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摘要: 研究邻苯二甲酸二乙基己酯(diethylhexyl phthalate, DEHP)与双酚 A(bisphenol A, BPA)联合染毒对小鼠学习记忆障碍及

淀粉样前体蛋白(APP)酶解通路的影响。 选用昆明种小鼠 80 只,随机分为空白对照(CT)组、BPA 染毒组(1 mg·L-1 )、不同浓度

的 DEHP 染毒组(100、250 和 500 mg·kg-1 )与联合染毒组。 经口灌胃染毒,以 0.01 mL·g-1的剂量灌胃,7 次/周,持续 6 周。 使用

Morris 水迷宫、避暗、跳台的行为学实验方法检测 2 种污染物单独及联合染毒对小鼠学习记忆的影响;检测小鼠大脑组织中丙

二醛(MDA)的含量和单胺氧化酶(MAO)、过氧化氢酶(CAT)、乙酰胆碱酯酶(AChE)的活性;采用酶联免疫分析(ELISA)法检测脑

组织中的 β、γ-分泌酶活性和 Aβ1-42 的含量;Western Blot 法检测 APP、PS1、BACE1 和 Tau 的蛋白表达水平;免疫组化法观察小

鼠脑组织海马区 HE 染色情况。 行为学测试结果表明,与 CT 组比较,单独染毒处理组小鼠学习记忆能力出现障碍,空间探索

能力较弱;联合染毒组与单独染毒组相比,小鼠于目标象限停留时间短,穿台次数少,差异具有统计学意义(P<0.05);生化学指

� 标结果显示,随着毒物浓度增加,脑组织中 MAD 含量、MAO 和 AChE 活性逐渐增加,CAT 活性逐渐降低,联合染毒组的变化

更为明显,染毒处理组 β、γ-分泌酶活性和 Aβ1-42 含量增加,联合染毒组比单独染毒组酶活性增加更明显;各组差异均具有统计

学意义(P<0.05)。 DEHP 与 BPA 单独染毒,对小鼠脑组织均显示有神经毒性作用,会造成小鼠学习记忆功能障碍;随着联合染

� 毒组 DEHP 浓度的增加,联合染毒组与对应剂量的单独染毒组相比,小鼠行为学测试结果与生化指标变化更加明显,采用效

应相加模型对其联合毒性作用进行评价,表现为协同作用;染毒组小鼠脑组织神经递质明显减少,具体机制可能与氧化应激

及 APP 酶解通路的作用有关。
关键词: 双酚 A;DEHP;联合染毒;APP 酶解通路

文章编号: 1673-5897(2022)1-255-11　 　 中图分类号: X171.5　 　 文献标识码: A

Effects of Combined Exposure of Diethylhexyl Phthalate and Bisphenol A
on Learning and Memory Impairment and Amyloid Precursor Protein
Processing Pathway in Mice

Liu Jiaxin, Fu Chaoxu, Dai Lin, Jin Huiling, Xu Yanji*

Department of Preventive Medicine, Medicine College, Yanbian University, Yanji 133002, China

Received 9 May 2021　 　 accepted 9 August 2021



256　　 生 态 毒 理 学 报 第 17 卷

Abstract: To study the effects of combined exposure of diethylhexyl phthalate (DEHP) and bisphenol A (BPA) on
learning and memory impairment and amyloid precursor protein (APP) processing pathway in mice. 80 Kunming
mice were selected and randomly divided into a blank control (CT) group, a BPA exposure group (1 mg·L-1), DE-
HP exposure groups of different concentrations (100, 250 and 500 mg·kg-1 ) and combined exposure groups. The
mice were exposed to the toxin by oral gavage at 0.01 mL·g-1 , 7 times a week for 6 weeks. Morris water maze,
step-through training and jumping platform experiment methods were used to detect the effects of two chemicals
and their combined exposure on learning and memory of mice. The content of malondialdehyde (MDA) and mono-
amine oxidase (MAO), catalase (CAT) and activities of acetylcholinesterase (AchE) were detected from brain tissue;
enzyme-linked immunoassay (ELISA) method were used to detect the activity of β-secretase and γ-secretase and
the content of Aβ1-42 in brain tissue; Western Blot method was used to detect the protein expression levels of APP,
PS1, BACE1 and Tau; immunohistochemistry was used to observe HE staining in the hippocampus of mouse brain
tissue. Compared with the CT group, the behavioral test results showed that mice in the single chemical exposure
group had dysfunction in the learning and memory ability, and the spatial exploration capability was weaker. In the
combined exposure group the target quadrant stay time was shorter and the number of crossings was less than the
single-exposure group, the difference was statistically significant (P<0.05). Biochemical indicators show that as the
concentration of the chemical increases, the content of MAD, the activities of MAO and AChE were gradually in-
creased, and CAT activity was gradually decreased in the brain tissue. This changes in the combined exposure
group showed more obviously. In the exposure groups, the activity of β-secretase and γ-secretase and the content
of Aβ1-42 were increased, and the enzyme activity of the combined exposure group were increased more significant-
ly than single exposure group; the differences in each group were statistically significant (P<0.05). DEHP and BPA
exposure have separate neurotoxic effects on mouse brain tissues, and both cause learning and memory dysfunction
in mice; with the increase of DEHP concentration in the combined exposure group, the behavioral test results and
biochemical indicators were changed more obviously compared with the single exposure group with the corre-
sponding dose. The combined effect mode was evaluated by the effect additive model, which showed a synergistic
effect; the neurotransmitters of brain tissue were significantly reduced in the exposure group, and the specific mech-
anism may be related to the oxidative stress and APP processing pathway.
Keywords: bisphenol A; DEHP; combined exposure; APP processing pathway

　 　 增塑剂具有延展性、能够增加塑料的强度及稳

定性,因此在现代生产生活中被大量应用到塑料制

品中[1-2], 邻 苯 二 甲 酸 二 乙 基 己 酯 ( diethylhexyl
phthalate, DEHP)是产量最大且被使用最为广泛的一

种增塑剂,也是人类经常暴露的环境污染物[3];由于

DEHP 与塑料之间仅依靠键能较弱氢键或范德华力

连接,其结合不紧密,导致了环境污染和对机体的毒

性损伤[4],本文将探讨其对神经毒性的影响。 另一

种增塑剂双酚 A(bisphenol A, BPA),是一种烷基酚

类的环境内分泌干扰物,其在生殖毒性、肝脏毒性和

免疫毒性方面的研究已得到证实[5-8];随着发展与进

步,BPA 的神经毒性逐渐受到关注。
DEHP 和 BPA 这类的环境污染物对机体神经

系统具有负面影响,现有研究表明,孕期母体摄入的

DEHP 会影响子代小鼠的神经发育[9];人体主要通

过经口、呼吸吸入、医疗和皮肤接触等途径暴露于

DEHP 中[10],BPA 主要经过环境和食物等途径进入

人体,在机体中能够通过胎盘屏障和血脑屏障,从而

损害中枢神经[11]。 阿尔兹海默病(Alzheimer disease,
AD)作为一种典型的中枢神经系统退行性疾病,起
病隐袭且病程较为缓慢,容易受环境污染物的影响,
淀粉样前体蛋白(APP)酶解通路异常是 AD 致病机

制中的重要过程。 相关塑料制品的磨损老化以及高

温、强酸、强碱等条件下的使用使得人体经常同时暴

露于 2 种毒物中。 以往的研究中 DEHP 和 BPA 二

者的单独毒性作用均已得到证实[10-12],实际生产生

活中,由于人体经常会同时暴露在 DEHP 与 BPA 的

环境中,其联合毒性引发的安全问题需要重新进行

探讨;为探究二者的联合毒性作用,为职业场所和生

活场所 DEHP 和 BPA 联合暴露导致的健康问题提
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供实验参考和科学依据,本次实验对小鼠进行联合

染毒并采用动物行为学测试和生化指标的检测,探
讨 BPA 与 DEHP 联合染毒的毒性作用与机制以及

对小鼠学习记忆能力的影响。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验动物

选择 80 只 SPF 级昆明(Kun Ming, KM)种雄性

小鼠,体质量为(20.0±2.0) g,由延边大学动物科学

实验中心提供;在延边大学医学院动物饲养房集中

饲养 5 d,光、暗周期交替,温度控制在 22 ~ 25 ℃,相
对湿度保持在 40% ~ 70% 。
1. 2　 实验仪器与试剂

1. 2. 1　 实验仪器

酶标仪(美国伯腾仪器有限公司,型号 BioTek)、
超声波细胞破碎机(上海乔跃电子有限公司,型号

JY96-Ⅱ)、电泳仪(上海碧云天生物科技有限公司,
型号 165-8033)、小动物避暗穿梭测试仪(北京众实

迪创,型号 YLS3TB)和小动物跳台记录仪(北京众实

迪创,型号 YLS-17B)、Morri 水迷宫(上海欣软,型号

XR-XM101)、高速冷冻离心机 (Thermo Electron,型
号 CR3i)。
1. 2. 2　 实验试剂

双酚 A(纯度 99.0% ,上海化成工业发展有限公

司)、邻苯二甲酸双(2-乙基己基)酯(纯度 99.0% ,梯
希爱(上海)化成工业发展有限公司)、吐温 80(纯度

99.0% ,天津市科密欧化学试剂有限公司);丙二醛

(MDA)、乙酰胆碱酯酶(AchE)、单胺氧化酶(MAO)、
过氧化氢酶(CAT)试剂盒均购于南京建成生物工程

有限公司;APP、PS1、tau、BACE1、tubulin 抗体(赛默

飞世尔科技(中国)有限公司);Aβ1-42 酶联免疫试剂

盒、β-分泌酶和 γ-分泌酶联免疫分析试剂盒(上海酶

联生物科技有限公司)。
1. 3　 试剂配制

将 DEHP 与吐温 80(Tween-80)按照体积为 1 ∶ 1
助溶,并使用双蒸水配制成浓度分别为 100、250 和

500 mg·kg-1 的染毒液。 将 1 mg BPA 溶解于 10
mL 的无水乙醇,加入 1 L 水配制成 1 mg·L-1的染

毒液;2 种毒物均采用灌胃染毒的方式对小鼠进行

染毒处理。
1. 4　 实验分组与模型建立

白金等[13]通过对小鼠进行染毒,研究 DEHP 对

雄性小鼠大脑皮质氧化损伤及 Bcl-2、Bax 蛋白表达

影响,结果表明,DEHP 各染毒组的大脑皮质 Bcl-2

蛋白表达减少,500 mg·kg-1和 1 000 mg·kg-1剂量

组 Bax 蛋白表达增高,提示 DEHP 可致小鼠大脑皮

质氧化损伤及凋亡相关蛋白改变;冯强伟[14]进行了

DEHP 联合甲醛暴露实验,生化指标测试结果表明,
1.0 mg·m-3和 3.0 mg·m-3甲醛与 500 mg·kg-1 DE-
HP 以及联合暴露组 1.0 mg·m-3甲醛+50 mg·kg-1

DEHP 和 3.0 mg·m-3甲醛+500 mg·kg-1 DEHP 可

以导致小鼠氧化损伤、炎症反应。 本次实验以此

为依据确定了染毒暴露组浓度 [14]。 选择 80 只昆明

种小鼠,随机分为 8 组,每组各 10 只,具体分组如表

1 所示。
BPA 和 DEHP 处理组每天按照 0.01 mL·g-1的

剂量对小鼠进行灌胃染毒,对照组按照相同比例的

剂量给予双蒸水(double distilled water, DDW)灌胃处

理,各组均自由摄食、饮水,连续染毒 42 d。 实验期

间,每天观察小鼠的毛色、呼吸和状态,并记录各组

小鼠的体质量、摄食量以及饮水量。

表 1　 实验分组与染毒剂量(n=10)

Table 1　 Experimental grouping and
exposure dose (n =10)

序号

No.
组别

Group
剂量

Dose

1 CT
0 mg·kg-1·d-1

DEHP+DDW

2 BPA
0 mg·kg-1·d-1

DEHP+1 mg·L-1 BPA

3
低 DEHP

Low dose DEHP
100 mg·kg-1·d-1

DEHP+DDW

4
低 DEHP+BPA

Low dose DEHP+BPA
100 mg·kg-1·d-1

DEHP+1 mg·L-1 BPA

5
中 DEHP

Medium dose DEHP
250 mg·kg-1·d-1

DEHP+DDW

6
中 DEHP+BPA

Medium dose DEHP+BPA
250 mg·kg-1·d-1

DEHP+1 mg·L-1 BPA

7
高 DEHP

High dose DEHP
500 mg·kg-1·d-1

DEHP+DDW

8
高 DEHP+BPA

High dose DEHP+BPA
500 mg·kg-1·d-1

DEHP+1 mg·L-1 BPA

注:CT 表示空白对照组,BPA 表示双酚 A,DEHP 表示邻苯二甲酸二

乙基己酯,DDW 表示双蒸水。
Note: CT stands for blank control group; BPA stands for bisphenol A;

DEHP stands for diethylhexyl phthalate; DDW stands for double distilled

water.
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1. 5　 动物行为学实验

1. 5. 1　 小鼠 Morris 水迷宫测试

实验周期的第 42 天进行小鼠 Morris 水迷宫

训练,训练期间照常定时给药。 水迷宫由直径为

1.2 m 的圆形水池构成,水池分为 4 个象限,平台

位于第 4 象限,水池水位位于平台上 2 cm 处,由顶

部摄像头进行录像拍摄。 实验过程中,水温保持

在(23±1) ℃。 实验前 5 d 为定位航行实验:每次将

小鼠的头朝向池壁,分别从 1、2、3、4 象限的固定

位置投入水池中,时长为 60 s,记录小鼠从不同象

限游上平台的时间,在平台停留 5 s 为成功上台;
若未能成功找到平台,则通过引导棒将其引导上

台,并让小鼠在平台停留 10 s,增强学习记忆能

力。 每间隔 24 h 训练一次,训练 5 d;第 6 天、第 7
天、第 9 天进行空间探索实验,将小鼠从平台对角

线的象限固定点投入水中,记录路线、穿台次数和

目标象限停留时间,以此来测试小鼠的空间学习

记忆能力。
1. 5. 2　 小鼠避暗实验

第 6 周时训练,分为模拟训练和正式测试。 将

小鼠放进避暗仪的明箱中,使其消除恐惧,适应环

境;3 min 后打开明暗室的隔板,开启避暗仪进行

测定,电压设定为 36 V,持续记录 5 min,24 h 后进

行相同的测试为正式测试,记录小鼠第 1 次从明

箱到暗箱受到电击所用的时间和小鼠从明箱穿梭

到暗箱受到电击的次数,即其潜伏期和错误次数。
1. 5. 3　 小鼠跳台实验

第 6 周时进行训练,分为模拟训练和正式测试

2 部分。 实验开始之前将动物放入跳台箱内适应 3
min,底部通电,动物受到电刺激,正常反应时跳上

平台躲避伤害性刺激,染毒作用的小鼠会削弱这种

反应记忆能力;第 2 天将小鼠再次重复该操作,进行

正式测试,时间设置为 5 min,观察并记录小鼠从绝

缘平台跳下所花费的时间和小鼠从平台跳下的次

数,即逃避潜伏期和跳台错误次数。
1. 6　 生化指标的测定

1. 6. 1 　 小鼠脑组织 MDA 含量以及 MAO、AchE、
CAT 活性的检测

小鼠处死后置于冰上取脑,用天平称其 1/4 的

质量,按照 9(mL) ∶1(g)的比例加入生理盐水,置于

冰上用粉碎机进行粉碎,2 500 r·min-1 离心 10
min,取其上清液,严格按照试剂盒说明书对样本

进行检测。

1. 6. 2　 ELISA 法检测脑组织中 β、γ-分泌酶活性和

Aβ1-42 含量

小鼠处死后置于冰上取脑,用天平进行准确称

量,按照 9(mL) ∶1(g)的比例加入 PBS,置于冰上用粉

碎机粉碎,离心后取上清液,采用 ELISA 法进行检

测。 严格按照说明书进行操作。
1. 6. 3　 脑组织中 APP、PS1、BACE1 和 Tau 蛋白表

达水平的检测

采用蛋白印迹法,杀鼠后将脑组织加入 RIPA
缓冲液和 PMSF,充分研磨,超声粉碎,再次加入

PMSF,冰上孵育 30 min,离心后取上清液,严格根据

说明书测得蛋白浓度。 在 SDS-PAGE 凝胶中进行

电泳,取样量为 20 μL,电泳后转移印记至 PVDF
膜,洗涤液洗涤,封闭液封闭 2 h,加入一抗后在摇床

中震荡 1.5 h 后,4 ℃冰箱孵育过夜,次日回收一抗,
洗涤后在摇床中孵育二抗 1 h,回收二抗,再次洗涤,
曝光取影,观察各组蛋白表达水平。
1. 7　 免疫组化染色

将固定在 10%福尔马林固定液中的脑组织依次

进行脱水、石蜡包埋、切片、HE 染色、封片和显微镜观

察等操作,观察脑组织海马区的形态及结构差异。
1. 8　 联合毒性评价分析

目前联合染毒作用评价方式主要有浓度加和模

型(CA)、效应相加模型(ES)、独立作用模型(IA)和联

合指数法(CI)[15-16]。 为更具有统计学意义,本实验

采用效应相加模型进行评价。 该模型假设各物质之

间不存在相互作用,将这 2 种毒物联合处理时的毒

性效应作为“实测值”,单独处理时的毒效应作为

“预测值”,2 个值进行显著性差异分析判断其联合

作用;若该项指标实测值大于预测值,联合染毒作用

表现为协同作用。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS26.0 软件进行单因素方差分析,组间差

异使用 LSD-t 的检验方法,P<0.05 为具有统计学差异。

2　 结果(Results)
2. 1　 小鼠 Morris 水迷宫实验

空间探索结果表明,对照组小鼠穿台次数明显

高于其他组,目标象限停留时间较长,空间探索具有

较强的目的性;DEHP 和 BPA 单独作用组小鼠轨迹

杂乱,对于平台的记忆能力较弱;联合染毒组几乎不

穿过目标象限,轨迹极其不规律,空间探索能力很

差;与对照组相比,差异性具有统计学意义(P<0.05)
� (表 2 和图 1)。



第 1 期 刘佳欣等:邻苯二甲酸二乙基己酯与双酚 A 联合染毒对小鼠学习记忆障碍及淀粉样前体蛋白酶解通路的影响 259　　

表 2　 定位航行实验逃避潜伏期(x—±s,n=10)

Table 2　 Evasion incubation period of positioning navigation experiment (x—±s, n =10)

组别

Group

第 1 天

1 st day

第 2 天

2nd day

第 3 天

3 rd day

第 4 天

4 th day

第 5 天

5 th day

CT 52.77±7.22 44.33±8.88 39.07±9.81 33.73±11.12 28.45±11.87

BPA 54.82±8.86 45.55±9.65 39.95±7.29 39.71±11.86 36.93±9.19

低 DEHP　 Low dose DEHP 57.19±8.13 46.15±9.17 43.65±7.42 40.23±7.42 38.33±11.53a

中 DEHP　 Medium dose DEHP 57.60±9.26a 48.80±8.18 44.43±11.17 42.46±10.80a 44.78±10.09a

高 DEHP　 High dose DEHP 58.20±9.41 49.73±8.44 47.33±9.84 44.39±10.83a 46.23±10.15ab

低 DEHP+BPA　 Low dose DEHP+BPA 57.78±7.52a 52.35±7.46a 47.60±9.89 45.42±7.98a 47.68±10.67abc

中 DEHP+BPA　 Medium dose DEHP+BPA 58.56±5.31a 54.51±4.83ab 49.30±9.52ab 50.27±7.76ab 49.14±7.26ab

高 DEHP+BPA　 High dose DEHP+BPA 59.89±9.96ab 55.96±10.27ab 52.82±11.65ab 57.78±8.09abc 54.13±13.49abc

注:a 表示与 CT 组比较,P<0.05;b 表示与 BPA 组比较,P<0.05;c 表示与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: a means compared with CT group, P<0.05; b means compared with BPA group, P<0.05; c means compared with the same dose of DEHP

� group, P<0.05.

图 1　 各组空间探索实验活动轨迹

Fig. 1　 The trajectory of each group of space exploration experiments

2. 2　 避暗和跳台实验

与对照组相比,BPA 或 DEHP 单独染毒组以

及联合染毒组的潜伏期缩短,错误次数明显增加(P
<0.05),联合染毒组与其对应的单独染毒组比较,
其逃避潜伏期与错误次数均具有统计学意义(P<

� 0.05)(图 2)。
2. 3　 小鼠脑组织 MDA 含量以及 MAO、AchE 和

CAT 活性的检测结果

与对照组相比,染毒组 MDA 含量、MAO 和

AchE 活性逐渐增加,脑组织中 CAT 活性逐渐降低,
具有显著差异性(P<0.05);联合染毒组与对应的单

� 独染毒组相比,MDA 含量、MAO 和 AchE 活性明显

增加,CAT 活性明显降低(P<0.05),实测值超过其理

� 论值,表现为协同作用(表 3)。
2. 4　 小鼠脑组织 β、γ-分泌酶活性和 Aβ1-42 的含量

与对照组相比,单独染毒组与联合染毒组的 β、
γ-分泌酶活性和 Aβ1-42 的含量增多(P<0.05),联合染

� 毒组与其对应的单独染毒组比较,β、γ-分泌酶活性

和 Aβ1-42 的含量增加更明显(P<0.05)(图 3)。
2. 5　 蛋白表达水平

与正常组对比,单独染毒组 APP、PS1、BACE1
和 Tau 蛋白表达水平明显增强(P<0.05),其中,联合

� 染毒组 APP、PS1、BACE1 和 Tau 的蛋白表达水平明

显高于单独染毒组(P<0.05)(图 4)。
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图 2　 各组避暗、跳台实验潜伏期和错误次数的比较

注:a 表示与 CT 组比较,P<0.05;b 表示与 BPA 组比较,P<0.05;c 表示与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05;1 表示 CT 组,2 表示 BPA 组,
3 表示低 DEHP 组,4 表示中 DEHP 组,5 表示高 DEHP 组,6 表示低 DEHP+BPA 组,7 表示中 DEHP+BPA 组,8 表示高 DEHP+BPA 组。

Fig. 2　 Comparison of the latency and the number of errors in the dark avoidance and platform jump experiments in each group
Note: a means compared with CT group, P<0.05; b means compared with BPA group, P<0.05; c means compared with the same

dose of DEHP group, P<0.05; 1 indicates CT group; 2 indicates BPA group; 3 indicates low dose DEHP group;

4 indicates medium dose DEHP group; 5 indicates high dose DEHP group; 6 indicates low dose DEHP+BPA group;

7 indicates medium dose DEHP+BPA group; 8 indicates high dose DEHP+BPA group.

表 3　 小鼠脑组织中丙二醛(MDA)含量、单胺氧化酶(MAO)、乙酰胆碱酯酶(AchE)和
过氧化氢酶(CAT)活性的比较(x—±s,n=10)

Table 3　 Comparison of malondialdehyde (MDA) content and the activities of monoamine oxidase (MAO),
acetylcholinesterase (AchE) and catalase (CAT) in mouse brain tissue (x—±s, n =10)

组别

Group

MDA

/(nmol·mL-1 )

MAO

/(U·mL-1 )

AchE

/(U·mL-1 )

CAT

/(U·g-1 )

CT 1.07±0.58 1.51±0.17 1.23±0.38 2.10±0.27

BPA 1.40±0.26 1.96±0.64a 1.86±0.13a 1.54±0.49a

低 DEHP　 Low dose DEHP 1.34±0.33 1.74±0.27 1.56±0.14 1.65±0.34

中 DEHP　 Medium dose DEHP 1.46±0.48 2.11±0.21a 1.80±0.35a 1.52±0.24a

高 DEHP　 High dose DEHP 1.69±0.34a 2.04±0.27a 2.00±0.26a 1.24±0.36a

低 DEHP+BPA　 Low dose DEHP+BPA 1.78±0.34a 2.46±0.18ab 2.36±0.55abc 1.45±0.33a

中 DEHP+BPA　 Medium dose DEHP+BPA 2.00±0.42abc 2.69±0.29abc 2.60±0.25abc 1.21±0.30a

高 DEHP+BPA　 High dose DEHP+BPA 2.26±0.23abc 3.07±0.22abc 3.03±0.38abc 0.72±0.46abc

注:a 表示与 CT 组比较,P<0.05;b 表示与 BPA 组比较,P<0.05;c 表示与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。

Note: a means compared with CT group, P<0.05; b means compared with BPA group, P<0.05; c means compared with the same dose of DEHP

� group, P<0.05.
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图 3　 小鼠脑组织中 β-分泌酶、γ-分泌酶活性和 Aβ1-42 含量

注:a 表示与 CT 组比较,P<0.05;b 表示与 BPA 组比较,P<0.05;c 表示与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05;1 表示 CT 组,2 表示 BPA 组,
3 表示低 DEHP 组,4 表示中 DEHP 组,5 表示高 DEHP 组,6 表示低 DEHP+BPA 组,7 表示中 DEHP+BPA 组,8 表示高 DEHP+BPA 组。

Fig. 3　 The activities of β-secretase, γ-secretase and Aβ1-42 content in mouse brain tissue

Note: a means compared with CT group, P<0.05; b means compared with BPA group, P<0.05; c means compared with the same dose of DEHP group,

P<0.05; 1 indicates CT group; 2 indicates BPA group; 3 indicates low dose DEHP group; 4 indicates medium dose DEHP group; 5 indicates high dose

DEHP group; 6 indicates low dose DEHP+BPA group; 7 indicates medium dose DEHP+BPA group; 8 indicates high dose DEHP+BPA group.

2. 6　 脑组织海马区 HE 染色结果

采用 HE 染色方法对小鼠进行脑组织石蜡切片

并染色,观察其海马区形态变化及病理性特征。 对

照组形态正常,海马神经元细胞排列整齐,颜色较

浅,形态正常;单独染毒组排列不规则且杂乱,染色

颜色较深。 联合染毒组与其对照组相比:其细胞核

较多,颜色较深,呈现出更深的颜色,排列极其不规

则(图 5)。

3　 讨论(Discussion)
DEHP 与 BPA 经常联合暴露于职业环境和室

内空气环境中,例如,化工行业用作原料生产的各类

塑料制品、医疗器械和餐饮食品外包装等[17-18],二者

联合毒性作用值得探讨。
环境污染物是近年来影响健康的不可忽视因

素,日常暴露的环境污染物除了损伤呼吸系统、循环

系统和肝脏系统外,大脑亦是其攻击的靶点之一[19],
AD 作为最常见的一种神经退行性疾病,与环境污

染物的暴露存在密切关系。 Feng 等[20]的研究表明,
DEHP 的潜在神经毒性机制可能与 cAMP-PKA-

ERK1/2-CREB 信号传导和 Ca2+信号传导途径协同

介导相关,这与本实验发现的 APP 酶解通路异常存

在潜在的关联性。 DEHP 由于可以通过血脑屏障,
接触后会在大脑中积累,通过调节突触前膜 Ca2+通
道的活力对中枢神经系统产生影响;现有研究表明,
DEHP 是一种过氧化物酶体增殖剂,通过激活生物

体内过氧化物酶体增殖物从而激活受体(PAPR),使
活性氧为主的各种自由基增加,从而导致氧化应

激[21-22],加速细胞凋亡,与本实验 MDA、CAT、MAO
和 AchE 等生化指标的检测结果相符。 研究表明,
BPA 通过影响神经元细胞的迁移,造成神经递质和

突触可塑性的形成障碍,降低海马体中椎体神经元

的树突棘密度,影响突触可塑性持续重塑,因此难以

建立复杂的大脑神经元网络[23],从而引起认知功能

障碍和学习记忆能力的衰退。
行为学实验结果表明,BPA 与 DEHP 均会对小

鼠学习记忆能力产生消极影响,使其空间定位能力

出现障碍,联合染毒组神经毒性作用明显高于单独染

毒组,使用效应相加模型进行评价,表现为协同作用。
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图 4　 各组 APP、PS1、BACE1 和 Tau 蛋白表达

注:a 表示与 CT 组比较,P<0.05;b 表示与 BPA 组比较,P<0.05;c 表示与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05;1 表示 CT 组,2 表示 BPA 组,
3 表示低 DEHP 组,4 表示中 DEHP 组,5 表示高 DEHP 组,6 表示低 DEHP+BPA 组,7 表示中 DEHP+BPA 组,8 表示高 DEHP+BPA 组。

Fig. 4　 APP, PS1, BACE1 and Tau protein expression in each group
Note: a means compared with CT group, P<0.05; b means compared with BPA group, P<0.05; c means compared with the same dose of DEHP group,

P<0.05; 1 indicates CT group; 2 indicates BPA group; 3 indicates low dose DEHP group; 4 indicates medium dose DEHP group; 5 indicates high dose

DEHP group; 6 indicates low dose DEHP+BPA group; 7 indicates medium dose DEHP+BPA group; 8 indicates high dose DEHP+BPA group.

图 5　 苏木精-伊红(HE)染色小鼠海马组织神经元形态

Fig. 5　 Hematoxylin-Eosin (HE) staining neuron morphology of mouse hippocampus
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　 　 为进一步探讨其毒性作用及机制,对 MDA、
CAT、MAO 和 AchE 等生化指标进行检测。 结果提

示,随着 DEHP 浓度增加,MDA 含量、MAO 和

AchE 活性逐渐增加,联合染毒组 MDA 含量、MAO
和 AchE 活性增加明显,实测值超过其理论值,表现

为协同作用。 联合染毒组与对照组及单独染毒组相

比,脑组织中 CAT 活性逐渐降低,通过观察其活性

可以判断经联合染毒处理的小鼠脑组织氧化应激损

伤程度更高;提示联合染毒处理组的小鼠体内活性

氧作用增加,抗氧化能力降低,抵抗衰老和认知功能

障碍的能力减退[24]。 神经递质释放量的正常与稳

定,是保证学习记忆能力的重要环节[25-26];本实验中

生化指标结果显示染毒处理组小鼠脑组织中单胺类

神经递质与乙酰胆碱类神经递质含量减少,提示其

发生学习记忆功能障碍。
秦晋等[27]研究发现,DEHP 可引起 INS-1 细胞

氧化应激,使线粒体膜电位降低,诱导细胞凋亡。 异

常的细胞代谢反过来会影响 β-淀粉样蛋白(amyloid,

Aβ)和过度磷酸化 Tau 蛋白的产生与积累,这会加

剧线粒体功能障碍和活性氧(ROS)的产生,从而导

致恶性循环[28-29]。 Aβ 由 APP 经过 β、γ-分泌酶水解

产生,正常情况下 APP 经 α-分泌酶水解产生可溶性

的 SAPP-α 和 CTFα,此途径可阻止 Aβ 的形成和沉

积[30],而经过 γ-分泌酶水解会产生异常的 Aβ,目前

认为 Aβ1-42 是细胞外淀粉样变性的主要成分,神经

元内的病变也与 Aβ1-42 相关。 实验结果显示,各染毒

处理组 β、γ-分泌酶活性增加,Aβ1-42 含量增加,联合

染毒组相比单独染毒组酶活性增加更为明显。
APP 酶解通路是造成学习记忆障碍和 AD 发病

的关键机制,相关中枢神经系统过度磷酸化的 Tau
神经原纤维缠结(NFTs)和细胞外淀粉样老年斑(SP)
是 AD 的主要病理变化特征[29](图 6)。 神经原纤维

缠结的主要成分是异常沉积的 tau 蛋白,SP 的核心

成分是 Aβ[31-32]。 本实验通过测定相关生化指标及

蛋白表达发现 DEHP 与 BPA 联合染毒对小鼠学习

记忆损伤作用与 APP 酶解通路异常有关。

图 6　 淀粉样前体蛋白(APP)酶解通路示意图

Fig. 6　 Schematic diagram of amyloid precursor protein (APP) processing pathway

　 　 联合染毒毒性作用评价目前主要有浓度加和模

型(CA)、效应相加模型(ES)、独立作用模型(IA)和联

合指数法(CI)[15-16]。 本次实验选择了效应相加模型

判断,通过效应相加模型研究可知,DEHP 与 BPA
二者联合染毒,毒性作用增强,表现为协同作用,这
与化学毒物自身的结构及内部相关反应结合有关,
有待于进一步探讨。 未来降低环境污染物的重要途

径可以是研发 DEHP 和 BPA 的替代品,从根源上降

低环境污染物对机体神经系统、生殖系统等方面的

损害作用,从而降低和避免环境污染物联合暴露对

人类造成的损害。

综上所述,BPA 与 DEHP 联合染毒对小鼠脑组

织具有明显的神经毒性作用,其联合作用表现为协

同作用,造成小鼠的认知功能障碍,损伤神经系统结

构,机制可能与氧化应激及 APP 酶解通路异常相

关,更深的分子生物学机制有待于进一步的研究。

通讯作者简介:许妍姬(1973—),女,博士,教授,主要研究方

向为神经毒理学。
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