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摘 要

背景与目的：

近年来，塑料颗粒已经成为全球公认的最具威胁的新型污染物。相较于微

塑料（Microplastics，MPs，直径 < 5 mm），纳米塑料（Nanoplastics，NPs，直

径 < 100 nm）由于具有更小的尺寸和更大的比表面积，表现出更强的生物毒性

和吸附其他环境污染物的能力而尤为值得关注。有关纳米塑料和其他污染物联

合暴露的毒性效应多在水生生物中研究，而在哺乳动物特别是生殖系统的毒性

研究仍然较少。三氯生 (Triclosan，TCS) 是一种常见的药品和个人护理产品

（PPCPs），在人们的日常生活中得到广泛应用。先前的研究表明，聚苯乙烯纳

米塑料（PS-NPs）可以稳定吸附三氯生，PS-NPs和 TCS的单独暴露都可能导致

雌性小鼠卵巢损伤，干扰雌激素的分泌，产生生殖毒性。然而，有关纳米塑料

和三氯生联合暴露对卵巢的毒性及其机制的影响尚未阐明。本研究采用成年雌

性昆明小鼠和人卵巢颗粒细胞（KGN）作为研究对象，系统性地从组织形态学

和分子生物学角度探究PS-NPs和TCS联合暴露诱导卵巢毒性损伤及其作用机制，

为明确 PS-NPs和 TCS联合暴露对人类生殖系统的危害提供科学依据。

实验方法：

1. 实验中使用了 8周龄健康的雌性昆明小鼠，随机分为对照组、NPs单独

暴露组、TCS单独暴露组、NPs和 TCS联合暴露组；小鼠每只每天分别灌胃玉

米油、1 mg PS-NPs、50 mg/kg TCS、1 mg PS-NPs+50 mg/kg TCS。

2. 灌胃期间收集小鼠体重，动情周期数据，30天后收集血清和卵巢组织样

本，进行 HE染色观察卵巢形态及卵泡数量，通过 ELISA 方法检测血清促卵泡

激素（FSH）、雌二醇（E2）、孕酮（P）激素。

3. 透射电镜检测小鼠卵巢组织自噬小体形成，并通过Western blot检测自噬

相关蛋白 ATG5、P62、LC3b-Ⅰ 和 LC3b-Ⅱ 的表达水平，以探究自噬是否参与卵

巢损伤过程。

4. 通过 TUNEL染色试剂盒检测小鼠卵巢组织凋亡情况，Western blot检测

凋亡相关蛋白 BAX、BCL-2、CASPASE-3的表达水平。

5. 建立体外培养 KGN 细胞系，通过 CCK-8 法检测 NPs 和 TCS 暴露细胞
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24 h后的活力，分为对照组（0.03% DMSO）、PS-NPs组（150 μg/mL）、TCS

组（15 μM，0.03% DMSO）和 PS-NPs+TCS组（150 μg/mL+15 μM，0.03% DMSO）。

显微镜观察细胞形态，采用氧化应激检测试剂盒检测细胞活性氧（ROS）、超氧

化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）的水平；通过 TMRE

试剂盒检测细胞线粒体膜电位情况；采用 Cyto-ID 检测试剂盒检测细胞内自噬小

体和自噬流的变化。

6. 为了进一步探究细胞毒性机制，通过Western blot检测抗氧化应激通路蛋

白 NRF2、KEAP1、HO-1、SESTRIN2的表达情况。使用 AnnexinⅤ& PI双染检

测试剂盒检测细胞凋亡情况，Western blot 检测细胞凋亡蛋白 BAX、BCL-2、

CASPASE-3和细胞自噬蛋白 LC3B-I、LC3B-II、P62和 ATG5的表达情况。

研究结果：

1. 小鼠灌胃 30天后，对照组和 NPs组小鼠体重均有所增长，然而 TCS单

独暴露组和 NPs、TCS联合暴露组的小鼠体重下降，共同暴露的卵巢指数显著

小于对照组和单独暴露组（P < 0.05）。

2. 与对照组和单独暴露组相比，NPs和 TCS联合暴露组的动情周期显著延

长（P < 0.05），卵巢组织中卵泡数量显著下降（P < 0.05），小鼠血清激素 FSH、

E2、P显著下降（P < 0.05）。

3. CCK-8法显示与对照组和单独暴露组相比，NPs和 TCS的联合暴露显著

降低了 KGN细胞活力（P < 0.05）；氧化应激检测试剂盒表明相比对照和单独

暴露，NPs和 TCS联合暴露组的 ROS水平和MDA活性显著上升（P < 0.05），

SOD酶活性和 CAT酶活性显著下降（P < 0.05）。

4. TMRE探针显示，NPs和 TCS单独暴露均会引起 KGN细胞线粒体膜电

位下降，CYTO-ID自噬检测表明 NPs和 TCS的暴露可以引起 KGN细胞的自噬

流增加和自噬小体生成增多。

5. TUNEL染色试剂盒表明NPs和 TCS的暴露诱导小鼠卵巢凋亡细胞增多，

AnnexinⅤ& PI双染检测试剂盒显示 NPs和 TCS的联合暴露诱导 KGN细胞凋亡

率显著高于对照组和单独暴露组（P < 0.05）。

6. Western blot 结果表明，与对照组和单独暴露组相比，灌胃小鼠 30 天后

的卵巢和处理 24 h的人 KGN细胞均在 NPs和 TCS的共同暴露后，表现出自噬

相关蛋白 LC3B-II/LC3B-I比值和 ATG5蛋白表达显著增加（P < 0.05），而 P62

蛋白表达显著减少（P < 0.05）。纳米塑料 NPs和 TCS共同暴露后细胞凋亡相关
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蛋白 BCL-2/BAX比值显著低于对照和单独暴露组，Cleaved CASPASE-3则显著

高于对照和单独暴露组（P < 0.05）。

7. NPs和 TCS暴露 KGN细胞 24 h后，两者协同激活了 KEAP1-NRF2-HO-1

抗氧化应激通路，并且抗氧化蛋白 SESTRIN2 蛋白表达在联合暴露组中显著降

低（P < 0.05）。

研究结论：

1. NPs和 TCS的联合暴露显著诱导了雌性小鼠卵巢和 KGN 细胞的毒性损

伤。

2. NPs和 TCS的联合暴露协同激活了抗氧化应激 KEAP1-NRF2-HO-1信号

通路，并且 SESTRIN2表达的下调影响了氧化–抗氧化平衡稳态。

关键词：纳米塑料；三氯生；氧化应激；协同毒性；颗粒细胞
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ABSTRACT

Background and objective:

In recent years, plastic particles have become globally recognized as one of the

most threatening emerging pollutants. Nanoplastics (NPs), with a diameter smaller

than 100 nm, are particularly concerning compared to microplastics (MPs, with a

diameter less than 5 mm) due to their smaller size and larger surface area-to-volume

ratio, which enhance their biological toxicity and their ability to adsorb other

environmental pollutants. Research on the toxicity of combined exposure to

nanoplastics and other pollutants has predominantly focused on aquatic organisms,

with relatively fewer studies conducted on mammals, especially regarding their

reproductive systems. Triclosan (TCS) is a common pharmaceutical and personal care

product (PPCP) widely used in people's daily lives. Previous studies have indicated

that polystyrene nanoplastics (PS-NPs) can stably adsorb triclosan, and separate

exposure to PS-NPs and TCS may result in ovarian damage in female mice,

disrupting estrogen secretion and causing reproductive toxicity. However, the effects

of combined exposure to nanoplastics and triclosan on ovarian toxicity and its

underlying mechanisms remain unclear. This study employed adult female Kunming

mice and human ovarian granulosa cells (KGN) as research subjects to systematically

investigate the ovarian toxicity induced by combined exposure to PS-NPs and TCS

from both histological and molecular biology perspectives. The aim is to elucidate the

mechanisms underlying ovarian toxicity and provide scientific evidence for the

potential harm of combined exposure to PS-NPs and TCS on the human reproductive

system.

Experimental methods:

1．The experiment used 8-week-old healthy female Kunming mice, which were

randomLy divided into four groups: control group, NPs alone exposure group, TCS

alone exposure group, and NPs and TCS combined exposure group. Each mouse was

administered corn oil, 1 mg PS-NPs, 50 mg/kg TCS, or 1 mg PS-NPs + 50 mg/kg
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TCS daily by gavage.

2．Compared to the control group and the single exposure groups, the combined

exposure group of NPs and TCS exhibited a significantly prolonged estrous cycle (P

< 0.05), a significant decrease in the number of follicles in ovarian tissue (P < 0.05),

and a significant reduction in serum levels of hormones FSH, E2, and P (P < 0.05).

3．CCK-8 assay results showed that, compared to the control group and the

single exposure groups, combined exposure to NPs and TCS significantly reduced the

viability of KGN cells (P < 0.05). Oxidative stress detection kits indicated that the

levels of ROS and MDA activity in the combined exposure group were significantly

higher (P < 0.05), while SOD and CAT enzyme activities were significantly lower (P

< 0.05) compared to the control and single exposure groups.

4．TMRE probe analysis showed that exposure to NPs and TCS alone caused a

decrease in mitochondrial membrane potential in KGN cells. CYTO-ID autophagy

detection indicated that exposure to NPs and TCS increased autophagic flux and the

formation of autophagosomes in KGN cells.

5．TUNEL staining indicated that exposure to NPs and TCS increased the

number of apoptotic cells in mouse ovaries. Annexin V & PI double staining showed

that the apoptosis rate of KGN cells induced by combined exposure to NPs and TCS

was significantly higher than that of the control group and the single exposure groups

(P < 0.05).

6．Western blot results indicated that, compared to the control group and the

single exposure groups, both the ovaries of mice after 30 days of gavage and human

KGN cells after 24 hours of treatment showed a significant increase in the ratio of

autophagy-related proteins LC3B-II/LC3B-I and ATG5 protein expression following

combined exposure to NPs and TCS (P < 0.05). In contrast, P62 protein expression

was significantly decreased (P < 0.05). The ratio of the apoptosis-related proteins

BCL-2/BAX was significantly lower, while Cleaved CASPASE-3 levels were

significantly higher in the combined exposure group compared to the control and

single exposure groups (P < 0.05).

7．After 24 hours of exposure to NPs and TCS, KGN cells showed

co-activation of the KEAP1-NRF2-HO-1 antioxidant stress pathway. Additionally, the
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expression of the antioxidant protein SESTRIN2 was significantly decreased in the

combined exposure group (P < 0.05).

Research results:

1．After 30 days of gavage, both the control group and the NPs group showed

an increase in mouse body weight. However, the body weight of mice in the TCS

single exposure group and the combined exposure group of NPs and TCS decreased.

Additionally, the ovarian index of mice with combined exposure was significantly

lower than that of the control group and the single exposure groups.

2．Compared to the control group and the single exposure groups, the combined

exposure group of NPs and TCS exhibited a significantly prolonged estrous cycle.

The number of follicles in ovarian tissue significantly decreased, and the levels of

serum hormones FSH, E2, and P in mice significantly decreased.

3．The CCK-8 assay revealed that compared to the control group and the single

exposure groups, the combined exposure of NPs and TCS significantly reduced the

viability of KGN cells. The oxidative stress assay kit demonstrated that compared to

the control group and the single exposure groups, the combined exposure of NPs and

TCS resulted in a significant increase in ROS levels and MDA activity, while the

activities of SOD enzyme and CAT enzyme were significantly decreased.

4．TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester) staining revealed that both NPs

and TCS single exposures caused a decrease in mitochondrial membrane potential in

KGN cells. CYTO-ID autophagy detection demonstrated that exposure to NPs and

TCS could induce an increase in autophagic flux and an increase in the formation of

autophagosomes in KGN cells.

5．The TUNEL staining assay kit indicated that exposure to NPs and TCS

induced an increase in apoptotic cells in mouse ovarian tissues. The Annexin V & PI

dual staining assay kit showed that the combined exposure to NPs and TCS

significantly increased the apoptosis rate of KGN cells compared to the control group

and the single exposure groups.

6．Western blot results showed that in both mouse ovaries after 30 days of

gavage and human KGN cells treated for 24 hours, following combined exposure to

NPs and TCS, there was a significant increase in the expression of autophagy-related
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proteins LC3B-II/LC3B-I ratio and ATG5, while the expression of P62 protein was

significantly decreased compared to the control group and the single exposure groups.

Additionally, the BCL-2/BAX ratio, indicative of apoptosis, was significantly lower,

and Cleaved CASPASE-3 expression was significantly higher in the combined

exposure group of NPs and TCS compared to the control and single exposure groups.

7．After 24 hours of exposure to NPs and TCS, a synergistic activation of the

NRF2-KEAP1-HO-1 antioxidant stress pathway was observed in KGN cells.

Moreover, the expression of the antioxidant protein SESTRIN2 was significantly

reduced in the combined exposure group.

Research conclusions:

1．Combined exposure to NPs and TCS significantly induced toxic damage in

the ovaries of female mice and KGN cells.

2．The combined exposure to NPs and TCS synergistically activated the

antioxidant stress KEAP1-NRF2-HO-1 signaling pathway, and the downregulation of

SESTRIN2 expression affected the balance of oxidative stress and antioxidant

defense.

Keywords: Nanoplastics; Triclosan; Oxidative stress; Synergistic toxicity; Granulosa
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缩写 英文全称 中文对照

KGN Human ovarian granulosa cell line 人卵巢颗粒细胞系

NPs Nanoplastics 纳米塑料

PS-NPs Polystyrene-Nanoplastics 聚苯乙烯纳米塑料

MPs Microplastics 微塑料

PS-MPs Polystyrene-Microplastics 聚苯乙烯微塑料
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DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠

ROS Reactive Oxygen Species 活性氧

MDA Malonaldehyde 丙二醛

SOD Superoxide dismutase 超氧化物歧化酶

CAT Catalase 过氧化氢酶
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第 1章 引言

塑料在 20世纪 50年代生产以来，产量日益增加，根据据联合国环境规划

署（UNEP）报道塑料年产量达到 4.3亿吨，预计到 2050年全球塑料总产量可

达到 340亿吨，随着塑料制品消费的增加和塑料废弃物在环境中的积累，塑料

污染已成为全球关注的问题[1]。近年来，环境中的塑料污染根据颗粒大小已被

分类为微塑料（MPs，直径 < 5 mm）和纳米塑料（NPs，直径 < 100 nm）。

MPs和 NPs作为公认的新兴污染物，对环境污染和公共健康的影响而引起人们

越来越多的关注[2]。根据来源的不同可以将微纳米塑料分为两类：初级微纳米

塑料和次级微纳米塑料，初级微纳米塑料用于专业生产，如化妆品、药物和合

成织物，而次级微纳米塑料则源自环境中废弃塑料制品的物理、化学和生物作

用的分解[3]。目前微纳米塑料对水生和陆生生物的负面影响已经得到广泛研究，

同时，基于“特洛伊木马效应”，MPs和 NPs与其他持久性污染物（如重金属、

多环芳烃、药物和个人护理产品）的相互作用也受到关注[4]。例如，共同暴露

于聚苯乙烯微塑料和铁会通过诱导铁缺乏加剧老龄小鼠认知衰退[5]。MPs加剧

了四溴双酚 A引起的人类肠道微生物群稳定性破坏[6]。MPs和邻苯二甲酸值共

同暴露引起精子数量减少和质量下降[7]。共同暴露于聚苯乙烯微塑料和邻苯二

甲酸二(2-乙基己基)酯（DEHP）可通过促进活性氧（ROS）产生导致小鼠卵巢

颗粒细胞 DNA损伤、细胞周期停滞和坏死[8]。

与微塑料相比，纳米塑料在尺寸上更小，具有更大的比表面积、更强的细

胞亲和力、更广泛的分布以及更多的功能基团，使其对生物体的毒性效应更强，

并且对其他环境污染物的吸附能力更高[9]。NPs和其他环境污染物共同暴露对

雌性生殖毒性的影响也是研究的焦点之一。例如，暴露于 NPs的斑马鱼胚胎表

现出孵化率和存活率降低，其卵母细胞发生凋亡[10]。NPs在体外暴露卵巢颗粒

细胞后，可以激活 HIPPO信号通路，抑制颗粒细胞增殖，同时激活 NRF2信号

通路调节 ROS水平。在体内暴露条件下，NPs导致小鼠发情周期紊乱，正常卵

泡减少，卵巢组织凋亡增加，从而导致卵巢储备减弱，最终影响小鼠的生殖能

力[11, 12]。NPs也可以穿透胎盘屏障，导致人类卵巢和胎盘细胞活力降低，引发

炎症、DNA 损伤和细胞周期停滞[13]。PS-NPs和己酚醇联合暴露于斑马鱼后表
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现出显著的增强毒性效应，导致斑马鱼性激素分泌下降，受精率和孵化率显著

降低[14]。二氧化钛纳米颗粒和 NPs的共同暴露会加剧小鼠肠道屏障的破坏，从

而导致雌性小鼠卵巢结构和功能异常[15]。但是这些研究主要集中在水生生物和

哺乳动物上，而有关 NPs与其他污染物共同暴露对人类生殖细胞毒性和潜在机

制的信息仍然相对匮乏。

三氯生（TCS，5-氯-2-(2'，4'-二氯苯氧基)苯酚）是一种属于药物和个人护

理产品（PPCPs）的化合物。它是一种合成的、多功能的、广谱抗菌剂，广泛

用于消费品，如漱口水、牙膏、肥皂、化妆品和消毒剂[16]。TCS能够通过诱导

氧化应激、引起线粒体损伤、干扰脂质代谢和触发凋亡，最终导致卵巢功能受

损，从而破坏卵巢功能和储备[17, 18]。先前的研究表明，TCS通常存在于废水中，

并且还可以在各种体液和组织中检测到，如尿液、血清、血浆和乳液[19]。在覆

盖 10个国家的一项多国调查中，检测内陆水样品中的 TCS含量，最大浓度达

到了 96.7 nM[20]。在美国未经处理的废水中，TCS的最高浓度达到了 297.7 nM[21]。

中国南方城市的河底淤泥样品中 TCS的平均浓度为 24.2 nmol/kg[22]。美国国家

健康和营养调查(NHANES)的数据显示，美国一般人口尿液中的 TCS几何平均

浓度范围从 13.0 μg/L到 18.5 μg/L不等[23]。中国南方城市的一项人口调查显示，

母乳中 TCS含量为 0.18 ng/mL[24]。暴露于 TCS导致斑马鱼卵巢中抗氧化相关

基因（SOD、GPx1a、CAT、sMT-B）的下调，随后导致 ROS依赖性卵巢凋亡[25]。

TCS的暴露导致人卵巢颗粒细胞的线粒体功能障碍和细胞毒性。并且它可以通

过糖酵解增强能量的生成，导致人卵巢颗粒细胞中雌二醇和孕激素水平的提高

[26]。最近的证据表明，纳米塑料广泛分布在大气以及水域和陆地环境中。地表

水中微塑料浓度逐渐增加，在湿季黄河下游的地表水中，微塑料浓度逐渐上升，

达到 930个/L（相当于 4.65 mg/L）[27, 28]。由于面临技术限制，检测纳米塑料仍

然面临一些挑战。然而，有理由推测，纳米尺寸的颗粒释放可能更多。纳米塑

料的浓度可能高达当前测量的微塑料浓度的 1014倍[29]。接下来，研究人员可以

利用表面增强拉曼光谱（SERS）技术实现对环境中纳米塑料含量的快速检测[30]。

人们在日常生活中不断接触塑料制品，微纳米塑料也可能通过食物链被人们摄

入。事实上，在人类的粪便、肺部、大脑、血液、胎盘等部位已经检测到塑料

颗粒[31]。因此，基于以上事实，NPs和 TCS的共同暴露已经成为不可避免的现

象。

作为广泛使用的塑料，聚苯乙烯（PS）废弃物也是最常见的环境污染形式
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之一[32]。近期的研究表明，PS-NPs由于具有更大的比表面积表现出强大的物理

吸附能力，主要是因为范德华力、静电或氢键、π – π堆叠等相互作用[33]。此外，

PS-NPs比较容易吸附药物和个人护理产品（PPCPs），特别是对于三氯生（TCS），

表现出更强的吸附稳定性和亲和力[34]。2019年底新冠病毒疫情的爆发导致一次

性塑料制品和消毒需求的增加，因此，NPs和 TCS的生产排放显著增加[35]，对

PS-NPs和 TCS的联合毒性效应进行研究具有重要的理论和实际意义。

环境污染物的暴露作为影响女性生殖健康的一项重要危险因素，了解这些

污染物的毒理特点有着重要意义。卵巢是雌性生殖系统的主要组成部分，可以

作为 NPs和 TCS联合作用的共同靶器官，其中颗粒细胞在哺乳动物卵泡发育中

发挥着核心作用，颗粒细胞的死亡会导致卵泡发育的停止[36]。KGN细胞是一种

人卵巢颗粒细胞系，保留了颗粒细胞的关键功能，包括类固醇生成、细胞生长、

凋亡控制和卵母细胞的生长支持。因此，KGN细胞可以作为代表了雌性生殖能

力的有效体外模型[37]。我们先前的研究表明，纳米塑料能在小鼠卵巢中蓄积，

并在体外实验中进入细胞内。故本研究中，拟以成年雌性昆明小鼠和 KGN 细

胞为实验对象，单独和共同暴露于 PS-NPs和 TCS，探讨这些污染物对雌性小

鼠和 KGN 细胞的毒性效应和可能的机制，为人们生殖健康风险评估提供理论

依据。
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第 2章 材料与方法

2.1实验材料

2.1.1实验所用细胞株和动物

本研究所用的 7周龄健康的昆明小鼠购自江西科瑞斯（Crisbio）& 阿普斯

戴尔（UP-Style）生物科技有限公司，许可证号为 SYXK（赣）2021-0001，合

格证号为 110324231107275943，并在标准的动物培养环境（环境温度 22 ± 2 ℃，

湿度 50-60%）下适应 1周后进行实验，动物实验研究已通过南昌大学实验动物

福利伦理委员会审查。本实验所用的人卵巢颗粒细胞系（KGN）购自上海弘顺

生物科技有限公司。

2.1.2主要试剂信息

试剂 公司

聚苯乙烯纳米塑料（PS-NPs, 25 nm，密度 1.05 g/cm3) 中科雷鸣(北京)科技

三氯生（TCS, 纯度 97%） 上海易恩化学

DMSO 北京索莱宝

RIPA 裂解液 北京普利莱基因技术

通用型组织固定液 北京索莱宝

ROS 检测试剂盒 南京建成生物工程研究所

SOD 测定试剂盒 南京建成生物工程研究所

CCK-8 细胞活性检测试剂盒 碧云天生物技术

MDA 测定试剂盒 南京建成生物工程研究所

CAT 测定试剂盒 南京建成生物工程研究所

Annexin V-FITC/PI 凋亡试剂盒 武汉 Elabscience

Super ECL Plus（超敏发光检测试剂盒） 苏州优逸兰迪
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试剂 公司

Tris-Glycine SDS Buffer 康维世纪

SDS-PAGE Stacking Gel Buffer 康维世纪

SDS-PAGE Separating Gel Buffer 康维世纪

TBST 北京索莱宝

DMEM/Ham’s F-12 Gibco

蛋白预染 Marker 赛默飞

蛋白酶抑制剂 武汉塞维尔

Protein loading buffer 武汉塞维尔

聚偏二氟乙烯膜 默克

CASPASE3 抗体 三鹰生物技术

BAX 抗体 三鹰生物技术

BCL2 抗体 三鹰生物技术

二抗（抗鼠） 三鹰生物技术

二抗（抗兔） 三鹰生物技术

NRF2 抗体 三鹰生物技术

KEAP1 抗体 三鹰生物技术

HO-1 抗体 三鹰生物技术

LC3B 抗体 Sigma-Aldrich

P62 抗体 三鹰生物技术

ATG5 抗体 三鹰生物技术

线粒体膜电位（ΔΨm）检测试剂盒 碧云天生物科技

CYTO-ID 自噬检测试剂盒 Enzo Life Sciences

小鼠雌二醇（E2）-Elisa试剂盒 武汉赛培生物科技

小鼠促卵泡素（FSH）-Elisa试剂盒 武汉赛培生物科技

小鼠孕酮（PROG）-Elisa试剂盒 武汉赛培生物科技

2.1.3主要仪器设备信息
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仪器 生产厂家

高压灭菌锅 博讯实业

多功能微孔板检测仪 PerkinElmer
荧光倒置显微镜 Olympus
高速冷冻离心机 赛默飞

超声波清洗机 深圳冠博科技

凝胶电泳仪 Bio-Rad
纯水制备仪 厦门精艺业科技

凝胶成像分析系统 Bio-Rad
生物安全柜 鑫贝西生物

制冰机 Panasonic
超声波细胞破碎仪 般诺生物

细胞培养箱 赛默飞

体式显微镜 Olympus
-80℃超低温冰箱 SANYO， Japan
恒温水浴锅 上海浦东物理光学仪器厂

2.2 PS-NPs特征分析

2.2.1透射电镜（TEM）形态分析

将超声充分混匀分散后的 PS-NPs (25nm) 用乙醇稀释，滴至铜网上待干后

使用透射电镜观察其形态。

2.2.2 PS-NPs的粒径分布和单独或联合三氯生的 Zeta电位测定

将 PS-NPs超声充分混匀分散用适量双蒸水稀释，后通过马尔文动态光散射

（DLS）分别检测 NPs单独和联合三氯生后的 zeta电位，并对 NPs的粒径分布

进行分析。

2.3 PS-NPs和 TCS暴露小鼠模型的建立

2.3.1实验分组及处理



第 2章 材料与方法

7

我们通过给小鼠灌胃的方式给药，其中小鼠暴露 PS-NPs（25nm）的剂量

参考本实验室之前的研究结果[38]，小鼠暴露三氯生剂量参考相关文献的研究[39]。

选择 7周龄雌性昆明小鼠，自由饲料进食，在温度 25±2℃，湿度 55±5%，12/12

h的光照/黑暗循环下饲养。经过一周的适应后将 28只雌性昆明小鼠随机分成 4

组，每组 7只，分别为对照组，PS-NPs暴露组，TCS暴露组，PS-NPs和 TCS

联合暴露组。首先，TCS溶于 DMSO中，再将其溶于玉米油中，在最终的溶液

中 DMSO的浓度为 0.1%，在此实验中每组溶液灌胃前在摇床上混合 24 h，以

完全混合NPs和TCS溶液。最终NPs单独暴露组小鼠每只每天灌胃 1 mg PS-NPs，

TCS暴露组小鼠每只每天灌胃 50 mg/kg，NPs和 TCS联合暴露组小鼠则每只每

天灌胃 1 mg PS-NPs+50 mg/kg TCS，对照组给予同体积的玉米油。经口服灌胃

30天后，所有小鼠被麻醉，进行样本采集。每组小鼠进行眼眶取血离心后获取

血清，卵巢称重后并于-80 ℃保存以便后续实验。

2.3.2小鼠体重和动情周期观察

每日固定中午 12点称取各组小鼠体重并记录。小鼠阴道开口后观察动情周

期，每天下午 3点进行小鼠阴道涂片：取生理盐水浸泡的棉签插入小鼠阴道约

0.5-1cm处，轻微转动后均匀涂抹在载玻片，风干后进行巴氏染色，立即在显微

镜下观察。判断标准如下：

动情周期 细胞形态特征 时间（h）

动情前期 （proestrus） 大量有核上皮细胞，少量角化细胞 12

动情期 （estrus） 大量无核角化鳞状角化上皮细胞（形状似落

叶状）堆积，少量有核上皮细胞

9~15

动情后期（metestrus） 少量角化上皮细胞，有核上皮细胞和白细胞 14~18

动情间期（diestrus） 大量白细胞、圆上皮细胞及少量粘液 60~70

2.3.3小鼠卵巢组织石蜡切片

（1）将新鲜卵巢组织称重后放入通用型组织固定液中固定 24 h；

（2）进行超纯水冲洗 5 min，依次在 70%、80%、95% Ⅰ、95% Ⅱ、100% Ⅰ、
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100% Ⅱ乙醇中进行梯度脱水 1 h；

（3）接着在二甲苯Ⅰ、Ⅱ浸泡 0.5 h；

（4）使用石蜡模块保持 60 ℃恒温水浴锅进行包埋，冷却后的蜡块取出备

用；

（5）在切片机进行 4~6 μm切片，并在 37℃温水中进行展片。

2.3.4组织 HE染色

（1）将贴有组织的载玻片放到 58 ℃烘箱进行烤片；

（2）在二甲苯中脱蜡，依次在 100% Ⅰ、100% Ⅱ、95% Ⅰ、95% Ⅱ、80%、

70%、50%乙醇浸泡 5 min进行水化；

（3）进行苏木素染色细胞核 2 min，进行流水冲洗返蓝 30 min；

（4）用伊红染细胞质 2 min，水洗数秒；

（5）进行梯度脱水并在二甲苯中进行透明，最后取适量中性树脂封片保存。

2.3.5生殖激素水平测定

（1）加样：在酶标板上分别设立待测样品孔、标准孔和空白孔，每个孔加

样品 50μL，并设立复孔轻轻晃动混匀；

（2）温育：用封板膜封板后于 37°C温育 30 min；

（3）洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置

30 秒后弃去，如此重复 5次，在吸水纸上拍干；

（4）加酶：每孔加入酶标试剂 50 μL，空白孔除外；

（5）温育：操作同 2；

（6）洗涤：操作同 3；

（7）显色：每孔先加入显色剂 A 50 μL，再加入显色礼 B 50 μL，轻轻震荡

混匀，37C避光显色 10 min；

（8）终止：每孔加终止液 50 μL，终止反应；

（9）测定：立即在 450 nm 波长依序测量各孔的吸光度（OD值）。

2.3.6卵巢组织 TUNEL染色
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（1）将石蜡切片在常规二甲苯中脱蜡，并在乙醇中进行梯度脱水；

（2）PBS冲洗后滴加 20 μg/mL不含 DNase的蛋白酶 K，25℃孵育 30 min；

（3）PBS清洗 3遍，每个样本加入 10 μL TdT酶和 90 μL 荧光标记液，避

光湿盒 37℃孵育 1 h;

（4）PBS洗涤 3次，进行细胞核染色，滴加 DAPI染色液，避光室温孵育

10 min；

（5）用抗荧光淬灭封片液封片后荧光显微镜下观察。

2.3.7透射电镜检测卵巢组织自噬小体

（1）取新鲜小鼠卵巢组织放入 2.5%戊二醛中固定 2 h；

（2）PBS清洗后用 2%锇酸固定 2 h；

（3）用 50%、70%、80%、90%、100%乙醇进行梯度脱水各 15 min；

（4）用丙酮置换 2次，每次 15 min；

（5）使用丙酮和环氧树脂进行梯度渗透浸渍；

（6）用环氧树脂进行样本包埋，冷却后修块和切片；

（7）3%醋酸铀-枸橼铅双染色后，在透射电镜下进行观察。

2.4 PS-NPs和 TCS暴露 KGN细胞模型的建立

2.4.1 KGN细胞系培养

（1）完全细胞培养液配置：在基础 DMEM/F-12 培养基中添加 10% 胎牛

血清（FBS）和青霉素-链霉素双抗添加剂，在 4℃保存。

（2）KGN细胞复苏：从液氮罐中取出冻存管迅速放到 37℃恒温水浴箱中，

3 min后待冻存液融化后在 1000 rpm离心 4 min。取出冻存管后用吸管弃去上层

液体，用复温后的培养液轻微吹打混匀，进行细胞板接种。

（3）KGN细胞传代：在细胞生长到 80%左右时进行传代操作，吸弃原细

胞培养液，用 PBS清洗一遍，加入适量 0.25%胰酶完全覆盖细胞，在显微镜下

观察，待细胞变圆后加入完全培养液终止消化，用吸管轻微吹打脱落细胞，收

集细胞，在 500rpm离心 5 min，离心后弃去上清，加入完全培养液进行铺板接
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种。

（4）KGN 细胞冻存：待 0.25%胰酶消化终止离心后，吸弃上清，加入合

适的细胞冻存液重悬细胞，分装到冻存盒管中，放入冻存盒中到-80℃冰箱进行

梯度降温，第二天转移到液氮中。

2.4.2细胞活力检测（CCK-8法）与实验分组

我们使用 CCK-8试剂盒测量细胞活力。首先，我们向 96孔板中加入 100μL

的细胞悬浮液（每孔 8 × 103个细胞）。细胞附着后，我们弃掉培养基，其中包

含不同浓度的 PS-NPs（0、50、100、150、200和 250 μg/mL）[40]和 TCS（0、5、

15、25、35和 45 μM）[26]新鲜培养基刺激细胞 24 h。然后，我们每孔加入 10μL

的 CCK-8溶液，并继续培养细胞 2 h。我们使用酶联免疫吸附法读板仪在 450 nm

处测量吸光度。最后，我们对 PS-NPs和 TCS的不同组合进行了联合细胞毒性

测试。最终实验分为四组：对照组（0.03% DMSO）、PS-NPs组（150 μg/mL）、

TCS组（15 μM，0.03% DMSO）和 PS-NPs+TCS组（150 μg/mL+15 μM，0.03%

DMSO）。

2.4.3细胞氧化应激检测

1、 KGN细胞内 ROS水平的检测

细胞接种在 6孔板并按照我们的实验分组药物处理 KGN 细胞 24 h，我们

用 PBS洗涤细胞 2遍，然后用 0.1%的 DCFH-DA 在 37°C避光孵育 30 min。接

下来，我们用无血清培养基洗涤细胞三次，并用 DAPI 染色细胞核 10 min。最

后，我们将细胞洗涤三次，然后立即在荧光显微镜下观察它们（固定参数）并

拍照，激发/发射波长为 485/525 nm。

2、KGN细胞 SOD检测

（1）底物应用液的配制：底物贮备液与缓冲液按照 1：200的比例，现配

现用。酶工作液的配制：酶贮备液和酶稀释液按照 1：10的比例，现配现用。

按照下表在 96孔板中进行细胞样本操作，每组样本重复三次且设置复孔：

对照孔 对照空白孔 测定孔 测定空白孔

待测样本（μL） - - 20 20
蒸馏水（μL） 20 20 - -
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对照孔 对照空白孔 测定孔 测定空白孔

酶工作液（μL） 20 - 20 -
酶稀释液（μL） - 20 - 20

底物应用液

（μL）
200 200 200 200

混匀，37℃孵育 20 min，450nm处酶标仪读数

（2）按照说明书中的公式计算样本中的 SOD值。

3、KGN细胞MDA检测：

（1）将试剂室温解冻，提前备好 5mL EP管按照下面表格进行细胞样本操

作：

空白 标准 测定 对照

10 nmol/mL 标准品（mL） - 0.2 - -
无水乙醇（mL） 0.2 - - -
测试样品（mL） - - 0.2 0.2
试剂一（mL） 0.2 0.2 0.2 0.2

混匀（摇动管架）

试剂二（mL） 3 3 3 3
试剂三（mL） 1 1 1 -

50%冰醋酸（mL） - - - 1

（2）将离心管用封口膜封口，并用针头扎上一个小孔，混匀后将其放入

95℃水浴锅中 40 min，取出后流水冷却，4000rpm，离心 10 min；

（3）取上清到 96孔板中，每组三个重复且设置复孔，532nm测定吸光值；

（4）根据说明书公式计算MDA数值。

4、KGN细胞 CAT检测：

（1）提前将试剂一和试剂二 37℃预温，准备 5mL EP管，将细胞样本按照

下表操作：

对照管 测定管

待测样本（mL） - 0.05

试剂一（mL） 1.0 1.0

立即混匀，计时，37℃准确反应 1 min

试剂三（mL） 1.0 1.0
试剂四（mL） 0.1 0.1

待测样本 0.05 -



第 2章 材料与方法

12

（2）混匀后到 96孔板中，每组三个重复且设置复孔，在 405nm测定吸光

值；

（3）根据说明书公式计算 CAT数值。

2.4.4线粒体膜电位检测

将细胞接种于 12孔板按照实验分组处理培养细胞 24 h后，我们用 PBS洗

涤细胞三次。然后，我们用 10μM TMRE染液避光孵育细胞 30 min。我们使用

Hoechst 33342标记细胞核。在用 PBS洗涤三次后，我们在荧光显微镜下观察了

细胞并拍摄了图片（固定参数），激发/发射波长为 550/575纳米。

2.4.5 Cyto-ID检测细胞自噬小体

我们使用 CYTO-ID自噬检测试剂盒 2.0评估自噬液泡和活跃的自噬通量。

阳离子两性示踪染料可以特异性地染色自噬液泡而不标记溶酶体。细胞接种 6

孔板经药物处理 24 h后，我们用 Cyto-ID 绿色荧光染料和 Hoechst 33342避光孵

育细胞 30 min。用 1× Assay Buffer洗涤三次后，我们立即在荧光显微镜下观察

细胞（固定参数）并拍摄图片。

2.4.6 AnnexinⅤ& PI双染检测细胞凋亡

将细胞接种 6孔板经过药物处理 24h后吸弃原培养液，并用 PBS清洗后，

用含有 Annexin V-APC 染色溶液和 PI 染色溶液的 Annexin V Binding Buffer 避

光孵育细胞 30 min。之后在室温下用 DAPI染色细胞核避光孵育 15 min，立即

在倒置荧光显微镜下观察细胞并拍照（固定参数）。

2.5 Western blot

2.5.1 总蛋白提取

将按照实验分组的卵巢组织和 KGN细胞用 PBS清洗 2遍，加入含有蛋白

酶抑制剂的适量的 RIPA裂解液，在冰上充分研磨 30 min。用移液枪收集液体
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到 2 mL EP管中进行离心（12000rpm， 4℃）15 min。取上清进行 BCA蛋白浓

度测定，保存于-20℃冰箱。

2.5.2 细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提：

（1）将药物处理好的细胞用 PBS清洗 2遍，用细胞刮子刮取细胞，5000 rpm

离心 5 min收集细胞；

（2）弃上清，每 20 μL细胞沉淀加入 200 μL含有 PMSF细胞浆蛋白提取

试剂 A。高速涡旋振荡 5 min，冰浴 15 min，加入细胞浆蛋白抽提试剂 B 10μL，

涡旋振荡 5秒，冰浴 1 min。涡旋振荡 5秒，在 4℃，12000 g离心 5 min。立即

吸取上清到预冷 EP管中，即为细胞浆蛋白，立即放在-80℃保存；

（3）沉淀部分加入 50 μL含有 PMSF细胞核蛋白提取试剂 A，剧烈涡旋振

荡 30秒，冰浴每隔 2 min振荡一次，共计 30 min。于 4℃，12000 g离心 10 min，

吸取上清保存在预冷的 EP管中，即为抽取的细胞核蛋白，立即放在-80℃保存。

2.5.3 蛋白质印迹法

（1）样本准备：将提取好的蛋白根据定量浓度调整一致，加入 1x Loading

Buffer煮沸 10 min，降至室温，分装保存-20℃冰箱；

（2）制胶：配置 5%PAGE浓缩胶和 12% PAGE分离胶，按照下列表格依

次添加：

5%PAGE浓缩胶

体积（mL） 双蒸水 30%丙烯酰胺 Tris-HCL（浓缩胶

PH6.8，分离胶

PH8.8）

10%
SDS

10%
APS TMED

6 4.10 1.0 0.75 0.06 0.06 0.006

12%分离胶

15 3.0 6.0 5.7 0.15 0.15 0.006

10%分离胶

15 4.0 5.0 5.7 0.15 0.15 0.006

（3）上样：在电泳槽中倒入现配的电泳液，轻拔梳子，依次上样预染 Marker

和分组样本各 10ul，80V电泳 30 min后转为 110V电泳至胶底；
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（4）转膜：提前将 PVDF膜在甲醇中激活，放入倒入转膜液的托盘中，将

多余的浓缩胶切除，依次按照负极、滤网、滤纸、凝胶、PVDF膜、滤纸、滤

网、正极。100V恒压冰浴条件下转膜 90 min；

（5）封闭：用 5%脱脂牛奶室温摇床封闭 1 h；

（6）孵育抗体：封闭结束后用 TBST在摇床上清洗膜三次，每次 5 min，

而后孵育一抗 4℃过夜。第二天回收一抗用 TBST在摇床上清洗膜三次，每次 5

min，室温孵育二抗 1 h。

（7）显影：孵育二抗后用 TBST在摇床上清洗三次，每次 5 min，将 PVDF

膜浸入灵敏发光显影液数秒，立即在显影仪上曝光。

2.6数据处理与分析

所有的实验数据均来自至少三次独立实验。所有的结果都以平均值 ± 标准

偏差的形式呈现。我们使用 GraphPad Prism软件（版本 8.0，GraphPad Software，

San Diego，CA，USA）进行统计分析。我们采用一元方差分析（ANOVA）后

采用Tukey的多重比较检验。不同的字母表示两组之间存在显著差异（P < 0.05），

而相同的字母表示两组之间没有差异。
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第 3章 结果

3.1 PS-NPs单独和联合 TCS后的表面特征鉴定

本研究利用扫描电子显微镜探索了聚苯乙烯纳米颗粒（PS-NPs）的形态（图

3.1 A）。PS-NPs呈球形，大小在 15纳米到 25纳米之间（图 3.1 B）。此外，

我们测量了 NPs和 TCS/NPs溶液的相对 Zeta电位值。TCS/NPs的 Zeta电位显

示出较低的绝对值，表明在吸附后分散性显著降低（图 3.1 C）。

3.2 PS-NPs和 TCS暴露对雌性小鼠生殖系统的影响

3.2.1 PS-NPs和 TCS暴露对雌性小鼠体重和卵巢指数的影响

暴露于 NPs和 TCS可以引起小鼠体重和卵巢的一些变化。随着暴露时间延

图 3.1聚苯乙烯纳米颗粒（PS-NPs）的具体特性

（A）聚苯乙烯纳米颗粒的扫描电子显微镜（SEM）图像。（B）PS-NPs的尺寸

分布。（C）单独 PS-NPs和与 TCS孵育后的 zeta电位。不同字母表示存在显著

差异（P < 0.05）。
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长，对照组和 NPs组小鼠体重均有所增长，然而 TCS组和 NPs+TCS组的小鼠

体重随着时间延长有所降低（图 3.2.1 A）。在灌胃 30天后，与对照组相比 TCS

组和 NPs+TCS组体重显著下降，而 NPs组和对照组的体重相比差异没有统计

学意义，NPs+TCS联合暴露组相比于 NPs单独暴露显著下降，相比于 TCS单

独暴露没有显著差异（图 3.2.1 B）。和对照组相比，小鼠的卵巢大小和卵巢指

数并无明显变化，TCS组和 NPs+TCS组显著下降。NPs+TCS联合暴露组和 NPs

单独暴露组相比显著下降，而和 TCS单独暴露组相比无明显变化（图 3.2.1 C-D）。

图 3.2.1 NPs和 TCS暴露导致小鼠体重和卵巢指数变化

（A）不同处理组随着时间的延长的小鼠体重变化（B）暴露 30天后小鼠体重变

化。（C）暴露 30天后，不同处理组小鼠卵巢器官大小。（D）小鼠卵巢指数的

变化情况。n=7，不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。
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3.2.2 PS-NPs和 TCS暴露影响雌性小鼠动情周期变化

根据小鼠阴道脱落的细胞形态变化记录小鼠发情时期（图 3.2.2 A and B），

相比于对照组，NPs和 TCS单独暴露组的发情间期明显延长，而联合暴露组更

为显著（图 3.2.2 C，P < 0.05）。

图 3.2.2 NPs和 TCS暴露引起小鼠动情周期紊乱

(A) 阴道涂片巴氏染色，Bar: 200μm。（B）动情周期记录（动情前期（P）,动

情期（E），动情后期（M）,动情间期（D））。（C）小鼠动情周期统计。n=7，

不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.2.3 PS-NPs和 TCS暴露损伤雌性小鼠卵巢组织

卵巢的生卵作用是成熟雌性最基本的生殖功能，卵泡作为卵巢的基本功能

单位，它的数量影响雌性生殖储备能力。NPs和 TCS暴露会对小鼠卵巢造成损
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伤，与对照组相比，NPs和 TCS单独暴露均会导致卵泡数量下降，黄体增多，

在联合暴露组差异更为显著（图 3.2.3 A and B，P < 0.05）。

图 3.2.3 NPs和 TCS暴露引起小鼠卵巢组织损伤

（A）小鼠卵巢组织 HE染色，Bar: 200μm。B小鼠卵泡数量统计。n=7，不同字

母表示存在显著差异（P < 0.05）

3.2.4 PS-NPs和 TCS暴露紊乱雌性小鼠生殖激素水平

卵巢同时还有内分泌的功能，正常的激素分泌对促进生殖器官生长发育和

成熟起到至关重要的作用。对小鼠血清促卵泡激素（FSH）、雌二醇（E2）、

孕酮（P）激素分泌水平检测，结果如下： NPs和 TCS的联合暴露引起小鼠血

清FSH，E2，P激素水平均显著低于对照组和单独暴露组（图3.2.4 A-C，P < 0.05），

而 FSH和 P激素水平中 NPs单独暴露组和对照组没有显著差异性。
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图 3.2.4 NPs和 TCS暴露引起激素分泌紊乱

（A）小鼠血清促卵泡激素（FSH）激素水平变化。（B）小鼠血清雌二醇（E2）

激素水平变化。（C）小鼠血清孕酮（P）激素水平变化。n=7，不同字母表示存

在显著差异（P < 0.05）。

3.2.5 PS-NPs和 TCS暴露导致雌性小鼠卵巢自噬

为了探究 NPs和 TCS的暴露是否引起小鼠自噬的发生，我们进行了自噬小

体和自噬蛋白表达检测。透射电镜结果显示，与对照组相比，NPs和 TCS联合

暴露组中发现大量尚没有降解的自噬小体，在 NPs和 TCS单独暴露组中则较少

（图 3.2.5 A）。Western blot结果表明 ATG5蛋白表达和 LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ比值在

联合暴露组中均显著高于对照组和单独暴露组，而单独暴露组和对照组无显著

性差异。与对照组相比，NPs单独暴露组无明显变化，TCS单独暴露组显著下

降，NPs和 TCS联合暴露组中 P62蛋白的表达下降更为显著（图 3.2.5 B-E，P <

0.05）。
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图 3.2.5 NPs和 TCS暴露激活小鼠自噬发生

（A）透射电镜下卵巢组织（蓝色箭头：线粒体；橙色箭头：自噬小体；绿色

箭头：脂滴），Bar: 2μm。（B）Western blot显示自噬相关蛋白 LC3B-Ⅰ，LC3B-Ⅱ，

P62，ATG5蛋白表达情况。（C）ATG5蛋白表达水平的量化。（D）P62蛋

白表达水平的量化。（E）LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ蛋白表达比率的量化。n=7，不同

字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.2.6 PS-NPs和 TCS暴露诱导雌性小鼠卵巢凋亡

我们使用 TUNEL 染色对小鼠卵巢中完整的单个细胞凋亡状况进行探究并

检测主要凋亡相关蛋白 BAX， BCL-2 和 Cleaved CASPASE-3 的表达情况。

TUNEL染色结果显示NPs和TCS单独或联合暴露中阳性细胞均多于对照组（图

3.2.6 A）。Western blot结果表明：与对照组相比，BAX 在 NPs暴露组无明显

变化，在 TCS暴露组中显著升高，在两者联合暴露组升高更为显著。与对照组

相比，BCL-2和 Cleaved CASPASE-3在单独暴露时无显著变化，但在联合暴露

时分别显著下降和升高。与对照组相比，BCL-2/BAX比值在 NPs单独暴露时无

显著变化，在 TCS和联合暴露时显著下降（图 3.2.6 B-F，P < 0.05）。
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图 3.2.6 NPs和 TCS的暴露导致小鼠卵巢凋亡

（A）卵巢组织 TUNEL染色，Bar: 100μm。（B）蛋白免疫印迹分析凋亡相关蛋

白表达水平。（C）BAX蛋白表达水平定量分析。（D）Cleaved CASPASE-3蛋

白表达水平定量分析。（E）BCL-2蛋白表达水平定量分析。（F）BCL-2/BAX

比值定量分析。n=7，不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。
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3.3 PS-NPs和 TCS暴露对 KGN细胞的影响

3.3.1 PS-NPs和 TCS的暴露诱导 KGN细胞毒性效应

我们首先对暴露于 PS-NPs 或 TCS的 KGN 细胞进行了 CCK8实验。随着

浓度的增加，PS-NPs和 TCS都降低了 KGN 的存活率（图 3.3.1 A 和 B）。暴

露于 150 μg/mL PS-NPs和 15 μM TCS 的联合作用显著降低了细胞存活率至约

50%（图 3.3.1 C，P < 0.05），伴随着细胞数量的显著减少和细胞肿胀（图 3.3.1

D）。

图 3.3.1 PS-NPs和 TCS的暴露对 KGN细胞活力和细胞形态的影响

KGN细胞在梯度浓度下暴露于（A）PS-NPs和（B）TCS 24 h后的细胞存活率。

（C）KGN 细胞在联合暴露（150 μg/mL PS-NPs和 15 μM TCS）后的细胞存活

率。（D）在不同处理下 PS-NPs暴露 24 h后的 KGN细胞形态，Bar: 50μm。n=3，

不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.3.2 PS-NPs和 TCS的暴露导致 KGN细胞氧化应激
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为了探讨 PS-NPs和 TCS在 KGN细胞中引起的氧化损伤，我们在处理后的

细胞中测量了 ROS和MDA的积累以及 SOD和 CAT的活性。与对照组相比，

暴露于 PS-NPs或 TCS单独时，ROS水平显著增加；而在 PS-NPs和 TCS的共

同作用下，这种增加更显著（图 3.3.2 A 和 B，P < 0.05）。与对照组相比，暴

露于 PS-NPs或 TCS单独时，SOD和 CAT的活性显著降低。与单独暴露组相比，

共同作用组的 SOD活性差异显著，但 CAT活性没有显著变化（图 3.3.2 C和 D，

P < 0.05）。作为细胞膜过氧化损伤的生物标志物，MDA在 NPs和 TCS共同作

用后显著增加。但是在单独暴露于 NPs和 TCS后没有显著变化（图 3.3.2 E，P

< 0.05）。

图 3.3.2 PS-NPs和 TCS的暴露诱导 KGN细胞氧化应激

（A）细胞内 ROS水平的荧光图像（Bar: 100 μm）和（B）多功能微孔板阅读器

测量的 ROS水平的定量分析。 KGN 细胞中的（C）SOD活性，（D）CAT活

性和（E）MDA水平。n=3，不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。
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3.3.3 PS-NPs和 TCS的暴露导致 KGN细胞线粒体损伤

我们使用线粒体膜电位测定试剂盒评估了线粒体跨膜电位的变化。当线粒

体膜电位丧失时，线粒体通透性转换孔（MPTP）保持开放状态，导致荧光探针

TMRE 释放到细胞质中，荧光强度显著降低。与对照组相比，PS-NPs或 TCS

单独暴露或 PS-NPs和 TCS的共同作用显著降低了荧光强度（图 3.3.3 A）。我

们使用 ImageJ 对荧光信号进行了定量分析（图 3.3.3 B，P <0.05）。与对照组

相比，各处理组的膜电位显著降低。

图 3.3.3 PS-NPs和 TCS的暴露引起 KGN细胞线粒体功能障碍

（A）线粒体膜电位的荧光图像，Bar: 50μm 和（B）荧光定量分析。n=3，不同

字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.3.4 PS-NPs和 TCS的暴露激活了 KEAP1-NRF2-HO-1通路

我们评估了蛋白质表达以调查 PS-NPs 和 TCS 诱导的氧化应激是否与

SESTRIN2和 KEAP1-NRF2-HO-1 途径的变化相关（图 3.3.4 A）。与对照组相

比，核 NRF2蛋白表达显著增加，同时细胞质 NRF2减少（图 3.3.4 B），KEAP1

蛋白表达显著降低（图 3.3.4 C，P < 0.05），HO-1蛋白表达显著增加（图 3.3.4

D，P < 0.05），在 PS-NPs和 TCS的共同作用后。对于这些蛋白质，与单独暴

露其中任何一个成分引起的变化相比，共同暴露 PS-NPs和 TCS引起的变化更

加显著。与对照组相比，NPs 暴露的细胞中 SESTRIN2蛋白表达轻微增加，而
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共同 暴露于 PS-NPs和 TCS的细胞中显著减少（图 3.3.4 E，P < 0.05）。

图 3.3.4 PS-NPs和 TCS的暴露激活了 KGN细胞中的抗氧化应激通路

（A）图显示KGN细胞核（Nuc）和细胞质（Cyt）NRF2、KEAP1、HO-1和SESTRIN2

蛋白表达。（B）Nuc和 Cyt-NRF2，（C）KEAP1，（D）HO-1和（E）SESTRIN2

的蛋白表达的定量分析。n=3，不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.3.5 PS-NPs和 TCS的暴露引起 KGN细胞过度自噬

为进一步探讨 PS-NPs和 TCS引起的细胞毒性是否与自噬有关，我们测量

了KGN细胞中的自噬泡和自噬流，并确定了与自噬相关的蛋白LC3B-I、LC3B-II、

P62和 ATG5的表达。绿色荧光信号表示自噬泡。在暴露 PS-NPs和/或 TCS后，

与对照组相比，自噬泡的数量增加（图 3.3.5 A）。此外，与仅暴露 PS-NPs或

TCS相比，与 PS-NPs和 TCS的共同作用后，LC3B-II/LC3B-I比值和 ATG5蛋

白表达显著增加，而 P62蛋白表达显著减少（图 3.3.5 B–E，P < 0.05）。
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图 3.3.5 PS-NPs和 TCS的暴露激活了 KGN细胞的自噬

（A）使用 Cyto-ID 绿色染色检测自噬泡和自噬通量，Bar: 50μm。（B）蛋白印

迹显示 KGN细胞中 LC3B-Ⅰ、LC3B-Ⅱ、P62和 ATG5蛋白表达。（C）ATG5蛋

白表达的定量分析，（D）LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值，以及（E）P62蛋白表达。n=3，

不同字母表示存在显著差异（P < 0.05）。

3.3.6 PS-NPs和 TCS的暴露诱导 KGN细胞凋亡

为了调查在暴露 NPs和 TCS后是否触发了凋亡，我们进行了一项 Annexin

V–PI染色实验，并测量了与凋亡相关的蛋白 BCL-2和 BAX 的表达。与对照组

和仅暴露 PS-NPs或 TCS相比，与 PS-NPs和 TCS的共同作用显著增加了绿色

荧光强度（图 3.3.6 A 和 B，P < 0.05），显著增加了 Cleaved CASPASE-3蛋白

表达，并显著降低了 BCL-2/BAX比值（图 3.3.6 C–G，P < 0.05）。
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图 3.3.6 PS-NPs和 TCS的暴露诱导了 KGN细胞的凋亡

（A）用 Annexin V（绿色）和 PI（红色）染色的 KGN细胞的荧光图像，Bar: 100μm。

（B）凋亡率的定量分析。（C）代表性的蛋白印迹显示 KGN细胞中 BAX、BCL-2、

Cleaved CASPASE-3蛋白的表达。（D）BAX，（E）BCL-2，（F）Cleaved CASPASE-3

蛋白表达的定量分析以及（G）BCL-2 / BAX 比值。n=3，不同字母表示存在显

著差异（P < 0.05）。
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污染物通常在自然环境中以混合物的形式共存。由微塑料和 TCS引起的污

染问题变的越来越严重，人们尤其关注它们的生殖毒性作用。例如，微塑料通

过影响精子与卵子碰撞的概率和减少配子融合的效率，增强了对 TCS对泥蚶的

生殖毒性[41]。与微塑料相比，纳米塑料和 TCS的共同暴露在跳蚤上产生了更显

著的协同毒性效应[42]。最近的研究揭示了环境中的纳米塑料可能成为各种水生

生物群体意外摄入的食物来源，它们通过食物链富集在人体的各个器官中。被

肠道消化后，这些纳米塑料的表面似乎具有增强吸附疏水离子污染物如 TCS的

功能基团[43]。在成年雌性小鼠中，暴露于 TCS导致发情周期延长，减少卵泡和

黄体。尽管雌性的正常生殖功能受到正常卵巢活动的影响，但下丘脑分泌促性

腺激素释放激素（GnRH）以及随后垂体释放促性腺激素（LH 和 FSH）也是主

要的调节因素。因此，下丘脑-垂体-卵巢轴在雌性生殖中扮演着关键的角色[44]。

暴露于 TCS的小鼠表现出较低的血清黄体生成激素（LH）、促卵泡生成激素

（FSH）和孕激素水平，以及促性腺激素释放激素（GnRH）mRNA水平的降低

[45]。人群研究表明，TCS与不孕症、新生儿先天缺陷以及婴儿出生体重存在一

定关联。三氯生可以潜在地破坏卵泡的形成和发育，导致卵泡储备的减少，从

而损害生殖健康[46, 47]。因此，NPs和 TCS的共同暴露可能对包括人类在内的许

多生物的生殖健康和安全构成严重威胁。例如 NPs和 TCS的联合暴露破坏了跳

蚤和韩国臂尾轮虫的多型异源物质抗性机制（MXR），引起氧化应激和脂质膜

损伤[48]。基于这些先前的发现，我们评估了 PS-NPs和 TCS在雌性小鼠和人类

卵巢颗粒细胞系 KGN 细胞中的联合毒性和作用机制。与仅暴露于 PS-NPs 或

TCS相比，联合暴露组小鼠卵巢指数，卵泡计数，血清激素下降更为明显，并

且联合暴露组的自噬和凋亡率显著升高，共同暴露于 PS-NPs和 TCS导致小鼠

卵巢损伤，具有明显的协同毒性效应。PS-NPs和 TCS的共同暴露导致了卵巢

损伤和卵泡数量的下降或许是生殖激素减少的主要原因，但其与下丘脑-垂体-

卵巢轴的联系值得进一步研究。

为了进一步探究 NPs和 TCS联合毒性的具体机制，我们使用 KGN细胞系

进行进一步探究。纳米塑料和三氯生均可以诱导氧化应激发生。纳米塑料可以
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在各种细胞、组织和器官中积累，导致 ROS依赖性的功能障碍[49]。此外，三氯

生增加了黑色素瘤细胞中有丝分裂诱导 ROS产生，导致 ROS依赖性的细胞死

亡和自噬[50]。尽管 ROS是线粒体代谢的自然副产品，但过度积累可能引起氧化

应激，导致线粒体功能障碍和细胞损伤[51]。在本研究中，KGN细胞暴露于PS-NPs

和 TCS 24 h，与对照组和单独暴露组相比，联合暴露组显著增加了 ROS，并降

低了线粒体膜电位。此外，SOD和 CAT活性显著减少，而MDA积累显著增加。

PS-NPs和 TCS的共同暴露加剧了细胞中 ROS的积累，呈现出协同效应。氧化

应激诱导的卵巢颗粒细胞损伤可能导致卵巢功能障碍，这可能是雌性卵巢滋养

层受限、排卵障碍和生殖功能障碍的潜在原因之一[52, 53]。

NRF2-KEAP1-HO-1 通路对于调节细胞氧化应激至关重要。通常情况下，

NRF2 在细胞质中与 KEAP1 结合，防止其释放。然而，氧化压力的变化导致

KEAP1发生结构变化，释放 NRF2，使其能够转位到细胞核[54]。一旦在细胞核

中，NRF2与抗氧化应激元件（AREs）结合，并在氧化应激损伤的情况下激活

基因的转录，如 HO-1[55]。通过人卵巢组织的免疫组织化学实验，成功确定了

Nrf2 和 Keap1 的定位。此外，在人卵巢颗粒细胞中检测到了 Nrf2 和 Keap1 的

表达[56]。在 NRF2蛋白质水平下调后，卵巢颗粒细胞中催化酶、超氧化物歧化

酶 1（SOD1）和 8-羟基鸟嘌呤 DNA糖苷酶（OGG1）的 mRNA水平显著下降。

NRF2的激活可能有助于缓解人卵巢颗粒细胞中的氧化应激[57]。SESTRIN2是一

种抵抗各种应激因素的应激蛋白，包括 DNA 损伤、缺氧和氧化应激 [58]。

SESTRIN2的敲除进一步增强了氧化应激诱导的颗粒细胞活力和增殖能力下降。

相反，SESTRIN2的过表达降低了细胞内活性氧化物质（ROS）和丙二醛（MDA）

水平，增加超氧化物歧化酶（SOD）酶活性，缓解了线粒体功能障碍，降低了

BAX和 CASPASE-3的表达，增加了 BCL-2的表达，抑制了细胞凋亡[59]。研究

表明，SESTRIN2干扰了 NRF2与 KEAP1的结合，使 NRF2能够转位到细胞核

并激活其靶基因的表达（例如 HO-1）[60]。SESTRIN2和 NRF2之间存在积极的

相互作用，促进抗氧化活性，减少线粒体损伤[61]。SESTRIN2蛋白的低表达会

影响 NRF2蛋白的表达，并减弱了细胞的抗氧化防御能力[62, 63]。在外界应激因

素来临时，机体通过激活 KEAP1-NRF2-HO-1 抗氧化途径，抵抗外部压力引起

的损伤。然而，对于压力的长时间暴露或高剂量的压力可能会超过机体的抗氧

化能力，导致严重的损伤[11]。我们发现单独暴露于 PS-NPs或 TCS初期轻微上

调了 SESTRIN2 的表达，但在联合暴露组中 SESTRIN2 的表达下降，而 HO-1
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的表达仍然较高。或许，这可能是一种毒物兴奋效应的表现，进一步表明与单

独暴露的组相比，联合暴露组表现出更高的毒性[64]。这些发现表明 SESTRIN2

在应对氧化应激中具有更敏感的作用，并对 NRF2产生负面的反馈调控效应。

联合暴露于 NPs和 TCS可能会降低细胞的抗氧化能力，导致氧化应激并进

一步损害大分子和细胞器。因此，细胞可能通过上调自身的保护机制并通过激

活自噬来恢复稳定性。自噬的激活与线粒体膜通透性有关[65]。线粒体膜通透性

转换孔（MPTP）的短暂开放调节线粒体 ROS。然而，MPTP的长时间开放可

能导致线粒体能量功能障碍、细胞器肿胀和凋亡[66]。LC3B-I、LC3B-II、P62和

ATG5蛋白是自噬的关键组成部分[67]。选择性的自噬受体 P62招募泛素化的蛋

白质，最终由自噬酶降解[68]。LC3B-II/LC3B-I比率和 P62蛋白表达通常用于评

估细胞中自噬活性[69]。在本研究中，PS-NPs和 TCS的联合暴露显著诱导了小

鼠卵巢和 KGN细胞中的自噬，促进了自噬体的形成，增加了 ATG5蛋白的表达

以及 LC3B-II/LC3B-I 比率。 P62 蛋白表达的降低证实了顺畅的自噬通路。然

而，过度或不适当的自噬可能导致自噬依赖性的细胞死亡[70]。ROS的过度积累

也可能诱导凋亡[71]，我们的结果显示，PS-NPs和 TCS的联合暴露显著增加了

小鼠卵巢和 KGN 细胞的凋亡率，联合暴露主要在凋亡的早期阶段增加了

Cleaved CASPASE-3水平，并减少了 BCL-2/BAX比率。

低剂量的 NPs和 TCS的联合暴露增强了毒性。这表明在日常生活中，两种

或更多有毒物质共同作用的风险可能比单独暴露于这些成分时更为严重。然而，

我们的实验只能作为风险评估的一部分。为了充分了解NPs和TCS的联合毒性，

还需要进行人群和生态学研究。这是我们研究的主要局限性。尽管一般人群对

NPs和 TCS的暴露浓度较低，但是随着暴露时间和接触的增加，它们在体内的

生物积累也会增加，因此对人体健康的潜在风险增加[72]。TCS通常在化妆品和

肥皂中发现，对女性的生殖健康影响较大，而对男性的生殖健康影响较小[73]。

先前的研究表明日常食物和饮料在使用后可能会释放 NPs，人们则可能更容易

摄入。因此，减少使用塑料制品并避免使用含有 TCS的肥皂或化妆品是降低潜

在风险的有意义的措施。
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第 5章 结论与展望

5.1 结论

我们已经清楚地展示了联合暴露于 PS-NPs和 TCS对雌性小鼠卵巢和KGN

细胞具有协同毒性效应。PS-NPs 和 TCS 可以共同导致 ROS 爆发，并激活

KEAP1-NRF2-HO-1 抗氧化应激途径，进而促进自噬保护。然而，抗氧化蛋白

SESTRIN2的下调破坏了抗氧化平衡，导致进一步的氧化应激介导的损伤并激

发凋亡。我们已经从抗氧化失衡的角度阐明了纳米颗粒和 TCS的毒性机制（图

5.1）。我们的发现可能为探索它们对雌性生殖健康的联合毒性机制提供了新的

视角。

图 5.1 在 PS-NPs和 TCS共同暴露下诱导卵巢组织和细胞氧化应激、自噬和

凋亡的机制示意图。
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5.2 创新点

本研究通过NPs和TCS单独或联合暴露时对雌性小鼠和人卵巢颗粒细胞的

毒性作用，系统的阐明两者联合的协同雌性生殖毒性作用，相比单一的暴露更

有现实意义。本研究重点讨论了 SESTRIN2 在 KEAP1-NRF2-HO-1抗氧化应激

通路中的作用，为氧化应激的稳态失衡导致细胞自噬和凋亡提供了新的视角。

5.3 不足和展望

本文研究了PS-NPs和TCS对雌性小鼠卵巢的亚急性暴露和KGN细胞的急

性暴露，系统阐明了两种污染物联合暴露的毒理学作用和机制，但是缺少慢性

低剂量暴露研究，存在一定局限性。本研究应用了体内小鼠模型和体外细胞模

型，但是缺乏人群暴露的研究，这也是后续我们所要关注的重点。探究 NPs和

TCS在人群中的暴露水平，开展风险评估，探究它们与其他疾病的相关性，进

而为人群健康做出指导和帮助。
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综 述

微纳米塑料与其他污染物联合暴露的生殖毒性作用及其机

制研究进展

摘要：微塑料（MPs）和纳米塑料（NPs）作为一种公认的新兴污染物，它

们对环境污染和公共卫生的影响日益受到人们的关注。在日常生活中微纳米塑

料也可以通过摄入、吸入和皮肤等方式进入人体。因此，人们普遍担心，微纳

米塑料除了引起环境问题外，还可能对人类健康产生不良影响。MPs/NPs对肝

脏、胃肠系统和炎症水平的威胁，已经在之前的研究中得到了充分的探索。随

着MPs/NPs可以穿透血睾屏障的研究证实和在胎盘中检测到MPs/NPs，越来越

多的研究将重点放在生殖毒性上。此外，由于环境中的污染物不是单一存在的，

MPs/NPs有可能与其他污染物尤其是持久性内分泌干扰物相互作用，从而增强

生殖功能障碍等综合毒性。本综述重点讨论微纳米塑料和其他环境污染物联合

暴露对生殖毒性的作用和机制，为微纳米塑料和其他污染物对人类健康影响的

危险度评价提供理论基础，从而为人们预防危险暴露，保护生殖健康提供参考。

关键词：联合暴露；微塑料；纳米塑料；生殖毒性

Abstract: Microplastics (MPs) and Nanoplastics (NPs) are recognized as

emerging pollutants, and their impacts on environmental pollution and public health

are receiving increasing attention. In daily life, micro- and nanoplastics can also

enter the human body through ingestion, inhalation, and skin contact. Therefore,

there is widespread concern that besides causing environmental issues, micro- and

nanoplastics may also have adverse effects on human health. As research confirms

the ability of MPs/NPs to penetrate the blood-testis barrier and the detection of

MPs/NPs in the placenta, an increasing number of studies are focusing on

reproductive toxicity. Additionally, due to the coexistence of multiple pollutants in
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the environment, MPs/NPs may interact with other pollutants, especially persistent

endocrine disruptors, thereby enhancing comprehensive toxicity such as reproductive

dysfunction. This review focuses on discussing the effects and mechanisms of

combined exposure to micro- and nanoplastics with other environmental pollutants

on reproductive toxicity. It aims to provide research insights into the impact of

micro- and nanoplastics along with other pollutants on human health.

Keywords: Combined Exposure; Microplastics; Nanoplastics; Reproductive

Toxicity

1前言

随着全球工业化的推进，塑料已经成为这个时代的主导。主要的塑料种类，

如聚乙烯（PE）、聚丙烯、聚氯乙烯、聚苯乙烯（PS）、聚氨酯和聚对苯二甲

酸乙二醇酯，已经占据了 80%的塑料市场份额[1]。尽管塑料的广泛应用带来了

便利，但也导致大量塑料垃圾被排放到环境中，引发了塑料在生态系统中的积

累。这些塑料垃圾在各种环境中广泛存在，包括内河、土壤、空气，甚至是极

地地区[2]。随着塑料制品的消费增加和塑料废品在环境中的积累，塑料污染已

经演变为全球性问题。一旦大块的塑料材料进入环境，就会通过热熔解、光化

学反应、氧化等过程逐渐分解成微塑料颗粒，这些颗粒可能在环境中存在很长

时间[3]。除了自然来源的塑料微粒，工业生产也会将微塑料被添加到个人护理

产品中，如乳液、保湿霜、清洁剂和牙膏，以满足市场需求[4]。目前人们根据

粒径大小将塑料颗粒主要分为直径小于 5 mm的微塑料（MPs）和小于 100 nm

之间的纳米塑料（NPs）[5]。

微纳米塑料在环境中无处不在，Gyrewere 收集的北大西洋水样显示，其中

包含了 9%聚苯乙烯（PS）、18%PET和 73%聚氯乙烯（PVC）等纳米聚合物成

分[6]。意大利奥凡托河的水样受到 PE、PP（聚丙烯）、PS、PVC和 PUR（聚

氨酯）聚合物的污染，中国青藏高原河流被 PET、PE、PP、PS和聚酰胺（PA）

聚合物污染[7， 8]；中国渭河受到 PE、PVC和 PS的污染[9]。除了由水携带外，

微纳米塑料还可以从家庭和工业灰尘和烟尘中传播到大气中。这种广泛的分布

有利于不同物种受到微纳米塑料的污染，尤其是皮肤暴露、吸入和摄入[10]。
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微纳米塑料的毒性主要体现在三个方面：一是微纳米塑料本身固有的伤害

作用，较小的颗粒尺寸（如 10μm和 2.5μm）可以穿透器官（如肺和肠）和细胞

（如肠细胞和巨噬细胞），被认为是刺激免疫反应和氧化应激的外来元素[11]。

由于难以生物清除，这些颗粒的在生物体内累积可引发慢性炎症，将会促进癌

症和死亡等恶性肿瘤的发展[12]。二是因为微纳米塑料是由有害添加剂（如增塑

剂、阻燃剂、稳定剂、着色剂、抗静电剂、润滑剂、滑脱剂、固化剂、发泡剂

和杀生物剂）的混合物制成的聚合物[13]。在自然环境下，随着经受日晒，风吹，

磨损等物理和化学因素导致老化，从而浸出有害单体。已知这些化学物质具有

细胞毒性，可作为内分泌干扰物损害目标器官的结构、全身代谢以及水生和陆

生动物物种的繁殖能力[14]。三是最新的研究证明了微塑料可以通过范德华力、

静电或氢键、π-π堆积等对污染物具有很强的物理吸附能力。并且相较于微塑料，

纳米塑料的尺寸更小、比表面积更大、细胞亲和力更高、官能团更丰富，这使

得它们对生物体的毒性作用更强，且对其他污染物的吸附能力也更强[15， 16]。

微纳米塑料与其他持久性污染物例如药品和个人护理产品（PPCPs）、多

溴二苯醚（PBDEs）、多环芳烃（PAHs）以及重金属如镉和汞之间的毒理学相

互作用引起了极大关注，因为它们通过颗粒物和食物网的长距离传输，将其他

环境污染物转移到直接或间接暴露的生物体和环境中，可能引发“特洛伊木马”

效应[17]。微纳米塑料可能改变这些化学物质的生物利用度、环境行为和在环境

中的毒性。例如，它们可以将这些化学物质的浓度提高到沉积物中的 100倍，

比周围海水中的背景浓度高出 6个数量级[18]。微纳米塑料对淡水生物群、海洋

生物和哺乳动物毒性作用包括氧化应激、肠道炎症、组织损伤、代谢变化、免

疫功能障碍和肠道微生物群破坏已经得到充分研究[19]。但对微纳米塑料与外界

环境中其他污染物质的联合作用的研究仍然有限。最新的研究报道在人体胎盘

中检测到微纳米塑料，甚至出现跨代遗传，引起后代的生殖损伤[20]。因此，本

综述重点阐述微纳米塑料和其他污染物联合对生殖系统的影响及其分子机制。
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2微纳米塑料与其他污染物的联合生殖毒性效应

2.1 生殖器官损伤

雌性小鼠暴露于 100 mg/L 聚苯乙烯微塑料（PS-MPs）和 200 mg/kg 邻苯

二甲酸二(2-乙基己基)酯 （DEHP）35天后破坏了卵巢颗粒细胞层，导致卵泡

断裂和闭锁，PS-MPs和 DEHP 的共同暴露对卵巢颗粒细胞层的完整性产生了

不利影响，导致小鼠卵巢颗粒细胞损伤、细胞周期停滞和坏死的增加[21]。与单

独 PS-MPs和铅（Pb）暴露相比，PS-MPs和 Pb的共同暴露显著增加了卵巢中

Pb的积累，导致卵巢和子宫组织的组织病理损伤。这些结果表明，共同暴露对

小鼠卵巢和子宫产生了更严重的毒性[22]。微囊藻毒素-LR（MC-LR）在 PS-MPs

联合作用时，PS-MPs的存在增加了MC-LR在斑马鱼生殖腺中的积累。在MC-LR

单独暴露组中，发现斑马鱼卵巢基底膜的解体和卵黄膜的内陷，而 PS-MPs的

存在加剧了这些损伤[23]。PS-MPs和 17α-甲基睾酮（MT）的共暴露导致斑马鱼

成熟卵子比例减少[24]。Phe和MPs的联合作用破坏了下丘脑-垂体-性腺轴的调

节，降低了雌性鱼的卵黄蛋白水平和繁殖能力，增加了卵泡萎缩的比例，抑制

了卵巢的成熟，并加重了繁殖毒性[25]。TiO2和 PS-NPs的共同暴露导致卵巢结

构和功能的显著损伤，但单独的暴露没有毒性效应[26]。PS-MPs和镉（Cd）或

邻苯二甲酸酯（PAE）的共同暴露损害小鼠睾丸组织结构，降低精子质量，加

剧了雄性小鼠的生殖损伤[27, 28]。单独暴露于 PS-MPs或MC-LR可破坏小鼠睾丸

结构，增加组织凋亡水平并降低精子质量，而共同暴露会增强毒性作用[29]。小

鼠共同暴露于聚苯乙烯纳米塑料（PS-NPs）和邻苯二甲酸二丁酯 (DBP)导致精

子质量显著下降、精子发生显著受损以及血睾屏障（BTB）破坏增加[30]。

2.2 激素影响

性激素水平的结果表明，PS-MPs增强了MC-LR诱导的生殖毒性，这与 17β-

雌二醇（E2）和睾酮（T）水平的异常增加密切相关[23]。在环境现实浓度下，

MPs和 BPA联合暴露显著抑制了白对虾的生殖发育，体内性发育相关激素（GIH

和MIH）的含量以及编码调节激素的基因（GIH、MIH 和 CHH）的表达均上调，
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MPs增强了 BPA对白对虾的新陈代谢干扰和破坏内分泌调控作用[31]。PS-MPs

和MT联合暴露于斑马鱼的酶联免疫吸附试验结果显示，在暴露 14天后，雌性

鱼卵巢中的 E2、LH和 FSH水平在所有三个处理组中显著降低[24]。

2.3 跨代影响

微塑料可以显著增加菲（Phe）在海洋青鳉鱼卵巢中的蓄积并且可以转移到

后代，胚胎的积累量随MPs的浓度增加而增加。MPs和 Phe联合暴露破坏了青

鳉鱼母体的下丘脑-垂体-性腺轴，此外，MPs增加了胚胎中 Phe引起的心动过

缓，Phe在母体 F0代卵巢和胚胎生物累积增加，未直接暴露的后代（F1代）中

的 Phe浓度增加，表明MPs加剧了 Phe的代际毒性[25]。一项对斑马鱼的研究发

现，将 F0代暴露于 PS-NPs和三-1，3-二氯异丙基磷酸（TDCIPP）都会导致这

些污染物在各种组织中积累，包括肠道、肝脏、鳃和头部，并且 PS-NP促进了

TDCIPP 从母代转移到后代，增强了对 F1 代斑马鱼的跨代甲状腺功能紊乱，

PS-NPs 的存在改变了 TDCIPP 的生物利用度，并加剧了斑马鱼的跨代甲状腺

破坏，具有跨代遗传毒性[32]。同样，另一项针对斑马鱼的研究证明了 PS-NPs

和水杨酸乙基己酯（EHS）联合暴露 28天后导致 EHS在亲代（F0）和后代（F1）

中的生物累积，并从亲代转移到后代[33]。

3微纳米塑料与其他污染物的联合生殖毒性机制

3.1 氧化应激

研究发现 PS-MPs和 DEHP具有协同作用，它们都促使 ROS的过度产生，

并通过触发 CNR1/CRBN/YY1/CYP2E1信号通路引起氧化应激，进而导致 DNA

氧化损伤。这表明氧化应激介导的 Hippo信号通路在 PS-MPs和 DEHP引起的

卵巢损伤中起关键作用。使用氧化应激抑制剂 AM251或 DAS可以显著逆转这

些变化，并有效缓解由 PS-MPs和 DEHP引起的生殖毒性[21]。PS-MPs和 Pb的

联合暴露通过诱导氧化应激，血清丙二醛水平显著增加，同时降低了小鼠血清

超氧化物歧化酶加剧了小鼠卵巢毒性[22]。
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3.2基因损伤

在微藻毒素和微塑料对斑马鱼的联合暴露研究中，HPG轴中 gnrh2、gnrh3、

cyp19a1b、cyp11a和 lhr mRNA水平的变化进一步证明了MC-LR与 PS-MPs联

合加重了生殖功能障碍。在给予 ER 应激抑制剂（Salubrinal，Sal）后，与

PERK/eIF2α信号通路相关的基因的 mRNA水平下调至对照组水平[23]。另一项

微塑料和 17α-甲基睾酮联合暴露于斑马鱼的研究中在雌性鱼中，MT、PS-MPs

和MT + PS-MPs处理 7天后，cyp11a mRNA的表达在所有三个处理组（MT、

PS-MPs 和 MT + PS-MPs）中都显著减少，而在 MT + PS-MPs 处理 14 天后，

cyp19a1a和 StAR mRNA的表达显著增加，定量实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

的结果表明两者的联合可以共同对生物体的基因表达产生影响[24]。PS-MPs可以

携带 MC-LR 进入睾丸间质细胞，降低睾酮水平和参与睾酮合成的关键分子

（StAR、P450scc、P450c17、3β-HSD和 17β-HSD）的 mRNA表达水平[29]。微

塑料和镉诱导的睾丸损伤与干扰 miR-199a-5p/HIF-1α/铁死亡通路有关，并且

MPs和 Cd协同抑制 Keap1-Nrf2通路及其下游基因，诱导雄性小鼠睾丸脂质过

氧化和铁死亡[27， 34]。

4结论与展望

微纳米塑料的毒性与它们本身的类型，形状，浓度，以及和其他环境污染

物的结合密切相关，到目前为止，大多数实验室研究都是用商业化的单一颗粒

类型进行的。然而，如果对颗粒进行详尽的表征，这些研究可能会提供有关微

纳米塑料特性风险的关键信息。此外，次生或风化的微纳米塑料预计会对生物

体造成更大的威胁，因为它们会增加摄入、浸出有毒添加剂、表明生物膜形成、

增加颗粒粗糙度和更大的表面积来吸附环境中更多的有毒物质。目前的研究中

关于微纳米塑料的浓度远远高于环境中的实际浓度，并且急性暴露偏多，长时

间的慢性暴露和环境浓度的研究仍然较少。尽管大量研究已经证实了微纳米塑

料在环境中的广泛存在，但对于微纳米塑料的监测和生态风险评估还没有统一

的国际技术方法。需要进一步研究有效的生物标志物筛选和生态风险评估技术，

以表明微纳米塑料单独或联合其他环境污染物的毒理学效应。为了更好的对人
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群健康的保护提供指导和依据，关于纳米塑料和其他环境污染物联合的作用在

人群中的暴露定量研究和风险评估是接下来研究的重点。
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