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摘$要!目的$探讨己烯雌酚 #(aB$%邻苯二甲酸二丁酯 #(T)$%丙基硫脲嘧啶 #)@?$对小鼠垂体瘤神经细胞

#F@#+3 神经细胞$的增殖效应及其联合作用" 方法$(aB 的剂量为 -.#%#%#-%#--%# --- !PCV5Q!(T)的剂量为

-.-#%#%#-%#--%# --- !PCV5Q!)@?的剂量为 -.--- #%-.-#%#%#--%# --- !PCV5Q" 联合作用的剂量设计为 (aB

-.# c# --- !PCV5Q!(T)-.-# !PCV5Q!)@?-.--- # !PCV5Q" 采用 XXS+1 法检测 % 种物质单独作用和联合作用

!’ 9后 F@#+3 神经细胞存活率" 结果$(aB%(T)单独作用于细胞!随 (aB 或 (T)浓度的增大细胞存活率呈现先

增加后降低的趋势" )@?单独作用于细胞!各组的细胞存活率与对照组比较有所增加!但基本维持在一定水平"

(aB%(T)%)@?单独作用时!其浓度分别低于 #-%#--%# --- !PCV5Q时!F@#+3 神经细胞存活率在 4-f以上" (aB

与 (T)联合暴露时!细胞存活率随 (aB 浓度的增加而降低" (aB 与 )@?联合暴露时!细胞存活率随 (aB 浓度增加

表现为先增加后降低!(T)与 )@?联合暴露时!细胞存活率随 (T)浓度增加表现为先增加后降低" 与 (aB 单独作

用体系比较!-.-# !PCV5Q(T)和 -.--- # !PCV5Q)@?同时加入到 - c#- !PCV5Q(aB 后细胞存活率明显增加!差

异有统计学意义#!,-.-"$!而 (aB 浓度为 #-- !PCV5Q时细胞存活率由 1-f左右降至 ’f左右!差异有统计学意

义#!,-.-"$" 结论$(aB%(T)%)@?对 F@#+3 神经细胞的增殖效应呈先促进后抑制的趋势!% 种物质在一定剂量

下共同作用对 F@#+3 神经细胞增殖呈现联合作用"
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己烯雌酚’邻苯二甲酸二丁酯和丙基硫脲嘧啶对小鼠垂体瘤神经细胞增殖的联合作用研究!!!康静"等 !!2"$$ !

IRYC\I[" Z9I= 7IVV‘><]>V>ZW9<[ Z9I\<PI79<=DI&K9I= -.-# !PCV5Q(T)<=[ -.--- # !PCV5Q)@?<[[I[ ZC-+#-

!PCV5Q(aB" Z9I7IVV‘><]>V>ZW>=7̂I<\I[ C]‘>CH\VW" <=[ Z9I[>88ÎI=7IM<\\>D=>8>7<=Z#!,-.-" $&THZM9I=

7C=7I=Ẑ<Z>C= >=7̂I<\I[ ZC#-- !PCV5Q(aB" Z9I7IVV‘><]>V>ZWM<\[I7̂I<\I[ 8̂CP1-f ZC’f" <=[ Z9I[>88ÎI=7IM<\

\>D=>8>7<=Z#!,-.-" $&<)*06&8.)*$K9I= (aB" (T)<=[ )@?M<\IRYC\I[ ZCF@#+3 7IVV\" Z9I7IVVY ĈV>8Î<Z>C=

>=7̂I<\I[ <Z8>̂\Z<=[ Z9I= [I7̂I<\I[&K9I= Z9IWMÎI7CP]>=I[ <Z<7ÎZ<>= 7C=7I=Ẑ<Z>C=" >Z\9CMI[ <6C>=ZI88I7ZC87IVV

Y ĈV>8Î<Z>C= C= F@#+3 7IVV\&

=,( >)3’8% (>\Z9WV\Z>V]I\ẐCV& [>]HZWVY9Z9<V<ZI& Y ĈYWVZ9>CH <̂7>V& F@#+3 7IVV\& 6C>=ZZCR>7>ZWI88I7Z& 7WZCZCR>7>ZW& =Î‘I
7IVV

$$根据生物学效应或作用靶点不同"内分泌干扰
物#aa(\$可分为类雌激素物质’抗雄激素物质和甲
状腺干扰物质 (#) "己烯雌酚 #(aB$’邻苯二甲酸二
丁酯#(T)$和丙基硫脲嘧啶#)@?$是 % 种常见的内
分泌干扰物* 课题组前期研究发现"% 种内分泌干
扰物作用类型存在差异"(aB 主要作用于子宫"(T)
作用于提肛肌+海面体肌和尿道球腺")@?作用于甲
状腺* (aB 能扰乱机体内分泌系统的正常功能 (!) "
(T)可降低颗粒细胞分泌的雌二醇和孕酮水平 (%) "
动物试验 (’)发现 (T)还会降低机体雄激素"提高雌
二醇水平* 研究 (")表明 )@?有升高血清促甲状腺
素’降低血清三碘甲腺原氨酸和甲状腺素的作用*

已有国内外研究 (2+3)发现"不同类型内分泌干
扰物#(aB’(T)和 )@?$单独暴露会影响下丘脑+垂
体系统"改变动物的神经行为 (1) "体外试验 (4)发现
其对神经细胞的增殖也会产生明显的抑制作用"提
示神经系统可能是 % 类不同内分泌干扰物的共同作
用靶点* 有些研究提示"不同类型内分泌干扰物共
存时"可能对神经系统具有联合毒性* 刘红阳等 (#-)

研究发现铅和 (T)联合暴露于斑马鱼胚胎对神经
相关基因表达产生影响* 殷金珠 (##)研究发现铝’苯
并芘#T<)$联合作用于大鼠神经细胞"会使其凋亡
并具有联合作用"联合作用类型为协同作用* 本试
验旨在利用神经细胞模型研究 (aB’(T)和 )@?的
联合作用模式"为下一步研究这 % 种物质对神经系
统的联合作用及其机制提供依据*

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$细胞来源

小鼠垂体瘤神经细胞#F@#+3 神经细胞$由军事
医学科学院彭双清教授馈赠*
#.#.!$主要仪器与试剂

细胞培养箱 #上海恒科技仪器有限公司 $"
E<=C[ ĈY !--- 微 量 分 光 光 度 计 #美 国 @9ÎPC
B7>I=Z>8>7$* 己烯雌酚 #(aB$’邻苯二甲酸二丁酯
#(T)$’丙基硫脲嘧啶#)@?$’二甲基亚砜#(NBU$
均购自美国 B>DP<"胎牛血清 #8IZ<V]C‘>=I\ÎHP"

_TB$’(NaN 细胞培养液均购自德国 :=‘>ẐCDI=
F>]7C"细胞计数试剂盒 1 #XXS+1"日本同仁化学研
究所$*
#.!$方法
#.!.#$细胞培养

用含 #-f胎牛血清的 (NaN培养液培养 F@#+3

神经细胞"条件为 "fXU!’%3 e"待细胞生长至
3-f c1-f融合时进行相关试验*
#.!.!$(aB’(T)和 )@?剂量设计

(aB 剂量为 -.#’#’#-’#--’# --- !PCV5Q"(T)
剂量为 -.-#’#’#-’#--’# --- !PCV5Q")@?剂量为
-.--- #’-.-#’#’#--’# --- !PCV5Q* 联合作用的剂
量设计为(aB -.# c# --- !PCV5Q"(T)-.-# !PCV5Q"
)@?-.--- # !PCV5Q*
#.!.%$不同浓度 (aB’(T)和 )@?单独暴露以及
联合暴露对 F@#+3 细胞增殖的影响

将 F@#+3 神经细胞以 1 --- 个5孔接种于 42 孔
板中"用含有 #-f胎牛血清的培养液培养 !’ 9"待
细胞完全贴壁并开始增殖后"换为无血清 (NaN培
养液"继续培养#! 9"使细胞饥饿达到同步化* 继而
加入各浓度的受试物培养"染毒 !’ 9 后"弃上清"加
入 XXS+1 继续温育 # 9"于酶标仪上检测吸光度
#U($"计算细胞相对存活率* 每个剂量 2 个平行"
试验重复 % 次* 细胞相对存活率的计算方法%细胞
存活率 i#U(染毒组 jU(背景对照$5#U(对照
组 jU(背景对照$ k#--f*
#.%$统计学分析

试验结果以均数 d标准差 #!%d’$表示"采用
B)BB #4.- 软件进行单因素方差分析"方差齐时组
间均数比较采用 QB(法"方差不齐时组间均数比较
采用 (H==IZZp\法"设定检验水准 "i-.-""!,-.-"
为差异有统计学意义*

!$结果
!.#$(aB’(T)和 )@?单独暴露对F@#+3 神经细胞
增殖的影响

如图 #0’#T所示"随着 (aB’(T)浓度的增加"
细胞存活率表现为先增加后降低"不同的是 (aB 在
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浓度为 # --- !PCV5Q时细胞存活率明显降低
#"f$"而 (T)没有* 在 (aB 和 (T)单独暴露时"
浓度分别为 -.# c#- 和 -.-# c#-- !PCV5Q"细胞存
活率大于 4-f* 图 #X所示"随着 )@?浓度的增加"

细胞存活率也增加"并在)@?浓度为 -.--- # !PCV5
Q时达到峰值"在 -.-# c# --- !PCV5Q时细胞存活
率维持在一定水平"且各浓度作用下的细胞存活率
都在 4-f以上*

注%图 #0为不同浓度 (aB 对 F@#+3 神经细胞增殖的影响&图 #T为不同浓度 (T)对 F@#+3 神经细胞增殖的影响&

图 #X为不同浓度 )@?对 F@#+3 神经细胞增殖的影响&$表示与对照组比较"!,-.--#

图 #$不同浓度受试物对 F@#+3 神经细胞增殖的影响
_>DH Î#$a88I7Z\C8[>88ÎI=Z7C=7I=Ẑ<Z>C=\C8(aB’(T)’)@?C= Y ĈV>8Î<Z>C= C8F@#+3 7IVV\

!.!$(aB’(T)’)@?两两联合暴露对 F@#+3 神经
细胞增殖的影响

试验结果如图 !* 图 !0所示" -.-# !PCV5Q
(T)加入(aB 中"细胞存活率随(aB 浓度的增加呈
降低趋势* 图 !T所示"-.--- # !PCV5Q)@?加入
(aB 中"细胞存活率随 (aB 浓度的增加呈先增后降
趋势* 如图 !0和 !T所示"与 (aB 单独作用比较"

(T)或 )@?加入到 #-- !PCV5Q(aB 中"细胞存活
率均表现为大幅度降低* 图 !X所示" -.--- #
!PCV5Q)@?加入 (T)中"细胞存活率随 (T)浓度
的增加呈先增后降趋势* 与 -.-# !PCV5Q(T)单独
暴露时的细胞存活率比较"在其中加入 -.--- #
!PCV5Q)@?后细胞存活率有所增加"差异有统计学
意义#!,-.-"$*

注%图 !0中!表示与 (aB 单独暴露组比较"!,-.-"&﹟表示与 -.-# !PCV5Q(T)组比较"!,-.-"&图 !T中!表示与

(aB 单独暴露组比较"!,-.-"&﹟表示与 -.--- # !PCV5Q)@?组比较"!,-.-"&图 !X中!表示与 (T)单独暴露组比较"!,-.-"&

﹟q表示与 -.--- # !PCV5Q)@?组比较"!,-.--#

图 !$不同浓度 (aB’(T)’)@?两两联合暴露对 F@#+3 神经细胞增殖的影响
_>DH Î!$LC>=ZI88I7Z\C8[>88ÎI=Z7C=7I=Ẑ<Z>C=\C8(aB" (T)<=[ )@?M>Z9 I<79 CZ9ÎC= Z9IY ĈV>8Î<Z>C= C8F@#+3 7IVV\

!.%$(aB’(T)’)@?三者联合暴露对 F@#+3 神经
细胞增殖的影响

由图 % 可知"当 -.-# !PCV5Q(T)’ -.--- #
!PCV5Q)@?加入 (aB 中"细胞存活率随 (aB 浓度
的增加呈现先增加后降低的趋势* 三者联合作用"
(aB 浓度为 -.# !PCV5Q时的细胞存活率达峰值*
与同剂量 (aB 单独暴露比较"在加入 (T)和 )@?
后"-.#’#’#- !PCV5Q(aB 剂量组的细胞存活率增加"
差异有统计学意义 #!,-.-"$&#--’# --- !PCV5Q

(aB 剂量组的细胞存活率降低"差异有统计学意义
#!,-.-"$"且 (aB 为 #-- !PCV5Q时"细胞存活率
由 1-f左右迅速降至 ’f左右*

%$讨论
本试验采用永生化的下丘脑 F=/*神经元细胞

模型 F@#+3 细胞系"研究 % 种不同类型内分泌干扰
物单独和联合暴露时的神经毒性*

试验结果初步提示 (aB 和 (T)对 F@#+3 神经
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注%!表示与 (aB 单独暴露组比较"!,-.-"&﹟表示

与 -.-# !PCV5Q(T)l-.--- # !PCV5Q)@?组比较"!,-.--#

图 %$不同浓度 (aB’(T)’)@?三者联合暴露对
F@#+3 神经细胞增殖的影响

_>DH Î%$LC>=ZI88I7Z\C8[>88ÎI=Z7C=7I=Ẑ<Z>C=\C8(aB"

(T)<=[ )@?C= Y ĈV>8Î<Z>C= C8F@#+3 7IVV\

细胞的增殖作用可能存在低剂量促进’高剂量抑制
的倒 ?型剂量+反应关系* -.--- # c# --- !PCV5Q
)@?能促进 F@#+3 神经细胞的增殖* 有研究 (#!)发
现 (aB 有神经毒性作用"能够促进海马神经干细胞
的增殖分化* 也有研究 (#%)发现大鼠孕期染 (T)会
影响子代神经干细胞的增殖与分化"从而影响神经
系统的发育"随着 (T)浓度的增大"正常新生大鼠
神经干细胞的细胞活性降低* (:XSa/BUE等 (#’)研
究发现同属拟甲状腺激素类的多氯联苯#)XT\$类
物质"对 F@#+3 神经细胞具有神经毒性作用*

内分泌干扰物的联合作用模式除了与受试物
有关外"剂量选择也是影响联合作用结果的重要因
素* 本试验根据前期试验结果"选择 (aB # -.# c
# --- !PCV5Q$作为主要物质"将 (T)和 )@?与之
联合"后者剂量选择的原则包括%细胞存活率达
4-f或以上’具有明显效应且是最低的效应剂量
#基于内分泌干扰物的低剂量效应特性$* 根据单
独试验结果"(T)和 )@?的联合暴露剂量分别为
-.-# 和 -.--- # !PCV5Q* 以往研究 (#")表明"不同类
型的内分泌干扰物在神经毒性方面存在联合作用*
邻苯二甲酸二辛酯#(U)$和砷#0\$联合暴露对小
鼠神经毒性的联合作用类型表现为协同作用’拮抗
作用* 铝和 T<)对大鼠神经细胞凋亡具有联合作
用"联合作用类型为协同作用 (##) * 砷和 (T)联合
暴露对斑马鱼胚胎具有一定的神经毒性"但对神经
发育的相关基因无交互作用 (#-) * 经本试验研究发
现 (aB’(T)和 )@?这 % 种不同类型的内分泌干扰
物对 F@#+3 神经细胞毒性有联合作用*

试验结果表明"当 (T)与 (aB’)@?与 (aB’以
及 (T)’)@?与 (aB 联合暴露"细胞存活率随 (aB

浓度的增加表现为先增加后降低的趋势"提示一定
浓度的 (T)’)@?与 (aB 联合能促进 F@#+3 神经细
胞增殖* 与 (aB 单独作用比较"在 (T)和 )@?中
同时加入 -.# c#- !PCV5Q(aB 后细胞存活率明显
增加"提示 (aB’(T)’)@?以一定浓度联合作用时
能促进 F@#+3 神经细胞增殖* (T)和 )@?同时加
入 #-- !PCV5Q(aB"细胞存活率由 1-f快速降至
’f左右"该过程机制尚不清楚"初步提示在该浓度
下% 种物质联合作用时对 F@#+3 神经细胞毒性可能
产生协同或相加作用"具体联合作用模式和机制需
要进一步研究*

本试验结果可作为后期试验剂量设计依据"应
用于探讨不同内分泌干扰物对神经内分泌方面的
联合作用及其作用模式和机制的剂量设计中"从而
为该类物质的风险评估和风险管理提供科学依据*
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国家卫生计生委办公厅关于规范进口尚无食品
安全国家标准审查工作的通知

国卫办食品发%!-#3&#’ 号

各省%自治区%直辖市卫生计生委!国家食品安全风险评估中心’
根据(食品安全法)相关规定!为规范进口尚无食品安全国家标准食品#以下简称进口无国标食品$的相

关标准审查工作!经商相关部门!现通知如下’
一%明确进口无国标食品的范围
进口无国标食品!是指由境外生产经营的!我国未制定公布相应食品安全国家标准的食品!不包括食品

安全国家标准中通用标准或产品标准已经涵盖的食品%国务院有关部门公告或审批的食品%由已有食品安
全标准的各种原料混合而成的预混食品以及其他不属于进口尚无食品安全国家标准等情形"

进口无国标食品应当符合(食品安全法)要求和国务院有关部门的管理规定"
二%规范进口无国标食品的相关标准审查职责和程序
#一$职责" 国家卫生计生委委托国家食品安全风险评估中心参照食品安全国家标准管理的机制和流

程!开展进口无国标食品标准的技术审查工作"
#二$审查程序"
#&申请资料的提交" 申请进口无国标食品!由境外出口商%境外生产企业或者其委托的进口商向国家

食品安全风险评估中心提交所执行的相关国家#地区$标准或者国际标准"
!&初审及征求意见" 国家食品安全风险评估中心负责对申请资料进行初审!确属无食品安全国家标准

的!申请资料于国家食品安全风险评估中心网站#网址’MMM&78\<&=IZ&7=$进行公开征求意见!期限一般为 %-
日" 国家食品安全风险评估中心负责反馈意见的整理%汇总"

%&技术审查" 征求意见截止后!根据审查需要!国家食品安全风险评估中心从食品安全国家标准审评
委员会中选择相应的专家!承担具体申请材料的技术审查工作" 根据需要!可邀请国家食品安全风险评估
专家委员会以及国家质检总局%食品药品监管总局的有关技术机构的专家共同参与审查工作"

国家食品安全风险评估中心认为待审标准符合要求的!提出指定暂予适用相关标准的审查意见&认为
不符合要求的!提出不予适用的理由并告知申请者&认为有必要制定%修订相应食品安全国家标准的!同时
提出食品安全国家标准立项建议"

’&报批和发布" 国家食品安全风险评估中心将技术审查意见报送国家卫生计生委" 国家卫生计生委
审核通过后!发布暂予适用标准" 需要制定%修订食品安全国家标准的!按照食品安全国家标准工作程序执
行" 相应的食品安全国家标准公布后!原文件即行废止"

"&复审" 有证据表明进口无国标食品其安全可能存在问题或所执行的标准技术指标发生变化等情形
的!国家卫生计生委负责组织对已发布的进口无国标食品的适用标准进行重新审核"

国家卫生计生委办公厅

二〇一七年四月十七日
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