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基于LC/IT-TOF-MS技术的雷公藤甲素干预溃疡性结肠炎的代谢组学研究 
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摘  要：目的  通过代谢组学方法分析雷公藤甲素（TP）对溃疡性结肠炎（UC）小鼠内源性代谢物的影响，探讨 TP 干预

UC 的代谢途径和可能的机制。方法  将 C57BL/6 小鼠随机分为对照组、模型组、TP 组，采用葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导

UC 小鼠模型。采用高效液相色谱-质谱（HPLC-MS）技术检测小鼠血清样本，并结合主成分分析（PCA）和正交偏最小二

乘判别分析（OPLS-DA）对各组小鼠血清代谢差异进行表征，筛选出血清中潜在的差异代谢物及可能的代谢通路。结果  与

对照组比较，模型组小鼠血清中发现并鉴定出胆酸、牛黄胆酸、鹅去氧胆酸、瓜氨酸、胍基丁酸、氨基乙酸、顺乌头酸等

15 个差异代谢物。与模型组比较，给予 TP 干预后，上述潜在差异代谢物有向正常水平回调的趋势。结论  代谢组学分析揭

示 TP 对 UC 小鼠具有一定的干预作用，其机制可能与调节初级胆汁酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢等有关。 
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Abstract: Objective  The effect of triptolide (TP) on endogenous metabolites in mice with ulcerative colitis (UC) was analyzed by 

means of metabolomics, and the metabolic pathway and possible mechanism of TP in UC were discussed. Methods  C57BL/6 mice 

were randomly divided into blank control group, model group, and triptolide group. Dextran sulfate (DSS) was used to induce UC mice 

model. The serum samples of mice were detected by high performance liquid chromatography-mass spectrometry and characterized by 

principal component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) to identify the potential 

biomarkers and possible metabolic pathways. Results  Compared with the blank control group, a total of 15 potential biomarkers, such 

as cholic acid, bezoar cholic acid, goose-deoxycholic acid, citrulline, guanidine butyric acid, aminoacetic acid, and cis-aconitic acid, 

were found and identified in serum. Compared with the model group, the potential biomarkers showed a tendency of callback to normal 

level after TP intervention. Conclusion  Metabolomics analysis reveals that TP had certain therapeutic effects on UC mice, and its 

mechanism may be related to regulating primary bile acid biosynthesis, arginine, and proline metabolism. 
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溃疡性结肠炎（ulcerative coltis，UC）是发生

在结肠内的一种慢性复发性炎症性疾病。临床上主

要表现为腹痛、腹泻、黏液脓血便等，发病机制尚

不清楚[1-2]。免疫紊乱、细胞因子失衡在 UC 中起着

重要作用，常用药物如皮质类固醇、氨基水杨酸盐

只能暂时缓解症状，不能控制病情的进展，且不良

反应明显。近年来，该病的发病率呈明显上升趋势，

严重影响人民健康及生活质量[3-5]。 
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雷公藤甲素（triptolide，TP）是从雷公藤中分

离得到的二萜类环氧化物，具有抗炎和免疫抑制作

用，广泛应用于类风湿关节炎、系统性红斑狼疮、

肾炎和银屑病等自身免疫性和炎症性疾病。研究表

明 TP 能有效改善 UC 小鼠肠黏膜炎症并具有较好

的干预作用[6-8]，但其潜在的作用机制尚未阐明。 

代谢组学是系统生物学的重要组成部分，为研

究疾病的发病机制提供了新的方向。该方法用于低

相对分子质量代谢物的鉴定和定量，并生成反映生

物系统状态的代谢物谱图[9-10]。代谢组学已广泛应

用于药物作用机制的研究，为寻找疾病相关代谢差

异物提供了重要的技术支持[11-12]。本研究利用代谢

组学的研究方法，分析 TP 对 UC 小鼠内源性代谢

物的影响，进一步探讨 TP 干预 UC 的代谢途径和

可能机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 C57BL/6 小鼠（8 周龄，雄性，体质量

18～22 g）30 只，购自斯贝福（北京）生物技术有

限公司，实验动物许可证号 SCXK（京）-2016-0002，

小鼠分笼饲养于首都医科大学附属北京友谊医院实

验动物中心。 

1.2  药材与试剂 

TP（中国食品药品检定研究院，批号 111567- 

201404，质量分数 99.8%）；右旋葡聚糖硫酸钠

（DSS，批号 31404，MP 公司）；小鼠白细胞介素-6

（IL-6）、小鼠肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶联免疫试

剂盒（Thermo Fisher Scientific 公司）；乙腈（色谱

级，Merck 公司）；纯净水（杭州娃哈哈公司）。 

1.3  仪器 

LC-MS/MS-IT-TOF 仪（日本岛津公司）；Waters 

XBridge® C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，3.5 μm）；

AL204 电子分析天平（Mettler Toledo 公司）；

Gradient A10 Mill-Q 超纯水器（美国 Millipore 公

司）；XW-80C 涡旋混合器（上海医科大学仪器厂）；

冷冻离心机（德国 Sigma 公司）；酶标仪（Thermo 

Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  分组与给药 

小鼠适应性喂养 1 周，随机分为对照组、模型

组、TP 组，每组 10 只。取适量 TP 于生理盐水充

分溶解，临用前制成相应质量浓度。对照组与模型

组 ig 给予生理盐水，TP 组 ig 给予 TP 0.4 mg/kg[13-14]，

给药 3 d后，除对照组外，其余 2组小鼠自由饮用 2.5%

的 DSS 溶液 7 d，实验周期 10 d。正常饮水饮食，每

天观察小鼠活动状态，记录体质量，摄食量等。 

2.2  动物取材及处理 

于实验第 10 天，所有小鼠眼眶静脉取血，冷冻

离心（4 ℃、3 000 r/min、10 min），取上清，分装，

−80 ℃保存。ELISA 试剂盒检测 IL-6、TNF-α 水平。 

取结肠组织于 4%多聚甲醛溶液中固定，行石

蜡切片后进行 HE 染色，在光学显微镜下对结肠组

织进行病理观察并采集图像。 

2.3  HPLC-MS 检测 

采用 Waters XBridge® C18色谱柱（100 mm×2.1 

mm，3.5 μm）；柱温为 40 ℃，体积流量为 0.35 

mL/min，进样量为 5 μL，样品温度为 4 ℃；流动

相洗脱条件：流动相 A 为 H2O，流动相 B 为乙腈。

具体洗脱条件见表 1。 

质谱参数设置：采用 ESI±电离模式；扫描范

围 m/z 100～1 000；离子源电压 4 kV；锥孔电压 50 

V；雾化器气流量 11 L/min；干燥器压力 1 000 kPa；

洗脱剂温度 350 ℃；诱导碰撞解离能量（CID 

energy）50%；检测器电压 1.80～2.10 kV。 

表 1  流动相梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution condition of mobile phase 

t/min A/% B/% 

0.01 95  5 

3 95 5 

5 50 50 

7 50 50 

10 25 75 

20 25 75 

27  5 95 

30 5 95 

35 95  5 

42 95  5 

 

2.4  数据处理 

采用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，各项指标

结果以 ±x s 描述，各组间比较采用单因素方差分

析，两样本比较，方差齐性者采用 LSD 法检验，方

差不齐者采用 Dulmet’s 法检验。 

采用 Profiling solution 软件进行数据转化和

色谱峰识别，然后导入 SIMCA 14.1 软件，标准化

后进行主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘判
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别分析（OPLS-DA）。根据 VIP＞1.0、相关系数

（|p(corr)|）≥0.58 筛选潜在的差异代谢物，再采用

One-way ANOVA（P＜0.05）排除没有显著性差异

的化合物。最后通过数据库确定差异代谢物，再使

用 MetaboAnalyst 4.0 进行代谢通路分析。 

3  结果 

3.1  TP 对 UC 小鼠结肠组织病理学及血清炎症因

子水平的影响 

结肠组织病理切片（HE 染色）结果显示（图

1-A），对照组小鼠结肠大体正常，黏膜层未见炎性

细胞浸润。模型组小鼠肠黏膜充血水肿、糜烂，可

见溃疡，黏膜组织可见大量中性粒细胞、淋巴细胞

浸润，隐窝消失，上皮细胞坏死脱落。TP 组小鼠

结肠黏膜上皮细胞排列整齐，炎性细胞浸润减少，

结肠炎症得到改善。炎症因子检测结果显示（图

1-B、C），与对照组比较，模型组小鼠血清中 IL-6、

TNF-α 水平显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，

TP 组小鼠血清中 IL-6、TNF-α 显著降低（P＜

0.01）。提示 TP 可抑制 UC小鼠血清中 IL-6、TNF-α

的表达。

 

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01 

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

图 1  TP 对 UC 小鼠结肠组织病理学 (A) 及血清炎症因子水平 (B) 的影响 ( x ±s, n = 10) 

Fig. 1  Effects of TP on colon histopathology (A) and serum levels of inflammatory factors (B) in UC mice ( x ±s, n = 10) 

3.2  PCA  

PCA 可以从复杂多元的结果中筛选出主要影

响因素，观察结果中的一般聚类、趋势或异常值。

如图 2 所示，对照组、模型组与 TP 组分别处于不

同象限内，呈现明显的聚类特征，表明 3 组小鼠在

代谢物水平上具有一定的差异性。对照组与模型组

分离度良好。与模型组比较，TP 组小鼠体内小分子

代谢物发生了显著改变且显示出恢复正常水平的趋

势。采用 MetaboAnalyst 4.0 软件进行聚类分析，通

过热图的聚类结果分析组间差异，绿色带表示代谢

物水平降低，红色带表示代谢物水平升高。如图 3

所示，代谢物的相对丰度在不同组间存在显著差异。

给予 TP 治疗显著调控了潜在差异代谢物的趋势，

逆转了 DSS 对这些差异代谢物的影响。结果表明，

通过 TP 处理，UC 小鼠体内代谢物的变化趋势部分

恢复正常。 

3.3  OPLS-DA  

OPLS-DA 可以从检测到的若干变量值中寻找

潜在的差异代谢物。如图 4-A、B 所示，模型组 

 

 

图 2  小鼠血清代谢物 PCA 

Fig. 2  PCA analysis of mouse serum
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a01～06 为对照组，b07～12 为模型组，c13～18 为 TP 组；绿色表示下调，红色表示上调 

a01—06 are samples of control group, b07—12 are samples of model group, c13—18 are samples 

of TP group; Green suggests down-regulation and red suggest up-regulation 

图 3  基于不同组代谢物的热图 

Fig. 3  Heatmap visualization based on difference metabolites in different groups 

小鼠血清代谢物与对照组存在明显的差异，TP 组小

鼠血清代谢物与模型组存在明显的差异。再通过

VIP（variable importance in the projection）和载荷权

重（loading weight）多维统计分析来筛选代谢物差

异性变量。如图 4-C、D 所示，每个小分子距离中

心坐标轴越远，说明该物质对分组贡献越大，所代

表的代谢物差异也就越大，即可作为潜在的差异代

谢物。 

3.4  差异代谢物的筛选 

为探寻与溃疡性结肠炎有关的差异代谢物，采

用 OPLS-DA，根据 VIP≥1，|P(corr)|≥0.58 及 fold 

change＞1.5，P＜0.05 的筛选条件筛选出潜在的差

异代谢物，通过 Metlin、KEGG 及 HMDB 数据库对

筛查到的具有显著性差异的代谢物进行分析识别，

共鉴定出 15 个差异代谢物，见表 2、3。其中包括

代谢物种类及对应的分子式、相对分子质量、保留

时间、VIP 值等信息。所鉴定出的代谢物涉及到胆

酸、牛黄胆酸、鹅去氧胆酸、瓜氨酸、胍基丁酸、

氨基乙酸、顺乌头酸、乙酰胆碱等代谢物质。从筛

选出的代谢物变化趋势可以看出，在 TP 作用的过

程中，小鼠体内小分子代谢物水平也在不断地改变。 

3.5  差异代谢物通路分析 

将筛选出的差异代谢物导入 MetaboAnalyst 4.0

进行通路分析。结果如表 4 所示，这些代谢物与 8

条代谢通路密切相关，分别是初级胆汁酸生物合成、

精氨酸和脯氨酸代谢、赖氨酸生物合成、牛磺酸与 

4 

 

2 

 

0 

 

−2 

 

−4 

 

 

对照       

模型     

TP 

class 

b08  a02   a03  a04  a05   a06  b07  c16  b12   b09  b10  b11   a01  c15  c13  c17   c14  c18 

组别 

相对丰度 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 51 卷 第 13 期 2020 年 7 月 

   

·3497· 

 

 

A、B-对照组和模型组的 OPLS-DA 得分图和 S-plot 图；C、D-模型组和 TP 组的 OPLS-DA 得分图 S-plot 图 

A, B-score chart and S-plot of OPLS-DA analysis of control group and model group; C, D-score chart and S-plot of 

OPLS-DA analysis of model group and triptolide group 

图 4  小鼠血清 OPLS-DA 结果 

Fig. 4  Schematic diagram of results of OPLS-DA analysis of mouse serum 

表 2  差异代谢物的筛选 

Table 2  Screening of differential metabolites 

代谢物 
模型 vs 对照 TP vs 模型 

VIP fold Pa VIP fold Pa 

邻苯二甲酸酐（phthalic anhydride）  3.04 2.17 0.003 1.07 6.69 ＜0.001 

瓜氨酸（citrulline）  3.19 2.38 0.004 1.71 11.12 ＜0.001 

cyclo (-Pro-Tyr-) 1.51 11.65 ＜0.001 1.19 3.37 0.002 

去氢莽草酸（dehydroshikimic acid）  1.10 4.45 0.001 1.34 4.77 0.001 

γ-胍丁酸（γ-guanidinobutyric acid）  1.15 33.38 ＜0.001 3.62 0.54 0.001 

3-氨基-2-羟基戊酸（3-amino-2-hydroxy pentandioic 

acid）  

2.45 5.48 0.026 2.73 0.52 0.001 

γ-L-谷酰基-谷氨酰胺（γ-L-glutamyl- glutamine） 2.18 0.07 0.023 1.12 0.72 0.004 

乙酰胆碱（acetylcholine） 1.24 6.53 0.035 3.45 8.49 0.003 

α-氨基己二酸（α-aminoadipic acid）  1.32 0.20 0.029 2.14 3.37 ＜0.001 

3,6-脱水半乳糖（3,6-anhydrogalactose）  1.91 0.12 ＜0.001 1.97 26.52 0.001 

十七酸（daturic acid）  1.51 0.80 ＜0.001 1.34 7.21 ＜0.001 

顺式乌头酸（cis-aconitic acid）  2.03 0.85 ＜0.001 2.90 4.14 ＜0.001 

鹅去氧胆酸（chenodeoxycholic acid）  1.08 0.92 ＜0.001 1.38 5.20 0.037 

胆酸（cholic acid）  1.79 0.45 0.002 1.23 0.94 0.001 

牛磺胆酸（taurocholic acid）  1.59 3.34 0.001 2.37 1.08 0.003 

a显著性差异来自 t 检验 

aThe significant differences were generated from the Student’s t-test 
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表 3  基于 HPLC-MS 的潜在差异代谢物鉴定 

Table 3  Identification of potential metabolites based on HPLC-MS 

tR/min 化合物 相对分子质量 误差/(×10−6) 分子式 质谱碎片离子 

 1.47 邻苯二甲酸酐 148.016 0 7.18 C8H4O3 148 [M＋H]+ 

 1.57 瓜氨酸 175.095 6 4.37 C6H13N3O3 175 [M＋H]+, 157 [M＋H－H2O]+, 139 [M＋

H－2H2O]+ 

 2.18 cyclo (-Pro-Tyr-) 260.116 0 1.38 C14H16N2O3 260 [M＋H]+, 231 [M＋H－CHO]+, 214 [M＋

H－CHO－OH]+ 

 3.18 去氢莽草酸 172.037 1 4.68 C7H8O5 172 [M－H]−, 128 [M－H－CO2]− 

 3.71 γ-胍丁酸 145.085 1 −3.23 C5H11N3O2 145 [M－H]− 

 8.90 3-氨基-2-羟基戊酸 163.048 0 −5.96 C5H9NO5 163 [M－H]−, 127 [M－H－2H2O]− 

13.86 γ-L-谷酰基-谷氨酰胺 275.111 7 2.24 C10H17N3O6 275 [M＋H]+, 257 [M＋H－H2O]+, 247 [M＋

H－CO]+ 

14.28 乙酰胆碱 163.120 8 −5.96 C7H17NO3 163 [M＋H]+, 145 [M＋H－H2O]+ 

15.49 α-氨基己二酸 161.068 8 3.12 C6H11NO4 161 [M－H]−, 125 [M－H－2H2O]− 

15.50 3,6-脱水半乳糖 162.052 8 −6.18 C6H10O5 163 [M＋H]+, 145 [M＋H－H2O]+ 

17.17 十七酸 270.255 8 −1.18 C17H34O2 270 [M－H]−, 234 [M－H－2H2O]−, 190 [M－

H－2H2O－CO2]− 

20.67 顺式乌头酸 174.016 4 −4.41 C6H6O6 174 [M－H]−, 130 [M－H－CO2]− 

23.99 鹅去氧胆酸 392.292 6 4.17 C24H40O4 392 [M－H]−, 364 [M－H－CH3OH]−, 336 

[M－H－CH3OH－CO]− 

26.55 胆酸 408.287 5 −1.12 C24H40O5 408 [M－H]−, 376 [M－H－CH3OH]−, 348 

[M－H－CH3OH－CO]− 

28.77 牛磺胆酸 515.291 6 −2.23 C26H45NO7S 515 [M－H]−, 500 [M－H－CH3]−, 472 [M－

H－CH3－CO]− 

表 4  相关代谢途径分析的主要信息 

Table 4  Main information of related metabolic pathway analysis 

通路 
匹配代谢

物总数 
hits raw P −lgP FDR impact 

初级胆汁酸生物合成（primary bile acid biosynthesis）  46 3 0.001 6 6.437 1 0.13 0.03 

精氨酸和脯氨酸代谢（arginine and proline metabolism）  44 2 0.023 4 3.753 6 0.64 0.03 

赖氨酸生物合成（lysine biosynthesis）  4 1 0.022 4 3.798 0 0.64 0 

牛磺酸和次牛磺酸代谢（ taurine and hypotaurine 

metabolism）  

 8 1 0.044 4 3.114 7 0.91 0 

乙醛酸和二羧酸代谢（glyoxylate and dicarboxylate 

metabolism） 

18 1 0.097 4 2.328 4 1.00 0.03 

柠檬酸循环 [citrate cycle (TCA cycle)] 20 1 0.107 7 2.228 0 1.00 0.03 

赖氨酸降解（lysine degradation） 23 1 0.123 0 2.095 6 1.00 0 

甘油磷脂代谢（glycerophospholipid metabolism） 30 1 0.157 7 1.847 1 1.00 0 

 

次牛磺酸代谢、乙醛酸和二羧酸代谢、柠檬酸循环、

赖氨酸降解、甘油磷脂代谢。其中，初级胆汁酸生

物合成与代谢物相关性最强，其次，精氨酸和脯氨

酸代谢也对生物代谢具有稍弱影响。表明这 2 条代

谢通路可能与 UC 有关。为了更直观清晰了解 UC

小鼠体内代谢路径，构建了差异代谢物体内代谢通

路图，见图 5。经 TP 干预后代谢物趋势发生改变，

代谢通路得到了相应的调节。 
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图 5  代谢通路分析 

Fig. 5  Metabolic pathway analysis results 

4  讨论 

本研究评价了 TP 对 UC 小鼠模型的药效，血

清炎症因子结果表明本研究成功复制出 UC 小鼠模

型并且 TP 对 UC 有一定的干预作用。研究发现 TP

干预 UC 存在剂量依赖性，与模型组比较，TP 干预

组小鼠的饮食与体质量均有所改善[15-16]。采用代谢组

学分析方法探讨 TP 干预 UC 可能的作用机制，发

现其可能与调节初级胆汁酸生物合成、精氨酸和脯

氨酸等代谢通路有关。 

TP 是从雷公藤中分离出来的单体，是雷公藤的

主要有效成分。研究显示，在自身免疫性疾病的治

疗上具有独特优势。对相关药效学指标进行分析，

发现 TP 有效改善 UC 小鼠肠黏膜炎症。代谢组学

分析结果显示，对照组、模型组、TP 组分布在不同

象限区域内，分离度好，表明各组小鼠体内的小分

子代谢物水平存在一定的差异性。当小鼠经 DSS 诱

导后，体内小分子代谢物水平与对照组相比出现了

显著性的变化，而给予 TP 后，这些异常变化的小

分子代谢物又表现出恢复正常水平的趋势。研究结

果显示，胆酸、牛黄胆酸、鹅去氧胆酸、瓜氨酸、

胍基丁酸、氨基乙酸、顺乌头酸等 15 个代谢物可作

为与 UC 相关的潜在生物标志物。 

胆汁酸代谢紊乱在肠道炎症中起着重要作用[17]。

胆酸和去氧胆酸是由肝脏中的胆固醇合成的 2 种主

要胆汁酸。合成后，肝细胞将胆汁酸转化为胆盐，

与其他胆汁成分一起被排泄到小管中，由此产生的

胆汁被运送到胆囊并储存在胆囊中。部分胆盐被肠

道细菌代谢产生次级胆汁酸和游离的初级胆汁酸，

初级和次级胆汁酸在回肠末端和大肠内被重新吸收

然后通过门静脉循环回到肝脏[18-19]。鹅去氧胆酸通

过增加胱硫醚-γ-裂解酶的表达，进而释放氢化硫，

从而对 UC 产生积极的作用[20]。这些胆汁酸水平在

UC 小鼠血清中明显增加，提示 UC 存在初级胆汁

酸代谢障碍，给予 TP 干预后出现不同程度的回调。 

甘油磷脂是细胞膜的主要成分，在哺乳动物细

胞中具有重要的结构和功能作用[21]，在信号转导和

许多其他生物相关分子的前体中也起着重要的作

用。甘油磷脂水平的变化表明细胞膜成分和通透性

发生了变化。因此，甘油磷脂水平的变化将反映脂

质代谢紊乱，是一个重要的生物学指标[20]。研究显

示，UC 小鼠出现脂质代谢紊乱及相关炎性因子的

变化。分析 TP 可能对甘油磷脂代谢通路进行调节，

从而改善 UC 症状。 

瓜氨酸是一种非蛋白氨基酸，主要由肠细胞以

谷氨酰胺为原料合成[23]。瓜氨酸作为小肠细胞产生

的中间代谢氨基酸，参与尿素循环，参与精氨酸和

一氧化氮（NO）的合成。精氨酸在包括尿素循环、

多聚氨基酸和肌酸合成、免疫功能调节和 NO 合成

在内的正常和疾病状态下在各种代谢过程中起关键

作用。因此，血浆瓜氨酸水平被认为是诊断吸收性

肠细胞团块和胃肠道并发症的一种有前景的定量生

物标志物[24]。本研究发现，UC 小鼠瓜氨酸水平显

著高于对照组，其水平的变化与体内精氨酸和脯氨

酸代谢有关。 

综上所述，本研究应用代谢组学方法对 UC 小

鼠内源性代谢产物与对照组、TP 组小鼠内源性代谢

物之间的差异进行研究。UC 致使小鼠体内一系列

代谢途径发生紊乱，而给予 TP 干预后紊乱的代谢

通路得到有效调节，表明 TP 对 UC 具有一定的干

预作用，其机制可能与 TP 调节小鼠体内紊乱的初

级胆汁酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢等有关。 
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