
２０１８ 年　 第 １３ 卷

第 ３ 期ꎬ７８￣８６

生 态 毒 理 学 报

Asian Journal of Ecotoxicology
Vol. 13, 2018

No.3 78￣86

　 　 基金项目:贵州省大鲵可持续利用协同 2011 创新中心(黔教合协同创新字[2015]06)ꎻ国家自然科学基金(21507099ꎬ31600442)ꎻ山东省自然

科学基金(ZR2015PB011)ꎻ贵州省一流学科建设项目贵阳学院学科建设项目(黔教科研发[2017]85)ꎻ贵州省科学技术基金项目(黔科合基础

[2018]1005)ꎻ贵州省联合基金项目(黔科合 LH 字[2014]7182 号)ꎻ贵州省高层次创新人才“百”层次人才(黔科合人才(2016)4020 号)ꎻ贵阳学

院引进人才启动资金科研项目(20160375112)ꎻ
　 　 作者简介:叶婷(1988￣)ꎬ女ꎬ博士ꎬ研究方向为环境分子毒理学ꎬE￣mail: tyerfhu@126.com
　 　 * 通讯作者(Corresponding author)ꎬ E￣mail: lican790108@163.com

DOI:10.7524/AJE.1673￣5897.20170605001

叶婷, 董四君, 王佳, 等. DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成基因表达的影响[J]. 生态毒理学报, 2018, 13(3): 78￣86

Ye T, Dong S J, Wang J, et al. Effects of DEHP and MEHP on the expression of steroidogenic genes in the H295R cells [J]. Asian Journal of Ecotoxicol￣
ogy, 2018, 13(3): 78￣86 (in Chinese)

ＤＥＨＰ 和 ＭＥＨＰ 对 Ｈ２９５Ｒ 细胞类固醇激素合成基因表
达的影响

叶婷1ꎬ 董四君2ꎬ 王佳3ꎬ 杨丹1ꎬ 杨文佳1ꎬ 李灿1,*

1. 贵阳学院生物与环境工程学院 贵州省山地珍稀动物与经济昆虫重点实验室ꎬ贵阳 550005

2. 中国科学院城市环境研究所 中国科学院城市环境与健康重点实验室ꎬ厦门 361021

3. 泰山医学院公共卫生学院ꎬ泰安 271016

收稿日期:2017￣06￣05 　 　 录用日期:2017￣09￣14

摘要: 为探讨邻苯二甲酸二(2￣乙基己基)酯(di￣(2￣ethylhexyl) phthalate, DEHP)及其代谢产物邻苯二甲酸单￣2￣乙基己酯(mono￣
(2￣ethylhexyl) phthalate, MEHP)对 H295R 细胞类固醇激素合成关键基因表达的影响ꎬ本实验将 H295R 细胞分别暴露于 DEHP

(0、1、10、100、1 000 μmolL￣1)和 MEHP(0、1、10、100、1 000 μmolL￣1) 24 hꎬ用 MTT 法检测细胞活性ꎬ并应用荧光定量 PCR 法分

析细胞类固醇激素合成过程中关键酶的基因表达水平ꎮ 结果显示ꎬ1 000 μmolL￣1 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞染毒 24 h

显著降低 H295R 细胞活力ꎬ所以本研究采用了较低的染毒浓度(0、1、10 和 100 μmolL￣1 )对 H295R 细胞染毒 24 h 来评估 DE￣
HP 和 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成通路的影响ꎮ 1、10 和 100 μmolL￣1 DEHP 显著增加醛固酮合成酶 CYP11B2 的基

因表达水平ꎮ 10 μmolL￣1 DEHP 显著上调了 3￣β 羟基类固醇脱氢酶(3β￣HSD2)的基因表达水平ꎮ 1、10 和 100 μmolL￣1 MEHP

显著下调了 3￣β 羟基类固醇脱氢酶 (3β￣HSD1 和 3β￣HSD2)、17β 羟基类固醇脱氢酶 17β￣HSD4、17α 羟化酶/17,20 裂解酶

CYP17 和芳香酶 CYP19a 的基因表达水平ꎮ 10 和 100 μmolL￣1 MEHP 染毒 H295R 24 h 显著下调了 CYP21 和 STAR 的基因

表达水平ꎬ然而ꎬ10 和 100 μmolL￣1 MEHP 显著上调了 CYP11B2 的基因表达水平ꎮ 100 μmolL￣1 MEHP 显著下调了 17β￣
HSD1 的基因表达水平ꎮ 上述研究结果表明ꎬDEHP、MEHP 都可不同程度影响 H295R 细胞类固醇激素合成过程中关键基因

的表达ꎮ MEHP 可以通过抑制 STAR 基因的表达ꎬ从而将影响胆固醇在细胞内的转运ꎻ并能显著性抑制类固醇激素合成过程

中 CYP17、CYP19a、3β￣HSD1、3β￣HSD2、17β￣HSD1、17β￣HSD4、CYP21 基因的表达ꎬ最终将抑制 H295R 细胞中类固醇激素的

合成ꎮ 与 DEHP 相比ꎬMEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成关键基因表达的影响较明显ꎮ
关键词: 邻苯二甲酸二(2￣乙基己)酯(DEHP)ꎻ邻苯二甲酸单乙基己基酯(MEHP)ꎻH295Rꎻ类固醇激素合成
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: To study the effects of exposure to di(2￣ethylhexyl) phthalate (DEHP) and its main metabolite mono (2￣
ethylhexyl) phthalate (MEHP) on the expression of steroidogenic genes in the H295R cells, H295R cells were ex￣
posed to DEHP (0, 1, 10, 100, 1 000 μmolL￣1) and MEHP (0, 1, 10, 100, 1 000 μmolL￣1) respectively for 24 h,
cell viability was assessed by MTT assay, and real time quantitative PCR method was conducted to explore the mR￣
NA expression levels of the key enzymes involved in steroid hormone synthesis. The results showed that 1 000
μmolL￣1 DEHP or MEHP significantly reduced cell viability of H295R cells. Therefore, the lower concentrations
of DEHP and MEHP were selected to evaluate the effects of DEHP and MEHP on the steroid synthesis pathway of
H295R cells in the present study. The expression of aldosterone synthase (CYP11B2) was upregulated significantly
upon DEHP at different dose compared to that of the control. Moreover, the transcript level of 3￣beta hydroxy ster￣
oid dehydrogenase (3β￣HSD2) was also increased significantly during exposure to 10 μmolL￣1 DEHP. In contrast,
The mRNA levels of 3β￣HSD1, 3β￣HSD2, 17β￣hydroxy steroid dehydrogenase (17β￣HSD4), P450 17 alpha￣
hydroxylase/C17￣20￣lyase gene (Cyp17) and aromatic enzyme (CYP19a) were significantly decreased in H295R
cells after exposure to 1, 10 and 100 μmolL￣1 MEHP. Exposure to MEHP of 10 and 100 μmolL￣1 for 24 h signif￣
icantly down￣regulated the mRNA levels of CYP21 and STAR and up￣regulated the expression of CYP11B2 in
H295R cells. 100 μmolL￣1 MEHP significantly down￣regulated the expression levels of 17β￣HSD1. Thus, DEHP
and MEHP can affect the expression of key genes involved in steroid synthesis in H295R cells to a certain extent.
MEHP can inhibit the expression of STAR gene and affect the transport of steroid hormone in cells, then signifi￣
cantly inhibit the expression of CYP17, CYP19a, 3β￣HSD1, 3β￣HSD2, 17β￣HSD1, 17β￣HSD4, CYP21, which
were all involved in steroid hormone biosynthesis, and ultimately inhibit the synthesis of steroid hormones in
H295R cells. The effects of MEHP on the expression of steroidogenic genes in the H295R cells were more obvious
than that of DEHP.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: di(2￣ethylhexyl) phthalate (DEHP); monoethylhexyl phthalate (MEHP); H295R cells; steroidogenic

　 　 邻苯二甲酸二(2￣乙基己基)酯(di￣(2￣ethylhexyl)￣
phthalate, DEHP)作为增塑剂普遍用于聚氯乙烯(po￣
ly vinyl chloride, PVC)材料中ꎬ如地板、电缆和房屋

装饰材料等建筑材料ꎬ还普遍用于血袋、血管和透析

仪等医疗器械[1]ꎮ DEHP 与聚氯乙烯材料不是以化

学键结合ꎬ而是以普通的分子间作用力结合ꎬ所以容

易从塑料材料中释放进入环境中[2]ꎬ然后通过食物

链在生物体内富集ꎬ引起神经、免疫、肝脏、生殖等毒

性作用[3￣4]ꎮ 人体通过食品摄入、呼吸空气、饮用水、
皮肤吸收及静脉注射等多种途径暴露于 DEHP[5￣7]ꎬ
其中摄入被 DEHP 污染的食品是暴露 DEHP 的主

要途径ꎬ人体内超过 90% 的 DEHP 来自食品摄入[8]ꎮ
DEHP 进入机体后ꎬ一部分以原型直接被吸收ꎬ另一

部分受胰腺酶和肠道内一些酶的作用ꎬ迅速由双酯

转化为单酯ꎬ主要代谢产物是邻苯二甲酸单(2￣乙基

己基)酯(mono￣(2￣ethylhexyl)phthalate, MEHP)[9]ꎮ 很

多哺乳动物研究显示 DEHP 的代谢产物 MEHP 的

毒性效应强于 DEHPꎬ并且 DEHP 产生的毒性效应

主要是由其代谢产物引起的[10]ꎮ 许多动物研究表明

DEHP 和 MEHP 影响了类固醇合成活性[3￣4]ꎬ但对其

机制缺乏系统的认识ꎮ 目前大多数关于 DHEP 和

MEHP 的研究局限于体内研究ꎬ而且关于 DEHP 和

MEHP 对类固醇激素合成的影响ꎬ还没有相关体外

研究进行全面的评价ꎮ Harvey 等[11] 提出了 H295R
细胞系类固醇合成干扰实验可作为评价化学物对类

固醇激素生成过程干扰的策略ꎬ并指出 H295R 细胞

系是一种有效的体外筛选环境类固醇激素干扰物的

细胞模型ꎮ 美国国家环境保护署也正在建立利用

H295R 细胞系检测环境污染物对类固醇激素生成

干扰效应的方法来研究环境中污染物的内分泌干扰

效应[12]ꎮ 相对基于组织评价类固醇激素干扰的方

法ꎬH295R 细胞评价的优势还在于它能评价环境中
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的污染物对细胞活力和细胞毒性的影响ꎬ这是一个

重要的特征ꎬ以区别化学物是通过直接的细胞毒性

作用还是间接的生成类固醇通路的影响产生效应ꎬ
这点是体外培养的多细胞组织方法不能做到的ꎮ 并

且 H295R 细胞容易获得、培养简单并可稳定传代ꎬ
可有效代替动物和组织实验方法ꎬ简单且经济ꎮ 因

此 H295R 细胞系成为体外筛选环境类固醇激素干

扰物及研究其机制的最具潜力的工具ꎬ能同时从基

因表达、酶活力和激素水平几个层面进行检测[13]ꎮ
本研究采用 H295R 细胞模型类固醇激素合成

干扰试验ꎬ从细胞活力、类固醇激素合成关键基因表

达、关键调控因子和关键受体的基因表达等方面ꎬ对
DEHP 及其主要代谢产物 MEHP 的类固醇激素合成

干扰效应进行分子机制层面的研究ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 实验材料

人肾上腺皮质腺癌细胞 H295R 细胞系购自国

家实验细胞资源共享平台ꎮ 细胞培养:H295R 细胞

系常规培养于 37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中ꎮ 细胞

培养采用 DMEM/F12(1 ∶ 1)培养基ꎬ培养基中需添

加成分包括 2.5% Nu￣Serum Iꎬ15 mmolL￣1 HEPESꎬ
0.00625 mgmL￣1 insulin＋0.00625 mgmL￣1 transfer￣
rin＋6.25 ngmL￣1 selenium＋1.25 mgmL￣1 bovine ser￣
um albumin＋0.00535 mgmL￣1 linoleic acidꎮ 2 ~ 3 d
更换一次培养液ꎬ待细胞单层生长至 80% ~95% 后ꎬ
用 PBS 溶液轻洗 2 次ꎬ加入适量 0.05% 胰酶￣EDTA
溶液消化 2 minꎬ800~1 000 rmin￣1离心 5 min 后弃

上清液ꎬ加入培养基重悬细胞ꎬ按照 1 ∶ 3 比例传代ꎮ
１.２　 仪器与试剂

仪器:CO2 细胞恒温培养箱 (日本 SANYO 公

司)ꎻSpectra Max M5 多功能酶标仪(美国 Molecular
Devices 公司)ꎻHR40￣IIA2 超净工作台(中国 Haier 公
司)ꎻUNIVERSAL 320R 台式(常温/低温)离心机(德
国 Hettich Zentrifugen 公司)ꎻND1000 超微量紫外可

见分光光度计(美国 Gene Companey Limited 公司)ꎻ
Mastercycler® personal PCR 仪(德国 EPPENDORF 公

司)ꎬLightcycler 480 实时荧光定量 PCR 仪 (瑞士

Roche 公司)ꎻ生物显微镜(上海长方光学仪器有限公

司ꎬ中国)ꎻCascada I 超纯净水系统(美国 Cascada 公

司)ꎻHS￣840￣U 无菌工作台(中国苏州安泰空气技术

有限公司)ꎻ细胞培养瓶、培养板(丹麦 NUNC 公司)ꎮ
试剂:DEHPꎬ优级纯ꎬ购于美国 Supelco 公司ꎬ

溶于二甲基亚砜 ( DMSOꎬ 优级 纯ꎬ 美 国 Sigma￣
Aldrich 公司)ꎬ浓度为 1 gmL￣1ꎬ将母液用 DMSO 稀

释至 0.001 gmL￣1 备用ꎻMEHPꎬ优级纯ꎬ购于美国

AccuStandard 公司ꎮ 将 MEHP 用 DMSO 配成 0.001
gmL￣1母液备用ꎻDMEM/F12(1 ∶ 1)(美国ꎬHyClone
公司 )ꎻ胎牛血清 (美国ꎬ Life Technologies 公司 )ꎻ
0.05% 胰酶 EDTA 溶液 (美国ꎬLife Technologies 公

司)ꎻHepes(美国ꎬSigma 公司)ꎻNu Serum I(美国ꎬBD
Biosciences 公司)ꎻ MTT (美国ꎬ Sigma 公司 )ꎻ ITS +
Premix A(美国ꎬLife Technologies 公司)ꎻRNA 提取

试剂盒(美国ꎬOmega 生物技术公司)ꎻ反转录试剂盒

(PrimeScriptTM RT￣PCR Kitꎬ宝生物工程(大连)有限

公司)ꎻSYBR Premix Ex TaqTM 试剂盒(宝生物工程

(大连)有限公司)ꎮ
１.３　 MTT 实验

MTT 法检测细胞活力的实验原理是活细胞线

粒体中存在的琥珀酸脱氢酶可以使黄色的 MTT 还

原为不溶性的蓝紫色结晶化合物甲瓒(formazan)沉
积于细胞内ꎬ而死细胞中此酶消失ꎬMTT 不能被还

原ꎮ 在一定细胞数范围内ꎬ甲瓒形成的量与活细胞

数目成正比ꎮ 二甲基亚砜(DMSO)溶解细胞中的甲

瓒后ꎬ用酶标仪检测 490 nm 波长处的吸收值ꎬ从而

间接反映活细胞数量ꎮ MTT 法检测细胞活力具体

的实验步骤为: 用胰酶￣EDTA 溶液消化对数期

H295R 细胞并收集计数ꎬ然后调整细胞悬液浓度ꎬ
每孔加入 100 μL 细胞悬液ꎬ细胞接种密度根据细胞

生长速度调整约为 1×103 ~1×105个细胞/孔ꎬ边缘孔

用无菌 PBS 填充ꎬ5% CO2、37 ℃培养 24 hꎮ 随后ꎬ
弃去培养基ꎬDEHP 和 MEHP 母液用 DMSO 和培养

基稀释ꎬ调节各孔 DMSO 含量为 0.1% ꎬ加入用新培

养基稀释的不同浓度的 DEHP 和 MEHP(0、1、10、
100、1 000 μmolL￣1 )在 5% CO2、37 ℃继续培养 24
hꎬ接着ꎬ每孔加入 10 μL MTT 溶液(5 mgmL￣1ꎬ即
0.5% MTT)ꎬ继续培养 4 hꎮ 小心吸去孔内培养液ꎬ
每孔加入 150 μL DMSOꎬ置摇床上低速振荡 10
minꎬ使结晶物充分溶解ꎮ 在酶标仪 OD 490 nm 或

者 550 nm 处测量各孔的吸光值ꎮ 同时设置调零孔

(含有培养基、MTT 和 DMSO)ꎬ对照孔(含有细胞、培
养液、MTT、DMSO)ꎮ 细胞存活率% = [(染毒孔 OD￣
调零孔 OD)/(对照孔 OD￣调零孔 OD)]×100% ꎮ
１.４　 RT￣PCR 分析 H295R 细胞基因表达变化

将 H295R 细胞接种到 6 孔板中ꎬ每孔 2 mLꎬ在
37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 24 h 后ꎬ除去旧培养

基ꎬ用新鲜的培养基将 DEHP 和 MEHP 配制成以下
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图 １　 邻苯二甲酸二(２￣乙基己基)酯(ＤＥＨＰ)和邻苯二甲酸单(２￣乙基己基)酯(ＭＥＨＰ)对 Ｈ２９５Ｒ 细胞活性的影响

注:数值以 Mean±SEM (n =6)表示ꎻ与对照相比ꎬ* P<0.05ꎬ** P<0.01ꎮ

Fig. 1　 Effects of di￣(2￣ethylhexyl)￣phthalate (DEHP) and mono (2￣ethylhexyl) phthalate (MEHP) on cell viability of H295R cells
Note: the representative data are expressed as the mean±SEM, n =6 for each replicate. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. control.

表 １　 用于实时荧光定量 ＰＣＲ 分析的引物序列

Table 1　 Primers used in the real￣time quantitative
RT￣PCR analysis

基因

Gene

引物序列(5’ to 3’ )

Primer sequences (5’ to 3’ )

基因序列号

Accession number

3β￣HSD1
F: AGCATCTTCTGTTTCCTGGTG

R: TCTCCTTCAGCTCCTTCTCCTT
NM_000862

3β￣HSD2
F: AGCATCTTCTGTTTCCTGGCA

R: TCTCCTTCAGTTCCTTCTCTTC
NM_000198

CYP11A
F: GAGATGGCACGCAACCTGAAG

R: CTTAGTGTCTCCTTGATGCTGGC
NM_000781

CYP11B1
F: GGTTTGCCAGGCTAAGC

R: CAAACTGCCCAGAGGACAG
NM_000497

CYP11B2
F: TCCAGGTGTGTTCAGTAGTTCC

R: GAAGCCATCTCTGAGGTCTGTG
NM_000498

CYP17
F: GGCACCAAGACTACAGTGATTG

R: AGAGTCAGCGAAGGCGATAC
M14564

CYP19a
F:AGGTGCTATTGGTCATCTGCTC

R: TGGTGGAATCGGGTCTTTATGG
NM_000103

CYP21
F: ACCTCAGTTTCTCCTTTATTGC

R: AGAGCCAGGGTCCTTCAC
NM_000500

STAR
F: ATGAGTAAAGTGGTCCCAGATG

R: ACCTTGATCTCCTTGACATTGG
NM_000349

NR5A1
F: TGGAGCTGACCACAGTGGC

R: GGAACTTCAAATCCAGGCTGAA
NM_004959.3

17β￣HSD1
F: AGAGGCATACCCAGGGGAATCTG

R: AACAAACTGTCCTGGTTGCTGGT
NM_000413.2

17β￣HSD4
F: GTGGTGGGGAGGGGAATGGTTATT

R: CAATCCTGCTTGAGAGACCAGGTG
NM_000414.3

GAPDH
F: GGAGAAGGCTGGGGCTCAT

R: TGATGGCATGGACTGTGGTC
NM_001256799.2

浓度:0、1、10、100 μmolL￣1 染毒ꎬ继续培养 24 hꎮ
接着ꎬ除去培养液ꎬ用 PBS 洗 2 次ꎬ细胞染毒后总

RNA 的提取采用 Omega RNA 提取试剂盒ꎬ流程按

照说明书进行ꎬ稍加改动ꎬ改动如下:染毒后的细胞ꎬ
增加了消化步骤以获得更多的细胞ꎬ然后每孔加入

1 mL RNA￣Solv Reagentꎬ用枪头反复吹打ꎬ使细胞

充分裂解ꎻ为了使得细胞充分裂解ꎬ低温冰上孵育较

长时间(10 min 左右)ꎮ 提取后采用分光光度法鉴定

RNA 质量ꎬ测定 RNA 浓度ꎬ采用反转录试剂盒进行

反转录ꎬ获得 cDNAꎮ 用 SYBR Premix Ex TaqTM 试

剂盒在罗氏 480 仪器上进行荧光定量 PCR 反应ꎮ
用于荧光定量 PCR 的引物序列见表 1ꎮ 以 GAPDH
为内参基因ꎬ采用 2￣ΔΔCT 方法分析各染毒组 mRNA
水平相对于对照组的变化倍数[14]ꎮ
１.５　 数据统计分析

所有实验数据采用平均值±标准误差表示ꎮ 并

进行方差齐性检验和正态性检验ꎬ如有必要需进行

对数转换ꎮ 采用 SPSS16.0 软件进行单因素方差分

析(One￣Way AVONA)和 Turkey’ s 检验ꎮ 置信水平

P<0.05 时差异显著ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞活力的影响

为了检测 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞的毒

性ꎬ同时为了确定类固醇合成实验的处理剂量ꎬ本研

究采用 MTT 法对细胞的活性进行分析ꎮ 如图 1 所

示ꎬ用 DEHP 处理 H295R 细胞 24 h 后ꎬ同对照相

比ꎬ10 和 100 μmolL￣1 DEHP 使细胞活性略有下

降ꎬ但差异未达到统计学意义ꎻ1 000 μmolL￣1 DE￣
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HP 使细胞活力显著降低(P<0.05)(图 1)ꎮ MEHP 处

� 理 H295R 细胞 24 h 后ꎬ同对照相比ꎬ10 和 100 μmol
L￣1 MEHP 使细胞活性略有下降ꎬ但差异未达到统

计学意义ꎻ1 000 μmolL￣1 MEHP 使细胞活力显著

降低(P<0.01)(图 1)ꎮ 为了检测类固醇合成相关基因

� 表达的改变ꎬDEHP 和 MEHP 的处理剂量应保持低

于对细胞致死效应较强的剂量ꎮ 因此在 H295R 类

固醇合成实验中选择了 0、1、10、100 μmolL￣1 DE￣
HP 和 MEHPꎮ
２.２　 DEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成通路的

影响

在细胞活力测试中ꎬ1 000 μmolL￣1 DEHP 和

MEHP 对 H295R 细胞染毒 24 h 显著降低 H295R 细

胞活力ꎬ对细胞活力影响较强ꎬ所以本研究采用了较

低的染毒浓度(0、1、10 和 100 μmolL￣1)对 H295R 细

胞染毒 24 h 来评估 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞

类固醇合成通路的影响ꎮ H295R 细胞暴露于 DEHP
和 MEHP(0、1、10、100 μmolL￣1 )24 h 后ꎬ检测细胞

类固醇激素合成过程中关键酶基因 (CYP11A、
CYP11B1、CYP11B2、CYP17、CYP19a、CYP21、17β￣
HSD1、17β￣HSD4、3β￣HSD1、3β￣HSD2、STAR)和关

键调控因子 NR5A1 基因表达水平的变化ꎮ
如图 2 所示ꎬ与对照相比ꎬ1、10 和 100 μmolL￣1

DEHP 对 H295R 细胞系染毒 24 h 后ꎬ对编码类固醇

合 成 通 路 涉 及 的 多 种 酶 CYP11A、 CYP21、
CYP11B1、 CYP17、 3β￣HSD1、 17β￣HSD1、 17β￣
HSD4、CYP19a 和 STAR 的基因表达水平无显著影

响ꎮ Nuclear receptor subfamily 5、group A、member 1
(NR5A1/SF￣1)类固醇合成因子是在类固醇合成组织

中起到关键作用的核受体ꎬ在肾上腺和性腺的功能

和发育过程中起到关键的调节作用ꎮ DEHP 对关键

类固醇合成因子 NR5A1 基因表达水平也无显著影

响ꎮ 然而ꎬ1、10 和 100 μmolL￣1 DEHP 显著增加醛

固酮合成酶 CYP11B2 的基因表达水平(P<0.01)ꎮ 10
μmolL￣1 DEHP 显著上调了 3￣β 羟基类固醇脱氢酶

(3β￣HSD2)的基因表达水平(P<0.01)ꎮ

图 ２　 ＤＥＨＰ 暴露对 Ｈ２９５Ｒ 细胞类固醇合成通路相关基因表达的影响

注:数值以 Mean±SEM 表示(n =3)ꎻ与对照组相比ꎬ* P<0.05ꎬ** P<0.01ꎮ

Fig. 2　 Effects of DEHP on the expression of steroidogenic genes in the H295R cells
Note: the representative data are expressed as the mean±SEM, n =3 for each replicate. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. control.
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２.３　 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成通路的

影响

如图 3 所示ꎬ与对照相比ꎬ1、10 和 100 μmolL￣1

MEHP 对 H295R 细胞系染毒 24 h 后ꎬ对编码类固

醇合成通路涉及的多种酶如侧链裂解酶 CYP11A、
CYP11B1 和关键类固醇合成因子 NR5A1 基因表达

水平也无显著影响ꎮ 然而ꎬ与对照相比ꎬ1、10 和 100
μmolL￣1 MEHP 显著下调了 3￣β 羟基类固醇脱氢酶

(3β￣HSD1 和 3β￣HSD2)、 17β 羟基类固醇脱氢酶

17β￣HSD4、17α 羟化酶/17,20 裂解酶 CYP17 和芳香

酶 CYP19a 的基因表达水平ꎮ 10 和 100 μmolL￣1

MEHP 染毒 H295R 24 h 显著下调了 CYP21 和

STAR 的基因表达水平ꎬ然而ꎬ10 和 100 μmolL￣1

MEHP 显著上调了 CYP11B2 的基因表达水平ꎮ
100 μmolL ￣1 MEHP 显著下调了 17β￣HSD1 的基

因表达水平ꎮ 基因表达结果显示ꎬDEHP、MEHP
都可影响 H295R 细胞类固醇激素合成过程中关键

基因的表达ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
本试验研究了 DEHP 及其主要代谢产物 MEHP

对 H295R 细胞类固醇合成过程的影响ꎬ主要包括对

类固醇激素合成过程中关键酶、关键调控因子和关

键受体基因表达的影响ꎬ用以评价 DEHP 和 MEHP
的类固醇激素合成干扰效应ꎮ 研究发现ꎬDEHP、
MEHP 可不同程度地改变类固醇合成过程中关键

酶、关键调控因子和受体基因的表达ꎮ 类固醇激素

合成是一个复杂的过程ꎬ涉及了许多酶、因子和受体

的调控ꎬ任一调控点的干扰如编码类固醇合成相关

酶的基因表达水平的干扰会引起酶活力的改变ꎬ直
至激素水平的变化ꎮ 类固醇合成过程中关键酶、因
子和受体基因转录表达的改变可能造成类固醇激素

分泌的紊乱ꎬ由于基因表达水平的改变相对于其他毒

理效应检测指标较灵敏[15]ꎬ为了揭示 DEHP 和 MEHP

图 ３　 ＭＥＨＰ 暴露对 Ｈ２９５Ｒ 细胞类固醇合成通路相关基因表达的影响

注:数值以 Mean±SEM 表示(n =3)ꎻ与对照组相比ꎬ* P<0.05ꎬ** P<0.01ꎮ

Fig. 3　 Effects of MEHP on the expression of steroidogenic senes in the H295R cells
Note: the representative data are expressed as the mean±SEM, n =3 for each replicate. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. control.
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对 H295R 细胞产生类固醇激素合成干扰效应的分

子机制ꎬ我们选择基因表达水平的改变来评估 DE￣
HP 和 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成干扰

的影响ꎮ H295R 细胞在许多研究中已被用于评估

一些内分泌干扰化合物改变类固醇合成通路相关基

因表达的能力[16]ꎮ
３.１　 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞中类固醇生物

合成关键基因表达水平的影响

荧光定量 qRT￣PCR 用于检测 DEHP 和 MEHP
调节 H295R 细胞中类固醇生物合成关键基因表达

水平ꎮ DEHP 显著增加醛固酮合成酶 CYP11B2 的

基因表达水平ꎬ对 CYP11B1 基因表达水平无显著影

响ꎮ 类似地 10 和 100 μmolL￣1 MEHP 显著上调了

CYP11B2 的 基 因 表 达 水 平ꎬ 而 MEHP 染 毒 对

CYP11B1 基因表达水平无显著影响ꎮ DEHP 和

MEHP 对 CYP11B1 和 CYP11B2 基因在转录水平上

产生了不同程度的影响ꎬ这可能和 CYP11B1 和

CYP11B2 的结构差异和调节通路不同有关系ꎮ
CYP11B1 是一种催化皮质醇生物合成过程的最后

步骤线粒体细胞色素酶ꎬCYP11B1 和 CYP11B2 的

内含子共享了 90% 的核酸序列ꎬ外显子区域共享了

95% 的核酸序列ꎬ并且 CYP11B1 在染色体 8q 上靠

近 CYP11B2ꎬ然而这 2 个基因的表达定位于肾上腺

皮质不同的带状区域[16]ꎮ CYP11B1 和 CYP11B2 调

节模式的不同还可能是由于 CYP11B1 和 CYP11B2
是通过不同通路调节的ꎬCYP11B2 是 ACTH/cAMP、
血管紧张素 angiotensin II、类固醇合成因子 1(SF￣1)
结合位点和 cAMP 响应元素(CRE) 2 种元素来调节

的[17]ꎬ然而ꎬCYP11B1 的表达是 ACTH 通过 cAMP
和蛋白激酶 A 依赖于 cAMP 响应结合蛋白家族成

员(ATF￣2)而非 SF￣1 来激活的[18]ꎮ DEHP 对 3￣β 羟

基类固醇脱氢酶(3β￣HSD1)的基因表达水平无显著

影响ꎬ而 10 μmolL￣1 DEHP 显著上调了 3￣β 羟基类

固醇脱氢酶(3β￣HSD2)的基因表达水平ꎬ3β 羟化类

固醇脱氢酶(3β￣HSD)对包括醛固酮、皮质醇和睾酮

在内的所有类固醇激素的生物合成都很重要ꎮ 3β￣
HSD1 和 3β￣HSD2 是定位于染色体 1p13.1 的 2 个

基因ꎬ编码不同的 3β￣HSD 同功酶[19]ꎮ 3β￣HSD1 和

3β￣HSD2 的 DNA 序列和编码序列之间的内含子部

分高度同源[20]ꎮ 这说明尽管 H295R 细胞 3β￣HSD1
和 3β￣HSD2 在基因序列和酶的功能具有很大的相

似性ꎬ但它们的表达调节模式可能不同ꎮ 然而各

MEHP 处理组显著下调了 H295R 细胞 3β￣HSD1 和

3β￣HSD2 基因表达水平ꎮ DEHP 对 H295R 细胞芳

香化酶 CYP19a 的基因表达水平无显著影响ꎬ而各

MEHP 处理组显著下调了 H295R 细胞 CYP19a 基

因表达水平ꎮ CYP19a 是负责将雄激素转化为雌激

素的最后步骤限速酶ꎬ最近很多研究提出具有改变

CYP19 活性能力的化合物具有内分泌干扰效应[21]ꎬ
所以 MEHP 具有内分泌干扰效应ꎮ

DEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成过程中

其他的关键酶和调节因子的基因表达水平无显著改

变ꎮ 然而 10 和 100 μmolL￣1 MEHP 染毒 H295R 24
h 显著下调了 CYP21 基因表达水平ꎬCYP21 基因产

物是在醛固酮和皮质类固醇合成过程中需要的酶ꎬ
这种酶的缺失可导致不产生皮质醇和醛固酮[22]ꎮ 并

且ꎬ各 MEHP 处理组显著下调了 CYP17 的基因表

达水平ꎬCYP17 催化了醛固酮向皮质类固醇底物的

转化并最终向性固醇激素底物的转化ꎬMEHP 通过

抑制 CYP17 的基因表达可能抑制了性固醇激素底

物的合成ꎬ一些化合物如酮康唑(ketoconazole)也同

时抑制 CYP21 和 CYP17 的基因表达水平[23]ꎮ 17β￣
HSD 是类固醇合成酶的一个相对较大的家族ꎬ17β￣
HSD1 催化还原反应ꎬ17β￣HSD1 将雌酮转化为生物

学活性更强的 17β 雌二醇ꎬ相反ꎬ17β￣HSD4 是将生

物学活性较强的类固醇如雌二醇转换为生物学活性

较弱的类固醇如雌酮的氧化酶[24]ꎮ 100 μmolL￣1

MEHP 显著抑制 17β￣HSD1 的基因表达水平ꎬ可能

导致雌酮向雌二醇的转化受到抑制ꎮ 而各 MEHP
处理组显著抑制 17β￣HSD4 的基因表达水平ꎬ可能

抑制雌二醇转换为雌酮ꎮ 许多化合物如异黄酮等也

抑制 17β￣HSD 的表达水平[24]ꎮ 10 和 100 μmolL￣1

MEHP 染毒 H295R 24 h 显著抑制 STAR 的基因表

达水平ꎬ从而可能抑制胆固醇从线粒体外膜向线粒

体内膜的转运ꎬ从而影响类固醇激素的合成ꎮ
３.２　 DEHP 及 MEHP 干扰 H295R 细胞类固醇合成

机制的异同点

DEHP 和 MEHP 对类固醇激素合成相关基因表

达的影响既有相同之处又有不同之处ꎮ 在本研究中

DEHP 和 MEHP 都显著上调了 CYP11B2 的基因表

达水平ꎬ而对 CYP11B1 基因表达水平无显著影响ꎮ
DEHP 对 3￣β 羟基类固醇脱氢酶(3β￣HSD1)的基因

表达水平无显著影响ꎬ而 10 μmolL￣1 DEHP 显著上

调了 3￣β 羟基类固醇脱氢酶(3β￣HSD2)的基因表达

水平ꎬ然而各 MEHP 处理组显著下调了 H295R 细胞

3β￣HSD1 和 3β￣HSD2 基因表达水平ꎮ DEHP 对
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H295R 细胞芳香化酶 CYP19a 的基因表达水平无显

著影响ꎬ而各 MEHP 处理组显著下调了 H295R 细胞

CYP19a 基因表达水平ꎮ DEHP 对 H295R 细胞类固

醇激素合成过程中其他的关键酶和调节因子的基因

表达水平无显著改变ꎮ 而 MEHP 抑制了 STAR、
CYP17、 CYP19a、 3β￣HSD1、 3β￣HSD2、 17β￣HSD1、
17β￣HSD4、CYP21 基因的表达ꎬ所以 MEHP 可以通

过抑制 STAR 基因的表达ꎬ从而将影响类固醇激素

合成前体胆固醇在细胞内的转运ꎻ并能显著性抑制

类固醇激素合成过程中 CYP17、CYP19a、3β￣HSD1、
3β￣HSD2、17β￣HSD1、17β￣HSD4、CYP21 基因的表

达ꎬ最终将抑制 H295R 细胞中类固醇激素的合成ꎮ
并且与 DEHP 相比ꎬMEHP 对 H295R 细胞类固醇激

素合成关键基因表达的影响较明显ꎮ 所以在评价

DEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成通路影响时ꎬ
可选择 CYP11B2 和 3β￣HSD2 作为分子靶标ꎬ而对

于评价 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激素合成通路

影响时ꎬ可选择 STAR、CYP17、CYP19a、3β￣HSD1、
3β￣HSD2、17β￣HSD1、17β￣HSD4、CYP21 基因作为

分子靶标ꎮ 类似地ꎬ文献研究显示 MEHP 暴露囊状

卵泡导致类固醇激素合成过程涉及的关键酶

CYP19A1、 3β￣HSD1、 STAR、 CYP11A1、 CYP17A1、
17β￣HSD1 mRNA 水平ꎬ最终导致睾酮、雌酮和雌二

醇水平下降[25]ꎬ该研究结果也显示 DEHP 和 MEHP
对类固醇激素合成过程的干预模式是不同的ꎮ 一些

文献研究也报道 DEHP 的毒性效应是由 MEHP 介

导的ꎬ体外 MEHP 暴露抑制了类固醇激素合成[26￣27]ꎮ
体内实验研究显示围产期暴露于 DEHP 下调了睾

丸间质细胞类固醇激素合成相关基因如 StAR、
Cyp11a1、3β￣HSD、17β￣HSD 和 Cyp￣19 等的表达ꎬ
从而显著降低血清睾酮和雌二醇水平并导致内分泌

干扰生殖毒性效应[28]ꎮ 然而ꎬ也有报道显示体外研

究中低剂量 DEHP 和 MEHP(0.001 μmolL￣1和 0.1
μmolL￣1)暴露 MLTC￣1 细胞增加了类固醇激素合

成相关基因 CYP11A1、CYP17 和 3β￣HSD 从而刺激

了睾酮的分泌[29]ꎬ这种研究结果的差异可能是由于

种属差异导致的ꎮ DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞

类固醇激素合成相关基因表达水平影响的差异可能

是由于 DEHP 在 H295R 细胞内并非完全发生代谢

转化为 MEHPꎬH295R 细胞体内负责将 DEHP 转化

为 MEHPꎬ次级代谢产物的代谢酶如乙醛脱氢酶、酒
精脱氢酶和脂蛋白酯酶的水平和活性受到 DEHP
暴露的影响ꎬDEHP 代谢转化为 MEHP 的转化率以

及 MEHP 进一步代谢转化为其他次级代谢产物的

转化率需要进一步的研究ꎬ以便解释 DEHP 和 ME￣
HP 对类固醇生成相关基因表达影响的差异机制ꎮ

对比 DEHP 和 MEHP 对 H295R 细胞类固醇激

素合成通路的影响ꎬ可知 DEHP 和 MEHP 对 H295R
细胞类固醇激素合成通路相关酶、因子和受体基因

表达水平的影响不同ꎬ并且与 DEHP 相比ꎬMEHP 对

H295R 细胞类固醇激素合成关键基因表达的影响

较明显ꎮ
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