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!!"摘!要#!目的!基于液相色谱%质谱联用"&'%()#技术研究香烟烟雾提取物"')*#对人支气管上皮细胞
"+,*'-#中脂质代谢的影响$方法!体外建立')*干预 +,*'-模型!以./ ')*干预的支气管上皮细胞为
实验组!以无')*干预的细胞为对照组!采用&'%()技术定量检测 +,*'-内的脂质成分!数据经主成分分析
及正交偏最小二乘法判别分析!从0#1个脂质"22类脂质#中筛选出差异脂质$结果!与对照组比较!实验组的

+,*'-显示出232个差异表达脂质!有21.个脂质上调!"个脂质下调!其中增高数量比例最高的脂质为鞘脂
途径脂质!增高倍数最大的脂质为甘油三酯$结论!')*可导致 +,*'-的脂质代谢紊乱!尤其是鞘脂途径脂
质的积累!可能与慢性阻塞性肺疾病进程相关$

"关键词#!脂质组学%!液相色谱%质谱联用%!香烟烟雾提取物%!人支气管上皮细胞%!鞘脂

!"#!2$4!3"3"546--742$$3%..234#$#!4$34$$2 中图法分类号$8.324.
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!!慢性阻塞性肺疾病#'SRT$是一种以持续存在且
不完全可逆的气流受限的常见慢性呼吸道疾病%2&'其
患病率(死亡率高'影响到全世界数百万人)香烟烟
雾是其最大的环境风险因素)脂质组学是一个新兴
的研究领域'脂质代谢紊乱与糖尿病(心血管疾病(癌

症等重大疾病密切相关)最近有研究表明'脂质代谢
紊乱与 'SRT 的发展有关%#%!&'如鞘脂途径脂质在

'SRT吸烟者中高度表达'可能在'SRT的发病机制
中发挥作用%9&)本研究采用:,)'U*V8;W:R9.$$
系统'基于液相色谱%质谱联用#&'%()$技术'检测香

*2992*现代医药卫生#$#!年.月第!3卷第3期!X(<K(>K+>AI?B!(AO#$#!!Y<I4!3!Z<43

" 基金项目!福建省自然科学基金项目##$23X$2202$+福建省卫生健康委员会青年科研课题##$21%#%#.$+福建省泉州市科学技术局科技计

划项目##$21[2##+#$21Z$$1)$)

!!作者简介!张亚萍#2319\$'硕士研究生'副主任技师'主要从事细胞生物学代谢组学研究)!# !通信作者'*%FA6I!1.0!.99#.!NN4

D<F)



烟烟雾提取物#')*$对人支气管上皮细胞#+,*'-$
中脂质代谢的影响'旨在为研究脂质组学在'SRT进
程中的作用提供更多新思路)

C!材料与方法

C4C!一般材料!石狮牌香烟购自福建中烟工业有限
责任公司'+,*'-#+,*D>III67>-$购自中国武汉

RE<D>II生命科技有限公司'T(*( 培养基和胎牛血
清购自美国 ]6LD<公司'甲基叔丁基醚#(;,*$(甲
醇(异丙醇和乙腈购自)6@FA公司'内标物U7?>E7AI
)?A7KAEK- 6̂?C<E&6J6KOQ>ERIA?C<EF和液相色谱%质
谱仪:,)'U*V8;W:R9.$$&'%()"()系统购自
美国:,)'U*V公司)

C4D!方法

C4D4C!')*的制备!参考文献%.&方法'负压吸引泵
连接香烟烟嘴'将#支香烟点燃'匀速燃烧'每根控制
在.F67内燃尽'利用负压吸引泵将香烟燃烧的烟雾
溶于#$F&的细胞培养基中)将以上培养基的J+
值调节至049后'使用$4##"F过滤器对 ')*进行
无菌过滤)通过测量 !#$7F 波长处的吸光度'对

')*进行标准化处理'此时的溶液被认定为2$$/
')*)每次实验新鲜制备')*'并用培养基进行稀释
处理)

C4D4D!细胞培养与')*干预!+,*'-贴壁培养于
含有2$/ 胎牛血清的T(*( 培养基中'置于!0_
和./ 'S#环境)2$$/ ')*以T(*( 培养基进行
稀释)实验组为./ ')*处理#9B的 +,*'-'对照
组为无')*处理#9B的 +,*'-)每组处理设!个
重复)

C4D4E!细胞脂质样品制备!采用甲基叔丁基醚
#(;,*$方法 %"&提取细胞内的脂质)实验组和对照
组每组!个复孔'共"个样品)每个样品均收获#`
2$" 个细胞'\1$_冷冻.F67'!3_解冻.F67'重
复.次)样品中加入##."&甲醇'并加入内标物'涡
旋振荡2$-)样品中加入0.$"& (;,*'涡旋振荡

2$-'室温孵育!$F67)样品中加入211"&&'%()
水后'样品涡旋振荡#$-'室温孵育2$F67)离心
#29$$$ E"F67'2. F67'9 _$后 收 集 上 层 相
#1$$"&$'用氮气吹干仪蒸发)最后每个样品加入

2#$"& 的混合物#异丙醇a乙腈a水的体积比为

!$$a".$a.$$'回收脂质)

C4D4F!&'%()技术检测脂质成分!通过液相色谱%
质谱仪#:,)'U*V8;W:R9.$$&'%()"()系统$
分析所有提取的脂质样品)bA?>E-:DNM6?OcR&'色
谱柱#2$$FF`#42FF`240"F$用作固定相)流
动相:为含有2$FF<I"&乙酸铵的3./乙腈溶液'

流动相,为含有2$FF<I"&乙酸铵的.$/乙腈溶
液)流动相梯度洗脱程序!梯度从$42/ 的 ,开始'
在2$F67内增加到#$/ 的 ,'然后在2$#22F67
内线性增加到31/ 的,'31/ 的,保持#F67'2!42
F67回到初始条件的$42/ ,'2"F67最终停止分析'
通过色谱柱的流速为$4.F&"F67'柱温为!._)正
电喷雾电离 #*)Ud$模式进样量为2"&'负电喷雾
电离 #*)U\$模式进样量为 2$"&)帘式气体
#'cW$设置为!.J-6#2J-6e$4$90GRA$'离子源气
体2#])2$为.$J-6'离子源气体##])#$为"$J-6'
温度 #;*($设置为.$$_)*)Ud和*)U\模式下
的离子喷雾电压分别设置为\..$$Y和..$$Y)
去簇电位#TR$为1$Y'入口电位#*R$为2$Y'碰撞
池出口电位#'VR$为2.Y)

C4E!数据处理!从 &'%()获得的原始数据导入

)U(':2942软件#cF>?E6D-'cF>f')P>K>7$)对照
组和实验组数据#每组!个重复$经中心化#D>7?>E%
67@$与标度化#AM?<-DAI67@$处理后'使用主成分分析
#R':$)R':能从总体上反映#组样本之间的总体
代谢差异和组内样本之间的变异度大小)使用正交
偏最小二乘法判别分析 #SR&)%T:$数据'对#组样
品中的差异脂质进行评估'并根据 SR&)%T: 模型中
的)%JI<?及投影中的变量重要值#YUR$$2筛选变
量'并结合5检验的E 值#E%$4$.$和变化倍数
#g'$寻找对照组和')*组之间的差异脂质)W语言
软件#W=>E-6<7 9424!$用于绘制火山图与热图)

]EAJBRAKRE6-F14$用于绘制各类脂质的变化比
例图)

D!结!!果

D4C!R': 及 SR&)%T: 筛选#组间的差异脂质!
:,)'U*V8;W:R9.$$&'%()"()系统共定量检
测了22 类共 0#1 种脂质'包含 2$ 种神经酰胺

#'*W$(22种二氢神经酰胺#T'*W$(29种葡萄糖神
经酰胺#+'*W$("种乳糖神经酰胺#&'*W$(2#种鞘
脂#)($(#$ 种游离脂肪酸#gg:$(23 种胆固醇酯
#'*$(2"种溶血磷脂酰胆碱#&R'$(0"种磷脂酰胆碱
#R'$(2!#种磷脂酰乙醇胺#R*$和92#种甘油三酯
#;:]$)

R':图 #W#FDMFe$4333'8#DMFe$4300$在
比较#组间的脂质时无交叉重叠'表明组间脂质代谢
谱差异明显'见图2:)

对照组与实验组比较的 SR&)%T: 模型'见图

2,'模型参数为 W#FDMFe$4300'W#&DMFe2'

8#DMFe$4333'表明组间脂质代谢谱差异明显)为
了确保模型的可靠性'采用置换检验##$$次置换$对
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模型的质量进行验证'置换检验参数 W#&DMFe
#$4$'$433.$'8#DMFe#$4$'$4"10$'结果表明该模
型是合适的'可以进行下一步的差异变量提取#图

2'$)通过 SR&)%T:的 )%JI<?#图2T$筛选出差异
脂质)

!!注!:4R':图+,4SR&)%T:图+'4SR&)%T:的置换检验+T4SR&)%T:的)%JI<?)

图2!!R':与SR&)%T:分析')*对 +,*'-脂质代谢的影响

D4D!')* 对 +,*'-内脂质代谢的影响!根据

YUR$2(E%$4$.和g<IK'BA7@>$24.或小于$4"
的标准筛选出232个差异性脂质)火山图%I<@##g'$
为横坐标'\I<@2$#E 值$为纵坐标&表示实验组与对
照组之间差异表达的脂质#图#:$)从脂质变化数量
占比该种脂质的比例显示#图#,$'与对照组相比'

""40/#9""$&'*W("!4"/#0"22$T'*W(#$4$/##"

2$$'*W(14!/ #2"2#$)((!.4$/ #0"#$$gg:(

!.40/#290"92#$;:](2.41/#!"23$'*(2$4./#1"

0"$R' 和342/#2#"2!#$R* 水平均升高'而只有

2#4./##"2"$&R'(#4"/##"0"$R'和24./##"2!#$

R*"个脂质显示水平下降#图!,$)以上差异脂质
中'升高倍数最大的前#$个脂质大多数为 ;:]#图

!:$)从脂质种类中变化比例分析'大多数的)*类
脂质水平被')*刺激提升#图!'$)

!!注!:4火山图'显示实验组与对照组的差异脂质种类+,422类脂质的变化比例)

图#!!实验组与对照组的差异脂质种类
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!!注!:4差异性上调的;SR#$脂质热图+,4差异性下调的"个脂质热图+'4鞘脂途径的差异脂质热图)

图!!!差异脂质热图

E!讨!!论
脂质是机体内的一类重要生物分子'参与调节多

种生命活动'脂质代谢的异常可能引发诸多疾病'对
脂质组学研究具有重要的生物学意义和临床价值)
目前''SRT脂质组学的研究主要关注在患者外周血
及气道分泌物中脂质代谢的变化'细胞特异性脂质代
谢变化的研究较少'细胞功能在很大程度上受其代谢
活动的影响)气道上皮细胞构成肺部的第一道防线'
对防止微生物(烟雾等发挥着至关重要的作用'但这
种防御屏障在 'SRT 患者中功能受损%0&)')*对

+,*'-中脂质代谢影响的研究有助于了解 +,*'-
在香烟暴露环境下的脂质组学特征'本研究探索了

'SRT体外细胞模型的脂质组学'将为细胞代谢过程
和功能提供机制线索'从而提高对'SRT发展和进展
的认识)

本研究结果发现'经')*暴露后'+,*'-内的

;:]('*()*(甘油磷脂#R'(R*$等脂质水平发生了
变化'绝大部分脂质水平呈升高趋势)其中'中性脂
质中有;:]和'*';:]是改变幅度最大的脂质'特
别是;:]#."a."g:21a2$和;:]#."a."g:2"a
$$);:]被认为与心血管疾病(缺血性脑卒中和血
脂异常等多种疾病有关'但在'SRT中的作用还不明
确)'*是动物细胞中含量最丰富的脂类之一'与细
胞内转运(细胞信号传导等多种细胞功能有关)有临
床研究表明'在体重指数低于#.G@"F# 的'SRT亚
组中';:]和胆固醇是疾病急性加重的危险因素%1&)

XU:等%3&研究证实'香烟暴露中胆固醇的氧甾醇代谢
促进了'SRT免疫发病过程中 ,细胞定位'从而引

发肺气肿)以上数据提示'香烟导致的 ;:]和'*
水平升高可能影响了'SRT中 +,*'-的功能)

gg:作为各种生物活性脂质的前体'不同的脂肪
酸参与了多种疾病的发展)gg:氧化后可诱导内皮
细胞发生炎症反应'促进其凋亡和活性氧簇生成'并
改变脂筏的正常功能)XU:Z] 等%2$&的研究成果表

明'香烟烟雾增强了气道上皮细胞的脂质生物合成能
力'依托莫西对脂肪酸氧化途径的药理抑制作用减弱
了香烟烟雾诱导的肺上皮细胞中活性氧积累和细胞

死亡)'SRT的病理特征为持续的慢性炎症反应'香
烟诱导的上皮细胞内脂肪酸水平升高'提示升高的脂
肪酸可能参与了细胞的活性氧积累'进而导致氧化应
激反应)

磷脂类成分可分为甘油磷脂和)( 两大类'甘油
磷脂是参与细胞信号转导的细胞膜的主要成分)R'
和R*是哺乳动物细胞中含量最丰富的甘油磷脂'参
与维持细胞膜的流动性'在多种疾病的发展过程中表
现出明显的变化)研究者在许多癌症中观察到R'和

R*水平升高%22&)在本研究结果中'2$/左右R'和

R*水平升高'特别是R*#S%21a$"##a9$增幅显著'
但有约#/的R'和R*水平降低)磷脂代谢发生紊
乱'其原因可能与细胞膜受损有关)肺表面活性物质
是呼吸过程中必不可少的脂质%蛋白复合物'其中

3$/的质量是脂质'能阻止空气中的颗粒和微生物到
达远端呼吸道和肺泡)R'和&R'参与了肺表面活
性剂的稳态维持'肺表面活性剂成分改变与'SRT相
关%2#&)本研究的实验结果中'实验组 +,*'-内多种

&R'代谢水平发生降低'与一项研究显示结果%2!&
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#'SRT急性加重期患者的血清中&R'21a!(&R*
2"a2的表达水平较炎症亚型恢复期显著降低$吻合'
提示&R'的降低可能影响肺表面活性剂的稳态)

)(主要包括'*W(鞘磷脂和鞘糖脂'并根据细
胞环境表现出广泛的生物学功能%29&)鞘磷脂是以

)( 为骨架的化合物'在细胞膜结构(能量供应和信号
转导方面发挥着重要作用'同时调控细胞生长(分化(
迁移及凋亡过程'其代谢异常可导致炎症(肿瘤(免疫
性疾病(心血管疾病等的发生);*&*Z]:等%9&研究

证明'鞘磷脂与肺气肿密切相关)有研究表明'鞘糖
脂与'SRT 恶化相关%2.&)'*W是鞘磷脂的一种成
分'是所有鞘磷脂代谢的中心分子'可生成 T'*W(

&'*W和)()研究表明''*W的积累参与了肺部疾
病慢性炎症和肺气肿的发病%2"%20&''*W从头合成在肺
部炎症中得到增强%21&'')* 处理显著性诱导了

+,*'-中&'*W的积累并启动异常自噬和细胞凋
亡%23&)本研究结果也证实了')*可导致 +,*'-内
的)(途径脂类#包括&'*W(T'*W('*W和)($的
积累'特别是T'*W##9a2$和&'*W###a2$'提示

)(紊乱可能参与了'SRT的进程)
综上所述'本研究基于 &'%()技术对')*诱导

的+,*'-进行脂质组学研究'分析细胞内22种脂质
的变化'发现')*导致了 +,*'-内脂质代谢紊乱'
特别是)(途径中脂质的积累'为脂质组学在'SRT
的研究提供了基础资料与参考)
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