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3⁃HK介导双酚F致小鼠抑郁的机制及亮氨酸的干预作用
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［摘 要］ 目的：探究犬尿氨酸（kynurenine，Kyn）代谢通路中的关键神经毒性代谢物3⁃羟基犬尿氨酸（3⁃hydroxy⁃kynurenine，
3⁃HK）在双酚F（bisphenol F，BPF）暴露引起小鼠抑郁样行为中的作用及机制，并评估亮氨酸干预该通路所产生的神经保护效

应，从而为寻找潜在干预靶点提供实验依据。方法：构建BPF暴露小鼠模型，通过悬尾实验、强迫游泳、旷场实验等行为学实验

观察小鼠抑郁样行为改变，检测小鼠海马体和前额皮层中3⁃HK、5⁃羟色胺（5⁃hydroxytryptamine，5⁃HT）、Kyn等抑郁相关神经递

质水平的改变以及干扰素⁃γ（interferon gamma，IFN⁃γ）、白介素⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）等促炎因子和犬尿氨酸单加氧酶

（kynurenine⁃3⁃monooxygenase，KMO）表达水平的改变；设置亮氨酸联合干预组，观察BPF诱导的小鼠抑郁样行为是否改善，并检

测神经递质水平、促炎因子和KMO表达水平的变化；采用荧光探针法观察3⁃HK在BPF引起原代神经元活性氧（reactive oxygen
species，ROS）生成中的作用。结果：BPF暴露引起小鼠明显的抑郁样行为，小鼠海马和皮层中5⁃HT含量无明显变化，而Kyn含
量显著减少；BPF显著上调海马和皮层中KMO表达水平，促进3⁃HK的累积同时引发 IFN⁃γ、IL⁃1β等促炎因子增加，加剧神经

损伤；亮氨酸干预后BPF诱导的小鼠抑郁样行为得到改善，显著逆转了BPF诱导的KMO及促炎因子的异常表达，3⁃HK水平显

著降低，其余神经递质水平变化不明显；同时，竞争性抑制3⁃HK转运或抑制KMO明显逆转BPF引起的ROS。结论：BPF暴露

可上调海马和皮层KMO表达，引起3⁃HK异常蓄积，继而触发ROS过度生成和神经炎症，这些病理变化可能协同参与神经损伤

和抑郁样行为。亮氨酸则能抑制该代谢偏移，减轻氧化应激与炎症，从而缓解抑郁样行为。
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［Abstract］ Objective：To explore the role and mechanism of 3⁃hydroxy⁃kynurenine（3⁃HK），a key neurotoxic metabolite in the
kynurenine pathway，in bisphenol F（BPF）⁃induced depressive⁃like changes in mice and evaluate the intervention effect of leucine by
intervening this pathway，thereby providing experimental evidence for identifying potential intervention targets. Methods：The BPF
exposure mouse model was established to investigate its neurotoxic effects，and the depression⁃like behaviors were assessed through
behavioral tests such as the tail ⁃ suspension test，forced swimming test，and open ⁃ field test. Concurrently，the levels of depression ⁃
related neurotransmitters，including 3 ⁃HK，5 ⁃ hydroxytryptamine（5 ⁃HT），and kynurenine were measured in the hippocampus and
prefrontal cortex.Alterations in the expression levels of pro⁃inflammatory cytokines，including interferon⁃gamma（IFN⁃γ）and interleukin⁃1β
（IL⁃1β），as well as kynurenine 3⁃monooxygenase（KMO），were also detected. Furthermore，a leucine combined intervention group was
established to assess whether BPF ⁃ induced depression ⁃ like behaviors improved，with additional measurements of neurotransmitter
levels，pro⁃inflammatory factors，and KMO expression. The role of 3⁃HK in BPF⁃induced reactive oxygen species（ROS）generation in
primary neurons was investigated using a fluorescent probe assay. Results：BPF exposure induced depressive⁃like behaviors in mice.
While 5⁃HT levels in the hippocampus and cortex showed no significant change，the content of kynurenine was markedly reduced. BPF
exposure significantly increased the expression levels of KMO in the hippocampus and cortex，and promoted the accumulation of 3⁃HK，
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据统计，全世界抑郁症患者已达3.5亿，且据世

界卫生组织预测，到 2030年，抑郁症将成为世界最

主要的疾病负担［1］。除遗传、压力、疾病、不良习惯

等危险因素外，越来越多的研究显示，环境化学物

暴露也是抑郁症发生的重要危险因素。

作为环氧树脂和聚碳酸酯塑料的主要生产原

料，双酚类物质被大量生产和广泛应用［2］。其中，双

酚A（bisphenol A，BPA）作为最典型的环境内分泌干

扰物之一，可引起生殖、神经、内分泌等多系统的损伤

作用［3-4］。因此，BPA被多国限用或禁用［5］。然而，

基于其巨大的经济价值，其替代物近年来被大量研

发、生产、使用，并不断扩散于环境中。其中，双酚F
（bisphenol F，BPF）因其具有更好的耐溶剂性而被大

量用于食品包装、塑料管、牙科密封胶等产品中，已

成为BPA最主要的替代物之一［6］。值得注意的是，

BPF近期被发现也具有引起精神性疾病以及显著的

神经毒性作用，但其潜在机制仍不明确［7-8］。

3⁃羟基犬尿氨酸（3⁃hydroxy⁃kynurenine，3⁃HK）
作为犬尿氨酸（kynurenine，Kyn）代谢途径中兴奋性

毒性代谢产物，在引起神经损伤、炎性等过程中发

挥重要作用［9］。有研究显示，Kyn在抑郁患者体内

发生紊乱，外周 3⁃HK可通过 L型氨基酸转运体 1
（L⁃type amino acid transporter 1，LAT⁃1）进入脑内［10］。

而 3⁃HK是否参与BPF引起的神经损伤，以及抑制

3⁃HK转运是否发挥保护作用，目前未见报道。

亮氨酸作为一种必需氨基酸，广泛存在于肉

类、豆类、乳制品及蔬菜水果等食物中，与其他氨基

酸共同参与维持机体正常的生理功能。既往研究

发现，抑郁症患者血浆中亮氨酸水平较健康人群显

著降低，提示亮氨酸可能作为抑郁症的潜在生物标

志物［11］。此外，研究显示，亮氨酸与Kyn可通过同一

转运体LAT⁃1进入大脑，两者在跨血脑屏障时存在

竞争性抑制关系［12］。据此推测亮氨酸可能通过竞

争性抑制Kyn向中枢神经系统的转运，减少脑内具

有毒性的Kyn代谢产物的积累，进而在抑郁症病理

过程中发挥一定的保护作用。

因而，本研究旨在探讨BPF暴露诱发小鼠抑郁

样行为的作用及潜在机制，并通过亮氨酸竞争性抑

制3⁃HK的转运及犬尿氨酸单加氧酶（kynurenine⁃3⁃
monooxygenase，KMO）的表达，观察 3⁃HK在 BPF所

致抑郁样改变中的潜在作用，以期为BPF相关抑郁

的防治提供新靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究中所用C57BL/6J小鼠饲养于南京医科

大学 SPF级的实验动物中心。12 h∶12 h灯光/黑暗

循环，温度 18~22 ℃，湿度 30%~50%，自由摄食、饮

水。本实验获得南京医科大学实验动物福利伦理

委员会批准（伦理号 IACUC⁃1905020⁃1）。
BPF、玉米油、二甲基亚矾（dimethyl sulfoxide，

DMSO）（Aldrich公司，美国）；TRIzol（AMBION公司，

美国）；384孔板、透明封板膜（Thermo Fisher Scientific
公司，美国）；异丙醇、氯仿、无水乙醇（上海国药集

团化学试剂有限公司）；DAPI Fluoromount ⁃ GTM、

SYBR Green荧光染料（上海翊圣生物科技有限公司）；

4%多聚甲醛固定液、免疫组化笔（合肥Biosharp公
司）；75%乙醇（山东利尔康医疗科技股份有限公

司）；KMO 抑制剂 GSK180（MCE 公司，美国）；

Hoechst 染色液、DCFH⁃DA工作液、DEPC水（上海碧

云天生物技术有限公司）；PBS（武汉 Servicebio公
司）；色氨酸（tryptophan，Trp）、5⁃羟色胺（5⁃hydroxy⁃
tryptamine，5⁃HT）、Kyn、3⁃HK（Sigma公司，德国）；犬

尿喹啉酸（kynurenic acid，KynA）、喹啉酸（quinolinic
acid，QA）、烟酸（nicotinic acid，NA）、烟酰胺（nicotin⁃
amide，NAM）（上海源叶生物科技有限公司）。

which facilitated the production of pro⁃inflammatory factors such as IFN⁃γ and IL⁃1β by activating the inflammatory pathway. Leucine
intervention alleviated BPF ⁃ induced depressive ⁃ like behavior，significantly reversing the abnormal expression of KMO and pro ⁃
inflammatory factors，and notably reducing 3⁃HK levels，though other neurotransmitter levels remained largely unchanged. Meanwhile，
competitive inhibition of 3 ⁃ HK transport or inhibition of KMO significantly reversed the ROS caused by BPF. Conclusion：BPF
exposure upregulates KMO expression in the hippocampus and cortex，leading to abnormal accumulation of 3⁃HK，which subsequently
triggers excessive ROS generation and neuroinflammation. These pathological changes may collectively contribute to neural damage
and depression⁃like behaviors. In contrast，leucine inhibits this metabolic shift，alleviates oxidative stress and inflammation，thereby
mitigating depression⁃like behaviors.
［Key words］ bisphenol F；3⁃hydroxy⁃hynurenine；leucine；depression；hippocampus；cerebral cortex

［J Nanjing Med Univ，2026，46（07）：963⁃972，990］
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1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型建立

C57BL/6J小鼠适应性饲养 1周后，将其随机分

为 3组：对照组、BPF暴露组［BPF 40 μg/（kg·d）］、
BPF+Leucine 组［BPF 40 μ g/（ kg · d）+ 亮氨酸

50 μ g/（kg·d）］。
BPF暴露剂量的选择［40 μg/（kg·d）］参考既往

实验室发表的学术论文，该剂量被美国国家环境保

护局认为是每日暴露的“安全”剂量；同时，课题组

发现该剂量下能稳定诱发小鼠抑郁样行为［13］。亮氨

酸的干预剂量［50 μg/（kg·d）］主要依据该剂量下亮

氨酸能通过与LAT⁃1竞争性结合，减少Kyn入脑［14］。

所有处理均通过灌胃途径进行。BPF暴露组每

日灌胃给予上述剂量的BPF溶液；BPF+Leucine组
在同一时间点同步给予含有BPF与亮氨酸的混合

溶液；溶剂对照组灌胃等体积的生理盐水。灌胃处

理每日1次，持续30 d，然后进行焦虑抑郁相关行为

学测试。

1.2.2 旷场实验（open field test，OFT）
通过 OFT观察小鼠焦虑程度，中央区域停留

时间、穿越中央区域的频率与次数共同反映动物

的焦虑情况及对周围环境的不确定性和对周围环

境中可能存在的危险性的观察。实验过程中，将小

鼠小心放置于旷场中央区域后任其自由探索6 min，
利用摄像头和软件监测记录其在不同区域的活动

情况。

1.2.3 高架十字迷宫（elevated plus maze，EPM）

将小鼠放置在EPM的开臂与闭臂接合处；打开

录像记录系统，记录小鼠在EPM内的活动，总时间

5 min；试验结束后将小鼠放回笼内。

1.2.4 悬尾实验（tail suspension test，TST）
从小鼠的尾部1/3开始，将其悬于试验箱中，其头

部离箱底约10 cm。将TST期间小鼠6 min内放弃挣

扎并停止不动的时间用摄像系统观察并记录。小鼠

放弃主动挣扎，身体垂悬不动即为不动状态的标准。

1.2.5 强迫游泳（forced swimming test，FST）
将小鼠放入洁净水［温度（24±1）℃］的大烧杯

中，强迫其游泳，并对各处理组小鼠进行测试。使

用摄像头观察并记录FST期间 6 min内实验小鼠静

止不动的时间。

1.2.6 超高效液相色谱⁃串联质谱联用法（ultra⁃high
performance liquid chromatography⁃tandem mass spec⁃
trometry，UHPLC⁃MS/MS）检测脑组织神经递质水平

小鼠麻醉后处死，收集脑组织，立即进行相关

实验或在-80 ℃冻存待后续分析。脑组织样品：准

确称取相应样本（10 mg）于离心管中，加入 500 μL
冰萃取液（甲醇∶水=3∶1，V/V），50∶1混合内标溶液

以及 1~2 粒不锈钢珠（直径=3 mm），于组织匀浆仪

TissueLyserⅡ（Dusseldorf 公司，德国）中进行匀质

化，重复两次，并进行衍生化处理。

利用 Q Exactive四级杆轨道阱高分辨质谱仪

（赛默飞世尔科技公司，美国）、Ulimate3000超高效

液相色谱仪系统（赛默飞世尔科技公司，美国），检

测脑组织 Trp、5 ⁃HT、Kyn、KynA、3 ⁃HK、QA、NA、
NAM水平。

液相色谱与质谱检测采用 SCIEX Triple QuadTM

5500+系统⁃QTRAPTM Ready系统。色谱柱：Acquity
UPLC HSS T3（2.1×100 mm，1.8 μm）；柱温：40 ℃；采

用反相色谱梯度洗脱分离，流动相A为含0.1%甲醇

的水溶液，流动相B为含0.1%甲酸的乙腈溶液。梯

度洗脱程序如下：0~0.5 min，99% A；0.5~2.0 min，A
相由 99%线性降至 30%；2.0~4.0 min，A相由 30%线

性降至 5%；4.0~5.0 min，保持 5% A；5.1~7.0 min，恢
复至 99% A并平衡至运行结束。色谱流速设定为

0.25 mL/min，进样量为2 μL。质谱采用电喷雾电离

源，多反应监测模式进行数据采集，扫描分辨率为

70 000。其余质谱参数设置如下：电喷雾电压30 kV，
毛细管温度 350 ℃，加热器温度 500 ℃，鞘气流量

55 arb，辅助气流量55 arb，吹扫气流量35 arb。其中

arb为仪器自设参数单位（arbitrary units）。使用Analyst
软件进行数据采集和分析。

1.2.7 qRT PCR检测mRNA表达水平

取脑组织 10 mg 于匀浆管中，加入 1 mL TRIzol
和无酶匀浆珠，充分研磨后加入 200 μL氯仿，混匀

静置后离心。转移上清至洁净EP管，加入 500 μL
异丙醇，震荡静置离心。弃上清并用无水乙醇洗涤

沉淀，重复 2次；室温干燥后加入适量 DEPC水溶

解，进行浓度测定或4 ℃保存。

采用梯度 PCR仪行逆转录获得 cDNA。定量

PCR采用样本反应体系（cDNA+DEPC水）与引物体

系（SYBRGreen+前后引物）在Roche LightCycler 480Ⅱ
荧光定量系统上完成。以GAPDH作为内参基因，

采用2-ΔΔCT法计算基因相对表达量，所有实验均重复

3次。PCR引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成，具体序列见表1。
1.2.8 原代神经元细胞的分离培养和鉴定

麻醉孕18 d SD大鼠，处死后取胎鼠全脑置于含

马血清并提前预冷的DMEM/F12培养基中。分离海
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表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

Gene
IDO1
IFN⁃γ
IL⁃1β
TNF⁃α
TPH2
KMO

Forward（5′→3′）
TTCACGCAAGACTGGCTGAA
ATGAACGCTACACACTGCATC
GAAATGCCACCTTTTGACAGTG
CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
CCACCATTGTGACCCTGAATCC
TGATGTGTACGAAGCTAGGGA

Reverse（5′→3′）
AGGCGATGGAGTTCTTCAGG
CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC
TGGATGCTCTCATCAGGACAG
GCTACGACGTGGGCTACAG
ATGAGGACTCGGTGAGAGCATC
TCATGGGCACACCTTTGGAAA

马和皮层组织后，用木瓜酶和 DNA 酶消化组织，过

滤后收集细胞悬液，1 000 r/min室温离心 5 min，弃
上清，重悬细胞并计数，调整密度为 1×105个/cm2。

使用原代神经元培养基Neurobasal+B⁃27（Thermo⁃
fisher公司，美国）培养。培养至第 7天后，神经元

突出发育成熟，利用抗微管相关蛋白 2抗体（anti⁃
microtubule⁃associated protein 2 antibody，anti⁃MAP⁃2）
对其进行标记及鉴定。

1.2.9 Hoechst染色观察神经元细胞核形态

细胞利用4%多聚甲醛固定液，固定10 min。用

PBS清洗后，滴加至载玻片上。晾干后，均匀加入

Hoechst染色液，染色5 min，滴加抗荧光淬灭封片液

于载玻片上，激光共聚焦显微镜观察细胞情况。

1.2.10 DCFH⁃DA荧光探针法检测神经元活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平

BPF共孵育与KMO抑制剂干预：将神经元随

机分为对照组、BPF组、GSK180组和 BPF+GSK180
共处理组。在BPF干预前，用KMO抑制剂GSK180
（2 μmol/L）与神经元细胞共孵育 2 h，再用PBS洗去

残留的抑制剂，进行BPF（100 μmol/L）干预。3⁃HK
共孵育：将神经元随机分为对照组（Control）和3⁃HK
组（100 μmol/L）。原代神经元进行 3⁃HK染毒，24 h
后，上述处理后的对照组、BPF 处理组、对照与

GSK180共处理组、BPF与GSK180共处理组和3⁃HK
实验组分别加入适量浓度为10 μmol/L的DCFH⁃DA
工作液，再用无血清培养基洗涤细胞。后用激光共

聚焦显微镜进行观察。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 27.0 软件进行实验数据的统计与

分析，GraphPad Prism 5.0 软件进行统计学绘图。

计量资料以均数±标准差（x ± s）表示。两组定量

数据比较用 Student’s t test；多组定量资料比较采

用单因素方差分析（one⁃way ANOVA）检验，两两

比较采用 Dunnett⁃t检验。P < 0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 亮氨酸可逆转BPF暴露引起的小鼠抑郁样行为

将小鼠随机分为对照组、BPF暴露组、BPF+
Leucine组，分别处理30 d后进行焦虑抑郁相关行为

学测试。与对照组相比，在OFT中，BPF暴露组小鼠

的中央活动频率降低、次数减少、距离缩短（图 1A、
B）；在EPM实验中，BPF暴露组小鼠在开放臂中的

停留时间显著缩短（图 1C、D）。TST和 FST的实验

结果显示，相比对照组，BPF暴露组小鼠的不动时间

延长（图1E、F）。以上结果提示，BPF暴露后的小鼠

表现出快感缺乏与绝望行为，出现抑郁样行为，而

上述行为在亮氨酸作用后明显逆转。

2.2 亮氨酸可纠正BPF暴露引起的小鼠海马与大

脑皮层神经递质代谢紊乱

基于上述BPF暴露引起的小鼠抑郁样表型，进

一步观察BPF暴露后小鼠海马体与大脑皮层中神

经递质的变化。借助UHPLC⁃MS/MS技术对小鼠前

额皮层和海马组织中的神经递质水平进行检测，结

果显示，与对照组相比，BPF暴露后，小鼠海马体中

Trp、5⁃HT、NAM和NA含量无明显变化，Kyn、KynA
和QA含量显著减少，3⁃HK含量显著增高；与BPF暴
露组比较，BPF+Leucine组的Trp、5⁃HT、Kyn、KynA、
QA和NA含量未发现显著变化，而 3⁃HK和NAM含

量显著降低（图2）。在前额皮层中，与对照组相比，

BPF暴露后 Trp、Kyn和KynA含量显著降低，3⁃HK
含量显著升高，5⁃HT、QA、NA及NAM含量无显著变

化；BPF+Leucine组仅 3⁃HK含量较 BPF组显著降

低，其余指标差异均无统计学意义（图3）。
2.3 亮氨酸可抑制BPF暴露引起的小鼠海马和皮

层中KMO过表达及神经炎症反应

BPF暴露后，3⁃HK生成的关键酶KMO在小鼠

海马和皮层中表达水平显著升高（海马：F=28.10，
P < 0.05；皮层F=28.25，P < 0.05，图 4A、5A）。同时

炎症因子干扰素⁃γ（interferon gamma，IFN⁃γ）、白介
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A：Activity trajectory in the OFT. B：Activity frequency，duration，and distance in the OFT（n=7）. C：Activity trajectory in the EPM. D：Total time
and distance traveled by mice in the open arms of the EPM（n=7）. E：Time spent immobile in the FST. F：Time spent immobile in the TST. *P < 0.05，
**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=7 for Control and BPF groups，n=6 for BPF+Leucine group）.

图1 BPF暴露后小鼠抑郁样行为的改变

Figure 1 Depression⁃like changes in mice after BPF exposure

素 ⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）和肿瘤坏死因子 ⁃α
（tumor necrosis factor⁃alpha，TNF⁃α）的表达也显著

增加（图 4B~D，图 5B~D）。亮氨酸可有效抑制BPF
诱导的KMO过表达及神经炎症反应（P < 0.05）。上

述结果提示BPF暴露可能通过上调KMO并诱发神

经炎症，促进神经毒性代谢物3⁃HK的积累。

此外，BPF在海马和皮层中均上调 IDO1、下调

TPH2表达，亮氨酸可部分逆转该变化（图 4E、F，
图 5E、F）。IDO1表达上调与神经炎症状态相符；

TPH2 表达下调提示炎症可能通过抑制该酶活性，

进而减少 5⁃HT 的生物合成。这些结果共同提示，

BPF暴露可能促使色氨酸代谢更倾向于向犬尿氨酸
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A B C D

E F G H

The levels of Trp（A），5⁃HT（B），Kyn（C），KynA（D），3⁃HK（E），QA（F），NA（G）and NAM（H）in the mouse hippocampus among the control
group，BPF group，and BPF+Leucine group. *P < 0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=12）.

图2 BPF暴露引起小鼠海马相关神经递质含量的变化

Figure 2 Changes in hippocampal neurotransmitter levels in mice following BPF exposure
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图3 BPF暴露引起小鼠大脑皮层相关神经递质含量的变化

Figure 3 Changes of neurotransmitter levels in mouse cerebral cortex caused by BPF exposure
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通路进行，而亮氨酸具有调节该代谢偏移及抑制相

关炎症反应的作用。

2.4 原代神经元细胞的鉴定

免疫荧光染色结果显示，对神经元特异性标志
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A-F：mRNA levels of KMO（A），IFN⁃γ（B），IL⁃1β（C），TNF⁃α（D），IDO1（E），and TPH2（F）in the mouse hippocampus across control，BPF，and
BPF+Leucine groups. *P < 0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=3）.

图4 BPF暴露引起小鼠海马mRNA含量的变化

Figure 4 BPF exposure⁃induced alterations in hippocampal RNA levels in mice
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A-F：mRNA levels of KMO（A），IFN⁃γ（B），IL⁃1β（C），TNF⁃α（D），IDO1（E），and TPH2（F）within the mouse cerebral cortex across control，BPF，
and BPF+Leucine groups. *P < 0.05，**P < 0.01，and ***P < 0.001（n=3）.

图5 BPF暴露引起小鼠大脑皮层mRNA含量的变化

Figure 5 BPF exposure induced alterations in mRNA levels in the mouse cerebral cortex
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物MAP⁃2进行染色，发现DAPI所标记的所有神经

元细胞核都被MAP⁃2所包绕，说明分离出来的细胞

就是原代神经元，此外，该系列细胞形态良好，核大

而清晰（图 6），为后续神经元相关实验提供了前期

基础。

2.5 BPF通过3⁃HK引起原代神经元损伤

为明确3⁃HK在BPF介导的突触损伤中的作用，

通过体外培育原代神经元，利用DCFH⁃DA荧光探

针法检测原代神经元ROS水平。与对照组相比，

BPF组的荧光强度显著增强，表明BPF暴露显著促

进了细胞内ROS的积累（图7A）。
为单独探究 3⁃HK 的毒性作用，将神经元与

外源性的 3⁃HK孵育。结果显示，3⁃HK处理组的

ROS水平与 BPF暴露组相似，表现为明显的 ROS
水平增加（图 7B）。为进一步验证 3⁃HK 通路在

BPF 诱导 ROS 生成中的潜在作用，使用特异性

3⁃HK通路抑制剂GSK180进行干预，发现GSK180

能显著逆转 BPF暴露所诱导的ROS升高（图 7C）。
上述结果表明，BPF 暴露可能通过增加 3⁃HK
水平，诱导细胞 ROS积累，从而导致神经元细胞

损伤。

A：ROS fluorescence of mouse brain neurons from the control group，BPF exposure group. B：The ROS fluorescence，in neurons from the control
group and the exogenous 3⁃HK treatment group. C：ROS fluorescence of mouse brain neurons from the control with GSK180 treatment group，and BPF
combined with GSK180 treatment group. D：Relative ROS fluorescence intensity treated with BPF，GSK180，or BPF+GSK180（normalized to Control）.
E：Relative ROS fluorescence intensity treated with 3⁃HK（normalized to Control）. ***P < 0.001（n=3）.

图7 BPF暴露引起神经元损伤的ROS荧光图

Figure 7 ROS fluorescence of neuronal damage in mouse brain caused by BPF exposure
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图6 原代神经细胞的鉴定

Figure 6 Identification of primary neural cells
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3 讨 论

双酚类化合物广泛应用于塑料制品、食品包装

等日用品的生产，在环境介质、食品及体液中均有

检出［2］。因BPA对人体多个组织具有损伤作用，被

多国限制使用或禁用［5，15］。因此，BPF等作为替代品

得以广泛使用，然而其潜在健康危害亟需证据支

持。近年来抑郁的发生率呈持续升高的趋势，已对

公共卫生健康构成严重挑战，但其与环境因素暴露

是否有关，亟需探索。既往研究表明双酚类化学

物的暴露与抑郁症的发生有关，在动物实验中，有

学者发现围产期BPF暴露对子代小鼠具有神经毒

性作用，其子代成年后表现出明显的焦虑抑郁样改

变［16］，然而其机制尚未阐明。

3⁃HK是色氨酸代谢Kyn通路中的关键中间代

谢物，其与 KynA都是 Kyn的重要代谢产物，其中

KynA被认为具有神经保护作用，可以缓解神经兴奋

性毒性和细胞凋亡效应［17-18］；而 3⁃HK具有神经毒

性，会导致神经细胞凋亡、自由基的产生和下游氧

化应激等有害影响［19］。

3⁃HK异常积累与抑郁症的发病机制密切相

关。实验结果提示，BPF暴露诱发小鼠抑郁样行为

的可能机制为：3⁃HK含量上升导致Kyn降解消耗，

引发下游物质KynA生成减少、抗炎作用减弱；同

时，这一代谢紊乱可能进一步诱发氧化应激，从而

共同导致海马与皮层的炎症反应，最终出现抑郁样

行为。而NA与NAM作为线粒体代谢过程中烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，
NAD+）的重要前体代谢物质，其含量减少可能与QA
含量降低密切相关，该现象可能会削弱细胞的抗氧

化能力，进一步加剧ROS及炎症反应，形成正反馈

的恶性损伤。

KMO作为色氨酸代谢Kyn通路中的关键限速

酶，直接调控 3⁃HK的生成。本研究中，BPF暴露显

著上调海马和皮层中KMO表达水平，导致 3⁃HK含

量明显增加。3⁃HK的积累消耗其前体物质Kyn，
导致具有神经保护作用的代谢物 KynA的生成减

少［18］；KynA作为N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸（N⁃methyl⁃D⁃
aspartate，NMDA）受体拮抗剂，具有抗炎作用，而

3⁃HK的积累导致KynA水平下降，使神经元更易受

到损害［17，20］。此外，3⁃HK可促进QA的生成，作为一

种NMDA受体激动剂，QA的增加可进一步加剧谷氨

酸能神经传递异常，导致神经元凋亡和突触萎缩［21］；

3⁃HK的积累也可激活炎症通路，促进 IFN⁃γ、IL⁃1β

等炎症因子的释放，从而协同激活免疫细胞，促进

TNF⁃α的释放，形成炎症反应的正反馈环路，加剧神

经炎症反应，进一步破坏血脑屏障功能，促进外周

免疫细胞浸润，加重海马区的神经退行性病变［19］。

这些报道与该研究中BPF暴露引起 3⁃HK积聚以及

神经炎性反应发生的现象一致。此外，该实验还发

现，将3⁃HK生成关键酶KMO抑制后，BPF暴露引起

的神经元应激损伤明显缓解。

相关研究表明，亮氨酸缺乏与小鼠大脑发育和

行为异常有关［22］。芬兰地区的纵向双胞胎队列研

究发现，亮氨酸在血浆中的含量与抑郁症呈显著负

相关［23］。更值得关注的是，亮氨酸可竞争性结合于

LAT⁃1转运体，降低外周毒物如 3⁃HK的脑转运［12］。

基于该理论，本研究通过给予亮氨酸并发现其显著

抑制了BPF引起的小鼠抑郁样改变，从而为BPF暴
露导致的抑郁样改变提供了新的干预策略。

综上，BPF暴露可能通过上调KMO这一限速酶

的表达促使 3⁃HK大量累积，同时通过减少 KynA
扰乱Kyn代谢平衡诱发神经炎症及氧化应激等多

重机制，导致神经元损伤，最终引发抑郁样行为

（图 8）。而靶向干预 3⁃HK代谢通路，以及补充亮

氨酸可为后续环境因素暴露引发的抑郁症干预提

供新策略。

需要指出的是，本研究还存在一些不足之处，

如BPF引起的炎性反应、氧化应激及KMO的表达未

能在蛋白水平进一步验证，而BPF及 3⁃HK引起的

ROS产生也未能在小鼠脑组织中验证，后续实验将

围绕上述不足进行补充，从而为BPF暴露引起的抑

郁样改变提供更加完整的证据。
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barrier；LAT⁃1：large neutral amino acid transporter 1；QA：quinolinic acid；ROS:reactive oxygen species；IFN⁃γ：interferon gamma；IL⁃1β：interleukin⁃1β；
TNF⁃α：tumor necrosis factor⁃alpha.

图8 BPF通过3⁃HK引起小鼠抑郁样改变的机制

Figure 8 Mechanism of BPF⁃induced depression⁃like changes in mice through 3⁃HK
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