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代谢组学技术比较肝豆灵片与青霉胺的排铜机制
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摘要# 目的!探讨肝豆灵片 "大黄’ 黄芩’ 黄连’ 半枝莲等$ 和青霉胺对大鼠的代谢物% 以比较两者排铜机制异同&
方法!适应性饲养 " 周后% 大鼠被随机分为对照组’ 模型组’ 肝豆灵组’ 青霉胺组& 造模结束后% 取各组大鼠血清样
品分析其核磁共振谱峰& 结果!模型组大鼠血清乳酸’ 糖蛋白’ 肌酸’ 肌酐’ 谷氨酰胺’ 精氨酸的量升高% 葡萄糖’
甜菜碱’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 脂质的量降低( 青霉胺组大鼠血清葡萄糖’ 甜菜碱’ 胆碱’ 胆碱磷酸’ 脂质的量升高% 糖
蛋白’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 谷氨酰胺的量降低( 肝豆灵组大鼠血清 +*羟基丁酸’ 亮氨酸’ 异亮氨酸’ 缬氨酸’ 胆碱’
胆碱磷酸’ 葡萄糖’ 脂质的量升高% 谷氨酰胺’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 精氨酸的量降低& 结论!青霉胺与肝豆灵均可明
显调节铜负荷大鼠的葡萄糖’ 乳酸’ 肌酸’ 肌酐’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 谷氨酰胺和脂质向正常范围回归的趋势& 而肝豆
灵片还可调节鸟氨酸循环’ 支链氨基酸’ +*羟基丁酸及氨的代谢&
关键词! 肝豆灵片( 青霉胺( 代谢组学( 血清( 核磁共振谱 " "N*Ĵ E$( 排铜机制
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!!G4/D=9病 "G4/D=9-D54D.3D.% GO$ 于 "("# 年
被英国神经病学家 ‘326./F/.P395.AK4994.AG4/D=9
首次报道% 并因而得名& 该病系铜代谢障碍疾病%
过量的铜沉积于患者体内% 累及多系统’ 多器官%
引起一系列临床表现% 如! 肝硬化’ 肾损伤’ 肌张
力障碍’ 肢体震颤’ 语言含糊’ 角膜 K*X环等&
如不积极治疗% 可对患者的生活能力产生严重的影
响% 甚至导致死亡& 西医治疗本病以排铜为主% 重
金属络合剂青霉胺 "].94>4//3249.% MF$ 是其首选
口服药& 中医从整体角度治疗本病% 亦具一定优
势& 其中% 肝豆灵片是安徽中医药大学第一附属医
院院内制剂% 多年的临床应用及科研证明% 该方治
疗GO不仅安全有效% 还具有保护肝脏’ 改善该病
患者神经功能的效果)"*#* & 本实验以核磁共振
"96>/.3A23:9.74>A.D=939>.% Ĵ E$ 代谢组学为研
究方法% 初步探讨肝豆灵和青霉胺的排铜机制
异同&
BC材料及方法
"H"!动物!’’ 只无特定病原体级别 "D].>4\4.5
]37<=:.9 \A..% ‘MX$ G4D73A大鼠% + 月龄% 体质量
"%& e#&& :% 购于安徽医科大学实验动物中心% 实
验动物许可证号! ‘SdK "皖$ #&""*&&#% 饲养于
安徽中医药大学省部共建新安医学教育部重点实验
室% 室温 #& e## c% 相对湿度 ’&!e%&!&
"H#!药物# 主要试剂和仪器!肝豆灵片 "安徽中
医药大学第一附属医院院内制剂% &H+ :T片% 批
号! 皖药制字j#&&)&&0"$% 由生大黄 K,2C&-//1+1D

3#.2I34//$’ 黄芩 *+C62..#"1# S#1+#.23<1<U.=A:4’ 黄连
A-$61<+,1323<1<XA39><$’ 半枝莲 *+C62..#"1# S#"S#6#
O$O=9’ 穿心莲 R34"-7"#$,1<$#31+C.#6# J..D’ 泽
泻R.1<&# -"1236#.1<W6a.]$’ 萆薢91-<+-"2# <2$62&.-S#
-<69C$’ 金钱草 08<1&#+,1# +,"1<613#2N39>.’ 石菖
蒲R+-"C<6#6#"13-[11‘><=77’ 丹参 *#.;1# &1.61-"",1Y#
I:.’ 姜黄AC"+C&# .-37# L$’ 莪术 AC"+C&# $,#2-D
+#C.1<Q3/$’ 鸡血藤 *$#6,-.-SC<<CS2"2+6C<O699’ 郁
金AC"+C&# [2C8CL13 [$N$S<.9 .7S$L49:组成&
制备工艺! 按处方比例称取药材% 以 0&!乙醇回
流提取 # 次% 第一次 "& 倍量 "H) <% 第二次 , 倍量
"H& <% 药渣加 , 倍量水再提取 " 次% 分别减压浓
缩药液至一定浓度’ 混合’ 真空减压干燥% 得干浸
膏% 再加入淀粉’ 单糖浆和硬脂酸镁等辅料% 压
片% 规格 &H+ :T片& 质控标准为高效液相色谱
"<4:< ].A\=A239>./4k645 ><A=237=:A3]<B% NMLS$ 法
测定盐酸小檗碱的量% 以其含有量不低于 &H)!为
合格& 青霉胺 "上海信谊药厂有限公司% 规格
&H"#) :T片% 国药准字N+"&###,%$&

氘代 重 水 " 5.67.A462 =P45.% O#Y% 美 国
SRL397A=公司$( +*三甲基硅基*"*丙磺酸钠 "+*7A4*
2.7<B/D4/B/*"*]A=]39.D6/\=94>3>45 D=5462D3/7% O‘‘%
美国 ‘4:23公司$( 硫酸铜 "国药集团化学试剂有
限公司$( 乙醚 "上海苏懿化学试剂有限公司$(
UL*#&F全自动冷冻高速离心机 "湖南仪器仪表总
厂$( Q3A439 )&& N̂a超导 Ĵ E谱仪 "美国安捷伦
公司$&
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"H+!模型制备!适应性饲养 " 周后% 大鼠被随机
分为四组! 对照组’ 模型组’ 青霉胺组’ 肝豆灵
组% 每组 "" 只& 对照组始终自由进食’ 摄水% 其
余 + 组以铜负荷法)+*造模! 连续 "# 周喂饲含硫酸
铜的饲料 "" :T_:$ 和水 "&H",)!$& 自第 0 周开
始% 分别以肝豆灵 "&H’,% :._:m".5 m"$ 和青霉
胺 "&H&( :._:m".5 m"$ 灌胃肝豆灵组’ 青霉胺
组大鼠% 对照组和模型组以等容量生理盐水
"&H(! J‘$ 灌胃% 直至造模结束&
"H’!取材及检测$’%!第 "# 周造模结束后% 大鼠禁
食 "# <% 乙醚吸入法麻醉% 经腹主动脉采集新鲜血
液% ’ c低温离心 "& 249 "+ &&& AT249$ 取上清
液% m,& c超低温冰箱储存血清% 以备 Ĵ E代谢
组学检测& 核磁检测时% 常温解冻血清% 将
’&& "L血清与 #&& "L磷酸盐缓冲液 "&H# 2=/TL
J3#NMY’TJ3N#MY’% ((H(! O#Y$ 混合% 调整溶
液酸碱度至 0H’% 以消除酸碱度变化对实验的影
响% 加入 +*三甲基硅丙烷磺酸钠 "O‘‘$ 作为化学
位移零点的定标% 震荡混合均匀后% ’ c低温离心
"&249 ""& &&& AT249$% 取 ))& "L上清液移入
) 22Ĵ E管% 以采集样品的"N*Ĵ E谱& 实验采
用 ) 22 NSJ三共振探头% 温度 +&& K% 谱宽
!!!

) _Na% 信号累加 #)% 次% 采用 JY1ME*SM̂ U脉冲
序列进行数据采样& 其中% 预饱和模块’ 自旋回波
模块分别抑制水峰信号和蛋白’ 脂蛋白所产生的宽
峰& 结果见图 "&
"H)!谱图处理和统计学方法$’%!采用 .̂D7A.J=@3
(H& 软件对所有谱图进行相位调整’ 校正基线和
谱峰对齐& 以 &H&# 为等间隔对化学位移 !&H# e
’H% 区域进行分段积分% 得到一个数据矩阵& 矩
阵的每一行和每一列分别代表一个样本和一个积
分段% 用面归一化方法对数据矩阵进行归一化%
以主成分分析法 " ]A49>4]3/>=2]=9.97393/BD4D%
MSF$ 对所得数据进行分析% 结果见图# e)&
DC实验结果
#H"!大鼠一般状况观察!正常组大鼠始终状态佳%
作息规律% 皮毛光滑润泽% 食欲及二便正常& 造模
# 周后% 模型组’ 两给药组大鼠逐渐出现活动减
少% 饮食摄水减少% 精神不振% 体质量增加不明
显% 皮毛光泽差% 大便不成形% 小便减少表现& 药
物干预后% 与模型组相比% 肝豆灵和青霉胺组大鼠
摄水饮食量增加% 精神不振状况改善% 大便稍成
形% 小便量增多&
#H#!大鼠血清典型"N*Ĵ E谱!见图 "&

图 BC大鼠血清样品典型B<3#;!谱
F(5\BC8MK(,4/B<3#;!.K+,-10J’*.+10J.4JK/+.(214-.
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#H+!血清"N*Ĵ E谱图处理结果!对数据的 MSF
分析结果如图 # e) 所示& 得分图 "图 #Fe)F$
中% 每一个圆点和三角分别代表不同组别的每一个
样品& 对照组和模型组’ 模型组和肝豆灵组’ 模型
组和青霉胺组% 分布于两个不同的区域% 能明显地
区分开% 说明这些两两对比的组间代谢物有差异%
造模成功& 负载图 "图 #Ie)I$ 的每个点代表谱
图上的一个谱峰段% 偏离零点越远的点% 对两组

的分类贡献越大% 越有可能是潜在的组间差异代
谢物& 其中% 图 #I中% "%( 这个点代表的是乳酸
峰% 它离零点最远% 对分类贡献最大% 提示模型
组血清乳酸水平升高显著% 而且遮掩了其它谱
峰& 为寻找更多的血清差异代谢物% 我们将乳酸
峰去除后再做主成分分析% 结果见图 +& 图 +F可
见% 去除乳酸峰后% 对照组和模型组样本仍分布
于不同区域&

注! %为对照组% &为模型组

图 DC对照组’ 模型组得分图和负载图
CCCCCCF(5GDCN9"J’&+/.’*B<3#;!J+-4H’/’J(,.&4-4 *’1-L+,’2-1’/51’0K42&J’&+/51’0K

注! %为对照组% &为模型组

图 EC去除乳酸峰后% 对照组’ 模型组得分图和负载图
F(5GECN9"J’&+/.’*B<3#;!J+-4H’/’J(,.&4-4 *’1-L+,’2-1’/51’0K42&J’&+/51’0K[(-L’0-/4,-4-+K+4]

!!对比模型组与对照组’ 肝豆灵组与模型组’ 青
霉胺组与模型组% 我们找出 + 组对分类贡献比较大
的代谢物% 并将这些代谢物’ 化学位移及其相应变
化列出 "表 "$% 包括 +*羟基丁酸 "!"H#&$’ 谷氨
酰胺 "!#H"#$’ 糖蛋白 "!#H&’$’ 乳酸 "!"H+#%
!’H"&$’ 亮氨酸 "!&H(’$’ 异亮氨酸 "!&H(+%
!"H&$’ 缬氨酸 "!&H(0% !"H&#$’ 肌酸 "!+H&’$’
肌氨酸酐 "!+H&)$’ 葡萄糖 "!+H#+ e+H,&$’ 甜

菜碱 "!+H#) $’ 胆 碱 "!+H"( $’ 磷 酸 胆 碱
"!+H#"$’ 精氨酸 "!"H0" $’ 脂质 "!"H#( e
"H+&$& 表 " 中% +’’, 和 +’, 表示代谢物的
量升高% 且具有统计学意义 "’’% Gi&H&"(
’% Gi&H&)$( +((, 和 +(, 表示代谢物的
量降低% 且具有统计学意义 "((% Gi&H&"(
(% Gi&H&)$( + m, 表示代谢物的量变化无统计
学意义 "Go&H&)$&
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注! %为模型组% &为肝豆灵组

图 PC模型组’ 肝豆灵组得分图和负载图
F(5GPCN9"J’&+/.’*B<3#;!J+-4H’/’J(,.&4-4 *’1-L+J’&+/51’0K42&X42&’0/(25 84H/+-.51’0K

注! %为青霉胺组% &为模型组

图 RC模型组’ 青霉胺组得分图和负载图
F(5GRCN9"J’&+/.’*B<3#;!J+-4H’/’J(,.&4-4 *’1-L+K+2(,(//4J(2+51’0K42&J’&+/51’0K

表 BC大鼠血清特征代谢物
84HGBC8MK(,4/.+10JJ+-4H’/(-+.(214-.

代谢物 化学位移
青霉胺组

对模型组

肝豆灵组

对模型组

模型组

对对照组
+*羟基丁酸 "H#& # ’’ #
谷氨酰胺 #H"# (( ( ’’
糖蛋白 #H&’ (( ’’ ’’
乳酸 "H+#% ’H"& (( (( ’’
亮氨酸 &H(’ # ’ #
异亮氨酸 &H(+%"H& # ’ #
缬氨酸 &H(0%"H&# # ’ #
肌酸 +H&’ ( ( ’
肌氨酸酐 +H&) ( ( ’
葡萄糖 +H#+ e+H,& ’’ ’’ ((
甜菜碱 +H#) ’ # ((
胆碱 +H"( ’ ’’ (
磷酸胆碱 +H#" ’ ’’ (
精氨酸 "H0" # ( ’
脂质 "H#( e"H+& ’ ’’ ((

EC讨论
正常人自饮食摄入的铜约为 #H) e) 2:T5& 铜

被肠道吸收后% 先与白蛋白疏松结合并进入肝脏%
在肝细胞中% 铜与&*# 球蛋白牢固结合形成铜蓝蛋
白% 后者具有氧化酶活性& 目前% GO的发病机制
尚未完全明确% 但似乎涉及铜与前铜蓝蛋白结合形
成转运蛋白铜蓝蛋白减少% 未经结合的铜大量进入
血循环% 沉积在以肝’ 脑’ 肾和角膜组织为主的全
身各脏器% 引起一系列临床症状& 自从 W=<9
G3/D<.于 "()% 年提倡以青霉胺治疗 GO以来% 该
药一直是 GO的首选口服药& 青霉胺含 J’ Y’ ‘
配位原子% 是铜的络合剂% 可络合血液和组织中过
多的游离铜% 形成稳定的水溶性复合物经小便排
出% 从而阻止铜在体内继续沉积% 恢复机体正常的
生理功能& 中医治疗本病% 根据患者多具肢体震颤
僵直’ 口渴烦热’ 口苦口臭’ 鼻衄’ 齿衄’ 黄疸’
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肝部癥积’ 小便短赤’ 舌质红’ 苔黄或者黄腻’ 脉
弦滑或者弦数等表现% 杨任民’ 张笑平综合分析认
为本病病机要点为肝胆湿热’ 阻滞血络’ 瘀浊互
结% 治当以清热利湿通腑’ 行气化瘀散结之方% 组
方肝豆汤治疗本病% 肝豆灵片是其优化组合片剂&
其中% 大黄清热通腑% 荡涤热结( 黄连’ 黄芩’ 半
枝莲’ 穿心莲苦寒清热% 泻火解毒( 萆薢’ 泽泻’
金钱草’ 石菖蒲泻热通淋’ 利湿祛浊( 丹参’ 姜
黄’ 莪术’ 鸡血藤’ 郁金活血行气’ 祛瘀散结& 全
方以祛邪为主% 共奏清热利湿通腑’ 行气化瘀散结
之功& 本方虽不是铜的络合剂% 但多年的临床及科
研反复验证% 确具排铜作用))*0* &
!!本实验模型组大鼠血清乳酸’ 谷氨酰胺’ 糖蛋
白’ 肌酸’ 肌酐’ 精氨酸水平升高% 葡萄糖’ 甜菜
碱’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 脂质水平降低% 提示铜在机
体过度沉积涉及胆碱’ 糖’ 氨基酸’ 脂质等代谢%
对肝脏’ 肾脏和神经等多种组织器官产生影响% 与
临床报道相符合&

铜参与生物体诸多酶的合成% 其中包括处于线
粒体呼吸链末端的细胞色素 S氧化酶& 虽然机理
尚未阐明% 但铜过量沉积可影响呼吸链% 使有氧呼
吸发生障碍% 无氧代谢增加% 导致乳酸升高),* &
糖蛋白主要分布在细胞表面’ 细胞内分泌颗粒和细
胞核内% 也可被分泌出细胞构成细胞外基质成分%
是重要的生物信息分子% 在生理和病理过程中起到
生物识别的作用& 酶的水解作用可以使糖蛋白糖链
次末端的半乳糖暴露% 被肝细胞识别% 通过胞饮作
用进入肝细胞被分解& 肝脏是铜沉积所损伤的重要
器官% 模型大鼠糖蛋白水平增高% 可能与肝损伤’
肝细胞无法正常分解糖蛋白有关&

铜过量可通过活性氧族介导的氧化应激% 引起
细胞膜性结构通透性增加% 导致细胞凋亡& 胆碱在
胆碱激酶的催化下合成磷酸胆碱% 二者参与磷脂代
谢% 是细胞膜性结构的重要组成部分% 对维持正常
的细胞周期’ 通透性和信息传递起着重要作用& 以
代谢组学对肝细胞凋亡进行研究% 发现胆碱的量随
肝细胞凋亡的严重程度而下降)(* & 此外% 胆碱是
生物体重要的甲基供体% 在提供甲基时% 胆碱在胆
碱脱氢酶’ 甜菜醛脱氢酶的作用下先氧化生成甜菜
碱% 再由甜菜碱提供甲基& 由于甲基在神经’ 内分
泌’ 泌尿和免疫等系统中具有十分重要的作用% 所
以稳定的甲基供体对于生物体来说非常重要& 模型
组胆碱’ 磷酸胆碱和甜菜碱的量降低% 提示铜过量
可能影响了大鼠的磷脂代谢和甲基代谢&

模型组血清精氨酸和谷氨酰胺的增高% 可能与
氨的代谢紊乱有关! 肝脏是机体最大的氨代谢器
官% 肾脏是排泄氨的重要场所& 氨在肝脏通过精氨
酸参与的鸟氨酸循环% 代谢为无毒的尿素经肾脏排
出& 肾脏不仅排出尿素% 还以 JN’

l的形式排出大
量的氨& 铜沉积引起肝功能受损鸟氨酸循环障碍%
或肾小管受损导致氨的排泄受阻% 都有可能引起血
氨增高& 氨在 F-M的供能条件下% 结合 &*酮戊二
酸和谷氨酸% 生成谷氨酰胺& 在代谢组学中% 谷氨
酰胺是评估肝损伤和肝性脑病的一个指标)"&* & 同
时% 它与神经系统的功能密切相关% 有学者经实验
分析认为% 它有可能成为中枢神经毒性检测的标
志物)""* &

肌酸由甘氨酸’ ‘*腺苷甲硫氨酸’ 精氨酸合
成% 其最终产物为肌酐并随尿排出& 若肾功能发生
障碍% 肌酐排出受阻% 则血中肌酐水平升高& 临床
上% 血肌酐水平的测定有助于了解肾功能& 本实验
铜负荷大鼠血肌酐升高% 符合传统生化检测结果%
提示铜中毒对大鼠肾功能有所损害&

比较青霉胺和肝豆灵片% 两者对于铜负荷大鼠
的排铜机制具有异同点& 相同点主要体现在调节乳
酸’ 肌酸’ 肌酐’ 葡萄糖’ 胆碱’ 磷酸胆碱’ 谷氨
酰胺和脂质的代谢% 使其具有向正常范围回归的趋
势& 不同点是! "’ 青霉胺还可升高甜菜碱’ 降低
糖蛋白水平& 甜菜碱是机体重要的甲基供体% 糖蛋
白参与细胞信号识别% 与诸多疾病的发病机理密切
相关)"#* & 结合其它代谢物的变化% 青霉胺的排铜
机制除涉及胆碱’ 葡萄糖’ 脂’ 氨基酸等代谢之
外% 可能还与调节甲基代谢’ 调整某些细胞信号识
别有关& #’ 肝豆灵所涉及的代谢物较多% 这与中
药方剂的多靶点调节或许有关& 相对于青霉胺组%
肝豆灵组的不同主要体现在精氨酸水平降低% +*羟
基丁酸’ 亮氨酸’ 异亮氨酸’ 缬氨酸水平升高& 综
合肝豆灵对精氨酸’ 谷氨酰胺水平的调节% 可能提
示其对鸟氨酸循环的恢复起到一定的促进作用& +*
羟基丁酸可促进神经干细胞分化为神经元)"+* % 能
不同程度的抑制神经胶质细胞凋亡’ 促进其生长%
是神经胶质细胞的能量源之一)"’* & 神经胶质细胞
对神经元具有支持’ 保护’ 营养和修复等作用% 对
神经系统的生理起着十分重要的作用&

异亮氨酸’ 亮氨酸和缬氨酸为支链氨基酸% 它
们可保护肝脏)")* ’ 维持神经系统生化功能% 促进
受损神经再生)"%* % 有助于恢复认知和记忆力障
碍)"0*",* & 异亮氨酸可促进细胞生长% 它和亮氨酸
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还是重要的营养剂% 具有促进蛋白质合成’ 提高免
疫力等生理功能)"(* & 模型组和青霉胺组均无支链
氨基酸’ +*羟基丁酸的变化% 因此我们推测% 肝豆
灵有可能具有补充或者调节这四种氨基酸代谢的作
用& 综合以上分析% 肝豆灵在恢复铜负荷大鼠小分
子代谢的同时% 可能还通过调节鸟氨酸循环’ 支链
氨基酸’ +*羟基丁酸的代谢% 干预铜沉积所造成的
大鼠肝脏和神经系统损伤& 此结果与肝豆灵片可改
善GO患者神经功能’ 保肝等临床研究结论)"*#*相
吻合% 或可初步解释此临床治疗机制&

本实验运用 Ĵ E代谢组学技术对青霉胺和肝
豆灵片干预铜负荷大鼠进行了比较和分析% 发现青
霉胺和肝豆灵片的排铜机制具有异同点% 可为以后
对GO的研究和治疗提供一定的参考&
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