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环境雌激素双酚 A对成年小鼠学习记忆 
和突触结构的影响* 
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摘  要  双酚 A (bisphenol, BPA) 是一种广泛存在的环境内分泌干扰物, 它可与雌激素受体结合干扰内源

性雌激素对中枢神经系统的调控作用。本研究通过将 10 周龄小鼠灌胃染毒 BPA (0.4、4、40 mg/kg/day)3 个

月, 研究长期 BPA 暴露对成年小鼠记忆行为和突触可塑性的影响。开场行为测试结果表明, BPA (0.4、4、40 
mg/kg/day)增加雄性的站立次数和理毛频率, BPA (4 mg/kg/day)却显著减少雌鼠的站立次数。水迷宫和被动

回避行为模型检测显示, BPA 主要损伤雄鼠的空间学习记忆和被动回避记忆。通过制备海马 CA1 区超薄切

片后, 电镜观测发现, BPA (0.4、40 mg/kg/day) 暴露降低雄鼠海马 CA1 区突触数密度, 缩短雄鼠突触前活性

带长度, 减小雄鼠突触后致密体(PSD)厚度, 增加雄鼠突触间隙宽度。进一步用 Western blot 方法检测突触

前、后的标志性蛋白 Synapsin I 和 PSD95 以及兴奋性氨基酸 NMDA 受体 NR1 亚基和 AMPA 受体 GluR1 亚

基蛋白的表达, 发现 BPA 暴露致雄鼠 Synapsin I、PSD95、NR1 蛋白表达水平下调。而 BPA 对雌鼠的记忆

行为、突触形态、突触蛋白和受体蛋白均没有明显作用。以上结果提示长期 BPA 暴露性别特异性地影响成

年小鼠的活动性和探究行为, 损伤雄鼠的学习记忆, 这些作用可能通过下调突触蛋白和 NMDA 受体的表达

而负性影响突触结构可塑性, 最终影响雄鼠的学习记忆功能。 
关键词  双酚 A; 学习记忆; 突触形态结构; Synapsin I; PSD-95; NMDA 受体 
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1  前言 

双酚 A (bisphenol A, BPA) 大量使用于食品和

饮料的碳酸聚酯包装材料、树脂内膜和牙齿固封剂, 
以及各种化学日用品的添加材料。来自一些发达国

家的调查显示长期以来人们一直暴露于低剂量的

BPA 中(Erler & Nova, 2010)。美国疾病控制中心的

报告显示, 来自 394 份被测人群尿液样本中有 95%
检测出 BPA (Calafat et al., 2005)。BPA 是一种兼有

拟雌激素、抗雌激素和抗雄激素活性的环境内分泌

干扰物 , 它不仅可以低亲和性与雌激素受体结合 , 
还可与雄激素受体结合而干扰内源性激素对脑的

调 节 作 用 (Leranth, Szigeti-Buck, Maclusky, & 
Hajszan, 2008)。由于性激素在神经发育及其性别分

化中的重要作用, 大量的研究聚焦在发育期特别是

围生期 BPA 暴露对脑发育及其成年后神经行为的

影响(Fujimoto, Kubo, & Aou, 2007; Gioiosa, Fissore, 
Ghirardelli, Parmigiani, & Palanza, 2007; Gonalves, 
Cunha, Barros,& Martnez, 2010; Xu, Zhang,Wang, 
Ye, & Luo, 2010; Patisaul, Fortino, & Polston, 2007; 
Patisaul & Bateman, 2008; Narita, Miyagawa, Mizou, 
Yoshida, & Suzuki, 2007; Negishi et al., 2004; 
Kiguchi, Fujita, Lee, Shimizu, & Koshikawa, 2007)。
然而, 性激素也参与调节成年脑的功能活动, 因此, 
推测长期暴露于 BPA 环境的成年人其神经行为可

能会受到影响。有人发现在妊娠和哺乳期间长期暴

露于低剂量 BPA 的母鼠其母性行为发生改变(Seta, 
Minder, Dessi-Fulgheri, & Farabollini, 2005)。我们

前期研究发现青春期暴露于 BPA 性别特异性的影

响成年小鼠的探究、焦虑和学习记忆等多种行为
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(田栋等, 2011)。但成年期 BPA 暴露对行为的影响

极其机制知之甚少。  
海马的突触可塑性与学习记忆行为密切相关, 

雌激素可通过正向调节突触发生、神经环路联系和

突 触 传 递 而 促 进 突 触 可 塑 性 (Brinton, 2009; 
Woolley, 1998)。最近, 有人发现 BPA 可以干扰性

激素的突触重塑作用(Hajszan & Leranth, 2010)。在

大鼠和灵长类, BPA 可抑制雌激素和雄激素诱导增

加的海马和前皮层 70%~100%的棘突触(Leranth & 
Szigeti-Buck et al., 2008; Leranth, Hajszan, Szigeti- 
Buck, Bober & Maclusky 2008; MacLusky, Hajszan, 
& Leranth, 2005), BPA 暴露数天促进新生大鼠小脑

蒲肯野氏细胞的树突生长和下丘脑神经元树突密

度 (Yokosuka et al., 2008; Shikimi, Sakamoto, 
Mezaki, Ukena, & Tsutsui, 2004)。我们以往的研究

发现 BPA 快速增加体外海马神经元树突丝密度和

运动性(Xu & Ye et al., 2010)。突触界面是一个对行

为训练和化学物质非常敏感的结构, 其中的一些参

数 , 如 突 触 间 隙 (synaptic cleft) 、 突 触 前 活 性 带

(synaptic active zone)、突触后致密体(postsynaptic 
density, PSD)和突触界面曲率(curvature of synaptic 
interface)可 因 刺 激 而 发 生 改 变 (Marrone & Petit, 
2002)。雌激素改善卵巢摘除小鼠记忆行为的同时

伴随有海马和前皮层突触界面结构的变化, 包括突

触 间 隙 的 缩 小 和 PSD 厚 度 增 加 (Xu & Zhang, 
2006)。位于突触后膜上的 PSD 含有细胞骨架和脚

手架蛋白、谷氨酸受体、钙调蛋白结合蛋白、离子

通道和信号分子等多种蛋白, 这些蛋白表达的改变

和相互作用均可影响突触活性和可塑性, 同时也改

变 PSD 的 厚 度 (Trinidad, Thalhammer, Specht, 
Schoepfer, & Burlingame, 2005)。那么, BPA 影响成年

神经行为是否与突触界面结构修饰的改变有关呢？ 
本 研 究 通 过 将 成 年 小 鼠 长 期 暴 露 于 低 剂 量

BPA, 研究 BPA 对成年小鼠活动性、探究、学习记

忆等行为的影响, 观察海马 CA1 区神经元突触密

度和突触界面结构的改变 ; 进一步通过 Western 
blot 检 测 海 马 突 触 蛋 白 Synapsin I 和 PSD-95 
(postsynaptic density protein of 95 kDa), 以及兴奋

性氨基酸 NMDA 和 AMPA 受体表达的改变, 探讨

BPA 影响行为和突触结构可塑性的机制。 

2  材料和方法 

2.1  实验动物模型制备与分组 
清洁级 8 周龄 ICR 雌雄小鼠, 雄性体重 30~35 

g, 雌性体重 25~30 g, 购于浙江省金华市药检所。

小鼠雌雄分开饲养, 每笼 10~11 只小鼠, 饲养环境

为昼夜 12 h 交替, 饲养室温度控制在 18~22°C, 湿

度在 50%~60%, 水和食物自由摄取。小鼠适应 2
周后, 随机分为 BPA 暴露组(0.4, 4, 40 mg/kg/day) 
(BPA, 99.8%, 上海生工生物工程技术服务有限公

司)和溶媒对照组(金龙鱼食用油), 每组雌雄各 22
只。每天上午 8 点灌胃染毒, 持续 12 周。染毒结束

3 天后进行实验。 
2.2  行为测试 

各组小鼠在 BPA 暴露结束 3 天后, 按以下顺序

分别检测各项行为。每次开始行为测试前, 都对动

物进行 3 次抚摸用以适应行为学测试。 
2.2.1  开场行为  

旷场箱为一正方形模型(40 cm × 40 cm × 30 
cm), 分为 16 小格。记录小鼠 1 min 和 5 min 内由

底面中心开始跑动所穿越的格数、站立和理毛的次

数。穿越格数可评价小鼠运动活性, 站立次数评价

小鼠在新异环境中的探究行为, 理毛的次数反应动

物在冲突状态下的一种转移行为 (Frye & Seliga, 
2001)。各项指标由动物行为分析系统(TSE System 
GmbH, 德国)记录。每组 12 只动物, 每只小鼠测试

结束后清除粪便及尿液, 并用酒精擦拭旷场箱, 然

后进行下一只小鼠的测试。 
2.2.2  水迷宫测试  

开场行为测试后的第二天检测, 每组 12 只动

物。Morris 水迷宫(Morris water maze)用于检测动物

的空间学习记忆能力。水迷宫为高 45 cm, 直径 90 
cm 的黑色圆柱形水池, 水深 25 cm, 水温度控制在

25±1 , ℃ 一个直径为 10 cm 的黑色平台位于水下 1 
cm 处。训练时将小鼠面向池壁放入水中, 由摄像头

记录小鼠 60 s 内在池中寻找平台的游泳轨迹, 小

鼠找到平台并在平台上停留 15 s 后, 放回饲养笼

内休息 30 s, 然后进行下一次训练。如果小鼠在

60 s 内找不到平台, 就人为将小鼠放到平台上停

留 15 s。水迷宫人为划分为 4 个象限, 每次在不同

象限将小鼠放入水中。每天连续训练 4 次, 为期 4
天。由测试软件(TSE System GmbH, 德国)分析搜

索路径。 
2.2.3  被动回避反应  

水迷宫测试后的第二天检测, 每组 12 只动物。

跳台实验用于检测动物被动回避电击的学习记忆

行为。被动回避反应箱为 15 cm × 15 cm × 30 cm 的

塑料箱, 箱底由直径为 0.3 cm 的铜栅栏铺设, 间距
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宽度为 0.5cm。箱内一角落放置一个高 2.5 cm, 直

径 5 cm 的橡胶平台作为动物回避电击的安全区。

实验开始前将小鼠放置在回避箱内自由适应 3 min, 
第二天将小鼠放置在橡胶平台上, 当小鼠跳下平台

时立即给予电击(40V 交流电) 5 sec, 记录小鼠跳下

平台所需时间为起始潜伏期。24 h 后检测小鼠记忆

保持力, 将小鼠放置在平台上, 记录小鼠跳下平台

的潜伏期, 记录时间为 3 min, 超过 3 min 还没有跳

下来的小鼠潜伏期记为 180 sec (Hiramatsu, Sasaki, 
& Kameyama, 1995)。动物电击后跳下平台潜伏期

越短表明其被动回避记忆能力越差。 
2.3  体重、生殖器官系数、血液性激素水平 

分别称重每组雌、雄小鼠 BPA 暴露前(10 w
龄)、后(22.5 w 龄)的体重(n=12)。行为测试结束后

的第二天(24 w 龄), 小鼠眼眶采血, 放射免疫法分

别检测雌、雄鼠的血清雌二醇和睾酮水平(n=10); 
分离子宫或双侧睾丸 , 称重 , 计算生殖器官系数

(n=10)。  
2.4  电镜超薄切片制备和突触形态测算  
2.4.1  超薄切片制备 

BPA 暴露后 3d, 每组取 6 只小鼠断头取脑, 用

3%的戊二醛固定 , 待脑块稍变硬后 , 小心剥取海

马并分离 CA1 区。按常规方法制备海马 CA1 区超

薄切片(片厚为 70 nm), 用 H-7650 TEM 型电镜

(Hitachi, Japan)拍摄海马 CA1 区的的 GrayⅠ型(即
兴奋型)突触照片, 用 Image Pro-Plus 图像分析软件

(Media Cybernetics, USA)计算突触数密度(×10,000)
和测量突触界面结构(×100,000)。每组 40 张照片, 
测定过程采用“双盲法”。 
2.4.2  突触数密度测算 

突触数密度(Nv)用立体计量学方法定量分析

(陈玉翠, 韩太真, 沈建新, 乔建天, 1999)。选用的

参照系均为单位体积(面积)的组织。所用公式如下： 
Nv = 8ENa／π2 (Na 为单位面积中的突触数目, 

E 为 PSD 长度倒数的平均值);  
Na = ∑Nx／∑Ar (Nx 为每张 1 万倍的照片上的

突触数目, Ar 为每张照片的面积)  
2.4.3  突触界面结构测量 

突触间隙宽度取每个突触上最大、最小和中间

3 个值的平均, PSD 厚度为 PSD 的最大值, 突触界

面曲率以突触界面弧长与弦长之比表示, 活性带长

度以突触小泡密集的区域长度(图 1)。每组测算约

90 个突触。 
2.5  蛋白的 Western blot 检测 
2.5.1  蛋白样品的制备  

BPA 暴露后 3 d, 小鼠断头取脑(n=4), 分离海

马组织后迅速放入液氮, 在转存于−80℃低温冰箱。

按组织净重(g)：裂解液体积(ml)=1:10 的比例, 加入

相应体积蛋白抽提剂匀浆, 4 800 g℃ 离心 10 min, 
取上清, 4 12000℃  g 离心 30 min, 弃上清, 收集沉淀, 
加等量上样缓冲液, 沸水煮沸 3~5 分钟变性, 分装, 
−20℃保存。 

 

 
 

图 1  突触界面结构超微结构测量示意图 

注：箭头所示为突触前活性带长度; 突触界面曲率=a/b=a/PoPn; SC—突触间隙; SV—突触囊泡 
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2.5.2  Western blot 分析 
取 10-15μl 蛋白样品进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳。将蛋白湿转至硝酸

纤维素膜上(300 mA, 2 h)后, 用 5%脱脂牛奶封闭 2 
h; 分 别 与 一 抗 [NR1(1:700, Santa Cruz, 美 国 )、

GluR1 (1:1000, Abcam, 美国)、synapsin I (1:1000, 
Cell signaling technology, 美国)、PSD-95 (1:1000, 
Abcam, 美国)、β-actin (1:700, Santa Cruz, 美国)]
孵育 2h, 漂洗 15 min×3; 二抗(1:700, 武汉博士德)
孵育 1h, 漂洗 3 min×5; 显色, 用免疫化学发光试

剂(ECL 试剂)反应 0.5~1min 后, 用保鲜膜覆盖 NC
膜, X-胶片(美国 Kodak 公司)曝光、显影和定影, 显

现特异的蛋白条带。曝光好的 X-光胶片用扫描仪扫

描, 应用 Metamorph (美国 Universal Imaging Corp)
软件进行条带光密度的半定量分析。 
2.6  统计学处理 

所得的数据用平均值±标准误表示, 采用 SPSS 
18.0 软件包, 水迷宫 4 天训练结果采用重复三因素

(BPA 暴露×性别×训练天数 )方差分析 (three-way 
ANOVE), 其它行为结果、体重和突触形态测算采

用重复双因素(BPA 暴露×性别)方差分析(two-way 
ANOVE), 生殖器官系数、血清激素水平和 Western 
blot 结果用单因素 (BPA 暴露 )方差分析 (one-way 
ANOVE)。然后进行事后检验(Post-hoc test, LSD)。
p<0.05 作为具有统计学差异显著性。 

3  结果 

3.1  体重、生殖器官/体重比、血液中激素含量 
BPA 暴露前(10 周龄) 小鼠体重没有明显的性

别差异, 随后, 雄鼠的体重增长加速, 到 22.5 周龄

时 , 雄 鼠 体 重 明 显 高 于 雌 鼠 , F(1,88)=548.32, 
p<0.001。BPA 暴露×性别的交互作用显著影响小鼠

体重, F(3,82)=5.76, p=0.001; 而暴露因素对体重没

有影响, F(3,86)=0.22, p=0.882 (图 2)。与同性别对

照组相比, 0.4 和 40 mg/kg/day BPA 暴露 12 周显著 

增加雄鼠的体重(p<0.05)。BPA 暴露对雌、雄小鼠

生殖器官/体重比、雌鼠血清雌二醇水平均没有显著

影响, 但 0.4 和 4 mg/kg/day BPA 显著降低雄鼠血清

的睾酮水平(p<0.05) (表 1)。  
 

 
 

图 2  BPA 暴露对成年小鼠体重的影响(M±SE, n =12) 

注： * p <0.05, 与对照组相比; ##p <0.01, 与雄性相比。 

 

3.2  旷场行为 
双因素方差分析表明, BPA 暴露×性别交互作

用对小鼠第 1 min 和 5 min 的跑格数没有明显作用, 
但显著影响站立和理毛次数[F(3,82)=5.01, p= 0.003; 
F(3,82)=26.91, p<0.001, n=90]。性别因素对第 1 min
和 5 min 的跑格数、站立和理毛次数均有显著影响, 
分别为 F(1,88) = 18.63, p<0.001; F(1,88) = 5.17, 
p=0.025; F(1,88) = 5.27, p=0.024; F(1,88) = 18.52, 
p<0.001。其中, 正常雄鼠第 1 分钟的跑格数明显

高于雌鼠(p<0.05), 4 mg/kg/day BPA 消除了这一性

别差异。暴露因素显著影响第 1 min 的跑格数

(F(3,86)=3.23, p=0.026)和理毛次数(F(3,86)=12.69, 
p<0.001)。与同性别对照组相比, BPA 显著增加雄鼠

的理毛和站立次数(p<0.05, p<0.01), 却降低雌鼠的

站立次数(0.4 mg/kg/day, p<0.05), 并因此诱导雄性

高于雌性的性别差异(p<0.05, p<0.01)。这些结果表

明长期 BPA 暴露促进雄鼠却抑制雌鼠的探究活动, 
加剧雄鼠在冲突情况下的焦虑样状态(表 2)。 

 

表 1  双酚 A 暴露对成年小鼠血清性激素水平和生殖器官系数的影响(Mean±SE) 

组别 n 血清雌二醇 
(pg/ml) 

子宫/体重比 
(mg/g %) 

血清睾酮 
(ng/ml) 

睾丸/体重 
(mg/g %) 

对照组 10 2.63±0.26 0.54±0.01 1.06±0.07 0.72±0.06 

BPA 0.4 mg/kg/day 10 2.88±0.29 0.55±0.03 0.66±0.04* 0.69±0.04 

BPA 4 mg/kg/day 10 3.25±0.36 0.51±0.02 0.81±0.09 0.71±0.06 

BPA 40 mg/kg/day 10 3.50±0.42 0.51±0.03 0.84±0.04 0.67±0.03 

注: * p <0.05, 与同性别对照组相比。 
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表 2  成年期双酚 A 暴露对小鼠旷场行为的影响(Mean±SE) 

组别 n 一分钟跑格数 五分钟跑格数 理毛次数 站立次数 

雄      

对照组 12 65.0±4.7 209.8±15.5 3.31±0.56 13.4±2.0 

BPA0.4mg/kg/day 12 69.2±4.2 224.2±22.8 4.08±0.57 21.6±2.6* 

BPA4mg/kg/day 12 71.2±3.4 233.8±12.3 6.23±0.67 * 23.2±3.1* 

BPA40mg/kg/day 12 65.2±2.8 201.2±9.7 13.90±0.65** 19.8±1.1 

雌      

对照组 12 44.2±4.3# 175.2±12.5 2.92±0.49 16.6±2.4 

BPA0.4mg/kg/day 12 52.9±4.7# 199.8±11.5 2.85±0.27 9.08±1.5*## 

BPA4mg/kg/day 12 65.2±6.4 204.8±12.7 3.31±0.36# 12.9±2.2# 

BPA40mg/kg/day 12 49.7±3.5# 181.3±13.7 4.85±0.62## 20.3±2.2 

注: * p <0.05, ** p <0.01, 与同性别对照组相比; # p <0.05, ## p <0.01, 与同处理雄性相比。 
 
3.3  水迷宫  

在 4 天的水迷宫训练中, 各组小鼠的游泳平均

速度没有明显差异, 但每天探索平台的平均距离表

现为随训练天数的增加而缩短, 说明各组小鼠都具

有一定的空间学习和记忆能力, 但正常雌鼠探索平

台所需的平均距离大于雄鼠(第 3、4 天, p<0.05), 表

明正常状态下雄鼠具有更好的空间学习记忆能力。

多因素方差分析表明, BPA 暴露× 性别× 训练时间

(F(9,313)=2.58, p=0.007)、BPA 暴露×性别(F(3,337) 
=2.81, p=0.040)、性别×训练时间(F(3, 337)=3.34, 
p=0.020)的交互作用均显著影响小鼠搜索平台的平

均距离。性别以及训练时间因素也显著影响小鼠搜

索平台的平均距离 (F(1,343)=15.03, p<0.001; F(3, 
341) = 81.02, p<0.001)。BPA 暴露显著延长雄鼠搜

索平台的平均距离(p<0.05), 但对雌鼠没有影响。

表明长期 BPA 暴露性别特异性地损伤成年雄鼠的

空间记忆能力, 并因此消除空间学习记忆的性别差

异(图 3)。  
3.4  被动回避反应  

电击前, 各组小鼠步下平台的潜伏期没有差异, 

均可在 5 sec 内跳下平台。电击后 24 h, 正常小鼠

步下平台的潜伏期均显著延长, 并表现出性别差异

(p<0.05, 雄鼠>雌鼠)。双因素方差分析表明, BPA
暴露×性别的交互作用对电击后步下潜伏期没有影

响, 但 BPA 暴露以及性别因素均显著影响雄鼠遭

电击后的步下潜伏期(F(3,89)=2.75, p=0.048; F(1, 
91)=4.03, p=0.046) 。 与 同 性 别 对 照 组 相 比 , 40 
mg/kg/day BPA 明显缩短了雄鼠电击后的步下潜伏

期(p<0.05); 表明长期 BPA 暴露性别特异性地损伤

成年雄鼠的被动回避记忆能力, 并因此消除其性别

差异(图 4)。 
3.5  突触数密度和突触界面结构 

为了分析长期 BPA 暴露对学习记忆行为影响

与突触形成和结构的关系, 本研究检查了与学习记

忆关系密切的海马 CA1 区锥体细胞的突触数密度

和突触结构修饰。 
3.5.1  BPA 暴露对突触数目的影响 

双因素方差分析表明, BPA 暴露×性别的交互

作用、BPA 暴露、以及性别因素对突触数密度均有

显著影响(F(3,40)=4.35, p=0.01; F(3,40)=3.89, p<  
 

 
 

图 3  双酚 A 暴露对成年小鼠水迷宫搜索平台距离的影响(M±SE) 

注：* p <0.05, ** p <0.01, 与同性别对照组相比; # p <0.05, 与同剂量的雌性相比。 
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图 4  成年双酚 A 暴露对小鼠被动回避行为的影响(M±SE) 

注：*p <0.05, 与同性别对照组相比; # p <0.05, 与同剂

量的雄性相比。 
 

0.05; F(1,78)=4.91, p<0.01)。0.4 和 40 mg/kg/day 
BPA 暴露显著降低了雄鼠海马 CA1 区突触数密度

(p<0.01), 并因此诱导成年小鼠海马 CA 区突触密

度的性别差异(p<0.01, 雄鼠<雌鼠) (图 5)。  
3.5.2  BPA 暴露对突触界面结构的影响 

双因素方差分析表明, BPA 暴露×性别的交互

作用、BPA 暴露、以及性别因素对突触活性带长度

和突触间隙宽度均没有影响, 但 BPA 暴露×性别的

交互作用显著影响突触间隙宽度(F(3,712)=3.54, p= 
0.015)和突触后致密体厚度(PSD, F(3,712)=3.91,  

p<0.001), BPA 暴露因素也具有相似作用(突触间隙, 
F(3,712)=4.49, P<0.001; PSD, F(3,712)=3.81, p= 
0.01)。与同性别对照组相比, BPA 显著加宽雄鼠海

马的突触间隙宽度(p<0.05, p<0.01), 缩短其活性带

长度 (0.4 mg/kg/day, p<0.05), 并减小 PSD 厚度

(0.4、40 mg/kg/day, p<0.05), 但对雌鼠没有影响(图
6)。以上结果表明长期 BPA 暴露主要影响成年雄鼠

的突触形成和结构修饰, 该结果与 BPA 对记忆行

为的影响相一致。 
 

 
 
图 5  成年双酚 A 暴露对小鼠海马 CA1 区突触数密度的

影响(M±SE) 

注：** p <0.01, 与同性别对照组相比; ## p <0.01, 与同

剂量的雄性相比。 
 

 
 

图 6  成年双酚 A 暴露对小鼠海马 CA1 区突触界面结构的影响(M±SE) 

注：*p <0.05, ** p <0.01, 与同性别对照组相比; # p <0.05, 与同剂量的雄性相比。 
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图 7  双酚 A 暴露对成年小鼠海马突触蛋白和受体表达的影响(M±SE) 

注：*p <0.05, ** p <0.01, 与同性别对照组相比。 
 
3.6  突触蛋白和 NR1 和 GluR1 的表达  

为了进一步分析 BPA 损伤学习记忆和突触形

成的机制 , 本研究采用 Western blot 分析了长期

BPA 暴 露 后 , 海 马 突 触 标 志 性 蛋 白 和 谷 氨 酸

NMDA 和 AMPA 受体表达的变化。结果表明, BPA
性别特异性地抑制突触蛋白和受体的表达, 主要表

现为 3 个剂量 BPA 均下调雄鼠 Synapsin I 和 PSD-95
表达(p<0.05, p<0.01), 0.4 和 40 mg/kg/day BPA 下调

NMDA 受体 NR1 亚基表达(p<0.05, p<0.01), 但对

雌鼠的这些蛋白没有明显影响; 此外, BPA 不影响

雌、雄鼠的 AMPA 受体亚基 GluR1 表达。以上结

果提示成年雄鼠海马的突触蛋白和 NMDA 受体对

BPA 更为敏感, 该结果与 BPA 引起的突触形成和

结构变化相一致的(图 7)。 

4  讨论 

由于性激素在脑发育及其性别分化中的重要

作用, 目前大多数 BPA 神经毒性研究都聚焦在围

生期暴露对远期神经行为的影响。本研究首次报道

了成年动物长期暴露于 BPA 可以改变包括学习记

忆在内的多种神经行为。 
开场行为实验表明, 正常雄性小鼠比雌鼠具有

更高的活动性 , 但这一性别差异经长期 BPA (4 
mg/kg/day)暴露后消失。与此不同, BPA 对小鼠的

探究活性具有明显的性别差异性作用, 促进雄鼠却

抑制雌鼠的探究活动, 并因此诱导探究行为出现性

别差异。许多采用啮齿类进行的开场行为研究都报

道雄性的探究行为对 BPA 较为敏感(Fujimoto et al., 
2007; Gonalves, Cunha, Barros, & Martnez, 2010; 
Zhang, Xu, Wang, Luo, & Ye, 2009)。我们以往的研

究也发现, 围生期 BPA 暴露对成年后雄鼠的探究

行为有促进作用(Zhang et al., 2009), 这与本研究发

现的成年时长期 BPA 暴露促进雄鼠探究活性的结

果一致, 但与围生期暴露不同, 成年期暴露抑制了

雌鼠的探究活性。理毛行为反应动物在矛盾冲突状

态下的一种转移行为, 是一种焦虑的表现。与围生
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期暴露相同(Negishi et al., 2003; Zhang et al., 2009), 
成年期 BPA 暴露主要增加雄性的理毛频率, 表明

BPA 对雄性有促焦虑样作用。 
来自动物和人类的大量研究均发现空间学习记

忆存在雌(女)性劣于雄(男)性的性别差异(Carr et al., 
2003; Driscoll, Hamilton, Yeo, Brooks, & Sutherland, 
2005), 本研究也发现了类似现象 , 在水迷宫航行

测试中, 雌鼠需游过更长距离才能找到平台。然而, 
长期 BPA 暴露主要损伤雄鼠的空间记忆, 对雌鼠

没有明显影响, 因而使正常的空间记忆性别差异消

除。目前关于成年 BPA 暴露对动物学习记忆影响

的报道很少。仅有的数据来自 Eilam-Stock 等, 一次

性 0.04 mg/kg BPA 急性处理损伤雄性成年大鼠的

物 体 识 别 和 空 间 位 置 的 视 觉 和 空 间 记 忆 (Eilam- 
Stock, Serrano, Frankfurt, & Luine, 2012), 阻断 17β-
雌二醇(17β-E2)对卵巢摘除成年雌鼠视觉和空间记

忆的改善作用(Inagaki, Frankfurt, & Luine, 2012)。我

们曾经观察青春期至成年早期 BPA 暴露对学习记

忆的影响, 发现也是主要损伤雄性的记忆行为(田

栋等, 2011)。Kim 等也发现青年雄性小鼠 BPA (0.04 
mg/kg) 暴 露 2 周 后 空 间 记 忆 受 损 (Kim et al., 
2011)。  

被动回避模型用于检测动物情景依赖的学习

记忆, 该记忆在啮齿类动物也表现出雄性优于雌性

的性别差异。长期 BPA (40 mg/kg)暴露性别特异性

地损伤雄性的被动回避记忆, 消除了该行为的正常

性别差异。目前关于成年期 BPA 暴露与被动回避

记忆的研究几乎没有, 但已有的围生期暴露研究均

发现 BPA 可损伤雄性或两性的被动回避记忆; 而

青春期至成年早期 BPA 暴露主要损伤雄性的被动

回避记忆(田栋等, 2011)。这些结果提示成年雄性的

被动回避记忆对 BPA 更为敏感。  
许多证据表明性激素通过调节海马和前额叶

皮层的结构和功能突触可塑性参与调控人和动物

的 认 知 和 情 感 等 高 级 神 经 活 动 (McEwen, 2002; 
Brinton, 2009; Woolley, 1998; Frye & Seliga, 2001; 
Hajszan, Mzclusky, Johanse, Jordan & Leranth, 
2007)。近来, 有人发现 BPA 可影响记忆相关脑区

的突触可塑性。0.3 mg/kg BPA 处理 4 天可阻断雄

激素诱导的正常成年雄鼠和睾丸摘除雄鼠的内侧

前额叶皮层和海马 CA1 区棘突触的形成(Leranth & 
Szigeti-Buck et al., 2008); 一次性 BPA 处理后 30 分

钟可抑制雌激素依赖的卵巢摘除大鼠海马棘突触

的形成(MacLusky et al., 2005), 表明 BPA 对雌激素

和雄激素诱导的突触形成均有拮抗作用。本研究发

现, 长期 BPA 暴露降低成年雄鼠的海马 CA1 区突

触数密度, 但对雌性没有影响, 提示 BPA 性别选择

性地抑制雄性海马的突触形成; 而 BPA 对雌性突

触形成影响的不一致可能与暴露时间和是否有内

源性雌激素存在有关。 
突触界面是一个对行为训练、化学刺激和环境

变化非常敏感的结构, 因此我们检查了长期 BPA
暴露对海马 CA1 区突触界面结构的影响。结果发

现, BPA 对雌鼠的突触结构影响不大, 但 BPA 暴露

使雄鼠的多个突触界面参数发生改变, 包括突触间

隙的增大、突触前活性带的缩短和突触后致密体

(PSD)的变薄。突触间隙存在丰富的神经递质降解

酶, 间隙增大可降低神经递质的传递效率。突触前

活性带上分布着贴靠到前膜上的突触囊泡, 这些囊

泡在突触前兴奋传来时可以释放神经递质。活性带

越长, 能够释放递质的突触囊泡越多, 对突触后的

兴奋作用就越大(Marrone & Petit, 2002)。Weeks 等

报道突触长时程增强(LTP)诱导后突触活性带长度

增加 (Weeks, Ivanco, Leboutillier, Racine,& Petit, 
2001)。PSD 是一个因刺激而容易改变的突触参数, 
为含有细胞骨架和脚手架蛋白、受体、离子通道和

信号分子的复杂结构, 与突触后兴奋过程的信号转

导有关(Trinidad et al, 2005)。学习记忆过程可以诱

导 PSD 增厚(Qiang, Wang, Wu, Xie, & Qian, 2000), 
雌激素改进卵巢摘除小鼠记忆功能的同时伴随有

PSD 的增厚和突触间隙减小(Xu & Zhang, 2006)。
本研究 BPA 损伤雄鼠学习记忆的同时, 负性改变

其海马突触界面结构修饰, 而雌性的记忆行为和突

触结构均没有显著改变, 提示长期 BPA 暴露损伤

成年雄鼠学习记忆可能与其诱导突触界面结构的

改变有关。 
为了阐明 BPA 改变突触可塑性的机制, 我们

进一步分析了海马中与突触可塑性密切相关的突

触蛋白 Synapsin I 和 PSD-95。结果发现, BPA 暴露

的雄鼠海马 Synapsin I 和 PSD-95 水平显著下调, 但

雌鼠没有明显变化, 该结果与 BPA 性别选择性诱

导的雄鼠突触形成抑制和突触界面结构负性变化

相符。与我们的发现相一致, 最近 Eilam-Stock 等报

道 BPA 急性处理 2 h 不仅损伤成年雄鼠的视觉和

空间记忆, 还下调海马 CA1 的 Synapsin I 和 PSD-95 
水平(Eilam-Stock et al., 2012)。Synapsin I 是突触前

标志性蛋白, 其主要功能是调节突触囊泡的移动聚

集到活性带, 并因此调控神经递质的释放和突触形
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成 (Bykhovskaia, 2011; Fdez & Hilfiker, 2006; 
Shupliakov,Haucke&Pechstein, 2011)。Synapsin I 基

因 缺 失 的 小 鼠 突 触 前 活 性 带 的 囊 泡 密 度 降 低

(Shupliakov et al, 2011)。近来发现, BPA 显著降低

脑内 Synapsin I 在 Ser-9 and Ser-603 位点的磷酸化

水平(Iwakura et al., 2010), 而 Synapsin I 磷酸化是

调节突触囊泡释放递质的一个重要因素。因此 , 
Synapsin I 表达下调可能与 BPA 诱导的突触形成

抑制和突触前活性带的缩短有关, 并影响动物的学

习记忆行为。PSD-95 是突触后最具代表性的脚手

架蛋白, 为突触受体活动和稳定性所必需, 在突触

可塑性中起重要作用。PSD-95 基因敲除小鼠树突

棘形态变化和棘稳定性均减弱, LTP 诱导受阻, 记

忆受损, 而过表达 PSD-95 的小鼠树突棘密度增加, 
微小兴奋性突触后电流增大(Ehrlich, Klein, Rumpel, 
& Malinow, 2007)。本研究发现, BPA 不仅减小了雄

鼠海马的 PSD 厚度, 还下调了 PSD-95 和谷氨酸

NMDA 受体 NR1 亚基水平。NMDA 和 AMPA 受体

参与兴奋性突触的形成和突触传递(Adams, Fink, 
Janssen, Shah, & Morrison, 2004; Sanderson et al., 
2010)。PSD-95 不仅可以锚定 NMDA 和 AMPA 受

体于 PSD 上, 还可帮助 NMDA 受体与细胞内其他

信号分子间的联系, 比如, PSD-95 可将 Ca2+内流的

信号传递给特异性的下游信号事件(Xu, 2011)。因

此 , 长 期 BPA 暴 露 可 能 通 过 下 调 突 触 蛋 白 和

NMDA 受体水平, 而抑制突触的形成和突触界面

结构的负性变化, 从而损伤雄性学习记忆功能。 
在成年雄性啮齿类动物, 雄激素可能对海马棘

突触的可塑性调节起主要作用, 而雌激素的作用相

对较弱(Hajszan & Leranth, 2010)。雄激素可通过海

马的雄激素受体(androgen receptors, ARs)促进雄鼠

的学习记忆(Edinger & Frye, 2007)。此外, ERs 通过

与睾酮代谢产物的结合而介导雄激素对雄性中枢

神经系统的调节作用(Ogawa et al., 1998)。睾酮一方

面可经芳香化形成 17β-E2, 另一方面还可经 5α-还
原为二氢睾酮和 3α-二氢雄甾酮(3α-androstanediol), 
这些代谢产物与 ERβ 均具有高亲和性。ERβ 在海马

有较高的表达, 是性激素调控海马突触可塑性和学

习记忆的主要受体(Pak et al., 2005)。同时, BPA 不

仅通过与 α 和 β 型 ER 结合而表现出雌激素受体激

动剂和拮抗剂效应, 还可与 AR 结合表现出雄激素

拮抗作用(Bonefeld-Jorgensen, Long, Hofmeister, & 
Vinggaard, 2007; Lee, Chattopadhyay, Gong, Ahn, & 
Lee, 2003; Wolstenholme, Rissman, & Connelly, 

2011; Xu et al., 2008)。因此, AR 和 ER 均有可能介

导 BPA 对成年雄性小鼠行为和突触可塑性影响, 
但还需要进一步的研究为此提供证据。在本研究中, 
我们发现 BPA 暴露的雄鼠血清睾酮水平下降, 而

雌鼠血清雌激素水平变化不明显。此外, 有人发现

BPA 在体内的代谢受内源性性激素的调节, 使雄性

血清的 BPA 水平高于雌性(Schonfelder et al., 2002; 
Takeuchi & Tsutsumi, 2002)。这些发现或许可以解

释 成 年 雄 鼠 的 记 忆 行 为 和 突 触 可 塑 性 更 容 易 受

BPA 影响的原因。 
综上分析 , 成年时期长期暴露于低剂量 BPA

可性别选择性地损伤雄性小鼠的学习记忆行为和

负性改变海马神经元的突触可塑性 , 突触蛋白和

NMDA 受体表达水平的下调可能参与以上过程。

由于人们在日常生活中广泛使用含 BPA 的日用品

而长期暴露于低水平的 BPA 环境中, 因此, 环境

低浓度 BPA 暴露对人类的认知功能存在一定的健

康风险。 
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Abstract 

Bisphenol A (BPA), one of the most common environmental endocrine disrupters, can bind to estrogen 
receptors (ERs) to interfere with the regulation of endogenous estrogen on the central nervous system. The aim 
of the present study was to investigate the effects of long-term exposure to BPA on the learning and memory 
behavior. The adult mice at age of 10 weeks were exposed to BPA (0.4, 4, and 40 mg/kg/day) or sesame oil for 
12 weeks. In open field test, BPA increased the frequencies of rearing and grooming of the males, but reduced 
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the frequency of rearing in the females. Exposure to BPA (0.4 or 40 mg/kg/day) extended the escape pathlength 
to find the hidden platform in Morris water maze and shortened the step-down latency 24 h after footshock of 
the males, but no changes were found in the females. Meanwhile, BPA induced a reduced numeric synaptic 
density and a negative effect on the synaptic structural modification, including the enlarged synaptic cleft and 
the reduced length of active zone and PSD thickness in the hippocampus of the males. Western blot analyses 
further indicated that BPA down-regulated the expressions of synaptic proteins (synapsin I and PSD-95) and 
NMDA receptor subunit NR1 in the hippocampus of the males. These results suggest that long-term exposure to 
the low levels of BPA in adulthood sex-specifically impaired spatial and passive avoidance memory of mice. 
These effects may be associated with the higher susceptibility of hippocampal synaptic plasticity processes, such 
as remodeling of spinal synapses and the expressions of synaptic proteins and NMDA receptor, to BPA in the 
adult males. 

After acclimatization for one week, adult male and female ICR mice were orally exposed to BPA dissolved 
in peanut oil (40, 4,0.4 mg/kg/day) or only peanut oil as a vehicle control from 10 weeks of age throughout 22 
weeks. At 22 weeks of age, open field, elevated plus-maze, Morris water maze, and step-down were respectively 
used to test spontaneous activity and exploratory behavior, anxiety, spatial learning and memory, and passive 
avoidance memory in mice. After the behavior detection, using Western blot method detecting NMDA and 
AMPA receptor NR1、GluR1、Synapsin I and PSD 95. At the same time, take animals which were not used in 

Behavioral experiments for electron microscope observation of microscopic structure change. 
Test results show that the opening behavior BPA (0.4, 4, 40 mg/kg/day) increase the stand number and 

frequency of grooming male, BPA (4 mg/kg/day) was significantly decrease the number of stand for females. 
Water maze and passive avoidance behavior model test showed that BPA main damage male rats of passive 
avoidance and spatial learning memory. Ultrathin slice through the preparation of hippocampus CA1 area, 
electron microscope observation found that BPA (0.4, 40 mg/kg/day) exposed to lower the synaptic number 
density in the male rat hippocampal CA1 zone, shorten the males presynaptic active zone length, reducing male 
mice postsynaptic density (PSD) thickness, increase male mice width of synaptic cleft. Further using Western 
blot method to detect the synapse the iconic Synapsin I protein before and after and PSD95 and excitatory amino 
acids GluR1 NMDA receptor NR1 and and AMPA receptor subunit proteins expression, and found that BPA 
exposure to male mice of Synapsin I cut, PSD95, NR1 protein expression level. And BPA memory for female 
behavior, synaptic proteins and receptors, synaptic form are not obvious. 

Adulthood long-term exposure to low doses of BPA can gender selective damage of male rats learning and 
memory behavior and negative change in synaptic plasticity of hippocampal neurons, synaptic proteins and 
NMDA receptor expression levels may participate in the above process. 

Key words  Bisphenol A; learning and memory; synaptic morphology; Synapsin I; PSD-95; NMDA receptor 


