
 

UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI PADOVA 

DIPARTIMENTO DI BIOLOGIA 

 

Corso di Laurea in Biologia Molecolare 

 

 

 

 

ELABORATO DI LAUREA 

 

Effetti positivi dell’Epigallocatechina-3-gallato (EGCG) sulla resistenza 

all’insulina e sulla disbiosi microbica intestinale indotta dal bisfenolo A 

 

 
Tutor: Prof.ssa Paola Costantini 

Dipartimento di Biologia 

 

 

 

 

Laureanda: Giulia Feder 

 

 

 

 

ANNO ACCADEMICO 2022/2023 



 

INDICE 

 

ABSTRACT………………………………………………………………………………………………………1 

 

1. STATO 
DELL’ARTE………………………………………………………………………………………….2 

1.1 Effetti del BPA………………………………………………………………………………………………..2 

1.2 Il microbiota intestinale…………………………………………………………………………………3 

1.3 Diabete di tipo 2 ed insulino resistenza…………..…………………………………………….3 

1.4 Effetti benefici dell’EGCG………..…………………………………………………………………....4 

2. APPROCCIO SPERIMENTALE…………………………………………………………………………5 

2.1 Animali e cure……………………………………………………………………………………………….5 

2.2 Disegno sperimentale……………………………………………………………………………………5 

2.3 Raccolta di campioni……………………………………………………………………………………..6 

2.4 Analisi biochimiche ed analisi ELISA………………………………………………………………6 

2.5 Real-time PCR……………………………………………………………………………………………….7 

2.6 Analisi WESTERN BLOT………………………………………………………………………………….7 

2.7 Analisi del microbiota intestinale…………………………………………………………………..8 

2.8 Analisi statistica…………………………………………………………………………………………….8 

3. RISULTATI…………………………………………………………………………………………………….8 

3.1 L’EGCG migliora la resistenza all’insulina e le anomalie del glicogeno indotte 
dal BPA………………………………………………………………………………………………………………..8 

3.2 L’EGCG inverte la diminuzione del contenuto di glicogeno epatico    indotta 
dal 
BPA……………………………………………………………………………………………………………………10 

3.3 Effetti di BPA ed EGCG sulla funzione epatica e sui parametri lipidici…………..10 

3.4 Ripristino delle giunzioni strette intestinali da parte dell’EGCG……………………11 

3.5 Effetti di BPA ed EGCG sulla composizione del microbiota intestinale………….12 

4. DISCUSSIONE……………………………………………………………………………………………..15 

5. CONCLUSIONI…………………………………………………………………………………………….18                                                                                    



 

 

ABSTRACT 

Lo studio trattato ha l’obiettivo di dimostrare gli aspetti benefici 
dell’Epigallocatechina-3-gallato (EGCG) sulla resistenza all’insulina e sui disturbi 
microbici indotti dal bisfenolo A (BPA). Il bisfenolo A è una sostanza plastificante, 
spesso presente in recipienti per alimenti. In minima quantità, è in grado di migrare 
in cibi e bevande, causando all’organismo disturbi metabolici. Nello studio sono 
stati inizialmente trattati topi con BPA, dove è stato possibile osservare un 
aumento della produzione di glucosio sierico, insulina, trigliceridi totali e 
colesterolo totale. Successivamente gli stessi individui sono stati sottoposti 
all’Epigallogatechina-3-gallato, osservando così una diminuzione di ciò che era 
stato prodotto in eccesso. In particolare, EGCG modula la fosforilazione del gene 
IRS-1 (che codifica per la proteina recettore dell’insulina) e delle proteine Akt e 
GSK-3beta. Agendo in questo modo EGCG ha migliorato la sensibilità ai segnali 
dell’insulina a livello dei tessuti periferici. Un altro elemento interessante è il fatto 
che EGCG ha aumentato le concentrazioni di acidi grassi fecali a catena corta 
proteggendo la barriera intestinale che era stata danneggiata dal BPA. Inoltre, 
l’analisi dell’rRNA 16S per il microbiota fecale ha dimostrato che, aumentando la 
concentrazione di EGCG, è aumentata anche la presenza di Ruminiclostiridium, 
Blautia, Ruminococcacae non identificate e Candidatus_Saccharimonas. Nel 
complesso, i risultati hanno dimostrato gli effetti positivi dell’EGCG sulla resistenza 
all’insulina indotta dal BPA e sulla disbiosi microbica intestinale. Il presente studio 
fornisce inoltre, un potenziale trattamento per la tossicità metabolica cronica del 
BPA. 
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1.STATO DELL’ARTE 

1.1 Effetti del BPA  

Noto come bisfenolo A (BPA), il 2,2-bis (4-idrossifenil) propano è un prodotto 
chimico abbondantemente presente a livello mondiale. Essendo un plastificante, 
esso viene particolarmente utilizzato per produrre bottiglie d’acqua, contenitori 
per alimenti e sigillanti dentali. Nonostante il BPA abbia una scarsa solubilità in 
acqua, in condizioni specifiche, ad esempio esposto a calore, acidità o luce solare, 
i legami esterici tra le molecole di BPA, nei prodotti in policarbonato, diventano più 
facilmente idrolizzabili. Per questo motivo la solubilità del BPA aumenta negli 
alimenti che assumiamo quotidianamente: un esempio concreto è rappresentato 
dalle bevande calde contenute nella plastica.                                                                                                                                                                                  
Nel 2008, alcuni ricercatori hanno scoperto che, riscaldando continuamente le 
bottiglie d’acqua in policarbonato, i livelli di diffusione di BPA nell’acqua sono 
particolarmente elevati, e con valori compresi tra 228 e 521 μg/L.                                                                                                                                 
A prova della bassa biodisponibilità della somministrazione orale del BPA, si è 
osservato che nei ratti oggetto di questi esperimenti il BPA assorbito risultava meno 
della metà, mentre il 52-83% di quello consumato si era accumulato nell’ intestino, 
per essere poi eliminato sotto forma di composto invariato attraverso le feci. Anche 
se la maggior parte del BPA presente negli alimenti non viene assorbita, la piccola 
quantità di BPA che entra in circolazione avrà comunque un effetto negativo sulla 
salute.                                                                                   

Ad oggi, molte ricerche hanno riportato che: stress ossidativo, alterazioni della 
funzionalità degli organi riproduttivi1, mutazioni del DNA, disordini metabolici 2 ed 
altri effetti dannosi sono indotti dall’esposizione al BPA. A livello dei tessuti 
periferici l’esposizione al BPA può compromettere la via di segnalazione all’insulina 
e portare di conseguenza ad un aumento della secrezione di insulina stessa, che 
causa a sua volta resistenza all’insulina, fino a  determinare diabete. Il BPA non 
assorbito, oltre a danneggiare  la via di segnalazione dell’insulina potrebbe 
disturbare il microambiente intestinale; questo perché il BPA riduce l’espressione 
di proteine che vanno a costituire la giunzione stretta delle cellule intestinali, 
andando di conseguenza ad aumentare la permeabilità intestinale. È stato inoltre 
dimostrato che nei topi trattati con BPA, la composizione del microbiota intestinale 
risultava simile a quella dei topi alimentati con una dieta ad alto contenuto di grassi 
e saccarosio. Questa evidenza suggerisce quindi che gli effetti del BPA sul 
metabolismo del glucosio potrebbero essere associati alla disbiosi del microbiota 
intestinale3.                                                                                              

La tossicità cronica dovuta all’esposizione al BPA può determinare un rischio 
sistemico al metabolismo del glucosio, andando a colpire organi come pancreas e 
fegato, sistema muscolare scheletrico, ma anche compromettendo il microbiota 
intestinale. 
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1.2 Il microbiota intestinale 

 Il microbiota intestinale assume un ruolo importante sia a livello del 
microambiente intestinale dell’ospite sia nel metabolismo del glucosio. Diversi 
studi hanno evidenziato che la struttura del microbiota intestinale nei pazienti con 
diabete di tipo 2 (T2DM) e in pazienti con obesità è molto diversa dai soggetti non 
affetti da tali patologie; infatti, ad essere alterata è la proporzione di batteri che 
appartengono ai phylum Firmicutes (Gram positivi), Bacteroidetes (Gram negativi) 
e Proteobafteria. Alterazioni nella composizione microbica intestinale possono 
comportare gravi cambiamenti  nel metabolismo microbico, ossia tutta la serie di 
processi e strategie che i microrganismi hanno sviluppato per produrre ATP. Alcuni 
metaboliti hanno un ruolo fondamentale nella permeabilità intestinale e nelle 
risposte metaboliche, tra questi troviamo: acidi grassi a corta catena (SCFA), 
trimetilammina N-ossido, acido indolo e lipopolisaccaride (LPS). Gli SCFA hanno un 
ruolo benefico per la flora intestinale in quanto regolano il microambiente e 
migliorano il metabolismo di glucosio e lipidi. L’LPS batterico, invece, risulta essere 
la componente principale della parete cellulare dei batteri Gram-negativi ed è 
generalmente costituito da un dominio idrofobo (lipide A), un core non ripetitivo 
ed un polisaccaride distale che prende il nome di antigene O, il quale rappresenta 
la componente variabile che caratterizza antigenicamente i tipi ed i ceppi batterici. 
Nei mammiferi il recettore per l’LPS è rappresentato dal complesso Toll-like 4 
(TLR4), il quale una volta attivato, è in grado di innescare risposte immunitarie ed 
infiammatorie attraverso le citochine, come IL-6, TNF-α e ossido nitrico. Nello 
specifico, l’ossido nitrico è in grado di attivare l’ossido nitrico sintasi e promuovere 
così la generazione di S-nitrosotioli, i quali inibiscono a loro volta la fosforilazione 
del substrato del recettore dell’insulina1 (IRS-1). Con tale meccanismo vengono 
compromessi i segnali dell’insulina nelle cellule periferiche. L’esposizione al BPA 
può quindi causare disturbi metabolici e contemporaneamente influenzare il 
microbiota intestinale; tuttavia, non è ancora noto come i due fenomeni siano 
connessi tra loro. 

1.3 Diabete di tipo 2 ed insulino resistenza 

Il diabete mellito di tipo 2, detto anche diabete dell’adulto, rappresenta il 90% dei 
casi di diabete ed è una malattia cronica in cui i soggetti affetti presentano elevati 
livelli di glucosio nel sangue, dovuti ad un’alterazione della quantità escreta o al 
malfunzionamento dell’insulina.  L’insulina è un ormone di natura proteica 
prodotto dalle cellule β del pancreas; essa ha una funzione definita 
“ipoglicemizzante”, ossia è in grado di abbassare la concentrazione di glucosio dal 
sangue, facilitandone il passaggio alle cellule. Sempre per azione dell’insulina, il 
glucosio viene accumulato a livello epatico sotto forma di glicogeno 
(glicogenosintesi); e allo stesso tempo, l’insulina inibisce la degradazione del 
glicogeno a glucosio.  Se il pancreas non è in grado di
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produrre quantità sufficienti di insulina o se gli organi bersaglio (muscolo, fegato, 
tessuto adiposo) non rispondono correttamente all’ormone, l’organismo non è in 
grado di utilizzare il glucosio circolante come fonte di energia, per cui resta in 
circolo e determina così una condizione di iperglicemia. I soggetti affetti da diabete 
di tipo 2 presentano insufficienza nella produzione di insulina da parte del 
pancreas ed in concomitanza anche “insulino- resistenza”, ossia un’inadeguata 
risposta all’insulina.  

1.4 Effetti benefici dell’EGCG 

Ad oggi non esistono interventi efficaci per contrastare i danni dovuti ad 
un’esposizione cronica al BPA, ma è stato dimostrato che il tè verde, bevanda 
diffusa in tutto il mondo, ha un ruolo di regolazione metabolica. In particolare, 
individui che bevono regolarmente più di 6 tazze di tè verde al giorno, hanno un 
rischio significativamente ridotto di sviluppare diabete mellito di tipo 24. 
L’epigallocatechina-3-gallato, una delle catechine che risulta essere 
particolarmente abbondante nel tè verde, è considerata il principale componente 
bioattivo responsabile dei benefici per la salute. Studi e ricerche hanno dimostrato 
che l’EGCG ha effetti positivi su diabete,  resistenza all’insulina e su altri disturbi 
metabolici, come schematizzato nella figura 1. 

 

Figura 1 

Figura1: Illustrazione schematica degli effetti migliorativi dell’EGCG sull’insulino resistenza 
indotta dal BPA                                                                                                            

 

Nel 2017, Remely et al., prendendo in considerazione individui che seguivano 
un’alimentazione ricca di grassi e inserendo nella loro dieta sufficienti quantità di 
EGCG, hanno dimostrato una diminuzione della quantità batterica, in particolare 
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dei ceppi presenti in minor abbondanza; inoltre, hanno rilevato una generale 
attenuazione dell’infiammazione e di danni al DNA.  Essendo quindi una 

componente naturalmente presente nel tè verde, l’EGCG può essere 
costantemente introdotto nella dieta quotidiana, con possibili effetti positivi sul 
disordine metabolico, sulla modulazione del microbiota intestinale e sulla tossicità 
cronica del BPA. 

Tuttavia, ci sono ancora poche ricerche relative agli effetti positivi dati dall’EGCG, 
pertanto, in questo studio l’attenzione è stata posta sul dimostrare se il 
trattamento continuo all’EGCG possa effettivamente alleviare la resistenza 
all’insulina indotta dall’esposizione alimentare al BPA nei topi. Inoltre, è stato 
indagato e chiarito, non essendo ancora del tutto noto, come le alterazioni e i 
meccanismi della via di segnalazione dell’insulina e del microambiente intestinale 
siano connessi.  

 

2.APPROCCIO SPERIMENTALE 

2.1. Animali e cure  

Quaranta topi C57BL/6 maschi, esenti da patogeni specifici (SPF), di 6-7 settimane 
di età e di 18-20 g di peso, sono stati acquistati dalla Beijing Vital River Laboratory 
Animal Technology Co. Ltd. (Pechino, Cina). La dieta standard dei topi è stata 
acquistata dalla Jiangsu Xietong Pharmaceutical Bio-engineering Co., Ltd. (Nanjing, 
Cina). Ltd. (Nanjing, Cina). I topi avevano libero accesso ad acqua e cibo e sono 
stati allevati in condizioni di SPF a 25 ± 2 °C e 30-50% di umidità, con cicli luce-buio 
di 12 ore. 

2.2 Disegno sperimentale 

Dopo 1 settimana di adattamento, i topi sono stati suddivisi in modo casuale in 
cinque gruppi: 

I. CON: gruppo di controllo con veicolo, ha ricevuto olio d'oliva (Aladdin, 
Shanghai, Cina);  

II. BPA: gruppo esposto al BPA, ha ricevuto 500 μg/kg di peso corporeo 
(p.c.) di BPA disciolto in olio d'oliva.  
Ai seguenti gruppi è stata somministrata EGCG ogni giorno dopo 
l'esposizione al BPA:  

III. BLE: gruppo di intervento a basso dosaggio di EGCG, ha ricevuto 500 
μg/kg p.c. di BPA e 50 mg/kg p.c. di EGCG (Yuanye Bio-Technology Co., 
Ltd., Shanghai, Cina);  

IV. BME: gruppo di intervento a medio dosaggio di EGCG, ha ricevuto 500 
μg/kg p.c. di BPA e 100 mg/kg p.c. di EGCG; e  

5



 

 

V. BHE: gruppo di intervento ad alto dosaggio di EGCG, ha ricevuto 500 
μg/kg p.c. di BPA e 200 mg/kg p.c. di EGCG.
 

Tutti i topi sono stati trattati per via gavage (alimentazione forzata) e il trattamento 
è durato 60 giorni. Per ridurre possibilità di interferenze sui risultati finali, i soggetti 
sono stati sottoposti al test di tolleranza al glucosio orale (OGTT) e al test di 
tolleranza all'insulina (ITT), rispettivamente tre e due settimane prima della fine 
dell'esperimento. Per l'OGTT, i topi sono stati tenuti a digiuno per tutta la notte e 
hanno ricevuto un carico di glucosio (2 g/kg p.c.) per via intragastrica; al fine di 
misurare la concentrazione di glucosio, il sangue è stato raccolto, dopo un tempo 
di 0, 15, 30, 60 e 120 minuti, prelevandolo della vena della coda attraverso l’utilizzo 
di un glucometro (Roche, Germania). Per l'ITT, i topi sono stati a digiuno per 6 ore 
ed è stata somministrata loro insulina (0,75 U/kg p.c.) mediante iniezione 
intraperitoneale. La glicemia è stata misurata dopo 0, 15, 30, 60, 120 minuti 
dall'iniezione come OGTT. 

2.3 Raccolta di campioni  

Due giorni prima della fine dell'esperimento, le feci dei topi sono state raccolte e 
conservate a -80 °C per ulteriori analisi. Al termine dell'esperimento, tutti i topi 
sono stati messi a digiuno per una notte e sacrificati mediante dislocazione 
cervicale. I campioni di sangue sono stati raccolti in provette di plastica sterili e, 
mediante centrifugazione a 5000 rpm a 4 °C per 15 minuti è stato ottenuto il siero. 
Il fegato, il muscolo scheletrico e il tessuto del colon sono stati raccolti, lavati con 
soluzione salina sterile preraffreddata e conservati a -80 °C prima 
dell'esperimento. 

2.4 Analisi biochimiche ed analisi ELISA 

I trigliceridi sierici (TG), il colesterolo totale (TC), la transaminasi glutammico-
ossalacetica (GOT), la transaminasi glutammico-piruvica (GPT), il glucosio e il 
glicogeno epatico sono stati misurati utilizzando kit commerciali (Nanjing 
Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, Cina). Il livello di insulina sierica è 
stato determinato utilizzando kit commerciali di immunoadsorbimento enzimatico 
(ELISA) (Bioswamp Life Science Lab, Wuhan, Cina). Per valutare il modello di 
omeostasi, basandosi sulle ricerche sui ratti condotte precedentemente5 è stato 
utilizzato come indice HOMA-IR: 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐻𝑂𝑀𝐴 − 𝐼𝑅: 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑧𝑖𝑜𝑛𝑒 𝑑𝑖 𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑖 𝑠𝑖𝑒𝑟𝑖𝑐𝑖 (𝑚𝑚𝑜𝑙𝐿 ) 𝑥 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑧𝑖𝑜𝑛𝑒 𝑑𝑖 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎 (𝜇𝑈𝑚𝐿)/22.5 
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2.5 Real-time PCR 

Per eseguire la Real-time PCR, l'RNA totale è stato estratto dal tessuto del colon 
utilizzando il reagente TRIzolTM (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) seguendo le 
istruzioni. La trascrizione inversa dell'RNA in cDNA è stata effettuata utilizzando il 
kit LunaScriptTM SuperMix (NEB, USA) e l'amplificazione della sequenza specifica 
di DNA è stata eseguita utilizzando la miscela master Luna Universal qPCR (NEB, 
USA) secondo il seguente protocollo:  

1. Denaturazione iniziale a 95 °C per 60 s;  

2. Denaturazione a 95 °C per 15 s;  

3. Estensione a 60 °C per 30 s.  

I primer oligonucleotidici per la RT-qPCR sono elencati nella Tabella 1 e 
l'espressione dei geni è stata calcolata e normalizzata con l'espressione della β-
actina. 

 

Tabella1: Sequenze di primer utilizzati nello studio (sequenze 5’-3’) 

 

2.6 Analisi WESTERN BLOT 

Per determinare i livelli di espressione proteica della via di segnalazione è stata 
utilizzata la tecnica western blot. I campioni proteici sono stati estratti utilizzando 
il tampone di lisi RIPA miscelato con Protease and Phosphatase Inhibitor Single-
Use Cocktail (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) e le concentrazioni proteiche 
sono state misurate utilizzando un kit per il dosaggio delle proteine BCA (Nanjing 
Jianchengineering Institute, Nanjing, Cina). Le proteine sono state separate 
mediante SDS-PAGE al 12,5% o all'8% e trasferite su una membrana di 
nitrocellulosa per blotting (GE Healthcare, Germania). Le membrane sono state 
quindi bloccate con latte scremato al 5% per 1-2 ore, successivamente incubate 
con anticorpi primari e secondari. Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari: 
anti-Phospho-IRS-1 (Ser 307) (1:500, #2381, CST, USA), anti-IRS-1 (1:500, #2382, 
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CST, USA), anti-Akt (pan) (1:1000, #4691, CST, USA), anti-Phospho-Akt (Ser 473) 
(1:1000, #4060, CST, USA), anti-GSK-3β (1: 1000, #9315, CST, USA), anti-Fosfo

GSK-3β (Ser 9) (1: 1000, #5558, CST, USA), anti-Occludina (1:1000, ab216327, 
Abcam, UK), anti-ZO-1 (1:1000, ab216880, Abcam, UK) e anti-E-caderina (1:1000, 
# 24E10, CST, USA). L'anticorpo anti-GAPDH (1:2500, ab9485, Abcam, Regno Unito) 
e l'anticorpo policlonale beta Actin (1:1000, #PA5-16914, ThermoFisher Scientific, 
USA) sono stati utilizzati come controlli, mentre come anticorpo secondario è stato 
utilizzato l’anticorpo di capra anti-Rabbit IgG, HRP (1:4000, 31460, Invitrogen, 
USA). L'immunoreattività delle bande proteiche è stata rilevata con il sistema di 
imaging ECL (Bio-Rad Laboratories, USA). 

2.7 Analisi del microbiota intestinale  

Il DNA genomico totale dei campioni di feci è stato estratto con il metodo CTAB, 
purificato e diluito a 1 ng/μL con acqua sterile. Le regioni distinte del 16S rRNA (V3-
V4) sono state amplificate utilizzando i primer specifici 515F-806R con il codice a 
barre e le successive amplificazioni sono state eseguite utilizzando Phusion® High-
Fidelity PCR Master Mix (NEB, USA). Dopo la quantificazione e l’analisi qualitativa 
dei prodotti PCR, la libreria genica è stata sequenziata su una piattaforma Illumina 
NovaSeq e l'analisi dei dati è stata condotta come descritto negli studi precedenti6. 
I dati di sequenza sono accessibili nel database NCBI Sequence Read Archive (SRA).  

2.8 Analisi statistica 

Tutti i risultati sono stati presentati sotto forma di medie ± errori standard delle 
medie (SEM). Tutte le analisi statistiche sono state eseguite con il software SPSS 
17.0 e i grafici sono stati realizzati con il software Prism 7.0. Le differenze tra i 
gruppi sono state valutate utilizzando l'ANOVA a una via seguita dal test di Dunnett, 
mentre l'analisi dell'abbondanza relativa del microbiota è stata eseguita 
utilizzando un test non parametrico, seguendo le analisi post hoc di Benjamin e 
Hochberg. La differenza è stata considerata statisticamente significativa quando il 
valore di p < 0,05. 

 

3.RISULTATI 

3.1 L'EGCG migliora la resistenza all'insulina e le anomalie del glicometabolismo 
indotte dal BPA 

Inizialmente è stato condotto un OGTT per studiare gli effetti dell'EGCG 
sull'iperglicemia indotta da BPA. Dopo 5 settimane di trattamento, il livello di 
glucosio del gruppo BPA, misurato dopo 30 e 120 minuti, era significativamente più 
alto rispetto al gruppo CON. Invece, il trattamento con EGCG ad alte dosi ha ridotto 
notevolmente la concentrazione di glucosio dopo 15, 30 e 120 minuti. Anche 
l'EGCG a basso e medio dosaggio ha ridotto i livelli di glucosio a 30 e 120 minuti (p 
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< 0,05) (Figura 2B). Prendendo in esame la Figura 2C, l'area sotto la curva (AUC) del 
gruppo BPA risultata essere il 12,6% in 

più rispetto a quella del gruppo CON, mentre l'AUC del gruppo trattato con EGCG 
risulta significativamente inferiore a quella del gruppo BPA, rispettivamente del 
7,59%, 9,93% e 13,04%. 

 

Figura 2: Effetti di BPA ed EGCG sui parametri del glicometabolismo. (A) Analisi istologica 
del fegato nei gruppi CON, BPA, BLE (EGCG a basso dosaggio), BME (EGCG a medio 
dosaggio) e BHE (EGCG ad alto dosaggio). (B e C) Variazioni della glicemia del test di 
tolleranza al glucosio orale (OGTT) e della sua area sotto la curva (AUC). (D ed E) Variazioni 
della glicemia del test di tolleranza all'insulina (ITT) e relativa AUC. (F) Alterazioni delle 
concentrazioni di glucosio nel siero, (G) concentrazioni di insulina nel siero e (H) HOMA-
IR. (I) Analisi quantitativa del contenuto di glicogeno epatico. I valori sono espressi sotto 
forma di medie ± SEM (n = 8). 

 

La sensibilità all'insulina è stata poi misurata mediante ITT e nella Figura 2D è 
possibile osservare l'andamento della concentrazione di glucosio nel sangue. I 
livelli di glucosio del gruppo BPA sono aumentati ad un tempo pari a 15 minuti 
rispetto al gruppo CON. Nel gruppo BHE i livelli di glucosio, messi a confronto con 
il gruppo BPA, sono inferiori, misurati a 15 e 120 minuti. Come atteso, è emerso un 
incremento del valore dell’AUC del gruppo BPA del 14,62% rispetto al gruppo CON 
(p < 0,05). L'AUC del gruppo BHE si è dimostrata ridotta rispetto al gruppo BPA, 
mentre non vi sono differenze significative nei gruppi BLE e BME rispetto al gruppo 
BPA (Figura 2E).
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Dopo 60 giorni di trattamento, i livelli di glicemia a digiuno e di insulina sierica nel 
gruppo BPA sono aumentati rispettivamente del 28,30% e del 29,80% in confronto 
al gruppo CON (Figura 2F e G). L'intervento con EGCG ha ridotto la concentrazione 
di insulina e glucosio (p < 0,05). L'indice HOMA-IR del gruppo BPA è risultato molto 
più alto rispetto ai controlli, indicando una evidente resistenza all'insulina nel 
gruppo BPA. Dosi medie e alte di EGCG hanno quindi ripristinato l'insulino-
resistenza con una riduzione del 23,52% e del 30,82% (p < 0,05) rispetto al gruppo 
BPA (Figura 2H). 

 

3.2 L’EGCG inverte la diminuzione del contenuto di glicogeno epatico indotta dal 
BPA 

Osservando le sezioni di fegato colorate con PAS al microscopio ottico nella Figura 
2 è possibile notare dei cambiamenti di glicogeno epatico. La misurazione 
quantitativa del tessuto epatico mediante un kit di analisi ha mostrato che il 
contenuto di glicogeno epatico del gruppo BPA era ridotto (p < 0,01) rispetto al 
gruppo CON. La somministrazione di EGCG ha aumentato in modo dose-
dipendente il contenuto di glicogeno negli epatociti. Pertanto, l'EGCG ad alte dosi 
ha ripristinato significativamente il contenuto di glicogeno (p < 0,05) a livelli 
normali rispetto al gruppo BPA (Figura 2I). 

 

3.3 Effetti di BPA ed EGCG sulla funzione epatica e sui parametri lipidici 

Il disordine del metabolismo lipidico è una delle caratteristiche principali 
dell'insulino-resistenza per cui alterazioni del metabolismo energetico epatico 
possono aggravare ulteriormente il suo sviluppo o quello del diabete. Dai nostri 
risultati descritti in questo lavoro, l'esposizione continua al BPA ha aumentato 
significativamente (p < 0,05) il livello di TC nel siero, ma non ha avuto un impatto 
significativo sul livello di TG. Il trattamento con EGCG nel gruppo ad alta dose ha 
diminuito i livelli sierici di TG e TC (p < 0,05), mentre non ci sono state differenze 
significative tra i gruppi di dosi di BLE e BME (Tabella 2). In generale, né il BPA né 
l'EGCG hanno influito sulla funzionalità epatica. Tuttavia, il livello di GOT è risultato 
elevato nel gruppo BPA, anche se non significativamente, ed è stato ridotto in 
modo dose-dipendente dall'EGCG. 
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Tabella 2: Effetti di BPA ed EGCG sulla funzione epatica e sui parametri lipidici. Le differenze 
significative (p < 0,05) tra i valori della stessa riga sono contrassegnate da lettere diverse 
(a, b). TG, triacilglicerolo; TC, colesterolo totale; GOT, glutammico ossalacetico 
transaminasi; GPT, glutammica piruvica transaminasi; I valori sono espressi sotto forma di 
medie ± SEM (n = 8). 

 

3.4 Ripristino delle giunzioni strette intestinali da parte dell’EGCG 

Per misurare gli effetti dell'esposizione al BPA e della protezione dell'EGCG sulla 
barriera intestinale, sono state misurate le espressioni relative di mRNA delle 
giunzioni strette del colon mediante RT-qPCR (Figura 3A). I risultati hanno 
evidenziato che l'esposizione al BPA ha causato una grave sotto-regolazione 
dell’espressione di mRNA delle proteine delle giunzioni strette Claudina (1 e 3), 
Occludina, ZO-1, JAM ed E-caderina rispetto al gruppo CON (p < 0,05). Per quanto 
riguarda i gruppi BHE e BME (p<0,05), messi a confronto con il gruppo BPA, i livelli 
di espressione dell'mRNA di queste proteine hanno riportato aumenti 
estremamente significativi. Anche l'espressione dell'mRNA della mucina-2 è 
aumentata nel gruppo BHE (p < 0,05) ed è stata riportata al livello normale. Inoltre, 
l’espressione delle proteine Occludina, ZO-1 ed E-caderina, è stata analizzata 
mediante Western blot (Figura 3B). I risultati si sono rilevati coerenti con 
l’espressione genica, dal momento che l’espressione proteica  è diminuita con 
l’esposizione al BPA e ripristinata attraverso il trattamento con l’EGCG. 
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Figura 3: Effetti di BPA ed EGCG sull'espressione di proteine delle giunzioni strette del 
colon. I livelli relativi di espressione dell'mRNA di Claudina-1, Claudina-3, Occludina, ZO-1, 
Mucina-2, JAM ed E-caderina sono stati misurati mediante RT-qPCR (A). L’espressione 
proteiche di Occludina, ZO-1 ed E-caderina è stata misurata mediante western blot (B).  

 

3.5 Effetti di BPA ed EGCG sulla composizione del microbiota intestinale 

Il sequenziamento ad alta velocità del microbiota prelevato dalle feci è stato 
eseguito sulle regioni V3-V4 del 16sRNA batterico. Sulla base della piattaforma di 
sequenziamento Illumina Nova, sono state utilizzate circa 2.157 Unità 
Tassonomiche Operative (OTU) per studiare i cambiamenti del microbiota. La 
diversità beta di cluster distinti è stata analizzata utilizzando l'analisi delle 
coordinate principali (PCoA) basata sulla distanza Unifrac ponderata e sul metodo 
dei gruppi di coppie non ponderate con media aritmetica (UPGMA) (Figura 4A e B). 
Il risultato dell'analisi PCoA ha mostrato una differenza significativa tra il gruppo 
BPA e il gruppo BHE nella componente principale 1 (PC1) (p < 0,01) e una differenza 
significativa tra il gruppo CON e il gruppo BPA nella componente principale 2 (PC2) 
(p < 0,05). Inoltre, come mostrato in UPGMA, i gruppi CON e BHE condividono 
un'analoga struttura di clustering, mentre entrambi presentano una bassa 
somiglianza di cluster con il gruppo BPA.     
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Figura 4: Effetti di BPA ed EGCG sulla composizione del microbiota intestinale. L'analisi di 
(A) Principal Co-ordinates Analysis (PCoA) e (B) Unweighted Pair-group Method with 
Arithmetic Mean (UPGMA). Le abbondanze relative del microbiota

a livello di phylum (C), famiglia (D) e genere (E). Le abbondanze relative a livello di genere 
sono espresse sotto forma di medie ± SEM (n = 6). *q < 0,05, **q < 0,01 indicano differenze 
statisticamente significative tra i gruppi. 

    

L'abbondanza del microbiota a livello di phylum è mostrata nella Figura 4C: 
Firmicutes (49,36-72,27%), Bacteroidetes (20,37-46,42%), Verrucomicrobia (0,48-
2,44%) e Actinobacteria (1,04-2,86%) sono i batteri dominanti in tutti i gruppi. 
Rispetto al gruppo di controllo, l'esposizione al BPA ha riportato una riduzione di 
Firmicutes, Actinobacteria e Deferribacteres, mentre ha aumentato Bacteroidetes 
e Proteobacteria. Dopo l'intervento con EGCG, l'abbondanza di Firmicutes, 
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria è tornata al livello del gruppo CON. 
A livello di famiglia, l'abbondanza di Ruminococcaceae e Lachnospiraceae è 
diminuita, mentre quella di Muribaculaceae è aumentata notevolmente nel 
gruppo BPA. Dopo l'intervento con EGCG, la quantità di Muribaculaceae si è 
ridotta, mentre Ruminococcaceae è aumentata in modo significativo (p < 0,05). 
Anche i livelli di Bifidobacteriaceae e Prevotellaceae sono stati alterati, ma non in 
modo significativo (Figura 5D). Infine, alterazioni a livello di genere sono mostrate 
nella Figura 5E. La maggior parte dei batteri con variazioni significative appartiene 
agli ordini Eubacteriales e Bacteroidales. Rispetto ai controlli, Ruminococcaceae 
non identificate, Ruminiclostridium e Candidatus_Saccharimonas sono diminuiti in 
modo importante dall'esposizione al BPA. Lachnoclostridium, Oscillibacter, 
Roseburia e Intestinimonas presentano tendenze alla diminuzione nel gruppo BPA. 
Nel gruppo BPA si è riscontrato un grande arricchimento di Muribaculum, Blautia, 
Alloprevotella e Odoribacter. 
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Figura 5: Alterazioni della concentrazione di SCFA fecali e correlazioni con il microbiota. 
(A) Contenuto di SCFA nelle feci. I livelli di SCFA fecali sono espressi sotto forma di medie 
± SEM (n = 6). ***p < 0,001 rispetto al gruppo di controllo, #p < 0,05 e ###p < 0,001 rispetto 
al gruppo BPA. (B) La correlazione con il microbiota è stata presentata sotto forma di analisi 
di Spearman. I colori vanno dal blu (correlazione negativa) al rosso (correlazione positiva) 
e le correlazioni significative sono annotate con *p < 0,05 e **p< 0,01. 

 

Per identificare la relazione tra i cambiamenti nel microbiota intestinale e la 
concentrazione di SCFA, è stata eseguita l'analisi di Spearman utilizzando il 
coefficiente di correlazione di rango (Figura 5B). Il livello di acido acetico è correlato 
positivamente con l'abbondanza di Ruminococcaceae non identificate, 
Turicibacter, Enterorhabdus, Roseburia, Lachnoclostridium e Clostridiales non 
identificate, e negativamente ad Alloprevotella, Parasutterella e Odoribacter. Il 
livello di acido propionico è invece correlato positivamente con Bifidobacterium ed 
Enterorhabdus, ma negativamente con Alloprevotella. Mucispirillum, 
Ruminiclostridium e Intestinimonas presentano una correlazione positiva con la 
concentrazione di acido butirrico, mentre Roseburia, Lachnoclostridium e 
Butyricicoccus sono associati in modo positivo ai livelli di acido valerico. 
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4.DISCUSSIONE 

Come menzionato nell’introduzione, l'esposizione cronica al BPA, un materiale 
chimico organico ampiamente utilizzato nelle confezioni alimentari, può portare 
all’insorgere di disturbi del metabolismo del glucosio e nei casi più gravi persino 
all'insulino-resistenza. Inoltre, tale sostanza risulta essere anche responsabile 
dell’accumulo di lipidi a livello epatico. L'uso estensivo e la risposta non 
monotonica, per cui una singola dose di BPA non è sufficiente a dimostrare una 
relazione causa-effetto ma deve essere testato un intervallo più ampio, sono i 
principali fattori per cui l'uso di farmaci specifici per il trattamento non risultano 
efficaci. Fino a questo momento la maggior parte delle ricerche si sono concentrate 
sulla tossicità del BPA, mentre pochissimi studi hanno evidenziato possibili 
soluzioni. L'EGCG è un composto bioattivo che si trova in grandi quantità nel tè 
verde, dove, insieme ai polifenoli (contenuti nel tè), contribuisce ad apportare 
benefici alla salute. Gli studi si sono quindi soffermati sui risvolti positivi dati 
dall’introduzione quotidiana dell'EGCG in individui che seguivano 
un’alimentazione ricca di grassi, nello specifico si sono riscontrati buoni risultati in 
merito a disturbi del metabolismo del glucosio e sulla sensibilità all'insulina. 
Tuttavia, si conosce ancora poco in merito all’azione dell’EGCG sulla sindrome 
metabolica e sui disturbi microbici intestinali indotti dall'esposizione al BPA. Nel 
presente studio, sono stati somministrati 500 μg/kg p.c. di BPA per indurre 
l'insulino-resistenza nei topi e sono stati poi utilizzati diversi dosaggi di EGCG per 
trattare gli individui affetti da disturbi metabolici. I risultati hanno dimostrato che 
l'esposizione cronica per via orale al BPA conduce ad alterazioni dell'omeostasi 
energetica, per cui i livelli di glucosio e di insulina nel siero risultano aumentati.

Nei soggetti trattati con BPA è stato riscontrato un aumento dei livelli di TG e TC, 
che rappresentano un disturbo del metabolismo lipidico. La co-somministrazione 
di EGCG ad alte dosi ha ridotto significativamente i livelli sierici di glucosio, TG e TC 
e ha anche migliorato l'insulino-resistenza causata dal BPA. Queste osservazioni 
hanno suggerito quindi che l’EGCG potrebbe essere un metodo efficace per 
trattare la sindrome metabolica indotta dall'esposizione cronica al BPA. 

Si ritiene inoltre che il microbiota intestinale e i suoi prodotti metabolici, come gli 
SCFA, svolgano un ruolo importante nel mantenimento del metabolismo del 
glucosio e della sensibilità all'insulina dell'ospite. Secondo studi precedenti, gli 
individui affetti da diabete o prediabete molto spesso presentano una riduzione 
dei Firmicutes e un’abbondanza di Bacteroidetes, con conseguente abbassamento 
del rapporto Firmicutes/Bacteroidetes. Si sospetta quindi che questa 
trasformazione abbia un ruolo nella promozione del diabete. È interessante notare 
che nei roditori esposti al BPA sono state osservate tendenze simili nella comunità 
batterica. L'abbondanza relativa dei Proteobacteria, spesso associati 
all'infiammazione intestinale, è diminuita durante l'esposizione a lungo termine al 
BPA. Allo stesso tempo, anche i metaboliti microbici e la permeabilità intestinale 
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sono stati modificati. Inoltre, l'analisi metagenomica comparativa ha rivelato 
somiglianze nella struttura della comunità microbica tra topi trattati con BPA e topi 
alimentati con dieta ad alto contenuto di grassi/saccarosio, tra cui la crescita di 
Proteobacteria e la riduzione di Firmicutes e di Clostridia. Ulteriori dati hanno 
rivelato che il trattamento con EGCG ha portato a un arricchimento significativo di 
diversi produttori di SCFA, come le famiglie Lachnospiraceae e Ruminococcaceae. 
Questi ultimi, infatti, possono influenzare il metabolismo del glucosio 
dell'organismo ed essere considerati “nemici” del diabete di tipo 2. Inoltre, diversi 
studi hanno dimostrato la correlazione tra taxa di queste famiglie, come Roseburia 
e Ruminiclostridium, e il miglioramento del metabolismo lipidico. Tuttavia, al 
contrario, alcuni dei taxa diminuiti nei gruppi trattati con EGCG, come 
Muribaculaceae, Blautia e Parasutterella, sono stati associati positivamente al 
diabete di tipo 2 e ai disturbi lipo-metabolici. Tenendo conto di queste 
considerazioni, la regolazione del microbiota intestinale potrebbe svolgere un 
ruolo importante nella regolazione degli effetti dell'EGCG sulla sindrome 
metabolica indotta dal BPA.  

Gli SCFA e i loro sali sono tra i metaboliti più importanti del microbiota intestinale 
fermentato a partire dall'amido resistente e dalle fibre alimentari indigeribili 
presenti negli alimenti. Come accennato in precedenza, si ritiene che gli SCFA 
abbiano effetti regolatori positivi sui disturbi metabolici, così come l'acetato e il 
propionato, e che possano ridurre l'appetito regolando l'espressione dei 
neuropeptidi: peptide YY (PYY) e il peptide glucagone-simile 1 (GLP-1). 

Secondo risultati relativi agli SCFA e alla regolazione del segnale del glucosio e 
dell'insulina, l'aumento degli SCFA o dei ceppi produttori di SCFA è spesso 
accompagnato da una maggiore sensibilità all'insulina nei tessuti periferici. Ad 
esempio, il livello elevato di Lachnospiraceae e Ruminococcaceae è stato correlato 
positivamente con l'acido butirrico SCFAs e di conseguenza ad una riduzione della 
glicemia. In un esperimento di intervento su ratti con diabete di tipo 1 indotto da 
STZ, l'uso di butirrato di sodio ha migliorato efficacemente l'omeostasi del glucosio 
e aumentato la fosforilazione di Akt. In linea con i risultati sopra citati, è stato 
riscontrato che le vie di segnalazione dell'insulina, tra cui IRS-1, PI3K, Akt, GSK3 e 
GLUT-4, sono state attivate o modificate coerentemente con l’alterazione degli 
SCFA, in particolare al livello di acido butirrico. È stato quindi suggerito che gli SCFA 
e i loro produttori abbiano un ruolo significativo nella sensibilità all’insulina 
attraverso la via PI3K-Akt. Nel presente studio, sono stati riscontrati livelli ridotti di 
SCFA fecali nei topi con insulino-resistenza ed è stato ipotizzato che tale riduzione 
sia causata dallo squilibrio del microbiota. Questi risultati sono coerenti con lo 
studio condotto sulla prole di conigli 7 esposti al BPA, nei quali, successivamente al 
trattamento (con il BPA), è stato possibile notare una riduzione dei livelli fecali di 
SCFA ed un aumento dei livelli sistemici di lipopolisaccaridi (LPS). Nel 2021 è stata 
riscontrata una relazione inversa tra il butirrato sierico e il livello di BPA nei pazienti 
con malattia di Crohn, suggerendo che il BPA possa influenzare i livelli di SCFAs. 
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Oltre agli effetti sul microbiota, alcuni studi hanno descritto anche i danni del BPA 
sulla barriera intestinale dei ratti, in particolare sulle giunzioni strette. È stato 
scoperto che un'ampia esposizione al BPA, nelle prime fasi della vita può ridurre la 
permeabilità paracellulare del colon ed aggravare l'infiltrazione di neutrofili. Il 
danno al colon dato dall’esposizione al BPA è stato analizzato anche in ulteriori 
studi, evidenziando l'apoptosi e l'inibizione della proliferazione delle cellule 
epiteliali in vitro. Inoltre, con l'esposizione continua al BPA, l'aumento della 
permeabilità intestinale è spesso accompagnata da problematiche nella 
regolazione della flora intestinale e da una riduzione del livello di SCFA, 
influenzando ulteriormente le risposte infiammatorie e i processi metabolici. 
Questo tipo di danno è stato verificato anche negli esperimenti riportati 
precedente e il trattamento con EGCG ha fornito una protezione dose-dipendente 
contro le lesioni della giunzione stretta. Sebbene alcuni studi abbiano dimostrato 
il ruolo protettivo dell'EGCG sulla barriera intestinale in casi di dieta ad alto 
contenuto di grassi o di colite, il miglioramento delle lesioni indotte dal BPA e il 
potenziale meccanismo devono ancora essere ulteriormente esplorati. 

Più volte è stata dimostrata la stretta relazione tra la barriera intestinale, disturbi 
metabolici e microbiota8; gli SCFA derivati dal microbiota, come l'acido acetico e 
butirrico, infatti, potrebbero essere utilizzati direttamente dalle cellule epiteliali 
intestinali come fonte di energia per mantenere le funzioni cellulari e svolgere un 
ruolo nella protezione della barriera intestinale. Di conseguenza, una barriera 
intestinale sana può impedire a LPS e peptidoglicano di entrare nel sistema 
circolatorio, evitando infiammazioni e disturbi metabolici. Anche se non 
sufficientemente documentata, la riparazione della barriera intestinale nel 
presente studio potrebbe svolgere un ruolo importante nel promuovere la

regolazione del metabolismo da parte dell'EGCG. L’EGCG rappresenta il 50-70% 
delle catechine contenute nel tè verde ed assume quindi un importantissimo ruolo 
nella regolazione metabolica. Nello specifico, durante lo studio, sono stati utilizzati 
50, 100 e 200 mg/kg di peso corporeo come dose bassa, media e alta di EGCG. 
Applicando il calcolo della dose equivalente nell'uomo in base all'area della 
superficie corporea9 l'EGCG a bassa dose corrispondeva a 243,6 mg/die per un 
adulto (60 kg), e questa dose equivale a 313 ml di tè verde al giorno sulla base di 1 
g di foglia/100 ml di infuso, secondo il database dei flavonoidi del Dipartimento 
dell'Agricoltura degli Stati Uniti (USDA)10. Considerando che una tazza di tè 
contiene quasi 200 mg di EGCG, la corrispondente dose umana di EGCG ad alto 
dosaggio rientra nei limiti del consumo normale. Sebbene l'EGCG ad alte dosi abbia 
mostrato un effetto terapeutico sulla tossicità metabolica indotta dal BPA, 
potrebbero essere necessari altri campioni di topi per esplorare i meccanismi 
sottostanti e ulteriori studi potranno essere condotti su indagini epidemiologiche 
pertinenti. 
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5. CONCLUSIONI 

Lo studio ha dimostrato che l’utilizzo di EGCG ha migliorato sia l'insulino-resistenza 
indotta dal BPA che la fosforilazione di IRS-1, Akt e GSK-3β della via di segnalazione 
dell'insulina nel fegato e nel muscolo scheletrico, di conseguenza ha aumentato la 
capacità di sintesi del glicogeno. Questi effetti benefici potrebbero essere correlati 
alla regolazione dell'ambiente intestinale attraverso l’aumento dei livelli di SCFA, 
dei microbi produttori di questi ultimi (Lachnospiraceae e Ruminococcaceae) e 
della regolazione delle proteine della giunzione stretta. Tuttavia, si ritiene che ci 
siano ancora pochi dati certi in merito al miglioramento ottenuto grazie all’EGCG 
sulle lesioni della barriera intestinale indotte dal BPA. Un altro aspetto che può 
essere ulteriormente esaminato è la correlazione tra disturbi metabolici ed 
alterazione del microbiota intestinale.  

Sono stati poi dimostrati gli effetti protettivi dell'EGCG sull'insulino-resistenza e 
sulla disbiosi intestinale indotte dal BPA, indicando un potenziale trattamento per 
la tossicità metabolica cronica del BPA. Sicuramente questo studio può essere utile 
per migliorare alcune abitudini quotidiane, come moderare l’utilizzo di contenitori 
di plastica per gli alimenti, evitando così un’esposizione al BPA e allo stesso tempo 
introdurre nella nostra alimentazione un maggiore consumo di tè verde.  
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Positive effects of Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) intervention on 
insulin resistance and gut microbial dysbiosis induced by bisphenol A 
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A B S T R A C T   

Bisphenol A (BPA), a plasticizer, is widely believed to cause metabolic disorders. However, an effective inter-
vention is still absent. This study investigated the beneficial effects of Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) on 
insulin resistance and microbial disturbance induced by BPA. The serum glucose, insulin, total triglyceride, and 
total cholesterol were decreased in BPA-treated mice after the intervention of EGCG. The sensitivity of insulin 
signals in peripheral tissue was improved by modulating the phosphorylation of IRS-1, Akt, and GSK-3β. In 
addition, 16S rRNA analysis for fecal microbiota showed the relative abundance of Ruminiclostridium, Blautia, 
unidentified_Ruminococcaceae, and Candidatus_Saccharimonas were restored by the high dose of EGCG. Further-
more, EGCG increased the concentrations of fecal short-chain fatty acids and protected the gut barrier impaired 
by BPA. Overall, our results demonstrated the positive effects of EGCG on BPA-induced insulin resistance and gut 
microbial dysbiosis. The current study provides a potential treatment for the chronic metabolic toxicity of BPA.   

1. Introduction 

Also known as Bisphenol A (BPA), 2,2-bis (4-hydroxyphenyl) pro-
pane is one of the most abundant and widely used chemical products 
worldwide. As a plasticizer, it is usually used to make plastic water 
bottles, food containers, and dental sealants (Chevalier & Fénichel, 
2015), resulting in extensive exposure in the daily diet. Although BPA 
has poor water solubility, the ester bonds between BPA molecules in 
polycarbonate products are easier to hydrolysis under specific condi-
tions like heat, acidity, or sunlight (Nadal et al., 2009), which increases 
the solubility of BPA in daily foods like hot drinks. In 2008, researchers 
found that the highest migration levels of BPA in water were up to 228 to 
521 μg/L when polycarbonate water bottles were continuously heated 
(Cao & Corriveau, 2008). Oral administration of BPA has a relatively 
low bioavailability. In rats, less than half of the administrated BPA was 
absorbed, and 52–83% of consumed BPA accumulated in the gut and 
excreted with feces in the form of unchanged compound (Pottenger 
et al., 2000). Although most food-borne BPA will not be absorbed, the 
small amount of BPA that enters the circulation will still have an adverse 
effect on health. To date, oxidative stress (Moghaddam et al., 2015), 
reproductive and genetic toxicity (Li et al., 2021; Tyl et al., 2002), 
metabolic disorders (Provvisiero et al., 2016), and other detrimental 

influences were induced by BPA exposure in many research. BPA 
exposure may impair the insulin signaling pathway in peripheral tissues 
and lead to a compensatory insulin secretion increase, which further 
causes insulin resistance or even diabetes. Besides, the unabsorbed BPA 
is likely to disturb the intestinal microenvironment. On the one hand, 
BPA exposure was observed to reduce the expression of intestinal tight 
junction proteins and increase intestinal permeability (Feng et al., 
2019). On the other hand, BPA exposure could induce the disorder of gut 
microbiota. It has been shown that the composition of gut microbes in 
BPA treated mice was similar to that in the high-fat/sucrose diet-fed 
mice, suggesting that the effects of BPA on glucose metabolism might be 
associated with the dysbiosis of gut microbiota (Lai et al., 2016). In 
general, the chronic toxicity of BPA exposure may cause systematic risk 
on glucose metabolism, affecting organs including the pancreas, liver, 
skeletal muscle and gut microbiota. 

Gut microbiota plays an important role in the balance of the gut 
microenvironment and further influences the glucose metabolism of the 
host. Several studies have indicated that the structure of gut microbiota 
in type 2 diabetes (T2DM) patients is quite different from that of normal 
subjects. It has been demonstrated that the proportion of phylum-level 
species such as Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria is altered 
in the cases of T2DM or obesity (Larsen et al., 2010). Meanwhile, 
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alterations in the gut microbial composition may result in severe 
changes in microbial metabolites such as short-chain fatty acids 
(SCFAs), trimethylamine N-oxide, indole propionic acid, and lipopoly-
saccharide (LPS). These metabolites, as demonstrated, are believed to 
affect intestinal permeability and metabolic responses to varying de-
grees. Thereinto, SCFAs are representative beneficial products of gut 
flora, regulating the intestinal microenvironment and improving glucose 
and lipid metabolism (Sun et al., 2021; Zhang, Dong et al., 2020). 
Bacterial LPS is the major component of the cell walls of Gram-negative 
bacteria. The activation of Toll-like receptors 4 (TLR4) by LPS will then 
activate nitric oxide synthase and promote the generation of S-nitro-
sothiols, which inhibits the phosphorylation of insulin receptor substrate 
1 (IRS-1), impairing insulin signals in peripheral tissue (Gomes et al., 
2014). As mentioned before, BPA exposure may cause metabolic disor-
ders and simultaneously affect the gut microbiota, but the connection 
and mechanism between them are still unclear. Moreover, owing to the 
exposure characteristics of BPA, there are no effective interventions for 
the harmful effects of chronic BPA exposure. 

Green tea, a worldwide beverage, has been shown to process meta-
bolic regulation ability. Epidemiological observation revealed that 
people who frequently drank green tea more than 6 cups a day had a 
significantly reduced risk for developing T2DM (Iso et al., 2006). 
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), one of the most abundant catechins 
in green tea, is considered the main bioactive component responsible for 
the health benefits of green tea (Li, Gao et al., 2018). Previous studies 
and research have proved that EGCG improves diabetes, insulin resis-
tance, or other metabolic disorders (Li, Li, et al., 2018). In 2017, Remely 
et al. demonstrated the alleviation of lower bacterial abundance along 
with DNA damage and inflammation induced by the high-fat diet after 
the intervention of EGCG (Remely et al., 2017). As the main component 
of green tea, EGCG can be consistently consumed in daily diet. Along 
with the positive effects on metabolic disorder and modulation of gut 
microbiota, EGCG might be an ideal dietary ingredient to reduce the 
chronic toxicity of BPA. However, to our knowledge, there are few 
relative research on that. Therefore in this study, we aimed to investi-
gate whether continuous EGCG treatment could alleviate dietary BPA 
exposure-induced insulin resistance in mice. Moreover, the alterations 
of the insulin signaling pathway and gut microenvironment were 
determined to clarify the potential mechanisms. 

2. Materials and methods 

2.1. Animals and treatment 

Forty specific-pathogen-free (SPF) male C57BL/6 mice, with 6–7 
weeks old and 18–20 g weight, were purchased from Beijing Vital River 
Laboratory Animal Technology Co., Ltd. (Beijing, China). The standard 
chow diet of mice was purchased from Jiangsu Xietong Pharmaceutical 
Bio-engineering Co., Ltd. (Nanjing, China). And the diets formulations 
were listed in Table S1 and S2. The mice had free access to water and 
food and were raised in SPF conditions of 25 ± 2 ◦C and 30–50% hu-
midity, with 12 h light–dark cycles. 

2.2. Experiment design 

After 1 week of adaption, the mice were randomly divided into five 
groups: CON) vehicle control group, received olive oil (Aladdin, 
Shanghai, China); BPA) BPA exposed group, received 500 μg/kg body 
weight (b.w.) of BPA dissolved in olive oil. The following groups were 
administrated EGCG after BPA exposure every day: BLE) low-dose EGCG 
intervention group, received 500 μg/kg b.w. of BPA and 50 mg/kg b.w. 
EGCG (Yuanye Bio-Technology Co., Ltd., Shanghai, China); BME) 
medium-dose EGCG intervention group, received 500 μg/kg b.w. of BPA 
and 100 mg/kg b.w. EGCG; and BHE) high-dose EGCG intervention 
group, received 500 μg/kg b.w. of BPA and 200 mg/kg b.w. EGCG. All 
the mice were treated by gavage and the treatment lasted for 60 days. To 

reduce the influence of experimental operation on the final results, all 
mice were subjected to oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin 
tolerance test (ITT) three and two weeks before the end of the experi-
ment, respectively. For OGTT, mice were fasted overnight and given the 
glucose load (2 g/kg b.w.) by intragastric administration, and the blood 
was collected from the tip of the tail vein for glucose measurement using 
a glucometer (Roche, Germany) at 0, 15, 30, 60 and 120 min after 
glucose administration (Li et al., 2016). For ITT, mice were fasted for 6 h 
and received insulin (0.75 U/kg b.w.) by intraperitoneal injection. The 
blood glucose was measured after 0, 15, 30, 60, 120 min of injection as 
OGTT. 

2.3. Sample collection 

Two days before the end of the experiment, the feces of mice were 
collected and stored at −80 ◦C for further analysis. At the end of the 
experiment, all mice were fasted overnight and sacrificed by cervical 
dislocation. The blood samples were collected in sterile plastic tubes, 
and the serum was obtained by centrifugation at 5000 rpm at 4 ◦C for 15 
min. The liver, skeletal muscle, and colon tissue were collected, washed 
with precooled sterile saline solution, and stored at −80 ◦C before the 
experiment. 

2.4. Biochemical and ELISA analysis 

Serum triglyceride (TG, #A110-2–1), total cholesterol (TC, #A111- 
2–1), glutamic oxalacetic transaminase (GOT, #C010-2–1), glutamic 
pyruvic transaminase (GPT, #C009-2–1), glucose concentration 
(#F006-1–1) and hepatic glycogen (#A043-1–1) were measured using 
commercial kits (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, 
China). Serum insulin level was determined using commercial enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) kits (#MU30432, Bioswamp Life 
Science Lab, Wuhan, China). The homeostasis model assessment was 
calculated in accordance with previous research conducted on rats 
(Suwannaphet et al., 2010) as HOMA-IR index: 
HOMA- IR = serum glucose concentration (mmol/L)

× serum insulin concentration (μU/mL)/22.5  

2.5. Histological analysis 

The liver section was collected and fixed in 10% formalin, dehy-
drated, embedded in paraffin, and sliced for periodic acid-Schiff (PAS) 
staining. In brief, liver tissue sections were dewaxed, hydrated, and 
stained by Alcian blue for 10–20 min. After three rinses with deionized 
water, the sections were treated with Periodic acid, Schiff Reagent, 
Hematoxylin, and acid alcohol in turn and then rinsed with deionized 
water for 3 min. The sections were then observed with a light 
microscope. 

2.6. Real-time quantitative polymerase chain reaction 

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 
analysis was performed following our previously described method 
(Zhang, Xu et al., 2020). Briefly, the total RNA was extracted from 
colonic tissue using TRIzolTM Reagent (Thermo Fisher Scientific, MA, 
USA) following the instructions. The reverse transcription of RNA to 
cDNA using a LunaScriptTM SuperMix Kit (NEB, USA) and the amplifi-
cation of specific DNA sequence was performed using Luna Universal 
qPCR Master Mix (NEB, USA) as the following protocol: 1. Initial 
Denaturation at 95 ◦C for 60 s; 2. Denaturation at 95 ◦C for 15 s; and 3. 
Extension at 60 ◦C for 30 s. The oligonucleotide primers in RT-qPCR 
were listed in Table 1, and the expression of genes was calculated and 
normalized with β-Actin expression. 
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2.7. Western blot analysis 

The protein expression levels of the insulin signaling pathway were 
determined by western blot (Yin et al., 2021). Briefly, the protein 
samples were extracted using RIPA lysis buffer mixed with Protease and 
Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail (Thermo Fisher Scientific, 
MA, USA), and the protein concentrations were measured using a BCA 
protein assay kit (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, 
China). The target proteins were separated using 12.5% or 8% SDS- 
PAGE and transferred to a nitrocellulose blotting membrane (GE 
Healthcare, Germany). The membranes were then blocked with 5% skim 
milk for 1–2 h, followed by incubation with primary and secondary 
antibodies. The following primary antibodies were used: anti-Phospho- 
IRS-1 (Ser 307) (1:500, #2381, CST, USA), anti-IRS-1 (1:500, #2382, 
CST, USA), anti-Akt (pan) (1:1000, #4691, CST, USA), anti-Phospho-Akt 
(Ser 473) (1:1000, #4060, CST, USA), anti-GSK-3β (1:1000, #9315, 
CST, USA), anti-Phospho-GSK-3β (Ser 9) (1: 1000, #5558, CST, USA), 
anti-Occludin (1:1000, ab216327, Abcam, UK), anti-ZO-1 (1:1000, 
ab216880, Abcam, UK) and anti-E-cadherin (1:1000, # 24E10, CST, 
USA). Anti-GAPDH antibody (1:2500, ab9485, Abcam, UK) and beta 
Actin Polyclonal Antibody (1:1000, #PA5-16914, ThermoFisher Scien-
tific, USA) were used as loading controls, and Goat anti-Rabbit IgG, HRP 
(1:4000, 31460, Invitrogen, USA) was used as the secondary antibody. 
Immunoreactivity of protein bands was detected using the ECL imaging 
system (Bio-Rad Laboratories, USA). 

2.8. Determination of SCFAs in feces 

The determination of SCFAs was performed according to our previ-
ously described methods (Yu et al., 2016; Zhao et al., 2007). Briefly, 
50–100 mg freeze-dried feces were mixed and homogenized with 1 mL 
distilled water and the supernatant was collected after centrifugation at 
13000 rpm for 10 min. The supernatant was then acidized using 100 μL 
10 % sulfuric acid and then adding 500 μL ether to extract SCFAs. The 
concentration of SCFA was detected and analyzed using gas chroma-
tography (Agilent Technologies 7890B) equipped with a DB-FFAP 
capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 μm, Agilent). Data process-
ing was conducted using Agilent’s MSD ChemStation (E.02.00.493). 

2.9. Intestinal microbiota analysis 

Total genome DNA from feces samples was extracted using the CTAB 
method, purified, and diluted to 1 ng/μL with sterile water. The distinct 
regions of 16S rRNA (V3-V4) were amplified using specific primers 
515F-806R with the barcode, and the following amplifications were 
carried out using Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (NEB, USA). 
After PCR products quantification and qualification, the gene library 
was sequenced on an Illumina NovaSeq platform, and data analysis was 
conducted as described in the previous studies (Ma et al., 2019). The 
sequence data is accessible in NCBI Sequence Read Archive (SRA) 
database with the following link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/s 
ra/PRJNA770970. 

2.10. Statistic analysis 

All the results were presented in the form of means ± standard errors 
of the means (SEM). All statistical analyses were performed using the 
SPSS 17.0 software and graphs were made using Prism 7.0 software. The 
differences among groups were assessed using one-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett’s test, and the analysis of the relative abundance of 
microbiota was performed using a non-parametric test, following 
Benjamin and Hochberg post hoc analyses. The difference was consid-
ered statistically significant when p value < 0.05. 

3. Results 

3.1. EGCG ameliorates BPA-induced insulin resistance and abnormal 
glycometabolism 

Firstly, OGTT was conducted to investigate the effects of EGCG on 
BPA-induced hyperglycemia. After 5 weeks of treatment, the glucose 
level of the BPA group was significantly higher than the CON group at 
30 min and 120 min. High-dose EGCG treatment decreased glucose 
concentration remarkably at 15, 30, and 120 min. Low-and medium- 
dose EGCG also decreased glucose levels at 30 min and 120 min (p <
0.05) (Fig. 1B). According to Fig. 1C, the area under the curve (AUC) of 
the BPA group was significantly elevated 12.6% than that of the CON 
group, while the AUC of the EGCG intervention group was significantly 
lower than that of the BPA group by 7.59%, 9.93%, and 13.04% 
respectively. 

The insulin sensitivity was then measured by ITT, and the trends in 
blood glucose concentration were shown in Fig. 1D. Glucose levels of the 
BPA group significantly elevated at 15 min compared with the CON 
group. The BHE group had significantly lower blood glucose levels at 15 
and 120 min than the BPA group, respectively. Consistently, it was 
found that the incremental AUC value of the BPA group was evaluated 
by 14.62% compared with the CON group (p < 0.05). The AUC of the 
BHE group was significantly reduced than the BPA group, while there 
are no significant differences in BLE and BME group when compared 
with the BPA group (Fig. 1E). 

After 60 days of treatment, the levels of fasting blood glucose and 
serum insulin in the BPA group were significantly increased by 28.30% 
and 29.80%, respectively, when compared with the CON group (Fig. 1F 
& G). However, the EGCG intervention dose-dependently reduced in-
sulin and glucose concentration significantly (p < 0.05). The index of 
HOMA-IR of the BPA group was profoundly higher than that of the 
controls, indicating a significant insulin resistance in the BPA group. 
Medium and high doses of EGCG restored insulin resistance with a 
decrease of 23.52% and 30.82% (p < 0.05) compared with the BPA 
group (Fig. 1H). 

3.2. EGCG reverses decreased hepatic glycogen content induced by BPA 

Changes in liver glycogen content were observed in the liver sections 
stained with PAS under a light microscope (Fig. 1A). The quantitative 
measurement of liver tissue using an assay kit showed that the hepatic 
glycogen content of the BPA group was reduced (p < 0.01) compared to 
the CON group. EGCG administration dose-dependently increased 
glycogen content in hepatocytes. Thereinto, high dose EGCG signifi-
cantly restored glycogen content (p < 0.05) to normal level when 
compared to the BPA group (Fig. 1I). 

3.3. Effects of BPA and EGCG on liver function and lipid parameters 

Lipid metabolic disorder is one of the main characteristics of insulin 
resistance, and the alteration of hepatic energy metabolism may further 
aggravate the development of insulin resistance or diabetes. From our 
results, continuous BPA exposure significantly (p < 0.05) increased the 
serum TC level but had no significant impact on the TG level. EGCG 

Table 1 
Sequence of the primers used in this study [sequence 5′-3′].  

Gene Forward primer Reverse primer 
Claudin-1 AAAGCACCGGGCAGATACAG CCCAGCAGGATGCCAATTAC 
Claudin-3 TCGGCCAACACCATCATCAG TACAACCCAGCTCCCATCTC 
Occludin GGAATGTCCAGGACAAGAAG GCCGTACATAGATCCAGAAG 
JAM GCCAGATCACAGCTCCCTAT ACTGATCGTCGGCTTGGATG 
ZO-1 GGGGCCTACACTGATCAAGA TGGAGATGAGGCTTCTGCTT 
E-cadherin GGTGAAGGCTTGAGCACAAC AGGCACTTGACCCTGATACG 
Mucin-2 TGGAGGTACAGGTGAACAAG AGCCGGATGGAGAAAGAAAG 
β-actin TAAGAGGAGGATGGTCGCGT CTCAGACCTGGGCCATTCAG  
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treatment in the high dose group remarkably reduced serum TG and, TC 
levels (p < 0.05), and there were no significant differences in BLE- and 
BME- dose groups (Table 2). In general, neither BPA nor EGCG affected 
liver function parameters. However, GOT level was elevated in the BPA 
group, though it was not significant and was dose-dependently reduced 
by EGCG. 

3.4. Effects of BPA and EGCG on IRS/Akt/GSK3β signaling pathway 

Akt is an important factor in the metabolic process, and it makes up 

the insulin signaling pathway along with IRS and GSK-3β. The protein 
expression and phosphorylation were measured using western blot to 
analyze insulin signaling pathway in peripheral tissues (liver and skel-
etal muscle). In liver tissue, the phosphorylation of protein Akt (Ser 473) 
and GSK-3β (Ser 9) were significantly reduced in the BPA group (p <
0.05) while the phosphorylated IRS-1 (Ser 307) was significantly 
elevated (p < 0.05). High dose EGCG treatment altered the phosphor-
ylation of IRS-1 (Ser 307) and Akt (Ser 473) (p < 0.05), but no alter-
ations of phosphorylated GSK-3β (Ser 9) were observed in EGCG-treated 
group (p greater than 0.05) (Fig. 2A & C). In skeletal muscle tissue, 
increased level of phosphorylation of Akt (Ser 473) and GSK-3β (Ser 9) 
and reduced level of phosphorylated IRS-1 (Ser 307) in the BHE group 
were observed when compared with the BPA group (p < 0.05) (Fig. 2B & 
D), suggesting improved insulin sensitivity in peripheral tissue. These 
results demonstrated that high-dose EGCG intervention improved pro-
tein phosphorylation levels comprehensively compared with the BPA 
group. 

3.5. EGCG restored the expression of intestinal tight junctions 

To explore the effects of BPA exposure and protection of EGCG on the 
gut barrier, the relative expressions of mRNA of colonic tight junctions 
were measured via RT-qPCR (Fig. 3A). The results showed that BPA 
exposure caused severe downregulation of the mRNA expressions of 
relevant proteins of Claudin (1 and 3), Occludin, ZO-1, JAM, and E- 
cadherin in comparison with the CON group (p < 0.05). Compared with 
that in the BPA group, the mRNA expression levels of these proteins 

Fig. 1. Effects of BPA and EGCG on parameters of glycometabolism. (A) Histological analysis of liver in groups CON, BPA, BLE (low-dose EGCG), BME (medium-dose 
EGCG), and BHE (high-dose EGCG). (B and C) Changes of blood glucose of oral glucose tolerance test (OGTT) and its area under the curve (AUC). (D and E) Changes 
of blood glucose of insulin tolerance test (ITT) and its AUC. (F) Alterations of serum glucose concentrations, (G) serum insulin concentrations and (H) HOMA-IR. (I) 
Quantitative analysis of liver glycogen content. Values are expressed in the form of means ± SEM (n = 8). The alphabets in (B) and (D) mean significance at p < 0.05. 
a-BPA vs. CON; b-BPA vs. BLE; c-BPA vs. BME; d-BPA vs. BHE. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with the control group, #p < 0.05, ##p < 0.01 and 
###p < 0.001 compared with BPA group. 

Table 2 
Effects of BPA and EGCG on liver function and lipid parameters.   

Group 
CON BPA BLE BME BHE 

Serum TG 
(mmol/L) 

0.69 ±
0.09ab 

0.78 ±
0.03a 

0.74 ±
0.04ab 

0.72 ±
0.09ab 

0.66 ±
0.06b 

Serum TC 
(mmol/L) 

3.12 ±
0.21b 

3.53 ±
0.15a 

3.41 ±
0.33ab 

3.33 ±
0.22ab 

3.06 ±
0.29b 

Serum GOT 
(U/L) 

135.53 ±
22.87 

160.03 ±
42.10 

150.29 ±
10.80 

141.89 ±
18.32 

136.54 ±
28.46 

Serum GPT 
(U/L) 

35.00 ±
4.50 

33.75 ±
3.48 

32.64 ±
3.31 

31.66 ±
2.22 

33.19 ±
5.26 

Significant differences (p < 0.05) among values in the same line are labeled with 
different letters (a, b). TG, triacylglycerol; TC, total cholesterol; GOT, glutamic 
oxalacetic transaminase; GPT, glutamic pyruvic transaminase; Values are 
expressed in the form of means ± SEM (n = 8). 
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showed extremely significant increases in mice in the BHE and BME 
groups (p < 0.05). The mRNA expression of mucin-2 was also signifi-
cantly increased in the BHE group (p < 0.05) and was repaired to the 
normal level. Besides, the expressions of representative proteins 
Occludin, ZO-1, and E-cadherin at the protein level were also analyzed 
by western blot (Fig. 3B). The results were consistent with gene ex-
pressions, as the protein expressions were decreased under BPA expo-
sure and restored by EGCG treatment. 

3.6. Effects of BPA and EGCG on gut microbiota composition 

High-throughput sequencing for feces microbiota was performed on 
V3-V4 regions of bacterial 16sRNA. Based on the Illumina Nova 
sequencing platform, about 2, 157 Operational Taxonomic Units (OTUs) 
were used to investigate microbiota changes. The beta diversity of 
distinct clustering was analyzed using Principal Coordinates Analysis 
(PCoA) based on weighted Unifrac distance and Unweighted Pair-group 
Method with Arithmetic Mean (UPGMA) (Fig. 4A & B). The result of 
PCoA analysis showed a significant difference between the BPA group 

and BHE group in principal component 1 (PC1) (p < 0.01) and a sig-
nificant difference between the CON group and BPA group in principal 
component 2 (PC2) (p < 0.05). Moreover, as shown in UPGMA, the CON 
and BHE groups shared an analogous clustering structure while both of 
them had the lowest cluster similarity with the BPA group. 

The abundance of microbiota at the phylum level is shown in Fig. 4C. 
Firmicutes (49.36–72.27%), Bacteroidetes (20.37–46.42%), Verruco-
microbia (0.48–2.44%), and Actinobacteria (1.04–2.86%) were the 
dominant bacteria in all groups. Compared to the control group, BPA 
exposure reduced the abundance of Firmicutes, Actinobacteria, and 
Deferribacteres while increased the abundance of Bacteroidetes and 
Proteobacteria. After EGCG intervention, the abundance of Firmicutes, 
Bacteroidetes, Proteobacteria, and Actinobacteria were back to the level 
of the CON group. At the family level, the abundance of Ruminococca-
ceae and Lachnospiraceae was decreased, and Muribaculaceae was 
remarkably increased in the BPA group. After EGCG intervention, the 
abundance of Muribaculaceae was reduced, and Ruminococcaceae was 
increased significantly (p < 0.05). The levels of Bifidobacteriaceae and 
Prevotellaceae were also altered but not significantly (Fig. 4D). Finally, 

Fig. 2. Effects of BPA and EGCG on IRS-Akt-GSK-3β pathway. The protein expression of IRS-1, Akt, and GSK-3β and phosphorylation level of IRS-1 (Ser307), Akt 
(Ser473), and GSK-3β (Ser 9) in the liver (A) and skeletal muscle (B). The ratios of phosphorylated protein to total protein are expressed in the form of means ± SEM 
(n = 3–4) (C and D). *p < 0.05 compared with the control group, #p < 0.05 and ##p < 0.01 compared with BPA group. 

X. Li et al.                                                                                                                                                                                                                                        



Journal of Functional Foods 93 (2022) 105083

6

the alterations of relative abundance of the genus level were shown in 
Fig. 4E. Most of the bacteria with significant changes were in the orders 
Eubacteriales and Bacteroidales. Compared with the controls, unidenti-
fied_Ruminococcaceae, Ruminiclostridium, and Candidatus_Saccharimonas 
were significantly reduced by BPA exposure. Meanwhile, Lachnoclostri-
dium, Oscillibacter, Roseburia, and Intestinimonas had downward trends in 
the BPA group. On the other hand, great enrichment of Muribaculum, 
Blautia, Alloprevotella, and Odoribacter were found in BPA-administered 
mice. However, the relative abundance of some bacteria was restored to 
the same level as the control group after EGCG intervention. Unidenti-
fied_Ruminococcaceae, Ruminiclostridium, and Candidatus_Saccharimonas 
were significantly increased, and Muribaculum, Blautia, Alloprevotella, 
and Parasutterella were obviously reduced in the BHE group. 

3.7. Effects of BPA and EGCG on gut SCFAs production 

To investigate the effects on microbial products, the fecal SCFAs 
were detected using gas chromatography, and the concentration was 
significantly altered by BPA and EGCG treatment. Fig. 5A indicated that 
acetic acid, butyric acid, and valeric acid concentrations were greatly 
reduced in the BPA group in comparison to the CON group (p < 0.001). 
The high-dose EGCG treatment significantly restored acetic acid, butyric 
acid, and valeric acid levels reduced by BPA (p < 0.05), while the con-
centration did not rise significantly in the BLE and BME groups. 

In order to identify the relationship between changes in gut micro-
biota and SCFAs concentration, Spearman analysis was performed using 
rank correlation coefficient (Fig. 5B). The acetic acid level was positively 
correlated with the abundance of unidentified_Ruminococcaceae, Turici-
bacter, Enterorhabdus, Roseburia, Lachnoclostridium, and unidentified_-
Clostridiales, and negatively correlated with the abundance of 
Alloprevotella, Parasutterella, and Odoribacter. The propionic acid level 
was positively correlated with Bifidobacterium and Enterorhabdus but 
negatively correlated with Alloprevotella. Mucispirillum, Ruminiclostri-
dium, and Intestinimonas have a significant positive correlation with 
butyric acid concentration, and Roseburia, Lachnoclostridium, and 
Butyricicoccus are significantly positively associated with valeric acid 
levels. 

4. Discussion 

It is widely believed that chronic exposure to BPA, an organic 
chemical material extensively used in food packages, leads to hepatic 
lipid accumulation (Liu et al., 2020), disorders in glucose metabolism 

(Rashid et al., 2020), and even insulin resistance (Rotondo & Chiarelli, 
2020). The extensive usage and non-monotonic dose response of BPA 
give it the characteristics of wide range of exposure, continuous in-
fluences, and relatively high chronic toxicity, making it hard to use 
specific medications for treatment. So far, most of the research has 
focused on BPA’s toxicity, while few studies have offered a solution. 
EGCG is the most abundant bioactive compound in the green tea 
component and contributes to the health effects of tea polyphenol 
(Higdon & Frei, 2003) which could be continuously ingested by daily 
consumption of green tea. Several studies reported the effects of EGCG 
on the high-fat diet-induced disorder in glucose metabolism and insulin 
sensitivity (Lambeth et al., 2015). However, little is known about the 
effects of EGCG on BPA exposure-induced metabolic syndrome and in-
testinal microbial disorder. In the present study, 500 μg/kg b.w. BPA 
was used to induce insulin resistance in mice according to relevant 
studies (Moghaddam et al., 2015; Vahdati Hassani et al., 2017) and our 
previous research. Together, different dosages of EGCG modified from 
previous research (Zhu et al., 2021) were used to treat metabolic dis-
order mice. The results consistently showed that chronic oral exposure 
to BPA leads to aberrant alterations of energy homeostasis, including 
increased serum glucose and insulin levels as well as impaired glucose 
and insulin tolerance in mice. Moreover, increased TG and TC levels, 
which represented lipid metabolism disorder, were found in BPA-treated 
mice. The co-administration of high-dose EGCG significantly decreased 
the serum levels of glucose, TG, and TC and improved the insulin 
resistance caused by BPA. These observations suggested that the 
administration of EGCG could be an effective method for treating 
chronic BPA exposure-induced metabolic syndrome. 

Liver and skeletal muscle are major peripheral tissues responsible for 
transmitting insulin signals, maintaining insulin sensitivity, and the 
mutual transformation of glycogen and glucose (Siew et al., 2014). In 
these tissues, the protein Akt, also known as protein kinase B (PKB), and 
other related proteins constitute the basic but classic transmission sys-
tem of insulin signal. Following the activation of IRS-1 and PI3K, Akt is 
phosphorylated and then promotes glucose transportation and glycogen 
synthesis (Manning & Cantley, 2007). Of note, other than promotive 
phosphorylation of tyrosine residue, there is the negative feedback of 
this signaling pathway as the serine phosphorylation of IRS-1 (Ser307) 
might disrupt the catalytic structural domain of insulin receptor and 
phosphotyrosine binding domain on IRS-1, which inhibits the binding of 
IRS to insulin receptor and the phosphorylation of tyrosine residue of 
IRS (Aguirre et al., 2002; Li et al., 2016). In the case of insulin resistance 
or diabetes, the level of phosphorylated Ser307 of IRS-1 might elevate 

Fig. 3. Effects of BPA and EGCG on the expression of colonic tight junctions. The relative mRNA expression levels of Claudin-1, Claudin-3, Occludin, ZO-1, Mucin-2, 
JAM, and E-cadherin were measured by RT-qPCR (A). The protein expressions of Occludin, ZO-1 and E-cadherin were measured by western blot (B). The results are 
expressed in the form of means ± SEM (n = 6). *p < 0.05, ***p < 0.001 compared with Control group, #p < 0.05, ##p < 0.01 and ###p < 0.001 compared with 
BPA group. 
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and thus hold back further transmission of insulin signal, resulting in 
reduced organ responsiveness to insulin. Likewise, one of the main 
detrimental effects of BPA on peripheral tissue is also reflected in the 
inhibition of the phosphorylation of Akt and its downstream proteins, 
which impairs insulin signaling and glucose transport in tissues (Fang 
et al., 2015; Moon et al., 2015). Here our studies showed that EGCG 
treatment improves the impaired insulin sensitivity by restoring the 
disturbance of phosphorylation of the insulin signaling pathway and 
significantly increasing glycogen concentration in liver and skeletal 
muscle. These results suggested that EGCG regulated the BPA-induced 

metabolic syndrome by enhancing insulin sensitivity and regulating 
the IRS/Akt/GS3Kβ signaling pathway. 

In recent years, the gut microenvironment has become an important 
target in the intervention of diabetes. Gut microbiota and its metabolic 
products such as SCFAs are considered to play an important role in 
maintaining glucose metabolism and insulin sensitivity of the host. Ac-
cording to the previous studies, individuals with diabetes or prediabetes 
often have reduced Firmicutes and more abundant Bacteroidetes, which 
consequently lowers the ratio of Firmicutes/Bacteroidetes (Remely 
et al., 2017), and the transformation was suspected of playing a role in 

Fig. 4. Effects of BPA and EGCG on the composition of gut microbiota. The analysis of (A) Principal Co-ordinates Analysis (PCoA) and (B) Unweighted Pair-group 
Method with Arithmetic Mean (UPGMA).The relative abundances of microbiota at the phylum level (C), family level (D), and genus level (E). The relative abun-
dances of the genus level are expressed in the form of means ± SEM (n = 6). *q < 0.05, **q < 0.01 indicate statistically significant differences between groups. 
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promoting diabetes. Interestingly, similar trends of bacterial community 
structure were also observed in some analyses of intestinal bacteria of 
BPA-exposed rodents. The relative abundance of Proteobacteria, which is 
often associated with intestinal inflammation, decreased during long- 
term BPA exposure. Meanwhile, microbial metabolites and intestinal 
permeability were also changed (DeLuca et al., 2018; Feng et al., 2020). 
Moreover, comparative metagenomics analysis revealed the similarities 
of microbial community structure between BPA-treated and high fat/ 
sucrose diet-treated mice, including favored growth of Proteobacteria 
and reduction of the Firmicutes and Clostridia (Lai et al., 2016). These 
observations indicate the possibility that microbial changes are widely 
involved in BPA-induced metabolic imbalance. In the present study, 
compared with mice in the CON and BHE group, the exposure of BPA 
significantly reduced the abundance of Firmicutes and Actinobacteria 
while increased Bacteroidetes. Further data revealed that EGCG treat-
ment led to the significant enrichment of several SCFAs-producers, such 
as the families Lachnospiraceae and Ruminococcaceae. To our knowledge, 
Ruminococcaceae and Lachnospiraceae are well-known for the production 
of SCFAs by degrading carbohydrates such as cellulose as they are rich in 
a variety of carbohydrate-active enzymes, including glycoside hydro-
lase, carbohydrate esterase, and carbohydrate-binding modules (Biddle 
et al., 2013). These bacteria could affect the body’s glucose metabolism 
and mostly remain a negative relation of type 2 diabetes (Labbe et al., 
2014; Shang et al., 2016). Besides, several studies demonstrated the 
correlation between taxa of these families, such as Roseburia and 
Ruminiclostridium, and improved lipid metabolism (Companys et al., 

2021; Liu et al., 2019). However, in contrast, some of the decreased taxa 
in EGCG treated groups such as Muribaculaceae, Blautia, and Para-
sutterella were positively associated with type 2 diabetes and lipo- 
metabolic disturbance (Gurung et al., 2020; Wang et al., 2020; Zeng 
et al., 2019). Taking these into consideration, the regulation of gut 
microbiota might play an important role in the regulation effects of 
EGCG on BPA-induced metabolic syndrome. 

SCFAs and their salts are one of the most important metabolites of 
gut microbiota fermented from resistant starch and indigestible dietary 
fiber in food, and it mainly consists of acetate, propionate, and butyrate, 
accounting for 60%, 25%, and 15%, respectively (Topping & Clifton, 
2001). As mentioned before, SCFAs were considered to have positive 
regulatory effects on metabolic disorders as acetate and propionate and 
could reduce appetite by regulating the expression of appetite regula-
tory neuropeptides, peptide YY (PYY), and glucagon-like peptide 1 
(GLP-1) (Frost et al., 2014; Psichas et al., 2015). According to the results 
related to SCFAs and glucose and insulin signal regulation, the increase 
of SCFAs or SCFA-producing strains was often accompanied by 
enhanced insulin sensitivity in peripheral tissue. For example, the 
elevated level of Lachnospiraceae and Ruminococcaceae was positively 
correlated with SCFAs butyric acid and reduced blood sugar (Zhang 
et al., 2021), and the administration of probiotics Lactobacillus plantarum 
could improve glucose tolerance and restore SCFAs production (Lee 
et al., 2021). In an intervention experiment on STZ-induced type 1 
diabetes rats, the use of sodium butyrate effectively ameliorated glucose 
homeostasis and increased the phosphorylation of Akt (Elgamal et al., 
2020). In line with the results aforementioned, it was found that the 
insulin signaling pathway, including IRS-1, PI3K, Akt, GSK3, and GLUT- 
4, were correspondingly activated or altered along with the alteration of 
SCFAs, especially butyric acid level, suggesting that SCFAs and their 
producers might affect insulin sensitivity by PI3K-Akt pathway. Here in 
the present study, we found reduced levels of fecal SCFAs in mice with 
insulin resistance, and we rationally hypothesize that the reduction is 
likely caused by the imbalanced structure of microbiota and reduced 
abundance of SCFAs-producers in the gut. These results are consistent 
with the study performed on rabbit offspring exposed to BPA (Reddivari 
et al., 2017). In 2021, Linares et al. found an inverse relationship be-
tween serum butyrate and BPA level in patients with Crohn’s disease 
(Linares et al., 2021), supporting the hypothesis that BPA can affect 
SCFAs levels. 

In addition to the influences on microbiota, a few studies have also 
described the damage of BPA to intestinal tight junctions. Braniste et al. 
first demonstrated the potentially harmful effects of BPA on intestinal 
barrier functions of rats. The authors found that wide exposure to xen-
oestrogen early in life may reduce the colonic paracellular permeability 
and aggravate neutrophil infiltration of the inflammatory colon (Bra-
niste et al., 2010). The specific colonic damage of BPA exposure was also 
investigated in further study, as evidenced by apoptosis and cell pro-
liferation inhibition in colonic epithelial cells line in vitro (Zhao et al., 
2019). Besides, with the continuous exposure of BPA, increased intes-
tinal permeability is often accompanied by dysregulation of the intes-
tinal flora and reduced level of SCFAs (Reddivari et al., 2017), further 
influencing inflammatory responses and metabolic processes. This 
damage effect was also verified in our experiments, and EGCG treatment 
provided dose-dependent protection against tight junction injury. 
Although there were some studies that demonstrated the protective role 
of EGCG on the intestinal barrier in high-fat diet or colitis cases (Dey 
et al., 2020; Wu et al., 2021), the improvement on the BPA-induced 
injuries and the potential mechanism still need to be further explored. 
On the other hand, accumulating studies have proven the close rela-
tionship between the intestinal barrier, metabolic disorder, and micro-
biota (Yang et al., 2021). The microbiota-derived SCFAs such as acetic 
and butyric acid could be directly utilized by intestinal epithelial cells as 
an energy source to maintain cell functions and played a role in pro-
tecting the intestinal barrier (Couto et al., 2020; Kasubuchi et al., 2015; 
Peng et al., 2009). As a result, a healthy intestinal barrier can prevent 

Fig. 5. Alterations of fecal SCFAs concentration and its correlations with 
microbiota. (A) The content of SCFAs in feces. The levels of fecal SCFAs are 
expressed in the form of means ± SEM (n = 6). ***p < 0.001 compared with 
Control group, #p < 0.05, and ###p < 0.001 compared with BPA group. (B) 
The correlation with microbiota was presented in the form of spearman anal-
ysis. The colors range from blue (negative correlation) to red (positive corre-
lation) and significant correlations are annotated by *p < 0.05 and **p< 0.01. 
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LPS and peptidoglycan from entering the circulatory system, avoiding 
inflammation and metabolic disorders. Albeit with varying levels of 
certainty, the repairment of the intestinal barrier in the current study 
may play an important role in promoting the regulation of metabolism 
by EGCG. 

Accounting for 50–70% of catechins in green tea, EGCG has a 
powerful metabolic regulation (Khan & Mukhtar, 2019). In the study, 
we used 50, 100 and 200 mg/kg b.w. as low, medium and high dose of 
EGCG. Using human equivalent dose calculation based on body surface 
area (Nair & Jacob, 2016), low-dose EGCG was equivalent to 243.6 mg/ 
day for an adult (60 kg), and this dose was equivalent to 313 mL green 
tea a day based on 1 g leaf/100 mL infusion according to the United 
States Department of Agriculture (USDA) Flavonoid Database (Hu et al., 
2018). Considering that a cup of tea contains nearly 200 mg of EGCG 
(Khan & Mukhtar, 2019), the human equivalent dose converted from 
high-dose EGCG was within normal consumption limits (Yang et al., 
2009). Although the high-dose EGCG showed a therapeutic effect on 
BPA-induced metabolic toxicity, more mouse samples might be required 
to explore the underlying mechanisms, and relevant epidemiological 
investigations can be carried out in further studies. 

5. Conclusion 

Our study demonstrated that EGCG intervention ameliorated insulin 
resistance induced by BPA. EGCG improved phosphorylation of IRS-1, 
Akt, and GSK-3β of the insulin signaling pathway in liver and skeletal 
muscle and consequently upregulated glycogen synthesis ability. These 
beneficial effects might be mediated by the regulation of the gut envi-
ronment, including the reversion of the decreased SCFAs levels and the 
up-regulation of tight junction-related protein. Moreover, EGCG 
increased the abundance of SCFA-producing microbes, including Lach-
nospiraceae and Ruminococcaceae. This study demonstrated the protec-
tive effects of EGCG on BPA-induced insulin resistance and gut dysbiosis, 
indicating a potential treatment for chronic metabolic toxicity of BPA. 
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