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摘 要 目的 研究利奈唑胺（LZD）对MEG-01巨核细胞代谢及细胞增殖和血小板前体生成的影响，为阐明LZD诱导的血小板减

少症的发病机制提供参考。方法 将MEG-01细胞接种于增殖培养基中，分为空白对照组（无处理）、溶剂对照组（4‰二甲基亚砜）

和100、200、400、800 μg/mL LZD 组，培养4 d 后光镜下观察各组细胞增殖状态，进行细胞计数并检测细胞增殖活力。将细胞接种

于分化培养基中，分为空白对照组（无处理）、溶剂对照组（4‰二甲基亚砜）和400 μg/mL LZD组，培养14 d后光镜下观察细胞的伪

足生成情况，统计生成伪足的细胞比例及测量伪足相对长度，测定细胞中 CD41、CD42b mRNA 的表达水平。提取分化培养基中

培养14 d 的溶剂对照组和400 μg/mL LZD 组细胞，运用液相色谱-串联质谱技术进行非靶向代谢组学和靶向能量代谢组学检测；

在此基础上测量和观察添加丙酮酸（10 mmol/L）、LZD（400 μg/mL）+丙酮酸（10 mmol/L）培养14 d 后细胞中丙酮酸相对含量及其

对细胞增殖和伪足生成的影响。结果 400 μg/mL LZD 可显著抑制 MEG-01细胞增殖和伪足的生成（P＜0.01）。400 μg/mL LZD

处理后，MEG-01细胞的非靶向代谢组学分析结果显示，mTOR 信号通路，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢以及癌症的中心碳代谢

等与能量代谢相关的途径发生了显著变化；进一步的靶向能量代谢组学分析结果显示，400 μg/mL LZD 处理后 MEG-01细胞中三

磷酸腺苷、鸟苷三磷酸、丙酮酸相对含量较溶剂对照组显著减少（P＜0.01），乳酸相对含量较溶剂对照组显著增加（P＜0.01）。与

LZD 组相比，LZD+丙酮酸组细胞中丙酮酸相对含量、细胞计数、生成伪足的细胞比例和伪足相对长度均显著升高/增加（P＜

0.01）。结论 LZD可能通过抑制线粒体能量代谢导致丙酮酸生成减少，进而抑制巨核细胞增殖和血小板前体生成，最终导致血小

板减少症的发生。

关键词 利奈唑胺；血小板减少症；血小板前体；能量代谢；丙酮酸

Metabolomics study on the effect of linezolid on the proliferation of MEG-01 megakaryocytes and the 

generation of platelet precursors
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the metabolic changes in MEG-01 megakaryocytes after treatment with linezolid 

（LZD） from metabolomic perspective and its impact on the the proliferation of cells and generation of platelet precursors. 
METHODS MEG-01 cells were seeded in proliferation medium and divided into blank control group （untreated）， solvent control 

group （4‰DMSO）， and 100， 200， 400， 800 μg/mL LZD groups. The proliferation status of cells in each group was observed 

under the microscope； cell proliferation and viability were 

assessed. Cells were also seeded in differentiation medium and 

divided into blank control group （untreated）， solvent control 

group （4‰DMSO）， and 400 μg/mL LZD group； after 14 

days of culture， platelet precursor generation was observed 
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under the microscope； immunofluorescence staining was performed to count the proportion of cells producing pseudopodia， the 

relative length of pseudopodia was measured， and the expression levels of CD41 and CD42b mRNA were assessed. Cells from the 

solvent control group and the 400 μg/mL LZD group， cultured in differentiation medium for 14 days， were extracted and subjected 

to non-targeted metabolomics and targeted energy metabolomics analysis using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 

The relative content of pyruvate in cells， after being cultured for 14 days with the addition of pyruvate （10 mmol/L） or LZD （400 

μg/mL）+pyruvate （10 mmol/L）， was measured and observed， as well as its effects on cell proliferation and platelet precursor 

generation. RESULTS 400 μg/mL LZD could significantly inhibit the proliferation of MEG-01 cells and the generation of platelet 

precursors （P＜0.01）. Non-targeted metabolomic analysis of MEG-01 cells after 400 μg/mL LZD treatment revealed significant 

changes in energy metabolism-related pathways such as mTOR signaling pathway， alanine， aspartate and glutamate metabolism， 

and central carbon metabolism in cancer. Targeted energy metabolomic analysis further showed that the relative contents of 

adenosine triphosphate， guanosine triphosphate， and pyruvate in MEG-01 cells were significantly reduced （P＜0.01）， while the 

relative contents of lactate were significantly increased （P＜0.01）. Compared with the LZD group， the relative content of pyruvate， 

cell count， the proportion of cells producing pseudopodia and the relative length of pseudopodia were significantly increased in the 

LZD+pyruvate group （P＜0.01）. CONCLUSIONS LZD may reduce pyruvate production by inhibiting mitochondrial energy 

metabolism， thereby suppressing megakaryocyte proliferation and platelet precursor production， ultimately leading to the occurrence 

of thrombocytopenia.

KEYWORDS linezolid； thrombocytopenia； platelet precursor； energy metabolism； pyruvate

近年来，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-

resistant Staphylococcus aureus，MRSA）的感染率和感染

者病死率居高不下，严重威胁着人类健康[1]。利奈唑胺

（linezolid，LZD）作为 唑烷酮类药物，因具有良好的抗

菌活性和组织穿透力，已成为临床治疗 MRSA 感染的主

要药物[2]。但随着 LZD 的广泛使用，关于其不良反应的

报 道 逐 渐 增 多 ，其 中 以 LZD 诱 导 的 血 小 板 减 少 症

（linezolid-induced thrombocytopenia，LIT）的 发 生 率 最

高，为 11.8%～43.0%[3―6]。若 LIT 未及时发现并得到救

治，可危及患者生命。因此，对 LIT 的发病机制进行深入

研究，发现并确定其发生的关键机制，可为临床防治

LIT、促进 LZD 的安全合理使用、提高 MRSA 感染的救

治水平奠定基础。

已有研究发现，LZD 对血小板并没有直接毒性，LIT

发生的直接原因主要是血小板生成减少[7―8]。血小板生

成受多种因素共同调节，包括信号通路、转录因子及细

胞代谢等[9―10]。LZD 通过与核糖体 rRNA 的 50S 亚单位

结合，阻止细菌蛋白质的合成从而发挥抗菌作用[11]。人

体细胞线粒体蛋白质合成系统与细菌有高度的相似性，

既往研究证实，LZD 会对细胞的线粒体功能造成损害，

引发细胞代谢紊乱，进而影响细胞的增殖、分化和细胞

因子的生成[12―14]。另有学者在针对辅助性 T 细胞 17的

研究中发现，LZD 会导致细胞中能量代谢相关产物——

丙酮酸的含量显著减少，而通过添加外源性丙酮酸可以

恢复 LZD 引起的能量代谢异常，并恢复细胞因子的生

成[13]。但上述文献中的研究对象为肿瘤细胞、T 细胞等，

并非具有生成血小板功能的巨核细胞。本研究以常用

于研究巨核细胞产板功能的 MEG-01巨核细胞作为研究

对象，利用代谢组学方法研究 LZD 对巨核细胞代谢的影

响，并评估细胞增殖及血小板前体生成情况，旨在进一

步探究 LZD 在 LIT 发病机制中的影响。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器主要包括 IX71型倒置显微

镜（日本 Olympus 公司），TC-20型细胞计数仪、CFX-96

型荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 Bio-Rad 公

司），LSM-880型激光共聚焦显微镜（德国 Carl Zeiss 公

司），VarioskanTM LUX 型多功能酶标仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），TripleTOFTM 6600型质谱仪（美国

AB SCIEX 公司），1290 Infinity LC 型超高压液相色谱仪

（美国 Agilent 公司）。

1.2　主要药品与试剂

LZD 标准品（批号 HY-10394，纯度≥99%）购自美国

MCE 公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO；批号

D2650）、丙酮酸标准品（批号 P8574，纯度≥99%）均购自

美国 Sigma 公司；RPMI-1640培养基（批号 SH30809.01）

购自美国 Cytiva 公司；胎牛血清（货号 10099-141）购自

美国 Gibco 公司；CCK-8细胞活性检测试剂盒、β-微管蛋

白（β-tubulin）抗体、DAPI 染色剂（批号分别为 C0037、

AF2835、C1005）均购自上海碧云天生物技术股份有限
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公司；血小板生成素（thrombopoietin，TPO；批号 300-18-

100UG）购自美国Thermo Fisher Scientific公司；甘油醛-3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）、CD41、CD42b 引物均由生工生

物科技（上海）有限责任公司合成；实时荧光定量 PCR

（qRT-PCR）试剂盒（批号11736051）购自瑞士Roche公司。

1.3　细胞

MEG-01细胞（人成巨核细胞白血病细胞）由陆军军

医大学复合伤研究所惠赠，液氮保存。

2　方法

2.1　细胞增殖和活力检测

将 MEG-01 细 胞 培 养 于 增 殖 培 养 基（90％ RPMI-

1640培养基+10％胎牛血清）中，按照每孔接种1×105个

的方式将细胞接种于 12孔板中。将培养至对数生长期

的 MEG-01细胞分为空白对照组（无处理）、溶剂对照组

（4‰DMSO）和 100、200、400、800 μg/mL LZD 组（质量

浓度依据前期预实验结果设置），每组设置5个复孔。培

养 4 d 后于光镜下观察各组细胞增殖状态，并使用细胞

计数仪计数细胞。按照相应试剂盒说明书操作，采用

CCK-8法检测各组细胞的增殖活力。

2.2　血小板前体生成情况观察

将 MEG-01细胞接种于分化培养基（添加 50 ng/mL 

TPO）中培养。将培养至对数生长期的 MEG-01细胞分

为空白对照组（无处理）、溶剂对照组（4‰DMSO）和400 

μg/mL LZD 组（质量浓度根据“2.1”项下结果确定），每

组设置5个复孔。培养14 d 后收集细胞，于光镜下观察

细胞的血小板前体——伪足生成情况并采集图像。将

分化后的细胞以 4% 多聚甲醛固定，加入 β-tubulin 抗体

进行免疫荧光染色，使用 DAPI 染色剂复染细胞核。使

用激光共聚焦显微镜采集图像，观察视野中各组巨核细

胞生成伪足的情况，每组至少记录5个视野，以至少生成

1条伪足为判定标准计算各视野中生成伪足的细胞比

例。使用仪器自带软件测量伪足长度，每个视野中选取

5个伪足进行测量。以空白对照组中1个伪足的长度测

量值为标准，计算其余伪足的相对长度并以此进行统计

分析。

2.3　CD41、CD42b mRNA表达检测

根据“2.2”项下方法进行细胞分组与处理。收集分

化培养基中培养14 d 的细胞，使用 Trizol 试剂裂解，提取

总 RNA。以 GAPDH 为内参，根据 qRT-PCR 试剂盒使用

说明书方法检测血小板标记物 CD41、CD42b mRNA 表

达水平。引物序列及产物长度见表1。

2.4　非靶向代谢组学及靶向能量代谢组学检测

根据“2.2”项下方法进行细胞分组与处理。因前期

实验已证实，细胞于分化培养基中培养 14 d 后，DMSO

对巨核细胞增殖及伪足的生成无显著影响，故本研究仅

取溶剂对照组和 LZD 组细胞（各取 6×105个）进行代谢

组学研究。用预冷生理盐水洗涤细胞2次，用400 μL 冷

甲醇-乙腈（1∶1，v/v）提取细胞中代谢产物。在 4 ℃

下，以 14 000×g 离心 20 min，收集上清液并干燥，然后

再溶解于100 μL 乙腈-水（1∶1，v/v）溶液中。样品送往上

海中科新生命生物科技有限公司，由其运用液相色谱-

串联质谱技术完成非靶向代谢组学和靶向能量代谢组

学检测。在非靶向代谢组学检测过程中，首先进行主

成分分析，从总体上确定两组间存在显著差异；而后以

变量投影重要性（variable importance in projection，VIP）

值≥1、P＜0.05 且差异倍数≥1.2 或者差异倍数≤0.83

为标准，进行差异代谢产物筛选；最后，利用京都基因

与 基 因 组 百 科 全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG）数据库对差异代谢产物进行通路富集

分析。根据非靶向代谢组学检测结果，进一步进行靶向

能量代谢检测分析，并计算细胞能量代谢相关产物的相

对含量。

2.5　添加丙酮酸对细胞增殖及血小板前体生成的影响

为评估外源性丙酮酸对细胞增殖及血小板前体生

成的影响，将 MEG-01细胞分别接种于分化培养基和增

殖培养基中，并均分为溶剂对照组（4‰DMSO）、丙酮酸

组（10 mmol/L 丙 酮 酸）、LZD 组（400 μg/mL LZD）、

LZD+丙酮酸组（10 mmol/L 丙酮酸+400 μg/mL LZD）并

作相应处理，每组设置5个复孔。细胞于增殖培养基中

培养 4 d 后进行细胞计数；于分化培养基中培养 14 d 后

进行细胞内丙酮酸相对含量测定（方法同“2.4”项下），并

观察血小板前体生成情况（方法同“2.2”项下）。

2.6　统计学方法

使用 SPSS 27.0软件对实验数据进行统计分析。计

量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

表1　PCR引物序列及产物长度

基因
CD41-F313

CD41-R449

CD42b-F57

CD42b-R221

GAPDH-F108

GAPDH-R304

引物序列（5′→3′）

上游：GATGAGACCCGAAATGTAGGC

下游：GTCTTTCTAGGACGTTCCAGTG

上游：CTGTGAGGTCTCCAAAGTGGC

下游：GTGAGGCGAGTGTAAGGCATC

上游：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

下游：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

产物长度/bp

155

145

138
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3　结果

3.1　LZD抑制MEG-01细胞增殖和活力

光镜下观察结果显示：与空白对照组比较，溶剂对

照组细胞的增殖未受到明显影响，但 LZD 组细胞增殖受

到了明显抑制，且抑制作用随着药物浓度的增加而增

强，见图1。各组细胞计数及 CCK-8实验结果显示：与空

白对照组比较，溶剂对照组细胞计数及细胞增殖活力差

异均无统计学意义（P＞0.05）；100、200、400、800 μg/mL 

LZD 组细胞计数均显著减少（P＜0.01），800 μg/mL LZD

组细胞增殖活力显著降低（P＜0.01）。结果见表2。

3.2　LZD抑制血小板前体生成

与空白对照组比较，溶剂对照组生成伪足的细胞比

例、伪足相对长度差异均无统计学意义（P＞0.05）；400 

μg/mL LZD组生成伪足的细胞比例显著降低（P＜0.01），

且伪足相对长度显著减少（P＜0.01）。结果见图2、表3。

3.3　LZD不影响CD41和CD42b mRNA的表达

　　qRT-PCR 实验结果显示，400 μg/mL LZD 处理后细

胞中 CD41、CD42b mRNA 表达水平差异无统计学意义

（P＞0.05）（具体结果略）。

3.4　LZD改变巨核细胞的代谢

主成分分析结果显示，与溶剂对照组比较，400 

μg/mL LZD 组细胞的代谢谱发生了显著变化（图 3A）。

400 μg/mL LZD 组细胞内 41种代谢产物含量显著升高

（P＜0.05），134种代谢产物含量显著降低（P＜0.05），详

见图 3B、图 3C。对显著性差异代谢产物进行 KEGG 代

谢通路富集，结果显示，包括 mTOR 信号通路（mTOR 

signaling pathway），丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

（alanine，aspartate and glutamate metabolism），癌症的中

心碳代谢（central carbon metabolism in cancer）等与能量

代谢相关的途径受到了显著影响，详见图3D。

靶向能量代谢检测分析结果显示，与溶剂对照组比

较，400 μg/mL LZD 组细胞中能量物质三磷酸腺苷（ad‐

eno- sine triphosphate，ATP）、鸟苷三磷酸（guanosine tri-

phosphate，GTP）相对含量显著减少（P＜0.01）；糖酵解过

程产生的中间产物——丙酮酸相对含量显著减少（P＜

0.01），乳 酸（lactic acid，LA）相 对 含 量 显 著 增 加（P＜

0.01）。结果见表4。

3.5　加入丙酮酸后逆转了 LZD 引起的细胞增殖抑制及

血小板前体生成障碍

与溶剂对照组比较，丙酮酸组细胞中丙酮酸相对含

量、细胞计数、生成伪足的细胞比例、伪足相对长度差异

均无统计学意义（P＞0.05），LZD 组细胞中丙酮酸相对

含量、细胞计数、生成伪足的细胞比例及伪足相对长度

均显著降低/减少（P＜0.01）。与 LZD 组比较，LZD+丙

酮酸组细胞中丙酮酸相对含量、细胞计数、生成伪足的

细胞比例、伪足相对长度均显著升高/增加（P＜0.01）。

结果见图4、表5。

F. 800 μg/mL LZD 组E. 400 μg/mL LZD 组D. 200 μg/mL LZD 组

C. 100 μg/mL LZD 组B. 溶剂对照组A. 空白对照组

图1　各组MEG-01细胞的增殖显微图（标尺为50 μm）

表2　各组细胞计数及细胞增殖活力比较（x±s，n＝5）

组别
空白对照组
溶剂对照组
100 μg/mL LZD 组
200 μg/mL LZD 组
400 μg/mL LZD 组
800 μg/mL LZD 组

细胞计数/×105个
6.51±0.49

7.16±0.50

5.55±0.18a

4.52±0.35a

3.93±0.29a

2.43±0.12a

细胞增殖活力/％
89.96±1.79

91.16±2.96

89.83±3.10

87.36±3.43

90.43±2.10

76.87±4.70a

a：与空白对照组比较，P＜0.01。

A. 各组细胞血小板前体生成观察的显微图（标尺为50 μm）

c. 400 μg/mL LZD 组b. 溶剂对照组a. 空白对照组

B. 各组细胞血小板前体生成观察的免疫荧光染色图（标尺为50 μm）

c. 400 μg/mL LZD 组b. 溶剂对照组a. 空白对照组

图2　LZD对血小板前体生成的影响

表3　各组细胞血小板前体生成相关指标比较（x±s，

n＝5）

组别
空白对照组
溶剂对照组
400 μg/mL LZD 组

生成伪足的细胞比例/％
76.31±4.19

78.14±2.47

47.22±5.18a

伪足相对长度
0.94±0.16

0.89±0.12

0.56±0.15a

a：与空白对照组比较，P＜0.01。
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4　讨论

4.1　LZD 抑制巨核细胞增殖及血小板前体生成的作用

探讨

以巨核细胞为起点的血小板生成过程涉及巨核细

胞的增殖、血小板前体的生成和脱落释放[15]。临床研究

表明，部分 LIT 患者伴有全血细胞减少的骨髓抑制表现，

因此 LIT 的发病机制可能与骨髓抑制造成巨核细胞减少

有关[16]。本研究结果表明，LZD 可抑制巨核细胞增殖，

且这种抑制作用具有浓度依赖性趋势，这与临床研究中

LIT 发病率与 LZD 谷浓度呈正相关的现象一致[17]，说明

在 LZD 临床使用中合理控制药物剂量和用药时间进而

避免药物蓄积很有必要。此外，本研究还发现，高浓度

（800 μg/mL）的 LZD 会直接损伤巨核细胞的增殖活力，

但在正常的临床使用中 LZD 血药浓度无法达到 800    

μg/mL[18]，因此，笔者认为这种损伤作用与 LIT 的发生无

关。为避免干扰，笔者在后续的实验中设置 LZD 浓度为

400 μg/mL。

有研究报道，在对 LIT 患者进行骨髓活检时发现了

足量且形态正常的成熟巨核细胞，说明 LZD 在成熟巨核

细胞向后分化的某个环节也发挥作用[19]。本研究在预

先添加 TPO 的分化培养基中进行细胞培养并观察伪足

生成情况。结果表明，400 μg/mL LZD 可显著抑制巨核

细 胞 伪 足 生 成。此 外，qRT-PCR 实 验 结 果 显 示，400      

μg/mL LZD 处理后细胞中 CD41、CD42b 的 mRNA 表达

水平均无显著变化。上述结果提示，LZD 可抑制血小板

前体的生成但不影响 CD41和 CD42b 的表达。
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图3　非靶向代谢组学检测LZD对巨核细胞代谢的影响

表4　两组细胞靶向能量代谢相关产物相对含量比较

（x±s，n＝5）

组别
溶剂对照组
400 μg/mL LZD 组

ATP

1.04±0.14

0.46±0.07a

GTP

1.02±0.15

0.56±0.09a

丙酮酸
1.00±0.07

0.62±0.10a

LA

1.03±0.11

1.35±0.17a

PEP

0.98±0.06

1.01±0.03

a：与溶剂对照组比较，P＜0.01；PEP：磷酸烯醇丙酮酸（phosphoe- 

nolpyruvic acid）。
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4.2　能量代谢异常在 LZD 导致血小板生成减少中的作

用探讨

既往研究发现，血小板的生成过程与线粒体能量代

谢密切相关[20―21]。LZD 会造成线粒体损伤，进而引起能

量代谢异常[12―13，22]，但关于 LZD 对巨核细胞代谢影响的

研究相对较少。本研究通过非靶向代谢组学分析表明，

LZD 改变了 MEG-01巨核细胞代谢谱，且丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢，癌症的中心碳代谢等与能量代谢相

关的途径受到了显著影响。进一步的靶向能量代谢检

测分析结果也显示，与溶剂对照组比较，400 μg/mL LZD

组细胞中 ATP、GTP 和丙酮酸相对含量减少，LA 相对含

量增加。以上结果表明，LZD干扰了巨核细胞线粒体能量

代谢。结合相关文献，笔者推测能量代谢的异常可能是

LZD 造成细胞增殖和血小板前体生成减少的原因。在

糖酵解过程中，丙酮酸是 PEP 的下一步产物，本研究检

测到给药组细胞中丙酮酸相对含量减少，但 PEP 的相对

含量没有减少，说明 LZD 导致血小板生成减少的作用可

能发生在 PEP 生成丙酮酸这一阶段，后期将进行进一步

研究以明确 LZD 抑制 PEP 转化生成丙酮酸的相关机制。

4.3　丙酮酸在调控巨核细胞血小板前体生成过程中的

作用探讨

丙酮酸在能量代谢过程中扮演着重要角色，其既是

糖酵解的最终产物，也是三羧酸循环的起始底物。在本

研究中，通过 LZD 对 MEG-01巨核细胞代谢谱的影响研

究发现，LZD 会引起巨核细胞能量代谢异常，丙酮酸生

成减少。既往研究表明，LZD 会抑制辅助性 T 细胞17线

粒体的翻译，破坏线粒体活性和能量代谢，造成丙酮酸

生成减少，同时引起细胞因子——白细胞介素 13、白细

胞介素17生成减少；而补充丙酮酸可调节细胞能量代谢

并恢复细胞因子的生成[13]。此外，本研究也证实，通过

补充丙酮酸可以恢复巨核细胞的增殖和血小板前体的

生成。以上结果表明，丙酮酸在 LZD 导致的巨核细胞增

殖减少和血小板前体生成障碍中具有关键作用。

综上所述，LZD 可能通过抑制线粒体能量代谢导致

丙酮酸生成减少，进而抑制巨核细胞增殖和血小板前体

生成，最终导致 LIT 的发生。本研究结果对 唑烷酮类

药物的研发和临床应用具有重要意义，但因未进行体内

实验，明确该机制仍需进一步的实验验证。此外，本研

究为进一步研究 LIT 的致病机制提供了参考。
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