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摘要：本研究选择亚致死剂量下等效应的 BPS 和 BPF,从斑马鱼的发育表型、运动行为、血管发育和神经毒性等 4 个方面比较神经发育毒性的差异和

联合毒性研究.结果表明,虽然 LC5 的 BPS 和 BPF 均会诱导斑马鱼表观畸形,如抑制了斑马鱼游泳囊、卵黄囊等发育；BPS 和 BPF 的暴露会影响斑马鱼

的早期运动行为,这与心血管系统损伤以及神经中枢系统损伤有着潜在的关联.BPS 和 BPF 造成了斑马鱼心血管发育的异常,尾静脉(CV)宽度缩短；DA、

AChE 以及 NO 神经递质的异常传递导致了斑马鱼神经元发育受损,这对侧线神经系统的功能产生了直接的影响,进而导致斑马鱼早期运动行为的受损. 

BPF 暴露更容易诱导斑马鱼的组织、器官毒性,而 BPS 直接毒性影响要小于 BPF,更多的通过分子层次表现出来,这表明两者作用模式具有一定程度的

差异性.此外,结合浓度加和模型的联合作用分析来分析 20 个检测指标,BPS 和 BPF 产生加和作用有 16 个,达到了 80%,因此混合物产生的毒性效应应当

引起重视.研究结果为 BPS、BPF 及其混合物暴露后的健康风险评估与风险预警给予相关的参考依据. 
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Abstract：In this research, BPS and BPF with sublethal dose were selected to compare the difference and combined toxicity of 

neurodevelopmental toxicity in zebrafish from four aspects: developmental phenotype, motor behavior, vascular development and 

neurotoxicity. The results showed that both BPS and BPF of LC5 induced apparent deformities in zebrafish, such as inhibiting the 

development of swimming sac and yolk sac. Exposure to BPS and BPF can affect the early motor behavior of zebrafish, which is 

potentially associated with damage to the cardiovascular system and nervous central system. BPS and BPF caused abnormal 

cardiovascular development and shortened caudal vein (CV) width in zebrafish. The abnormal transmission of DA, AChE and NO 

neurotransmitters leads to the impaired development of zebrafish neurons, which has a direct impact on the function of the lateral 

nervous system, and then leads to the impaired early motor behavior of zebrafish. BPS and BPF show different toxicity differences in 

specific indicators. BPF exposure is more likely to induce tissue and organ toxicity in zebrafish, while the direct toxicity of BPS is 

less than that of BPF, which is more manifested at the molecular level, indicating that there is a certain degree of difference in the 

mode of action of the two. In addition, combined with the analysis of the combined action of concentration addition model, the 

addition action between BPS and BPF is mainly. The results of this study provide a reference for health risk assessment and risk 

warning after exposure to BPS, BPF and their mixtures. 
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双酚 A（BPA）是一种全球广泛使用的化合物，主

要用于塑料和环氧树脂的生产，但因其健康危害而

被多个国家限制使用，与 BPA 结构和理化性质相似

的 BPA 类似物受到积极推广并获得广泛关注
[1]

.其

中双酚 F（BPF）和双酚 S（BPS）因化学性质稳定、耐

热、耐高温、生产工艺简单等优势，使得其产量和使

用量呈逐年上升，导致了它们在自然水体、沉积物、

污水厂进出水、污泥、室内灰尘中被广泛检出.随着

BPA 限制令政策的出现，BPA 的替代使用越来越频

繁.例如，中国太湖水样中检测到 BPF 和 BPS 的最高

浓度分别为 1634，1569ng/L
[2]

.通过接触，饮食及水体

暴露，环境中的 BPF 和 BPS 不可避免地进入生物

体 

[3]
.而在同一水域同时检出的结果也表明 BPF 和 
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BPS会以混合的形式存在于实际环境水体等介质中.

为了更好地保护水生生物及人类，有必要开展 BPS

和 BPF 及其混合物的毒性研究. 

斑马鱼和大型蚤的急性毒性分级标准（半数致

死剂量即 LD50 值）表明，BPF 属于中等毒性，而 BPS

的毒性略低
[4]

，两种化合物暴露都有诱发生殖问题，

细胞损伤，遗传问题和内分泌干扰等毒性效应的风

险
[5]

.有研究表明长期暴露于 BPS 的雌激素作用会

增加亲代 DNA 甲基化水平从而介导跨代生殖障

碍 

[6]
，另外，BPS 的暴露会导致神经肽信号通路和抗

氧化酶相关基因表达的改变，进而影响斑马鱼的社

交行为并产生心理焦虑
[7]

.环境浓度水平的 BPF 暴

露检测到斑马鱼脑部显著的炎症反应和吞噬活性

增加，导致小胶质细胞的激活，这是引起神经元丢失

的原因，从而导致斑马鱼认知行为异常
[8]

.而即便是

环境浓度的 BPF 暴露会诱导性腺细胞凋亡，在 F1 代

幼鱼中发现细胞凋亡和神经发育相关的基因表达

水平显著改变
[9]

.因此即便是双酚 A 的替代品，BPS

和 BPF 的产生的毒性影响我们不容忽略. 

为了更好地进行环境风险评价和管理，往往通

过危害评估，剂量-反应评估，暴露评估和风险评估

等过程进行科学评估和数据分析
[10]

，从而确定用于

制定环境保护政策和监管标准的阈值浓度
[11]

.相比

于半数致死剂量，亚致死剂量是阈值浓度确定的重

要参考.在亚致死剂量下，污染物虽然不会引起生物

死亡，但是能够导致行为、生理、生化和组织等方面

的某种异常
[12]

.然而，当前在亚致死剂量下，关于等效

应浓度的 BPF 和 BPS 的相关研究较为缺乏，这无疑

在很大程度上限制了人们对 BPF 和 BPS 毒性的认

识以及对其进行有效管理
[13]

.因此，本研究以斑马鱼

为受试生物，通过其早期发育过程中的发育表型、运

动行为、血管发育和神经毒性等四个方面，深入系统

地分析 BPF 和 BPS 的致毒机理，比较亚致死剂量下

的等效应浓度 BPF 和 BPS 毒性差异，并基于相应的

量化指标结合浓度加和模型评估两者的联合作用.

为 BPF 和 BPS 的毒性机制及差异提供科学认知，同

时也为环境中双酚类内分泌干扰物的潜在风险评

估以及制定相应管理策略提供理论依据. 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本实验以斑马鱼为模型生物，主要使用野生型

AB 品系斑马鱼与转基因斑马鱼 Tg（elavl3：EGFP）以

及 Tg（kdrl:mCherry），所用斑马鱼购于国家斑马鱼资

源中心，按照标准斑马鱼养殖手册饲养于斑马鱼养

殖系统，雌雄成鱼分缸饲养，系统水温维持在（28.5± 

0.5） ，℃ pH 值为 6.8~7.5，光暗周期为 14h 光照和 10h

黑暗，每日早晚分 2 次投喂新鲜孵育丰年虾，并清理

饲料残渣与排泄物. 

1.2  实验试剂 

化 学 品 ：BPF（CAS No.620-92-8，99.5%） 和

BPS（CAS No. 80-09-1，99.5%）均购于Sigma-Aldrich

公司 （St.Louis，USA）.药品溶剂为丙酮 （Acetone， 

99.9%），购于浙江中星化工试剂有限公司. 

试剂盒：基因逆转录试剂盒购于北京宝日医生

物有限公司；第一链 cDNA 合成试剂盒，Trans Start@ 

Greenq PCR SuperMix试剂盒来源于北京全式金公

司.乙酰胆碱酯酶（AChE）检测试剂盒购于北京索莱

宝科技有限公司，鱼多巴胺（DA）检测使用 ELISA 试

剂盒购于江苏晶美生物技术有限公司 ，一氧化氮

（NO）检测使用南京建成生物工程研究所制造的商

用试剂盒. 

实验仪器：斑马鱼养殖系统（上海海圣生物实验

室有限公司），体式显微镜（Cover-015，日本奥林巴

斯 ），台式低温高速离心机 （Gentrifuge5424R，德国

Eppendorf 公司），制冰机（IBS-20，宁波特朗普仪器有

限公司 ），涡旋混合器 （xw-80，上海医科大学仪器

厂），F6/F10 手持式高速匀浆机（上海净信科技公

司），Step OnePlusTM Real—Time PCR System（（48孔）

美国 thermofisher科技公司） 

1.3  浓度设置 

为了便于更直观观察斑马鱼的毒性作用及潜

在分子变化，将斑马鱼置于类环境条件下暴露，最

终选择亚致死剂量下阈值浓度 LC5 进行试验
[14]

.

通过剂量-效应曲线拟合与计算得到 BPS 和 BPF

的 LC5，分别为 8.13，2.08mg/L.对于混合物，采用等

效应浓度（LC50）比方法设计组分浓度比，得到 BPS

和 BPF两组分浓度比为 0.87：0.13，通过毒性试验获

得混合物的剂量-效应曲线和 LC5 浓度（4.38mg/L），

此时 BPS 和 BPF 两个组分的浓度分别为 3.94 和

0.44mg/L. 

实验前一天晚上将成年斑马鱼按照雌雄比 1：1
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放入产卵器中，使用透明隔板将雌鱼及雄鱼分隔开，

第 2d待产卵后，挑选优质胚胎孵育至 6h后进行暴露

实验 .设置对照组 （CTR 0.01%丙酮 ） 和 BPS 

（8.13mg/L）、BPF（2.08mg/L）和 MIX（4.38mg/L）等 3

个处理组， 加入预先配制 BPS、BPF溶液进行暴露.

每间隔 24h换液一次以保持染毒浓度. 

1.4  表观观察 

针对 BPS、BPF 及其混合物对斑马鱼的早期发

育情况，首先从斑马鱼个体层面开展双酚 A 类似物

（BPS，BPF）毒性差异分析和联合分析.使用体式荧光

显微镜对不同暴露时间的斑马鱼进行表观形态，并

对体长、游泳囊、卵黄囊和心包等表观特征进行测

量、量化和制表，通过软件制成变化趋势图.进一步，

采用扫描电子显微镜观察不同实验组侧线神经丘

的发育情况.此外，通过 Tg（elavl3：EGFP）和 Tg（kdrl： 

mCherry）斑马鱼观察 BPS、BPF 及其混合物暴露下

神经元发育和血管发育情况. 

1.5  幼鱼行为学分析 

本研究中通过自主运动和光暗节律实验评价

亚致死剂量下等效应浓度 BPS、BPF 及其混合物对

幼鱼运动行为的影响. 

自主运动：将暴露后 120h 的斑马鱼幼鱼转移至

96 孔无菌培养板里面，随后利用动物行为观察分析

系统进行行为测试.使用 EthoVision XT软件进行运

动轨迹视频采集（每处理样本量为 48 尾幼鱼），统计

20min 内幼鱼的移动距离及速率作为自主运动活力

的评价指标. 

光暗节律 ：设置光暗周期为光照 ：黑暗=5min： 

5min，并循环 3 次，光照黑暗条件均设置为 100%.在

5min黑暗环境适应期后，运用EthoVision XT软件进

行运动视频采集并计算运动速率，检测光照刺激与

黑暗条件下幼鱼的运动状态. 

1.6  侧线神经丘观察 

斑马鱼的侧线系统是起源于皮肤的感觉器官，

它由神经肥大毛细胞与侧线神经丘组成，毛细胞的

缺失以及侧线神经丘的损伤可能导致听力受损或

前庭疾病.因此，本研究通过可视化神经丘结构和毛

细胞来评估侧线系统的发展，采用扫描电镜观察不

同治疗组侧线神经丘的发育情况.在离心管中收集

暴露于 5d 的胚胎，每组 20 个胚胎.每管加入 1mL 

PBS 经过 3次反复漂洗，每次 1min，吸去残液后加入

2.5%戊二醛固定一晚，第二天使用乙醇梯度脱水 3

次，将斑马鱼置入干燥机干燥，最后将脱水和充分干

燥的斑马鱼样品放置在载体台上，使用扫描电子显

微镜观察侧线神经丘毛细胞. 

1.7  生化指标检测 

取30条斑马鱼（120h）于EP管内，冷冻致死，随后

使用 PBS清洗 2次，吸尽管内清洗液后，加入蛋白提

取液超声研磨匀浆.在 2500r/min速度下使用离心机

离心 15min，吸净管内上清液.依据碧云天 BCA蛋白

浓度测定试剂盒说明书操作流程，检测相应的生化

指标.检测的生化指标包括神经递质相关生化指标

（ 一氧化氮 （NO）， 多巴胺 （DA） 和乙酰胆碱酯酶

（AChE））. 

1.8  基因表达水平检测 

从不同处理组暴露 5d幼鱼中提取总RNA，根据

逆转录体系将总 RNA 逆转录为 cDNA.根据 Trans 

Start Green qPCR Super Mix试剂盒操作要求配制样

本反应液，在 ABI7500 仪器上运行程序进行 RT- 

qPCR 分析检测相关基因的表达水平.检测的基因包

括神经相关（elavl3和 gfap）相关引物序列见表 1. 

表 1  RT-qPCR分析引物序列 

Table 1  Primer sequences for RT qPCR analysis 

引物名称 序列(5'-3') 

Forward primer sequence of β-actin 

Reverse primer sequence of β-actin

CTGTAGCCTCTCTCGGTCAG

CCATGTACGTTGCCATCCAG 

Forward primer sequence of gfap CCTG 0GAGCAGCAGAACAAGA

Reverse primer sequence of gfap TGTTTGAGAGTGCCGAGGTC

Forward primer sequence of elavl3 ATCAACACGCTCAACGGTCT

Reverse primer sequence of elavl3 TTACCAGGATGCGTGAGGTG

 

1.9  数据分析与相互作用评估  

所有数据记录以（平均值±标准差）（SD）表示，实

验组间比较在 Tukey排序检验之后进行单因素方差

分析（ANOVA），所有统计分析均以 SPSS 18.0 软件

（芝加哥，美国）进行，显著性水平为 P<0.05（*），P<0.01 

（**），P<0.001（***）. 

混合物毒性相互作用采用浓度加和模型进行

评估
[15]

，见式（1）.由于 BPS、BPF 及其混合物 3 个组

别选择的是等效应浓度，对于亚致死剂量下的其他

指标而言，采用如下原则：混合物毒性在BPS和BPF

两者之间时表明两者存在加和作用；大于两者中最

大者时，表示协同作用；小于两者中最小者时，表明
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存在拮抗作用.偏离对照组的程度越大毒性或危害

越大. 

 BPS BPF

,BPS ,BPF

1
EC EC

x x

c c ⎞
+ =( )( )

  
∑  （1） 

式中：cBPS 和 cBPF 分别表示效应为 x 时组分浓度， 

ECx,BPS 和 ECx,BPF 为其等效浓度，即单独存在时引起

与混合物效应相等效应 x 时该组份的浓度. 

2  结果与讨论 

2.1  BPS、BPF 及其混合物暴露诱导斑马鱼发育

异常 

通过对斑马鱼连续 120h的暴露，发现与对照组

相比，在 BPS 和 BPF 暴露下幼鱼形态表现出多种明

显表观畸形. BPS 和 BPF处理 72h后幼鱼出现卵黄

囊肿，当暴露到 96h 时，对照组大部分幼鱼已经长出

游泳囊，而 BPS 和 BPF 暴露抑制游泳囊的生长，且

伴随心包水肿的出现
[16]

，其中 BPF 组更为严重.而

当暴露到 120h 时，BPS 和 BPF 单独以及混合暴露

组幼鱼畸形现象更加显著，畸形数量也增加了，除了

观察到心包水肿、卵黄囊肿大、游泳囊发育迟缓以

外，BPF组甚至观察到斑马鱼头部出现轻微畸形（图

1（a））.进一步对 120h 的体长、卵黄囊面积、心包面

积、游泳囊面积分别进行了量化（图 1（b）~（e）），结果

表明，BPS和BPF均能诱导斑马鱼发育毒性，表现为

卵黄囊面积增大、心包面积增大、游泳囊发育迟缓

和游泳囊面积降低，而 BPF 暴露产生的毒性更大，

即 BPF 更容易诱导斑马鱼幼鱼的发育毒性，BPS 和

BPF 的混合毒性次之，BPS 的毒性最小.对 96h 斑马

鱼游泳囊长出比例进行统计，三个处理组未长出游

泳囊比例分别为 24%、47.4%、36.8%（图 1（f））.通过

对 120h 斑马鱼畸形数量的统计，我们发现 BPF 暴

露组畸形比例高达 53.3%（图 1（g）），针对以上各组的

发育毒性作用进行归结 ，得出发育影响排序为

BPF>MIX>BPS. 

 

图 1  BPS和 BPF及其混合物暴露诱导斑马鱼发育畸形 

Fig.1  Developmental abnormalities in zebrafish induced by exposure to BPS, BPF, and their mixtures 

(a)24h,72h,96h 和 120h 幼鱼不同部位的形态.SS:游泳囊发育迟缓；BS:脊柱弯曲；PC:心包囊肿；HM:头部畸形；YS:卵黄囊肿大.(b)~(e) 120h 幼鱼的体长,卵

黄囊面积,心包面积,游泳囊面积.(f) 96h 幼鱼游泳囊长出比例.(g) 120h 斑马鱼畸形数量.“*”、“**”和“***”分别表示 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001

的显著性水平 
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2.2  BPS、BPF 及其混合物暴露抑制斑马鱼自主

运动 

从自主运动的轨迹可以看出（图 2（a）），与对照组

相比，BPF 和 MIX 暴露组的斑马鱼幼鱼行为能力显

著下降，有少部分游动距离极短的考虑可能是因为

游泳囊发育程度过低或未开游泳囊，而 BPS 暴露组

轨迹相较于对照组没有表现出很显著的差异，表明

BPF 组和 MIX 组斑马鱼幼鱼处在焦虑和抑郁的状

态.从移动距离（图 2（b））和运动速度（图 2（c））的量化

结果看，与对照组相比，3 个处理组的的移动距离和

运动速度明显降低 ，抑制效果顺序为 BPS<MIX< 

BPF. 

2.3  BPS、BPF 及其混合物暴露导致斑马鱼光暗

节律紊乱 

光暗节律受斑马鱼内在生物钟调控.从实验结

果来看，与对照组相比，虽然BPS组和MIX组幼鱼的

整体运动距离和速度低于对照组，但光暗条件下基

本符合运动节律（图 2（d）~（e））；而 BPF 组斑马鱼进入

黑暗条件时基本没有提升，在黑暗条件下的运动速

度曲线基本没有呈节律性的谷峰变化，表现为无规

则的杂乱运动，这说明 BPF 暴露严重破坏斑马鱼的

光暗感知能力
[17]

.此外，正常情况下斑马鱼幼鱼在空

旷条件下一般很少表现出大幅度转向，且在较暗环

境下幼鱼的转向活动更为频繁
[17-18]

，实验发现 BPS

和 BPF处理组幼鱼在黑暗阶段进行的 10°~90°的转

角次数较对照增多，而 BPF 暴露组出甚至出现个别

斑马鱼转角大于 90°的现象，表明BPF组的幼鱼内心

出现明显的焦虑；然而在光照阶段 4 个组均未出现

急转现象（图 2（f）~（g））.这表明 BPS 和 BPF均对斑马

鱼的运动行为以及精神状态产生影响，这种影响主

要包括移动距离和速度的降低，对于光暗感官功能

失调以及内心的焦虑不安.总体来看，与发育影响相

类似，BPF 对于斑马鱼的运动能力影响更加显著，而

混合组与 BPS组产生的影响要略弱一些. 

 

图 2  BPS和 BPF及其混合物暴露引起幼鱼运动行为异常 

Fig.2  Abnormal motor behavior of zebrafish caused by exposure to BPS, BPF, and their mixtures 

(a) 120h 斑马鱼自主运动轨迹；(b)~(c)幼鱼自主移动距离和运动速度；(d)120h 幼鱼明暗节律交替移动距离；(e)幼鱼明暗交替移动速度；(f)~(g)明/暗条件下

幼鱼身体转弯角度.“*”、“**”和“***”分别表示 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001 的显著性水平 
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2.4  BPS、BPF 及其混合物暴露引起斑马鱼血管

发育损伤 

上述行为学实验发现 BPS 和 BPF 单独及混合

暴露诱导斑马鱼的运动行为受到抑制，这些结果可

能直接或间接由于心血管系统受到伤引起的
[19]

，因

此检测了斑马鱼 72h 的心跳频率.与对照组相比， 

BPF 暴露使得斑马鱼心跳频率显著增强，而同等效

应的混合物暴露仅轻微加快斑马鱼心跳（图 3（a））.通

过 Tg（kdrl：mCherry）品系转基因斑马鱼观察斑马鱼

血管发育情况，结果发现相较于对照组，暴露组斑马

鱼血管出现不同程度的损伤，BPS 和 BPF 暴露后，斑

马鱼头部均观察到血管分支杂乱，排列不齐，BPS 暴

露后心脏血管出现轻微消融现象，在 BPF 及混合物

暴露组当中甚至观察到斑马鱼眼球血管结构损伤.

和对照组相比，BPS 和 BPF 的暴露使得斑马鱼主血

管和尾静脉血管也出现轻度损伤（图 3（b））.通过对尾

静脉血管宽度的量化，发现 BPS 和 BPF 暴露组斑马

鱼尾静脉的宽度缩短（图 3（c））.此外，BPF组还观察到

尾部节间血管间隙变宽
[20]

.以上现象说明双酚类混

合物对斑马鱼的血管均存在毒性作用，且 BPF 暴露

条件下和 BPS 与 BPF 混合暴露条件下毒性作用更

强，造成了斑马鱼血管损伤现象更为严重.值得注意

的是，血管发育异常会抑制斑马鱼的运动行为，还有

可能对其神经系统发育产生影响. 

 

图 3  BPS和 BPF及其混合物暴露诱引起幼鱼血管发育异常 

Fig.3  Abnormal vascular development in zebrafish caused by exposure to BPS, BPF, and their mixtures 

(a)72h 斑马鱼 1min 心跳频率.(b)120hTg(kdrl:EGFP)斑马鱼血管形态观察.(箭头分别标记了斑马鱼头部的眼球、脑颅内血管紊乱,白色框标记的节间血

管(ISV)).(c)斑马鱼尾静脉(CV)长度量化 

2.5  BPS、BPF 及其混合物暴露诱导斑马鱼神经

发育损伤 

侧线神经丘能够协助斑马鱼感知周围水流变

化，与神经系统密切相关
[21]

.在对照组中，神经丘的发

育正常，结构完整.神经丘中央均有一簇丰富的毛细

胞束，相对细长，神经丘中间略微隆起，有一个完整而

大的开口.BPS 暴露下的毛细胞并无明显变化，而

BPS对于斑马鱼神经丘的影响更多的是表现在神经

丘中央洞口缩小，相比较 BPS组，BPF 的暴露对于神

经丘的影响更加显著，其神经丘中央洞口不仅缩小，

而且毛细胞数量大大减少，相当多的毛细胞并未长

出来.而两者的混合，使得神经丘的形态无变化，相反

其毛细胞的形态散乱，呈现不规则排布（图 4（a））. 

作为神经系统发育的重要标志基因，elavl3在神

经元分化中发挥重要作用
[22]

，将 Tg（elavl3：EGFP）转

基因斑马鱼连续暴露 72h，以观察斑马鱼神经元生长

情况（图 4（b））.在对照组中，斑马鱼脑部、脊索和肠道

均观察到新生神经元，其中脊索神经元分布均匀，排

列整齐，肠道神经元分布紧密，均匀且丰富
[23]

.而在

BPS、BPF 及其混合物暴露条件下的斑马鱼神经元
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的发育受到显著的抑制，斑马鱼间脑长度明显短于

对照组，且间脑荧光强度显著降低（间脑主要起信息

传递作用），肠道神经元稀疏分散.BPF组及MIX组斑

马鱼嗅球及端脑发育畸形，间脑，后脑和延脑长度变

短，荧光强度降低，表明 BPS、BPF 及其混合物对斑

马鱼早期脑中枢神经元发育产生了极大的抑制作

用并且破坏了中枢神经元的正常结构和功能.不同

暴露组的斑马鱼的神经元发育情况可以更直观地

通过量化结果展示（图 4（c））.BPS、BPF及MIX组均

出现了显著的下降，这表明 BPS和 BPF均能显著地

抑制 elavl3的表达，影响神经元的发育. 

2.6  BPS、BPF 及其混合物诱导斑马鱼神经毒性

的分子机制 

神经递质是神经系统中用于传递信息的关键

化学物质，神经递质主要分为两类，包含兴奋性和抑

制性.为了评估对神经信号传递的影响，分别选取了

兴奋性神经递质多巴胺 DA（图 4（d）），抑制性神经递

质NO（图4（e））以及兴奋性神经递质乙酰胆碱的水解

酶乙酰胆碱酯酶（AChE）（图 4（f））进行检测.结果表明

低浓度的 BPS 暴露对多巴胺的合成有轻微的促进

效果，而BPF有显著的抑制效果
[24]

，MIX组并无显著

变化.对于 NO 神经递质来说，仅含有 BPF 能够刺激

NO的含量上升，相反，仅含有BPS的能够刺激AChE

的含量上升.这表明，虽然 BPS和 BPF都能抑制神经

信号的传递，但是，两者存在一定程度的差别.进一步

从分子层次探究神经毒性的影响，选择了两个神经

相关的功能基因 elavl3 与 gfap 进行 RT-qPCR 验

证.elavl3 基因表达结果相比较发现（图 4（g）），和对照

组相比，虽然 BPF 及 MIX 组表现一致，但 BPS 却出

现较大的差别，这可能由于 BPS 是通过抑制基因表

达后续的翻译过程来抑制 elavl3 的表达.此外，gfap

基因表达水平检测结果发现 BPS，BPF 及其混合物

组与对照组基本无差异（图4（h）），说明BPS和BPF不

会影响星形胶质细胞的形成
[25-26]

. 

 
(b) 

 

 

图 4  BPS和 BPF及其混合物损伤斑马鱼神经系统 

Fig.4  The nervous system of zebrafish damaged by BPS, BPF, and their mixtures 

(a)120h斑马鱼侧线神经丘扫描电子显微镜观察.(b)120hTg(elavl3:EGFP)斑马鱼表型观察.(c)Tg(elavl3:EGFP)斑马鱼荧光强度量化.(d-f)多巴胺(DA)、一

氧化氮(NO)、乙酰胆碱酯酶(AChE)水平量化.(g-h)神经相关基因 elavl3、gfap表达水平 
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总的来说，亚致死剂量下等效应 BPS 和 BPF对

斑马鱼的神经毒性机制具有较大差异.虽然二者都

能影响神经元的发育，但 BPF 是抑制 elavl3 的转录

过程，而 BPS 抑制 elavl3转录后的翻译过程.从神经

信号传递的角度来说，BPF 和 BPS 分别表现出特异

性，BPS促进了 DA 以及 AChE 的生成，而 BPF对这

两个兴奋性递质的生成起到了抑制的效果，它仅仅

促进了 NO 的生成，抑制了神经信号的传递.这也说

明 BPS 和 BPF 诱导斑马鱼神经毒性的作用模式具

有较大的差异. 

2.7  亚致死剂量等效应浓度BPS 和BPF 的致毒差异 

目前有报道表明，BPS 和 BPF 分别对斑马鱼的

发育表型
[27-28]

、运动行为
[29-30]

、血管发育
[31-32]

和神

经发育
[33]
均表现出一定程度的危害.我们基于亚致

死剂量等效应浓度的 BPS 和 BPF 对相关指标进行

比较分析.结果表明 BPF 暴露更容易诱导斑马鱼的

组织、器官毒性、例如发育异常、运动行为紊乱、

血管损伤和神经元发育受损，而 BPS 暴露的毒性更

多的通过分子层次表现出来. 

BPS 和 BPF 毒性差异明显表明两者的作用模

式确实存在一定程度的差异性.一般认为，化学结构

决定理化性质，理化性质影响生物效应.从分子结构

的角度来说，BPS的分子结构中含有一个磺酰基（—

SO2—）连接两个苯环 ，每个苯环上各有一个羟基

（—OH）.而 BPF 分子结构由两个苯环通过一个亚甲

基（—CH2—）连接，每个苯环上各有一个羟基.两者

的差别主要表现在和亚甲基 .磺酰基的存在使得

BPS 分子具有较强的极性.这种极性可能影响其在

环境中的迁移性、溶解性以及与生物分子的相互作

用  

[34]
.而亚甲基的存在使得 BPF的分子结构相对较

为灵活
[35]

.这种灵活性可能影响其与生物受体的结

合方式以及在生物体内的代谢过程
[36]

.在浓度下， 

BPS剂量略微大于BPF.因此，在组织器官内，亚甲基

结构被破坏的 BPF 表现出更大的危害；而在分子层

次，由于磺酰基具有极性，BPS 表现出更活跃的性质

和作用.在制定针对性的风险管控措施时，除了应该

考虑阈值浓度外，还应该根据BPS 和 BPF 的不同毒

性特点，采取不同的策略.对于 BPF引发的组织、器

官毒性，可重点加强对相关器官功能的监测，制定严

格的排放限制标准，以减少其在环境中的浓度.对于

BPS 诱导的分子层次毒性，可深入研究其对特定基

因和蛋白质的影响，开发相应的生物标志物，以便早

期发现其潜在危害.同时，也可以通过研发新型的环

境修复技术，针对性地去除或降低 BPS 和 BPF 在环

境中的含量，从而有效降低它们对生态系统和人类

健康的风险. 

 

图 5  等效应浓度下 BPS和 BPF联合作用评估 

Fig.5  Evaluation of the combined effect of BPS and BPF at equivalent concentration 

(a)~(c)BPS、BPF 及混合物 120h 斑马鱼致死效应.(d)实际测得以及预测混合物致死效应对比.(e)~(h)根据实验测得指标评估混合物相互作用.(图中虚线

分别为 BPS 和 BPF单独产生毒性效应,实线为混合物产生的毒性效应,黑色虚线为对照组测得效应；ADD 表示混合物产生加和作用,ANT 表示混合物产

生拮抗作用,SYN 表示混合物产生协同作用) 
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2.8  BPS 和 BPF 的毒理学相互作用评估 

在生物毒性测试中，常采用基于死亡率的剂量-

效应曲线及 LC50、NOAEL评估化学污染物毒性
[37]

.

从剂量-效应曲线、毒性指标看，BPF 对斑马鱼毒性

更强.（图 5（a-b））等效应浓度法是混合物设计的最常

见方法之一，对于评估混合物的联合毒性更具有代

表性（图 5（c））.CA 模型被认为适用于评估具有相似

作用模式化合物构成的混合物体系
[38-39]

.因此，在本

研究基于 CA模型评估 BPS 和 BPF 的相互作用.从

混合物的实测 CRC 和 CA预测 CRC 来看，表现出低

浓度加和高浓度协同的毒理学相互作用（图 5（d））.这

表明在混合物风险评估时，应考虑两者的相互作用. 

从环境评估与管理角度，亚致死剂量是阈值浓

度确定的重要参考.在前文中发育表型、运动行为

（自主运动和光暗节律）、血管损伤和神经毒性（神经

系统和分子机制）等 4 个方面毒性的基础上，本研究

进一步基于相关 20 个量化指标，对亚致死剂量下等

效应 BPS 和 BPF 毒性相互作用进行评估.在本研究

检测的 20 个指标中，除了斑马鱼的运动转角、尾静

脉血管长度以及神经毒性部分指标出现了协同和

（或）拮抗作用外 ，其余绝大部分都是加和作用（图

5（e-h））.值得注意的是，虽然最终的效应上表现出加

和，但是两种化合物在调控该效应的不同生物过程

上存在协同作用和拮抗作用.例如，BPS 和 BPF能够

协同地抑制了神经元细胞数量而在 AChE 的合成上

表现出拮抗作用，但最终对于神经毒性的作用还是

加和更多.说明虽然生物效应出现加和的现象，但是

部分分子层次的危害可能是协同进行的. 

研究混合物的联合毒性对于准确评估环境风

险至关重要.在进行环境风险评估时，不能仅仅考虑

单一污染物的毒性，而应该综合考虑 BPS 和 BPF 的

联合毒性.可以采用联合风险评估模型，如浓度加和

模型、独立作用模型等，来评估它们的联合风险.本

研究中可以看出 BPS 和 BPF之间表现出加和作用，

这表明在涉及 BPS 和 BPF 联合暴露的环境评估与

管理的过程中，浓度加和模型进行风险评估可以作

为一种有效科学的方法
[40]

. 

3  结论 

3.1  BPS 和 BPF 均会诱导斑马鱼胚胎产生表观畸

形，如心包水肿，卵黄囊肿，游泳囊闭合等，但从 120h

斑马鱼的畸形比例来看，BPF 暴露组达到了 53.3%，

而 BPS 组只有 26.7%，我们发现即便是等效应浓度，

但 BPF 的毒性诱导斑马鱼发育畸形比 BPS 更严

重.BPS 和 BPF 的暴露显著抑制了斑马鱼的早期运

动活性，表现在移动距离的缩短和运动速度的降低，

同时 BPF 使得斑马鱼变得更焦虑，自主运动轨迹杂

乱；BPF 显著影响了斑马鱼对于光暗刺激的敏感性.

从心血管系统的各项指标来看，BPF 显著刺激了斑

马鱼心跳频率的增加，而 BPS 和 BPF均使得尾静脉

（CV）宽度缩短，引起心血管发育障碍.通过 Tg（elavl3： 

EGFP）转基因斑马鱼的观察，BPS 和 BPF 的暴露损

伤运动相关神经元，并影响幼鱼体内各类神经递质

（DA， AChE 以及 NO）的活性，进而造成神经行为的

异常. 

3.2  从危害角度来说， BPF 暴露更容易诱导斑马鱼

的组织，器官毒性，例如发育异常，运动行为紊乱，血

管损伤和神经元发育受损，而 BPS 暴露的毒性更多

的通过分子层次表现出来，例如促进兴奋性神经递

质 DA， 打破神经递质在体内的平衡状态，同时还会

刺激神经递质分解酶乙酰胆碱酯酶（AChE）的大量

合成，加速神经递质的分解代谢，从而干扰神经信号

在神经元之间的传递效率与精准度.这种差异也表

明尽管 BPS 和 BPF 同属双酚 A 类似物，在化学结构

上存在一定的相似性，但二者在斑马鱼体内的作用

模式实则具有相当程度的差异性.这种差异性不仅

体现在作用的靶点与层次上，同时反映在斑马鱼整

体生理机能影响的途径与结果方面. 

3.3  对于单个化合物毒性而言，BPF 产生的毒性影

响要略大于 BPS，但是结合混合物的毒性结果来看，

加和作用达到了 80%，表明亚致死剂量下等效应浓

度 BPS 和 BPF 的混合物相互作用主要以加和作用

为主，这一结果意味着，在实际的环境评估与管理场

景中，若涉及到混合物联合暴露的情况，从科学性与

可行性的角度出发，可以合理采用浓度加和模型等

加和模型来进行有效的风险评估. 
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