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摘要!对棕榈酸"FH$处理的人源肝细胞中的脂质进行脂质组学分析!探讨FH对肝细胞脂质代谢的影

响& 采用基于QFGI#\O的脂质组学技术!识别和量化FH处理人正常肝细胞后改变的内源性脂质

代谢产物!并利用流式细胞仪检测细胞周期变化& 结果表明!通过脂质组学分析共检测到

$ """多种脂质代谢物!又可细分为 !!种质类别!根据正交偏最小二乘判别分析"dFGO #*H$显示有

'!-种脂质代谢物含量存在显著差异& 其中FH处理组中溶血磷脂酰胆碱"GFI$%磷脂酰肌醇"FP$%

神经酰胺"I6K$%己糖神经酰胺"Q6W$I6K$%鞘氨醇"OFQ$%甘油二酯"*S$%甘油三酯"NS$%酰基肉碱

"H8I1$和R#酰基乙醇胺"H.H$含量显著升高!鞘磷脂"O\$%二己糖神经酰胺"Q6W!I6K$和胆固醇

酯"I5.$含量显著下降& 与对照组相比!FH处理组S"@S$ 期细胞比例下降!O 期和S!@\期细胞比

例上升!即细胞周期发生阻滞& 综上!FH显著改变了肝细胞的脂质代谢谱!诱导细胞S!@\期阻滞&

关键词!棕榈酸#脂质组学#QFGI#\O#细胞周期
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EE棕榈酸$FH%是 $' 碳长链饱和脂肪酸&分子式

为I

$'

Q

D!

d

!

' 棕榈酸是许多膳食脂肪中常见的饱和

脂肪酸&约占花生油中脂肪酸总量的 $DJ&黄油的

'&J&猪油的 +!J&牛油的 &DJ&大豆油的 $&J&玉

米油的 $DJ&橄榄油的 $%J

*$+

' FH也是人体中最

常见的饱和脂肪酸&约占人体饱和脂肪酸的 '&J&

占血清总脂肪酸的 !-J MD!J' 人体内的FH是由

饮食提供&或由碳水化合物)氨基酸和其他脂肪酸内

源性合成的*!+

' 在动物和人类中&过量摄入 FH会

引起代谢紊乱&从而导致脂肪毒性和肥胖相关疾

病*D+

' 据报道&FH与慢性肝病的发生风险也密切

相关&FH通过调节脂质代谢&如诱导肝内甘油三酯

的积累&增加鞘氨醇 $ #磷酸的浓度&进而促进非酒

精性脂肪肝病$RH)G*%的发生*+ #&+

' 此外&FH通

过产生毒性代谢物溶血磷脂 #胆碱参与脂性凋

亡*'+

&还可通过诱导细胞周期的改变&影响细胞增

殖*% #-+

' 目前&关于 FH毒性的研究取得了很大进

展&其在分子水平上已作为信号分子调控许多疾病

的发展&但是 FH激活各种信号分子的机制还没有

被完全解释*$+

'

脂质组学是研究生物样品中脂质功能和代谢

的*,+

&应用脂质组学技术能够追踪脂质代谢产物和

脂类之间的相互转化&是了解脂质相关疾病发生机

制的有力工具*$"+

' 目前&大量的研究都是基于靶向

和非靶向的脂质组学*,&$$+

' 尽管很多报告提出 FH

具有潜在的不健康影响&但其代谢机制较为复杂&还

没有研究探讨FH处理的人肝细胞脂质代谢谱的变

化' 因此&本研究基于 QFGI#\O 脂质组学分析

FH处理后脂质代谢谱的变化&识别 FH改变的关键

差异代谢物&以期为深入理解 FH诱导的肝细胞代

谢差异提供思路'

:;材料与方法

$;$E实验材料

$;$;$E原料与试剂

棕榈酸&购自I1?01=公司$美国%&溶解于二甲

基亚砜$*\Od%中&终浓度为 !-" 0093@G!甲醇和氯

仿$色谱级%&O2>01公司$美国%!氢氧化钾溶液&凌

峰化学试剂有限公司!]IH蛋白试剂&上海碧云天

公司$中国%!H==6W2= j@)PNI#FP$荧光素异硫氰

酸#碘化丙啶%细胞周期检测试剂盒&南京诺唯赞

生物公司$中国%'

$;$;!E仪器与设备

Id

!

恒温培养箱$N56K09&美国%!生物安全柜

$N56K09&美国%!中速离心机 $N56K09&美国%!T

.W18_2f6dK̂2_K1[ 质谱仪偶联 QFGI设备$N56K09&

美国%!流式细胞仪 $]*&美国%!精密电子天平

$O1K_9K2Z4&德国%'

$;!E实验方法

$;!;$E细胞培养和处理

将人正常肝细胞QG#%%"! 培养于含 $"J胎牛

血清$I6>K9>6=&南非%和 $J青霉素 #链霉素溶液

$Q?839=6&美国%的 aF\P$'+" 培养基中&于 D%L)

&J Id

!

恒温培养箱中培养' 在细胞对数生长期使

用终浓度为 %"

#

093@G的FH处理 $! 5&设为FH处

理组&而将添加同等体积*\Od的组设为对照组'

$;!;!E细胞脂质代谢物的提取

细胞脂质代谢物的提取要求细胞量至少达到

& i$"

'个@0G以上' 将按 $;!;$ 方法得到的 FH处

理组和对照组的培养基吸除&使用预冷的磷酸盐缓

冲液$F]O%分别收集对照组和 FH处理组的细胞各

% 份&转移到玻璃管中&添加 + 倍体积的氯仿 #甲醇

混合液$体积比 !m$%&混合数次&于 D """ K@02= 下

离心 $& 02=&此时玻璃管内的混合物被分为 D 层&即

上层的水相)下层的有机相)水相和有机相连接处的

蛋白质层' 用玻璃注射器将下层的有机相转移到新

的玻璃管中&用氮吹仪吹干&得到干燥的脂代谢提取

物&尽快用于检测分析' 中间的蛋白质层用 $ 0G

"g$ 093@GbdQ溶液于 +L过夜完全溶解&采用

]IH法*$!+测定蛋白质浓度&以用于脂质定量分析'

$;!;DE脂质组学的QFGI#\O分析

QFGI条件(I9K_684I$- 色谱柱$!;$ 00i$""

00&X1_6K4%!流动相 H是将 ";%% >乙酸铵溶解到

+"" 0GQFGI级水中&然后加入 '"" 0GQFGI级乙

腈制得&流动相]是由 $"" 0G乙腈和 ,"" 0G异丙

醇混合而成!梯度洗脱程序为 " 02= D%J ]&$;& 02=

D%J ]&+ 02= +&J ]&& 02= &!J ]&- 02= &-J ]&

$$ 02= ''J ]&$+ 02= %"J ]&$- 02= %&J ]&!" 02=

,-J ]&!! 02= ,-J ]&!!;$ 02= D%J ]&!& 02=

D%J ]!流速 !!" 0G@02=' \O条件*$D+

(正电离模式

设置为 D;! Bj&负电离模式设置为 !;- Bj!正)负离

子模式的毛细管温度均为 D!"L!护套气体流量

$1K̂%为 D&!辅助气体流量$1K̂%为 $"!正离子模式

下的质谱范围为 !%0!+" M! """&负离子模式下的

质谱范围为!%0!"" M! """!全扫描时的分辨率为

%" """!\O@\O的分辨率为 $% &""!每次扫描采集

$" 个图谱!正态曲线值 $&@D"@+&!工作周期 $;! 4'

使用 G2[2̀461K85 +;"$N56K09)2456KO826=_2:28&

P=8;& X13_510&\H&UOH%软件进行数据分析和脂质

鉴定'

'%
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$;!;+E细胞周期分析

采用流式细胞仪分析细胞周期变化&按照

H==6W2= j@)PNI#FP$荧光素异硫氰酸#碘化丙啶%

细胞周期检测试剂盒说明书操作'

$;!;&E数据分析

关于脂质组学数据的分析&对获得的原始数据

经过峰提取)校准)整合和归一化后&使用 OP\IH#

F软件进行主成分分析$FIH%和正交偏最小二乘法

判别分析$dFGO #*H%&以评估FH处理组与对照组

之间的差异&并对 dFGO #*H模型进行 !"" 次置换

检测& 以验证此模型的可靠性' 采用 \6_1̂9

H=13?4_D;" 在线分析系统构建热图和火山图&使检

测到的代谢物的变化更加可视化' 采用变量投影重

要性指标$jPF%值总结各代谢物离子对分类判别的

影响强度和解释力&jPF

(

$ 被认为是具有显著的影

响强度和解释力' 根据 jPFp$ 和错误发现率

$)*a% n";"&$Dn";"&%筛选具有显著差异的脂质

代谢物&FH处理组和对照组均有 % 个生物学重复'

其他数据使用 SK1[5F1̀ FK240';" 进行统计分析&

采用A#_64_进行分析'

<;结果与讨论

!;$E多元统计分析结果

为了比较FH处理组和对照组之间的脂质代谢

变化&对经预处理后的脂质代谢物数据进行FIH和

dFGO #*H&结果如图 $H)图 $]所示' 由图 $H和

图 $]可见&FH处理组和对照组之间有明显的分

离&没有重叠&并且FH处理组和对照组均具有较好

的组内重复性&这表明FH处理后&肝细胞内的脂质

代谢物发生显著变化' 随后对 dFGO #*H模型进

行 !"" 次置换检测&结果见图 $I' 图 $I中 F

!是相

关系数&表示模型的拟合效果&是一个定量的测量

$范围 " M$%&表示所建立的模型能在多大程度上代

表真实的数据' 图 $I中 R

! 表示 dFGO #*H模型

的预测能力&一般R

!

p";& 表示预测能力较好' 由

图 $I可见&F

!和 R

!分别为 ";,&' 和 ";'!%&#轴的

截距为#";+",&所有 R

!均低于 F

!

&这些参数表明

dFGO #*H模型没有过拟合&且具有良好的分离性

能和可预测性&数据可靠'

图 :;对照组和=$处理组的=D$#$$和"=>XP!$#Y$得分图和验证图#D$

!;!E差异脂质代谢物鉴定

!;!;$E脂质代谢物的火山图和聚类热图分析

为了更好地可视化FH处理组和对照组之间的

差异&根据已鉴定的脂质代谢物建立火山图和聚类

热图&结果分别见图 ! 和图 D'

由图 ! 可以看出&即使在阈值为 !;" 的情况下&

FH处理组和对照组之间仍存在大量显著差异的脂

质代谢物' 由图 D 可以看出&FH处理组和对照组之

间有明显的层次聚类'

图 <;正负离子模式下的火山图

图 ?;对照组和=$处理组内源性脂质代谢物的聚类热图

EE基于QFGI#\O的脂质组学分析&总共检测到

了 $ """ 多种脂质代谢物' 所检测出的脂质代谢物

属于 + 大类&即磷脂类)鞘脂类)中性脂类)脂肪酰基

和其他脂类&又可细分为 !! 种脂质类别' 其中(磷

%%
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脂类包括溶血磷脂酰胆碱 $GFI%)磷脂酰甘油

$FS%)磷脂酰肌醇$FP%)磷脂酰丝氨酸$FO%)磷脂

酰乙醇胺$F.%)磷脂酰胆碱$FI%)溶血磷脂酰乙醇

胺 $GF.% 和心磷脂 $IG%!鞘脂类包括鞘氨醇

$OFQ%)神经酰胺$I6K%)己糖神经酰胺$Q6W$I6K%)

二己糖神经酰胺 $Q6W!I6K%)三己糖神经酰胺

$Q6WDI6K%)神经节苷脂$S\D%)鞘磷脂$O\%!中性

脂类包括胆固醇酯$I5.%)甘油二酯$*S%)甘油三

酯$NS%!脂肪酰基和其他脂类包括 R#酰基乙醇胺

$H.H%)酰基肉碱$H8I1%)辅酶$I9%和脂肪酰基

$)H%' 基于dFGO #*H模型&根据 jPFp$))*an

";"&&筛选出了 '!- 种具有显著差异的脂质代谢物'

!;!;!E差异脂质代谢物的直方图统计分析

对 !! 种脂类的加合信号进行统计分析&对 FH

处理组和对照组之间同一种脂质的差异性进行 A#

_64_分析&结果见图 +' 由图 + 可见&FH处理组与对

照组间有 $! 种脂类的含量有显著差异' 与对照组

相比&FH处理组中 GFI)FP)OFQ)Q6W$I6K)I6K)*S)

NS)H.H和 H8I1含量显著升高&而 Q6W!I6K)O\)

I5.含量显著降低'

注(

#

)

##

)

###

分别代表在 ";"&)";"$)";""$ 水平上显著'

图 @;<< 种脂类加合信号的直方统计图

!;!;DE具有显著性变化的代表性脂质代谢物箱形

图分析

利用箱形图进一步揭示不同脂质类别中差异脂

质的表达情况' 图 & 为磷脂类脂质代谢物中具有显

著性变化的代表性GFI和FP的箱形图'

EE

EE

图 A;代表性>=D和=#的箱形图

-%
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EEGFI是FH诱导肝细胞脂肪凋亡的主要毒性代

谢物和凋亡效应因子之一*$D #$++

' G66等*,+发现非

酒精性脂肪性肝病$RH)G*%和非酒精性脂肪性肝

炎$RHOQ%患者肝脏中 GFI的含量高' *6=>等*$&+

指出RH)G*患者肝脏中GFI$$'m"%和 GFI$$-m"%

的含量较高' 这与本文的研究结果一致&即 FH处

理组中GFI的含量明显增加&尤其是GFI$$'m"%和

GFI$$-m"% $图 &%' FP是一种膜磷脂&在细胞生理

和信号转导中起关键作用' 有报道称&与健康人群

相比&RHOQ患者的 FP含量明显上调&其中以 FP

$$'m" #$-m$%和FP$$-m" #!"mD%为代表的 FP在肝

癌中显著升高*$' #$%+

' 本文的研究结果显示 FH处

理组FP$$'m" #$-m$%和 FP$$-m" #!"mD%含量显著

上调$图 &%'

图 ' 和图 % 分别为鞘脂类脂质代谢物中具有显

著性变化的代表性I6K和Q6W$I6K的箱形图'

EE

EE

图 B;代表性D.7的箱形图

图 I;代表性H.R:D.7的箱形图

EE鞘脂是一类具有生物活性的分子&在细胞增殖)

凋亡和分化等多种细胞过程中发挥着重要作用&其

与RH)G*和RH)G*源性肝癌等肝脏疾病的发生有

关*$- #$,+

' I6K4是鞘脂代谢的中心分子*!"+

' 以往的

研究结果表明&RH)G*患者血清中总 I6K浓度较

高&其中I6K$`$-m$ #$+m"%)I6K$ `$-m$ #$'m"%)

I6K$`$-m$ #$-m"%)I6K$`$-m$ #!!m"%含量显著升

高*!$+

&并且降低 I6K浓度可改善 RH)G*的症

状*!!+

' 另外&神经酰胺酶可以将 I6K分解为 OFQ&

已有研究指出&RH)G*患者和慢性肝炎患者的 OFQ

水平均高于健康个体*!D+

' 在本文的研究结果中&

FH处理后 OFQ和 I6K含量显著上调$图 +%&I6K

$`$-m$ #$+m"%)I6K$`$-m$ #$'m"%)I6K$`$-m$ #$-m"%)

I6K$`$-m$ #!!m"%含量也明显升高$图 '%'

此外&Q6W$I6K的积累与肝脏疾病的风险增加

有关' 研究表明&Q6W$I6K$`$-m$ #$'m"%)Q6W$I6K

$`$-m$ #!!m"%)Q6W$I6K$`$-m$ #!Dm"%和Q6W$I6K

$`$-m$ #!+m$%的含量在慢性丙肝和 RHOQ患者体

内较高*!+ #!&+

' 在本文的研究结果中& Q6W$I6K

$`$-m$ #$'m"%)Q6W$I6K$`$-m$ #!!m"%和 Q6W$I6K

$`$-m$ #!Dm"%这 D 种己糖神经酰胺含量显著上调

$图 %%'

图 - 为中性脂类脂质代谢物中具有显著性变化

的代表性*S的箱形图'

一些研究报道指出&RH)G*患者中 *S和 NS

总浓度升高*!'+

&并且NS的积累被认为是RH)G*的

,%
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一个关键特征*!' #!%+

' 在本文的研究结果中&FH处

理后NS和*S含量显著增加$图 +%&特别是某些特

定的*S种类&如*S$$'m" #$'m"%)*S$$-m" #$'m"%)

*S$$'m" #$-m$%和*S$$-m" #$-m$%$图 -%'

EE

EE

图 J;代表性!C的箱形图

!;DE细胞周期的变化

FH除了调节脂质代谢外&还会干扰细胞周期'

采用流式细胞仪对 FH处理 $! 5 和 +- 5 的 QG#

%%"! 细胞和对照组进行细胞周期分析&结果见图 ,'

由图 , 可见&与对照组比较&FH处理 $! 5和 +- 5后

S"@S$ 期细胞比例显著降低&而 O 期和 S!@\期细

胞比例显著增加&且在处理 +- 5 时细胞周期各个阶

段细胞比例差异更明显&说明细胞周期阻滞发生在

S!@\期' 这与之前的研究*% #-+一致&即FH可以诱

导细胞周期阻滞在S!@\期&从而调节细胞增殖'

图 K;细胞周期变化

?;结;论

基于QFGI#\O的脂质组学分析了FH的代谢

组学特征' 结果表明&FH引起脂质代谢谱的明显变

化&干扰细胞内代谢物的平衡' 总共鉴定了 '!- 种

具有显著差异的脂质代谢物&特别是 GFI$$'m"%)

GFI$$-m"%)FP$$'m" #$-m$%)FP$$-m" #!"mD%)I6K

$`$-m$ #$+m"%)I6K$`$-m$ #$'m"%)I6K$`$-m$ #$-m"%)

I6K$`$- m$ #!! m" %)Q6W$I6K$ `$- m$ #$' m" %)

Q6W$I6K$`$-m$ #!!m"%)Q6W$I6K$`$-m$ #!Dm"%)

*S$$'m" #$'m"%)*S$$-m" #$'m"%)*S$$'m" #$-m$%和

*S$$-m" #$-m$%含量显著改变' FH处理还降低了

S"@S$ 期细胞比例&增加了 O 期和 S!@\期细胞比

例&说明 FH诱导细胞周期阻滞发生在 S!@\期'

本文的研究有助于探索 FH对肝脏细胞代谢的影

响&并为进一步的研究提供基础'
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