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Abstract: Recently, the environmental residues of bisphenol A (BPA) and tetrabromobisphenol A (TBBPA) 
have markedly increased. In this study, the cytotoxic effects of BPA and TBBPA on Hep G2 cells were stud-
ied. Hep G2 cells were incubated with different concentrations of BPA and TBBPA for 24 h, and a set of bio-
assays were conducted to measure: cell viability (evaluated by MTT assay ), lactate dehydrogenase (LDH) 
leakage, oxidative damage degree (evaluated by SOD, GSH and MDA), reactive oxygen species (ROS) for-
mation and cell apoptosis. The results showed that BPA and TBBPA inhibited the cells viability, increased 
LDH leakage, malondialdehyde (MDA) content, and ROS formation, decreased SOD activity and GSH con-
tent, and induced cell apoptosis in concentration-dependent manner. All significant effects were observed at 
concentrations of 1 μM and above for BPA and TBBPA (P<0.05). Collectively, the results of cell viability, 
LDH leakage, oxidative damage degree, cell apoptosis and ROS formation demonstrated that BPA and 
TBBPA have cytotoxic effect and oxidative damage to Hep G2 cells ,and can induce Hep G2 cells apoptosis. 

Keywords: bisphenol A; tetrabromobisphenol A; Hep G2 cells; cytotoxicity; oxidative damage; reactive 
oxygen species 

 

双酚 A 与四溴双酚 A 对肝癌细胞 Hep G2 的细胞毒性效应 
 

金士威 1, 黄艳 1, 黎明 1, 惠阳 2, 杨方星 2 
1武汉工程大学化工与制药学院，绿色化工过程省部共建教育部重点实验室，武汉，中国 430074 

2中国科学院水生生物研究所，淡水生态与生物技术国家重点室，武汉，中国 430072 

Email: newjsw@sina.com 

 

摘  要:近年来，双酚 A(BPA)和四溴双酚 A(TBBPA)在环境中的浓度呈逐年增加的趋势。本文利用肝

癌细胞 Hep G2 研究了 BPA 和 TBBPA 二种化合物的细胞毒性效应。Hep G2 细胞用不同浓度的 BPA

和 TBBPA 暴露 24h 后，检测细胞活力(MTT)、乳酸脱氢酶(LDH)漏出率，胞内丙二醛(MDA)和还原型

谷胱甘肽(GSH)含量、超氧化物歧化酶(SOD)和活性氧(ROS)水平以及细胞凋亡情况等一系列指标。结

果表明，随着 BPA 和 TBBPA 暴露浓度的增加(>1 μM)，导致 Hep G2 细胞活力下降，LDH 漏出率升

高，MDA 含量增加，SOD 活力与 GSH 含量下降，ROS 过量生成，细胞凋亡率增加。BPA 和 TBBPA

对 Hep G2 产生细胞毒性的机理可能是氧化损伤作用。。 

关键词: 双酚 A；四溴双酚 A；肝癌细胞 Hep G2；细胞毒性；氧化损伤；活性氧 
 

1 引言 

双酚A(bisphenol A, BPA)，是一种重要的有机化工

原料，作为单体物质主要用于生产聚碳酸酯、环氧树脂、 

酚醛树脂等多种高分子材料及增塑剂、抗氧化剂等，广

泛应用于生产罐头内包装、食品包装材料、牙科填充剂、

婴儿用品等塑料行业(Sala, et al.,2010)。BPA可以通过在

生产过程中以及上述产品的使用过程中释放而进入环

境。四溴双酚A (tetrabromobisphenol A，TBBPA)是BPA
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的溴代衍生物，属于广泛使用的溴代阻燃剂。由于

TBBPA相对毒性较低，并且不易在环境中累积，因而被

认为是较有前途的阻燃剂而大量生产和使用。但近年的

研究发现，TBBPA会在环境中持续存在，并在生态系统

中累积(de Boer et al., 1998)，并已在沉积物和大气等环

境介质以及人体内检测到了它的存在(Chu, et al.,2005; 

Thomsen et al., 2001; Sjödin et al., 2001)。 

Hep G2 细胞系是一种代谢完全的人类来源的肝肿

瘤细胞株，它不仅保持了人正常肝实质细胞的许多特点

和功能，还保留了一系列生物转化过程中的 I 相和 II 相

酶，如 CYP1A1 等。因而 Hep G2 细胞被认为是检测外

来化合物毒性的一个理想细胞系。迄今尚未见 BPA 和

TBBPA这二种化合物对Hep G2肝癌细胞的毒性效应的

研究报道。 

2 材料和方法 

2.1 主要药品与试剂 

BPA，TBBPA，RNAse A，2’,7’-二氢二氯荧光素

二乙酸酯，邻苯二甲醛和二甲亚砜(DMSO)购自 Sigma

公司 (St. Louis, MO, USA)。细胞培养基、抗生素和胎

牛血清试剂购自Gibco公司。BPA和TBBPA用DMSO

配制成浓度为 1M 的储存液，并稀释成不同浓度，4

℃保存。 

2.2 仪器 

CO2培养箱(美国 FORMA 公司)；HP8453 分光光

度计(美国安捷伦公司)；酶标仪(Molecular Device, M2, 

Union City, CA, USA)；CK2 型倒置显微镜、IX51 型

荧光显微镜 (日本 Olympus 公司 )；流式细胞仪 

(Beckman-Coulter Epic AltraEpics Altra, Coulter Corp., 

Miami, FL)。 

2.3 细胞培养与毒性检测 

Hep G2 细胞株购买于武汉大学细胞保藏中心。细

胞培养基选用 DMEM 培养基，含 10%胎牛血清，100 

UmL-1青霉素和100 mgmL-1链霉素。细胞培养在37℃，

5% CO2培养箱中。 

Hep G2细胞以每孔1×104个细胞的密度接种在96

孔板中，贴壁培养 24 小时后，移除培养基，加入 200 

μL 含有不同浓度暴露化合物的新鲜培养基继续暴露

24h。以 DMSO 作为溶剂对照，DMSO 在各组培养基

中的终浓度为 0.5%。同一块 96 孔板上，对照和每一

个暴露浓度都设三个重复。每一个试验都重复三块 96

孔板。细胞经暴露后，分别进行 MTT 试验，LDH 释

放试验，活性氧(ROS)检测，超氧化物歧化酶(SOD)、

谷胱甘肽(GSH)和丙二醛(MDA)含量的测定，以及细

胞凋亡率检测，以评价其细胞毒性与作用机制。 

2.4 数据分析 

所有数据表示为平均值(means)±SD。使用单因素

方差分析(ANOVA)比较暴露组的差异性，P<0.05 表示

差异显著。所有的实验分析使用 SPSS 13.0 进行数据

处理(SPSS, Chicago, IL, USA)。 

3 结果 

3.1 细胞线粒体活性 

MTT 结果如图 1 所示，随着 BPA 与 TBBPA 浓度

的增加，Hep G2 细胞的活性随着下降。从图 1 中可以

看出，TBBPA 的毒性大于 BPA。 
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Fig. 1 Cytotoxicity of BPA and TBBPA on Hep G2 cells with MTT 

assay. *P < 0.05, compared with control.  

图 1 MTT 方法检测的 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 的毒性作用。 

 

3.2 细胞膜损伤 

LDH 释放试验结果如图 2 所示，与对照组相比，

LDH的释放随着BPA和TBBPA浓度的增大而显著增

加(P<0.05)。当暴露浓度大于 1 μM 时，TBBPA 的 LDH

漏出量比 BPA 的大。 

3.3 ROS 过量生成 

ROS 含量如图 3 所示，当 BPA 和 TBBPA 浓度≥5 

μM 时，与对照组相比，ROS 的生成随着 BPA 与

TBBPA 浓度的增大而显著增加(P<0.05)，并且 TBBPA

的 ROS 生成量大于 BPA 的 ROS 生成量。 

3.4 细胞内 SOD、GSH、MDA 含量 

BPA及TBBPA暴露对Hep G2细胞内SOD、GSH、
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MDA 含量的影响如图 4－6 所示。大于 1 μM 的 BPA

及 TBBPA 均可使 Hep G2 细胞内的 SOD 含量与 GSH

含量降低，而 MDA 含量升高，与对照组相比均有统

计学意义。 
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Fig. 2 Cytotoxicity of BPA and TBBPA on HepG2 cells with LDH 

leakage assay. *P < 0.05, compared with control. 

图 2 用 LDH 释放方法检测的 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep 

G2 的毒性作用。 
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Fig.3 Effects of BPA and TBBPA treatment on ROS gen-

eration in Hep G2 cells. *P < 0.05, compared with control. 

图 3 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 ROS 生成的影响。 

 

3.5 流式细胞仪(FCM) 检测细胞凋亡 

图 7 结果显示，随着 BPA 与 TBBPA 暴露浓度的

增大，细胞凋亡率也逐渐升高，当暴露浓度达 25 μM

时，凋亡率最高。 

4 讨论 

文献报道，BPA 除了具有内分泌干扰作用如雌激

素效应等外，还具有细胞毒性，能导致体外培养的睾

丸支持细胞(Sertoli cell)的凋亡，但在<100 μM 时基本

无细胞毒性(Hiroshi & Kazue, 2003)，而李华文等(2005)

的结果表明，≥50 μM 的 BPA 对人胚肝细胞 L202 具

有细胞毒性，林勇等(2006)的结果表明≥50 μM 的 BPA

对原代培养胎鼠脑多巴胺神经元产生细胞毒性，表明

BPA 对不同类型的细胞毒性存在差异。由于 TBBPA

引起的环境污染和生态安全问题，从近年才开始受到

关注，因而其毒理学的研究数据还相当缺乏。有研究

显示，TBBPA 具有甲状腺干扰作用及弱雌激素效应

(Kitamura et al., 2002, 2005)。 
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Fig. 4 Effects of BPA and TBBPA treatment on SOD generation in 

Hep G2 cells. *P < 0.05, compared with control. 

图 4 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 细胞 SOD 的影响。*P< 0.05

表示处理组与对照比有显著性差异。 
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Fig. 5 Effects of BPA and TBBPA treatment on GSH gen-

eration in Hep G2 cells. *P < 0.05, compared with control. 

图 5 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 GSH 的影响。 
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Fig. 6 Effects of BPA and TBBPA treatment on MDA gen-

eration in Hep G2 cells. *P < 0.05, compared with control. 

图 6 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 MDA 的影响。 

 

MTT检测与LDH释放结果表明，BPA与TBBPA

对 Hep G2 细胞均具有细胞毒性，使细胞活力降低，
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LDH释放增加。1 μM的BPA和TBBPA就可使Hep G2

细胞的生长产生抑制作用，TBBPA 的毒性大于 BPA。 

研究显示，大于 1 μM 的 BPA 和 TBBPA 暴露均

可导致细胞内 ROS 升高，同时造成细胞内抗氧化酶

SOD和GSH水平降低，脂质过氧化物MDA含量增加，

其变化的趋势基本与细胞内 ROS 水平改变的趋势相

符。表明这二种化合物在增加细胞内 ROS 的同时，降

低了细胞内的抗氧化酶的水平，造成细胞的氧化损伤。

ROS 是细胞凋亡的媒介之一，正常情况下，细胞内氧

化与抗氧化处于平衡状态，一旦这种平衡被打破，就

会导致“氧化应激反应”，使 ROS 产生增多，并可进一

步触发炎症、基因突变甚至细胞凋亡，引发脂质过氧

化作用，形成 MDA 等脂质过氧化产物；同时机体存

在清除自由基能力的物质和酶类，如 SOD 和 GSH 等。

测定这些物质和酶类的浓度、活性可评价机体抗氧化

能力和氧化损伤的程度(陈媛&周玫, 2002)。动物实验

发现 BPA 具有氧化损伤作用，可对动物的肝脏、肾脏、

睾丸等组织产生氧化损伤(Bindhumol et al.,2003; Ka-

buto et al.,2003)。本实验结果表明 1 μM 的 BPA 和

TBBPA 就可显著降低细胞的 SOD、GSH 的含量；并

使脂质过氧化产物 MDA 显著升高。显示 BPA 与

TBBPA 暴露能降低 Hep G2 细胞的抗氧化酶和抗氧化

物质的水平，使细胞发生脂质过氧化，具有氧化损伤

的作用。 
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Fig. 7 Effects of BPA and TBBPA treatment on apoptotic 

rates in Hep G2 cells. *P < 0.05, compared with control. 

图 7 BPA 和 TBBPA 暴露对 Hep G2 凋亡率的影响。 

 

细胞凋亡是在基因控制下细胞自主有序的死亡，

是机体的一种生理机制，在维护机体内环境稳定方面

发挥着极为重要的作用。流式检测结果表明，随着暴

露浓度的增大，Hep G2 细胞凋亡率也随之上升，提示

BPA 与 TBBPA 能够诱导肝癌细胞 Hep G2 发生凋亡。 

TBBPA 是 BPA 的卤代衍生物，它们结构相似，

如均具有两个羟基，差别就是取代位的原子不同。我

们进一步的试验结果(未发表的数据)表明，TBBPA 雌

激素活性低于 BPA，可能是由于溴取代后，溴原子体

积较大产生的空间位阻效应导致雌激素活性下降。而

从本研究可知，溴原子取代的 TBBPA 对 Hep G2 的

毒性效应比无卤原子的 BPA 要稍强。可能是由于二者

结构的相似性，使其可以通过相同的作用机制，表现

出类似的毒性效应，而由于卤代原子的差异，使二者

的毒性并不完全一致(Kitamura et al.,2005)。 
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