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　　［摘要］　目的　探讨ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ在双酚 Ｓ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＳ，ＢＰＳ）诱导小鼠精母细胞 ＧＣ２
凋亡中的作用及机制。方法　采用终浓度为０（ＤＭＳＯ对照组）、２０、４０、８０、１６０、３２０μｍｏｌ／Ｌ的ＢＰＳ处理
小鼠精母细胞株ＧＣ２细胞７２ｈ，镜下观察细胞形态变化；采用 ＣＣＫ８法检测细胞活力，通过流式细胞
术检测细胞凋亡和周期改变；采用比色法检测 ＲＮＡ甲基化的总体水平；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＮＡ甲
基转移酶ＭＥＴＴＬ３、ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ、ＲＮＡ甲基化识别蛋白 ＹＴＨＤＦ１和细胞凋亡相关分子 Ｐ５３、
Ｐ２１、ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ以及细胞周期相关分子 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４、ＣＤＫ２的蛋白表达水平。
建立ＦＴＯ基因干扰细胞模型，采用 ＣＣＫ８法检测细胞活力，采用流式细胞术检测细胞凋亡改变，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＴＯ和细胞凋亡相关分子 Ｐ５３、ＢＣＬ２、ＢＡＸ的蛋白表达水平。结果　与对照组相比，
ＢＰＳ染毒组 ＧＣ２细胞数量明显减少，出现较多的空泡细胞；细胞存活率呈下降趋势，尤其在 １６０、
３２０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ染毒剂量下降显著（Ｐ＜０．０５）；细胞凋亡率显著升高，凋亡相关分子 Ｐ５３、Ｐ２１、Ｃａｓｐａｓｅ
９和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平显著增加，ＢＣＬ２的蛋白水平显著下调（Ｐ＜０．０５）；ＢＰＳ浓度在 ８０、１６０、
３２０μｍｏｌ／Ｌ时细胞周期阻滞在Ｇ１／Ｓ期，细胞周期Ｇ１／Ｓ期相关分子ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４、ＣＤＫ２的蛋白水平
显著下调（Ｐ＜０．０５）；在 ８０～３２０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ染毒剂量组下，ＲＮＡ甲基化的总体水平显著升高（Ｐ＜
０．０１）；ＲＮＡ甲基转移酶ＭＥＴＴＬ３和ＲＮＡ甲基化识别蛋白ＹＴＨＤＦ１的蛋白水平无明显变化，而ＲＮＡ去
甲基化酶ＦＴＯ的蛋白水平显著下降（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，干扰ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞数量明显减
少，出现较多的空泡细胞，细胞活力显著降低（Ｐ＜０．０１）；细胞凋亡率显著升高，Ｐ５３的蛋白水平显著上
调，ＢＣＬ２的蛋白水平显著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ可能通过调控 Ｐ５３Ｐ２１和
ＢＣＬ２线粒体途径在ＢＰＳ诱导的ＧＣ２细胞凋亡过程中发挥重要作用。
　　［关键词］　双酚Ｓ；小鼠精母细胞；ＲＮＡ去甲基化酶ＦＴＯ；细胞凋亡
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（２０１７ＹＦＣ１００２００１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＡＯＪｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｃａｏｊｉａ１９６２＠１２６．ｃｏｍ

　　双酚Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡ，ＢＰＡ）在环境中广泛存在并
对人体健康产生诸多不利影响。因此，它正逐步被双

酚Ｓ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＳ，ＢＰＳ）类似物取代。目前，ＢＰＳ应用
于许多产品，包括标有“不含有 ＢＰＡ”的产品中［１］。在

许多化妆品、卫生用品、纸制品和食品包装袋中，都可以

检测到ＢＰＳ［２］。由于ＢＰＳ的使用没有被限制，其生产和
应用的数量一直在快速增加，因此，对人类健康具有安

全隐患［３］。研究表明，在职业暴露人群的尿液样本中检

测到较高浓度的ＢＰＳ（平均浓度为１２．３ｎｇ／ｍＬ），可影
响睾酮分泌，甚至比ＢＰＡ的损伤效应更加显著［４］。研

究表明，ＢＰＳ暴露能够诱导雄性成年斑马鱼性腺中
ｍｉＲＮＡ及其靶基因的表达发生明显改变，进而造成生
殖缺陷［５］。因此，ＢＰＳ作为一种新兴双酚污染物，其生
殖毒性正逐渐受到广泛关注。

　　研究表明，环境毒物会影响 Ｎ６甲基腺苷酸 ＲＮＡ
甲基化的总体水平，并改变ＲＮＡ甲基化调控基因的表
达［６］。６甲基腺嘌呤（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是

ＲＮＡ转录后修饰的最常见形式，占所有 ＲＮＡ修饰的
８０％以上［７］。随着研究的不断深入，ｍ６Ａ修饰已经成
为一个热门的研究领域［８］。ｍ６Ａ的修饰是由 ＲＮＡ甲
基转移酶、ＲＮＡ去甲基化酶和 ＲＮＡ识别蛋白 ３种分
子共同作用的结果。最新研究表明，ｍ６Ａ对于男性生
殖系统的发育是必不可少的［９］。精子发生是一个高

度动态的发育过程，涉及基因表达的复杂调控。ＦＴＯ
作为烷基化（ａｌｋｙｌａｔｉｏｎ，ＡｌｋＢ）核酸脱甲基酶家族中的
一种酶，催化ｍ６Ａ在 ｍＲＮＡ上的氧化去甲基化，可调
节ＲＮＡ剪接、稳定性或翻译，从而对细胞的各种生理
过程产生影响［１０］。ＦＴＯ在睾丸中高度表达，并且定位
于核散斑［１１］。ＦＴＯ通过降低 ｍ６Ａ水平并抑制促凋亡
因子Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达来抑制细胞凋亡［１２］。

然而，ＦＴＯ在ＢＰＳ诱导生殖细胞凋亡中的作用及调控
机制尚未阐明。因此，本研究主要探讨ＲＮＡ去甲基化
酶ＦＴＯ在ＢＰＳ诱导的小鼠精母细胞ＧＣ２凋亡中的作
用，明确表观调控与 ＢＰＳ诱导的细胞凋亡之间的关
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系，为筛选和鉴定新兴双酚污染物生殖毒性的表观遗

传标志物提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　小鼠的精母细胞系 ＧＣ２购于美国的 ＡＴＣＣ细胞
库；高糖培养基ＤＭＥＭ购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；血清为低
内毒素胎牛血清，购于中国杭州四季青公司；双酚 Ｓ、
二甲基亚砜购于美国Ｓｉｇｍａ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００
（ｌｉｐｏ３０００）转染试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、细胞增
殖ＣＣＫ８试剂盒购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ｓｉＲＮＡ试剂购于
上海吉凯基因医学科技有限公司；ＨＲＰ标记的山羊抗
兔和山羊抗鼠ＩｇＧ、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂
盒、细胞周期检测试剂盒、蛋白裂解液、ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒以及ＳＤＳＰＡＧＥ配胶试剂盒均购于上海碧云天
生物技术有限公司；ＥｐｉＱｕｉｋＴＭ ｍ６ＡＲＮＡ甲基化定量
试剂盒（Ｐ９００５）购于美国艾美捷科技有限公司；兔来
源 ＦＴＯ、ＭＥＴＴＬ３、ＹＴＨＤＦ１、Ｐ５３、ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ９、
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ抗体和鼠来源 ＣＤＫ４抗体均购于美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；鼠来源 Ｐ２１、ＧＡＰＤＨ抗体和兔来源
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２抗体均购于上海碧云天生物技术有限
公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＧＣ２细胞系，使用ＤＭＥＭ高糖培
养基（含８％胎牛血清），置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养，定期换液，细胞长至８０％～９０％时进行细胞传代。
１．２．２　细胞染毒　　将对数生长期 ＧＣ２细胞按
２０００个／孔和４×１０４个／孔，分别接种于９６孔板中和
６孔培养板中培养，２４ｈ后观察细胞贴壁情况，并进行
ＢＰＳ染毒。ＢＰＳ粉剂使用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，
配制成浓度为 ０、２０、４０、８０、１６０、３２０ｍｍｏｌ／Ｌ的储备
液，染毒时用含８％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基稀释，使
其终浓度为 ０（ＤＭＳＯ对照组）、２０、４０、８０、１６０、
３２０μｍｏｌ／Ｌ。处理７２ｈ后显微镜下观察细胞生长情
况并拍照。

１．２．３　ｓｉＲＮＡ转染　　取对数生长期细胞分别接种
到９６孔板中和６孔培养板中并培养，置于３７℃培养
箱中孵育，待细胞生长至密度为７０％～８０％时，按照实
验对照组（ＮＣ组）和干扰组（ＦＴＯｓｉＲＮＡ组、ＦＴＯ
ｓｉＲＮＡ２组）进行转染。在转染前，将９６孔板中和６孔
培养板中的培养基换成无血清培养基，按照每个孔所

需ｓｉＲＮＡ浓度，将 ｓｉＲＮＡ加入到预先装好 ＯＰＴＩＭＥＭ
的ＥＰ管中，３７℃孵育５ｍｉｎ，取Ｌｉｐｏ３０００加入到预先
装好 ＯＰＴＩＭＥＭ的 ＥＰ管中，３７℃孵育 ５ｍｉｎ后将
Ｌｉｐｏ３０００与 ｓｉＲＮＡ混合，使用移液器轻柔混匀，静置

１５ｍｉｎ。将复合物加入９６孔板中和６孔培养板中，转
染６ｈ后，将混合培养基替换为含胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基。处理７２ｈ后显微镜下观察细胞生长情况并
拍照。

１．２．４　细胞活力测定　　取对数生长期的细胞接
种于９６孔板，在每个孔中加入１００μＬ的胎牛血清培
养基，待细胞生长至密度为７０％～８０％时进行 ｓｉＲＮＡ
转染，按照需求分别在转染２４、４８、７２ｈ时，弃掉原培
养基，避光条件下在无菌操作台上每孔加入培养基

与 ＣＣＫ８试剂比例为 ９∶１的混合液 １００μＬ，于细胞
培养箱中孵育 ２ｈ，酶标仪测定波长为 ４５０ｎｍ处的
光密度值 Ｄ（４５０）。按公式计算细胞的存活率，细胞
存活率＝［Ｄ（４５０）实验组－Ｄ（４５０）空白组］／［Ｄ（４５０）对照组－
Ｄ（４５０）空白组］×１００％。
１．２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　　使用离心管收
集细胞培养液及胰酶消化后的细胞，１０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，弃上清用 ＰＢＳ重悬细胞并计数。取 ５×１０４～
１×１０５重悬的细胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入
１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（反映早期凋亡），轻轻混匀。
加入１０μＬ碘化丙啶染色液ＰＩ（反映晚期凋亡），轻轻
混匀。室温避光孵育１０ｍｉｎ，在振荡器上低速混合均
匀后，上流式细胞仪检测。

１．２．６　流式细胞术检测细胞周期　　取对数生长期
细胞接种于６孔板中，在接种２４ｈ内进行 ＢＰＳ染毒，
染毒７２ｈ后，使用胰酶进行消化和收集细胞，并调整
细胞数至 １×１０６细胞／ｍＬ。然后用 ＰＢＳ润洗 １次，
１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集沉淀，再使用７０％乙醇重
悬细胞，于 ４℃条件下固定 ４ｈ，并用 ＰＢＳ洗去固定
液，加入提前配制好的ＰＩ／ＲＮａｓｅＡ染色工作液，３７℃
水浴３０ｍｉｎ，然后上机检测。
１．２．７　ｍ６ＡＲＮＡ甲基化水平测定　　通过 ＥｐｉＱｕｉｋ
ｍ６ＡＲＮＡ甲基化试剂盒（比色法）测量总体ＲＮＡｍ６Ａ
水平。根据参考说明书进行操作：从 ＧＣ２细胞中分
离出总ＲＮＡ，并将２００ｎｇ的总 ＲＮＡ和结合溶液加入
每个孔中，并在３７℃下孵育９０ｍｉｎ，然后将捕获抗体、
检测抗体、增强剂溶液、显色剂溶液和终止溶液依次加

入每个孔中并避光反应１～１０ｍｉｎ。最后，通过酶标仪
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＵＳＡ）检测 ４５０ｎｍ处的光密度值
Ｄ（４５０），根据标准品光密度值 Ｄ（４５０）计算待测 ＲＮＡ
的 ｍ６Ａ相对含量（ｍ６Ａ％），计算公式为：ｍ６Ａ＝
［Ｄ（４５０）待测样本－Ｄ（４５０）阴性对照］／Ｓ{ }／［Ｄ（４５０）阳性对照{ －
Ｄ（４５０）阴性对照］／Ｐ}×１００％，其中Ｓ指待测样本ＲＮＡ样
本质量（ｎｇ），Ｐ指阳性对照ＲＮＡ样本质量（ｎｇ）。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　弃去培养基，用预冷的 ＰＢＳ
洗涤２次后加入适量蛋白裂解液 ＲＩＰＡ和蛋白酶抑制
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剂ＰＭＳＦ裂解细胞，冰上静置３０ｍｉｎ，将细胞刮下并吸
入１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 ３０ｍｉｎ，
上清即为细胞蛋白。使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测
蛋白浓度，取等量的总蛋白与 ５×ＳＤＳ上样缓冲液混
合，１００℃变性 １０ｍｉｎ后于－２０℃保存。配好 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白凝胶后每个样本各取 ２０μＬ进行电泳，
ＰＶＤＦ膜封闭后分别加入稀释比为１∶１０００的兔来源
Ｐ５３抗体、鼠来源 Ｐ２１抗体、兔来源 ＢＣＬ２、Ｃａｓｐａｓｅ９、
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＢＡＸ、ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体、鼠来源 ＣＤＫ４抗体、兔
来源ＣＤＫ２、ＦＴＯ、ＭＥＴＴＬ３和 ＹＴＨＤＦ１抗体，每个样本
加入稀释比为１∶１０００的鼠来源ＧＡＰＤＨ抗体，４℃孵
育过夜，使用 ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 １５ｍｉｎ，室温孵育
二抗２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，最后使用 ＥＣＬ化学发光液
进行显影分析。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件对实验结果进行分析。
数据至少是３次实验数据的平均值，采用 ｔ检验进行

组间比较，分析各组间差异。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ镜下形态学观察以及
细胞活力检测

　　建立低剂量 ＢＰＳ染毒 ＧＣ２细胞模型：使用终浓
度为０、２０、４０、８０、１６０、３２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＢＰＳ处理 ＧＣ２
细胞７２ｈ。镜下结果显示，对照组和低剂量组的ＧＣ２
细胞形态、大小正常，数量较多，空泡细胞较少。随着

ＢＰＳ染毒剂量的增大，ＧＣ２细胞数量明显减少，出现
较多的空泡细胞，高剂量组尤为明显（图 １Ａ）。通过
ＣＣＫ８法测定不同浓度的 ＢＰＳ染毒精母细胞 ２４、４８、
７２ｈ后的细胞活力，从图１Ｂ可以明显看出，与对照组
相比，２０、４０、８０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ染毒组细胞活性无明显变
化，而随着ＢＰＳ浓度的增加，１６０、３２０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ染毒
组细胞活力显著下降（Ｐ＜０．０５），呈现一定的时间和剂
量依赖效应。
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图１　不同浓度ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ以内的细胞生长变化
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２．２　ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ细胞凋亡变化和相关
分子蛋白表达水平

　　流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，与对照组相
比，ＧＣ２细胞凋亡率在 １６０、３２０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ染毒组
明显增加（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ）。ＢＰＳ以剂量依赖的方
式诱导ＧＣ２细胞发生凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显

示，ＢＰＳ染毒 ＧＣ２细胞 ７２ｈ后，Ｐ５３、Ｐ２１、Ｃａｓｐａｓｅ９
和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平显著上调，ＢＣＬ２的蛋白水平显
著下调（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ、Ｄ），ＢＡＸ的蛋白水平无明显
变化。以上结果提示ＢＰＳ可能通过 Ｐ５３Ｐ２１和 ＢＣＬ２
线粒体途径诱导ＧＣ２细胞凋亡。
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析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｄ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ对照组（０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ）比较

图２　不同浓度ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ的细胞凋亡和相关分子蛋白表达水平变化
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２．３　ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ细胞周期变化
　　流式细胞术检测细胞周期结果显示，与对照组相
比，ＢＰＳ浓度为 ８０、１６０、３２０μｍｏｌ／Ｌ时细胞周期阻滞
在Ｇ１／Ｓ期（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结

果显示，细胞周期 Ｇ１／Ｓ期相关分子 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４、
ＣＤＫ２的蛋白水平显著下调（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ、Ｄ），以上
结果提示，ＢＰＳ可能诱导 ＧＣ２细胞发生 Ｇ１／Ｓ期细胞
周期阻滞。
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图３　不同浓度ＢＰＳ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ的细胞周期和相关分子蛋白表达水平变化
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２．４　ＢＰＳ暴露后 ＧＣ２细胞中 ＲＮＡ甲基化的总体水
平和ＲＮＡ甲基化关键酶的蛋白表达水平

　　比色法结果显示，与对照组相比，ＢＰＳ染毒组
（８０～３２０μｍｏｌ／Ｌ）ＲＮＡ甲基化总体水平显著升高（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＢＰＳ染毒
ＧＣ２细胞 ７２ｈ后，ＲＮＡ甲基转移酶 ＭＥＴＴＬ３以及
ＲＮＡ识别蛋白 ＹＴＨＤＦ１的蛋白水平无明显变化，而
ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ的蛋白水平在 ３２０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＰＳ染毒组时显著下调（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ、Ｃ），提示
ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ可能参与调控 ＢＰＳ诱导 ＧＣ２
细胞损伤。

２．５　干扰ＲＮＡ去甲基化酶ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞存
活率

　　建立 ＦＴＯ基因干扰细胞模型，镜下结果显示，对
照组ＧＣ２细胞形态、大小正常，数量较多，空泡细胞
较少。而干扰 ＦＴＯ表达后的 ＧＣ２细胞数量明显减
少，出现较多的空泡细胞（图 ５Ａ）。通过 ＣＣＫ８法测

定干扰ＦＴＯ表达的生精细胞２４、４８、７２ｈ后的细胞活
力。结果显示，在 ４８、７２ｈ时细胞活力显著下降（Ｐ＜
０．０５，图５Ｂ）。以上结果提示 ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ
可能参与调控ＧＣ２细胞的凋亡。
２．６　干扰ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞凋亡变化和 ＲＮＡ去

甲基化酶ＦＴＯ以及细胞凋亡相关分子的蛋白表
达水平

　　流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，与对照组相
比，干扰 ＦＴＯ表达后的 ＧＣ２细胞凋亡率明显增加
（Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ、Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，在
干扰 ＦＴＯ表达后的 ＧＣ２细胞中，ＲＮＡ去甲基化酶
ＦＴＯ的蛋白水平显著下调（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、Ｄ）；Ｐ５３的
蛋白水平显著上调，ＢＣＬ２的蛋白水平显著下调（Ｐ＜
０．０５），ＢＡＸ的蛋白水平无明显变化。进一步说明
ＦＴＯ参与ＧＣ２细胞凋亡过程。提示ＲＮＡ去甲基化酶
ＦＴＯ可能通过调控Ｐ５３和ＢＣＬ２的表达在ＢＰＳ诱导的
ＧＣ２细胞凋亡中发挥重要作用。

!"#

（
$%!&'

(）
!

)*""+(

（
,$!&'

(）
!

-"./!&

（
0'!&'

(）
!

123/4

（
(,!&'

(）
!

52

&$'

&''

$'

'

6
7
2

相
对
表
达
量

8
6
7
2

的
9
,
2
:
;

' <' =' %' &,' (<'

>

?

?

?

?

' <' =' %' &,' (<'

@3A

浓度
B!9CD

·
E

F&

@3AB!9CD

·
E

F&

@

G"H )*""E( -"./G&

<I'

&I$

&I'

'I$

'

蛋
白
相
对
表
达
量

' !9CDBE

=' !9CDBE

&,' !9CDBE

<' !9CDBE

%' !9CDBE

(<' !9CDBE

Ａ：总ＲＮＡ中ｍ６Ａ的相对含量；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｃ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＤＭＳＯ对照组
（０μｍｏｌ／ＬＢＰＳ）比较

图４　ＢＰＳ暴露后ＧＣ２细胞中ＲＮＡ甲基化总体水平和ＲＮＡ甲基化关键酶的蛋白表达水平
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图 ５　干扰ＲＮＡ去甲基化酶ＦＴＯ表达后的ＧＣ２细胞存活变化
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Ａ：流式细胞术检测干扰去甲基化酶ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞凋亡各期分布；Ｂ：干扰去甲基化酶ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞凋亡率统
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图６　干扰ＦＴＯ表达后ＧＣ２细胞凋亡变化和ＲＮＡ去甲基化酶ＦＴＯ以及细胞凋亡相关分子的蛋白表达水平

３　讨论

　　近年来，随着对 ＢＰＡ毒性研究的不断深入，导致
其被多个替代品取代。大多数 ＢＰＡ替代品与其结构
类似，如ＢＰＳ、ＢＰＦ、ＢＰＡＦ等，其中 ＢＰＳ的应用最为广
泛［１３］。由于以上替代物不受管制，导致在环境中的暴

露量越来越多，在人群中的暴露水平及检出率也逐步

升高。研究发现，ＢＰＳ可通过影响小鼠精子蛋白的翻
译后修饰干扰雄性生殖功能或对雄性生殖产生负面影

响［１４］。最新研究表明，ＢＰＳ与核和膜 ＥＲＳ结合具有
与 ＢＰＡ相同数量级的损伤潜能［１５］。以上研究提示，

新兴双酚类污染物 ＢＰＳ能够对男性生殖系统产生不
良影响。

　　本课题组前期研究发现，低剂量ＢＰＡ暴露可以导
致ＧＣ２细胞凋亡［１６］。由于 ＢＰＳ与 ＢＰＡ的结构类似
性，有必要对由ＢＰＳ引起的细胞毒性效应及机制进行
深入研究。本研究发现，ＧＣ２细胞经 ＢＰＳ处理后细
胞活力下降，细胞凋亡数明显增加，细胞凋亡相关分子

蛋白表达水平发生一定的改变。Ｐ５３是一种肿瘤抑制
蛋白，ＢＣＬ２是一种抑凋亡蛋白，二者共同调节细胞周
期阻滞和细胞凋亡。最新研究表明，尿石素 Ａ通过抑
制ＢＣＬ２和促进 Ｐ５３Ｐ２１蛋白来诱导结直肠癌细胞
凋亡［１７］。动物研究表明，ＢＰＳ显著上调 ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９，并显著下调 ＢＣＬ２／
ＢＡＸ比率，从而诱导精母细胞凋亡［１８］。以上文献报道

与本研究发现一致，表明 ＢＰＳ可能通过 Ｐ５３Ｐ２１和
ＢＣＬ２线粒体途径共同诱导 ＧＣ２细胞发生细胞凋亡。
ＣＤＫ２、ＣＤＫ４作为Ｇ１／Ｓ期细胞周期关键因子，高水平
状态表明处于增殖的不同时期，水平降低对于ＤＮＡ复
制和诱发细胞分裂均受影响［１９］。桑根白皮素显著增

加了细胞Ｇ１期阻滞，降低了ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４的
表达［２０］。以上文献报道与本研究发现一致，提示 ＢＰＳ
可能通过调控 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＤＫ４、ＣＤＫ２诱导 ＧＣ２细胞
发生Ｇ１／Ｓ期阻滞。
　　目前，双酚类物质对男性生殖毒性的研究主要集
中在性腺发育或性激素的分泌上，很少从表观遗传调

控的角度进行探讨。有研究表明，暴露于环境毒物可

导致ｍ６Ａ修饰水平的变化［２１］。本研究发现，ＢＰＳ暴
露增加了ＧＣ２细胞中ＲＮＡ甲基化的水平。最新研究
表明，ｍ６Ａ是哺乳动物中最丰富的 ＲＮＡ修饰之一，参
与了精子发生的整个过程，包括有丝分裂、减数分裂和

精子发生［２２］。人类精子中ｍ６ＡＲＮＡ水平的增加与弱
精子症的风险增加相关，弱精子症是不孕症的常见原

因［２３］。因此，本研究推测 ｍ６Ａ修饰的增加可能与
ＢＰＳ诱导的男性生殖损伤有关。本实验结果显示，
ＧＣ２细胞暴露于ＢＰＳ后ＲＮＡ甲基转移酶ＭＥＴＴＬ３和

８０６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＲＮＡ识别蛋白表达水平没有明显变化，而 ＲＮＡ去甲
基化酶ＦＴＯ的蛋白表达水平显著降低。最新研究表
明，ＦＴＯ基因中发现的两个突变与精液质量下降有关，
ＦＴＯ功能障碍可能会降低男性生育力［２４］。因此，我们

推测ＲＮＡ去甲基酶ＦＴＯ的异常变化与ＢＰＳ染毒诱导
的ＧＣ２细胞损伤密切相关。
　　研究表明，ＦＴＯ介导的ｍ６Ａ水平降低可能参与环
境内分泌干扰物 ＭＥＨＰ诱导的间质细胞凋亡［２５］。

ＦＴＯ敲除导致小鼠ＧＣ１细胞的染色体不稳定和细胞
周期阻滞［２６］，提示 ＦＴＯ通过 ｍ６Ａ脱甲基酶活性调节
细胞发育。本研究发现，干扰 ＧＣ２细胞中 ＦＴＯ的表
达后细胞凋亡相关分子Ｐ５３和ＢＣＬ２的蛋白表达水平
发生显著变化。研究表明，双酚 Ａ类似物双酚 Ｓ暴露
改变雌性生殖道和胚泡衍生细胞的凋亡和氧化基因表

达［２７］。此外，细胞凋亡和 ｍ６Ａ修饰之间的关系已有
报道，顺铂处理降低了 ＦＴＯ表达并增加了肾脏中的
ｍ６Ａ水平，从而导致Ｐ５３的上调［２８］，这与本研究结果

一致。结合上述报道和本研究的结果，推测 Ｐ５３和
ＢＣＬ２可能是ＦＴＯ介导 ＢＰＳ致 ＧＣ２细胞凋亡过程中
的关键下游调控分子，但具体机制有待后续研究进一

步明确。

　　综上所述，本研究探讨了 ＲＮＡ去甲基化酶 ＦＴＯ
在ＢＰＳ暴露诱导的 ＧＣ２细胞凋亡中的作用和机制。
研究工作为转录后调控和表观遗传学介导内分泌干扰

物的生殖毒性提供了一个新的视角。后续本课题组将

通过动物实验进一步验证上述结果，并深入探讨新兴

双酚污染物ＢＰＳ生殖毒性的表观遗传调控机制。
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１１７９．ｅ５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｅｒｔｎｓｔｅｒｔ．２０１６．０１．００２．
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