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基于UHPLC-Q-Exactive Orbitrap/MS的桔梗汤治疗

小鼠急性肺损伤的磷脂组学研究
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詹秀琴 1*, 单进军 1,2,3*

(南京中医药大学 1. 医学与生命科学学院, 江苏省儿童呼吸疾病 (中医药) 重点实验室, 2. 中医儿科学研究所,
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摘要: 采用基于UHPLC-Q-Exactive Orbitrap/MS的脂质组学方法, 分析脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导的

急性肺损伤 (acute lung injury, ALI) 模型小鼠的肺组织磷脂代谢的变化, 观察桔梗汤对异常脂质的调节, 探究桔梗

汤对 LPS诱导的ALI的调节作用。分别采集空白对照组、ALI模型组、地塞米松 (阳性药) 组、桔梗汤组小鼠的肺

组织样本, 实验方案经南京中医药大学实验动物伦理委员会批准实施, 提取其脂质成分, 采用UHPLC-Q-Exactive

Orbitrap/MS脂质组学技术研究各组肺组织磷脂的变化。LPS诱导的ALI小鼠磷脂出现代谢异常, 具体表现为磷脂

酰胆碱 (PC) 类脂质出现明显的上调, 磷脂酰乙醇胺 (PE)、磷脂酰甘油 (PG)、磷脂酰丝氨酸 (PS)、磷脂酰肌醇 (PI) 等

脂质出现代谢紊乱, 桔梗汤对这些变化磷脂具有一定的回调作用。LPS诱导的ALI引起体内磷脂紊乱, 桔梗汤对代

谢紊乱的磷脂具有调控作用。
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Abstract: Using the lipidomics method based on UHPLC-Q-Exactive Orbitrap/MS, the change of phospholipid

metabolism in lung tissue of mice induced by lipopolysaccharide (LPS) - induced acute lung injury was analyzed

to observe the regulation of abnormal lipids by Jiegeng Decoction and to explore the regulation effect of Jiegeng

Decoction on LPS-induced acute lung injury. The lung tissue samples from control group, model group, dexametha‐

sone (positive drug) group, and Jiegeng Decoction group were collected and the lipid components of the sample

were extracted. All procedures over mice were performed in accordance with the Guidelines for Care and Use of

Laboratory Animals of Nanjing University of Chinese Medicine, and the experiments were approved by the Animal
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Ethics Committee of our university. The lipidomics technique of UHPLC-Q-Exactive Orbitrap / MS was used to

study change of phospholipids in lung tissue of each group. LPS induced acute lung injury in mice with metabolic

abnormalities of phospholipids, the specific performance of the PC was significantly upregulated, phosphatidyl

ethanolamine (PE), phosphatidyl glycerol (PG), phosphatidyl serine (PS), phosphatidylinositol (PI) and other

metabolic disorders, Jiegeng Decoction have a certain role in these phospholipids. LPS-induced acute lung injury

caused disturbances of phospholipid in vivo, and Jiegeng Decoction regulates metabolic phospholipids.

Key words: UHPLC-Q-Exactive Orbitrap / MS; lipopolysaccharide; acute lung injury; Jiegeng Decoction;

phospholipidomics

急性肺损伤 (acute lung injury, ALI) 是炎症因子和

氧化应激介导的肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞损

伤, 造成以肺实质弥漫性炎症为主要特征的疾病[1,2]。

尽管目前临床已有糖皮质激素等治疗策略, 但是药效

不理想, 且有许多不良反应, 因此, 开发研究有效和安

全的药物治疗ALI很必要[3]。

桔梗汤由桔梗和甘草两味药组成, 最早出自张仲

景的《伤寒论》, 具有宣肺止咳、祛痰排脓之功效。《金匮

要略》记载:“咳而胸满振寒, 脉数、咽干、不渴, 时时出

浊唾腥臭, 久久吐脓如米粥者, 为肺痈, 桔梗汤主之”。

现代研究表明桔梗汤具有抗炎、祛痰等作用[4,5]。有研

究显示桔梗汤对脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导

的 ALI小鼠具有保护作用[3], 但其作用机制还有待进

一步研究。LPS是细胞内毒素的主要成分, 被认为可

诱导肺部炎症, 是ALI的主要致病因素之一。LPS可

以通过激活许多炎症细胞释放促炎因子, 触发最有效

的炎症反应[3]。LPS会导致磷脂酰胆碱 (phosphatidyl‐

choline, PC)、磷 脂 酰 乙 醇 胺 (phosphatidyl ethanol‐

amine, PE)、磷脂酰甘油 (phosphatidyl glycerol, PG)、磷

脂酰丝氨酸 (phosphatidyl serine, PS)、磷脂酰肌醇

(phosphatidylinositol, PI) 等磷脂 (phospholipid, PL) 的

代谢紊乱[6]。

脂质组学是研究生物体内脂质代谢变化以及脂

质调控在生命活动中作用的有效手段[7], 作为代谢组

学的重要分支, 越来越得到人们的关注[8]。脂质种类

繁多, 生物样品基质复杂, 所以脂质组学的分析需要借

助先进的分离技术和检测手段, 目前主要以色谱-质
谱联用技术为主[9,10]。本文基于 UHPLC-Q-Exactive

Orbitrap/MS脂质组学方法[11,12], 分析空白对照组、ALI

模型组以及给药组的小鼠肺组织中磷脂代谢变化情

况, 研究桔梗汤对ALI脂质代谢的调控, 尝试从脂质代

谢的角度阐述桔梗汤治疗ALI的作用机制。

材料与方法

试剂 自制去离子水 (美国Millipore公司); 地塞

米松 (批号 : 161206) 购于浙江仙琚制药股份有限公

司 ; 脂多糖 (LPS, 美国 Sigma 公司); 磷酸盐缓冲液

(PBS): 氯化钠 8.0 g、氯化钾 0.2 g、磷酸氢二钠 1.56 g、

磷酸二氢钾 0.1 g, 超纯水溶解并定容至 1 L, 置高压

蒸汽灭菌锅灭菌, 于室温冷却, 在超净台中分装备用;

冰醋酸 (批号: 15080553613, 纯度: 99.5%) 购于南京化

学试剂有限公司; 甲醇、乙腈均为 99.8%质谱纯, 购自

德国Merck公司; 异丙醇、甲酸铵和乙酸铵均为 99.8%

质谱纯, 甲基叔丁基醚 (methyl tert-butyl ether, MTBE)

购于美国 ROE 公司 ; 内标 : lyso PE (17︰1) (批号 :

LM171LPE-11)、SM (17︰0) (批号 : 170SM-13) 和 PE

(17︰0 /17︰0) (批号 : LM170PE-19) 购于 Avanti Polar

Lipids公司。

仪器 LLegra64R高速冷冻离心机 (美国Beckman

公司); Vortex - Genie2 涡旋振荡器 ( 美国 Scientific

industries公司); Savant SPD1010真空离心浓缩仪 (美

国 Thermo 公司); THZ-C 恒温震荡仪 (太仓市强乐实

验设备有限公司); Revco UXF 型超低温冰箱 (美国

Thermo Fisher公司); KQ-500B型超声波清洗器 (昆山

市超声仪器有限公司); CPA225D 型十万分之一电子

天平 (德国 Sartorius公司); U3000高效液相色谱仪 (美

国 Dionex 公司); Q -Exactive 四极杆-静电场轨道阱

高分辨质谱仪 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司);

Xcalibur 2.1 SP1数据处理系统 (美国赛默飞公司)。

实验动物 SPF级BALB/c雄性健康小鼠, 32只,

体重 18～22 g, 8周龄, 购于南京青龙山动物养殖场, 动

物合格证号: SCXK-苏-2016-0003。适应性饲养 3天,

开始进行动物实验, 饲养条件: 室温 24～26 ℃, 相对湿

度55%, 12 h光暗昼夜循环, 分笼饲养, 自由进食饮水。

药品制备 桔梗汤制备: 取甘草药材 200 g, 桔梗

药材 100 g, 加水 1.5 L, 浸泡 0.5 h后煎煮 2 h, 取药液进

行减压浓缩 (75 ℃), 药液体积浓缩至原有的 1/3, 加入

95%乙醇, 调节药液乙醇浓度为 70%, 于 4 ℃冰箱内静

置 24 h 后去除沉淀 , 药液在 45 ℃下减压浓缩回收乙

醇, 制成终浓度为含有生药 3 g·mL-1的药液 (100 mL),

保存于−80 ℃备用。

LPS致BALB/c小鼠ALI模型制备[13] 以密封铝
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罐为工具, 将棉花倒入一定量乙醚放置罐底, 在其上层

铺盖一层干燥棉花, 迅速将小鼠放入罐内并轻轻摇动

数秒,待小鼠四肢瘫软、呼吸急促后取出,取1.25 mg·mL-1

脂多糖 40 μL滴入鼻腔, 待小鼠将药液全部吸入鼻腔

后放入笼中。

实验分组 32只BALB/c雄性小鼠随机分为 4组,

分别为空白对照组、ALI 模型组、地塞米松 (阳性药)

组、桔梗汤组。

给药方案 将上述所有小鼠适应性饲养于无病原

体环境中 3 天后进行实验 , 以灌胃方式给药 , 空白对

照组、ALI 模型组给予生理盐水 , 阳性药组给予 10

mg·mL-1地塞米松, 桔梗汤组给予 1.35 g·kg-1的桔梗汤

药液 (按照人临床等效剂量折算小鼠给药量), 给药体

积为10 mL·kg-1, 连续给药7天。

样本采集 第 7天给药 1 h后, 对小鼠按组别依次

进行LPS致ALI造模, 造模方法见LPS致BALB/c小鼠

ALI模型制备。造模后 6 h, 小鼠脱颈处死, 解剖并采

集左肺中叶用 10%甲醛固定, 剩余肺组织, 放入冰箱−
80 ℃保存, 备用。实验方案经南京中医药大学实验动

物伦理委员会批准实施。

肺组织病理切片处理 取已经用甲醛固定的肺组

织, 乙醇梯度脱水, 2次二甲苯透明, 石蜡包埋, 切片,

用苏木精-伊红 (HE stain) 染色 , 通过光镜观察肺部

形态。

肺组织 UHPLC-Q-ExactiveOrbitrap/MS 样本处

理 称取肺组织约 20 mg于 2 mL离心管中, 加入超纯

水 200 μL, 球磨机上匀浆 10 min。取组织匀浆液 20 μL

于 1.5 mL 的离心管中 , 加入含内标 [lyso PE (17︰1),

SM (17︰0), PE (17︰0/17︰0)] 的冰甲醇溶液 225 μL, 涡

旋 10 s, 加入冰甲基叔丁基醚 (MTBE), 涡旋 10 s后于

4 ℃振荡 10 min后加入冰超纯水 188 μL, 涡旋 20 s后

于 4 ℃、14 000 r · min-1离心 2 min, 吸取上清液 350 μL

至 1.5 mL的离心管中, 真空挥干, 放置于−20 ℃待测。

于挥干后的样本中加入复溶液 (甲醇-甲苯, 9︰1) 110

μL, 涡旋 10 min, 超声 10 min, 4 ℃、14 000 r ·min-1离心

10 min后取上清进样分析。

色谱条件 色谱柱 : ACQUITY CSH C18 (100

mm×2.1 mm, 1.7 µm), 流速: 0.3 mL·min-1, 正离子模式

的流动相 : A: 乙腈-水 (6︰4) + 10 mmol · L-1甲酸铵+

0.1%甲酸; B: 异丙醇-乙腈 (9︰1) + 10 mmol ·L-1甲酸

铵 + 0.1%甲酸。负离子模式的流动相: A: 乙腈-水 (6

︰4) + 10 mmol ·L-1乙酸铵; B: 异丙醇-乙腈 (9︰1) + 10

mmol ·L-1乙酸铵。流动相梯度: 0～4 min, 15%～30%

B; 4～5 min, 30%～48% B; 5～22 min, 48%～82% B;

22～23 min, 82%～99% B; 23～24 min, 99% B; 24～

24.2 min, 99%～15% B; 24.2～30 min, 15% B。柱温 :

65 ℃, 进样量: 2 μL (正离子)/5 μL (负离子)。

质谱条件 Q-Exactive 四极杆-静电场轨道阱

高分辨质谱仪 , 电离源 : HESI 源。扫描模式 : 正 (+)/

负 (−) 离子模式。质谱参数: 喷雾电压: 3.5 kV (+) 和

3.0 kV (−), 离子源温度 : 306 ℃ (+) 和 325 ℃ (−), 毛

细管温度 : 300 ℃ , 鞘气和辅助气均为氮气 , 鞘气流 :

275 kPa, 辅助气流 : 104 kPa, S-lens: 50, 扫描范围 :

m/z 215～1 800。

数据处理及统计方法 将 UHPLC-Q-Exactive

Orbitrap MS 正、负离子两种模式检测获得的样本及

QC 的 raw 谱图文件 , 经 Abf Converter 转换为 abf 格

式 , 导入 MS-DIAL[14]软件中进行峰识别和峰对齐处

理。物质鉴定是将一级和二级碎片离子和软件内置的

Lipidblast数据库匹配, MS-DIAL运算后生成的结果经

MS-FLO[15]标记处理, 手动检验筛选, 删除重复峰、标

记同位素峰以及拆分不同离子加合峰 , 同时保证 dot

product和 reserve dot不小于 700。整理得到的数据矩

阵, 经R语言归一化, 以减少仪器误差, 保留生物误差。

根据QC聚集程度以及RSD, 挑选最优的归一化方法,

整理后用 Metaboanalyst 4.0 网站 , 采用正交偏最小二

乘判别分析 (OPLS-DA) 和热图等多变量统计分析[16];

同时用 METDA网站进行非参数检验 (Kruskal-Wallis

test), 并根据各物质在样本中的峰高的中值计算 fold

change 值 , 选 取 P<0.05 及 fold change>1.2 或 fold

change<0.83筛选所得的物质为差异性代谢物。

结果

1 各组小鼠肺组织病理学观察

空白对照 (control)、ALI 模型 (model)、地塞米松

(positive) 和桔梗汤 (Jiegeng Decotion) 各组小鼠的肺

组织HE染色结果见图1。结果显示, 空白对照组小鼠的

肺呈现正常形态, 肺泡壁很薄, 支气管腔内无渗出物,

黏膜上皮无变性坏死脱落, 管壁及周围组织无炎性细

胞浸润。ALI模型组小鼠肺形态出现异常, 肺泡壁增厚,

支气管上皮细胞出现变性、坏死, 腔内见坏死细胞及大

量渗出物, 病变处结构不清晰, 出现炎性细胞浸润。地

塞米松组和桔梗汤组的总体病变程度较 ALI模型组

低, 肺形态有异常, 支气管周围出现部分炎细胞浸润。

2 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap MS稳定性

采用 3种方式来监测实验操作误差并进行仪器稳

定性考察: ① 进实验样本前先进 8针QC样本平衡系

统; ② 监测内标物质在所有样本中的峰高值, 并计算

其RSD; ③每进 8针实验样本进一针空白溶剂样本和

QC样本, 利用包括QC样本在内的所有样本的主成分
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分析和各物质在QC样本中的变异度来检测仪器的重

复性和可靠性。

经计算, 正离子模式下肺组织样品中内标物质 lyso

PE (17︰1) 和 SM (17︰0) 峰高的 RSD 值分别为 4.67%

和 7.77%; 负离子模式下肺组织样品中内标物质 lyso

PE (17︰1) 和 PE (17︰0/17︰0) 峰高的 RSD 值分别为

6.14% 和 9.74%。所有实验样本与 QC 样本一起进行

PCA分析, 相较于实验样本, QC样本在PCA图中均较

集中, 表明本实验操作与仪器条件相对稳定。

3 磷脂组学分析

将一级和二级碎片离子和软件内置的 LipidBlast

数据库匹配。图 2是 PS 18︰0～20︰3的二级质谱碎裂

图谱, 纵轴 0刻度以上的黑色部分为LipidBlast数据库

的数据图谱, 0刻度以下红色部分为MS-DIAL给出的

PS 18︰0～20︰3的图谱, 数据碎片与LipidBlast数据库

进行匹对, 由图可见, 碎片与LipidBlast数据库完全匹

对, 表明物质鉴定准确。

正离子模式的数据经鉴定运算和处理后得到 333

个变量, 涉及 122个磷脂, 主要为 PC、PE、PG、PS等脂

质。其中含量最丰富的是PC和PE。

负离子模式的数据经鉴定运算和处理后得到 252

个变量, 涉及 159个磷脂, 主要为 PE、PC、PG、PI、PS等

脂质。其中含量最丰富的是PE。

4 非靶标磷脂组学代谢分析

比较正负离子模式下空白对照组与ALI模型组小

鼠肺组织中磷脂代谢物的水平, 将正负离子模式下各

组数据集进行正交偏最小二乘判别分析 (orthogonal

partial least square-discriminate analysis, OPLS-DA), 图

3中每个点代表一个样本, 从图中可以看出, 空白对照

组与ALI模型组有较好的区分度, 提示空白对照组小

鼠与ALI模型组小鼠肺组织磷脂有差异; 地塞米松组

与桔梗汤组均与ALI模型组有很好的区分, 提示地塞

米松组与桔梗汤组对ALI小鼠肺组织磷脂有一定的调

节作用。

5 差异性磷脂代谢物分析

经OPLS-DA分析后, 通过P<0.05及 fold change >

1.2或 fold change < 0.83寻找差异性磷脂代谢物。空

白对照组与ALI模型组小鼠, 正离子模式下, 共得到11

个差异性磷脂, 均为PC类脂质, 负离子模式下, 共得到

16个差异性磷脂, 包括PC、PE、PS、PG、PI等; ALI模型

组与桔梗汤组小鼠, 正离子模式下, 共得到 9个差异性

磷脂, 主要为 PC类磷脂; 负离子模式下, 共得到 22个

差异性磷脂, 包括PC、PE、PS、PG、PI等。

对正离子模式下的差异性磷脂进行聚类分析 (图

4A), 从图中可以看出, 空白对照组与ALI模型组有显

著的差异, PC类等磷脂的含量在ALI模型组呈现显著

上调的趋势, 地塞米松较少有回调作用, 桔梗汤对其有

显著的回调作用。提示桔梗汤对LPS诱导的ALI引起

的磷脂代谢紊乱具有较好的调节作用。

对负离子模式下的差异性磷脂进行聚类分析 (图

4B), 空白对照组与ALI模型组有明显的差异; 与空白

对照组相比, ALI模型组中 PC、PE、PG、PS、PI类磷脂

的含量呈现不同程度的上调或者下调, 地塞米松部分

对其有回调作用, 桔梗汤对其均有一定的调节作用, 表

示PC、PE、PS、PG、PI类的物质在LPS诱导的ALI情况

下出现代谢紊乱, 桔梗汤对其有一定的回调作用, 提示

桔梗可以调控 LPS诱导的ALI引起的磷脂代谢紊乱,

且作用优于地塞米松。

Figure 1 Pathological change of lung tissue of mice in each group

Figure 2 Selected lipid (PS 18︰0-20︰3) with matching fragmen‐

tation patterns to the LipidBlast library with MS-DIAL software
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讨论

肺表面活性物质是由肺泡 II 型 (alveolar type II,

ATII) 上皮细胞分泌的脂质-蛋白质复合物 , 其中约

90%为脂质[17]。脂质是细胞的重要组成物质, 参与机

Figure 4 Heatmap of identified differential phospholipids of lung (A) positive ion mode and (B) negative ion mode. Each square in the

heatmap represents the corresponding average intensity value of a phospholipid of samples in each group, red represents the increase in

concentration and blue represents the decrease in concentration. PC: Phosphatidylcholine; PE: Phosphatidyl ethanolamine; PG: Phosphatidyl

glycerol; PS: Phosphatidyl serine; PI: Phosphatidylinositol

Figure 3 Orthogonal partial least square-discriminate analysis (OPLS-DA) score plots of lung of mice in each group. A: Positive ion

mode; B: Negative ion mode
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体的生命活动, 并为机体提供能量[18], 其代谢异常与多

种疾病的发生密切相关。脂质中约 90%为磷脂, 研究

表明, 在人类肺部疾病中, PC、PE、PG、PS和 PI等磷脂

均会出现代谢紊乱[6]。

本文结果表明, PC、PE、PG、PS和PI类等在ALI模

型中会出现代谢紊乱, 与阳性药地塞米松相比, 桔梗汤

对其有较好的调节作用, 为桔梗汤更好地运用于ALI

的治疗提供了代谢层面的依据。

LPS通过LBP转运给CD14, 再与CD14结合形成

LPS-LBP-CD14的复合物, 激活NF-κB, 与 TLR4结合

触发细胞内级联信号传导反应: LPS促进 T辅助细胞

TH1和TH2产生炎介质TNF-α、IL-6、IL-1β, 触发炎症

反应作用; LPS大量进入机体后, 肺巨噬细胞经刺激后

释放炎症因子, 并促使多形核白细胞 (PMN, 主要为中

性粒细胞) 在肺中聚集, PMN被活化后, 释放活性氧簇

ROS, 过量的ROS会引起脂质过氧化, 产生炎症反应,

并损伤肺组织, 从而导致ALI[1,19-23], LPS诱导ALI的通

路见图 5。桔梗皂苷与甘草皂苷对许多急性非特异性

炎症有明显的抗炎作用[3], 桔梗汤给药后对 ALI导致

的磷脂代谢紊乱起一定的调节作用; PI和 PG等磷脂

可通过干扰多个位点的 LBP-CD14-TLR4 阻断 TLR4

传导信号, 以调节炎性反应[6,19]。推测桔梗汤可以通过

调节LPS导致的磷脂紊乱, 阻断TLR4传到信号, 减少

中性粒细胞的积聚, 促进机体产生抗氧化因子, 调节氧

化/抗氧化平衡, 减少致炎因子的释放, 减少活性氧簇

ROS从而减少脂质过氧化, 从而调节炎症反应来缓解

ALI。
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