
在于大气中，可通过呼吸道、消化道以及皮肤进入机体，

对居住在此污染物暴露区的居民健康造成严重威胁［1］。

B［a］P及其代谢物具有高脂溶性［2］，极易通过血脑屏障

（BBB）进入脑，可通过损伤神经元DNA、改变神经元超

微结构以及改变脑基因和蛋白质的表达谱，进而损伤神

经系统，最终导致学习和记忆能力受损［3-5］。由于其诱导

神经毒性作用方式的多样性及复杂性，至今关于B［a］P导

致神经毒作用的具体机制仍未完全阐明。皮层和海马在

学习记忆中相互协调，共同完成各种学习记忆任务［6-7］。

Changes of cerebral cortical metabolomics in rats following benzo[a]pyrene exposure
WANG Jing1, LI Chunlin1, BAI Lulu1, TANG Qianghu1, ZHANG Ruiyuan1, Ting-Li Han2, GUO Yuming3, Philip N.Baker4, XIA Yinyin1, TU
Baijie1

1Department of Occupational and Environmental Hygiene, School of Public Health and Management, Research Center for Medicine and
Social Development, Innovation Center for Social Risk Governance in Health, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China;
2Liggins Institute, University of Auckland, Auckland, New Zealand; 3Department of Epidemiology and Biostatistics, School of Population
Health, University of Queensland, Brisbane, Australia; 4College of Medicine, Biological Sciences and Psychology, University of Leicester, UK

摘要：目的 基于气相色谱/质谱联用技术（GC/MS）的代谢组学方法，分析苯并［a］芘（B［a］P）暴露后大鼠皮层内源性小分子代谢

物的变化，研究其神经毒性机制。方法 将五日龄SD大鼠随机分为对照组和B［a］P暴露组（2 mg/kg），连续灌胃染毒7周以构建

B［a］P暴露模型。染毒结束后，Morris水迷宫（MWM）测定大鼠的空间学习能力；电镜观察皮层神经元超微结构；GC/MS检测皮

层代谢谱，结合偏最小二乘法判别分析（PLS-DA）和两独立样本 t检验分析筛选两组间的差异代谢物，Cytoscape软件分析与差

异代谢物相关的代谢通路。结果 与对照组相比，B［a］P暴露大鼠出现较长的逃避潜伏期（P<0.05）、较短的目标象限停留时间

（P<0.05）；与对照组相比，B［a］P暴露大鼠出现突触间隙增宽、突触后膜增厚以及胞浆肿胀；两组大鼠的皮层中存在18个差异代

谢物（VIP>1，P<0.05），分析差异代谢物得到9条与B［a］P神经毒性机制相关的通路，这些通路涉及氨基酸代谢、三羧酸循环以

及维生素B3（烟酸和烟酰胺）代谢。结论 B［a］P可干扰机体的正常代谢，其神经毒性机制可能与氨基酸类代谢紊乱、三羧酸循

环紊乱以及维生素代谢紊乱等有关。

关键词：B［a］P；皮层；代谢组学；神经毒性

Abstract: Objective To analyze the changes in endogenous small molecule metabolites after benzo[a]pyrene (B[a]P) exposure
in rat cerebral cortex and explore the mechanism of B[a]P neurotoxicity. Methods Five- day- old SD rats were subjected to
gavage administration of 2 mg/kg B[a]P for 7 consecutive weeks. After the exposure, the rats were assessed for spatial learning
ability using Morris water maze test, ultrastructural changes of the cortical neurons under electron microscope, and metabolite
profiles of the cortex using GC/MS. The differential metabolites between the exposed and control rats were identified with
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) and the metabolic pathways related with the differential metabolites were
analyzed using Cytoscape software. Results Compared with the control group, the rats exposed to B[a]P showed significantly
increased escape latency (P<0.05) and decreased time spent in the target area (P<0.05). The exposed rats exhibited widened
synaptic cleft, thickened endplate membrane and swollen cytoplasm compared with the control rats. Eighteen differential
metabolites (VIP>1, P<0.05) in the cortex were identified between the two groups, and 9 pathways associated with B[a]P
neurotoxicity were identified involving amino acid metabolism, tricarboxylic acid cycle and Vitamin B3 (niacin and
nicotinamide) metabolism. Conclusion B[a]P can cause disturbance in normal metabolisms and its neurotoxicity is possibly
related with disorders in amino acid metabolism, tricarboxylic acid cycle and vitamin metabolism.
Keywords: benzo[a]pyrene; cortex; metabolomics; neurotoxicity
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以苯并［a］芘（B［a］P）为代表的多环芳烃类（PAHs）

环境污染物是有机物不完全燃烧的产物。其普遍的
存
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皮层可编码、检索情景记忆，并能参与许多高级的认知，

有研究发现皮层的受损与工作记忆障碍密切相关［8-9］。

但关于B［a］P神经毒性的国内外研究主要集中在海马，

对皮层鲜有报道，了解B［a］P对皮层的影响同样至关重

要。代谢组学研究生物体对外源性刺激或基因修饰的

代谢应答规律［10］，该方法可用于阐明神经毒物暴露后动

物脑中代谢物的变化［11］。B［a］P可通过众多途径影响机

体代谢［12］。于是推测B［a］P影响皮层代谢、扰乱皮层动

态平衡，是其导致学习记忆受损的可能机制。因此，对

B［a］P暴露动物模型中皮层小分子代谢产物全谱进行

分析，筛选出皮层的差异性代谢物，从代谢组学角度为

进一步探索B［a］P神经毒作用。

1 材料和方法

1.1 仪器

Morris水迷宫视频跟踪分析系统（成都泰盟软件有

限公司）；透射电子显微镜Hitachi-7500（日本Hitachi）

涡旋振荡仪和高速分散机（德国IKA）；超低温冷冻干燥

机（美国Labconco）；GC7890型气相色谱仪和MSD5975

型质谱联用仪（美国Agilent）。

1.2 药品与试剂

B［a］P（美国Sigma，纯度95%）；内参标准液D4-丙

氨酸、氯甲酸钾（MCF）和吡啶（美国Sigma）；氯仿、甲

醇、氢氧化钾、碳酸氢钠、氢氧化钠（德国Merck）；本研

究中所用化学试剂均为分析纯。

1.3 动物模型建立

20只初生的雄性SD乳鼠及2只母鼠，购于重庆医

科大学动物实验中心，许可证号：SCXK（渝）2012-0001。

适应性饲养5 d后，将乳鼠随机分为对照组（n=10）和B

［a］P暴露组（n=10），同组别的乳鼠居于一笼，每笼含母

鼠共11只。根据SD大鼠饲养管理操作规程中饲养密

度要求，幼鼠在21 d断奶后，根据分组重新分配到笼中，

每笼5只。参照高危暴露场所附近居民的B［a］P暴露剂

量［3］，按照2 mg/kg B［a］P灌胃暴露组老鼠，对照组老鼠

灌胃相同剂量玉米油，持续暴露7周，以模拟婴幼儿在

成年之前B［a］P的持续暴露。暴露期间自由进食进水，

动物房内光照12 h/d（7:00-19:00），湿度40%~60%，温

度22~24 ℃。以行为学观察（大鼠的空间学习能力降

低）、组织病理学检查（皮层神经元超微结构改变）验证

B［a］P暴露大鼠神经损伤模型造模成功。

1.4 大鼠学习能力测定

B［a］P染毒结束后，参照Chen［3］用Morris水迷宫对

大鼠学习记忆能力进行评估。第1天，训练大鼠定位清

晰标记的平台。第2~5天定位航行实验，记录每天大鼠

寻找平台的逃避潜伏期。试验4次/d，当老鼠位于平台

时，试验结束。在60 s内找不到平台的大鼠则通过手指

引导其进入平台。第5天最后1次训练后撤除水下平

台，然后将大鼠随机放入任何一个边缘，记录大鼠120 s

内在以前放置平台的目标象限中停留的时间。用视频

跟踪软件记录大鼠的游泳模式。

1.5 样本采集与电镜切片制作

Morris 水迷宫结束后，颈椎脱臼处死大鼠，冰上快

速剥离皮层组织，参照Chen［3］进行电镜标本制作，用透

射电镜观察皮层神经元细胞的超微结构。剩余皮层组

织-80 ℃冻存备用。

1.6 大鼠皮层样本的GC/MS代谢组学检测

1.6.1 代谢物萃取 取皮层样品50 mg，先后加入750 μL

预冷的甲醇水（1∶1，v/v）和20 μL D4－丙氨酸匀浆后，于

4 ℃，15 000 r/min离心10 min，取上清液于另一干净EP

管。沉淀部分加入800 μL预冷的有机溶剂氯仿和甲醇

溶液（3∶1；v/v）作为代谢物提取溶剂，再次匀浆离心，混

合两次上清液，于-105 ℃超低温真空干燥系统干燥浓

缩代谢物，-80 ℃保存浓缩后的样品。

1.6.2 代谢物衍生化 向浓缩样品中加入 200 μL

NaOH，转移至干净玻璃试管，加入167 μL甲醇、34 μL

吡啶涡旋振荡10 s，加入20 μL MCF涡旋振荡30 s，再次

加入20 μL MCF涡旋振荡30 s，加入400 μL氯仿振10 s，

加入400 μL碳酸氢钠振荡10 s，1500 r/min，离心5 min，

弃去水层，加入少量无水硫酸钠，将样本转移至专用样

品管上机检测。

1.7 GC/MS数据采集

1.7.1 色谱条件 色谱柱：ZB-1701 GC石英毛细管柱

（30 m×250 μm，0.15 μm）；进样口温度290 ℃，程序升

温：初温45 ℃保持 2 min，以9 ℃/min升至180 ℃，维持

5 min，40 ℃/min 升至 220 ℃，维持5 min，40 ℃/min升

至240 ℃，维持5 min，40 ℃/min升至280 ℃，维持 2 min。

载气为高纯氦气，流量1 mL/min，不分流进样，进样量

体积1.0 μL。

1.7.2 质谱条件 EI源，电子能量为70 eV，离子源温度

250 ℃，质谱全扫描范围为38~550 m/z，以计数100个离

子为检测阈值。

1.7.3 精密度测定 取同一样品溶液连续进样6次，通过

计算各相对峰面积的相对标准偏差（RSD），RSD 为

2.5%~6.12%表示方法具有良好的可重复性。

1.8 数据处理与统计分析

Morris水迷宫数据应用SPSS 20.0统计软件进行

两独立样本 t检验分析，P<0.05差异有统计学意义。代

谢组学数据应用AMDIS（2.66版本）软件和实验室内部

MCF质谱数据库进行分析处理。其处理过程包括GC/

MS色谱图基线矫正、峰判别和匹配、消除噪音，代谢物

的比对鉴定，选择匹配度>80%的内源性标志物作为鉴

定结果。将代谢物质谱数据结果导入SIMCA-P 11.5软
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件，运用PLS-DA法分析比较两组总体代谢产物是否存在

的差异，将VIP（variable importance in the projection）>1

的代谢物用SPSS 20.0统计软件进行两独立样本 t检验

分析，P<0.05为差异有统计学意义。根据筛选出的特

异性代谢物，利用Cytoscape软件分析相关代谢途径。

2 结果

2.1 B［a］P对大鼠学习记忆行为影响［13］

随着训练天数的增加，两组大鼠寻找平台的逃避潜

伏期均缩短。与对照组相比，B［a］P暴露组的大鼠具有

较长的逃避潜伏期（图1A，P<0.05），以及较短的目标象

限停留时间（图1B，P<0.05）。

2.2 B［a］P对大鼠皮层神经元超微结构的影响

电镜下对照组皮层神经元超微结构正常，正常突触

（图2A），正常神经元（图2C）。B［a］P暴露组出现突触间

隙增宽、突触后膜增厚（图2B），以及胞浆肿胀（图2D）。

2.3 B［a］P对大鼠皮层代谢组学的影响

2.3.1 大鼠皮层GC/MS分析 采用GC/MS获得大鼠皮

层中小分子代谢物的信息。偏最小二乘法判别分析法

（PLS-DA）通常用于分类判别和生物标志物筛选，将代

谢组学数据进行PLS-DA分析，可见两组大鼠的代谢组

学物质完全被区分（图 3A），软件参数为 R2X=0.57，

R2Y=0.998，Q2=0.925，可以很好的体现模型的稳健

性。同时两组代表样本总离子流图（图3B、C）存在明显

差异。

2.3.2 差异代谢物的筛选及生物信息学分析 结合PLS-

DA与两独立样本 t检验分析筛选得到18个差异代谢物

（VIP>1，P<0.05）。利用Cytoscape软件对差异代谢物

进行network分析（图4），筛选得到9条与神经毒性机制

相关的通路，涉及氨基酸代谢、能量代谢、B族维生素代

谢（表1），共有12个差异代谢物参与了这些通路。与对

照组相比，这些与B［a］P神经毒性相关的差异代谢物在

B［a］P暴露大鼠皮层中的含量除半胱氨酸减少外，其余

皆增高。

3 讨论

出生后的5~11 d为大鼠脑发育的关键期，大鼠在

成年（出生后的49 d）之前均有脑部发育［14-15］。本研究选

择大鼠脑发育期进行B［a］P暴露，构建B［a］P暴露神经

损伤模型，以模拟婴幼儿在成年之前B［a］P的持续暴

露。与课题组以往实验结果一致［3-4］，与对照组相比，B

［a］P暴露大鼠在MWM中出现空间学习能力受损，以及

在皮层的电镜中出现超微结构改变。表明B［a］P及其

代谢物通过BBB进入皮层并发挥其神经毒性作用，即

成功构建了B［a］P暴露神经损伤模型。

采用GC/MS 代谢组学方法对大鼠皮层进行代谢

物质进行检测，并对结果进行PLS-DA分析，从代谢组

学层面来讨论B［a］P对皮层潜在的神经毒性机制。在

本研究中，B［a］P暴露组与对照组之间存在18个有差异

的代谢物。将这些差异代谢物进行network分析，筛选

得到了9条与B［a］P神经毒性相关的通路，这些通路涉

及氨基酸代谢、维生素B3（烟酸和烟酰胺）代谢以及三

羧酸循环。

B［a］P暴露可干扰甲硫氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮

氨酸、苏氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、酪氨酸、组氨

酸、精氨酸、半胱氨酸、丙氨酸、丝氨酸、天冬天酰胺以及

脯氨酸的代谢。必需氨基酸在人体生长、发育、营养、代

谢等生命活动中起着重要作用［16］。在本研究中，B［a］P

暴露后大鼠皮层中的一些必需氨基酸，如缬氨酸、亮氨

酸、异亮氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸的含量增高，这些氨基

酸为能量供应氨基酸，可参与脑能量供应［17］。能量供应

氨基酸代谢紊乱，可影响脑能量供应，进一步影响学习

和记忆。非必须氨基酸在调节基因表达、抗氧化反应、

神经传导和免疫方面起着重要作用［18］，大多数非必需氨

E
sc

ap
e

la
te

nc
y

(s
)

70

60

50

40

30

20

10

0
1 2 3 4 5

Trial day

Control

B[a]P

Control B[a]P

T
im

e
in

ta
rg

et
ar

ea
(s

)

50

40

30

20

10

0

*

A B

图1 大鼠水迷宫结果图
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基酸及其衍生物还可以作为神经递质，参与细胞间的突

触传递与神经功能调节。丝氨酸在脑中主要参与神经

递质及蛋白质的合成，与大脑发育和神经系统功能紧密

相关［19］。酪氨酸参与多巴胺（DA）、去甲肾上腺素（NE）

以及肾上腺素（A）等生物原胺类神经递质的合成，这些

神经递质在学习、记忆、认知等意识活动中有着不可替

代的作用［20-21］。谷氨酸、天冬氨酸、为兴奋性氨基酸递质

（EAA），甘氨酸为抑制性氨基酸递质（IAA）［22-23］，它们均

参与了学习和记忆的形成［24］。B［a］P暴露后，皮层中谷

氨酸、天冬氨酸、甘氨酸的含量增高，EAA与 IAA的平

衡被打破，影响中枢神经系统正常的兴奋与抑制过程，

是导致学习记忆损伤的可能机制［25］。由此可见，B［a］P

暴露可能通过干扰皮层氨基酸类代谢，导致神经系统能

量代谢紊乱、神经递质合成障碍以及干扰神经系统正常

兴奋与抑制过程而影响中枢神经系统功能。

B［a］P暴露还可干扰皮层三羧酸循环，导致能量代

谢的异常。ATP是脑组织主要的能量来源，在细胞的主

动转运、蛋白质合成与加工、细胞膜完整性、突触传递、

递质释放与摄取等生理过程中发挥着重要作用。三羧

酸循环（TCA）是机体获得ATP的主要方式，富马酸是琥

珀酸－丙酸途径的关键中间产物［26］，本研究中B［a］P暴

露大鼠皮层中富马酸含量升高，提示TCA的异常。学

习、记忆等高级神经功能与脑细胞的能量代谢水平密切

相关，因此，B［a］P引起细胞的能量代谢紊乱是其神经

毒性的可能机制。

无论是维生素B9还是维生素B3，它们的代谢紊乱

均可影响到脑的认知功能。叶酸（维生素B9）经甲叉四

氢叶酸还原酶转化为甲基四氢叶酸盐后，联合同型半胱

氨酸，再次转化为蛋氨酸，最终合成作为甲基供体的S-

腺苷-L-蛋氨酸，参与DA、5-HT和NE合成，与脑功能障

碍尤其是认知功能障碍密切相关［27］。烟酰胺（维生素

B3）与烟酸为两种可相互转化的吡啶衍生物，前者与核

糖、磷酸以及腺苷酸结合构成体内多种脱氢酶的辅酶即

辅酶I（CoI）与辅酶Ⅱ（CoⅡ）。氧化应激、线粒体的改变
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图3 皮层组织的PLS-DA得分图和总离子流图
Fig.3 PLS-DA scoring diagram and total ion
chromatogram of the cortex tissue. A: Cortex
scoring plots of PLS-DA; B/C: Total ion
chromatogram of the cortex in control and
exposed groups.

A B

C

图2 大鼠皮层电镜图
Fig.2 Electron microscopy of the cerebral cortex of the rats (Original magnification: ×20 000). A/C: Control group; B/D: B[a]
P-treated group. The white arrows indicate the synaptic cleft and the yellow arrows the cytoplasm.
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表1 与神经毒性机制相关的12个大鼠皮层差异代谢物及9条通路
Tab.1 Twelve differential metabolites and 9 pathways associated with B[a]P neurotoxicity in rat cerebral cortex

Name

Fumaric acid*

Glutamine*

Cysteine**

Nicotinamide*

Isoleucine**

Glycine**

Threonine*

Phenylalanine*

Aspartic acid**

Leucine**

Proline**

Glutamic acid**

VIP

1.11

1.22

1.61

1.00

1.39

1.24

1.05

1.55

1.54

1.39

1.34

1.24

Match percent (%)

84

86

90

90

94

96

97

97

98

98

98

99

Related metabolic pathway

TCA cycle;
Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Vitamin B3 (nicotinate and nicotinamide) metabolism;
Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Methionine and cysteine metabolism;
Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Vitamin B3 (nicotinate and nicotinamide) metabolism

Valine, leucine and isoleucine degradation

Vitamin B9 (folate) metabolism;
Glycine, serine, alanine and threonine metabolism;

Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine;

Glycine, serine, alanine and threonine metabolism

Tyrosine metabolism

Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Valine, leucine and isoleucine degradation

Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Histidine metabolism;
Vitamin B9 (folate) metabolism;

Urea cycle and metabolism of arginine, proline, glutamate, aspartate and asparagine

Compared with control group, *P<0.05, **P<0.01.

图4 大鼠皮层差异代谢物代谢网络图
Fig.4 Metabolic network of the differential metabolites in rat cerebral cortex.
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以及炎症通常是细胞凋亡的主要原因，CoⅠ磷酸化后

合成CoⅡ，CoⅡ被葡萄糖-6-磷酸脱氢酶还原生成可参

与细胞抗氧化应激的NADPH［28］，是保护大脑避免氧化

应激导致损伤的可能机制。

综上所述，本研究结果显示干扰氨基酸代谢、TCA、

维生素代谢是B［a］P可能的神经毒性机制。
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