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［摘 要］ 目的：研究双酚S（bisphenol S，BPS）对斑马鱼脂代谢的影响及可能机制。方法：用高脂饮食饲养的斑马鱼幼鱼为模

型，研究不同浓度BPS暴露对斑马鱼尾部血管中脂质沉积的影响，进一步通过ELISA和荧光定量RT⁃PCR检测脂代谢相关蛋白和

基因的表达水平来研究其可能机制。结果：在1和10 μg/L的BPS暴露下，幼鱼血管中胆固醇积累显著降低（P < 0.01）。在饲料为

42 mg/皿投喂量下，BPS暴露组斑马鱼血管中脂质积累量均显著性下降（P < 0.01）。100 μg/L的BPS暴露组中RXRα蛋白表达量显

著性降低（P < 0.05）；10 μg/L BPS暴露可显著促进hmgcrα基因的表达（P < 0.05），而 ldlrα和 rxrα的表达分别在100和1 000 μg/L
BPS暴露下受到显著抑制（P均<0.05），rorα基因表达量在0.1、1.0、100.0 μg/L BPS暴露后显著降低（P均<0.05），1 000 μg/L的BPS
暴露后降低更加明显（P < 0.01）。结论：BPS对斑马鱼幼鱼脂代谢的影响与高脂饲料的投喂量及脂代谢相关基因的表达异常

有关，其影响机制可能与 rxrα/ror信号通路相关。
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［Abstract］ Objective：To study the effects of bisphenol S（BPS）on lipid metabolism in zebrafish with high⁃fat diet and its potential
mechanism. Methods：The effects of BPS in different concentration on lipid deposition in the blood vessels of zebrafish with high⁃fat
diet were studied，and the changes of lipid metabolism⁃related proteins and genes were detected by ELISA and quantitative RT⁃PCR.
Results：The cholesterol accumulation in the larvae blood vessels was significantly decreased under the exposure of 1 and 10 μg/L BPS
（P < 0.01）. When fed with high⁃fat diet 42 mg/dish，the lipid accumulation in the larvae blood vessels of the BPS exposed group was
also significantly decreased（P < 0.01）. The expression level of RXRα protein was significantly reduced in the 100 μg/L BPS exposed
group（P < 0.05）. The gene expression of hmgcrα was significantly induced by 10 μg/L BPS exposure（P < 0.05），and the mRNA levels of
ldlrα and rxrα were all significantly decreased in the 100 μg/L and 1 000 μg/L BPS exposed group（all P < 0.05）. While the expression
of rorα gene was reduced after exposure of 0.1，1.0，100.0 μg/L BPS（all P < 0.05），and it was lower after exposure of 1 000 μg/L BPS
（P < 0.01）. Conclusion：The effect of BPS on lipid metabolism of zebrafish larvae was related to the feeding amount of high⁃fat diet
and abnormal expression of lipid metabolism related genes，and its mechanism may be related to rxr/ror signaling pathway.
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高脂饮食促进血脂升高，造成脂代谢异常。

饮食习惯［1-2］和环境因素［3-4］对动物脂代谢会产生

影响。双酚A（bisphenol A，BPA）是具有雌激素效

应的一种环境内分泌干扰物，对动物具有生殖、免

疫、神经及代谢毒性［5］，已经被很多国家限制使

用。双酚 S（bisphenol S，BPS）越来越多地用作BPA
替代物，可在环境、血液和尿液中检测到［6-8］。BPS
可能引起脂代谢异常，促进脂肪生成［9］。而生活中

高脂饮食与环境因素并不是单独存在的，高脂饮

食和BPS暴露联合作用时对动物脂质代谢产生何

种影响尚不清楚。本文采用 5%胆固醇饲料作为

高脂饲料，研究环境相关浓度 BPS暴露对高脂饮

食斑马鱼脂代谢的影响及其可能作用机制，以阐

明BPS对动物的毒理作用。

1 材料和方法

1.1 材料

野生型（AB系）和转基因型 Flil⁃EGFP（AB系）

斑马鱼均购自武汉水生所国家斑马鱼资源中心。

本研究经上海市第六人民医院动物福利伦理委员

会批准（批准号：2018⁃0203）。BPS（Sigma公司，美

国），DMSO（上海生工生物工程有限公司），60×E3培
养液配制：17.2 g NaCl、0.76 g KCl、2.9 g CaCl2·2H2O
和 4.9 g MgSO4·7H2O溶于超纯水并定容至 1 L。胆

固醇（北京博易汇科生物技术有限公司），荧光胆固

醇酯类似物（cholesteryl bodipy 524/563 C11，Invitro⁃
gen公司，美国），PPARγ ELISA检测试剂盒、RXRα
ELISA检测试剂盒（上海江莱生物科技有限公司），

总RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒（大连宝生物工程

有限公司），体视荧光显微镜（ZEISS公司，德国），普通

PCR热循环仪（C1000，美国Bio⁃Rad公司），实时荧光

定量PCR仪（CFX Connect，美国Bio⁃Rad公司）。

1.2 方法

1.2.1 斑马鱼饲养及胚胎收集

斑马鱼成鱼饲养在循环水族养殖系统中，水温

（28±1）℃，光照周期为 14 h（光亮）∶10 h（黑暗），喂

食丰年虾 2次/d。野生型斑马鱼胚胎收集：将健康

的野生型斑马鱼成鱼（雌∶雄=1∶2）置于交配盒中用

隔板分开并过夜，次日清晨收集抽掉隔板后1.5 h内
的鱼卵。在显微镜下挑出健康的卵置于 1×E3培养

液中，放入28 ℃恒温培养箱中，培养5 d后于显微镜

下挑出健康的斑马鱼幼鱼用作后续实验。转基因

型Flil⁃EGFP斑马鱼胚胎收集：与上述野生型斑马鱼

交配方法相同，受精后48 h（48 hpf）将斑马鱼幼鱼置

于体视荧光显微镜下，挑选出血管具有绿色荧光蛋

白表达的幼鱼置于 28 ℃恒温培养箱中，培养 5 d后
挑出健康的幼鱼用于后续实验。

1.2.2 高脂饮食斑马鱼胚胎暴露实验

野生型斑马鱼喂食 5%胆固醇饲料，转基因型

Flil⁃EGFP斑马鱼喂食添加胆固醇示踪剂的5%胆固

醇饲料，饲料参照文献方法进行配制［10］。将5 dpf野
生型斑马鱼和转基因型Flil⁃EGFP斑马鱼幼鱼随机分

为空白对照组（E3 培养液）、溶剂对照组（0.005%
DMSO）和BPS（0.1、1.0、10.0、100.0和1 000.0 μg/L）暴
露组。每组30尾幼鱼置于培养皿中，每个浓度设置

3个平行组，连续喂养 5%胆固醇饲料（饲料中添加

胆固醇示踪剂）10 d，每天喂食 2次，每次 35 mg/皿。

配制 10 g/L BPS作为储存液，DMSO作助溶剂，使用

时用1×E3培养液稀释为相应浓度的BPS溶液。

1.2.3 体视荧光显微镜采集幼鱼图像

每组挑选15条幼鱼，用2%的甲基纤维素固定，

使斑马鱼侧面平躺在载玻片上，在体视荧光显微镜

下对幼鱼尾部进行图像采集，用蔡司ZEN分析软件

对尾部动脉感兴趣区的红色荧光光密度进行测定，

感兴趣区主要是斑马鱼动脉且泄殖腔之后第3~6体
节位置。

1.2.4 不同投喂量高脂饮食对斑马鱼脂质沉积的

影响

对BPS各暴露组中的转基因斑马鱼（5 dpf）分别

喂食21 mg/皿和42 mg/皿10 d，挑选15条幼鱼，然后

采集转基因斑马鱼尾部动脉血管感兴趣区图像，感兴

趣区红色荧光光密度值代表血管中胆固醇的积累量。

1.2.5 脂代谢相关蛋白及基因水平检测

将5 dpf的野生型斑马鱼连续喂养5%胆固醇饲

料 10 d，每天喂食 2次，每次 35 mg/皿，每皿 30条幼

鱼，每个BPS暴露浓度设置 3个平行组。暴露后收

集 20条幼鱼作为 1个样本储存于-80 ℃冰箱待用。

组织样本的处理方法：按组织重量（g）∶体积（mL）=
1∶9的比例加入9倍体积的生理盐水于冰上进行机械

匀浆，然后将匀浆液置于离心机5 000 g，离心10 min，
取上清液于新的离心管中。用ELISA检测法测定脂

代谢相关蛋白PPARγ和RXRα。重复同样的暴露实

验和组织样品处理方法，收集20条幼鱼作为1个样

本，使用RNA提取试剂盒和逆转录试剂盒提取每个

样本的总RNA。用 qRT⁃PCR分析胆固醇代谢相关

基因和脂质代谢相关通路基因 hmgcrα、ldlrα、
pparγ、rxrα和 rorα的相对表达量。rp113α为内参基

因，各基因的引物序列如表1。
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A：体视荧光显微镜下，各浓度组幼鱼尾部血管脂质沉积，白色

距框为感兴趣区（×50）；B：Control组（E3培养液）、DMSO对照组和各

BPS 暴露组的荧光光密度值。与 DMSO 对照组相比，**P < 0.01，
***P < 0.001（n=15）。
图1 转基因Flil⁃EGFP斑马鱼幼鱼尾部血管脂质沉积情况

Figure 1 Lipid deposition in the blood vessels of transgen⁃
ic Flil⁃EGFP zebrafish larvae

1.3 统计学方法

应用SPSS20.0对数据进行统计分析，定量数据

均以均数±标准差（x ± s）表示，Kolmogorov⁃Smimov
和Levene方法检验数据的正态分布与方差的齐性，

单因素方差进行数据分析，LSD法进行组间比较，

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BPS暴露对高脂饮食斑马鱼幼鱼血管脂质沉

积的影响

图 1A 数据来自显微镜图像处理，图 1B 显示

DMSO溶剂对照组与空白对照组的尾部血管胆固

醇积累没有明显差异（P > 0.05，n=15）。1 μg/L和

10 μg/L BPS暴露后可以显著抑制高脂饮食斑马鱼

幼鱼血管胆固醇（P < 0.01，n=15）。
2.2 不同投喂量高脂饮食对BPS暴露斑马鱼幼鱼

脂质沉积的影响

图2A显示，在21 mg/皿投喂量下，与DMSO溶剂

组相比，BPS暴露组斑马鱼血管中胆固醇的积累量无

显著性差异（P > 0.05，n=15）。图2B显示，在42 mg/皿
的投喂量下，与DMSO溶剂组相比，BPS暴露组斑

马鱼血管中脂质积累量均显著下降（P < 0.01，n=
15）。

2.3 BPS暴露对高脂饮食幼鱼PPARγ和RXRα蛋白

水平的影响

如图 3A所示，与DMSO溶剂组相比，BPS暴露

组 PPARγ蛋白表达量没有显著性变化（P > 0.05）。

图 3B显示，与DMSO溶剂组相比，100 μg/L BPS暴

露组 RXRα蛋白表达量显著降低（P < 0.05），其他

BPS暴露组中没有显著变化。

2.4 BPS暴露后对脂代谢相关基因表达的影响

如图 4A 所示，与 DMSO 溶剂组相比，10 μg/L
BPS暴露组促进hmgcrα基因表达（P < 0.05）。图4B
显示，与DMSO溶剂组相比，100 μg/L BPS暴露组 ld⁃
lrα基因的表达显著降低（P < 0.05）。图 4C中，与

DMSO溶剂组相比，BPS暴露组 pparγ基因表达均没

有显著性差异。图 4D显示，与DMSO溶剂组相比，

1 000 μg/L BPS暴露组 rxrα基因表达显著降低（P <
0.05）。图4E中，与DMSO溶剂组相比，10 μg/L BPS
暴露组 rorα基因表达无显著变化，而 0.1、1.0、
100.0和 1 000.0 μg/L BPS暴露组 rorα基因表达均显

著降低（P均< 0.05）。

表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequence

基因名称

rp113α

hmgcrα

ldlrα

pparγ

rxrα

rorα

引物序列（5′→3′）
F：TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC
R：AGACGCACAATCTTGAGAGCAG
F：CCAGTCAGGAGTGTCCAGGT
R：TGCCTGCTTAGTGCATGTTC
F：ATGCCGACTGTGCCGACAATTC
R：TCCGCTCCTCCATCACACTTCC
F：TGCCGCATACACAAGAAGAG
R：ATGTGGTTCACGTCACTGGA
F：ATAGACACTTTCCTCATGGAG
R：AAACTGATTGCTGGTGACTG
F：AGCACCCAGCGCCTATGG
R：GTGTTTCTGCACTTCCGCAT

产物长

度（bp）
148

185

151

158

346

355
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3 讨 论

目前BPS对生态和人体的毒性效应仍然有许多

未知有待揭晓。高胆固醇饮食可以引起血管胆固

醇积累［11-13］。本研究结果显示，BPS可以抑制高脂

饮食斑马鱼幼鱼血管胆固醇的积累，而高脂饲料投

A：DMSO溶剂对照组和BPS各暴露组幼鱼体内PPARγ蛋白表

达量的相对值（各暴露组的值均相对于DMSO组）；B：DMSO溶剂对

照组和BPS各暴露组幼鱼体内RXRα蛋白表达量的相对值（各暴露

组的值均相对于DMSO组）。与DMSO对照组相比，*P < 0.05，n=3。
图 3 BPS暴露对高脂饮食斑马鱼幼鱼脂代谢相关蛋白的

影响

Figure 3 Effects of BPS exposure on lipid metabolism⁃re⁃
lated proteins in high⁃fat diet zebrafish larvae
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A、B：在21 mg/皿（A）和42 mg/皿（B）饲料喂量下，DMSO溶剂对

照组和BPS各暴露组的荧光光密度值；与DMSO对照组相比，**P <
0.01，***P < 0.001（n=15）。

图2 饲料投喂量对斑马鱼幼鱼血管脂质沉积的影响

Figure 2 Effects of feeding amounts on lipid deposition in
blood vessels of zebrafish larvae
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A~E：DMSO溶剂对照组和BPS各暴露组幼鱼体内 hmgcrα、ldlrα、pparγ、rxrα和 rorα基因相对表达量。与DMSO对照组相比，*P < 0.05，
**P < 0.01（n=3）。

图4 BPS暴露对高脂饮食斑马鱼幼鱼脂代谢相关基因的影响

Figure 4 Effects of BPS exposure on lipid metabolism⁃related genes in high⁃fat diet zebrafish larvae
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喂量的增加可以提高BPS暴露对幼鱼血管胆固醇积

累量的抑制效应的易感性。因此，本研究结果反映

了环境相关浓度BPS与高脂胆固醇饮食的联合作用

对生物体的毒性效应，同时进一步证实环境相关浓

度BPS的暴露可影响血管中脂质的沉积。

关于BPS暴露和高脂饮食联合作用的实验研究

较少，Ivry Del Moral等［14］对妊娠期C57BL/6小鼠进

行全程BPS暴露，再对其出生的后代小鼠单独进行

高脂饮食，研究结果显示，BPS暴露可诱导维持脂肪

组织内稳态的标志物基因表达量的变化，包括激素

敏感脂肪酶、PPARγ、胰岛素受体、SOCS3 和脂联

素。Héliès⁃Toussaint等［15］研究发现，BPS与BPA对

脂质代谢的影响机制不同，BPA主要作用于3T3⁃L1
细胞的 SREBP⁃1c、PPARγ、aP2和 ERRα/γ基因，而

BPS作用于 PGC1α和 ERRγ基因。但 Boucher等［16］

研究显示，25 μmol/L BPS暴露促进了人体脂肪细胞

脂质积累，并与PPARγ通路介导有关。环境内分泌

干扰物与高脂饮食共同作用时其影响机制复杂，而

本研究的优势是同时将BPS暴露和高胆固醇饮食对

斑马鱼进行处理，这更接近现实状况，因为高脂饮

食与环境因素的影响在实际生活中是同时存在的。

本研究分别在脂质代谢相关蛋白和基因水平

上探究了环境相关浓度BPS暴露对高脂饮食斑马鱼

脂质代谢的影响。研究结果发现，10 μg/L BPS暴露

可诱导hmgcrα基因的表达，推测BPS暴露可能促进

了斑马鱼幼鱼内源性胆固醇合成，进而影响斑马鱼幼

鱼对高脂高胆固醇饲料的吸收，从而抑制了斑马鱼幼

鱼血管中胆固醇的累积，这与我们观察到 10 μg/L
BPS暴露的高脂饮食斑马鱼幼鱼血管中脂质沉积

量降低的结果一致。本研究中，基因检测结果显

示，100 μg/L BPS暴露对 ldlrα基因的表达有抑制效

应；而 ldlr受体主要是将肝外胆固醇吸收的核受体，

ldlrα基因表达量降低可能原因是肝外胆固醇量少，

或者是在高脂饮食下，由于BPS的暴露反馈抑制了

ldlrα mRNA的表达，从而减少胆固醇的摄取和幼鱼

血管内脂质沉积。此外，本研究显示BPS暴露对高

脂饮食斑马鱼幼鱼PPARγ蛋白和pparγ基因表达虽

无显著影响，但能抑制 rxrα或 rorα的表达。rorα与

rxrα结构相似，通过调节与脂肪合成相关基因的变

化来维持胆固醇代谢平衡。研究表明，给予RORα
基因突变缺陷（RORαsg/sg）的小鼠高脂饮食后，

RORαsg/sg 小鼠出现严重的动脉粥样硬化症状［17］。

pparγ与 rxrα结合形成异二聚体，在脂质代谢中发挥

作用。本研究在高脂饮食下，BPS暴露组血管中脂

质沉积并没有显著升高，可能是BPS暴露后，通过抑

制 rxrα/rorα的表达，进而调控了与脂代谢相关基因

hmgcrα、pparγ和 ldlrα表达，其具体分子机制有待深

入研究。

综上所述，本研究观察到环境相关浓度的BPS
暴露对高脂饮食斑马鱼的脂代谢有影响作用，作用

机制可能与 rxrα/rorα相关信号通路有关。
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以及心理过程具有不可忽视的相关性。眼动检测

在简便性、客观性、患者依从性上具有明显优势，可

作为AD早期筛查指标。同时，眼动训练的开展也

为AD早期治疗提供了新的方案。
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