
J South Med Univ, 2016, 36(4): 467-471 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2016.04.04

邻苯二甲酸二（2-乙基）己酯［（Di-（2-ethylhexyl） phthalate, DEHP］属于邻苯二甲酸酯类化合物，作为一

种增塑剂及化妆品添加剂被广泛使用且存在于环境中，

由于DEHP与塑料制品之间不能产生共价结合，随着产

品的反复使用、加热及清洗，其可通过呼吸、饮水、饮食

及皮肤接触等途径进入机体，对动物和人体造成危害［1-3］。

已有研究表明，妊娠期间DEHP的暴露，可导致子宫内

膜接受性明显下降、妊娠率的降低、胎儿流产率升高以

及胎儿体质量减轻等现象发生［4-6］。然而，这些现象发生

妊娠期邻苯二甲酸二妊娠期邻苯二甲酸二（（22--乙基乙基））己酯暴露对小鼠胎盘生长发育的己酯暴露对小鼠胎盘生长发育的
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摘要：目的 通过妊娠期邻苯二甲酸二（2-乙基）己酯（DEHP）的暴露，在体观察DEHP暴露对小鼠胎盘生长发育、母胎界面uNK

细胞数及血管形成的影响。方法 从妊娠第1天起，通过体外强制性灌胃方法，给予不同剂量的DEHP 125、250、500 mg·kg-1·d-1，

于妊娠第13天取子宫、胎盘标本及称重，通过HE染色和免疫组织化学方法，观察其对小鼠胎盘生长发育、母胎界面uNK细胞数

和血管形成的影响。结果（1）与对照组相比，低剂量DEHP125、250 mg·kg-1·d-1对胚胎着床数没有明显影响（P>0.05）。然而，高

剂量组500 mg·kg-1·d-1 DEHP可显著性降低胚胎着床数（P<0.05）。此外，DEHP暴露可导致胎儿流产率明显上升；（2）与对照组

相比（0.0786±0.0143 g），DEHP呈剂量125、250、500 mg·kg-1·d-1依赖性降低胎盘的重量（分别为：0.0637±0.0133、0.0587±0.0176、

0.0524±0.0183 g；P<0.01），且明显降低胎盘的总面积和海绵层滋养层细胞的面积；（3）与对照组相比，DEHP暴露将导致胎儿血

管分支数显著性降低，血管塌陷及闭锁；（4）与对照组相比（105.1±14.2/HP），DEHP暴露呈剂量依赖性抑制uNK细胞数（分别为：

83.2±10.3、60.7±12.4、50.4±14.5/HP；P<0.01）。结论 妊娠期DEHP暴露可显著性抑制胎盘的生长发育，其可能是通过影响母胎

界面的血管形成及uNK细胞数。

关键词：邻苯二甲酸二（2-乙基）己酯；胎盘；uNK细胞；血管形成

Abstract: Objective To investigate the effect of di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) exposure on the growth and development
of placenta, uterine natural killer (uNK) cell number and angiogenesis at the maternal-fetal interface in pregnant mice.
Methods From day 1 of pregnancy, pregnant mice were exposed daily to DEHP by oral gavage at 125, 250, or 500 mg/kg for 13
consecutive days. The uterine and placental tissues were then harvested for HE staining and immunohistochemistry to
examine the effect of DEHP exposure on the growth and development of the placenta and angiogenesis and uNK cell number
at the maternal-fetal interface. Results Compared with the control group, the mice exposed to 500 mg/kg DEHP, but not those
exposed to 125 and 250 mg/kg, showed significantly reduced number of embryo implantation (P<0.05). DEHP exposure
significantly increased the rate of abortion. DEHP exposure at 125, 250, and 500 mg/kg significantly and dose-dependently
lowered the placental weight compared with that in the control group (0.0637±0.0133, 0.0587±0.0176, 0.0524±0.0183 g vs 0.0786±
0.0143 g, respectively; P<0.01), and significantly reduced the total area of the placenta and area of spongiotrophoblasts. DEHP
exposure resulted in a significant reduction in the number of fetal vascular branches, and collapse and atresia of blood vessels.
The mice exposed to DEHP at 125, 250, and 500 mg/kg had significantly lowered numbers of uNK cells (83.2±10.3, 60.7±12.4,
and 50.4±14.5/HP, respectively) as compared with the control group (105.1±14.2/HP) at the maternal-fetal interface (P<0.01).
Conclusion DEHP exposure significantly affects the growth and development of the placenta in mice possibly by suppressing
angiogenesis and reducing uNK cell number at the maternal-fetal interface during pregnancy.
Key words: di-(2-ethylhexyl) phthalate; placenta; uterine natural killer cells; angiogenesis

基础研究

收稿日期：2015-12-07

基金项目：国家自然科学基金（81270668，31260248，81460226）；江西省

“赣鄱英才555工程”

Supported by National Natural Science Foundation of China (81270668,

31260248, 81460226).

作者简介：张 璐，在读硕士研究生，E-mail: 13393733537@163.com

通信作者：况海斌，博士，教授，博士生导师，E-mail: kuanghaibin@ncu.

edu.cn

·· 467



J South Med Univ, 2016, 36(4): 467-471 http://www.j-smu.com

是否与妊娠期间DEHP暴露导致胎盘的生长发育障碍

以及母胎界面uNK细胞和血管形成密切相关呢？至目

前为止，还未见相关的研究。本项目拟通过强制性灌胃

方法，在体观察妊娠期间DEHP暴露对小鼠胎盘生长发

育、母胎界面uNK细胞数及血管形成的影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物及处理

成年雌、雄性昆白小鼠（8~10周龄，体质量30 g左

右）购于江西中医药大学实验动物科技中心，在室温

25 ℃左右、周期性光照14 h的条件下饲养。将处于动

情期雌鼠小鼠分别与同品系雄鼠进行交配，次日早晨检

出阴栓日定为妊娠第1天。妊娠的小鼠随机分为4个组

（n=10）：对照组、125 mg·kg-1·d-1 DEHP组、250 mg·kg-1·d-1

DEHP组及500 mg·kg-1·d-1 DEHP组。从妊娠第1天至

处死当天，每天早晨8:30通过灌胃的方式给予植物油以

及用植物油配制不同浓度的DEHP。于妊娠第 13天

16：00称重，通过颈脱位处死，取出相应的子宫及胎盘组

织进行拍照、统计胚胎着床数及称重，且冷冻至-80 ℃
中保存以供进一步分析。

1.2 HE染色

石蜡切片依次浸泡于二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ中各

10 min，递度酒精水化。然后用PBS清洗5 min，苏木精

染色5 min，用自来水清洗多余的苏木精后，浸泡在PBS

内5 min。用1%盐酸乙醇中分化3 s，然后迅速用自来

水冲洗，水中返蓝15 min。伊红染色3 min，然后用自来

水冲洗5 min。依次脱水、透化，中性树脂封片。CCD

采集图片，用ImageJ软件测量胎盘各个部分的面积。

1.3 免疫组织化学

将上述处理的标本固定于Bouin's氏液中，经逐步

脱水处理后包埋于石蜡中。组织切片（5 μm）经脱蜡、入

水，将切片浸入含3%双氧水的PBS中10 min，以灭活内

源性的过氧化物酶。5% BSA室温封闭60 min，弃去多

余液体，再加入一抗兔抗 laminin（1∶1200，Sigma），或生

物素化DBA-lectin一抗（1∶1500, Sigma L6533）4 ℃过

夜。切片经过PBS冲洗后，分别加入的HRP标记抗兔

的二抗或HRP标记链霉卵白素的二抗（北京中杉金桥

生物技术有限公司），37 ℃孵育1 h后，用DAB方法显色

显微镜下观察，蒸馏水终止染色，苏木精复染细胞核，酒

精梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。染色结果采

用尼康 TS-100显微镜进行镜检，Nikon 致冷型 CCD 采

集图片。对于小鼠 uNK细胞判断和计数参照徐宏等［7］

方法。

1.4 统计学方法

结果以均值±标准差表示，数据分析采用统计软件

SPSS 18.0进行分析。两组以上数据用单因素方差分析

的LSD分析，统计结果P<0.05为差异显著意义，P<0.01

为差异极显著意义。

2 结果

2.1 妊娠期DEHP暴露对胚胎着床数的影响

与对照组相比，低剂量DEHP 125、250 mg·kg-1·d-1

对胚胎着床数没有明显影响（P>0.05；图1A、B）。然而，

500 mg·kg-1·d-1剂量DEHP可显著性降低胚胎着床数

（P<0.05，图1A、B）。此外，DEHP暴露可导致胎儿流产

率明显上升（图1B）。

2.2 妊娠期DEHP暴露对胎盘重量的影响

与对照组相比（0.0786±0.0143 g），DEHP暴露呈剂
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图1 DEHP对胚胎着床数的影响
Fig.1 Effect of DEHP exposure at different doses on the number of embryo implantation. A: Numbers of implanted embryos
on gestational day 13. *P<0.05 vs control group; B: Representative images of implanted embryos in the uteri on gestational
day 13. Arrows: Aborted embryos.
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量（125、250、500 mg·kg-1·d-1）依赖性抑制胎盘的质量

（分别为 0.0637 ± 0.0133、0.0587 ± 0.0176、0.0524 ±

0.0183 g；均为P<0.01，图2）。

2.3 妊娠期DEHP暴露对胎盘组织结构的影响

与对照组相比（100±3.70）%，DEHP暴露呈剂量

（125、250、500 mg·kg-1·d-1）依赖性抑制胎盘海绵体滋养

层细胞的面积［分别为（88.9±2.24）%、（55.9±8.85）%、

（47.1±4.31）%；P<0.05 或 0.01，图 3］；相对于对照组

（100±4.51）%，250 mg·kg-1·d-1和500 mg·kg-1·d-1 DEHP

组能明显抑制胎盘总的面积［分别为（86.2±6.06）%、

（50.9±3.32）%；P<0.05或0.01，图3］，而125mg/（kg·d）

DEHP组没有明显变化［（90.1±2.48）%，P>0.05］。

2.4 DEHP暴露对胎盘血管的形成

图3 DEHP对胎盘组织结构的影响
Fig.3 Effect of DEHP exposure on placental histopathology (Original magnification: ×
40). A: Control group; B, C, D: DEHP groups at the exposure doses of 125, 250, and
500 mg/kg, respectively. Sp: Spongiotrophoblasts; Lab: Labyrinth.
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图2 DEHP对胎盘生长发育的影响
Fig.2 Effect of DEHP exposure on the growth and development of placenta. A: Control group; B, C, D: DEHP groups at the exposure
doses of 125, 250, and 500 mg/kg, respectively.

CA B D

为了鉴定胎盘迷路层的胎儿血管，本研究采用层粘

连蛋白（Laminin）染色，它存在于胎儿的毛细血管基膜，

母体血管没有相应的表达。研究结果表明，与对照组相

比，DEHP暴露将导致胎儿血管分支数明显降低，血管塌

陷及闭锁（图4），尤其在高剂量DEHP组500 mg·kg-1·d-1

没有观察到小血管网的形成（图4D）。

2.5 DEHP暴露对子宫uNK细胞数的影响

与对照组相比（105.1±14.2/HP），DEHP暴露呈剂

量125、250、500 mg·kg-1·d-1依赖性抑制子宫NK细胞数

（分别为83.2±10.3、60.7±12.4、50.4±14.5/HP；均为P<

0.01，图5）。

3 讨论

胎儿的正常发育，一方面取决于子宫内膜的接受

性，另外一方面还依赖于胎盘的发育。本研究显示，妊

娠早期DEHP暴露，将呈剂量依赖性抑制胎盘的生长和

发育，导致胎盘重量的下降以及胎儿流产率的升高。与

本研究结果相一致是，顾潇等［8］研究显示，妊娠中、晚期
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图4 DEHP对胎盘血管形成的影响
Fig.4 Effect of DEHP on vascularization inthe placenta (Original magnification:×200). A:
Control group; B, C, D: DEHP groups at the exposure doses of 125, 250, and 500 mg/kg,
respectively.
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中剂量（500 mg/kg）DEHP暴露将导致胎盘重量的减

轻，但高剂量组（1000 mg/kg）胎盘体积增大，重量增加，

这种结果不一致性的原因，可能是由于所用的剂量不

同，本研究的最大剂量为500 mg/kg。另外一种可能原

因是由于高剂量情况下，胎盘的淤血水肿所致［8］。在机

体内，胎盘主要是由合体滋养层和细胞滋养层细胞所构

成，故在一些离体研究中，主要观察了DEHP对滋养层

细胞生长、凋亡以及迁移和侵润的影响，来间接反应其

对胎盘生长发育的影响。Wang等［9］通过annexin V和

TUNEL染色研究显示，DEHP可通过上调Bax基因的

表达，诱导细胞滋养层细胞的凋亡。王心等［10］研究显

示，DEHP可通过下调基质金属蛋白酶、整合素以及选

择素家族等相关基因表达，影响早孕绒毛膜细胞滋养细

胞的侵润和黏附能力，从而导致胎盘、胎儿的生长发育

图5 DEHP对uNK细胞数的影响
Fig.5 Effect of DEHP on the numbers of uNK cells (Original magnification: × 200). A:
Control group; B, C, D: DEHP groups at the exposure doses of 125, 250, and 500 mg/kg,
respectively.
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障碍。

胎盘的生长发育障碍，其可能是由于血管形成以及

血液供应障碍所致，故本研究进一步通过层粘连蛋白染

色，检测胎儿迷路层血管的发育。研究结查显示，

DEHP暴露将导致胎儿血管分支数显著性降低，血管塌

陷、闭锁。与此结果相似是，Li等［5］研究发现，DEHP可

明显抑制子宫内膜血管的形成，导致子宫内膜接受性和

胚胎着床数的下降。另外，Zei等［11］研究显示，DEHP可

明显扰乱视网膜毛细血管网的排列以及抑制血管的形

成。这些研究结果提示，DEHP可通过抑制血管形成和

排列，导致胎盘血液灌流量的不足以及胎儿的生长发育

障碍。然而，有关其具体的形成机制，如DEHP暴露是

否影响VEGF的表达以及血管内皮细胞的凋亡率是否

会明显增加，有待于进一步研究。

子宫自然杀伤细胞（uNK cell）是妊娠过程中一种

最重要的免疫细胞，已有研究显示，它在重建母胎界面

的高容量、低阻力血管以及免疫耐受和胎盘发育方面具

有十分重要意义［12］。本研究通过近年来发展一种新型

uNK的特异性标志物 DBA-lectin［7］，检测DEHP暴露对

母胎界面uNK数量的影响。研究结果显示，与对照组

相比，DEHP暴露呈剂量依赖性抑制uNK数量，可能导

致胎盘血管的生成和重构障碍，且对胎儿这种携有父源

抗原成分的半移植物产生免疫排斥，从而导致流产率的

升高。这种现象在Tonk等［13］实验中也得到类似的证

明，通过体外强制性灌胃方法，研究发现DEHP可明显

抑制外周血液中uNK数量，且在未成年大鼠中表现更

为明显，主要原因是DEHP可明显抑制性腺激素的分

泌。有关其对激素分泌的影响，Guo等［14-15］研究显示，妊

娠期间DEHP暴露将导致妊娠黄体数量和面积的下降

以及孕酮分泌量明显降低，这种抑制作用是通过PPARγ

信号途径来产生的。另外，有研究显示DEHP可抑制鱼的

B淋巴细胞增殖以及减少分泌IgM的免疫细胞产生［16］。

从这些结果提示，DEHP可影响不同种类的免疫细胞，

其可能作用机制是通过抑制机体的性腺激素的分泌，从

而影响到免疫细胞的迁移和分化，最后导致胚胎着床率

的下降以及流产率的升高。

综上所述，妊娠期DEHP暴露可明显抑制胎盘的重

量、母胎界面血管形成及uNK数，这可能是妊娠期间

DEHP暴露导致妊娠率的降低、胎儿流产率升高以及胎

儿体重下降等现象发生的原因之一。因此，妊娠期间预

防、减少DEHP进入孕妇女体内以及研发非邻苯二甲酸

酯类低毒性增塑剂将具有重要的社会和临床价值。
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