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孕前和孕期母鼠低硒饲料喂养对胎鼠生长发育
的损害作用
张翔，冯玉杰，朱华龙，干雨，罗彪，李建，徐德祥，王华

安徽医科大学公共卫生学院卫生毒理学系，环境毒理学安徽普通高校重点实验室，安徽  合肥  230032

摘要 ：

[ 目的 ]　孕期母体硒缺乏导致胎儿生长受限的发生风险升高目前尚存在争议，本研究旨在从
动物实验中探讨孕前和孕期母鼠低硒饲料喂养对胎鼠生长发育的影响及其相关机制。

[ 方法 ]　40 只 3 周 ICR 雌鼠被随机分为对照组和低硒组各 20 只，对照组与低硒组分别喂养维
持饲料（硒质量分数为 0.18 mg/kg）和低硒饲料（硒质量分数为 0.02 mg/kg），连续喂养 8 周后
与正常雄鼠交配，孕鼠继续分组喂养至受孕第 18 天，然后剖杀孕鼠，评价胎鼠生长发育情况，
收集母鼠、胎鼠血清和胎盘，用石墨炉原子吸收法检测血清硒质量浓度，用定量 RT-PCR 方法
检测胎盘 Cat、Sod1 和 Sod2 mRNA 水平，用免疫组化和 Western blot 方法检测胎盘 3- 硝基酪氨
酸（3-NT）表达。所有计量资料用均数 ± 标准差（x±s）来描述，采用 t 检验进行两组之间比较。

[ 结果 ]　在孕前和孕期阶段，低硒组和对照组母鼠总进食量和体重增长之间差异均无统计
学意义（P > 0.05）。硒质量浓度检测结果显示，对照组孕鼠和胎鼠血清硒质量浓度分别为

（121.7±43.0）和（79.5±30.8）μg/L，低硒组孕鼠和胎鼠血清硒质量浓度分别为（74.6±34.7）和
（36.2±26.0）μg/L，低硒组孕鼠血清和胎鼠血清硒质量浓度均低于对照组（P < 0.05）。生长发

育检查结果表明，对照组胎鼠体重为（1.38±0.08）g，低硒组胎鼠体重为（1.31±0.06）g，低
硒组胎鼠体重低于对照组（P < 0.05）。定量 RT-PCR 结果显示，低硒组与对照组胎盘组织 Cat、
Sod1 和 Sod2 mRNA 水平之间差异均无统计学意义（P > 0.05）。免疫组织化学结果显示，低硒
组小鼠胎盘组织 3-NT 阳性细胞数高于对照组（P < 0.05）。Western blot 结果显示，低硒组小鼠
胎盘组织 3-NT 蛋白表达水平高于对照组（P < 0.05）。

[ 结论 ]　孕前和孕期母鼠低硒饲料喂养引起胎鼠生长受限，可能与胎盘氧化应激反应有关。
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Abstract: 

[Objective]　Whether maternal selenium deficiency during gestation elevates the risk for fetal 
growth restriction (FGR) remains controversial. The present study is to explore the adverse 
effects of maternal exposure to low selenium diet before and during pregnancy on the growth 
and development of mouse fetuses and related potential mechanisms.

[Methods]　Forty ICR female mice (three weeks old) were randomly divided into a control diet 
(CD) group (0.18 mg/kg selenium) and a low selenium diet (LSD) group (0.02 mg/kg selenium), 
with 20 mice in each group. Females and males were mated after eight weeks of feeding, and 
the pregnant mice were fed with the same diet as before until being sacrificed on gestational day 
(GD) 18. Growth and development of mouse fetuses were evaluated. Maternal and fetal mice 
serum and placenta samples were collected to detect serum selenium (Se) concentration by 
graphite furnace atomic absorption spectrometry, the mRNA expression levels of Cat, Sod1, and 
Sod2 in placenta by quantitative RT-PCR, and 3-nitrotyrosine (3-NT) expression level in placenta 
by immunohistochemistry and Western blot.  All measurement data were presented as mean±SD 
and analyzed by t test.

[Results]　No significant differences were observed in total food intake and weight gain between the CD 
and LSD groups before and during pregnancy (P > 0.05). The serum selenium levels of pregnant mice 
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and fetal mice were (121.7±43.0) and (79.5±30.8) μg/L in the CD group and (74.6±34.7) and (36.2±26.0) μg/L in the LSD group; the LSD group had 
significantly lower pregnant and fetal serum selenium levels than the CD group (P < 0.05). The examination results of growth and development 
showed that the fetal weight was (1.38±0.08) g in the CD group and (1.31±0.06) g in the LSD group; the LSD group had a significantly lower fetal 
weight than the CD group (P < 0.05). The results of quantitative RT-PCR showed no differences between the LSD group and the CD group in the 
mRNA expression levels of Cat, Sod1, and Sod2 (P > 0.05). Moreover, the results from immunostaining and Western blot showed that the 3-NT 
positive cells and protein expression levels in the LSD-exposed mice were significantly higher than those in the CD-exposed mice (P < 0.05). 

[Conclusion]　Maternal exposure to low selenium diet before and during pregnancy could induce fetal growth restriction and the latter 
may be associated with placental oxidative stress.

Keywords: low selenium; before and during pregnancy; birth weight; placenta; oxidative stress

硒是人体必需的微量元素之一，是谷胱甘肽过氧
化物酶（glutathione peroxidase，GPx）和硫氧还蛋白还
原酶（thioredoxin reductase，TrxRs）的重要组成部分，
体内硒具有抗氧化、抗炎、抑癌以及预防心血管疾病
等功能［1-2］。我国硒蕴藏量虽占全球硒资源的三分之
一以上，但分布极不均匀，仍有约三分之二的地区缺
硒［3］。有调查结果显示，硒缺乏地区的儿童尿液和头
发硒水平明显低于其他非硒缺乏地区［4］，人体硒缺乏
的主要原因有饮食中硒摄入不足、机体硒代谢紊乱以
及非正常硒蛋白的大量合成［5］。众多研究资料显示，
缺硒可以引起克山病、糖尿病、结肠癌和不良妊娠结
局等疾病 ［6-7］。

母体低硒水平与胎儿生长受限之间的关联尚存
在争议。几项人群调查研究发现，母体孕期血清硒水
平与低出生体重的发生风险存在负相关［8-9］，然而孕
期母体硒缺乏引起胎儿生长受限的发生机制尚不清
楚 ；另一项病例对照研究却发现，孕期母体低硒水平
与新生儿低出生体重的发生风险无关联［10］。本研究
拟通过建立硒缺乏孕鼠模型并检测其胎盘组织部分
抗氧化酶（Cat、Sod1、Sod2）基因及 3-NT 蛋白表达水
平，探讨孕前和孕期母鼠低硒饲料喂养对胎鼠生长发
育的影响及其氧化应激机制。

1   材料与方法
1.1　材料与设备

维持饲料与低硒饲料（南通特洛菲饲料有限责
任 公 司，中 国 ）（ 硒 质 量 分 数 分 别 为 0.18 mg/kg 和
0.02 mg/kg），硒标准溶液（坛墨质检科技有限公司，
中 国 ），3- 硝 基 酪 氨 酸（3-NT）一 抗（Santa Cruz，美
国），β-actin（Sigma，美国），免疫组化二抗试剂盒及
3，3'- 二氨基联苯胺四盐酸盐（DAB）显色试剂盒（北
京中杉金桥生物技术有限公司，中国），逆转录试剂
盒（Promega，美国），TRIzol 试剂（Invitrogen，美国），
原子吸收光谱仪（Analytik Jena AG，德国），定量 PCR

扩增试剂盒和荧光定量 PCR 仪（Roche，瑞士），多功
能酶标仪（Biotek，美国）。
1.2   动物来源与处理

清洁级 ICR 雌性小鼠（3 周，18~22 g）购自北京维
通利华实验动物有限责任公司。小鼠适应性喂养（自
由进食和饮水，12 h/12 h 明暗光照，温度 20~25℃，湿
度 45%~60%）3 d 后进行实验。40 只雌性小鼠随机分为
对照组和低硒组各 20 只，分别喂养维持饲料和低硒
饲料，每 2 d 记录母鼠进食量，每周记录母鼠体重，连
续喂养 8 周后与正常雄鼠交配，连续交配 1 周后孕鼠
继续分组喂养，每 2 d 记录小鼠进食量，每 3 d 记录孕
鼠体重，至受孕第 18 天剖杀孕鼠，小鼠称重后摘眼球
取血，处死后称重子宫连胎、胎鼠和胎盘并测量小鼠
身长和胎盘直径，留取血清和胎盘组织，其中胎盘用
多聚甲醛固定后制备病理标本。采用石墨炉原子吸收
法检测血清硒浓度 ；采用定量 RT-PCR 方法检测胎盘
组织 Cat、Sod1 和 Sod2 mRNA 水平 ；采用免疫组化和
Western blot 检测胎盘 3-NT 表达。
1.3   血清硒质量浓度的测定

利用石墨炉原子吸收法（ZEEnit700P 原子吸收光
谱仪）检测母鼠及胎鼠血清硒质量浓度，标准曲线范
围为 0~80 μg/L，血清稀释 5 倍后进行检测，每个样品
测量 3 次，取平均值后计算血清硒质量浓度。
1.4   免疫组织化学法

将胎盘放入 4% 多聚甲醛中浸泡 24 h 后，梯度乙
醇脱水、石蜡包埋和行组织切片，将石蜡切片放入
60℃烤箱烤片 30 min，之后将切片放入二甲苯脱蜡
30 min，梯度酒精水化（100%、95%、80%、70%、50%

乙醇）各浸泡 5 min ；将切片放入 0.3% Triton-100（细
胞通透）和 3%H2O2( 封闭内源性过氧化氢酶）混合液室
温避光浸泡 30 min，取出后在枸橼酸钠溶液中经高火
5 min 和中火 5 min 进行抗原修复 6 次，冷却后，加山
羊血清在 37℃恒温箱中封闭 30 min，加 3-NT 一抗（按
1∶200 稀释）在 4℃冰箱中孵育 18~20 h ；二抗 37℃孵
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育 30 min，链霉素亲和素 - 过氧化物酶（SP）37℃孵育
30 min。最后用 DAB 进行显色，苏木素复染 20 s 后 PBS

返蓝 10 min。经梯度酒精和二甲苯脱水透明后，用中
性树胶封片。在光镜下观察并拍照。
1.5   Western blot 法

取 0.1 g 胎盘组织加入 1 mL 放射免疫沉淀测定裂解
液，置于冰上裂解后用 12 000×g 离心 15 min，取上清液
后用 BCA 法蛋白定量至 4 µg/µL，100℃蛋白变性 10 min

后 -20℃保存待使用。每个样品上样量为 5~20 µg，凝
胶电泳（浓缩胶 / 分离胶分别为 5%/10% 聚丙烯酰胺
琼脂糖）分离后电转移至聚偏二氟乙烯膜上，5% 脱脂
奶粉室温封闭 1 h，一抗条件 ：3-NT（1 ∶1 000 ），4℃孵
育过夜，β-actin（1 ∶10 000） 室温孵育 1 h ；二抗条件 ：
3-NT（1 ∶10 000）室温孵育 1.5 h，β-actin（1 ∶10 000） 

室温孵育 40 min，用增强化学发光化学发光试剂盒显
影，每个条带均重复 3 次。
1.6   RNA 逆转录和 cDNA 扩增

采用 TRIzol 法提取小鼠胎盘总 RNA ；取 50 mg 胎
盘组织加 Trizol 匀浆后，用氯仿萃取、异丙醇析出和
75% 乙醇（焦碳酸二乙酯水配制）清洗总 RNA，用酶
标仪微量紫外分光光度计在 260 nm 波长下测定样品
中 RNA 含量。用无 RNA 酶水将总 RNA 定量为 0.5 µg/µL

后，进行 DNA 消化和 RNA 逆转录，按照试剂盒说明
书，每个样品管加 4 µL 总 RNA、3 µL 无 RNA 酶水、2 µL 

DNA 消化酶、1 µL 反应缓冲溶液，在 PCR 仪中 37℃保
温 30 min 进行 DNA 消化 ；然后每管加 1 µL DNA 消化
终止液 65℃灭活 DNA 消化酶 ：冷却后，加入逆转录
体系溶液进行总 RNA 逆转录成 cDNA。每管加 2 µL 逆
转录缓冲溶液、2 µL 脱氧核苷酸混合物、0.5 µL 重组核
糖核酸酶抑制剂、0.75 µL 禽类成髓细胞瘤病毒逆转录
酶、1 µL 随机引物、2.75 µL 无 RNA 酶水 ；在 PCR 仪中
42℃孵育 1 h 后，迅速升温至 95℃ 5 min，然后 -20℃
保存总 RNA。最后进行 cDNA 扩增，在 96 孔板中，每
孔含有 1 µL cDNA、10 µL 扩增底物混合液、1 µL 正向引
物和 1 µL 反向引物混合液、7 µL 无酶水 ；PCR 扩增反
应在 95℃预变性 5 min，按 95℃变性 15 s，60℃退火
15 s，72℃延伸 30 s 三步法循环扩增 50 次，末次循环
后进行熔解曲线分析以检测 PCR 扩增产物质量。以磷
酸甘油醛脱氢酶基因（GAPDH）作为 PCR 扩增实验的
内对照，用 Lightcycler 480 软件（Roche，version 1.5.0）
按 2-ΔΔCt 法计算目标基因相对比值。引物序列见表 1。

表 1　各基因引物序列和基因片段长度
基因名称 正向引物 反向引物 长度

18S GTAACCCGTTGAAGGGATT CCATCCAATCGGTAGTAGAG 151

Cat CGCGCTCGAGTGGCCAACT TGCTGCTCTGGTGCGCTGAA 107

Sod1 GCGATGAAAGCGGTGTGCGTG TGGACGTGGAACCCATGCTGG 143

Sod2 AGCGAACGGCCGTGTTCTGAG AGCGCGCCATAGTCGTAAGGC 162

1.7   统计学分析
小鼠胎盘组织 3-NT 蛋白定量采用 Image-Pro Plus

软件进行分析。所有计量资料用均数 ± 标准差（x±s）
来描述，采用 t 检验进行两组之间比较。检验水准
α=0.05。

2   结果
2.1   母鼠进食量及体重

与对照组比较，孕前、孕期低硒组母鼠总进食量
和母鼠体重均无变化（P > 0.05）；仅孕期第 14、16 天
低硒组平均进食量低于对照组（P < 0.05）（图 1）。

［注］ A ：孕前母鼠进食量 ；B ：孕期母鼠进食量 ；C ：孕前母鼠体重变
化 ；D ：孕期母鼠体重变化。* ：与对照组比较，P < 0.05。

  图 1　孕前及孕期母鼠进食量及体重变化

2.2   胎鼠生长发育指标
低硒组与对照组着床数、活胎数、吸收胎数和死

胎数之间差异均无统计学意义（P > 0.05）；低硒组胎
鼠体重较对照组降低（P < 0.05），但胎鼠身长、胎盘重、
胎盘直径及胎盘重 / 胎仔重两组之间差异均无统计
学意义（P > 0.05）（表 2）。

A B

C D



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36(4)398

www.jeom.org

［注］* ：P < 0.05。
图 4　小鼠胎盘组织 3-NT 蛋白质表达水平

3   讨论
人体主要通过食物摄取硒，本实验模拟人体摄入

硒的方式通过给予低硒饲料（硒含量 0.02 mg/kg）的
方式探究孕前及孕期母鼠低硒饲料喂养对胎鼠生长
发育的影响，结果发现低硒饲料喂养并未影响母鼠总

2.3   孕鼠和胎鼠体内硒水平
本研究用石墨炉原子吸收法检测孕鼠及胎鼠血

清硒质量浓度。表 3 结果表明，低硒组孕鼠和胎鼠血
清硒的质量浓度均明显低于对照组（P < 0.05）。

表 3   母鼠及胎鼠血清硒质量浓度（μg/L，x±s）
组别 孕鼠 胎鼠

对照组 121.7±43.0 79.5±30.8

低硒组   74.6±34.7 36.2±26.0

P 0.006 0.004

2.4   胎盘组织Cat、Sod1、Sod2 mRNA 及 3-NT 的
表达水平

图 2 结果表明，低硒组与对照组胎盘组织 Cat、
Sod1、Sod2 mRNA 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义（P > 

0.05）；图 3 结果表明，低硒组胎盘组织 3-NT 阳性细
胞数明显高于对照组胎盘组织（P < 0.05）。图 4 表明，
低硒组胎盘组织 3-NT 蛋白表达水平明显高于对照组
胎盘组织（P < 0.05）。

 

图 2　对照组及低硒组胎盘组织Cat、Sod1、Sod2 mRNA
表达水平

［注］A. 对照组胎盘组织 3-NT 阳性细胞 ；B. 低硒组胎盘组织 3-NT 阳性细胞 ；C. 胎盘组织 3-NT 阳性细胞率。图 A 和 B 为苏木素复染，放大倍数为
400 倍，图中箭头表示 3-NT 阳性细胞 ；* ：P < 0.05。

图 3　小鼠胎盘组织 3-NT 阳性细胞率

A
C

B

进食量及体重增长 ；分组喂养 8 周后与正常雄鼠交
配并继续分组喂养至受孕第 18 天，通过对母鼠及胎
鼠血清硒的检测发现，孕前及孕期母鼠低硒饲料喂养
引起母鼠及胎鼠血清硒浓度的降低，其中对照组与低
硒组母鼠血清硒质量浓度分别为（121.7±43.0）μg/L、

（74.6±34.7）μg/L，对照组与低硒组胎鼠血清硒质量浓
度 分 别 为（79.5±30.8）μg/L、（36.2±26.0）μg/L，结 果
表明孕前及孕期母鼠低硒饲料引起母鼠及胎鼠硒水
平明显下降。进一步研究发现，低硒组胎鼠体重较对
照组降低，该研究结果与前期人群调查、大鼠实验结
果基本一致［8-9，11］。上述结果提示，孕期母体硒缺乏
可能引起胎鼠生长受限，但其作用机制尚不清楚。

硒是机体重要的自由基清除剂，主要存在于 GPx

表 2   孕前及孕期母鼠低硒饲料喂养对胎仔及胎盘结局的影响（x±s）
组别 孕鼠数 着床数 活胎数 吸收胎数 死胎数 胎鼠体重（g） 胎鼠身长（mm） 胎盘重（g） 胎盘直径（mm） 胎盘重 / 胎仔重

对照组 11 14.73±1.95 13.45±1.69 1.00±1.00 0.27±0.47 1.38±0.08 22.49±0.73 0.092±0.016 7.99±0.46 0.067±0.011

低硒组 14 15.14±2.18 13.79±2.72 0.57±0.76 0.79±1.19 1.31±0.06 22.71±0.63 0.089±0.016 7.92±0.60 0.066±0.011

P — 0.63 0.73 0.23 0.19 0.02 0.45 0.65 0.74 0.78

［注］表中除胎盘重 / 胎仔重以外的所有数据的计算均为窝胎仔数的均值。

20 μm 20 μm

3-NT

β-actin

55 kg/mol

43 kg/mol

43 kg/mol

对照组 低硒组
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和 TrxRs 中，主要发挥抗氧化作用［12］。孕期胎盘中活
性氧簇的产生会引起不良妊娠结局，GPx 可以在谷胱
甘肽或其他硫醇的共同作用下，清除活性氧簇［13］。已
有研究发现，胎盘氧化应激反应与胎儿生长受限呈
现正向关联，而自由基清除剂 N- 叔丁基 -α- 苯基硝酮

（N-tert-butyl-α-phenylnitrone，PBN）可减轻小鼠胎盘
还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）的耗竭，抑制胎
盘 组 织 3-NT 及 血 红 素 氧 化 酶 1（heme oxygenase 1，
HO-1）蛋白表达的上调［14-15］。3-NT 是氧化应激反应的
重要指标［16］，机体氧化应激时常常发生蛋白质硝基
化，NO 或由 NO 衍生的活性氮簇与活性氧簇共同联
合发生生物化学反应，使细胞蛋白质中的酪氨酸硝基
化生成 3-NT［17］。本研究利用免疫组织化学和 western 

blot 方法观察对照组与低硒组胎盘组织 3-NT 蛋白表
达情况，结果显示低硒组小鼠胎盘组织 3-NT 阳性细
胞数和蛋白表达水平均高于对照组，这提示孕前及孕
期母鼠低硒饲料喂养引起胎鼠生长受限可能与胎盘
氧化应激有关。但本研究中仅检测了胎盘组织 Cat、
Sod1、Sod2 的 mRNA 表达水平和 3-NT 蛋白表达水平，
未检测胎盘组织 GSH 蛋白及 mRNA 的表达水平，而且
未进一步探索孕期硒缺乏引起胎鼠生长受限的其他
可能的分子机制，均为本实验不足之处，尚需要进一
步探讨。

总之，在本实验研究条件下，孕前及孕期母鼠低
硒饲料喂养引起胎鼠生长受限，可能与胎盘氧化应激
反应有关。本研究结果为今后进一步探索母体低硒饲
料喂养引起胎儿生长受限的作用机制提供线索。
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