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摘要 四溴双酚A(TBBPA)是一种应用量非常大的化学品, 广泛用在印刷电路板以及其他聚合材料的阻燃剂中. 作
为一种环境污染物, 其普遍存在于各种非生物和生物介质中. 本研究采用人体支气管细胞Beas2B和肺上皮细胞

16HBE作为研究对象, 开展了TBBPA的接触暴露毒性研究. 结果显示, 随着TBBPA的暴露浓度从 0 μmol/L增加至

50 μmol/L, 两种细胞的存活率均逐渐下降, 细胞通透性不断提高. 此外, 流式分析也表明了细胞在暴露后出现了部

分凋亡, 且随着浓度的提高, 凋亡率也随之提高. 进一步通过基因表达测定分析发现, 与细胞凋亡相关基因p53,
Survivin, bax, bcl-2, Caspase-3, Caspase-9的表达量均出现不同程度的上调, 其中24 h的暴露相较于12 h会激发更为

强烈的表达上调. 此外, 对暴露过程中细胞胞内活性氧(ROSs)组分、抗氧化性酶SOD和CAT活力活性进行了测定.
两种细胞内的ROSs组分和抗氧化性酶均出现明显的提高, 表明细胞在TBBPA暴露过程中收到了一定的氧化损伤

并出现了氧化应激.
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四溴双酚A(TBBPA)是目前使用最为广泛的溴代

阻燃剂(BFR), 占BRF总使用量约60%. TBBPA可以通

过多种途径进入环境中, 包括在消费品中的释放、含

有TBBPA废物的回收过程中的释放、电子产品制造过

程中的排放等[1]. 目前, TBBPA在各种环境体系和生物

体内均被大量地检测到[2,3]. 据报道在日本5个工业废物

站的垃圾渗滤液中TBBPA浓度为0.3~540 ng/L[4]. 在瑞

典一家塑料厂上游沉积物和下游沉积物中均能检测到

TBBPA存在, 浓度分别为34和270 ng/g, 同时工厂的废

水处理站沉积物中也能检测到TBBPA[5]. 此外, Abdal-
lah等人[6]首次报道了Birmingham汽车空气和公众微环

境空气中TBBPA的浓度, 平均值分别为6和220 ng/g.
Zhou等人[7]也报道了中国东部典型PCB制造车间的粉

尘中TBBPA平均含量为2660 ng/g dw(干重). 此外, 很多

水体中均可以检测出大量TBBPA的存在[8]. 除了环境

体系中TBBPA的大量检出, 目前已有报道, 在生物体如

斑马鱼[9,10]和人体样品(如头发), 均检测到了TBBPA的

存在[11,12]. 它主要可能是通过皮肤接触、呼吸暴露和

饮食摄入等途径进入人体, 其中呼吸暴露可能是某些

特殊暴露人群比较重要的暴露途径.
已有研究表明, TBBPA具有内分泌、肝、肾脏等

毒性. 例如TBBPA可以导致子代小鼠肝细胞坏死以及

对肝脏炎症细胞浸润产生影响, 并导致肾小管扩张或

收缩增加以及肾囊肿[13]. TBBPA的卤代酚结构具有破

坏氧化磷酸化的性质, 从而引起体外肝细胞细胞膜的

功能性障碍并且抑制细胞色素P450 2C9(CYP450 2C9)
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的活性[14]. Jason等人[15]对新生大鼠每天经口染毒0, 40,
200和600 mg/kg剂量的TBBPA, 连续处理18 d后, 对不

同剂量处理的一半大鼠做解剖和病理研究, 剩余一半

大鼠停止染毒并继续饲养80 d以检查大鼠恢复情况或

延迟毒性. 结果表明, 每天200和600 mg/kg剂量染毒

18 d的大鼠出现了肾囊性病变, 600 mg/kg剂量组出现

了死亡个体; 继续饲养80 d后, 200和600 mg/kg剂量组

的大鼠肾脏囊性病变未得到恢复, 但也未观察到其他

延迟毒性. 此外, Murphy等人[16]运用放射性同位素标

记法, 研究了TBBPA与人甲状腺运载蛋白(TTR)在体外

的结合情况. TBBPA与TTR的结合能力为甲状腺素(T4)
的10.6倍, 这表明TBBPA可能对生物体的甲状腺系统

产生干扰效应. 也有研究人员还发现TBBPA可能具有

一定的神经毒性[17]. 同时大量研究也揭示了TBBPA对

于人类和野生动物具有明显的生物毒性, 也被国际癌

症研究机构列为“人类可能致癌”组2A类污染物[18]. 然

而, 目前关于TBBPA对于呼吸系统毒性影响的研究还

是比较少, 因此, TBBPA对呼吸系统细胞毒性影响的研

究亟待进行.
本研究主要选取人体支气管上皮细胞16HBE和肺

上皮细胞Beas2B作为研究对象, 系统开展TBBPA对于

这两种人体呼吸系统细胞的暴露毒性研究. 研究分别

详细讨论了TBBPA对两种人体细胞的剂量效应、细胞

毒性和凋亡反应的关系, 然后通过凋亡基因表达水平

和氧化应激水平的检测, 进一步探讨了TBBPA对两种

人体细胞毒性的致毒机制, 从而初步阐明了典型溴代

阻燃剂TBBPA在体外模型中对人体呼吸系统可能的健

康危害.

1 材料与方法

(ⅰ) 试剂. TBBPA(Sigma Aldrich, 美国; 纯度

>97%)溶于二甲基亚砜(DMSO, Sigma Aldrich, 美国)
中, 配备实验浓度分别为0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50 mmol/L
的原液. 根据实验要求将梯度浓度TBBPA原液加入到

一定体积的细胞完全生长培养基, 使得最终暴露浓度

为0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50 μmol/L, 其中助溶剂DMSO体

积分数为1‰.
(ⅱ) 人体细胞及其培养 . 人支气管上皮细胞

(16HBE)和人肺上皮细胞(Beas2B)获赠于广州医科大

学.在基础培养基DMEM(Gibico,美国)中加入10%胎牛

血清(Gibico)和1%双抗(青霉素-链霉素, Gibico)以配成

细胞完全生长培养基,并于37°C, 5% CO2恒温条件下置

于二氧化碳细胞培养箱中对两种细胞进行培养. 每天

更换细胞培养基. 每隔3 d使用0.05%胰酶EDTA(Gibco)
进行细胞传代.

(ⅲ)细胞活力测定.利用Cell Titer 96 AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega, 美国)进行细

胞活力的测定[19]. 接种1×104细胞数/孔的细胞于96孔细

胞培养板中, 并加入完全生长培养基使其终体积为

0.1 mL, 进行细胞培养. 待细胞铺满培养孔70%~80%以

上, 弃去上清液, 加入含TBBPA的完全生长培养基, 使

其最终暴露浓度为0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50 μmol/L, 然后暴

露24 h后根据说明书对其细胞活力直接进行检测. 加入

20 μL MTS试剂后在培养箱内孵育1 h, 避光, 然后用酶

标仪(Thermo Varioskan Lux, 美国)测定其在490 nm波

长处的吸光度OD值即可.

= OD( ) OD( )
OD(0 ) OD( )

× 100%. (1)

(ⅳ) 乳酸脱氢酶测定. 利用乳酸脱氢酶(LDH)检测

试剂盒(南京建成, 中国)进行细胞乳酸脱氢酶释放的测

定. 具体步骤如下: 接种3×105细胞数/孔的细胞于6孔细

胞培养板中, 并加入完全生长培养基使其终体积为

3 mL, 进行细胞细胞培养. 待细胞铺满培养孔70%~
80%以上, 弃去上清液, 加入含TBBPA的完全生长培养

基, 使TBBPA最终暴露浓度为0, 0.08, 0.4, 2, 10,
50 μmol/L. 细胞暴露24 h后提取每个孔细胞培养液上

清液的2 mL, 1000 r/min离心15 min取上清液, 并按照

试剂盒说明书立即检测. 将测试所用96孔板放到酶标

仪中, 在450 nm波长下进行初始吸光度检测并记录其

差异.
(ⅴ) 细胞凋亡测定. 采用Annexin V-FITC/PI凋亡

检测试剂盒(上海生物工程股份有限公司, 中国)进行细

胞凋亡的测定. 接种1×105 细胞数/孔的细胞于12孔细

胞培养板中, 并加入完全生长培养基使其终体积为

1 mL, 然后进行细胞培养. 待细胞培养孔70%~80%以

上, 弃去上清液, 加入含污染物的完全生长培养基, 使

TBBPA最终暴露浓度为0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50 μmol/L.细
胞暴露24 h后按照试剂盒说明书收集细胞. 使用成像流

式细胞仪(Merck FlowSight, 美国)在488 nm波长下双通

道测定荧光染料FITC和PI的荧光强度, 从而确定凋亡

细胞比例, 进一步使用IDEAS 6.2软件(Merck Flow-
Sight, 美国)对10000个细胞进行计数和分析. 其中细胞

凋亡率由早期凋亡和晚期凋亡之和来进行计算.
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(ⅵ) 胞内活性氧及抗氧化性酶活力的测定. 为了

研究TBBPA暴露过程中的细胞氧化应激情况, 首先测

定16HBE和Beas2B细胞的胞内ROSs水平. 2′,7′-二氯荧

光素二乙酸盐(DCFH-DA, 上海碧云天生物技术有限公

司, 中国)作为细胞内活性氧检测探针. 接种1×105细胞

数/孔的细胞于12孔细胞培养板中, 并加入完全生长培

养基使其终体积为1 mL, 进行细胞培养. 待细胞铺满培

养孔70%~80%以上,弃去上清液,加入含TBBPA的完全

生长培养基, 使TBBPA最终暴露浓度为0, 0.08, 0.4, 2,
10, 50 μmol/L. 暴露24 h后, 按照说明书加入DCFH-DA
探针并收集细胞进行测试.

进一步利用过氧化氢酶(CAT)检测试剂盒和超氧

化物歧化酶(SOD)检测试剂盒(上海碧云天生物技术有

限公司)分别测定了细胞内CAT和SOD的活力变化情

况. 接种3×105细胞数/孔的细胞于6孔细胞培养板中, 并
加入完全生长培养基使其终体积为3 mL, 进行细胞细

胞培养. 待细胞长到铺满瓶壁70%~80%以上, 弃去上

清液, 加入TBBPA的完全生长培养基, 使其最终暴露浓

度为0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50 μmol/L. 其中, 对CAT和SOD
的活性测定需要利用细胞总蛋白含量进行相对定量.
采用细胞裂解缓冲液(上海碧云天生物技术有限公司)
进行总蛋白的提取, 利用PierceTM BCA蛋白检测试剂盒

(Thermo scientific, 美国)进行总蛋白定量.
(ⅶ) 凋亡相关基因表达的测定. 用Trizol法(Invitro-

gen, 美国)提取细胞内总RNA. 用Nanodrop 2000分光光

度计(Thermo Scientific Wilmington DE, 美国)测定总

RNA浓度和纯度. 取500 ng RNA并使用PrimeScriptTM

RT反转录试剂盒(Takara, 日本)于10 μL反应体系进行

反转录反应.
采用实时荧光定量PCR对细胞凋亡相关基因p53,

Survivin, bax, bcl-2, Caspase-3, Caspase-9的表达进行了

定量测定, 以β-Actin作为内参基因, 特异性引物由上海

生工设计. 然后使用SYBR预混液Ex TaqTM(Takara, 日

本)在CFX96 Touch�序列检测系统(Bio-Rad CFX96,
美国)中进行Q-PCR反应. 反应体系总量为25 μL, 由

12.5 μL 2×SYBR®qPCR(TaKaRa, 日本)、每个10 µmol
引物1 , 2.5 μL模板DNA(基因组DNA)和7.5 μL无菌

dd H2O组成. PCR扩增程序设置如下: 预变性1次循环,
94°C下变性3 min; 45次循环, 94°C下变性30 s; 60°C下
退火30 s, 72°C合成30 s.

(ⅷ) 数据分析. 采用方差分析(ANOVA)分别确定

细胞活力、细胞凋亡、细胞内ROSs水平和基因表达

的变化是否有显著性差异, P < 0.05被认为差异显著.
所有实验重复3次, 结果用均数±标准差表示.

2 结果与讨论

2.1 TBBPA暴露诱导16HBE和Beas2B细胞活力的
损伤

首先 , 测定了两种人体呼吸系统细胞在受到

TBBPA暴露刺激后细胞活力的衰减. 如图1所示, 在

TBBPA低浓度范围(0~0.4 μmol/L)暴露24 h后对两种

细胞的细胞活力没有显著影响; 但是在浓度时, >10
μmol/L开始可以初步观察到对两种细胞活力起到了抑

制作用(*P <0.05, **P<0.01), 50 μmol/L时16HBE和
Beas2B细胞存活率为80.9%和86.2%, 这与先前文献

[20~23]报道的结果基本一致. 值得注意的是, 相比较

于支气管上皮细胞16HBE, 肺上皮细胞Beas2B对

TBBPA具有更强的耐受性, 这可能是因为不同的细胞

结构导致耐受性的差异性. 此外, 相比较于本研究中较

低的TBBPA浓度, 一些研究采用更为高浓度的TBBPA,
会造成短时间内细胞存活率的急剧下降[13,24].

一般来说, 细胞质膜的损伤程度由LDH泄露水平

间接反映, 所以测量细胞的LDH泄露水平可作为细胞

毒性的指标. 为了进一步了解细胞的受损情况, 对两种

受试细胞的LDH水平分别进行了测定. 如图2所示, 在

TBBPA浓度<10 μmol/L时, 暴露24 h后对两种细胞的

LDH释放活性没有显著影响(*P <0.05), 这与上述两种

细胞存活率的测定结果保持一致. 经过两次不同批次

重复实验均发现, 在TBBPA暴露浓度为50 μmol/L时,

图 1 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露24 h后细胞活力
Figure 1 (Color online) Cell activity after exposure to different
concentrations of TBBPA for 24 h
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LDH释放比对照组升高了20%. 这表明在该浓度剂量

暴露下细胞出现更多的死亡.

2.2 TBBPA暴露诱导16HBE和Beas2B两种细胞的
氧化应激

细胞中ROSs的产生可能与细胞毒性、细胞凋亡和

自噬有关[25~27]. ROSs是高活性粒子, 主要在线粒体内

产生, 其作为细胞代谢的产物, 在生物系统中是一把双

刃剑.在生理水平上, ROSs在细胞内信号传导和调节中

充当“氧化还原”的信使. 对于细胞稳态来说, 保持细胞

内ROSs水平的微平衡是非常关键的, 并且细胞内ROSs
不受控制的升高将通过促进内在的凋亡途径引起细胞

死亡. 一般来说, 细胞内的氧化应激反应的发生是由于

细胞受到一定的外来刺激, 细胞受到的氧化能力与抗

氧化防御状态不平衡 , 细胞中的抗氧化酶(如SOD,

CAT等)的活性发生改变, 从而对细胞的保护作用减弱,
引起活性氧水平提高并对细胞造成氧化损伤作用.

首先, 我们对该体系中两种细胞内ROSs的水平进

行了测定, 由图3可以看出, 两种细胞内的ROSs水平均

出现迅速的上升趋势(1~20倍). 这表明细胞已经出现过

氧化状态, 使得胞内的氧化还原平衡被打破, 抗氧化性

酶已经无法抵御ROSs的氧化作用. 这一过程也必然会

导致细胞的损伤和诱导性凋亡[28,29]. 当TBBPA的浓度

提高至50 μmol/L时, 可以看到细胞胞内ROSs水平的增

长有明显的减弱, 这可能是因为此计量情况下, 部分细

胞已经完全失去活性并发生破裂, 导致胞内ROSs的泄

露所致. 此外, 24 h的暴露体系相较于12 h的暴露, 会导

致更高的ROSs水平, 这也表明更长时间的暴露会造成

更为严重的细胞损伤. 另外, 通过对比两种细胞内

ROSs的水平, 发现Beas2B的胞内ROSs水平相较于

16HBE上升的没有那么明显. 这也可能说明Beas2B细
胞的胞内过氧化水平没有16HBE高. 这与本研究前面

关于细胞损伤方面的研究结果一致, 即Beas2B细胞比

16HBE细胞对TBBPA具有更强的耐受性.
我们也分别对两种细胞内的SOD和CAT两种抗氧

化性酶的活力进行了测定. 结果显示(图4), 在0~10
μmol/L浓度之间, 随着TBBPA浓度的上升, 两种细胞胞

内的SOD酶活均出现不断的提高. 这表明细胞的氧化

应激被激发了出来, 并开始挽救细胞的过氧化状态. 然
而, 当浓度达到50 μmol/L时, SOD酶的活力出现急剧的

下降趋势, 这可能是因为细胞破裂导致部分SOD酶的

泄露所致. 总体来说, 对于SOD酶活而言具有同样的趋

势, 那就是暴露24 h的两种抗氧化性酶的活力均略高于

12 h的暴露水平. 与之相反的, 由图5可以看出, 两种细

胞的CAT的酶活随着TBBPA暴露浓度的升高呈现缓慢

图 2 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露24 h后细胞乳酸脱氢酶释

放情况
Figure 2 (Color online) The release of lactate dehydrogenase after
exposure to different concentrations of TBBPA for 24 h

图 3 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露下16HBE(a)和Beas2B(b)细胞的胞内活性氧水平
Figure 3 (Color online) Change of intracellular ROS level in 16HBE (a) and Beas2B (b) cells exposed to different concentrations of TBBPA
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下降的趋势, 浓度达到50 μmol/L时CAT酶的活力也并

没有出现急剧降低的现象. 这可能是因为CAT酶在

TBBPA的暴露刺激反馈过程中来不及大量地合成, 随

着ROSs的生成, 其酶活力也被不断地消耗下降. 同时

也发现, 对于CAT酶活而言, 暴露12 h的细胞活力与

24 h的暴露水平几乎没有太多差别.

2.3 TBBPA暴露诱导16HBE 和Beas2B细胞凋亡

根据上述细胞活力损伤以及氧化应激反应的研究

结果, 可以得出细胞出现了明显的过氧化情况, 发现胞

内ROSs成分不断积累, 这可能会导致细胞出现大面积

的凋亡. 细胞凋亡通常被认为是常见细胞的主动死亡

方式之一[29]. 因此, 为研究TBBPA是否诱导两种人体

呼吸系统细胞凋亡的发生, 利用Annexin V-FITC/PI染
色结合流式细胞仪对两种受试细胞进行了细胞凋亡实

验. 由图6可以看出, 流式细胞仪的结果显示16HBE细
胞在2和50 μmol/L的TBBPA暴露24 h后出现了20%

~27%的凋亡或死亡, 与对照组比较分别增加约5%和

7%, 并且处于早期凋亡和晚期凋亡的数量都有上升,
正常活细胞的数量减少. Beas2B细胞在2和50 μmol/L
的TBBPA暴露24 h后出现6.5%~12.5%的凋亡或死亡,
与对照组比较分别增加约5%和6%, 并且处于早期凋亡

和晚期凋亡的数量都有上调, 正常活细胞的数量减少.
这一结果再一次验证了Beas2B细胞相比于16HBE对
TBBPA有更强的耐受性. 此外, 随着TBBPA暴露剂量的

提高, 细胞凋亡的比例也会随之升高.
为进一步验证细胞损伤过程中出现的凋亡反应,

对细胞凋亡相关的基因表达情况进行了测定. 由图7可
以看出, 两种呼吸系统细胞的Caspase-3, Survivin基因

在受到不同浓度的TBBPA暴露刺激后均出现了急剧的

表达上调(2~9倍), Caspase-9, bcl-2, bax基因出现了轻

微的表达上调(1~6倍), p53基因表达趋于稳定. 根据

Caspase-9, Caspase-3, bcl-2, bax这4个基因表达的上

调, 可以推测细胞凋亡的线粒体通路可能被激活. 在线

图 4 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露下16HBE(a)和Beas2B(b)细胞的胞内SOD活性
Figure 4 (Color online) SOD activity of 16HBE (a) and Beas2B (b) cells exposed to different concentrations of TBBPA

图 5 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露下16HBE(a)和Beas2B(b)细胞的胞内CAT活性
Figure 5 (Color online) CAT activity of 16HBE (a) and Beas2B (b) cells exposed to different concentrations of TBBPA
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图 6 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露24 h后细胞凋亡情况. (a) 流式细胞仪测试图; (b) 比例堆叠柱状图
Figure 6 (Color online) The apoptosis of 16HBE and Beas2B cells after exposure to different concentrations of TBBPA for 24 h. (a) Flow cytometry
images; (b) stacked bar charts of cell apoptosis rate

图 7 (网络版彩色)不同浓度TBBPA暴露24 h后16HBE(a)和Beas2B(b)细胞凋亡基因表达. 图例标尺中的数据代表基因表达变化的倍数
Figure 7 (Color online) Expression of apoptosis genes in 16HBE (a) and Beas2B (b) cells after exposure to different concentrations of TBBPA for
24 h. Numbers in the legend scale represent the fold change of gene expression
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粒体通路中, bcl, bax基因的表达可以引起线粒体膜通

透性改变, 跨膜电位丢失, 释放细胞色素C(Cytc)和其他

蛋白. 释放到细胞质的细胞色素C在dATP存在的条件

下能与凋亡相关因子1(Apaf-1)结合, 使其形成多聚体,
并促使caspase-9与其结合形成凋亡小体, 并进一步激

发其他的caspase 如caspase-3, 从而诱导细胞凋亡[30].
除此之外, bcl-2和bax作为一对相互拮抗的基因[31], 均

表现出相同的表达趋势. 一方面bcl-2可以抑制细胞凋

亡的进行, 与此同时bax的表达也在拮抗bcl-2的作用.
这表明细胞受到刺激后发生的凋亡也是其细胞内部平

衡变化的结果. 此外, 凋亡抑制蛋白Survivin的高表达

可以抑制细胞的凋亡[32]. 然而, 在本研究中并没有发现

Survivin的表达被抑制,而是出现了上调趋势.这可能是

因为细胞在受到刺激的过程中, 一方面受到了诱导凋

亡作用, 另一方面, 部分细胞出现应激状态并减少细胞

的凋亡. 另外, p53作为重要的凋亡活化基因, 能够和

bcl-2蛋白作用来促进细胞凋亡的进行[33], 但是本研究

结果显示, 这两个基因的表达相对趋于平衡, 并没有出

现急剧的上调. 这也与部分研究结果呈现一致, 即p53
基因在受到刺激损伤和凋亡的过程中表达都趋于稳

定[34,35]. 此外, 随着TBBPA浓度的增加, 基因表达上调

的程度也不断提升, 这也说明细胞受到更为强烈的

TBBPA暴露刺激后, 出现了更为严重的细胞损伤并诱

导细胞凋亡程序的发生. 但当浓度提高到50 μmol/L时,
基因表达上调的水平下降, 这可能是因为细胞在受到

极端浓度的刺激后出现了大量的死亡, 导致其无法正

常存活的应激.

3 结论

本研究主要探讨了典型的溴代阻燃剂TBBPA对人

体支气管上皮细胞16HBE和肺上皮细胞Beas2B两种

细胞的暴露毒性作用机制研究. 结果表明两种细胞受

到TBBPA的暴露后, 均发现细胞活力很低, 基因表达

处于低水平, 并且细胞在受刺激的过程中出现了明显

的氧化应激, SOD和CAT酶活性出现不同程度的变化,
最终诱导细胞发生凋亡. 通过对比研究发现Beas2B细
胞相较于16HBE细胞对TBBPA具有更强的耐受性. 该

文的相关研究结果可以为典型毒害污染物对人体呼吸

道的暴露和毒害作用机制的研究提供一定的借鉴

意义.
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Summary for “四溴双酚A对人体呼吸系统细胞16HBE和Beas2B的接触暴露毒性机制”

Toxicity mechanism of tetrabromobisphenol A to human
respiratory system cells 16HBE and Beas2B
Meilin Ning, Junjie Hu, Lirong Lu, Yiwei Cai, Guiying Li & Taicheng An*

Guangdong Key Laboratory of Environmental Catalysis and Health Risk Control, School of Environmental Science and Engineering, Institute of
Environmental Health and Pollution Control, Guangdong University of Technology, Guangzhou 510006, China
* Corresponding author, E-mail: antc99@gdut.edu.cn

Tetrabromobisphenol A (TBBPA) is a high-production chemical widely used in printed circuit boards and other polymeric
materials for inflaming. As an environmental pollutant, it is widely found in various abiotic and biological media. Usually,
the TBBPA could enter the body through skin contact, respiratory exposure and the dietary intake, among which respiratory
exposure may be a most important exposure route. Previous studies reported that TBBPA possesses the endocrine, liver and
kidney toxicity. However, few studies focused on the effects of TBBPA on respiratory toxicity. Therefore, it is urgent to
study the toxic effects of TBBPA on respiratory system. In this study, human bronchial cells Beas2B and pulmonary
epithelial cells 16HBE were used as subjects to study the exposure toxicity of TBBPA. Firstly, the viability and
permeability of cells were assayed during the TBBPA exposure process. When TBBPA was in low concentration range
(0−0.4 μmol/L), 24 h of exposure cannot significantly affect cell viability. When concentration of TBBPAwas greater than
10 μmol/L, the inhibitory effect on cell activity was obviously observed. When concentration of TBBPA was up to
50 μmol/L, the cell viabilities of 16HBE and Beas2B cells decreased to 80.9% and 86.2%. It is worth noting that, as
compared with bronchial epithelial cell 16HBE, lung epithelial cell Beas2B has a higher tolerance to TBBPA, which may
be due to the different cell structures.
In addition, the oxidation stress of cells was also determined by assaying the cell intracellular reactive oxygen species

(ROSs), antioxidant enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) during the whole expose
duration. The results showed that the levels of intracellular ROSs obviously increased in both cells, indicating that
peroxidation occurred in the cells during TBBPA exposure. Correspondingly, the enzymatic activities of SOD and CAT
also increased, indicating that oxidative stress happened in cells.
After that, flow cytometry was applied to analyze cell apoptosis. The results showed that partial apoptosis occurred after

24 h of TBBPA exposure, indicating that TBBPA could induce cell apoptosis. Besides, with the increase of exposure
concentration, the apoptosis rate of the two kinds of cells also increased. Furthermore, the q-PCR was used to determine the
apoptosis-related gene expression. The results revealed that the expression levels of apoptosis-related genes p53, Survivin,
bax, bcl-2, caspase-3, caspase-9 were all up-regulated to different degrees, further confirming that cells were apoptotic
caused by TBBPA. Further, compared with the 12-h exposure data, 24-h exposure would stimulate more intense expression
up-regulation.
In all, this research mainly investigated the toxicity of typical generation bromide flame retardants TBBPA on human

bronchial epithelial cells 16 HBE and lung epithelial cells Beas2B. Results showed that the exposure of TBBPA could
cause damage to cell viability and elicit oxidative stress in cells, which could further induce cell apoptosis. The results of
cytotoxicity related to human respiratory system in this work can provide a scientific basis for revealing the health risk of
toxic organic pollutants to human respiratory system.

tetrabromobisphenol A (TBBPA), cytotoxicity, cell apoptosis, oxidative stress, up-regulation of gene expression
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