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摘要: 为研究邻苯二甲酸二乙基己酯( DEHP) 对小鼠肝脏的毒性及脂质过氧化损伤作用机制，选择昆明 4周龄小鼠 80只，雌雄各半，
随机分为 4组。经食饵连续自然给食染毒，于染毒第 4周末处死。测量小鼠肝脏和体重的变化，测定不同 DEHP染毒剂量组小鼠的
血液、肝脏中谷胱甘肽过氧化物酶( GPX)、过氧化氢( H2O2 ) 和丙二醛( MDA) ，超氧化物歧化酶( SOD) 的变化。将实验数据进行 ANO-
VA分析处理。结果表明，随着染毒剂量的增加，小鼠体重逐渐减少( p ＜0． 01) ，高剂量组肝脏器系数明显上升( p ＜0． 01)。苏木精-伊
红染色法( 简称 HE染色) 可见高剂量组肝脏组织有明显损伤。与对照组相比，DEHP 3个剂量染毒组小鼠血液( 75 mg·kg －1组除外)

及肝脏中 GPX活性降低( p ＜0． 05，p ＜0． 01) ，H2O2含量增加( p ＜0． 05，p ＜0． 01) ; 肝组织中( 75 mg·kg －1组除外) SOD活性降低( p ＜0．
05，p ＜0． 01) ，MDA含量增加( p ＜0． 01)。以上结果说明 DEHP对小鼠肝脏的毒性作用机制可能为脂质过氧化反应。
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Abstract: To study the liver toxicity mechanism and lipid peroxidation induced by diethylhexyl phthalate ( DEHP)
on mice，eighty Kumming mice were divided into 4 groups randomly，which male was half． The animals were ex-
posed to DEHP for 4 weeks． Then changes in liver and weight of the mice were detected． In the meantime，the ac-
tivities of GPX and SOD，the contents of H2O2 and MDA in the blood and liver tissue were measured． The results
of ANOVA test show that the weight of mice decreased significantly with increase of DEHP ( p ＜ 0． 01) ． The coeffi-
cient of liver /body with high dose group increased significantly． There were evident liver tissue damages in high
dose group by HE staining． GPX activities of DEHP exposure groups in the blood tissue ( except the 75 mg·kg －1

group) and liver tissue，the contents of H2O2，the contents of MDA and the activities of SOD in the liver tissue
( except the 75 mg·kg －1 group) were significantly different( p ＜ 0． 05，p ＜ 0． 01 ) from the control group． There-
fore，it was deduced that the liver toxicity mechanism of DEHP to mice was the lipid peroxidation．
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邻苯二甲酸二乙基己酯( DEHP) 属于邻苯二甲
酸酯( phthalatic acid esters PAEs 又称酞酸酯) 类物
质，主要用于塑料生产的增塑剂和软化剂，如某些食

品包装容器和医疗器皿; 也是农药、化妆品、染料、香
料和医疗器械的生产原料。PAEs 是目前公认的环
境内分泌干扰物，具有雌激素效应。它可通过多种
途径( 空气、土壤、水和食物等) 进入生物体内产生
毒性作用; 而 DEPH则为其最为广泛使用的代表物。
DEHP可经消化道和呼吸道等途径进入机体，对健
康产生多方面不利影响，其对机体健康的损害作用

一直是有关学者研究的热点。
国内外研究显示，DEHP灌胃染毒小鼠 LD50 为

30 g·kg －1，大鼠 LD50 为 30． 6 g·kg －1 ; DEHP腹腔注
射大鼠 LD50 为 5 ～ 30 g·kg －1［1］。研究结果显示，
DEHP可对实验动物的生殖器官、血液、肾脏、肺脏
和肝脏等多种器官造成损伤［2］。DEHP主要是作为
环境内分泌干扰物对多种生物具有毒性，具体表现

为雄性、雌性生殖内分泌毒性、胚胎发育毒性、免疫
毒性和遗传毒性，神经毒性。DEHP 对雄性生殖功
能的影响已成为全球学者研究的新热点。研究表
明，DEHP对雄性生殖系统的损害显著，主要为睾丸
损害［3］。通过影响血中雌二醇( estradiol，E2 ) ［4］和
卵泡刺激素 ( follicle stimulating hormone，FSH ) 含
量［5］、孕激素水平、动情周期( 动情期缩短及动情间
期延长) 和子宫等对机体产生雌性生殖毒性。王心
等［6-8］的研究表明，DEHP具有明显的胚胎发育毒性
和致畸作用，对孕期和泌乳期雌鼠进行灌胃染毒，可

对子代的生殖系统造成损害。王黎明等［9］对小鼠
的研究及马建红等［10］对果蝇的研究均表明 DEHP
具有遗传毒性。Deutschle 等［11］认为 DEHP 可能通过
增强大鼠气道反应性以及嗜酸性粒细胞浸润，诱导哮

喘发生。Bornehag 等［12］的流行病调查研究也证实了
DEHP和哮喘发病具有相关性。国外学者［13-14］的研究
表明 DEHP具有神经毒性。本研究主要探讨 DEHP对
肝脏的毒性及其氧化损伤作用机制。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 材 料
1． 1． 1 实验动物
健康昆明 4 周龄小鼠 80 只，雌雄各半，体质量

( 20 ± 2) g，( 大连医科大学实验动物中心提供，清洁
级动物) 。

1． 1． 2 实验试剂与仪器
DEHP分析纯试剂( SCRC 国药集团化学试剂有

限公司) ; 谷胱甘肽过氧化物酶( GPX) 、过氧化氢( H2

O2 ) 、丙二醛( MDA) 和超氧化物歧化酶( SOD) 等检验
试剂盒均购自南京建成生物工程研究所; 实验仪器则

选用 JY92-II超声波细胞破碎仪，722N可见分光光度
计，TGL-16B 型高速台式离心机，ALC210． 2 电子天
平，EMUC6型超薄切片机，日本 Olympus显微镜。
1． 2 方 法
1． 2． 1 动物分组及处理
健康昆明小鼠 80 只，雌雄各半，随机分为 4 组，

每组 20 只。设阴性对照组( O 组) ; A、B、C 3 组为
DEHP染毒组，染毒剂量分别为 A 组 750 mg·kg －1、
B组 1 500 mg·kg －1和 C 组 3 000 mg·kg －1，换算成

DEHP重 /食饵质量即分别为 0． 25%、0． 5%和 1%
的 DEHP染毒食饵。动物每天经食饵连续自然给食
染毒，连续 4 周。每日记录水消耗量、食饵消耗量及
小鼠自然状态，每周测量体质量 1 次。小鼠于染毒
第 4 周末断头处死，取血并迅速剖腹取出肝脏，称量
并计算脏器系数。脏器系数的计算公式为:

脏器系数( % ) =脏器湿重
体质量

× 100%

及时切取一定体积的肝脏组织块甲醛固定，用于制

备组织切片。并称取一定部位和质量肝脏组织用于
制备组织匀浆。
1． 2． 2 标本处理
将采集的部分血液用肝素抗凝制备全血溶液，

另一部分离心制备血清。称取一定部位和重量的肝
脏组织按 1∶ 9 的比例加冰冷的生理盐水用电动匀浆
器制备 10%组织匀浆，再以 4 000 r·min －1离心 15
min后取上清液进行有关指标测定。
1． 2． 3 血及肝脏中 GPX、H2O2、SOD 及 MDA 指标
的测定

GPX 活性测定采用改良 DNTB 直接法，H2O2、
MDA及 SOD 测定采用南京建成生物工程研究所提
供的试剂盒，按说明书要求进行。
1． 2． 4 组织切片制备及 HE染色
将选定的肝脏用手术刀将其切成 1 cm × 1 cm

×0． 2 cm的组织块，放入盛有 10%甲醛溶液的清洁
瓶内，固定 24 h 以上; 将组织洗涤、脱水、透明、浸
蜡、包埋和切片。HE染色，光镜下观察。
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1． 3 统计学方法
采用 SPSS 13． 0 统计分析软件，在 p = 0． 05 的

置信水平对 GPX、SOD活性及 H2O2、MDA含量的变
化情况进行单因素方差分析 ( One-Way ANOVA
Dunnett法) ，在以下各表格中，实验结果以 珋x ± s 表
示，* ，＊＊分别表示: 与对照组相比，p ＜ 0． 05、p ＜ 0．
01。

2 结果( Results)
2． 1 DEHP对小鼠体重及肝脏脏器系数的影响

DEHP暴露后与对照组比较( 表 1 ) ，A、B、C 3
组小鼠体质量均减少，并具有显着性统计学意义( p
＜ 0． 01) ，C 组肝脏脏器系数与对照组比较差异有
显着性统计学意义( p ＜ 0． 01) 。其他染毒剂量组肝
脏器系数与对照组相比都有增加。
2． 2 DEHP对小鼠肝脏组织形态学的影响
光镜下观察各组小鼠肝脏组织切片发现: O 组

肝小叶及肝细胞结构正常，未见炎性细胞浸润及水

肿变性。肝细胞呈多边形以中央静脉为中心放射状
排列形成肝细胞索，胞质内可见很多红紫色的肝糖

表 1 DEHP对小鼠体质量及肝脏脏器系数的影响

Table 1 Effect of DEHP on weight of
mice and coefficient of liver

组 别
体质量 / g3

染毒前 染毒后
肝脏脏器系数

O 24． 95 ± 2． 66 35． 65 ± 5． 25 5． 85 ± 0． 67
A 24． 80 ± 2． 52 33． 88 ± 4． 23 6． 02 ± 0． 60
B 24． 90 ± 2． 38 30． 51 ± 3． 33＊＊ 6． 41 ± 0． 53
C 24． 65 ± 3． 10 29． 52 ± 4． 28＊＊ 6． 44 ± 0． 50＊＊

与对照组相比，＊＊: P ＜ 0． 01。

原颗粒。肝细胞索吻合成网，并可见窦状隙、血窦和
毛细胆管。A组肝细胞胞体轻度水肿，可见少量炎
细胞侵润，个别细胞出现空泡和脂肪变性。B 组肝
细胞水肿，胞浆比较清亮; 有炎细胞侵润和空泡样

变。组织轻度充血。C 组肝细胞明显广泛浊肿，胞
体肿大，细胞内水分增多，胞浆比较清亮，肝细胞呈

水样变性; 有炎细胞侵润，轻度细胞坏死现象( 细胞

核消失) 。在淤血周围个别细胞出现空泡，脂肪变
性; 肝中央静脉扩张充血，见图 1。

图 1 DEHP染色对小鼠肝脏的影响
Fig． 1 Effect of DEHP on liver of mice
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2． 3 DEHP对小鼠血液及肝脏 GPX活性的影响
DEHP染毒后，与阴性对照组相比，A、B、C3 组

血液中 GPX活性均降低，B、C 两组与对照组相比
差异有统计学意义( p ＜ 0． 01) ，而 A 组与对照组相
比差异不显着。所有的 DEHP 染毒组的肝脏 GPX
活性均降低，与对照组相比差异均有统计学意义( p
＜ 0． 05，p ＜ 0． 01) ，见表 2。
表 2 DEHP对小鼠血液及肝脏 GPX活性的影响

Table 2 Effect of DEHP on activities of GPX
in blood tissue and liver tissue of mice

组 别 血液 / ( U·mL －1 ) 肝脏 / ( U·mgprot － 1 )
O 462． 24 ± 85． 73 143． 27 ± 19． 58
A 415． 00 ± 88． 08 90． 89 ± 17． 21*
B 376． 05 ± 87． 20＊＊ 4． 25 ± 34． 38＊＊

C 234． 58 ± 68． 63＊＊ 75． 84 ± 17． 42＊＊

与对照组相比，*: p ＜ 0． 05;＊＊: p ＜ 0． 01。

2． 4 DEHP对小鼠血液及肝脏 H2O2含量的影响

DEHP染毒后，与阴性对照组相比，B、C 两组血
液中 H2O2含量显着增加( p ＜ 0． 01 ) ，而 A 组虽升
高，但差异无统计学意义; 肝脏中 3 组 H2O2含量增

加均有统计学意义( p ＜ 0． 05，p ＜ 0． 01) ，见表 3。
表 3 DEHP对小鼠血液及肝脏 H2O2含量的影响

Table 3 Effect of DEHP on content of H2O2

in blood tissue and liver tissue of mice
组 别 血液 / ( mmol·mL －1 ) 肝脏 / ( mmol·mgprot － 1 )

O 185． 25 ± 208． 66 1820． 71 ± 334． 94
A 835． 73 ± 904． 78 1877． 76 ± 122． 37*
B 1301． 75 ± 663． 34＊＊ 2015． 96 ± 737． 37＊＊

C 1129． 40 ± 931． 46＊＊ 2030． 98 ± 741． 52＊＊

与对照组相比，*: p ＜ 0． 05;＊＊: p ＜ 0． 01。

2． 5 DEHP对小鼠肝脏 SOD活性的影响
DEHP染毒后，与阴性对照组相比，B、C两组肝脏

组织中 SOD活性降低，差异有统计学意义( p ＜0． 05，p
＜0． 01) ，而 A组差异无统计学意义。见表 4。

表 4 DEHP对小鼠肝脏 SOD活性和MDA含量的影响

Table 4 Effect of DEHP on activities of SOD and
content of MDA in liver tissue of mice

组 别 SOD / ( U·mgprot － 1 ) MDA / ( nmol·mgprot － 1 )

O 154． 35 ± 38． 00 1． 78 ± 0． 59

A 160． 27 ± 30． 45 2． 98 ± 1． 92

B 144． 77 ± 42． 70* 2． 80 ± 0． 55＊＊

C 127． 17 ± 38． 51＊＊ 3． 19 ± 0． 51＊＊

与对照组相比，*: p ＜ 0． 05;＊＊: p ＜ 0． 01。

2． 6 DEHP对小鼠肝脏 MDA含量的影响
DEHP染毒后，与阴性对照组相比，B、C 两组肝

脏组织中 MDA 含量增加，差异有显着性意义( p ＜
0． 01) ，而 A组差异无显着性意义，见表 4。

3 讨论( Discussion)
3． 1 DEHP对小鼠肝脏的毒性作用
本研究结果显示: DEHP 染毒对小鼠肝脏具有

损伤作用，表现为肝脏明显肿大，脏器系数明显增

加。肝脏是毒物代谢和转运的主要器官，小剂量
DEHP作用于小鼠后，随着染毒剂量的增加，部分肝
细胞受损，其余肝细胞代偿性增生; 当毒物剂量过大

超过肝脏的代偿能力可造成毒物代谢缓慢或失活，

从而延长毒物在体内的作用时间，这说明 DEHP 暴
露可能会对小鼠的肝组织造成损伤。光镜下观察
HE 染色组织切片也证实了上述观点，镜下可发现
肝脏中出现氧自由基诱导的脂质过氧化反应的空泡

细胞。与 Kim 等［15］对 SD 大鼠进行的 DEHP 经口
染毒实验结果相符。
3． 2 DEHP对小鼠的脂质过氧化损伤作用
大量的研究结果显示活性氧( reactive oxygen

species，ROS) 在某些生理现象的调节中发挥重要的
作用，在细胞稳态的调节等细胞生命活动中作为第

2 信使参与各种因子细胞生物学效应的启动［16-17］，
然而过量的 ROS 可引起细胞膜多聚不饱和脂肪酸
发生脂质过氧化( LPO) ，脂质过氧化作用不仅把活
性氧转化为活性化学物质，而且通过链式和链式支

链反应，放大活性氧的作用，影响细胞功能的正常发

挥。在正常情况下，机体的抗氧化系统使体内的
ROS保持动态平衡。如果外源性物质干扰了体内
ROS的平衡，则可引起相应组织或器官的过氧化损
伤。
超氧化物歧化酶( SOD) 对机体的氧化和抗氧化

平衡起着至关重要的作用，此酶能清除超氧阴离子

自由基，保护细胞免受损伤。谷胱甘肽过氧化物酶
( GPX) 也一起共同清除体内活性氧，减轻和阻止活
性氧的过氧化作用，众多研究说明 H2O2的清除主

要依赖 GPX［18］，在灭活过氧化生成的大量 ROS 过
程中，因 GPX 过量消耗致使其活性下降。MDA 含
量可反映机体内脂质过氧化的程度，间接地反映出

细胞损伤的情况。MDA常与 SOD的测定同时进行，
SOD活力的高低反映了机体清除自由基的能力，而
MDA的高低又间接反映了机体细胞受自由基攻击的
严重程度。本实验结果表明，随着 DEHP 染毒剂量的
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增加，血液及肝组织中 H2O2含量逐渐增加，而 GPX的
活性却明显降低。这说明 DEHP 可能引起了组织的
氧化应激，从而消耗了抗氧化物质 GPX。与阴性对
照组相比，B、C 两组肝组织 SOD 活性降低，而 MDA
含量增加( p ＜ 0． 05，p ＜ 0． 01 ) ，这说明 DEHP 可诱
发机体脂质过氧化作用，使小鼠体内过氧化物增多，

抗氧化酶活性降低。与赵伟等［19］和王蕊等［20］的研
究结果相符。这说明 DEHP能够抑制体内抗氧化酶
的活性，促使生物体内过氧化酶体增生，产生细胞毒

性，致肝细胞受损。Yokota 等［21］的对雄性大鼠的 2
周 DEHP 经口染毒及 Pogribny 等［22］对雄性大鼠的
DEHP染毒研究中均看到与上述一致的结论。目
前，大量研究已经证实，DEHP是一种过氧化物酶体
增殖剂。由此推测，DEHP很可能是通过激活生物体
内的过氧化物酶体增殖剂激活受体( PPAR) ，引起编码
过氧化物酶体内各种酶的基因的选择性转录，其中编

码氧化酶的基因的表达远远超过编码过氧化氢酶的基

因的表达，造成两种酶的活性不成比例，打破了包括以

活性氧 ROS为主的各种自由基产生和消除的平衡，
最终导致细胞内 ROS水平升高［23］。
本研究中，经 DEHP 染毒的小鼠肝脏组织发生

了脂质过氧化损伤，并且随着染毒剂量的升高，出

现了过氧化物含量增加，抗氧化酶活性降低。这说
明 DEHP是一种过氧化物酶体增殖剂，破环了体内
ROS为主的自由基的动态平衡，引起了脂质过氧化
损伤，进而造成细胞毒性和组织损伤。人们对近日
来台湾岛内外出现的以添加塑化剂( PAEs) 取代起
云剂的毒饮料事件应予以高度的重视。同时，加快
进一步探讨其毒作用机制和生物标志的研究也是十

分必要的。

通讯作者简介:戴红( 1958—) ，女，医学博士，教授，主要研
究方向为细菌流行病学与环境流行病学，发表学术论文 30
余篇。
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