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摘  要：目的  通过非靶向代谢组学与脂质组学技术，分析急性酒精性肝损伤小鼠血清代谢产物及肝脏脂质分子，筛选酒精

性肝损伤相关差异代谢物并进行通路富集及相关性分析，探究牛樟叶总多糖对急性酒精性肝损伤模型小鼠的肝脏保护作用

机制。方法  以 ig 白酒建立小鼠急性酒精性肝损伤模型，设置对照组、模型组、水飞蓟宾（阳性药，100 mg·kg−1）组及牛

樟叶总多糖低、中、高剂量（100、200、400 mg·kg−1）组；苏木素-伊红（HE）染色检测小鼠肝组织病理变化，试剂盒法检

测血清三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白（LDL）、高密度脂蛋白（HDL）水平，同时采用非靶向代谢组学

分析血清代谢物变化，脂质组学分析肝脏脂质分子变化，并对差异代谢物进行通路富集及相关性分析。结果  牛樟叶总多

糖可显著改善模型小鼠肝组织脂肪变性、气球样变和坏死等病理损伤，且高剂量组与水飞蓟宾组肝组织结构基本恢复正

常；牛樟叶多糖能剂量相关性降低血清 TG、TC、LDL 水平，提升 HDL 含量。血清代谢组学筛选出 14 个差异代谢物，

涉及谷胱甘肽代谢及苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸生物合成等通路；肝脏脂质组学鉴定出 28 种显著调节的脂质分子，关联

甘油磷脂、亚油酸、α-亚麻酸代谢通路。相关性分析发现 L-谷胱甘肽等 3 种血清代谢物与肝脏脂质代谢物关联广泛，溶

血磷脂酰胆碱（LPC）（18∶0）等 4 种脂质是连接肝脏局部损伤与全身代谢应答的关键分子。结论  牛樟叶总多糖对急性

酒精性肝损伤小鼠具有显著的肝脏保护作用，其作用机制与调节脂质代谢通路、改善机体氧化应激状态、调控氨基酸代谢

紊乱密切相关。 
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Abstract: Objective  To investigate the liver protective effect of total polysaccharides from Cinnamomum kanahirae leaves on acute 

alcoholic liver injury in mice by non-targeted metabolomics and lipidomics techniques, and to screen the related differential metabolites 

and construct metabolic pathways. Methods  An acute alcoholic liver injury model in mice was established by intragastric 

administration of alcohol. The mice were divided into the control group, model group, silybin (positive drug, 100 mg·kg−1) group, and 

low-, medium-, and high-dose total polysaccharides from C. kanahirae leaves (100, 200, and 400 mg·kg−1) groups. Hematoxylin-eosin 

(HE) staining was used to detect pathological changes in the liver tissue of mice, and the levels of serum triglycerides (TG), total 
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cholesterol (TC), low-density lipoprotein (LDL), and high-density lipoprotein (HDL) were detected by kit method. Non-targeted 

metabolomics was used to analyze the changes in serum metabolites, and lipidomics was used to analyze the changes in liver lipid 

molecules. Pathway enrichment and correlation analysis were performed on the differential metabolites. Results  Total 

polysaccharides from C. kanahirae leaves could significantly improve the pathological damage of liver tissues such as steatosis, 

ballooning, and necrosis in model mice, and the liver tissue structure in the high-dose group was basically restored to normal, similar 

to the silybin group. The polysaccharides could dose-dependently reduce serum TG, TC, and LDL levels and increase HDL content. 

Metabolomics of serum identified 14 differential metabolites, involving glutathione metabolism, phenylalanine, tyrosine, and 

tryptophan biosynthesis pathways. Lipidomics of liver identified 28 significantly regulated lipid molecules, associated with 

glycerophospholipid, linoleic acid, and α-linolenic acid metabolism pathways. Correlation analysis revealed that three serum 

metabolites, such as L-glutathione, were widely associated with liver lipid metabolites, and four lipids, such as lysophosphatidylcholine 

(LPC) (18 ∶ 0), were key molecules connecting local liver injury and systemic metabolic responses. Conclusion  Total 

polysaccharides from C. kanahirae leaves have a significant liver protective effect on acute alcoholic liver injury in mice, and the 

mechanism is closely related to the regulation of lipid metabolism pathways, improvement of oxidative stress status, and regulation of 

amino acid metabolism disorders. 

Key words: Cinnamomum kanahirae Hayata; total polysaccharides; alcoholic liver injury; metabolomics; lipidomics; lipid 

metabolism; oxidative stress 

 

肝脏作为人体物质与能量代谢的核心器官，同

时也是多种内源性代谢产物合成的重要场所[1]。其

功能的完整性直接关系到人体健康，一旦受损可能

引发严重的健康问题，甚至危及生命。酒精性肝病

（ALD）是由过量饮酒导致的肝脏代谢紊乱性疾病，

其代谢产物可对肝组织造成持续性损伤[2]。由于晚

期 ALD 临床治疗难度大、难以彻底治愈，因此早期

识别与干预急性酒精性肝损伤，成为预防与控制

ALD 疾病进展的关键环节[3]。 

急性酒精性肝损伤是短期内过量饮酒引发的

急性肝脏病变，以氧化应激、炎症反应及代谢紊乱

为主要特征，严重时可导致肝细胞坏死乃至肝功能

衰竭[4]。酒精及其代谢产物通过促进脂质合成、抑

制脂肪酸氧化，导致三酰甘油（TG）在肝细胞内异

常蓄积[5]，同时引起总胆固醇（TC）[6]、低密度脂

蛋白（LDL）水平升高以及高密度脂蛋白（HDL）

水平降低[7]，上述脂质代谢异常共同加剧了肝损伤

的进展进程。目前，ALD 的临床治疗主要依赖化学

药及手术干预，但存在不良反应明显、疾病复发率

较高等突出问题，因此研发天然来源、安全性高且

疗效显著的保肝药物，已成为 ALD 预防与治疗领

域的重要研究方向。 

近年来，中药凭借其多靶点作用特点及较低的

不良反应，在 ALD 的预防与治疗中展现出独特优

势[8]；同时，天然活性物质对酒精性肝损伤的保护

作用日益受到学界关注，为 ALD 的防治研究提供

了新的思路。牛樟 Cinnamomum kanahirae Hayata 作

为台湾特有植物，其叶片富含多糖、多酚、萜类等

多种活性物质，这些成分已被证实具有抗氧化、抗

炎及护肝等生物学活性[9-10]。相关研究表明，牛樟叶

提取物在传统医学与现代医学领域均展现出良好

的肝脏保护潜力[11-12]。然而，现有关于牛樟叶改善

ALD 的药效研究，大多局限于检测丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）等传统生

化指标[13-14]，此类检测虽能从宏观层面反映药物的

干预效果，却难以系统揭示其整体作用机制，尤其

在 ALD 发病关键的脂质代谢紊乱环节存在研究短

板。因此，将 TG、TC、LDL、HDL 等脂质代谢指

标纳入药效评价体系，不仅能够更全面地反映酒精

性肝损伤的代谢特征，还能从脂代谢调节角度深入

剖析药物的作用机制，为阐明牛樟叶保肝作用的多

靶点特性提供科学依据。 

代谢组学技术的快速发展，为 ALD 的分子机

制研究提供了全新路径[15]。其中，血清代谢组学可

系统分析酒精暴露状态下内源性代谢物的动态变

化规律[16]，肝脏脂质组学则有助于明确酒精诱导的

脂质重塑过程及其与肝损伤的内在关联[17]。本研究

通过构建急性酒精性肝损伤小鼠模型，结合非靶向

血清代谢组学与脂质组学技术，系统分析牛樟叶干

预后血清及肝脏中差异代谢物的变化规律，以及其

对相关代谢通路的调控作用，从代谢层面深入阐明

牛樟叶改善 ALD 的作用机制，为牛樟叶的进一步

开发应用及 ALD 的预防治疗提供新的理论依据与

研究方向。 
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1  材料 

1.1  动物 

60 只 SPF 级雄性昆明小鼠，8 周龄，体质量为

（20±2）g，动物许可证号 SCXK（浙）2020-0002，

购于浙江维通利华实验动物技术有限公司；饲养在

SPF 级实验室，适应性饲喂 7 d 后，进行给药、造

模和取材实验。实验动物使用符合广西中医药大学

动物实验标准，经实验动物伦理委员会批准

（KS20250000-266）。 

1.2  药物 

牛樟叶由柳州市天姿园艺有限公司提供，经柳

州市中医医院副主任中药师张洪平鉴定为牛樟 C. 

kanahirae Hayata 的叶子，标本保存于柳州市中医医

院药学部标本室。 

取干燥牛樟叶药材，粉碎后采用热水提取法提

取多糖，料液比 1∶40，共提取 3 次，合并 3 次提取

滤液；向滤液中加入 95%乙醇，至乙醇体积分数为

75%，醇沉 36 h，多糖因醇溶性极差析出形成沉淀，

抽滤后，收集沉淀并干燥，得到牛樟叶多糖粗提物，

于 4 ℃冰箱中保存备用。实验结果显示，8.805 g 牛

樟叶生药可制备得 1 g 上述多糖粗提物；经葡萄糖标

准曲线法测定，该多糖粗提物中总多糖的质量分数

为 8.6 mg·g−1。 

1.3  试剂 

水飞蓟宾（S109808，质量分数≥98%），上海

阿拉丁生化科技公司；体积分数为 53%的白酒（批

号 2024031810），北京红星股份有限公司；0.9%氯

化钠溶液，武汉滨湖双鹤药业有限责任公司；苏木

精、伊红染液、4%多聚甲醛固定液，武汉赛维尔生

物科技有限公司；TG、TC 生化检测试剂盒（批号

A110-1-1、A111-1-1），南京建成生物工程研究所；

LDL、HDL 生化检测试剂盒（批号 J24525、J24538），

武汉吉立德生物科技有限公司；甲醇（批号

222124）、甲酸（批号 243922）、乙腈（批号

F25P91216）、异丙醇（批号：A461-212），美国

Thermo Fisher 公司；甲酸铵（批号 70221）、叔丁基

甲基醚（批号 34875），上海 Sigma 公司；L-2-氯苯

丙氨酸（批号 J29IB218395），上海源叶生物科技有

限公司。 

1.4  仪器 

RM2016 病理切片机（上海徕卡仪器有限公

司）；Vanquish 型超高效液相色谱仪和 Orbitrap 

Exploris 120 型高分辨质谱仪（美国赛默飞世尔科技

公司）；十万分之一天平（赛多利斯科学仪器北京有

限公司）；TGL-16M 型离心机（湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司）；KZ-III-F 型组织破碎仪（武汉赛

维尔生物科技有限公司）；KQ5200E 型超声机（深

圳市雷德邦电子有限公司）；RT-2100C 型全波长酶

标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）。 

2  方法 

2.1  分组、造模及给药 

60 只 SPF 级昆明小鼠随机分为对照组、模型

组、水飞蓟宾（阳性药，100 mg·kg−1）组及牛樟叶

总多糖低、中、高剂量（100、200、400 mg·kg−1）

组，每组 10 只。对照组与模型组 ig 等体积蒸馏水，

各给药组 ig相应质量浓度受试药物，连续给药 2周。

末次给药 12 h 后，对照组 ig 等体积 0.9%氯化钠溶

液，其余各组均 ig 体积分数为 53%白酒造模[18]，造

模剂量为 20 mL·kg−1，造模后统一禁食 12 h。急

性酒精性肝损伤模型建立后，采集小鼠眼眶血样，

于 4 ℃、3 000 r·min−1 离心 15 min，分离血清，

−80 ℃冻存备用；无菌摘取小鼠肝脏组织，取部

分肝组织按料液比 1∶9 加入冰磷酸盐缓冲溶液

（PBS），充分匀浆后于 4 ℃、3 000 r·min−1 离心

20 min，取上清液制得肝组织匀浆液，同样置于

−80 ℃冻存备用。 

2.2  苏木素-伊红（HE）染色 

取“2.1”项下肝脏组织样本在 4%多聚甲醛固

定 48 h，石蜡包埋并切片，在不同梯度乙醇浓度下

水化，随后进行 HE 染色，通过标准光学显微镜观

察肝组织病理学变化。 

2.3  生化指标测定 

取“2.1”项下血清样本，按照生化指标试剂盒说

明，检测小鼠血清中 TG、TC、LDL 和 HDL 水平。 

2.4  代谢组学分析 

2.4.1  内标溶液的配制  精密称取 10 mg L-2-氯苯

丙氨酸（内标），以 50%甲醇水为溶剂定容至 10 mL，

配制成质量浓度为 1.0 mg·mL−1 的内标储备溶液。

临用时，以 50%甲醇水稀释至 10 μg·mL−1。 

2.4.2  血清样品的制备  取 200 μL 血清样本与

800 μL 提取液（甲醇∶乙腈＝1∶1），加入 10 μL 内

标（10 μg·mL−1），混合涡旋 60 s，超声处理 30 min。

将样品在低温离心机中离心（4 ℃、12 000 r·min−1）

5 min，取上清液，真空浓缩 4 h，质谱分析时加入

200 μL 50%甲醇水溶液，涡旋振摇 40 s，超声 10 min。

取上清进样分析。所有样品另取等体积上清混合成
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质控（QC）样品进样检测。 

2.4.3  肝脏组织样品的制备  肝脏组织在液氮的保

护下将其研磨成粉，用分析天平准确称取 100 mg，

加入 240 μL 预冷（−20 ℃）甲醇，涡旋混合，加入

800 μL 叔丁基甲基醚，涡旋混合，低温水浴中超声

20 min，室温静置 30 min，在 10 ℃、14 000×g 离

心 15 min，取上层有机相，氮气吹干，质谱分析时

加入 200 μL 90%异丙醇-乙腈溶液复溶，涡旋振摇

40 s，10 ℃、14 000×g 离心 15 min，取上清进样分析。 

2.4.4  血清样品分析色谱及质谱条件  （1）色谱

条件：采用 ACQUITY UPLC HSS T3（100 mm×

2.1 mm，1.8 μm）色谱柱，柱温 50 ℃，采用 0.1%

甲酸水溶液（A）-0.1%甲酸乙腈溶液（B），梯度洗

脱 0～0.5 min，5% B；0.5～5.5 min，5%→50% B；

5.5～9.0 min，50%→95% B；9.0～10.5 min，95%→

5% B；10.5～12.0 min，5% B；进样量 1 μL；体积

流量 0.4 mL·min−1。 

（2）质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI）进

行正、负离子扫描模式检测；正、负离子模式喷雾

电压分别为 3.5、2.5 kV；离子传输管温度 325 ℃；

辅助气体积流量 10 arb，鞘气体积流量 50 arb；分

辨率设置为 60 000；质谱扫描范围 m/z 67～1 000；

采用高能碰撞解离（HCD）模式，碰撞能量分别为

20%、40%、60%，RF Level 为 40%。 

2.4.5  肝组织样品分析色谱及质谱条件  （1）色谱条

件：采用 ACQUITY TM Premier CSH C18（150 mm×

2.1 mm，1.7 μm）色谱柱，柱温 50 ℃，流动相 A 为

乙腈-水（3∶2），流动相 B 为异丙醇-乙腈（9∶1），

梯度洗脱：0～3.5 min，40%→43% B；3.5～4.0 min，

43%→50% B；4～7 min，50%→60% B；7～13 min，

60%→75% B；13～17 min，75%→99% B；17～19 min，

99% B；19.0～19.5 min，99%→40% B；19.5～24.0 min，

40% B，体积流量 0.3 mL·min−1，进样量 2 μL。 

（2）质谱条件：采用 ESI 离子源进行正离子和负

离子模式检测；正离子模式喷雾电压 2.5 kV，负离子

模式 2.5 kV；离子源温度 325 ℃，辅助气温度 300 ℃，

辅助气体积流量 10 arb，鞘气体积流量 30 arb，S-Lens 

RF：50，扫描范围 m/z 200～1 800，二级碰撞能量

为 30%，隔离窗口 m/z 1.5。 

采用 LipidSearch 软件对 UPLC-Q/TOF-MS 原

始代谢数据进行峰识别、峰对齐、峰提取等预处理

操作；全部后续数据处理基于 R 4.3.1 平台完成，并

借助 ropls 1.28.0 软件包开展多元统计分析，包括主

成分分析（PCA）与正交偏最小二乘判别分析

（OPLS‑DA）。以 OPLS‑DA 模型中变量投影重要性

（VIP）＞1 且 t 检验 P＜0.05 为双重筛选标准，确定

差异代谢物。对筛选所得差异代谢物，先通过京都基

因与基因组百科全书数据库（KEGG）完成通路注释；

按代谢物参与的信号通路或生物学功能分类后，整合

人类代谢组数据库（HMDB）、KEGG 及脂质代谢物

数据库（LIPID MAPS）的注释信息，最终依托 KEGG

数据库完成差异代谢物的代谢通路分析。 

2.5  数据处理与统计分析 

采用 GraphPad Prism 9.5.0 与 SPSS 27.0.1 软件

进行统计学处理，计量数据以 x s 表示，多组间

比较采用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  肝组织病理形态 

结果见图 1。对照组肝细胞排列整齐，结构清

晰，染色均匀。与对照组相比，模型组细胞结构紊

乱同时可见明显的脂肪变性（红色箭头）和肝细胞

水肿（黑色箭头），证实 ALD 模型的成功建立。给

药后各组的组织病理学结果显示，肝细胞排列良好，

肝组织形态结构改善，肝细胞大小发生变化，边界基

本清晰，酒精性肝损伤得到一定程度的缓解。 

3.2  肝损伤生化指标 

在 ALD 模型中，酒精代谢紊乱可破坏肝脏脂

质稳态，导致 TG 在肝细胞内异常蓄积；同时 TC 代

谢失衡进一步引起 LDL 水平升高，促进脂质在肝

内沉积，而 HDL 水平降低则削弱其胆固醇逆向转

运及抗炎功能，上述变化共同加剧肝损伤进程。由

图 2 可知，与对照组相比，模型组小鼠血清 TG、

TC 及 LDL 水平均极显著升高（P＜0.01），HDL 水

平极显著降低（P＜0.01）。与模型组相比，牛樟叶总

多糖各剂量组均可显著降低血清 TG、TC、LDL 含

量（P＜0.05、0.01），并显著提升 HDL 水平（P＜

0.05、0.01）。 

3.3  非靶向血清代谢组学分析 

3.3.1  代谢轮廓分析  采用 PCA 对血清的代谢轮

廓进行分析，在正、负离子模式下，PCA 得分图（图

3、4）显示，在 95%置信区间内 QC 样本明显聚类，

证明该分析系统具有稳定性。对照组、模型组与牛

樟叶总多糖高剂量组之间彼此显著分离，表明各组

代谢轮廓存在显著差异。而牛樟叶总多糖高剂量组

向对照组区域靠近，说明药物干预能有效逆转酒精

性肝损伤所导致的代谢紊乱。 
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图 1  各组小鼠肝组织病理形态 (×100) 

Fig. 1  Histopathological morphology of liver tissues in each group of mice (×100) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group. 

图 2  牛樟叶总多糖对 ALD 模型小鼠血清中 TG、TC、LDL、HDL 的影响 ( ±s, n＝10) 

Fig. 2  Effects of total polysaccharides from leaves of C. kanahirae on TG, TC, LDL and HDL in serum of ALD model mice 

( ±s, n＝10) 

为进一步研究组间差异，采用 OPLS-DA 对小

鼠血清样本进行分析，结果各组内代谢物呈现各自

聚类，而组间分离明显且无重叠。与对照组相比，

模型组小鼠体内发生显著生物学变化。与模型组相

比，牛樟叶总多糖高剂量组小鼠体内也发生显著变

化。通过 200 次置换检验，对 OPLS-DA 模型进行统 
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图 3  正离子模式下的 OPLS-DA 得分图及置换检验图 

Fig. 3  OPLS-DA score plots and permutation test plot in positive ion mode 

 

图 4  负离子模式下的 OPLS-DA 得分图及置换检验图 

Fig. 4  OPLS-DA score plots and permutation test plot in negative ion mode 

计验证，对照组与模型组之间正离子模式下 R2
Y＝

0.994、Q2＝0.974，负离子模式下 R2
Y＝0.997、Q2＝

0.982；模型组与牛樟叶总多糖高剂量组正离子模式

下 R2
Y＝0.993、Q2＝0.976，负离子模式下 R2

Y＝

0.940、Q2＝0.885。其中，R2
Y接近 1、Q2＞0.5 表明

模型具有较高的可靠性和预测性。 

基于 PCA 和 OPLS-DA 评分，对所有代谢物进

行差异分析，并绘制代谢物火山图（图 5）。图中，

代谢物根据其变化趋势以不同颜色标示：红色代表

显著上调，蓝色代表显著下调；位于图上方的代谢

物则表示其差异具有统计学意义。 

3.3.2  血清代谢物的鉴定  在正、负离子模式下，

基于 OPLS-DA 模型，以 VIP＞1 且 P＜0.05 为标

准，对各组进行组间差异代谢物进行筛选，共鉴定

出 14 个可作为潜在的酒精性肝损伤生物标志物的

差异代谢物（表 1）。与对照组相比，模型组上调指 
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图 5  血清代谢物正离子模式和负离子模式下的火山图 

Fig. 5  Volcano plots of positive ion mode and negative ion mode of serum metabolites 

表 1  各组血清差异代谢物分析 

Table 1  Analysis of differential metabolites in serum of each group 

代谢物 分子式 m/z t/min 检出模式 

模型 vs 对照 牛樟叶总多糖高剂量 vs 模型 

FC VIP 变化 FC VIP 变化 

牛磺酸 C2H7NO3S 126.020 9 0.625 正离子 0.61 1.05 ↓ 2.22 1.19 ↑ 

L-谷胱甘肽 C20H32N6O12S2 613.154 6 0.896 正离子 9.45 1.42 ↑ 0.60 1.12 ↓ 

蛋氨酸亚砜 C5H11NO3S 166.051 9 0.814 正离子 0.24 1.11 ↓ 3.03 1.42 ↑ 

皮质醇 C21H30O5 363.213 7 5.625 正离子 15.62 1.35 ↑ 0.07 1.34 ↓ 

胆红素 C33H36N4O6 585.266 4 6.003 正离子 1.26 1.03 ↑ 0.69 1.17 ↓ 

反式-4-羟基-L-脯氨酸 C5H9NO3 132.064 4 0.938 正离子 2.83 1.42 ↑ 0.44 1.37 ↓ 

L-谷氨酸 C5H9NO4 148.059 2 0.627 正离子 0.50 1.28 ↓ 1.53 1.02 ↑ 

鸟氨酸 C5H12N2O2 133.096 0 0.530 正离子 0.40 1.06 ↓ 1.48 1.05 ↑ 

L-吡咯赖氨酸 C5H7NO3 130.048 7 0.905 正离子 1.24 1.06 ↑ 0.78 1.02 ↓ 

L-苯丙氨酸 C9H11NO2 164.072 9 1.562 负离子 1.76 1.58 ↑ 0.36 1.02 ↓ 

L-酪氨酸 C9H11NO3 180.067 9 0.757 负离子 1.19 1.47 ↑ 0.78 1.10 ↓ 

尿苷 C9H12N2O6 243.064 0 0.902 负离子 2.79 1.46 ↑ 0.84 1.11 ↓ 

20-羟基花生四烯酸 C20H32O3 319.230 3 8.185 负离子 1.47 1.27 ↑ 0.86 1.24 ↓ 

花生四烯酸 C20H40O2 303.235 0 9.845 负离子 0.85 1.12 ↓ 1.08 1.29 ↑ 

“↑”-含量上升；“↓”-含量下降。 

“↑”-content increases; “↓”-content decreases.

标为 9 个，下调指标为 5 个；与模型组相比，牛樟

叶总多糖高剂量组上调指标为 5 个，下调指标为 9

个。对差异代谢物进行聚类层次分析并绘制聚类热

图（图 6），从图中可看出，各组代谢物相对含量的

变化趋势，其中粉色表示物质相对含量上调，绿色

表示下调，各组组内聚类理想且牛樟叶总多糖高剂

量组更接近于对照组。 

3.3.3  代谢通路富集分析  采用 MetaboAnalyst 5.0

软件对表 1 中差异代谢物进行代谢通路富集分析与

拓扑分析。以 VIP＞1、P＜0.05 且 FC≥2 或 FC≤

0.5 为条件，筛选具有统计学意义的差异代谢物（图

7）。最终获得 8 条关键代谢通路，其中谷胱甘肽代

谢，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，苯丙

氨酸代谢是影响最强的通路，而精氨酸和脯氨酸代

谢、精氨酸生物合成、卟啉代谢、氮代谢及花生四

烯酸代谢等通路也在牛樟叶总多糖治疗酒精性肝

损伤的过程中发挥重要作用。 

3.4  肝脏组织脂质组学分析 

3.4.1  代谢轮廓分析  采用 PCA 对肝脏脂质的代

谢轮廓进行分析，在正、负离子模式下，肝脏 PCA

评分结果（图 8）显示，在 95%置信区间内 QC 样

本明显聚类，对照组、模型组与牛樟叶总多糖高剂 
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图 6  血清代谢物聚类热图 

Fig. 6  Clustering heatmap of serum metabolites 

 

图 7  血清代谢通路图 

Fig. 7  Metabolic pathway diagram of serum metabolites 

量组 3 组的样本代谢成分呈现分离趋势，尤其是对

照组和模型组发生明显分离，说明酒精造成了小鼠

肝脏代谢物出现差异，但牛樟叶总多糖高剂量组和

对照组的样本更相似，说明牛樟叶总多糖有助于调

节酒精引起的肝脏代谢紊乱使代谢轮廓趋向正常

状态。 

采用 OPLS-DA 模型进一步筛选组间差异。与

对照组相比，模型组分离明显说明两组肝脏代谢物

间存在着明显差异。与模型组相比，牛樟叶总多糖

高剂量组小鼠体内也发生显著变化。对 OPLS-DA

模型进行 200 次置换检（图 9），对照组与模型组之

间正离子模式下 R2
Y＝0.980、Q2＝0.973，负离子模

式下 R2
Y＝0.983、Q2＝0.970；模型组与牛樟叶总多

糖高剂量组正离子模式下 R2
Y＝0.928、Q2＝0.883，负

离子模式下 R2
Y＝0.928、Q2＝0.869。其中，R2

Y接近 1

和 Q2＞0.5 表明模型具有较高的可靠性和预测性。 

基于 PCA 和 OPLS-DA 评分，对检测到的脂质

代谢物进行差异分析，并绘制代谢物火山图（图

10）。图中，代谢物根据其变化趋势以不同颜色标

示：红色代表显著上调，蓝色代表显著下调；位于

图上方的代谢物则表示其差异具有统计学意义。 

3.4.2  脂质代谢物的鉴定  在正、负离子模式下，

基于 OPLS-DA 模型，以 VIP＞1 且 P＜0.05 为标

准，对各组进行组间差异代谢物进行筛选，共得到

28 个差异代谢物（表 2），是潜在的酒精性肝损伤生

物标志物。与对照组相比，模型组上调指标为 10 个，

下调指标为 18 个。与模型组相比，牛樟叶总多糖高

剂量组上调指标为 18 个，下调指标为 10 个。进行

聚类层次分析并绘制聚类热图（图 11）。结果显示，

在不同组间肝脏差异代谢物区别明显，而组内聚类

理想，且牛樟叶总多糖高剂量组更接近于对照组，

说明在牛樟叶总多糖干预后酒精引起的肝脏代谢

异常得到改善。其中，粉色表示物质相对含量上调，

绿色表示下调，各组组内聚类理想且牛樟叶总多糖

高剂量组更接近于对照组。 

3.4.3  代谢通路富集分析  采用 MetaboAnalyst 5.0

软件对表 2 中差异代谢物进行代谢通路富集分析与

拓扑分析。筛选出 5 条与牛樟叶总多糖调节肝脏功 
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图 8  肝脏脂质代谢正离子模式下的 OPLS-DA 得分图及置换检验图 

Fig. 8  OPLS-DA score plots and permutation test plot of liver lipid metabolism in positive ion mode 

 

图 9  肝脏脂质代谢负离子模式下的 OPLS-DA 得分图及置换检验图 

Fig. 9  OPLS-DA score plots and permutation test plot of liver lipid metabolism in negative ion mode 

能密切相关的代谢通路（图 12）。以 P≤0.05 为条

件，进一步筛选得到 3 条关键代谢通路分别为：甘

油磷脂代谢、亚油酸代谢、α-亚麻酸代谢，这些通

路在牛樟叶总多糖调节肝脏功能中发挥重要作用。 

3.5  血清差异代谢物与肝脏差异代谢物的联系 

对 14 种血清差异代谢物（表 1）和 28 种肝脏

差异代谢物（表 2）进行 Spearman 相关性分析，相

关系数矩阵显示为热图（图 13）。结果显示，在这

14 种血清差异代谢物中，L-谷胱甘肽、反式-4-羟

基-L-脯氨酸和 L-谷氨酸是与肝脏代谢物关联最为

广泛的 3 个关键血清代谢物。 

L-谷胱甘肽作为氧化应激的关键标志物，通过

调节细胞的氧化还原平衡和脂质代谢，进而影响磷

脂酰乙醇胺（PE）的组成及其功能[19]；反式-4-羟 
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图 10  脂质代谢物正离子模式和负离子模式下的火山图 

Fig. 10  Volcano plots of positive ion mode and negative ion mode of lipid metabolites 

表 2  各组脂质差异代谢物分析 

Table 2  Analysis of differential metabolites of various lipid groups 

代谢物 m/z t/min 检出模式 
模型 vs 对照 牛樟叶总多糖高剂量 vs 模型 

FC VIP 变化 FC VIP 变化 

PS(40∶5) 860.541 5 7.452 正离子 3.650 6 1.112 ↑ 0.411 1 1.369 ↓ 

PE(42∶8) 816.553 6 12.483 正离子 3.103 4 1.093 ↑ 0.581 8 1.374 ↓ 

PE(40∶6) 814.535 7 11.795 正离子 3.371 5 1.120 ↑ 0.362 1 1.437 ↓ 

PE(40∶4) 818.566 7 14.206 正离子 0.574 2 1.129 ↓ 1.310 0 1.179 ↑ 

PE(38∶6) 786.504 4 10.512 正离子 3.086 6 1.097 ↑ 0.790 0 1.338 ↓ 

PE(38∶4) 768.553 9 12.091 正离子 0.724 1 1.077 ↓ 1.396 2 1.040 ↑ 

PE(36∶4) 762.504 5 10.823 正离子 3.065 2 1.046 ↑ 0.588 3 1.231 ↓ 

PC(44∶5) 892.677 6 13.907 正离子 0.369 4 1.110 ↓ 2.202 8 1.305 ↑ 

PC(42∶8) 858.600 5 10.322 正离子 0.394 7 1.126 ↓ 1.140 2 1.403 ↑ 

PC(42∶10) 854.569 6 8.887 正离子 0.376 5 1.112 ↓ 1.557 4 1.401 ↑ 

PC(40∶8) 830.569 5 9.175 正离子 0.429 3 1.035 ↓ 1.508 3 1.033 ↑ 

PC(40∶7) 832.585 3 10.162 正离子 0.470 3 1.095 ↓ 1.320 8 1.029 ↑ 

PC(40∶10) 826.535 5 8.954 正离子 0.565 8 1.077 ↓ 1.975 3 1.161 ↑ 

PC(35∶4) 768.554 0 12.093 正离子 0.692 8 1.116 ↓ 1.292 5 1.132 ↑ 

PC(34∶5) 752.522 4 10.257 正离子 0.500 3 1.110 ↓ 1.520 8 1.162 ↑ 

PC(34∶4) 754.538 1 9.116 正离子 0.479 3 1.100 ↓ 1.129 5 1.172 ↑ 

PC(34∶1) 760.585 4 11.605 正离子 2.520 6 1.111 ↑ 0.745 2 1.271 ↓ 

LPC(22∶6) 568.339 3 1.491 正离子 0.532 1 1.029 ↓ 2.036 5 1.021 ↑ 

LPC(18∶2) 520.339 7 1.711 正离子 3.870 7 1.105 ↑ 0.819 9 1.354 ↓ 

LPC(18∶1) 522.355 2 0.531 正离子 0.531 2 1.029 ↓ 1.273 8 1.024 ↑ 

LPC(18∶0) 524.370 8 3.350 正离子 0.611 7 1.057 ↓ 1.769 7 1.328 ↑ 

LPC(16∶0) 496.339 3 2.190 正离子 2.582 8 1.062 ↑ 0.473 5 1.161 ↓ 

LPC(14∶0) 468.307 8 1.519 正离子 2.480 1 1.120 ↑ 0.342 1 1.457 ↓ 

PC(36∶4) 766.539 2 12.014 负离子 0.479 0 1.171 ↓ 1.817 5 1.149 ↑ 

PC(34∶2) 802.560 2 10.575 负离子 4.431 9 1.286 ↑ 0.406 9 1.338 ↓ 

PC(38∶4) 854.591 6 11.610 负离子 0.391 1 1.314 ↓ 1.387 3 1.341 ↑ 

PI(38∶4) 885.549 8 10.475 负离子 0.600 6 1.337 ↓ 1.287 4 1.392 ↑ 

LPC(18∶1) 566.346 3 2.266 负离子 0.572 3 1.276 ↓ 1.158 9 1.287 ↑ 

“↑”-含量上升；“↓”-含量下降。 

“↑”-content increases; “↓”-content decreases.
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图 11  脂质代谢物聚类热图 

Fig. 11  Clustering heatmap of lipid metabolites 

 

图 12  脂质代谢通路 

Fig. 12  Lipid metabolic pathway 

基-L-脯氨酸具有抗氧化及抗羟基自由基的能力[20]，

影响多数磷脂酰胆碱（PC）及部分溶血磷脂酰胆碱

（LPC）的代谢，且在肝纤维化的发展中发挥重要作

用；而 L-谷氨酸在维持代谢稳态和抗氧化防御中起

着重要作用[21]，与多种磷脂（如 PE、PC 及 LPC）

之间存在相互作用，共同维持肝脏脂质代谢与氧化

还原平衡。 

在 28 种脂质差异代谢物中，LPC（18∶0）、PE

（40∶6）、PC（42∶10）和 PE（42∶8）是与血清代

谢物密切相关的 4 种脂质。LPC（18∶0）作为一种

结构稳定的溶血磷脂代谢终产物参与机体脂质代

谢的调控[22]，其水平变化与牛磺酸和皮质醇的调节

相关；PE（40∶6）和 PE（42∶8）是组成细胞膜

的重要磷脂类分子，在免疫调节及抗炎反应中发

挥重要作用，其氧化过程影响 L-谷胱甘肽和蛋氨

酸亚砜的形成[23]；而 PC（42∶10）作为真核生物

膜系统的核心结构脂质[24]，其代谢与胆红素和鸟

氨酸密切相关，共同反映了肝脏的解毒能力与氧

化还原平衡。 

通过关联血清代谢物与脂质代谢物，综合反映

出机体氧化应激状态与脂质代谢之间的相互作用，

这些关键代谢物可能在全身循环与肝脏代谢网络

中发挥重要的生理和病理生理学功能，为进一步理

解肝脏疾病的机制和代谢调节提供了新的视角。 

4  讨论 

近年来，ALD 的发病率快速上升，已成为全球

肝病死亡的主要原因[25]。长期过量饮酒必将导致严

重的肝脏损伤[26]，因此解析急性酒精性肝损伤的病

理机制并探寻安全有效的干预药物，对 ALD 的早

期防治具有重要临床意义。 

在酒精性肝损伤进程中，脂质代谢紊乱被认为

是关键的病理表现之一[27-28]，其中 TG、TC、LDL  
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图 13  血清与脂质代谢物相关性分析热图 

Fig. 13  Heatmap of correlation analysis between serum and lipid metabolites 

和 HDL 是评估脂代谢状态的核心指标。TG、TC 和

LDL 的异常升高与 HDL 的下降，共同提示肝脂肪

变性与代谢功能失调[29-30]。本研究结果显示，酒精

造模后小鼠血清 TG、TC、LDL 水平显著升高，

HDL 水平显著降低，提示酒精可通过破坏肝脏脂

质稳态，促进脂质在肝细胞内异常蓄积，同时削弱

胆固醇逆向转运能力，进而加剧肝损伤进程。而牛

樟叶总多糖的干预可剂量相关性逆转上述脂质指

标的异常变化，证实其能有效改善酒精诱导的机体

脂质代谢紊乱，这也是其发挥肝脏保护作用的重要

基础。 

血清脂质指标的变化与肝脏磷脂代谢密切相关。

TG 的异常蓄积与 PE、PC 的合成代谢失衡相关[31]。

TC 的代谢紊乱受细胞膜磷脂组成调控[32]；LDL 受

体的活性表达可被 LPC 等信号脂质调节[33]；而

HDL 的生成则依赖肝脏 PC、LPC 的向外流出[34]，

这也提示牛樟叶总多糖对血清脂质指标的调节作

用，可能通过调控肝脏核心脂质分子的代谢实现。 

代谢组学研究表明，机体的整体代谢状态会随

疾病进程而改变，致使血液和组织液中的代谢物显

著波动[35]。结合血清与肝脏代谢组学分析，能更全

面阐明药物的治疗作用。血清代谢组学结果显示，

高剂量牛樟叶总多糖可显著调节急性酒精性肝损

伤小鼠血清中 14 种差异代谢物（潜在生物标志物）

水平，并通过调控谷胱甘肽代谢、苯丙氨酸代谢等

关键通路，有效逆转酒精引发的全身性代谢紊乱。

其中，L-谷胱甘肽[36]和胆红素[37]的下调，直接反映

了药物缓解了酒精性肝损伤核心的氧化应激状态

与肝细胞负担；而 L-谷氨酸的上调则为谷胱甘肽

的合成提供了关键前体[38]，协同牛磺酸的上调共

同增强细胞的抗氧化防御能力[39]。同时，多糖可逆

转酒精导致的蛋白质氧化损伤[40]，皮质醇的下调

反映全身性应激反应得到缓解[41]。此外，鸟氨酸的

变化关联氨代谢[42]，反式-4-羟基-L-脯氨酸的下调

则可能预示着肝纤维化进程受到抑制[21]。上述差

异代谢物的协同调控，证实牛樟叶总多糖可通过纠

正氧化还原失衡、改善肝脏解毒功能、调控氨基酸

代谢紊乱，从全身代谢层面发挥抗急性酒精性肝损

伤作用。 

同时，肝脏脂质代谢组学分析发现牛樟叶总多

糖高剂量组可调节的脂质代谢物有 28 个，通过将

肝脏代谢物与血清代谢物进行整合性相关性分析，

筛选出 LPC（18∶0）、PE（40∶6）、PC（42∶10）、

PE（42∶8）4 个与血清代谢物密切相关的核心脂

质代谢物。这些脂质分子作为连接肝脏局部损伤与

全身性代谢应答的重要桥梁，其水平变化共同指向

甘油磷脂代谢等核心脂质通路。在酒精性肝损伤背

景下，乙醇的毒性作用会破坏肝细胞膜结构完整性

并诱发脂质过氧化[43]，而上述脂质代谢物的异常

改变正是这一病理过程的直接体现；脂质代谢紊乱

不仅会加剧肝细胞膜流动性障碍及线粒体功能损

伤[44]，还可通过血液循环放大全身性炎症反应与

氧化应激[45]。更重要的是，这些脂质分子所涉及的

甘油磷脂代谢、亚油酸代谢、α-亚麻酸代谢通路，

正是酒精干扰肝脏脂质稳态、促进肝脂肪变性及炎

症发生的关键环节[46-48]。因此，结合本实验结果推

测，牛樟叶总多糖可能通过纠正上述核心肝脏脂质

代谢通路异常，稳定肝细胞膜系统，减少促炎脂质

衍生物生成，从而从源头上缓解酒精性肝损伤的病

理进程。 
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综上，牛樟叶总多糖对小鼠急性酒精性肝损

伤具有显著的保护作用，其作用机制与调节肝脏

甘油磷脂、亚油酸、α-亚麻酸等核心脂质代谢通

路，改善机体氧化应激状态，调控氨基酸代谢紊

乱密切相关，同时可通过调节连接全身代谢与肝

脏局部损伤的关键代谢分子，实现多维度、多靶

点的干预效果。 
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