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摘要：

[目的]　双酚AP（bisphenol AP，BPAP）和双酚AF（bisphenol AF，BPAF）大规模的生产和使用，

对水生生态环境具有潜在威胁。关于BPAP和BPAF的神经毒性研究甚少，本文以斑马鱼作为

模式动物，研究BPAP和BPAF对斑马鱼的早期神经发育毒性作用。

[方法]　本研究选取斑马鱼幼鱼作为实验对象，将斑马鱼胚胎随机分为5组，以BPAP（20 μg/L

和 200 μg/L）和BPAF（20 μg/L和 200 μg/L）进行染毒，染毒时间为受精后 4 h至受精后 144 h。

通过斑马鱼的运动行为学测试，原位杂交和荧光定量PCR方法来阐述BPAP和BPAF的早期神

经发育毒性作用及其可能的作用机制。

[结果]　行为学测试结果显示，与对照组相比，染毒组的斑马鱼幼鱼的运动总距离和速度均

明显下降，热图显示染毒组幼鱼有过多呆滞不动的现象，表明BPAP、BPAF均抑制了斑马鱼

幼鱼的移动距离和速度。荧光定量PCR结果可见，与对照组相比，BPAP（20 μg/L和200 μg/L）

和 BPAF（20 μg/L和200 μg/L）都抑制了斑马鱼神经发育关键基因（mbp和 syn2a）的表达（P < 

0.001），同时原位杂交结果也验证了基因的结果。

[结论]　初步认为BPAF和 BPAP 对斑马鱼具有潜在的神经发育毒性作用。
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Abstract: 

[Objective]　Mass production and utilization of bisphenol AP (BPAP) and bisphenol AF (BPAF) has 
posed potential ecological risk to aquatic ecosystem. However, few studies have focused on the 
neurotoxicities of BPAP and BPAF. This study investigates the developmental neurotoxicities of 
BPAP and BPAF in the early life of zebrafish.

[Methods]　We selected zebrafish larvae as experimental subjects. Zebrafish embryos were 
randomly divided into five groups. BPAP (20 μg/L and 200 μg/L) and BPAF (20 μg/L and 200 μg/L) 
were administered with the designed drug exposure profile from 4 h to 144 h after fertilization. 
The early developmental neurotoxicities of BPAP and BPAF and their possible mechanisms were 
discussed by locomotion behavior test, in situ hybridization, and fluorescence quantitative PCR.

[Results]　Compared with the control group, the total moving distance and the speed of the 
zebrafish larvae in the exposed groups were significantly decreased, and the thermo gram showed 
that the larvae in the exposed groups were sluggish, indicating that both BPAP and BPAF inhibited 
the moving distance and speed of zebrafish larvae. The results of fluorescence quantitative PCR 
showed that compared with the control group, BPAP (20 μg/L and 200 μg/L) and BPAF (20 μg/L and 
200 μg/L) significantly inhibited the expressions of key genes (mbp and syn2a) involved in zebrafish 
neurodevelopment. The results of in situ hybridization also verified the results of the genes. 

[Conclusion]　The findings tentatively suggest that BPAF and BPAP may have potential developmental 
neurotoxic effects on zebrafish.
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双酚A（bisphenol A，BPA）、双酚AF（bisphenol AF，

BPAF，C15H10F6O2）、双酚AP（bisphenol AP，BPAP，C20H18O2）、

双酚 F（bisphenol F，BPF）等双酚化合物广泛应用于高

分子材料、精细化工和医药行业中［1］。BPA及其类似

物的大量应用导致了环境中双酚污染物的大量残留，

目前部分国家与地区如欧盟、加拿大等已明令禁止进

口以及使用含有BPA的婴幼儿奶瓶。作为BPA的替代

品，BPAF和BPAP等被大量广泛使用［2-3］。BPAF是一类

含氟化合物，目前主要作为交联剂用于含氟橡胶的制

造，在食品包装、电子产品和光纤的制造中也广泛使

用［4］。BPAP主要用于化工合成工业中，是一种很重要

的阻燃剂和塑化剂，同时还用于橡胶、塑料的合成［5］。

BPAP和BPAF大规模的生产和使用，导致它们释

放到环境中，特别是对水生生态环境具有潜在威胁［6］。

有大量数据表明，在水环境、土壤、人体血液、尿液、

肉类食物中都可检出BPAP和BPAF［7-10］。在太湖、辽河

和浑河水样和沉积物中亦有发现，例如在太湖水样中

BPAP的质量浓度为 0.39 ng/L，沉积物中为 0.40 ng/g；

在浑河水样中检测出BPAF的质量浓度为11 ng/L，沉

积物中为0.01 ng/g［6］。此外，在女性乳腺和腹部脂肪

组织的提取物中发现了BPAF［11］。BPAP和BPAF可以通

过各种暴露途径进入到环境基质及生物体中，对生态

与健康存在潜在的风险。

虽然关于BPA的毒性实验很多，但是关于BPAP和

BPAF的毒性研究较少。杨洋等［12］研究发现BPAF暴露

对胚胎期和幼鱼期斑马鱼具有发育毒性。李靖［13］研究

发现，BPAF还可能干扰睾丸的脂代谢和具有潜在的甲

状腺毒性。Cano-Nicolau等［14］研究中发现BPAF具有雌

激素效应，而BPAP没有显示雌激素活性。徐静等［15］研

究发现了BPAP对底栖生物摇蚊的繁殖发育毒性。

BPAP和 BPAF与 BPA结构相似，BPA具有神经毒

性，但是关于BPAP和BPAF的神经毒性研究甚少，因此

BPAP和BPAF是否具有神经发育毒性值得关注。近年来，

斑马鱼由于其脑部透明、结构简单的特点，逐渐成为

探究神经系统的理想动物模型。在少突胶质细胞中表

达的髓磷脂碱性蛋白基因（mbp）通常作为斑马鱼和人

类的神经系统发育中枢轴突髓鞘化的生物标志物［16-18］。

突触蛋白基因（syn2a）是哺乳动物中形成突触的生

物标志物，在突触发生和神经递质释放中起重要作

用［18］。本研究以斑马鱼作为模式动物，通过对斑马

鱼幼鱼运行轨迹、荧光定量PCR和原位杂交（mbp和

syn2a）的研究，来探讨BPAP和BPAF的神经毒性效应。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂

仪器：荧光 PCR仪（罗氏，美国），荧光显微镜

（OLYMPUS，日本），运动行为分析仪（Noldus，荷兰）。

试剂：BPAP（纯度：99%；CAS：1571-75-1）和BPAF

（纯度：99%；CAS：1478-61-1）购自百灵威科技有限

公司（上海）；二甲基亚砜（DMSO）购买于 Sigma公司；

原位杂交探针试剂盒（mbp和 syn2a）购买于博士德生

物有限公司（武汉），探针包括胃蛋白酶（×10）2 mL、

预杂交液 2 mL、Bcl-2寡核苷酸探针杂交液 2 mL、封闭

液 5 mL、生物素化鼠抗地高辛 5 mL、过氧化物酶标记

的链霉亲和素（SABC-POD）5 mL、生物素化过氧化物

酶 5 mL、柠檬酸钠（SSC）缓冲液（3%柠檬酸、2×SSC、

0.5×SSC、0.2×SSC、原位杂交用PBS）。

1.2　胚胎的收集

本实验所用的斑马鱼均为野生AB型，购买于武

汉水生模式动物研究所，置于南京医科大学公共卫生

学院斑马鱼动物中心统一饲养。饲养采用恒温曝气自

来水（23~25℃），每日喂食丰年虫两次。交配前一天

下午 5:00开始配笼，按照 2∶1的比例分别将雄鱼雌

鱼放置于交配笼中，次日早上9:00抽板，交配进行2 h

后收取胚胎。将收集好的胚胎放入曝气水中培养4 h，

挑去发育异常的胚胎进行染毒实验。

1.3　胚胎与斑马鱼幼鱼染毒实验

参考任文娟等［19］和朱小乔等［20］的研究，选择斑

马鱼胚胎急性毒性LC50的1/10和1/100，即20、200 μg/L

的 BPAP 和 BPAF 进 行 染 毒。BPAP 和 BPAF 都 微 溶 于

水，所以BPAP和BPAF用DMSO配制成母液，-20℃保

存，使用时逐级稀释至应用液（应用液DMSO含量小

于 1/104）。胚胎收取后培养至受精后 4 h（4 hours post 

fertilization，4hpf），挑选发育正常的斑马鱼胚胎进行

染毒，随机分组分别暴露于剂量为 0（对照）、20和

200 μg/L BPAP和 BPAF的处理液中。每个剂量组中放

置鱼卵 50粒，每个剂量组设置 3个平行，间隔 12 h更

换胚胎处理液以保证染毒组浓度，期间观察斑马鱼胚

胎发育生长的过程，挑出死亡的胚胎。正常斑马鱼胚

胎在48hpf开始孵化，72hpf孵化完全破膜成为幼鱼。

1.4　行为学测试

每个剂量选取受精后6 d（6 days post fertilization，

6dpf）的斑马鱼幼鱼进行行为学测试，依据Nery等［21］的

操作流程，各剂量组随机选择24条斑马鱼幼鱼放置到

24孔板，斑马鱼行为轨迹分析测试仪记录幼鱼的运动
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行为学数据，通过观测斑马鱼幼鱼在自由游泳状态下以

及在光周期中的运动情况，从而间接评估胚胎神经生长

发育情况。使用Etho Vision软件分别采集幼鱼40 min内

的运动轨迹、运动热图、运动距离和运动速度等指标。

1.5　胚胎整鱼原位杂交

在原位杂交实验中，幼鱼胚胎在24hpf加入1-苯

基 -2-硫脲（1-phenyl-2-thiourea PTU）除去黑色素至第6

天［22］，6dpf斑马鱼幼鱼中加入多聚甲醛固定，保存。原

位杂交实验历时3 d，第1天选取每个剂量组中10~15个

胚胎，乙醇脱水，蛋白酶K消化，三乙醇胺酸化处理后

加入核酸杂交液以及地高辛标记的syn2a和mbp核酸探

针，60℃水浴杂交过夜；第2天加入2×SSC原位杂交

液以及0.2×SSC处理完胚胎后加入地高辛抗体，4℃摇

床过夜；第3天使用1%单克隆抗体置换抗体溶液后加

入显色液BM purple染色，每间隔30 min显微镜下观察

染色情况，成功染色后加入甲醇终止染色并固定拍照。

1.6　荧光定量PCR

每个剂量组收取 30个胚胎使用 Trizol法提取总

RNA。逆转录试剂盒逆转录合成 cDNA，后向 cDNA中加

入SYBR green以及正反向引物进行实时定量PCR实验。

基因引物信息如下：（1）syn2a：正向引物，5’-GTGACC

ATGCCAGCATTTC-3’；反向引物，5’-TGGTTCTCCACTTTCAC

CTT-3’。（2）mbp：正向引物，5’-AATCAGCAGGTTCTTCGG

AGGAGA-3’；反向引物，5’-AAGAAATGCACGACAGGGTTG

ACG-3’。（3）β-actin：正向引物，5’-ACAGGGAAAAGATGA

CACAGATCA-3’；反向引物，5’-CAGCCTGGATGGCAACGTA-3。

1.7　统计学分析

采用单因素方差分析研究BPAP和BPAF对斑马鱼

运动距离、平均速度和神经发育关键基因表达的影响。

所有统计分析使用 SAS统计分析系统（version 9.13，

SAS Institute，Cary，NC）进行，检验水准α=0.05。

2　结果与分析

2.1　BPAP和BPAF对斑马鱼幼鱼运动行为的影响

行为学测试记录了幼鱼的运动轨迹（图 1A）、运

动距离（图1B）、运动热图（图1C）和运动平均速度（图

1D）。如图 1所示，与对照组相比，BPAP、BPAF均抑制

了斑马鱼幼鱼的移动距离和速度。同时图 1A运动轨

迹验证了移动距离和速度；图 1C是斑马鱼幼鱼的运

动热图，幼鱼正常游动时颜色为蓝色，幼鱼在某处呆

滞时间越长，该处显示颜色由蓝至黄，最后显示红色，

在BPAP和BPAF高剂量组有明显的幼鱼呆滞现象。

［注］A：不同染毒组斑马鱼幼鱼行为轨迹；B：不同染毒组斑马鱼幼鱼

运动总距离；C：不同染毒组斑马鱼幼鱼热图；D：不同染毒组斑

马鱼幼鱼运动平均速度。与对照组相比，***：P < 0.001。

［Note］A：Zebrafish larvae behavioral trajectories in different exposure 

groups；B：Total moving distance of zebrafish larvae in different 

exposure groups；C：Thermogram of zebrafish larvae in 

different exposure groups；D：Average speed of zebrafish larvae 

in different exposure groups. Compared with the control group，

***：P < 0.001.

图1　BPAP和BPAF染毒对斑马鱼幼鱼运动行为的影响

Figure 1　Effects of BPAP or BPAF exposure on locomotion 
behavior of zebrafish larvae

对照组（Control）           20 μg/L                    200 μg/L

BPAP

BPAF

对照组（Control）           20 μg/L                    200 μg/L

BPAP

BPAF

A

B

C

D
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2.2　BPAP和BPAF对斑马鱼幼鱼神经发育关键基因

的影响

在mRNA水平对神经系统发育相关基因 syn2a以

及mbp进行检测，结果显示：与对照组相比，BPAP

（20 μg/L和200 μg/L）和 BPAF（20 μg/L和200 μg/L）可抑

制 syn2a基因及mbp基因的表达，具有统计学差异（图

2B、图 2D）。如图 2A所示，与对照组相比，200 μg/L 

BPAP和 BPAF均显著抑制了 syn2a基因的表达（syn2a

和mbp探针标记在斑马鱼幼鱼脑部，颜色越深代表

表达量高）。如图 2C 所示，与对照组相比，斑马鱼

脑部mbp的表达量在 200 μg/L BPAF受到抑制，而在

200 μg/L BPAP中略有降低但差异不明显。原位杂交

syn2a和mbp基因的表达，部分验证了荧光定量 PCR

的结果。

［注］A：不同剂量染毒组斑马鱼幼鱼 syn2a原位杂交；B：不同剂量染毒组斑马鱼幼鱼 syn2a基因的改变；C：不同剂量染毒组斑马鱼幼鱼mbp原

位杂交；D：不同剂量染毒组斑马鱼幼鱼mbp基因的改变。与对照组相比，***：P < 0.001。

［Note］A：syn2a in situ hybridization of zebrafish larvae in different exposure groups；B：Changes of syn2a gene of zebrafish larvae in different exposure 

groups；C：mbp in situ hybridization of zebrafish larvae in different exposure groups；D：Changes of mbp gene of zebrafish larvae in different 

exposure groups. Compared with the control group，***：P < 0.001.

图2　BPAP和BPAF对斑马鱼幼鱼神经发育相关基因的影响

Figure 2　Effects of BPAP or BPAF exposure on neurodevelopment-related genes of zebrafish larvae

   对照组（Control）         20 μg/L                        200 μg/L

BPAP

BPAF

   对照组（Control）         20 μg/L                        200 μg/L

BPAP

BPAF

A B

C D

3　讨论

随着 BPA的逐渐禁用，BPAP和 BPAF作为 BPA同

系物产量逐渐增加，应用领域不断扩大。BPA有心脏

发育毒性、生殖毒性、免疫毒性、内分泌毒性以及神

经发育毒性等［23］。BPAP和BPAF同BPA化学结构相类

似，可能有着与BPA相类似的毒理学机制。有研究发

现 BPAF有更强的内分泌毒性，BPAF与雌激素受体α

的亲和力是BPA的 20倍，与雌激素受体β的亲和力是

BPA的48倍［4］。同时，任文娟等［19］研究发现高剂量的

BPAF会诱导斑马鱼心肌发育毒性，造成斑马鱼心包腔

水肿、心率降低等表型。Lee等［24］的研究表明了BPAF

通过上调大鼠脑中ROS的产生，激活MAPK路径，诱

导海马区神经细胞以及神经前体细胞的凋亡。相比

于BPAF，有研究发现BPAP也可以与雌激素受体相结

合，发挥同BPA以及BPAF相似的内分泌干扰效应［25］，

BPAP同样会发挥心脏毒性，但是对于BPAP造成的神

经发育毒性鲜有报道。

本研究发现BPAP和BPAF染毒对斑马鱼幼鱼的运

动行为具有抑制作用，这可能与神经发育关键基因的

表达下调有关。运动行为代表神经控制的活动系统，

已被广泛用于测试环境化学品的神经毒性。

在髓鞘少突胶质细胞中发现的mbp基因被认为
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是神经发育的生物标志物。在本研究中mbp基因表达

下调，表明BPAP和BPAF染毒可能会影响少突胶质细

胞，进一步影响髓鞘的形成。最近的一项研究结果显

示，暴露于甲胺磷的斑马鱼幼鱼产生神经毒性，mbp

基因也明显下调［26］。

syn2a基因结合突触小泡在哺乳动物中进一步诱

导突触形成的神经元磷酸蛋白，在突触形成和神经递

质释放中起重要作用［18］。赵丹［27］研究发现，缺氧导

致斑马鱼幼鱼神经系统损伤，syn2a基因的表达量明

显下调。在朱小乔等［20］研究中，雌性斑马鱼和雄性斑

马鱼暴露于BPAF，syn2a基因的表达量随BPAF染毒浓

度的增大而下调，这与本次实验结果相一致，而BPAP

染毒也下调了 syn2a基因的表达量。

综上所述，本研究发现，斑马鱼幼鱼在早期神经

发育阶段暴露于 BPAP（20 μg/L 和 200 μg/L）和 BPAF

（20 μg/L和200 μg/L）可能会通过抑制神经发育关键基

因的表达从而导致神经毒性。本研究尚有一些不足，

一是染毒剂量分组有限，不能明确剂量效应关系，二

是关于神经毒性的机制研究不够深入，有待进一步

研究。
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《 》杂志2019年全新改版

自1984年创刊起，《 》杂志始终坚持以环

境医学与职业医学为主体，融合相关学科的内容；以维护人

群尤其是职业人群的健康为目标；以突出报道学科前沿研究

成果为方向；以立足国内学术前沿，汲取国际研究精华，推

进环境与职业医学学科发展，提高职业和全体人群健康水平

为宗旨。

2019年起，《 》杂志全新改版！

此次改版给《 》杂志注入了焕然一新的活

力，更突出环境医学与职业医学的跨学科发展，更顺应媒体

融合发展新趋势，更聚焦热点研究，更好地发挥学科引领作

用，以科学可信的数据为政府决策提供依据，保障公众健康。

新封面设“本期推荐”，介绍本期的专栏、原创精选或重

点推荐文章。内页全新布局，伦理审批、利益冲突、引用、链

接等文章信息一目了然。此外，新的视觉效果兼顾舒适的纸质和电子阅读体验。

欢迎广大读者、作者订阅，或登录本刊官方网站www.jeom.org免费阅读、下载。
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