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基于气相色谱质谱的脂肪萎缩小鼠
血浆代谢组学研究
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摘要　目的：脂肪萎缩是引起糖脂代谢紊乱的重要因素之一。通过气相色谱质谱联用（ＧＣＭＳ）技术分析ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ

脂肪萎缩小鼠血浆代谢谱的变化，研究与其密切相关的差异代谢物与代谢通路，探讨其生物学基础。方法：应用 ＧＣＭＳ

技术对６只同窝野生型小鼠和６只转基因小鼠血浆样品进行检测，对检测结果进行多元统计分析，筛选出显著差异的代

谢物，借助ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ分析代谢通路。结果：与野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠比较，转基因（ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ，ＴＧ）小鼠血浆中乳

酸、Ｌ缬氨酸、３羟基丁酸、尿素、ｄ半乳糖、Ｄ阿洛糖、硬脂酸、棕榈酸、肌醇、油酸、１１十八碳烯酸含量增加。代谢通路富

集分析发现３条脂肪萎缩相关通路。结论：通过对ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ小鼠血浆代谢组学分析，发现缬氨酸、亮氨酸和异亮氨

酸的生物合成，丙酮酸代谢，磷酸肌醇代谢途径与脂肪萎缩相关，为阐明糖脂代谢性疾病的发病机制提供了代谢组学依

据。
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　　脂肪萎缩是一种异质性、遗传性或获得性疾病，
主要特征是身体脂肪的选择性丧失［１］。过量的脂肪

累积或组织萎缩导致脂肪对脂质的储存能力不足，

引起外周组织脂毒性损伤和低度炎性反应，增加糖

尿病和动脉粥样硬化等糖脂代谢性疾病风险［２］。近

年来国内外已有相关文献应用代谢组学技术对肥胖
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症进行研究，发现了许多与肥胖相关的代谢标志

物［３５］，但是在脂肪萎缩的代谢组学方面的研究是缺

乏的。事实上，脂肪萎缩的遗传突变表型在代谢综

合征中并不罕见；脂肪萎缩与肥胖可同时发生，其代

谢后果相似可能叠加［６７］。因此，研究脂肪萎缩下小

分子代谢物的变化有利于更加全面认识糖脂代谢性

疾病的发病机制，并在此基础上研发防治策略和

药物。

近年来，代谢组学的快速发展为生命科学的研

究提供许多便捷，它能定量检测生物体在病理生理

刺激或遗传环境因素改变下所产生的动态变化，对

于明晰机体发生的代谢变化指出方向。目前，多种

分析技术应用于代谢组学研究，而 ＧＣＭＳ的应用较
为广泛，其特点包括较高检测灵敏度和可供参考的

标准谱图库，能够定性分析代谢产物［８］。ａＰ２
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转基因小鼠具有白色脂肪少，棕色脂肪
肥大的特点。随年龄增加，肝脏脂肪异位沉积逐渐

加重，并且伴有严重的胰岛素抵抗问题［９］。由于糖

脂代谢紊乱和脂肪生成分化障碍，该小鼠曾用作先

天遗传引起的脂肪萎缩症或糖尿病研究［１０１１］。本实

验主要借助 ＧＣＭＳ仪器对 ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转基因
小鼠的血浆样品进行代谢组学检测与分析，旨在探

究脂肪萎缩条件下血浆代谢物的变化，现报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转基因小鼠由美国
Ｊａｃｋｓｏｎ实验室引进，委托南京大学模式动物研究所
净化，动物合格证编号：Ｊ００３３９３ＳＣＸＫ（苏）２０１０
０００１。动物实验期间均饲养于广东药科大学实验动
物中心。饲养繁殖条件：ＳＰＦ级动物房，温度２０～２５
℃，湿度４０％～７０％，１２ｈ：１２ｈ昼夜间断照明，进食
普通饲料，自由饮食饮水。

１１２　试剂与仪器　涡旋混合器（德国 ＩＫＡ公
司）；台式高速冷冻离心机（美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司）；
ＤＫ８Ｄ电热恒温水槽（上海一恒科学仪器有限公
司）；ＨＧＣ２４Ａ型氮吹浓缩仪（天津市恒奥科技发展
有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ｂ／５９７７Ｂ型气相色谱质谱
联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。甲醇（色谱纯，德国
Ｍｅｒｃｋ公司）；甲氧胺盐酸盐（上海阿拉丁生化科技
股份有限公司，Ｆ１６０１０１３）；吡啶（色谱纯，上海阿拉
丁生化科技股份有限公司）；Ｎ，Ｏ双（三甲基硅烷
基）三氟乙酰胺（含三甲基氯硅烷）（８７ＶＭＨＭＭ，东
京化成工业株式会社）；正庚烷（分析纯，天津市致

远化学试剂有限公司）；超纯水。

１２　方法
１２１　动物分组　ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转基因小鼠是
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ和 ＳＪＬ背景的杂合子个体，参照 Ｊａｃｋｓｏｎ
实验室基因型鉴定方法鉴定转基因型和野生型，根

据基因型把小鼠分为ＷＴ组和ＴＧ组。
１２２　检测指标与方法　１）脂肪组织形态观察：经
乙醚麻醉侧眼底静脉丛取血后处死小鼠，迅速分离

脂肪组织，置于４％多聚甲醛固定过夜，石蜡包埋，
切片，ＨＥ染色，进行病理形态观察分析。
２）血浆样品获取与前处理：１０周龄小鼠１２ｈ禁

食后经乙醚麻醉，侧眼底静脉丛取血，肝素钠抗凝，

离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１５ｍｉｎ）取血浆。吸取 ５０
μＬ新鲜血浆于离心管中，加入２００μＬ甲醇沉淀蛋
白质，涡旋混匀１ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（１５０００ｒ／ｍｉｎ，４
℃），取上清液２００μＬ氮气吹干。加入２０ｍｇ／ｍＬ甲
氧胺吡啶溶液５０μＬ，混匀，在７０℃下肟化１ｈ。加
入５０μＬＢＳＴＦＡ（含１％ＴＭＣＳ），在７０℃水浴下衍生
化１ｈ。加入５０μＬ正庚烷，涡旋混匀后离心移取上
清至微量进样管，待ＧＣＭＳ分析。
３）测定条件：色谱柱：ＨＰ５ＭＳ（６０ｍ×２５０μｍ

×０２５μｍ）；进样量：１μＬ；进样口温度：２６０℃；进
样模式：不分流进样。升温程序：起始温度６０℃，保
持１ｍｉｎ，以８℃／ｍｉｎ升至１００℃，保持５ｍｉｎ，以１５
℃／ｍｉｎ升至１７０℃，保持５ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ升至
２１０℃保持２ｍｉｎ，以１５℃／ｍｉｎ升至３５０℃保持３
ｍｉｎ。电离方式：ＥＩ；电子轰击能量：７０ｅＶ；离子源温
度：２３０℃；四级杆温度：１５０℃；溶剂延迟：１１ｍｉｎ。
４）数据处理及差异代谢物筛选：使用ＧＣＭＳ联

用仪对血浆样品进行检测分析，经过积分后利用美

国国家标准与技术局化学数据库（ＮＩＳＴ）进行化合
物比对。将比对后的数据导入 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔｃａ／ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ／）在 线
分析网站，采用无监督模式识别的主成分分析（Ｐｒｉｎ
ｃｉｐａｌＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）观察各组分分离趋势，
根据倍数变化＞１５和Ｐ＜００５筛选差异代谢物［１２］，

以匹配分数大于８０的鉴定结果作为可信结果。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ软件对样本进行统计
分析，２组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。采用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ进行代谢通路富
集分析，鉴别出２组间差异显著的代谢通路。
２　结果
２１　表型评价白色脂肪病理切片观察　ＨＥ染色
中，细胞质的脂肪被溶解呈空泡状，细胞核位于细胞

一侧。与野生型（ＷＴ）小鼠比较 ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转
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基因（ＴＧ）小鼠白色脂肪细胞内脂滴较少且体积较
小。ＴＧ小鼠白色脂肪呈萎缩状态。见图１。
２２　血浆非靶向代谢组学 ＴＩＣ图　采用 ＧＣＭＳ技
术对小鼠血浆进行分析，得到血浆代谢物的总离子

流图，从中得到样品的化合物信息，质谱信息，离子

丰度等。结果显示２组样本多数代谢物的出峰时间
集中在１２～３７ｍｉｎ，但在峰信号和峰数目上存在差
别，ＴＧ组的峰信号明显强于 ＷＴ组，表明２组的血
浆代谢轮廓存在一定差异。见图２。

图１　白色脂肪Ｈ＆Ｅ染色（４００×）

图２　小鼠血浆非靶向代谢组学总离子流图

２３　主成分分析（ＰＣＡ）　ＰＣＡ分析是一种无监督
模式识别的多元变量统计分析方法，可以通过降维

的方式，反映出高维数据样本之间的差异。结果如

图３所示，ＰＣＡ得分图上ＷＴ与ＴＧ样本点分散于不
同区域，说明正常ＷＴ小鼠与ＴＧ小鼠血浆内源性代
谢物具有差异。

２４　差异代谢物的筛选结果　本研究共筛选出１１
种差异代谢产物，与 ＷＴ比较，ＴＧ组中乳酸、Ｌ缬氨
酸、３羟基丁酸、尿素、ｄ半乳糖、Ｄ阿洛糖、硬脂酸、
棕榈酸、肌醇、油酸、１１十八碳烯酸含量增加。见表
１、图４。
２５　代谢产物通路分析　将１１种差异代谢物导入
ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ进行在线数据处理分析。图中每个圆
圈对应相关的通路，圆圈的着色代表代谢物在数据

中具有不同程度的显著性，着色越深，差异越大；反

之，差异越小。根据通路影响值（ｐａｔｈｗａｙｉｍｐａｃｔ＞
０１）得到：缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成，

丙酮酸代谢，磷酸肌醇代谢，共３条与脂肪萎缩相关
的代谢通路。见图５。

图３　野生型小鼠与转基因小鼠的ＰＣＡ平面得分图

图４　ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ小鼠血浆差异代谢物的变化
　　注：与ＷＴ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

图５　ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ通路分析
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表１　血浆中的差异代谢物

ＲＴ／ｍｉｎ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ 差异代谢物 基峰 分数 ＨＭＤＢ ＫＥＧＧ

１３４２７ Ｄ（－）Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ 乳酸 １４７ ９５０３ ＨＭＤＢ０００１３１１ Ｃ００２５６
１４００８ ＬＶａｌｉｎｅ Ｌ缬氨酸 ７２１ ９０８９ ＨＭＤＢ００００８８３ Ｃ００１８３
１５５３５ （Ｒ）３Ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ ３羟基丁酸 １４７ ９４４８ ＨＭＤＢ０００００１１ Ｃ０１０８９
１７０１７ Ｕｒｅａ 尿素 １４７ ９１５５ ＨＭＤＢ００００２９４ Ｃ０００８６
３０２３５ ｄＧａｌａｃｔｏｓｅ ｄ半乳糖 ７３ ８１００ ＨＭＤＢ００００１４３ Ｃ００９８４
３１７３０ ＤＡｌｌｏｓｅ Ｄ阿洛糖 ７３ ９０７４ ＨＭＤＢ０００１１５１ Ｃ０１４８７
３３２４３ Ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ 棕榈酸 ３１３２ ９３９２ ＨＭＤＢ００００２２０ Ｃ００２４９
３４２８２ ＭｙｏＩｎｏｓｉｔｏｌ 肌醇 ７３ ９２５２ ＨＭＤＢ００００２１１ Ｃ００１３７
３５２７０ Ｏｌｅｉｃａｃｉｄ 油酸 ７３ ９５１５ ＨＭＤＢ００００２０７ Ｃ００７１２
３５３２０ １１Ｏｃｔａｄｅｃｅｎｏｉｃａｃｉｄ １１十八碳烯酸 ７３ ８３８１ ＨＭＤＢ０００３２３１ Ｃ０８３６７
３５５１４ Ｓｔｅａｒｉｃａｃｉｄ 硬脂酸 ３４１３ ９６６１ ＨＭＤＢ００００８２７ Ｃ０１５３０

３　讨论
实验以ａＰ２ｎＳＲＥＢＰ１ｃ转基因小鼠作为研究对

象，应用ＧＣＭＳ技术对血浆样本进行代谢组学研究，
共筛选出１１个差异代谢物（包括氨基酸、脂肪酸、
糖）。这些代谢物在脂肪萎缩小鼠血浆中显著上调，

表明小鼠体内发生了代谢紊乱。通路富集表明差异

代谢物在体内主要涉及缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的

生物合成，丙酮酸代谢，磷酸肌醇代谢途径。

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成属于支

链氨基酸（ＢｒａｎｃｈｅｄＣｈａｉｎＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ，ＢＣＡＡ）的生
物合成途径。ＢＣＡＡ是一种特殊的必需氨基酸。研
究认为，ＢＣＡＡ能够激活雷帕霉素（ｔｈｅＭａｍｍａｌｉａｎ
ＴａｒｇｅｔｏｆＲａｐａｍｙｃｉｎｍ，ｍＴＯＲ）靶点引起胰岛素抵
抗［１３１４］。机体中ＢＣＡＡ缺乏时，白色脂肪内硬脂酰
辅酶ａ、脂肪酸合酶均被抑制，棕色脂肪组织内解耦
联蛋白１表达水平增加，产热耗能增强，脂肪含量快
速减少，机体呈现消耗表型［１５１６］。此外，ＢＣＡＡ被证
明可以通过 ｍＴＯＲ信号在下丘脑的水平上调节脂
肪的瘦素分泌和食物摄入［１７］。本研究中缬氨酸在

转基因小鼠中的血浆代谢水平显著升高，这可能与

小鼠脂肪因子信号通路受损相关［１８］。

肌醇参与了磷酸肌醇的代谢途径。肌醇是许多

二级信使的前体分子，由葡萄糖合成，是磷脂酰肌醇

的组成部分。在胰岛素发挥作用的过程中，磷脂酰

肌醇是重要的递质，参与多种信号的传递。乳酸参

与丙酮酸代谢途径。丙酮酸作为物质代谢的重要中

间体，可通过三羧酸循环实现体内糖、脂肪和氨基酸

的相互转化，是三大营养物质代谢联系的枢纽。与

酮体代谢相关的３羟基丁酸，与脂肪酸代谢相关的
硬脂酸、油酸、棕榈酸、１１十八碳烯酸，与糖代谢相
关的ｄ半乳糖、Ｄ阿洛糖、与蛋白质代谢相关的尿
素，血浆代谢水平升高。提示脂肪萎缩可能导致机

体的糖脂代谢紊乱，能量代谢异常问题。

脂肪组织不仅是能量储备器官，它还是一个具

有多种内分泌、自分泌和旁分泌功能的内分泌器官，

脂肪组织通过分泌多种激素及信号调节分子，与胰

腺、肝脏、中枢神经系统、免疫系统等进行器官对

话［１９］。过量的脂肪累积或组织萎缩都将影响全身

的代谢。本研究使用的代谢组学技术有助于系统了

解机体总的病理生理过程，契合中医学“整体观念，

辨证论治”理论。通过该技术分析脂肪萎缩小鼠的

差异代谢物变化及其代谢途径，能一定程度上反映

脂肪萎缩小鼠代谢水平变化，将为阐明糖脂代谢性

疾病的发病机制，研发该病中医药／中西医结合防治
策略和创新药物，提供代谢组学的实验依据。
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