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急进高原对大鼠小肠中胆汁酸组成的影响
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摘要: 为明确急进高原对大鼠小肠胆汁酸池的影响, 本文采用超高液相色谱-串联质谱 (UHPLC-MS/MS) 技术

检测平原组和急进高原组大鼠小肠内容物胆汁酸组成。研究表明: 在大鼠小肠内容物中共检测出 39种胆汁酸, 通

过 PCA和 OPLS-DA分析证明了平原和急进高原组大鼠小肠内容物中胆汁酸组成存在着明显差异。以 VIP > 1,

|log2FC| ≥ 1, P < 0.05对胆汁酸进行筛选, 共得到具有显著性差异的胆汁酸 7种, 其中结合型胆汁酸 5种, 游离型胆汁

酸 2种, 且结合型胆汁酸含量均呈上升趋势。本研究证明了高原低氧环境对大鼠胆汁酸代谢的影响。本研究中动

物实验过程均获得第九四〇医院伦理委员会的批准 (批准号: 2020KYLL012)。
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Abstract: In order to clarify the influence of acute hypobaric hypoxia on the bile acids of the rat small intestine,

we used ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) to identify

bile acids in the contents of the small intestine from untreated and acute hypobaric hypoxia-treated rats. Thirty-nine

bile acids were detected; PCA and OPLS-DA analysis revealed marked differences in the composition of bile acids

between the untreated and the acute hypobaric hypoxia groups. Bile acids were screened with VIP > 1, |log2FC| ≥ 1,

P < 0.05, and a total of 7 bile acids with significant differences in content between the two groups were obtained,

including 5 conjugated bile acids, 2 unconjugated bile acids; in addition, the content of conjugated bile acids has

risen in the treated group. This study demonstrated the influence of high-altitude hypoxic environment on bile acid

composition and metabolism in rats. All the animal experiments in this study were approved by the 940th Hospital

Ethics Committee (approval No: 2020KYLL012).
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胆汁酸是胆汁的主要成分, 初级胆汁酸在肝脏经一

系列酶促反应合成产生, 在肠道内经过肠道菌群代谢

并完成肝肠循环。肠道菌群分泌的微生物酶可以对胆汁

酸产生去共轭和去羟基化作用, 生成游离胆汁酸和次

级胆汁酸, 在胆汁酸的正常代谢中起着关键的作用 [1]。
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根据胆汁酸来源不同, 可以分成初级胆汁酸、次级胆

汁酸、三级胆汁酸; 结构上又可分为结合型胆汁酸和游

离型胆汁酸。胆汁酸池的大小由机体和肠道菌群共同

决定 , 经胆汁酸-法尼醇 X 受体 (farnesoid X receptor,

FXR)-CYP7A1的负反馈调节途径来调节 [2]。研究表明:

胆汁酸代谢紊乱和机体的多种疾病状态相关, 如炎症

性肠病、代谢性综合征和某些癌症 [3]。

高原低氧环境不仅会引发各种高原疾病, 也会对

机体肠道菌群的组成和数量造成影响[4]。机体处于疾

病状态时, 胆汁酸代谢紊乱和肠道菌群失调往往同时

发生。在低氧介导的肠道菌群失调的前提下, 机体胆

汁酸池是否会受到影响仍有待研究。当前仍缺乏关于

高原低氧环境对胆汁酸池组成影响的研究。因此, 选

择高效、准确的技术方式对大鼠小肠内容物胆汁酸进

行定量检测显得尤为重要。本文旨在通过超高液相色

谱-串联质谱 (UHPLC-MS/MS) 技术, 对平原和急进高

原大鼠小肠内容物中 41种胆汁酸进行检测, 对比两者

的胆汁酸池, 并筛选出有差异的胆汁酸, 为后续研究提

供支持。

材料与方法

仪器试剂 1290 Infinity 超高效液相系统 (美国

Agilent公司); Q Exactive Focus高分辨质谱系统、Heraeus

Fresco17低温高速离心机 (美国Thermo Fisher Scientific

公司); BSA124S-CW 电子分析天平 (德国 Sartorius公

司); JXFSTPRP-24 研磨仪 (上海净信科技有限公司);

明澈D24 UV超纯水仪 (美国Merck Millipore公司); PS-

60AL超声仪 (深圳市雷德邦电子有限公司)。10%水

合氯醛 (批号 20200323) 购自兰州大学第一医院; 胆汁

酸对照品 (批号按表 1 编号依次为 : ZZS-20-013-A4;

C1650-000; ZZS-20-H228-B3; ZZS-20-601-B2; ZZS-20-

105-A6; C1860-000; C1750-000; C2500-000; C0370-000;

C0860-000; ZZS-20-182-A3; ZZS-20-186-A1; ZZS-19-

012-B7; C2000-000; C1500-000; C1485-000; C1250-000;

2874-014A1; ZZS-19-004-A6; 8-GJF-130-4; ZZS-19-

007-A3; ZZS-20-050-B2; C1850-000; C1888-000; ZZS-

20-186-A6; ZZS-20-X220-A2; C1320-000; C0867-000;

ZZS-20-195-E5; C1087-000; ZZS-20-009-A2; C1860-000;

ZZS-20-100-A3; C1021-000; ZZS-20-186-A2; C0892-000;

ZZS-20-206-A8; C1162-000; C1893-000; ZZS-20-112-

A8; 2900-077A2); 甘氨胆酸-d4 (批号ZZS-20-057-A6)、

脱氧胆酸-d6 (批号ZZS-20-181-A6) 购自上海甄准生物

公司; 牛磺鹅去氧胆酸-d4钠盐 (批号 SJ4-2013-072B1)

购自美国 Isosciences公司。

动物 雄性Wistar大鼠12只 [体重180～220 g, 合

格证号: SCXK (辽)-20200001], 购自辽宁长生生物技

术股份有限公司。本实验获得第九四〇医院伦理委员会

批准 (批准号: 2020KYLL012), 而且均按照相关指导

原则和规定进行。将大鼠饲养于20～25 ℃, 50% ± 10%

湿度的大鼠筐内, 以实验室标准饲喂, 并允许随意饮

水。实验开始前于联勤保障部队第九四〇医院SPF级

动物实验室适应性饲养一周。

动物分组及急进过程 将 12只大鼠随机分为两

组, 每组 6只, 分别为平原组 (P组, 海拔 1 500 m, 甘肃

兰州), 急进高原组 (H1组, 海拔 4 010 m, 青海玉树藏族

自治州)。H1组大鼠采用货车运输急进高原, 于 12 h内

从兰州运输至青海省玉树藏族自治州, 运输过程中给

予果冻补充水分。到达目的地后, 于 24 h收集小肠内

容物。P组大鼠于兰州同时开展实验。

样品收集处理 用 10% 水合氯醛 0.8 mL通过腹

腔注射对大鼠进行麻醉, 麻醉后迅速解剖, 收集大鼠

小肠内容物, 密封保存于样品收集盒, 并迅速将其冻存

于液氮罐中。提前配制样品提取液 (甲醇∶乙腈∶水 =

2∶2∶1, 含 0.1%甲酸)。准确称取小肠内容物 25 mg后,

加入含同位素标记混标的样品提取液 1 mL, 涡旋混匀

30 s, 加入钢珠研磨, 研磨仪程序为: 35 Hz/4 min, 冰水

浴超声 5 min, 重复 3次; 将样品于-40 ℃静置 1 h后, 于

4 ℃, 12 000 r·min-1离心15 min; 取上清液至LC进样瓶

中, 用于UHPLC-MS/MS分析。

超 高 液 相 色 谱 串 联 质 谱 条 件 采 用 Waters

ACQUITY UPLC BEH C18 (150 mm×2.1 mm, 1.7 μm,

美国Waters公司) 液相色谱柱对目标化合物进行色谱分

离。液相色谱A相为1 mmoL·L-1的乙酸铵和1 mmoL·L-1

的乙酸水溶液, B相为乙腈, 流动相流速为0.4 mL·min-1,

梯度洗脱程序为 : 0～15 min, A 相 77.5%, B 相 22.5%;

15～18 min, A相 58.0% , B相 42.0%; 18～20 min, A相

28.0%, B相72.0%; 20～21.8 min: A相5.0%, B相95.0%;

21.8～26 min: A相 77.5%, B相 22.5%。柱温箱温度为

60 ℃, 样品盘设为 4 ℃, 进样体积为 1 μL。采用平行

反应监测 (PRM) 方式进行质谱分析。3种内标分别用

于不同类型的胆汁酸定量, 其中甘氨胆酸-d4用于甘氨

类胆汁酸定量, 牛磺鹅去氧胆酸-d4钠盐用于牛磺类胆

汁酸定量 , 脱氧胆酸-d6用于其他胆汁酸定量。进行

UHPLC-MS/MS分析之前, 先将目标胆汁酸标准溶液

引入质谱中 , 对每个目标胆汁酸的 PRM 参数进行优

化。由于大多数胆汁酸类化合物的子离子谱中, 都没

有出现强度足够的子离子用于定量, 所以选择了高分

辨条件下的母离子进行定量。

数据处理及统计分析 对于得到的原始数据, 对

单个峰进行过滤, 剔除空白值 > 50%的值。基于代谢组
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学特性对数据进行多变量统计分析, 进行PCA分析和

正交偏最小二乘法判别分析 (OPLS-DA); 用 T 检验、

|log2FC| ≥ 1值和火山图进行单变量统计分析。

结果

1 方法专属性

在设定的超高液相色谱串联质谱条件下, 对胆汁

酸对照品进行分析并记录, 对照品的UHPLC-MS/MS

图见图 1, 相关离子峰对应胆汁酸信息见表 1。可以看

出在本分析方法下, 所有化合物都呈现出良好的色谱

峰, 无杂质干扰; 且很好地实现了各个目标化合物的色

谱分离, 说明方法专属性良好。

2 多变量统计分析

多变量分析可以分析代谢物水平之间的关系, 本

研究对平原组和急进高原组大鼠小肠内容物胆汁酸进

行了主成分 (PCA) 分析, 得到拟合出2个主成分的PCA

模型 (图 2)。第一主成分 (PC1) 和第二主成分 (PC2) 分

别占 39.2%、30.1%, 共可以描述总特征的 69.3%。散点

颜色和形状代表不同的分组, P组样品落于主轴右侧,

H1组样品点落于主轴左侧, 二者相距较远, 分离明显,

说明平原组和急进高原组大鼠小肠内容物胆汁酸组成

存在差异, 急进高原会对大鼠胆汁酸代谢带来明显的

影响。将每个代谢物进行OPLS-DA分析后, 用VIP > 1

评估与主成分相关性强的化合物。

3 单变量统计分析

本研究采用 T检验、火山图和层次聚类分析对平

原组和急进高原组大鼠小肠内容物胆汁酸的组成差异

进行呈现 , 并筛选出差异胆汁酸。以倍数变化 (fold

change, FC) 值, P < 0.05作为筛选指标。将各胆汁酸

结果进行数据可视化分析后用火山图展现 (图 3)。将

各胆汁酸结果计算欧力距离矩阵后进行层次聚类分

析, 均值化后用热力图展现 (图4)。火山图中的每个点

代表一种胆汁酸, 横坐标代表该组各物质的 log2FC值,

纵坐标代表 T检验后的 P值, 散点颜色代表胆汁酸筛

选结果。红色点和蓝色点分别代表与平原组相比, 急

进高原组中含量显著上升和下降的胆汁酸。如图所

示, 相对于平原组, 急进高原组含量显著上升的胆汁酸

Figure 1 The extracted ion chromatographs of standard solutions. A-D show the ion peaks of No. 1-41 bile acids based on their retention

time; the horizontal lines represent the same abscissa axis of retention time in each figure; the relative ion peak information of 41 bile acids

were given in Table 1

Figure 2 PCA scores of the plain group and the acute hypobaric

hypoxia group. P: Plain group; H1: Acute hypobaric hypoxia group
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有5种, 含量显著下降的胆汁酸有2种。

在层次聚类分析中通过不同的颜色梯度展现了数

据矩阵数值大小。横向代表每种胆汁酸在不同样本中

的含量, 纵向代表每个样本中不同胆汁酸的含量, 树状

图代表对不同样本的不同胆汁酸的聚类分析结果。图

中颜色越深代表相对含量越高, 红色表示相对含量升

高, 蓝色表示相对含量下降 (图 4)。与火山图对应, 充

分说明平原组和急进高原组的胆汁酸组成表现出较大

的差异性, 急进高原会影响胆汁酸的代谢, 从而改变大

鼠小肠内容物胆汁酸的组成。

4 差异胆汁酸筛选

对大鼠小肠内容物 41种胆汁酸进行检测, 在样品

Table 1 The information of different ion peaks

Peak

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

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

Bile acid

Dehydrolithocholic acid

Isoallolithocholic acid

Isolithocholic acid

Lithocholic acid

23-Nordeoxycholic acid

7-Ketolithocholic acid

12-Ketolithocholic acid

Apocholic acid

Ursodeoxycholic acid

Hyodeoxycholic acid

Chenodeoxycholic acid

Deoxycholic acid

Isodeoxycholic acid

Dehydrocholic acid

7,12-Diketolithocholic acid

6,7-Diketolithocholic acid

7-Ketodeoxycholic acid

12-Dehydrocholic acid

3-Dehydrocholic acid

Ursocholic acid

α-Muricholic acid

β-Muricholic acid

Hyocholic acid

Allocholic acid

Cholic acid

Glycolithocholic acid

Glycoursodeoxycholic acid

Glycohyodeoxycholic acid

Glycochenodeoxycholic acid

Glycodeoxycholic acid

Glycodehydrocholic acid

Glycohyocholic acid

Glycocholic acid

Taurolithocholic acid

Tauroursodeoxycholic acid

Taurohyodeoxycholic acid

Taurochenodeoxycholic acid

Taurodeoxycholic acid

Tauro α-Muricholic acid

Tauro β-Muricholic acid

Taurocholic acid

Abbreviation

DHLCA

Isoallolithocholic acid

isoLCA

LCA

23norDCA

7-ketoLCA

12-ketoLCA

apoCA

UDCA

HDCA

CDCA

DCA

isoDCA

DHCA

7,12-DiketoLCA

6,7-DiketoLCA

7-KHCA

12-DHCA

3-DHCA

UCA

α-MCA

β-MCA

HCA

ACA

CA

GLCA

GUDCA

GHDCA

GCDCA

GDCA

GDHCA

GHCA

GCA

TLCA

TUDCA

THDCA

TCDCA

TDCA

T-α-MCA

T-β-MCA

TCA

Primary/Secondary

—

Secondary

Secondary

Secondary

—

Secondary

Secondary

—

Primary

Secondary

Primary

Secondary

—

—

Secondary

Secondary

Secondary

—

—

—

Primary

Primary

Primary

Secondary

Primary

Secondary

Secondary

Secondary

Primary

Secondary

—

Primary

Primary

Secondary

Secondary

Secondary

Primary

Secondary

Primary

Primary

Primary

Conjugated/unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Unconjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Conjugated

Retention time/min

21.38

20.73

20.85

21.29

17.50

17.27

17.51

17.72

16.16

16.37

19.18

19.50

20.74

11.14

11.55

17.18

13.92

14.08

15.30

11.77

13.77

14.09

15.14

15.76

15.90

17.04

11.19

11.51

14.38

14.85

2.99

9.31

12.09

17.09

11.52

11.81

14.51

14.96

5.56

5.78

12.27

Figure 3 Volcano plot of the differentially expressed bile acids.

The X coordinate was log2(fold change) and the Y coordinate was

lg P
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中共检测出 39 种胆汁酸 , 其中 isoDCA 和 GDHCA 未

检出。当 |log2FC| ≥ 1时, 表明急进高原组大鼠胆汁酸

变化与平原组相比具有差异性。共筛选出具有显著差

异性的胆汁酸 7个, 分别为GLCA、GUDCA、GCDCA、

TLCA、TCA、DHLCA和CA。相对于平原组, 急进高原组

含量显著上调的胆汁酸为 GLCA、GUDCA、GCDCA、

TLCA和TCA, 均为结合型胆汁酸; 含量显著下调的胆

汁酸为 DHLCA和 CA, 均为游离型胆汁酸 (表 2)。结

合型胆汁酸显著上调, 而游离型胆汁酸显著下调, 说明

小肠内结合型胆汁酸向游离型胆汁酸的转化减少。

讨论

胆汁酸代谢紊乱和机体的多种疾病状态相关, 机

体产生疾病伴随着胆汁酸池紊乱的同时往往也与肠道

菌群的变化有密不可分的关系。目前, 肠道菌群-胆汁

酸-疾病之间相互作用的关系, 已经成为很多疾病新

的研究靶点[5]。肠道菌群分泌的胆盐水解酶 (bile salt

hydrolase, BSH) 对胆汁酸的正常代谢起着重要的作

用, BSH可以作用于结合型胆汁酸的酰胺键, 产生甘

氨酸、牛磺酸和游离型胆汁酸, 肠道菌群也可以将初级

胆汁酸代谢为次级胆汁酸[1]。根据文献报道: 肠道菌

群中产 BSH 的革兰阳性菌主要包括乳杆菌、双歧杆

菌、肠球杆菌、梭菌等 , 革兰阴性菌中仅拟杆菌具有

BSH活性[6]。前期研究发现: 抗生素处理会改变大鼠

肠道菌群组成[7], 急进高原也会影响大鼠肠道菌群组

成并导致物种多样性减少, 粪便革兰染色显示革兰阳

性菌和革兰阴性菌数量均呈下降趋势[8], 这可能会造

成肠道中产BSH菌数量下降, BSH含量减少, 从而导

致对结合型胆汁酸的解离作用减弱, 造成肠道胆汁酸

池的紊乱。本研究发现, 在急进高原后, 大鼠小肠内胆

汁酸在组成上与平原组出现了显著的差异, 且胆汁酸

筛选结果具有明显的特征, 即结合型胆汁酸含量显著

升高, 说明结合型胆汁酸向游离型胆汁酸的转化受阻。

这提示急进高原后大鼠肠道菌群的紊乱可能是胆汁酸

代谢变化的重要影响因素, 这有待于通过对大鼠小肠

内容物BSH含量的进一步检测来验证。

胆汁酸是食物脂肪和胆固醇代谢的重要途径, 对

机体糖脂代谢有着调节的作用[9]。胆汁酸由肝脏经胆

固醇合成, 结合型胆汁酸会在回肠重吸收运输回肝脏;

而游离型胆汁酸结构上由于具有更强的疏水性, 所以

更容易通过粪便排泄丢失, 肝脏就会通过代谢胆固醇

来补充丢失的胆汁酸[10]。急进高原后结合型胆汁酸的

增多可能会导致体内脂肪和胆固醇代谢不良, 增加心

脑血管疾病的发病率。研究表明[11], 具有BSH活性的

益生菌可以促进胆固醇代谢和脂肪吸收, 这可能是通

过增加肠道内产BSH菌的丰度, 增强肠道菌群对结合

型胆汁酸的解离作用, 促使胆汁酸以游离型胆汁酸的

形式排泄, 促进肝脏对胆固醇的消耗来实现的。

当前, 胆汁酸在各种机体生理病理状态轴的调控

中的作用成为了当前研究的热点。如: 胆汁酸在肠-肝

轴中调控代谢和炎症的作用[12]; 胆汁酸在肠-脑轴中信

号分子的作用[13]; 胆汁酸在肠道菌群-脑轴中对阿尔茨

海默症的影响[14]; 胆汁酸-肠道菌群-胆汁淤积的三角

关系[15]。肠道菌群会影响硝苯地平的代谢, 胆汁酸作

为与肠道菌群密切相关的代谢产物, 可能在药物代谢

通路上也发挥重要作用。此外急进高原会使炎症因子

会显著上调[16], 胆汁酸作为和炎症因子息息相关的靶

点, 或许可以为一些高原疾病找到新的研究方向。本

研究直接证明了急进高原会使大鼠小肠内容物胆汁酸

Figure 4 Heat map of the bile acids composition in plain group

and acute hypobaric hypoxia group

Table 2 Bile acids with significant changes of the two groups

Bile acid type
Unconjugate

Conjugate

Bile acid
DHLCA
CA
GLCA
GUDCA
GCDCA
TLCA
TCA

P
0.01
0.04
0.05
0.00
0.01
0.03
0.03

VIP
1.42
1.42
1.73
1.70
1.70
1.47
1.73

Change trend
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↑
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张雅婷等: 急进高原对大鼠小肠中胆汁酸组成的影响

组成发生变化; 间接验证了高原环境对肠道菌群的影

响; 也为一些高原疾病的研究切入了新的视角, 为后续

研究提供了方法支持和事实依据。
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