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摘要：目的 观察别旁茶（BPC）总苷对溃疡性结肠炎小鼠模型干预的药效作用，考察不同分组小鼠的尿液代谢表达谱的差异。方法 balb/c小鼠随机分为BPC组、三硝基苯磺酸（TNBS）干预组、正常对照组和阳性药组，药物干预后测定药效指标，采用超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱（UPLC/Q-TOf MS）分析动物尿样，数据处理采用主成分分析（PCA）和偏最小二乘判别法（PLSDA）。结果 BPC组小鼠结肠组织损伤与模型组比较明显减轻，SOD活性升高具有显著性差异（P<0.01），MPO活性和MDA水平亦较模型组明显降低（P<0.01）。代谢组学模式识别分析各组区别明显，PLSDA方法区分尤为明显。结论 代谢组学初步研究显示，别旁茶总苷可明显改善溃疡性结肠炎小鼠模型的病变，PLSDA代谢组学数据处理方法可靠。
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Study on Metabonomics of BPC in Rats of Ulcerative Colitis 
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Abstract: Objective to study the intervention effect of  total glycosides from BPC on mice model of ulcerative colitis(UC), Investigate differential expression profiles of urine metabolism on different groups of mice. Methods SD mice were randomly divided into BPC groups, trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) intervention group and control group. The biochemical indicator was measured after administration of the drug and then applied to data process with PCA and PLSDA . principal component analysis (PCA) and partial least squares discriminant method (PLSDA).Results compared with the model group, the BPC group significantly reduced Colon tissue 
injuried on mice, SOD activity was significantly increased with a significant

difference (P<0.01), MPO activity and MDA levels were significantly lower (P<0.01). 
Each group is identified and analyzed obvious difference with Application of metabolomics mode. Using PLSDA way to distinguish the difference was particularly evident.Conclusion Preliminary studies Metabolomics shows, Total glycosides from BPC can significantly improve disease mice with ulcerative colitis, Methods to data
processing about PLSDA metabolomics is reliable.
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别旁茶（瑶药名），也称扭肚藤、断骨草等，为木犀科素馨属植物扭肚藤Jasminum elongatum(Bergius) Wiid.的干燥嫩茎及叶，是民族医药瑶医瑶药中常用的药物。主要分布于我国南方各省，如广西、广东、贵州等。别旁茶味微苦，性凉，功效清热解毒，利湿消滞，临床上用于治疗急性胃肠炎、消化不良、痢疾、湿热腹痛等[1]。复方扭肚藤胶囊治疗实验性腹泻效果良好[2]，还具有显著的镇痛抗炎作用[3]。其主要化学成分有扭体藤苷A、B、C、东莨菪素等苷类成分[4]。
根据前期结果，别旁茶总苷提取物对2'-4'-6'三硝基苯磺酸（TNBS）造成的小鼠溃疡性结肠炎模型结肠组织学损伤具有治疗作用，显著改善TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-27、MPO、SOD的水平（P＜0．05）[5]。本研究在前期药效基础上，用超高效液相色谱-串联四级杆飞行时间质谱（UPLC/Q-TOF MS）分析设备结合代谢组学技术观察别旁茶总苷组、模型组、正常组和阳性药组的代谢表达谱的差异。
1 材料与方法
1.1 动物 balb/c小鼠40只，雄性，SPF级，质量（20±3）g，由广东药学院实验动物中心提供，动物许可证号：SCXK(粤)2010-0025。动物饲料购自广东省医学实验动物中心，质量合格证号：SCXK(粤)2013-0002。
1.2 药物及试剂 别旁茶药材购自广州市清平药材市场，经广州中医药大学谢友良老师鉴定为木犀科素馨属植物扭肚藤Jasminum elongatum(Bergius) Wiid.的干燥嫩茎及叶；别旁茶总苷提取物（记为BPC，由广东药学院药物研究所制备，含生药量为1.4g·mL-1)；2, 4, 6-三硝基苯磺酸（TNBS），美国Sigma公司，批号：201307；柳氮磺胺吡啶，上海信谊嘉华药业有限公司，批号：201215；MPO、SOD、MDA检测试剂盒，上海酶联生物科技有限公司，批号：201514；戊巴比妥纳，上海西塘生物科技有限公司，批号：170116；甲酸、乙腈、甲醇均为国产色谱纯。
1.3 仪器 UV-3600型紫外-可见分光光度计，岛津公司；TGL16型高速冷冻离心机，上海仪纯实业有限公司；RE-52C型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；超高效液相色谱串联四级杆飞行时间质谱系统（ACQUITY UPLC/Q-TOF MS），美国Waters公司，数据采集与处理采用Masslynx软件。


1.4 模型复制[6-7]与给药 小鼠40只，随机分为4组，每组10只，分别为BPC组、模型组、正常组和阳性药组（柳氮磺胺吡啶，0.2g·kg-1）。小鼠禁食不禁水24h，采用TNBS诱导造模。造模前小鼠自由饮食10min。反复抓取小鼠并用棉签刺激小鼠肛周，利用小鼠应激性刺激其排空直肠内粪便，至小鼠排出的粪便呈现一定湿度。用4%的水合氯醛0.0075mL·g-1麻醉小鼠至无明显反抗意识但处于清醒状态，用注射器注入含TNBS的50%乙醇溶液到小鼠的肠腔内，每只150μL，将小鼠提起倒置1min，使药液到达全结肠，将小鼠仰卧在鼠笼内。对照组动物给予等量的磷酸缓冲液（PBS）。造模24h后开始给药，BPC组给予20g生药/kg的别旁茶总苷提取物，阳性药组给予0.2g·kg-1柳氮磺胺吡啶，给药体积均为2.5mL，其余各组给予等量积生理盐水，每天1次，连续2周。末次给药2h后将动物处死，解剖后观察结肠的形态，对病变结肠组织学检查，光镜观察结肠黏膜病变损伤情况[8]，其余结肠用液氮80℃保存，进行MPO、SOD、MDA指标检测。观察期间小鼠自由饮水摄食。给药前收集各组动物尿液待测，方法见2.3。记录小鼠给药前后共13d每天的体重，活动状况。
1.5 结肠组织MPO、SOD及MDA检测 取小鼠结肠组织用PBS缓冲液（pH7.4）冰浴下匀浆，融冻2次，4℃下3000r·min-1低温离心10min，取上清。结肠组织MPO、SOD活性及MDA含量测定根据试剂盒说明书进行。数据分析用t检验及方差分析。
1.6 尿液收集处理 动物造模前前1d用代谢笼收集各组24h尿液，采集尿液期间动物禁食不禁水。收集后尿液4℃下10000 r·min-1离心取上清，-80℃超低温冷冻保存，备检。
1.7 代谢组学检测 取2.5mL尿液加等体积乙腈于离心瓶中，涡旋混匀5min，4℃下以35000 r·min-1离心10min，除蛋白，吸取上清液，过滤备进样。
UPLC/Q-TOf MS分析条件：色谱柱为ACQUITY UPLCTMBEH C18柱(1.7μm，50.7CTmm)；流动相由包含A(0.1%甲酸水溶液)和B（0.1%甲酸乙腈溶液）溶液组成，流动相梯度程序见表1；柱温为40℃；流速为0.3mL·min-1；进样量5μL。
表 1  流动相梯度程序
Table 1  solvent gradient program of UPLC
	时间/min
	流速/mL·min-1
	A/%
	B/%

	0
	0.3
	90
	10

	0.50
	0.3
	80
	20

	2.00
	0.3
	70
	30

	7.00
	0.3
	50
	50

	10.00
	0.3
	0
	100

	12.00
	0.3
	0
	100

	13.00
	0.3
	90
	10

	15.00
	0.3
	90
	10


1.8 数据处理 数据处理采用代谢组学R语言数据处理平台PCA（主成分分析）和PLSDA（偏最小二乘判别）[9]方法。
2 结果
2.1 结肠组织学损伤情况 模型组小鼠较正常组一般状况差，表现为萎靡、进食及活动量少、竖毛等异常表现，出现不同程度的稀便和血便。处死动物后肉眼可见结肠与周围组织粘连，黏膜充血伴水肿，并有溃疡形成和病变肠管狭窄；显微镜下中性粒细胞浸润出现，黏膜腺体排列紊乱，溃疡形成，炎性渗出物可见。结肠隐窝内应该可见脓肿形成，但是由于切片部位原因未在图片上清晰显示。是由于造模程度过高，病变部位肿大严重致使肠腔狭窄。BPC和阳性对照组上述情况较模型组有明显改善，动物一般状况较好，稀便、血便量少，结肠组织水肿和溃疡病变程度也有明显改善，有轻度中性粒细胞浸润现象。
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A：BPC组；B：正常对照组；C：模型组；D;阳性对照组
图1 各组小鼠结肠组织病理图片（HE小鼠结肠）
Figure 1 Colon tissue picture of different group
2.2 生化指标检测结果 与正常组比较，模型组小鼠结肠黏膜组织SOD水平显著降低(P<0.05)，MPO、MDA则明显升高(P<0.05)。BPC组与模型组比较上述指标均有明显改善改善明显(P <0.01)。见表2。
表2 BPC对UC小鼠结肠组织中SOD、MPO和MDA的影响（n = 10，
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Table 2  Influence of BPC on SOD、MPO and MDA of UC rats colon induced by TNBS
	组别
	剂量/
g·kg-1
	SOD/
U·mL-1
	c(MDA)/
mmoL·mL-1
	MPO/
U·g-1

	正常组
	-
	15.24±1.28
	30.49±2.93
	0.61±0.11

	模型组
	-
	7.49±1.51*
	44.13±3.85*
	1.55±0.13*

	BPC组
	20.0
	12.63±1.64Δ
	35.07±2.98Δ
	0.82±0.09Δ

	阳性对照组
	2.0
	13.85±1.91Δ
	33.12±1.30Δ
	0.74±0.08Δ


注：与正常组比较：*P<0.01；与模型组比较：ΔP<0.01。 
2.3 尿样UPLC/Q-TOF MS分析 给药13d后，正常组、模型组、BPC组和阳性组小鼠尿样总离子流图见图2。
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a. BPC组；b.模型组；c. 正常组；d 阳性对照组
图2 各分组尿样总离子流图
Figure 2  Base peak ion (BPI) chromatogram of groups
对所有尿样数据经过MASSLYNX平台初步处理导入R语言数据平台进行初步的PCA及PLADA分析，由图可见大部分样品点分组趋势良好，反映出一定的组间差异。少数分组可能因个体差异而表现为组内样品点相对离散。见图3。
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负离子PCA得分图                     正离子PCA得分图
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负离子PLSDA得分图                             正离子PLSDA得分图
图3  不同组的PCA和PLSDA分析结果
Figure 3  Results of PCA and PLSDA
各组尿液样本得分图在象限内分布清晰。PCA图显示，负离子模式下正常组和模型组分离明显，与阳性药组出现重合，正离子模式下正常组与其他组分离明显，其他三组分离不明显。经过进一步的PLSDA分析，负离子模式下各组样本在象限内区分明显，说明各组之间的尿液代谢产物具有显著性差异，别旁茶总苷和阳性药干预后具有明确药效作用，结果也显示PLSDA数据处理方法较PCA模式识别效果更好，为后续发现别旁茶总苷发挥药效作用生物标记物打下基础。
3 讨论
髓过氧化物酶（MPO）是血红素辅基的血红素蛋白酶，主要存在于中性粒细胞和单核细胞中，是髓细胞的特异性标志，其含量增高可显示组织炎症的程度，该指标可以用来评价UC肠道炎性细胞浸润。SOD是生物体内重要的抗氧化酶，是生物体内清除自由基的首要物质。MDA是机体内氧自由基代谢中产生的脂质过氧化产物，它反映脂质过氧化自由基的存在及细胞受自由基攻击的反应的程度。UC发生导致结肠黏膜组织SOD活性下降，MPO活性增高以及MDA含量增高[10,11]。本研究结果显示，BPC可明显改善上述指标异常，提高UC小鼠模型结肠黏膜SOD值，降低MPO活性及MDA水平，从而达到清除病变组织氧自由基，减少过氧化脂质生成，明显改善结肠组织炎症的功效。 
PCA[12]是一种把多个变量通过线性变换选出较少重要变量的多元统计分析方法。主成分分析针对原先所有变量，删去多余重复的变量，建立尽量少的不相关的新变量，使得这些新变量在反映信息方面尽可能保持原有信息。PLS-DA[13]法是基于偏最小二乘（PLS）回归的一种判别分析方法，在构造新变量时考虑了以代码形式提供的分类信息。因此，在模式识别方面，PLS-DA法比PCA法具有更加高效的鉴别能力，出现假阳极鉴别的概率降低。Shiomi Y等[14]采用dextran sulfate sodium (DSS)诱导小鼠结肠炎模型，并采用GC-MS分析模型血浆和结肠组织内的代谢产物，用PLS-DA处理分析数据，可清晰区分病变模型的炎症程度，并且发现琥珀酸、吲哚-3-乙酸等四个代谢产物是区分炎症程度的生物标志物，说明PLS-DA是处理代谢组学数据发现生物标记物的有效方法。而最近也有报道证实利用PLSDA模型分析人粪便样品数据，发现几个挥发性有机代谢产物可作为新的炎症性肠病诊断生物标记物[15]
。
本研究小鼠尿液代谢组学数据分析结果显示，PLSDA能更好地展示正常组、模型组、给药组和阳性药组之间的得分象限分布区别，达到了更好地模式识别分组效果，在此基础上再进行BPC发挥抗UC药效生物标志物的寻找会更加可靠。因此我们采用PCA和PLSDA两种方法结合分析别旁茶抗UC代谢组学数据，能够更好地区分各组之间的差别，为寻找其抗UC药效生物标记物提供实验依据。
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