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全氟辛基磺酸及其替代产品的内分泌干扰效应评价

杨蓉，李娜，马梅* ，王子健

中国科学院生态环境研究中心 环境水质学国家重点实验室，北京 100085

摘要: 为研究全氟辛基磺酸(PFOS)及其替代品的内分泌干扰效应，将重组人雌激素/雄激素/孕激素/甲状腺激素/维甲酸受体基因
的双杂交酵母暴露于不同浓度的 PFOS及替代品中，并结合体外代谢活化技术检测直接和间接的类/抗激素活性。结果表明，被
替代品 PFOS表现为雄激素受体、甲状腺受体和维甲酸受体拮抗剂，且在代谢活化后新增了雌激素受体拮抗效应，其半数效应浓
度(EC50 )在 3.0 ×10-4 ～4.8 ×10-3 g·L-1之间;同时，4种替代化学品没有任何效应检出，说明不会通过与核受体结合干扰天然激素的
正常功能。研究结果说明，与原化学品相比，替代产品的应用在内分泌干扰效应方面可能具有更低的环境风险。
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Hormonal Activity Assessment of PFOS and Its Substitutes
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Abstract: To study the endocrine disrupting effects of perfluorooctane sulfonate (PFOS) and its substitutes, the two-
hybrid recombinant yeast cells were exposed to different concentration levels of test substances to detect their hormonal
activity with or without the metabolic activation technology. Results of the bioassay indicated that PFOS could act as
the androgen receptor, thyroid receptor and retinoic X receptor antagonist, and additionally showed estrogen receptor
antagonistic activity after the in vitro metabolic activation, with the half effective concentrations (EC50) ranging from 3.
0 × 10-4 to 4.8 × 10-3 g·L-1 . Simultaneously, four substitutes did not show significant effect, suggesting they did not dis-
rupt the normal function of natural hormones by binding to the nuclear receptors. Thus, compared with PFOS, the appli-
cation of substitutes may be deemed a lower environmental risk in the aspect of hormonal activity.
Keywords: PFOS; chemical substitute; recombinant yeast; nuclear receptor; hormonal activity

在化学品安全管理中，为了防范风险，应当认识

到替代工艺和替代品的重要性。促进创新，提倡和
支持开发利用更安全的替代品，而不仅仅是补救危

害。从控制和消减持久性有机污染物 (POPs)的角
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度，中国国务院针对斯德哥尔摩公约批准的《国家
履约实施计划》也指出，推进替代品和替代技术研
究是履约行动之一，要开展替代技术研发，推广替代

品和替代技术[1]。需要强调的是，开发替代技术不
仅要考虑经济可行性和替代品的使用功效，也要考

虑其环境安全性，以及对生产者、使用者和消费者的
安全性。为了避免在替代品开发中产生新的环境污
染物，强化新化学品的毒性和风险评价非常必要。
全氟辛基磺酸(PFOS)具有疏水疏油的性质，被

大量用作表面去污处理剂、表面活性剂、特殊洗涤剂
等，已在环境中广泛存在。以中国为例，金一和等[2]

于 2004年检测了中国不同水体和自来水中的 PFOS
浓度，发现包括自来水、地面水、地下水和海水的全
部样品都有 PFOS 检出，浓度在 0.20 ～ 44.60 ng·L-1

之间。同时，PFOS 可以在生物的肝脏和血液中蓄
积存在，相关研究在郭睿等[3]的综述中有所论述。
OECD风险评估报告显示 PFOS 是一种稳定难分
解、可在生物体内积累的有毒化学品(PBTs)[4]，2006
年欧盟开始限制其含量[5]，2009 年被加入斯德哥尔
摩公约管制名单[6]。作为一种被限制生产和使用的
POPs，PFOS 对内分泌系统的潜在危害已有文献报
道。因此，有必要进行 PFOS 和替代化学品内分泌
干扰效应的研究和比较，判断其替代品在内分泌干

扰方面是否具有更低的环境风险。
与活体测试相比，离体测试具有高通量、低成

本、灵敏度高、重复性好等优点，适合针对特定作用
位点进行快速初筛。雌激素受体(ER)、雄激素受体
(AR)、孕激素受体(PR)、甲状腺激素受体(TR)和维甲
酸受体(RXR)都是重要的转录调节因子，可与激素或
配体结合后转移到细胞核内，激活靶基因转录并发

挥调节作用[7]，与生殖过程、新陈代谢调节和分化发
育密切相关。本实验室根据激素-受体作用理论构
建了 4株重组基因双杂交酵母[8]，利用双杂交技术

重组了相关激素受体基因和共激活因子，和单杂交

酵母相比能更好地模拟哺乳动物体内的真实环境，

已被用来检测化合物和环境样品的类/抗激素
活性[9-13]。
本研究采用双杂交酵母测试方法，选取 PFOS

作为被替代品(原化学品)，与其相应的 4 种替代化
学品一同进行多种核受体干扰效应的检测。并结合
大鼠肝脏微粒体酶系统(S9)代谢方法，检测间接内
分泌干扰作用。通过 PFOS及其替代品内分泌干扰
活性的比较，阐述该替代方法的可行性，并为化学品

替代技术研发中的毒性测试和风险评估提供参考。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 试剂
二甲基亚砜(DMSO)、O-nitrophenol-β-D-galacto-

pyranoside (ONPG)、17-β-雌二醇 (E2 )、二氢睾酮
(DHT)、三碘甲状腺原氨酸(T3)、9-顺式维甲酸(RA)、
氟他胺(flutamide)、全氟辛基磺酸(PFOS)均购自 Sig-
ma (St. Louis, USA); 孕酮 (PG)购自 MP Biomedicals
(Lübeck, Germany); 4-羟基它莫西芬(4-OHT)购自 To-
ronto Research Chemicals Inc. (Toronto, Canada); 米非
司酮(RU486)购自北京紫竹药业; 盐酸胺碘酮(NH3)
购自上海制药厂; 大鼠肝脏微粒体酶系统(S9)购自
Oriental Yeast (Tokyo, Japan);待测的 4 种替代化学
品(详见表 1)由武汉风帆表面工程股份有限公司
合成。实验中使用的试剂纯度均为分析纯或以
上。

表 1 原化学品和替代化学品

Table 1 PFOS and its substitutes
类别

Category

化学品名称

Chemical name

浓度范围/(g·L-1 )

Concentration range/(g·L-1 )

原化学品Original chemical PFOS 5.00 × 10-5 ～ 5.00 × 10-2

替代化学品

Substitute chemical

#1全氟丁基有机铵盐阳离子表面活性剂

Perfluorobutyl organic ammonium salt cationic surfactant
5.00 × 10-8 ～ 5.00 × 10-2

#2调聚法合成的三防织物整理剂

Tri-fabric finishing agent synthetized by telomerization
5.00 × 10-8 ～ 5.00 × 10-2

#3电解氟化法合成的 C4织物三防整理剂

C4 tri-proof finishing agents synthetized by electrolysis fluorination
5.00 × 10-8 ～ 5.00 × 10-2

#4电解氟化法合成的 C6织物三防整理剂

C6 tri-proof finishing agents synthetized by electrolysis fluorination
5.00 × 10-8 ～ 5.00 × 10-2
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1.2 酵母菌种的保存和复苏
重组 ER基因、AR基因、TR基因、RXR基因及

共激活因子 GRIP1 的双杂交酵母由本实验室自主
构建[14]，培养基为缺乏色氨酸和亮氨酸的营养缺陷

型培养基(SD/-Trp/-Leu)。重组 PR基因酵母由 Gai-
do教授(Office of Applied Research and Safety Assess-
ment/CFSAN/FDA, USA)赠送，培养基为补充CuSO4、
腺嘌呤、赖氨酸、色氨酸的 SC培养基[15]。
酵母细胞的冻存采用添加 15% (体积分数)无菌甘

油的 SD培养基，将新鲜的酵母细胞培养至将酵母培养
液稀释10倍后波长600 nm处吸光度在0.15 ～0.5之间，
以 1 mL为单位分装到 Eppendoff管中，经梯度降温置
于-80 ℃低温冰箱长期保存。复苏和培养同样采用 SD
培养基，将一支冻存菌液加入含约 15 mL SD培养基的
锥形瓶中，置于转速 150 r·min-1、温度 30 ℃全温振荡培
养箱(HZQ-F100，哈尔滨)中培养 20 h[8]。
1.3 β-半乳糖苷酶活性的测定
1.3.1 类激素活性的测定

β-半乳糖苷酶活性的测定参照文献描述进行[10]。
为了选择处于指数生长期的酵母进行实验，用分光光

度计(Unico UV22000，上海)检测 10倍稀释后的酵母培
养液在波长 600 nm处的吸光度值，其读数(OD600)要求
在 0.15 ～0.5之间。加入培养基，调节酵母菌株吸光度
值为0.75。在无菌条件下将995 μL菌株培养液和5 μL
DMSO溶解的样品混匀成暴露培养液，200 μL暴露液
加入无菌的 96 孔培养板(Corning, USA)中，微孔摇床
(Heidolph, incubator 1000, Germany)30 ℃下振荡培养2 h，
酶标仪(Tecan, GENios, Australia)测定 OD600。从培养
板中吸出 150 μL菌液，加入 120 μL测试缓冲液，微孔
摇床上预培养 5 min后加入 20 μL三氯甲烷，1 300 r·
min-1、10 min破碎酵母细胞。再加入40 μL ONPG反应
液启动酶反应，并计时直至出现明显的黄色，加入 100
μL 1 mol·L-1碳酸钠溶液终止反应。吸取 200 μL转移
到酶标板中测定OD420值。
1.3.2 抗激素活性的测定
具体操作方法与 1.3.1类激素活性测定方法基本

一致。暴露培养液为混合均匀的 990 μL菌株培养
液，5 μL溶于 DMSO的化合物样品及 5 μL最大效应
浓度的阳性对照物(ER: 2 × 10-10 mol·L-1 E2; AR: 5 ×
10-8 mol·L-1 DHT; PR: 1 ×10-9 mol·L-1 PG; TR: 5 × 10-6

mol·L-1 T3; RXR: 5 ×10-6 mol·L-1 RA)。
1.3.3 引入代谢活化(S9)的检测方法

S9是大鼠肝匀浆的去线粒体上清液，是许多体

外实验常用的体外活化系统，以混合功能氧化酶

(MFO)为主要有效成分。许多污染物的生物转化过
程都依赖MFO系统展开，因此 S9的引入可模拟生物
体内真实情况，测定化学品经内环境酶类代谢活化后

的间接内分泌干扰效应。对于类激素活性的测定，暴
露培养液组成为 845 μL菌株培养液、150 μL S9混合
液和 5 μL化合物样品;对于抗激素活性的测定，暴露
培养液组成为 840 μL菌株培养液、150 μL S9 混合
液、5 μL化合物样品和 5 μL最大效应浓度的阳性对
照物。其他操作与无代谢活化测定方法相同[16]。
1.4 数据处理

β-半乳糖苷酶活性(U)的计算公式如下:
U = (OD420s-OD420b) ×D/(t ×V ×OD600) (1)
其中 OD420s、OD420b 分别表示样品和空白对

照的 OD420 值; OD600 为样品的 OD600 值; t 为酶
反应时间; V为测定时溶液体积，本实验取 0.2 mL;
D为稀释倍率，即加入碳酸钠后与加入测试缓冲液
前的体系体积比，本实验为 6.6。
各化合物不同浓度下的类激素与抗激素效应用

诱导或抑制 β-半乳糖苷酶活性的程度来表征:
诱导率% =Us/Up × 100 (2)
抑制率% = (1– Us/Up) × 100 (3)

式中 Us 和 Up 分别为样品和阳性对照物质诱
导激素受体酵母产生的酶活性。为了定量表征测试
化合物的干扰效应，选用诱导/抑制 50%最大效应值
所需的化合物浓度 EC50来表征测试化合物的诱导/
抑制效应强度。实验结果用 Sigmaplot 11.0 (SPSS
Incorporation, USA)进行处理。

2 结果( Ｒesults)
为了考察待测化合物对所选 5种核受体的干扰作

用(包括诱导和抑制)，将化合物按照表 1所示浓度梯度
进行杂交酵母细胞的暴露实验。检测拮抗效应时需要
添加最大效应浓度的阳性对照物，进行体外代谢时加

入 S9 混合液共同暴露。结果表明，无代谢活化时，
PFOS未检出任何类激素活性，但观察到其暴露 AR、
TR、RXR酵母细胞可抑制天然激素诱导的 β-半乳糖苷
酶活性，呈现出显著的剂量效应关系，EC50在 3.0 ×10-4

～4.8 ×10-3 g·L-1之间;同时，4种替代化学品未对受试
核受体表现出诱导或抑制效应。经 S9 代谢活化后，
PFOS除以上效应外另表现出中等强度的 ER抑制效
应，EC50值在3.0 ×10

-4 ～6.7 ×10-3 g·L-1之间;其4种替代
品均无诱导或抑制效应检出(实验结果见表 2)。
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表 2 PFOS和其替代品的内分泌干扰效应

Table 2 Hormonal activity of PFOS and its substitutes
ER AR PR TR RXR

诱导

Induction

抑制

Inhibition

诱导

Induction

抑制

Inhibition

诱导

Induction

抑制

Inhibition

诱导

Induction

抑制

Inhibition

诱导

Induction

抑制

Inhibition

PFOS

#1

#2

#3

#4

-S9 nd nd nd 3.3E-4 nd nd nd 3.0E-4 nd 4.8E-3

+ S9 nd 1.4E-3 nd 3.0E-4 nd nd nd 6.7E-3 nd 5.0E-4

-S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

+ S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

-S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

+ S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

-S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

+ S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

-S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

+ S9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

注: nd，未检出;数值为各化合物干扰相应受体的 EC50 /(g·L
-1 )。

Note: nd, not detected; numerical values represent the EC50 (g·L
-1 ) of each chemical for disrupting the five receptors.

表 2同时展示了 S9的加入对实验结果的影响。
通过 ± S9的对比，可看到 PFOS 的 ER 抑制效应随
着代谢活化的进行有所升高(从与空白对照无显著
性差异到 EC50 =1.4 × 10-3 g·L-1 )，RXR抑制活性升高
(EC50减小近一个数量级)，TR抑制效应降低(EC50增

大 10倍以上);另外，S9 对 PFOS的 AR抑制活性影
响不大，且其存在与否均无 PR 干扰效应检出。这
说明体外代谢活化的进行会造成化合物毒性发生变

化，这样可模拟体内真实环境的增毒或解毒过程。

3 讨论( Discussion)
PFOS的毒理研究主要涉及肝脏毒性、免疫毒

性、发育毒性、生殖毒性及潜在的致癌性等，内分泌
干扰效应也是研究的重要组成[17]。对 PFOS的报道
多集中在其对雄性发育和甲状腺功能的不良影响上

(见表 3)。本研究发现 PFOS是 AR、TR和 RXR的拮
抗剂，且在代谢活化后表现出 ER抑制活性，具有干
扰多个核受体的能力，对内分泌系统的作用方式不

是单一的、而是多方面的。虽然在离体测试中化学
品对各受体的干扰被分开检测，但生物体不同的激

素系统间存在相互作用，表现为一个有机整体。一
些化合物可以与多受体共同作用发挥特定的干扰效

应，例如，p,p’-DDE和 BPA可以同时具有类雌激素
和抗雄激素活性[9-10]。本研究结果说明 PFOS 具有
干扰内分泌系统和影响发育的潜力，其机制与多个

核受体的作用相关，可能是多受体共同作用的结果。
通过对 PFOS及其替代品进行成组酵母检测，可以
综合考察化学品的内分泌干扰作用位点和强度，有

助于对其干扰机理和模式开展研究。

表 3 已报道的 PFOS对内分泌系统的影响

Table 3 Endocrine disrupting effects of PFOS in published literatures
受试物 Test organisms 结果 Results 参考文献 References

MCF-7细胞

MCF-7 cell

MCF-7增殖试验中未表现出雌激素效应

Show no estrogenic effect in MCF-7 breast cancer cell proliferation test
[18]

斑马鱼胚胎

Zebrafish embryos

影响 cyp19b芳香化酶活性，干扰甲状腺发育和性别分化相关基因表达

Disrupt the cyp19b activity, the development of thyroid gland and the gene

expression related to sex differentiation

[19]

斑马鱼

Zebrafish

可改变斑马鱼体内 VTG的含量，雄鱼可能对暴露更为敏感

Change the VTG level in zebrafish, and male zebrafish may be more sensitive to the exposure
[20]

大鼠

Rat

改变大鼠的发情周期，影响其神经内分泌系统

Affect the estrous cyclicity and the neuroendocrine system in rats
[21]
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在替代技术方面，有采用全氟丁基(PFBS)类产
品替代 PFOS 类产品的。PFBS 作为表面活性剂应
用，其性能同样优越，且符合环保健康的要求;另外，

6 个碳的全氟及多支链化合物也被用来替代
PFOS[22]。本文测试的 4 种替代品中包含不同方法
合成的 C4和 C6的化合物，无论有无代谢活化，在测

试浓度范围内均不存在内分泌干扰效应，说明短链

的 4种替代品相对 PFOS具有更低的内分泌干扰风
险。但是，内分泌系统是一个复杂精密的体系，环境
污染物不仅可以通过影响天然激素与受体结合的受

体介导途径发生作用，还可通过干扰激素合成、分
泌、转运、代谢等过程的非受体介导途径干扰内分泌
系统的正常运作。本文采用的双杂交酵母测试可以
检测化合物和核受体的相互作用，但不能排除受试

物有非核受体作用的影响，需要活体实验进一步

证实。
对离体测试而言，缺少生物体内的内环境是其

局限之一。缺少体内可以代谢外来化合物的关键酶
类可能导致代谢活化不足，从而造成假阴性和假阳

性的出现[16]。S9 提供了环境污染物生物转化关键
的 MFO 系统，其中以细胞色素 P450 最为重要。
MFO可氧化代谢进入生物体的外源污染物，导致原
化合物毒性增强的激活反应(增毒)，或使原化合物
转化成低度或无毒物质的降解反应(解毒)。由前文
所述，本研究中 S9 的加入增大了 PFOS 的 ER 和
RXR抑制活性，降低了其 TR抑制活性，基本未改变
其他干扰效应。这说明在氧化酶的作用之后，PFOS
的代谢产物是更强的 ER和 RXR 拮抗剂(增毒)，减
弱的 TR拮抗剂(解毒)，但未能改变与 AR和 PR受
体的亲和力。对同一化合物，S9 的作用针对不同激
素受体有不同影响，其作用前后受试物的 EC50值可

表现出数量级上的差异，使间接内分泌干扰效应强

度和直接效应的强度出现很大差距。因此有必要引
入 S9作为体外代谢活化系统，通过待测化学品直接
和间接干扰活性的比较更加全面地评价其内分泌干

扰效应。
综上，本文讨论了 PFOS 及其替代品核受体作

用途径的干扰效应，发现相对于原化学品而言，替代

品的激素活性更低，从这一角度判断它们的替代使

用有利于生态环境和人体健康的安全。然而，本实
验使用的双杂交酵母测试方法仅能反映内分泌干扰

过程中的数个与核受体作用相关的位点和作用方

式，无法对更加复杂的干扰方式做出检测。因此，进

一步安全评估需要结合活体测试展开。
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