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基于代谢组学探讨白鲜碱致免疫系统损伤

盖晓璨 1， 阮佳鑫 1，2， 刘苏杰 1， 王晨 1， 王晓凡 1， 闫嘉鹤 1， 王宇 3， 卢芳 3*， 刘树民 3*

（1. 黑龙江中医药大学  研究生院，哈尔滨  150040；2. 哈尔滨医科大学  附属第四医院，哈尔滨  150001；

3. 黑龙江中医药大学  中医药研究院，哈尔滨  150040）

［摘要］ 目的：该研究以白鲜碱（DIC）为研究对象，运用超高效液相色谱 -四极杆 -飞行时间质谱技术（UPLC-Q-TOF-MS）
技术探究 DIC 致大鼠免疫炎性机制及停药后恢复作用，为阐明 DIC 的损伤机制提供理论依据。方法：将 SD 大鼠随机分为空白

组（生理盐水）、DIC 给药组（10 mg·kg-1）、DIC 停药组（恢复期），每组 8 只，连续给药 7 d，每天 1 次，记录体质量及脏器质量。采

用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中白细胞介素-1（IL-1）、白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α），以及脾脏组

织中免疫球蛋白 A（IgA）、免疫球蛋白 G（IgG）和免疫球蛋白 M（IgM）的水平；苏木素-伊红（HE）染色观察脾脏的病理学变化。

基于 UPLC-Q-TOF-MS 技术筛选 DIC 造成免疫炎性的潜在生物标志物并进行通路富集分析和相关性分析。实时荧光定量聚

合酶链式反应（Real-time PCR）检测大鼠血清中 IL-1β、TNF-α、溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 2（LPCAT2）和法尼酯 X 受体

（FXR） mRNA 表达。结果：与空白组比较，DIC 给药组大鼠血清中 IL-1、IL-6、TNF-α水平均显著升高（P<0.01），停药组大鼠血

清中 IL-1、IL-6、TNF-α有所回调（P<0.01）。DIC 给药组大鼠脾脏中 IgA、IgG、IgM 水平均显著降低（P<0.01），停药组大鼠脾脏

中 IgA、IgG、IgM 有所回调（P<0.05，P<0.01）。血清和脾脏非靶向代谢组学筛选出 14 个共有差异代谢物，14 个共有代谢通路。

经过差异代谢物与炎性因子 Spearman 相关性分析，最终得到 PC（32∶0）、LysoPC（20∶4/0∶0）、LysoPC（P-18∶0/0∶0）、牛磺鹅去氧

胆酸、牛磺胆酸、LysoPC［20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、鹅去氧胆酸、花生四烯酸、LysoPC（18∶0/0∶0）、LysoPC（15∶0/0∶0）、
LysoPC（16∶0/0∶0）和 LysoPC（17∶0/0∶0）作为 DIC 诱导 SD 大鼠免疫损伤的生物标志物，在 DIC 造成免疫系统损伤过程中多富

集于甘油磷酸脂代谢、初级胆汁酸代谢和花生四烯酸代谢等脂质代谢紊乱现象，其与 DIC 致免疫的炎性因子和脾脏的病理特

征具有一致性。与正常组比较，DIC 给药组 IL-1β、TNF-α、LPCAT2 和 FXR 水平显著上升（P<0.01），停药组有所回调（P<0.01）。
结论：DIC 可导致免疫炎症紊乱，停药后可回调血清和脾脏代谢物相关的生物标志物表达，调控炎症代谢通路，降低炎症水平，

缓解机体代谢紊乱，改善 DIC 诱导潜在损伤的作用。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanism of the immunotoxicity induced by dictamnine （DIC） in rats and the 

recovery effect after drug withdrawal by ultra-performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry， 
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thereby providing a theoretical basis for elucidating the toxic mechanism of DIC. Methods：： SD rats were randomized into blank 

（normal saline）， DIC （10 mg·kg-1）， and DIC withdrawal （recovery period） groups （n=8）. The rats were continuously treated for 

7 days， once a day， and the body weight and organ weight were recorded. The levels of interleukin-1 （IL-1）， IL-6， and tumor 

necrosis factor-α （TNF-α） in the serum and immunoglobulin A （IgA）， immunoglobulin G （IgG）， and immunoglobulin M （IgM） 

in the spleen were determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Hematoxylin-eosin staining was used to observe the 

pathological changes in the spleen. ultra performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry （UPLC-

Q-TOF-MS） was employed to screen the potential biomarkers of immune inflammation caused by DIC， and pathway enrichment 

analysis and correlation analysis were performed. The mRNA levels of IL-1β， TNF-α， lysophosphatidylcholine acyltransferase 2 

（LPCAT2）， and farnesoid X receptor （FXR） in the serum were determined by Real-time fluorescence quantitative polymerase 

chain reaction （Real-time PCR）. Results：： Compared with the blank group， the DIC group showed elevated levels of IL-1β， IL-6， 

and TNF-α in the serum （P<0.01）， and the DIC withdrawal group showcased lowered levels of IL-1β， IL-6， and TNF-α in the 

serum （P<0.01）. The levels of IgA， IgG， and IgM in the spleen of rats in the DIC group were decreased （P<0.01）， while those in 

the DIC withdrawal group were recovered （P<0.05， P<0.01）. Untargeted metabolomics of the serum and spleen screened out 

14 common differential metabolites and 14 common metabolic pathways. The Spearman correlation analysis between differential 

metabolites and inflammatory factors identified PC （32∶0）， LysoPC （20∶4/0∶0）， LysoPC （P-18∶0/0∶0）， taurochenodeoxycholic 

acid， taurocholic acid， LysoPC ［20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］， chenodeoxycholic acid， arachidonic acid， LysoPC （18∶0/0∶0）， 

LysoPC （15∶0/0∶0）， LysoPC （16∶0/0∶0）， and LysoPC （17∶0/0∶0） as the biomarkers of immunotoxicity induced by DIC in SD 

rats. In the process of immunotoxicity caused by DIC， lipid metabolism disorders such as glycerophospholipid metabolism， primary 

bile acid metabolism， and arachidonic acid metabolism were enriched， which was consistent with the DIC-induced inflammatory 

factors and pathological characteristics of the spleen. Compared with the blank group， the DIC group exhibited up-regulated mRNA 

levels of IL-1β， TNF-α， LPCAT2， and FXR （P<0.01）， and the up-regulation was decreased in the withdrawal group （P<0.01）. 

Conclusion：： DIC can lead to immune and inflammatory disorders. DIC withdrawal can regulate the expression of biomarkers 

related to serum and spleen metabolites， regulate the inflammatory metabolic pathway， reduce the inflammation level， and alleviate 

the metabolic disorders， thus attenuating the potential toxicity induced by DIC.

［［Keywords］］ dictamnine； immunization； inflammation； spleen； untargeted metabolomics

白鲜皮 Dictamnus dasycarpus 作为皮肤科常用

药物，临床多用于治疗风湿病、黄疸和多种皮肤疾

病。近年来，关于白鲜皮的肝损伤问题频繁被报

道，其有效成分白鲜碱（DIC）同时也是白鲜皮引起

肝损伤的损伤成分。目前，多个研究团队及本课题

组均证实了 DIC 致肝损伤的客观性［1-2］。此外，也有

报道称 DIC 致使免疫系统损伤。有研究表明通过

分 离 并 培 养 小 鼠 原 代 脾 淋 巴 细 胞 ，发 现

150 μmol·L-1 DIC 可以显著抑制细胞活力、增加细

胞 LDH 释放率，低浓度（50、100 μmol·L-1）DIC 可以

显 著 增 加 细 胞 中 剪 切 的 胱 天 蛋 白 酶 -3（cleaved 

Caspase-3）蛋白的表达；同时还发现，DIC 可以引起

脾淋巴细胞的凋亡和坏死，而细胞凋亡与坏死均可

引起 DNA 规则和不规则地断裂，导致细胞活力下

降，细胞 DNA 拖尾区域比例显著升高［3］。然而，目

前对 DIC 致免疫系统损伤研究的潜在机制尚未完

全阐明，由于在正常情况下，免疫系统通过识别和

清除病原体、损伤细胞及维持组织稳态来保护机

体。当免疫反应失控时，免疫细胞及其分泌的炎症

介质甚至可能对特定器官造成损害。进而揭示 DIC

对免疫系统损伤的潜在作用机制，有助于提高对

DIC 风险防控的把握。因此，探寻作用靶点并研究

其机制，为在临床安全使用 DIC 并预防其产生的潜

在损伤提供一定的实验依据。

脾脏作为人体质量要的免疫和代谢器官，不仅

参与血液过滤、免疫调节，还在外源性损伤成分的

代谢和解毒过程中发挥重要作用。代谢组学作为

毒理学研究的关键技术，不仅可以研究全身代谢网

络的变化，还可以聚焦于特定靶器官的代谢变化。

因此，本研究通过结合代谢组学分析血清、脾脏中

的潜在损伤差异代谢物，并设置停药组对比潜在生

物标志物的动态变化，探讨其免疫损伤相关的代谢

通路及停药恢复期损伤作用的可逆性机制代谢通

路的恢复规律。进一步阐述恢复期残留损伤或者

“减毒”的发生，为白鲜皮及其有效成分 DIC 用药安

全及损伤早期预警提供重要参考。

1 材料

1.1　动物     SPF 级 SD 雄性大鼠 24 只，体质量

（200±20） g，辽宁长生生物技术股份有限公司购

买，实验动物生产合格证号 SCXK（辽）2020-0001。

实验前大鼠饲养于黑龙江中医药大学中医药研究

院 SPF 级动物室［温度（22±2） ℃，湿度（50±10）%，

12 h/12 h 光/暗周期］中 7 d，以适应环境。本实验

获得黑龙江中医药大学实验动物伦理委员会批准

（伦理审查批准号 2023122925）。
1.2　药物及试剂     DIC（纯度 HPLC≥99%，上海融
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禾，批号 TSW035）；戊巴比妥钠（天津市大茂化学试

剂厂，批号 20190112）；苏木素-伊红（HE）试剂（武汉

赛维尔生物科技有限公司，批号 G1076）；甲醇（北京

迪科马科技有限公司，批号 W-50102）；白细胞介

素 -1（IL-1）、白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α

（TNF- α）、免 疫 球 蛋 白 A（IgA）、免 疫 球 蛋 白 G

（IgG）、免疫球蛋白 M（IgM）试剂盒（江苏晶美生物

科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 JM-01453R1、JM-

01597R1、JM-01587R1、JM-01469R1、JM-01471R1、

JM-01472R1）；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试 剂 盒（ 日 本 TaKaRa 公 司 ，批 号

AL51019A）；FastPfu Polymerase（北京全式金生物

技术有限公司，批号 AS221-02）。
1.3　仪器     ACQUITY 型超高效液相色谱与四极

杆 -飞行时间质谱技术（UPLC-Q-TOF-MS）质谱仪

（美国 Waters 公司）；TGL16E 型高速冷冻离心机（长

沙英泰仪器有限公司）；KZ-Ⅲ-FP 型低温研磨仪（武

汉赛维尔生物科技有限公司）；M200Pro 型酶标仪、

907 型低温保存箱（美国赛默飞世尔科技有限公

司）；Nikon Eclipse E100 型正置光学显微镜（日本尼

康公司）；T100 Thermal Cycler 型 Real-time PCR 仪

（美国 Bio-Rad 公司）；Mettler-Toledo AG135 型电子

天平（中国天马股份有限责任有限公司）。
2 方法

2.1　动物分组与给药     实验开始前，适应性喂养

7 d，排除外界干扰，将 SD 大鼠按质量随机分成

2 组，空白组 8 只、DIC 给药组 16 只。DIC 给药组将

对应药物通过灌胃法给予，根据文献基础［4］，每只大

鼠按照 10 mg·kg-1·d-1的剂量，给药体积 10 mL·kg-1，

每天 1 次，持续 7 d；停药组为 DIC 给药组持续给药

7 d 后余 8 只观察，停药后灌胃等量生理盐水，持续

停药 7 d；空白组不做处理，灌胃等量生理盐水。

2.2　生物样本采集及预处理     给药第 7 天，空白

组、DIC 给药组大鼠禁食不禁水，停药组停药 7 d 后

禁食不禁水，采用 3% 戊巴比妥钠（40 mg·kg-1）腹腔

注射麻醉大鼠 ，经腹主动脉采集血液 ，于 4 ℃ 、

3 500 r·min-1离心 10 min（离心半径 10 cm，下同），取
上清。分别取大鼠的脾脏与胸腺组织，用生理盐水

清洗、称质量，一部分用 4% 多聚甲醛固定，其余部

分液氮迅速冻结再保存于-80 ℃。所有样品分析前

均置于-80 ℃环境中保存以备后续使用。

2.3　脏器系数测定     吸干胸腺、脾脏组织表面血

液，称其质量并计算出各组大鼠胸腺、脾脏脏器系

数：脏器系数=脏器质量/体质量×100%。

2.4　HE 染色法观察大鼠脾脏组织     取备用于固定

在 4% 多聚甲醛溶液的脾脏组织，依次经过修剪、脱

水处理和石蜡包埋。随后将包埋好的组织切成厚

度为 5 μm 的切片，并进行 HE 染色，借助光学显微

镜对各组大鼠脾脏组织的形态学特征进行详细

观察。

2.5　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 IL-1、IL-6、

TNF- α、IgA、IgG、IgM 水 平     取 备 用 血 清 ，采 用

ELISA 按试剂盒说明书检测 IL-1、IL-6、TNF-α水

平。在室温下解冻并切取大鼠脾脏组织 200 mg，按

1∶9 的比例加入预冷生理盐水，在冷冻研磨机研磨，

于 4 ℃、3 500 r·min-1离心 10 min，取上清备用，根据

试剂盒的说明书检测脾脏组织匀浆上清液中 IgA、

IgG、IgM 水平。

2.6　代谢组学检测及分析     

2.6.1　生物样品的制备     取大鼠血清 100 μL，加入

3 倍量甲醇 -乙腈溶液（2∶1），涡旋混合后冰水中超

声处理 10 min，放入-20 ℃冰箱中 30 min 后取出室

温解冻，经 13 000 r·min-1、4 ℃离心 10 min，取上清

液，过滤 0.22 μm 滤膜后进行代谢组学分析。精密

称取大鼠各组脾脏组织 100 mg，并加入生理盐水

900 μL，研磨制成匀浆液，13 000 r·min-1、4 ℃离心

10 min，取上层液，取上清液 100 μL，加入 3 倍量甲

醇 -乙腈溶液（2∶1），涡旋混合后冰水中超声处理

10 min，放入-20 ℃冰箱中 30 min 后取出室温解冻，

经 13 000 r·min-1、4 ℃ 离 心 10 min，取 上 清 液 ，

0.22 μm 滤膜过滤后进行代谢组学分析。

2.6.2　色谱条件     ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相为含 0.05% 甲

酸的乙腈溶液（A）和含 0.05% 甲酸的水溶液（B），梯
度洗脱（0~8 min，98%~60%B；8~10 min，60%~2%B；
10~13 min，2%~0%B；13~14 min，0%~98%B；14~

17 min，98%B），流速 0.40 mL·min-1，进样量 2 μL，

柱温 40 ℃，样品仓温度 5 ℃。

2.6.3　质谱条件     采用电喷雾离子源（ESI），分别

在正、负离子模式下检测，脱溶剂气温度 500 ℃，脱

溶剂气流速 1 000 L·h-1，锥孔反吹气流量 50 L·h-1，

离子源温度 120 ℃，正离子毛细管喷雾电压 2 kV，

样品锥孔电压 60 V，负离子毛细管喷雾电压 1.5 kV，

样品锥孔电压 70 V，碰撞能 15~145 V，质量扫描范

围 m/z 100~1 500。

2.6.4　数据分析     利用 UPLC-Q-TOF-MS 处理得到

的原始数据经过对齐后，依次开展基线过滤与校

准、峰提取与校准、峰匹配、降噪及数据归一化等一
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系 列 预 处 理 操 作。 结 合 Progenesis QI3.0 软 件 和

EZinfo 2.0 软件（MarkerLynx 1.4 工作站软件）进行

代谢数据分析。采用无监督主成分分析（PCA），以
及偏最小二乘法 -判别分析（PLS-DA），以变量重要

性投影（VIP）值>1 且 P<0.05 作为筛选标准，寻找潜

在的生物标志物，结合人类代谢数据库（HMDB，

https：//hmdb. ca/）、京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（KEGG，https：//www. kegg. jp/）、和 Metabo Analyst 

6.0（http：//www.MetaboAnalyst.ca/）等数据库对代谢

通路进行富集分析，并利用微生信（https：//www.

bioinformatics.com.cn/）对结果进行可视化分析。根

据这些关键代谢通路中所涉及的差异代谢物，筛选

出给药后影响的大鼠血清、脾脏组织样本中的关键

生物标志物，并对其质谱峰面积（相对含量）进行统

计分析及潜在差异代谢物的相关性分析。

2.7　Real-time PCR 检测大鼠 IL-1β、TNF-α、溶血磷

脂酰胆碱酰基转移酶 2（LPCAT2）、和法尼酯 X 受体

（FXR） mRNA 表达     取血清样本 4 μL，用 PBS 稀

释至 20 μL，将稀释后的血清样本加热至 95 ℃，持

续 3 min，然后迅速在冰上冷却 3~5 min，血清样本采

用 TRIzol 法 提 取 总 RNA，将 总 RNA 反 转 录 为

cDNA，使用 ROX Reference Dye Ⅱ配制 PCR 反应

体系并用单色实时 PCR 检测系统进行 PCR 定量实

时检测。扩增反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变

性 5 s、60 ℃ 退火 31 s，重复 40 个循环，95 ℃ 扩增

15 s。选用甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内源

性对照物，采用 2-ΔΔCt 法进行分析，计算 mRNA 的相

对表达量。PCR 引物由宝士德公司设计合成，引物

序列见表 1。

2.8　统计学分析     应用 SPSS 26.0 软件进行统计分

析，实验结果用 x̄± s 表示，多组间比较符合正态分布

且方差齐，使用单因素方差分析（ANOVA），以 P<

0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　DIC 对大鼠脏器系数影响     与空白组比较，

DIC 给药组大鼠脾脏、胸腺脏器系数明显降低（P<

0.05，P<0.01）；与空白组比较，停药组脾脏脏器系数

有所回调（P<0.01）。见表 2。

3.2　DIC 对大鼠脾脏组织病理形态的影响     各组

大鼠脾脏 HE 染色切片显示，空白组大鼠脾脏组织

结构清晰完整，细胞形态正常，排列有序；DIC 给药

组大鼠脾脏结构紊乱，白髓结构遭到破坏，可见少

量白髓粘连，形状不规则，部分白髓细胞坏死，白髓

淋巴小结与中央动脉周围淋巴鞘内细胞数量明显

减少。停药 7 d 干预后，脾脏组织较 DIC 给药组结

构正常，细胞排列规律，病变状况减轻，白髓淋巴小

结与中央动脉周围细胞数量轻度减少，可见停药 7 d

后有效改善 DIC 诱导的脾脏损伤。见图 1。

3.3　DIC 对大鼠血清和脾脏组织中炎症因子的影

响     与空白组比较，DIC 给药组大鼠血清中的 IL-1、

IL-6 和 TNF-α水平显著上升（P<0.01）。与 DIC 给药

组比较，停药组大鼠血清中的 IL-1、IL-6 和 TNF-α水

平有所回调（P<0.01）。与空白组比较，DIC 给药组

大鼠脾脏内的 IgA、IgG、IgM 水平均显著降低（P<

0.01）；与空白组比较，停药组大鼠脾脏中 IgA、IgG、

IgM 有所回调（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

IL-1β

TNF-α

LPCAT2

FXR

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 CCTATGTCTTGCCCGTGGAG

下游 CACACACTAGCAGGTCGTCA

上游 CCTATGTCTTGCCCGTGGAG

下游 CACACACTAGCAGGTCGTCA

上游 ACAAGTCCCTCTGATTGGCA

下游 TCCTCCTGATGTTGTTCGCT

上游 TCGTTCGGCGGAGATTTTCA

下游 CTGTGAGCAGAGCGTACTCC

上游 CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA

下游 GGCATGGACTGTGGTCATGA

长度/bp

103

133

136

170

142

表  2　DIC 对各组大鼠体质量、脏器系数的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　 Effect of DIC on body weight and organ coefficients in 

rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

DIC 组

停药组

剂量

/mg·kg-1

10

体质量/g

247.50±10.21

238.30±10.08

244.24±9.93

脾脏系数/%

0.19±0.01

0.15±0.022）

0.17±0.012）

胸腺系数/%

0.12±0.02

0.10±0.021）

0.11±0.02

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3 和表 6 同）

注：A.空白组；B.DIC 组；C.停药组

图  1　DIC 对大鼠脾脏损伤的影响  （HE， ×100）
Fig. 1　Effect of DIC on spleen injury in rats （HE， ×100）
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3.4　大鼠代谢组学分析     

3.4.1　代谢轮廓分析     无监督的 PCA 得分图显示

空白组和 DIC 给药组样本之间明显聚为两类，说明

大鼠血清、脾脏组织代谢已发生明显变化，该研究

结果与炎症因子指标、病理切片特征呈现相似趋

势。从 3 组 PCA 和 PLS-DA 图中可以看出，空白组

和 DIC 给药组大鼠有明显分离，停药组样本点的位

置相较于 DIC 给药组更接近空白组，说明不同组别

样本的代谢物组成具有显著差异，停药干预对于由

DIC 损伤成分所引发的代谢紊乱具有一定程度的修

复和调节作用，能够有效地促使代谢状态向正常水

平回调。为验证 PLS-DA 的稳定性和预测能力的可

靠性，通过 200 次置换检验对 PLS-DA 数据进行评

估。R2与 Q2从左到右低于最右原值，Q2与 Y 轴在负

半轴相交，表明无过度拟合现象，具有很好的可预

测性和拟合度，能够准确地描述数据。为了进一步

筛选各组之间的潜在损伤差异生物标志物，基于

PLS-DA 模型寻找内源性物质的差异，并绘制了正、

负模式下的 VIP-Plot图。见增强出版附加材料。

3.4.2　差异代谢物的筛选     在 PLS-DA 基础上进一

步以 VIP>1 和 P<0.05 且 FC>1.2 为条件进行筛选，大

鼠血清中筛选出 32 个内源性差异代谢物，上调的代

谢物 19 个，下调的代谢物 13 个；大鼠脾脏中筛选出

38 个内源性差异代谢物，上调的代谢物 18 个，下调

的代谢物 20 个；停药后潜在损伤内源性代谢物均表

现出了纠正异常表达的趋势，见增强出版附加材

料。对差异代谢物进行聚类热图分析，3 组组内聚

类良好，组间分离明显。

3.4.3　代谢通路分析     将大鼠血清、脾脏中筛选出

差 异 代 谢 物 离 子 信 息 导 入 Metabo Analyst 6.0 的

Pathway Analysis 模块进行拓扑分析，将代谢通路的

Impact value 阈值设定为 0.10，筛选的代谢通路作为

关键通路。见增强出版附加材料，血清中潜在生物

标志物的相关代谢通路主要涉及甘油磷酸脂代谢、

花生四烯酸代谢、乙醚脂质代谢、糖基磷脂酰肌醇

（GPI）锚定生物合成、初级胆汁酸代谢及视黄醇代

谢；脾脏中潜在生物标志物的相关代谢通路主要涉

及苯丙氨酸代谢、鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、烟酰盐

和烟酰胺代谢和嘌呤代谢。对上述各组别的差异

代谢物和代谢通路进行整理得到代谢差异的韦恩

图，见增强出版附加材料。上述代谢通路可能阐述

DIC 致免疫炎症紊乱及停药恢复后对潜在内源性代

谢物纠正异常表达的作用机制提供依据，相关代谢

物对大鼠机体的影响，见增强出版附加材料。

3.5　DIC 对大鼠 mRNA 表达水平的影响     与空白

组比较，DIC 给药组 IL-1β、TNF-α、LPCAT2 和 FXR

水平显著上升（P<0.01），停药组有所回调（P<0.01）。
见表 6。

3.6　相关性分析     将血清、脾脏中获得的关键通路

的 35 个潜在免疫损伤差异代谢物与炎性因子水平

进行 Spearman's 相关性分析，见增强出版附加材料。

在 血 清 差 异 代 谢 物 中 ，其 中 PC［15∶0/18∶2（9Z，

12Z）］与 LysoPC［24∶1（15Z）/0∶0］、PC［16∶0/20∶5

（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）］与 PC［15∶0/18∶2（9Z，

12Z）］、9，13-顺式 -维甲酸与 PC［20∶4（5Z，8Z，11Z，

14Z）/16∶0］、鹅去氧胆酸与 LysoPC（20∶4/0∶0）、牛磺

鹅去氧胆酸与 LysoPC（20∶4/0∶0）、牛磺胆酸与鹅去

氧胆酸、牛磺鹅去氧胆酸与花生四烯酸（AA）、PC

［20∶4（5Z，8Z，11Z，14Z）/16∶0］与 PC［16∶0/20∶5

（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）］、LysoPC（20∶4/0∶0）与 PC

（32∶0）相关性（r）最强，r>0.9。将血清中 22 个差异

代谢物与血清异常表达的炎症因子指标 IL-1、IL-6、

表  3　DIC 对大鼠血清中 IL-1、IL-6、TNF-α、IgA、IgG、IgM 指标的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　Effect of DIC on serum IL-1， IL-6， TNF-α， IgA， IgG and IgM levels in rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

DIC 组

停药组

剂量/mg·kg-1

10

IL-1/μg·L-1

12.65±0.18

73.76±7.332）

46.43±2.862）

IL-6/ng·L-1

49.69±5.36

153.63±14.372）

105.16±14.002）

TNF-α/μg·L-1

33.67±5.83

170.65±16.972）

106.87±15.102）

IgA/mg·L-1

6.99±0.51

4.27±0.172）

4.75±0.152）

IgG/mg·L-1

77.62±8.08

29.64±8.403）

43.37±6.612）

IgM/mg·L-1

44.68±0.21

23.20±0.512）

32.95±2.001）

表  6　DIC 对大鼠 IL-1β、TNF-α、LPCAT2 和 FXR mRNA 表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of DIC on mRNA expression levels of IL-1β， TNF-α， LPCAT2 and FXR in rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

DIC 组

停药组

剂量/mg·kg-1

10

IL-1β

1.02±0.12

4.23±0.362）

2.15±0.182）

TNF-α

1.02±0.09

5.09±0.372）

3.09±0.172）

LPCAT2

0.99±0.03

5.89±0.232）

3.08±0.522）

FXR

1.01±0.05

6.33±0.282）

2.94±0.112）
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TNF-α进行曼特尔检验。PC（32∶0）、LysoPC（20∶4/

0∶0）、LysoPC（P-18∶0/0∶0）、牛 磺 鹅 去 氧 胆 酸 、

LysoPC［20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、牛磺胆

酸、鹅去氧胆酸和花生四烯酸与 IL-1、IL-6、TNF-α

强相关（P<0.01 且 r≥0.4），故上述代谢物是影响血清

炎症指标异常表达的关键生物标志物。

在脾脏差异代谢物中，其中苯丙酮酸与 3-脱氢

鞘氨醇、苯乙胺；3-脱氢鞘氨醇与鞘氨醇、苯乙胺、黄

嘌呤核苷；苯乙胺与鞘氨醇、黄嘌呤核苷；鞘氨醇与

肌酐、黄嘌呤核苷；LysoPC（P-18∶0/0∶0）与 LysoPC

（18∶0/0∶0）、LysoPC（17∶0/0∶0），相关性最强，r>0.9。

将血清中 18 个差异代谢物与脾脏异常表达的炎症

因子指标 IgA、IgG、IgM 进行曼特尔检验，LysoPC

（18∶0/0∶0）、PC（32∶0）、LysoPC（15∶0/0∶0）、LysoPC

（16∶0/0∶0）、LysoPC（20∶4/0∶0）、LysoPC（P-18∶0/

0∶0）、LysoPC（17∶0/0∶0）与 IgA、IgG、IgM 强相关

（P<0.01 且 r≥0.4），故上述代谢物是影响脾脏炎症指

标异常表达的关键生物标志物。

最 终 得 到 PC（32∶0）、LysoPC（20∶4/0∶0）、

LysoPC（P-18∶0/0∶0）、花生四烯酸、LysoPC（18∶0/0∶0）、
LysoPC（15∶0/0∶0）、LysoPC（16∶0/0∶0）和 LysoPC

（17∶0/0∶0）作牛磺鹅去氧胆酸、牛磺胆酸、LysoPC

［20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、鹅去氧胆酸为

DIC 诱导 SD 大鼠免疫损伤的生物标志物。

基于上述研究结果，在 DIC 造成免疫系统损伤

过程中多富集于甘油磷酸脂代谢、初级胆汁酸代谢

和花生四烯酸代谢等脂质代谢紊乱现象，其与 DIC

致免疫的炎性因子和脾脏的病理特征具有一致性，

DIC 免疫损伤机制与相关炎症脂质介质和脂质代谢

异常的相关性值得进一步研究。为此，后续有必要

针对免疫系统脂质成分开展靶向性脂质代谢组学

研究，进一步明确 DIC 造成免疫损伤代谢异常变化

及其潜在下游机制。

4 讨论

白鲜皮作为临床广泛应用的传统“无毒”中药，

用于治疗湿疹、银屑病等慢性皮肤病，疗效显著［5］。

然而，随着对于白鲜皮的临床应用，白鲜皮的损伤

作用也不能忽视，近年来白鲜皮及含白鲜皮中成药

致药物性损伤的报道越来越多［6］。白鲜皮中的有效

成分既能发挥药理作用，又可导致药物性损伤。

DIC 是一种从白鲜皮中提取的呋喃喹啉类生物

碱［7］，是白鲜皮的主要活性成分之一，但也因其潜在

损伤而受到关注。目前，已有多数研究表明 DIC 可

诱导肝损伤，严重阻碍其临床应用和发展，也有报

道称 DIC 致使免疫系统损伤，但对于 DIC 致免疫系

统紊乱毒效机制尚未完全阐明，尤其是从作用靶点

和内源性代谢物变化方面分析 DIC 作用的潜在

机制。

本研究通过评价大鼠体质量、胸腺和脾脏质量/

指数、病理情况及促炎因子，发现给予 DIC 可诱导

SD 大鼠免疫紊乱，且停药恢复后可抑制 DIC 所诱导

的炎性因子浸润，激活 DIC 诱导的免疫球蛋白等细

胞减少，说明停药干预具备抗炎效果，能够一定程

度的缓解炎症反应，抑制其致炎损伤。血清和脾脏

参与免疫调节、血液过滤和细胞代谢等多种生理功

能。以非靶向血清、脾脏代谢组学为切入点，系统

表征了 DIC 致血清、脾脏差异的代谢特征，进一步

通过多元统计分析筛选并鉴定了潜在的差异代谢

物，结合 KEGG 通路分析鉴定出在 DIC 导致的免疫

系统损伤中使相关代谢通路的紊乱的差异代谢物。

最后通过与炎症因子 Spearman's 相关性分析揭示由

12 个代谢物组成的 DIC 致免疫系统损伤的相关标

志物。综上，DIC 致免疫系统损伤代谢特征主要与

甘油磷酸脂代谢、初级胆汁酸代谢和花生四烯酸代

谢等脂质代谢通路紊乱有关。

课题组前期网络药理学预测结果［8］，提示白鲜

皮可促进 TNF-α、IL-6、IL-1 等炎症因子的表达，分

子对接显示黄柏酮、DIC、梣酮 3 个白鲜皮的潜在损

伤成分与蛋白激酶 B1（Akt1）、IL-6、TNF-α、肿瘤蛋

白 P53（TP53）、胱天蛋白酶（Caspase）-3、IL-1β靶点

结合性、亲和力良好。作为炎症反应的初始触发因

子，TNF-α能够显著上调包括 IL-1 和 IL-6 在内的多

种促炎介质的表达水平，进而引发机体产生级联性

炎症反应。脾脏作为人体最大的外周淋巴组织，在

免疫反应过程中发挥着至关重要的功能。在脾脏

中可激活 B 细胞，促使其分化为浆细胞，进而合成和

分泌 IgA、IgG、IgM 等抗体［9］。正如预期结果，DIC

可以升高大鼠血清中的 IL-1、IL-6 和 TNF-α水平显

活性，降低脾脏中 IgA、IgG 和 IgM 活性，停药干预之

后，TNF-α、IL-1β、IL-6 等促炎细胞因子的分泌水平

显著降低，IgA、IgG、IgM 等机体自身的免疫球蛋白

有所回升，从而改善 DIC 所诱导的免疫损伤影响。

甘油磷酸酯代谢和初级胆汁酸代谢的影响值

较高且对应代谢物与炎性指标呈正相关。甘油磷

脂构成生物膜及膜表面活性等物质的合成，主要包

括 PC、PE 及 LysoPC 等。PE 是一种丰富的膜磷脂，

是 PC 的 重 要 前 体 ，PE 主 要 通 过 CDP- 乙 醇 胺

Kennedy 途径合成，磷酸胞苷转移酶 2（PCYT2）是
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PE 从头合成的主要调节酶。PE 可以通过 PEMN-甲

基转移酶（PEMT）转化为 PC，PE 的减少可能会增加

促炎基因的表达并增强线粒体功能障碍，从而促进

炎症反应和氧化应激［10-12］。PC 被磷脂酶 A2（PLA2）
转化为 LysoPC，LysoPC 通过激活离子通道、诱导细

胞凋亡和增加氧化应激诱发炎症来发挥其生物学

功能，可以激活多种免疫细胞［13-14］。PC（32∶0）是磷

脂酰胆碱，实验结果显示，DIC 给药组 PC 水平较空

白组下降，推测 DIC 可能通过促进细胞代谢活动导

致膜磷脂消耗增加，其次，DIC 可能加速了血液循环

对 PC 的摄取利用。而停药后 PC 含量出现明显回

升，推测 PC 水平的上调可能通过维持细胞膜稳定

性来减轻 DIC 诱导的细胞损伤，进而发挥细胞保护

作用。LysoPC 是 PC 代谢中间产物，在给予 DIC 损

伤成分时，膜磷脂水解破坏，LysoPC 降低，ROS 生成

增加［15］。因此，PC 及其代谢产物 LysoPC 的代谢紊

乱在炎症反应的起始和持续过程中发挥着关键的

调控作用。在实验研究前期，甘油磷酸酯代谢在

DIC 大鼠血清中显著表达，而其代谢产物 LysoPC

（20∶4/0∶0）、LysoPC（P-18∶0/0∶0）、LysoPC［20∶5

（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/0∶0］、LysoPC（16∶0/0∶0）、
PC（32∶0）和 LysoPC（17∶0/0∶0）含量均表现出明显

异常，本实验结果发现大鼠脾脏中 LysoPC（18∶0/0∶0）、
LysoPC（15∶0/0∶0）也被检出有异常表达，进一步证

实 DIC 导致 PC、LysoPC 含量异常表达，进一步引发

细胞损伤甚至死亡，激活炎症信号通路，诱导炎症

细胞增殖，最终导致脂质代谢紊乱，诱导免疫损伤，

甚至造成脾脏组织损伤程度更加严重。

初级胆汁酸生物合成通路，与其主要相关的

3 个 成 分 为 牛 磺 酸（TCA）、牛 磺 鹅 去 氧 胆 酸

（TCDCA）和鹅去氧胆酸（CDCA），TCDCA 可通过

激活 TGR5/糖皮质激素受体（GR）相关通路，降低促

炎因子（如 IL-6、TNF-α）的表达，同时增加抗炎因子

的表达，从而发挥抗炎作用［16］。有研究报道，TCA

能够抑制 TNF-α、IL-1β、IL-18 等炎症因子表达［17］。

此外，TCA 和 CDCA 的代谢紊乱可能导致其在细胞

内积累，进一步诱导 ROS 的产生，损伤细胞膜和细

胞器。结合本实验结果，DIC 通过干扰胆汁酸代谢，

诱导炎症表达、氧化应激和细胞凋亡，停药后体内

血清中三者含量减少，减轻炎症反应。

花生四烯酸（AA）是一种重要的人体必需的脂

肪酸，在维持机体内正常细胞结构与功能中具有重

要作用，其作为磷脂结合的结构脂类，存在于多种

组织器官中，目前关于 AA 的临床研究主要集中在

生长发育、抗癌及炎症反应等方面［18］。AA 作为炎

症介质（类十二烷酸）的重要前体［19］，可以调节炎症

和免疫反应［20-21］，与 Toll 样受体 4（TLR4）和丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）等炎症通路相关［22］。对差

异代谢物进行通路分析，发现 AA 代谢在 DIC 大鼠

血清中异常表达，其代谢产物 AA 含量明显异常，

DIC 停药恢复后 AA 水平得到回调，表明停药缓解

DIC 致免疫损伤进程的机制可能与调节 AA 代谢有

关，进而抑制炎症。

LPCAT 基因家族通过将 LysoPC 重新酰基化为

PC，在调节 LysoPC 代谢中起关键作用。LPCAT 则

通过将其重新酰基化为 PC 来减少 LysoPC 的积累。

这种代谢平衡的破坏可能导致 LysoPC 在循环中的

积累，进而引发免疫损伤［23］。LPCAT2 可能被激活

以参与细胞的应激反应或炎症反应，从而导致其表

达水平上升［24］。结合本研究 PCR 结果显示，DIC 给

药组 IL-1β、TNF-α和 LPCAT2 水平显著上升。FXR

是胆汁酸的主要调节受体，通过负反馈机制调控胆

汁酸的合成和代谢。DIC 可能导致胆汁酸代谢紊

乱，从而激活 FXR，FXR 被激活后，会通过上调胆汁

酸转运蛋白的表达，促进胆汁酸的排出［25］。而本研

究发现，DIC 组血清中的牛磺鹅去氧胆酸、牛磺胆

酸、和鹅去氧胆酸含量显著增加，这种变化可能通

过激活 FXR 来调节胆汁酸的代谢。

脂质代谢紊乱已被报道为致免疫损伤的潜在

生物标志物。如 LysoPC 类具有免疫调节功能的脂

质分子和 AA 促炎脂质介质的重要前体的大量释放

会引发脓毒症过度炎症反应，造成器官功能障碍及

死亡［26］。脂类代谢紊乱也进而造成肾损伤，本课题

组前期发现，白鲜皮肾脏代谢组学研究显示脂类代

谢紊乱（如 AA 水平上升）可导致肾脏炎症反应发

生［27］。虽然本研究为阐明 DIC 致免疫损伤的作用

机制提供了新的依据，但实验周期较短可能影响研

究结论全面性和准确性的因素，且在毒理学研究

中，量 -时 -毒关系是揭示化合物对生物体损伤特征

影响的重要依据。为此，后续可能针对结合量-时动

态分析，延长给药时间及停药时间，以便长期损伤

检测，结合代谢组学及后期验证进一步揭示损伤作

用的累积效应、早期生物标志物及潜在的损伤可逆

转机制。此外，进行免疫系统脂质成分开展靶标性

脂质代谢组学研究，进一步明确 DIC 造成免疫损伤

代谢异常变化及其潜在下游机制。

综上所述，本研究首次通过血液、脾脏代谢组

学揭示 DIC 诱导免疫功能紊乱的机体代谢特征，以
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及借助停药恢复期缓解炎症水平，为中药中活性成

分临床安全使用提供了新切入点，有利于药物早期

损伤的连续监测和预警。
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