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基于脂质代谢网络的虎杖抗呼吸道合胞病毒

肺炎代谢组学研究
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摘要　目的：探讨虎杖用于干预呼吸道合胞病毒（ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｃｙｔｉａｌＶｉｒｕｓ，ＲＳＶ）诱导ＢＡＬＢ／ｃ小鼠肺炎的脂质代谢网络
的变化。方法：选取１８只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，随机分为空白组、ＲＳＶ肺炎组、虎杖组３组，ＲＳＶ肺炎组、虎杖组滴鼻给予ＲＳＶ病
毒诱导产生肺炎，虎杖组灌胃给予虎杖提取物给予治疗，空白对照组灌胃给予生理盐水作为对照。实验结束，取血浆测定

其血浆中的脂质代谢物质。建立基于高效液相线性离子阱静电场轨道杂交质谱（ＨＰＬＣＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＭＳ）的脂质代谢组
学技术，表征３组小鼠血浆中脂质代谢轮廓的变化，通过单因素方差分析筛选差异性化合物（Ｐ＜００５），并对其差异化合
物进行结构确定，阐明其可能调节的脂质代谢网络。结果：多变量数据统计结果显示，３组小鼠的血浆脂质代谢轮廓区分
明显，受调控的脂质分子主要为磷脂酰胆碱、三酰甘油成分和磷酸化神经酰胺。代谢通路分析结果显示，虎杖主要调节了

磷脂代谢。结论：虎杖提取物通过调节磷脂代谢发挥抗ＲＳＶ肺炎的作用。
关键词　脂质代谢组学；虎杖；呼吸道合胞病毒肺炎；液质联用
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　　呼吸道合胞病毒（ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｃｙｔｉａｌＶｉｒｕｓ，
ＲＳＶ）感染是小儿常见下呼吸道感染性疾病。研究
数据表明，２００５年世界范围内感染ＲＳＶ的儿童超过
３３８千万例，其中至少有 ６６万 ～１９９万患儿死
亡［１］。目前，对于ＲＳＶ肺炎的治疗尚无理想安全的
药物。中医药治疗小儿肺炎，疗效明显，无不良反

应。

虎杖为蓼科植物虎杖（ＰｏｌｙｇｏｎｕｍＣｕｓｐｉｄａｔｕｍ
ＳｉｅｂｅｔＺｕｃｃ）的干燥根茎和根，具有清热解毒、利
湿活血、止咳化痰的功效。临床上通常作为配伍药

物用于治疗小儿呼吸道感染性疾病。如南京中医药

大学汪受传教授的清肺口服液，在麻黄杏仁甘草石

膏汤的基础上加减药味，配伍虎杖，用于治疗小儿肺

炎，疗效显著［２］。虎杖中的主要成分白藜芦醇、虎杖
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苷，属于非黄酮类多酚类化合物，现代药理学实验结

果表明非黄酮类多酚化合物发挥抗氧化、免疫调节、

抗喘等生物活性［３］。

脂质代谢组学是目前新兴的组学技术手段，许

多疾病的发生发展与脂质代谢有着密不可分的联

系。神经系统疾病如阿尔兹海默症患者体内缩醛磷

脂（Ｐｌａｓｍａｌｏｇｅｎｓ）的代谢存在异常［４］，肝脏代谢性疾

病如对乙酰氨基酚诱导产生的肝毒性伴随着明显的

肉毒碱水平异常［５］。近年来的研究也发现，呼吸系

统疾病与脂质代谢存在密切联系［６］。由于与中医药

具有相似的整体性，近年来代谢组学在中医药研究

中越来越受到重视［７］。为了阐明虎杖对 ＲＳＶ感染
的干预作用，我们通过建立脂质代谢组学分析测定

方法，从脂质网络代谢角度阐明虎杖可能干预的机

制。

１　材料
１１　仪器与试剂　非靶标脂质成分的检测采用线
性离子阱高分辨静电场轨道杂交质谱（ＬＴＱＯｒｂ
ｔｒａｉｐＸＬ，Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，Ａｍｅｒｉｃａ），高效液相色谱仪
（Ｕ３０００，ＤＩＯＮＥＸ，Ａｍｅｒｉｃａ），数据采集通过 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｘｃａｌｉｂｕｒ２２ＳＰ１４８软件（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，Ａｍｅｒｉｃａ）；
高速冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ，Ａｍｅｒｉｃａ）；ＳｐｅｅｄＶａｃ离
心浓缩仪（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ）。配制流动相和样品处理
所用甲醇、乙腈均为质谱级（９９８％，Ｍｅｒｃｋ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ），脂质提取所用甲基叔丁基醚（Ｍｅｔｈｙｌｔｅｒｔｂｕｔｙｌ
ｅｔｈｅｒ，ＭＴＢＥ，ＲＯＥ，Ａｍｅｒｉｃａ）、异丙醇为质谱级
（９９８％，ＲＯＥ，Ａｍｅｒｉｃａ），水为自制去离子水（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ，Ａｍｅｒｉｃａ）。
１２　动物、细胞和病毒　清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自
上海斯莱克实验动物有限责任公司，１８只，雌性，
体重１６～１８ｇ，许可证号为：ＳＣＸＫ（沪）２０１２
０００２。人喉癌上皮细胞 （Ｈｅｐ２细胞）由中国科学
院上海生命科学研究院细胞资源中心提供。呼吸道

合胞病毒Ａ亚型Ｌｏｇ株由武汉国家典型培养物保藏
中心提供。

２　方法
２１　药物的制备　虎杖购自安徽亳州中药饮片厂，
批号为１１１２０８。经南京中医药大学药学院刘圣金博
士鉴定，符合２０１５年版《中华人民共和国药典》一部
中相关规定。虎杖临床给药剂量为０２５ｇ／ｋｇ，按照
体表面积换算为小鼠的给药剂量为 ２２５ｇ／ｋｇ，
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的灌胃剂量为０１ｍＬ／１０ｇ，因此虎杖
的浓度为０２２５ｇ／ｍＬ。

虎杖提取物采用水提醇沉的提取方法。虎杖

４０ｇ，４００ｍＬ蒸馏水煎煮２次，合并两次药液，减压
浓缩至４００ｍＬ，放冷至４０℃以下，缓慢加入乙醇使
得含醇量达到７０％，静置，滤过，减压回收乙醇至无
醇味，定容至１７８ｍＬ，即药材的生药量为０２２５ｇ／
ｍＬ。
２２　病毒扩增及动物实验　病毒扩增参考文献［８］。

１８只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成３组，正常组、ＲＳＶ感染
组、虎杖组，每组 ６只，适应环境 ７ｄ后开始正式实
验。ＲＳＶ感染组和虎杖组滴鼻感染ＲＳＶ病毒液１００
ＴＣＩＤ５０５０μＬ／只，正常组滴鼻给予５０μＬ／只无血清
ＤＭＥＭ高糖培养基。连续滴鼻３ｄ，１次／ｄ。虎杖组
首次滴鼻感染２ｈ后灌胃给予虎杖提取液，连续６
ｄ，１次／ｄ。正常组合模型组每天等量给予生理盐
水。实验结束后取血，用于脂质代谢组学研究，肺组

织用于病理切片实验。

２３　脂质提取　２０μＬ血浆加入２２５μＬ预冷甲醇
（含内标蛇床子素１１２５μｇ）沉淀蛋白，涡旋２０ｓ，后
用１ｍＬ预冷的 ＭＴＢＥ提取，涡旋２０ｓ，后加入１２５
μＬ水使其分层，４℃ １２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上
层富含脂溶性的脂质成分４００μＬ，于ＳｐｅｅｄＶａｃ蒸空
浓缩仪中挥干。挥干后的残余样品用甲醇／甲苯溶
剂（ｖ／ｖ，９∶１）６０μＬ复溶，涡旋５ｍｉｎ，４℃ ２００００ｒ／
ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ后，取上清进样。
２４　色谱分离条件和质谱检测条件　色谱分离条
件：血浆中脂质成分的分离采用色谱柱 ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８
（２１ｍｍ×１００ｍｍ，２６μｍ），柱温设定为５５℃。流
动相为Ａ为水／异丙醇（ｖ／ｖ，８０／２０）含５ｍＭ甲酸铵
和０１％甲酸；流动相 Ｂ为异丙醇／乙腈（ｖ／ｖ，９０／
１０）含５ｍＭ甲酸铵和 ０１％甲酸。流速：０３ｍＬ／
ｍｉｎ；采用梯度洗脱分离血浆中的脂质分子：０—１
ｍｉｎ，３０％ Ｂ；２—７ｍｉｎ，３０％ ～８０％ Ｂ；７—２３ｍｉｎ，
８０％ ～９０％ Ｂ；２３—２４ｍｉｎ，９０％ Ｂ；２４—３０ｍｉｎ，
９０％～１０％ Ｂ。

质谱检测参数：采用电喷雾电离离子源（Ｅｌｅｃ
ｔｒｏｓｐｒａｙＩｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）对化合物进行雾化，喷雾电
压：３５ｋＶ；离子源温度：３５０℃；毛细管温度：３５０℃；
鞘气流速：２７５ｋＰａ；辅助气流速：１０４ｋＰａ。脂质分子
通过正离子模式检测。高分辨质谱的质量轴在使用

前通过标准混合物调谐以使仪器达到正常状态。脂

质代谢组学半定量数据的获取采用全扫描的扫描模

式，扫描范围：ｍ／ｚ２００～１０００，分辨率设定为 ３０
０００。脂质成分的定性分析采用高分辨的精确质量
数，结合ＭＳｎ碎裂分析。ＭＳｎ质谱的触发方式为动
态数据依赖分析模式（Ｄａｔａｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ
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ｍｏｄｅ），选取上一级最高峰进行碰撞诱导碎裂解离
（ＣｏｌｌｉｓｉｏｎＩｎｄｕｃｅｄＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＣＩＤ）碎片扫描，碰撞
能量设定为３０％。
２５　数据处理　得到的原始数据采用 Ｘｃａｌｉｂｕｒ２２
软件进行峰对齐，通过内标归一化进行半定量，得到

的数据矩阵导入ＳＩＭＣＡＰ１３０软件（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，Ｓｗｅ
ｄｅｎ）进行多变量统计分析。通过偏最小二乘判别
分析（ＯｒｔｈｏｇｏｎａｌＰａｒｔｉａｌＬｅａｓｔＳｑｕａｒｅｓＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡ
ｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）对空白组、ＲＳＶ肺炎组和虎杖组
进行模式识别和区分。通过 ＳＰＳＳ１３０进行单因素
方差分析（ＯｎｅＡＮＯＶＡｓＡｎａｌｙｓｉｓ）确定差异性代谢
物，得到的差异性代谢物通过高分辨的 ｍ／ｚ值搜索
数 据 库 ＭＥＴＬＩＮ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｄａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｍｅｔｌｉｎｓｃｒｉｐｐｓｅｄｕ／ｉｎｄｅｘｐｈｐ），确定其可能的归属，
并通过碎裂途径确定差异代谢物的可能结构。最后

查找ＫＥＧＧ数据库，分析虎杖干预 ＲＳＶ肺炎的脂质
代谢通路，阐明其可能干预的机制。

３　结果
３１　肺组织病理检查　肺组织样品进行苏木精伊
红染色，观察病理切片，结果显示，正常组小鼠肺组

织内肺泡、肺内支气管分支及间质组成结构清晰；

ＲＳＶ肺炎模型组ＢＡＬＢ／ｃ小鼠表现出肺泡壁轻度气
肿，并伴随充血，肺气肿表现为局部肺泡腔增大，肺

泡壁变薄，毛细血管数量减少；虎杖组肺组织结构正

常，结构清晰，同正常组相似，肺泡壁存在轻度气肿，

伴随轻度充血。病理结果显示，ＲＳＶ滴鼻诱导肺炎
模型成功，而虎杖提取液能够该善 ＲＳＶ诱导的肺炎
症状。

表１　小鼠ＲＳＶ肺炎病理评分表（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

组别 例数 病理评分

正常组 ６ １３３±１０３
ＲＳＶ模型组 ６ ３１７±０７５
虎杖组 ６ ２４２±１２０

３２　脂质代谢组学方法的建立　为了能够全面地
测定血浆中的脂质成分，本实验优化了血浆样品的

提取方法和色谱分离条件以及质谱检测条件，建立

的脂质代谢组学分析方法，该方法能够检测到血浆

中游离脂肪酸（ＦｒｅｅＦａｔｔｙＡｃｉｄｓ，ＦＦＡｓ）、磷脂酰胆碱
（ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅｓ，ＰＣｓ）、磷脂酰乙醇胺（ｇｌｙｃ
ｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｓ，ＰＥｓ）、三酰甘油（ｔｒｉｒａｄｙｌｇ
ｌｙｃｅｒｏｌｓ，ＴＧｓ）、甘油二酯（ｄｉｒａｄｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓ，ＤＧｓ）、神
经酰胺（ｃｅｒａｍｉｄｅｓ，Ｃｅｒｓ）等脂质分子。图１为所建
立的脂质代谢组学得总离子流图，通过图１可以发
现游离脂肪酸主要集中在０～５ｍｉｎ内洗脱，溶血性

磷脂酰胆碱（ＬｙｓｏＰＣｓ）和溶血性磷脂酰乙醇胺（Ｌｙ
ｓｏＰＥｓ）集中早５～１３ｍｉｎ，磷脂酰胆碱和磷脂酰乙
醇胺主要集中在１３～２０ｍｉｎ的时间内洗脱，而三酰
甘油和甘油二酯主要集中在２０～２５ｍｉｎ的时间内
洗脱。建立的脂质代谢方法能够较为全面的反映血

浆中的主要脂质类成分，能够满足虎杖抗 ＲＳＶ肺炎
脂质代谢网络调控的相关研究。

图１　脂质代谢组学总离子流图

３３　脂质代谢组学表征　半定量数据所得矩阵建
立偏最小二乘判别分析模型（ＯＰＬＳＤＡ）用于区分３
个实验组小鼠的脂质代谢轮廓图，模型的拟合参数

Ｒ２Ｘ＝０８７２，Ｒ２Ｙ＝０９３３，Ｑ２＝０７４８，说明拟合得
到的模型较好。ＯＰＬＳＤＡ模型得分图见图２。结果
显示，空白对照组、ＲＳＶ肺炎模型组和虎杖组存在明
显的区分，说明３组小鼠的血浆脂质代谢轮廓图存
在显著差异。通过代谢组学结果能够更加直观、明

确、综合的反映了虎杖对于 ＲＳＶ肺炎小鼠的干预作
用。

图２　ＯＰＬＳＤＡ得分图

３４　差异化合物的分析　通过 ＯＰＬＳＤＡ载荷图和
单因素方差分析找寻虎杖提取物可能调控的差异代

谢物，共得到６０个差异性的代谢产物，依据代谢产
物的精确质量数查询 ＭＥＴＬＩＮｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｄａｔａｂａｓｅ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔｌｉｎｓｃｒｉｐｐｓｅｄｕ／ｉｎｄｅｘｐｈｐ）数据库，对
差异性脂质分子进行结构归属，５８个差异代谢产物
中含有磷脂酰胆碱类／磷脂酰乙醇胺３４个，三酰甘
油类７个，神经酰胺类４个，神经鞘磷脂４个，未知
化合物１１个。进一步，根据碎裂途径，对化合物进
行结构鉴定，得到溶血性磷脂酰胆碱７个、磷脂酰胆
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碱类脂质分子２个，三酰甘油类化合物２个以及磷
酸化神经酰胺４个。单因素方差结果显示，模型组
的各脂质类成分相对于空白组显著降低，而虎杖干

预组则能够显著逆转脂质水平的降低（图３）。

图３　差异性化合物（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）

４　讨论
近年来的研究发现，贝拉康坦（猪肺中提取的表

面活性物质）能够改善ＲＳＶ患儿的细支气管炎临床
症状［９］。细胞实验结果显示，肺泡表面活性物质的

主要成分１棕榈酰基２油酰基磷脂酰甘油（ＰＯＰＧ）
能够抑制ＲＳＶ诱导产生的细胞炎性反应应答和免
疫应答［１０］。此外，通过ＲＳＶ诱导棉鼠肺炎的实验发
现，ＣＯＸ２抑制剂能够显著抑制 ＲＳＶ诱导的棉鼠的
肺炎，提示脂质递质参与了ＲＳＶ的炎性反应［１１］。以

上研究结果均充分说明，脂质代谢参与了 ＲＳＶ诱导
的肺炎。

本论文的研究结果发现有７个溶血性磷脂胆碱
在模型ＲＳＶ小鼠中表现出显著的降低，包括ＬｙｓｏＰＣ
（１８∶１）和 ＬｙｓｏＰＣ（１６∶０）。溶血性磷脂胆碱是肺组
织表面活性物质的重要组成物质，此外，在炎性反应

中具有重要的调节作用［１２］。ＲＳＶ肺炎模型组小鼠
体内磷脂酰胆碱和溶血性磷脂酰胆碱的共同降低，

提示可能代谢转化成相应的游离脂肪酸，并进一步

引发机体产生一系列的酸中毒现象。通过脂质代谢

数据发现，虎杖提取物能够逆转磷脂酰胆碱水平的

降低，说明虎杖通过调节脂质代谢发挥保护作用。

在我们的实验中，发现的另一类重要的脂质分子是

磷酸化的神经酰胺，ＲＳＶ肺炎模型组小鼠的磷酸化
神经酰胺表现为显著降低。目前发现，具有生物活

性的信号分子，磷酸化神经酰胺（Ｃｅｒａｍｉｄｅ１ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，Ｃ１Ｐ）是一种调节细胞增殖和生长发育的重要
鞘脂类活性代谢产物，具有促进细胞增殖、抑制细胞

迁移、调节炎性反应等作用［１３１４］。Ｃ１Ｐ参与了细胞
的炎性反应应答，能够刺激胞质型磷脂酶 Ａ２（ｃｙ
ｔｏｓｏｌｉｃｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＡ２，ｃＰＬＡ２），进一步促进花生四
烯酸和前列腺素的合成和释放［１５］。本实验中，磷酸

化神经酰胺在模型ＲＳＶ小鼠组显著降低，而虎杖提
取液能够逆转其水平的降低，说明虎杖可能通过干

预磷酸化神经酰胺代谢发挥抗炎的作用。通过我们

脂质代谢组学的实验结果，说明虎杖提取物可能对

磷脂类代谢调控从而发挥其抗 ＲＳＶ的作用，这为临
床治疗小儿ＲＳＶ肺炎提供了药理学依据。
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