
 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2019, 36(5)484

www.jeom.org

双酚 A 对小鼠睾丸间质细胞毒性及 
miR-203-3p 表达的影响
马林，李丹，李昀谦，罗家权，张玉敏，裴秀丛，段志文，马明月

沈阳医学院公共卫生学院毒理学教研室，沈阳  辽宁  110034 

摘要 ：

[ 背景 ]　双酚 A（BPA）作为一种重要的增塑剂原料被广泛应用，其对机体健康产生的损伤作
用越来越被人们所重视 ；而生殖毒性是损伤作用中的重要一方面，研究 BPA 所导致的生殖
损伤及其机制已成时下热点。微小 RNA（miRNA）的生物学作用及早期损伤标志的意义也被
人们所重视。

[ 目的 ]　研究 BPA 对小鼠睾丸间质细胞毒性及 miR-203-3p 表达的影响。

[ 方法 ]　通过不同浓度的 BPA（0、1、10、100、1 000 μmol/L）处理小鼠睾丸间质细胞（TM3）
24 h 后，运用 CCK-8 法检测细胞活力情况，采用流式细胞术检测细胞凋亡指标 ；应用 real-

time PCR 对 miR-203-3p 的表达水平进行检测。然后通过 TargetScan 数据库及 miRDB 数据库对
miR-203-3p 的靶基因进行预测，并通过 DAVID 数据库对靶基因情况进行 GO 分析及 Pathway

分析。

[ 结果 ]　随 着 染 毒 浓 度 增 加 ，各 组 的 T M 3 细 胞 活 力 出 现 不 同 程 度 的 下 降 趋 势 ，但 仅
1 000 μmol/L 浓度组与对照组差异具有统计学意义（P < 0.05）；与对照组相比，1 000 μmol/L

组的细胞总凋亡率［（31.33±7.12）%］升高（P < 0.05）；miRNA 的检测结果显示，与对照组相
比，miR-203-3p 在 1、100 μmol/L 两个浓度组出现升高（均 P < 0.05）；而当浓度为 1 000 μmol/L

时，该 miRNA 表达水平出现了下降（P < 0.05）。通过两个数据库生物信息学预测的其可能调
控靶基因为 278 个 ；通过 David 数据库进行 GO 分析的富集结果显示，排在第一位的生物过
程、分子功能和细胞组分分别是转录 DNA 模板、蛋白结合和核 ；Pathway 分析富集的信号通
路排在首位的是 FoxO 信号通路。

[ 结论 ]　不同浓度的 BPA 可以导致小鼠睾丸间质细胞出现不同程度的损伤现象，这种损伤现
象可能与 miR-203-3p 的改变有关，且该 miRNA 可能成为重要的早期损伤检测指标。
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Abstract: 

[Background] Bisphenol A (BPA) is widely used as an important plasticizer raw material, and 
its adverse health effects have raised concerns. BPA induced reproductive toxicity and related 
mechanism of action are research hotspots. The biological effects of microRNAs (miRNA) and 
their significance as potential early damage markers have attracted much attention. 

[Objective] This study is conducted to investigate the cytotoxicity of BPA on mouse Leydig cells 
and the expression of miR-203-3p.

[Methods] Mouse Leydig cells (TM3) were treated with BPA at different concentrations (0, 1, 10, 
100, 1 000 μmol/L) for 24 h, and detected for cell viability by CCK-8, apoptosis by flow cytometry, 
and the expression levels of miR-203-3p by real-time PCR. The target genes of miR-203-3p 
were predicted by TargetScan database and miRDB database, and the GO analysis and Pathway 
analysis of the target genes were conducted using DAVID database.

[Results] With higher exposure concentrations, the viability of TM3 cells in each group showed 
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decreasing trends, but only the viability change in the 1 000 μmol/L group had a significant reduction compared with that in the control 
group (P < 0.05). The apoptosis rate in the 1 000 μmol/L group [(31.33±7.12)%] was significantly higher than that in the control group 
(P < 0.05). The results of miRNA detection showed that compared with the control group, miR-203-3p expression increased at 
1 μmol/L and 100 μmol/L BPA (Ps  < 0.05), but decreased at 1 000 μmol/L BPA (P < 0.05). There were 278 possible regulatory target 
genes predicted by TargetScan database and miRDB database. According to the results of GO enrichment analysis using David database, 
transcriptional DNA template ranked first in biological process, protein binding ranked first in molecular function, and nucleus ranked first 
in cell components. According to the results of Pathway analysis, Fox0 was the most abundant pathway.

[Conclusion] Different concentrations of BPA could cause varied degrees of damage to mouse Leydig cells, which may be related to the 
changes of miR-203-3p expression. Moreover, this miRNA may be an important early damage marker. 

Keywords: bisphenol A; mouse Leydig cells; cellular damage; microRNA; bioinformatics

双 酚 A（bisphenol A，BPA）属 于 酚 类 环 境 雌 激
素，是一类重要的环境内分泌干扰物，被广泛应用于
各种塑料制品、医疗器械及食物包装的内表面。作为
世界上产量最高的化学品之一，BPA 每年的产量约为
390 万 t［1］。近年来，由于人们逐渐增加聚碳酸酯塑料
的应用，导致 BPA 的接触频率逐渐增加，并且由于其
化学结构与雌激素类似，因此其对生殖系统的损害作
用更加受到人们的重视。

微小 RNA（microRNA，miRNA）作为表观遗传学机
制中非编码 RNA（non-coding RNA）的一种，其长度约
为 22 个核苷酸，能通过与靶基因不完全互补配对的方
式调控靶基因的表达［2］。目前，有研究表明 miRNA 在
雄性生殖系统的调节中起着重要作用，可能参与到精
子发生及激素生成的各个阶段［3］。本课题组在前期体
内研究中发现 BPA 暴露能够导致 miR-203-3p 的表达水
平发生改变，miR-203-3p 是 Lagos-Quintana 等［4］在 2003

年小鼠和人类中首次发现并命名的，之后 Ahn 等［5］通
过二代测序仪筛选发现 miR-203-3p 优先在性腺中表
达，并且可能在卵巢发育、卵泡形成及雌性生殖中扮
演重要角色。2018 年 3 月，Zierau 等［6］通过基因芯片
的方式筛选出作用于雌激素受体对雌二醇表达有重
要意义的 miRNA，发现 miR-203-3p 是其中重要的一
种 ；后续通过建立基因敲除模型及进行 miR-203-3p

转染后发现，miR-203-3p 在对雌二醇基因的表达及某
些生理过程包括细胞的增殖和迁移以及子宫的发育
和子宫内膜癌的形成中都有着重要的作用。而小鼠睾
丸间质（mice Leydig，TM3）细胞是睾丸三类重要生殖
细胞之一，其主要功能包括合成和分泌雄激素［7］。本
研究通过 BPA 对 TM3 细胞的细胞活力及凋亡的影响
并检测 miR-203-3p 的表达情况及其可能产生的作用
机制进行探讨，为阐明 BPA 对雄性生殖系统的损伤机
制研究提供线索。

1   材料与方法
1.1   材料
1.1.1   细胞   小鼠 TM3 细胞购自中国科学院细胞库。
1.1.2   仪器和试剂   CO2 培养箱（INFORS，瑞士），超
净工作台（北京东联哈尔仪器制造公司，中国），倒置
显微镜（北京新惠泽奥科技有限公司，中国），Nano 

Drop 核酸分析仪、台式离心机（Thermo，美国），酶
标仪（Molecular Device，美国），智能触控细胞分析仪

（Muse，德国），Vi-cell 细胞活力计数仪（Beckman，美
国），7500 FAST PCR（ABI，美国），BPA（东京化成株式
会社，质量分数 >99%，日本），CCK-8 细 胞活力检测试
剂盒（同仁，日本），Annexin V-FITC 凋亡试剂盒（南京
建成，中国），Trizol（生工生物，中国），miRcute Plus 

miRNA First-Strand cDNA kit、miRcute Plus miRNA qPCR 

kit（天根，中国）。
1.2   方法
1.2.1   小鼠 TM3 细胞培养及处理   TM3 细胞培养于
10% 胎牛血清、1% 双抗（100 U/mL 青霉素 -100 μg/mL

链霉素）的 DMEM-F12 培养基中，于 37℃、5%CO2（体
积分数）的培养箱中培养，待细胞铺满瓶底 80% 左右
进行传代，传至 3 代后分别用不同浓度的 BPA（0、1、
10、100、1 000 μmol/L）处理 TM3 细胞 24 h［5］，对照组

（0 μmol/L）用含 0.1% 二甲基桠枫（DMSO）为溶剂对照。
1.2.2   TM3 细胞活力检测   用 Vi-cell 进行细胞计数，将
细胞密度稀释为 2×104 个 /mL，以 100 µL/ 孔种于 96 孔
板中。正常培养液培养 24 h 后吸去培养液，换成无血清
培养基进行同步化处理 12 h，加入含不同浓度 BPA（0、
1、10、100、1 000 μmol/L）的血清培养液孵育 24 h［8］，每
个剂量设 3 个复孔，以 CCK-8 法检测细胞活力。每孔中
加入 10 μL 的 CCK-8 试剂溶液，混匀后在 37℃、5%CO2

培养箱内继续培养 1.5 h，之后于酶标仪 450 nm 波长
处测光密度 D 值，计算细胞的存活率。细胞的存活
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的表达水平出现了下降（P < 0.05）（图 2）。

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05。
图 1   不同浓度 BPA 对 TM3 细胞染毒 24 h 后细胞存活率和

总凋亡率

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05。
图 2   不同浓度 BPA 染毒 24 h 后 TM3 细胞miR-203-3p

的表达水平

2.4   miR-203-3p 的靶基因预测结果情况
取 miRDB 及 TargetScan 两 个 权 威 miRNA 预 测 数

据库进行 miR-203-3p 靶基因情况预测，其预测的结果
分别是 566 个靶基因和 841 个靶基因，其后通过 Draw 

Venn 进行两数据库结果取相同部分，其结果为 278 个
靶基因（表 1）。
2.5   miR-203-3p 的靶基因 GO 分析结果

通过 David 数据库中的 GO 数据库对 miR-203-3p

的靶基因进行功能富集分析，并依据 P 值的大小选取
最有价值的前十位结果 ；富集结果显示，排在第一
位的生物过程（BP）、分子功能、细胞组分分别是转录
DNA 模板、蛋质结合和核（图 3）。
2.6   miR-203-3p 的靶基因 Pathway 分析结果

通过 David 数据库中的 KEGG 数据库对 miR-203-

3p 的靶基因所在信号通路进行分析，预测出 BPA 引起
TM3 出现细胞损伤的可能信号通路情况 ；根据 P 值大
小进行排列，选取其中前十位通路，排在前三位的信
号通路为 FoxO 信号通路、GABA 突触和 GnRH 信号通
路（图 4）。 

率 =（D实验组 /D对照组 ）×100%。
1.2.3   TM3 细胞凋亡检测   用 Vi-cell 进行细胞计数，将
细胞密度稀释为 2×105 个 /mL，以 1 mL/ 孔种于 12 孔
板后，处理方式同上。显微镜下观察受试物处理后的
TM3 细胞形态，细胞凋亡按照 Annexin V-FITC 凋亡试剂
盒说明书进行操作并进行 3 次重复实验。
1.2.4   miRNA 表达检测   应用 Trizol 法对处理后的细胞
进行总 RNA 的提取后，应用核酸浓度检测仪进行 RNA

质量检测，用 miRcute Plus miRNA First-Strand cDNA Kit

进 行 反 转 录 成 cDNA。应 用 miRcute Plus miRNA qPCR 

kit 于 7500 FAST PCR 进 行 real-time PCR，检测 miR-203-

3p 表达水平。引物由生工生物进行合成提供，U6 为
内 参 基 因，引 物 序 列 为 5'-CATGGCCCCTGCGCAAGGA 

TGACA-3' ；miR-203-3p 的引物序列为 5'-ACGCGCGGTGA

AATGTTTAGGACCACTAG-3'。
1.2.5   miRNA 的靶基因预测   通过 miRDB 及 TargetScan

两个数据库对 miR-203-3p 的靶基因进行预测，并通过
韦恩图 (Draw Venn) 网站对两个数据库预测结果进行
交集的选取，为后续生物信息学预测提供靶基因情况。
1.2.6   基 因 本 体（Gene Ontology，GO）及 信 号 通 路

（Pathway）分析   通过 DAVID 数据库对 miR-203-3p 的
靶基因进行 GO 及 Pathway 的分析。
1.3   统计学分析 

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析。计量资料用
x±s 表示，服从正态分布且满足方差齐性时采用单因
素方差分析和 LSD 法进行统计学处理，不符合则采用
非参数检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   BPA 对 TM3 细胞活力的影响

与对照组相比，各染毒浓度组虽出现细胞存活
率不同程度的下降趋势，但仅在 1 000 μmol/L 组的降
低具有统计学意义（P < 0.05）（图 1A）。
2.2   BPA 对 TM3 细胞凋亡的影响 

在细胞总凋亡率的水平上，与对照组相比，各染
毒浓度组总凋亡率出现了随染毒浓度增高而增高的
趋势，但只有浓度为 1 000 μmol/L 时总凋亡率的增高
具有统计学意义（P < 0.05）（图 1B）。
2.3   BPA 对miR-203-3p 表达的影响

与 对 照 组 相 比，miR-203-3p 的 表 达 水 平 在 1、
100 μmol/L 两个浓度组中出现了表达水平增高的现
象（P < 0.05）；而当浓度为 1 000 μmol/L 时 miR-203-3p

A B
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表 1   miRDB 与 TargetScan 数据库相同部分的靶基因名称
miRNA 靶基因（n=278）

miR-203-3p B3GNT5、GSKIP、LPP、RNF38、HERPUD2、SEC24D、NUFIP2、MBNL2、
RAP1A、CLUH、TFDP2、CHD9、TIAL1、RAPH1、SOCS6、PRKCI、PRPF19、
SEMA3A、YWHAQ、MAP3K13、HNRNPR、SKP2、CDH10、GPR180、
OSBPL8、HOOK3、TBK1、4933426M11RIK、KRT1、A1CF、CTDSPL2、RERG、
SYT2、YTHDF3、MAFK、IL24、ATP1B4、PXDN、NKRF、TOX3、PRPS2、
CAMK2D、VSNL1、TCF12、NFIL3、DCUN1D3、CCRN4L、KIF2A、SLC7A14、
ZFP608、KCNQ5、MED14、ZFP654、TCF4、MAPK9、ZFP292、SLC12A2、
PTGFR、AHR、PHOX2B、FAM126B、FAM171A1、ACO2、VAPA、HNRNPUL2、
ACVR2A、ADAM1B、SCN1A、CAR5B、ZFP704、PDAP1、ARHGAP42、
EYA1、SIM1、AKIRIN1、SLC4A5、CTSS、MORF4L2、PXN、RAPGEF1、
AFF4、TMEM248、PLEKHG3、NAA50、GDAP1、ARHGEF3、GABRB2、
SLC39A9、TSHZ1、SLC38A2、EBF3、DGKB、ZFP148、TNKS、GABARAPL1、
DPY19L3、GRHL3、PDE4D、PHF12、UBE2D2A、SLC24A2、CREBZF、
PPM1E、ITPR2、PRKAG2、KAT6A、ELMOD2、TADA1、MAP3K1、ARID2、
LIX1、DIS3、SP4、LASP1、PLAA、EGR3、KCTD9、ZRANB2、MAN1A2、
A930018P22RIK、IGFBP5、PSME4、ADAMTS6、SEMA6A、FOXK1、GAPT、
BBX、ICK、CUL1、GLCCI1、COPS7B、B3GALT2、UBR1、PRKAA2、IVNS1ABP、
VEZF1、ARHGAP32、FOXP2、EIF4E、LATS2、GPATCH1、PLD2、FAM184B、
TLN2、AFAP1L2、WDFY3、DPM1、POSTN、API5、TNRC6A、PRKG1、
EPC2、SLC17A6、MBD6、CAPRIN1、NLK、COL4A4、GUCY1A2、THSD7A、
RPGRIP1L、KLHL15、NBEA、CYB5B、ADAMTS15、TNPO1、S1PR1、MBNL1、
ATP5G3、SMAD1、HOMER1、LRRTM2、NAP1L5、ZNRF3、CLSTN3、
CCNG1、DDX6、ATF2、D10BWG1379E、GLTSCR1L、ATP5J、GIF、ACSL1、
PTPRG、EBF2、SP2、PLAGL2、ADK、DNAJC21、LRRCC1、DCP2、ZFP644、
PPAP2B、KCMF1、FBXL17、TARDBP、FGFR1OP、HADHB、DR1、CAB39、
STXBP4、LNX2、SRC、ZBED4、SELT、MBNL3、NAA30、PHEX、SLITRK2、
MBLAC2、COL17A1、FAM84A、GABRB3、MPDZ、ATF6、ZMYM4、GPR85、
VCAN、SLC39A8、GLS、CREBRF、GLRB、UNC80、C530008M17RIK、CRK、
FAM168A、IMPA1、FAT1、MGAT3、ZMIZ1、TET1、NOVA1、DPY19L4、
DLG5、KRT35、PTP4A1、PCBP2、ABLIM3、SEMA5A、ZMPSTE24、CSN2、
MKX、 RAB10、 ELL2、 DNM1L、 SPARC、 SERPINB9C、 UPF2、 CNIH3、 STX16、
KHDRBS1、MORF4L1、D6WSU163E、RFX7、TPR、CSRNP2、MEX3C、
TRPS1、EOGT、RGS7BP、SNAI2、HNRNPL、CCDC178、SESTD1、BMP5、
SLC4A4、CASK、TADA2B、APPL1、VAV3、SIK1、FUNDC1、ATG14、ARL8B、
PPM1D、KAT6B、AI837181、ACTR2、MEF2C

图 3   靶基因 GO 分析中前十位生物过程（A）、分子功能（B）、
细胞组分（C）序列（根据P 值大小选取）

 

图 4   靶基因 Pathway 分析前十位序列（根据P 值大小选取）

3   讨论
BPA 作为环境雌激素的一种，其化学结构特性致

使其具有干扰体内激素分泌合成从而可造成生殖系
统的损伤［9］。目前研究较多的损伤机制包括下丘脑 -

垂体 - 性腺轴途径、雌激素受体途径等［10-12］，但其具
体毒作用机制仍不明确。目前研究人员更关注于如
何早期发现损伤从而降低对机体造成的危害。随着表
观遗传学的发展，人们逐渐认识到机体损伤可能并不
仅发生在基因水平，许多损伤在 DNA 没有发生改变的
前提下基因的表达却发生了改变，并且这种非 DNA 改
变能够稳定地遗传给下一代［13］。其作用形式主要包括
DNA 甲基化、组蛋白修饰及非编码 RNA［14］。

本次研究中选取的 miRNA 是表观遗传机制非编
码 RNA 中的一种，主要通过与靶基因的不完全互补
配对的方式来影响基因表达［2］，因此其改变往往发生
在损伤出现的早期阶段。正因如此，其改变从某种意
义来说可以作为早期损伤的判断标志。本研究选取
的 miR-203-3p 是本课题组前期通过 BPA 暴露的体内
实验芯片结果中选取并进行验证的，因此本研究以该
miRNA 为目标基因进行验证。从本次结果来看，尽管
BPA 对 TM3 细胞活力及细胞凋亡仅在 1 000 μmol/L 的
浓度上出现了具有统计学差异的改变（P < 0.05），但其
余浓度组的损伤情况均出现随着染毒浓度的增高损
伤逐渐严重的趋势。这一结果也同其他课题组的研究
结果相类似［5，15-16］，表明 BPA 可以产生一定程度的细
胞毒性作用，但仅当浓度达到一定程度后该种损伤才
出现明显的改变。因此，在下一步的研究中，我们将
通过检测 miRNA 水平来观察不同损伤程度的 TM3 细
胞所导致 miR-203-3p 的表达情况。

本研究结果显示，与对照组比较，各染毒组的
miR-203-3p 均 出 现 不 同 程 度 的 改 变，当 浓 度 为 1、
100 μmol/L 时出现表达水平增高的现象（P < 0.05），且
与出现凋亡的趋势相同，虽然存在一定的趋势性，但
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在低浓度时细胞活力及凋亡情况并未发生明显改变，
这种现象主要与 miRNA 的调控机制相关。如之前阐
述，miRNA 能通过与靶基因的不完全互补配对方式调
控靶基因的表达［2］；而 miRNA 调控靶基因进而影响
相关蛋白的表达存在一定的作用时间，因此低浓度时
miRNA 会呈现早于明显损伤出现的现象。因此，其
作为早期损伤标志的意义才更加明显。但当浓度为
1 000 μmol/L 时，其表达却出现了下降且具有统计学
意义（P < 0.05）。这一有趣的现象在国内外也曾有报
道，有研究显示，BPA 所产生的毒作用效果并不一定
遵从传统的剂量 - 反应关系，而会出现一种非单调性
剂量 - 反应关系的现象［17-19］。本研究的结果中也显示
低浓度与高浓度在 miRNA 的表达上存在明显不同，
这一结果可能由于 BPA 浓度较低时机体自身的保护
机制发挥调控作用，而当浓度升高至一定程度后该
机制被破坏而失效甚至导致机体损伤加重。李玉秋
等［20］在 BPA 对小鼠胚胎干细胞的研究中发现，当浓
度达到 1 000 μmol/L 时，RNA 可能被破坏而检测不到
相关基因，这也可能是这种现象产生的原因之一，但
其所调控的机制尚不清楚。因此我们通过生物信息学
的方法对 miR-203-3p 所发挥作用的靶基因进行预测，
并通过基因本体分析（GO）和信号通路分析（Pathway）
为下一步的具体调控机制的研究提供理论依据。

从本研究 Pathway 分析的结果来看，根据 P 值大小
排在前三位的信号通路分别是 FoxO 信号通路，GABA

信号通路和 GnRH 信号通路。本次研究最关注的为
FoxO 信号通路。目前有研究已经证实，miR-203-3p 参
与 FoxO 信号通路的调控［21］，这一结果同本研究的预
测结果相同。Kim 等［22］发现 FoxO1 可以通过调节 Aven

表达来阻止细胞凋亡。Aven 是一种广泛表达于各种哺
乳动物体内的抗凋亡基因，可与 BCL-XL 和 APAF-1 结
合，灭活 Caspase-9，防止细胞凋亡［23］。FoxOs 还可以
调节细胞周期阻滞、氧化应激反应、细胞分化，其在
生殖系统构建中是不可或缺的［24］。因此本研究通过
BPA 染毒的 TM3 细胞模型了解 miR-203-3p 在染毒后的
改变情况，为下一步的机制验证提供研究依据。未来
可进一步通过 miR-203-3p 过表达组和 / 或抑制剂组的
设置加强其相关性的验证，了解其是否能够导致损伤
的逆转或损伤程度的减轻，为其作为生物标志的意义
提供基础数据。

综上所述，不同浓度的 BPA 可以导致小鼠睾丸间
质细胞出现不同程度损伤现象，这种损伤现象可能与

miR-203-3p 的改变有关，且该 miRNA 可能成为出现早
期损伤的重要检测指标，但其具体的调控机制仍然需
要进一步的验证。
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