2
 

mL。实验组:给予颈部

皮下注射DHEA油剂(60
 

mg·kg-1·d-1),连续并

均完成12.5
 

d干预,第18.5天干预完毕后以颈椎脱

臼法处死,收集胎鼠及胎盘标本。
1.4.2 目的基因 mRNA表达测定 (1)RNA的分

离、提取:将胎盘转入2
 

mL玻璃组织的匀浆器中,加
入2

 

mLTRIzol试剂,充分混合均匀后室温放置5
 

min,使其充分裂解,匀浆液分别移入2个1.5
 

mL
 

EP
管中,于4

 

℃下高速离心机中12
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃沉淀,留上清液。加入200
 

μL氯仿,振荡混匀

后室温放置15
 

min,4
 

℃,12
 

000
 

r/min离心15
 

min,
吸取上层水相,至另一离心管中;加入等体积的异丙

醇(至少50
 

μL),混匀,室温放置5~10
 

min,4
 

℃,
12

 

000
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液,RNA沉淀于

管底;加入100
 

μL
 

75%乙醇,温和振荡离心管,悬浮

沉淀;4
 

℃
 

8
 

000×g
 

离心5
 

min,尽量弃去上清液,室
温晾干5

 

min(目测晾干),其中一管用75%乙醇保存,
另一管用30~50

 

μL
 

水溶解RNA样品。(2)反转录:
严格按照反转录试剂盒说明书体系要求以及反应条

件要求操作,每组标本取
 

1
 

μL
 

RNA标本加至
 

20
 

μL
体系中进行反转录反应,反应条件为25

 

℃
 

10
 

min、42
 

℃
 

15
 

min、85
 

℃
 

5
 

s,4
 

℃保存,从而获得cDNA。(3)
目的基因 mRNA表达水平测定采用实时荧光定量

PCR技术,引物序列为PrimerBank
 

上所查的序列,由
上海生工生物工程有限公司合成,目的基因及内参

GAPDH的引物序列见表1。建立反应体系如下:荧
光染料SYBR

 

Green
 

Master
 

Mix(2×)10
 

μL,灭菌蒸

馏水6
 

μL,PCR
 

正向引物1
 

μL、反向引物1
 

μL,cD-
NA模板2

 

μL,总体积为20
 

μL。每份标本均设3个

平行复孔,取平均值。PCR反应条件如下:95
 

℃预变

性5
 

min,95
 

℃变性15
 

s,58
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸

30
 

s,共40个循环,随后95
 

℃延伸15
 

s,95
 

℃
 

60
 

s,95
 

℃
 

15
 

s。反应结束后记录扩增曲线和熔解曲线,以确

定标本扩增的特异性。根据PCR扩增曲线,得到每

个标本的循环阈值(Ct值),采用2-ΔΔCt
 

法计算目的基

因的mRNA相对表达水平。
1.5 观察指标 (1)胎鼠存活率。记录两组胚胎总

着床数、存活数、平均窝仔数及存活率。(2)胎鼠体质

量、胎盘质量及胎盘转运效率。记录实验组与对照组

胎鼠体质量、胎盘质量及胎盘转运效率[胎鼠出生体

质量(g)/胎盘质量(g)]。(3)目的基因mRNA表达水

平。记录实验组与对照组胎盘的葡萄糖转运体mRNA
表达水平、胎盘的氨基酸转运体mRNA表达水平。
1.6 统计学处理 采用SPSS20.0软件处理。计数

资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验;计
量资料以x±s 表示,组间比较采用t检验;以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组胎鼠存活率比较 实验组与对照组胚胎总

着床数、存活数差异无统计学意义(P>0.05);实验组

平均窝仔数、存活率低于对照组(P<0.05),见表2。
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表1  目的基因及内参GAPDH引物序列

基因 正向引物序列(5'-3') 反向引物序列(5'-3')

Slc2a1 GCTTATGGGCTTCTCCAAACT GGTGACACCTCTCCCACATAC

Slc2a2 TCAGAAGACAAGATCACCGGA GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG

Slc2a3 GATCGGCTCTTTCCAGTTTG CAATCATGCCACCAACAGAG

Slc2a5 CCAATATGGGTACAACGTAGCTG GCGTCAAGGTGAAGGACTCAATA

Slc2a6 AACCGAGGGACTCGACTATGA CAAGGCATACCCAAAGCTGAA

Slc2a8 CCCTTCGTGACTGGCTTTG TGGGTAGGCGATTTCCGAGAT

Slc2a9 TTGCTTTAGCTTCCCTGATGTG GAGAGGTTGTACCCGTAGAGG

Slc2a10 GCCTGACCTTCGGATATGAGC TGCCATAGCAGTCAATGAGGA

Slc2a12 AGGTCCCAGCATGTTTACGTT GGGCTAATAGCGTTCTGATCTG

Slc7a5 ATATCACGCTGCTCAACGGTG CTCCAGCATGTAGGCGTAGTC

Slc7a8 TGTGACTGAGGAACTTGTGGA GTGGACAGGGCAACAGAAATG

Slc38a1 CCTTCACAAGTACCAGAGCAC GGCCAGCTCAAATAACGATGAT

Slc38a2 TAATCTGAGCAATGCGATTGTGG AGATGGACGGAGTATAGCGAAAA

Slc38a3 GGAGGGGCTTCTACCAGTG GGAAAAGGATGATGCCCGTATTG

Slc38a4 GCGGGGACAGTATTCAGGAC GGAACTTCTGACTTTCGGCAT

Slc43a1 CTTCCGGGCTTCACCTATCTG CCCAATTCCAAATCGCATCCAC

Slc43a2 TGCACCGCTGTGTTGGAAA CCGTGCTGTTAGTGACATTCTC

GAPDH TGACATCAAGAAGGTGGTGAAG AGAGTGGGAGTTGCTGTTGAAG

表2  两组胎鼠存活率比较

组别
胚胎总

着床数(n)
存活数

(n)
平均窝仔数

(x±s,只)
存活率

(%)

实验组 110 85 12.14±1.95 77.27

对照组 108 99 16.50±1.64 91.67

χ2 或t 1.215 0.682 6.431 5.781

P 0.691 0.795 <0.001 <0.001

2.2 两组胎鼠体质量、胎盘质量及胎盘转运效率比

较 实验组与对照组胎盘转运效率差异无统计学意

义(P>0.05);实验组胎鼠体质量、胎盘质量均低于对

照组(P<0.05),见表3。
表3  两组胎鼠体质量、胎盘质量及胎盘转运

   效率比较(x±s)

组别
胎鼠数

(n)
胎鼠质量

(mg)

胎盘质量

(mg)
胎盘转运效率

对照组 99 1
 

477.75±176.47 102.93±17.82 14.65±2.36

实验组 85 1
 

324.31±183.67 93.55±16.08 14.34±1.98

t 6.392 5.602 1.213

P <0.001 <0.001 0.693

2.3 两组胎盘的葡萄糖转运体 mRNA表达水平比

较 实时荧光定量PCR检测两组胎盘的葡萄糖转运

体mRNA表达水平,与对照组相比,实验组Slc2a1、
Slc2a2、Slc2a3、Slc2a9、Slc2a12

 

mRNA表达水平下调

(P<0.05),见图1。

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图1  两组胎盘的葡萄糖转运体 mRNA表达水平比较

2.4 两组氨基酸转运体 mRNA表达水平比较 与

对 照 组 相 比,实 验 组 Slc38a1、Slc38a2、Slc38a4、
Slc43a2、Slc7a5、Slc7a8

 

mRNA 表达水平下调(P<
0.05),见图2。

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图2  两组氨基酸转运体 mRNA表达水平比较

3 讨  论

  PCOS是一种病因较为复杂的妇科疾病,具有非
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遗传理论与遗传理论两种[9]。非遗传学理论认为,妊
娠期子宫内激素会产生变化,引起内分泌异常,而长

期暴露在高浓度雄激素环境下,增加排卵功能障碍发

生率[10-11]。而遗传学理论认为,PCOS具有一定的遗

传史、家族史,高雄激素血症和(或)高胰岛素血症均

会增加PCOS的发生[12]。国外学者在一个经过充分

验证的
 

PCOS
 

绵羊模型中发现,除了成年期代谢和生

殖疾病外,早期妊娠暴露于高雄激素可以导致雌性后

代的出生体质量偏低,胎盘供血不足是该模型中胎儿

低出生体质量发生的机制,这种现象是由雄激素作用

介导的[13-14]。在人类和动物模型中,与不良的妊娠和

分娩结果有关的胎盘机制包括胎盘氧化和氧化应激、炎
症等,这些均能引起脂质积聚,加速胎盘老化,但尚少见

关于营养转运是否受损的相关机制研究[11]。
国外学者研究表明,孕期暴露在高雄激素环境下

能引起小鼠雌性后代出现男性化特征,而高雄激素血

症亦可引起外生殖器男性化[15-16]。由此看出,孕期宫

内暴露在高雄激素中能影响胎儿多个器官发育,增加

胎儿起源的成人疾病综合征。本研究中,实验组平均

窝仔数、存活率低于对照组(P<0.05);实验组胎鼠体

质量、胎盘质量均低于对照组(P<0.05),说明宫内暴

露于高雄激素中会降低小鼠窝仔数、存活率,亦可降

低胎鼠体质量及胎盘质量[17-18]。国外学者将接受体

外受精-胚胎移植治疗的460例患者作为研究对象,随
机分为PCOS组、仅多囊卵巢组(PCOM组)及卵巢形

态正常的不孕组,结果表明,PCOS组的获卵率、第二

次减数分裂中期的卵母细胞率及正常形态卵母细胞

率明显减少,卵母细胞形态异常增加,细胞质量下降,
导致胎儿出生体质量下降。这主要是由于高雄激素

环境能引起子宫内膜功能异常,抑制机体性腺激素激

动,降低雄激素水平。同时,持续的高雄激素环境能

引起机体肥胖、胰岛素抵抗及代谢异常,导致产科并

发症、新生儿并发症发生风险升高。
葡萄糖是一种极性分子,很难以自由扩散方式进

入细胞,细胞主要通过主动转运方式吸收葡萄糖,且
大部分组织包括胎盘的细胞均需要通过镶嵌在细胞

膜上的载体蛋白质———葡萄糖(GLUTs)介导的易化

扩散来摄入葡萄糖。葡萄糖属于胎儿生长发育的基

础营养物质[19]。胎盘绒毛组织中芳香化酶能作用于

雄激素中,引起转运体发生变化,从而对小鼠胎盘营

养转运体产生影响。转运蛋白是膜蛋白的一大类,介
导生物膜内的化学物质及信号交换。脂质双分子层

在细胞或细胞器周围形成一道疏水屏障,将其与周围

环境隔绝起来。尽管小分子能通过渗透方式通过细

胞膜,但多数的亲水化合物均需要特异性的转运蛋白

帮助通过疏水屏障。因此,转运蛋白在营养物质的摄

取、代谢产物释放和信号转导中发挥了重要的作用。

本研究中,实时荧光定量PCR检测两组胎盘的葡萄

糖转运体 mRNA 表达水平,与对照组相比,实验组

Slc2a1、Slc2a2、Slc2a3、Slc2a9、Slc2a12
 

mRNA表达水

平下调(P<0.05);两组胎盘的氨基酸转运体 mRNA
表达 水 平 相 比,实 验 组 Slc38a1、Slc38a2、Slc38a4、

Slc43a2、Slc7a5、Slc7a8
 

mRNA 表达水平下调(P<
0.05),说明宫内暴露在高雄激素中能引起小鼠胎盘

的葡萄糖转运体mRNA表达水平下调,影响转运蛋白

表达水平。出现这种现象的原因是多方面的,可能与机

体营养代谢异常有关,机体营养代谢异常可导致转运蛋

白表达水平异常,从而引起胎儿低出生体质量。
综上所述,宫内暴露于高雄激素中能降低胎鼠体

质量及胎盘质量,能降低胎盘氨基酸和葡萄糖转运体

mRNA表达水平,提示高雄激素暴露可能影响妊娠期

胎儿宫内的营养物质获取,从而影响胎儿的生长发育。
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