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摘要 ：

[背景] 有机磷阻燃剂属于新兴环境污染物，已有多种毒性报道，但其对胚胎发育毒性的研究
较少。亟待阐明相关效应及机制，以期完善风险评估，更好地保护敏感人群。

[目的] 评价磷酸三苯酯（TPhP）和磷酸甲苯二苯酯（CDP）暴露对早期鸡胚的潜在发育毒性，以
鸡胚报告基因表达系统揭示 TPhP 和 CDP 在体激活过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）

的能力，并以慢病毒在体沉默为工具，探讨 PPARγ 在 TPhP 和 CDP 诱导鸡胚发育毒性中的
作用。

[方法] 首先采用不同剂量的 TPhP 及 CDP 对受精鸡蛋进行气室注射染毒，孵化 6d 后评价不
同剂量下鸡胚发育情况，选取最佳剂量进行后续实验；接着采用报告基因系统来评价 TPhP

及 CDP 对 PPARγ 的胚胎内激活情况；最后采用慢病毒沉默 PPARγ，与 TPhP 及 CDP 染毒共处
理，进一步揭示 PPARγ 在观察到的发育毒性中所发挥的作用。

[结果] TPhP 及 CDP 发育染毒后，在孵化 6  d 时观察到 10、30  mg·kg−1 的 TPhP 及 3、10、
30 mg·kg−1 的 CDP 染毒引起鸡胚重量（以蛋重标准化）降低（P < 0.05），提示二者均具有一般发
育毒性，CDP 毒性较高。此外 CDP 染毒还引起鸡胚矢状面脑区面积（以鸡胚体重标准化）增加
（P < 0.05），而鸡胚矢状面眼区面积（以鸡胚体重标准化）减小（P < 0.05），提示 CDP 具有特异性
的神经及眼发育毒性。报告基因实验结果显示，阳性对照罗格列酮、TPhP、CDP 与对照相比
均能激活 PPARγ（P < 0.05），效应强度大小：罗格列酮 > CDP > TPhP。以 PPARγ 沉默慢病毒实
现鸡胚 PPARγ 在体沉默，实时荧光定量多聚核苷酸链式反应（qRT-PCR）结果显示沉默效率约
为 55%。PPARγ 在体沉默可以有效地缓解 TPhP 及 CDP 染毒引起的体重下降（P < 0.05）以及
CDP 染毒引起的脑区扩大及眼球发育不良（P < 0.05）。

[结论] TPhP 及 CDP 染毒在早期鸡胚均可引起一般发育毒性，CDP 毒性较高。同时，CDP 还引
起特异性的脑区增大及眼球发育不良，其机制与 PPARγ 的激活有关。
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Abstract:

[Background] Organic  phosphate  flame  retardants  are  emerging  environmental  pollutants.
While there have been multiple toxicities reported following organic phosphate flame retardants
exposure, few studies focus on their potential developmental toxicities. It is necessary to elucidate
these developmental toxicological effects and underlying mechanisms to improve risk assessments
and better protect sensitive populations.

[Objective] To  evaluate  potential  developmental  toxicities  in  early  chicken  embryos  following
exposure to triphenyl phosphate (TPhP) or cresyl diphenyl phosphate (CDP), to reveal TPhP and
CDP’s capabilities to activate peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) in vivo in an
established chicken embryo gene reporter system, and to investigate the roles of PPARγ in TPhP/
CDP-induced developmental toxicities with lentivirus-mediated in vivo gene silencing.
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[Methods] Firstly, diverse doses of TPhP and CDP were injected into the air sacs of fertilized eggs to assess the development of chicken
embryos after 6 d of  incubation,  and an optimal dose was chosen for subsequent experiments.  Subsequently,  the report gene system
was employed to evaluate the intraembryonic activation of PPARγ by TPhP and CDP. Eventually, PPARγ was silenced using lentivirus, and
the embryos were co-treated with TPhP and CDP to further disclose the roles of PPARγ in the observed developmental toxicity.

[Results] Following developmental exposure to TPhP or CDP, significantly lower chicken embryo weights (normalized with egg weights)
were observed in the 6 d embryos (10, 30 mg·kg−1 TPhP and 3, 10, 30 mg·kg−1 CDP), indicating that both chemicals have general develop-
mental toxicities and CDP is more potent. Additionally, exposure to CDP also resulted in remarkably increased sagittal brain area (normalized
to embryo weights) and decreased sagittal eye area (normalized to embryo weights) (P < 0.05), suggesting that CDP has specific develop-
mental neurotoxicity and ocular toxicity. The PPARγ reporter gene experiment results revealed that rosiglitazone (positive control), TPhP,
and CDP all  significantly activated PPARγ relative to control (P < 0.05). The potency order was rosiglitazone > CDP > TPhP. The lentivirus
microinjection successfully achieved in vivo silencing of PPARγ in developing chicken embryos, and the estimated silencing efficacy was
approximately 55% according to the real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) results. The in vivo silencing of PPARγ ef-
fectively alleviated TPhP or CDP-induced decrease of embryo weights (P < 0.05), as well as CDP-induced increase of brain areas and decrease
of eye areas (P < 0.05).

[Conclusions] Both TPhP and CDP can induce general developmental toxicities in early chicken embryos, and CDP is more potent than
TPhP. Meanwhile, CDP can induce specific enlarged brain area and decreased eye area. The observed toxicities are associated with in vivo
activation of PPARγ.

Keywords: triphenyl phosphate; cresyl diphenyl phosphate; developmental toxicity; chicken embryo; peroxisome proliferator-activated
receptor γ

  

有机阻燃剂是多种卤代或有机磷酸盐化学品，它
们被添加到制造材料中以提高其防火安全性[1]。根据
欧洲阻燃剂协会（Flame Retardants  Association,  FRA）

的数据，欧洲阻燃剂的总消费量为 46.5 万 t，其中
10%是溴化阻燃剂，20%是磷系阻燃剂[2]。随着全球对
溴化阻燃剂限制措施逐步加强，有机磷阻燃剂
（organophosphorus flame retardant, OPFR）作为其主要
替代品，在过去十年中的应用量迅速增长[3]。据报道，

2018 年全球对 OPFR 的需求达到 1.00×106 t，且持续增
长[4]。OPFR 属于有机磷酸酯的一类，由于大多数情况
下，为了降低成本和提高生产效率，有机磷酸酯被直
接物理混合到材料中，而不是通过化学键与材料结合，

因而很容易通过挥发和磨损，从各种消费品排放到环
境中。随着使用量的增加，可能造成普遍的环境污染，

影响范围包括地表水、室内空气、沉积物、饮用水、野
生动物等[5]。一些毒理学研究表明，某些有机磷酸酯暴
露会干扰内分泌系统，导致发育毒性、遗传毒性和生
殖毒性[6]。

磷酸三苯酯（triphenyl phosphate, TPhP）和磷酸甲
苯二苯酯（cresyl  diphenyl  phosphate,  CDP）属于新型
OPFR[7]。TPhP 属于芳香族有机磷酸酯阻燃剂，现已被
用作玩具、家具和电气产品的阻燃剂，也被广泛用作
液压流体和湖泊中的增塑剂。由于 TPhP 不能与材料
结合成化学键，所以很容易被释放到周围环境中，有
研究已经表明，在各种环境和生物群样品中广泛检测

到 TPhP 及其代谢物[8]
，例如，在废水中检测到的 TPhP

质量浓度（后简称为浓度）范围为 4.4~14 000 ng·L−1 [9]
，

室 内 粉 尘中 TPhP 的 质 量 分 数 范 围 为 34.1~
62 100 ng·g−1[10]。2010 年至 2015 年期间收集的尿样中
TPHP 主要的代谢物磷酸二苯酯（diphenyl phosphate,

DPHP）[11]
，浓度显著高于 2002 年和 2003 年收集的尿

样中 DPHP 浓度[12]。
CDP 是 OPFR 中一种值得注意的新变体，其特征

是芳基磷酸结构，作为新兴的阻燃剂和增塑剂，已在
环境介质中检出，例如粉尘、城市地表水、污水污泥和
纺织品。在英国 Davyhulme 污水处理厂检测的曼彻斯
特运河水中，CDP 浓度为 53 ng·L−1[7]。在西班牙 Valen-

cia 污水处理厂中，CDP 浓度为 23.7 μg·L−1 [13]。CDP 在
结构上是基于 TPhP 的衍生物，两者都具有芳基磷酸
结构，可能具有类似的毒性作用，但是各自的特征官
能团有所不同，由于 CDP 是新型 OPFR，故缺少大规模
人群暴露情况。CDP 与 TPhP 相比是较为新型的 OPFR，

二者的不同作用结果可以用来探究新旧 OPFR 的不同
危害。

TPhP 是一种内分泌干扰物 [14]
，可诱导发育和生

殖毒性[15]、神经毒性及心脏毒性[16]。流行病学研究表
明，TPhP 及其代谢物 DPHP 可以在人胎盘中积累，产
前暴露于 TPhP 与儿童低出生体重或异常神经行为
呈正相关[17]。而 CDP 作为 TPhP 的新型衍生物，也具
有明显的发育毒性[18]

，但具体效应和分子机制还需
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进一步研究。本研究选择发育毒性的经典模型——
鸡胚，进一步阐明 TPhP 及 CDP 的早期发育毒性。鸡
胚模型符合“3R”的替代毒理原则，已经从经典的发
育生物模型变为新兴的替代毒理研究模型，其具有
可精准控制暴露剂量，胚胎相对较大易于观察和操
作，封闭系统排除母体效应等优点，已经成为传统哺
乳动物模型的良好补充。

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（peroxisome pro-
liferator-activated receptor γ, PPARγ）是一种配体激活
的核转录因子，属于核受体超家族，控制大量基因的
表达，特别是脂代谢相关基因。PPARγ 在各种器官组
织广泛表达，对器官组织的正常发育及功能维持起重
要作用[19]。在胚胎发育过程中，PPARγ 对神经系统和
眼球的正常发育起重要作用[20–21]。已有文献表明，

TPhP 能够通过激活 PPARγ 介导的脂质代谢诱导内质
网应激和细胞凋亡，损害胎盘功能和胎儿发育[22]。基
于 TPhP 和 CDP 在结构上的相似性及实验组成员的预
实验，CDP 激活 PPARγ 的可能性大，故本研究选择
PPARγ 为 TPhP 及 CDP 的潜在分子靶点，以体内报告
基因技术及慢病毒沉默技术，揭示 PPARγ 在 TPhP 及
CDP 诱导鸡胚发育毒性中的作用。本研究可为 TPhP
及 CDP 的发育毒性风险评估及进一步深入机制研究
提供重要的依据。

 1    对象与方法
 1.1   实验动物

本研究中使用的受精鸡蛋（Gallus gallus）购自河
堤农场（中国山东济宁），为纯种芦花鸡，清洗称重分组
后放入孵化箱（型号 KFX，中国山东德州科裕），按标准
程序进行孵化（温度 37.9  ℃，湿度 50%，翻蛋间隔
180 min）至 6 d，由孵化箱自动控制条件。
 1.2   主要试剂与仪器
 1.2.1   试剂　碘伏消毒液（中国山东万护洁医疗用品
有限公司），无水乙醇（中国国药集团化学试剂有限公
司），4%多聚甲醛（中国广州赛国生物科技有限公司）。
TPhP 分析标准品，≥99.8%（色谱纯）；CDP 98%异构体
混合物（中国上海麦克林生化科技股份有限公司）。慢
病毒（对照慢病毒、报告基因病毒和 PPARγ 沉默慢病
毒）由中国上海吉凯基因医学科技股份有限公司设计
和合成，具体序列及病毒设计见补充材料图 S1、表 S1、
图 S2、表 S2。实验程序中涉及的其他化学品和实验室
用品均为能购得的最高质量用品。
 1.2.2   仪器　全自动孵化箱（KF264，中国德州市科裕

孵化设备有限公司），超速低温离心机（Sigma 1-16K，
德国 Sigma），体视显微镜（XPZ-830TI，中国桂林桂光仪
器制造有限责任公司），光学显微镜（BX53，日本 Olym-
pus），荧光动物成像仪（IVIS Lumina II，美国马萨诸塞
州 Caliper  Life  Sciences），M5 HiPer  SYBR Premix  EsTaq
（中国北京聚合美生物科技有限公司）和 LightCycler480 II
（瑞士巴塞尔 Roche）。
 1.3   TPhP 和 CDP 染毒液的配制

TPhP 为不溶于油的固体，碾压为粉末后，以葵花
籽油（气室注射的基本溶剂 ）配制成 10、 30、 100、
300 mg·mL−1 的混悬液，充分涡旋。CDP 为液体，直接溶
于葵花籽油，直接配成 10、30、100、300 mg·mL−1 的溶
液。鸡胚气室染毒的染毒液配制方法参考了 Jiang 等[23]

的研究，其中的数据证明，粉末状的全氟辛酸配为混
悬液，充分振荡后气室注射能有效地令孵化雏鸡血清
中全氟辛酸水平剂量依赖性升高，提示该方法配制的
染毒液稳定可靠，该方法已广泛用于相关气室注射研
究[24]。TPhP 粉末性状与全氟辛酸基本相同，且数据也
呈现明显的剂量依赖性。另一方面，CDP 与油互溶为
稳定的液体，染毒效果亦有保证。染毒剂量依据为之
前已发表的 TPhP 及 CDP 的相关研究[13, 25]。
 1.4   鸡胚染毒方法
 1.4.1   气室注射染毒　本实验采用经典的气室注射染
毒法[26]对胚胎孵化 0 d（ED 0）的受精鸡蛋进行 TPhP
或 CDP 染毒。首先在暗室使用专用光源照蛋，用铅笔
标记气室，后以 70%的乙醇对气室注射区域灭菌，然
后在气室注射区域的中心用消毒过的金属探针钻一
个小孔（直径 1 mm），以 0.1 μL·g−1（以蛋重计，后同）的
注射容积将配置好的染毒液注入气室中，该容积来自
成熟的气室注射染毒研究[13]

，结合计算好的染毒液浓
度，恰好可达到要求的染毒剂量（10 mg·mL−1 染毒液对
应 1 mg·kg−1 染毒剂量，以此类推）。TPhP 混悬液在每
次注射前均经过充分涡旋以确保颗粒的均匀分布。注
射后，用石蜡封口，鸡蛋放入孵箱开始孵化。
 1.4.2   胚胎微注射慢病毒转染　按本课题组建立的胚
胎微注射慢病毒转染方法[27]

，进行 PPARγ 报告基因慢
病毒或 PPARγ 沉默慢病毒的转染。以无菌生理盐水将
慢病毒稀释为 3×108 TU·mL−1 的工作液（TU：转导单
位），在无菌橱中，将 ED 2 鸡胚的气室部分蛋壳打开一
个直径 2~3 mm 的小洞，在目视确认内膜的前提下，以
微量注射器将 0.05 μL·g−1 的病毒工作液注入内膜正中
深度 2~3 mm 处，后以胶带封口，鸡胚放回孵箱继续
孵化。
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 1.5   实验设计
 1.5.1   评价各剂量 TPhP 及 CDP 对鸡胚发育的影响　
尚未发育的受精鸡蛋按蛋重平均分配到 9 个处理组：
对照组、TPhP 1  mg·kg−1 组、TPhP 3  mg·kg−1 组、TPhP
10 mg·kg−1 组、TPhP 30 mg·kg−1 组、CDP 1 mg·kg−1 组、
CDP 3  mg·kg−1 组、CDP 10  mg·kg−1 组、CDP 30  mg·kg−1

组，每组 8 个。以前文所述的鸡胚气室注射染毒法进
行染毒，放入孵箱孵化 6 d 取出胚胎，称重，以 4%多聚
甲醛固定，以 XPZ-830TI 体视显微镜拍照，以 ImageJ
（1.53a，美国国立卫生研究院）对照片中胚胎矢状面脑
和眼面积进行测量。
 1.5.2   通过 PPARγ 报告基因直接评价 TPhP 及 CDP
在体内激活 PPARγ 的能力　尚未发育的受精鸡蛋
按蛋重平均分配到 5 个处理组：对照组、PPARγ 报
告基因病毒（PPARγ reporter virus, PRV）组、PPARγ 报
告基因病毒+ 2.5 mg·kg−1 罗格列酮（PRV+罗格列酮）

组、PPARγ 报告基因病毒+ 10 mg·kg−1 TPhP（PRV+TPhP）
组、PPARγ 报告基因病毒+ 10 mg·kg−1 CDP（PRV+CDP）
组，每组 6 个。开始孵化前 ，首先如前所述进行
TPhP 和 CDP 的气室注射染毒，孵化 2 d，如前所述进
行报告基因病毒的微注射以及 2.5 mg·kg−1 罗格列酮
气室注射，继续孵化 6 d，取出新鲜胚胎，以冷的磷
酸盐缓冲液（phosphate buffered saline, PBS）漂洗后，

使用荧光动物成像仪针对报告基因病毒所表达的
绿荧光蛋白进行成像，成像参数统一为：荧光激发
光谱 480 nm，荧光发射光谱 520 nm，曝光时间 90 s。
后以仪器自带软件 Living  image 软件 （IVIS  Lumina
II 美国马萨诸塞州 Caliper  Life  Sciences）进行定量
分析。
 1.5.3   通过 PPARγ 沉默病毒进一步确认 PPARγ 在
TPhP 及 CDP 所诱导发育毒性中所起的作用　尚未发
育的受精鸡蛋按蛋重平均分配到 7 个处理组：对照组、
CDP 10 mg·kg−1 组、TPhP 10 mg·kg−1 组、对照病毒（con-
trol  virus,  CV）组、PPARγ 病毒组（PPARγ virus,  PV）组、
10  mg·kg−1 TPhP  +  PPARγ 病毒 （TPV）组、 10  mg·kg−1

CDP +  PPARγ 病毒（DPV）组。其中对照、CV、PV 组各
10 个，其他组各 8 个。开始孵化前，首先如前所述进
行 TPhP 和 CDP 的气室注射染毒，孵化 2 d，如前所述
进行对照慢病毒或 PPARγ 沉默慢病毒的微注射，继续
孵化 6 d，取出胚胎，对照、CV 及 PV 组各取 3 个胚胎
迅速液氮冻存以备实时荧光定量多聚核苷酸链式反
应（real-time  quantitative  polymerase  chain  reaction,
qRT-PCR），其余胚胎以 4%多聚甲醛固定，以 XPZ-830TI

体视显微镜拍照，以 ImageJ（1.53a，美国国立卫生研究
院）对照片中胚胎矢状面脑和眼面积进行测量。
 1.6   qRT-PCR

用 Trizol 试剂（中国上海雅酶）从孵化 6 d 鸡胚组
织中提取 mRNA，并使用 Evo M-MLV RT Mix 试剂盒（中
国湖南艾科瑞生物工程有限公司）进行逆转录，然后
使用 M5 HiPer SYBR Prermix EsTaq 和 LightCycler480 II
对 PPARγ 的 mRNA 表达水平进行 qRT-PCR。每组测试
来自独立动物的 3 个样本。研究中使用的 PPARγ 引物
由中国生工生物工程（上海）股份有限公司设计和合成。
本研究中使用的引物序列如下：PPARγ，正向引物
CGAATGCCACAAGCGGAGAAGG，反向引物 CACTGCCTC-
CACAGAGCGAAAC；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH），正向引物
CAGGTGCTGAGTATGTTGTGGAGTC，反向引物 CGTCTT-
CTGTGTGGCTGTGATGG。
 1.7   统计学分析

采用 SPSS 25.0 进行统计学分析。所有数据均采
用均数±标准差表示。在仅 TPhP 或仅慢病毒实验中，

使用单因素方差分析（方差分析）来检测组间的差异，

当方差分析返回显著性结果时，使用事后最小显著性
差异检验来比较组间的差异。当 TPhP/CDP 和慢病毒
共同应用时，采用析因设计方差分析来分析每个因素
的影响。检验水准 α=0.05。

 2    结果
 2.1   TPhP 及 CDP 发育染毒后 6 d 鸡胚改变

如图 1 所示，与对照组相比，TPhP 10、30 mg·kg−1

发育染毒后，以及 CDP 3、10、30 mg·kg−1 发育染毒后
引起全胚胎体重（标化到蛋重）降低（P < 0.05），同时
CDP 10、30 mg·kg−1 的发育染毒还令胚胎矢状面脑区
面积（标化到胚胎重）增大（P < 0.05），而矢状面眼面积
（标化到胚胎重）减小（P < 0.05）。
 2.2   TPhP 及 CDP 发育染毒在 6 d 鸡胚的报告基因荧
光强度测定

如图 2 所示，2.5  mg·kg−1 罗格列酮、10  mg·kg−1

TPhP 或 10 mg·kg−1 CDP 的发育暴露均在以 PPARγ 报
告基因慢病毒转染后的 6 d 鸡胚引起明显的绿荧光强
度上升（P < 0.05），表明 TPhp 或 CDP 染毒均显著升高
PPARγ 转录活性，其中罗格列酮效应最强，CDP 次之，

TPhP 最弱。
 2.3   PPARγ 卵内慢病毒在体沉默的验证

取 PPARγ 沉默慢病毒转染后的 6 d 鸡胚行 PCR 检
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测 PPARγ 表达水平，发现沉默效率达 55%，卵内沉默
有效。
 2.4   PPARγ 沉默对 TPhP 及 CDP 诱导的鸡胚毒性作用

如图 3 所示，与对照组相比，TPhP 10 mg·kg−1 或
CDP 10 mg·kg−1 发育染毒后引起全胚胎体重（标化到蛋

重）降低（P < 0.05），而 PPARγ 在体沉默有效逆转这一
改变，与此同时，CDP 10 mg·kg−1 发育染毒引起的胚胎
矢状面脑区面积（标化到胚胎重）增大及矢状面眼面积
（标化到胚胎重）减小均能被 PPARγ 在体沉默有效逆
转（P < 0.05）。
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［注］ A：6 d 剂量组鸡胚组织活体成像代表性图片，n=6~8（下同）。红色圆形区域示矢状面眼面积，黄色不规则区域示矢状面脑面积。B：6 d 剂量组鸡

胚体重量化结果。C：6 d 剂量组鸡胚矢状面脑区面积量化结果。D：6 d 剂量组鸡胚矢状面眼面积量化结果。与对照组相比，*：P<0.05，**：
P<0.01。

［Note］ A: Representative live imaging of chicken embryo tissue at 6 d, n=6-8 (same for subsequent figures). Red circular area indicates the area of the eye
in the sagittal plane, and yellow irregular area indicates the area of the brain in the sagittal plane. B: Quantitative results of chicken embryo weight
at 6 d. C: Quantitative results of the area of brain regions in the sagittal plane of chicken embryos at 6 d. D: Quantitative results of the area of the
eye in the sagittal plane of chicken embryos at 6 d. Compared with the control group, *: P<0.05. **: P<0.01.

图 1   TPhP 及 CDP 发育染毒后 6 d 鸡胚改变
Figure 1   Evaluation of the changes in embryonic day 6 chicken embryos following developmental exposure to TPhP and CDP
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［注］ A：6  d 鸡胚报告基因代表性图片，标尺=5  mm，PPARγ 报告基因病毒（PPARγ  reporter  virus,  PRV）组、PPARγ 报告基因病毒+  2.5  mg·kg−1

罗格列酮（PRV+罗格列酮）组、PPARγ 报告基因病毒+ 10 mg·kg−1 TPhP（PRV+TPhP）组、PPARγ 报告基因病毒+ 10 mg·kg−1 CDP（PRV+CDP）组。B：6 d
鸡胚报告基因成像量化结果，n=3~5。*：与对照组相比，P<0.05；#：与报告基因病毒+TPhP 组相比，P<0.05。

［Note］ A: Representative images of chicken embryo reporter genes at 6 d, bar=5 mm, PPARγ reporter virus (PRV) group, PPARγ reporter virus plus 2.5 mg·kg−1

rosiglitazone (PRV+rosiglitazone) group, PPARγ reporter virus plus 10 mg·kg−1 TPhP (PRV+TPhP) group, PPARγ reporter virus plus 10 mg·kg−1 CDP
(PRV+CDP) group. B: Quantitative results of 6 d chicken embryo reporter gene imaging, n=3-5. Compared with the control group, *: P<0.05. Compared
with the PRV+TPhP group, #: P<0.05.

图 2   胚胎 PPARγ 报告基因荧光强度测定
Figure 2   Embryonic PPARγ reporter gene fluorescence intensity
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 3    讨论
本研究使用早期鸡胚为模型，在多个剂量下评价

了 TPhP 与 CDP 的发育毒性，在仅使用单次染毒，且剂
量与其他研究多次染毒的每次剂量相当或更低的情
况下，观察到两者暴露对早期鸡胚均产生发育迟缓的
效果，出现一般发育毒性，而 CDP 还明显影响了大脑
及眼球发育，机制与 PPARγ 有关。

有机磷阻燃剂的发育毒性已经获得广泛的研究
和报道。例如有机磷阻燃剂暴露可能与广泛的不良健
康结果有关，包括流产、妊娠期改变和出生体重减少、
孕产妇和新生儿甲状腺功能障碍、儿童代谢失调和异
常生长、神经发育受损和免疫反应变化[28]。具体到本
研究的 TPhP 及 CDP，已有研究表明 TPhP 在胎盘中积
累，扰乱胎盘激素分泌，损害胎盘血管生成并损害妊
娠结局[22]；慢性暴露于 CDP 28 d 显著抑制斑马鱼的生
长[29]。在本研究中，在鸡胚发育前进行 TPhP 或 CDP 的
一次性染毒，当鸡胚发育到 6 d 时，观察到 TPhP（10、
30 mg·kg−1）及 CDP（3、10、30 mg·kg−1）引起胚胎与蛋重

之比下降，提示出现典型的发育迟缓效果。TPhP 与
CDP 的趋势类似，但 CDP 相较 TPhP，引起体重降低所
需剂量更低，提示其毒性更强。在已有文献中，未找到
直接的 TPhP 与 CDP 体内毒性对比的研究，本研究首
次提出 CDP 的体内一般发育毒性较 TPhP 更强。本
研究中使用的剂量与已有其他研究类似或更低。
例如，产前 TPhP 暴露会损害胎盘发育一文中，采用
1 mg·kg−1·d−1 TPhP 的宫内暴露，连续暴露 12 和 18 d[18]

，

而本研究中采用一次性的 1~30 mg·kg−1 暴露。与现实
世界水平比较，一般人群 TPhP 及 CDP 内暴露水平一
般较低，据 Hou 等 [30]的研究，血清水平最高分别为
7.52 及 1.10 ng·mL−1

，显著低于动物研究水平，提示一
般人群该风险低。但是环境中存在局部污染水平较高
的情况，例如丹麦环境保护署曾报告河水中 TPhP 质
量浓度达 7.9 μg·L−1

，河泥中则可达 4 mg·kg−1
，鱼肉中

最高可达 0.6 mg·kg−1 [2]
，提示在特定高污染地区可能

存在一定风险。除一般毒性之外，CDP 的发育染毒还
在 6 d 鸡胚中产生两个特异的终点：脑区的相对扩大
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［注］ A：6 d PPARγ 慢病毒沉默组鸡胚活体成像代表图，标尺=3 mm，TPhP 剂量 10 mg·kg−1

，CDP 剂量 10 mg·kg−1
，对照病毒组（control virus, CV）、

PPARγ 病毒组（PPARγ virus, PV）组、10 mg·kg−1 TPhP+PPARγ 病毒（TPV）组、10 mg·kg−1 CDP+PPARγ 病毒（DPV）组。n=5~6（下同）。红色圆形区域示
矢状面眼区面积，黄色不规则区域示矢状面脑区面积。B：6 d 病毒组鸡胚体重量化结果。C：6 d 病毒组鸡胚矢状面脑区面积量化结果。D：6 d
病毒组鸡胚矢状面眼面积量化结果。*：与对照组相比，P<0.05；#：与 CDP 相比，P<0.05。&：与 TPhP 相比，P<0.05。

［Note］ A: In  vivo imaging  representation  of  chicken  embryos  in  the  6  d  PPARγ-lentivirus  silencing  group,  bar=3  mm,  TPhP  dose  10  mg·kg−1,  CDP  dose
10 mg·kg−1, control virus group (control virus, CV), PPARγ virus group (PPARγ virus, PV), 10 mg·kg−1 TPhP + PPARγ virus group (TPV), 10 mg·kg−1 CDP +
PPARγ virus group (DPV). n=5-6 (the same below). The red circular area shows the area of the sagittal eye area, and the yellow irregular area shows
the area of the sagittal brain area. B: The quantitative results of chicken embryo weight in the 6 d virus group. C: Quantitative results of sagittal
brain area of chicken embryo in the 6 d virus group. D: 6 d virus group eye area quantization results, * : Compared with the control group, P<0.05;
#: Compared with the CDP group, P<0.05. &: Compared with the TPhP group, P<0.05.

图 3   PPARγ 慢病毒沉默组鸡胚改变
Figure 3   Evaluation of the changes of chicken embryo in PPARγ-lentivirus silencing group

1374  | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2024, 41(12)

www.jeom.org

www.jeom.org


及眼球的相对缩小（在以胚胎重量标准化后），而
TPhP 的发育染毒产生了脑区扩大的趋势但未达统计
学差异，对眼球则无明显效应。胚胎发育中脑区的异
常扩大（包括脑室扩大、脑积水等）是典型的神经发育
异常表现[31]

，就我们所知，本研究是首次对 CDP 此效
应的报告，提示 CDP 较 TPhP 具有更高的神经发育毒
性风险。而胚胎发育中眼球发育不良也是一种典型改
变，提示毒物干扰眼球发育所需的信号通路[32]。综上
所述，CDP 出现两个 TPhP 不具备或者说作用很弱的特
异毒性效应，提示其较 TPhP 具有更高的潜在发育毒
性及人类健康风险。

PPARγ 属于 PPAR 核受体家族，其感受脂肪酸，调
控多个主要与脂肪酸代谢相关的下游基因，在脂肪酸
代谢，脂肪细胞分化等方面发挥重要的调控作用[33]。
具体到胚胎发育，PPARγ 也发挥相当重要的作用，各种
应激源（包括缺氧和炎症）通过改变 PPARγ 的表达或
活性，从而导致妊娠并发症[34]

，也影响神经系统和眼
球的发育[20–21]。已有环境毒物通过对 PPAR γ 信号通路
的扰动发挥毒性作用的报道[13]。具体到本研究，TPhP
对 PPARγ 的激活作用已有明确文献报道[35]

，但 CDP 尚
未有相关研究。考虑到 CDP 与 TPhP 结构上的相似性，

以及研究团队成员的预实验结果，CDP 能激活 PPARγ
的可能性大。本研究中，采用 PPARγ 报告基因法，在体
转染发育中的鸡胚，使之在 PPARγ 激活时合成绿荧光
蛋白，以此得到相对直接的 PPARγ 是否激活的证据。
结果显示，作为阳性对照的罗格列酮在鸡胚中生成最
强的绿色荧光，而 CDP 染毒造成的绿色荧光紧随其后。
TPhP 也能产生阳性荧光信号，但其程度不及 CDP。这
些结果提示，CDP 能在胚胎体内环境中有效地激活
PPARγ，其效应较 TPhP 更强。综合考虑之前结果显示
的 CDP 引起发育迟缓效应强于 TPhP，以及 CDP 特异
性地引起脑区扩大及眼球发育不良，对 PPARγ 的异常
激活可能是 CDP 引起早期鸡胚发育毒性的关键机制
之一。进一步验证该假说，合成了 PPARγ 在体沉默慢
病毒，使用研究团队建立的成熟的鸡胚在体沉默技术，

实现了在发育中鸡胚中 PPARγ 的敲低，在此模型中，

TPhP 及 CDP 的毒性效应均得到有效的缓解，进一步确
认了 PPARγ 在 TPhP 及 CDP 毒性效应中的作用。

本研究结果提示了 TPhP 及 CDP 的早期胚胎发育
毒性，特别是 CDP 还存在特异性的针对大脑及眼的发
育毒性，但是值得注意的是，由于人群暴露数据较少，

本实验所用剂量及暴露时间与人群暴露水平关系尚
待进一步确认，且本实验模型为鸡胚，其结果是否能

外推到人类或其他物种，还需要进一步的研究。未来需
要进一步优化染毒剂量及间隔，以求在真实世界人群
暴露水平及时间下进行更完善的风险评估及机制探讨。
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