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Abstract: Objective: Epidemiological studies have found that exposure to plasticizers in the environment may be associated 
with autism in preschool children, but laboratory evidence is lacking. To determine whether prenatal exposure to DEHP, a 
plasticizer, causes autism in offspring mice. Methods: Pregnant mice were randomly divided into four groups: corn oil control 
group and low, medium and high concentration DEHP exposure group (10 mg/kg, 50 mg/kg, 250 mg/kg). Mice were received 
continuous intragastric administration of DEHP from the 3rd day to the 17th day of pregnancy. Behavioral characteristics of 
autism in offspring were assessed after birth. Results: The social ability of offspring was significantly decreased after prenatal 
exposure to moderate and high concentration DEHP. The female offspring showed repetitive stereotyped behavior and decreased 
spontaneous activities. Conclusion: Exposure to medium and high concentration of DEHP during embryonic stage can induce 
autism in offsprings. 
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摘要摘要摘要摘要：：：：目的：流行病学研究发现环境中塑化剂暴露可能与学龄前儿童自闭症的发病有关，但缺乏实验室证据，为明确

胚胎期塑化剂DEHP暴露是否导致小鼠自闭症的发生。方法：孕鼠被随机分为4组：玉米油对照组和低、中、高浓度DEHP

染毒组（10mg/kg，50mg/kg，250mg/kg），自怀胎第3天起至第17天连续用DEHP进行灌胃染毒。仔鼠出生后，用行为

学评估仔鼠自闭症行为学特性。结果：胚胎期中高浓度DEHP染毒使仔鼠社交能力明显下降，其中雌性仔鼠出现重复

刻板活动且自发活动明显减弱。结论：胚胎期中高浓度塑化剂DEHP暴露可致仔鼠自闭症的发生。 

关键词关键词关键词关键词：：：：邻苯二甲酸二乙基乙酯，自闭症谱系障碍，神经发育 
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1．．．．引言引言引言引言 

自闭症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）是

一种神经发育障碍导致的疾病，它的发病不仅与遗传因素

有关，还与环境因素密不可分[1-2]。动物神经行为发育最

为关键的时期是胚胎期，此时环境中的毒素、药物等不良

因素极易影响胎儿的神经发育，出生后发生自闭症的风险

显著升高[3]。流行病学研究发现，环境中的一类塑化剂邻

苯二甲酸酯类化合物（phthalic acid easters, PAEs）可能与

学龄前儿童自闭症的发病有关[4]。近年来，进一步揭示ASD

的发病机制，探索PAEs与ASD之间的联系机制已成为该领

域热切关注的重要课题。邻苯二甲酸二乙基己基酯（Di 

(2-ethylhexyl) phthalate，DEHP）是一种典型的PAEs，王永

俊等研究发现，哺乳期暴露于50、500mg/kg DEHP的雄性

子代大鼠海马内突触可塑性蛋白PSD95、CREB、PKA、

CAMKII的mRNA表达水平下降，提示DEHP可影响子代大

鼠的神经系统发育，进而对空间学习能力造成损害[5]。徐

晓虹等研究发现，母鼠从妊娠第七天至断乳前（产后21天）

每天灌胃染毒DEHP10、50、200mg/kg可抑制青春期仔鼠的

活动性，使其产生焦虑，该焦虑状态可以延续至成年后[6]。

此外，DEHP暴露还可损伤青春期雄鼠的空间学习记忆能力

[7]。但胚胎期DEHP暴露是否导致仔鼠自闭症的产生尚不

清楚。为解答该问题，本课题拟在胚胎期DEHP暴露的小鼠

模型上察看仔鼠自闭症相关神经行为特点，探讨胚胎期

DEHP暴露这一环境因素是否为自闭症发生的诱因。 

2．．．．材料与方法材料与方法材料与方法材料与方法 

2.1．．．．实验动物实验动物实验动物实验动物 

从浙江医学科学院实验动物中心购得清洁级健康ICR

小鼠50只，含40只雌鼠和10只雄鼠，体重为25-30g。 

2.2．．．．主要仪器及试剂主要仪器及试剂主要仪器及试剂主要仪器及试剂 

DEHP（美国sigma），玉米油（中国金龙鱼），动物

行为学分析软件及系统（荷兰Noldus）。 

2.3．．．．实验分组及模型制备实验分组及模型制备实验分组及模型制备实验分组及模型制备 

将40只雌鼠随机且分批与雄鼠合笼，合笼之后记录怀

胎雌鼠的个数和怀胎时间。将孕鼠随机分为4组，分别是

玉米油对照组和低、中、高浓度DEHP染毒组（10mg/kg，

50mg/kg，250mg/kg），染毒组采取灌胃方式进行染毒，

每天一次，建立DEHP胚胎期暴露模型，而玉米油组孕鼠

则灌胃等量玉米油以对照。灌胃自怀胎第3天起至第17天，

共15天。 

2.4．．．．行为学观察行为学观察行为学观察行为学观察 

2.4.1．．．．三箱社交实验三箱社交实验三箱社交实验三箱社交实验 

第一阶段：将被测仔鼠放入三个箱子相互连通的实验

箱中任意探索10分钟。第二阶段：在右侧箱体的鼠笼中放

入一只同性陌生鼠1号，让被测仔鼠任意探索10分钟。第

三阶段：在左侧箱体的鼠笼中再放入一只同性陌生鼠2号，

让被测仔鼠任意探索10分钟。记录三个阶段里仔鼠在三个

箱子区域中逗留的时间。 

2.4.2．．．．埋弹珠实验埋弹珠实验埋弹珠实验埋弹珠实验 

第一阶段：在鼠笼中铺上10cm厚的玉米芯垫料，让仔

鼠在鼠笼中适应10分钟。第二阶段：在玉米芯垫料上放上

15个玻璃珠，分五排，每排3个。将仔鼠放入笼中20分钟

后统计其所埋弹珠的数目。 

2.4.3．．．．Y迷宫实验迷宫实验迷宫实验迷宫实验 

在Y迷宫中心放入一只5周龄的小鼠让其自由探索8分

钟，用摄像观察并记录仔鼠进入迷宫臂的顺序，如果仔鼠

相邻三次分别进入不同的迷宫臂则记录为正确的一组，正

确的组数除以总组数则为仔鼠y迷宫实验的正确率，完成

一只仔鼠的测试后需使用75%酒精擦拭迷宫消除气味。 

2.5．．．．数据统计数据统计数据统计数据统计 

所有数据均用平均值±标准误差（X̅ ±S）表示。用

SPSS20.0软件进行统计分析，对比两组数据用单因素方差

分析法，多组用登尼特法，P＜0.05表示在统计学上有显

著性意义。 

3．．．．结果结果结果结果 

3.1．．．．DEHP染毒影响仔鼠社会交互能力染毒影响仔鼠社会交互能力染毒影响仔鼠社会交互能力染毒影响仔鼠社会交互能力 

三箱社交实验第二阶段结果显示，当右侧箱体的鼠笼

中放入同性陌生鼠1号之后，玉米油对照组仔鼠无论雌雄

在该侧的停留时间均显著长于左侧空白箱体（P＜0.05），

这种行为特征反映了正常小鼠的社会交互能力。而中高浓

度DEHP（50mg/ml和250mg/ml）染毒组仔鼠在小鼠所在

的右侧箱体内的停留时间的较玉米油对照组显著缩短，表

现为左右两侧箱体停留时间无差异（图1A，1B），说明

DEHP染毒对仔鼠的社会交互能力产生了负面影响。 

第三阶段结果显示，当左侧箱体的鼠笼中放入一只新

的同性陌生鼠2号之后，玉米油对照组仔鼠无论雌雄在该

侧的停留时间均显著长于右侧箱体（P＜0.05）。而中高

浓度DEHP（50mg/ml和250mg/ml）染毒组仔鼠在2号鼠所

在左侧箱体内的停留时间的较玉米油对照组显著缩短，表

现为左右两侧箱体停留时间无差异（图2A，2B）。以上

两个阶段实验结果说明中高浓度DEHP可以导致仔鼠社会

交互能力下降。 
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图图图图1 DEHP染毒对仔鼠三箱社交实验第二阶段结果的影响。 

（A） 实验第二阶段雄性仔鼠在不同箱体内停留时间的统计图；（B）

第二阶段雌性仔鼠在不同箱体内停留时间的统计图。与对侧箱体停留时

间组相比，* P＜0.05，** P＜0.01，（n=8-14） 

 

图图图图2 DEHP染毒对仔鼠三箱社交实验第三阶段结果的影响。 

（A） 实验第三阶段雄性仔鼠在不同箱体内停留时间的统计图；（B）

第三阶段雌性仔鼠在不同箱体内停留时间的统计图。与对侧箱体停留时

间组相比，* P＜0.05，** P＜0.01，（n=8-14） 

3.2．．．．DEHP染毒使雌性仔鼠产生重复刻板行为染毒使雌性仔鼠产生重复刻板行为染毒使雌性仔鼠产生重复刻板行为染毒使雌性仔鼠产生重复刻板行为 

除了社交能力下降，自闭症动物还会出现典型的重复

刻板行为。将小鼠放置于有深色弹珠的笼子里，自闭症小

鼠倾向于掩埋更多的弹珠。我们的实验结果发现，DEHP

（50mg/ml）染毒的雌性仔鼠埋弹珠百分率高于同性别玉

米油对照组（P＜0.05），但雄性仔鼠组间未见较大差别

（图3A，3B）。说明DEHP染毒使雌性仔鼠产生重复刻板

行为。 

 

图图图图3 DEHP染毒对仔鼠重复刻板行为的影响。 

（A） DEHP染毒后仔鼠埋弹珠实验照片；（B）埋弹珠实验统计图。

与玉米油组相比，* P＜0.05，** P＜0.01，（n=8-14） 

3.3．．．．DEHP染毒影响仔鼠自发活动能力染毒影响仔鼠自发活动能力染毒影响仔鼠自发活动能力染毒影响仔鼠自发活动能力 

Y迷宫通过检测动物的自发活动频率反映实验动物对

新异空间的探索能力，自闭症动物的自发活动频率会相对

减少。本实验结果显示DEHP（50mg/ml）染毒的雌性仔鼠

自发交替率较玉米油组显著减少（P＜0.01），同样，该

差异却未能在雄性仔鼠中出现（图4）。该结果说明DEHP

染毒使雌性仔鼠的自发活动和对新异空间的探索能力下

降。 

 

图图图图4 DEHP染毒对仔鼠自发活动能力的影响。 

与玉米油组相比，* P＜0.05，** P＜0.01，（n=8-14） 
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4．．．．讨论讨论讨论讨论 

邻苯二甲酸酯（PAEs）是常见的一种塑化剂，被广

泛用于食品、医疗、化妆品等生产过程。PAEs通过氢键

或范德华力联接塑料中的聚合物，非常容易逸出并进入人

类生存环境中。DEHP是PAEs中的一种，研究发现DEHP

可通过多种途径进入人体，对神经系统、生殖系统、呼吸

系统都具有潜在毒性[8]。2012年，Testa等发现48例自闭

症谱系障碍（ASD）儿童的尿液中DEHP的代谢产物明显

比正常对照儿童高，首次提出了DEHP与ASD之间的联系

[4]。截至2015年12月共有5项独立的流行病学研究探讨了

该问题，其中3项研究结果支持Testa等的结论[9]。已有的

研究发现孕期母体摄入的DEHP可通过胎盘和乳汁进入子

代体内，影响子代的神经行为发育[6]，导致空间学习记忆

能力下降 [5,10-11]等。但在动物模型上直接研究胚胎

DEHP暴露与子代自闭症的关系尚未见报道。 

胚胎期人和哺乳类动物的血脑屏障尚未发育完全，脂

溶性药物往往比于水溶性药物更容易进入脑组织中，从而

对神经系统的发育造成影响[12]。因此，脂溶性较高的

DEHP能较容易地通过血脑屏障。在妊娠期中，对于胎盘

屏障而言，胎盘对药物的转运并无屏障作用，其对药物的

通透性与一般的毛细血管无明显差别，几乎所有的药物都

可以穿透胎盘进入胎儿体内，从而发生药理学变化导致胎

儿各个系统发生变化[13]。器官形成期是胚胎神经系统发

育的关键期，因此，我们选择建立DEHP胚胎期暴露模型

进行实验。DEHP对神经系统发育造成了一系列影响。有

研究发现DEHP可以干扰神经元和神经胶质细胞的增殖分

化过程，受孕第8天暴露于DEHP的大鼠胚胎神经管发育畸

形，亦会诱导青年大鼠的多动症[14]。流行病学研究发现，

患有注意缺陷多动症的儿童尿液中存在DEHP的代谢产物

MEHP[15]。 

本项目实验结果显示胚胎期中高浓度DEHP染毒对子

代小鼠的社交能力产生损害，使得雌性仔鼠出现自闭症特

有的重复刻板行为及自发性活动下降、对新异环境失去探

索本能等神经行为改变，与流行病学研究结果相符。 

5．．．．结论结论结论结论 

综上所述，本项目首次在大鼠模型上探讨了胚胎期塑

化剂DEHP暴露与仔鼠自闭症发病之间的关系，发现胚胎

期中高浓度DEHP染毒可导致子代雌雄小鼠的社交能力均

受损。此外，雌性小鼠出现重复刻板行为及自发性活动下

降的改变，但该变化在雄性小鼠中未被观察到，其详细机

制仍需进一步深入研究。 
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