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壬基酚致雌性大鼠遗传毒性的研究
Study of genotoxic effect of nonylphenol on female rat
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摘要: 分别取清洁级大、小鼠 24 只，随机分为 3 组，壬
基酚 ( NP) 低剂量组 ( 50 mg /kg) ，NP 高剂量组 ( 200 mg /
kg) 及对照组，每组 8 只。大鼠灌胃染毒不同剂量的壬基酚，

对照组给予等体积玉米油，30 d 后处死大鼠，采用单细胞凝
胶电泳技术检测血淋巴细胞、肝、肾及子宫细胞 DNA 损伤程
度; 小鼠于处死前 6 h、30 h 分别灌胃染毒不同剂量的壬基
酚，对照组给以等体积的玉米油，采用微核实验检测骨髓细
胞微核率。随着壬基酚染毒剂量的升高，大鼠血淋巴细胞、
肝、肾及子宫细胞尾部 DNA 百分率 ( % ) 、Olive 尾距、尾长
均呈升高趋势，小鼠骨髓细胞微核率呈上升趋势。提示壬基
酚染毒可致大、小鼠 DNA损伤，且随染毒剂量的增加，损伤
逐渐加重，具有剂量-效应关系。
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壬基酚 ( nonylphenol，NP) 是烷基酚的典型代表，被广

泛应用于塑料增塑剂、工业用洗涤剂、涂料、清洁剂、杀虫

剂等行业［1］，其对人体健康的影响也日益受到人们关注。国

内外关于壬基酚的毒理学效应研究主要集中于雌激素活性方

面，有关其对雌性大鼠遗传毒性的研究却少有报道。而 DNA
损伤是评价环境毒物遗传毒性的一个重要参数。本研究采用

彗星实验和微核实验探讨 NP 对血淋巴细胞、肝、肾及子宫细

胞 DNA 的损伤效应，为预防 NP 对人类生殖、发育和遗传功

能的影响提供实验资料和科学依据。
1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

1. 1. 1 仪器 KDC-1044 型低速离心机 ( 科大创新股份有限

公司中佳分公司) ; 微量加样器 ( 德国 Eppendorf) ; FA2004
电子天平 ( 上海精科天平厂) ; 6511 型电动搅拌机 ( 上海公

私合营群联文教模型厂) ; WMZK-02 型电热恒温水浴箱 ( 浙

江省嘉兴市新胜电器厂) ; 水平操作台。
1. 1. 2 试剂 壬基酚 ( 纯度 99. 9%，美国 Sigma 公司) ，超

纯水 ( 艾科浦实验室超纯水系统) ，玉米油 ( 福临门) ，1%
低熔点琼脂糖，1%正常熔点琼脂糖，肝素，溴乙锭 ( 上海华

美生物公司) 2. 5 μg /ml，三羟甲基氨基乙烷 ( Tris) 。
1. 2 动物选择及分组

1. 2. 1 彗星实验 清洁级 SD 雌性大鼠 24 只，体重约 200 g，

由河北联合大学实验动物中心提供 ［动物合格证号: XCXK
( 京 2005-0013) ，动物房证书号: SYXK ( 翼 2005-003 ) ］。随

机分为 3 组，NP 低剂量组 ( 50 mg /kg) ，NP 高剂量组 ( 200
mg /kg) 及对照组，每组 8 只，自由摄食、饮水，适应性喂养

1 周后供试。
1. 2. 2 微核实验 清洁级昆明种小鼠 24 只，体重 18 ～ 22 g，

由河北联合大学实验动物中心提供。随机分为 3 组，NP 低剂

量组 ( 50 mg /kg) ，NP 高剂量组 ( 200 mg /kg) 及对照组，每

组 8 只，自由摄食、饮水，适应性喂养 1 周后供试。
1. 3 彗星实验

1. 3. 1 动物染毒及标本采集处理 大鼠灌胃染毒不同剂量的

壬基酚，对照组给以等体积的玉米油( 1 ml /100 g) 。染毒 30 d
后处死大鼠，取肝脏、肾脏、子宫及全血 ( 肝素抗凝) 4 ℃
冷藏待用。取各脏器并粉碎，加适量的 PBS 液。静置取上清

置于离心管中，2000 r /min 离心 5 min 弃上清液，加入生理盐

水，混匀。
1. 3. 2 铺片 取干净的磨砂载玻片，置于水平放置的托盘上

并编号，铺 1%正常熔点的琼脂糖，4 ℃冷藏，使胶凝固。再

加入细胞或全血与 1%低熔点琼脂糖的混合液，使胶凝固后再

加低熔点琼脂糖。然后将载玻片放入新鲜配制的 4 ℃ 裂解液

中 30 min，取出后电泳 40 min，最后进行中和染色。
1. 3. 3 图像观察及分析 采用荧光显微镜观察并且采集图

像，每张图片采集 50 个细胞，共采集 300 个细胞，IMI 软件

分析 Olive 尾矩、尾部 DNA 百分率 ( 尾%DNA) 、尾长。
1. 4 微核实验

小鼠于处死前 6 h、30 h 分别灌胃染毒不同剂量的壬基

酚，对照组给以等体积的玉米油 ( 0. 1 ml /10 g) 。用颈椎脱位

法处死动物，暴露骨髓腔，用止血钳夹紧胸骨，挤出骨髓涂

于载玻片上，推片、干燥; 将干燥的骨髓片放于甲醇溶液中

固定 15 min，干燥。用新鲜配 制 的 3% Giemsa 染 液 染 色 10
min，然后用流水冲洗玻片，自然干燥; 油镜下计数1000个嗜

多染红细胞，计算微核细胞出现的千分率。
1. 5 统计学处理

Excel 2003 建立数据库，采用 SAS9. 1 软件进行数据处理，

结果以四分位数间距 ( Q) 表示，秩和检验 ( Kruskal wallis
test) 比较各组之间指标的差异，α = 0. 05 为检验水准。
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2 结果

2. 1 壬 基 酚 对 雌 性 大 鼠 血 淋 巴 细 胞、肝、肾 及 子 宫 细 胞

DNA 损伤情况

NP 各染毒剂量组大鼠血淋巴细胞及子宫细胞彗星实验

Olive 尾距、尾%DNA 及尾长与对照组分别比较，差异均有统

计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。随染毒剂量的增加，彗星细胞 Olive 尾

距、尾%DNA 及尾长逐渐增加 ( 见表 1 ) 。不同浓度 NP 染毒

雌性大鼠，随着染毒剂量的增加，大鼠肝、肾细胞彗星实验

Olive 尾距、尾%DNA 及尾长呈增加趋势，且存在剂量-效应

关系 ( 表 2) 。
表 1 壬基酚对血淋巴细胞及子宫细胞 DNA 的影响 ( Q)

组别 细胞个数
血淋巴细胞 子宫细胞

Olive 尾距 尾%DNA 尾长 Olive 尾距 尾%DNA 尾长

对照组 300 0. 88 ～ 5. 95 56. 78 ～ 79. 10 10 ～ 36 4. 81 ～ 9. 75 37. 84 ～ 55. 90 31 ～ 42
低剂量组 300 4. 41 ～ 13. 03* 65. 55 ～ 84. 24* 24 ～ 68* 7. 58 ～ 16. 43* 48. 48 ～ 67. 97* 40 ～ 74*

高剂量组 300 11. 21 ～ 30. 45* # 65. 29 ～ 93. 17* # 31 ～ 88* # 7. 22 ～ 23. 65* # 51. 87 ～ 70. 10* # 69 ～ 93* #

χ2 值 163. 188 97. 621 216. 682 115. 553 54. 707 376. 839
P 值 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与低剂量组比较，#P ＜ 0. 05。

表 2 壬基酚对肝、肾细胞 DNA 的影响 ( Q)

组别 细胞个数
肝细胞 肾细胞

Olive 尾距 尾%DNA 尾长 Olive 尾距 尾%DNA 尾长

对照组 300 1. 73 ～ 4. 83 50. 84 ～ 63. 44 13 ～ 21 2. 83 ～ 6. 14 45. 18 ～ 70. 49 18 ～ 31
低剂量组 300 11. 21 ～ 27. 50* 57. 43 ～ 66. 70* 56 ～ 81* 4. 76 ～ 8. 38* 54. 66 ～ 72. 50* 30 ～ 61*

高剂量组 300 16. 47 ～ 30. 45* # 62. 92 ～ 75. 93* # 70 ～ 104* # 8. 67 ～ 18. 93* # 65. 31 ～ 80. 74* # 40 ～ 91* #

χ2 值 510. 893 264. 274 612. 274 332. 077 184. 392 424. 592
P 值 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与低剂量组比较，#P ＜ 0. 05。

2. 2 壬基酚对小鼠骨髓微核率的影响

经 Giemsa 染色，细胞质呈灰蓝色，细胞核和微核呈紫红

色。经单因素方差分析，各组之间微核率差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，见表 3。

表 3 壬基酚微核实验结果

组别 剂量 ( mg /kg) 微核率 ( ‰)

对照组 0 0. 09 ～ 0. 25
低剂量组 50 0. 48 ～ 1. 03*

高剂量组 200 1. 37 ～ 2. 81* #

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与低剂量组比较，#P ＜ 0. 05。

3 讨论

在彗星实验中，受损伤的细胞 DNA 断裂，其超螺旋结构

受到破坏，由于 DNA 片段分子量很小，所以在电泳场中可以

离开核 DNA 在凝胶分子筛中向阳极移动，形成彗星状图像。
DNA 受损伤越严重，产生的断链和易变性片段就越多，断链

也越小; 在相同电泳条件下迁移的 DNA 量就越多，迁移的距

离就越 长。闫 鹏［2］ 等 研 究 发 现，壬 基 酚 ( NP ) 及 辛 基 酚

( OP) 单独染毒和联合染毒对小鼠睾丸细胞 DNA 具有氧化损

伤效应，且损伤程度与染毒剂量存在剂量-反应关系，提示 NP

和 OP 均能够透过血睾屏障，对生殖细胞 DNA 有一定毒性。

另有研究发现，NP 对大、小鼠肝、肾及子宫及脑组织具有氧

化损伤作用［3，4］。有关 NP 对哺乳动物肝、肾及子宫细胞 DNA

损伤作用尚未见报道。本次实验通过灌胃染毒不同剂量 NP，

结果表明，壬基酚可致大鼠肝、肾、子宫细胞及血淋巴细胞

DNA 损伤，且具有剂量-效应关系。
DNA 是机体中携带遗传信息的重要物质，也是最易受到

氧自由基攻击的生物大分子之一。一旦氧化与抗氧化失衡，

自由基除直接损伤膜结构外，更重要的是造成 DNA 损伤，使

超螺旋结构解旋，DNA 降解。DNA 的损伤程度与化学结构有

一定的关系。由于 NP 为烷基酚类化合物，含有活泼的羟基，

在体内以氧化代谢为主，产生的活性中间产物可能与 DNA 结

合形成配位体，引起 DNA 单链断裂，或致染色体断裂，形成

彗星细胞。正常情况下，机体可通过自身修复机制及时修补

受损的 DNA 分子，从而维持遗传物质的稳定性［5］。但是，当

机体抗氧化防御体系不健全、DNA 分子受到严重损伤或反复

遭到损害时，机体细胞的自身修复系统不能及时地对损伤加

以修复，最终可导致疾病的发生，如肿瘤、心血管疾病、关

节炎、加速人的衰老等。
微核实验是一种快速检测染色体异常的试验。其实验原

理是分裂间期细胞染色体受到某种损伤引起染色单体或染色

体断裂，形成无着丝点的断片或环，从而在分裂末期形成胞

浆中主核之外的一个或数个微核。刘燕群等［6］研究发现较高

浓度的壬基酚对泥鳅具有遗传毒性，随着壬基酚染毒浓度的

升高，泥鳅红细胞的微核率和核异常率呈升高的趋势。本次

研究发现，壬基酚对小鼠具有遗传毒性，且随着染毒剂量的

增加，微核率呈上升的趋势。其毒性效应可能与壬基酚的活

性、剂量及细胞有丝分裂的速率有关。
本研究结果显示 NP 对雌性大鼠具有明显的 DNA 损伤效

应，有关具体分子机制还有待进一步深入研究。
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医药中间体三氟乙酰乙酸乙酯大鼠亚急性经口毒性试验
Study on subacute oral toxicity of ethyl 4 4 4-trifluoroacetoacetate in rats
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摘要: 按照 GB21752—2008《化学品 啮齿动物 28 天重
复剂量经口毒性试验方法》，低、中、高剂量染毒及高剂量附
加组动物分别以 50、100、200 mg /kg 三氟乙酰乙酸乙酯灌胃
28 d，对照组及对照组附加组动物给予等体积玉米油。结果
显示，高剂量组动物白细胞计数、血清总蛋白、球蛋白降低，

尿素氮明显升高，其肝脏病变发生率增加; 中、高剂量组动
物胸腺重量、胸腺 /体比降低。低剂量组动物各项指标与对照
组比较差异无统计学意义。高剂量附加组动物停止染毒 14 d
后，各项指标与对照组附加组动物比较，差异无统计学意义。
提示三氟乙酰乙酸乙酯有一定的蓄积毒性作用，毒作用部位
是血液系统、肝脏、肾脏和免疫器官，其对动物的损害在停
止染毒后具有可逆性; 雌、雄大鼠亚急性经口毒性试验最大
无作用剂量 ( NOAEL ) 为 50. 0 mg /kg，最小有作用剂量
( LOAEL) 为 100. 0 mg /kg。

关键词: 三氟乙酰乙酸乙酯; 亚急性毒性; 最大无作用
剂量; 最小有作用剂量
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三氟乙酰乙酸乙酯又称乙基-4 4 4-三氟乙酯，为 2003 年

国内新合成的一种医药及植物保护中间体，是合成农药噻草

啶 ( thiazopyr) 的主要原药。其作用机制为在机体代谢后生成

氟乙酰辅酶 A，与草酰乙酸形成氟柠檬酸，阻断三羧酸循环，

破坏能量合成［1］。国内仅王凤鸣等人对三氟乙酰乙酸乙酯的

急性毒性进行了初步研究［2］，国外未见相关报道。本研究对

三氟乙酰乙酸乙酯进行了亚急性经口毒性实验研究，旨在提

供其亚急性毒性资料，阐明其毒作用特点，为其安全性评价

和进一步的研究提供依据。
1 材料与方法

1. 1 受试物

三氟乙酰乙酸乙酯 ( 含量 98% ) ，无色透明液体，不溶

于水，由江苏新仁信精细化工有限公司提供。
1. 2 受试动物

SPF 级 SD 大鼠，5 周龄，健康。经 5 d 检疫观察合格。购

自湖南斯莱克-景达实验动物有限公司［SCXK( 湘) 2009-0004］。
1. 3 实验方法

1. 3. 1 染毒剂量和方法 将 60 只清洁级 SD 大鼠，随机分为

6 组，每组雌、雄各 5 只。设低、中、高三个剂量组和一个对

照组。为观察毒性反应的可恢复性、持续性以及迟发性，对

照组及高剂量组各设一个附加组。雌、雄鼠按 50、100 和 200
mg /kg 的剂量进行灌胃染毒。每天 1 次，连续染毒 28 d。附加

组动物染毒 28 d 后停止给药。根据动物体重变化每周调整给

药量，给药体积为 1. 0 ml /100 g。对照组及对照组附加组给予

等体积玉米油，其余处理同剂量组。
1. 3. 2 检查项目 每天观察并记录动物临床表现。每周测定

食物消耗量 2 次，每周称重 1 次，计算其摄食量和食物利用

率。各剂量组动物于染毒 28 d 后处理。附加组动物停止给药

后继续观察 14 d 后处理。处理前取动物颈静脉血，测定血常

规和血生化指标。然后处死动物，分离脑、胸腺、心、肝、
脾、肺、肾、肾上腺、睾丸( 附睾) 或卵巢、子宫、脊髓及周

围神经、甲状腺、淋巴结等。其中脑、心、胸腺、肝、脾、
肺、肾、睾丸、子宫用电子天秤称重，计算脏器系数。上述

标本用 10%甲醛固定，进行病理组织学检查。
1. 3. 3 统计方法 采用 SPSS 统计软件 ( V13． 0) 对各项检

测数据作单因素方差分析。显著性水平为 α = 0. 05。
2 结果

2. 1 临床表现

染毒第 1 天开始，高剂量组及其附加组动物于每天染毒

15 ～ 30 min 后出现少动、轻微抽搐等中毒症状，30 ～ 45 min
后恢复。在整个试验期间，对照组及其附加组和低、中剂量

组动物活动及一般状况均正常。高剂量附加组动物在停止给

药后 14 d 的观察期内，活动及一般状况均正常。
2. 2 摄食量及食物利用率

各剂量组雌、雄鼠各周摄食量、食物利用率及试验期间

总摄食量、总食物利用率与对照组动物比较，均无明显差异

( P ＞ 0. 05) ; 高剂量组附加组动物上述指标与对照组附加组
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