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苯并芘暴露大鼠海马组织的全基因组ＤＮＡ甲基化差异分析
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　　［摘要］　目的　研究苯并芘暴露大鼠海马组织的 ＤＮＡ甲基化差异，探讨苯并芘对海马功能损伤
的机制。方法　将大鼠分为对照组和苯并芘染毒组，每组１０只；染毒结束后，采用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫检测大
鼠的空间记忆学习能力，随后对大鼠海马进行 ＨＥ染色与简化表观亚硫酸氢盐测序法（ｒｅｄｕｃｅｄ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＲＢＳ）测序，对测序结果进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ分析，用 ｑＲＴＰＣＲ检测
Ｔｎｒ基因与Ｐｌａ２ｇ２ａ基因ｍＲＮＡ的表达。结果　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫与 ＨＥ染色发现苯并芘暴露导致了大鼠
空间学习记忆能力的障碍与海马组织损伤；ＲＲＢＳ测序后检测到差异性甲基化区域３２个，ＧＯ分析富集
到８７１条ＧＯ条目，ＫＥＧＧ分析得到５２条通路，其中１４５条ＧＯ条目和１１条通路显著富集（Ｐ＜０．０５），苯
并芘染毒组与对照组相比，Ｔｎｒ基因相对表达量减少，而 Ｐｌａ２ｇ２ａ基因相对表达量增加（Ｐ＜０．０５）。
结论　与未染毒的大鼠相比，苯并芘染毒后大鼠海马组织存在一定数量的甲基化差异位点，这些甲基化
差异位点可能对研究苯并芘导致海马损伤的机制具有重要指导意义。
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　　苯并芘｛ｂｅｎｚｏ（ａ）ｐｙｒｅｎｅ，Ｂ［ａ］Ｐ｝是一种通过煤
炭、石油等物质燃烧，食物高温烹调还有吸烟等方式而

产生的多环芳烃化合物，广泛存在于人们生产与生活

环境中［１］。据报道，Ｂ［ａ］Ｐ除了可以导致肺癌的发生
外［２］，它的神经毒性也引起了人们的广泛关注。本课

题组之前的研究发现，Ｂ［ａ］Ｐ可以影响大鼠的学习记
忆功能和造成海马的损伤［３］。表观遗传学是指不改

变ＤＮＡ序列的前提下，基因表达发生了改变并导致表
型变化的一门学科［４］，常见的表观遗传学修饰有 ＤＮＡ
甲基化、组蛋白修饰、非编码 ＲＮＡ调控等，其中 ＤＮＡ
甲基化是最常见、最主要也是研究最多的一种表观遗

传学修饰方式，与多种复杂综合征、癌症等都有密切关

系［５］。青春期是大脑发展高级认知能力与运动能力

的关键时期［６］，为了探讨大鼠从青春期Ｂ［ａ］Ｐ持续暴
露到成年后海马损伤过程与ＤＮＡ甲基化之间的关系，
本研究采用 Ｂ［ａ］Ｐ染毒４周龄的ＳＤ大鼠进行建模，
检测各组大鼠海马全基因组甲基化水平，为分析Ｂ［ａ］Ｐ
导致海马损伤的机制提供表观遗传学方面的依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　雄性ＳＤ大鼠２０只，采购于重庆医科大学实验动
物中心，ＳＰＦ级，３周龄。将大鼠饲养在适宜环境下
［温度为（２３±１）℃，相对湿度为 ４５％～５５％，１２ｈ光
照／１２ｈ黑暗周期，自由饮食和饮水］。实验前动物适
应环境１周，于第４周开始染毒。
１．２　主要试剂
　　包括：玉米油、苯并芘粉末（美国 Ｓｉｇｍａ公司），基
因组 ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限公
司），ＨＥ染色试剂盒、多聚甲醛（上海碧云天生物技术
有限公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）等。

１．３　动物模型建立
　　将大鼠分为Ｂ［ａ］Ｐ染毒组与溶剂对照组，每组各

１０只，采取灌胃法进行染毒。将 Ｂ［ａ］Ｐ溶于玉米油
中制成储备液，染毒浓度为 ２．０ｍｇ／ｋｇ［７］。对照组采
用等量玉米油进行灌胃，采用每天１次，连续７周的亚
急性染毒。

１．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
　　在连续染毒 ７周后，进行水迷宫实验。实验第
１天将两组实验大鼠依次放在水里自由游泳，熟悉环
境，适应水温；随后进行为期 ５ｄ的定位巡航实验，将
每只大鼠从划分好的４个象限分别入水，记录大鼠找
到平台的时间（逃避潜伏期）和游泳路径；在逃避潜伏

期训练后的 １ｄ撤除平台，进行空间探索实验，记录
６０ｓ内大鼠在目标象限活动的时间，计算时间百分比。
１．５　ＨＥ染色
　　大鼠处死后快速分离其脑组织，将组织置于 ４％
多聚甲醛中固定，包埋制作石蜡切片，进行脱蜡、水化、

染色等常规ＨＥ染色步骤后封片，光镜下观察海马神
经元形态结构。

１．６　海马组织ＤＮＡ的提取
　　Ｂ［ａ］Ｐ染毒组和溶剂对照组采用简单随机抽样
的方法各取 ３只雄鼠海马组织破碎匀浆混合，取
２５ｍｇ根据基因组ＤＮＡ提取试剂盒步骤提取ＤＮＡ，通
过ＮＤ２０００Ｎａｎｏｄｒｏｐ超微量分光光度计来测定 ＤＮＡ
的浓度及纯度。

１．７　甲基化分析
　　差异性甲基化区域（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓ，
ＤＭＲ）指在不同样本中基因组表现出不同的甲基化状态
的ＤＮＡ片段［８］。委托广州锐博生物科技有限公司进

行该项检测，将样品进行简化表现亚硫酸氢盐测序法

（ｒｅｄｕｃｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＲＢＳ）测
序，检测甲基化位点的最低深度为２０×，将测序的结果
进行信息分析，找出 ＤＭＲ，进一步进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ
功能富集分析。

０６３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．８　荧光定量ＰＣＲ
　　取大鼠海马组织２０～３０ｍｇ，用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，检测其浓度与纯度，并随后逆转录得到 ｃＤＮＡ；
反应所得ｃＤＮＡ以 １５μＬ体系进行 ＰＣＲ反应。引物
由上海生工生物工程有限公司设计合成，Ｔｎｒ上游引
物５′ＧＣＧＧＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＴＧＡＡＣ３′；下游引物５′
ＧＴＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＧＣＧＡＴＧＧ３′，产物长度为３０７ｂｐ；
Ｐｌａ２ｇ２ａ上游引物 ５′ＣＴＴＣＴＡＣＧＧＴＴＧＣＣＡＴＴＧ３′；下
游引物 ５′ＴＣＴＣＣＡＧＡＣＧＧＴＴＧＴＡＡＣ３′，产物长度为
１０１ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＧ３′；下游引物 ５′ＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴ３′，产物
长度为１５２ｂｐ。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件。水迷宫实验中同时间
点的两组数据采用两独立样本的 ｔ检验分析；甲基化
数量与水平分析、两组间各甲基化位点间差异采用 χ２

检验，两两间的比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行校正。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　大鼠的空间学习和记忆功能的变化
　　通过Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验观察两组大鼠的空间记忆
和学习能力，结果显示：随着训练时间的增加，两组大

鼠的逃避潜伏期时间总体趋势是减少的；从第３天开
始，对照组比Ｂ［ａ］Ｐ染毒组逃避潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ），对照组与Ｂ［ａ］Ｐ染毒组在定位巡航实验时代
表性的游泳路径如图 １Ｂ所示；空间探索实验结果显
示：对照组在目标象限时间百分比明显长于Ｂ［ａ］Ｐ染
毒组（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。
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图１　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验观察两组大鼠的空间记忆和学习能力

２．２　苯并芘对海马的损害作用
　　通过 ＨＥ染色观察大鼠海马神经细胞形态学变
化，对照组神经细胞形态正常排列紧密且数量偏多，细

胞膜边缘界限清晰，细胞核染色均匀；Ｂ［ａ］Ｐ染毒组
海马神经细胞排列紊乱，胞膜边界模糊，数量减少；出

现了萎缩颗粒细胞与锥体细胞呈均匀红染（图２）。
２．３　全基因组甲基化数量与水平分析
　　对照组全基因组有 １７７７８２６个甲基化 Ｃ位点，
Ｂ［ａ］Ｐ染毒组全基因组有 １８０２０７１个甲基化 Ｃ位
点，但两组各甲基化位点水平差异无统计学意义

（表１）；两组大部分甲基化 Ｃ位于 ＣＧＩ岛（ＣｐＧｉｓ
ｌａｎｄ）与启动子区域的ＣＧ位点（图３）；此外，从不同基
因元件上来比较，内含子与外显子为甲基化水平最高

的两个区域，基因下游和剪切区为这两组的甲基化水

平最低的区域（图４）。

表１　全基因组不同甲基化Ｃ碱基的数量及比例

组别 甲基化ＣＧ 甲基化ＣＨＧ 甲基化ＣＨＨ

Ｂ［ａ］Ｐ组 ７１８３２４（３９．８６％）４３６１２８（２４．２０％）６４７６１９（３５．９４％）

对照组 ６８１６９９（３８．３４％）４６２８１６（２６．０３％）６３３３１１（３５．６３％）

２．４　差异性甲基化区域分析及其关联基因分析
　　对照组与 Ｂ［ａ］Ｐ染毒组在不同染色体上存在
３２个ＤＭＲ，３１８个差异甲基化 Ｃ碱基（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＣ，ＤＭＣ）（表 ２）。对 ＤＭＲ相关基因进行
ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析。通过 ＫＥＧＧ分析得到 ５２条
通路，其中１１条通路显著富集（Ｐ＜０．０５，表３）。ＧＯ
富集到８７１条ＧＯ条目，其中１４５条ＧＯ条目显著富集
（Ｐ＜０．０５，图５）。
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表２　各染色体ＤＭＲ的数目及长度分析

染色体 ＤＭＣ的数目 ＤＭＲ的数目 ＤＭＲ的长度
染色体１ ９０ ７ １１０３
染色体４ ７ １ ９９
染色体５ ３ １ ５１
染色体７ １１ ２ １７３
染色体８ ２０ ２ ３０１
染色体１０ ２０ ３ ３３１
染色体１２ ８ １ ９１
染色体１３ １０ ２ １４８
染色体１４ ８０ ５ ６３４
染色体１５ ６ １ ３４５
染色体１８ １３ １ ２５３
染色体１９ １８ ３ ４１６
染色体Ｘ ３２ ３ ６２３
合计 ３１８ ３２ ４５６８
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表３　差异甲基化基因的ＫＥＧＧ富集分析

通路 通路编号 候选基因数量 Ｐ值 基因名称

Ｒａｓ信号通路 ｒｎｏ０４０１４ ３ ０．００１ Ｉｋｂｋｇ；Ｆｇｆ１４；Ｐｌａ２ｇ２ａ

Ｂ细胞受体信号通路 ｒｎｏ０４６６２ ２ ０．００２ Ｃｒ２；Ｉｋｂｋｇ

凝血与补体级联反应信号通路 ｒｎｏ０４６１０ ２ ０．００３ Ｐｌｇ；Ｃｒ２

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路 ｒｎｏ０４１５１ ３ ０．００４ Ｉｋｂｋｇ；Ｆｇｆ１４；Ｔｎｒ

ＥＢ病毒感染 ｒｎｏ０５１６９ ２ ０．０２１ Ｃｒ２；Ｉｋｂｋｇ

α亚麻酸代谢 ｒｎｏ００５９２ １ ０．０２５ Ｐｌａ２ｇ２ａ

ＭＡＰＫ信号通路 ｒｎｏ０４０１０ ２ ０．０２６ Ｉｋｂｋｇ；Ｆｇｆ１４

脂肪的消化吸收 ｒｎｏ０４９７５ １ ０．０３９ Ｐｌａ２ｇ２ａ

原发性免疫缺陷 ｒｎｏ０５３４０ １ ０．０３９ Ｉｋｂｋｇ

亚油酸代谢 ｒｎｏ００５９１ １ ０．０４０ Ｐｌａ２ｇ２ａ

醚脂质代谢 ｒｎｏ００５６５ １ ０．０４２ Ｐｌａ２ｇ２ａ

Pvalue

图５　差异甲基化基因的ＧＯ分析

２．５　Ｔｎｒ与 Ｐｌａ２ｇ２ａ基因甲基化状态与 ｍＲＮＡ的
表达

　　根据ＫＥＧＧ与ＧＯ分析指标，选出代表性基因Ｔｎｒ
与Ｐｌａ２ｇ２进行分析。Ｔｎｒ与Ｐｌａ２ｇ２ａ基因差异甲基化
所处的功能元件分别为基因间区域与外显子区域，与

对照组相比，Ｂ［ａ］Ｐ染毒组中 Ｔｎｒ基因在基因间隔区
为低甲基化水平，Ｐｌａ２ｇ２ａ基因在外显子区域表现为
高甲基化水平（表４）。与对照组相比，Ｂ［ａ］Ｐ染毒组
大鼠海马组织中 Ｔｎｒ的 ｍＲＮＡ表达降低，Ｐｌａ２ｇ２ａ的
ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０５，图６）。
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表４　Ｔｎｒ与Ｐｌａ２ｇ２ａ基因的甲基化特点

染色体 起始位置 终止位置 基因名称 功能元件
差异甲基化

水平均值

差异甲基化

Ｃ碱基数目
Ｐ值

染色体１３ ７７１２０９６４ ７７１２１０２７ Ｔｎｒ 基因间隔区 －４８．６２ ４ ＜０．０１

染色体５ １５７２８４８９９ １５７２８４９４９ Ｐｌａ２ｇ２ａ 外显子 ４１．７４ ３ ＜０．０１

差异甲基化水平均值：该区间差异甲基化水平均值，该值为｛Ｂ［ａ］Ｐ组－对照组｝×１００
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图６　Ｔｎｒ与Ｐｌａ２ｇ２ａ基因ｍＲＮＡ相对表达量分析

３　讨论

　　近年来，相关研究证明Ｂ［ａ］Ｐ作为一种潜在的神
经毒素，可以造成神经损伤从而影响学习和记忆功

能［３］。本研究通过对大鼠进行 Ｂ［ａ］Ｐ染毒并进行
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验和海马 ＨＥ染色，验证了 Ｂ［ａ］Ｐ对
大鼠海马的损伤及空间学习记忆功能的影响，与本课

题组之前研究结果基本一致［９］。ＤＮＡ甲基化是表观
遗传学最主要现象之一［１０］，ＤＮＡ甲基化可以发生在
不同染色体、不同基因区域和功能元件上，有转录抑

制、ＤＮＡ损伤和修复、ＤＮＡ的复制与包装等功能［１１］。

本研究发现Ｂ［ａ］Ｐ染毒组甲基化 Ｃ位点数量多于对
照组，与 ＷＡＮＧ等［１２］的研究结果一致，苯并芘暴露引

起的大鼠海马甲基化异常，即在 ＷＡＮＧ等［１２］的从幼

年暴露和本研究从青春期开始的暴露，均可能通过表

观改变调节突触可塑性，从而影响哺乳动物的认知

功能。

　　为了更好了解Ｂ［ａ］Ｐ诱导的神经毒性机制，本研
究对差异甲基化基因进行 ＧＯ与 ＫＥＧＧ功能富集。
ＧＯ富集分析结果显示基因都直接或间接与学习记忆
相关，如突触可塑性主要的表现形式为长时程增强

（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ），而ＬＴＰ则是构成学习与
记忆的主要分子机制之一［１３］；同时，ＧＯ分析也富集了
钙离子转运与其通道活性的调节，ＹＡＮＧ等［１４］通过对

新生大鼠进行Ｂ［ａ］Ｐ暴露进行研究得出：钙离子在神
经传递、神经退行性病变与神经发育等神经元间的过

程可能起关键作用。在 ＫＥＧＧ分析富集到的通路中，
ＭＡＰＫｓ通路是哺乳动物中存在的重要信号转导通路，
参与细胞增殖、分化、凋亡以及应激反应等生理活动过

程［１５］，张盼盼等［１６］研究得出 ＭＡＰＫｓ通路中的经典通
路—ＥＲＫ通路的激活会促进 ｃｆｏｓ蛋白表达，调控海
马ＣＡ１区神经元的凋亡，ＥＲＫ通路也在学习、记忆功
能等方面发挥关键作用［１７］；而在文献［１８］中发现 Ｒａｓ
信号通路与ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路也与学习记忆功能相
关，这些功能与通路都可能在Ｂ［ａ］Ｐ致青春期到成年
阶段的大鼠海马损伤中起关键作用，但是Ｂ［ａ］Ｐ具体
在通路中充当何种角色，还需要接下来进一步研究。

　　根据本研究 ＧＯ与 ＫＥＧＧ富集分析结果，筛选出
代表性基因进行分析。与对照组相比，Ｂ［ａ］Ｐ染毒组
中Ｔｎｒ基因在基因间区域的甲基化水平降低，Ｐｌａ２ｇ２ａ
基因在外显子区域的甲基化水平升高，其中ＴｎｒｍＲＮＡ
表达下降，Ｐｌａ２ｇ２ａｍＲＮＡ表达增加。Ｔｎｒ与神经系统
的发育、神经元的可塑性以及神经细胞的迁移等有密

切关系［１９］，ＳＡＧＨＡＴＥＬＹＡＮ等［２０］通过对 Ｔｎｒ基因敲
除小鼠的研究发现：Ｔｎｒ基因的缺失能够导致神经细
胞外周的抑制性电流减弱，从而增加了兴奋性突触传

递，并有可能最终引起了海马 ＣＡ１区的 ＬＴＰ变异。
Ｐｌａ２ｇ２ａ作为分泌型磷脂酶Ａ２中的一种亚型，是一种
广泛的促炎症因子［２１］，能够诱导神经元的凋亡并与神

经退行性病变相关［２２］。由此，我们推测甲基化所致的

基因表达水平改变可能是 Ｂ［ａ］Ｐ导致青春期到成年
大鼠海马组织神经毒性的原因之一。

　　ＲＲＢＳ虽是一种准确、高效、经济的 ＤＮＡ甲基化
研究方法，但仍有它的局限性［２３］，本研究发现的基因

甲基化位点、基因表达水平和相应功能元件的表达情

况仍然需要多种方法联合验证。从表观遗传学方面深

入探讨Ｂ［ａ］Ｐ对大鼠海马的损伤机制，有望为未来研
究Ｂ［ａ］Ｐ导致神经功能损伤的原因提供新的思路。
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