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　　［摘要］　目的　探讨孕期补锌对母儿汞毒性的拮抗作用及其可能的作用机制。方法　根据母血汞值选取病例组（妊娠
中、晚期母血汞≥５．８μｇ／Ｌ）、治疗组（妊娠中期母血汞≥５．８μｇ／Ｌ，从妊娠１６周起，每日补充锌元素１０．６ｍｇ直至分娩）、对照

组（妊娠中、晚期母血汞正常）孕妇各３０例，观察３组孕妇汞、锌水平变化及妊娠结局；应用蛋白质印迹法分析３组胎盘组织凋

亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达水平，应用原位末端标记法检测３组胎盘组织凋亡细胞阳性率。结果　治疗组妊娠晚期母血汞水
平［（３．４２±０．５２）μｇ／Ｌ］低于病例组［（６．１６±０．３２）μｇ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］，同时也较妊娠中期［（６．１５±０．２６）μｇ／Ｌ］下降（Ｐ＜

０．０５）；而血锌水平［（６７１．３４±４４．６５）μｇ／Ｌ］则高于病例组［（４８３．２５±６２．２０）μｇ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］，同时也较妊娠中期［（４８０．７３±

６０．６４）μｇ／Ｌ］升高（Ｐ＜０．０５）。病例组早产、胎膜早破、小于胎龄儿的发生率均高于治疗组（Ｐ 均＜０．０５）。病例组胎盘组织凋

亡细胞阳性率［（３５．２０±４．９６）％］高于治疗组［（１３．４７±２．４３）％］和对照组［（１３．２７±２．２１）％，Ｐ 均＜０．０５］，促凋亡蛋白Ｂａｘ

的表达水平（３１１０．３８±１３６．０９）也高于治疗组（２０１５．７６±１７７．６３）和对照组（２００９．９０±１５２．６１，Ｐ均＜０．０５），而凋亡抑制蛋

白Ｂｃｌ２的表达水平（２０５５．９７±２８０．８２）则低于治疗组（５１８７．９３±２４７．８９）和对照组（５３０８．８３±２５９．９７，Ｐ 均＜０．０５）。结

论　孕期补锌可拮抗汞对母儿的毒性作用，其机制可能与锌同时上调Ｂｃｌ２表达及下调Ｂａｘ表达从而抑制细胞凋亡有关。
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　　重金属汞作为一种对人体和高等生物具有很强

毒性的污染物，可以甲基汞形式通过食物摄入人

体［１］。研究表明，甲基汞污染与异常妊娠的发生有

关［２］，脐血和胎粪中汞含量高于母血中的含量［３］，提

示孕妇摄入的少量汞可以通过胎盘进入胎儿体内，

对胎儿的生长发育造成损害。因此，妊娠期保健中

注意对孕妇进行汞污染的防护具有积极的优生学意

义。近年来，锌元素对汞毒性的拮抗作用受到关

注［４６］，其机制涉及抗氧化应激及调控细胞增殖／凋

亡相关蛋白的表达［４５］。目前关于孕期补锌与拮抗

汞毒性关系的研究多为动物实验［５６］，为此，本研究

尝试在临床上对高汞暴露的孕妇进行锌制剂补充，

观察孕期补锌对母儿汞毒性的拮抗作用，并初步探

讨其作用机制。

１　资料和方法

１．１　研究对象及分组　研究对象为２０１１年７月１

日至２０１３年８月３１日在上海交通大学医学院附属

新华医院妇产科分娩的产妇，入选标准：妊娠孕１２

周后定期在新华医院产前检查，单胎妊娠，孕１６～４２

周，产式和胎次不做要求，排除妊娠合并疾病。根据

产检时血汞水平确定正常和高汞暴露者（Ｈｇ≥５．８

μｇ／Ｌ），对高汞暴露者随机分配后进行干预或不干

预，直至分娩。共９０例一般情况匹配的产妇入选，

分为３组，每组３０例，其中对照组和病例组分别为

妊娠１６周产检及分娩时２次血汞均正常和均升高

（≥５．８μｇ／Ｌ）者；治疗组为妊娠１６周产检时提示血

汞升高（≥５．８μｇ／Ｌ），随后接受干预治疗，根据药物

使用说明，每日饭后服用葡萄糖酸锌口服液（哈药集

团三精制药股份有限公司，生产批号：Ｂ０４００１０６７，每

１００ｍＬ中含锌３５．３ｍｇ），每日３次，每次１支（１０

ｍＬ），相当于每日摄入锌元素１０．６ｍｇ，直至分娩。

本研究经医院伦理委员会审核并批准，所有受试者

在参加课题研究前均被告知研究的具体内容并签署

知情同意书。

１．２　标本采集和制备　留取各组孕产妇外周静脉

血４ｍＬ，各取２ｍＬ注入抗凝管及非抗凝管，其中非

抗凝采血管在５６０×ｇ的转速下离心１５ｍｉｎ，用玻璃

移液管吸出上层血清，转移至经过４００℃烘烤４ｈ的

玻璃试管中，均置于－２０℃条件下保存。胎盘自然

娩出或剖宫产术取出后，以脐带附着处为中心，在胎

盘母面脐带周围剪一小块２ｃｍ×２ｃｍ×１ｃｍ的组

织，避开钙化、机化或出血灶，冷生理盐水漂洗后去

掉血液、水分，剪成４份，立即放入冻存管中，－８０℃

条件下保存。

１．３　元素汞、锌测定　采用 ＤＭＡ８０自动测汞仪

（意大利 Ｍｉｌｅｓｔｏｎｅ公司）测定全血中血汞、胎盘汞含

量；采用Ａｇｉｌｅｎｔ７５００ＣＥ电感耦合等离子体质谱

分析仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）测定血清中血锌、胎盘锌

含量，测定胎盘锌含量前经过微波消解。实验中进

行严格的质量控制，所用器皿均以４０％硝酸浸泡过

夜，用超纯水反复冲洗干净备用。

１．４　原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测胎盘组织的细

胞凋亡情况　取胎盘组织固定，石蜡包埋、切片，用蛋

白酶 Ｋ工作液处理组织１５～３０ｍｉｎ（２１～３７℃），滴

加５０μＬＴＵＮＥＬ反应混合液（细胞凋亡检测试剂盒

购自Ｒｏｃｈｅ公司，产品货号１１６８４８１７９１０），３７℃孵育

６０ｍｉｎ，滴加５０μＬ转化剂过氧化物酶（ＰＯＤ），３７℃孵

育６０ｍｉｎ，滴加５０～１００μＬ辣根过氧化物酶（ＤＡＢ）显

色试剂底物，１５～２５℃孵育１０ｍｉｎ；加１滴磷酸盐缓
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冲液（ＰＢＳ）或甘油在视野下，用光学显微镜观察凋亡

细胞，凋亡细胞胞核呈棕黄色。每片选上、下、左、右、

中５个视野，在显微镜下（×４００）观察，每个视野计数

１００个细胞，计算凋亡细胞比例，并拍照。

１．５　蛋白质印迹法检测胎盘组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表

达　取出适量的组织在液氮中迅速研磨成粉末，将

研磨好的粉末转移到含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

裂解液的离心管中，４℃，３３６０×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上

清，进行蛋白质定量分析，应用分光光度计测定蛋白

浓度。配制聚丙烯酰胺并进行凝胶电泳，电泳条件：

浓缩胶８０Ｖ２０ｍｉｎ，分离胶１２０Ｖ６０ｍｉｎ。根据说

明书加入稀释为１１５０的Ｂｃｌ２、Ｂａｘ抗体（Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ多克隆抗体由美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提供），室温

孵育２ｈ。随后加入１２０００稀释的 ＨＲＰ标记的

二抗，３７℃孵育１ｈ。配制ＥＣＬ发光液，显色３０～６０

ｓ，浸入显影液中１～２ｍｉｎ，再放入定影液中１ｍｉｎ，

以ＧＡＰＤＨ为内参，观察显影结果。

１．６　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进

行统计学分析，各组数据（母血汞、锌水平，胎盘Ｂｃｌ

２、Ｂａｘ表达水平，凋亡细胞阳性率）经 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ

Ｓｍｉｒｎｏｖ方法检验符合正态分布，方差齐性检验显

示方差齐性后，使用珚ｘ±ｓ描述连续性变量，采用ｔ检

验比较妊娠中、晚期母血汞和血锌水平；采用ＡＮＯ

ＶＡ方差分析比较多组间均数差异，再用Ｔｕｋｅｙ法

进行两两比较。分类变量的单因素分析用χ
２检验或

Ｆｉｓｈｅｒ精确检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组孕妇一般情况比较　对照、病例及治疗组

孕妇年龄分别为（２９．１±２．９）、（２８．０±３．８）、

（２９．０±３．０）岁，身 高 分 别 为 （１６１．０±２．４）、

（１６１．０±３．１）、（１６１．３±２．３）ｃｍ，分娩前体质量分

别为（７２．７±４．９）、（７１．８±４．３）、（７２．３±４．７）ｋｇ，

方差分析结果提示差异均无统计学意义（Ｆ 值分别

为０．９１、０．０９、０．２９，Ｐ均＞０．０５）

２．２　各组孕妇妊娠中、晚期母血汞、锌水平比

较　对照、病例及治疗组孕妇妊娠中、晚期母血汞及

锌检测结果见表１，可见妊娠中期病例组、治疗组母

血汞水平均高于对照组，同时母血锌水平均低于对照

组，差异有统计学意义（Ｐ均＜０．０５），而病例组与治疗

组之 间 母 血 汞、锌 水 平 差 异 均 无 统 计 学 意 义

（Ｐ均＞０．０５）。至妊娠晚期，治疗组母血汞水平较病例

组明显下降，但仍高于对照组；与此同时，母血锌水平

较病例组明显升高，但仍低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组孕中、晚期母血汞、锌水平比较

Ｔａｂ１　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｔｅｒｎａｌｂｌｏｏｄｍｅｒｃｕｒｙａｎｄｚｉｎｃａｔｍｉｄｄｌｅａｎｄｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（μｇ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌｅｖｅｌｏｆｍａｔｅｒｎａｌｂｌｏｏｄｍｅｒｃｕｒｙ

Ａｔｍｉｄｄｌｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ Ａｔｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ

Ｌｅｖｅｌｏｆｍａｔｅｒｎａｌｂｌｏｏｄｚｉｎｃ

Ａｔｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ Ａｔｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ

Ｃｏｎｔｒｏｌ 　２．４３±０．６０ 　２．４６±０．５２ ７６９．８０±５６．０９ ７６１．７９±４９．９２
Ｃａｓｅ 　６．１７±０．３１ 　６．１６±０．３２△ ４７９．６０±６０．９４ ４８３．２５±６２．２０△

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 　６．１５±０．２６▲ 　３．４２±０．５２ ４８０．７３±６０．６４▲ ６７１．３４±４４．６５

Ｆ ８０６．０６９ ２３８．８３ ５２０．７４ ２７１．５１
Ｐ 　０．００ 　０．００ 　０．００ 　０．００

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓａｔｌａｔｅｐｒｅｇｎａｎｃｙ

２．３　各组孕妇妊娠结局的比较　结果见表２。治

疗组和对照组妊娠结局差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）；病例组除胎儿窘迫、羊水过少、出生缺陷、新

生儿窒息发生率与对照组差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）外，其早产、胎膜早破、小于胎龄儿的发生率均

高于治疗组（Ｐ＜０．０５）和对照组 （Ｐ＜０．０５）。

２．４　各组孕妇胎盘组织的凋亡检测结果　各组孕妇

胎盘组织凋亡细胞的ＴＵＮＥＬ检测结果见图１，凋亡

相关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白质印迹分析结果见图２。

结果表明，病例组胎盘凋亡细胞阳性率高于治疗组和

对照组（Ｐ＜０．０５），但治疗组和对照组之间差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。病例组胎盘组织凋亡抑制蛋白
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Ｂｃｌ２的表达水平低于治疗组和对照组（Ｐ＜０．０５），促

凋亡蛋白Ｂａｘ的表达水平则高于治疗组和对照组

（Ｐ＜０．０５）；但Ｂｃｌ２及Ｂａｘ表达水平在治疗组和对

照组之间差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　三组孕妇妊娠结局比较

Ｔａｂ２　Ｐｒｅｇｎａｎｃｙｏｕｔｃｏｍｅｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

Ｎ＝３０，ｎ（％）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ
ｌａｂｏｕｒ

Ｆｅｔａｌ
ｄｉｓｔｒｅｓｓ Ｈｙｐａｍｎｉｏｎ ＰＲＯＭ Ｂｉｒｔｈ

ｄｅｆｅｃｔｓ
Ａｓｐｈｙｘｉａ
ｎｅｏｎａｔｏｒｕｍ ＳＧＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １（３．３） ３（１０．０） ３（１０．０） ２（６．７） １（３．３） １（３．３） １（３．３）

Ｃａｓｅ ８（２６．７）△ ７（２３．３） ３（１０．０） １１（３６．７）△ ３（１０．０） ３（１０．０） ８（２６．７）△

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １（３．３） ２（６．７） ２（６．７） ３（１０．０） １（３．３） １（３．３） ２（６．７）

　ＰＲＯＭ：Ｐｒｅｍａｔｕｒｅｒｕｐｔｕｒｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｓ；ＳＧＡ：Ｓｍａｌｌｆｏｒｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌａｇｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

图１　原位末端标记法检测３组胎盘凋亡细胞阳性率

Ｆｉｇ１　ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｐｌａｃｅｎｔａｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ

图２　蛋白质印迹法定量分析３组胎盘Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达水平

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｌａｃｅｎｔａｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ｎ＝３０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　目前环境汞污染日益严重，孕妇和胎儿是最容

易受危害的群体［７］。Ｋｉｍ等［８］研究发现孕期汞暴露

与新生儿体质量呈负相关，本研究结果也表明，高汞

暴露（病例组）孕妇不良妊娠结局（早产、胎膜早破、

小于胎龄儿）的发生率较对照组升高。因此，如何防

治汞的胚胎毒性，对优生优育具有重要指导意义。

　　本研究发现，高汞暴露孕妇自妊娠中期开始接

受每日口服补锌（１０．６ｍｇ）干预后（治疗组），至妊娠

晚期，其血汞含量较未接受补锌干预者（病例组）明

显下降（接近正常组水平），且不良妊娠结局（早产、

胎膜早破、小于胎龄儿）的发生率也相应减少，提示

孕期补锌可一定程度降低血汞水平及汞对母儿的毒

性作用。研究表明，甲基汞可以通过激活 ＡＳＫ１／

ＪＮＫ信号通路引起细胞凋亡［９］。本研究也同时发

现治疗组胎盘组织的细胞凋亡率、促凋亡蛋白Ｂａｘ

的表达均较病例组下降，而凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２的表
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达则较病例组升高，提示锌可能通过调控凋亡相关

蛋白Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达而抑制细胞凋亡，从而拮抗

汞对孕妇及胎儿的毒性作用。

　　锌和汞同属ⅡＢ族元素，两者化学性质有一定

相似性，能互相竞争抑制而相互置换。成人血清锌

的正常水平为７５０～１２００μｇ／Ｌ，孕期锌内稳态对正

常妊娠及胎儿的生长发育极为重要，且孕妇对锌的

需求量较正常妇女更多［１０］。世界卫生组织（ＷＨＯ）

推荐的孕妇每日锌供给量标准为２０ｍｇ。经调查，

我国孕妇孕期膳食锌摄入量平均为６．８～８．０ｍｇ／

ｄ，３０％的孕妇锌摄入量少于６．５ｍｇ／ｄ［１１］，提示我国

孕妇缺锌程度较高且普遍。本研究中高汞暴露（病

例组）孕妇妊娠中、晚期母血锌值均低于对照组，且

不良妊娠结局（早产、胎膜早破、小于胎龄儿）的发生

率也高于对照组，提示锌缺乏也可能对母儿产生不

良影响。

　　然而大剂量补锌易引起恶心、呕吐等胃肠不适；

此外，锌、铜、铁等二价元素之间会产生互相的拮抗

作用。基于上述原因并结合葡萄糖酸锌口服液的使

用说明，本研究给予治疗组孕妇每天补充１０．６ｍｇ
元素锌。结果表明，治疗组孕妇妊娠晚期母血锌值

较妊娠中期明显升高，且接近对照组水平，提示适当

剂量锌制剂的补充能显著提高母血锌含量，并与体

内汞相互拮抗，从而有效降低母血汞含量。

　　总之，本研究结果表明适当剂量锌制剂的补充

能降低妊娠不良结局（如早产、胎膜早破、小于胎龄

儿）的发生率，其机制可能与上调凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ

２的表达并下调促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达相关。但锌

的确切保护机制、临床应用的锌的合适剂量和种类

等尚需进一步大样本的临床论证。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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