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邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯的遗传毒性研究
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摘 要：目的 评价邻苯二甲酸二（2-乙基己基）酯（DEHP）的遗传毒性。方法 采用细菌回复突变试验（Ames 试

验）、体外细胞染色体畸变、微核和彗星试验、体内小鼠骨髓红细胞微核试验、小鼠精原细胞染色体畸变试验评价

DEHP 诱发基因突变、染色体畸变及 DNA 损伤等遗传毒性。结果 Ames 试验结果为阴性；中国仓鼠肺（CHL）细胞

遗传毒性测试结果显示，DEHP 各剂量组（0. 312 5~5 mg/mL）染色体畸变率与溶剂对照组差异不具有统计学显著性

（P>0. 05），高剂量（2. 5 和 5. 0 mg/mL）下微核率升高，5. 0 mg/mL 剂量下彗星尾部 DNA 含量增加，与溶剂对照组相

比差异具有统计学显著性（P<0. 05）。DEHP 各剂量组（3. 75～15 g/kg）小鼠骨髓红细胞微核率与阴性对照组差异不具

有统计学显著性（P>0. 05）。小鼠精原细胞染色体畸变结果显示，阴性对照组、3. 75（24 h）、7. 5（24 h）、15（24 h）及

15 g/kg·BW（48 h）精原细胞染色体畸变率分别为 1. 6%、1. 4%、1. 8%、2. 4% 和 3. 8%，虽有增加的趋势，组间差异不

具有统计学显著性（P>0. 05）。结论 本试验条件下未观察到 DEHP 诱发基因突变、染色体畸变和 DNA 损伤。
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Abstract：Objective To assess the genotoxicity of Di（2-ethylhexyl） phthalate（DEHP）. Methods A series of
guideline-compliant assays were performed to evaluate mutagenicity，chromosomal or DNA damage of DEHP，including
Ames test，in vitro mammalian chromosome aberration assay and micronucleus test，comet assay，in vivo mice bone marrow
micronucleus assay，and spermatogonial chromosomal aberration test. Results Ames tests results were negative. In in vitro
tests，DEHP did not increase the frequency of chromosomal aberration，micronucleus and DNA break except in the dose of
2. 5 and 5. 0 mg/mL，which significantly increased the frequency of micronucleus and DNA break. In Vitro mammalian cell
micronucleus test was negative. The chromosomal aberration rates in mice spermatogonial cells were 1. 6%，1. 4%，1. 8%，

2. 4% and 3. 8% in negative control，3. 75 (24 h)，7. 5 (24 h)，15 (24 h) and 15 (48 h) mg/kg·BW of DEHP，respectively.
There was an increasing trend without statistical significant between groups. Conclusion DEHP showed no obvious
genotoxicity under the test conditions.
Key words：Di（2-ethylhexyl）phthalate；mutagenicity；DNA damage；chromosomal aberration

邻 苯 二 甲 酸 二（2- 乙 基 己 基）酯（Di（2-ethyl
hexyl）phthalate，DEHP）是一种典型的增塑剂，在食

品领域用于塑料快餐盒、保鲜膜及食品容器，可能

造成食品污染。作为一种持久性有机污染物，DEHP
在环境中普遍存在。我国长江中 DEHP 浓度为

54. 73 μg/L［1-2］，天津海河中也发现了最高浓度为

101 μg/L 的 DEHP［3］。另外，在我国人体尿液样本
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中也检测到了 DEHP 的代谢物成分［4-5］。DEHP 被

国际癌症研究机构（International Agency for Research
on Cancer，IARC）在 2011 年以动物致癌证据充分，

人类致癌证据缺乏而被评为人类可能致癌物（2B
类）［6］，其可能机制是通过核受体过氧化物酶体增

殖 物 激 活 受 体 α（Peroxisome proliferators-activated
receptor α，PPARα）活化而促进细胞增殖［7］。DEHP
的遗传毒性仍存在争议，尽管大多数实验室遗传毒

性 测 试 结 果 为 阴 性［8］，但 人 群 调 查 发 现 尿 液 中

DEHP 的代谢产物与精子 DNA 损伤相关［9］。此外，

遗传毒性测试方法众多，化学品的危害识别应综合

不同方法的测试结果。本研究采用《食品安全国家

标 准》GB15193 中 的 多 种 遗 传 毒 性 评 价 方 法 对

DEHP 遗传毒性进行系统性评价。

1 材料与方法

1. 1 主要试剂

DEHP（CAS No. 117-81-7）、丝裂霉素 C、环磷酰

胺、细胞松弛素 B 和二甲基亚砜均购自美国 Sigma
公司；秋水仙素、柠檬酸三钠、冰乙酸和吉姆萨染液

购自上海生物工程有限公司；1640培养基和胎牛血清

购自美国 Gibco 公司；Trixton-100 购自英国 Biotech
公司；正常熔点琼脂糖购自法国 BIOWEST 公司；低

熔点琼脂糖购自美国 Life Sciences 公司；Cometslide
平板购自 Trevigen。

在体外细胞试验中，DEHP 溶解于二甲基亚砜

（Dimethylsulfoxide，DMSO），DMSO 浓度低于 0. 5%；

在小鼠体内试验中，DEHP 溶解于 ddH2O，制成混悬

液，灌胃前置于微型振荡器上混匀。

1. 2 实验动物

选择健康成年雄性 SPF级 NIH小鼠，由广东省医

学实验动物中心提供，动物合格证号：No. 00157527。
动物饲养于广州市疾病预防控制中心屏障级实验

动物设施，实验动物设施使用许可证号为：SYXK
（粤）2016-0162。温度为 20 ℃~24 ℃，相对湿度 40%~
70%，实验期间动物自由摄食、饮水。

1. 3 试验菌株

选用《食品安全国家标准》GB 15193—2014 中

规定的标准菌株，即鼠伤寒沙门菌组氨酸缺陷型

TA97、TA98、TA100、TA102 和 TA1535 试验菌株，实

验前进行基因型和生物学性状鉴定。试验选用瑞

德肝脏疾病研究（上海）有限公司提供的大鼠肝匀

浆 S9 作为体外活化系统。

1. 4 细胞株

中国仓鼠肺（Chinese Hamster Lung，CHL）细胞

购自中国医学科学院细胞库。CHL 细胞复苏后，使

用 RPMI 1640 培养基（含 1% 青链霉素混合液和

10% 胎牛血清）在 37 ℃、5% CO2条件下培养。

1. 5 细菌回复突变试验（Ames试验）

参照 GB 15193. 4—2014 进行［10］。根据受试物

情况，本试验共设五个剂量组，分别为 5 000、1 000、
200、40、8 μg/皿，设自发回变组、溶剂对照组和阳性

对照组，每组均包括使用代谢活化系统（+S9）和不

使用代谢活化系统（-S9）。实验采用平板掺入法，每

一剂量组均设三个平行皿，置 37 ℃下培养 48 h，记
录各试验组每皿回变菌落数。当受试物组回变菌

落数的增加超过溶剂对照组 2 倍以上，并有剂量-反

应关系或至少某一测试点有可重复的并有统计学

意义的阳性反应时，判定为该受试物 Ames 试验为

阳性。

1. 6 体外哺乳动物细胞微核试验

参照 GB 15193. 28—2020进行［11］。用含 0. 312 5、
0. 625、1. 25、2. 5 和 5 mg/L 浓度 DEHP 的新鲜培养

基培养。阴性对照为溶剂，阳性对照为丝裂霉素 C
（不加 S9，终浓度为 0. 05 μg/mL）和环磷酰胺（加 S9，
终浓度为 10 μg/mL）。取对数生长期的 CHL细胞接

种于 6孔板中，24 h进行不同剂量的 DEHP染毒 4 h，
后加入细胞松弛素 B（终浓度为 4. 5 μg/mL），继续

培养 24 h。收获细胞、滴片、染色、阅片。每个剂量

组计数 1 000 个细胞中单核、双核及多核细胞数，按

下列公式计算复制系数（Replication index，RI）以评

价细胞毒性（T：受试物组，C：阴性对照组），并计数

2 000 个双核细胞中出现微核的细胞百分比。

RI = ( )双核细胞数 T + 2 ×多核细胞数 T /1 000
( )双核细胞数 C + 2 ×多核细胞数 C /1 000 × 100

1. 7 体外哺乳类细胞染色体畸变试验

染色体畸变试验参照 GB 15193. 23—2014 开

展［12］。CHL 细胞复苏后接种于 6 孔板中，DEHP 剂

量、阴性、阳性对照设置同 1. 6。加 S9情况下连续染

毒 6 h；不加 S9情况下连续染毒 24 h。细胞收获前约

2 h，在培养液中加入秋水仙素（终浓度 0. 3 μg/mL）。

收获细胞、制片、染色，在微镜下（100×）选择处于中

期分裂相且分散良好的细胞进行观察，每一剂量组

分析 100 个中期分裂相细胞。记录染色体结构畸变

的畸变类型（包括裂隙、断裂和交换等）和含结构畸

变细胞数，以及出现染色体数目畸变的细胞数。

1. 8 体外哺乳类细胞彗星试验

参照文献［13］进行实验。细胞处理同 1. 6，利
用碱性彗星实验检测 DNA 单链断裂和碱性易变位

点损伤。用 8. 5 μg/mL 的吖啶橙 100 μL 染色，荧

光显微镜下观察。每一处理组随机取 30 个细胞进
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行分析并拍摄，用 CASP 彗星图像分析软件进行

分析。

1. 9 小鼠骨髓红细胞微核试验

参照 GB 15193. 5—2014 进行［14］。选用 SPF 级

NIH 小鼠 50 只，随机分为 5 组，雌雄各半，DEHP 剂

量设置 15（1/2LD50）、7. 5（1/4LD50）、3. 75 g/kg·BW
（1/8LD50），经口灌胃，灌胃量为 0. 2 mL/kg·BW，阴

性对照为 ddH2O，阳性对照组动物腹腔注射环磷酰

胺（40 mg/kg·BW）。24 h 重复上述步骤，第 2 次染

毒 6 h 后处死小鼠，取骨髓、涂片、镜检。每只小鼠

观 察 1 000 个 骨 髓 嗜 多 染 红 细 胞（Polychromatic
erythrocytes，PCE），计 数 微 核 细 胞 数 ，计 算 微 核

率（‰）。计数 200 个红细胞中 PCE 与正染红细胞

（Normochromatic erythrocytes，NCE）的 个 数 ，计 算

PCE/NCE 的比值。

1. 10 小鼠精原细胞染色体畸变试验

参照 GB 15193. 8—2014 进行［15］。选用 SPF 级

NIH 小鼠 50 只（体质量 25～30 g）随机分为 6 组，

DEHP 剂量设置同 1. 9，经口灌胃染毒，中、低剂量

组设置染毒后 24 h 观察点，高剂量组设置 24 h 和

48 h 两个观察点，阳性对照组腹腔注射环磷酰胺

（40 mg/kg·BW）。动物处死前 4~5 h 腹腔注射秋水

仙素（4 mg/kg·BW）。动物处死后取双侧睾丸，经低

渗、固定、软化、染色等步骤制备精原细胞染色体标

本，每个标本在生物显微镜下观察 100 个中期分裂

相细胞，分析精原细胞染色体畸变，记录每个动物

染色体结构畸变的细胞数和每个细胞的染色体畸

变数，比较组间差异。

1. 11 统计学分析

实 验 数 据 中 ，计 量 资 料 以 平 均 值 ±标 准 差

（Mean±SD）表示，计数资料以率表示。采用 SPSS
20. 0 软件对实验数据进行统计分析，其中细菌回复

突变试验中试验组平均每皿中的回复菌落数大于或

等于溶媒对照组数值 2 倍时判断结果为阳性；染色

体畸变试验中各组结构畸变率及数据畸变率差异使

用 χ2 检验比较；采用 Poisson 分布比较微核率的组

间差异。小鼠体内试验，汇报各组小鼠的汇总结果，

并计算率。 P<0. 05 时，认为差异具有统计学显

著性。

2 结果

2. 1 细菌回复突变试验（Ames试验）

由 表 1 可 见 ，DEHP 对 5 种 鼠 伤 寒 沙 门 菌

TA97、TA98、TA100、TA102 和 TA1535 无论加或不

加代谢活化系统 S9，各剂量组回变菌落数均未超过

溶剂对照菌落数 2 倍，其回变菌落数与阴性对照差

异无统计学意义（P>0. 05），亦无剂量反应关系，试验

结果为阴性。

2. 2 体外哺乳动物细胞微核试验

如 表 2 所 示 ，DEHP 各 剂 量 组 中 ，剂 量 大 于

1. 25 mg/mL 可见细胞毒性作用，5 mg/mL 时，DEHP
对 细 胞 增 殖 的 抑 制 率 达 为 44. 5%（-S9）~54. 5%
（+S9）。在加入代谢活化系统 S9 的情况下，微核细

胞率随染毒剂量的增加而升高，与对照组相比差异

有统计学意义（P<0. 05）。

2. 3 体外哺乳动物细胞染色体畸变试验

染色体畸变实验结果显示（表 3），在添加代谢活

化系统和不添加代谢活化系统的条件下，未见 DEHP
（剂量范围 0. 312 5~5 mg/mL）所致染色体结构畸变

和染色体数目畸变率异常，与对照组比较差异均无

统计学意义（P < 0. 05）。

2. 4 体外哺乳类细胞彗星试验

如表 4 所示，5 mg/mL DEHP 可引起 CHL 细胞

彗星尾部 DNA 含量增加，与对照组相比，差异具有

统计学意义（P < 0. 05）。

2. 5 小鼠骨髓红细胞微核试验

骨髓红细胞微核试验结果（表 5）显示，本试验条

件下 DEHP 各剂量组小鼠骨髓红细胞微核未见异

常，与对照组相比，差异无统计学意义（P>0. 05）。

表 1 DEHP对鼠伤寒沙门菌回复突变的影响（n=3）
Table 1 Effects of DEHP on the bacterial reverse mutation number（n=3）

组别

40 μg/皿 DEHP
200 μg/皿 DEHP
1 000 μg/皿 DEHP
5 000 μg/皿 DEHP
阴性对照（ddH2O）
溶剂对照（DMSO）
阳性对照*

TA97
-S9

159.7±6.6
161.7±6.9
163.3±5.2
157.7±8.7
158.3±6.2
159.0±4.3
>1 000

+S9
161.3±3.3
161.0±5.7
157.3±6.2
162.7±9.0
163.3±7.3
164.0±8.5
>1 000

TA98
-S9

35.3±2.4
34.7±2.1
36.0±1.4
33.3±1.2
34.3±0.5
35.7±1.9
>1 000

+S9
35.3±0.9
34.7±2.4
36.7±1.9
35.3±2.5
36.3±1.7
34.0±0.8
>1 000

TA100
-S9

186.3±4.5
184.3±2.4
179.3±3.7
187.0±4.2
186.3±3.3
178.3±5.4
>1 000

+S9
182.3±8.7
179.0±7.5
181.7±6.2
178.7±8.2
179.7±4.2
186.0±2.8
>1 000

TA102
-S9

306.3±3.1
294.3±6.6
292.7±7.9
301.0±3.7
290.7±3.9
293.0±6.4
>1 000

+S9
296.3±11.6
293.7±8.5
305.7±3.7
302.7±3.4
299.7±6.3
297.0±10.2
>1 000

TA1535
-S9

11.7±0.9
11.7±1.7
13.3±0.9
11.7±0.9
13.3±2.4
11.0±0.8
>1 000

+S9
11.0±1.0
13.5±1.5
13.0±1.0
12.0±1.0
10.0±0.0
13.5±0.5
>1 000

注：*阳性对照：-S9：TA97和 TA98为 50.0 μg/皿的敌克松，TA100为 1.5 μg/皿的叠氮钠，TA102为 1.5 μg/皿的丝裂霉素 C；+S9：TA97、TA98和
TA100为 10 μg/皿的 2-氨基芴，TA102为 60 μg/皿的 1,8-二羟蒽醌
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2. 6 小鼠精原细胞染色体畸变试验

染毒期间高剂量组（15 g/kg·BW）小鼠出现体质

量增长缓慢及明显消化不良症状。分析结果显示，

染色体畸变率随染毒剂量和时间的增加虽有升高

的趋势，但组间差异无统计学意义（P>0. 05）。

3 讨论

本研究通过细菌回复突变试验（Ames 试验）、

体外哺乳类细胞染色体畸变、微核和彗星试验以及

小鼠骨髓红细胞微核试验和小鼠精原细胞染色体畸

表 6 DEHP对小鼠精原细胞染色体损伤的影响

Table 6 Effects of DEHP on chromosomal aberration in vivo in
mice spermatogonial cells

组别

3.75 g/kg
DEHP (24 h)
7.5 g/kg
DEHP (24 h)
15 g/kg
DEHP (24 h)
15 g/kg
DEHP (48 h)
阴性对照
（ddH2O）40 mg/kg
环磷酰胺(i.p.)

观察
数/个

5×100
5×100
5×100
5×100
5×100
5×100

染色体畸变类型/个

断裂

5
6
9
13
5
70

微小体

2
2
2
4
2
18

双微
小体

0
1
1
2
1
5

单体
互换

0
0
0
0
0
4

裂隙

79
65
62
55
68
157

畸变细胞/

[n(%)]
7（1.4）
9（1.8）
12（2.4）
19（3.8）
8（1.6）
97（19.4）

表 5 DEHP对小鼠骨髓红细胞微核的影响

Table 5 Effects of DEHP on micronucleus rate in vivo in mice
bone marrow erythrocyte

组别

3.75 g/kg DEHP
7.5 g/kg DEHP
15 g/kg DEHP
阴性对照（ddH2O）40 mg/kg环磷酰胺(i.p.)

观察 PCE
数/个

10×1 000
10×1 000
10×1 000
10×1 000
10×1 000

含微核 PCE
数/个

19
17
18
16
276

微核
率/‰
1.9
1.7
1.8
1.6
27.6

PCE/
NCE
16.05
17
17.08
18.54
15.96

表 2 DEHP对体外哺乳类细胞微核的影响

Table 2 Effects of DEHP on micronucleus rate in vitro in CHL cells
组 别

0.312 5 mg/mL DEHP
0.625 mg/mL DEHP
1.25 mg/mL DEHP
2.5 mg/mL DEHP
5 mg/mL DEHP
溶剂对照

0.05 μg/mL丝裂霉素 C
10 μg/mL环磷酰胺

RI值
-S9
92.8
90.1
86.5
73.4
55.5
98.8
90.5
91.2

+S9
90.5
87.6
82.6
69.8
45.5
96.5
89.6
82.3

细胞毒性/%（100-RI）
-S9
7.2
9.9
13.5
26.6
44.5
1.2
9.5
8.8

+S9
9.5
12.4
17.4
30.2
54.5
3.5
10.4
17.7

需观察双核细胞数/个

-S9
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000

+S9
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000
1 000

含微核双核细胞数/个

-S9
4
7
6
8
9
5
25
—

+S9
3
6
8
10
13
6

—

18

微核细胞率/%
-S9
0.4
0.7
0.6
0.8
0.9*
0.5
2.5
—

+S9
0.3
0.6
0.8
1.0*
1.3**
0.6
—

1.8
注：与阴性对照组相比，*、**分别表示 P<0.05和 P<0.01

表 3 DEHP对体外哺乳类细胞染色体畸变的影响

Table 3 Effects of DEHP on chromosomal aberration in vitro in CHL cells
组别

0.312 5 mg/mL DEHP
0.625 mg/mL DEHP
1.25 mg/mL DEHP
2.5 mg/mL DEHP
5 mg/mL DEHP
0.312 5 mg/mL DEHP
0.625 mg/mL DEHP
1.25 mg/mL DEHP
2.5 mg/mL DEHP
5 mg/mL DEHP
溶剂对照

0.05 μg/mL丝裂霉素 C
10 μg/mL环磷酰胺

S9 mix
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+
-
+

处理时间/h
24
24
24
24
24
6
6
6
6
6
6
24
6

畸变数/个

csb
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
1

ctb
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
4
1

cse
0
0
0
0
0
1
0
0
0
1
0
1
1

cte
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
7
7

frg
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Total/[n(%)]
1(2.0)
0(0.0)
0(0.0)
1(2.0)
0(2.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
13(26.0)*
10(20.0)*

gap/[n(%)]
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
1(2.0)
1(2.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)
1(2.0)
0(0.0)
0(0.0)
0(0.0)

注：在倒置显微镜下计数染色体断裂（csb）、染色单体断裂（ctb）、染色体交换（cse）、染色单体交换（cte）、染色体碎片（frg）以及染色单体或染色

体间隙（gap）的细胞数；gap不纳入总数计算；*表示 P<0.05
表 4 DEHP对 CHL细胞 DNA损伤的影响

Table 4 Effects of DEHP on DNA damage and repair in
vitro in CHL cells

组别

0.312 5 mg/mL DEHP
0.625 mg/mL DEHP
1.25 mg/mL DEHP
2.5 mg/mL DEHP
5 mg/mL DEHP
溶剂对照

0.05 μg/mL丝裂霉素 C
10 μg/mL环磷酰胺

彗尾光密度

-S9
1.02±0.23
1.24±0.19
1.06±0.24
1.86±0.22
2.01±0.15*
1.01±0.12
24.85±3.69**

—

+S9
1.05±0.11
1.21±0.19
1.09±0.21
1.99±0.34
2.89±0.26*
1.05±0.21

—

29.65±5.69**
注：与阴性对照组相比，*、**分别表示 P<0.05和 P<0.01
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变试验等观察了 DEHP 的遗传毒性效应。研究表

明，大部分测试结果为阴性，但在体外细胞遗传毒性

测试中，在细胞毒性显著的剂量下（2. 5和 5 mg/mL），

细胞微核率升高，彗星试验中彗星尾部 DNA 含量

增加；在小鼠体内试验中，精原细胞染色体畸变率随

DEHP 染毒剂量增加而增加，但组间差异不具备统

计学显著性，且低于阳性对照。由于观察到的遗传

毒性出现在细胞毒性显著的情况下，因此在本研究认

为 DEHP在测试条件下并未呈现显著的遗传毒性。

评价遗传毒性的方法众多，本研究涵盖的遗传

毒性终点包括基因突变（Ames 试验）、DNA 损伤（彗

星试验）及染色体损伤（染色体畸变和微核），在方法

学上包括了体外和体内（外周血细胞和生殖细胞）测

试，能较全面地反映 DEHP 的遗传毒性。本研究与

大部分研究结果一致［8］。但也有研究显示 DEHP 能

够引起 HEK-293 细胞的 DNA 损伤，其机制与氧化

应激诱导 DNA 链断裂有关［16］。CHOI等［17］报道人源

HepG2 细胞暴露于低剂量 DEHP（0. 97 μg/mL）24 h
及 48 h 后彗星试验尾部 DNA 含量增加。DEHP 在

9. 4～38 μg/mL 剂量范围内处理 24 h，呈剂量依赖

的形式引起 DNA 损伤增加（彗星试验）［18］。而在人

群研究中，尿液中 DEHP 的代谢产物与精子 DNA
损伤正相关［9］。不同研究间结果的不一致可能与染

毒剂量、时间、细胞类型等有关，人群研究结果无法

完全排除混杂因素的影响，应采用争取证据权重的

方法对 DEHP 遗传毒性进行综合评价。

综上，DEHP 在动物中的致癌性及基于 PPARα
的非遗传毒性致癌机制已被证实［8］，虽然包括本研

究在内的大部分监管机构认可的遗传毒性测试认

为 DEHP 不是 DNA 活性物质，但人群流行病学调

查以及新的遗传毒性终点测试如表观遗传毒性［19］

测试，显示 DEHP 在低剂量情况下呈现基因突变、

DNA 损伤之外的遗传毒性［8］，因此应采用新的研究

方法，观察 DEHP 在广泛剂量范围内，对 DNA 和染

色体其它组分的影响，探索致癌机制。
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