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摘 要 :
基于代谢组学的 系统化理论

,

以 UP L C / QT O F 分析 系统为核心 手段
,

结合生物样品 分析制

备方法
,

研 究 C CL
;

诱导肝损伤大鼠的代谢组变化
,

以及菌陈荡汤 干预后的肝损伤 大鼠代谢组的 回调趋

势
。

同时
,

借助 MS 解析理论和主成分分析软件
,

明晰表征大鼠肝损伤的 5 个内源性特征生物标记物
,

并结合 系统生物学的理论还原肝损伤的机理 与实质
,

以及菌陈茜汤 的肝损伤防 治机理
,

从药物代谢组

学角度对经典方剂防治肝损伤给 出全新解释
。

关健词
: U P L C 一 Q 一 T O F/ M S 代谢物组学 生物标记物 菌陈茜汤 肝狈伤

代谢物组学作为后基因时代的一种全新的组学技

术
,

以生物体内低分子量物质的动态规律变化来表征

生物体的生理病理变化趋势
,

最终
,

通过还原相关联生

物事件揭 示 生物体的病理 生 理变 化实质 和 机理 所

在川
。

代谢组学在药物研究中主要应用 于药物代谢
、

药物毒性筛选 和作用机制研究 〔’〕
。

c c L 。

诱导肝损伤

模型是药物研究中常用的动物模型
,

其检测指标多为

反 映 肝细胞 损伤程 度 的酶 学 指标
,

如 谷 丙 转 氨 酶

( A LT ) 及谷草转氨酶 ( A ST )等
。

但应用代谢组学进行

相关的研究少有报道
,

尤其是 中药干预作用研究更是

凤毛麟角
。

茵陈蓄汤出自《伤寒论》
,

具有利胆
、

保肝
、

解热抗炎镇痛
、

抗菌抗病毒 的作用
。

利胆保肝作用是

本方临床治疗多种黄疽主要药理基础 t ’〕
。

本研究 以

茵陈篙汤和 CC L。 诱导肝损伤模型为研究对象
,

研 究

CCL ;

诱导肝损伤模型及茵陈篙汤干预后大鼠尿液代

谢表型的变化
,

探讨代谢组学在动物模型复制和 中药

药效研究中的应用
。
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杆
一 飞行时间质谱 ) ( 电喷雾离子源 一 正

、

负离子扫描

方法
一 Lo e k s p ra y ) ; Ma s s Ly n x v 4

.

l 工 作站 ; KD C -

1 6 0 H R 高速冷冻离心机
。

2
.

药品与试剂

乙脑为色谱级
,

美 国迪 马公 司 ; 去离子水
,

本室

Mi lli 一 Q纯 水机制备 ; 甲酸色谱级
,

.

美国霍尼韦尔公

司 ; 脑啡肤
,

sI G MA 公司 ; CCL
‘

为分析级
,

中国北京化

工厂
。

茵陈禽汤冻干粉 ( Y C HT)
,

实验室 自制
。

3
.

动物

Wist ar 大鼠
,

雄性
,

体重 22 0 一 260 9
,

由黑龙江中医

药大学实验动物中心提供
.

大鼠于室内保持 12 h 光照
,

12 h 避光循环饲养
,

给予标准饲料和饮用水
,

且控制

室内相对湿度在 4 0 % 左右
.

4
.

样品采集与制备

20 只大鼠
,

随机分为模型组 ( 口服 20 % CC L
。

油溶

液 l m口k g )和茵陈蓄汤组 ( 口 服茵陈蔺汤冻干粉 8了

k g )
。

实验按表
一 l 方案进行

。

每 日下午 6 点灌胃给

药 1 次
,

连续 s d
,

用代谢笼收集 12 h 尿液
,

停药后
,

每

天继续收集 12 h 尿液至第 8 天
,

尿液置于冰中保存
。

尿液样 品于 4 ℃
,

l3 00() rp m 离心 s m in
,

取 上 清液过

0
.

2 2 卜m 微孔滤膜
,

供 Up L C 一 Q 一 T OF / M S 分析
。

5
.

分析条件

( l ) 色语条件
。

色 谱 柱 : ^ e Qu I TY Up L C
T .

BE H C ,。 e o l u m n

(5 0 m m x 2
.

l m m 1
.

d
. ,

1
.

7 林m
,

W a t e rs C o印
,

M iifo rtl
,

USA ) ; 流 速
: 0

.

4 0 m l/ m i n ; 柱 温
: 4 5 ℃ ; 流动相

: A :

0
.

1% 甲酸乙脑
,

流动相 B : 0
.

1 % 的甲酸水溶液 ;梯度

洗脱程序 ( 表 2 )
。

二极管阵列紫外检测 器全波长扫

描
,

紫外检测器流出液不经分流直接导人质谱系统检

测
。

( 2 ) 质讲条件
。

电喷雾离子源 ( E S I )
,

采用正离子模式检测 ;脱溶

剂气流量为 6 0 0 口h
,

脱溶剂气温度为 3 0 0 ℃
,

锥孔气流

量为 l oo IJ h
,

离子 源 温度为 1 10 ℃
,

毛细管电 压 为

3 200 V
,

锥孔电压为 35 V
,

微通 道板 电压为 23 00 V
。

每

0
.

14 。
采集一次谱图 ; 准确质量测定采用亮氨酸

一 脑

啡肤 ( l e u e i n e 一 e n k e p h a l i n ,

[ M + H 〕
‘ 二 5 5 6

.

2 7 7 1 ) 溶

液为锁定质量溶液
。

质量扫描范围
:

耐
2 100 一 9 0 0

。

衰 l 梯度洗脱程序裹

议议议
l d Zd 3 d 4d s d 6d 7 d s ddd

模模型组组 H 2 0 H 2 0 H Z o H 2 0 C c L...

菌菌陈茜汤组组 H 2 0 Y CH T Y CH T YC HT C CL. + Y CH T ---

时 间( m in

衰 2 梯度洗脱租序衰

A / % B / %

I n it ia l In it ia l,�2

9520952

9898805598

1 3 98 2 1 1

6
.

数据处理

数据采用 M ie ro m a s s Ma rk e r L y n x 软件进行色谱峰

识别以及峰匹配
,

并采用主成分分析法 ( P CA ) 对各组

大鼠尿液的代谢组进行分析
。

二
、

结果及讨论

1
.

大筑尿液分析条件的优化

本实验用色谱柱采用 1
.

7 卜m 填料使得 U P LC 在

较高的线速度下依然可以保持良好的分离效率
,

为节

省分析时间及考虑到质谱系统对流量的耐受性
,

故采

用 0
.

4 o m口m i n 的流速能够满足分离要求并提高分析

通量
,

同时可不经分流将流出液直接导人质谱系统进

行检测
。

对于尿液这种复杂的生物样本
,

梯度洗脱是

一种较为理想的选择
。

质谱条件中脱溶剂气流量以及
1 T O F M S E S +

000. 7 . ~~~~~ 8 5. 气气

遐遐遐遐
5

一
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温度对代谢物的离子化效率有较大影响
,

故优化检测

条件时重点考察这两个参数
。

在优化后的分析条件下

( 1
.

5 项下 )
,

应用此条件取得 了良好的分析效果 ( 图

l )
。

2
.

CCL 。

对大鼠尿液代谢物 色语图的影响

分析 比较模型 组大 鼠 8 天 尿液的 U P LC 一 Q -

T O价M S B P I 轮廓 图 ( 图 2 )
,

发 现第 5 天 口 服 给

采用 T O F / M S 的方法测定标记物的精确质量
,

得

到测定误差范围内的相应化合物的元素组成和相应化

合物不饱和度 ;通过分子式或分子质量检索化合物数

据库
,

得到可能的化合物结构
,

再结合 M S/ M s 数据筛

选出最有可能的一种或几种化合物
,

最终通过与对 照

品对 比色谱保留行为以及 M s/ M S 数据来确定标记物

的化学结构
。

与 CC L 4

油溶液后
,

大鼠尿液代谢物组发

生了明显 的变化
,

到第 6 天 时达到最大

值
,

第 8 天有 向正 常代谢物组 回复的趋

势
,

这与单剂量 C CL
‘

致肝损伤模型的作

用趋势相吻合
,

可佐证本次实验造模成

功
。

3
.

C CL
4

诱导 大 鼠肝 损伤模 型 生物

标记物的确 定

采用主成分分析的方法
,

对模型组

大鼠不 同天数的尿液 的代谢指纹数据进

行分析
,

绘制 出 反 映 组 间离散程 度 的

Sc o re Pl ot ( 图 3 ) 及 标示 离子对离散趋 势

贡献程度的 L o a d i n g p l o t ( 图 4 )
。

对 图 3

进行分析可知 口服给予 CC L
;
后大鼠尿

液代谢 物 组 发 生 了 明 显 的 变化
,

与给

C CL
;

前相 比明显被分类
,

且这种变化在

第 6 天时达到最大值
。

从而发现 口服 给

予 CC L
;

后大鼠尿 液代谢物组发生变化

且被明显分为两类
,

说明给予 CCL ‘

后大

鼠正常生理代谢被 干扰
,

从代谢物组变

化的角度科认为 C CL 4

肝损伤模型造模

成功
。

采用 P CA 的方法对大 鼠代谢指纹

数据进行分析
,

根据主成分载荷因子 可

知何种代谢物对分 类贡献 最大
,

这种代

谢物可被认 为是 C CL 4

对 大 鼠生化代谢

产生影响的生物标记物
。

本研究中除考

虑代谢物对分类贡献大小外
,

还兼顾 了

代谢物在空 白和模型大鼠尿液中的含量

变化趋势
。

应用此方法 找到了 5 个具有

显著分类意 义的 CCL 4

致肝损伤模型 的

生物标记物 (表 3 ;图 5 )
。
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6

通过主成分分析发现 R t 二 4
.

7 2
、

[ M + H ]
‘ 二 4 6 6

的离子对分类贡献较大
。

代谢物【M + H ]
’

的 m /z 为

4 6 6 的化合物的准确的相对分子质量为 4“
.

3 1 7 3
,

可

推测该化合物含有奇数个 N 原子
。

在测定误差 s pp m

内
,

可得到分子式为 C Z。H
‘3 N 0 ‘ ,

计算其不饱和度为 6
,

提示该代谢物有环状结构
。

Ms/ M S 分析给出的主要

碎片离子为 44 8
、

4 3 0
、

4 12 和 3 3 8 ( 图 6 )
。

其中碎片离

子 4 4 8
、

4 30
、

4 12 分别为【M + H 〕
今

峰连续失去 1 分子

H Zo
,

3 3 5 为 4 12 离子峰失去 C 2
H

4 N 0 2

( 甘氨酸残基 )
。

通过检索数据库认 为 该代谢物最有可 能是 Gl yco
-

e h o l a t e ( e Z。
H
‘,

No
。 ,

m / z 二 4 6 5
.

3 0 8 9 )
* 。

其他标记物

的信息见表 3
。

4
.

菌陈茜汤 对 CC L
4

导致大氛肝损伤模型代谢物

组变化的影响

大鼠口服给与茵陈禽汤 4 天后再给与模型药物
,

2
.

3 项下所述 5 个生物标记物与空白组比较除个别大

鼠外均无变化或无明显变化 ( 图 5 )
,

在 sc or e p fo t( 图

7) 中所有样 品聚于一类
,

样 品间代谢物组无 明显 差

异
,

说明茵陈篙汤对 C CL
;
导致大 鼠肝损伤模型具有

预防作用
。

圈 4

!oo

徽型组大吸尿液中代谢产物的 L oa d恤 9 p lot 圈

一2 9 5 。+oo 2 100 1 6
.

m Ze

+oo 2 100

拭=4
·

7 2

In/ z 二粼拓 3 17 3

尺=5
·

07
而

2 二3 5 5
.

2 5 8 7

R一3
.

0 5 2石5 5 e

初
2

n口z 二 10 5
一

0 220

5 10 15 20 2 5 3 0 35 40
、

,
J 、一丫—

2 、

一
- 丫

—
护

空白组 模型组 菌陈茜汤组
~

。

潭巡蒸遨蒸~
0

空白组 模型组 菌陈高汤组

4
.

85 5 e刊刃 一 l的1

5 10 1 5 2 0 2 5

一丫一 、

—丫
~

一
洲

空白组 模型组

3 0 35 4()
‘一、

一苗陈茜汤组

S a m nles

尺
二5. 07
而

2 二4 2 6
,

3 3《拓

4
.

2 8 3e +
的2

拭
二5

·

0’7
耐

2 二 37
.

3 27 36

5 10 15 2 0 2 5

七丫J 、

—丫一召
空 白组 模型组

贫飞嗡
一Sam oles

”

气瑞羊荡
,

才犷穿才
‘

Sam
p俪

、

一丫一
夕 气, 刁七一

、一一J 、

一丫一
沪

菌陈茜汤组 空白组 模型组 菌陈茜汤组

曰 S 大吸尿液中 S 个特异性生物标记物 T碑n d p lo ts 圈

* Ky o t o U n i v e “i ty B io i n fo rm a 6 e a C e n t e r
.

ht tp : / /

~
.

, n o m e
.

a d
.

j p / k e gg /
.

2(X) 5 2 0 7

104 〔乳rld sc 衍nc e a n d Tec hno leg , / M o de rn 如
‘初n

of Tr a di t衍na l Ch io
e M e d ic i ,

a
nd M a 切ria Me d ic a

〕



世界科学技术一中医药现代化★科技论坛

裹 3 大皿尿液中特异性生物标记物 . 化僧息衰
三

、

结 论

编号
保留时 正离子模式( m /z )

间( m in ) 浏蚤位 理论位
元素组成

4
.

72 4 66
.

3一7 3 4 66
.

3 169 C、 H 一3 N0 ‘ (G ly e o e h o l a t e )

2 5
.

07 355
.

2587 355
.

2 597 C 一, H 3. N 2 0 4

3 3
.

08 10 5
.

022 0 1 05
.

0 18 8 C 3 H . 0 -

4 5
.

07 4 26
.

3306 4 26
.

3 37 2 C Z . H 一3 N 0 2

5 5
.

0 7 373
.

2 736 373
.

2 743 C 24 H 36 0 3

1oo
冰

0

4 12
.

5 6
3 19

.

5 8 3 3 8
.

5 9

1oo
水

0

I S V

4 12
·

5冬4 3Q
·

5 6

} }挤3 1
·

5 6 466
.

49

!oo
冰

0

7 V

466
.

5 6

筋7
.

5 6

27 5 3 (X) 3 2 5 35 0 3 7 5 4 (幻 42 5

44 8
.

57
曰网寿一

,

4 5 0 47 5 500

圈 6 确定性生物标记物 R t 二 4
.

7 2
、

[M + H 〕
今 二 4 6‘

多级质进圈

疾病模型的指标往往局限于从一个或几个疾病本

身所表现出的现象中去选择
,

忽略了疾病对机体整体

的影响
,

这样选择的指标不能全面地反映机体疾病的

状态
。

代谢物组学从整体观出发
,

以机体代谢物组变

化为载体
,

试图全面的解析疾病对机体的影响
,

从而选

出能反映机体整体状态的内源性代谢物作为疾病的检

测指标
。

本课题应用代谢物组学的方法研究 了经典的

C c L
。

急性肝损伤模型
,

确立 了 5 个生物标记物
,

从整

体观出发为模型选择了能反映机体整体状态的检测指

标
,

弥补了常规指标的缺陷
。

与常规指标相比
,

代谢组学分析具有许多优势
。

其一
,

代谢组学分析的灵敏性大大高于其常规检验方

法 ;其二
,

代谢组学分析具有简单
、

快速
、

无创伤等特

点
。

尿液 UP L C 一 M S 分析 1 个工作 日可完成约 巧 0 个

样品的处理
、

测定和分析
,

能满足药物早期毒性筛选的

要求 ;尿液分析不仅对动物无创伤性
,

且不受采样时间

和频率的限制
,

可进行动态的分析和检测
,

有望广泛地

应用于药物筛选和疾病诊断
。

通过本研究将代谢物组学的研究方法成功的应用

于中药研究中
,

在对经典动物模型研究的同时
,

为中医

症候模型的复制提供了全新的研究思路
。
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