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摘要:目的 通过气相色谱􀆼质谱联用(GC􀆼MS)技术分析生半夏和姜半夏干预后细胞内代谢物改变,来评价生半夏和姜半夏潜

在的发育毒性。方法 采用胎盘组织来源的BeWo细胞系构建体外胎盘模型,运用GC􀆼MS检测细胞经生半夏及姜半夏干预

后细胞内所含代谢物及其相对含量的变化。结果 细胞代谢物中共鉴定出甘氨酸、氨基丙二酸、脯氨酸、葡萄糖、半乳糖、硬

脂酸在、肌醇等九种差异性代谢物。结论 运用GC􀆼MS代谢组学技术评价半夏及姜半夏的发育毒性具有可行性。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToevaluatethepotentialdevelopmentaltoxicityofPinelliaRhizoma BX andPinelliaeRhizoma
PraeparatumcumZingibereetAlumina JBX byanalyzingthechangesofintracellularmetabolitesaftertheinterventionofBX
andJBXbygaschromatography􀆼massspectrometry GC􀆼MS  METHODS TheBeWocelllinederivedfromplacentatissue
wasusedtoconstructthemodeloftheinvitroplacenta andthechangesofthemetabolitesandtheirrelativecontentsinthe
cellsweredetectedbyGC􀆼MSaftertheinterventionofBXandJBX RESULTS Theninemetabolitesofglycine alanine pro-
line glucose galactose stearicacid inositolandsoonwereidentified CONCLUSION GC􀆼MStechnologyisfeasiblefore-
valuationofdevelopmentaltoxicityofBXandJBX 
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  胎盘作为母体和胎儿之间的主要接触面,在胚

胎和胎儿发育过程中发挥重要作用。由于药物发育

毒性评价无法直接开展临床试验,本文拟通过体外

实验评价生半夏和姜半夏的潜在发育毒性。鉴于对

胎儿同样重要的羊水和母体血液样本无法有效建立

体外模型进行实验,所以本文采用胎盘组织来源的

BeWo细胞构建体外胎盘模型进行实验以评价生半

夏和姜半夏对体外胎盘细胞代谢的影响。

1 材料

1.1 细胞

BeWo细胞购自中国典型培养物保藏中心,保

存于南京中医药大学江苏省儿童呼吸疾病(中医药)
重点实验室。

1.2 实验试剂

1,2􀆼13C2􀆼肉蔻酸、N,O􀆼双(三甲基硅)三氟乙酰

胺(BSTFA)、含1%三甲基氯硅烷(TMCS)、C8-
C40烷烃系列标准品、吡啶、甲氧胺、正己烷(美国

Sigma􀆼Aldrich公司);丙酮(韩国Duksan公司);F􀆼
12K培养基、胎牛血清(美国 Gibco公司);胰蛋白

酶/乙二胺四乙酸(EDTA)溶液、青霉素/链霉素溶

液(加拿大 Wisent公司):二甲基亚砜(DMSO)(北
京索莱宝公司);磷酸缓冲盐溶液(PBS):NaCl8g,
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KCl0.2g,12H2O*Na2HPO42.85g,KH2PO40.27
g,加纯水定容至1L,高压蒸汽灭菌后使用。

F􀆼12K完全培养基:含10%(v/v)胎牛血清,

100U/mL青霉素和0.1mg/mL链霉素。

1.3 实验仪器

AS1310自动进样器、Trace1310气相色谱仪、

TSQ8000三重四极杆质谱仪、TG􀆼5MS气相色谱

柱、SavantSPD1010SpeedVac真空浓缩仪(美国

ThermoFisher公司);Allegra64R高速冷冻台式

离心机(美国BeckmanCoulter公司);CPA225D/

BSA124S􀆼CW(德国Sartorius公司);FormaSteri􀆼
CycleCO2 培 养 箱(美 国 ThermoFisher公 司);

MiniSpin/5810R/5702离心机(德国 Eppendorf公

司);Muse细胞分析仪(德国 MerckMillipore公

司);PierceBCA蛋白定量分析试剂盒(美国Ther-
moFisher公司)。

1.4 实验药物

生半夏及姜半夏溶液分别使用F􀆼12K培养基

稀释10倍,使得生半夏和姜半夏浓度为20mg/

mL。使用相同体积生理盐水和相同稀释倍数以获

取对照组工作液。

2 方法

2.1 BeWo细胞的培养和样本的获取

使用F􀆼12K完全培养基培养BeWo细胞。培

养瓶置于含5%CO2,37℃培养箱中。采用每周3~
4次的频率换液,传代时吸弃原培养基,使用胰酶/
乙二胺四乙酸(EDTA)分散细胞后,加入完全培养

基使用移液器轻轻吹打以制备单细胞悬液,按照1
∶3比例传代。

获得足 量 细 胞 后,采 用 胰 酶/乙 二 胺 四 乙 酸

(EDTA)分散细胞后制备单细胞悬液。以每孔2×
105密度种植细胞于6孔板中,补足完全培养基至每

孔2.5mL。待细胞达到90%汇合率时(约2d),吸
弃旧培养基,分别给予每孔140μL对照组、生半夏

和姜半夏工作液后补充培养基至2.5mL(终浓度为

1mg/mL)。在6、12、24、36h分别弃培养液,生理

盐水冲洗2遍后,迅速加入液氮约3mL进行淬灭,
待液氮挥发后加入300μL纯水,样品制备前放于-
80℃冰箱[1]。

2.2 BeWo细胞样本的处理

上述样本经历-80℃冰冻60min,37℃融化

30min3次冻融循环后,使用移液器反复冲洗10遍

以保证细胞分离。取上述提取液20μL进行BCA

蛋白定量分析(见下述),剩余约280μL提取液加入

900μL甲醇溶液(含内标1,2􀆼13C2􀆼肉蔻酸22.5

μg),涡旋5min后离心(15000r/min,10min),取

450μL上清离心浓缩仪挥干(45℃,14Vac,~2h)。
向上述样本中加入30μL甲氧胺吡啶溶液(10

mg/mL),涡旋1min后震荡1.5h(30℃,600r/

min);再次加入30μLBSTFA(含1%TMCS)溶液

后,涡旋1min后震荡0.5h(37℃,600r/min),取上

清50μL用于GC􀆼MS分析。

BCA蛋白定量分析:使用白蛋白标准品按照说

明书稀释不同比例制备1组白蛋白标准液(适用范

围20~2000μg/mL),每个样本分别加入A和B工

作液(50∶1)后,37℃孵育30min后,使用微孔板检

测仪在562nm检测光密度(OD)值。使用上述稀释

标准液建立标准曲线后,计算待测样本蛋白含量。

2.3 气相色谱和质谱分析条件

色谱条件:色谱柱为 TG􀆼5MS气相色谱柱(0.
25mm×30m,0.25μm)。载气为He2,设置恒定流

速为1.2mL/min,采用分流模式,分流流速为24.0
mL/min,分流比为20∶1,进样口温度为250℃,升
温程序:起始温度60℃,保持1min后,以20℃/

min速率升至320℃后,保持5min,样品进样体积

为1μL。
质谱条件:采用 EI模式,离子传输线温度为

250℃,离子源温度为280℃,电离能为70eV,m/z
采集范围为50~500,采集时间3.5~19min。

2.4 数据采集与分析

使用仪器自带软件 Xcalibur2.2采集原始数

据,通过扣除衍生化试剂背景后筛选候选色谱峰,并
使用Xcalibur内置的 NIST14数据库通过比对数

据库碎片信息和本次实验所采集碎片信息以及匹配

度(matchfactor/SI)、反向匹配度(reversematch
factor/RSI)、可能性(probility/Prob)和相关化合物

保留指数(RetentionIndex,RI),初步判断色谱峰所

代表的化合物信息。
本研究采用化合物色谱峰峰面积进行相对定量

分析。使用 Xcalibur建立处理方法以提取各样品

各色谱峰峰面积,通过选取各色谱峰相对特异性碎

片对其进行相对定量分析。具体参数设置如下:色
谱峰检测方式为ICIS,平滑点为7,基线窗口为40,
面积噪声因子为5,峰噪声因子为10,其他参数采用

软件默认值。进而获取各推断化合物色谱峰与内标

峰面积比率(以下简称峰面积比率)。为纠正不同细
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胞数量所致的代谢物引起的改变,使用各样本蛋白

浓度对各样本代谢物进行进一步校正[2]。
通过建立包含色谱峰推断化合物名称,样品名

称和峰面积比率的三维矩阵用于SIMCA进行多维

变量统计分析。数据标尺化采用 UV方式,通过软

件自动拟合选项使用交叉验证规则来自动拟合模型

并获取有显著差异成分。使用上述所构建 OPLS􀆼
DA模型辨识组间的差异并通过得分图进行可视化

处理。模型的匹配度验证同样使用R2X,R2Y和Q2

等指标。

2.5 潜在生物标记物及代谢通路的寻找

在OPLS􀆼DA模型中计算VIP值,当VIP值大

于1时,表示该变量对解释该模型中的Y变量较为

重要,在本实验研究中表明推断化合物为多维统计

有差 异 的 代 谢 物;同 时 对 各 组 峰 面 积 比 率 使 用

SPSS18.0进行one􀆼wayANOVA分析,双尾P<
0.05时表示有差异。对本实验而言,同时满足 VIP
>1和p<0.05为最终差异性代谢物。

对于上述差异代谢产物的鉴定采取比对NIST
2014数据库信息,对于SI和RSI值大于700以及

可能性>60%(由于同分异构体存在,糖类除外)认
为有较好的匹配度,进一步比对保留指数,最终采取

实验室所购买部分标准品进行鉴定。
使用 MetaboAnalyst3.0(http://www.meta-

boanalyst.ca/)中代谢通路分析工具(MetPA)分析

和可视化上述鉴定代谢物可能涉及的代谢通路,从
代谢通路方面阐释生半夏和姜半夏对BeWo细胞代

谢可能的干扰机制。

3 结果

3.1 BeWo细胞代谢轮廓分析和模式分析

3.1.1 BeWo细胞样本代谢轮廓分析 在前述GC􀆼
MS条件下,对照组、生半夏和姜半夏干预后不同时

间点BeWo细胞样本典型TIC图谱见图1。通过图

中对各组不同时间点TIC图谱的拟合和比对,可以

看出在对照组、生半夏和姜半夏干预后不同时间点

BeWo细胞样本有较多的色谱峰存在差异,这些差

异提示在生半夏和姜半夏干预后不同时间点BeWo
细胞内部分代谢物含量发生了改变。

按照2.4部分所述方法对BeWo细胞样本提取

物中色谱峰进行推断并获取峰面积比率后,使用样

本名、推测化合物名称、峰面积比率建立三维数据矩

阵并 使 用 SIMCA 软 件 进 行 多 维 分 析。所 构 建

OPLS􀆼DA模型得分图见图2。
在得分图中可以看出对照组、生半夏和姜半夏

干预后BeWo细胞样本能与干预前(即0h)的细胞

样本明显分开,在干预后不同时间点三组细胞样本

具有相同的趋势。在干预6h时,生半夏组中各样

本相较姜半夏各组样本与正常组有更多的重合,说
明在该时间点姜半夏较生半夏更能引起BeWo细胞

内代谢物的改变;在干预12h时,三组间有较多重

合之处,表明三组间在该时间点细胞内代谢物差异

较小;在干预24h时,姜半夏组各样本大部分与正

常组重合,而生半夏组中各样本基本与正常组、姜半

夏组明显分开,说明在该时间点生半夏能引起Be-
Wo细胞内代谢物的显著改变,而姜半夏则相反;在
干预36h时,姜半夏组中各样本与对照组中各样本

明显分开,而生半夏组中样本明显分散,与对照组和

姜半夏组均有部分重合,说明在该时间点姜半夏能

引起BeWo细胞内代谢物的显著改变;而生半夏组

中各样本则表现出明显的异质性则说明在该时间点

生半夏引起细胞内代谢物的变化具有较明显样本间

差异。生半夏组样本在各时间点样本相对姜半夏组

和对照组样本分散,同样表明生半夏组各样本干预

后表现出的异质性。本模型 R2X=0.928,R2Y=
0.558,Q2=0.455,表明建立数学模型可靠。

图1 基于GC􀆼MS对照组(CON)、生半夏(BX)和姜半夏(JBX)干预后不同时间点BeWo细胞的典型TIC图
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图2 对照组(CON)、生半夏(BX)和姜半夏(JBX)干预后

不同时间点BeWo细胞样本OPLS􀆼DA得分图

(R2X=0.928,R2Y=0.558,Q2=0.455)

3.2 BeWo潜在生物标记物的筛选和鉴定

使用图2所示OPLS􀆼DA模型计算羊水样本中

各变量的VIP值,选取VIP值>1的变量,初步筛选

出26个差异性代谢物(图3)。同时对上述变量峰面

积比率进行one􀆼wayANOVA分析,试图比较各组

间代谢物含量的改变。
采用2.5部分所述代谢物鉴定方法,上述差异

性代谢物中共鉴定出9个潜在生物标记物(表1,图

4),上述代谢物属于氨基酸类、糖类、脂类和其他小

分子物质。在与对照组比较中,上述大部分代谢物

在生半夏和姜半夏干预6h时含量较对照组出现明

显改变,其中甘氨酸、氨基丙二酸、脯氨酸、葡萄糖、
半乳糖、硬脂酸在、肌醇在生半夏或者姜半夏干预后

含量出现明显降低,而柠檬酸、胆固醇则在生半夏或

者姜半夏干预后含量则出现升高。

图3 基于BeWo细胞样本内代谢物OPLS􀆼DA分析的VIP图

仅显示部分代谢物,黑色标注为VIP值>1的

代谢物除外氨基丙二酸、脯氨酸含量仅在干预6h
时较正常值出现明显改变,其它代谢物含量在大部

分干预时间点均较对照组出现改变,其中BeWo细

胞中甘氨酸、葡萄糖、半乳糖、硬脂酸、肌醇含量较对

照组大部分表现出明显降低,而柠檬酸、胆固醇则大

部分表现出明显升高。
表1 BeWo细胞中潜在生物标记物及VIP值

代谢物 VIP† 代谢物 VIP†

甘氨酸§ 1.10 半乳糖 1.05
氨基丙二酸 1.28 硬脂酸§ 1.11
丁二酸§ 1.13 肌醇§ 1.18
脯氨酸§ 1.14 胆固醇§ 1.10
葡萄糖§ 1.08

注:“†”VIP值是从图2的偏最小二乘回归模型中得到的,“§”经标准

品验证。

注:􀭺x±s,姜半夏组与对照组比较,#P<0.05;生半夏组与对照组比较,

*P<0.05;生半夏组与姜半夏组比较,△P<0.05。

图4 对照组、生半夏和姜半夏干预后BeWo细胞样本中经

鉴定差异性代谢物变化

在生半夏组与姜半夏组上述代谢物含量比较

中,生半夏组样本中甘氨酸、柠檬酸、葡萄糖、肌醇含

量在部分时间点较姜半夏组样本明显降低,生半夏

组样本中胆固醇含量则较姜半夏组样本明显升高;
而生半夏组中硬脂酸含量在不同时间点与姜半夏组

样本相比并没有相同的改变趋势,如在6h出现升

高、而在36h出现降低。

3.3 代谢通路分析

为了探索生半夏和姜半夏干预后可能涉及到的

代谢通路,按照2.5部分所述方法将上述潜在生物

标 记 物 使 用 MetaboAnalyst3.0 (http://www.
metaboanalyst.ca/)中的代谢通路分析模块进行分

析,共28条可能涉及到的通路,结果见图5、表2。
图中纵坐标-log(p)使用从白到深红的颜色(由高

到低)来表示富集分析所得结果,然而上述通路的富

集分析结果均没有显著性。圆圈的大小表示通路影

响值的大小,是使用通路拓扑分析计算所得到的结
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果。本研究将代谢通路影响值大于0.1作为筛选条

件,即当某一条代谢通路影响值大于0.1时,认为其

是可能涉及到的代谢通路[3]。根据以上内容,本研

究所涉及的代谢通路分别是:甘氨酸、丝氨酸和苏氨

酸代谢,磷酸肌醇代谢,精氨酸和脯氨酸代谢。

A.甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢;B.磷酸肌醇代谢;C.精氨酸和脯氨酸代谢

图5 生半夏和姜半夏干预后BeWo细胞样本代谢通路分析

4 讨论

胚胎和胎儿的生长主要取决于可利用的营养物

质,而这与胎盘的大小、形态、血液供应、转运能力和

子宫胎盘组织对营养物质的合成和代谢密切相关。
在常见的营养物质中,葡萄糖是胎儿主要的能量来

源,而氮和蛋白质的堆积是胎儿生长、母体和胎儿新

生组织的必需成分[4]。

尽管胎儿需要大量的葡萄糖作为主要的能量来

源,但是胎盘所摄取约70%葡萄糖没有进一步转运

给胎儿,而是主要通过氧化作用后用于胎盘的自身

代谢[5]。如果胎盘能量缺乏进而消耗本应供应至胎

儿的能量,最终胎盘可丧失相应功能而且必然影响

胎儿的生存。而半乳糖在生物体糖类中占较少比例

且主要进入葡萄糖途径进行代谢。图3中生半夏和

姜半夏干预后的BeWo细胞内葡萄糖和半乳糖含量

在大部分时间点均较正常组明显降低,并且生半夏

组样本中葡萄糖含量在6h和36h较姜半夏组样本

明显降低,提示糖类的合成受到抑制或者分解加速,
进而会导致BeWo细胞能量供应受损。而琥珀酸作

为三羧酸循环的中间产物,其含量在姜半夏组和生

半夏组出现不同的改变。在姜半夏干预下,BeWo
细胞内琥珀酸含量在6、24、36h均较正常组含量明

显升高,而生半夏组样本中含量仅在24h较对照组

含量明显降低,其余时间点与对照组相比较未见明

显改变。结合上述糖类尤其是葡萄糖含量在不同时

间点的改变,姜半夏组琥珀酸含量的升高原因可能

是葡萄糖大量消耗进入三羧酸循环进而引起琥珀酸

含量升高,而生半夏组琥珀酸含量降低则提示由于

葡萄糖含量的进一步减少可能不足以代偿细胞的能

量需求导致的。

表2 生半夏和姜半夏干预后BeWo细胞样本代谢通路分析部分结果

代谢通路* Total# Expected Hits† Rawp‡ -log(p) Holmadjust§ FDR Impact
甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 48 0.18 1 0.17 1.80 1.00 0.63 0.19

磷酸肌醇代谢 39 0.15 1 0.14 1.99 1.00 0.63 0.14
精氨酸和脯氨酸代谢 77 0.29 1 0.25 1.37 1.00 0.85 0.10
初级胆汁酸生物合成 47 0.18 2 0.01 4.40 0.97 0.49 0.06

丁酸代谢 40 0.15 1 0.14 1.96 1.00 0.63 0.02
淀粉与蔗糖的代谢 50 0.19 1 0.17 1.76 1.00 0.63 0.02

柠檬酸循环(三羧酸循环) 20 0.07 1 0.07 2.62 1.00 0.63 0.01

 注:“*”影响值>0的代谢途径;“#”表示代谢通路中相关的代谢产物总数;“†”上传数据中实际匹配的物质数量;“‡”富集分析计算得出的

原始P 值;“§”采用 HolmBonferroni法调整得出的P 值;“ ”FDR是校正假阳性后得出的P 值;“&”路径拓扑分析计算得出的通路的影

响值。

A.甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢;B.磷酸肌醇代谢;C.精氨酸和脯氨酸代谢

图6 生半夏和姜半夏干预BeWo细胞样本潜在生物

标记物代谢网络示意图

脯氨酸作为一种功能性氨基酸,动物实验表明

在胎盘、胚胎和胎儿发育中发挥重要作用[6],如脯氨

酸是胎盘合成鸟氨酸和多胺类物质的一种主要氨基

酸底物,妊娠早期维持脯氨酸较高含量具有重要意

义;胎盘对脯氨酸的转运以及脯氨酸氧化酶活性与

宫内发育受限的胎儿和胎盘的生长相关,动物模型

同样表明胎盘和胎儿体液中脯氨酸和多胺类物质的

含量增加有利于胎儿的生长[7]。而生半夏、姜半夏

干预后所引起的脯氨酸、甘氨酸和肌醇含量的降低
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都提示在两者干预对胎盘和胎儿代谢可能的不利影

响;生半夏组样本中含量的进一步降低甚至与姜半

夏组样本在多个时间点出现显著差异,则提示生半

夏所引起的不利影响较姜半夏更为严重。
氨基丙二酸被认为来源于蛋白质合成错误或者

蛋白质合成时甘氨酸残基的氧化损害[8]。关于此代

谢物的背景知识较少,很难探讨生半夏和姜半夏干

预后所引起氨基丙二酸含量降低所导致的影响。
硬脂酸作为一种常见的脂肪酸,除了来自母体,

胎盘滋养层细胞可以合成和释放少量硬脂酸[9]。在

生半夏和姜半夏的干预后硬脂酸较正常组大部分时

间点含量明显降低,但经检索文献,仅有少量文献报

道宫内生长受限患儿(IUGR)母体血浆硬脂酸含量

较适龄胎儿下降[10。鉴于母体血浆中同样有食物来

源的硬脂酸,而本部分细胞实验无法考察母体因素

影响,生半夏和姜半夏对母体、胎盘和胎儿脂肪酸的

干预有待进一步研究。
胆固醇作为细胞膜必要成分、甾体类激素和胆

酸的前体物质,在胚胎和胎儿发育中具有重要作

用[11。尽管胎儿体内的大部分胆固醇来源于胎儿肝

脏自身合成,但是在胎儿大多数重要器官发生期时,
其所需胆固醇以母体胆固醇作为主要来源[12,而胎

盘在调节胆固醇方面发挥重要作用[13]。母体高胆固

醇血症可以引起肝细胞的凋亡、碱性磷酸酶活性增

强和DNA结构破坏进而导致发育中的胎仔肝脏结

构紊乱和大量肝细胞受损,这些效应可能是氧化应

激、自由基以及caspase􀆼3和caspase􀆼9活性增加所

致[14]。同时有研究表明人类胎儿主动脉普遍存在血

管脂肪条纹(streak)形成等动脉粥样硬化前期表现

并且母体高胆固醇血症可明显加速这一进程进而可

能在儿童期出现动脉粥样硬化[15]。而且动物实验表

明母体高脂肪高胆固醇血症饮食可以影响兔胚胎基

因表达,进而引起胎儿生长落后和成年后的代谢性

疾病[16]。在生半夏和姜半夏干预后6、24、36h可见

细胞内胆固醇含量较对照组明显升高,提示可能会

导致胎盘和胎儿体内胆固醇含量增加进而引起上述

损害;而生半夏所引起的胆固醇含量在6、24h较姜

半夏明显升高,同样提示生半夏较姜半夏引起的更

加严重的不利影响。在胆固醇所参与的胆汁酸代谢

中,甘氨酸作为哺乳动物结合胆汁酸的主要氨基酸,
在胆汁酸代谢以及对脂质和脂溶性维生素消化吸收

中发挥重要作用[17]。甘氨酸含量的降低和胆固醇含

量的增加同样揭示生半夏和姜半夏干预后所进而对

胆汁酸代谢的干扰。
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