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摘要!采用粪便代谢组学方法"运用超高效液相色谱
B

四极杆飞行时间质谱!
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$技术研究

了黄芩治疗
)

型糖尿病大鼠的作用机制&采用主成分分析!

Y3D

$和正交偏最小二乘法判别分析方法

!

GYC9BbD

$对健康对照组%

)

型糖尿病模型组和黄芩治疗组的大鼠粪便中内源性代谢物进行分析"寻找

黄芩治疗
)

型糖尿病大鼠的潜在生物标志物&结果表明"健康对照组%

)

型糖尿病模型组和黄芩治疗组

的大鼠粪便代谢图谱有显著的区分#发现并鉴定了
++

种潜在的生物标志物&黄芩对
)

型糖尿病大鼠的

鞘脂类代谢和脂肪酸代谢具有调节作用#对三羟基三甲基吲哚酮%白三烯
KA

%亮氨酰脯氨酸和雌二醇的

含量具有调节作用#同时"大鼠体重和空腹血糖的变化趋势表明"黄芩具有改善糖尿病症状的作用&

关键词!代谢组学#粪便#黄芩#

)

型糖尿病#液相色谱
B

质谱联用!
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糖尿病是由胰岛素分泌缺乏或胰岛素生物

效应降低引起的以血糖水平增高为特征的代谢

性疾病,

+BA

-

&临床上以
)

型糖尿病患者最多"占

总患病人数的
"*\

以上,

@B#

-

&中药对改善机体

状况%减轻发病症状"尤其在治疗糖尿病并发症

方面有着稳定的疗效,

HB,

-

&黄芩为唇形科植物

黄芩!

<35'#66%&.%A%.6#)/./I6%/

U

5

$的干燥根"具

有清热燥湿%泻火解毒%止血等功效,

"

-

"其主要活

性成分为黄酮类化合物"如黄芩苷%黄芩素%汉黄

芩苷和汉黄芩素,

+*B++

-

&有研究表明,

+)B+!

-

"黄芩具

有调节血糖%血脂以及抗氧化等作用&但关于黄

芩治疗
)

型糖尿病的整体作用机制尚无报道&

代谢组学以生物体内源性代谢物小分子作

为研究对象"通过多指标综合分析"研究代谢物

种类含量变化规律"以此揭示生物体的代谢活

动,

+AB+@

-

&目前"代谢组学发展迅速"并广泛应用

于药物研发%药物治疗和毒性评价等领域,

+#

-

&

以粪便为检测对象的代谢组学研究常见于有关

肝脏%肠道等疾病研究,

+HB+,

-

"用以观测肝脏及肠

道参与的机体代谢变化&糖尿病作为一种长期

代谢性疾病"其肝脏病变及肠道菌群变化也常

见报道,

+"B)*

-

&

本研究拟应用粪便代谢组学研究方法"采

用超高效液相色谱
B

四极杆飞行时间质谱法

!

EYC3BdBPGF89

$分别检测健康对照组%

)

型

糖尿病模型组和黄芩治疗组的大鼠粪便"并通过

主成分分析!

Y3D

$和正交偏最小二乘法判别分

析!

GYC9BbD

$寻找与黄芩治疗作用相关的潜在

生物标志物"通过分析这些生物标志物含量的

变化"探索黄芩治疗
)

型糖尿病的作用机制&

=

!

实验部分

=>=

!

主要仪器与试剂
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质谱仪(美国
S1<6/7

公司产品#

360</52.

U

6@,+*c

型冷冻离心机(德国
K

::

60B

O%/2

公司产品#

85&&5BdI/1O560<D+*

超纯水系

统(美国
85&&5

:

%/6

公司产品&

黄芩(购于同仁堂长春分店"由长春中医药

大学药学院鉴定#链脲佐菌素(美国
95

U

=1

公

司产品#乙腈%甲醇(色谱纯"美国
P6O51

公司

产品&

=>C

!

黄芩提取物的制备

称取适量的黄芩药材粗粉"以
,

倍量
#*\

乙醇加热回流提取
)

次"合并提取液并旋转蒸

发至近干后冻干"得到黄芩提取物粉末"备用&

=>D

!

疾病模型建立与药物治疗

=>D>=

!

建模准备
!

选择
@*

只雄性
9b

大鼠"

初始质量为
)**

%

)A*

U

"由吉林大学实验动物

中心提供&将链脲佐菌素溶液溶于
:

JAa@

的

*a+\

柠檬酸缓冲液中"现用现配&

脂肪乳的配制(取
A*

U

猪油%

@

U

胆固醇%

+

U

甲基硫氧嘧啶%

A*=C

吐温
,*

"充分混匀后

得到油相&以
+

U

谷氨酸钠%

@

U

蔗糖%

@

U

果

糖%

#*=C

蒸馏水%

#*=C+

"

)B

丙二醇"充分溶

解混匀得到水相&将油相与水相充分混合"

即得脂肪乳"于
Ag

冰箱中保存"使用时加热

溶解&

=>D>C

!

建模方法
!

对大鼠脂肪乳连续灌胃
)*

天"灌胃剂量为
*a+=C

)

N

U

"然后以
!@=

U

)

N

U

的剂量腹腔注射新配的链脲佐菌素溶液&一周

后"剪尾取血测定大鼠血糖值!检测前禁食过

夜$"大于
+#aH==%&

)

C

则建模成功&取
+@

只

建模成功大鼠"标准饲料喂养
+)

周"为糖尿病

模型组!模型组"

P8

$&另取
+@

只建模成功大

鼠"以
!

U

)

N

U

黄芩提取物给药量给药
+)

周"为

黄芩治疗组!黄芩组"

c9

$&健康对照组!

J3

$

为正常大鼠"标准饲料喂养
+)

周"共
+@

只&

=>E

!

样品收集及制备

实验第
+)

周时"收集各组大鼠粪便"加入

!

倍量甲醇溶液"涡旋混匀
@=50

后"以
@***

/

)

=50

离心
+*=50

"取上清液"过
*a))

$

=

有机

滤膜"待
EYC3BdBPGF89

检测&

=>S

!

实验条件

=>S>=

!

色谱条件
!

色谱柱(

S1<6/7D;

W
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EYC3ZKJ3+,

柱!

)a+==f@*==f+aH

$

=

$#

色谱柱温度(

A*g

#进样量(

@

$

C

#流动相(

D

为乙

腈"

Z

为
*a+\

甲酸水溶液#流速(

*a!=C

)

=50

#梯

度洗脱条件(

*

%

+=50

!

@\

%

!*\D

$"

+

%

!=50

!

!*\

%

@*\D

$"

!

%

!a#=50

!

@*\

%

@!\D

$"

!a#

%

Aa) =50

!

@!\
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#*\D

$"

Aa)

%

#=50

!

#*\

%

,*\D

$"

#

%

,=50

!

,*\

%

+**\D

$"

,

%

"=50

!

+**\D

$&

=>S>C

!

质谱条件
!

电喷雾!

K9V

$离子源#离子

源温度
+)*g

#质量扫描范围
(

)

E+**

%

+***

#

锥孔气和去溶剂气均为氮气"流速分别为

@*C

)

4

和
H**C

)

4

"其中去溶剂气温度为
!@*g

&

正离子模式下毛细管电压为
!a*N$

"负离子模

式下毛细管电压为
)a*N$

#正%负离子模式下锥

孔电压和提取锥孔电压均分别为
A*$

和
@a*$

&

利用甲酸钠建立质量标准曲线"亮氨酸脑啡肽

!

CK

$进行实时质量校正#以氩气作为碰撞气进

行
89

)

89

分析"低碰撞能为
@6$

"高碰撞能

为
+*

%

)@6$

&

=>T

!

数据处理

采用
EYC3BdBPGF89

检测样品"将原始数

据以
8177C

>

0Q$Aa+

和
81/N6/C

>

0QD

::

&5;1<5%0

8101

U

6/

进行峰检测%峰对齐%峰强度校正等"并

将结果以精确分子质量%保留时间%归一化后的

峰面积建立数据矩阵&使用
KR502%)a*

软件中

的
Y3D

和
GYC9BbD

对数据矩阵进行多元变量

分析&使用
YD9S9<1<57<5;7+,a*

软件进行
'

检

验"通过变量重要性因子!

$VY

$比较组间差异&

并通过检索
J8bZ

!

4<<

:

(

"

XXXa4=OMa;1

)$"

]KII

!

4<<

:

(

"

XXXaN6

UU

a;%=

)$等生物学数

据库鉴定生物标志物"分析生物标志物在各组

中的含量&

=>K

!

体重与空腹血糖检测

分别在给药之前!

*

周$"给药第
A

%

,

%

+)

周

后对糖尿病模型组%黄芩治疗组和健康对照组

大鼠进行剪尾取血测血糖!检测血糖前禁食过

夜$"并称量大鼠质量&

C

!

结果与讨论

C>=

!

体重与空腹血糖检测结果

体重与空腹血糖是观测糖尿病患者身体状

况的基础指标"二者随时间变化的结果分别列

于表
+

%表
)

&在治疗的
+)

周过程中"黄芩组大

鼠体重下滑趋势相比模型组较为缓慢"第
+)

周

两组大鼠的体重呈现显著性差异!

2
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各组大鼠体重%平均值
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健康对照组 !
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糖尿病模型组!
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$

!)!a+h@a, )H#a"h+#a@ )!+a@h)+a+ +"!a*h+Aa,

黄芩治疗组!
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表示与模型组相比
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表示与模型组相比
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表
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各组大鼠血糖%平均值
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J3

$

Aa,)h*a)H

&&

AaHHh*a@@

&&

AaH)h*aA+

&&

Aa,*h*a)@

&&

糖尿病模型组!
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黄芩治疗组!
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表示与模型组相比
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表示与模型组相比
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结果表明"黄芩对
)

型糖尿病大鼠体重下降有

一定抑制作用&血糖检测结果与体重检测结果

类似"黄芩组大鼠空腹血糖增长趋势相比模型

组较为缓慢"第
+)

周两组大鼠的血糖呈显著性

差异!

2

$

*a*+

$&综上"体重和空腹血糖检测

结果表明"黄芩对于糖尿病大鼠的健康状况有

一定的改善作用"且随着治疗时间延长"作用更

加明显&

C>C
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粪便代谢物谱分析及潜在生物标志物鉴定

处理后的粪便样品经
EYC3BdBPGF 89

分离和检测"结果导入
8177C

>

0Q$Aa+

软件"

运用代谢组学方法进行分析&对数据进行

Y3D

分析"正%负离子模式下的
Y3D

得分图示

于图
+

&

Y3D

得分图中每个点的位置代表某一

样品的成分和含量"点的位置越接近"样品的成

分含量越接近&图
+

中"健康对照组%模型组和

黄芩组的
Y3D

得分点表现出明显的区分"表明

模型组和黄芩组的大鼠粪便代谢物图谱相对于

健康对照组有明显的变化&

通过
GYC9BbD

分析法进一步区分模型组

和黄芩治疗组的组间差异&正%负离子模式下

的
GYC9BbD

得分图示于图
)

&由图可以看出"

在两种离子模式下"模型组和黄芩组均有明显

的区分"表明黄芩给药
+)

周后"

)

型糖尿病大

鼠的粪便代谢有了明显的改变&
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'

'''健康对照组#

(

'''模型组#

)

'''黄芩组

图
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&离子模式下的
R7)

得分图
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通过分析
GYC9BbD

模型下的
9B

:

&%<

图"寻

找组间差异明显的代谢物&正%负离子模式下的

9B

:

&%<

图示于图
!

&其中"*

9

+型图形由每个代谢

物点构成"位于*

9

+两端的点为区分模型组和黄

芩组大鼠贡献较大的代谢物&选择
$VY

值大于

+

的代谢物"通过质荷比和串联质谱数据"并结

合搜索数据库"共鉴定出
++

种化合物"即黄芩

治疗
)

型糖尿病大鼠的潜在生物标志物&
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注(
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'''模型组#

)

''' 黄芩组

图
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得分图
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黄芩治疗
C

型糖尿病作用机制分析

正%负离子模式下"

++

种生物标志物的基

本信息及在各组中的含量变化列于表
!

"

++

种

生物标志物在各组中的相对含量信息示于图

A

&通过分析模型组与健康对照组的标志物含

量的变化趋势"以及黄芩组相对于模型组对标

志物含量的调节作用"可阐明黄芩对各代谢通

路的调节作用&

图
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&离子模式下$

模型组和黄芩组的
3H
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鞘氨醇%加鞘氨醇和植物鞘氨醇均与机体

鞘脂类代谢通路有关"鞘脂类代谢产物通常为

脂质信号分子"可以影响细胞增殖%分化%凋亡

等过程&有研究表明,

)+

-

"鞘脂类代谢异常与胰

岛素抵抗等多种慢性疾病密切相关&鞘氨醇是

一种氨基醇"在体内可以衍生形成加鞘氨醇&

加鞘氨醇是一种磷脂"在体内可以抑制胆固醇

的运转"并通过抑制低密度脂蛋白而抑制胆固

表
D

!

黄芩治疗
C

型糖尿病的潜在生物标志物

8+:0%D

!

R"(%'(#+0:#"5+1G%1,"-$%&'()*+,-..%/'%-(1%+(%!-"1(

.4

%C!#+:%(%,

模式

8%O6

$VY

化合物

3%=

:

%.0O7

分子式

F%/=.&1/

测定质荷比

8617./6O

(

)

E

理论质荷比

D;<.1&

(

)

E

误差

K//%/

)

+*

e#

代谢通路

Y1<4X1

>

变化趋势
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脂肪酸代谢 上调 下调

+a,+

二十四酰基甘氨酸
3

)#

J

@+

(G

!

A)#a!"@A A)#a!"A) )̂a,+

脂肪酸代谢 上调 下调

+aH!

亚麻油酸
3

+,

J

),

G

)

)HHa)+AH )HHa)+#) e@aA+

亚麻油酸代谢 上调 下调

负离子
Aa"#

白三烯
KA
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图
E

!

生物标志物在健康组(模型组和黄芩组中相对含量图%

&

表示与模型组相比$
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醇酯化反应&鞘氨醇和加鞘氨醇是哺乳动物鞘

脂类的主要物质基础&由表
!

可以看出"黄芩

对于这
!

种生物标志物的含量调节作用均与疾

病的恶化趋势相反"说明黄芩对鞘脂类代谢通

路具有调节作用&

三羟基三甲基吲哚酮是三甲基吲哚代谢过

程中形成的产物&色氨酸代谢形成三甲基吲哚

后"由肠道细菌进一步氧化形成三羟基三甲基

吲哚酮"因此"该化合物与色氨酸代谢通路相

关&表
!

显示"黄芩对该标志物的含量具有调

节作用"说明黄芩可通过影响肠道菌群而影响

色氨酸的代谢&

脂肪酸代谢异常与糖尿病密切相关,

))

-

"苯

丙酸甲酯%二十四酰基甘氨酸%亚麻油酸均是与

脂肪酸代谢相关的生物标志物&苯丙酸甲酯是

一种脂肪酸酯"是脂肪酸的羧酸酯衍生物"多存

在于粪便中&二十四酰基甘氨酸是一种常见的

氨基乙酸"是脂肪酸的代谢产物"常与脂肪酸氧

化功能障碍有关&亚麻油酸与脂质体的转运和

代谢相关"位于亚麻油酸的代谢通路中&由

表
!

可以看出"黄芩对这
!

种标志物均有正向

调节作用"据此推断黄芩对脂肪酸的代谢具有

调节作用&

白三烯
KA

是一种半胱氨酰白三烯"是炎

症介质家族中的一类化合物"位于花生四烯酸

代谢通路中"白三烯
KA

水平的升高被认为与

炎症的发生有关&表
!

中显示"模型组与健康

对照组的白三烯
KA

水平升高"说明
)

型糖尿

病会导致机体炎症的发生"而黄芩治疗组中白

三烯
KA

水平下降"可见黄芩对机体炎症的发

生具有抑制作用&

亮氨酰脯氨酸属于多肽类物质"它由
)

个

氨基酸结合衍生而成"在机体中常产生较大蛋

白质的降解&黄芩对于亮氨酰脯氨酸的含量变

化具有调节作用&

雌二醇是一种雌激素类固醇"属于内源性

抗氧化剂"具有抑制肝脏纤维化等功能&机体

内可由芳香化酶将睾酮转化成雌二醇&雌二醇

处于机体甾类激素生物合成途径中"黄芩对雌

二醇的含量具有正向调节作用&

D

!

结论

本研究采用基于
EYC3BdBPGF 89

的粪

便代谢组学方法"研究了黄芩治疗
)

型糖尿病

大鼠的粪便代谢谱变化"并监测了大鼠体重及

空腹血糖随时间的变化情况&结果表明"黄芩
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对
)

型糖尿病大鼠的鞘脂类代谢及脂肪酸代谢

具有治疗作用"同时对于三羟基三甲基吲哚酮%

白三烯
KA

%亮氨酰脯氨酸和雌二醇的含量具有

调节作用"并且"黄芩对于大鼠体重的减少和空

腹血糖的增加具有一定的控制作用&
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