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摘要: 氯氰菊酯(cypermethrin, CP)是一种应用广泛的拟除虫菊酯类农药,作为潜在的环境污染物和内分泌干扰物,其围产期暴

露对子代具有一定的毒性作用。 为探究孕期和哺乳期氯氰菊酯环境剂量暴露对子代雄性小鼠青春期启动的影响,将 ICR 小

鼠在妊娠第 6 天至子代出生后(postnatal day, PND)第 21 天,暴露于 0、6.7、20 和 60 μg·kg-1·d-1氯氰菊酯,观察子代雄性小鼠青

春期启动情况,同时分别检测 PND22 小鼠下丘脑、垂体、睾丸组织中 GnRH、KISS-1、CGα、LHβ、FSHβ、StAR 和 CYP1A1 的表

� 达水平以及血清中促性腺激素释放激素、卵泡刺激素、黄体生成素和睾酮的含量。 检测 PND21 ICR 小鼠下丘脑和睾丸组织体

外暴露于 0、6.7、20 和 60 μg·L-1氯氰菊酯后丙二醛、总谷胱甘肽、NO 含量和总超氧化物歧化酶活性。 结果表明,在 60 μg·
kg-1·d-1的氯氰菊酯暴露剂量下,子代雄性小鼠青春期启动日龄减少(P<0.01);20 ~ 60 μg·kg-1·d-1显著诱导促性腺激素释放

� 激素、黄体生成素和睾酮分泌(P<0.05);6.7 ~ 60 μg·L-1体外暴露 24 h 会对下丘脑和睾丸组织产生氧化损伤。 孕期和哺乳期氯

� 氰菊酯环境剂量暴露可导致子代雄性小鼠青春期启动提前,下丘脑-垂体-睾丸轴相关激素分泌总体上调。 本研究结果为准

确、全面评估拟除虫菊酯类杀虫剂的环境安全与健康风险提供科学依据和理论基础。
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Abstract: Cypermethrin (CP) is a widely used pyrethroid pesticide, and as a potential environmental pollutant and
endocrine disruptor, its perinatal exposure may have certain toxic effects on offsprings. To clarify the effects of py-
rethroid exposure under environmental doses during pregnancy and lactation on puberty onset in offspring male
mice, ICR mice were exposed to 0, 6.7, 20 and 60 μg·kg-1·d-1 CP from gestation day 6 to postnatal day (PND) 21
to observe the puberty onset in male mice. The expressions of GnRH, KISS-1, CGα, LHβ, FSHβ, StAR and
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� CYP11A1 in hypothalamus, pituitary and testis of PND22 offspring mice, as well as the levels of GnRH, follicle
� stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and testosterone in serum were detected. Malondialdehyde

(MDA), total glutathione (GSH), NO concentrations and total superoxide dismutase (SOD) activities in hypothala-
mus and testis of PND21 ICR mice were detected after exposure to 0, 6.7, 20 and 60 μg·L-1 CP in vitro. The re-

� sults showed that, compared with the control groups, the age of puberty onset reduced in offspring male mice ex-
posed to 60 μg·kg-1·d-1 CP (P<0.01). 20 ~ 60 μg·kg-1·d-1 CP significantly induced the concentrations of GnRH,
LH and testosterone (P<0.05). 6.7 ~ 60 μg·L-1 CP in vitro exposure for 24 h produced oxidative damage to hypo-

� thalamus and testis. CP exposure under environmental doses during pregnancy and lactation led to the reduction of
time to puberty onset and overall upregulation of hypothalamus-pituitary-testis axis (HPTA) related hormone secre-
tion and gene expression levels in offspring male mice. The results of this study provide a scientific and theoretical
basis for accurate and comprehensive assessment of the environmental safety and health risks of pyrethrins.
Keywords: cypermethrin; hypothalamus-pituitary-testis axis; reproductive toxicity; pubertal onset

　 　 拟 除 虫 菊 酯 类 农 药 ( pyrethroid insecticides,
PYRs)是一类模拟天然除虫菊素由人工合成的杀虫

剂,主要用于农作物的害虫防治和室内除虫等卫生

杀虫领域,占据着中国乃至全球杀虫剂市场的重要

位置[1]。 目前,发现 PYRs 在蔬菜、水果、茶叶等食物

中普遍残留,在土壤和水体中也频繁检出[2]。 PYRs
可通过饮食摄入、呼吸、皮肤接触等途径进入人体,
其中饮食是最主要的方式[3-4]。 氯氰菊酯 (cyper-
methrin, CP)是环境中检出率最高的 PYRs 之一[5]。
一项关于浙江省农药残留情况的研究显示,通过对

17 种蔬菜的农药残留检测,人体每日摄入 CP 约为

6.7 μg·kg-1 [6]。 随着使用量的增加,PYRs 在环境及

农产品中的残留问题日趋严重,使人群普遍受到

PYRs 的暴露,对生态环境和人类健康造成严重危

害,其在生殖[7]、免疫[8]、神经毒性效应[9]等方面的潜

在健康风险也受到广泛关注。
大量人群研究和动物实验均显示 PYRs 会影响

雄性的生殖功能,降低精子质量[10-11]。 已有研究表

明 PYRs 作为内分泌干扰物 (endocrine disrupting
chemicals, EDCs)具有类雌激素效应和抗雄激素效

应,作用于下丘脑-垂体-性腺轴(hypothalamus-pitui-
tary-gonadal axis, HPG 轴),导致体内激素稳态失衡,
包括促性腺激素释放激素 (gonadotropin releasing
hormone, GnRH)、黄体生成素 (luteinizing hormone,
LH)、卵泡刺激素(follicle stimulating hormone, FSH)
和性腺类固醇激素(如睾酮)[12]。 近年来,母代暴露

于环境污染物对子代的影响逐渐引起重视,研究报

道哺乳期母鼠接触 CP 对断乳期雄性子代小鼠生殖

内分泌有明显损害作用[13],围产期 CP 暴露会阻碍

子代类固醇和配子形成以及导致精子表观基因异

常[14]。 我们之前的研究显示围产期低剂量 CP 暴露

可诱导雌性子代小鼠青春期提前,增加相关激素的

分泌[15],但目前关于围产期低剂量 CP 对子代雄性

小鼠青春期影响的研究仍然十分匮乏,同时现有研

究的剂量远高于人体日常暴露水平。 另外,孕期和

哺乳期 PYRs 暴露会对 F1 代雄性生殖系统造成损

伤,诱导氧化损伤也可能是 PYRs 产生生殖毒性的

重要机制之一[11]。 脑组织是机体氧化代谢最活跃的

器官,对脂质过氧化高度敏感,研究发现 CP 灌胃染

毒使小鼠脑组织丙二醛(malondialdehyde, MDA)含
量上升,谷胱甘肽过氧化物酶、总超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶活性和总

抗氧化能力下降,表明 PYRs 可引起脑组织的脂质

过氧化并降低其抗氧化能力[16-17]。
基于此,本研究拟通过小鼠孕期和哺乳期 6.7、

20 和 60 μg·kg-1·d-1 CP 暴露,测定 F1 代雄性小鼠

青春期启动日龄,并进一步探讨对子代小鼠下丘脑-
垂体-睾丸轴 (hypothalamus-pituitary-testis axis, HPT
轴)相关基因、激素水平的影响,以及低浓度 CP 对下

丘脑和睾丸外植体的氧化损伤,以期为进一步探索

PYRs 跨代生殖毒性提供科学依据和理论基础。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 主要仪器与试剂

Epoch 2 微孔板分光光度计 (美国 Bio-Tek);
NanoDrop One 超微量紫外分光光度计(美国 Thermo
Fisher);7500 实时荧光定量 PCR 仪 (美国 Thermo
Fisher);2720 基因扩增仪(美国 Applied Biosystems)。

氯氰菊酯(纯度≥99% )、无水氯化镁购于中国

上海阿拉丁生化科技股份有限公司;小鼠促卵泡素

酶联免疫分析试剂盒、小鼠黄体生成素酶联免疫分
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析试剂盒、小鼠促性腺激素释放激素酶联免疫分析

试剂盒、小鼠睾酮酶联免疫分析试剂盒购于中国江

苏酶免实业有限公司;RNA 快速提取试剂盒购于中

国上海奕杉生物科技有限公司;BeyoRTTMⅡ cDNA
合成试剂盒(with gDNA Eraser)、Western 及 IP 细胞

裂解液、一氧化氮检测试剂盒、总谷胱甘肽检测试剂

盒、总 SOD 活性检测试剂盒(WST-8 法)、脂质氧化

(MDA)检测试剂盒购于中国上海碧云天生物技术有

限公司;PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix 购于

美国 Thermo Fisher;GAPDH、GnRH、转移抑制因子

� (kisspeptins-1, KISS-1)基因、促性腺激素 α 亚基(cho-
� rionic gonadotropin α subunit, CGα)基因、LHβ、FSH、
� 类固醇激素合成急性调节蛋白 (steroidogenic acute

regulatory protein, StAR)基因、细胞色素 P450(cyto-
� chrome p450 family 11 subfamily a polypeptide 1,

CYP11A1)基因引物,D-葡萄糖,甘氨酸购于中国生

� 工生物工程 (上海 )股份有限公司;二甲基亚砜

(DMSO)购于中国威达优尔贸易 (上海)有限公司;
MEM 培养基购于 HyClone;DMEM/F12 培养基购于

Gibco;青霉素-链霉素溶液购于 Biosharp;L-抗坏血

酸购于 Sigma-Aldrich。
1. 2　 实验动物及染毒方法

选用购于上海市计划生育科学研究所实验动物

经营部(动物合格证号:SCXK(沪)2018-0006)的健康

成年 ICR 小鼠雄性 8 只、雌性 16 只。 动物房采用空

调和自动排风装置保持通风,温度(23±1) ℃,湿度

40% ~ 70% ,光暗周期为 12 h,小鼠自由饮水和摄食,
标准颗粒饲料喂饲。 所有的动物饲养程序均得到了

浙江中医药大学动物保护和使用委员会的批准。
24 只 ICR 小鼠适应性培养一周后,以一雄二雌

合笼饲养。 将怀孕小鼠随机分为 4 组,从妊娠(ges-
tational day, GD)第 6 天到产后(postnatal day, PND)
第 21 天每天上午 08:00—11:00 接受溶解在玉米油

中剂量为 6.7、20 和 60 μg·kg-1·d-1 CP 灌胃暴露。
6.7 μg·kg-1·d-1为浙江省成人通过饮食暴露 CP 每

日摄入量,20 μg·kg-1·d-1为 WHO 推荐每日允许摄

入量,60 μg·kg-1·d-1 为美国环境保护局 (United
States Environmental Protection Agency, US EPA)推
荐的参考剂量。 每组出生的子代雄性小鼠于

PND22 被随机分为 2 组,一组当日收集血清和下丘

脑、垂体、睾丸组织分别用于激素和基因的测定,另
一组每天上午 08:00—11:00 开始观察包皮是否分

离,以确定小鼠的青春期启动日龄。

1. 3　 子代雄性小鼠 HPT 轴相关激素检测

对 PND22 子代雄性小鼠进行眼球采血,血样置

于 4 ℃冰箱保存 30 min 后取出,以 3 000 r·min-1离

心 10 min,取上清液得到血清。 根据试剂盒说明进

行 GnRH、FSH、LH 和睾酮激素测定。
1. 4　 子代雄性小鼠 HPT 轴相关基因检测

根据 RNA 快速提取试剂盒说明书分别提取

PND22 子代雄性小鼠下丘脑、垂体和睾丸组织总

RNA。 用超微量紫外可见分光光度计对其浓度和

纯度进行测定,保证其 OD260 /OD280 在 1.90 ~ 2.2 之

间,浓度不低于 30 ng·μL-1。 按试剂盒说明书合成

cDNA,进行实时定量 PCR(RT-PCR)反应。 RT-PCR
体系包括 2 μL cDNA,10 μL SYBRG Master Mix,
基因上下游引物各 0.5 μL(浓度为 10 μmol·L-1 ),7
μL ddH2O。 引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成,RT-PCR 引物序列见表 1。 使用 7500
RT-PCR 系统测定,每个基因的相对定量用 2-ΔΔCT 计

算得到,并用内基因 GAPDH 进行标准化。

表 1　 RT-PCR 引物

Table 1　 RT-PCR primers

引物名称

Primer name
碱基序列(5’ ~ 3’ )

Primer sequence (5’ ~ 3’ )

GAPDH
Forward: CATCACTGCCACCCAGAAGACT
Reverse: GACACATTGGGGGTAGGAACAC

CYP11A1
Forward: AATGCTGTCTACCAGATGTTCC
Reverse: TCGCTTCTGCCTTAAGTCC

GnRH
Forward: TGATCCTCAAACTGATGG
Reverse: GTACATTCGAAGTGCTGG

KISS-1
Forward: CTGGTGCAGCGGGAGAAG
Reverse: GCGCAGGCCGAAGGA

CGα
Forward: TCTGGTCATGCTGTCCATGT
Reverse: GATATGCCCTGGAGAAGCAA

LHβ
Forward: ATCACCTTCACCACCAGCAT
Reverse: GACCCCCACAGTCAGAGCTA

FSHβ
Forward: GAAGAGTGCCGTTTCTGCAT
Reverse: GTGCTGTCGCTGTCACACTT

StAR
Forward: AGAGGTGGCTATGCAGAAGG
Reverse: TCTGCAGGACCTTGATCTCC

1. 5　 雄性小鼠下丘脑和睾丸组织氧化应激指标的

检测

PND21 ICR 雄性小鼠脱颈处死后取下丘脑和

睾丸组织,随机分为对照组 0.1% (V ∶V)DMSO 和 3
� 个 CP 组(浓度为 6.7、20 和 60 μg·L-1 ),分别暴露于
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120 μL 含特定浓度 CP 的培养液(表 2)[18]。 外植体

于 5% CO2 培养箱孵育 24 h 后,收集组织,样品可

置于-80 ℃ 冰箱保存备用。 根据试剂盒说明书用

Western 及 IP 细胞裂解液裂解组织样品,再进行 NO
含量、总谷胱甘肽(glutathione, GSH)含量、SOD 酶活

性和 MDA 含量检测。
1. 6　 实验动物及染毒方法

采用 SPSS 22.0 软件对各组数据进行统计学分

析。 实验结果以平均值±标准误(mean±SEM)表示。
CP 暴露组与对照组之间的差异采用单因素方差分

析(One-Way ANOVA)。 当 P<0.05(图中用*表示)、P
<0.01(图中用* *表示)、P<0.001(图中用* * *表示)时

� 差异具有统计学意义。

2　 结果(Results)
2. 1　 环境剂量 CP 暴露对子代雄性小鼠青春期启

动日龄的影响

将母鼠孕期和哺乳期暴露于 6.7、20 和 60 μg·

kg-1·d-1 CP,以生殖器官包皮分离(preputial separa-
tion, PPS)作为青春期启动标志,观察 F1 代雄性小

鼠青春期启动日龄,并计算每日 PPS% 。 实验结果

如图 1 所示,各组子代雄性小鼠青春期启动平均日

龄均有一定程度下降,与对照组相比,60 μg·kg-1·
d-1组青春期启动平均日龄下降约 1.7 d(P<0.01)。

� 在 PND28 时 60 μg·kg-1·d-1组所有子代雄性小鼠

均已包皮分离,而对照组 PPS% 只有 50% 。 另外,
和对照组相比,20 μg·kg-1·d-1和 60 μg·kg-1·d-1组

的 PPS 日龄没有显著下降,对照组的青春期开始平

均日龄与 6.7 μg·kg-1·d-1组相差约 0.8 d,与 20 μg·
kg-1·d-1组的平均日龄相差 0.4 d 左右。 这说明孕期

和哺乳期 60 μg·kg-1·d-1 CP 会显著诱导子代雄性

小鼠青春期启动提前。
2. 2　 环境剂量 CP 暴露对子代雄性小鼠 HPT 轴的

影响

将母鼠孕期和哺乳期暴露于 6.7、20 和 60 μg·
kg-1·d-1 CP,采集 PND22 子代雄性小鼠下丘脑、垂

表 2　 培养基及试剂配比

Table 2　 The mediums and reagent formula

组织

Tissue
培养基

Medium
试剂配比

Reagent ratio

下丘脑

Hypothalamus
最低必需培养基(MEM)

Minimum essential media (MEM)

MEM、25 mmol·L-1 D-葡萄糖、1 mmol·L-1 MgCl2、

10 mmol·L-1甘氨酸、1% (V ∶ V)青霉素-链霉素溶液

MEM, 25 mmol·L-1 D-glucose, 1 mmol·L-1 MgCl2 ,

10 mmol·L-1 glycine, 1% (V ∶ V) penicillin-streptomycin solution

睾丸

Testis

杜氏改良 Eagle 培养基/F12 培养基(DMEM/F12)
Dulbecco’s modified Eagle medium/
nutrient mixture F-12 (DMEM/F12)

DMEM/F12、284 mmol·L-1抗坏血酸、1% (V ∶ V)青霉素-链霉素溶液

DMEM/F12, 284 mmol·L-1 L-ascorbic acid,
1% (V ∶ V) penicillin-streptomycin solution
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图 1　 孕期和哺乳期环境剂量氯氰菊酯(CP)暴露对子代雄性小鼠青春期启动日龄(a)和包皮分离率(b)的影响

注:* *表示 P<0.01。

Fig. 1　 Effects of exposure to cypermethrin (CP) under environmental doses during pregnancy and
lactation on puberty onset age (a) and preputial separation rate (b) in offspring male mice

Note: * * represents P<0.01.
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体和睾丸组织及血清,测定组织中相关基因的表达

水平和血清中相关激素的含量,实验结果如图 2 ~ 4
所示。 在下丘脑中,与对照组相比,CP 组子代雄性

小鼠血清中 GnRH 含量升高(图 2(a)),其中 20 μg·
kg-1·d-1组有显著差异(P<0.05)。 GnRH 表达水平随

� 着 CP 暴露剂量的增加均显著升高(P<0.001),且显

� 示出剂量效应关系(图 2(b))。 而 KISS-1 表达水平随

着 CP 暴露剂量的增加呈现下降趋势(图 2(c)),与对

照组相比,20 μg·kg-1·d-1 和 60 μg·kg-1·d-1 组

KISS-1 表达水平显著降低(P<0.05)。
在垂体中,CP 诱导子代雄性小鼠 LH 和 FSH 分

泌升高(图 3(a) ~ (b)),与对照组相比,60 μg·kg-1·
d-1组 LH 水平显著升高(P<0.05)。 6.7 μg·kg-1·d-1

� CP 均显著提高(P<0.01 或 P<0.001)促性腺激素亚单

� 位基因(LHβ、FSHβ 和 CGα)的表达水平(图 3 (c) ~
� (e)),20 μg·kg-1·d-1和 60 μg·kg-1·d-1 CP 暴露时,

FSHβ 表达水平显著上升 (P<0.01 或 P<0.001),而
� CGα 表达水平显著下降(P<0.05)。
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图 2　 孕期和哺乳期环境剂量 CP 暴露对子代雄性小鼠下丘脑的影响

注:*表示 P<0.05,* * *表示 P<0.001;GnRH 表示促性腺激素释放激素基因,KISS-1表示转移抑制基因。

Fig. 2　 Effects of CP exposure under environmental dose during pregnancy and lactation on hypothalamus of offspring male mice
Note: * represents P<0.05, * * * represents P<0.001; GnRH stands for gonadotropin releasing hormone gene, KISS-1 stands for kisspeptins-1 gene.
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图 3　 孕期和哺乳期环境剂量 CP 暴露对子代雄性小鼠垂体的影响

注:*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001;LH 表示黄体生成素基因,FSH 表示卵泡刺激素基因,
CGα 表示人类绒毛膜促性腺激素 α 亚基基因。

Fig. 3　 Effects of CP exposure under environmental doses during pregnancy and lactation on pituitary of offspring male mice
Note: * represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001; LH stands for luteinizing hormone gene,

FSH stands for follicle stimulating hormone gene, and CGα stands for chorionic gonadotropin α gene.
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　 　 在睾丸中,与对照组相比,60 μg·kg-1·d-1 CP
显著诱导睾酮分泌和 CYP11A1 表达(P<0.05 或 P<

� 0.01)(图 4(a)和 4(c))。 CP 总体上诱导 StAR 表达(图
� 4(b)),其中 20 μg·kg-1·d-1 CP 提高 StAR 表达,且有

显著性差异(P<0.05)。
2. 3　 低浓度 CP 对小鼠睾丸、下丘脑组织氧化应激

水平的影响

将 PND21 ICR 小鼠睾丸、下丘脑外植体暴露于

6.7、20 和 60 μg·L-1 CP 24 h,低浓度 CP 体外短时

间暴露对小鼠睾丸、下丘脑组织氧化应激水平的影

响如图 5 ~ 6 所示。 在睾丸外植体中,与对照组相

比,在 20 ~ 60 μg·L-1 CP 暴露下 GSH 含量显著降

低(P<0.01 或 P<0.001),CP 组 GSH 含量下降呈剂量

� 效应关系(图 5(a));总 SOD 活性和 MDA 含量在 6.7
μg·L-1和 60 μg·L-1 CP 暴露下显著升高(P<0.05 或

� P<0.01)(图 5(b) ~ (c));CP 组 NO 含量均显著升高(P

<0.001)(图 5(d))。 在下丘脑外植体中,与对照组相

� 比,CP 组 GSH 含量均显著降低(P<0.001)(图 6(a));
� 总 SOD 活性在 60 μg·L-1时显著降低(P<0.05)(图 6
� (b));MDA 含量在 6.7 ~ 20 μg·L-1 CP 暴露下降低,

在 60 μg·L-1时升高(P<0.05 或 P<0.001)(图 6(c)),而
NO 含量无显著变化(图 6(d))。 这说明环境浓度(特
别是 60 μg·L-1 )CP 能在较短时间内诱导小鼠睾丸

发生脂质过氧化。

3　 讨论(Discussion)
EDCs 是引起全球广泛关注的问题,并且在产

前器官和神经系统形成和产后早期发育过程中可能

具有潜在的巨大风险[19]。 青春期作为儿童生长发育

的关键时期,EDCs 也会对其产生复杂的影响。 据

笔者所知,本研究首次报告了孕期和哺乳期暴露于

环境剂量 CP 会提前子代雄性小鼠进入青春期的时
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图 4　 孕期和哺乳期环境剂量 CP 暴露对子代雄性小鼠睾丸的影响

注:*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01;StAR 表示类固醇激素合成急性调节蛋白基因,CYP11A1 表示细胞色素 P450 基因。

Fig. 4　 The effects of CP exposure under environmental doses during pregnancy and lactation on testis of offspring male mice
Note: * represents P<0.05, * * represents P<0.01; StAR stands for steroidogenic acute regulatory protein gene,

and CYP11A1 stands for cytochrome P450 family 11 subfamily A polypeptide 1 gene.
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图 5　 CP 暴露 24 h 后雄性小鼠睾丸外植体氧化应激指标检测结果

注:*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001;GSH 表示谷胱甘肽,SOD 表示超氧化物歧化酶,MDA 表示丙二醛,NO 表示一氧化氮。

Fig. 5　 Results of oxidative stress indexes in testis explants of male mice exposed to CP for 24 h
Note: * represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001; GSH stands for glutathione,

SOD stands for superoxide dismutase, MDA stands for malondialdehyde, and NO stands for nitric oxide.
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图 6　 CP 暴露 24 h 后雄性小鼠下丘脑外植体氧化应激指标检测结果

注:*表示 P<0.05,* * *表示 P<0.001。

Fig. 6　 Results of oxidative stress indexes in hypothalamus explants of male mice exposed to CP for 24 h
Note: * represents P<0.05, * * * represents P<0.001.

间,这与之前的研究结果一致,即 PND7 ~ PND21 雄

性小鼠暴露于 0.5 ~ 50 μg·kg-1·d-1 CP 后青春期启

动提前,并且在人群试验中 CP 暴露与青春期男孩

促性腺激素浓度升高和青春期发动时相的提前显著

相关[20]。 然而,Singh 等[21]却发现围产期暴露于 1
mg·kg-1·d-1和 25 mg·kg-1·d-1 CP 会推迟子代雄性

大鼠睾丸下垂和包皮分离的日龄。 相反的实验结果

可能与被试动物类别不同,或本研究暴露剂量较低

等因素有关。 例如,在母体邻苯二甲酸二正丁酯

(dibutyl phthalate, DBP)暴露对子代雄性青春期启动

影响的研究中,50 ~ 500 mg·kg-1·d-1 DBP 暴露加速

子代雄性小鼠青春期的启动,然而 100 mg·kg-1·d-1

DBP 暴露会导致子代雄性大鼠 PPS 延迟[22-23]。 另

外也有研究发现,青春期前小鼠睾丸对 DBP 的敏感

度比大鼠更高[24]。
HPT 轴在青春期生长发育、雄激素合成和精子

发生等过程中发挥重要作用。 PYRs 可直接作用于

下丘脑分泌 GnRH,通过与垂体促性腺细胞膜上的

促性腺激素释放激素受体 (gonadotropin-releasing
hormone receptor, GnRHR)结合,影响 LH 和 FSH 的

合成和分泌,这些促性腺激素随后刺激性腺产生性

腺类固醇,性类固醇激素对下丘脑释放 GnRH 产生

反馈作用,从而调控青春期时相的改变[25]。 GnRH
释放和青春期启动与 KISS-1 的表达产物亲吻素

� (kisspeptin)及其受体 CPR54 密切相关。 kisspeptin
是性早熟形成的关键因子,其表达增加可激活

GnRH 神经元,导致 HPT 轴的提前启动[26]。 而本实

验研究发现,环境剂量 CP 可抑制 F1 代小鼠下丘脑

KISS-1 表达,诱导 GnRH 分泌与 GnRH 表达,这说

� 明 CP 可能直接调控下丘脑 GnRH。 现有研究报道,

CP 可以延迟钠离子通道失活状态和神经元细胞去

极化,500 μg·L-1和 5 000 μg·L-1 CP 暴露会加快

GnRH 分泌的脉冲频率[18,27]。 F1 代小鼠 GnRH 分泌

显著增高可能是钠离子通道紊乱造成的,同时 CP
对 KISS-1 的抑制可能与 GnRH 升高的负反馈有关。
除了干扰离子通道,CP 也能够结合类固醇受体发挥

类激素活性,然而 CP 对激素受体活性的影响在不

同细胞试验中差异较大,在 MCF-7 增殖试验中表现

出显著的类雌激素作用[28],而在酵母和哺乳动物细

胞的双荧光报告基因试验中表现出较弱的雌激素活

性[29-31]。 kisspeptin 由位于下丘脑的第三脑室嘴缘

室周带区域(rostral periventricular of the third ventri-
cle, RP3V)和弓状核(arcuate nucleus, ARC)神经元群

体产生,笔者猜测 CP 发挥类雌激素效应可能通过

与性激素受体结合刺激 RP3V 内的 kisspeptin 神经

元,而抑制 ARC 内的 kisspeptin 神经元,从而导致

KISS-1 转录水平下降[32]。
垂体是联系 HPT 轴中下丘脑和睾丸的重要部

位,下丘脑 GnRH 的释放诱导垂体促性腺细胞分泌

的促性腺激素(FSH 和 LH)驱动睾丸产生性类固醇,
导致第二性征的出现[33]。 促性腺激素蛋白由 α 亚

基和 β 亚基组成,二者共用相同的 α 亚基由 CGα 编

码,β 亚基分别由 FSHβ 和 LHβ 编码[34]。 有人群研

� 究显示,CP 暴露与 LH 和 FSH 的分泌呈正相关[20]。
最近的证据表明,转录后控制促性腺激素功能可能

是 GnRHR 和促性腺激素周期性积累的重要调节机

制[35],例如 Musashi 调节因子可以特异性结合

GnRHR 3’非翻译区并发挥翻译抑制作用[36]。 本研

� 究发现,在 6.7 μg·kg-1·d-1的暴露剂量下,CP 可诱

导垂体促性腺激素亚基基因(CGα、LHβ 和 FSHβ)表
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� 达,且此剂量的 CP 可抑制 F1 代小鼠 LH 分泌,但对

FSH 则无明显影响。 垂体促性腺激素亚基基因转

录和翻译水平的不一致,可能是 CP 在其翻译层面

产生了影响。
雄性生殖系统的正常分化、发生和功能的维持

依赖于一定水平的睾酮,雄性青春期启动提前通常

是睾酮分泌增加的直接结果。 在睾酮合成中 StAR
和 CYP11Al 是重要的调控因子。 本研究结果表明,

� CP 分别诱导睾酮含量以及甾体激素合成相关基因

(StAR 和 CYP11A1)表达的上调。 血清中睾酮含量

� 的增加可能是 GnRH 和 LH 分泌水平增加所诱发

的,而子代雄性小鼠青春期启动提前可能是由睾酮

对 GnRH 和 LH 分泌水平增加做出反馈的结果。 但

是在不同研究中,睾丸对 CP 暴露的响应不同,例
如,哺乳期母鼠 25 mg·kg-1·d-1 CP 暴露显著降低

PND21 子代雄鼠 CYP11A1 及蛋白水平[37],围产期

� 母鼠 0.12 ~ 12 mg·kg-1·d-1 CP 暴露显著降低

PND21.5 子代雄鼠血清睾酮水平[38],哺乳期母鼠 25
mg·kg-1·d-1 CP 暴露显著降低 PND21 子代雄鼠睾

酮含量、CYP11A1 和 StAR 表达水平[37],而这些研究

的 CP 暴露剂量均远高于本实验。
钙离子通道通过控制钙离子进入细胞引起膜内

外电位发生变化,从而进行一系列重要的生理活动,
在性激素分泌中起关键作用[39]。 胞内钙离子浓度的

改变是雄性生殖细胞信号通路中重要的转导因素之

一[40]。 CP 可增加小鼠睾丸支持细胞内钙离子浓度,
钙离子超载导致线粒体膜通透性增加和电位降低,
并且 CP 通过 B 细胞淋巴瘤 2 (B-cell lymphoma-2,
Bcl-2)家族介导的钙离子相关的线粒体途径和钙离

子/钙调蛋白 (calmodulin, CaM)/钙调蛋白依赖性蛋

白激 酶 Ⅱ ( calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ,
CaMKⅡ)途径诱导细胞凋亡[41]。 在小鼠垂体 LβT2
细胞中,CP 通过 2 种不同的途径破坏钙离子稳态,
从而激活蛋白激酶 C(protein kinase C, PKC)/丝氨酸/
苏氨酸蛋白激酶 (c-rapidly accelerated fibrosarcoma,
c-Raf)/细胞外调节激酶 1/2(extracellular-regulated ki-
nase 1/2, ERK1/2 )/即刻早期基因 ( immediate-early
genes, IEGs)途径以促进细胞中促性腺激素亚基基

因转录[42]。 我们之前的研究发现,CP 可直接作用于

钙离子通道,引起垂体细胞和睾丸间质细胞中钙离

子浓度的上升,调控其相关激素合成与基因表达,所
以对钙离子通道的干扰可能是 CP 对促性腺激素和

睾酮分泌产生影响的主要作用机制[18]。 EDCs 可通

过多种途径影响雄性生殖系统的功能,是一个复杂

的过程,因此需进一步探讨其毒性作用及可能的信

号通路机制。
PYRs 会通过产生活性氧扰乱细胞促氧化和抗

氧化平衡,导致机体发生氧化应激反应,进而对生殖

器官造成氧化损伤。 一些体内实验研究显示,CP 会

提高睾丸中 MDA 和 NO 的水平,降低 GSH 含量和

SOD 的活性,而本实验中总 SOD 活性升高可能是

对氧化应激反应负反馈的结果[11,43]。 另外,PYRs 可

引起附睾精子氧化应激,对雄性小鼠生殖系统造成

损害,如影响精子数量[44]、精子活力[45]等。 其机制可

能是 PYRs 通过增加脂质过氧化物、降低抗氧化酶

活性产生活性氧自由基损伤精子细胞膜,导致膜完

整性丧失、通透性增加、DNA 损伤和细胞凋亡[46]。
在人群实验中,相关研究也表明环境 PYRs 暴露可

能对 男 性 精 子 DNA 和 精 液 质 量 产 生 负 面 影

响[47-48]。 低浓度 CP 暴露不仅损伤睾丸组织,在下

丘脑外植体暴露中也得出了相似的结果,而关于低

剂量 CP 体内暴露对 HPG 轴功能的不利影响目前

还不清楚,尽管 PYRs 影响睾丸抗氧化损伤系统而

造成生殖毒性的研究较多,但极少涉及 HPG 轴,有
关 PYRs 致雄性生殖毒性机制的研究还有待进一步

深入。

通信作者简介:叶小青(1991—),女,博士,副教授,主要研究

方向为环境毒理与健康。
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