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B

电喷雾
B

四极杆飞行时间质谱!

dZJ4BE:FB]RK̂

$

9:

#的代谢组学方法

研究卷柏治疗高尿酸血症大鼠的作用机制"运用主成分分析!

Z4I

#和正交偏最小二乘法判别分析

!

KZJ:BHI

#方法对健康对照组%高尿酸血症模型组和卷柏组的大鼠尿液中内源性代谢物进行分析"寻

找卷柏治疗高尿酸血症大鼠的潜在生物标记物&结果表明"经
Z4I

和
KZJ:BHI

分析后"健康对照组%

高尿酸血症模型组和卷柏组的大鼠尿液代谢物谱能得到有效地区分*发现并鉴定了
-

个潜在生物标记

物"分别为尿酸%尿囊素%黄尿酸%犬尿酸%硫酸吲哚酚%马尿酸%肌酐%富马酸和柠檬酸&卷柏对高尿酸血

症大鼠的治疗主要体现为对嘌呤代谢%色氨酸代谢%三羧酸循环%精氨酸和脯氨酸代谢以及苯丙氨酸代

谢的调节作用&同时"通过检测血清生化指标"表明卷柏能降低高尿酸血症大鼠的血尿酸水平"并起到

保护肾脏的作用&

关键词"代谢组学*卷柏*高尿酸血症*液相色谱
B

质谱
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高尿酸血症是由于嘌呤代谢紊乱导致血尿

酸升高的一种疾病"其诊断标准为血尿酸浓度

男性高于
"_*>

O

$

PJ

"女性高于
,_*>

O

$

PJ

(

+

)

&

高尿酸血症与内皮功能紊乱%心血管疾病及

肾脏疾病等密切相关(

)B#

)

&该病多发于中年男

性"但是近年来"随着人们生活方式和饮食结

构的改变"年轻人和绝经女性的患病率逐渐

增高(

,

)

&

目前"从天然资源中寻找治疗高尿酸血症

的药物已成为药学研究的热点&其中"以黄嘌

呤氧化酶为靶点"筛选抗痛风中药是现行的主

流方法"并且取得了很好的研究进展&有研究

表明"卷柏!

!,@#

%

&$,@@#/#3#-&.;&$#

!

Z_b72/[_

#

:

;

061

O

#双黄酮提取物能够明显的抑制黄嘌呤

氧化酶的活性(

"BL

)

"但关于卷柏治疗高尿酸血症

的整体作用机制尚无报道&

代谢组学是通过考察生物体系受刺激或扰

动后"以其代谢产物的变化或其随时间的变化

来研究生物体系代谢途径的一门科学(

-

)

&该学

科发展迅速"现已广泛应用于疾病诊断%药物研

发%药物治疗%毒性评价等领域(

+*B+!

)

&液相色

谱
B

质谱!

J4

$
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#联用技术"特别是超高效液

相色谱
B

质谱!

dZJ4

$
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#联用技术"因具有较

高的灵敏度和分辨率"以及较宽的动态范围"而

被广泛用于代谢组学研究&

本研究拟采用超高效液相色谱
B

电喷雾
B

四

极杆飞行时间质谱法!
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#

检测经卷柏治疗的高尿酸血症大鼠尿液中代谢

物的变化"通过主成分分析!

Z4I

#和正交偏最

小二乘法判别分析!

KZJ:BHI

#寻找潜在的生

物标记物"并由此探索卷柏的作用机制&

J

!

实验部分

JKJ

!

主要仪器

V2=708:

?

12

;

=W)

四极杆飞行时间质谱

仪'美国
V2=708

公司产品"配有
I<

\

/6=

?

dZJ4

系统%

E:F

电喷雾离子源*

471=063/

O

7#L+*D

超

速冷冻离心机'德国
E

;;

71P%03

公司产品&

JKM

!

主要试剂

黄嘌呤'美国
:6

O

>2

公司产品*氧嗪酸钾'成

都西亚试剂有限公司产品*

CE

染色!苏木精
B

伊

红染色法#相关试剂'北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司产品*

9288%1

染色!马松三色染色

法#试剂盒'南京建成生物研究所产品*卷柏'北

京同仁堂制药有限公司产品*尿酸%尿囊素%黄尿

酸%犬尿酸%硫酸吲哚酚%马尿酸%肌酐%富马酸和

柠檬酸标准品'均为美国
:6

O

>2

公司产品&

JKN

!

卷柏提取物的制备

卷柏粉碎"过
,*

目筛后"加入
+*

倍质量的

水"浸润
@*>61

"然后回流提取
@*>61

*过滤出

滤液后"再加入
+*

倍质量的水"回流提取
@*>61

*

合并
)

次滤液"于
#*a

旋转蒸发浓缩后"冻干*

冻干粉加水溶解后使用&

JK$

!

动物实验

+L

只
V68=20

大鼠!体重
)**

#

)#*

O

#"购

于吉林大学实验动物中心"适应环境
"

天后"随

机分成
!

组'

+

#健康对照组!

C4W

#'连续
+!

天

按照
*_#>J

$

+**

O

体重腹腔注射生理盐水"每

日
)

次*

)

#高尿酸血症模型组!

9W

#'连续
+!

天按照
*_#>J

$

+**

O

体重腹腔注射造模药!黄

嘌呤和氧嗪酸钾均为
,*

O

$

J

的混合液#"每日
)

次*

!

#卷柏组!

:RW

#'连续
+!

天按照
*_#>J

$

+**

O

体重腹腔注射造模药!黄嘌呤和氧嗪酸钾均为

+@@

第
#

期
!!

徐
!

晨等'基于液相色谱
B

质谱的代谢组学方法研究卷柏治疗高尿酸血症大鼠的作用机制
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O

$

J

的混合液#"每日
)

次"从第
@

天开始"

按照
!)*>

O

$

+**

O

体重灌胃给药卷柏提取物"

一日
+

次"连续
+*

天&

JK!

!

样品收集与制备

在实验第
+!

天收集大鼠的
+L5

尿液"以

+****0

$

>61

离心
+*>61

"取上清液"冷冻贮藏

于
cL*a

冰箱中&样品检测前"在
@a

冰箱中

解冻尿液样品"经
*_))

"

>

滤膜过滤"取上清

液"用超纯水以
+g+*

!

I

$

I

#稀释"供
dZJ4B

E:FB]RK̂

$
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测定&

在实验第
!

天"取大鼠眼眶血"备用*第
+@

天"处死大鼠"取血液*

)

次所得的血液均以

@***0

$

>61

离心
+*>61

"取上清液作为血清储

备液"冷冻贮藏于
cL*a

冰箱中&

JK"

!

实验条件

JK"KJ

!

色谱条件
!

V2=708I<

\

/6=

?

dZJ4

bEC4+L

色谱柱!

+_"

"

>i)_+>>i#*>>

#*

流动相'

I

为
*_+̀

甲酸
B

水溶液"

b

为乙腈*梯

度洗脱'

*

#

#>61

%

#̀ b

#

)*̀ b

"

#

#

L>61

%

)*̀ b

#

#*̀ b

"

L

#

+*_#>61

%

#*̀ b

#

+**̀ b

*

流速
*_@>J

$

>61

*进样室温度
@a

*柱温
!#a

*

进样量
#

"

J

&

JK"KM

!

质谱条件
!

V2=708:

?

12
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四极杆

飞行时间质谱仪"正离子模式毛细管电压

)_#Q$

"负离子模式毛细管电压
)_*Q$

"锥孔

电压
@*$

"萃取锥电压
)_*$

"离子源温度
+)*a

"

脱溶剂气温度
@**a

"锥孔气流速
#*J

$

5

"脱

溶剂气流速
L**J

$

5

"质量扫描范围
3

$

4+**

#

+***

"碰撞能量
+*

#

@*7$

&测样前"使用甲酸

钠进行校正"采用分辨率模式*测样时"采用

)

"

O

$

J

亮氨酸脑啡肽实时校正"

+#8

校正
+

次"

每次采集亮氨酸脑啡肽信号
*_#8

"亮氨酸脑啡

肽进样流速
#

"

J

$

>61

&

JK#

!

数据处理

样品经
dZJ4BE:FB]RK̂

$
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检测获得

原始数据"采用
920Q70&

?

1TY:[@_+

软件进行

峰检测%峰对齐以及归一化&以精确分子质量
B

保留时间和归一化后的峰面积建立数据矩阵"

数据矩阵导入多变量统计 软件
:F94IBZ

!

d>7=06<8

"

d>7o

"

:N7P71

#中进行
Z4I

和

KZJ:BHI

多元变量分析&使用生物学数据

库"如
C9Hb

!

5==

;

'

"

NNN_5>PU_<2

$#%

9ERJF(

!

5==

;

'

"

>7=&61_8<06

;;

8_7P/

$#%

9288U21Q

!

5==

;

'

"

NNN_>288U21Q_

M;

$#和

fEWW

!

5==

;

'

"

NNN_Q7

OO

_<%>

$#进行生物标

记物的鉴定和代谢通路的分析&

JKU

!

血清生化指标及肾组织切片检测

大鼠血清中尿酸及肌酐的含量测定采用超

高效液相色谱
B

三重四极杆质谱法!

dZJ4BR]B
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#"具体实验步骤参见文献(

+@

)&

M

!

结果与讨论

MKJ

!

血清生化指标检测

血清生化指标检测结果列于表
+

&可以看

出'在实验第
!

天"模型组和卷柏组的血尿酸含

量显著升高"表明高尿酸血症模型成功建立*在

第
+@

天"即经过
+*

天的卷柏给药"卷柏组的血

尿酸含量相对模型组降低"表明卷柏具有降低

高尿酸血症大鼠血尿酸的作用&通常"血清肌

酐含量可作为衡量肾脏功能的指标"在第
+@

天"模型组血清肌酐含量与健康组相比升高"表

明模型组大鼠的肾脏功能受损"而卷柏组大鼠

的血清肌酐含量相对模型组降低"说明卷柏具

有保护肾脏的作用&

MKM

!

尿液代谢物谱分析和潜在生物标记物鉴定

采用
dZJ4BE:FB]RK̂

$

9:

法进行尿液

样品的分离和数据采集"并对数据进行
Z4I

和

KZJ:BHI

分析"

Z4I

在正离子模式和负离子

模式下的得分图示于图
+

&可以看出"健康对

照组%模型组和卷柏组能完全分开"表明这
!

组

表
J

!

血清尿酸和血清肌酐的浓度#平均值
bGP

!

+c"

$

:,></J

!

6(0C/01+,1)(08(98/+A.A+)C,C)',0'8/+A.C+/,1)0)0/

#

F/,0bGP

!

+c"

$

组别 血清尿酸!第
!

天#$!

"

>%&

$

J

# 血清尿酸!第
+@

天#$!

"

>%&

$

J

# 血清肌酐!第
+@

天#$!

"

>%&

$

J

#

健康对照组!

C4W

#

+!"_"*l)!_#@

*

+)"_*"l)-_L#

*

L_)Ll*_"@

**

模型组!

9W

#

))#_"Ll+,_)+ )!@_)*l)#_)) +,_-@l@_,,

卷柏组!

:RW

#

)@*_@,l))_!" +L*_+"l@"_+#

**

+*_",l+_@#

**

!!

注'

*

表示与模型组相比
D

&

*_*+

*

**

表示与模型组相比
D

&
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图
J

!

健康对照组%模型组和卷柏组在正离子模式#

,

$和负离子模式#

>

$下的
26H

得分图

*)

-

LJ

!

26H8C(+/

7

<(18(9?6Q

!

FQ,0'G:Q)0

7

(8)1)=/)(0.('/

#

,

$

,0'0/

-

,1)=/)(0.('/

#

>

$

大鼠的尿液代谢物谱发生了明显变化&为了更

好的区分并找到影响分组的代谢物"采用

KZJ:BHI

法研究模型组和卷柏组大鼠的代谢

物谱差异&

KZJ:BHI

在正离子模式和负离子模式下

的得分图分别示于图
)

"可以看出"模型组和卷

柏组有明显区别"经卷柏给药后大鼠的代谢状

况发生了明显改变&模型组和卷柏组在正离子

模式和负离子模式下的
:B

;

&%=

示于图
!

"每个

点表示
+

个化合物"离原点距离越远表示这个

化合物对模型组和卷柏组大鼠分组的贡献越

大&选择
$FZ

值大于
+

的代谢物为潜在生物标

记物"共找出了对模型组和卷柏组分类贡献较

大的
-

个化合物"即卷柏治疗高尿酸血症大鼠

的潜在生物标记物&根据质荷比和串联质谱数

据"并与标准品和数据库进行比较"鉴定出
-

个

潜在生物标志物"结果列于表
)

&以负谱
3

$

4

)+)_**)"

代谢物为例说明鉴定过程'首先"准

分子离子峰的质荷比为
)+)_**)"

"经计算其化

学式为
4

L

C

"

(K

@

:

"此代谢物初步鉴定为硫酸

吲哚酚*由串联质谱图可知"此代谢物有
)

个碎

片离子
3

$

4+!)_*#

和
3

$

4"-_-,

"经计算"这
)

个碎片离子分别为(

9

-

C

-

:K

!

)

c和(

:K

!

)

c

*

综上"鉴定此代谢物为硫酸吲哚酚&

图
M

!

模型组和卷柏组在正离子模式#

,

$和负离子模式#

>

$下的
O2TG&PH

得分图

*)

-

LM

!

O2TG&PH8C(+/

7

<(18(9FQ,0'G:Q)0

7

(8)1)=/)(0.('/

#

,

$

,0'0/

-

,1)=/)(0.('/

#

>

$

*)

-

LN

!

模型组和卷柏组在正离子模式#

,

$和负离子模式#

>

$下的
G&

7

<(1

*)

-

LN

!

G&

7

<(18(9O2TG&PH9(+FQ,0'G:Q)0

7

(8)1)=/)(0.('/

#
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表
M

!

卷柏治疗高尿酸血症大鼠的潜在生物标志物

:,></M

!

2(1/01),<>)(.,+\/+8(9%&'(

)

*+&''(,($(-*./*+(1+/,1/'3

57

/+A+)C/.)C+,18

模式
$FZ

值 化合物 分子式
测定质荷比

3

$

4

理论质荷比

3

$

4

误差$

+*

c,

串联

质谱

变化

趋势*

变化

趋势**

变化

倍数*

变化

倍数**

正离子
+_!@

肌酐
4

@

C

"

(

!

K

++@_*,,! ++@_*,,) G*_LL @@_+*

上调 下调
)_*, +_-@

)_#)

黄尿酸
4

+*

C

"

(K

@

)*,_*@@! )*,_*@@L c)_@! +,*_*@

上调 下调
+_"@ +_L@

)_*@

马尿酸
4

-

C

-

(K

!

+L*_*,#L +L*_*,## G+_," +*#_*#

" 上调 下调
+_"- +_,"

""_*)

)_)+

犬尿酸
4

+*

C

"

(K

!

+-*_*#** +-*_*@-- G*_#! +@@_*#

" 上调 下调
+_-! +_"+

++,_*,

+_+,

尿囊素
4

@

C

,

(

@

K

!

+#-_*#++ +#-_*#+! c+_), ,+_*@

" 上调 下调
)_@L )_*!

--_*!

负离子
#_+"

硫酸吲
4

L

C

"

(K

@

:

)+)_**)" )+)_**)! c+_L- +!)_*#

" 上调 下调
@_-@ )_,-

哚酚
"-_-,

)_)"

柠檬酸
4

,

C

L

K

"

+-+_*)** +-+_*+-" G+_#" +++_*+

下调 上调
+_#+ +_)L

#_#"

尿酸
4

#

C

@

(

@

K

!

+,"_*)+@ +,"_*)++ G+_L* +)@_*)

" 上调 下调
!_*+ +_L-

-,_*)

"

,-_*+

+_+)

富马酸
4

@

C

@

K

@

++#_**!, ++#_**!" c*_L" "+_+*

下调 上调
+_@" +_,L

!!

注'

*

为模型组
+.

健康对照组"

D

&

*_*#

*

**

为卷柏组
+.

模型组"

D

&

*_*#

MKN

!

卷柏治疗高尿酸血症大鼠作用机制分析

实验表明"卷柏给药组大鼠尿液中的尿酸

含量明显降低"说明卷柏有降低尿酸的作用&

尿酸是人类嘌呤代谢的终产物"但大鼠体内存

在将尿酸氧化为尿囊素的尿酸酶&本研究采用

氧嗪酸钾抑制尿酸酶活性来造模"但是尿酸能

够通过非酶途径被氧化为尿囊素"因此尿囊素

含量的变化也代表了尿酸含量的变化&

黄尿酸%犬尿酸以及硫酸吲哚酚是色氨酸

代谢通路的重要代谢物&已有研究(

+#B+,

)表明"

在肾功能不全的大鼠体内"黄尿酸和犬尿酸的

含量会升高&硫酸吲哚酚是吲哚酚的二相代谢

产物"其在慢性肾病大鼠血清中明显升高(

+"

)

&

在本研究中"黄尿酸%犬尿酸以及硫酸吲哚酚在

模型组中含量升高"除此以外"与肾损伤有关的

标记物"包括精氨酸和脯氨酸代谢通路的肌酐

和苯丙氨酸代谢通路的马尿酸也都在模型组中

上调&这些代谢物含量的变化都表明"模型组

大鼠具有肾脏损伤&在卷柏组"这些与肾脏功

能相关的代谢物含量都下调"表明卷柏能够起

到保护肾脏的作用&

富马酸和柠檬酸是三羧酸循环的重要中间

物&三羧酸循环是能量代谢的重要组成部分"

是能量物质!如糖%脂肪酸和氨基酸#氧化的途

径&在模型组中"富马酸和柠檬酸含量降低"说

明高尿酸血症大鼠体内能量代谢异常*在卷柏

组中"富马酸和柠檬酸含量相比模型组均有上

调"表明卷柏能够调节高尿酸血症大鼠的能量

代谢&

N

!

结论

本研究采用基于
dZJ4BE:FB]RK̂

$

9:

的代谢组学方法研究了卷柏治疗高尿酸血症大

鼠的尿液代谢谱变化"并检测了大鼠的血清生

化指标&结果表明"卷柏调节了高尿酸血症大

鼠的
-

个代谢物"包括尿酸%尿囊素%黄尿酸%犬

尿酸%硫酸吲哚酚%马尿酸%肌酐%富马酸和柠檬

酸"这些潜在生物标志物的变化趋势反映了卷

柏在嘌呤代谢%色氨酸代谢%三羧酸循环%精氨

酸和脯氨酸代谢以及苯丙氨酸代谢的调节

作用&
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质谱的代谢组学方法研究卷柏治疗高尿酸血症大鼠的作用机制




