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甘遂毒性的血浆代谢组学研究
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　　［摘要］　目的　研究甘遂毒性致大鼠血浆代谢组的变化，探讨代谢组学在中药毒性研究中的可行性。方法　选取
ＳＤ大鼠１８只，适应１周后按随机数字表法分为３组：对照组、甘遂低剂量组（７．８７５ｇ／ｋｇ）和甘遂高剂量组（１５．７５ｇ／ｋｇ），
持续给予甘遂２周后，取各组大鼠血浆，收集各组血浆样品的１ＨＮＭＲ谱，运用正交最小二乘判别（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）方法分析。结果　与对照组相比，甘遂组血浆代谢有明显变化。甘遂低剂量组血
浆中乳酸和肌酸的含量升高（Ｐ＜０．０５），脂、３羟丁酸盐、牛磺酸和葡萄糖的含量降低（Ｐ＜０．０５）。此外，丙氨酸、Ｏ乙酰糖
蛋白和氧化三甲胺在高剂量甘遂组中升高（Ｐ＜０．０５），而不饱和脂肪酸则降低（Ｐ＜０．０５）。结论　甘遂可引起机体能量
代谢、氨基酸代谢和脂代谢紊乱。
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　　甘遂收载于《中国药典》２０１０年版，为毒性中药之
一［１－２］，是大戟科（Ｅｕｐｈｏｂｉａｃｅａ）大戟属（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ）植

物甘遂ＥｕｐｈｏｒｂｉａｋａｎｓｕｉＴ．Ｎ．ＬｉｏｕｅｘＴ．Ｐ．Ｗａｎｇ的干
燥块根，性寒，味苦；有毒，归肺、肾、大肠经，具有泻水

逐饮的功能，被誉为“泄水圣药”。临床上常用于治疗

晚期食管癌、乳腺癌等恶性肿瘤以及慢性支气管炎哮

喘等症［３］。但是，作为一味毒性中药，甘遂在具备多

种药理活性的同时也存在较大的毒副作用［４］。甘遂
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对肠道、口腔和皮肤有刺激作用，并出现麻痹呼吸和运

动中枢的作用［５－６］。我们前期研究发现甘遂对肝脏和

肾脏具有一定的毒性作用，导致其形态学改变［７］。

　　代谢组学是以组群指标分析为基础，以高通量检
测和数据处理为手段，以信息建模与系统整合为目标

的系统生物学的一个重要分支，能从整体上动态观察

机体的代谢变化并指示生物体对内源或外源刺激的综

合结果。中药“多组分、多靶点”的特点与代谢组学

“整体性、系统性”的思想相一致，因此，在现代中药研

究中，代谢组学被广泛应用到中药物质基础、作用机制

和毒副作用等方面［８］。本研究通过利用基于核磁共

振氢谱的代谢组学技术，深入研究甘遂对大鼠血浆代

谢网络的干预，从整体上阐明甘遂致大鼠的毒性作用

及其代谢调控机制。

１　材料与方法

１．１　动物
　　ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，雄性，购自广东省医学实验动物中心，体
质量１８０～２２０ｇ；动物许可证号：ＳＧＸＫ（粤）２００８０００２。动物
常规喂养，自由饮水；室温（２５±１）℃，相对湿度（３５±７５）％。

１．２　甘遂药材
　　本实验所用中药甘遂购自广东省广州市清平药材市场，并
由广东药学院中药学院刘基柱副教授鉴定，证实其为大戟科植

物甘遂（ＥｕｐｈｏｒｂｉａｋａｎｓｕｉＴ．Ｎ．ＬｉｏｕｅｘＴ．Ｐ．Ｗａｎｇ）的干燥块
根，俗称甘遂。

１．３　试剂
　　叠氮化钠（ＮａＮ３）、磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４），乙腈（ＣＨ３ＣＮ）等均为国产分析纯。重水（Ｄ２Ｏ）和
含ＴＳＰ的重水购自青岛腾龙科技有限公司。

１．４　实验仪器
　　ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅢ ５００ＭＨｚ超导液体 ＮＭＲ仪；ＺＨ２
ＢＬＥＮＤＥＲ振荡器（天津药典标准仪器制药厂）；ＤＬ３６０超声波
清洗器［宁波石浦海天电子仪器厂，频率（４．５±０．２２５）ｋＨｚ，功
率２４０Ｗ］；ＴＧＬ１６Ｇ台式高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器
厂）；氮吹仪：ＫＬ５１２，金坛市盛蓝仪器制造有限公司。

１．５　甘遂水提液的制备
　　称取甘遂 ８００ｇ→洗净，加水 ４８００ｍＬ煎煮至沸腾后
３０ｍｉｎ→过滤→残渣加水３２００ｍＬ→煎煮至沸腾后２０ｍｉｎ→过
滤→残渣加水１６００ｍＬ→煎煮至沸腾后２０ｍｉｎ合并滤液→浓
缩至８００ｍＬ，得到甘遂水提取液的浓度为１ｇ／ｍＬ。置于４℃
条件下保存，备用。

１．６　动物分组和给药剂量
　　１８只雄性大鼠，体质量为１８０～２２０ｇ，按随机数字表法分
为３个实验组，每组６只，大鼠自由饮水、摄取食物。经过适应
饲养１周后，对甘遂组大鼠给予为期１４ｄ的甘遂喂食，每天灌胃
１次，根据临床剂量和我们前期的实验结果［７］，灌胃剂量分别为

７．８７５ｇ／ｋｇ和１５．７５ｇ／ｋｇ；对照组给予相应体积的纯净水。

１．７　血浆的收集、数据采集和处理
　　在给予甘遂１４ｄ后，对每组大鼠实施１０％水合氯醛麻醉，
摘眼球取血，并用肝素抗凝，进行离心处理得到血浆，于

－８０℃ 冰箱保存，备用。ＮＭＲ测定前的血浆处理：血浆常温
解冻后，离心（１４０００×ｇ，１０ｍｉｎ，４℃），取上清液，加入１００μＬ
的重水，转入５ｍｍ核磁管。混匀，于４℃冰箱保存，备用。血
浆测定使用ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅢ ５００ＭＨｚ超低温探头核磁共振
仪，调用 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ［ｒｅｃｙｃｌｅｄｅｌａｙ９０°（τ１８０°

τ）ｎａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ］脉冲序列。ＮＭＲ测定相关参数如下：回波时间
１ｍｓ，谱宽１００００Ｈｚ，采样点数６４ｋ，采样累加次数１２８次，温
度２９８Ｋ。自由感应衰减（ｆｒｅｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信号经过
３２ｋ傅立叶变换转为 ＮＭＲ谱图，后根据 ＣＯＳＹ和 ＨＳＱＣ二维
ＮＭＲ谱和查阅文献［９－１０］对ＮＭＲ谱图中的各代谢物进行峰
归属。将图谱文件夹导入Ｔｏｐｓｐｉｎ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０，ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ），
以乳酸峰（δ１．３３）为化学位移参考峰，对图谱进行手动相位校
正和基线校正并对所有的１ＨＣＰＭＧ谱用 ＡＭＩＸ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０，
ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行自动积分，积分区间 δ０５～９．０，
积分间隔０．００５ｐｐｍ。为了消除剩余水峰引起的影响，将积分
区间δ４．７～５．２的积分值设为零。对产生的所有积分数据
进行归一化处理，以 Ｅｘｃｅｌ文件格式保存，用于进行模式识别
分析。

１．８　模式识别分析
　　将归一化后的数值导入 ＳＩＭＣＡＰ＋１２．０软件（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，
Ｓｗｅｄｅｎ）进行 ＯＰＬＳＤＡ的模式识别分析。分析结果用得分图
（ｓｃｏｒｅｐｌｏｔ）和载荷图（ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ）表示。Ｓｃｏｒｅ图可以直观地
给出各样本在空间上的位置，ｌｏａｄｉｎｇ图给出两类间的代谢物变
化。本研究采用了 ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｄｅｄｌｏａｄｉｎｇ相关图，
将ＯＰＬＳＤＡ模型中ｌｏａｄｉｎｇ和ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ值直接导入
本实验室编写的ＭＡＴＬＡＢ（ＴｈｅＭａｔｈＷｏｒｋｓ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ）脚本进行
处理，得到相应的相关图。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０软件对正常鼠和甘遂喂养鼠的血浆 ＮＭＲ
１Ｈ谱的归一化积分值做ｔ检验。

２　结果

２．１　大鼠血浆的１ＨＮＭＲ图谱
　　从图１可以看到，大鼠血浆中主要有乳酸、葡萄糖、脂类物
质、氨基酸（亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、丙氨酸）等代谢物。与

对照组比较，可以观察到甘遂组大鼠血浆中乳酸含量升高，而

α和β葡萄糖的含量降低。为了进一步具体的分析大鼠血浆
中代谢物的变化情况，我们采用模式识别方法进行分析。

２．２　血浆代谢谱的模式识别分析
２．２．１　剂量毒效的ＯＰＬＳＤＡ分析　　血浆代谢产物剂量毒
效的ＯＰＬＳＤＡ分析见图２，从图中可以看到各实验组区分明
显，同时随着给予甘遂剂量的增加，相应的样本与对照组相距

越远，说明分组趋势和剂量成正比关系。
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Ａ：１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组；Ｂ：７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组；Ｃ：对照组；１：脂类物
质；２：亮氨酸；３：异亮氨酸；４：缬氨酸；５：３羟丁酸盐；６：乳酸；７：丙
氨酸；８：乙酸；９：Ｎ乙酰糖蛋白；１０：Ｏ乙酰糖蛋白；１１：乙酰乙酸；
１２：丙酮酸；１３：２氧化戊二酸；１４：二甲胺；１５：肌酸；１６：肌酸酐；
１７：胆碱；１８：磷酸胆碱；１９：甘油磷酸胆碱；２０：氧化三甲胺；２１：甜
菜碱；２２：牛磺酸；２３：丙三醇；２４：葡萄糖和氨基酸；２５：β葡萄糖；
２６：α葡萄糖；２７：不饱和的脂类物质；２８：糖原
图１　给予甘遂１４ｄ对照组、７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组和１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组

大鼠血浆的典型核磁图谱
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○：对照组；●：７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组；◆：１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组
图２　给予甘遂第１４天各组大鼠血浆ＯＰＬＳＤＡ分析

２．２．２　代谢产物变化的分析　　由于各实验组能够在ｔ１维得
到显著的区分，所以我们建立ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｄｅｄｌｏａｄｉｎｇ负载图来
表现代谢物的变化，可以更直观的识别与各个组别高度相关的

代谢物，即造成２组样品差异的代谢物，从而对代谢变化进行
解释。根据 ＯＰＬＳＤＡ得分图中各实验组的分组情况可知；负
载图中正峰代表在给予甘遂后代谢物的含量升高，而负峰则说

明在给予甘遂后代谢物的含量降低。颜色编码的相关系数值

表示代谢物变化的显著性，颜色越靠近红色表示贡献率越大，

即此物质在２组之间的差异越显著；颜色越靠近蓝色表示贡献
率越小，对应的物质在２组之间的差异不显著。在本实验中，
样本数为６，查阅相关系数临界表得到相关系数为０．７０７，则相
关系数绝对值大于０．７０７这一临界值时代表该代谢物的变化
具有显著性差异。给予甘遂１４ｄ后大鼠血浆中小分子代谢物
的变化情况见图３～５。
　　图３显示，通过７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组与对照组的比较，代谢
物乳酸和肌酸／肌酐在７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组中是增加的，而脂质、
３羟丁酸盐、牛磺酸、葡萄糖和不饱和脂肪酸是降低的。
　　图４显示，通过１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组与对照组的比较，上述代谢
物有进一步的变化，其变化的程度均比图３负载图中更加显著。
此外，还发现丙氨酸、Ｏ乙酰糖蛋白和氧化三甲胺含量升高。
　　图５是７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组和１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组比较的结

果，从图中可以看到在１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组中，丙氨酸、肌酸／肌
酐、葡萄糖、牛磺酸和乳酸显著升高。此外，３羟丁酸盐是降低的。
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Ａ：得分图　○：对照组；●：７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组；Ｂ：７．８５７ｇ／ｋｇ甘遂
组中代谢产物的变化

图３　给予甘遂１４ｄ对照组和７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组大鼠血浆
ＯＰＬＳＤＡ分析
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Ａ：得分图　○：对照组；◆：１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组；Ｂ：１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂
组中代谢产物的变化

图４　给予甘遂１４ｄ对照组和１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组大鼠血浆
ＯＰＬＳＤＡ分析
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Ａ：得分图　●：７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组；◆：１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组；Ｂ：１５．
７５ｇ／ｋｇ甘遂组中代谢产物的变化
图５　给予甘遂１４ｄ７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组和１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组

大鼠血浆ＯＰＬＳＤＡ分析

２．３　归一化面积统计分析
　　对ＯＰＬＳＤＡ分析中有较大变化的代谢物进行了统计学分
析（表１），与对照组相比，７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组中具有统计性变化
的代谢物是乳酸、肌酸、脂质、３羟丁酸盐、葡萄糖和牛磺酸
（Ｐ＜０．０５）；此外，丙氨酸、Ｏ乙酰糖蛋白、氧化三甲胺和不饱和
脂肪酸在１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂组也具有显著性变化（Ｐ＜０．０５）。

表１　对照组与甘遂组血浆代谢组归一化面积统计分析

代谢物 化学位移 Ｔ１ Ｔ２
脂质 ０．８８（ｔ） ↓ａ ↓ａ
３羟丁酸盐 １．２６（ｄ） ↓ａ ↓ａ
乳酸 １．３３（ｄ） ↑ａ ↑ａ

４．１１（ｑ）
丙氨酸 １．４７（ｄ） － ↑ａ
Ｏ乙酰糖蛋白 ２．１４（ｓ） － ↑ａ
肌酸／肌酸酐 ３．０３（ｓ） ↑ａ ↑ａ

３．９３（ｓ）
氧化三甲胺 ３．２６（ｓ） － ↑ａ
葡萄糖 ３．４０～３．９０ ↓ａ －
牛磺酸 ３．２７（ｔ） ↓ａ －

３．４２（ｔ）
不饱和脂肪酸 ５．３０（ｍ） － ↓ａ

ａ：Ｐ＜０．０５；Ｔ１：７．８７５ｇ／ｋｇ甘遂组与对照组比较；Ｔ２：１５．７５ｇ／ｋｇ甘
遂组与对照组比较；↑代表升高，↓代表降低，－代表无显著变化
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３　讨论

　　邓毅等［１１］通过甘遂对小鼠血清 ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ
影响的实验研究，发现甘遂对小鼠肝脏产生明显损伤；

对大鼠连续甘遂灌胃７ｄ，发现甘遂能够引起心肌酶谱
中肌酸磷酸激酶、乳酸脱氢酶、γ羟丁酸脱氢酶等的显
著变化，表明甘遂引起心肌毒性［１２］；本课题组前期研

究表明，甘遂灌胃１４ｄ能够明显引起肝脏和肾脏的组
织形态学改变［７］。因此，前人从细胞水平上［１３］和动物

水平上［１１－１２］都已经证实了甘遂具有明显的致炎、致

泻、皮肤和胃黏膜刺激、损伤心肝肾等毒性。本研究是

在前期研究基础上，应用基于磁共振波谱的代谢组学

技术来研究甘遂对生物体整体代谢网络的干预，阐明

甘遂毒性的代谢调控机制。

　　由上述分析得到：脂质、羟丁酸盐、乳酸、丙氨酸、
Ｏ乙酰糖蛋白、肌酸、氧化三甲胺、葡萄糖、牛磺酸和不
饱和脂肪酸的变化最为显著，其中乳酸、丙氨酸、Ｏ乙酰
糖蛋白、肌酸和氧化三甲胺呈明显增加，而其他代谢产

物则是显著性降低的，且甘遂的毒性与剂量呈正相关性。

　　线粒体的氧化磷酸化和胞质中的糖酵解是产生
ＡＴＰ的两种主要途径，当线粒体呼吸链功能遭受破坏
时，会促使细胞通过糖酵解产生能量来维持正常的细

胞功能。由于氧化磷酸化产能的效率远远大于糖酵

解，所以，呼吸链功能极小的损失都需要极大的提高糖

酵解的产能活性来弥补，从而维持能量平衡。本实验

中给予甘遂喂食后大鼠血浆中葡萄糖的含量显著降

低，同时血浆中乳酸含量的变化证实了糖酵解的加速

作用，也说明了机体能量代谢的变化。乳酸是参与能

量代谢和糖酵解过程的主要代谢物，它在给予甘遂组

大鼠血浆中含量的显著增高表明了三羧酸循环的抑制

和糖酵解作用的增强，说明机体能量代谢可能发生了

紊乱［１４］。线粒体作为三羧酸循环的主要场所，三羧酸

循环的调控会使线粒体呼吸链功能受到影响。

　　给予甘遂后大鼠血浆中血脂蛋白和羟丁酸盐等物
质含量的降低和乳酸含量的增加提示机体脂肪代谢障

碍，并且随着甘遂剂量的增加，变化更加明显。而血浆

中丙氨酸浓度的变化则可能是由于肝脏中氨基酸的代

谢紊乱引起的。这是由于肝脏是体内氨基酸代谢的主

要场所，当肝脏产生损伤时，可引起体内复杂的代谢紊

乱，肝细胞内氨基酸代谢降低，进而导致血中氨基酸浓

度增高。

　　糖蛋白与感染、肿瘤、心血管病、肝病、肾病、糖尿
病以及某些遗传性疾病的发生和发展有关。细胞表面

的糖蛋白可“脱落”到周围环境或进入血循环，它们可

以作为异常的标志为临床诊断提供信息。从实验结果

中可以看出，１５．７５ｇ／ｋｇ甘遂的大鼠血浆中的 Ｏ乙酰
糖蛋白升高，可能是由于组织损伤而使 Ｏ乙酰糖蛋白

合成增加，而Ｏ乙酰糖蛋白在７８７５ｇ／ｋｇ甘遂大鼠血
浆中变化不明显，说明甘遂对大鼠肝脏的影响与剂量

呈正相关。

　　肌酸酐是肌酸的代谢产物，含量基本恒定，大部分
是从肾小球滤过，不被肾小管吸收，其变化主要反映肾

小球的滤过功能。本实验中肌酸酐在甘遂给药组血浆

中含量明显升高，且给予甘遂的剂量越高，肌酸酐升高

越显著。肌酸酐的清除率在甘遂给药鼠肾脏中降低，

说明甘遂使其肾小球的滤过功能降低，肾脏毒性明显。

　　综上所述，以代谢组学为核心技术，通过模式识别
和多元统计分析，得到甘遂给药引起了大鼠血浆代谢

物的显著变化，筛选出相关代谢标志物。从分子水平

上更好地认识了甘遂对代谢网络的干预，为今后甘遂

毒性的代谢调控机制研究奠定了基础。
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