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摘 要: 采用人类乳腺癌 (M CF-7)细胞增殖试验和子宫增重试验研究饮用水源水及自来水

中有机提取物的雌激素活性。结果表明, 水源水提取物对 M CF-7细胞的增殖效应表现出剂量 效

应关系,高剂量的水样有机提取物在体外试验中可引起病理变化的毒性作用,从而导致细胞死亡;

自来水提取物对 M CF-7细胞的增殖指数基本稳定,没有表现出增殖效应。水源水及自来水的有机

提取物均可导致子宫增重,高剂量的水样有机提取物有一定的发育毒性。饮用水源水及自来水的

有机提取物具有雌激素活性。
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Abstract: M CF-7 cell pro liferat ion test and uterotroph ic testw ere used to study the estrogen ic ac-

t iv ity of the organ ic extracts from drinking sourcew ater and tap w ater. The results show that the effect o f

the organic extracts from drinking source w ater on MCF-7 cell pro liferat ion has a dose-response relat ion-

sh ip, and high-dose organ ic extracts from w ater sam ples in v itro can cause the tox ic effectsw ith patholog-i

ca l changes, w hich can induce ce ll death. The pro liferat ion index ofM CF-7 cell by the organic extracts

from tap w ater is basically stab le, show ing no pro liferat ive effec.t The organ ic ex tracts from drinking

sourcew ater and tap w ater bo th can induce an increase in uterine w eigh,t and the h igh-dose o rgan ic ex-

tracts from w ater sam ples have a certa in deve lopm enta l tox icity. The organ ic ex tracts from drink ing source

w ater and tap w ater both have estrogenic activ ity.
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环境内分泌干扰物通过干扰机体的正常代谢和

生殖发育等,可导致人类精子的数量和质量降低、出

现隐睾、尿道下裂和生殖内分泌相关肿瘤发病率上

升等
[ 1]
。环境雌激素是环境内分泌干扰物中最主

要的一类,通过模拟雌激素的作用,可产生明显的遗

传毒性、生殖毒性、免疫毒性以及致癌、致畸、致突变

等作用
[ 2~ 4]
。其进入动物和人体的重要途径就是对

水的摄取,虽然饮用水中环境雌激素的浓度很低,但
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低浓度长期作用后导致不良影响正是环境雌激素作

用的特点。南京市位于长江流域, 为了解该市饮用

水源水及自来水中内分泌干扰物的活性水平, 笔者

分别采用人类乳腺癌 MCF-7细胞增殖试验和大鼠

子宫增重试验对饮用水源水及自来水中有机提取物

的雌激素活性进行分析。

1 材料与方法

1 1 试验材料

Am berlite XAD-2树脂、DM EM 培养基、MTT、

17 -雌二醇、二甲亚砜 ( DM SO)、市售精制花生油。

1 2 试验方法

1 2 1 水样的采集和处理

2008年 7月于南京市某水厂采集水源水、自来

水各 200 L。水样经过装有 XAD-2树脂的玻璃柱

( 2. 0 cm 20 cm )浓缩, 过柱流速为 30 ~ 40

mL /m in, 吸附在树脂上的有机物用体积为 3倍柱体

积的甲醇 丙酮洗脱液洗脱,洗脱液置于 45 的水

浴中挥发蒸干,用 DM SO定溶至 2 mL。过滤除菌,

于 - 20 下保存备用。

1 2 2 人类乳腺癌 MCF-7细胞增殖

细胞在 DM EM培养液中 (内含 10%的小牛血

清、300 IU /L的胰岛素 ) ,于 37 、5%的 CO2培养

箱中常规培养; 细胞传代使用 0. 25%的胰酶消化;

处于对数生长期的M CF-7细胞以 1 10
4
个细胞 /孔

接种于 96孔培养板, 经 24 h预培养;试验组分别加

入相当于源水体积为 10、30、90、270、810和 2 430

mL共 6个不同浓度的水样提取物; 阳性对照采用

10
- 7

~ 10
- 12

m ol/L的 17 -雌二醇; 空白对照采用

DM SO。连续培养 72 h,各孔加入 20 L的 MTT溶

液 ( 5 m g /mL) ,继续培养 4 h,小心吸去孔内的培养

液。加入 150 L的 DM SO终止反应, 振荡 10 m in

以溶解沉淀,用酶标仪在波长为 490 nm处测定各孔

的吸光度, 并采用增殖指数 ( P I)评价雌激素活性。

计算方法见式 ( 1)。

PI= A t /A c ( 1)

式中 A t 试验组的吸光度

A c 对照组的吸光度

1 2 3 子宫增重试验

新生W istar大鼠,随机分为 8组,每组 8只,每

天染毒一次。在 21 d断奶后的第 1天、第 2天和第

3天连续 3 d腹腔注射相当于源水体积为 1、5、25和

125 L /kg的 4个浓度组的水源水和自来水水样的有

机提取物;溶剂对照采用精制花生油;阳性对照采用

17 -雌二醇 ( 200 g /kg)。第 4天称重后,断颈处

死动物,分离子宫, 计算脏器系数,数据以子宫湿重 /

体重表示,结果采用 t检验进行统计分析。

2 结果与讨论

2 1 17 -雌二醇对M CF-7细胞的增殖效应

MCF-7细胞是一种雌激素受体表达阳性的细

胞, 对雌激素或具有雌激素作用的物质可产生特异

性反应,对雌激素的作用敏感,常被用于检测外源性

雌激素的活性
[ 5]
。试验结果表明, 当 17 -雌二醇

的浓度为 10
- 10

~ 10
- 12

m ol/L时, 可诱导 MCF-7细

胞增殖,其 PI分别是对照组的 1. 42、1. 38、1. 35倍;

当 17 - 雌二醇的浓度为 10
- 8

m o l/L时, M CF-7细

胞的增殖效应最大, 其 PI为对照组的 2. 56倍; 随

17 -雌二醇浓度的增加, MCF-7细胞的增殖效应

逐渐下降,出现细胞毒性反应。这表明被测样品在

一定浓度范围内具有雌激素活性, 一旦浓度超过该

范围时可引起病理变化,出现毒性反应。结果表明,

17 -雌二醇存在剂量 效应关系。

2 2 提取物对MCF-7细胞的增殖效应

水源水提取物对M CF-7细胞的增殖效应与 17

-雌二醇的类似,也表现出剂量 效应关系,最大增

殖效应出现在相当于源水体积为 270 mL时的浓度。

当源水浓度增加时出现细胞毒性作用。由试验结果

还可知,水样有机提取物的雌激素体外作用剂量在

源水体积为 90~ 810 mL之间,高剂量的水样有机提

取物在体外试验中可导致细胞死亡。自来水提取物

在相当于源水体积为 10~ 2 430 m L的浓度范围内

时, MCF-7细胞的增殖指数基本稳定,没有表现出增

殖效应。

2 3 提取物对大鼠子宫重量的影响

试验结果表明, 水样提取物在相当于源水体积

为 5 L /kg和 25 L /kg剂量组时均可引起大鼠子宫重

量的增加,经 t检验,两个剂量组的子宫重量系数与

对照组比较有统计学意义 ( p < 0. 05, p < 0. 01)。子

宫增重试验是最早建立的检测雌激素活性的整体试

验方法,不仅可以测定外源性雌激素化合物的雌激

素干扰作用,还可检测需要在体内经代谢活化才具

有雌激素活性的物质和某些中间代谢产物, 被称为

雌激素检测的 金标准
[ 6~ 8]
。由试验结果可知, 水

样有机提取物的雌激素体内作用剂量为 5 ~ 125

L /kg。在体内试验中,高剂量的水样有机提取物对
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大鼠有一定的发育毒性。

3 结论

通过体外和体内试验的组合,以混合物为

整体进行环境雌激素的检测,能较准确、全面地反映

水样有机提取物的雌激素活性。

水源水提取物对 MCF-7细胞的增殖效应

表现出剂量 效应关系, 高剂量的水样有机提取物

在体外试验中可引起病理变化的毒性作用, 从而导

致细胞死亡;自来水提取物对 MCF-7细胞的增殖指

数基本稳定,没有表现出增殖效应。

水源水及自来水的有机提取物均可导致子

宫增重,高剂量的水样有机提取物有一定的发育毒

性。这表明水源水和自来水中的有机物在经过体内

一系列代谢转化后,仍然具有雌激素活性;同时也说

明目前常规的饮用水处理工艺尚难以去除水体中具

有雌激素活性的有机物。
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3 结论

从某炼油厂排污口的污泥中筛选、分离得

到一株汽油降解菌 X, 经形态学特征及生理生化特

性鉴定,确定其为假单胞菌属; 该菌降解汽油的最佳

温度为 37 、pH值为 8. 0、摇床转速为 180 r /m in,

在此条件下对汽油的降解率为 80%左右。

重金属 Cu
2+
对 X菌株降解汽油的影响是

双重的,当 Cu
2+
浓度 < 0. 1 m g /L时, Cu

2 +
对汽油的

降解有一定的促进作用;但当 Cu
2+
浓度 > 0. 1 m g /L

时, Cu
2+
对 X菌株的生长有明显的抑制作用。

当表面活性剂 SDS浓度 100 m g /L时,可

促进 X菌株对汽油的降解; 但当 SDS浓度 > 100

m g /L时,会对汽油的降解产生抑制作用。

X菌株可重复利用多次, 且前两次对汽油

的降解率均较高。
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