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  [ 摘要]  目的: 利用代谢组学的方法研究不同剂量 CCl4 诱导的小鼠肝损伤模型, 确定能够表征 CCl4 肝损伤模型的血浆

代谢物中的生物标记物。方法: 采用基于超高效液相色谱-飞行时间质谱( UPLC-TOF-MS)的代谢组学技术, 并结合主成分分析

的方法, 研究正常小鼠和不同剂量 CCl4 诱导的肝损伤小鼠血浆代谢物组的变化。结果:初步确定建立小鼠肝损伤血浆代谢物

研究模型的 CCl4 用量,并寻找到 10个具有特征性的内源性生物标记物。结论: 代谢组学方法成功用于 CCl4 诱导的小鼠血浆

肝损伤模型研究,并为进一步研究中药的保护肝脏作用奠定了基础。
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UPLC-TOF-MS Based Metabonomic Study of CCl4-induced

Rat-plasma Liver Injury
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[ Abstract]  Objective: Use the metabonomics method to study the CCl4 -induced liver injury model, and

discriminate the potential biomarkers contributed to liver injury in plasma metabolites. Method: Adopt the metabolic

skills based on UPLC-TOF-MS and PCA, to research the change of plasma metabolite in normal rat or CCl4-induced

liver injury rat with two different doses. Result: Ascertain the CCl4 dosage in establish rat liver injury model of

plasma metabolites and find ten characteristic biomakers in plasma. Conclusion: Metabonomics method was

successfully used to study the CCl4 -induced liver injury model by the rat plasma, and laid a foundation for the

further study of the liver protection of Traditional Chinese Medicine.

[ Key words]  metabonomics; UPLC-TOF-MS; liver injury; rat plasma; biomarker

  代谢组学 ( metabonomies) 作为系统生物学

( systems biology) 的一个分支, 是继基因组学、转录

组学及蛋白质组学之后迅速发展起来的一门学

科
[ 1 ]
。其采用现代分析方法对动物或细胞特定生理

时期内的所有相对分子质量较低的代谢物 ( 如氨基

酸、脂肪酸、糖类、维生素和脂肪等) 进行定性和定量

分析,通过考察生物体系受到刺激或扰动后,其代谢

物组分或含量的变化来研究生物体系的代谢途

径
[ 2 ]
。CCl4 诱导的急性动物肝损伤模型是最经典
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的实验性肝损伤模型
[ 3 ] ,是保肝药物研究的常用模

型之一,其检测指标多为反映肝细胞损伤程度的酶

学指标,如谷丙转氨酶及谷草转氨酶等 [ 4 ] ,但应用代

谢组学进行相关的 CCl4 给药剂量的研究少有报道。

本研究采用基于超高效液相色谱-飞行时间质谱

( UPLC-TOF-MS) 的血浆代谢组学技术结合多变量

数据分析的方法研究 CCl4 诱导的小鼠肝损伤模型。

1 材料

Waters AcquityTM UPLC 液相色谱仪 ( 四元梯度

泵-在线真空脱气机-自动进样器-二极管阵列检测

器) ; Micromass Q-TOF microTM
四极杆-飞行时间质谱

(电喷雾离子源-Lockspray) ; MassLynx V4. 1 工作站;

TGL-16B高速离心机。

乙腈( 色谱纯, Merck 公司) ; 水为 Milli-Q超纯

水;甲酸( 色谱纯,汕头市西陇化工厂有限公司 ) ;

CCl4 ( 分析纯,上海凌峰化学试剂有限公司) ;其他试

剂均为分析纯。

ICR种小鼠,雄性,体重( 20 ±2) g,清洁级实验

动物,由南京市江宁区青龙山动物繁殖场提供。每

日给予小鼠标准食物和饮用水各 2 次, 实验开始前

保持室内饲养 1 周。

2 方法

2. 1 样品采集与制备  18 只小鼠,随机分为空白

对照组、CCl4 肝损伤低剂量组( 腹腔注射 0. 1% CCl4

大豆油溶液 10 mL·kg
- 1

) 、CCl4 肝损伤高剂量组( 腹

腔注射 0. 1% CCl4 大豆油溶液 20 mL·kg
- 1

) 。每组

6 只,分笼饲养。空白对照组腹腔注射生理盐水 10

mL·kg
- 1

, CCl4 肝损伤组分别腹腔注射 0. 1% CCl4 大

豆油溶液 10, 20 mL·kg - 1,禁食不禁水, 24 h 后眼眶

取血,每只小鼠取血 0. 5 mL, 置于含 EDTA-2Na 的

Eppendorf管中,血样3 000 r·min - 1
离心 10 min,移取

上清液 0. 2 mL,加入乙腈 0. 4 mL混合均匀,静置 10

min后 13 000 r·min - 1
离心 15 min。取上清液供

UPLC-Q-TOF-MS分析。

2.1.1 分析条件  色谱柱: ACQUITY-C18柱 ( 2. 1

mm×50 mm, 1. 7 μm) ,流速 0. 4 mL·min - 1, 柱温

40 ℃,样品室温度保持为 7 ℃。流动相 A 液为

0. 1%甲酸溶液, B液为乙腈, 梯度洗脱程序 ( 见表

1) 。二极管阵列紫外检测器全波长扫描, 紫外检测

器流出液不经分流直接导入质谱系统检测。进样量

为 5 μL。

质谱为Waters公司 Micromass Q-TOF microTM
四

极杆-飞行时间质谱,配有 Lock-spray 接口。ESI 离

子源,采用正离子模式检测,脱溶剂气为 500 L·h
- 1

,

脱溶剂气温度 300 ℃, 锥孔气为 50 L·h - 1 ,源温为

110 ℃,毛细管电压3 000 V,锥孔电压 50 V,微通道

板电压为2 500 V,每 0. 4 s 采集 1 次谱图;准确质量

测定采用亮氨酸-脑啡肽( leucine – enkephalin, m/z

556. 277 1) 溶液为锁定质量溶液。质量扫描范围

m/z 100 ～1 000。
表 1 梯度洗脱程序

t /min A /% B/ %

Initial 90 10

1 90 10

4 40 60

10 20 80

30 0 100

33 90 10

35 90 10

2.1.2 数据处理 数据采用Waters MarkerLynx 4. 1

软件进行色谱峰识别及峰匹配,并采用主成分分析

法( PCA) 对各组小鼠血浆的代谢物组进行分析。

3 结果及讨论

3.1 血浆代谢物的分析条件优化 本实验中 UPLC

采用 1. 7 μm的色谱柱填料使得在较高的线速度下

依然可以保持良好的分离效率,并考虑到节省分析

时间、提高分析通量及质谱系统对流量的耐受性,采

用 0. 4 mL·min
- 1
的流速, 又可以不经分流将流出

液直接导入质谱系统进行检测。图 1 是典型小鼠血

浆 UPLC-TOF-MS 的基峰离子流色谱图, 简称 BPI

图,在一个分析流程中可以检测到多种不同的体内

内源性代谢物。经过峰识别和匹配,约1 840个峰的

信息被采集用于进一步多变量数据分析以研究 CCl4

肝损伤模型。

图 1 血浆内源性代谢物的 UPLC-TOF-MS 典型 BPI

3.2 CCl4 诱导小鼠肝损伤模型的建立 采用主成

分分析的方法对空白组和 CCl4 肝损伤组小鼠的血

浆代谢物指纹数据进行分析,绘制出反映组间离散

程度的得分图 ( 图 2)。由图上可以看出空白组和
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CCl4 肝损伤组差异性显著,被明显分为 2 类,且不同

剂量的 CCl4 肝损伤组与空白组之间的离散程度不

同,随着 CCl4 剂量的增加肝损伤组与空白组之间的

离散程度逐渐变大。说明腹腔注射 CCl4 后小鼠血

浆代谢物组发生了明显的变化, 且这种变化随着

CCl4 剂量的增加而有增大的趋势;腹腔注射 CCl4 后

小鼠正常生理代谢被干扰, 从血浆代谢物变化的角

度可认为 CCl4 肝损伤模型造模成功。腹腔注射

0. 1% CCl4 大豆油溶液 10, 20 mL·kg
- 1

g均可作为建

立小鼠肝损伤血浆代谢物研究模型的 CCl4 用量,故

通过本实验初步认为采用腹腔注射 0. 1% CCl4 大豆

油溶液 10 mL·kg
- 1
为建立小鼠肝损伤血浆代谢物

研究模型的 CCl4 用量,这也说明了参考文献所提供

的小鼠肝损伤模型 CCl4 造模用量的正确性
[ 5 ]
。

△ . 空白组 ; □ . CCl4 低剂量组 ; ◇ . CCl4 高剂量组

图 2 基于血浆代谢组学的 PCA 得分
 

3.3 CCl4 诱导小鼠肝损伤模型生物标记物的确定

 图 3 是标示内源性代谢物离子对离散趋势贡献程

度的载荷图,其阐明了离子对分类的贡献程度,其中

对分类贡献最大的离子,可被认为是 CCl4 对小鼠机

体生理内源性代谢产生扰动的生物标记物,兼顾在

不同剂量 CCl4 破坏下小鼠血浆代谢产物含量变化

不同,结合以上两点,找到了 10 个具有显著分类意

义的生物标记物,并跟踪了其在各组的变化轨迹。

图 3 基于血浆代谢组学的载荷
 

对于以上 10 个物质进行进一步的鉴定,根据保

留时间和荷质比,在总离子流图中找到其对应的峰,

再根据相应 m/z值得到测定误差范围内相应化合物

的元素组成和不饱和度,通过分子式或相对分子质

量检索化合物数据库,得到可能的化合物结构,再结

合 MS数据筛选出最有可能的一种或几种化合物。

其中 m/z 495( tR = 8. 29 min) , 519( tR = 7. 88 min) ,

523( tR =9. 38 min) 的 3 个生物标记物在正离子模式

下的 MS图谱中有 m/z 184 和 m/z 104 的特征离子

碎 片 ( 图 4 ) , 具 有 溶 血 磷 脂 酰 胆 碱

( lysophosphatidylcholine) 的断裂特征 [ 6-8] , 分别鉴定

为 16∶0, 18∶2 和 18∶0 溶血磷脂酰胆碱。其他生物

标记物的信息见表 2。

图 4 生物标记物 m/z495( tR = 8.29 min) ,

519( tR = 7. 88 min) ,523( tR = 9.38 min) 质谱

表 2 小鼠血浆中特异性生物标记物信息

保留时间 [ M + H] + /z 元素组成

19. 951 1 756. 535 6 C52H70NO3

20. 002 0 778. 431 8 C48H60NO8

23. 253 4 806. 415 0 C19H56N19O16

18. 091 5 804. 350 9 C47H46N7O6

22. 746 1 784. 470 4 C51H58N7O

18. 946 8 780. 447 4 C48H62NO8

8. 476 7 517. 165 0 C33H25O6

4 结论

本研究基于代谢组学的方法,从整体动物代谢

物变化的角度研究小鼠血浆代谢物的 CCl4 肝损伤

模型。不同与以往的疾病模型从疾病本身所表现的

现象中去选择指标, 代谢组学可以全面的表现疾病

对机体整体的影响, 所选择的指标能全面地反映机

体疾病的状态。通过采用 UPLC-TOF-MS联用技术

结合主成分分析的方法, 正常小鼠和肝损伤小鼠的

血浆代谢产物在 PCA图中得到了清晰地区分,同时

CCl4 剂量的高低对肝脏损伤程度的差异也得以体

现,并最终确立了 10 个具有显著分类意义的生物标

记物( 图 5) 。本实验成功应用血浆代谢组学的方法

建立 CCl4 肝损伤模型,初步确定了小鼠肝损伤血浆
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图 5 小鼠血浆中特异性生物标记物的变化趋势

代谢物研究模型的 CCl4 用量,为从内源性生化小分

子新陈代谢的角度研究保肝药物提供了思路, 并为

进一步研究中药的保肝作用提供了方法。
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