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［摘 要］ 目的：探讨双酚 S（bisphenol S，BPS）暴露对小鼠脑⁃肠⁃菌轴神经递质代谢稳态的影响。方法：通过皮下注射建立

C57BL/6J雄性小鼠BPS亚慢性暴露模型，基于UHPLC⁃MS/MS液质联用技术检测前额皮层、血清和肠中色氨酸与酪氨酸通路神

经递质的水平；通过16S rRNA基因测序分析技术检测小鼠肠道菌群的表达。结果：BPS暴露引起小鼠前额皮层、血清和肠道

中色氨酸与酪氨酸通路多种神经递质代谢紊乱：色氨酸通路中，与对照组小鼠相比，BPS组小鼠前额皮层、血清及肠道中的5⁃
羟色胺（5⁃hydroxytryptamine，5⁃HT）含量降低，3⁃羟基犬尿氨酸（3⁃HK）在皮层与血清中显著上升；酪氨酸通路中，BPS暴露组小

鼠前额皮层中左旋多巴（L⁃dopa）、多巴胺（dopamine，DA）水平明显上升，而在肠道中显著降低。此外，BPS暴露小鼠肠道菌群

出现区别于对照小鼠的差异性分布，且不动杆菌属、乳杆菌属和一种未分类的梭菌属在两组间比较具有显著性差异。结论：

BPS暴露可通过脑⁃肠轴影响中枢及外周色氨酸通路与酪氨酸通路神经递质代谢，同时可造成肠道菌群紊乱。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of bisphenol S（BPS）exposure on the homeostasis of neurotransmitter metabolism in
the mice brain ⁃ gut ⁃microbiota axis. Methods：A subchronic BPS exposure model using male C57BL/6J mice was established. The
neurotransmitters in tryptophan and tyrosine pathways in the prefrontal cortex，serum and intestine were detected with UHPLC⁃MS/MS.
The gut microbiota analysis was detected based on 16S rRNA gene sequencing. Results：BPS exposure resulted in neurotransmitter
metabolism disorders of tryptophan and tyrosine pathways in the mice prefrontal cortex，serum and intestine. In the tryptophan pathway，
when compared with the control group，5⁃HT was decreased in the prefrontal cortex（PFC），serum and intestine of the BPS⁃exposed
group，while 3⁃HK was greatly increased in the PFC and serum. In the tyrosine pathway，BPS exposure significantly increased L⁃dopa
and DA levels in the PFC，but decreased the counterparts in the intestine. Additionally，BPS exposure led to a differential distribution
of gut microbiota in BPS⁃exposure mice. In the genus level，the Acinetobacter，Lactobacillus and an unclassified_Clostridiales exerted
great differences between the two groups. Conclusion：BPS exposure can affect central and peripheral neurotransmitter metabolism in
tryptophan pathway and tyrosine pathway through the brain⁃gut axis. Additionally，BPS exposure caused gut microbiota disturbance.
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近年来，神经精神疾病发病率逐年增加，阿尔

茨海默病、帕金森病、焦虑和抑郁等受到社会广泛

关注。环境暴露危害作为其中重要的致病因素，成

为近年环境、毒理等领域的研究重点［1］。作为环境

内分泌干扰物双酚A（bisphenol A，BPA）最常见的替

代物之一，双酚S（bisphenol S，BPS）被大量应用于热

敏纸、塑料和环氧树脂制造中的显色剂，人体易通

过皮肤进行接触，其对机体产生的神经毒性也成为

近年来公共卫生领域研究的热点［2］。

色氨酸通路和酪氨酸通路（代谢通路图见图1）
作为 2条关键的神经递质代谢通路，在神经精神疾

病的发生发展中扮演重要角色［3-4］。目前已有研究

表明，BPS暴露同样会对机体产生神经毒性，造成脑

中神经递质代谢紊乱［5］。同时，肠道菌群可通过肠⁃脑

轴自下而上对大脑活动产生影响，在阿尔兹海默病、

帕金森病、抑郁等神经精神疾病中被一一证实［6-7］。

与大量BPA的研究相比，关于BPS神经毒性作用的

研究仍十分有限且机制不明。本研究通过建立小

鼠BPS亚慢性暴露模型，以脑⁃肠轴为切入点，应用

代谢组学与 16S rRNA 基因测序多组学联合研究

BPS的神经毒性作用及其潜在机制，以期为双酚类

化学物暴露导致的神经退行性及精神性疾病样改

变提供干预依据。

1 材料和方法

1.1 材料

实验选择 20只 6周龄无特定病原体（specific
pathogen free，SPF）级健康 C57BL/6J品系雄性小鼠
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色氨酸（tryptophan, Trp）、犬尿氨酸（kynurenine, Kyn）、3⁃羟基犬尿氨酸（3⁃hydroxykynurenine, 3⁃HK）、3⁃羟基邻氨基苯甲酸（3⁃hydroxyanthra⁃
nilic acid, 3⁃HAA）、5⁃羟色胺（5⁃hydroxytryptamine, 5⁃HT）、5⁃羟基吲哚乙酸（5⁃hydroxyindole acetic acid, 5⁃HIAA）、酪氨酸（Tyrosine, Tyr）、左旋多

巴（L⁃dopa）、多巴胺（dopamine, DA）、3, 4⁃二羟基苯乙酸（3,4⁃dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC）、3⁃甲氧酪胺（3⁃methoxytyramine, 3⁃MT），去甲

肾上腺素（norepinephrine, NE）、肾上腺素（epinephrine, E）、3⁃甲氧基⁃4⁃羟苯乙二醇（3⁃methoxy⁃4⁃hydroxyphenylethyleneglycol, MHPG）、尿香草苦

杏仁酸（vanillylmandelic acid, VMA）和高香草酸（homovanillic acid, HVA）。
图1 神经递质代谢示意图

Figure 1 Schematic diagram of neurotransmitter metabolism in Trp and Tyr pathways

（上海斯莱克实验动物有限公司）。动物饲养于南京

医科大学实验动物中心，饲养房室温为（20±2）℃，湿

度为30%~50%，光照周期为12 h光照，12 h黑暗，动

物可自由获取食物和水。本实验经南京医科大学实

验动物福利伦理委员会批准，所有动物均按照动物伦

理委员会的指导方针进行（伦理号：IACUC ⁃

1901008）。
考虑到 BPS生物活性与 BPA类似，在本研究

中使用的BPS剂量与美国环境署规定的BPA安全

参考剂量［50 μg/（kg·d）］相同。BPS（Sigma公司，

美国）溶于二甲亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO），配

制成母液（30 mg/mL）。用玉米油（Sigma公司，美国）

··664



将母液定容至10 mL（1.5 mg/mL），再用玉米油稀释，

最终配制成0.03 mg/mL的应用液。将小鼠随机分为

对照组及BPS组，每组 10只。BPS组采用皮下注射

50 μg/（kg·d），连续给药30 d，对照组小鼠每天给予玉

米油（0.1％DMSO/99.9％玉米油）溶剂对照干预。造

模结束后，内眦静脉取血，1 500 g离心后取上层血

清；处死小鼠后，取出脑组织，脑槽分离出前额皮质，

准确称重；取出肠组织，内容物与肠壁分别收集，所有

样本取出后立即使用或于-80 ℃冰箱保存。

1.2 方法

1.2.1 UHPLC⁃MS/MS神经递质靶向代谢组学检测

参照本课题组已建立方法进行血清、脑、肠样

本前处理，使用UHPLC Ultimate 3000系统和Q Ex⁃
active四极杆⁃离子阱质谱仪（Thermo Fisher Scientif⁃
ic公司，美国）进行神经递质测定［8］。

1.2.2 16S rRNA基因测序分析

DNA 提取与 PCR 扩增：利用 E.Z.N.A.® Stool
DNA Kit试剂盒（Omega Bio⁃Tek公司，美国）从样本

中提取微生物DNA，通过PCR扩增细菌 16S核糖体

RNA基因的V3~V4区，使用磁珠回收纯化，检验合

格后用于定量建库。

Illumina MiSeq测序和数据处理：使用AxyPrep
DNA Gel Extraction Kit 试剂盒（Axygen Biosciences
公司，美国）从 2%琼脂糖凝胶中提取并纯化扩增

子，在 Illumina MiSeq平台进行配对末端测序。

使用UPARSE（7.1版，http：//drive5.com/uparse/）
以97%的相似度进行OTU聚类，得到样品与OTU丰

度矩阵；选取每个OTU中丰度最高的序列作为代表

序列，与物种分类数据库进行比对注释，获得样品

与物种丰度的矩阵。基于上述 2个矩阵的信息，开

展多样性指数分析，并在各个分类水平上进行群落

结构的统计。

1.3 统计学方法

采用SPSS 20.0统计软件进行统计分析，结果用

均数±标准误（x ± sx）表示，组间比较采用 t检验。

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BPS暴露对神经递质合成及代谢的影响

2.1.1 BPS暴露对前额皮层中神经递质合成及代谢

的影响

前额皮层中神经递质检测结果见表1。在色氨

酸代谢通路中，与对照组相比，BPS组Kyn的神经毒

代谢物3⁃HK水平显著上升。色氨酸代谢另一通路

代谢物，即5⁃HT在BPS暴露后出现下降趋势。在酪

氨酸代谢通路中，BPS暴露能引起左旋多巴（L⁃do⁃
pa）和DA含量的显著增加且NE、MHPG及VMA含量

均有上升趋势。以上结果表明，BPS暴露会引起小鼠

前额皮层中色氨酸与酪氨酸神经递质代谢紊乱。

2.1.2 BPS暴露对血清中神经递质合成及代谢的影响

血清中神经递质检测结果见表2。在色氨酸代

谢通路中，BPS组与对照组相比，Kyn和5⁃HT含量明

显下降，而 5⁃HT的代谢物 5⁃HIAA含量显著上升。

在酪氨酸代谢通路中，BPS组中L⁃dopa、DA和NE含

量呈下降趋势，而VMA含量显著增加。结果显示

BPS暴露会引起小鼠外周血清中色氨酸与酪氨酸神

经递质代谢紊乱。

2.1.3 BPS暴露对肠中神经递质合成及代谢的影响

肠中神经递质检测结果见表3。在色氨酸代谢

通路中，BPS暴露引起肠中 5⁃HT、5⁃HIAA和Kyn降

低。在酪氨酸代谢通路中，酪氨酸及其下游的代谢

物，如L⁃dopa、DA、NE和MHPG等含量均降低。

2.2 BPS暴露对小鼠肠道菌群的影响

对BPS组及对照组小鼠的肠道内容物进行16S
基因测序，主坐标分析结果见图2。BPS组及对照组

表1 前额皮层中神经递质及其前体和代谢物水平

Table 1 Concentrations of Trp，Tyr and the related me⁃
tabolites in the PFC （x ± s，n=10）

代谢物

色氨酸代谢通路

Trp1

Kyn2

3⁃HK2

3⁃HAA2

5⁃HT2

5⁃HIAA2

酪氨酸代谢通路

Tyr1
L⁃dopa2

DA2

DOPAC2

3⁃MT2

HVA2

NE2

E2

MHPG2

VMA2

对照组

9.52 ± 0.480
307.92 ± 26.03
62.73 ± 5.100

138.41 ± 9.850
947.08 ± 62.83

1 134.53 ± 51.27

17.86 ± 0.660
8.70 ± 0.510

27.47 ± 2.420
65.61 ± 4.610
19.05 ± 1.430

208.36 ± 18.45
416.28 ± 41.34

ND
363.07 ± 17.74
12.24 ± 0.650

BPS组

0 010.19 ± 0.71
0 300.52 ± 25.21
0 082.22 ± 7.01*

0 154.19 ± 11.14
0 917.75 ± 78.49
1 330.13 ± 97.00

0016.60 ± 1.09
0 013.82 ± 1.02**

0 043.66 ± 4.82*

0 072.60 ± 5.69
0 019.76 ± 3.37
0 179.96 ± 15.47
0 606.23 ± 90.36

ND
0 376.33 ± 25.79
0 013.67 ± 0.96

与对照组比较，*P < 0.05，**P < 0.01；1单位为μg/g；2单位为ng/g；
ND：未检出。
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小鼠肠道菌群分布出现明显差异。图3进一步在属

水平上进行分析，结果显示，不动杆菌属（Acineto⁃

bacter）在 BPS 组中显著高于对照组，而乳杆菌属

（Lactobacillus）和一种未分类的梭菌属（unclassi⁃

fied_Clostridiales）均因 BPS干预而在小鼠肠道中相

对丰度降低。

3 讨 论

本研究主要探讨了与神经精神疾病密切相关

的两条神经递质代谢通路：色氨酸和酪氨酸代谢通

路。结果显示，BPS组小鼠前额皮层、血清及肠道中

的 5⁃HT含量相比对照组均有降低，3⁃HK在皮层与

血清中均有显著上升。5⁃HT是人体内细胞与细胞

间的神经递质，是细胞间信息的“联络者”，可在情绪

反应、应激反应、昼夜节律和摄食等方面发挥调节作

用，人的不良情绪变化与 5⁃HT的失调显著相关［9］。

5⁃HT作为色氨酸代谢的一条关键途径，主要存在于

脑组织、胃肠壁中，少量存在于血液系统中［10］。目

前关于BPA暴露对5⁃HT轴影响的文献较多，也有部

分涉及BPS暴露的影响。由于给药时间、给药剂量

以及研究对象的不同，结果也不尽相同，但研究对

象大多为脑组织［11-12］。事实上，95%的外周色氨酸

通过Kyn轴进行代谢，产生Kyn及 3⁃HK等下游产

物，3⁃HK具有神经毒性，能诱导神经元损伤，在神经

退行性病变过程中起重要作用［13］。目前关于双酚

类物质暴露对3⁃HK的影响还未见报道。此外，Cas⁃
tro等［5］在基因层面进行了验证，发现围产期暴露于

BPA和BPS均能使幼年雌性大鼠的前额皮层 5⁃HT
相关基因出现明显下调。以上结果表明：BPS暴露

会造成外周及中枢色氨酸代谢紊乱，这可能与多种

表2 血清中神经递质及其前体和代谢物水平

Table 2 Concentrations of Trp，Tyr and the related me⁃
tabolites in the serum （x ± s，n=10）

代谢物

色氨酸代谢通路

Trp1

Kyn2

3⁃HK2

3⁃HAA2

5⁃HT1

5⁃HIAA2

酪氨酸代谢通路

Tyr1
L⁃dopa2

DA2

DOPAC2

3⁃MT2

HVA2

NE2

E2

MHPG2

VMA2

对照组

01.92 ± 0.94
66.06 ± 5.29
32.29 ± 4.33

324.42 ± 15.43
11.83 ± 0.69
76.32 ± 7.54

11.29 ± 0.37
03.49 ± 0.13
06.05 ± 0.39
06.69 ± 0.43
02.29 ± 0.16
10.94 ± 0.42
65.89 ± 7.57
29.05 ± 5.12
09.97 ± 0.58
00.71 ± 0.06

BPS组

001.72 ± 1.01
037.60 ± 1.60***

041.29 ± 4.99
303.73 ± 15.65
009.09 ± 0.50*

105.49 ± 7.75*

010.25 ± 0.71
003.42 ± 0.45
005.10 ± 0.39
007.16 ± 0.44
002.97 ± 0.26
011.18 ± 0.67
049.55 ± 6.51
040.31 ± 3.17
010.15 ± 0.48
001.38 ± 0.14**

与对照组比较，**P < 0.01，***P < 0.001；1单位为μg/mL；2 单位

为 ng/mL。

表3 肠中神经递质及其前体和代谢物水平

Table 3 Concentrations of Trp，Tyr and the related me⁃
tabolites in the gut （x ± s，n=10）

代谢物

色氨酸代谢通路

TRP1

KYN2

3⁃HK2

3⁃HAA2

5⁃HT2

5⁃HIAA1

酪氨酸代谢通路

Tyr2
L⁃dopa2

DA2

DOPAC2

3⁃MT2

HVA2

NE2

E2

MHPG2

VMA2

对照组

0 021.01 ± 3.5500
0 981.17 ± 125.86

ND
0 117.25 ± 16.450
2 219.10 ± 546.61
0 061.15 ± 5.3600

0 025.75 ± 3.4100
0 135.66 ± 17.050
0 210.23 ± 57.460

ND
ND

0 031.36 ± 7.5400
0 802.06 ± 192.54
0 038.55 ± 6.2300
0 051.23 ± 9.2100
0 021.35 ± 3.3100

BPS组

0 013.67 ± 0.81
0931.10 ± 126.42

ND
0 237.42 ± 52.97
1 469.12 ± 428.95
0 030.74 ± 4.95***

0 008.06 ± 1.48***

0 112.94 ± 16.48
0 185.31 ± 86.72

ND
ND

0 022.43 ± 5.98
0339.50 ± 73.99*

0 036.69 ± 6.58
0 025.17 ± 4.31*

0 011.39 ± 2.87
与对照组比较，*P < 0.05，***P < 0.001；1单位为μg/g；2单位为ng/g；

ND：未检出。
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图2 两组小鼠菌群的PCoA分布图

Figure 2 Principal coordinate analysis revealed major dif⁃
ferences between two groups
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图3 BPS对小鼠肠道菌群属水平的影响

Figure 3 Effects of BPS on gut microbiota in genus level
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神经退行性疾病的及精神疾病发生发展相关。

酪氨酸代谢通路研究结果显示：BPS组的前额

皮层中L⁃dopa、DA水平明显上升，而在肠道中明显

降低。酪氨酸代谢通路是合成DA和NE等单胺类

神经递质及3⁃MT和HVA等其他代谢物的重要神经

递质代谢通路。DA在运动控制、情绪和神经内分

泌中起重要的生理作用，DA代谢异常与神经退行

性疾病及精神障碍密切相关，如帕金森病等［14］。

Matsuda等［15］研究发现，BPA暴露后雄性新生大鼠

纹状体中DA和DOPAC的水平明显增加，Nakamura
等［16］也发现BPA围产期暴露后引起子代小鼠中缝

背核和尾状核/壳核中 DA 和 DOPAC 含量显著增

加。结合本研究结果表明，BPS暴露小鼠酪氨酸代

谢平衡被扰乱。

目前针对双酚类物质的神经毒性作用研究多

集中于脑组织。本研究同时检测了小鼠脑组织及

血清中神经递质的代谢，并首次观察了肠道微环境

中神经递质代谢的改变。肠道菌群是由机体肠道

中大量共生微生物组成，可通过肠⁃脑轴在调节情绪

及大脑活动方面扮演重要角色，如决定肠脑正常的

结构与功能，调节神经递质的合成分泌与识别，影

响神经细胞生长等，通过神经递质对大脑活动产生

影响，且已在阿尔兹海默病、帕金森病、抑郁等神经

精神疾病中得到证实［17］。肠道菌群作为维持肠道

乃至机体正常代谢与功能的重要因素，在以往有关

双酚类物质暴露的研究中鲜有涉及。本研究对两

组小鼠肠道内容物的菌群测序结果显示，与对照组

小鼠相比，BPS暴露显著改变了小鼠的菌群组成。

我们推测，一方面，BPS暴露可能直接通过影响中枢

神经递质代谢继而通过脑⁃肠轴自上而下进行信号转

导，影响肠道神经递质的表达，造成肠道菌群紊乱，出

现不动杆菌属等病原菌的丰度明显升高而乳杆菌属

等益生菌丰度显著降低；另一方面，BPS暴露后肠道

菌群可能通过肠⁃脑轴自下而上影响宿主大脑中神经

递质代谢改变，但其机制仍需进一步探究验证。

综上所述，BPS暴露可通过脑⁃肠轴影响中枢及

外周色氨酸通路与酪氨酸通路神经递质代谢，同时

可造成肠道菌群紊乱。脑⁃肠神经递质代谢的改变

及其与特定菌群之间潜在的关系仍需进一步研究。
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