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摘要: 塑料包装制品中,邻苯二甲酸双(2-乙基己基)酯(DEHP)为重要的增塑剂,铅盐为必不可少的热稳定剂,二者单体毒性均

得到证实。 为探究两者的联合作用,采用效应相加模型对联合毒性方式进行评价。 选择适龄昆明种小鼠染毒,DEHP 染毒浓

度为 10、50 和 200 mg·kg-1,以 0.1 mL·(10 g)-1 的剂量灌胃染毒,铅组用 1 g·L-1乙酸铅通过自由饮水进行染毒,连续染毒 6
周,染毒后观察其行为学改变,测定其脑组织氧化损伤指标和神经递质类指标。 结果表明,各组小鼠的肺脏、脾脏、心脏和肾

脏系数,无明显差异;随着 DEHP 浓度增加,脑组织重量逐渐降低,肝脏重量在中剂量 DEHP 组降低,在高剂量组有所增加,表
明 DEHP 对脑部发育有影响,且对肝脏具有毒性作用,并可能在肝脏产生富集作用。 小鼠 Morris 水迷宫、跳台实验和避暗实

验结果表明,随 DEHP 浓度增加,小鼠空间学习能力受到的损害更加严重,可导致空间记忆能力障碍。 小鼠脑组织各生物学

指标测定结果显示,随着 DEHP 浓度增加,脑组织中丙二醛(MDA)含量、一氧化氮(NO)含量、单胺氧化酶(MAO)和乙酰胆碱酯

酶(AchE)活性逐渐增加,联合染毒组与铅组和对应剂量 DEHP 染毒组相比,上述 4 个指标值显著增加;随着 DEHP 浓度增加,
脑组织中过氧化氢酶(CAT)活性、还原型谷胱甘肽(GSH)含量和总抗氧化能力逐渐降低,联合染毒组与铅组和对应剂量 DEHP
染毒组相比,上述二者明显降低。 对铅和 DEHP 的联合毒性作用方式进行评价,表现为协同作用。
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Abstract: In plastic packaging products, diethylhexyl phthalate (DEHP) is an important plasticizer and lead salt is
an essential thermal stabilizer. In order to explore the combined effects of DEHP and Pb, Kunming mice were se-
lected to be treated with DEHP at a concentration of 10, 50 and 200 mg·kg-1 , with 0.1 mL·(10 g)-1 dose by ga-
vage. The lead group was treated with 1 g·L-1 lead acetate through free drinking water. The exposure last for 6
weeks. The results showed that there was no significant difference in the organ coefficients including lung, spleen,
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heart and kidney in each treatment group by comparing with the control. With the increase of DEHP concentration,
the weight of brain tissue gradually decreased, while the weight of liver decreased at medium dose and became
heavier at high dose. It is indicated that DEHP has an impact on brain development, and DEHP has a toxic effect
on liver with an accumulation effect as well. The results of Morris water maze, platform jumping experiment and
dark avoidance experiment showed that the spatial learning ability of mice was seriously impaired with the increase
of DEHP concentration. The results showed that the contents of malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO),
and the activities of monoamine oxidase (MAO) and acetylcholinesterase (AchE) were increased gradually with the
increase of DEHP concentration, and the combined exposure group increased more significantly compared with
lead group and corresponding dose of DEHP exposure group. With the increase of DEHP concentration, catalase
(CAT) activity, glutathione (GSH) content and total antioxidant capacity in brain tissues gradually decreased and the
combined exposure group decreased more significantly compared with lead group and corresponding dose of DE-
HP exposure group. The effect of lead and DEHP was evaluated to be synergistic.
Keywords: lead; DEHP; combined effect; learning and memory ability

　 　 随着经济的高速发展,无论是生活还是生产方

面,塑料制品得以大量使用[1-2]。 在塑料制品的生产

工艺中,为了增加塑料材质的延展性和可塑性,生产

过程中往往需要添加邻苯二甲酸酯类 (phthalates
acid esters, PAEs)作为增塑剂。 随着人类生活质量

和安全意识的提高,增塑剂的毒性效应逐渐受到关

注。 增塑剂中,邻苯二甲酸双(2-乙基己基)酯(dieth-
ylhexyl phthalate, DEHP)是目前使用最为广泛的

PAEs 有机化合物,被广泛应用于涂料等建筑材料、
食品包装材料、儿童玩具、办公用品、化妆品和医疗

器材等塑料产品中[3-5]。 研究发现,DEHP 是一种环

境内分泌干扰物 (environmental endocrine disruptor,
EED),对机体有生殖毒性、肝脏毒性、免疫毒性以及

神经毒性等多种毒性作用,DEHP 的毒性研究也越

来越受到学者们的关注[6-12]。
铅是一种用途广泛的重金属,在生活和工业生

产中处处可见。 铅作为一种重要的成分参与塑料制

品的生产过程。 聚氯乙烯是一种极性高分子,受热

易分解,产生氯化氢。 为解决这个问题,就必须采用

热稳定剂。 常用的热稳定剂有铅盐类、金属皂类、有
机锡类和复合稳定剂等。 其中,因原料易得价廉、生
产工艺简单,铅盐热稳定剂广泛应用[13]。 随着铅的

广泛应用,铅污染严重影响环境和人体健康,铅中毒

主要表现为神经毒性。 Pb 和 DEHP 的单一毒性研

究已经得到众多学者的研究证实[14-21]。
日常生活中,人体可以通过多种途径同时暴露

于 DEHP 和 Pb 环境中,但现有的研究还仅局限于

DEHP 和 Pb 单一污染物对动物的毒性,缺乏二者联

合毒性实验研究。 因此,本实验将二者联合染毒,进

一步研究 DEHP 和 Pb 的联合作用及机制。

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

DEHP 和 Pb 均采用体内染毒,选择 80 只健康

雄性适龄 SPF 级昆明小鼠 (8 周龄,体重为 (20 ±2)
g),由延边大学动物科学实验中心提供。 为减少实

验动物个体差异,保证各组实验结果的均衡性和准

确性,实验前按照初始体重进行平均分组。 在延边

大学医学院动物饲养房集中饲养,光、暗周期交替,
保持清洁,无其他病原体环境,温度控制在 22 ~ 25
℃,相对湿度保持在 40% ~ 70% ,采用由延边大学

动物科学实验中心提供的普通饲料喂养,小鼠可以

自由饮水、饮食,每日记录其饮水量和饮食量。 在实

验正式开始前,将小鼠放在正常饲养环境 3 d。
1. 2　 实验试剂与仪器

主要实验试剂:乙酸铅(纯度 99.0% ,天津市化

学试剂三厂)、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)。
主要实验仪器:YP600 型电子天平(上海精科天

平,上海)、SZ-93 自动双重纯水蒸馏器(上海生化仪

器厂,上海)、全模终端过滤独立送风净化笼具(苏州

工业园区唯亭姑秀实验动物设备厂,江苏)、Morris
水迷宫(上海洛维生物科技有限公司,上海)、小动物

避暗穿梭仪与跳台记录仪(众实迪创(北京)科技发展

有限责任公司,北京)。
1. 3　 暴露实验

1. 3. 1　 试剂配制

将 DEHP 与吐温 80(Tween-80)按照体积为 1∶1
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助溶,并使用双蒸水配制成浓度为 10、50 和 200 mg
·kg-1的染毒液。 将乙酸铅用双蒸水溶解配制成 1 g
·L-1,用于铅组饮水染毒。
1. 3. 2　 实验分组与模型建立

选用 80 只昆明种小鼠,雄性,体重为(20±2) g。
实验前,为减少个体差异而影响实验分组差异,采取

称量初始体重,按照体重大小平均分为 8 组,每组各

10 只,分组见表 1。
每天在固定的时间,DEHP 处理组按照 0.1 mL·

(10 g)-1 的剂量对小鼠灌胃给药,CT 组和 Pb 组按照

相同比例的剂量给予双蒸水(DDW)灌胃以作为安慰

剂。 铅组用 1 g·L-1乙酸铅通过自由饮水进行染毒,
CT 组和 DEHP 组采用双蒸水自由饮水。 联合染毒

处理组用 1 g·L-1乙酸铅通过自由饮水染毒,且按照

0.1 mL·(10 g)-1 的剂量对小鼠灌胃给药 DEHP。 所

有各组均自由进食。 连续染毒 6 周,实验周期共计

50 d。 实验期间,每天观察小鼠的毛色、呼吸和状

态,并记录各组小鼠体重、进食量以及饮水量。
1. 4　 动物行为学实验

1. 4. 1　 小鼠 Morris 水迷宫实验

实验周期的第 6 周进行小鼠 Morris 水迷宫训

练,训练期间照常按时给药。 水迷宫由直径 1.2 m

的圆形水池构成,水池中安置有 9 cm 平台,由顶部

摄像头进行录像拍摄,通过视频分析系统统计分析

实验结果。 设定水池分为 4 个象限,第一、第二和第

三象限分别在池壁设置固定投放点,平台位于第四

象限。 水池水位位于平台上 1 cm,实验全程,保持

水温在(25±1) ℃。
标点指引实验:分别从第一、第二和第三象限的

固定位置将小鼠面朝水池壁,头朝上,投入水中,并
同时启动摄像机录像功能,时间 60 s。 记录小鼠从

不同象限游上平台的时间,所测得的时间称逃避潜

伏期。 如果 60 s 内,小鼠未能成功游上平台,则需

要通过引导棒引导小鼠上台,让小鼠停留在平台 10
s,增强学习记忆力。 实验每隔 24 h 训练一次,连续

训练 6 d,测定小鼠空间学习能力。
平台寻找实验:在连续训练 6 d 后,间隔 24 h,

撤去平台,将小鼠从平台所在象限的对角象限第二

象限固定点位置投放水中,同时启动摄像机录像系

统记录数据。 记录小鼠的游泳路线,统计穿台次数

和目标象限停留时间,测定小鼠空间记忆能力[22-23]。
1. 4. 2　 小鼠跳台实验

实验周期第 6 周末,进行小鼠跳台实验[24-25],分
为记忆获得阶段和学习成绩阶段。 记忆获得阶段:

表 1　 实验分组

Table 1　 Experimental grouping

组别

Groups

染毒方案

Ways of exposure

组名

Group name

CT 0 mg·(kg·d)-1 DEHP+DDW
空白对照组

Control group

DEHP1 10 mg·(kg·d)-1 DEHP+DDW
DEHP 低浓度染毒组

Low-dose group of DEHP

DEHP2 50 mg·(kg·d)-1 DEHP+DDW
DEHP 中浓度染毒组

Medium-dose group of DEHP

DEHP3 200 mg·(kg·d)-1 DEHP+DDW
DEHP 高浓度染毒组

High-dose group of DEHP

DEHP1+Pb 10 mg·(kg·d)-1 DEHP+1 g·L-1 Pb
低浓度联合染毒组

Low-dose combined exposure group

DEHP2+Pb 50 mg·(kg·d)-1 DEHP+1 g·L-1 Pb
中浓度联合染毒组

Medium-dose combined exposure group

DEHP3+Pb 200 mg·(kg·d)-1 DEHP+1 g·L-1 Pb
高浓度联合染毒组

High-dose combined exposure group

Pb 0 mg·(kg·d)-1 DEHP+1 g·L-1 Pb
铅染毒组

Dose group of Pb

注:每组均为 10 只;DEHP 表示邻苯二甲酸双(2-乙基己基)酯;DDW 表示双蒸水。
Note: Each group contains 10 mice; DEHP stands for diethylhexyl phthalate; DDW stands for double distilled water.
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在实验开始前,把小鼠先放入跳台测试仪中,使小鼠

适应仪器密闭环境 3 min。 将电压设定在 36 V 的交

流电上,将小鼠放在跳台仪中的平台上,然后开启仪

器,记录数据。 仪器自动记录小鼠第一次从绝缘平

台跳下的时间,即为相应小鼠的潜伏期数据。 连续

记录 5 min,小鼠从台上跳下受到电击的次数,即为

错误次数。 学习成绩阶段:记忆获得阶段结束 24 h
后进行,再次进行小鼠跳台实验,记录跳台潜伏期和

5 min 内跳台错误次数。
1. 4. 3　 小鼠避暗实验

小鼠避暗实验分为记忆获得阶段和学习成绩阶

段[26]。 记忆获得阶段:实验正式开始记录前,将小鼠

先放入明箱中使其适应仪器明箱环境 3 min,暗箱不

通电,小鼠可在明暗箱之间自由活动。 适应结束后,
将小鼠面部背朝洞口放入明箱中,将电压设定为 36
V,启动仪器进行测定。 记录小鼠第一次从明箱通

过洞口到达暗箱受到电击所用的时间,即为潜伏期。
持续记录 5 min,记录小鼠从明室穿梭到暗室受到电

击的次数,即为错误次数。 学习成绩阶段:记忆获得

阶段 24 h 后,再次进行实验,记录避暗潜伏期和 5
min 内避暗错误次数。
1. 5　 生物学指标的测定

1. 5. 1　 实验动物处理

行为学实验周期结束后,将各组小鼠禁水禁食

12 h,然后称量各小鼠体重,并采取颈椎脱臼法处死

小鼠,解剖并称量小鼠脑组织 (大脑)、心脏、肺、肝
脏、脾脏和肾脏,计算其各脏器系数。
1. 5. 2　 脑组织匀浆制备及蛋白含量的测定

通过机械扣脑方法,将小鼠大脑完整取出,置于

冰上,去除脑组织表面血液,并准确称量脑组织重

量,按照脑组织重量(g) ∶体积(mL) =1∶9的比例加入

生理盐水,在冰浴条件下,用匀浆器机械匀浆,制备

成 10%的脑组织(大脑)匀浆液,放入低温离心机内,
2 500 r·min-1离心 10 min,收集上清液。

按照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒的方法和步骤,
准确操作,通过计算标准品的吸光度,制作蛋白标准

曲线(R2>0.99),通过蛋白标准曲线方程,计算各脑组

� 织的蛋白浓度。
1. 5. 3　 脑组织生化指标测定

按照试剂盒说明书,取适量脑组织匀浆液分别

测定丙二醛(MDA)含量、过氧化氢酶(CAT)活性、还
原型谷胱甘肽(GSH)含量、一氧化氮(NO)含量、总抗

氧化能力、单胺氧化酶(MAO)活性和乙酰胆碱酯酶

(AChE)活性。 通过测定结果,推断各组小鼠脑组织

损伤程度。
1. 6　 效应相加模型

本实验采用效应相加模型[27]进行联合毒性评价

分析。 该模型假设 2 种物质之间不相互作用,通过

比较化合物混合处理后实测值与理论值之间的统计

学差异(P 值),判断 2 种化合物的联合效应。
理论值是指 2 种物质单独毒性效应之和,实测

值为 2 种物质联合作用实际测得的毒性效应。 对实

测值和理论值进行单因素方差分析,当实测值与理

论值之间没有显著性差异时(P>0.05),说明 2 种物

� 质互不影响,联合作用表现为相加作用。 当实测值

与理论值之间具有统计学差异时(P<0.05),如果实

� 测值显著低于理论值,则表示二者存在拮抗作用;如
果实测值显著高于理论值,则表示二者为协同作用。
1. 7　 统计分析

使用 SPSS17.0 统计软件统计分析实验数据,以
均数±标准差(x—±s)形式表示。 用单因素方差分析

� (One-way ANOVA)法进行多组间均值差异的比较,
组间差异的多重比较采用 LSD-t 检验统计方法,检
验水准 α=0.05,以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　 结果(Results)
2. 1　 小鼠体重及脏器系数

2. 1. 1　 各组实验小鼠观察结果

各组小鼠经灌胃后,立即观察到,小鼠活动均减

少,DEHP 高剂量组小鼠部分出现胃痉挛和呕吐等

现象。 CT 组和 Pb 组恢复正常活动的时间相对较

短,随着 DEHP 浓度增高,小鼠恢复正常活跃度的

时间延长。 实验周期结束后,各组小鼠的皮毛光滑。
整个实验周期中,小鼠大小便无异常,眼、鼻和口腔

均无分泌物。 通过灌胃染毒,小鼠没有发生运动失

调等症状,呼吸和饮食饮水均正常,无死亡现象。 将

小鼠处死后,观察腹腔各脏器,各脏器均无明显异

常。 各组小鼠的摄食量和饮水量无明显差异 (P>
� 0.05)(表 2)。

2. 1. 2　 各组实验小鼠体重的变化

分别取实验周期中每周末小鼠体重,进行相互

比较,无明显差异(P>0.05)(表 3)。
2. 1. 3　 各组实验小鼠脏器系数比较

处死小鼠前,称量小鼠体重,解剖小鼠,取脑、
肺、肝、脾、心和肾,称量各脏器的重量,计算各脏器

系数。 比较各组小鼠的肺、脾、心和肾的脏器系数,无
明显差异(P>0.05);各组小鼠脑组织重量,随着 DEHP
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� 浓度增加,逐渐降低,与 CT 组和 Pb 组相比,DEHP2+
Pb 组和 DEHP3+Pb 组均有差异(P<0.05);随 DEHP 浓

� 度升高,肝脏重量在中剂量 DEHP 处理组和中剂量联

合处理组中降低,与 CT 组和 Pb 组相比,DEHP2 组和

DEHP2+Pb 组均有差异(P<0.05)。 与单独染毒组相

� 比,高浓度联合染毒组毒性效应显著增强,按效应相

加模型对联合作用方式进行评价,实测值大于理论

值,联合作用表现为协同作用(P<0.05)(表 4)。

表 2　 各组实验观察结果

Table 2　 Experimental observation results of each group

组别

Groups

灌胃给药/(0.1 mL·(10 g)-1 )

Drug administration /(0.1 mL·(10 g)-1 )

饮水

Types of drinking water

摄食量/g

Food ration/g

饮水量/mL

Water intake/mL

CT DDW DDW 62.06±6.89 85.47±7.68

DEHP1 10 mg·kg-1 DEHP DDW 60.95±7.06 83.43±8.11

DEHP2 50 mg·kg-1 DEHP DDW 61.72±7.36 84.71±9.71

DEHP3 200 mg·kg-1 DEHP DDW 62.41±8.53 85.48±7.33

DEHP1+Pb 10 mg·kg-1 DEHP 1 g·L-1 Pb 61.03±6.98 84.41±9.24

DEHP2+Pb 50 mg·kg-1 DEHP 1 g·L-1 Pb 62.92±8.31 83.74±8.07

DEHP3+Pb 200 mg·kg-1 DEHP 1 g·L-1 Pb 63.84±9.58 84.59±9.02

Pb DDW 1 g·L-1 Pb 63.45±5.59 85.69±8.34

表 3　 各给药组实验小鼠体重的变化

Table 3　 Changes in body weight of experimental mice in each drug-administered group

组别

Groups

初始体重/g

Initial weight/g

给药后体重/g

Weight after administration/g

1st weekend 2nd weekend 3rd weekend 4th weekend 5th weekend 6th weekend

CT 23.97±1.83 34.02±2.05 39.62±3.31 42.85±3.69 45.91±3.41 47.11±4.33 49.29±5.91

DEHP1 23.76±1.63 34.16±2.96 38.23±2.33 42.75±3.63 45.39±3.81 47.57±4.64 48.87±4.41

DEHP2 23.94±1.41 33.58±2.27 39.49±2.61 43.09±3.45 44.81±4.01 46.59±4.25 49.61±4.06

DEHP3 24.04±2.34 34.13±2.47 41.60±3.75 43.75±3.76 45.52±4.16 48.03±5.62 48.92±6.33

DEHP1+Pb 24.01±2.78 34.23±2.47 40.63±3.31 43.62±2.69 44.95±5.05 47.05±5.17 50.05±5.74

DEHP2+Pb 23.88±1.89 33.66±1.81 39.21±2.91 42.49±3.87 44.87±4.71 46.45±5.34 49.73±6.24

DEHP3+Pb 23.94±1.48 33.93±1.96 39.51±2.28 42.68±2.01 45.73±3.16 47.22±3.12 48.99±4.17

Pb 23.83±1.89 32.62±3.03 38.86±3.12 43.13±3.11 44.88±4.03 48.11±4.66 49.39±4.42

表 4　 各组实验小鼠脏器系数比较

Table 4　 Comparison of organ coefficients of experimental mice in each group

组别

Groups

脑/%

Brain/%

肺脏/%

Lungs/%

肝脏/%

Liver/%

脾脏/%

Spleen/%

心脏/%

Heart/%

肾脏/%

Kidney/%

CT 0.659±0.046 0.616±0.042 4.284±0.371 0.306±0.076 0.627±0.068 1.416±0.084

DEHP1 0.641±0.056 0.586±0.035 4.136±0.416 0.303±0.038 0.598±0.044 1.384±0.092

DEHP2 0.632±0.043 0.613±0.027 3.752±0.289#* 0.303±0.057 0.615±0.052 1.405±0.076

DEHP3 0.598±0.048 0.597±0.038 3.961±0.356 0.304±0.063 0.608±0.037 1.394±0.083

DEHP1+Pb 0.586±0.065 0.605±0.043 4.082±0.385 0.296±0.048 0.594±0.061 1.389±0.079

DEHP2+Pb 0.557±0.057#* 0.611±0.041 3.627±0.274#* 0.308±0.041 0.618±0.033 1.411±0.087

DEHP3+Pb 0.502±0.034#* 0.618±0.031 3.863±0.303 0.301±0.069 0.611±0.065 1.398±0.091

Pb 0.642±0.041 0.595±0.029 4.041±0.297 0.306±0.054 0.606±0.046 1.394±0.074

注:# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05。
Note: # compared with the CT group, P<0.05; * compared with the Pb group, P<0.05.
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2. 2　 行为学实验结果

2. 2. 1　 小鼠 Morris 水迷宫实验结果

各处理组小鼠逃避潜伏期,与空白对照组相

比,随着 DEHP 浓度增高,逐渐延长(P<0.05);联合

� 染毒组分别与 DEHP 组、Pb 组比较,可知联合染毒

后小鼠逃避潜伏期延长明显 (P<0.05)。 DEHP 和

� Pb 染毒对小鼠空间学习能力有不同程度的损害

(表 5)。

表 5　 Morris 水迷宫实验各组小鼠逃避潜伏期

Table 5　 The mice escape latency of each group in Morris water maze punctuation guide experiment

组别

Groups

实验时间/d　 Experimental time/d

1 2 3 4 5 6

CT 57.65±2.35 52.71±3.46 45.34±4.71 35.71±4.91 29.36±3.81 22.42±4.57
DEHP1 57.58±1.29 53.62±2.75 48.43±5.03 46.97±2.67#@ 41.75±4.54#@ 36.34±3.97#

DEHP2 58.03±1.65 53.76±1.82 50.33±3.25 47.82±5.25# 43.17±3.32#@ 39.31±3.42#

DEHP3 58.78±1.22 54.32±1.68 52.91±4.03# 49.28±3.08#@ 44.54±2.88#@ 41.74±4.15#

DEHP1+Pb 57.51±2.49 53.73±2.91 51.17±4.72# 48.01±2.93# 45.91±4.24#* 41.33±6.65#*@

DEHP2+Pb 58.32±1.65 55.48±3.08 52.98±4.86# 52.75±4.99#* 48.12±2.85#* 44.73±3.69#*@

DEHP3+Pb 59.15±1.07 57.39±2.63#* 55.06±3.68#* 53.57±2.53#* 51.42±5.29#* 50.78±2.32#*@

Pb 58.03±1.74 53.27±2.24 48.92±5.04 45.08±5.73# 40.69±3.76# 35.54±2.13#

注:# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@ 与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: # compared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with the same dose group of DEHP, P<0.05.

　 　 Morris 水迷宫实验各组小鼠游泳速度无明显差

异(P>0.05)。 结果表明,排除各组小鼠的个体差异,
� 染毒处理对各组小鼠体能无明显影响(表 6)。

Morris 水迷宫平台寻找实验结果显示,空白对

照组的小鼠在目标象限停留时间最长,小鼠在目标

象限的游泳距离占总游泳距离的比例最高,穿台次

数最多;随着 DEHP 浓度的增高,上述实验数据值

降低;高浓度联合染毒实验结果最低,空间记忆能力

障碍明显(P<0.05)。 与单独染毒组相比,高浓度联

� 合染毒组毒性效应显著增强,按效应相加模型对联

合作用方式进行评价,实测值大于理论值,联合作用

表现为协同作用(P<0.05)(表 7)。

表 6　 Morris 水迷宫实验各组小鼠游泳速度比较

Table 6　 Comparison of swimming speeds of mice
in the Morris water maze

组别

Groups

游泳速度/(mm·s-1 )

Swimming speeds/(mm·s-1 )

CT 161.27±36.02

DEHP1 157.32±40.34

DEHP2 163.27±33.41

DEHP3 159.62±50.49

DEHP1+Pb 163.69±43.32

DEHP2+Pb 158.23±33.43

DEHP3+Pb 155.56±46.83

Pb 163.95±51.56

表 7　 Morris 水迷宫实验各组小鼠平台寻找实验结果

Table 7　 The results of finding the platform in each group in Morris water maze experiments

组别

Groups

目标象限停留时间/s

Target quadrant residence time/s

占总距离的百分比/%

Percentage of total distance/%

穿台次数(t)
Times of crossing the platform (t)

CT 27.89±1.86 40.13±3.54 6.7±2.84

DEHP1 25.16±2.65 35.21±4.47 5.2±1.62
DEHP2 24.78±2.98 30.42±3.07 4.4±1.58#

DEHP3 20.85±4.31# 27.69±2.55# 3.8±1.76#*

DEHP1+Pb 22.73±2.43 30.27±4.83 4.7±2.05
DEHP2+Pb 18.03±3.68#* 26.53±3.62# 3.2±1.34#*

DEHP3+Pb 13.77±4.07#*@ 22.84±3.84#*@ 2.4±1.13#*@

Pb 24.68±2.72 33.95±2.05 4.9±2.56#

注:# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@ 与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: # compared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with the same dose group of DEHP, P<0.05.
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　 　 由小鼠在平台寻找实验中的游泳轨迹来看,
空白对照组小鼠记忆能力最强,在水迷宫中目的

性很强,游泳轨迹多集中于目标象限,并多次穿越

目标平台;随着 DEHP 浓度的增高,小鼠的游泳轨

迹逐渐变得无目的和不规则;高浓度联合染毒组

小鼠的游泳轨迹则杂乱无章,多为无目的性探索

(图 1)。
2. 2. 2　 小鼠跳台实验结果

小鼠跳台实验结果显示,各组小鼠记忆获得所

用时间无明显差异(P>0.05);各组小鼠学习成绩阶

� 段所用时间,随 DEHP 浓度和联合染毒浓度的增高

而降低(P<0.05)。 高浓度染毒组小鼠的错误次数明

� 显高于空白对照组,联合染毒组小鼠的学习记忆能

力低于单一染毒组(P<0.05)(表 8)。
2. 2. 3　 小鼠避暗实验结果

小鼠避暗实验结果显示,各组小鼠记忆获得潜

伏期无明显差异(P>0.05);各组小鼠学习成绩潜伏

� 期,随 DEHP 浓度和联合染毒浓度的增高而降低,
差异明显(P<0.05)。 高浓度染毒组小鼠的错误次数

� 明显高于空白对照组,联合染毒组小鼠的学习记忆

能力低于单一染毒组(P<0.05)。 结果表明,联合染

� 毒对小鼠的学习记忆能力影响更大(表 9)。

图 1　 小鼠平台寻找实验的游泳轨迹

Fig. 1　 The swimming trajectories of mice in platform finding task in Morris water maze experiments

表 8　 各组小鼠跳台实验结果

Table 8　 The experimental results of mice in each group of step down test

组别

Groups

潜伏期/s

Incubation/s

错误次数(t)
Error times (t)

记忆获得

Memory acquisition

学习成绩

Academic record

记忆获得

Memory acquisition

学习成绩

Academic record

CT 54.4±24.73 180.2±36.43 4.8±2.21 2.1±0.68

DEHP1 58.8±20.04 138.3±28.51 6.3±1.66 4.2±2.53

DEHP2 60.6±17.46 100.7±18.26 7.7±2.57 5.6±2.11#

DEHP3 56.5±26.98 83.8±31.21# 9.8±3.08# 7.1±3.03#

DEHP1+Pb 56.8±33.82 113.5±24.17 7.8±2.85 6.6±2.17

DEHP2+Pb 59.4±21.94 87.6±29.74#* 8.5±1.52 7.9±2.76@

DEHP3+Pb 61.8±25.64 65.2±27.88#*@ 13.2±3.32#*@ 11.8±2.89#*@

Pb 54.2±16.53 155.1±33.16 6.4±2.28 5.4±1.16

注:# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@ 与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: # compared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with the same dose group of DEHP , P<0.05.
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2. 3　 脑组织生化指标测定结果

小鼠脑组织各生物学指标测定结果显示,与 CT
组和 Pb 组相比,单独 DEHP 处理组中,CAT 活性、
GSH 含量和总抗氧化能力随着 DEHP 浓度增加逐

渐降低,联合染毒组与 Pb 组和对应剂量 DEHP 染

毒组相比明显降低,差异有统计学意义(P<0.05,表
� 10)。 单独 DEHP 处理组与对照组比较,随着 DEHP

浓度增加 NO 含量、MDA 含量、MAO 活性和 AchE
活性逐渐增加,联合染毒组与 Pb 组和对应剂量 DE-
HP 染毒组比较上述 4 个生化指标明显增加,差异有

统计学意义(P<0.05,表 11)。 与单独染毒组相比,
� 中、高浓度联合染毒组毒性效应显著增强,按效应相

加模型对联合作用方式进行评价,实测值大于理论

值,联合作用表现为协同作用(P<0.05)。

3　 讨论(Discussion)
DEHP 是目前使用最为广泛的增塑剂,铅盐作

为重要的热稳定剂被广泛应用于塑料制品的生产过

程中。 人体可以通过多种途径暴露于 DEHP 和 Pb
环境中,但是现有的研究还仅局限于 DEHP 和 Pb
单一污染物对动物的毒性[28-35],缺乏二者联合毒性

研究。 因此,研究两者的联合毒性效应及其发生机

制具有重要意义。
本研究发现,DEHP 和 Pb 染毒对小鼠体重、每

日摄食量和每日饮水量影响不明显。 各处理组中小

鼠的肺脏、脾脏、心脏和肾脏无明显损伤;随着染毒

表 9　 各组小鼠避暗实验结果

Table 9　 The experimental results of mice in each group of darkness test

组别

Groups

潜伏期/s

Incubation/s

错误次数(t)
Error times (t)

记忆获得

Memory acquisition

学习成绩

Academic record

记忆获得

Memory acquisition

学习成绩

Academic record

CT 62.2±25.56 189.7±33.55 4.5±1.73 2.2±2.06

DEHP1 65.5±32.01 158.4±23.68 6.3±2.51 4.1±1.41

DEHP2 52.2±33.85 111.5±28.37 7.7±0.96 5.9±2.31

DEHP3 58.3±20.27 92.7±30.83# 11.5±2.65# 6.2±1.26#

DEHP1+Pb 62.7±26.95 104.4±25.23 8.7±3.12 7.7±1.89

DEHP2+Pb 56.4±22.28 83.1±39.19#* 10.4±2.06#*@ 9.3±0.71#*@

DEHP3+Pb 57.3±27.06 68.3±24.24#* 13.3±2.51#*@ 11.8±1.83#*@

Pb 63.2±18.54 134.9±35.94 5.5±2.88 4.5±2.94

注:# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@ 与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: # compared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with the same dose group of DEHP , P<0.05.

表 10　 小鼠脑组织抗氧化指标测定结果

Table 10　 Results of antioxidant index in mouse brain tissue

组别

Groups

CAT 活性/(units·mg-1 )

CAT activity/(units·mg-1 )

GSH 含量/(μmol·g prot-1 )

GSH content/(μmol·g prot-1 )

总抗氧化能力/(mmol·g-1 )

Total antioxidant capacity/(mmol·g-1 )

CT 2.86±0.31 96.89±3.96 1.93±0.58

DEHP1 2.61±0.34 86.93±5.58 1.75±0.41

DEHP2 2.34±0.46 83.17±6.15# 1.64±0.16#*

DEHP3 1.86±0.32#* 79.67±5.07#* 1.59±0.33#*

DEHP1+Pb 2.11±0.48# 82.08±5.43#@ 1.62±0.29#*

DEHP2+Pb 1.96±0.34#*@ 77.18±6.92#*@ 1.47±0.34#*@

DEHP3+Pb 1.26±0.37#*@ 68.61±7.87#*@ 1.27±0.18#*@

Pb 2.54±0.22 87.53±4.66 1.73±0.27

注:CAT 表示过氧化氢酶,GSH 表示还原型谷胱甘肽;# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。
Note: CAT stands for calatase; GSH stands for glutathione; # compared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with

� the same dose group of DEHP, P<0.05.
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表 11　 小鼠脑组织 NO、MDA、MAO 和 AChE 活力测定结果

Table 11　 Results of NO, MDA, MAO and AChE activity in mouse brain tissue

组别

Groups

NO 含量/(μmol·g prot-1 )

NO content/(μmol·g prot-1 )

MDA 含量/(nmol·mg prot-1 )

MDA content/(nmol·mg prot-1 )

MAO 活性/(U·mg prot-1 )

MAO activity/(U·mg prot-1 )

AchE 活性/(U·mg prot-1 )

AchE activity/(U·mg prot-1 )

CT 0.24±0.09 0.63±0.21 1.93±0.65 1.81±0.27

DEHP1 0.61±0.22# 1.13±0.55 2.72±0.41 2.28±0.34

DEHP2 0.72±0.25# 1.85±0.86# 3.18±0.31 3.09±0.14#

DEHP3 0.84±0.32#* 2.61±0.57#* 3.96±0.47# 3.49±0.25#*

DEHP1+Pb 0.75±0.21#@ 3.21±1.13#*@ 3.15±0.27#*@ 2.94±0.22#@

DEHP2+Pb 0.83±0.19#*@ 3.43±0.86#*@ 4.07±0.45#*@ 3.11±0.07#*

DEHP3+Pb 0.96±0.28#*@ 4.26±1.21#*@ 4.86±0.39#*@ 4.54±0.42#*@

Pb 0.63±0.11 1.17±0.42 3.27±0.34 2.52±0.24

注:NO 表示一氧化氮,MDA 表示丙二醛,MAO 表示单胺氧化酶,AchE 表示乙酰胆碱酯酶;# 与 CT 组比较,P<0.05;*与 Pb 组比较,P<0.05;@
� 与相同剂量 DEHP 染毒组比较,P<0.05。

Note: NO stands for nitric oxide; MDA stands for malondialdehyde; MAO stands for monoamine oxidase; AchE stands for acetylcholinesterase; # com-
pared with CT group, P<0.05; * compared with Pb group, P<0.05; @ compared with the same dose group of DEHP , P<0.05.

浓度增加,脑组织重量逐渐降低,且联合染毒组更明

显;肝脏重量随着 DEHP 浓度升高,在中剂量时降

低,在高剂量时有所增加,提示 DEHP 对肝脏具有

毒性作用,并可能在肝脏产生富集作用。 行为学实

验结果表明,染毒处理对小鼠的空间学习能力损害

明显,导致小鼠空间记忆能力障碍。 联合染毒组神

经毒性作用明显高于各单一染毒组,用效应相加模

型进行评价,表现为协同作用。
为探究其毒性增加是否和氧化损伤相关,分别

对 MDA、NO、CAT、GSH 和总抗氧化能力等氧化损

伤指标和MAO、AchE 等神经递质类指标进行测定。
随着 DEHP 浓度增加,脑组织中 MDA 含量、NO 含

量、MAO 活性和 AchE 活性逐渐增加,联合染毒组

MDA 含量、NO 含量、MAO 活性和 AchE 活性增加

明显,脑组织中 CAT 活性、GSH 含量和总抗氧化能

力逐渐降低,联合染毒组与 Pb 组和对应剂量 DEHP
染毒组相比,CAT 活性、GSH 含量和总抗氧化能力

降低明显。 可见,染毒处理导致小鼠脑组织中活性

氧增加,清除速率降低,且活性氧作用被放大,抗氧

化能力降低,引起细胞代谢及功能障碍,甚至死亡;
联合染毒后细胞损伤明显,中枢神经系统脑血流量

调节障碍,并引发组织细胞产生神经毒性作用,脑组

织发生氧化应激反应,从而降低学习记忆能力。
MAO 和 AchE 是分解单胺类神经递质和乙酰胆碱

类神经递质的活性酶,染毒处理可影响 MAO 和

AchE 活性,从而导致脑组织中单胺类神经递质和乙

酰胆碱神经递质减少,导致学习记忆能力障碍。

DEHP 和 Pb 联合染毒的毒性效果增加,用效应相加

模型进行评价,表现为协同作用。
相关研究表明,DEHP 和甲醛联合染毒,小鼠学

习和记忆能力较单一染毒组受损明显,其联合毒性

具有一定的增强作用[36]。 DEHP 能影响外周葡萄糖

和胰岛素稳态,导致海马胰岛素代谢紊乱,与阿尔茨

海默病存在潜在关联[37]。 本实验结果表明,DEHP
可导致学习记忆能力障碍,当与铅联合染毒后,脑组

织氧化损伤加重,导致学习记忆能力障碍更为明显。
所有实验结果,应用效应相加模型进行评价,结

果表明,DEHP 和 Pb 联合毒性并非简单的相加作

用,表现为协同作用。 由于两者在生活中极易接触,
二者的联合作用还需要从分子毒理学的角度进行深

入研究。
目前,联合作用的评价方法大多数采用 2 个基

本模型,包括效应相加模型[38]与剂量相加模型[39]。
本研究采用的效应相加模型评价方法,统计学分析

方法简单,实验操作简便易行。 方法中将实测值和

理论值进行直观比较,进一步保证了结果的可靠性。
但该方法也有不足之处,完全基于受试物某个特定

浓度点产生的单独及联合效应值的统计学比较,缺
少一定的浓度效应关系依据。 国内外对于联合作用

的评价方式尚不统一,联合毒性作用具有特异性,因
此,采用不同的评价方式进一步开展研究并从分子

学角度进行验证很有必要的。

通讯作者简介:许妍姬(1973—),女,博士,副教授,硕士研究
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生导师,主要研究方向为神经毒理学。
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