
 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36(11) 1049

www.jeom.org

姜黄素对邻苯二甲酸二丁酯致幼鼠学习记忆
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摘要 ：

[ 背景 ]　邻苯二甲酸二丁酯（DBP）是一类典型的邻苯二甲酸酯类污染物，流行病学研究与动
物实验表明，DBP 可引起受试动物的神经行为学改变，其机制可能与细胞外调节蛋白激酶

（ERK）在海马神经元中的表达相关。此外，姜黄素（Cur）最近因其在治疗各种中枢神经系统
疾病中的积极作用而受到广泛关注，但其对 DBP 致幼鼠学习记忆下降的影响及作用机制尚
不清楚。

[ 目的 ]　通过检测 Cur 对 DBP 暴露昆明种幼鼠脑海马组织氧化应激水平、ERK 通路相关蛋白表
达量的影响，探讨其对 DBP 致幼鼠学习记忆下降的作用及机制。

[ 方法 ]　雄性昆明种幼鼠 32 只，随机分成 4 组：生理盐水组、50 mg/（kg•d）DBP 组、2.5 mg/（kg•d）
Cur 组、DBP+Cur 组，染毒周期 28 d，进行 Morris 水迷宫实验检测各组幼鼠的逃避潜伏期，取
脑海马组织检测活性氧（ROS）、丙二醛（MDA）、总抗氧化能力（T-AOC）水平，以及 ERK 通路
相关蛋白、磷酸化 ERK（p-ERK）、脑损伤早期神经细胞蛋白（c-Fos、c-Jun）的水平，并分析脑
海马 CA1 区病理学变化。

[ 结果 ]　 与对照组比较，DBP 组幼鼠潜伏期延长为（46.96±4.37）s（P=0.007），脑海马组织
ROS、MDA 水平分别上升为（6 387.00±84.80）U/ 孔、（1.65±0.10）μmoL/g（以蛋白计，后同）

（P=0.006，P=0.015），T-AOC 水平下降为（0.55±0.05）U/mg（P=0.016），p-ERK、c-Fos 及 c-Jun 表
达水平上调（P=0.002，P=0.001，P=0.003），且海马组织 HE 切片显示，CA1 区出现一定程度的
病理学改变 ；加入 Cur 处理后，与 DBP 组比较，DBP+Cur 组幼鼠潜伏期降低为（37.79±5.72）s

（P=0.048），脑海马组织 ROS、MDA 水平分别下降为（5 934.80±38.07）、（1.10±0.08）μmoL/g

（P=0.032，P=0.014），p-ERK、c-Fos 及 c-Jun 表达水平下调（P=0.040，P=0.009，P=0.008），且脑
海马 CA1 有病理学改变的细胞数量减少。

[ 结论 ]　Cur 在一定程度上可改善 DBP 引起的学习记忆下降，且作用机制可能与其降低氧化
应激水平、ERK 通路相关蛋白的表达有关。
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Abstract: 

[Background] Dibutyl phthalate (DBP) is a class of typical phthalate ester pollutants. 
Epidemiological studies and animal experiments have shown that DBP can cause neurobehavioral 
changes in animals, and the mechanism may be related to the expression of extracellular 
regulated protein kinase (ERK) in hippocampal neurons. In addition, curcumin (Cur) has attracted 
much attention recently because of its active role in the potential treatment of various central 
nervous diseases, but its effect on learning and memory impairment induced by DBP remains 
unclear.

[Objective] This experiment detects the effects of Cur on the oxidative stress levels and expressions 
of ERK pathway related proteins in hippocampus of KM young mice exposed to DBP, and explores 
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the effects of Cur on decreased learning and memory induced by DBP and the underlying mechanism.

[Methods] Thirty-two young male KM mice were randomly divided into four groups: saline group, 50 mg/(kg•d) DBP group, 2.5 mg/(kg•d) 
Cur group, and DBP+Cur group. After 28 consecutive days of exposure, the escape latencies of the experimental groups were tested 
by Morris water maze; reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA), and total antioxidant capacity (T-AOC) in hippocampus 
were determined; the levels of ERK pathway related protein, phosphorylated-ERK (p-ERK), and early brain injury neurofilament proteins 
(c-Fos and c-Jun) were detected by Western blotting; the pathological alterations in the CA1 area of hippocampus were observed after HE 
staining. 

[Results] Compared with the control group, the escape latency of young mice in the DBP group was prolonged to (46.96±4.37) s (P=0.007); 
the levels of ROS and MDA in brain was increased to (6 387.00±84.80) U/well and (1.65±0.10) μmoL/g (in protein) (P=0.006, P=0.015), 
respectively; the level of T-AOC was decreased to (0.55±0.05) U/mg (P=0.016); the expression levels of p-ERK, c-Fos, and c-Jun in the 
hippocampus were increased significantly (P=0.002, P=0.001, P=0.003); the HE stained specimens of hippocampal tissues showed 
identifiable pathological changes in CA1. After the Cur treatment, compared with the DBP group, the escape latency of the DBP+Cur 
group was decreased to (37.79±5.72) s (P=0.048); the levels of ROS and MDA were decreased to (5 934.80±38.07) and (1.10±0.08) μmoL/g 
(in protein) (P=0.032, P=0.014), respectively; the expression levels of p-ERK, c-Fos, and c-Jun were decreased (P=0.040, P=0.009, P=0.008); 
less cells with pathological changes were observed in hippocampal CA1.

[Conclusion] Cur can ameliorate the effects of decreased learning and memory induced by DBP, and the mechanism may be related to 
the down-regulated oxidative stress and ERK pathway related protein expression levels. 

Keywords: dibutyl phthalate; curcumin; extracellular regulated protein kinase; c-Fos; c-Jun

邻苯二甲酸酯（phthalates，PAEs）是我国最常使
用的一类塑化剂，普遍应用于医疗制品中，被我国列
为优先控制污染物［1］。PAEs 作为一类环境内分泌干扰
物，除生殖毒性外，对神经系统的发育与分化也存在
不良影响［2］。邻苯二甲酸二丁酯（dibutyl phthalate，
DBP）是 PAEs 中最典型的代表，对婴幼儿学习记忆能
力的不良影响已被广泛报道［3］。国外流行病学研究表
明［4］，胚胎期、哺乳期的 DBP 暴露可引起出生后 6 月
龄的婴儿和 3 岁幼儿神经行为改变。国内人群调查结
果显示［5］，DBP 暴露程度与儿童智力下降程度之间呈
正相关性。动物实验结果也表明［6］，DBP 可引起受试
动物及其子代神经行为学的改变，降低小鼠的学习和
记忆能力。

研究证实，DBP 诱导的学习、记忆功能障碍与海
马神经元有关，而脑损伤早期神经蛋白（c-Fos，c-Jun）
可能在该生物学过程中发挥着重要作用［7］。细胞外
调 节 蛋 白 激 酶（extracellular regulated protein kinases，
ERK）作为丝裂原活化蛋白激酶家族成员，其参与神经
行为反应的作用已经得到了广泛的关注，特别是 ERK

在与学习和记忆相关的特定脑区的神经元中广泛表
达，能通过氧化应激等通路将信号从细胞表面传导至
细胞核，进而参与调控细胞损伤、细胞凋亡等多种生
物学反应［8］。Qin 等［9］研究表明，PAEs 可通过氧化应
激途径激活 p38 MAPK 通路 ；Yan 等［10］报道，联合使
用维生素 E 和尼莫地平可通过抑制 ERK1/2 途径改善
DBP 诱导的小鼠记忆障碍。

姜黄素（curcumin，Cur）是从姜科植物中提取的
一种小分子多酚类物质，最近因其在治疗各种中枢
神经系统疾病中的积极作用而受到广泛关注，已成
为国内外研究的热点［11］。目前，虽然研究报道姜黄
素具有抗氧化、抗炎及抗癌等多方面药理作用［12］，但
其神经保护作用机制尚不完全清楚。本实验拟通过
检测姜黄素预先给药对 DBP 诱导昆明种幼鼠脑海马
组织氧化应激水平、ERK 通路相关蛋白表达的影响，
探讨其在 DBP 致幼鼠学习记忆下降中的作用机制。

1   材料与方法
1.1   实验动物与分组

3 周 龄 SPF 级 雄 性 昆 明 种 小 鼠 幼 鼠，体 重（13± 

1）g，购自湖北省实验动物研究中心（质量合格证号 ：
NO.42000600023923）。动物房温度（25±2）℃，湿度45%，
昼夜交替 12 h，动物自由饮食进水。32 只昆明幼鼠随
机分成 4 组 ：生理盐水组（对照）、50 mg/（kg•d）DBP 组、
2.5 mg/（kg•d）Cur 组、50 mg/（kg•d）DBP+2.5 mg/（kg•d）
Cur 组（DBP+Cur）。
1.2   主要试剂与仪器

DBP、Cur（Sigma，美 国 ），SDS-PAGE 凝 胶 制 备
试 剂 盒、RIPA 总 蛋 白 裂 解 液（ASPEN，南 非 ），丙 二
醛（malondialdehyde，MDA）、总 抗 氧 化 能 力（total 

antioxidant capacity，T-AOC）试 剂 盒（ 南 京 建 成 生
物 工 程 研 究 所，中 国 ），二 喹 啉 甲 酸（bicinchoninic 

acid，BCA）蛋 白 质 浓 度 测 定 试 剂 盒、化 学 发 光
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（electrochemiluminescence，ECL）检测试剂盒（ASPEN，
南非），蛋白标记（Marker）（Thermo，美国），一抗 ：
均为兔抗小鼠，β-Actin（Abcam，英国，5% 脱脂牛奶，
1∶10 000），p-ERK（CST， 美 国，5% BSA，1∶1 000），
ERK（CST，美国，5% BSA，1∶2 000），c-Fos（Abcam，英
国，5% 脱脂牛奶，1∶2 000），c-Jun（Abcam，英国，5%

脱脂牛奶，1∶500）；二抗（ASPEN，南非，5% 脱脂牛
奶，1∶10 000）。实验动物神经行为记录仪（EthoVision 

XT Version 12.0，Noldus，荷兰），蛋白电泳及转膜系
统（Bio-Rad，美国），凝胶成像及分析系统（Syngene，
英国），RM2245 切片机（LEICA，德国），显微镜 BX53

（Olympus，日本）。
1.3   给药及实验模型

先用Tween-80助溶DBP，再用生理盐水稀释至给药
浓度，DBP 的暴露剂量参照 Yan 等［10］设置为 50 mg/kg，
暴露途径为灌胃。先用 Tween-80 助溶 Cur，再用生理
盐水配制，Cur 剂量（2.5 mg/kg）及腹腔给药途径参考
Alcântara 等［13］。DBP+Cur 组中先给药 Cur，2 h 后再灌胃
给药 DBP，其他组正常灌胃给药 ；实验鼠灌胃体积为
10 mL/kg，连续给药 28 d。值得说明的是，给药及实验
模型建立过程中，各组实验鼠的体重变化没有出现统
计学差异。
1.4   Morris 水迷宫实验

Morris 水迷宫实验选用通用小鼠型直径 100 cm 圆
桶形水箱，水深 20 cm，水温控制范围（23±1）℃，逃逸
平台位于目标象限的正中央，距离水面 0.5 cm。小鼠
的游泳轨迹等数据由水池正上方的摄像机记录，影像
数据记录传入计算机，通过实验动物神经行为记录仪
软件分析数据。幼鼠于第 22~26 天进行水迷宫定向航
行训练，第 27 天为遗忘期，第 28 天撤掉平台后，进行
空间探索实验，检测逃避潜伏期［14］。
1.5   脑海马组织 CA1 区切片的制备及观察

每组随机取 1 只小鼠的脑海马组织 CA1 区，用 4%

多聚甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋切片，苏木素 -

伊红（HE）染色，显微镜下观察脑海马 CA1 区的病理
变化。
1.6   脑海马组织氧化应激水平的测定

颈椎脱臼处死小鼠后，取约 0.5 g 的脑海马组织
加预冷的 PBS 制成质量分数为 10% 的匀浆液，4℃，
9 981×g 离心 10 min 后取上清，二氯二氢荧光素 - 乙酰
乙酸酯荧光定量分析海马组织匀浆中活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）水平，硫代巴比妥酸法测定海马

组织匀浆中 MDA 含量，试剂盒测定海马组织匀浆中
T-AOC 水平。
1.7   Western blotting 实验

将 -80℃冰冻的小鼠脑海马组织加 RIPA 裂解液
裂解后，提取总蛋白，BCA 法测定样品中蛋白浓度。
上样量 10 μg，10% SDS-PAGE 电泳胶分离蛋白，然后
转膜至 0.45 μm 聚偏二氟乙烯膜上，加一抗封闭缓
冲液室温震荡 1 h，再分别加入 β-Actin、p-ERK、ERK、
c-Fos 及 c-Jun 抗体，4℃封闭过夜。TBST 洗膜，加羊抗
兔二抗室温孵育 1 h，ECL 显影。采集 β-Actin、p-ERK、
ERK、c-Fos 及 c-Jun 条带灰度值，β-Actin 作内参，分别
得到各样本 p-ERK、ERK、c-Fos 及 c-Jun 与 β-Actin 的灰
度比值。
1.8   统计学分析

计量资料用 x±s 表示，采用 GraphPad Prism 5.0

软件进行统计分析。单因素方差分析显示组间有统
计学差异后，两两比较采用 SNK-q 检验，检验水准
α=0.05。

2   结果
2.1   幼鼠的学习记忆能力

幼鼠运动 60 s 内寻找平台的轨迹热点见图 1A，红
色、黄色、蓝色轨迹分别表示幼鼠的运动时间，其中
红色表示幼鼠在该区域运动占整个运动的时间比例
最长，其次为黄色、蓝色，无轨迹表示幼鼠未运动到
该区域。结果显示，DBP 组幼鼠的轨迹较少出现在目
标象限，反映该组幼鼠将会花费更多的时间才能找到
平台，学习记忆能力降低 ；而 DBP+Cur 组幼鼠在目标
象限的轨迹明显增加，提示 Cur 改善 DBP 对幼鼠的学
习记忆能力的影响。如图 1B 所示，与对照组的潜伏期

［（25.26±4.14）s］比较，DBP 组幼鼠在寻找目标象限中
逃避平台的潜伏期延长为（46.96±4.37）s，差异有统
计学意义（P=0.007）；与 DBP 组比较，DBP+Cur 组幼鼠
的潜伏期下降为（37.79±5.72）s，差异有统计学意义

（P=0.048）。
2.2   幼鼠海马组织 CA1 区的病理学改变

HE 染色结果见图 2，对照组幼鼠脑海马 CA1 区的
锥体细胞正常，排列规律 ；DBP 组幼鼠脑海马呈现病
理学改变，锥体细胞肿胀，排列疏松 ；加入 Cur 预处
理后，DBP+Cur 组幼鼠脑海马锥体细胞虽仍表现出一
定程度的病理学特征，但排列不规律、肿胀变形等有
病理学改变的细胞数量明显减少。
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［注］A ：不同处理组幼鼠的轨迹热点图，1 ：对照组，2 ：DBP 组，3 ：
DBP+Cur 组，4 ：Cur 组。红色、黄色和蓝色的轨迹可反映整个区
域内小鼠的运动停留时间。红色的轨迹表示在运动中花费的时间
最长，其次是黄色，然后是蓝色，没有痕迹表示小鼠没有运动到
该区域 ；B ：不同处理组幼鼠的平均逃避潜伏期（s）。* ：与对照
组比较，P < 0.05 ；# ： 与 DBP 组比较，P < 0.05。

图 1   不同处理组幼鼠水迷宫实验结果

 
［注］A ：对照组，B ：DBP 组，C ：DBP+Cur 组，D ：Cur 组。红色箭头表

示相应区域锥体细胞排列松散且无序。
图 2   不同处理组幼鼠脑海马 CA1 区的 HE 结果

2.3   幼鼠脑海马组织 ROS、MDA 及 T-AOC 的水平
由表 1 可见，与对照比较，DBP 组小鼠脑组织 ROS、

MDA 含 量 增 加（P=0.006，P=0.015），T-AOC 水 平 下 降
（P=0.016）；与 DBP 组比较，DBP+Cur 组小鼠脑组织 ROS、

MDA 含量均下降（P=0.032，P=0.014）。

表 1   各组幼鼠脑海马组织 ROS 荧光强度、MDA 含量及
T-AOC 水平（x±s，n=7）

组别 ROS（U/ 孔） MDA（μmoL/g，以蛋白计） T-AOC（U/mg）

对照组 5 916.60±101.70 1.31±0.27 0.71±0.02

DBP 组 6 387.00±84.80** 1.65±0.10* 0.55±0.05*

Cur 组 6 058.30±71.22 0.95±0.18 0.68±0.02

DBP+Cur 组 5 934.80±38.07# 1.10±0.08# 0.64±0.03

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.01。与DBP组比较，# ：P < 0.05。

2.4   幼鼠海马组织 p-ERK、c-Fos 及 c-Jun 表达
与对照组比较，DBP 组幼鼠海马 p-ERK、c-Fos 及

c-Jun 表达水平上调（P=0.002，P=0.001，P=0.003）；加
入 Cur 预处理后，DBP+Cur 组幼鼠海马 p-ERK、c-Fos 及
c-Jun 表达水平下调（P=0.040，P=0.009，P=0.008）；ERK

表达未见明显变化。见图 3。

 

［注］A ：Western blotting 蛋白条带 ；B ：不同处理组靶蛋白灰度值与
β-Actin 灰度值的比值柱形图。与对照组比较，** ：P < 0.01。与
DBP 组比较，# ：P < 0.05 ；## ：P < 0.01。

图 3   不同处理组幼鼠脑海马组织 p-ERK、ERK、c-Fos 及
c-Jun 的表达

3   讨论
本实验结果表明，DBP 可引起昆明幼鼠脑海马的

ROS、MDA 水 平 上 升，TOC 水 平 下 降，并 上 调 ERK 通
路蛋白 p-ERK、c-Fos 及 c-Jun 的表达 ；进一步发现，经
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Cur 预先给药处理后，DBP 暴露的昆明幼鼠脑组织的
氧化应激水平及 ERK 通路相关蛋白的表达下降，提示
Cur 在一定程度上通过调节氧化应激和 ERK 通路改善
DBP 诱导的昆明幼鼠的学习记忆下降。

海马头部主要是由 CA1 区折叠而成，而 CA1 区对
缺氧等损伤最为敏感，也是最易发生病变的部位［15］。
DBP 可通过胎盘和血脑屏障作用于大脑海马［7］，引起
海马 CA1 区神经细胞出现病理学改变［16］，继而导致学
习记忆障碍的发生。本研究结果进一步表明，DBP 暴
露可能激活氧化应激、ERK 通路，导致幼鼠脑海马组
织神经细胞的损伤，而给予 Cur 预处理后，DBP+Cur 组
幼鼠脑海马组织神经细胞的损伤程度得到改善。

研究表明，氧化应激在环境污染物所致学习记忆
障碍的发病机制中起着重要作用［17］。异常高水平的
自由基和抗氧化水平的下降，可增加机体的脂质过氧
化，并最终导致组织的病理学改变或器官功能障碍。
本研究显示，Cur 可以显著降低 DBP 暴露组幼鼠脑海
马的 ROS、MDA 水平，同时提高 TOC 水平，提示 Cur 可
降低 DBP 导致的海马组织氧化应激水平。

氧化应激过程中产生的 ROS 作为上游信号分子
可参与 ERK 信号转导途径［8］，作为 MAPK 关键家族成
员，ERK 通路与中枢神经系统的海马组织有重要关联，
p-ERK 是 ERK 通路活化的主要形式，其通过影响神经
突触可塑性过程中的相关转录因子、蛋白质翻译等
对海马 CA1 区功能起着调节作用［18］。ERK 通路活化
后可将胞外信号进一步传递至核内，并激活转录因
子激活蛋白 1（activator protein，AP-1）［8］。AP-1 主要
是由 c-Fos 和 c-Jun 家族组成的异二聚体，AP-1 功能严
重依赖于促成 AP-1 二聚体的特定 Fos 和 Jun 亚基［19］。
胞外刺激可激活 Jun 蛋白 N 端激酶，导致 Jun 蛋白的
磷酸化，并增强 AP-1 依赖性基因的转录活性［19］。AP-1

转录活性的调节对于细胞功能至关重要，已有研究［20］

报道，在细胞发生凋亡的情况下，Jun 和 JNK 活性水平
增加 ；c-Jun 失活的细胞表现正常，而 c-Jun 活化的细
胞则表现为凋亡。此外，其他研究［21］指出，c-Fos 在
刺激过程中介导促细胞凋亡信号，当中枢神经系统神
经元受到刺激时，fos 基因的表达产物 Fos 表达增加，
而 c-Fos 的高表达可视为神经元接受伤害性刺激后激
活的标志。本研究显示，Cur 可以显著下调 DBP 暴露
组幼鼠脑海马的 p-ERK、c-Fos 及 c-Jun 表达水平，提示
Cur 改善 DBP 导致的学习记忆能力下降可能与 ERK 通
路的抑制有关。

Cur 具有多种药理功效，可缓解或改善啮齿类动物
的记忆障碍，对记忆损伤具有预防和治疗作用［22-23］。
Cur 作为一种抗氧化剂，通过增加超氧化物歧化酶活
性，抵制谷胱甘肽的衰竭，抑制 ROS 和线粒体细胞
凋亡途径发挥作用［24］。另一方面，Cur 通过抑制 AP-1

和 NF-κB 信号通路，降低人脑胶质瘤细胞系（T98G、
U87MG 和 T67）和大鼠胶质瘤细胞系（C6）的存活率，
还对临床常用化疗药物（顺铂、依托泊苷、喜树碱和阿
霉素）治疗胶质瘤细胞具有增敏作用［25］。针对 40 名患
有轻度记忆衰退的中老年人开展的研究［26］结果显示，
相较对照组，每天接受两次 90 mg Cur 的中老年人，其
记忆力在 18 个月内提高了 28%。以上结果与本研究发
现 Cur 可改善 DBP 诱导幼鼠的学习记忆下降相一致。

尽管在实际应用中 Cur 还存在一些干扰特性［27］，
如溶解度不高、生理条件下不稳定、吸收率低，但 Cur

的临床药理作用仍有研究价值。本实验结果表明，Cur

在一定程度上可改善 DBP 引起的学习记忆下降，且作
用机制或与其可降低氧化应激水平、ERK 通路相关蛋
白的表达有关。
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