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摘要 ：目的  探讨不同砷中毒地区女性生殖系统损伤的生物标志物。方法  收集曲靖市不同砷暴露地区女

性的资料，将不同砷暴露地区的女性按照暴露剂量不同分为低砷暴露组和高砷暴露组，把非暴露地区的女性作

为对照组。采用氢化物发生 - 原子吸收分光光度法测定尿液中和外周血中砷的含量。酶联免疫吸附试验检测血

中砷含量及雌激素水平。结果  生活在高砷地区的女性妊娠期出现妊娠期高血压和妊娠期不良妊娠结局的概率 <

对照组，差异有统计学意义（P <0.05）；高砷地区的女性生殖系统肿瘤的发生率高于对照组，差异有统计学意义

（P <0.05）。随着砷暴露浓度增高，女性的血砷和尿砷呈增高的趋势，且存在剂量 - 效应关系，砷暴露组女性体内

的血砷和尿砷高于对照组女性体内的水平，差异有统计学意义（P <0.05）。高砷暴露组和低砷暴露组女性体内的

雌二醇（E2）激素水平低于对照组女性体内水平，差异有统计学意义（P <0.05）；高砷暴露组和低砷暴露组女性

体内的孕激素（P4）、黄体生成素（LH）激素水平低于对照组女性体内激素水平，差异有统计学意义（P <0.05）。

不同水平的砷暴露影响女性性腺的雌激素受体的表达水平，在低砷暴露组和高砷暴露组女性的子宫和卵巢中发

生了雌激素受体（ER）、孕激素受体（PR）高表达的情况。结论  尿砷、血砷可以作为砷暴露地区女性生殖系

统损害的暴露标志物，E2、P4、LH、ER、PR 可作为效应标志物。
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Abstract: Objective  To explore the biomarkers of female reproductive system damage in different arsenic 
poisoning areas.  Methods  The data of women exposed to arsenic in different areas of Qujing city were collected, 
According to different concentrations of arsenic exposure, the subjects were divided into a high-dose exposure group 
and a low-dose exposure group. The women in the unexposed areas were enrolled into the control group. The content 
of arsenic in urine and peripheral blood was determined by hydride generation-atomic absorption spectrophotometry. 
The levels of estrogen and progesterone in serum were determined by enzyme-linked immunosorbent assay.  Results  
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单质砷和砷的化合物已被国际癌症研究机构

（International Agency for Research on Cancer, IARC）明

确认定为人类确定致癌物 [1]。国外流行病学研究人员

通过流行病学研究发现，慢性饮水型砷暴露与全身各

系统非恶性疾病及恶性肿瘤的发生密切相关 [2-3]。据

国内外文献报道提示长期低剂量接触砷可以引发多种

疾病，如人体皮肤色素沉着、色素分布异常，皮肤角

化过度或角化不全，外周神经病变、脑血管及周围血

管病变，生殖功能障碍和全身各器官的肿瘤等 [4-5]。本

文通过测定砷暴露地区女性的生殖系统生物标志物的

水平，初步探讨砷暴露对女性生殖系统的损伤。

1    资料与方法

1.1    研究对象及分组

收集 2014 年曲靖某砷中毒地区成年女性（18 岁

及以上）6 424 例相关资料，平均年龄（28±3）岁。

纳入标准为在砷暴露地区居住超过 15 年的女性，排

除标准为接触砷及其砷化物的相关职业人员。所有研

究对象都符合纳入标准并且签署知情同意书。按照我

国国家标准规定饮水砷卫生标准和我国曲靖地区地下

水含砷的水平以及参考文献 [6] 后，将研究对象按饮

水砷浓度不同，分成低砷暴露组（0.01 mg/L ≤饮水砷

浓度 <0.1 mg/L）（1 922 例），高砷暴露组（饮水砷浓

度≥ 0.1 mg/L）（1 502 例），非砷暴露地区的成年女性

（18 岁及以上）作为对照组，饮水砷浓度 <0.01 mg/L

（3 000 例）。

1.2    主要试剂和仪器设备

雌 二 醇（Estradiol, E2）、 孕 激 素（Progesterone, 

P4）、黄体生成素（Luteinizinghormone, LH）（南京建

成生物工程研究所），ER 单克隆抗体、PR 单克隆抗

体，（福建迈新生物技术有限公司），浓缩型 DAB 试剂

盒（北京中杉金桥生物技术有限公司），磷酸盐缓冲

液（PBS）（美国 Hyclone 公司），中性树胶（北京索

莱宝科技有限公司），无水乙醇（天津开通化学试剂

有限公司），二甲苯（天津市开通化学试剂有限公司），

苏木素（北京索莱宝科技有限公司），甲醇（天津市

开通化学试剂有限公司），双氧水 H2O2（天津市开通

化学试剂有限公司）。ASA-2SP 砷形态分析仪（日本

岛津公司），原子吸收分光光度计（德国耶拿公司），

SRAF-16C 型电磁炉（日本 Shimadzu 公司），显微镜（德

国 Hund 公司）。

1.3    标本的采集及检测

1.3.1    尿样、血样的采集与检测    留取研究对象尿液

20 ml 左右贮存于洁净试管中，冷藏运回实验室，置

于 -20℃冰箱冷冻待测。取研究对象的中段尿 4 ml 于

洁净的 10 ml 玻璃试管中，向尿样试管中加入 2 mol/L

的氢氧化钠 8 ml，混匀、高温（100℃）加热 3 h，震

荡 1 次 /h。现场采取研究对象血液 5 ml 置于采血管中，

冷藏运回实验室，置于 -20℃冰箱冷冻待测。严格按

照 E2、P4、LH 试剂盒说明说操作，检测相应的激素

水平。原子吸收分光光度计（193.7 nm）测定待测血

液和尿液中的砷含量。

1.3.2      子宫和卵巢样本的采集     通过穿刺方式采

集活检标本经 4% 甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋，

4 μm 厚连续切片，进行免疫组织化学染色。

1.4    研究方法

1.4.1      砷含量及血中雌激素水平检测    用氢原子吸

收分光光度法测定尿液中和外周血中砷的含量。酶联

The women living in the high-arsenic-exposure areas were more likely to have gestational hypertension and 
adverse pregnancy outcomes than those in the non-arsenic-exposure areas (P < 0.05). The total incidence of the 
reproductive system tumors in the high-dose exposure group was also significantly higher than that in the control 
group (P < 0.05). With the increase of arsenic exposure concentration, the levels of blood arsenic and urine arsenic 
in the women tended to increase, and there was a dose-response relationship; the levels of blood arsenic and urine 
arsenic in the arsenic exposure groups were significantly higher than those in the control group (P < 0.05). The 
levels of estradiol (E2), progesterone (P4) and luteinizing hormone (LH) in the high-dose exposure group and 
the low-dose exposure group were significantly lower than those in the control group (P < 0.05). Different levels 
of arsenic exposure affected the expression level of estrogen receptor in female gonad. The high expressions of 
estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) were found in the uteruses and ovaries of the women in the 
low-dose exposure group and the high-dose exposure group.  Conclusions  Urinary arsenic and blood arsenic can 
be used as the exposure markers of the female reproductive system damage in arsenic-exposure areas, while E2, P4, 
LH, ER and PR can be used as markers of effect.

Keywords:  arsenic poisoning; female; biomarkers; estrogen; estrogen receptor
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免疫吸附试验检测血中砷含量及雌激素水平。

1.4.2      免疫组织化学法检测    子宫和卵巢中雌激素

受体（ER）、孕激素受体（PR）含量采用免疫组织化

学法检测 ：①切片 ：将石蜡包埋组织作 4 μm 厚连续

切片 ；②烤片 ：切片置于 60℃温箱内过夜 ；③脱蜡 ：

常规 3 级二甲苯脱蜡 5 min，5 级梯度酒精至水 1 min，

蒸馏水冲洗 3 min，冲洗 3 次 ；④阻断 ：3% H2O2 甲

醇溶液，室温孵育 15 min，PBS 冲洗 3 min/ 次，冲洗 3

次 ；⑤抗原修复（高温高压加热法）：将修复液置于

不锈钢高压锅中煮开，将水化好的组织片浸没在修复

液中，煮沸 1 ～ 2 min 后，冷却 ；⑥封闭 ：切片加 1

滴正常非免疫动物血清，室温下孵育 10 min ；⑦加一

抗和二抗 ：切片加 1 滴一抗（ER、PR 单克隆抗体）

置于湿盒中 4℃电冰箱中过夜，PBS 冲洗 3 min，冲洗

3 次 ；加 1 滴生物素标记的二抗体，置于湿盒中 4℃

孵育 30 min，PBS 冲洗 3 min，冲洗 3 次 ；加一滴链霉

素抗生物素一过氧化物酶溶液，置于湿盒中 4℃孵育

30 min，PBS 冲洗 3 min，冲洗 3 次 ；⑧显色 ：切片 1

滴加新鲜配置的 DAB 溶液，显微镜下观察显色情况，

适时终止反应 ；⑨复染、分化、返蓝 ：切片苏木素复

染 4 min，清水冲洗，盐酸酒精分化 10 s，清水冲洗返蓝，

直至核呈蓝色，酒精脱水，二甲苯透明，干燥，中性

树脂封片，显微镜下观察结果。阳性判定标准 ：ER、

PR 免疫组织化学染色以细胞核中出现棕黄色颗粒为

其阳性判定标准。

1.5    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以均

数 ± 标准差（x±s）表示，采用单因素方差分析，组

间两两比较用 LSD-t 检验，计数资料采用例（%）表示，

采用 χ2 检验，多个率两两比较采用 χ2 分割法，P < 

0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    各组妊娠异常及生殖系统肿瘤情况比较

高砷暴露组女性妊娠期出现妊娠高血压和妊娠期

不良妊娠结局的概率高于对照组，差异有统计学意义

（χ2=13.698 和 9.394，P =0.002 和 0.007）；高砷暴露组

女性生殖系统肿瘤的发生率高于对照组，差异有统计

学意义（χ2=17.324，P =0.001）。见表 1。

2.2    各组血砷和尿砷含量比较

各组女性的血砷和尿砷含量差异有统计学意义

（P <0.05）；组间两两比较显示高砷暴露组和低砷暴露

组的血砷和尿砷含量高于对照组（t =9.471、12.575、

8.484 和 10.537，P =0.007、0.003、0.011 和 0.005）；高

砷暴露组的血砷和尿砷含量高于低砷暴露组（t =7.463

和 11.486，P =0.012 和 0.004），且随着砷暴露浓度增高，

女性的血砷和尿砷呈增高的趋势，存在剂量 - 效应关

系。见表 2。

2.3    砷暴露对女性雌激素 E2、P4、LH 的影响

各组女性的 E2、P4、LH 水平差异有统计学意义

（P <0.05），高砷暴露组和低砷暴露组女性体内的 E2、

P4、LH 水 平 低 于 对 照 组（t =17.558、8.458、8.478、

12.558、9.455 和 11.948，P =0.000、0.011、0.011、0.003、

0.009 和 0.003）；高砷暴露组女性体内的 E2、P4、LH

水平低于低砷暴露组（t =17.561、7.982 和 9.482，P = 

0.001、0.012 和 0.007），且随着砷暴露浓度增高，女性

体内的 E2、P4、LH 呈降低的趋势。见表 3。

表 1    各组妊娠异常及生殖系统肿瘤情况的比较     例（%）

组别
不良妊娠 

结局
妊娠期高 

血压
生殖系统 

肿瘤

对照组（n =3 000） 3（0.12） 2（0.09） 1（0.03）

低砷暴露组（n =1 922） 4（0.25） 3（0.19） 4（0.25）

高砷暴露组（n =1 502） 11（0.73）† 14（1.10）† 22（2.26）†

注：† 与对照组比较，P <0.05

表 2    各组血砷和尿砷含量比较    （μg/L，x±s）

组别 血砷 尿砷

对照组（n =3 000） 6.93±0.89 35.09±4.21

低砷暴露组（n =1 922） 15.31±1.381） 43.77±5.371）

高砷暴露组（n =1 502） 19.22±1.521）2） 56.76±3.781）2）

F 值 17.571 6.473

P 值 0.001 0.026

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与低砷暴露组比较，P <0.05

表 3    砷暴露对女性雌激素 E2、P4、LH 的影响 

（pg/ml，x±s）

组别 E2 P4 LH

对照组（n =3 000） 55.12±2.82 36.23±1.65 64.39±3.96

低砷暴露组
（n =1922）

42.04±1.851） 30.32±1.331） 32.24±2.131）

高砷暴露组
（n =1 502）

10.56±1.301）2） 22.45±1.311）2） 21.57±2.631）2）

F 值 18.218 17.656 8.473

P 值 0.001 0.001 0.011

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与低砷暴露组比较，P <0.05
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   对照组     低砷暴露组     高砷暴露组

图 3    女性卵巢 ER 表达    （×200）

2.4    雌激素受体蛋白 ER、PR 在各组女性子宫和
卵巢中的表达

各组女性子宫和卵巢中雌激素受体蛋白 ER、PR

差异有统计学意义（P <0.05）；高砷暴露组和低砷暴

露组女性子宫和卵巢中雌激素受体蛋白 ER、PR 水

平 高 于 对 照 组，（t =18.478、12.558、25.455、11.948、

53.089、10.488、48.937 和 9.948，P =0.001、0.003、0.000、

0.002、0.000、0.005、0.000 和 0.006）；高 砷 暴 露 组

女性子宫和卵巢中雌激素受体蛋白 ER、PR 水平高

于低砷暴露组（t =12.982、11.685、39.089 和 36.687，

P =0.003、0.003、0.000 和 0.000）；在低砷暴露组和

高砷暴露组女性的子宫和卵巢中出现 ER、PR 高表达

的情况。见表 4 和图 1~4。

表 4    各组女性子宫和卵巢中雌激素受体蛋白 ER、PR 的表达比较    （x±s）

组别
子宫 卵巢

ER PR ER PR

对照组（n =3 000） 5.35±0.83 6.43±0.69 5.89±0.98 4.59±0.85

低砷暴露组（n =1 922） 20.23±1.761） 25.29±2.351） 18.32±2.251） 15.28±1.591）

高砷暴露组（n =1 502） 50.51±6.281）2） 62.35±8.351）2） 85.09±7.651）2） 80.21±5.631）2）

F 值 6.469 7.421 17.519 17.569

P 值 0.026 0.021 0.001 0.001

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与低砷暴露组比较，P <0.05

   对照组     低砷暴露组     高砷暴露组

图 1    女性子宫 ER 表达    （×200）

   对照组     低砷暴露组     高砷暴露组

图 2    女性子宫 PR 表达    （×200）
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3    讨论

大量研究表明 [7-8]，砷作为内分泌干扰物可对女性

的生殖系统有严重的毒性，长期砷暴露可改变女性排

卵周期，使生殖系统肿瘤的发生率明显增加 ；长期砷

暴露还会对女性妊娠造成影响，引发妊娠高血压及妊

娠高血压并发心脏病的发生率明显增加，易引起早产、

流产、死产等不良妊娠结局 ；长期砷暴露还有一定的

生殖毒性，严重者还会增加胎儿畸形的发生率。动物

实验也表明 [9-10]，砷暴露可使雌性动物的卵巢和子宫

重量降低，雌激素、孕激素分泌紊乱。本研究结果提示，

砷暴露均可使女性体内的血砷和尿砷有不同程度的增

加，且有明显的剂量 - 效应关系。在同一水砷浓度暴

露水平下，高暴露组中女性二甲基砷酸（DMA）、总

砷（TAs）含量以及一甲基化率（SMR）水平高于男

性；低暴露组和对照组无机砷（As）、DMA、TAs 含量、

SMR 水平在不同性别间差异无统计学意义 [11]，这与本

研究的结果具有一致性。

砷及其砷化物是一类环境雌激素物质 [12]，能够干

扰或模拟内源性雌激素作用，竞争性的与下丘脑、卵

巢、子宫等脏器上的相应雌激素受体结合，干扰体内

雌激素的正常作用与水平，破坏内分泌环境的平衡，

从而影响生殖系统的健康生长与正常发育，最终可导

致一系列肿瘤的发生 [13]，对雌激素的干扰途径也各不

相同 [14]。破坏内分泌微环境的平衡，诱导或抑制人体

自然雌激素分泌的水平。本研究显示，砷暴露地区女

性的体内雌激素水平处于低水平，并且砷暴露地区生

殖系统肿瘤的发生率较高。

砷作为一种潜在的环境内分泌干扰物（EDCs），

低剂量即可与类固醇激素受体（SHRs）优先结合，干

扰活化的类固醇激素（孕激素、雌激素）的生物学作

用，并且能够作为转录因子与 DNA 结合，从而调控基

因的表达水平 [15]。砷可对 ER、PR 存在共同的作用途径，

砷可使这些受体产生复杂的剂量依赖效应，如低剂量

砷暴露（0.1 ～ 1.0 μmol/L）可增强激素依赖性基因

的转录与表达 ；而高剂量砷暴露（1.0 ～ 5.0 μmol/L）

却可以抑制激素依赖性基因的转录与表达，提示砷可

通过调控基因转录与表达而发挥作用 [15-17]。刘晓霞等 [18]

研究发现，ER 与雌激素结合后活化，参与基因转录，

要么直接诱导靶基因转录，要么通过其他方式诱导靶

基因转录，从而通过对靶基因的调控而发挥其生物学

效应。砷可通过干扰激素与激素受体的结合而扰乱激

素的分泌及发挥其生物学作用。本研究结果提示，砷

可以使激素受体蛋白 ER、PR 的表达紊乱，影响女性

的生殖健康。体外实验及动物实验提示 [19-20] 砷具有雌

激素样的作用。动物实验提示大鼠及小鼠动情周期紊

乱，雌性小鼠子宫和卵巢的 ER 和 PR mRNA 表达水

平降低。细胞实验提示 0.5 μmol/L As2O3 对 Hela 细胞

的 ERa 及 PR mRNA 表达水平的影响与 1mmol/L 的雌

二醇对 Hela 细胞的 ERa 及 PR mRNA 表达水平的影

响相似，且它们的作用均可被雌二醇拮抗剂所拮抗。

血砷、尿砷可以作为砷暴露地区女性生殖系统损

害的暴露标志物，E2、P4、LH、ER、PR 可作为效应

标志物。在今后的研究中，应该加强对砷中毒病区的

流行病调查，同时还可以开展大量动物实验及体外实

验，并且运用分子生物技术监测分析砷中毒发病及相

关生物标志物，从遗传流行病学及分子流行病学方面

分析砷中毒的生物标志物，为揭示砷中毒发病的分子

机制，为防治砷中毒提供可靠的理论依据。
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