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摘 　要 :采用衍生化 GC /MS的方法分析尿液中内源性小分子代谢物 ,结合主成分分析、最小二乘法

等模式识别方法计算峰响应信号 ,冷应激前后正常大鼠尿液内源性代谢物在主成分分析图上产生显著

分离 ,人参皂苷组则冷应激前后几乎无分离。利用单维统计对差异物质加以检验 ,发现其中与应激相关

的代谢物如酪氨酸、色氨酸等物质的相对含量产生显著变化 ,据此推测机体对冷刺激的应答以及应激后

自我调节的过程 ,而这些物质中绝大多数在人参皂苷组中变化的显著性降低或者已无显著性。本文从

代谢物的角度证实冷应激对动物机体的影响、机体的自我恢复以及人参皂苷的抗应激作用。

关键词 :冷应激 　代谢组学 　人参皂苷 　GC - MS　主成分分析 　偏最小二乘法 -判别分析

　　环境温度剧烈变化、疼痛、饥饿、疲劳均可引起机

体的应激反应 ,急性应激可以短暂地影响机体 ,一旦应

激原的作用终止后 ,体内的内稳态将得到自动恢复 ,目

前对这一过程的研究很少。因为单次应激是应激研究

的基础 ,所以我们选择寒冷刺激作为应激原对正常大

鼠和预先服用人参皂苷的大鼠同时进行刺激 ,研究应

激导致代谢调控网络的变化 ,以及人参皂苷对机体应

激反应的影响。

本研究尝试建立一种急性冷应激的代谢组学评价

方法 ,采用氯甲酸乙酯衍生化 GC /MS的分析方法测定

冷应激前后大鼠的尿样 ,得到尿中小分子代谢物的图

谱 ,结合主成分分析、偏最小二乘法等多维和单维统计

分析方法的处理 ,考察小分子内源性代谢物受冷应激

影响而产生的变化 ,结合已有的知识解释这些变化产

生的机制 ,以此来研究冷应激和人参皂苷抗应激作

用。　

一、材料与仪器

1. 实验动物

洁净级 SD雄性大鼠 14只 , 200～250 g,购自上海

斯莱克实验动物有限责任公司 ,大鼠于室内保持 12h /

12h昼夜并给予标准饲养 ,控制室内相对湿度为 40%

左右。

2. 试剂及药品

人参总皂苷 ( > 95. 0 % )购自杭州绿天生物技术
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有限公司 ,其它分析试剂 ( > 99. 5 % )购自国药集团化

学试剂有限公司。

3. 仪器

气相色谱 - 质谱联用仪 ( 5975 Inert,安捷伦科技

有限公司 )

二、方法与结果

1. 急性应激模型的建立和样本采集

大鼠经过 2周适应后 ,实验前 1天设为第 0天 ,将

动物随机分成空白组和人参组。从第一天开始空白组

给予生理盐水 ,人参组给予人参皂苷的生理盐水溶液 ,

按照 100mg/kg的标准 ,每日 1次 ,连续 21日 ,于第 14

天上午 8: 30至 10: 30之间将冰冻和人参组动物全部

置于 - 10℃中 2h,之后所有动物进入代谢笼。分别于

13, 14天将所有动物置于代谢笼中 ,收集冷应激前后

各 24h尿液。记录尿液体积 ,将得到的尿液 8000 rpm

离心 ,取上清液分装 ,置于 - 70℃低温冰箱待测。

2. 进样前衍生化和 GC /MS分析

采用氯甲酸乙酯 ( ECF)衍生化 GC /MS方法测定

大鼠尿液中的内源性代谢物 ,该方法经多次检验 ,重复

性好、灵敏度高 ,适用于代谢组学研究的高通量尿液样

本检测 [ 1, 2 ]。

图 1中 A和 B分别是冷应激前和冷应激后 SD大

鼠尿液典型 GC /MS谱 ,可以发现大鼠在冷应激前后 ,

尿液组成的成分和比例上发生了较明显的变化。图 2

中 A和 B分别是是服用人参皂苷组大鼠冷应激前和

冷应激后尿液典型 GC /MS图谱 ,可初步判断给予人参

皂苷干预组大鼠在冷应激前后 ,尿液组成的成分和比

例上没有明显的变化。

3. 数据处理和模式识别

将得到的样品的 GC /MS总离子图谱文件通过数

据转换、峰辨识、对齐及内标扣除和归一化等计算过

程 ,最终得到一个由指定的峰序列号、观测点以及归一

化后的峰强度组成的三维矩阵 ,将其导入 SIMCA -

P11. 0软件中经过中心化 ,标准化后进行主成分分析

( PCA) ,以观察样品的聚集、离散及离群点 ,利用偏最

小二乘法 - 判别分析 ( PLS - DA )用于鉴别造成聚集

和离散的主要差异变量。多维统计方法由于同时受相

关性和组内组间方差等因素的影响 ,有时找到的差异

表达的变量可能单维上差异并不十分显著 ,因此必须

在单维统计水平以非参数检验 ( K - W检验 )和单因素

ANOVA分析的 p值 ( < 0. 05)为验证的标准。

如图 1C所示 ( PCA得分图上的任一点表示一个

对应的样本 ) ,冷应激前后两组大鼠的尿液样本可以

在 PCA得分图的 PC1维上明显区分开来 ,提示大鼠冷

应激是造成机体的代谢网络发生明显变化的主要影响

因素。我们计算了 PLS - DA模型的回归系数 ,以其大

小判断变量对模型的贡献 ,同时在单维统计水平上加

以验证 ,确定最终的差异变量 ,在 N IST谱库中检索的

结果列于表 1。

图 1　正常大鼠冷应激前后尿样的 GC /M S典型图谱和 PCA模式分析图 ( A )为正常大鼠冷应激前尿液典型总离子

图。 ( B)为正常大鼠冷应激后尿液典型总离子图 ; ( C )冷应激前后 PCA分析 ( ○表示冷应激之前尿液样本 , ●

表示冷应激之后尿液样本 )
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图 2　服用人参皂苷组大鼠冷应激前后尿样的 GC /M S典型图谱和 PCA模式分析图 ( A)为冷应激前尿液典

型总离子图。 ( B)为冷应激后尿液典型总离子图 ; ( C)冷应激前后 PCA分析 ( □表示冷应激之前的

尿液样本 , ■表示冷应激之后的尿液样本 )

表 1　由 PLS - DA模型得到对冷应激与正常状态的区分有贡献的单变量 ,分别在冷应激组和人参组以

非参数检验 ( K - W检验 )和单因素 ANOVA分析的 P值 ( < 0. 05)为检验的单维统计分析结果

No 代谢物

对照组

p ( Kruskal -

W allis )

p (one -

way ANOVA)

变化的方向

(冷应激后比前 )

人参皂苷组

p ( Kruskal -

W allis )

p (one - way

ANOVA)

变化的方向

(冷应激后比前 )

1 甘氨酸 (盐 ) 0. 0351 0. 0350 ↓ N. S. N. S.

2 4 -甲基 -苯酚 0. 0075 0. 0127 ↑ N. S. N. S.

3 谷氨酰胺 (盐 ) 0. 0001 0. 0027 ↓ 0. 0080 0. 0060 ↓

4 异柠檬酸 (盐 ) 0. 0339 0. 1102 ↓ N. S. N. S.

5 乌头酸 (盐 ) 0. 0295 0. 0127 ↓ 0. 0441 N. S. ↓

6 烟酸 (盐 ) 0. 0268 0. 0476 ↑ N. S. N. S.

7 天冬氨酸 (盐 ) 0. 1547 0. 0476 ↑ 0. 0354 N. S. ↑

8 4 -羟基苯乙酸 (盐 ) 0. 0066 0. 0060 ↓ N. S. N. S.

9 柠檬酸 (盐 ) 0. 0174 0. 0127 ↓ N. S. N. S.

10 谷氨酸 (盐 ) N. S. 0. 0476 ↑ N. S. N. S.

11 马尿酸 (盐 ) 0. 0323 0. 0127 ↓ N. S. N. S.

12 高香草酸 (盐 ) 0. 0135 0. 0127 ↑ N. S. N. S.

13 多巴胺 (盐 ) 0. 0261 0. 0253 ↓ N. S. N. S.

14 5 -羟吲哚乙酸 (盐 ) 0. 0156 0. 0027 ↑ N. S. N. S.

15 酪氨酸 (盐 ) 0. 0427 0. 0476 ↓ N. S. N. S.

16 色氨酸 (盐 ) 0. 0153 0. 0253 ↓ N. S. N. S.

　　由于人参皂苷在 GCMS样品前处理过程中不能被

衍生 ,所以可以排除人参皂苷成分代谢物对测定及后

续数据处理的干扰。采用相同的 PCA, PLS - DA进行

处理。结果显示 ,与单纯冷应激组完全不同 ,人参皂苷

组动物冷应激前后两天即 13和 14天的尿样在 PCA

得分图上聚集在一起 ,不能分离 ,见图 2C。单维统计

结果显示 ,空白组的差异表达代谢物在给予人参皂苷

干预后的冷应激刺激前后 ,绝大多数变化的显著性降

低或者已无显著性。这提示人参皂苷对动物机体代谢

物由于冷刺激的影响有一定的保护作用。
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图 3　冷应激影响的体内代谢物以及相关通路的变化 ( A )酪氨酸相关的代谢通路 ;

( B) 糖皮质激素相关的兴奋 /抑制性氨基酸的代谢通路 ; ( C ) 三羧酸循环相关

的代谢通路 ; ( D ) 色氨酸相关的代谢通路。空方框表示冷应激后增加的物质 ,

黑方框表示冷应激后降低的物质

三、讨 　论

本研究的主要目标有两个 :

第一是研究单次冷应激对机体

系统代谢产生的影响 ,第二 ,从

代谢物的角度证明人参可以降

低冷应激对机体的影响 ,从而进

一步验证系统代谢物产生冷应

激应答。因为是研究应激反应 ,

收集血样的过程本身可对动物

产生另一种应激 ,收集尿液对机

体没有任何刺激 ,尿液可以反映

一段时间内血浆的情况 ,所以尿

液比血浆更稳定地表征机体的

物质代谢的状况 ,而且可以关注

机体随时间变化的动态过程。

经过对尿液的测定和分析后 ,我

们发现经过冷冻刺激后大鼠尿

液中很多物质的相对含量发生

变化。通过这些代谢物的变化

可以推断下列过程 :

1. 冷应激导致机体上游代

谢通路的变化

冷冻应激后 ,作为体内儿茶

酚胺类物质 (去甲肾上腺素和肾

上腺素等 )的前体 ,酪氨酸和多

巴胺显著降低 ,而同时高香草酸 (儿茶酚胺类物质的

代谢物之一 ) 显著升高。这些变化显示交感神经系统

( SNS)活动加强 ,导致了儿茶酚胺类代谢通路上调 ,见

图 3 (A )。冷应激后尿液中谷氨酸和天冬氨酸的增

加 ,同时谷氨酰胺和甘氨酸的浓度降低 ,这也是糖皮质

激素升高的信号 ,见图 3 (B )。糖皮质激素可以上调兴

奋性氨基酸 ,如天冬氨酸、谷氨酸 ,下调抑制性神经介

质如γ - 氨基丁酸、甘氨酸和谷氨酰胺 [ 3, 4 ]。

冷应激导致的这种去甲肾上腺素和糖皮质激素的

增加对于机体利弊并存 ,一方面它们可以动员整个系

统抵御外来刺激 ,但另一方面抑制免疫、损害内分泌系

统、海马和血 -脑屏障 [ 3, 5 ]。因此 ,必须需要保护性的

调节机制来纠正这种损害 ,包括机体自身补偿调节和

外源性保护 ,如人参干预。

2. 机体自身的补偿调节作用

我们认为随时间变化的尿液中的代谢可以反映体

内的有组织的互相影响的生理变化以应答冷刺激。从

PLS - DA的结果可以发现体内三羧酸 ( TCA )循环中

的柠檬酸 ,异柠檬酸和乌头酸的含量降低 ,这看起来似

乎与冷应激时升高的能量代谢相矛盾。但是通过分

析 ,我们发现这些被干扰的生化反应实际上可以分为

两个阶段 :第一个阶段 ,冷暴露的过程中 ,因为肾上腺

素能神经的活性可以增加 TCA循环的关键酶的活性 ,

如异柠檬酸转氢酶、脱氢酶和琥珀酸脱氢酶 [ 6, 7 ]
,因而
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使得 TCA循环加速 ,各种反应物和产物过度消耗 ;第

二阶段 ,当动物结束冷暴露回到代谢笼以后 ,它们几乎

都表现出疲倦、不活跃 ,标志着它们的能量消耗进入一

个相对缓慢过程 ,逐渐恢复正常。据此可以推测 :机体

恢复平衡期间的补偿性的变化使得我们观测到的各种

反应物的含量降低。

另外 ,两个色氨酸的代谢物 :烟酸和 5 -羟 (基 )吲

哚 - 3 -乙酸 ,在尿液中的含量显著升高 ,显示冷应激

造成色氨酸的代谢增加 ,见图 3 (D )。通过前段的分

析 ,我们知道冷暴露过程中 TCA循环增加 ,其中不可

缺少的物质 -电子转移体 (NADH和 NADPH )将随之

增加 ,作为前体物质尼克酰胺也随之增加 [ 8 ]
,但是到

了能量代谢低的时候 ,多余的尼克酰胺便将转化成为

烟酸。另一方面 ,增加的 SNS可以刺激体内的脂肪特

别是褐色脂肪组织分解加速 [ 9 ]。因为烟酸可以抑制

血中的游离脂肪酸 [ 10 ] ,因此分解产生的游离脂肪酸本

身可能刺激机体产生更多烟酸 ,这种过程可延续至冷

应激过后。所以 ,我们认为烟酸代谢的变化也反映了

机体在受到扰动后 ,恢复平衡的动态调节过程。

3. 人参皂苷的干预作用

自古以来 ,人参就被作为抗应激的草药使用。现

代药理学认为 ,人参对于机体糖皮质激素 , SNS和免疫

系统等具有调节的作用 [ 11, 12 ]
,作为人参的重要药效物

质之一 ,人参皂苷 Rg1,具有调节脑等组织中糖皮质激

素受体的作用 [ 13 ]。另一个重要成分 Rb1能够拮抗冷

应激带来的免疫抑制并且下调血浆皮质酮水平 [ 14 ]。

人参皂苷也可以调节兴奋性和抑制性神经递质的量 ,

从而保护机体不受过量谷氨酸的损伤 [ 15 ]。我们认为

人参是通过调节糖皮质激素等上游代谢通路 ,既而改

变下游的物质变化 ,达到抗冷应激的作用。

4. 胃肠道菌群的代谢物的变化

冷应激还影响到尿液中 4 - 甲基苯酚 , 4 - 羟基苯

乙酸和马尿酸 ,这些物质都被认为是胃肠道菌群的代

谢物 [ 16, 17 ]。这提示菌群也参与到冷应激的过程中。

神经内分泌递质如去甲肾上腺素与菌群共生于胃肠

道 [ 18 ] ,因此应激产生的这些内分泌递质的变化将影响

到天然的菌群 [ 19 ]。同时 ,这些内源性物质的变化也是

应激过程中胃肠道动力和分泌的结果 [ 20 ]。值得注意

的是 ,在人参组中 ,与菌群相关的代谢物的变化也不显

著。因为人参为口服给药的 ,大部分皂苷都是在肠道

内被降解 ,吸收 [ 21 ]。可以据此推测人参皂苷在被菌群

降解的同时本身也会调节这些胃肠共生体。这样以

来 ,人参对于机体的抗应激作用可以被延伸至肠道菌

群。我们推测生物体和肠道菌之间在代谢调控应答方

面有着紧密的联系 ,机体的共生菌群可以被看作一个

特殊的“器官 ”。

四、结　论

本文采用衍生化气相 -质谱联用结合模式识别以

及单多维统计数学处理方法考察了单次冷应激前后正

常大鼠和服用人参皂苷大鼠的 24小时尿液。采用多

维与单维统计结合的方法 ,找到与正常大鼠冷应激前

后分组相关的物质 ,发现其中与应激相关的部分代谢

物的相对含量产生显著变化 ,从这些变化的物质可推

测动物机体多个系统对冷应激的应答以及应激后自我

调节的过程 ,而这些物质中绝大多数在人参皂苷组中

变化的显著性降低或者已无显著性。

因此尿液代谢组学的方法可以用于评价冷应激 ,

并可证实冷应激对机体物质代谢的影响、机体的自我

恢复以及人参皂苷的抗应激作用。
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M etabonom ic Study on Acute Cold Stress and G in senosides In terven tion

W ang X iaoyan, Q iu Yunping, Su m ingm ing Zhao A ihua, J ia W ei

(Shangha i J iao Tong U niversity, System s B iom edicine Cen ter, Shangha i, 200240)

Zhou M ingm ei

(Shangha i Trad itiona l Chinese M edicine U niversity, 201203)

Acute stress may trigger system ic biochem ical and physiological changes in living organism s, leading to a rap id loss

of homeostasis, which can be gradually reinstated by self - regulatory mechanism s and / or drug intervention strategy. U2
rinary metabolite p rofiling of Sp rague - Dawley rats exposed to cold temperature ( - 10 °C) for 2 h using derivatized

GC /MS in conjunction with modern multivariate statistical techniques revealed drastic biochem ical changes as evidenced

by fluctuations of urinary metabolites and demonstrated the p rotective effect of ginsenosides on stressed rats. The metabo2
nom ics app roach enables us to visualize significant alterations in metabolite exp ression patterns as a result of stress - in2
duced metabolic responses and post - stress compensation. The p rotective actions of ginsenosides were verified by re2
duced variations of endogenous metabolites caused by cold stress.

Keywords: cold stress; metabonom ics/ atabolom ics; GC /MS; p rincipal component analysis ( PCA ) ; partial least

squares discrim inant analysis ( PLS - DA ) ; ginsenoside
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