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2 型糖尿病气阴两虚证大鼠尿液
代谢组学研究

邱华明,李子祥,金源卿,吴曙光∗

(贵州中医药大学,贵阳　 550025)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过尿液非靶向代谢组学方法,从代谢差异标志物及代谢通路方面,探讨成年 SD 大鼠 2 型

糖尿病气阴两虚证的中医证候内在的生物物质基础。 方法 　 将 SD 大鼠随机分为正常组和 2 型糖尿病(diabetes
mellitus type 2,T2DM)气阴两虚证组,采用高脂高糖饲料饲喂、小剂量链脲佐菌素(streptozocin,STZ)35 mg / kg 腹腔

注射结合青皮附子散颗粒剂灌胃的方法建立 T2DM 气阴两虚证模型。 利用液质联用(Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry,LC-MS)技术进行尿液非靶代谢组学分析,运用主成分分析(Principal Component Analysis,PCA)和偏最

小二乘法判别分析(Partial Least Squares Discriminant Analysis,PLS-DA),KEGG 数据库、HMDB 数据库、LIPIDMaps
数据库和液相色谱与串联质谱联用(liquid chromatography tandem mass spectrometry,LC-MS / MS)等鉴定潜在的生物

标志物进行通路富集分析。 结果　 发现与糖尿病发生相关的代谢物变化涉及碳水化合物代谢 9 条,脂质代谢 12
条,氨基酸代谢 9 条,能量代谢 2 条。 结论　 糖尿病气阴两虚证生物模型存在碳水化合物代谢、脂质代谢、氨基酸

代谢、生物能量代谢紊乱,代谢组学研究方法有助于揭示中医证候的微观物质基础。
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【Abstract】　 Objective　 To explore the intrinsic biomaterial basis of the TCM syndrome of type 2 diabetes in adult
SD rats through differential metabolic markers and metabolic pathways using urine untargeted metabolomics. Methods　 SD
rats were randomly divided into normal and T2DM groups with deficiency of both qi and yin. The T2DM group with
deficiency of both qi and yin was established by feeding a high fat and sugar diet combined with intraperitoneal injection of a
small dose of streptozotocin ( 35 mg / kg) and intragastric administration of Qingpi Fuzi powder granules. Untargeted
metabonomic analysis of urine was performed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Potential biomarkers and
pathway enrichment were identified by principal component analysis, partial least squares discriminant analysis, KEGG
database, HMDB database, LIPIDMaps database, and MS / MS tandem ion fragment information. Results 　 Metabolite
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changes related to diabetes were found to involve nine carbohydrate, twelve lipid, nine amino acid, and two energy
metabolic pathways. Conclusions　 There are carbohydrate, lipid, amino acid, and bioenergy metabolism disorders in the
biological model of qi yin deficiency in diabetes. Metabonomics are helpful to reveal the material basis of TCM syndromes.

【Keywords】 　 type 2 diabetes; qi yin deficiency syndrome; urine; metabolomics; metabolic pathway; energy
metabolism disorder
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　 　 糖尿病(diabetes mellitus,DM)是威胁人类生命

安全的一种代谢性疾病,由于胰岛素分泌缺陷或生

物作用障碍导致持续性血糖升高为主,伴有糖、蛋
白质、脂肪、水、电解质等代谢紊乱的临床综合

征[1]。 研究调查表明,我国成年人群 DM 患病率逐

年呈升高趋势,目前为 11. 2%,且以 T2DM 为主,占
90%以上[2]。 糖尿病属于中医学中“消渴病”范畴,
主要证型:阴虚热盛型、气阴两虚证、阴阳两虚型和

气滞血瘀型,其中气阴两虚证是最常见的中医证

型[3-4]。 《金匮要略·消渴小便不利 淋病脉证并

治》认为:“寸口脉浮而迟,浮即为虚,迟则为劳,虚
则卫气不足,劳则荣气竭。 趺阳脉浮而数……即为

消渴。”其中“卫虚荣竭”与气虚引发消渴的病机相

关。 有研究表明气阴两虚证是糖尿病本虚的最常

见证候[5]。 中医药能有效降低糖尿病患者的血糖

水平,改善胰岛素抵抗,调节糖脂代谢紊乱,但由于

T2DM 气阴两虚中医证候机制的基础研究缺失,严
重制约了中医药防治 DM 的发展。

代谢组学技术是系统生物学的重要组成部分,
是以现代仪器为手段,以小分子代谢为目标,代谢

组学技术旨在研究生物机体受扰动后其代谢产物

的变化或随时间发生的变化,其角度是整体性、动
态性的,这与中医学整体观念一致[6-9]。 中医药作

用机体后会存在代谢变化,这些代谢变化正是中医

证候的内在表现,因此代谢组学技术成为研究中药

作用机制的重要方法。 尿液是机体肾生成,由膀胱

储存,尿道排出的含有大量代谢物的液体物质,研
究疾病相关的尿液,能探明相关代谢产物的代谢状

态。 本研究以成年 SD 大鼠为对象,运用高脂高糖

饲喂、STZ 35 mg / kg[10]腹腔注射大鼠结合青皮附子

散颗粒剂灌胃复制 T2DM 气阴两虚证动物模型,采
用 LC-MS[11]技术进行尿液非靶向代谢组学研究,利
用 PCA、PLS-DA 等多元统计分析[11],观察 2 型糖尿

病气阴两虚证大鼠的尿液代谢组学变化,试图探究

2 型糖尿病气阴两虚型的物质作用基础,为中医糖

尿病研究提供生物学基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

30 只 SPF 级雌性健康 SD 大鼠,10 周龄,体重

(180 ~ 220)g,购于贵州中医药大学实验动物研究

所【SCXK(黔)2021-0003】。 饲喂高脂高糖饲料(基
础饲料 + 10%猪油 + 20%蔗糖 + 2. 5%胆固醇 +
1%胆酸钠)由小黍有泰(北京)生物科技有限公司

提供。 饲养条件:5 只 /笼,自由进食及饮水,采用

12 h ∶12 h 昼夜间断照明,温度为(20 ± 2)℃,相对

湿度为 50%,饲养于贵州中医药大学实验动物研究

所屏障设施【SYXK(黔)2021-0005】。 所有操作均

经贵州中医药大学动物研究伦理委员会批准

(IACUC 20220015)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

甲醇(Thermo Fisher 公司,A456-4),质谱级水

(Merck 公司,1. 15333. 2500),甲酸( Thermo Fisher
公司,A117-50),醋酸铵(Thermo Fisher 公司,A114-
50),链脲佐菌素 (北京索莱宝科技有限公司,
104Z021),0. 1 mol / L 柠檬酸钠缓冲液(北京索莱宝

科技有限公司,20211228),4%多聚甲醛组织固定液

体(biosharp 公司,22315976)。
Q ExactiveTM HF 质谱仪(Thermo Fisher 公司,德

国),Vanquish UHPLC 色谱仪(Thermo Fisher 公司,德
国),Hypesil Gold column 色谱柱(Thermo Fisher 公

司,美国),D3024R 低温离心机 ( Scilogex 公司,美
国),罗氏卓越型血糖仪(罗氏诊断有限公司,德国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组与造模

将所有的大鼠适应性喂养 1 周,随机分为正常

组、T2DM 气阴两虚模型组,每组 15 只。 气阴两虚

模型组每天喂饲高脂高糖饲料,灌服青皮附子散颗

粒水冲剂(15. 75 g / kg) [3],正常组饲喂普通饲料和

灌服相同体积生理盐水每天 1 次。 4 周后气阴两虚

模型组禁食不禁水 12 h 后腹腔注射小剂量 STZ 溶

液(35 mg / kg) [10](在 4℃冰浴中,以 0. 1 mol / L 浓度
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pH = 4. 5 柠檬酸钠缓冲液),正常组予腹腔注射等

体积的柠檬酸钠缓冲液。
1. 2. 2　 T2DM 气阴两虚证动物模型建立成功评价

标准

(1)2 型糖尿病造模成功标准:①大鼠体重明显

减低;②空腹血糖值大于 7. 0 mmol / L; ③随机血糖

值大于 11. 1 mmol / L[11];④胰岛素抵抗或胰腺 HE
病理切片显示胰岛细胞破坏。

(2)参照《中药新药临床研究指导原则》中 2 型

糖尿病气阴两虚证候表现[12],制定相关气阴两虚证

的中医证候成模评估标准如下:①神疲、躁动易怒;
②被毛颜色泛黄光泽较少;③饮水量增多,摄食减

少或增多;④尿量频多、拉尾排便、尾色变暗;⑤舌

淡红少津[10]。 符合以上 5 项中的 4 项或全部者即

可确定为 2 型糖尿病气阴两虚证模型。
1. 2. 3　 大鼠一般情况检测及血糖测定

造模成功后,正常组和模型组随机每组各选取

10 只,测定体重(g)、尿量(24 h)、饮水量(24 h),从
第 4 周开始,每周测定空腹血糖(禁食 12 h)、随机

血糖,尾静脉采血,采用血糖仪测定血糖值。
1. 2. 4　 大鼠胰腺组织 HE 染色观察

根据上述建立的诊断标准,筛选符合标准的正

常组与模型组大鼠,禁食不禁水后,麻醉采用腹腔

注射 20%乌拉坦溶液,剂量为 5 mL / kg,麻醉后剖腹

取胰腺组织用于胰腺 HE 染色病理切片。
1. 2. 5　 大鼠尿液样本的制备与处理

根据上述建立的诊断标准,筛选符合标准的正

常组与模型组大鼠,禁止饲食不禁水后,用代谢笼

盒收集各组大鼠 24 h 尿液,4℃ (3000 r / min)离心

10 min,取上清液,放置于离心管中,于液氮中保存。
正常组和模型组每组随机选 6 个样本送样。 LC-
MS / MS 测定前,在室温下解冻,取 100 μL 样本置于

EP 管中,加入 400 μL 的 80%甲醇水溶液;涡旋震

荡,冰浴静置 5 min,12 000 r / min、4℃离心 20 min;
取一定量的上清加质谱级水稀释至甲醇含量为

53%;12 000 r / min、4℃离心 20 min,收集上清,进行

LC-MS / MS 进行分析。
1. 2. 6　 LC-MS / MS 检测条件

①将处理后的尿液样本置于色谱柱温为 40℃,
流速 0. 2 mL / min 的色谱条件下,选取正离子模式为

1%甲酸、负离子模式为 5 mmol / L 醋酸铵、pH = 9. 0
的色谱流动 A 相,正负离子模式均为甲醇的流动 B
相。 ②质谱条件:扫描范围选择 m/ z = 100 ~ 1500;

ESI 源的设置为:喷雾电压:3. 5 kV;鞘气流速:35 psi;
辅助气流速:10 L / min;离子传输管温度:320℃; 离子

导入射频电平:60 V;辅助气加热器温度:350℃; 极

性:正、负;二级扫描为数据依赖性扫描。
1. 3　 统计学分析

首先 将 质 谱 检 测 得 到 的 原 始 文 件 导 入

Compound Discoverer 3. 1(以下简称 CD3. 1)软件中,
进行谱图处理及数据库搜库,得到代谢物的定性定

量结果,然后对数据进行质控(QC 相关性分析和总

样本 PCA 分析)保证数据结果的准确度、可靠性。
其次使用 KEGG、HMDB、LIPIDMaps 三大数据库对

鉴定到的代谢物进行注释。 再次利用层次聚类

(Hierarchical Cluster Analysis,HCA)和代谢物相关

性分析,揭示样本之间及代谢物和代谢物之间的关

系。 最后,使用 KEGG 数据库来研究代谢物的功能

和代谢途径,当代谢途径的 P < 0. 05 时,认为该代

谢途径是显著富集。 其余实验所得数据均以平均

值 ± 标准差( 􀭰x ± s)表示,应用 SPSS 21. 0 软件作

统计分析处理。 数据满足正态和方差齐则采用方

差分析。 检验水平 P < 0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 一般体征变化

造模后模型组大鼠精神萎靡,倦怠懒动或烦躁

易动,毛发枯黄、无光泽、易脱落,饮水量、饮食量皆

显著增加,舌色淡红,小便增多,大便干、色黑,出现

了明显的气阴两虚的症状,提示气阴两虚证造模成

功。 模型组 15 只,成模 12 只,造模成功率 80%。 造

模成功后,与正常组比较,模型组大鼠体重显著降

低(P < 0. 05),24 h 尿量、24 h 饮水量显著增加(P
< 0. 05)(表 1)。

表 1　 两组大鼠一般情况(n = 10)
Table 1　 General conditions changes of rats in the two

groups(n = 10)

组别
Groups

体重(g)
Body mass(g)

24 h 尿量(mL)
24 h urine

volume(mL)

饮水量(mL)
Water

consumption
(mL)

正常组
Normal group 274. 30 ± 13. 63 19. 80 ± 7. 05 20. 10 ± 2. 02

模型组
Model group 230. 00 ± 11. 19∗55. 70 ± 14. 16∗∗ 44. 00 ± 7. 87∗

注:与对照组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。 (下表同)
Note. Compared with the normal group, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. (The
same in the following figure)
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2. 2　 血糖动态变化

表 2 结果显示,造模后模型组大鼠的空腹血糖

显著高于正常组、随机血糖均显著高于正常组(P <
0. 01)。

表 2　 两组大鼠血糖变化情况(n = 10)
Table 2　 Blood glucose changes of rats in the

two groups(n = 10)

组别
Groups

空腹血糖(mmol / L)
Fasting blood

glucose(mmol / L)

随机血糖(mmol / L)
Random blood

glucose(mmol / L)

正常组
Normal group 4. 74 ± 0. 29 6. 09 ± 0. 49

模型组
Model group 20. 13 ± 1. 91∗∗ 26. 42 ± 2. 07∗∗

2. 3　 大鼠胰腺组织 HE 染色结果

正常组切片显示组织染色均匀,腺泡细胞形态

结构正常,胰岛数量丰富,形状规则,未见明显炎

症。 模型组切片显示组织染色均匀,组织中可见多

处腺泡细胞变性,胞质中可见大小不一的圆形空泡

(黑色箭头),局部可见点状的腺泡细胞坏死,核溶

解(黄色箭头);局部胰岛中可见少量胰岛细胞变性

(如图 1)。

图 1　 大鼠胰腺组织病理结果

Figure 1　 Pathological results of rat pancreas

2. 4　 LC-MS / MS 实验结果

2. 4. 1　 总离子流图检查

总离子流图是采用将正负离子模式下检测所

得的质谱离子流图相叠加而成,同一组见色谱峰的

响应强度和保留时间基本重叠能说明实验过程中

的仪器误差情况。 如图 2 所示,相应的响应强度与

保留时间重叠,说明了此次实验误差较小,数据质

量可靠。
2. 4. 2　 差异代谢物相关性分析

采用 PCA(图 3)和 PLS-DA(图 4)方法对数据

进行分析,本次实验结果是:负离子模式:R2Y = 1,
Q2Y = 0. 93,正离子模式: R2Y = 0. 99, Q2Y =
0. 95,说明其数据可靠性极高。 两图结果均显示

T2DM 气阴两虚模型组大鼠和正常组大鼠尿液样本

出现较为明显的分离趋势,说明模型组的代谢物存

在比正常组差异显著。
2. 4. 3　 差异代谢物筛选

显著性差异代谢物的筛选:差异代谢物的筛选

主要参考 FC 和 P-value 两个参数,设定阈值为 FC <
0. 667 且 P-value < 0. 05,检索人类代谢组学数据库

(HMDB) 和京都基因与基因组百科全书数据库

(KEGG)鉴定差异代谢物,结果发现,与正常组相

比,模型组大鼠尿液正负离子模式下共检测出 40 种

差异较为显著的代谢物(见表 3),其中 18 种代谢物

下调,22 种代谢物上调。 其中碳水化合物代谢:与
正常组相比, 模型组 D-葡萄糖酸盐 ( D-glucaric
acid),核糖醇(Ribitol)的水平显著降低;D-葡萄糖

酸-1,5-内酯(Gluconolactone),D-甘露糖 6-磷酸酯

(D-mannose 6-phosphate),肌醇(Inositol),L-古洛诺-
1,4-内酯(L-gulono-1,4-lactone),D-果糖 6-磷酸(D-
fructose 6-phosphate),半乳糖醇(Dulcitol),海藻糖-
6-磷酸酯(Trehalose 6-phosphate)水平显著增加;脂
质代谢:与正常组相比,模型组茉莉酸 ( Jasmonic
acid),雌二醇(Estradiol),皮质酮(Desoxycortone),
皮 质 醇 ( Cortisol ), 17α-羟 孕 酮 ( 17alpha-
hydroxyprogesterone),11-脱氧皮质醇(Cortodoxone),
苯乙 缩 醛 ( Phenylacetylglycine ), 前 列 腺 素 I2
(Prostaglandin I2,PGI2)、醛固酮(Aldosterone)的水

平显著降低, 二十二碳六烯酸 ( Docosahexaenoic
acid),棕榈酸(Palmitic acid)的水平显著增加;氨基

酸代谢: 与正常组相比, 模型组 D-脯氨酸 ( D-
proline ), L-犬 尿 氨 酸 ( L-kynurenine ), 精 胺

(spermine) 的水平显著降低, N-乙酰鸟氨酸 ( N-
acetylornithine),羟脯氨酸(hydroxyproline),三甲基

L-赖氨酸 ( N6,N6,N6-trimethyl-L-lysine),L-蛋氨酸

(methionine),L-组氨酸(1-methylhistidine),3-羟基-
L-酪氨酸(Levodopa)的水平显著增加;属于能量代

谢的:与正常组相比,模型组肌苷(inosine)与伪尿苷

(pseudouridine)含量增加。
2. 4. 4　 代谢通路分析

以 KEGG Pathway 为单位,通过 Pathway 富集

能确定由上述经筛选得到的差异代谢物参与的最

主要生化代谢途径和信号转导途径,具体富集通

路如图 5 所示。 得到通路富集的 P-value 值,其中

以 P-value ≤ 0. 05 为阈值,满足此条件的 KEGG
通路定义为在差异代谢物中显著富集的 KEGG 通

路,根据富集结果发现与疾病相关的通路,分别是

碳水化合物代谢(磷酸戊糖途径、半乳糖代谢、淀
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粉和蔗糖代谢);脂质代谢(脂肪酸代谢、脂肪酸伸

长率、脂肪酸降解、脂肪酸生物合成、类固醇激素

生物合成、醛固酮调节钠的重吸收);蛋白质代谢

(半胱氨酸和蛋氨酸的代谢、磷酸肌醇代谢,α-亚
麻酸代谢);胰岛素抵抗;氧化应激(氧化磷酸化、
花生四烯酸代谢)。

注:CTR:正常组;DMM:模型组。

图 2　 大鼠尿液 LC-MS / MS 总离子流图

Note. CTR. Normal group. DMM. Model group.

Figure 2　 LC-MS / MS total ion current diagram of rat urine
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表 3　 筛选出的潜在生物标志物及其变化趋势

Table 3　 Potential biomarkers screened and their changing trends

序号
Serial
No

代谢物名称
Name of
metabolite

分子式
Molecular
formula

P-value RT
(min)

质荷比
m / z

变化趋势
Up and
down

通路
KEGG_pathway

1 醛固酮
Aldosterone

C21H28O5 0. 000 079 600 6. 343 405. 1904 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

2 核糖醇
Ribitol

C5H12O5 0. 000 198 187 1. 342 151. 0619 下调
Down

戊糖和葡萄糖醛酸相互转化
Mutual conversion of pentose

and glucuronic acid

3 茉莉酸
Jasmonic acid

C12H18O3 0. 000 333 475 6. 308 209. 1191 下调
Down

α-亚麻酸代谢
α-linolenic acid metabolism

4 D-葡萄糖酸-1,5-内酯
Gluconolactone

C6H10O6 0. 000 667 167 1. 660 177. 0412 上调
Up

磷酸戊糖途径
Pentose phosphate pathway

5 D-甘露糖 6-磷酸酯
D-mannose 6-phosphate

C6H13O9P 0. 000 955 903 1. 512 259. 0228 上调
Up

果糖和甘露糖代谢
Fructose and mannose metabolism

6 肌醇
Inositol

C6H12O6 0. 001 445 447 1. 311 179. 0568 上调
Up

半乳糖代谢
Galactose metabolism

7 肌苷
Inosine

C10H12N4O5 0. 001 888 372 1. 406 267. 0726 上调
Up

嘌呤代谢
Purine metabolism

8 L-古洛诺-1,4-内酯
L-gulono-1,4-lactone

C6H10O6 0. 002 055 568 1. 402 177. 0413 上调
Up

抗坏血酸和醛酸盐代谢
Metabolism of ascorbic acid and aldolate

9 D-葡萄糖酸盐
D-saccharic acid

C6H10O8 0. 006 986 805 1. 273 209. 0312 下调
Down

抗坏血酸和醛酸盐代谢
Metabolism of ascorbic acid and aldolate

10 D-脯氨酸
D-proline

C5H9NO2 0. 009 317 282 4. 925 114. 0564 下调
Down

精氨酸和脯氨酸代谢
Arginine and proline metabolism

11 雌二醇
Estradiol

C18H24O2 0. 010 306 915 6. 226 271. 1708 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

12 伪尿苷
Pseudouridine

C9H12N2O6 0. 011 363 471 1. 399 243. 0628 上调
Up

嘧啶代谢
Pyrimidine metabolism

13 D-果糖 6-磷酸
D-fructose 6-phosphate

C6H13O9P 0. 000 003 810 1. 496 261. 0378 上调
Up

淀粉和蔗糖代谢
Starch and sucrose metabolism

14 N-乙酰鸟氨酸
N-acetylornithine

C7H14N2O3 0. 000 004 400 1. 397 175. 1083 上调
Up

精氨酸生物合成
Arginine biosynthesis

15 半乳糖醇
Dulcitol

C6H14O6 0. 000 006 380 1. 302 183. 0870 上调
Up

半乳糖代谢
Galactose metabolism

16 L-犬尿氨酸
L-kynurenine

C10H12N2O3 0. 000 010 600 5. 082 209. 0930 下调
Down

色氨酸代谢
Tryptophan metabolism

17 羟脯氨酸
Hydroxyproline

C5H9NO3 0. 000 011 300 1. 335 132. 0660 上调
Up

精氨酸和脯氨酸代谢
Arginine and proline metabolism

18
N6 -三甲基 L-赖氨酸

N6,N6,N6 -trimethyl-L-lysine
C9H20N2O2 0. 000 012 900 1. 253 189. 1605 上调

Up
赖氨酸降解

Lysine degradation

19 皮质酮
Desoxycortone

C21H30O3 0. 000 016 000 8. 560 331. 2276 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

20 硫胺素
Thiamine

C12H16N4OS 0. 000 059 600 1. 344 265. 1124 上调
Up

硫胺素代谢
Thiamine metabolism

21 烟酸
Nicotinuric acid

C8H8N2O3 0. 000 084 300 5. 248 181. 0615 下调
Down

烟酸盐和烟酰胺代谢
Nicotinate and nicotinamide metabolism

22 皮质醇
Cortisol

C21H30O5 0. 000 192 462 6. 152 363. 2176 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

23 二十二碳六烯酸
Docosahexaenoic acid

C22H32O2 0. 000 296 598 6. 629 329. 2484 上调
Up

不饱和脂肪酸的生物合成
Biosynthesis of unsaturated fatty acids

24 L-蛋氨酸
Methionine

C5H11NO2S 0. 000 331 098 1. 401 150. 0554 上调
Up

半胱氨酸和蛋氨酸代谢
Cysteine and methionine metabolism

25 N-L-组氨酸
1-methylhistidine

C7H11N3O2 0. 000 457 389 1. 374 170. 0929 上调
Up

组氨酸代谢
Histidine metabolism
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续表 3　

序号
Serial
No

代谢物名称
Name of
metabolite

分子式
Molecular
formula

P-value RT
(min)

质荷比
m / z

变化趋势
Up and
down

通路
KEGG_pathway

26 17α-羟孕酮
17alpha-hydroxyprogesterone

C21H30O3 0. 000 478 191 11. 969 331. 2277 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

27 脱氧肌苷
Deoxyinosine

C10H12N4O4 0. 000 576 382 5. 673 253. 0934 下调
Down

嘌呤代谢
Purine metabolism

28 海藻糖
Trehalose 6-phosphate

C12H22O11 0. 000 777 893 1. 460 343. 1246 上调
Up

淀粉和蔗糖代谢
Starch and sucrose metabolism

29 11-脱氧皮质醇
Cortodoxone

C21H30O4 0. 001 393 187 6. 502 347. 2228 下调
Down

类固醇激素生物合成
Steroid hormone biosynthesis

30 吡哆醛
Pyridoxal

C8H9NO3 0. 001 727 928 4. 804 146. 0817 下调
Down

维生素 B6 代谢
Vitamin B6 metabolism

31 鸟苷酸
Guanosine monophosphate

C10H14N5O8P 0. 001 820 708 1. 420 364. 0643 上调
Up

嘌呤代谢
Purine metabolism

32 3-羟基-L-酪氨酸
Levodopa

C9H11NO4 0. 002 905 069 5. 242 198. 0770 上调
Up

酪氨酸代谢
Tyrosine metabolism

33
2’-脱氧腺苷 5’-磷酸
2’-Deoxyadenosine
5’-phosphate,dAMP

C10H14N5O6P 0. 003 260 108 5. 286 332. 0747 上调
Up

嘌呤代谢
Purine metabolism

34 海藻糖-6-磷酸酯
Trehalose 6-phosphate

C12H23O14P 0. 003 403 838 5. 238 423. 0914 上调
Up

淀粉和蔗糖代谢
Starch and sucrose metabolism

35 苯乙缩醛
Phenylacetylglycine

C10H11NO3 0. 004 337 422 5. 537 194. 0818 下调
Down

苯丙氨酸代谢
Phenylalanine metabolism

36 精胺
Spermine

C10H26N4 0. 005 588 057 1. 175 203. 2237 下调
Down

精氨酸和脯氨酸代谢
Arginine and proline metabolism

37 前列腺素 I2
Prostaglandin I2

C20H32O5 0. 006 257 626 7. 005 353. 2317 上调
Down

花生四烯酸代谢
Arachidonic acid metabolism

38 2’-脱氧腺苷
Deoxyadenosine

C10H13N5O3 0. 007 816 712 1. 420 252. 1086 上调
Up

嘌呤代谢
Purine metabolism

39 棕榈酸
Palmitic acid

C16H32O2 0. 020 786 482 6. 418 129. 1280 上调
Up

脂肪酸生物合成
Fatty acid biosynthesis

40 维生素 A
Vitamin A

C20H30O 0. 025 974 075 7. 063 287. 2377 下调
Down

视黄醇代谢
Retinol metabolism

图 3　 大鼠尿液正负离子模式 PCA 分析

Figure 3　 PCA analysis of positive and negative ion patterns in rat urine
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图 4　 大鼠尿液正负离子模式 PLS-DA 分析

Figure 4　 PLS-DA analysis of positive and negative ion modes in rat urine

图 5　 大鼠尿液正负离子模式代谢通路 KEGG 富集结果

Figure 5　 KEGG enrichment results of positive and negative ion metabolic pathway in rat urine

3　 讨论

自 20 世纪 80 年代以来,我国进行的多次糖尿

病的流行病学调查研究发现,中国老年糖尿病患病

率逐年明显升高,而且老年患者已经成为我国糖尿

病的主流人群, 其中 ≥ 95% 的老年患者均为
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T2DM[13-14]。 高龄、糖尿病会显著增加心脑血管疾

病或其他流行性疾病的死亡率[15-16],根据现代医学

科学实验技术研究低价高效的降糖药一直是糖尿

病新药开发利用的一大热点。 代谢组学旨在研究

在受到刺激或扰动时,机体(细胞、组织、生物个体)
作出相关反应导致的某些差异代谢产物变化或其

随着时间周期的代谢通路的变化,从而实现了两组

或者多组具有特征性的生物代谢模型比较,为研究

以整体思维与辨证论治为特点的中医证候研究提

供了新的可行性。
STZ 是一种能够选择性的破坏一定种属动物的

胰岛 β 细胞,对于大鼠造模而言大剂量(65 ~ 70
mg / kg)注射能直接引起胰岛 β 细胞的广泛破坏,可
造成 1 型糖尿病模型,小剂量(25 ~ 40 mg / kg)注射

能直接引起胰岛 β 细胞的部分破坏,造成其他组织

对胰岛素不甚敏感,结合高脂高糖喂养,能诱导复

制出更接近于临床上 2 型糖尿病的动物模型。 本研

究运用高糖高脂饲料饲养 SD 大鼠 4 周,结合禁食

不禁水 12 h 后 STZ 35 mg / kg 腹腔注射,多次不定时

间检测空腹血糖和随机血糖均大于 11. 2 mmol / L,
模型组 15 只 SD 大鼠,造模成功 12 只,成模率

80%。 青皮能破气,附子能伤阴,采用灌胃青皮附子

散颗粒水冲剂(15. 75 g / ( kg·d))28 d 能最大限度

地造成气阴两虚的中医证候动物模型。 此研究采

用西医病因造模结合中医病因造模能最大程度上

复制 T2DM 气阴两虚证的中医病证结合动物模型。
本实验研究发现 T2DM 气阴两虚证大鼠模型组

比正常组发生了明显差异性的代谢通路变化,其中

有 12 条与脂质代谢有关,9 条与碳水化合物代谢有

关,15 条与蛋白质代谢有关,2 条与能量代谢有关。
3. 1　 碳水化合物代谢

半乳糖醇(dulcitol)是一种通过还原半乳糖而

衍生的糖醇,在眼晶状体内积累后会造成白内障;
在模型组的 SD 大鼠眼睛有明显的炎症或者翳障横

生。 海藻糖 6-磷酸(T6P)调节细胞中的糖水平和淀

粉代谢,与各种信号通路相互作用,机体在将 T6P
转化为海藻糖(Tre)后,海藻糖在外界条件刺激下

充当重要的渗透保护剂,Tre 和 T6P 还能通过增加

酶和非酶抗氧化剂来降低氧化应激[17]。 肌肉肌醇

(inositol)是鸟类、哺乳类动物机体的必需营养源,
肌肉肌醇的缺乏,可引起小鼠脱毛和大鼠眼周围异

常等症状,大鼠可大量代谢肌醇,但尿中排出的量

并不多,本次研究中模型组大鼠毛发无光泽、易脱

落可能与大鼠大量排泄肌醇有关。 5-焦磷酸(1,2,
3,4,6)-五磷酸肌醇(5-pyrophosphate (1,2,3,4,6)-
Inositol pentaphosphate,5-InsP7)是六磷酸肌醇激酶

1( Inositol hexaphosphate kinase 1, IP6K1) 的产物,
5-InsP7 与 Akt / PKB 在其 pleckstrin 同源结构域结

合,能阻止与磷脂酰肌醇 3,4,5-三磷酸的相互作用,
从而减少 Akt / PKB 膜转位和胰岛素刺激的葡萄糖摄

取[18],这可能是模型组大鼠血糖偏高原因之一。
3. 2　 脂质代谢

棕榈酸(palmitic acid)能通过抑制 β 细胞关键

转录因子的表达,引起 β 细胞去特征化,从而引起 β
细胞的胰岛素分泌功能受损,造成模型组大鼠血糖

升高[19]。 二十二碳六烯酸(DHA)是哺乳动物和鱼

类生物膜的重要组成部分和一些激素的主要前体,
能降低血糖,缓解糖尿病症状[20]。 前列腺素 I2
(PGI2)是一种脂质介质,对机体具有强大的抗炎作

用,研究表明 PGI2 可能通过刺激 IP 受体的激动作

用通过依赖于 cAMP / PKA 的肾单位磷酸化增加胰

岛素释放[21],控制血糖,模型组 PGI2 含量减少,也
从侧面证明模型造模成功。 皮质醇( cortisol)能促

进糖异生,抑制蛋白质合成,加快对糖原的利用和

脂肪分解,从而为生命运动提供能量。 皮质酮

(desoxycortone)降低会减少机体内胰岛淀粉样蛋白

与胰岛素 1(Ins1)的比例,减缓胰岛 β 细胞增殖,虽
然不能增加完整的全长胰岛素水平,但能在短时间

内减低酶活性,提高机体血糖水平[22]。 模型组 17α-
羟 孕 酮 ( 17α-OHP ), 皮 质 醇, 皮 质 酮 雌 二 醇

(estradiol),11-脱氧皮质醇( cortodoxone)等激素类

代谢产物含量减少,造成相关的能量代谢减少,也
正是气阴两虚证的具体表现之一,可能作为 T2DM
气阴两虚证的生物标志物[23]。
3. 3　 氨基酸代谢

蛋氨酸(methionine)是机体必需氨基酸,能维

持生长发育和氮平衡,蛋氨酸能促进肝内脂肪代

谢,减少脂肪的积聚,因其分子中所含的硫原子能

清除自由基,是一种很好的抗氧化剂。 3-羟基-L-酪
氨酸(levodopa)改善人体视觉对比敏感度,减少固

视暗点及提高视力,相关新型酪氨酸酶可以被认为

是左旋多巴及多巴胺合成的生物催化剂[24]。 L-犬
尿氨酸(L-KYN)是一种内源性代谢物,容易氧化,
这种氧化还原特性可能在其保护作用中起重要作

用,是一种潜在的内源性抗氧化剂,在现代研究的

实验模型中被用于神经的防护。 它的减少能代表
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模型 组 大 鼠 抗 氧 化 作 用 减 轻, 存 在 神 经 损 伤

可能[25]。
3. 4　 能量代谢

肌苷(inosine)能在体内代谢为肌苷酸( inosinic
acid)和三磷酸腺苷(adenosine triphosphate),能穿过

细胞膜进入细胞内,因能提高辅酶 a 与丙酮酸氧化

酶的活性,使细胞在缺氧状态下进行核酸代谢、细
胞能量代谢等,为机体提供能量,具有抗炎免疫调

节和 神 经 保 护 作 用。 模 型 组 肌 苷 与 伪 尿 苷

(pseudouridine)含量增加,代表模型组大鼠处于严

重的缺氧状态下的能量代谢异常。
本实验经过综合分析 2 型糖尿病气阴两虚证大

鼠尿液样本中的差异代谢物,结合胰腺病理检测、
一般气阴两虚证的特征证候群、相关多维统计研

究,探索 2 型糖尿病气阴两虚证大鼠的生物代谢差

异物和相关的代谢模式,为相关疾病的中医证候研

究提供了新的依据和方法。
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