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摘要:目的 研究白头翁汤给予溃疡性结肠炎小鼠前后内源性代谢物的变化,寻找与治疗溃疡性结肠炎有关的代谢生物标志

物,探讨白头翁汤对溃疡性结肠炎模型的调节作用及其可能机制。方法 采用DSS复制小鼠溃疡性结肠炎模型,借助超高效

液相色谱串联四级杆飞行时间质谱(UPLCQTOF/MS)技术,对各组小鼠血清样本进行测定,采用主成分分析法(PCA)和正

交偏最小二乘法判别分析(OPLSDA)来筛选差异性代谢物。结果 经分析,对照组、模型组和白头翁汤治疗组血清样本能够

得到很好的区分,共鉴定出6种潜在生物标志物,白头翁汤给药后溃结小鼠的内源性代谢物水平发生不同程度的回调。结论

 白头翁汤可以使DSS诱导的溃结小鼠的异常代谢有所恢复,其治疗作用可能与机体内6个代谢物及3条相关代谢通路的

调节有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatethechangesofendogenousmetabolitesbeforeandaftertreatmentofulcerativecolitis
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inmicewithBaitouwengDecoction tofindmetabolicbiomarkersrelatedtothetreatmentofulcerativecolitis andtoexplore
theregulationandthepossiblemechanismsofBaitouwengDecoctiononulcerativecolitismodel METHODS Themousemodel
ofulcerativecolitiswasconstructedbyDSS Theserumsamplesofeachgroupweredeterminedbyultrahighperformanceliq-
uidchromatographycoupledwithquadrupoletimeofflightmassspectrometry UPLCQTOF MS  Principalcomponenta-
nalysis PCA andorthogonalpartialleastsquaresdiscriminantanalysis OPLSDA wereusedtoscreenfordifferentialme-
tabolites RESULTS Theserumsamplesofthecontrolgroup themodelgroupandtheBaitouwengDecoctiongroupcouldbe
welldistinguished Atotalofsixpotentialbiomarkerswereidentified andtheendogenousmetabolitesofthemicewerevarying
degreesofcallbacksaftertheadministrationofBaitouwengDecoction CONCLUSION BaitouwengDecoctioncouldrestorethe
abnormalmetabolismofDSSinducedulceratedmice anditstherapeuticeffectmayberelatedtotheregulationofsixmetabo-
litesandthreerelatedmetabolicpathways 
KEYWORDS ulcerativecolitis metabolomics ultraperformanceliquidchromatographymassspectrometry differentialme-
tabolites Baitouwengdecoction

  溃疡性结肠炎(UC)是一种主要与直肠和结肠

黏膜有关的非特异性炎性疾病,在我国其发病率呈

现逐步增高的趋势[13]。溃疡性结肠炎病情的反复

发作会增加结直肠癌发生的可能性,溃疡性结肠炎

患者患肠癌的发生率明显高于一般人群。已有许多

研究显示,UC的发病与免疫异常、炎症、环境遗传

及感染等各种因素有关[4]。目前,西医治疗炎症性

肠病主要采用5氨基水杨酸、激素、免疫抑制剂等

药物治疗、生物制剂及对症处理的手术治疗等方法。
这些治疗方法对缓解炎症病情及并发症起到一定的

作用,但不同药物分别存在疗效差、给药具有局限性

及毒副作用大等弊端。因此,需要进一步开发研制

疗效好、副作用小的药物,中医药则具有较好的优

势[2,5]。
白头翁汤源于张仲景《伤寒论》,由白头翁、黄

连、黄柏、秦皮4味药物组成,具有清热泻火、解毒的

功效,临床常用于治疗溃疡性结肠炎。课题组在前

期研究中发现白头翁汤及其主要有效成分柠檬苦素

对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的小鼠UC模型有很好

的治疗作用[69]。白头翁汤可以降低DSS模型小鼠

的疾病活动指数(DAI)及潜血发生率,并能显著抑

制促炎细胞因子如TNFα、IL6的水平从而降低小

鼠的肠道炎症损伤[1011]。
代谢组学被认为是最新兴的“组学”科学。代谢

组学研究各种生物样本尤其是尿液和血浆、组织和

细胞中的代谢特征[12]。此外,代谢组学结果会受到

各种因素的影响,如环境、时间、饮食、生理、药物、疾
病、性别、遗传和年龄等。因此,代谢组学的一般目

的是确定测量并解释细胞、组织和生物样本(如血液

和尿液)中内源性代谢物随时间变化的浓度,活性和

通量[13]。本研究以代谢组学理论为基础,采用UP-

LC/QTOFMS技术,动态检测白头翁汤给予 UC
小鼠前后的血清代谢产物变化规律,从代谢组学角

度阐述 UC小鼠血清中代谢产物的变化特点,为进

一步发现白头翁汤治疗UC发病的潜在靶标和生物

机制奠定基础。

1 材料

1.1 研究对象

选取购自江苏省南京市青龙山动物繁殖场

C57BL/6J雄性小鼠40只,18~22g,动物许可证

号:SYXK(苏)20160011。12h光照/黑暗循环下

饲养,温度(20±2)℃,湿度(50%±10%),适应性饲

养至少7d。所有动物实验均严格按照美国国立卫

生研究院关于实验室动物的护理和使用指南进行,
并经中国药科大学动物伦理委员会批准。

1.2 试剂和仪器

白头翁汤方剂由白头翁30g,黄柏24g,黄连

12g,秦皮24g组成,购于南京中医药大学附属医院

药学部,经南京中医药大学朱玉凤教授鉴定,以1∶
10的体积比在开水里煮2遍,各1h。水溶液过5
层医用纱布,浓缩液合并成含生药1g/mL药液,于

4℃条件保存。乙腈(TEDIA,色谱纯);甲醇(TE-
DIA,色谱纯);甲酸(Fisher,色谱纯);DSS(美国

MPbio公司);岛津LC30AD液相色谱仪(日本岛

津公司);ABSciexTripleTOF5600质谱检测器

(美国 AB公司);Thermo5430R 离心机;Sorvall
LegendMicro17微量离心机。

2 方法

2.1 动物实验

2.1.1 小鼠实验分组 将40只小鼠分为随机分为

3组,空白对照组10只,模型组15只,白头翁汤组

(0.2g/d)15只。
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2.1.2 UC小鼠模型的构建 给药方法及取样将

DSS溶于饮用水,配成3%DSS溶液,让C57BL/6
小鼠自由饮用7d,建立小鼠急性结肠炎模型。模型

建立成功的标志为出现腹泻、半稀便、大便隐血(+)
和肉眼血便等症状。造模开始同时灌胃给药,正常

及模型组灌胃蒸馏水,持续9d。末次给药24h后

对所有小鼠进行眼球取血,取约500μL至1mL于

血清管中,转速3500r/min,离心10min取上清后

转入-80℃冰箱中冻存待测。

2.2 样品前处理

取血清样品各45μL,离心10s后,加入3倍量

乙腈沉淀蛋白,涡旋30s后,静置3h。于4℃以

13000r/min离心10min,取上清153μL并挥干,
再用75μL50%乙腈溶液复溶,离心后取70μL于

进样小瓶中待测。同时将各组血清样品合并作为质

量控制(QC)样品,以相同方法处理。每隔10个样

品分析QC和空白样品,以检验分析方法的重现性。

2.3 色谱分析方法

色谱柱为ACQUITYUPLCHSST3C18色谱

柱(2.1mm×100mm,1.8μm),梯度洗脱采用流动

相A(1‰甲酸水)和流动相 B(乙腈)。流速:0.4
mL/min;进样量3μL;柱温:40℃;洗脱梯度程序:

0.5min,3% B;0.5~5min,20% B;1.5~4min,

65%B;4~11min,95%B;11~15min,95%B;15
~15.5min,3%B;15.5~20min,3%B。

2.4 质谱方法

ABSCIEXTripleTOF5600,采用ESI离子源,
质谱参数为:MS质量范围m/z60~1000;源温度

550℃;雾化气压力50psi;辅助气压力50psi;气帘

气压力35psi;离子扫描电压5500V(正离子模式);

MS2质量范围m/z40~1000。

2.5 数据处理与统计分析

获取UPLC/QTOFMS图谱后,采用Analys-
t TF1.7Software导出原始数据,使用 Markview
软件进行峰对齐。最终得到一个包含质荷比、保留

时间和峰面积三维数据表,将校正后的数据导入

SIMCA14.0软 件(14.0Version,UmertricaAB,

Sweden)进行多维统计分析。通过 OPLSDA 的

VIP值筛选前后变化显著的差异代谢物,将找到的

潜在差异代谢物在 HMDB(Human Metabolome
Databatabase)、METLIN 和 KEGG(KyotoEncy-
clopediaofGenesandGenomes)数据库中检索与确

认,得到最终匹配内源性代谢物。

3 结果

3.1 总离子流图(TIC)
采用UPLC/QTOFMS方法检测获得正负离

子TIC图(图1)。从TIC图中可以直观地发现空

白小鼠血清和 UC及治疗组小鼠中存在一些差异。
经过80%去零规则消除缺失值[14],一共提取出了

9313个正离子,4046个负离子。同时获取到相应

的色谱峰高及峰面积。

注:A.正离子模式下空白对照组小鼠血清的UPLC/QTOF总离子流

图;B.正离子模式下模型组小鼠血清的UPLC/QTOF总离子流图;

C.正离子模式下白头翁组小鼠血清的UPLC/QTOF总离子流图

图1 典型健康和UC模型小鼠血清的总离子流图

3.2 多变量统计分析

3.2.1 正离子模式下 UC模型小鼠血清的代谢组

学研究 采用PCA法探究 UC模型小鼠血清正离

子模式下的代谢谱变化,数据经预处理后,经过

PCA分析得到一个有5个主成分的模型(R2=0.
694,Q2=0.541)和反映组间离散程度的得分图。

PCA得分图显示所有样本都落在95%置信区间的

椭圆形内。图2可见3组血清样本在空间上的分布

情况。PCA结果表明,3组血清样本间能显著分离。
用OPLSDA分析方法去除与样品分类无关的信

息,对血清全谱进行模式判别分析,结果显示3组样

本能得到显著分离(图3)。为了检验模型重复性是

否良好,确保数据模型的可靠性,对模型进行置换验

证(Permutationtest)(图4)。Q2的截距为负值,模
型有效。以上结果表明,血清样本的多变量数据模

型符合参数标准,说明该模型具有较高的稳定性并
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且预测能力良好。

图2 正离子模式下UC模型小鼠血清代谢轮廓的

PCA得分图

图3 正离子模式下UC模型小鼠血清代谢轮廓的

OPLSDA得分图

图4 正离子模式下UC模型小鼠血清拟合模型的置换检验

3.2.2 负离子模式下 UC模型小鼠血清代谢组学

研究 采用PCA法探究 UC模型小鼠血清正离子

模式下的代谢谱变化,采用PCA分析结果得到一个

有2个主成分的模型(R2=0.570,Q2=0.509)及其

反映组间离散程度的得分图。PCA得分图显示所

有样本都落在95%置信区间的椭圆形内。图5可

见3组血清样本在空间上的分布情况。PCA结果

表明,3组血清样本间能显著分离。用 OPLSDA
分析方法去除与样品分类无关的信息,对血清全谱

进行模式判别分析,结果显示3组样本能得到显著

分离(图6)。为了检验模型重复性是否良好,确保

数据模型的可靠性,对模型进行置换验证(图7)。
以上结果表明,血清样本的多变量数据模型符合参

数标准,说明该模型具有较高的稳定性并且预测能

力良好。

图5 负离子模式下UC模型小鼠血清代谢轮廓的

PCA得分图

图6 负离子模式下UC模型小鼠血清代谢轮廓的

OPLSDA得分图

图7 负离子模式下UC模型小鼠和健康小鼠血清

拟合模型的置换检验

3.3 差异代谢物提取和解析

本研究使用OPLSDA模型中的变量重要性投

影(VIP)参数结合T检验进行组间差异比较,从而

筛选潜在的生物标志物,VIP值是两组中各代谢物

含量显著改变相对应的参数,选择 VIP>1,P<
0.05的情况来对应该代谢物是差异性代谢物。针对

组间的比对情况,在模型组与给药组血清样本中找

到主要差异性代谢物,其中倍数变化(FC)代表模型

组与治疗组相比较血清代谢物峰面积的比值,FC≥
1表明模型组血清中该代谢物质含量上升,FC<1
表明模型组血清中该代谢物质含量下降。依靠大连

达硕 OSI/SMMS2.0数据库以及 KEGG,HMDB,

MetaboAnalyst等网上数据库检索对这6个差异代

谢物结构进行鉴定,结果见表1。
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表1 模型组与白头翁汤组相比较的血清差异性代谢物

分子式 名称 P 值 FC VIP
Trend

模型组vs白头翁汤组

C9H11NO2 L苯基丙氨酸 1.58E-04 2.59 1.27 ↑
C9H11NO3 L酪氨酸 1.26E-08 2.08 1.61 ↑
C7H19N3 亚精胺 2.05E-03 2.22 1.16 ↑
C8H14N2O5S γ谷氨酰半胱氨酸 4.69E-04 2.94 1.22 ↑
C10H12N4O5 肌苷 1.34E-05 17.36 1.80 ↑
C9H12N2O6 尿苷 3.45E-04 2.15 1.43 ↑

4 讨论

代谢组学是通过考察生物体受到刺激或者扰动

后其代谢产物的各种变化来研究生物体的不同代谢

途径的一种技术。它通过现代仪器分析手段,定性

定量研究生物体体液(包括血浆、尿液、组织液、细胞

培养液等)的内源性代谢物即代谢组。结合模式识

别等化学信息学技术,分析生物体在病理生理刺激

和遗传因素改变的条件下,不同时间、多方位的代谢

变化。通过测定整个机体的系统代谢图谱来揭示生

物体在多种时间、环境下的整体功能状态的一门学

科。目前,代谢组学在生物标记物的发现、疾病的早

期诊断、发病机制的研究以及药理药效评价等方面

都发挥着重要的作用。目前已经被成熟的应用到了

肿瘤、心脏病、糖尿病等重大疾病研究中。所有影响

机体健康的因素(基因、环境、营养、药物和年龄等)
均可反映在代谢组的结果中。代谢组学具有明显的

整体反应性特点,这与和中药治疗多环节多靶点协

同起效的整体性特点和优势十分吻合,这一技术方

法有望在阐明白头翁汤治疗UC标志物的特色优势

方面发挥重要作用。
本实验研究结果表明白头翁汤可以显著改善

DSS模型小鼠的症状,研究中发现了一些代谢产物

属于氨基酸代谢途径,苯丙氨酸和酪氨酸同属于苯

丙氨酸代谢,二者可相互转化。而在克罗恩病和

UC小鼠以及DSS诱导的大鼠的结肠黏膜中,已证

实多巴胺的合成会受损[15]。酪氨酸是合成多巴胺

的重要原料。有研究表明,UC小鼠模型中酪氨酸

羟化酶活性下降,给药治疗后逆转上调,与本研究中

给药后酪氨酸代谢水平下调符合。据此,可以将酪

氨酸及苯丙氨酸的代谢水平变化作为白头翁汤治疗

UC靶点的一个研究方向。
有实验研究证明可溶性尿酸(sUA)可以通过激

活 NLRP3炎 性 小 体 而 诱 发 肠 上 皮 细 胞 功 能 障

碍[16]。sUA具有直接促炎作用。已有研究表明高

尿酸血症小鼠的肠道通透性高于野生小鼠。在体外

实验中,观察到sUA能激活NLRP3炎性小体并诱

导IL1β的释放。本研究发现治疗组尿酸的合成原

料尿苷和肌苷都有所下调,可导致尿酸降低,肠道通

透性好转。
此外,亚精胺和γ谷氨酰半胱氨酸属于谷胱甘

肽代谢途径,与谷胱甘肽合成密切相关[17]。在炎性

肠病(IBD)的黏膜抗氧化反应研究中发现,IBD黏

膜中初级抗氧化酶(SOD)、次级抗氧化酶(CAT)和
谷胱甘肽过氧化物酶的比率不平衡,内源性抗氧化

反应的效率低下可能是IBD的发病和炎症过程持

续存在的原因。谷胱甘肽对于维持胃肠道结构和功

能的完整性具有重要的作用。谷胱甘肽缺乏的小鼠

表现出空肠和结肠黏膜的严重退化,并出现体质量

下降和腹泻。在Sido等[18]的研究中发现,克罗恩

病和UC模型小鼠血浆中谷胱甘肽的氨基酸前体的

浓度在手术前后均有明显变化。本实验结果同样发

现与空白对照组相比较,模型组小鼠血清中的亚精

胺和γ谷氨酰半胱氨酸含量明显上升,白头翁汤干

预后亚精胺和γ谷氨酰半胱氨酸含量下降。
本实验采用了UPLC/QTOF的分析检测方法

分析了模型组及给药组的血清,发现白头翁汤给药

组与模型组对照相比,在嘌呤代谢、氨基酸代谢以及

谷胱甘肽代谢方面都发生了一定程度上的改变。通

过对这些代谢产物及其代谢通路的深入研究,可为

研究白头翁汤治疗溃疡性结肠炎疾病机制、预后或

临床治疗提供一种新的思路。
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