
双酚 Ａ 对小鼠睾丸组织的损伤作用及对细胞凋亡的影响———包汇慧，等 —１２７　　 —

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｄａｉｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌ，２００９，１９（１０）：６１７⁃６２３．
［１１］ 　 岳巧云，陈定虎，伍朝晖，等．实时荧光 ＰＣＲ 在鉴别奶粉中掺入大

豆成分的应用研究［Ｊ］．食品科学，２００９，３０（１２）：１９０⁃１９３．
［１２］ 　 李亮，丁武． 掺有植物性填充物牛奶的近红外光谱判别分析

［Ｊ］ ． 光谱学与光谱分析，２０１０，３０（５）：１２３８⁃１２４２．

［１３］ 　 覃芳芳，邓鸿铃，郭新东，等． 牛奶中植物成分的 ＰＣＲ 检测方

法研究［Ｊ］ ． 食品科学，２００８，２９（６）：２３４⁃２３６．
［１４］ 　 宁淑萍，颜海飞，郝刚，等． 植物 ＤＮＡ 条形码研究进展［ Ｊ］ ． 生

物多样性，２００８，１６（５）：４１７⁃４２５．

论著

双酚 Ａ 对小鼠睾丸组织的损伤作用及对细胞凋亡的影响

包汇慧１，２，佘锐萍２，耿雪１，贾旭东１，田纪景２，夏抗抗３，高贤彪２，丁叶２，肖鹏２，杜芳２，
常玲玲２，岳卓２，毛晶晶２，陈建２，汪会玲１，支媛１

（１． 国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室，北京　 １０００２１；
２． 中国农业大学动物医学院，北京　 １００１９３； ３． 北京市丰台区动物卫生监督所，北京　 １０００７１）

收稿日期：２０１４⁃０１⁃０５
基金项目：教育部长江学者和创新团队发展计划支持项目（ ＩＲＴ０８６６）；高等学校博士学科点专项科研基金（２０Ｂ０００８１１００３０）
作者简介：包汇慧　 女　 助理研究员　 研究方向为毒性病理学　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｂｈｈｄａｍａｏ＠ １２６． ｃｏｍ
通讯作者：佘锐萍　 女　 教授　 研究方向为动物病理学、分子黏膜免疫学　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｅｒｕｉｐｉｎｇ＠ １２６． ｃｏｍ

摘　 要：目的　 从毒性病理学角度了解双酚 Ａ（ＢＰＡ）对小鼠睾丸组织病理损伤的作用，为研究 ＢＰＡ 毒性作用提供形态

学依据。 方法　 选用 １０８ 只 ＳＰＦ 雄性 ＣＤ⁃１ 小鼠，称重后随机分为 ４ 个剂量组（０、１００、３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）。 ＢＰＡ 经口染

毒 ８ 周，取睾丸组织固定，ＨＥ 及免疫组化染色后进行光镜和电镜观察，并进行半定量统计。 结果　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周后与对

照组比较，ＢＰＡ ３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 组小鼠体重降低，睾丸指数呈现下降趋势。 光镜观察发现 ＢＰＡ 染毒小鼠睾丸曲精小管

支持细胞、各级生精细胞变性坏死、脱落，精子数量减少；透射电镜观察发现 ＢＰＡ 引起睾丸生精细胞出现核固缩、顶体囊

和顶体帽发育不良或发育畸形，基膜增厚。 免疫组化检测结果表明，与对照组比较，ＢＰＡ 染毒组小鼠睾丸组织 ＮＦ⁃κＢ 表

达量明显升高（Ｐ ＜０􀆰 ０１）；ＢＰＡ ３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 剂量组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达量明显升高（Ｐ ＜０􀆰 ０１）。 ＴＵＮＥＬ 检测表明 ＢＰＡ
染毒组小鼠睾丸凋亡阳性信号与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 上述结果表明经口染毒不同剂量

ＢＰＡ 对小鼠睾丸组织均产生了不同程度的损伤，诱导睾丸组织细胞凋亡。

关键词：双酚 Ａ； 小鼠； 睾丸； 经口毒性； 病理损伤； 细胞凋亡； 食品污染物； 毒理学实验

中图分类号：Ｒ１５５；Ｒ９９；Ｑ９５５　 　 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１００４⁃８４５６（２０１４）０２⁃０１２７⁃０６
ＤＯＩ：１０􀆰 １３５９０ ／ ｊ． ｃｊｆｈ． ２０１４􀆰 ０２􀆰 ００６

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
ＢＡＯ Ｈｕｉ⁃ｈｕｉ， ＳＨＥ Ｒｕｉ⁃ｐｉｎｇ， ＧＥＮＧ Ｘｕｅ， ＪＩＡ Ｘｕ⁃ｄｏｎｇ， ＴＩＡＮ Ｊｉ⁃ｊｉｎｇ， ＸＩＡ Ｋａｎｇ⁃ｋａｎｇ，

ＧＡＯ Ｘｉａｎ⁃ｂｉａｏ， ＤＩＮＧ Ｙｅ， ＸＩＡＯ Ｐｅｎｇ， ＤＵ Ｆａｎｇ， ＣＨＡＮＧ Ｌｉｎｇ⁃ｌｉｎｇ， ＹＵＥ Ｚｈｕｏ，
ＭＡＯ Ｊｉｎｇ⁃ｊｉｎｇ， ＣＨＥＮ Ｊｉａｎ， ＷＡＮＧ Ｈｕｉ⁃ｌｉｎｇ， ＺＨＩ Ｙｕａｎ

（Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ， Ｃｈｉｎａ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｒｉｓｋ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ （ＢＰＡ） ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢＰＡ ｔｏｘｉｃｉｔｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 １０８ ＳＰＦ ＣＤ⁃１ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｌｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ＢＰＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０， １００， ３００ ａｎｄ ６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ． Ａｌｌ ＢＰＡ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ｏｒａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ． Ｔｈｅｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ＢＰＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ
ＢＰＡ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｓｕｓｔｅｎｔａｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｏｆ
ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅ， ａｎｄ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｋａｒｙｏｐｙｋｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｍａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ａｔ ａｃｒｏｓｏｍｅ
ｖｅｓｉｃｌｅ ａｎｄ ｃａｐ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＴＥＭ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｏｒ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ｉｎ ＢＰＡ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＴＵＮＥＬ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ



—１２８　　 —
中国食品卫生杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＦＯＯＤ ＨＹＧＩＥＮＥ ２０１４ 年第 ２６ 卷第 ２ 期
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ； ｍｉｃｅ； ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ； ｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ； ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｆｏｏｄ ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔ；
ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 双酚 Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ，ＢＰＡ）作为一种食品包装

材料添加成份，是日常生活中经常接触的类环境雌

激素，广泛添加于婴儿奶瓶、食品饮料包装及其他

食品包装产品中，其潜在风险受到广泛关注。 研究

表明，高温、高压、油炸等方式可促使 ＢＰＡ 从包装材

料中析出，经饮食暴露于人体，如 ６０ ℃下接触时间

＞ ２０ ｍｉｎ 时，ＢＰＡ 向酒类模拟物的迁移率达到饱

和。 ＢＰＡ 在机体内可干扰内分泌信号通路、雌激素

受体介导通路，影响组织内的酶系，引起生殖、神
经、免疫系统异常。 美国的调查研究显示，超过

２ ０００ 人（６ 岁以上）的尿样中，９２􀆰 ６％ 含有 ＢＰＡ［１］。
国内的研究表明在对近 １ ０００ 人进行 ＢＰＡ 含量检测

中，５０％ 的尿样中含有 ＢＰＡ，１７％ 的血清中含有

ＢＰＡ［２］。 虽然对 ＢＰＡ 毒理效应及生殖毒性的研究已

有报道，但从毒性病理学角度观察不同剂量 ＢＰＡ 染

毒对雄性小鼠睾丸组织病理学及超微病理学的损伤

作用，研究 ＢＰＡ 对小鼠睾丸组织细胞凋亡的影响及

其途径尚鲜有报道。 本研究以雄性 ＳＰＦ 级 ＣＤ⁃１ 小鼠

为实验动物，对 ＢＰＡ 经口染毒 ８ 周后，通过组织病理

学及超微病理学技术观察睾丸组织的损伤情况。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级健康雄性 ＣＤ⁃１ 小鼠 １０８ 只，２１ 日龄，体
重 １４ ～ １６ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司（许可证号：１１４００７０００２９７８２），小鼠饲养于中

国农业大学动物医学院动物房（许可证号：ＳＹＸＫ⁃
０００１），按常规方法饲养，自由采食、饮水，每天 １２ ｈ
光照，室内温度 ２０ ～ ２５ ℃，湿度 ３０％～７０％ 。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｔｉｓｓｕｅ⁃ＴＥＫ 脱水机、包埋机、封片机 （日本樱

花）、病理切片机（英国 ＳＨＡＮＤＯＮ）、Ｌｅｉｃａ 全自动染

色机（德国 Ｌｅｉｃａ）、Ｏｌｙｍｐｕｓ 光学显微镜、Ｍｏｔｉｃ 电子

图像采集模块和图像分析系统（迈克奥迪公司）、
ＪＥＯＬ⁃１２００ＥＸ 透射电镜（日本 ＪＥＯＬ 电子）。

ＢＰＡ（纯度 ９９％ ，ＣＡＳ ＮＯ． ８００５７，美国 Ｓｉｇｍａ）、
兔抗鼠 ＮＦ⁃κＢ 单抗（上海依克赛生物制品有限公

司）、兔抗鼠 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 单抗（武汉博士德生物工程

有限公司）、二抗及免疫组化染色试剂盒（北京中杉

金桥生物技术有限公司）、ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试

剂盒（罗氏公司）。

１􀆰 ２　 方法

小鼠经 １ 周平衡饲养后开始试验。 称重后随机

分为正常对照组（０ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ），ＢＰＡ 低、中、高组（剂
量分别为 １００、３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ），每组 ２７ 只。 ＢＰＡ
溶于玉米油，根据 ＬＤ５０ （２ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）及预试验

确定 ＢＰＡ 染毒剂量。 小鼠于 ２８ 日龄开始灌胃，灌胃

体积 １ ｍｌ ／只，１ 次 ／ ｄ，每周称重。 染毒 ８ 周后称重，
麻醉后心脏采血处死，迅速取出睾丸组织称重，２􀆰 ５％
多聚甲醛⁃戊二醛混合固定液固定，一部分按常规石

蜡切片方法制作 ４ μｍ 石蜡切片，常规 ＨＥ 染色及免

疫组化染色，其余部分树脂包埋后制作超薄切片，用
于电镜观察。 利用 Ｍｏｔｉｃ 电子图像采集模块和图像

分析系统对免疫组化及 ＴＵＮＥＬ 染色后的所有切片进

行半定量统计，每张切片随机取 ５ 个视野。

２　 结果

２􀆰 １　 ＢＰＡ 染毒后对小鼠体重和睾丸指数的影响

染毒期间各组小鼠体重变化见图 １。 ＢＰＡ 染毒

８ 周后，与正常对照组比较，ＢＰＡ 中、高剂量（３００、６００
ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）组小鼠体重降低，但差异无统计学意义。
体重降低与 ＢＰＡ 染毒剂量、染毒时间呈正相关。

图 １　 ＢＰＡ 染毒后小鼠体重的变化（ｎ ＝ ２７）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ

染毒 ８ 周后，小鼠睾丸指数（左、右侧）变化见

图 ２。 染毒 ８ 周后 ＢＰＡ 各剂量组小鼠两侧睾丸指数

均呈现下降趋势。 其中 ＢＰＡ 高剂量组（６００ ｍｇ ／ ｋｇ
ＢＷ）小鼠两侧睾丸指数与正常对照组比较，差异均

有统计学意义（Ｐ左 ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ右 ＜ ０􀆰 ０１）。 睾丸指数

降低与染毒剂量呈正相关。
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图 ２　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周后各组小鼠睾丸指数比较（ｎ ＝ ２７）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＰＡ ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＣＤ⁃１

ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

２􀆰 ２　 ＢＰＡ 染毒后对小鼠睾丸组织的损伤作用

如图 ３ 所示，光镜观察发现对照组小鼠睾丸曲

精小管排列整齐，结构完整，管内支持细胞和各级

生精细胞排列紧密有序，细胞形态清晰，精子细胞

及精子排列整齐密集，结构完整；不同剂量 ＢＰＡ 染

毒 ８ 周后引起睾丸组织不同程度的病理性损伤，表
现为曲精小管内支持细胞、各级生精细胞变性坏

死、脱落，精子数量减少，甚至消失。 在 ＢＰＡ 高剂量

组（６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）小鼠睾丸组织变性脱落的生精

细胞及炎性渗出物充满管腔，上皮基膜增厚，各级

生精细胞正常形态消失。 睾丸组织损伤程度随着

染毒剂量的增加而加重。
利用 Ｍｏｔｉｃ 分析系统对各组小鼠睾丸曲精小管

直径进行测量发现，与正常对照组比较，染毒 ８ 周后

ＢＰＡ 中、高剂量组（３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）曲精小管直

径减小（见表 １），差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 ＢＰＡ 染毒对小鼠睾丸组织超微结构的影响

透射电镜观察发现正常对照组小鼠睾丸支持

细胞轮廓清晰，结构完整，细胞间紧密连接清晰可

见（图 ４），曲精小管生精细胞排列整齐，管腔中精子

排列整齐有序，膜结构完整，无杂物，各级生精细胞

　 　 　

图 ３　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周对小鼠睾丸组织的损伤作用

（ＨＥ 染色），４０ ×
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｏｆ ＣＤ⁃１ Ｍｉｃｅ

ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ＢＰＡ⁃Ｅｘｐｏｓｕｒｅ

表 １　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周对小鼠睾丸曲精小管

直径的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２７）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＰＡ ｏｎ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅｓ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ

ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
剂量 ／ （ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ） 直径 ／ μｍ

０ ３３１􀆰 １３ ± １９􀆰 ０４
１００ ３１８􀆰 ２２ ± １４􀆰 ７２
３００ ２８３􀆰 ４４ ± １６􀆰 ８１∗

６００ ３１１􀆰 ２１ ± ２２􀆰 ４８∗

注：∗表示与正常对照组比较，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

基膜结构完整（图 ５）。 染毒 ８ 周后 ＢＰＡ 各剂量组

小鼠睾丸超微结构出现明显的形态学改变：支持细

胞间紧密连接松解，结构模糊不清，断断续续（图
４），各级生精细胞排列紊乱，生精细胞出现核固缩、
顶体囊和顶体帽发育不良或发育畸形（图 ５），基膜

增厚、不连续（图 ５）。 随着染毒剂量增加，ＢＰＡ 对小

鼠睾丸超微结构的损伤越为严重。
２􀆰 ４　 ＢＰＡ 染毒对小鼠睾丸组织细胞凋亡的影响

ＴＵＮＥＬ 法检测小鼠睾丸组织细胞凋亡发现，正
常对照组小鼠睾丸组织细胞凋亡较少见（图 ６）。
ＢＰＡ 各剂量组凋亡阳性信号主要见于各级生精细

胞，偶见于支持细胞（图 ６）。 半定量分析结果显示

　 　

注：从左至右剂量依次为 ０、１００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ；放大倍数依次为 ２０ ０００ × 、１５ ０００ × 、１５ ０００ ×

图 ４　 ＢＰＡ 染毒后小鼠睾丸支持细胞间紧密连接超微变化

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｕｌｔｒａ⁃ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｒｔｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ
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注：上：０ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 剂量组；从左至右放大倍数依次为 １０ ０００ × 、２０ ０００ × 、２０ ０００ × ；
下：从左至右剂量依次为 ６００、３００、１００ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ；放大倍数依次为 ４０ ０００ × 、３０ ０００ × 、１５ ０００ ×

图 ５　 ＢＰＡ 染毒后小鼠睾丸生精细胞超微结构变化

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｕｌｔｒａ⁃ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌ ｏｆ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ａｆｔｅｒ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ

图 ６　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周后 ＴＵＮＥＬ 方法检测小鼠睾丸

组织细胞凋亡变化（箭头所示为凋亡细胞），２００ ×
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＴＵＮＥＬ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｏｆ

ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ

ＢＰＡ 染毒 ８ 周后，与对照组比较各剂量组小鼠睾丸

组织 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数明显增加（图 ７），差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ５　 ＢＰＡ 染毒对小鼠睾丸 ＮＦ⁃κＢ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达的影响

免疫组化法检测 ＮＦ⁃κＢ 在小鼠睾丸组织中表达

结果表明：正常对照组 ＮＦ⁃κＢ 在睾丸组织中呈弱阳

性表达，ＮＦ⁃κＢ 阳性信号在 ＢＰＡ 各剂量组主要见于

精原细胞、次级精母细胞以及精子细胞中。 半定量分

析显示：与正常对照组比较，ＢＰＡ 染毒 ８ 周后，各剂量

图 ７　 ＢＰＡ 染毒 ８ 周后小鼠睾丸组织细胞

凋亡数目比较（ｎ ＝ ２７）
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ｏｆ

ＣＤ⁃１ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ

组小鼠睾丸组织中 ＮＦ⁃κＢ 表达量与正常对照组比较

明显上升（图 ８），差异有统计学意义（Ｐ ＜０􀆰 ０１）。
小鼠睾丸组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 免疫组化染色发现，正

常对照组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 呈弱阳性表达， ＢＰＡ 染毒后

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性信号见于精原细胞、初级精母细胞、
次级精母细胞及精子细胞，凋亡细胞胞浆呈强阳性

表达。 半定量分析结果显示：与正常对照组比较，
染毒 ８ 周后 ＢＰＡ 中、高剂量组（３００、６００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达量明显升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＢＰＡ 低剂量组（１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达与正常对照组比较有所升高，但差异无统计学意



双酚 Ａ 对小鼠睾丸组织的损伤作用及对细胞凋亡的影响———包汇慧，等 —１３１　　 —

图 ８　 ＢＰＡ 染毒后各组小鼠睾丸组织中 ＮＦ⁃κＢ
阳性表达面积比较（ｎ ＝ ２７）

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ａｒｅａ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ
ａｆｔｅｒ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ

义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见图 ９。

图 ９　 ＢＰＡ 染毒后各组小鼠睾丸组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
阳性表达面积比较（ｎ ＝ ２７）

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ａｒｅａ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｇｎａｌｓ
ｉｎ ｔｅｓｔｉｃｌｅ ａｆｔｅｒ ＢＰＡ⁃ｅｘｐｏｓｕｒｅ

３　 讨论

环境内分泌干扰物（ＥＥＤｓ ／ ＥＤＣｓ）是可改变内分

泌功能，从而对生物有机体及其后代或亚群的健康产

生不利影响的外源性化学物质［３］。 ＢＰＡ 是从食品包

装材料及相关产品中发现的一种环境内分泌干扰物，
属烷基酚类环境雌激素。 在塑料制品中添加 ＢＰＡ 可

使其具有无色透明、耐用、轻巧和防冲击等特性，尤其

能防止酸性食品从内部侵蚀容器［４］。
我国是食品包装材料生产和使用大国，许多塑

料制品、食具、容器及罐装食品和饮料等已成为生

活必用品。 高温、高压等环境条件变化可促进 ＢＰＡ
释放，进而通过饮食、饮水等途径进入人体，参与机

体的多个生理和病理过程。 丁梅梅等［５］ 研究发现，
ＢＰＡ 可引起早孕胰岛素样生长因子 １（ＩＧＦ⁃１）、转化

生长因子 β１（ＴＧＦ β１）及解整合素样金属蛋白酶 １２
（ＡＤＡＭ１２）异常表达，导致绒毛发生病理学改变；曹
娜等［６］研究发现，ＢＰＡ 对暴露于不同浓度下 ９６ ｈ 后

的斑马鱼肝脏有损伤作用；ＭｃＫｅｌｖｅｙ⁃Ｍａｒｔｉｎ 等［７］ 发

现 ＢＰＡ 染毒可降低小鼠脾脏内 Ｔ、Ｂ 细胞及巨噬细

胞数量，抑制淋巴细胞和巨噬细胞在感染部位的迁

移、聚集。
低剂量 ＢＰＡ（２５ ～１００ ｎｇ ／ ｋｇ ＢＷ）饲喂小鼠 ３０ ｄ

即可导致睾丸精子数量及生精能力下降，同时睾丸、
附睾和精囊腺绝对湿重也降低［８］。 高剂量 ＢＰＡ 染毒

（１６０ ～９６０ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）３０ ｄ，不仅使染毒组小鼠体重、
睾丸湿重下降，并且对睾丸结构产生影响，如曲精小

管萎缩、睾丸间质细胞减少、精子数量减少等［９］。
本研究发现 ＢＰＡ 染毒 ８ 周小鼠体重及睾丸指

数均降低，呈现一定的剂量⁃效应关系，与其他报道

结果一致。 组织病理学及超微病理学观察发现不

同剂量 ＢＰＡ 染毒对小鼠睾丸细胞及亚细胞水平结

构具有不同程度的损伤作用。 组织病理学变化主

要表现为各级生精细胞的变性坏死，在亚细胞水平

可观察到生精细胞顶体囊、顶体帽发育异常，血⁃睾
屏障结构破坏。 提示 ＢＰＡ 可透过血⁃睾屏障从而危

害各级生精细胞的增殖、分化，引起生精细胞及精

子发育畸形。 本研究结果提示，动物长期接触 ＢＰＡ
可导致睾丸曲精小管生精不全或生精障碍，精子计

数减少，还可影响精子的受精能力。
为初步了解 ＢＰＡ 对睾丸细胞损伤作用的途径，

本研究利用 ＴＵＮＥＬ 染色技术检测原位细胞凋亡情

况。 结果表明 ＢＰＡ 染毒 ８ 周可引起小鼠睾丸细胞

凋亡增加，呈现明显的剂量⁃效应关系，揭示 ＢＰＡ 经

口染毒可诱导睾丸细胞凋亡。 ＸＵ 等［１０］研究发现不

同浓度 ＢＰＡ 与卵巢颗粒细胞共培养 ２４ ～ ７２ ｈ，
ＴＵＮＥＬ 染色表明细胞凋亡数量增加，流式细胞法检

测发现细胞 Ｇ２⁃Ｍ 期停滞。
为进一步了解 ＢＰＡ 染毒引起的睾丸细胞凋亡途

径，本研究应用免疫组化法检测核转录因子 κＢ
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）以及凋亡诱导因

子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达变化情况。 ＮＦ⁃κＢ 在睾丸曲精小管

生精细胞凋亡过程中发挥着重要作用［１１］，在受到有

害物质损伤时，ＮＦ⁃κＢ 在睾丸组织中可发挥抗凋亡和

促凋亡两种作用机制［１２］。 Ｓａｒａｄｈａ 等［１３］ 研究发现

ＮＦ⁃κＢ 在小鼠睾丸生殖细胞凋亡过程中发挥促凋亡

作用。 本研究发现 ＢＰＡ 染毒 ８ 周后小鼠睾丸 ＮＦ⁃κＢ
表达量上升，促进睾丸细胞凋亡，ＮＦ⁃κＢ 还可通过上

调 ｉＮＯＳ 基因的表达加剧组织损伤。 随着染毒时间增

加，ＮＦ⁃κＢ 表达量逐渐上升，促凋亡作用增加，各级生

精细胞凋亡数量增加。 ＢＰＡ 染毒引起的 ＮＦ⁃κＢ 表达

上调可能为导致细胞凋亡的途径之一。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是介导细胞凋亡的一类蛋白水解酶，

是凋亡执行的重要效应分子，广泛表达于正常机体
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的各个组织［１４］。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 参与生精上皮的调控、
精子分化和睾丸成熟［１５］。 ＬＩ 等［９］ 研究发现，小鼠

高剂量 ＢＰＡ 染毒后，睾丸细胞中活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
表达水平上升。 本研究利用免疫组化染色法检测

发现 ＢＰＡ 染毒后凋亡细胞胞浆内 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 呈强阳

性表达，半定量分析表明 ＢＰＡ 染毒可导致小鼠睾丸

组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达量升高，凋亡细胞数量增加，与
形态学观察结果一致，提示 ＢＰＡ 对睾丸组织各类细

胞具有损伤作用。
本研究结果得出：ＢＰＡ 经口染毒可导致小鼠睾

丸组织在细胞及亚细胞水平的损伤，而这种损伤作

用与染毒剂量呈正相关。 从 ＴＵＮＥＬ 及免疫组化法

检测结果可以推断 ＢＰＡ 的这种损伤作用可能为上

调 ＮＦ⁃κＢ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达诱导细胞凋亡发生。
ＢＰＡ 对小鼠睾丸组织的损伤机理还需进一步研究。
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国家卫生计生委办公厅关于印发食品安全风险交流工作技术指南的通知
国卫办食品发〔２０１４〕１２ 号

各省、自治区、直辖市卫生计生委（卫生厅局），新疆生产建设兵团卫生局，中国疾病预防控制中心、卫生监督

中心、国家食品安全风险评估中心：
根据《国家食品安全监管体系“十二五”规划》、《国务院关于加强食品安全工作的决定》有关要求，为指

导卫生计生系统科学有效地开展食品安全风险交流工作，我委组织制定了《食品安全风险交流工作技术指

南》（以下简称《指南》）。 现印发给你们，并提出以下工作要求：
一、各级卫生计生行政部门要在政府的统一领导下加强食品安全风险交流工作，完善工作制度，科学进

行指导。 各级疾病预防控制机构、卫生监督机构等要结合本机构承担的食品安全任务，对食品安全风险交

流工作作出具体规定，明确专人负责。
二、各地在使用《指南》过程中应当注意与相关法律、法规和规章的衔接。 法律、法规和规章有明确规定

的，适用有关规定。
三、《指南》作为开展食品安全风险交流的参考性技术文件，尚不能涵盖实际工作中所有内容，各地在执

行中的问题和建议，请及时反馈我委食品司。
附件：食品安全风险交流工作技术指南

（相关链接：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｏｈ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｓｐｓ ／ ｓ７８８５ ／ ２０１４０２ ／ ｃ７３ｆ０ｃｆ３３１２３４ｅｆ２８５ｃ０１０ｆｄ１ｄｆ５ｂ９１５． ｓｈｔｍｌ）
国家卫生计生委办公厅

二〇一四年一月二十八日


