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血清维生素D3和钙离子水平与壬基酚暴露的量效关系研究*
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  [摘要] 目的 探讨壬基酚(NP)暴露与维生素D3(VD3)及钙离子(Ca2+)水平的量效关系,并明确NP对

VD3 与Ca2+代谢的影响。方法 通过慢性染毒实验,在无特定病原体(SPF)级BALB/C裸鼠分别暴露于低、
中、高3种浓度的NP(分别为低、中、高剂量组)

 

60
 

d,选取未经染毒(给予等体积玉米油)的裸鼠作为对照,分别

采用ELISA与分光光度法对血清中VD3 和Ca2+水平变化情况进行检测,采用SPSS23.0软件对所得数据进行

统计分析。结果 随着NP灌胃水平的增加,BALB/C裸鼠血清中VD3 水平逐渐升高,高剂量组VD3 水平最

高,为(116.96±6.67)pg/mL,明显高于对照组的(80.11±7.29)pg/mL(P<0.05);BALB/C裸鼠血清中Ca2+

水平随NP灌胃水平的增加先升高后降低,其中中剂量组Ca2+的水平最高,为(42.86±2.22)μmol/dL,明显高

于对照组的(31.58±2.11)μmol/dL(P<0.05),而高剂量组最低,为(24.16±2.34)μmol/dL,明显低于对照组

的(P<0.05)。结论 低、中剂量NP在调控VD3 方面发挥拟雌激素作用,当继续增加剂量时这种拟雌激素的

作用被其本身的毒性所抵消。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

dose
 

effect
 

relationship
 

between
 

nonylphenol
 

(NP)
 

exposure
 

and
  

serum
 

vitamin
 

D3 (VD3)
 

and
 

Ca2+
 

levels,in
 

order
 

to
 

preliminarily
 

clarify
 

the
 

effect
 

of
 

NP
 

on
 

VD3 and
  

Ca2+
 

me-
tabolism.Methods SPF

 

BALB/C
 

nude
 

mice
 

were
 

exposed
 

to
 

low,medium
 

and
 

high
 

concentrations
 

(the
 

low,
medium

 

and
 

high
 

dose
 

groups)
 

of
  

NP
 

for
 

60
 

days,and
 

the
 

nude
 

mice
 

without
 

exposure
 

(given
 

equal
 

volume
 

of
 

cornoil)
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group,the
 

changes
 

of
  

VD3 and
 

Ca2+
  

in
 

serum
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

and
 

spectrophotometry,and
 

the
 

data
 

were
 

statistically
 

analyzed
 

by
 

SPSS
 

23.0
 

software.Results With
 

the
 

in-
crease

 

of
 

NP
 

concentration
 

by
 

gavage,the
 

level
 

of
 

VD3 in
 

the
 

serum
 

of
 

mice
 

gradually
 

increased
 

(low<medi-
um<high).The

 

level
 

of
 

VD3 in
 

the
 

high-dose
 

group
 

was
 

the
 

highest
 

[(116.96±6.67)pg/mL]
 

which
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
  

control
 

group
 

[(80.11±7.29)pg/mL];The
 

level
 

of
 

Ca2+
 

in
 

serum
 

of
 

mice
 

changed
 

dramatically,that
 

is,from
 

high
 

to
 

low.The
 

concentration
 

of
 

Ca2+
 

in
 

the
 

medium
 

dose
 

NP
 

group
 

was
 

the
 

highest
 

[(42.86±2.22)μmol/dL],which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(31.58±
2.11)μmol/dL,while

 

the
 

concentration
 

in
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

was
 

the
 

lowest
 

[(24.16±2.34)μmol/dL],
which

 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group.Conclusion Low
 

and
 

medium
 

doses
 

of
 

NP
 

play
 

an
 

estrogen
 

like
 

role
 

in
 

regulating
 

VD3.When
 

the
 

dose
 

continues
 

to
 

increase,this
 

estrogen
 

like
 

effect
 

is
 

offset
 

by
 

its
 

own
 

toxicity.
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  钙离子(Ca2+)作为构成机体电解质的重要成员,
存在于细胞及细胞外液中,参与机体正常代谢、维持

机体正常生命体征。维生素D(vitamin
 

D,VD)在体

内主要以1,25-羟基维生素D3(25-HVD3)的形式存

在,研究证实维生素D3(vitamin
 

D3,VD3)对Ca2+ 的

代谢起到重要作用。对于雌激素的研究证实其可促

进血液中 VD3 的转化,减少体内Ca2+ 的丢失[1]
 

。后

来的研究证实Ca2+和VD3 的丢失除了可导致骨质疏

松、佝偻病等疾病外,还可能与肿瘤的发生相关,如结

直肠癌[2]。Ca2+和VD3 的丢失常被认为是结直肠肿

瘤发生的前期事件之一。壬基酚(nonylphenol,NP)
作为环境诱导剂,异常暴露可诱发免疫功能异常、肿
瘤、胃肠道黏膜损伤、电解质紊乱及生殖系统损伤等

疾病的发生[3],然而其中的机制却并不明确。其实,
除了作为环境诱导剂,NP作为环境雌激素兼具拟雌

激素的作用。雌激素通过调控VD3 的水平进而影响

Ca2+的代谢已被证实,那么,兼具拟雌激素作用的NP
是否也参与该过程的调节,笔者查阅相关文献未见报

道。基于此,本研究拟在动物水平上开展NP暴露与

VD3 及Ca2+ 水平的量效关系研究,旨在明确 NP对

VD3 与Ca2+代谢的影响,为环境中NP的质控及安全

性评价提供重要依据,同时也可为结直肠癌的前期事

件的阐明提供依据。
1 材料与方法

1.1 材料
 

1.1.1 实验对象

无特定病原体(SPF)级雄性 BALB/C裸鼠80
只,4~6周龄。将裸鼠分为对照组,NP高剂量组、中
剂量、低剂量4组,每组20只。本研究已通过遵义医

科大学附属医院伦理委员会伦理审查。
1.1.2 主要仪器和试剂

 

裸鼠(常州卡文斯实验动物有限公司),高效液相

色谱仪(HP-1100型,美 国 Agilent公 司)、酶 标 仪

(MK3型,美国Thermo
 

Scientific公司),电子分析天

平(FA2004N 型,上海精科天平仪器厂)、NP(日本

Tokyo
 

Kasei
 

Kogyo公司)、25-HVD3 ELISA
 

检测试

剂盒(上海赛默生生物科技发展有限公司)、血Ca2+水

平检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 动物染毒与分组

BALB/C裸鼠隔天1次NP灌胃,连续60
 

d,灌胃

体积为每
 

100克体重
 

0.5
 

mL,每天给药前均测量小

鼠体重,根据当日体重给药;染毒小鼠分3组,低剂量

组(50
 

mg/kg
 

NP)、中剂量组(100
 

mg/kg
 

NP)、高剂

量组(200
 

mg/kg
 

NP),另设对照组,只给予等体积的

玉米油。
1.2.2 标本获取

于末次NP灌胃
 

24
 

h
 

后乙醚麻醉后颈椎脱臼处

死裸鼠,收集每只裸鼠1
 

mL血液,取0.5
 

mL在24
 

h
内进行相关指标检测,另外0.5

 

mL于液氮中保存。
1.2.3 ELISA法检测VD3

(1)加样:将标准品工作液依次加至25-HVD3 

ELISA
 

检测试剂盒酶标板前2列孔中,每个浓度的工

作液并列加2孔,每孔50
 

μL。待测样品加至其他孔,
每孔50

 

μL。立即在每孔加入配好的生物素化抗体工

作液50
 

μL。混匀,给酶标板覆膜,37
 

℃孵育45
 

min。
(2)洗涤:甩尽孔内液体,每孔加洗涤液350

 

μL,浸泡

2
 

min,吸去酶标板内的液体,在厚的吸水纸上拍干。
重复3次。(3)辣根过氧化物酶(HRP)结合物:每孔

加HRP结合物工作液100
 

μL,混匀,酶标板覆膜,37
 

℃孵育30
 

min。(4)洗涤:弃去孔内液体,洗涤液洗板

5次。(5)底物:每孔加底物溶液TMB
 

90
 

μL,混匀,
覆膜,37

 

℃避光孵育15
 

min。(6)终止:每孔加终止

液50
 

μL,终止反应。(7)读值:立即用酶标仪在450
 

nm波长处测量各孔的吸光度(A)值。
1.2.4 分光光度计检测Ca2+水平

(1)分光光度计预热
 

30
 

min
 

以上,调节波长至

520
 

nm,蒸馏水调零。按表1加样至血Ca2+ 水平检

测试剂盒石英比色皿96孔板,混匀;静置
 

5
 

min
 

后于
 

520
 

nm波长处测定A值,分别记为
 

A空白管、A标

准管、A
 

测定管。
 

血Ca2+水平计算公式:Ca2+(μmol
 

/
dL)=[C标准液×(A

 

测定管-A
 

空白管)/(A
 

标准

管-A空白管)]×100
 

=20×(A测定管-A
 

空白

管)/(A
 

标准管-A
 

空白管)
  

;C标准液为0.2
 

μmol/
mL(即浓度为2

 

μmol
 

/mL的CaCl2·2H2O溶液)稀
释至10倍即得。

表1  加样表(μL)

项目 空白管 标准管 测定管

血浆 - - 50
蒸馏水 50 - -
0.2

 

μmol/mL标准液 - 50 -
试剂1 200 200 200
试剂2 200 200 200
试剂3 400 400 400

  -:未加。

1.3 统计学处理

采用
 

SPSS23.0
 

软件对数据进行统计分析,计量

资料用x±s表示,多组间比较采用方差分析,两组间

比较采用t检验,以
 

P<0.05
 

为差异有统计学意义。
2 结  果

ELISA检测结果表明随着NP灌胃水平的增加,
小鼠血清中VD3 水平逐渐升高,其高剂量组 VD3 的

水平最高,且明显高于对照组(P<0.05);小鼠血清中

Ca2+水平随NP灌胃水平的增加先升高后降低,其中

中剂量组Ca2+的水平最高,且明显高于对照组(P<
0.05),而高剂量组最低,且明显低于对照组(P<
0.05),见表2。
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表2  VD3 和Ca2+水平在各组间的差异性比较(x±s)

组别 对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

VD3(pg/mL) 80.11±7.29 95.04±1.37 99.16±8.59 116.96±6.67a

Ca2+(μmol/dL) 31.58±2.11 34.12±2.61 42.86±2.22a 24.16±2.34a

  a:P<0.05,与对照组比较。

3 讨  论

本实验研究结果发现随着NP暴露剂量的增加,
小鼠血清中VD3 水平逐渐升高,当NP剂量达对照组

2倍时,VD3 水平增加18%,当 NP剂量达对照组4
倍时,VD3 水平增加45%,也就是在本研究剂量范围

内伴随着 NP剂量的增加,VD3 的水平也相应地升

高。笔者猜测,这可能源于NP作为拟雌激素在VD3
的调节方面起到了与雌激素相同的作用,但其是否通

过激活α-羟化酶活性来发挥作用,尚需进一步研究验

证。理论上讲,当体内出现更多的 VD3 时,血清中

Ca2+的水平会对应性升高。而本研究却发现小鼠血

清中Ca2+水平并没有随着VD3 的升高呈现出一直升

高的趋势,而是出现了先升高后降低的变化。雌激素

对Ca2+的代谢主要起吸收作用,这种吸收从2个途径

发挥作用:(1)通过促进 VD3 的合成,增加肠道对

Ca2+的吸收,同时提高α-羟化酶的活性,促进血中25-
HVD3 的转化[3];(2)通过调节甲状旁腺激素(PTH)
和降钙素(CT)增加肾脏对Ca2+的吸收[4]。有研究就

报道过高剂量的 NP可使胃黏膜和结直肠黏膜出现

明显损伤,导致胃肠道Ca2+吸收减少[5-6],也曾有文献

报道过大剂量 NP对肾脏的损伤,使肾小球密度降

低,肾单位滤过面积减少,Ca2+重吸收降低[7]。由此,
笔者猜测中、低剂量的 NP能够起到拟雌激素作用,
当继续增加剂量时这种拟雌激素的作用被其本身的

毒性所抵消。
NP是一种重要的精细化工原料和中间体,广泛

存在于日常经常接触的表面活性剂、抗氧化剂、染料

及树脂等物品,并且在果蔬、饮料、水产等日常饮食中

也可测出NP。NP可对消化、生殖、泌尿、免疫等系统

产生危害[8],研究表明,NP对机体的损害主要表现在

其拟雌激素作用,NP与雌激素形成竞争性抑制,代替

或部分代替雌激素与雌激素受体结合,进而引发一系

列下游事件的发生,本研究中 VD3 和Ca2+ 的代谢异

常可能属于 NP毒性作用的一个早期下游事件。长

时间的代谢异常可导致一系列远期事件的发生,其中

在结直肠肿瘤方面的研究最多,早在1980年 GAR-
LAND等[9]就曾提出 VD3 可预防结直肠癌发生,之
后的研究证实了这一观点,通过补充VD3 可以明显改

善晚期结直肠癌患者的生存质量[10-14]。在分子生物

学方面的研究表明,补充充足的 VD3 和Ca2+ 可减轻

结直肠黏膜的异常增殖,本研究短时间内给予小鼠

NP的暴露即出现了VD3 和Ca2+代谢的严重紊乱,而
NP导致的电解质紊乱可引起损伤的结直肠细胞异常

增殖,NP长期暴露还会导致结直肠黏膜损伤,这是结

直肠肿瘤发生的最重要的前期事件。
除此以外,VD3 还能够调节机体免疫系统功能对

多脏器发挥保护作用,而当VD3 缺乏时,冠心病[14]及

一些其他系统疾病发生率则明显增加[14-16]。在体内

VD3 及其下游调控对象Ca2+ 均受雌激素的调节,本
次研究首次发现NP在调控VD3 方面发挥拟雌激素

作用,这将为探究NP在环境中的质控及安全性评价提

供重要依据,同时也有助于为NP异常暴露所致电解质

紊乱及其诱发疾病的发病机制的阐明提供依据。
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