
2012 年 第 7 卷
第 5 期，491-500

生 态 毒 理 学 报
Asian Journal of Ecotoxicology

Vol. 7 , 2012
No.5, 491-500

收稿日期: 2011-11-17 录用日期: 2012-01-11
基金项目:国家自然科学基金项目(21177020; 20837004)
作者简介:王法琦(1982-)，女，博士，研究方向为环境毒理学，E-mail: wangfaqi317@126.com;
* 通讯作者( Corresponding author) ，E-mail: jinyihe@dult .edu.cn

胚胎期及哺乳期全氟辛烷磺酸盐( PFOS) 暴露对大鼠
长时程突触可塑性影响的 miRNA组学研究

王法琦，刘薇，金一和* ，马军胜，于明曦

大连理工大学环境与生命科学技术学院 教育部工业生态和环境工程重点实验室，大连 116024

摘要: 为探讨 PFOS胚胎期及哺乳期暴露对动物子代学习记忆能力影响的分子机理，采用微小 RNA(miRNA)芯片技术检测
PFOS胚胎期及哺乳期暴露对出生第 1 和 7 天大鼠脑组织 miRNA 表达的影响，分析突触可塑性相关 miRNA 表达的差异变
化。结果显示，经 PFOS暴露后出生第 1 和 7 天的大鼠脑组织中分别有 24 和 17 个 miRNA发生显著性差异表达(p <0.05)，其
中与突触传递和神经递质转运等相关的 miRNA的差异表达最为显著，主要包括 miR-466b、miR-672、miR-297、miR-674-3p 和
miR-207。差异表达 miRNA的路径分析显示出生后 1 和 7 d的大鼠的长时程增强效应(LTP)均受 PFOS显著影响(p < 0.05 )，
这说明 PFOS胚胎期及哺乳期暴露可能通过影响 LTP 的形成、发展和维持过程对大鼠子代大脑学习记忆能力造成威胁，并且
miR-466b、miR-672、miR-297、miR-674-3p 和 miR-207 可能参与了其中的调控过程。
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Abstract: To explore the molecular mechanism underlying the toxic effect of PFOS prenatal and neonatal ex-
posure on the study and memory ability of offspring, miRNA arrays were used to profile the expression of brain
miRNAs in neonatal rats on postnatal day (PND) 1 and 7 with prenatal and neonatal exposure of PFOS. The
results showed that twenty-four brain miRNAs on PND 1 and seventeen on PND 7 rats were significantly
changed after PFOS exposure (p < 0.05). miR-466b, miR-672, miR-297, miR-674-3p and miR-207, which par-
ticipate in neurotransmitter transport and synaptic transmission, showed the highest differential expression.
The analysis of pathways associated with differentially expressed miRNAs indicated that long-term potentiation
(LTP) in rat pups on PND 1 and 7 rats were significantly affected by PFOS exposure (p <0.05 ). It is demon-
strated that prenatal and neonatal exposure of PFOS could threaten the study and memory ability of rat off-
spring through the effect of the formation, maturation and maintenance of LTP. Moreover, miR-466b, miR-
672, miR-297, miR-674-3p and miR-207 might be involved in the above process.
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全氟辛烷磺酸盐 ( perfluorooctane sulfonate,
PFOS)是各类全氟有机化合物经过化学或生物降解
的最终产物，广泛用于表面活性剂、纺织品和泡沫灭
火剂等数百种工业和生活用品中[1]。最近的研究结
果显示，若母鼠在妊娠期暴露于 PFOS，PFOS可通
过胎盘屏障和胎儿血脑屏障，导致仔鼠成年后发生
神经行为障碍、潜在的学习和记忆功能异常、神经发
育缺陷等一系列的神经中毒症状，这表明 PFOS可
对仔鼠的中枢神经系统造成永久性伤害[2-5]。一些
学者利用水迷宫实验，以新生鼠为研究对象，记录它
们的游泳及逃脱表现、连续学习及记忆情况，未见
PFOS直接影响新生鼠的学习记忆能力[6-7]。由于
PFOS引起的神经毒性具有潜伏性，往往在个体成
熟后才显现出来[8]。研究表明，PFOS可影响大鼠的
空间学习记忆能力，并且这种影响可能与大脑皮质
和海马的 NR2B编码基因表达水平的改变，以及母
鼠的应激反应有关[9-10]。另有研究指出，PFOS引起
神经行为及学习记忆能力失调的机制可能是神经内
分泌系统受到了影响，包括甲状腺激素系统、皮质酮
激素和瘦素(leptin)激素等[11-12]。而本研究组前期的
研究结果表明，PFOS胚胎期及泌乳期暴露对长时
程效应生物路径有潜在的毒性效应[5]，这说明 PFOS
对动物脑学习和记忆相关的生物功能的调控机制需
在分子水平上进行深入探究。迄今为止，未见有关
PFOS胚胎期及哺乳期暴露对动物成年后学习记忆
能力影响的报道。

微小 RNA(miRNA)是近年在植物、线虫、昆虫
和哺乳动物中新发现的一类长度为 18 ～ 26 个核苷
酸(nt )的小非编码 RNA。研究表明，miRNA 可通过
与靶 mRNA的 3’非编码区(3’-UTR)互补，影响转
录体的稳定性，或抑制转录体的翻译，以实现对靶基
因的抑制[13]，从而参与细胞众多生物学功能的调
控，如生长发育，器官形成，造血过程，脂肪代谢，细
胞的分化、增殖和凋亡，肿瘤和疾病进程等。利用生
物芯片技术检测不同组织中、不同发育期、不同疾病
状态下，特别是不同毒物暴露下，受试生物 miRNA
表达变化情况的研究日渐增多。

长时程效应是突触可塑性的一种细胞生理学表
现形式，主要包括长时程增强(LTP )和长时程抑制
(LTD)。它们的形成和维持依赖于许多神经过程和
调控因子，例如细胞内外 Ca2 +稳态、Ca2 +信号转导
通路、谷氨酸受体、蛋白激酶 C激活、磷酸化及去磷
酸化过程、新基因的表达和蛋白合成、新树突棘的聚

集延伸等。LTD或 LTP 并不可能在某个突触的传
递过程中独立表达，因为这两者的诱导机制存在一
定的相似性[14]。所不同的是: 快速、大量的 Ca2 +流
可诱导 LTP，而缓慢、持久的 Ca2 + 流则可诱导
LTD[15]。脑组织是 miRNA 表达的主要器官[16]，大
量研究证明，脑功能失调与 miRNA 调控有关[17-19]。
神经系统的 miR-297 和 miR-466-b等基因可参与调
控突触传递的长时效应、神经发育和分化等过
程[16,20]，而这些突触发生产生长时程延续的毒性效
应同时也是 PFOS的毒性表征[21-24]。

由此本研究提出假设，PFOS对脑组织 miRNA
调控的干扰作用，是造成众多神经功能紊乱，诱导突
触传递效能改变的可能机制之一。本研究利用
miRNA芯片技术观察了胚胎期及哺乳期 PFOS暴
露对大鼠脑发育 miRNA 表达的影响，旨在揭示
PFOS对突触可塑性的潜在影响的分子机理。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 染毒饲料的配制

全氟辛烷磺酸钾 (K + PFOS，C8 F17 KO3 S，CAS
NO. 2795-39-3，纯度 > 98% )购自美国 Fluka 公司。
K + PFOS的溶剂为 2% (体积分数)的吐温 20。将配
制成的 1.6 mg·mL - 1 K + PFOS溶液按 20 mL·kg - 1

的比例充分混匀于粉状饲料中，染毒剂量为 3.2
mg·kg - 1，并设置溶剂对照组。利用液相色谱-串联
质谱(LC-MS/MS)技术检测染毒饲料中 PFOS的含
量，以确保 PFOS在饲料中的均匀性。
1.2 染毒实验

实验所用Wistar 雄性大鼠(250 ～300 g)及雌性
大鼠(180 ～200 g)购自大连医科大学动物中心。参
照Wang等[5]的方法，将大鼠按 3 (雌性)∶ 1 (雄性)的
比例夜晚合笼，次日清晨进行阴道镜检，以阴道镜检
检出精子记为母鼠妊娠第 1 天。将孕鼠随机分为对
照组和 PFOS染毒组(3 .2 mg·kg - 1 )。实验过程中剔
除假孕母鼠。染毒起始于母鼠怀孕第 1 天，终止于
仔鼠出生后第 1 天(PND 1)或第 7 天(PND 7)。
1.3 脑组织 RNA提取

分别选取出生后第 1 天和第 7 天仔鼠，脱臼处
死，于冰上快速取出脑皮质，小心分离外层组织，采
集后的样品均保存于液氮中用于下步检测。

取约 100 mg样品进行液氮研磨，RNA 的提取
过程按照 RNA试剂盒(日本 Takara 公司)说明书操
作。采用琼脂糖凝胶电泳，比较 28S与 18S RNA荧
光度以确定 RNA 的完整性; 采用紫外分光光度法
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测定 RNA在波长 260、280 和 320 nm 处的吸光度
来计算 RNA的纯度及浓度。从各实验组随机取出
6 个 RNA 样品 (雌雄各半)，混合均匀后准备进行
miRNA芯片分析。
1.4 miRNA芯片实验

采用鼠 OneArray芯片(台湾华联生物科技股
份有限公司)对大鼠脑组织 miRNA 表达谱进行检
测。对照组和 PFOS染毒组样品共使用芯片 8 张，
每组平行芯片 2 张。每张芯片包含 387 个成熟大
鼠 miRNA探针及 105 个阳性对照。每一目标序列
有 3 个重复，探针完全根据 Sanger 数据库 V15 中大
鼠及小鼠 miRNA 序列设计。对经过质控检测的
RNA 样品，利用 ULS miRNA 标记试剂盒 (荷兰
Kreatech 公司)进行标记，为了有效地降低背景信号
并提高芯片的检出率，在杂交前，对标记后的样品进
行预杂交。之后，使用预热清洗液(0 .1 mol·L - 1柠
檬酸缓冲液，质量分数为 0.2%的十二烷基磺酸钠)
于 37℃ 洗涤杂交芯片 5 min。采用 GenepixTM

4100B激光扫描仪(美国 Molecular Devices公司)扫
描芯片，数据利用 OneArray 芯片分析软件(台湾华
联生物科技股份有限公司)进行 75%归一化处理，
找出 PFOS暴露后的显著差异表达 miRNA。
1.5 生物信息分析

采用 3 种 miRNA 靶基因分析数据库 Tar-
getScan (http://www. targetscan. org/)、mirSVR (http://
www. microrna. org/) 和 miRDB ( http://mirdb. org/
miRDB/)分析差异表达 miRNA 的调控靶基因。利
用生物信息数据库 DAVID 6.7 (http://david. abcc.
ncifcrf.gov/)确定靶基因涉及的生物功能和生物路
径。分析项目包括基因组学(gene ontology, GO)中
的分子功能 (molecular function, MF)与生物过程
(bioprocess, BP)以及反映基因间相互联系的 KEGG
分析。分析统计方法为费舍尔的单尾精确概率法
(Fisher’s one-tailed exact probability value)，以确定
差异基因的相关丰度，统计学显著性由 P 值确定。
1.6 RT-PCR验证 miRNA

微小 RNA RT-PCR实验采用 All-in-OneTM miR-
NA qRT-PCR试剂盒(美国 GeneCopoeia公司)进行，为
了降低实验误差，RT-PCR检测采用与芯片实验相同
的总 RNA和引物序列。方法简述如下，将 1.8 μg总
RNA加入 25 μL含有 1 μL 2.5 U·μL - 1 Poly A聚合
酶和 1 μL混合反转录酶的体系中进行逆转录。反应
条件为 85℃，5 min; 37℃，60 min。取反转录后的 cD-

NAs 2 μL于 20 μL 体系中进行 PCR扩增，体系中含
有miRNA PCR引物和 All-in-One 通用引物各 2 μL，
All-in-One反应混合液 10 μL。PCR 检测仪器采用
Rotor-Gene 3000 型实时荧光定量 PCR仪(上海铂力生
物科技有限公司，中国)，检测条件为: 95℃，10 min;
95℃，10 s;80℃，20 s; 72℃，10 s，共 40 个循环。采用
2 - △△Ct方法对结果进行分析[25]。

2 结果与分析( Results and analysis)
2.1 对仔鼠脑组织 miRNA表达模式的影响

采用皮尔森(Pearson)方法分析各实验组平行样
之间 miRNA表达谱的相关性，发现平行样之间有较
好的相关关系(r > 0.99 )(图 1 )。芯片标记的已知
miRNA共 387 个，其中 243 个在大鼠脑皮质组织中
表达。科诺(Kernal)密度曲线显示，胚胎期和哺乳期
的 PFOS暴露对出生后第 1 天和第 7 天的仔鼠的脑
miRNA表达密度分布有显著影响(P < 0.05，t 检验)
(图 2)。比较 PFOS染毒组与对照组之间 miRNA 表
达数量的差异，发现在出生第 1 天和第 7 天的仔鼠脑
中分别有 24 和 17 个 miRNA显著性差异表达(表 1)。
出生第 1 天的仔鼠脑中，11 个 miRNA 上调表达，13
个 miRNA下调表达。出生第 7 天的仔鼠脑中，2 个
miRNA上调表达，15 个 miRNA下调表达。其中，上
调表达超过 2 倍的miRNA只出现在出生第 1 天的仔
鼠脑中，而且都是哺乳动物生命系统中表达量很低的
非保守性 miRNA，包括 miR-10b、miR-204* 和 miR-
25* 。同时还观察到，10 个 miRNA在出生第 1 天和
第 7 天的仔鼠脑中均下调表达，2 个 miRNA 在出生
第 1 天和第 7 天的仔鼠脑中均上调表达，2 个miRNA
的表达在出生第 1 天上调而出生第 7 天下调，没有发
现出生第 1 天下调但出生第 7 天上调的 miRNA(图
3)。可见，在发育期经 PFOS暴露后，出生 1 ～ 7 d的
仔鼠中下调表达 miRNA在数量或变化程度上均明显
高于上调表达的 miRNA。
2.2 差异表达 miRNA调控靶基因及功能分析

差异表达 miRNA 经 3 种靶基因分析工具分析
后，综合所有分析结果，去除其中重复的基因，得到
不同分析结果的并集。随后，采用 DAVID 6.7 分析
确定靶基因相关的生物功能和 KEGG路径，仅对 P
< 0.01，且每项功能涉及的基因数≥2 的生物功能
或路径进行后续研究。基因组学分析差异表达
miRNA相关的生物过程(BP)主要包括突触传递、生
长调控、神经脉冲传递、蛋白代谢和有机酸转运等;
相关的分子功能(MF)包括电压门控离子通道活性、
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蛋白二聚化活性、磷酸肌醇结合、电压门控通道活性
和蛋白激酶活性等。KEGG分析差异表达 miRNA
的生物路径如表 2 所示。差异表达 miRNA 相关生
物路径在出生第 1 天为 33 条，出生第 7 天为 8 条，

而出生第 1 天的这 33 条路径恰好包含了出生第 7
天的所有生物路径，如致癌途径、神经营养因子信号
通路、Wnt 信号通路以及长时程增强效应等(表 2)。

图 1 经 PFOS胚胎期和哺乳期暴露后出生第 1 和 7 天( PND 1 和 PND 7)仔鼠脑皮质中 miRNA聚类分析图
注: S1-1、S1-2 表示出生第 1 天的对照组平行样，S2-1、S2-2 表示出生第 1 天的 PFOS染毒组平行样，S5-1、S5-2 表示出生第 7 天的对照组平

行样，S6-1、S6-2 表示出生第 7 天的染毒组平行样。

Fig. 1 Hierarchical clustering scheme of miRNAs detected in the cortex of rat pups on postnatal
day 1 and 7 (PND 1 and PND 7) after prenatal and neonatal exposure to PFOS
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图 2 PFOS胚胎期和哺乳期暴露对出生第 1 天和第 7 天仔鼠脑 miRNA表达分布的影响
Fig. 2 Effect of prenatal and neonatal exposure to PFOS on distribution of brain miRNA expression of rat pups on PND 1 and PND 7

2.3 miRNA与 mRNA表达谱揭示差异靶基因相关
生物功能的比较

将本研究的 miRNA 芯片结果与前期研究组所
获的基因表达结果[5]进行比较，发现 2 种芯片平台
共同揭示了一些受 PFOS潜在影响的靶基因，出生
后第 1 天有 76 个，出生后第 7 天有 106 个。2 种芯
片平台共同预测了一些差异靶基因相关的生物过程
和生物路径，图 4 展示了其中与突触可塑性相关的
生物过程和路径，以及各项功能或路径的基因相关
丰度，以 PV(percentage value)值表示。
2.4 miRNA芯片结果的验证

为检验 miRNA 芯片实验结果的准确性，采用
RT - PCR技术检测了芯片结果中差异表达倍数较
高的 4 种 miRNA (miR-672、miR-207、miR-297 和
miR-1)在出生第 1 天和第 7 天大鼠脑皮质中的表达
情况，检测的 4 种 miRNA 均在神经突触传递及长
时程增强过程中起关键作用。比较 miRNA 芯片与
RT - PCR的检测结果，发现 4 种 miRNA 的表达量
在 2 种技术检测中均表现出一致的差异变化，从而
验证了 miRNA芯片结果的有效性(表 3)。

3 讨论( Discussion)
PFOS对神经系统发育的影响一直以来都是研

究的热点，虽然以往的 PFOS神经行为学研究显示
PFOS对生物的学习和记忆能力并没有显著的干扰
作用，而仅对其空间学习记忆能力有一定的毒害效
应[9-10]。然而，由于 PFOS的发育神经毒性具有潜伏
性，在生物发育早期没有表现出的毒性效应会在个
体成熟后显现出来[8]。因此，针对这种效应低，但效
应持续时间长的生物毒性的研究也应给予足够的重
视。本研究通过考察 miRNA 表达谱的变化，发现
有 5 种 miRNA差异表达最显著，分别为 miR-466b、
miR-672、miR-297、miR-674-3p 和 miR-207，它们均
参与了对长时程突触可塑性相关蛋白的基因转录或
翻译过程的调控。其中，miR-297 和 miR-466b可影
响突触神经小体的形成和功能[20]，miR-297 在仔鼠
出生的第 1 天和第 7 天均降低至对照的 18%，miR-
466b则在出生的第 1 天和第 7 天分别降低至对照
的 10%和 18%，这表明，PFOS对神经突触的发生
及发展的毒性效应[20]，以及 PFOS 对突触可塑性
LTP/LTD的潜在干扰作用均可能与 miRNA 表达
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改变有关，PFOS对突触的这种毒性效应不断累积，
直至影响到动物的学习记忆能力。

表 1 经 PFOS胚胎期和哺乳期暴露后出生第 1 天和第 7 天
仔鼠脑皮质中差异表达的 miRNA

Table 1 MiRNAs with significant expression levels
in cortex of rat pups on PND 1 and PND 7 after

prenatal and neonatal exposure to PFOS

miRNA名称
对照组

(信号强度)

PFOS暴露组

(信号强度)
FC Log2 FC

PND 1
下调表达(n =13)
rno-miR-466b 6 481.60 669.85 0.10 - 3.27
rno-miR-672 804.24 120.59 0.15 - 2.74
rno-miR-297 474.04 84.38 0.18 - 2.49

rno-miR-674-3p 222.33 84.38 0.38 - 1.40
rno-miR-207 390.91 166.01 0.42 - 1.24
rno-miR-346 196.61 91.01 0.46 - 1.11
rno-miR-466c 168.39 81.47 0.48 - 1.05

rno-miR-125b-3p 419.52 213.37 0.51 - 0.98
rno-miR-325-3p 190.43 107.33 0.56 - 0.83
rno-miR-598-5p 124.70 74.36 0.60 - 0.75

rno-miR-1 135.33 80.82 0.60 - 0.74
rno-miR-336 183.08 110.56 0.60 - 0.73
rno-miR-764 126.24 76.30 0.60 - 0.73

上调表达(n =11)
rno-miR-10b 123.15 271.88 2.21 1.14

rno-miR-204* 150.12 314.56 2.10 1.07
rno-miR-25* 1 712.22 3 463.69 2.02 1.02
rno-miR-542-5p 229.48 450.98 1.97 0.97
rno-miR-181c 194.00 353.67 1.82 0.87
rno-miR-17-3p 53.16 97.15 1.83 0.87
rno-miR-126 85.35 152.27 1.78 0.84
rno-miR-23a* 67.18 118.16 1.76 0.81
rno-miR-363* 87.00 147.42 1.69 0.76
rno-miR-668 535.63 892.92 1.67 0.74
rno-miR-665 59.93 98.6 1.65 0.72

PND 7
下调表达(n =15)
rno-miR-672 758.05 131.64 0.17 - 2.53
rno-miR-297 439.63 79.07 0.18 - 2.48
rno-miR-466b 5 377.61 976.68 0.18 - 2.46
rno-miR-363* 2 599.81 828.79 0.32 - 1.65
rno-miR-207 469.94 151.99 0.32 - 1.63

rno-miR-674-3p 228.56 78.49 0.34 - 1.54
rno-miR-325-3p 252.90 113.63 0.45 - 1.15
rno-miR-346 197.94 97.81 0.49 - 1.02
rno-miR-667 214.90 117.14 0.55 - 0.88
rno-miR-668 214.91 118.61 0.55 - 0.86
rno-miR-336 195.38 109.82 0.56 - 0.83
rno-miR-764 124.21 71.16 0.57 - 0.80
rno-miR-1 137.65 80.83 0.59 - 0.77

rno-miR-214 314.56 185.96 0.59 - 0.76
rno-miR-466c 136.16 80.98 0.59 - 0.75
上调表达(n =2)
rno-miR-204* 593.00 976.68 1.65 0.72
rno-miR-494 3 596.88 5 940.92 1.65 0.72

注: FC表示差异倍数;差异显著性分析显示 P < 0.05 且 log2 FC <

- 0.7或 > 0.7。

图 3 经 PFOS胚胎期和哺乳期暴露后出生
第 1 天和第 7 天仔鼠脑组织差异表达 miRNA数量分布
Fig. 3 Numeric distribution of differentially expressed

miRNAs in brains of rat pups on PND 1
and PND 7 after prenatal and neonatal exposure to PFOS

表 2 经 PFOS胚胎期和哺乳期暴露后出生第 1 天和第 7 天
仔鼠脑皮质中差异表达 miRNA的相关生物路径

Table 2 Differentially expressed miRNAs associated
biopathways in the cortex of rat pups on PND 1 and
PND 7 after prenatal and neonatal exposure to PFOS

路径名称 差异基因百分比/% PV值

PND 1

癌症路径 2.6E-01 1.5E-04

mTOR信号路径 7.2E-02 3.1E-04

黏着斑形成 1.7E-01 7.4E-04

胰岛素信号通路 1.3E-01 7.5E-04

神经营养蛋白信号通路 1.2E-01 7.6E-04

细胞癌症 8.1E-02 9.5E-04

胰腺癌 8.1E-02 9.5E-04

卵母细胞减数分裂 1.1E-01 1.2E-03

中枢神经系统发育 8.9E-02 1.7E-03

蛋白信号通路 7.2E-02 4.7E-03

ErbB信号通路 8.5E-02 4.8E-03

Wnt 信号通路 1.2E-01 6.6E-03

细胞内吞作用 1.6E-01 8.0E-03

肌侧萎缩硬化症 6.4E-02 8.5E-03

PND 7

癌症路径 2.6E-01 1.6E-03

卵母细胞减数分裂 1.2E-01 2.1E-03

黏着斑形成 1.7E-01 3.2E-03

神经营养蛋白信号通路 1.2E-01 5.0E-03

Wnt 信号通路 1.3E-01 7.6E-03

注:差异基因百分比指芯片结果中某一路径涉及的差异基因数与此

项路径相关的总基因数的百分比; PV值用以表示某一路径的基因相

关丰度。
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图 4 miRNA 芯片与 mRNA 芯片预测的经 PFOS 胚胎
期和哺乳期暴露后出生第 1 天和第 7 天仔鼠脑组织差异
表达基因相关生物过程( BP，bioprocess) 及生物路径
( PW，pathway)的丰度比较
注: PV值用以表示某一路径的基因相关丰度。

Fig. 4 Enrichment of bioprocesses and pathways associ-
ated with differentially expressed genes in brains of rat
pups on PND 1 and PND 7 after prenatal and neonatal
exposure to PFOS (comparison between miRNA biochip
and mRNA biochip results)

表 3 RT-PCR结果和 miRNA芯片结果中
4 种差异表达 miRNA的差异倍数( FC) 比较

Table 3 Comparison of fold changes (FC) of four
differentially expressed miRNAs between
RT-PCR and miRNA biochip results

miRNA名称
PND 1 PND 7

RT-PCR miRNA芯片 RT-PCR miRNA芯片

rno-miR-672 0.23 0.15 0.24 0.17

rno-miR-207 0.17 0.42 0.17 0.32

rno-miR-297 0.33 0.18 0.27 0.18

rno-miR-1 0.46 0.60 0.58 0.59

同样，利用生物信息工具分析也得到了类似的
结果。miRNA芯片结果经基因组学分析后得到大
量与突触可塑性相关的生物过程(BP )信息，其中一
些 BP 也是本研究组前期对 mRNA 芯片结果分析
得到的 PFOS反应性 BP。长时程增强和 Wnt 信号
转导通路是 2 种芯片结果中均显示显著变化的路
径，而且这 2 条路径也是唯一 2 条在出生第 1 和 7
天均有明显改变的路径。不同的生物芯片在不同的
发育期预测出的生物路径的改变具有一致性，这说
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明，与其他生物过程相比，这些生物过程或路径在
PFOS暴露后发生功能性改变的可能性更大，提示
发育早期的 PFOS暴露极有可能影响突触传递的长
时程增强作用，且这种效应与 miRNA 的调控有关，
这些差异表达 miRNA和 mRNA相关的生物过程可
能参与 PFOS的致毒过程。2 种芯片结果均显示
PFOS对出生第 1 天和第 7 天的大鼠的 Ca2 +稳态及
转运相关过程有潜在影响，如钙离子稳态和阳离子
转运等。突触前后 Ca2 +浓度的变化在突触长时程
可塑性中发挥了重要的信息传递作用[26]。首先，
Ca2 +是突触发生的启动信号。神经细胞受到刺激
后产生动作电位并向远端的轴突传播，使突触前
Ca2 +通道开放并释放神经递质，作用于突触后神经
元相应的兴奋性或抑制性受体上，使突触后神经元
局部膜去极化或超极化，从而产生兴奋性电流
(ESPS)或抑制性电流 (ISPS)[27]。其次，Ca2 +浓度升
高是 LTP/LTD形成、维持及产生膜受体变化与即
刻早基因(IEG)表达的必要条件。神经元最后形成
的是 LTP 还是 LTD，取决于 Ca2 + 流的速度和强
度[28]。LTP 的后期维持需要新基因的表达和蛋白
的合成，Ca2 + 作为第二信使通过激活钙调蛋白
CaMKⅡ和 CREB 等多种蛋白因子调控 IEG的表
达，IEG转录表达后可作用于相关靶基因，诱导重要
蛋白的表达，以维持 LTP [26,29]。以往研究已证实，
PFOS可改变钙调蛋白 CaMKⅡ和 CREB 表达水
平[30]，对 Ca2 +信号通路产生毒性效应。由此可见，
PFOS有可能通过干扰 Ca2 +相关生物过程影响突触
的长时程增强效应。

在本研究的 miRNA 表达谱和前期研究的 mR-
NA表达谱中，还发现了一些诸如生物粘附、细胞信
号传递、神经冲动传递和神经动作电位调控等
PFOS反应性 BP，这些 BP 是 LTP/LTD的起始启动
信号，它们的改变会影响动作电位的强度及频率，继
而对后续的突触传递和长时程效应产生一系列的干
扰作用[31]。长时程效应的产生必须以神经递质有
效地转运至突触前膜为前提，当它们与突触囊泡上
的 Ca2 +感受器蛋白的突触结合蛋白结合后，改变了
处于准备状态的 3 个 SNARE 蛋白的疏松结合模
式，在极短的时间内使之形成紧密稳定的 SNARE
核心复合体[31]。在一系列蛋白相互作用下，囊泡和
突触前膜进一步靠拢并形成融合孔，将神经递质释
放到突触间隙[31]。分析结果中的突触传递、囊泡转
运和神经递质转运这 3 种 BP 涉及的调控 miRNA

无论在大鼠出生后 1 d 或 7 d，都是众多差异表达
miRNA中变化倍数最显著的，包括 miR-466b、miR-
672、miR-297、miR-674-3p 和 miR-207，说明 PFOS
极有可能通过改变这些 miRNA 的表达，干扰突触
传递中的递质释放转运过程，而对 LTP 造成影响。

此外，一些 BP 如蛋白定位、轴突生成及发育、
神经元分化及发育和学习记忆等过程也是 miRNA
和 mRNA 2 种芯片结果中均有显著变化 BP，它们
显示了神经元在 LTP 后期发生的功能变化和形态
改变，是突触可塑性的重要体现。突触发育首先表
现的是突触后受体的动态转运调节，磷酸化及去磷
酸化过程可使突触后受体参与插入膜和内吞的动态
活动，或者参与调节离子型受体的通道通透性，最终
导致蛋白定位的改变[32]。LTP 的诱导和表达可调
节特异性基因和蛋白的表达，包括蛋白磷酸化、新基
因表达和新蛋白合成等细胞内效应，使整个突触后
结构的树突棘发生活跃的动态变化，从而进一步影
响神经元的分化和生长以及中枢神经系统的长时程
记忆[33-34]。因此，这些生物过程的显著改变再次证
实了发育早期的 PFOS暴露对动物子代学习记忆能
力有潜在威胁。

综上所述，miRNA分子可能在神经系统发育早
期参与了 PFOS的致毒过程，其中对长时程增强效
应的调控潜能最为显著。LTP 是脑学习记忆的细
胞基础，大鼠发育早期的 PFOS暴露可能对突触传
递的 LTP 产生影响，进而干扰神经系统的突触可塑
性，威胁脑的学习记忆功能，一些 PFOS反应性脑
miRNA可能参与了其中的调控过程，如 miR-466b、
miR-672、miR-297、miR-674-3p 和 miR-207。因此，
母体在子体胚胎期及出生早期避免 PFOS的暴露对
保护后代学习记忆功能和脑的健康发育至关重要。
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