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非靶向脂质组学分析伏马菌素 Ｂ１ 对未成熟树突状细胞脂质代
谢的影响
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摘　 要　 伏马菌素 Ｂ１ （ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１， ＦＢ１）是一种具有免疫抑制作用的真菌毒素。 本研究利用 ＦＢ１ 处理未成熟树突状细胞

（ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ｉｍＤＣｓ）， 通过非靶向脂质组学分析 ＦＢ１ 对 ｉｍＤＣｓ 脂质代谢的影响。 运用超高效液相色谱串联四极

杆静电场轨道阱质谱（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ）技术采集质谱数据， 通过主成分分析（ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）、 偏最小二乘法判别分析（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ⁃ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃ＤＡ）和正交偏最小二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ⁃ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）进行多维统计分析， 比较 ＦＢ１ 处理组和对照组之间脂质代谢谱的差异，
并以 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的变量权重值（ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ， ＶＩＰ）＞１ 和Ｐ＜０. ０５ 为标准筛选差异脂质分子。 脂质组

学分析结果显示， 从 ｉｍＤＣｓ 中共检测到 ３６ 个脂质亚类， １ ８４５ 个脂质分子。 从 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 中筛选出 ３０ 个显著性差异

脂质分子， 其中神经酰胺（ｃｅｒａｍｉｄｅ， Ｃｅｒ）、 磷酸神经酰胺（ｃｅｒａｍｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＣｅｒＰ）、 单半乳糖甘油二酯（ｍｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａ⁃
ｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ， ＭＧＤＧ）、 磷脂酰胆碱（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ， ＰＣ）、 鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ， Ｓｏ）、 磷脂酰丝氨酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ， ＰＳ）
和鞘磷脂（ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ， ＳＭ）等亚类的含量显著下降（ＶＩＰ＞１， Ｐ＜０. ０５）， 而甘油二酯（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ， ＤＧ）和磷脂酰肌醇

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ， ＰＩ）的含量显著升高（ＶＩＰ＞１， Ｐ＜０. ０５）。 研究结果说明 ＦＢ１ 可能通过干扰 ｉｍＤＣｓ 的正常脂质代谢来发

挥其免疫抑制作用。
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Ｐ＜０. ０５) , ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ ( ＤＧ) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ( ＰＩ) ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ( ＶＩＰ ＞１, Ｐ＜０. ０５) ． Ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＦＢ１ ｍａｙ ｅｘｅｒｔ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｉｍＤＣｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１; Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ; Ｌｉｐｏｍｉｃｓ; Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ; Ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

伏马菌素是一类由镰刀菌产生的次级代谢产物，
可污染食物和饲料， 具有较强的毒性效应， 包括神经

毒性、 肝肾毒性、 免疫毒性和致癌性 （Ｙａｚａｒ ａｎｄ
Ｏｍｕｒｔａｇ， ２００８； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 在自然条件下，
谷物中伏马菌素常与黄曲霉毒素、 脱氧雪腐镰刀菌烯

醇、 玉米赤霉烯酮等真菌毒素同时产生， 引发联合毒

性作用（Ｔｏｌｏｓａ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 伏马菌素引起的疾病具

有种属特异性， 如猪肺水肿、 马脑白质软化症、 啮齿

类动物肝肾毒性、 人类食管癌和神经管缺陷等（Ｙａｚａｒ
ａｎｄ Ｏｍｕｒｔａｇ， ２００８）。 伏马菌素 Ｂ１ （ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１，
ＦＢ１）是一种含量最丰富、 毒性最强的伏马菌素， 被国

际癌症研究机构（ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ａｇｅｎｃｙ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｃａｎｃｅｒ， ＩＡＲＣ）归为 ２Ｂ 类致癌物（Ｏｓｔｒｙ ｅｔ ａｌ．， ２０１７），
其化学结构如图 １ 所示。 现有研究表明 ＦＢ１ 的毒性

作用与诱导细胞凋亡、 氧化应激、 炎症反应及细胞因

子的表达水平有关（Ｓｔｏｃｋｍａｎｎ⁃Ｊｕｖａｌａ ａｎｄ Ｓａｖｏｌａｉｎｅｎ，
２００８； Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ．， ２０１８； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）， 但其免疫

抑制作用的机制尚不完全清楚。

图 １　 伏马菌素 Ｂ１ 结构式

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１

树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ， ＤＣｓ）桥接先天免疫

和适应性免疫， 是机体内功能最强大的专职抗原提

呈细胞， 分为未成熟与成熟的两种分化和功能状态

（Ｋｖｅｄａｒａｉｔｅ ａｎｄ Ｇｉｎｈｏｕｘ， ２０２２）。 未成熟树突状细

胞（ｉｍｍａｔｕｒｅ ＤＣｓ， ｉｍＤＣｓ）主要存在于皮肤、 肠道和

呼吸道等组织中， 具有很强的抗原摄取和处理加工

能力。 Ｌｉ 等（２０１７）研究发现 ＦＢ１ 能够重塑 ＤＣｓ 的

形态结构， 并损伤抗原摄取、 加工及提呈的能力，
进而调节 ＤＣｓ 介导的免疫反应。 同时， 脂类是细胞

生物膜的重要组成成分， 不仅调节生长发育、 物质

运输和能量转换等生理过程， 而且与心血管疾病、
肿瘤和神经退行性疾病等多种疾病的发生发展密切

相关（缪秋韵 等， ２０１９； Ｈａｒｋｉｎｓ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 大量

研究表明脂质积累和异常代谢不仅抑制 ＤＣｓ 的分化

成熟（Ｖａｚｑｕｅｚ⁃Ｍａｄｒｉｇａｌ ｅｔ ａｌ．， ２０２０）、 迁移能力（Ｋｉｍ
ｅｔ ａｌ．， ２０２１）、 抗原提呈和 Ｔ 细胞活化（Ｈｅｒｂｅｒ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）等功能， 而且影响细胞因子的分泌（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ．，
２０２１）， 分析 ＦＢ１ 对 ＤＣｓ 的脂质代谢影响将有助于

探究伏马菌素的免疫毒性作用模式， 并对毒素中毒

症的防治具有重要的指导意义。
脂质组学（ ｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓ）是一种高通量分析技术，

能够系统性地解析生物体或细胞的脂质组成和含量

变化， 进而阐明相关的生物学功能与机制（缪秋韵

等， ２０１９； Ｈａｎ ａｎｄ Ｇｒｏｓｓ， ２０２２）。 超高效液相色谱

串联四极杆静电场轨道阱质谱 （ ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ
Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ）是脂质组学研究中的主流质谱分析技

术， 能够分析和鉴定复杂样品中多种痕量物质， 已

被广泛应用于多种生物体和细胞的脂质代谢分析

（Ｈｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２０； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 本研究利用

ＦＢ１ 处理 ｉｍＤＣｓ 后， 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃
ＭＳ 技术筛选 ｉｍＤＣｓ 中的差异脂质分子， 解析 ＦＢ１
对 ｉｍＤＣｓ 脂质代谢的影响， 为揭示 ＦＢ１ 的免疫抑制

作用机制提供依据。

１　 结果

１. １　 ｉｍＤＣｓ 的形态特征

　 　 从小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）骨髓中分离得到体积小并

且呈圆形的骨髓细胞， 用重组小鼠粒细胞巨噬细胞集

落刺激因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ⁃ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ， ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ）和重组小鼠白介素

４ （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ４， ｒｍＩＬ⁃４）诱导培养。
第 ３ 天时细胞表面突起逐渐增加， 细胞呈簇状聚集生

长， 细胞体积增大。 在细胞因子诱导下培养 ７ ｄ 后，
得到 ｉｍＤＣｓ。 在正置荧光显微镜下观察 ｉｍＤＣｓ 的形态

特征 （图 ２）， 发现细胞表面有许多短小的突起

（图 ２Ａ）， 呈典型的 ｉｍＤＣｓ 形态特征（图 ２Ａ～图 ２Ｃ）。
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图 ２　 ｉｍＤＣｓ 在正置荧光显微镜下的形态特征

（Ａ） ｉｍＤＣｓ 的纤维状肌动蛋白结构； （Ｂ） ＤＡＰＩ 染色后的 ｉｍＤＣｓ 的细胞核； （Ｃ） 合并图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｍＤＣｓ ｕｎｄｅｒ ｕｐｒｉｇｈｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
（Ａ） Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｉｍＤＣｓ； （Ｂ） Ｎｕｃｌｅｉ ｏｆ ｉｍＤＣｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ； （Ｃ） Ｍｅｒｇｅｄ ｉｍａｇｅ

１. ２　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 脂质分子的多维统计分析

　 　 在正、 负离子模式下， 从 ｉｍＤＣｓ 中共鉴定出

１ ８４５个脂质分子， 其中正离子代谢物 １ １０１ 种，
负离子代谢物 ７４４ 种。 为了反映 ＦＢ１ 处理组和对

照组之间的总体分布趋势和变异度， 采用主成分

分析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ） 对两组

ｉｍＤＣｓ 的脂质代谢物数据进行分析， 结果如图 ３Ａ
所示。 本研究的 ＰＣＡ 模型在 Ｘ 轴方向累积解释

率值为 ０. ７２６， 提示模型具有较高的稳定性和可

靠性。 为了排除样本分类以外的干扰使组间分离

达到最大化， 采用偏最小二乘法判别分析（ ｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｓｔ⁃ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃ＤＡ）和正

交偏最小二乘法判别分析（ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ⁃
ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）筛选与分

组相关的差异脂质分子， 结果如图 ３Ｂ 和图 ３Ｃ 所

示， 两种方法均能够很好地区分两组样本， 提示

ＦＢ１ 处理组和对照组之间的脂质代谢轮廓差异

显著。

图 ３　 ＦＢ１ 处理组和对照组间的模式识别分析

（Ａ） ＰＣＡ 得分图； （Ｂ） ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图； （Ｃ） ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＢ１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（Ａ） Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＰＣＡ； （Ｂ） Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＰＬＳ⁃ＤＡ； （Ｃ） Ｔｈｅ ｓｃｏｒｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ



３３０　　 　 基因组学与应用生物学

１. ３　 ＦＢ１处理的 ｉｍＤＣｓ显著性差异脂质分子的筛选

　 　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的变量权重值 （ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒ⁃
ｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ， ＶＩＰ）可以反映模型的影响强

度和解释能力， 以 ＶＩＰ ＞１ 及Ｐ＜０. ０５ 作为标准筛选

ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 中具有生物学意义的差异脂质分

子。 结果显示， 从 １ ８４５ 个脂质分子中筛选得到

３０ 个显著性差异脂质分子， 归属为神经酰胺（ｃｅｒａ⁃

ｍｉｄｅ， Ｃｅｒ ）、 磷酸神经酰胺 （ ｃｅｒａｍｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＣｅｒＰ）、 甘油二酯（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ， ＤＧ）、 单半乳糖甘

油二酯（ｍｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ， ＭＧＤＧ）、 磷脂

酰胆碱（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ， ＰＣ）、 鞘氨醇（ ｓｐｈｉｎｇｏ⁃
ｓｉｎｅ， Ｓｏ）、 磷脂酰肌醇（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ， ＰＩ）、 磷

脂 酰 丝 氨 酸 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ， ＰＳ ） 和 鞘 磷 脂

（ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ， ＳＭ）等 ９ 个亚类（表 １， 图 ４）。

表 １　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 的显著性差异脂质分子的数据分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＦＢ１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

脂质加合离子形式

Ｔｈｅ ａｄｄｕｃｔ ｉｏｎ ｆｏｒｍ ｏｆ ｌｉｐｉｄ
脂质分子式

Ｉｏｎ ｆｏｒｍｕｌａ
理论质荷比

Ｃａｌ Ｍ ／ Ｚ
保留时间 ／ 分

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ
变异倍数

Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ
Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
变量权重值

ＶＩＰ

ＤＧ（１８ ∶１＿２４ ∶１）＋ＮＨ４ Ｃ４５Ｈ８８Ｏ５Ｎ ７２２. ６６６ １６. ７７５ ２. ９７８ ３. ００７Ｅ⁃０２ １. ４４９

ＤＧ（１６ ∶０＿２４ ∶１）＋ＮＨ４ Ｃ４３Ｈ８６Ｏ５Ｎ ６９６. ６５０ １６. ７２１ ２. ６５３ ３. ４９９Ｅ⁃０２ １. １０５

ＳＭ（ｄ３４ ∶１）＋Ｈ Ｃ３９Ｈ８０Ｏ６Ｎ２Ｐ ７０３. ５７５ １０. １７８ ０. ７２３ １. １４３Ｅ⁃０２ ６. ８０３

ＳＭ（ｄ３３ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ３９Ｈ７８Ｏ８Ｎ２Ｐ ７３３. ５５０ ９. ５９８ ０. ７１６ １. ９０３Ｅ⁃０２ ２. ２８１

ＳＭ（ｄ４０ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４６Ｈ９２Ｏ８Ｎ２Ｐ ８３１. ６６０ １３. ２１２ ０. ６７３ ２. ０２１Ｅ⁃０２ ４. ０６８

ＳＭ（ｄ３４ ∶１）＋Ｈ Ｃ３９Ｈ８０Ｏ６Ｎ２Ｐ ７０３. ５７５ １０. ４４５ ０. ６４６ ２. ３９９Ｅ⁃０２ ２. ２００

ＰＳ（１８ ∶０＿１８ ∶２）⁃Ｈ Ｃ４２Ｈ７７Ｏ１０ＮＰ ７８６. ５２９ １０. ５７５ ０. ６００ ４. ９５８Ｅ⁃０２ ２. ８５１

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶０＿２４ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４３Ｈ８４Ｏ５Ｎ ６９４. ６３５ １５. ０６８ ０. ５７６ １. ８４０Ｅ⁃０２ １. ４８１

ＳＭ（ｄ３５ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４１Ｈ８２Ｏ８Ｎ２Ｐ ７６１. ５８１ １０. ７２７ ０. ５７５ １. ７４９Ｅ⁃０３ １. ９３８

ＰＳ（１８ ∶０＿２２ ∶５）⁃Ｈ Ｃ４６Ｈ７９Ｏ１０ＮＰ ８３６. ５４５ １０. ４５４ ０. ５６７ ２. ８６４Ｅ⁃０２ ２. ９７０

ＳＭ（ｄ４１ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４７Ｈ９４Ｏ８Ｎ２Ｐ ８４５. ６７５ １３. ７４６ ０. ５３４ ４. ０９６Ｅ⁃０３ ３. ５６９

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿２４ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４３Ｈ８２Ｏ５Ｎ ６９２. ６２０ １４. ６３８ ０. ５３１ １. ０５７Ｅ⁃０２ ２. ４８３

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿２２ ∶０）＋ＨＣＯＯ Ｃ４１Ｈ８０Ｏ５Ｎ ６６６. ６０４ １４. ７２７ ０. ４８２ １. ５９５Ｅ⁃０４ １. ５３０

Ｃｅｒ（ ｔ１８ ∶０＿２４ ∶１）＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ Ｃ４２Ｈ８２Ｏ３Ｎ ６４８. ６２９ １４. ６３５ ０. ４７７ １. ２６８Ｅ⁃０２ ３. ０５１

ＳＭ（ｄ４３ ∶４）＋Ｈ Ｃ４８Ｈ９２Ｏ６Ｎ２Ｐ ８２３. ６６９ １３. ７４２ ０. ４６９ １. １８４Ｅ⁃０４ １. １３１

ＳＭ（ｄ３８ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４４Ｈ８８Ｏ８Ｎ２Ｐ ８０３. ６２８ １２. ２０５ ０. ４６９ ４. ２９９Ｅ⁃０４ １. ９２１

Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶０＿２３ ∶２）＋Ｈ Ｃ４２Ｈ８２Ｏ２Ｎ ６３２. ６３４ １５. ９４０ ０. ４４４ １. ９５０Ｅ⁃０３ １. １３４

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿１６ ∶０）＋ＨＣＯＯ Ｃ３５Ｈ６８Ｏ５Ｎ ５８２. ５１０ １１. ５１４ ０. ４１９ １. １２２Ｅ⁃０３ ２. ０６６

Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶０＿２１ ∶２）＋Ｈ Ｃ４０Ｈ７８Ｏ２Ｎ ６０４. ６０３ １４. ７２０ ０. ４１２ ８. ８５１Ｅ⁃０５ １. １９８

Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶１＿１５ ∶１）＋Ｈ Ｃ３４Ｈ６６Ｏ２Ｎ ５２０. ５０９ １１. ５１９ ０. ４０２ ７. ０９１Ｅ⁃０４ １. ４５１

ＳＭ（ｄ３６ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４２Ｈ８４Ｏ８Ｎ２Ｐ ７７５. ５９７ １１. ２３９ ０. ３７６ １. ９０９Ｅ⁃０３ ４. １００

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿２４ ∶２）＋ＨＣＯＯ Ｃ４３Ｈ８０Ｏ５Ｎ ６９０. ６０４ １３. ６６３ ０. ３４６ １. ７２３Ｅ⁃０２ １. ７５６

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿２３ ∶０）＋ＨＣＯＯ Ｃ４２Ｈ８２Ｏ５Ｎ ６８０. ６２０ １５. ３２６ ０. ３３５ ４. ７０７Ｅ⁃０５ １. ２２５

Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶０＿２３ ∶４）＋Ｈ Ｃ４２Ｈ７８Ｏ２Ｎ ６２８. ６０３ １３. ６４２ ０. ２８９ ３. ２７８Ｅ⁃０２ １. ０９７

Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶１＿１８ ∶０）＋ＨＣＯＯ Ｃ３７Ｈ７２Ｏ５Ｎ ６１０. ５４２ １２. ５１７ ０. ２１２ ２. ３６７Ｅ⁃０２ １. ０４１

Ｓｏ（ｔ３６ ∶１）⁃ＣＨ３ Ｃ４０Ｈ８０Ｏ８Ｎ２Ｐ ７４７. ５６６ １０. １７８ ０. ７４０ ３. １０６Ｅ⁃０２ ５. ７１７

ＰＣ（１８ ∶１ｅ＿２０ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４７Ｈ９１Ｏ９ＮＰ ８４４. ６４４ １３. ４８６ ０. ４９５ １. ４３６Ｅ⁃０２ １. ９６２

ＰＩ（１８ ∶３ｅ＿１８ ∶２）⁃Ｈ Ｃ４５Ｈ７８Ｏ１２Ｐ ８４１. ５２４ ９. ９１１ １. ８３２ ４. ９７３Ｅ⁃０２ １. ９３５

ＭＧＤＧ（３０ ∶０ｅ）⁃Ｈ Ｃ３９Ｈ７５Ｏ９ ６８７. ５４２ １０. １７５ ０. ７４３ ３. ７８６Ｅ⁃０２ １. ０３１

ＣｅｒＰ（ｍ４４ ∶１）＋ＨＣＯＯ Ｃ４５Ｈ８９Ｏ７ＮＰ ７８６. ６３８ １４. ６０３ ０. ７２３ ２. ５９１Ｅ⁃０２ １. ０２３
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气泡代表 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子； 气泡大小代表差异的显著性， 气泡越大代表差异越显著。
Ｂｕｂｂｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ； Ｔｈｅ ｂｕｂｂｌｅ ｓｉｚｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｔｈｅ ｂｕｂｂｌｅ， ｔｈｅ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

图 ４　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子的气泡图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｂｕｂｂｌｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＦＢ１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

１. ４　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子的聚

类分析

　 　 为了全面直观地显示样本之间的关系并评价差

异脂质分子的合理性， 本研究利用 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ
　 　

显著性差异脂质分子（ＶＩＰ＞１， Ｐ＜０. ０５）的表达量进

行层次聚类分析。 结果显示， ＦＢ１ 处理组和对照组

之间有明显的层次聚类， 表明 ｉｍＤＣｓ 差异表达脂质

分子在两组样本中的表达模式不同（图 ５）。

绿色代表显著性下调的脂质分子， 红色代表显著性上调的脂质分子； 颜色深浅代表差异的显著性， 颜色越深代表差异越显著。
Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｔｈｅ ｒｅｄ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ； Ｔｈｅ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｒｋｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ， ｔｈｅ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

图 ５　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子的聚类热图

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＦＢ１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ



３３２　　 　 基因组学与应用生物学

１. ５　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子的相

关性分析

　 　 为进一步了解 ＦＢ１ 处理过程中 ｉｍＤＣｓ 的脂质亚

类及脂质分子之间的相互关系， 本研究通过相关性

分析检测 ｉｍＤＣｓ 中显著性差异脂质分子（ＶＩＰ ＞ １，

Ｐ＜０. ０５）之间的代谢密切程度。 聚类热图表明 ＦＢ１
处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子之间存在高度相

关性（图 ６）， 和弦图显示除 ＰＩ 外的其他 ８ 个脂质亚

类之间存在共调节关系（ ｜ ｒ ｜ ＞０. ８， Ｐ＜０. ０５）（图 ７）。

红色表示正相关， 蓝色表示负相关； 颜色深浅与相关性系数的绝对值大小有关， 即正相关或负相关的程度越高，
颜色越深。
Ｔｈｅ ｒｅｄ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ； Ｔｈｅ ｓｈａｄｅ ｏｆ ｃｏｌｏｒ ｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｄａｒ⁃
ｋｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ） ．

图 ６　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质分子的相关性聚类热图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ＦＢ１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｉｍＤＣｓ
ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
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外环上的弧线表示 ｉｍＤＣｓ 的显著性差异脂质亚类， 内环连接

线的起点表示有显著性差异的脂质分子； 彩色线条表示亚类

内部脂质分子的相关性， 深灰色线条表示脂质不同亚类之间

的相关性。
Ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｉｎ
ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ｌｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ； Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｌｉｎｅｓ ｓｈｏｗ
ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ．

图 ７　 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 显著性差异脂质亚类

之间的相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｉｎ ＦＢ１⁃
ｔｒｅａｔｅｄ ｉｍＤＣｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

２　 讨论与结论

　 　 目前， 脂质组学分析一般采用液相色谱⁃质谱联

用技术， 检测方式上主要分为靶向和非靶向两类。
由于非靶向分析能够无偏向地系统性解析样本中各

种类型脂质的含量 （缪秋韵 等， ２０１９； Ｈａｎ ａｎｄ
Ｇｒｏｓｓ， ２０２２）， 本研究采用基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｏｒ⁃
ｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ 的非靶向脂质组学技术结合 ＬｉｐｉｄＳｅａｒｃｈ 软

件分析 ＦＢ１ 对 ｉｍＤＣｓ 脂质代谢的影响。 在正、 负离

子模式下鉴定出 ３６ 个亚类，１ ８４５ 个脂质分子， 其中

甘油磷脂类、 鞘脂类和甘油脂类等脂质分子的数量

较多。 以 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的 ＶＩＰ＞１ 及Ｐ＜０. ０５ 作为标

准， 从 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 中筛选出 ３０ 个具有生物

学意义的差异脂质分子， 但有 ６ 个脂质分子的变异

倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）略大于 ０. ６７。 其中， ＤＧ 和 ＰＩ 的

含量显著升高， 而 Ｃｅｒ、 ＣｅｒＰ、 ＭＧＤＧ、 ＰＣ、 Ｓｏ、 ＰＳ

和 ＳＭ 的含量显著下降， 表明 ＦＢ１ 使 ｉｍＤＣｓ 的脂代

谢出现紊乱。
磷脂双分子层是构成细胞膜的基本支架， 主要

由甘油磷脂与鞘磷脂两大类组成， 可维持稳定的细

胞结构， 为膜蛋白的相互作用提供适宜的疏水环境，
保障细胞内生命活动的有序进行 （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０２１； Ｍｏｒｉｔａ ａｎｄ Ｉｋｅｄａ， ２０２２）。 大量研究表明细胞

膜和细胞骨架之间存在紧密联系（Ｅｈｒｈａｒｄｔ ａｎｄ Ｂｅｚａ⁃
ｎｉｌｌａ， ２０１３）， 细胞膜上富含胆固醇和鞘磷脂的脂筏

在响应各种刺激时依赖于与细胞骨架的相互作用及

细胞骨架的动态重组（Ｈｅａｄ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）， 通过细胞

极化、 细胞迁移、 生物物理学特性改变、 力学和化

学信号转导、 免疫细胞活化等实现细胞的基本功能

（Ｈｅａｄ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｐａｒｓｈｉｎａ ｅｔ ａｌ．， ２０１９； Ｕｒａｙ ａｎｄ
Ｕｒａｙ， ２０２１）。 本研究结果显示， ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ
中甘油脂类 ＤＧ 的含量显著升高， 但甘油磷脂类

（ＰＣ 和 ＰＳ）和鞘脂类（Ｃｅｒ、 ＣｅｒＰ、 Ｓｏ 和 ＳＭ）的含量

均显著降低， 暗示 ＦＢ１ 使 ｉｍＤＣｓ 的细胞内环境稳态

受到破坏， 可能造成细胞形态结构改变， 并影响物

质运输、 细胞代谢、 信息交流和免疫反应等生理功

能， 其作用模式和分子机制还有待研究。
鞘脂有共同的鞘氨醇碱骨架， 其由丝氨酸和长

脂肪链的酰基辅酶 Ａ 从头合成神经酰胺， 之后转换

为鞘氨醇、 鞘磷脂、 鞘糖脂和其他化合物（Ｇｒöｓｃｈ
ｅｔ ａｌ．， ２０１２）。 该途径的主要步骤： Ｌ⁃丝氨酸和棕榈

酰辅酶 Ａ 通过丝氨酸棕榈酰转移酶缩合形成 ３⁃酮二

氢鞘氨醇； 在 ３⁃酮二氢鞘氨醇还原酶作用下转化为

二氢神经鞘氨醇（ ｓｐｈｉｎｇａｎｉｎｅ， Ｓａ）； 经神经酰胺合

成酶的 Ｎ⁃酰化形成二氢神经酰胺； 在二氢神经酰胺

去饱和酶的作用下转化为神经酰胺。 鞘脂也是鞘磷

脂类信号通路中重要的起始信号， 可在鞘磷脂酶的

作用下水解生成神经酰胺， 同时， 神经酰胺能够在

鞘磷脂合酶作用下生成 ＳＭ， 或经神经酰胺酶水解为

Ｓｏ 和游离脂肪酸（ Ｓｔｏｃｋｍａｎｎ⁃Ｊｕｖａｌａ ａｎｄ Ｓａｖｏｌａｉｎｅｎ，
２００８； Ｌｅｖｙ ａｎｄ Ｆｕｔｅｒｍａｎ， ２０１０）。 ＦＢ１ 与 Ｓｏ 和 Ｓａ
结构相似， 通过竞争性抑制神经酰胺合成酶来抑制

鞘脂类的生物合成（ Ｓｔｏｃｋｍａｎｎ⁃Ｊｕｖａｌａ ａｎｄ Ｓａｖｏｌａｉｎ⁃
ｅｎ， ２００８； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 研究发现 ＦＢ１ 可以抑

制大鼠原代肝细胞中鞘脂类的生物合成， 其主要原

因是神经酰胺合成酶的作用受到抑制（ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｅｓｔ⁃
ｈｕｉｚｅｎ ｅｔ ａｌ．， １９９８）， 与本研究中 ｉｍＤＣｓ 鞘脂类分子

的差异性表达结果相一致， 说明 ＦＢ１ 同样影响 ｉｍ⁃
ＤＣｓ 的鞘脂代谢途径。

神经酰胺作为细胞信号转导过程中重要的第二



３３４　　 　 基因组学与应用生物学

信使， 在细胞分化、 内吞作用、 黏附迁移和细胞骨

架动力学等过程中发挥重要作用 （Ｗｅｇｎｅｒ ｅｔ ａｌ．，
２０１６； Ｊｅｆｆｒｉｅｓ ａｎｄ Ｋｒｕｐｅｎｋｏ， ２０１８）。 有研究报道神

经酰胺的蓄积是调控免疫细胞功能的关键， 通过参

与调节 ＤＣｓ 的分化成熟和抗原提呈能力， 介导中性

粒细胞的胞外陷阱形成和细胞因子表达， 调控巨噬

细胞的氧化应激和凋亡以及在炎症过程中介导 Ｔ 细

胞的反应， 从而影响机体的免疫应答 （ Ｈｏｌｌｍａｎｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１６； Ａｌｂｅｉｔｕｎｉ ａｎｄ Ｓｔｉｂａｎ， ２０１９）。 Ａｂｕａｗａｄ
等（２０２０）采用液相色谱⁃质谱联用方法分析 ＴＨＰ⁃１
细胞系诱导分化为巨噬细胞过程中的代谢谱， 结果

显示 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型巨噬细胞具有不同的代谢特征，
其中鞘脂和嘧啶代谢在 Ｍ１ 型巨噬细胞中的含量显

著增加， 被认为是 Ｍ１ 巨噬细胞的潜在关键特征代

谢物。 Ｓｕｎ 等（２０２２）利用脂质组学和转录组学分析

发现在虾过敏小鼠模型中， 脾脏 ＤＣｓ 中的脂代谢发

生显著变化， 并证实三油酸甘油酯和神经酰胺能够

调节 ＤＣｓ 的免疫功能。 神经酰胺在细胞生长过程中

起着重要作用， 本研究通过脂质组学分析发现 ＦＢ１
处理的 ｉｍＤＣｓ 中 Ｃｅｒ 类差异代谢物 Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶ ０＿２１
∶ ２）＋Ｈ、 Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶ ０＿２３ ∶ ２） ＋Ｈ、 Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶ ０＿２３
∶ ４）＋Ｈ、 Ｃｅｒ（ｔ１８ ∶ ０＿２４ ∶ １） ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ、 Ｃｅｒ（ｍ１９ ∶ １
＿１５ ∶ １）＋Ｈ、 Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ １＿１６ ∶ ０） ＋ＨＣＯＯ、 Ｃｅｒ（ｄ１８
∶ １＿１８ ∶ ０） ＋ＨＣＯＯ、 Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ １＿２２ ∶ ０） ＋ＨＣＯＯ、
Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ １＿２３ ∶ ０） ＋ＨＣＯＯ、 Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ ０＿２４ ∶ １） ＋
ＨＣＯＯ、 Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ １＿２４ ∶ １）＋ＨＣＯＯ 和 Ｃｅｒ（ｄ１８ ∶ １＿
２４ ∶ ２）＋ＨＣＯＯ 等含量显著降低（ＶＩＰ＞１， Ｐ＜０. ０５），
表明 ＦＢ１ 能够干扰 ｉｍＤＣｓ 的神经酰胺合成与代谢，
提示 ＦＢ１ 的免疫抑制作用可能与鞘脂代谢异常

有关。
综上， 本研究基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｏｒｂｉｔｒａｐ⁃ＭＳ

的非靶向脂质组学技术从 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ 中分析

鉴定出 ３０ 个具有生物学意义的差异脂质分子， 其中

显著相关的脂质亚类包括甘油脂类、 甘油磷脂类、
鞘脂类和糖脂类。 研究结果显示 ＦＢ１ 处理的 ｉｍＤＣｓ
中鞘磷脂和神经酰胺的含量显著下降（ＶＩＰ ＞１， Ｐ＜
０. ０５）， 提示 ＦＢ１ 可能通过影响 ｉｍＤＣｓ 的细胞膜结

构调控其免疫学功能。 推测 ＦＢ１ 可能通过干扰 ｉｍ⁃
ＤＣｓ 的正常脂质代谢来发挥其免疫抑制作用， 为进

一步探究 ＦＢ１ 免疫毒性的分子机制奠定了基础。

３　 材料与方法

３. １　 主要试剂及仪器

　 　 主要试剂及仪器： ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基［赛默飞世

尔科技（中国）有限公司］、 胎牛血清［赛默飞世尔科

技（中国）有限公司］、 ＦＢ１ 毒素（青岛普瑞邦生物工

程有限公司）、 ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ（美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司）、
ｒｍＩＬ⁃４（美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司）、 红细胞裂解液（北京

索莱宝科技有限公司）、 Ｃ１８ 色谱柱（Ｗａｔｅｒｓ， ＡＣＱＵ⁃
ＩＴＹ ＵＰＬＣ ＣＳＨ Ｃ１８， １. ７ μｍ， ２. １ ｍｍ × １００ ｍｍ
ｃｏｌｕｍｎ）、 乙腈［赛默飞世尔科技（中国）有限公司，
色谱纯］、 异丙醇［赛默飞世尔科技（中国）有限公

司， 色谱纯］、 甲醇［赛默飞世尔科技（中国）有限公

司， 色谱纯］、 １３ 种同位素内标 （ Ｃｅｒ， ＬＰＣ， ＰＣ，
ＬＰＥ， ＰＥ， ＰＩ， ＰＳ， ＰＡ， ＰＧ， ＳＭ， ＣＥ， ＤＧ， ＴＧ）、 Ｑ⁃
Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ 质谱仪［赛默飞世尔科技（中国）有限

公司］、 ＵＨＰＬＣ Ｎｅｘｅｒａ ＬＣ⁃３０Ａ 超高效液相色谱仪

（日本岛津公司）、 正置荧光显微镜 （日本尼康

公司）。

３. ２　 实验动物

　 　 ６～８ 周龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， ＳＰＦ 级， 购自贵州

医科大学实验动物中心， 实验设施合格证编号为

ＳＹＸＫ（黔）２０１８⁃０００１。 本研究中动物实验经贵州医

科大学实验动物伦理委员会批准（Ｎｏ． １７０２１０４）。

３. ３　 实验方法

　 　 选取 ６ ～ ８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠麻醉处死， 分离

小鼠骨髓细胞， 根据常规诱导培养方法获得 ｉｍＤＣｓ
（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 培养骨髓细胞， 加入 ｒｍＧＭ⁃ＣＳＦ
（终浓度为 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ）和 ｒｍＩＬ⁃４ （终浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ），
置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 隔日半量换液，
并加入相应细胞因子培养至第 ７ 天， 再经 ＣＤ１１ｃ 磁

珠阳性分选后得到 ｉｍＤＣｓ。 分别用 ＰＢＳ（对照组）和
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦＢ１ （ＦＢ１ 处理组）与 ｉｍＤＣｓ 细胞共培养

４８ ｈ 后， 收集细胞计数。 对照组和 ＦＢ１ 处理组分别

准备 ６ 组样本， 每组样本的细胞数目为 １×１０７ 个，
使用 ０. ９％ ＮａＣｌ 溶液洗涤细胞一次， 弃上清液后，
用液氮速冻细胞沉淀。 分别加入 ２００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 和

２０ μＬ 内标混合物， 充分匀浆后加入 ８００ μＬ 甲基叔

丁基醚溶液； 用涡旋混合仪充分混匀， 加入 ２４０ μＬ
预冷的色谱纯甲醇溶液； 再次用涡旋混合仪混匀，
在低温水浴中超声处理 ２０ ｍｉｎ， 在室温条件下静置

３０ ｍｉｎ； 在 １０ ℃条件下， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ；
吸取液体上层的有机相， 用氮气将其吹干。 在进行

质谱分析时， 加入 ２００ μＬ ９０％色谱纯异丙醇和乙腈

溶液溶解， 用涡旋混合仪充分混匀， 取 ９０ μＬ 溶液

在 １０ ℃、 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ， 取上清

液进行分析。
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３. ４　 色谱分离

　 　 采用 ＵＨＰＬＣ Ｎｅｘｅｒａ ＬＣ⁃３０Ａ 超高效液相色谱仪

分离所制备的样品。 选取 Ｃ１８ 色谱柱， 设置柱温为

４５ ℃， 固定流速为 ３００ μＬ ／ ｍｉｎ。 流动相组成 Ａ 为

乙腈水溶液， 即乙腈与水按 ６ ∶４的体积比混合； 流动

相组成 Ｂ 为乙腈异丙醇溶液， 即乙腈与异丙醇按 １ ∶
９的体积比混合。 梯度洗脱程序： ０ ～ ２ ｍｉｎ， ３０％ 流

动相组成 Ｂ； ２～ ２５ ｍｉｎ， 流动相组成 Ｂ 从 ３０％ 线性

增加至 １００％ ； ２５～３５ ｍｉｎ， ３０％流动相组成 Ｂ。 在整

个分析过程中使用 １０ ℃自动进样器将样品吸入， 并

采用随机顺序对样本进行连续分析。

３. ５　 质谱分析

　 　 质谱检测时分别采用电喷雾电离（ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ， ＥＳＩ）的正离子和负离子模式。 制备的样

品经色谱分离后进行质谱分析， 由 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ
质谱仪完成。 ＥＳＩ 源条件设置： 加热器温度（ｈｅａｔｅｒ
ｔｅｍｐ）为 ３００ ℃， 鞘气流速（ ｓｈｅａｔｈ ｇａｓ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ）为

４５ ａｒｂ， 辅助气流速（ａｕｘ ｇａｓ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ）为 １５ ａｒｂ， 吹

扫气流速（ ｓｗｅｅｐ ｇａｓ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ）为 １ ａｒｂ， 喷雾电压

（ ｓｐｒａｙ ｖｏｌｔａｇｅ） 为 ３. ０ ｋＶ， 毛细管温度 （ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｔｅｍｐ）为 ３５０ ℃， Ｓ⁃ｌｅｎｓ ＲＦ 水平（Ｓ⁃ｌｅｎｓ ＲＦ ｌｅｖｅｌ）为
５０％ ， 全扫描范围（ＭＳ１ ｓｃａｎ ｒａｎｇｅｓ）为 ２００ ～ １ ８００。
在采集脂质碎片和脂质分子的质荷比时， 每次完成

全扫描后收集 １０ 个脂质碎片的图谱 （ＭＳ２ ｓｃａｎ，
ＨＣＤ）。 在 质 荷 比 为 ２００ 时， ＭＳ１ 的 分 辨 率 为
７０ ０００， ＭＳ２ 的分辨率为 １７ ５００。

４　 统计学分析

　 　 采用 ＬｉｐｉｄＳｅａｒｃｈ 软件对检测得到的原始数据进

行预处理、 质量评估和数据分析。 采用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模

型将对照组和 ＦＢ１ 处理组样本进行区分， 再根据

ＶＩＰ＞１ 筛选出差异代谢脂质分子， 以Ｐ＜０. ０５ 为差异

有统计学意义。
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