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摘     要             背景与目的：外周血管疾病 （PAD） 是因各种原因所致血流灌注不足而引发的疾病，部分患者无法手

术。近年来，干细胞移植开始应用于 PAD 的治疗，并取得了一定的效果。然而目前尚未见其作用机制

涉及代谢方面的研究。因此，本研究利用液相色谱-质谱 （LC-MS） 代谢组学初步探讨人脐带间充质干

细胞 （HUCMSC） 促进下肢缺血组织修复中所涉及的代谢通路与代谢分子，并重点分析酸性鞘磷脂酶

（ASM） -神经酰胺 （Cer） 代谢途径的变化。

方法：从人脐带组织中分离获得 HUCMSC，培养扩增后用流式细胞术鉴定其表面分子标记。8 周龄雄性

小鼠 （C57BL/6J） 采用结扎并离断其左侧下肢股动脉、股静脉的方法制备下肢缺血模型，将造模后的

小鼠随机均分为两组，分别于缺血侧下肢局部注射 HUCMSC 混悬液 （HUCMSC 组） 与 PBS （对照组）。

分别在术后 3、7、14 d，取两组小鼠缺血侧腓肠肌组织，行 HE 染色与 Masson 染色，观察两组小鼠缺

血肌肉的形态学变化；行 LC-MS 检测，并结合 KEGG 数据库分析，比较两组肌肉组织的代谢组学差异。

结果：分离获得的 HUCMSC 高表达 CD105、CD90、CD73，低表达 HLA-DR、CD14、CD19、CD34。形态

学观察显示，与对照组相比，HUCMSC 组术后 7、14 d 肌肉萎缩与纤维化程度均较对照组明显改善。两

组术后 3、7、14 d 的腓肠肌样本的非靶向代谢组学检测共鉴定出 687 种代谢物，其中脂类相关物质占

比最大 （34.088%）。负离子模式下检测的差异代谢物共 37 种，25 种上调，12 种为下调；在正离子模式

下检测的差异代谢物共 17 种，其中 11 种上调，6 种为下调。与对照组比较，Cer 明显下调 （FC=0.43），

且 ASM/Cer 通路产物磷脂酰胆碱也明显下降 （FC=0.68）。合并两组术后 3、7 d 的腓肠肌样本的正负离

子模式数据后的 KEGG 通路分析结果显示，差异代谢物主要涉及通路有 γ-氨基丁酸能突触、精氨酸/鸟

氨酸代谢、矿物质吸收、氧化磷酸化、蛋白质代谢、甘油磷脂代谢、肌动蛋白细胞骨架的调节等。

结论：在 HUCMSC 促进小鼠下肢缺血损伤的修复中，脂类代谢产物的变化发挥了重要作用，其中部分

机制可能与 HUCMSC 抑制 ASM/Cer 代谢途径有关。
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Abstract             Background and Aims: Peripheral arterial disease (PAD) is a condition characterized by insufficient 

blood flow due to various reasons, and some patients are not suitable for surgery. In recent years, stem 

cell transplantation has been used in the treatment of PAD, showing promising results. However, the 

metabolic mechanisms involved in its therapeutic effects remain unclear. This study was conducted to 

investigate the metabolic pathways and molecules involved in the repair of lower limb ischemic tissue by 

human umbilical cord mesenchymal stem cells (HUCMSCs) using liquid chromatography-mass 

spectrometry (LC-MS) metabolomics, with a specific focus on changes in the acid sphingomyelinase 

(ASM)-ceramide (Cer) metabolic pathway.

Methods: HUCMSCs were isolated from human umbilical cord tissue, expanded in culture, and 

characterized using flow cytometry for surface molecular markers. A mouse model of lower limb 

ischemia was created by ligating and excising the left femoral artery and vein in 8-week-old male 

C57BL/6J mice. Then, the mice were randomly divided into two groups, with one group receiving local 

injection of HUCMSCs suspension (HUCMSCs group) and the other receiving PBS (control group). 

Muscle tissues from the ischemic limb were collected at 3, 7, and 14 d after surgery. HE staining and 

Masson staining were performed to observe morphological changes. LC-MS analysis was conducted 

in combination with KEGG database analysis to compare the metabolomic differences between the 

two groups.

Results: HUCMSCs expressed high levels of CD105, CD90, and CD73, and low levels of HLA-DR, 

CD14, CD19, and CD34. Morphological observations revealed a significant improvement in muscle 

atrophy and fibrosis in the HUCMSCs group compared to the control group at 7 and 14 d after surgery. 

Non-targeted metabolomic analysis identified 687 metabolites in the gastrocnemius muscle samples, 

with lipids representing the largest proportion (34.088%). Differential metabolites included 37 in 

negative ion mode (25 upregulated, 12 downregulated) and 17 in positive ion mode (11 upregulated, 

6 downregulated). Cer was significantly downregulated (FC=0.43), and the phosphatidylcholine product 

of the ASM/Cer pathway also decreased (FC=0.68) compared to the control group. KEGG pathway 

analysis of combined positive and negative ion mode data from gastrocnemius muscle samples at 3 and 

7 d after surgery revealed involvement in pathways such as γ-aminobutyric acid-ergic synapse, arginine/

proline metabolism, mineral absorption, oxidative phosphorylation, protein metabolism, 

glycerophospholipid metabolism, and regulation of the actin cytoskeleton.

Conclusion: Changes in lipid metabolism play a crucial role in the repair of lower limb ischemic injury 

promoted by HUCMSCs, with some mechanisms potentially associated with the inhibition of the ASM/

Cer pathway.
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外周血管疾病 （peripheral artery disease，PAD）

是 外 周 动 脉 因 动 脉 粥 样 硬 化 、 糖 尿 病 性 血 管 病 变

或 者 血 栓 闭 塞 性 脉 管 炎 引 起 的 血 流 灌 注 不 足 所 引

发的一类疾病，以双下肢多见[1]。早诊断、早处理

是 治 疗 的 关 键 ， 但 仍 有 超 过 30% 的 患 者 因 血 管 受

累 严 重 或 手 术 风 险 而 无 法 手 术 ， 其 中 炎 性 血 管 病

变 患 者 截 肢 率 高 达 77.8%[2]。 近 几 年 ， 干 细 胞 移 植

作 为 新 兴 治 疗 手 段 开 始 应 用 于 PAD 的 治 疗 ， 并 取

得 了 一 定 的 效 果[3]。 间 充 质 干 细 胞 （mesenchymal 

stem cells，MSC） 是一种具有多种不同的分化能力

和 低 免 疫 原 性 的 细 胞 群 ， 它 能 够 转 移 并 且 定 向 到

受损部位并在其血管处归巢[4]，其表面可以表达细

胞 因 子 ， 例 如 ： CD166 、 CD102 、 CD54 及 CD46

（α 整 联蛋白） 等，在细胞与细胞之间的也可以起

到 很 好 的 调 节 与 相 互 作 用 ， 其 中 人 脐 带 间 充 质 干

细 胞 （human umbilical cord mesenchymal stem cells，

HUCMSC） 可 治 疗 PAD 引 起 的 组 织 损 伤 ， 改 善 血

供，具有良好的临床应用前景[5]，目前有关其机制

研究较多，但聚焦于代谢方面的研究暂未见报道。

酸性鞘磷脂酶 （acid sphingomyelinase，ASM） -神经

酰胺 （ceramide，Cer） 代谢途径是调控细胞增殖、

凋亡和细胞表型的关键途径，与动脉粥样硬化[6]、

缺 血 再 灌 注 损 伤[7]、 代 谢 类 疾 病[8]、 重 度 抑 郁 症[9]

等 疾 病 的 发 生 、 发 展 有 密 切 关 系 。 但 目 前 尚 不 清

楚在 HUCMSC 改善 PAD 中 ASM/Cer 途径是否发生变

化 。 本 研 究 基 于 以 上 背 景 ， 运 用 液 相 色 谱 - 质 谱

（liquid chromatographu-mass spectrometry， LC-MS） 技

术 进 行 非 靶 向 代 谢 组 学 研 究 ， 初 步 探 讨 HUCMSC

在 改 善 小 鼠 下 肢 缺 血 的 代 谢 特 征 ， 筛 出 有 效 的 代

谢产物，并重点分析 ASM/Cer 代谢途径的变化。

1     材料与方法 

1.1 主要材料　

乙 二 胺 四 乙 酸 （EDTA， Sigma-Aldrich， 美

国）， 磷 酸 缓 冲 液 （phosphate buffered saline， PBS）

粉 末 ， MASSON 染 液 ， 乙 腈 ， 乙 酸 铵 ， 甲 醇 ， 4%

多聚甲醛溶液，戊巴比妥钠，FITC-CD14 单克隆抗

体 （BD Pharmingen， 美 国）， FITC-CD19 单 克 隆 抗

体 （BD Pharmingen， 美 国）， FITC-CD34 单 克 隆 抗

体 （BD Pharmingen， 美 国）， PE-CD73 单 克 隆 抗 体

（BD Pharmingen， 美 国 ）， PE-CD79 单 克 隆 抗 体

（BD Pharmingen， 美 国）， PE-CD105 单 克 隆 抗 体

（BD Pharmingen， 美 国）， 流 式 细 胞 仪 （Countstar，

中 国）， YHT101 红 外 电 子 温 度 计 （鱼 跃 ， 中 国），

PowerPac™ 通 用 电 泳 仪 （Bio-Rad， 美 国）， 超 声 波

细 胞 破 碎 仪 （JY88-Ⅱ， 中 国）， 色 谱 柱 （Waters，

ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7 μm，2.1 mm×100 mm 

column， 中 国）， AB Triple TOF 6600 质 谱 仪 （AB 

SCIEX，中国），Agilent 1290 Infinity LC 超高压液相

色谱仪 （Agilent，德国）。

1.2 实验方法　

1.2.1 HUCMSC 的 分 离 、培 养 和 流 式 细 胞 仪 鉴 定　

脐 带 样 本 的 收 集 均 获 得 产 妇 及 其 家 属 知 情 同 意 ，

并伦理审批。入库样本排除严重的家族病史/遗传

病 史 ， 无 血 液 疾 病 史 、 产 妇 无 HBV、 HCV、 HIV、

梅 毒 螺 旋 体 等 传 染 性 疾 病 既 往 史 或 感 染 状 态 ， 胎

儿 Apgar 评分 10 分，羊水无胎粪污染，脐带状态良

好 。 无 菌 条 件 下 ， 将 脐 带 从 采 集 瓶 中 夹 出 ， 放 进

装有适量氯化钠注射液的 150 mm 培养皿中。剪取

10 cm 左右的脐带组织 （中间部分），洗净 PBS 至清

澈 ， 将 脐 带 剪 成 2~3 cm 的 小 段 。 用 止 血 钳 夹 住 脐

带 一 端 横 截 面 端 部 组 织 ， 带 钩 有 齿 镊 去 除 暴 露 的

动 静 脉 以 及 脐 带 的 外 膜 组 织 。 将 收 集 到 的 Walton

胶 加 入 氯 化 钠 注 射 液 清 洗 10 次 。 放 入 新 的 50 mL

离心管中，用剪刀充分剪碎成体积为 1~2 mm3 的小

块，用巴氏吸管吸取 0.5 mL 左右的 Walton 胶平铺于

75 cm2 培养瓶底部。期间定期观察更换培养基。融

合 度 在 80% 以 上 时 ， 可 以 考 虑 收 获 传 代 。 并 通 过

流 式 细 胞 仪 进 行 表 面 标 志 物 鉴 定 （阳 性 标 志 物

CD105、 CD90、 CD73， 阴 性 标 志 物 ： HLA-DR、

CD14、CD19、CD34）。

1.2.2 小鼠下肢缺血模型的构建和 HUCMSC 移植　

SPF 级 8 周 龄 大 小 健 康 的 雄 性 C57BL/6J 小 鼠 30 只

（南方模式动物中心采购），平均体质量为 （25±3） g。

该实验已获得实验动物护理和伦理委员会的批准。

两 组 随 机 分 配 标 记 。 小 鼠 1% 的 戊 巴 比 妥 钠 按 照

50 mg/kg 的剂量进行腹腔注射麻醉，并在左侧腹股

沟韧带处做 1 cm 的纵行切口，分离股神经血管鞘。

将股动脉、股静脉及其分支进行顺序分离，用 6-0 缝

线 在 股 浅 动 脉 、 股 浅 静 脉 、 腘 动 脉 及 腘 静 脉 的 近

端 结 扎 ， 在 大 隐 动 脉 和 大 隐 静 脉 的 末 端 ， 将 其 结

扎 后 ， 将 其 离 体 ， 创 面 使 用 棉 签 再 次 消 毒 后 ， 将

小 鼠 卧 位 放 置 于 笼 内 ， 待 苏 醒 后 放 回 ， 用 多 普 勒

血 流 仪 观 察 小 鼠 肢 体 缺 血 情 况 ， 血 流 阻 断 说 明 建

模 成 功 （图 1）。 HUCMSC 组 小 鼠 选 取 左 下 肢 沿 股

动 脉 的 方 向 取 5 个 点 ， 点 间 距 约 0.3 cm×0.3 cm，

肌 注 HUCMSC 混 悬 液 （细 胞 总 量 为 1×106 个/只 ，

共 100 μL），对照组使用相同剂量的 PBS。切口分

层 封 闭 缝 合 。 在 建 立 小 鼠 下 肢 缺 血 模 型 后 ， 分 别

在术后 3、7、14 d 取两组小鼠 （n=5） 实验侧腓肠

肌进行 4% 多聚福尔马林和液氮保存。福尔马林固

定 组 依 次 经 过 70% 乙 醇 60 min， 80% 乙 醇 60 min，

95% 乙 醇 35 min×2 次 ， 100% 乙 醇 30 min ， 异 丁

醇 +100% 乙 醇 （1∶1） 45 min， 异 丁 醇 12 h， 正 丁

醇 4 h 脱 水 ， 放 入 60 ℃ 的 温 箱 中 充 分 浸 蜡 ， 切 片

5 μm， 蒸馏水展开，37 ℃的保温箱中过夜后进行

HE 染色和 Masson 染色。

1.2.3 基于 LC-MS 的 HUCMSC 治疗作用的代谢组

学分析　在 80 mg 样 本 中 加 入 1 mL 冷 萃 溶 剂 甲 醇/

乙 腈/纯 水 （2∶2∶1， v/v/v） 涡 旋 混 合 ， 裂 解 液 经

MP 均 质 器 （24×2， 6.0 m/s， 60 s， 2 次） 匀 浆 ，

4 ℃ 超 声 低 温 超 声 30 min ， -20 ℃ 静 置 10 min ，

14 000 r/min 4 ℃ 离 心 20 min， 取 上 清 4 ℃ 真 空 干

燥 ， 在 LC-MS 中 添 加 100 μL 的 乙 腈 溶 液 （乙 腈∶

水=1∶1，v/v） 重新溶解，取上清液进样分析。利

用 TripleTOF6600 质 谱 仪 ， 利 用 正 负 离 子 模 型

（ESI），实现对不同类型化合物的非靶向代谢组学

研究。用 Agilent1290 InfinitLC HILIC 柱子 （2.1 mm×

100 mm， 颗 粒 直 径 1.7 μm） 对 样 品 进 行 液 相 色 谱

分析。色谱柱温度 25 ℃；流速 0.5 mL/min；进样量

2 μL；流动相组成 A：水+25 mmol/L 乙酸铵+25 mmol/L

氨水，B：乙腈；梯度 1 min 为 85% B，11 min 线性

降 至 65%， 0.1 min 降 至 40%， 保 持 4 min， 0.1 min

增加至 85%，再平衡时间为 5 min。流速 0.4 mL/min、

25 ℃、4 ℃、4 ℃、2 μL。质谱以正负两种方式运

行。ESI 源的条件是：离子源气体 1 （Gas1） 为 60，

离 子 源 气 体 2 （Gas2） 为 60， 帘 气 （CUR） 为 30，

源温度 600 ℃，离子喷射电压浮动±5 500 V。将仪

器 设 定 在 60~1 000 da 的 质 核 比 （m/z） 范 围 ， 将

TOF 质 谱 的 累 积 时 间 设 定 为 0.20 s/spectra。 其 中 ，

采用 25~1 000 da 的 m/z 采样，产物离子扫描积累时

间设置为 0.05 s/spectra。产品离子扫描采用了高灵

敏度的方法，采用了 IDA 方法。参数设置如下：碰

撞能量 （CE） 固定为 35 V±15 eV；散簇电位 （DP），

60 v （+） 和−60 v （−）；排除 4 Da 以内的同位素。

1.3 统计学处理　

数 据 统 计 使 用 SPSS 20.0 软 件 。 结 果 采 用 计 量

资 料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 数 据 比

较采用 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。非靶

代 谢 统 计 分 析 先 将 原 始 数 据 通 过 ProteoWizard 从

Wiff 格式转化成 mzXML，并利用 XCMS 软件对其进

行 了 预 处 理 ， 对 峰 对 齐 ， 保 留 时 间 校 正 ， 峰 面 积

进 行 了 提 取 。 再 对 得 到 的 数 据 行 以 下 步 骤 ： 首 先

进 行 代 谢 物 结 构 鉴 定 、 数 据 预 处 理 ， 其 次 做 实 验

数据质量评价，最后数据分析。数据分析主要有：

一 元 统 计 分 析 、 多 维 统 计 分 析 、 差 异 性 代 谢 产 物

筛 选 、 差 异 性 代 谢 产 物 的 关 联 性 分 析 、 京 都 基 因

组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG） 通路分析。

2     结　果 

2.1 HUCMSC的分离和鉴定　

经 流 式 细 胞 仪 鉴 定 ， 通 过 识 别 细 胞 表 面 标 志

物 ， 对 HUCMSC 进 行 表 型 检 测 ， 分 析 其 免 疫 学 表

型 。 结 果 发 现 ， 在 HUCMSC 的 表 面 有 CD105、

CD90、 CD73 的 表 达 ， 而 没 有 HLA-DR、 CD14、

CD19、CD34 等因子的表达，证实该细胞符合国际

细胞治疗学会的标准 （图 2）。

2.2 形态学分析　

HE 染色结果显示，相对对照组，HUCMSC 组

可见骨骼肌肌纤维排列整齐，肌节清晰可见 （图 3A）；

Masson 染 色 结 果 显 示 ， 骨 骼 肌 肌 纤 维 含 量 明 显 高

于 对 照 组 ， 而 胶 原 纤 维 含 量 明 显 低 于 对 照 组 （均

P<0.05）（图 3B）。

图1　小鼠下肢缺血模型制备

Figure 1　Preparation of mouse lower limb ischemia model
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层 封 闭 缝 合 。 在 建 立 小 鼠 下 肢 缺 血 模 型 后 ， 分 别

在术后 3、7、14 d 取两组小鼠 （n=5） 实验侧腓肠

肌进行 4% 多聚福尔马林和液氮保存。福尔马林固

定 组 依 次 经 过 70% 乙 醇 60 min， 80% 乙 醇 60 min，

95% 乙 醇 35 min×2 次 ， 100% 乙 醇 30 min ， 异 丁

醇 +100% 乙 醇 （1∶1） 45 min， 异 丁 醇 12 h， 正 丁

醇 4 h 脱 水 ， 放 入 60 ℃ 的 温 箱 中 充 分 浸 蜡 ， 切 片

5 μm， 蒸馏水展开，37 ℃的保温箱中过夜后进行

HE 染色和 Masson 染色。

1.2.3 基于 LC-MS 的 HUCMSC 治疗作用的代谢组

学分析　在 80 mg 样 本 中 加 入 1 mL 冷 萃 溶 剂 甲 醇/

乙 腈/纯 水 （2∶2∶1， v/v/v） 涡 旋 混 合 ， 裂 解 液 经

MP 均 质 器 （24×2， 6.0 m/s， 60 s， 2 次） 匀 浆 ，

4 ℃ 超 声 低 温 超 声 30 min ， -20 ℃ 静 置 10 min ，

14 000 r/min 4 ℃ 离 心 20 min， 取 上 清 4 ℃ 真 空 干

燥 ， 在 LC-MS 中 添 加 100 μL 的 乙 腈 溶 液 （乙 腈∶

水=1∶1，v/v） 重新溶解，取上清液进样分析。利

用 TripleTOF6600 质 谱 仪 ， 利 用 正 负 离 子 模 型

（ESI），实现对不同类型化合物的非靶向代谢组学

研究。用 Agilent1290 InfinitLC HILIC 柱子 （2.1 mm×

100 mm， 颗 粒 直 径 1.7 μm） 对 样 品 进 行 液 相 色 谱

分析。色谱柱温度 25 ℃；流速 0.5 mL/min；进样量

2 μL；流动相组成 A：水+25 mmol/L 乙酸铵+25 mmol/L

氨水，B：乙腈；梯度 1 min 为 85% B，11 min 线性

降 至 65%， 0.1 min 降 至 40%， 保 持 4 min， 0.1 min

增加至 85%，再平衡时间为 5 min。流速 0.4 mL/min、

25 ℃、4 ℃、4 ℃、2 μL。质谱以正负两种方式运

行。ESI 源的条件是：离子源气体 1 （Gas1） 为 60，

离 子 源 气 体 2 （Gas2） 为 60， 帘 气 （CUR） 为 30，

源温度 600 ℃，离子喷射电压浮动±5 500 V。将仪

器 设 定 在 60~1 000 da 的 质 核 比 （m/z） 范 围 ， 将

TOF 质 谱 的 累 积 时 间 设 定 为 0.20 s/spectra。 其 中 ，

采用 25~1 000 da 的 m/z 采样，产物离子扫描积累时

间设置为 0.05 s/spectra。产品离子扫描采用了高灵

敏度的方法，采用了 IDA 方法。参数设置如下：碰

撞能量 （CE） 固定为 35 V±15 eV；散簇电位 （DP），

60 v （+） 和−60 v （−）；排除 4 Da 以内的同位素。

1.3 统计学处理　

数 据 统 计 使 用 SPSS 20.0 软 件 。 结 果 采 用 计 量

资 料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 数 据 比

较采用 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。非靶

代 谢 统 计 分 析 先 将 原 始 数 据 通 过 ProteoWizard 从

Wiff 格式转化成 mzXML，并利用 XCMS 软件对其进

行 了 预 处 理 ， 对 峰 对 齐 ， 保 留 时 间 校 正 ， 峰 面 积

进 行 了 提 取 。 再 对 得 到 的 数 据 行 以 下 步 骤 ： 首 先

进 行 代 谢 物 结 构 鉴 定 、 数 据 预 处 理 ， 其 次 做 实 验

数据质量评价，最后数据分析。数据分析主要有：

一 元 统 计 分 析 、 多 维 统 计 分 析 、 差 异 性 代 谢 产 物

筛 选 、 差 异 性 代 谢 产 物 的 关 联 性 分 析 、 京 都 基 因

组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG） 通路分析。

2     结　果 

2.1 HUCMSC的分离和鉴定　

经 流 式 细 胞 仪 鉴 定 ， 通 过 识 别 细 胞 表 面 标 志

物 ， 对 HUCMSC 进 行 表 型 检 测 ， 分 析 其 免 疫 学 表

型 。 结 果 发 现 ， 在 HUCMSC 的 表 面 有 CD105、

CD90、 CD73 的 表 达 ， 而 没 有 HLA-DR、 CD14、

CD19、CD34 等因子的表达，证实该细胞符合国际

细胞治疗学会的标准 （图 2）。

2.2 形态学分析　

HE 染色结果显示，相对对照组，HUCMSC 组

可见骨骼肌肌纤维排列整齐，肌节清晰可见 （图 3A）；

Masson 染 色 结 果 显 示 ， 骨 骼 肌 肌 纤 维 含 量 明 显 高

于 对 照 组 ， 而 胶 原 纤 维 含 量 明 显 低 于 对 照 组 （均

P<0.05）（图 3B）。

图1　小鼠下肢缺血模型制备

Figure 1　Preparation of mouse lower limb ischemia model
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图2　流式细胞术鉴定结果 （横坐标为相对荧光强度，纵坐标为细胞数）

Figure 2　Flow cytometry identification results (X-axis represents relative fluorescence intensity, Y-axis represents cell count)
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图3　缺血侧腓肠肌组织形态学观察  A：HE 染色 （×100）；B：Masson 染色 （×100）

Figure 3　Morphological observation of gastrocnemius muscle tissue on the ischemic side  A: HE staining (×100); B: Masson 

staining (×100)  

2.3 基于LC-MS的HUCMSC 治疗作用的代谢组学

分析　

2.3.1 代谢物数量统计和化学分类归属统计　正负

离子模式合并后共鉴定 687 种代谢物，其中正离子

模式 337 种，负离子模式 350 种，根据其化学分类

归 属 信 息 进 行 分 类 统 计 ， 各 类 代 谢 物 数 量 所 占 比

例如图 4 所示，脂类物质所占比最高，为 34.088%，

其次为有机酸及其衍生物类 （22.489%）。

2.3.2 正、负离子模式下差异代谢物　利用 OPLS-DA

模型得到的变量权重值 （VIP），通常 VIP>1 的代谢

产 物 在 模 型 说 明 中 被 认 为 贡 献 显 著 ， 以 OPLS-DA 

VIP>1 和 P<0.05 为差异代谢物筛选标准。在负离子

模式下检测的差异代谢物共 37 种，25 种上调[差异

倍数 （FC） >1]，12 种为下调 （FC<1），其中 Cer 是

下调最明显的 （FC=0.43）；负离子模式下所有差异

代 谢 物 有 62.2% 为 脂 类 物 质 ； 在 ASM/Cer 通 路 中 ，

Cer 明显下调；神经酰胺 1-磷酸盐明显上调 （表 1）。

在正离子模式下检测的差异代谢物共 17 种，其中

11 种上调 （FC>1），6 种下调 （FC<1）；在 ASM/Cer

通路中，磷脂酰胆碱下调 （表 2）。

2.3.3 KEGG 通路富集分析　正负离子模式合并后，

用 生 物 信 息 学 方 法 对 筛 选 出 的 具 有 显 著 差 异 的 代

谢 物 进 行 KEGG 通 路 富 集 分 析 。 术 后 第 3 天 （左）

与 第 7 天 （右） 的 KEGG 富 集 通 路 气 泡 图 （图 5）

显示，差异代谢物主要涉及通路有 γ-氨基丁酸能

突触、精氨酸/鸟氨酸代谢、矿物质吸收、氧化磷

酸 化 、 蛋 白 质 代 谢 、 甘 油 磷 脂 代 谢 、 肌 动 蛋 白 细

胞骨架的调节等。

Lipids and lipid−like molecules 34.088%
Organic acids and derivatives 22.489%
Undefined 9.76%
Organic oxygen compounds 8.204%
Organoheterocyclic compounds 7.921%
Benzenoids 7.638%
Organic nitrogen compounds 3.253%
Nucleosides， nucleotides， and analogues 3.112%
Phenylpropanoids and polyketides 2.97%
Alkaloids and derivatives 0.283%
Lignans， neolignans and related compounds 0.141%
Organosulfur compounds 0.141%

Superclass

图4　鉴定的代谢物在各化学分类的数量占比 （不同颜色的色块代表不同的化学分类归属条目，百分比代表该化学分类归属条

目中的代谢物数量占所有鉴定到的代谢物数量的百分比）   

Figure 4　Proportion of identified metabolites in each chemical classification (different colored blocks represent different items 

of chemical classification, and the percentage indicates the proportion of metabolites in each chemical classification 

item relative to the total number of identified metabolites)  
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离子模式合并后共鉴定 687 种代谢物，其中正离子
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例如图 4 所示，脂类物质所占比最高，为 34.088%，

其次为有机酸及其衍生物类 （22.489%）。

2.3.2 正、负离子模式下差异代谢物　利用 OPLS-DA

模型得到的变量权重值 （VIP），通常 VIP>1 的代谢
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在正离子模式下检测的差异代谢物共 17 种，其中

11 种上调 （FC>1），6 种下调 （FC<1）；在 ASM/Cer

通路中，磷脂酰胆碱下调 （表 2）。

2.3.3 KEGG 通路富集分析　正负离子模式合并后，

用 生 物 信 息 学 方 法 对 筛 选 出 的 具 有 显 著 差 异 的 代

谢 物 进 行 KEGG 通 路 富 集 分 析 。 术 后 第 3 天 （左）

与 第 7 天 （右） 的 KEGG 富 集 通 路 气 泡 图 （图 5）

显示，差异代谢物主要涉及通路有 γ-氨基丁酸能

突触、精氨酸/鸟氨酸代谢、矿物质吸收、氧化磷

酸 化 、 蛋 白 质 代 谢 、 甘 油 磷 脂 代 谢 、 肌 动 蛋 白 细
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表1　负离子模式下检测的差异代谢物

Table 1　Differential metabolites detected in negative ion mode

代谢物的名称

Cer(d18:1/18:1(9Z))
Cer[ns] d36:2
1-stearoyl-2-myristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Pantetheine
Pi 40:6
Pe 44:11
(z)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-

yl]oxymethyl]hept-5-enoic acid
1,2-dilinolenoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
Pc 38:7
1,2-di(4z,7z,10z,13z,16z,19z-docosahexaenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
Pe(16:1e/14-hdohe)
Pc(16:1e/17-hdohe)
Pg 34:3
1-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)
Pg 34:3
1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylglycerol
Ile-Pro
Phe-met-arg-phe-amide
DL-threonine
N-acetyl-l-methionine
1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-sn-glycerol)
1-stearoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
1-stearoyl-2-myristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Glycine
Pg 38:6
Succinate
2-arachidonoyl-1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phospho-l-serine
Uric acid
Succinate
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
N-palmitoyl-d-erythro-dihydroceramide-1-phosphate
Pi 34:2
N-Acetyl-D-Glucosamine 6-Phosphate
Pe(16:0e/12-hete)
Pe(16:1e/15-hete)
Sulfobacin b

FC
0.43
0.44
0.49
0.49
0.55
0.6

0.63
0.64
0.68
0.69
0.69
0.71
1.34
1.35
1.35
1.54
1.57
1.65
1.79
1.81
1.85
1.86
1.87
1.91
1.91
1.96
2.05
2.86
2.92
2.97
2.99
3.12
3.69
3.73
3.85
4.21
6.69

VIP
1.73
1.32
1.76
2.88
3.09
3.35
3.87
1.03
1.87
1.31
8.29
7.31
1.9
2.69
1.05
6.75
1.28
1.08
1.32
2.04
1.19
1.03
1.19
1.15
3.02
2.39
2.48
4.9
1.32
2.15
1.56
1.76
1.11
1.03
1.79
2.77
2.23

P

0.01
0

0.02
0.03

0
0.01
0.01
0.04
0.02
0.05

0
0.04
0.04

0
0.05
0.02
0.01
0.04
0.04
0.04

0
0.03
0.04
0.04
0.02
0.04
0.04
0.01
0.05
0.05
0.04
0.04
0.04
0.02
0.03

0
0.01

m/z
562.52
622.54
768.53
277.12
909.55
836.53
445.19
734.48
862.56
834.51
762.51
864.58
743.49
745.5

743.49
747.52
227.07
597.31
118.05
190.05
797.54
742.54
768.53
74.02
793.5

117.02
738.51
773.53
167.02
117.02
237.09
618.48
833.5

300.04
740.52
738.51
574.45

保留时间（s）
36.49
36.51
168.58
68.43
198.58
143.89
39.42
150.1
143.98
142.08
148.23
144.49
39.61
39.86
39.61
40.26
117.56
175.68
378.03
207.64
69.5

107.09
168.58
378.13
39.11
85.2

150.14
76.22
204.07
85.2

186.94
37.24
39.4

170.03
107.31
106.96
34.14
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表2　正离子模式下检测的差异代谢物

Table 2　Differential metabolites detected in positive ion mode

代谢物的名称

Isoliquiritigenin
N-(octadecanoyl)sphing-4-enine-1-phosphocholine
1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycerol
N-arachidonoyldopamine
N-.alpha.-(tert-butoxycarbonyl)-l-histidine
2-docosahexaenoyl-1-stearoyl-sn-glycero-3-phosphoserine
1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
4-methylbenzyl alcohol
Heptadecasphinganine
Acetylcholine
Trigonelline
C17-sphinganine
Glycerophosphocholine
1-palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol
DL-arginine
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine
L-methionine

FC

0.28
0.32
0.6

0.65
0.72
0.73
1.16
1.28
1.35
1.38
1.47
1.53
1.59
1.75
1.77
2.15
2.6

VIP

1.82
4.26
1.17
1.04
1.32
1.55
5.28
1.14
3.67
2.08
1.17
6.19
8.85
1.36
2.05
10.63
1.7

P

0.045
0.035
0.002
0.014
0.043
0.01

0.017
0.004
0.005
0.043
0.01

0.026
0.035
0.011
0.035
0.027
0.027

m/z

257.07
731.6
651.53
440.33
110.07
836.54
496.34
105.07
288.29
146.12
138.05
288.29
104.11
601.51
175.12
786.6
150.06

保留时间保留时间（（s））

242.53
183.24
198.28
199.51
428.9

201.36
199.49
39.86
61.47

383.64
295.06
41.71

272.59
38.99

409.96
120.17
301.06

(P)

(P)

图5　KEGG 富集通路图 （每 1 个气泡代表 1 条代谢途径，气泡所在横坐标和气泡大小表示该通路在拓扑分析中的影响因

子大小，气泡越大，表明影响因子越大；气泡所在纵坐标和气泡颜色表示富集分析的 P 值，颜色越深 P 值越小，富

集含量越高）

Figure 5　KEGG enrichment pathway map (each bubble represents a metabolic pathway, with the bubble's horizontal position 

and size indicating the impact factor in topological analysis - the larger the bubble, the greater the impact factor; the 

vertical position of the bubble and its color represent the P-value in enrichment analysis - the darker the color, the 

smaller the P-value, indicating higher enrichment content)
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3     讨　论 

HUCMSC 具有多潜能分化特性，已有研究证实

HUCMSC 治疗糖尿病下肢缺血效果良好[10]，通过肌

肉 注 射 HUCMSC 可 促 进 新 生 侧 支 血 管 和 新 生 微 血

管 形 成[11]， 还 可 促 进 周 围 神 经 的 修 复[12]。 本 实 验

中 ， HE 染 色 和 Masson 染 色 显 示 ， HUCMSC 治 疗 后

可 促 进 小 鼠 缺 血 下 肢 的 恢 复 ， 与 相 关 文 献 研 究 结

果 相 同[13]。 同 时 ， 通 过 KEGG 数 据 库 分 析 发 现 ，

HUCMSC 治 疗 后 ， 小 鼠 肌 肉 内 精 氨 酸/鸟 氨 酸 代 谢

变 化 显 著 。 据 报 道 [14] ， HUCMSC 还 可 通 过 IL-6、

IL-10 和 TNF-α 的下调发挥抗炎作用，同时能够降

低 CD3+与 CD4+T 细胞的数目，降低 CD4+与 CD8+T 细

胞的比率，抑制 NK 细胞活化，以及上调 Treg 细胞

表达。由此，HUCMSC 在下肢缺血治疗中表现出良

好的促进组织损伤修复功能。

本 研 究 HUCMSC 组 与 对 照 组 小 鼠 肌 肉 组 织 所

检测到代谢物中，脂类物质占 34.088%，说明在其

病 理 改 变 中 ， 脂 质 的 合 成 与 代 谢 非 常 重 要 且 变 化

显 著 。 脂 质 类 化 合 物 是 细 胞 重 要 组 成 物 质 ， 它 不

但 是 能 源 储 存 的 主 要 物 质 ， 而 且 还 具 有 非 常 重 要

的 生 物 功 能 。 如 信 号 介 导 、 免 疫 调 节 、 炎 症 和 维

持体内平衡[15-16]。磷脂是细胞膜的主要脂质成分，

是 释 放 脂 质 介 质 的 重 要 前 体[17]。 磷 脂 酰 胆 碱 、 磷

脂 酰 乙 醇 胺 和 磷 脂 酰 肌 醇 是 最 主 要 的 三 种 磷 脂 ，

在 细 胞 内 ， 都 可 通 过 被 磷 脂 酶 A 水 解 产 生 相 应 的

单 链 溶 血 磷 脂 及 游 离 脂 肪 酸[18]， 且 通 过 “lands 

cycle” 互 相 转 换 ， 活 跃 维 持 着 脂 质 代 谢 稳 态 ， 进

一 步 促 进 细 胞 恢 复 。 为 了 更 好 地 了 解 脂 质 在 MSC

抗 炎 特 性 中 的 作 用 及 其 潜 在 的 作 用 机 制 ， Campos

等[19] 对 10 ng/mL TNF-α 和 500 U/mL IFN-γ 诱导的促

炎 条 件 下 的 MSC 进 行 了 脂 质 分 析 ， 发 现 促 炎 刺 激

下，磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷脂酰丝氨酸、

溶 血 磷 脂 酰 胆 碱 和 鞘 磷 脂 类 脂 质 分 子 谱 发 生 重 大

变 化 ， 而 磷 脂 酰 胆 碱 和 磷 脂 酰 丝 氨 酸 的 表 达 同 时

降 低 。 也 有 多 项 研 究 证 实 MSC 的 抗 炎 特 性 与 脂 质

代谢相关[20-21]。

ASM 分 解 鞘 磷 脂 产 生 Cer， 即 ASM/Cer 通 路 是

调 控 细 胞 增 殖 、 迁 移 、 凋 亡 及 炎 症 反 应 的 重 要 通

路[22-25]，Cer 通过激活一系列蛋白激酶启动胞内磷

酸 化 过 程 ， 参 与 多 种 细 胞 生 物 学 活 动 如 诱 导 细 胞

凋 亡 、 改 变 胞 膜 通 透 性 并 引 发 各 种 疾 病 。 这 一 通

路 在 心 血 管 系 统 的 正 常 生 理 功 能 和 病 理 发 生 发 展

过 程 中 都 发 挥 了 极 其 重 要 的 作 用[26-27]。 已 有 研

究[28-29] 证实，ASM/Cer 通路在动脉硬化病理过程中

起 重 要 作 用 ， 且 与 心 血 管 不 良 事 件 发 生 相 关 。 本

实验下肢缺血模型小鼠在 HUCMSC 干预后，Cer 下

降显著，且 ASM/Cer 通路产物磷脂酰胆碱也显著下

降。在 Cer 代谢通路中，Cer 经神经酰胺激酶作用，

可分解为神经酰胺 1-磷酸盐，神经酰胺 1-磷酸盐

是 参 与 细 胞 更 新 、 免 疫 反 应 和 炎 症 级 联 反 应 的 信

号介质，本实验结果中也检测到了神经酰胺 1-磷

酸 盐 的 上 调 。 神 经 酰 胺 1- 磷 酸 盐 可 与 S1P 通 过 受

体 使 促 使 降 解 的 巨 噬 细 胞 迁 移 至 炎 症 部 位[30]。 且

神经酰胺 1-磷酸盐可作为信号分子或 ASM 的抑制

剂调控巨噬细胞阻断细胞凋亡[31]。基于上述研究，

笔 者 推 测 ： 下 肢 缺 血 模 型 小 鼠 经 HUCMSC 移 植 治

疗后，其下肢肌肉 ASM/Cer 通路发生改变，通过抑

制 Cer 的合成，促进其分解，从而调控细胞表型抑

制肌细胞凋亡改善小鼠下肢缺血。

同时在本研究中，正负离子模式合并后 KEGG

通 路 分 析 结 果 显 示 ， 差 异 代 谢 物 主 要 涉 及 通 路 有

γ - 氨 基 丁 酸 能 突 触 、 精 氨 酸 鸟 氨 酸 代 谢 、 矿 物 质

吸收、氧化磷酸化、蛋白质代谢、甘油磷脂代谢、

肌动蛋白细胞骨架的调节等。根据 KEGG 富集通路

结果看，HUCMSC 治疗后相较于对照组，小鼠下肢

肌 肉 的 各 种 代 谢 更 活 跃 。 在 这 个 过 程 中 ， 精 氨 酸

水 解 酶 会 把 精 氨 酸 水 解 为 鸟 氨 酸 。 人 体 内 的 氨 基

酸 会 发 生 代 谢 反 应 ， 首 先 会 产 生 氨 ， 然 后 经 过 鸟

氨 酸 、 瓜 氨 酸 、 精 氨 酸 等 ， 最 后 会 形 成 尿 素 ， 这

就 是 所 谓 的 鸟 氨 酸 循 环 。 在 本 实 验 下 肢 缺 血 小 鼠

模 型 中 ， 经 HUCMSC 移 植 治 疗 后 的 小 鼠 肌 肉 内 精

氨 酸/鸟 氨 酸 代 谢 变 化 显 著 ， 这 一 变 化 是 否 涉 及

MSC 发挥修复作用的机制值得进一步研究。

本研究仍存在不足，有关 Cer 的合成与分解通

路众多，本研究取 ASM/Cer 代谢通路作为重点关注

部 分 ， 需 进 一 步 实 验 验 证 其 作 用 及 对 血 管 生 成 的

影响。HUCMSC 对下肢肌肉的保护作用已明确，但

有 关 其 机 制 众 说 纷 纭 ， 本 研 究 虽 从 代 谢 组 学 方 向

分 析 ， 但 所 涉 及 物 质 种 类 繁 多 ， 脂 类 代 谢 分 析 仍

需 进 一 步 的 深 化 ， 需 要 更 多 靶 向 或 非 靶 向 代 谢 组

学的研究。

综 上 ， 本 研 究 结 果 提 示 ， 脂 类 代 谢 产 物 的 变

化 在 HUCMSC 促 进 下 肢 缺 血 损 伤 的 修 复 中 发 挥 重

要 作 用 ， 其 中 部 分 机 制 可 能 与 HUCMSC 抑 制 ASM/

Cer 代谢途径有关。
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