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摘要：目的  应用基于核磁共振氢谱（nuclear magnetic resonance 1H，NMR 1H）的代谢组学方法研究红景天对慢性冷应激刺激模型大鼠血浆和尿液代谢组的影响。方法  雄性Wistar大鼠30只，随机分为3组：正常对照组、模型组和红景天组（n=10）。模型组和红景天组大鼠每天置于4 ℃环境中保持4 h，连续刺激2周，同时红景天组给予红景天水煎液5 g·kg-1·d-1灌胃。正常对照组和模型组给予等体积的纯净水灌胃。采集大鼠血浆和尿液的NMR 1H谱，运用主成分分析法（principal component analysis, PCA）进行数据分析。结果 红景天组与模型组代谢特征明显不同，其代谢特征更接近正常对照组。与模型组比较，红景天组血浆中甘氨酸升高，乳酸、乙酰乙酸、肌酸、肌酐、甘油磷脂胆碱、磷脂胆碱、牛磺酸、氧化三甲胺和甜菜碱降低；尿液中色氨酸增加，α-酮戊二酸、乙酰乙酸、柠檬酸、氧化三甲胺、甜菜碱、牛磺酸和马尿酸减少。结论  代谢组学研究表明红景天能够调控机体能量代谢、牛磺酸、氨基酸（甘氨酸和色氨酸）和胆碱代谢，阐明了红景天对冷应激状态下大鼠保护作用的代谢调控机制。
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Study of the effects of Rhodiola decoction on plasma and urine metabonome in chronic cold stress rats by use of NMR-based metabonomics

Abstract: Objective With the application of nuclear magnetic resonance 1H spectroscopy, we study the effect of Rhodiola decoction on the plasma and urine metabolic changes in chronic cold stress rats. Methods 30 male Wistar rats were divided into three groups, i.e. controls, chronic cold stress and Rhodiola groups (n=10). Chronic cold stress and Rhodiola groups were exposed to 4 ℃ for 4 h each day, and this handling was carried out for two weeks. Rhodiola group was gavaged with Rhodiola water decoction. Controls and chronic cold stress group were given the equal dose of pure water at the same time. Plasma and urine samples were obtained when the experiment was finished. 1H NMR spectra of each sample was performed and analyzed by PCA method. Results Compared with the model group, the increased glycine and decreased lactate, acetoacetate, creatine, creatinine, choline metabolites (GPC, PC and betaine), TMAO and taurine were observed in plasma. Increased level in urinary tryptophan was also found in Rhodiola group, together with the reduction of TCA cycle intermediates (2-ocoglutarate and citrate), acetoacetate, taurine, TMAO and betaine levels. Conclusion Rhodiola can regulate the body’s energy metabolism, taurine, amino acids (glycine and tryptophan) and choline metabolism. The study elucidated the metabolic regulation mechanism of the protection of Rhodiola in chronic cold stress rats.
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应激是指机体受到各种内外环境因素刺激时所出现的非特异性全身反应[1]。近年来，各种生存环境和社会压力的应激因素对人类健康产生重要影响，并逐渐成为威胁人类健康的主要因素之一。其中，寒冷环境对人体生理功能有着广泛的影响，包括热平衡、能量代谢、水盐代谢、神经内分泌系统和心血管系统等[2]。研究表明，红景天能调节正常人体在低温条件下的免疫功能，可增强抗寒能力[3]和抗应激能力[4]。因此，本实验采用代谢组学方法研究红景天对冷应激有机体整体代谢状态的调控机制，为冷应激的中药防治提供理论依据。

1. 材料
1.1 动物  Wistar大鼠，雄性，SPF级，体质量180～220 g，中山大学实验动物中心，动物许可证号：SCXK（粤）2011-0029。分笼饲养，自由饮水进食，温度：（24±1）℃，湿度：（50±10）%，明/暗：12 h/12 h。
1.2 药材  景天科红景天属的红景天，北京同仁堂集团公司，经广东药学院田素英教授鉴定为真品。
1.3 试剂  磷酸二氢钠（NaH2PO4）和磷酸氢二钠（Na2HPO4），天津市百世化工有限公司，批号分别为：20130622和20130715；叠氮化钠（NaN3），成都市科龙化工试剂厂，批号：20091103；乙腈（CH3CN），广州华鑫科技有限公司，批号：20110112；肝素，陕西昕泰生物科技有限公司；含氘代三甲基硅基丙酸钠盐（TSP）重水，青岛腾龙科技有限公司。以上试剂均为国产分析纯。
1.4 仪器  500 MHz Bruker AVANCE Ⅲ核磁共振波谱仪，瑞士Bruker公司；5 mm核磁管，北京欣维尔玻璃仪器有限公司；KDC-220HR台式冷冻离心机，德国Heraeus公司；TTL-DCⅡ型氮吹仪，北京同泰联科技发展有限公司；ZH-2-BLENDER震荡器，天津大学无线电厂。
2方法
2.1 红景天提取液的制备  红景天生药300 g，先将药材用凉水浸泡30 min，煎煮2次, 第1次 1.5 h, 第2次1 h，滤过合并煎液，浓缩煎液至含生药浓度为1.67 g·mL -1，4 ℃保存备用。

2.2 动物分组、造模与给药  雄性Wistar大鼠30只，随机分为3组，每组10只，大鼠自由饮水进食。适应性饲养1周后，红景天组每天予以5 g·kg-1·d-1的红景天水煎液灌胃，4 h后，冷应激模型组和红景天组在4 ℃环境中保持4 h，持续2周。

2.3 样本的收集和处理  给药结束后，大鼠隔夜禁食，次日取其尿液约1 mL，并置于装有50 μL的1 %的叠氮钠EP管中。眼眶取血置于2 mL含肝素钠EP管中，离心（3000 g，15 min，4 ℃），取血浆备用。所有样品置于-80 ℃冰箱保存，备用。测NMR 1H前对尿液和血浆进行常温解冻,各吸取0.4 mL至离心管中,加0.1 mL磷酸盐（0.2 mol/L Na2HPO4/NaH2PO4, PH=7.4）缓冲液，14000 g低温离心10 min，取上清液，加入0.1 mL含TSP的重水,转入5 mm核磁管。
2.4 样本的数据采集和处理  NMR 1H谱在Bruker AVANCE Ⅲ 500 MHz核磁共振仪上采集。尿液和血浆分别采用NOESYPR1D（recycle delay–90°–t1–90°–tm–90°–acquisition）和CPMG（Carr–Purcell–Meiboom–Gill）脉冲序列。采用预饱和方式抑制水峰，饱和时间为2 s，回波时间100 ms，采样点数32 k，累加次数128次，控制温度在298 K。自由感应衰减（free induction decay, FID）信号经过32 k傅立叶变换转为NMR谱图。采用Topspin（Version 2.1, BrukerBiospin, Germany）软件进行手动调相位和基线校正，以TSP（δ 0.00）为化学位移参考峰，采用AMIX软件（Version 2.1, BrukerBiospin, Germany）对所有NMR 1H谱进行自动积分，积分区间δ 0.5～8.5，积分间隔0.003 ppm。为了消除剩余水峰引起的影响，将δ 4.7～5.2区域设为零积分段。对于尿液样品，δ 5.2～6.2区域设为零积分以去除尿素峰的影响。将所有积分数据进行归一化处理，用于模式识别分析。

2.5 数据处理与分析  采用SIMCA-P+-12.0软件（Umetrics, Sweden）分别对血浆和尿液积分数据进行主成分分析(PCA)。采用SPSS（Version 19.0, SPSS Inc., USA）软件对经PCA筛选出的血浆和尿液中明显变化的代谢物的归一化积分值做t检验，P﹤0.05被认为是具有显著性差异。
3 结果

3.1血浆NMR 1H谱  见图1。根据二维NMR谱和相关文献[5]对谱中的各代谢物进行了归属。从图中可以观察到主要的代谢物有：氨基酸类（亮氨酸、异亮氨酸、甘氨酸，缬氨酸和丙氨酸），胆碱类（胆碱、甘油磷酸胆碱、磷酸胆碱），脂质，乳酸，丙酮酸，葡萄糖等。
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注：A. 正常对照组；B. 模型组；C. 红景天组。1.低密度脂蛋白；2.高密度脂蛋白；3.极低密度脂蛋白；4.异亮氨酸；5.亮氨酸；6.缬氨酸；7.乳酸；8.丙氨酸；9.乙酸；10.N-乙酰蛋白；11.O-乙酰蛋白；12.丙酮；13.乙酰乙酸；14.丙酮酸；15.谷氨酰胺；16.肌酸；17.肌酐；18.胆碱；19.甘油磷酸胆碱；20.磷酸胆碱；21.牛磺酸；22.氧化三甲胺；23. 甜菜碱；24.甘氨酸；25.丙三醇；26.α-葡萄糖；27.β-葡萄糖；28.不饱和脂质；29.酪氨酸；30.1-甲基组氨酸；31.苯丙氨酸；32.甲酸.

图1  对照组（A）、慢性冷应激模型组（B）和红景天治疗组（C）大鼠血浆的核磁共振氢谱

Figure 1  1H NMR spectra of plasma from control (A), chronic cold stress (B) and Rhodiola groups (C). 
3.2 血浆PCA分析  实验各组血浆代谢产物的NMR 1H谱的主成分分析结果见图2。正常对照组和模型组能够完全区分开，红景天组靠近正常对照组。结果表明红景天组血浆代谢特征与正常对照组相似，而与模型组血浆代谢谱特征明显不同。
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注：正常对照组（○）、模型组（●）和红景天组（▲）。
图2  大鼠血浆的得分图（R2X=71.2%，Q2=64.8%）。
Figure 2 Principal component analysis score (R2X=81.2%, Q2=74.7%) of plasma. 

模型组和红景天组大鼠血浆PCA的得分图和载荷图见图3。从图3A1中可观察到模型组和红景天组在t[1]维分开；由图3A2可得到对区分两样本有较大贡献的代谢物变化。结果显示，红景天组极低密度脂蛋白、甘氨酸和丙三醇是升高的，高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、乳酸、乙酰乙酸、肌酸、肌酐、甘油磷脂胆碱、磷脂胆碱、牛磺酸、氧化三甲胺和甜菜碱则是降低的。
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注：模型组（●）和红景天组（▲）。
图3模型组和红景天组大鼠血浆的得分图（A1）和载荷图（A2）（R2X=79.3%，Q2=65.6%）。
Figure 3 Principal component analysis score（A1）and loading（A2）plots (R2X=79.3%，Q2=65.6%) of plasma from model and Rhodiola rats.
3.3 尿液的NMR 1H谱  通过二维NMR谱和参考相关文献[5]，对尿液NMR图中的各代谢物进行了归属，见图4。主要的代谢物有：氨基酸类、乳酸、马尿酸、葡萄糖、三羧酸循环的中间产物，色氨酸，尿苷和肌苷等。
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注：1. 2-羟基异戊酸； 2. 2-羟基丁酸；3. 2-羟基戊酸；4. 2-酮异己酸脂；5.缬氨酸；6. 3-羟基丁酸；7.乳酸；8.丙氨酸；9.乙酸；10.N-乙酰甘氨酸；11.丙酮；12.乙酰乙酸；13.丙酮酸；14.琥珀酸；15. α-酮戊二酸；16.柠檬酸；17.N,N-二甲基甘氨酸；18.肌酐；19.顺乌头酸；20.O-乙酰肉碱；21.胆碱；22.肉碱；23.氧化三甲胺；24.甜菜碱；25.牛磺酸；26.甘氨酸；27.丙三醇；28.马尿酸；29.苯丙氨酸；30.α-葡萄糖；31.β-葡萄糖；32.色氨酸；33.尿苷；34.肌苷；35.N-甲基烟酰胺；36.延胡索酸；37.乌头酸；38.4-羟基苯丙酮酸；39.酪氨酸；40.甲酸.
图4对照组（A）、慢性冷应激模型组（B）和红景天治疗组（C）大鼠尿液的核磁共振氢谱
Figure 4  1H NMR spectra of urine in rats from control (A), chronic cold stress (B) and Rhodiola groups (C). 
3.4 尿液PCA分析  各组尿液代谢产物NMR 1H谱的主成分分析见图5。正常对照组和模型组完全区分开，而红景天组离模型组较远，而靠近正常对照组。这说明红景天组尿液代谢特征与模型组的明显不同，但与正常对照组的代谢特征相似。
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注：正常对照组（○）、模型组（●）和红景天组（▲）。
图5 大鼠尿液的得分图（R2X=81.4%，Q2=74.8%）。
Figure 5 Principal component analysis score (（R2X=81.4%，Q2=74.8%）) of urine. 

图6给出了模型组和红景天组大鼠尿液PCA的得分图和载荷图。在图6A1中，模型组和红景天组在t1维分开；图 6A2表示对区分两样本有贡献的代谢物变化。通过对红景天组和模型组的比较，可得出：肌酐和色氨酸在红景天组中是升高的，α-酮戊二酸、乙酰乙酸、柠檬酸、氧化三甲胺、甜菜碱和牛磺酸是降低的。
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注：模型组（●）和红景天组（▲）。
图6模型组和红景天组大鼠尿液的得分图（A1）和载荷图（A2）（R2X=72.8%，Q2=67.4%）。

Figure 6  Principal component analysis score（A1）and loading（A2）plots (R2X=72.8%，Q2=67.4%) of urine from model and Rhodiola rats.

3.5模型组和红景天组大鼠血浆代谢组归一化面积比较   血浆和尿液经PCA初步筛选得到的差异代谢物积分见表1和表2。与模型组比较，红景天组血浆中乳酸、乙酰乙酸、肌酸、肌酐、甘油磷脂胆碱、磷脂胆碱、牛磺酸、氧化三甲胺、甜菜碱和甘氨酸，以及尿液中α-酮戊二酸、乙酰乙酸、柠檬酸、氧化三甲胺、甜菜碱、牛磺酸和色氨酸的变化均具有统计学意义，且均与对照组无明显差异。
表1  模型组和红景天组大鼠血浆代谢组归一化面积比较（n=10）
	
	化学位移/ppm
	变化趋势

	高密度脂蛋白 
	0.84(t)
	↓

	
	1.25(m)
	

	低密度脂蛋白
	0.84(t)
	↓

	
	1.25(m)
	

	极低密度脂蛋白
	0.87(t)
	↑

	
	1.57(m)
	

	乳酸
	1.33(d)
	↓**

	
	4.20(q)
	

	乙酰乙酸
	2.27(s)
	↓*

	
	3.49(s)
	

	肌酸
	3.04(s)
	↓*

	肌酐
	3.04(s)
	↓*

	磷脂胆碱
	3.23(s)
	↓*

	甘油磷脂胆碱
	3.23(s)
	↓*

	牛磺酸
	3.25(t)
	↓**

	
	3.41(t)
	

	氧化三甲胺
	3.26(s)
	↓*

	甜菜碱
	3.26(s)
	↓*

	甘氨酸
	3.54(s)
	↑*

	丙三醇
	3.53(dd)
	↑

	
	3.64(t)
	

	
	3.87(m)
	


注：与模型组比较，* P<0.05，**P<0.01。s: 单峰；d：双峰；t: 三重峰；q：四重峰；m：多重峰；dd：两个双峰。
表2 模型组和红景天组大鼠尿液代谢组归一化面积统计分析（n=10）

	代谢物
	化学位移/ppm
	变化趋势

	α-酮戊二酸


	2.45 (t)
	↓**

	
	3.01(t)
	

	乙酰乙酸
	2.27(s)
	↓*

	肌酐
	3.05(s)
	↑

	
	4.06(s)
	

	柠檬酸
	2.58(d)
	↓*

	
	2.69(d)
	

	氧化三甲胺
	3.24(s)
	↓*

	甜菜碱
	3.24(s)
	↓*

	牛磺酸
	3.25(t)
	↓**

	
	3.41(t)
	

	色氨酸
	4.07(dd)
	↑*

	
	7.74(d)
	


注：与模型组比较，* p<0.05，**p<0.01。s:单峰，d：双峰；t:三重峰；q：四重峰；m：多重峰；dd：两个双峰。
4 讨论

前期研究[6]表明，对大鼠置于4 ℃的环境中4 h，持续两周的冷应激能够明显影响大鼠体内的代谢过程，发现慢性冷应激大鼠血浆中脂蛋白（高密度脂蛋白、低密度脂蛋白），乳酸，乙酰乙酸，肌酸，肌酐，胆碱代谢物（甘油磷脂胆碱、磷脂胆碱和甜菜碱），氧化三甲胺和牛磺酸是增加的，极低密度脂蛋白，谷氨酰胺，甘氨酸和丙三醇是降低的；尿液中三羧酸循环的中间产物（α-酮戊二酸、柠檬酸），乙酰乙酸，牛磺酸，氧化三甲胺，甜菜碱和马尿酸是升高的，肌酐和色氨酸则是降低的。这些代谢物均与冷应激密切相关。这一研究结果表明，冷应激可引起脂质代谢、能量平衡、氨基酸和肠道菌群代谢的紊乱。研究发现红景天具有明确的抗应激[7]和抗寒能力[3]。因此，本实验采用代谢组学方法系统研究红景天对慢性冷应激大鼠整体代谢调控作用。结果表明，红景天组血浆和尿液代谢组特征明显区别于模型组，且接近正常对照组，红景天能够逆转模型鼠血浆中乳酸、乙酰乙酸、肌酸、肌酐、甘油磷脂胆碱、磷脂胆碱、牛磺酸、氧化三甲胺、甜菜碱和甘氨酸，及尿液中α-酮戊二酸、乙酰乙酸、柠檬酸、氧化三甲胺、甜菜碱、牛磺酸和色氨酸代谢物的变化，而这些代谢物与冷应激刺激密切相关。因此，该研究表明红景天对冷应激引起的大鼠代谢紊乱具有一定的调控作用。
研究[8]发现红景天对疲劳状态下机体代谢紊乱、中枢神经系统和内分泌系统的功能失调有一定的调节作用；能促进大鼠机体的糖代谢，提高代谢酶活性和糖原储备，使肝糖原及时分解补充血糖[9]。乙酰乙酸是线粒体中脂肪酸β氧化的产物，乙酰乙酸在冷应激模型鼠血浆和尿液中增加。本实验发现红景天组血浆和尿液中乙酰乙酸的含量低于模型组，说明红景天可逆转模型组中乙酰乙酸的变化，从而调节大鼠体内的能量代谢，以维持机体能量平衡。文献报道[10]红景天复方制剂可促进乳酸的消除，乳酸有氧氧化代谢途径和乳酸的糖异生途径加强了体内乳酸代谢。这与本实验中红景天组血浆中乳酸的含量降低是一致的，进一步表明了红景天对慢性冷应激作用下大鼠体内的能量代谢紊乱有一定的调节作用。

α-酮戊二酸和柠檬酸是三羧酸循环的中间产物。在慢性冷应激刺激下，肾上腺激素明显增加，而肾上腺激素能够激活三羧酸循环中的酶，使三羧酸循环加快[11]。前期研究[6]显示冷应激模型鼠血浆和尿液中α-酮戊二酸和柠檬酸是增加的。而给予红景天治疗后，发现α-酮戊二酸和柠檬酸显著下调，表明红景天可能影响慢性冷应激作用下大鼠肾上腺激素的分泌，进而调节三羧酸循环代谢。
与正常组比较，模型组血浆肌酸和肌酐升高；与模型组比较，红景天组血浆中的肌酸和肌酐明显降低。肌酐是肌酸和磷酸肌酸的降解产物[12]，由肾脏中排出。在血浆中肌酐增加表明肾功能的紊乱[13]。红景天能逆转血浆中肌酐的水平，说明红景天对肾功能有一定的保护作用。这与黄凤霞等[14]发现的高山红景天对肾损伤有保护作用是一致的。当肝脏受损时，甘氨酸能产生大量谷胱甘肽[15]。红景天组血浆甘氨酸增加，可调节甘氨酸的代谢，从而对肝脏有一定的保护作用。研究[16]发现，红景天能够降低谷胱甘肽S转移酶活性，保护肝脏受损。牛磺酸作为体外自由β氨基酸，可促使胆汁分泌，有利胆保肝及解毒作用。肝脏是牛磺酸的主要合成器官，牛磺酸水平的改变常和肝脏的毒性和损伤有关系[17]。前期实验发现慢性冷应激模型中牛磺酸的含量升高[6]，而红景天组的大鼠血浆和尿液中牛磺酸含量显著降低，表明红景天对肝脏有一定的保护作用。
甘油磷脂胆碱及磷脂胆碱是细胞膜的重要组成成分[18]，其含量与细胞增殖密切相关。本研究发现红景天能够拮抗模型大鼠升高的甘油磷脂胆碱及磷脂胆碱的含量，表明红景天可能抑制冷应激刺激下细胞的增殖。同时，能够降低细胞渗透因子[19]氧化三甲胺和甜菜碱含量，表明红景天具有一定的细胞保护作用。
作为5-羟色胺的前体，模型大鼠色氨酸明显下降[6]，本研究显示，红景天组色氨酸明显升高。研究[20-21]表明，抑郁症患者血中5-羟色胺的含量降低，且色氨酸不足也会导致抑郁疾病的产生。因此，红景天可能预防和降低慢性冷应激作用下抑郁症的产生。

综上所述，本文以代谢组学为核心技术并结合模式识别及多元统计分析，筛选出红景天影响冷应激状态下大鼠血浆和尿液中的代谢标志物群以及其相关生化过程的改变，揭示了红景天对冷应激的影响，初步阐明了红景天对慢性冷应激的代谢紊乱的调控作用。
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