
代谢组学是继基因组学、蛋白质组学和转录组学之

后发展起来的一门新兴学科，利用气相色谱/质谱（GC/

MS）、液相色谱/质谱（LC/MS）、核磁共振（NMR）等技术

分析体液（如血清、尿液等）、细胞和组织提取物的内源

性代谢物质变化，其主要识别生物标本中小分子代谢

物，能够较好地反映机体各器官功能状态［1］，GC/MS具

有较高灵敏度、分子特异性等特点。随着仪器和分析方

法的进一步完善，生物样本中越来越多差异代谢产物被

检测出来，为进一步了解各疾病与代谢通路的关系提供

一个有利途径。

砷及化合物广泛存在于土壤、地下水、空气和食物
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摘要：目的 观察慢性砷暴露对小鼠皮层及血清代谢组学的影响，探讨其神经毒性机制。方法 将12只C57BL/6J三周龄雄鼠，按

体质量随机分为2组，暴露组饮用含50 mg/L亚砷酸钠水12周，对照组饮用蒸馏水。暴露结束后，采用氢化物发生一原子荧光

光谱法测定脑砷含量；气相色谱/质谱联用法（GC/MS）对砷暴露组和对照组小鼠皮层和血清进行代谢组学研究，运用主成分分

析法（PCA）分析比较两组代谢产物的差异，两样本 t检验筛选两组间差异性代谢产物，利用代谢途径在线分析工具查找其影响

的相关代谢途径。结果 砷暴露组脑砷含量高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；砷暴露组大脑皮层中苯丙氨酸、酪氨

酸、组氨酸、赖氨酸和柠檬酸含量升高，血清中丝氨酸、甘氨酸、脯氨酸、天门冬氨酸及谷氨酸含量升高，而α-酮戊二酸含量下

降。PCA分析显示暴露组与对照组小鼠皮层和血清代谢特征存在差异，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论 慢性砷暴露可通

过干扰皮层和血清氨基酸类代谢和三羧酸循环，导致神经递质合成障碍以及干扰能量代谢而影响中枢神经系统功能。

关键词：代谢组学；砷暴露；神经毒性；主成分分析法

Abstract: Objective To observe the effect of chronic arsenic exposure on cerebral cortex and serum metabolics of mice and
explore the mechanism of arsenic neurotoxicity. Methods Twelve 3-week-old male C57BL/6J mice were randomly assigned
into exposure group and control group and exposed to sodium arsenite (50 mg/L) via drinking water and deionized water for
12 weeks, respectively. After the exposure, arsenic level in the cerebrum was determined by hydride generation-atomic
fluorescence spectrometry. The metabolites in the cerebral cortex and serum were determined using gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS) analysis. Principal component analysis (PCA) was used to analyze the difference of the metabolites
between the exposure and the control groups. Online tools for analyzing metabolic pathways were used to identify the related
metabolites pathways. Results Arsenic content in the brain of exposure group was significantly higher than that in the control
group (P<0.05). The mice exposed to arsenic had a higher level of citric acid, phenylalanine, tyrosine, histidine and lysine in the
cerebral cortex (P<0.05). Serum levels of serine, glycine, proline, aspartate and glutamate were significantly higher while
α-ketoglutaric acid level was significantly lower in the exposure group than in the control group (P<0.05). PCA analysis
showed a significant difference in cerebral cortex and serum metabolites between the two groups. Conclusion Chronic arsenic
exposure may affect the function of the central nervous system by interfering with amino acid metabolism and tricarboxylic
acid cycle, which may be one of the mechanisms of arsenic neurotoxicity.
Key words: metabolomics; arsenic exposure; neurotoxicity; principal component analysis
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等环境介质中，是目前威胁人群健康的主要环境污染物

之一。长期饮用高砷地下水可增加患肺癌、膀胱癌、皮

肤癌、肝癌等风险，1981年国际癌症研究机构已确认无

机砷为人类致癌物［2］。越来越多的研究表明，中枢神经

系统是砷神经毒性的靶目标之一，长期慢性低浓度砷暴

露可损害中枢神经系统功能，增加神经退行性疾病患病

风险［3］、可致学龄儿童学习记忆能力降低［4-5］，尤其在发

育时期砷暴露可能会导致大脑功能发生永久性改变［6］，

但关于砷神经毒性具体作用机制仍不清楚。

慢性砷暴露致机体器官功能紊乱是一慢性过程，受

多因素影响导致机体病理生理改变和代谢紊乱，包括代

谢中间产物和终产物等改变。目前越来越多的研究将

代谢组学方法应用于砷毒性的研究中，有学者利用代谢

组学方法筛选职业性砷暴露人群血清或尿液中的生物

标志物［7-8］；在动物实验研究中，通过代谢组学方法测定

血浆或血清、肝脏、肾脏等脏器的代谢产物变化，用于评

估砷暴露对氨基酸、脂质、嘌呤等代谢的影响［9-10］，但慢

性砷暴露与大脑代谢组学的研究尚无相关文献报道。

因此，找出慢性砷暴露后大脑代谢产物的变化，探索相

关代谢通路与砷神经毒性机制的关系显得尤为重要。

皮层是中枢神经系统功能的高级区域，本研究通过建立

慢性砷暴露动物模型，采用GC/MS技术对皮层和血清

代谢组学的全谱进行分析，以期筛选出慢性砷暴露的差

异性代谢物，从代谢组学角度为进一步研究砷神经毒作

用机制提供参考。

1 材料和方法

1.1 主要试剂及仪器

主要试剂：亚砷酸钠购于上海化学试剂总厂，氯仿、

甲醇、氢氧化钾、碳酸氢钠、氢氧化钠购于德国默克公

司；内参标准液D4-丙氨酸、氯甲酸钾（MCF）和吡啶购于

美国Sigma公司；本研究中所用化学试剂均为分析纯。

仪器：美国Labconco超低温冷冻干燥系统；德国

IKA 公司涡旋振荡仪和高速分散机；美国安捷伦

GC7890型气相色谱仪和MSD5975型质谱仪系统，上

海新仪微波化学科技有限公司ECH-1型电子控温加热

板，北京海光仪器有限公司原子荧光光度计。

1.2 实验动物和分组

取12只清洁级3周龄C57BL/6J雄鼠（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1周，根据体质量随机分为2组，每组各6

只。暴露组小鼠饮用浓度为50 mg/L的亚砷酸钠水，对

照组直接饮用蒸馏水，持续暴露12周。暴露期间小鼠

全营养饲料（由重庆医科大学动物中心提供），自由进食

进水，按照自然节律采光（12 h、12 h光照黑暗交替）。控

制环境湿度为40%~80%，温度18 ℃~28 ℃，定期更换垫

料和饮用水，观察并记录小鼠一般情况。

1.3 血液标本和脑组织采集

暴露结束，将实验小鼠麻醉后快速摘眼球取血，室

温静置 2 h，3000 r/min 离心 10 min，取上层血清保

存-80 ℃备用。取血完成迅速颈椎脱臼处死，断头，冰上

快速剥离脑组织，置于干净冻存管保存于-80 ℃备用。

1.4 脑砷含量的测定

取脑组织样本常温解冻，准确称取50±5 mg脑组织

加入0.9% NaCl溶液匀浆，经微波消解仪消化后，采用

氢化物发生一原子荧光光谱法测定脑砷含量。测定过

程中均采用玻璃或聚乙烯制品容器，玻璃仪器经12%重

铬酸钾浸泡过夜后流水反复冲洗，再用去离子水冲洗烘

干方可使用；聚乙烯容器用去离子水冲洗晾干后使用。

脑砷含量的测定用实验室配制砷标准液进行质量控制，

测定的回收率为91.3%~107.6%。

1.5 样品预处理与衍生化

脑组织样本预处理：取脑组织标本常温解冻，准

确称质量50±5 mg皮层，加入750 μL预冷的甲醇水（1∶

1，v/v）去除蛋白质，加入20 μL D4-丙氨酸内参后匀浆，

15 000 r/min，4 ℃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，将

两次上清液混合，于-105 ℃超低温真空干燥系统抽干水

分帮助代谢物质浓缩，抽干水分后将样品保存于-80 ℃。

血清样本预处理：吸取150 μL血清加到1.5 mL干

净的EP管中，加入 20 μL D4-丙氨酸内参混匀，加入

510 μL预冷的甲醇，涡旋振荡 30 s，置于-20 ℃保存

30 min，于4 ℃，12 000 r/min离心15 min，吸取350 μL

上清液转移至另一干净EP管，于低温真空抽干4 h，保

存于-80 ℃备用。

衍生化：取出样品加入200 μL NaOH，混匀20 s，转

移至干净玻璃试管，依次加入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，振荡

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吸收剩余水分，

用干净一次性玻璃吸管将样本转移至专用样品管上机

待测。

1.6 GC/MS分析条件

气相条件：GC/MS分析的色谱和质谱的参数设置

如下：系统载气及流速为99.9999%氦气；进样口温度为

290 ℃，不分流，流速为1.0 mL/min；自动进样器每次进

样1 μL；清洗设置为25 mL/min注射1分钟；界面温度

及四级杆的温度分别为 250 ℃和 200 ℃；毛细管柱：

ZB-1701 GC石英毛细管柱（30 m×250 μm，0.15 μm）；

色谱柱升温程序为恒温 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
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至280 ℃，维持2 min，当转移到质谱仪测定时维持在

250 ℃，离子源和四极杆温度分别为230 ℃和150 ℃，仪

器延迟5.5 min开始运行。电离方式：EI，电子能量为

70 eV，质谱全扫描范围为38~550 m/z，以计数100个离

子为检测阈值；质谱仪在使用前先进行校正，在上机测

定后每隔6个样本利用溶剂空白进行校正。测定结果

首先利用内参校正，再利用所测定组织重量进行校正。

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。

1.7 数据处理与统计分析

采用全扫描模型和AMDIS（2.66版本）软件分析

GC/MS色谱图，代谢物的鉴定采用实验室内部MCF质

谱数据库与结果进行匹配，鉴定内源性标志物，选择匹

配度>70%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软件，运用PCA法分

析，采用SPSS 20.0统计软件作两样本 t检验，P<0.05差

异有统计学意义。根据筛选出的特异性代谢物，利用代

谢途径分析在线工具（http://www.metaboanalyst.ca/）查

询相关代谢途径。

2 结果

2.1 动物一般情况

对照组小鼠进食、饮水、活动、大便等正常，被毛光

泽，暴露组小鼠饮食正常，未出现动物死亡。与对照组

相比，暴露组小鼠出现烦躁、易激惹，被毛出现不同程度

的脱落。

2.2 脑砷含量变化

经氢化物发生一原子荧光光谱法测定结果显示：暴

露组脑砷含量高于对照组（对照组：0.21±0.03 μg/g，暴

露组：2.32±0.18 μg/g），差异有统计学意义（P<0.05）。

2.2 代谢组学测定结果

暴露组和对照组皮层、血清样本总离子流图如图1

所示。

GC/MS结果根据MCF质谱数据库鉴定皮层、血清

样本色谱图，得到匹配度较好的代谢物分别有80和56

种，采用SIMCA-P软件PCA法分析二维分布图和载荷

图（图2），如PCA模型图所示，暴露组和对照组可以明

显区分开，提示两组样本具有不同代谢特征；载荷图

提示组间存在差异性化合物，对差异性化合物进行两样

本 t检验，结果显示皮层和血清分别有7种和15种代谢

物组间差异有统计学意义（P<0.05，表1），利用代谢途径

在线分析工具查询差异性代谢物影响的相关代谢途

径（表2）。

3 讨论

砷是环境中重要的神经毒物，动物实验表明慢性砷

暴露可扰乱中枢神经系统功能，降低小鼠的学习记忆能

力［11］；Rodriguez［12］和 Kim［13］通过自由饮水方式给

C57BL/6J成年雄鼠染毒，暴露剂量为1、10、50和100 mg/L

亚砷酸钠，4周后，50 mg/L组表现为神经行为受损，没有

明显中毒症状。因此，本实验采用的染毒剂量为50 mg/L，

三周龄雄鼠连续暴露12周，通过测定脑砷含量发现暴

露组高于对照组，表明砷能够通过血脑屏障在脑组织蓄

积发挥其神经毒性，即慢性砷暴露小鼠模型成功建立，

与文献报道一致［14］。

慢性砷暴露可干扰机体氨基酸代谢［10］，氨基酸是蛋

白质的基本组成单位，当发生氨基酸代谢紊乱时将影响

机体各器官功能。本研究发现砷暴露组大脑皮层中苯
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图1 皮层组织和血清GC/MS总离子流图
Fig.1 GC/MS total ion chromatogram of brain cortex
and serum samples. A, B: Total ion chromatogram of the
cortex in exposed and control groups, respectively; C, D:
Total ion chromatogram of the serum in exposed and
control groups, respectively.
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图2 皮层、血清样本PCA得分图和载荷图
Fig.2 PCA scoring diagram and load diagram of brain cortex and serum sample. A, B: Cortex scoring plots of PCA and loading plots
of exposed group, respectively; C, D: Serum scoring plots of PCA and loading plots of the control group, respectively.

表1 砷暴露组和对照组小鼠皮层、血清差异性代谢物
Tab.1 Difference in cortex and serum metabolites in the exposed and control groups

Tissue

Cortex

Serum

Metabolite

Citric acid

Lysine

Phenylalanine

Histidine

Tyrosine

Cabamic acid

Itaconic acid

Aspartic acid

Tridecane

Glutamic acid

2-Hydroxyisobutyric acid

Serine

1,4-Benzenedicarb-oxylic acid

Margaric acid

EPA

Pyroglutamic acid

Proline

α-Ketoglutaric acid

Hydrazine, (2-methylpropyl)-

Glycine

Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-

3-Methyl-2-oxopentanoic acid

Match percent (%)

76

82

96

85

87

88

87

85

72

95

80

71

86

83

86

90

98

78

80

96

80

79

Retention time (min)

16.599

26.656

20.300

27.538

28.962

5.626

10.393

16.587

11.380

18.465

10.693

17.681

16.337

22.916

27.180

16.694

15.288

13.347

11.360

11.714

24.583

8.056

Peak value (Mean±SD)

Control group (n=6)

14 496 082.67±427 477.92

7 980 448.00±282 324.65

3 257 108.67±19 2362.29

439 262.00±39 944.54

3 476 661.33±582 892.89

442 235.66±39 867.61

153 580.52±24 004.79

84 672.00±10 788.41

23 110.33±4064.03

92 849.00±27 443.99

24 950.00±5488.662

33 479.00±540.262

44 544.33±1456.37

24 909.33±3797.62

29 568.00±6508.24

49 099.33±8103.90

1 170 313.67±54 312.12

20 996.00±5861.92

44547.33±6972.17

780 663.67±6 900 693

4962.33±1462.94

45 450.00±16 695.75

Exposed group (n=6)

10 259 037.00±382 946.90b

5 459 786.33±231 046.83b

2 202 846.00±183 711.12b

318 852.33±38 844.17a

1 627 937.67±142 333.73b

991 093.72±257 837.10a

264 556.00±58 823.36a

540 375.67±71 145.78b

38 001.67±4083.49a

436 752.00±87 819.02b

7081.00±3016.17a

51 557.33±4998.24a

34 100.00±355 260a

15 832.00±2440.64a

15 797.67±4421.45a

117 633.67±29 132.63a

2 207 812.00±415 679.34a

8085.33±1611.08a

98 975.67±26 368.13a

1 109 000.67±179 025.25a

38 594.67±19 312.57a

18 916.00±4523.02a

aP<0.05, bP<0.01 vs control group.

Control group
Exposed group
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丙氨酸、酪氨酸、组氨酸和赖氨酸含量升高，血清中丝氨

酸和甘氨酸含量升高，提示慢性砷暴露可引起大脑皮层

和血清氨基酸代谢紊乱。苯丙氨酸是合成酪氨酸的前

体氨基酸，而酪氨酸通过合成神经递质多巴胺、去甲肾

上腺素和肾上腺素等影响中枢和外周神经系统功能，与

工作记忆能力密切相关［15-17］；多巴胺在大脑许多功能如

运动、认知和内分泌调节中扮演重要角色，有报道砷可

能通过干扰多巴胺的神经传递发挥神经毒性［13］。组氨

酸在机体进行脱羧形成的组胺是体内一种化学传导物

质，具有抑制促炎性因子产生和产生抗炎性因子的作

用，并同时参与机体睡眠、体温调节和记忆的形成，有研

究表明中枢神经系统炎症反应与学习认知功能障碍有

关［18-19］；此外，赖氨酸合成左旋肉碱的重要功能除促进脂

肪酸转化为能量物质外，还与脑功能障碍和海马神经元

保护作用息息相关［20-21］。丝氨酸主要是通过甘氨酸进行

合成，丝氨酸和甘氨酸在大脑中主要参与神经递质、

DNA和蛋白质的合成，与大脑发育和神经系统功能紧

密相关［22-23］。目前研究表明，氨基酸类神经递质代谢异

常与阿尔兹海默症、抑郁症、学习与记忆能力相关［24-26］。

因此，慢性砷暴露可能通过干扰皮层和血清氨基酸类代

谢，导致神经递质合成障碍以及干扰能量代谢而影响中

枢神经系统功能。

慢性砷暴露也可干扰能量代谢［27］，三羧酸循环是糖

类、脂类、氨基酸的最终代谢通路和代谢联系枢纽，是机

体获得ATP的主要方式。本研究发现砷暴露组皮层中

柠檬酸含量升高，柠檬酸作为三羧酸循环的重要中间代

谢产物，其含量升高提示三羧酸循环异常。线粒体是三

羧酸循环和有氧呼吸的主要场所，有报道大脑内线粒体

功能异常可能会导致神经和认知功能障碍，而慢性砷暴

露可抑制有氧呼吸中ATP的产生［28-29］。砷暴露组血清

中脯氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸含量升高、α-酮戊二酸含

量下降，与Garcia和Zheng研究结果一致［9, 30］。α-酮戊

二酸、丙酮酸和天门冬氨酸、谷氨酸等是三羧酸循环的

中间代谢产物。α-酮戊二酸经转氨基作用与谷氨酰胺

形成谷氨酸，谷氨酸是合成脯氨酸、天门冬氨酸的前体

氨基酸，过多的谷氨酸在体内产生神经毒性和转化为丙

酮酸［27, 31］，丙酮酸是一种抗毒性物质与中枢神经系统的

神经元保护作用有关［32］。因此本研究结果提示慢性砷

暴露可通过影响皮层和血清能量代谢从而造成对神经

系统的影响。

综上所述，本研究结果提示利用代谢组学方法可发

现慢性砷暴露致血清和大脑皮层与氨基酸类代谢和能

量代谢相关指标的差异，且血清代谢组学不能完全反映

砷暴露对大脑皮层代谢组学的影响。
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