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􀅰放射生物学􀅰

６０ Ｃｏ γ 射线全身照射大鼠的小肠组织中
辐射敏感脂质代谢物的筛选

习聪　 赵骅　 陆雪　 蔡恬静　 田梅　 刘青杰

中国疾病预防控制中心辐射防护与核安全医学所 辐射防护与核应急中国疾病预防控
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通信作者: 刘青杰ꎬ Ｅｍａｉｌ: ｌｉｕｑｉｎｇｊｉｅ＠ ｎｉｒｐ.ｃｈｉｎａｃｄｃ.ｃｎ

　 　 【摘要】 　 目的　 筛选大鼠的小肠组织中辐射敏感脂质代谢物并探索其代谢通路ꎬ为放射性肠

损伤生物标志物研究提供科学依据ꎮ 方法 　 用６０Ｃｏ γ 射线对大鼠进行全身照射ꎬ照射剂量分别为

０、１、２、３、５、８ Ｇｙꎬ通过液相色谱￣质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ)的靶向脂质组学方法ꎬ探究大鼠受照后小肠组织

中脂质代谢物的变化ꎮ 结果　 大鼠受照后 ３ ｄꎬ筛选出小肠组织中 １５ 个辐射敏感脂质代谢物ꎬ其中

４ 个代谢物浓度显著上调ꎬ１１ 个代谢物浓度显著下调ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ －６􀆰 ３９５、５􀆰 ９９８、５􀆰 ８３６、
－５􀆰 ５０３、－５􀆰 ４４９、－５􀆰 ４２２、４􀆰 ８４１、４􀆰 ８０２、４􀆰 ６２１、４􀆰 ４５７、４􀆰 ４２６、４􀆰 ３７３、４􀆰 １１０、３􀆰 ９４５、３􀆰 ９０２ꎬＰ< ０􀆰 ０５ꎻ错
误发现率< ０􀆰 ０５)ꎬ主要涉及鞘脂代谢、甘油磷脂代谢等代谢通路ꎮ ４ 个磷脂酰丝氨酸(ＰＳ)随受照

剂量的上升而显著上升ꎬ１ 个磷脂酸(ＰＡ)、２ 个鞘磷脂(ＳＭ)及 ４ 个脂肪酸(ＦＡ)随受照剂量的上升

而显著下降ꎬ具有明显的剂量￣效应关系(Ｒ２> ０􀆰 ８０ꎬＰ< ０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 大鼠受到６０Ｃｏ γ 射线全身照

射后ꎬ小肠组织中脂质代谢物鞘脂代谢、甘油磷脂代谢等代谢通路的 １１ 个脂质代谢物具有良好的剂

量￣效应关系ꎬ可能成为放射性肠损伤生物标志物ꎮ
【关键词】 　 电离辐射ꎻ 肠损伤ꎻ 脂质组学ꎻ 代谢通路
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　 　 肠道组织自我更新较快ꎬ 对电离辐射十分敏

感ꎬ 是电离辐射损伤的重要靶组织ꎮ 肠道的损伤

既是急性放射病患者死亡的重要原因ꎬ 又是临床

肿瘤患者放射治疗中最主要的不良反应和照射剂

量限制因素[１]ꎬ 越来越受到医学界的关注和重视ꎮ
然而ꎬ 目前放射性肠损伤的准确机制尚不清楚ꎬ
临床上缺乏有效的干预手段ꎬ 防治药物研究面临

瓶颈[２]ꎮ 脂质参与能量转换、 细胞发育和分化、
信息识别与传递等多种生理过程ꎬ 脂质代谢的研

究在医学上具有重要的生物意义ꎮ ２００３ 年国际上

正式提出了脂质组学这一新的前沿研究领域[３]ꎬ
脂质组学基于高通量分析技术ꎬ 系统性解析生物

体脂质组成与表达变化ꎬ 进而阐明相关的生命活

动机制与机理ꎬ 已被广泛应用于标志物的筛选、
病理机制探索、 药物作用靶点筛选等研究[４￣５]ꎮ 本

研究采用基于液相色谱￣质谱联用技术 ( ＬＣ￣ＭＳ)
的靶向脂质组学方法ꎬ 分析受到不同剂量６０Ｃｏ γ 射

线全身照射大鼠的小肠组织中的脂质代谢物变化ꎬ
筛选辐射敏感脂质代谢物并探索其代谢通路ꎬ 为

放射性肠损伤生物标志物的研究提供科学依据ꎮ

材料与方法

１. 动物分组与照射条件: 雄性 ＳＤ 大鼠 ５０ 只

(ＳＰＦ 级)ꎬ ６~８ 周龄、 体重 ２００~２５０ ｇꎬ 购自北京

维通利华实验动物技术有限公司ꎬ 生产许可证号

为 ＳＹＸＫ (京) ２０１６￣０００６ꎮ 用单纯随机抽样方法

将大鼠分为健康对照组和 ５ 个照射组ꎬ 其中 ５ 和

８ Ｇｙ 组为 ９ 只ꎬ 其他组为 ８ 只ꎮ 在北京市辐照中

心用６０Ｃｏ γ 射线对大鼠进行全身照射ꎬ 照射剂量分

别为 ０、 １、 ２、 ３、 ５、 ８ Ｇｙꎮ 剂量率为 １ Ｇｙ / ｍｉｎꎬ
源强 １３０ ＴＢｑꎬ 源靶距为 ８４ ｃｍꎬ 平均照射野 ５０ ｃｍ
×５０ ｃｍꎮ 本研究所有动物实验已通过中国疾病预

防控制中心辐射防护与核安全医学所实验动物伦

理福利委员会审查ꎮ
２. 小肠样本采集: 大鼠照射后放回屏障系统

继续饲养 ３ ｄꎮ 大鼠脱颈椎处死后ꎬ 沿腹白线剪开ꎬ
解剖腹部ꎬ 取腹腔内左上腹的小肠ꎬ 约 ２ ｃｍꎬ 用

１× 磷酸盐缓冲液 (ＰＢＳ) 冲洗ꎬ 清除肠道内容物

及附着物ꎬ 用滤纸吸干后置于－８０℃冰箱冻存ꎮ
３. 样品前处理: 称取小肠组织约 １００ ｍｇ 于

１􀆰 ５ ｍｌ 匀浆管中ꎬ 匀浆 １ ｈꎮ 加入 ３００ μｌ 甲醇 (含
脂质内标和抗氧化剂) 和 １ ｍｌ 甲基叔丁基醚ꎬ 进

行脂质提取 １ ｈꎬ 加入 ２５０ μｌ 水ꎬ 涡旋混匀 ３０ ｓꎮ

４℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ 离心半径 ５ ｃｍꎬ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 取

上层溶液 １００ μｌꎬ 置于 １􀆰 ５ ｍｌ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 微量离心

管中ꎮ 真空离心浓缩样本 ４ ｈꎬ 向干燥后的样品中

加入 ２００ μｌ 异丙醇 /乙腈 (１ ∶ １ꎬ Ｖ / Ｖ) 溶液ꎬ 涡

旋混匀 １０ ｍｉｎꎮ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ 离心半径 ５ ｃｍꎬ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ 取上清液 １００ μｌꎬ 置于 ２００ μｌ 内衬管中ꎬ
待测ꎮ 质量控制 (ＱＣ) 样品是由所有小肠样本的

匀浆提取液各移取 １０ μｌ 混合均匀后得到ꎬ 前处理

方法与实测样品相同ꎮ
４. 色谱条件: 采用超高压液相色谱系统对小

肠样本进行分离 (美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎮ 色谱柱为

ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ８ (２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ １􀆰 ７ μｍꎻ 美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎮ 流动相 Ａ 为乙腈 ∶ 水＝ ６ ∶ ４ꎬ ０􀆰 １％
甲酸、 ５ ｍｍｏｌ 甲酸铵ꎻ 流动相 Ｂ 为乙腈 ∶ 异丙醇

９ ∶ １ꎬ ０􀆰 １％甲酸、 ５ ｍｍｏｌ 甲酸铵ꎮ 柱温 ５５℃ꎬ 流

速 ０􀆰 ２６ ｍｌ / ｍｉｎꎬ 进样量 １􀆰 ０ μｌꎮ
５. 质谱条件: 采用 ＸＥＶＯ ＴＱ￣Ｓ Ｍｉｃｒｏ 型串联四

级杆质谱仪 (美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎬ 对样品在电喷雾

正、 负电离模式下进行多反应 监 测 ( ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬ ＭＲＭ) 扫描ꎮ 正离子源电压为

３ ｋＶꎬ 锥孔电压为 ２５ Ｖꎬ 去溶剂温度 ５００℃ꎬ 源温

度 １５０℃ꎮ 负离子源电压为 １􀆰 ５ ｋＶꎬ 锥孔电压为

２０ Ｖꎬ 去溶剂温度 ５００℃ꎬ 源温度 １５０℃ꎮ 采用

ＭａｓｓｌｙｎｘＶ４􀆰 １ 软件进行质谱数据采集ꎮ
６. 数据处理和统计分析: 原始数据和建立方

法的离子对表导入 Ｓｋｙｌｉｎｅ ３􀆰 ５ 软件[６]ꎬ 根据保留

时间来确定各个指标的色谱峰ꎬ 保留时间允许误

差 １５ ｓꎬ 对色谱峰进行积分ꎬ 通过内标一点法得到

各个指标的浓度ꎮ 应用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 及 Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) 数据

库进行主成分分析 ( ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＰＣＡ)、 热图分析、 代谢通路分析ꎮ 差异脂质代谢

物的筛选方法为 ８ Ｇｙ 组和 ０ Ｇｙ 组进行非配对双样

本 ｔ 检验ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５ 和错误发现率 (ＦＤＲ) < ０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义ꎮ 用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统

计学分析ꎬ 多组间脂质代谢物浓度经正态性检验

符合正态分布ꎮ 组间比较采用单因素方差分析ꎬ
两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ Ｐ< ０􀆰 ０５ 为差异具有统

计学意义ꎮ

结　 　 果

１. 质量控制: ＱＣ 样本在正、 负离子模式下

ＰＣＡ 得分图如图 １ Ａ、 １Ｂ 所示ꎬ ＱＣ 样本的投影位
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置聚集在一起ꎬ 表明 ＬＣ￣ＭＳ 系统稳定ꎬ 获得的实

验数据可靠ꎬ 能够满足脂质组学分析要求ꎮ 大鼠

小肠组织经过靶向脂质组学分析后ꎬ 检测并定量

４１４ 种脂质代谢物ꎬ 包括脂肪酸、 甘油脂、 鞘脂、
甘油磷脂、 胆固醇酯等 ５ 个大类ꎬ 脂肪酸 ( ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓꎬ ＦＡ)ꎬ 甘油二酯 ( ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ＤＧ)ꎬ 甘

油 三 酯 ( ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ＴＧ )ꎬ 鞘 磷 脂

( ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎꎬ ＳＭ )ꎬ 神 经 酰 胺 ( ｃｅｒａｍｉｄｅꎬ
Ｃｅｒ )ꎬ 二 己 糖 神 经 酰 胺 ( ｄｉｈｅｘｏｓｙｌｃｅｒｍｉｄｅꎬ
Ｈｅｘ２Ｃｅｒ )ꎬ 磷 脂 酰 胆 碱 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅꎬ
ＰＣ)ꎬ 烷基醚磷脂酰胆碱 (ａｌｋｙｌ ｅｔｈｅｒ ＰＣꎬ ＰＣ￣Ｏ)ꎬ
磷脂 酰 乙 醇 胺 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅꎬ ＰＥ )ꎬ
烷基醚磷脂酰乙醇胺 (ａｌｋｙｌ ｅｔｈｅｒ ＰＥꎬ ＰＥ￣Ｏ)ꎬ 磷

脂 酰 肌 醇 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌꎬ ＰＩ )ꎬ 磷 脂 酸

( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡ )ꎬ 磷 脂 酰 甘 油

( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ ＰＧ )ꎬ 磷 酯 酰 丝 氨 酸

( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅꎬ ＰＳ )ꎬ 溶 血 磷 脂 酰 胆 碱

( ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅꎬ ＬＰＣ)ꎬ 烷基醚溶血磷脂

酰胆碱 (ａｌｋｙｌ ｅｔｈｅｒＬＰＣꎬ ＬＰＣ￣Ｏ)ꎬ 溶血磷脂酰乙

醇胺 ( ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅꎬ ＬＰＥ)ꎬ 胆固

醇酯 (ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＣＥ) 等 １８ 个亚类ꎮ

图 １　 大鼠小肠组织样本的主成分分析得分　 Ａ. 质量控制样本与实测样本正离子模式ꎻ Ｂ. 质量控制样本与实测样本负离子模式ꎻ
Ｃ. 各剂量组大鼠小肠组织样本正离子模式ꎻ Ｄ. 各剂量组大鼠小肠组织样本负离子模式

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ　 Ａ. Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｏｎ￣ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ (ＥＳＩ＋)ꎻ
Ｂ. Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｏｎ￣ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ (ＥＳＩ￣)ꎻ Ｃ. Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ６ ｇｒｏｕｐｓ (ＥＳＩ＋)ꎻ Ｄ. Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｒａｔ ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ６ ｇｒｏｕｐｓ (ＥＳＩ￣)

２. 主成分分析: 为观察大鼠小肠组织中脂质代

谢物的整体变化情况ꎬ 将各组大鼠小肠组织样本进

行 ＰＣＡ 分析 (图 １)ꎮ 在 ＰＣＡ 得分图上的每个点代

表一个独立的样本ꎬ 各组投影点的距离越远ꎬ 表示

组间差异越大ꎮ 结果显示ꎬ 大鼠受到６０Ｃｏ γ 射线照

射后ꎬ 小肠组织脂质代谢物发生显著变化ꎮ
３. 辐射敏感脂质代谢物的筛选: 从定量分析

到的 ４１４ 种脂质代谢物中筛选差异代谢物ꎮ ８ Ｇｙ
与 ０ Ｇｙ 组同代谢物相比ꎬ 共筛选出 １５ 个差异脂质

代谢物ꎬ 包括胆固醇酯、 鞘脂、 甘油磷脂、 游离

脂肪酸等 (表 ２)ꎮ 其中正离子模式筛选出 ５ 个差

异脂质代谢物ꎬ 包括 ＣＥ (２ 个)、 ＳＭ (２ 个)、 Ｃｅｒ
(１ 个)ꎻ 负离子模式筛选出 １０ 个差异脂质代谢物ꎬ
包括 ＦＡ (５ 个)、 ＰＳ (４ 个)、 ＰＡ (１ 个)ꎮ 根据

差异代谢物的浓度进行热图分析ꎬ 用颜色的深浅

代表浓度的高低ꎬ 其中红色表示浓度高ꎬ 蓝色表

示浓度低 (图 ２)ꎮ 其中 ４ 个差异代谢物浓度明显

升高ꎬ １１ 个差异代谢物浓度明显降低ꎮ
　 　 ４. 辐射敏感脂质代谢物的剂量￣效应关系: ０~
８ Ｇｙ ６０Ｃｏ γ 射线照射后大鼠小肠组织差异脂质代谢

物的浓度在不同剂量组间差异有统计学意义 (Ｆ ＝
４􀆰 ０７９ ~ １１􀆰 ０９ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 两两比较显示ꎬ 对于

定量分析到的 ４１４ 种脂质代谢物ꎬ 与 ０ Ｇｙ 组相
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　 　 　 　 表 ２　 ８ Ｇｙ６０Ｃｏ γ 射线全身照射后大鼠的小肠组织中差异脂质代谢物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｆｔｅｒ ｔｏｔａｌ ｂｏｄｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ８ Ｇｙ ６０Ｃｏ γ￣ｒａｙｓ
代谢物 脂质种类 化学式　 　 Ｐ 值 ＦＤＲ 值 变化倍数

ＣＥ (１８: ２) 胆固醇酯 Ｃ４５Ｈ７６Ｏ２ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０４０ ０􀆰 ２８
ＣＥ (１８: ３) 胆固醇酯 Ｃ４５Ｈ７４Ｏ２ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ２１
Ｃｅｒ (ｄ１４: １ / ２０: ０) 神经酰胺 Ｃ３４Ｈ６７ＮＯ３ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０４１ ０􀆰 ５０
ＳＭ (ｄ１８: １ / １３: ０) 鞘磷脂 Ｃ３６Ｈ７３Ｎ２Ｏ６Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０３１ ０􀆰 ５９
ＳＭ (ｄ１８: ２ / １６: １) 鞘磷脂 Ｃ３９Ｈ７５Ｎ２Ｏ６Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ３８
ＦＡ (２０: ２) 游离脂肪酸 Ｃ２０Ｈ３６Ｏ２ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ４８
ＦＡ (２０: ３) 游离脂肪酸 Ｃ２０Ｈ３４Ｏ２ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０１６ ０􀆰 ４７
ＦＡ (２０: ５) 游离脂肪酸 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ２ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ５２
ＦＡ (２２: ０) 游离脂肪酸 Ｃ２２Ｈ４４Ｏ２ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ４２
ＦＡ (２２: ２) 游离脂肪酸 Ｃ２２Ｈ４０Ｏ２ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ４９
ＰＡ (１６: ０ / １６: ０) 磷脂酸 Ｃ３５Ｈ６９Ｏ８Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０２０ ０􀆰 ２４
ＰＳ (１８: ０ / １８: １) 磷脂酰丝氨酸 Ｃ４２Ｈ８０ＮＯ１０Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ３􀆰 ００
ＰＳ (１８: １ / ２０: ５) 磷脂酰丝氨酸 Ｃ４４Ｈ７４ＮＯ１０Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ２􀆰 ８０
ＰＳ (１８: １ / ２２: ５) 磷脂酰丝氨酸 Ｃ４６Ｈ７８ＮＯ１０Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ３􀆰 ４６
ＰＳ (１８: １ / ２２: ６) 磷脂酰丝氨酸 Ｃ４６Ｈ７６ＮＯ１０Ｐ < ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ３􀆰 ６０

　 　 注: ＦＤＲ. 错误发现率

图 ２　 大鼠受到 ８ Ｇｙ６０Ｃｏ γ 射线全身照射后小肠组织

中各差异脂质代谢物的热图分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

ａｆｔｅｒ ｔｏｔａｌ ｂｏｄｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ８ Ｇｙ ６０Ｃｏ γ￣ｒａｙｓ

比ꎬ ４ 个磷脂酰丝氨酸 ＰＳ (１８ ∶ ０ / １８ ∶ １)、 ＰＳ
(１８ ∶ １ / ２０ ∶ ５)、 ＰＳ (１８ ∶ １ / ２２ ∶ ５) 及 ＰＳ (１８ ∶
１ / ２２ ∶ ６) 在 ３、 ５、 ８ Ｇｙ 组均显著升高ꎬ 差异有统

计学 意 义 ( ｔ ＝ － ５􀆰 ５０３、 － ５􀆰 ４４９、 － ５􀆰 ４２２、 －
６􀆰 ３９５ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ １ 个鞘磷脂 ＳＭ (ｄ１８ ∶ １ / １３ ∶
０)、 ４ 个脂肪酸 ＦＡ (２０ ∶ ２)、 ＦＡ (２０ ∶ ５)、 ＦＡ
(２２ ∶ ０) 及 ＦＡ (２２ ∶ ２) 在 ３、 ５、 ８ Ｇｙ 组均显著

降低ꎬ 差异均有统计学意义 ( ｔ ＝ ４􀆰 １１０、 ４􀆰 ８４１、
５􀆰 ９９８、 ４􀆰 ３７３、 ４􀆰 ４５７ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ＣＥ (１８ ∶ ２)、
ＣＥ (１８ ∶ ３) 在 ２、 ３、 ５、 ８ Ｇｙ 组均显著降低ꎬ 差

异均有统计学意义 ( ｔ＝ ３􀆰 ９４５、 ４􀆰 ８０２ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
１１ 个差异脂质代谢物具有良好的剂量￣效应关

系 (Ｒ２> ０􀆰 ８０ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ 其中ꎬ 代谢物 ＰＳ (１８ ∶
０ / １８ ∶ １)、 ＰＳ ( １８ ∶ １ / ２０ ∶ ５)、 ＰＳ ( １８ ∶ １ /
２２ ∶ ５) 及 ＰＳ (１８ ∶ １ / ２２ ∶ ６) 随照射剂量的上升

而上升ꎬ ＳＭ (ｄ１８ ∶ １ / １３ ∶ ０)、 ＳＭ (ｄ１８ ∶ ２ / １６ ∶
１)、 ＦＡ (２０ ∶ ２)、 ＦＡ (２０ ∶ ３)、 ＦＡ (２０ ∶ ５)、
ＦＡ (２２ ∶ ０) 及 ＰＡ (１６ ∶ ０ / １６ ∶ ０) 随照射剂量的

上升而下降ꎬ 符合线性方程模型 (表 ３)ꎮ 分析 ０、
１、 ２、 ３、 ５ 和 ８ Ｇｙ ６ 个剂量中ꎬ １１ 个差异脂质代

谢物浓度的均值及标准偏差ꎬ 发现在各个组别中ꎬ
代谢物的标准偏差均小于均值的 ３０％ (６􀆰 ９％ ~
２９􀆰 ３％)ꎬ 说明这 １１ 个代谢物在各个大鼠之间的个

体差异在可接受的范围内ꎮ
　 　 ５. 代谢通路分析: 为研究大鼠小肠组织辐射

损伤脂质代谢物所涉及的代谢途径和代谢物之间

的关联性ꎬ 对 １５ 个差异脂质代谢物进行通路富集

分析ꎮ 将所有差异脂质代谢物进行整合ꎬ 寻找其

关联性并筛选出和辐射损伤最相关的代谢途径

(图 ３)ꎮ 图中横坐标 Ｐａｔｈｗａｙ ｉｍｐａｃｔ 表示代谢通路

的重要性ꎬ 纵坐标￣ｌｏｇ１０ ( ｐ) 表示代谢通路富集

分析的显著性水平ꎬ 代谢通路越靠近右上方则表

示通路可信性越高ꎮ 结果显示ꎬ 大鼠受到６０Ｃｏ γ 射

线全身照射后ꎬ 肠损伤主要涉及鞘脂代谢、 甘油

磷脂代谢等代谢通路ꎮ

讨　 　 论

辐射可直接或间接对机体组织和细胞造成损
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　 　 　 　 表 ３　 大鼠小肠组织辐射敏感差异脂质代谢物的剂量￣效应曲线

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
代谢物　 　 　 回归方程　 　 Ｒ２ 值 Ｐ 值

ＳＭ (ｄ１８ ∶ １ / １３ ∶ ０) ｙ＝－４􀆰 ７００×１０－６ｘ＋９􀆰 ２２０×１０－５ ０􀆰 ８４９ ０􀆰 ００９
ＳＭ (ｄ１８ ∶ ２ / １６ ∶ １) ｙ＝－４􀆰 １７０×１０－６ｘ＋５􀆰 ５１０×１０－５ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ００１
ＦＡ (２０ ∶ ２) ｙ＝－０􀆰 ００３ｘ＋０􀆰 ０３５ ０􀆰 ８７７ ０􀆰 ００６
ＦＡ (２０ ∶ ３) ｙ＝－０􀆰 ００４ｘ＋０􀆰 ０５５ ０􀆰 ８２３ ０􀆰 ０１２
ＦＡ (２０ ∶ ５) ｙ＝－０􀆰 ００１ｘ＋０􀆰 ０１１ ０􀆰 ９２０ ０􀆰 ００２
ＦＡ (２２ ∶ ０) ｙ＝－０􀆰 ００４ｘ＋０􀆰 ０１０ ０􀆰 ８０１ ０􀆰 ０１６
ＰＡ (１６ ∶ ０ / １６ ∶ ０) ｙ＝－７􀆰 ５９０×１０－５ｘ＋０􀆰 ０１０ ０􀆰 ８２４ ０􀆰 ０１２
ＰＳ (１８ ∶ ０ / １８ ∶ １) ｙ＝ ０􀆰 ０４１ｘ＋０􀆰 １９８ ０􀆰 ８２７ ０􀆰 ０１２
ＰＳ (１８ ∶ １ / ２０ ∶ ５) ｙ＝ ０􀆰 ００６ｘ＋０􀆰 ０２７ ０􀆰 ８８３ ０􀆰 ００５
ＰＳ (１８ ∶ １ / ２２ ∶ ５) ｙ＝ ３􀆰 ５３０×１０－４ｘ＋０􀆰 ００１ ０􀆰 ８６３ ０􀆰 ００７
ＰＳ (１８ ∶ １ / ２２ ∶ ６) ｙ＝ ０􀆰 ００５ｘ＋０􀆰 ０２０ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 ００９

　 　 注: ｙ 为代谢物的浓度ꎻ ｘ 为吸收剂量

注: Ａ. 鞘脂代谢ꎻ Ｂ. 甘油磷脂代谢ꎻ Ｃ. 甘油脂代谢ꎻ Ｄ. 不饱和

脂肪酸生物合成ꎻ Ｅ. 磷脂酰肌醇信号系统ꎻ Ｆ. 类固醇生物合成

图 ３　 大鼠受到６０Ｃｏ γ 射线全身照射后小肠组织的脂质代谢通路

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｆｔｅｒ

　 　 　 　 ｔｏｔａｌ ｂｏｄｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ６０Ｃｏ γ￣ｒａｙｓ

伤ꎬ 影响机体正常代谢活动ꎬ 进而引发一系列氧

化应激反应并导致机体代谢功能紊乱ꎮ 小肠代谢

更新快ꎬ 对电离辐射十分敏感ꎬ 受到照射后快速

发生损伤ꎮ 国内外尚缺乏有效的放射性肠损伤防

治手段ꎬ 因此寻找放射性肠损伤相关生物标志物ꎬ
具有重要的研究意义ꎮ

目前脂质组学一般采用 ＬＣ￣ＭＳ 技术ꎬ 主要分

为非靶向分析和靶向分析两类ꎮ 脂质分子根据种

类ꎬ 有特定的质谱裂解规律ꎬ 根据设置可能存在

的母离子、 子离子的离子对进行多反应监测

(ＭＲＭ)ꎬ 可以实现对脂质分子的靶向分析ꎮ 靶向

脂质组学方法具有高通量、 高灵敏、 广覆盖等特

点ꎬ 在生物标志物筛选中具有显著优势ꎮ
过往已有研究报道ꎬ 在小鼠或非人灵长类

(ＮＨＰ) 模型中ꎬ 电离辐射可以诱导小肠组织中脂

质代谢发生扰动ꎬ 目前未见利用大鼠模型探索受

照后小肠组织中脂质代谢变化的研究ꎮ 而且已有

研究均集中于发现差异脂质代谢物ꎬ 未对其剂量￣
效应关系进行探究ꎮ 本研究利用基于 ＬＣ￣ＭＳ 技术

的靶向脂质组学方法ꎬ 分析了受到６０Ｃｏ γ 射线全身

照射的大鼠小肠组织中脂质代谢物的变化ꎬ 筛选

出 １５ 个差异脂质代谢物ꎬ 其中 １１ 个代谢物 (包括

ＦＡꎬ ＰＡꎬ ＰＳꎬ ＳＭ) 在 ０~ ８ Ｇｙ 范围内具有良好的

剂量￣效应关系ꎬ 说明其对电离辐射非常敏感ꎬ 非

常有潜力成为放射性肠损伤生物标志物ꎮ Ｇｈｏｓｈ
等[７]已报道小鼠受到６０Ｃｏ γ 射线全身照射后ꎬ 小肠

组织中的 ＰＳ、 ＦＡ 均会发生显著变化ꎮ 该研究组还

发现ꎬ 非人灵长类 (ＮＨＰ) 受到６０Ｃｏ γ 射线全身照

射后ꎬ 小肠组织中的 ＰＡ、 ＰＳ 均会发生显著变

化[８]ꎮ 本研究结果及文献结果都提示 ＦＡ、 ＰＡ 和

ＰＳ 是很有潜力的放射性肠损伤生物标志物种类ꎮ
以往的辐射代谢组学研究发现ꎬ 不同的动物模型

在受照后 ３ ｄꎬ 代谢物均发生显著变化ꎬ 因此本研

究选用了受照后 ３ ｄ 这一时间点[９￣１０]ꎮ
本研究将辐射敏感脂质代谢物进行代谢通路

分析ꎬ 发现与放射性肠损伤最相关的代谢通路为

鞘脂代谢及甘油磷脂代谢ꎮ 鞘脂是一类含有鞘氨

醇骨架的两性脂ꎬ 包括鞘磷脂 (ＳＭ)、 神经节苷脂

等ꎬ 是生物膜结构的重要组成成分ꎮ 鞘脂及其代

谢产物是一类很重要的活性分子ꎬ 参与调节细胞

的生长、 分化、 衰老和细胞凋亡等许多重要的信

号转导过程[１１￣１２]ꎮ 本研究结果中 ＳＭ 水平降低ꎬ 提

示电离辐射暴露可能激活鞘磷脂酶水解 ＳＭꎬ 释放

出神经酰胺 (Ｃｅｒ)ꎬ Ｃｅｒ 作为第二信使ꎬ 介导细胞

凋亡ꎬ 从而导致肠组织损伤ꎮ 甘油磷脂包括 ＰＣ、
ＰＥ、 ＰＩ、 ＰＳ、 ＰＡ、 ＰＧ 等多种亚类ꎮ ＰＳ 作为一种

重要的甘油磷脂ꎬ 是细胞膜的重要组分ꎬ 同时是
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经典的细胞信号通路转导分子ꎬ 尤其在细胞凋亡

过程中发挥重要作用[１３]ꎮ 本研究结果中 ＰＳ 水平升

高ꎬ 提示了与电离辐射暴露相关的细胞凋亡的增

加ꎬ 从而促进了辐射诱导的肠损伤ꎮ
综上所述ꎬ 本研究采用靶向脂质组学的方法ꎬ

以受到全身照射的大鼠作为损伤模型ꎬ 发现６０Ｃｏ γ
射线照射后 ３ ｄꎬ 小肠组织中脂质代谢物发生显著

性变化ꎬ 筛选出 １１ 个具有良好的剂量￣效应关系的

辐射敏感脂质代谢物ꎮ 肠损伤主要涉及鞘脂代谢、
甘油磷脂代谢等代谢通路ꎮ 研究组下一步将考察

不同时间点等因素的影响ꎬ 同时考察辐射敏感脂

质代谢物对于不同程度肠损伤的诊断区分能力ꎬ
为放射性肠损伤的早期干预、 治疗靶点、 防治药

物开发、 减轻临床放疗副作用等提供科学依据ꎮ
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[６] 　 Ａｄａｍｓ ＫＪꎬ Ｐｒａｔｔ Ｂꎬ Ｂｏｓｅ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｋｙｌｉｎｅ ｆｏｒ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ:
ａ ｕｎｉｆｙｉｎｇ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ [Ｊ]􀆰 Ｊ
Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ １９ ( ４): １４４７￣１４５８. ＤＯＩ: １０􀆰 １０２１ /
ａｃｓ. ｊｐｒｏｔｅｏｍｅ. ９ｂ００６４０.

[７] 　 Ｇｈｏｓｈ ＳＰꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｒꎬ Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ
ｍｏｄｅｌ [Ｊ]􀆰 Ｍｏｌ Ｂｉｏｓｙｓｔꎬ ２０１３ꎬ ９ ( ４ ): ７２３￣７３１. ＤＯＩ:
１０􀆰 １０３９ / ｃ３ｍｂ２５４５４ｂ.

[８] 　 Ｃｈｅｅｍａ ＡＫꎬ Ｍｅｈｔａ ＫＹꎬ Ｒａｊａｇｏｐａｌ ＭＵꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｇａｍｍａ￣ｒａｄｉａｔｉｏｎ [Ｊ]􀆰 Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ ２０
(１３): ３３６０. ＤＯＩ: １０􀆰 ３３９０ / ｉｊｍｓ２０１３３３６０.

[９] 　 Ｔａｎｇ Ｘꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｌａｓｍａ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｅａｒｌｙ ｔｒｉａｇｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ [Ｊ]􀆰 Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓꎬ ２０１３ꎬ ９: ８５３￣８６３. ＤＯＩ:
１０􀆰 １００７ / ｓ１１３０６￣０１３￣０５０２￣４.

[１０] Ｐａｎｎｋｕｋ ＥＬꎬ Ｌａｉａｋｉｓ ＥＣꎬ Ｓｉｎｇｈ ＶＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄｏｍｉｃ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｒａｄｉａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ [Ｊ]􀆰 Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１７ꎬ ７ ( １): ９７７７.
ＤＯＩ: １０􀆰 １０３８ / ｓ４１５９８￣０１７￣１０２９９￣ｗ.

[１１] Ｐｕｌｌｉ Ｉꎬ Ａｓｇｈａｒ ＭＹꎬ Ｋｅｍｐｐａｉｎｅｎ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ [Ｊ]􀆰
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １８６５ (１１ Ｐｔ Ｂ):
１６６８￣１６７７. ＤＯＩ: １０􀆰 １０１６ / ｊ. ｂｂａｍｃｒ. ２０１８􀆰 ０４􀆰 ０１２.

[１２] Ｐｅｒｒｙ ＤＫ. Ｃｅｒａｍｉｄｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ [Ｊ]􀆰 Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓꎬ
１９９９ꎬ ２７ (４): ３９９￣４０４. ＤＯＩ: １０􀆰 １０４２ / ｂｓｔ０２７０３９９.

[１３] Ｓｅｇａｗａ Ｋꎬ Ｎａｇａｔａ Ｓ. Ａｎ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ' Ｅａｔ Ｍｅ ' ｓｉｇｎａｌ:
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ [Ｊ]􀆰 Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ２５
(１１): ６３９￣６５０. ＤＯＩ: １０􀆰 １０１６ / ｊ. ｔｃｂ. ２０１５􀆰 ０８􀆰 ００３.

(收稿日期: ２０２０￣１０￣１５)
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