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父源PM2. 5暴露影响子代生长发育的跨代效应及传递机制研究
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［摘要］ 目的 研究父源 PM2. 5暴露对子代生长发育影响的跨代效应，初步探讨精子DNA甲基化

修饰在跨代传递中的作用。方法 按简单随机分组法将 8周龄C57BL/6雄鼠分为过滤空气（filtered air，
FA）组、未过滤空气（unfiltered air，UA）组和浓缩环境 PM2. 5（concentrated ambient PM2. 5，CAP）组，每组

10 只，自 2019年 11月至 2020年 4月进行暴露。暴露结束后，与未暴露过PM2. 5的正常雌鼠交配获得F1
代，逐代繁殖到F2~F3代，所有子代饲养在无PM2. 5环境中。记录子代的出生体质量、出生数量和性别比

例，监测体质量增长情况，计算心脏、肝脏、肺脏和脑的脏器系数。对CAP组与 FA组及其得到的 F1代

精子 DNA 进行全基因组甲基化测序，筛选差异甲基化区域，分析差异甲基化区域相关基因及通路。

结果 与 FA组 F1代相比，CAP组 F1代小鼠出生体质量显著降低（P<0. 05），F2~F3代组间出生体质量

无显著差异，未发现 F1~F3 代各组间性别比例和出生数量的显著改变。与 FA 组子代相比，CAP 组

F1~F3代体质量增长迟缓，且在雄性中更为显著（P<0. 05），CAP组F1代雄性小鼠肝脏器系数显著升高

（P<0. 01），未发现F1~F3代各组间心脏、肺脏、脑系数的显著改变。CAP组与FA组相比检测到37 997个

差异甲基化区域，其F1代差异甲基化区域的数量减少约 50%。F0和F1代精子中的差异甲基化修饰基

因可能与发育过程相关，其中包括印记基因（Gnas、Igf2）及代谢基因（Ppard、Rps6kb1）。结论 父源

PM2. 5暴露可导致子代出生体质量下降及跨代生长迟缓，对表型效应的影响在代际传递过程中逐渐减

弱，精子中发育相关基因的甲基化改变可能是介导此跨代效应的机制之一。
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Transgenerational effects and transmission mechanisms of paternal PM2. 5 exposure 
on growth and development in offspring
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［Abstract］ Objective　To investigate the transgenerational effects of paternal PM2. 5 exposure on 
offspring growth and development, and to preliminarily elucidate the role of sperm DNA methylation 
modifications in mediating these effects.  Methods　Eight-week-old male C57BL/6 mice were randomly 
divided into filtered air (FA), unfiltered air (UA), and concentrated PM2. 5 (CAP) groups, with 10 animals in 
each group.  The exposure was conducted from November 2019 to April 2020, and then, these male mice were 
mated with unexposed females to generate F1 offspring, which were bred successively to produce F2 and F3 
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generations.  All the offspring were living in PM2. 5-free environment.  The birth body weight, birth number, and 
sex ratio of the offspring were recorded, body weight growth was monitored, and organ coefficients of the heart, 
liver, lung, and brain were calculated.  Whole-genome methylation sequencing was performed on the sperm 
DNA of the CAP group, FA group, and their F1 generation offspring to screen for differentially methylated 
regions, and the genes and pathways associated with these regions were analyzed.  Results　When compared 
with the F1~F3 offspring of the FA group, the CAP group had significantly reduced birth body weight in the F1 
generation (P<0. 05), no statistical differences were observed in the birth body weight in the F2 and F3 
generations (P>0. 05), or either in the sex ratio and birth number among the F1, F2 and F3 generations.  
Compared with the FA group offspring, the F1~F3 offspring of CAP group exhibited delayed body weight gain, 
especially in the males (P<0. 05), the CAP-F1 male generation had obviously elevated liver organ coefficient 
(P<0. 01), but no statistical changes were observed in the heart, lung, or brain coefficients among the F1~F3 
generations.  Between the FA group and the CAP group, 37 997 differentially methylated regions were 
detected, with a reduction of approximately 50% in the number of differentially methylated regions in the F1 
generation.  Differentially methylated genes in F0 and F1 sperm were potentially related to developmental 
processes, including imprinting genes (Gnas, Igf2) and metabolic genes (Ppard, Rps6kb1).  
Conclusion　Paternal exposure to PM2. 5 leads to reduced birth weight and intergenerational growth 
retardation in offspring.  Its impact on phenotypic effects is gradually weakened during intergenerational 
transmission.  Changes in the methylation of development-related genes in sperm may be one of the 
mechanisms mediating this intergenerational effect.  
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PM2. 5暴露已成为我国公共卫生面临的严重威胁

之一。“健康与疾病发育起源（developmental origins of 
health and disease， DOHaD）”学说指出生命早期（尤其

是胎儿期、婴儿期和儿童期）暴露会对个体长期健康和

疾病风险产生影响，这种影响甚至会延续数代［1-2］。近

年提出的健康和疾病的父系起源（paternal origins of 
health and disease，POHaD）理论强调，父源环境污染物

暴露、生活方式、心理压力等因素同样会对子代的远

期健康产生影响［3-6］。已有研究发现，孕期 PM2. 5暴露

会对胚胎发育和子代生长发育等造成不利影响［7-8］。
然而，父源 PM2. 5暴露是否影响子代的生长发育，以及

这种影响是否会跨代传递目前仍不完全清楚。在代

际遗传过程中生殖细胞的 DNA 甲基化等表观遗传学

调控可能发挥重要作用，这可能是解析父源暴露的跨

代机制的关键切入点［9-10］。本研究旨在观察父源

PM2. 5暴露影响子代生长发育的跨代效应，同时初步探

索精子DNA甲基化修饰在此过程中的改变，筛选可能

在此过程中发挥作用的关键通路和分子，为预防父源

环境PM2. 5导致的子代健康危害提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

PM2. 5 在线浓缩动物全身吸入暴露系统购自北京

慧荣和科技有限公司；40 μm 细胞过滤器购自美国

Corning 公司；亚硫酸氢盐转化试剂盒购自美国 Zymo 
Research公司产品；使用 Illumina HiSeq 4000平台进行

全基因组甲基化测序。

1. 2　实验动物

健康 8周龄C57BL/6雄性和雌性小鼠，体质量 20~
25 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司。标

准环境下饲养，保证昼夜节律，自由饮食，温度 22~
24 ℃，湿度控制在 40%~60%，定期更换垫料。本研究

已获第三军医大学实验动物福利伦理审查委员会批

准（AMUWEC20193803）。

1. 3　PM2. 5暴露方案

按照简单随机分组法将雄性小鼠分为（n=10）：过

滤空气（filtered air，FA）组、未过滤空气（unfiltered air，
UA）组和浓缩环境 PM2. 5（concentrated ambient PM2. 5，
CAP）组。其中FA组小鼠暴露在经高效微粒过滤器过

滤的环境空气中，UA组维持环境空气PM2. 5浓度，CAP
组小鼠暴露在经过浓缩富集后的环境空气中。自

2019年 11月至 2020年 4月在华北理工大学实验动物

中心分别以不同的方式进行暴露［11］，每天6 h，每周5 d。
暴露期间利用气溶胶检测仪监测暴露期间各组仓内

的PM2. 5浓度。
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1. 4　父源PM2. 5暴露的跨代模型构建

在各组小鼠PM2. 5暴露结束后，为确保跨代效应仅

来自雄性系，各组暴露后的雄鼠记为F0代，与未暴露过

PM2. 5的正常雌鼠按 1∶2比例进行交配，发现阴道栓即

为受孕，每窝仔鼠出生后 3 d 将按性别分别称量并编

号，利用随机数字表法随机留取雌雄仔鼠各3只，其余仔

鼠进行人道处死，各组分别得到 FA组 F1代（FA-F1）、

UA组F1代（UA-F1）、CAP组F1代（CAP-F1），按照随机

数字表法选择每窝F1代雄鼠与未暴露过PM2. 5的正常

雌鼠交配得到F2代（FA-F2、UA-F2和CAP-F2），剩余10只
饲养至成年进行生长发育情况监测。以同样的方法得

到各组F3代（FA-F3、UA-F3和CAP-F3），雌性和雄性仔

鼠分别标注为“♀”和“♂”。所有子代小鼠饲养在高效微

粒过滤器过滤的空气环境中以避免暴露于PM2. 5环境。

1. 5　子代出生结局和体质量增长情况监测

记录F1~F3代小鼠的出生体质量、性别和数量，以

各窝的平均值进行计算。每周测量各组小鼠生长过程

中的体质量，计算每窝雄性和雌性小鼠体质量的平均

值。待 F1~F3代小鼠成年后，腹腔注射戊巴比妥钠麻

醉后通过颈椎脱臼法处死小鼠，进行心脏、肝脏、肺脏

和脑的取材，记录脏器质量并计算脏器系数。

1. 6　精子DNA甲基化测序及数据分析

取出小鼠附睾，剪开附睾尾部使精子游离出来，使

用 40 μm细胞过滤网去除组织碎片，用体细胞裂解缓

冲液去除体细胞污染物。提取精子基因组DNA后进行

亚硫酸氢盐转化。在 Illumina HiSeq 4000平台上生成

测序数据。使用特定位置的甲基化胞嘧啶与总胞嘧啶

的比率来确定甲基化水平。在F0代和F1代分别进行

精子DNA进行差异甲基化区域分析，具体为CAP组和

FA 组比较、CAP-F1 组和 FA-F1 组比较。差异甲基化

区域筛选条件定为：长度>50 bp，甲基化率差值>0. 1，

胞嘧啶-鸟嘌呤（cytosine-guanine，CG）位点数量>5个，

且差异具有统计学意义。将有至少 1个差异甲基化区

域注释到其启动子区域的基因作为差异甲基化基因，

并对F0和F1代组间分别得到的差异甲基化基因进行

联合分析，通过Metascape（https：//metascape. org/）对差

异甲基化基因进行基因本体论（Gene Ontology，GO）富

集分析。

1. 7　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9. 2. 0软件对数据进行分析

和统计，符合正态分布的数据以 x̄±s表示。多组间数

据采用单因素方差分析，并利用Tukey’s post hoc检验

进行多重比较。小鼠体质量增长曲线采用双因素重

复测量方差进行统计分析。P<0. 05认为差异具有统

计学意义。

2　结果

2. 1　PM2. 5暴露浓度

CAP组暴露仓内的PM2. 5浓度随着环境中PM2. 5浓
度的变化而波动，受冬季燃煤期的影响，CAP和UA组

在2019年12月至2020年2月浓度最高，暴露期间FA、

UA 和 CAP 组的 PM2. 5平均浓度分别为 0. 15、60. 42 和

431. 40 μg/m3（图1）。

2. 2　父源PM2. 5暴露对F1~F3代出生结局的影响

与FA-F1组相比，CAP-F1代小鼠出生体质量显著

下降（P<0. 05），UA-F1 组的出生体质量无明显变化，

未观察到 F2~F3 代各组出生体质量间的显著差异

（图 2A），未观察到F1~F3代各组间的出生数量和性别

比例的显著差异（图2B、C）。

2. 3　父源 PM2. 5暴露对 F1~F3代生长发育过程中体质

量增长的影响

对雄性子代和雌性子代体质量增长情况进行持

0

500

1 000

1 500

2 000

P
M

2
.5
浓
度

/(
μ
g
/m

3
)

CAP组

UA组

FA组

60.42

431.40

0.15

图1　动物暴露期间各组PM2. 5浓度
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续观察并制作体质量增长曲线。雄性子代方面，与

FA-F1 相比，CAP-F1 和 UA-F1 从 2 周龄起即持续呈现

显著体质量增长迟滞（P<0. 05，图 3A）；自 4 周龄起

CAP-F2 和 UA-F2 小鼠体质量明显低于 FA-F2（P<
0. 05，图 3B）；未观察到UA-F3与 FA-F3的体质量显著

差异，5 周龄和 6 周龄 CAP-F3 小鼠体质量显著低于

FA-F3（P<0. 05，图 3C）。雌性子代方面，3 周龄 CAP-

F1小鼠体质量较 FA-F1组降低（P<0. 05，图 3D）， 4周

龄和5周龄UA-F2和CAP-F2小鼠体质量显著低于FA-

F2（P<0. 05，图 3E）；未观察到F3代雌性小鼠各组间体

质量显著差异（图 3F）。以上结果提示，父源浓缩

PM2. 5暴露会影响子代的体质量增长，且对雄性的影响

较雌性子代更大。

2. 4　父源PM2. 5暴露对子代心、肝、肺和脑脏器系数的

影响

与相应 FA组子代相比，UA组和 CAP组 F1~F3代
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图3　父源PM2. 5对F1~F3代小鼠体质量增长的影响（n=10，x̄±s）
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心、肺和脑的脏器系数未观察到显著差异（表１）。

CAP-F1 雄性小鼠肝脏器系数较 FA-F1 雄性小鼠显著

增高（P<0. 01，表1）。

2. 5　浓缩 PM2. 5暴露对 F0和 F1代小鼠精子 DNA 甲基

化的影响

CAP组与 FA组相比筛选到 37 997个差异甲基化

区域，CAP-F1 与 FA-F1 组较 F0 代差异甲基化区域数

量减少到 16 692个（图 4A）。F0和F1代中的大多数差

异甲基化区域位于基因间和内含子区域，在 F0 和 F1
精子中分别有 14. 47% 和 22. 13% 的差异甲基化区域

可以注释到启动子区域（图4B）。

2. 6　精子 DNA 甲基化修饰可能在父源 PM2. 5 暴露影

响子代生长发育中发挥作用

考虑到启动子区域对基因表达调控的重要作用，

本研究重点分析了注释到启动子区域的差异甲基化

基因及其生物学功能，CAP 组与 FA 组、CAP-F1 组与

FA-F1组分别比较发现了 3 662和 2 740个差异甲基化

基因。对F0和F1代筛选到的差异甲基化基因进行联

合分析，发现了647个在F0和F1代均呈现差异甲基修

饰的基因（图 5A）。为了解这些差异甲基化基因的生

物学意义，对重合基因进行 GO 富集分析，发现“GO：

0032502：发育过程”这一生物过程富集最为显著（图 5B），

表1　父源PM2. 5暴露对F1~F3代小鼠心、肝、肺和脑脏器系数的影响（n=10，x̄±s）

组别

FA-F1♂
UA-F1♂
CAP-F1♂
FA-F1♀
UA-F1♀
CAP-F1♀
FA-F2♂
UA-F2♂
CAP-F2♂
FA-F2♀
UA-F2♀
CAP-F2♀
FA-F3♂
UA-F3♂
CAP-F3♂
FA-F3♀
UA-F3♀
CAP-F3♀

心脏器系数/（mg/g）
6. 2±0. 9
6. 1±1. 0
6. 4±1. 1
6. 7±1. 0
6. 1±0. 8
6. 5±0. 7
6. 1±0. 6
6. 5±1. 4
6. 5±1. 1
6. 3±0. 7
7. 0±1. 2
6. 6±0. 6
5. 8±1. 0
6. 0±1. 2
5. 5±0. 7
6. 1±0. 8
5. 9±0. 6
5. 8±0. 7

肝脏器系数/（mg/g）
38. 3±2. 6
40. 7±2. 4
41. 6±1. 5a

46. 1±2. 5
43. 1±3. 6
43. 3±2. 6
40. 6±2. 2
38. 9±3. 7
40. 3±2. 5
42. 3±2. 6
39. 5±5. 0
40. 3±2. 3
39. 1±2. 0
39. 1±3. 0
39. 2±3. 7
39. 7±2. 5
37. 2±2. 4
39. 2±1. 2

肺脏器系数/（mg/g）
6. 6±0. 6
6. 7±0. 9
6. 7±1. 1
8. 7±0. 8
9. 0±1. 2
8. 8±0. 7
8. 1±1. 1
7. 2±0. 6
8. 1±1. 3
9. 1±0. 9
9. 0±1. 4
9. 3±1. 0
8. 1±0. 6
8. 0±1. 2
7. 7±0. 9
9. 7±0. 9
9. 2±0. 8
9. 4±0. 8

脑脏器系数/（mg/g）
11. 8±1. 1
10. 6±0. 9
11. 0±0. 8
24. 2±1. 5
23. 8±1. 3
24. 8±1. 2
12. 5±1. 1
12. 6±0. 5
12. 9±0. 8
15. 3±1. 0
15. 2±1. 1
15. 1±0. 6
12. 9±1. 0
12. 6±0. 7
12. 4±0. 8
13. 7±0. 9
15. 6±1. 5
14. 6±0. 4

a：P<0. 01，与FA-F1♂相比

A：差异甲基化区域数量；B：差异甲基化区域的基因元件分布

图4　父源PM2. 5暴露后F0~F1代小鼠精子DNA甲基化组改变
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提示精子中发育过程相关基因 DNA 甲基化修饰的传

递可能与父源 PM2. 5暴露引发的跨代生长发育改变相

关。进一步分析该生物过程中的差异甲基化基因发

现 Mael、Gnas、Macf1、Cacna1c、Foxp1、Igf2、Trpv2、

Rps6kb1、Ppara 和 Dlg1 启动子区域在 F0 及 F1 精子中

高甲基化修饰，Map2和Ppard呈低甲基化状态（表 2）。

以上结果提示，发育过程相关基因的异常甲基化修饰

的代际传递可能是父源 PM2. 5暴露影响子代生长发育

的潜在机制。

3　讨论

3. 1　本研究中PM2. 5动物暴露方案的设计考虑

气管滴注等方式构建的动物 PM2. 5暴露模型多与

人群环境 PM2. 5实际暴露情况不一致［12］，采用能够模

拟人群真实环境中暴露的动物 PM2. 5暴露模型开展实

验是必要的［13］。本研究建立了一个模拟人类日常暴

露模式的PM2. 5暴露模型，这在一定程度上可以弥补传

统研究中被动暴露的不足。本研究 PM2. 5暴露方案的

设计考虑了环境暴露水平和相关报道，采取了每天6 h，
每周 5 d 的实验设计［14］。需将 PM2. 5浓度换算为 24 h
平均浓度后与人群暴露情况进行对比，暴露期间 UA
组的24 h平均PM2. 5浓度为10. 79 μg/m3，CAP组的24 h
平均值为 77. 03 μg/m3。换算后 UA 组的 24 h 平均

PM2. 5暴露水平与世界卫生组织 10 μg/m3的标准大致

相当［15］，CAP 组 PM2. 5 的 24 h 浓度 77. 03 μg/m3 对于

PM2. 5污染严重的地方的人群暴露风险评价也是有意

义的［16］。前期发现 PM2. 5暴露可致精子质量下降等生

殖损害效应［17］，但是否会进一步影响子代远期健康有

待研究。

3. 2　父源PM2. 5暴露是影响子代出生结局和生长过程

的重要危险因素

不良出生结局目前已成为国民人口健康素质面

临的突出问题［18］。多项研究表明孕期空气污染物暴

露可能对胎儿发育及后代远期健康造成不良影响，妊

娠期 PM2. 5 暴露与低出生体质量和早产风险增加有

关［19-21］。此外，一项出生队列研究发现，孕期暴露于

PM2. 5与儿童后期生长迟缓有关，表现为身高和体质量

的增长速度减缓［22］。本研究重点观察父源 PM2. 5暴露

对子代的影响，发现CAP-F1组较FA-F1组小鼠出生体

质量显著降低，与流行病学研究证据提示的PM2. 5水平

与新生儿出生体质量呈负相关一致［23］。低出生体质

量不仅可反映产前发育缓慢，而且还与成年后各种代

谢性疾病的风险增加有关［24］。值得注意的是，本研究

发现父源 PM2. 5暴露对子代的体质量增长迟缓的影响

存在性别差异，表现为对雄性子代的影响更大，这可

能与精子和子代性别特异性基因的表达有关［25-26］。

表2　F0和F1代小鼠精子中生长发育相关的差异甲基化基因

基因

Map2

Mael

Gnas

Macf1

Cacna1c

Foxp1

Igf2

Trpv2

Rps6kb1

Ppara

Dlg1

Ppard

染色体

chr1
chr1
chr2
chr4
chr6
chr6
chr7

chr11
chr11
chr15
chr16
chr17

F0精子

CG数量

8
10
43
7
7

11
17
7
8
6

18
11

甲基化率

差值

-0. 10
0. 15
0. 11
0. 15
0. 14
0. 17
0. 13
0. 16
0. 16
0. 11
0. 19

-0. 16

F1精子

CG数量

9
7

32
28
21
11
20
10
6
6

21
13

甲基化率

差值

-0. 27
0. 13
0. 12
0. 17
0. 15
0. 31
0. 14
0. 27
0. 40
0. 44
0. 15

-0. 17

F0精子
差异甲基化基因

F1精子
差异甲基化基因

A B

3 015 2 093647

-Log10(P )

G
O

 T
er

m
s

A：F0-F1精子差异甲基化基因交集分析；B：重合基因GO富集分析

图5　父源PM2. 5暴露后F0~F1代精子差异甲基化基因生物信息学分析
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以上发现提示，父源PM2. 5暴露同样是影响子代出生结

局和生长过程的重要危险因素，后续研究应更多地关

注孕前父源环境 PM2. 5暴露这一重要窗口对子代健康

的潜在危害［27］。
3. 3　精子 DNA 甲基化修饰可能是介导父源 PM2. 5 暴

露影响子代生长发育改变的机制之一

环境诱导的表观遗传修饰可能是导致跨代遗传

效应的重要分子机制［28］，其中甲基化是研究最多、最

成熟的一种表观遗传修饰形式［29］。已有研究发现，部

分差异 DNA 甲基化修饰区域可以逃避后代胚胎重编

程从而导致代际和跨代效应［4］。因此，本研究聚焦

DNA 甲基化修饰在跨代影响中的作用进行探索。全

基因组甲基化测序发现F1代较F0代差异甲基化区域

的数量减少了 50% 以上，这可能与跨代传递过程中

DNA 甲基化修饰的逐步丢失和生殖细胞发育过程中

的表观遗传重编程过程等因素相关［30-31］。为了进一

步分析父源 PM2. 5影响 F1及 F2代的生长过程的机制，

对 PM2. 5暴露影响的 F0 和 F1 精子中的启动子区域差

异甲基化修饰的基因进行联合分析发现了 647个重合

基因，这些基因的甲基化修饰可能通过精子传递至F2
代胚胎影响生长发育，并在发育过程条目中富集最为

显著，其中包括 Mael、Gnas等 10个高甲基化修饰基因

以及低甲基化修饰基因 Map2 和 Ppard。在通常情况

下，基因启动子区域的甲基化修饰会影响转录因子与

启动子的结合，从而影响基因表达［32］。这些基因的甲

基化修饰在跨代遗传和生长发育中具有重要作用，特

别是代谢相关基因（如 Ppara、Ppard和 Rps6kb1）［33-34］。
值得注意的是，印记基因的甲基化修饰极易受到环境

因素的影响，对于哺乳动物的正常生长发育具有关键

作用［35］。Gnas 和 Igf2 是经典的印记基因，Gnas 作为

GNAS 复合体核心组分，其启动子高甲基化可能通过

干扰 Gsα蛋白信号转导影响生长发育［36］；Igf2甲基化

修饰可能通过抑制胰岛素样生长因子信号影响胚胎

发育和子代代谢，可能在父源 PM2. 5暴露后子代生长、

肝的脏器系数等性别特异性效应中发挥潜在调控作

用［37］。然而，本研究虽然初步筛选了部分发育相关基

因的差异甲基化修饰的代际传递，但是仅侧重于识别

和描述，未具体分析这些基因的差异甲基化位点以及

检测转录水平，未来需要使用表观基因组编辑技术进

一步验证它们在跨代性状传递中的功能［38］。
综上所述，父源PM2. 5暴露是引发子代出生体质量

下降和影响生长过程的重要危险因素，且体质量增长

缓慢可以跨代传递，但影响递减。本研究初步筛选到

数个精子中可能介导跨代效应的差异甲基化基因，可

为父源 PM2. 5暴露对子代生长发育影响的跨代传递机

制研究提供线索。
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