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摘要： 目的　 基于气相色谱⁃质谱联用 （ＧＣ⁃ＭＳ） 代谢组学研究雷公藤甲素诱导 ＨｅｐａＲＧ 细胞损伤的机制。 方法　 雷

公藤甲素 （２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ０８、 ０􀆰 ０１６、 ０􀆰 ００３２ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ＨｅｐａＲＧ 细胞 １２、 ２４、 ４８ ｈ 后， 采用 ＭＴＴ 法测定细胞存活率。
应用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术测定各组细胞内源性代谢物的变化， 建立主成分分析 （ＰＣＡ） 和偏最小二乘⁃判别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ） 模

型进行模式识别、 综合变量投影重要性 （ＶＩＰ） 分析和单因素方差分析筛选差异代谢物， 通过代谢通路分析初步探讨

雷公藤甲素对 ＨｅｐａＲＧ 细胞的毒性作用。 结果 　 与空白组比较， 雷公藤甲素组 （２、 ０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ＨｅｐａＲＧ 细胞

１２、 ２４、 ４８ ｈ， 细胞存活率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 代谢组学分析显示， 组间代谢差异明显， 细胞样本中共鉴定出天冬氨

酸、 丝氨酸、 苹果酸、 丙酮酸、 烟酸、 棕榈油酸、 肌醇等 ２６ 个差异代谢物， 涉及 １１ 条可能的代谢通路， 包括氨基酸

代谢、 糖代谢、 脂类代谢等。 结论　 基于 ＧＣ⁃ＭＳ 代谢组学技术从微观角度评价雷公藤甲素对肝细胞的毒性作用具有

可行性， 雷公藤甲素通过影响肝细胞内代谢物及其相关代谢通路诱导肝细胞的损伤。
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　 　 雷公藤甲素 （ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ， ＴＰ ） 是从雷公藤

Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ Ｈｏｏｋ． ｆ． 中分离得到的环氧二

萜内酯化合物， 为其主要活性成分， 具有抗炎、 免

疫调节、 抗生殖和促凋亡等多种药理活性［１］。 但

该成分在临床使用中表现出了明显的毒副作用， 尤

以肝毒性常见［２］。
近年来有研究表明， 雷公藤甲素肝毒性在细胞

水平表现明显。 姚金成等［３］ 观察了雷公藤甲素对

正常人 肝 细 胞 株 Ｌ⁃０２ 的 作 用 和 对 肝 ＣＹＰ３Ａ、
ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白表达的影响， 发现随着雷公藤甲素浓

度提高和孵育时间延长， Ｌ⁃０２ 细胞受损程度加重，
ＣＹＰ３Ａ 蛋白的表达受到抑制， 而 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白表

达增加， 推测雷公藤甲素引起肝细胞毒性的机制与

影响 ＣＹＰ４５０ 酶系有关； 尹亮等［４］探讨了雷公藤甲

素对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 的作用和分子机制， 结果

显示雷公藤甲素在体内外能诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞的凋

亡， 其机制可能与抑制 ＨＳＰ７０ 蛋白表达， 增强

ｃａｓｐａｓｅ 级联反应相关； 刘春晖等［５］ 进一步研究了

雷公藤甲素对 ＨｅｐＧ２ 细胞的损伤作用， 发现在肝

毒性剂量下， 雷公藤甲素能降低细胞中过氧化指标

ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 酶 的 活 力， 引 起 自 噬 相 关 蛋 白

ＬＣ３Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达增高， 推测损伤机制可能为过

氧化损伤和氧化应激诱发了过度的自噬。
代谢组学是一门研究内源性小分子代谢物变化

规律的新兴科学， 随着其深入发展， 该技术在细胞

水平的研究中展现出独特的优势。 细胞代谢组学以

细胞中具有高敏感性和高特异性的生物标志物为切

入口， 探索疾病发生、 中药毒性和中药治疗作用的

机制。 本实验基于 ＧＣ⁃ＭＳ 代谢组学技术检测雷公

藤甲素干预不同时间后 ＨｅｐａＲＧ 肝细胞内代谢物的

变化， 筛选出雷公藤甲素致肝细胞损伤的生物标志

物， 从代谢通路的角度初步探索雷公藤甲素对肝细

胞的毒性作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 ＨｅｐａＲＧ 人源肝癌细胞购自上海纪

宁实业有限公司， 保存于南京中医药大学江苏省儿

童呼吸疾病 （中医药） 重点实验室。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 雷公藤甲素 （批号 １５０６０２） 购

自成都普菲德生物技术有限公司； １， ２⁃１３Ｃ⁃肉豆蔻

酸 （批号 ＳＨ２３２６Ｂ）、 Ｎ， Ｏ⁃双 （三甲基硅烷基）
三氟乙酰胺 （ＢＳＴＦＡ） （批号 ＢＣＢＷ２６７０）、 吡啶

（批 号 ＳＨＢＪ７５４８ ）、 甲 氧 胺 盐 酸 盐 （ 批 号

ＢＣＢＷ２９２７） 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 正己烷

（批号 ４Ａ６００４） 购自美国 ＲＯＥ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 甲

醇 （批号 １０９９４６０７９０６） 购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （批号 ８１１８１６７）、 胎牛血清

（批号 ４２Ｆ５０９１Ｋ）、 胰蛋白酶 （批号 ２０５３５９１） 购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 甲基噻唑蓝 （ＭＴＴ） （批号

ＥＺ３４５５Ｃ３２８） 购自德国 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ 公司； 青链霉素混

合液 （批号 ２０１８１１１０）、 二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ）
（批号 １０２９Ｂ０３１３） 购自北京索莱宝科技有限公司；
磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） （批号 ＡＤ２４４６４２８０） 购自

美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＡＳ １３１０ 自动进样器、 Ｔｒａｃｅ １３１０ 气相

色谱仪、 ＴＧ⁃５ＭＳ 气相色谱柱 （ ３０ ｍ × ０􀆰 ２５ ｍｍ，
０􀆰 ２５ μｍ）、 ＴＳＱ ８０００ 质谱仪、 Ｓａｖａｎｔ ＳＰＤ １０１０
ＳｐｅｅｄＶａｃ 真空浓缩仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 美 国 Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； Ｖｏｒｔｅｘ⁃Ｇｅｎｉｅ ２ 涡旋振荡器 （美国

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司）； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ ＰＲＯ 多功

能酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＭＣＯ⁃２０ＡＺＣ 型 ＣＯ２

培养箱、 超低温冰箱 （日本 Ｓａｎｙｏ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＭＴＴ 法测定 ＨｅｐａＲＧ 细胞存活率　 使用 １６４０
完全培养基培养 ＨｅｐａＲＧ 细胞， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养。 选择处于对数生长期， 生长状态良

好的 ＨｅｐａＲＧ 细胞， 分为空白组、 ＤＭＳＯ 组 （１％
ＤＭＳＯ）、 雷公藤甲素组 （２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ０８、 ０􀆰 ０１６、
０􀆰 ００３２ μｇ ／ ｍＬ）， 每组设 ６ 个复孔， 细胞浓度为 ６×
１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 每孔加入 １８０ μＬ 细

胞悬液， 约 １２ ｈ 后细胞贴壁， 加入药物分别处理

１２、 ２４、 ４８ ｈ， 每孔加入 ０􀆰 ５％ ＭＴＴ ２０ μＬ 继续培

养， ４ ｈ 后弃上清液， 每孔加入 ＤＭＳＯ １５０ μＬ。 将

９６ 孔板置于摇床上振荡 １０ ｍｉｎ， 镜下观察结晶完

全溶解后， 于 ４９０ ｎｍ 波长酶标仪上测定各孔光密

度值 （ ＯＤ ）， 存 活 率 ＝ ［ ＯＤ给药组 ／ ＯＤ空白组 ］ ×
１００％ 。 重复 ３ 次。
２􀆰 ２　 样本收集　 选择处于对数生长期、 生长状态

良好的 ＨｅｐａＲＧ 细胞进行实验， 分为空白组、 雷公

藤甲素组 （０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ）， 细胞浓度为 ５×１０５ ／ ｍＬ，
接种于 ６ 孔板中， 每孔加入 １􀆰 ８ ｍＬ 细胞悬液， 约

１２ ｈ 后细胞贴壁， 雷公藤甲素组加入雷公藤甲素

溶液 ２００ μＬ （终质量浓度０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ）， 空白组加

入 １６４０ 培养基溶液 ２００ μＬ， 分别处理 １２、 ２４、
４８ ｈ， ＰＢＳ 冲洗 ２ 次后迅速加入约 ３ ｍＬ 液氮进行

淬灭， 待液氮挥发后， 加入 ３００ μＬ 纯水收集样本，
于－８０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ３　 样本前处理及衍生化　 上述细胞经过－８０ ℃
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冷冻 ６０ ｍｉｎ、 ３７ ℃融化 ３０ ｍｉｎ 的 ３ 次冻融循环后，
涡旋 ３０ ｓ 以保证细胞分离。 经离心浓缩仪挥干后

加入 ４５０ μＬ 甲醇 （含内标 １， ２⁃１３ Ｃ⁃肉豆蔻酸

１２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ）， 涡旋 ５ ｍｉｎ 后离心 （１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）
１０ ｍｉｎ， 取 ４００ μＬ 上清挥干。 加入 ３０ μＬ 甲氧胺

吡啶溶液 （１０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 涡旋 ５ ｍｉｎ 后振荡 １􀆰 ５ ｈ
（３０ ℃， ３５０ ｒ ／ ｍｉｎ）， 再加入 ３０ μＬ ＢＳＴＦＡ 溶液，
涡旋 ５ ｍｉｎ 后振荡 ３０ ｍｉｎ （３７ ℃， ３５０ ｒ ／ ｍｉｎ）， 离

心 （４ ℃、 １８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） １０ ｍｉｎ 后取 ５０ μＬ 上清

进样。
２􀆰 ４　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析条件

２􀆰 ４􀆰 １　 色谱条件　 ＴＧ⁃５ＭＳ 气相色谱柱 （０􀆰 ２５ ｍｍ×
３０ ｍ， ０􀆰 ２５ μｍ ）； 载 气 氦 气， 体 积 流 量

１􀆰 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 采用分流模式， 分流比 ２０ ∶ １； 进样

量 １ μＬ， 进样口温度 ２５０ ℃； 起始温度为 ６０ ℃，
保持 １ ｍｉｎ， 以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升高至 ３２０ ℃， 保持

５ ｍｉｎ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 质谱条件　 离子源为 ＥＩ 电子源， 电离能量

７０ ｅＶ； 离子源温度 ３００ ℃； 传输线温度 ３００ ℃；
质谱扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０ ～ ５００； 采集时间 ３􀆰 ８ ～
１９ ｍｉｎ。
２􀆰 ５　 数据处理及统计分析　 运用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术采集

图谱信息， 并导入 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 软件和 ＮＩＳＴ 数据库中

提取色谱峰及鉴定物质， 得到代谢物名称、 组别、
峰高的三维数据信息， 以 ＶＩＰ ＞１􀆰 ０、 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为条

件， 筛选雷公藤甲素致肝细胞损伤的生物标志物。
将三维数据信息导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １３􀆰 ０ 软件进行主成

分分析 （ＰＣＡ） 和偏最小二乘法判别分析 （ＰＬＳ⁃
ＤＡ）， 建立 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型时应用置换检验来判断模

型是否发生过度拟合现象， 避免监督性模型获得结

果的偶然性， 通过多次随机改变分类变量 Ｙ 的排

列顺序 （ｎ＝ ２００） 建立模型以获取随机模型的 Ｒ２

和 Ｑ２ 值， Ｑ２ 回归直线与 Ｙ 轴的截距小于 ０， 说明

所建模型稳定性较好。 使用 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型计算 Ｈｅｐ⁃
ａＲＧ 细胞样本中各变量的变量投影重要性 （ＶＩＰ）
值， 根据 ＶＩＰ＞１􀆰 ０ 筛选不同时间点空白组和雷公

藤甲素组之间的差异性代谢物。 数据进行归一化、
ｌｏｇ 转化和 Ｐａｒｅｔｏ 校准后进行单因素方差分析， 根

据 Ｐ＜０􀆰 ０５ 筛选差异性代谢物， 选取同时满足 ＶＩＰ＞
１􀆰 ０、 Ｐ＜０􀆰 ０５ 的代谢物作为生物标志物， 经 Ｍｅｔａ⁃
ｂｏａｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 网 站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ．
ｃａ ／ ） 对数据进行代谢通路分析。
３　 结果

３􀆰 １ 　 雷 公 藤 甲 素 对 ＨｅｐａＲＧ 细 胞 存 活 率 的 影

响　 与空白组比较， 随着雷公藤甲素质量浓度增

加、 作用时间延长， ＨｅｐａＲＧ 细胞存活率出现明显

的下降 趋 势； ２、 ０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ 雷 公 藤 甲 素 处 理

ＨｅｐａＲＧ细胞 １２、 ２４、 ４８ ｈ， 细胞存活率均下降

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。 后续实验选择 ０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ 雷

公藤甲素进行研究。

注： 与空白组 １２ ｈ 比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白组 ２４ ｈ

比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白组 ４８ ｈ 比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 雷公藤甲素对 ＨｅｐａＲＧ 细胞存活率的影响

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
ＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ２　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析 　 ＨｅｐａＲＧ 细胞总离子流图 （图
２） 显示， 空白组和雷公藤甲素干预不同时间的

ＨｅｐａＲＧ 细胞存在较多的色谱峰差异， 提示细胞内

部分代谢物的含有量发生了变化。
通过 ＭＳ⁃ＤＩＡＬ 软件和 ＮＩＳＴ 数据库提取色谱峰

及鉴定物质， 根据代谢物名称、 组别、 峰高等信息

鉴定得到 １０４ 种代谢物， 包括苏氨酸、 丝氨酸、 异

亮氨酸等氨基酸类， 甘油酸、 硬脂酸、 棕榈酸等脂

肪酸类， 麦芽糖、 核糖、 塔格糖等糖类， 广泛涉及

氨基酸代谢通路、 脂质代谢通路和糖代谢通路等。
３􀆰 ３　 代谢轮廓分析及差异代谢物的鉴定　 将数据

导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １３􀆰 ０ 软件构建 ＰＣＡ 模型， 模型的得

分图见图 ３Ａ， Ｒ２Ｘ＝ ０􀆰 ６９， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ４９５， 说明所建模

型能够反映 ＨｅｐａＲＧ 细胞的代谢轮廓。 在 ＰＣＡ 得

分图上可以看出， 干预不同时间点的雷公藤甲素组

细胞样本可以和空白组明显分开。 其中空白组、 雷

公藤甲素组 １２ ｈ 细胞基本能够和其他组别完全区

分， 空白组 ２４、 ４８ ｈ 与雷公藤甲素组 ２４、 ４８ ｈ细
胞大部分重合， 表明这 ２ 个时间点间给予相同剂量

雷公藤甲素后， 细胞代谢物差异较小。 在 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ
１３􀆰 ０ 软件中构建 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型， 得分图见图 ３Ｂ，
模型参数 Ｒ２Ｘ＝ ０􀆰 ６６１， Ｒ２Ｙ＝ ０􀆰 ６４３， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ４２７； 置

换检验结果见图 ３Ｃ， Ｑ２ 回归直线的纵截距为

－０􀆰 ２８１， 说明所建模型不存在过拟合现象， 能较
７７８
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图 ２　 不同时间空白组和雷公藤甲素组的 ＴＩＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
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图 ３　 各组 ＨｅｐａＲＧ 细胞的代谢轮廓分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

好地反映细胞代谢轮廓。 在 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图上可

以看出， 不同时间点雷公藤甲素组和空白组的

样本区分明显， 干预 １２、 ２４、 ４８ ｈ 时代表细胞

的点在图中呈现同向移动的变化趋势， 说明雷

公藤甲素处理 ＨｅｐａＲＧ 细胞 １２ ｈ 后， 细胞内源

性代谢物已经产生显著变化， 而且随时间延长

而逐渐增大。
使用上述 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型计算 ＨｅｐａＲＧ 细胞样本

中各变量的 ＶＩＰ 值， 以 ＶＩＰ ＞１􀆰 ０ 和单因素方差分

析 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为条件鉴定差异代谢物。 如表 １ 所示，
共鉴定出 ２６ 个显著性差异代谢物， 包括氨基酸类、
糖类、 脂类等小分子物质； 与空白组相比， 雷公藤

甲素处理 ＨｅｐａＲＧ 细胞 １２ ｈ 后大部分代谢物 （如
棕榈油酸、 苹果酸、 氨基丙二酸等） 出现明显改

变， 处理 ２４、 ４８ ｈ 后部分代谢物 （如泛酸、 赖氨

酸、 丝氨酸等） 水平降低。 对上述代谢物数据归

一化后聚类分析， 所得热图见图 ４， 各组细胞样本

中代谢物的相对水平和变化趋势见图 ５。
３􀆰 ４　 代谢通路分析　 将上述鉴定得到的显著性差

异代谢物导入 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ ／ ） 中进行代谢通路分析，
以影响值大于 ０􀆰 １ 为条件， 筛选得到 １１ 条可能涉

及的代谢通路， 见图 ６。 图中圆点越大的通路， 对

代谢通路的重要性越大。

４　 讨论

近年来随着雷公藤甲素在临床的广泛应用， 其

不良反应受到重视， 其中雷公藤甲素诱导肝毒性的

机制复杂， 仍有待进一步深入研究。 本研究运用了

基于 ＧＣ⁃ＭＳ 的代谢组学技术， 建立了具有区分度

和预测性的 ＰＣＡ 和 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型， 对不同时间点

的空白组和雷公藤甲素组 ＨｅｐａＲＧ 肝细胞进行区分

及预测， 筛选出 ２６ 个显著性差异代谢物， 涉及 １１
条代谢通路。
４􀆰 １　 雷公藤甲素通过影响氨基酸代谢通路扰乱肝

细胞基本生命活动 　 氨基酸是生命活动的基本物

质， 肝脏是机体内进行氨基酸代谢的主要场所。 在

氨基酸代谢途径中， 肝脏损伤导致氨基酸代谢紊

乱， 肝细胞内的氨基酸合成减少。 其中天冬氨酸在

相关酶的催化作用下参与机体新陈代谢， 缓解三羧

酸循环中草酰乙酸、 苹果酸等中间产物的缺失， 促

进三羧酸循环的正常运行及 ＡＴＰ 的产生［６］， 同时

天冬氨酸在酶的作用下转化为天冬酰胺， 是机体合

成脂肪酸的碳源之一。 雷公藤甲素能明显降低

ＨｅｐａＲＧ 细胞中天冬氨酸水平， 减少细胞能量供

应， 进一步加重肝损害。 细胞可从甘氨酸合成丝氨

酸， 并且丝氨酸在细胞代谢中发挥重要作用， 产生

一碳单位， 参与嘧啶与嘌呤合成、 免疫球蛋白合成

和脂肪酸代谢等， 促进细胞的正常增殖与生长［７］，
９７８
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表 １　 雷公藤甲素干预 ＨｅｐａＲＧ 细胞的潜在生物标志物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ

代谢物名称 ｔＲ ／ ｍｉｎ 匹配度 ＶＩＰ 值 Ｐ 值 ＨＭＤＢ ＰｕｂＣｈｅｍ ＫＥＧＧ
２⁃羟基戊酸 ５􀆰 ６２ ９１７􀆰 １３ １􀆰 ４０５ ５ ０􀆰 ０００ １２ ＨＭＤＢ０００１８６３ ９８００９ －
腺嘌呤 ９􀆰 ７７ ９６３􀆰 ９４ １􀆰 ２５０ ６ ０􀆰 ００３ １９ ＨＭＤＢ０００００３４ １９０ Ｃ００１４７
α⁃酮戊二酸 ８􀆰 ０７ ７１０􀆰 ４０ １􀆰 １５０ ０ ０􀆰 ００３ ８５ ＨＭＤＢ００００２０８ ５１ Ｃ０００２６
氨基丙二酸 ７􀆰 ４５ ９６７􀆰 １７ １􀆰 ３３１ １ ０􀆰 ０００ ０６ ＨＭＤＢ０００１１４７ １００７１４ Ｃ００８７２
天冬酰胺 ７􀆰 ６４ ９６９􀆰 ９２ １􀆰 ０５９ １ ０􀆰 ０００ ０１ ＨＭＤＢ００００１６８ ６２６７ Ｃ００１５２
天冬氨酸 ７􀆰 ７６ ９０７􀆰 ４７ １􀆰 ７５０ ８ ０􀆰 ０００ ０７ ＨＭＤＢ００００１９１ ５９６０ Ｃ０００４９
胱氨酸 １１􀆰 ７９ ９３３􀆰 １４ １􀆰 ４８８ ２ ０􀆰 ０００ ０８ ＨＭＤＢ００００１９２ ６７６７８ Ｃ００４９１
富马酸 ６􀆰 ５８ ９６５􀆰 ０９ １􀆰 ９２３ ５ ０􀆰 ０００ ２１ ＨＭＤＢ００００１３４ ４４４９７２ Ｃ００１２２
葡庚糖酸 １０􀆰 ６６ ９８６􀆰 ４１ １􀆰 ３９９ ０ ０􀆰 ０２３ ３８ ＨＭＤＢ００１４４７１ ６２８５９ －
葡萄糖酸 １０􀆰 ５４ ９０６􀆰 １４ １􀆰 ２６４ ２ ０􀆰 ０００ １６ ＨＭＤＢ００００６２５ １０６９０ Ｃ００２５７
葡萄糖酸内酯 ９􀆰 ８９ ９３９􀆰 ２４ １􀆰 ４２４ ６ ０􀆰 ０２３ ３８ ＨＭＤＢ００００１５０ ７０２７ Ｃ００１９８
甘油⁃１⁃磷酸 ９􀆰 ２０ ８９０􀆰 ９６ １􀆰 ５５７ ３ ０􀆰 ０１７ ８９ － － －
乳酸 ４􀆰 ４６ ９４５􀆰 ６３ １􀆰 １１５ ９ ０􀆰 ０００ ３６ ＨＭＤＢ００００１９０ １０７６８９ Ｃ００１８６
赖氨酸 １０􀆰 ０２ ９２０􀆰 ３８ １􀆰 １５６ ３ ０􀆰 ００１ ３０ ＨＭＤＢ００００１８２ ５９６２ Ｃ０００４７
苹果酸 ７􀆰 ５５ ９５４􀆰 ２７ １􀆰 ９０２ １ ０􀆰 ０００ ０１ ＨＭＤＢ００００７４４ ５２５ Ｃ００７１１
肌醇 １０􀆰 ９４ ８００􀆰 ８６ １􀆰 ０６８ ８ ０􀆰 ００１ ８５ ＨＭＤＢ００００２１１ － Ｃ００１３７
Ｎ⁃乙酰基⁃Ｌ⁃天冬氨酸 ８􀆰 ５８ ９１２􀆰 ３９ １􀆰 ０２８ ２ ０􀆰 ０００ ０２ ＨＭＤＢ００００８１２ ６５０６５ Ｃ０１０４２
烟酸 ６􀆰 ３２ ９２６􀆰 ８９ １􀆰 １５５ ０ ０􀆰 ００６ ２６ ＨＭＤＢ０００１４８８ ９３８ Ｃ００２５３
Ｏ 型磷酸乙醇胺 ９􀆰 ３２ ９５０􀆰 ３５ ２􀆰 １２７ ０ ０􀆰 ００８ ４８ ＨＭＤＢ００００２２４ １０１５ Ｃ００３４６
棕榈油酸 １０􀆰 ４８ ９６９􀆰 ３９ １􀆰 １６５ ４ ０􀆰 ０００ ０３ ＨＭＤＢ０００３２２９ ４４５６３８ Ｃ０８３６２
泛酸 １０􀆰 ４０ ９４６􀆰 ６２ １􀆰 ０８９ ７ ０􀆰 ０００ ２６ ＨＭＤＢ００００２１０ ９８８ Ｃ００８６４
腐胺 ９􀆰 ０７ ９２６􀆰 ６８ １􀆰 ４７５ ８ ０􀆰 ００１ １３ ＨＭＤＢ０００１４１４ １０４５ Ｃ００１３４
丙酮酸 ４􀆰 ３９ ９５３􀆰 ８９ １􀆰 ４９６ １ ０􀆰 ００２ １０ ＨＭＤＢ００００２４３ １０６０ Ｃ０００２２
丝氨酸 ５􀆰 ９９ ９６８􀆰 ４５ １􀆰 ０２３ ８ ０􀆰 ０００ ８９ ＨＭＤＢ００００１８７ ５９５１ Ｃ０００６５
塔格糖 ９􀆰 ８４ ８４１􀆰 ７５ １􀆰 ５６１ ０ ０􀆰 ０００ ３２ ＨＭＤＢ０００３４１８ ９２０９２ Ｃ００７９５
苏氨酸 ６􀆰 ３２ ９６９􀆰 ６０ １􀆰 ０４５ ４ ０􀆰 ０００ ４９ ＨＭＤＢ００００１６７ ６２８８ Ｃ００１８８

图 ４　 生物标志物热图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｈｅａｔｍａｐ
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注： 空白组与 １２ ｈ 比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白组 ２４ ｈ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白组 ４８ ｈ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组 ＨｅｐａＲＧ 细胞代谢物的相对水平

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

故丝氨酸水平下降时， 可能从多个方面诱导肝细胞

的损伤。 氨基酸在氨基酰⁃ｔＲＮＡ 合成酶的催化下，
与相对应的 ｔＲＮＡ 精确结合生成氨基酰⁃ｔＲＮＡ， 为

蛋白质的生物合成提供必需原料［８］。 雷公藤甲素

减少细胞内氨基酸的合成时， 氨基酰⁃ｔＲＮＡ 生物合

成也受到影响， 可直接抑制细胞营养物质蛋白质的

生成， 从而抑制细胞的生命活动。
４􀆰 ２　 雷公藤甲素通过改变糖代谢通路干扰肝细胞

能量代谢过程　 柠檬酸循环又称为三羧酸循环， 既

是三大营养物质 （糖类、 脂肪、 蛋白质） 代谢的

共同最终通路， 又是它们相互联系的重要枢纽［９］，
Ｃｈｅｎ 等［１０］认为， 雷公藤损伤细胞线粒体， 阻碍了

三羧酸循环， 使其上游和下游的能量代谢不一致。
本研究中鉴定出的三羧酸循环相关代谢物主要有苹

果酸和丙酮酸， 雷公藤甲素干预后细胞中两者含有

量减少， 低于空白组细胞。 苹果酸水平的减少致其

脱氢后生成的进入下一循环的草酰乙酸减少， 同时

葡萄糖的分解也随之降低； 丙酮酸是三羧酸循环中

重要的中间产物， 在相关酶的作用下转化为乙酰辅

酶 Ａ 和草酰乙酸， 从而参与能量代谢过程， 雷公

藤甲素可能通过影响中间代谢产物破坏三羧酸循环

的稳定， 对细胞产生了伤害。 此外， 烟酸可在机体

内转化为烟酰胺， 后者作为辅酶 ＮＡＤＨ 和 ＮＡＤＰＨ
的重要前体， 是三羧酸循环必不可少的电子转运蛋

白［１１］。 Ｗａｎｇ 等［１２］ 发现， 雷公藤甲素的毒性作用

改变机体泛酸代谢途径， 泛酸是三羧酸循环等途径

的中间产物之一， 可在机体内转化为辅酶 Ａ， 后者

是机体内多种酶的辅助因子。 本实验观察到， 烟酸

和泛酸含有量降低也表明能量代谢受损。
４􀆰 ３　 雷公藤甲素通过干预脂类代谢通路加剧肝细
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注： Ａ 为丙酮酸代谢， Ｂ 为丙氨酸、 天冬氨酸和谷氨酸代谢， Ｃ
为甘氨酸、 丝氨酸和苏氨酸代谢， Ｄ 为柠檬酸循环 （ ＴＣＡ 循

环）， Ｅ 为泛酸和 ＣｏＡ 生物合成， Ｆ 为氨基酰⁃ｔＲＮＡ 生物合成，
Ｇ 为赖氨酸降解， Ｈ 为肌醇磷酸代谢， Ｉ 为磷酸戊糖途径， Ｊ 为

烟酸和烟酰胺代谢， Ｋ 为丁酸代谢。

图 ６　 雷公藤甲素干预 ＨｅｐａＲＧ 细胞的代谢通路分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

胞氧化损伤 　 脂质在肝脏代谢中具有关键作用。
Ｘｉｅ 等［１３］发现， 长期使用雷公藤会导致肝脏脂质稳

态失衡， 从而造成肝脏损伤。 本实验结果显示， 雷

公藤甲素干预后不饱和脂肪酸 （如棕榈油酸等）
水平显著下降， 可能是由于肝细胞受损时在氧化应

激过程中产生活性氧 （ＲＯＳ）， 后者促使肝细胞膜

不饱和脂肪酸发生脂质过氧化， 使其水平减少。 丁

酸是短链脂肪酸的一种， 丁酸钠 （ＮａＢｕ） 是其钠

盐， 能改善细胞的氧化应激状态， 抑制炎性因子表

达［１４⁃１５］， 雷公藤甲素改变细胞内丁酸代谢， 影响

ＮａＢｕ 对机体氧化损伤的保护作用， 从而加剧肝脏

损伤。 肌醇能被磷酸化生成磷脂酰肌醇， 细胞中后

者在相应酶的作用下生成多种衍生物， 直接参与多

种细胞活动过程， 包括膜泡运输、 离子转运、 信号

转导、 细胞凋亡等， 雷公藤甲素对细胞造成损伤后

可破坏磷脂代谢途径， 妨碍细胞活动。
综上所述， 本研究初步探讨了雷公藤甲素对肝

细胞 ＨｅｐａＲＧ 的毒性作用机制， 通过代谢组学技术

揭示该成分引起肝细胞毒性的主要因素可能与氨基

酸代谢、 糖代谢和脂类代谢相关， 可为其在临床上

安全有效的应用提供参考。
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