
 

砷暴露对大鼠 E2 和 TRH 及其受体 mRNA 表达
的影响
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摘要 ：

[背景] 砷能够进入下丘脑诱导雌激素效应并干扰神经内分泌系统正常功能。甲状腺内分泌
系统（下丘脑-垂体-甲状腺轴）作为主要的内分泌系统之一，砷对其毒性机制尚不明确。

[目的] 为了解不同砷暴露水平下对大鼠雌二醇（E2）、下丘脑促甲状腺激素释放激素（TRH）及
其受体（ERα、ERβ、TRHR）mRNA 的影响及其可能的下丘脑毒作用途径与机制。

[方法] 70 只 Wister 大鼠随机分组为：正常对照组（无菌水）；低、中、高剂量砷染毒组（0.8、
4.0、20.0 mg·kg−1 亚砷酸钠）；雌激素受体抑制剂（ICI182780）干预低、中、高剂量砷染毒组；
每组 10 只，雌雄各半。染毒组大鼠给予 19 周 NaAsO2 饮水染毒，干预组于第 9 周经尾静脉注
射 0.5 mg·kg−1 ICI182780，每周 3 次。通过 ELISA 检测大鼠血清中的 E2、TRH 水平；实时荧光
定量 PCR（RT-PCR）法检测大鼠下丘脑组织中雌激素受体 α（ERα）、雌激素受体 β（ERβ）和 TRH
受体（TRHR） mRNA 表达水平。

[结果] （1） E2 及其受体 mRNA：与对照组相比，雌性大鼠血清 E2 水平在低、中剂量砷染毒组
上升（P < 0.05），雄性大鼠血清 E2 水平在低、中、高剂量砷染毒组上升（P < 0.05），雌性 E2 变
化大于雄性；在下丘脑组织中，与对照组相比，雌性大鼠 ERα、ERβ mRNA 相对表达量在低、
中、高剂量砷染毒组上升（P < 0.05），雄性大鼠 ERα mRNA 相对表达量在低、中、高剂量砷染
毒组上升（P < 0.05）。（2）TRH 及其受体 TRHR mRNA：与对照组相比，雌性大鼠血清 TRH 水平
在高剂量砷染毒组上升（P < 0.05），雌性大鼠 TRHR mRNA 相对表达量在低、中、高剂量砷染
毒组上升（P < 0.05）。（1）和（2）结果提示雌性较雄性更易出现砷暴露后 E2 及其受体和 TRH
及其受体基因的异常改变。（3）与雌性大鼠中高剂量砷染毒组相比，增加 ICI182780 干预后，

抑制了砷暴露诱导 TRH、TRHR 的表达 (P < 0.05)，提示在下丘脑中砷可能是通过诱发类雌激
素效应对 TRH、TRHR 产生毒作用。

[结论] 砷暴露可以在下丘脑诱发类雌激素效应，干扰甲状腺功能，并表现出剂量依赖及性别
差异。E2 及 TRH 及其受体可能是砷类雌激素效应的毒作用途径。
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Abstract:

[Background] Arsenic can enter the hypothalamus to induce estrogen effect and interfere with
the  function  of  the  neuroendocrine  system.  The  thyroid  endocrine  system (hypothalamic-pitu-
itary-thyroid axis) is one of the main endocrine systems, and the mechanism of arsenic-induced
thyroid endocrine toxicity is still unclear.

[Objective] To investigate the effects  of  different arsenic  exposure levels  on estradiol  (E2),  hy-
pothalamic thyrotropin-releasing hormone (TRH), and their receptor (ERα, ERβ, and TRHR) mRNAs
in rats and the possible hypothalamic toxic pathway and mechanism.

[Methods] Seventy  Wister  rats  were  randomly  divided  a  control  group  (sterile  water);  low-,
medium-,  and  high-dose  arsenic  exposure  groups  [0.8,  4.0,  and  20.0  mg·kg−1 sodium  arsenite
(NaAsO2)]; estrogen receptor inhibitor (ICI182780) intervention + low-, medium-, and high-dose
arsenic exposure groups; with 10 animals in each group, half male and half female. Rats in the
arsenic exposure groups were exposed to NaAsO2 by drinking water for 19 weeks, and rats in the
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intervention groups were injected with 0.5 mg·kg−1 ICI182780 via tail vein at week 9, 3 times a week. The levels of E2 and TRH in serum of
rats were detected by ELISA. The expression levels of estrogen receptor α (ERα), estrogen receptor β (ERβ), and TRH receptor (TRHR) mRNAs
in hypothalamus of rats were detected by real-time PCR (RT-PCR).

[Results] (1) E2 and its receptor mRNA: Compared with the control group, the serum E2 level of female rats was increased in the low-
dose and the medium-dose arsenic exposure groups (P < 0.05), and the serum E2 level of male rats was increased in the low-dose, the
medium-dose,  and the high-dose arsenic  exposure groups (P < 0.05),  and the change of  female E2 was greater  than that  of  male rats.
Compared with the control group, the relative expression levels of ERα mRNA and ERβ mRNA in female rats were increased in the low-
dose,  the  medium-dose,  and the high-dose arsenic  exposure  groups  (P < 0.05),  so  were the relative  expression levels  of ERα mRNA in
male rats (P < 0.05). (2) TRH and its receptor mRNA: Compared with the control group, the serum TRH level of female rats was increased
in the high-dose arsenic group (P < 0.05), the relative expression level of TRHR mRNA was increased in the low-dose, the medium-dose,
and the high-dose arsenic exposure groups (P < 0.05). Results (1) and results (2) suggested that females were more likely than males to
have abnormal changes in E2, TRH, and related receptor genes after arsenic exposure. (3) Compared with female rats in the medium-
high dose arsenic exposure group, the expressions of TRH and TRHR induced by arsenic exposure were inhibited after the intervention of
ICI182780 (P < 0.05), suggesting that arsenic in the hypothalamus may have toxic effects on TRH and TRHR by inducing estrogen-like ef-
fects.

[Conclusion] Arsenic exposure can induce estrogen-like effects in the hypothalamus, interfere with thyroid function, and show dose-de-
pendent and sex differences. E2 and TRH and their receptors may be the toxic pathway of arsenic-related estrogen-like effect.

Keywords: arsenic; hypothalamus; estrogen-like effect; thyrotropin-releasing hormone; thyrotropin-releasing hormone receptor

  

砷是一种环境内分泌干扰物（environmental en-

docrine disrupting chemicals, EDCs），美国毒物和疾病
登记署根据毒物的毒性、暴露频率和暴露可能性，将
砷列为第一位[1]。砷中毒主要包括职业性砷中毒和生
活环境介质污染后接触砷导致的砷中毒，上述情况多
发生在高浓度砷暴露环境。研究显示，长期低浓度砷
暴露可导致中枢神经系统障碍[2]、内分泌系统紊乱[3]

，

甚至是癌症的发生，如甲状腺癌（thyroid cancer, TC）、
乳腺癌等[4–5]。但砷的致病机制尚未完全阐明。

EDCs 是指存在于体外环境中，可进入人体内影响
激素的合成、分泌及作用，进而破坏内分泌系统稳态
的物质[3]。甲状腺内分泌系统是重要的内分泌系统之
一，主要由下丘脑、垂体、甲状腺组成，砷可能穿过血
脑屏障进入下丘脑影响甲状腺相关激素的合成分泌
（如 TRH），进而破坏甲状腺内分泌系统功能。Sun 等[6]

研究表示砷暴露可通过改变下丘脑-垂体-甲状腺轴
（hypothalamic-pituitary-thyroid, HPT）的基因转录对甲
状腺内分泌系统造成损伤。此外，E2 是一种重要的内
源性雌激素，E2 与 ERα、ERβ结合产生雌激素效应，E2

及其受体也对大脑发挥作用，研究发现 ERα 和 ERβ 可
以在下丘脑中表达[7]。砷作为一种 EDCs 可影响雌激素
及其受体表达[8]

，发挥雌激素干扰效应，影响内分泌系
统稳态。Zsarnovszky 等 [9]发现在脑部组织中，可观察
到甲状腺激素和雌激素受体之间相互关联的生物学
效应，并认为两者与砷等 EDCs 间可能有相互作用。这
提示砷可能在下丘脑中诱发类雌激素效应，进而影响
下丘脑对 TRH 信号传导的调控，但还需要实验证据。

流行病学研究表明[10–12]
，与砷暴露有关的中枢神

经系统和 TC 等疾病的发生率存在性别差异。研究认
为砷作为 EDCs 在其中起着重要的作用，雌激素及其
受体成为砷致病诱导性别差异研究的重点[11– 13]。
Pandey 等[14]的研究表明，砷在雄性、雌性和缺乏 E2 的
雌性中引起的神经毒性不同，认为雌激素效应可能是
男性比女性更容易受到砷引起的神经毒性的原因之
一。Mahmood 等[15]认为 E2 能影响下丘脑释放激素影
响内分泌功能，甲状腺功能受到 HPT 轴调控；Tan 等[16]

的实验结果也进一步证实雌激素可能影响 HPT 轴。然
而，TC 的女性发病率高于男性，这与神经毒性的性别
特征不同，提示砷诱导的靶器官类雌激素效应与神经
内分泌的具体关系还需深入探讨。

本研究的主要目的是探讨不同砷暴露水平下大
鼠 E2 及其受体、TRH 及其受体表达的变化及性别差
异特征。同时观察 ICI182780 干预后，对 E2 及其受体
和 TRH 信号传导相关基因的影响，并初步探究砷暴露
是否会诱导下丘脑的类雌激素效应及其可能的毒性
作用机制，为防治低砷暴露相关的内分泌系统疾病提
供科学依据和研究基础。

 1    对象与方法
 1.1    主要仪器与试剂
 1.1.1   主要仪器　全波长酶标仪（Multiskan GO 型）、
实时荧光定量 PCR 仪 （QuanStudio  6  Flex 型 ）（美国
Thermo Fisher Scientific）。
 1.1.2   主要试剂　ICI182780（美国 Med Chem Express），
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E2（货号：CSB-E05110r）ELISA 试剂盒（CUSABIO 公司），

cDNA 逆转录试剂盒、荧光定量试剂盒（TaKaRa 公司）。
中国上海生工生物公司设计合成引物，见表 1。

 1.2    方法
 1.2.1   动物模型设计　选用新疆医科大学实验动物中
心 4 周龄 Wistar 大鼠 70 只，雌性和雄性各 35 只，雌
雄不同笼，在 SPF 动物房（室温：18~22 ℃，湿度：40%~
60%）内饲养 20 周，12 h 通风照明 1 次。正常对照组饮
用无菌水，经预实验测定大鼠 NaAsO2 半数致死量
（medianlethaldose, LD50）为 100 mg·kg−1

，按照亚慢性毒
性实验设计原则和相关文献[17]

，以 NaAsO2 LD50 的 1/5、
1/25 和 1/125（即 20.0、4.0、0.8 mg·kg−1）确定高、中、
低砷暴露剂量，染毒 19 周。参照毒理学亚急性动物实
验周期 4~8 周的范围，本研究选择经砷持续染毒 8 周
后，产生一定的毒性效应，第 9 周再行干预，通过尾静脉
注射给予 ICI182780 干预组大鼠0.5 mg·kg−1 的 ICI182780，
该剂量根据产品说明书推荐剂量范围和预实验验证
可以产生雌激素受体抑制，每周 3 次。分组情况为：正
常对照组（无菌水）；低剂量砷染毒组 （0.8  mg·kg−1

NaAsO2）；中剂量砷染毒组（4.0 mg·kg−1 NaAsO2）；高剂
量砷染毒组（20.0 mg·kg−1 NaAsO2）；ICI182780 干预低
剂量砷染毒组；ICI182780 干预中剂量砷染毒组；
ICI182780 干预高剂量砷染毒组。

每组大鼠第 19 周末麻醉，腹主动脉取血，提前 4 ℃
预冷离心机，样品以 3 000 r·min−1 离心 10 min，取上清
液于−80 ℃ 保存。腹主动脉取血后，冰下摘取大鼠下
丘脑，置于冻存管在−80 ℃ 保存。本实验通过新疆医
科大学第一附属医院实验动物伦理委员会审批（批号：
IACUC-20190226-33）。
 1.2.2   ELISA 法测定大鼠血清中 E2 含量　取−80 ℃ 保
存的大鼠血清样品，根据说明书检测 E2 含量。
 1.2.3   实时荧光定量 PCR（RT-PCR）　取−80 ℃ 保存的
大鼠下丘脑组织，根据 Trizol 提取总 RNA 法的说明操
作，使用分光光度计（型号：Nano Drop 2000 V1.0）测其
浓度值以及纯度。−20 ℃ 保存反转录合成的 cDNA。根

据荧光定量试剂盒说明书配制 20 μL 反应体系，反应
条件：（1）控制阶段：95 ℃、30 s；（2）扩增阶段：95 ℃、
5 s，60 ℃ 退火 34 s；（3）45 个循环。以 GAPDH 基因为
内参基因，运用 2−ΔΔCt 法计算目的基因 mRNA 相对表达
量，ΔΔCt=(Ct实验组目的基因－Ct实验组 GAPDH 基因)－(Ct对照组目的基因－
Ct对照组 GAPDH 基因)。
 1.3    统计学分析

x̄ ± s

使用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，计量资料用
均值±标准差（ ）描述，数据服从正态，组间比较采
用单因素方差分析（one-way ANOVA），任意两组间比
较时，方差齐采用 LSD-t 检验。检验水准 α=0.05。

 2    结果
 2.1    一般情况

±ϣϧ.ϫϫ

±ϫϫ.ϪϤ

大鼠染毒期间，总体情况良好，各组饮水量、肢体
活动正常，部分大鼠砷染毒后期出现情绪异常、毛发
干硬、睡眠紊乱的情况。平均初始体重（130.56 ） g，
实验后为（337.42 ） g，对照组和各处理组大鼠体
重上升趋势基本一致。染毒前后，各处理组的体重均
值与对照组比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。
 2.2    大鼠雌激素相关指标
 2.2.1   大鼠血清 E2 表达情况　与对照组比较，雌性低、
中剂量砷染毒组 E2 水平升高（P < 0.05），雄性低、中、
高剂量砷染毒组 E2 水平升高（P < 0.05）；提示：砷染
毒后雌性 E2 变化较雄性明显。与雌性中低剂量砷染
毒组相比，增加 ICI182780 干预后，降低了低砷暴露诱
导的 E2 表达（P < 0.05），见图 1。

 2.2.2   大鼠下丘脑 ERα mRNA 相对表达水平　与对照
组比较，雌性低、中、高剂量砷染毒组 ERα mRNA 表达
升高，随着砷染毒剂量增加，ERα mRNA 表达逐渐上升，

中、高剂量砷染毒组均高于低剂量砷染毒组（P < 0.05）。

 

表 1   RT-PCR 中各引物序列
Table 1    Primer sequences of RT-PCR

 

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

GAPDH GACATGCCGCCTGGAGAAAC AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

ERα TCCTCCTCATCCTTTCCCATATCG GCATCTCCAGCAGCAGGTCATAG

ERβ ATCTCCTCCCAGCAGCAGTCAG CATCTCCAGCAGCAGGTCATACAC

TRHR CTTGTGGTGGTTATCTGTGGACTGG CAGGTAGCAGTTTGTAGCGGTTCTC

 

150
*

*

*

#

# #
# a#a

*
120

90

60

30

E
2

 表达
水平

对照组 低剂量砷组 中剂量砷组 高剂量砷组 ICI 干预低剂量砷组
ICI 干预中剂量砷组

ICI 干预高剂量砷组
0

雌性
雄性

 
［注］ #：与对照组比，P<0.05；*：同性别两组比较，P<0.05；a：与同组雌

性比较，P<0.05。
x ± s图 1   各组大鼠血清中 E2 表达情况 （n=5，ng·L−1， ） 

x ± s
Figure 1   Expression of E2 in serum of rats in each group

(n=5, ng·L−1, )
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与对照组比较，雄性低、中、高剂量砷染毒组 ERα
mRNA 表达升高，高剂量砷染毒组高于低剂量砷染毒
组（P < 0.05），砷促进雄性 ERα mRNA 表达，但变化不
如雌性明显。与雌性低、中剂量砷染毒组比较，增加
ICI182780 干预后 ERα mRNA 表达降低（P < 0.05）。中、
高剂量砷染毒组和 ICI182780 干预中剂量砷组可见
ERα mRNA 表达存在性别差异（P < 0.05），见图 2。

 2.2.3   大鼠下丘脑 ERβ mRNA 相对表达水平　与对照
组比较，雌性低、中、高剂量砷染毒组 ERβ mRNA 表达
升高（P < 0.05），高剂量砷染毒组高于低剂量砷染毒组
（P < 0.05）。 与 雌 性 高 剂 量 砷 染 毒 组 比 较 ， 增 加
ICI182780 干预后 ERβ mRNA 表达降低（P < 0.05）。各
干预组间 ERβ mRNA 表达存在性别差异（P < 0.05），表
明 ERβ可能是砷通过雌激素效应诱导性别差异的关
键靶点之一，见图 3。

 2.3    大鼠 TRH 及 TRHR mRNA 表达情况

 2.3.1   TRH 表达情况　在高剂量砷染毒作用下，雌性

大鼠血清 TRH 水平较对照组上升（P < 0.05），且高剂量
砷染毒组中表达出现性别差异（P < 0.05）。雌性大鼠中，

与低、高剂量砷染毒组相比，增加 ICI182780 干预后
TRH 的表达水平下降（P < 0.05），见图 4。

 2.3.2   TRHR mRNA 相对表达水平　与对照组比较，雌
性低、中、高剂量砷染毒组 TRHR mRNA 表达升高
（P < 0.05），TRHR mRNA 在低、中、高剂量砷染毒组依
次上升（P < 0.05），表明随砷染毒剂量增加，ERβ表达
水平上升。与雌性低、中、高剂量砷组比较，采用
ICI182780 干预后 TRHR mRNA 的表达下降（P < �0.05）。
各组间 TRHR 表达存在性别差异（P < 0.05），见图 5。

 3    讨论
E2 与其受体（ERα、ERβ）结合形成的复合物能够

诱导基因信号传导进而改变相关基因的表达，此外，

E2 对神经内分泌系统的调节发挥重要作用，ERα 和
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ERβ 是下丘脑神经元中调节信号传递的关键靶点之
一[18]。E2 和甲状腺激素是大脑发育所必须的，Cohen
等[19]发现二者间存在相互作用，甲状腺激素激活可能
存在较强的雌激素依赖性。Wang 等[20]的研究也证实
ERα 与甲状腺乳头癌细胞迁移和侵袭有关，调节 ERα
的主要作用因子可能成为治疗侵袭性甲状腺乳头状
癌的有效途径。

砷作为 EDCs，可能通过破坏 E2 或作为类雌激素
与 ERα、ERβ 结合，干扰 E2 和 ERα、ERβ 的信号转导[3]。
Chen 等[21]研究认为砷暴露会导致 E2 下降，本实验研
究不同砷暴露剂量对 E2 水平的影响，发现低剂量砷
暴露可促进 E2 表达，然而随着砷暴露剂量增加，在高
剂量砷暴露组中 E2 表达水平明显降低，高剂量砷暴
露可能在一定程度上抑制了低剂量砷诱发的 E2 高表
达，表明外源性砷暴露对内源性 E2 的作用可能不是
线性的过程，即：当低浓度砷暴露时，促进 E2 表达，随
着砷暴露剂量达到一定浓度时，E2 高表达趋势受到消
弱，众所周知，E2 对神经系统具有保护作用，雄性体
内 E2 含量较雌性更低可能是其更容易遭受砷诱导的
神经毒性损伤的原因之一。通过饮水砷染毒，雌性大
鼠下丘脑组织中 ERα、ERβ mRNA 表达较对照组上升，

并随砷染毒剂量增加其表达量升高，这与古丽达娜·塔
布斯别克等[22]的研究结果一致，表明砷诱导 ERα 和
ERβ mRNA 表达可能具有剂量依赖性，砷对下丘脑的
损伤可能与 ERα、ERβ mRNA 水平升高有关。在砷致下
丘脑毒性的研究发现 E2 诱导的 ER 升高能够影响甲
状腺激素合成和分泌[9]。课题组前期[17]对大鼠甲状腺
组织检测也发现砷暴露会导致细胞器组织形态学损
伤。本研究的雌性大鼠中，高剂量砷染毒组 TRH 水平
较对照组上升，结合前期研究[17]高剂量砷染毒组促甲
状腺激素（thyroid stimulating hormone, TSH）较对照组
具有相同的上升趋势，可以猜测上游激素 TRH 表达上
升进一步激活下游激素 TSH 表达，这与 TRH 促进 TSH
合成和分泌的反馈调控机制相符。TSH 水平增高是
TC 的独立危险因素，这提示高砷暴露对甲状腺内分泌
系统功能紊乱产生毒性作用。

人群流行病学调查报道了砷暴露中 TC 女性发病
率高于男性，Derwahl 等[23]认为雌激素及其受体可能
是甲状腺疾病发生性别差异的原因之一。本实验中，

雌性大鼠下丘脑 ERα mRNA 的表达高于雄性，雌性下
丘脑组织中的 ERβ mRNA 表达随砷染毒剂量增加而升
高，而雄性 ERβ mRNA 表达不受砷暴露影响，提示砷可
能通过影响 ERα、ERβ mRNA 基因表达以诱导疾病性

别差异。Che 等[13]也认为 ER 及其作用可能在砷诱导
肺癌发病率的性别差异中起关键作用。已有研究报道
砷暴露会对 HPT 轴的基因转录产生影响[6]。本研究对
HPT 中关键指标 TRH 激素检测发现，高剂量砷暴露下
TRH 表达水平出现性别差异，而且加入 ICI182780 干
预后，雌性大鼠 TRH 表达水平下降，推测砷可能通过
诱导类雌激素效应对 HPT 产生毒性作用，并且其诱发
的甲状腺毒性具有性别差异。雌性大鼠下丘脑中
TRHR 和 ERα mRNA 表达均随砷染毒剂量增加而增高，

提示砷暴露下，ERα 和 TRHR 的作用在一定程度上有
关联。

有研究认为 ICI182780 能够拮抗 E2 对肿瘤细胞
的增殖作用[24]。本研究中，ICI182780 干预对砷染毒后
雌激素效应指标（E2 和 ERα、 ERβ mRNA）和 TRHR
mRNA 的表达具有反向调节作用，ICI182780 被证实可以
减弱砷暴露下 ERβ mRNA 的升高[13]。本研究 ICI182780
干预结果表明，砷暴露可能诱导下丘脑类雌激素效应，

进而影响 TRH 信号传导，破坏甲状腺内分泌系统稳态，

破坏下丘脑对 HPT 的正常调控。
综上，本研究开展砷致 E2 及核雌激素受体（ERα、

ERβ）靶基因影响的初步探究，发现 ERα、ERβ的改变
可能是砷诱导下丘脑 TRH 信号传导指标（TRH、TRHR）
表达异常、出现性别差异的毒性机制之一，诱使雌性
对甲状腺疾病易感性增加。砷对 E2 及 ERα、ERβ 的作
用可能是砷导致 TC 男女发病率和神经系统疾病不同
的原因之一。今后还需观察促细胞外调节蛋白激酶
（extracellular  regulated  protein  kinases,  ERK  1/2）等雌
激素非基因组途径在砷诱导神经内分泌功能紊乱的
作用研究。
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