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CO2高暴露对雌性大鼠生殖系统及胚胎发育的影响

陈琪珍，田淑娜，陈 雄

［［［摘要］］］ 目的 研究慢性低氧高二氧化碳（CO2）环境下SD雌大鼠生殖器官发育的影响。 方法 30只SD雌鼠随机分为

对照组和实验组，对照组雌鼠常温常压下喂养，实验组雌鼠每天暴露于低氧高CO2环境 8 h，4周后与雄鼠合笼，18 d后比较 2
组大鼠生殖器官脏器指数、生殖器官组织形态学，ELISA法检测大鼠血清血管内皮生长因子（VEGF）、雌二醇（E2）和孕激素受

体（PR）水平差异。 结果 2组大鼠在生殖器官脏器指数、子宫内膜厚度、肌层厚度和腺体直径方面差异无统计学意义（P>
0.05）；实验组大鼠血清 VEGF、E2和 PR水平显著低于对照组 [(13.44±1.88）ng/L vs（15.61±2.32）ng/L，（51.72±11.64）ng/L vs
（68.78±9.91）ng/L，（1.09±0.13）ng/L vs（1.24±0.15）ng/L，P<0.05]；实验组窦前卵泡数和卵泡总数显著少于对照组[（5.61±2.01)个
vs（9.10±4.85）个，（9.90±3.85）个 vs（12.10±5.05）个，P<0.05]）；2组平均着床数比较差异无统计学意义（P>0.05），实验组活胎率

显著少于对照组（72.9% vs 94.2%，P<0.05）。 结论 CO2高暴露未对雌性大鼠生殖器结构改变，但可显著影响卵泡生成能力

并下调血清VEGF、E2和PR表达水平，导致孕鼠生育能力下降。
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Effects of chronic hypoxic hypercapnia on genital system and embryo of SD rat
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［［［Abstract］］］ Objective To study the effects of chronic hypoxia and high carbon dioxide（CO2）on the development of repro⁃
ductive organs in SD female rats. Methods Thirty SD female rats were randomly divided into control group and experimental group.
Female rats in the control group were fed under normal temperature and pressure，while rats in the experimental group were exposed to
low oxygen and high CO2 for 8 hours per day. The viscera index and reproductive organ morphology of two groups were compared. The
expression levels of VEGF，E2 and PR in serum were determined by ELISA. Results There was no significant difference in viscer⁃
al index and endometrial thickness，muscle thickness and gland diameter between two groups（P>0.05）. The expression levels of se⁃
rum VEGF，PR and E2 in the experimental group were significantly lower than those in the control group［（13.44±1.88）ng /L vs
（15.61±2.32）ng/L，（51.72±11.64）ng/L vs（68.78±9.91）ng/L，（1.09±0.13）ng/L vs（1.24±0.15）ng/L，P<0.05］. The number of follicles
and corpus luteum at both levels were significantly less in the experimental group than those in the control group［（5.61±2.01）vs

（9.10±4.85），（9.90±3.85）vs（12.10±5.05），P<0.05］. There was no significant difference in the number of implantation of embryos be⁃
tween two groups. However，the number of live births in the experimental group was significantly less than that in the control group
（72.9% vs 94.2%，P<0.05）. Conclusion High CO2 exposure did not change the genital structure of female rats，but it could signifi⁃

cantly affect the follicle generating ability and decrease expres⁃
sion of VEGF，E2 and PR，which leading to the reducing fertili⁃
ty in pregnant rats.
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0 引 言

CO2是人正常生理活动不可或缺的生理气体，

但当其含量超过 2 kPa（15 mmHg，1 mmHg=0.133
kPa）时，便会形成高碳酸血症，对机体会产生毒性

作用，影响机体正常生理功能，CO2中毒［1］。临床研

究及动物模型试验均已表明高碳酸血症会对人体

及动物多项生理功能产生影响。现实生活中部分

人群由于某些呼吸系统疾病，腹腔镜手术治疗或特

殊的工作环境均会处于慢性低氧高CO2状态。研究

高碳酸血症对人体各项功能的影响，有助于了解

CO2与人体相互影响的机制，对于防治CO2中毒有重

要的意义［2］。有研究报道发现雌性大鼠血清CO2浓
度变化与后代畸形相关。笔者前期研究发现CO2高
暴露对大鼠血清性激素水平产生影响［3］，本研究观

察了慢性低氧高CO2条件下雌大鼠生殖器官组织形

态学的变化。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 50 d龄性成熟清洁级 SD大

鼠雌鼠（体重 160～180 g）和雄鼠（200～220 g）各 30
只，均购于第二军医大学实验动物中心［许可证号：

SCXK（沪）2016-2020］，动物自由取食，供水充足，动

物房温度控制在（23±2）℃，24 h昼夜循环。

1.2 主要仪器 低氧高CO2培养箱（美国公司），电

热恒温水浴箱（上海医用恒温设备厂），电泳仪（北

京六—仪器厂型），凝胶成像系统（英国公司），Ther⁃
mo紫外分光光度计 BioMate 3S（美国公司），美国

BIO-RAD model 680酶标仪，日本奥林巴斯BX40光
学显微镜。

1.3 SD大鼠饲养方法 用 0.5%品红液在鼠背标

志将 30只 SD雌鼠随机分为实验组和对照组各 15
只，分笼分室饲养。鼠的饲养温度应控制在 20～
25 ℃，湿度应控制在（50±10）%，室内的风速应控制

在 0.1～0.2 m/s，大鼠的笼架，笼具避开风口。光照

时间 7 am～7 pm开灯，12 h交替。将 CO2钢瓶置于

实验组实验室中，打开阀门，控制流量持续放气人

为营造常压低氧高CO2环境，参照文献［4］建立低氧

高 CO2模型，充入 N2和 CO2，维持舱内氧气浓度在

（10±1）%，CO2浓度为（11±2）%，舱内温度 22~23 ℃，

每天 8 h。其余时间同对照组与正常环境中饲养，动

物自由取食饮水，共持续4周。

1.4 孕鼠的获取 按 1∶1比例将雌鼠与雄鼠 7 pm
合笼过夜，于次日 7 am检查阴道涂片，以涂片查到

精子定为孕1 d。
1.5 检测指标及方法

1.5.1 一般反应、体重变化 实验开始至动物解剖

当天观察孕鼠存活，体征变化，行为变化情况。每

隔 3 d测定鼠体重。雌鼠受孕后于孕 18 d检查胚胎

存活情况，先用眼科弯取出左右两侧含胚胎子宫，

沿着子宫系膜对策打开宫腔，将胚胎从子宫玻璃，

记录胚胎活胎数、死胎数、吸收胎数，计算公式：

活胎率=活胎仔数/胎仔总数×100%

吸收胎率=（早期吸收数+中期吸收数+晚期吸

收数）/胎仔总数×100%

死胎率=死胎数/胎仔总数

着床后丢失率=（吸收胎+死胎）/着床数×

100%

1.5.2 生殖器官脏器指数 2组孕鼠于孕 18 d称重

后处死取出卵巢及子宫，分析天平称湿重，计算脏

器指数。计算公式：

卵巢指数=卵巢质量/体重

子宫指数=子宫质量/体重

1.5.3 SD大鼠生殖器官组织形态学观察 将 SD雌

鼠卵巢及子宫用 4%多聚甲醛固定，常规乙醇梯度

脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋切成 5 μm厚度切片，

做常规HE染色。光学显微镜下观察染色结果。

1.5.4 ELISA法检测 SD雌鼠血清细胞因子及雌激

素水平 剪开大鼠腹部皮肤暴露主动脉，用真空采

血管取 5 mL血液，3000 r/min离心 10 min，取上层血

清后严格按照试剂说明书方法操作，450 nm波长处

检测吸光度。检测指标：血清血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）、雌二醇

（estradiol，E2）和孕激素受体（progestrone receptor，
PR）。

1.6 统计学分析 应用 SPSS 20.0软件进行统计分

析。计量资料以均数±标准差（x̄ ± s）表示，当数据符

合正态分布后采用独立样本 t检验进行组间比较；计

数资料用百分比形式表示，组间比较采用 χ2检验。
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以P≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SD雌鼠子宫组织及卵巢组织HE染色结果 2
组胎鼠外观及生殖器均未发现畸形，HE染色结果

可见实验组 SD雌鼠的子宫与卵巢组织形态结构与

对照组比较均未发生明显改变，见图1。

2.2 生殖器官脏器指数比较 2组受孕 SD雌鼠卵

巢指数及子宫指数比较差异均无统计学意义（P>
0.05），见表1。
2.3 生殖器组织形态比较 2组受孕 SD雌鼠在子

宫内膜厚度、肌层厚度和腺体直径比较差异均无统

计学意义（P>0.05），见表2。
2.4 受孕 SD雌鼠血清VEGF、E2和 PR水平比较

经过 1个月喂养，实验组 SD雌鼠血清 VEGF、E2和

PR水平均显著低于对照组（P<0.05），见表3。

2.5 各级卵泡及黄体数量比较 实验组窦前卵泡

数和卵泡总数显著少于对照组（P<0.05），2组在窦

状卵泡数、成熟卵泡数和黄体数差异无统计学意义

（P>0.05），见表4。
2.6 胚胎存活情况 所有雌鼠均成功受孕，2组平

均着床数比较差异无统计学意义（P>0.05），实验组

活胎率显著少于对照组（P<0.05），2组均未发现死

胎，实验组吸收胎率显著高于对照组（P<0.05），

见表5。

图 1 受孕 SD雌鼠子宫组织及卵巢组织镜下观察（HE ×
400）

表1 受孕SD雌鼠生殖器官脏器指数比较（x̄±s）

组别

对照组

实验组

n

15
15

卵巢

卵巢质量

（g）
3.71±0.54
3.65±0.51

卵巢指数

（%）
0.65±0.19
0.62±0.23

子宫

子宫质量

（g）
0.13±0.02
0.12±0.02

子宫指数

（%）
0.04±0.01
0.04±0.00

表2 受孕SD雌鼠生殖器组织形态比较（x̄±s，μm）
组别

对照组

实验组

n

15
15

内膜厚度

530.94±42.09
521.62±39.88

肌层厚度

212.46±50.32
214.89±51.73

腺体直径

48.05±11.32
44.37±9.68

表3 受孕SD雌鼠血清VEGF、E2和PR水平比较（x̄±s，ng/L）
组别

对照组

实验组

n

15
15

VEGF
15.61±2.32
13.44±1.88*

E2
68.78±9.91
51.72±11.64*

PR
1.24±0.15
1.09±0.13*

与对照组比较，*P<0.05

表4 受孕SD雌鼠各级卵泡及黄体数量比较（x̄±s，个）
组别

对照组

实验组

n

15
15

各级卵泡

窦前卵泡

9.10±4.85
5.61±2.01*

窦状卵泡

12.10±5.05
9.90±3.85

成熟卵泡

1.05±0.39
1.02±0.38

总数

21.60±9.42
14.20±8.45*

黄体

11.20±5.04
11.24±4.86

与对照组比较，*P<0.05

表5 受孕SD雌鼠胚胎存活情况比较

组别

对照组

实验组

n

15
15

着床数

211
198

平均着床数（x̄±s）
15.50±2.02
13.91±2.72

活胎数

208
144

活胎率（%）
94.2
72.9*

死胎率（%）
0
0

吸收胎率（%）
5.8
27.1*

与对照组比较，*P<0.05
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3 讨 论

造成CO2中毒的一般都是空气流通不畅的室内

密闭环境，但目前关于 CO2在室内空气中的最大允

许含量，学界尚无统一定论。根据毒理学和流行病

学研究结果，室内空气CO2浓度在 0.07％时，人体感

觉良好，CO2浓度达到 0.10％，人会开始有不舒适

感，当达到 0.15％时不舒适感明显，而浓度继续升高

甚至可能危及生命。人类对CO2中毒的研究已经有

较长历史，动物模型试验揭示了急慢性 CO2中毒会

对器官功能造成损害，或者产生致癌效应，也部分

研究显示会对哺乳动物生育能力和胚胎造成

影响［5-8］。

环境中高浓度CO2或疾病因素均可导致机体高

碳酸血症，引起机体功能异常［9］。研究发现高碳酸

血症可影响糖代谢，导致胰岛素抵抗，并且可刺激

儿茶酚胺、肾素、血管紧张素等的释放，引起自主神

经功能及内分泌代谢紊乱，导致血压增高，并进而

引起心、肺、脑、肾等多器官多系统的改变［10］。儿童

高碳酸血症可干扰脑能量代谢，引起内分泌功能紊

乱，生长激素分泌减少，导致骨量减少和生长发育

迟缓［11-12］。

研究已经证高浓度 CO2环境会对女性造成影

响［13］。Hardt等［14］2015年的研究成果显示潜艇封闭

空气环境 CO、CO2和低O2对女性生殖和发育、性周

期变化及性激素浓度长期的潜在不良影响。在某

些医学场所也会有高CO2低O2的情况出现，如腹腔

镜手术医护人员会直接打开阀门释放CO2，另外手术

结束时腹腔内以及气腹机内的余气排放过程也会

造成手术室内CO2浓度增高。研究证实腔镜手术室

内 CO2浓度在手术过程中均维持在较高水平，于手

术结束时达最高值约 0.183%，和开腹手术组相比，

腔镜手术组人员手术后心率和呼吸频率明显增快、

pH降低、PCO2升高，疲倦严重增加［15-16］。另一方面，

研究发现接受腹腔镜手术女性患者，会因 CO2造成

高碳酸血症，对机体产生各种病理生理影响［17］。因

此在该环境下女性生殖内分泌是否有不良影响，是

否引起女性生育能力的下降是本研究关注的焦点。

本研究比较了常压下和低氧高CO2暴露下雌性

SD大鼠生殖器组织形态学的影响。研究发现 2组
大鼠在生殖器脏器指数以及内膜厚度、肌层厚度和

腺体直径方面差异无统计学意义，证明低氧高 CO2
暴露条件下并未改变大鼠生殖器的正常发育，而且

并未对受精卵着床造成影响，本研究雌鼠全部受

孕，但是对各级卵泡及黄体数量比较发现实验组在

窦前卵泡及总卵泡数量上显著少于对照组，证明该

环境下可能造成SD雌性大鼠生殖细胞的正常发育，

造成功能失调。雌激素在雌性生殖功能中起着决

定性的作用，可以促进子宫肌细胞生长，增加子宫

血流量，促使肌层增厚，并且可促进子宫内膜腺体

和间质的修复和增殖，并且可协调卵泡雌激素促进

原始卵泡向成熟卵泡的发育。PR在调节雌性生殖

道组织的生长、发育方面有重要的作用。VEGF是
重要的血管生成调控因子，对生殖器官的生长和发

育有重要的影响，其表达水平可引起雌性各项生理

效应的改变。研究通过ELISA反应发现实验组大鼠

VEGF、E2和 PR水平均显著下降，因此有可能由于

内分泌的失调引起生殖功能异常［18］。分析 2组孕鼠

胚胎情况，2组平均着床数未有显著性差异，但是实

验组活胎率显著低于对照组，而吸收胎率显著升

高，虽然实验组未有死胎情况发生，但结果显示长

期暴露于高 CO2有可能产生生殖毒性，造成雌鼠生

育率下降。

综上所述，本研究观察慢性低氧高CO2暴露 SD
雌性大鼠的生殖器官组织形态学变化，发现该条件

下可造成大鼠体内VEGF、E2和 PR分泌紊乱，卵泡

数量减少，但是并未发现明显的组织形态学异常，

另外该条件下孕鼠生育率发生明显变化，胚胎存活

率下降，吸收胎率上升，表现出一定的生殖毒性，而

对于上述生殖功能的变化是否与生殖器形态变化

相关还需进一步深入研究。
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第十四届全军骨科学术年会暨第二届军事医学大会通知

在习主席一切为军的总要求下，为适应新时代的军事训练和战争形式，探讨军民融合的新方式，进一步

改进提高军事医学领域的卫勤保障能力，由中国人民解放军医学科学技术委员会骨科专业委员会主办，东

部战区总医院承办，《东南国防医药》协办的第十四届全军骨科学术年会将于 2019年 6月 28-29日在南京钟

山宾馆（江苏省会议中心）盛大召开。

此次盛会将在关节、脊柱、创伤、运动医学、护理、基础研究等多个领域展开讨论，聚焦卫勤保障和前沿

技术，创新名城南京将以崭新姿态迎接军内外骨科专家及学者，期待与广大同道聚首南京。

大会会务组联系方式：东部战区总医院骨科联系人孟嘉，电话：+86-13645195753，邮箱：michaelmengjia@
163.com；东部战区总医院骨科联系人包倪荣，电话：+86-15951866580，邮箱：bnrbnr@sina.com；解放军总医院

骨科联系人王秀丽，电话：+86-13910141187。
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