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　 　 ［摘要］ 　目的 　利用血清代谢组学探究顺铂诱导小鼠急性肾损伤的特异性变量 ，同时评价左卡尼汀的干预作用 。方

法 　将１９只小鼠分为正常对照组 、模型组和干预组 ，适应 ３ d后 ，对干预组给予左卡尼汀（４００ mg／kg ，ip）干预 ，２ d后给予模型
组和干预组顺铂（２０ mg／kg ，ip）造模 ，每天称量各组小鼠的体质量 ，２ d后取小鼠血清进行 LC唱MS分析 ，结合模式识别分析各

组间代谢组差异 ，并评价左卡尼汀的干预作用 。结果 　代谢组学分析共鉴别 ２８个差异代谢物 ，顺铂诱导的急性肾损伤主要涉

及磷脂类 、氨基酸类和脂肪酸类代谢途径的改变 ，而左卡尼汀有改善作用 。结论 　 左卡尼汀可改善顺铂诱导的急性肾损伤 ，

其机制可能是通过调控色氨酸代谢 、谷氨酸代谢和能量代谢 ，从而减缓急性肾损伤的疾病进程 。
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L唱carnitine alleviating cisplatin induced acute kidney injury through serum
metabolomics analysis
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［Abstract］ 　 Objective 　 To explore specific variables related to cisplatin induced acute kidney injury ，serum metabonomics
techniques were applied and simultaneously the value of intervention effects of L唱carnitine were appraised ．Methods 　 １９ mice
were divided into the normal control group ，model group ，and intervention group ，After a three day accommodation period ，the
intervention group was given L唱carnitine （４００ mg／kg ，ip） ．Two days later ，cisplatin （２０ mg／kg ，ip） was given to the model
and intervention groups ．The body weight of every mouse in each group was measured daily ．Two days after the serum sample
of each mice was collected and analyzed by LC唱MS ，pattern recognition analysis of metabolomics differences among the groups ，

and the effectiveness of L唱carnitine intervention were evaluated ．Results 　 A total of ２８ metabolites were identified through ser唱
um metabolomics analysis ．Our data shows that there is a possible mechanism that cisplatin induced AKI was mainly involved in
changing phospholipids ，amino acid and fatty acid metabolic pathways and L唱carnitine mitigates the damage of acute kidney in唱
jury induced by cisplatin ．Conclusion 　 L唱carnitinecan alleviates cisplatin induced acute kidney injury by regulating tryptophan
metabolism ，glutamate metabolism ，and energy metabolism ．

　 　 ［Key words］ 　 L唱carnitine ；cisplatin ；acute kidney injury ；metabolomics

　 　顺铂（cisplatin ）为第二代抗癌金属铂药物 ，是

二氯化铂的顺式体 。虽然顺铂抗肿瘤广谱高效 ，但

因其细胞毒性大 、对癌细胞选择性低等缺陷 ，导致

药物不良反应发生率高 ，从而限制了其临床应

用［１］
。肾毒性是顺铂最严重的一种不良反应 ，其中

急性肾损伤（acute kidney injury ，AKI）较为常见 ，

急性肾损伤是指小于等于 ３个月的肾脏功能或结构

方面的异常 ，包括血 、尿 、组织检查或影像学方面的

肾损伤标志的异常 ，临床具有起病急 、早期诊断困

难 、病情进展快 、病死率高等特点［２］
。 顺铂导致

AKI 的具体机制尚不明确 ，目前研究认为主要

与氧化应激 、脂质过氧化 、细胞内钙稳态失调

等有关［３］
。

　 　左卡尼汀具有降血压 、抗氧化及抗炎作用［４］
，一

般用于治疗急性心肌梗死 、充血性心力衰竭等患有

心脏病的长期透析患者及低血压患者等 。左卡尼汀

在脂类代谢中发挥重要的作用 ，通过催化长链脂肪

９２４

药学实践杂志 　 ２０１５ 年 ９ 月 ２５日第 ３３ 卷第 ５ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３３ ，No ．５ ，September ２５ ，２０１５



酸的 β氧化生成 ATP 供能 ，而 AKI 与能量代谢密
切相关 ，所以有研究者猜测左卡尼汀在一定程度上

可以用于 AKI的预防和临床治疗［５］
，但左卡尼汀的

效应机制并不清楚 。

　 　代谢组学作为系统生物学的分支 ，研究对象为

生物体内低相对分子质量的代谢小分子 ，以一个或

多个特定代谢物的动态规律变化来表征生物体的生

理病理变化趋势 ，最终通过还原相关联生物事件提

示生物体的病理生理变化实质和机制所在 。 鉴于

此 ，笔者开展了顺铂诱导小鼠急性肾损伤的血清代

谢组学研究 ，并通过比较左卡尼汀干预下代谢物的

变化情况 ，探讨左卡尼汀对顺铂诱导小鼠急性肾损

伤的保护作用机制 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　 试剂 　 HPLC 级甲醇和乙腈购自 Merk 公司
（Darmstadt ，Germany ） ；HPLC 级甲酸购自 Fluka
公司（Buchs ，Switzerland） ；花生四烯酸 、１８唱羟基花

生四烯酸 、十八碳四烯酸 、亚油酸和 ２唱羟基亚麻酸

均购自 Sigma唱Aldrich 公司 ；溶血磷脂酰胆碱类购

自 Larodan AB 公司 ；色氨酸 、苯丙氨酸 、鸟氨酸和

亮氨酸购自上海纯晶试剂有限公司 ；超纯水由本实

验室 Milio唱Q 超纯水系统制得 。左旋肉碱和顺铂均

购自第二军医大学长海医院药剂科 。

1 ．2 　 实验动物 　 洁净级 SD 小鼠 １９ 只 ，体质量为

２５ ± ５ g ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司 。

小鼠饲养于保持 １２ h／１２ h昼夜的房间中并给予标
准饲料 ，控制室内温度为 ２５ ℃ ，相对湿度为 ４０％ 左

右 。实验前适应饲养 ３ d 。
1 ．3 　仪器 　 Agilent １２９０ Infinity 液相色谱仪（Ag唱
ilent 有限科技公司） ；６５３０ Accurate唱Mass 串联四
级杆唱飞行时间质谱仪 （Agilent 有限科技公司） ；

Milli唱Q 超纯水系统（Millopore 中国有限公司） ；微

型涡旋混合仪（Thermo公司） 。

2 　方法

2 ．1 　急性肾损伤模型的建立及左卡尼汀干预 　将

１９只小鼠分为 ３ 组 ，其中造模组和干预组各 ６ 只 ，

对照组 ７只 。干预组第 ３天腹腔注射给予左卡尼汀

（４００ mg／kg） ，对照组和造模组给予相应剂量的生

理盐水 。干预 ４８ h后 ，干预组和造模组均腹腔注射

给予顺铂（２０ mg／kg）以形成急性肾损伤模型 ，对照

组给予相应剂量生理盐水 。所有小鼠每天称其体质

量以监测左卡尼汀干预和顺铂造成急性肾损伤病理

过程对小鼠体质量的影响 。

2 ．2 　样品收集与制备 　 顺铂造模 ４８ h后 ，小鼠眼

眶取血 ，在室内静置 １ h 。血样在 ４ ℃ ３ ０００ r／min
离心 １５ min ，分离得上层血清 ，分成两部分 ，一份用

于生化指标检测 ，另一份用于代谢组学分析 。

2 ．2 ．1 　生化指标分析样品制备 　 取 １００ μl 血清 ，

３ ５００ r／min离心 １０ min 后收集上清液 ，用 Beck唱
man 自动生化仪测定血清尿素氮（BUN） 、血清肌酐

（SCr） 。
2 ．2 ．2 　代谢组学分析样品制备 　 取 １００ μl 血清 ，

加入 ４００ μl甲醇 ，涡旋 １ min ，４ ℃ １３ ０００ r／min离
心 １５ min除蛋白 。上清液转移至进样小瓶中 ，放置

于 ４ ℃冰箱中等待进样 。为了考察系统的稳定性和

样品对系统的适应性 ，质量控制（QC）样品通过合并
等量来自不同血清样品制备得到 。

2 ．3 　血清代谢组学分析
2 ．3 ．1 　色谱条件 　色谱分离采用 ACQUITY UH唱
PLCTM BEH C１８柱（２ ．１ mm × １００ mm ，１ ．７ μm ，

Waters ，Milford ，MA）色谱柱 ，柱温 ５０ ℃ 。流动相

A 为 ０ ．１％ 的甲酸水溶液 ，流动相 B 为 ０ ．１％ 的甲

酸唱乙腈 ，采用梯度洗脱 ，梯度设置如下 ：０ ～ ２ min ，

０％ ～ １５％ B ；２ ～ １０ min ，１５％ ～ ３０％ B ；１０ ～

１４ min ，３０％ ～ ９５％ B ；１４ ～ １７ min ；９５％ B ；１７ ～

１９ min ，９５％ ～ ０％ B 。平衡色谱柱 ５ min ，流速为

４００ μl／min ，进样量为 ４ μl 。
2 ．3 ．2 　质谱条件 　 　离子源为 ESI ，质谱采用正负
离子进行检测 。检测参数 ：毛细管电压为 ３ ５００ V ，

干燥气流速 １１ L ／min ，干燥气温度 ３５０ ℃ ，喷雾气

压 ４５ psi ，碎裂电压 １２０ V ，Skimmer 电压 ６０ V ，数

据采集范围 m／z ５０ ～ １ ０００ ，选取 m／z １２１ ．０５０ ９和

m／z ９２２ ．００９ ８的内标离子进行实时质量数校正 。

潜在生物标志物离子进一步进行 MS／MS 分析 ，根

据离子情况在 １０ ～ ３０ V 之间调整碰撞电压 。

2 ．4 　数据处理与模式识别 　在进行模式识别前 ，将

原始数据 （ ．d）经 Agilent MassHunter Qualitative
sof tware 软件转换为通用格式 （ ．mzData） ，并进行

去同位素峰处理 。转换后的数据进一步通过 XC唱
MS（http ：／／mmetlin ．scripps ．edu／download／）进行
峰校正和峰积分 ，最终得到一个保留时间 、质核比和

峰强度的三维矩阵 。 XCMS 参数除设定 fwhm ＝

１０ ，bw ＝ １０ 和 snthresh ＝ ５ 以外 ，其他参数均采用

默认值 。采用修正 ８０％ 规则来去除缺失值 ，即去除

在某一组中出现频率（非零值）低于 ８０％ 的质谱离

子 。将数据进行归一化和中心化 。将标准后的数据

矩阵导入 SIMCA唱P （Umetrics ，Sweden）进行偏最
小二乘法唱判别分析（PLS唱DA） 。通过交叉验证参数
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Q２Y和 R２Y 对所构建的模型质量进行评判 。应用

单因素方差分析（one唱way ANOVA ）对有显著性差

异的变量在对照组 、干预组和造模组中的含量进行

分析 ，并进行多组间的两两比较 。当变量满足 P ＜

０ ．０５且 VIP ＞ １ ，认为其为潜在的生物标志物 。

3 　结果与讨论

3 ．1 　左卡尼汀干预和顺铂造模期间对小鼠体质量
及生化指标的影响 　如图 １所示 ，造模前 ，３组小鼠

体质量变化不显著 ，且趋势一致 ；顺铂造模后 ，干预

图 1 　小鼠干预和造模期间体质量
随时间变化曲线

倡 P ＜ ０ ．０５ ，与同天正常组小鼠体质量相比

组和造模组的体质量呈现明显的下降趋势 ，造模第

２天最为明显（P＜ ０ ．０５） 。左卡干预组对体质量下降

有一定的抑制作用 ，但与模型组相比 ，差异不明显

（P＞ ０ ．０５） 。另外 ，由表 １ 所示 ，顺铂诱导模型组的

BUN 、SCr 均显著高于对照组（P ＜ ０ ．０５） ，而左卡尼

汀干预后 BUN 、SCr 的水平有所下降 ，但是与模型

组相比没有显著差异（P ＞ ０ ．０５） ，可能与实验时间

较短有关 。

表 1 　 3组小鼠肾功能比较（珚x ± s）

组别
BUN

（cB ／mmol · L － １ ）

Scr
（cB ／μmol · L － １ ）

对照组 １１ u．２８ ± ２ ．０１ １５ ┅．２４ ± １ ．１６

模型组 ３６ u．９５ ± ６ ．１１ 倡 ７２ ┅．８７ ± ８ ．３７ 倡

干预组 ３２ u．４９ ± ３ ．４５ 倡 ６８ ┅．０２ ± ６ ．３２ 倡

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与对照组同时间比较

3 ．2 　多元统计分析 　 为了研究左卡尼汀对顺铂诱

导的小鼠急性肾损伤的干预作用 ，笔者采用多元统

计分析对正负离子模式下的 ３组小鼠的血清代谢谱

进行分析 。如图 ２所示 ，在 PLS唱DA 的三维得分图
中可以看到 ：模型组偏离正常对照组的趋势最大 ，左

图 2 　基于 UHPLC／TOF唱MS的 PLS唱DA得分图及相应的交叉验证图

卡尼汀干预组位于正常组和模型组之间 。从 ３组之

间的距离并结合各组体质量的变化 ，左卡干预组与

模型组相比有明显的改善 。

　 　另外 ，从正负离子模式的 ２００ 次交叉验证图可

以看出 ，３组构建的 PLS唱DA 分类模型稳定性好 ，没

有出现过拟合现象 。

3 ．3 　代谢物鉴别与生物学意义解释 　结合多元统

计分析及单元统计分析 ，满足 VIP ＞ １ 且 P ＜ ０ ．０５

的差异变量共 ２８ 个 。之后笔者将这些有意义的变

量和网络数据库（metlin ，HMDB）进行比对并用标
准品进行验证 ，发现这 ２８个差异代谢物主要可归为

３类 ：磷脂代谢物 、氨基酸代谢物及脂肪酸代谢物 ，

具体如表 ２所示 ，而差异代谢物在 ３ 组之间的相对

强度见图 ３ 。
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表 2 　左卡尼汀缓解顺铂造成急性肾损伤相关潜在生物标志物

标号 离子（质核比）保留时间（t／min） 分子式 加和物 化合物 VIP P值

１ O５１２ ;．３ ９ <．６８ C２２H４６NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（１４ ∶ ０） １ ?．０５ ＜ ０ 眄．００１

２ O４９４ ;．３２６ １０ <．０４ C２４ H４８NO７P M ＋ H LysoPC（１６ ∶ １（９Z）） １ ?．８５ ＜ ０ 眄．００１

３ O５５２ ;．３３１ １０ <．５８ C２６ H５４NO６P M ＋ FA唱H LysoPC（P唱１８ ∶ ０） １ ?．０３ ＜ ０ 眄．００１

３ O５０８ ;．３４１ １０ <．５９ C２６ H５４NO６P M ＋ H LysoPC（P唱１８ ∶ ０） １ ?．０５ ＜ ０ 眄．００１

４ O５４６ ;．３５８ １０ <．８７ C２６ H５４NO７P M ＋ Na LysoPC（０ ∶ ０／１８ ∶ ０） ２ ?．１５ ＜ ０ 眄．００１

５ O５２２ ;．３４８ １０ <．４２ C２６ H５２NO７P M ＋ H LysoPC（１８ ∶ １（９Z）） １ ?．５９ ＜ ０ 眄．００１

５ O５６６ ;．３５ １０ <．９５ C２６ H５２NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（１８ ∶ １（９Z）） ２ ?．８８ ０ 眄．００１

６ O５４２ ;．３２３ １０ <．４２ C２６ H５０NO７P M ＋ Na LysoPC（１８ ∶ ２（９Z ，１２Z）） １ ?．２０ ＜ ０ 眄．００１

６ O５２０ ;．３４５ １０ <．４２ C２６ H５０NO７P M ＋ H LysoPC（１８ ∶ ２（９Z ，１２Z）） ３ ?．４０ ＜ ０ 眄．００１

６ O５６４ ;．３３４ １０ <．２１ C２６ H５０NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（１８ ∶ ２（９Z ，１２Z）） ２ ?．７７ ＜ ０ 眄．００１

７ O５６２ ;．３１６ ９ <．９３ C２６H４８NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（１８ ∶ ３（９Z ，１２Z ，１５Z）） １ ?．３７ ＜ ０ 眄．００１

８ O５５０ ;．３８９ １２ <．４５ C２８ H５６NO７P M ＋ H LysoPC（２０ ∶ １（１１Z）） １ ?．２９ ０ 眄．００２

９ O５４８ ;．３７３ １１ <．５２ C２８ H５４NO７P M ＋ H LysoPC（２０ ∶ ２（１１Z ，１４Z）） １ ?．５３ ＜ ０ 眄．００１

９ O５９２ ;．３６３ １１ <．５１ C２８ H５４NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（２０ ∶ ２（１１Z ，１４Z）） １ ?．４３ ＜ ０ 眄．００１

１０ O５９０ ;．３４７ １０ <．６８ C２８ H５２NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（２０ ∶ ３（５Z ，８Z ，１１Z）） １ ?．８６ ＜ ０ 眄．００１

１１ O５８６ ;．３１６ ９ <．９０ C２８H４８NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（２０ ∶ ５（５Z ，８Z ，１１Z ，１４Z ，１７Z）） １ ?．３１ ０ 眄．００３

１２ O６１４ ;．３４７ １０ <．４３ C３０ H５２NO７P M ＋ FA唱H LysoPC（２２ ∶ ５（４Z ，７Z ，１０Z ，１３Z ，１６Z）） １ ?．１３ ０ 眄．００１

１２ O５７０ ;．３５７ １０ <．７１ C３０ H５２NO７P M ＋ H LysoPC（２２ ∶ ５（４Z ，７Z ，１０Z ，１３Z ，１６Z）） １ ?．２９ ＜ ０ 眄．００１

１３ O１２６ ;．０５６ ０ <．７３ C２H７NO３S M ＋ H 牛磺酸 １ ?．０９ ＜ ０ 眄．００１

１４ O３１９ ;．２３ １１ <．６９ C２０H ３２O３ 灋M唱H １８唱羟基花生四烯酸 ３ ?．０７ ＜ ０ 眄．００１

１５ O２９３ ;．１７７ ９ <．２９ C１８H ３０O３ 灋M唱H ２唱羟基亚麻酸 １ ?．３２ ０ 眄．００２

１６ O３２１ ;．２４３ １１ <．６９ C１８H ２８O２ 灋M ＋ FA唱H 十八碳四烯酸 １ ?．１６ ０ 眄．０１１

１７ O３０３ ;．２３３ １１ <．６９ C１８H ３２O２ 灋M ＋ Na 亚油酸 ２ ?．０７ ＜ ０ 眄．００１

１８ O３２７ ;．２３３ １１ <．５７ C２０H ３２O２ 灋M ＋ Na 花生四烯酸 １ ?．３８ ＜ ０ 眄．００１

１９ O２０４ ;．０６７ ６ <．０５ C１１ H１１NO３ 灋M唱H 吲哚乳酸 ２ ?．０８ ０ 眄．００２

２０ O１１７ ;．０１９ １ <．３０ C４H６O４ 灋M唱H 琥珀酸 １ ?．６２ ＜ ０ 眄．００１

２１ O１６２ ;．１１３ ０ <．７１ C７ H１５NO３ 灋M ＋ H 左旋肉碱 １ ?．８９ ＜ ０ 眄．００１

２２ O４００ ;．３４４ １１ <．３４ C２３ H４５NO４ 灋M ＋ H 棕榈酰肉碱 １ ?．２６ ０ 眄．００４

２３ O１３２ ;．０７７ ０ <．７３ C６ H１３NO２ 灋M ＋ H 亮氨酸 １ ?．５５ ０ 眄．０１

２４ O２０３ ;．０８３ ４ <．２５ C１１H １２N２O２ 灋M唱H 色氨酸 １ ?．８５ ＜ ０ 眄．００１

２４ O２０５ ;．０９８ ４ <．２５ C１１H １２N２O２ 灋M ＋ H 色氨酸 １ ?．８１ ０ 眄．００７

２５ O２２７ ;．９９ ７ <．２３ C４H９NO５S M ＋ FA唱H 同型半胱氨酸 １ ?．６３ ＜ ０ 眄．００１

２６ O１３１ ;．０７１ ４ <．４２ C５H １２N２O２ 灋M唱H 鸟氨酸 １ ?．４３ ＜ ０ 眄．００１

２７ O１６６ ;．０８７ ２ <．３８ C９ H１１NO２ 灋M ＋ H 苯丙氨酸 １ ?．８０ ０ 眄．０１３

２８ O１８８ ;．０７１ ４ <．２５ C１１H ９NO２ 灋M ＋ H 吲哚丙烯酸 １ ?．６３ ０ 眄．００４

　 　如图 ３所示 ，模型组与正常组相比 ，氨基酸代谢

物和脂肪酸代谢物上调 ，而磷脂代谢物却呈现下调

趋势 。干预组和模型组大致上有相同的变化趋势 ，

而琥珀酸 、鸟氨酸 、吲哚乳酸 、吲哚丙烯酸 、色氨酸和

左旋肉碱却出现明显的回调趋势 。左旋肉碱含量增

加可能与给予干预组左旋肉碱有关 ，而色氨酸 、吲哚

丙烯酸与吲哚乳酸参与色氨酸代谢 ，吲哚类是色氨

酸的代谢产物 ，研究表明吲哚类是肾类疾病的特征

性标志物［６］
，左卡尼汀干预后 ，下调的吲哚类代谢物

及上调的色氨酸表明左卡尼汀通过抑制色氨酸唱吲

哚类物质这一代谢途径继而改善顺铂诱导的急性肾

损伤 。琥珀酸是三羧酸循环的中间产物 ，模型组较

正常组水平上调表明模型组能量代谢发生异常 ，这

一发现与之前的报道一致［７］
。而左卡尼汀干预后出

现回调趋势则表明左卡尼汀可能参与了能量代谢继

而发挥干预作用 。鸟氨酸是尿素循环的中间产物 ，

其底物为精氨酸 ，左卡尼汀干预后 ，干预组较模型组

鸟氨酸水平下调间接表明精氨酸水平下调 ，而精氨

酸水平和谷氨酸水平相关 ，谷氨酸具有抗氧化作

用［８］
，基于此 ，笔者猜测左卡尼汀通过调控谷氨酸代

谢减少氧化应激 ，继而改善顺铂诱导的急性肾损伤 。

　 　溶血磷脂酰胆碱类（LysoPCs）和游离脂肪酸类
（花生四烯酸 、亚油酸及十八碳四烯酸等）是 AKI相
关的重要的代谢产物 ，而这两类物质都是磷脂酰胆

碱（PCs）经磷脂酶 A２ （PLA２）催化的水解产物［５］
。

而磷脂是细胞膜的重要成分 ，其产物 LysoPCs是细
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图 3 　不同离子在对照组 、模型组和干预组中相对强度比较
倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

胞内信使 ，具有促炎 、诱导细胞凋亡的作用［９］
。因此

该过程使细胞毒性增强 ，而这可能是急性肾损伤的

诱因 。左卡尼汀干预后 ，两类物质并没有出现回调

趋势 ，这一现象表明左卡尼汀干预机制可能并不涉

及这两条代谢通路 。

4 　结论

　 　综上所述 ，左卡尼汀可以减缓顺铂诱导的小鼠

急性肾损伤病理进程 ，其机制可能主要是通过调节

色氨酸代谢 、谷氨酸代谢及能量代谢相关通路 ，继而

减少尿毒症毒素的积聚 ，减少氧化应激 ，保护线粒体

功能 ，从而减缓急性肾损伤病理进程 。
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