
小鼠邻苯二甲酸二丁酯染毒模型建立及莱菔硫烷保护作用的
探索

汤井源 1，蒋旭平 2，秦志强 3，韩 鹏 3，秦 超 3，沈百欣 4，王 巍 3，唐 敏 3，张 炜 3*

1南京中医药大学附属医院，江苏省中医院泌尿外科，江苏 南京 210029；2宜兴市人民医院泌尿外科，江苏 宜兴 214200；3南

京医科大学第一附属医院泌尿外科，江苏 南京 210029；4南京医科大学第二附属医院泌尿外科，江苏 南京 210011

［摘 要］ 目的：用邻苯二甲酸二丁酯（DBP）建立小鼠染毒模型并探讨莱菔硫烷（sulforaphane，SFN）的保护作用。 方法：将30
只6周龄小鼠随机分为溶剂对照组（大豆油组）、SFN组［0.75 mg/（kg·d）］、DBP组［500 mg/（kg·d）］、DBP+SFN低剂量组［0.5 mg/
（kg·d）］、DBP+SFN中剂量组［0.75mg/（kg·d）］、DBP+SFN高剂量组［1.00 mg/（kg·d）］，每组5只，连续喂药2周后处死，测量睾丸

重量、肛殖距（AGD）、AGD/体重、睾丸脏器系数等指标，并观察小鼠睾丸的组织病理学改变。另取一侧附睾中精子进行精子计

数、精子活力以及精子畸形率分析。结果：相比于对照组，DBP组AGD/体重、精子计数、活力等指标均明显降低，精子畸形率显

著升高（P < 0.05），睾丸出现明显病理改变。而DBP+SFN低剂量组各检测指标均优于DBP组，差异有统计学意义（P < 0.05），

SFN能够明显改善DBP 导致的小鼠睾丸组织病变。结论：SFN可显著缓解DBP导致的生殖毒性，为进一步探讨DBP毒性作用

和SFN的保护机制提供了合适的动物实验模型。
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［Abstract］ Objective：To establish the dibutyl phthalate（DBP）poisoning mouse model and discuss the protective response of
sulforaphane（SFN）. Methods：A total of 30 male mice with age of 6 weeks old were randomly divided into the solvent control group
（soybean oil group），the SFN group［0.75 mg/（kg·d）］，the DBP group［500 mg/（kg·d）］，the DBP with SFN low dose group［0.5 mg/
（kg·d）］，the DBP with SFN middle dose group［0.75 mg/（kg·d）］and the DBP with SFN high dose group［1 mg/（kg·d）］with 5 mice in
each. After continuous feeding drugs for 2 weeks，all mice were sacrificed and anatomized，the testis weight，anogenital distance
（AGD），AGD/weight and the organ coefficients of testis were measured. In addition，the testicular histopathological changes of mice
were observed and one side of epididymis was used to analysis the sperm counts，viability and deformity rate. Results：The DBP group
presented with obvious lower AGD/weight，sperm counts，viability and higher deformity rate，significant testicular histopathological
changes compared to the soybean oil group（P < 0.05）. However，all the test results in the DBP with SFN low dose group were superior
to that of the DBP group（P < 0.05）and the testicular histopathological changes were improved significantly. Conclusion：SFN could
alleviate the reproductive toxicity induced by DBP significantly and this provides an experimental animal model for further studying the
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邻苯二甲酸二丁酯（dibutyl phthalate，DBP）是工

业生产中的一种重要原料，被广泛用于生产增塑剂、

胶黏剂、橡胶、香料以及作为农药载体等，与人类生活

密切相关。由于其不易牢固地结合在有机物载体上，

极易造成空气、水体、土壤及生物体污染，对人类健康

尤其是生殖系统造成严重危害［1］。已有研究表明，

DBP可作用于雄性生殖系统，导致尿道下裂、隐睾、睾

丸萎缩、精子生成障碍等生殖系统损害［2］。莱菔硫烷

（sulforaphane，SFN）是一种异硫氰酸盐，具有抗氧化、

抗肿瘤等生物学特性［3］。研究表明，SFN可抵抗DBP
对机体造成的氧化应激损害［4］。

随着对DBP毒性作用研究的不断深入，动物模

型逐渐成为不可或缺的工具，如本课题组已经成功

构建DBP诱导大鼠尿道下裂、隐睾模型［5］。但目前

的动物模型主要用于研究DBP对胚胎期动物的影

响，而对成年动物生殖系统的影响以及DBP毒性抵

抗方法的研究仍缺乏合适的动物模型。本研究利

用 DBP及 SFN构建小鼠染毒及抗毒模型，以探讨

DBP的生殖毒性 SFN的保护作用，有利于进一步分

析DBP生殖毒性及SFN抗毒的具体机制，从而为预

防尿道下裂、隐睾、睾丸萎缩等生殖系统损害的发

生及相应的治疗提供指导。现将模型初步构建方

法报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF级雄性 C57BL/6J小鼠 30只，5周龄，体重

17~20 g，购自南京医科大学动物实验中心。室温

23～25 ℃，相对湿度 50%～60%，每日光照 12 h，自
由摄食、饮水。

DBP（分析纯，浓度 1.04 g/mL）和 SFN（Sigma公
司，美国）；市售精制大豆油；生理盐水；游标卡尺；

精密电子天平；荧光电子显微镜（蔡司 Axioskop 2
plus，德国）；精子质量分析仪（北京清华同方

mk105523）。
1.2 方法

1.2.1 实验设计

30只小鼠，随机分为溶剂对照组（大豆油）、SFN

组［0.75 mg/（kg·d）］、DBP组［500 mg/（kg·d）］、DBP+
SFN低剂量组［0.5 mg/（kg·d）］、DBP+SFN中剂量组

［0.75 mg/（kg·d）］、DBP+SFN 高剂量组［1.00 mg/
（kg·d）］，每组 5只，动物适应环境 1周后从 6周龄

（青春期）开始用于实验。溶剂对照组给予大豆油

灌胃，SFN不同剂量［0.50、0.75、1.00 mg/（kg·d）］溶

于生理盐水皮下注射，DBP［500 mg/（kg·d），1/16
半数致死量］溶于大豆油灌胃，此外各组补充相应

的大豆油和生理盐水。每天喂药 1次，连续 2周，2
周后处死。

1.2.2 观察指标

一般情况及解剖学指标：每天观察动物外观、

行动及死亡状况，每周称量体重。2周后股动脉放

血处死，利用游标卡尺测量肛殖距（AGD），测量方

法见图1。解剖观察生殖系统，分离睾丸和附睾，用

预冷的 0.9% 生理盐水清洗，滤纸吸干，快速拍照、

称重，并计算AGD/体重、睾丸脏器系数。

睾丸组织学研究：取小鼠一侧睾丸，用 10%的

福尔马林溶液固定。将固定好的睾丸组织修块、脱

水、透明、浸蜡、包埋和切片处理，常规HE染色，显

微拍照。

精子计数、活力：取一侧附睾，剪碎，在预热的

生理盐水中 37 ℃ 温育 5 min，使附睾中精子充分游

离出来，然后 1 000 r/min 离心 3 min，制备精子悬

液。利用精子质量分析仪检测各组小鼠的精子计

数、活力。

图1 AGD测量方法

Figure 1 The measurement method of AGD

AGD=13.70 mm AGD=8.56 mm AGD=11.00 mm
大豆油组 DBP组 DBP+SFN低剂量

toxicity of DBP and the protective mechanism of SFN.
［Key words］ dibutyl phthalate；sulforaphane；reproductive toxicity；animal model

［Acta Univ Med Nanjing，2018，38（05）：595⁃599］
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与DBP组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图2 各组小鼠解剖学指标比较

Figure 2 Comparison of anatomical parameters of mice in each group

精子形态：取一滴精子悬液制成涂片，干燥后

甲醇固定。HE染色后在高倍显微镜下观察 200个

精子，计数其中畸形的精子。

1.3 统计学方法

采用SPSS 20.0统计软件处理数据，实验结果以

均数±标准差（x ± s）表示，采用方差分析以及 SNK
法两两比较，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况

DBP组出现 1只小鼠死亡，且该组小鼠行动迟

缓，精神不振。其余各组小鼠实验期间饮食活动正

常，无明显的毒性反应。实验结束时各组小鼠体重

无明显差异（P > 0.05）。
2.2 小鼠解剖学检查指标

DBP+SFN低剂量组的AGD大于DBP组，差异

有统计学意义（P < 0.05，图2A），其余各组差异不明

显（P > 0.05）。排除体重影响后，溶剂对照组、SFN
组和 DBP+SFN低剂量组的 AGD/体重相比于 DBP
组，差异明显（P < 0.05，图 2B）。同样的，在睾丸重

量方面，仅DBP+SFN低剂量组与DBP组差异显著

（P < 0.05，图2C）。此外，DBP组的睾丸脏器指数明

显低于SFN组和DBP+SFN低剂量组，差异有统计学

意义（P < 0.05，图2D）。
2.3 睾丸组织学研究结果

显微图片观察显示（图 3），大豆油组与 SFN组

小鼠睾丸生精上皮较厚，曲细精管直径较大，各级

生精细胞排列规则，数量较多，间质细胞发育良好，

曲细精管之间排列紧密。而DBP组小鼠睾丸生精

上皮较薄，曲细精管直径变小，细胞层次少且排列

紊乱甚至缺失，数量显著减少。间质细胞减少或缺

失，曲细精管间排列不紧密。DBP+SFN组图片显示

结果与大豆油组结果基本相同，但与DBP组相比，

很大程度上改善了睾丸的病理损伤，可见各级生精

细胞排列变规则，数量增加，间质细胞数量变多。

2.4 精子计数、活力、畸形率

精子畸形分为头畸形、颈畸形和尾畸形（图

4）。DBP组精子数量、活力均明显低于其余5组，而

畸形率显著高于其他各组，差异有统计学意义（P <
0.05，图 5）。SFN各剂量组间以及与溶剂对照组、

SFN组之间精子计数、活力和畸形率差异不明显，无

统计学意义（P > 0.05）。
3 讨 论

近年来，环境污染问题越来越受到重视。DBP
作为最常用的增塑剂，广泛存在于人类生活中，对

人类健康产生重大影响。作为环境内分泌干扰物

的一种，DBP具有抗雄激素作用和雌激素样效应［6］，

通过干扰正常的内分泌系统，产生明显的胚胎毒

性、睾丸毒性及致生殖畸形，表现为睾丸萎缩、曲细

精管萎缩、隐睾、尿道下裂、精子生成减少等生殖系

统毒损害［7-8］。同时DBP可导致机体氧化应激损伤，

造成多脏器尤其是睾丸的氧化应激损害［8］。转录因

子NF⁃E2相关因子（Nrf2）是机体抗氧化应激的重要

转录因子，可参与保护机体的氧化应激损伤［9］。当

机体发生氧化应激或受到其他化学物质刺激时，

Nrf2可由细胞浆进入细胞核，与相关基因的抗氧化

应激元件结合，进而诱导下游抗氧化蛋白如血红素

加氧酶 1（HO⁃1）、NAD（P）H醌氧化还原酶 1（NQO⁃
1）、谷胱甘肽S转移酶（GST）等的表达，从而保护机

体免受活性物质（如氧自由基）及一些毒性物质（如

致癌物、药物代谢活性产物等）的侵害［10］。而 SFN
是Nrf2重要的诱导剂，能够通过激活Nrf2抵抗DBP
引起的氧化应激损伤［11］。
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A：溶剂对照组；B：DBP组；C：SFN组；D：DBP+SFN低剂量组。

图3 各组睾丸病理组织学观察（HE，×400）
Figure 3 HE staining of testis tissues from the four groups（×400）

DCBA

建立实验动物模型是研究人类各种疾病发生、

发展规律，探索新的治疗途径不可缺少的工具及重

要的手段。因此本研究选择雄性小鼠生长发育的

敏感时期，以DBP和SFN成功构建了小鼠的染毒和

抗毒模型，为揭示DBP生殖毒性及SFN保护作用的

具体机制提供了基础。AGD、AGD/体重、睾丸重量

和睾丸脏器指数等指标可反映生殖器的发育情况

以及评估 DBP 的毒性作用。本研究中 DBP 组的

与DBP组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图5 DBP及SFN对各组精子数量、活力、畸形率的影响

Figure 5 Effects of DBP and SFN supplementation on total sperm count，total motility and percentage of abnormal sperm
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图4 精子畸形示意图（HE，×400）
Figure 4 Images of normal and deformed spermatozoa（HE，×400）
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AGD/体重这一指标明显低于溶剂对照组，差异有统

计学意义。其他几项指标虽然差异不显著，但仍显

示出降低的趋势。睾丸切片结果提示与溶剂对照

组相比，DBP可明显减少曲细精管中精子发生细胞

数量，降低曲细精管直径，损伤支持细胞，曲细精

管之间联系不紧密。DBP+SFN低剂量组则能够明

显改善因DBP 导致小鼠睾丸组织的病变。此外，

DBP组的精子计数、活力均低于其余各组，畸形率

最高，差异有统计学意义（P < 0.05）。这些结果提

示，小鼠生殖系统已受到毒性损害作用。而DBP+
SFN低剂量组不管是在AGD、AGD/体重、睾丸重量

和睾丸脏器指数这些指标方面，还是在精子计数、

活力及畸形率方面均优于DBP组，差异有统计学

意义。这表明 SFN 能够抵抗 DBP 的毒性作用。

DBP+SFN不同剂量组之间比较发现，各指标差异

并无显著意义，说明 SFN的剂量可能与其发挥保

护效力之间无明显联系，但DBP+SFN低剂量组显

示出更优的保护作用趋势，提示 SFN可能具有一

个最适作用剂量。

总的来说，本研究成功构建小鼠 DBP染毒及

SFN抗毒模型，为进一步探讨DBP毒性作用和 SFN
保护作用提供了合适的动物实验模型，也为环境污

染可造成生殖系统损害提供了科学依据。同时SFN
是否通过抗氧化应激途径抵抗DBP毒性作用还需

分子水平研究进一步证实。
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