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邻苯二甲酸二丁酯对大鼠不同器官

细胞 W05抑制作用的研究

王!萌!蔡凤云!杨!旭

摘!要!目的!探讨邻苯二甲酸二丁酯)+<J*对不同组织器官的氧化损伤作用及其分子机制# 方法!用 4

!

I2@5U"&

!

I2@5

U"%4

!

I2@5U"(4

!

I2@5U的 +<J溶液对大鼠 F 种脏器)肝脏"肺"睾丸"肾脏*细胞进行体外染毒 "X!测定染毒后几种脏器细胞中超

氧化物歧化酶)RV+*的水平# 结果!随着 +<J染毒浓度的升高!大鼠各脏器细胞中 RV+酶活性下降!且在 &

!

I2@5U浓度时就与

对照组的差异具有良好的统计学意义)&k4Y4"*# 结论!+<J能够对体外大鼠 F 种脏器)肝脏"肺"肾脏"睾丸*细胞造成以 RV+

抑制为特征的氧化损伤#

关键词!邻苯二甲酸二丁酯!氧化损伤!RV+
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!!邻苯二甲酸酯类物质)J,A1* 作为塑料的改性

添加剂在增塑剂市场中占主导地位
."/

!也应用于涂

料"油漆"医疗产品"汽车玻璃"化妆品"杀虫剂等多种

产品
.%/

# 由于 J,A1类化合物作为增塑剂是以氢键

或范德华力与塑料分子结合!因此在使用过程中!遇

水或有机溶剂时极易被释放出来!造成对环境的污

染
.3/

# 由于 J,A1类化合物被广泛使用!目前已经对

大气"土壤"水体"动植物造成污染!成为地球上最为

广泛的污染物之一
.F/

# 经欧盟委员会认定!J,A1属

于致癌物质"可诱导有机体突变物质和再生有毒物

质!可通过呼吸"饮食和皮肤接触等途径进入人和动

物体内
.&/

# 经实验证明!该类物质急性毒性不大!对

,I/1实验呈阴性反应,亚急性毒性主要表现为肝脏"

肾脏"生殖器官的损伤!具有类雌激素作用!是一类典

型的环境内分泌干扰物
.$!'/

#

邻苯二甲酸二丁酯 )+<J*是 J,A1类化合物的

一种# 在动物实验中!+<J可经肾脏代谢而转化成

*<J!可以莱氏细胞和睾丸支持细胞为靶细胞!从而

造成生殖发育毒性
.(/

# 同时有研究表明!+<J可对

斑马鱼的肝脏产生不良影响!如过氧化作用等
.#/

#

根据 +<J的暴露途径!本实验选择肝脏"肾脏"肺"睾

丸为研究对象!利用不同浓度的 +<J溶液对大鼠不

同脏器细胞进行体外染毒!检测肝脏细胞"睾丸细胞"

肺细胞"肾脏细胞中超氧化物歧化酶的活性!研究

+<J对机体产生的氧化应激作用!为全面探讨 +<J

毒性的分子机制提供实验证据#

材料与方法

"Y实验仪器(

!

h[8-:连续波长酶标仪 )<Q2>:/=P*!三用

电热恒温水箱!超声仪!超净工作台!显微镜!细胞计数板!涡

旋器等#

%Y主要试剂(邻苯二甲酸二丁酯)天津市恒兴化学试剂制

造有限公司*!纯度 ##Y46!其他试剂均为国产分析纯#

3Y实验动物(研究所用的动物为 RJC级 MQ1:80大鼠!体重
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"&4 )"(4H!购自湖北省预防医学科学院实验动物中心#

FY实验方法(

*

将 MQ1:80大鼠脱颈致死!迅速取出所需

器官)肝脏"肾脏"肺"睾丸*# 用冰的生理盐水洗去各器官中

的浮血后!用眼科剪将其剪成糜状 )约 "II

3

的组织块*!F 层

擦镜纸过滤!收集细胞悬液母液,通过细胞计数!将细胞悬液

密度调整为 "4

$

)"4

'

个5毫升# 取 %F 支 "Y&I@的离心管!分

为 F 组!即每组 $ 个平行样# 每管各加入 4Y& I@的细胞悬液

和 4d&I@不同浓度的 +<J溶液)对照组加入 4Y&I@的生理盐

水*! 使 得 各 组 +<J终 浓 度 分 别 为 4

!

I2@5U" &

!

I2@5U"

%4

!
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!

I2@5U!置于 3'p的水浴锅中孵育 "X,

+

超氧化

物歧化酶 ) RV+* 含量的测定参照唐学玺等的方法 )b<L

法*

."4/

略作修改! 其原理是(超氧化物歧化酶通过抑制氮蓝

四唑)b<L*在光下的还原作用来确定酶活性大小!即还原反

应后!反应液蓝色愈深说明酶活性愈低!反之酶活性愈高# 将

染毒结束后的样品置于 >%4p下冻融一次"反复超声 & 次使

细胞破裂!得到酶液# 取 "4I@试管!各管依次加入 "34II2@5

U甲硫氨酸)*AL*溶液 "Y%I@!"44

!

I2@5U乙二胺四乙酸二钠

)A+L,>b8

%

*溶液 4Y%FI@!'&4

!

I2@5Ub<L溶液 4Y%FI@!染

毒组各加入 4Y3I@酶提取液!对照组加 4Y3I@生理盐水!然后

加入 "Y%I@%4

!

I2@5U核黄素# 混匀后将一支对照管置于暗

处!其他各管置于 F444@]日光灯下反应 %4IQ-# 反应结束后!

于 &$4-I波长下测定吸光值!按照公式( A:4[="-F-"B\.)[=]

^[** _̀

"

/ a[=]_&4b_̀

4

_;计算出 RV+活性()式中 ,

SK

(

对照管的吸光度,,

4

(样品反应液的吸光度,;

"

(反应液体积,

;

4

(加入反应液中的酶液体积,*(蛋白质含量*,

,

蛋白含量

测定(按 U2O0̂法测定!标准蛋白采用牛血清蛋白,

-

统计学

分析(用 RJRR"4Y4 软件对实验数据进行 ,bV;,分析!用 ">

检验法对染毒组与对照组的差异进行检验#

结!!果

用不同浓度 +<J溶液对大鼠肝脏"肾脏"睾丸!

肺细胞体外染毒 "X 后!RV+含量变化见图 "#

图 ()5Q,染毒致 X"&CB<大鼠各脏器细胞 W05酶活的变化

' l&! &k4Y4"! 肝脏(Cl&4Y', 睾丸(Cl'4YF, 肾脏(Cl(FY', 肺(Cl""&Y(3'#3, 与对照组相比!

$$

&k4Y4"

!

讨!!论

邻苯二甲酸酯的大量生产和消费使得人类 +<J

的暴露程度日益严重
."4/

# 目前!+<J的暴露所引起

的睾丸萎缩"附睾发育不全"曲细精管变性萎缩"生精

上皮变薄"隐睾"尿道下裂等雄性生殖系统损害等均

有研究# 由于现有研究不足以证明 +<J具有致突变

性"遗传毒性和致癌性
.""/

!所以!对于 +<J毒性的分

子机制还需进一步研究#

外源化合物通过多种途径进入机体后引起各种

毒性效应的分子机制主要有(自由基与氧化损伤"外

-%3-
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源性化合物共价结合"细胞钙稳态紊乱# 其中!自由

基与氧化损伤机制源于生物体在正常生理生化反应

过程中!细胞通过多种途径产生了过多的自由基# 自

由基通常是指活性氧族 ) 0/8=:Q7/2]̂H/- 1Z/=Q/1!

DVR*!主要包括超氧阴离子自由基)V

%

>

*"过氧化氢

)E

%

V

%

*"羟自由基 )-VE*和一些含氧的非自由基衍

生物# 机体内自由基清除系统包括化学清除剂和酶

促清除系统!其中非酶类化学清除剂主要有谷胱甘肽

和维生素 A!抗氧化酶类主要有超氧化物歧化酶)1[G

Z/02]Q./.Q1I[:81/! RV+*"谷胱甘肽过氧化物酶)H@[G

:8:XQ2-/Z/02]Q.81/! BRE>J]*"过氧化氢酶"谷胱甘

肽还原酶等# 正常代谢时!自由基清除系统会清除多

余的自由基!防止自由基进一步攻击脂质"蛋白质和

+b,

."%/

#

细胞内最先形成的 DVR 是超氧阴离子 )V

%

>

*!

超氧阴离子继而被转化成羟自由基)-VE*!羟自由基

)-VE*是一种活性最高的活性氧
."3/

# 而超氧化物歧

化酶 ) RV+*可以催化 V

%

>

产生 E

%

V

%

!从而抑制了

V

%

>

向-VE的转化# 因此!RV+不仅是抗氧化损伤

的第一道防线!也是唯一一种可以催化该反应的酶!

是抗氧化系统中的关键酶# 研究表明!多种邻苯二甲

酸酯类化合物可以通过增加氧浓度或是降低抗氧化

酶的活性产生不利影响
."F/

# 在本研究中!用不同浓

度的 +<J对大鼠各脏器细胞进行体外急性染毒!在

&

!

I2@5U浓度时!RV+酶活性就与对照组有统计学意

义差异)&k4Y4"*!且随着 +<J浓度的升高而上升!

表明 +<J可导致大鼠各脏器细胞 RV+酶活性降低!

具有显著的氧化损伤作用!从而验证了 +<J是通过

降低 RV+酶的活性来破坏抗氧化损伤系统!继而使

细胞产生损伤# 根据本实验室前期工作报告!+<J

可导致大鼠肝脏细胞膜脂质过氧化加剧!+b,>蛋白

质交联水平上升
."&/

!故可以推断!+<J的急性氧化损

伤作用可能是通过抑制 RV+酶活性!从而对脂质和

+b,等产生进一步的损伤#
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