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非酒精性脂肪性肝病大鼠的血清溶血磷脂酰胆碱
和氨基酸代谢轮廓研究

赵梅玉，史欣悦，周姝伶，李海军，樊淑婷，熊印华∗

（江西科技师范大学药学院，南昌　 ３３００１３）

　 　 【摘要】 　 目的　 利用代谢组学手段研究非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）大鼠血

清的氨基酸和溶血磷脂酰胆碱（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＬＰＣ）代谢轮廓，寻找可表征 ＮＡＦＬＤ 的生物标志物并推测其

发生的可能机制。 方法　 通过喂养高脂饮食饲料和腹腔注射 ＣＣｌ４ 制备 ＮＡＦＬＤ 大鼠，采用液相色谱⁃质谱联用技术

测定对照组和 ＮＡＦＬＤ 组的大鼠血清中 １５ 种 ＬＰＣｓ 和 １８ 种氨基酸的含量；采用主成分分析和正交偏最小二乘法⁃判
别分析等方法分析大鼠 ＮＡＦＬＤ 肝损伤后血清中 ＬＰＣ 和氨基酸代谢轮廓的变化，运用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析方法分析生

物标志物与 ＮＡＦＬＤ 的相关性。 结果　 ＮＡＦＬＤ 组的大鼠血清 ＬＰＣ 和氨基酸代谢轮廓明显偏离对照组，且能完全区

分开；ＬＰＣ（２０ ∶ １）、精氨酸和谷氨酸对 ＮＡＦＬＤ 有显著贡献，这 ３ 个代谢物被鉴定为生物标志物；ＬＰＣ（２０ ∶ １）和精

氨酸与 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＬＤＬ、ＴＢＩＬ 等血清生化指标显著相关。 结论 　 血清溶血磷脂酰胆碱和氨基酸的代谢轮廓与

ＮＡＦＬＤ 密切相关。
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ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＮＡＦＬＤ ｒａｔｓ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｓｅｒｕｍ ＬＰＣ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ； ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪性肝病 （ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种影响全球 ２５％人口的代谢

性慢性肝病［１］， 严重威胁着人们的身体健康。
ＮＡＦＬＤ 可进一步发展为肝纤维化、肝硬化和肝癌，
重症肝病治疗棘手，早期诊断和治疗显得尤其重

要。 肝 是 内 源 性 代 谢 物 溶 血 磷 脂 酰 胆 碱

（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＬＰＣ）、氨基酸合成和代谢

的主要场所，肝损伤必然会引起机体内 ＬＰＣ、氨基酸

的水平和代谢轮廓的变化［２－５］。 有研究表明，ＬＰＣ
通过与 Ｇ 蛋白偶联受体和 Ｔｏｌｌ 样受体结合而发挥

作用；通过结合 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 受体激活 ＮＦ⁃κＢ、
ｐ３８ＭＡＰＫ 等信号通路，调控促炎细胞因子水平，诱
导氧化应激，促进肝炎症的发展［６－８］。 甘氨酸抑制

Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞活化可降低促炎和促纤维化细胞因子

水平，进而抑制肝纤维化进展［９－１０］。 酪氨酸代谢紊

乱可抑制小鼠体内 Ｓｐ１ ／ Ｔｆｒ２ ／ Ｈｅｐｃｉｄｉｎ 信号通路，导
致 Ｆｅ３＋过量积蓄，增加细胞内活性氧自由基，诱导小

鼠肝损伤［１１－１３］。
综上，ＮＡＦＬＤ 与 ＬＰＣ 和氨基酸代谢异常存在

相关性。 本研究在高脂饮食饲料 （ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，
ＨＦＤ）和 ＣＣｌ４ 诱导 ＮＡＦＬＤ 大鼠的药理实验基础上，
用液相⁃质谱联用技术测定大鼠血清中 ＬＰＣｓ 和氨基

酸的含量，结合主成分分析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ） 和正交偏最小二乘法⁃判别分析

（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ⁃ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）等方法研究 ＮＡＦＬＤ 肝损伤大鼠中血清

ＬＰＣ 和氨基酸代谢轮廓的变化，探究 ＬＰＣ 和氨基酸

代谢与 ＮＡＦＬＤ 相关性，为 ＮＡＦＬＤ 的诊断和防治提

供新的思路和方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１６ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，８ 周龄，体重约为

２００ ｇ，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司【ＳＣＸＫ

（京）２０１９－００１０】。 １２ ｈ 循环照明，室温 ２２ ± ２ ℃，
相对湿度 ６０％ ～ ７０％，大鼠自由饮食进水，饲养于

南昌大学动物房【ＳＹＸＫ（赣）２０２１－０００４】。 研究方

案经江西科技师范大学动物伦理委员会批准

（Ｙ２０２２０２），所有动物均按照美国国立卫生研究院

的《实验动物护理和使用指南》进行处理。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

赖氨酸 （ Ｌｙｓｉｎｅ ）、 缬氨酸 （ Ｖａｌｉｎｅ ）、 丝氨酸

（ Ｓｅｒｉｎｅ ）、 甲 硫 氨 酸 （ Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ）、 异 亮 氨 酸

（Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）、脯氨酸（Ｐｒｏｌｉｎｅ）、苏氨酸（Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）、
半胱氨酸（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）、亮
氨酸 （ Ｌｅｕｃｉｎｅ ）、 色 氨 酸 （ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ）、 酪 氨 酸

（Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ）、 谷 氨 酸 （ Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ）、 谷 氨 酰 胺

（ Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ）、 组 氨 酸 （ Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ）、 精 氨 酸

（Ａｒｇｉｎｉｎｅ）、天冬酰胺 （ Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ）、天门冬氨酸

（Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ）均购于北京百灵威科技有限公司；
ＬＰＣ（１４ ∶ ０）、ＬＰＣ（１６ ∶ ０）、ＬＰＣ（１７ ∶ ０）、ＬＰＣ（１８
∶ １）、ＬＰＣ（１９ ∶ ０）和 ＬＰＣ（２０ ∶ ０）购于美国 Ａｖａｎｔｉ
Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ 公司；ＨＦＤ 购于上海普路腾生物科技有

限公司，配方（质量分数）：繁殖鼠料 ８２􀆰 ５％、猪油

１０％、胆酸钠 ０􀆰 ５％、胆固醇 ２％、蛋黄粉 ５％；质谱级

甲醇、乙腈和甲酸购于德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；分析纯甲

醇、乙腈、氯仿和 ＣＣｌ４ 购于西陇科技股份有限公司。
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｃｌａｓｓ⁃Ｉ 串联 Ｖｅｘｏ Ｇ２⁃ＸＳ Ｑ⁃Ｔｏｆ

（Ｗａｔｅｒｓ 公司，美国），７０８０ 型全自动生化分析仪

（Ｈｉｔａｃｈｉ 公司，日本），ＴＧＬ⁃１６ 型高速冷冻离心机

（湖南湘仪，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物处理

１６ 只 ＳＤ 大鼠适应性喂养 ７ ｄ，按体重随机分为

对照组和 ＮＡＦＬＤ 组。 对照组喂食基础标准饲料

８ 周； ＮＡＦＬＤ 组喂食 ＨＦＤ ８ 周，第 ８ 周腹腔注射

１ 次 ＣＣｌ４ 玉米油溶液（０􀆰 ４ ｍＬ ＣＣｌ４ ／ ｋｇ）。 给予 ＣＣｌ４
４８ ｈ 后，用低浓度异氟烷麻醉大鼠，眼眶取血采集

全血，用高浓度异氟烷处死大鼠摘取肝组织。

８７４
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１􀆰 ２􀆰 ２　 血清生化指标测定

全血静置 ２ ｈ，离心（３５００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃）１０ ｍｉｎ，
上层血清－８０ ℃保存，按生化试剂盒说明书规定的

方法测定谷草转氨酶（ＡＳＴ）和谷丙转氨酶（ＡＬＴ）活
性，总胆固醇（Ｔ⁃ＣＨＯ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ⁃
Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇 （ ＬＤＬ⁃Ｃ） 和总胆红素

（ＴＢＩＬ）的含量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肝组织病理分析

肝组织用生理盐水冲洗，１ ｃｍ × １ ｃｍ 肝组织用

４％多聚甲醛组织液固定，经 ７０％乙醇脱水、石蜡包

埋和苏木精⁃伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色

等步骤制成 ＨＥ 肝切片。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＬＰＣｓ 含量测定

液相⁃质谱条件：Ｗａｔｅｒｓ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 柱（１００
ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ８ μｍ）；流动相为 ０􀆰 １％甲酸水（Ａ）
和甲醇（Ｂ），梯度洗脱；ＥＳＩ（ ＋ ），ＭＲＭ 模式；毛细

管电压为 ３􀆰 ０ ｋＶ，锥孔电压为 ３５􀆰 ０ Ｖ。 标准曲线的

建立：取 ＬＰＣ（１４ ∶ ０）、ＬＰＣ（１６ ∶ ０）、ＬＰＣ（１７ ∶ ０）、
ＬＰＣ（１８ ∶ １）和 ＬＰＣ（２０ ∶ ０）对照品，用甲醇⁃氯仿

（１ ∶ １）配制成质量浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＣｓ 混合标

准品溶液，用 １％牛血清白蛋白作为模拟血清制备

成质量浓度为 ０􀆰 ０２５、０􀆰 ０５、０􀆰 １２５、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２􀆰 ５、
５ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ 共 ９ 种标准曲线校正溶液，以 ＬＰＣｓ
浓度为横坐标，ＬＰＣｓ 与内标响应值的比值为纵坐

标，绘制 ５ 种 ＬＰＣｓ 的标准曲线，计算回归方程。 血

清样品制备：取血清 ２０ μＬ，加入 ２０ μＬ 内标溶液

（１００ μｇ ／ ｍＬ），再加入 １６０ μＬ 甲醇⁃氯仿（１ ∶ １），离
心 １０ ｍｉｎ（４℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ），取上清液 ４０ μＬ，用
甲醇⁃乙腈（３ ∶ １）溶剂稀释至 ８００ μＬ，即得供试溶

液。 样品测定：取 ２ μＬ 供试溶液注入液相⁃质谱联

用仪，采集 ＬＰＣｓ 和内标峰面积，按随行标准曲线计

算血清中 １５ 种 ＬＰＣｓ 的含量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 氨基酸含量测定

液相⁃质谱条件：Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 柱（１００ ｍｍ
× ２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ）；流动相为 ０􀆰 １％甲酸水（Ａ）和
０􀆰 １％甲酸乙腈（Ｂ），梯度洗脱；ＥＳＩ（ ＋ ），ＭＲＭ 模

式；毛细管电压为 ２ ｋＶ，锥孔电压为 ４０ Ｖ。 标准曲

线的建立：取 １８ 种氨基酸对照品适量，用 ５０％甲酸

或水配制成质量浓度为 ２８０ μｇ ／ ｍＬ 的氨基酸混合

标准品溶液，用 １％牛血清白蛋白作为模拟血清制

备成质量浓度为 ２８０、１４０、７０、４０、２５、２０、１０、４ 和

２ μｇ ／ ｍＬ 的标准曲线校正溶液，以氨基酸浓度为横

坐标，氨基酸与内标响应值的比值为纵坐标，绘制

１８ 种氨基酸的标准曲线，计算回归方程。 血清样品

制备：取 ２０ μＬ 血清，加入 ２０ μＬ 内标溶液，再加入

３６０ μＬ 乙腈⁃水（７ ∶ ３），离心 １０ ｍｉｎ（４ ℃，１５ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ），取 １００ μＬ 上清液，用乙腈⁃水（７ ∶ ３）稀释至

５００ μＬ，即得供试溶液。 样品测定：取 ２ μＬ 供试溶

液注入液相⁃质谱联用仪，采集氨基酸和内标峰面

积，按随行标准曲线计算血清中 １８ 种氨基酸的

含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

生化指标和代谢物含量数据用平均值 ± 标准

差（􀭰ｘ ± ｓ）表示；Ｓｉｍｃａ⁃Ｐ １４􀆰 １ 软件做 ＰＣＡ 和 ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ；ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件做 Ｔ 检验和 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＡＦＬＤ 大鼠的血清生化指标和肝组织病理

分析

本实验采用 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＣ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、ＴＢＩＬ 等

生化指标和 ＨＥ 肝病理切片评价 ＮＡＦＬＤ。 如图 １ 所

示，与对照组相比，ＮＡＦＬＤ 组 ＡＳＴ、ＡＬＴ 的活性显著

提高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＴＣ、ＬＤＬ 和 ＴＢＩＬ 的含量均显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），且 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 的活性

分别升高了约 ６􀆰 ５ 倍和 １９ 倍，而 ＨＤＬ 的含量显著

降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 肝组织病理结果显示（图 ２），对
照组肝切片结构正常，无异常形态学改变，ＮＡＦＬＤ
组肝细胞发生明显脂肪变性；肝细胞肿大变圆，胞
浆疏松，肝小叶中央静脉周围肝细胞呈典型“脂大

泡”样变。 生化指标和肝病理切片结果表明 ＮＡＦＬＤ
大鼠造模成功。
２􀆰 ２　 ＮＡＦＬＤ 大鼠的血清 ＬＰＣｓ 和氨基酸的含量

按参考文献［２］ 方法测定大鼠血清中 ＬＰＣｓ 的含

量，该方法中对没有对照品的 ＬＰＣｓ 选用碳原子数

相近的 ＬＰＣ 标准曲线定量；氨基酸采用相对应的氨

基酸标准曲线定量。 ＮＡＦＬＤ 组的大鼠的血清中 １５
种 ＬＰＣｓ 和 １８ 种氨基酸的含量变化见表 １、表 ２。 整

体上 ＮＡＦＬＤ 组 ＬＰＣｓ 的含量有下降的趋势，而氨基

酸的含量有升高的趋势。 与对照组比较，ＮＡＦＬＤ 组

的 ＬＰＣ（１６ ∶ ０）、ＬＰＣ（１６ ∶ １）、ＬＰＣ（１７ ∶ １）、ＬＰＣ
（１８ ∶ ０）、ＬＰＣ（１８ ∶ １）、ＬＰＣ（２０ ∶ １）和 ＬＰＣ（２０ ∶
３）的含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其中 ＬＰＣ
（１８ ∶ １）、ＬＰＣ（２０ ∶ １）含量减少 ３ 倍以上；ＮＡＦＬＤ
组谷氨酸、苏氨酸、谷氨酰胺和半胱氨酸的含量显

著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中半胱氨酸升高约 ６ 倍；精

９７４
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注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下表同）

图 １　 大鼠血清生化指标测定结果

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ２　 肝组织病理切片结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ

氨酸含量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），精氨酸减少 ２８ 倍

以上。
２􀆰 ３　 通路分析

将含量具有显著性差异的氨基酸（见表 ２）导入

到 ＭｅｔＰＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ ／ ）进行通路

分析，如图 ３ 所示，４ 个代谢通路的 ｉｍｐａｃｔ 值 ＞ ０􀆰 １
和⁃ｌｏｇ Ｐ ＞ ２，包括 Ｄ⁃谷氨酰胺和 Ｄ⁃谷氨酸代谢，丙
氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，精氨酸生物合成，精
氨酸和脯氨酸代谢， 均与 ＨＦＤ 和 ＣＣｌ４ 诱导的

ＮＡＦＬＤ 密切相关。
２􀆰 ４　 多变量统计分析

２􀆰 ４􀆰 １　 ＰＣＡ
以 ＬＰＣｓ 的浓度与所有样本 ＬＰＣｓ 平均浓度比

值的校正值为 Ｘ 变量，对照组和 ＮＡＦＬＤ 组 １６ 个样

本进行两主成分的 ＰＣＡ 分析（Ｒ２Ｘ ＝ ０􀆰 ５９）。 如

ＰＣＡ 散点图（图 ４Ａ）所示，对照组样本离散度较高，
但对照组和 ＮＡＦＬＤ 组的样本能完全区分。 同理，以
氨基酸的校正值为 Ｘ 变量，对这两组 １６ 个样本做

０８４
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　 　 　 　 　 　 表 １　 ＮＡＦＬＤ 对大鼠血清 ＬＰＣ 含量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＬＰＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

溶血磷脂酰胆碱 ＬＰＣｓ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ＮＡＦＬＤ 组 ＮＡＦＬＤ ｇｒｏｕｐ
溶血磷脂酰胆碱（１４ ∶０）ＬＰＣ（１４ ∶０） ５􀆰 ８３ ± １１􀆰 ５３ ２４􀆰 ６４ ± １５􀆰 ３３
溶血磷脂酰胆碱（１６ ∶０）ＬＰＣ（１６ ∶０） １００３􀆰 ５１ ± ３９２􀆰 ３９ ５１１􀆰 ８４ ± １３３􀆰 ２５∗∗

溶血磷脂酰胆碱（１６ ∶１）ＬＰＣ（１６ ∶１） ８３１􀆰 ６５ ± ２９６􀆰 ０３ ４７４􀆰 ２１ ± １３４􀆰 ３３∗∗

溶血磷脂酰胆碱（１７ ∶０）ＬＰＣ（１７ ∶０） ８６􀆰 ０１ ± ２０􀆰 １２ １３３􀆰 ４５ ± ７５􀆰 ２４
溶血磷脂酰胆碱（１７ ∶１）ＬＰＣ（１７ ∶１） １７９􀆰 ７１ ± ５８􀆰 ９７ １０２􀆰 １３ ± ３９􀆰 ８３∗

溶血磷脂酰胆碱（１８ ∶０）ＬＰＣ（１８ ∶０） １２０６􀆰 ３４ ± ６３１􀆰 ４０ ４７２􀆰 ０１ ± ９０􀆰 ７７∗∗

溶血磷脂酰胆碱（１８ ∶１）ＬＰＣ（１８ ∶１） １６８６􀆰 ０４ ± １２１９􀆰 ８４ ４６３􀆰 ４７ ± ２２０􀆰 ４４∗∗

溶血磷脂酰胆碱（１８ ∶２）ＬＰＣ（１８ ∶２） ４９７􀆰 ６４ ± ２１８􀆰 ２５ ３３３􀆰 ２７ ± １３５􀆰 ０４
溶血磷脂酰胆碱（１８ ∶３）ＬＰＣ（１８ ∶３） ６７９􀆰 ８３ ± ３０１􀆰 １４ ５１８􀆰 ７５ ± ８６􀆰 ９５
溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶１）ＬＰＣ（２０ ∶１） １９４７􀆰 ７３ ± １１９４􀆰 ９３ ３２５􀆰 ９４ ± １５５􀆰 ６０∗∗

溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶３）ＬＰＣ（２０ ∶３） ９２６􀆰 ８５ ± ４７４􀆰 ７８ ４３０􀆰 ５３ ± １７３􀆰 ２１∗

溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶４）ＬＰＣ（２０ ∶４） １２１５􀆰 ５４ ± ５９９􀆰 ４５ ８３０􀆰 ５２ ± ２３６􀆰 ５７
溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶５）ＬＰＣ（２０ ∶５） ２１７􀆰 ５６ ± １８８􀆰 ４８ １２５􀆰 １９ ± ３７􀆰 ３８
溶血磷脂酰胆碱（２２ ∶５）ＬＰＣ（２２ ∶５） １１４􀆰 ７１ ± ４３􀆰 １０ ９０􀆰 ００ ± １６􀆰 ７２
溶血磷脂酰胆碱（２２ ∶６）ＬＰＣ（２２ ∶６） １６４􀆰 ３４ ± ７９􀆰 ４３ １０９􀆰 ８４ ± ２１􀆰 ２６

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

表 ２　 ＮＡＦＬＤ 对大鼠血清氨基酸含量的影响（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）

氨基酸 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ＮＡＦＬＤ 组 ＮＡＦＬＤ ｇｒｏｕｐ
异亮氨酸 Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ７６􀆰 １０ ± ４０􀆰 ６３ １２９􀆰 ４６ ± ３４􀆰 ０７

亮氨酸 Ｌｅｕｃｉｎｅ ２１􀆰 １５ ± １􀆰 ７８ ２５􀆰 ７５ ± ４􀆰 ５１
色氨酸 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ４５􀆰 ８６ ± ２􀆰 ７４ ４９􀆰 ３９ ± ９􀆰 ３０

苯丙氨酸 Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ３７􀆰 ４３ ± ８􀆰 ０５ ２５􀆰 ６６ ± ６􀆰 ５４
甲硫氨酸 Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ５８􀆰 ５５ ± ３３􀆰 ０２ ８５􀆰 ３０ ± ５１􀆰 ５５

缬氨酸 Ｖａｌｉｎｅ ２３􀆰 ３１ ± ２１􀆰 １０ ６３􀆰 ３８ ± ２６􀆰 ３３
酪氨酸 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ １２３􀆰 ２６ ± ７４􀆰 ３９ ２００􀆰 １２ ± ８３􀆰 ７４
脯氨酸 Ｐｒｏｌｉｎｅ ８０􀆰 ２６ ± ２６􀆰 ６５ １７４􀆰 １４ ± １０５􀆰 ５９

谷氨酸 Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ １６９􀆰 ６９ ± ４７􀆰 １６ ５１３􀆰 ６７ ± ２６５􀆰 ５６∗

苏氨酸 Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ２６０􀆰 ５９ ± １０８􀆰 ３７ ４００􀆰 ４１ ± １２５􀆰 １５∗

天门冬氨酸 Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ５６２􀆰 ８８ ± ７２６􀆰 ２９ ８９􀆰 ２１ ± ５７􀆰 ２４
谷氨酰胺 Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ９９１􀆰 ３８ ± ３００􀆰 ５３ １９９７􀆰 ２０ ± ４０１􀆰 ２８∗

丝氨酸 Ｓｅｒｉｎｅ ３１６􀆰 ９８ ± １１５􀆰 ７５ ４９３􀆰 １１ ± １１０􀆰 １４
天冬酰胺 Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １９７􀆰 ８９ ± ７３􀆰 ６５ ９７􀆰 ４９ ± ３８􀆰 ２８

精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ２８１０􀆰 ２５ ± １０１９􀆰 ９８ ９８􀆰 ５７ ± ８０􀆰 １１∗∗∗

组氨酸 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ２４７􀆰 ５９ ± ６２􀆰 ９９ １７６􀆰 ５２ ± ４８􀆰 ９４
赖氨酸 Ｌｙｓｉｎｅ １１６８􀆰 ２０ ± ３０７􀆰 ２２ １６７５􀆰 ９２ ± ３５７􀆰 ４９

半胱氨酸 Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ４０􀆰 ８４ ± ２８􀆰 ５１ ２４８􀆰 ４１ ± ９４􀆰 ９０∗

两主成分 ＰＣＡ 分析（Ｒ２Ｘ ＝ ０􀆰 ５８４），如 ＰＣＡ 散点

图（图 ４Ｂ）所示，对照组和 ＮＡＦＬＤ 组的样本也能完

全区分。 上述结果提示大鼠 ＮＡＦＬＤ 肝损伤后血清

中 ＬＰＣ 和氨基酸的代谢轮廓均发生明显的变化。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ

为发现能表征 ＮＡＦＬＤ 的生物标识物，对照组和

ＮＡＦＬＤ 组分别进行 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 建模。 以 ＬＰＣｓ 的校

正值为 Ｘ 变量，组别为 Ｙ 变量，建立第一个 ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ 模型。 该模型的 Ｒ２Ｘ、Ｒ２Ｙ 和 Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ５６４、
０􀆰 ９５４ 和 ０􀆰 ８６０，表明具有较好的解释能力和预测能

力，散点图见图 ５Ａ；对该模型进行 ２００ 次迭代置换

检验，每次置换后模型的 Ｒ２ 和 Ｑ２ 均低于原始值，
且 Ｑ２ 的回归截距小于 ０，表明该模型未过度拟合，
见图 ５Ｂ。 如图 ５Ｃ 所示，ＬＰＣ（２０ ∶ １）、ＬＰＣ（１８ ∶ １）
和 ＬＰＣ（１４ ∶ ０）的 ＶＩＰ 值大于 １，ＬＰＣ（２０ ∶ １）和

ＬＰＣ（１８ ∶ １）的含量在两组间具有显著性差异，但
ＬＰＣ（１８ ∶ １）的偏差超过了正常范围。 因此，ＬＰＣ
（２０ ∶ １）被鉴定为能表征 ＮＡＦＬＤ 的 ＬＰＣ 类生物标

志物。 同理，以氨基酸校正值为 Ｘ 变量，组别为 Ｙ
变量，建立第 ２ 个 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型。 如图 ６ 所示，该
模型（Ｒ２Ｘ ＝ ０􀆰 ５５６，Ｒ２Ｙ ＝ ０􀆰 ９９１，Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９９７）也
未过度拟合；精氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、和天冬酰

１８４
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注：ａ：Ｄ⁃谷氨酰胺和 Ｄ⁃谷氨酸代谢；ｂ：丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸代谢；ｃ：精氨酸生物合成；ｄ：精氨酸和脯氨酸代谢。

图 ３　 与 ＮＡＦＬＤ 模型相关的氨基酸代谢通路

Ｎｏｔｅ． ａ． Ｄ⁃ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ａｎｄ Ｄ⁃ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． ｂ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｏｆ ａｌａｎｉｎｅ， ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ． ｃ． Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ． ｄ．
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ＮＡＦＬＤ ｍｏｄｅｌ

胺的 ＶＩＰ 值大于 １，其中前 ２ 个氨基酸的含量在两

组间具有显著性差异，因此精氨酸、谷氨酸被鉴定

为 ＮＡＦＬＤ 的氨基酸类生物标志物。
２􀆰 ５　 相关分析

对 ＮＡＦＬＤ 具有重要贡献的 ＬＰＣ（２０ ∶ １）、精氨

酸、谷氨酸与生化评价指标 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＬＤＬ、ＴＢＩＬ 进

行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析。 如表 ３ 所示，ＬＰＣ（２０ ∶ １）的
含量和 ＡＳＴ、ＬＤＬ 水平呈显著负相关性（ ｒ ＜ －０􀆰 ５，Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）；精氨酸的含量与这 ４ 个生化指标呈显著负

相关性（ ｒ ＜ －０􀆰 ６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；谷氨酸与 ＴＢＩＬ 呈显

著正相关性（ ｒ ＞ ０􀆰 ５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

ＨＦＤ 和 ＣＣｌ４ 对大鼠肝毒性没有性别差异，且雌

性大鼠的耐受力要弱于雄性大鼠。 因此，为降低毒

性实验过程中大鼠的死亡率，在本实验中选用雄性

大鼠来建立 ＮＡＦＬＤ 模型。 肝是 ＬＰＣ 和氨基酸代谢

　 　 　 　 　 　

图 ４　 ＬＰＣ 和氨基酸代谢轮廓的 ＰＣＡ 散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＰＣＡ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＬＰＣ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｆｉｌｅ

图 ５　 血清 ＬＰＣ 代谢轮廓的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型散点图、置换检验图和 ＶＩＰ 图

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ， ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｅｓｔ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ＶＩＰ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＬＰＣ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅ

表 ３　 ＬＰＣｓ 和氨基酸浓度与生化指标水平之间的相关性分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬＰＣｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｌｅｖｅｌｓ
生物标志物
Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ＡＳＴ ＡＬＴ ＬＤＬ ＴＢＩＬ
ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ ｒ Ｐ

溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶１）ＬＰＣ（２０ ∶１） －０􀆰 ５０７ ０􀆰 ０４５ －０􀆰 ４７４ ０􀆰 ０６４ －０􀆰 ５２５ ０􀆰 ０３７ －０􀆰 ２８４ ０􀆰 ２８６
精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ －０􀆰 ６８８ ０􀆰 ００３ －０􀆰 ５６８ ０􀆰 ０２２ －０􀆰 ７１７ ０􀆰 ００２ －０􀆰 ６３８ ０􀆰 ００８

谷氨酸 Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ０􀆰 ３５６ ０􀆰 １７６ ０􀆰 ２７２ ０􀆰 ３０８ ０􀆰 ３９１ ０􀆰 １３４ ０􀆰 ５３６ ０􀆰 ０３２

２８４
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图 ６　 血清氨基酸代谢轮廓的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型散点图、置换检验图和 ＶＩＰ 图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ， ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｅｓｔ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ＶＩＰ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｆｉｌｅ

与合成的主要脏器，肝损伤将导致血清中 ＬＰＣｓ 和

氨基酸的水平变化。 根据多变量统计分析结果，
ＮＡＦＬＤ 组的大鼠血清中 ＬＰＣ 和氨基酸的代谢轮廓

明显偏离正常水平，ＬＰＣ（２０ ∶ １）、精氨酸和谷氨酸

被鉴定为表征 ＮＡＦＬＤ 的生物标志物，且与生化指标

具有一定相关性，表明血清 ＬＰＣ 和氨基酸代谢与

ＨＦＤ 和 ＣＣｌ４ 诱导 ＮＡＦＬＤ 存在明显相关性。 磷脂酰

胆碱 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓ， ＰＣｓ ） 在 磷 脂 酶 Ａ２
（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ２，ＰＬＡ２） 的作用下水解为 ＬＰＣｓ，
ＬＰＣｓ 在自分泌运动因子（ ａｕｔｏｔａｘｉｎ，ＡＴＸ）或溶血磷

脂酶 Ｄ 的作用下，ＬＰＣｓ 继续水解为溶血磷脂酸

（ＬＰＡｓ） ［１４－１６］。 ＬＰＣ 在溶血磷脂酰胆碱转移酶

（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＬＰＣＡＴ）作用

下 ＬＰＣｓ 合成 ＰＣｓ［１７－１８］。 ＫＡＦＦＥ 等［１９］ 研究发现在

ＣＣｌ４ 肝纤维化模型中 ＰＬＡ２ 活性提高，ＰＣｓ 水解成

ＬＰＣｓ，该纤维化模型中高水平 ＡＴＸ 使 ＬＰＣｓ 继续转

化为 ＬＰＡｓ，最终导致 ＬＰＣｓ 浓度降低。 在药源性肝

损伤、酒精性肝损伤和非酒精性脂肪性肝炎等肝疾

病中，体内自动防御功能激活 ＬＰＣＡＴ，使肝组织中

ＬＰＣｓ 合成 ＰＣｓ，导致 ＰＣｓ 水平增加，ＬＰＣｓ 水平降

低［２０－２１］。 ＬＰＣｓ 定量分析结果表明 ＮＡＦＬＤ 大鼠血

清中大多数 ＬＰＣｓ 水平显著降低，推测 ＮＡＦＬＤ 可能

影响 ＰＬＡ２、ＬＰＣＡＴ 和 ＡＴＸ 等代谢酶或细胞因子的

表达水平和活性。 精氨酸在体内主要参与尿素循

环，精氨酸在精氨酸酶催化下水解生成 Ｌ⁃鸟氨酸和

尿素。 精氨酸酶在肝细胞内具有高活性，血清中精

氨酸的含量是肝细胞中的 １０ 倍以上。 肝细胞受损

后精氨酸被释放到血液中，导致血清中精氨酸的水

平显著降低［２２－２３］。 谷氨酸是谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ）合成的前体，ＧＳＨ 是体内的重要抗氧化剂之

一，可以保护细胞免受氧化损伤。 ＧＳＨ 合成在肝损

伤中增加，ＧＳＨ 生物合成受损也会导致肝损伤的增

加。 在肝损伤过程中，谷氨酸含量增加具有生物学

意义， 通过谷氨酸⁃半胱氨酸连接 酶 催 化 亚 基

（ｇｌｕｔａｍａｔｅ⁃ｃｙｓｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ，ＧＣＬＣ） 的

反馈调节增加谷氨酸消耗，从而增强 ＧＳＨ 的生物合

成［２４－２５］。 临床研究表明，慢性 ＨＢＶ 肝炎患者血清

中的精氨酸浓度显著降低［２６］；ＨＢＶ 相关的急性或慢

性肝衰竭患者血清中 ＬＰＣ（１６ ∶ ０）和 ＬＰＣ（１８ ∶ ０）含
量均显著降低［２７］。 在 ＨＦＤ 诱导 ＮＡＦＬＤ 大鼠血清

中这些物质含量的变化趋势与这两项研究相同，提
示 ＬＰＣｓ 和氨基酸与 ＮＡＦＬＤ 模型有良好相关性。

本实验从 ＬＰＣ 和氨基酸代谢的层面上评价了

ＨＦＤ 和 ＣＣｌ４ 诱导大鼠 ＮＡＦＬＤ，并结合化学计量学

方法分析 ＬＰＣ 和氨基酸的代谢轮廓与 ＮＡＦＬＤ 相关

性，并首次发现了 ＬＰＣ（２０ ∶ １）和精氨酸与 ＮＡＦＬＤ
具有极强的相关性，这两种化合物有望成为 ＮＡＦＬＤ
临床判定的特异性生物标志物，为 ＮＡＦＬＤ 的精确诊

断和治疗提供方向。
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