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　　摘要:目的　了解赣江水体环境内分泌干扰物的污染状况 , 从而为赣江水体污染的防治提供科学的依据。方法
　分别于丰水期及枯水期从赣江赣州段的上游 、 中游和下游各 3个断面的水体采集水样 , 采用 XAD-2大孔树脂对水

样中的有机物进行浓缩提取 , 然后利用人乳腺癌 MCF-7细胞增殖实验检测有机提取物的雌激素活性。 结果　各水样

有机提取物均显示出雌激素活性 , 其中上游高于下游 , 江边高于江心 , 丰水期高于枯水期。结论　赣江水体已受到环

境内分泌干扰物的污染 , 制定相应的防治对策已刻不容缓。
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Abstract:ObjectiveTocomprehendthepollutionstatusbyendocrinedisruptingchemicalsinGanjiangRiver, therebypro-

videascientificbasisforthepreventionandcontrolofthepollutioninGanzhouRiver.MethodsWatersampleswerecollectedat

threesiteslocatedattheupstream, midstreamanddownstreamfromtheGanzhoureachofGanjiangRiverinhigh-andlow-water

seasonrespectively, theorganicsubstanceswereextracted, separatedandcondensedbymacroporousresinXAD-2, thenmeas-

uretheactivityofestrogenusingcellproliferationassayinMCF-7cells.ResultsTheestrogenwerefoundinallthewatersamples

fromtheGanzhoureachofGanjingRiver, theactivitywashigherinthemidstreamandupstreamthaninthedownstream, which

werehigherinriversideandhigh-waterseasonthanthatintherivercenterandlow-waterseason, respectively.Conclusions

TheresultssuggestedthatthewaterbodyinGanjiangRiverhasbeenpollutedbyendocrinedisruptingchemicals, anditshould

bequiteurgentformakingacorrespondingpreventionandcontrolstrategy.
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　　环境内分泌干扰物 (endocrinedisruptingchemi-

cals, EDCs)又称环境荷尔蒙或环境激素 , 是指一类

能够干扰体内正常激素的合成 、 贮存 、 分泌 、 运输 、

结合以及清除等过程 , 从而激活或抑制内分泌系统的

功能 , 并对个体或子代的健康造成危害的环境化学物

质 。目前 , EDCs被认为是继臭氧层空洞和地球变暖

之后又一新的地球环境污染问题 , 其所引起的环境与

健康问题已经引起国际环境保护组织 、各国政府和民

众的高度关注 , 并成为生态学 、毒理学和流行病学研

究的热点
[ 1, 2]
。 EDCs广泛存在于环境尤其是水环境

当中 , 因而成为水环境污染的一个重要方面 。 EDCs

直接或间接进入水环境会导致人和动物正常激素功能

和生理状况的改变
[ 3]
。虽然水体中 EDCs多为纳克或

微克级物质 , 浓度很低 , 但是其对人类及生物乃至他

们后代的内分泌系统的影响却是潜在和显著的 , 即使

在 “可接受 ” 的低浓度下 , 这些化合物仍可对各生

态系统造成显著影响
[ 4]
。据报道 , 世界上许多国家

和地区的水体如欧洲的北海 、 易北河及其支流
[ 5]
、

韩国的蔚山海湾
[ 6]
、 美国的路易安娜州庞恰特雷恩

湖和密西西比河
[ 7]
等均检测出多种 EDCs, 我国的部

分海域
[ 8]
、珠江三角洲水系

[ 9]
以及长江 、 嘉陵江流

域
[ 10, 11]

等也发现了 EDCs。因此 , 本研究采用人类乳

腺癌 MCF-7细胞增殖实验对赣江水体中有机提取物

的雌激素活性进行检测 , 旨在了解赣江水体赣洲段环

境内分泌干扰物的污染状况及其分布特征 。

1　材料和方法

1.1　试剂与仪器

1.1.1　主要试剂　DMEM培养基 (美国 GIBCO公

司), 胰蛋白酶 (美国 AMRESCO公司), 小牛血清

(杭州四季青 ), 二甲基亚砜 (DMSO)、 噻唑蓝

(MTT)、 17β -雌二醇 、青霉素和链霉素 (美国 Sigma

公司), 葡聚糖 4万 (北京化学试剂公司)。其他试
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剂均为国产分析纯。

1.1.2　主要仪器　BP1211S型电子天平 (德国赛多

利斯有限公司), HF212uv型 CO2恒温培养箱和 HF-

safe-1200型生物安全柜 (上海力申科学仪器公司),

XDS-1B型倒置生物显微镜 (重庆光学仪器厂 ),

TDL-5-A型低速离心机 (上海安亭科学仪器厂), 安

伯莱特 XAD-2大孔树脂 (美国 Sigma-Aldrich公司)、

Milli-QBiocel型超纯水系统装置 (法国 MiLLIORE公

司), HVE-50高压灭菌器 (日本 HIRAYAMA公司),

SUT-6120热空气消毒箱 (德国 Heraeus公司), MM-I

型微量振荡器 (上海精科实业有限公司), Power-

wavex型酶标仪 (美国 BIO-TEK公司)。

1.1.3　细胞　人乳腺癌 MCF-7细胞由深圳市疾病预

防控制中心毒理学研究室惠赠 。

1.2　方法

1.2.1　水样采集　采样断面和采样点的选择参照有

关水体污染的监测方案 , 分别在赣江赣州段的上游 、

中游和下游确定 3个采样断面为调查现场 。在各断面

上分别于岸边及江心处设 3个采样点 , 采样点水层深

度设为水面以下 0.5m处 。于 2007年 8月 (丰水期 ,

夏季)和 2008年 1月 (枯水期 , 冬季)于各采样点

上采集水样 。比较各采样断面水样雌激素活性的纵向

分布差异时 , 将同一采样断面各采样点水样混合成一

个总水样;比较各水样雌激素活性的横向分布差异

时 , 将江心处上 、中 、下各采样点的水样混成 1个总

水样 , 并将江边两侧上 、 中 、 下游各采样点的水样分

别混成 2个总水样。

1.2.2　水样处理　用 XAD-2大孔树脂提取各水样中

的有机污染物 。将 10 L各水样用装有 4 gXAD-2树

脂的玻璃柱 (25 cm×1.5 cm)浓缩 , 过柱流速为 15

ml/min, 过柱前树脂需用有机溶剂清洗干净 , 吸附在

树脂上的有机物用 50 ml的 30%甲醇 -丙酮洗脱液洗

脱 , 洗脱液置于 45℃水浴中挥干后 , 将残量用 DMSO

定容至 1 ml(即使 1 ml的 DMSO溶解液所含的水样

有机提取物相当于 10 L原水样 );过滤除菌后于

-20℃保存备用
[ 12]
。

1.2.3　去激素小牛血清的制备　在新生小牛血清中

加入葡聚糖 0.25 mg/ml, 待其完全溶解后再加入活

性炭 2.5 mg/ml, 在 55℃的水浴中作用 45min, 接着

3 000 g离心 10 min, 取上清液。连续处理 2次以除

去小牛血清中的雌激素。处理之后的血清用金属过滤

器 (0.45μm和 0.22 μm两层滤膜)过滤除菌 , 最

后于 -20℃保存备用
[ 11]
。

1.2.4　人乳腺癌 MCF-7细胞的培养　培养基采用含

10%小牛血清的 DMEM, 并加入胰岛素 (0.20 μg/

ml)、青霉素 (100×10
3
U/L)和链霉素 (100 mg/

L)。将人乳腺癌 MCF-7细胞用 37℃、 体积分数为

5%的 CO2 细胞培养箱培养。用含 0.25%胰酶和

0.02%EDTA的消化液消化细胞并传代 , 取对数生长

期细胞进行实验 。

1.2.5　人乳腺癌 MCF-7细胞增殖试验　将常规培养

的人乳腺癌 MCF-7细胞转入去激素培养基 (含 10%

经活性炭 /葡聚糖处理的小牛血清)中培养。待细胞

生长至 70%融合时 , 用 0.25%胰酶 (含 0.02%ED-

TA)消化 , 之后用吸管吹打使之成单细胞悬液并调

整细胞浓度为 10
4
个 /L, 接种于 96孔培养板中 , 置

37℃、 5%的 CO2培养箱中培养 , 培养 48 h后 , 加入

用培养液稀释的相当于原水 25、 50、 100、 200和

400ml等 5个剂量的水样有机提取物 , 各剂量组所含

的有机提取物依次为 2.5、 5、 10、 20和 40 μl/孔 ,

以加入 DMSO(0.1%)的无酚红 DMEM培养液 (内

含 10%以活性炭 /葡聚糖处理的小牛血清)为溶剂对

照 , 另设 10
-8
mol/L的 17-β雌二醇为阳性对照。使

其终体积为 200 μl, 继续培养 。于第 72小时各孔加

入 5 g/L的 MTT液 20 μl, 培养 4 h, 弃去旧培养液。

每孔加入 150 μl的 DMSO终止反应 , 室温下于微量

振荡器上振荡 10 min以溶解沉淀 , 然后用 BIO-TEK

酶标仪在 492nm处测定各孔的吸光度值 (A值)。每

种浓度各设 6个平行样 。实验数据分析采用增殖指数

(proliferativeindex, PI)表示促 MCF-7乳腺癌细胞的

增殖效应。 PI=At/Ac(At:实验组的吸光度值;Ac:

对照组的吸光度值)。

1.3　统计学分析

MTT实验所获得的 PI以均值 ±标准差表示。实

验数据使用 SPSS14.0统计软件进行 ANOVA方差

分析。

2　结果

2.1　不同采样断面水样中有机提取物的雌激素活性

分析

如表 1所示 , 上游 、中游和下游各采样断面的水

样均检测到刺激人乳腺癌 MCF-7细胞增殖的雌激素

活性。在同一采样断面内 , 在 25、 50、 100、 200和

400ml原水量 /200 μl培养液的有机提取物作用下 ,

人乳腺癌 MCF-7细胞增殖指数均具有随着有机提取

物作用剂量的增加而升高的趋势 , 存在着一定的剂量

-反应关系 。其中上游和中游水样有机提取物的雌激

素活性明显地高于溶剂对照组 , 差别具有统计学意义

(P<0.01);而对于下游水样 , 其有机提取物的雌激
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素活性在 50、 100、 200和 400 ml原水量 /200 μl培

养液的剂量条件下 , 明显高于溶剂对照组 (P<

0.05), 而在 25 ml原水量 /200 μl培养液的剂量条件

下其差异则无统计学意义 (P>0.05)。此外 , 实验

结果还显示 , 各采样断面水样有机提取物的雌激素活

性均显示出丰水期高于枯水期 。
表 1　不同采样断面水样中有机提取物的雌激素活性检测结果

(x±s;n=6)

组别
剂量 (原水量 /

培养液体积)

MCF-7细胞增殖指数

丰水期 枯水期

溶剂对照 (DMSO) 1.00±0.00　　1.00±0.00　　

上游采样断面水样 25ml/200μl 2.05±0.13＊＊ 1.73±0.11＊＊

50ml/200μl 2.53±0.16＊＊ 1.96±0.25＊＊

100ml/200μl 2.98±0.43＊＊ 2.63±0.22＊＊

200ml/200μl 4.52±0.19＊＊ 3.92±0.18＊＊

400ml/200μl 6.37±0.57＊＊ 5.88±0.45＊＊

中游采样断面水样 25ml/200μl 1.87±0.12＊＊ 1.62±0.17＊＊

50ml/200μl 2.31±0.19＊＊ 1.94±0.28＊＊

100ml/200μl 2.53±0.31＊＊ 2.44±0.16＊＊

200ml/200μl 3.89±0.37＊＊ 3.63±0.41＊＊

400ml/200μl 5.82±0.47＊＊ 5.61±0.55＊＊

下游采样断面水样 25ml/200μl 1.21±0.11　　 1.18±0.09

50ml/200μl 1.42±0.41＊　 1.39±0.28＊

100ml/200μl 2.32±0.17＊＊ 2.12±0.17＊＊

200ml/200μl 3.48±0.16＊＊ 3.35±0.25＊＊

400ml/200μl 5.17±0.61＊＊ 4.94±0.54＊＊

阳性对照 (17-β雌二醇) 12.79±0.99＊＊12.79±0.99＊＊

　　与溶剂对照组相比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

2.2　不同采样点水样中有机提取物的雌激素活性

分析

如表 2所示 , 无论是江心水样 , 还是江边水样 ,

各剂量组 (25、 50、 100、 200和 400 ml原水量 /200

μl培养液)水样有机提取物作用于 MCF-7细胞后 ,

随着有机提取物剂量的增加 , 各剂量组细胞的增殖指

数也随之升高 。其中江边处 (包括左侧和右侧)上

述各剂量组水样有机提取物的增殖指数明显高于溶剂

对照组 , 差异具有统计学意义 (P<0.01);江心处

水样有机提取物的雌激素活性只在 100、 200和 400

ml原水量 /200 μl培养液等剂量组明显高于溶剂对照

组 (P<0.05), 而其在 25和 50 ml原水量 /200μl培

养液剂量组中雌激素活性与溶剂对照组比较则差异无

统计学意义 (P>0.05)。此外 , 本实验结果也发现

丰水期各采样点水样有机提取物的雌激素活性均高于

枯水期 。

表 2　不同采样点水样中有机提取物的雌激素活性检测结果

(x±s;n=6)

组别
剂量 (原水量 /

培养液体积)

MCF-7细胞增殖指数

丰水期 枯水期

溶剂对照 (DMSO) 1.00±0.00　　 1.00±0.00　　

江心采样点水样　 25ml/200μl 1.12±0.17　　 1.03±0.11　　
50ml/200μl 1.19±0.12　　 1.08±0.19　　

100ml/200μl 1.54±0.31＊　 1.43±0.17＊

200ml/200μl 3.48±0.28＊＊ 3.25±0.24＊＊

400ml/200μl 4.16±0.32＊＊ 3.51±0.19＊＊

左侧江边采样点水样 25ml/200μl 1.98±0.28＊＊ 1.94±0.11＊＊

50ml/200μl 2.51±0.34＊＊ 2.17±0.28＊＊

100ml/200μl 2.56±0.19＊＊ 2.50±0.23＊＊

200ml/200μl 4.05±0.41＊＊ 3.86±0.38＊＊

400ml/200μl 6.42±0.65＊＊ 6.39±0.45＊＊

右侧江边采样点水样 25ml/200μl 2.09±0.18＊＊ 1.84±0.15＊＊

50ml/200μl 2.46±0.25＊＊ 2.08±0.22＊＊

100ml/200μl 3.98±0.36＊＊ 2.72±0.24＊＊

200ml/200μl 4.34±0.48＊＊ 4.05±0.38＊＊

400ml/200μl 7.05±0.61＊＊ 6.93±0.67＊＊

阳性对照 (17-β雌二醇) 12.79±0.99＊＊ 12.79±0.99＊＊

与溶剂对照组相比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

3　讨论

赣江是江西省的第一大河流 , 流域面积为 83 500平

方公里 , 占全省面积的 51%;流域内现有人口 1 700余

万 , 约占全省总人口的一半。因此 , 了解赣江水体的

EDCs污染状况 , 对于制定赣江水体 EDCs污染防治对

策 , 乃至促进沿江居民的健康水平有着重要的意义。

目前 , 水体中 EDCs的检测方法众多 , 有化学分

析法 (如高效液相色谱法 、气相色谱法和质谱法等)

和生物分析法等 。但是 , 化学分析法所检测到的阳性

水样中可能含有多种环境雌激素物质 , 其活性效应不

一;而人乳腺癌 MCF-7细胞增殖实验作为一种生物

学评价方法 , 则可测定多种环境雌激素的综合活性效

应 。为此 , 本研究采用了人乳腺癌 MCF-7细胞增殖

实验对赣江上游赣州段水体的类雌激素活性进行了检

测 。人乳腺癌 MCF-7细胞增殖实验是一种评价雌激

素活性较为敏感的方法
[ 13]
。其基本原理主要基于血

清中存在着一种能特异性抑制雌激素敏感细胞增殖的

物质 , 雌激素可以通过中和此物质 , 特异地清除其抑

制效应 , 从而诱导细胞增殖;通过比较细胞生长变化

来检测和评价受试物的雌激素活性。该方法的优点是

敏感性较高;所用细胞来源于人 , 排除了由动物实验

外推到人的不肯定性 , 其结果能可靠地预测雌激素对

人体健康的影响;简单易行 , 应用广泛 , 可以检测多

种外源性雌激素或具有雌激素活性的外源化合物。但

其也具有一定的缺点 , 如细胞培养实验条件要求较

高 , 培养基和血清都有特殊要求等。因此 , 在本研究

中为了避免人乳腺癌 MCF-7细胞增殖实验的缺点 ,

在实验过程中严格控制实验条件 , 合理选择培养基 ,
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并将小牛血清用活性炭 -葡聚糖进行了相应的去激素

处理 , 消除了血源雌激素的影响 , 从而保证了研究结

果的可靠性和准确性 。

本实验结果发现 , 赣江 (赣州段)上游、中游和下

游各采样断面的水样均具有刺激人乳腺癌 MCF-7细胞增

殖的雌激素活性。但各水样的雌激素活性在江面的纵向

及横向分布上存在着差异 , 基本上呈现上游高于下游 ,

江边高于江心的特征。上游水样雌激素活性高于下游主

要是由于赣江是由流经赣州市区的章江和贡江汇合而成

的 , 因此在赣江的上游水体吸纳了市区排污口所排出的

工业废水和生活污水 , 此后经过一段距离的水体稀释和

自净作用后 , 水体中 EDCs的浓度呈现逐渐降低的趋势。

而江边水样的雌激素活性高于江心则是由于江边较之江

心更易受到岸上各种 EDCs(工业 、农业及生活废弃物

等)的污染 , 以及流速慢 、污染物不易稀释 , 从而在岸

边形成较高浓度污染带的缘故。此外 , 本研究还发现 ,

丰水期水样的雌激素活性高于枯水期;其原因可能是在

丰水期雨水充足 , 将沿江两岸的有机污染物带入赣江水

体 , 导致水体中有机污染物的浓度增加;或者与各种污

染源的季节性排污的差异性有关。总之 , 本研究提示 ,

赣江赣州段水体已受到 EDCs的污染 , 但是水体中的

EDCs到底是哪些物质 、其污染源在哪 、水体 EDCs的实

际污染量能否对沿江人群的健康产生影响 , 这些问题还

有待进一步的研究加以证实。
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暴露测量发现 , 3种司机 LAeq.40 h小于 85dB(A), 未

超标。 3个作业区在山顶露天作业 , 噪声源为车辆的

电机 , 通过现场调查发现这 3个作业区白天多为设备

检修时间 , 司机很少接触噪声 , 夜间司机作业时间也

不稳定 , 所以虽然司机操作室环境噪声超标 , 但工人

实际噪声暴露 LAeq.40h未超标 。

传统的环境测量方法仅仅是测量并记录环境有害因

素的强度 /水平 , 而在生产环境中工作的工人工作位变

动 、工作姿势变动 , 有害因素发生源位置变动 , 有害因

素发生源本身发出有害因素的强度 /水平的变化等因素

决定了在许多情况下工人的环境有害因素的暴露是不稳

定的 , 选取任何地点和时间测量的环境有害因素强度 /

水平的数值与工人的真实暴露之间可能存在很大的差

异。个体噪声暴露测量以工人为测量的主体 , 实现了环

境的实际暴露与健康评价主体的一致性 , 为进一步建立

环境暴露与健康效应关系的评价奠定了可靠的基础
[ 8, 9]
。
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