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【摘要】背景与目的：观察邻苯二甲酸二丁酯 0]N^5 亚慢性染毒对青春期大鼠睾丸间质细胞功能标志物胰岛素样因子 &0 ’()*&5

+,-. 表达水平的影响。 材料与方法：青春期健康雄性 <] 大鼠 Q$ 只，随机分为 & 组：溶剂对照组 0玉米油 5，]N^ #3 +; / _; 和

$#3 +; / _; 剂量的染毒组，每组 $2 只。隔日染毒，等体积灌胃，连续染毒 K3 Z。分别于染毒后 &3、O3 和 K3 Z 各组随机选取 4 只大鼠处

死。取睾丸、附睾、心、肝、脾、肾称重并计算脏器系数，放免法检测血清睾酮含量，实时荧光定量 ^C, 法检测睾丸 ’()*& +,-. 表达。

结果：]N^ $#3 +; / _; 组染毒 K3 Z 肝脏系数显著大于对照组 0 A ‘ 31 3#5；#3 +; / _; 组染毒 O3 Z 大鼠血清睾酮水平较对照组显著升高

0 A ‘ 31 3#5，而 $#3 +; / _; 组比 #3 +; / _; 组显著下降 0 A ‘ 31 3%5；各染毒组大鼠睾丸 ’()*& +,-. 表达水平较对照组显著下调

0 A ‘ 31 3%5，染毒 &3 Z、O3 Z 时 ]N^ $#3 +; / _; 剂量组较 ]N^ #3 +; / _; 组显著下调 0 A ‘ 31 3#5，各染毒组睾丸 ’()*& +,-. 表达水平

均随处理时间延长先下调而后上调，O3 Z 较 &3 Z 显著降低 0 A ‘ 31 3#5，K3 Z 较 O3 Z 显著升高 0 A ‘ 31 3%5。 结论：青春期大鼠 ]N^ 亚

慢性暴露可干扰血清睾酮及睾丸 ’()*& +,-. 表达水平，对肝脏可能有潜在毒性。

【关键词】邻苯二甲酸二丁酯；间质细胞；胰岛素样因子 +；睾酮
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邻苯二甲酸二丁酯 0]:@(@cB[W* YJ[JE*E[?，]N^5 广泛

用作塑料增塑剂，是邻苯二甲酸酯类化合物 0^.R)5 中

的一种，也是公认的环境内分泌干扰物。国内外研究报

道显示，]N^ 主要表现为对雄性动物的生殖和发育毒
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性 /+ 0- 1。以往的实验主要研究 234 对宫内暴露、围产期

和成年后小鼠或大鼠生殖发育的影响。胰岛素样因子-
5 678(-9 是由睾丸间质细胞在整个生命周期内稳定分泌

产生的一种激素，被认为可能是比睾丸激素水平更敏感

的，能显示间质细胞功能状况的指标 /: 1。本研究通过检

测青春期雄性大鼠亚慢性暴露于 234 后血清睾酮及睾

丸 678(- ;.,< 表达的变化，以探讨 234 暴露是否可干

扰睾酮合成及 678(- 的转录水平。

! 材料与方法

!" ! 材料

!" !" ! 试剂和仪器 玉米油、2345美国 =>?;$ 公

司 9，.,<8>;@(A 总 .,< 提取试剂盒 5北京天根生化科技

有限公司 9，逆转录试剂盒 5美国 4B’;A?$ 公司 9，.A$(C>;A
4D. #$8CAB #>EF=G3. H.II,5日本 JKGK3K 公司 9，琼

脂糖 5西班牙 3>’LA8C 公司 9，电泳缓冲液 5北京鼎国生物

技术有限公司 9，引物合成 5 67M>CB’?A7 公司 9，睾酮放射免

疫分析试剂盒 5北京原子高科股份有限公司 9。N 连排

4D. 管 5美国 <E%?A7 公司 9，低温冷冻离心机 5湘仪离心

机仪器有限公司 9， >OJ#P 多重实时荧光定量 4D. 仪、

4’LAB 4<DF*QQ 电泳仪、HA( 2’R*QQQ 凝胶图像成像系统

5美国 36KF.<2 公司 9，HDFS++!放射免疫计数器 5中国

科学技术大学科技实业总公司 9，紫外分光光度计 5北京

普析通用仪器有限公司 9，#4 *QQQ2 型电子天平 5上海

精密科学天平有限公司 9，3=++Q = 型电子天平 5北京塞

多利斯天平有限公司 9。
!" !" # 动物及分组 : T P 周龄 =4U 级健康雄性

=2 大鼠 V* 只 ! 体重 5 NS W +V9?，由第三军医大学实验动

物中心提供，合格证号 =DXY5军 9 F*QQ*FQQV。染毒前适应

性饲养一周，其温度控制在 ** W - Z，相对湿度控制在

-Q[ T VQ[，人工控制照明为 +* \ 昼 ] +* \ 夜，动物自

由进食、饮水。实验时将大鼠按随机数字法随机分为 -
组，即溶剂对照组 5 玉米油 9、234 低剂量染 毒 组

5 PQ ;? ] ^?9 和高剂量染毒组 5 *PQ ;? ] ^?9，每组各 *:
只。

!" # 方法

!" #" ! 染毒方式及取材 大鼠隔日染毒，各组按

* ;( ] ^? 等体积灌胃，连续染毒 SQ _。每天观察动物一

般状况，每周称量体重 + 次，分别于染毒后 -Q _、‘Q _ 和

SQ _，各组随机选取大鼠 N 只处死。处死前夜，动物禁

食，自由饮水。选取的大鼠称体重后，+Q[乌来坦腹腔麻

醉，采集股动脉血后处死，立即剖取睾丸、附睾、心、肝、

脾、肾，称重后将睾丸于冰上迅速切分为 PQ ;? 左右小

块，分装于冻存管中液氮保存，用于实时荧光定量

4D.。血液离心后取血清于 0 VQ Z保存，用于测定睾

酮。

!" #" # 脏器系数测定 除去睾丸、附睾、心、肝、

脾、肾周围的脂肪结缔组织，吸尽脏器表面血液后用电

子天平称质量用于计算脏器系数。脏器系数以脏器质量

5 ? 9与体质量 5 ? 9之比表示。

!" #" $ 血清睾酮测定 采用放射免疫分析试剂

盒，按照说明书测定。样品及标准品均在同一条件下进

行复管测定，变异系数均 a +P[。

!" #" % 荧光定量 &’( 检测睾丸 )*+,$ -(./ 表达

!" #" %" ! 总 (./ 提取 每组随机抽取 - 个样本，

按 .,<8>;@(A 总 .,< 提取试剂盒说明书中的操作步骤

抽提睾丸组织总 .,<。琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光

度计检测抽提 .,< 的质量和浓度。

!" #" %" # 逆转录 提取的 .,< 按以下方法进行逆

转录，R2,< 合成总体积为 *Q"(：#目的 .,< 和反转录

引物的混合及变性：取总 .,< +"?，K(>?’5_J9 +P +"(，
2I4D 处理水补足体积至 P"(，VQ Z保温 P ;>7 后立即置

于冰水浴冷却至少 P ;>7。$反转录：Pb .J 3cddAB :"(，
_,J4 #>E +"(，.,$8>7 .>e’7cR(A$8A 67\>e>C’B Q) P"(，
#F#f& .C$8A g +"(，2I4D 处理水 N) P"(，-V Z P ;>7
退火，:* Z ‘Q ;>7 R2,< 链合成，VQ Z +P ;>7 反转录

酶灭活，合成的 R2,< 置 0 *Q Z保存备用。

!" #" %" $ 引物设计合成 根据 HA73$7^ 检索的

大鼠 678(- ;.,< 和内参照%F$RC>7 ;.,< 序列设计引

物 。 678(- 引 物 为 ： R$$?$RRCCCC???CRC?C?CR 5 上 游 9，
CRRCC??CCCRC???$CRC$C? 5下游 9，预期扩增片段为 +P+ e@。

%F$RC>7 引 物 为 ： CRR$?R$R$RCC$$RCC$$RCC$?R5 上 游 9，
$?RR$R$$?$$$R$RCR$??5下游 9，预期扩增片段为 SN e@。

!" #" %" % 荧光定量 &’( 应用 >OJ# P 多重实时

荧光定量 4D. 仪和日本 JKGK3K 公司的 .A$(C>;A 4D.
#$8CAB #>E5=G3. H.II,9试剂进行 .A$(FC>;A 4D.。反应

体系 *P"(：R2,< +"( ! * b ;$8CAB ;>E +*) P"(，上下游

引物 5 +Q";’( ] f9各 +"(，__g*K S) P"(。反应在专用的

N 连排 4D. 管中进行，设置 4D. 反应程序：SP Z -Q 8
预变性，S: Z +P 8 变性 ! PN Z *Q 8 退火，重复 :Q 个

循环。在 V* Z +) P ;>7 收集荧光信号，循环结束后执

行融解曲线程序：SP Z -Q 8，PP Z -Q 8，PP Z +P 8。
实时定量 4D. 反应结束后 ! 根据 4D. 获得的融解曲线

和扩增曲线分析结果的可靠性并设定阈值，输出 DC 值，

>OP 软件保存结果并分析。

!" $ 统计学方法

体重、脏器系数、血清睾酮等数据以 &’ W ( 表示，用

=4==+-) Q 进行单因素方差分析，以!h Q) QP 为检验水

! " # $

论 著



!"#!$%&!"#"$%$ !’(#"’&!"#"$%$ " )*’"!"#"$%$

!"
#

月

第 $% 卷 第 & 期 论 著
癌变 畸变 突变

’()*+, -
.*/0) 1*21321*/34*+45 6)7 -

8341/37 9:; #< )5 6=5 9:; $#< )5 6=5
&<
><
?<

$@ >A B <@ &A
$@ C% B <@ $D
$@ ?> B <@ $?

$@ D< B <@ %A
$@ DD B <@ C$E

$@ A$ B <@ $C

$@ A< B <@ %?
$@ $> B <@ $&FG

&@ <> B <@ &<,

表 + ,-.染毒对大鼠血清睾酮水平的影响 / !" 0 # 1 $ 2 34
’5678 + ’98 8::8;<= >: ,-. >? =8@AB <8=<>=<8@>?8 C? @5<=/ !" 0 # 1 $ 2 34

83)HE/*, I(1J G341/37 ! E& K <@ <#L 83)HE/*, I(1J 9:; #< )5 6 =5
5/30H ! F& K <@ <%L 83)HE/*, I(1J &< , 3M 9:; $#< )5 6 =5 5/30H ! G&
K <@ <%L 83)HE/*, I(1J >< , 3M 9:; $#< )5 6=5 5/30H ! ,& K <@ <%@

N/30H ’()*+, -
O*7E1(P* I*(5J1

’*21(2 QH(,(,R)(2 S(P*/ T(,4*R U*E/1 .H7**4
8341/37
9:; #< )5 6=5
9:; $#< )5 6=5
8341/37
9:; #< )5 6=5
9:; $#< )5 6=5
8341/37
9:; #< )5 6=5
9:; $#< )5 6=5

&<
&<
&<
><
><
><
?<
?<
?<

%@ &% B <@ %?
%@ $C B <@ %C
%@ &# B <@ $<
%@ <% B <@ %D
%@ <& B <@ %#
%@ <> B <@ %&
<@ ?< B <@ <A
<@ A? B <@ $&
<@ ?< B <@ <>

<@ $? B <@ <C
<@ $D B <@ <C
<@ $D B <@ <$
<@ &$ B <@ <&
<@ &< B <@ <&
<@ &< B <@ <$
<@ $? B <@ <$
<@ $D B <@ <#
<@ $A B <@ <$

&@ #D B <@ &C
&@ CD B <@ CA
&@ >D B <@ $&
&@ $A B <@ $>
&@ %& B <@ %A
&@ $? B <@ %>
$@ ?A B <@ $&
$@ ?# B <@ $C
&@ $> B <@ %C!

<@ D& B <@ <C
<@ D% B <@ <>
<@ D$ B <@ <#
<@ >& B <@ <&
<@ >C B <@ <C
<@ ># B <@ <&
<@ >< B <@ <C
<@ >$ B <@ <>
<@ >< B <@ <&

<@ && B <@ <&
<@ && B <@ <$
<@ &$ B <@ <&
<@ $? B <@ <$
<@ &< B <@ <&
<@ $? B <@ <&
<@ $? B <@ <&
<@ $A B <@ <&
<@ $D B <@ <$

<@ $C B <@ <&
<@ $& B <@ <C
<@ $C B <@ <#
<@ %? B <@ <$
<@ %A B <@ <$
<@ $% B <@ <&
<@ %A B <@ <$
<@ %D B <@ <$
<@ %D B <@ <$

表 D ,-.染毒对大鼠脏器系数的影响 /E，!" 0 # 1 $ 2 34
’5678 D ’98 8::8;<= >: ,-. >? <98 >@F5? @875<CG8 H8CF9<= >: @5<=/E，!" 0 # 1 $ 2 34

O*7E1(P* I*(5J1 V W/5E4 I*(5J1 6 :3,R I*(5J1；83)HE/*, I(1J G341/37 ! !& K <@ <#@

’()*+,ER-
X37, + $ Y!!81 -

8341/37 9:; #< )5 6=5 9:; $#< )5 6=5
&<
><
?<

%@ <<
%@ <<
%@ <<

<@ ?> B <@ $<
<@ C$ B <@ %%EG

<@ A< B <@ %A*

<@ C$ B <@ %CEF

<@ %D B <@ <AEF,

<@ >& B <@ %CE*

表 I ,-.染毒对大鼠睾丸$?=7I B#%"表达水平的影响 /+ J ""!<，$ 2 I4
’5678 I ’98 8::8;<= >: ,-. >? <8=<C;A75@ $?=7I B#%" 8KL@8==C>? C?
@5<=

83)HE/*, I(1J G341/37 ! E& K <@ <%L 83)HE/*, I(1J 9:; #< )5 6 =5
5/30H ! F& K <@ <#L 83)HE/*, I(1J &< , ! G& K <@ <%! ,& K <@ <#L 83)HE/*,
I(1J >< , ! *& K <@ <%@

准。实时 ;8O 的结果采用比较 81值定量方法，根据公式

X37, V $ Y""81 计算处理组和对照组之间目的基因的相

对表达差异，"81 值表示处理组和对照组间的 81 值差

异，计算结果以两组间目的基因拷贝数的比值，即 X37,
值表示。其中!!81 V +实验组 81 目的基因Y 实验组 81 参照

基因- Y +对照组 81 目的基因Y 对照组 81 参照基因-

! 结 果

!" # $%& 染毒对大鼠体重增长的影响

9:; 各剂量组大鼠染毒期间饮食活动正常 ! 未见

明显的毒作用表现。在实验期间其体重的增长与对照组

比较差异无统计学意义 + & Z <@ <#-。
!" ! $%& 染毒对大鼠脏器系数的影响

大鼠脏器系数仅 9:; $#< )5 6 =5 染毒 ?< , 组肝脏

系数显著大于对照组 + & K <@ <#-，其它脏器的脏器系数

与对照组比较差异均无统计学意义。见表 %。

!" ’ $%& 染毒对大鼠血清睾酮水平的影响

9:; 染毒 >< ,，低剂量 + #< )5 6 =5- 组血清睾酮水

平较对照组显著升高 + & K <@ <#-，高剂量组 + $#< )5 6 =5-
较低剂量组显著下降 + & K <@ <%-；染毒时间对血清睾酮

影响的结果表明，9:; $#< )5 6 =5 组血清睾酮水平随处

理时间延长先下降而后上升，染毒 >< , 比 &< , 显著下

降 + & K <@ <%-，?< , 比 >< , 显著升高 + & K <@ <%-。
见表 $。

!" ( $%& 染毒对大鼠睾丸 )*+,’ -./0 表达水平

的影响

低剂量组 +9:; #< )5 6 =5 组 - 染毒 >< , 以及高剂

量组 +9:; $#< )5 6 =5 组 - 染毒 &<、><、?< ,，睾丸 [427&
)O\] 表达水平比对照组显著下调 + & K <@ <%-，染毒 &<、

>< , 9:; $#< )5 6 =5 组比 9:; #< )5 6 =5 组显著下调

+ & K <@ <#-；9:; 高、低剂量组 [427& )O\] 表达水平均

随处理时间延长先下调而后上调，染毒 >< , 比 &< , 显

著下调 + & K <@ <%；& K <@ <#-，染毒 ?< , 比 >< , 显著上

调 + & K <@ <%-，染毒 >< , 对 [427& )O\] 表达下调影响

最显著。见表 &。

’ 讨 论

本 研 究 结 果 显 示 ， 青 春 期 .9 大 鼠 给 予 9:;
#< )5 6 =5 和 $#< )5 6 =5 剂量经口亚慢性染毒，大鼠体

重与对照组比较差异无统计学意义；而生殖器官睾丸和

附睾以及主要脏器心、脾、肾的脏器系数与对照组比较

差异亦无统计学意义。提示青春期大鼠亚慢性暴露于

$#< )5 6 =5 及以下剂量的 9:;，对其生长发育及生殖器

官睾丸和附睾以及主要脏器无明显毒性。肝脏系数在

$#< )5 6 =5 剂 量 组 染 毒 ?< , 显 著 大 于 对 照 组

+ & K <@ <#-，提示青春期大鼠亚慢性暴露于 $#< )5 6 =5
9:; 对肝脏可能有潜在毒性，但还需要生化及组织病理

学等实验数据的进一步验证。

本研究中大鼠暴露于 9:; >< ,! 血清睾酮水平

#< )5 6 =5 剂 量 组 比 对 照 组 显 著 升 高 + & K <@ <#-，

! " # $
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*./ 01 2 31 剂 量 组 比 ./ 01 2 31 剂 量 组 显 著 降 低

4 & 5 /) /+6。睾酮主要由睾丸间质细胞合成和分泌。报

道显示，出生后暴露于 789: 对间质细胞的影响主要与

暴露剂量有关。高浓度 4每天 ; .// 01 2 31，经口 6 的

789: 可以抑制成年间质细胞的功能，降低雄激素的合

成，延迟青春期 <. =。低剂量 4每天 5 +// 01 2 31，经口 6则

增加成年间质细胞的数量和雄激素水平，使得青春期提

前 <> =。本研究中 ./ 01 2 31 低剂量组睾酮水平显著升高，

推测 ?@7 染毒对睾酮的影响可能存在低剂量兴奋效

应。常兵等 <A =研究 ?@7 对青春期雄性大鼠生殖毒性结果

显示，*./ 01 2 31 剂量组染毒 B 周血清睾酮比对照组下

降，但未达到显著水平，与本研究的结果一致。提示

*./ 01 2 31 剂量的 ?@7 暴露 >/ C 可一定程度抑制成年

大鼠间质细胞的功能，降低雄激素的合成，但此剂量尚

不足以显著降低雄激素水平。本研究显示染毒时间对血

清睾酮水平也有影响，*./ 01 2 31 剂量组血清睾酮水平

随暴露时间延长先下降而后上升，>/ C 比 -/ C 下降显

著 4 & 5 /) /+6，D/ C 比 >/ C 显著升高 4 & 5 /) /+6。提示

*./ 01 2 31 剂量 ?@7 暴露 >/ C 对雄激素的抑制最显著，

延长染毒时间并不增强该剂量 ?@7 对激素合成的抑制

作用。

EF:(- 由睾丸间质细胞分泌产生 ! 在血浆中浓度较

高，是人类睾丸内成熟间质细胞的标志物，在雄性分化

的过程中发挥关键作用 <B =。近年来研究表明睾丸间质细

胞 EF:(- 受外源性雌激素的调节，+A!雌二醇、+A"雌二

醇和己烯雌酚等对其表达均有下调作用 <D G+/ =。本研究发

现 青 春 期 大 鼠 亚 慢 性 暴 露 于 ?@7 ./ 01 2 31 和

*./ 01 2 31 剂量均可显著下调睾丸 EF:(- 0H,8 表达水

平。EF:(- 0H,8 表达水平随处理时间延长先下调而后

上调，染毒 >/ C 对基因下调影响最显著。提示环境内分

泌干扰物 ?@7 在低剂量水平暴露 >/ C，亦可对睾丸间

质细胞 EF:(- 转录水平的表达产生下调作用。推测 %’()*
基因表达下调可能是 ?@7 生殖毒性的作用机制之一。

由于本实验结果显示 ?@7 *./ 01 2 31 染毒 >/ C 对

睾酮及 %’()* 基因表达水平的影响最显著，推测青春期

I? 大鼠暴露于 *./ 01 2 31 ?@7 >/ C 对睾丸间质细胞

的功能有不利的影响，会干扰其睾酮的合成和分泌以及

EF:(- 的表达，可能影响其正常生殖功能。其机制还有待

进一步深入探讨。
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