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壬基酚对大鼠５羟色胺及其２犃受体的影响
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　　［摘要］　目的　观察壬基酚（ＮＰ）对大鼠血浆和尿液中５羟色胺（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５ＨＴ）及血小板中５ＨＴ和５

ＨＴ２Ａ受体含量的影响，探讨壬基酚对大鼠５ＨＴ和５ＨＴ２Ａ受体影响的毒效应机制。方法　将２４只ＳＤ雄性大鼠分为阴性

对照组和ＮＰ低、中、高剂量组［３０、９０、２７０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，隔日灌胃染毒２８ｄ后检测大鼠血浆中５ＨＴ、血小板中５ＨＴ和５

ＨＴ２Ａ受体含量，并检测灌胃后收集到的２４ｈ尿液中５ＨＴ的含量。结果　染毒２８ｄ后，随ＮＰ暴露的剂量增加，各组大鼠血

浆、血小板及尿液中５ＨＴ含量升高，血小板中５ＨＴ２Ａ受体表达则下降。ＮＰ暴露中、高剂量组大鼠血浆及血小板中５ＨＴ含

量均高于对照组（犘＜０．０１；犘＜０．０１），ＮＰ暴露高剂量组大鼠血小板５ＨＴ２Ａ受体表达低于对照组（犘＜０．０１）。第４～２８天，

ＮＰ暴露低、中、高剂量组大鼠的尿液５ＨＴ含量均高于对照组（犘＜０．０１）。结论　ＮＰ暴露剂量与大鼠血小板５ＨＴ、５ＨＴ２Ａ

受体及血浆和尿液中５ＨＴ含量均呈剂量效应关系，提示ＮＰ通过影响大鼠５ＨＴ水平和５ＨＴ２Ａ受体表达而产生毒效应。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１２）：１３５８１３６２］

　　环境雌激素（ＥＥｓ）是指一类外源性化合物进入

机体后，能够干扰体内正常分泌物质的合成、释放、

运转、代谢、结合等过程，激活或抑制内分泌系统功

能，从而破坏其维持机体稳定性和调控作用的物
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质［１］。壬基酚（ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌ，ＮＰ）是ＥＥｓ的典型代

表，主要源于洗涤剂、纺织、造纸、医药和化妆品等行

业中非离子表面活性剂壬基酚聚氧乙烯醚（ＮＰｎＥＯ，

ｎ表示乙氧基的数目，一般为１～２０，亦可高达１００）

的分解或降解过程，ＮＰｎＥＯ进入环境后在生物作用

下逐步降解形成短链产物ＮＰ２ＥＯ和ＮＰ１ＥＯ及最稳

定的产物 ＮＰ，据估计我国每年约有５０万吨的 ＮＰ

进入水体或土壤［２３］。环境中的ＮＰ可以通过食物、

饮用水、乳汁、皮肤等多种途径进入机体［４６］。体内

外试验证明 ＮＰ具有雌激素活性，能对机体产生一

定的危害，包括诱导细胞凋亡、影响细胞间的信号传

递、影响心血管系统和神经系统以及导致内分泌代

谢器官产生脂质过氧化损伤等［７１０］。５羟色胺（５

ＨＴ）又叫血清素（ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ），是一种杂环胺，分子式

为Ｃ１０Ｈ１２Ｎ２Ｏ（相对分子质量为１７６．２）
［１１］。５ＨＴ

在大脑皮质及神经突触内含量很高，是一种抑制性

神经递质；在外周组织，５ＨＴ是一种强血管收缩剂

和平滑肌收缩刺激剂［１２］。本课题组前期利用代谢组

学方法研究 ＮＰ的代谢轮廓发现５ＨＴ可能是 ＮＰ

暴露的生物标记物，急性染毒试验研究证实５ＨＴ

是ＮＰ暴露的潜在尿液生物标记物
［１３１５］。５ＨＴ在

体内的代谢网络已十分清晰，但关于ＮＰ对５ＨＴ的

具体毒效应作用机制尚未见报道。本研究通过观察

ＮＰ对血浆和尿液中５ＨＴ 及血小板中５ＨＴ、５

ＨＴ２Ａ受体含量的影响来探究ＮＰ作用于５ＨＴ和５

ＨＴ２Ａ受体的毒效应机制，为ＮＰ暴露的人群监测和

干预提供试验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ

大鼠２４只，体质量１７０～２１０ｇ。动物及饲料均购自

广东省医学实验动物中心［动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２］。

１．２　实验试剂及设备　试剂：ＮＰ（纯度＞９９．９％）

购自美国Ｓｉｇｍａ公司（ＣＡＳ：８４８５２１５３）；金龙鱼牌

玉米油（食品级）为市售；５ＨＴ（纯度＞９８％）购自美

国Ｓｉｇｍａ公司（ＣＡＳ：１５３９８０）；大鼠５ＨＴＥＬＩＳＡ

试剂盒、大鼠５ＨＴ２Ａ受体ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自上

海江莱生物科技有限公司；三氯乙酸（ＴＣＡ）、草酸铵

及乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２）均购自广州精科

化玻仪器公司。

设备：ＬＣ２０Ａ（配ＳＰＤ２０Ａ及ＲＦ２０Ａ检测器）

高效液相色谱仪购自日本岛津制作所；２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ（配ＳｅｃｕｒｉｔｙＧｕａｒｄ
○Ｒ保护柱）Ｃ１８反相

色谱柱购自美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ○
Ｒ

ＧｅｍｉｎｉＴＭ；５４１７Ｒ冷

冻高速离心机购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ

Ｍｋ３型 酶 标 仪 购 自 美 国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公 司；

ＥＬ２０４ＩＣ电子天平购自瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ

公司；ＤＫ６００电热恒温水浴箱购自上海精宏实验设

备有限公司；ＸＳＢ１Ａ３倒置显微镜购自梧州市光学

仪器厂；一次性１ｍＬ注射器、进样瓶均购自广州精

科化玻仪器公司；０．２２μｍ 水相／有机滤膜，有机针

式滤头均购自广州泛宏贸易有限公司；含乙二胺四

乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝剂真空采血管购自于广

州阳普医疗有限公司。

１．３　实验动物分组、染毒、观察及收集尿液　大鼠

放置于动物房代谢笼中适应性饲养１周后，按体质

量采用随机区组设计分组法分为４组：阴性对照组

（Ｃ）和ＮＰ低、中、高剂量组，每组６只。低剂量组、

中剂量组、高剂量组染毒剂量分别为３０、９０、２７０

ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；Ｃ组灌喂玉米油。每日上午９：００灌

胃，隔日灌胃染毒，连续２８ｄ，期间大鼠自由饮水、摄

食，光／暗周期为 １２ｈ／１２ｈ，室内温度为 （２２±

０．５）℃，湿度为４５％～５５％。每次灌胃后至次日上

午９：００收集每只大鼠２４ｈ尿液。每日观察大鼠的

精神状态、活动情况、被毛润泽度等。

１．４　体内５ＨＴ及５ＨＴ２Ａ受体含量的测定　２８ｄ

染毒完毕后，各组大鼠眼眶取血，断颈椎处死，处死

前大鼠禁食１２ｈ。用加入ＥＤＴＡＫ２ 抗凝剂的采血

管采血，取得的血液于４℃下以３６００×犵 离心６

ｍｉｎ，取上清液待测；下层白色血小板沉淀加入０．５

ｍＬ超纯水，轻轻振荡，混匀，取１００μＬ作血小板计

数用，余下部分用漩涡振荡器充分振荡５ｍｉｎ，使血

小板充分破裂，于４℃下以３０００×犵离心１０ｍｉｎ，取

上清液待测。血小板计数采用全国临检方法学学术

会议首推的草酸铵溶解计数法。血液检测指标包括

血浆５ＨＴ、血小板５ＨＴ及血小板５ＨＴ２Ａ，检测方

法严格按照各试剂盒的说明书进行操作。

１．５　尿液中５ＨＴ含量的测定　尿液样品前处理：

取５ｍＬ尿样，在４℃下以３０００×犵离心５ｍｉｎ，除

去大颗粒固体杂质。取０．５ｍＬ上清液，加入０．０５

ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡＮａ２ 溶液２０μＬ，漩涡振荡１ｍｉｎ，以
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螯合金属；再加入０．５ｍＬＴＣＡ溶液，漩涡振荡１

ｍｉｎ，以沉淀蛋白；在４℃下以１２０００×犵离心１０

ｍｉｎ，取上清液用０．２２μｍ有机针式滤头过滤后待

测。采用高效液相法检测尿液５ＨＴ的含量，以色

谱峰的保留时间定性，外标法定量。

１．６　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ软件录入数据，所有

数据以珔狓±狊表示。采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分

析。多组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）若有差异则进一步进行组间两两比较，方

差齐时采用 ＬＳＤ 检验，若方差不齐则采用 Ｔａｍ

ｈａｎｅ’ｓ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠一般状况　在实验的整个过程中，对照组

大鼠未见异常。染毒组大鼠则普遍出现活动减少，

皮毛变黄，饮食减少；染毒后期，大鼠萎靡不振，脱毛

现象严重。

２．２　体内５ＨＴ及５ＨＴ２Ａ受体含量变化　各组大

鼠血浆、血小板５ＨＴ及血小板５ＨＴ２Ａ受体含量结

果见表１。随ＮＰ暴露剂量的增加，各组大鼠的血浆

和血小板５ＨＴ含量逐步增高；各组大鼠血小板５

ＨＴ２Ａ受体表达则逐步下降。ＮＰ暴露中、高剂量组

大鼠血浆５ＨＴ含量与对照组相比差异有统计学意

义（犘＜０．０１；犘＜０．０１）；ＮＰ暴露中、高剂量组大鼠

血小板５ＨＴ含量与对照组相比有差异有统计学意

义（犘＜０．０１；犘＜０．０１）；ＮＰ暴露高剂量组大鼠血小

板５ＨＴ２Ａ受体表达与对照组相比差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。

表１　犖犘染毒对大鼠５犎犜含量和５犎犜２犃受体表达的影响

犜犪犫１　犈犳犳犲犮狋狅犳犖犘犲狓狆狅狊狌狉犲狅狀５犎犜犾犲狏犲犾犪狀犱５犎犜２犃狉犲犮犲狆狋狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狉犪狋狊

狀＝６，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
５ＨＴｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａ

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１）

５ＨＴｉｎｐｌａｔｅｌｅｔ

（ｐｇｐｅｒ１０４ｐｌａｔｅｌｅｔ）

５ＨＴ２Ａｉｎｐｌａｔｅｌｅｔ

（ｎｇｐｅｒ１０７ｐｌａｔｅｌｅｔ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３．０６±１．２５ １．３７±０．１４ ５．２１±０．２６

ＮＰ（ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）

　３０ １４．２４±０．５５ １．７１±０．２８ ４．７０±０．９５

　９０ １５．７６±１．０１ ２．０５±０．２５ ４．３１±１．２２

　２７０ １６．７３±０．９０ ２．５８±０．４９ ３．０９±０．２７

５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ；ＮＰ：Ｎｏｎｙｌｐｈｅｎｏｌ．犘＜０．０１ｖｓＣｇｒｏｕｐ

２．３　尿液中５ＨＴ含量的变化　各组大鼠尿液中

５ＨＴ的含量结果见表２。随ＮＰ暴露剂量的增加，

对应同一时间点的大鼠尿液５ＨＴ含量越高，呈现

剂量毒效应；随染毒时间增加，对应同一染毒剂量

组的大鼠尿液５ＨＴ含量也越高，呈现时间毒效

应。第４～２８天，ＮＰ暴露低、中、高剂量组大鼠的尿

液５ＨＴ含量均高于对照组（犘＜０．０１）。

３　讨　论

ＮＰ作为一种化工合成原料被大量应用于生产

表面活性剂、抗氧剂、润滑油添加剂，农药乳化剂等

领域，目前在环境中已造成极为广泛的污染［１６］。研

究表明，ＮＰ通过模仿内源性激素的作用，发挥其生

物学效应［１７１９］。本研究发现，在大鼠２８ｄ短期重复

染毒期间，ＮＰ暴露使大鼠在饮食、精神、外观等方面

产生了一般毒性效应。

表２　犖犘染毒对大鼠尿液５犎犜含量的影响

犜犪犫２　犈犳犳犲犮狋狅犳犖犘犲狓狆狅狊狌狉犲狅狀５犎犜犾犲狏犲犾犻狀狉犪狋狌狉犻狀犲

狀＝６，珔狓±狊，ｍ／ｇ

Ｔｉｍｅ狋／ｄ Ｃ
ＮＰ（ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）

３０ ９０ ２７０

２ ０ ０ ０ ０

４ ０ ０．１１±０．０１ ０．１５±０．０１ ０．１７±０．０２

６ ０ ０．２５±０．０２ ０．５０±０．０２ ０．７３±０．０４

８ ０ ０．６６±０．０４ ０．９６±０．０２ １．２０±０．０４

１０ ０ ０．８６±０．０４ １．３１±０．０２ １．４９±０．０４

１２ ０ １．００±０．０４ １．４８±０．０３ １．７３±０．０２

１４ ０ １．２３±０．０８ １．７８±０．０４ １．９８±０．０５

１６ ０ １．４８±０．０７ ２．０３±０．０５ ２．２４±０．０８

１８ ０ １．９０±０．１１ ２．３２±０．１３ ２．８１±０．４４

２０ ０ ２．６６±０．１２ ３．０７±０．１１ ３．５６±０．５３

２２ ０ ３．２４±０．２８ ３．６５±０．２７ ４．１４±０．７１

２４ ０ ４．０５±０．５８ ４．４６±０．５７ ４．９５±０．７９

２６ ０ ４．５５±０．７８ ４．９７±０．６６ ５．４６±０．９１

２８ ０ ５．０６±０．５８ ５．４９±０．５８ ６．０１±０．７９

５ＨＴ：５Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＮＰ：Ｎｏｎｙｌｐｈｅ

ｎｏｌ；犘＜０．０１ｖｓＣｇｒｏｕｐ
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５ＨＴ的代谢网络已很明晰：即色氨酸（Ｔｒｐ）在

色氨酸羟化酶（ＴＰＨ）的作用下生成５羟色氨酸（５

ＨＴＰ），５ＨＴＰ在芳香族氨基酸脱羧酶（ＡＡＡＤ）的

作用下脱去羧基生成５ＨＴ，５ＨＴ经单胺氧化酶

（ＭＡＯ）作用生成５羟吲哚乙酸（５ＨＩＡＡ）
［１２］。由

于血脑屏障的存在，血液中的５ＨＴ很难进入中枢

神经系统，因此中枢神经系统和外周的５ＨＴ分属

两个独立的系统，但５ＨＴ的生物合成途径在中枢

和外周是完全相同的［２０］。５ＨＴ２Ａ受体是目前研究

最多的一种５ＨＴ受体亚型，在中枢和外周均有分

布，主要分布于血小板、脑、血管平滑肌上。已知５

ＨＴ２Ａ受体具有收缩血管、促血小板聚集、加快心率

和介导神经内分泌的功能，并与血浆５ＨＴ浓度升

高导致的高血压、冠状动脉粥样硬化及心血管事件

有关，５ＨＴ２Ａ受体的活化还能刺激某些激素分泌，

如促肾上腺皮质激素、皮质酮、肾素等［２１］。血小板

中５ＨＴ的摄取释放机制与中枢神经元相似，Ｃｏｐ

ｐｅｎ等
［２２］早在１９７２年就提出人类血小板５ＨＴ２Ａ受

体是脑内５ＨＴ２Ａ受体的有效外周模型。当机体需

要５ＨＴ时，血小板中贮存的５ＨＴ需要与５ＨＴ２Ａ

等受体结合，才能发挥相应的作用。因此本研究所

观察到的大鼠ＮＰ暴露后血浆中５ＨＴ、血小板中的

５ＨＴ和５ＨＴ２Ａ受体含量的变化也能够反映出脑内

５ＨＴ和５ＨＴ２Ａ受体可能的改变，从而了解外周和

中枢５ＨＴ、５ＨＴ２Ａ受体是如何受到 ＮＰ毒效应的

影响。

研究发现，去卵巢后大鼠下丘脑５ＨＴ２Ａ受体

ｍＲＮＡ表达升高，补充雌激素后表达降低，这表明

雌激素可直接影响５ＨＴ２Ａ受体 ｍＲＮＡ的表达，雌

激素对５ＨＴ２Ａ受体ｍＲＮＡ的表达总趋势是负调控

作用［２３］。对卵巢切除的大鼠短期使用雌激素可以

提高中缝核、纹状体、杏仁核内５ＨＴ及其代谢物５

ＨＩＡＡ的浓度，表明这些脑区内 ５ＨＴ 含量增

多［２４２５］。对卵巢切除的恒河猴使用雌激素，同样可

以提高５ＨＴ浓度及其堆积速率。这种刺激５ＨＴ

合成的作用，一方面是通过诱导 ＴＰＨ 的基因表达

来实现的［２６］，另一方面，雌激素也可以降低丘脑和

杏仁核内 ＭＡＯ的活性，通过减少降解来增加突触

间隙内单胺类物质浓度，如去甲肾上腺素、多巴胺、

５ＨＴ
［２７］。雌激素可增强单胺类递质活性和突触后

５ＨＴ能效应，增加５ＨＴ能受体数量和神经递质的

转运和吸收［２８］。

本研究发现随 ＮＰ暴露剂量的增加，各组大鼠

的血小板５ＨＴ２Ａ表达逐步下降。推测其机制可能

是ＮＰ化学结构与１７β雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）相

似，可竞争性抑制Ｅ２与靶器官的雌激素受体（ｅｓｔｒｏ

ｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）结合，形成配体受体复合物与

ＤＮＡ结合区的ＤＮＡ反应元件结合，诱导或抑制靶

基因的转录，启动一系列雌激素依赖性生理生化过

程［１６］。由于ＮＰ可能模拟Ｅ２在机体内发生作用，

因此随着染毒组 ＮＰ暴露剂量的增加，雌激素作用

增强，引起５ＨＴ２Ａ受体ｍＲＮＡ的表达减少，导致５

ＨＴ２Ａ受体含量下降。５ＨＴ只有与５ＨＴ受体结

合才会起作用，因而本研究中所发现的随着 ＮＰ暴

露剂量增加，血浆和血小板中５ＨＴ含量升高的原

因可能是由于５ＨＴ２Ａ受体含量下降，５ＨＴ结合减

少，反应不能继续进行，导致了５ＨＴ的积累。另

外，随着ＮＰ暴露剂量的增加拟雌激素作用也抑制

了 ＭＡＯ的降解和神经元内５ＨＴ的转运，增加了

５ＨＴ的积累效应
［２９３０］，进一步导致５ＨＴ含量的上

升，过量的５ＨＴ最终也使其在尿液中的排出增加。

本研究结果表明，ＮＰ抑制机体内５ＨＴ２Ａ受体

表达、引起５ＨＴ与５ＨＴ２Ａ受体结合障碍，是导致

血浆５ＨＴ含量上升、尿液５ＨＴ排出增加的一个

重要原因，但尿液５ＨＴ排出增加是否与 ＮＰ暴露

导致的肾脏毒效应有关，尚需作更深入的研究。
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