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基于肝脏脂质组学高脂饮食诱导代谢性脂肪的生物
机制研究

	★ 翟兴英 1	 张启云 1	 李佳 2	 姜丽 1	 徐国良 1	 李冰涛 1（1. 江西中医药大学中医基础理论分化发展
研究中心 / 江西省中医病因生物学重点实验室  南昌  330004 ；2. 江西中医药大学药学院  南昌  330004）

［摘要］目的：基于肝脏脂质组学探索高脂饮食诱导代谢性脂肪肝的生物机制。方法：20 只 SD 大鼠随机平均分为空白组、

模型组。空白组给予普通饲料，模型组给予高脂饲料。28 周后，麻醉处死实验大鼠，检测血脂、血糖相关指标，油红 0 染色

法评价肝组织脂肪变性形态学。LC-Q-TOF/MS 检测大鼠肝脏脂质，多元统计分析筛选差异脂质代谢物，Metabo	Analyst 富集

脂质标志物代谢通路。结果：与空白组比较，模型组大鼠体重、甘油三酯、空腹血糖及胰岛素抵抗指数显著升高，高密度脂

蛋白胆固醇含量显著降低。油红 0 染色显示模型组大鼠肝脏存在大量油滴。脂质组学结果显示，空白组与模型组大鼠脂质

代谢轮廓存在明显差异，PLS-DA 分析发现 29 个潜在代谢标志物，其中 19 个潜在代谢标志物在模型组显著下降，主要是磷

脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇类脂质等，另外 10 个在模型组上升，主要是鞘磷脂、神经酰胺、甘油三酯等。通路富

集分析显示，潜在代谢标志物涉及甘油磷脂代谢、亚油酸代谢、鞘脂代谢等 6 条代谢通路，其中甘油磷脂代谢是最重要的代

谢通路。结论：高脂饮食可能通过甘油磷脂代谢等代谢通路调节实验动物肝组织内磷脂、鞘磷脂代谢导致甘油三酯肝内沉积。

［关键词］脂质组学；高脂饮食；代谢性脂肪肝；代谢标志物
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代谢性脂肪性肝病（MAFLD），也称作非酒精

性脂肪性肝病，是一种与代谢紊乱相关肝细胞内脂

肪积累的疾病，目前已成为全球范围内最常见的慢

性肝病之一［1-2］。据估计，全球 MAFLD 的患病率

为6%~35%，且这一数字仍在不断上升［3］。在中国，

成年人的 MAFLD 患病率更是高达 29.2%，在糖尿

病和肥胖人群中，这一比率甚至超过了 70%［4］。

随着病情的发展，MAFLD 有可能恶化，发展成为

肝功能衰竭甚至肝癌［5］。由于 MAFLD 的确切发

病机制尚未完全阐明，现有的治疗策略主要集中

在调整生活方式。深入理解 MAFLD 的发病机制

是目前该领域的研究前沿热点。本研究通过构建

高脂饲料诱导代谢性脂肪肝大鼠模型，利用脂质

组学技术分析肝脏组织的脂质代谢标志物及相关

代谢通路，以期为 MAFLD 的生物学机制提供科学

依据。

1  材料

1.1  试剂

甲醇、乙腈（德国 Merck 公司，HPLC 级）；

甲酸（Sigma-aldrich 公司）。高脂饲料为 60% 脂

肪比饲料（江苏帆泊公司，批号 D12492）；葡萄糖

试剂（宁波普瑞柏，批号 GL8322）；血清胰岛素

ELISA 试剂盒（Andygene 公司，批号 201810）。

1.2  实验动物

5周龄 SPF级雄性 SD大鼠 20只，4~5周龄，体

质量（180±20）g，购买于江西中医药大学实验动物

科技中心，动物许可证号为SCXK（赣）2018-0003。

1.3  仪器设备	

罗氏 ACCU-CHEK 血糖仪；台式高速冷冻离心

机（美国 Thermofisher 公司）；离心浓缩系统（美国

Thermofisher 公司）； LC-QTOF-MS 高效液相色谱质

谱联用仪（美国 Waters 公司）；色谱柱 ACQUITY 

UPLC CSH C18 柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm) ；数据

分析软件 Progensis QI（美国 Waters 公司）。

2  方法

2.1  动物造模方法		

大鼠适应性饲养 1 周，按体重随机平均分为模

型组和正常组，正常组大鼠给予普通饲料，模型组

大鼠给予高脂饲料，均饲养于江西中医药大学实验

动物科技中心屏障系统，连续喂养 28 周［6］。动物

实验经江西中医药大学动物伦理委员会批准，动物

伦理编号（JZSYDWLL-20200828），相关实验动物

操作按照科学技术部颁发的《实验动物管理条例》

（2017 版）要求进行。

2.2  一般指标观察方法	

实验中观察体重（BW）、大鼠毛色、精神状况

基金项目：江西省教育厅科技项目（GJJ211237）；江西中医药大学校级创新团队发展计划项目（CXTD22015）。
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等情况。

2.3  样品采集方法	

末次给药后大鼠禁食不禁水 12 h，10% 水合

氯醛进行动物麻醉。腹主动脉采集大鼠血液，静置

2 h，置于 4 ℃离心机，3 500 r/min 离心 10 min 后，

取上清液分装，于 -80 ℃冰箱保存。分别取 2 组大

鼠肝脏相同部位，一部分放入 4% 多聚甲醛固定，

用于油红 0 染色；另一部分保存于 -80 ℃冰箱，用

于脂质组学分析。

2.4  生化指标检测方法	

采用胆固醇氧化酶法检测血清总胆固醇（TC）

水平、甘油三酯酶法检测血清总甘油三酯（TG）

水平、均相酶比色法检测血清中高密度脂蛋白胆固

醇（HDL-C）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、

己糖激酶法检测血清中空腹血糖（FBG）和空腹血

清胰岛素（Fins），具体操作均按照相应试剂盒说

明书进行，计算胰岛素抵抗指数（HOMMA-IR），

计算方法 = 空腹血糖浓度（mmol/L）× 血清胰岛

素浓度（μU/mL）/22.5。

2.5  肝组织前处理方法［7］

甲酸水溶液按体积比 1∶1 配制，4 ℃冰箱预

冷 30 min。定量称取肝组织 50 mg，放置 2 mL 离心

管，添加 400 µL 预冷甲醇水。取组织样品，频率为

1 000 Hz，时间 5 min。粉碎后组织样品加入甲基

叔丁基醚（MTBE）600 µL，涡旋混匀 1 min，静置

10 min 后，取液态溶液，离心，条件为 15 000 r/min，

4 ℃，5 min。取上清液 150 µL，置 1.5 mL 离心管，

真空离心干燥系统干燥。干燥后样品添加 200 µL
（异丙醇∶乙腈∶水 =2∶1∶1）定容。随机进样，

样品室温度 10 ℃，进样体积 3 µL。
2.6  LC-Q-TOF/MS 方法［8］

流动相 A 为 0.1% 甲酸和 10 mmol 甲酸铵乙腈-

水（60∶40），流动相 B 为 0.1% 甲酸及 10 mM 甲酸

铵异丙醇-乙腈（90∶10），柱温55 ℃，样品室温度

20 ℃，流速0.3 mL/min，梯度洗脱。洗脱条件：0~2.0 

min，40% → 43%B；2.0~2.1 min，43% → 50%B；

2.1~12.0 min，50% → 54%B；12.0~12.1min，54% → 

70%B；12.1~18.0 min，70% → 99%B；18.0~18.1 min，

99% → 40%B；18.1~20.0 min，40% → 40%B。

质谱条件为正离子模式下，毛细管电压和锥孔

电压分别为 2 kV 和 40 V；负离子模式下，毛细管

电压和锥孔电压分别为 2 kV 和 40 V。源温 120℃，

脱溶剂气温 450 ℃。采用 MSe 模式进行 Continuum

数据采集，一级扫描范围为 100~2 000 Da，扫描时

间为 0.2 s，对所有母离子按 20~50 eV 的能量进行

碎裂，采集所有碎片信息。

2.7  样品质量控制方法

质控样本（QC）制备由所有样本的提取液等

体积混合制备而成。具体方法：采集制备后血清 10 

µL，混合，即为质控样品。样品检测期间每 8 个样

本采集 1 次 QC，将 QC 样品总离子流图重叠，观察

样品的保留时间及相应强度，评估样品质量。

2.8  统计学方法

生化指标数据均以（ ±x s ）表示，分析采用

Graphpad 8.0进行统计分析，2组间比较采用 t 检验，

以 P<0.05 表示差异有统计意义。

肝组织脂质组学采用 Waters 公司商业化软件

Progenesis QI 对质谱数据进行预处理，完成数据分

析峰对齐、峰提取、归一化等。数据经初步匹配后，

采用 EXCEL 进行数据前处理，首先控制数据质量，

方法是以空白组为参照，以 80% 原则为准，删除空

值超出 80% 的变量，以 QC 组为样本统计变量，删

去 QC 组中变异系数 >30% 的变量。其次对数据进

行以 2 为底的对数变换。预处理后，采用 SIMCA 

14.1 进行偏最小二乘 - 判别分析（PLS-DA）分析

数据，获取得分散点图，分析高脂饮食对实验大鼠

肝组织脂质代谢的影响。HMDB 数据库对潜在的

标志物变量进行鉴定。MetaboAnalyst 5.0 数据处理

平台进行通路富集分析，并通过KEGG数据库检索、

文献比对等方法对潜在的生物标志物进行代谢通

路及生物意义分析。

3  结果

3.1  高脂饮食对大鼠一般行为的影响

正常组大鼠毛色洁白、有光泽，活动较频繁且

灵敏。模型组大鼠从实验中、后期开始，出现一定

程度的精神萎靡，毛色暗黄无光，食欲较差，活动

减少且缓慢，腹部膨胀。正常组与模型组大鼠的尿

液、粪便颜色无明显差异。

3.2  高脂饮食对大鼠血糖、血脂等相关指标的影响

结果显示，与空白组比较，高脂饲料干预 28

周后，大鼠体重 BW、FBG、HOMA-IR 水平升高，

且具有显著性意义。与空白组比较，高脂干预大

鼠 Fins 水平提高，但是没有统计学意义。与空白

对组比较，TG 显著增加，HDL-C 水平降低，TC、

LDL-C 水平增加但无统计学意义。见图 1。

3.3  油红 0 染色评价高脂饮食对肝脏脂质沉积的影响

结果显示，空白组肝细胞形态正常，无明显油

滴，不存在明显的脂质沉积；模型组肝细胞具有正

常细胞形态，背景为被油红染色的油滴，肝存在显

著的脂质沉积。见图 2。
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注：与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01。

图1	 高脂饮食对大鼠血糖、血脂相关指标的影响

空白组 模型组

图2	 高脂饮食对大鼠肝脏脂肪沉积的影响（×40，标尺＝

100	μm）

3.4  脂质组学研究结果

3.4.1 肝组织样品总离子流图

注：A.正模式；B.负模式。

图3	 QC样本总离子流图

对 QC 样品进行正、负离子模式脂质代谢物检

测，含有较多离子峰、主要样品峰响应强度高，分

离效果好，说明液相和质谱方法条件适合肝脏脂质

组样品检测。见图 3。

3.4.2 样品及仪器稳定性

图 4 A 中为 QC 样品正模式的总离子流图，图

中峰响应强度相似，但是峰重叠性不高，保留时

间差异较大，数据质量较差。图 4 B 中 QC 样品负

模式的总离子流图中曲线重叠性高，说明保留时

间和峰强度一致，表明同一样品不同时间检测时，

信号较稳定。以上结果表明，负模式脂质组学数

据质量较高，因此采用负模式数据进行脂质组学

分析。

A

B

注：A.正模式；B.负模式。

图4	 QC样本总离子流重叠图

3.5  PCA

基于脂质组样品负模式数据，对空白组、模

型组进行 PCA 分析，获得其得分散点图。该模型

R2X 为 0.75，Q2 为 0.633，说明该模型能够表征质

谱多数，能够反映肝组织客观信息。空白组、模型

组样本点没有重合，正常组与模型组整体状态存在

明显的差异，说明高脂饮食改变了大鼠肝脏组织中

脂质代谢整体状态。见图 5。

注：1.空白组；2.模型组。

图5	 得分散点图
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3.6  差异代谢标志物分析

采用 t 检验筛选差异代谢物变量，然后基于差

异代谢变量构建 PLS-DA 模型，深入探索其脂质代

谢标志物。结果基于 t 检验发现 93 个特征变量，

PLS-DA 模型 R2X、R2Y 及 Q2 值分别为 0.699、0.948

和 0.940，模型有效性较高。为了避免 PLS-DA 模

型过拟合，采用 20 倍 Permutation test 对模型进行

有效性检验，结果显示，R2、Q2 具有较大的斜率，

且 R2 的截距为 0.05，Q2 的截距小于 0，结果说明

模型不存在过拟合，基于此模型可以有效的脂质代

谢标志物。见图 6。

表1	 潜在脂质标志物

编号 保留时间 /min m/z VIP P 标记物
M01 4.60 907.529 5 1.18 0.98 PE（LTE4/20∶2）
M02 6.47 861.548 3 1.20 0.98 PG（PGF2VI/21∶0）
M03 5.65 847.531 4 1.20 0.98 PG（PGF2VI/20∶0）
M04 4.33 784.490 6 1.20 0.96 PE（22∶6/18∶3）
M05 6.11 902.587 5 1.14 0.96 PC（22∶3/PGJ2）
M06 6.46 1619.106 0 1.17 0.96 未知
M07 11.83 770.568 5 1.14 0.95 PC（18∶2/17∶0）
M08 4.96 833.517 3 1.16 0.95 PG（PGF2VI/19∶0）
M09 4.21 857.515 9 1.19 0.94 PG（20∶5/19∶0）
M10 4.49 881.516 7 1.10 0.94 PI（18∶1/20∶3）
M11 4.51 764.521 4 1.20 0.94 PC（20∶4/15∶0）
M12 5.08 859.531 3 1.14 0.94 PG（PGD2/19∶0）
M13 4.68 806.495 9 1.12 0.93 PC（22∶6/14∶1）
M14 5.53 898.487 3 1.15 0.93 PS（22∶6/20∶5）
M15 6.43 929.534 7 1.12 0.93 PE（LTE4/P-18∶1）
M16 0.88 595.287 8 1.12 0.92 LysoPI（18∶2/0∶0）
M17 4.98 901.509 6 1.11 0.92 PGP（20∶4/20∶2）
M18 4.93 1663.076 0 1.07 0.91 未知
M19 4.49 949.502 7 1.04 0.90 PS（LTE4/20∶3）
M20 1.06 1001.561 0 1.05 -0.90 lysoPE（20∶4/0∶0）
M21 1.07 585.254 6 1.09 -0.91 tetrahydroaldosterone-3-glucuronide
M22 6.04 773.577 7 1.09 -0.92 SM（d19∶1/18∶1）
M23 13.27 877.698 4 1.13 -0.92 SM（d18∶1/26∶0）
M24 1.06 1023.543 0 1.09 -0.93 未知
M25 11.43 636.556 0 1.10 -0.93 未知
M26 8.58 608.524 9 1.09 -0.93 Cer（d18∶1/18∶1）
M27 13.27 945.685 8 1.13 -0.93 TG（18∶1/18∶0/18∶4）
M28 1.75 283.263 7 1.15 -0.95 3-methylheptadecanoate
M29 1.07 1091.528 0 1.17 -0.97 未知

3.7  潜在脂质代谢标志物分析

基于 PLS-DA 模型，以变量重要性系数（VIP）

大于 1，变量相关性系数（P）绝对值大于 0.9 为标

准，共筛选 29 个脂质标志物变量。其中 19 个变量

在模型组下降，其余 10 个变量在模型组上升。依

据其峰面积及在空白组与模型之间的相对值，绘制

热图。结合 HMDB 数据库物质信息及文献中脂质

标准物质出峰顺序，初步鉴定高脂饮食大鼠代谢标

志物。见表 1。

注：A.得分散点图；B.Permutation 检验。

图6	 PLS-DA主成分图

A B
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3.8  通路富集分析

将潜在生物标志物导入 MetaboAnalyst 5.0 在

线网站中的 Pathway analysis 模块，进行通路富

集分析，获取 6 条代谢通路，分别为甘油磷脂代

谢（glycerophospholipid metabolism），亚油酸代谢

（linoleic acid metabolism）， α 亚油酸代谢（alpha-

Linolenic acid metabolism）， GPI 锚钉复合物形成

（glycosylphosphatidylinositol-anchorbiosynthesis）， 

鞘脂代谢（sphingolipid metabolism），花生四烯酸

代谢（arachidonic acid metabolism）。其中甘油磷

脂代谢通路显著性水平最高及影响因子最大，表明

甘油磷脂代谢是最重要的代谢通路。见图 7、图 8、

图 9、表 2。

图7	 脂质代谢热图

图8	 脂质代谢通路

图9	 甘油磷脂代谢通路及相关代谢物

表2	 代谢物分析

KEGG	ID Class Metabolite

C00350
Phosphatidyl

	ethanolamine
PE（LTE4/202）

PE（22∶6/18∶3）

PE（LTE4/18∶1）

C00157 Phosphatidyl	choline PC（22∶3/PGJ2）

PC（18∶2/17∶0）

PC（20∶4/15∶0）

PC（22∶6）/14∶1）

C02737 Phosphatidylserine PS（22∶6）/20∶5）

C00344 Phosphatidyl	glycerol PG（PGF2VI/21∶0）

PG（PGF2VI/20∶0）

PG（	PGF2VI/19∶0）

PG（20∶5）/19∶0）

PG（PGD2/19∶0）

4  讨论

本研究以高脂饮食诱导代谢性脂肪肝大鼠模

型，应用脂质组学方法探索肝脏脂质代谢相关标志

物及代谢通路，阐述高脂饮食诱导代谢性脂肪肝生

物机制。研究结果显示，模型组大鼠体重、血糖、

胰岛素抵抗指数、甘油三酯水平显著升高，高密度

脂蛋白显著下降实验模型符合代谢性脂肪性肝病

的诊断标准［9-10］。脂质代谢组学发现 93 个组间显

著变化的变量，筛选 29 个潜在脂质标志物，其中

19 种物质在模型组显著下降，下降的脂质主要包

括磷脂酰胆碱、磷脂酰肌醇、磷脂酰乙醇胺等，其

余 10 个脂质标志物在模型组显著上升，这些上升

的物质主要是鞘磷脂、神经酰胺和甘油三酯类物

质。对潜在脂质代谢标志物进行通路富集分析，发
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现这些标志物主要涉及甘油磷脂代谢、鞘磷脂代

谢、亚油酸代谢等代谢通路。

鞘脂在细胞和血浆中的浓度变化与多种代谢

紊乱密切相关［11］。神经酰胺作为鞘脂合成的关

键前体，通过不同的生物合成途径形成鞘糖脂和

鞘磷脂，参与合成具有生物活性的鞘氨醇等化合

物。这些代谢过程受特定转录因子调控，目前相

关转录因子与肝脏脂肪积累密切相关［12］。胰岛素

抵抗导致游离脂肪酸增加，促进神经酰胺合成，影

响胰岛素抵抗和脂肪肝发展［13-14］。血清中的酸性

鞘磷脂酶和神经酰胺水平升高，胆固醇水平也随

之升高［15-16］。降低鞘磷脂水平，减少小鼠的脂质

积聚 ［17-18］。磷脂是细胞膜的重要组成部分，对细

胞结构和功能至关重要。磷脂酰胆碱合成基因缺

失或蛋氨酸和胆碱缺乏的饮食加剧脂肪肝［19-20］。

MAFLD 患者肝脏中磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺水

平降低［21］。补充磷脂能减少肝脂质积累，多烯磷

脂酰胆碱类药物降低血脂和肝损伤［22-24］。机制可

能与磷脂酰胆碱在调控甘油三酯合成和代谢中的

关键作用有关［25］。磷脂酰肌醇作为信号分子，其

磷酸化触发内质网应激，影响脂质代谢，促进脂肪

变性［26］。本研究显示肝组织中磷脂酰肌醇水平下

降 , 说明磷脂酰肌醇代谢可能是参与 MAFLD 脂肪

变性的重要代谢机制。

通过构建高脂饮食诱导的代谢性脂肪肝模型，

并运用脂质组学技术深入分析了代谢性脂肪肝的

潜在生物机制。研究结果肝组织中的甘油三酯、鞘

磷脂和甘油磷脂等关键脂质成分发生显著性变化。

在脂毒性理论下，二酰基甘油和鞘磷脂能够促进肝

脏脂肪变性。但是甘油磷脂代谢与代谢性脂肪肝

之间的联系尚未被广泛探讨，深入研究甘油磷脂在

代谢性脂肪肝中的作用，不仅能够丰富对脂肪肝病

理机制，也可能为开发新的治疗策略提供重要的科

学依据。
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