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邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯对雄性小鼠大脑皮质
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　 　 摘要： 选用 ＩＣＲ 初断乳雄性小鼠 ４０ 只， 随机分为对照组

（玉米油） 和邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基） 酯（ＤＥＨＰ） （２５０、
５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ） 染毒组， 经口灌胃， ６ 次 ／ 周， 连续 ８ 周。
于末次染毒 ２４ ｈ 后处死动物， 称取大脑质量并计算脏器系数；
检测大脑皮质超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 的活性及丙二醛 （ＭＤＡ） 的含量； Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法

检测 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达水平。 结果显示， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒

组小鼠染毒 １ 周时体重增长缓慢， 与对照组差异有统计学意

义 （Ｐ＜０ ０５）； 染毒 ８ 周后其大脑系数高于对照组， 差异有统

计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 随着 ＤＥＨＰ 染毒剂量增加， 大脑皮质组

织匀浆中 ＭＤＡ 含量增高， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组与对照组差异有

统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ＳＯＤ 活力高

于对照组， 差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； 各组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活力

与对照组差异无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）； ＤＥＨＰ 各染毒组大脑

皮质 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达减少， ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组 Ｂａｘ 蛋白

表达增高， 与对照组比较差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 提

示 ＤＥＨＰ 可致小鼠大脑皮质氧化损伤及凋亡相关蛋白的改变。

关键词： 邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）； 小鼠；
神经毒性； 氧化损伤； Ｂｃｌ⁃２ 蛋白
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邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯［ｄｉ⁃（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）
ｐｈｔｈａｌａｔｅ， ＤＥＨＰ］ 是常用的塑化剂， 被广泛用于化

妆品、 食品包装材料和医疗产品［１］。 ＤＥＨＰ 具有神经

毒性作用， 可导致大鼠大脑神经变性［２］， 影响小鼠学

习和记忆能力［３］， 其潜在机制尚不清楚。 细胞凋亡是

在生理或某些病理条件下由基因控制的细胞自主有序

的自杀性死亡［４］， 它涉及一系列基因的激活、 表达及

调控等作用， Ｂｃｌ⁃２ 家庭成员中的 Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ 在细胞

凋亡的基因调控过程中起重要作用。 研究表明中枢神

经系统的损伤往往伴有大量神经元细胞凋亡［５］， 而且

神经毒物所引起的细胞凋亡多发生在大脑皮质［６］； 另

外， 氧化应激也参与神经元的死亡， 并导致许多神经

系统疾病的细胞凋亡过程［６］。 本研究选用初断乳 ＩＣＲ
雄性小鼠， 研究 ＤＥＨＰ 对小鼠大脑皮质氧化损伤及
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Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达的影响， 揭示其神经毒性可能作

用机制。

１　 材料与方法

１ １　 主要试剂　 ＤＥＨＰ （纯度≥９９ ０％， 国药集团化

学试剂有限公司）， 溶剂为玉米油。 考马斯亮蓝蛋白

测定试剂盒、 丙二醛 （ ＭＤＡ）、 超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ） 及谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 试剂盒

（南京建成生物工程研究所）， Ｂｃｌ⁃２ 单克隆抗体、 Ｂａｘ
单克隆抗体及山羊抗小鼠 ＩｇＧ （上海赛维尔生物科技

有限公司）。 ＲＩＰＡ 裂解液、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂

盒、 β⁃ａｃｔｉｎ （Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ 公司）。
１ ２　 实验动物及处理　 选择初断乳雄性 ＩＣＲ 小鼠 ４０
只， 体重 １６～１８ ｇ， 由济南朋悦实验动物繁育有限公

司提供， 动物合格证号： ＳＣＸＫ （鲁） ２０１４０００７。 按

体重随机分为对照组 （０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和 ＤＥＨＰ ２５０、 ５００、
１ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组， 每组 １０ 只。 染毒组连续灌胃染

毒 ８ 周， ６ 次 ／周， 于末次染毒 ２４ ｈ 后处死； 对照组

给予等量玉米油。 实验在 ＳＰＦ 级动物房内进行， 动物

房温度 ２０～２４℃， 湿度 ４０％～７０％。
１ ３　 检测指标及方法

１ ３ １　 一般状况观察 　 每天观察小鼠进食、 饮水、
行为活动、 尿液、 粪便等有无异常， 每周称量小鼠体

重 １ 次以调整给药量。
１ ３ ２　 大脑脏器系数　 于染毒 ２４ ｈ 后称重并断头处

死， 迅速剥离小鼠大脑， 吸干水分并称重。
脏器系数（％）＝ 脏器湿重（ｇ） ／体重（ｇ）×１００％

１ ３ ３　 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 含量检测　 每组选

取 ６ 只小鼠大脑剥离皮质， 按重量体积比加入 ９ 倍生理

盐水， 匀浆后低温高速离心， 收集上清， 考马斯亮蓝法

测定其蛋白含量。 采用羟胺法测定 ＳＯＤ 活性， 硫代巴比

妥酸 （ＴＢＡ） 法测定 ＭＤＡ 的含量， 苯甲酸显色法测定

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的活性， 严格按照试剂盒要求步骤操作。
１ ３ ４　 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达检测　 每组选取 ３ 只小

鼠大脑皮质裂解， 用预冷的含 １％ ＰＭＳＦ 的蛋白裂解

液提取总蛋白， ＢＣＡ 法测定总蛋白含量。 样品经 １２％
的凝胶电泳分离， 转膜， 封闭， 将膜与一抗 Ｂｃｌ⁃２ （稀
释比例 １ ∶ ２０００） 和 Ｂａｘ （稀释比例 １ ∶ ４００） 室温孵

育 ２ ｈ， 洗涤， 将膜浸入以 １ ∶ ３ ０００ 体积比稀释的二

抗， 室温 ２ ｈ， 漂洗后用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒增强发

光， Ｘ 线胶片显影。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测算以上指标

的灰度值， 比去内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰度值得到相对浓度

后， 再用统计软件进行统计。
１ ４　 统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 软件进行分析。 数

据结果以ｘ±ｓ表示， 组间比较采用单因素方差分析，
进一步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔ ｔ 检验。 检验水准 α
＝ ０ ０５。

２　 结　 果

２ １　 小鼠体重变化情况 　 ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组

各有 １ 只小鼠于给药后第 ６ 周出现会阴部污秽， ４～６ ｄ
后恢复正常， 其它小鼠未见明显异常症状。 小鼠体重

仅给药后第 １ 周 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组低于对照组， 差

异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 见图 １。

注： ∗， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组与对照组比较， Ｐ＜０ ０５。

图 １　 ＤＥＨＰ 染毒对小鼠体重的影响 （ｎ＝ １０）

２ ２　 对小鼠脑脏器系数的影响　 随着 ＤＥＨＰ 染毒剂

量增加， 小鼠大脑脏器系数增大， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒

组与对照组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）， 见

表 １。

表 １　 ＤＥＨＰ 染毒对小鼠大脑脏器系数的影响 （ｎ＝ ６， ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 大脑系数 （％）

对照组 ０ ７３６±０ ０４３

２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ０ ７７７±０ ０５９

５００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ０ ７５２±０ ０９８

１ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ０ ７９７±０ ０５３∗

　 注： ∗， 与对照组比较， Ｐ＜０ ０５。

２ ３　 对大脑皮质 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ 含量的

影响　 ＤＥＨＰ 各染毒组小鼠大脑皮质中 ＳＯＤ 的活性随

着染毒剂量的加大而升高， ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组

与对照组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； ＭＤＡ
含量随着染毒剂量加大而升高， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组

与对照组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； 各染毒
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组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性与对照组比较差异均无统计学意义

（Ｐ＞０ ０５）， 见表 ２。

表 ２　 ＤＥＨＰ 染毒对小鼠大脑皮质 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性

及 ＭＤＡ 含量的影响 （ｎ＝ ６， ｘ±ｓ）

组别　 　 　
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＧＳＨ⁃Ｐｘ

（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

对照组 ２６４ ８１±４０ ６１ １１０ ９５±２２ １０ ２ ８９±０ ５４

２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ２７６ ２３±４９ ２８ １１９ ３２±２６ ９９ ３ ３２±０ ４２

５００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ３３０ ０６±４０ ６７∗ １２０ ６１±３７ ０６ ３ １７±０ ６０

１ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组 ３５４ ４６±４０ ９８∗∗１０５ ４４±３２ ４９ ３ ６４±０ ４４∗

　 注： 与对照组比较， ∗， Ｐ＜０ ０５； ∗∗， Ｐ＜０ ０１。

２ ４　 对小鼠大脑皮质组织 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达的

影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 显示 ＤＥＨＰ 各染毒组大脑皮质中

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低， 与对照组比较差异均有统计学

意义 （Ｐ＜０ ０５）； 大脑皮质中 Ｂａｘ 蛋白表达高于对照

组， ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组差异有统计学意义 （Ｐ
＜０ ０５）， 见图 ２。

图 ２　 ＤＥＨＰ 染毒小鼠大脑皮质组织 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达

３　 讨　 论

ＤＥＨＰ 是 邻 苯 二 甲 酸 酯 类 （ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ，
ＰＡＥｓ） 化合物之一。 流行病学资料表明 ＰＡＥｓ 对神经

系统有一定的损害作用， 对学龄儿童智力的调查研究

发现， 尿液中 ＰＡＥｓ 代谢物含量和智商之间成反比关

系［７］， 与注意缺陷多动障碍症 （ ＡＤＨＤ） 呈正相

关［８］。 动物实验发现 ＤＥＨＰ 能导致小鼠学习记忆能力

下降［９，１０］。 ＤＥＨＰ 是一种过氧化物酶体增殖剂， 可通

过激活生物体内的过氧化物酶体增殖物激活受体

（ＰＡＰＲ）， 引起编码过氧化物酶体内各种酶的基因选

择性转录， 使以活性氧为主的各种自由基增加， 造成

氧化应激状态［１１，１２］。 过量的 ＲＯＳ 可以激活细胞内凋

亡信号的传导， 诱导 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活化， 增加 Ｂａｘ 的

表达， 从而促进细胞凋亡的发生［１３，１４］。
ＭＤＡ 是脂质过氧化的一种最终产物， 可间接反

映自由基的水平和细胞氧化损伤的程度［１５］。 本实验

结果显示， 随着 ＤＥＨＰ 染毒剂量加大， 小鼠大脑皮质

组织匀浆中 ＭＤＡ 含量增高， １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组与对

照组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）， 可见 ＤＥＨＰ
能引起大脑脑皮质脂质过氧化损伤。 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ
在体内有清除活性氧、 减轻和阻止活性氧的过氧化作

用［１６］。 本研究显示， 随着 ＤＥＨＰ 染毒剂量加大，
ＳＯＤ 活力增强， ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组与对照组比

较差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性未见

有变化。 表明在该剂量范围内， ＤＥＨＰ 对大脑皮质表

现了毒物兴奋效应， 即在一定剂量水平机体处于消除

毒物和自我保护状态 （代偿期）， 表现为抗氧化损伤

指标活性增高。 由此可见 ＤＥＨＰ 通过脂质过氧化作用

对大脑皮质发挥作用。
细胞凋亡是一种非常复杂的过程。 Ｂｃｌ⁃２ 家族可

以分为两类， 一类是抗细胞凋亡基因， 以 Ｂｃｌ⁃２ 基因

为代表； 另一类是促细胞凋亡基因， 以 Ｂａｘ 基因为代

表； 它们通过激活一系列下游基因发挥调节凋亡作

用［１７］。 Ｂｃｌ⁃２ 分布在膜和细胞质中， 控制着线粒体外

膜和内膜的通透性， 可通过抑制细胞线粒体膜电位的

降低、 Ｃｙｔ Ｃ 和凋亡起始因子的释放及 Ｃａｓｐａｓｅ 的激活

从而抑制凋亡。 Ｂａｘ 正好相反， Ｂａｘ 发生构象改变或

者寡聚化作用， 进入线粒体外膜， 破坏线粒体膜， 引

起细胞色素 Ｃ 的释放， 从而激活凋亡酶激活因子⁃１
（Ｃｙｔ Ｃ ／ Ａｐａｆ⁃１） ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 信号通路， 导致细胞凋

亡［１８］。 本实验结果显示， ＤＥＨＰ 染毒组小鼠大脑皮

质 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均减少， ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组

Ｂａｘ 蛋白表达增高， 与对照组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜ ０ ０５）， 表明 ＤＥＨＰ 导致神经毒性作用可能与

ＤＥＨＰ 抑制 Ｂｃｌ⁃２ 及促进 Ｂａｘ 蛋白表达有关。
由本实验结果可推测， ＤＥＨＰ 引起神经毒性作用

应与氧化应激导致细胞凋亡有关， 其具体作用机制还

需进一步研究。
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下。 目前， 依据国内现有的生产工艺、 防护措施以及

相应的职业卫生管理水平， 将我国工作场所空气中

ＭＩＡＫ 的时间加权平均容许浓度 （８ ｈ） 和短时间接触

容许浓度 （１５ ｍｉｎ） 分别设置为 ９３ ｍｇ ／ ｍ３ 和 ２３４ ｍｇ ／
ｍ３， 不会给生产企业带来任何经济上的负担， 也可有

效地保护接触工人的身体健康。
今后， 仍需对使用 ＭＩＡＫ 的企业进行现场职业卫

生与流行病学调查， 以检验本次研究建立的职业接触

限值的可靠性和科学性。
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