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双酚 S影响 3T3-L1 前脂肪细胞分化及其 

作用机制的研究 
 

周兴华，张晓伟，孙鑫娟，肖香，赵延胜，祝莹，董英 

（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江 212013） 
摘要：双酚 A（BPA）的内分泌干扰作用以及对人体产生的不良影响，使双酚 S（BPS）作为替代品在食品包装材料中应用更加

广泛。BPS 在大规模应用之前，并没有对其安全性进行充分研究。本文以 3T3-L1 前脂肪细胞为体外模型，探究 BPS 对 3T3-L1 前细

胞分化的影响及作用途径，评价 BPS 安全性的同时，也为肥胖等慢性代谢疾病的预防提供参考。研究结果表明：BPS 能促进 3T3-L1

前脂肪细胞生长，当浓度超过 400 µmol/L 时，才能显著抑制细胞的增殖；BPS 能显著诱导分化的 3T3-L1 细胞内脂质的积累，并呈现

非剂量依赖关系；与模型组相比，BPA 上调 PPARγ、C/EBR 和 aP2 基因的表达，而 BPS 只作用 PPARγ基因的过表达，BPS 和 BPA

都能使 GLUT4 基因的表达显著下降（p<0.01）。总之 BPS 和 BPA 作用脂肪细胞分化的途径不完全一样，可能是在多种转录因子的共

同作用下完成的。 
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Effect of BPS on the Differentiation of 3T3-L1 Preadipocytes  

and Its Mechanism 
ZHOU Xing-hua, ZHANG Xiao-wei, SUN Xin-juan, XIAO Xiang, ZHAO Yan-sheng, ZHU Ying, DONG Ying 

(School of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 
Abstract: Bisphenol A (BPA) is restricted for its endocrine disruption and adverse health effects on the human body, so that bisphenol S 

(BPS) is widely used as a substitute n a variety of food packaging materials. The security of BPS has not been fully studied before its large-scale 

application.. In this study, 3T3-L1 preadipocytes were used as an in vitro model to investigate the effect of BPS on the differentiation of 3T3-L1 

preadipocytes and its mechanism, to evaluate the safety of BPS and provide reference for the prevention of chronic metabolic diseases such as 

obesity. The results showed that BPS could promote the growth of 3T3-L1 preadipocytes and could significantly inhibit the proliferation of cells 

when the concentration was over 400 µmol/L. BPS could significantly induce the accumulation of lipid in the differentiated 3T3-L1 cells which 

showed a non-dose-dependent relationship. Compared with the model group, BPA up-regulated the expressions of PPARγ, C/EBR and aP2 

genes, whereas BPS only seems to up-regulate the expression of PPARγ. In addition, BPS and BPA could significantly decrease the expression 

of GLUT4 gene (p<0.01). In conclusion, the pathways of BPS and BPA acting on adipocytes differentiation were not exactly the same, which 

might be accomplished under the combined action of various transcription factors. 
Key words: BPS; BPA; 3T3-L1 cells; obesity; endocrine disruptor; food packaging; safety evaluation 

 

双酚 A（bisphenol A，BPA）作为一种重要的有

机化工原料几乎无处不在，广泛用于食品包装及各种

制造业产品中，例如各种水瓶、饮料瓶、食品罐内衬、

婴幼儿奶瓶、牙齿密封剂及热敏纸等[1]。大量研究表 
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明，BPA 是重要的“内分泌干扰物”之一，与激素合成、

乳腺发育、肥胖、心脏病和糖尿病等密切相关[2~6]。由

于双酚 A 的安全性受到质疑，加拿大（2008）、欧盟

（2011）、中国（2011）、美国（2012）等国家先后禁

止了 BPA 在婴幼儿奶瓶中的使用，法国（2015）禁止

了 BPA 在食品包装材料的使用 [7]。于是双酚 S
（bisphenol S，BPS）作为替代物被用于禁止或限制

BPA 使用的产品。Liao 等[8]研究表明，在所有的双酚

类物质中 BPA 的检出量是 高的，尽管 BPS 从食品

容器浸出的量还比较少，但已广泛存在于各类食品当
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中（包括饮料、奶制品、油脂、海产品、谷物、肉制

品及蔬菜水果等），随着 BPS 的进一步替代使用，未

来的暴露量可能更多。但是目前关于 BPS 的安全性我

们还知之甚少，其潜在内分泌干扰作用及代谢机制尚

不清楚[9]。 

2 

肥胖已经成为一个严重的公共健康问题，在过去

几十年，成年人的肥胖率增长 28%，然而儿童肥胖率

却增长了 47%，肥胖的诱因不仅与食物过度摄入及运

动的减少有关，一些环境内分泌干扰剂也是不可忽视

的危险因素[10]。大量的动物实验表明，围产期暴露

BPA 可导致子代体重明显增加，尤其在宫内和哺乳期

这两个关键发育时期更易诱导肥胖的发生[11~13]。而人

群流行病学调查研究也发现，BPA 的暴露水平与肥胖

的发生也是密切相关，对儿童和青少年的作用更明显
[14]。BPS 作为 BPA 一种替代物使用，每年的产量都在

增加，由于 BPA 和 BPS 的分子结构及其相似，BPS
的直接暴露是否会影响脂肪细胞的分化及脂代谢紊

乱，目前研究甚少。因此，本实验以 3T3-L1 前脂肪

细胞为模型，研究低浓度暴露 BPS 对其脂滴生成及相

关基因的调控作用，以期进一步阐明 BPS 的毒性作

用，为相关疾病的控制提供科学参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器设备 

BPA 和 BPS，美国 Sigma 公司；3-异丁基-1-甲基

黄嘌呤（IBMX）、胰岛素（INS）、地塞米松（DEX），

上海创赛科学仪器有限公司；荧光定量 PCR 引物，上

海生工生物工程有限公司；荧光定量 PCR 相关试剂

盒，Takara 公司；其他生化试剂，国药集团。 
CO2 恒温培养箱，芬兰 Thermo 公司；荧光定量

PCR，美国 Bio-Rad 公司；FlexStationII 384 酶标仪，

Molecular Devices 公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  试剂的配制 

诱导剂Ⅰ：用（含 10% FBS）DMEM 高糖培养

基配制终浓度为 0.5 mmol/L IBMX、0.25 μmol/L DEX
的诱导剂。诱导剂Ⅱ：用（含 10% FBS）DMEM 高

糖培养基配制终浓度为 1 μg/mL INS 诱导剂。BPS 和

BPA 溶液配制：用乙醇溶解制成 0.1 mol/L 储备液，

临用时稀释至所需浓度， 终配成 10%乙醇工作液。 
1.2.2  细胞培养 

3T3-L1 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培

养液于细胞培养箱内培养。当细胞数目达到80%左右，

则要传代培养。 
1.2.3  细胞存活率的测定 

取对数生长期的 3T3-L1 前脂肪细胞接种于 96 孔

板中。分为正常组和试验组，每组 6 个平行。正常组

加入正常细胞培养液，试验组分别加入含不同浓度样

品的细胞培养液（0.1、1、10、100、400、700、1000 
µmol/L）。双波长法（测定波长 490 nm，参考波长 630 
nm）测定 OD 值。计算公式为见（1）。 

( ) 100
-
-

%
ODOD
ODOD

630nm490nm

630nm490nm ×=
对照对照

样品样品细胞存活率 （1） 

1.2.4  3T3-Ll 前脂肪细胞诱导分化 
将对数生长期的3T3-L1前脂肪细胞以每孔2×104

个/mL 的细胞密度接种于 48 孔板中培养，2 d 后（第

0 d）进行诱导分化。加入诱导液Ⅰ，同时加入样品，

模型组只加诱导液Ⅰ和Ⅱ，空白组只加普通培养基。

2 d 后（第 2 d）撤去诱导液Ⅰ，均换用诱导液Ⅱ培养

2 d（第 4 d），之后每 2 d 换 DMEM 高糖培养液，至

第 6 d 大部分细胞处于脂肪细胞表型的状态，用于对

脂质积累、葡萄糖消耗和基因表达的分析。 
1.2.5  油红 O 染色观察 

诱导至第 6 d，吸弃旧的培养液，经过固定、染

色和分色等步骤，倒置显微镜拍照观察。 
1.2.6  葡萄糖消耗量的测定 

取 2×104个/mL 接种密度的 3T3-L1 细胞在 48 孔

板中培养。试验分为样品组、模型组和空白组，细胞

诱导分化方法和 1.2.4 相同，但第 0 d 以后均换成无酚

红的 DMEM 高糖培养液。诱导至第 6 d，按照葡萄糖

测定试剂盒的操作说明进行测定。葡萄糖消耗相对含

量的计算见公式（2）。 

( ) 100%
-
-% ×=
正常组葡萄糖含量空白组葡萄糖含量

样品组葡萄糖含量模型组葡萄糖含量
葡萄糖消耗相对含量                           （2）

1.2.7  甘油三酯（TG）含量的测定 

将 3T3-L1细胞以 3×105个/mL的密度接种于 6孔
板，诱导分化方按照 1.2.4 方法进行。试验结束后按

照 TG 测定试剂盒的操作指示测定 TG 含量。上清液

蛋白含量根据 BCA 法试剂盒的提示进行测定，计算

公式见（3）。 

( ) 100
TG
TG%TG ×=

含量正常组

含量试验组
相对含量      （3） 

1.2.8  脂代谢相关基因转录水平的测定 

采用 RNAiso Plus 试剂盒法提取不同浓度 BPS 和

BPA 处理的 3T3-L1 细胞中的总 RNA。每个样本中的

RNA 按照试剂盒的步骤反转录生成 cDNA。用 2-ΔΔCt 
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表1 RT-PCR特异基因引物序列表 

Table 1 Gene-specific primers used for the RT-PCR 

引物  引物序列 

PPAR-γ 
上游引物 5’-gagatgccattctggcccaccaccttcgg-3’ 
下游引物 5’-tatcataaataagcttcaatcggatggttc-3’ 

β-Actin 
上游引物 5’-agccatgtacgtagccatcc-3’ 

下游引物 5’-tccctctcagctgtggtggtgaa-3’ 

GLUT4 
上游引物 5’-gattctgctgcccttctgtc-3’ 

下游引物 5’-attggacgctctctctccaa-3’ 

aP2 
上游引物 5’-agcatcaaaccctagatggcg-3’ 

下游引物 5’-cataacacattccaccaccagc-3’ 

的方法计算 mRNA 的相对表达量。RT-PCR 特异基因

引物序列可见表 1。 
1.2.9  数据统计分析 

采用统计软件 Original 及专业图像分析软件

Image-Pro Plus 对结果进行分析，各组数据以 x±SD（平

均值±标准偏差）表示，采用 SPSS 分析来确定数据间

的显著性差异，显著水平设定为 p<0.05 或 p<0.01。 

2  结果与分析 

3 

2.1  BPS对 3T3-L1前脂肪细胞增殖的影响 

 
图1 不同浓度BPA和 BPS作用24h和 48h对 3T3-L1前脂肪细

胞增殖的影响 

Fig.1 Effects of different concentrations of BPA and BPS on the 

proliferation of 3T3-L1 preadipocyctes after incubation for 24 

h and 48 h 

注：与正常组相比，*p<0.05，**p<0.01。 

图 1 显示了 BPA 和 BPS 分别处理 24、48 h 对

3T3-L1 前脂肪细胞增殖的影响。由图可知，低浓度两

种双酚物质均能促进 3T3-L1 前脂肪细胞生长，随着

时间延长，促进效果更明显。当其浓度超过 100 µmol/L
时，BPA 显著抑制了 3T3-L1 前脂肪细胞的增殖，BPS
在浓度超过 400 µmol/L 时，显著抑制了 3T3-L1 前脂

肪细胞的增殖。当浓度达到 1000 µmol/L 时，细胞的

存活率分别为：55.73% (BPS)，2.37% (BPA)。研究表

明，两者双酚化合物的细胞毒性作用很小，只有在高

浓度 10-4 mol/L 时可以减少细胞的存活率，与 BPA 比

较，BPS 的毒性作用相对较弱。 

2.2  BPS对 3T3-L1前脂肪细胞分化的影响 

  

  
图2 不同浓度双酚物质诱导前脂肪细胞分化的照片（×200） 

Fig.2 Pictures of differentiated 3T3-L1 preadipocyctes induced 

by different concentrations of bisphenols (×200) 

注：a，模型组；b，空白组；c，BPS(10-11 mol/L)；d，BPA(10-11 

mol/L)。 

3T3-L1 前脂肪细胞在分化成熟后在细胞内会聚

集大量脂滴，油红 O 染色能较明显地反应脂滴积累的

程度。由图 2 可看出，大量脂滴聚集在分化成熟的

3T3-L1 细胞内，细胞形态明显增大，细胞核周内布满

红色脂滴，形成“指环样”结构。经 BPA 和 BPS 处理

3T3-L1 前脂肪细胞诱导分化 6 d 后，与模型组细胞相

比，双酚物质都可以增加细胞内脂质的含量，其中BPA
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作用更为明显（p<0.01）。BPS 在 10-5 mol/L 和 10-15 
mol/L 浓度作用下无显著差异，其他浓度均呈现显著

性差异，其中在 10-7 mol/L 下细胞分化率 大达到

154.3%（p<0.01）。研究表明，BPA 和 BPS 都可以促

进 3T3-L1 前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞，加速细

胞内脂质的积累，但并不呈现剂量依赖关系。 

 
图3 不同浓度双酚物质对前脂肪细胞分化的影响 

Fig.3 Effects of different concentrations of bisphenols on the 

differentiation of 3T3-L1 preadipocyctes 

注：与模型组相比，*p<0.05，**p<0.01。 

4 

2.3  双酚物质对 3T3-L1 细胞葡萄糖消耗量的

影响 

 
图4 双酚物质在诱导分化不同天数时对3T3-L1细胞消耗量的

影响 

Fig.4 Effects of bisphenols on the glucose consumption of 

3T3-L1 cells in different days of differentiation 

注：a、b、c 分别表示第 2 d、第 4 d、第 6 d；与模型组

相比，*p<0.05，**p<0.01。 

由图 4 可见，在诱导分化的第 2 d，与模型组相比，

空白组的葡萄糖消耗量显著下降，BPA作用 10-7 mol/L
浓度下葡萄糖消耗量显著下降，其它浓度与模型组相

比均无显著性差异。在诱导分化的第 4 d，不同//浓度

BPA 和 BPS 对葡萄糖消耗量均无显著性差异。在诱导

分化的第 6 d，与模型组相比，BPS 作用 10-7 mol/L 浓

度下葡萄糖消耗量显著下降。研究表明，随着诱导天

数增加，细胞葡萄糖消耗量逐渐减少，但是相比于模

型组，BPA 和 BPS 对细胞葡萄糖的消耗量影响不大。 

2.4  双酚物质对 3T3-L1细胞 TG含量的影响 

由图 5 可见，部分浓度 BPA 和 BPS 可以诱导细

胞内甘油三酯含量低程度增加（比如 10-15 mol/L 
BPA：139%，10-11mol/L BPS：134%）。研究表明，

低剂量的 BPS 和 BPA 能低程度促进脂肪细胞内甘油

三酯的积累，但是 BPS 和 BPA 不同浓度作用程度不

同，且不具有剂量依赖性。 
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5 

 
图5 双酚物质对3T3-L1细胞TG含量的影响 

Fig.5 Effects of bisphenols on the TG content of 3T3-L1 cells 

注：与模型组相比，*p<0.05，**p<0.01。 

2.5  双酚物质对 3T3-L1 细胞脂代谢相关基因

转录水平的调控 

图 6 显示的是BPS 和BPA 对 3T3-L1 前细胞脂肪

分化相关基因表达的影响。 

 
图6 双酚物质对3T3-L1前脂肪细胞分化相关转录因子基因表

达的影响 

Fig.6 Effects of bisphenols on the mRNA expressions of 

transcription factors associated with differentiation of 3T3-L1 

preadipocytes 

注：与模型组相比，*p<0.05，**p<0.01。 

由图 6 可见，与模型组相比，10-15 mol/L BPA 都

可以显著上调 PPARγ、C/EBR、aP2 基因 mRNA 的表

达量，相反，BPS 只上调了 PPARγ表达，但可以显著

下调 C/EBR、aP2 基因 mRNA 的表达量。另外，BPS
和 BPA 都同时使 GLUT4 基因的表达显著下降

（p<0.01）。研究表明，BPS 和 BPA 作用脂肪细胞分

化的途径不完全一样，它可能是在多种转录因子的共

同作用下进行的。 

3  结论 

3.1  目前 BPS 被广泛用于代替 BPA 的使用，但是并

没有充分的证据证明 BPS 是安全无害的，很多政府和

环境安全机构也对此极大关注。目前关于 BPS 与脂肪

代谢及其与肥胖的关联报道甚少，仅有三个课题组在

做相关性研究[15~17]。本研究通过3T3前脂肪细胞模型，

与相同浓度 BPA 进行比较，分析 BPS 对其脂肪细胞

分化及代谢的影响，研究发现，BPS 和 BPA 均可以增

加脂肪细胞分化脂滴的积累，即使是低浓度也能起作

用，两者干扰脂肪细胞分化并不具有剂量依赖性，而

且其作用脂肪细胞分化基因表达不完全一致，说明其

作用途径是不同的。 
3.2  机体内脂肪细胞积累和增长都与其分化直接相

关，而脂肪细胞分化是一个复杂而精细的过程，受多

种信号通路及转录因子的调控。PPARγ、C/EBR 的过

表达可以诱导并加快脂肪细胞分化，本研究表明 BPA
可以通过调节这两个因子的过表达，从而促进脂肪细

胞的分化，同时通过上调脂肪酸吸收关键基因 aP2 的

表达，从而增加细胞对脂肪酸的吸收。然而 BPS 仅上

调了 PPARγ的表达，C/EBR、aP2 基因表达却显著下

降，说明 BPS 并不是通过和 BPA 一样的作用途径促

进脂肪细胞分化。Cécile 等[15]在 3T3 前脂肪细胞的研

究却发现 BPA 上调了 PPARγ、aP2、SREBP-1c、ERRα
和 ERRγ基因的表达，而 BPS 仅作了 PGC1α和 ERRγ
两个基因的表达，另外 Cécile 还发现 BPS 能增加细胞

对葡萄糖和甘油三酯的吸收，BPA 仅能促进甘油三酯

的吸收，而本试验中却并未发现 BPS 影响葡萄糖的吸

收，且 GLUT4 基因的表达也出现了下调趋势。Moral
等[17]通过动物实验研究发现，与高脂饮食对照组比

较，BPS 饮食暴露引起了雄鼠血清胆固醇的增加但并

没有引起血糖及甘油三酯的显著变化。脂肪组织不仅

是人体重要的储能和产能器官，它还具有强大的内分

泌功能。Jonathan 等[16]通过人前脂肪研究发现，BPS
作用会引起脂滴积累和脂质相关基因表达，雌激素受

体抑制剂 ICI-182,780 能显著影响 BPS 介导的脂质积

累，而糖皮质激素受体抑制剂 RU486 则对此影响不

大，推测 BPS 也可能通过干扰 PPARG 途径作用脂质

代谢。Moral 等[17]通过体内动物实验，使孕期小鼠每

天持续暴露低剂量的 BPS，结果发现，在正常饮食下
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BPS单一作用并不能引起雄鼠或雌鼠体重和体脂的增

加，高脂饮食结合 BPS 暴露能引起雄鼠体重和体脂的

增加，但是对雌鼠却影响不大，另外 BPS 也增加了胰

岛素和瘦素的表达，引起了胰岛素抵抗，抑制了脂肪

分解速度，加剧了脂肪的积累，导致了肥胖的产生。

总之 BPS 参与脂质代谢途径是相当复杂的，虽然 BPS
与 BPA 的分子结构极为相似，但是作用途径可能并不

一样，关于 BPS 与肥胖及脂质代谢的关联应在分子水

平上进行更深入的研究。 
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