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双酚 A 对雄性大鼠抗氧化能力影响的初步研究 *
王 轩 张 展 董惠斌 王守林△

（南京医科大学公共卫生学院 南京 210029）

摘要 目的：探讨双酚 A（BPA）对成年大鼠抗氧化能力的影响。方法：将健康成年雄性 SD 大鼠 84 只随机分为 5 个双酚 A 染毒剂

量组（200、50、5、0.5、0.0005 mg/kg）和 1 个对照组，连续灌胃染毒 8 周，并监测体重变化，染毒结束后测定血浆超氧化物歧化酶

（SOD）和谷胱甘肽 - 过氧化物酶（GSH-Px）含量；此外，提取肝脏组织 RNA，用荧光实时定量 PCR 测定肝脏硫氧还原蛋白过氧化

物酶 2（prdx2）mRNA 的表达水平。结果：随着染毒时间的延长, 50 mg/kg 及 200 mg/kg 剂量组的动物体重增长速度逐渐减慢，自 4

周开始，与对照组相比有显著差异（P<0.05）；染毒结束时，其体重分别为对照组的 90.52 %和 91.61 %（p <0.05），而其它低剂量组

间则无明显差异；大鼠血浆 GSH-Px 含量总体上呈下降趋势，且 5 mg/kg 以上剂量组与对照组相比差别均有统计学意义(p<0.01)；
染毒组血浆 SOD 水平虽也低于对照组，但无统计显著性；此外，大鼠肝脏组织 prdx2 mRNA 水平随双酚 A 剂量增高呈剂量依赖

性降低，与对照组相比，其在最低剂量组（0.0005 mg/kg）即有显著差异（p<0.01）。结论：双酚 A 可造成大鼠抗氧化酶系统失衡，导

致氧化损伤效应，prdx2 可能是反映其氧化损伤敏感的生物学标志。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of bisphenol A (BPA) on antioxidant capacity of adult Sprague-Dawley rats.

Methods: A total of 84 healthy adult male SD rats were divided into 5 different concentration of BPA groups (200, 50, 5, 0.5, 0.0005
mg/kg/d) and a control group. The weight of the rats was detected, and the levels of SOD and GSH-Px in the plasma was detected. The
mRNA of prdx2 was determined by real-time PCR. Results: The increasing of weight in 50 and 200 mg/kg/d BPA groups got slow day
after day from the 4th week; At the end of the experiment, the weight of the two groups reached 90.52 % and 91.61 % of that of control
(p<0.05). Plasma GSH-Px had declined in all groups except 0.0005 mg/kg/d compared with that of the control. All BPA groups of
plasma SOD were lower than that of control group; The levels of prdx2 mRNA in the rat liver was significant dose-responsed, with BPA
increasing ,the mRNA decreased. Conclusions: BPA caused unbalance of antioxidant enzyme system of adult male SD rats, and led to
oxidative damage. Prdx2 may be the sensitive biomarker of oxidative damage.
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前言

双酚 A（bisphenol A，BPA），烷基酚类化合物，是世界上使

用最广泛的工业化合物之一，主要应用于聚碳酸酯，环氧树脂

等多种高分子材料的生产，还可用于生产增塑剂、阻燃剂、热稳

定剂等精细化工产品。双酚 A 可通过食品包装容器，塑料薄

膜，餐具及牙齿封闭剂[1, 2]等产品接触并进入人体，已有报道证

明双酚 A 已在血及尿等多种人群样本中被检出[3-5]。
氧化应激（oxidative stress）是机体最常见的一类应激反应，

指在一些损伤因素的作用下，细胞内氧化代谢物增加，或细胞

中氧化保护机制不足时，使活性氧（ROS）堆积并攻击细胞内生

物大分子物质，进一步可引发 DNA 损伤，细胞凋亡等效应。所

以氧化与抗氧化系统间的失衡状态是产生氧化损伤的重要原

因[6]。
双酚 A 被认为是一种环境内分泌干扰物，可以导致动物

生殖系统、神经系统、免疫系统等多方面的损伤。已有体外实验

报道双酚 A 可以造成人胚肝细胞 L-02 SOD 下降，MDA 升高，

并能诱导细胞凋亡[7]。进入体内的双酚 A 主要经肝脏的Ⅱ相酶

代谢排出[8]，并对动物肝脏、睾丸、大脑等组织产生氧化损伤作

用[9, 10]。据报道双酚 A 在高剂量下，对雄性大鼠有一定的生物蓄

积性[11]。虽然以往的研究 BPA 可导致动物的氧化损伤，但都是

高剂量的作用，对环境剂量水平的研究尚未见报道，也未见双
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酚 A 对硫氧还原蛋白过氧化物酶 2（prdx2）影响的研究。为此，

本研究拟通过亚慢性染毒实验，观察低剂量双酚 A 对成年雄

性大鼠抗氧化能力的影响，试图寻找敏感的生物标志物，为探

讨 BPA 的低剂量损伤效应及其机制提供线索。

1 材料与方法

1.1 实验动物

清洁级雄性 Sprague-Dawley 大鼠 84 只，6-8 周龄，体重

180-200 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，实验动物

生成许可证号 SCXK（沪）2007 0005，合格证号：0061939。
1.2 主要试剂与器材

双酚 A（BPA）（纯度 >99.7%）、玉米油均购自 Sigma-Aldrich
公司；谷胱甘肽 - 过氧化物酶（GSH-Px）测试盒及超氧化物歧化

酶 （SOD） 测试盒由南京建成生物研究所提供；ReverTra Ace
qPCR RT 试剂盒及 SYBR Green THUNDERBIRD qPCR Mix
试剂盒购自日本 TOYOBO 公司；Trizol Reagent 购自 Invitrogen
公司；异丙醇、氯仿及乙醇等（分析纯）购自国药集团；7300 荧

光定量 PCR 扩增仪为 Applied Biosystems 产品。
1.3 实验方法

1.3.1 动物饲养及处置 将大鼠按体重随机分组，观察饲养一周

后进行试验。整个实验过程中，大鼠均饲养于实验动物屏障中

心中，环境中的空气经严格过滤、大鼠饲料和饮水均经过严格

消毒，实验人员需经风淋消毒并换带隔离衣后方可试验。根据

BPA 的环境暴露水平和人体暴露剂量、NOAEL、LOAEL 以及

LD50 值，确定 5 个染毒剂量组，其中 3 个为低剂量组（0.0005、
0.5、5 mg/kg），2 个为相对高剂量组（50、200 mg/kg），另设 1 个

溶剂对照组（玉米油），每组 14 只，经口灌胃染毒 8 周，每周连

续染毒 6 天。染毒期间大鼠自由摄食、饮水，按 12 小时白昼的

节律调节光照。每周称重 2 次并记录。染毒结束后，禁食 12 小

时，CO2 麻醉，心脏采血处死，取肝脏组织，于液氮中保存待用。
1.3.2 血浆 SOD 及 GSH-Px 含量的测定 碳 酸 锂 抗 凝 管 采 血 ，

4℃静置数小时后，3500 r/min 离心 10 min 分离血浆。血浆

SOD 和 GSH-Px 分别采用黄嘌呤氧化酶法和二硫代二硝基苯

甲酸法比色法检测，根据试剂盒说明书提供的具体方法进行操

作。
1.3.3 肝脏 RNA 的提取 取适量肝脏组织置于研钵中，并加入

液氮研磨成粉末，置于 1 ml Trizol 中，经过裂解后采用氯仿提

取法提取 RNA，溶解于双蒸水中，并用紫外分光光度计检测其

浓度，取 2 μg RNA 逆转录为 cDNA。
1.3.4 肝脏中 prdx2 mRNA 检测 采用荧光实时定量 PCR 法。
每个剂量组随机选择 3 只大鼠肝脏的 cDNA 进行等量混合后

配制反应体系，各个剂量组做 6 平行复孔。引物设计使用

Primer Primer 5.0 软件，peroxiredoxin 2（NM_017169）：sense 5'
TGTCCTTCGCCAGATCAC3'，anti-sense 5' AAGTATTCCTTG-
CTGTCATCC 3'， 以 GAPDH 为 内 参 (NM_017008)：sense 5''
CAAGGTCATCCATGACAACTTTG3'，anti-sense5'GTCCACCA-
CCCTGTTGCTGAG3'。PCR 反应条件为：第一步，50℃ 2 min；

第二步，95℃ 10 min；第三步，95℃变性 15 s，60℃退火 / 延

伸 1 min，循环 40 次，并采集荧光值；第四步，95℃ 15 s ，60℃
30 s，95℃保温 1 min 后制作熔解曲线，确定扩增产物的特异

性。计算 prdx 2 相对 mRNA表达量，其计算公式为：相对mRNA

表达量 =2-△△Ct×100％，其中，△△Ct=△Ctprdx2-△Ctcontrol（△Ct 为

各组目的基因 Ct 值减去内参后的 Ct 值）。
1.3.5 数据处理与分析 结果均以 x±s 表示，采用 SPSS16.0 统

计软件进行单因素方差分析（LSD 法）及趋势卡方检验，检验水

准 α 为 0.05。

2 结果

2.1 BPA 对大鼠生长的影响

由图 1 可见，随着 BPA 染毒时间的延长，不同剂量组大鼠

的体重呈现出两组曲线，增加较快的一组为对照组和三个低剂

量组，它们间的体重无明显差异；增长较慢的一组为两个高剂

量组，自第 3 周开始它们的体重即开始慢于第剂量组和对照

组，且从第 4 周开始，其体重差异具有统计显著性（P<0.05）。至

8 周染毒结束后，这种差异变化最明显，50 mg/kg 及 200 mg/kg
两个高剂量组体重则分别为对照组的 90.52 %和 91.61 %（图

2）。提示，高剂量 BPA 暴露可以影响大鼠的生长，而低剂量

BPA 对大鼠的生长几乎不影响。

图 1 BPA 染毒 8 周内大鼠体重变化趋势

Fig.1 Trends of rat body weight changes in 8 weeks exposure of
BPA

图 2 BPA 染毒 8 周后各组大鼠的体重：*，与对照组相比，F 检验，

p<0.05
Fig.2 Body weight of rats in BPA groups with different dose:*,

compared with control group, F test, p<0.05

2.2 BPA 对大鼠血浆 SOD、GSH-Px 的影响

表 1 显示，BPA 染毒可使大鼠血浆 GSH-Px 含量总体上呈

下降趋势，具有剂量反应关系，且 5、50 及 200 mg/kg 剂量组

GSH-Px 含量与对照组相比，差别均有统计学意义(p<0.01)。虽

然染毒组血浆 SOD 的总体水平（除最低剂量组外）都低于对照

组，但变化不显著。
2.3 肝脏 prdx2 mRNA 水平的变化

prdx2 mRNA 表达水平的 qRT-PCR 曲线见图 3，所有样品

扩增均达到平台期，且 Ct 值范围在 22-27 之间。由表 2 可见，
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大鼠肝脏 prdx2 mRNA 水平随着双酚 A 染毒剂量的增加而呈

逐渐下降趋势，具有明显的剂量反应关系，且从最低剂量组开

始，其表达水平即与对照相比具有非常显著的差异（p<0.01），

在高剂量组（50 mg/kg）这种变化更为明显。

3 讨论

近年来，双酚 A 作为环境内分泌干扰物的一种，其慢性损

害效应受到广泛关注。本实验发现，50 和 200 mg/kg/d 双酚 A
长期作用可减缓成熟雄性大鼠体重的增长，说明此剂量下双酚

A 可能会影响到大鼠的进食及营养吸收、利用等状况。本研究

采用的动物为清洁级，且饲养条件规范、优良，保证了实验的可

靠性，因此其敏感性也高于以往的研究报道[12]，动物各项有害

效应的剂量更低。
SOD、GSH-Px 及 prdx 等是生物体自身抗氧化系统中的重

表 1 BPA 对血浆 SOD 及 GSH-Px 含量的影响

Table 1 Effects of BPA on the levels of plasma SOD and GSH-Px

Dose（mg/kg） n SOD（U/ml） x±s
GSH-Px（U/ml）

x±s

control 14 238.91±35.78 3070.80±1572.46

0.0005 14 239.40±25.86 3085.00±1219.92

0.5 14 205.04±84.51 2958.00±1418.29

5 14 213.65±45.59 1870.20±624.69**

50 14 215.40±26.65 1521.80±753.42**

200 14 221.55±24.43 1402.00±497.09**

注：**，与对照组相比，F 检验，p<0.01
Note:**, compared with control group, F test, p<0.01

图 3 GAPDH 和 prdx2 基因 qRT-PCR 扩增曲线

Fig.3 GAPDH and prdx2 gene qRT-PCR amplification plot

表 2 BPA 对肝脏 prdx2 mRNA 水平的影响

Table 2 Effects of BPA on mRNA of prdx2 in liver of male rats

Dose（mg/kg） n
prdx2 relative multiple

x±s

control 6 1.0030±0.0838
0.0005 6 0.6781±0.0478**
0.5 6 0.6883±0.0291**
5 6 0.5926±0.0322**
50 6 0.1180±0.0228**
200 6 0.1009±0.0076**

注：**，与对照组相比，F 检验，p<0.01

Note:**, compared with control group, F test, p<0.01
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要成分。SOD 是体内唯一以自由基为底物的抗氧化酶，可以通

过歧化反应消除 O2-·，生成过氧化氢[13]。GSH-Px 是机体内广泛

存在的一种重要的过氧化物分解酶，它能催化 GSH 变为

GSSG，使有毒的过氧化物还原成无毒的羟基化合物，同时促进

过氧化氢的分解，从而保护细胞膜的结构及功能不受过氧化物

的干扰及损害。经证实血浆 GSH-Px 与清除细胞外的过氧化氢

和参与 GSH 的运输有关[14]。本实验结果证实随双酚 A 剂量的

升高血中 GSH-Px 呈现明显的下降趋势；而 SOD 水平也有一定

程度的降低，且出现明显改变的剂量比较低，接近于 LOAEL。
究其原因可能是低剂量刺激下 GSH-Px 代偿性的增加，而高剂

量时无法代偿，出现损伤效应；而双酚 A 长期作用下对 SOD
影响并不明显，提示低剂量双酚 A 的暴露也可能引起机体的

氧化损伤，导致抗氧化能力的下降。体外实验 50μM 双酚 A
可诱导张氏肝细胞 GSH-Px 水平下降，SOD 水平升高 [15]。H.
Kabuto 等人[16]用 25 及 50 mg/kg 双酚 A 染毒 5 天后，小鼠肝脏

及肾脏 GSH-Px 均呈下降趋势，而肝脏 SOD 则呈现上升趋势。
硫氧还原蛋白过氧化物酶 2（prdx2）属于抗氧化蛋白超家

族中的一员，在体内肝、肾等多种组织细胞的胞质中表达。它主

要通过硫氧还原蛋白还原过氧化物或超氧化物，在消除代谢过

程产生的过氧化物中发挥重要作用。Lee TH 等人的研究发现

prdx2 缺陷的小鼠可以正常发育至性成熟，但是会出现脾肿大，

且外周血中出现 Heinz 小体，异常形态的红细胞数量及 ROS
含量均增加[17]。prdx2 可被过氧化氢诱导而表达升高；prdx2 也

可降低过氧化氢的水平，但与此同时发生可逆性的失活[18,19]。本

研究发现双酚 A 染毒 8 周后大鼠肝脏组织中的 prdx2 mRNA
水平呈下降趋势，且在最低剂量组（即环境暴露剂量）下即出现

了显著的下降，提示低剂量双酚 A 可通过抑制 prdx2 而达到干

扰机体抗氧化的能力，导致氧化损伤效应。
综上所述，本次研究揭示了环境暴露剂量下的双酚 A 可

以干扰机体的氧化还原系统，导致氧化损伤效应，其机制可能

是由清除过氧化氢的抗氧化酶系统失衡而造成的。prdx2 可能

是敏感的生物学标志，结合相关指标分析，有助于评价环境剂

量双酚 A 的损伤效应，为全面评价双酚 A 对人群的低剂量慢

性危害提供线索。
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