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基于血清代谢组学探究土元胡中原阿片碱对脂多糖诱导急性肾损伤

小鼠的保护作用

刘振辉 1, 周 宁 1, 刘 振 1, 张贝贝 1, 曾梦楠 1, 李 孟 1, 郑晓珂 1,2, 冯卫生 1,2*

(1. 河南中医药大学, 河南 郑州 450046; 2. 河南省中药开发工程技术研究中心, 河南 郑州 450046)

摘要: 基于血清代谢组学技术探究土元胡中原阿片碱对脂多糖诱导的急性肾损伤 (acute kidney injury, AKI) 小

鼠的保护作用。将BALB/c小鼠分为正常组 (CON)、模型组 (LPS)、原阿片碱组 (PRO)。小鼠腹腔注射脂多糖溶液,

复制AKI小鼠模型。造模给药结束后, 收集血清样本。采用超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱仪 (UHPLC-Q/

TOF-MS) 采集代谢组学数据, 并结合多元统计分析方法和在线数据库进行潜在生物标志物的筛选和代谢通路的富

集, 生物标志物相对定量数据的热图通过Mev软件呈现。动物实验获得河南中医药大学动物伦理委员会批准 (伦

理编号: SYXK2015-0005)。结果显示, 模型组小鼠的代谢轮廓经原阿片碱干预后显著回调, 向正常组聚类。正常组

与模型组中共筛选出 70个生物标志物 (正源模式下 35个, 负源模式下 35个), 模型组与原阿片碱组中筛选出 67个生

物标志物 (正源模式下 37个, 负源模式下 30个), 其中两对比组的共有标志物 34个 (正源模式下 18个, 负源模式下

16个)。由所有的生物标志物富集得到亚油酸代谢、D-谷氨酰胺与D-谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、花生四烯

酸代谢等8条代谢通路。结果表明土元胡中原阿片碱可通过调节氨基酸代谢、能量代谢、脂质代谢, 改善AKI小鼠体

内的肾脏损伤、能量供给不足和炎症反应, 进而对AKI小鼠发挥保护作用。
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Abstract: To explore the protective effect of protropine in Corydalis humosa Migo. on lipopolysaccharide-

induced acute kidney injury in mice (AKI), an approach that used ultra-performance liquid chromatography quadru‐

pole time-of-flight tandem mass spectrometry (UHPLC-Q/TOF-MS) coupled with a multivariate analytical plat‐

form was established. The BALB/c mice were divided into normal group (CON), model group (LPS), and protro‐

pine group (PRO). Mice were injected intraperitoneally with lipopolysaccharide solution to replicate the AKI

model. Three hours after modeling, mice were given the protropine solution by gavage. Protropine was a monomer

compound isolated in the laboratory, and protropine solution was prepared by dissolving protropine in sterilized
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distilled water. Administration was performed twice a day for three days. After modeling and administration, serum

samples were collected. UHPLC-Q/TOF-MS was used to generate metabolomics data. Multivariate statistical

analysis and online databases were used to screen potential biomarkers and enrich metabolic pathways. The

heatmap of relative quantitative biomarker data was generated through Mev software. Animal experiments were

approved by the Animal Experimentation Ethics Committee of Henan University of Chinese Medicine (No.

SYXK2015-0005). The results show that the metabolic profile of mice in the LPS group was significantly altered

by intervention with protropine, and clustered towards the CON group. 70 biomarkers were identified from the

CON group vs LPS group (35 in positive source mode, 35 in negative source mode), and 67 biomarkers were

identified from the LPS group vs PRO group (37 in positive source mode, 30 in negative source mode). A total of

34 common markers (18 in positive source mode, 16 in negative source mode) were obtained from the two

comparison groups. The enrichment of all biomarkers resulted in 8 metabolic pathways including linoleic acid

metabolism, D-glutamine and D-glutamate metabolism, arginine and proline metabolism, and arachidonic acid

metabolism. The results show that protropine in Corydalis rhizoma ameliorates the kidney damage, insufficient

energy supply, and inflammation in AKI mice by regulating amino acid metabolism, energy metabolism, and lipid

metabolism in AKI mice.
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急性肾损伤 (acute kidney injury, AKI) 是一种在短

期内发生的肾脏结构或功能异常, 属于危重的临床急

症, 具有高发病率和高死亡率的特点[1], 其发病机制复

杂, 涉及免疫炎症反应、细胞凋亡、线粒体功能异常、代

谢废物蓄积等[2], 目前临床治疗 AKI的方式主要集中

在抗感染、复苏液体和机械通气等基础生命维持手

段[3]。因此, 深入探究AKI发病机制, 发现有效药物是

当前亟待解决的问题。

代谢组学在AKI模型以及药物干预方面已有相应

的研究。Waltz等[4]使用GC/MS和LC/MS在AKI小鼠

模型的肾脏组织中检测了 300多种代谢物, 结果发现

糖酵解途径中间产物增多, 三羧酸循环中间产物减少,

提示线粒体功能降低; 代谢物中与炎症相关的代谢物

增加 , 而抗氧化剂减少 , 表明机体中存在氧化应激。

Zheng 等[5]采用 GC/MS 技术 , 对黄连提取物干预的

AKI小鼠的血清进行了代谢组学分析, 获得 16个可能

与AKI相关的生物标志物, 这些标志物主要参与氨基

酸代谢和糖代谢。代谢组学技术通过定性、定量地检

测细胞、组织、器官中小分子代谢物的组成及变化, 获

得机体对外界刺激的整体反应, 从代谢物的水平反映

机体整体状态[6]。且内源性代谢物作为机体各种生理

病理过程的最终产物, 可为病理机制的研究提供重要

线索。因此, 代谢组学技术在AKI等复杂病理的机制

研究中具有天然的优势。

原阿片碱 (protropine) 是土元胡中的一种生物碱

成分, 具有抗炎[7]、抗寄生虫[8]、抗菌[9]和肝脏保护等作

用。本实验室前期研究表明, 原阿片碱对AKI小鼠亦

具有良好的保护作用[10], 但相关机制尚未明晰。本研

究拟通过血清代谢组学技术研究土元胡中原阿片碱对

AKI小鼠的保护作用, 以期发现原阿片碱治疗AKI的

生物标志物并探讨其保护机制。

材料与方法

药材与试剂 原阿片碱由本实验室从土元胡

(Corydalis humosa Migo.) 中分离得到, 土元胡采自河

南省新郑市始祖山, 由河南中医药大学陈随清教授和董

诚明教授鉴定为罂粟科植物土元胡的干燥块茎。凭证号

为: No. 20171026, 原阿片碱和土元胡样本存放在河南中

医药大学药学院中药药效物质基础重点研究室。脂多

糖 (lipopolysaccharide, LPS, 批号: L2880, 纯度 > 98%),

购自美国 Sigma 公司; 色谱级乙腈 (批号: 203022, 纯

度: 99.95%)、甲醇 (批号: 195912, 纯度: 99.9%), 均购自

美国 Fisher Chemical公司; 实验用水为屈臣氏蒸馏水

(批号: GB19298), 购自中国广州屈臣氏食品饮料有限

公司; 质谱级甲酸 (批号: 202674, 纯度 > 99%), 购自美

国Anaqua Chemicals Supply Inc.公司。

实验仪器 四极杆-飞行时间质谱 (maXis HD Q/

TOF, 德国 Bruker 公司); 超高效液相色谱仪 (Ultimate

3000, 美国 Dionex公司, 配有四元泵、在线脱气机、自

动进样器、紫外检测器、色谱工作站); Advantage A10

超纯水仪 (德国 Sartorius 公司); 58108 高速冷冻离心

机 (德国Eppendorf公司); SK-1快速混匀器 (中国常州

国宇仪器制造有限公司); BCD-206TAS 低温冰箱

(中国海尔公司); 1 000 μL 移液器 (法国 Gilson 公司),

SB-5200DTD超声波清洗机 (中国宁波新芝生物科技

股份有限公司)。

实验动物 雄性 BALB/c小鼠购于北京维通利华

动物实验中心, 共45只, 体重18～22 g, 批号SCXK2016-
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0006。提供标准的饲料和饮水, 控制外界环境为 12 h

光照、12 h黑暗。温度和湿度分别控制在 22 ± 2 ℃和

45% ± 15%范围内。所有程序均符合《河南中医药大

学实验动物护理与使用指南》, 实验经河南中医药大学

动物伦理委员会批准 (编号: SYXK2015-0005)。

原阿片碱的制备 取土元胡块茎 35 kg, 用组织破

碎法将块茎用 70%丙酮萃取 3次, 浓缩并蒸发, 通过水

提醇沉法得到水溶性物质。将水溶性物质在 Diaion

HP-20大孔吸附树脂柱上分离, 并依次用甲醇-水 (0∶

100, 20∶80和40∶60) 洗脱, 得到3个馏分 (F1～F3)。F3

(37.2 g) 分散在甲醇中, 在氧化铝柱上用二氯甲烷-甲

醇 (80∶1～1∶1) 梯度洗脱色谱分离。氧化铝柱通过重

复柱色谱纯化, 并结合制备液相重结晶方法获得原阿

片碱 (20 mg)。

实验动物分组、造模及给药 小鼠适应环境一周

后, 随机分为正常组 (CON)、模型组 (LPS, 5 mg·kg-1)、

原阿片碱组 (PRO, 30 mg·kg-1), 每组 15只。原阿片碱

溶液是由原阿片碱直接溶于灭菌的蒸馏水配制而成,

浓度为 3 mg·mL-1, 给药剂量为 30 mg·kg-1。除正常组

腹腔注射生理盐水外, 所有小鼠均腹腔注射脂多糖溶

液, 复制AKI小鼠模型。3 h后, 原阿片碱组灌胃给予

原阿片碱溶液, 正常组和模型组灌胃给予等量的蒸馏

水。每天给药2次, 连续给药3天。

血清样本的采集与制备 末次给药 24 h后, 进行

小鼠摘眼球取血, 收集血液样本。将血液样本放至凝

固后, 以 3 000 r·min-1 离心 10 min, 获得血清样本, 并保

存在-80 ℃以供下一步分析。血清样本检测前, 冰浴

复融, 取血清 100 μL, 加入 500 μL的 4 ℃冷乙腈, 涡旋

振荡 90 s, 于 4 ℃、12 000 r·min-1条件下离心 10 min, 精

密移取上清液至进样小瓶待测。

检测条件 血清样品在UHPLC系统中分离, 该系统

配有RSLC120 C18柱 (100 mm × 2.1 mm, 2.2 μm), 柱温

40 ℃, 流动相由纯乙腈 (A) 和0.1%的甲酸水溶液 (B) 组

成 , 流速 0.3 mL·min-1, 梯度洗脱程序如下 : 0～3 min,

5% A; 3～5 min, 5%～72% A; 5～6 min, 72%～73% A;

6～19 min, 73% A, 19～20 min, 73%～90% A。样品初步

分离后, 通过配备电喷雾离子源 (ESI) 的Q/TOF-MS进

行分析: 全扫描质量数据范围为 50～1 500 Da; 扫描时

间0.2 s; 去溶剂化温度230 ℃; 去溶剂气体流量8 L·min-1;

离子源能量 3.0 eV; 毛细管电压分别为 3.5 kV (正离子

模式) 和 3.2 kV (负离子模式); 校正液为甲酸钠, 流速

为50 μL·h-1。

数据处理 将UHPLC-Q/TOF-MS采集的原始数据

导入Profile Analysis (Version 2.1, 德国Bruker公司) 进行

预处理, 包括峰值对齐、降噪、归一化、修正缺失值等,

得到Bucket表格。将Bucket表格导入SIMCA 14.0软件

进行多变量分析, 包括主成分分析 (principal component

analysis, PCA) 和正交偏最小二乘法判别分析 (orthog‐

onal partial least squares discrimination analysis, OPLS-

DA), 以 R2和 Q2评估模型的适应度和预测能力, 判断

其是否过拟合。然后, 通过 VIP值 (VIP > 3) 和 t检验

(P < 0.05) 筛选潜在生物标志物, 利用HMDB (Human

Metabolome Database, http://www. hmdh. ca), KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, https://

www. kegg. jp) 和 METLIN (https://metlin. scripps. edu)

等数据库富集相关代谢通路, 并通过Mev软件对生物

标志物水平进行聚类分析和热图绘制。

结果

1 原阿片碱的结构鉴定与解析

原阿片碱为白色半球状结晶, 溶于氯仿。三氯化

铁-铁氰化钾试剂不显色; 改良碘化铋钾试剂显色反应

为阳性 , 提示为生物碱类成分。 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz): δ 6.98 (1H, s, H-1), 6.80 (1H, s, H-4), 6.73

(1H,d, J = 7.5 Hz, H-11), 6.68 (1H,d, J = 7.5 Hz, H-12),

5.99 (2H, s, C9,10-OCH2O- ), 5.97 (2H, s, C2,3-OCH2O- ),

3.64 (2H, br.s), 3.32 (2H, br.s), 2.85 (2H, br.s), 2.58 (2H,

br.s), 1.96 (3H, s, N-CH3);
13C NMR (DMSO-d6, 125 MHz):

δ 131.5 (C-1a), 107.1 (C-1), 147.3 (C-2), 145.4 (C-3),

110.0 (C-4), 134.8 (C-4a), 29.4 (C-5), 56.7 (C-6), 51.1

(C-8), 117.0 (C-8a), 145.3 (C-9), 145.3 (C-10), 106.5 (C-

11), 124.5 (C-12), 128.6 (C-12a), 44.7 (C-13), 194.0 (C-

14), 41.3 (N-CH3)。综合以上解析并与文献[11]对照, 确

定化合物的结构为原阿片碱。

2 代谢轮廓分析

本课题组前期研究表明, 模型组小鼠的血清肌酐、

尿素氮水平明显升高, 肾脏发生明显病理变化, 包括肾

小球萎缩、肾小管细胞空泡化等, 体内炎性细胞因子积

累, 原代肾细胞活性氧升高, 外周血中性粒细胞和巨噬

细胞增多等提示模型复制成功, 而经过原阿片碱治疗

之后, 上述指标均显著改善或逆转[10]。在本研究 PCA

得分图中, 正常组与模型组的样本点各自聚为一类, 并

且显著分离, 说明小鼠在腹腔注射脂多糖之后其代谢

轮廓发生了明显的变化 , 进一步印证模型复制成功

(图 1A和 1C)。在给予原阿片碱之后, 小鼠的代谢轮廓

向正常组靠近, 说明原阿片碱对AKI小鼠有良好的干

预作用, 如图1B和1D所示。

3 潜在生物标志物的筛选

在 PCA 分析的基础上, 对正常组与模型组、模型

组与原阿片碱组, 进行OPLS-DA分析, 结果显示两对
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比组均显著分离, 如图 2A～D所示。通过置换检验对

OPLS-DA模型进行验证, 如图 2E～H所示, 位于左侧

的R2Y值均低于最右侧的R2Y值, 位于左侧的Q2Y值均

低于最右侧的Q2Y值, 且Q2的回归线截距为负, 说明未

发生过拟合, 模型具有良好的区分能力和预测能力。

对OPLS-DA进行S-plot分析, 根据VIP > 3, P < 0.05, 选

出对OPLS-DA分析中差异贡献值较大的数据。结合

HMDB 和 KEGG 在线数据库筛选出潜在的生物标志

物, 最后正常组与模型组中筛选出 70个 (正源模式下

35个, 负源模式下 35个) 生物标志物, 模型组与原阿片

碱组中筛选出 67 个 (正源模式下 37 个 , 负源模式下

30个) 生物标志物, 其中两对比组共有的标志物共34个

(正源模式下18个, 负源模式下16个), 如表1所示。

4 潜在生物标志物的聚类分析

对筛选出的所有标志物进行相对定量和聚类分

析, 结果发现, 从横向来看, 相对于模型组, 原阿片碱组

与正常组聚为一类, 并且这些标志物能够显著区分正

常组、模型组和原阿片碱组, 如图 3所示。其中在正常

组与模型组和模型组与原阿片碱组中筛选出的 34个

共有生物标志物, 有 32个标志物在原阿片碱干预之后

显著回调。

5 代谢通路富集分析与代谢网络构建

对表 1 中所有的生物标志物进行通路富集分析,

并最终筛选出影响值较大的亚油酸代谢、D-谷氨酰胺

与D-谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、苯丙氨酸、酪

氨酸和色氨酸生物合成、花生四烯酸代谢、牛磺酸和亚

牛磺酸代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢等 8条代

谢通路。这些通路与脂多糖诱导的AKI的发病机制以

及原阿片碱对AKI小鼠的保护机制密切相关, 且这些

通路主要涉及氨基酸代谢、能量代谢、脂质代谢。结合

KEGG数据库和MetaboAnalyst构建代谢通路网络, 如

图4所示。

讨论

原阿片碱是从土元胡中分离得到的一种生物碱类

化合物, 已报道具有多种生物学和药理活性, 但其对

Figure 1 Principal component analysis (PCA) of normal group (CON), model group (lipopolysaccharide, LPS), and protropine group

(PRO) in positive (A, B) and negative (C, D) source modes. Each sample point represents a serum sample of a single animal. The CON

group, LPS group and PRO group correspond to green circle, blue square and yellow inverted triangle respectively. A: R2X = 0.743, Q2 =

0.669; B: R2X = 0.727, Q2 = 0.673; C: R2X = 0.632, Q2 = 0.566; D: R2X = 0.696, Q2 = 0.601

Figure 2 Screening of potential biomarkers. A, B, C, D: OPLS-DA of CON group vs LPS group, LPS group vs PRO group in positive (A,

B) and negative (C, D) source modes. The CON group, LPS group and PRO group correspond to green circle, blue square and yellow inverted

triangle respectively. A: R2X = 0.833, R2Y = 0.989, Q2 = 0.98; B: R2X = 0.833, R2Y = 0.995, Q2 = 0.983; C: R2X = 0.831, R2Y = 0.999, Q2 =

0.992; D: R2X = 0.818, R2Y = 0.995, Q2 = 0.984. E, F, G, H: OPLS-DA model verification of CON group vs LPS group, LPS group vs PRO

group in positive (E, F) and negative (G, H) source modes. Intercepts: E: R2 = (0.0, 0.438), Q2 = (0.0, −0.715); F: R2 = (0.0, 0.662), Q2 =

(0.0, −0.87); G: R2 = (0.0, 0.615), Q2 = (0.0, −1.05); H: R2 = (0.0, 0.698), Q2 = (0.0, −0.922)
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Table 1 Summary of biomarkers in the CON group vs LPS group and LPS group vs PRO group. RT indicates the retention time of the com‐

pound in the liquid chromatography, "a" indicates that the compound comes from the CON group vs LPS group, "b" indicates that the com‐

pound comes from the LPS group vs PRO group, "a, b" indicates that the compound is shared by the two comparison groups. "+" indicates

the positive detection mode, and "-" indicates the negative detection mode. MW: Molecular weight

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
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

(S)-5-Amino-3-oxohexanoate
Betaine
4-Trimethylammoniobutanoic acid
D-Glutamine
D-Glucose
L-Asparagine
Ornithine
1-Methylhistidine
Creatine
L-Methionine
Allantoin
Deoxycytidine
L-Homoserine
2-Pyrrolidineacetic acid
2-Phenylacetamide
Creatinine
Cinnamic acid
Dimethadione
L-Norleucine
Benzocaine
2-Methylguanine
1-Methyl-4-pyridone-3-

carboxamide

Glycylvaline
Cotinine
β-Tyrosine
D-Leucine
Indoleacetaldehyde
Phenylacetylglycine
Oleamide
Palmitoylethanolamide
3,7,8,15-Scirpenetetrol
Isopimaric acid
Copalic acid
2-Hydroxybutyric acid
L-Proline
Hydroxyethyl glycine
(S)-3,4-Dihydroxybutyric acid
Taurine
2-Hydroxyethanesulfonate
Ethylphosphate
Pyroglutamic acid
2-[(Methylthio)methyl]-2-butenal
β-Leucine
L-Glutamine
L-Glutamic acid
Mevalonic acid
Formiminoglutamic acid
Citrulline
Adrenochrome
D-Tagatose
L-Tyrosine
Homovanillic acid
4-Pyridoxic acid
3-Dehydroquinic acid
Citric acid

0.8
0.9
0.9
0.9
0.9
0.9
0.9
0.9
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1
1.1

1.1
1.1
1.1
1.3
1.3
7.9
9.4
9.4
9.4

11.9
18.8

1.4
1.2
1.2
1.2
0.8
1.0
1.0
1.2
1.2
1.2
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
7.2
1.2
1.2
4.0
1.0
1.0
1.2

146.081 3
118.086 5
146.117 5
147.076 5
203.052 8
155.042 6
155.078 9
170.092 3
132.076 8
150.058 4
181.033 2
228.097 6
120.065 4
130.086 3
136.075 6
136.047 9
149.059 6
152.031 6
154.083 8
166.086 1
166.072 0
175.047 6

175.107 8
177.102 9
182.081 3
132.101 9
160.075 6
194.081 1
282.279 5
300.290 3
299.147 9
303.232 6
305.247 7
103.039 8
114.056 0
118.051 0
119.034 9
124.007 3
124.991 3
125.001 0
128.035 4
129.038 5
130.087 1
145.061 9
146.045 9
147.066 4
173.056 6
174.088 4
178.050 2
179.055 9
180.066 3
181.050 4
182.045 4
189.040 3
191.019 3

M+H
M+H
M+H
M+H
M+Na
M+Na
M+Na
M+H
M+H
M+H
M+Na
M+H
M+H
M+H
M+H
M+Na
M+H
M+Na
M+Na
M+H
M+H
M+Na

M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H

C6H11NO3

C5H12NO2

C7H15NO2

C5H10N2O3

C6H12O6

C4H8N2O3

C5H12N2O2

C7H11N3O2

C4H9N3O2

C5H11NO2S
C4H6N4O3

C9H13N3O4

C4H9NO3

C6H11NO2

C8H9NO
C4H7N3O
C9H8O2

C5H7NO3

C6H13NO2

C9H11NO2

C6H7N5O
C7H8N2O2

C7H14N2O3

C10H12N2O
C9H11NO3

C6H13NO2

C10H9NO
C10H11NO3

C18H35NO
C18H37NO2

C15H22O6

C20H30O2

C20H32O2

C4H8O3

C5H9NO2

C4H9NO3

C4H8O4

C2H7NO3S
C2H6O4S
C2H7O4P
C5H7NO3

C6H10OS
C6H13NO2

C5H10N2O3

C5H9NO4

C6H12O4

C6H10N2O4

C6H13N3O3

C9H9NO3

C6H12O6

C9H11NO3

C9H10O4

C8H9NO4

C7H10O6

C6H8O7

129.052 5, 128.070 8, 110.070 7
102.055 2, 100.075 5
128.106 8, 102.127 3, 110.071 6
130.050 0, 129.066 0, 112.037 3
181.069 8, 163.060 0, 145.049 5
115.052 4
133.097 7, 116.070 7, 115.086 8
153.065 6, 126.102 8, 124.087 6
111.019 9, 121.971 8, 114.090 5
133.031 9, 115.028 3, 114.037 7
159.051 6, 116.045 8, 142.018 6
211.070 6, 112.050 7, 210.094 7
119.089 4
112.086 8
119.049 2, 118.065 0, 91.054 4
114.066 3, 98.034 8
131.055 1
130.050 0, 90.008 0, 114.022 2
132.102 0, 116.070 7, 115.075 2
149.059 7, 148.076 1, 140.068 8
149.043 2, 148.060 8, 137.043 6
153.065 8, 127.050 3, 126.054 8

157.097 5, 159.120 5
159.091 9, 148.076 1, 146.060 6
165.054 5, 164.070 1, 147.091 4
116.070 6, 115.075 2, 114.091 4
144.041 2, 142.065 2, 134.060 2
168.064 1, 148.076 1
265.254 0, 264.269 0
282.279 3, 272.258 9, 256.264 2
281.134 8, 269.139 0, 267.123 1
285.223 3
287.237 5, 277.215 0, 269.227 0
104.042 8, 101.024 0

96.049 9
74.022 8, 88.041 3, 100.050 1

101.024 2, 89.024 0, 87.008 4
106.007 8
106.980 3, 95.005 6
106.980 3, 98.947 2, 96.960 1
110.058 4
111.020 1, 98.955 9, 113.023 9
113.024 6, 112.066 0, 86.045 3
127.051 2
128.035 5
129.055 5, 131.034 9, 117.055 8
156.027 4, 155.046 9, 146.045 7
156.057 9
160.040 1
161.056 7
163.040 0, 119.054 0
165.019 0
138.055 7, 139.052 4, 183.048 9
171.028 1, 159.029 9, 147.029 8
173.008 8, 154.996 5, 147.029 5

a
a,b
a
a,b
a,b
a
a,b
a
a,b
a,b
a,b
a
a,b
a
a,b
a
a,b
a,b
a,b
a,b
a
a

a
a
a,b
a,b
a
a
a
a,b
a
a
a
a
a,b
a
a
a,b
a,b
a
a,b
a
a
a,b
a,b
a,b
a
a
a
a
a,b
a,b
a
a
a,b

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

No. Metabolite RT/min MW Adduct Formula Main fragment ion (MS/MS) Source Mode
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100
101
102
103

Dopaquinone
(±)-Tryptophan
Pseudouridine
Palmitic acid
Aspartyl-histidine
Arachidonic acid
Mitotane
Trichloroethanol glucuronide
Ethyl arachidonate
Cholic acid
Glycocholic acid
Crustecdysone
Taurocholic acid
Glycerol
Spermidine
Umbelliferone
L-Acetylcarnitine
Phenylacetylglycine
Diethyl oxalpropionate
Phenobarbital
3-Hydroxynonanoyl carnitine
12-Ketodeoxycholic acid
2-Hydroxymyristoylcarnitine
Taurallocholic acid
Phaseolic acid
LysoPC(18:0/0:0)
All-trans-hexaprenyl diphosphate
Violaxanthin
Presqualene diphosphate
LysoPI(20:0/0:0)
Lucyoside K
Acidissiminin epoxide
Myo-Inositol hexakisphosphate
PS(16:1(9Z)/15:0)
Chrycorin
13-HODE
2-Phenylethanol glucuronide
7-Hydroxyoctadecanoic acid
Sphingosine 1-phosphate
Garcinone A
Chenodeoxycholic acid
3-Oxocholic acid
Allocholic acid
LysoPA(20:2(11Z,14Z)/0:0)
Ceanothine C
LysoPE(0:0/18:1(9Z))
Linoleic acid
N-Desmethylcitalopram

1.0
3.4
1.2

10.8
1.0

18.6
0.8
7.8

12.0
9.4
9.0

10.4
9.2
0.9
0.8
7.3
0.9
7.9
1.3
8.3
8.3
9.6
9.4
9.4
8.1
9.8
8.1
9.9
8.1
8.3
8.3

10.4
8.3

10.8
1.2

16.2
8.6

13.4
10.0
20.0
10.4

9.2
9.2
9.2
9.0

11.8
20.0
16.8

194.045 8
203.082 3
243.061 7
255.232 6
269.087 8
303.231 7
316.947 9
322.948 5
331.263 3
407.279 5
464.300 8
479.301 3
514.282 4
115.036 7
146.164 9
180.065 3
204.123 2
216.062 9
220.117 7
233.092 0
340.209 5
355.264 1
370.295 6
516.299 7
525.288 8
541.395 6
569.314 3
600.440 8
609.310 6
611.356 9
655.383 0
658.482 7
677.896 7
737.504 4
201.038 1
277.216 2
297.097 9
299.258 4
378.241 1
379.156 3
391.285 1
405.264 8
407.280 1
443.256 6
451.270 2
478.293 5
559.470 8
619.286 7

M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M+Na
M+H
M+NH4

M+H
M+Na
M+NH4

M+NH4

M+Na
M+H-2H2O
M+H-H2O
M+H
2M+H
M+NH4

M+Na
M+NH4-H2O
M+Na
M+H-H2O
M+Na
M+H-H2O
M+NH4

M+NH4

M-H2O-H
M-H2O-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M-H2O-H
M-H2O-H
M-H
2M-H
2M-H

C9H9NO4

C11H12N2O2

C9H12N2O6

C16H32O2

C10H14N4O5

C20H32O2

C14H10Cl4

C8H11Cl3O7

C22H36O2

C24H40O5

C26H43NO6

C27H44O7

C26H45NO7S
C3H8O3

C7H19N3

C9H6O3

C9H17NO4

C10H11NO3

C9H14O5

C12H12N2O3

C16H31NO5

C24H38O4

C21H41NO5

C26H45NO7S
C13H12O8

C26H54NO7P
C30H52O7P2

C40H56O4

C30H52O7P2

C29H57O12P
C36H56O9

C43H65NO5

C6H18O24P6

C37H70NO10P
C12H12O2S
C18H32O3

C14H18O7

C18H36O3

C18H38NO5P
C23H24O5

C24H40O4

C24H38O5

C24H40O5

C23H43O7P
C26H38N4O4

C23H46NO7P
C18H32O2

C19H19FN2O

148.043 6, 177.040 6, 176.043 1
176.038 2, 187.022 6, 185.007 1
226.012 1, 225.061 6
239.165 2, 227.165 6
252.054 1, 251.078 8, 225.088 1
275.201 5
290.928 0, 288.951 4, 286.881 6
276.941 3
303.233 4
391.234 3, 389.269 7, 377.269 1
446.290 6, 428.264 9
477.285 8, 461.277 9, 449.290 5
496.273 5, 484.273 3, 470.275 5

-

129.138 5, 112.111 6
163.039 1, 119.034 8, 116.972 0
186.130 6, 175.057 6, 176.066 3
194.081 2, 176.071 1, 168.065 1
185.087 7, 175.058 6, 157.047 2
215.088 6, 217.064 6, 207.083 9
318.227 7, 300.216 7
391.285 1, 373.274 5, 361.274 4
370.295 9
498.290 4
263.142 6, 245.137 7, 227.128 7
506.351 7, 524.373 9
543.264 0, 507.366 8, 503.316 6
583.404 7, 565.397 3, 433.304 8
587.326 7, 569.314 8, 547.309 3

-

597.363 7, 577.332 3, 633.371 4
592.405 4, 590.426 4
660.865 5, 642.887 7, 580.975 2
702.478 3
219.035 2, 203.016 4, 201.037 1

-

253.107 2, 251.092 3, 235.096 7
281.248 0
360.275 7

-

359.222 9, 355.246 5
387.254 2,
389.271 1
443.256 9
469.281 3, 451. 2704
460.282 8, 435.250 6
279.233 0

-

a,b
a
a
a
a
a,b
a,b
a
a
a,b
a,b
a
a,b
a,b
a,b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

Continued

No. Metabolite RT/min MW Adduct Formula Main fragment ion (MS/MS) Source Mode

AKI的保护机制尚不清楚。本研究从血清代谢组学的

角度发现原阿片碱对AKI小鼠的体内代谢状态有改善

作用, 并探讨了其可能的作用机制, 为原阿片碱治疗

AKI提供了一些新的信息。

谷氨酰胺是人体血浆和组织中含量最多的游离氨

基酸[12]。谷氨酰胺在体内可以为生物大分子比如蛋白

质、核酸的合成提供充足的氮源[13]; 参与能量代谢三羧

酸循环, 为机体提供能量[14]。在正常生理状态下, 血液

中的谷氨酰胺被肾脏获取, 从而参与能量代谢以及合

成其他氨基酸。在机体紧急状态比如外伤、感染、AKI

时, 组织或器官里的谷氨酰胺急剧消耗[15]。在本研究

中, 模型组小鼠血清谷氨酰胺含量显著升高, 说明AKI

小鼠体内存在肾脏损伤及肾功能紊乱, 肾脏对谷氨酰

胺吸收和利用的稳态失衡造成了血清谷氨酰胺大量堆

积。而经原阿片碱治疗之后, 谷氨酰胺含量明显降低,

说明原阿片碱可通过调节D-谷氨酰胺与D-谷氨酸代
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谢, 使其发挥正常的供能和氨基酸合成作用, 进而修复

肾脏损伤, 改善肾功能。

精氨酸在人体内分布广泛, 参与大多数蛋白质的

合成[16], 且精氨酸和脯氨酸可以相互转化[17]。有研究

表明, 当机体中出现肾脏功能不全、肾衰竭、肾损伤时,

精氨酸含量显著升高, 与血清肌酐、表皮生长因子受

体、尿素氮等炎症因子的含量呈正相关[18]。在本研究

中, 模型组小鼠血清脯氨酸的含量明显上升, 提示精氨

酸含量也存在上升趋势, 说明AKI小鼠体内存在肾损

伤。而经原阿片碱治疗之后, 脯氨酸的含量显著下降

并恢复至正常水平, 说明原阿片碱可通过调节精氨酸

和脯氨酸代谢而改善肾功能。

苯丙氨酸在体内的主要代谢途径是转化成酪氨

酸, 且反应不可逆[19]。酪氨酸有多种代谢途径: 可以代

谢生成甲状腺激素, 促进糖、脂和蛋白质代谢以及能量

代谢; 可经酪氨酸转氨酶氧化分解生成对羟基苯丙酮

酸, 并进一步转变成乙酰乙酸和延胡索酸, 分别参与酮

体或糖代谢, 为机体提供能量。此外, 色氨酸也是一种

生酮生糖氨基酸, 可以为机体提供能量[20]。且经查阅

文献发现, 色氨酸经吲哚胺-2,3-双加氧酶催化生成的

犬尿氨酸与AKI的严重程度呈正相关。本实验中, 模

型组小鼠血清酪氨酸含量显著上升, 说明AKI小鼠体

内存在酪氨酸分解代谢障碍, 能量供给不足。而经原

阿片碱治疗之后, 酪氨酸含量显著下降, 说明原阿片碱

能够通过干预苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成

而恢复机体的能量供应。

花生四烯酸是一种半必需型氨基酸, 在人体内游

离的含量很少, 可由亚油酸直接转化而来。花生四烯

酸大部分结合在细胞膜磷脂上, 需要时再解离出来[21]。

有研究表明, 炎症反应和细胞凋亡时均可导致花生四

烯酸的大量释放[22]。同时, 花生四烯酸是前列腺素、血

栓素、白三烯等炎症物质的前体, 这些物质会进一步介

导多种器官及生理系统的炎症反应和细胞凋亡[23], 形

成恶性循环。在本研究中, 模型组小鼠血清花生四烯

酸的含量显著升高, 说明AKI小鼠体内出现严重的炎

症反应和细胞凋亡。而经原阿片碱治疗之后, 花生四

烯酸含量明显下降, 说明原阿片碱可通过影响花生四

烯酸代谢而显著减轻肾脏炎症反应和细胞凋亡。

经查阅文献发现, Li等[24]采用相似方法在AKI模

型小鼠的血清中筛选出 18个标志物, 而本研究一共找

Figure 3 The heatmap of biomarkers in positive (A) and negative (B) source modes. In the figure, each row represents a compound, and

each column represents a experimental group. The three rectangles in each row represent the content of the compound in the three groups.

The closer the color is to green, the lower its content, and the closer it is to red, the higher its content
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到 103个标志物, 其中只有 6个相同。与之相比, 本研

究找到了更多的标志物, 在表征AKI相关的机制时更

加全面。总体来说, 目前关于AKI研究还有很大的不

足, 首先是缺乏大型多中心的临床试验; 其次, 多数研

究只包含AKI的早期、中期或者晚期的某一个阶段, 缺

乏系统性的研究[25]。因此, 目前所鉴定的生物标志物

缺乏特异性, 还需要更加完善的研究去验证。本研究

虽筛选出一些与AKI相关的标志物, 但是同样需要更

深入的研究去讨论和验证。

本研究采用血清代谢组学技术发现原阿片碱可通

过调节氨基酸代谢、能量代谢、脂质代谢来改善AKI小

鼠体内的肾脏损伤、能量供给不足、炎症反应。综上所

述, 本研究从代谢组学的角度探究原阿片碱对AKI小

鼠的保护机制, 发现了D-谷氨酰胺、脯氨酸、花生四烯

酸等生物标志物, 为原阿片碱治疗AKI提供了证据。
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