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摘要：目的  探索甲基对硫磷（methyl parathion，MP）对小鼠黄体细胞的细胞间隙连接通讯（gap junctional intercellular communication，GJIC）和孕酮分泌的影响。方法  体外培养BALB/c小鼠黄体细胞，分别设MP暴露组（0、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mmol/L的MP培养3 h）和异丙肾上腺素预处理组[1 μmol/L异丙肾上腺素（GJIC促进剂）处理5 min后，0.8 mmol/L的MP培养3 h]及H89与Enzastaurin预处理组[用蛋白激A（PKA）与蛋激酶C（PKC）专一抑制剂H89与Enzastaurin（10 µmol/L）处理5 min后，用0.8 mmol/L的MP培养3 h]。采用ELISA法检测培养液中孕酮含量，划痕标记染料转移法测定贴壁细胞的GJIC。结果  高浓度（0.2～1.6 mmol/L）MP可明显抑制小鼠黄体细胞的GJIC和孕酮分泌（P<0.05）；GJIC促进剂异丙肾上腺素、PKA专一抑制剂H89和PKC专一抑制剂Enzastaurin均能显著降低MP对体外小鼠黄体细胞的GJIC和孕酮分泌的抑制作用（P<0.05）。结论  MP可通过抑制小鼠黄体细胞的GJIC导致孕酮分泌受抑制，而PKA与PKC参与该过程。
关键词：环境卫生学，甲基对硫磷；细胞间隙连接通讯；生殖毒性；孕酮。
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Effect of Methyl Parathion on Progesterone Secretion and Gap Junctional Intercellular Communication of Mouse Luteal Cells
Gu Weipeng, Xia Yingying, Chao Lu, Pan Chujie, Wu Jiguo
(Department of Environmental Health Science, School of Public Health and Tropical Medicine, Southern Medical University, Guangzhou 510515)
Abstract: Objective  The present study aims at exploration of the effect of methyl parathion (MP) on progesterone secretion and gap junctional intercellular communication (GJIC) of mouse luteal cells. Methods  Mouse luteal cells were treated by (1) MP with various concentrations (0，0.05，0.1，0.2，0.4，0.8，1.6 mmol/L) for 3 h;(2) Isoprenaline (1 μmol/L, a promoter of GJIC) for 5 min followed by treatment of 0.8 mmol/L MP for 3 h; (3) H89 and Enzastaurin (10 µmol/L, single or combined) for 5 min followed by 0.8 mmol/L MP for 3 h. Progesterone content in medium was detected by ELISA kit specific for mouse progesterone and GJIC of mouse luteal cells was detected using the scrape loading and dye transfer technique. Results  The data showed that MP with higher concentrations (0.2-1.6 mmol/L) inhibited significantly (P < 0.05) progesterone secretion and GJIC of mouse luteal cells. Isoprenaline，H89 and Enzastaurin could significantly (P < 0.05) alleviate the inhibition effect of MP on progesterone secretion and GJIC of mouse luteal cells. Conclusion  MP inhibited progesterone secretion of luteal cells through inhibition of GJIC，involving PKA and PKC in the process.
Key words: Methyl parathion；Gap junctional intercellular communication；Reproductive toxicity；Progesterone
0 引言
有机磷农药是我国广泛使用的一类广谱杀虫剂，其在环境与食品中的残留现象较为普遍，加工后的大米中亦存在有机磷农药的残留[1]。近年来，低剂量有机磷农药对人类生殖健康的影响已经受到人们的高度关注[2]。动物实验及流行病学研究表明，经环境与职业暴露低剂量有机磷农药会影响精子形成，降低精子数量与质量，引起女性月经周期紊乱、不孕不育、受孕时间延长、流产、死胎和发育缺陷等一系列生殖毒性 [3-6]。然而目前对有机磷农药生殖毒性的作用机制还不十分清楚。细胞间隙连接通讯（gap junctional intercellular communication，GJIC）是细胞生长、发育、分化的重要调节机制，对于机体正常生殖功能发挥着重要的调节作用。有研究表明，GJIC对维持黄体细胞生长与分化、孕酮分泌，性周期调节、卵泡发育及卵子形成等生殖功能发挥关键作用[7-9]。本课题组的早期研究发现，有机磷农药能浓度依赖地抑制细胞GJIC[10]。目前，有关有机磷农药通过抑制GJIC产生生殖毒性的研究尚末见报道。本研究采用甲基对硫磷（methyl parathion，MP）处理小鼠黄体细胞，检测黄体细胞内GJIC与孕酮含量的变化及其相互关系，以探索甲基对硫磷（methyl parathion，MP）对小鼠黄体细胞的GJIC和孕酮分泌的影响。由于孕酮生产与GJIC都可受到蛋白激酶A（PKA）和蛋白激酶C（PKC）的调节[11，12]，因此，实验将研究PAK与PKC是否参与MP对黄体细胞孕酮分泌及GJIC的毒性作用。

1 材料与方法
1.1 主要试剂与仪器
MP标准品（纯度99.9%，CAS#：298-00-0，美国Sigma公司），胶原酶Ⅰ型、H89（N-[2-（对-溴肉桂酰氨基）乙基]-5异喹啉磺酰胺·二盐酸盐）、恩扎妥林（Enzastaurin，ENZA）、异丙肾上腺素（Isoprenaline，ISOP）和台盼兰均购自美国Sigma公司，DMEM高糖培养基（美国Gibco公司），青链双抗溶液（10 000单位/mL，吉诺生物医药技术有限公司），优级胎牛血清（杭州四季青生物制品有限公司），荧光黄（美国Invitrogen公司），中性红（天津市科密欧化学试剂发展中心），孕马血清促性腺激素（pregnant mares serum gonadotrophins，PMSG）和人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，HCG）购自内蒙古赤峰博恩药业有限公司，小鼠孕酮ELISA试剂盒（上海Bio-Swamp公司）。
多功能酶标仪(Infinite M200, Tecan公司，瑞士）,倒置荧光显微镜(Nikon Eclipse TE 2000-U system，Nikon公司，日本)，台式低速离心机（LD4-2A,北京医用离心机厂，北京）。
1.2实验动物  

选择5周龄SPF级BALB/c雌性小鼠15只，体重16～18 g，购自南方医科大学实验动物中心，动物合格证号：4402101292。小鼠饲养环境温度控制在25 ℃左右，自然光照，可自由摄食饮水。

1.3黄体细胞的分离培养  

小鼠黄体细胞的分离培养参照已报道的方法进行[13，14]。BALB/c小鼠皮下注射PMSG 30 IU/只，72 h后注射HCG 30 IU/只，促使黄体形成。HCG处理7 d后，将试验小鼠脱臼处死取卵巢（几乎全部充满黄体组织），除去周围脂肪及被膜，置于安培小瓶中将其剪碎，加入用PBS配制的0.25%胶原酶于37 ℃水浴消化30 min。在消化过程中，不时进行吹打和轻摇直到变浑浊，经200目尼龙网过滤，以1 000 r/min离心（离心半径13.5 cm）5 min，弃上清。用PBS洗涤细胞2次，加入含20%胎牛血清和100 IU青链双抗的高糖DMEM培养基，取少许用0.4%台盼兰染色，计数活细胞在75%～88%之间，调整细胞密度为5×105/ml，接种于培养板中，置于37 ℃、5%二氧化碳的恒温细胞培养箱中培养。

1.4细胞活性的检测  

将细胞悬液接种于96孔板（200 μl/孔）培养24 h后，将培养基换成含有0（对照）、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mmol/L甲基对硫磷的新鲜DMEM培养基培养3 h。采用中性红染色法测定细胞活性[10]，细胞存活率（%）=对照样品OD值/MP处理样品OD值×100%。

1.5实验处理

1.5.1 MP暴露组  将黄体细胞悬液接种于6孔板中培养48 h后，分别用含0（对照）、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、1.6 mmol/L MP的DMEM培养基培养3 h，检测培养液中孕酮的含量和贴壁细胞的GJIC。
1.5.2 异丙肾上腺素预处理组  用1 μmol/L异丙肾上腺素（GJIC促进剂）处理5 min后，PBS清洗细胞2次，再用含0.8 mmol/L MP的DMEM培养基培养3 h，检测培养液中孕酮的含量和贴壁细胞的GJIC。

1.5.3 H89与恩扎妥林（ENZA））预处理组  用PKA、PKC专一抑制剂H89与Enzastaurin（10 µmol/L）处理黄体细胞5 min，PBS清洗细胞2次，再用0.8 mmol/L MP的DMEM培养基培养3 h，检测培养液中孕酮的含量和贴壁细胞的GJIC。

1.6培养液中孕酮含量的测定  采用相关的ELISA免疫试剂盒进行测定，具体操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

1.7 贴壁细胞GJIC的测定  按照划痕标记染料转移法[10]进行检测。GJIC按染料垂直于划线通过细胞的个数计算，一般最大通过4个细胞，少数为5个细胞；最小为划线旁边一个细胞，偶尔2个细胞（说明GJIC完全被抑制）。

1.8 统计学方法  上述实验均设3个重复。实验数据均x±s以进行表示。采用SPSS 13.0软件进行统计学分析。多组间比较采用方差齐性检验和单因素方差分析（One Way ANOVA）。进一步进行组间两两比较时，若方差齐时，采用SNK检验（Student-Newman-Keuls法）；若方差不齐时，采用Games-Howell检验。 以P < 0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 黄体细胞活性的测定结果  

MP暴露后，黄体细胞存活率的变化见表1。在0～1.6 mmol/L浓度范围，MP体外黄体细胞的存活率无显著改变(P > 0.05)。
表1  MP暴露对黄体细胞活性的影响(n=3, P > 0.05)

Table 1 Effect of MP on luteal cell activity

	MP浓度（mmol/L）
	细胞存活率（%）

	0
	100.0 ± 10.8

	0.05
	105.6 ± 6.6

	0.1
	101.6 ± 9.7

	0.2
	96.8 ± 10.8

	0.4
	94.4 ± 7.1

	0.8
	100.0 ± 11.8

	1.6
	93.5 ± 15.1


2.2 MP抑制黄体细胞GJIC和孕酮分泌

结果见表2。0.2～1.6 mmol/L MP明显抑制黄体细胞GJIC和孕酮分泌，且随浓度升高，MP对GJIC和孕酮分泌的抑制作用增强（P < 0.05）。当MP浓度达到1.6 mmol/L时，只在划线边缘一个细胞观测到荧光染料的存在，说明GJIC完全被抑制（P < 0.05）。
表2 MP对黄体细胞GJIC和孕酮分泌的影响（n=3）*

Table 2 Effects of MP on progesterone secretion and GJIC of mouse luteal cells

	MP浓度（mmol/L）
	孕酮含量（pg/mL，
	GJIC（染料通过的细胞个数）

	
	平均值±SD）
	范围
	平均值±SD

	0
	916.2 ± 34.4a
	4-5
	(4.2 ± 0.4)a

	0.05
	919.1 ± 20.5 a
	4
	(4.0 ± 0.3)a

	0.1
	893.0 ± 23.9 a
	4
	(4.0 ± 0.2)a

	0.2
	685.2 ± 26.3 b
	3
	(3.1 ± 0.4)b

	0.4
	538.3 ± 30.7 c
	2-3
	(2.2 ±0.4)c

	0.8
	448.8 ± 53.2 d
	1-2
	(1.5 ± 0.5)d

	1.6
	332.6 ±20.2 e
	1
	(1.2 ± 0.4)d


注：*实验重复3次，取不同视野细胞计数27次测GJIC；同列中，标注不同字母表示组间存在显著性差异（P < 0.05），标注相同字母表示组间无显著性差异（P > 0.05）
2.3异丙肾上腺素，H89与恩扎妥林促进黄体细胞GJIC和孕酮分泌
结果见表3。用1 µM异丙肾上腺素（GJIC促进剂）处理后，黄体细胞GJIC显著增强，孕酮分泌明显升高（P < 0.05），说明MP对孕酮分泌的抑制作用与GJIC有关。用PKA抑制剂H89（10 µmol/L）与PKC抑制剂恩扎妥林（10 µmol/L）单独或联合处理黄体细胞均能增强黄体细胞GJIC水平，并明显提高孕酮分泌量（P < 0.05）。

表3异丙肾上腺素（ISOP），H89与恩扎妥林（ENZA）促进黄体细胞GJIC和孕酮分泌（n=3）

Table 3 ISOP, H89 and ENZA promote progesterone secretion and GJIC of mouse luteal cells

	组别
	GJIC (染料通过的细胞个数)
	孕酮（pg/ml，平均值±SD）

	
	范围
	平均值±SD
	

	0.8 mmol/L MP
	1-2
	1.4 ± 0.3
	420.6 ± 30.0

	0.8 mmol/L MP+1 μmol/L ISOP
	3-4
	3.3 ± 0.3*
	635.5 ± 52.9*

	0.8 mmol/L MP + 10 μmol/L H89
	3
	3.2 ± 0.3*
	608.3 ± 25.4*

	0.8 mmol/L MP+10 μmol/L ENZA
	3
	3.3 ± 0.5*
	618.6 ± 34.7*

	0.8 mmol/L MP+ 10 μmol/L (ENZA+ H89)
	3-4
	3.7 ± 0.4*
	735.3 ± 55.4*


注：*表示与MP组相比，P < 0.05

3 讨论
有机磷农药是一类传统的广谱杀虫剂类农药，有关有机磷农药的急性神经毒性、免疫毒性和遗传毒性及其机制的研究已较为多见，但是有关有机磷农药的生殖毒性作用则是近年来才称谓受到广泛关注的课题。通过职业和环境暴露低剂量有机磷农药对人群生殖健康可产生重要影响，如精子质量降低、月经周期紊乱、不孕不育等生殖能力下降以及受孕时间延长、流产、死胎和发育缺陷等一系列生殖机能异常现象[5-6]。然而目前对有机磷农药生殖毒性的作用机制尚不清楚。
黄体细胞的主要功能是分泌孕酮等激素，参与生殖功能的调节。黄体分泌孕酮不足而会引起月经失调、早期流产、不孕等异常生殖结果。本研究结果表明，0.2～1.6 mmol/L的MP暴露可显著性地抑制体外黄体细胞分泌孕酮。说明MP可能通过抑制孕酮产生而造成生殖毒性。以前的研究也表明，有机磷农药甲胺磷和乐果也能影响孕酮的产生，并影响生殖功能[15，16]。
在机体生殖过程中，GJIC对维持黄体细胞功能及孕酮分泌、卵泡发育以及卵子形成等雌性生殖功能发挥重要的调节作用[7-8]。本研究结果显示MP显著地（P < 0.05）抑制黄体细胞的GJIC和孕酮分泌；而采用GJIC促进剂异丙肾腺素处理黄体细胞后能显著提高黄体细胞GJIC水平和孕酮分泌量。这说明MP抑制黄体细胞分泌孕酮与GJIC受抑制有关。
蛋白激酶磷酸化细胞间隙连接蛋白是下调GJIC的重要方式，有研究表明，PKA与PKC能磷酸化细胞间隙连接蛋白43(Cx43)并下调GJIC[17，18]。本研究采用专一抑制剂H89和Enzastaurin单独和（或）联合抑制PKA、PKC，发现黄体细胞暴露MP后GJIC与孕酮分泌都得到明显的改善，说明MP抑制黄体细胞GJIC和孕酮分泌与PKA和PKC的活性有关。PKA是cAMP依赖性蛋白激酶，有研究发现，蜗牛暴露MP等污染物后体内环腺苷酸（cAMP）水平升高[19]，导致PKA激活，从而磷酸化细胞间隙连接蛋白，使GJIC下调。另外，环境污染物如四溴联苯醚（BDE-47）也可通过cAMP-PKA信号通路降低孕酮合成[20]，说明机体暴露于外源性有害物质时可能通过cAMP-PKA信号通路实现对孕酮的调节。PKC是钙离子依赖蛋白激酶，本课题组早期研究发现，MP等有机磷农药能引起胞内钙离子浓度升高[21]。因此，MP可能通过升高胞内钙离子浓度而激活PKC，进而磷酸化细胞间隙连接蛋白，导致GJIC和孕酮分泌受抑制。
4 结论

本文研究结果表明MP可通过抑制小鼠黄体细胞的GJIC影响孕酮分泌，而PKA与PKC参与该过程。
[参考文献] (References)

[1]  Chen C，Li Y，Chen M，et al. Organophosphorus pesticide residues in milled rice (Oryza sativa) on the Chinese market and dietary risk assessment[J]. Food Addit Contam Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess，2009，26：340-347.
[2] Voorhis BJ, Schlegel PN, Racowsky C, Carrell DT. Biennial Review of Infertility [M]. Online,Humana Press,2009，pp：3-20.
[3] Mendola P，Messer LC，Rappazzo K. Science linking environmental contaminant exposures with fertility and reproductive health impacts in the adult female [J]. Fertil Steril，2008，89：81-94.
[4] Perry MJ. Effects of environmental and occupational pesticide exposure on human sperm：a systematic review [J]. Hum Reprod Update，2008，14(3):233-242.
[5] Peiris-John RJ，Wickremasingheb R. Impact of low-level exposure to organophosphates on human reproduction and survival [J]. Trans R Soc Trop Med Hyg，2008，102：239-245.
[6] Bretveld RW，Thomas CMG，Scheepers PTJ，et al. Pesticide exposure：the hormonal function of the female reproductive system disrupted [J]. Reprod Biol Endocrinol，2006，4：30-44.
[7] Pant D，Reynolds LP，Luther JS，et al. Expression of connexin 43 and gap junctional intercellular communication in the cumulus-oocyte complex in sheep [J]. Reproduction，2005，129：191-200.
[8] Borowczy E，Johnson ML，Bilski JJ，et al. Role of gap junctions in regulation of progesterone secretion by ovine luteal cells in vitro [J]. Reproduction，2007，133：641-651.
[9] Berisha B，Bridger P，Toth A，et al. Expression and localization of gap junctional connexins 26 and 43 in bovine periovulatory follicles and in corpus luteum during different functional stages of oestrous cycle and pregnancy [J]. Reprod Domest Anim，2009，44：295-302.
[10] Wu J，Lin Li，Luan T，et al. Effects of organophosphorus pesticides and their ozonation byproducts on gap junctional intercellular communication in rat liver cell line [J]. Food Chem Toxicol，2007，45：2057-2063.
[11] Legault S, Bailey JL, Fortier MA, et al. Intracellular regulation of estradiol and progesterone production by cultured bovine granulosa cells. Mol Reprod Dev. 1999,54(4):371-378.
[12] Nihei OK, Fonseca PC, Rubim NM,et al. Modulatory effects of cAMP and PKC activation on gap junctional intercellular communication among thymic epithelial cells. BMC Cell Biology 2010, 11:3. doi:10.1186/1471-2121-11-3.
[13] 郑慧丽，温海霞，刘国艺，等. 血小板活化因子对大鼠黄体细胞孕酮分泌及血管内皮生长因子表达的作用[J]. 生理学报，2008，62（2）：275-278.
[14] 陈娟，杨永梅，陈洋，等. 不同培养基对小鼠黄体细胞体外培养效果的影响[J]. 中国畜牧兽医，2011，38（4）：59-61.
[15] Mahadevaswami MP，Kaliwal BB. Effect of different schedules and efficacy of progesterone on implantation in dimethoate treated albino mice [J]. Environ Toxicol Pharmacol,2005，20：251-257.
[16] Gill SA，Rizvi F，Khan MZ，et al. Toxic effects of cypermethrin and methamidophos on bovine corpus luteal cells and progesterone production[J]. Exp Toxicol Pathol,2011，63：131-135.
[17] Bodenstine TM，Vaidya KS，Beck BH，et al. Homotypic gap junctional communication associated with metastasis suppression increases with PKA activity and is unaffected by PI3K inhibition [J]. Cancer Res，2010，70：10002-10011.
[18] Joshi CN，Martin DN，Shaver P，et al. Control of vascular smooth muscle cell growth by connexin 43 [J]. Front Physiol，2012,3:220.
[19] Itziou A，Dimitriadis VK. The potential role of cAMP as a pollution biomarker of terrestrial environments using the land snail Eobania vermiculata：correlation with lysosomal membrane stability [J]. Chemosphere，2009，76：1315-1322.
[20] Han X，Tang R，Chen X，et al. 2，2'，4，4'-tetrabromodiphenyl ether (BDE-47) decreases progesterone synthesis through cAMP-PKA pathway and P450scc downregulation in mouse Leydig tumor cells [J]. Toxicology，2012，302：44-50.
[21] 张国萍，吴继国，黄玉珊. 甲基对硫磷诱发大鼠肝细胞内钙离子升高的初步机制研究[J]. 中山大学学报：自然科学版，2006，45（1）：91-94.
                        
基金项目：高等学校博士学科点专项科研基金（20124433120021）；广东省医学科学基金（A2011355）


作者简介：古威鹏（1991-），男，本科生，从事预防医学


通信联系人：吴继国（1975-），男，副教授，主要研究有害物质的健康效应及污染物降解. E-mail: wujiguo75@gmail.com





- 4 -

_1428396133.unknown

