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摘要：作为“绿色换代产品”，邻苯二甲酸二异壬酯（ＤＩＮＰ）在全球范围逐渐取代邻苯二甲酸二（２⁃乙基己）酯（ＤＥＨＰ）成为聚氯乙烯制品的主要

增塑剂．但人体 ＤＩＮＰ 暴露也可能存在健康隐患，故近年来受到越来越多环境科学领域专家的关注．为了探讨 ＤＩＮＰ 皮肤暴露是否对机体有氧化

损伤的作用，本研究以 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠为模式生物进行实验，４２ 只雄性 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠随机被分为 ５ 个 ＤＩＮＰ 染毒组（０．０２、０．２、２、２０、２００ ｍｇ·ｋｇ－１）和
１ 个溶剂对照组，每组 ７ 只．皮肤染毒 ２８ ｄ 后，用所获得的肝和肾组织匀浆测定活性氧自由基（ＲＯＳ）、丙二醛（ＭＤＡ）、还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ），
用所获得的肝和肾细胞测定 ＤＮＡ⁃蛋白质交联（ＤＰＣ）系数，同时观察小鼠背部皮肤的形态变化情况．实验结果表明，随着 ＤＩＮＰ 染毒剂量的升

高，脏器系数、ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量及 ＤＰＣ 系数逐渐上升，ＧＳＨ 含量逐渐降低，各指标均呈现出一定的剂量⁃反应关系（ｐ＜０．０５，ｐ＜０．０１） ．研究表明，
较高剂量的 ＤＩＮＰ（≥２０ ｍｇ·ｋｇ－１）亦可通过皮肤暴露的方式造成小鼠肝脏和肾脏组织细胞的氧化损伤．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

邻苯 二 甲 酸 二 异 壬 酯 （ Ｄｉｉｓｏｎｏｎｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，
ＤＩＮＰ）是邻苯二甲酸酯（ＰＡＥｓ）类化合物的一种．近
年来由于其分子量高和碳链骨架长、抗迁移和抗萃

取性能佳、生殖和发育毒性低，在全球范围内产量

和消耗量均持续增长，因而已逐渐取代传统增塑剂

邻苯二甲酸二（２⁃乙基己）酯（ＤＥＨＰ）和邻苯二甲酸

二丁酯（Ｄｉｂｕｔｙｌ Ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＢＰ）成为“绿色”新型塑

化剂的典型代表．据美国化学会（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ｃｏｕｎｃｉｌ）统计，２００８ 年全球每年 ＤＩＮＰ 产量为 １３０ 万

ｔ，而 ２０１３ 年产量已达 １５０ 万 ｔ，且产量还在以 ２．５％
的增长率逐年增加（陆杰等，２０１５）．ＤＩＮＰ 脂溶性强，
与塑料基质之间以非共价键形式结合，可通过淋

洗、迁移、蒸发等多种方式释放到环境中，由于其降

解性差、吸附性好，可积累存在于水体、土壤、空气、
灰尘、沉积物等多种介质中，很易被人体吸收．
Ｈｅｒｓｈｂｅｒｇｅｒ 实验研究指出，当 ＤＩＮＰ 剂量＞２０ ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１时，经口服灌胃 １０ ｄ 后会对阉割雄性大鼠的

肝、肾、精囊等造成影响（Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．，２００７）．欧盟风险

评估报告（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｕｎｉｏｎ Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ Ｒｅｐｏｒｔ）
和欧洲化学品管理局报告 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
Ａｇｅｎｃｙ Ｒｅｐｏｒｔ） 则指出，ＤＩＮＰ 口服暴露剂量达到

２００ ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，会使小鼠的内脏器官受到较为严

重的损伤（Ｍａ ｅｔ ａｌ．，２０１５）．
ＤＩＮＰ 的职业暴露主要是通过吸入和皮肤接触

途径，而普通人群（特别是使用塑料玩具的儿童）暴
露则主要是通过饮食和皮肤接触途径 （ Ｋａｖｌｏｃｋａ
ｅｔ ａｌ．，２００２），因此，经皮吸收无疑是 ＤＩＮＰ 进入机体

的重要途径．皮肤作为人体的最大器官，承担了机体

与环境交互影响的重要功能（如调节体温、调节水

分平衡等），其对毒物的反应对于机体生存至关重

要．已有统计显示，约 １ ／ ４ 的商用化学物质可被皮肤

吸收，环境因子导致的疾病和损伤大都与皮肤暴露

相关联，因而 ＤＩＮＰ 皮肤暴露是一条应该引起我们

重视的暴露途径，其毒理学影响绝不可轻视（陈晓

燕等，２００５）．研究显示，ＤＩＮＰ 同系物 ＤＢＰ 可通过皮

肤吸收进入小鼠的肝、肾等组织，证明 ＰＡＥｓ 类物质

可能通过皮肤接触途径对机体造成影响 （ Ｚｅｎｇ
ｅｔ ａｌ．，２０１３）．已有数据表明，ＤＩＮＰ 皮肤暴露对健康

会造成影响（Ｋｏｃｈ ｅｔ ａｌ．，２０１２），但相关毒理学研究

为数不多．针对 ＤＩＮＰ 对人体的潜在危害研究目前已

经开展，但毒性机制尚未充分阐明 （ Ｋｏｃｈ ｅｔ ａｌ．，

２００３；Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ．，２００８；Ｂｏｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，２０１１）．马
萍等研究显示，ＤＩＮＰ 经口途径暴露可以直接造成小

鼠肝、肾、脑组织的显著病理学改变及 ＤＮＡ 损伤，可
致小鼠出现显著的认知障碍和情绪焦虑状况，这些

作用是由氧化应激介导的，证明氧化应激可能是

ＤＩＮＰ 诱导毒性作用的关键机制（Ｍａ ｅｔ ａｌ．，２０１４；
２０１５）．

因而本研究以肝、肾为研究对象，选择剂量分

别为 ０．０２、０．２、２、２０、２００ ｍｇ·ｋｇ－１的 ＤＩＮＰ 对小鼠进

行皮肤暴露染毒，检测肝脏、肾脏组织细胞中活性

氧（ＲＯＳ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）的含量

及 ＤＮＡ⁃蛋白质交联（ＤＰＣ）系数的变化情况，研究

ＤＩＮＰ 皮肤暴露途径对机体氧化应激水平的影响，以
期为全面系统了解 ＤＩＮＰ 的毒性效应提供有效的参

考依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验动物

５ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，由湖北省实验

动物研究中心提供（动物合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）２００８⁃
０００５；动物质量合格证：４２０００６００００１２５１）．
２．２　 主要仪器与试剂

仪器：低温冷冻离心机（５４１５Ｒ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司），酶标分析仪（ＤＮＭ⁃９６０２，北京普朗新技术有

限公司），三用电热恒温水箱（ＨＨ⁃４２，北京长源实验

仪器厂），涡旋混合器（ＭＳ１ Ｍｉｎｉｓｈａｋｅｒ，德国 ＩＫＡ 公

司）．
试剂：邻苯二甲酸二异壬酯（ＤＩＮＰ，≥９９．６％，

Ｓｉｇｍａ 公司），二氯二氢荧光素⁃乙酰乙酸酯（ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ，＞９９．９％，Ｓｉｇｍａ 公司），蛋白酶 Ｋ（Ｓｉｇｍａ 公司），
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 荧光染料（Ｓｉｇｍａ 公司），硫代巴比妥

酸（ＴＢＡ，分析纯，国药集团化学试剂有限公司），
５，５′⁃二硫代二硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ，分析纯，国药集

团化学试剂有限公司），Ｆｏｌｉｎ⁃酚试剂盒（北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司），其他化学试剂均为

国产分析纯．
２．３　 实验方法

雄性 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠 ４２ 只，体重 ２２ ～ ２５ ｇ，随机分

成 ５ 个染毒组（０．０２、０．２、２、２０、２００ ｍｇ·ｋｇ－１）和 １ 个

溶剂对照组，每组 ７ 只．剪掉小鼠背部正中央的毛，
裸露出约 ２ ｃｍ２的皮肤．用生理盐水配制成相应浓度

的 ＤＩＮＰ 染毒溶液，每天将 ２０ μＬ 溶液均匀涂抹于

每只小鼠背部（溶剂对照组以等体积的生理盐水进
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行涂抹），连续暴露 ２８ ｄ，同时观察记录小鼠每周皮

肤的变化情况．
２．４　 小鼠体重与肝、肾脏器系数的测定

染毒结束后记录小鼠体重，颈椎脱臼法处死小

鼠，立即取小鼠肝脏和肾脏，分别记录肝、肾质量，
并计算脏器系数（脏器质量与动物体重之比）．
２．５　 肝、肾组织匀浆和悬液的制备

将称重后的肝、 肾组织用冰冷磷酸缓冲液

（ＰＢＳ）漂洗，滤纸拭干，分成两部分．一部分肝组织

加入 ＰＢＳ 制成 １０％匀浆液，于 ４ ℃、１００００ ｇ 下离心

１５ ｍｉｎ，取上清液保存，用于 ＲＯＳ、ＧＳＨ、ＭＤＡ 含量的

检测；另一部分组织剪成约 １ ｍｍ３的糜状组织块，４
层擦镜纸过滤，将滤液在 ２００ ｇ 下离心 ５ ｍｉｎ 后弃上

清，用冰冷 ＰＢＳ 重悬细胞制备细胞悬液，用于 ＤＰＣ
系数的检测．
２．６　 ＲＯＳ 含量的测定

取组织匀浆后的上清液 ４ μＬ，加入 ３９６ μＬ ＰＢＳ
作 １００ 倍稀释．取 １００ μＬ 稀释液加入酶标板，并加

入 １００ μＬ 荧光染料 ＤＣＦＡ 染色，３７ ℃ 避光孵育 ５
ｍｉｎ，用荧光酶标仪检测 ４８５ ｎｍ 激发光、５２８ ｎｍ 发

射光的荧光强度，荧光强度以相对荧光单位（ＲＦＵ）
表示．
２．７　 ＧＳＨ 含量测定

取匀浆上清 ２００ μＬ，加入有机溶剂 １ ｍＬ（Ｖ氯仿 ∶
Ｖ正丁醇 ＝ ４∶ １）涡旋混匀；冰上静止 １０ ｍｉｎ 后，１００００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ，在不破坏蛋白层的情况下取上

清液 ５０ μＬ 加入酶标板， 加 １５０ μＬ 浓度为 ６０
ｎｇ·ｍＬ－１的 ＤＴＮＢ 溶液，室温避光孵育 ５ ｍｉｎ，测其在

４１２ ｎｍ 的光密度值．ＧＳＨ 含量按照公式（１）计算，蛋
白质含量按照 Ｆｏｌｉｎ⁃酚法测定．
ＣＧＳＨ ＝ ［（［ＯＤ］测 －［ＯＤ］空） ／ （［ＯＤ］标 －［ＯＤ］空）］ ×

Ｒ ／ Ｃ１ （１）
式中，ＣＧＳＨ 为 ＧＳＨ 含量 （μｍｏｌ·ｍｇ－１，以 ｐｒｏｔ 计），
［ＯＤ］测、［ＯＤ］空、［ＯＤ］标 分别为测定、空白、标准

ＯＤ 值，Ｒ 为样本稀释倍数，Ｃ１为待测匀浆蛋白浓度

（ｍｇ·ｍＬ－１，以 ｐｒｏｔ 计）．
２．８　 ＭＤＡ 含量测定

取 ０．５ ｍＬ 细胞匀浆上清于 １０ ｍＬ 离心管中，加
入 ０．６％ＴＢＡ 溶液沸水浴 １５ ｍｉｎ，冷水冷却后取 １
ｍＬ，１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ，取上清液 ２００ μＬ 于

酶标板中测其在 ４５０、５３２、６００ ｎｍ 的吸光值（Ａ４５０、

Ａ５３２、Ａ６００）．ＭＤＡ 含量（ＣＭＤＡ，μｍｏｌ·ｍｇ－１，以 ｐｒｏｔ 计）
计算公式如下：

ＣＭＤＡ ＝［６．４５（Ａ５３２－Ａ６００）－０．５６Ａ４５０］×Ｒ ／ Ｃ１ （２）
２．９　 ＤＰＣ 系数的测定

ＤＰＣ 系数采用 ＫＣｌ⁃ＳＤＳ 沉淀法进行检测（Ｍａ
ｅｔ ａｌ．，２０１４），分别测定交联 ＤＮＡ 含量 Ａ 及原液中

游离 ＤＮＡ 含量 Ｂ，计算 ＤＰＣ 系数 η＝Ａ ／ （Ａ＋Ｂ）．
２．１０　 统计学分析

实验数据采用 Ｍｅａｎ±ＳＤ 表示，采用 Ｏｒｉｇｉｎ ６．１
软件进行统计分析，多组间均数比较使用单因素方

差分析 （ ＡＮＯＶＡ），然后使用最小显著性差异性

（ＬＳＤ）检验法分析各两组均数间的差异，ｐ＜０．０５ 为

差异显著，ｐ＜０．０１ 为差异极显著．

３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３．１　 小鼠皮肤的外观和形态变化

小鼠皮肤的外观图反映机体对 ＤＩＮＰ 刺激的外

在变化，组织切片图则反映内在病理变化．由图 １ａ
可见，溶剂对照组的皮肤在染毒期间并无变化，低
剂量暴露组 （ ０． ０２、 ０． ２ ｍｇ·ｋｇ－１ ） 和中剂量组

（２ ｍｇ·ｋｇ－１）的皮肤外观变化轻微，而较高剂量组

（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）和高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）的皮肤外

观随暴露时间的增加出现明显变化，在第 ２８ ｄ，２０
ｍｇ·ｋｇ－１组和 ２００ ｍｇ·ｋｇ－１组小鼠皮肤已出现明显皱

褶和白色突起小泡．图 １ｂ 中切片所示变化趋势与图

１ａ 一致，低、中剂量暴露组（０．０２、０．２、２ ｍｇ·ｋｇ－１）的
表皮层厚度没有明显增加，毛囊结构也较清晰，而
较高 剂 量 组 （ ２０ ｍｇ·ｋｇ－１ ） 和 高 剂 量 组 （ ２００
ｍｇ·ｋｇ－１）的表皮层增厚，毛囊轮廓变大．
３．２　 肝、肾的脏器系数

脏器系数是实验动物某脏器的质量与其体重

的比值，是毒理学实验中常用的指标．肝脏器系数结

果表明（表 １）：与对照组比较，低剂量暴露组（０．０２、
０．２ ｍｇ·ｋｇ－１）、中剂量组（２ ｍｇ·ｋｇ－１）差异无统计学

意义（ｐ＞０．０５），较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）和高剂量

组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）肝脏器系数显著升高（ｐ＜０．０１）．肾
脏器系数结果表明（表 １）：与对照组比较，低剂量暴

露组（０．０２、０．２ ｍｇ·ｋｇ－１）、中剂量组（２ ｍｇ·ｋｇ－１）和
较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）差异无统计学意义（ ｐ＞
０．０５），高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）肾脏器系数显著升

高（ｐ＜０．０５）．
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图 １　 不同 ＤＩＮＰ 处理组小鼠皮肤形态（ａ．小鼠皮肤每周的外观图（×２）；ｂ．皮肤切片图（×４０，ＨＥ 染色））
Ｆｉｇ．１　 Ｓｋｉｎ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ（ａ．Ｗｅｅｋｌｙ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｋｉｎｓ（ ×２）；ｂ．Ｓｋｉｎ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ （ ×４０， ＨＥ

ｓｔａｉｎｅｄ））

表 １　 不同处理组的小鼠体重及脏器系数（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｕｓｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

ＤＩＮＰ 剂量 ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

染毒后体重 ／ ｇ 肝重 ／ ｇ 肾重 ／ ｇ 肝脏系数 ／ 肾脏系数

０ ３４．２００±１．４５９ １．７４０±０．０７６ ０．５１５０±０．０５６６ ０．０５０６０±０．００２５８ ０．０１４９０±０．００１５９

０．０２ ３１．７００±１．０４６ １．７００±０．１７１ ０．４９８０±０．０３６３ ０．０５３３０±０．００１７３ ０．０１５６０±０．００１３０

０．２ ２９．９００±２．６２１ １．４６０±０．１６９ ０．３９４０±０．０９９２ ０．０５３７０±０．００３６１ ０．０１５７０±０．００３１７

２ ３０．７００±２．６７９ １．６３０±０．２５１ ０．４８３０±０．０４５０ ０．０５４４０±０．００２９０ ０．０１５９０±０．００１５９

２０ ３５．７００±１．１０７ ２．０２０±０．１２４ ０．５５３０±０．０７４４ ０．０５５４０±０．００１７４∗∗ ０．０１６７０±０．００２７０

２００ ３６．０００±１．５０２ ２．０７０±０．２４３ ０．６３８０±０．０６６４ ０．０５７４０±０．００４１２∗∗ ０．０１７７０±０．００１４４∗

　 　 注：∗表示与对照组相比较，ｐ＜０．０５，∗∗表示与对照组相比较，ｐ＜０．０１．
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３．３　 ＲＯＳ 的含量变化

ＲＯＳ 含量是反映细胞内氧自由基水平的重要

指标．不同处理肝组织 ＲＯＳ 含量结果表明（图 ２ａ）：
与对照组比较，低剂量暴露组（０．０２、０．２ ｍｇ·ｋｇ－１）
ＲＯＳ 含量的差异无统计学意义（ｐ＞０．０５），中剂量组

（２ ｍｇ·ｋｇ－１）和较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）ＲＯＳ 含量

升高（ｐ＜０．０５），而高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）ＲＯＳ 含量

升高程度更大（ｐ＜０．０１）．肾组织 ＲＯＳ 结果表明（图
２ｂ）：与对照组比较，较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）和高

剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）ＲＯＳ 含量显著升高（ｐ＜０．０５）．

图 ２　 不同 ＤＩＮＰ 处理组小鼠肝和肾的 ＲＯＳ 含量（∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０５，∗∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０１； ＲＦＵ：相对荧光单位）
Ｆｉｇ．２　 ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｃ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ （∗ｐ＜ ０．０５，∗∗ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＲＦＵ： ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｎｉｔｓ）

３．４　 ＧＳＨ 的含量变化

ＧＳＨ 是 ＲＯＳ 的主要清除剂，可以直接反映机体

抗氧化能力的强弱．肝组织 ＧＳＨ 含量（以 ｐｒｏｔ 计）结
果表明（图 ３ａ）：与对照组比较，０．０２、０．２、２ ｍｇ·ｋｇ－１

暴露组无差异（ｐ＞０．０５），较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）

和高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）ＧＳＨ 含量显著下降（ ｐ＜
０．０１）．肾组织 ＧＳＨ 含量（以 ｐｒｏｔ 计）结果表明（图
３ｂ）：与对照组比较，２０ ｍｇ·ｋｇ－１暴露组 ＧＳＨ 含量显

著下降（ｐ＜０．０５），２００ ｍｇ·ｋｇ－１暴露组 ＧＳＨ 含量下

降程度更大（ｐ＜０．０１）．

图 ３　 不同 ＤＩＮＰ 处理组小鼠肝和肾的 ＧＳＨ 含量（∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０５，∗∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０１）
Ｆｉｇ．３　 ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｃ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ （∗ｐ＜０．０５，∗∗ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

３．５　 ＭＤＡ 的含量变化

ＭＤＡ 是脂质过氧化的最终分解产物，其含量可

反映机体脂质过氧化程度．肝组织 ＭＤＡ 含量结果表

明（如图 ４ａ）：与对照组比较，中剂量组（２ ｍｇ·ｋｇ－１）
ＭＤＡ 含 量 显 著 升 高 （ ｐ ＜ ０． ０５ ）， 较 高 剂 量 组

（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）和高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）ＭＤＡ 含量

升高更加明显（ｐ＜０．０１）．肾组织 ＭＤＡ 结果表明（图
４ｂ），与对照组比较，较高剂量组 ＭＤＡ 含量显著升

高（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）（ｐ＜０．０５），高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１）
ＭＤＡ 含量升高更加明显（ｐ＜０．０１）．

９９０３
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图 ４　 不同 ＤＩＮＰ 处理组小鼠肝和肾的 ＭＤＡ 含量（∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０５，∗∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０１）
Ｆｉｇ．４　 ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｃ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ （∗ｐ＜０．０５，∗∗ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

３．６　 ＤＰＣ 的系数变化

ＤＰＣ 是一种重要的遗传毒性分子生物标志物，
其系数的大小可反映组织细胞 ＤＮＡ 的损伤程度．随
着 ＤＩＮＰ 的剂量增加，ＤＰＣ 系数随之上升．肝组织

ＤＰＣ 系数结果表明（图 ５ａ），与对照组比较，较高剂

量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）和高剂量组（２００ ｍｇ·ｋｇ－１） ＤＰＣ
系数显著升高（ｐ＜０．０５）．肾组织 ＤＰＣ 系数结果表明

（图 ５ｂ），与对照组比较，较高剂量组（２０ ｍｇ·ｋｇ－１）
ＤＰＣ 系数显著升高 （ ｐ ＜ ０． ０５ ）， 高剂量组 （ ２００
ｍｇ·ｋｇ－１）ＤＰＣ 系数升高更加明显（ｐ＜０．０１）．

图 ５　 不同 ＤＩＮＰ 处理组小鼠肝和肾的 ＤＰＣ 系数（∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０５，∗∗：与对照组相比较，ｐ＜０．０１）
Ｆｉｇ．５　 ＤＰＣ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｃ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＩＮＰ ｇｒｏｕｐｓ（∗Ｐ＜ ０．０５，∗∗Ｐ＜ ０．０１，ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

增塑剂主要用于增加塑料制品的柔韧性和延

展性，是产量和消费量最大的塑料助剂．国内增塑剂

市场多年来都由 ＰＡＥｓ 增塑剂所主导，我国的年产

量目前已突破 １００ 万 ｔ（黄婵媛等，２０１４）．ＤＩＮＰ 在加

工性能和经济性能上均明显优于 ＤＥＨＰ、ＤＢＰ 等传

统增塑剂，目前超过 ９０％的 ＤＩＮＰ 应用于日常的聚

氯乙烯（ＰＶＣ）产品中，如玩具、一次性手套和包装

纸等（Ｋａｖｌｏｃｋａ ｅｔ ａｌ．，２００２）．
ＤＩＮＰ 属于半挥发性有机物，具有挥发性小、吸

附性强、释放速率低等特点，可同时以气相、颗粒相

和表面相等多种形式存在并均可通过皮肤接触渗

入方式被人体吸收（Ｙｉｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１１）．本研究中，随
着 ＤＩＮＰ 染毒剂量的升高，小鼠皮肤出现明显可视

化变化，切片结果显示，ＤＩＮＰ 可通过皮肤渗入机体

内部，并明显造成皮肤损伤，且具有一定剂量⁃反应

关系．目前并无 ＤＩＮＰ 皮肤暴露途径的内暴露数据，
但对 ＤＢＰ 的皮肤染毒实验表明：ＤＢＰ 在皮下组织如

汗腺和毛囊中可出现累积，且在肝和肾中的累积量

较大，还发现 ＤＢＰ 可穿透血睾屏障进入睾丸．在通

过对大鼠暴露后的 ２４、４８、７２ ｈ 体内 ＤＢＰ 的残留量

检测，发现通过皮肤暴露后，大部分的 ＤＢＰ 在 ２ ～ ３
ｄ 内迅速代谢并排出（Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）．

００１３
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化学物质无论以何途径进入机体，均可通过血

液循环到达肝脏并在肝脏发生生物转化，因而肝脏

是对 ＤＩＮＰ 毒性作用最为敏感的器官；而肾脏代偿

功能强、解毒功能多样，是 ＤＩＮＰ 的另一个重要靶器

官（ＭｃＫｅｅ ｅｔ ａｌ．，２００２）．当受到有毒物质的暴露时，
实验动物的相关脏器会受到损伤，脏器系数也会相

应发生变化，因而脏器系数可以作为一个简单有效

的指标来反映有毒物质对动物器官的损伤．本研究

中，高剂量组 ＤＩＮＰ 可以引起肝脏和肾脏脏器系数

的异常增高，表明肝脏和肾脏可能已发生损伤．
肝脏和肾脏功能的维持需要大量的氧和营养

物质，因而它们的代谢活动非常活跃，并会在氧代

谢过程中大量产生 ＲＯＳ．机体内一定的 ＲＯＳ 水平是

维持生命正常活动所必须的，它可作为胞内第二信

使，通过氧化还原修饰靶分子，对细胞外不同刺激

在胞内产生协同或者联合的反应，与细胞的增殖、
分化、凋亡等活动密切相关（Ｆｉｎｋｅｌ， ２０１１）．生理状

态下，肝脏和肾脏可通过自身所具备的抗氧化酶和

抗氧化物质消除过量的 ＲＯＳ，因而机体的氧化和抗

氧化在正常情况下处于动态平衡状态．还原型 ＧＳＨ
是 ＲＯＳ 的主要清除剂，可以直接与 Ｏ２

－和·ＯＨ 发生

快速反应，将其还原；同时 ＧＳＨ 又可作为酶的底物，
通过抗坏血酸⁃谷胱甘肽循环途径等酶促反应清除

活性氧，参与细胞中抗氧化剂的再生过程，在评价

氧化损伤中具重要意义（Ｖａｌｋｏ ｅｔ ａｌ．，２００６）．但当某

些外源化学物质过量作用时，会导致 ＲＯＳ 快速产

生，导致机体氧化和抗氧化失衡，导致机体氧化应

激．氧化应激是许多疾病和毒理作用的重要发病和

作用机制，可以引发肿瘤、畸形、衰老等多种后果

（Ｂｒｉｅｇｅｒａ ｅｔ ａｌ．，２０１２； 马萍等，２０１３）．本研究中 ２０
ｍｇ·ｋｇ－１和 ２００ ｍｇ·ｋｇ－１ ＤＩＮＰ 组小鼠肝组织和肾组

织 ＲＯＳ 水平均显著升高，ＧＳＨ 含量均显著下降，显
示高剂量 ＤＩＮＰ 可以使机体过量产生活性氧，同时

大量损耗 ＧＳＨ，使机体氧化 ／抗氧化之间的平衡受

到破坏．
就细胞水平而言，毒性物质产生的过量 ＲＯＳ 会

改变细胞功能及效应，破坏正常生理水平下特定细

胞群体的增殖、分化与凋亡之间的平衡；在分子水

平上，过量 ＲＯＳ 会直接造成生物大分子（脂类、核
酸、蛋白质、糖类等） 的氧化损伤，引起细胞损伤

（Ｂｉｒｂｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２），而损伤的细胞或组织本身又

可引起 ＲＯＳ 的产生，总体效应是扩大炎症反应最终

导致组织受损程度增加（周宗灿，２０１５）．活性氧分子

可直接或间接进攻脂质分子，引起脂质过氧化作用．
脂质过氧化是典型的链式反应过程，可导致脂质分

子的大量消耗和过氧化物的大量产生，会使质膜和

内膜系统的流动性、转运功能及受体功能遭到破坏

或功能丧失（Ｂｒｉｅｇｅｒａ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）．ＭＤＡ 是该反应

的终代谢产物，生成量被作为衡量脂质过氧化强度

的指标．本研究中２０ ｍｇ·ｋｇ－１和 ２００ ｍｇ·ｋｇ－１ ＤＩＮＰ 组

小鼠肝组织和肾组织 ＭＤＡ 水平均显著升高，说明

较高剂量 ＤＩＮＰ 诱导小鼠肝细胞和肾细胞发生脂质

过氧化，使细胞膜结构发生损伤．
ＤＮＡ 是 ＲＯＳ 攻击的重要靶分子之一，损伤表现

为 ＤＮＡ 分子的碱基修饰和 ＤＮＡ 单 ／双链断裂两大

类．ＤＮＡ 断裂可以与蛋白质交联形成 ＤＰＣ，ＤＰＣ 对

ＤＮＡ 的构象和功能可以产生严重的影响：一方面会

造成部分碱基的丢失，另一方面会造成被修复 ＤＮＡ
碱基的错误掺入和错误编码，导致基因突变，严重

时损害细胞生成 ＡＴＰ 能力，影响细胞的能量供应及

胞内 稳 态 （ Ｓｔｉｎｇｅｌｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１４ ）． 本 研 究 中， ２０
ｍｇ·ｋｇ－１ ＤＩＮＰ 组肝组织和肾组织 ＤＰＣ 系数均显著

上升，说明高剂量 ＤＩＮＰ 可以引起小鼠肝和肾组织

ＤＮＡ⁃蛋白质交联物形成，造成组织 ＤＮＡ 损伤．
综上所述，ＲＯＳ 的过度累积可能是导致细胞发

生分子变化，并引起肝、肾组织出现损伤的关键因

素，即皮肤接触 ＤＩＮＰ 所致毒性与活性氧的过度积

累之间存在关联．但两者之间是否存在因果关系，作
用机制如何，还需进一步研究以证明．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

本研究表明，较高剂量的 ＤＩＮＰ（≥２０ ｍｇ·ｋｇ－１）
可通过皮肤暴露的方式造成小鼠肝脏和肾脏组织

细胞的氧化损伤，对机体的代谢功能存在潜在的不

良影响．
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