
于阴性对照组，且有一定的剂量-反应关系。染毒组小鼠睾丸
组织 MDA含量显著升高，而 GSH活性和 SOD含量显著下降，
且有一定的剂量-反应关系，可见染镧后睾丸组织的自由基与
不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应增强，而机体抗氧化损伤

的能力下降，机体精子细胞受到自由基严重攻击，导致精子

膜损伤，损害生殖细胞的功能，这可能也是氯化镧染毒小鼠

精子数和精子活动度下降的原因之一。
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邻苯二甲酸二辛酯对大鼠卵巢颗粒细胞分泌功能的影响
Effect of dioctyl phthalate ( DOP) on secretion of ovarian granulose cells in rats
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摘要: 以邻苯二甲酸二辛酯 ( DOP) 对大鼠卵巢颗粒细
胞进行体外染毒、培养来研究 DOP 对卵巢颗粒细胞分泌功能
的影响。提取未成年大鼠卵巢颗粒细胞进行体外培养，DOP
染毒后测定细胞分泌产物 ( 雌二醇和孕酮) 含量。染毒组与
对照组比较，雌二醇和孕酮水平均降低，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01) 。雌二醇含量与 DOP剂量的相关系数为 － 0. 68 ( P
＜ 0. 01) ; 孕酮含量与 DOP 剂量的相关系数为 － 0. 79 ( P ＜
0. 01) ，提示在实验剂量下产生剂量-反应关系。DOP 对大鼠
卵巢颗粒细胞分泌功能有抑制作用。
关键词: 邻苯二甲酸二辛酯; 大鼠; 卵巢颗粒细胞; 雌

二醇; 孕酮
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邻苯二甲酸酯类 ( phthalic acid esters，PAEs) 化合物是
一类可干扰内分泌功能的环境污染物质，包括邻苯二甲酸二

乙基己基酯 ( DEHP) 等 30 多种化合物［1］。PAEs化合物作为
增塑剂，遇到水或有机溶剂时极易释放出来，从而对环境造

成污染［2］。PAEs 化合物是目前地球上最为广泛的污染物之
一［3］，具有生殖毒性［4，5］、致癌性、致畸致突变作用［6 ～ 8］，并

可引起哮喘［9］。邻苯二甲酸二辛酯 ( DOP) 是一种应用非常
广泛的增塑剂，除用于塑料、橡胶、油漆及乳化剂等工业外，
还用于生产食品包装材料、医疗卫生制品等。本实验研究拟
通过体外培养方法，观察 DOP对大鼠卵巢颗粒细胞分泌功能

的影响。
1 材料与方法
1. 1 材料
实验动物: 二级Wister大鼠，由军科院实验动物中心提供。
试剂: DMEM培养基 ( 天津百若克医药生物技术有限责

任公司) ，青霉素、链霉素、标准胎牛血清 ( 天津灏洋生物制
品科技有限公司) ，孕马血清 ( PMSG，沈阳光大制药有限公
司) ，DOP ( 分析纯) 、二甲基亚砜 ( 天津化学试剂厂) ，大
鼠雌二醇、大鼠孕酮试剂盒 ( 美国 R＆D) 。
1. 2 方法
取 DMEM培养液，无菌加入 10%的标准胎牛血清，再分

别按照 60 U /ml、60 μg /ml 加入青霉素和链霉素，振荡摇匀，
4℃中保存。
采用未成年雌性大鼠，皮下注射 PMSG，100 IU /100 g，

48 h后颈椎脱臼处死，取出双侧卵巢，在平皿中用磷酸缓冲
液 ( PBS) 清洗，于 DMEM培养基中用无菌的 20 ml注射器针
头刺破卵泡，冲洗出颗粒细胞，移入刻度离心管，1 000 r /
min离心，沉淀，弃去上清液，重复 3 次后用 DMEM 培养液
定容细胞混悬液至 4 ml。
用培养液调整细胞密度，按 1 × 106 个 /L 浓度 200 μl /孔

于培养板中，37℃、5%CO2 的培养箱培养。培养至细胞充分
贴壁后更换不加血清的培养基，并加入受试物，再培养 24 h，
测定细胞分泌产物雌二醇、孕酮含量［10］。
细胞分泌产物测定: 分别取标准品、待测培养液 25 μl /孔

加于相应反应孔中，于 450 nm处读取吸光度值。数据处理后
获得标准曲线，从标准曲线上查出被测样品的雌二醇、孕酮
含量。
实验设高、中、低 3 个剂量组，终浓度为 40、8、1. 6

μg /ml; 设等体积阴性对照与空白对照组。阴性对照不加受试
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物，空白对照不含颗粒细胞，其他处理条件同染毒组，每组

设 4 个平行孔。
用 SPSS11. 7统计软件进行数据单因素方差和相关分析。

2 结果
2. 1 DOP对大鼠雌二醇分泌的影响
表 1 可见，3 个染毒组的雌二醇均较阴性对照组低，差异

具有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ，进一步两两比较显示除低剂量
组与中剂量组、中剂量与高剂量组外，其他组间差别均具有
统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。

表 1 DOP对大鼠卵巢颗粒细胞雌二醇分泌的影响

组别 孔数
染毒剂量

( μg /ml)
雌二醇

( ng /ml)
F值 P值

高剂量组 4 40. 00 161. 95 ± 29. 69*

中剂量组 4 8. 00 215. 51 ± 33. 90*

低剂量组 4 1. 60 310. 22 ± 25. 60* 12. 370 0. 001

阴性对照组 4 0. 00 373. 82 ± 54. 09

注: 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 01。

2. 2 DOP对大鼠孕酮分泌的影响
表 2 可见，3 个染毒组的孕酮水平均较阴性对照组低，差

异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ; 进一步两两比较显示 3 个剂
量组间的孕酮含量的差别均具有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) 。

表 2 DOP对大鼠卵巢颗粒细胞孕酮分泌的影响

组别 孔数
染毒剂量

( μg /ml)
孕酮

( ng /ml)
F值 P值

高剂量组 4 40. 00 61. 60 ± 6. 13*

中剂量组 4 8. 00 84. 46 ± 9. 00*

低剂量组 4 1. 60 113. 07 ± 7. 63* 90. 810 0. 0001
阴性对照组 4 0. 00 153. 70 ± 5. 48

注: 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 01。

2. 3 雌二醇、孕酮与 DOP剂量的相关性分析
雌二醇含量与 DOP剂量的相关系数为 － 0. 679，且具有统

计学意义 ( P ＜ 0. 01) ，二者存在负向变化趋势联系; 孕酮含
量与 DOP剂量的相关系数为 － 0. 794，且具有统计学意义 ( P
＜ 0. 01) ，二者亦有负向变化趋势联系。
3 讨论
邻苯二甲酸酯类化合物对机体生殖健康的影响主要表现

在以下四个方面: 抵抗内源性雌雄激素的作用，模拟内源性

雌雄激素的作用，改变体内性激素受体水平，改变内源性激

素的合成和代谢［11］。

由于护肤品的使用，使女性暴露于 PAEs化合物的机会更
多。PAEs的暴露可引起女孩乳腺发育过早［12］，女工长期暴
露于 DEHP而出现受孕率下降、流产率升高，部分女工还出
现与雌激素水平降低和排卵障碍相关的一些妇科病变。也有
调查发现怀孕的并发症与尿样中 PAEs 含量具有相关性。另
外，Cobellis L等人调查发现血浆 DEHP 的浓度与子宫内膜异
位症具有相关性，并首次提出 PAEs 可能是子宫内膜异位症
病因［13］。

Davis等人建立 PAEs 雌性生殖毒性动物及细胞模型，发
现 DEHP可引起受试大鼠动情周期延长和不排卵，大鼠卵泡
的体积减小和出现多囊卵巢［14］; 还发现 DEHP 主要是通过其
代谢产物邻苯二甲酸单乙基己基酯 ( MEHP) 影响卵巢功能
引起雌性生殖毒性作用，其作用位点主要是卵巢颗粒细胞。
DEHP可显著抑制排卵前期颗粒细胞产生雌二醇，使雌激素
水平降低、黄体生成素 ( LH) 峰消失而导致自然排卵周期改
变［15］。在几种结构上有联系的 PAEs 中，仅有 DEHP 能导致
颗粒细胞中芳香化酶 mRNA 水平的下降，而芳香化酶是雄激
素向雌激素转化的限速酶，芳香化酶的减少导致了雌激素水

平的下降，从而引起相关的生殖毒性［16，17］。
本研究中染毒组的雌二醇和孕酮均较对照组为低，与对

照组比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ; 进一步的两两比
较显示，3 个剂量组间的雌二醇含量高剂量组与低剂量组的
差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ; 而孕酮含量各组之间的差异
均有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) 。相关分析结果显示: 雌二醇含
量与 DOP剂量的相关系数为 － 0. 679，且有统计学意义 ( P ＜
0. 01) ; 孕酮含量与 DOP 剂量的相关系数为 － 0. 794，且有统
计学意义 ( P ＜ 0. 01) ，均存在负向变化趋势，提示在实验剂
量下均产生剂量-反应关系，证实 DOP 对大鼠卵巢的毒性作
用，可以抑制大鼠颗粒细胞的分泌功能。
由于条件的限制，本实验仅对 DOP 单个物质进行研究，

在今后研究中，我们应关注多种邻苯二甲酸酯类化合物的协

同作用，从而对邻苯二甲酸酯类化合物对机体的影响作出科

学综合的评价，进一步补充和完善其毒性作用及对人类健康

的潜在危害性，为人体健康提供理论依据。
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柴油机废气颗粒物诱导哺乳动物细胞 DNA损伤实验研究
Experimental study on DNA damage caused by diesel exhaust particles in mammalian cells
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摘要: 以国产柴油机排气口废气采集物为受试物，用噻

唑蓝 ( MTT) 染色的方法检验受试物各浓度作用 12 h、24 h、
36 h的细胞相对存活率; 单细胞凝胶电泳技术检测作用 2 h、
4 h、8 h受试物致细胞的 DNA 损伤。随着染毒时间的延长和
染毒剂量的增加，细胞存活率下降; 柴油机废气颗粒物引起

细胞的拖尾率、尾矩和细胞尾部 DNA含量增加。柴油机废气
颗粒物的各浓度组在不同时间诱导的细胞拖尾率和尾部 DNA
含量均高于阴性对照组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。提
示柴油机废气颗粒物可以降低细胞的相对存活率，并不同程

度地致 NIH /3T3 细胞的 DNA损伤。
关键词: 柴油机废气; DNA损伤; 细胞毒性
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近年来，柴油机废气颗粒物已经成为大气污染的重要来

源，柴油机废气颗粒物成分十分复杂，其中含有的有机成分

多环芳香烃和多环芳香烃的硝基化合物已被证实有很强的致

癌性和致突变性［1］。1989 年国际癌症研究协会把柴油机排出
颗粒物定为人类可能致癌物［2］，近年来研究发现，长时间接

触柴油机废气颗粒物还会对神经系统［3］和心脑血管系统［4］产

生不良影响。本文采用噻唑蓝 ( MTT) 比色法和彗星试验
( 单细胞凝胶电泳试验) ，以某工厂柴油机废气颗粒物为受试

物，检测其对哺乳动物细胞 ( NIH /3T3 细胞) 的毒性作用。
1 材料与方法

1. 1 受试物与靶细胞
受试物采自国内某工厂柴油机尾部废气颗粒物，经玻璃

纤维滤膜阻留采样，二氯甲烷索氏提取法提取。NIH /3T3 细
胞购自北京市肿瘤研究所。
1. 2 主要试剂和仪器
正常熔点的琼脂糖 ( NMPA) ; 低熔点琼脂糖 ( LMPA) ;

溴化乙锭 ( EB ) 20 μg /ml; MTT 1. 0 mg /ml。电泳仪 ( Bio-
RAD200 /2. 0，美国 Bio-RAD 公司) ，OLYMPUS 荧光显微镜
( NIKONE600，日本 OLYMPUS公司) 。
1. 3 细胞相对成活率的 MTT法检测
柴油机废气颗粒物浓度分别为 500. 00 μg /ml、250. 00

μg /ml、125. 00 μg /ml、62. 50 μg /ml，0μg /ml 组作为阴性对
照组。在 37℃、5%CO2 培养箱中分别培养 12、24、36 h。计
算细胞相对存活率。
1. 4 细胞 DNA损伤的检测
将 NIH /3T3 细胞接种于培养瓶内，24 h 细胞贴壁后加入

受试物，受试物分 5 个剂量组 ( 500. 00、250. 00、125. 00、
62. 50、0 μg /ml) ，将 0 μg /ml 作为阴性对照组，每组 3 瓶分
别培养 2、4、8 h，PBS冲洗终止染毒。取未加受试物的 3 瓶
细胞用超净工作台上的紫外灯照射 3 min做阳性对照。进行彗
星试验并使用 EB染色，用软件对拖尾细胞进行分析，将数据
存入数据库。
1. 5 统计分析
应用 SPSS18. 0 统计软件对数据进行分析。细胞存活率和

彗星试验结果数据组间差异比较采用单因素方差分析; 不同

组细胞拖尾率采用 χ2 检验。
2 结果
2. 1 柴油机废气颗粒物对 NIH /3T3 细胞相对存活率的影响
受试物在不同浓度下，细胞的相对存活率下降，随作用
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