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摘要!菜籽油富含酚酸!其中芥子酸具有较强的抗氧化能力!能够清除氧自由基!提高细胞氧化应激

反应能力& 以油酸诱导Q6[S! 细胞构建脂毒性模型!通过aRH#46k分析芥子酸干预对Q6[S! 细

胞差异表达基因的影响!并对Q6[S! 细胞中差异表达基因进行了 Sd分类和 b.SS富集分析& 结

果表明'对照组%模型组%实验组%模型实验组间均存在差异表达基因!与对照组相比!模型组%模型

实验组和实验组中下调基因多于上调基因& Sd功能分类分析发现油酸和芥子酸主要从细胞过

程%刺激反应%催化活性方面影响细胞物质代谢和酶的催化基因表达& 在 b.SS通路富集中!油酸

和芥子酸干预改变了Q6[S! 细胞相关有丝分裂原活化蛋白激酶信号通路%松弛素信号通路和白细

胞介素 $% 信号通路等多个通路!说明芥子酸对细胞有机系统有一定的影响!并且可以通过调节

FFHa信号通路来刺激FFHa

/

的活性从而影响脂肪的代谢与沉积&
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EE近年来&随着人们生活水平的提高和饮食方式的

改变&心脑血管疾病)糖尿病及脂肪肝等代谢综合征

的患病率急剧增加&并逐渐成为全球关注的焦点*$+

'

研究指出&脂代谢存在障碍时&机体内因脂肪量超标

而沉积在器官上&其产生的毒性会对器官造成伤害&

甚至形成脂代谢疾病*!+

' 游离脂肪酸$))H%与肝脏

发生脂肪性病变密切相关' 研究表明&非酒精性脂肪

肝患者肝脏中 ))H的摄取和脂质合成明显增加&而

肝脏线粒体中对))H的氧化程度降低*D+

' ))H含量

超标导致其不能及时被肝组织氧化而沉积形成脂毒

性&导致肝细胞脂肪变性*++

' 同时&有研究指出&))H

引起的氧化应激及由此介导的细胞凋亡是肝细胞诱

发脂毒性病变的主要机制之一*&+

'

油菜籽中的酚类物质具有抗炎)抗氧化等生理

活性*'+

' 菜籽油中富含人类饮食中所需要的酚酸&

其中芥子酸是主要的酚酸类化合物&主要以酯和葡

糖苷的形式存在&占游离酚酸 %DJ以上&也是

-"J M,,J 酚酸结构的主要组成部分*% #-+

' 此外&

芥子酸衍生物还能够以葡萄糖苷酸酯)吡喃葡萄糖

基芥子酸酯和脱羧产物 !&' #二甲氧基 #+ #乙基

苯酚$I1=9393&IH%等形式存在' 本文通过油酸诱导

Q6[S! 细胞构建细胞高脂模型&利用芥子酸对脂毒

性模型进行干预实验&观察其对Q6[S! 细胞基因表

达的影响&对各组之间差异表达基因进行 Sd分类

和b.SS通路富集分析&阐述芥子酸对 Q6[S! 细胞

脂毒性相关作用机制&以期为芥子酸的营养作用机

理研究提供参考'

:;材料与方法

$;$E实验材料

$;$;$E原料与试剂

油酸钠$

(

,,;&J%&国药集团化学试剂有限公

司!芥子酸 $ p,-J%&美国 O2>01公司!Q6[S! 细

胞&美国模式培养物集存库$H06K281= _?[68Z3_ZK6

893368_29=&HNII%!胎牛血清&G9=46K1公司!$"" i青霉

素#链霉素溶液)\.\培养基&S2̂89公司!无脂肪酸

牛血清白蛋白$))H#:K66]OH%&.kZ2_685 #]29公司'

$;$;!E仪器与设备

Id

!

培养箱&美国RZ12K6公司!Qj.#&" 高压灭

菌器&日本 Q2K1?101公司!高速冷冻离心机&日本

Q2_185公司!流式细胞仪&美国 ]68_9= *28B2=49= 公

司!超净工作台&上海博讯公司!万分之一分析天平&

美国\6__36KN936̀9公司'

$;!E实验方法

$;!;$EQ6[S! 细胞的处理

将接种于含 $"J胎牛血清和 $"" U@0G$"" i

青霉素#链霉素的\.\培养基中的Q6[S! 细胞培

养于 D%L)体积分数为 &J的 Id

!

培养箱中*,+

'

Q6[S! 细胞以 ' i$"

&个@0G接种于 ' 80培养皿&每

皿 & 0G培养基&贴壁 !+ 5后饥饿处理一晚&按实验

分组分别加入不同浓度的药物干预&培养 !+ 5' 实

验分为对照组$I%)模型组$dH%)实验组$OH%和模

型实验组$dO%&其中(对照组采用含 "g&J的))H#

:K66]OH的 \.\培养基!模型组用浓度为 ";%

0093@G的油酸钠与含有 ";&J ))H#:K66]OH的

\.\培养基!实验组用浓度为 D""

#

093@G的芥子

酸和含有 ";&J ))H#:K66]OH的 \.\培养基!模

型实验组用浓度为 ";% 0093@G的油酸钠) D""

#

093@G的芥子酸和含有 "g&J ))H#:K66]OH的

\.\培养基'

$;!;!E转录组测序分析

通过NK2C93法提取各个待测样品的总 aRH&并

采用R1=9̀K9[检测各个aRH质量是否达标' 随后

利用*R]O.T平台进行测序&主要包括0aRH文库

构建)数据过滤和基因比对'

$;!;DE差异基因$*.S%功能分析

通过F94429=*24算法进行 *.S检测&为了提高

*.S的准确性&定义差异倍数为两倍以上并且 R值

小于等于 ";""$ 的基因为显著差异表达基因' 根据

Sd和b.SS注释结果以及官方分类&将差异基因

进行功能分类&同时使用a软件中的F5?[6K函数进

行富集分析&计算D值&然后对D值进行 )*a校正&

通常R值小于等于 ";"& 的功能视为显著富集'

$;!;+E统计学方法

使用 OFOO $-;" 软件中 NZB6?的多重比较测

试&通过方差分析$HRdjH%进行统计分析&置信水

平为 &J'

<;结果与分析

!;$EQ6[S! 细胞转录组测序参考基因组比对

为了揭示芥子酸对油酸诱导的脂毒性 Q6[S!

细胞中差异表达的 0aRH&提取对照组)模型组)实

验组和模型实验组每组 D 个样品共 $! 个样品的总

aRH构建8*RH文库' 使用 *R]O.T平台测得每

个样品平均产出 ';-& >̂数据' 样品比对基因组的

平均比对率为 ,D;"!J&且每个样品的比对率分布

均匀$见表 $%&这表明样品的aRH纯度高且参考基

因组选择合适*$"+

' 同时&根据各个样本的表达量

)Fb\信息绘制的堆积柱状图中&每个样本的)Fb\

分布均匀&属于正常的基因表达分布$见图 $%&说明

该数据之间具有可比性*$$+

'
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表 :;H.%C< 细胞测序数据对比 F

组别
比对上参考基因组的

有效序列比例

比对上参考基因组某一

位置的有效序列比例

I$ ,!;'- %';+%

I! ,!;,+ %';&D

ID ,D;+$ %';+&

dH$ ,D;$& %';'$

dH! ,D;!D %%;!-

dHD ,!;-- %';D"

dO$ ,D;$& %';",

dO! ,!;-+ %';+!

dOD ,!;'+ %';!+

OH$ ,D;"D %';-'

OH! ,D;$' %D;,D

OHD ,D;", %&;$&

平均 ,D;"! %';$,

E注()Fb\

'

$为极低表达水平的基因!)Fb\在 $ M$" 之间

为较低表达水平的基因!)Fb\

(

$"为中高表达水平的基因'

图 :;H.%C< 细胞的基因表达量分布统计

!;!EQ6[S! 细胞中差异表达基因

通过P33Z02=1Q2O6k 平台对模型组)对照组)实

验组和模型实验组的 aRH进行高通量测序&采用

F94429=*24算法进行差异基因检测' 根据各个样品

基因表达水平&检测到的显著差异表达基因统计结

果如图 ! 所示'

E注($;dH与 I相比!!;dO 与 I相比!D;OH与 I相比!

+;dO与dH相比!&;OH与dH相比!';dO与 OH相比'

图 <;显著差异表达基因数量统计

EE由图 ! 可知&各个组别之间均存在差异表达基

因&与对照组相比&模型组)模型实验组和实验组中

下调基因多于上调基因' 与对照组相比&模型组中

检测到 D'' 个差异表达基因&其中 $D, 个基因表达

上调&!!% 个基因表达下调!与模型组相比&模型实

验组中检测到 $!% 个差异表达基因&其中 !D 个基因

表达上调&$"+ 个基因表达下调!与实验组相比&模

型实验组中检测到 D"& 个差异表达基因&其中 $D$

个基因表达上调&$%+ 个基因表达下调' 这表明油

酸和芥子酸可以影响 Q6[S! 细胞的基因表达且主

要以下调基因为主'

!;DEQ6[S! 细胞差异基因Sd分类分析

差异基因 Sd分类包括分子功能 $\9368Z31K

:Z=8_29=%)细胞组分$I633Z31K890[9=6=_%和生物过

程$]2939>2813[K98644%D 个功能类*$!+

' 通过差异基

因的表达结果对其进行功能分类&每个功能分类下

又包含各个层级的子类别&得到差异基因 Sd分类

柱状图如图 D 所示'

由图 D 可知(模型组与对照组相比的差异基因

Sd分类结果中生物过程分类中包含 !" 个子类别&

主要涉及生物调节$]2939>2813K6>Z31_29=%)细胞过程

$I633Z31K[K98644%)代谢过程$\6_1̂9328[K98644%和

刺激反应$a64[9=46_94_20Z3Z4%等!细胞组分分类中

包含 $D 个子类别& 主要涉及细胞 $ I633%) 膜

$\60̂K1=6%和细胞器$dK>1=6336%等!分子功能分类

中包含 $" 个子类别&主要涉及分子键$]2=`2=>%)催

化活性$I1_13?_2818_2f2_?%等' 由图 D 可知(模型实

验组与模型组相比的差异基因 Sd分类结果中生物

过程分类中包含 $- 个子类别&主要涉及生物调节)

细胞过程)代谢过程和刺激反应等!细胞组分分类中

包含 $D 个子类别&主要涉及细胞)膜和细胞器等!分

子功能分类中包含 - 个子类别&主要涉及分子键)催

化活性等' 由图 D 可知(模型实验组与实验组相比

的差异基因Sd分类结果中生物过程分类中包含 !"

个子类别&主要涉及生物调节)细胞过程)代谢过程

和刺激反应等&细胞组分分类中包含 $D 个子类别&

主要涉及细胞)膜和细胞器等!分子功能分类中包含

$" 个子类别&主要涉及分子键)催化活性等' 结果

显示&D 个组间差异基因 Sd分类中&生物过程占的

比例最高&且它们涉及到的主要子类别相同' 这说

明油酸和芥子酸主要是从细胞过程)刺激反应)生物

调节等方面影响细胞增长' 在生物过程的Sd条目

中&初级代谢过程是化合物的化学反应和途径&这些

化合物是正常合成代谢和分解代谢过程的一部分'

在分子功能的 Sd条目中&催化活性是反映细胞内

有关生化反应中酶的催化作用的基因表达&表明油

酸和芥子酸的干预影响肝脏中催化反应)调节机体

物质代谢过程的基因*$$+

'
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E注($;]651f29K!!;]2939>28131̀56429=!D;]2939>2813[5146!+;]2939>2813K6>Z31_29=!&;I633[K932:6K1_29=!';I633Z31K890[9=6=_

9K>1=2C1_29= 9K^29>6=6424!%;I633Z31K[K98644!-;*6f639[06=_13[K98644!,;SK9<_5!$";P00Z=64?4_60 [K98644!$$;G98132C1_29=!

$!;G98909_29=!$D;\6_1̂9328[K98644! $+;\Z3_2#9K>1=240 [K98644! $&;\Z3_28633Z31K9K>1=24013[K98644! $';a6[K9̀Z8_29=!

$%;a6[K9̀Z8_2f6[K98644!$-;a64[9=46_94_20Z3Z4!$,;a5?_5028[K98644!!";O2>=132=>!!$;I633!!!;I633AZ=8_29=!!D;I633[1K_!

!+;.W_K18633Z31KK6>29=! !&;\18K909368Z31K890[36W! !';\60̂K1=6! !%;\60̂K1=6[1K_! !-;\60̂K1=6#6=83946̀ 3Z06=!

!,;dK>1=6336!D";dK>1=6336[1K_!D$;OZ[K109368Z31K890[36W!D!;O?=1[46!DD;O?=1[46[1K_!D+;H=_29W2̀1=_18_2f2_?!D&;]2=`2=>!

D';I1_13?_2818_2f2_?!D%;Q2A18B6̀ 09368Z31K:Z=8_29=!D-;\9368Z31K:Z=8_29= K6>Z31_9K!D,;\9368Z31K_K1=4̀Z86K18_2f2_?!+";O2>=13

_K1=4̀Z86K18_2f2_?!+$;O_KZ8_ZK1309368Z3618_2f2_?!+!;NK1=48K2[_29= K6>Z31_9K18_2f2_?!+D;NK1=4[9K_6K18_2f2_?'

图 ?;差异基因C"分类柱状图

!;+EQ6[S! 细胞差异基因b.SS富集分析

总结了 R值最小的前 !" 个富集通路&得到差

异基因b.SS通路富集散点图&结果见图 +'

E E

E注($;G6>29=6339424!!;I?_9B2=6#8?_9B2=6K686[_9K2=_6K18_29=!D;NR)42>=132=>[1_5<1?!+;\131K21!&;FFHa42>=132=>[1_5<1?!

';a6_2=9306_1̂93240! %;\HFb42>=132=>[1_5<1?! -;O132f1K?468K6_29=! ,;F1=8K61_28468K6_29=! $";PG#$% 42>=132=>[1_5<1?!

$$;.4_K9>6= 42>=132=>[1_5<1?!$!;P=4Z32= K6424_1=86!$D;H0[56_102=61̀`28_29=!$+;H02=918?3#_aRH^294?=_56424!$&;O_6K92̀

59K09=6̂ 294?=_56424!$';)6KK9[_9424!$%;Rd*#32B6K686[_9K42>=132=>[1_5<1?!$-;*9[102=6K>284?=1[46!$,;HS.#aHS.42>=132=>

[1_5<1?2= `21̂6_28890[3281_29! !";S14_K28182̀ 468K6_29=! !$;FK9_62= `2>64_29= 1=` 1̂49K[_29=! !!;N1ZK2=61=` 5?[9_1ZK2=6

06_1̂93240!!D;d_56K>3?81= `6>K1̀1_29=! !+;F31_636_18_2f1_29=! !&;a631W2= 42>=132=>[1_5<1?! !';S3?893?421@S3Z89=6>6=6424!

!%;S3?832=646K2=61=` _5K69=2=606_1̂93240! !-;I?4_62=61=` 06_529=2=606_1̂93240! !,;HK>2=2=61=` [K932=606_1̂93240!

D";S3Z_1_529=606_1̂93240!D$;\Z82= _?[6d#>3?81= ^294?=_56424!D!;S3?86K9[594[5932[2̀06_1̂93240!DD;._56K32[2̀06_1̂93240!

D+;HK1852̀9=28182̀06_1̂93240!D&;G2=93628182̀06_1̂93240!D';'7D+' #G2=936=28182̀06_1̂93240!D%;O[52=>932[2̀06_1̂93240!

D-;F?KZf1_606_1̂93240!D,;N52102=606_1̂93240!+";\614264!+$;QZ01= 8?_906>139f2KZ42=:68_29=!+!;R)#B1[[1]42>=132=>

[1_5<1?!+D;[&D 42>=132=>[1_5<1?!++;H̀K6=6K>2842>=132=>2= 81K̀290?98?_64!+&;a6>Z31_29= 9:32[93?4242= 1̀2[98?_64'

图 @;差异基因8MCC通路富集散点图
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EE由图 +1可知&有丝分裂原活化蛋白激酶

$\HFb%信号通路$\HFb42>=132=>[1_5<1?%富集到

的差异基因数量最多&细胞因子受体相互作用

$I?_9B2=6#8?_9B2=6K686[_9K2=_6K18_29=%和\HFb信

号通路富集程度最强' 研究指出&\HFb信号通路

可被细胞因子)生长因子)激素等细胞外和细胞内刺

激以及氧化应激和内质网应激等应激源激活' 该通

路在细胞增殖)分化)应激反应)运动)生长)分化)生

存和死亡等许多过程的调节中起着关键作用&这与

我们之前对细胞周期的研究相一致*&+

' \HFb信号

异常可能导致细胞增殖和@或凋亡抵抗的增加或失

控' \HFb信号的失调已被证明在许多疾病的发生

和进展中有重要的作用&包括各种类型的癌症和神

经退行性疾病&如阿尔茨海默病)帕金森病和肌萎缩

性脊髓侧索硬化症*$D+

' 由图 +^ 可知&蛋白质消化

吸收$FK9_62= `2>64_29= 1=` 1̂49K[_29=%通路中富集的

差异基因数量最多&且它的富集程度也最大&其次是

血小板激活$F31_636_18_2f1_29=%和松弛素信号通路

$a631W2= 42>=132=>[1_5<1?%' 值得注意的是&蛋白质

消化吸收和松弛素信号通路都属于有机系统分类&

这说明芥子酸对细胞有机系统有一定的影响' 由图

+8可知&\HFb信号通路富集到的差异基因数量最

多&细胞因子受体相互作用和 \HFb信号通路富集

程度最强&其次是人类巨细胞病毒感染 $QZ01=

8?_906>139f2KZ42=:68_29=%)过氧化物酶体增殖物激活

受体信号通路$FFHa42>=132=>[1_5<1?%)肿瘤坏死

因子信号通路$NR)42>=132=>[1_5<1?%和白细胞介

素 $% $ PG#$% % 信 号 通 路 $ PG#$% 42>=132=>

[1_5<1?%' 研究指出&NR)

$

和 PG#$% 与氧化应激

有关&主要参与机体炎症反应&在宿主免疫学中起关

键作用*$+ #$&+

' FFHa

/

可以改善胰岛素抵抗和降低

脂肪酸浓度&减轻非脂肪组织中的脂质沉积*$'+

' 这

说明&芥子酸可以通过调节 FFHa信号通路来刺激

FFHa

/

的活性从而影响脂肪的代谢与沉积'

?;结;论

通过芥子酸干预油酸诱导的 Q6[S! 细胞脂毒

性模型&油酸和芥子酸均不同程度改变了细胞的基

因表达' 随后对其组间差异基因进行Sd功能分类

分析&发现油酸和芥子酸主要是从细胞过程)刺激反

应)催化活性等方面影响细胞物质代谢和酶的催化

基因表达' 在b.SS通路富集中&油酸和芥子酸干

预改变了Q6[S! 细胞相关\HFb信号通路)松弛素

信号通路)肿瘤坏死因子信号通路和PG#$% 信号通

路等多个通路&说明芥子酸对细胞有机系统有一定

的影响&并且可以通过调节 FFHa信号通路来刺激

FFHa

/

的活性从而影响脂肪的代谢与沉积'
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