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摘要!运用基于液相色谱
?

质谱联用技术的代谢组学方法研究了不同卷烟烟气暴露对大鼠内源小分子代

谢物组的影响%分别建立了大鼠血清和尿液的代谢轮廓谱"分析了烟气暴露
,

天$

+#

天和
!*

天时对照

组大鼠$普通卷烟暴露组大鼠及含有天然本草添加剂的某品牌卷烟暴露组大鼠的血浆和尿液样本"采用

偏最小二乘判别分析!

YO9?]D

#对数据进行模式识别%结果表明"普通卷烟和天然本草添加卷烟均会影

响大鼠整体代谢状态"干扰大鼠磷脂$能量代谢"并对其造成氧化损伤"但天然本草添加卷烟对大鼠的损

伤程度低于普通卷烟%在烟气暴露
!*

天时"一些重要标志物在各组相对含量的变化进一步证实了天然

本草添加卷烟可降低烟气对大鼠整体代谢的影响"减轻烟气造成的损伤%因此"在烟草中加入天然本草

添加剂可在一定程度上减少烟气对机体的伤害"改善体内因烟气干扰而紊乱的磷脂和能量代谢%
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随着吸烟与健康问题的日益突出"烟草减

害技术已成为国际烟草界研究的热点问题*

+?)

+

%

积极改进卷烟产品生产工艺"最大限度地降低

吸烟对人体的伤害"是烟草行业对消费者的责

任%传统的烟草减害研究主要以降低焦油释放

量为主%

从烟草的本质与起源看"烟草本身就是一

种特殊的天然植物药"是茄科植物烟草
@."$-.O

(/(-(9(",* Ô

的全草%中医药书籍中很早就

有记载将天然本草燃烧后闻吸烟气来治疗疾

患"例如清代赵学敏0串雅外编1记载了运用,烟

熏疗法-治疗,水肿上气-$,冬月喉痹-等疾病%

受,烟熏疗法-等理论启发"我国科研人员将天

然本草与卷烟结合"探索天然本草在卷烟减害

中的应用"通过在卷烟中加入天然本草等添加

剂以达到减害目的*

C

+

%

烟气危害主要来自卷烟燃烧过程中形成的多

环芳烃!

YDL7

#和自由基%其中"多环芳烃是烟气

中最主要的致癌物*

B

+

&自由基一方面在高温条件

下可转化为多环芳烃*

,

+

"另一方面对机体造成氧

化损伤而引起各种疾病*

"?+*

+

%目前"已有文献报

道"添加天然本草的卷烟可降低卷烟燃烧产生的

多环芳烃和自由基的含量*

++?+)

+

%某品牌卷烟作为

天然本草添加卷烟的代表之一"在其烟草中添加

了一些补益肺肾的天然本草"显著地改善了烟气

暴露小鼠的呼吸道刺激反应$机体抗氧化损伤$免

疫抑制等危害"其机理可能是卷烟燃烧时产生了

一些具有清除自由基$抗氧化功能的生物活性物

质*

+!

+

%但是"目前对天然本草降害的生物学机理

仍缺乏深入系统的研究%因此"有必要阐明天然

本草添加卷烟减害过程的相关机理"为天然本草

在烟草减害中的应用提供依据%

代谢组学是近年来生命科学领域研究的一

大热点%通过研究生物体因外界干预等因素而

产生的代谢物质和量的变化"从整体角度评价

生物体的代谢状态"以更好地理解生命过

程*
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%液相色谱
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质谱!
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#是代谢组学研

究的常用技术之一"它具有灵敏度高$分辨率

高$选择性好等优点%基于该技术的代谢组学

方法已经应用于疾病诊断*

+C?+B

+

$药效研究*

+,

+

$

毒理研究*

+"

+等领域%在烟气减害研究方面"石

先哲等*

+E

+将代谢组学方法用于薄荷烟对大鼠

尿液代谢影响的研究"认为烟草中添加薄荷醇

可改善烟草对大鼠代谢的影响%

本工作拟将
O3

)

89

技术与偏最小二乘判

别分析!

YO9?]D

#等多元统计分析方法结合"

用于研究烟气对大鼠代谢的影响%通过查找生

物标志物"希望更好地解释烟气暴露引发的机

体损伤及添加天然本草减害的机理"这将对吸

烟潜在危险及低危害烟的评价具有重要意义%
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美国
N1<6/7

公司产品"配有高压二元梯度泵$

可控温自动进样器!最低
#g

#和二极管阵列检

测器&

N1<6/7Y/6=56/VAX

飞行时间质谱检

测器(美国
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公司产品"配有
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级乙腈和
LYO3

级甲醇(美国

X5746/

公司产品&甲酸(纯度
E"f

"比利时
D;?

/%7

公司产品&亮氨酸
?

脑啡肽标准品!

&6.;506?

60R6

:

41&50

"
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#(纯度
(

E,f

"美国
95

U
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公

司产品&

OY3
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+Bh*
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OY3
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#(美国

DS10<5Y%&1/O5
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公司产品&花生四烯酸

!

3)*h#

#$亚油酸 !

3+"h)

#$油酸!

3+"h+

#$

棕榈油酸$棕榈酸$甲基马尿酸(美国
95

U

=1?

D&H/5;4

公司产品&柠檬酸(分析纯"北京化学试

剂公司产品&超纯水(电阻率
+"̂)8

(

3

;=

d+

"

由
85&&5?c

超纯水系统制备&普通卷烟和某品

牌卷烟(均由江西中烟工业有限责任公司提供%

@AF

!

动物实验及样本前处理

@AFA@

!

动物实验
!

将
E*

只
N57<1/

大鼠分成

对照组!不暴露于烟气中#$普通卷烟暴露组$某

品牌天然本草添加卷烟暴露组"每组
!*

只"并

将每组再分成
!

个小组"每个小组
+*

只"分别

烟气暴露
,

天$

+#

天和
!*

天%每只大鼠每天分

别暴露
)*=50

"控制卷烟烟气遮光率为
,*f

"温

度为!

))i)

#

g

"湿度为!

)+i*̂C

#

f

"氧气浓

度为!

)+i*̂C

#

f

"压力为!

+*+!)Ci#*

#

Y1

%

在烟气暴露
,

天$

+#

天及
!*

天时"称大鼠质

量"在代谢笼中收集大鼠
)#4

尿液"经麻醉后

在肝门静脉处取血约
B

$

"=O

"放入经肝素钠

处理过的
+*=O

离心试管中"迅速以
!***

/

)

=50

离心
+*=50

"取上层血浆%各生物样品

均于
d"*g

下保存%

@AFAF

!

血浆及尿液样本前处理
!

取
+**

"

O

冻

融后的样品!血浆或尿液#"加入
#**

"

O

甲醇"

涡旋
+=50

"充分混匀沉淀蛋白"于
# g

下以

+!***/

)

=50

离心
+C=50

"取上清液"加入
!**

"

O

超纯水稀释"经
*̂))

"

=

滤膜过滤%

c3

样本制备方法(取等量部分烟气暴露

+#

天的所有待测大鼠血浆样本"混合均匀后按

上述方法处理样品&尿液
c3

样品的制备与血

浆样本相同%
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实验条件

@AGA@

!

色谱条件
!

色谱柱(

D;

T

.5<
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V8

?Z@L
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反相分析柱!

+**==u)̂+==u+̂,

"

=

#&

柱温(

#*g

&流速(

*̂#=O

)

=50

&自动进样器温

度(

#g

&进样量(

#

"

O

&流动相(

D

为纯乙腈"

Z

为
*̂+f

甲酸水溶液&梯度洗脱"各样品梯度

设置如下(

+

#血浆样本(

*

$

!=50

!

Cf

$

C*fD

#"

!

$

,=50

!

C*f
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B*fD
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#"

+#

$

+,

=50

!

ECfD
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CfD
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#尿液样本(

*

$

"=50
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Cf

$

C*f

D
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"

$

+*=50
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C*f
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ECfD
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ECfD
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@AGAF

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

@9P

#"分析

采用
$

模式"在负离子模式下采集数据%检测

参数设置如下(脱溶剂气流量
B**O

)

4

"脱溶剂

气温度
!C*g

"锥孔气流量
#*O

)

4

"离子源温度

+)*g

"毛细管电压
)C**$

"锥孔电压
!*$

"

质量扫描范围
*

)

>+**

$

+C**

"扫描时间
*̂)7

"

扫描间隔
*̂*)7

%采用
)

"

U

)

O

亮氨酸
?

脑啡肽

溶液为锁定质量校准液进行实时质量校准"选

择,

]_@

-模式"流速
)

"

O

)

=50

&质量轴校准采

用
*̂*C=%&

)

O

甲酸钠溶液%

@AI
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数据处理

@AIA@

!

色谱数据的提取和前处理
!

采用
N1?

<6/7

公司
81/R6/&

>

0I

软件进行色谱峰自动识

别和峰匹配"将所得数据导入
9P83D?Y

软件%

在
9P83D?Y

软 件中 先对数 据 进 行
8610?

;60<6/50

U

以及
Y1/6<%?7;1&50

U

处理以减少大面

积色谱峰带来的分析偏差"随后进行模式识别%

用
-

检验分析两组间差异"

B

"

*̂*C

认为有显

著性差异%

@AIAF

!

多元统计分析
!

首先采用无监督的

Y3D

方法观察样本的聚集和离散状态以及离

群点%为了进一步区分烟气暴露组和对照组之

间的差异"采用有监督的
YO9?]D

分析来判定

对于造成这种聚集和离散的主要差异变量"根

据
YO9?]D

分析中
$PY

!

S1/51J&65=

:

%/<10;650

:

/%

W

6;<5%0

#值!

$PY

%

+

#和
Y3D

分析中的重要

性!

75

U

0525;10;6

#"结合
-

检验方法"筛选各组中

具有明显差异的化合物!

B

"

*̂*C

#%

@AJ

!

差异表达代谢物的鉴定

运用
8177O

>

0I

软件中的
5?X5<

功能"对所

筛查到的具有差异的代谢物进行分析"计算其

*,#

质 谱 学 报
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可能的分子式"并根据得到的质荷比和分子式

检索数据库%查阅
L8]Z

$

\@[[

等在线数据

库"对比标志物的一级$二级质谱信息"完成代

谢物的鉴定%其中"将花生四烯酸 !

3)*h#

#$

亚油酸 !

3+"h)

#$油酸!

3+"h+

#$棕榈油酸$

棕榈酸$甲基马尿酸等生物标志物的鉴定结果

与对照品分析结果进行了比对确证%

F

!

实验结果

FA@

!

生物样品的
Y9T.!

`

!WXB56

分析

分别用
c3

样本考察血浆和尿液样本在

正$负离子模式下的响应情况"其中血浆样本的

检测结果示于图
+

%可以发现"各样本在正离

子模式下基线本底较高"灵敏度降低"导致低丰

度化合物检测不到&而在负离子模式下可得到

更为丰富的信息%因此"本研究选用负离子检

测模式%

为了保证分析方法的可靠性"在实际样品

的整个分析过程中"穿插了
B

个
c3

样品"从各

样品的基峰强度!

ZYP

#色谱图中选取
"

个典型

的色谱峰"统计保留时间和峰强度的变化情况"

考察方法和样品的稳定性"

c3

样本的
ZYP

图

示于图
)

"方法考察结果列于表
+

%结果显示"

各色谱峰的保留时间
_9]

在
*̂*,f

$

*̂B!f

之间"峰强度
_9]

在
!̂*+f

$

B̂BCf

之间"均

小于
+*f

"仪器的精密度及化合物的稳定性符

合代谢组学研究的要求*

+C

+

%

图
@

!

正'

,

(%负'

=

(离子模式下$

大鼠血浆样本质谱
;98

图

B$

<

C@

!

;,-&

/

&,H$()&(-$)

2

'

;98

(

'41#7,)#

<

1,7-

#D

`

.-,7

/

0&-#D1,)

/

0,-7,$(

/

#-$)$+&

'

,

(

,("

(&

<

,)$+&

'

=

(

$#(7#"&-

注(

1̂

血浆&

Ĵ

尿液

图
F

!

`

.

样品质谱
;98

图

B$

<

CF

!

;,-&

/

&,H$()&(-$)

2

'

;98

(

'41#7,)#

<

1,7-#D

`

.-,7

/

0&-

+,#

第
#

期
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方
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结
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FAF

!

烟气暴露大鼠血浆及尿液代谢组学分析

采用
Y3D

方法对对照组$普通卷烟暴露

组和某品牌卷烟暴露组大鼠的血浆和尿液样

本的代谢谱数据"按不同暴露时间分别进行

模式识别%结果显示"虽然对照组和实验组

能基本分开"但是组内样品间的离散较为严

重"说明组内的个体差异较大"因此采用
YO9?

]D

对各组样本进行判别分析%结果显示"各

样品组内聚集情况较好"组间也能得到较好

地分离%以烟气暴露
,

天大鼠的血浆样品为

例"其结果示于图
!

%

将所有样品用
YO9?]D

模式进行识别分

析"结果示于图
#

%可以看出"血浆样本组内聚

集情况较好"而尿液的同组样品离散程度较高"

这可能是因为尿液相比于血液的个体代谢差异

更显著&各组样品间均能得到有效分离"且对照

组和实验组也有较好地分离"说明吸烟对机体

的代谢有一定的影响"可造成代谢紊乱&某品牌

天然本草添加卷烟和普通卷烟两组间也具有

较好的分离"说明两者对机体的影响有一定的

图
G

!

烟气暴露
N

天$大鼠血浆样本
9.*

'

,

(与
9T6!S*

'

=

(模式识别比较

B$

<

CG

!

9.*

'

,

(

,("9T6!S*

'

=

(

1&-:0)-#D

/

0,-7,-,7

/

0&-

D1#7)41&&

<

1#:

/

-#D1,)-&E

/

#-&"$(-7#H&D#1N",

2

-

注(

1̂

第
,

天血浆样本&

Ĵ

第
+#

天血浆样本&

;̂

第
!*

天血浆样本&

Ĥ

第
,

天尿液样本&

6̂

第
+#

天尿液样本&

2̂

第
!*

天尿液样本

图
I

!

烟气暴露大鼠各时期
G

组样品
9T6!S*

分析结果

B$

<

CI

!

9TS!S*1&-:0)-D#1)41&&

<

1#:

/

-#D1,)--:DD&1$(

<

"$DD&1&()-7#H&&E

/

#-&")$7&-

!,#

第
#

期
!!
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差异%随着烟气暴露时间的增长"血浆和尿液

样本
YO9?]D

分析图中某品牌卷烟组和对照

组逐步靠拢"具有一定的回调趋势"而普通卷烟

组和对照组始终保持一定的分离"说明在长期

干预下"添加天然本草的某品牌卷烟可能对机

体受到的损伤具有一定的保护作用"减缓机体

损伤的进一步加重%

FAG

!

潜在生物标志物的鉴定及分析

根据
YO9?]D

分析中的
$PY

值"筛选各组

中具有明显差异的化合物"共发现
+C

个具有差

异的化合物"结果列于表
)

%以
*

)

>!*!̂)!

!保

留时间
+)̂*+=50

#的代谢物为例说明其鉴定

过程%在负离子模式下"得到准分子离子峰
*

)

>

!*!̂)!+*

*

8dL

+

d

"经计算"其可能的分子式

为
3

)*

L

!+

A

)

!计算值
!*!̂)!!!

#"质量偏差为

,̂C"

::

=

&在
L8]Z

上检索"推测其可能为花

生四烯酸"与对照品花生四烯酸比对后确定其

结构%其中"血浆样本得到的标志物以磷脂及

脂肪酸代谢为主"而尿液样本中得到的大多是

与能量代谢和氧化损伤相关的标志物%

表
F

!

潜在生物标志物鉴定结果

W,=0&F

!

8"&()$D$',)$#(1&-:0)-#D)4&

/

#)&()$,0=$#7,1H&1-

序号

(%̂

保留时间

-

_

)

=50

准分子离子峰

DHH.;<7

潜在生物标志物!趋势#

Y%<60<51&J5%=1/R6/7

!

</60H

#

相关的代谢

_6&1<6H

:

1<4G1

>

YI+ B̂"+ CB#̂!!#,

*

8eXDdL

+

d

OY3

!

+"h)

#!

)

# 磷脂代谢

YI) B̂")

C""̂!!C+

*

8eXDdL

+

d

OY3

!

)*h#

#!

)

# 磷脂代谢

YI! ,̂BE C#*̂!!!C

*

8eXDdL

+

d

OY3

!

+Bh*

#!

)

#

# 磷脂代谢

YI# +*̂+"

CB"̂!B#C

*

8eXDdL

+

d

OY3

!

+"h*

#!

)

#

# 磷脂代谢

YIC +)̂*+ !*!̂)!+*

*

8dL

+

d 花生四烯酸!

*

#

# 花生四烯酸代谢

YIB +)̂))

),Ê)!*+

*

8dL

+

d 亚油酸!

*

#

# 亚油酸代谢

YI, +!̂!E )"+̂)#!E

*

8dL

+

d 油酸!

*

#

# 脂肪酸代谢

MI+ *̂BC

+E+̂*)!E

*

8dL

+

d 柠檬酸!

)

#

# 能量代谢

MI) +̂"" +,)̂EE*#

*

8dL

+

d 去氢抗坏血酸!

*

#

MI! )̂+B

)+)̂**)*

*

8dL

+

d 硫酸吲哚酸!

*

#

MI# )̂#E )#)̂*++B

*

8eXDdL

+

d 磷酸胍基乙酸!

)

# 精氨酸和脯氨酸代谢

MIC )̂#E

+B)̂*C*E

*

8dL

+

d

!?

羟基
?!?

甲基
?)?

羟基吲哚!

)

# 色氨酸代谢

MIB )̂"" +E)̂*,*B

*

8dL

+

d 甲基马尿酸!

*

#

# 脂肪酸
"

氧化

MI, )̂EC

+",̂**C)

*

8dL

+

d 甲酚硫酸!

)

#

MI" #̂*+ )*+̂*)!,

*

8dL

+

d 苯甲酰磷酸!

*

# 能量代谢

!!

注(与对照组相比"

*

表示上调"

)

表示下调&

#

表示经标准品确认&

Y

表示血浆样品"

M

表示尿液样品

!!

几种已用标准品鉴定的重要代谢物在对照

组大鼠$普通卷烟组大鼠和某品牌卷烟组大鼠

生物样本中的相对含量变化示于图
C

%在烟气

暴露第
,

天时"与对照组大鼠相比"各标志物在

普通卷烟组和某品牌卷烟组大鼠中均具有显著

差异"说明两种卷烟烟气暴露均会对机体造成

损害&烟气暴露
+#

天时"与对照组大鼠相比"各

标志物在普通卷烟中仍具有显著性差异"但是

某品牌卷烟组大鼠的各标志物显著性有所降

低"甚至没有显著性"所以普通卷烟和某品牌卷

烟的烟气暴露对机体造成的损伤程度不同%某

品牌卷烟造成的损害相对较小"可能是其中天

然本草成分高温裂解后"产生了可清除自由基

的物质"从而减少了氧化损伤等伤害*

+)

+

&当烟

气暴露
!*

天时"普通卷烟与对照组相比"仍具

有显著性差异"但是某品牌卷烟暴露组大鼠的

部分标志物水平有向正常水平回调的趋势"并

且与普通卷烟相比"标志物的差异具有显著性%

#,#
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注(

1̂

血浆花生四烯酸&

Ĵ

血浆
OY3

!

+"h*

#&

;̂

血浆
OY3

!

+Bh*

#&

Ĥ

尿液柠檬酸&

6̂

尿液甲基马尿酸&

与对照组相比"

#

表示
B

"

*̂*C

"

##

表示
B

"

*̂*+

"

###

表示
B

"

*̂**+

&与对照组大鼠相比"

'

表示
B

"

*̂*C

图
J

!

生物标志物在
G

组大鼠不同烟气暴露时期的相对含量

B$

<

CJ

!

%&0,)$+&'#('&()1,)$#(-#D)4&$7

/

#1),()7&),=#0$)&-$(

/

0,-7,,(":1$(&

#D)4&)41&&

<

1#:

/

-#D1,)-&E

/

#-&")#-7#H&D#1"$DD&1&())$7&-

G

!

讨论

由于血浆和尿液基质中化学成分的差异"

本研究采用不同色谱条件分析血浆和尿液样品

代谢轮廓谱"并依据峰形和重现性对分析条件

进行优化%

卷烟烟气中含有大量自由基"会对机体造

成较为严重的氧化损伤"在所得的标志物中"去

氢抗坏血酸$

!?

羟基
?!?

甲基
?)?

羟基吲哚$硫酸

吲哚酚$甲酚硫酸盐和甲基马尿酸均与氧化损

伤相关"其中甲基马尿酸是脂肪酸
"

氧化的产

物%在血浆样本中得到了多个与磷脂代谢相关

的标志物"已有文献报道吸烟会引起磷脂降

解*

)*

+

"体内磷脂代谢异常可能与烟气中氧化性

物质的吸入对机体细胞膜$脂蛋白$脂质等产生

影响有关*

)*?))

+

"磷脂代谢异常会增加心血管疾

病的风险*

)!

+

"特别是花生四烯酸水平的升高是

心血管疾病的重要标志物之一*

)#

+

"同时也是机

体发生炎症反应的重要标志物之一*

)*

+

"而炎症

的发生与心血管疾病$癌症等疾病相关*

)C?)B

+

%

在尿液中得到了一些与能量代谢相关的标志

物"其中磷酸胍基乙酸是体内合成肌酸的主要

内源性物质"而肌酸是细胞内能量新陈代谢的

重要分子和能量暂时存储的场所*

),

+

%磷酸胍

基乙酸和柠檬酸在体内水平降低说明吸烟对大

鼠的能量代谢有一定的影响%

标志物中"花生四烯酸$

OY3

!

+"h*

#和

OY3

!

+Bh*

#均与磷脂代谢有关"在烟气暴露

!*

天时"某品牌卷烟暴露组大鼠体内的花生四

烯酸水平降低而磷脂类的成分升高"说明大鼠

的磷脂代谢有所好转"同时花生四烯酸作为心

血管疾病的重要标志物"其在体内水平的降低"

也说明了相比于普通卷烟"吸食某品牌卷烟可

以在一定程度上降低引起心血管疾病的风险&

柠檬酸与能量代谢相关"烟气暴露
!*

天时"某

品牌卷烟暴露组大鼠体内的柠檬酸相比于普通

卷烟暴露组大鼠有显著地提升"说明大鼠体内

的能量代谢有一定的好转&甲基马尿酸是脂肪

酸
"

氧化的产物"与氧化损伤有关"在烟气暴露

!*

天时"某品牌卷烟暴露组大鼠体内的甲基马

尿酸水平有所降低"说明大鼠机体受到的氧化

损伤也有一定程度的好转%

在早期"大鼠可能因接触烟气而有一定的

应激反应"从而出现损伤&而在后期"某品牌卷

烟暴露组大鼠有慢慢恢复的趋势"说明添加天

C,#

第
#

期
!!

应旭辉等(烟气暴露对大鼠代谢轮廓谱的影响



然本草的卷烟对机体有一定的保护作用%但

是"目前对于天然本草添加剂在卷烟中的作用

机理有多种说法"一般认为"当含有天然本草添

加剂的卷烟在燃烧时"该天然本草添加剂经挥

发和升华等形成微粒相和气相成分"该类物质

可捕获烟气中的自由基"降低多环芳烃类物质

的生成"同时作用于呼吸系统或被肺泡吸收进

入血液"从而对局部或全身起作用"减轻吸烟所

引起的不良反应"使机体慢慢恢复*

C

+

%

I

!

结论

本研究采用超高效液相色谱
?

高分辨质谱

联用技术结合
YO9?]D

分析方法"对不同烟气

暴露时期的对照组大鼠$普通卷烟暴露组和某

品牌卷烟暴露组大鼠的血浆和尿液的代谢谱数

据进行了模式识别%结果表明"普通卷烟和天

然本草添加卷烟均会对大鼠造成损害"但是天

然本草添加卷烟对大鼠的损伤程度要低于普通

卷烟%一些重要标志物在各组相对含量的变

化"特别是在烟气暴露后期的变化"说明了天然

本草添加卷烟可能会减少烟气对机体的损伤并

降低烟气对体内代谢的影响%但是"对于添加

天然本草卷烟中的哪些天然本草成分"以什么

形式"通过什么方式改善了烟气对体内代谢的

影响"仍需进一步的研究和探讨%同时"天然本

草添加剂随烟草燃烧时也会发生一系列的化学

反应"需进一步通过毒理等实验来确定是否会

产生新的有害物质%
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