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偕胺肟小分子化合物铀促排作用及其代谢组学

朱金寿1,2, 黄荣清2∗, 李志恒2, 肖炳坤2, 缪潇瑶2, 杨芳1

(1. 青海大学医学院药学系, 西宁 810016; 2. 军事医学研究院, 北京 100850)

摘　 要　 采用肟化加成反应合成一种新偕胺肟小分子化合物并进行铀促排作用评价,结合代谢组学方法探讨在动物体内促

排时引起的内源性代谢物的变化,寻找与之相关的差异性代谢物并探索其代谢通路及作用机制。 将小鼠分为空白组(NG)、
模型组(MG)、0. 42 mmol / kg 新促排灵组(ZnNa3 -DTPA,YG)、0. 21 mmol / kg 偕胺肟组(CN)及 0. 42 mmol / kg 偕胺肟组(EN),
尾静脉注射醋酸铀酰后立即尾静脉注射阳性药(ZnNa3 -DTPA)和偕胺肟化合物,给药 24 h 后通过电感耦合等离子体质谱仪

( inductively-coupled plasma mass spectrometer,ICP-MS)测定小鼠肾和股骨中铀含量。 采用 GC-MS( gas chromatograaphy-mass
spectrometer)对各组小鼠血清中代谢物进行鉴定,应用正交偏最小二乘判别分析方法( orthogonal partial least squares discrimi-
nant analysis,OPLS-DA),通过变量投影重要性值(variable importance in the projection,VIP) > 1 结果筛选为潜在差异性代谢物,
应用质谱数据库并通过 MetaboAnalyst 平台分析差异性代谢产物及其相关通路。 结果表明与模型组相比 0. 42 mmol / kg 偕胺肟

化合物组分别减少肾、股骨内 61. 70% 、54. 74%铀含量;同剂量的阳性组减少肾、股骨内铀含量分别为 60. 70% 、40% 。 表明偕

胺肟小分子化合物具有铀促排作用。 代谢组学分析显示偕胺肟组代谢轮廓与模型组明显分离,与阳性组相比更接近正常组,
筛选共发现 14 个差异性代谢物,代谢通路富集分析后显示与之相关的代谢通路主要为酪氨酸代谢;苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸

的生物合成及甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸代谢等。 小分子偕胺肟化合物具有铀促排效果,且优于 ZnNa3 -DTPA,并对铀所致肾损伤

具有保护作用。
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Uranium Decorporation and Metabolomic Study of Small
Molecular Compounds of Amidoxime

ZHU Jin-shou1,2, HUANG Rong-qing2∗, LI Zhi-heng2, XIAO Bing-kun2, MIAO Xiao-yao2, YANG Fang1
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[Abstract]　 A new amidoxime small molecule compound was synthesized by oximation addition reaction and the uranium decorpora-
tion was evaluated. The changes of endogenous metabolites caused by Uranium decorporation in animals were investigated by metabo-
nomics method, and the related differential metabolites were searched for and their metabolic pathways and mechanisms were explored.
The mice were divided into blank group (NG), model group (MG), 0. 42 mmol / kg ZnNa3 -DTPA group(YG), 0. 21 mmol / kg amid-
oxime group (CN) and 0. 42 mmol / kg amidoxime group (EN), and were injected with positive drug (ZnNa3 -DTPA) and amidoxime
compounds in tail vein immediately after the tail vein injection of uranyl acetate and amidoxme compound,the uranium content in the
kidney and femur of mice was determined by Inductively-coupled plasma mass spectrometer( ICP-MS) 24 h later. The metabolites in
the serum of each group were identified by GC-MS(gas chromatograaphy-mss spectrometer), and screened as potentially differentiated
metabolites by orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) with variable importance in the projection (VIP) >
1, mass spectrometry database and MetaboAnalyst platform were used to analyze the differential metabolites and their associated path-
ways. The results show that compared with model group, 0. 42 mmol / kg amidoxime compound group decreased uranium content in kid-
ney and femur by 61. 70% and 54. 74% , and the positive group at the same dose reduced the uranium content in kidney and femur by
60. 70% and 40% , respectively. The results indicated that the small molecule compound of aminoxime had significant uranium decor-
poration. Metabolomic analysis showed that the metabolic profile of the amidoxime group was significantly different from that of the model
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group, which was closer to that of the normal group than that of the positive group. A total of 14 different metabolites were found after
screening, and the enrichment analysis of metabolic pathways showed that the metabolic pathways related to them were mainly tyrosine
metabolism. Biosynthesis of phenylalanine, tyrosine and tryptophan, metabolism of glycine, serine and threonine, etc. The small
molecule amidoxime compound has a remarkable uranium decorporation effect, which is better than ZnNa3 -DTPA, and has a protective
effect on kidney injury caused by uranium.
[Keywords]　 amidoxime compounds; synthesis; uranium decorporation; gas chromatography-mass spectrometry; metabolomics

　 　 随着核技术广泛应用,核安全问题日益严重。
放射性核素具有高溶解度和高可转移性,其放射性

和化学毒性即使在超低浓度下也对生物多样性构

成长期威胁,通过生物链的富集对人体造成不可逆

转的损害,甚至诱导人类细胞突变和致癌[1]。 铀是

一种比较常见的放射性核素,属于同时具有放射毒

性和化学毒性的 α 发射体[2],可通过皮肤、吸入等

方式进入血液循环并沉积在肾脏、骨骼、肝脏等造

成不可逆的损伤[3]。 形成稳定可排泄的放射性核

素络合物是减少铀等锕系元素内污染的重要方法。
目前,食品药品监督管理局(Food and Drug Adminis-
tration,FDA)已批准普鲁士蓝、碘化钾(KI)、Ca / Zn-
DTPA 用于治疗放射性核素的内污染[4],此外尚有

一些处于结构优化、药效确证或临床研究阶段。 临

床治疗铀内污染主要策略为静脉注射碳酸氢钠,通
过调节尿液 pH 来降低肾脏中的铀浓度,促进尿液

中的铀排泄,同时血液中碳酸氢根离子促使碳酸氢

根和铀形成低毒性和更稳定的复合物迅速排出体

外[5],由于碳酸氢钠在生物体内的存在弱螯合性

能,酸碱干扰以及过度使用所导致的电解质紊乱等

问题,限制了其在铀促排上的应用。 羟基吡啶酮类

是目前处于研究阶段的最优促排剂,3,4,3-LI(1,2-
HOPO)和 5-LIO(Me-3,2-HOPO)对锕系元素有较好

的促排效果,但这两个配体对沉积在骨骼中的铀几

乎没有促排效果[6],王晓梅[7] 合成新型四齿铀促排

剂 5LIO-1-Cm-3,2-HOPO,提高了对骨骼中铀的络合

能力,目前处于临床研究阶段。 因此,继续寻找高

效、低毒的铀促排剂仍是重要目标。
偕胺肟基是一类对铀亲和力高的基团,通常与

铀有 3 种可能的配位模式,包括铀酰离子与肟基的

氧或氮原子的单齿结合,与肟氧原子和酰胺氮原

子的双齿螯合,以及与 N—O 键的 η2结合[8] ,研究

发现偕胺肟修饰的壳寡糖(ACs 化合物)用于铀促

排,其具有对铀促排效果好,离子选择性高、毒性

低等特点[9] ,有望成为一种新的促排剂。 本研究

用偕胺肟基修饰合成一种新偕胺肟小分子化合物

用于铀促排,旨在开发促排效果好的偕胺肟类铀

促排剂。
代谢组学是一种旨在同时检测生物系统中代

谢物 ( 分 子 量 < 1 500 Da ) 变 化 的 方 法[10-11]。

Stéphane 等[12]应用代谢组学寻找大鼠急性低剂量

铀暴露的早期代谢组学标志物,发现了铀暴露可以

改变炎症相关的烟酸-烟酰胺途径及其他参与抗氧

化和解毒过程的甜菜碱、牛磺酸和甘氨酸代谢等。
因此,本研究通过合成一种新偕胺肟化合物用于铀

促排并采用代谢组学技术探讨了铀暴露及给偕胺

肟化合物给药后差异性代谢物的变化。

1　 实验材料

1. 1　 实验动物

SPF(specific pathogen free)级昆明雄性小鼠(斯
贝福生物技术有限公司),7 周龄,体质量 18 ~ 22 g。
许可证号:SCXK(京)2019-0010,在标准实验室饲养

[温度(25 ± 2) ℃,相对湿度 50% ~ 55% , 12 / 12 h
光 /暗循环, 自由获取食物和水]。
1. 2　 实验仪器

BP211D 型电子天平 (德国 Sartorius 公司);
Gene Speed X-1 离心机(韩国 Gene Speed 公司);
Bruker Auance IIIHD 600 MHz 核磁共振波谱仪(德
国 Bruker 公司);WX-800 微波消解仪(上海屹尧仪

器科技发展有限公司);NexION300x 电感耦合等离

子 质 谱 仪 ( inductively coupled plasma-mass
spectrometer,ICP-MS) (铂金埃尔默仪器有限)。 恒

温水浴槽(上海亚荣生化仪器厂);QL-901Vortex 型

涡旋仪(其林贝尔仪器制造有限公司);NV-15G 型

氮吹仪(成都赛斯特仪器仪表有限公司);GC / MS-
QP2010SE 气相-质谱联用仪(日本岛津公司)。
1. 3　 实验试剂

2,2′-氧双二乙胺(上海泰坦科技股份有限公

司),氰乙酸(天津希恩思科技股份有限公司),1-乙
基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDCI, 上

海泰坦科技股份有限公司), 1-羟基苯丙三唑

(HOBT,天津希恩思科技股份有限公司),50% 羟胺

水溶液(北京偶合科技有限公司),乙酸氧铀(上海

吉至生化科技有限公司),氧化锌(罗恩试剂);二乙

三胺五乙酸(DTPA,北京伊诺凯科技有限公司);甲
醇(赛默飞尔科技(中国)有限公司);甲氧氟盐酸盐

(sigma 公司);衍生化试剂(BSTFA + TMCS,99 ∶ 1)
(sigma 公司);吡啶(天津市博迪化工有限公司);庚
烷(梯希爱(上海)化工生产发展有限公司)。
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2　 实验方法

2. 1　 小分子偕胺肟化合物的合成

称取氰乙酸 0. 86 g(10 mmol)、1-羟基苯丙三

唑 0. 78 g(5 mmol)、EDCI 1. 10 g(5. 8 mmol)置于

100 mL 圆底烧瓶中,搅拌活化 30 min 后加入 2,2′-
氧双二乙胺室温反应 12 h。 反应结束后柱层析分

离,洗脱剂为二氯甲烷:乙酸乙酯 = (25 ∶ 1),用乙

酸乙酯重结晶,得到氰基功能化中间体。 然后称

取 2. 5 g(10 mmol)中间体与 0. 25 mL 50%羟胺水

溶液进行肟化加成,反应 48 h 后过滤用无水乙醇

重结晶得到白色产物 1. 5 g,产率 50% 。 合成路线

如图 1 所示。 表征结果为1H NMR(600 MHz, DM-
SO)δ8. 97( s,1H),7. 95( t,1H)5. 36( s,2H),3. 41
( t,2H),3. 21 ( q,2H),2. 85 ( s,2H);[M + Na] +

m / z:327. 14。
2. 2　 小分子偕胺肟化合物对铀的促排效果

将 30 只小鼠随机分为 5 组,分别为空白组

(NG)、模型组(MG)、阳性对照组(YG,新促排灵

组)、0. 21 mmol / kg 偕胺肟组(CN)、0. 42 mmol / kg
偕胺肟组(EN),每组 6 只。 实验前适应性喂养一周

后,第八天开始给药,偕胺肟组小鼠尾静脉注射乙

酸氧铀(0. 5 mg / kg)后立即尾静脉注射不同剂量的

偕胺肟化合物;阳性对照组尾静脉注射乙酸氧铀

(0. 5 mg / kg) 后立即尾静脉注射新促排灵 (0. 42
mmol / kg);空白组小鼠尾静脉注射生理盐水后立即

注射生理盐水;模型组尾静脉注射乙酸氧铀(0. 5
mg / kg)后立即注射等量生理盐水。 给药 24 h 后眼

球取血并脱颈处死小鼠,取两侧肾脏,股骨。 将小

鼠的肾、股骨样品放入消解管中,每个样品加入

6 mL硝酸,120 ℃ 预热 30 min,冷却后加入 2 mL
30%过氧化氢(H2O2),将样品置微波消解仪中升温

消解 (80 , 120 , 150 , 180 ℃ / 3 min, 190 ℃ / 20
min),冷却后,挥干样品溶剂,用 1%的硝酸定容至 8
mL,用 ICP-MS 测定脏器中铀的剩余量。
2. 3　 GC-MS 分析

2. 3. 1　 血清样本前处理

精密吸取血清 100 μL 于 2 mL EP 管中,添加

1 200 mL甲醇沉淀蛋白,涡旋震荡 1 min 后超声

10 min,置低温高速离心机中离心(12 000 r / min,

15 min),移取 100 μL 上清液至衍生化瓶中用氮吹

仪在 60 ℃下挥干溶剂加入 20 mg / mL 甲氧胺吡啶

盐酸盐溶液 50 μL 涡旋 30 s,放入 70 ℃ 水浴肟化

1 h后冷却至室温,加入 50 μL 硅烷化试剂 BSTFA +
TMCS(99∶ 1)试剂,涡旋 30 s 混匀后放入 70 ℃水浴

中衍生化 1 h,随后冷却至室温,加入 100 μL 庚烷稀

释样品,涡旋 30 s 混匀后过 0. 2 μm 有机滤膜后待

进样分析。
2. 3. 2　 GC-MS 分析条件

色谱柱:Rtx-5MS(30 m ×250 μm,0. 25 μm);分
流进样;流速为 1 mL / min;进样量为 1 μL;进样口温

度为 280 ℃;采用程序升温:起始温度 80 ℃ (保持

5 min),80 ~ 300 ℃以 5 ℃ / min 速度进行线性升温,
300 ℃ ( 保 持 15 min ); 载 气 为 氦 气 ( 纯 度 >
99. 99% )。 质 谱 条 件: 电 离 方 式 EI; 电 子 能 量

70 eV;离子源温度 230 ℃;电子倍增器电压 1 kV。
扫描模式为全扫描;扫描范围为 50 ~ 1 000 m / z。
2. 3. 3　 差异性代谢物寻找及代谢通路分析

对各组小鼠血清样本进行 GC-MS(gas chroma-
tograaphy-mass spectrometer)分析,将得到的原始数

据导入 XCMS online 数据平台进行峰对齐、基线校

正、归一化等处理;经处理后的数据导入 SIM-
CA14. 1 软件,对数据进行主成分分析 ( principal
component analysis,PCA)和正交偏最小二乘法分

析(orthogonal partial least squares- discriminant anal-
ysis,OPLS-DA),利用变量投影重要性( variable im-
portance in the projection,VIP)筛选差异性代谢物

(VIP > 1,P < 0. 05),通过 NIST2017 质谱数据库获

取该物质结构信息,利用 HMDB(Human Metabo-
lome Database, https: / / hmdb. ca / spectra / ms /
search)和 KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes,https: / / www. kegg. jp / kegg / kegg2. html)
等在线数据,进一步鉴定潜在的差异性代谢物,通
过 Metabo-Analyst5. 0 ( http: / / www. metaboanalyst.
ca / )完成代谢通路的富集和网络代谢图谱的

构建。
2. 4　 统计学分析

计量资料以平均值 ± 标准差(x ± s)表示,采用

单因素方差分析(one-way ANOVA)组间的差异,使
用 GraphPad Prism 8 分析和绘制。

图 1　 偕胺肟小分子化合物合成路线

Fig. 1　 The synthetic route of a amidoxime small molecule compound
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3　 实验结果

3. 1　 小分子偕胺肟化合物对铀的促排效果

与模型组相比 0. 21、0. 42 mmol / kg 的偕胺肟化合

物和 0. 42 mmol / kg ZnNa3-DTPA 可明显降低肾内铀含

量(P <0. 01);0. 42 mmol / kg 的偕胺化合物可减少肾、
股骨内61. 70%、54. 74%铀含量,而同剂量 ZnNa3-DTPA
分别减少肾、股骨内 60. 70%、40%铀含量,见图 2。 该

化合物可明显降低股骨内铀含量(P <0. 05) 。
3. 2　 代谢轮廓分析

将各组小鼠血清衍生化处理后,使用 GC-MS 进

样分析, 得到正常组、模型组、给药组及阳性对照组

总离子流色谱图(total ion chromatograms,TIC),见图

3。 通过噪声理、基线校正等处理后得到的数据导入

SIMCA14. 1 采用正交偏最小二乘判别分析(OPLS-
DA)分析,见图 4,发现各组数据组内均呈聚类现象,
模型组(MG)与空白组(NG),阳性组(YG),不同剂

量偕胺肟组(CN,EN)分离明显,且所有数据均分布

于 95%置信区间内,其中空白组和模型组模型参数

Y 轴方向模型的累积解释率 R2
Y = 0. 977,模型的累

积预测率 Q2 = 0. 964,表明所建立模型可靠,预测性

良好。 进一步采用偏最小二乘判别分析(PLS-DA)
对各组数据进行分析(图 5),可知空白组和模型组距

∗表示 P < 0. 05,∗∗表示 P < 0. 01
图 2　 立即给药促排效果

Fig. 2　 Uranium removal effect by immediate injection of
amidoxime compounds

NG 为空白组;MG 为模型组;YG 为阳性组;CN 为 0. 21 mmol / kg 偕胺肟组;EN 为 0. 42 mmol / kg 偕胺肟组

图 3　 各组小鼠血清总离子流色谱图

Fig. 3　 Serum TIC diagram of mice in each group

MG 为模型组;NG 为空白组;YG 为阳性组;CN 为 0. 21 mmol / kg 偕胺肟组;EN 为 0. 42 mmol / kg 偕胺肟组

图 4　 各组的 OPLS-DA 得分图

Fig. 4　 OPLS-DA analysis diagram of different groups
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MG 为模型组;NG 为空白组;YG 为阳性组;CN 为 0. 21 mmol / kg
偕胺肟组;EN 为 0. 42 mmol / kg 偕胺肟组

图 5　 各组 PLS-DA(3D)得分图

Fig. 5　 PLS-DA analysis diagram of different groups

离较远,说明铀内污染对小鼠代谢影响明显;偕胺

肟组比阳性组更趋向于空白组,且 0. 42 mmol / kg 偕

胺肟作用更明显,表明偕胺肟化合物在促排的同时

对代谢有一定的干预作用。
3. 3　 差异性代谢物的寻找及代谢通路的分析

通过 VIP 值来筛选差异性代谢物,VIP > 1,P <
0. 05 的变量被认为与铀暴露和偕胺肟促排相关,共
筛选获得 14 个差异性代谢物,主要包括甘氨酸、
L-赖氨酸、L-苏氨酸、酪氨酸、胆固醇、壬酸、硬脂酸、

肉豆蔻酸、棕榈酸、油酸、氨基甲酸等。 采用层次聚

类分析获得潜在差异性代谢物的热力图直观显示

出差异性代谢物在各组之间的含量变化,如图 6 所

示。 与正常组相比,模型组小鼠血清中甘氨酸、L-苏
氨酸、酪氨酸、油酸、亚硫酸、尿素等水平显著下调,硬
脂酸、肉豆蔻酸、棕榈酸等水平显著上调。 进一步将

筛选得到的差异性代谢物上传至 Metabo Analyst 5. 0
分析平台进行代谢通路分析,以 Impact 值大于 0. 1 筛

选为潜在相关代谢通路,共涉及 3 条主要通路分别为

酪氨酸代谢,甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢,苯丙氨

酸、酪氨酸、色氨酸生物合成(如表 1 及图 7)。

图 7　 代谢通路影响图

Fig. 7　 Impact of metabolic pathways

MG 为模型组;NG 为正常组;YG 为阳性组;CN 为 0. 21mmol / kg 偕胺肟组;EN 为 0. 42mmol / kg 偕胺肟组

图 6　 差异性代谢物热图

Fig. 6　 Differential metabolite heat map
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表 1　 小鼠受干扰的代谢通路

Table 1　 Disturbed metabolic pathway of mice

代谢通路 代谢物
HMDB
数据库

影响值

苯丙氨酸,酪氨酸和

色氨酸生物合成
酪氨酸

HMDB
0000158

0. 500

甘氨酸,丝氨酸和

苏氨酸代谢

甘氨酸、
苏氨酸

HMDB
0000167

0. 309

酪氨酸代谢 酪氨酸
HMDB
0000158

0. 139

4　 讨论

偕胺肟修饰的吸附材料目前主要用于海水中
铀的吸附与提取,其具有对铀亲和力高,吸附选择
性好、化学稳定性高等特点[13-15],前期实验合成了

相关偕胺肟类化合物用于铀促排,具有较好的促排

效果,因此,本研究在前期研究基础上进行结构优

化以 2,2′-氧双二乙胺为配体,拥有两个偕胺肟修饰

位点,旨在合成促排能力更强的多齿配体,结果表

明与模型组相比其立即给药能够显著降低小鼠肾

内铀含量,在股骨中高剂量的偕胺肟具有一定的促

排效果。 后续本实验将进一步研究偕胺肟化合物

与铀的配位模式,进行结构优化,合成与铀形成更

稳定的多齿结合配体,提高促排效果。
在评价偕胺肟化合物促排效果的同时,采用

GC-MS 代谢组学分析偕胺肟化合物促排的同时对
小鼠体内代谢物的影响。 Stéphane 等[16-18]以实验动
物为模型,对铀暴露尿液样本进行了非靶向代谢组

学分析,发现主要的代谢紊乱是烟酸-烟酰胺和不饱

和脂肪酸的生物合成。 Cheng 等[19] 以非靶向代谢
组学揭示了急性铀暴露对细胞内和细胞外的 HK-2
细胞的影响,结果显示铀暴露显著诱导了细胞的氨

基酸生物合成和亚油酸代谢的紊乱。 本研究对铀

暴露小鼠血清进行非靶向代谢组学分析,结果鉴定

出 14 个显著差异的代谢物,主要涉及苯丙氨酸、酪
氨酸和色氨酸的生物合成;甘氨酸、丝氨酸和苏氨

酸代谢。 其中甘-丝-苏氨酸之间的相互作用是几个

非常重要的与生物途径相关的代谢十字路口[20],是
影响能量前体和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸(NADPH)的关键途径,而 NADPH 作为体内供氢

体参与多种反应,包括维持谷胱甘肽的还原状态,
谷胱甘肽是体内重要的抗氧化剂,能够清除内自由

基。 研究表明铀可直接或间接地与体内的抗氧化防

御系统相互作用,导致氧化还原稳态失衡从而表现出
促氧化活性[21]。 通过对比空白组和模型组发现模型

组苏氨酸和甘氨酸下调可能与该作用相关;苯丙氨酸

和酪氨酸都是必需氨基酸,在肾脏中苯丙氨酸可被苯

丙氨酸 4-羟化酶转化为酪氨酸。 研究发现,随着慢性

肾脏病的进展,血清中苯丙氨酸逐渐升高,酪氨酸含

量逐渐下降[22],而铀在肾近端小管沉积可能导致近

端小管损伤和肾衰竭[23],本研究发现苯丙氨酸、酪氨

酸、苏氨酸的生物合成及酪氨酸代谢受到影响,可能

与铀沉积在肾中引起肾损伤有关。

5　 结论

本研究合成偕胺肟化合物并评价其促排效果,
为偕胺肟化合物在铀促排领域的应用提供了参考,
同时应用非靶向代谢组学观察偕胺肟化合物促排

时内源性代谢物的变化。 表明偕胺肟化合物对小

鼠肾、股骨中铀有较好的促排效果,同时对氨基酸

合成代谢等影响小,甚至可能对铀暴露引起的代谢

紊乱有一定的改善作用,但具体作用机制及偕胺肟

化合物的结构优化有待进行更深入的研究。
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