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摘　要　双酚类物质是一种常见的内分泌干扰物，广泛应用于工业生产. 其中，双酚 A（bisphenol A，

BPA）及其替代物双酚 S（bisphenol S，BPS）和双酚 AF（bisphenol AF，BPAF）可通过饮食、呼吸、皮

肤吸收等途径进入人体，并影响机体健康. 外泌体作为细胞分泌的囊泡，在细胞通讯中起重要作用，参

与多种生理和病理过程. 研究表明，环境污染物可影响外泌体的分泌过程. 然而，双酚类物质对外泌体分

泌的影响未见报道. 因此，本文以双酚类物质为研究对象，研究其对细胞外泌体分泌的影响. 通过超高速

离心法提取高浓度外泌体，并结合透射电子显微镜、纳米颗粒追踪分析技术（Nanoparticle Tracking
Analysis，NTA）和蛋白免疫印迹技术对外泌体进行表征. 结果表明，200 nmol·L−1 和 500 nmol·L−1 BPA暴

露 HepG2细胞 24 h后，会显著促进外泌体的分泌，而 BPS和 BPAF在人体相关浓度下（50 nmol·L−1）对

外泌体的分泌无影响. 本研究结果将为双酚类物质的毒性评估和机制研究提供新的思路.
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Abstract　 Bisphenols  are  common  endocrine-disrupting  contaminants  that  are  widely  used  in
industrial  production.  Among  them,  bisphenol  A  (BPA)  and  its  substitutes  bisphenol  S  (BPS)  and
bisphenol AF (BPAF) can enter the body through diet, respiration, and skin absorption, and affect the
health  of  the  body.  Exosomes,  as  vesicles  secreted  by  cells,  play  an  important  role  in  cellular
communication  and  are  involved  in  a  variety  of  physiological  and  pathological  processes.  The
secretion  of  exosomes  can  be  influenced  by  environmental  pollutant.  However,  the  effects  of
bisphenols  on  exosome  secretion  have  not  been  reported.  This  study  focuses  on  bisphenols  and
investigates  their  effects  on  the  secretion  of  exosome.  High-concentration  exosomes  are  extracted
using ultracentrifugation method, and the exosomes are characterized through transmission electron
microscopy,  nanoparticle  tracking  analysis  (NTA),  and  western  blot  techniques.  Our  results
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demonstrated that BPA significant promoted exosome secretion of HepG2 cells at the concentration
of  200  nmol·L−1  and  500  nmol·L−1  after  exposed  for  24  h,  while  BPS and  BPAF had  no  effect  on
exosome secretion at  physiologically  relevant  concentrations (50 nmol·L−1).  The study will  provide
new view for toxicity evaluation and mechanism research of bisphenols.
Keywords　bisphenols，exosome，human-relevant concentration.

 

双酚类物质是常见的内分泌干扰物，作为添加剂被广泛用于塑料、树脂、涂料、胶水和防腐剂等

工业产品的生产中[1 − 3]，在环境介质、野生动物和人群中均有检出[4 − 7]. 双酚类物质主要经口、呼吸道和

皮肤等途径进入体内[8 − 11]，可通过干扰内分泌系统、生殖系统、神经系统的正常功能而影响健康 [12 − 15].
双酚 A（ bisphenol  A,  BPA） 是目前应用最广的双酚类物质 [1]. 双酚 S（ bisphenol  S,  BPS） 和双酚

AF（bisphenol AF, BPAF）作为重要的 BPA替代品（结构如图 1所示），是目前人体和环境样品中检出率

较高的双酚类物质 [16 − 19]. 研究表明，BPA在孕妇血液和尿液中的浓度分别可以达到 291 nmol·L−1 和
567 nmol·L−1 [20 − 21]，BPS在男性尿液样本中浓度可达 48.3  nmol·L−1 [22]，BPAF在人血浆中浓度可达

49.3 nmol·L−1 [23]. 有研究表明，BPA在 1000 nmol·L−1 浓度下暴露 HepG2细胞，5 d后细胞活力显著降低，

在 100  nmol·L−1 浓 度 下 可 诱 导 细 胞 发 生 胰 岛 素 抵 抗 [24].  BPS和 BPAF分 别 在 80  μmol·L−1 和

45  μmol·L−1 的浓度下暴露细胞 ， 72  h后导致 20%的细胞死亡 [25]. 体内实验结果显示 ， BPA在

5 mg·kg−1·d−1 的暴露剂量下对小鼠生殖和发育无明显损害作用，但会导致小鼠脾脏中 T helper cell 17
（Th17）细胞数量的增加[26-27]. 基于 BPA对免疫的影响欧洲食品安全局设立了可耐受每日摄入量（TDI）
为 0.2 ng·kg−1·d−1 [28]. 目前的研究显示，BPA进入人体后主要被代谢成葡萄糖醛酸盐和硫酸盐缀合物，

并最终通过尿液排出体外，其人体半衰期大约为 1.5 h[26]. BPS主要在肝脏中代谢为葡糖苷酸，半衰期大

约为 6.8 h[29]. BPAF在体内主要代谢为相应的葡糖苷酸[30]，但 BPAF人体代谢周期目前未见报道. 一项

在大鼠体内的研究表明，BPAF在血浆中半衰期约为 3.35 h[31]. 虽然双酚类物质在人体中代谢速度较

快，但在长期稳定暴露下的情况下，双酚类物质仍然存在环境暴露风险.
 
 

图 1    BPA、BPS、BPAF化学结构图

Fig.1    Chemical structure of BPA, BPS, BPAF
 

 

外泌体是由细胞分泌的直径为 30—150 nm的双层膜囊泡，包含蛋白质、核酸、脂质等功能性分

子，在细胞通讯中发挥重要作用[32 − 38]. 外泌体包含的分子是其信息传递的物质基础，而外泌体的数量决

定了信号的强弱. 外泌体由细胞器多泡体向内出芽形成，通过多泡体与质膜融合释放[32]，该过程受外界

刺激干扰[39 − 41]. 已有研究证明，多环芳烃可促进肝细胞释放外泌体[41]，表明环境污染物可通过干扰外泌

体的分泌过程导致毒性，促进疾病的发生发展. 然而，目前双酚类物质对外泌体分泌的影响尚不明确.
因此，本文研究了 BPA、BPS、BPAF在人体可检出浓度范围内对外泌体分泌的影响，从而更全面地评

估双酚类物质的毒性效应，为相关政策的制定提供更全面的依据. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    实验材料

甲基纤维素（R097528-100g）、草酸（R096488-25g），购自上海易恩化学技术有限公司；戊二醛
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（P1126），购自北京索莱宝科技有限公司；细胞增殖/毒性检测试剂盒（BMU106-CN），购自亚科因（武

汉）生物技术有限公司；CD81抗体（ab109201）、TSG101抗体（ab125011）、钙连蛋白（Calnexin）抗体

（ ab133615） ，购自艾博抗 （上海）贸易有限公司；DMEM培养基 （C11995500BT） 、胎牛血清 （FBS,
10099141）、青霉素-链霉素溶液 （15140‐122），购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；活性炭吸附血

清（CS‐FBS, 04‐201‐1B），购自 Biological Industries；双酚 A（BPA， CAS: 80-05-7，B108652，>99.0%），

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；双酚 S（BPS， CAS: 80-09-1，B0495，>98.0%）、双酚 AF（BPAF，

CAS: 1478-61-1，B0945，>98.0%），购自梯希爱（上海）化成工业发展有限公司.
实验所用无外泌体血清使用超滤管（UFC910024, 100K 默克密理博公司）在 3000 g，55 min，4 ℃ 条

件下超滤获得[42]. 

1.2    实验方法 

1.2.1    双酚类物质配制与暴露

BPA、BPS、BPAF溶于二甲基亚砜（DMSO）配制成 100 mmol·L−1 的原液，并在−20 ℃ 下保存. 使用

时，在无菌条件下对各原液进行梯度稀释以得到不同浓度的工作液. 根据这 3类物质的人体检测浓度，

BPA暴露浓度为 50、 100、 200、 500  nmol·L−1，BPS和 BPAF暴露浓度为 50  nmol·L−1. 细胞暴露时

DMSO的最终浓度不超过 0.1%. 细胞培养和污染物的暴露实验所用细胞培养液配方见表 1.
 
 

表 1    细胞培养所用试剂配方

Table 1    Reagent formula for cell culture
 

名称
Name

配方
Formula

完全培养液 DMEM（高糖）培养基加入10%FBS和1%双抗

暴露培养液 无酚红DMEM培养基加入10% CS‐FBS和1%双抗

外泌体提取培养液 无酚红DMEM培养基加入10% 无外泌体CS‐FBS和1%双抗
 

人肝癌细胞系 HepG2使用完全培养液在 37 ℃ 5% CO2 条件下培养. 细胞汇合度达到 90%时进行

传代. 双酚类物质暴露前 24 h将完全培养液换成暴露培养液以消耗激素成分，排除其对双酚类物质效

应的干扰. 在检测双酚类物质对细胞活性的影响时，用分别含有 0、10、100、1000、10000、10000 nmol·L−1

双酚类物质的暴露培养液处理细胞 24 h；在检测双酚类物质对外泌体分泌的影响时，用含有双酚类物

质的外泌体提取培养液处理细胞 24 h，以 0.1% DMSO处理的细胞为对照组. 

1.2.2    双酚类物质对细胞活性的影响

取对数生长期细胞，以每孔 8000个的细胞密度铺于 96孔板中，铺板时使用暴露培养液以消耗激

素成分. 24 h后弃掉原培养基，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗细胞 1次，分别使用含有 0、10、100、1000、

10000、10000 nmol·L−1 双酚类物质的暴露培养液培养 24 h. 培养结束后将培养基换成含有 10% 细胞增

殖/毒性检测试剂的培养基在细胞培养箱中孵育 40 min. 使用酶标仪检测各个孔在 450 nm波长处的

OD值，计算各剂量组相对于对照组的相对细胞活性. 

1.2.3    外泌体的提取和表征

（1）外泌体提取

取对数生长期细胞，以每皿 3×105 个的细胞密度在 60 mm 皿中铺板，24 h后用 PBS清洗细胞 3次，

并换用外泌体提取培养液培养细胞，24 h后收集细胞培养上清液并对细胞进行计数. 将收集到的细胞

培养上清液在 4 ℃ 条件下依次经 1983  r·min−1， 5  min； 3967  r·min−1， 10  min； 8870  r·min−1， 30  min，

28000  r·min−1，70  min离心，以获取外泌体 . 向外泌体沉淀加入 PBS以重悬外泌体，再次于 4 ℃ ，

28000 r·min−1，70 min以达到清洗外泌体的目的. 弃去上清液用 100 μL PBS重悬外泌体用于后续表征

或放于−80 ℃ 冰箱保存.
（2）外泌体透射电镜表征

本实验使用 Théry改良方法进行外泌体透射电镜样品制备 [43]. 使用 4% PFA和 1%戊二醛对外泌

体样本进行固定并装载至铜网，使用 pH为 7的草酸铀酰溶液和甲基纤维素-UA包埋样品并增强样品

反差，将铜网转移到滤纸上干燥后使用透射电子显微镜进行观察.
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（3）外泌体粒径与浓度表征

本实验使用纳米颗粒追踪分析仪（NanoSight NS300，英国马尔文公司）对外泌体的粒径范围和浓度

进行测量，其有效检测浓度大约在 107—109 个·mL−1. 测量不同样本时，使用超纯水对样品池及管路进

行充分清洗. 单次采集影像 1 min，每个样品采集 5次，软件自动计算样品中外泌体的浓度.
（4）免疫印迹试验

采用免疫印迹技术对外泌体标志性蛋白进行检测，以表征外泌体 . 使用 RIPA裂解液（Radio
Immunoprecipitation Assay Lysis buffer）裂解外泌体或细胞以获得蛋白，使用 BCA（Bicinchoninic Acid
Assay）蛋白定量试剂盒对其浓度定量. 使用 SDS-PAGE凝胶电泳对蛋白进行分离，并转移至硝酸纤维

素膜上. 使用脱脂牛奶粉封闭. 外泌体表征使用 TSG101、CD81、Calnexin抗体孵育，其中 Calnexin作为

外泌体的阴性对照蛋白. 抗体孵育结束后使用化学发光剂进行显色，并使用成像系统（ChemiDocTM
MP，美国伯乐）进行成像. 通过 ImageJ软件对图像进行定量分析. 

1.2.4    统计分析

所有结果由 GraphPad Prism 9软件进行统计分析和作图. 实验数据以平均值±标准差表示. 多组间

比较采用单因素方差分析（ANOVA）进行统计分析. P≤0.05（*）表示组间有统计学差异，P≤0.01（* *）表

示组间有显著统计学差异，P≤0.001（* * *）表示组间有极显著统计学差异. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    外泌体的表征

通过超速离心法获得的外泌体形态如图 2（a），其整体呈圆形并有明显的凹陷. NTA的结果表明其

粒径主要分布为（141.3±54.1）nm（图 2（b））. 正常情况下外泌体的粒径在 30—150 nm左右，在我们的结

果中观察到的粒径略大，可能是由于在超高速离心过程中部分外泌体发生了团聚[44]. 进一步通过免疫

印迹技术对所提取的外泌体进行表征，以外泌体来源的 HepG2细胞作为参照，检测了外泌体的标志性

蛋白 TSG101和 CD81，以及内质网标志性蛋白 Calnexin. 如图 2（c）所示，外泌体样本的 TSG101和

CD81含量高于细胞样本，而 Calnexin含量低于细胞样本，这表明本实验提取的外泌体没有受到破碎细

胞的污染.
 
 

图 2    外泌体表征（a）透射电镜表征；（b）纳米颗粒追踪分析；（c）蛋白免疫印迹

Fig.2    Characterization of exosomes （a） Transmission electron microscopy; （b） Nanoparticle tracking analysis;
（c） Western blot 

  

2.2    人体剂量下 BPA、BPS、BPAF对外泌体分泌的影响

细胞毒性检测结果表明，BPA、BPS和 BPAF在 10 μmol·L−1 及以下暴露剂量下对细胞活性无影响

（图 3a）. 这表明在人体相关浓度下，BPA、BPS、BPAF在 24 h内对 HepG2细胞的活性不会产生显著

影响.
在不影响细胞活性的情况下，进一步检测 BPA、BPS、BPAF对细胞外泌体分泌的影响. 实验结果

显示，在人体相关浓度（50 nmol·L−1）下，BPS和 BPAF对细胞外泌体的分泌没有明显影响（图 3b）. 然
而，当 BPA的浓度达到 200 nmol·L−1 或 500 nmol·L−1 时，外泌体的分泌量显著增加（图 3c）. 以上结果表

明在人体相关浓度范围内，BPS和 BPAF对 HepG2细胞外泌体的分泌不产生影响，而 BPA可以促进外

泌体的分泌.
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图 3    双酚类物质对细胞活性和外泌体分泌的影响
（a）不同浓度双酚类对 HepG2细胞活性的影响；（b）50 nmol·L−1 浓度下 BPS、BPAF对 HepG2外泌体释放的影响；（c）不同浓度 BPA对

外泌体分泌的影响

Fig.3    The effect of bisphenols on cell viability and the secretion of exosomes
（a） The effect of different concentrations of bisphenols on the viability of HepG2 cells; （b） The effect of BPS/BPAF on the secretion of

HepG2 exosomes at 50 nmol·L−1; （c） The effect of different concentrations of BPA on the secretion of exosomes 

 

外泌体释放过程具有复杂性. 首先，细胞质膜发生内陷并形成内体，内体经历物质筛选和内向出芽

等步骤，进而演变为多泡体. 多泡体可与溶酶体或自噬体融合被降解，或者与细胞质膜融合，从而释放

内腔囊泡，形成外泌体[32]. 该过程涉及多个蛋白质和分子的调控，例如磷脂和四次跨膜蛋白等[32]. 有研

究表明，BPA可抑制磷脂合成酶的活性，降低细胞内磷脂的合成[45]，进而可能对外泌体的释放产生影

响. 外泌体作为细胞之间重要的信息传递媒介，可释放代谢调节和神经调节相关分子[34,36]. 已知双酚类

物质可干扰激素作用并进一步导致代谢紊乱、神经毒性等不良效应[12,14]. 因此，双酚类物质可能通过影

响细胞外泌体的分泌来干扰细胞代谢或神经调节过程，进而导致相关疾病的发生，其相关生物学过程

和潜在分子机制还需要进一步探究.
目前针对内分泌干扰物对外泌体分泌的影响研究很少. 已知一项研究在体外利用鼠原代肝细胞研

究了 3种多环芳烃 ，包括苯并 [a]芘 （Benzo[a]pyrene,  BP） 、二苯并 [a,h]蒽 （Dibenzo[a,h]anthracene,
DBA）、芘（Pyrene, PYR），在 100 nmol·L−1 浓度下对以外泌体为主的细胞外囊泡分泌的影响[41]. 该研究

表明在 100 nmol·L−1 浓度下，暴露 5 h后，3种物质均可促进以外泌体为主的细胞外囊泡的分泌，并呈

现出时间依赖性. 结合本实验结果，这提示了特定污染物的暴露可影响外泌体的分泌.
需要注意的是，本实验仅检测了双酚类物质暴露 24 h对外泌体分泌的影响，而污染物对机体的暴

露往往是长期低剂量的，因此在未来的研究中需要延长暴露时间以进一步评估 BPA、BPS、BPAF影响

外泌体分泌的长期效应. 此外，本研究结果仅基于 HepG2细胞模型，双酚类物质可能对其它细胞类型

有不同的效应. 人群中存在个体差异且暴露途径多样，这些因素可能对双酚类物质的毒性作用产生影

响. 进一步的研究应该更多考虑实际暴露场景，并扩大样本规模以提高结果的可靠性和结论的普适性.
综上所述，本研究结果显示，BPA在人体内暴露相关浓度下可以促进细胞分泌更多外泌体，虽然

不直接影响细胞活性，但它的暴露可能通过影响细胞外泌体的正常分泌而对机体产生不良影响. 这对

于深入了解双酚类物质的潜在健康风险具有重要意义. 

3    结论（Conclusion）

本文研究了 BPA、BPS、BPAF在人体相关浓度下对细胞外泌体分泌的影响. 结果表明，3种双酚
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类物质对外泌体的分泌干扰表现出差异. BPS、BPAF不会影响外泌体的分泌，而 BPA可显著促进外泌

体分泌. BPA干扰细胞外泌体正常分泌的分子机制有待进一步探究.
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