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双酚类化合物对BRL 3A肝细胞增殖、氧化应激
和致突变作用研究

张真，洪颖，盖雅婷，林丽花，翁鹭娜，李玲玲

厦门市食品药品质量检验研究院药理科，福建 厦门 361012

摘要：目的 比较双酚A（BPA）、双酚S（BPS）、双酚F（BPF）和双酚AF（BPAF）对大鼠BRL 3A肝细胞增殖及氧化

应激的影响，并研究其致基因突变作用。方法 体外培养的BRL 3A肝细胞分别暴露于0、5、10、25、50、100、150
和200 μmol/L的BPA、BPS、BPF和BPAF，48 h后采用CCK-8法测定细胞存活率，计算半数抑制浓度（IC50）；选择对

细胞增殖有抑制作用的最低浓度，采用DCFH-DA荧光探针法检测BRL 3A肝细胞内活性氧（ROS）水平，反映细胞氧

化应激程度；采用Ames试验研究 1 000、200、40、8和 1.6 μg/皿的 4种双酚类化合物对组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙

门菌（TA1535、TA97a、TA98、TA100和 TA102）回变菌落的影响。结果 BPA和BPF在 100~200 μmol/L，BPAF在

25~200 μmol/L，肝细胞存活率随浓度增加而明显下降，BPS在5~200 μmol/L，肝细胞存活率无明显变化；BPA、BPS、BPF
和BPAF对BRL 3A肝细胞的IC50分别为131.7、>200、187.5和21.6 μmol/L。BPS（100 μmol/L）和BPAF（25 μmol/L）未

引起ROS水平明显变化；BPA（100 μmol/L）和BPF（100 μmol/L）显著升高ROS水平。Ames试验结果显示，4种双酚

类化合物对TA1535、TA97a、TA98、TA100和TA102均未呈现致基因突变作用。结论 BPAF对BRL 3A肝细胞的毒性最

大，BPS低剂量暴露的影响较小；双酚类化合物对肝细胞的毒性效应可能与诱导氧化应激有关。在本试验条件下，4种双

酚类化合物均未呈现致基因突变性。
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Effects of bisphenols on proliferation and oxidative stress of BRL
3A rat liver cells and their mutagenicities

ZHANG Zhen, HONG Ying, GAI Yating, LIN Lihua, WENG Luna, LI Lingling
Department of Pharmacology, Xiamen Institute for Food and Drug Quality Control, Xiamen, Fujian 361012, China

Abstract: Objective To examine the effects of bisphenol A (BPA), bisphenol S ( BPS ), bisphenol F ( BPF ) and bisphe⁃
nol AF ( BPAF ) on the proliferation and oxidative stress of BRL 3A rat liver cells, and to preliminarily evaluate their
mutagenicities. Methods In vitro cultured BRL 3A rat liver cells were treated with BPA, BPS, BPF and BPAF at con⁃
centrations of 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 and 200 μmol/L for 48 h, respectively. Then, the cell viability was deter⁃
mined using the CCK-8 assay, and the half maximal inhibitory concentration ( IC50 ) was calculated. The minimum inhibi⁃
tory concentration for BRL 3A cell proliferation was screened, and the intracellular reactive oxygen species ( ROS ) was
measured in BRL 3A cells using the 2＇,7＇-dichlorodihydrofluorescein diacetate ( DCFH-DA ) assay. In addition, the ef⁃
fects of BPA, BPS, BPF and BPAF at concentrations of 1 000, 200, 40, 8 and 1.6 μg/plate on the mutant colonies of
histidine-deficient Salmonella typhimurium ( TA1535, TA97a, TA98, TA100 and TA102 ) were tested using the Ames
test. Results Treatment with BPA and BPF at concentrations of 100 to 200 μmol/L and with BPAF at concentrations
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of 25 to 200 μmol/L inhibited BRL 3A cell survival at a concentration-dependent manner, while exposure to BPS
at concentrations of 5 to 200 μmol/L resulted in no changes in BRL 3A cell survival. The IC50 values of BPA, BPS,
BPF and BPAF were 131.7, >200, 187.5 and 21.6 μmol/L against BRL 3A cells, respectively. Treatment with BPS
at 100 μmol/L or BPAF at 25 μmol/L caused no significant changes in the ROS level; however, exposure to BPA at
100 μmol/L and BPF at 100 μmol/L significantly increased the ROS level. Ames test showed that BPA, BPS, BPF and
BPAF did not induce mutagenicity in TA1535, TA97a, TA98, TA100 or TA102 strains. Conclusions BPAF shows the
highest cytotoxicity to BRL 3A cells, and low-concentration exposure to BPS has few effects on BRL 3A cells. The
cytotoxicity of bisphenols against BRL 3A cells may be associated with the induction of oxidative stress. None of the
four bisphenols show mutagenic effects under the present experimental conditions.
Keywords: bisphenols; BRL 3A rat liver cells; oxidative stress; Ames test; mutagenicity

双酚 A （bisphenol A，BPA）是合成聚碳酸酯、

环氧树脂和聚丙烯等塑料材料的重要原料，具有潜在

生物毒性和雌激素活性，可破坏肝脏的抗氧化防御系

统，提高活性氧 （reactive oxygen species，ROS） 水

平，引起肝脏损伤［1-2］。双酚 S（bisphenol S，BPS）、

双酚 F （bisphenol F，BPF） 和双酚 AF （bisphenol
AF，BPAF）等双酚类化合物是应用较为普遍的 BPA
结构类似物，其安全性受到越来越多的关注［3］。有

研究显示，BPS 暴露可引起小鼠肝细胞氧化应激，诱

导 ROS 生成［4］；BPA 和 BPS 可引起人前列腺上皮

细胞 RWPE-1 DNA 损伤［5］，且 BPA 可诱导 CHO 细

胞染色体结构改变［6］。食品和环境中双酚类化合物

的污染水平和人群暴露水平均较低，但双酚类化合物

可能呈现非单调性剂量效应［7］，因此应关注低剂量

下的生物学效应。本研究检测 BPA、BPS、BPF 和

BPAF 对大鼠 BRL 3A 肝细胞增殖、氧化应激的影

响，以及对组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门菌株基因回

变菌落的影响，为双酚类化合物的潜在肝脏毒性和遗

传毒性研究提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材 料 M1000 酶标仪 （瑞士 Tecan 公司）；

DMIL 倒置显微镜（德国 Leica 公司）；CCL-170B-8
CO2 培养箱、AC2-6S1 生物安全柜（新加坡 ESCO 公

司）；HRH-AMES116 全自动 Ames 仪（北京慧荣和

科技有限公司）；Czone G6T 菌落计数仪（杭州迅数

科技有限公司）；IC813C 恒温培养箱（日本 Yamato
公司）；ML204T/02 电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公

司）。BPA （≥99.0%）、BPS （≥98.0%）、BPF （≥
98.0%）、BPAF （≥99.0%）、二甲基亚砜 （dimethyl
sulfoxide， DMSO）（美 国 Sigma-Aldrich 公 司）；

DMEM 培养基（美国 Hyclone 公司）；胎牛血清（美

国 Gibco 公司）；CCK-8 试剂盒（中国 MedChemEx⁃
press 公司）；ROS 测定试剂盒（南京建成生物工程

研究所）；营养肉汤培养基（英国 Oxoid 公司）；琼脂

粉（北京索莱宝科技有限公司）；哺乳动物微粒体酶

（10% 预制 S9 混合液，由多氯联苯处理健康雄性 SD
大鼠肝脏获得）、组氨酸-生物素溶液（上海宝录生

物科技有限公司）；其他试剂均为分析纯。BRL 3A
肝细胞（中科院上海细胞库）；组氨酸缺陷型鼠伤寒

沙门菌 TA1535、 TA97a、 TA98、 TA100 和 TA102
（菌株来源于美国 Moltox 公司，购于上海宝录生物科

技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 CCK-8 法测定细胞存活率 BRL 3A 肝细胞采

用含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素/链霉素的 DMEM
培养基，置于 37 ℃、含 5% CO2 的培养箱中培养。

取对数生长期的 BRL 3A 肝细胞以 2×104 个/mL 的密

度每孔 100 μL 接种于 96 孔培养板中，分别暴露于不

同浓度（0、5、10、25、50、100、150 和 200 μmol/L）
的 BPA、BPS、BPF 和 BPAF （均用含 0.1% DMSO
的培养基溶解），每个浓度设 3 个平行孔。48 h 后，

每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 2 h，酶标仪

450 nm 处测定吸光度（A）。计算细胞存活率和细胞

抑制率，细胞存活率（%） =（A 双酚-A 空白） /（A 对照-
A 空白） ×100%，细胞抑制率 （%） = （A 对照-A 双酚） /
（A 对照-A 空白）×100%。采用细胞抑制率对剂量的对数

绘图，计算半数抑制浓度（IC50）。

1.2.2 DCFH-DA 荧光探针法测定肝细胞 ROS 取对

数生长期的 BRL 3A 肝细胞以 1×105 个/mL 的密度每

孔 3 mL 接种于 6 孔培养板中，根据细胞存活率试验

结果，分别暴露于对 BRL 3A 肝细胞有增殖抑制作用

的最低浓度 BPA、BPS、BPF 和 BPAF，并设阴性对

照组（DMSO，终浓度为 0.1%）和阳性对照组（试

剂盒提供的活性氧供氢体，终浓度为 50 μmol/L），

每组设 3 个平行孔。48 h 后，采用 DCFH-DA 荧光

探针法，按照 ROS 测定试剂盒的操作说明，在荧光

显微镜下拍摄显微照片，采用 Image J 图像分析软件
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测定平均荧光强度。当细胞内存在 ROS 时，DCFH-DA
被氧化成强绿色荧光物质，因此测得的荧光强度与细

胞内 ROS 水平成正比，反映双酚类化合物对细胞氧

化应激程度的影响。

1.2.3 Ames 试验研究致基因突变作用 根据 BPA、

BPS、BPF 和 BPAF 的溶解度，设置 5 000、1 000、
200 和 40 μg/皿进行预试验，显示 1 000 μg/皿为最

低抑菌浓度，因此设 1 000、200、40、8 和 1.6 μg/皿
进行正式试验，并设自发回变组、溶剂（DMSO）对

照组和阳性对照组（无代谢活化系统时：TA1535 为叠

氮化钠 0.5 μg/皿，TA97a、TA98 为敌克松 50 μg/皿，

TA100、TA102 为甲基磺酸甲酯 1 μL/皿；有代谢活

化系统时：TA1535 为 2-氨基蒽 5 μg/皿，TA97a、
TA98 和 TA100 为 2-氨基芴 10 μg/皿，TA102 为

1, 8-二羟蒽醌 60 μg/皿）。参照 GB/T 21786—2008
《化学品 细菌回复突变试验方法》［8］，采用平皿掺入

法，将含 0.5 mmol/L 组氨酸-生物素溶液的顶层琼脂

培养基 2.0 mL 分装于试管中，45 ℃水浴保温，每管

依次加入试验菌株增菌液 0.1 mL、双酚类化合物溶

液 0.1 mL （溶剂对照组为 DMSO 0.1 mL，阳性对照

组为相应阳性对照物 0.1 mL）和 S9 混合液 0.5 mL
（需代谢活化时），充分混匀后迅速倾入底层琼脂平皿

上，转动平皿，使之均匀分布。水平放置待冷凝固化

后，倒置于 37 ℃培养箱孵育 48 h，计数每皿回复突变

菌落数，每个浓度设 3 个平行皿。若 BPA、BPS、BPF
和 BPAF 各浓度组回复突变菌落数是溶剂对照组的 2
倍及以上，并出现剂量-反应关系或任一浓度下出现阳

性反应并有可重复性，则判定为致基因突变阳性。

1.3 统计分析 采用 GraphPad Prism 8.0 软件统计

分析，定量资料采用均数±标准差（x±s）描述，组

间比较采用 Dunnett-t 检验。采用加权最小二乘法对

Ames 试验中的剂量-反应关系进行非线性拟合分

析［9］。检验水准 α=0.05。
2 结 果

2.1 BRL 3A 肝细胞存活率 BPA 和 BPF 在 5~
50 μmol/L 时，BRL 3A 肝细胞存活率未见明显降低；

在 100~200 μmol/L 时，BRL 3A 肝细胞存活率随浓度

增加降低，与 0 μmol/L 组比较，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。BPS 在 5~200 μmol/L 时，BRL 3A 肝细

胞存活率未见明显降低，与 0 μmol/L 组比较，差异均

无统计学意义 （P>0.05）。BPAF 在 25~200 μmol /L
时，BRL 3A 肝细胞存活率降低，与 0 μmol/L 组比

较，差异均有统计学意义 （P＜0.05）。BPA、BPS、

BPF 和 BPAF 对 BRL 3A 肝 细 胞 的 IC50 分 别 为

131.7、>200、187.5 和 21.6 μmol/L。见表 1。

表 1 双酚类化合物不同浓度组 BRL 3A 肝细胞存活率比较（n=3）
Table 1 Comparison of BRL 3A liver cell viability with different

concentrations of bisphenols (n=3)

浓度

Concentration/
（μmol/L）
0
5
10
25
50
100
150
200
F值

P值

细胞存活率Cell viability/%
BPA

100.00±6.72
104.48±10.78
100.68±7.26
100.83±7.20
82.27±11.35
75.52±6.90 a

41.66±9.93 a

13.38±1.48 a

48.820
＜0.001

BPS
100.00±1.93
96.80±5.67
96.40±3.03
92.45±3.12
90.76±4.68
94.11±5.39
93.41±5.77
91.75±1.79

1.593
0.208

BPF
100.00±14.65
101.60±9.52
87.57±13.03
84.71±8.86
77.81±4.22
73.44±1.82 a

53.22±5.07 a

44.69±9.44 a

14.530
＜0.001

BPAF
100.00±11.38
102.92±2.41
96.26±1.56
34.70±5.35 a

2.74±1.02 a

2.81±0.70 a

0.32±0.13 a

0.35±0.07 a

339.400
＜0.001

注：a 表示与 0 μmol/L 组比较 P＜0.05。Note: a, P＜0.05 com⁃
pared with 0 μmol/L group.

2.2 BRL 3A 肝细胞 ROS 水平 选择 BPA 100 μmol/L、
BPF 100 μmol/L、BPS 100 μmol/L（因其在所用浓度

下未呈现肝细胞增殖抑制作用，采用与 BPA 相同的

浓度）和 BPAF 25 μmol/L 进行试验。与阴性对照组

比较，BPA 和 BPF 组荧光强度值增加，差异有统计

学意义（P＜0.05），即肝细胞内 ROS 水平显著升高。

见表 2。

表 2 各组 BRL 3A 肝细胞荧光强度比较（n=3）
Table 2 Comparison of fluorescence intensity of BRL 3A

liver cells (n=3)

组别Group

BPA（100 μmol/L）
BPS（100 μmol/L）
BPF（100 μmol/L）
BPAF（25 μmol/L）
阳性对照Positive control group
阴性对照Negative control group
F值

P值

荧光强度Fluorescence intensity

72.25±4.94 a

21.13±4.59
44.55±3.58 a

27.17±6.67
244.57±13.32 a

22.03±6.55
435.000
＜0.001

注：a 表示与阴性对照组比较 P＜0.05。Note: a, P＜0.05 com⁃
pared with negative control group.
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2.3 4 种双酚类化合物的致基因突变作用 各剂量

组背景菌苔生长良好，自发回变符合要求。无论有无

代谢活化系统， 4 种双酚类化合物不同浓度组

TA1535、TA97a、TA98、TA100 和 TA102 试验菌株

回复突变菌落数均未达到溶剂对照组的 2 倍，即在

该试验条件下，4 种双酚类化合物未呈现致基因突

变性。

3 讨 论

肝脏是环境雌激素分解代谢的主要器官，易受到

环境雌激素的影响。本研究采用 CCK-8 法检测

BPA、BPS、BPF 和 BPAF 4 种双酚类化合物在不同

剂量下对大鼠 BRL 3A 肝细胞存活率的影响，发现暴

露 48 h 后，BPAF 对细胞增殖的抑制作用最强，而

BPS 在剂量范围内未呈现明显的抑制作用。PEYRE
等［10］研究发现，BPA 和 BPS 对不同种属肝细胞的

毒性具有相似性，但 BPS 毒性较小，不会破坏体外

肝细胞的正常功能。FENG 等［11］ 比较 BPA、BPS、
BPF 和 BPAF 对人肾上腺皮质腺癌细胞 H295R 的毒

性作用发现，暴露 72 h 后，BPAF 和 BPA 表现出较

大的细胞毒性，BPF 则表现出较小的细胞毒性。

RUSSO 等［12］研究 8 种双酚类化合物对人乳腺癌细

胞 MCF-7、人宫颈癌细胞 HeLa、小鼠胚胎成纤维细

胞 3T3-L1 和大鼠神经胶质瘤细胞 C6 的 IC50，发现

与 BPA 相比，BPAF 对 4 种细胞系的毒性均最大；

BPF 除对 C6 细胞的毒性最小外，对其他细胞的影响

均与 BPS 相当。以上研究提示，4 种双酚类化合物

中 BPAF 的细胞毒性最大，而不同细胞对 BPS 和

BPF 的敏感性存在差异。

氧化应激与肝细胞损伤密切相关。BPA 在体内

外 均 可 引 起 肝 细 胞 氧 化 应 激 ， 诱 导 产 生 过 量

ROS［13-14］。本研究结果显示，100 μmol/L 的 BPA 和

BPF 均引起 BRL 3A 肝细胞内 ROS 水平显著升高；

BPAF 因浓度较低（25 μmol/L），ROS 水平未见明显

变化；BPS（100 μmol/L）也未引起 ROS 水平明显变

化。MAĆCZAK 等［15］在体外试验中发现，BPAF（5~
100 μg/mL）、BPA （25~250 μg/mL）、BPF （100 和

250 μg/mL）和 BPS（250 μg/mL）均不同程度地诱导

红细胞 ROS 水平升高，其中 BPAF 引起的氧化损伤

程度最强，而 BPS 影响较小，仅使 ROS 水平轻微升

高。HUANG 等［16］研究发现，BPA （100 μmol/L）、

BPS （100 μmol / L）、BPF （100 μmol / L） 和 BPAF
（10 和 100 μmol/L）均可引起人卵巢颗粒细胞 KGN
活力下降、ROS 水平升高，且细胞增殖抑制作用呈

剂量依赖性。本研究中，BPAF 和 BPS 未引起细胞

内 ROS 水平升高，与在红细胞和人卵巢颗粒细胞的

研究结果不同，可能是由于所用浓度较低，且不同细

胞对双酚类化合物的敏感性存在差异。因此，双酚类

化合物可能通过诱导氧化应激引起细胞损伤，后续应

增加剂量组，进一步探讨双酚类化合物对肝细胞的作

用机制。

Ames 试验是经典的化学物致基因突变性测定方

法，尤其适用于对化学物诱发点突变能力的检测，鉴

于化学物的致突变性与致癌作用密切相关，故也广泛

应用于致癌物的筛选。采用组氨酸营养缺陷型菌株进

行试验，其中 TA97a 和 TA98 菌株检测移码突变，

TA100 和 TA1535 菌株检测碱基对置换突变，TA102
菌株对醛、过氧化物和 DNA 交联剂较敏感。在本

试验条件下，无论是否存在代谢活化系统，4 种双

酚类化合物各剂量组对试验菌株的诱变结果均为阴

性，未发现 4 种双酚类化合物致基因突变作用。另

一项双酚类化合物遗传毒性研究也发现，无论是否

加 入 S9， BPA、 BPS、 BPF 和 BPAF 对 TA98 和

TA100 试验菌株均未呈现致基因突变作用，但该研

究未显示 TA1535、TA97a 和 TA102 等其他试验菌株

的结果［17］。

综上所述，4 种常用双酚类化合物中，BPAF 的

肝细胞毒性最大，其用于各类产品的安全性需引起更

多重视；BPS 低剂量暴露对肝细胞的影响较小，是相

对安全的 BPA 结构类似物，更高剂量暴露对肝脏的

影响有待进一步研究。双酚类化合物可能通过诱导生

成 ROS，引起肝细胞氧化损伤，后续将进一步探讨

其作用机制。此外，Ames 试验结果初步判断 4 种双

酚类化合物未呈现致基因突变性，后续将结合基因突

变试验、染色体畸变试验、微核试验和长期致癌试验

等对 4 种双酚类化合物的遗传毒性和致癌性进行综

合评价。
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