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邻苯二甲酸二丁酯

宫 内 暴 露 对 -F 大

鼠两代繁殖的影响
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【摘要】背景与目的：探讨邻苯二甲酸二丁酯 + :AB9BWD<NE 8S<SOEO<6 ! FXY2 宫内暴露对亲代和 T% 代孕鼠繁殖能力以及 T% 和 T$ 代雄

性仔鼠生长发育及生殖系统的影响。 材料与方法：选择妊娠 -F 大鼠 /’ 只，随机分为溶剂对照组 +玉米油 2、FXY #’ ZM G +[M·:2染毒

组和 FXY $#’ ZM G +[M·:2染毒组，于 KF3 至 KF$% 每日经口灌胃染毒，连续繁殖两代，观察 T’ 及 T% 代孕鼠体重、产仔数、产仔性别比

等的改变，以及 T% 和 T$ 代雄性仔鼠体重、肛殖距、精子数目及形态、睾丸及附睾组织病理学改变。 结果：与对照组相比，FXY
#’ ZM G +[M·:2 组 T% 代母鼠哺乳期体重的增重增加 + < \ ’H ’#2；T$ 代雌性仔鼠肛殖距缩短 + < \ ’H ’#2，但经自身体重校正后差异无统

计意义 + < ] ’H ’#2。FXY $#’ ZM G +[M·:2组 T’ 代母鼠哺乳期体重增重减少 + < \ ’H ’#2；T% 代雄性仔鼠肛殖距缩短，用自身体重校正后

差异显著 + < \ ’H ’#2；T% 代雄鼠精子数目明显减少 + < \ ’H ’%2；T% 和 T$ 代雄性仔鼠精子头部畸形率增加 + < \ ’H ’#2。 结论：亲代宫

内暴露 FXY 可影响 T’ 乃至 T% 代孕鼠的繁殖功能，引起 T% 代雄性仔鼠生殖系统损伤，可能会延续至 T$ 代。

【关键词】邻苯二甲酸二丁酯 + 繁殖 + 发育 + 肛殖距 + 精子畸形
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邻苯二甲酸二丁酯 ./0121345%( 6757$($58! /9:;是一种

具有内分泌干扰性质的有机化学物。/9: 主要作为增塑剂

长期使用，由于其在生产过程中非持久地 .如化学键 ;与塑

料结合而易于从塑料产品中释放到环境里，造成广泛污

染。美国国家毒理学计划.,<:;的研究已确认 /9: 有显著

的雄性生殖毒性及发育毒性 =+ >。大量动物资料显示大鼠宫

内暴露于/9: 可观察到雄性子代睾丸、附睾、附属性腺和

外生殖器官损伤，以及生精小管退化、睾丸萎缩、隐睾症和

附睾畸形等病变 =* ?@ >。目前，宫内暴露 /9: 的生殖和发育

毒性研究多持续至 A+代，而 /9: 的多代繁殖及发育毒性

还未见报道。因此，本研究选择在仔鼠性别决定敏感期 =B >

.C/DE C/*+;对 F/ 大鼠进行母体宫内暴露，观察 AG和 A+
代母鼠的繁殖情况以及A+ 和 A* 子代以雄性生殖系统为

主的发育指标，为 /9: 暴露的危险评价提供依据。

! 材料与方法

!" ! 材料

!" !" ! 试剂 /9:.液体，密度 +) GH- I J K( ; 和玉

米油购于 F0IK$ 公司。工作液配制方法：将 /9: 原液分

别用玉米油稀释成浓度 *@ KI J K( 和 +*@ KI J K( 工作液

待用。

!" !" # 实验动物 F:A 级 F6L$I481/$M(8% 孕鼠 BG
只，由重庆市第三军医大学大坪医院动物实验中心提

供，合格证号：FNOP.军 ; *GGQ ? +Q。

!" # 剂量设置与暴露处理

BG 只孕鼠随机分为 * 个不同 /9: 剂量的染毒组和

+ 个对照组，每组 *G 只。染毒组分别以 /9: @G KI J
.RI·S;和 /9: *@G KI J .RI·S;剂量，自 C/D 至 C/*+，

按 * K( J RI 每日对亲代孕鼠经口灌胃染毒，溶剂对照组

则给予同等量的玉米油。

!" $ 动物模型

!" $" ! %& 代孕鼠 直接购买 AG 代妊娠 G S 的

孕鼠，自 C/G 开始至哺乳期结束，每周称取孕鼠体重。

!" $" # %! 代仔鼠 A+ 代仔鼠出生当天 .:,/G;
记录每窝产仔数、每窝活仔数、活仔体重、性别比等，出

生后第 H S.:,/H; 测量仔鼠肛殖距，记录每窝 H S 活仔

数、活仔窝重等，并按照 TUN/ 实验指南 .,T) H+H!
,’ ) H*+; 要求，进行窝标准化，每窝余 D 只仔鼠，不足 D

只的窝剔掉。一部分雄性仔鼠出生后第 BG S.:,/BG;称
重后取双侧睾丸、附睾等脏器称重，左侧睾丸和附睾固

定于 9’402 V W 液中常规石蜡切片做组织形态学观察，右

侧附睾尾用做精子评价。另一部分雄性仔鼠与雌性仔鼠

于出生 XG S 后交配产生 A* 代。

!" $" $ %! 代孕鼠 随机选取同剂量组不同窝别

的雌雄鼠，每日 +D：GG 按 + Y + 合笼，次日晨 X：GG 检查阴

栓，查见阴栓后将雌鼠取出，单笼饲养，自 C/G 至

:,/*+，每周称取孕鼠体重。

!" $" ’ %# 代仔鼠 A* 代仔鼠 :,/G 记录每窝产

仔数、每窝活仔数、活仔体重、性别比等，:,/H 测量仔鼠

肛殖距，记录每窝 H S 活仔数、活仔窝重等。雌性仔鼠于

:,/*+ 处死，雄性仔鼠于 :,/BG 称重后处死取材 )
!" ’ 观察指标

!" ’" ! 组织形态学观察 按石蜡切片苏木精 1
伊红 .ZU; 常规染色程序处理切片 .此过程由第三军医

大学西南医院病理科协助完成 ;，光镜下进行组织形态

学观察，计数切片上所有圆形曲细精管数，并记录出现

变性曲细精管数。

!" ’" # 附睾尾精子评价 () * 精子计数：附睾称重

后剪下附睾尾部，于 @ K( 生理盐水中剪碎，放置 @ K0K
待精子释出，用两层镜头纸过滤，记录过滤后体积；用生

理盐水稀释，白细胞计数板计数，根据计数所得精子密

度，计算出滤液中的精子总数，再用精子总数除以右侧

附睾重量即为每克附睾精子数。精子畸形率：取精子稀

释液 + 滴涂片，待涂片干后甲醇固定，G) @[伊红染色。

每组随机选 +G 只大鼠，每只大鼠镜下计数 @GG 个完整

的精子，记录畸形精子数。

!" + 统计学方法

用 F:FF++) @ 统计软件对数据进行统计分析，计数

资料用卡方检验，计量资料用方差分析。

# 结 果

#" ! ,-. 对母鼠体重增重的影响

与对照组相比，/9: @G KI J .RI·S;剂量组 A+ 代母

鼠 哺 乳 期 体 重 的 增 重 显 著 增 加 . & \ G) G@;， /9:
*@G KI J .RI·S; 剂量组 AG 代母鼠哺乳期体重的增重显

著降低 . & \ G) G@;，见表 +。

! " # !

CL’46W
AG I828L$50’2 A+ I828L$50’2

/4L02I I8W5$50’2 /4L02I ($]5$50’2 /4L02I I8W5$50’2 /4L02I ($]5$50’2
N’25L’( .N’L2 ’0( ;

/9:@GKI J .RI·S;
/9:*@GKI J .RI·S;

++X) D ^ -@) Q
+G*) + ^ *X) H
+G@) * ^ -X) D

+Q) G ^ +Q) @
+*) H ^ *+) H
? B) Q ^ *D) X!

+G@) Q ^ *G) X
+G@) H ^ --) -
DD) G ^ -H) +

+*) + ^ *G) Q
-H) G ^ +Q) +!

? +) - ^ +G) Q

表 + ,-.对/0及/+代母鼠体重的影响 123
’4567 + (8879: ;8 ,-. ;< :=7 5;>? @7A2=: ;8 /0 4<> /+ BC72<4<: C4:D123

N’K6$L8S M057 ]’25L’( ! !& \ G) G@
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’$ ()*)+,-./*0

1.2) 3435
3)+ 6.--)+

7)8 +,-./
9:,6) ; <):,6) =

>?@9::= >?A9:: ; ( = B/CD E).(F- (,.* 9 ( =
G,6) ’):,6) G,6) ’):,6) HI@J HI@$% HI@#K

L/*-+/6 9L/+* /.6 =
@BH #J :( ; 9M(·C=
@BH $#J :( ; 9M(·C=

NO P% Q $O #%
RO S$ Q $O JP
#O R$ Q SO R

%O JP9 R# ; NN=
%O $K9 K& ; #J=
%O $R9 SJ ; &%=

SO KR Q JO #S
SO S% Q JO &S
SO PJ Q JO $R

$O J# Q JO %&
%O R& Q JO JN
$O JP Q JO $%

JO S# Q JO %$
JO S# Q JO J#
JO SS Q JO JK

JO $% Q JO JK
JO $& Q JO JS
JO $% Q JO J&

PO J Q JO N
KO P Q JO N
PO & Q %O %

&NO R Q PO $
&PO N Q #O S
&KO # Q NO $

%P&O K Q $%O %
%K$O N Q $&O P
%KS Q $NO P

表 + ,-.对/0代仔鼠出生及发育的影响

’1234 + ’54 466478 96 ,-. 9: 854 2;<85 1:= =4>439?@4:8 96 /0 ?A?B

0 T & U 9%#! %J! K= +)53)V-.2)6D ! 6.--)+ E)+) 5)+2) ,5 4*.-；>?A U >?@ ;E).(F- 9:: ; ( =

!" ! #$% 对仔鼠出生及发育的影响

各剂量间仔鼠出生体重、产仔数、活仔数、性别比的

差异无统计学意义 9 ’ W JO J#=。’% 代雄性仔鼠的肛殖距

9>?@= 有缩短趋势，但与对照组比较差异无统计学学意

义；’$ 代仔鼠肛殖距与对照组比较差异亦无统计学意

义。在排除仔鼠体重影响的基础上，用肛殖距与仔鼠体

重作比较 9>?A= 后发现，@BH $#J :( ; 9M(·C= 组雄性仔

鼠肛殖距明显缩短 9 ’ X JO J#=；’% 和 ’$ 代雌雄仔鼠肛

殖距比较差异无统计学意义 9见表 $，表 &=。

! " # "

’% ()*)+,-./*,

1.2) 3435
3)+ 6.--)+

7)8 +,-./
9:,6) ; <):,6) =

>?@9::= >?A9:: ; ( = B/CD E).(F- (,.* 9 ( =
G,6) ’):,6) G,6) ’):,6) HI@J HI@$% HI@#K

L/*-+/6 9L/+* /.6 =
@BH #J :( ; 9M(·C=
@BH $#J :( ; 9M(·C=

%JO NN Q SO KR
RO &N Q SO $S

%JO PN Q $O K&

JO P#9 PR ; %JK=
JO RR9 P$ ; P&=
%O JP9 P$ ; KP=

SO KN Q JO S#
SO S$ Q JO &$
SO &K Q JO &$

$O %% Q JO $#
$O JR Q JO %R
$O J# Q JO %S

JO #% Q JO JP
JO SN Q JO J#
JO S# Q JO J#!

JO $& Q JO J&
JO $S Q JO J$
JO $% Q JO J$

KO K Q JO #
KO $ Q JO #
KO # Q JO P

&SO N Q SO N
$RO N Q NO #
$NO % Q %JO &

%S%O & Q %NO &
%&$O K Q $#O R
%&&O P Q &SO %

表 0 ,-.对/C代仔鼠出生及发育的影响

’1243 0 ’54 466478 96 ,-. 9: 854 29<: 1:= =4>439?@4:8 96 /C ?A?B

L/:3,+)C E.-F V/*-+/6 ! !’ X JO J#O , T & U 9%#! %$! %%= +)53)V-.2)6D ! 6.--)+ E)+) 5)+2) ,5 4*.- Y>?A U >?@ ;E).(F- 9:: ; ( = O

!" & 雄性仔鼠睾丸及附睾组织病理学观察

@BH #J :( ; 9M(·C= 组与对照组各代雄性仔鼠睾

丸曲细精管发育正常，无明显异常，基底膜与生精细胞

结合紧密不易脱落，腔内可见各级生精细胞排列紧密，

说明有正常的生精过程，间质细胞均匀散在分布于曲细

精管间。@BH $#J :( ; 9M(·C=组生精细胞疏松脱落，生

精上皮可见空泡变性 9图 %>=，部分曲细精管可见生精

细胞核固缩 9图 %B=。’% 雄性子代变性曲细精管明显增

加 9 ’ X JO J#=，’$ 雄性子代变性曲细精管数与对照组比

差异无统计学意义 9 ’ W JO J#=。
对照组和各染毒组附睾切片未见明显损伤，附睾头

体尾部切片均见大量附睾管，管腔内可见大量精子。

!" ’ 雄性仔鼠精子评价

附睾尾精子计数有下降趋势，@BH $#J :( ; 9M(·C=
剂量组 ’% 代精子数目显著降低 9 ’ X JO J%=。’$ 代各剂

量组之间差异无统计学意义 9 ’ W JO J#= 9见表 S=。

精子畸形率明显上升，以头部畸形为主。头部畸形

主要有双头、不定形、无钩头 9 见图 $=。其中 @BH
$#J :( ; 9M(·C= 组 ’% 子代和 ’$ 子代精子头部畸形率

均明显高于对照组 9 ’ X JO J#= 9见表 S=。

图 C 变性曲细精管 D E 0FFG H "I 箭头所指为空泡变性；-I 箭头所指核固缩

/;JA<4 C ,4J4:4<18;>4 B4@;:;64<9AB 8A2A34BD E 0FFG "I "<<9K ;:=;7184 854 =4J4:4<18;9: 96 >17A931<L -I "<<9K ;:=;7184 M1<N9?N7:9B;B
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.+ /0102$34’1 .* /0102$3’41
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目前，内分泌干扰物对子代的多代生殖发育毒性受

到国内外学者的关注。5K41102 等 S= T研究表明环境内分泌

干扰物乙烯菌核利和甲氧氯宫内暴露可引起 .+ 代乃至

.M 代雄性仔鼠的损伤，主要表现在生精细胞凋亡增加、

精子数目减少以及精子活力降低。但是 GHI 作为主要

的内分泌干扰物是否也可引起多代生殖及发育毒性还

未见报道。

肛殖距 : $1’/0143$( @4A3$1P0，EUG> 目前已广泛用于

评价男性化 ?男性体征消失指标的检测标准。我们发现

.+ 代雄性仔鼠的肛殖距有缩短趋势，但差异无统计学

意义。在排除体重影响的基础上，我们用仔鼠自身体重

对 EUG 做了校正 :EUV>，发现各组间仍然存在剂量反应

趋势，且 GHI *J< 7/ ? :K/·@> 组雄性仔鼠 EUV 显著降

低，这与 WC$1/ X S- T等研究结果一致，说明了 GHI 对 .+
代仔鼠雄性生殖系统的损伤。

本实验观察到 GHI J< 7/ ? :K/·@> 组 .+ 代母鼠哺

乳期体重增加，这种现象可能是 GHI 低剂量的 C’270A4A
效应 SO T，GHI 低剂量对 .+ 代雌鼠有兴奋刺激作用，促使

其在哺乳期体重增长。GHI 低剂量为何引起这种现象，

还有待于进一步研究。

本实验研究发现 GHI *J< 7/ ? :K/·@> 抑制了 .<
代孕鼠妊娠期体重增长；.+ 代精子数减少且畸形率增

加，.* 代精子畸形率显著增加。这说明 GHI 对 .+ 代生

殖系统有明显的损伤作用，但对 .* 代生殖系统影响不

明显。但精子畸形率在 .+ 和 .* 雄性子代均出现异常，

这为宫内暴露 GHI 可影响雄性仔鼠子 + 代及子 * 代精

子的功能损伤提供了有意义的线索。
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