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【摘要】背景与目的：观察邻苯二甲酸二丁酯 / 0123&4* %5&56*6&$ ! 789:暴露对子代大鼠学习记忆能力的影响和海马 &’()*’+(,() 基因

表达的影响。 材料与方法：妊娠 ;1<&6= 大鼠随机分成 > 组：? 个不同 789 剂量 / +.、@.、++. AB C DB :的实验组和溶剂对照组，各组孕鼠于

孕第 E 0 至产后 +F 0 分别给予 789 或溶剂灌胃。观察孕鼠、仔鼠染毒后的基本情况，采用定量 9GH 检测 +I 0 龄雄性仔鼠海马中

&’()*’+(,() 基因的表达情况，J)==1< 水迷宫实验测试 I 月龄雄性仔鼠的学习记忆能力。 结果：在实验剂量范围内，孕鼠无明显中毒表

现；789 高剂量组 / ++. AB C DB :雄性仔鼠肛殖距、尾长明显缩短 / - K ,’ ,I:。在水迷宫实验中，789 低剂量组 / +. AB C DB :仔鼠逃避潜伏期

较对照组相对延长 / - K ,’ ,.:，空间搜索试验中目标象限的停留时间也相对缩短 / - K ,’ ,I:。低剂量组仔鼠海马 &’()*’+(,() 基因的表

达较对照组上调 ?.’ @L / - K ,’ ,.:。 结论：789 孕期和哺乳期暴露会降低子代雄性大鼠的学习记忆能力，促进 &’()*’+(,() 基因的表

达，两者之间可能存在一定的联系。
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软化剂。由于未与塑料基质牢固结合，在某些条件下容

易游离出来进入人体，对健康产生不同程度的危害，目

前已被美国和欧盟列入优先控制的污染物名单。’() 的

急性毒性比较低，大鼠一次经口 *’%$ 在 + , #$ - . /- 体

重。然而长期、低剂量的接触却表现出明显的生殖毒性

和发育毒性，尤其是在妊娠期和哺乳期的暴露。目前认

为，’() 的生殖发育毒性的一个重要的机制是其内分泌

干扰作用。由于神经、内分泌是密切联系又互相影响的

两个系统，围生期内分泌系统受到干扰很可能对学习记

忆能力的发育产生影响。

01234152623 是 76683 等 9: ;在 :&&< 年发现的一种突触

蛋白，对树突棘的兴奋性突触传递和树突棘的形态有重

要的调节作用。而树突棘与神经可塑性以及长期记忆的

形成又有密切的联系。由于目前对 ’() 的神经毒性研

究不多，尤其是对学习记忆的影响研究得更少。因此本

课题在测试了妊娠期和哺乳期 ’() 暴露对大鼠学习记

忆影响的基础上，进一步检测海马 =1234152623 的表达情

况，从而从树突棘的角度初步探讨此影响的分子机制。

! 材料与方法

!" ! 实验材料与仪器

’() 购自美国 02->? 公司，@A7 抽提试剂 BC2D46 为

美国 E3F2GC4-83 公司产品，逆转录试剂盒、荧光实时 )H@
试剂盒购于宝生物工程 I大连 J有限公司。其它试剂均为

国产分析纯。紫外分光光度计 I德国 K1183L4CM 公司 J，
&<$$)H@ 扩增仪 I美国 7(E 公司 J，N’HO:P$ 高速冷冻离

心机 I科大创新股份有限公司 J，Q4CC2= 水迷宫分析系统

KG54R2=243 S I荷兰 A46LT= 公司 J。
!" # 孕鼠的染毒与分组

健康成年 U2=G?C 大鼠，清洁级。体重：雌性 #$$ ,
#%$ -，雄性 #%$ , S$$ -，购于湖北省实验动物研究中

心。合格证：0HVNI鄂 J #$$S W $$$%。人工昼夜，各 :# 5，

室温 I #% X :JY，相对湿度 %$Z X %Z，自由饮食饮水。所

有大鼠适应性喂养一周后，雌雄 :[ : 合笼，次日 + \ $$
左右发现阴栓，且阴道涂片发现精子的雌鼠定为妊娠第

$ L，交配成功的孕鼠随机分为 S 个不同 ’() 剂量的实

验组和 : 个溶剂对照组，共 ] 组，每组 :$ 只，合笼饲养

I每笼 S , ] 只 J直到待产。自妊娠第 P L 起，S 个实验组

分别给予 ’() #%、<%、##% >- . /- 体重 I玉米油为溶剂 J，
对照组给予等体积玉米油灌胃，直到产后 #+ L 。

!" $ 染毒后的一般情况观察

染毒期间观察孕鼠的一般行为，阴道有无流血及死

亡等。产后 : L 称量仔鼠的平均体重、尾长、肛殖距等，

观察仔鼠有无外观畸形，根据母鼠营养状况调整窝仔数

为 + X #。每日观察仔鼠的生长、死亡情况，#: L 龄时每

窝随机抽取雄性仔鼠 : 只断头处死，取海马置液氮保存

备用，取主要脏器观察并称量计算脏器系数。断乳后，:
月龄时每窝随机抽取雄性仔鼠 : 只进行水迷宫试验。

!" % &’(()* 水迷宫实验

!" %" ! 水迷宫装置 装置主体由一个直径 :#$
^>、高 %$ ^> 的圆形水池组成，池壁由东西南北 ] 个等

距点将水池等分为 0U、AU、0K 及 AK ] 个象限。在 0K
象限的正中距离池壁 S$ ^> 处放置一直径为 &_ % ^>、高

#% ^> 的黑色圆形平台，平台低于水面 :_ % ^>。迷宫所

在房间布置固定图案作为大鼠定位平台的空间参照物，

实验期间保持周围环境恒定。大鼠的水迷宫轨迹由迷宫

上方的摄像机记录并传入计算机，最后由 KG54R2=243 S
软件分析。

!" %" # 定位航行试验 用于测量大鼠对水迷宫

学习和记忆的能力。实验历时 % L，每天训练 S 次，训练

时按随机顺序从其余 S 个象限 I 0U、AU、AKJ 边缘中点

位置面向池壁放入水中，记录在 : >23 内找到平台的时

间 I逃避潜伏期 J。若大于 : >23 未找到平台，由实验者

用手将其引导上平台停留 :% = 后移开，潜伏期记为

P$ =。本试验反映动物空间记忆的获得情况，即空间学

习记忆能力。

!" %" $ 空间搜索试验 用于测量大鼠学会寻找

平台后，对平台空间位置的记忆能力。即在训练期结束

后，试验第 P L 拆掉平台，然后从任意选择的一个入水

点 I本试验选择 0UJ入水，由软件记录在 P$ = 内大鼠在

目标象限 IAKJ运动的时间和跨越原平台位置的次数。

!" + 海马 ,-).’-/)0). 表达检测

!" +" ! 总 123 的提取和 4523 的合成 #: 日龄

仔鼠断头取脑，冰上分离海马，用预冷的焦碳酸二乙酯

I’K)HJ 处理的生理盐水冲洗，液氮中速冻，过夜后转入

W +$ Y冰箱保存。临用时，每组随机抽取 < 个样本，取

一半海马 I约 +$ , :$$ >-J，参考 BC2D46 试剂说明书提取

总 @A7。用紫外分光光度计测定其纯度与浓度，调整各

管总 @A7 浓度一致。按照宝生物逆转录试剂盒要求进

行逆转录，用无菌双蒸水稀释 :$ 倍后分装，W #$ Y保

存。

!" +" # 引物合成 内参!&’()*+ 基因序列来自文

献 9 #;，用 )C2>8C% 跨内含子设计 =1234152623 序列，‘6?=G 确

定序列特异性。!O?^G23 上游引物为 %aOBb7H7bb7BbH7
b77bb7b7OSa；下游引物为 %aOB7b7bHH7HH77BHH7H
7H7OSa 扩增片段长度为 :$] ‘1。01234152623 上游引物为

%a O HHBbb7bHb777bB7H7bH77b OSa；下游引物为 %a O
b7H7bbbbbB77bb7B77Bbb7bOSa；扩增片段长度为

! " # $
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/&$0 1)2&3)*
456

+. 07 897 :. 07 897 ++. 07 897
;<==$2 %*>&?)30 &3<>* 4>@A

4>@+
4>@B
4>@C
4>@.

63)D$ &3<>* E F G
-H0D$3 )? I3)JJ<27J

CC’ CK L AA’ BK
B:’ M+ L AA’ +K
+N’ .A L :’ M+
AN’ +. L :’ :+
A+’ MK L .’ A+
BC’ BK L K’ MM
B’ N, L A’ A

CK’ ., L A,’ K.
B.’ AN L M’ BK
+N’ CK L N’ .:
+:’ +A L M’ NC!

AM’ K: L K’ ,C!

+K’ KK L C’ ::!!

+’ K, L A’ M

CC’ KA L K’ :+
B.’ :C L M’ AC
+M’ B. L M’ KA
AM’ +C L N’ CM
A+’ A, L C’ KA
+K’ AB L K’ ,C!!

B’ A, L A’ +

CM’ BC L AA’ AA
BN’ BB L N’ .:
+K’ CA L M’ :A
+,’ ,, L M’ .M
AB’ CK L .’ MC
BA’ ,K L M’ ,A
B’ C, L A’ .

表 + ,-.染毒后雄性大鼠水迷宫结果的影响 / ! 0 123 "# 4 $ 5
’6789 + (::9;<= >: ,-. >? <@9 A9=B8<= >: C6<9A D6E9 <9=< >: D689 A6<=/ ! 0 123 "# 4 $ 5

1)0%>3$= O<&P I)2&3)* 73)H% Q !& R ,’ ,.! !!& R ,’ ,A

/&$0 1)2&3)*
456

+. 07 897 :. 07 897 ++. 07 897
5)=@ O$<7P& 7><2 S4KTS4+, E7 G

S$J&>&<)2 =>@J
U<V$ %H%J %$3 *<&$3

#$W 3>&<) E0>*$ 8 ?$0>*$ G
U<V$ %H% O$<7P& >& D<3&P E 7 G X>*$

Y$0>*$
Z2)7$2<&>* =<J&>2I$ E00G X>*$

Y$0>*$
[><* *$27&P E00G X>*$

Y$0>*$

AA:’ C, L AM’ ,
+A’ N. L ,’ B:
A+’ M, L B’ +

:B 8 ..
K’ .A L ,’ KN
K’ CM L ,’ CC
B’ M, L ,’ A.
A’ BM L ,’ A+
A:’ NK L A’ AN
A:’ NM L A’ A+

AA.’ ., L A.’ B
++’ A. L ,’ BC
A+’ K, L B’ +

K. 8 KA
K’ C+ L ,’ .+
K’ ,N L ,’ KB
B’ K: L ,’ AB
A’ BN L ,’ AB
A:’ MK L A’ ,N
A:’ KB L A’ ++

A+,’ N, L AM’ N
++’ ,, L ,’ BB
AA’ C, L +’ N

.N 8 ..
K’ :. L ,’ :+
K’ BB L ,’ K,
B’ :+ L ,’ +,
A’ BK L ,’ AK
A:’ +M L ,’ :B
A:’ M. L ,’ NB

A+:’ N, L +A’ :
+A’ N, L ,’ BA
A+’ ,, L +’ C

KC 8 .K
K’ A. L ,’ .+
.’ :M L ,’ C.!!

B’ .N L ,’ ++!!

A’ B. L ,’ ,:
AK’ :N L ,’ CA!!

A:’ ,+ L ,’ C.

表 1 ,-.处理后大鼠的生殖指标的影响 /! 0 123 "# 4 $ 5
’6789 1 (::9;<= >: ,-. >? A9FA>GB;<HI9 F6A6D9<9A= H? A6<=/! 0 123 "# 4 $ 5

1)0%>3$= O<&P I)2&3)* 73)H% Q !& R ,’ ,.! !!& R ,’ ,A! E%H%J %>3>0$&$3J O$3$ I>*IH*>&$= )2 *<&&$3 0$>2JG

+.M D%。两对引物均由上海英俊生物技术有限公司合成

并纯化。

!" #" $ %&’( )*++, 实时定量 -.( 采用实时荧

光定量 61\ 仪检测海马中 ’()*+(,)-)* 基因相对于管家

基因!./01)* 的表达情况。采用 +,!* 反应体系进行 + 步

法 61\，反应体系参见试剂盒说明书。反应条件：N. ]
A, J 预变性，N. ] . J 变性，KC’ : ] B, J 退火、延伸，

共 C, 个循环。61\ 反应完成后做熔解曲线检测扩增产

物的特异性，其条件为：N. ] A. J，KC’ : ] A 0<2，

N. ] A. J。以无菌双蒸水代替模板作为阴性对照，每

个样品做 B 个平行样取平均值为该样品的 21 值。最后

61\ 产物经琼脂糖凝胶电泳进一步确定特异性。

!" / 统计学方法

采用 #6##A+’ , 统计软件，计数资料采用"
+ 检验；

计量资料以 34 L ’ 表示，采用单因素方差分析和 U#4 两

两比较。定位航行试验中的逃避潜伏期采用重复测量的

方差分析。检验水准取"^ ,’ ,.。

0 结 果

0" ! 孕鼠及仔鼠染毒后的一般情况

所有孕鼠均未见流产、早产及死亡等情况，与对照

组比较，B 个 456 剂量组对孕鼠体重增长无明显影响。

中 E :. 07 8 97G、低 E +. 07 8 97G剂量组各有只孕鼠少许脱

毛，但在哺乳期好转。各试验组仔鼠无明显外观畸形，活

仔数、性别比例各组间差异无统计学意义 E & _ ,’ ,.G，
高剂量组 E ++. 07 8 97G 雌性仔鼠体重减低，雄性仔鼠肛

殖距和尾长明显变短，与对照组比较，差异具有统计学

意义 E & R ,’ ,AG。产后 +A=，各试验组雄性仔鼠体重、脏

器 系 数 和 对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 E & _ ,’ ,.G。
见表 A。

0" 0 1’- 对仔鼠迷宫学习的影响

大鼠于孕期和哺乳期给予 456 染毒后，雄性仔鼠

在定位航行试验中逃避潜伏期的改变见表 +。各组大鼠

随训练时间增加，逃避潜伏期显著缩短 E & R ,’ ,AG，如

图 A 所示，说明训练使大鼠获得了一定的空间学习和记

忆能力。而在训练第 C =、第 . = +. 07 8 97 剂量组的潜

伏期与对照组比较相对增加，差异具有统计学意义

E & R ,’ ,.G。在空间搜索试验中，各组大鼠在目标象限

的停留时间都超过 +.F，表明获得了一定的空间记忆，

但低、中剂量组的停留时间明显低于对照组，差异有统

计学意义 E & R ,’ ,.G。尽管试验组大鼠跨越原隐蔽平台

的次数和对照组相比差异无统计学意义 E & _ ,’ ,.G，但

以上结果仍提示低剂量 E可能还有中剂量 G 的 456 导致

大鼠空间学习能力相对减弱。
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图 + ,-./0-1.2./ 实时荧光定量分析结果 3!4567./ 与之类似，略 8 " 为 9 倍比稀释的模板扩增曲线，用于计算扩增效率 : ; 为 ,-./0-1.2./ 的熔解曲线，
单一的尖锐峰表明产物具有很好的特异性

<.=>?@ + #@52 7.A@ B #’4C!# ?@,>27, D0? 71@ A#%" 0D ,-./0-1.2./ 3?@,>27 0D !4567./ /07 ,10E/8 F "G ’1@ 5A-2.D.657.0/ 6>?H@ 0D ,-./0-1.2./ D0?
6526>257./= 71@ 5A-2.D.657.0/ @DD.6.@/6I: ;G )@27./= 6>?H@, 0D ,-./0-1.2./ J ./K.657./= 71@ -?0K>67, E@?@ ,-@6.D.6 F

图 L 大鼠的水迷宫游泳轨迹图 "、;、! 分别显示大鼠的游泳轨迹逐渐缩短，体现空间记忆的获得过程。

<.=>?@ L ME.AA./= 7?5.2, 0D 71@ ?57, ./ 71@ E57@? A5N@ F "J ;J !G ,10E@K 71@ ,E.AA./= -571 =@77./= ,10?7@? 5/K ./K.657@K 71@ 56O>.,.7.0/ 0D
,-57.52 A@A0?I F

’( ’)*(+),
-./

#% 01 231 4% 01 231 ##% 01 231
567*)687,7*
!9:;(7*
!’(
!!’(

<&= %> ? $= @4
<A= &$ ? $= <B
#= A> ? $= #>

C

<&= $& ? $= #<
<A= B& ? $= $&
#= #$ ? $= <&"

C $= >>"

<&= %A ? $= #B
<4= $& ? $= @<
#= >4 ? $= @&
C $= <4

<&= A> ? $= @B
<4= <> ? $= #@
#= >& ? $= @4
C $= <%

表 P 各组雄性仔鼠海马!"#$%"&#’#$、!()*+#$基因扩增的循环次数 3!7值 8
’5Q2@ P !7 H52>@ 0D !"#$%"&#’#$ 5/K!()*+#$ =@/@, ./ 1.--065A->, 0D
A52@ ?57,3 & R SJ ,- T ! 8

D)(E：!’( F ’( G H67*)687,7* I C ’( G!9:;(7* I；!!’( F!’( G (+E:(EJ I C!’(
G ;)*(+), I =’)06:+EJ K7(8 ;)*(+), L "’ M $= $%

!" # 海马 $%&’(%)&*&’ +,-. 表达的改变

结果见图 #。图中出现单一尖锐的熔解曲线峰说明

扩增产物的特异性好，H67*)687,7* 和!9:;(7* 的扩增效率

分别为 &%= AN和 &4= %N，二者扩增效率均大于 &%N且

非常接近，可以采用!!’( 法 O@ P来进行相对定量，其结

果见表 @，!!’( F C $= >>! 表 明 #% 01 2 31 组 海 马

H67*)687,7* 0QDR 的表达为对照的 # C!!’( F <= @%4 倍，即

表达增加 @%= 4N。

# 讨 论

-./ 作为一种环境中广泛存在内分泌干扰物，尽

管毒性作用的主要靶器官是雄性生殖系统，其对神经系

统的影响同样值得重视。流行病学资料表明邻苯二甲酸

类的化合物对神经系统有一定的损害作用 O> P。动物实验

也表明，-./ 影响大鼠的行为功能，并且与性别有

关 O% P。对内分泌干扰物而言，行为的观察终点常常比形

态的观察终点更为敏感 OA P，低水平暴露时就可能影响到

学习记忆的能力 O4 P。因此，本课题着重于研究 -./ 妊娠

期和哺乳期暴露对雄性大鼠学习记忆能力的影响来探

讨 -./ 的神经毒性。研究中发现，##% 01 2 31 组暴露对

雄性仔鼠产生明显的生殖毒性，表现为肛殖距、尾长变

短等，与既往的研究结果类似 OB P；而在低于目前报道的

无明显副作用剂量水平 G %$ 01 2 31I 的相对低水平

G #% 01 2 31I -./ 暴露时，雄性大鼠的学习记忆能力明显
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降低。提示 /01 对大鼠具有一定的神经毒性，并且其危

害可能发生在更低的暴露水平下。

树突棘是树突分枝上的棘状突起，是神经元间形

成突触的主要部位。树突棘的数量和形态被认为与长

期记忆的形成有着密切的联系。#%23)%42*23 是位于树

突棘的重要蛋白之一，在树突棘，5%23)%42*23 将蛋白磷

酸酶 678 %9)&$23 %4)5%4:&:5$，1167; 引导至其特异的底

物，控制其磷酸化状态。#%23)%42*23 和 1167 形成的复合

体在调控 <=1< 和 -=/< 受体活性、钙信号、海马的

&’( 和 &’) 过程、以及树突棘的形态中起重要的作

用。#%23)%42*23 参与的这些细胞水平的生物学活动都

与学习记忆过程有着密切的联系。研究表明，小鼠

*+,-.+/,0,- 基因敲除后 >?/ 降低而 >?1 无影响，发育

期间树突棘的密度显著增加，还能抵抗海人酸诱导的

神经元的凋亡 @A B。因而认为5%23)%42*23 与突触的可塑

性、神经细胞的凋亡等脑发育过程中的重要事件密切

相关。在我们的实验中，雄性大鼠在水迷宫实验前

*+,-.+/,0,- 基因就表达上调，很可能提示海马细胞的

>?/ 和 >?1 之间的平衡、突触的可塑性受到 /01 的直

接或间接的影响，从而导致后期学习记忆能力的下

降。也有研究表明，5%23)%42*23 的表达受到雌激素的调

节 ， 去 势 的 雄 性 大 鼠 经 雌 激 素 处 理 后 海 马 中

5%23)%42*23 的含量降低 @7, B。既然雌激素已被证明可以

促进大鼠的空间记忆能力，/01 也可以干扰体内雌激

素水平，那么 /01、雌激素、树突的形态和功能以及学

习记忆能力之间是否存在某种必然联系，有待进一步

研究。

本研究结果的一个明显的特点就是相对低剂量

8 +. CD E FD; 的 /01 暴露影响大鼠的学习记忆能力和

5%23)%42*23 的表达，而在相对较高的剂量 8 ++. CD E FD; 时

影响却不明显，无明显的剂量 6 反应关系。类似的研究

也发现邻苯二甲酸二 68 +6 乙基己基 ;酯在相对的低剂量

时影响小鼠的神经行为和大鼠脑芳香化酶的活性，而在

相对高的剂量时却没有明显影响 @77 G7+ B。说明这种现象

并非来自偶然，提示 /01 对机体的影响可能有多种作

用方式，在不同剂量时机理不同。此外，大鼠和人在 /01
的代谢上有很多不一致的地方，因此 /01 对大鼠学习

记忆的影响尚不能直接外推到人，但这种低剂量长期暴

露产生的危害比较隐匿，提示今后在评估 /01 暴露 8尤
其是和多种邻苯二甲酸类化合物联合暴露 ;对人体健康

的影响时应引起充分重视。
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