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摘 要： 目的 基于拟靶向脂质组学探究长期砷暴露对棕色脂肪组织（BAT）脂质代谢的影响及机制。方法 

建立长期（14个月）砷暴露C57BL/6小鼠模型，运用超高效液相色谱－四级杆/静电场轨道阱高分辨质谱对小鼠肩

胛骨间BAT进行非靶向脂质组学检测，结合多元统计分析和火山图筛选差异代谢物。筛选得到的差异代谢物采用

超高效液相色谱－三重四极杆/线性离子阱串联质谱的多反应监测－信息依赖－增强型质谱扫描模式进行验证，

由此建立砷暴露后BAT的拟靶向脂质组学检测方法，并通过多元统计分析探讨砷对BAT代谢影响的机制。结果 

长期砷暴露后BAT中磷脂酰乙醇胺、溶血磷脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱、磷脂酰甘油、溶血磷脂酰甘

油、磷脂酰肌醇、心磷脂、单溶血心磷脂、脂肪酸、肉碱和神经酰胺含量显著升高（P < 0.05），其中心磷脂升幅最高（上

升5.9倍）。拟靶向脂质组学准确鉴定出70种差异代谢物，主要是甘油磷脂类（43种）和脂肪酰类（16种）。KEGG富

集分析显示，差异代谢物显著富集于为甘油磷脂代谢和不饱和脂肪酸生物合成通路。结论 长期砷暴露可能导致

BAT中甘油磷脂和不饱和脂肪酸代谢紊乱。
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Abstract: Objective To delve into the effects of prolonged arsenic exposure on brown adipose tissue (BAT) 

through the application of pseudo-targeted lipidomics. Methods Firstly, a chronic exposure model to arsenic  lasting 14 

months was established in C57BL/6 mice. Next, the interscapular BAT was subjected to non-targeted lipidomic profiling 

using ultra high performance liquid chromatography coupled to quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry. 

Subsequently, the differential metabolites were identified through the application of multivariate statistical analysis and 

were vividly represented using volcanic plot visualization techniques. These metabolites were then validated by ultra 

high performance liquid chromatography quadrupole trap tandem mass spectrometry in multiple reaction monitoring-

information dependent acquisition-enhanced product ion mode, thereby establishing a pseudo-targeted lipidomic 

收稿日期： 2024-09-06

基金项目： 广东省基础与应用基础研究基金（2023B1515020106），东莞市社会发展科技项目（20231800939972），

东莞科技特派员项目（20221800500752）

作者简介： 唐光治，在读硕士研究生，E-mail： tgz1838818353@163.com

通信作者： 李林秋，博士，副教授，E-mail： linqiuli@gdmu.edu.cn

郭莲仙，博士，教授，E-mail： glx525@gdmu.edu.cn

247



2025年第43卷广 东 医 科 大 学 学 报

approach for detecting arsenic-exposed BAT. Finally, the mechanisms of arsenics impact on BAT metabolism were 

explored through multivariate statistical analysis. Results After long-term exposure to arsenic, phosphatidyl 

ethanolamine, lysophosphatidyl ethanolamine, phosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine, phosphatidylglycerol, 

lysophosphatidylglycerol, phosphatidylinositol, cardiolipin, monolysophospholipin, fatty acid, carnitine and ceramide 

levels were significantly higher (P < 0.05), with cardiolipin showing the most pronounced increase (5.9-fold). A total of 

70 distinct metabolites, mainly glycerophospholipids (43 kinds) and fatty acyl (16 kinds), were accurately screened by 

means of pseudotargeted lipidomic. KEGG pathway enrichment analysis indicated that the differential metabolites in 

arsenic-exposed BAT were chiefly associated with the glycerophospholipid metabolism and unsaturated fatty acid 

metabolism pathways. Conclusion Long-term exposure to arsenic mainly leads to metabolic disorders of 

glycerophospholipids and unsaturated fatty acids in BAT. 

Key words: arsenic; brown adipose tissue; pseudo-targeted lipidomics; lipid metabolism; glycerophospholipid; 

unsaturated fatty acid

砷是一种普遍存在于自然界中的类金属元素，

中国、印度、巴基斯坦、美国等国家都面临着严重的

砷污染[1]。砷可以通过土壤和水进入食物链中，其

中水稻具有厌氧的性质和中空髓腔的结构，相对于

其他农作物具有更高的砷含量[2-3]。长期食用砷污

染水稻的谷物大米会增加患肥胖和糖尿病的

风险[4-5]。

棕色脂肪组织（BAT）可以直接将化学能转化为

热能，提高机体糖脂代谢水平，已被确定为治疗肥胖

和糖尿病最有希望的靶点之一[6]。研究砷对BAT的

影响有助于更全面了解砷的毒性。砷可以降低小鼠

BAT中产热、脂解相关基因的表达，并可以抑制BAT

维持稳态所必需的自噬[7]。但现有的研究大多集中

在急性和亚急性暴露，且暂无利用脂质组学研究砷

对BAT影响的报道[7-8]。

脂质组学方法可分为靶向、非靶向和拟靶向脂

质组学方法。其中，拟靶向脂质组学是集合非靶向

和靶向脂质组学优点于一身的一种方法，其依赖于

非靶向脂质组学的结果或者相关文献而不仅是标

准品来构建离子对信息，而后在三重四级杆质谱多

反应监测模式（MRM）下进行验证，具有覆盖范围

广、定性数据可靠、线性动态范围宽、数据处理简便

的特点[9-10]。

本研究通过模拟砷污染的大米制作饲料，以

C57BL/6小鼠为动物模型，通过拟靶向脂质组学检

测差异代谢物，探讨砷对BAT代谢的影响推测可能

的机制，以期为研究砷对BAT的毒性机制提供参考。

1 材料和方法

1.1   材料

1.1.1   动物   4周龄，无特异性病原体C57BL/6雄性

小鼠 30只，购自广东省医学实验动物中心。所有动

物均在无特定病原体的环境中饲养。动物实验经

广东医科大学动物中心伦理委员会批准（批准编

号：GDY2004001）。

1.1.2   试剂   甲基叔丁基醚、乙腈、异丙醇均为色谱

级试剂，购自赛默飞科技有限公司。水购自屈臣

氏。醋酸铵、氟化铵、甲酸均购自麦克林。

1.1.3   主要仪器和设备   高通量研磨仪、Vanquish 

UHPLC 系统、Q Exactive 质谱仪（美国，赛默飞公

司），Nexera UHPLC LC-30A系统（日本，岛津公司），

QTRAP 5500质谱系统（美国，SCIEX公司）。

1.2   方法

1.2.1   小鼠饲养   在适应性喂养 4 周后进行后续实

验。30 只 C57BL/6 雄性小鼠随机分为对照组和实

验组，每组 15只。对照组正常饲料喂养，饲料根据

GB14924.3-2010 制备。实验组模拟大米中的砷饲

料喂养，饲料中砷的比例根据水稻中的主要砷形态

而定，分别为砷酸钠（iAsV）7.3%、亚砷酸钠（iAsIII）

72.7%、单甲基胂酸钠（MMA）1.0%和二甲基胂酸钠

（DMA）19.0%，总砷剂量为 30 mg/kg。实验期间，小

鼠自由饮水饮食，14 个月后腹腔注射 3% 戊巴比妥

（100 mg/kg，约 100 µL），麻醉后颈椎脱臼处死，收集

肩胛骨间BAT。

1.2.2   样品制备   取 50 mg BAT 加入 225 μL 甲醇，

用高通量研磨仪匀浆 2 min，转速为 1 350 r/min，再

加入 750 μL甲基叔丁基醚，将混合物涡旋 10 s，4 ℃

下震荡 5 min。加入 188 µL 室温水，涡旋 20 s 以诱

导相分离。在 15 000 r/min 离心 2 min 后取上层非

极性相，剩余的合并形成质控，氮气吹干重悬，上机

检测。

1.2.3   拟靶向脂质组学分析   （1）非靶向脂质组学

检测。样品注入配备了T3色谱柱（1.8 μm，2.1 mm ×

100.0 mm）和C18预柱（1.7 μm，5.0 mm × 2.1 mm）的
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Vanquish UHPLC 系统，柱温和流速分别设定为

65 ℃和 0.6 mL/min。Q Exactive质谱采用数据依赖

性采集模式进行检测。正负模式下流动相均为：A相

含 10 mmol/L醋酸铵的乙腈水溶液（乙腈∶水 = 6∶4，

v∶v），B 相含 10 mmol/L 醋酸铵的乙腈异丙醇溶液

（乙腈∶异丙醇 = 1∶9，v∶v）。进行梯度洗脱流程如

下：B 相 0~9 min 为 40%~100%；10 min 为 100%；

10~10.2 min 为 100%~40%；10.3~13.0 min 为 40%。

（2）靶向脂质组学检测。对非靶向脂质组学数据进

行多元统计学分析，采用正交偏最小二乘判别分析

（OPLS-DA）评估变量重要性投影（VIP）值，并结

合 t 检验 P 值以及差异倍数（FC）的标准，对代谢物

进行筛选。筛选标准为VIP > 1、P < 0.05且FC ≤ 0.67

或 ≥ 1.5 的代谢物[11]。使用 MRM-Ion Pair Finder 软

件以及人工比对方式，提取非靶向脂质组学多元统

计学分析筛选后代谢物的特征离子对。使用配备

C18 色谱柱（1.7 μm，2.1 mm × 100.0 mm）的岛津

Nexera UHPLC LC-30A 连接 QTRAP 5500 质谱系

统，在正负离子模式下采用多反应监测-信息依赖-
增强型质谱扫描（MRM-IDA-EPI）模式靶向验证筛

选得到的特征离子对，由此获得靶向脂质组学数

据。靶向脂质组学准确性标准：每组样品检出率 ≥
80% 和 QC（Quality control）样品结果中 RSD（Rela‐

tive standard deviation）≤30% 的代谢物[12]。高效液

相色谱和质谱相关参数均在非靶向脂质组学基础

上进行调整和优化。

1.3   统计学处理

非靶向脂质组学原始数据使用 MS-DIAL ver. 

4.00 软件进行反褶积、峰提取、峰对齐和化合物识

别。化合物根据 MassBank数据库中的母离子和二

级碎片对化合物进行注释。采用 Graphpad Prism 

8.0进行 t检验，P < 0.05表示差异有统计学意义。使

用 R 软件进行正交偏最小二乘判别分析（OPLS-

DA）以及置换检验，置换检验模型拟合度（R2），预测

能力（Q2）越接近 1 表明模型越稳定可靠，一般 Q2 >

0.5 表示模型预测效果较好[12]。靶向脂质组学原始

数据由Sciex os软件进行处理，MetaboAnalyst 6.0平

台进行去偏稀疏偏相关网络分析（DSPC）。

2 结果

2.1   拟靶向脂质组学分析结果

2.1.1   非靶向脂质组学分析   共检测到 683种脂质，

包括甘油三酯（TG）190 种、甘油二酯（DG）111 种、

磷脂酰乙醇胺（PE）100 种、脂肪酸（FA）55 种、神经

酰胺（CER）35 种、磷脂酰肌醇（PI）26 种、心磷脂

（CL）24种等（图 1A）。数据使用对数变换和帕累托

标准归一化后进行 OPLS-DA 分析，对照组和实验

组明显分为两簇，提示砷暴露可明显改变BAT脂质

组成（图 1B）。置换检验结果 R2 为 0.871，Q2 为

0.516，表示模型可靠具有良好的预测性能（图 1C）。

相对定量结果显示砷暴露后甘油酯类 TG 和 DG 含

量无显著变化（P > 0.05，图 1D）；脂肪酰类 FA（图

1E）以及甘油磷脂类PE、溶血磷脂酰乙醇胺（LPE）、

磷脂酰胆碱（PC）、溶血磷脂酰胆碱（LPC）、PI、磷脂

酰甘油（PG）、溶血磷脂酰甘油（LPG）、CL、单溶血心

磷脂（MLCL）含量均显著上升（P < 0.05），其中 CL

变化幅度最大（上升 5.9倍）；溶血磷脂酰肌醇（LPI）

含量无显著变化（P > 0.05，图1F），鞘脂类CER、肉碱

（CAR）含量显著上升（P < 0.05）；鞘磷脂（SM）含量

无显著变化（P > 0.05，图 1G）。结果表明长期砷暴

露后会改变BAT脂质代谢谱。

2.1.2   靶向脂质组学分析   从火山图（图 2A）可以看

到共 215 种脂质代谢物含量发生显著变化（P <

0.05），其中 137种代谢物含量显著增加且 FC ≥ 1.5，

16 种代谢物含量显著减少且 FC ≤ 0.67。根据筛选

条件筛选出 143 种代谢物的离子对，该离子对由优

势前体离子和具有最高强度产物离子确定。经过

三重四极杆/线性离子阱串联质谱检测可同时获得

二级谱图和相对丰度信息，再筛选可以得到 70种差

异代谢物，即为准确的差异代谢物。图2B为差异代

谢物PE 18：1/20：4的二级谱图，图 2C为差异代谢物

PG 18：1/22：6的二级谱图。

2.2   差异物代谢物分析 

通过拟靶向脂质组学技术检测到 70 种差异代

谢物（图 3A），其中甘油磷脂类 43种，包括PE 13种、

PG 10 种、LPC 9 种、LPE 6 种、CL 2 种、LPG 2 种、

PC1种；甘油酯类 6种，包括 DG 5种、TG 1种；脂肪

酰类 16 种，包括 FA 9 种、N-酰基乙醇胺（NAE）

4 种、N-花生四烯酰基甘氨酸（NAGLY）2 种、羟基

脂肪酸支链脂肪酸酯（FAHFAs）1 种；鞘脂类 4 种，

包括 CER 2 种、CAR 2 种；固醇脂类 1 种，为固醇脂

（ST）。70种差异代谢物中 66种代谢物含量显著上

升（P > 0.05），4 种代谢物含量显著下降（P < 0.05，

图 3B）。

差异甘油磷脂PE、PG都含有不饱和脂肪酸链，

其中 13 种 PE 中含有花生四烯酸（FA 20：4）链的最

多有 4种，10种 PG 中含有亚油酸（FA 18：2）链的最
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多有 6种。这些含有不饱和脂肪酸的磷脂含量在砷

暴露后都显著上升，脂肪酰类中 9种差异FA均为不

饱和脂肪酸（图 3B）。为更好说明长期砷暴露对

BAT 代谢改变，对差异代谢物数量最多的前 4种脂

类 PE、PG、FA、LPC 的碳原子数和不饱和度进行分

析，如图 4所示，碳原子数为 34时 PE含量上升幅度

最大，不饱和度为 4的PE个数最多，FA、PG、LPC中

碳原子数越多不饱和度越高。如图 5所示，DSPC网

络图中每个节点代表 1个差异代谢物，连接线代表

代谢物之间的相关性，红色线条代表正相关，蓝色

线条代表负相关，连接线越粗说明代谢物之间的相

关性越强。LPC 22：6 在差异脂质网络处于中心节

点，表明与其他代谢物的相关性最强，在代谢网络

中的位置最重要。
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图5   DSPC网络图
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2.3   砷暴露后BAT脂质代谢途径分析

将筛选的差异代谢物进行 KEGG 通路富集分

析，共富集到 8条代谢通路，包括不饱和脂肪酸生物

合成、亚油酸代谢、α-亚麻酸代谢、甘油磷脂代谢、脂

肪酸延伸、脂肪酸降解、花生四烯酸代谢、脂肪酸生

物合成，这些代谢通路主要与甘油磷脂代谢和不饱

和脂肪酸代谢有关（图6A）。

脂质代谢物之间相互转化机制图见图 6B，砷暴

露后BAT脂质代谢谱发生了显著变化，特别是甘油

磷脂中 PG含量升高其下游物质CL含量也升高，进

一步使正常组织少量存在的 MLCL 含量也增多。

PI、PE、PC含量增多则下游的LPI、LPE、LPC含量也

增多，表明砷导致 BAT 中的甘油磷脂代谢发生

改变。

3 讨论

砷污染是重要的公共卫生问题之一，长期砷暴

露会导致小鼠 BAT 出现白色化、代谢紊乱、功能受

损，但代谢如何发生变化尚未明了[13-14]。因此探讨

砷对BAT代谢的影响，可以更全面了解砷对BAT的

毒性，并为了解其毒性机制打下基础。研究发现小

鼠BAT脂质谱存在性别差异，雌性小鼠BAT中富含

不饱和脂肪酸生物合成
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图6   砷对BAT脂质代谢影响途径分析

A. KEGG通路富集分析；B.脂质亚类相互转化的机制图，G3P：甘油三磷酸，LPA：溶血磷脂酸，PA：磷脂酸，CDP-DAG：胞

苷二磷酸二酰基甘油，PGP：磷脂酰甘油磷酸，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。
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含花生四烯酸的磷脂，而雄性小鼠 BAT 则富含 FA 

18∶2和棕榈酸，由于雌性小鼠性激素周期性波动可

能干扰脂代谢稳态，雄性小鼠则激素水平相对稳定

更适合长期的暴露实验［15］。本研究运用雄性小鼠

建立了砷暴露 14个月的超长期动物模型，通过拟靶

向脂质组学技术对砷暴露后 BAT 中脂质代谢物进

行分析，准确筛选出了 70种差异代谢物，结果显示

长期砷暴露会影响正常的脂质代谢，尤其是甘油磷

脂，其中 CL 在砷暴露后变化最显著。进一步进行

KEGG通路富集分析，这些差异代谢物主要富集到

与脂肪酸代谢以及甘油磷脂代谢相关通路。

CL是线粒体特征磷脂，通过胞苷二磷酸二酰基

甘油（CDP-DAG）与线粒体内膜中的 PG偶联合成，

在线粒体膜的横向组织中起重要作用[16]。CL 可以

与解偶联蛋白 1（UCP1）结合维持 UCP1 的稳定，

UCP1 负责脂肪组织的产热作用，是治疗肥胖和相

关疾病的假定治疗靶点[17-18]。本课题组前期研究发

现砷暴露 2个月后小鼠肝脏中CL含量呈上升趋势，

但砷暴露 14个月后小鼠肾脏脂质组学结果表明CL

含量下降，这可能与不同器官中吸收砷含量以及对

砷的敏感性不同有关系[19-20]。砷暴露后 CL 的变化

提示线粒体可能受到影响。砷具有线粒体毒性，饮

用水砷暴露 17周后会使 BAT线粒体相关基因表达

降低，如UCP1基因，有研究也在细胞模型中证明了

亚砷酸盐抑制 HIB1B 棕色脂肪细胞的线粒体功

能[7-8]。线粒体可以参与多种细胞死亡，如凋亡、焦

亡、坏死和铁死亡[21-23]。

本研究筛选得到的差异代谢物富集到的通路

主要与甘油磷脂以及不饱和脂肪酸代谢有关。在

差异甘油磷脂中，含有多不饱和脂肪酸的磷脂

（PUFA-PLs）在砷暴露后含量显著上升，PUFA-PLs

是铁死亡发生过程中的主要底物，其氧化积累到致

死水平时会诱导铁死亡的发生[24]。铁死亡是一种程

序性死亡方式，特点是铁依赖性、线粒体发生改变、

脂质过氧化物增高[23]。差异 PE 中含花生四烯酸

（FA 20：4）的PE个数最多。研究发现含有不饱和脂

肪酸的 PE 特别是含有花生四烯酸和肾上腺酸（FA 

22：4）的最易发生脂质过氧化使铁死亡发生[25-26]。

本研究检测到PE 18：0/20：4含量在砷暴露后显著上

升，其是铁死亡信号传导关键的磷脂之一[27]。不饱

和脂肪酸在维持细胞膜的流动性起到重要作用，砷

暴露后BAT中不饱和脂肪酸发生改变，表明细胞膜

的稳定性可能受到影响。不饱和脂肪酸中花生四

烯酸的含量上升提示砷暴露后 BAT 中可能发生炎

症，花生四烯酸代谢可以产生大量炎症介质（如前

列腺素E2、前列环素、血栓烷A2等）[28-29]。肾上腺酸

含量在砷暴露后也显著上升，花生四烯酸和肾上腺

酸可以通过酶的作用结合到磷脂中，这会增加BAT

对铁死亡的敏感性[30]。

综上所述，本研究拟靶向脂质组学分析长期砷

暴露的 BAT 样品，具有覆盖范围广、数据可靠等优

点。此外，长期砷暴露会导致 BAT 脂质代谢紊乱，

主要影响甘油磷脂和不饱和脂肪酸的相关代谢。

长期砷暴露可能会增加BAT对铁死亡的敏感性，但

还需要进一步的实验验证，后期将会在基因、蛋白

层面上进行探讨。
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