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的凋亡作用及其可能机制
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宁夏回族自治区生殖与遗传重点实验室，宁夏  银川  750004

摘要：

[目的]　探讨邻苯二甲酸单丁酯（MBP）和邻苯二甲酸单乙基己酯（MEHP）染毒致小鼠睾丸间

质细胞的凋亡作用及葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、活化转录因子 4（ATF4）与C/EBP同源蛋

白（CHOP）参与的可能机制。

[方法]　培养小鼠睾丸间质细胞（TM-3细胞）并且测出细胞生长曲线；用CCK-8法检测细胞

在染毒浓度400 μmol/L状况下的细胞活性变化；用Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测细

胞凋亡情况；应用免疫印迹法检测GRP78、ATF4和CHOP含量的变化。单因素方差分析法分

析染毒组与对照组之间的关系，2×2析因设计法判断联合染毒的交互作用，当|（MBP+MEHP

组指标 -对照组指标）|<|（MBP组指标 -对照组指标）|+|（MEHP组指标 -对照组指标）|，可判

定交互作用类型为拮抗作用。

[结果]　细胞在24~60 h时间段内处于对数生长期，且细胞正常状态下的凋亡数量比较稳定。细

胞活性检测结果显示MEHP染毒对细胞的抑制率比MBP的大，并且MBP+MEHP联合染毒且具

有交互作用，其作用方式为拮抗作用 [24 h：|（53.21±7.68）%|<|（42.99±8.23）%|+|（65.46±8.29）%）|；

36 h：|（79.87±3.76）%|<|（53.12±4.33）%|+|（74.80±4.96）%|；48 h：|（85.97±6.07）%|<|（38.98±9.59）%|+ 

|（80.73±4.99）%|］，具有统计学意义（P < 0.05）；细胞凋亡比例也呈现出MEHP组［早期凋亡：

（17.44±0.82）%，总凋亡：（44.24±0.89）%］大于MBP染毒组［早期凋亡：（14.58±0.97）%，总

凋亡：（29.46±0.58）%］，同时出现MEHP+MBP联合染毒组［早期凋亡：（8.58±0.35）%，总凋

亡：（32.28±0.41）%］的凋亡比例小于各单独染毒组之和，呈现出拮抗作用；ATF4和GRP78

在MEHP染毒组的表达量高于MBP染毒组，MEHP+MBP联合染毒组表达量低于MEHP染毒

组但高于MBP染毒组，并且表现出拮抗作用。CHOP的表达量与对照组相比也有变化，MEHP

染毒组表达量较MBP染毒组表达量高，在MEHP+MBP联合染毒组表达量低于单独染毒组，

并且表现出拮抗作用，但MBP染毒组没有主效应。

[结论]　MBP、MEHP染毒致 TM-3细胞凋亡具有主效应，MBP和MEHP联合染毒致 TM-3细

胞凋亡具有交互作用，呈现拮抗作用。GRP78-ATF4-CHOP通路可能参与MBP、MEHP染毒致

TM-3细胞的凋亡过程。
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Abstract: 

[Objective]　To investigate the apoptosis induced by monobutyl phthalate (MBP) and monoethyl 
hexyl phthalate (MEHP) in mouse leydig cells and the possible mechanism of GRP78,ATF4 and 
CHOP proteins.

[Methods]　Mouse leydig cells (TM-3 cells) were cultured and the cell growth curve was drawn. 
Cell viability was measured by CCK-8 assay at 400 μmol/L. Cell apoptosis was detected by 
flow cytometry with Annexin V-FITC/PI staining. The changes of GRP78, ATF4, and CHOP were 
detected by Western blot. One-way ANOVA was used to analyze the relationship between the 
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exposed group and the control group, and the 2×2 factorial design method was used to judge the interaction of the combined exposure. 
When |(MBP+MEHP group-control group value)| < |(MBP group value-control group value)| + |(MEHP group value-control group value)|, it  
can be determined that the type of interaction is antagonism.

[Results]　The cells were in logarithmic growth phase from 24 to 60 h after designed treatment and the number of apoptotic cells in 
normal state cells was stable. The results of cell viability assay showed that the inhibition rate induced by MEHP was higher than that by 
MBP, and the MBP+MEHP combined exposure showed an antagonism effect on cell viability [24 h: |(53.21±7.68)%|<|(42.99±8.23)%|+|(65.46±
8.29)%|; 36 h: |(79.87±3.76)%|<|(53.12±4.33)%|+|(74.80±4.96)%|; 48 h: |(85.97±6.07)%|<|(38.98±9.59)%|+|(80.73±4.99)%|], which 
was statistically significant (P < 0.05). The apoptosis rate was higher in the MEHP group [early apoptosis: (17.44±0.82)%, total apoptosis: 
(44.24±0.89)%] than in the MBP group [early apoptosis: (14.58±0.97)%, total apoptosis: (29.46±0.58)%], and the apoptosis rate in the 
MEHP+MBP combined exposure group [early apoptosis: (8.58±0.35)%, total apoptosis: (32.28±0.41)%] was lower than the sum of 
individual exposure groups, also indicating an antagonism effect. The expression levels of ATF4 and GRP78 in the MEHP group were 
higher than those in the MBP group, and the expression level in the MEHP+MBP combined exposure group was lower than that in the 
MEHP group and higher than that in the MBP group, showing an antagonistic effect. The expression level of CHOP also changed after the 
designed exposure as compared with the control group. The expression level of CHOP in the MEHP group was higher than that in the 
MBP group, and the expression level in the MEHP+MBP combined exposure group was lower than that in the individual exposure group, 
showing an  antagonistic effect, but the MBP group had no main effect.

[Conclusion]　MBP and MEHP has the main effect on the apoptosis of TM-3 cells, the combination of MBP and MEHP has an antagonistic 
effect. Moreover, the GRP78-ATF4-CHOP pathway may be involved in the apoptosis of TM-3 cells induced by MBP and MEHP.

Keywords: phthalate monoester; leydig cell; apoptosis; combined exposure; GRP78-ATF4-CHOP

内质网应激作为介导细胞凋亡的三种途径之一［1］，

已引起学者广泛关注，其中以对葡萄糖调节蛋白 78

（GRP78）- 活化转录因子 4（ATF4）-C/EBP 同源蛋白

（CHOP）通路的研究较多，该通路被证实参与多种细

胞凋亡，如肝细胞脂毒性凋亡［2］等过程。邻苯二甲酸

丁酯（DBP）和邻苯二甲酸 2-乙基己酯（DEHP）被大量

应用于塑料制品中，进入人体后代谢为单体邻苯二甲

酸单丁酯（MBP）和邻苯二甲酸单乙基己酯（MEHP），

在体内蓄积并发挥主要毒性作用，其与雄性生殖毒性

方面的相关性已被证实［3-4］，但其具体影响机制尚不

清楚。睾丸间质细胞的数量和质量直接影响睾酮的合

成，睾酮是维持雄性生殖力的重要激素［5］。本实验拟

探讨MEHP、MBP及其联合染毒致小鼠睾丸间质细胞

（TM-3细胞）的凋亡作用及凋亡过程中GRP78-ATF4-

CHOP通路的可能作用，为研究MEHP、MBP雄性生殖

毒性可能机制提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要仪器与试剂  

主要仪器：HF90 CO2培养箱（上海力申科学仪器

有限公司，中国），SW-CJ-1CU超净工作台（苏州安泰

空气技术有限公司，中国），CKX41倒置相差显微镜

（Olympus公司，日本），Neofuge15R高速冷冻离心机

（上海力申科学仪器有限公司，中国），FACSCalibur流

式细胞仪（BD公司，美国），I510全波长酶标仪（赛默

飞世尔公司，美国），LDZM-40KCS-Ⅱ立式压力蒸汽灭

菌器（上海申安医疗器械厂，中国），Count star自动

细胞计数仪、Countstar细胞计数板（上海睿钰生物科

技有限公司，中国），azure c200凝胶成像系统（Azure 

Biosystems，美国 ）。

主要试剂：TM-3细胞株（ATCC细胞研究中心，美

国），CCK-8法细胞增殖检测试剂盒、全蛋白提取试剂

盒、BCA蛋白检测试剂盒（江苏凯基生物技术股份有

限公司，中国），Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒（上海

贝博生物，中国），GRP78抗体（Abcam，美国），ATF4

抗体、CHOP 抗体（Cell Signaling Technology，美国），

内参β-actin抗体（北京中杉金桥生物技术有限公司，

中国），ECL超敏发光液（江苏凯基生物技术有限公司，

中国），辣根酶标记山羊抗兔 IgG、辣根酶标记山羊抗

鼠（中杉金桥，中国），MEHP、MBP标准品（Sigma，纯

度为 99%，美国），DMEM培养基、青链霉素混合液、

胰酶、胎牛血清、DMSO等（Gibco，美国）。

MEHP、MBP染毒溶液的配制：准确称取适量的

MEHP、MBP标准品至 1.5 mL离心管中，放置在超净

工作台上紫外灯照射30 min消毒后，加入1 mL无菌的

DMSO充分震荡溶解得到标准品母液，使用前用培养

基稀释成浓度为 1 600 μmol/L的高浓度染毒液，然后

倍比稀释至所需浓度，现用现配，-4℃保存。

1.2　TM-3细胞培养并测细胞生长曲线  

复苏 TM-3细胞株，离心弃去冻存液，加入新鲜血

清浓度为10%的完全培养基，培养24 h换液，待细胞长

至铺满培养瓶底80%左右弃去旧培养基，加入2 mL PBS

缓冲液清洗，吸弃洗液，加入 1 mL胰酶显微镜下观察

到细胞变圆，间隙变大后弃掉胰酶，加入新鲜配制的
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完全培养基 4 mL，轻柔将细胞吹下制成单细胞悬液，

吸取一半的悬液置于另外一个已经标记好的新培养

瓶内。分别在两个培养瓶中各加入2 mL完全培养液定

容至 4 mL，混匀，75%酒精消毒培养瓶表面后，将其

置于100%相对湿度、5%CO2培养箱中培养。按照上述

操作将细胞传代三次后消化制成单细胞悬液，以初始

浓度6.69×104个 /mL传入10个培养瓶内，每隔12 h消
化，在Countstar细胞计数仪上测量 3次细胞量，包括

细胞总量、活细胞量、死细胞量，最后取平均值。持

续测量至细胞总量不再增长，死亡细胞数量开始上升

时止。以上实验重复3次。

1.3　CCK-8法检测睾丸间质细胞染毒后的细胞活性   

取 TM-3悬液，调整浓度为 1.0×105 个 /mL的细胞

悬液，加细胞悬液 100 μL到 96孔板，边缘用 PBS填

充，第二列为空白对照，加 100 μL培养基。置 37℃，

5%CO2细胞培养箱培养至细胞贴壁并显微镜下观察，

首先从第三列开始分别加入浓度为 0、50、100、200、

400、800 μmol/L 的 MBP、MEHP 和 MBP+MEHP（比例

为 1∶1），放入细胞培养箱中 24 h，取出测量其光密

度值（D）。然后按照改良寇氏法计算其半数致死剂

量（IC50），经计算得MBP的 IC50=390 μmol/L，MEHP的

IC50=368 μmol/L，MBP+MEHP的 IC50=497 μmol/L，所以

后续联合作用实验选取 400 μmol/L浓度。另取 96孔

板，细胞培养同上，细胞贴壁后于第三列开始加入浓

度为 0、MBP（400 μmol/L），MEHP（400 μmol/L），MBP

（400 μmol/L）+MEHP（400 μmol/L）分别培养至24 、36、

48 h后严格按照CCK-8法细胞增殖检测试剂盒说明书

检测细胞D，按照公式计算染毒物对细胞活性的抑

制率。抑制率 =［（D对照组-D加药组）/（D对照组-D空白组）］×

100%。

1.4　Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测睾丸间

质细胞凋亡   

将状态良好的贴壁 TM-3细胞制备成浓度为 2×

105 个 /mL的细胞悬液，取出无菌的六孔板每孔内先

加入1 mL培养基克服边缘效应，再将制备好的细胞悬

液混匀每孔内加入 1 mL，混匀。放入 37℃、5%CO2 细

胞培养箱培养过夜，待细胞密度长至 60%~70%用浓

度 为 400 μmol/L 的 MBP、MEHP 和 MBP+MEHP 染 毒，

继续放入培养箱培养 24 h后取出，镜下观察形态及密

度变化情况，收集细胞悬液，用不含 EDTA和酚红的胰

酶将细胞收集，用 PBS洗涤细胞，然后严格按照凋亡

试剂盒说明书操作，完成所有染毒组的凋亡检测。

1.5　免疫印迹法检测GRP78、ATF4、CHOP蛋白变化   

取细胞悬液调整至1×106个/mL，取出半径为100 mm

的无菌培养皿每皿内加入 8 mL培养基铺满皿底，避

免边缘效应，再将提前制备好的适当浓度的细胞悬液

2 mL接种于每个皿内，混匀。放入 37℃、5%CO2 细胞

培养箱培养，待细胞长至密度 70%~80%时，用浓度

为 400 μmol/L 的 MEHP、MBP、MEHP+MBP 染 毒，于

培养箱中继续培养 24 h，严格按照全蛋白提取试剂盒

说明书操作，用BCA法检测蛋白浓度，再按照所测蛋

白浓度来配置上样体系，变性。通过免疫印迹法（制

胶，上样，跑胶，转膜，剪膜，封闭，一抗孵育，洗膜，

二抗孵育，洗膜）检测GRP78、ATF4和 CHOP蛋白的

表达量，并且在 azure biosystems凝胶成像仪下查看

目的蛋白条带，并应用 Image-Pro plus软件计算其灰

度值。

1.6　统计学方法

每项实验结果稳定后再重复 3次，实验数据均

以 x±s表示，采用 SPSS 22.0软件进行单因素方差分析

比较各组差异；2×2析因方差分析检验交互作用。以

α=0.05为检验水准。联合染毒的交互作用分为协同作

用和拮抗作用两种，当|（MBP+MEHP组指标 -对照组

指标）|>|（MBP组指标 -对照组指标）|+|（MEHP组指

标 -对照组指标）|时，可判定交互作用类型为协同作

用；当|（MBP+MEHP组指标 -对照组指标）|<|（MBP

组指标-对照组指标）|+ |（MEHP组指标-对照组指标）|

可判定交互作用类型为拮抗作用。

2　结果

2.1　小鼠TM-3细胞正常状态下生长曲线

从图 1可知细胞在 24 h内生长缓慢，处于贴壁状

态，在 24~48 h细胞生长进入对数增长期并且死亡细

图1　正常小鼠睾丸间质细胞在培养不同时间下细胞生长曲线图
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表5。

表3  MBP和MEHP染毒24 h后致小鼠睾丸间质细胞早期凋亡

和总凋亡比例（n=3，x±s，%）

组别 细胞早期凋亡 细胞总凋亡

对照组 2.65±0.00 10.70±0.60

MBP染毒组 14.58±0.97a 29.46±0.58a

MEHP染毒组 17.44±0.82a 44.24±0.89a

MEHP+MBP组 8.58±0.35a 32.28±0.41a

［注］经单因素方差分析，a：与对照组比较，P < 0.05。

表4  MBP和MEHP染毒24 h后小鼠睾丸间质细胞早期凋亡

和总凋亡交互作用的方差分析表

染毒物
早期凋亡 总凋亡

F P F P

MBP 16.27 <0.01 83.48 <0.01

MEHP 134.01 <0.01 2 387.93 <0.01

MBP+MEHP 747.73 <0.01 1 705.89 <0.01

［注］经2×2析因方差分析。

表1　400 μmol/L MBP和MEHP染毒不同时间对小鼠睾丸间质细胞活性的影响（n=6，x±s）

组别
24 h 36 h 48 h

光密度（D） 抑制率（%） 光密度（D） 抑制率（%） 光密度（D） 抑制率（%）

对照组 0.96±0.01 0.00±0.00 1.42±0.06 0.00±0.00 0.94±0.05 0.00±0.00

MBP染毒组 0.55±0.08a 42.99±8.23a 0.66±0.06a 53.12±4.33a 0.57±0.08a 38.98±9.59a

MEHP染毒组 0.33±0.07a 65.46±8.29a 0.35±0.08a 74.80±4.96a 0.18±0.05a 80.73±4.99a

MEHP+MBP组 0.45±0.07a 53.21±7.68a 0.29±0.05a 79.87±3.76a 0.13±0.05a 85.97±6.07a

［注］经单因素方差分析，a：与对照组比较，P < 0.05。

表2　MBP和MEHP染毒在不同时间段对细胞抑制率交互作用的方差分析表

染毒物
24 h光密度（D） 24 h抑制率 36 h光密度（D） 36 h抑制率 48 h光密度（D） 48 h抑制率

F P F P F P F P F P F P

MBP 32.36 <0.01 32.84 <0.01 165.67 <0.01 240.72 <0.01 46.03 <0.01 44.43 <0.01

MEHP 195.75 <0.01 199.00 <0.01 714.02 <0.01 1 075.41 <0.01 655.93 <0.01 636.82 <0.01

MBP+MEHP 103.49 <0.01 106.03 <0.01 245.01 <0.01 353.02 <0.01 79.50 <0.01 76.34 <0.01

［注］经2×2析因方差分析。

胞量很少，显微镜下观察细胞铺满瓶底 70%~80%，边

界清晰，胞质透明，细胞状态处于最佳实验操作阶

段，在 48~84 h内细胞数处于大量增长阶段，死细胞

数量也在增加，84~108 h细胞数量稳定维持，但是死

亡细胞数量开始增加，处于接触抑制阶段，显微镜下

观察细胞间隙消失，细胞形态模糊，细胞碎片和死亡

细胞漂浮数量明显增加，消化所需时间明显延长，已

不适合做后续实验。综上所述确定以下实验操作皆在

24~48 h内完成，保证细胞状态最合适。

2.2　细胞增殖活性

由表1可见，与对照组相比，MBP、MEHP和MBP+ 

MEHP组在 400 μmol/L染毒剂量下细胞活性抑制率均

增加，且具有统计学意义（P < 0.05）,并且MEHP染毒

组细胞活性抑制率高于MBP染毒组。由表 2可见，经

2×2析因方差分析，主效应具有统计学意义（P < 0.05），

交互作用也具有统计学意义（P < 0.05），表现为拮抗作

用。综合细胞生长曲线最佳实验操作阶段，所以后续

实验采取染毒24 h。

2.3　细胞凋亡

染毒 24 h后，与对照组相比，MBP、MEHP单独染

毒组和MBP+MEHP联合染毒组小鼠 TM-3细胞早期凋

亡比例和总凋亡比例均增加，差异具有统计学意义；

经 2×2析因方差分析，主效应具有统计学意义（P < 

0.05），且交互作用具有统计学意义（P < 0.05），表现为

拮抗作用。见表3、4。

2.4　GRP78、ATF4、CHOP蛋白变化

染毒24 h后，经单因素方差分析，与对照组相比，

MBP、MEHP单独染毒组和MBP+MEHP联合染毒组均

致ATF4、CHOP、GRP78蛋白表达量增加，差异有统计

学意义（P < 0.05）；经2×2析因设计方差分析，MBP和

MEHP染毒在ATF4、GRP78蛋白量变化中存在主效应

（P < 0.05），MBP在CHOP蛋白变化中没有主效应（P > 
0.05），但MEHP存在主效应（P < 0.05），在所检测蛋白

表达实验结果中均显示MBP与MEHP的交互作用有

统计学意义（P < 0.05），表现为拮抗作用。见图 2、3和
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图2　免疫印迹法测出GRP78、CHOP、ATF4蛋白变化趋势

［注］经单因素方差分析，a：与对照组比较，P < 0.05。

图3　ATF4、CHOP、GRP78蛋白变化统计图

表5　染毒24 h后小鼠睾丸细胞裂解液中ATF4、GRP78和

CHOP蛋白变化趋势的交互作用

染毒物
ATF4/β-actin GRP78/β-actin CHOP/β-actin

F P F P F P

MBP 3 391.88 <0.01 74.20 <0.01 3.32 0.11

MEHP 73 968.79 <0.01 647.80 <0.01 70.99 <0.01

MBP+MEHP 5 078.19 <0.01 436.82 <0.01 3 015.16 <0.01

［注］经2×2析因方差分析。

   
3　讨论

邻苯二甲酸酯类物质作为塑化剂大量应用于工

业、农业、日化用品的生产中，通过消化道、皮肤接触

和注射等方式进入体内，其中经口膳食和饮水是该类

物质进入人体的主要方式［6-8］。在体内对生殖能力的

主要影响之一是通过干扰生殖相关激素的合成［9-10］，

睾丸是邻苯二甲酸酯类物质侵犯的主要器官［11-12］。睾

酮是维持正常雄性生殖能力的重要激素之一，本课题

组前期研究证实MBP、MEHP单独染毒或者联合染毒

均能引起睾酮合成的减少，并且存在交互作用，表现

为拮抗作用。睾丸间质细胞是产生睾酮的主要细胞，

间质细胞的活力和数量是影响生殖力的主要因素。细

胞活力的变化可反映MBP、MEHP的毒性效应，细胞

的凋亡可直接导致细胞数量的变化。本研究结果显

示，MBP、MEHP单独染毒及两者联合染毒均可抑制

细胞活性，并且存在交互作用（P < 0.05），表现为拮抗

作用，这个结果与本课题组前期所检测的相关生殖激

素表达结果相同［13］。

进一步深入研究MBP、MEHP对小鼠睾丸间质细

胞凋亡的影响，研究结果表明，MBP、MEHP单独染毒

及两者联合染毒均可引起细胞凋亡，且在相同染毒浓

度下，MEHP染毒组致细胞凋亡比例较MBP染毒组致

细胞凋亡比例大，这个结果与上述两种物质在其相关

凋亡通路基因和蛋白表达方面的影响相似［14］。两者

联合染毒具有交互作用，表现为拮抗作用。

GRP78蛋白作为内质网应激标志蛋白，当其表

达含量增加时，表明引起内质网应激（endoplasmic 

stress，ERS）事件［15］。ERS发生后，内质网 I型跨膜蛋白

PERK发生磷酸化，进而特异性诱导翻译起始因子2的

α（eif2α）亚基第 51位丝氨酸的磷酸化，p-eif2α可上

调ATF4的表达，ATF4在内质网应激体系中诱导CHOP

的表达，CHOP活化后激活下游促凋亡蛋白BCL-2类蛋

白，上述一系列反应即可促使细胞凋亡［16-17］。上述结

果表明，内质网应激介导的细胞凋亡途径参与了在环

境内分泌干扰物致雄性生殖细胞的凋亡过程。

本研究结果显示，MBP、MEHP单独染毒及两者联

合染毒均可引起GRP78、ATF4和CHOP蛋白的表达量

增加，表明睾丸间质细胞的凋亡有GRP78-ATF4-CHOP

通路的参与。MBP、MEHP联合染毒对GRP78、ATF4、

CHOP含量的影响表现为拮抗作用，所以这与邻苯二甲

酸酯类物质联合染毒致细胞凋亡相关基因方面的研究

结果一致［18-19］。该拮抗作用可能是由于其两种物质属

于同系物，具有大小不同的侧链基团，所以侧链基团

较大的在竞争性进入细胞内是不占优势的［20］，对细胞



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36（2）180

www.jeom.org

的最终毒作用主要是进入的有效剂量发挥作用，导致两

种毒物联合作用反而没有其单一染毒的毒作用大［21-22］。

本实验不足之处在于毒理实验证实两种毒物的联

合作用过程中没有设置浓度梯度，只有一个剂量，且只

有一个染毒时间段，毒理实验毒作用效果比较复杂，多

数呈现低剂量促进作用、高剂量抑制作用的结果，本次

实验剂量设置在半数致死剂量，属于高浓度范围，后期

我们会进一步设置浓度梯度和时间梯度研究其具体机

制。在MBP和MEHP染毒致TM-3细胞凋亡过程中，研

究GRP78-ATF4-CHOP通路的作用时没有进行上下游蛋

白基因的控制等深入研究，也没有加入阻断剂或其他

类似辅助实验，所以后续实验应该补充相关实验内容。
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