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　 　 ［摘要］ 　目的 　利用血清代谢组学鉴定甲状腺功能减退症（甲减）相关的代谢变化 ，评价四逆汤治疗甲减的作用 。方

法 　将２４只大鼠分为假手术组 、模型组和四逆汤治疗组 ，采用甲状腺切除诱导甲减模型 ，给予 ４周相应的治疗后 ，取大鼠血清

进行超高效液相色谱唱四极杆唱飞行时间质谱仪（UPLC唱Q唱TOFMS）分析 ，结合模式识别分析各组间代谢物差异 ，评价四逆汤的

治疗作用 。结果 　血清代谢组学分析鉴定了 ９种甲减相关的生物标志物 ，涉及三羧酸循环 、苯丙氨酸代谢 、鞘脂代谢和磷脂代

谢 ，同时数据显示四逆汤对甲减有改善治疗作用 。结论 　四逆汤能够通过调节失衡的三羧酸循环 、苯丙氨酸代谢和磷脂代谢

而发挥治疗甲减的作用 。

　 　 ［关键词］ 　甲减 ；超高效液相色谱唱四极杆唱飞行时间质谱仪 ；四逆汤 ；代谢组学

［中图分类号］ 　 R９７７ 　 　 　 ［文献标志码］ 　 A 　 　 　 ［文章编号］　 １００６唱０１１１（２０１６）０３唱０２３７唱０５

［DOI］ 　 １０ ．３９６９／j ．issn ．１００６唱０１１１ ．２０１６ ．０３ ．０１１

Study on Sini decoction in treatment of hypothyroidism by metabonomic method
JIA Yutinga ，JIN Yuchena ，TAN Guangguob （Fourth Military Medical University ，a ．First Cadets Brigade ；b ．Department of
Pharmaceutical Analysis ，School of Pharmacy ，Xi′an ７１００３２ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To evaluate therapeutic effects of Sini decoction （SND） on hypothyroidism based on serum meta唱
bonomics method ．Methods 　 Twenty唱four rats were randomly divided into three groups including sham group ，surgery唱induced
hypothyroid model group and SND唱treated group ．The SND唱treated group was given SND for ４ weeks ．After ４ weeks ，the ser唱
um samples of each rat were collected and analyzed by UHPLC唱Q唱TOFMS ，pattern recognition analysis of metabolomics differ唱
ences among the groups and therapeutic effects of SND were evaluated ．Results 　 Total of ９ metabolites were identified through
serum metabonomics analysis ．It was showed that there was a possible mechanism that hypothyroidism was mainly involved in
citrate cycle ，phenylalanine metabolism ，sphingolipid metabolism and phospholipid metabolism and the damage of hypothyroid唱
ism was reversed by SND ．Conclusion 　 SND administration could provide satisfactory effects on hypothyroidism through par 唱
tially regulating the perturbed citrate cycle ，phenylalanine metabolism and phospholipid metabolism ．

　 　 ［Key words］ 　 hypothyroidism ；UHPLC唱Q唱TOFMS ；Sini decoction ；metabonomics

　 　甲状腺功能减退症（甲减）是机体缺乏充足甲状

腺激素的一种代谢性疾病［１］
。甲状腺激素替代疗法

是目前治疗甲减的主要方法 ，但是这种方法存在着

明显的副作用 ，主要是在药物使用期间很难控制机

体甲状腺激素水平 ，可导致患者增加罹患心血管疾

病［２］
、骨质疏松症［３］等的风险 。因此 ，寻找新的治疗

甲减的方法显得尤为重要 。

　 　中医治疗甲减是现在一种较为有效的手段 。中

医理论显示 ，甲减多属于“水肿” 、“虚劳”等范畴 ，脾

肾阳虚是其主要证候［４］
。四逆汤出自张仲景的枟伤

寒论枠 ，由附子 、干姜和甘草组成 ，是回阳救逆的基础

方 ，其治疗脾肾阳虚证具有渊源的历史和临床基

础［５］
。但因四逆汤化学成分复杂 ，其作用机制仍不

明确 。代谢组学是对生物体内尽可能多的代谢物进

行定量分析 ，并寻找代谢物与机体生理病理变化的

相互关系的一种研究方式［６］
。它能够阐明机体的整

体代谢状态 ，与中医的整体观念不谋而合［７］
。我们

课题组研究发现 ，四逆汤对甲减的治疗有较好的疗

效 ，并对其进行了尿液代谢组学研究［８］
。但是 ，对于

甲减引起的血清代谢物的变化以及四逆汤对血清代

谢物的调节作用均未系统和深入地进行研究 。鉴于

此 ，笔者采用 UHPLC唱Q唱TOFMS 技术开展甲减的
血清代谢组学研究 ，鉴定了甲减相关的代谢改变 ，并

通过比较血清代谢物的变化情况 ，评价了四逆汤治

疗甲减的整体药效 ，并从代谢物调控水平探讨了四
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逆汤治疗甲减的作用机制 。

1 　材料

1 ．1 　 仪器 　 Agilent １２９０ Infinity 液相色谱系统
（Agilent 有限科技公司） ，Agilent ６５３０ Accurate唱
Mass Q唱TOFMS串联四极杆唱飞行时间质谱仪（Ag唱
ilent有限科技公司） 。

1 ．2 　试药 　三碘甲状腺氨酸放射免疫试剂盒 、甲状

腺素放射免疫试剂盒（北京北方生物技术研究所） 。

HPLC 级甲醇和乙腈（Merck公司 ，Darmstadt ，Ger唱
many） ，甲酸（Fluka 公司 ，Buchs ，Switzerland） 。 植
物鞘氨醇和棕榈酰卡尼丁 （Acros Organics 公司 ，

New Jersey ，USA ） ，柠檬酸 、琥珀酸 、酪氨酸 、苯丙

氨酸和马尿酸（上海纯晶试剂有限公司） 。附子（产

地 ：四川江油） 、炙甘草（产地 ：新疆） 、干姜（产地 ：贵

州）购自西安市老百姓大药房 。

1 ．3 　实验动物 　洁净级 Wistar 雄性大鼠 ２４只 ，体

质量（１７０ ± １５） g ，第四军医大学实验动物中心提
供 。大鼠饲养于保持 １２ h／１２ h 昼夜的房间中 ，给

予标准饲料 ，恒温 ２１ ～ ２３ ℃ ，相对湿度为 ４０％ 左

右 ，１２ h交替照明 ，２４只大鼠在上述条件下适应环

境 １周 。

2 　方法

2 ．1 　四逆汤的制备 　采用 ２０１５年版枟中国药典枠的

组成［９］
，称取附子 ６０ g 、干姜 ４０ g 、甘草 ６０ g ，用

１ ６００ ml纯净水浸泡 １ h ，再煎煮 ２ h ，趁热过滤 ，残

渣再用１ ２００ ml的纯净水煎煮 １ h ，过滤 ，合并 ２ 次

滤液并减压浓缩 ，使四逆汤浓度为 １ g 药材／ml 。
2 ．2 　 甲减脾肾阳虚证模型的建立和治疗 　 将

Wistar大鼠随机分为 ３ 组 ：假手术组（Sham） 、模型
组（甲状腺切除诱导） 、四逆汤治疗组（１ g／ml） ，每组

８只 。按照文献方法制备甲减模型［１０］
：大鼠用氯胺

酮（１０ mg／kg ，im ）和甲苯噻嗪 （５ mg／kg ，im ）进行

麻醉后 ，沿大鼠颈部皮肤中线切开 ，清洗皮肤表面下

的组织 ，唾液腺在侧面可收缩 。分离两侧的胸骨舌

骨肌并保持其能够伸缩 。在甲状腺两叶间的峡部处

沿着中线切开 ，小心切除两侧的甲状腺 。假手术组

大鼠用同样的方法进行手术 ，但是在暴露气管后再

将切口进行缝合 ，不切除两侧的甲状腺 。手术后 ，给

大鼠注射酮咯酸 （５０ mg ／kg ，im ）和庆大霉素

（１０ mg／kg ，im ） ，连续注射 ５ d 。 密切注意大鼠情
况 ，防止术后综合征 。 此后 ，大鼠接受四逆汤治疗

４周 ，每天四逆汤灌胃 ，剂量为１０ ml／kg ，连续治疗
４周 。假手术组和模型组大鼠均生理盐水灌胃

４周 。 　 　

2 ．3 　样本收集 　经四逆汤治疗 ４周后 ，大鼠眼眶取

血 ，血样在室温下放置 ４５ min ，４ ℃ 条件下

３ ０００ r／min离心 １５ min ，得到血清 。将血清分成两

份 ：一份用放射免疫法测定总三碘甲状腺氨酸（T３ ）

和总甲状腺素（T４ ）水平 ；另一份置于 － ８０ ℃用于代

谢组学分析 。代谢组学质量控制（QC）样品来自于
合并等量不同大鼠的血清 。

2 ．4 　 样品制备 　 将冻存的血清于室温下融化 ，取

１００ μl血清 ，加入 ４００ μl 甲醇 ，涡旋 １ min ，在冰水
浴中超声提取 １０ min ，４ ℃ 条件下１２ ０００ r／min 离
心 １５ min 。放置于 ４ ℃冰箱中待进样 。

2 ．5 　 UHPLC唱MS分析 　色谱条件 ：色谱分离使用

Acquity UPLC HSS T３ C１８ 色谱柱 （２ ．１ mm ×

１００ mm ，１ ．７ μm） ，柱温 ４０ ℃ 。流动相 A 为 ０ ．１％

的甲酸水溶液 ，流动相 B为 ０ ．１％ 的甲酸乙腈 ，采用

梯度洗脱 ，梯度洗脱条件 ：０ ～ ２ min ，５％ B ；２ ～

１７ min ，５％ ～ ９５％ B ；１７ ～ １９ min ，９５％ B 。平衡色
谱柱 ６ min ，流速 ３５０ μl／min ，进样量为 ２ μl 。质谱
条件 ：质谱采用电喷雾离子源（ESI）正离子模式进
行检测 ，检测参数 ：毛细管电压３ ５００ V 、干燥气流

速 １１ L／min 、 干燥气温度 ３５０ ℃ 、 喷雾气压

４５ psig 、碎裂电压 １２０ V 、 Skimmer 电压 ６０ V ，数

据采集范围 m／z ５０ ～ １ ０００ ，选取１２１ ．０５０ ９ m／z和
９２２ ．００９ ８ m／z的内标离子作实时质量数校正 。潜

在生物标志物离子进一步进行 MS／MS 分析 ，碰撞

能量设为 １５ V 。

2 ．6 　 数据分析 　 原始数据 （ ．d 格式）经 Agilent
MassHunter Qualitative sof tware 软件转换为通用
数据格式（ ．mzData） ，同步进行去同位素峰 。 数据

进一步采用 XCMS软件包进行峰校正和峰积分 ，最

终得到由保留时间 、质荷比和峰强度组成的三维数

据矩阵 。 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［１１］
。 采

用修正 ８０％ 规则来去除缺失值［１０］
。为校正质谱响

应 ，采用每个样品的总峰面积进行归一化 。将归一

化的数据导入到 SIMCA唱P V１１ ．０ （Umetrics ，
Sweden）软件 ，进一步进行中心化 ，标准化处理 ，然

后做偏最小二乘法判别分析（PLS唱DA ） 。 对差异代
谢物进一步进行双侧 t检验分析（模型组与假手术

组间）和 ANOVA 分析 。 模型参数 R２ X 、R２ Y 、Q２

Y 、R２Y唱截距和 Q２ Y唱截距用于评价模型的质量 ，以

避免过拟合的风险 。

2 ．7 　代谢物的鉴定 　 详细的代谢物鉴定方法参照

文献［１０］ 。
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3 　结果和讨论

3 ．1 　生物化学指标的测定 　 采用放射免疫法对大

鼠血清中的 T３和 T４进行测定 。结果如图 １ 所示 。

与假手术组相比 ，模型组和四逆汤治疗组的 T３和

T４水平在甲状腺切除手术 ４ 周之后显著下降 。与

模型组相比 ，四逆汤治疗组大鼠血清中的 T３和 T４

水平在治疗 ４周之后有明显提高 ，结果表明甲减模

型成功建立 ，并且四逆汤药效显著 。

3 ．2 　基于 UHPLC唱MS 的血清代谢轮廓分析 　 代

谢组学研究成功的关键是获取稳定重现的代谢组学

数据 ，只有稳定重现的代谢组学数据才能够反应机

体内源性小分子代谢物的代谢状态 。为了评价分析

系统的稳定性 ，本研究等体积混合来自每只大鼠血

清作为新的 QC样品 ， QC样品采用实际样品一样

的前处理方法 ，并平均分布在实测样品序列中 ，一共

分析 ９次 。主成分分析 ９个 QC样品显示它们的峰
面积在第一主成分和第二主成分的偏差都在 ２SD
（标准差）范围内（图 ２） ，这表明该分析系统稳定可

靠 ，采集到实测样品的数据在统计学上是可以接受

的 。这也表明接下来多变量统计分析获得的差异代

谢物是来源于样品内在代谢差异 ，而不是分析系统

不稳定引起的方法差异 。

图 1 　大鼠血清中 T3 、T4的测定结果
倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与假手术组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

图 2 　采用主成分分析在第一主成分（A）和
第二主成分（B）方向获得的 9个质控样品的得分偏差图

3 ．3 　多变量统计分析和潜在生物标志物的鉴定 　

经过数据前处理后 ，UHPLC唱Q唱TOFMS 数据集得
到了１ ２１４个离子 ，由于变量众多 ，若使用传统的统

计方法 ，欲从中找出对甲减模型组和假手术组分类

起主要作用的离子将是十分困难的 。因此 ，本研究

采用 PLS唱DA ，PLS唱DA 是一种有监督的模式识别
方法 ，已经广泛用于代谢组学研究中 。图 ３A 显示
了 PLS唱DA 模型的得分图 ，可以看出模型组和假手

术组明显区分为两类 。模型参数 R２ Y 和 Q２
（cum）

（预测能力）为 ０ ．９８７和 ０ ．８６９ 。模型验证采用置换

检验的方法 ，经 ２０次置换检验后产生截距 R２和 Q２

分别为 ０ ．８２７ 和 － ０ ．１０８（图 ３B） ，结果表明模型具

有好的预测能力和可靠性 。为了鉴定引起以上代谢

差异的代谢物 ，结合模型组与假手术组之间的 PLS唱
DA 分析获得的 VIP值（变量重要性 ，VIP ＞ １）和双

侧 t检验分析 ，筛选鉴定了 ９ 种甲减相关的生物标

志物 ，结果如表 １所示 。

3 ．4 　潜在生物标志物生物学意义的解释 　 甲减是

机体复杂的内分泌紊乱综合征 ，本研究利用代谢组

学方法鉴别了与甲减密切相关的 ９种代谢物 。查询

KEGG 数据库 ，我们发现这些代谢物主要涉及三羧

酸循环 、苯丙氨酸代谢 、鞘脂代谢和磷脂代谢 。

图 3 　基于 UHPLC唱Q唱TOFMS数据 PLS唱DA分析的
得分图（A）和 PLS唱DA分析置换检验验证图（B）
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表 1 　潜在甲减生物标志物及其代谢通路

序号
保留时间
（t／min） 质荷比 分子式 代谢物 VIP 模型组

四逆汤
治疗组

代谢通路

１ O１ Z．２３ １９３  ．０３４ １ C６H８O７ 柠檬酸 １ )．３ ↓ 倡 ↑ △ 三羧酸循环

２ O１ Z．５７ １１９  ．０３３ １ C４H６O４ 琥珀酸 １ )．１ ↓ 倡 ↑ △ 三羧酸循环

３ O１ Z．６５ １８２  ．０８０ ８ C９H １１NO３ 酪氨酸 １ )．４ ↑ 倡 ↓ △ 苯丙氨酸代谢

４ O３ Z．５５ １６６  ．０８５ ８ C９H １１NO２ 苯丙氨酸 １ )．４ ↑ 倡 ↓ △ 苯丙氨酸代谢

５ O５ Z．４９ １８０  ．０６５ ６ C９H９NO３ 马尿酸 １ )．５ ↓ 倡 ↑ △ 苯丙氨酸代谢

６ O１０ Z．１８ ３１８  ．２９９ ７ C１８H３９NO３ 植物鞘氨醇 １ )．１ ↓ 倡 ↑ ＃ 鞘脂代谢

７ O１２ Z．７９ ４００  ．３４１ ７ C２３H４５NO４ 棕榈酰卡尼丁 １ )．６ ↓ 倡 ↑ ＃ 鞘脂代谢

８ O１３ Z．４０ ４９６  ．３４２ ３ C２４H ５０NO７P 溶血磷脂酰胆碱（１６ ∶ ０） ２ )．１ ↑ 倡 ↓ △ 磷脂代谢

９ O１３ Z．４７ ５４６  ．３５６ ５ C２８H ５２NO７P 溶血磷脂酰胆碱（２０ ∶ ３） １ )．３ ↑ 倡 ↓ △ 磷脂代谢

注 ：VIP ．假手术组与模型组之间的变量重要性 。 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与假手术术组比较 ；＃ P ≥ ０ ．０５ ，与模型组比较 ；△ P ＜ ０ ．０５ ，与假手术组比较

3 ．4 ．1 　三羧酸循环 　相比较假手术组 ，模型组血清

样品中柠檬酸和琥珀酸明显下降 ，这表明甲减与三

羧酸循环密切相关 。先前研究也报道了甲状腺激素

能够影响三羧酸循环的活性 ，并且甲状腺激素能够

促进线粒体钙离子的释放 ，而钙离子的释放能够刺

激整个三羧酸循环的活性［１２］
，这间接证实了我们的

研究结果 。

3 ．4 ．2 　苯丙氨酸代谢 　相比较假手术组 ，模型组血

清样品中苯丙氨酸和酪氨酸含量明显升高 ，而马尿

酸含量明显下降 ，这表明甲减会导致苯丙氨酸代谢

的紊乱 。 Sjoberg等［１３］报道甲减会通过在酪氨酸代

谢通路的开始部分进行阻断而影响酪氨酸和苯丙氨

酸水平 ，这一研究结果与我们的结果相一致 。

3 ．4 ．3 　鞘脂代谢 　相比较假手术组 ，模型组血清样

品中植物鞘氨醇和棕榈酰卡尼丁含量显著下降 ，这

表明甲减与鞘脂代谢密切相关 。之前的研究表明甲

状腺激素能够调节鞘磷脂酶和神经酰胺合成酶的生

成 ，并且甲状腺激素的缺乏会通过降低鞘磷脂酶的

活性来减少神经酰胺的含量［１４］
，这与我们的结果相

一致 。然而 ，本研究中没有更多的鞘脂被鉴定 ，为全

面了解卒中后鞘脂的代谢紊乱 ，有必要采用脂质组

学平台对其进行深入研究 。

3 ．4 ．4 　磷脂代谢 　相比假手术组 ，模型组血清样品

中溶血磷脂酰胆碱（１６ ∶ ０和 ２０ ∶ ３）的浓度明显升

高 ，这表明甲减与磷脂代谢物密切相关 。溶血磷脂

酰胆碱是重要的信号分子 ，具有多种生物学功能 ，如

调节细胞增殖 、炎症等作用［１５ ，１６］
。先前的研究报道

了甲减或甲状腺癌患者体内也会出现磷脂浓度异

常［１７ ，１８］
，这与我们的研究结果相一致 。

3 ．5 　四逆汤治疗作用 　 四逆汤是一种有效治疗甲

减的中药复方 ，然而其治疗甲减的作用机制仍不十

分清楚 。以甲减相关标志物作为监测指标可评价四

逆汤的治疗作用 。图 ４显示了 ９种标志物在不同组

的变化情况 ，经统计学分析发现 ，四逆汤对柠檬酸 、琥

珀酸 、酪氨酸 、苯丙氨酸 、马尿酸 、溶血磷脂酰胆碱（１６

∶ ０和 ２０ ∶ ３）有明显的逆转作用 。结合甲减生物标

志物的变化 ，我们推断四逆汤通过调节三羧酸循环 、

苯丙氨酸代谢和磷脂代谢来发挥治疗甲减的作用 。

图 4 　 9种标志物在假手术组 、模型组和

四逆汤治疗组中的相对强度比较
倡 P ＜ ０ ．０５ ，与模型组比较

4 　结论

　 　 本研究采用 UHPLC唱Q唱TOFMS 代谢组学方
法成功的用于甲减相关代谢物的筛选和四逆汤治疗

机制的研究 。 ９ 种代谢物被鉴别为甲减生物标志

物 ，它们涉及三羧酸循环 、苯丙氨酸代谢 、鞘脂代谢

和磷脂代谢 。以发现的生物标志物作为潜在的药物

靶标 ，证实了四逆汤能够恢复失衡的三羧酸循环 、苯

丙氨酸代谢和磷脂代谢而发挥治疗甲减的作用 。然

而 ，由于样品数量有限 ，其结果更多的是提供一种方

法借鉴 ，而不是说明疾病和药物作用的确切结论 。
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