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孕晚期大鼠暴露于七氟醚对其子代神经发育潜在

毒性的脂质组学和转录组学研究
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#摘要$

!

目的
!

基于脂质组学和转录组学#探讨孕晚期大鼠七氟醚暴露对子代神经发育的潜在毒性作用)方法

将
!'

只孕
#'

天大鼠随机均分为七氟醚组!

,

组"和对照组!

1

组"#

,

组给予
!O

七氟醚和
$'O

氧气
&7

#

1

组给予

#""O

氧气
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)采用偏最小二乘判别分析!
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$26'$;;+$363
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E

3'3

#

PA,9B?

"(超高效液相色

谱!

&PA1

&

JS!9*,

"及代谢组学数据的统计(功能和综合分析!

*+6$K/?%$;

E
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"方法分析两组新生大鼠血清中

脂质组学变化$采用转录组学分析两组新生大鼠皮层组织
D.?93+

N

变化$采用免疫组化分析两组新生大鼠海马

和皮层组织中神经细胞凋亡变化)结果
!

在
,

组中#潜在内源性代谢产物甘油磷脂和鞘磷脂的差异有统计学意

义#且甘油磷脂代谢是
&

种代谢途径中最重要的)

N

DJ9P1D

结果显示#与
1

组相比#

,

组
:%0$

基因与神经元发

育(功能和修复相关的
:D.?3

表达显著增加!

H

$

"0",

")

G8

和
J&.8A

染色显示
,

组神经细胞凋亡数目增

加#但与
1

组相比差异无统计学意义)结论
!

甘油磷脂和鞘脂代谢紊乱可能与孕晚期大鼠七氟醚暴露导致的子

代神经发育潜在毒性机制有关#七氟醚诱导子代
D.?93+

N

的变化#因此保持甘油磷脂和鞘脂代谢动态平衡#维

持
:%0$

基因正常水平#可能是预防吸入麻醉药诱导的神经潜在毒性的相关治疗方法)

#关键词$
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脂质组学$
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神经毒性$
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孕妇反复或长期暴露于麻醉药物可能对发育中

的婴儿产生神经毒性#但其机制仍不清楚.

#

/

)七氟

醚是临床上常用的吸入性麻醉剂#使用方便(麻醉效

果佳(呼吸道刺激小#是目前临床应用最为广泛的吸

入麻醉药物)七氟醚可能会对大脑发育产生影响#

从而引起行为障碍#该过程的病理机制可能涉及氧

化应激(神经细胞凋亡(神经炎症(突触性质改变等)

我国每年有超过
#"""

万孕妇接受麻醉#怀孕期间

重复或长期麻醉药物暴露会导致发育神经的损害和

子代的认知功能紊乱)长时间吸入麻醉对脑部神经

突触有损伤作用.

!

/

#特别是对未成熟的神经元会导

致明显的神经损害.

)*%

/

)长时间接触高浓度七氟醚

会改变新生大脑中的葡萄糖和氨基酸代谢过程及细

胞内的抗氧化剂与渗透物质系统.

,

/

#降低脂质中磷

脂酰乙醇胺(磷脂酰丝氨酸和磷脂酰甘油#并增加

%9

羟基非烯醇.

&

/

#而磷脂酰丝氨酸参与神经元存活(

神经突起生长和突触形成有关的信号通路.

(*#"

/

)

已知脂质的异常变化可能会打破磷脂的平衡#大部

分吸入麻醉药都是脂溶性的#易透过胎盘屏障)探

讨药物诱导损伤模型中新的生物标志物#特别是从

脑和血清样本中识别出新的生物标志物#可能有助

于早期发现麻醉药物暴露的潜在神经毒性)目前对

于吸入七氟醚后子代神经发育的影响存在争议#孕

期大鼠持续吸入七氟醚后#有些子代神经细胞发生

了凋亡和行为学的改变.

##

/

#但也有一些实验为阴性

结果)因此#母代孕晚期接触七氟醚是否会引起子

代神经发育的障碍需要进一步的科学探索)本研究

首次通过脂质组学和转录组学探讨七氟醚对子代发

育神经的潜在毒性机制)利用超高效液相色谱质谱
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"技术从脂质

组学方面来明确哪一种脂质代谢参与神经潜在损伤

的发生#通过
D.?9,+

N

进一步筛选差异表达基因#

并使用
DJ9

N

P1D

在损伤模型上进一步验证损伤过

程中对应基因的变化)

材 料 和 方 法

麻醉和试剂
!

动物研究!包括大鼠安乐死程序"

按照上海交通大学实验动物中心标准管理规程执行

!编号%

,*P9?B*9"""9?

"#我校实验动物中心的许

可证号!编号%

?!"#&"((

"#遵循国际实验动物评估

及认可委员会!

???A?1

"和动物保护和使用机构

委员会!

>?1&1

"的规定进行动物护理)

孕
#,

"

#(

天的
,B

大鼠!体质量
%""

"

,""

5

"

购自上海斯莱克实验动物有限责任公司#无病毒(细

菌和寄生虫病原体)将孕大鼠单独放入标准箱房中

饲养#喂食颗粒饲料!江苏医药生物工程有限公司"

和高温杀菌纯净水)饲养条件%温度!

!)0!

"

Z

#相对

湿度
,"O0#,O

#

#!7

光暗轮替#空气压力
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孕晚期大鼠暴露于七氟醚对其子代神经发育潜在毒性的脂质组学和转录组学研究
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次&
7

空气完全过滤一次)试剂%

GPA1

级乙腈

和甲酸!美国
*+2-H

公司"#

JS!9*,

校准液!美国

?Q,1>8U

公司"#超纯水来源于
*';;'9W

纯净水系

统!美国米利波公司")

实验分组
!

将
!'

只孕大鼠随机分为实验组!

,

组"和对照组!

1

组"#每组
#%

只)饲养
#

"

)

天后#

,

组孕大鼠在麻醉箱内接受
!O

七氟醚
-$'O

氧气

&7

$

1

组孕大鼠在麻醉箱内以相同的流速吸入

#""O

氧气
&7

#总气体流量为
%"":A

&

:'%

#用气体

分析仪!德国
B2$

5

+2

公司"测定氧(二氧化碳和七氟

醚的浓度)七氟醚麻醉终止后#每组随机取
'

只孕

大鼠#腹主动脉血样采集
%"

(

A

#用
>9,J?J#

分析

仪!

*.

%

)""9@

#美国
?KK/66P$2H

公司"分析血气)

其余孕大鼠回饲养箱内等待分娩#

,

组子代
%)

只#

1

组子代
%'

只#每组随机抽出
#!

只出生后
(

天的子

代大鼠#七氟醚麻醉#

!

组新生大鼠断头后采集血清

标本#即刻在冰面上取出海马和皮层组织)血清标

本(海马及皮层组织于
*'"Z

冷冻保存备用)

样品制备和
_FZ'

*

!N>8P=

!

#!"""1

>

离心

!

%Z

"

#":'%

获得子代血清样本#取
#"

(

A

转移到

无菌的
8P

管中#加入
#"

(

A

优质等级纯水及

,

(

A

异丙醇!

#"

(

5

&

:A

"#用
%"

(

A

冷异丙醇
-#O

甲酸!

9

&

9

"进行旋涡混合#沉淀蛋白质)

*!"Z

静

置
!":'%

#

#)"""1

>

离心
#":'%

#取
#"

(

A

上清液

转移到玻璃式
GPA1

小瓶!

$&

孔板"中进行衍生化#

采用
GPA19*,

联用技术进行分析)用电喷雾电

离!

+;+-62/3

4

2$

E

'/%'=$6'/%

#

8,>

"在正离子模式下进

行
A19*,

检测#用多重反应监测!

:";6'

4

;+2+$-6'/%

:/%'6/2'%

5

#

*D*

"对每种化合物进行定量分析)

色谱分析采用
?1W&>JT

超高效液相色谱系统!美

国
V$6+23

公司"分析#水同步高清晰度飞行时间质

谱!

JS!9*,

"系统!美国
V$6+23

公司"阴极
8,>

源

在
&PA1

上以正负模式显示#

>B?

模型用于正负离

子模式#由
JS!9

测量扫描!

*

&

R/#""

"和紧随
&

次

JS!9*,

&

*,

扫描!

*

&

R/#""

"

#,""

"组成#累积

时间分别为
"0"'3

和
"0#3

#以确保测量质量的精

确性)

FZ=8\"

分析
!

在代谢组学分析之前#使用

*$2H+2R'+M

软件!美国
?Q,1>8U

公司"对原始数

据进行预处理#并将其归一化为总面积#以纠正每个

样本的浓度偏差)采用偏最小二乘判别分析!

PA,9

B?

"方法进行检测#比较样本间差异#确定关键化合

物#并对数据进行处理)获取包含样本变量的数据

矩阵#以分析下一个代谢物)在
PA,9B?

模型中可

变影响的化合物预测值!

R'

4

"

&

#0"

和
H

$

"0",

获

得潜在生物标记物.

#!

/

)

RJ

染色
!

对
&

只新生大鼠的海马和大脑皮质

神经元进行
G8

染色#检测细胞凋亡)切片去蜡#水

合#

G8

染色)切片脱水(包埋#

%""

倍显微镜!日本

奥林巴斯公司"下计数
1?#

锥体细胞数目并拍照#

仅包括细胞核和核仁明显的细胞)

!_<JZ

染色
!

将
&

只新生大鼠海马和皮层组织

制成冰冻切片#浸泡在含
)O G

!

S

!

的
PQ,

中#消除

内源性过氧化物酶反应)

PQ,

!

4

G/(0%

"洗涤
)

次(

每次
,:'%

#加入
!"O!Q,

和
)O!Q,

蛋白
#,:'%

)

加入与荧光素连接的
J&.8A

反应液#切片置于

)(Z

加湿箱中
#7

#

PQ,

洗涤
)

次#每次
,:'%

)切

片在室温下与终止液反应
#":'%

#在
)(Z

下与抗

地高辛过氧化物酶抗体反应
)":'%

#

PQ,

洗涤
)

次#每次
,:'%

)再用
B?Q

!

)

#

)

'

9

二氨基联苯胺"显

影#二甲苯透明后用中性树脂密封)切片置于荧光

显微镜下拍照#并观察
J&.8A

阳性染色结果)

#<"

提取
!

将
&

只新生大鼠的皮层组织块与

少量液氮混合后迅速研磨#重复
)

次)将皮层组织

细胞培养皿置于冰上#加入
J2'=/;

裂解
,

"

#":'%

)

%Z

下
#!"""1

>

离心
#,:'%

#吸取上层水相#移至

另一离心管中#按
J2'=/;+

异戊醇
/#+"0&

!

9

&

9

"混

匀#室温放置
,

"

#":'%

)

%Z

下
#!"""1

>

离心

#":'%

#弃上清#按
J2'=/;+(,O

乙醇
/#+#

!

9

&

9

"温和

振荡#悬浮沉淀)室温晾干或真空干燥
,

"

#":'%

#检

测
!&"%:

下吸光度!

<

"值#定量
D.?

浓度)

#<"8+*

Y

实验流程
!

提取的总
D.?

样品经琼脂

糖电泳和
.$%/#2/

4

质检及定量后#用
/;'

5

/

!

#J

"磁珠

富集
:D.?

#若
D.?

为降解样品或为原核样品则直

接用
2D.?

去除试剂盒进行处理$

D.?

测序文库均

由试剂盒完成#包括
D.?

片段化后用随机引物反转

生成第一链
-B.?

#加入
#&JP

合成第二链
-B.?

#

双链
-B.?

末端修复加
?

后连接
>;;":'%$

匹配接

头#

P1D

扩增得到最终文库$构建好的文库用
?

5

';+%6

!#""

进行质检#并由
N

P1D

方法进行文库定量#使用

>;;":'%$G'3+

N

%"""

测序仪进行测序)

统计学分析
!

采用
@2$

4

7P2'3:,0"

软件进行

统计分析)计量资料以
B

*

07

表示#

:%0$

基因

D.?93+

N

变化采用独立样本
,

检验或单因素方差

分析)检查方差的正态性和同质性假设)

I8@@

通

路出现在相应富集条目中的差异表达基因数目用

"&"
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!'37+2

'

3

精确检验计算
H

值)

Q+%

<

$:'%'9G/-7K+2

5

错误发现率!

C$;3+#'3-/(+2

E

2$6+

#

!BD

"校正
H

值)

H

$

"0",

为差异有统计学意义)

结
!!!

果

动脉血气分析
!

为消除低氧血症或二氧化碳蓄

积等因素干扰#对实验动物进行动脉血气分析!表

#

"#血气分析结果与氧和二氧化碳交换相关的各项

数据都在正常安全范围之内#两组间
4

G

值和动脉

血二氧化碳的差异无统计学意义)

,

组大鼠仅受七

氟醚的影响而不受七氟醚麻醉所致动脉血气的影

响#因此动物模型建成)

_FZ'

*

!N>8P=

分析七氟醚诱导的神经毒性

&PA1

&

JS!9*,

分析分别采用正电离和负电离两

种模式#获得代谢组学图谱!图
#

")分别对每组
&

个
W1

样品进行测定#在负离子和正离子模式下产

生
#"

个生物标记的保留时间和
&

个共峰的峰面积

配对保留时间
*

&

R

!表
!

")保留时间的
D,B

$

)0(#O

#峰面积的
D,B

为
)0&!O

"

)'0,'O

)

表
@

!

两组孕大鼠实验后动脉血气分析比较
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偏最小二乘判别分析!

FZ=8\"

"

!

两组采用

&PA1

&

JS!9*,

样 品 剖 面 进 行 主 成 分 分 析

!

4

2'%-'

4

$;-/:

4

/%+%6$%$;

E

3'3

#

P1?

"和
PA,9B?

检

测)在正离子模式下获得更好的分离效果!图
!

")

采用
)

个参数对
P

的性能进行评价)

A,9B?

模型

在正离子模式下%

D

!

U/"0&&,

#

D

!

T/"0$$&

#

W

!

/

"0$&!

#因此选择
PA,9B?

模型)

表
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孕晚期暴露于七氟醚诱导神经毒性的新生大鼠脂质中的标记物'通路和疾病
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孕晚期大鼠暴露于七氟醚对其子代神经发育潜在毒性的脂质组学和转录组学研究
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图
@

!

基于
_FZ'

*

!N>8P=

分析新生大鼠血清阳性和阴性
J=M

的典型基峰强度色谱图
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5

@

!

!
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&02.92+*

1
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5
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1
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5
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*
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七氟醚治疗脂质代谢途径分析
!

用
*+6$K/

?%$;

E

36

!

766

4

%&&

MMM0:+6$K/$%$;

E

360-$

"进一步

分析鉴定出的生物标志物!图
)

")发现
&

条代谢途

径%甘油磷脂代谢(糖基磷脂酰肌醇!

5

;

E

-/3

E

;

4

7/3

4

7$6'#

E

;'%/3'6/;

#

@P>

"

9

锚定生物合成(亚油酸代谢(

*

9

亚麻酸代谢#鞘脂代谢和花生四烯酸代谢#其中甘

油磷脂代谢是最重要的代谢途径)

RJ

染色和
!_<JZ

染色
!

J&.8A

染色分析各子

代大鼠海马和大脑皮质神经元凋亡!图
%?

(

%Q

")

,

组染色质致密(深染#形成致密团块#

G8

染色的组

)&"
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织学切片中可能出现断裂)细胞体积缩小#胞浆致

密#嗜酸性)

G8

染色和
J&.8A

染色结果显示两

组细胞凋亡差异无统计学意义)
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图
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新生大鼠血清
FZ=8\"

分析图
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技术
!

利用
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技术对
,

组和

1

组试验前后转录本中的差异表达基因进行全面分

析!图
,
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:%0$

基因确实有表达上调的趋势#两组

差异有统计学意义#并发现相关差异表达显著基因

的通路!图
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"%红色为上调#绿色为下调#

DJ9

N

P1D

验证
:%0%

基因表达上调明显)
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图
B

!

七氟醚诱导神经退行性病变疾病模型

生物标志物的通路分析
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各组海马和大脑皮层组织
RJ

染色和
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孕晚期大鼠暴露于七氟醚对其子代神经发育潜在毒性的脂质组学和转录组学研究
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5

+%+K

E

DJ9P1D

$

Q

%
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图
S
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()"*

基因
#!8F'#

变化及熔融和扩增曲线

>&
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*+
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讨
!!!

论

本研究基于脂质组学#在七氟醚诱导子代潜在

神经损伤的过程中#发现
&

种代谢途径#包括甘油磷

脂代谢途径(

@P>9

锚定生物合成(亚油酸代谢(

*

9

亚

麻酸代谢(鞘脂代谢和花生四烯酸代谢#其中甘油磷

脂代谢是最重要的代谢途径)脂质代谢的改变被认

为是导致中枢神经系统损伤的关键因素.

#)

/

#血脂异

常与阿尔茨海默症(帕金森症和亨廷顿症等疾病有

关)吸入麻醉药异氟醚低浓度时表现为神经保护#

高浓度时诱导细胞凋亡.

#%

/

)母体妊娠过程中暴露

于七氟醚可能会对其后代的神经发育产生风险.

)

/

)

本研究中#

*+6$K/?%$;

E

36

系统用于进一步分析已

鉴定的生物标志物#在
,

组中发现潜在的内源性代

谢产物甘油磷脂和鞘磷脂)将以上
)

种方法与稳定

同位素标记相结合#可用于分析脂类代谢!脂肪酸(

甘油磷脂和鞘脂代谢"

.

#,

/

)

甘油磷脂是参与哺乳动物细胞膜中的主要脂

类)在许多神经退行性疾病中磷脂酰胆碱稳态被破

坏.

#&

/

#当溶血磷脂酰胆碱水平升高#可导致神经鞘

脱髓鞘及不同程度的轴突变性.

#(

/

)细胞内磷脂酰

胆碱含量减少#可能有助于预防或治疗阿尔茨海默

症.

#'

/

#在内质网中磷脂稳态破坏后#磷脂失衡可导

致许多神经疾病)

鞘脂代谢改变最终导致神经损伤)抑制
PI1

的溶血磷脂会产生神经毒性#而且这些脂类会导致

细胞膜结构的变化#特别是细胞膜上脂肪通道的功

能改变.

#$

/

)膜脂!如神经节苷脂和鞘脂"与可溶性

?

)

和不溶性形式相互作用.

!"*!!

/

#并影响
?

)

神经

毒性)鞘磷脂是由游离鞘氨醇基及其磷酸盐(神经

酰胺(鞘氨酰肌醇和复杂的鞘磷脂组成的一类不同

的脂质群类#可在神经疾病等各种疾病中检测到这

类脂质群.

!)*!,

/

)因此#鞘脂代谢与神经系统疾病密

切相关#可能与神经疾病的发病机制有关)本研究

中#脂质组学的发现进一步证实产前接触七氟醚对

!'"
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图
D
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调节基因的信号通路和差异表达显著基因的通路
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子代的潜在神经毒性)

在转录组学方面#本研究首次揭示七氟醚子代

神经毒性的转录表达规律#发现相关差异表达显著

基因的通路#进一步
DJ9

N

P1D

验证发现#发现孕大

鼠暴露于七氟醚后#新生大鼠皮层
:%0%

基因表达

明显上调#

:%0%

基因与一种名为
(+23'-$%

的蛋白质

有关)根据
I8@@

数据库!

I

E

/6/8%-

E

-;/

4

+#'$/C

@+%+3$%#@+%/:+3

"中的生物学通路分类条目和

基因表达情况#过表达对理解
:%0%

如何调控包括

神经发育(功能和修复在内的大脑皮层潜在毒性具

有重要意义.

!&

/

)

基于
&PA1

&

JS!9*,

的脂肪组学和
D.?93+

N

测序为探讨脂质失衡导致发育神经发生相关潜在毒

性提供了全面的信息)本研究中#

D.?93+

N

技术应

用于孕晚期大鼠暴露于七氟醚对其子代的潜在神经

毒性#对精确调控七氟醚的浓度和时间有重要的意

义)本研究提示异常的甘油磷脂和鞘脂代谢可能诱

导潜在神经毒性#产前接触七氟醚所致子代潜在发

育神经毒性的病理过程还需要更多的证据#调节甘

油磷脂和鞘脂代谢可作为孕晚期吸入麻醉药长时间

暴露后潜在神经损伤的治疗手段)本研究为今后进

一步探讨孕晚期模式动物七氟醚暴露的脂质代谢组

学(转录组学和相关潜在神经毒理学分子机制提供

了理论依据)

#'"
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