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摘 要：【目的】基于非靶标和靶标代谢组学技术，探讨三硝基苯磺酸（TNBS）诱导的结肠炎模型大鼠尿液以及

血浆中内源性代谢物的变化。【方法】16只雄性SD大鼠随机分成对照组和模型组，每组8只，对模型组大鼠给予TN⁃
BS灌肠以建立实验性大鼠结肠炎模型。利用核磁共振氢谱（1H NMR）检测两组大鼠尿液代谢物，同时联用HILIC
模式超高效液相色谱串联三重四级杆质谱（HILIC-UPLC-MS/MS）测定以上大鼠尿液以及血浆中氨基酸水平，并通

过多元变量统计方法对代谢组学数据进行分析。【结果】同对照组相比，1H NMR结果表明模型组大鼠尿液代谢轮廓

发生明显改变，其中丙酮酸、甲酸、甲胺与柠檬酸水平升高，氧化三甲胺和丙二酸水平降低（均 P < 0.05）；HILIC-
UPLC-MS/MS结果显示模型组大鼠尿液中苯丙氨酸、组氨酸水平显著上升，血浆中赖氨酸、精氨酸、苯丙氨酸、亮氨

酸、甘氨酸、色氨酸、脯氨酸、组氨酸和酪氨酸水平显著升高，但谷氨酰胺、缬氨酸、丙氨酸和异亮氨酸水平明显降低

（均P < 0.05）。【结论】经TNBS诱导的结肠炎模型大鼠，其能量代谢、胺类代谢以及氨基酸代谢通路受到影响；采用

的 1H NMR与HILIC-UPLC-MS/MS联用的多元代谢组学方法，揭示了结肠炎大鼠尿液及血浆代谢物的变化，为炎症

性肠病的机制研究与相关生物标志物的探索提供了新的思路。

关键词：结肠炎；代谢组学；核磁共振；HILIC模式超高效液相色谱串联三重四级杆质谱法

中图分类号：R574.1 文献标志码：A 文章编号：1672-3554（2021）04-0504-09
DOI：10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ（med.sci）.2021.0404

Combined NMR and HILIC-UPLC-MS/MS Analysis to Detect Metabolic Changes of Urine
and Plasma from Rats with TNBS-induced Colitis

LIU Wen1，SUN Yang-wen1，ZOU Bao-rong1，XIAO Dan1，CAI Ying1，LIU De-liang1，
LIAO Qiong-feng2，XIE Zhi-yong1

（1. School of Pharmaceutical Sciences（Shenzhen），Sun Yat-sen University，Shenzhen，518107，China；2. School of
Chinese Materia Medica，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，510006，China）

Correspondence to：XIE Zhi-yong；E-mail：xiezhy@mail.sysu.edu.cn

Abstract：【Objective】The aim of this study was to investigate the variations of endogenous metabolites in the urine
and plasma of 2，4，6-trinitro benzene sulfonic acid（TNBS）-induced colitis model rats on the base of untargeted and tar⁃
geted metabolomics techniques.【Methods】A total of 16 male SD rats were randomly and equally divided into control group
and model group. The rats in the model group were treated with TNBS enema to establish experimental colitis rat model.
The urinary metabolites of rats in the both two groups were detected by employing 1H nuclear magnetic resonance（1H
NMR）. The levels of amino acids in urine and plasma of above rats were investigated by hydrophilic interaction ultra-high-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry（HILIC-UPLC-MS/MS）. Multivariate statistical analysis
was combined to analyze the metabolic profile additionally.【Results】Compared with the control group，the 1H NMR re⁃
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sults showed that the metabolic profile of urine in the model rats was significantly changed，including increased levels of
pyruvate，formate，methylamine and citrate，decreased levels of trimethylamine oxide and malonate（all P < 0.05）. Mean⁃
while，the HILIC-UPLC-MS/MS results indicated that the levels of phenylalanine and histidine were significantly in⁃
creased in the urine of model rats，the contents of lysine，arginine，phenylalanine，leucine，glycine，tryptophan，proline，
histidine and tyrosine were markedly elevated while glutamine，valine，alanine and isoleucine were notably reduced in the
plasma of model rats（all P < 0.05）.【Conclusions】The metabolic pathways including energy metabolism，amine metabo⁃
lism and amino acid metabolism were interfered in colitis rats induced by TNBS. The multivariate metabolomics methods
based on 1H NMR and HILIC-UPLC-MS/MS revealed the metabolic alterations of urine and plasma in the colitis rats，pro⁃
viding new perspective for the mechanism research of inflammatory bowel disease（IBD）and the exploration of related bio⁃
markers.

Key words：colitis；metabolomics；NMR；HILIC-UPLC-MS/MS
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（4）：504-512］

炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）
是一类慢性、高复发性的胃肠道炎症性疾病，近年

来在各国人群中发病率呈指数上升，现已成为一种

全球化疾病［1］。尽管目前普遍认为炎症性肠病与

环境、饮食、免疫、肠道菌群等诸多因素有关，但其

发病机制迄今尚未得到明确阐述［2］。既往研究表

明，炎症性肠病的动态发展常伴随着机体代谢紊

乱［3］。例如，炎症性肠病会影响能量代谢与氨基酸

代谢途径，导致该途径产生的内源性代谢物水平发

生系统性改变，而这些改变会进一步加剧肠道炎症

的发展［4］。同样，有临床研究指出［5］，炎症性肠病患

者尿液中氨基酸和三羧酸循环中间产物的水平较

健康人群显著上升。因此，针对性地关注相应生物

标志物如氨基酸类代谢物的变化规律，对于炎症性

肠病发病机制的探讨有重要的意义。代谢组学作

为研究生物体内代谢变化的关键手段，已被普遍应

用于炎症性肠病的诊断、监测以及生物标志物的筛

选等方面。当前炎症性肠病的代谢组学研究主要

为基于单种分析技术如核磁共振（nuclear magnetic
resonance，NMR）、气质联用（gas chromatography-
mass spectrometry，GC-MS）和 液 质 联 用（liquid
chromatography-mass spectrometry，LC-MS）的非靶

标代谢组学分析［6-8］，其中NMR和LC-MS作为代谢

组学的代表方法，各具其特点：NMR虽拥有预处理

简单、低成本的优点，但它也存在低灵敏度的局限

性；而 LC-MS灵敏度虽高，但样品前处理时需要破

坏样品，易导致相关代谢信息丢失。倘若同时将多

种代谢组学技术联合使用，则能使有限的代谢信息

相互整合，进而全面揭示生物体内的代谢变化，由

此助于炎症性肠病发病机制的阐明。本研究采

用 1H NMR与 HILIC-UPLC-MS/MS（hydrophilic in⁃
teraction ultra-high-performance liquid chromatogra⁃
phy-tandem mass spectrometry，HILIC-UPLC-MS/
MS）联用的多元代谢组学方法，以期在分析 TNBS
诱导的结肠炎对大鼠尿液代谢谱产生影响的同时，

准确测定大鼠尿液和血浆中氨基酸类代谢物的水

平变化，并筛选出相关差异代谢物，为炎症性肠病

的机制研究与关键生物标志物的探索提供新的思

路和途径。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

Agilent 1240-6460三重四极杆液质联用仪（美

国Agilent公司）；Bruker 600 MHz AVANCE Ⅲ NMR
（德国Bruker公司）；BP211D电子天平（德国 Satori⁃
us公司）；SB25-12DTD超声清洗机（宁波新芝生物

科技股份有限公司）；5425R高速冷冻离心机（德国

Eppendorf公司）等。

磷 酸 氢 二 钾（K2HPO4·3H2O）、磷 酸 二 氢 钠

（NaH2PO4·2H2O）和叠氮化钠（NaN3）购于天津大茂

化工试剂厂；三硝基苯磺酸（TNBS）、D2O（含有

0.05% TSP，W/V）购于美国 Sigma公司；色谱级甲

酸和甲酸铵购于上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；色谱级乙腈购于德国Merck公司；标准品均购

于中国药品生物制品检定所；髓过氧化物酶（My⁃
eloperoxidase，MPO）试剂盒购于南京建成生物工程

研究所。

1.2 实验动物和样本收集

成年 SPF级雄性 SD大鼠（180~200 g）由广东省
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医学实验动物中心提供，动物生产许可证号：SCXK
（粤）2013-0002。将大鼠置于温度（20~22）℃、湿度

（50%～70%）以及 12 h明暗循环的环境中常规饮

食饲养，所有实验操作均符合中山大学动物实验中

心动物伦理要求并按照实验动物使用原则进行。

经一周适应性喂养后，16只大鼠被随机分成两组

进行造模，即对照组（Control）和模型组（Model），给

予模型组大鼠结肠灌入 0.25 mL TNBS溶液（30 mg/
mL，溶于 50%乙醇），对照组灌入等量乙醇溶液，造

模后常规饲养。

于造模前 1 d和造模后 1、3、5和 7 d用代谢笼

采集大鼠尿样，离心取上清并保存待用。于造模后

第 3天（day 3），每组取 2只大鼠腹腔注射水合氯醛

麻醉以收集结肠组织。于造模后第 7天（day 7），对

余下大鼠用水合氯醛麻醉并进行眼眶静脉丛采血，

离心得到血浆样品，同时收集结肠组织。

1.3 生理生化指标测定

将结肠组织于 10%福尔马林溶液中固定 48 h，
经脱水、石蜡包埋后制成苏木精伊红（haematoxylin
and eosin，HE）组织切片，参考文献的标准对结肠

损伤程度进行评估［9］。髓过氧化物酶（MPO）活性

测定按说明书操作。

采用 SPSS 23.0软件进行统计学分析，数据以

均值±标准差表示。若数据呈正态分布且方差齐

性，则组间比较采用 t检验，反之采用校正 t检验，

P < 0.05为差异有统计学意义。

1.4 NMR代谢组学检测与数据分析

1.4.1 样品前处理 吸取 550 μL尿样于离心管，

加 入 55 μL 磷 酸 盐 缓 冲 液（1.5 mol/L，K2HPO4：
NaH2PO4 = 4：1，用含 0.1% NaN3和D2O配制）涡旋 1
min后再离心 10 min（15 000 ×g ，4 °C），并将 550
μL上清液转移至核磁管。

1.4.2 数据采集 使用 NOESY1D脉冲序列（RD-
G1-90°-t1-90°-tm-G2-90°-ACQ）采集信号，参数

设置：采样温度 298 K，采样点数 32 K，采样时间 2
s，累加次数 64次，混合时间 80 ms，90°脉冲宽度 11
μs，谱宽12 kHz［10］。
1.4.3 数据处理 采用TOPSPIN软件（V3.2，Bruk⁃
er Biospin，Germany）对 1H NMR图谱进行相位和基

线校正，以 TSP信号（δ 0.00）定标，利用AMIX软件

（V3.2，Bruker Biospin，Germany）对图谱 δ 0.50~
9.50区间分段积分，积分间隔 0.004 ppm，同时去除

水峰（δ 4.72~4.88）和尿素峰（δ 5.50~6.00）。

1.4.4 多 变 量 统 计 分 析 基于 SIMCA-P 软件

（V12.0，Umetrics，Sweden）对归一化的数据进行多

元统计分析，包括主成分分析（Principal component
analysis，PCA）、偏最小二乘法判别分析（partial
least-squares discriminant analysis，PLS-DA）、正交

偏最小二乘法判别分析（orthogonal partial least-
squares discriminant analysis，OPLS-DA），并根据

R2X、R2Y、Q2Y和交叉验证结果评估模型可信度，数

据使用Pareto规格化（Pareto variance，Par）处理［11］。

基于OPLS-DA，计算变量投影重要度（variable im⁃
portance for the projection，VIP），结合独立样本 t检
验（P < 0.05为差异有统计学意义），以 VIP > 1和
P < 0.05为条件筛选差异代谢物。

1.5 HILIC-UPLC-MS/MS代谢组学检测

1.5.1 样品前处理 参考文献［12］的方法，吸取

30 μL 尿液或血浆样本，加入 10 μL 内标溶液

（10 μg/mL L-2-氨基丁酸，6-巯鸟嘌呤，3，4-二羟

基苯甲酸，5-羟基吲哚-2-羧酸）和 140 μL乙腈，涡

旋混匀 5 min后离心 10 min（16 000 ×g），吸取 2 μL
上清液进样分析。

1.5.2 色谱、质谱条件 色谱条件：色谱柱为 AC⁃
QUITY UPLC® BEH Amide柱（50 mm × 2.1 mm，
1.7 μm，Waters，USA），接有VanGuard保护柱（5 mm
× 2.1 mm，1.7 μm，Waters，USA）。流动相 A相为

20 mmol/L甲酸铵溶液（含 0.25%甲酸），B相为乙腈

（含 20 mmol/L甲酸铵和 0.2%甲酸），流速 0.5 mL /
min，梯度洗脱（0~2.6 min，100% B；2.7~4.0 min，
100% B→90% B；4.1~6.5 min，90% B→70% B）。

质谱条件：电喷雾离子源，电离电压 3.5 kV，喷嘴电

压 500 V，毛细管温度 300 °C，鞘气流速 11 L/min，
干燥器温度350 °C，雾化器压力40 psi。
1.6 数据处理

基 于 SIMCA-P 软 件（V12.0，Umetrics，Swe⁃
den），采用OPLS-DA分析并结合独立样本 t检验筛

选差异代谢物（P < 0.05为差异有统计学意义）。

2 结 果

2.1 大鼠生理生化指标与组织病理学检查

经 TNBS造模后，结肠炎模型组大鼠体质量增

长较对照组缓慢，同时还表现出腹泻症状，但在造

模 3 d以后，模型组大鼠腹泻症状逐渐得到缓解，并

于实验结束前消失。
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模型组大鼠组织评分高于对照组（图 1A），且

差异有统计学意义。此外，该组大鼠结肠组织

MPO水平也显著高于对照组（图 1B）。相较于对照

组大鼠的结肠组织特征（图 1C），造模 3 d后模型组

大鼠结肠组织切片中可见明显炎症细胞浸润、杯状

细胞和隐窝数量减少、黏膜层局部溃疡，且造模 7 d
后模型组大鼠结肠组织切片中仍可观察到黏膜轻

度炎性细胞浸润。综合以上结果，提示 TNBS成功

诱导大鼠结肠炎模型。

2.2 NMR代谢组学分析

图 2为造模 3 d后模型组与对照组大鼠尿液代

谢物的代表性 1H NMR图谱，基于该图谱与公共数

据库HMDB（http：//www.hmdb.ca/）对代谢物进行比

对，共归属出 49种代谢物，主要包括糖类（β-葡萄

糖、糖原、乳糖和木糖），氨基酸类（甘氨酸、丙氨酸、

脯氨酸、亮氨酸和异亮氨酸），有机酸类（三羧酸循

环中间产物），胺类（甲胺、二甲胺）和肠道菌群-宿
主共代谢物（马尿酸盐、对甲酚硫酸盐、对甲酚葡萄

糖苷、苯乙尿酸）等。

A: Macroscopic scores of colon in the control and model groups at day 7. B: MPO activity of the control and model groups at day 7. C: Histological
observations in the control and model groups at day 3 and 7, original magnification ×100. 1) t = 10.28, P < 0.001 vs. control; 2) t = 3.013, P = 0.013 vs.
control, n = 6.

图1 TNBS诱导的结肠炎大鼠模型评估

Fig. 1 Evaluation of TNBS-induced colitis model in rats
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采用OPLS-DA分析结肠炎大鼠尿液代谢物的

动态变化，代谢轮廓轨迹图（图 3A）显示出模型组

大鼠尿液代谢轮廓变化的时间依赖性，且偏离程度

随时间推移逐渐增大，并于造模 3 d后偏离达到最

大，此后差异逐渐缩小，但最终与造模前仍未能重

合。综合OPLS-DA轨迹图与组织病理学特征，表

明模型组大鼠在造模 3 d后的疾病程度最为严重。

因此，对造模 3 d后大鼠尿液代谢物的变化情况进

行分析。OPLS-DA 负载图中红色标记点代表

VIP > 1的潜在差异代谢物（图 3B），结合VIP > 1且
P < 0.05的筛选标准，最终筛选得到 6个差异代谢

物（图 4、表 1），其中丙酮酸、甲酸、甲胺、柠檬酸水

平在模型组大鼠尿液中显著升高，而氧化三甲胺

（trimethylamine oxide，TMAO）和丙二酸水平则明

显降低。

2.3 HILIC-UPLC-MS/MS代谢组学分析

为进一步探究结肠炎对大鼠氨基酸类代谢物

的影响，利用 HILIC-UPLC-MS/MS 测定对照组和

模型组大鼠尿液和血浆氨基酸组成。从整体上看，

TNBS诱导后，模型组与对照组大鼠尿液和血浆代

谢组均呈现明显的分离趋势（图 4A、B）。从差异代

谢物具体变化趋势来看，模型组大鼠尿液中苯丙氨

酸和组氨酸含量升高，而血浆样品中赖氨酸、精氨

酸、苯丙氨酸、亮氨酸、甘氨酸、色氨酸、脯氨酸、组

氨酸和酪氨酸含量显著升高，但谷氨酰胺、缬氨酸、

丙氨酸和异亮氨酸含量下降（图4C、表1）。

A: The spectral region of δ 0.50-9.50. B: The spectral region of δ 8.45-8.48. C: The spectral region of δ 2.30-2.75.
图2 造模3 d后对照组和模型组大鼠尿液的代表性 1H NMR图谱

Fig. 2 Representative 1H NMR spectra of urine in the control and model groups at day 3
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3 讨 论
炎症性肠病作为一种胃肠道慢性疾病，其主要

特征之一即是对机体的体液代谢造成影响，包括粪

便、尿液和血液中的代谢轮廓都会随炎症性肠病的

发展而改变［13］。其中，尿液与血液样本在炎症性肠

病生物标志物的筛查方面具有一定潜力，如尿液代

A: The OPLS-DA trajectory plot of urine in the model group at different time intervals. B: OPLS-DA loading plot of urine in the model group at day
3, the points marked red represented the variables which VIP value was more than 1.00, (n = 6).

图3 模型组大鼠尿液的OPLS-DA代谢轮廓轨迹图与负载图

Fig. 3 Metabolic trajectory plot and loading plot of urine in the model group based on OPLS-DA

A: OPLS-DA score plot of urine in the control and model groups at day 3. B: OPLS-DA score plot of plasma in the control and model groups at day
7. C: OPLS-DA standardized coefficients plots of urine (blue) and plasma (red) metabolites in the model group as compared to the control group. Posi⁃
tive bars (± SEM) illustrated metabolites significantly increase in the model group, negative bars (± SEM) illustrated metabolites significantly decrease
in the model group, (n = 6).

图4 对照组和模型组大鼠尿液与血浆的OPLS-DA得分图与标准化回归系数图

Fig. 4 Score plots and standardized coefficients plots of urine and plasma in the control andmodel groups based onOPLS-DA
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谢物中的前列腺素 E可用于预测结肠炎的复发情

况［14］，而血液中的C反应蛋白是临床用于检测肠道

急性炎症的关键指标［15］。此外，当前较被认可的炎

症性肠病动物造模方法主要是三硝基苯磺酸（2，4，
6-trinitrobenzenesulfonic acid，TNBS）/ 乙 醇 灌 注

法［16］，利用该法获得的结肠炎动物模型因肠道组织

学变化与人体基本相似而被广泛运用于炎症性肠

病的研究中。由此，本研究采用 TNBS诱导实验性

结肠炎大鼠模型，再联用 1H NMR和HILIC-UPLC-
MS/MS对结肠炎大鼠的尿液和血浆进行代谢组学

分析。基于非靶标结合靶标代谢组学的分析结果，

我们发现TNBS在不同程度上影响了结肠炎大鼠的

能量代谢、胺类代谢和氨基酸代谢途径（图5）。

三羧酸（TCA）循环中间产物的水平能反映机

体对能量的需求。TNBS诱导后，我们发现模型组

大鼠尿液丙酮酸和柠檬酸水平升高。与之相似，

Dong等［10］通过对结肠炎小鼠的尿液代谢物进行分

析，发现其尿液代谢谱在造模 1 d后迅速改变，且尿

液中柠檬酸、酮戊二酸等与能量代谢相关的代谢物

含量显著增加。鉴于 TCA循环中间产物在细胞能

量代谢中的重要作用，我们推测其水平增高的原因

可能是肠道炎症使结肠炎大鼠需要增强 TCA等能

量代谢活动而为受损肠屏障的修复提供足够的能

量，因此结肠炎大鼠尿液中柠檬酸与丙酮酸水平的

增加很可能与肠道炎症密切相关。

在胺类代谢方面，氧化三甲胺（TMAO）主要有

两条来源：肠道细菌的代谢以及饮食摄入。由于实

验过程中各组大鼠的饮食均未改变，因此大鼠尿液

中 TMAO 水平改变可能是由 TNBS对肠道菌群稳

态造成破坏所引起的。我们发现，模型组大鼠尿液

TMAO含量较对照组显著降低，而这一结果正与

Wilson等［17］的研究结果相符。此外，我们还观察到

其他细菌代谢物如甲胺在模型大鼠尿液中含量显

著升高。文献表明，甲胺的脱氨作用会引起氧化应

激反应，并使甲胺毒性增强，且甲胺水平升高的同

时也会使其代谢产物甲醛增多，而甲醛已被证实能

对内皮造成损伤［18-19］。于此，模型组大鼠尿液中甲

胺水平的改变很可能提示其肠道潜在的炎症与内

皮受损。

由于肠道炎症会造成氨基酸代谢途径紊乱，因

此氨基酸类代谢物被认为是与结肠炎相关的重要

生物标志物［20］。在本研究中，我们发现模型组大鼠

尿液和血浆中共计 9种氨基酸水平上调，究其原

因，可能有：①结肠炎会对宿主肠道菌群结构造成

破坏［5］，而氨基酸作为肠道菌群-宿主共代谢物，其

水平改变与结肠炎大鼠肠道菌群失调存在一定关

联；②因为结肠炎大鼠对能量需求增加，机体需要

加速蛋白质降解和氨基酸生物转化以增加能量供

应，由此影响氨基酸水平；③由于炎症对肠道的刺

激，会影响结肠对氨基酸的吸收利用，导致尿液和

血浆中氨基酸含量增加，而这也侧面反映了结肠炎

大鼠肠道屏障受损。同时，我们发现了两个有趣的

差异代谢物——赖氨酸和缬氨酸。文献报道［21］，当

肠道存在炎症时，精氨酸能减轻炎症对肠道的损

伤，但赖氨酸水平升高时会竞争性抑制CAT1转运

体对精氨酸的摄取，从而妨碍其发挥功能并加剧肠

表1 模型组大鼠尿液、血浆差异代谢物及变化趋势

Table 1 Differential metabolites and its variation
tendency of urine and plasma in the model group

Metabolites
Pyruvate1）
Formate1）
Methylamine1）
Phenylalanine
Histidine
Citrate1）
Malonate1）
TMAO1）
Lysine
Arginine
Phenylalanine
Leucine
Glycine
Tryptophan
Proline
Histidine
Tyrosine
Glutamine
Valine
Alanine
Isoleucine

Trend2）
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↓
↓
↓
↓

P

0.0084）
0.0084）
0.0163）
0.0303）
0.0383）
0.0473）
0.0094）
0.0094）
0.0004）
0.0004）
0.0004）
0.0004）
0.0004）
0.0004）
0.0064）
0.0263）
0.0413）
0.0004）
0.0004）
0.0004）
0.0004）

Samples
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma
Plasma

TMAO： trimethylamine oxide； 1） Differential metabolites
identified by 1H NMR；2）↑：Increased in the model group；↓：

Decreased in the model group；3）P < 0.05 vs. control；4）P < 0.01
vs. control；（n = 6）.
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道炎症［6］。缬氨酸是免疫系统产生细胞因子等过

程中的必需氨基酸，当其在体内水平不足时，会影

响机体免疫应答［22］。钙卫蛋白，作为一种对黏膜炎

症高度特异的生物标志物，在临床被广泛用于结肠

炎的诊断和疾病程度的评估。通常情况下，钙卫蛋

白含量越高，则提示肠道炎症越严重。有研究表

明，结肠炎患者体内钙卫蛋白的含量与赖氨酸水平

成正比、与缬氨酸水平成反比［6，22］，这与我们在模型

大鼠体内观察到的赖氨酸水平升高、缬氨酸水平降

低的结果一致。基于此，我们认为赖氨酸和缬氨酸

有潜力成为结肠炎相关的重要生物标志物，在临床

研究中可以通过对这两种氨基酸的水平进行检测以

辅助炎症性肠病的诊断，同时结合钙卫蛋白等指标

综合分析以提高诊断与评估结果的可靠性和准确

性。此外，我们还发现模型组大鼠血浆中谷氨酰胺

水平显著降低。谷氨酰胺具有改善肠屏障、缓解肠

道炎症等功能［23］，然而受肠道炎症影响，模型组大鼠

氨基酸代谢失调，导致血浆中谷氨酰胺水平降低。

以上结果提示谷氨酰胺不仅能作为生物标志物指示

肠道炎症，同时膳食补充谷氨酰胺或许可以作为一

种预防或治疗炎症性肠病的辅助疗法。

Nong等［2］的研究也指出，TNBS诱导的结肠炎

大鼠尿液中氨基酸代谢途径受到干扰。但与我们

观察到的差异代谢物不一样的是，他们发现苯乙醛

的水平在模型大鼠尿液中显著降低，并猜测苯乙醛

的减少与苯丙氨酸-4-羟化酶有关，后者作为一种

苯丙氨酸代谢酶，在肠道存在炎症和损伤时含量降

低，进而减少其对苯丙氨酸的代谢，但他们并未检

测到苯丙氨酸的变化。而在我们的研究中，我们发

现模型组大鼠尿液与血浆中苯丙氨酸含量均显著

上升，这一结果不仅是对前人研究结果与猜想的补充

与验证，也表明了苯丙氨酸作为生物标志物的潜力。

同时，Tao等［24］通过对结肠炎大鼠尿液与血浆代谢组

进行研究，发现结肠炎对大鼠代谢途径的影响主要集

中于磷脂与胆碱、血脂代谢等，虽然与我们观察到的

代谢途径不一致，但以上代谢途径紊乱也同样提示

了TNBS引起的肠道上皮受损与结肠炎症，并与我们

结果所反映的结肠炎大鼠生理变化相吻合。

综上所述，本研究首先采用 1H NMR技术从整

体角度分析结肠炎大鼠尿液代谢轮廓变化，同时为

了弥补 1H NMR 灵敏度低的缺陷，再与 HILIC-
UPLC-MS/MS技术结合以对结肠炎大鼠尿液和血

浆中与肠道炎症密切相关的氨基酸类代谢物进行

准确定量。通过对两种不同仪器平台的分析方法

进行优势互补，不但从多方面获得准确的代谢组学

信息，也能避免使用单一方法带来的局限性。基

于 1H NMR联用 HILIC-UPLC-MS/MS的多元分析

技术，可以较为全面且深入地揭示结肠炎大鼠体内

相关代谢物的变化规律，为炎症性肠病的机制研

究、临床诊断以及关键生物标志物的筛选提供新的

研究思路。

↑: Increased in the model group; ↓: Decreased in the model group; Arrow colors: blue and red colors indicated that alterations of metabolite con⁃
centration occurred in rat urine and plasma, respectively; The metabolic pathways were drawn based on the KEGG pathway.

图5 TNBS诱导对大鼠代谢通路的影响

Fig. 5 Metabolic pathways influenced by TNBS induction in rats
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