
２０２１ 年 １０ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．１０
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ １１１８～１１２７

庆贺张玉奎院士八十华诞专辑（Ⅱ）·研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２１．０６００６

∗收稿日期：２０２１⁃０６⁃０４
∗通讯联系人．Ｔｅｌ：（０４１１）８２４６３００４，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｐｉａｏ＠ ｄｉｃｐ．ａｃ．ｃｎ．
基金项目：国家自然科学基金项目（８１９７２６２５，２１９０７０９３） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏｓ． ８１９７２６２５， ２１９０７０９３） ．

基于超高效液相色谱⁃飞行时间质谱法测定 ＬＡＭＴＯＲ１
在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物

王　 稳１，２，　 陈　 迪１，　 朴海龙１，２∗

（１． 中国科学院大连化学物理研究所， 中国科学院分离分析重点实验室，
辽宁 大连 １１６０２３； ２． 中国科学院大学， 北京 １０００４９）

摘要：ＬＡＭＴＯＲ１（晚期胞内体 ／溶酶体接头蛋白，ＭＡＰＫ 以及 ｍＴＯＲ 激活蛋白 １）是机体应对营养压力时重要的调

控蛋白之一。 公共开放基因表达数据库分析显示 ＬＡＭＴＯＲ１ 在非酒精性脂肪肝炎（ＮＡＳＨ）和肝癌中均异常高表

达，显示 ＬＡＭＴＯＲ１ 在 ＮＡＳＨ 和肝癌发生发展中发挥重要作用，探索 ＬＡＭＴＯＲ１ 在肝脏炎症恶性转化过程中调控

的代谢机制具有重要意义。 该研究中小鼠给予蛋氨酸胆碱缺乏（ＭＣＤ）饮食饲养，肝脏组织的苏木精伊红（ＨＥ）染
色结果显示小鼠肝脏炎症性损伤的成功构建。 接下来利用蛋白免疫印迹实验验证了肝脏组织中 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因

的特异性敲除以及一些 ＬＡＭＴＯＲ１ 调控的蛋白变化。 紧接着开展了基于超高效液相色谱⁃飞行时间质谱联用的肝

脏组织代谢组学分析，以鉴定 ＬＡＭＴＯＲ１ 肝脏特异性调控的重要代谢物。 对检测到的 １３４ 个代谢物进行多变量分

析，主成分分析模型显示特异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 对小鼠肝脏的代谢过程有明显的扰动。 其中 ４５ 个代谢物发生了

显著性变化，表明敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 可引起肝脏多条代谢通路紊乱。 进一步分析显示，ＵＤＰ⁃乙酰葡萄糖胺（ＵＤＰ⁃
ＧｌｃＮＡｃ）、Ｓ⁃腺苷蛋氨酸、Ｓ⁃腺苷高丝氨酸和三甲基赖氨酸等代谢物在 ＬＡＭＴＯＲ１ 敲除（ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ）小鼠中明显

上调，说明 ＬＡＭＴＯＲ１ 与己糖胺合成通路和生物分子甲基化过程可能存在调控关系。 另外，９⁃氧代十八碳二烯酸、
二十碳五烯酸（ＥＰＡ）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）等不饱和脂肪酸等代谢物水平在 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠中明显下降。
接下来基于公共开放转录组数据库开展了基因表达相关性的预测分析，得到的相关系数 Ｒ 表征基因间的调控关

系，Ｒ 的绝对值接近或高于 ０ ５ 属于中强相关，结果提示 ＬＡＭＴＯＲ１ 可能负调控 ＭＡＴ１Ａ （Ｒ＝ －０ ４７）基因，同时预

测得到 ＬＡＭＴＯＲ１ 与 ＭＧＡＴ１ （Ｒ＝ ０ ４７）和 ＡＤＳＬ （Ｒ＝ ０ ５９）等基因存在正调控关系。 该研究将代谢组学方法应

用于疾病机制研究，通过鉴定小鼠 ＮＡＳＨ 模型中 ＬＡＭＴＯＲ１ 特异性调控的代谢物，并结合基因表达相关性分析，揭
示出 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因在非酒精性脂肪肝炎及恶性转化过程中可能调控的重要代谢通路，为后续 ＮＡＳＨ 及 ＮＡＳＨ 转

化的肝癌发病机制和治疗研究提供理论基础。
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ｗｈｏｌｅ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ＮＡＳＨ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＣＣ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｐｕｂｌｉｃ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ｆｉｒｓｔ， ａ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ ＭＡＴ１Ａ （Ｒ ＝ －０ ４７） ． ＭＡＴ１Ａ ｅｎｃｏｄｅｓ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｄｅｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
１Ａ， ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｔｈａｔ ｃａｔａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ⁃ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｕｎｄｅｒ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ＬＡＭＴＯＲ１ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ， ｉｔ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈａｔ ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ＭＧＡＴ１ （Ｒ ＝ ０ ４７）， ａ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｌｐｈａ⁃１，３⁃ｍａｎｎｏｓｙｌ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ２⁃ｂｅｔａ⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ． Ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｕｃｃｉｎｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ＬＡＭＴＯＲ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ， ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＬＡＭＴＯＲ１ ｍａｙ
ａｌｓｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＡＤＳＬ （Ｒ＝

引用本文：王稳，陈迪，朴海龙． 基于超高效液相色谱⁃飞行时间质谱法测定 ＬＡＭＴＯＲ１ 在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物． 色谱，
２０２１，３９（１０）：１１１８－１１２７．
ＷＡＮＧ Ｗｅｎ， ＣＨＥＮ Ｄｉ， ＰＩＡＯ Ｈａｉｌｏｎｇ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＡＭＴＯＲ１⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａ⁃
ｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：１１１８－１１２７．

０ ５９） ． Ｔｈｅ ＡＤＳＬ ｇｅｎｅ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍａｋｉｎｇ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ ｃａｌｌｅｄ ａｄｅｎｙｌｏｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｌｙａｓｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｕｃｃｉｎｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ＬＡＭＴＯＲ１
ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｋｅｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ＮＡＳＨ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｏｆ
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ＬＡＭＴＯＲ１ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＡＳＨ ａｎｄ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＮＡＳＨ ｏｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ＮＡＳＨ⁃
ｄｒｉｖｅｎ ＨＣＣ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＬＣ⁃ＭＳ）； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； ＬＡＭＴＯＲ１；
ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ； ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 　 非酒精性脂肪肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉ⁃
ｔｉｓ， ＮＡＳＨ）因为其纤维化和肝硬化带来的严重肝损

伤，被认为是非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＮＡＦＬＤ）进展中的关键阶段［１］且可能

发展为肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ） ［２］，已
成为肝脏相关疾病死亡的重要原因之一。 ＮＡＳＨ 的

发生发展与导致肝脏中脂质沉积的肥胖及其代谢综

合征有较强的关系［３］，而伴随着肥胖以及相关代谢

疾病越来越全球化的趋势，ＮＡＦＬＤ 也已经成为很多

国家的重要健康问题［４］。 研究发现，肝脏特异敲除

Ｐｔｅｎ 基因的小鼠后续会发生 ＮＡＳＨ［５］，严重者会发

展为肝癌，而蛋白组和代谢组数据也表明循环脂质

代谢物以及一些基因的变化与该进程密切相关［６］。
因此 ＮＡＳＨ 作为严重肝脏疾病发生的必经阶段，了
解其疾病发生发展及炎症恶性转化过程中相关生物

分子调控的关系，对开展有效治疗严重肝脏疾病具

有重要意义。 目前营养诱发动物模型是展开 ＮＡＳＨ
发病机制和治疗研究的最有效平台，如基于蛋氨酸

和胆碱缺乏（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ， ＭＣＤ）
饲料诱导的小鼠 ＮＡＳＨ 模型。
　 　 ＬＡＭＴＯＲ１（全称为晚期胞内体 ／溶酶体接头蛋

白，ＭＡＰＫ 以及 ｍＴＯＲ 激活蛋白 １）在调控细胞生

长和能量平衡中起重要作用，并参与氨基酸介导的

蛋白激酶复合物 ｍＴＯＲＣ１ 的激活过程［７］。 并在肝

脏特异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 的小鼠模型中发现，在能

量匮乏时该蛋白参与重要蛋白激酶 ＡＭＰＫ 的激

活［８］，以应对机体内的营养压力，表明该蛋白与肝

脏的糖脂代谢关系密切［９］。 因此，推断 ＬＡＭＴＯＲ１
在 ＮＡＳＨ 疾病发展乃至后续进展为肝癌的过程中

可能调控关键代谢通路，占据重要角色。
　 　 随着近些年功能代谢组学［１０］ 的兴起，代谢组学

技术在研究基因与疾病进展相关功能时发挥着越来

越出色的作用［１１－１２］。 将基因敲除和代谢组学技术

联合交叉应用到生命过程中重要代谢通路的研究

中，更利于阐释代谢疾病进展过程中的分子机制。
本研究以 ＭＣＤ 饮食诱导的小鼠 ＮＡＳＨ 模型为平

台，在肝脏特异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因的组织样品

中进行关键代谢通路鉴定，结合基因表达相关性分

析，期望在 ＮＡＳＨ 疾病进程及肝脏炎症恶性转化中

对 ＬＡＭＴＯＲ１ 蛋白可能发挥的重要作用给出阐释，
并为 ＮＡＳＨ 及 ＮＡＳＨ 转化的肝癌发病机制和治疗

研究提供理论依据。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 代谢物分析采用 Ａｃｑｕｉｔｙ 超高效液相色谱

（ＵＨＰＬＣ）（美国 Ｗａｔｅｒｓ）联合四极杆⁃飞行时间质

谱（ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ ５６００ ＭＳ） （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ）系统。
蛋白质免疫印迹实验（ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＷＢ）在Ｆｕｓｉｏｎ
Ｆｘ 化学发光仪（法国 ＶＩＬＢＥＲ）上实现。 液相色谱

用纯甲醇和乙腈购自 Ｍｅｒｃｋ （德国），超纯水由

Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统制备（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。 流动相添加剂

甲酸和碳酸氢铵以及提取剂甲基叔丁基醚（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌ ｅｔｈｅｒ， ＭＴＢＥ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司（美国），
稳定同位素内标均为 Ｓｉｇｍａ 公司产品。 稳定同位

素内标有：亮氨酸⁃ｄ３、苯丙氨酸⁃ｄ５、色氨酸⁃ｄ５、乙
酰肉碱⁃ｄ３、癸酰基肉碱⁃ｄ３、棕榈酰肉碱⁃ｄ３、硬脂酸⁃
ｄ３、软脂酸⁃ｄ３、胆酸⁃ｄ４ 和鹅去氧胆酸⁃ｄ４。 Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ、
ＥＤＴＡ、５％ （ ｖ ／ ｖ） ＮＰ⁃４０ 水溶液、脱氧胆酸和 ５％
（ｖ ／ ｖ） Ｔｒｉｔｏｎ 水溶液均购买自索莱宝 （中国）。
ＮａＣｌ 和甘油购买自科密欧（中国）。 用于 ＷＢ 实验

的放射免疫沉淀测定 （ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ， ＲＩＰＡ）裂解液包含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ （ｐＨ
＝ ７ ４ ）、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １％ （ ｖ ／ ｖ ） ＮＰ⁃４０、
０ ２５％ （ ｗ ／ ｖ ） 脱 氧 胆 酸、 １０％ （ ｖ ／ ｖ ） 甘 油、 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ （ｐＨ＝ ８ ０）和 １％ （ｖ ／ ｖ） Ｔｒｉｔｏｎ，使
用时按照裂解液体积加入 １％ （ｗ ／ ｖ）蛋白酶和磷酸

化抑制剂（美国 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）。 兔抗 ＬＡＭＴＯＲ１ 多抗

为厦门大学林圣彩课题组制备 （ １⁃６４ａａ）。 兔抗

ｐ７０Ｓ６ 激酶 （ ｐ７０Ｓ６Ｋ， ｃａｔ ＃ ２７０８）、 兔抗磷酸化

ｐ７０Ｓ６ 激酶（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ， ｃａｔ ＃９２３４）、鼠抗 Ｓ６
核糖体蛋白（Ｓ６， ｃａｔ ＃２３１７）、兔抗磷酸化 Ｓ６ 核糖

体蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｓ６， ｃａｔ ＃２２１５）和兔抗磷酸化 ４Ｅ⁃
ＢＰ１（ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃４Ｅ⁃ＢＰ１， ｃａｔ ＃ ９９５５） 等抗体购自
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王　 稳，等：基于超高效液相色谱⁃飞行时间质谱法测定 ＬＡＭＴＯＲ１

在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物

ＣＳＴ 公司（美国）。 鼠抗 ＧＡＰＤＨ 单抗（６０００４⁃１⁃Ｉｇ）
和鼠抗 Ｖｉｎｃｕｌｉｎ 单抗（ ｖ４５０５）分别购自美国 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 和 Ｓｉｇｍａ 公司。
１．２　 动物培养与组织苏木精⁃伊红染色

　 　 肝脏特异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 的小鼠 （ ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ＬＫＯ， ＫＯ 小鼠）由厦门大学林圣彩课题组采用

Ｃｒｅ⁃ＬｏｘＰ 重组酶系统获得［１０］，并完成 ＭＣＤ 饮食诱

导的 ＫＯ 小鼠和野生型小鼠（ＷＴ 小鼠）的 ＮＡＳＨ 造

模实验、肝脏组织取样及小鼠肝脏切片的苏木精⁃伊
红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ， ＨＥ）染色实验。
１．３　 ＷＢ 分析

　 　 在肝脏特异性 ＬＡＭＴＯＲ１ 敲除 ＫＯ 小鼠和 ＷＴ
小鼠的肝脏组织中加入 ＲＩＰＡ 裂解液，经由氧化锆

小珠在组织研磨器（中国新芝生物科技公司）上获

得组织浆液，经过 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ
后，取上清进行蛋白定量并调平蛋白浓度后，加入上

样缓冲液变性。 使用 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳进

行蛋白分离。 分离完全后将蛋白转至 ＰＶＤＦ（ｐｏｌｙ⁃
ｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ）膜上，并用一抗 ４ ℃孵育过夜，
二抗室温孵育 １ ｈ。 最后，通过化学发光试剂检测

蛋白表达情况。
１．４　 小鼠肝脏组织代谢物提取

　 　 代谢物的提取采用基于 ＭＴＢＥ 的液液萃取方

法进行［１３］并根据实验体系稍作改动［１４］。 称取约 １０
ｍｇ 新鲜组织，置于加有氧化锆小珠的圆底离心管

中，加入含有内标的甲醇提取剂后用球磨仪（ｍｉｘｅｒ
ｍｉｌｌ ＭＭ４００，德国）进行组织匀浆，随后加入 ＭＴＢＥ
在室温下振荡。 之后加入纯水涡旋振荡后静置分

层。 在 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃条件下进行 １０ ｍｉｎ 高速

离心使两相分离。 按照 ５ ∶３ 比例［１３］ 分别取上层和

下层清液，混合用于代谢组学分析。 制备质量控制

（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ）样本时，从每个提取样本中

等量取上层和下层清液，分别置于两个离心管中，涡
旋，同样 ５ ∶３ 的比例分别取上层和下层清液制备 ＱＣ
样本。
１．５　 ＬＣ⁃ＭＳ 分析

　 　 ＬＣ⁃ＭＳ 分析条件参考文献所述［１５］。 样品分析

前用 ２０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液进行复溶，正离子模式

下，样品经过 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｃ８ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ２ １
ｍｍ， １ ７ μｍ）分离，柱温 ４０ ℃，进样量 ５ μＬ。 流动

相 Ａ 为 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为 ０ １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈。 洗脱梯度：０～０ ５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ０ ５
～２４ ｍｉｎ，由 ５％ Ｂ 线性升至 １００％ Ｂ； ２４ ～ ２８ ｍｉｎ，

１００％ Ｂ；然后在 ０ １ ｍｉｎ 内回到初始比例 ５％ Ｂ 并平

衡色谱柱 １ ９ ｍｉｎ。 流动相流速为 ０ ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 负离子模式下，采用 Ａｃｑｕｉｔｙ Ｔ３ 色谱柱（１００
ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ８ μｍ），柱温 ５０ ℃，进样量 ５ μＬ。
流动相 Ｃ 为溶解 ６ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵的水溶液，
流动相 Ｄ 为含有 ６ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵的 ９５％ （ｖ ／
ｖ）甲醇水溶液。 洗脱梯度如下：０ ～ １ ｍｉｎ， ２％ Ｃ； １
～２２ ｍｉｎ，由 ２％ Ｃ 线性升至 １００％ Ｄ； ２２ ～ ２６ ｍｉｎ，
１００％ Ｄ；然后在 ０ １ ｍｉｎ 内回到初始比例 ２％ Ｄ 并平

衡色谱柱 ３ ９ ｍｉｎ，流动相流速度为 ０ ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 质谱分析在全扫获得一级谱图的同时进行数据

相关采集模式获得二级谱图。 参数设置如下：离子

源温度为 ５００ ℃，离子源电压在正负离子分析模式

下分别设为 ５ ５００ Ｖ 和－４ ５００ Ｖ，去簇电压在正负离

子模式下分别为 １００ Ｖ 和－１００ Ｖ，碰撞能在正负离

子法分析模式下分别为 ３０ ｅＶ 和－１０ ｅＶ。
１．６　 数据处理和统计分析

　 　 将代谢组学平台采集的原始数据导入仪器自带

的峰匹配软件 Ｍａｒｋｅｒｖｉｅｗ （１ ２ １ 版本，美国 ＡＢ
ＳＣＩＥＸ 公司）工作站中获取离子原始峰表。 基于精

确质量数、保留时间和 ＭＳ ／ ＭＳ 图谱［１６］，以及在

Ｐｅａｋｖｉｅｗ （１ ２ 版本，美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）工作站

中提取二级碎片信息进行核对，进一步结合标样库、
网络数据库等对代谢物进行定性。 最后在 Ｍｕｌ⁃
ｔｉｑｕａｎｔ （２ １ 版本，美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）中实现对

定性代谢物分子的峰面积提取。 代谢组学分析得到

的原始峰面积，经由内标峰面积和组织重量校正后

进行处理和统计分析。 统计学显著性采用 Ｒ 语言

中的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ， Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ ｔｅｓｔ 进行评价，将 ｐ
＜０ ０５ 的代谢物归为显著性的差异代谢物。 组间存

在差异的代谢物，数据归一化以后在 Ｍｕｌｔｉ Ｅｘｐｅｒｉ⁃
ｍｅｎｔ Ｖｉｅｗｅｒ ４ ８ １ 软件上热图可视化并进行层次

聚类分析。 并在开源的 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 网站（ｈｔｔｐ：
／ ／ ｗｗｗ．ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ．ｃａ）进行差异代谢物的通路

富集分析。 使用软件 ＳＩＭＣＡ １４ ０ （Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，瑞
典）进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ， ＰＣＡ），呈现样品间代谢特征的差异以及实验数

据的稳定性。

２　 结果与讨论

２．１　 公共基因组数据库中分析 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因在

ＮＡＳＨ 和肝癌中的表达情况

　 　 已有的报道［７，９］ 虽然显示出 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因在

·１２１１·



色 谱 第 ３９ 卷

机体内的重要调控作用，但是其与 ＮＡＳＨ 或者炎症

恶性转化成的肝癌的疾病发生发展是否存在调控关

系却未有明确的机制阐释。 根据来源公共开放基因

表达数据库 Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓ （ＧＥＯ）中

的一个数据集 ＧＤＳ４８８１ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ｑｕｅｒｙ ／ ａｃｃ．ｃｇｉ？ａｃｃ＝ＧＳＥ４８４５２），通过

基因表达数据的分析比较，我们发现相对于健康人

样本（ｎ ＝ ２７）， ＬＡＭＴＯＲ１ 在 ＮＡＳＨ 病人样本（ｎ ＝
１８）中存在高表达趋势（见图 １ａ）。 接下来基于 ＴＣ⁃
ＧＡ （Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ）数据库中的肝癌

相关基因表达数据，我们在 ＧＥＰＩＡ （Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ．
ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ．ｃｎ ／ ）上进行了 ＬＡＭＴＯＲ１ 的差异表达

分析。 通过对比 ＴＣＧＡ 肝癌数据库的正常样本（ｎ
＝ ５０）数据，我们发现 ＬＡＭＴＯＲ１ 在肝癌的癌症样本

（ｎ ＝ ３６９） 中是明显高表达的 （见图 １ｂ）。 根据

ＬＡＭＴＯＲ１ 在 ＮＡＳＨ 和肝癌中均出现高表达的异常

现象，推测其在 ＮＡＳＨ 的疾病进程乃至后续发展为

严重的肝癌过程中，可能发挥重要的生物学调控

功能。

图 ２　 诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏组织的苏木精⁃伊红染色结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ
　 ａ． ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ｍｉｃｅ； ｂ． ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ
ｍｉｃｅ．

２．２　 小鼠 ＮＡＳＨ 模型的成功构建与蛋白表达验证

　 　 为了模拟肝脏发生炎症性损伤的情况，用 ＭＣＤ
饲料喂养诱导小鼠构建 ＮＡＳＨ 模型， 通过 ＨＥ

图 １　 基于基因表达数据库分析 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因在
ＮＡＳＨ 和肝癌中的表达情况

Ｆｉｇ． １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＴＯＲ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ （ＮＡＳＨ） ａｎｄ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ ＨＣＣ ） ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ

　

　 ａ． ＬＡＭＴＯＲ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＮＡＳＨ ｓａｍｐｌｅｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｏｐｌｅ （ｎ（ＮＡＳＨ） ＝ １８，
ｎ（Ｈｅａｌｔｈｙ）＝ ２７）； ｂ． ＬＡＭＴＯＲ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ． （ｎ（Ｎｏｒｍａｌ）＝ ５０， ｎ（Ｔｕｍｏｒ）＝ ３６９） ． ∗ ｐ＜０ ０５．

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ）染色，观察到无论是肝脏特异

性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因的小鼠（见图 ２ａ）还是野生

型小鼠（见图 ２ｂ）的肝脏组织中均出现较为明显的

脂质沉积，并且镜下观察到肝细胞气球样变以及一

·２２１１·
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在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物

些炎症细胞聚集的现象，这些特征的出现说明小鼠

ＮＡＳＨ 模型的成功构建［１７］。 同时又提取了 ＫＯ 小

鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏组织中的蛋白，并进行了 ＷＢ 分

析。 如预期一样，在 ＫＯ 小鼠的肝脏组织中，由于

ＬＡＭＴＯＲ１ 的敲除，ＬＡＭＴＯＲ１ 蛋白也不再表达（见
图 ３ａ）。 根据现有文献报道，ＬＡＭＴＯＲ１ 与其他复

合物蛋白共同对 ｍＴＯＲ 通路及其下游蛋白的影

响［１８］也得到了验证，比如磷酸化 ｐ７０Ｓ６ｋ 蛋白水平

（见图 ３ａ）和磷酸化核糖体蛋白 Ｓ６ 蛋白表达水平

（见图 ３ｂ）在 ＬＡＭＴＯＲ１ 敲除小鼠肝脏中明显下调，
而磷酸化 ４Ｅ⁃ＢＰ１［１９］ 的蛋白水平发生明显上调（见

图 ３　 免疫印迹分析诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ

小鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏组织中 ＬＡＭＴＯＲ１ 和受
ＬＡＭＴＯＲ１ 调控的蛋白质水平

　

Ｆｉｇ． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ
ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ

　

　 ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＡＭＴＯＲ１， ｐ７０Ｓ６Ｋ， ａｎｄ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏ⁃ｐ７０Ｓ６Ｋ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ． ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ
ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ． ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃４Ｅ⁃ＢＰ１，
Ｓ６， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｓ６ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ｍｉｃｅ
ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＡＳＨ． Ｖｉｎｃｕｌｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ
ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ．
　 ＫＯ： ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ； ＷＴ： ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ； ｐ７０Ｓ６Ｋ： ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ
７０ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ； ＧＡＰＤＨ： ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ； ４Ｅ⁃ＢＰ１： ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉ⁃
ａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １； Ｓ６： ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６．

图 ３ｂ）。 这些已知信号通路相关蛋白的变化说明在

小鼠发生肝脏炎症性损伤时，ＬＡＭＴＯＲ１ 基因参与

调控糖脂代谢，应对机体营养压力的功能仍然存在。
解释清楚 ＭＣＤ 诱导的小鼠 ＮＡＳＨ 模型中，肝脏特

异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 具体通过调控哪些重要代谢通

路来参与 ＮＡＳＨ 进展中的肝脏功能调节，对理解

ＮＡＳＨ 的疾病发生发展机制及预防治疗具有重要指

导意义。
２．３　 诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠和 ＷＴ
小鼠肝脏组织的代谢差异

　 　 本研究采用已建立的基于 ＬＣ⁃ＭＳ 的非靶向代

谢组学方法对小鼠肝脏代谢物进行分析，该方法建

立以后在许多疾病研究中得到了广泛应用［１５，２０］，其
建立及考察过程参见文献［２１］。 在正离子模式和负

离子模式下共定性到 １３４ 个代谢物。 用质控样本

ＱＣ 中代谢物的 ＲＳＤ 分布来评价该方法在本研究中

的重复性，其中正离子模式下检测的 ８８ 个代谢物

中，５８ 个（６５ ９％）代谢物分子的 ＲＳＤ 小于 １０％， ２５
个代谢物分子的 ＲＳＤ 在 １０％ ～ ２０％ 之间，５ 个代谢

物分子的 ＲＳＤ 在 ２０％ ～３０％ 之间（见图 ４ａ）；负离子

模式下定性到的 ４６ 个代谢物分子的 ＲＳＤ 均小于

３０％ （见图 ４ｂ），说明该代谢物分析方法在本研究中

得到的数据可靠。 对诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠肝脏组织、ＷＴ 小鼠肝脏组织以及 ＱＣ
样本中检测到的代谢物进行了主成分分析。 ＰＣＡ
模型（Ｒ２Ｘ ＝ ０ ７６３， Ｑ２ ＝ ０ ２３５）得分图（见图 ４ｃ）
中，ＱＣ 样本紧密地聚集在一起，说明该液相色谱⁃质
谱联用方法分析这些小鼠肝脏样品的结果稳定且重

复性好。 并且 ＮＡＳＨ 模型下 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ 小鼠和

ＷＴ 小鼠肝脏组织之间有明显的分离趋势，说明在

ＮＡＳＨ 模型中，肝脏特异性敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 对小鼠

肝脏的代谢过程有明显的扰动。 从 ＮＡＳＨ 小鼠肝

脏代谢物的火山图（见图 ４ｄ）可以看出，与 ＷＴ 小鼠

相比，ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠肝脏中有 ３４ 个代谢物明显

上调，１１ 个代谢物发生明显下降。 接下来对两组之

间的差异代谢物进行热图可视化分析（见图 ５ａ），结
果显示一些氨基酸、脂肪酸等代谢物在肝脏特异性

敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 小鼠肝脏中差异显著上调，反而 Ｎ⁃
乙酰谷氨酸、精胺等代谢物显著下调。 对差异代谢

物做通路富集分析（见图 ５ｂ），结果显示 ＮＡＳＨ 模型

下 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠肝脏中嘧啶代谢、核黄素代谢、
精氨酸生物合成、谷胱甘肽代谢、氨基酰⁃ｔＲＮＡ 生物

合成、氮代谢、谷氨酰胺和谷氨酸代谢和 ｂｅｔａ⁃丙氨

酸代谢等通路发生不同程度的扰动。
２．４　 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因在肝脏炎症恶性转化中调控

的代谢通路鉴定与分子机理

　 　 代谢组学结果分析发现，当小鼠肝脏发生炎症

性损伤时己糖胺生物合成通路中的中间代谢产物谷

氨酰胺、谷氨酸、ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ 等在 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小

鼠肝脏中明显上调（见图 ６ａ）。 已知机体内己糖胺

·３２１１·
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图 ４　 （ａ）正、（ｂ）负模式下 ＱＣ 样本中代谢物的 ＲＳＤ 分布及

诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠和 ＷＴ 小鼠肝
脏组织代谢物的（ｃ）主成分分析图和（ｄ）火山图

　

Ｆｉｇ． ４　 ＲＳＤ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓａｍｐｌｅｓ ｕｎｄｅｒ （ ａ ） ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ （ ｂ ） ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｍｏｄｅｓ； （ｃ） ＰＣＡ ｐｌｏｔ ａｎｄ （ｄ） ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｈｅ⁃
ｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ａｎｄ
ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ

　

Ｒ２Ｘ＝ ０ ７６３； Ｑ２ ＝ ０ ２３５． ＱＣ： ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ５　 诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏
组织中差异代谢物（ｎ＝７）的（ａ）热图和（ｂ）通路分析

Ｆｉｇ． ５　 （ａ） Ｈｅａｔｍａｐ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ （ｂ） ｐａｔｈｗａｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃
ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ （ｎ＝７）

　

　 Ｇ６Ｐ： ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ； Ｆ６Ｐ： ｆｒｕｃｔｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ；
ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ： ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ．

·４２１１·
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在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物

图 ６　 表征 ＬＡＭＴＯＲ１ 在小鼠 ＮＡＳＨ 模型（ｎ＝７）中对己
糖胺生物合成通路的影响并分析肝癌里 ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ 与 ＭＧＡＴ１ 的基因表达相关性

　

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｂｙ ＬＡＭＴＯＲ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＮＡＳＨ （ｎ＝７） ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ
ＭＧＡＴ１ ｉｎ ＨＣＣ

　

　 ａ． ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ
（ｎ＝ ７） ． Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ． ｂ． ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ ＭＧＡＴ１． ＳＥＭ：
ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｍｅａｎ．

的生物合成通路是氨基糖和核苷酸糖代谢的重要分

支［２２］，该通路合成的终产物 ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ 在后续的

蛋白糖基化修饰中发挥重要作用，在癌症［２３］ 等疾病

中参与线粒体、细胞质和细胞核内的相关蛋白的表

达和功能调节。 在 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠肝脏中 ＵＤＰ⁃

ＧｌｃＮＡｃ 发生累积，推测可能是己糖胺的生物合成

通路被激活，或者可能是蛋白糖基化过程对该化合

物的利用受到阻碍。 由于公共开放数据库中 ＮＡＳＨ
相关表达数据有限，接下来我们基于 ＴＣＧＡ 数据库

中肝 癌 相 关 样 本 和 ＧＴＥｘ （ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ⁃Ｔｉｓｓｕｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）中肝脏组织的基因表达数据，对 ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ 与糖基转移酶之一 ＭＧＡＴ１ 的基因表达情况

进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析。 得到的相关曲线结果

见（见图 ６ｂ），在肝癌中 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因与 ＭＧＡＴ１
基因可能存在正调控的关系（Ｒ ＝ ０ ４７），启示我们

在小鼠 ＮＡＳＨ 模型中，肝脏中 ＬＡＭＴＯＲ１ 的敲除可

能通过调控糖基转移酶 ＭＧＡＴ１ 的表达减少或者酶

活降低，造成上游底物 ＵＤＰ⁃ＧｌｃＮＡｃ 累积的情况出

现。 那么在 ＮＡＳＨ 的疾病进展中，ＬＡＭＴＯＲ１ 与己

糖胺合成产物的利用以及后续一些糖基转移酶的调

控关系则需要进一步的研究。
　 　 同时，在 ＫＯ 小鼠的肝脏中也观测到了甲基化

的重要甲基供体 代谢物 Ｓ⁃腺苷蛋氨酸 （ Ｓ⁃
ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ， ＳＡＭ）的上调。 ＳＡＭ 可在甲

基转移酶的作用下将甲基转移给 ＤＮＡ 和蛋白等生

物分子，同时生成 Ｓ⁃腺苷高丝氨酸（Ｓ⁃ａｄｅｎｏｓｙｌｈｏ⁃
ｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ， ＳＡＨ）。 除了 ＳＡＨ、ＳＡＭ 以外，在赖氨

酸残基上反应生成的产物三甲基赖氨酸也在 ＫＯ 小

鼠的肝脏中明显上调（见图 ７）。 同样，对肝癌里

ＬＡＭＴＯＲ１ 与蛋氨酸腺苷转移酶 ＭＡＴ１Ａ 的基因表

达情况，进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析。 分析发现在肝

癌中 ＬＡＭＴＯＲ１ 基因与 ＭＡＴ１Ａ 基因可能存在负调

控的关系（Ｒ＝ －０ ４７）（见图 ７），说明在肝癌的进展

中 ＬＡＭＴＯＲ１ 的低表达可能会促进蛋氨酸腺苷转移

酶 ＭＡＴ１Ａ 的高表达或者酶活上调，从而促进甲基

化供体 ＳＡＭ 的产生。 上述结果启示在小鼠 ＮＡＳＨ
模型中，ＬＡＭＴＯＲ１ 也可能通过对 ＳＡＭ 产生的相关

代谢酶的调控来影响小鼠 ＮＡＳＨ 的进程及炎症恶

性转化。
　 　 另外，重要功能代谢物琥珀酰基⁃腺苷（ ｓｕｃｃｉ⁃
ｎｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ， ＳＡｄｏ）在 ＬＡＭＴＯＲ１ 敲除的小鼠肝

脏中也发生明显的上调（见图 ８ａ）。 据文献报道，腺
苷基琥珀酸裂解酶 ＡＤＳＬ 缺乏的情况下机体内会出

现 ＳＡｄｏ 的累积［２４］。 在肝癌数据库中进行 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析发现，ＬＡＭＴＯＲ１ 与 ＡＤＳＬ 基因之间存

在正向调控的关系（Ｒ ＝ ０ ５９） （见图 ８ｂ）。 因此肝

脏中 ＬＡＭＴＯＲ１ 敲除可能会阻碍 ＡＤＳＬ 对于代谢物

ＳＡｄｏ 的降解，上调的 ＳＡｄｏ 水平将对小鼠肝脏的代

·５２１１·
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图 ７　 ＬＡＭＴＯＲ１ 在小鼠 ＮＡＳＨ 模型中引起蛋白甲基化
相关代谢物的变化和肝癌里 ＬＡＭＴＯＲ１ 与
ＭＡＴ１Ａ 的基因表达相关性分析

　

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＬＡＭＴＯＲ１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＮＡＳＨ
（ｎ＝７） ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ ＭＡＴ１Ａ ｉｎ ＨＣＣ

　

Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ．

图 ８　 诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ小鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏
组织中的琥珀酰腺苷水平变化（ｎ ＝ ７）和肝癌里 ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ 与 ＡＤＳＬ 的基因表达相关性分析

　

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｕｃｃｉｎｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＬＡＭＴＯＲ１
ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＮＡＳＨ （ｎ＝７） ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＡＭＴＯＲ１ ａｎｄ
ＡＤＳＬ ｉｎ ＨＣＣ

　

Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ．

谢调控产生影响从而参与到 ＮＡＳＨ 的疾病进程及

后续的炎症恶性转化中。 此外，９⁃氧代十八碳二烯

酸、二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＥＰＡ）和
二十二碳六烯酸（ｄｏｃｏｓａｈｅｘｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ）等

不饱和脂肪酸和甘磷酸胆碱（ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ⁃
ｃｈｏｌｉｎｅ， ＧＰＣ ） 在 肝 脏 特 异 敲 除 ＬＡＭＴＯＲ１ 的

ＮＡＳＨ 模型小鼠肝脏组织中也显著下降（见图 ９）。
而已有的文献报道 ＮＡＦＬＤ 中不饱和脂肪酸水平的

降低与肝脏疾病的进展程度相关［２５］，并检测了肝脏

图 ９　 ４ 个炎症相关代谢物在诱导 ＮＡＳＨ 模型后 ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ

小鼠和 ＷＴ 小鼠肝脏组织中的变化（ｎ＝７）
Ｆｉｇ． ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＬＡＭＴＯＲ１ＬＫＯ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃
ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ （ｎ＝７） ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＮＡＳＨ

　

Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎｓ±ＳＥＭ．

中相关基因的表达情况［２６］，其中发现相对于单纯脂

肪变性样本，ＮＡＳＨ 样本中 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 占据肝脏

总脂质的比例下降，说明这两个不饱和脂肪酸水平

的降低对于 ＮＡＳＨ 的进展可能有促进作用。 本研

究建立的小鼠 ＮＡＳＨ 模型中，肝脏特异敲除 ＬＡＭ⁃
ＴＯＲ１ 的小鼠肝脏中 ＥＰＡ 和 ＤＨＡ 显著下降，说明

ＬＡＭＴＯＲ１ 基因的敲除在小鼠 ＮＡＳＨ 的进程中可能

发挥一个消极地促进作用。 同时，本研究中发现肝

脏特异敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 的 ＮＡＳＨ 小鼠肝脏中 ＧＰＣ
水平降低。 此外，基于核磁共振磷谱技术的 ＮＡＦＬＤ
病人肝脏代谢结果［２７］，具有 ＮＡＳＨ 相关症状的

ＮＡＦＬＤ 病人相比无 ＮＡＳＨ 特征的病人，肝脏中

ＧＰＣ 水平降低。 因此， 可以推断 ＬＡＭＴＯＲ１ 在

ＮＡＳＨ 发生发展中起重要作用。

３　 结论

　 　 本研究用 ＭＣＤ 饮食诱导小鼠发生肝脏炎症性

损伤，以此 ＮＡＳＨ 疾病模型为平台，借助基于液相

色谱⁃质谱联用的代谢组学手段，鉴定了肝脏特异性

敲除 ＬＡＭＴＯＲ１ 在小鼠肝脏中调控的重要代谢通

路，并结合现有公共开放组数据库进行预测分析，研
究了 ＬＡＭＴＯＲ１ 在 ＮＡＳＨ 疾病进展乃至发展为更

严重的肝癌过程中可能参与的分子调控机理。其中

·６２１１·
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在肝脏炎症恶性转化中调控的代谢物

重要代谢物水平的变化、ＬＡＭＴＯＲ１ 与其他相关基

因在肝癌中相关性预测结果都显示 ＬＡＭＴＯＲ１ 在

ＮＡＳＨ 疾病及后续的炎症恶性转化中可能发挥着重

要作用。 但是，肝脏炎症恶性转化中 ＬＡＭＴＯＲ１ 与

鉴定到的关键代谢通路的直接关系还需要进一步的

研究。
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