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脾胃湿热证大鼠模型的尿液代谢组学分析
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［摘要］ 目的：以脾胃湿热证模型大鼠为研究对象，基于尿液代谢组学寻找潜在生物标志物及相关代谢通路，从内源性小

分子代谢物层面探究脾胃湿热证候本质。方法：将 16 只 SD 大鼠随机分为正常组及模型组，正常组给予普通饲料喂养，模型组

在此基础上每日增加 200 g·L-1蜂蜜水自由饮用，猪油与白酒隔日交替灌服，共喂养 17 d，第 10 天起每日相同时间将大鼠置于

温度 30~34 ℃、相对湿度 95% 的环境中 2 h，共 7 d，建立脾胃湿热证大鼠模型，并通过观察一般体征，酶联免疫吸附测定法

（ELISA）检测血浆胃动素（MTL）、胃泌素（GT）含量及胃肠组织病理学检查对模型进行评价；利用超高效液相色谱-四极杆-飞

行时间质谱法（UPLC-Q-TOF-MS）进行尿液代谢组学分析，检测条件为 ACQUITY™ UPLC BEH C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，

1.7 μm），流动相 0.1% 甲酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈溶液（B）梯度洗脱（0~3 min，1%~18%B；3~8 min，18%~40%B；8~10 min，

40%~100%B），流速 0.4 mL·min-1，电喷雾离子源（ESI），正、负离子模式检测，扫描范围 m/z 50~1 000。利用单变量与多变量统

计分析筛选组间差异离子，根据精确相对分子质量计算其元素组成，将碎片离子信息与人类代谢组数据库（HMDB）等数据库

匹配以鉴定生物标志物。通过京都基因和基因组百科全书（KEGG）数据库获得代谢物的生物信息，采用 MetaboAnalyst 5.0 软

件分析其相关代谢通路。结果：与正常组比较，模型组肛温显著上升（P<0.01），血浆 MTL 和 GT 水平均明显下降（P<0.05，

P<0.01），胃及结肠组织出现充血、出血及炎性浸润等病理性变化；尿液代谢组学研究发现 L-组氨酸、柠檬酸、异柠檬酸等 25 个

差异代谢物可作为脾胃湿热证的生物标志物，其中 13 个代谢物为内源性物质的Ⅱ相代谢产物（葡萄糖醛酸结合物、硫酸结合

物和乙酰基结合物），涉及组氨酸代谢、三羧酸循环、乙醛酸和二羧酸代谢等代谢通路。结论：脾胃湿热证主要引起组氨酸代

谢、三羧酸循环、乙醛酸和二羧酸代谢 3 条代谢通路的紊乱，以及内源性代谢物的活性/失活状态失衡，可能涉及机体免疫应答、

物质及能量代谢、炎症反应和肠道菌群等方面，可为脾胃湿热证模型的建立和应用提供依据。
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［［Abstract］］  Objective：： Taking the rat model of spleen-stomach damp-heat syndrome（SSDHS） as the 

research object， this study aimed to investigate the potential biomarkers of SSDHS and the related metabolic 

pathways based on urine metabolomics， and tried to reveal the essence of SSDHS at the level of endogenous 

small molecular metabolites. Method：： Sixteen SD rats were randomly divided into normal and model groups. 

The normal group was fed normal chow and the model group was fed with 200 g·L-1 honey water daily， and lard 

and Chinese Baijiu alternately on alternate days for 17 days. The SSDHS model rats were exposed to external 

dampness-heat environment with temperature at 30-34 ℃ ， relative humidity of 95% for 2 h at the same time 

every day from the 10th day for 7 d. Then， the model was evaluated by observing the general conditions of the 

rats， measuring the contents of motilin（MTL） and gastrin（GT） in plasma by enzyme-linked immunosorbent 

assay（ELISA）， and examining the histopathology of gastronitestinal tissues. In additon， the urine metabolomics 

analysis was performed by ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight mass 

spectrometry（UPLC-Q-TOF-MS）， and the detection conditions was as follows：ACQUITY ™ UPLC BEH C18 

column（2.1 mm×100 mm， 1.7 μm）， mobile phase of 0.1% formic acid aqueous solution（A）-0.1% formic acid 

acetonitrile solution（B） for gradient elution （0-3 min， 1%-18%B； 3-8 min， 18%-40%B； 8-10 min， 

40%-100%B）， the flow rate of 0.4 mL·min-1， electrospray ionization（ESI） in positive and negative ion modes， 

scanning range of m/z 50-1 000. The univariate and multivariate statistical analysis were constructed for screening 

inter-group differential ions， the element composition was calculated according to the precise relative molecular 

weight， and ion information was matched with databases such as Human Metabolome Database（HMDB） to 

identify biomarkers. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG） database was used to obtain the 

biological information of metabolites， and their associated metabolic pathways were analyzed by 

MetaboAnalyst 5.0. Result：： Compared with the normal group， the rectal temperature of the model group 

increased significantly（P<0.01）， the levels of plasma MTL and GT decreased significantly（P<0.05， P<0.01）， 

and pathological changes such as bleeding， congestion and inflammatory infiltration in the gastric and colonic 

tissues. A total of 25 differential metabolites such as L-histidine， citric acid and isocitric acid were found to be the 

potential biomarker of SSDHS by urine metabolomics， 13 of which were phase Ⅱ  metabolites of endogenous 

substances（glucuronic acid conjugates， sulfuric acid conjugates and acetyl conjugates）， involving the metabolic 

pathways of histidine metabolism， tricarboxylic acid cycle， glyoxylate and dicarboxylate metabolism. 

Conclusion：： SSDHS primarily causes disorders of histidine metabolism， tricarboxylic acid cycle， glyoxylate 

and dicarboxylate metabolism， as well as the imbalance of the activation/inactivation of endogenous 

metabolites， which may involve the immune response， material and energy metabolism， inflammatory response 

and intestinal flora， and may provide a basis for the establishment and application of SSDHS model.

［［Keywords］］ spleen-stomach damp-heat syndrome； animal model； ultra-high performance liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry（UPLC-Q-TOF-MS）； metabolomics； urine； 

biomarkers； metabolic pathways

脾胃湿热证主要指湿热内蕴，中焦气机升降失

调，脾胃湿热相互郁蒸。中医认为其发病之因与饮食

不节、情志失调、感受外来湿热之邪及体质因素密切相

关［1］。由于现代人心理压力偏大、饮食结构发生较大

改变及全球气温逐步升高，导致脾胃湿热证成为临床

常见实证，该证临床症状复杂，病程持久，病势缠绵难

愈［2］。证是对疾病过程中一定阶段的病因、病位、病

性、病势及机体抗病能力强弱等本质的概括［3］，而证候

本质仍是中医药研究领域的关键科学问题［4-5］。因此，

建立能够真正反映“脾胃湿热证”中医证候特点的动物

模型对于阐明证候本质、评价方剂疗效、揭示中医药治

病机制等方面具有重要价值。

目前，脾胃湿热证的造模方法可分为单因素造模

法、复合因素造模法及与西医疾病相联系的病症结合

造模法［6］。其中，中医证候学造模方法以“饮食+环境”

因素为主，但对于诱导发病的方案并未统一［7］。此外，

现有的脾胃湿热证模型评价方法较为单一，缺乏整体

客观量化指标，其证候表型下的生物学基础仍未清晰。
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代谢组学研究以机体内源性小分子代谢物为研究对

象，从整体上探究其类型及数量变化的动态规律，这与

中医理论的整体观相一致，现已被广泛用于中医药研

究中疾病生物标志物的发现、药效和毒性评价及作用

机制等研究［8-10］。因此，本研究拟采用“内因湿热+外因

湿热”的复合因素建立脾胃湿热证大鼠模型［11］，基于超

高效液相色谱-四极杆-飞行时间串联质谱法（UPLC-

Q-TOF-MS）比较正常大鼠和脾胃湿热证大鼠尿液中

小分子代谢物的差异，寻找脾胃湿热证候生物标志物，

并追溯关键代谢通路，阐释脾胃湿热证发病的生物学

机制，为脾胃湿热证模型建立和应用，以及证候本质研

究提供依据。

1 材料

ACQUITY ™ UPLC I-Class 型超高效液相色谱

仪、Xevo G2-XS Q-TOF型质谱仪（美国 Waters公司），
5424R 型高速离心机（德国 Eppendorf 公司），Mini-Q 

Intergral 型 纯 水 系 统（美 国 Millipore 公 司），Axio 

Scope A1型荧光正置显微镜（德国Carl Zeiss显微镜有

限公司），HistoCore PEARL 型全封闭组织脱水机、

HistoCore Arcadia H 型全自动组织包埋机、HistoCore 

Arcadia C 型冷台、RM-2235 型石蜡切片机、HI-1210

型摊片机（德国 Leica 公司），101-1AB 型鼓风干燥箱

（北京中兴伟业世纪仪器有限公司），PRX-280C 型人

工气候箱（江苏天翎仪器有限公司），Varioskan Flash

型多功能酶标仪（美国Thermo公司）。

56 度红星二锅头（北京红星股份有限公司，批

号 68373749474），中性树胶（国药集团化学试剂有

限 公 司 ，批 号 20200624），4% 多 聚 甲 醛（ 上 海

Biosharp 生物科技公司，批号 70100900），苏木素、伊

红染色液（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号

分别为 19082002、19071801），大鼠胃动素（MTL）、
胃泌素（GT）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒

（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号分别

为 A2NWP9YRCK、VW9FTJD3KT），甲醇、乙腈为

色谱纯，其余试剂为分析纯。

雄 性 SPF 级 SD 大 鼠 16 只 ，7 周 龄 ，体 质 量

180~220 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，

合格证号SCXK（湘）2019-0004。动物饲养于温度 22~

25 ℃、相对湿度 50%~60%、12 h光照/12 h黑暗交替环

境。本文涉及的动物实验经湖南中医药大学实验动物

中心伦理委员会批准，伦理编号LL2020122301。

2 方法与结果

2.1　动物分组及模型的建立    依据文献［11-12］方法

并加以改良建立脾胃湿热证大鼠模型，将 16只SD大鼠

适应性饲养1周，随机分为正常组和模型组，每组8只。

正常组普通饲料喂养 17 d，模型组每日加用 200 g·L-1蜂

蜜水自由饮用，同时隔日交替灌服剂量为 10 g·kg-1的猪

油和 10 mL·kg-1的白酒，共 17 d，在喂养 10 d后，每日相

同时间将模型组大鼠置于温度（32±2）℃、相对湿度95%

的人工气候箱 2 h，共 7 d。根据脾胃湿热证中医诊疗专

家共识意见（2017）[13]，脾胃湿热证患者普遍存在MTL、

GT水平紊乱，胃黏膜局部炎性反应，胃肠动力障碍等病

理变化，故选择血浆MTL、GT含量及胃肠组织病理学检

查作为脾胃湿热证大鼠模型评价指标。

2.2　ELISA检测大鼠血浆中 MTL、GT的含量     造模

结束后，大鼠禁食 12 h，麻醉，腹主动脉取血置于肝

素钠抗凝管中，于 4 ℃、3 500 r·min-1离心 10 min（离

心半径 8 cm，下同），取上层血浆，-80 ℃保存。测定

时，血浆样品于 4 ℃、3 500 r·min-1离心 15 min，取上

清 液 备 用 。 按 照 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 操 作 ，在

450 nm 处测定吸光度 A，计算各组大鼠血浆样品中

MTL、GT 含量。使用统计软件 SPSS 19.0 对各组大

鼠血浆 MTL、GT 含量进行独立样本 t 检验统计分

析，见表 1。结果发现与正常组比较，模型组 MTL

和 GT 水平均明显下降（P<0.05，P<0.01）。

2.3　大鼠胃、结肠组织病理学观察     大鼠取血后立

即解剖获取胃、结肠组织，置于 4% 多聚甲醛中固

定，经乙醇梯度脱水，石蜡包埋，切片厚度约 5 μm，

于 37 ℃干燥箱内过夜，次日进行苏木素 -伊红（HE）
染色，封片后于显微镜下观察组织形态学变化。病

理观察显示，正常组大鼠胃黏膜组织结构完整，无

特异性改变；模型组大鼠胃黏膜组织可见组织充

血、出血。正常组大鼠结肠绒毛排列紧密，柱状上

皮细胞排列整齐，无病理变化；模型组大鼠结肠黏

膜组织中可见血管扩张、充血及出血，间质区可见

炎性细胞浸润，提示造模成功。见图 1。

2.4　尿液代谢组学研究

2.4.1　尿液样品收集及制备     造模结束后接取大

鼠 12 h 夜尿，4 ℃、13 000 r·min-1离心 15 min，-80 ℃

保存，分析前在室温条件下解冻。取原始浓度尿液

样本，蒸馏水稀释至 4 倍后涡旋 30 s 混匀，于 4 ℃、

表 1　各组大鼠血浆 MTL、GT 水平的比较  （x̄± s，n=8）

Table 1　Comparison of plasma MTL and GT levels in each group 

（x̄± s，n=8） ng·L-1

组别

正常组

模型组

MTL

579.74±95.93

434.61±86.711）

GT

185.46±45.52

111.99±7.052）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01
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13 000 r·min-1 离心 15 min，取上清液过 0.22 μm 微

孔滤膜，供 UPLC-Q-TOF-MS 分析。

2.4.2　色谱条件     ACQUITY™ UPLC BEH C18色谱

柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm），流动相 0.1% 甲酸水

溶 液（A）-0.1% 甲 酸 乙 腈 溶 液（B）梯 度 洗 脱

（0~3 min， 1%~18%B； 3~8 min， 18%~40%B；
8~10 min，40%~100%B），流 速 0.4 mL·min-1，柱 温

40 ℃，样品仓温度 10 ℃，进样量 3 μL，色谱仪流出

液不经分流直接注入质谱仪进行扫描。

2.4.3　 质 谱 条 件     正 、负 离 子 模 式 下 采 用

MassLynx 4.1 工作站，centriod 模式进行数据采集，

电喷雾离子源（ESI），离子源温度 100 ℃，毛细管电

压 3.0 kV（ESI+）、2.5 kV（ESI-），样品锥孔电压 40 V，

提取锥孔电压 3.5 V（ESI+）、4.0 V（ESI-），脱溶剂气

温度 400 ℃，脱溶剂气流量 800 L·h-1，利用甲酸钠溶

液 进 行 仪 器 校 正 ，200 ng·L-1 亮 氨 酸 - 脑 啡 肽

（m/z 556.277 1 ［M+H］+，m/z 554.261 5 ［M-H］-）溶
液进行在线质量校正，扫描范围 m/z 50~1 000。

2.4.4　脾胃湿热证模型大鼠尿液代谢轮廓分析         

    利用建立的尿液样品处理方法及分析方法对正

常组和模型组大鼠尿液样品进行全扫描数据采集，

获得每组大鼠的代谢轮廓信息，见图 2。将 2 组 MS

数据导入 Progenesis QI 2.0 软件中进行峰匹配、峰提

取、去卷积及归一化等数据预处理，再利用 EZinfo 

2.0 软件进行无监督的主成分分析（PCA），得到反映

组间代谢差异的得分图，见图 3。结果显示，模型组

和正常组尿液内源性代谢物在正、负离子模式下组

内聚类明显，组间区分突出，表明脾胃湿热证候模

型建立后大鼠整体代谢轮廓发生明显改变。

2.4.5　脾 胃 湿 热 证 模 型 大 鼠 尿 液 潜 在 生 物 标

志 物 的 鉴 定     利用 EZinfo 2.0 软件进行监督型的

正交偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA），根据模型

的 R2Y（表示模型对 Y 矩阵的解释能力）与 Q2（表示模

型的预测能力）进行模型质量评价，并通过置换检验

评价模型是否过拟合。结果显示，正离子模式下

R2Y=0.989，Q2=0.777，负 离 子 模 式 下 R2Y=0.999，

Q2=0.935，说明该模型稳定可靠。进一步对其进行 200

次置换检验，正离子模式下 Q2=-0.538，负离子模式下

Q2=-0.548，说明该模型不存在过拟合。选择变量重

要性投影（VIP）值>1，同时曼 -惠特尼秩和检验中

图 3　各组大鼠尿液样品的 PCA 得分

Fig. 3　PCA scores of urine samples of rats from each group

注：A，C.正常组；B，D.模型组

图 2　各组大鼠尿液样品的基峰离子色谱

Fig. 2　 Base peak ion chromatography of urine samples of rats 

from each group

注：A.正常组；B.模型组

图 1　各组大鼠胃、结肠组织的病理形态观察  （HE，×200）
Fig. 1　 Pathomorphological observation of stomach and colon 

tissues of rats in each group （HE，×200）
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P<0.05 的 离 子 作 为 潜 在 生 物 标 志 物 候 选 离 子 ，

见图 4。根据候选离子的精确相对分子质量计算其

元素组成，二级碎片离子信息与人类代谢组数据库

（HMDB）、mzCloud 及京都基因与基因组百科全书

（KEGG）等数据库进行匹配鉴定潜在生物标志物。

共鉴定 25 个脾胃湿热证模型大鼠尿液潜在生物标

志物，其中正离子模式下共鉴定 6 个，负离子模式下

共鉴定 21 个（代谢物异柠檬酸和 6-羟基-5-甲基吲哚

葡萄糖醛酸苷在正、负离子模式下均检出），包括酪

胺葡萄糖醛酸苷、6-羟基-5-甲基吲哚葡萄糖醛酸苷、

N-乙酰牛磺酸、香草酸 4-硫酸盐等 13 个内源性物质

的Ⅱ相代谢产物（葡萄糖醛酸结合物、硫酸结合物

和乙酰基结合物），见表 2。

  利用 MetaboAnalyst 5.0 软件对上述 25 个代谢物

图 4　正常组与脾胃湿热证模型组大鼠尿液样品的 VIP 分析

Fig. 4　VIP analysis of urine samples of rats from each group

表 2　脾胃湿热证模型大鼠尿液潜在生物标志物信息

Table 2　Information of potential biomarkers in urine of spleen-stomach damp-heat syndrome rat model

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

tR/min

0.68

0.78

0.94

1.29

3.40

4.70

0.59

0.70

0.71

0.79

0.98

1.35

1.47

2.03

2.29

2.32

3.04

3.09

3.14

3.38

3.78

3.89

3.92

3.98

5.05

5.16

5.97

离子模式

ESI+

ESI+

ESI+

ESI+

ESI+

ESI+

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

m/z

127.049 3

156.076 7

215.015 4

336.107 7

340.102 9

209.116 5

209.028 5

191.018 0

166.016 3

254.980 4

191.018 1

263.021 6

182.044 2

218.102 0

246.990 2

261.006 2

212.000 9

178.049 5

239.995 6

338.087 3

172.096 3

187.005 6

283.081 4

173.080 2

297.097 1

245.137 8

201.111 7

代谢物

咪唑-4-乙酸

L-组氨酸

异柠檬酸

酪胺葡萄糖醛酸苷

6-羟基-5-甲基吲哚葡萄糖醛酸苷

3-氧代癸酸

半乳糖二酸

柠檬酸

N-乙酰牛磺酸

抗坏血酸 2-硫酸盐

异柠檬酸

3-甲氧基-4-羟基苯乙二醇硫酸酯

4-吡哆酸

泛酸

香草酸 4-硫酸盐

高香草酸硫酸盐

硫酸吲哚酚

马尿酸

吲哚-3-羧酸-O-硫酸酯

6-羟基-5-甲基吲哚葡萄糖醛酸苷

N-乙酰亮氨酸

对甲酚硫酸盐

对甲酚葡萄糖醛酸苷

辛二酸

2-苯乙醇葡萄糖醛酸苷

3-羟基十二烷二酸

癸二酸

分子式

C5H6N2O2

C6H9N3O2

C6H8O7

C14H19NO7

C15H17NO8

C10H18O3

C6H10O8

C6H8O7

C4H9NO4S

C6H8O9S

C6H8O7

C9H12O7S

C8H9NO4

C9H17NO5

C8H8O7S

C9H10O7S

C8H7NO4S

C9H9NO3

C9H7NO5S

C15H17NO8

C8H15NO3

C7H8O4S

C13H16O7

C8H14O4

C14H18O7

C12H22O5

C10H18O4

化合物类别

氨基酸或其衍生物

氨基酸或其衍生物

三羧酸循环中间产物

葡萄糖醛酸结合物

葡萄糖醛酸结合物

脂肪酸或其衍生物

葡萄糖醛酸或其衍生物

三羧酸循环中间产物

乙酰基结合物

硫酸结合物

三羧酸循环中间产物

硫酸结合物

维生素

维生素

硫酸结合物

硫酸结合物

硫酸结合物

氨基酸或其衍生物

硫酸结合物

葡萄糖醛酸结合物

乙酰基结合物

硫酸结合物

葡萄糖醛酸结合物

脂肪酸或其衍生物

葡萄糖醛酸结合物

脂肪酸或其衍生物

脂肪酸或其衍生物

VIP 值

3.43

1.36

1.01

1.44

12.85

1.16

1.03

3.73

3.39

7.27

11.05

2.72

2.34

4.98

1.34

4.62

16.77

9.64

1.40

4.34

2.97

14.62

11.78

1.34

11.09

1.24

2.61

变化趋势

↑
↑
↑
↑
↑
↓
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑

注：↑ .相对表达量上升，↓ .相对表达量下降
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进行聚类分析，结果发现其相对表达量在正常组和

模型组之间存在明显差异，见图 5。

2.4.6　脾胃湿热证模型大鼠尿液生物标志物相关

代谢通路分析     通过 KEGG 数据库对 25 个脾胃

湿热证模型大鼠尿液生物标志物的生物信息进

行检索，利用 MetaboAnalyst 5.0 进行通路富集分

析，生成直观可交互探索的数据网络系统。结果

发现与脾胃湿热证主要相关的代谢通路为组氨

酸代谢、三羧酸循环、乙醛酸和二羧酸代谢三条

代谢通路（P<0.05），见图 6 和表 3。

3 讨论

脾胃湿热证为中医脾胃理论中的重要实证，临

床调查研究显示，脾胃湿热证主要涉及消化系统疾

病［14］，同时也是脾胃病中最常见证型［15］。因此，利

用现代前沿科学技术和研究策略去客观揭示脾胃

湿热证候本质并建立合理有效的证候模型显得尤

为重要。

本研究中模型组大鼠在“内因湿热+外因湿热”

作用下，其一般体征、胃肠道激素、胃肠组织病理的

变化与正常组比较更为明显，与临床脾胃湿热证相

近，表明该模型可较大程度地体现脾胃湿热证。在

代谢组学分析中，本研究通过比较正常组与模型组

大鼠尿液中的内源性代谢物，筛选出与脾胃湿热证

相关的 25 个生物标志物，并通过通路富集分析得到

与脾胃湿热证相关的 3 条关键代谢通路，即组氨酸

代谢、三羧酸循环、乙醛酸和二羧酸代谢。组氨酸

代谢参与机体免疫应答、胃酸分泌及炎症反应［16］，

在组氨酸脱羧酶（HDC）作用下组氨酸脱去羧基生

成组胺，组胺可作用于组胺 -H2 受体以促进胃酸

分 泌［17］，同 时 胃 液 中 组 氨 酸 和 组 胺 含 量 与 慢 性

注：蓝色代表低表达；红色代表高表达

图 5　脾胃湿热证模型大鼠尿液潜在生物标志物的聚类分析

Fig. 5　 Clustering analysis of potential biomarkers in urine of 

spleen-stomach damp-heat syndrome rat model
图 6　脾胃湿热证模型大鼠尿液中潜在生物标志物的 KEGG 通路

富集分析

Fig. 6　 KEGG pathway enrichment analysis of potential 

biomarkers in urine of spleen-stomach damp-heat syndrome rat 

model

表 3　脾胃湿热证模型大鼠尿液中潜在生物标志物的代谢通路信息

Table 3　Information of metabolism pathways of potential biomarkers in urine of spleen-stomach damp-heat syndrome rat model

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

代谢通路

组氨酸代谢

三羧酸循环

乙醛酸和二羧酸代谢

维生素 B6代谢

苯丙氨酸代谢

戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化

泛酸和辅酶 A 生物合成

β-丙氨酸代谢

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

氨酰转运核糖核酸生物合成

富集代谢物

L-组氨酸、咪唑-4-乙酸

柠檬酸、异柠檬酸

柠檬酸、异柠檬酸

4-吡哆酸

马尿酸

葡萄糖醛酸

泛酸

L-组氨酸

柠檬酸

L-组氨酸

通路影响值

0.221 3

0.135 4

0.031 8

0.000 0

0.000 0

0.140 6

0.007 1

0.000 0

0.000 0

0.000 0

-lgP

2.136 9

1.945 6

1.553 5

1.135 6

1.091 5

0.849 6

0.827 8

0.787 6

0.674 2

0.472 7
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浅表性胃炎转向肠上皮化生的病理进程呈正相

关［18］。组胺进一步在二胺氧化酶和醛脱氢酶作用

下氧化生成咪唑-4-乙酸［19］，该产物可作为慢性萎缩

性胃炎的生物标志物，是一种 γ-氨基丁酸（GABA）
受体激动剂，GABA 受体激活后可促进小肠内分泌

细胞 STC-1 释放肠促胰酶肽以影响胃肠功能及胃酸

分泌［20-21］。本研究结果显示，与正常组比较，模型组

大鼠尿液中 L-组氨酸和咪唑-4-乙酸丰度明显改变，

推测组氨酸代谢异常所引起胃酸分泌紊乱和炎症

反应可能是脾胃湿热证具有胃脘痞满、胀痛或灼

热，大便溏而不爽或有黏液等症状的原因。三羧酸

循环作为糖和脂肪酸有氧氧化途径中的最后阶段，

是机体从体外摄取营养物质后通过物质代谢释放

能量的关键步骤。研究表明，慢性胃炎脾胃湿热证

交感神经组织细胞代谢呈代偿性亢进状态［22］。此

外，在能量代谢中，肠道菌群产生的乙醛酸和二羧

酸代谢为三羧酸循环的支路，可通过柠檬酸和异柠

檬酸影响三羧酸循环。本研究发现脾胃湿热证大

鼠尿液中柠檬酸和异柠檬酸含量升高，提示宿主或

菌群能量代谢紊乱可能是脾胃湿热证的生物学机

制之一，但仍需进一步利用靶向代谢组学技术进行

验证。

本研究发现的 25 个生物标志物中 13 个代谢物

为内源性物质的Ⅱ相代谢产物，包含 4 个葡萄糖醛

酸结合物、7 个硫酸结合物及 2 个乙酰基结合物。胃

肠道中内源性代谢物可在尿苷二磷酸葡萄糖醛酸

基转移酶（UGTs）和硫酸基转移酶（SULTs）的作用

下经Ⅱ相代谢反应添加葡萄糖醛酸或硫酸基团使

其灭活，而肠道菌群分泌的 β-葡萄糖醛酸酶（GUS）
和硫酸酯酶（SULF）可使失活的代谢物脱去葡萄糖

醛酸或硫酸基团而恢复活性［23-24］。脾胃湿热证为胃

癌前病变的主要中医证型［25］，最新研究证实 GUS 和

SULF 的表达情况分别与肠癌和胃癌的发病及预后

相关［26-27］。本研究中酪氨酸代谢通路中的酪胺、

高香草酸与葡萄糖醛酸基团和硫酸基团的结合相

对增强，导致酪胺和高香草酸失活率增加，从而影

响酪氨酸代谢过程。推测模型大鼠体内 UGTs 和

SULTs 同与其功能相反的 GUS 和 SULF 表达相对紊

乱，导致内源性代谢物存在活性/失活状态失衡现象

而无法正常发挥其生物学功能。

本研究利用代谢组学技术探究脾胃湿热证大

鼠尿液代谢标记物并追溯关键代谢通路，从整体代

谢水平阐释脾胃湿热证发病的生物学机制，为脾胃

湿热证模型建立和应用，以及证候本质研究提供了

实验依据。后续将收集临床脾胃湿热证患者尿液

样本，通过动物模型尿液生物标志物与临床患者尿

液生物标志物相桥接，进而构建脾胃湿热证的临床

评价体系。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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