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夜间光暴露小鼠肝脏非靶向代谢组学研究
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摘要：目的 观察夜间光暴露下小鼠肝脏代谢谱变化。方法 选择健康雄性C57BL/6J小鼠随机分为夜间光暴露组和对照

组，每组8只。夜间光暴露组光照/黑暗周期为24 h/0 h，对照组为12 h/12 h，连续10 d。采用高效液相色谱-串联质谱

分析法检测两组小鼠的肝脏代谢物，采用主成分分析和正交偏最小二乘法判别分析等方法评价小鼠夜间光暴露建模效果，

利用KEGG数据库分析两组小鼠代谢物变化。结果 相较于对照组，夜间光暴露组小鼠共检出9种主要差异代谢物，其中

甘氨酸-甜菜碱、谷胱甘肽、酪氨酸、甜菜碱、赖氨酸、次黄嘌呤、组氨酸和蛋氨酸含量降低，甘露糖-6-磷酸含量升高。

代谢通路权重分析显示，夜间光暴露对小鼠肝脏物质代谢通路影响较大的主要有苯丙氨酸-酪氨酸-色氨酸代谢、酪氨酸

代谢、果糖和甘露糖代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、组氨酸代谢。结论 夜间光暴露小鼠肝脏关键差异代谢物为酪氨酸、

蛋氨酸、组氨酸和甘露糖-6-磷酸等，可能影响氨基酸和糖代谢通路。
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Effect of light at night on liver metabolism in mice
by untargeted metabolomics

ZHANG Rong*, LIU Chunhua, HU Shuang, LI Pengxiang, WEI Shougang
*School of Public Health, Capital Medical University, Beijing 100069, China

Abstract: Objective To observe the changes of liver metabolism in mice exposed to artificial light at night. Methods
Healthy male C57BL/6J mice were randomly divided into the light at night group and the control group, with 8 mice in
each group. The daily light/dark cycle was 12/12 hours in the control group, and 24/0 hours in the light at night group
for 10 consecutive days. The hepatic metabolite profiles of the two groups of mice were detected by high performance
liquid chromatography tandem mass spectrometry. The modelling was assessed by combining principal component analy⁃
sis (PCA) and orthogonal partial least squares-discriminant analysis ( OPLS-DA ) , The changes of metabolites in the two
groups were compared through KEGG database. Results Compared with the control group, 9 different metabolites were
detected in the light at night group, among which the down-regulated metabolites were glycine-betaine, glutathione, tyro⁃
sine, betaine, lysine, hypoxanthine, histidine and methionine, and the up-regulated ones were mannose-6-phosphate. The
weight analysis of the metabolic pathways showed that the major influences on liver of light at night group were phenyl⁃
alanine-tyrosine-tryptophan metabolism, tyrosine metabolism, fructose and mannose metabolism, cysteine and methionine
metabolism and histidine metabolism. Conclusion The metabolism of various amino acids and sugars in light at night
mice is disturbed，and the key differential metabolites are tyrosine, methionine, histidine and mannose-6-phosphate.
Keywords: light at night; metabolomics; differential metabolites; metabolic pathway
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人类和动物的活动皆遵循并适应自然界昼夜光照

变化的规律，以维持机体健康。但随着现代社会的发

展，人类生活环境光污染日益严重，夜间光暴露成为

一个全球性公共卫生问题。人们在夜间进行长时间工

作、娱乐，熄灯后房间内电器设备上的 LED 指示灯，

以及室外各种光透入室内均可造成夜间过度光暴

露［1］。夜间光暴露可作为人体氧化应激的应激源，

也可作为一种环境内分泌干扰物影响健康［2-3］，并且

与恶性肿瘤、肥胖、心脏病、糖尿病、情绪障碍和抑

郁症的发生有关［4-5］。近年来有研究发现，夜间光暴

露可能影响机体代谢稳态，即使微弱的夜间光照也会

引起代谢紊乱［6-8］。为了解夜间光暴露对机体代谢的

影响及其有效的特异性标志物，本研究采用非靶向代

谢组学研究方法分析夜间光暴露小鼠肝脏的代谢图

谱，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物 选择健康雄性 C57BL/6J 小鼠 16
只，SPF 级，8 周龄，体重 22～25 g，由首都医科大

学实验动物中心提供，用普通饲料常规饲养于实验动

物中心 SPF 级动物房内，实验动物使用许可证号为

SYXK （京） 2015-0012，每笼 4 只，自由摄食和饮

水。动物饲养及实验符合《实验动物管理条例》规

定，并通过首都医科大学伦理委员会审查 （AEEI-
2018-080）。
1.2 夜间光暴露模型构建 小鼠随机分为夜间光暴

露组和对照组，每组 2 笼 8 只。夜间光暴露组小鼠

置于 24 h 光照环境，连续 10 d。采用短直管型日光

灯照明，灯管置于鼠笼正上方，每笼 1 根，功率 12 W，

光源至笼底距离 60 cm，笼底光照度 1 000 lx，照度

均匀无阴影。对照组小鼠置于正常日夜周期变化环

境，即光照与黑暗各 12 h，连续 10 d，7:00—19:00
开灯光照，光源设置及笼底光照度与夜间光暴露组相

同，其他时间熄灯黑暗，黑暗期间笼底光照度不超过

5 lx。干预完成后，测量小鼠体重。称重后，用 10%
水合氯醛按 4 mL/kg 剂量腹腔注射麻醉小鼠，纵行剪

开腹腔，取肝脏，生理盐水清洗干净，液氮速冻后转

移至-80 ℃冰箱保存待测。

1.3 代谢物提取 精确称取 50 mg 肝组织，用 500 μL
甲醇-水（1∶1）匀浆，以离心半径 10 cm、15 000 r/min
离心 10 min，取上清液。沉淀加入 600 μL 冷的二氯

甲烷-甲醇 （3∶ 1），匀浆，以离心半径 10 cm、

15 000 r/min 离心 10 min，取上清液。将 2 次离心上

清液分别进行真空常温浓缩，各用 120 μL 甲醇-水

（1∶1）复溶，合并复溶溶液，以离心半径 10 cm、

15 000 r/min 离心 10 min，取上清液采用高效液相色

谱-质谱检测。同组别 2 只小鼠肝脏提取物等量混匀

后，作为 1 份检测样品检测。

1.4 高效液相色谱-串联质谱检测 色谱条件：Nex⁃
era UHPLC LC-30A 色谱仪（岛津 SHIMADZU 公司）；

Waters HSS T3 色谱柱（150 mm×3 mm，1.8 µm）；流

动相 A 为 0.1% 甲酸溶液；流动相 B 为乙腈；柱温

35 ℃；流速 0.3 mL/min。梯度洗脱程序：第 0～
10 min， 0%～50%B； 10～13 min， 50%～95%B；

13～14 min，95%～100%B；14～15 min，100%B。
质谱条件：TripleTOF5600+质谱仪（AB SCIEX™

公司）；扫描模式 DIA；扫描范围 m/z 100~1 500；毛

细管电压为正极电压 5 000 V，负极电压 4 500 V；毛

细管温度 500 ℃；去簇电压 60 V；碰撞电压 35 V。

1.5 建模效果分析 将高效液相色谱-质谱的峰提

取、去噪音、反卷积、峰对齐、峰匹配和峰强度矫正

等操作的原始数据导入 MS-DIAL 2.76 软件进行预处

理，并将结果转化为包含化合物保留时间、质核比和

质谱响应强度（峰面积）信息的 csv 格式文件，再导

入到 EZinfo 2.0 软件，分别进行非监督模式的主成分

分析（principal component analysis，PCA）和有监督

模式的正交偏最小二乘判别分析 （orthogonal partial
least squares discrimination analysis，OPLS-DA），获

得对实验干预措施（主成分）或模型的解释率，评价

小鼠夜间光暴露建模效果。PCA 得分图中每个点代表

1 个样本，每个样本的位置由其代谢成分决定，处于相

同生理病理状态的样品通常由相似的代谢物组成，因

此在得分图上处于相近或相似位置；反之，彼此距离

越远表示其生理病理状态相差越大。与 PCA 相比，

OPLS-DA 能将样品分类信息用于建模，从而放大组间

差异，还能剔除与分类无关的变量，减少噪音干扰，

凸显重要变量，有利于标志代谢物的识别。

1.6 差异代谢物分析 将两组样本检测的所有化合

物通过 KEGG 数据库进行差异代谢物筛选，筛选标

准设定为同时满足以下 3 个条件：（1）差异代谢物

对本组的贡献值 VIP 大于 1；（2）与 KEGG 数据库

对应物质的相似度大于 700；（3）夜间光暴露组与对

照组的差异代谢物含量差异有统计学意义（P<0.05）。
所筛选的差异代谢物导入 MetaboAnalyst （https://
www.metaboanalyst.ca.） 软件中的 Pathway Analyis 模

块，与 KEGG 数据库中的代谢物名称进行匹配后，

自动生成代谢通路图。

1.7 统计分析 采用 SPSS 20.0 软件统计分析。定量
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资料服从正态分布，采用均数±标准差（x±s）描述，两

组比较采用 t 检验。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠一般情况 实验期间两组小鼠摄食、饮

水、活动度及体重变化均未见异常。干预 10 d 后，

夜间光暴露组小鼠体重为（26.20±1.07） g，对照组

为 （26.81±1.20） g，差异无统计学意义 （t=1.167，
P=0.751）。

2.2 夜间光暴露建模效果 PCA 得分图中表示对照

组的点较为分散，但夜间光暴露组和对照组可以完全

分开，在非监督模式下两组小鼠的代谢物有明显差

异，见图 1。OPLS-DA 得分图显示，暴露组和对照

组可以完全分开，软件参数为 R2Y=0.99，Q2=0.88，
均接近 1，模型质量较好；暴露组与对照组代谢物在

有监督模式下也存在较大差异，说明此夜间光暴露模

型建模成功，见图 2。
2.3 差异代谢物分析

2.3.1 潜在差异代谢物筛选 通过 KEGG 数据库筛

选得到 9 个差异代谢物，其中暴露组较对照组含量

降低的差异代谢物为甘氨酸-甜菜碱、谷胱甘肽、

酪氨酸、甜菜碱、赖氨酸、次黄嘌呤、组氨酸和蛋

氨酸，含量升高的差异代谢物为甘露糖-6-磷酸。

见表 1。
以 log2 （倍数检验） 作为横坐标，以-log10 （P

值）为纵坐标，得到差异代谢物的火山图，见图 3。
图中黑点为倍数检验＞2 且 t 检验 P＜0.05 的物质，

距离原点越远表示对两组间区分的贡献越大，代谢物

差异越明显。图中差异代谢物也在 9 种左右，与

KEGG 数据库筛选结果基本一致。

图 1 夜间光暴露组与对照组 PCA 得分图
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表 1 夜间光暴露组的差异代谢物

代谢物

甘氨酸-甜菜碱

谷胱甘肽

酪氨酸

D-甘露糖-6-磷酸

甜菜碱

L-（+）-赖氨酸

次黄嘌呤

L-组氨酸

蛋氨酸

分子式

C5H11NO2
C20H32N6O12S2

C9H11NO3

C6H13O9P

C5H11NO2
C6H14N2O2

C5H4N4O
C6H9N3O2
C5H11NO2S

质荷比

118.09
613.16
182.08

259.02

118.09
147.11

137.05
156.08
150.06

保留时间（min）
1.25
1.43
2.32

1.42

1.33
1.08

1.74
1.09
1.73

VIP
23.29
18.43
17.26

5.60

4.08
3.15

3.06
1.46
1.39

代谢通路

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢

谷胱甘肽代谢

苯丙氨酸-酪氨酸-色氨酸代谢；

酪氨酸代谢

果糖和甘露糖代谢；

氨基糖和核苷酸糖代谢

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢

氨酰基-tRNA生物合成；

赖氨酸退化

嘌呤代谢

组氨酸代谢

氨基糖和核苷酸糖代谢；

半胱氨酸和蛋氨酸代谢

趋势 a

下降

下降

下降

上升

下降

下降

下降

下降

下降

P值

0.002
0.003
0.014

0.001

0.011
0.027

0.025
0.006
0.002

注：a表示夜间光暴露组对比对照组变化趋势。
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图 3 夜间光暴露组和对照组小鼠的差异代谢物火山图

2.3.2 代谢通路分析 代谢通路图中圆点代表不同的

代谢通路，圆点直径越大，对代谢通路的重要性越

大，结果表明苯丙氨酸-酪氨酸-色氨酸代谢、酪氨

酸代谢、果糖和甘露糖代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代

谢以及组氨酸代谢通路是重要的相关代谢途径，见

图 4。与上述 5 种代谢通路相对应的关键差异代谢物

分别为含量降低的酪氨酸、蛋氨酸、组氨酸和含量升

高的甘露糖-6-磷酸。苯丙氨酸-酪氨酸-色氨酸代

谢、酪氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢及组氨酸代

谢通路均受到夜间光暴露的抑制（表 1），酪氨酸、

蛋氨酸、组氨酸可作为代谢标志物；果糖和甘露糖代

谢水平升高，甘露糖-6-磷酸可作为代谢标志物。

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
代谢通路影响力值

8
7
6
5
4
3
2
1

-lo
g（

P
值
）

酪氨酸代谢

苯丙氨酸-酪氨
酸-色氨酸代谢

半胱氨酸和
蛋氨酸代谢

果糖和甘露糖代谢

组氨酸代谢

图 4 夜间光暴露小鼠主要累及的代谢通路

3 讨 论

研究结果表明，夜间光暴露降低小鼠体内苯丙氨

酸-酪氨酸-色氨酸代谢、酪氨酸代谢、半胱氨酸和

蛋氨酸代谢、组氨酸代谢通路，升高果糖和甘露糖代

谢通路的代谢物水平，其关键差异代谢标志物为酪氨

酸、蛋氨酸、组氨酸和甘露糖-6-磷酸。

光是情绪和认知的调节器［9］，有研究发现长期

夜间光暴露可诱导小鼠发生类似抑郁的行为［10］，且

极其微弱强度的夜间光暴露也会增加抑郁风险［11］，

而酪氨酸与色氨酸联合有很好的抗抑郁作用［12］。酪

氨酸由苯丙氨酸合成，是人体的半必需氨基酸和生酮

生糖氨基酸，还是儿茶酚胺、甲状腺素和黑色素合成

的前体物质。补充酪氨酸可以防止精神压力引起的去

甲肾上腺素的消耗，以治疗抑郁症［13］。本实验发现

夜间光暴露小鼠酪氨酸水平降低并且关联苯丙氨酸-
酪氨酸-色氨酸代谢通路，提示夜间光暴露增加抑郁

发生的风险可能与此种代谢抑制有关，苯丙氨酸-酪
氨酸-色氨酸代谢通路障碍导致抑郁的机制可能与继

发的慢性炎症反应有关［13］。

蛋氨酸是必需氨基酸中唯一含硫的氨基酸，是合

成蛋白质的关键原料之一。蛋氨酸在人体组织中主要

有 2 种代谢途径，即转甲基和转硫途径、转氨途径。

通过转甲基作用，蛋氨酸可为机体合成胆碱、核酸等

一些重要的甲基化合物提供活性甲基。通过转硫作用

生成的牛磺酸，具有明显的降压作用，生成的谷胱甘

肽等抗氧化物质可清除体内的过氧化氢和脂质过氧自

由基。蛋氨酸还通过转氨基途径参与精胺、半精胺等

与细胞分裂增殖及生长发育相关化合物的合成。夜间

光暴露引起蛋氨酸代谢通路抑制及肝脏蛋氨酸含量降

低，将会给人体造成广泛的健康影响，值得后续进一

步研究。本文特别提出的一点是，蛋氨酸能促进肝内

脂肪代谢，减少肝内脂肪积聚。有研究表明，在日粮

蛋氨酸缺乏的情况下，脂肪肝浸润发生快而明显，肝

内脂肪沉积量可达 50%［14］。多项流行病学研究均发

现夜间光暴露与肥胖发生率增加具有正相关关系［15］，

本研究结果提示，夜间光暴露致蛋氨酸代谢通路抑制

可能是其诱发肥胖的机制之一。另有研究表明，蛋氨

酸与抗炎性因子的生成有关［16］，提示夜间光暴露引

起蛋氨酸水平下降可能易于慢性炎症状态的形成，而

后者也是肥胖发生的一个重要因素。

夜间光暴露小鼠肝脏组氨酸代谢水平下降也可能

与肥胖等代谢疾病的发生有关。有文献报道，肥胖女

性血清组氨酸水平较低，且与炎症、氧化应激呈负相

关，在患有代谢综合征的肥胖女性中，补充组氨酸已

被证明可降低胰岛素抵抗、体质指数和脂肪质量，抑

制炎症和氧化应激［17］。

本研究还发现，夜间光暴露小鼠肝脏中甘露糖-
6-磷酸水平升高。甘露糖-6-磷酸是果糖和甘露糖代

谢通路的一种中间产物，其主要代谢途径是被磷酸甘

露糖异构酶催化生成果糖-6-磷酸，进入糖酵解途径
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分解（占 95%～98%），少量被磷酸甘露糖变位酶催

化生成甘露糖-1-磷酸，参与蛋白质糖基化途径（约

占 2%）。甘露糖与葡萄糖经由细胞膜上的同种转运

体蛋白进入细胞，在细胞内甘露糖以甘露糖-6-磷酸

的形式存在并被进一步代谢。甘露糖并不影响细胞对

葡萄糖的摄取，但细胞内甘露糖-6-磷酸含量升高会

抑制参与葡萄糖代谢的己糖激酶、磷酸葡萄糖异构酶

和葡萄糖-6-磷酸脱氢酶，进而影响糖酵解、三羧酸

循环、磷酸戊糖途径及聚糖合成［18］。因此，推测夜

间光暴露小鼠肝脏甘露糖-6-磷酸增高将会抑制肝细

胞内葡萄糖的代谢。夜间光暴露最终影响的是葡萄糖

代谢。有研究表明，夜间光暴露会降低葡萄糖耐

量［19］，本研究结果可能揭示了其中一种代谢发生机

制，并可解释夜间光暴露与代谢综合征及肥胖患病率

上升密切相关的原因［20］。

综上所述，夜间光暴露抑制多种氨基酸代谢和糖

代谢通路，对机体代谢健康有广泛影响，可能是诱发

代谢性疾病和抑郁等多种疾病的危险因素。本文仅分

析了连续 10 天的短期光暴露结果，长期夜间光暴露

效应有待继续观测。本研究筛选了夜间光暴露小鼠的

4 种差异代谢标志物，它们是否符合人类夜间光暴露

代谢情况，以及夜间光暴露有无其特异性的代谢谱变

化标志物有待进一步研究。
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