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基于GC-MS研究OPFRs对PC12细胞代谢的影响
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摘 要:基于气相色谱 质谱(gaschromatography-massspectrometry,GC-MS)研究了4种有机磷阻燃剂(or-

ganophosphateflameretardants,OPFRs)对神经细胞PC12代谢的影响.首先将PC12细胞分别暴露于4种不同浓度

的阻燃剂中,利用噻唑蓝(methylthiazolyltetrazolium,MTT)比色法选出对细胞存活率影响较小的浓度.然后在该浓

度下培养细胞并提取代谢物,利用GC-MS对细胞内的代谢物进行非靶向代谢组学分析.接着采用SIMCA软件对定

量后的代谢数据进行OPLS-DA分析,找出细胞中受到OPFRs影响的关键代谢物,并利用生物信息学方法分析这些

关键代谢物所涉及的重要代谢通路.该研究共鉴定出PC12细胞中的38种小分子代谢物.经过多元统计分析发现

4种OPFRs均影响PC12细胞的代谢表型.OPFRs在100μmol/L和1000μmol/L浓度下,对PC12细胞表现出显著

的细胞毒性.其中糖代谢和氨基酸代谢是受影响的主要代谢通路.
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有机磷阻燃剂(organophosphateflameretardants,OPFRs)是一类含有有机磷元素的新型添加剂,具有

热稳定性,能够阻止聚合物材料引燃或者抑制火焰传播,其已被作为禁用溴化阻燃剂的替代品而广泛使

用[1-2].与传统阻燃剂一样,OPFRs并非通过化学骨架与外源材料结合,主要是通过物理手段加入外源材

料,此外大多数OPFRs具有半挥发性,因此很容易进入环境介质中[3].环境中的这些污染物可以通过室内灰

尘吸入、皮肤吸收、手口接触的方式进入人体,对机体产生不同程度的损伤,威胁人类健康[4-5].因此对这些

环境污染物毒性的研究具有重要意义.本文研究目的是探究4种OPFRs(磷酸三苯酯(triphenylphosphate,

TPHP)、甲苯磷酸二苯酯(cresyldiphenylphosphate,CDP)、间苯二酚双(二苯基)磷酸酯(resorcinol
bis(diphenylphosphate),RDP)和磷酸三烯丙酯(triallylphosphate,TAP))对神经细胞PC12代谢的影响.

芳基OPFRs具有发育、生殖和内分泌毒性,以及潜在的神经毒性[6].TPHP、CDP和 RDP均为芳基

OPFRs.有研究表明TPHP有内分泌扰乱作用和发育毒性[7],对呼吸道细胞也有明显的损伤作用[8];CDP会

破坏DNA和线粒体,导致细胞周期停滞[9];RDP的分子结构是以 TPHP为基础的,分子量和含磷量比

TPHP高,导致其挥发性比TPHP低,热稳定性比TPHP高,因此RDP极有可能会产生生物积累效应[6].
TAP可以作为反应型阻燃剂,添加到不饱和聚酯树脂和高压锂离子电池的电解液中,起到阻燃和改善相关

性能的双重作用[10-11].目前,对于TPHP和CDP神经毒性的研究比较少,而RDP和TAP对PC12细胞毒

性的研究则未见报道.
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代谢组学目前已经成为对不同类型生物组织中的代谢物进行定性和定量分析的前沿方法,通过生成来

自生物代谢物的小分子轮廓,直观反映出复杂生化反应网络的结果[12].近年来,科学界积极探索代谢组学的

功能表征,并将该方法用于解决环境毒理学方面的问题[13].同时,由于气相色谱 质谱(gaschromatography-
massspectrometry,GC-MS)技术的稳健性和重现性,以及成熟的代谢物数据库,其被认为是代谢组学研究

最高效的平台之一[14].
本研究以PC12细胞作为OPFRs神经毒性探究的体外模型,对暴露于OPFRs的细胞提取物进行了基

于GC-MS技术的代谢组学分析.研究结果可为新污染物对人类的健康风险提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

TPHP(CAS:115-86-6,纯度98%)购自阿拉丁(上海)有限公司;CDP(CAS:26444-49-5,纯度93%)购自

北京百灵威科技有限公司;代谢物对照品(分析纯)和RDP(CAS:57583-54-7,纯度98%)均购自上海麦克林

生化科技有限公司;TAP(CAS:1623-19-4,纯度98%)购自上海毕得医药科技股份有限公司.溶解上述化学

品所需的二甲基亚砜(DMSO)购自北京索莱宝科技有限公司.高糖培养基(hyClone)、胎牛血清(cell-Box)、
青霉素-链霉素溶液购自碧云天生物技术有限公司.甲醇、甲基叔丁基醚、吡啶和甲氧胺盐酸盐均购自美国默

克公司,噻唑蓝(methylthiazolyltetrazolium,MTT,纯度98%)和硅烷化试剂三甲基氰硅烷均购自天津希

恩思生化科技有限公司.实验用水均为 Milli-Q超纯水机制备的超纯水.TraceISQTM 气质联用仪(EI离子

源)和LabServK3Touch酶标仪均为美国ThermoScientific公司生产.
1.2 细胞培养

PC12细胞由郑州大学药学院提供,在本实验室进行传代培养.细胞培养在由胎牛血清(体积分数为

10%),青霉素/链霉素双抗混合液(体积分数为1%)和高糖培养基(体积分数为89%)配制而成的完全培养

基中进行.细胞接种时用直径6cm的培养皿,并将培养皿置于环境适宜的培养箱(37℃、体积分数5%的

CO2)中培养.观察细胞生长至密度90%左右可进行传代,胰酶消化50s左右.
1.3 MTT分析

使用 MTT比色法,评估4种有机磷阻燃剂对PC12细胞活力的影响.将从培养皿中收集的细胞以

5000个/孔的密度接种在96孔板中,每孔有100μL细胞悬液,在培养箱中培养24h.待细胞贴壁后,去除旧

培养液,对细胞进行48h的OPFRs暴毒处理.随后向每个孔中加入20μL的MTT溶液(终质量浓度0.5g/L).
待孵育4h后,加入100μL的三联液(SDS-HCl-异丁醇溶液)溶解与活细胞数成正比的甲臜晶体.6h后,使
用酶标仪在570nm处测量吸光度.
1.4 细胞样品前处理

细胞接种:将对数生长期状态良好的PC12细胞以105 个/孔的密度接种于消毒后的培养皿中,培养过夜.
暴毒处理:细胞贴壁后,弃去旧培养液.在1.3节分析基础上,用10μmol/L的OPFRs对细胞进行48h

的暴毒处理.随后,取出细胞培养皿置于冰上,除去培养液,用4℃预冷的生理盐水洗涤细胞3次,立即移入

超低温冰箱(-80℃)抑制细胞代谢.
代谢物的萃取:从超低温冰箱取出细胞,用细胞刮刀分3次获取约300μL的细胞悬液于1.5mL的EP

管中,随后进行3次冻融循环(-80℃ 存放60min,37℃融化30min).细胞破碎后,加入90μL的内标溶

液,600μL的萃取溶液(甲醇和甲基叔丁基醚体积比9∶1混合),涡旋混匀后,4℃静置1h沉淀蛋白及萃取

代谢物.接着4℃,12000r/min,低温离心10min.离心后,取上层代谢物溶液于衍生瓶中,37℃下氮气吹干.
代谢物的衍生:采用本实验室开发的肟化和硅烷化两步衍生法[15].衍生后的样品转入色谱瓶中供

GC-MS分析使用.
1.5 数据处理

将GC-MS获得的谱图和原始数据导入AMDIS数据处理软件进行解卷积,使用NIST数据库和标准物

质鉴定代谢物.对代谢物的特征离子峰进行面积积分,并根据每个样本的内标面积对所得数据归一化处理,
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得到代谢物的相对浓度.使用SIMCA-P14.1软件对处理后的数据进行分析,采用 OPLS-DA模型对数据降

维处理,获得样品的分类和聚集信息以及VIP 值,然后选择SPSS22.0软件中的独立样本t检验对数据进

行差异分析.

2 结 果

2.1 MTT法测定OPFRs的细胞毒性

利用 MTT法测定了4种OPFRs分别在0.1~1000μmol/L浓度下对PC12细胞的毒性效应,如图1
所示.结果表明4种OPFRs在1000μmol/L和100μmol/L浓度下,表现出显著的细胞毒性,而在10μmol/L、

1μmol/L和0.1μmol/L浓度下细胞毒性差异均不显著.因此选定10μmol/L作为进一步细胞代谢组学实验

的暴露浓度.

2.2 PC12细胞中代谢物的鉴定

经过GC-MS分析后,得到细胞内代谢物的总离子流图,见附录图S1.经鉴定得到38种胞内代谢物.
2.3 GC-MS数据的多元统计分析

为了分析4种OPFRs对PC12细胞的影响,使用GC-MS对分别暴露于4种OPFRs的细胞进行了非靶

向代谢组学分析.得到的数据通过SIMCA软件进行OPLS-DA处理.OPLS-DA模型可以缩小组内差异并最

大化区分组间差异[16].该模型的预测参数R2X 和R2Y 表示对X 和Y 的解释率,数值越趋近于1表示分析

模型越稳定可靠,Q2 表示模型的预测能力,在代谢组学的数据分析中,认为Q2>0.5时模型效果较好[17].由
图2中OPLS-DA得分图可见,4种OPFRs处理组和对照组的细胞代谢数据集之间均存在显著差异,其中

TPHP和CDP处理组和对照组的组间差异显著,RDP和TAP处理组和对照组的组间差异相对较小.由与

其对应的S-plot图可见,OPFRs处理组中的VIP 值大于等于1(VIP⩾1)的代谢物的含量表现出广泛的下

调,其中TPHP、CDP和RDP使得PC12细胞中的肌醇、柠檬酸、富马酸、苹果酸和苏氨酸等关键代谢物(重
要代谢途径的主要代谢物)的含量降低;TAP在使肌醇、甘氨酸、丙氨酸、苏氨酸等关键代谢物的含量降低的

同时,也使柠檬酸、脯氨酸和谷氨酸等关键代谢物的含量升高.
2.4 差异表达代谢物的筛选与分析

根据OPLS-DA模型的结果筛选组间差异表达的代谢物,通过VIP 值和独立样本t检验的P 值相结合

进行筛选,将VIP>1且P>0.05的代谢物作为潜在的生物标志物进行进一步的分析.4种OPFRs的差异

表达代谢物信息见表1至表4.
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2.5 代谢通路分析

将筛选出的差异表达代谢物通过 MetaboAnalyst5.0(https://www.metaboanalyst.ca/)在线进行分析,
根据路径富集分析中的P 值和路径拓扑分析中的路径影响值显示出所有匹配的代谢通路.本文采用了

KEGG数据库,如图3所示,选取主要代谢途径,分析其潜在的作用机制.
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表1 TPHP差异代谢物筛选结果

Tab.1 TPHPdifferentialmetabolitescreeningresults

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

1 苏氨酸(Threonine) 1.16463 0.001

2 缬氨酸(Valine) 1.14804 0.000

3 丙氨酸(Alanine) 1.12837 0.004

4 尿苷(Uridine) 1.11820 0.001

5 焦谷氨酸(Pyroglutamicacid) 1.09829 0.010

6 亮氨酸(Leucine) 1.09466 0.002

7 棕榈酸(Palmiticacid) 1.08686 0.010

8 肌醇(Inositol) 1.08081 0.013

9 苹果酸(Malicacid) 1.07723 0.014

10 对羟基苯乙酸(P-hydroxyphenylaceticacid)1.07384 0.001

11 核糖(Ribose) 1.07349 0.013

12 丝氨酸(Serine) 1.07256 0.002

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

13 脯氨酸(Proline) 1.06995 0.016

14 柠檬酸(Citricacid) 1.05822 0.020

15 苯丙氨酸(Phenylalanine) 1.05121 0.006

16 葡萄糖酸(Gluconicacid) 1.05014 0.021

17 6-磷酸葡萄糖(Glucose-6-phosphate) 1.03813 0.026

18 乳酸(Lacticacid) 1.03257 0.028

19 硬脂酸(Stearicacid) 1.03035 0.027

20 甘氨酸(Glycine) 1.02944 0.025

21 葡萄糖(Glucose) 1.02290 0.023

22 半胱氨酸(Cysteine) 1.00898 0.042

23 富马酸(Fumaricacid) 1.00621 0.016

表2 CDP差异代谢物筛选结果

Tab.2 CDPdifferentialmetabolitescreeningresults

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

1 对羟基苯乙酸(P-hydroxyphenylaceticacid)1.21275 0.000

2 苏氨酸(Threonine) 1.18520 0.001

3 棕榈酸(Palmiticacid) 1.15589 0.012

4 尿苷(Uridine) 1.14818 0.003

5 焦谷氨酸(Pyroglutamicacid) 1.13111 0.019

6 富马酸(Fumaricacid) 1.12386 0.018

7 核糖(Ribose) 1.12263 0.022

8 柠檬酸(Citricacid) 1.12034 0.023

9 脯氨酸(Proline) 1.11801 0.024

10 肌醇(Inositol) 1.11120 0.025

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

11 苹果酸(Malicacid) 1.10917 0.024

12 缬氨酸(Valine) 1.07884 0.015

13 单棕榈酸甘油酯(GlycerylMonopalmitate)1.07784 0.036

14 单硬脂酸甘油酯(GlycerylMonostearate) 1.05711 0.037

15 硬脂酸(Stearicacid) 1.04210 0.048

16 6-磷酸葡萄糖(Glucose-6-phosphate) 1.04142 0.046

17 尿嘧啶(Uracil) 1.01893 0.013

18 草酸(Oxalicacid) 1.01196 0.045

19 葡萄糖酸(Gluconicacid) 1.01027 0.042

表3 RDP差异代谢物筛选结果

Tab.3 RDPdifferentialmetabolitescreeningresults

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

1 亮氨酸(Leucine) 1.18405 0.007

2 苏氨酸(Threonine) 1.16949 0.009

3 肌醇(Inositol) 1.16583 0.010

4 富马酸(Fumaricacid) 1.13116 0.017

5 硬脂酸(Stearicacid) 1.18714 0.022

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

6 磷酸二羟丙酮(Dihydroxyacetonephosphate)1.10966 0.023

7 甘氨酸(Glycine) 1.07201 0.025

8 草酸(Oxalicacid) 1.08033 0.031

9 柠檬酸(Citricacid) 1.11911 0.035

10 苹果酸(Malicacid) 1.04521 0.048

3 讨论与结论

由表1至表4可见,4种阻燃剂均使PC12细胞中的肌醇含量下降,从而对磷酸肌醇代谢途径产生了影

响.肌醇具有抗氧化功能,可以修复线粒体突变,对神经细胞有一定的保护作用[16].其中结构相近的TPHP、

CDP和RDP均对三羧酸(TCA)循环产生了影响,表现为柠檬酸、富马酸和苹果酸的浓度下降.TCA循环在

线粒体中发生,是连接细胞合成代谢和分解代谢间的重要桥梁[18].同时乙醛酸和二羧酸代谢途径有助于能
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量代谢过程中的TCA循环[19],在本研究中这2条代谢通路间存在共同被影响的代谢物柠檬酸.SHARMA
等[20]指出TCA循环通过整合中枢代谢物的信号以调节与衰老相关的代谢功能障碍,所以推测有机磷阻燃

剂可能促使细胞衰老从而影响细胞的活性和功能,然而其具体机理仍需进一步探究.
表4 TAP差异代谢物筛选结果

Tab.4 TAPdifferentialmetabolitescreeningresults

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

1 肌醇(Inositol) 1.56876 0.000

2 甘氨酸(Glycine) 1.50889 0.000

3 丙氨酸(Alanine) 1.50376 0.000

4 柠檬酸↑(Citricacid) 1.44567 0.004

5 焦谷氨酸(Pyroglutamicacid) 1.44336 0.001

编号 代谢物(Metabolites) VIP T-test(P)

6 苏氨酸(Threonine) 1.22845 0.027

7 对羟基苯乙酸(P-hydroxyphenylaceticacid)1.18867 0.042

8 脯氨酸↑(Proline) 1.17705 0.038

9 谷氨酸↑(Glutamicacid) 1.11432 0.037

  注:未标箭头的代谢物浓度均为下降↓.

  TPHP、RDP和TAP处理组与对照组相比,甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢通路受到显著干扰.每组中的

甘氨酸和苏氨酸的含量都有不同程度的下降.苏氨酸是人体必需的氨基酸,通过膜转运蛋白与甘氨酸和丝氨

酸连接,同时,苏氨酸具有促进细胞免疫防御的功能[21].这3种氨基酸还是合成蛋白质、核酸和脂质的必须

前体[22].TPHP处理组影响最大的代谢途径为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成.苯丙氨酸和色氨酸都是
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必需氨基酸,苯丙氨酸可以通过苯丙氨酸羟化酶转化为酪氨酸[23].酪氨酸与能量代谢和免疫有关,色氨酸与

多种保护功能相关,包括调节氧化应激、免疫反应和炎症[19].在TAP处理组中,丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢;谷氨酰胺、谷氨酸和谷胱甘肽代谢以及精氨酸和脯氨酸代谢均受到影响.与对照组相比,TAP处理组

的谷氨酸、脯氨酸和柠檬酸浓度升高.其中,谷氨酸不仅是人体内重要的氨基酸,也是哺乳动物神经系统中含

量最多的神经递质,还具有促氧化作用,过高浓度的谷氨酸通过胱氨酸-谷氨酸逆向转运体抑制细胞对胱氨

酸的摄取,导致谷胱甘肽水平降低和活性氧积累[24].谷胱甘肽是一种由谷氨酸、甘氨酸和半胱氨酸组成的三

肽,作为自由基清除剂,在细胞防御氧化攻击中起关键作用[25].本研究中,用于合成谷胱甘肽的甘氨酸浓度

降低,表明PC12细胞的氧化还原状态不平衡.此外有研究表明精氨酸和脯氨酸代谢与多种人类疾病的炎症

密切相关,如痛风[26]和肌萎缩侧索硬化症[27],所以该代谢通路的改变也应当被重视.
总之,本工作利用GC-MS代谢组学技术,分析了PC12细胞在4种OPFRs暴露下的代谢表型变化.研

究共鉴定出38种小分子代谢物,通过OPLS-DA分析,分别找出了相关的差异表达代谢物,通过对这些差异

表达代谢物进行生物信息学分析,发现OPFRs可以影响PC12细胞的TCA循环、磷酸肌醇代谢以及各种氨

基酸代谢途径.实验获得的结果有助于揭示磷系阻燃剂的神经毒性.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.07.18.0004).

参 考 文 献

[1] 陈世存,陶芳,丁锦建,等.新型有机磷阻燃剂环境污染物的研究进展[J].环境化学,2021,40(4):949-963.

CHENSC,TAOF,DINGJJ,etal.Researchprogressofemergingorganophosphateflameretardantsenvironmentalpollutants[J].Envi-

ronmentalChemistry,2021,40(4):949-963.
[2] 杨吉双,张庆合,苏立强.食品中有机磷酸酯阻燃剂检测技术的研究进展[J].色谱,2020,38(12):1369-1380.

YANGJS,ZHANGQH,SULQ.Advancesinthedevelopmentofdetectiontechniquesfororganophosphateesterflameretardantsin

food[J].ChineseJournalofChromatography,2020,38(12):1369-1380.
[3] HUANGJN,YELJ,FANGML,etal.Industrialproductionoforganophosphateflameretardants(OPFRs):bigknowledgegapsneedto

befilled? [J].BulletinofEnvironmentalContaminationandToxicology,2022,108(5):809-818.
[4] HOUR,XUYP,WANGZJ.ReviewofOPFRsinanimalsandhumans:absorption,bioaccumulation,metabolism,andinternalexposure

research[J].Chemosphere,2016,153:78-90.
[5] 范瑞芳,王丛丛.双酚A暴露致神经细胞凋亡和炎症性死亡的研究进展[J].河南师范大学学报(自然科学版),2022,50(1):12-22.

FANRF,WANGCC.ResearchprogressofbisphenolA-inducedneuronalapoptosisandinflammatorydeath[J].JournalofHenanNor-

malUniversity(NaturalScienceEdition),2022,50(1):12-22.
[6] VANDERVEENI,DEBOERJ.Phosphorusflameretardants:properties,production,environmentaloccurrence,toxicityandanalysis[J].

Chemosphere,2012,88(10):1119-1153.
[7] OLIVERIAN,ORTIZE,LEVINED.Developmentalexposuretoanorganophosphateflameretardantalterslaterbehavioralresponses

todopamineantagonisminzebrafishlarvae[J].NeurotoxicologyandTeratology,2018,67:25-30.
[8] CHENJY,LIGY,YUH,etal.Therespiratorycytotoxicityoftypicalorganophosphorusflameretardantsonfivedifferentrespiratory

tractcells:whicharethemostsensitiveone? [J].EnvironmentalPollution,2022,307:119564.
[9] YUANSW,HANYN,MAM,etal.Aryl-phosphorus-containingflameretardantsinduceoxidativestress,thep53-dependentDNAdam-

ageresponseandmitochondrialimpairmentinA549cells[J].EnvironmentalPollution,2019,250:58-67.
[10] WAZARKARK,KATHALEWAR M,SABNISA.Flammabilitybehaviorofunsaturatedpolyestersmodifiedwithnovelphosphorous

containingflameretardants[J].PolymerComposites,2017,38(7):1483-1491.
[11] XIAJ,MADECL,MAL,etal.Studyoftriallylphosphateasanelectrolyteadditiveforhighvoltagelithium-ioncells[J].JournalofPower

Sources,2015,295:203-211.
[12] LIUXJ,LOCASALEJW.Metabolomics:aprimer[J].TrendsinBiochemicalSciences,2017,42(4):274-284.
[13] HULL,LIUJJ,ZHANGWH,etal.Functionalmetabolomicsdecipherbiochemicalfunctionsandassociatedmechanismsunderliesmall-

moleculemetabolism[J].MassSpectrometryReviews,2020,39(5/6):417-433.
[14] BEALEDJ,PINUFR,KOUREMENOSKA,etal.ReviewofrecentdevelopmentsinGC-MSapproachestometabolomics-basedre-

search[J].Metabolomics,2018,14(11):152.
[15] DAIM,MAT,NIUY,etal.Analysisoflow-molecular-weightmetabolitesinstomachcancercellsbyasimplifiedandinexpensiveGC/MS

metabolomicsmethod[J].AnalyticalandBioanalyticalChemistry,2020,412(12):2981-2991.

201 河南师范大学学报(自然科学版)                2024年



[16] YANGWQ,ZHAOF,FANGYJ,etal.1H-nuclearmagneticresonancemetabolomicsrevealingtheintrinsicrelationshipsbetweenneu-

rochemicalalterationsandneurobehavioralandneuropathologicalabnormalitiesinratsexposedtotris(2-chloroethyl)phosphate[J].

Chemosphere,2018,200:649-659.
[17] 张明铭,林源,王中奇,等.基于代谢组学分析Opg基因敲除小鼠骨骼肌萎缩的初步机制[J].解放军医学杂志,2023,48(5):560-569.

ZHANGM M,LINY,WANGZQ,etal.AnalysisonthemechanismofskeletalmuscleatrophyinOpggeneknockoutmicebasedon

metabolomics[J].MedicalJournalofChinesePLA,2023,48(5):560-569.
[18] 李易泽,黄敏.代谢调控肿瘤微环境固有免疫应答机制研究进展[J].药学学报,2022,57(9):2622-2641.

LIYZ,HUANGM.Metabolicregulationofinnateimmunityincancer[J].ActaPharmaceuticaSinica,2022,57(9):2622-2641.
[19]SONGYQ,HUTT,GAO H,etal.AlteredmetabolicprofilesandbiomarkersassociatedwithastragalosideIV-mediatedprotection

againstcisplatin-inducedacutekidneyinjuryinrats:anHPLC-TOF/MS-baseduntargetedmetabolomicsstudy[J].BiochemicalPharma-

cology,2021,183:114299.
[20]SHARMAR,RAMANATHANA.Theagingmetabolome—biomarkerstohubmetabolites[J].PROTEOMICS,2020,20(5/6):1800407.
[21] MALINOVSKYAV.Reasonforindispensabilityofthreonineinhumansandothermammalsincomparativeaspect[J].Biochemistry

(Moscow),2017,82(9):1055-1060.
[22] WANGH,MCNEILYR,YEOTW,etal.Simultaneousdeterminationofmultipleaminoacidsinplasmaincriticalillnessbyhighper-

formanceliquidchromatographywithultravioletandfluorescencedetection[J].JournalofChromatographyB,2013,940:53-58.
[23] CHOUYJ,KOBERK M,YEHKH,etal.Apilotstudyofmetabolomicpathwaysassociatedwithfatigueinpatientswithcolorectal

cancerreceivingchemotherapy[J].EuropeanJournalofOncologyNursing,2022,56:102096.
[24] GREENWOODSM,CONNOLLYCN.Dendriticandmitochondrialchangesduringglutamateexcitotoxicity[J].Neuropharmacology,

2007,53(8):891-898.
[25] GRIFFITHOW.Biologicandpharmacologicregulationofmammalianglutathionesynthesis[J].FreeRadicalBiologyandMedicine,1999,

27(9/10):922-935.
[26]SHENX,WANGC,LIANGNN,etal.Serummetabolomicsidentifiesdysregulatedpathwaysandpotentialmetabolicbiomarkersforhy-

peruricemiaandgout[J].Arthritis&Rheumatology,2021,73(9):1738-1748.
[27]PATINF,CORCIAP,VOURC’HP,etal.Omicstoexploreamyotrophiclateralsclerosisevolution:thecentralroleofarginineandpro-

linemetabolism[J].MolecularNeurobiology,2017,54(7):5361-5374.

ResearchontheeffectsofOPFRsonthemetabolismof
PC12cellsbasedonGC-MS

SunMengyaoa,ZhaoYafeib,WangShaominb,LiuHongminc

(a.SchoolofEcologyandEnvironment;b.CollegeofChemistry;c.CollaborativeInnovationCenterofNewDrugResearch

andSafetyEvaluationofHenanProvince,ZhengzhouUniversity,Zhengzhou450001,China)

  Abstract:Thisresearchexploredtheeffectsoffourorganophosphorusflameretardants(OPFRs)onthemetabolismof
nervecells(PC12)basesongaschromatography-massspectrometry(GC-MS).Firstly,PC12cellswereexposedtovariouscon-
centrationsoffourflameretardants,andtheconcentrationthathadminimaleffectoncellviabilitywasdeterminedbymethyl
thiazolyltetrazolium(MTT)colorimetry.Then,thecellswereculturedatthisconcentration,andmetaboliteswereextracted
andanalyzedbyusingGC-MSfornon-targetedmetabolomics.Subsequently,SIMCAsoftwarewasutilizedtoperformOPLS-
DAanalysisonthequantitativemetabolicdatatodiscoverthesignificantmetabolitesimpactedbyOPFRsincells.Finally,

bioinformaticsmethodswereemployedtodissectthepertinentmetabolicpathwayslinkedtothesekeymetabolites.Atotalof
38small-moleculemetaboliteswereidentifiedinPC12cells.MultivariatestatisticalanalysisshowedthatallthefourOPFRs
affectedthemetabolicphenotypeinPC12cells.OPFRsshowedsignificantcytotoxicityagainstPC12cellsat100μmol/Land
1000μmol/Lconcentrations.Carbohydratemetabolismandaminoacidmetabolismweremainlyaffectedincells.

Keywords:organophosphateflameretardants;metabolomics;GC-MS;PC12cells
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