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湿热泄泻模型大鼠的尿液代谢组学研究
彭晓婷1,马琪2,张晓松1,华永丽1∗,纪鹏1,姚万玲1,魏彦明1∗

(1. 甘肃农业大学动物医学院, 兰州　 730070; 2. 西南大学动物科学学院,重庆　 402460)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用基于超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间二级质谱联用(UPLC-Q / TOF-MS / MS) 尿液

代谢组学方法筛选湿热泄泻潜在代谢标志物,探讨大鼠湿热泄泻发病机制。 方法　 采取高糖高脂(HF)+高温高湿

(HH)+腹腔注射产肠毒性大肠杆菌(EC)建立大鼠湿热泄泻模型,采集大鼠造模各阶段(高糖高脂,高温高湿,攻
毒)尿液样本,应用尿液代谢组学技术分析样本,多元统计分析方法分析代谢数据。 结果　 筛选出左旋谷酰基-左
旋半胱氨酸、左旋甲酰犬尿氨酸、5-羟基-N-甲酰犬尿氨酸、核黄素-5-磷酸、亚油酸、左旋色氨酸和褪黑素等 7 个潜在

代谢标志物。 结论　 湿热泄泻涉及色氨酸代谢、核黄素代谢与亚油酸代谢等代谢通路,表明大鼠体内出现能量、氨
基酸及脂类代谢紊乱,本研究结果为揭示中(兽)医湿热泄发病机制提供了参考依据。
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Urine metabolomics in the rat model of damp-heat diarrhea
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【Abstract】 　 Objective　 The ultra-performance liquid chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass /
mass spectrometry (UPLC-Q / TOF-MS / MS) urine metabolomics method was used to screen for potential metabolic markers
of rat model of damp-heat diarrhea and to explore the pathogenesis. Methods　 The rat model of damp-heat diarrhea was
established using a high-sugar and high-fat diet (HF), a high-temperature and high-humidity environment (HH), and
intraperitoneal injection of Escherichia coli (EC). Urine samples were collected from rats at different stages of modeling
(HF, HH, and EC) and analyzed using UPLC-Q / TOF-MS / MS. The data were analyzed by multivariate statistical analysis.
Results 　 Seven potential endogenous biomarkers were screened, namely, L-glutamic acid-L-cysteine, L-formyl
kynurenine, 5-hydroxy-N-formylkynurenine, riboflavin-5-phosphate, linoleic acid, L-tryptophan and melatonin.
Conclusions　 The metabolic pathways involved in damp heat diarrhea include metabolic pathways such as tryptophan
metabolism, riboflavin metabolism, and linoleic acid metabolism. The results suggest that energy-, amino acid- and lipid-
metabolism disorders occur in rats with damp-heat diarrhea which provide a scientific basis for elucidating the mechanism of
pathogenesis of Chinese medicine and traditional Chinese veterinary medicine damp-heat diarrhea.
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　 　 湿热泄泻(dampness-heat diarrhea, DHD)是中

(兽)医泄泻疾病常见证型之一,症见腹痛泄泻, 泻下

急迫;泄而不爽,粪黏腻恶臭;烦渴,尿色黄无力,舌苔

黄腻,脉濡数或滑数[1-3]。 DHD 四季发病,病因复杂,
多有外感湿热毒邪、饮食不洁、外感疫疠、喜食肥甘厚

腻等[4-5]。 DHD 缠绵难治易复发,每年可造成巨大经

济损失,因此 DHD 发病机制的研究意义重大。
代谢组学技术应用广泛,利用代谢组学技术可

研究疾病发病机制、发现疾病生物标记物及监测疾

病等[6-7]。 本研究采用高糖高脂+高温高湿+产肠毒

性大肠杆菌复制大鼠湿热泄泻模型,分析湿热泄泻

潜在代谢标志物与发病机制的关系,为研究湿热泄

泻发病机制提供参考依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

清洁级 Wistar 大鼠 20 只,雌雄各半,5~6 周龄,
180~220 g,由兰州大学实验动物中心提供【 SCXK
(甘) 2015-0006】,饲养条件:温度(22±2)℃、湿度

50%±5%、12 h 光照 12 h 黑暗,代谢笼中适应 3 d。
动物实验程序与福利均符合实验动物伦理学要求

(伦理批准编号:GSAU-AEW-2018-0618)。
1. 1. 2　 菌种

产毒性大肠杆菌标准株(O101),由中国微生物

菌种保藏管理中心(北京)提供,菌号:CVCC231。
1. 1. 3　 实验试剂与仪器

色谱级甲醇 ( Tedia, 17115181);色谱级甲酸

( Merck, H6070170 ); 色 谱 级 乙 腈 ( Merck,
10900830);56 度红星二锅头(北京红星股份有限公

司); 蜂 蜜 ( 上 海 冠 生 园 蜂 制 品 有 限 公 司,
GB14963);市售猪油;戊巴比妥钠( Sigma-Aldrich,
P3761);白细胞介素 6(IL-6)、白介素 1β(IL-1β)、白
细胞介素 2(IL-2)及肿瘤坏死因子 α(TNF-α)ELISA
检测 试 剂 盒 (北 京 奇 松 生 物 科 技 有 限 公 司,
QS20180329、QS20180413、QS20180426、QS20180411)。

质谱仪(SYNAPT G2 XS QTOF,Waters,美国);
超高效液相色谱仪(2777C UPLC system,Waters,美
国);大鼠代谢笼;酶标仪( iMark,BIO-RAD,美国);
全自动五分类动物血液细胞分析仪(BC-5300Vet,
深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验

按本实验室前期建立的湿热泄泻模型复制方

法建立湿热泄泻大鼠模型[8]。 20 只大鼠随机分为

对照组(control)与 DHD 模型组(model),每组各 10
只。 模型复制分三个阶段,共 18 d。 第一阶段:高糖

高脂(HF),10 d,双日禁食,单日饲喂普通饲料,按
体重 4 mL / 200 g 灌胃猪油一次。 第二阶段:高温高

湿(HH),5 d,每天按体重 2 mL / 200 g 灌胃白酒一

次,置于高温高湿仓 8 h,温度(33±2)℃,湿度(93±
2)%。 第三阶段:攻毒(EC),3 d,产毒性大肠杆菌

(1. 06×109 CFU / mL)按体重 0. 2 mL / 200 g 间隔24 h
腹腔注射两次,正常饲养 1 d。 实验中,模型组大鼠

自由饮用蜂蜜水(30%),正常饲养对照组大鼠,灌
胃、腹腔注射等体积生理盐水。
1. 2. 2　 样本采集与制备

观察记录大鼠一般行为学变化,包括精神状

态、被毛、体温、饮食、尿液与粪便等。
实验结束用 1%戊巴比妥钠按体重 40 mg / kg 腹

腔注射麻醉大鼠,腹主动脉采血。 回肠与结肠各采

1 cm,用 4%中性甲醛溶液固定,石蜡包埋,常规 HE
染色,显微照相系统采集照片。

容器内加 0. 5 mL 防腐剂(2% NaN3),收集第

10 天、第 15 天、第 18 天(各阶段末天)对照组和模

型组大鼠的尿液,-80℃保存。
尿液样本的制备:各取 100 μL 尿液样本混合制

作 QC 样本。 从所有样本(含 QC)各取 100 μL 加入

300 μL 甲醇混匀,涡旋 30 s,静止 1 min 后 4℃
25 000 r / min离心 10 min,取 20 μL 上清液与 180 μL
复溶液混匀,0. 22 μm 滤膜滤过备用。
1. 2. 3　 指标检测

检 测 血 常 规: WBC、 RBC、 PCV、 MO、 PLT、
LY、HGB。

严格按说明书要求检测细胞因子 IL-6、IL-1β、
IL-2 及 TNF-α。

采用 SPSS 21. 0,组间数据差异显著性采用单

因素方差分析(ANOVA),以 P< 0. 05 为差异有显

著性。
1. 2. 4　 UPLC-Q / TOF-MS / MS 分析条件

色谱条件 色谱柱:ACQUITY UPLC HSS T3(100
mm×2. 1 mm,1. 8 μm,Waters,美国);流动相:0. 1%
甲酸水溶液(A)0. 1%甲酸乙腈溶液(B);梯度洗脱

条件:0 ~ 1 min:99%A;1 ~ 3 min:1% ~ 15%B;3 ~ 6
min:15% ~ 50% B;6 ~ 9 min:50% ~ 95% B;9 ~ 10
min:95%B;10 ~ 12 min:99%A。 柱温:40℃;流速:
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0. 5 mL / min;进样量:10 μL。
质谱条件 正离子与负离子模式应用高分辨串

联质谱 SYNAPT G2-XS QTOF 进行样本分析和数据

采集。 正离子模式采集条件:毛细管电压 0. 25 kV,
锥孔电压 40 V。 负离子模式采集条件:毛细管电压

2 kV, 锥 孔 电 压 40 V。 数 据 采 集: MSE 模 式

centroid,一级扫描范围:50 ~ 1200 Da,扫描时间:
0. 2 s,20~ 40 eV 能量碎裂母离子采集碎片信息,采
集过程中每 3 s 对 LE 信号进行实时质量校正,使用

QC 样品进行控制。
1. 3　 统计学分析

用 Progenesis QI 软件对原始质谱数据进行峰提

取、对齐、匹配和强度校正等处理,将得到的数据导

入 MetaboAnalyst 在线软件进行多元分析,单变量分

析采用 t 检验和变异倍数分析(Fold change,FC),多
变量 分 析 采 用 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析

(orthogonal partial least-squares discriminant analysis,
OPLS-DA)。 差异代谢物筛选条件:FC ≥ 1. 2 或 FC
≤ 0. 8,q< 0. 05,VIP ≥ 1. 0。

2　 结果

2. 1　 大鼠临床表现及模型评价

2. 1. 1　 临床表现

实验中,对照组大鼠未表现明显临床症状。 HF
阶段:DHD 大鼠在禁食当日饮水量增加,尿液淡黄

量增加;灌服猪油当日尿量减少,拉稀。 HH 阶段:
大鼠移入高温仓后出现精神沉郁、食欲下降、被毛

杂乱;移出高温仓后精神明显恢复,粪便湿润成型,
色偏黄,部分稀软。 EC 阶段:大鼠食欲下降、嗜睡、
扎堆、体温升高、眼睑红肿、眼部黄白分泌物增多,
继而腹泻,大便稀薄色黄、黏腻发臭,肛门红肿、肛
周附着粪便,部分大鼠出现黏脓血便,见图 1。 DHD
大鼠临床症状与中(兽)医湿热泄泻临床特征基本

相符,通过血常规、炎性细胞因子以及组织病理切

片做进一步模型评价。
2. 1. 2　 血常规

与对照组大鼠相比,模型组大鼠 WBC、 NE、
MO、LY、RBC、HGB、PCV 等指标均升高,PLT 降低

(P<0. 05),见表 1。
2. 1. 3　 细胞因子

与对照组相比,模型组大鼠 IL-1β、IL-2、IL-6、
TNF-α 水平均显著升高(P<0. 05),见图 2,结合血

常规检测结果表明 DHD 模型大鼠体内有严重炎症

反应。

注:A:对照组;B:DHD 模型组。

图 1　 大鼠临床症状

Note.A: Control group; B: DHD group.

Figure 1　 Clinical symptoms of the rats

表 1　 血常规检测

Table 1　 Results of blood routine test
组别
Groups

白细胞
WBC(109 / L)

嗜中性粒细胞
NE(109 / L)

单核细胞
MO(109 / L)

淋巴细胞
LY(109 / L)

红细胞
RBC(1012 / L)

血红蛋白浓度
HGB(g / L)

红细胞压积
PCV(%)

血小板
PLT(109 / L)

对照组
Control group 14. 961±4. 064 4. 470±1. 895 1. 710±0. 998 4. 750±0. 673 6. 980±1. 327 137. 640±10. 586 40. 050±7. 166 1154. 910±120. 102

模型组
Model group 36. 740±12. 073∗16. 540±1. 969∗ 8. 890±4. 803∗ 10. 780±1. 886∗ 11. 740±0. 987∗ 222. 220±24. 793∗ 62. 880±3. 772∗ 635. 110±232. 382∗

注:与对照组相比,∗P< 0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P< 0. 05.
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注:A.对照组回肠。 a.模型组回肠。 B.对照组结肠。 b.模型组结肠。

图 3　 回肠与结肠组织的病理变化

Note.A, Ileum of a control rat. a, Ileum of a dampness-heat diarrhea (DHD) rat. B, Colon of a control
rat. b, Colon of a DHD rat.

Figure 3　 Histopathological changes of the rat ileum and colon tissues

图 2　 促炎细胞因子含量

Figure 2　 Serum inflammatory cytokines levels of the rats

2. 1. 4　 组织病理学

DHD 模型大鼠回肠和结肠部分粘膜上皮细胞

坏死脱落,偶见中性粒细胞浸润。 如图 3 所示,对照

组大鼠肠粘膜上皮完整性较好,模型大鼠回肠肠绒

毛部分上皮脱落,隐窝有中性粒细胞浸润,结肠上

皮细胞部分坏死脱落,粘膜下层结缔组织结构消

失,小肠腺周围有中性淋巴细胞浸润。
2. 2　 代谢轮廓分析

如图 4 所示,与对照组相比,模型组大鼠尿液样

本峰强和峰型在 HF、HH 和 EC 三个阶段都有一定

差异,提示 DHD 模型大鼠尿液中的代谢物在实验中

均发生紊乱。
2. 3　 模式识别分析

代谢数据 PLS-DA 分析见图 5,在正离子模式与

负离子模式,对照组大鼠与模型组大鼠尿液样本点

在不同阶段分离良好。 DHD 模型大鼠尿液代谢物

变化趋势在 HF、HH 和 EC 三个阶段都有差异,表明

模型大鼠体内代谢水平因造模因素的影响而发生

改变。
进一步进行 OPLS-DA 分析,见图 6。 正离子模

式 R2Y 是 0. 956、0. 877、0. 931,Q2 是 0. 925、0. 843、
0. 896,负离子模式 R2Y 是 0. 930、0. 871、0. 928,Q2
是 0. 895、0. 834、0. 914。 模型组大鼠尿液样本点在

不同阶段均表现明显分离聚类,说明 DHD 模型大鼠

代谢谱发生改变。 利用 KEGG、METLIN、HMDB 等

数据库共筛选出 102 个差异代谢物。
2. 4　 差异代谢物鉴定

对代谢数据进行样本点间层次聚类分离,如图

7 所示,与对照组相比,模型组大鼠不同阶段尿液代

谢状态在正离子模式和负离子模式均明显偏离。
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注:A.正离子模式。 B.负离子模式。

图 4　 总离子流图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 4　 The total ions chromatograms (TIC) showing the urine changes of the rats

注:A: 正离子模式。 B: 负离子模式。

图 5　 PLS-DA 得分图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 5　 The PLS-DA scores

不同阶段尿液差异代谢物 Venn 分析见图 8,正
离子模式鉴定出差异代谢物 57 个,14 个为两个或

三个阶段共有;负离子模式鉴定出差异代谢物 20
个,5 个为两个或三个阶段共有。 如表 2,有 7 种差

异代谢物为三个阶段共有可作为潜在代谢标志物,
分别是 5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、左旋谷酰基-
左旋半胱氨酸、左旋甲酰犬尿氨酸、亚油酸、褪黑

素、核黄素-5-磷酸和左旋色氨酸。
2. 5　 代谢通路分析

应用 MetaboloAnalyst 构建代谢通路,见图 9,
DHD 模型大鼠体内亚油酸代谢、核黄素代谢和色氨

酸代谢等代谢通路均发生改变,涉及脂类、能量和

氨基酸代谢。

2. 6　 潜在代谢标志物含量差异分析

将数据归一化处理,以峰强度比较不同阶段潜在

代谢标志物相对含量变化,如图 10,相较对照组,模型

组大鼠尿液样本中褪黑素、亚油酸、左旋甲酰犬尿氨

酸和 5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸含量明显降低(P<
0. 05),左旋色氨酸、核黄素-5-磷酸和左旋谷酰基-左
旋半胱氨酸含量明显升高(P < 0. 05)。 左旋色氨酸、
核黄素-5-磷酸和左旋谷酰基-左旋半胱氨酸的含量在

实验三个阶段表现明显的升高、降低和再升高变化;
5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、褪黑素、亚油酸和左旋

甲酰犬尿氨酸的含量呈现明显的下降、升高和再下降

变化。 提示模型复制过程中,内源性代谢物相对含量

随造模因素改变而改变。
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注:A:对照组与高糖高脂组。 B:对照组与高温高湿组。 C:对照组与攻毒组。 a:正离子模式。 b:负离子模式。

图 6　 OPLS-DA 得分图

Note. A, Control and HF. B, Control and HH. C, Control and EC. a, ESI+ mode. b, ESI- mode.

Figure 6　 The OPLS-DA scores

注:A:对照组与高糖高脂组。 B:对照组与高温高湿组。 C:对照组与攻毒组。 a:正离子模式。 b:负离子模式。

图 7　 差异代谢物热图

Note. A, Control and HF. B, Control and HH. C, Control and EC. a, ESI+ mode. b, ESI- mode.

Figure 7　 The heatmap of differential metabolites

3　 讨论

湿热泄泻病因复杂,有外感湿热致内生湿热、饮
食不洁、喜食肥甘厚腻或外感疫疠等,病位多在大肠,

本实验模型大鼠回肠和结肠粘膜上皮完整性被破坏,
表明湿热泄泻可造成肠道损伤,与中医理论一致。 现

代研究认为“外湿+内湿+生物致病因子”能理想的模

拟湿热泄泻的复杂病因及病程[9]。 尿液比其他体液
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易获取,蛋白质、脂质含量较少,基本包含机体各种代

谢物及代谢过程,是较为理想的代谢组学研究样

本[10]。 本实验各阶段模拟不同致病因素,应用尿液

代谢组学技术,筛选出核黄素-5-磷酸、左旋甲酰犬尿

氨酸、5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨酸、左旋色氨酸、褪
黑素、左旋谷酰基-左旋半胱氨酸和亚油酸等 7 个潜

在代谢标志物,涉及核黄素代谢、色氨酸代谢、亚油酸

代谢等代谢通路。

注:A:正离子模式。 B:负离子模式。

图 8　 差异代谢物 Venny 图

Note. A, ESI+ mode. B, ESI- mode.

Figure 8　 The Venn diagram of differential metabolites

注:A:色氨酸代谢。 B:亚油酸代谢。 C:核黄素代谢。

图 9　 相关代谢通路

Note. A, Tryptophan metabolism. B, Linoleic acid metabolism. C, Riboflavin metabolism.

Figure 9　 The relevant metabolic pathways

表 2　 DHD 尿液潜在生物标记物

Table 2　 The potential urine biomarkers of dampness-heat diarrhea

质子数 /电荷数

m / z
变异倍数

FC
P 值

P value
变量影响重要性因子

VIP
名称

Description
编号

KEGG.ID
270. 1079 0. 2409 0. 000474 1. 6382 5-Hydroxy-N-formylkynurenine C05648
250. 0615 8. 6343 0. 000006 2. 3394 gamma-L-Glutamyl-L-cysteine C00669
275. 0436 0. 4444 0. 015793 1. 0034 L-Formylkynurenine C02700
271. 0828 0. 0528 0. 000020 2. 6819 N-Acetyl-5-methoxytryptamine C01598
239. 0582 2. 7867 0. 000000 1. 1523 L-Tryptophan C00078
303. 2295 0. 1279 0. 000040 2. 0437 Linoleic acid C01595
455. 0952 2. 8492 0. 001579 1. 1831 Riboflavin-5-phosphate C00061
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图 10　 潜在代谢标志物含量变化

Figure 10　 Changes in the content of potential metabolic markers

3. 1　 核黄素代谢

核黄素-5-磷酸是体内核黄素存在形式,其含量

变化提示核黄素代谢改变。 核黄素即 VB2,是 FMN
和 FAD 两种辅酶的主要活性基因,FMN 和 FAD 参

与机体蛋白质、脂质、糖类和核酸代谢[11]。 核黄素

代谢异常与多种疾病有关,如发热、炎症,研究发现

核黄素-5-磷酸含量升高可能是机体发生强烈氧化

代谢[12-14]。 本研究 DHD 大鼠尿液核黄素-5-磷酸含

量在 HF、EC 阶段明显上升,表明高糖高脂与攻毒使

大鼠发生强氧化代谢。
3. 2　 色氨酸代谢

左旋甲酰犬尿氨酸、5-羟基-N-甲酰甲酰犬尿氨

酸、左旋色氨酸和褪黑素的含量变化反映色氨酸代

谢改变。 色氨酸是血清素前体,其代谢主要发生在

炎症组织,研究表明抗原递呈细胞、巨噬细胞、成纤

维细胞和炎性细胞因子通过释放活化的免疫细胞,
促进吲哚胺 2,3-双加氧酶(IDO)的活化及表达加速

色氨酸降解[15-16]。 色氨酸代谢与炎症性肠病密切

相关,其在胃肠道代谢有三种主要途径[17]。 (1)肠
道微生物将色氨酸转化为几种分子,包括芳烃受体

(AhR)的配体,AhR 信号传导被认为是屏障部位免

疫反应的关键组成部分,通过作用于上皮细胞更新

影响屏障完整性和免疫细胞增殖,对肠内稳态至关

重要[18]。 (2)IDO 在免疫细胞和上皮细胞中的犬尿

氨酸途径(KP),通过肠道中 KP 进行色氨酸代谢由

限速酶 IDO1 介导,产生犬尿氨酸(Kyn)和下游产

物,犬尿氨酸代谢产物浓度随胃肠道增加,通过 G
蛋白偶联受体 GPR35 表现粘膜保护和免疫调节作

用[19-20]。 (3)色氨酸羟化酶 1(TpH1)在肠嗜铬细

胞中的 5-羟色胺(5-HT)途径。 5-HT 是影响肠道信

号传导的重要信号分子,间接影响肠道蠕动、分泌、
血管舒张和吸收[21]。 DHD 大鼠尿液色氨酸水平显

著降低,三种关键的色氨酸代谢物(Kyn,5-HT 和 5-
HTP)的水平显着增加,表明大鼠肠道蠕动、舒张和

吸收均受到影响。
3. 3　 亚油酸代谢

亚油酸参与细胞生长、凋亡及免疫调控,有降

胆固醇和降低心血管疾病与乳腺癌风险的作

用[22-23]。 亚油酸可生成花生四烯酸,花生四烯酸是

某些促炎类物质前体,如 PGE2、LTB4、TXA2,促炎

类花生酸可促进 IL-6、 TNF-α、 CRP 的生成[24-25]。
本试验 IL-1β、IL-2、IL-6、TNF-α 四种促炎细胞因子

均升高,结合血常规检测结果提示机体发生炎症反

应。 DHD 大鼠尿液中亚油酸含量明显降低,可能是

由于机体炎症反应消耗能量降低亚油酸水平[26]。
尿液中亚油酸浓度降低意味着能量供需不平衡,与
所致炎症不良结果相关。

DHD 可能是动物受外界致病因素影响,体内免

疫细胞通过某些途径诱导炎症因子活化,造成体内

色氨酸代谢、核黄素代谢与亚油酸代谢等代谢通路

发生改变,进而使机体整个代谢系统发生紊乱,从
而引起 DHD 的发病。
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