
 

基于 HIF-1α/VEGF�轴探讨孕前 PM2.5 暴露对
小鼠母胎界面血管重构的影响
张英英， 张文平， 白文琳， 李奔， 刘楠楠， 张志红

山西医科大学公共卫生学院，山西 太原 030001

摘要�：

[背景] 大气细颗粒物（PM2.5）可引起胚胎早期发育异常，导致胚胎停育、自然流产等不良妊娠
结局。低氧诱导因子-1α（HIF-1α）/血管内皮生长因子（VEGF）轴调控的母胎界面血管重构是胚
胎早期发育的关键环节。

[目的] 观察孕前 PM2.5 暴露对小鼠受孕前子宫状态和受孕后母胎界面血管重构的影响，并探
讨 HIF-1α/VEGF 轴在其中的调控作用。

[方法] 选取 8 周龄性成熟 C57BL/6J 小鼠雌性 40 只，雄性若干（交配使用，不做任何处理），适
应性饲养 1 周。将雌鼠分为 PM2.5 暴露组和对照组，每组 20 只。PM2.5 暴露组小鼠给予鼻腔
滴注 3 mg·kg−1 的 PM2.5 悬液，隔天 1 次，持续 4 周；对照组给予同等剂量经空白采样膜处理
的悬液。染毒期间每周记录雌鼠体重。染毒结束后每组各取 6 只雌鼠断头处死，取子宫称重
并计算其脏器系数，利用 HE 染色观察子宫组织病理学形态，同时检测 HIF-1α、VEGF 及其受
体 Flt-1 和 Flk-1 的 mRNA 表达。将各组剩余 14 只雌鼠按照雌雄 2∶1 合笼过夜，统计受孕比
例。妊娠第 10 天（GD10）断头处死，解剖子宫，利用 HE 染色观察胚胎和胎盘组织病理学形
态，同时检测母胎界面血管生成分子标志物 HIF-1α、VEGF 及其受体 Flt-1 和 Flk-1 的 mRNA
表达。

[结果] 与对照组相比，孕前 PM2.5 暴露对雌鼠体重增长无明显影响，但可引起子宫脏器系数
降低，同时伴随有子宫内膜变薄等病理学损伤，以及 HIF-1α、VEGF 及其受体 Flt-1 和 Flk-1 的
mRNA 表达下降（均 P < 0.05）。孕前 PM2.5 的暴露进一步引起雌鼠出现受孕比例降低（对照
组：9/14；暴露组：5/14），胚胎排列不齐，发育异常，胎盘变小，螺旋动脉血管管壁变薄（对照
组：1.00±0.06；暴露组：0.86±0.08；P=0.01）等病理学变化，HIF-1α、VEGF 及其受体 Flk-1 的 mRNA
表达明显下降（均 P < 0.05）。

[结论] 孕前 PM2.5 暴露可引起雌鼠子宫病理学损伤和血管生成异常，进一步影响受孕后母胎
界面的血管重构，HIF-1α/VEGF 轴可能发挥调控作用。
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Effects  of  pre-pregnancy  PM2.5 exposure  on  vascular  remodeling  in  mother-fetal  interface  of
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ZHANG  Zhihong (School  of  Public  Health,  Shanxi  Medical  University,  Taiyuan,  Shanxi  030001,
China)
Abstract:

[Background] Atmospheric  fine  particulate  matter  (PM2.5)  can  induce  abnormal  early  embryo
development,  resulting  in  adverse  pregnancy  outcomes  such  as  embryo  damage  and
spontaneous abortion. The vascular remodeling of maternal-fetal interface regulated by hypoxia
inducible factor-1α (HIF-1α)/vascular endothelial growth factor (VEGF) axis is a key link in early
embryo development.

[Objective] To  investigate  the  effects  of  pre-pregnancy  PM2.5 exposure  on  the  uterine  state  of
mice  before  conception  and  the  vascular  remodeling  of  maternal-fetal  interface  after
conception, and to further explore the regulatory role of the HIF-1α/VEGF axis.

[Methods] Forty  eight-week-old  C57BL/6J  sexually  mature  female  mice  and  several  males  (for
mating,  without  any  treatment)  were  adaptive  fed  for  1  week.  The  female  mice  were  divided
into a PM2.5 exposure group and a control group, 20 mice per group. The PM2.5 exposure group
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was given 3 mg·kg−1 PM2.5 suspension by nasal instillation, once every other day for four weeks; the control group were treated with the
same dose of blank sampling membrane suspension. Body weight of the mice was recorded every week during the experimental period.
At  the  end of  the  exposure,  six  mice  from each  group were  sacrificed.  Then the  uterus  was  weighted  and its  organ  coefficients  were
calculated, a histopathological morphology evaluation was conducted by HE staining, and the mRNA expressions of HIF-1α, VEGF and its
receptors Flt-1 and Flk-1 in the uterus samples were further examined. The remaining 14 female mice in each group were caged with
male mice overnight with a sex ratio of 2:1, then we calculated the pregnancy rate. On gestation day 10 (GD10), the female mice were
decapitated and the uterus was dissected, the histopathological morphology of embryo and placenta were observed by HE staining, and
the mRNA expressions of HIF-1α, VEGF and its receptors Flt-1 and Flk-1 were detected as well in the uterus samples.

[Results] Compared  with  the  control  group,  the  pre-pregnancy  PM2.5 exposure  had  no  significant  effect  on  body  weight  gain  of  the
female  mice,  but  decreased uterine  organ coefficient,  accompanied by  pathological  damage such as  endometrium thinning  as  well  as
decreased  mRNA  expressions  of  HIF-1α,  VEGF  and  its  receptors  Flt-1  and  Flk-1  (all Ps < 0.05).  After  mating,  the  pre-pregnancy  PM2.5

exposure  induced  a  decrease  of  the  pregnancy  rate  (control  group:  9/14;  exposure  group:  5/14)  and  abnormal  embryo  arrangement,
small  placenta,  narrowing  of  spiral  arteries  (control  group:  1.00±0.06;  exposure  group:  0.86±0.08; P=0.01),  as  well  as  significant
decreases in HIF-1α, VEGF and its receptor Flk-1 mRNA expressions. (all Ps < 0.05).

[Conclusion] Pre-pregnancy PM2.5 exposure has  adverse  effects  on the pathological  structure  and angiogenesis  in  female  mice uterus,
leading to abnormal vascular network remodeling at the mother-fetal interface after conception, and the HIF-1α/VEGF axis may play a
regulatory role.

Keywords: pre-pregnancy; fine particulate matter; angiogenesis; hypoxia inducible factor-1α; vascular endothelial growth factor

  

2021 年世界卫生组织最新发布的《全球空气质
量指南》指出，空气污染仍然是人类健康面临的最大
威胁之一，低于已知标准的暴露浓度甚至也会导致健
康损害[1]。细颗粒物（fine particulate matter with median
aerodynamic diameter ≤2.5μm, PM2.5）是空气污染物的
主要成分，不仅含有大量有机物，而且可富集多种重
金属，可对人体呼吸系统、心血管系统以及神经系统
等产生不良影响[2–3]。

随着颗粒物跨气血屏障和胎盘屏障学说的形成
以及“健康与疾病发育起源”理论的兴起，PM2.5 的胚胎
发育毒性及其分子机制研究成为国内外关注的焦点。
众多流行病学调查研究发现，孕期 PM2.5 暴露是胚胎
早期发育异常、胎停育以及稽留流产的危险因素，且
随着污染物浓度的升高，各风险直线上升[4–5]。受孕后
3 个月是胚胎发育分化的关键期，胚胎对有害刺激的
抵抗力十分微弱，也称为孕妇敏感期。因此，受孕前的
3 个月是研究有害因素暴露和胚胎发育异常之间因果
关系的重要窗口[6]。然而，目前针对 PM2.5 暴露与胚胎
发育的研究大部分集中于受孕后的暴露[7–10]

，对于孕
前这一敏感窗口，虽有流行病学调查的证据[5–6，11]

，但
相关机制研究比较少见。

正常生理条件下，子宫腔属于低氧环境（O2 体积
分数为 2%）[12]

，低氧诱导因子 -1α（hypoxia  inducible
factor-1α, HIF-1α）作为主要的氧平衡调节因子，能够
通过 HIF-1α/血管内皮生长因子（vascular  endothelial
growth factor, VEGF）轴靶向调节VEGF 及其受体 1（Flt-1）
和受体 2（Flk-1）等的表达，参与子宫内膜周期性脱落

和宫内血管生成稳态，是反映子宫内膜容受程度的重
要指标[13–14]；同时，HIF-1α/VEGF 轴还可调控孕早期螺
旋动脉重铸，在母胎界面血管网重构以及胚胎早期发
育过程中发挥重要作用[15–17]。因此，基于 HIF-1α/VEGF
轴系统跟踪母体受孕前后血管生成的变化，能够为孕
前 PM2.5 暴露引起胚胎发育异常的分子机制研究提供
新的方向。本研究采用动物暴露模型，探讨孕前 PM2.5

暴露对小鼠受孕前子宫状态和受孕后母胎界面血管
生成和发育的影响，初步探索 HIF-1α/VEGF 轴在其中
发挥的作用，从而为促进育龄人群生殖健康防护提供
实验基础和理论支撑。 

1    对象与方法 

1.1    实验动物
选取 8 周龄 C57BL/6J 性成熟小鼠雌性 40 只，雄

性若干，体重均在 16~18 g 左右，由北京维通利华实验
动物技术有限公司提供。将小鼠置于固定温度
（24±2）℃、湿度 50%±5%以及 12/12 h 光照/黑暗周期
的标准条件下饲养，其间可自由饮水和进食。本项实
验研究通过山西医科大学动物福利和伦理委员会审
查（批准号：2021GLL077）。 

1.2    研究方法 

1.2.1   PM2.5 采样和处理　本实验所用 PM2.5 采样点为
太原市的两个主要交通路口，采样器距地面高度为
1.5 m，采样时间为 2015 年 5—7 月，时间段为 9：00—
21：00。采样设备为武汉天虹的大流量颗粒物采样器，

采样流速为 1 000 L·min−1
，PM2.5 样品被采集到滤膜
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上。PM2.5 和空白膜的混悬液制备如下：将载有 PM2.5

的滤膜或空白膜裁成 1 cm2 大小，加适量去离子水，超
声 20 min，连续 3 次，6 层纱布过滤。将过滤后的液体
真空冷冻干燥，保存于−80℃ 冰箱备用。 

1.2.2   动物分组及处理　适应性饲养 1 周后，将饲养
的 40 只雌鼠随机分为两组，每组 20 只，分别为对照组
和 PM2.5 暴露组。根据课题组前期实验基础[7，18]

，PM2.5

暴露组小鼠采用 3 mg·kg−1 的 PM2.5 混悬液进行鼻腔滴
注，对照组滴注经空白采样膜处理的悬液，隔天 1 次，

持续 4 周。染毒期间所有动物自由饮水进食，每周记
录上述 40 只小鼠的体重。

染毒结束，每组各取 6 只小鼠称重，断头处死取
出子宫，称重并统计其子宫脏器系数；进一步进行伊
红苏木素（hematoxylin and eosin, HE）染色，观察各组
子宫组织病理学形态，进行归一化处理判断变化情况。
采用荧光定量 PCR（reverse  transcription-polymerase
chain reaction, RT-PCR）技术检测子宫组织 HIF-1α、VEGF
及其受体 Flt-1 和 Flk-1 的 mRNA 表达。

将每组剩余的 14 只雌鼠与正常雄鼠按照雌雄
2∶1 的比例合笼过夜，经阴栓或阴道分泌物涂片确定
妊娠，并记做妊娠第 0 天（GD0），统计各组受孕比例；
GD10 孕鼠进行断头处死，迅速解剖子宫，利用 HE 染
色观察胚胎和胎盘组织病理学形态，进行归一化处理
判断变化情况，结合 RT-PCR 技术检测子宫蜕膜层组
织 HIF-1α、VEGF 及其受体 Flt-1 和 Flk-1 的 mRNA 表达。 

1.2.3   HE 染色　对于暴露后小鼠子宫、交配后 GD10
小鼠子宫和胚胎组织的 HE 染色操作如下：断头处死
小鼠获取子宫组织和胎盘组织，去除外周脂肪，用
0.9%生理盐水洗净。切取部分组织，0.1 mol·L−1 的磷酸
盐缓冲液漂洗两次，10%的福尔马林中室温浸泡过夜。
次日，取出组织用石蜡包埋。随后将组织进行切片，厚
度为 5~6 μm，进行 HE 染色。通过光学显微镜（BX53，

日本奥林巴斯）观察子宫内膜厚度、腺体数量，并进一
步放大切片部位，对螺旋动脉数量和管壁厚度进行观
察和测量。

将每组子宫 HE 图片进行 20 倍放大，随机选择
4 个视野，分别统计各视野中腺体数量；随机选择 4 个
视野，分别统计各视野中螺旋动脉的数量；将各组切
片进行 150 倍放大，随机选择 5 个视野，分别统计各
视野中螺旋动脉管壁厚度的平均值。 

β

1.2.4   RT-PCR 检测　分别选取雌鼠孕前子宫组织（近
阴道处）及孕后子宫蜕膜层组织 30 mg，300 μL Trizol
裂解液匀浆，依次加三氯甲烷、异丙醇进行离心提纯，

75%酒精纯化，最后用适量不含 RNA 酶的水溶解，采
用核酸蛋白定量仪测定 RNA 浓度。然后使用反转录试
剂盒（北京赛文创新生物科技有限公司），将 RNA 反转
成 1×cDNA，并稀释 5 倍。以 -actin 作为内参，利用荧
光定量 PCR 仪（CFX96，美国伯乐公司）对 HIF-1α、VEGF
及其受体 Flt-1 和 Flk-1 的 mRNA 表达进行相对定量
检测。 

1.3    统计学分析
采用 Origin 8.0 软件对实验数据进行统计分析及

绘图处理，所得实验数据以均数±标准差表示。对照组
和 PM2.5 暴露组之间数据的比较，定性资料采用卡方
检验，定量资料采用 t 检验。检验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    孕前雌鼠变化 

2.1.1   体重及子宫脏器系数　与对照组相比，随着 PM2.5

暴露时间的延长，PM2.5 暴露组雌鼠体重增长呈现减缓
趋势，但差异尚无统计学意义（图 1 A），同时毛发光泽
度、饮食饮水情况、活动情况等基础指标并无明显变
化。进一步统计发现，PM2.5 暴露组雌鼠子宫质量及脏
器系数较对照组明显下降（均 P < 0.05）（图 1 B、C）。 
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［注］ A：n=20；B、C：n=5~6。*：P < 0.05。
［Note］ A: n=20; B, C: n=5~6. *: P < 0.05.

图�1���孕前 PM2.5 暴露对雌鼠体重�（A）�、子宫质量�（B）�及子宫脏器系数�（C）�的影响
Figure 1   Effects of pre-pregnancy PM2.5 exposure on body weight (A), uterine weight (B), and uterine organ coefficient (C) of female rats
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2.1.2   子宫病理学形态　子宫组织 HE 染色结果表明，

与对照组相比，孕前 PM2.5 组雌鼠出现子宫内膜变薄、
腺体稀疏且短小等现象（图 2A），但两组间腺体数量
差异尚无统计学意义（对照组：1.00±0.27；暴露组：
0.72±0.13；P=0.11）。为了进一步观察子宫内膜血管状
态，对上述切片进行局部放大，发现 PM2.5 暴露组雌鼠
子宫内膜层螺旋动脉血管数量较对照组减少（对照
组：1.00±0.07；暴露组：0.66±0.14；P=0.02）（图 2B）。 

2.1.3   子宫血管生成分子标志物　与对照组相比，

PM2.5 暴露组雌鼠子宫 HIF-1α、VEGF 及其受体 Flt-1
和 Flk-1 的 mRNA 表达下降，且差异均具有统计学意
义（均 P < 0.05)，结果如图 3 所示。 

2.2    雌鼠怀孕率、孕后胚胎和胎盘组织形态
结果显示，孕前 PM2.5 的暴露进一步引起雌鼠出

现受孕比例降低，对照组雌鼠怀孕比例为 9/14，
PM2.5 暴露组为 5/14。GD10 解剖后发现，孕前 PM2.5 暴
露能够引起胚胎排列不齐（图 4A1 和 B1）、发育异常
（图 4A2 和 B2）、胎盘变小（图 4A3 和 B3）、螺旋动脉
血管管腔狭窄，管壁变薄（对照组：1.00±0.06；暴露

组：0.86±0.08； P=0.01）（图 4A4 和 B4）等病理学变
化。但两组胚胎数量差异尚无统计学意义（对照组：
10.22±1.79；暴露组：8.00±2.00；P=0.054）。 

2.3    孕后雌鼠子宫蜕膜层血管生成分子标志物
与对照组相比，PM2.5 暴露组雌鼠受孕后子宫蜕膜

层 HIF-1α、VEGF 及其受体和 Flk-1 的 mRNA 表达明显
下降（均 P < 0.05），Flt-1 的 mRNA 表达表达差异无统
计学意义，如图 5 所示。 
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Figure 2   Effects of pre-pregnancy PM2.5 exposure on uterus
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图�4���孕前 PM2.5 暴露对胚胎形态，胚胎、胎盘和蜕膜层病理
学形态的影响

Figure 4   Effects of pre-pregnancy PM2.5 exposure on embryonic
morphology and pathological morphology of embryo, placenta,

and decidua layer
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3    讨论
PM2.5 作为主要的大气污染物，由于其粒径小、比

表面积大，易富集有毒有害物质，穿过气血屏障以及
胎盘屏障，可对妊娠的建立和胚胎的生长发育产生深
远影响[19–20]。目前，国内外学者对孕期 PM2.5 暴露导致
的不良妊娠结局研究较为深入，但对孕前这一敏感窗
口的研究比较少见。本实验通过构建动物模型，发现
孕前 PM2.5 暴露能够引起小鼠子宫病理学和血管生成
异常，进一步影响受孕后母胎界面的血管网重构，HIF-
1α/VEGF 信号通路可能参与调控。

体重是反映机体状态最基本的指标。本研究染毒
期间，两组雌鼠活动情况、毛发光泽度、饮食情况等无
明显差异，PM2.5 暴露组小鼠体重增长较对照组稍有减
缓，但差异尚无统计学意义。关于 PM2.5 暴露与体重之
间的关系，有学者认为 PM2.5 暴露与体重增长呈正相
关，是肥胖相关疾病的危险因素 [21]

，也有研究发现
PM2.5 可通过干扰肠道微生态抑制体重增长[22]。育龄
期女性子宫健康状况与受孕能力、受精卵形成、胚胎
发育过程息息相关。子宫脏器系数作为反映子宫状态
的基础参数[23]

，是本实验首先关注的重点。Hu 等[24] 的
研究发现，铜作为 PM2.5 的重金属组分，能够引起子宫
脏器系数的明显降低。本课题组前期在太原采集的
PM2.5 成分分析发现，铜也是其主要的重金属成分[25]。
本实验中 PM2.5 暴露组小鼠子宫脏器系数发生明显降
低，而子宫脏器系数与其内膜厚度、腺体密度、卵泡发
育以及黄体酮的分泌息息相关，也决定着子宫的受孕能力[26]。
因此，孕前 PM2.5 暴露对雌鼠子宫的损伤效应评估不
应只限于其本身，还应该关注受孕后母胎界面的建立
和胚胎发育的过程。

本研究中，PM2.5 暴露组雌鼠受孕前出现子宫内膜
变薄、腺体稀疏、螺旋动脉血管数量减少等组织病理
学损伤。研究证实，子宫腺体形态以及螺旋动脉血管
稳态，是反映子宫容受性的重要指标，也是保证妊娠
建立和胚胎发育的结构基础[27]。妊娠早期母胎界面循
环建立过程中，绒毛外滋养细胞向螺旋动脉血管内皮
细胞逆向侵入，与其相互交叉并逐渐将其取代，发生
螺旋动脉血管重铸，此过程伴随血管新生和血管生成[28]。
重铸后的管腔直径由 0.2 mm 扩大到 2 mm，血流动力
学特性也由“高阻低流”变为“低阻高流”，保证了母胎
间血氧循环和营养物质交换[27]。本实验雌鼠受孕后，

与对照组相比，暴露组小鼠出现子宫蜕膜层螺旋动脉
血管管腔变窄、管壁变薄，胎盘减小等病理学现象。结
合孕前和孕后的形态学结果可推测，孕前 PM2.5 暴露
可能通过改变子宫容受性，干扰怀孕早期子宫螺旋动
脉血管重铸，进一步影响母胎界面血管网重构以及胚
胎早期发育。

血管新生和生成过程中，VEGF 作为明星分子至关
重要。一项关于 PM2.5 和血管生成的meta 分析表明，VEGF
作为 PM2.5 的靶向分子标志物，是目前已知最经典的
血管生成因子，可诱导内皮细胞增殖和毛细血管形
成，是参与血管新生与重塑的重要成分[29]。HIF-1α 作
为主要的氧平衡调节因子，能够靶向调控 VEGF 及其
受体 Flt-1 和 Flk-1 组成的血管网络，作用于子宫内膜，

维持宫内血管生成稳态，促进妊娠的建立、维持和胚
胎的正常发育[30–31]。本实验发现孕前 PM2.5 暴露引起
怀孕雌鼠子宫蜕膜组织出现螺旋动脉血管减少的病
理现象，进一步的 RT-PCR 结果也证实，无论是孕前还
是孕后，子宫内膜 HIF-1α、VEGF 及其受体 Flt-1 和 Flk-1
的 mRNA 表达均明显降低或呈现降低的趋势，提示孕
前 PM2.5 暴露可通过干扰子宫血管生成稳态，影响受
孕能力和受孕后母胎界面血管网的重构。

综上，本研究发现孕前 PM2.5 暴露可通过引起雌
鼠子宫容受性改变，进一步引起受孕比例下降、母胎
界面血管重构异常等不良结局，其机制可能与 HIF-
1α/VEGF 轴调控子宫血管生成有关。值得进一步思考
的是，对于孕前 PM2.5 暴露的雌性小鼠，经过正常交配
后孕早期未发现明显异常的胚胎是否可以正常出生，

出生或者成年后对某些疾病的患病风险是否会升高
尚未知，这也是未来值得关注和研究的方向。
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