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DEHP、DBP 内分泌干扰活性的实验研究 
 
解  玮,蒋颂辉,屈卫东

*,朱惠刚 (复旦大学公共卫生学院,上海 200032) 
 
摘要：利用 MCF-7 细胞增殖实验、细胞周期分析、细胞雌激素受体水平测定和断乳大鼠子宫增重实验探讨了邻苯二甲酸二乙基己酯

(DEHP)和邻苯二甲酸二丁酯(DBP)内分泌干扰活性及其可能的作用机制.结果表明,DEHP 和 DBP 可诱导 MCF-7 细胞增殖、细胞内雌激素

受体水平增高,对细胞周期无明显影响,DEHP 不引起断乳大鼠子宫增重.推断DEHP 和DBP 可能并不是通过模拟雌激素而是引起体内天然

激素受体水平改变等其他机制影响机体内分泌系统. 
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Abstract：MCF-7 cell proliferation experiment, cell cycle analysis, cell estrogen receptors level determination and rat 

weight increase uterotropic experiment were used to explore endocrine disrupting activity and its possible action of Di 

(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) and Dibutyl phthalate (DBP). DEHP and DBP could induce MCF-7 cell proliferation 

and increase the level of estrogen receptors in the cell, did not influence markedly the cell cycle and induce the rat 

uterotropic. It was inferred that the influence of DEHP and DBP on endocrine system might not be obtained through 

mimic estrogen; but through inducement of other mechanism such as change of natural hormone level. 
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    邻苯二甲酸二乙基己酯(DEHP)和邻苯二甲

酸二丁酯(DBP)作为聚氯乙烯(PVC)塑料增塑剂,

应用极为广泛.水体、颗粒物、底泥和水生生物

体内都可检测到 DEHP 和 DBP[1,2].美国 EPA 将

DEHP 归为很可能的环境内分泌干扰物(EEDs),

而 DBP 属于怀疑的 EEDs[3].DEHP、DBP 在竞争

性受体结合实验和重组雌激素酵母报告基因系

统检测中都呈现一定的雌激素活性 [4,5].关于

DEHP 和 DBP 内分泌干扰活性及其作用机制,是

通过雌激素受体结合,激活雌激素受体调控基因

表达,还是通过模拟抗雄激素拮抗体内天然雄激

素的生物学作用还存在争论 .作者通过研究

DEHP、DBP 对人乳腺癌细胞增殖、细胞中雌激

素受体水平、细胞周期和子宫增重的影响,探讨

了两种化合物的内分泌干扰活性及其可能的作

用机制. 

1  材料与方法 

1.1  MCF-7 细胞增殖实验 

MCF-7 细胞以 2500 个/孔接种于 96 孔板,

每孔接种 200µL,贴壁培养 24h,PBS 清洗一遍,换

无酚红 DMEM(Sigma 公司)培养液(内含 10%活

性炭/葡聚糖处理的胎牛血清,30IU/100mL 胰岛

素),培养 48h 后加入不同浓度的 DEHP、DBP 

(Agrose 公司)及抗雄激素 Flutamid(Sigma 公司),

另设 10-7~10-12mol/L 17β-雌二醇(Sigma 公司)6

个浓度组(以上试剂均用乙醇配制,实验中保证

乙醇终浓度<0.1%).使终体积为 200µL,每浓度 6

孔平行样.细胞在 37℃,95%CO2培养 6d.在第 6d 
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终止细胞培养,移去培养液,SRB 染色,用酶标仪在

540nm 读取吸光值[6]. 

1.2  细胞周期分析 

    MCF-7 细胞以 1×105个/孔接种于 6 孔培养

板 ,每孔加 2.5mL,无酚红 DMEM 培养液培养

3d,加入测试物.设空白对照、10-5mol/L DEHP、

10-4mol/L DBP、10-6mol/L Flutamid 及 10-9mol/L 

浓度 17β-雌二醇共 5 组,每组 3 孔平行样.37℃, 

5%CO2 培养 5d.终止培养,收集 1×106 个细胞,离

心(2000r/min×5min),弃去培养液,PBS 洗一遍,再

离心,弃去 PBS.加入 70%冰预冷乙醇-20℃固定

24h.离心并弃固定液后,加入 RNaseA 至终浓度

为 50mg/mL,在 37℃消化 0.5h,立即转入冰浴中

停止反应,以终浓度为50mg/mL的PI(Sigma公司)

避光条件下标记 1h以上,应用 FACSCalibur 型流

式细胞仪(Becton-Dickinson 公司)检测.测量条件

为 488nm 氩离子激发,610nm 带通滤片收集 PI

红色荧光,每个样品分析 104个细胞数量. 

1.3  雌激素受体水平测定 

    处理过程同上述1.2节.37℃,5%CO2培养5d.

终止培养,取 2.5×106个细胞,缓慢加入 0.5%多聚

甲醛溶液 2.5mL,边加边振动试管,以预防细胞聚

集,置冰浴下固定 20min;离心(2000r/min×4min),

弃上清,PBS 溶液洗涤 2 次;缓慢加入 0.1%Triton 

X-100 细胞膜渗透剂 2.5mL 同样边加边震荡,置 4

℃下放置 2min,离心,弃上清,PBS 溶液洗涤 2 次.

细胞计数,取 1×106个已渗透细胞加入小离心管中,

加入 50µL 的人类雌激素受体单克隆抗体

(hERMcAb, Antibody Diagnostica 公司),用 PBS

溶液稀释至 100µL,震荡混匀后置 4℃避光温育

2h.离心,弃上清,PBS 洗涤 2 次,分别在试管中加

入50µL的FITC-羊抗鼠 IgG(华美生物工程公司),

置 4℃避光温育 1h.离心,弃上清,PBS洗涤 2次后

加入少量 PBS 溶液制成单细胞悬液上机检测,试

验重复 5 次[7].在上述操作中,温度均为 4℃条件

下,用 0.1% Triton X-100 渗透细胞,在以后的溶液

中均含有 0.05% Triton X-100.流式细胞仪进行检

测. FITC 荧光通过 530/30nm的带通滤波器进行

收集,每个标本检测 104 个细胞.流式细胞仪对雌

激素受体进行定量分析主要依据特异性荧光强

度而定,该值与每个细胞上雌激素受体结合位数

成正比.统计学处理为各组数据均用 x±s 表示,t

检验用于组间比较. 

1.4  断乳大鼠子宫增重实验 

    新生雌性 SD 大鼠,25±5g,购自上海西普尔/

比凯(SIPPR/BK)实验动物公司.按体重随机分为

5组,每组 10只.阳性对照组和实验组分别按体重

腹腔注射 200µg/kg 的 17β-雌二醇及 3,30, 

300mg/kg 的 DEHP(精制玉米油配制),阴性对照

组腹腔注射等量精制玉米油 ,18d 断奶后于第

18,19,20d 连续给药 3d.第 4d 称重后,颈部脱臼处

死动物取下子宫,去净脂肪、肠系膜等组织称重,

计算脏器系数,以 t 检验用于统计分析. 

2  结果 

2.1  PAEs 对 MCF-7 细胞增殖的影响 

    由图 1 可见,10-9mol/L E2能引起 MCF-7 细

胞的最大增殖效应,增殖指数为 2.99. DEHP、

DBP 分别在 10-5,10-4mol/L 浓度时引起 MCF-7

细胞的最大增殖效应,增殖指数分别达到 2.21、

1.91.以此作为细胞雌激素受体水平分析剂量选

择的依据.Flutamid 对 MCF-7 细胞的影响未见文

献报道.本试验通过对不同浓度的 Flutamid 体外

染毒,测定对细胞增殖的影响确定了10-6mol/L为

Flutamid 的最佳试验剂量(对细胞生长无影响). 

图 1  不同浓度受试物对 MCF-7 细胞增殖 

的影响 

Fig.1  Influences of DEHP, DBP, Flutamid and 

17β-estradiol on proliferation of MCF-7 cell 

—◇— DBP  —□— DEHP  —△— Flutamid  —×— E2 

2.2  PAEs 对 MCF-7 细胞周期的影响 
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由表 1 可见,17β-雌二醇处理 MCF-7 细胞

后,G0/G1 期细胞比阴性对照减少 16.69%,S 期细

胞比阴性对照增加 6.53%,G2/M 期细胞比阴性对

照增加 10.16%.DEHP、DBP 和 Flutamid 处理

MCF-7 细胞后,G0/G1 期细胞比阴性对照分别减

少 6.87%、0.51%、1.63%,S 期细胞比阴性对照

分别增加 3.86%、1.15%、0.04%,G2/M 期细胞比

阴性对照分别增加 3.65%、0.63%、2.22%. 

 
表 1  不同细胞周期时相的细胞数变化规律 

Table 1  The cell number of various cell cycle phases of  

MCF-7 cells  

各周期时相细胞分布 
处  理 

G0/G1 S G2/M 

对照组 65.87 21.79 11.71 

DEHP 组 59.00 25.65 15.36 

DBP 组 65.36 22.94 12.34 

Flutamid 组 64.24 21.83 13.93 

17β-雌二醇组 49.18 28.32 22.50 

 

2.3  PAEs 对MCF-7细胞雌激素受体水平的影响 

    由图 2 可见,DEHP、DBP 处理对于 MCF-7

细胞雌激素受体含量的影响与 17β-雌二醇类似,

其雌激素受体的平均荧光强度与对照组相比显

著性增高(P<0.05),而 Flutamid 处理组的雌激素

受体平均荧光强度与对照组比较无差异.提示

DEHP、DBP 和 17β-雌二醇可能诱导了细胞内雌

激素受体蛋白表达的增加. 

图 2  不同受试物对 MCF-7 细胞雌激素受体 

水平的影响 

Fig.2  Effect on estrogen receptors level of MCF-7 cells 

of DEHP, DBP, Flutamid and 17β-estradiol 

2.4  18d 断奶大鼠子宫增重实验结果 

    由表 2 可见,低、中剂量 DEHP 组子宫湿重

及其子宫重量系数均大于阴性对照组,但无显著

性差异(P >0.05).高剂量 DEHP 组大鼠体重、子

宫重、子宫重量系数均低于阴性对照组,亦无显

著性差异(P >0.05).E2 组的子宫湿重及其子宫重

量系数显著大于其他各组(P<0.01) 

 
表 2  DEHP 对大鼠子宫重量的影响( x±s, n=10) 
Table 2  Effect on the uterus weight of rat of DEHP 

组  别 
平均体重 

(g) 
平均子宫重 

(mg) 
子宫重量系数 

(%)×1000 

溶剂对照 34.86±1.58 37.66±3.76 1.079±0.084 

3mg/kg DEHP 34.64±2.13 40.98±4.37 1.181±0.092 

30mg/kg DEHP 33.69±1.91 41.05±6.90 1.221±0.0854 

300mg/kg DEHP 30.01±1.15 31.94±2.40 1.064±0.061 

200ìg/kg E2 34.56±1.55 70.58±8.36** 2.040±0.127** 

  注: **P<0.01 

3  讨论 

    体内天然雌激素的作用是由雌激素受体

(ERs)介导的.ERs 位于细胞核或细胞浆内,其激

活是配体依赖性的.缺乏配体时,受体与 HSP90

相结合成为一个 8~10s 的复合物,此时不能与

DNA 结合,也没有转录活性.一旦与雌激素配体

结合,HSP 解离,受体成为 4s 的复合物,然后受体

二聚化,通过与靶基因中的雌激素反应元件(ERE)

特异性结合,可转录激活靶基因,合成蛋白质,从

而促进细胞增殖和分化.这是天然雌激素发挥生

物学效应的主要通路,根据这一原理设计了不同

的生物学测试方法对环境中广泛存在的雌激素

干扰物进行筛选和鉴定. 

    DEHP 是明确的睾丸支持细胞毒物 ,而且

DEHP 和 DBP 均具有发育毒性,目前研究的热点

在于内分泌干扰活性,即低剂量敏感期/长期暴

露对机体的有害效应.在体外实验中 DEHP 和

DBP 可以促进 ERs 阳性的 MCF-7 细胞增殖,在

增殖实验中,发现不同浓度 17β-E2 促进 MCF-7

细胞增殖的模式呈典型的抛物线.图 1 显示的

DEHP促进 MCF-7细胞增殖的模式与 17β-E2相

似,即在低剂量范围内呈正相的剂量—效应关系,

但当其浓度超过某一值时,对细胞的促增殖作用
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反而降低.这是由于过量的 17β-E2 可通过非 ER

介导途径抑制 II型DNA拓扑异构酶和酪氨酸激

酶活性,阻滞细胞进入 S 期,从而抑制细胞增殖.

以往文献报道DBP对对MCF-7细胞的促增殖模

式也同 17β-E2 相似[8].细胞周期反映了细胞生

长、增殖的效率,决定了细胞分化、分裂和凋亡

等.本实验以不同受试物对MCF-7细胞的促增殖

最大效应浓度处理细胞后对细胞周期分析发

现:17β-E2 导致 MCF-7 细胞 G1期细胞减少,S 期

细胞增加,影响了细胞周期的正常运行. DEHP、

DBP 和 Flutamid 对细胞周期影响并不同于

17β-E2,而同阴性对照组比较无明显差异.因此仅

靠 MCF-7 细胞的促增殖试验不能判断 DEHP 和

DBP 具有雌激素活性. 
作者首次发现DEHP 和DBP可升高MCF-7

细胞的 ERs 水平,这点同 17β-雌二醇处理结果相

似,因此该物质在体内也可能具有升高组织 ERs

水平的作用,使内源性雌激素与靶器官有效地结

合 ,但以往文献报道在竞争性受体结合实验

中,DEHP、DBP 同 17β-雌二醇竞争性与 ERs 结

合能力并不强[4,8],因此推断 DEHP 和 DBP 可能

并不是通过模拟雌激素而是引起体内天然激素

受体水平的改变而对机体内分泌系统产生影响,

这可能也是 DEHP 和 DBP 发挥内分泌干扰活性

的可能机制之一 .非激素类抗雄激素化合物

Flutamid 对 ERs 水平并无影响. 

4  结语 

    实验未见 DEHP 有增加子宫重量的趋势. 

DEHP、DBP 的内分泌干扰机制可能并不同于

17β-雌二醇和 Flutamid,即不模拟雌激素也不发

挥抗雄激素效应,推断可能通过干扰细胞间信号

传导等其他机制影响内分泌系统. 
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北京检测室内空气质量  记者从北京市卫生局获

悉,北京市日前开始对室内空气质量进行检测,检测的主

要指标是 CO2、可吸入颗粒物和空气中的细菌总数.此次

室内空气质量检测主要是在商场和文化娱乐公共场所,

像影剧院、大型会议室等.此次抽检要求在 1 月 14 日之

前完成,各城近郊区抽检不少于 20家,远郊区县则不少于

10 家.另外,市卫生监督部门还将加强游泳池和洗浴业的

管理. 
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