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雌二醇和壬基酚对仔鼠神经毒性的联合作用
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　　摘要:探讨母体雌二醇 (estradiol, E2)和壬基酚 (non-

ylphenol, NP)联合暴露对仔鼠神经系统发育的影响 , 并初步

探讨 E
2
和 NP的联合毒性作用。将孕鼠随机分为 7组 , 花生

油溶剂对照组 , NP染毒低 、 高剂量组 (50、 100 mg/kg), E2

染毒低 、 高剂量组 (10、 20 μg/kg), NP+E2联合染毒低 、

高剂量组 (NP50 mg/kg+E2 10 μg/kg、 NP100 mg/kg+E2 20

μg/kg组), 每组 6 ～ 7只孕鼠 , 妊娠第 9 ～ 15天灌胃染毒。观

察母鼠生产指标 (产仔数 、 活产数);仔鼠神经行为发育指标

(平面翻正 、 空中翻正 、 听觉惊愕和视觉定向);用 Morris水

迷宫观察学习记忆;检测垂体和海马组织乙酰胆碱酯酶

(AChE)和胆碱乙酰转移酶 (ChAT)的活性。与对照组和单

独染毒组比较 , 联合染毒低 、 高剂量组孕鼠产仔数 、 活产数

减少 , 仔鼠断崖回避 、 平面翻正 、 空中翻正 、 听觉惊愕和视

觉定向发育时间推迟 , 水迷宫实验中逃避潜伏期延长 , 穿越

平台次数减少;跳台实验中反应时间延长 , 步下潜伏期缩短 ,

错误次数增加 , 海马组织 ChAT活性下降 、 AChE活性上升 ,

差异均有统计学意义 (P<0.05)。提示孕期暴露壬基酚和雌

二醇联合作用可影响仔鼠神经发育 , 二者的神经毒性表现为

相加作用。

关键词:雌二醇;壬基酚;仔鼠;神经毒性;联合作用

中图分类号:R996;O625.311　　　文献标识码:B

文章编号:1002-221X(2011)04-0288-04

壬基酚 (nonylphenol, NP)作为乳化剂被广泛应用于数

十个行业生产中 , 其作为环境内分泌干扰物 (environmental

endocrinedisruptors, EEDs)对机体的毒性是当今深受关注的

研究热点 [ 1] 。研究表明 NP这类雌激素样物质具有神经毒

性 [ 2～ 6] , 随着近年来雌激素制剂 (如口服避孕药)的大规模

临床应用以及 EEDs的广泛存在 , 两者对人体的联合作用机会

大大增加。目前国内外未见关于两者对机体的神经系统联合

作用的报道 , 为此 , 本课题选择亲代孕期暴露于壬基酚和雌

二醇的仔鼠作为研究对象 , 研究壬基酚和雌二醇单独和混合

后对其神经系统发育及神经行为和学习记忆的影响 , 测定仔

鼠海马和垂体组织中乙酰胆碱酯酶和胆碱乙酰转移酶的活性

及体内激素水平的变化 , 确定两者的联合作用类型 , 初步探

讨其可能的作用机制 , 为真实反映二者共存对哺乳动物神经

系统可能造成的损害作用以及为后续的实验研究提供科学的

依据。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器

壬基酚和 β -雌二醇 (东京化成工业株式会社 TokyoChem-

icalIndustry), 纯度 99%;AChE和 ChAT试剂盒 (南京建成

生物工程研究所);睾酮及雌二醇测试盒 (北京北方生物技术

研究所)。分光光度计 (上海电化仪表自控公司 721-A), 高

速电动匀浆器 (上海浦东物理光学仪器厂 FSH-2), 电子天平

(上海精密科学仪器厂 FA1004N), Morris水迷宫监测系统

(成都泰盟科技有限公事), γ放射免疫计数器 (中科大中佳

公司)。

1.2　实验动物与分组

(260±20)g雄性及 (180±10)g雌性清洁级 SD大鼠

(用于交配)共 100只 , 购于第三军医大学 (动物合格证号:

SCXK(渝)20070005)。饲养于相对湿度 (60±5)%, 温度

(28±2)℃的环境中 , 自然通风 , 12 h光照 12 h黑暗 , 自由

取食 、 饮水。

大鼠按雌∶雄 (2∶1)同笼交配 , 次日晨将雌鼠逐一阴道

涂片镜检发现精子当日记为孕期 0d, 将交配成功的孕鼠随机

分配到 7组:即花生油溶剂对照组和 NP染毒低 、 高剂量组

(50、 100 mg/kg), E2染毒低 、 高剂量组 (10、 20 μg/kg),
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NP+E
2
联合染毒低 、 高剂量组 (NP50 mg/kg+E

2
10 μg/kg、 NP100mg/kg+E

2
20μg/kg组), 每组 6 ～ 8只孕鼠 , 妊娠第 9

～ 15天灌胃染毒。自然分娩 、 哺乳。将仔鼠饲养至成年做指

标检测。

1.3　检测指标

1.3.1　观察母鼠生产指标　记录总胚胎数 、 活胎 、 死胎 、 吸

收胎数量。

1.3.2　仔鼠神经行为发育指标　平面翻正 、 空中翻正 、 听觉

惊愕和视觉定向的达标时间 [ 7] 。

1.3.3　学习记忆观察　用 Morris水迷宫观察。水迷宫测试仪

为直径 120cm、 高 30cm的圆形水池 , 划为 4个象限盛水后加

适量奶粉 , 使水成不透明乳白色 , 水温 (23 ±2)℃, 水深

25 cm, 淹没平台 2 cm。 (A)定位航行实验 (placenavigation

test, PNT), 实验历时 4 d, 1 d时大鼠在水池内自由游泳

3 min, 熟悉环境。以后每天上下午各测试 1组次 , 选平台相

对象限中点为入水点 , 共入水 4次 , 记录找到平台的时间 ,

即逃避潜伏期 , 如 120s仍未找到 , 记录为 120 s;以 4次的平

均值作为学习成绩 , 分析动物获取空间信息的学习能力。 (B)

空间探索实验 (spatialprobetest, SPT), 定位航行实验完毕

2 d时 , 撤除平台 , 重复实验操作。以潜伏期作为记忆成绩 ,

判断动物记忆储存及提取再现能力。

1.3.4　垂体和海马组织乙酰胆碱酯酶和胆碱乙酰转移酶的活

性测定　垂体和海马组织称重后用冰冷的匀浆液制成 10%匀

浆 (6 s/次 , 间隔 10 s, 共 20次 , 匀浆过程始终处于冰块

中)。蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝法 , 脑组织 AChE和

ChAT含量依照试剂盒说明进行测定。

1.3.5　血清激素水平检测　4℃、 2 000 r/min离心 15 min取

血清 , 按试剂盒说明书加样 , 放射免疫法检测。

1.4　统计学处理

各组数据以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 采用 SPSS13.0

统计软件进行 2×2两因素 2水平的析因分析 , 有交互作用的

再固定其他因素进行单独比较。

2　结果

2.1　孕期染毒雌二醇和壬基酚对母鼠生产状况影响

壬基酚和雌二醇对每窝活胎数和死胎数的交互效应的 P

值均 <0.05, 说明壬基酚和雌二醇的交互效用有统计学意义 ,

与非联合作用组比较 , 联合作用组窝活胎数减少 、 死胎数升

高 , 提示两者有相加效应。由于存在交互效应 , 需固定一因

素分析另一个因素的影响 , 与对照组比较 , 各暴露组平均每

窝产仔总数差异无统计学意义 (P>0.05);与对照组及单独

暴露 NP50、 100 mg/kg剂量组 , 单独暴露 E2 10、 20μg/kg剂

量组比较 , NP50 mg/kg+E2 10 μg/kg、 NP100mg/kg+E2 20

μg/kg联合暴露组每窝活胎数减少 、 死胎数升高 , 差异有统计

学意义 (P<0.05), 见表 1。

表 1　母鼠生产指标

组别 剂量 样本量 每窝产仔总数 每窝活胎数　　 每窝死胎数　　

对照组 0 7 10.00±1.41 9.85±1.34 0.29±0.49

NP 50 8 9.87±1.55 8.50±2.39 0.88±1.25

100 7 9.50±1.64 8.00±1.79a 1.50±1.05a

E2 10 6 10.00±1.41 8.66±1.21 1.33±1.21a

20 6 9.00±1.55 7.16±0.75ab 1.67±1.03ab

NP+E2 50+10 6 9.33±1.75 6.00±1.26abcd 3.33±0.82abcde

100+20 6 9.50±1.87 3.16±0.98abcdef 6.00±2.19abcdef

注:与对照组比较, aP<0.05;与 NP50 mg/kg组比较 , bP<0.05;

与 NP100mg/kg组比较 , cP<0.05, 与 E2 10μg/kg组比较 , dP<

0.05;与 E2 20μg/kg组比较 , eP<0.05;与 NP50mg/kg+E2 10 μg/

kg组比较 , fP<0.05。

2.2　孕期染毒雌二醇和壬基酚对仔鼠神经行为发育指标的

影响

壬基酚和雌二醇对仔鼠神经反射各指标交互效应的 P值

均 <0.05, 有统计学意义。与非联合作用组比较 , 联合作用

组神经反射各指标达标时间延长 , 提示两者有相加效应。因

存在交互效应 , 需固定一因素分析另一个因素的影响 , 与对

照组及单独暴露 NP50、 100 mg/kg剂量组 、 单独暴露 E2 10、

20μg/kg剂量组比较 , 联合暴露 NP50 mg/kg+E2 10 μg/kg和

NP100 mg/kg+E
2
20μg/kg剂量组仔鼠断崖回避 、 平面翻正 、

前肢悬挂 、 空中翻正 、 听觉惊愕 、 视觉定位的达标时间延长 ,

差异有统计学意义 (P<0.05), 见表 2。

表 2　仔鼠早期神经反射 (x±s)

组别 剂量 仔鼠数 断崖回避 平面翻正 空中翻正 听觉惊愕 视觉定向

对照组 0 10 8.1±0.7 5.1±0.4 8.3±0.5 9.3±0.5 17.4±0.5

NP 50 10 8.0±0.6 5.3±0.5 8.3±0.5 9.6±0.5 17.6±0.8

100 10 9.6±1.1b 6.0±0.8a 8.6±0.5 9.7±1.0 19.0±0.8a

E2 10 10 9.8±1.0ab 6.5±0.8a 11.3±0.5abc 11.2±1.0abc 20.2±1.0ab

20 10 10.2±1.3ab 6.5±0.8ab 11.4±1.7abc 11.2±1.4abc 20.7±2.2ab

NP+E2 50+10 10 11.7±1.25abcd 8.0±1.0abcde 13.7±2.4abcde 13.8±2.1abcde 21.4±1.2abcd

100+20 10 13.2±2.6abcdef 8.8±1.0abcdef 15.6±1.7abcdef 15.6±1.5abcdef 23.3±2.1abcdef

注:与对照组比较 , aP<0.05;与NP50mg/kg组比较 , bP<0.05;与 NP100mg/kg组比较 , cP<0.05;与 E2 10μg/kg组比较, dP<0.05;

与 E2 20μg/kg组比较 , eP<0.05;与 NP50mg/kg+E2 10 μg/kg组比较 , fP<0.05。

2.3　孕期染毒雌二醇和壬基酚对仔鼠学习记忆成绩的影响

Morris水迷宫测试结果:壬基酚和雌二醇对仔鼠学习和记

忆成绩交互效应的 P值均 <0.05, 差异有统计学意义。与非

联合作用组比较 , 联合作用组学习记忆成绩降低 , 提示两者

有相加效应。由于存在交互效应 , 需固定一因素分析另一个

因素的影响 , 与对照组及单独暴露 NP50、 100 mg/kg剂量组 、
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单独暴露 E
2
10、 20μg/kg剂量组比较 , 联合暴露 NP50 mg/kg

+E2 10μg/kg和 NP100 mg/kg+E2 20 μg/kg剂量组仔鼠学习

和记忆成绩下降。表现为第 1 ～ 4日定位航行实验和第 5日空

间探索实验中 , 仔鼠逃避潜伏期和探索潜伏期延长 , 错误次

数增多 (P<0.05), 差异有统计学意义 , 见表 3。

表 3　水迷宫实验仔鼠学习 、 记忆成绩 (x±s)

组别 剂量 仔鼠数
学习成绩

逃避潜伏期 (s) 错误次数 (n)

记忆成绩

探索潜伏期 (s) 错误次数 (n)

对照组 0 10 32.42±3.30 0.85±0.89 21.00±4.83 0.42±0.53

NP 50 10 31.85±5.33 1.00±0.81 18.42±4.72 0.71±0.75

100 10 36.57±4.31 1.28±0.75b 25.71±3.25 0.85±0.69

E2 10 10 36.42±2.87 1.28±0.75b 25.28±6.26 1.00±0.81

20 10 38.71±6.23ab 2.00±0.81abcd 36.00±6.87ab 1.71±1.11ab

NP+E2 50+10 10 41.57±4.50ab 2.85±0.89abcd 38.28±6.47abcd 2.14±1.06abcd

100+20 10 47.42±6.97abcdef 4.00±1.29abcdef 45.14±6.96abcdef 2.42±0.97abcdef

注:与对照组比较 , aP<0.05;与 NP50mg/kg组比较 , bP<0.05;与 NP100mg/kg组比较 , cP<0.05;与 E2 10 μg/kg组比较 , dP<0.05;

与 E2 20μg/kg组比较 , eP<0.05;与 NP50mg/kg+E2 10μg/kg组比较 , fP<0.05。

2.4　孕期染毒雌二醇和壬基酚对仔鼠脑组织 ChAT和 AChE

活性的影响

壬基酚和雌二醇对仔鼠海马和垂体组织 ChAT和 AChE活

性的 P值均 <0.05, 差异有统计学意义。与非联合作用组比

较 , 联合作用组 ChAT活性降低 、 AChE活性升高 , 提示两者

有相加效应。因存在交互效应 , 需固定一因素分析另个因素

的影响 , 与对照组及单独暴露 NP50、 100 mg/kg剂量组 、 单

独暴露 E2 10、 20 μg/kg剂量组比较 , 联合暴露 NP50 mg/kg+

E
2
10 μg/kg和 NP100mg/kg+E

2
20μg/kg剂量组仔鼠海马和垂

体组织 ChAT活性降低 、 AChE活性升高 (P<0.01), 差异有

统计学意义 , 见表 4。

表 4　仔鼠海马 、 垂体组织 ChAT和 AChE活性 (x±s)

组别 剂量 仔鼠数
海马组织

ChAT(U/g) AChE(U/mg)　　

垂体

ChAT(U/g)　　 AChE(U/mg)

对照组 0 10 259.57±15.83 8.92±0.94 206.85±11.14 21.61±3.15

NP 50 10 267.42±17.48 9.27±1.09 210.42±12.99a 19.31±2.02

100 10 236.28±13.56ab 10.18±1.55 201.85±13.88ab 22.32±3.30

E2 10 10 238.14±22.28abc 10.41±1.60a 192.00±13.31abc 19.64±4.27

20 10 217.14±24.07abc 13.37±2.84abcd 166.57±18.86abcd 26.91±5.19abcd

NP+E2 50+10 10 197.14±7.17abcde 15.61±2.77abcde 143.85±12.78abcde 28.68±3.89abcd

100+20 10 175.42±12.69abcdef 20.40±2.15abcdef 127.00±11.38abcdef 36.14±6.59abcdef

注:与对照组比较 , aP<0.05;与 NP50mg/kg组比较 , bP<0.05;与 NP100mg/kg组比较 , cP<0.05;与 E2 10 μg/kg组比较 , dP<0.05;

与 E2 20μg/kg组比较 , eP<0.05;与 NP50mg/kg+E2 10μg/kg组比较 , fP<0.05。

3　讨论

目前 , 母体妊娠期暴露于药物 、 化学物和环境因素对仔

代神经系统发育和功能完整性的影响受到了广泛的重视 [ 8] 。

雌激素类化合物在环境中通常以混合物形式存在 , 环境浓度

通常很低 , 单独作用不会产生明显效应 , 但共存时呈现浓度

相加作用 , 总效应不容忽视。目前国内外未见母体 E2和 NP

联合暴露对仔鼠神经系统发育影响的研究 , 本研究于神经系

统胚胎发育关键期 , 即妊娠第 9 ～ 15天灌胃染毒发现:联合暴

露 NP50mg/kg+E
2
10μg/kg和 NP100 mg/kg+E

2
20 μg/kg剂

量组母鼠每窝活胎数减少 、 死胎数升高 , 说明其具有胚胎毒

性;仔鼠出生后神经行为发育指标 (平面翻正 、 空中翻正 、

听觉惊愕和视觉定向)达标时间均延迟 , 说明联合暴露对母

体的毒性作用直接影响了出生后的仔鼠的发育 , 仔鼠脑组织

对 E2和 NP这类脂溶性物质具有高度蓄积性 , 因此推测 E2和

NP可以透过胎盘屏障阻碍神经系统发育 , 用 Morris水迷宫观

察学习记忆的结果也进一步印证了该推测。水迷宫结果显示 ,

第 1 ～ 4日定位航行实验中 , 联合暴露 NP50mg/kg+E2 10μg/

kg和 NP100 mg/kg+E2 20 μg/kg剂量组仔鼠逃避潜伏期和进

入盲端次数增多 , 说明子代获取空间信息的学习能力下降;

空间探索实验成绩下降 , 说明子代记忆储存及提取再现能力

降低。那么 , NP与 E2联合暴露导致子代神经发育延迟 , 学习

记忆能力下降是否与其影响脑组织中的神经递质和神经营养

因子有关 , 乙酰胆碱 (ACh)是脑内重要的神经递质 , 其主

要功能是维持意识的清醒 , 促进学习和记忆的改善 , 与学习

记忆密切相关 , 胆碱酯酶 (AChE)在神经细胞发育过程中起

重要的作用 , 在脑发育的关键时期可作为神经营养因子 , 起

着信息联系与终止细胞复制并促进胆碱能靶部位细胞分化和

结构构建的作用 [ 7] 。 海马直接参与了学习记忆信息的识别 、

编码和储存过程 , 因此本研究对垂体和海马组织中 ChAT和

AChE活性进行了检测。结果显示 , 联合暴露 NP50 mg/kg+

E2 10 μg/kg和 NP100 mg/kg+E2 20 μg/kg剂量组仔鼠海马和

垂体组织 ChAT活性降低 、 AChE活性升高 (P<0.01), NP
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透过胎盘进入子代体内并蓄积 , 致乙酰胆碱水平降低 , 从而

抑制神经肌肉接点处的兴奋传导 , 影响神经细胞生长 、 分化

和脑的正常功能 , 最终导致子代神经系统发育延缓 , 学习记

忆水平下降 , 部分揭示了 NP的神经毒作用机制。另外 , 联合

染毒高低剂量组血清睾酮降低 、 雌激素水平升高 , 孕 9 ～ 15 d

正是胎鼠神经系统发育关键期 , 体内内分泌系统脆弱 , 在该

期暴露 NP和 E2 , 其与下丘脑和垂体前叶的雌激素受体结合 ,

可干扰下丘脑—垂体—性腺轴的调节功能 , 改变下丘脑 GnRH

和垂体 LH、 FSH的释放 , 影响外周性腺的功能 , 改变仔鼠体

内的性激素代谢的平衡 , 使雄激素合成下降 、 雌激素水平升

高 , 激素水平的改变与学习记忆水平下降之间是否有因果关

系有待进一步深入研究。

与以往研究相比 , 本研究为 NP与 E2联合暴露 , 时间缩

短至胎鼠神经系统器官形成关键期孕 9 ～ 15 d, 采用一组行为

毒理学的测试方法 , 观察到联合暴露对仔鼠的神经系统毒作

用。本研究还发现 , 除了联合染毒组与对照组及单独染毒组

之间的毒作用差异之外 , 染毒组之间也存在差异 , 同种物质

染毒 , 高剂量毒性强于低剂量 , 两种毒物混合染毒的毒性强

于一种毒物单独染毒。 这说明壬基酚和雌二醇的联合毒性表

现为相加作用。本研究结果可为探讨母体 E
2
和 NP联合暴露

对子代神经毒性和孕期干预提供实验依据。

随着工业化的发展 , 环境雌激素的污染已对人类健康构

成较大的威胁 , 关系着人类的生存繁衍。因此对该类物质可

能造成的危害进行全面彻底的研究已成为当务之急。本研究

对 NP和 OP致小鼠睾丸细胞 DNA损伤联合作用的评价仅是初

步的 , 如何全面正确评价烷基酚类其他物质的联合作用 , 并

进一步阐明烷基酚类物质的整体危害效应 , 是毒理学者下一

步应该认真研究的课题。目前 , 环境雌激素的毒性实验多集

中于动物模型 , 缺乏对人类直接影响的流行病学资料 , 因此 ,

今后需要进一步进行这方面的深入研究。
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酶法和苦味酸法测定血清肌酐含量相关性的研究

报道很多 , 相关系数大多在 0.99以上
[ 6 ～ 8]

, 本文图

3、 图 4显示 , 在方法的线性范围内 , 苦味酸法与酶

法检测的 1∶10及 1∶20稀释尿液的肌酐值相关系数分

别为 0.9955和 0.9977, 与血清肌酐测定研究的结果

相近 , 均成直线相关关系 。在实际工作中 , 检验科医

师在用酶法检测出尿液肌酐含量后 , 可根据相应的回

归方程计算成苦味酸法肌酐含量 , 再按照 WS/

T265— 2006标准报告职业接触汞的生物限值 , 既可

提高工作效率 , 又能保证报告的可比性和可靠性。

GBZ289— 2007 《职业性汞中毒诊断标准 》 规定

用苦味酸法测定尿液肌酐含量 , 根据本实验室的研究

结果 , 将酶法尿液肌酐值乘以 0.63 (本研究样本量

不大 , 此值仅供参考)即为苦味酸法尿液肌酐值。

为了方便临床医师应用酶法测定的尿液肌酐含量的汞

报告代替苦味酸法测定的尿液肌酐含量的汞报告 , 也

可以 GBZ289— 2007为依据 , 经过换算近似认为酶法

尿液肌酐的尿汞正常参考值为 1.42 μmol/mol肌酐或

2.5μg/g肌酐 , 当酶法尿液肌酐的尿汞高于其生物接

触限值 13μmol/mol肌酐或 22 μg/g肌酐 , 可认为长期从

事汞作业劳动者尿汞增高 , 尿汞正常者经驱汞试验 ,

用 5%二巯丙磺钠 5ml一次肌内注射 , 酶法尿液肌酐

的尿汞 >0.141μmol/d, 提示有过量汞吸收存在 , 对

诊断有参考意义 。
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