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摘　要　双酚类物质作为一类常用的工业原料，在许多行业中被广泛用作添加剂，特别是在食品包装、

罐头食品、玩具、塑料和牙科密封剂等一些日常消费品的生产中，但与此同时，人类经口暴露于双酚类

物质的风险也在与日俱增. 由于目前针对双酚类污染物的研究大多集中在内分泌系统、神经系统、生殖

系统及免疫系统，有关其对消化系统损伤效应的研究仍十分匮乏，因此，开展非雌激素受体介导的肠道

功能损伤研究，是探究环境中双酚类物质暴露对肠道疾病发病潜在影响的迫切需求. 本课题组将关键解

决环境剂量水平下的双酚类污染物体内代谢全过程与肠上皮屏障功能损伤的关联机制，进一步重点阐明

双酚类污染物是否通过扰动腺苷代谢信号、引发肠道屏障功能障碍作为起始性的关键步骤，进而影响肠

道疾病的发病风险.
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Abstract　Bisphenols,  as  common  industrial  raw  materials,  are  widely  used  as  additives  in  many
industries,  especially  in  the  production  of  a  number  of  daily  consumer  products  such  as  food
packaging,  canned  foods,  toys,  plastics,  and  dental  sealants.  However,  the  risk  of  oral  exposure  of
human beings to bisphenols is increasing. Since most of the current research on bisphenol pollutants
focuses on the endocrine, nervous, reproductive, and immune systems, there is still a lack of research
on  their  damaging  effects  on  the  digestive  system.  Therefore,  studies  on  non-estrogen  receptor-
mediated impairments of intestinal function are urgently needed to investigate the potential effects on
the  pathogenesis  of  intestinal  diseases.  This  work  will  critically  address  the  mechanisms linking  in
vivo  metabolism  of  bisphenol  pollutants  to  the  impairment  of  intestinal  epithelial  barrier  at
environmental  exposure  levels.  And  further  focus  was  placed  on  elucidating  whether  bisphenol
pollutants  affect  the  risk  of  intestinal  diseases  by  perturbing  adenosine  metabolic  signaling  and
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triggering intestinal barrier dysfunction as an initiating critical step, which in turn affects the risk of
intestinal diseases.
Keywords　bisphenols，adenosine metabolism，intestinal barrier，metabolomics.

 

消化系统疾病是我国的常见病、多发病，也是严重危害人类健康的全球性疾病. 近年来，消化道恶

性肿瘤的发病率明显上升，并且有年轻化趋势[1]. 环境暴露与生活方式相关的危险因素对消化系统肿

瘤的发生发展有着显著影响[2 − 3]. 有害化学物质的环境暴露是增加罹患癌症风险的重要诱发因素[4]. 双
酚类物质（Bisphenols, BPs）是一类人工合成的化学品，广泛应用于塑料、食品接触材料等领域. 然而，

BPs也是一类典型的环境内分泌干扰物，与生殖系统损伤、神经发育迟缓和免疫毒性等多种毒性效应

有关. 膳食摄入是 BPs暴露的主要途径之一[5]，伴随外卖餐饮带动的塑料制品消费需求增长，暴露于双

酚类污染物的胃肠道健康风险不容忽视[6].
双酚类污染物作为极具代表性的环境内分泌干扰物，被认为是导致近年来全球肥胖、糖尿病、乳

腺癌、甲状腺癌和生殖发育障碍发病率上升的环境健康风险因素之一. 然而，双酚类污染物对人体不

同组织器官生理功能的扰动机制尚不完全清楚，其体内代谢转化与生物分子相互作用的动态过程仍是

一个科学难题. 

1    双酚类物质的来源与暴露（Sources and exposure to bisphenols）

双酚 A （Bisphenol A, BPA）是世界上产量最高的工业化学品之一，主要用于合成聚碳酸酯、环氧

树脂和聚丙烯酸酯等聚合物，这些高分子聚合物被广泛用于各种日常消费品中，包括食品容器、厨具、

热敏纸、水管、塑料瓶、牙科材料等，从而导致人们可通过不同途径的饮食和非饮食来源接触到这种

化学物质[7]. BPA作为一种典型的环境内分泌干扰物（EDCs），多项研究已证实其对内分泌系统、神经

系统、免疫系统以及生殖系统可产生一系列不良影响[8 − 11].
鉴于 BPA存在的健康风险，从 2010年起，加拿大、中国、美国等一些国家和地区相继出台了限制

BPA生产和应用的相关政策法规 [12 − 13]. 随着公众对 BPA的关注和政府对 BPA的监管，促使大量

BPA替代物质的开发和生产，以取代 BPA在众多日常消费品中的应用. 目前，许多结构和性能上与双

酚 A相似的新型替代化合物，如双酚 F（BPF）、双酚 S（BPS）、双酚 AF（BPAF）、双酚 B（BPB）等在市场

上不断涌现，使用量不断增加，逐渐成为新型环境污染物. BPF一般广泛应用于塑料、水管、牙科密封

剂、口腔修复材料和食品包装材料；BPS主要用于饮料罐内部涂层和收据纸，同时也用作一些染料的

添加剂；BPAF最常用作氟弹性体，如食品加工设备中的垫圈、聚碳酸酯塑料等，此外，还用做光纤和电

子材料中的交联剂 [14 − 16]. 随着这些双酚类似物在工业中的大量生产、日常消费中的广泛使用及其废

弃、老化，BPs很容易从这些产品中被释放到环境[17]，使得其在地表水、沉积物、污水等环境介质中被

广泛检测到，曾在中国太湖中检测到 BPAF的浓度高达 140 ng·L−1，甚至高于被检测到的 BPA的浓

度 [18]. 由于 BPs特殊的化学结构及其理化性质，导致这些高分子聚合物表现出高环境持久性，数据显

示，其在水中的半衰期约为 15—180 d，在土壤中的半衰期约为 30—360 d，在沉积物中的半衰期高达

135—1621 d[18]. 因此，我们不得不重视 BPs对生态环境的潜在风险和对人类健康构成的风险.
由于人体接触 BPA的途径是多种多样的，根据 BPA暴露的食物来源（塑料瓶、食品包装材料等）

和非食物来源（热敏纸、牙科材料等）数据比较显示，食物来源的双酚 A暴露量通常比非食物来源的暴

露量高出至少一个数量级[19]. 在对美国纽约州的各种食品，包括饮料、乳制品、油脂、鱼和海鲜、谷物、

肉类和肉制品、水果、蔬菜和“其他”九大类食物样本调查中发现，约 75%的食物中含有 BPs，主要为

BPA和 BPF，平均浓度分别为 3 ng·g−1（湿重）和 0.93 ng·g−1（湿重），其中 BPs浓度最高的是“其他”类别，

主要为腌制的袋装即食食品；而且，数据还显示罐装食品比装在玻璃、纸或塑料容器内的食品含有更

高浓度的 BPs[20]. 与此同时，在一些欧洲国家的罐装食品和饮料中也发现了 BPs，包括 BPA、BPF、

BPS及 BPB[21 − 23]. 同样地，对中国 9个城市的 13类食品样本（谷类及谷类制品、肉类及肉制品、鱼类及

海鲜、蛋类、奶制品、豆制品、水果、蔬菜、零食、饮料、食用油、调味品等）也进行了 BPs的浓度分析，

数据显示各种食品样本中 BPs的平均浓度为 9.35 ng·g−1，其中，中国成年男性和女性通过食物平均每
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日摄入 BPs（EDI）分别为 646 ng·kg−1 ·d−1 和 664 ng·kg−1 ·d−1，远高于美国成年人的平均每日摄入量（EDI）
54.6 ng·kg−1 ·d-1[24]. 此外，在第五次中国总膳食研究（2009—2013年）中也发现了 BPs的暴露，在谷物

（33.7%—41.3%）和土豆（33.7%—14.3%）中都检测到 BPAF的存在 [25]. 尽管 BPA被大量限制使用，但

BPA类似物的种类及其应用途径在市场上仍然层出不穷，人类通过饮食或饮用水等途径暴露于

BPs的风险与日俱增，因此，需要全面评估 BPs暴露与胃肠道健康风险之间的关系. 

2    双酚类物质对肠道功能的影响（Effects of bisphenols on intestinal functions）

胃肠道是外源化学物质进入人体的主要途径，经常暴露于各类有害物质，与食品接触材料相关的

双酚类污染物尤为常见[26]. 目前，双酚类污染物的健康危害机制主要集中在甲状腺[27]、雌激素内分泌干

扰效应[28] 和疑似致癌性研究[29 − 30]，对双酚类污染物造成消化道损伤效应的研究较少. 开展非雌雄激素

受体介导的肠道功能损伤研究，是科学解析双酚类物质长期环境暴露隐形健康风险的迫切需求[31].
肠黏膜屏障是隔离体内环境与各种食物、潜在有害物质及微生物的生物界面，在维持肠道上皮完

整性和机体免疫稳态中发挥重要作用. 已有证据表明，暴露于 BPA会改变小鼠免疫系统中 Th1/Th2极

化，从而增加 Th1免疫反应[32 − 34]. 围产期口服暴露于 BPs可通过干扰细胞因子谱增加对肠道感染的易

感性，并诱导后代小鼠的肠道和全身免疫调节失衡[35 − 39]. 参考剂量水平的 BPA经口暴露能影响细胞旁

通透性，并加重雌性子代肠道炎症反应[40]. BPA膳食摄入显著降低小鼠结肠上皮中紧密连接蛋白的表

达，改变肠道微生物的多样性和结构组成，增加结肠通透性，致肠道损伤的影响与肠屏障功能的破坏密

切相关[41]. 近期有研究报道，无明显损害作用剂量下的双酚类物质（BPA和 BPF）能通过 Notch/Wnt信
号通路干扰肠道稳态，诱导肠黏膜屏障功能障碍和炎症反应，造成小鼠肠道损伤[42]. 由此可见，低浓度

水平的双酚类污染物长期暴露会造成肠屏障功能受损和慢性炎症，可能是其诱发肠道病变的起始性

环节.
一个完整的肠道屏障，对于维持机体正常的生理功能和预防疾病至关重要. 肠道菌群作为寄居于

人体最大的微生态系统，其微生物群落多样性组成或代谢产物影响肠道黏膜屏障结构和功能的完整

性，并与宿主的生理病理状态密切相关 [43]. 目前，在人群水平有报道结肠炎活动期的患者血清双酚

A水平显著升高，增强的系统性炎症反应与肠道屏障功能障碍及细菌内毒素易位有关[44]. 另有小鼠模

型证实，双酚 A暴露能直接影响肠道微生物群落组成，朝着代谢综合征模式转变[45]；改变肠道菌群色

氨酸代谢而导致结肠炎的加重恶化[46]. 综上所述，双酚类污染物对肠道健康的影响可能主要通过扰乱

肠道微生态系统、破坏肠上皮屏障功能，尤其是干扰宿主-微生物共代谢而发挥作用.
在课题组前期研究中发现：BPA在环境剂量下低水平持续暴露五个月，会显著改变小鼠肠道微生

物组成和扰动腺苷信号（嘌呤代谢），如图 1所示. 需要指出的是，腺苷是串联机体物质（能量）代谢和信

号转导两大重要功能的关键枢纽分子，在生物合成、代谢信息传递和细胞间通讯中扮演重要角色[47].
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图 1    BPA暴露干扰肠道嘌呤代谢的前期研究结果
（A）差异性代谢物的通路富集分析，（B）结直肠内容物微生物与差异代谢物相关性分析

Fig.1    Previous study results of BPA exposure interfering with intestinal purine metabolism
（A） Pathway enrichment analysis of differential metabolites, （B） Microbial correlation analysis of colorectal contents with differential

metabolites 

 

基于剂量反应关系的代谢组学和通路敏感性分析表明，腺苷途径相关通路（嘌呤代谢）可能是

BPA暴露的潜在内源性生物标志物 [48]. 利用分子对接的计算毒理学方法鉴定到 BPA与腺苷受体

A2AR有良好的理论亲和力[49]. 单细胞转录组测序发现，双酚类污染物（BPA、BPF和 BPAF）可通过诱

导肠上皮不同细胞的异质性反应而致肠损伤和代谢异常[50]. 由此可见，扰动腺苷代谢信号可能是双酚

类污染物暴露致肠道上皮屏障功能受损的内在机制. 

3    拟开展研究（Proposed research）

由于扰动腺苷代谢信号可能是双酚类污染物暴露致肠道上皮屏障功能受损的内在机制，因此，在

环境剂量水平下，双酚类污染物暴露将很有可能通过干扰腺苷代谢信号引发肠上皮屏障功能障碍，进

而对肠道疾病的发生发展和转归有重要影响（如图 2所示）.
 
 

图 2    双酚类新污染物暴露致肠上皮屏障损伤作用机制研究的科学假设

Fig.2    Scientific hypothesis on the mechanism of intestinal epithelial barrier damage induced by exposure to
new pollutants of bisphenols 
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课题组将聚焦于双酚类污染物（BPA、BPB、双酚 E（BPE）、BPF、BPAF、双酚 C（BPC）和 BPS，

HPTE作为对照），在环境暴露剂量水平下，对肠道上皮屏障功能的影响及作用机制研究，拟从如下三

个方面开展：双酚类污染物暴露致肠道屏障功能损伤的毒性效应表征、干扰腺苷代谢信号的分子机

制、肠屏障损伤修复的功能验证实验. 

3.1    总体技术路线

总体技术路线如图 3所示.
 
 

图 3    本项目总体技术路线示意图

Fig.3    Schematic of the overall technical route of the project 

 
 

3.2    拟采取的研究方案
 

3.2.1    双酚类污染物暴露致肠道屏障功能损伤的毒性效应表征

肠上皮屏障功能损伤是肠道病变的关键环节. 整合利用整体动物和细胞模型，开展环境污染物体

内外暴露实验，能全面细致地评估待测物质的毒性效应. 因此，拟采用整体动物暴露和体外细胞处理相

结合的方法，研究双酚类污染物环境剂量水平下暴露对肠道屏障功能的影响.
（1）肠屏障损伤动物模型和双酚类污染物暴露

肠道屏障损伤小鼠模型：按照文献 [51]，利用 C57BL/6J小鼠，通过葡聚糖硫酸钠（DSS）化学诱导法

制备肠道屏障功能损伤动物模型. 以肠道组织病理形态学指标确认肠屏障损伤模型是否成功. 通过优

化 DSS用药剂量和持续时间而诱导呈现典型的肠屏障损伤病理特征，此为阳性对照试验.
双酚类污染物染毒方式：鉴于膳食暴露是普通人群双酚类物质最常见的暴露途径[5]，动物实验染

毒方式确定为灌胃，将小鼠随机分为空白对照组和不同剂量的双酚类物质暴露组（每组小鼠各 10只）；

双酚类物质用橄榄油溶解配制，空白对照组为不含双酚的橄榄油，连续暴露 1—2周或 2—4月（急性和

慢性染毒）. 申请入已注意到，由于皮肤接触是日常生活中双酚类物质人体暴露不可避免的途径，本研

究也考虑小样本皮肤暴露预试验，根据预实验来判断是否调整染毒方式.
双酚类污染物暴露浓度：双酚类污染物的染毒剂量，根据我国一般人群中双酚类物质的内暴露水

平来设定[52]，包括低、中和高的 3个剂量水平. 由于不同结构类型的双酚类物质人体负荷水平和生物

活性有较大差异，本研究将在覆盖机体负荷范围（0—100 ng·mL−1）的剂量条件下, 并通过液质联用仪

定量检测双酚类物质小鼠体内内暴露水平，考察双酚类物质致肠道屏障功能损伤的毒性效应.
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（2）双酚类物质影响小鼠肠道屏障功能的量化表征

肠道通透性的测定：肠黏膜通透性的变化能准确反映肠黏膜的损伤程度，是监测肠道屏障功能完

整性的重要指标. 对双酚类物质暴露不同时间后的各组小鼠灌胃 FITC-葡聚糖（FITC-dextran，FD 4），

4 h后取外周血，紫外可见分光光度计（490 nm）检测血液中 FITC含量，定量表征双酚类物质暴露后小

鼠肠道通透性的动态变化，评估肠道屏障功能的完整性.
肠道组织形态学分析：肠黏膜组织学观察，能直接反映肠上皮形态结构的变化，是一种公认的评价

肠道屏障功能的常用方法. 通过光学和电子显微镜观察肠道上皮细胞形态、绒毛结构、排列及亚细胞

器变化情况. 本研究将采用扫描电镜和透射电镜观测双酚类污染物暴露对肠黏膜机械屏障的影响.
紧密连接蛋白的测定：紧密连接是肠上皮细胞间的主要连接方式，在维持肠道屏障完整性中发挥

重要作用. 紧密连接蛋白是构成肠道黏膜屏障、决定肠道通透性的重要效应分子. 采用 qRT-PCR检测

肠道紧密连接蛋白（ZO-1）、密封蛋白（Claudin-1）、连接黏附分子（JAM）、黏蛋白-2（MUC-2）和闭锁蛋

白（Occludin）的表达情况，分子水平上表征双酚类物质暴露对肠上皮屏障功能的影响.
（3）双酚类物质致肠屏障功能损伤的定量构效关系

体外肠道屏障模型：采用肠上皮细胞 Caco-2体外培养，分别用肿瘤坏死因子-α（TNF- α）和脂多糖

（LPS）处理细胞，建立肠上皮屏障功能研究的体外模型.
跨膜电阻抗（TEER）的测定：经双酚类物质暴露处理后，显微镜下观察 Caco-2单层细胞的形态、测

量跨膜电阻抗（TEER）和荧光黄透过率，以体外评估双酚类物质对肠上皮屏障功能的影响.
定量构效关系（QSAR）的研究：采用分子对接的方法模拟双酚类物质和腺苷受体（A2AR）的选择

性结合关系，将其剂量反应关系曲线（响应值采用肠上皮细胞的跨膜电阻值 TEER）分别和化合物与腺

苷受体及雌激素受体的结合自由能进行拟合，以预测双酚类物质的肠上皮屏障损伤效应可能与腺苷受

体的选择性有关. 

3.2.2    双酚类污染物暴露干扰腺苷代谢信号的分子机制

利用第一部分研究所建立的动物模型和细胞模型，对双酚类污染物的体内外代谢转化和腺苷信号

干扰效应进行定量分析，以明确双酚类物质暴露致肠上皮屏障功能损伤的效应标志物和生理扰动分子

机制.
（1）双酚类污染物在小鼠体内的代谢转化规律

采用超高效液相色谱-三重四极杆串联质谱（UPLC-MS/MS）研究双酚类物质在 C57BL/6J小鼠和

Caco-2细胞中的代谢转化规律，定量分析双酚类化合物原型、羟基化代谢产物和葡萄糖醛酸结合及磺

酸结合产物，总结双酚类化合物体内外生物转化规律；重点考察双酚类物质原型及其代谢产物在肝肠

回路中的循环和分配情况（见图 4），并与其暴露所致肠上皮屏障功能损伤毒性效应建立联系.
 
 

图 4    双酚类物质肝肠回路中的循环代谢与再分配（以 BPA为例）

Fig.4    Circulating metabolism and redistribution of bisphenols in the hepato-intestinal circuit （BPA as an example） 
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（2）双酚类污染物暴露扰动肠道腺苷代谢通路

利用基于质谱技术的靶向定量代谢组学策略，对双酚类物质暴露后小鼠肠道、肠道内容物、粪便

和 Caco-2细胞及其培养液等生物样本，定量分析腺苷代谢相关的通路，包括嘌呤核苷酸的从头合成与

补救途径、腺苷降解途径、ATP再生途径和细胞腺苷摄取途径（图 5），以全面绘制双酚类污染物暴露

对腺苷代谢通路干扰的全过程.
 
 

图 5    细胞内和细胞外的腺苷代谢通路示意图

Fig.5    Schematic representation of intracellular and extracellular adenosine metabolic pathways 

 

（3）双酚类污染物暴露干扰腺苷信号传导

腺苷代谢通路相关的小分子代谢物，不仅是体内外生化代谢反应的底物，而且作为信号分子，对维

持机体生理功能发挥重要作用. 鉴于 2A型腺苷受体亚型（A2AR）对腺苷的高亲和性，在腺苷信号通路

中将被重点研究. 具体而言，采用 UPLC-MS/MS精确定量环磷酸腺苷 cAMP、腺苷和肌苷等关键信号

分子，同时采用 qRT-PCR、免疫印迹和免疫组化实验，对 2A型腺苷受体（A2AR）-cAMP-PKA信号通路

进行分析（图 6），以更进一步证实双酚类物质致肠上皮屏障功能损伤的毒性通路.
  

图 6    双酚类物质干扰 A2AR-cAMP-PKA信号传导示意图

Fig.6    Schematic diagram of bisphenols interference with A2AR-cAMP-PKA signaling 

  

3.2.3    双酚类污染物暴露与肠屏障损伤修复的功能验证

靶向干预腺苷-A2AR通路以修复双酚类物质所致肠道损伤，此为功能验证实验. 分别从腺苷底物
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来源阻断和增强、腺苷受体拮抗和活化等正反两个方面，验证腺苷-A2AR通路在双酚类污染物暴露致

肠上皮屏障损伤的作用机制和毒性贡献.
（1）验证双酚类物质扰动腺苷代谢何种途径而致肠屏障功能障碍

腺苷既是腺苷酸的前体，又是其代谢产物. 分别从腺苷的胞内外来源与合成分解代谢的角度，通过

增强或阻断腺苷底物来源，确证具体何种腺苷代谢途径驱动双酚类物质暴露致肠上皮屏障功能损伤.
包括肠道微生物来源的腺苷、胞外 ATP逐级水解产生的腺苷和细胞内能量代谢生成的腺苷等三条主

要途径，分别用四联抗生素清除肠道菌群、化学抑制剂阻断相应的代谢通路来佐证.
（2）验证双酚类化合物竞争结合腺苷受体而致肠屏障功能障碍

双酚类化合物可能通过竞争性干扰腺苷或肌苷与其受体的结合而达到影响肠上皮屏障功能的效

果. 分别采用 A2AR激动剂 CGS21680和拮抗剂 ZM241385[53] 联合双酚类物质暴露，结合第一和第二部

分的方法，检测小鼠肠上皮屏障功能指标的变化，从生理功能上验证腺苷-A2AR通路在双酚类污染物

致肠上皮屏障功能损伤中的作用. 

4    总结（Summary）

BPA作为典型的环境内分泌干扰物，通过多种途径广泛地暴露于环境和日常生活中，随着 BPA所

造成的健康风险被越来越多的关注以及被有关政策的限制使用，BPS、BPF和 BPAF等 BPA类似物越

来越多地用于消费品的制造中，塑料食品容器、罐装食品、厨具、玩具、塑料水瓶等日常消费品随处可

见，环境中 BPs的蓄积也在不断增长，人类通过饮食或饮用水暴露于 BPs的剂量和健康风险不容忽

视，当前针对 BPs的研究大多集中于生殖发育、内分泌干扰、神经毒性及免疫毒性，有关 BPs对胃肠道

健康的影响及其具体作用机制仍然知之甚少.
本课题组拟通过质谱组学技术，对双酚类物质的代谢转化过程与肠上皮屏障界面的完整性进行同

步分析，直观解析双酚类物质原型及代谢产物与肠道组织微环境相互作用的动态过程，着眼于双酚类

物质对肠上皮屏障生理功能的影响及作用机制，聚焦研究双酚类污染物体内代谢转化过程与肠道功能

性损伤的内在关联，探寻民众关注的胃肠道健康问题背后的环境风险因素，明确其对肠道屏障生理功

能扰动的分子机制，为双酚类污染物的肠道健康风险评价提供技术支持，为双酚类物质暴露引发肠上

皮屏障功能障碍而影响肠道疾病发生发展的作用机制提供理论依据.
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