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从代谢组学的角度探讨维胃方对大鼠实验性

胃溃疡的疗效机制
彭树灵 刘晓伟 张真瑞 杨 健 贺红燕 肖卫平
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摘要 目的 从代谢组学的角度探讨维胃方对大鼠实验性胃溃疡的疗效机制。方法 采用乙酸灼烧法

制备大鼠胃溃疡模型；采用气相色谱一质谱联用仪(GC．MS)获得正常对照组、模型组、自愈组与维胃方治疗

组的大鼠胃黏膜匀浆代谢物谱。经数据前处理后，进行偏最小二乘法判别分析(PLS—DA)，寻找表征正常对

照组与模型组差异的生物标记物；使用主成分分析(PCA)考察维胃方对胃溃疡的治疗效果，并根据生物标记

物的变化解释其作用机制。结果 模型组与正常对照组的胃黏膜代谢物谱差异有统计学意义；生物标记物

包括有机酸、脂肪酸、氨基酸等物质，表明胃溃疡大鼠的胃黏膜出现能量代谢与物质代谢异常；维胃方通过调

节胃黏膜的代谢功能，达到有效治疗胃溃疡的目的。结论运用代谢组学技术从整体上揭示了维胃方对大

鼠实验性胃溃疡的疗效机制，凸显了中药多靶点综合治疗的特色。

关键词 代谢组学；维胃方；胃溃疡；气相色谱一质谱

Investigation of Therapeutic Mechanism of Weiweifang on Expedmental Gastdc Ulcer in Rats Viewing

from Metabonomice PENG Shu-ling，LIU Xiao-wei，ZHANG Zhen·rui，et al School of Traditional Chinese Medicine，

Southern Medical University，Guangzhou(510515)

ABSTRACT Objective To investigate the therapeutic mechanism of Weiweifang(WWF，a Chinese herbal

preparation)on gastric ulcer in rats viewing from metabonomics．Methods Wistar rats were made to gastric

model by acetic acid cauterization and randomized into the model group，the spOntaneOusIy healing group and

the three WWF treatment groups，and a group of normal rats was set for contr01．Metabolic spectra of gastric mu—

Cosa extraction of rats were acquired with gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS)technique．After

being pre‘processing，data were subjected to partial least squares discriminant analysis(PLS-DA)to discover

the biomarkers in rats of the normal group and the model group．The therapeutic effect of WWF on experimental

gastric ulcer was assessed by principal component analyses(PCA)，and its action of mechanism was explained

viewing from the changes of biomarkers．Results Spectra of biomarkers，including organic acids，fatty acids，a-

mine acids，etc．in model rats were statistically different to those in normal rats，which demonstrated that the en—

ergy and substance metabolisms were disordered in rats with gastric ulcer．WWF could cure gastric ulcer effec-

tively by way of regulating the metabolism of gastric mucosa．Conclusion The therapeutic mechanism of WWF

on experimental gastric ulcer in rats is revealed integrally by metabonomics in this study，displaying prominently

the characte rIstics of Chinese medicine multiple targets comprehensive therapy．

KEYWO只DS metabonomics；Weiweifang；gastric ulcer；gas chromatography-mass spectrometry

维胃方(wwF)是临床治疗胃溃疡的经验方，由三

七、白及、茯苓、蒲公英组成。实验表明‘。“，wwF可

调节乙酸性胃溃疡大鼠血清胃泌素(gastrin，GAS)、表
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皮生长因子(epidermal growth factor，EGF)、白细胞介

素-2(interleukin-2，IL-2)、一氧化氮(nitric oxide，NO)

的水平及诱生型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide

synthase，iNOS)的活性，提高胃黏膜中氨基己糖的含

量，从而减轻胃黏膜损伤、增强胃黏膜保护作用，有

效促进胃溃疡愈合。研究采用气相色谱-质谱联用仪

(GC．MS)技术¨’，从代谢组学的角度进一步探讨

wwF对实验性胃溃疡的治疗效果及其作用

机制。
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1 药物 维胃方(wwF)由三七、茯苓、白及、蒲

公英组成，所有药物均来自南方医院中药房，以上药物

按一定比例配伍后，常规煎煮2次，合并滤液，浓缩至

生药含量1．5 g／mL，置于4℃冰箱保存备用。

2试剂与仪器氯甲酸乙酯(ECF)、无水乙醇、

吡啶、氢氧化钠、无水硫酸钠(均为分析纯)，购自阿拉

丁试剂公司；氯仿、冰醋酸(分析纯)，广东省光华化学

厂有限公司；乳酸、花生四烯酸、胆甾醇、谷氨酸、蛋氨

酸、酪氨酸等对照品购自国药集团化学试剂有限公司；

HP6890GC／5973MS气相色谱一质谱联用仪(GC／MS)

为美同惠普公司产品。

3动物 SPF级Wistar雄性大鼠48只，购于南

方医科大学动物实验中心，体重200—2209(SCXK粤

2006-0015)。

4方法

4．1 造模大鼠适应性喂养1周后，随机分为6

组：对照组、模型组、自愈组与WWF高、中、低剂量组

(每组8只)。对照组给予正常饮食，模型组及WWF

组采用乙酸法制备大鼠胃溃疡模型，参照Okabe等¨3

的方法略加改进。造模前大鼠禁食不禁水24 h，用

10％水合氯醛腹腔注射麻醉(3．5 mL／kg)，上腹部备

皮，消毒，铺手术洞巾，自剑突下剪一1．5～2．0 cm纵

切口，暴露鼠胃，将蘸有冰醋酸直径5 mm的圆形滤纸

贴于胃窦前壁浆膜面(避开血管)1 min后，用适当的

生理盐水冲洗腹腔，还纳胃体，逐层缝合腹膜、腹肌与

皮肤，消毒；术后给予正常饮食。

4．2 给药与样本收集 术后第4天，wwF高、

中、低剂量组分别按浓度1．5 g／mL、0．75 g／mL、0．375

g／mL灌胃给药，10 mL／kg，每天1次，连续7天。对照

组与模型组于造模后3天处死，自愈组与wwF组于

造模后10天，即给药7天后处死；取出鼠胃，沿胃大弯

剪开胃壁，用冰生理盐水冲洗十净后展平，用带刻度的

显微镜测量溃疡面的横径及纵径；将胃置于冰上，用手

术刀片轻轻地刮取溃疡周围胃窦黏膜约200 mg，一80

℃保存，备用。

4．3 样品预处理取胃窦黏膜置于玻璃匀浆器

中，加入1倍重量体积的冰生理盐水匀浆，匀浆液于低

温离心机10 000 r／min离心10 min，取上清液，参照

Qiu Y等旧。的方法，对上清液进行ECF衍生化处理后

用氯仿萃取，弃去水层，氯仿层用无水硫酸钠脱水，经

微孔滤膜(0．22斗m，聚四氟乙烯材质)过滤后，转移至

气相样品瓶中，作为供试液。

4．4 GC-MS分析条件 色谱柱：DB-5MS毛细管

柱(Agilent，30 nl×0．25 mm，0．25恤m)；分流比为1：l；

进样量：2斗L；进样口温度：260℃；程序升温：起始温

度85℃，保持1 min，以10℃／min升至140℃，以

1℃／rain升至155℃，以5。C／rain升至215℃，保持

1 min，以5℃／min升至220℃；再以10℃／min升至

300℃，保持5 min；载气：高纯度氦气，流速1 mL／min；

质谱条件：传输线温度：280℃；电离方式：EI，电离能量

70eV；离子源温度：230℃；质量扫描范围：30～550 m／z。

4．5 数据处理及分析使用Agilent色谱工作站

对各组样品的GC—MS总离子流图中各种代谢物峰面

积进行积分，扣除溶剂峰、杂质峰及内标峰，挑选共有

峰进行归一化处理。得到由共有峰号、样品号及归一

化后的峰强度组成的矩阵，标准化处理后将其导入

SIMCA．P+12．0(瑞典，Umetrics AB，Umea)进行偏最

小二乘法判别分析(PLS—DA)，寻找表征正常对照组与

模型组差异的生物标记物；行主成分分析(PCA)考察

维胃方的治疗作用；运』{j SPSS 13．0对代谢物相对含

量的差异进行t检验或单因素方差分析。

4．6代谢物的鉴定使用工作站中WILEY275．L

及NIST05．L数据库进行代谢物鉴定，结合网站(ht．

tp：／／www．hmdb．ca／)文献判断其是否为内源性代谢

物，选择数据库中匹配度较高的内源性代谢物质作为

鉴定结果，部分物质通过标准品进一步鉴定。

结 果

l 胃黏膜大体观察模型组形成直径5～6 mill

的明显溃疡，中心凹陷，覆盖灰白色或黄白色苔状物；

自愈组溃疡有所收敛，但仍比较明显；wWF中剂量组

愈合效果良好，WWF高、低剂量组仍见溃疡，但面积

明显小于自愈组。

2 GC．MS总离子流图(TIC) 经直观分析，对照

组与模型组TIC存在明显差异，表明两组胃黏膜代谢

物谱明显不同。经共有峰挑选，获得并鉴定了38个内

源性代谢产物。

3模式识别经PLS—DA分析，正常对照组与模

型组明显区分(图l—A)；选取变量投影重要性(Varia-

ble Importance in the Projection，VIP)>1的17种代谢

物作为牛物标记物(图l—B)，这些物质表征了两种状

态的差异，与分组密切相关∽1；进一步对两组间标记

物相对含量的差异进行t检验。结果显示，两组比较，

胃黏膜某些有机酸、脂肪酸、胆甾醇、氨基酸水平差异

有统计学意义(P<0．01，表1)，表明胃溃疡大鼠代谢

功能障碍。

万方数据
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图2各组大鼠胃黏膜代谢组PCA得分图

表1 模型组、白愈组与维胃方不同剂量组代谢标记物水平的变化

5．98 乳酸

7．37 苹果酸
7．“ 丙氢酸

ii．74 亮氰酸
12．98 脯氰酸
25．2I 谷氯酸
27．52 苯内氯酸
29．97 焦谷氧酸
31．98 软脂酸
35．77 亚油酸
35．93 油酸

36．38 赖氰酸
36．49 硬脂酸

37．38 组氨酸

38．46 花生叫烯酸

39．12 酪钮酸
46．37 胆甾醇
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PCA分析结果(图2)可见，所有个体的主成分得

分值均分布于椭圆形(95％置信区间)区域内，wwF

高、中、低剂量组远离模型组及自愈组，与正常对照组

接近(图2一A、B、C)；其中维胃方中剂量组与正常组交

互苇叠，表明其效果最佳(图2一B、D)。进一步考察自

愈组、WwF组与正常对照组的代谢标记物相对含量

差异的显著性(单因素方差分析)，结果显示：与正常

对照组比较，wwF组大多数标记物水平差异无统计

学意义(P>0．05，表1)，表明wwF对胃溃疡大鼠的

代谢状态具有凹调作用。

讨 论
注：与对照组比较，一差异无统计学意义；t、I P<0．05；1 T、

¨Pco．01 1大鼠胃溃疡代谢功能的变化模型组胃黏膜
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的乳酸、苹果酸水平显著升高(P<0．01)，表明黏膜细

胞无氧糖酵解增强，三羧酸循环紊乱，这是由于乙酸使

胃浆膜蛋白质变性，胃壁损伤，导致炎症介质大量释

放，黏膜下微血管循环障碍、供血不足所致¨0’⋯。某

些必需氨基酸(亮氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、组氨酸与

酪氨酸)水平显著降于对照组(尸<0．01)，表明模型组

胃黏膜修复原料严重不足，可能冈这些物质在溃疡应

激状态下直接或间接参与三羧酸循环而过度消耗；谷

氨酸、焦谷氨酸是1．谷氨酰基循环的中间物质，而脯

氨酸是谷氨酸的前体物质，这些物质在溃疡形成过程

因合成抗自由基损伤的谷胱甘肽而显著下降(P<

0．01)¨2’”。。谷氨酸、酪氨酸、组氨酸对胃黏膜还有直

接的保护作用，这些物质下降表明胃黏膜的防御能力

降低。脂肪酸(软脂酸、硬脂酸、亚油酸、油酸与花生

四烯酸)及肌甾醇是细胞生物膜的构成成分，这砦物

质大量堆积，是由于胃溃疡大鼠的胃黏膜细胞被大量

破坏且凶能量代谢障碍无法利用及转运所敛；另外，脂

肪酸的堆积也是炎症的表现，它加重了细胞线粒体功

能障碍；其中炎症介质白i烯的前体物质．花乍四烯酸

大量堆积苠至具细胞毒作用¨“。

2 wwF对大鼠胃溃疡的治疗作用PCA分析

结果直观地表明，wWF中剂量对大鼠乙酸性胃溃疡

具有较佳的治疗效果(图2)。考察标记物水平的变化

可知，WWF组乳酸、苹果酸与正常对照组比较差异无

统计学意义(P>0．05)，而自愈组仍处于高水平(P<

0．01)，表明WwF可有效调节胃再生黏膜的微循环，

缓解其缺血、缺氧状态，改善能量代谢障碍，这可能与

全方调节大鼠血清NO水平和NOS活性相关¨’，也与

三七的活血化瘀功效密切相关，表明治疗胃溃疡时加

入活I衄药物有利于溃疡修复。另外，wwF中剂量组

大部分氨基酸已回复至正常对照组水平(P>0．05)，

部分显著高于正常对照组(P<0．05)，表明wwF对

氨基酸代谢有回调作用，可能因WWF改善了三羧酸

循环，阻断r必需氨摹酸的过度利用及方中三七、茯苓

与蒲公英有效消除氧自由基，减轻炎症介质浸

润¨”⋯，减少了对谷氨酸、焦谷氨酸的消耗；中剂量

wwF还可促进黏膜细胞富积利于溃疡修复的物质

(亮氨酸、谷氨酸与组氨酸)，增强了胃黏膜的防御屏

障，可能与三七、茯苓增强细胞免疫¨5’m’及全方改善

能量代谢有关。此外，wwF组脂肪酸及胆甾醇水平

与正常对照组比较差异无统计学意义(P>0．05)，自

愈组则显著下降(P<0．01)，表明wwF使胃黏膜得

到良好修复，特别是白及可有效促进溃疡面的愈

合¨“，而在自愈机制下再生黏膜结构处于异常状态，

溃疡易于复发，可能与机体反射性过度调节有关。总

之，WWF通过调节胃黏膜能量代谢、氨基酸代谢及脂

类代谢，从整体上发挥胃溃疡的治疗作用，提高了溃疡

愈合质量¨9’。
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