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摘 要:环境污染物双酚S(BPS)已被证实能够降低模式生物的血浆胰岛素含量,从而扰乱糖代谢,然而BPS
干扰胰岛细胞胰岛素分泌的毒性机制尚不清楚。采用10-8、10-6和10-4

 

mol/L的BPS暴露大鼠胰岛瘤细胞

Rin-m5F,结果发现BPS暴露降低了前胰岛素原基因的mRNA水平和胰岛素分泌量以及糖酵解和K+通道

(KATP)标志基因的表达水平;暴露还干扰了线粒体功能和代谢相关基因的表达水平,显著降低了线粒体数量

并损伤了线粒体膜的完整性。此外,BPS暴露虽改变了部分抗氧化酶基因的表达,但并未引起细胞内活性氧

(ROS)含量变化。结果表明,BPS对胰岛β细胞线粒体功能和结构的破坏可能是其损伤Rin-m5F细胞胰岛

素分泌功能的重要机制。研究结果为BPS健康风险评价和毒性作用机制研究提供了基础数据。
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Abstract:
 

Previous
 

studies
 

have
 

found
 

that
 

exposure
 

to
 

the
 

environmental
 

pollutant
 

bisphenol
 

S
 

(BPS)
 

can
 

decrease
 

the
 

plasma
 

insulin
 

levels
 

of
 

model
 

animal,
 

thereby
 

disrupting
 

glucose
 

metabolism.
 

However,
 

the
 

toxicity
 

mechanism
 

by
 

which
 

BPS
 

interferes
 

with
 

insulin
 

secre-
tion

 

in
 

pancreatic
 

islet
 

cells
 

is
 

not
 

yet
 

clear.
 

Herein,
 

rat
 

islet
 

tumor
 

cells
 

Rin-m5F
 

were
 

ex-
posed

 

to
 

the
 

BPS
 

of
 

10-8,
 

10-6
 

and
 

10-4
 

mol/L.
 

The
 

results
 

revealed
 

that
 

BPS
 

exposure
 

re-
duced

 

mRNA
 

levels
 

of
 

preproinsulin
 

genes
 

and
 

insulin
 

secretion
 

levels
 

as
 

well
 

as
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

glycolysis
 

and
 

K+channel(KATP)
 

marker
 

genes.
 

Exposure
 

also
 

interferes
 

with
 

the
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

mitochondrial
 

function
 

and
 

metabolism,
 

significantly
 

re-
ducing

 

mitochondrial
 

quantity
 

and
 

impairing
 

the
 

integrity
 

of
 

mitochondrial
 

membranes.
 

In
 

addition,
 

although
 

BPS
 

exposure
 

changed
 

the
 

expression
 

of
 

some
 

antioxidant
 

enzyme
 

genes,
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it
 

did
 

not
 

cause
 

the
 

change
 

of
 

intracellular
 

ROS
 

content.
 

These
 

results
 

suggested
 

that
 

the
 

disruption
 

of
 

mitochondrial
 

function
 

and
 

structure
 

of
 

pancreatic
 

β
 

cells
 

by
 

BPS
 

may
 

be
 

an
 

im-
portant

 

mechanism
 

underlying
 

the
 

impaired
 

insulin
 

secretory
 

function
 

of
 

Rin-m5F
 

cells.
 

The
 

results
 

provide
 

basic
 

data
 

for
 

the
 

health
 

risk
 

assessment
 

and
 

toxicity
 

mechanism
 

study
 

of
 

BPS.
Key

 

words:
 

environmental
 

pollutant;bisphenol
 

S(BPS);insulin;health
 

risks

双酚A(BPA)被怀疑是导致糖尿病发生的典型环境内分泌干扰物[1],双酚S(BPS)作为BPA替代物,
已被广泛应用于婴儿奶瓶、食品纸质包装和热敏纸的生产中[2],是一种备受关注的新污染物。之前的研究

发现在环境浓度的BPS暴露模式下,生物斑马鱼也能够升高血糖水平,且主要通过降低血浆胰岛素水平

发挥糖代谢扰乱作用[3],然而BPS降低血浆胰岛素水平的毒性机制尚不清楚。
胰岛β细胞作为体内合成和分泌胰岛素的唯一场所,其从初期的激素分泌功能受损到后期细胞逐渐

凋亡,是2型糖尿病从发生到发展的重要原因之一[4];而在葡萄糖刺激胰岛素分泌的过程中,线粒体不仅

提供了胰岛素分泌所需的能量腺嘌呤核苷三磷酸(ATP),而且其结构和功能的稳定对维持胰岛β细胞存

活也起着重要作用。一方面,在胰岛β细胞对葡萄糖的感知过程中,葡萄糖经葡萄糖转运蛋白2(GLUT2)
转运至β细胞内后,被葡萄糖激酶GCK磷酸化,生成的葡萄糖-6-磷酸进入无氧酵解和有氧酵解过程,在
线粒体内代谢产生ATP,继而升高细胞质中ATP与ADP(腺嘌呤核苷二磷酸)的浓度比值,导致ATP依

赖的K+通道(KATP)关闭,细胞膜去极化、电压依赖式Ca2+通道开放;Ca2+从膜外进入膜内,最终促进胰

岛素颗粒的胞吐作用[5]。另一方面,内、外源刺激下线粒体膜破裂会释放大量细胞色素C,激活下游细胞

凋亡通路;并且线粒体是维持细胞质Ca2+稳态的重要细胞器,线粒体受损诱发的Ca2+失衡也会触发β细

胞损伤[6]。研究发现许多污染物能通过损伤线粒体进而破坏胰岛β细胞胰岛素分泌功能[7-11],然而BPS
是否能通过此途径发挥毒性尚不清楚。

大鼠胰岛瘤细胞Rin-m5F是研究污染物对胰岛β细胞结构和功能影响的常用体外模型[12],本研究以

Rin-m5F为实验模型,参考人体尿液中BPS的最高检出浓度(21.0
 

ng/mL,约为8.4×10-8
 

mol/L)[13],
设计了10-8、10-6和10-4

 

mol/L的浓度进行暴露实验。通过测定Rin-m5F细胞前胰岛素原基因Ins的

信使核糖核酸(mRNA)水平、胰岛素分泌水平以及胰岛素分泌相关基因(包括Glut2、Gck以及编码KATP
通道的两个亚基基因Kir6.2和Sur)的mRNA表达水平,首先探明BPS暴露对Rin-m5F细胞功能的具

体影响;然后通过检测线粒体功能和代谢相关基因(包括线粒体生物合成相关基因Tfam、线粒体ATP合

成酶亚基基因Atp6和柠檬酸合成酶基因Citrate
 

synthase)表达水平、线粒体ATP产生量、线粒体数量和

膜电位,从损伤线粒体结构和功能的角度阐明BPS干扰胰岛β细胞胰岛素分泌功能的机制;最后从氧化

应激的角度,分析了BPS损伤胰岛β细胞线粒体的可能途径。

1 材料与方法

1.1 实验药品与材料

实验药品:BPS(C12H10O4S)纯度>99.9%,购自Sigma公司。Rin-m5F细胞购自上海信裕生物科技

有限公司,采用RPMI-1640培养基,于37
 

℃、5%
 

CO2培养箱中培养。
1.2 胰岛素含量测定方法

采用6孔板培养细胞,细胞培养密度为1×106
 

个/孔。采用含有10-8、10-6 和10-4
 

mol/L
 

BPS的培

养基暴露Rin-m5F细胞24
 

h,暴露期间不换液。6孔板细胞培养液暴露液体积为2
 

mL。同时设置空白对

照组和溶剂对照组,每组6个复孔。暴露结束后参考文献[14]的方法,分别采用低糖和高糖溶液孵育Rin-
m5F细胞1

 

h(2
 

mL/孔),以刺激其分泌胰岛素。收集培养基,离心取上清液,采用大鼠胰岛素测定试剂盒

(Beyotime
 

Biotechnology,中国,检测限为1~300
 

mIU/L)测定培养基中胰岛素含量,操作步骤按说明书

进行。
采用细胞增殖-毒性检测试剂盒(Dojindo,日本)检测细胞增殖率,实验结果发现空白对照组、溶剂对
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照组和各暴露浓度组的细胞增殖率无显著差异;各实验结果均未发现空白对照组与溶剂对照组存在显著

差别,因此仅以溶剂对照组的结果作图。
1.3 细胞暴露方法

采用24孔板和6孔板培养细胞,细胞培养密度分别为2.5×105 和1×106
 

个/孔。采用含有10-8、
10-6和10-4

 

mol/L
 

BPS的培养基暴露Rin-m5F细胞24
 

h,暴露期间不换液。24孔板细胞培养液或暴露

液体积为1
 

mL,6孔板细胞培养液或暴露液体积为2
 

mL。同时设置空白对照组和溶剂对照组(0.1%
 

DMSO),每组6个复孔。
1.4 Real-time

 

PCR(RT-PCR)检测基因表达水平方法

采用6孔板暴露细胞24
 

h,暴露结束后每孔细胞中加入1
 

mL
 

Trizol试剂(Invitrogen,美国)裂解细胞,提
取样品中的RNA,按说明书进行操作。RNA质量和浓度检测、反转录、RT-PCR方法[15]以及PCR引物序列

参考相关文献[14,16]。以Gapdh、B2m 作为双内参,mRNA的相对丰度采用2-△△CT法计算[17]。
1.5 ATP含量测定方法

采用6孔板暴露细胞24
 

h,暴露结束后吸出培养液,每孔加入200
 

μL裂解液,细胞裂解后4
 

℃、
12

 

000g加速度离心5
 

min,取上清液,冰上保存,用于ATP含量测定。采用ATP检测试剂盒(Beyotime
 

Biotechnology,中国,检测限为0.1
 

nm~10
 

μm)测定,根据试剂盒说明书操作,采用CLARIOstar全波长

荧光扫描酶标仪检测相对光单位(RLU)值。
1.6 线粒体数量分析

采用24孔板暴露细胞24
 

h,暴露结束后加入37
 

℃的 Mito-Tracker
 

Green染色工作液(Beyotime
 

Biotechnology,中国),与细胞37
 

℃共孵育15
 

min,去除Mito-Tracker
 

Green染色工作液,加入37
 

℃预温

的新鲜细胞培养液;随后用荧光显微镜进行观察,采用Image
 

J软件(National
 

Institutes
 

of
 

Health)分析

相对荧光强度。
1.7 线粒体膜电位测定

采用6孔板暴露细胞24
 

h,暴露结束后采用线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1,Beyotime
 

Biotechnolo-
gy,中国)检测线粒体膜电位,使用FACSCalibur流式细胞仪进行统计。
1.8 ROS含量测定方法

采用活性氧(ROS)检测试剂盒(Beyotime
 

Biotechnology,中国)检测细胞内ROS水平。操作按照说

明书进行,使用CLARIOstar全波长荧光扫描酶标仪进行检测。
1.9 统计学分析

实验数据以平均数±标准差形式表示。对实验数据进行方差齐性分析,采用单因素方差分析LSD或

Dunnett
 

T3多重检验分析显著性差异,P<0.05认为差异显著。统计分析采用SPSS
 

16.0软件进行。图

表使用SigmaPlot
 

11.0软件生成,并使用Microsoft
 

PowerPoint
 

2020软件进行图像处理。

2 结果与分析

2.1 BPS对Rin-m5F细胞胰岛素合成和分泌的影响

BPS对Rin-m5F细胞胰岛素合成和分泌的影响如图1所示。暴露24
 

h后,10-6 和10-4
 

mol/L的

BPS显著降低了Rin-m5F细胞前胰岛素原基因Ins转录水平(P<0.05),且呈现出明显的剂量-效应关

系。10-8、10-6和10-4
 

mol/L的BPS显著降低了Rin-m5F细胞培养基上清液中胰岛素的含量(P<
0.05),分别降低至对照组的39%、29%和25%,结果表明葡萄糖刺激的胰岛素分泌过程受到BPS暴露的

抑制。
2.2 BPS对Rin-m5F细胞胰岛素分泌相关基因表达的影响

BPS暴露对Rin-m5F细胞胰岛素分泌相关基因表达的影响如图2所示。与对照组相比,葡萄糖转运

蛋白基因Glut2
 

mRNA水平在各个暴露浓度组均无显著变化;葡萄糖激酶基因Gck
 

mRNA水平在10-8

和10-4
 

mol/L暴露浓度组显著降低(P<0.05);编码KATP 通道的2个亚基基因Kir6.2和Sur的mR-
NA水平在最高暴露浓度组(10-4

 

mol/L)显著降低(P<0.05)。
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图1 BPS暴露24
 

h对Rin-m5F细胞Ins
 

mRNA水平和胰岛素分泌的影响

*表示差异具有显著性(P<0.05)。

图2 BPS暴露24
 

h对Rin-m5F细胞胰岛素

分泌相关基因表达的影响

*表示差异具有显著性(P<0.05)。

2.3 BPS对Rin-m5F细胞线粒体功能和结

构的影响

  基因Tfam 与线粒体生物合成相关,基
因Atp6能够编码线粒体ATP合成酶的一

个亚基,而柠檬酸合成酶基因Citrate
 

syn-
thase是线粒体三羧酸循环的关键酶之一。
10-4

 

mol/L
 

BPS暴露24
 

h后,与对照组相

比,Rin-m5F细胞内上述3个与线粒体功能

和代谢相关的基因表达水平均显著降低(图
3(a),P<0.05)。各个浓度的BPS暴露均显

著降低了Rin-m5F细胞线粒体ATP的产生

量(图3(b),P<0.05),分别降低至对照组

的67%、60%和56%。线粒体的数量在

10-6~10-4
 

mol/L暴露浓度组显著降低(图
3(c),P<0.05),分别降低至对照组的84%
和86%。线粒体膜电位在最高暴露浓度组显著降低(图3(d),P<0.05),降低至对照组的81%。
2.4 BPS对Rin-m5F细胞抗氧化酶基因表达水平和ROS含量的影响

BPS暴露对Rin-m5F细胞抗氧化酶基因表达水平和ROS含量的影响如图4所示。与对照组相比,
10-8、10-6

 

mol/L的BPS暴露均显著抑制了超氧化物歧化酶基因Sod2的mRNA表达(P<0.05),而谷

胱甘肽过氧化物酶基因Gpx 的mRNA水平仅在最低暴露浓度组显著降低(P<0.05),过氧化氢酶基因

(Cat)和谷胱甘肽还原酶基因(Gsr)mRNA水平均无显著性变化。BPS暴露并未显著改变Rin-m5F细胞内

ROS含量。

3 讨论

BPS作为双酚A的新型替代品,目前已经在多种环境介质中频繁检出[18-20]。诸多研究采用检测前胰

岛素原基因Ins的mRNA水平或检测低糖+高糖刺激后细胞胰岛素分泌量,来判断污染物对胰岛β细胞

功能的影响[21-23]。本研究采用10-8、10-6和10-4
 

mol/L的BPS进行暴露实验,结果发现10-6~10-4
 

mol/L
的BPS显著降低了Ins的转录水平,10-8~10-4

 

mol/L的BPS均显著抑制了葡萄糖刺激的胰岛素分泌过程,
结果证实体外暴露条件下BPS能够损伤胰岛β细胞胰岛素合成和分泌过程。胰岛β细胞中,葡萄糖经

GLUT2由细胞外转运至细胞内,经GCK磷酸化为6-磷酸葡萄糖,进入糖酵解过程后被转化为丙酮酸[24]。
线粒体中,丙酮酸进入三羧酸循环,产生ATP,促进KATP通道的关闭和细胞膜的去极化,从而促进胰岛素的

分泌[25]。因此,葡萄糖刺激的胰岛素分泌过程受损可能与葡萄糖感知或线粒体代谢过程的异常相关。
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图3 BPS暴露24
 

h对Rin-m5F细胞线粒体结构和功能的影响

*表示差异具有显著性(P<0.05)。

图4 BPS暴露24
 

h对Rin-m5F细胞抗氧化酶基因表达水平和ROS含量的影响

*表示差异具有显著性(P<0.05)。

  BPS暴露并未显著改变Glut2
 

mRNA水平,说明胰岛β细胞对葡萄糖的转运过程并未受到暴露的影

响;相反,Gck
 

mRNA水平在最低和最高暴露浓度组均显著降低,表明BPS对糖酵解过程的干扰是其抑制

胰岛β细胞胰岛素分泌的原因之一。此外,10-4
 

mol/L的BPS暴露显著降低了2个编码KATP 通道亚基

(Kir6.2和Sur)基因的mRNA水平,高浓度BPS暴露可能也损伤了胰岛β细胞KATP通道的正常功能。
因此,结果表明葡萄糖感知过程一定程度上受到BPS暴露的抑制。

线粒体对于维持胰岛β细胞的正常功能和细胞存活具有重要作用[26]。本研究结果发现BPS暴露显

著降低了细胞内ATP含量,由于胰岛β细胞中98%的ATP均来自线粒体的氧化代谢,因此结果表明
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BPS暴露显著损伤了线粒体的功能;同时,高浓度的BPS暴露也损伤了Rin-m5F细胞线粒体功能和代谢

相关基因的表达水平,编码线粒体ATP合成酶亚基6的Atp6基因以及线粒体三羧酸循环关键酶柠檬酸

合成酶基因Citrate
 

synthase的mRNA水平均显著降低,这可能是ATP产生量降低的原因之一。类似

的研究发现,采用BPA暴露孕期大鼠,子代小鼠首先出现胰岛β细胞线粒体损伤,然后出现糖代谢异

常[27];而辛基酚和壬基酚等多种酚类均会造成胰岛β细胞线粒体肿胀、嵴结构缺失等结构损伤,同时改变

线粒体功能基因的表达水平[28]。Tfam 是细胞核基因,其编码的产物进入线粒体后,能绑定于线粒体

DNA的多个位点,维持线粒体DNA的稳定性,进而激活线粒体DNA基因的转录[29],高浓度BPS对

Tfam 转录水平的抑制表明BPS暴露可能抑制了线粒体的生物合成过程;与此一致,暴露后线粒体数量

显著降低,结果表明BPS暴露可以通过降低线粒体数量损伤胰岛β细胞胰岛素分泌功能。此外,暴露后

线粒体中JC-1单体/聚合物比例降低,表明线粒体膜电位降低;而线粒体膜电位是膜完整性的重要表征,
因此结果表明BPS暴露造成了线粒体膜结构的损伤。线粒体内、外膜之间分布有大量细胞色素C,重金

属镍[9]、镉[10]和钼[11]暴露能通过损伤线粒体膜结构,导致细胞色素C大量释放进入细胞质,继而激活下

游细胞凋亡通路;而二噁英类物质TCDD能通过损伤线粒体结构诱发细胞质中Ca2+失衡,继而触发诸多

细胞损伤[7]。据此推测,BPS可能通过损伤线粒体膜结构,激活细胞色素C或Ca2+失衡触发的细胞凋亡

过程,这可能是BPS损伤胰岛β细胞胰岛素分泌功能的另一重要机制。
研究发现,不同于机体其他组织细胞,胰岛β细胞内抗氧化酶含量很低,其对ROS的攻击极为敏感;

而ROS过量产生也是诸多污染物损伤胰岛β细胞线粒体、干扰胰岛素分泌的主要机制。本研究检测了

BPS暴露后抗氧化酶基因的表达水平,发现10-8、10-6
 

mol/L的暴露显著降低了超氧化物歧化酶和谷胱

甘肽过氧化物酶基因mRNA水平;然而,抗氧化酶基因表达水平的变化,并未引起细胞内ROS含量的变

化。BPS暴露对胰岛β细胞内不同种类的ROS(如超氧自由基、羟自由基)含量变化是否为BPS损伤线粒

体的上游机制,尚需进一步探讨。

4 结论

综上,本研究的结果发现10-8~10-4
 

mol/L的BPS能够损伤Rin-m5F细胞胰岛素合成和分泌过程。
一方面,BPS暴露影响了胰岛β细胞糖酵解和KATP通道的正常功能,一定程度上抑制了葡萄糖感知过程;
另一方面,BPS暴露干扰了线粒体功能和代谢相关基因的表达水平,降低了ATP产生量,同时显著降低

了线粒体数量,并损伤了线粒体膜的完整性。BPS对胰岛β细胞线粒体功能和结构的破坏可能是其损伤

Rin-m5F细胞胰岛素分泌功能的重要机制。这些研究结果为BPS的健康风险评价提供了重要的科学依

据,研究思路为双酚类污染物的致糖尿病风险和机制研究提供了参考和借鉴。
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