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·基础研究·
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【摘要】 目的 探讨下丘脑 Polycomb蛋白组（PcG）关键基因 Eed和 Ezh甲基化在孕期双酚A
（BPA）暴露致子代雌鼠青春期发育提前的中作用。方法 采用随机数字表法将40只受孕CD⁃1小鼠

平均分为对照组（玉米油）和低、中、高剂量暴露组（BPA染毒剂量分别为8、40、200 mg/kg），于受孕1～
18 d每天进行BPA灌胃染毒。子代雌鼠出生后21～33 d观察阴道开口情况；出生后34 d处死，收集下

丘脑组织，检测下丘脑Eed和Ezh基因的甲基化水平。采用阴道开口提前率、阴道开口时间、第一次

动情时间和阴道开口提前天数评价仔鼠青春期发育提前情况。以阴道开口提前天数为因变量，BPA
暴露为自变量，通过路径模型分析Eed和Ezh基因甲基化在BPA暴露致子代雌鼠青春期提前中的作

用。结果 孕期低、中、高剂量BPA暴露组子代雌鼠出生28 d的阴道开口率［分别为40.00%（29/72）、
47.62%（25/53）、37.84%（20/53）］均高于对照组［14.06%（9/64）］；孕期低、中、高剂量BPA暴露组子代

雌鼠阴道开口时间P50（P25，P75）分别为 28（26，30）、28（26，29）和 28（26，30）d，第一次动情时间分别

为31（27，32）、30（27，31）和31（28，33）d，均早于对照组的阴道开口时间［30（28，31）d］和第一次动

情时间［32（30，33）d］（P值均<0.05）；孕期低、中、高剂量BPA暴露组子代雌鼠Eed1（1.61%～1.82%）、

Eed2（1.36%～1.43%）和 Ezh2（2.87%～3.05%）甲基化水平均高于对照组（分别为 1.47%、1.26%、

2.56%）（P值均<0.05）。路径模型分析结果显示，BPA暴露对子代雌鼠青春期发育提前无直接作用，

经Eed2和Ezh2甲基化的间接作用路径系数分别为 0.045和0.142。结论 孕期母体BPA暴露会通过

下丘脑PcG蛋白关键基因Eed和Ezh甲基化导致子代雌鼠青春期发育提前。
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【Abstract】 Objective To explore the role of hypothalamus Polycomb Group (PcG) gene (Eed,
Ezh) methylation in the relationship between bisphenol A (BPA) exposure during pregnancy and premature
puberty in female offspring. Methods A total of 40 pregnant CD⁃1 mice were randomly and averagely
assigned into four groups: control group (corn oil) and low, middle and high BPA⁃exposed groups (the
poisonous doses were 8 mg/kg, 40 mg/kg, and 200 mg/kg, respectively) by random number table method.
Each group was administered by gavage from gestational day (GD) 1 to 18. The vaginal opening of female
offspring was observed from postnatal day (PND) 21 to 33. All female offsprings were sacrificed, and
hypothalamus was remained on the PND 34. The methylation levels of Eed and Ezh in the hypothalamus
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were measured. The early puberty of CD⁃1 mice was evaluated by the rate of vaginal opening in advance,
initial time of vaginal opening, the first estrus occurrence and vaginal opening days in advance. The path
model was used to explore the role of Eed and Ezh gene methylation in the early puberty of female offspring
with maternal BPA exposed including the number of days of vaginal opening in advance as a dependent
variable and BPA exposure as an independent variable. Results The rate of vaginal opening on the 28 day
in each maternal BPA⁃exposure group [low, middle and high BPA⁃exposed groups were 40.00% (29 / 72),
47.62% (25/53) and 37.84% (20/53), respectively] was higher than that rate in the control group [14.06%(9/
64)]. Similarly, the P50(P25, P75) values of initial time of vaginal opening in low, middle and high
BPA⁃exposed group were 28 (26, 30), 28 (26, 29), 28 (26, 30) days, respectively and the P50(P25,P75) values of
the first estrus occurrence in low, middle and high BPA⁃exposed group were 31 (27, 32), 30 (27, 31), 31 (28,
33) days, respectively, which were earlier than those in the control group [initial time of vaginal opening was
30(28, 31) days, and the first estrus occurrence was 32(30, 33) days] (all P values<0.05). Compared with the
control group (the methylation levels of Eed1, Eed2, Ezh2 were 1.47%, 1.26%, 2.56%, respectively), the
methylation levels of Eed1 (1.61%- 1.82%), Eed2 (1.36%- 1.43%) and Ezh2 (2.87%- 3.05%) in female
offspring were significantly higher in BPA⁃exposed groups (all P values<0.05). The results of path model
analysis showed that BPA had no direct influence on puberty in advance, but had an indirect effect on
puberty in advance (indirect effect path coefficient was 0.045 and 0.142, respectively) by mediating
methylation of Eed2, and Ezh2. Conclusion Early puberty in female offspring induced by maternal
exposure to BPA during pregnancy through the increased methylation levels of hypothalamus PcG gene (Eed,
Ezh) in female offspring.
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双酚A（bisphenol A，BPA）是一种广泛存在于

人们生产和生活环境中的内分泌干扰物。有研究

发现，在美国超过 90%的人群尿样中能够检测到

BPA［1］。当前研究普遍认为BPA可以进入机体内

与雌激素受体结合，模仿雌激素的作用，干扰正常

雌激素的各种生理生化过程［2］。近年来，孕期BPA
暴露对子代健康的影响越来越引起人们的关注［3］，

研究发现胎儿比成人更容易受到BPA的影响［4］，母

体孕期BPA暴露会对胎婴儿健康造成影响，特别是

对雌性生殖系统造成破坏［5⁃6］。Prusinski等［7］认为

BPA暴露可能通过改变青春期启动相关基因的表

观基因组来影响青春期发育，而且动物实验也证实

了BPA暴露可导致DNA甲基化状态的改变［8］。大

鼠 动 物 研 究 表 明 下 丘 脑 Polycomb 蛋 白 组

（Polycomb Group，PcG）是青春期启动的主要调控

蛋白，PcG蛋白主要组成部分为Eed和Ezh基因编

码，而且研究表明PcG蛋白能够抑制Kisspeptin⁃10
的功能以及翻译过程，从而影响青春期发育［9］。因

此，本研究建立了孕期不同BPA暴露剂量的动物模

型，探讨孕期BPA暴露对子代雌鼠青春发育的影

响，以及子代雌鼠下丘脑PcG蛋白关键基因（Eed和

Ezh）甲基化在孕期BPA暴露致子代雌鼠青春发育

提前中的作用。

材料与方法

一、材料

1.试剂：BPA（分析纯 99%）购于美国 Sigma公
司；Trizol、逆转录酶购于美国 Invitrogen公司；RNA
抑制酶购于美国 Santa Cruz；凝胶提取试剂盒购自

中国北京天根生化科技公司；Miseq试剂盒购自美

国 加 尼 福 尼 亚 州 Illumina 公 司 ；EZ DNA
Methylation⁃Gold 试剂盒购自美国加尼福尼亚州

ZYMO公司；10×Reaction buffer购自日本TaKaRa公
司；10×TES、SDS、蛋白酶K等生物缓冲液及化学试

剂均购自美国Sigma公司。

2.仪器：LightCycler 480实时荧光定量 PCR仪

购自瑞士 Roche 公司；凝胶成像系统购自美国

Invitrogen 公司；Tecaninfinite200 酶标仪购自瑞士

Tecan公司；Localized Performance超低温冰箱购自

中国赛默飞世尔公司；9700⁃PCR反应扩增仪购自

美国 ABI 公司；Millipore⁃Q A10 超纯水仪购自美

国Millipore公司；可见紫外分光光度计购自日本

岛津公司；PyroMark Q24焦磷酸测序仪购自美国

Qiagen 公司；电子天平购自德国 Sartorius 公司；

Eppendorf 5418 低 温 高 速 离 心 机 购 自 德 国

Eppendorf公司；Galaxy 170R恒温孵箱购自中国赛

默飞世尔公司。
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二、方法

1. 实验动物模型的建立：根据既往研究结

果［10⁃11］，将BPA暴露分为 4组：低、中、高剂量组的

BPA染毒剂量分别为8、40、200 mg/kg；以玉米油为

对照组。选取健康清洁级CD⁃1小鼠（8周龄，雌鼠

28～30 g，雄鼠 32～34 g），购于北京维通利华实验

动物技术有限公司（合格证编号：NO.201716639）。

在 12 h 光照/黑暗循环、恒温（20～25 ℃）和恒湿

（50%±5%）的环境下适用性饲养 2周，自由获得食

物和水。适应性喂养后，晚上21∶00将雌鼠和雄鼠

按照2∶1进行合笼交配，第二天早上8∶00检查雌鼠

阴道口阴栓情况，检查到阴栓的雌鼠单独饲养，将

初次观察到阴栓日期定为受孕0天（Gestational day
0，GD 0）。采用随机数字表法将 40只怀孕小鼠随

机分为 4组（1个对照组和 3个实验组），通过灌胃

方法对实验组中GD 1~18的小鼠分别给予 8、40、
200 mg/kg 的 BPA（溶于玉米油），给药剂量基于

1 ml/100 g的小鼠体重，每天根据体重进行剂量调

整，保证恒定的剂量水平，对照组小鼠给予等量玉

米油。仔鼠出生天数（postnatal day，PND）通过肛

门与生殖器之间距离判断性别。于PND 21～33检
查子代雌鼠阴道开口，记录开口时间。正常CD⁃1
小鼠 35～50 日龄是青春期起始阶段［12］，因此在

PND 33晚上将子代雌鼠禁食，于PND 34清晨即青

春期发育成熟之前处死留取标本。所有子代雌鼠

经眼球穿刺动脉取血后使用颈椎脱臼法处死，血液

样品在4 ℃环境内静置2 h后，2 200×g离心15 min，
吸取上清液至1.5 ml离心管，保存于-80 ℃冰箱。将

子代雌鼠置于无菌冰桌上，分离出大脑，将大脑腹侧

面向上，按照小鼠大脑解剖图谱所示，剥离大脑及周

围组织，用无菌镊子取出下丘脑，放入1.5 ml无酶离

心管中，置于液氮罐中速冻后，存于-80 ℃超低温冰

箱待测。本研究由安徽医科大学实验动物科学学院

和 实 验 动 物 科 学 研 究 中 心 批 准（批 号 ：

LLSC20150012）。研究中无虐待动物行为，保证动

物的基本伦理福利，将动物伤害降至最小。

2.青春期发育提前的评价：正常CD⁃1小鼠会

在PND 28之后阴道打开，表明体成熟完成，因此本

研究将 PND 28以前阴道开口定义为阴道开口提

前，阴道开口提前率=阴道开口提前的雌鼠数/雌鼠

总数×100%，阴道开口提前天数=28-阴道开口时

间。采用阴道开口提前率、阴道开口时间、第一次

动情时间和阴道开口提前天数评价仔鼠青春期发

育提前情况。

3.Ezh和Eed启动子区甲基化水平测定：（1）下

丘脑基因组DNA提取：取出下丘脑组织，充分研磨

成粉末，加入 0.45 ml TES溶液，再加入 50 μl质量

分数 10%的 SDS 和 5.0 μl 浓度为 20 mg/ml的蛋白

酶K溶液。700×g离心 10 min，取上层水相到新的

1.5 ml离心管中，加入等体积苯酚、氯仿和异戊醇。

7 000×g离心 10 min，取上层液。再重复一个循环

后。加入2.5倍体积的无水乙醇沉淀DNA，8 500×g
离心 10 min，弃去乙醇。使用 75% 乙醇洗涤，

7 000×g离心5 min，弃去乙醇，55 ℃干燥DNA。将

提取的DNA置于-20 ℃冰箱内保存备用。（2）亚硫

酸氢盐转化：取5 μl DNA配置PCR溶液，置入PCR
仪器，依照以下程序设置：95 ℃变性5 min，60 ℃退

火 25 min，95 ℃变性 5 min，60 ℃退火 85 min，95 ℃
变性 5 min，60 ℃退火 175 min，20 ℃延伸 20 min。
热循环结束后，依次加入Buffer BL、BW、BD、BW、

EB清洗。（3）焦磷酸测序 PCR：用特异性引物扩增

目的区段，扩增后准备焦磷酸测序。引物设计与合

成根据NCBI基因文库中小鼠下丘脑PcG蛋白关键

基因Ezh和Eed基因 DNA 序列和基因号。分析上

述基因启动子区域的CpG岛，针对上述基因CpG岛

设计了PCR引物。按操作说明书进行单链的分离

纯化和焦磷酸测序反应。测定目标位点中C/胸腺

嘧啶（T）的比率，以此判断目标位点的甲基化程度。

4.Ezh和Eed mRNA表达水平检测：（1）下丘脑

组织总 RNA 提取：取出 30 mg 下丘脑组织加入

1 ml Trizol充分研磨。加入0.2 ml氯仿，4 ℃，8 500×g
离心10 min，取上清。加入等体积的异丙醇。4 ℃，

8 500×g离心 10 min。弃上清。加入 1 ml 75%乙

醇，4℃，5 000×g离心3 min，吸上清。晾干，加入30～
50 ml不含RNA酶的双蒸水，取 1 ml RNA在UV分

光光度计上检测核酸浓度。（2）逆转录合成 cDNA：

取出RNA溶液，在室温下解冻，2 200×g离心 10 s，
依照试剂盒说明书在PCR管中合成20 μl逆转录反

应体系，将体系混匀后，42 ℃反应 60 min，95 ℃反

应 5 min，合成完成后将 cDNA存放于-80 ℃保存。

（3）实时荧光定量PCR反应：按照说明在冰上配制

PCR的总反应体系 20 μl，加入PCR扩增的DNA模

板，使用实时荧光定量PCR仪进行PCR扩增反应。

扩增反应完成后，分析融解曲线。以β⁃肌动蛋白作

为管家基因，校正每个样品的Ct值，并比较不同样

品中每种基因mRNA表达差异。

三、统计学分析

采用EpiData3.1建立数据库，采用SPSS 23.0软
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件和AMOS 22.0软件进行统计分析。子代小鼠数

量符合正态分布，以 x̄ ± s表示；阴道开口时间、第一

次动情时间均呈正偏态分布，故以 P50（P25，P75）表

示。采用单因素方差分析比较不同BPA暴露组的

子代小鼠数量差异；采用χ2检验比较各组间雌鼠阴

道开口提前率，采用生存分析比较各组间阴道开口

时间、第一次动情时间；采用单因素方差分析比较

孕期母体不同剂量 BPA暴露组子代雌鼠下丘脑

PcG关键基因 Eed和 Ezh 启动子区DNA甲基化程

度和mRNA的表达水平的差异，各暴露组与对照组

的两两比较采用Dunnet⁃t检验。以阴道开口提前

天数为因变量，暴露为自变量，通过路径模型分析

Eed和Ezh基因甲基化在BPA暴露致子代雌鼠青春

期提前中的作用。

结 果

1.不同BPA暴露组的子代小鼠数量：对照组、

8、40和 200 mg/kg剂量组子代小鼠、雌鼠数量分别

为（11.8±0.9）和（6.4±0.8）只、（13.6±1.3）和（8.1±
0.8）只、（12.4±1.2）和（5.3±0.8）只、（12.8±0.7）和

（5.3±0.6）只，差异均无统计学意义（F值分别为

0.521、2.756，P值均>0.05）。
2.BPA暴露对子代雌鼠青春期发育提前的影

响：各BPA暴露组的阴道开口提前率和开口时间的

差异均有统计学意义（P值均<0.001）。两两比较发

现，低、中和高剂量组的阴道开口提前率和开口时

间分别高于和早于对照组（P 值均<0.001）。详

见表1。
3.不同剂量 BPA暴露组 CD⁃1子代雌性小鼠

Eed与 Ezh基因的mRNA表达和甲基化水平的比

较：（1）mRNA表达：孕期不同BPA暴露组的子代雌

鼠Eed1、Eed2和Ezh2 mRNA表达水平差异均有统

计学意义（P值均<0.001）。两两比较发现，低、中、

高剂量组Eed1和Eed2 mRNA表达水平均低于对照

组，中剂量组Ezh2 mRNA表达水平低于对照组，而

高剂量组Ezh2 mRNA表达水平高于对照组，差异均

有统计学意义（P值均<0.05）。（2）甲基化表达：孕期

不同剂量BPA暴露组子代雌鼠Eed1、Eed2和Ezh2
甲基化水平差异均有统计意义（P值均<0.001），而

不同剂量组子代雌鼠Ezh1甲基化水平差异无统计

学意义（P>0.05）。两两比较发现，低、中、高剂量组

Eed1、Eed2和Ezh2甲基化水平均高于对照组，差异

均有统计意义（P值均<0.05）。详见表2。
4.Eed和Ezh基因甲基化在BPA暴露致子代雌鼠

青春期发育提前中的作用：子代雌鼠青春发育提前影

响因素的路径图见图1。BPA暴露对子代雌鼠青春期

提前的直接作用无统计学意义（P>0.05），经Eed2和
Ezh2甲基化的间接作用路径系数分别为 0.045和

0.142（P值均<0.05），即BPA暴露通过Eed2和Ezh2甲
基化导致子代雌鼠青春期发育提前。详见表3。

讨 论

有研究表明，小鼠在青春期前的内分泌干扰物

表1 孕期不同剂量BPA暴露组CD⁃1子代小鼠的

青春期提前特征比较

组别

对照组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

统计值

P值

只数

64
72
53
53

阴道开口
提前率

［只（%）］

9(14.06)
29(40.28) b
25(47.17) b
20(37.74) b
16.23
<0.001

阴道开口时间
［d，P50(P25，P75)］

30 (28, 31)
28(26, 30)b
28 (26, 29)b
28(26, 30)b
16.83
<0.001

第一次动情时间
［d，P50(P25，P75)］

32(30, 33)
31(27, 32) a

30(27, 31)b
30(28, 33) b

23.94
<0.001

注：对照组为玉米油，低、中、高剂量组的BPA染毒剂量分别

8 、40、200 mg/kg；各组阴道开口提前率采用χ2检验比较，阴道开口

时间和第一次动情时间采用生存分析比较；a与对照组比较，P<

0.05；b与对照组比较，P<0.001

表2 孕期不同剂量BPA暴露组CD⁃1子代雌性小鼠Eed与Ezh基因的mRNA表达和甲基化水平的比较

组别

对照组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

F值

P值

只数

64
72
53
53

mRNA（x̄ ± s）

Eed1

1.08±0.28
0.48±0.18b

0.57±0.20b

0.68±0.22b

50.86
<0.001

Eed2

1.30±0.20
0.61±0.23b

0.68±0.14b

0.65±0.25b

29.52
<0.001

Ezh1

1.50±0.27
1.49±0.33
1.51±0.32
1.48±0.18

0.01
0.999

Ezh2

1.64±0.22
1.33±0.17b

1.31±0.43b

1.92±0.40b

36.09
<0.001

甲基化（%）

Eed1

1.47±0.08
1.81±0.51b

1.82±0.51b

1.61±0.07a

11.85
<0.001

Eed2

1.26±0.08
1.42±0.25b

1.43±0.29b

1.36±0.66a

6.67
<0.001

Ezh1

2.09±0.24
1.97±0.68
1.20±0.66
1.95±0.80

0.06
0.979

Ezh2

2.56±0.24
3.01±0.76b

3.05±0.73b

2.87±0.79a

5.88
<0.001

注：a与对照组比较，P<0.05；b与对照组比较，P<0.001
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暴露会影响激素水平和性成熟的时间［13］。Chung
等［14］给予PND 8雌性小鼠皮下注射BPA，发现暴露

组阴道开口时间较早，这可能是由于幼鼠的大脑尚

处于性别分化阶段，而生殖系统的发育对外源性物

质较为敏感，提示青春期前BPA暴露可能促进青春

期发育。母体孕期BPA暴露通过胎盘屏障影响胚

胎发育［15⁃16］。本次研究结果显示，母体孕期BPA暴

露可导致子代雌鼠阴道开口时间与第一次动情时

间的提前，并且增加阴道开口提前率，表明孕期母

体 BPA 暴露会使子代雌鼠青春期发育提前。

Inagaki等［17］研究发现长期暴露于低剂量BPA直到

成年期可能破坏正常的大脑功能和行为，其后代即

使没有BPA暴露也会发生神经发育和行为的缺陷，

这表明BPA暴露会导致下一代相关功能受损。然

而，母体孕期BPA暴露影响子代雌性青春期提前机

制仍不清楚，一些研究认为孕期BPA暴露可能通过

改变子代表观基因组从而影响青春期发育［7］。

本研究发现，母体孕期BPA暴露的子代雌鼠下

丘脑Eed1与Eed2的CpG岛甲基化水平均高于对照

组，Ezh2的CpG岛甲基化水平也高于对照组，表明

母体孕期BPA暴露影响了子代雌鼠下丘脑Eed和

Ezh2启动子区的甲基化水平。已有研究证明基因

启动子区DNA甲基化状态在基因表达调控中起重

要作用，基因启动子区的高甲基化可以有效地沉默

相关基因的转录功能［18⁃21］。PcG蛋白是一类进化上

极为保守的转录抑制因子，主要通过染色质修饰调

控靶基因的转录抑制子。PcG蛋白关键基因（Eed、

Ezh）通过表观遗传机制（DNA甲基化）导致靶基因

沉默是控制和调节青春期启动神经内分泌功能的

重要机制，这在其他哺乳动物实验中也得到了验

证［22⁃23］。本研究进一步检测了孕期母体BPA暴露

对子代雌鼠下丘脑Eed和Ezh基因的mRNA表达水

平的影响（对于Eed与Ezh两个基因，均发现了两个

CpG岛），结果显示，与对照组相比，孕期母体BPA
暴露组子代雌鼠 Eed1、Eed2 mRNA的表达水平下

降，而对Ezh1 mRNA的表达水平没有影响。值得

注意的是，孕期母体低和中剂量BPA暴露组子代雌

鼠 Eed2 mRNA 表达低于对照组，而孕期母体高

BPA暴露组子代雌鼠Eed2 mRNA表达水平却高于

对照组，差异均有统计学意义（P值均<0.05）。此结

果提示mRNA水平可能与母体BPA暴露剂量呈U
型曲线关系，仍需要进一步研究证明。

路径模型分析结果显示，BPA暴露对子代雌鼠

青春期提前的直接作用无统计学意义，经Eed2和

Ezh2甲基化的间接作用路径系数分别为 0.045和

0.142（P值均<0.05），即BPA暴露对子代雌鼠青春

期发育不产生直接影响，而是通过Eed2和Ezh2甲
基化导致子代雌鼠青春期发育提前。

综上所述，母体孕期BPA暴露可导致子代雌鼠

青春期发育提前，BPA暴露通过下丘脑PcG蛋白关

键基因（Eed、Ezh）启动子区甲基化对子代雌鼠青春

期发育提前产生影响。不过，本研究并没有涉及青

春期启动基因相关的代谢酶和蛋白质，所以母体孕

期BPA暴露影响青春期与Eed，Ezh基因调控的机

制还没有完全解释清楚。在未来的研究中，尚需深

入研究孕期母体BPA暴露对Eed，Ezh基因相关蛋

白酶表达的影响，探讨孕期母体BPA暴露导致子代

雌性青春启动具体机制。
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