
 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36(3)248

www.jeom.org

G蛋白偶联受体30在烹调油烟诱导大鼠
卵巢颗粒细胞毒性中的作用
徐幽琼1,2，张晓阳1,2，李红1，刘建华1，曹祥玉1，黄若酩1

1. 福州市疾病预防控制中心地方病与慢性病防治科，福建  福州  350004

2. 福建医科大学公共卫生学院，福建  福州  350004

摘要 ：

[ 目的 ]　分析 G 蛋白偶联受体 30（GPR30）在烹调油烟（COFs）诱导大鼠卵巢颗粒细胞毒性中
作用，为 COFs 预防控制提供基础数据。

[ 方法 ]　提取雌性 Wistar 大鼠的卵巢颗粒细胞，5、25、100、400、800、1 600 μg/mL COFs 体外
染毒 24 h 后，MTT 法检测细胞生存率，流式细胞术检测细胞凋亡，放射免疫检测雌激素（E2）、
孕酮（P4）、卵泡刺激素（FSH）和黄体生成素（LH）水平，RT-PCR 检测 GPR30、表皮生长因子受
体（EGFR）、信号传导与转录激活因子 3（STAT3）和胞外信号调节激酶（ERK）mRNA 表达水平。

[ 结果 ]　COFs 染 毒 24 h 后，100~1 600 μg/mL 剂 量 组 颗 粒 细 胞 生 存 率 明 显 低 于 对 照 组（P < 

0.001）；25~400 μg/mL 剂量组颗粒细胞凋亡率明显高于对照组（P < 0.05），而 100~400 μg/mL

剂量组 P4、E2 激素水平均明显低于对照组（P < 0.01）。100~400 μg/mL 剂量组 GPR30 mRNA 及
400 μg/mL 剂量组 EGFR mRNA 均明显低于对照组（P < 0.05 或 P < 0.01），100~400 μg/mL 剂量组
STAT3、ERK mRNA 均明显高于对照组（P < 0.01）。

[ 结论 ]　一定剂量 COFs 可导致卵巢颗粒细胞凋亡率上升和 P4、E2 激素水平下降。COFs 这些不
利影响与 STAT3 和 ERK mRNA 的表达水平上升有关。GPR30 可能参与了雌激素对卵巢颗粒细
胞调节作用。
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Abstract: 

[Objective]　To analyze the role of G protein-coupled receptor 30 (GPR30) in the cytotoxicity 
to rat ovarian granulose cells induced by cooking oil fumes (COFs), and provide basic data for 
prevention and control of potential COFs-related negative health effects.

[Methods]　Ovarian granulosa cells were extracted from female Wistar rats. After 24 hours of 
exposure to different doses of COFs (5, 25, 100, 400, 800, and 1 600 μg/mL), the cell survival 
rate was measured by MTT method, apoptosis by flow cytometry, the levels of estrogen 
(E2), progesterone (P4), follicle stimulating hormone (FSH), and luteinizing hormone (LH) by 
radioimmunoassay, and the expression levels of GPR30, epidermal growth factor receptor (EGFR), 
signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3), and extracellular regulated protein 
kinase (ERK) mRNA by RT-PCR.

[Results]　After 24 hours of COFs exposure, the survival rates of granulosa cells in the 100-1 600 μg/mL 
groups were significantly lower than that in the control group (P < 0.001); the apoptosis rates 
of granulosa cells in the 25-400 μg/mL groups were significantly higher than that in the control 
group (P < 0.05); the P4 and E2 hormone levels in the 100-400 μg/mL groups were significantly 
lower than those in the control group (P < 0.01). The expression levels of GPR30 mRNA in the 
100-400 μg/mL groups and the level of EGFR mRNA in the 400 μg/mL group were significantly lower 
than those in the control group (P < 0.05 or P < 0.01); the expression levels of STAT3 and ERK mRNA 
in the 100-400 μg/mL groups were significantly higher than those in the control group (P < 0.01).
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[Conclusion]　A certain dose of COFs can lead to an increase in the apoptosis rate and a decrease in the P4 and E2 hormone levels of 
ovarian granulosa cells. These adverse effects of COFs are associated with increased expression levels of STAT3 and ERK mRNA. GPR30 
may be involved in the regulation of estrogen on ovarian granulosa cell growth and development.
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烹调油烟（cooking oil fumes，COFs）是室内主要
空气污染物之一，广泛存在于居民家庭和餐饮业厨房
内，本课题组前期研究结果显示不同食用油、不同烹
调方式（除煮菜）所产生油烟浓度均超过《饮食业油
烟排放标准》所规定的标准 2.0 mg/m3，超标倍数有的
达 10 倍以上［1］。COFs 化学成分复杂，有 300 多种化合
物，其中苯及同系物、邻苯二甲酸酯类、多环芳烃类
等对女性生殖系统有影响［2-4］。目前国内外研究表明，
COFs 是肺腺癌和肺鳞癌的共同危险因素，具有遗传
毒性和潜在致癌性，并对雄性有性腺毒性，但雌性性
腺毒性报道较少［5-6］。前期人群调查［7］和大鼠体内实
验［8］提示 COFs 对女性和雌性生殖系统有影响，长期
暴露于 COFs 的女工月经经量异常、妊娠高血压发生
率增加，并导致大鼠卵巢脏器系数明显下降和卵巢闭
锁卵泡上升等。卵巢是雌性生殖系统的主要器官，卵
泡是卵巢的主要功能单位，卵巢颗粒细胞是卵泡内
最大的细胞群，也是主要的功能细胞，颗粒细胞的增
殖、凋亡和激素分泌均与卵泡发育、卵母细胞成熟密
切相关。大鼠卵巢颗粒细胞体外生殖毒性试验是目前
比较好的一种雌性生殖毒性试验评价系统［9］，G 蛋白
偶 联 受 体 30（G protein-coupled receptor 30，GPR30）
是 除 雌 激 素 受 体（ER）α、ERβ、外 已 被 鉴 定 为 第 三
雌激素受体。表皮生长因子受体（epidermal growth 

factor receptor，EGFR）是 激 活 GPR30 后 发 挥 作 用 的
主要途径，EGFR- 信号传导与转录激活因子 3（signal 

transducers and actvators of transcripton 3，STAT3）和
EGFR- 胞外信号调节激酶（extracellularregulatedprotein

kinases，ERK）信号通路在细胞异常增殖与凋亡有重要
作用。为进一步评价 COFs 雌性生殖毒性，观察 GPR30

与 COFs 诱导大鼠卵巢细胞毒性中的作用。

1　材料与方法
1.1　材料

60 天龄健康 Wistar 雌性大鼠 20 只（清洁级，由
上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，批号 ：SCXK

泸 2016-0006）。某品牌市售菜籽油（购自沃尔玛超
市），雌激素（estrogen，E2）、孕酮（progesterone，P4）、
卵 泡 刺 激 素（follicle stimulating hormone，FSH）和 黄

体生成素（luteinizing hormone，LH）放免试剂盒（批
号 100120，北京北方生物制品研究所），孕马血清促
性腺激素（1 000 IU，杭州动物药品厂），RPMI 1640 细
胞 培 养 基（ 美 国 HyClone），胎 牛 血 清（ 美 国 Gibco），
细胞凋亡检测、RNA 提取、RT-PCR 试剂盒（均为美国
Promega）。

粉尘采样仪（BFC-35D，江苏建湖中子仪器仪表
厂），大气采样器（QC-1S，北京市琅东保护科学研究
所），智能放免 γ 测量仪（SN-695B 型，上海核所日光
电仪器有限公司），流式细胞仪（FACSCalibur，美国
BD），解剖镜（S2*9-3122，日本 Olympus），倒置显微
镜（IX51-A11PH，日本 Olympus），电泳仪（EPS-300，上
海天能科技有限公司），紫外分光光度计（ND-1000 型，
美 国 NanoDrop），PCR 扩 增 仪（PTC-200 型，美 国 BIO-

RAD）。
1.2　方法
1.2.1　油烟颗粒物的采集与提取　取菜籽油 200 mL

加热，油温控制在（270±5）℃ ；用装有玻璃纤维滤膜
的粉尘采样器和装有活性炭管的大气采样器距油面
30 cm 处收集油烟，粉尘采样器流量设定为 15 L/min，
玻璃纤维滤膜每 30min 更换一次 ；将滤膜剪碎，丙酮浸
泡，超声震荡 20min，过滤，50℃水浴蒸干 ；干燥后称
重，用二甲亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）配成所需浓
度，-80℃保存，备用。活性炭管流量设定为 0.1 L/min，
采样时间为 30 min，活性炭管分析 COFs 成分作为质控。
1.2.2　卵巢颗粒细胞培养　60 天龄健康 Wistar 雌性
大鼠每只皮下注射孕马血清促性腺激素 100 IU。48 h

后处死，75% 酒精浸泡 2~3 min，无菌条件下剖腹取卵
巢，用针头刺破卵泡，再将卵泡液（含颗粒细胞）挤压
入培养基中，收集卵泡液。1 000 r/min（半径 15 cm）离
心 5 min 后，弃去上清液，得沉淀物，即颗粒细胞。将
颗粒细胞用适量的培养基稀释，制成颗粒细胞悬浮
液，待用。
1.2.3　 MTT 法测定细胞存活率　将颗粒细胞悬液，
平均接种于含有 15% 胎牛血清的 DMEN/F12 培养基的
6 cm 培养皿内，置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养。取
处于对数生长期的细胞，以每孔 1 000 个细胞的密度
接种于 96 孔培养板，置于 5% CO2、37℃条件下培养。
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设 COFs 染毒剂量（5、25、100、400、800、1 600 μg/mL）
及 DMSO 溶剂对照组（90% 胎牛血清 +10% DMSO）［10］，
每个剂量组设 6 个复孔，染毒 24 h 后酶标仪 492 nm

处测光密度 D 值，计算其平均值。细胞存活率（%）= 
D 样品组 /D对照组×100%。
1.2.4　流式细胞仪检测细胞凋亡率　AnnexinV-FITC/

PI 双染后应用流式细胞仪检测细胞凋亡。取对数生长
期细胞染毒（COFs 剂量 0，25，100，400 μg/mL）24 h 后，
用胰蛋白酶消化，1 000 r/min（半径 15 cm）离心 5 min。
用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗 2 次后，用 300 μL 的结合
缓冲液重悬。加入 5 μL AnnexinV-FITC，混匀后避光孵育
10 min，加入碘化丙啶 5 μL，混匀后避光孵育 5 min，
1 h 内采用流式细胞仪测定结果。实验重复 3 次。
1.2.5　放射免疫法测定激素水平　将被测培养液和
125I 标记的 E2、P4、FSH 和 LH 的衍生物与定量的相应抗体
加在一起，混匀后 37℃孵育（E2 和 P4 孵育 1 h，FSH 和 LH

孵育 20 h），待反应平衡后，加入分离剂，3 500 r/min 离
心 15 min（半径 5 cm），吸去上清游离部分，应用智能放
免 Y 测量仪测定各管沉淀部分的放射性计数，同时做
两管质控。灵敏度 ：E2 ≤ 2 pg/mL，P4 < 2 ng/mL，FSH 或
LH< 1.0 mIU/mL。精密度 ：批内变异系数（coefficient of 

variation，CV）< 10%，批间 CV < 15%。
1.2.6　RT-PCR 法 检 测 大 鼠 卵 巢 颗 粒 细 胞 中 GPR30、
EGFR、STAT3 和 ERK mRNA 表达水平　染毒 24 h 后收集
培养液以及细胞并离心，用 PBS 洗 2 次。按 Promega 试
剂盒说明书提取细胞内总 RNA，微量紫外分光光度计
检测 RNA 纯度，并存于 -70℃ ；按 Promega GoScriptTM 

Reverse Transcription System 试 剂 盒 提 供 方 法 进 行
mRNA 逆转录成 cDNA ；引物均由 Invitrogen 公司合成，
引物序列如表 1。PCR 反应体系根据 GoTaq® Colorless 

Master Mix 试剂盒提供方法略加以修改。

表 1　引物序列表
基因 序列 产物长度（bp）

GPR30
正向 ：ATC GGC CTG TTC CTC TCG T
反向 ：CAT CTT CTC GCG GAA GCT GAT

105 

EGFR
正向 ：GAG AAA GAA TAC CAT GCA GAA GG
反向 ：TCT GGT GGG TAT AGA TTC TGT GT

88 

STAT3
正向 ：TCC ATC AGC TCT ACA GTG ACA GC
反向 ：TCC CAG GAG ATT ATG AAA CAC C

134 

ERK
正向 ：AAA ATT GAG CAG GTG ATC GG
反向 ：TCA CAG GTG TGC TCT TGG TC

223 

GAPDH
正向 ：AAA ATT GAG CAG GTG ATC GG
反向 ：CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG

113 

1.3　统计学分析
采用 SPSS 20.0 软件包对数据进行分析，计数资

料凋亡率用行 × 列表资料的 χ2 检验 ；计量资料方差齐
性，采用单因素方差分析，多个实验组与一个对照组
的均值比较方差齐时采用 Dunnett-t 检验。检验水准
α=0.05。

2　结果
2.1　细胞存活率

COFs 染毒颗粒细胞 24 h 后，溶剂对照组细胞贴
壁生长良好，呈梭形或椭圆形，随着染毒剂量的升
高，呈圆形细胞或死细胞数量增多。COFs 各剂量组的
D 值比较差异有统计学意义（F=417.311，P < 0.001），
且 100~1 600 μg/mL 剂量组均明显低于对照组，以对
照组存活率为 100%，其他各剂量组存活率见图 1，随
COFs 剂量增加，细胞存活率（%）逐渐降低（r=-0.917，
P=0.000）；当染毒剂量达到 1 600 μg/mL 时，细胞存
活率最低为 36.29%。选择存活率大于 60% 的 3 个剂
量组（25、100、400 μg/mL）和溶剂对照组为最终实
验剂量。

［注］a ：与对照组相比，P < 0.001。
图 1　不同 COFs 剂量组颗粒细胞存活率

2.2　细胞凋亡率
COFs 染毒颗粒细胞 24 h 后，颗粒细胞凋亡率见

图 2，各剂量组颗粒细胞凋亡率比较差异有统计学意
义（χ2=850.193，P < 0.001），其 中 25、100、400 μg/mL

剂量组颗粒细胞凋亡率明显高于对照组。
2.3　细胞激素水平

染毒 24 h 后，各剂量组 FSH/LH 激素水平比较差异
无统计学意义 ；各剂量组 P4、E2 激素水平比较差异有
统计学意义（F=57.106，P < 0.01 ；F=20.478，P < 0.01），
其中 100、400 μg/mL 剂量组 P4、E2 激素水平均明显低
于对照组，见表 2。
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［注］a ：与对照组相比，P < 0.05。
图 2　COFs 染毒 24 h 后大鼠卵巢颗粒细胞凋亡率

表 2　COFs 染毒 24 h 后大鼠卵巢颗粒细胞激素水平（x±s）
染毒浓度

（μg/mL） n
垂体激素 卵巢激素

FSH（mIU/mL） LH（mIU/mL） P4（ng/mL） E2（pg/mL）

对照组 6 0.53±0.21 4.52±0.48 9.72±0.91 5.36±2.151

25 6 0.65±0.41 3.93±0.25 6.33±1.16 5.98±1.42

100 6 0.41±0.12 3.85±0.05 4.31±1.55a 2.72±1.10a

400 6 0.40±0.03 2.78±0.23 4.04±0.52b 1.39±0.66b

［注］与对照组相比，a ：P < 0.05 ；b ：P < 0.01。

2.4　细胞GPR30、EGFR、STAT3 和ERK  mRNA 表达
水平

染毒 24 h 后，各剂量组 GPR30、EGFR mRNA 的表
达水平比较差异有统计学意义（F=30.102，P < 0.01 ；
F=19.224，P<0.01），其中 100、400 μg/mL 剂量组 GPR30 

mRNA 及 400 μg/mL 剂量组 EGFR mRNA 均明显低于对
照组。各剂量组 STAT3、ERK mRNA 的表达水平比较差
异 有 统 计 学 意 义（F=34.656，P < 0.01 ；F=50.879，P < 

0.01），其 中 100、400 μg/mL 剂 量 组 STAT3、ERK mRNA

均明显高于对照组，见图 3。

［注］与对照组相比，a ：P < 0.05 ；b ：P < 0.01。
图 3　COFs 染毒 24 h 后大鼠卵巢颗粒细胞GPR30、EGFR、

STAT3 和ERK  mRNA 的表达水平（x±s）

3　讨论
由于我国传统的高温烹调饮食习惯，COFs 已成为

我国室内生活环境中最常见的空气污染物之一。COFs

含有大量的有害物质，如脂肪酸、烷烯烃等芳香化合
物和杂环化合物等，它们大多为脂溶性物质，经呼吸
道吸入后能经肺泡吸收进入血液循环到达卵巢，导致
卵巢细胞损伤。本实验结果显示随 COFs 剂量增加卵
巢颗粒细胞存活率呈下降趋势，提示 COFs 对颗粒细
胞有毒性作用。

外来毒物对性腺毒性作用可表现为激素合成与分
泌异常、酶学代谢异常及细胞出现坏死和凋亡［11-12］。
作为一种生理性细胞消亡方式，凋亡普遍存在于生物
界，而机体受到环境因素影响如热处理、缺氧、毒物
等均可诱发病理性的细胞凋亡，如丙烯酰胺可以导致
体外培养的小鼠颗粒细胞凋亡并呈剂量和时间依赖
性［13］。本实验发现 100、400 μg/mL COFs 剂量组颗粒
细胞凋亡率明显高于对照组，提示一定剂量 COFs 可
诱导颗粒细胞凋亡。

动物体内实验提示，动物动情周期正常与否有赖
于下丘脑 - 垂体 - 卵巢轴正常的调节，性腺轴存在直
接调节关系，又有着正负反馈作用，而 COFs 对卵巢
颗粒细胞分泌激素毒性作用受到性腺轴神经内分泌
正负反馈调节作用的影响［14］。本课题组前期实验提
示，低剂量 COFs 导致大鼠体内 E2 激素水平上升，高剂
量组 COFs 可导致 E2、P4 激素水平下降［8］。为进一步确
定 COFs 毒性效应是直接作用于卵巢组织或是通过下
丘脑 - 垂体 - 卵巢轴调控的结果，本次实验采取卵巢
颗粒细胞体外染毒，在排除下丘脑 - 垂体内分泌调节
作用的情况下，观察 COFs 对卵巢颗粒细胞分泌激素
的毒性效应。结果显示，高剂量 COFs 组 E2、P4 激素水
平均下降，提示 COFs 对卵巢颗粒细胞有直接毒性作
用，可能与 COFs 诱导颗粒细胞凋亡与损伤，使颗粒细
胞存活率下降，E2、P4 激素水平合成与分泌减少有关。
FSH、LH 激素由垂体前叶合成分泌，调节卵巢 E2、P4 激
素水平，有研究认为 FSH、LH 激素加入体外培养牦牛颗
粒细胞可抑制颗粒细胞凋亡，促使 E2、P4 分泌增加，在
调控卵泡发育及排卵的过程中发挥重要作用［15］。本研
究结果显示各剂量组离体颗粒细胞染毒后，FSH、LH

激素水平比较差异无统计学意义，进一步提示 COFs

对颗粒细胞有直接毒性作用。
GPR30 是重要、新型的雌激素膜性受体，是 G 蛋

白偶联受体超家族的成员之一。GPR30 分布于大鼠卵
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巢各级卵泡的颗粒细胞中［16］，介导雌激素快速非基
因组效应及基因组转录反应，在细胞增殖和凋亡中
发挥重要作用［17］。E2、4- 羟他莫昔芬等［18-19］配体与
GPR30 结合后，使 G 蛋白异三聚体解离为 Gα 和 Gβγ，
Gβγ 激活 Src 磷酸化，后者激活细胞膜表面的基质金
属蛋白酶，导致肝素结合性表皮生长因子（heparin-

binding epidermal growth factor，HB-EGF）的释放。HB-

EGF 作为 EGFR 的配体与 EGFR 结合，随后激活促分裂
素原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase，
MAPK），快速活化胞内的 ERK，从而增加原癌基因 c-fos

的表达，最终促进细胞增殖和延长细胞周期进展［20］。
EGFR 是激活 GPR30 后发挥作用的主要途径，主要介
导 MAPK-ERK 途 径、JAK-STAT 途 径 等，EGFR-STAT3 和
EGFR-ERK 信号通路在卵巢细胞异常增殖［21］与异常凋
亡［22］中有重要作用。有研究表明，很多可与雌激素受
体 α、β 结合的环境雌激素可同时与 GPR30 结合，如
双酚 A、壬酚及开蓬、鸢尾黄酮苷等，与 GPR30 的亲
和力较雌激素受体 α、β 高，主要通过 GPR30 和 ERK 介
导的快速非基因组雌激素信号通路发挥其雌激素作
用［23-25］。本研究结果显示，高剂量 COFs 组的 GPR30、
EGFR mRNA 的表达水平明显低于对照组，COFs 染毒剂
量 为 25、100、400 μg/mL 组 GPR30、EGFR mRNA 表 达
水平与 E2 激素水平变化一致，因此推测 GPR30、EGFR 

mRNA 可能参与了 E2 对卵巢颗粒细胞生长和发育调
节作用 ；而研究结果还显示，随着 COFs 剂量上升，
STAT3 和 ERK mRNA 的表达水平也呈上升趋势，且与对
照组比较差异均有统计学意义，因此推测 COFs 在剂
量较高时可能通过直接上调 STAT3 和 ERK mRNA 的表
达水平诱导了颗粒细胞凋亡或损伤。

综上所述，本研究提示一定剂量的 COFs 可诱导
卵巢颗粒细胞凋亡与损伤，使细胞生存率和 P4、E2 激
素水平下降 ；这些不利影响与上调 STAT3、ERK mRNA

的表达水平有关 ；COFs 染毒剂量为 25、100、400 μg/

mL 组 GPR30/EGFR mRNA 表达规律与 E2 水平相适应，
也提示 GPR30/EGFR mRNA 可能参与了 E2 对卵巢颗粒
细胞生长和发育的调节。但 COFs 对颗粒细胞不利影
响是否由 GPR30/EGFR 介导，或是否还有其他相关机
制还需进一步研究。
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《 》杂志 2019 年全新改版

自 1984 年创刊起，《 》杂志始终坚持以环
境医学与职业医学为主体，融合相关学科的内容 ；以维护人
群尤其是职业人群的健康为目标 ；以突出报道学科前沿研
究成果为方向 ；以立足国内学术前沿，汲取国际研究精华，
推进环境与职业医学学科发展，提高职业和全体人群健康水
平为宗旨。

2019 年起，《 》杂志全新改版！
此次改版给《 》杂志注入了焕然一新的活

力，更突出环境医学与职业医学的跨学科发展，更顺应媒体
融合发展新趋势，更聚焦热点研究，更好地发挥学科引领作
用，以科学可信的数据为政府决策提供依据，保障公众健康。

新封面设“本期推荐”，介绍本期的专栏、原创精选或重
点推荐文章。内页全新布局，伦理审批、利益冲突、引用、链

接等文章信息一目了然。此外，新的视觉效果兼顾舒适的纸质和电子阅读体验。
欢迎广大读者、作者订阅，或登录本刊官方网站 www.jeom.org 免费阅读、下载。
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