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孕期苯并[a]芘暴露对子鼠神经行为及海马

Arc mRNA表达的影响
吕胜杰，宁丽俊，王琦，聂继盛

山西医科大学公共卫生学院劳动卫生学教研室，山西  太原  030001

摘要：

[目的]　以苯并[a]芘（BaP）为代表的多环芳烃所引起的儿童发育毒性可能是一个非常重要

的公共卫生问题，而有研究显示，海马活性调控骨架相关蛋白（Arc）基因对出生后神经发生

和学习记忆发挥着重要作用。本研究拟探讨孕期BaP暴露对子鼠神经行为和Arc mRNA表达

的影响。

[方法]　3月龄健康 SPF级 SD大鼠 60只（雌雄比例为 1∶1），合笼交配后将 30只怀孕 SD大鼠

随机分为空白组、橄榄油组和 10、20、40 mg/kg BaP染毒组，每组 6只。BaP由橄榄油溶解，

母鼠受孕第 17、18、19天按体重腹腔注射染毒，每天 1次，连续 3 d，给药体积 0.2 mL/kg；

橄榄油组注射相同体积的橄榄油；空白对照组不给任何处理。比较各组子鼠出生后第7天

（postnatal day 7，PND7）悬崖回避、PND14空中翻正的达标率情况，以及PND37的水迷宫实

验结果，即逃避潜伏期、目标象限停留时间和穿越平台数。观察子鼠PND1、PND7、PND14、

PND45海马Arc mRNA水平。

[结果]　在 PND7，与橄榄油组（97.56%）相比，20 mg/kg染毒组（63.64%）和 40 mg/kg染毒

组（60.98%）悬崖回避实验的达标率下降（P < 0.05）。在 PND14，与橄榄油组（65.71%）相比，

40 mg/kg染毒组（29.73%）空中翻正达标率下降（P < 0.05)。水迷宫定位航行实验结果显示：

与橄榄油组相比，BaP染毒组 PND37在实验的第 1、3、4天的逃避潜伏期升高（P < 0.05 )。空

间探索实验结果显示，与橄榄油组相比，BaP染毒组 PND37目标象限停留时间和穿越平台

数减少（P < 0.05)。对不同时点的海马Arc mRNA的表达水平检测结果显示：与橄榄油组相

比，3个 BaP染毒组在 PND1、PND7的Arc mRNA均降低（P < 0.05 )；在 PND14，与橄榄油组

（14.86±2.48）对比，40 mg/kg染毒组（7.31±1.94）Arc mRNA降低（P < 0.05 )；在PND45，与橄

榄油组（39.66±6.39）对比，40 mg/kg染毒组（19.98±8.21）Arc mRNA降低（P < 0.05)。

[结论]　孕期BaP暴露会引起子鼠的早期神经行为异常及发育后期空间学习记忆能力下降，

而海马的Arc mRNA表达下降可能参与了BaP神经发育毒性的发生。
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Abstract: 

[Objective]　The developmental toxicity caused by polycyclic aromatic hydrocarbons represented 
by benzo[a]pyrene (BaP) is a major public health concern. However, studies show that the gene 
of activity regulated cytoskeleton associated protein (Arc) plays an important role in neurogenesis 
and learning and memory of offspring. This article aims to investigate the effects of prenatal BaP 
exposure on neurobehavior and mRNA expression of Arc in hippocampus of offspring rats.

[Methods]　Sixty healthy 3-month-old SPF SD rats (male:female=1:1) were mated, and the 30 
pregnant rats were randomly divided into blank control group, olive oil group, and 10, 20, and 
40 mg/kg BaP groups, and each group contained six rats. BaP was administrated intraperitoneally 
at 0.2  mL/kg in terms of weight at 17, 18, and 19 days after pregnancy once a day for 3 
consecutive days, olive oil was used as solvent control, while the blank control group did not 
receive any administration. The attainment rates of cliff avoidance on postnatal day 7 (PND7) and 
air righting reflex on PND14, as well as escape latency, time spent in the target quadrant, and 
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number of crossing platforms on PND37 were counted. The mRNA levels of Arc in hippocampus on PND1, PND7, PND14, and PND45 were 
measured.

[Results]　On PND7, compared with the olive oil group (97.56%), the cliff avoidance attainment rates of the 20 mg/kg BaP group (63.64%) 
and the 40 mg/kg BaP group (60.98%) decreased (P < 0.05). On PND14, compared with the olive oil group (65.71%), the attainment rate 
of air righting reflex of the 40 mg/kg group (29.73%) decreased (P < 0.05). The results of place navigation test showed that compared 
with the olive oil group, the escape latencies on days 1, 3, and 4 of testing in the groups administrated with BaP were significantly 
increased (P < 0.05). The results of probe trial showed that compared with the olive oil group, the time spent in target quadrant and the 
number of crossing platforms on PND37 in the groups administrated with BaP were significantly reduced (P < 0.05). For hippocampal Arc 
mRNA expression level at different time points, on PND1 and PND7, compared with the olive oil group, the Arc mRNA expression levels 
of all the BaP administered groups were significantly lower (P < 0.05); on PND14, compared with the olive oil group (14.86±2.48), the 
Arc mRNA expression level of the 40 mg/kg group (7.31±1.94) was reduced significantly (P < 0.05); on PND45, there was a statistically 
significant decrease in Arc mRNA level in the 40 mg/kg BaP group (19.98±8.21) compared with the olive oil group (39.66±6.39) (P < 0.05).

[Conclusion]　Prenatal BaP exposure can cause offspring abnormal neurobehavior in early life and defected spatial learning and memory 
ability in late stage of development, and declined Arc mRNA in hippocampus may participate in inducing the neurodevelopmental toxicity 
of BaP.

Keywords: prenatal; benzo[a]pyrene; neurobehavior; spatial learning and memory ability; hippocampus; activity regulated cytoskeleton 
associated protein

以苯并[a]芘（benzo[a]pyrene，BaP）为代表的多

环芳烃类物质是主要的职业和环境污染物之一，广泛

分布于水体、空气及土壤中。多环芳烃类物质不仅具

有致癌和致畸性，还有一定的神经毒性和胚胎发育毒

性。哥伦比亚大学的人群调查成果显示，孕期接触多

环芳烃可引起儿童智力发育迟缓，导致 5岁儿童智力

下降和6~7岁儿童神经行为改变［1-2］，另有孕期BaP暴

露的动物研究显示，孕期经口鼻吸入BaP会导致子一

代大鼠在出生后60~70 d突触可塑性减弱［3］。

由于人群广泛暴露于多环芳烃，由该类物质引发

的儿童发育毒性可能是一个非常重要的公共卫生问

题。虽然BaP引起的神经毒性和胚胎发育毒性是现在

研究的热点，但孕期BaP染毒的动物研究多为关注成

年子鼠的神经毒性，较少有孕期BaP暴露对出生后早

期的神经行为的影响以及相关机制的研究。海马活

性调控骨架相关蛋白（activity regulated cytoskeleton 

associated protein，Arc）基因属于即刻早期基因，对

出生后神经发生和学习记忆发挥重要的作用［4］。

出生第1天（postnatal day 1 ，PND1）、PND7、PND14

属于大鼠生长发育早期［5］，而PND37—PND45属于大鼠

的生长发育后期，相当于人类生命周期里的青春期［6］。

本实验通过给予孕鼠腹腔注射BaP，用子鼠神经行为

测试方法，结合Morris水迷宫试验检测BaP对子鼠神

经行为的影响，探究孕期BaP暴露对子鼠早期神经行

为以及发育后期学习记忆能力和海马Arc mRNA表达

水平的影响，为深入研究BaP对子代可能造成的神经

发育毒性作用提供毒理学依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和器材

主要试剂：BaP（Sigma-Aldrich，美国）、橄榄油

（成都科龙化工试剂厂，中国）、Trizol 提取试剂（康

为世纪生物科技有限公司，中国）、5×PrimeScriptTM 

RT Master Mix（TOYOBO，日本）、2×PowerUpTMSYBRTM 

Green Master Mix（Applied Biosystems ABI，美国）、Arc

和β-actin引物（北京奥科鼎盛生物科技有限公司，中

国）。主要仪器：5424R冷冻离心机（Eppendorf，德

国 ），Bio Spectrometer fluorescence 分 光 光 度 计

（Eppendorf，德 国 ），Mastercycler nexus gradien 反

转录仪（Eppendorf，德国）、Quant StudioTM3实时定

量荧光PCR仪（Applied Biosystems ABI，美国）、Morris

水迷宫（深圳瑞沃德科技有限公司，中国）。

1.2　动物分组及染毒

3月龄 SPF级 SD大鼠60只（雌雄比例为1∶1）［军

事医学科学院实验动物中心提供，动物生产许可证号

SCXK（京 )2012-0004］，雌鼠30只，体重230~260 g；雄

鼠 30只，体重 300~350 g；普通饮食，自由饮水和进

食，自然节律采光，饲养环境为温度（22±2）℃，湿度

50%~60%；适应环境饲养 7 d后，雌鼠与雄鼠 1∶1合

笼12 h，次晨8时观察到阴栓视为怀孕，记为怀孕第0

天；将30只孕鼠随机分为5组，每组6只，分别为空

白组、橄榄油组和 10、20、40 mg/kg BaP染毒组。BaP

由橄榄油溶解，自受孕第17天至第19天，连续3 d，每

天 1次按体重腹腔注射给药，给药体积为 0.2 mL/kg；

空白对照组不给任何处理，橄榄油组注射相同体积的
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橄榄油。30只母鼠均正常分娩；其中20 mg/kg组有1只

母鼠仅分娩 3只子鼠，为消除子鼠数量对实验结果的

影响而将其剔除，其他母鼠产仔量均在9~15只。

1.3　神经行为测试

悬崖回避实验：PND7时采用随机数字表法从每窝

随机选出6~9只子鼠用于悬崖回避实验。将子鼠放于

约30 cm高的平台边缘，头和前肢越过边缘，60 s内头

或身体往平台内侧移动即为阳性，每只子鼠连续测量3

次，阳性次数≥2则为达标，统计PND7各组达标率。

空中翻正实验：PND14时随机抽取每窝5~8只子

鼠用于空中翻正实验。子鼠置于距离海绵垫 40 cm的

垂直高度上，腹面朝上，待子鼠平静下来后，使其自

由落下，至少三肢先着地则记为达标，统计 PND14各

组达标率。

1.4　Morris水迷宫实验

在 PND37，每组按随机数字表法选出 10~13只子

鼠进行Morris水迷宫实验，池壁标记东南西北 4个方

向，用不同形状的标志识别，以正东方向为X轴、正

北方向为 Y轴，分为 4个象限，定位航行实验时池水

越过平台 0.5~1 cm，水温（23±2）℃。定位航行实验：

实验前1天，将子鼠放于没有平台的水池里游泳120 s，
使其先适应实验环境和筛选出运动能力缺陷的大鼠。

实验进行5 d，每天训练一个时段，每个时段训练4次，

分别从 4个入水点将子鼠头朝池壁轻轻放入水，记录

在每个入水点子鼠找到平台的时间，如果 120 s内没

有找到平台，则用木棍将其引导到平台上，让其对周

围的环境记忆 10 s，逃避潜伏期则记录为 120 s，每天

4次逃避潜伏期的均值作为当天训练的成绩，连续统

计 5 d的逃避潜伏期。空间探索实验：实验的第 6天，

定位导航实验结束后进行，撤去平台，在东北象限的

中点面朝池壁放入子鼠，记录 120 s内子鼠的游泳轨

迹，分析子鼠在东北象限的停留时间和穿越平台的次

数，评价其空间记忆成绩。

1.5　RT-PCR法检测不同时点海马Arc  mRNA表达水平

分别在 PND1、PND7、PND14、PND45相应的行为

学实验完成后，采用随机数字表法处死每窝2~4只子

鼠，分离海马和皮质，并在每组按随机数字表从处死

的子鼠中选 6只用于RT-PCR实验，取 30 mg的海马组

织，按照 Trizol试剂提取RNA的操作步骤提取总RNA，

使用Bio Spectrometer fluorescence分光光度计测定样

品光密度值、纯度以及浓度值。按照 5×PrimeScriptTM 

RT Master Mix试剂说明书将总RNA反转录成cDNA（反

转录反应条件：7℃ 15 min，85℃ 5 s，4℃ 15 min）；

按照 2×PowerUpTMSYBRTM Green Master Mix试剂操作

步骤进行RT-PCR实验（RT-PCR 反应条件：95℃ 30 s，

1个循环；95℃ 5 s、60℃ 30 s，45个循环；95℃ 60 s、

65℃ 30 s、95℃，1个循环）。每个样品做 3个平行样，

得每个样品的扩增曲线及溶解曲线，将各样品目的基

因 Ct值减去内参基因β -actin的 Ct值得到ΔΔCt，根据 

2-ΔΔCt 公式计算 Arc mRNA的相对表达量。引物序列：

β-actin 正 向 引 物，5'-ATCTCGTGTGGATTGGTGGC -3'；

反向引物，5'-CGCAGCTCAGTAACAGTCCG -3'；Arc正向

引 物，5'-GCAGAATCAGAGATGGCCGA-3'； 反 向 引 物，

5'-ACCCTGAGAGGGGAGCTATG-3'。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 20.0软件进行统计分析，服从正态分布

且方差齐性的计量资料采用单因素方差分析，多组间

均数两两比较用 LSD-t检验；计数资料用率表示，采

用卡方检验；多个率间的两两比较采用校正后的检

验水准α’比较。双侧检验水准α=0.05。

2　结果

2.1　子鼠PND7悬崖回避实验结果

悬崖回避达标率各组不同；空白组和橄榄油组

对比，悬崖回避达标率差异无统计学意义（P > 0.05）；

与橄榄油组对比，20 mg/kg组和 40 mg/kg组的悬崖

回避达标率降低，差异具有统计学意义（P < 0.05）。

见表 1。

表1　孕期BaP暴露对PND7子鼠悬崖回避的影响

Table 1　Effect of prenatal exposure to BaP on cliff avoidance 
of offspring on PND7 

组别

Group
例数

Number
达标数

Attainment number
达标率（%)

Attainment rate
χ2 P

空白

Blank
42 42 100.00 37.246 0.000

橄榄油

Olive oil
41 40 97.56 

10 mg/kg BaP 50 43 86.00 

20 mg/kg BaP 33 21 63.64*

40 mg/kg BaP 41 25 60.98*

［注］*：与橄榄油组比较，P < 0.05。

［Note］*：Compared with the olive oil group，P < 0.05.

2.2　子鼠PND14空中翻正实验结果

PND14子鼠的空中翻正达标率 5组不全相同。空

白组和橄榄油组对比，空中翻正达标率差异无统计学

意义（P > 0.05）；与橄榄油组和 10 mg/kg BaP组对比，
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40 mg/kg组的空中翻正达标率降低，差异有统计学意

义（P < 0.05）。见表2。

表2　孕期BaP暴露对PND14子鼠空中翻正的影响

Table 2　Effect of prenatal exposure to BaP on air righting 
reflex of offspring on PND14 

组别

Group
例数

Number
达标数

Attainment number
达标率（%)

Attainment rate
χ2 P

空白

Blank
32 22 68.75 20.147 0.000

橄榄油

Olive oil
35 23 65.71 

10 mg/kg BaP 41 26 63.41 

20 mg/kg BaP 28 9 32.14

40 mg/kg BaP 37 11 29.73 *△

［注］*：与橄榄油组比较，P < 0.05；△：与10 mg/kg BaP组比较，P < 0.05。

［Note］*：Compared with the olive oil group，P < 0.05；△：Compared with 

the 10 mg/kg BaP group，P < 0.05.

2.3　子鼠PND37水迷宫结果

在定位航行实验中，第 1、3、4天的逃避潜伏期 5

组间不全相同。空白组和橄榄油组比较，5天的逃避潜

伏期差异均无统计学意义（P > 0.05）；训练的第1天，

与橄榄油组比较，10、20 mg/kg BaP组的逃避潜伏期延

长（P < 0.05）；训练的第3天，与橄榄油组和10 mg/kg

比较，40 mg/kg组的逃避潜伏期延长（P < 0.05）；训练

第 4天，10 mg/kg和 40 mg/kg组的逃避潜伏期比橄榄

油组长，差异均有统计学意义（P < 0.05）。空间探索实

验中，目标象限停留时间和穿越平台次数，空白组与

橄榄油组比较差异均无统计学意义（P > 0.05）；与橄

榄油组对比，10、20，40 mg/kg BaP组的目标象限停留

时间缩短，10、40 mg/kg BaP组的穿越平台数减少，差

异具有统计学意义（P < 0.05）。见表3。

表3　孕期BaP暴露对PND37子鼠逃避潜伏期及空间探索的影响（x±s）
Table 3　Effects of prenatal exposure to BaP on escape latency and spatial probe of offspring on PND37

组别

Group
例数

Number

逃避潜伏期（Escape latency，s） 空间探索实验（Spatial probe test）

第1天
Day 1

第2天
Day 2

第3天
Day 3

第4天
Day 4

第5天
Day 5

目标象限停留时间（s）
Time spent in target quadrant

穿越平台次数

Number of crossing platforms

空白

Blank
13 36.84±9.77 31.85±10.74 20.92±7.49 15.00±4.56 14.56±5.60 38.21±4.96 4.33±1.22

橄榄油

Olive oil
12 41.76±9.03 31.35±7.75 24.70±12.66 15.31±7.13 14.44±6.43 37.69±7.25 4.45±1.57

10 mg/kg BaP 13 56.99±13.96* 31.88±8.37 23.33±8.17 21.14±8.04* 13.54±5.96 31.14±7.45* 3.30±1.06*

20 mg/kg BaP 10 52.12±10.55* 37.57±10.13 31.15±8.21 20.28±6.83 18.21±5.08 31.08±5.74* 3.62±1.28

40 mg/kg BaP 12 47.60±15.15 37.09±7.46 36.93±13.33*△ 23.03±7.93* 17.51±5.73 31.67±4.73* 2.90±0.87*

F - 6.883 1.386 5.091 3.173 1.469 3.145 2.929

P - 0.000 0.251 0.001 0.020 0.225 0.023 0.032

［注］*：与橄榄油组比较，P < 0.05；△：与10 mg/kg Bap组比较，P < 0.05。

［Note］*：Compared with the olive oil group，P < 0.05；△：Compared with the 10 mg/kg BaP group，P < 0.05.

2.4　子鼠海马不同时点Arc mRNA表达水平

Arc mRNA在子鼠不同生长发育阶段的表达水平

并不是稳定不变，随着时间的推移，Arc mRNA急剧

增多，空白组的Arc mRNA在PND45表达水平是PND1

的 37.98倍。在 PND1、PND7、PND14、PND45，空白组

和橄榄油组的Arc mRNA的表达量差异均无统计学意

义（P > 0.05）。与橄榄油组对比，所选的 4个时间段，

BaP组 Arc mRNA的表达水平明显下降，其中，孕期

BaP暴露导致Arc mRNA表达下调在出生早期（PND1、

PND7）最为明显，体现在 3个剂量组均观察到与橄榄

油组的差异（P < 0.05），而在 PND14，PND45时，主要

是 40 mg/kg组与橄榄油组对比存在差异（P < 0.05）。

见表 4。

表4　孕期BaP暴露对子鼠海马不同时点Arc  mRNA
的影响（x±s，n=6)

Table 4　Effect of prenatal exposure to BaP on the expression of 
Arc mRNA in hippocampus of offspring at different time points

组别

Group
PND1 PND7 PND14 PND45

空白

Blank
1.00±0.87 8.26±0.73 17.41±5.51 37.98±7.12

橄榄油

Olive oil 
0.92±0.05 7.56±0.43 14.86±2.48 39.66±6.39

10 mg/kg BaP 0.48±0.17* 5.21±0.44* 10.14±3.61 34.73±4.01

20 mg/kg BaP 0.50±0.26* 2.60±0.91*△ 13.17±2.36 33.81±10.11

40 mg/kg BaP 0.31±0.15* 2.76±0.33*△ 7.31±1.94* 19.98±8.21*△

F 10.442 55.564 4.299 3.517

P 0.001 0.000 0.020 0.030

［注］*：与橄榄油组对比，P < 0.05；△：与10 mg/kg BaP组对比，P < 0.05。

［Note］*：Compared with the olive oil group，P < 0.05； △：Compared 

with the 10 mg/kg BaP group，P < 0.05.
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3　讨论

本研究结果显示：孕期BaP暴露除了会引起大鼠

子代早期神经行为的改变，还会导致发育后期学习记

忆能力的下降，主要体现在BaP暴露会降低大鼠学习

的速度，但经过不断的重复学习后，会巩固其短时记

忆从而转化成长时记忆，最后能达到与空白组对照组

的大鼠相似的学习能力。而BaP引起的海马Arc mRNA

表达水平的下调，可能是BaP引起神经发育毒性的重

要机制。

在中国，随着工业的发展，环境污染的加剧，使

人们有越来越多的机会接触到多环芳烃类毒物，其

中BaP就是其中的代表物质，近些年来，BaP引起的

神经发育毒性越来越受到人们的关注。据已有的流行

病调查显示，孕期多环芳烃的暴露会导致新生儿出

生体重、头围、智商和认知功能下降［7-9］。动物实验显

示，孕期BaP暴露会下调谷氨酸受体的水平和引起神

经元细胞突触可塑性下降［10］，并且会引起子鼠出生

后 40~60 d学习记忆损害［11］。这些研究结果与我们的

实验结果相符。现有的动物实验研究多集中在孕期

BaP暴露对动物生长发育后期或者成年期神经行为的

影响，而本研究不仅仅研究孕期BaP暴露对大鼠生长

发育后期（PND37，大鼠出生后第 37—45天相当于人

类生命周期中的青春期）神经行为的影响，还探讨了

对大鼠出生后早期（PND1—PND14）神经行为的影响，

结果提示，孕期BaP暴露会对出生后早期以及青春期

的神经行为产生影响。

即刻早期基因如 c-Fos、Arc、BDNF和 Egr1是重要

的神经元活性调控基因，在神经发育、突触可塑性记

忆这些学习记忆功能中扮演着重要的角色。如，Arc

与记忆相关的神经元活性以及神经行为密切相关，饮

水的慢性砷暴露会抑制海马Arc mRNA的表达，并引

起学习记忆下降［12］。本研究显示，海马Arc mRNA表

达水平的下调，可能是BaP引起神经发育毒性的重要

机制。本次研究不足之处是只能观察到孕期BaP暴露

引起Arc mRNA表达水平的下调，但无法明确Arc在孕

期BaP暴露引起的神经毒性起到的具体作用。未来可

用Arc抑制表达和过表达实验模型，进一步探讨Arc 

mRNA在BaP神经发育毒性发挥的作用。

基因的调控方式有很多，其中表观遗传是近些年

来研究的重点，表观遗传修饰可开始于胚胎时期，且

胚胎时期异常表观遗传修饰可对出生后和成年乃至

下一代的生长发育以及健康产生重要影响［13-14］。有研

究显示，砷的暴露引起大鼠学习记忆能力下降，并伴

随着海马Arc mRNA的表达下降和全基因组甲基化、去

甲基化水平增高［12］，提示DNA甲基化修饰可能与Arc 

mRNA的表达水平有关，可将Arc表观遗传修饰水平作

为对孕期BaP暴露的神经毒性机制研究重点。 

综上所述，孕期BaP暴露会引起子鼠出生后早期

以及后期神经行为改变，Arc mRNA表达下降可能参

与了BaP神经发育毒性的发生。
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