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基于超高效液相色谱⁃串联质谱的股骨头坏死组织
外泌体脂质代谢组学分析

郭民康，　 张　 健∗

（重庆医科大学附属第一医院骨科， 重庆 ４０００１６）

摘要：股骨头坏死（ＯＮＦＨ）是一种可导致股骨头塌陷进而需要接受全髋关节置换的疾病。 外泌体作为一种细胞间

交流的方式，在一系列生理和病理过程中起着至关重要的作用，已在疾病的诊断和治疗中发挥独特作用。 该研究

利用非靶向代谢组学方法，探讨股骨头坏死组织外泌体内的脂质代谢特征，阐释股骨头坏死时机体发生的脂质代

谢变化。 该研究采用超速离心的方法，对股骨头坏死组织的外泌体进行了分离富集，并使用动态光散射（ＤＬＳ）、蛋
白质免疫印迹和透射电子显微镜（ＴＥＭ） ３ 种方法鉴定外泌体。 采用超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）
结合多变量统计分析识别股骨头坏死外泌体的脂质代谢谱。 采用主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析

（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）对差异表达的外泌体脂质代谢物进行多变量统计分析。 在外泌体中检测到 １８ 种明显改变的脂质代谢

物，包括丙烯醇酯类、脂肪酸酯类、甘油酯类及其衍生物。 通过代谢分析网站进行通路分析，从而确定受影响的代

谢通路并进行可视化。 代谢通路分析显示外泌体内的甘油磷脂代谢和鞘脂代谢改变最为明显，鞘脂和甘油磷脂之

间的不平衡导致脂肪毒性损伤，这与常见代谢性疾病的病理生理学有关。 同时，甘油磷脂与细胞增殖、分化和凋亡

之间具有相关性，甘油磷脂比例的变化可以反映脂质代谢的紊乱。 外泌体内的脂质代谢变化可能在一定程度上反

映了 ＯＮＦＨ 疾病的代谢变化。 ＯＮＦＨ 外泌体脂质代谢组学分析可有助于探索坏死骨组织外泌体中的脂质代谢变

化和受影响的脂质代谢通路。
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ａｎｄ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． Ａｎ ｉｍｂａｌａｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｌｉｐｏｔｏｘｉｃ ｄａｍａｇｅ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ ａｒｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｇｌｙｃｅｒｏ⁃
ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｒａｔｉｏ ｃａｎ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｍａｙ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＯＮＦＨ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ＯＮＦＮ ａｎｄ ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ （ＦＮＦ） ． Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｆｅｍ⁃
ｏｒａｌ ｈｅａｄ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｃａｎ ｈｅｌｐ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ．

引用本文：郭民康，张健． 基于超高效液相色谱⁃串联质谱的股骨头坏死组织外泌体脂质代谢组学分析． 色谱，２０２２，４０（２）：１２３－１２９．
ＧＵＯ Ｍｉｎｋａｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｎ． Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（２）：１２３－１２９．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ； ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ （ＯＮＦＨ）； ｅｘｏ⁃
ｓｏｍｅｓ； ｌｉｐｉｄ
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　 第 ２ 期 郭民康，等：基于超高效液相色谱⁃串联质谱的股骨头坏死组织外泌体脂质代谢组学分析

　 　 股骨头坏死（ＯＮＦＨ）是一种可导致股骨头塌陷

进而需要接受全髋关节置换的疾病。 该病严重影响

患者的日常生活，给社会造成了重大的经济负担，但
其发生机制和病理生理仍不清楚［１，２］。 Ｂａｒｔｏｌｍａｓ
等［３］证实甘油磷脂在调节生理病理过程中发挥着

重要作用。 溶血磷脂酸 （ ＬＰＡ） 和鞘氨醇⁃１⁃磷酸

（Ｓ１Ｐ）可促进内皮细胞迁移和血管生成。 在小鼠去

卵巢骨质疏松模型中，脂质代谢紊乱与骨吸收和骨

形成的失衡密切相关［４］。 同时，许多研究认为脂质

代谢紊乱为 ＯＮＦＨ 的代谢特征之一［５－７］。
　 　 外泌体是一种直径为 ３０ ～ １５０ ｎｍ 的细胞外囊

泡，被双层脂膜包裹，其分泌由细胞高度调控［８］。 外

泌体作为一种细胞间交流的方式，在一系列生理和病

理过程中起着至关重要的作用。 外泌体可以在受体

细胞中产生生物反应，并转运小分子代谢物［９］。 据报

道，骨髓来源的间充质干细胞分泌的外泌体参与血管

生成，调节骨代谢［１０］。 前期研究表明，来自正常股骨

头组织的外泌体可减少糖皮质激素诱导的大鼠模型

ＯＮＦＨ 的发生，促进间充质干细胞的成骨分化和迁

移；基于蛋白质组学分析，血小板表面糖蛋白（ＣＤ４１）
缺陷的外泌体可导致 ＯＮＦＨ 的发生，但来自正常骨

骼的外泌体可以改善 ＯＮＦＨ 的进展［１１］，然而其机制

尚不清楚，因为外泌体包含代谢产物等分子。 因此，
进一步研究来自 ＯＮＦＨ 骨组织外泌体中代谢物的作

用是必要的，这可能为外泌体介导的代谢途径提供思

路，加深我们对 ＯＮＦＨ 的理解。

表 １　 入组样本的临床信息（ｎ＝３０）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｒｏｌｌｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝３０）

Ｃｈａｒａｃｔｅｒ Ａｇｅ ／ ｙｅａｒ Ｇｅｎｄｅｒ（ｍａｌｅ ／ ｆｅｍａｌｅ） Ｈｅｉｇｈｔ ／ ｃｍ Ｗｅｉｇｈｔ ／ ｋｇ ＢＭＩ ／ （ｋｇ ／ ｍ２）
ＦＮＦ ７２．２８±８．２７ １２ ／ １８ １５６．４７±５．６８ ５６．１６±８．４４ ２２．０３±２．５１
ＯＮＦＨ ６５．５７±５．１４ １７ ／ １３ １６３．４３±５．５４ ６１．７８±７．９４ ２３．６２±３．２７
Ｐ ０．０６３ ０．１９６ ０．０３５ ０．０３６ ０．０６３

　 Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ±ＳＤ． ＢＭＩ： ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ； ＦＮＦ： ｆｅｍｏｒａｌ ｎｅｃｋ ｆｒａｃｔｕｒｅ； ＯＮＦＨ： ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ．
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ Ｐ＜０􀆰 ０５．

　 　 代谢组学是对某一生物或细胞在一特定生理时

期内所有相对分子质量较低代谢产物同时进行定性

和定量分析的一门新学科［１２］。 代谢物是细胞功能的

组成部分，被认为拥有大量能预测表型的信息［１３］。
超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术以

其高精度和高灵敏度被广泛用于组学分析［１４，１５］。 本

研究基于ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的非靶向代谢组学技术分析

了来源于 ＯＮＦＨ 骨组织外泌体内脂质代谢物的变

化。 本研究旨在为观察 ＯＮＦＨ 提供一个新的视角，
并探索 ＯＮＦＨ 疾病外泌体中可能的代谢变化。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 高效液相色谱系统（ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００）、超速离心

机（Ｓｏｒｖａｌｌ ＷＸ）（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；透射

电子显微镜（Ｈ⁃７６５０，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）；动态光散

射仪（ＬＳ⁃１３，美国 Ｂｅｒｋａｍ 公司）； Ｋｉｎｅｔｅｘ ＸＢ⁃Ｃ１８
色谱柱 （１００ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ， 美国 Ｐｈｅ⁃
ｎｏｍｅｎｅｘ 公司）； Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００ ＬＣ⁃ＭＳ 系统（美
国 ＳＣＩＥＸ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司）。
　 　 ＲＩＰＡ 裂解液和 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒均购

自上海碧云天生物技术有限公司；乙腈和甲醇（色
谱级，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；甲酸（色谱级，德
国 ＣＮＷ 公司）；聚偏氟乙烯膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｃｏｒ⁃
ｐｏｒａｔｉｏｎ 公司）；洗膜缓冲液（ＴＢＳＴ）、磷酸缓冲盐

溶液（ＰＢＳ， ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ， ＰＨ ７􀆰 ４）和 ５％ 牛血清白

蛋白封闭液（ＢＳＡ）均购自武汉博士德生物工程有

限公司；第一抗体：Ａｌｉｘ⁃１ 和 ＣＤ６３ 均购自沈阳万类

生物科技有限公司，ＴＳＧ１０１ 购自美国 Ａｂｃａｍ 公

司；第二抗体：辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗

兔 ＩｇＧ （上海碧云天生物技术有限公司）。
１．２　 样本收集

　 　 所有实验均通过重庆医科大学附属第一医院伦

理委员会的批准。 本研究中的捐赠者均充分了解知

情同意书的内容，同时也获得了每位捐赠者的书面

知情同意。 ＯＮＦＨ 患者的纳入标准：（１）Ｘ 射线、核
磁共振（ＭＲＩ）及病理表现与 ＯＮＦＨ 诊断一致；（２）
根据国际骨循环研究会（ＡＲＣＯ）分期，患者处于Ⅲ
～Ⅳ期；（３）患者未出现严重内源性疾病、畸形性骨

炎、代谢性骨病、转移性骨癌、甲状旁腺功能亢进等

疾病。 本研究涉及 ３０ 例 ＯＮＦＨ 患者及 ３０ 例股骨

颈骨折（ＦＮＦ）患者的标本。 患者的人口学统计数

据见表 １。
１．３　 超速离心法提取外泌体

　 　 外泌体的分离纯化采用多级超速离心法进行。
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色 谱 第 ４０ 卷

将 ５００ ｍｇ 股骨头组织充分研磨后与 ＰＢＳ 混合，于 ４
℃条件下以 ３００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，随后将上清液吸至

另一高速离心管中，于 ４ ℃下以 １０ ０００ ｇ 离心 ３０
ｍｉｎ，最后取上清液，于 ４ ℃下以 １００ ０００ ｇ 离心 ７０
ｍｉｎ，获得外泌体沉淀，使用 ＰＢＳ 对外泌体进行重悬

洗涤，以 １００ ０００ ｇ 离心 ７０ ｍｉｎ，获得纯净的外泌体

沉淀。 最后，用 ＰＢＳ 吹打外泌体，用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器

过滤，外泌体溶液的含量为 １􀆰 ９×１０１１ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ，
保存于－８０ ℃。
１．４　 蛋白免疫印迹分析

　 　 向外泌体样本中加入 ＲＩＰＡ 裂解液，在冰上裂

解 ２０ ｍｉｎ 后，以 １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 提取总

蛋白质。 ＢＣＡ 试剂盒测定总蛋白质浓度后进行蛋

白免疫印迹分析，蛋白质上样量为每孔 ３０ μｇ。
　 　 十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ）分离程序：以 ８０ Ｖ 电压运行 ３０ ｍｉｎ 进行浓

缩，以 １２０ Ｖ 电压运行 ６０ ｍｉｎ 进行分离。 转膜程

序：以 ２１０ ｍＡ 电流运行 ９０ ｍｉｎ，将蛋白质转移至聚

偏氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）上，在 ５％ ＢＳＡ 中室温摇床封

闭 １ ｈ。 将封闭好的 ＰＶＤＦ 膜先在双蒸水中清洗掉

封闭液，然后放入洗膜缓冲液（ＴＢＳＴ）中，摇床每次

清洗 ７ ｍｉｎ，共 ３ 次。 ＰＶＤＦ 膜在 ４ ℃冰箱中与第一

抗体孵育 １２ ｈ 后，ＰＶＤＦ 膜放入 ＴＢＳＴ，摇床每次清

洗 ７ ｍｉｎ，共 ３ 次。 最后，ＰＶＤＦ 膜与第二抗体孵化

１ ｈ。
１．５　 代谢物的提取

　 　 外泌体按照之前的方案制备样品［１６］。 具体实

验步骤：以 １００ Ｈｚ 超声持续 ５ ｍｉｎ 破碎外泌体，然
后加入 １００ μＬ 乙腈，于 ４ ℃下以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 以去除微粒。 取 ４０ μＬ 上清液，用 ６０ μＬ 蒸

馏水稀释。 将 ６０ μＬ 上清液装入玻璃自动进样瓶

中。 每一组的剩余上清取 １０ μＬ 作为质控组。
１．６　 分析条件

１．６．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｋｉｎｅｔｅｘ ＸＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １
ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）；柱温： ３０ ℃；流动相： （Ａ） ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液和（Ｂ） ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈溶

液；流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品室温度：８ ℃。 梯度洗

脱程序：０～ １􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； １􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ
～８０％ Ｂ； ８􀆰 ０～ １２􀆰 ０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ； １２􀆰 ０ ～ １５􀆰 ０ ｍｉｎ，
８０％ Ｂ～１０％ Ｂ。 进样量：６０ μＬ。
１．６．２　 质谱条件

　 　 质量扫描范围 ｍ／ ｚ： １００ ～ １ ０００，鞘气压力为

３８０ ｋＰａ，辅助气压力为 ３８０ ｋＰａ，气帘气压力为 １７０
ｋＰａ，雾化温度为 ６００ ℃，采用飞行时间质谱全扫描⁃
信息关联采集⁃子离子扫描 （ ＴＯＦ⁃ＭＳ ｓｃａｎ⁃ＩＤＡ⁃
ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｓｃａｎ）复合模式，ＴＯＦ⁃ＭＳ 一级预扫描

和触发的二级扫描 ＩＤＡ 离子累积时间分别为 ２５０、
１００ ｍｓ，采用多重质量亏损（ＭＭＤＦ）和动态背景扣

除（ＤＢＳ）作为二级触发条件，解簇电压为±８０ Ｖ，碰
撞能量叠加为（３５±１５） ｅＶ。
１．７　 数据分析

　 　 将所得的原始数据通过 ＭａｒｋＶｉｅｗ 软件转化

后，进行峰识别、峰对齐、扣除溶剂峰、杂质峰、滤噪

等处理，利用快捷峰视图（Ｓｈｏｒｔｃｕｔ ｔｏ ＰｅａｋＶｉｅｗ）
技术，通过化学智能峰匹配算法促进碎片离子分析

过程，使用 ＭＭＣＤ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｍｃｄ． ｎｍｒｆａｍ． ｗｉｓｃ．
ｅｄｕ ／ ）和 ＨＭＤＢ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｈｍｄｂ． ｃａ ／ ）数据库

进行检索，由导出的数据表得到三维矩阵。 经预处

理后的数据矩阵导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １４􀆰 １，进行多变量统

计分析。 依据正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ）模型中变量投影重要性值（ＶＩＰ 值＞１）和独立

图 １　 股骨头的组织图像和免疫组化图片
Ｆｉｇ． １　 Ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ

ｏｆ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ
　 ａ． Ｘ⁃ｒａｙ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ； ｂ． ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ （ＭＲＩ） ｉｍａｇｅ ｏｆ ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｏ⁃
ｒａｌ ｈｅａｄ； ｃ． ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｏｆ ｆｅｍｏｒａｌ ｈｅａｄ； ｄ． ｈｅｍａｔｏｘ⁃
ｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ．

样本 ｔ 检验（Ｐ＜０􀆰 ０５）筛选差异代谢物。

２　 结果与讨论

２．１　 对受试者进行图像和组织学分析

　 　 ＯＮＦＨ 患者的 Ｘ 射线图像显示股骨头密度变

化，负重区塌陷，关节间隙狭窄（见图 １ａ）。 ＭＲＩ 图
像显示软骨下骨折，信号强度较低（见图 １ｂ）。 股骨

头的大体形状如图 １ｃ 所示，ＯＮＦＨ 标本可见局灶性

坏死区均匀改变，脂肪增多。 苏木精⁃伊红染色法

（ＨＥ）染色显示，ＯＮＦＨ 骨组织存在坏死、纤维化、
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骨髓腔紊乱以及骨吸收（见图 １ｄ）。 以上结果提示，
ＯＮＦＨ 患者股骨头的组织病理发生了改变。
２．２　 外泌体的鉴定

　 　 对分离富集得到的外泌体，分别进行动态光散

射（ＤＬＳ）分析、蛋白免疫印迹分析和透射电子显微

镜（ＴＥＭ）分析。 ＤＬＳ 的结果显示，这些外泌体的大

小大都在 ３０～１５０ ｎｍ 之间（见图 ２ａ）。 图 ２ｂ 显示，
外泌体的标记物 ＣＤ６３、Ａｌｉｘ 和 ＴＳＧ１０１ 显著富集。
最后对外泌体进行了 ＴＥＭ 分析，直接观察其形貌，
结果如图 ２ｃ 所示，外泌体为双层脂质包裹，类圆盘

状形态，大小在 １００ ｎｍ 左右。 以上结果表明组织

中的外泌体已成功分离。

图 ２　 外泌体的鉴定
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ （ＥＸＯ）

　 ａ． ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ； ｂ． ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ＥＸＯ； ｃ． ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓｃｏｐｅ （ＴＥＭ） ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ＥＸＯ．

２．３　 外泌体中脂质代谢产物谱

　 　 采用主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘法

判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）鉴别差异表达的代谢物。
　 　 外泌体样本经上述条件分析后得到的数据，经
处理后得到 ＰＣＡ 图（见图 ３ａ）。 结果显示，来自于

ＯＮＦＨ 的外泌体的成分和来自于 ＦＮＦ 的外泌体的成

分在维度上，二者有一定的分离趋势，反映了 ＯＮＦＨ
的病理生理变化。 通常情况下，Ｒ２Ｙ、Ｑ２ 高于 ０􀆰 ５ 较

好，高于 ０􀆰 ４ 即可接受，且两者差值不应过大。 临床

样本由于个体差异大，不可控，尤其大样本时，Ｒ２Ｙ、
Ｑ２ 大小为 ０􀆰 ２ 左右亦可。
　 　 模型评价参数 Ｒ２Ｙ、Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ７４９、０􀆰 ７２４，

均大于 ０􀆰 ５，表明模型稳定可靠（见图 ３ｂ）。 表明

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型建立成功，来源于 ＯＮＦＨ 和 ＦＮＦ 骨

组织的外泌体分离趋势较好。

图 ３　 ＦＮＦ 和 ＯＮＦＨ 患者的外泌体样本的（ａ）ＰＣＡ 和
（ｂ）ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 评分图

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ）
ａｎｄ （ｂ） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ｓｃｏｒｅ
ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ＦＮＦ ａｎｄ
ＯＮＦＨ ｐａｔｉｅｎｔｓ

　

２．４　 差异代谢物热图

　 　 根据 ＶＩＰ ＞１ 和变化倍数＞２ 的标准，在外泌体

的脂质代谢物中筛选了 １８ 个差异代谢物（见表 ２），
包括丙烯醇脂类、脂肪酸酯类、甘油酯类及其衍生

物。 热图显示了表 ２ 中差异代谢物的变化：在

ＯＮＦＨ中有 １２ 个脂质代谢物的表达增加，而其他 ６
个脂质代谢物的表达减少（见图 ４）。
２．５　 代谢途径分析

　 　 将脂质代谢物 （见附表 １，详见ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ． ｃｏｍ ） 导 入 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 网 站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ ／ ）进行代谢通路

分析。代谢通路分析显示，甘油磷脂代谢和鞘脂类
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表 ２　 外泌体差异代谢物列表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ
ｍ／ ｚ
（Ｄａ）

ｔＲ ／ ｓ ＶＩＰ Ｐ ＨＭＤＢ ＩＤ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｆｏｒｍｕｌａ

Ａｖｅｒａｇｅ
Ｍｒ

Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ ４２４．２７９ ４６２．７９９ ２．１７０ ０．０１４ ＨＭＤＢ００１４２９１ Ｃ１３Ｈ２４ＮＯ１０Ｐ ３８５．３０４
１⁃（Ｏ２ ⁃（２⁃ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ⁃２⁃ｏｘｏ⁃ｅｔｈｙｌ） ⁃Ｏ５ ⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ ４３２．２６２ ４６０．２５５ ３．２１５ ０．００８ ＨＭＤＢ００１３０３１ Ｃ９Ｈ１３Ｎ５Ｏ３ ２３９．２３１
ｐｈｏｓｐｈｉｎｙｌ⁃β⁃ｄ⁃ｒｉｂｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ） ｔｈｙｍｉｎｅ
ＬｙｓｏＰＥ（１８ ∶３（６Ｚ，９Ｚ，１２Ｚ） ／ ０ ∶０） ４４０．２５６ ４６１．１３５ １．１９２ ０．０００ ＨＭＤＢ００１１５０８ Ｃ２３Ｈ４２ＮＯ７Ｐ ４７５．５５５
Ｌｕｃｙｏｓｉｄｅ Ｋ ５９７．３７６ ３３６．９３２ １．０４３ ０．００１ ＨＭＤＢ００４１３５３ Ｃ３６Ｈ５６Ｏ９ ６３２．８２４
Ｐｈｙｓａｐｒｕｉｎ Ｂ ６４１．２８９ ５３８．８５５ ３．０６７ ０．０１６ ＨＭＤＢ００４０６７１ Ｃ３４Ｈ５０Ｏ９ ６０２．７５５
Ｃａｒｆｅｎｔｒａｚｏｎｅ⁃ｅｔｈｙｌ ４３５．１９１ ５３６．２１８ １．７６８ ０．０００ ＨＭＤＢ００４１４７７ Ｃ８Ｈ１８Ｓ １４６．２９４
ＬｙｓｏＰＣ（１８ ∶２（９Ｚ，１２Ｚ）） ５２０．３３９ ５６３．９２９ １．０４０ ０．０１４ ＨＭＤＢ００１０３８６ Ｃ２６Ｈ５０ＮＯ７Ｐ ５１９．６５１
１⁃Ｐａｌｍｉｔｏｙｌ⁃Ｓｎ⁃Ｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ ４９６．３４０ ５８９．０６１ ３．２４１ ０．０００ ＨＭＤＢ００１０３８２ Ｃ２４Ｈ５０ＮＯ７Ｐ ４９５．６３０
ＬｙｓｏＰＣ（２０ ∶４（５Ｚ，８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ）） ５４４．３３９ ６０５．８７６ １．５１８ ０．００１ ＨＭＤＢ００１０３９５ Ｃ２８Ｈ５０ＮＯ７Ｐ ５４３．６７２
１⁃Ｏｌｅｏｙｌ⁃Ｓｎ⁃Ｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ ５２２．３５６ ６０５．９９９ １．３０４ ０．０００ ＨＭＤＢ０００２８１５ Ｃ２６Ｈ５２ＮＯ７Ｐ ５２１．６６７
（±） ⁃Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ２６５．１５１ ３５９．００８ １．２７７ ０．０２３ ＨＭＤＢ００３５１４０ Ｃ１５Ｈ２０Ｏ４ ２６４．３１６
Ｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏ ｓｅｌｅｎｉｄｅ １４２．９４８ ７２．３０９ １．９５７ ０．０００ ＨＭＤＢ００３０８７９ Ｃ２Ｈ６ＳＳｅ １４１．０９
Ｐｕｂｅｓｃｅｎｏｌ ４９２．３２１ ３６５．９７９ １．６４８ ０．０００ ＨＭＤＢ００３００８５ Ｃ２８Ｈ４２Ｏ６ ４７４．６２９
Ｎｏｎａｃｏｓａｎ⁃１０⁃ｏｎｅ ４２３．７８８ ３７２．５７６ ３．０７９ ０．０００ ＨＭＤＢ００３３７１９ Ｃ２９Ｈ５８Ｏ ４２２．７７０
（２４Ｅ） ⁃３α⁃Ａｃｅｔｏｘｙ⁃１５α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３⁃ｏｘｏ⁃７，９（１１）， ４９１．３２１ ３７１．６３１ ２．８０８ ０．０００ ＨＭＤＢ００３５３８６ Ｃ３２Ｈ４６Ｏ６ ５２６．７０４
２４⁃ｌａｎｏｓｔａｔｒｉｅｎ⁃２６⁃ｏｉｃ ａｃｉｄ
Ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ Ｍｇ ６２０．４０６ ３６７．１３３ ２．７３２ ０．０１６ ＨＭＤＢ００３５９９９ Ｃ３５Ｈ５４Ｏ８ ６０２．７９８
ＰＡ （８ ∶０ ／ １２ ∶０） ４９８．３１０ ３６８．０９９ １．０５６ ０．００５ ＨＭＤＢ０１１５４８３ Ｃ２３Ｈ４５Ｏ８Ｐ ４８０．５７９
Ｔａｕｒｏｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ４８４．３１６ ３６６．７８８ １．０５６ ０．００５ ＨＭＤＢ００００７２２ Ｃ２６Ｈ４５ＮＯ５Ｓ ４８３．７１

ＶＩＰ： ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ Ｐ＜０􀆰 ０５．

图 ４　 差异代谢物的热图
Ｆｉｇ． ４　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

代谢通路在来自于 ＯＮＦＨ 的外泌体中发生了较大

的改变（见图 ５）。 有研究表明，鞘脂和甘油磷脂之

间的不平衡导致脂肪毒性损伤，这与常见代谢性疾

病的病理生理学有关［１７］。 Ｈａｎ 等［１８］ 认为，甘油磷

脂代谢途径对人类多能干细胞的多能性和生存的铁

稳态至关重要。 还有研究揭示了甘油磷脂与细胞增

殖、分化和凋亡之间具有相关性，甘油磷脂比例的变

化可以反映脂质代谢的紊乱［１９］。 Ｚｈｕ 等［１６］ 的研究
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图 ５　 ＯＮＦＨ 患者外泌体中已鉴定代谢物的代谢途径分析
Ｆｉｇ． ５　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＯＮＦＨ ｐａｔｉｅｎｔｓ

认为，在 ＯＮＦＨ 疾病中，脂质代谢紊乱是一个重要

的病理因素。 外泌体内的甘油磷脂代谢和鞘脂类代

谢可能也代表了疾病本身的代谢变化。

３　 结论

　 　 在本研究中，使用基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的非靶

向代谢组学方法识别来源于 ＯＮＦＨ 和对照组股骨

头组织的外泌体之间的脂质代谢差异，并发现了

ＯＮＦＨ 外泌体的代谢特征，共鉴定出 １８ 种差异代谢

产物，包括丙烯醇脂类、脂肪酸酯类、甘油酯类及其

衍生物。 脂质代谢紊乱是 ＯＮＦＨ 的基本特征之一，
外泌体脂质代谢组学可能是揭露 ＯＮＦＨ 疾病脂质

代谢变化的一个重要方法。
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