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基于组学筛选铅暴露致脂质代谢紊乱的关键通路及基因

王亚坤,周语嫣,满玉萱,章征保,郭雪峰

(桂林医科大学公共卫生学院,广西 桂林 541199)

摘 要:目的 通过整合多个铅暴露的组学数据分析铅暴露致脂质代谢紊乱的关键通路及基因,并利用体外细胞铅染毒

模型进行验证。方法 通过R软件进行基因差异分析和富集分析,明确关键信号通路及基因;通过CCK-8试验检测铅

染毒对肝细胞增殖活力的影响,进一步通过RT-qPCR验证铅染毒调控的关键基因。结果 3个组学数据库分析结果均

显示,GO富集分析表明铅暴露主要与固醇代谢过程、脂质稳态、胆固醇代谢过程等生物过程以及脂蛋白颗粒结合等分

子功能有关;KEGG富集分析结果显示,铅暴露主要与JAK-STAT信号通路、PPAR信号通路等有关,其中在铅致脂质

紊乱中,JAK-STAT信号通路及其关键基因CDKN1A、IL9R 等可能具有重要的调控作用。体外实验验证了随着铅暴

露浓度的升高,CDKN1A、IL9R、LEPR 表达水平升高,并呈现剂量反应关系。结论 铅暴露可能通过调控JAK-STAT
信号通路中的CDKN1A、IL9R 和LEPR 基因表达水平,从而影响肝脏脂质代谢。
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Identificationofkeypathwaysandgenesinvolvedinleadexposure-induced
lipidmetabolismdisordersbasedonomicsapproaches

WANGYakun,ZHOUYuyan,MANYuxuan,ZHANGZhengbao,GUOXuefeng

(SchoolofPublicHealth,GuilinMedicalUniversity,Guilin541199,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toidentifykeypathwaysandgenesassociatedwithleadexposure-inducedlipidme-
tabolismdisordersbyintegratingmultipleomicsdatasetsrelatedtoleadexposure,andtovalidatethemusing
aninvitrocellularleadexposuremodel. Methods Differentialgeneexpressionanalysisandenrichmentanal-
ysiswereconductedusingRsoftwaretoidentifykeysignalingpathwaysandgenes.Theeffectsofleadexpo-
sureonhepatocyteproliferationwereassessedusingtheCCK-8assay.Keygenesregulatedbyleadexposure
werefurthervalidatedbyRT-qPCR. Results Analysisofthreeomicsdatabasesconsistentlyrevealedthat
GOenrichmentanalysisindicatedleadexposurewasprimarilyassociatedwithbiologicalprocessessuchassterol
metabolicprocess,lipidhomeostasis,andcholesterolmetabolicprocess,aswellasmolecularfunctionslikelip-
oproteinparticlebinding.KEGGenrichmentanalysisdemonstratedthatleadexposurewasmainlyrelatedto
pathwayssuchastheJAK-STATsignalingpathwayandPPARsignalingpathway.Amongthese,theJAK-
STATsignalingpathwayanditskeygenes,includingCDKN1AandIL9R,mayplaycrucialregulatoryrolesin
lead-inducedlipiddisorders.Invitroexperimentsconfirmedthatwithincreasingleadexposureconcentrations,
theexpressionlevelsofCDKN1A,IL9R,andLEPRincreased,exhibitingadose-responserelationship. Con-
clusion LeadexposuremayaffecthepaticlipidmetabolismbyregulatingtheexpressionlevelsofCDKN1A,
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  脂质代谢紊乱是指体内脂质的合成、分解、转运等

过程发生异常,导致血脂水平异常或脂肪在组织中异

常沉积等现象,会对机体健康产生多方面的危害,其可

增加动脉粥样硬化、心血管疾病、糖尿病等代谢性疾病

的风险[1]。同时,脂质代谢紊乱还会导致脂肪在肝脏

等器官中过度积累,形成脂肪肝,进一步损害肝脏功

能[2]。脂质代谢紊乱已然成为了影响人体健康的着重

关注点,而引起脂质代谢紊乱的因素众多,其中环境重

金属污染物便是重要危害因素之一。铅作为一种广泛

存在的环境重金属污染物,已有多项研究发现其与脂

质代谢间存在一定的联系。基于国外横断面研究,可
发现持续的职业性铅暴露可显著增加工人的胆固醇水

平[3]。在另一项长达7年的大型国外横断面研究同样

发现,铅暴露会加剧孕妇的氧化应激,并升高胆固醇浓

度[4]。动物实验证据同样表明,暴露于铅可引起氧化

应激,从而诱导脂质代谢改变并引起脂质紊乱[5]。此

外,铅可干扰多种与脂质代谢相关的信号通路,如
PPAR-α信号通路,铅暴露可抑制PPAR-α的活性,从
而影响脂质代谢[6]。虽然已有学者致力于铅致脂质代

谢紊乱的机制研究,但其关键通路及基因的探索尚不

完善,需更系统的进行研究。
随着越来越多的公共数据库资源的共享,本研究

基于多种来源的转录组数据分析以及体外实验验证,
更系统地探索铅引起脂质代谢紊乱的关键基因及通

路。为揭示铅致脂质紊乱的毒性机制,以及为预防和

治疗脂质代谢紊乱相关疾病提供更完善的科学依据。
1 材料与方法

1.1 CTD数据库数据的获取 比较毒理基因组学数

据库(ComparativeToxicogenomicsDatabase,CTD)
是一个公开可用的数据库,旨在促进对化学物质、基
因、表型、疾病和环境之间相互作用的理解,以推动人

类健康研究。本研究在CTD(http://ctdbase.org/)
数据库中以“Lead”和“LipidMetabolismDisorders”为
关键词搜索与其相关的表型及基因,根据两者交集的

表型而获取与铅暴露和脂代谢都相关的基因,继而进

行富集分析。
1.2 动物染毒模型的转录组数据 在GeneExpres-
sionOmnibus(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/,GEO)数据库,以“Lead”和“Liver”作为关键词进

行 检 索,获 得 GSE1458713、GSM1458714 和

GSM1458677数据集。GSE1458713和 GSM1458714
数据集中以600mg/kg浓度的乙酸铅灌胃大鼠5d设

计铅暴露模型,两个数据各包括5700个染毒样本。
GSM1458677数据集以生理盐水灌胃大鼠5d来设计

对照模型,同样包括5700个样本。各组建模完成后

取肝脏组织,提取RNA进行逆转录扩增,并完成基因

测序工作。后续分析中将GSE1458713和GSM14587
14数据集的基因表达数据合并取平均值与GSM1458
677数据集的基因表达数据进行比较。同时,GSE145
8713、GSM1458714和GSM1458677数据集都是基于

GPL5424平台测序,下载其平台信息用于后续基因注

释工作的完成。
1.3 L02细胞铅染毒模型的转录组学数据 L02细

胞购于上海中科院细胞库,放于-80℃进行保存。复

苏之后用DMEM完全培养基在37℃、含5%CO2 的

培养箱中进行培养并传代,DMEM 完全培养基由

10%胎牛血清(FBS)[赛默飞世尔科技(中国)有限公

司]、1%青链霉素混合液[索莱宝科技(中国)有限公

司]和DMEM基础培养基[赛默飞世尔科技(中国)有
限公司]混合配制而成。使用200μmoL浓度的乙酸

铅染毒24h,同时以未染毒的L02细胞组作为对照。
体外L02细胞铅染毒模型建立完成后提取RNA,并
对转录的 mRNA进行基因测序,其转录组测序是基

于Illumina测序平台完成。
1.4 差异基因筛选和富集分析 使用 R 软件的

“Limma”包对转录组学数据进行基因差异分析,并以

P<0.05且|log2FC|>1作为筛选标准。使用R软

件的“ClusterProfiler”包进行基因富集分析,包括基因

本体(GO)富集分析和京都基因与基因组百科全书

(KEGG)富集分析。GO富集分析包括生物过程(Bio-
logicalProcess,BP)、分子功能(MolecularFunction,

MF)和细胞成分(CellularComponent,CC)分析[7]。

KEGG是一个生物信息学资源,用于挖掘基因列表中

丰富的显著改变的代谢途径[7]。

1.5 CCK-8实验 根据说明书,使用CCK-8试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司)检测细胞增殖情况。
将L02细胞混合均匀后接种于96孔板(上海爱必信

生物科技有限公司),密度为4×103 个细胞/孔。配置

一系列浓度梯度的乙酸铅(上海西格玛奥德里奇贸易

有限公 司)溶 液 染 毒 24h,其 浓 度 分 别 为 31.25

μmoL、62.5μmoL、125μmoL、250μmoL、500μmoL
和1000μmoL,每种浓度分组设计5个复孔,实验重复

3次。后续实验将31.25μmoL、62.5μmoL和125

μmoL染毒组分别作为低、中、高暴露剂量组。
1.6 RT-qPCR实验 根据CCK-8实验结果,设计

31.25μmoL、62.5μmoL和125μmoL浓度的乙酸铅

溶液染毒L02细胞。使用Trizol法进行染毒组与对

照组总RNA的提取。按照 ToloScriptRTEasyMix
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forqPCR(TOLOBIO,吐露港生物科技有限公司)逆
转录试剂盒说明书将提取好的各组总RNA(1μg体

系)逆转录成cDNA,同时使用TBGreenPremixEx
TaqⅡ [TaKaRa,宝日医生物技术(北京)有限公司]
试剂盒进行RT-qPCR反应测定,以GAPDH 为内参

检测目的基因表达,最终Ct值以2-ΔΔCt方法分析。荧

光定量PCR按两部分PCR扩增标准程序进行,步骤

一:预变性(95℃,30s);步骤二:PCR反应(95℃5
s,60℃34s),共40个循环。引物订购于上海生工生

物工程有限公司,引物设计信息见表1。

表1 引物设计信息表

基因名称 引物 序列(5′to3′)

CDKN1A 上游引物 5′-CCTAAGAGTGCTGGGCATTT-3′
下游引物 5′-GAGGAAGTAGCTGGCATGAAG-3′

IL9R 上游引物 5′-GGGTGACCTGGCTTATACTTG-3′
下游引物 5′-CCTGTATAACGCTCCTCCTCTA-3′

LEPR 上游引物 5′-AGATGGTCAACCAGTACAATCC-3′
下游引物 5′-GGGCTCAGATATGGGATGAATAG-3′

CSF3R 上游引物 5′-AGAACATCAGGCCCTTTCAG-3′
下游引物 5′-GGGAGCCATTTCTTGAGAGTAG-3′

IFNL3 上游引物 5′-CTCTGTCACCTTCAACCTCTTC-3′
下游引物 5′-ATCTCAGGTTGCATGACTGG-3′

IL15 上游引物 5′-GGTGGTGGTGGCAATAATAAAC-3′
下游引物 5′-GTGTTGGGCCACATTCAAAG-3′

LEPRE1 上游引物 5′-CCAGGCCATCACAGATCATTAC-3′
下游引物 5′-GAAGTCTTCAAAGGGCTTCTCTC-3′

STAT1 上游引物 5′-CACCTACGAACATGACCCTATC-3′
下游引物 5′-GCTGTCTTTCCACCACAAAC-3′

CSF3 上游引物 5′-GTGTCCTTCCCTGCATTTCT-3′
下游引物 5′-TTTACCTATCTACCTCCCAGTCC-3′

GAPDH 上游引物 5′-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-3′
下游引物 5′-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3′

1.7 统计学方法 组学数据均通过R软件进行分析

作图。CCK-8和 RT-qPCR实验结果的数据均使用

GraphpadPrism(10.1.2)软件进行作图,实验组与对

照组间的差异性采用单因素方差分析进行比较,以P
<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果

2.1 CTD数据库的数据分析 本研究在CTD数据

库(http://ctdbase.org/,访问时间:2024年8月27
日)根据关键词搜索获得相关的表型及基因,其中与铅

暴露相关表型有1476种,脂质代谢紊乱相关表型有

34043种。排除没有相应基因数据的表型后,两者相

关表型分别为262种和4059种,取两者交集的表型

有187种。与187种表型相关基因共有279个,其中

人基因有56个(筛选流程见图1A)。GO富集分析结

果显示56个基因主要参与固醇代谢过程(Sterolmet-
abolicprocess)、脂质稳态(Lipidhomeostasis)和胆固

醇代谢过程(Cholesterolmetabolicprocess)等脂质代

谢相关的生物过程;细胞组成主要涉及到细胞器、细胞

膜、细胞内腔室,以及血浆脂蛋白颗粒(plasmalipo-

proteinparticle)、脂蛋白颗粒(lipoproteinparticle)和
高密度脂蛋白颗粒(high-densitylipoproteinparticle)
等;分子功能主要涉及脂蛋白颗粒结合(Lipoprotein
particlebinding)、蛋白质-脂质复合物结合(Protein-
lipidcomplexbinding)以及胆固醇转运活性(Choles-
teroltransferactivity)(见图1B)。KEGG富集分析

结果显示56个基因主要富集于胆固醇代谢(Choles-
terolmetabolism)、PPAR信号通路(PPARsignaling
pathway)以及脂质和动脉粥样硬化(Lipidandathero-
sclerosis)等与脂质代谢相关的信号通路,以及部分癌

症通路等(见图1C)。
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注:A为CTD数据库组学数据的筛选图;

B为GO富集分析排名前10位的注释情况;

C分别为KEGG富集分析图,其着色表示P 值,

红色越大,绿色越小。点大小表示富集基因数目多少。

图1 CTD数据库转录组数据的筛选图及富集分析图

2.2 基于GEO数据库的转录组筛选差异基因及通

路 根据差异表达基因的筛选标准,从GSE1458713、

GSM1458714和 GSM1458677数据集中获取了336
个差异基因,其中上调基因有188个、下调基因有148
个(见图2A)。GO结果富集分析结果显示差异基因

主要参与对营养物质的响应(Responsetonutrient)、
对皮质类固醇的响应(Responsetocorticosteroid)以
及对糖皮质激素的响应(Responsetoglucocorticoid)
等生 物 过 程;细 胞 组 成 主 要 涉 及 膜 筏(Membrane
raft)、膜微域(Membranemicrodomain)和突触后膜

(Postsynapticmembrane)等;分子功能主要涉及酰胺

结合(Amidebinding)、肽结合(Peptidebinding)和金

属离子跨膜转运体活性(Metaliontransmembrane
transporteractivity)等。进一步对336个差异基因进

行KEGG富集分析,结果显示差异基因较多富集于

cAMP信号通路(cAMPsignalingpathway)、钙信号

通路(Calciumsignalingpathway)、神经活性配体-受
体相互作用(Neuroactiveligand-receptorinteraction)
以及 糖 尿 病 并 发 症 中 的 AGE-RAGE 信 号 通 路

(AGE-RAGEsignalingpathwayindiabeticcomplica-
tions)等(见图2C)。

注:A为差异基因的火山图;B为GO富集分析排名前10位的

注释情况;C分别为KEGG富集分析图,其着色表示P值,红色

越大,绿色越小。点大小表示富集基因数目多少。

图2 GEO数据库获取差异表达基因的火山图及富集分析图
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2.3 铅染毒转录组筛选差异基因及通路 基于

RNA-seq技术(Illumina平台)的全转录组测序,并根

据P<0.05且|log2FC|>1的标准筛选差异基因,其
结果显示200μmoL浓度的乙酸铅染毒组与对照组间

的差异表达基因有2350个,其中上调基因有1420
个,下调基因有930个(见图3A)。GO富集分析结果

显示2350个差异基因多富集于体液免疫反应(Hu-
moralimmuneresponse)、信号受体活性的调节(Reg-
ulationofsignalingreceptoractivity)、行为(Behav-
ior)以及有机酸运输(Organicacidtransport)等生物

过程;细胞成分主要涉及于转运体复合物(Transport-
ercomplex)、离子通道复合物(Ionchannelcomplex)
等方面;分子功能主要涉及于受体与信号传导、通道与

运输和转录调控等方面(见图3B)。KEGG富集分析

结果显示2350个差异基因主要富集于硫胺素代谢

(Thiaminemetabolism)、肾素-血管紧张素系统(Re-
nin-angiotensinsystem)、血管平滑肌收缩(Vascular
smoothmusclecontraction)以及JAK-STAT信号通

路(JAK-STATsignalingpathway)相关通路等(见图

3C)。

2.4 基于3种转录组学数据结果筛选铅影响脂质代

谢的关键信号通路及基因 根据3种转录组学数据的

KEGG富集分析结果,可得出三者交集的信号通路有

30条(见图4A)。根据P值对三者交集的信号通路进

行排序,可发现仅有JAK-STAT信号通路在3种来源

的数据分析具有统计学意义,且排序最为靠前(见图

4B)。对3种数据富集到该信号通路的基因进行汇总

取 交 集,可 获 得 基 因 CDKN1A、IL9R、LEPR、

CSF3R、IFNL3、IL15、LEPRE1、STAT1、CSF3。 注:A为差异基因的火山图;B为GO富集分析排名前10位的

注释情况;C分别为KEGG富集分析图,其着色表示P值,红色

越大,绿色越小。点大小表示富集基因数目多少。

图3 铅染毒L02组与对照组基因差异

表达的火山图及其富集分析图
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注:A为3种组学数据KEGG富集分析通路的交集韦恩图,浅
黄色代表CTD组学数据 KEGG富集通路个数,浅蓝色代表

GEO组学数据KEGG富集通路个数,粉色为L02染毒模型组

学数据KEGG富集通路个数;B为根据P 值排序的前20条交

集通路。
图4 KEGG富集分析通路的交集韦恩图及条形排序图

2.5 体外验证实验结果 CCK-8实验结果显示,在

62.5~1000μmoL的浓度范围中随着乙酸铅浓度的

增加,L02细胞活力逐渐降低,且与对照组比较均具有

统计学意义(P<0.05)。虽然31.25μmoL染毒组细

胞活力低于对照组,但差异性无统计学意义(见图

5A)。RT-qPCR实验结果显示,基因CDKN1A 的表

达水平在低、中、高染毒组均高于对照组,且相比于对

照组的差异均具有统计学意义(见图5B);基因IL9R
的表达水平相比于对照组,随着染毒浓度的增高也呈

增加趋势,且在中剂量组和高剂量中表现出显著性差

异(见图5C);基因LEPR 在铅染毒低剂量组的表达

水平低于对照组,但其差异没有统计学意义。而在中

高剂量组的表达水平均高于对照组,且差异具有统计

学意义(见图5D)。CDKN1A、IL9R 和LEPR 基因

的表达水平均随着染毒剂量的增加而有增高的趋势,
而其余基因虽在个别组中变现出显著性差异,但无明

显的剂量反应趋势(见图5E~图5J)。

注:A为CCK-8实验结果图;B~J为RT-qPCR实验结果图。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。
图5 CCK-8实验结果图和RT-qPCR实验结果图
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3 讨论

随着社会的发展,脂质代谢紊乱的危害也越来越

受关注,探索其影响因素并提出治疗与预防方案已然

成为了保障人体健康的重点。既往不少研究表明铅暴

露与脂质代谢间存在密切关联,也有很多学者致力于

铅致脂质代谢紊乱的机制研究,但具体的关键基因及

通路仍不明晰。本研究从CTD数据库、GEO数据以

及铅染毒L02模型中获得与铅和脂质代谢相关的转录

组数据,通过R软件进行差异基因筛选及富集分析,
从中获得差异性最为显著的JAK-STAT信号通路,以
及相对应的关键基因。进一步的RT-qPCR实验结果

显示基因CDKN1A、IL9R 和LEPR 的表达水平随染

毒浓度的增加而增加,而且CDKN1A 基因在低、中、
高剂量组均与对照组存在显著性差异,IL9R 和LEPR
仅在中高组中表现出显著性差异。根据本研究结果推

测,JAK-STAT信号通路及该通路上关键基因CD-
KN1A、IL9R 和LEPR,在铅影响脂质代谢的过程中

发挥着重要作用。

JAK-STAT信号通路与脂质代谢的调控密切相

关,其通过响应细胞因子(如瘦素、白细胞介素等)参与

脂质合成、储存及分解的调节。JAK(Janus激酶)被激

活后磷酸化STAT(信号转导与转录激活因子)蛋白,
后者进入细胞核调控靶基因表达。研究表明,STAT3
在肝脏中通过抑制脂肪酸氧化相关基因(如CPT1A)
和促进脂肪生成基因(如SREBP-1c)的表达,加剧高

脂饮食诱导的肝脏脂质堆积[8]。此外,STAT5被证实

通过激活脂解酶 ATGL促进脂肪组织分解[9]。在肥

胖模型中,JAK2-STAT1通路的异常激活可导致脂肪

细胞胰岛素抵抗,进一步扰乱脂代谢稳态[10]。此外,
也有研究发现环境重金属污染物镉可激活 JAK2/

STAT3信号通路促进巨噬细胞极化为 M1型,进而引

起脂质代谢紊乱促进动脉粥样硬化发生[11]。本研究

基于铅暴露的组学数据进行分析,明确筛选出差异性

最为靠前的JAK-STAT通路,该结果提示铅暴露可能

通过JAK-STAT通路影响脂质代谢。

CDKN1A 基因(编码p21蛋白)在脂质代谢中发

挥重要作用,主要通过调控细胞周期、脂肪细胞分化和

脂肪酸代谢等过程影响脂质代谢。CDKN1A 基因编

码的p21蛋白是一种细胞周期抑制因子,能够抑制细

胞周期的进展。当CDKN1A 表达上调时,细胞周期

停滞,细胞代谢发生改变,包括脂质代谢。这种代谢重

编程可能通过影响细胞内脂质的合成和分解来调节脂

质代谢[12]。在3T3-L1脂肪细胞系中,过表达 CD-
KN1A可以促进细胞分化为成熟的脂肪细胞,增加脂

肪细胞中脂滴的形成和脂肪酸的合成[13]。IL9R(白细

胞介素9受体)基因编码的蛋白质是白细胞介素9(IL-

9)的特异性受体。IL9R在多种细胞类型中表达,包括

免疫细胞和神经细胞。虽然IL9R基因与脂质代谢的

直接关联研究较少,但一些研究表明,IL-9及其受体可

能通过影响炎症和免疫反应间接影响脂质代谢。Tc9
细胞来源的IL-9可激活STAT3,上调脂肪酸氧化和

线粒体活性,从而使Tc9细胞在肿瘤微环境中具有较

低的脂质过氧化[14]。LEPR(瘦素受体)基因编码的蛋

白质是瘦素的特异性受体。瘦素是一种由脂肪组织分

泌的激素,主要通过与LEPR结合来发挥其生物学效

应。瘦素通过与LEPR结合,激活JAK-STAT信号通

路,特 别 是 STAT3,从 而 调 节 能 量 平 衡 和 脂 肪 储

存[15]。瘦素的主要作用是抑制食欲,增加能量消耗,
减少脂肪合成。LEPR基因的多态性与肥胖、糖尿病

等代谢性疾病密切相关[15]。LEPR基因敲入小鼠模型

(Leprtm1Srcmo)表现出肥胖、高血糖、血脂代谢紊乱

和肝肾功能障碍等症状。这些小鼠在4周龄时开始出

现肥胖,8个月龄时表现出严重的高血糖和血脂代谢

紊乱[16]。以 往 研 究 都 揭 示 着 CDKN1A、IL9R 和

LEPR 基因直接或间接参与脂质代谢的调控,这与

L02铅染毒试验结果一致。由此,可推断出铅暴露在

影响脂质代谢的机制中,CDKN1A、IL9R 和LEPR 基

因可能发挥着重要作用。
综上所述,通过铅暴露组学数据分析及L02染毒

模型实验验证,JAK-STAT信号通路及该通路上关键

基因CDKN1A、IL9R 和LEPR,在铅致脂质代谢紊乱

的机制中可能发挥着重要作用。后续可针对JAK-
STAT信 号 通 路 及 关 键 靶 基 因 CDKN1A、IL9R、

LEPR 来开展研究,从而明确铅暴露致脂质代谢紊乱

的具体机制,为预防和治疗脂质代谢紊乱相关疾病提

供更完善的科学依据。
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