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摘要: 为探究邻苯二甲酸丁基苄酯( butyl benzyl phthalate，BBP) 对小鼠神经的毒性作用，进行了小鼠体外毒理学研究。首先
用不同浓度的邻苯二甲酸丁基苄酯染毒神经模型细胞—N2a神经瘤细胞，通过噻唑蓝比色法( MTT) ，Hoechst 33258 染色实验
评价邻苯二甲酸丁基苄酯的细胞毒效应;通过对染毒细胞氧自由基( ＲOS) 、丙二醛( MDA) 、还原型谷胱甘肽( GSH) 含量的检
测来探究 BBP对小鼠神经瘤细胞的氧化损伤效应。随着 BBP浓度的不断增高，细胞的 MTT值逐渐变小，当 BBP的浓度达到
10 g·L-1时，MTT实验结果与对照组出现显著性差异; Hoechst 33258 染色结果显示:高浓度的 BBP导致细胞核呈现出不规则状
态，出现了凋亡小体;随着 BBP染毒浓度的升高 N2 a细胞中的 ＲOS水平和 MDA含量逐渐上升，分别在 0． 16 g·L-1和 10 g·L-1

开始与对照组相比出现了显著性的差异( p < 0.05);而 GSH系数呈现下降趋势，在 0.32 g·L-1时开始出现显著性差异(p < 0.05)。

实验结果表明高浓度的邻苯二甲酸丁基苄酯可以导致神经瘤细胞的凋亡，并产生氧化损伤效应。
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Abstract: To study the toxicity of butyl benzyl phthalate ( BBP) on nerve cells． Mouse neuroblastoma ( N2a)
cells were exposed in vitro to different concentrations of BBP． Then the toxicity of BBP on N2 a cells were eval-
uated by MTT，Hoechst 33258 test． Furthermore the reactive oxygen species ( ＲOS) level，malondialdehyde
( MDA) and reduced glutathione ( GSH) contents were measured for studying on the effects of oxidative dam-
age induced by BBP． It was showed that the ( OD) value of MTT assay decreased with the increasing of BBP
concentrations and was significantly difference from the control at dose of 10 g·L-1 ． It was found that the nucle-
us irregular degree increased and appeared apoptotic bodies at high dose of BBP by Hoechst 33258 staining．
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Along with the increasing of BBP concentrations，the enhancement of ＲOS level and MDA content at N2 a cells
were observed． There was significantly difference at dose of 0 ． 16 g·L-1 and 10 g·L-1 respectively ( p ＜ 0．
05 ) ． And GSH content decreased as exposure of BBP and was significantly difference from the control at dose
of 0 ． 32 g·L-1 ． These results suggested that high concentration of BBP could trigger off apoptosis and induce
oxidative damage to N2 a cells．
Keywords: butyl benzyl phthalate ( BBP) ; apoptosis; cell toxicity; oxidative damage; malondialdehyde ( MDA) ;
neurotoxicity

近年来，饮料、白酒等行业频频发生的塑化剂污
染事件引发了人们对食品安全的普遍担忧，并将邻苯

二甲酸酯( phthalate esters，PAEs) 推向了公众视野。
邻苯二甲酸酯又称酞酸酯，是世界上产量最大、应用
最广，人工合成的有机化合物之一，也是一类全球性

的环境污染物［1］。邻苯二甲酸丁基苄酯( butyl benzyl
phthalate，BBP) 是邻苯二甲酸酯类化合物( PAEs) 的
一种，是应用最广泛的邻苯二甲酸酯之一。由于 BBP
应用广泛、难以降解，因此成为备受关注的全球性环
境污染物之一。BBP 被美国国家环保局( EPA) 列为
优先控制污染物［2］。而中国是世界上最大的增塑剂
消费国，占全球消费量的 1 /4，因此，BBP 的危害和污
染控制更应该引起高度的重视。BBP 可以作为增塑
剂、软化剂、添加剂和载体来使用，广泛应用于塑料制
品、儿童玩具、工业涂料、化妆品、汽车、服装、农药等
行业。由于 BBP与高分子聚合物之间不是以共价键
化学结合，而是物理结合，随着时间的推移，BBP会慢
慢从材料中逸出，污染空气、土壤、水源乃至食物。因
此，在城市污泥及大气中 BBP 有较高的含量［3-4］。
BBP可通过呼吸道、消化道和皮肤等途径进入人体，
其中，经饮食进入体内是最主要的途径，已在人的尿

液、乳汁、血液和精液等体液中检测出 BBP［5-6］。邻苯
二甲酸丁基苄酯被认为是一种环境激素干扰物，具有

生殖和发育毒性［7］。研究表明，BBP可以改变性别分
化、使子宫增大，对胎儿具有一定的致畸性。BBP 还
可以导致睾丸发育不良，睾酮水平降低［8］。BBP的生
殖毒性被研究得最多，BBP对雄性和雌性的生殖都有
影响，其中对雄性的影响较大，国内外对 BBP的生殖
和发育毒性报道较多，但对神经系统的危害还不甚明

了。有研究表明，长期接触 BBP 会在一定程度上损
害神经系统，导致神经衰弱和记忆力下降［9-11］。但
BBP对神经细胞的毒性效果和影响机理并不清楚。
为此，本研究拟通过体外检测 BBP 对小鼠神经

瘤细胞的毒性和氧化损伤水平来探讨 BBP神经毒性
效应，并将进一步探讨 BBP导致神经毒性的机理。

1 材料和方法(Materials and methods)
1． 1 主要试剂与仪器
仪器:细胞培养箱，低温冷冻离心机( Eppendorf-

5415Ｒ) ，电热恒温水箱，涡旋器，全波长酶标仪( Bio-
teck) ，荧光酶标仪( Bio-teck) 。
试剂: 邻苯二甲酸丁基苄酯 ( BBP) ，( Sigma 公

司，纯度 ＞ 99% ) ，2’，7’-二氯荧光黄双乙酸盐
( DCFH-DA) ( Sigma公司，纯度 ＞ 97% ) ，硫代巴比妥
酸( TBA，国药集团化学试剂有限公司) ，5’，5’-二硫代
二硝基苯甲酸( DTNB 分析纯，国药集团化学试剂有
限公司) 其他试剂均为国产分析纯。
1． 2 细胞培养
本研究所用细胞是未分化的小鼠神经瘤母细胞

( N2a)。细胞培养条件为 37 ℃，5% CO2的环境，所用

培养基为 90 % DMEM和 10 % FBS，每 2 d传代一次。
1． 3 噻唑比色( MTT) 试验
将长势良好( 达到 106个细胞 /ml) 的 N2a 细胞，

加入新鲜的培养基中，吹打、悬浮、混匀，铺板于 96
微孔板中( 每孔 100 μL) ，四周用 PBS 代替。培养
18 h之后，分别用不同浓度的 BBP染毒液( 0． 08、0．
16、0． 32、0． 625、1． 25、2． 5、5、10 g·L-1 ) 作为实验组

进行染毒，即将 BBP与二甲基甲酰胺( DMF) 按体积
比 1: 1 混合配制成 10 g·L-1的染毒母液，按比例稀释

成0． 08、0． 16、0． 32、0． 625、1． 25、2． 5、5 g·L-1的染毒

液进行试验。同时设置对照组 DMEM和 DMF，染毒
时长为 24 h。吸出染毒液，用 PBS 洗一次，再加入
180 μL培养基，每孔加入 20 μL，5 mg·L-1的 MTT溶
液，黑暗中孵育 4 h，37℃。再吸出培养基，加入 150
μL DMSO，低速振荡 10 min，测 OD490 nm。
1． 4 细胞凋亡的检测( Hoechst 33258 染色法)
将 N2a 细胞以 5 × 105 mL-1接种于用 35 mm 培

养皿，35 mm培养皿每孔 1． 5 ～ 2 ml，37 ℃，5% CO2

孵箱中培养至细胞贴壁。加入 BBP 染毒液，继续培
养过夜。用 4 %多聚甲醛在 4 ℃固定 10 ～ 20 min。
去固定液，用 PBS 洗 2 遍，每次 3 min，吸尽液体。
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摇动洗涤后，加 Hoechst 33258 染色液，室温 10 min，
再用 PBS洗两遍，每次 3 min，超净台中避光风干，
在荧光倒置显微镜下观察。
1． 5 氧自由基( ＲOS) 水平的测定
细胞中活性氧( ＲOS) 水平的测定使用的是 DCF

荧光法［12］。将神经瘤细胞铺板于 96 微孔板中，培养
18 h之后分别用不同的BBP染毒液( 0． 16、0． 32、0． 625、
1． 25、2． 5、5、10 g·L-1)进行染毒，用 DMEM、DMF作为对
照组，NAC作为阻断组，染毒时长为 24 h。将染毒细胞
用 PBS重悬。将 10 mmol·L-1的 DCFH-DA荧光染料用
PBS缓冲液稀释 1 000 倍，加入 100 μL待测细胞重悬
液混匀，在 37 ℃下避光保存 10 min 后，测量其在 480
nm激发光，520 nm发射光下的荧光强度。
1． 6 丙二醛( MDA) 含量的测定
丙二醛含量的测定采用硫代巴比妥酸( TBA) 法，

MDA可与 TBA缩合，形成红色产物，且在 532 nm处
有最大吸收峰，通过吸光值的测量、计算，就可知道细
胞中 MDA的含量［13］。取 10 mL 试管，每管加入 0． 5
mL待测样品液，调零管加入 0． 5 mL PBS，然后各管
加入 2 mL 0． 6%TBA溶液，混匀后沸水浴 15 min，取
出后流水冷却。10，000 rpm离心 10 min，取上清液分
别在 450 nm、532 nm 和 600 nm 波长下测定吸光值，
按照公式 C /MDA = 6． 45 ( D532-D600 ) -0． 56D450，计算出

每管样品中 MDA的浓度［14］( μmol·L-1 ) 。
1． 7 还原型谷胱甘肽( GSH) 含量的测定
还原型谷胱甘肽 ( GSH) 的含量采用荧光染料

DTNB来测定，GSH为易溶于水的巯基化合物，它可
以与无色的 DTNB结合，形成黄色的 5-巯基-2 硝基
苯甲酸，该物质在 412 nm 处有最大光吸收，通过光
吸收值的测定、计算，即可得出细胞中 GSH 的
量［15］。取 200 μL 细胞悬液，加入 50 μL 浓度为
10%的 TCA，混匀。10，000 rpm，离心 5 min。然后
取 50 μL上清加入酶标板，再加 150 μL，60 ng·mL-1

的 DTNB室温避光 5 min，测定 412 nm 波长下的吸
光值。
1． 8 统计学分析
用 Origin 6． 1 统计分析软件对实验数据先进行

ANOVA分析，然后用 t检验法检验染毒组与对照组
之间的差异。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 MTT实验结果
为检测 BBP的细胞毒性，我们进行了 MTT实

验( 图 1) 。实验结果显示对照组 DMEM 和 DMF 组
之间无显著性差异，说明 DMF可以作为一种对细胞
伤害较小的良好的促溶剂。随着染毒浓度的增加，
细胞存活数目减少，在 BBP 暴露剂量为 10 g·L-1时

出现了显著性差异。随着染毒浓度的升高，细胞呈
现出膨大，裂解，不规则状态。但是有趣的是在较低
浓度组时，细胞的 MTT值较对照组有比较明显的升
高，这提示低浓度的 BBP可能对细胞的生长有促进
作用。

图 1 不同浓度 BBP染毒对 N2a细胞的存活的影响

(与空白组相比，* p ＜0． 05，＊＊p ＜0． 01)
Fig. 1 The effect of BBP on the relative survival rate of N2a

cells (compared with control group，* p <0.05,** p <0.01)

2． 2 细胞凋亡的染色检验
通过不同浓度的 BBP染毒后，对 N2a 细胞进行

了 Hoechst 33258 染色分析 ( 图 2 ) 。Hoechst 33258
染色结果显示: 随着染毒浓度的增加，细胞存活减

少，并且细胞核不规则程度增加，开始出现凋亡小

体;并且在常规镜下观察时，发现细胞界限不清，培

养基中漂浮的细胞增多，并且细胞粘附能力即贴壁

能力下降，容易被吹打下来。
2． 3 ＲOS测量结果
通过 DCF荧光法我们检测 N2 a 细胞中的 ＲOS

水平。结果显示对照组 DMEM 与 DMF 组并无明显
差别，随着染毒浓度的增加，ＲOS 荧光越来越强( 图
3) ，这表明 BBP 导致了 ＲOS 水平的升高。研究发
现:随着染毒浓度的增加，细胞形态由椭长形变圆形

或椭圆形，细胞贴壁能力下降，细胞之间的交联度下

降。在最高浓度组出现了凋亡小体。
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图 2 Hoechst 33258 染色结果( A: DMEM组; B: DMF组; C: 0． 08 g·L-1 ; D: 0． 16 g·L-1 ;

E: 0． 32 g·L-1 ; F: 0． 625 g·L-1 ; G: 1． 25 g·L-1 ; H: 2． 5 g·L-1 ; I: 5 g·L-1 ; J: 10 g·L-1 )

Fig. 2 The results of Hoechst 33258 by different concentrations of BBP( A: DMEM group; B: DMF group; C: 0.08 g·L-1;

D: 0.16 g·L-1; E: 0.32 g·L-1; F: 0.625 g·L-1; G: 1.25 g·L-1; H: 2.5 g·L-1; I: 5 g·L-1; J: 10 g·L-1)

图 3 不同 BBP染毒浓度下的 ＲOS荧光图 ( A: DMEM组; B: DMF组; C: 0． 08 g·L-1 ; D: 0． 16 g·L-1 ; E: 0． 32 g·L-1 ;

F: 0． 625 g·L-1 ; G: 1． 25 g·L-1 ; H: 2． 5 g·L-1 ; I: 5 g·L-1 ; J: 10 g·L-1 )

Fig. 3 The results of ROS fluorography by different concentrations of BBP( A: DMEM group; B: DMF group; C: 0.08 g·L-1;

D: 0.16 g·L-1; E: 0.32 g·L-1; F: 0.625 g·L-1; G: 1.25 g·L-1; H: 2.5 g·L-1; I: 5 g·L-1; J: 10 g·L-1)

进一步分析实验数据发现: DMEM和 DMF组之
间并无显著性的差异，说明 DMF是一种良好的促溶
剂，对细胞的影响较小。NAC 作为阻断剂，ＲOS 出
现降低现象，另外染毒组随着染毒浓度的增加 ＲOS
出现上升趋势，而且在 0． 16 g·L-1和 0． 31 g·L-1出现

显著性差异( p ＜ 0． 05) ，在 0． 625 g·L-1、1． 25 g·L-1、
2． 5 g·L-1和 10 g·L-1时出现极显著性差异 ( p ＜ 0．
01) 说明 BBP暴露导致了神经瘤细胞出现氧化应激
效应。
2． 4 MDA实验结果
为检测 BBP对 N2a细胞的氧化损伤，我们测定

了细胞的 MDA 含量 ( 图 5 ) 。结果显示: 随着 BBP

染毒浓度的增加，MDA 系数呈现上升的趋势。当
BBP的浓度为 10 g·L-1时与对照组相比出现了显著

性差异。说明 BBP 能够对小鼠神经瘤细胞产生脂
质过氧化，并且随着 BBP 浓度的越大，氧化损伤程
度越高。
2． 5 GSH实验结果
通过 GSH 实验我们发现: 随着染毒浓度的增

加，GSH系数呈现下降趋势( 图 6) ，且在 0． 32 g·L-1

时出现显著性差异，在 0． 625、1． 25、5 和 10 g·L-1时

出现极显著性差异。以上结果表明 BBP 能够使小
鼠神经瘤细胞产生氧自由基，并且 BBP 浓度的越
大，氧化损伤程度越高，消耗的 GSH的量也更多。
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图 4 不同浓度 BBP染毒( g·L-1 )对 N2a细胞 ＲOS含量

的影响(与空白对照组相比，* p ＜0． 05，＊＊p ＜0． 01)
Fig. 4 The effect of different exposure groups on ROS content

in N2a (
* p <0.05, ** p <0.01, compared with control group)

图 5 不同浓度 BBP染毒( g·L-1 )对 N2a细胞的MDA

系数的影响(与对照组相比，* p ＜0． 05，＊＊ p ＜0． 01)
Fig. 5 The effect of different exposure groups on MDA ratio in

N2a (
* p <0.05, ** p < 0.01, compared with control group)

图 6 不同浓度 BBP染毒( g·L-1 )对 GSH

系数的影响(与对照组相比，* p ＜0． 05，＊＊ p ＜0． 01)
Fig.6 The effect of different BBP exposure groups on GSH ratio in

N2a (* p < 0.05, ** p < 0.01, compared with control group)

3 讨论( Discussion)
邻苯二甲酸丁基苄酯是最广泛使用的酞酸酯之

一。由于邻苯二甲酸丁基苄酯的大量生产和在生活
中的大量使用，邻苯二甲酸丁基苄酯对人和动物的

暴露，事实上是难以避免的。在作为增塑剂使用时，
由于 BBP不与高分子材料共价结合，因而极易外泄
进入环境。可通过饮食、呼吸、皮肤接触等途径进入
人和动物体内。因此，世界上很多国家把 BBP 列为
优先控制的污染物。
评价邻苯二甲酸酯的毒性及其致病机制是当前

的研究热点之一。特别是邻苯二甲酸酯被认为是一
种内分泌干扰物，它的生殖毒性和发育毒性引起了人

们广泛的重视，并得到了很多动物毒理学及流行病学

调查研究的支持［16-17］。截至目前，对 BBP 的毒性研
究仍然主要停留在它的生殖毒性、氧化损伤作用
上［18-20］，而且也已经有了比较完备的反应机制来解释

氧化损伤的原因。并且提出了邻苯二甲酸酯相关毒
性的分子模型来更加完整的解释 PAEs 对人或动物
的毒性。然而 BBP 对神经系统毒性却鲜有文献报
道。我们通过 MTT 实验和 Hoechst 33258 染色分析
对 BBP的细胞毒性进行了评价。结果表明当 BBP染
毒浓度到 5 g·L-1以上时，存活细胞减少，并且细胞界

限不清，开始出现凋亡小体。这表明高浓度的 BBP
可以抑制神经细胞的生长，导致神经细胞的凋亡。
氧化损伤被认为是引起机体细胞衰老、损伤、凋

亡、死亡的重要原因。已有研究认为 DEHP、DBP、
BBP等邻苯二甲酸酯类都能导致氧化损伤［21-22］。
Wormutd等对离体大鼠肺细胞进行 BBP染毒，结果表
明 BBP对大鼠肺细胞有着明显的毒性作用，能使其
发生氧化损伤［23］。为探讨 BBP暴露对神经细胞的毒
性作用机制，我们以神经瘤细胞为模型细胞进行研

究。我们检测了小鼠神经瘤细胞的氧化损伤水平。
研究结果显示 BBP导致神经瘤细胞中活性氧自由基
含量水平显著上升，特别是在 0． 625 g·L-1的 BBP 染
毒组与对照组相比具有极显著性差异 ( p ＜ 0． 01) 。
MDA检测表明 BBP能够对神经瘤细胞产生脂质过氧
化，并且随着 BBP 浓度的增大，氧化损伤程度升高。
GSH检测显示 BBP 染毒随着染毒剂量的升高，细胞
中 GSH含量逐渐下降。染色观察也发现细胞出现凋
亡现象，因此，我们认为 BBP可以引起神经瘤细胞的
氧化损伤。在高浓度的 BBP 作用下，神经瘤细胞发
生了氧化损伤，这种损伤又导致了神经细胞的凋亡。
但是，BBP的其他相关毒性的作用还不确定，比

如 BBP 是通过改变组织基因水平的表达还是改变
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激素的代谢水平来干扰内分泌系统? 虽然已经有学

者研究发现，在细胞受到氧化损伤后细胞会启动相

应的调亡程序，细胞内相关的信号通路的某些关键

蛋白的表达和调控会发生明显的改变［24］;但是这一

机制是否可以用来解释 BBP对细胞的毒性作用，进
而导致了它的神经毒性，还值得进一步探讨。

通讯作者简介:杨旭 ( 1954—) ，男，医学博士，教授，博士生
导师，主要研究方向为环境毒理学。
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