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基于细胞代谢组学的商陆皂苷甲诱导HKC细胞损伤的机制研究

张 丛，刘传鑫，王铭爽，何 涛，王文鑫，张 丹，崔曦兮，袁付丽，黄建梅*

北京中医药大学 中药学院，北京 100029

摘 要： 目的 基于细胞代谢组学技术，考察商陆皂苷甲（EsA）诱导人肾小管上皮HKC细胞损伤前后对细胞代谢产物的

影响，寻找潜在的生物标志物。方法 MTT法检测EsA 0（对照组）、0.125、0.250、0.500、0.750、1.000 mmol/L对HKC细

胞活力的影响；试剂盒法检测EsA 0（对照组）、0.25、0.75 mmol/L对HKC细胞上清LDH含量的影响，明确EsA肾细胞毒

性；利用UPLC-Q/TOF-MS分析技术，将EsA 0（对照组）、0.25、0.75 mmol/L作用 24 h的HKC细胞进行代谢组学分析，采

用Progenesis QI软件进行数据处理，将得到的数据导入SIMCA-P12.0 software进行多元统计分析，利用主成分分析（PCA）

剔除离群值，进行正交偏最小二乘分析（OPLS-DA）得到变量权重值（VIP），选取VIP＞1的差异代谢物，进行检验，获

得具有统计学意义的生物标志物。通过HMDB、KEGG、METLIN等代谢物数据库对生物标记物进行鉴定，利用MetPA平

台对进行代谢通路分析。结果 与对照组比较，EsA在大于 0.25 mmol/L时对HKC细胞活力有显著的抑制作用（P＜0.05、

0.01）；细胞上清液中LDH含量显著上升（P＜0.05）。通过代谢组学技术和相关数据库分析筛选出了 15个生物标志物，主

要涉及甘油磷脂代谢、嘧啶代谢、鞘脂代谢、氨基酸代谢和能量代谢途径。结论 EsA可诱导肾细胞损伤，可能与氧化应激

损伤，氨基酸代谢失调，能量代谢异常以及脂质代谢紊乱相关。
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Abstract: Objective To investigate the effects of Esculentoside A (EsA) on cellular metabolites before and after injury of human

renal tubular epithelial HKC cells, and to find potential biomarkers based on cell metabolomics techniques.Methods MTT method

was used to detect the effect of ESA 0 (control group), 0.125, 0.250, 0.500, 0.750 and 1.000 mmol/L on the activity of HKC cells;

Kit method was used to detect the effect of ESA 0 (control group), 0.25 and 0.75 mmol/L on the content of LDH in the supernatant

of HKC cells, so as to determine the nephrotoxicity of EsA; By using UPLC-Q/TOF-MS analysis technology, the HKC cells treated

with EsA 0 (control group), 0.25 and 0.75 mmol/L for 24 hours were analyzed by metabonomics. The data were processed by

Progenesis QI software and imported into SIMCA-P12.0 Software carries on multivariate statistical analysis, uses PCA to eliminate

outliers, carries on OPLS-DA to obtain variable weight value (VIP), selects VIP > 1 differential metabolite, carries on the test,

obtains the biomarker with statistical significance. Biomarkers were identified by HMDB, KEGG, metlin and other metabolite

databases, and metabolic pathways were analyzed by metpa platform. Results After stimulation with EsA, HKC cells showed a

decrease in cell viability (P < 0.05) and up-regulation of LDH in cell supernatant (P < 0.05), 15 biomarkers were screened by

metabolomics technology and related database analysis, mainly related to glycerophospholipid metabolism, pyrimidine metabolism,

sphingolipid metabolism, amino acid metabolism and energy metabolism pathway.Conclusion EsA can induce renal cell injury, may be

associated with oxidative stress damage, amino acid metabolism disorders, abnormal energy metabolism, and lipid metabolism disorders.
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中药作为一种天然且宝贵的资源，具有来源广

泛，价格低廉以及疗效良好等特点，然而，近年来，

随着中药的广泛应用，国内外关于中药引起不良反

应的报道逐渐增多，中药的安全问题受到了社会的

广泛关注，中药毒性成为制约中药现代化发展的重

要因素［1-2］。商陆为商陆科植物商陆 Phytolacca

acinosa Roxb. 或垂序商陆 Phytolacca americana L.

的干燥根［3］，始载于《神农本草经》，是收藏在历届药

典中的传统中药，具有消肿散结、止咳平喘等功

效［4］。商陆皂苷甲（EsA）是从传统中药商陆中提取

的一种三萜皂苷类化合物，是商陆主要的活性成

分。已有大量文献证实中药商陆在使用中具有一

定的不良反应，其中肾毒性尤为严重［5-6］，周倩等［7］研

究发现，EsA可致肾细胞毒性。然而，关于EsA致肾

毒性研究尚不全面，仍有待进一步的深入研究。

中药肾毒性监测缺乏安全、高效的技术体系，

亟需新兴技术的引入，此外毒理机制研究也需要多

学科的交叉融合。代谢组学是组学技术的重要分

支［8］，是通过考察生物体受到外界扰动前后代谢产

物的变化情况来反应生物体内代谢情况的一种技

术［9］。细胞代谢组学主要着眼于细胞内、外复杂的

代谢产物变化情况［10］，已应用于毒理学［11］、药效评

价［12］等多个领域，其基于内源性代谢物的整体研究

策略，与中药“多组分、多靶点、整体调节”的作用特

点相吻合，且在毒性标志物发现及毒性评价方面具

有独到优势。

基于上述研究现状，本实验利用细胞代谢组学

技术，筛选出肾毒性相关的生物标志物，并进行通

路分析，找寻与肾毒性相关的代谢通路。本研究结

果可为后期EsA毒性作用机制研究提供科学依据，

并为其他中药毒性研究提供一定的参考。

1 材料

1.1 细胞

人肾小管上皮细胞系HKC，购于北京协和细胞

中心。

1.2 药物及主要试剂

商陆皂苷甲标准品（上海源叶生物有限公司，

批号 P09M10S87832，质量分数 99.9%）；PBS 缓冲

液、DMEM/F12培养基（美国Corning公司）；胎牛血

清（四季青公司）；青霉素 -链霉素抗体、0.25% 胰

酶（美国Gibco公司）；乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；MTT（拜尔迪生物技术公

司）；DMSO（Simga-Aldrich）；甲酸、乙腈（色谱纯，

Themo Fisher 公司）。培养基配置：DMEM/F12+

10%胎牛血清+1%双抗。

1.3 主要仪器

ACQUITY UPLC I-CLASS超高效液相色谱仪、

SYNAPT G2-Si Q-TOF 质谱仪（美国 Waters公司）；

JA2003B电子天平（上海越平科学仪器有限公司）；

高速台式冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）；Milli-

Q Advantage（美国 Millpore 公司）；CO2 细胞培养

箱（美国 Fisher Scientific 公司）；倒置显微镜（日本

Nikon公司）；酶标仪（美国BioTek公司）。

2 方法

2.1 MTT法检测HKC细胞活力

将处于对数生长期的 HKC 细胞经 0.25% 胰酶

消化后制备成细胞悬液，以 1×104/mL的密度接种于

96孔板，每孔 100 µL。孵育 24 h后，分别以 0（对照

组）、0.125、0.250、0.500、0.750、1.000 mmol/L EsA作

用于HKC细胞，每组平行 5孔，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h后，每孔加入 5 mg/mLMTT溶液

20 µL。继续孵育4 h后，吸出每孔中的培养基，每孔

加入 150 µL DMSO溶液，振荡 10 min至完全溶解。

用酶标仪在 490 nm处测定吸光度（A）值。实验重复

3次。计算HKC细胞的存活率。

HKC细胞存活率=A 给药/A 对照

2.2 HKC细胞上清LDH含量测定

将处于对数生长期的 HKC 细胞经 0.25% 胰酶

消化后制备成细胞悬液，以 1×104/mL的密度接种于

96孔板，每孔 100 µL。孵育 24 h后，分别以 0（对照

组）、0.25、0.75 mmol/L EsA 作用于 HKC 细胞 24 h，

每组平行 5孔，实验重复 3次。利用LDH试剂盒检

测细胞上清中LDH的含量。

2.3 细胞代谢组学样品制备

参考文献［13］，取处于对数生长期的HKC细胞接

种于 6孔板中，置 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h

后，分别以 0（对照组）、0.25、0.75 mmol/L EsA 作用

于 HKC细胞，每组设置 8个平行组，作用 24 h后停

止孵育。 6 孔板中的 HKC 细胞用 PBS 漂洗后，

加入―80 ℃甲醇淬灭 2 次，采用反复冻融的方

法 ，使其充分破碎 ，将样品收集到 2 mL EP 管

中，4 ℃，13 000 r/min离心 15 min。取细胞样品上
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清液至新的 2 mL EP管中作为待测样本。所有样本

利用N2吹干，吹干的样品用 200 μL 50%甲醇复溶，

涡旋混匀 1 min，并在 4 ℃，13 000 r/min条件下离心

15 min，取上清液，UPLC-Q/TOF-MS进样分析。

2.4 QC样品的制备

各吸取 10 μL待测细胞样品于离心管中混合，

处理方法和“2.3”项一致，制备成QC样品，平行制备

6份用于方法学考察。

2.5 色谱条件

本实验将细胞样品以 0.3 mL/min 的体积流量

进样，采用 ACQUITY UPLC BEH C18（100 mm×2.1

mm，1.7 μm）色谱柱，选取 0.1%甲酸水（A）-0.1%甲

酸乙腈（B）为流动相；梯度洗脱条件设置为：0～0.5

min 99%A；0.5～2.0 min 99%～50%A；2～10 min

50%～1%A；10～12 min 1%～99%A，柱温 45 ℃，进

样量5 μL。

2.6 质谱条件

本研究采用电喷雾电离源（ESI源），分别在正、

负离子模式下进行质谱检测分析，为确保得到的质

谱信息更全面，将扫描范围设置为：m/z 50～1 000，

毛细管电压：3.5 kV（ESI+），3.0 kV（ESI－），锥孔电压

为 40 V，脱溶剂气体选用氮气，将脱溶剂气体体积

流量设置为 600 L/h（温度 325 ℃），锥孔气体体积流

量设置为50 L/h，碰撞能量为20～40 eV。

2.7 方法学考察

对仪器精密度、方法精密度和样品稳定性进行

考察。仪器精密度为同一QC样品连续进样 6次，分

别计算峰面积和保留时间的 RSD值。方法精密度

为平行制备 6份QC样品，连续进样分析，分别计算

峰面积和保留时间的 RSD值。样品稳定性为同一

QC样品溶液，分别在 0、2、4、8、12 h进样分析，分别

计算峰面积和保留时间的RSD。

仪器精密度试验同一样品连续进样后，在得到

的色谱图中，随机选取 20个色谱峰，计算保留时间

和峰面积的RSD值。结果显示，在正、负离子模式

下保留时间的 RSD 均小于 0.3%，峰面积的 RSD 均

小于8.6%，表明仪器精密度良好。

方法精密度试验平行样品进样后，在得到的色

谱图中，随机选取 20个色谱峰，计算保留时间和峰

面积的RSD值，结果显示在正、负离子模式下保留

时间的 RSD 均小于 0.5%，峰面积的 RSD 均小于

12.0%，表明方法精密度良好。

样品稳定性试验同一样品在不同时间进样后，

在得到的色谱图中，随机选取 20个色谱峰，计算保

留时间和峰面积的 RSD 值，结果显示保留时间的

RSD 均小于 1.0%，峰面积的 RSD 均小于 12.0%，表

明样品稳定性良好。

2.8 数据处理

采用 SPSS 17.0软件对计数资料数据进行数理

统计分析，数据采用 x
̅ ± s表示，组间比较采用单因

素方差分析。

采用 Progenesis QI软件进行数据处理，包括峰

提取、峰对齐、峰匹配和归一化等处理，将得到的数

据 导 入 SIMCA-P12.0 software（Umetrics AB，

Umea，Sweden）进行多元统计分析。利用主成分分

析（PCA）剔除离群值，进行正交偏最小二乘分

析（OPLS-DA）得到变量权重值（VIP），选取VIP＞1

的差异代谢物，进行正态性检验，符合正态分布的

采用 T 检验；不符合正态分布的数据进行 Kruskal-

Wallis非参数检验，以获得具有统计学意义的生物

标志物（P＜0.05）。通过 HMDB（http：//www.hmdb.

ca/）、KEGG （http：//www. genome. jp/kegg/）、

METLIN（https：//metlin.scripps.edu/）等代谢物数据

库对这些生物标记物进行物质鉴定。最后，利用

MetPA（http：//metpa. metabolomics. ca./MetPA/faces/

Home.jsp）平台对所获得的标志物进行代谢通路分

析，以获得 EsA 诱导 HKC 细胞毒性的相关代谢

通路。

3 结果

3.1 MTT法检测EsA对HKC细胞活力的影响

以对照组细胞存活率（100%）为参照，EsA

在大于 0.25 mmol/L 时对 HKC 细胞活力有显著

的抑制作用（P＜0.05、0.01），随着剂量的增加，

细胞存活率逐渐降低，呈现剂量相关性（见表

1），经计算，在 EsA 剂量为 0.6 mmol/L 时，达到

了半数致死剂量。

表1 不同浓度EsA对HKC细胞活力的影响（x
̅
± s，，n=5））

Table 1 Effect of different concentrations of EsA on HKC

cell viability（（x
̅
± s，，n=5））

分组

对照

EsA

浓度/（mmol∙L-1）

—

0.125

0.250

0.500

0.750

1.000

存活率/%

100

93.70±5.02

83.89±2.46*

58.73±3.91*

32.72±4.10**

16.25±4.87**

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group
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3.2 EsA对HKC细胞上清液LDH含量的影响

与对照组比较，0.50、0.75 mmol/L 组的细胞

LDH释放量发生了显著性的提升（P＜0.05、0.01），

而0.25 mmol/L组的变化不明显。见表2。

3.3 代谢组学数据处理

利用 UPLC-Q/TOF-MS 分析技术，将获得的

HKC细胞进行代谢组学分析，为了保证样品的稳定

性和分析结果的可靠性，采用多元统计分析用于

HKC细胞样品代谢组学研究，常用的多元统计分析

有 PCA 和 OPLS-DA。本实验中，正离子和负离子

模式下的 PCA和 OPLS-DA得分图（图 1、2）均显示

了对照组、EsA0.25、0.75 mmol/L 3组之间出现了明显的

成簇聚集。在OPLS-DA模型中R2和Q2用于评价模型的

真实性和预测能力，R2和Q2都小于1且两个参数值接近1

时，表示所建立的模型较好［14］。本实验中建立的OPLS-

DA模型中，R2和Q2均符合要求，如图1、2图示所示，说明

建立的模型稳定可靠，保证了分析结果的准确度。

3.4 差异代谢物的鉴定

在 OPLS-DA 模型基础上，筛选 VIP＞1且具有

显著性差异（P＜0.05）的标志物用于进一步分析。

本实验中，潜在标志物通过 MTELIN，HMDB 等代

谢物数据库进行比对，在正、负离子模式下共鉴定

出 15个差异代谢物（表 3、4）。将鉴定出的差异代谢

物用MetPA平台做热点图（图 3B），由图可见，给药

表2 EsA对HKC细胞中LDH含量的影响（x
̅
± s，，n=5））

Table 2 Effect of EsA on LDH content in HKC cells（（x
̅
±

s，，n=5））

组别

对照

EsA

浓度/（mmol∙L-1）

—

0.25

0.5

0.75

LDH/（U∙L-1）

75.56±5.98

96.97±4.71

120.76±1.40*

140.07±6.42**

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P＜0.05 **P＜0.01 vs control group
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A-0.25、0.75 mmol/L EsA组与对照组的PCA得分图，R2X=0.705，Q2=0.446；B-0.25、0.75 mmol/L EsA组与对照组的OPLS-DA得分图，R2X=

0.938，R2Y=0.998，Q2=0.953；C-0.25 mmol/L EsA与对照组的OPLS-DA得分图，R2X=0.938，R2Y=0.996，Q2=0.918；D-0.75 mmol/L EsA与对照组

的OPLS-DA得分图，R2X=0.946，R2Y=0.999，Q2=0.984

A-PCA scores of of EsA 0.25、0.75 mmol/L group and control group，R2X=0.705，Q2=0.446；B-OPLS-DA scores of EsA 0.25、0.75 mmol/L group

and control group，R2X=0.938，R2Y=0.998，Q2=0.953；C-OPLS-DA of EsA 0.25 mmol/L group and comtrol group score chart，R2X=0.938，R2Y=

0.996，Q2=0.918；D-OPLS-DA score map of EsA 0.75 mmol/L group and comtrol group，R2X=0.946，R2Y=999，Q2=0.984.

图1 正离子模式多元统计分析图

Fig. 1 Multi-statistical analysis of positive ion mode
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表3 正离子模式下差异性标志物

Table 3 Identification results of differential markers in positive ion mode

序

号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

化合物名称

β-D-果糖-6-磷酸

S-甲酰基谷胱甘肽

葡萄糖神经酰胺

L-乙酰肉碱

磷酸硫胺素

PC（15：0）

CE（16：1）

PC（20：3）

LPC（20：4）

LPC（18：1）

保留时

间/min

6.28

2.64

11.09

1.22

9.64

10.71

9.11

11.20

3.25

5.96

化学式

C6H13O9P

C11H17N3O7S

C42H81NO8

C9H17NO4

C12H17N4O4PS

C43H86NO8P

C43H74O2

C44H82NO7P

C28H50NO7P

C26H52NO7P

实测值

（m/z）

261.034 9

353.110 4

728.602 8

204.125 4

327.068 7

740.598 7

640.606 5

732.566 2

526.326 7

522.356 1

理论值

（m/z）

261.037 5

353.113 1

728.604 0

204.123 6

327.068 1

740.595 8

640.603 3

732.561 8

526.329 8

522.356 0

误差/×

10-6

-9.96

-7.62

-1.64

8.82

1.83

3.95

5.02

6.01

-5.89

0.19

VIP值

1.172 7

7.163 1

1.938 8

1.017 8

2.504 3

1.242 9

4.423 5

4.631 2

1.068 3

1.507 2

变化

趋势

↑*

↓*

↑*

↓**

↑*

↑**

↑*

↑*

↑*

↑*

组别

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.25、0.75 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.25 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.75 mmol/L

EsA 0.25、0.75 mmol/L

↑表示与对照组比较水平上升；↓表示与对照组相比水平下降；*P＜0.05 **P＜0.01

↑ Indicates an increase in level compared to control group；↓ indicates a decrease in level compared to control group；*P < 0.05 **P < 0.01
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A-0.25、0.75 mmol/L EsA组与对照组的PCA得分图，R2X=0.645，Q2=0.383；B-0.25、0.75 mmol/L EsA组与对照组的OPLS-DA得分图，R2X=

0.85，R2Y=778，Q2=0.582；C-0.25 mmol/L EsA与对照组的OPLS-DA得分图，R2X=0.815，R2Y=0.737，Q2=0.582；D-0.75 mmol/L EsA与对照组的

OPLS-DA得分图，R2X=0.714，R2Y=0.679，Q2=0.341。

A-PCA scores of of EsA 0.25、0.75 mmol/L group and control group，R2X=0.645，Q2=0.383；B-OPLS-DA scores of EsA 0.25、0.75 mmol/L group

and control group，R2X=0.85，R2Y=0.778，Q2=0.582；C-OPLS-DA of EsA 0.25 mmol/L group and control group score chart，R2X=0.815，R2Y=

0.737，Q2=0.582；D-OPLS-DA score map of EsA 0.75 mmol/L group and control group，R2X=0.714，R2Y=0.679，Q2=0.341.

图2 负离子模式多元统计分析图

Fig. 2 Graph of multivariate statistical analysis of negative ion mode
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组和对照组呈现显著的分离，说明这些差异代谢物

即可能为潜在的生物标志物。

3.5 通路富集分析

为了进一步揭示 EsA诱导的HKC细胞毒性的

差异代谢物之间的关系，将鉴定得到的差异代谢物

导入MetPA做通路富集分析（图 3A、表 5）。根据结

果分析可知，这些差异代谢物主要与甘油磷脂代

谢、氨基酸代谢、嘧啶代谢、鞘脂代谢和能量代谢途

径相关。

4 讨论

溶血磷脂酰胆碱（LPCs）是磷脂中的一类物质，

由分泌型磷脂酶A2水解磷脂失去一分子的脂肪酸

产生，磷脂酰胆碱（PC）类物质为细胞膜的主要成

分，PCs可以水解形成LPCs，当细胞膜状态异常时，

PC类物质的含量发生变化进而影响LPC类物质，会

造成其含量上升［15-17］。因此，当 LPC类物质产生变

化时，会影响细胞膜的性质和功能，同时它也可以

造成血管舒张和诱导细胞凋亡［18］。有研究发现

LPC类物质也会影响血管的内皮功能［19］。同时，张

旭等［20-24］发现，血浆中 LPC类物质的水平变化可能

与药物肾毒性相关，而氧化应激作用是药物引起肾

脏损伤的机制之一，当给予大鼠肾毒性药物时，肾

脏受到损伤，激活体内的活性氧自由基（reactive

oxygen species，ROS）和 活 性 氮 自 由 基（reactive

nitrogen species，RNS），导致体内氧化应激水平发生

变化，机体氧化和抗氧化应激系统失衡，导致肾脏

功能异常。而 PCs 类物质可以清除体内过量 ROS

和 RNS，因此当肾脏出现损伤时，机体可能需要消

耗大量的LPCs类物质来消耗过氧化物以致达到正

常的氧化应激水平，从而使甘油磷脂代谢受到影

表4 负离子模式下差异性标志物

Table 4 Identification results of differential markers in negative ion mode

序号

1

2

3

4

5

化合物名称

2-异丙基苹果酸

5-甲基胞嘧啶

胸苷

PE（18：1）

莽草酸

保留时

间/min

10.34

9.73

10.57

9.17

10.41

化学式

C7H12O5

C5H7N3O

C10H14N2O5

C41H80NO8P

C7H10O5

实测值m/z

157.049 7

106.039 5

223.073 0

744.556 7

155.034 7

理论值m/

z

157.050 1

106.040 5

223.071 9

744.554 3

155.034 4

误差/×

10-6

-2.55

-9.00

4.85

3.28

2.07

VIP值

6.6713

5.5894

4.3368

1.1845

6.8395

变化

趋势

↑**

↑*

↑*

↓*

↑*

比较组别

EsA 0.25、0.75 mmol/L

EsA 0.25、0.75 mmol/L

EsA 0.25、0.75 mmol/L

EsA 0.25 mmol/L

EsA 0.25、0.75 mmol/L

↑表示与对照组相比水平上升；↓表示与对照组相比水平下降；*P＜0.05 **P＜0.01

↑ Indicates an increase in level compared to the control group；↓ indicates a decrease in level compared to the control group；*P < 0.05 **P < 0.01
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1-甘油磷脂代谢；2-硫胺素代谢；3-嘧啶代谢；4-糖基磷脂酰肌醇（GPI）-锚定生物合成；5-鞘脂代谢；6-磷酸戊糖途径；7-缬氨酸、亮氨酸和异亮

氨酸的生物合成；8-果糖和甘露糖代谢；9-苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成；10-糖酵解或糖异生；11-氨基糖和核苷酸糖代谢

1-Phospholipid metabolism；2-Thiamine metabolism；3-Pyrimidine metabolism；4-Glycosylphosphatidylinositol（GPI）-anchor biosynthesis；5-Sphin‐

golipid metabolism；6-Pentose phosphate pathway；7-Valine，leucine and isoleucine biosynthesis；8-Fructose and mannose metabolism；9-Phenylala‐

nine，tyrosine and tryptophan biosynthesis；10-Glycolysis or gluconeogenesis；11-Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

图3 EsA毒性生物标志物进行MetPA分析得到的代谢通路图（A）和给药组和对照组差异代谢物热图（B）

Fig. 3 Schematic diagram of metabolic pathways obtained by MetPA analysis of EsA toxic biomarkers（A）and differential

metabolite heat map between drug-administered group and control group（B）
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响。本研究发现，与对照组比较，LPC（20∶4）、

LPC（18∶1）等多种LPC及PC类物质水平上调，由此

表明，这些物质的变化与EsA诱导的肾毒性存在着

一定的关联。

氨基酸作为蛋白质的基本组成单位，其体内的

代谢形式是十分复杂的，氨基酸的生物合成途径是

体内基本代谢途径之一，因此，维持氨基酸生物合

成的平衡对维持生物体良好的生长状态有着至关

重要的作用。肾脏是氨基酸代谢的重要组织器官

之一，因此，氨基酸代谢对肾病的发生和发展都有

着重要的影响，明确氨基酸代谢的异常变化，有助

于肾脏疾病的诊断和治疗［25］。研究表明［26-27］，肾病

患者血液中氨基酸代谢水平与正常人的差异有统

计学意义。本实验中，代谢物苹果酸作为三羧酸循

环的中间体，为机体提供能量。由于药物的毒性作

用往往伴随能量代谢的异常，因此，氨基酸代谢紊

乱表明，EsA可能干扰了正常的能量摄入与能量消

耗。所以，EsA诱导的肾毒性可能干扰了三羧酸循

环，进而干扰了能量代谢。

核苷酸是一类由嘌呤碱或嘧啶碱基、核糖或脱

氧核糖以及磷酸三种物质组成的化合物［28］。核苷

酸类化合物具有非常重要的生物学功能，它们参与

了机体内大多数的生化反应过程。其中，参与了嘧

啶代谢的胞嘧啶和胸苷，在给予 EsA 刺激后，水平

均显著上调，说明了二者参与了诱导肾功能代谢紊

乱的变化过程。

鞘脂代谢是脂质代谢的重要组成部分，鞘脂是

一类具有高生物活性的化合物，其主要代谢产物有

神经鞘氨醇、神经酰胺和 1-磷酸神经鞘氨醇等，参

与了生物体内众多信号转导过程［29-30］。维持这些代

谢物的平衡对于维持细胞的正常功能具有重要作

用。神经酰胺在酶的作用下生成神经鞘氨醇和鞘

磷脂［31］。神经酰胺作为生成神经鞘氨醇和鞘磷脂

的前体物质，在鞘脂代谢中有着尤为重要的作用。

在本实验中，神经酰胺含量的变化打破了鞘脂代谢

的平衡，它很有可能成为肾细胞毒性生物标志物。

肉碱类物质在能量代谢过程中占有重要的地

位［32］，经代谢组学技术，检测到 L-乙酰肉碱水平显

著下调（P＜0.01），酰基肉碱作为细胞的供能物质，

在细胞代谢过程中发挥重要作用，其可将长链脂肪

酸从胞质转运至线粒体，从而进行 β氧化和三羧酸

循环。肾脏功能异常会导致能量代谢的异常变化，

破坏了细胞内的线粒体功能，提高了脂肪酸的 β氧

化，导致肉碱类物质消耗增加，因此 L-乙酰肉碱水

平降低。

本文发现 EsA诱导的HKC细胞存活率降低以

及细胞LDH含量上升，证实了EsA可诱导肾细胞毒

性；利用UPLC-Q/TOF-MS技术，筛选出EsA诱导肾

细胞毒性相关的 15个生物标志物；对其代谢通路分

析发现，氧化应激反应，氨基酸代谢，能量代谢以及

脂质代谢通路可能是与 EsA 诱导的肾毒性关联更

为密切的通路，为研究药物肾毒性提供了一定的思

路和方法。
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