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摘要: 目的 通过邻苯二甲酸二 ( 2-乙基己基) 酯 ( DEHP) 胚胎期暴露，评价其对子代大鼠神经行为的影响，

初步探讨 DEHP 所致子鼠神经毒性的机制。方法 雌性 Wistar 大鼠从妊娠日起用 10、100、500 mg / ( kg·d) DEHP 连

续灌胃染毒 19 d，观察子代大鼠的神经行为学指标。于子鼠出生第 7 天和第 21 天测定海马神经细胞凋亡率，不同剂

量的 DEHP 染毒对海马组织 bcl-2、bax 基因的表达的影响。结果 于子鼠出生 6 周后，进行水迷宫测试。结果显示，

随着 DEHP 剂量增加，中、高剂量组错误次数增加和潜伏期延长十分明显 ( F = 8. 058，P ＜ 0. 05; F = 11. 221，P ＜
0. 05) 。电穿梭测试显示，中、高剂量组电击次数增加和主动逃避时间延长较为明显 ( F = 6. 984，P ＜ 0. 05; F =
9. 841，P ＜ 0. 05) 。出生后 7 d 子代大鼠海马神经元的细胞凋亡率高于出生 21 d，高剂量组尤为显著。RT-PCR 检测表

明，与对照组相比，bcl-2 和 bax 基因表达增高 ( F = 253. 78，P ＜ 0. 05; F = 66. 67，P ＜ 0. 05 ) ，且随着 DEHP 暴露剂

量的升高，表达亦增加。结论 DEHP 对子代大鼠神经系统具有明显的毒性作用，存在着剂量-反应关系，其可能通过

干扰 bcl-2 和 bax 基因的表达而影响子代大鼠神经系统发育。
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Effect of embryonic exposure to DEHP on nervous behavior of offspring rats
PAN Liang* ，YU Tao，LIU Yan-hua，XIAO Sha，LI Dan-dan，LU Xiao-bo

( * ． Department of Hygiene Toxicology，School of Public Health，China Medical University，Shenyang 110001，China)

Abstract: Objective The purpose of this study is to observe the effect of embryonic exposure to DEHP on nervous behav-
ior in offspring rats，and explore the primary mechanism of neurotoxicity induced by DEHP． Methods The mature female
Wistar rats were consecutively lavaged with 10 mg / ( kg·d) ，100 mg / ( kg·d) and 500 mg / ( kg·d) of DEHP respectively
from the first day until the 19 th day of pregnancy，and observation was made on the nervous behavior of offspring rats． The ap-
optosis rates in hippocampus of the offspring rats at the 7 th and 21 st postnatal day ( PND) were detected respectively by flow
cytometer ( FCM) ． Meantime，the influence of different doses of DEHP on gene expression of bcl-2 and bax were also ana-
lysed． Results The water maze test showed that both false time and latency were increased in DEHP groups and was dose-
dependent，especially in the 100 mg / ( kg·d) and 500 mg / ( kg·d) groups ( F = 8. 058，P ＜ 0. 05; F = 11. 221，P ＜
0. 05) ． Meanwhile，electricity shuttled test also showed that both shocked time and active elusion time were increased in DEHP
groups，especially 100 mg / ( kg·d) and 500 mg / ( kg·d) groups ( F = 6. 984，P ＜ 0. 05; F = 9. 841，P ＜ 0. 05) ． While
the apoptosis rate in hippocampus of PND7 was higher than that of PND21，especially in 500 mg / ( kg·d) group． In addition，

there were statistical significance between DEHP groups and the controls in gene expression of bcl-2 and bax ( F = 253. 78，P ＜
0. 05; F = 66. 67，P ＜ 0. 05) ，and the increase of bcl-2 and bax gene expressions were dose dependent． Conclusion DEHP
shows obvious toxicity on the offspring nervous system of DEHP exposed rats，the possible mechanism might be the interference
on the expression of bcl-2 and bax，thereby affecting nervous system development．
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邻苯二甲酸二 ( 2-乙基己基) 酯 ( di-2-ethylhex-
yl phthalate，简称 DEHP) ，属于邻苯二甲酸酯类化合

物 ( PAE) 中的重要成员，是塑料工业最主要的增塑

剂之一
［1］。近年来 DEHP 被认为是一种环境内分泌

干扰物 ( environmental endocrine disruptor，EED) ［2］，

体外培养金鲫鱼脑细胞研究 DEHP 对 DNA 的损伤作

用，结果显示采用不同浓度的 DEHP 溶液 ( 25、50、
100、200 mg /L) 对体外培养脑细胞进行染毒，处理

组细胞 DNA 损伤的彗星百分率和尾矩均显著升高
［3］。

人类广泛暴露于邻苯二甲酸酯类物质，其中女性因使

用含邻苯二甲酸的化妆品和个人护理用品成为邻苯二

甲酸酯的高危人群。DEHP 可以通过胎盘屏障进入胎

儿 体 内， 在 胎 儿 体 内 聚 集， 也 可 直 接 作 用 于 胎
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儿
［4，5］。本实验拟通过孕期大鼠暴露 DEHP 建立子代

大鼠神经系统损伤的动物模型，探讨 DEHP 对发育中

子鼠神经系统的影响，为其神经发育毒性机制深入研

究提供相关理论依据。
1 材料与方法

1. 1 主要试剂与仪器

DEHP ( 分析纯) ，美国 Sigma 公司; RT-PCR 试

剂盒，宝生物工程 ( 大连 ) 有限公司; 引物合成，

金思特科技 ( 南京) 有限公司。PCR 扩增仪，日本

株式会社。
1. 2 实验动物分组及染毒

动物染毒: 清洁级 Wistar 雌性大鼠，妊娠后进行

如下处理: 对照组 ( 给予玉米油) ，低剂量组予 10
mg / ( kg· d ) DEHP，中剂量组 100 mg / ( kg· d )

DEHP，高剂量组 500 mg / ( kg·d) DEHP。实验各

组动物自由饮水，连续染毒 19 d 至子鼠出生。
1. 3 观察指标及检测方法

1. 3. 1 神经行为学测定

1. 3. 1. 1 水迷宫试验 水迷宫为一黑色有机玻璃长

方体水槽 ( 73 cm ×42 cm ×20 cm) ，其中由若干隔板

组成迷宫，如图 1 所示。其中 1、2、3、4 为盲端，

A、B、C 为通道，迷宫的一角有一组台阶为终点。
实验 前，迷 宫 中 灌 水，水 深 10 cm，水 温 ( 24 ±
1) ℃，将训练后的大鼠放置 C 点，记录错误次数、
潜伏期。

图 1 水迷宫构成

1. 3. 1. 2 电穿梭试验 将大鼠放置于电穿梭箱内，

记录主动逃避时间和电击次数。
1. 3. 2 细胞凋亡率的测定 取大鼠海马神经元，制

成单细胞悬液，应用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 3. 3 bcl-2 和 bax mRNA 基因表达检测 Trizol 法

抽提总 RNA 溶于 DEPC 水中，进行 RT-PCR 分析。
1. 4 数据处理

采用 Excel 数据库录用数据，SPSS16. 0 进行实验

数据处理及统计分析，数据统计描述主要以x ± s 形

式表示。根据数据的正态性和方差齐性，采用单因素

方差分析或 Kruskal-Wallis 检验，LSD 进行多重比较，

检验水准 α = 0. 05。
2 结果

2. 1 染毒不同剂量 DEHP 对子鼠神经行为学的影响

2. 1. 1 DEHP 染毒对子鼠水迷宫实验参数的影响

由表 1 所示，DEHP 各剂量组与对照组相比，无论错

误次数还是潜伏期差别均有统计学意义。
表 1 DEHP 染毒对子鼠水迷宫实验参数比较 ( x ± s)

组别 子鼠数 潜伏期 ( s) 错误次数

对照组 47 46. 19 ± 17. 14 6. 96 ± 6. 51

10 mg / ( kg·d) 组 32 63. 94 ± 25. 34＊＊ 9. 03 ± 7. 06

100 mg / ( kg·d) 组 34 73. 47 ± 32. 84＊＊ 12. 35 ± 6. 05＊＊

500 mg / ( kg·d) 组 49 75. 69 ± 30. 84＊＊ 13. 45 ± 8. 10＊＊

注: 与对照组比较，＊＊P ＜ 0. 01。

2. 1. 2 DEHP 染毒对电穿梭实验参数的影响 由表

2 可见，电穿梭测试时，DEHP 各染毒剂量组与对照

组相比，电击次数、主动逃避时间差异均有统计学

意义。
表 2 DEHP 不同剂量染毒对子鼠电穿梭实验影响 ( x ± s)

组别 子鼠数 电击次数 主动逃避时间 ( s)

对照组 47 9. 47 ± 2. 06 16. 26 ± 5. 56

10 mg / ( kg·d) 组 32 10. 18 ± 1. 71 19. 53 ± 5. 39＊＊

100 mg / ( kg·d) 组 34 11. 45 ± 2. 10* 19. 79 ± 3. 55＊＊

500 mg / ( kg·d) 组 49 11. 29 ± 2. 61＊＊ 21. 51 ± 4. 39＊＊

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01。

2. 2 DEHP 胚胎期染毒对子鼠海马神经细胞凋亡率

的影响

出生后 7 d 子代大鼠的海马神经元细胞凋亡率明

显高于出生后 21 d，且出生后 7 d 时，随着 DEHP 染

毒剂量的增加，子代大鼠海马神经元的细胞凋亡率有

一定的上升趋势。见表 3。
表 3 DEHP 染毒对子鼠不同时段海马神经元

细胞凋亡率的影响 ( n = 3，x ± s) %

组别 出生后 7 d 出生后 21 d

对照组 11. 18 ± 1. 069 4. 020 ± 0. 302

10 mg / ( kg·d) 组 13. 04 ± 0. 820 5. 080 ± 0. 166

100 mg / ( kg·d) 组 12. 34 ± 0. 984 4. 313 ± 0. 748

500 mg / ( kg·d) 组 18. 76 ± 1. 325＊＊ 4. 470 ± 0. 231

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01。

2. 3 DEHP 不同染毒剂量对海马组织 bcl-2、bax 基

因表达的影响

由表 4 可见，对 bcl-2 基因凝胶电泳图像灰度进行

分析，差别具有统计学意义 ( P = 253. 78，P = 0. 000)。
说明 DEHP 染毒剂量由低到高，bcl-2 基因 mRNA 水平

增多。对 bax 基因凝胶电泳图像灰度进行分析，差别亦
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具有统计学意义 ( F = 66. 67，P = 0. 000)。说明 DEHP
染毒剂量由低到高 bax 基因表达增多。

表 4 bcl-2 和 bax mRNA 水平的 RT-PCR 半定量分析

( 目的基因与 β-actin 灰度比值，n = 6，x ± s)

组别 bax bcl-2

对照组 0. 920 ± 0. 050 0. 537 ± 0. 007

10 mg / ( kg·d) 剂量组 1. 175 ± 0. 075＊＊ 0. 525 ± 0. 011

100 mg / ( kg·d) 剂量组 1. 243 ± 0. 041＊＊ 0. 699 ± 0. 043＊＊

500 mg / ( kg·d) 剂量组 1. 508 ± 0. 028＊＊ 0. 972 ± 0. 002＊＊

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01。

3 讨论

DEHP 可经胃肠道、肺和皮肤吸收，通常以胃肠

道为主要吸收途径
［6］。DEHP 进入体内后被迅速降

解，美国环境保护署报道 DEHP 在人体内的半衰期平

均为 12 h，DEHP 及其代谢产物主要分布于血液、肝

脏、肾脏、胃肠道以及脂肪组织
［7］。文献记载利用

质谱分析仪检测到小鼠脑组织中的痕量 DEHP; 在大

鼠的脑组织中有人也曾检测到 DEHP 的代谢产物 ME-
HP，但也有研究认为 DEHP 或其代谢产物是否通过

成熟血脑屏障值得怀疑
［8］。通过神经行为学检测发

现，随着 DEHP 的染毒剂量增加，子鼠在水迷宫测试

时，DEHP 各剂量组与对照组相比，无论错误次数还

是潜伏期差别均有统计学意义。电穿梭测试时，DE-
HP 各剂量组与对照组相比，电击次数、主动逃避时

间差异也有统计学意义。可见，DEHP 中、高剂量染

毒可以使子鼠的学习记忆能力下降，提示在神经系统

发育关键期如暴露 DEHP 会影响神经行为的发育。
细胞凋亡又称细胞程序性死亡，是受基因调控的

细胞主动自杀现象。蔡文琴等应用 Tunel 法测定大鼠

大脑半球皮层、皮层下皮质、海马、基底节区等脑区

的神经细胞凋亡，发现高峰期发生在出生后 7 d，而

出生 28 d 以后在各脑区神经细胞的凋亡基本停止
［9］。

本实验应用流式细胞仪定量分析细胞凋亡，出生后

7 d子代大鼠的海马神经元细胞凋亡率明显高于出生

后 21 d。另外，对于出生后 7 d 子鼠，随着 DEHP 宫

内暴露剂量的增加，海马区细胞凋亡率也在增加; 但

出生后 21 d 这种细胞凋亡的差别尚不明显。原因可

能为: 幼鼠出生后 7 d 为神经系统发育进程中生理性

的细胞编程性死亡高峰期，对影响细胞凋亡的因素更

为敏感，这样可能导致海马细胞凋亡数量的增加; 而

出生 21 d 后，生理性的细胞编程性死亡过程已基本

结束，机体保护性调控作用加强，故并未改变细胞凋

亡的数量。
bcl-2 基因家庭成员在细胞凋亡的基因调控过程

中起着至关重要的作用。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
［10］。本研究

发现，随着 DEHP 染毒剂量的增加，出生后 7 d 海马

神经元凋亡率有升高趋势，并且与 bax 基因的表达结

果相一致，但有趣的是，我们同样检测到 bcl-2 基因

表达也相应升高。有研究显示 bcl-2 基因过度表达可

抑制各种刺激所诱导的细胞凋亡，所以这种矛盾现象

可以解释为保护神经元的过度凋亡，bcl-2 表达会与

bax 基因表达成正向变化，但最终是否发生凋亡，取

决于 bcl-2 /bax 的比值，当 bcl-2 表达超过 bax 时，细

胞凋亡受到抑制; 反之，当 bax 表达占多数时，细胞

易发生凋亡。所以我们推测，bax 基因表达的增加占

主要地位，有报道称 bax 基因表达增加时，会使细胞

线粒体膜稳定性下降，从而启动细胞凋亡的级联程

序，导致细胞凋亡的发生
［11］。而我们的研究恰好佐

证了这一结论。
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