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消胀贴膏敷脐治疗肝硬化腹水的临床代谢组学研究
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摘要: 为分析消胀贴膏敷脐改善肝硬化腹水的生物标志物与作用机制, 为其临床应用提供科学依据, 将 2017年

11月至 2018年 6月于上海中医药大学附属曙光医院确诊为肝硬化腹水伴有胃肠动力障碍的住院患者分为安慰剂

组 (4例) 和消胀贴膏组 (5例), 并纳入10例健康志愿者作为对照。试验获得上海中医药大学附属曙光医院伦理委员

会批准 (批件号: 2017-528-11-01)。消胀贴膏组患者给予消胀贴膏脐部贴敷, 安慰剂组给予生药含量低于 5%的凝胶

贴膏, 每日 1贴, 连续 3日。采用非靶向代谢组学研究方法, 结合UPLC-Q/Orbitrap-MS/MS分析技术, 对给药前后患

者尿液中内源性代谢轮廓的变化进行分析。通过系统分析比较肝硬化腹水患者与健康志愿者的尿液代谢轮廓, 最

终指认了 31个生物标志物, 其中 14个生物标志物受消胀贴膏干预有显著回调 (P<0.05), 通路富集分析发现苯丙氨

酸与色氨酸代谢通路是消胀贴膏发挥药效的关键通路。消胀贴膏改善肝硬化腹水的作用机制可能与调节机体氨基

酸及其代谢产物的水平相关。
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Abstract: We used metabolomics technology to identify and understand the biomarkers and therapeutic mecha‐

nisms of umbilical compress therapy based on Xiaozhang Tie (XT) to provide scientific evidence for its clinical

application. A total of 10 patients with cirrhotic ascites and gastrointestinal motility disorders who were hospitalized

in the Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine from November 2017

to June 2018 were divided into a placebo group (4 cases) or an XT group (5 cases), and 10 healthy volunteers were

included as controls. This clinical trial was approved according to the Ethics Committee of Shuguang Hospital

Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine (2017-528-11-01). The patients in the XT group

were given umbilical compress therapy with Xiaozhang Tie, and patients in the placebo group were administered a

plaster patch in which the drug content was less than 5%, receiving one patch per day for three consecutive days.

Non-targeted metabolomics technology and UPLC-Q/Orbitrap-MS/MS analysis technology were utilized to

investigate the fluctuations in endogenous metabolic profiles in the patient's urine prior to and after administration
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of XT. By analyzing and comparing the urine metabolic profiles of patients with cirrhotic ascites to those of

healthy volunteers, a total of 31 biomarkers were identified, 14 of which were significantly decreased by the inter‐

vention with Xiaozhang Tie (P <0.05). Pathway enrichment analysis revealed that phenylalanine metabolism and

tryptophan metabolism are key pathways affected by XT treatment. The results suggest that XT can alleviate

cirrhotic ascites by modulating abnormalities in amino acid metabolism.
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腹水是肝硬化最常见的并发症之一, 腹水会导致

预后不良和患者生活质量降低, 大约 60%的肝硬化患

者在诊断后 10年内会出现腹水[1]。难治性腹水的治疗

除内科综合治疗外, 可采用经颈静脉肝内门体静脉内

支架分流术、肝移植, 但手术存在固有风险的特点; 长

期使用利尿剂治疗容易引起一系列不良反应, 如肝性

脑病、肾功能损害、血钠血钾异常等[2-4]。中医学认为

肝硬化腹水属“臌胀”、“水臌”范畴, 采用脐部给药治疗

臌胀具有确切疗效, 如明代《本草纲目》记载“ (商陆)

治肿满、小便不利者, 以赤根捣烂, 入麝香三分, 贴于脐

心, 以帛束之, 得小便利即肿消”; 又如清代《理瀹骈文》

记载“十臌取水膏”, 以大戟、甘遂为君药, 通过神阙穴

敷贴给药, 对顽固性腹水具有良好疗效; 亦有近代名医

如姜春华用甘遂、芒硝, 夏德馨用甘遂、肉桂、车前草,

及其他医家用商陆、甘遂、大戟、防己、桂枝与冰片等组

方敷脐治疗腹水的记载[5]。

消胀方为上海中医药大学附属曙光医院治疗肝硬

化腹水的临床效验方, 采用敷脐方式给药, 疗效确切,

在其基础上开发的消胀贴膏获批准用于临床研究 (批

件号 : 2012L01550), 提高了制剂水平和患者依从性。

消胀贴膏敷脐给药可明显改善患者腹胀、排气、排便不

佳与纳食差等症状, 减少体重、腹围, 增加尿量, 其Ⅰ/Ⅱ

级综合有效率为 63.3%, 明显高于对照组 (38.0%), 证

实消胀贴膏脐部给药对肝硬化腹水具有良好的临床疗

效[6-8]。消胀贴膏的主要起效机制包括促进胃肠动力,

从而降低腹内压, 增加肾血流量, 促进腹水减退[9]; 下

调肝硬化腹水肝组织的血管内皮生长因子表达、降低

血清一氧化氮含量, 从而抑制其异常增强的腹腔血管

通透性[10]; 降低包括血浆肾素活性、血管紧张素Ⅱ和醛

固酮等血管活性物质的水平[11]; 调节氨基酸代谢及其

代谢产物的水平, 进而改善机体胃肠动力障碍[12]。

近年来, 代谢组学已被广泛应用于中医药作用机

制的研究。采用代谢组学方法, 可对经病理刺激或药

物治疗后产生的多参数代谢反应进行研究, 通过整体

分析小分子代谢产物, 确定生物标志物, 分析相关代谢

通路[13]。目前, 代谢组学在肝病诊断与预后生物标记

物的鉴定筛选中表现出应用潜力[14,15], 并且在利用外

源性代谢产物分析或内源性代谢产物鉴定来阐释中药

复方的起效机制中展现出独特优势[16,17]。本研究采用

非靶向代谢组学研究方法, 通过系统分析消胀贴膏脐

部给药前后患者尿液中内源性代谢轮廓变化, 探讨消

胀贴膏脐部给药改善肝硬化腹水的分子机制。

材料与方法

仪器与试剂 Microfuge 20R 台式微量冷冻离心

机 (美国 Beckman Coulter 公司); GENIUS 3 涡旋振

荡器 (德国 IKA 公司 ); Eppendorf 微量移液器 (德国

Eppendorf公司); TurboVap LV型氮吹仪 (瑞典Biotage

公司); Milli-Q 纯水仪 (美国 Millipore 公司); Dionex

UltiMate 3000 液相色谱仪 (美国 Dionex 公司); 色谱

柱 Thermo Scientific Syncronis C18 (150 mm×2.1 mm,

1.7 μm)、Thermo Q-Exactive质谱仪 (美国Thermo Fisher

公司)。

柳胺酚 (批号 S408921, 美国 Sigma公司); 75% 医

用酒精 (国药集团上海化学试剂公司); 甲醇 (色谱纯)、

甲酸 (色谱纯)、乙腈 (色谱纯) 均购自美国 Thermo

Fisher公司; 消胀贴膏 (批号: 20170823-1, 常熟雷允上

制药有限公司)。

研究对象

一般资料 选取 2017年 11月至 2018年 6月于上

海中医药大学附属曙光医院确诊为肝硬化腹水伴有胃

肠动力障碍的住院患者 10例 , 年龄均在 55～75岁之

间, 按随机数字法分成安慰剂组 (placebo) 和消胀贴膏

组 (XT)。安慰剂组病毒性肝炎肝硬化 2例, 酒精性肝

硬化 1例, 血吸虫性肝硬化 1例; 消胀贴膏组病毒性肝

炎肝硬化 1例, 酒精性肝硬化 3例, 混合性肝硬化 2例。

两组患者白蛋白、血清总胆红素、Child-Pugh分级等指

标差异均无统计学意义, 详见表 1。另入组 10例健康

志愿者为对照 (normal), 均来自上海中医药大学附属

曙光医院体检中心, 体检结果正常, 自愿签署知情同意

书。研究对象获得上海中医药大学附属曙光医院伦理

委员会批准 (批件号: 2017-528-11-01)。

诊断标准 西医诊断标准参照中华医学会肝病学

分会于 2018年发布的《肝硬化腹水及相关并发症的诊

疗指南》[18]。失代偿期肝硬化 (肝脏储备功能进行量
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化评估的分级标准 (Child-Pugh分级[19]) B/C级), 有明

显肝功能失代偿征象, 如血清白蛋白 < 35 g·L-1; 或总胆

红素 > 35 μmol·L-1; 或凝血酶原延长, 患者出现腹水。

影像学诊断, B超见肝表面明显凹凸不平, 锯齿状或波

浪状, 肝边缘变钝, 肝实质回声不均、增强, 呈结节状,

门静脉和脾门静脉内径增宽, 肝内血管走向欠清, 腹腔

内可见液性暗区[11]。

中医诊断参照中华中医药学会于 2008年发布的

《中医内科常见病诊疗指南 (中医病证部分)》, 符合中

医“臌胀”诊断标准, 即腹膨大, 叩之如鼓, 或见腹上青

筋暴露; 纳呆、乏力; 尿少。

纳入标准 ① 影像学诊断肝硬化腹水。② Child-

Pugh B或者C级。③ 有胃肠动力障碍临床表现, 如恶

心、腹胀、食欲减退、呕吐、胃食管反流、持续性肠鸣音

等。④ 无腹部手术史 (单纯性阑尾手术或胆囊手术

除外)。⑤ 无慢性消化道疾病史。⑥ 无除肝硬化以

外的其他严重全身器质性疾病。⑦ 近 2周没有服用

可能影响胃肠道运动的药物。

排除标准 ① 不符合纳入标准任意一条。② 有腹

部手术史 (单纯性阑尾手术或胆囊手术除外)。③ 无明

显胃肠动力障碍的临床表现者。④ 腹泻患者。⑤ 近期

或在试验过程中曾使用或计划使用影响胃肠动力的药

物或制剂。⑥ 既往检查发现有消化道疾病者。⑦ 有严

重全身器质性疾病。⑧ 孕妇、哺乳期妇女或计划怀孕者。

治疗方法 消胀贴膏药物组成 : 大黄 (Rheum

palmatum L.) 100 g、甘遂 (Euphorbia kansui T. N. Liou ex

T. P. Wang) 100 g、莱菔子 (Raphanus sativus L.) 100 g、丁

香 (Eugenia caryophyllata Thunb.) 100 g、沉香 (Aquilaria

sinensis (Lour.) Glig) 20 g、人工麝香 (Moschus Artifactus)

0.4 g、冰片 (Borneolum Syntheticum) 4 g,经提取加工后制

成凝胶贴膏, 每贴7 cm×7 cm, 生药含量为86.6 mg·cm-2。

使用时先对脐部周围皮肤进行清洁消毒, 再直接于脐部

外敷。XT组患者给予消胀贴膏脐部贴敷, 每日1贴, 连

续 3日。Placebo组给予治疗药物含量低于 5%的凝胶

贴膏脐部贴敷, 每日1贴, 连续3日。Normal组不予治疗。

观察指标 腹部B超检测腹水, 治疗前及治疗后

相同体位各检测 1次, 专人专机操作。观察患者腹胀、

纳食、肛门排气与排便等症状。采用全自动生化仪检

测血清白蛋白、总胆红素、肌酐、国际标准化比值

(INR) 等指标, 治疗前后各测定1次。

样本采集与处理 分别收集治疗前后的三个组别

的尿液样品4 mL, 样品处理方法参考文献[20], 3 000 ×g、

4 ℃低温离心 10 min, 取尿液样品 400 μL置入离心管,

加入甲醇 400 μL, 涡旋混合 5 min, 12 000 ×g、4 ℃低温

离心10 min, 取上清液于-80 ℃保存, 待样品集齐后同时

检测。另分别将治疗前后三个组别的尿液样品等容混

合, 制备质控样品 (QC), 每个样本加入 200 ng·mL-1柳

胺酚作为内标, 按照上述样品预处理方法处理后备测。

超高效液相色谱-质谱联用分析条件

色谱条件 色谱柱为 Thermo Scientific Syncronis

C18 (150 mm×2.1 mm, 1.7 μm), 流动相为 A (乙腈)-B

(水, 含 0.1% 甲酸), 流动相梯度为 0～1 min, 95% (B);

1～10 min, 95%～65% (B); 10～16 min, 65%～37%

(B); 16～18 min, 37%～5% (B); 18～19 min, 5% (B);

19～19.5 min, 5%～95% (B); 19.5～22 min, 95% (B)。

流速为0.3 mL·min-1, 进样量为5 μL, 柱温为40 ℃。

质谱条件 采用电喷雾 (ESI) 离子源, 正负离子

模式检测 , 检测时间为 21 min, 毛细管电压大小为正

极 3.2 kV, 负极 2.8 kV。毛细管温度为 320 ℃, 辅助气

加热器温度为 300 ℃, 鞘气 (N2) 压力为 35 psi (1 psi ≈
6.9 kPa), 辅助气 (Ar) 压力为 10 psi。扫描模式为 Full

Scan/dd-MS2, 采集范围为m/z 70～1 050。

方法学考察 样品分析前连续检测 3份平行QC

样本, 并在每组样本分析后随行对 1个QC样本进行检

测, 提取平行QC中随机 6个离子与随行QC中内标物

质的保留时间与峰面积, 结果表明各离子在正、负检测

模式下的保留时间RSD均小于 5%, 峰面积RSD均小

于10%, 表明分析方法稳定可靠, 重现性良好。

代谢组学数据收集

图谱数据的提取与前处理方法 首先采用Thermo

Scientific SIEVE v2.2软件进行图谱峰识别、峰对齐、保

留时间校准、滤噪、信号提取, 并对加合物、二聚体与同

位素进行解析归类, 获得包含保留时间、质谱响应强度

以及质荷比等信息的二维数据矩阵。随后将数据矩阵

导入MetaboAnalyst 4.0软件进行数据预处理, 包括删

除拥有 50%以上缺失值、总面积归一化、平均中心化

与Pareto标尺化。

模式识别 将预处理后的二维数据矩阵导入

SIMCA 14.1软件进行多元统计分析, 首先采用主成分

分析 (PCA) 观察样本的总体分布和整个分析过程的稳

定性, 随后采用偏最小二乘判别分析 (PLS-DA) 来区分

各组间代谢轮廓的总体差异。最后选用正交偏最小二

乘判别分析 (OPLS-DA) 进行组间两两比较, 寻找差异

表达代谢物, 并对构建的OPLS-DA模型进行七次循环

交互验证和 200次置换检验, 评估模型的拟合度和有

效性。

生物标志物的鉴定 根据OPLS-DA分析代谢物

VIP值, 结合组间T检验结果 (P<0.05), 筛选潜在的生

物标志物。通过HMDB数据库进行代谢物的鉴定, 设

定分子量的计算值和实测值之间的误差小于 1×10-5,
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并将预测代谢物的MS/MS二级图谱进行匹配。最后

计算生物标志物在不同组别中峰强度平均值的比值,

得到FC值, 分析标志物的变化趋势。

层次聚类分析与通路富集分析 采用 MultiEx‐

periment Viewer V 4.9.0软件, 对有显著差异的代谢物

进行层次聚类分析。首先将生物标志物原始数据进行

整理 , 采用 Pearson correlation 距离算法与 Average

linkage clustering聚类方法进行代谢物的聚类分析, 并

以热图的方式展示最终结果。运用MetaboAnalyst 4.0

平台进行代谢通路富集分析, 通过对气泡图以及各通

路P值的比较, 筛选可能的代谢通路。

统计方法 采用SPSS 19.0进行数据统计分析, 符

合正态分布的计量资料采用均数±标准差表示, 偏态

分布的计量资料采用中位数、四分位数进行统计描述,

计数资料则采用频数、百分率、构成比等指标进行统计

描述。正态分布的计量资料比较用T检验或单因素方

差分析, 偏态分布的计量资料采用Mann-Whitney U检

验分析, 计数资料用卡方检验或Fisher精确概率法, P<

0.05表示差异有显著的统计学意义。

结果

1 消胀贴膏治疗前后患者主要症状的变化

根据B超、症状与体征等判断综合疗效, 消胀贴膏

治疗组与安慰剂组相比有一定程度好转, 但差异无显

著的统计学意义 (表 2), 表明在短期的治疗过程中, 消

胀贴膏对肝功能的改善作用有限。但经消胀贴膏敷脐

治疗后, 患者腹胀症状明显改善, 纳食与排气显著增加,

与前期临床研究结果一致, 提示消胀贴膏短期给药可

通过调节肝硬化患者胃肠动力障碍而减轻腹水症状。

2 病例组与正常组的代谢轮廓差异

将安慰剂组与消胀贴膏组给药前样本进行合并,

作为病例组 (case-B), 并与正常组 (normal-B) 进行多

元统计分析 (-B代表给药前采集的样本)。首先对两组

样本进行 PCA 分析 , 构建的 PCA 模型包含 2 个主成

分 , 模型参数 R2X = 0.319, Q2 (cum) = 0.020。由得分

图 (图1A) 可见, 两组样本在第一主成分方向上有较明

显的分离趋势, 提示肝硬化腹水患者尿液代谢轮廓发

生了显著改变。随后进行OPLS-DA分析, 两组样本分

离趋势显著, R2X = 0.378, R2Y = 0.991, Q2 (cum) = 0.856,

Table 1 Baseline information of various groups (Xiaozhang Tie is abbreviated as XT, international normalized ratio is abbreviated as INR)

Baseline information
Gender (male, %)
Hepatic encephalopathy (n, %)
Albumin level is below standard (n, %)
Total bilirubin level is over standard (n, %)
INR is over standard (n, %)
Depth of ascitic fluid is over standard (n, %)
Child-Pugh level B (n, %)

Placebo group
3 (75.0%)
0 (0%)
4 (100%)
2 (50.0%)
0 (0%)
4 (100%)
3 (75.0%)

XT group
5 (83.3%)
0 (0%)
6 (100%)
4 (66.7%)
0 (0%)
6 (100%)
5 (83.3%)

Healthy volunteer
5 (50%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

NA
NA

Table 2 Biochemical indicators of various groups

Observational indicator

Albumin level / g·L-1

Total bilirubin level / μmol·L-1

INR
Depth of ascitic fluid / cm
Creatinine level / μmol·L-1

Child-Pugh score

Placebo group

prior treatment

25.48 ± 1.88
35.86 ± 19.10
1.43 ± 0.19
8.85 ± 4.39

87.22 ± 28.53
9.75 ± 0.96

Placebo group

post treatment

27.71 ± 3.78
38.88 ± 23.65
1.40 ± 0.15
9.00 ± 4.13

92.94 ± 39.02
9.50 ± 0.58

XT group

prior treatment

26.21 ± 2.66
45.21 ± 28.60
1.44 ± 0.14
9.23 ± 3.58

94.68 ± 42.05
9.67 ± 0.82

XT group

post treatment

26.11 ± 3.24
54.25 ± 25.70
1.53 ± 0.22
7.30 ± 5.38

102.61 ± 45.11
9.83 ± 1.33

Figure 1 PCA score plot (A), OPLS-DA score plot (B) and associated permutation test (C) of urine samples before administration in nor‐

mal group and case group. -B means urine samples collected before treatment
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模型预测能力良好。OPLS-DA置换检验结果如图 1C

所示, 构建的OPLS-DA模型具有较好的拟合度。

3 消胀贴膏治疗后代谢轮廓的改变

对 normal 组、placebo 组以及 XT 组给药后尿液

样本进行PCA分析, 观察消胀贴膏对患者尿液代谢轮

廓的影响。构建的 PCA 模型 R2X = 0.414, Q2 (cum) =

0.072。由得分图 (图 2A) 可见, placebo-T组以及XT-T

组样本与normal-T组样本在第一主成分方向上有较明

显的分离 (-T代表给药后采集的样本), 但二者之间样

本区分不明显。进一步进行PLS-DA分析, R2X = 0.248,

R2Y = 0.858, Q2 (cum) = 0.393, placebo-T 组与 XT-T 组

样本在第二主成分方向呈现分离趋势 (图2B)。

4 潜在生物标志物的指认

根据 case-B组与 normal-B组 OPLS-DA分析中的

VIP值, 结合两组间T检验结果, 筛选鉴定尿液中与疾

病相关的生物标志物。最终在尿液中指认了 31个生

物标志物 (表3), 主要包括氨基酸类代谢物、脂肪酸、甾

体激素、嘧啶、嘌呤、单胺类神经递质等。与正常组比

较, 20个生物标志物在病例组中均有显著的变化 (P<

0.05), 由组间 FC值与层次聚类热图 (图 3) 可见, 肝硬

Figure 2 PCA score plot (A), PLS-DA score plot (B) of urine samples from normal group and placebo group and XT group. -T means

urine samples collected after treatment

Table 3 Identification results of potential biomarkers in urine. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Normal-B; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001

vs Placebo-T; △P<0.05, △△P<0.01 vs XT-B

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Retention

time/min

0.99

9.70

20.01

1.07

14.21

1.44

1.88

3.35

1.02

1.89

0.99

1.82

1.45

4.67

1.43

1.48

1.10

11.63

1.03

1.11

0.86

0.97

10.59

1.05

2.54

2.40

1.29

1.03

1.92

1.03

1.07

Actual

molecular

weight

131.069 5

146.069 4

121.089 1

203.115 4

466.256 8

174.015 5

220.084 4

219.110 2

83.073 5

217.131 0

188.126 9

85.052 4

117.079 0

205.037 1

125.058 9

189.063 3

160.036 4

346.213 5

227.089 9

206.042 0

162.100 1

202.142 6

121.019 7

129.042 4

191.057 9

198.052 2

131.094 4

189.110 9

152.033 2

126.042 8

149.050 7

Major fragment

(m/z)

86.096 8

102.034 1, 83.060 9

105.042 5, 102.066 4

144.101 6

289.121 6

129.018 1, 85.028 0

204.028 9, 186.018 3

202.106 9, 90.055 4

-

102.034 1

130.086 0, 84.081 2

-

72.081 4

159.091 4, 132.049 9

109.034 2, 83.022 1

172.040 0, 130.049 8

115.002 3, 96.958 6

331.135 1

135.028 6

187.024 0

128.019 1

186.112 3

105.042 5

114.066 2

157.083 2, 111.539 6

151.059 9, 137.023 1

86.096 9

144.101 6

136.047 9, 125.986 1

110.029 4, 84.081 0

115.069 5, 104.070 8

Error

(×106)

4.36

5.52

4.12

0.94

1.46

-2.24

0.71

0.35

6.61

0.65

0.65

2.17

4.87

0.69

4.29

0.67

-1.41

-1.04

-0.69

-0.51

1.27

0.85

4.13

2.75

1.08

-0.38

2.44

0.57

2.13

3.34

1.34

Metabolite

Creatinine

Glutamine

Phenylethylamine

Acetylcarnitine

Androsterone glucuronide

cis-Aconitic acid

5-Hydroxy-L-tryptophan

Pantothenic acid

Piperideine

Carnitine

Homo-L-arginine

2-Pyrrolidinone

Valine

Xanthurenic acid

5-Methylcytosine

N-Acetylglutamic acid

Oxoadipic acid

Corticosterone

Deoxycytidine

2-Methylcitric acid

5-Hydroxylysine

N,N-Dimethylarginine

Cysteine

Pyroglutamic acid

5-HIAA

Vanillylmandelic acid

Leucine

Homocitrulline

Xanthine

Thymine

Methionine

VIP

14.75

7.16

5.31

5.05

3.59

3.06

2.95

2.27

2.07

2.02

1.90

1.87

1.53

1.41

1.39

1.35

1.32

1.27

1.25

1.23

1.01

0.98

0.92

0.90

0.86

0.68

0.50

0.47

0.46

0.29

0.29

Fold change (FC)

Case-B/

Normal-B

0.68*

0.31**

2.21*

0.34*

0.07***

0.66**

1.52*

0.42**

0.53*

0.24*

0.43***

0.49*

0.63**

0.48*

2.15***

0.47***

0.79

0.08**

0.55*

0.79

4.43*

1.04

58.83***

0.82

1.20

0.73

1.16

1.07

1.21

1.36

1.12

XT-T/

Placebo-T

0.94

0.49

1.87###

0.41

1.88

1.32

0.60#

1.27

0.96

1.85

0.52

0.43

0.57

0.56

1.23

1.16

0.57##

0.90

1.61

0.53#

4.22

0.54#

0.51#

0.89

2.64#

0.45##

0.14

0.91

0.68#

1.01

0.85

XT-T/

XT-B

0.96

0.96

1.04

3.07

0.93

1.03

0.97

1.07

0.89

2.90

0.98

1.49

1.02

0.72

1.12

1.15

0.88

1.05

1.27

0.84

1.16

0.99

1.08

1.26△△

1.09

0.84

0.19△

1.33△△

1.09

1.49△△

1.39△
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化腹水患者尿液中5-甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine)、5-

羟基色氨酸 (5-hydroxy-L-tryptophan)、5-羟基赖氨酸

(5-hydroxylysine)、苯乙胺 (phenylethylamine)、半胱氨酸

(cysteine) 具有相近的表达趋势, 均显著上调 (P<0.05)。

15个生物标志物在患者尿液中的水平显著降低 (P<0.05),

如肌酸酐 (creatinine)、乙酰肉碱 (acetylcarnitine)、肉

碱 (carnitine) 表达趋势相近 , 泛酸 (pantothenic acid)、

piperideine、高精氨酸 (homo-L-arginine) 的表达相近, 以

及黄尿酸 (xanthurenic acid)、皮质酮 (corticosterone)、

雄甾酮葡糖苷酸 (androsterone glucuronide)、谷氨酸盐

(glutamine) 等物质。

通过统计分析生物标志物在消胀贴膏组与安慰剂

组给药后的变化, 以及消胀贴膏组给药前后的变化, 发现

14个生物标志物受药物干预有显著的回调 (P<0.05),

其中苯乙胺 (phenylethylamine)、胸腺嘧啶 (thymine)、

5-羟基吲哚乙酸 (5-HIAA)、蛋氨酸 (methionine)、高瓜

氨酸 (homocitrulline)、焦谷氨酸 (pyroglutamic acid) 显

著上调 (P<0.05); 半胱氨酸 (cysteine)、5-羟基色氨酸

(5-hydroxy-L-tryptophan)、黄嘌呤 (xanthine)、亮氨酸

(leucine)、N, N-二甲基精氨酸 (N, N-dimethylarginine)、

Figure 3 Hierarchically clustered heatmap of the urine metabolites levels of human (A: Normal-B group versus Case-B group; B: XT-B

group versus XT-T group; C: Normal-T group, Placebo-T group and XT-T group)
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氧代己二酸 (oxoadipic acid)、2-甲基柠檬酸 (2-methyl‐

citric acid) 以及 vanillylmandelic acid呈显著下调趋势

(P<0.05), 逐渐回归正常水平。

5 通路富集分析

通路富集分析结果如图 4 所示。31 个生物标志

物主要参与 27条代谢通路, 涉及机体氨基酸代谢、甾

体激素代谢、嘧啶代谢、嘌呤代谢等相关通路。与正常

志愿者相比, 肝硬化腹水患者天冬氨酸和谷氨酸代谢

通路 (alanine, aspartate and glutamate metabolism)、半

胱氨酸与蛋氨酸代谢通路 (cysteine and methionine

metabolism)、甾体激素生物合成 (steroid hormone bio‐

synthesis)、泛酸与辅酶生物合成 (pantothenate and

CoA biosynthesis) 等 22 条代谢通路均发生显著变化

(P<0.05)。与安慰剂组相比, 消胀贴膏治疗对于苯丙

氨酸代谢通路 (phenylalanine metabolism)、色氨酸代谢

通路 (tryptophan metabolism) 等 7 条代谢通路具有显

著的干预作用 (P<0.05), 提示消胀贴膏对机体氨基酸

代谢紊乱有显著的调节作用, 表明调节氨基酸代谢紊

乱可能是消胀贴膏治疗肝硬化腹水的重要作用机制。

讨论

作者所在课题组的前期工作中, 以四氯化碳诱导

的肝硬化大鼠模型为研究对象, 发现消胀贴膏可通过

调节氨基酸代谢及其代谢产物的水平, 进而改善机体

胃肠动力障碍, 促进肝硬化腹水的消退; 通过对回调最

为显著的精氨酸/一氧化碳代谢通路进行研究与验证,

发现消胀贴膏可抑制小肠中 iNOS与 nNOS的表达, 缓

解精氨酸代谢异常, 降低一氧化氮水平, 从而改善肝硬

化腹水大鼠的胃肠动力障碍, 初步揭示了消胀贴膏治

疗肝硬化腹水的作用机制[12]。

本文基于前期研究基础, 以肝硬化腹水患者为研

究对象, 对消胀贴膏给药前后患者尿液中内源性代谢

轮廓的变化进行分析。最终在尿液中指认了 31个生

物标志物, 主要涉及氨基酸代谢、脂质代谢、能量代谢

等代谢通路。与研究文献[21,22]及前期结果相比较, 本

研究指认的代谢物与已有研究相似度不高, 但尿液生

物标志物所富集的代谢通路与前期研究结果较一致,

提示消胀贴膏可通过调节机体氨基酸及其代谢产物的

水平, 改善机体神经、免疫与内分泌网络状况, 从而缓

解肝硬化腹水及其伴随症状。

通路富集分析结果显示, 苯丙氨酸代谢通路与色

氨酸代谢通路是消胀贴膏发挥药效的关键通路。其

中, 苯丙氨酸是酪氨酸的代谢前体, 主要从食物中吸

收, 吸收后大部分经由肝脏等组织内苯丙氨酸羟化酶

的催化转变为酪氨酸。酪氨酸则为体内多种神经递质

与激素合成的前体物质, 其主要经酪氨酸羟化酶催化

成为二羟基苯丙氨酸, 最终代谢生成多巴胺以及其他

神经递质, 如去甲肾上腺素与肾上腺素等。多巴胺与

去甲肾上腺素均属于儿茶酚胺类物质, 是调节胃肠动

力的重要神经递质。肝硬化患者常存在不同程度的胃

肠动力障碍症状, Verne等[23]认为肝硬化患者的自主神

经病变是导致胃肠动力障碍的重要因素。多巴胺存在

于肠肌神经丛、胃肠黏膜层与肌层内, 具有松弛胃体平

滑肌、抑制胃体、胃窦推动、延长胃排空的作用。去甲

肾上腺素是作用于胃肠重要的神经递质, 其通过作用

于不同受体来调节胃肠功能, 对胃肠运动起抑制性作

用[24,25]。本研究结果提示消胀贴膏可能通过对苯丙氨

酸代谢通路的调节, 影响体内交感神经递质的合成释

放, 从而改善肝硬化患者的胃肠动力障碍, 增加腹水的

排出。

另一方面, 消胀贴膏对肝硬化腹水患者色氨酸代

谢紊乱具有显著调节作用, 色氨酸是人体必需的氨基

酸, 游离的色氨酸可在色氨酸羟化酶的催化下转变为

5-羟色胺 (5-hydorxytyrptamien, 5-HT)。5-HT 是一种

单胺类神经递质, 也是血管活性物质, 在神经系统、内

分泌系统与外周血管中起着重要的作用[26]。发生肝硬

Figure 4 Urine biomarker pathway as visualized by bubble plots. A: Case-B group versus Normal-B group; B: XT-T group versus Placebo-

T group
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化时, 由于肝脏对色氨酸的分解代谢能力下降以及低

蛋白血症等多方面因素, 引发血清游离色氨酸的水平

升高[27], 导致5-HT含量增加, 其经5-HT2A受体介导, 可

引起血管平滑肌的收缩, 使肝内阻力增加, 加重门脉高

压[28]。另外, 5-HT经由单胺氧化酶催化代谢为5-HIAA,

5-HIAA对肾血管有收缩作用, 可使肾小球滤过率下降,

肾血流减少, 导致水钠潴留, 诱发腹水形成[27]。5-HT

对胃肠动力同样发挥着重要的调节作用, 人体内 95%

的 5-HT来源于胃肠道, 其在肠嗜铬细胞及肠神经元中

大量合成, 通过与 5-HT3R、5-HT4R受体结合, 可直接或

间接通过刺激肠内神经纤维的方式作用于肠道平滑

肌, 影响胃肠动力[29]。本研究结果提示消胀贴膏可能

通过调节 5-HT及 5-HIAA的代谢紊乱, 进而改善肝硬

化腹水症状。

综上所述, 消胀贴膏对肝硬化腹水患者有良好的

辅助治疗作用, 其主要通过调节机体氨基酸及其代谢

产物的水平, 改善机体神经、免疫与内分泌网络状况,

从而缓解肝硬化腹水及其伴随症状。该研究为消胀贴

膏临床用于治疗肝硬化腹水提供了一定科学依据, 但

其确切的作用机制有待进一步的研究。
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