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细粒棘球蚴感染小鼠血清的代谢组学分析*
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【摘要】 目的 检测分析感染细粒棘球蚴的囊型包虫病(cystic
 

echinococcosis,CE)小鼠与健康小鼠血清代谢产物的差

异性,从代谢组学层面为CE的早期诊断和发病机制研究提供依据。 方法 门静脉注射感染细粒棘球绦虫原头蚴,建
立CE小鼠模型。用液相色谱质谱联用技术(1iquid

 

chromatography-mass
 

spectrometry,LC-MS)分别对CE小鼠和对照

组小鼠血清进行检测,采用无监督的主成分分析(principal
 

component
 

analysis,PCA)、偏最小二乘判别分析(partial
 

least
 

squares-discriminant
 

analysis,PLS-DA)、正交偏最小二乘法判别分析(orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analy-
sis,OPLS-DA

 

)及学生t检验筛选差异代谢物,并对其进行层次聚类和代谢通路富集分析。 结果 PLS-DA和OPLS-
DA分析两组血清共获得198个显著差异代谢产物,显著上调的代谢产物有88个,显著下调的代谢产物有110个。与对

照组比较,CE组小鼠血清中辅酶Q8、磷脂酸、肾上腺素、胆碱、5-氨基颉草酸、L-异亮氨酸、L-缬氨酸、肌酸和γ-氨基丁酸

等含量增多,L-精氨酸、D-甘油酸、胆碱磷酸、谷胱甘肽、前列腺素、花生四烯酸和溶血磷脂酰胆碱等代谢物含量均显著减

少(均P<0.01)。胆碱(AUC=1,P<0.01)、肌酸(AUC=0.97,P<0.01)、L-缬氨酸(AUC=0.902,P<0.01)、溶血磷

脂酰胆碱(AUC=0.899,P<0.01)与花生四烯酸(AUC=0.838,P<0.01)代谢物的受试者工作特征曲线(receiver
 

oper-
ating

 

characteristic,ROC)下面积均大于0.75,被选为具有诊断价值的候选生物标志物。差异代谢产物富集精氨酸和脯

氨酸代谢、脂肪代谢调节、醛固酮的合成与分泌代谢途径。 结论 小鼠感染细粒棘球蚴早期血清中存在差异代谢产

物,其与氨基酸代谢、脂肪代谢途径密切相关,但将血清中的差异代谢产物作为
 

CE早期感染诊断的生物标志物仍需进

一步筛选与验证。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

differences
 

in
 

serum
 

metabolites
 

between
 

cystic
 

echinococcosis
 

(CE)
 

mice
 

in-

fected
 

with
 

Echinococcus
 

granulosus
 

(Eg)
 

and
 

healthy
 

mice,which
 

provided
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

early
 

diagnosis
 

and
 

pathogene-
sis

 

of
 

CE
 

. Methods The
 

CE
 

mice
 

model
 

was
 

established
 

by
 

portal
 

vein
 

injection
 

of
 

protoscoleces.
 

Serum
 

samples
 

from
 

CE
 

mice
 

and
 

healthy
 

mice
 

were
 

detected
 

by
 

1iquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(LC-MS).
 

Unsupervised
 

principal
 

component
 

analyses
 

(PCA),partial
 

least
 

squares-discriminant
 

analysis
 

(PLS-DA),orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

dis-
criminant

 

analysis
 

(OPLS-DA)
 

and
 

student􀆳s
 

t
 

test
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

differential
 

metabolites,and
 

hierarchical
 

clustering
 

and
 

metabolic
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

were
 

performed. Results 198
 

serum
 

metabolites
 

between
 

two
 

groups
 

were
 

obtained
 

by
 

PLS-DA
 

and
 

OPLS-DA
 

analysis,88
 

metabolites
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

and
 

110
 

metabo-
lites

 

were
 

significantly
 

down-regulated.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

contents
 

of
 

coenzyme
 

Q8,phospholipid
 

acid,epinephrine,choline,5-amino-antagonic
 

oxalic
 

acid,L-isoleucine,L-valine,creatine
 

and
 

γ-aminobutyric
 

acid
 

in
 

serum
 

of
 

CE
 

mice
 

were
 

increased.
 

The
 

contents
 

of
 

L-arginine,D-glyceric
 

acid,cholinophosphate,glutathione,prostaglandin,

arachidonic
 

acid
 

and
 

lysophosphatidylcholine
 

were
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).
 

The
 

area
 

under
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

of
 

choline
 

(AUC=1,P<0.01),creatine
 

(AUC=0.97,P<
0.01),L-valine

 

(AUC=0.902,P<0.01),lysophosphatidylcholine
 

(AUC=0.899,P<0.01)
 

and
 

arachidonic
 

acid
 

(AUC

·077·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年07月 第18卷第07期

Jul.2023, Vol.18,No.07

*

**

【基金项目】 新疆维吾尔自治区自然科学基金重点项目(No.
 

2022D01D17)。

【通讯作者】 吐尔干艾力·阿吉,E-mail:tuergan78@sina.com
【作者简介】 李锦田(1995-),女,新疆乌鲁木齐人,博士在读。研究方向:棘球绦虫感染机制。E-mail:1627149187@qq.com



=0.838,P<0.01)
 

was
 

greater
 

than
 

0.75,and
 

they
 

were
 

selected
 

as
 

candidate
 

biomarkers
 

with
 

diagnostic
 

performance.
 

Differential
 

metabolites
 

enriched
 

arginine
 

and
 

proline
 

metabolism,lipid
 

metabolism
 

regulation,aldosterone
 

synthesis
 

and
 

secretion
 

metabolic
 

pathways. Conclusion Metabolomics
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

screening
 

of
 

CE
 

with
 

high
 

sensitivity
 

and
 

specificity.
 

The
 

serum
 

differential
 

metabolites
 

during
 

the
 

early
 

host
 

infection
 

of
 

Eg
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

amino
 

acid
 

metabolism
 

and
 

lipid
 

metabolism
 

pathway.
 

The
 

valuable
 

serum
 

biomarkers
 

of
 

early
 

CE
 

infection
 

still
 

need
 

to
 

be
 

further
 

verified
 

and
 

studied.
【Key

 

words】 cystic
 

echinococcosis;serum;metabolomics;candidate
 

biomarkers

  囊型包虫病(cystic
 

echinococcosis,CE)是由细粒

棘球绦虫(Echinococcus
 

granulosus,Eg)的中绦期幼

虫感染引起的人畜共患寄生虫疾病,该幼虫主要寄生

于人体肝脏和肺部[1]。CE在北非、近东和中东、中
亚、俄罗斯东部、南美洲和中国西部发病率高[2],尤其

在畜牧业发达地区的中间宿主(人类和家畜)和终宿主

(犬科动物)中传播广泛且危害严重[3]。Eg在宿主脏

器中成功寄生后,生长发育形成由囊壁包裹着充满液

体的囊泡,生长潜伏期长达10~15年。CE早期无明

显症状,患者多在中晚期出现临床症状后就医,增加了

疾病的复杂性且需耗费大量的医疗资源[4-5]。CE诊断

主要依赖于影像学和血清学检测,然而彩色多普勒超

声和电子计算机断层扫描影像学检测直径小于2
 

cm
的病灶仍是个挑战[1]。血清学诊断CE的灵敏度和特

异度为60%~90%[6-7],假阳性和假阴性的发生常会

造成误诊或漏诊[8-9]。因此亟待开发一种灵敏特异的

CE早期诊断检测方法。
代谢组学作为继基因组学和蛋白组学后新兴的高

通量代谢组,代谢产物与表征、现象之间的联系更加紧

密[10]。机体因病原体入侵细胞代谢发生变化,其中小

分子代谢物能够反映病理生理过程中的生物反应[11]。
液相 色 谱-质 谱 联 用 (1iquid

 

chromatography-mass
 

spectrometry,LC-MS)非靶向代谢技术广泛用于分析

肝癌、肝硬化及病毒性肝炎患者血清中差异代谢产物

研究,以筛选潜在的血清生物标记物[12-13],为疾病的早

期诊断和肝病损伤疾病分子机制研究提供参考。
寄生虫基因组学和转录组学测序表明,Eg具有完

整的糖酵解、三羧酸循环和磷酸戊糖途径,但自身缺乏

氨基酸、核苷酸和脂质合成能力,其生长发育对宿主体

内关键代谢物的依赖性[14-15]。Eg在宿主体内寄生生

长为囊泡,囊液中游离氨基酸浓度高于CE患者血清

浓度[16]。使用放射性元素在体外培养Eg实验中标记

脂质,发现Eg自身能够摄取周围环境中的胆固醇以

促进自身生长发育[17]。Novak等[18]报道感染多房棘

球绦虫的沙鼠肾脏、脾脏和器官中葡萄糖水平降低,且
肝脏中的糖原水平也降低。Zhu等[19]采用LC-MS/

MS方法检测感染Eg小鼠肝脏和粪便中的代谢产物,
结果表明氨基酸代谢、核苷酸代谢在CE感染过程中

发挥重要作用。本实验拟使用LC-MS非靶向代谢组

学技术结合多元统计分析研究CE小鼠血清中的差异

代谢物,鉴定代谢途径并寻找潜在代谢标志物,为CE
的早期诊断和分子机制研究提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 体重18~20
 

g、8周龄C57雌性小鼠

20只,购于新疆医科大学动物实验中心。本研究获得

新疆医科大学第一附属医院伦理委员会批准(批准号:

20211015-53)。

1.2 主要试剂及仪器设备 色谱级甲醇、甲酸、水、乙
腈均购自美国 Thermo公司,L-2-氯苯丙氨酸(分析

纯)购自上海恒创生物科技有限公司。QE
 

plus高分

辨质谱仪为美国赛默飞世尔科技公司生产;ACQU-
ITY

 

UPLC
 

I-Class
 

plus高效液相色谱仪和 ACQU-
ITY

 

UPLC
 

HSS
 

T3
 

(100
 

mm×2.1
 

mm,1.8
 

μm)色
谱柱,美国 Waters公司生产。

2 方法

2.1 动物模型的建立 无菌条件下从感染细粒棘球

绦虫的新鲜羊肝中获取细粒棘球绦虫原头蚴,悬浮于

生理盐水中,4
 

℃保存。使用小鼠麻醉机将小鼠麻醉

消毒后在剑突下方开约1
 

cm长的切口,模型组通过肝

脏门静脉注射0.2
 

mL含2
 

000只原头蚴的生理盐水

混悬液,健康对照组小鼠注射等量生理盐水,5只/笼

在清洁级环境中饲养。

2.2 血清制备与处理 建立模型
 

3
 

个月后将小鼠麻

醉,心脏采血,制备血清。取血清100
 

μL,加入20
 

μL
内标0.06

 

mg/mL
 

L-2-氯苯丙氨酸,涡旋10
 

s;加入

300
 

μL蛋白沉淀剂甲醇-乙腈(V∶V=2∶1),涡旋1
 

min,冰水浴超声提取10
 

min,-20
 

℃下静置2
 

h,4
 

℃、13
 

000
 

r/min离心10
 

min;取上清,使用0.22
 

μm
的有机相针孔过滤器过滤150

 

μL并转移到液相进样

小瓶进行LC-MS分析。将待测血清等体积混合制备

质控样品用于评价整个实验过程中系统质谱平台的稳

定性

2.3 LC-MS分析 采用 ACQUITY
 

UPLC
 

I-Class
 

plus超高效液相串联QE
 

plus高分辨质谱仪组成的液

质联用系统。色谱条件:ACQUITY
 

UPLC
 

HSS
 

T3
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色谱柱,45
 

℃柱温。流动相:流动相A(含0.1%甲酸

的水),流动相B(含0.1%甲酸的乙腈)。梯度洗脱程

序:0~2
 

min,5%流动相B;2~4
 

min,30%流动相B;4
~8

 

min,50%流动相B;8~10
 

min,80%流动相B;10~
15

 

min,100%流动相B;15~16
 

min,5%流动相B。流

速:0.35
 

mL/min。进样体积:2
 

μL。质谱条件:ESI离

子源,分别采用正负离子扫描模式采集样品质谱信号。

2.4 小鼠肝脏病理学检查 小鼠采血后脱颈处死,取
肝脏组织,放入4%多聚甲醛中固定,梯度乙醇脱水后

石蜡包埋,4
 

μm厚连续切片,置烤箱中过夜后用苏木

素-伊红染色,显微镜下采图,观察病理学变化。

2.5 统计学分析 原始数据经代谢组学处理软件

Progenesis
 

QI
 

v2.3行基线过滤、峰识别、积分、保留

时间校正、峰对齐和归一化。多元统计分析先通过无

监督的 主 成 分 分 析(principal
 

component
 

analyses,

PCA)观察各样品之间的总体分布和整个分析过程的

稳定性,然后进行有监督的偏最小二乘法分析(partial
 

least
 

squares-discriminant
 

analysis,PLS-DA)及正交

偏最小二乘法分析(orthogonal
 

partial
 

least
 

squares-
discriminant

 

analysis,OPLS-DA),以区分各组间代谢

物总体差异,找到组间的差异代谢物,利用京都基因与

基因组百科全书(Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)数据库对差异代谢物进行注释,注
释的e截止值设置为0.3。采用SPSS

 

20.0软件进行

单变量统计分析,潜在的诊断参照物筛选及性能评估

采用t检验、差异倍数分析,以及受试者工作特征曲线

(receiver
 

operating
 

characteristic,ROC)。

结 果

1 小鼠肝脏病理变化

为确定建立模型3个月后小鼠肝脏感染情况,对
小鼠肝脏组织用苏木素-伊红染色,结果如图1。健康

对照组小鼠肝肝细胞形态正常,细胞核清晰;CE组小

鼠全部成功感染,肝脏中有囊泡病灶的角质层和生发

层结构,病灶周围有炎性细胞浸润(图1)。

A 健康小鼠对照 B CE模型组小鼠肝脏病理变化
图

 

1 CE模型组小鼠肝脏病理变化
A Healthy

 

control
 

mice B Liver
 

pathology
 

of
 

CE
 

model
 

group
Fig.1 Pathological

 

morphology
 

of
 

mouse
 

liver

2 PCA分析

为确定Eg感染后血清中代谢物自然的分布情

况,对CE组与对照组小鼠血清代谢物建立PCA模

型。5个预测主成分PCA 模型 X轴累积解释率为

0.525,椭圆区域代表95%的置信区间,两组血清样品

在第一主成分(principal
 

component
 

1,PC1)解释率为

23.3%,在第二主成分(principal
 

component
 

2,PC2)
解释率为9.4%,PC1体现组间差异,PC2体现组内差

异,仍需进一步放大组间差异分析(图2)。

  注:横轴PC1和纵轴PC2分别表示排名第一和第二的主成分得
分,蓝色分散点代表CE模型组,红色代表健康对照组。

图
 

2 小鼠血清代谢物PCA分析

Notes:The
 

horizontal
 

axis
 

PC1
 

and
 

the
 

vertical
 

axis
 

PC2
 

represent
 

the
 

first
 

and
 

second
 

ranked
 

principal
 

component
 

scores,respectively.
 

The
 

blue
 

scatter
 

points
 

represent
 

the
 

CE
 

model
 

group,and
 

the
 

red
 

re-
presents

 

the
 

healthy
 

control
 

sample.
Fig.2 PCA

 

diagram
 

of
 

CE
 

group
 

and
 

control
 

group

3 PLS-DA分析

为建立代谢物表达量与样品分组之间的关系模

型,对血清代谢物3个预测主成分建立PLS-DA模型

来实现对样品类别的预测。X轴累积解释率(R2X)为

0.654,Y轴累积解释率(R2Y)为0.993,PLS-DA模

型累积预测率为0.968,R2Y与累积预测率两者越接

近1,表明该模型更好地将CE组与对照组分离,代谢

产物存在显著差异(图3)。

图
 

3 小鼠血清代谢物PLS-DA分析
Fig.3 PLS-DA

 

diagram
 

of
 

CE
 

group
 

and
 

control
 

group
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4 OPLS-DA分析

为了提高模型的解析能力和有效性,最大化凸显

模型内部两组血清之间的差异,对血清代谢物1个预

测主成分和2个正交主成分建立OPLS-DA模型。结

果显示,CE组小鼠和健康组小鼠血清样品在 OPLS-
DA得分图上具有显著的差异,所有样品均分布在

95%的置信区间内,R2X为0.654,R2Y为
 

0.993,累
积预测率为0.949,表明 OPLS-DA方法模型具有稳

健性和预测能力(图4A)。采用7次循环交互验证和

200次响应排序检验的方法考察模型的准确性,所建

模型与真实模型的Y轴累积解释率(R2)共同构成的

回归线截距为0.77,所建模型与真实模型的Y轴平均

预测率(Q2)共同构成的回归线截距为-0.557(图

4B)。

图
 

4 小鼠血清代谢物OPLS-DA分析(A)及OPLS-DA模型

200次响应排序检验(B)
Fig.4 OPLS-DA

 

diagram
 

of
 

mice(A)
 

and
 

OPLS-DA
 

model
200

 

response
 

ranking
 

test(B)

5 差异代谢物提取和解析

为了筛 选 两 组 血 清 组 间 差 异 代 谢 产 物,采 用

OPLS-DA模型结合变量权重值(Variable
 

importance
 

of
 

projection,VIP)与单变量统计分析。两组血清中

筛选出5
 

880个差异代谢产物,其中3
 

492个代谢产物

上调,2
 

388个代谢产物下调。其中,显著上调的代谢

产物有88个,显著下调的代谢产物有110个。对显著

差异代谢物含量进行层次聚类,更直观地展示两组血

清样品之间代谢物的表达差异(图5)。正离子检测模

式下有141个差异代谢产物,负离子检测模式下有57
个差异代谢产物(P<0.05,VIP>1)。在正离子模式

下与对照组比较,CE组小鼠血清中辅酶Q8、磷脂酸、
肾上腺素、肉碱、4-胍基丁酸、L-缬氨酸、肌酸和γ-氨基

丁酸等含量显著增多,生物碱、甲基异戊酮、L-精氨酸

和花生四烯酸等含量显著减少(均P<0.01);在负离

子模式下,CE组小鼠血清中尿囊素、5-氟苯基二氢呋

喃酮等含量显著增多,D-甘油酸、胆碱磷酸、谷胱甘肽、
前列腺素、白三烯和溶血磷脂酰胆碱等含量显著减少

(均P<0.01)(图6)。通过ROC分析主要差异代谢

产物在CE诊断中的特异性与敏感性(表1),代谢物的

重要程度依次为胆碱(AUC=1,P<0.01)、肌酸

(AUC=0.97,P<0.01)、L-缬氨酸(AUC=0.902,P
<0.01)、溶血磷脂酰胆碱(AUC=0.899,P<0.01)和
花生四烯酸(AUC=0.838,P<0.01)。ROC曲线下

面积越大,该代谢产物的诊断性能越好(图7)。

6 差异代谢物代谢通路富集分析

对198个差异代谢产物在 KEGG数据库中进行

注释,得到45个有注释的代谢产物的
 

KEGG
 

ID,富集

后将排序前20的代谢通路制作气泡图。CE组与对照

组之间的差异代谢产物涉及多种途径,包括能量代谢、
物质运输和信号传导。精氨酸和脯氨酸代谢、脂肪细

胞脂解的调节和醛固酮的合成与分泌代谢途径与包虫

表
 

1 血清主要差异代谢物峰值强度及AUC(95%
 

CI)
Table

 

1 Serum
 

peak
 

intensity
 

and
 

AUC(95%
 

CI)
 

of
 

major
 

differences
in

 

metabolites
序号
No.

代谢产物
Metabolite VIP P

差异倍数(CE/NC)
Fold

 

change(CE/NC)
变化趋势

Variation
 

trend
灵敏度(%)
Sensitivity

特异度(%)
Specificity

AUC

1 溶血磷脂酰胆碱 6.73 <0.01 0.77 ↓ 88.89 81.82 89.90
2 L-缬氨酸 4.36 <0.01 1.30 ↑ 77.78 90.91 90.90
3 肌酸 3.71 <0.01 1.35 ↑ 100.00 81.82 97.00
4 L-异亮氨酸 3.47 <0.05 1.38 ↑ 66.67 81.82 77.80
5 L-精氨酸 3.24 <0.01 0.36 ↓ 66.67 100.00 89.90
6 胆碱 3.23 <0.01 4.32 ↑ 100.00 100.00 100.00
7 花生四烯酸 3.03 <0.01 0.64 ↓ 88.89 81.82 83.80
8 磷脂酸 2.07 <0.01 0.69 ↓ 88.89 81.82 85.90
9 肾上腺酮 1.70 <0.01 1.40 ↑ 100.00 63.63 86.89
10 5-氨基颉草酸 1.65 <0.01 1.47 ↑ 66.67 100.00 86.90
11 N-氨基甲酰肌氨酸 1.62 <0.01 2.21 ↑ 100.00 90.91 99.00
12 牛磺酸 1.36 <0.05 1.23 ↑ 88.89 81.82 85.90
13 谷胱甘肽 1.31 <0.01 1.60 ↑ 88.89 81.82 84.80
14 三乙醇胺 1.21 <0.01 5.43 ↑ 100.00 72.73 92.90
15 瓜氨酸 1.17 <0.05 1.25 ↑ 88.89 81.82 85.90

  注:↓表示代谢产物含量降低;↑表示代谢产物含量增加。
Notes:↓indicates

 

that
 

the
 

content
 

of
 

metabolites
 

decreases;↑
 

indicates
 

that
 

the
 

content
 

of
 

metabolites
 

increased.
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病的发生发展显著相关,代谢通路主要为GnRH信号

通路、mTOR信号通路,并富集到的疾病种类为病毒

感染性或寄生虫疾病(图8)。CE组与对照组之间代

谢途径差异越显著,参与某一途径的代谢分子数量越

多,主要有花生四烯酸、肌酸、谷胱甘肽、L-精氨酸、L-
异亮氨酸、L-缬氨酸、胆碱等差异代谢产物(表1)。

  注:横坐标表示CE模型组(CE)和健康对照组(NC)血清样品名
称,纵坐标表示差异代谢物,颜色越红表示两组血清差异代谢物的表达
丰度越高,越蓝表示两组血清差异代谢物的表达丰度越低。

图
 

5 小鼠血清差异代谢物热图
 

Notes:The
 

horizontal
 

axis
 

represents
 

the
 

names
 

of
 

serum
 

samples
 

of
 

CE
 

model
 

group(CE)
 

and
 

healthy
 

control
 

group(NC),and
 

the
 

verti-
cal

 

axis
 

represents
 

the
 

differential
 

metabolites.
 

The
 

redder
 

color
 

indi-
cates

 

the
 

higher
 

expression
 

abundance
 

of
 

differential
 

metabolites
 

in
 

ser-
um

 

of
 

the
 

two
 

groups,and
 

the
 

bluer
 

color
 

indicates
 

the
 

lower
 

expression
 

abundance
 

of
 

differential
 

metabolites
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

two
 

groups.
Fig.5 Differential

 

metabolite
 

heat
 

map
 

between
 

CE
 

group
and

 

healthy
 

control
 

group

  注:LC-MS正离子模式下CE组和 NC组小鼠血清主要差异代谢
产物的VIP值(图A)与差异倍数(图C)组间比较;LC-MS负离子模式
下主要差异代谢产物的VIP值(图B)与差异倍数(图D)组间比较。(*

 

P<0.05;**P<0.01)。
图

 

6 小鼠血清差异代谢产物筛选

Notes:VIP
 

values
 

(A)
 

and
 

Fold
 

Change
 

(C)
 

of
 

the
 

main
 

differenti-
al

 

metabolites
 

in
 

the
 

positive
 

ion
 

mode
 

of
 

LC-MS;VIP
 

values
 

(B)
 

and
 

Fold
 

Change
 

(D)
 

of
 

major
 

differential
 

metabolites
 

in
 

LC-MS
 

anion
 

mode.
 

(*
 

P<0.05;**
 

P<0.01)。
Fig.6 Screening

 

of
 

serum
 

differential
 

metabolites
 

in
 

mice

图
 

7 ROC分析差异代谢产物对疾病的预测能力

Fig.7 ROC
 

analysis
 

to
 

test
 

the
 

prediction
 

power
of

 

differential
 

metabolites

  注:纵轴为代谢通路名称,横轴为富集因子。富集因子越大,富集
程度越大;颜色由绿到红表示P值依次降低;点直径越大,代谢物数量
越多。

图
 

8 差异代谢产物的代谢通路富集气泡图

Notes:The
 

vertical
 

axis
 

is
 

the
 

name
 

of
 

metabolic
 

pathway,and
 

the
 

horizontal
 

axis
 

is
 

the
 

enrichment
 

factor.
 

The
 

larger
 

the
 

enrichment
 

fac-
tor,the

 

greater
 

the
 

enrichment
 

degree.
 

Color
 

from
 

green
 

to
 

red
 

indi-
cates

 

a
 

decreasing
 

P-value;The
 

larger
 

the
 

dot
 

diameter,the
 

greater
 

the
 

number
 

of
 

metabolites.
Fig.8 Bubble

 

diagram
 

of
 

metabolic
 

pathway
 

enrichment
of

 

differential
 

metabolites
 

讨 论

手术切除和药物治疗是CE主要的治疗方式[20],
早期诊断CE可使患者能及时得到治疗,并能改善预

后和生存率。本研究采用LC-MS/MS技术结合多变

量统计方法分析Eg早期感染小鼠血清中代谢产物的

显著变化,结果显示该变化与氨基酸代谢(精氨酸、L-
异亮氨酸、L-缬氨酸)、脂肪酸代谢(胆碱、溶血磷脂胆

碱、磷脂酸、硬脂酸)途径密切相关,差异代谢产物富集

至mTOR信号通路,Eg感染过程中宿主能量代谢可

能受到干扰。这些代谢差异可能为CE早期感染过程
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中生物学机制和诊断生物标志物提供参考。
肝脏器官是机体合成代谢和发挥免疫功能的重要

场所,临床上CE患者的囊泡病灶70%在肝脏[21]。以

往研究中,通过腹腔注射Eg方式建立的继发感染CE
小鼠模型常用于筛选潜在化合物治疗CE的药效学研

究[22-23]。本研究采用小鼠肝门静脉注射Eg方式建立

的原发感染CE模型与CE患者的临床病理特征一致,
能够更好地展现Eg寄生肝脏后宿主血清中代谢物改

变。与对照组对比,CE组小鼠血清中胆碱含量显著

增加,1H 核 磁 共 振 (nuclear
 

magnetic
 

resonance,

NMR)光谱显示CE患者囊泡病灶液体中胆碱产生高

强度共振,可能是寄生虫的细胞壁分泌的胆碱化合

物[24],在棘球绦虫胆碱能神经系统中发挥生长发育重

要作用[25]。另外,溶血磷脂酰胆碱作为生物标志物在

肝癌和肝硬化疾病中具有特异性诊断潜力[26],且白三

烯和花生四烯酸含量均降低,与嗜酸性粒细胞抗寄生

虫作用相关[27],可能作为早期CE潜在生物标志物。
从宿主体内获取能量来源对寄生虫的生长发育十

分重要,阻断寄生虫的能量获取是抑制寄生虫生长的

有效手段。世界卫生组织推荐治疗CE的阿苯达唑通

过抑制细胞骨架微管蛋白合成[28-29],破坏囊泡的代谢

导致寄生虫死亡[30-31]。与对照组对比,CE组小鼠血

清中磷脂胆碱、磷脂酸等脂质代谢中主要代谢产物含

量降低,可能是由于
 

Eg自身不能合成胆固醇,需从宿

主体内获取胆固醇并在酶的作用下参与脂质代谢、氨
基酸代谢与糖代谢途径[14]。谷胱甘肽由谷氨酸、半胱

氨酸及甘氨酸组成。CE组小鼠血清中谷胱甘肽含量

升高,且在泡型包虫病患者血清经1H
 

NMR血清代谢

组学研究中谷氨酸和甘氨酸含量也升高[32]。另外,

CE组小鼠血清中精氨酸、L-异亮氨酸、L-缬氨酸含量

发生显著变化,可能是由于CE病灶寄生在肝脏器官

造成肝脏损伤,导致机体氨基酸代谢平衡被破坏。

LC-MS分析可用于药物潜在作用靶点和机制研

究[33]。本研究通过LC-MS分析表明CE小鼠与健康

对照鼠血清差异代谢产物富集至mTOR信号通路,该
信号通路在寄生虫能量代谢生长发育中发挥关键作

用。mTOR信号通路靶点抑制剂在Eg体外培养实验

中能够显著抑制其活性[34],其中,他克莫司可能通过

mTOR信号通路影响宿主体内的能量代谢,降低囊泡

中葡萄糖和ATP含量以抑制小鼠体内囊泡生长[35]。
另外,已 经 克 隆 获 得 EgPI3K[36]、EgAMPK[23,24]、

EgAKT[37]等与 mTOR信号通路相关的关键蛋白基

因,生物信息学分析显示上述相关蛋白具有的保守结

构域是抗寄生虫的潜在靶点,可进一步结合宿主与Eg
本身代谢特点来促进CE治疗方法的改进。

LC-MS非靶向代谢组学结合多变量分析方法能

够分析Eg感染后小鼠血清中的差异代谢产物。关于

靶向脂质代谢和氨基酸代谢产物在CE致病性中的分

子机制需进一步研究。
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