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  [摘要] 目的 探讨双酚A(BPA)暴露诱导雌性大鼠性早熟的下丘脑KISS-1和GPR54基因甲基化分子

机制。方法 将SD雌性幼鼠(21
 

d龄)分为4组,即BPA干预组(0.25
 

mg/kg)、BPA空白对照组(与BPA组

同时处死)、17β-雌二醇组(E2,0.1
 

mg/kg)、溶剂对照组(直至大鼠出现阴道开口再处死),每天以灌胃方式持续

给药10
 

d,以大鼠阴道开口时间(VOD)为观察终点(VOD当天处死),BPA干预组阴道开口当天处死时,按

1∶1比例处死BPA空白对照组。收集大鼠卵巢和下丘脑组织,采用real-time
 

PCR
 

方法检测卵巢ERα、ERβ
 

mRNA和下丘脑KISS-1、GPR54
 

mRNA相对表达水平,焦磷酸测序PCR方法检测KISS-1、GPR54基因甲基

化水平。结果 BPA干预组和E2组VOD较溶剂对照组提前(P<0.05),BPA空白对照组处死时未出现阴道

开口,BPA干预组下丘脑KISS-1、GPR54
 

mRNA表达水平明显高于BPA空白对照组(P<0.05),但与溶剂对

照组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。E2组下丘脑KISS-1
 

mRNA和卵巢ERβ
 

mRNA表达水平明显低于

溶剂对照组(P<0.05)。BPA干预组、BPA空白对照组、E2组和溶剂对照组4组间比较,下丘脑KISS-1基因

CpG位点甲基化水平差异无统计学意义,而GPR54基因CpG位点甲基化水平存在显著性差异,其中BPA干

预组、E2组和溶剂对照组GPR54片段1
 

CpG位点甲基化水平显著低于BPA空白对照组(P<0.05),且其甲基

化水平与VOD呈正相关(rs=0.245,P=0.009)。BPA干预组GPR54片段2
 

CpG位点甲基化水平显著低于

溶剂对照组,而E2组卵巢ERβ基因甲基化水平显著高于溶剂对照组(P<0.05)。结论 BPA暴露可导致雌

性幼鼠阴道开口(性早熟)提前,其下丘脑GPR54基因甲基化水平改变可能是毒性机制之一。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

hypothalamic
 

KISS-1
 

and
 

GPR54
 

gene
 

methylation
 

in
 

female
 

rats
 

induced
 

by
 

bisphenol
 

A
 

(BPA)
 

exposure.Methods The
 

female
 

Sprague-Daw-
ley

 

(SD)
 

rats
 

(21-days-old)
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups:the
 

BPA
 

intervention
 

group
 

(0.25
 

mg/kg),the
 

BPA
 

blank
 

control
 

group
 

(executed
 

at
 

the
 

same
 

time
 

as
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group),the
 

17β-es-
tradiol

 

group
 

(E2,0.1
 

mg/kg)
 

and
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

(executed
 

until
 

vaginal
 

opening
 

appeared).The
 

rats
 

were
 

given
 

the
 

intragastric
 

administration
 

for
 

10
 

consecutive
 

days,and
 

the
 

vaginal
 

opening
 

day
 

(VOD)
 

was
 

used
 

as
 

the
 

observation
 

end
 

point.The
 

rats
 

were
 

sacrificed
 

on
 

the
 

day
 

of
 

vaginal
 

opening.According
 

to
 

the
 

1∶1
 

proportion,the
 

rats
 

of
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

were
 

sacrificed
 

during
 

the
 

death
 

of
 

the
 

BPA
 

group.The
 

o-
vary

 

and
 

hypothalamus
 

tissues
 

of
 

the
 

rats
 

were
 

collected,the
 

ovarian
 

ERα,ERβ
 

and
 

hypothalamic
 

KISS-1
 

and
 

GPR54
 

gene
 

mRNA
 

expression
 

were
 

measured
 

by
 

the
 

real-time
 

PCR.The
 

gene
 

methylation
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

pyrosequencing
 

PCR.Results The
 

VOD
 

of
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group
 

and
 

the
 

E2
 

group
 

was
 

earlier
 

than
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that
 

of
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

no
 

vaginal
 

opening
 

in
 

the
 

BPA
 

blank
 

control
 

group
 

at
 

the
 

time
 

of
 

death.The
 

hypothalamic
 

KISS-1
 

and
 

GPR54
 

mRNA
 

expressions
 

in
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

BPA
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.05),but
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

solvent
 

control
 

group,there
 

was
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P>0.05).The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

KISS-1
 

in
 

the
 

hypothalamus
 

and
 

ERβ
 

in
 

the
 

ovary
 

in
 

the
 

E2
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

methylation
 

level
 

of
 

the
 

CPG
 

locus
 

of
 

the
 

KISS-1
 

gene
 

in
 

the
 

hypothalamus
 

between
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group,the
 

BPA
 

blank
 

control
 

group,
the

 

E2
 

group
 

and
 

the
 

solvent
 

control
 

group,while
 

there
 

was
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

methylation
 

level
 

of
 

the
 

GPR54
 

gene.The
 

methylation
 

level
 

of
 

the
 

GPR54
 

fragment
 

1
 

CPG
 

in
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group,the
 

E2
 

group
 

and
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

BPA
 

blank
 

control
 

group
 

(no
 

va-
ginal

 

opening
 

at
 

the
 

time
 

of
 

death)
 

(P<0.05),the
 

methylation
 

level
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

VOD
 

(rs=0.245,P=0.009).The
 

methylation
 

level
 

of
 

the
 

GPR54
 

fragment
 

2
 

CPG
 

in
 

the
 

BPA
 

intervention
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

solvent
 

control
 

group,while
 

the
 

methylation
 

level
 

of
 

ERβ
 

gene
 

in
 

ovary
 

in
 

the
 

E2
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

solvent
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

BPA
 

exposure
 

can
 

lead
 

to
 

early
 

vaginal
 

opening
 

(sexual
 

precocity)
 

in
 

female
 

rats,and
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

meth-
ylation

 

level
 

of
 

the
 

GPR54
 

gene
 

in
 

hypothalamus
 

may
 

be
 

one
 

of
 

the
 

toxic
 

mechanisms.
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  双酚 A(BPA)作为一种环氧树脂和聚碳酸酯塑

料的重要化工原料,广泛存在于人类日常生活用品和

生存环境中,并可通过消化道、呼吸道和皮肤等途径

暴露于人类,引发公共健康和安全问题[1-3]。近年来,
女童性早熟发病率存在明显上升趋势,随着人体血

液、尿液等生物标本BPA的检出,其对雌性个体青春

发育和内分泌的干扰作用及对生殖系统的毒性机制,
引起公众和学术界的广泛关注。有研究认为BPA通

过拟雌激素样作用,干扰人类内分泌系统的平衡和生

殖系统的正常发育和功能,可能与女童特发性中枢性

性早熟(ICPP)的发生、发展有关[4-6],但其确切的致病

机制尚未阐明。青春期启动与发育是遗传基因与环

境因素共同作用的结果,新近研究认为
 

BPA暴露可

能通过干扰和改变DNA甲基化等基因表观遗传学方

式影响生殖系统的正常发育和功能[7-10]。下 丘 脑

KISS-1/GPR54基因对促性腺轴的启动至关重要,
KISS-1基因编码蛋白kisspeptin通过与受体蛋白

GPR54结合,可刺激GnRH释放而启动下丘脑-垂体-
性 腺 轴 (hypothalamic-pituitary-gonadal

 

axis,HP-
GA),且其促性腺激素效应的基本位点在下丘脑Gn-
RH神经元内,且是唯一通过GPR54介导的表达来实

现。目前,国 内 外 先 后 运 用 各 种 最 新 技 术 手 段 对

KISS-1/GPR54基因变异和多态性进行检测分析,结
果表明 KISS-1/GPR54基因变异和多态性并不是导

致性早熟的常见原因,提示可能存在环境因素通过表

观遗传学机制上调KISS-1/GPR54基因的表达,进而

刺激GnRH释放启动HPGA导致性早熟。
本研究采用动物模型以处于青春启动前关键期

的雌性幼鼠(出生21
 

d)作为研究对象,通过灌胃给予

BPA染毒干预,以17β-雌二醇(E2)组作为阳性对照,

同时设立溶剂对照组,通过观察大鼠阴道开口时间

(vaginal
 

opening
 

day,VOD,雌性大鼠性早熟的标

志),检测大鼠卵巢ERα、ERβ
 

mRNA和下丘脑KISS-
1、GPR54

 

mRNA 表 达 和 基 因 甲 基 化 水 平。探 讨

BPA暴露诱导雌性大鼠性早熟的DNA甲基化分子

机制,对降低人类BPA暴露危害和女童性早熟等疾

病的防治提供科学依据和参考价值。
1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

BPA(分析纯99%),美国Sigma公司,玉米油(溶
剂)购于益海嘉里投资有限公司,核酸分离纯化试剂

盒购于广州洪祥生物医药科技有限公司,荧光定量

PCR反应试剂盒购于日本TaKaRa公司,ERα、ERβ、
KISS-1、GPR54引物由上海

 

Invitrogen
 

公司合成,
DNA

 

Methylation-Gold
 

试剂盒购于美国ZYMO 公

司,其他生化试剂及耗材等均购于上海生工生物工程

股份有限公司。仪器:Localized
 

Performance超低温

冰箱购于美国Thermo
 

Fisher公司,Eppendorf
 

5418
低温高速离心机购于德国Eppendorf公司,Millipore-
Q

 

A10
 

超纯水仪购于美国 Millipore
 

公司,可见紫外

分光光度计购于日本岛津公司,PyroMark
 

Q24
 

焦磷

酸测序仪购于美国 Qiagen公司,ABI
 

7900
 

HT
 

荧光

定量PCR仪购于美国Life
 

Tech公司。
1.2 方法

1.2.1 实验动物模型的建立

经检疫合格的清洁级1
 

d龄SD大鼠购自广东省

医学实验动物中心,实验动物质量合格证明编号:
44007200025061,无特定病原体(SPF)级动物房饲养,
饲养室温度、湿度等条件保持稳定,12

 

h光照和黑暗

循环、自由进食饮水,整个实验过程均喂以不含大豆
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异黄酮等植物雌激素的加工饲料,仔鼠于21
 

d龄断乳

称重,留取32只雌性幼鼠,分成4组:BPA干预组、
BPA空白对照组(以等体积不含BPA的玉米油灌胃

处理,并与BPA干预组同时处死)、E2组(17β-estra-
diol组,E2组,0.1

 

mg/kg)和溶剂对照组(以等体积

不含BPA的玉米油灌胃处理直至大鼠出现阴道开口

再处死),以大鼠皮肤染色和笼具双重编号标记识别。
根据既往研 究 报 道[11-12],BPA 干 预 浓 度 设 为 每 天

0.25
 

mg/kg,在人群日常暴露范围内,每天以灌胃方

式持续给药10
 

d,溶剂对照组以相同方式给予等量玉

米油。每4天称重1次,依据体重调整药物剂量。每

天检查并记录大鼠阴道开口,并于阴道开口当天处

死,处死BPA干预组时按等比例处死BPA空白对照

组。留取大鼠下丘脑和卵巢组织置于-80
 

℃超低温

冰箱保存待测。本研究由广东省医学实验动物中心

批准,符合动物伦理原则,将实验大鼠伤害降至最低,
无虐待动物行为。
1.2.2 卵 巢 ERα、ERβ

 

mRNA 和 下 丘 脑 KISS-1、
GPR54

 

mRNA表达水平检测

分别取出30
 

mg下丘脑和卵巢组织加入1
 

mL
 

TRIzol充分研磨,按照RNA提取试剂盒说明书提取

下丘脑和卵巢组织总RNA,经紫外光分光光度计检

测核酸纯度,将RNA
 

逆转录成cDNA。根据SYBR-
Green

 

Real-Time
 

PCR
 

Master
 

Mix试剂盒说明,对下

丘脑KISS-1、GPR54和卵巢ERα、ERβ目的基因和管

家基 因 GAPDH 分 别 进 行 实 时 PCR(real-time
 

PCR),real-time
 

PCR反应体系:
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,正反向引物各1
 

μL,去离子水6
 

μL,cDNA
 

2
 

μL,
共20

 

μL。反应条件:95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s;60
 

℃
 

15
 

s;72
 

℃
 

30
 

s,共50个循环。72
 

℃收集荧光,并行

基因表达水平分析。各基因引物序列见表1。
表1  目的基因和管家基因引物序列

基因 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

KISS-1 211

 正向 GATCCACAGGCCAGCAGTC

 反向 AGACCCAGGCTTGCTCTCT

GPR54 232

 正向 GTCTCGGTGCAAGCCACATG

 反向 CACCCAGATGCTGAGGCTGAC

ERα 501

 正向 TGAAGCACAAGCGTCAGAGA

 反向 CGTAGCCAGCAACATGTCAA

ERβ 210

 正向 GAAGCTGAACCACCCAATGT

 反向 CAGTCCCACCATTAGCACCT

GAPDH 207

 正向 CATCACTGCCACCCAGAAGACT

 反向 GGTAGGAACACGGAAGGCCAT

1.2.3 卵巢ERα、ERβ和下丘脑 KISS-1、GPR54启

动子区甲基化水平测定

分别取 卵 巢 和 下 丘 脑 组 织 经 充 分 研 磨,按 照

DNA提取试剂盒说明书分离纯化核酸,将提取的

DNA置于-20
 

℃冰箱内保存备用。亚硫酸氢盐转化

和焦磷酸测序PCR:基因组DNA
 

经过亚硫酸氢盐处

理,序列中未甲基化的胞嘧啶(C)转变为尿嘧啶(U),
而甲基化的胞嘧啶保持不变。采用CPGPLOT软件

预测目的基因CpG岛区域,针对上述基因CpG岛设

计合成特异性引物扩增目的区段,按仪器和试剂说明

书进行单链的分离纯化和焦磷酸测序。测定目标位

点中C/胸腺嘧啶(T)的比率,以此判断目标位点的甲

基化程度。目的基因 CpG位点甲基化水平(%)=
mC/(mC+T),其中mC表示处于甲基化状态的CpG
位点测序序列条数,T表示处于非甲基化状态的CpG
位点测序序列条数。
1.3 统计学处理

运用SPSS13.0软件进行统计分析,符合正态分

布的计量资料采用x±s表示,比较采用单因素方差

分析,组间比较用LSD法。不符合正态分布的计量

资料以中位数和四分位间距[M(P25,P75)]表示,采
用

 

Wilcoxon
 

秩和检验分析组间差异。采用秩相关分

析VOD与目的基因
 

CpG
 

位点甲基化水平的相关性。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠VOD和体重比较

BPA干预组和E2组VOD比溶剂对照组显著提

前(P<0.05),E2组较BPA干预组更早(P<0.05);
第1次给药前各组大鼠体重相当(P>0.05),处死时

BPA干预组、BPA空白对照组和E2组体重显著低于

溶剂对照组(与生存天数相关,P<0.05),BPA干预

组和BPA 空白对照组间差异无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

表2  各组大鼠VOD和体重比较(x±s,n=8)

组别
第1次给药前

体重(g)
VOD
(d)

处死时体重

(g)

BPA干预组 31.13±2.64ab 60.80±2.28 103.48±27.56a

BPA空白对照组 - 61.58±5.19 106.18±23.18a

E2组 25.13±0.35a 60.78±4.12 98.92±11.31a

溶剂对照组 35.13±2.03 61.27±4.02 139.26±8.76

  a:P<0.05,与溶剂对照组比较;b:P<0.05,与E2组比较;-:此
项无数据。

2.2 各 组 大 鼠 卵 巢 ERα、ERβ和 下 丘 脑 KISS-1、
GPR54基因mRNA表达情况比较

BPA干预组下丘脑KISS-1、GPR54
 

mRNA相对

表达水平显著高于BPA空白对照组(P<0.05),但与

溶剂对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。E2
组卵巢ERβ和下丘脑 KISS-1

 

mRNA相对表达水平
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明显低于溶剂对照组(P<0.05)。E2组和溶剂对照

组下丘脑 GPR54
 

mRNA 相对表达水平显著高于

BPA空白对照组(处死时尚未出现 VOD,P<0.05。
见表3。
2.3 各 组 大 鼠 卵 巢 ERα、ERβ和 下 丘 脑 KISS-1、
GPR54基因CpG

 

位点甲基化水平比较

BPA干预组、BPA空白对照组、E2组和溶剂对

照组4组间比较,下丘脑KISS-1基因CpG
 

位点甲基

化水平差异无统计学意义(P>0.05),而GPR54基因

CpG
 

位点甲基化水平存在明显差异,其中BPA干预

组、E2组和溶剂对照组GPR54片段1
 

CpG
 

位点甲基

化水平显著低于BPA空白对照组(处死时尚未出现

VOD,P<0.05)。BPA干预组 GPR54片段2
 

CpG
 

位点甲基化水平显著低于溶剂对照组,而E2组卵巢

ERβ基因CpG位点甲基化水平显著高于溶剂对照组

(P<0.05),其余未见统计学差异。见表4。

表3  各组大鼠卵巢ERα、ERβ和下丘脑KISS-1、GPR54基因 mRNA相对表达水平比较(x±s,n=8)

组别 ERα ERβ KISS-1
 

GPR54

BPA干预组 1.00±0.24 1.04±0.18 1.74±0.40a 1.41±0.10a

BPA空白对照组 0.87±0.38 0.94±0.34 1.00±0.17 0.97±0.42

E2组 0.92±0.19 0.56±0.18b 1.16±0.15b 1.38±0.32a

溶剂对照组 0.86±0.32 1.04±0.26 1.69±0.40 1.40±0.24a

F 0.06 3.85 2.36 1.57

P 0.978 0.006 0.021 0.034

  a:P<0.05,与BPA空白对照组比较;b:P<0.05,与溶剂对照组比较。

表4  各组大鼠卵巢ERα、ERβ和下丘脑KISS-1、GPR54基因CpG
 

位点甲基化水平比较[M(P25,P75),%,n=8]

组别 ERα ERβ KISS-1 GPR54片段1 GPR54片段2

BPA干预组 2.01(1.86,2.25) 1.09(0.97,1.18) 0.91(0.62,1.27) 3.42(2.81,4.50)a 4.87(3.12,6.29)b

BPA空白对照组 1.98(1.71,2.01) 1.12(1.03,1.21) 0.90(0.58,1.29) 4.83(3.41,5.32) 5.38(3.53,7.62)

E2组 1.96(1.74,2.06) 1.26(1.17,1.34)b 0.89(0.59,1.28) 3.41(3.09,4.58)a 5.34(3.62,7.59)

溶剂对照组 1.99(1.79,2.13) 1.08(0.98,1.17) 0.91(0.61,1.31) 3.39(2.98,4.54)a 6.17(4.22,7.73)

Z -0.855
 

-2.698 0.022 -2.411
 

-2.196

P 0.196 0.003 0.509
 

0.008 0.014

  a:P<0.05,与BPA空白对照组比较;b:P<0.05,与溶剂对照组比较。

2.4 VOD与各目的基因CpG位点甲基化水平的相

关性

经秩相关分析,大鼠VOD与GPR54片段1
 

CpG
位点 甲 基 化 水 平 之 间 呈 正 相 关(r=0.245,P=
0.009),其余目的基因CpG位点甲基化水平与VOD
之间未见明显相关(P>0.05),见表5。
表5  VOD与各目的基因CpG位点甲基化水平的相关性

项目 ERα ERβ KISS-1
GPR54
片段1

GPR54
片段2

rs 0.070 0.077 -0.090 0.245
 

0.405

P 0.470 0.418 0.343 0.009 0.079

3 讨  论

  个体的生长发育和性成熟过程受基因、环境、营
养和社会因素等影响[13-14],近年来,环境内分泌干扰

物(environmental
 

endocrine
 

disrupting
 

chemicals,
EDCs)对 生 殖 健 康 和 内 分 泌 干 扰 作 用 备 受 关 注。
BPA是世界上最高产量的有机化工原料之一,是一种

常见且有代表性的EDCs,具有类雌激素样内分泌干

扰作用和生殖毒性。本研究采用玉米油为溶媒,BPA
空白对照组采用和BPA干预组等体积的溶媒灌胃处

理,同时设立溶剂对照组,旨在最大限度地减少溶媒

对实验结果的影响,保证结论的可信性。研究结果显

示,BPA干预染毒可致处于青春启动前关键期的雌性

幼鼠VOD提前,与国内外研究结果一致[11,15-17],提示

青春期前BPA暴露可促进青春期发育,导致雌性幼

鼠性早熟。但是BPA引起性早熟的剂量效应关系有

待进一步研究分析。据文献报道,EDCs存在“U”效
应现象,即在一定的剂量范围内,剂量-效应曲线的斜

率可发生正负转换[18]。
近年来,随着表观遗传学机制研究的显著进展,

DNA甲基化分子机制在“青春发育启动”这个兼有短

期快速和长期缓慢调节特点的复杂生理现象中的调

控作用备受关注[19-20]。EDCs等环境因素直接改变靶

基因序列并不常见,而是主要通过改变靶基因启动子

区DNA甲基化、组蛋白修饰和微RNA(micro
 

RNA)
介导等表观遗传学机制调控其转录和表达,启动子区

DNA高甲基化能抑制转录因子与其结合,导致基因
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表达抑制或沉默,从而发挥其毒性和干扰作用。动物

研究表明,GnRH、ESR1等 HPGA相关基因启动子

区甲基化水平改变可能导致青春发育启动时间提

前[21];新生小鼠BPA暴露可能通过改变细胞信号通

路重要基因甲基化水平,导致成年后前列腺癌的患病

风险增加;BPA暴露水平与不孕症妇女外周血DNA
甲基化水平相关[22]。动物和人体研究均表明下丘脑

KISS-1/GPR54基因系统是 HPGA激活和青春期启

动的关键环节,是GnRH神经元和 HPGA的重要调

控基因。本研究结果显示,GPR54
 

mRNA表达和基

因片段1
 

CpG位点甲基化水平在大鼠VOD出现与否

组别间存在显著差异,即进入青春期大鼠下丘脑

GPR54
 

mRNA表达和基因片段1
 

CpG位点甲基化水

平较青春期前发生显著改变。且其甲基化水平与大

鼠VOD之间存在正相关,推测 GPR54基因片段1
 

CpG甲基化改变与大鼠青春期启动有关。另外,BPA
干预组GPR54片段2

 

CpG甲基化水平显著低于溶剂

对照组,且其
 

mRNA表达水平显著高于BPA空白对

照组,提示GPR54片段2
 

CpG位点甲基化水平降低

和mRNA表达增加,可能是BPA暴露诱导雌性大鼠

性早熟的表观遗传调控机制之一。
本研究发现,BPA干预组KISS-1

 

mRNA表达水

平显著高于空白对照组,但KISS-1基因CpG位点甲

基化水平在4组(BPA干预组、BPA空白对照、E2组

和溶剂对照组)间差异并无统计学意义(P>0.05),这
可能与KISS-1基因上游调控因子的转录抑制有关。
LOMNICZI等[23]对雌鼠青春发育启动机制研究结果

证实,大鼠下丘脑PcG蛋白是KISS-1基因的转录抑

制因子和主要抑制蛋白。大鼠在青春期启动关键期,
下丘脑PcG蛋白关键基因甲基化增强导致PcG蛋白

表达下 降,对 KISS-1基 因 的 转 录 抑 制 减 少,引 起

KISS-1基因表达增强从而激活青春期的启动。如果

PcG蛋白关键基因启动子的甲基化被抑制,大鼠则无

法进入青春期发育。因此,推测BPA可能通过DNA
甲基化机制作用于大鼠下丘脑PcG蛋白关键基因启

动子区CpG位点,导致PcG蛋白关键基因抑制或沉

默,继而PcG蛋白阻断转录活化因子与KISS-1基因

启动子区结合的功能下调,PcG蛋白抑制 KISS-1基

因转录作用减弱,从而使得 KISS-1基因转录增强。
也即,BPA暴露诱导雌性大鼠性早熟的表观遗传学机

制,并不是直接通过改变KISS-1基因CpG位点甲基

化实现,提示青春期启动涉及兴奋和抑制双向有序调

节的多基因功能网络系统,其明确机制有待进一步实

验研究和验证。
本研究将E2干预组作为大鼠VOD提前的阳性

对照[24]。结果显示,E2组VOD提前较BPA干预组

更早,E2干预组大鼠卵巢ERβ基因 mRNA表达和

CpG位点甲基化水平均与溶剂对照组间存在显著差

异,且E2下丘脑 KISS-1
 

mRNA表达水平明显低于

溶剂对照组。表明 E2暴露可通过改变 ERβ基因

CpG位点甲基化水平,从而下调卵巢ERβ基因 mR-
NA表达水平。卵巢ERα作用以引起卵泡细胞增殖

为主,而ERβ则是卵巢组织中雌激素发挥作用的重要

受体和途径[25]。推测雌性幼鼠给予高浓度E2干预,
一方面可通过ERβ基因CpG位点甲基化机制下调

ERβ表达水平,另一方面可能导致下丘脑
 

KISS-1
 

基

因神经元应对性激素正反馈通路破坏导致 KISS-1
 

mRNA表达水平下降,最终干扰和破坏 HPGA的正

常功能。
综上所述,本研究初步探讨了BPA暴露诱导雌

性大鼠性早熟的下丘脑 KISS-1和GPR54基因甲基

化分子机制,提示下丘脑GPR54基因甲基化水平改

变可能是BPA生殖毒性机制之一。笔者期待DNA
甲基化和组蛋白修饰结合特定细胞群分离术等先进

技术,以表观遗传学发病机制为突破口,揭示BPA等

内分泌干扰素与内分泌疾病和性发育异常的关系,以
指导人类更好地应对内分泌干扰素暴露和相关疾病

的防治。
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