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基于 1H-NMR 代谢组学技术寻找 CCl4致大鼠急性肝损伤的代谢标志物 
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摘  要：目的  采用核磁（1H-NMR）代谢组学技术初步探讨四氯化碳（CCl4）致大鼠急性肝损伤后血清代谢物变化规律。

方法  SD 大鼠随机分为空白、模型两组，模型组 ip 40% CCl4植物油溶液造成急性肝损伤模型，空白组注射等体积的植物油，

造模 24 h 后股动脉取血，常规肝脏病理切片，取血前 12 h 禁食不禁水。比色法测定血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）含量，

600 MHz NMR 波谱仪分析血清中小分子代谢物代谢轮廓，并对数据进行多元统计分析。结果  模型组中 ALT 的含量显著升

高，肝脏病理切片显示模型组大鼠的肝组织内形成很多空泡，肝细胞变大，坏死严重，有出血和大量中性粒细胞浸润；血清
1H-NMR 代谢图谱中共鉴定了 20 个代谢物，并确认了 6 个与 CCl4致肝损伤相关的标志物。结论  常规血生化指标和肝病理

切片结果与代谢组学的多元统计分析结果相一致，且代谢组学可发现引起肝损伤的代谢标志物。 
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Searching for biomarkers of CCl4-induced acute liver injury in rats  
based on 1H-NMR metabonomic approach 
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Abstract: Objective  The nuclear magnetic resonance (1H-NMR) metabonomic technique is applied to study the change of serum 
metabolites in Sprague Dawley rats with CCl4-induced acute liver injury. Methods  The rats were randomly divided into control and 
model groups. The rats in the model group were ip injected with 40% CCl4 solution of corn oil, while the rats in the control group were 
injected with the same amount of corn oil. The blood samples were collected from femoral artery after 24 h of CCl4 treatment. The 
liver tissues were immediately removed and used for histopathological examination. The alanine aminotransferase (ALT) was 
determined using commercially available assay kits. The 600 MHz NMR spectrometer was used to analyze the metabolic profile of the 
small molecule metabolites in serum, and multivariate statistical analysis of the data was also conducted. Results  The content of ALT 
in the model group was significantly increased. Histopathology of liver showed that there were many vacuoles and a large number of 
neutrophils infiltrating in the liver tissue of model group. The hepatic cells were necrotic and severely bleeding. Twenty metabolites 
were confirmed by NMR spectra, and six markers were affirmed to have associations with CCl4-induced liver injury. Conclusion  The 
results concluded by the multivariate statistical analysis of metabonomics are consistent with the conventional biochemical indicators 
and histopathology of liver. Furthermore, metabonomics could find markers which cause liver injury. 
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肝脏是人体中重要的解毒器官，是许多药物、

外源性化学物质、氧化性毒物的重要靶点。目前，

国内外所应用的急性肝损伤动物模型主要是生物

性、免疫性、化学性等方法。化学方法中四氯化碳 
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（CCl4）、酒精及 D-氨基半乳糖胺（D-GLaN）是许

多国内外学者倡导的肝损伤动物模型的诱导剂。而

应用 CCl4 化学性肝损伤动物模型条件要求较低，技

术易于掌握，可靠性强，重复性好。基于以上原因，

本试验研究采用技术比较成熟的 CCl4 急性肝损伤

动物模型。CCl4 致肝损伤的机制研究主要是 CCl4

进入机体后，经肝脏细胞色素 P450 代谢，生成三

氯甲基自由基（•CCl3）和三氯甲基过氧自由基    
（•OOCCl3），这两种自由基引起肝细胞的各种变化

导致肝损伤，导致线粒体及内质网等细胞器功能紊

乱和膜脂质过氧化等严重的机体损伤反应[1]。现阶

段主要通过试剂盒测定血清和肝脏中丙氨酸氨基转

移酶（ALT）、门冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙二

醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽

（GSH）及细胞色素 P450 等含量的变化来推测肝损

伤的可能发生过程，但这样的方法存在备样方法繁

琐、重复性差等局限性。而代谢组学的方法已经被

应用到了肝损伤中酶代谢标志物的鉴定当中了。 
代谢组学作为系统生物学中的一个重要分支，

它主要研究的是生物体液或组织中生物小分子在受

到药物、环境、刺激干扰后的代谢变化[2]，具有客

观性、整体性。近年来依托高技术设备的发展，代

谢组学发展迅速，已建立的技术平台有高分辨核磁

共振（NMR）、气相色谱-质谱联用（GC-MS）、液

相色谱-质谱联用（LC-MS）等[3]。NMR 技术是最

早用于代谢组学的分析方法，具有分辨率高、不破

坏样品结构和性质且能对样品实现非选择性分析等

优点[4]，目前仍然是代谢组学研究的有力工具。本

文采用 1H-NMR 代谢组学技术分析 CCl4 干扰后大

鼠血清中代谢物的变化，初步寻找 CCl4 致肝损伤的

代谢标志物，以期为肝损伤机制研究提供更多的方

法依据。 
1  材料和方法 
1.1  仪器和试剂 

HH—2 数显恒温水浴锅（江苏金坛市金城国胜

实验仪器厂），UV7501 紫外-可见分光光度计（无

锡科达仪器厂）；Bruker 600-MHz Avance Ⅲ核磁仪

（德国 Brooke 公司）。CCl4（分析纯，天津市登峰化

学试剂厂，批号 20110307）；金龙鱼食用调和油（益

海嘉里食品营销有限公司）；ALT 试剂盒（南京建

成生物工程研究所，批号：20120603）；D2O（美国

默克试剂公司，批号 EB1655）。 
1.2  动物及分组与造模 

12 只成年雄性健康 SD 大鼠，清洁级，体质量

（200±20）g，北京维通利华实验动物技术有限公司

生产，动物许可证号 SCXK（京）2006-0008。在（22～
23）℃、（46±1）%湿度条件下适应 1 周，试验前

动物自由进食，维持 12 h 光照/12 h 黑暗的昼夜节

律。将大鼠随机分为空白组和模型组，每组各 6 只。 
模型组大鼠一次性 ip  40% CCl4 2 mL/kg（取

CCl4 溶液 40 mL，用食用油稀释至 100 mL 即得），

造成大鼠的急性肝损伤模型，空白组大鼠 ip 等体积

的植物油。造模 24 h 股动脉取血于 10 mL Eppendorf
（EP）管内，静置 30 min，3 000 r/min 离心 10 min，
取上清液得血清，分装成每管 400 μL，一部分按照

试剂盒方法测定 ALT 含量，一部分−80 ℃保存待

NMR 分析。取血完毕后迅速取肝中叶固定于 10%
甲醛溶液中，常规石蜡包埋、切片，苏木精-伊红染

色剂（HE）染色，光学显微镜观察。所有大鼠在取

血前 12 h 均禁食不禁水。 
1.3  NMR 代谢组学分析[5] 

冰水混合溶液解冻血清样品，取血清 250 μL 于

EP 管中，加入 350 μL D2O，4 ℃，13 000 r/min 离

心 20 min，取上清液 500 μL 于内径 5 mm 的核磁管

中。对上述血清样品进行 Carr-Purcell-Meiboom- Gill
（CPMG）脉冲序列，CPMG 序列可以压制水峰和大

分子物质的信号，从而检测血清中的小分子代谢物。

具体参数设置如下：自旋弛豫延迟为 320 ms，自由

感应衰减为 64 k 数据点，谱宽为 8 000 Hz，扫描次

数为 64 次。 
1.4  NMR 图谱数据处理[6] 

采用 MestReNova 核磁图谱的专业处理软件

（version 6.1.1，Mestrelab Research，Santiago de 
Compostella，Spain）对所有 NMR 图谱进行傅里叶

转换并进行相位、基线调整。在 CPMG 图谱中，以

肌酐的化学位移 δ 3.04 为标准对谱图进行化学位移

的校正。然后以 δ 0.04 为单位，对 δ 0.4～6.0 区域

的谱图进行等宽度分割，同时将 δ 4.5～6.0 区域的

谱峰强度设置为零，以消除残留的水峰及尿素峰对

分析结果的影响。然后对所得图谱进行分段积分，

即得到与化学位移值段相对应的积分值，将数据保

存在 Excel 文档。采用面积归一化法，将数据归一

化处理，使数据集中在 0～1，用于多变量统计分析。 
1.5  统计学分析 

运用 SIMCA-P 11.0 软件将积分数据进行中心

化和规格化后进行模式识别分析。模式识别包括无
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监督模式识别和有监督模式识别。首先进行无监督

的主成分分析（Principal Component Analysis，
PCA），PCA 主要应用于观察实验模型中的组间分

离趋势以及是否有异常点的出现。为了找到与 CCl4

急性肝损伤模型相关的潜在生物标志物，进行有监

督模式识别分析，即在样品分类的基础上进行模式

识别，使各类样品间达到最大的分离，并利用建立

的模型对未知的样本进行预测。首先进行偏最小二

乘法判别分析（partial least squares-discriminate 
analysis，PLS-DA），然后进行正交偏最小方差判别

分析（orthogonal partial least-squares discriminant 
analysis，OPLS-DA），消除结构噪声，使空白对照

组和模型组的差别达到最大，以便寻找到与 CCl4

急性肝损伤模型相关的具有生物学意义的血清代谢

物。以主成分矢量为坐标轴作图（二维，scores 图），

可以反映类别间的差异。最后，运用 OPLS-DA 数

据的主成分 loading 图结合 VIP 值（VIP＞1 的代谢

物是感兴趣的部分）寻找潜在的生物标志物。 
实验数据以 ±x s 表示。运用 SPSS11.5 软件，采

用独立样本 t 检验进行统计分析。运用 OriginLab8.0
软件绘制统计图。 
2  结果 
2.1  生化指标结果 

由试剂盒测试大鼠血清中 ALT 的含量，结果见

图 1，模型组中 ALT 含量明显升高，与空白组比较

差异有显著性（P＜0.001），模型组是空白组的 43.6
倍，说明造模成功。 

 
与空白组比较：***P＜0.01 
***P< 0.001 vs control group 

图 1  CCl4致急性肝损伤大鼠的血清中 ALT 水平( ±x s ) 
Fig. 1  ALT level in serum of rats with CCl4-induced acute 

liver injury ( ±x s ) 

2.2  急性肝损伤模型大鼠肝脏病理组织学的变化 
采用 HE 染色观察 CCl4诱导的急性肝损伤大鼠

肝脏病理的动态变化，由肝病理切片图（图 2）可以

看出，空白组大鼠肝脏无明显异常，模型组大鼠在

CCl4处理后，肝小叶中心细胞坏死，形成很多空泡，

Kupffer 细胞增殖，有出血和大量中性粒细胞浸润。 

  
A-空白组，B-模型组 
A-control group; B-model group 

图 2  CCl4诱导急性肝损伤大鼠的肝组织病理切片图 
Fig. 2  Histopathological slices of liver tissue of rats 

with CCl4-induced acute liver injury 

2.3  NMR 代谢组学分析结果 
2.3.1  核磁图谱中代谢物的指认  空白组、模型组

大鼠血清中小分子代谢物的 CPMG 谱见图 3。根据

参考文献 [7-10]鉴定了其中 20 个化合物特征结构   
片断。 
2.3.2  代谢组学分析及潜在代谢标志物的寻找  将
归一化后的数据导入 SIMCA-P 多元统计软件，分

别进行 PCA、PLS-DA、OPLS-DA 分析，寻找合适

的分析模型，结果见图 4，由 PCA 得分图可知，空

白组和模型组已有分开的趋势，空白组组内比较分

散，可能是由正常大鼠个体差异导致；由 PLS-DA
得分图可见，空白组与模型组沿 t[1]轴显著分开；

由 OPLS-DA 得分图可见，空白组与模型组的差异

沿 t[1]已达到最大化。由以上分析可见，空白组和

模型组的血清代谢轮廓存在明显差异，表明 CCl4

造模后大鼠血清中的代谢物发生了明显的变化，

CCl4 造成大鼠体内代谢的紊乱，说明造模成功，与

生化和肝切片的结果一致；且模型组样本相对集中，

表明模型组代谢轮廓较一致。 
由在 OPLS-DA 的载荷图（图 5）中，离原点较

远的那些点（血清代谢物的化学位移）对模型和空

白组的分离具较大的贡献。可看出，97（δ 1.34～
1.30）、100（δ 1.22～1.18）、14（δ 4.66～4.62）、28
（δ 4.10～4.06）等区间段内差异较大。 

同时结合单变量的统计学分析方法，对小分子

代谢物的主成分分析得到的 loading 图中离原点较

远的那些代谢物在空白组和模型组中的峰面积进行

独立样本 t 检验，计算 P 值。只有 P＜0.05 的代谢

物为具有统计学意义的潜在生物标志物，其统计结

果见表 1。结果显示，与空白组大鼠比较，CCl4急 

800 

600 

400 

200 

0 A
LT

活
力

/(I
U

·L
−1

) 

      空白            模型 



  Drug Evaluation Research  第 37 卷 第 1 期  2014 年 2 月 - 14 - 

 

1-脂类（δ 0.88）；2-亮氨酸/异亮氨酸（δ 0.95，0.97）；3-缬氨酸（δ 1.01，1.04）；4- 3-羟基丁酸（δ 1.21）5-乳酸盐（δ 1.33，4.09）；6-丙氨酸

（δ 1.48）；7-醋酸盐（δ 1.92）；8- N-乙酰基糖蛋白（δ 2.04）；9- O-乙酰基糖蛋白（δ 2.14）；10-乙酰乙酸盐（δ 2.24）；11-丙酮酸盐（δ 2.38）；12-
谷氨酰胺（δ 2.41）；13-肌酐/肌酸（δ 3.04）；14-氧化三甲胺（δ 3.25）；15-葡萄糖（δ 3.37～4.00）；16- β-葡萄糖（δ 4.65）；17- α-葡萄糖（δ 5.24）；
18-酪氨酸（δ 6.85，7.18）；19-色氨酸（δ 7.72，7.84）；20-甲酸（δ 8.46） 
1- lipids; 2- leucine/isoleucine; 3- valine; 4- 3-hydroxylbutyrate; 5- lactate; 6- alanine; 7- acetate; 8- N-acetyl glycoprotein; 9- O-acetyl glycoprotein;  
10- acetoacetate; 11- pyruvate; 12- glutamine; 13- creatine; 14- trimethylamine oxide (TMAO); 15- glucose; 16- β-glucose; 17- α-glucose; 18- tyrosine; 
19- tryptophan; 20- formate 

图 3  代谢物化学位移 
Fig. 3  Chemical shift of metabolites 

 
图 4  A-NMR 血清 PCA 得分图，B-NMR 血清 PLS-DA 得分图，C-NMR 血清 OPLS-DA 得分图 

Fig. 4  PCA scores plot (A), PLS-DA scores plot (B), and OPLS-DA scores plot (C) of NMR serum 
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图 5  OPLS-DA 载荷图 

Fig. 5  Loading plot by OPLS-DA analysis 

性肝损伤大鼠血清中 7 个代谢物有显著性差异，其

中，脂类（δ 0.88）（P＜0.05）、丙酮酸（δ 2.38）（P＜
0.05）、β-葡萄糖（δ 4.65）（P＜0.05）、α-葡萄糖

（δ 5.24）含量显著降低（P＜0.01），而乳酸（δ 4.09）、
肌酐（δ 3.04）、丙氨酸（δ 1.48）含量则显著上升

（P＜0.01）。 
3  讨论 

目前，已有用 GC-MS、LC-MS、1H-NMR 研究

CCl4 肝损伤模型的报道，黄欣等[11]运用 GC-MS 代

谢组学方法研究了 CCl4 致小鼠急性肝损伤血浆及

肝脏代谢物的变化，发现 CCl4 致肝损伤与能量代

谢、氨基酸代谢和脂类代谢有关；陈汀等[12]建立了 

表 1  正常对照组与模型组的差异代谢物 ( , 6x s n± = ) 
Table 1  Different metabolites of normal control and model groups ( , 6x s n± = ) 

峰面积 
化合物 化学位移 (δ) 变化趋势 

空白组 CCl4模型组 

α-葡萄糖 5.24 − 8.26×10−3±3.34×10−3 2.69×10−3±1.61×10−3** 

β-葡萄糖 4.65 − 3.80×10−3±2.63×10−3 6.76×10−4±5.07×10−4* 

乳酸 4.09 + 3.22×10−2±1.04×10−2 1.10×10−1±1.70×10−2*** 

肌酐/肌酸 3.04 + 3.32×10−3±2.85×10−4 8.22×10−3±1.75×10−3*** 

丙酮酸 2.38 − 3.66×10−3±1.44 1.95×10−3±8.55×10−4* 

丙氨酸 1.48 + 5.44×10−3±2.62×10−3 1.05×10−2±2.04×10−3** 

脂类 0.88 − 3.19×10−2±1.07×10−2 1.75×10−2±2.78×10−3* 

与空白组比较: * P＜0.05，** P＜0.01，*** P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs blank group 

UPLC-TOF-MS 代谢组学技术研究不同剂量 CCl4诱

导小鼠肝损伤血浆代谢物，找到 10 个有特征性的内

源性生物标志物；但是由于 LC-MS 为软电离，对

于不同的物质需要不同的电离强度，因此无法建立

一个标准的数据库，而 GC-MS 方法虽然有可供参

考、比较的标准谱图库（NIST）可以避免这个问题，

但缺点是样品前处理比较繁杂[13]。因 NMR 代谢组

学技术备样简单，指认也比较方便，所以应用起来

比较方便。Zira 等[14]曾运用 1H-NMR 代谢组学方法

研究了 CCl4 致大鼠急性肝损伤与再生的发生机制，

提出了 CCl4 致大鼠急性肝损伤与再生不仅与能量

代谢、氨基酸代谢和脂类代谢有关外，还与转甲基

作用有关。本文也应用 1H-NMR 代谢组学方法研究

了高剂量 CCl4 致大鼠急性肝损伤模型，并利用

OPLS-DA 法判别血清中代谢物谱的模式变化规律，

共指认了 20 个血清代谢物，并确认了 6 个与 CCl4
致肝损伤相关的标志物（脂类、葡萄糖、丙酮酸、

乳酸、肌酐、丙氨酸）。 
本文结果表明，用 CCl4 诱导大鼠急性肝损伤

后，大鼠血清中的脂类、葡萄糖、丙酮酸等含量降

低，而乳酸、肌酐、丙氨酸等含量上升。其中，血

清中葡萄糖含量降低，乳酸盐含量升高说明机体糖

无氧代谢（即糖酵解）加强，这与 Kuwahata 等[15]

报道的“肝细胞损伤后，糖代谢的改变和血胰岛素

的增多使得血液中糖的含量降低”一致；丙酮酸是

三羧酸循环的源头，其含量降低说明三羧酸循环加

快，这些与黄欣等[11]报道一致；ATP-磷酸肌酸系统

是细胞能量转换的关键，CCl4 干扰后肌酐含量上

升，说明 CCl4 影响了能量代谢，这也与黄欣等[11]

报道的一致；肝脏作为氨基酸代谢的中心，任何肝

损伤都可能干扰氨基酸的代谢，比如丙氨酸，在受

到 CCl4 侵扰后含量升高，黄欣等[11]认为血液中游离

氨基酸含量升高，可能是由于机体 CCl4 中毒后影响

了蛋白质的合成；Zira 等[14]则认为氨基酸含量的升
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高可能是由于肌蛋白水解，也可能是肝组织坏死。

另外，本文还发现血清中脂类含量降低，这可能也

与 CCl4 致肝损伤有关，抑制了脂类物质经肝脏进入

血清的过程；而 Zira 等[14]则认为血浆中脂类含量降

低与腹腔注射 CCl4 后降低了血液中的三酰甘油和

脂肪蓄积有关。 
由于，NMR 代谢组学方法只能检测到血清中

的小部分内源性小分子代谢物，对代谢物的全面检

测也还有待于 GC-MS、LC-MC 等多种方法的综合

分析，以便更全面、更系统地解释体内变化过程。 
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