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实验采用 ) 种不同的转染方法!将报告基因绿色

荧光蛋白瞬时转导入真核细胞!结果显示脂质体法的

转染效率最高!细胞毒性最小!是一种较为理想的转

染方法$

本实验将绿色荧光蛋白的哺乳动物表达载体

ERQS7NP% 转导入真核细胞中!观察到 RQS7发出明

亮的绿光!并且 RQS7的表达和转染的时间有相关

性!即从转染后的 *C 开始表达!到 (%C 到达高峰!之

后!其表达强度随时间延长而逐渐减低$ 这表明绿色

荧光蛋白是非常易于检测的报告基因!并且它的表达

具有时效性$

我们比较了磷酸钙法'电穿孔法和脂质体法对于

绿色荧光蛋白瞬时转染的效率$ 结果显示!脂质体法

的转染效率最高!对细胞生长影响的不良反应最小$

综合比较这 ) 种转染方法!磷酸钙法是磷酸钙 N.B5

复合物黏附到细胞膜并通过胞饮进入目的细胞的细

胞质
/)0

$ 电穿孔是通过将细胞暴露在短暂的高场强

电脉冲中转导分子的方法
/O0

$ 阳离子脂质体转染是

带负电的 .B5自动结合到带正电的脂质体上!形成

.B5N阳离子脂质体复合物!被俘获的 .B5就会被

导入培养的细胞$ 通过实验!我们可以看到磷酸钙法

优点为价格低!细胞毒性小!但是!该实验对技术的要

求较高!且实验的重复性较差$ 每种试剂都必须小心

校准!保证质量!因为甚至偏离最优条件 %F%& 个 E#

值!都可能导致磷酸钙转染的失败
/,0

$ 电穿孔法虽

然很多报道表明电穿孔转染效率很高!但是!一般情

况下成功的电穿孔过程都伴随高度",&V或更高#的

毒性!会引起细胞的死亡$ 另外!高强度的电场脉冲

也能引起细胞融合!可能会影响到细胞的性状和生

长
/*0

$ 阳离子脂质体介导的转染方法是因转染效率

高'安全'细胞毒性小'无免疫原性'操作简单!成为较

理想的转染方法
/+0

$

此外!采用阳离子脂质体法为保证转染的成功!

在操作的过程中需要注意选用对数期生长的细胞!尽

可能地提纯用于转染的质粒 .B5!去除内毒素的污

染可保证理想的转染效果!应按照转染说明书适量配

比用于转染 .B5量和脂质体量!并进行预实验找到

最佳的比例等$

总之!在以绿色荧光蛋白为报告基因的真核细胞

转染系统中!脂质体法是相对转染效率高'毒性小的

理想的转染方法$
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找证据$ 方法!用电刺激法复制经前期综合征肝气逆证大鼠模型!l7XPNU$SN96 法检测各组大鼠尿液的代谢指纹变化$

结果!对照组'造模组在主成分分析中得到了较好的区分!给予白香丹胶囊后代谢网络有修复趋势$ 结论!利用代谢组学能够

较好地区分 796 肝气逆证模型大鼠代谢模式及药物调控趋势!该方法可为情志病证发病机制及模型评价研究提供新手段!显示

出代谢组学在中医证候研究中的可行性$

关键词!经前期综合征!肝气逆证!代谢组学
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!!经前期综合征"E :̀Z:>3D̀=@3H>; 1̀Z:! 796#是周

期性发作于月经周期后半期!伴有身体'精神'行为改

变的症候群$ 它的严重程度因人而异!严重者能影响

正常的工作和生活$ 本病征最多见于 )& WO& 岁的育

龄妇女!是育龄妇女最常见的病证之一$ 796 症状

表现有身体不适'焦虑'背痛'疲乏'消沉等
/%0

!是年

轻女性中普遍存在的一种病证!其发病与情绪'身体

和行为密切相关$ 796 发病覆盖面广'发病率非常

高!"#$已将其列为 (% 世纪对人类健康影响最大的

十大病证之一$ 探索并揭示 796 病因和发病机制成

为该领域基础研究的前沿$

乔明琦'张惠云等针对 796 开展了发病机制的

深入探讨!成功构建了该病猕猴消减 M.B5文库和蛋

白质双向电泳指纹图谱!从基因组学和蛋白质组学对

(肝主疏泄与调节机体单胺类神经递质与性激素及

其调节激素有关)的假说进行了验证$ 虽然基因组

学和蛋白组学可以很大程度地揭示病理生理机制!但

他们也存在信号通路蛋白相互影响!靶位点难以定位

等缺点!而且不能动态'实时地反映整体信息$ 本实

验通过 796 肝气逆证模型大鼠尿液代谢指纹分析!

为该病证发病机制及模型评价研究提供新证据$

材料与方法

%A实验材料*"%#实验动物*健康未孕雌性大鼠!体重 %-&

W((&[!"23D=̀种 )& 只!67S级!山东中医药大学实验动物中

心提供!许可证号*6Poe"鲁#(&&,&&%,$ "(#药品及试剂*白

香丹胶囊由白芍'香附'牡丹皮 ) 味中药组成"山东中医药大

学生产! 批号* &-&(&%#!乙腈"色谱纯!9:̀Mf 公司#!甲酸"色

谱纯! 美国 U:;2=公司#! 水为 92@@2n超纯水!其他试剂均为

分析纯$ ")#仪器*l7XPNU$SN96"美国 "=D:̀3公司#!紫

外检测器!高速冷冻离心机"上海天美!PU%,<U#!6UN5数字

脉冲生物刺激仪"由济南空军后勤装配总厂'山东中医药大学

联合研制#$

(A实验方法*"%#受试大鼠筛选*采用旷场实验筛选得分

相近大鼠进入实验$ "(#796 肝气逆证大鼠造模*根据阴道

涂片的结果!将处于动情后期大鼠 )& 只!随机分为 ) 组!每组

%& 只!分别为对照组'模型组'给药组!除对照组外其他两组连

接 6UN5数字脉冲生物刺激仪!给予造模刺激$ 刺激条件如

下*电压 (+&& W))&&?!脉宽 &A)3!脉冲间隔白天 ,Z2>!夜晚

%&Z2>!连续刺激 , 天$ ")#采样* 大鼠每天上午 '*&& 灌胃

OZ@灭菌饮用水!随即放入代谢笼中!量筒收集 (Z@尿液!

%&&&& F̀Z2> 离心 (&Z2>!取上清液作为供试品$ 大鼠造模完成

后即进行旷场实验测定相关行为学指标$ "O#旷场实验
/(0

*

旷场实验箱 %&&MZY%&&MZY,&MZ!周壁底面为黑色!底面用

白线划分为面积相等的 (, 块!沿墙格称外周格!其余为中央

格$ 操作者握住大鼠尾根部 %F) 处!小心放入旷场正中格!用

摄像系统记录动物 ) Z2> 的行为变化$

#

水平得分 " M̀133J

2>[#*动物穿越底面方块数为水平活动得分"O 爪均进入的方

格方可记数!为水平运动得分#+

$

垂直得分 "<:=̀2>[#*直立

次数为垂直活动得分"( 前爪腾空或攀附墙壁!为垂直运动得

分#$ 旷场实验得分 t

#

]

$

$ 同时记录修饰时间'修饰次

数'中央格停留时间'粪便粒数$ 每只动物造模结束后进行一

次测定!) 分钟F次!比较各组得分差异$ 行为评定采用盲法!)

位观察者观看录像评分!) 人一致性很高 "e=EE=值大于

&\',#$ ",#分析条件*色谱条件*流速*&AOZ@FZ2>!样品室温

度*Oj!柱温**&j"表 %#$ 质谱条件*电喷雾离子源!正离子

?模式!,& W%&&&.=!扫描时间*&A%3!2>D:̀ D2Z:*&A&(3!@1Mf

.&).
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Z=33*&A&%Z@FZ2> XR"/9]#0 ]t,,*A(++%# "(&&E[FZ@#!毛

细管电压*)f?!锥孔电压**&?!离子源温度*%&&j!脱溶剂气

温*)&&j!脱溶剂氮气流量*+&&XFC!锥孔气流量*,&XFC$

表 LF大鼠尿样 W&=!色谱条件

时间"Z2># &A(V甲酸水"V# 乙腈"V#

& %&& &

%- *, ),

(& , ',

(( , ',

(, %&& &

(- %&& &

!!)A数据处理*行为学实验数据用 6766 %)A& 统计软件分

析!多个样本均数比较用单因素方差分析!检验水准
"

t

&\&,$ l7XPNU$SN96 图谱数据采用 92M̀1Z=339=̀f:̀XH>I

软件进行色谱峰识别以及峰匹配!并采用主成分分析法" 7P5

#对对照组'模型组和给药组进行模式识别$

结!!果

%A各组大鼠旷场实验得分比较*旷场实验水平得

分反映动物的兴奋性!垂直得分反映动物对环境的适

应程度!旷场实验总分是动物探索行为及兴奋性的总

体反映!各组间比较均有显著性差异"!_&A&,#$ 见

表 ($ 由表 ( 可见!较对照组大鼠造模后水平得分'

垂直得分及旷场实验总分均显著增加"!_&A&,#!用

药后这一趋势得到明显纠正"!_&A&,#$

表 MF各组大鼠旷场实验行为学得分比较"L̂ 3!2 t%&#

组别 水平得分 垂直得分 旷场实验得分

对照组 O'A'( (̂'A%% %%A,- ,̂AO% *%A,& )̂&A')

模型组
*OA&& (̂&A%,

$

%,A'( *̂A(*

$

+'A'( (̂OA%-

$

给药组
O)A)) %̂%A%%

u

'A+, (̂A%-

u

,)A&- %̂(A,*

u

!!

$

表示与正常对照组相比!!_&A&,+u表示与模型组相比!!_

&\&,

!!(A各组大鼠旷场实验行为学观察*中央格停留时

间是对动物空间认知能力的反映!修饰次数主要反映

动物活动量大小及对环境满意程度!而粪便粒数则反

映动物紧张程度$ 见表 )$ 由表 ) 可见!模型组大鼠

中央格停留时间较正常对照组显著延长"!_&A&%#!

用药可非常显著改善这一现象"!_&A&%#$ 修饰次

数各组大鼠均无显著性差异"!p&A&,#!但模型组大

鼠有增多趋势!用药后上述现象得以纠正!未能得到

阳性结果可能与样本数过小及离散度太大有关$ 粪

便粒数方面!模型组大鼠明显较对照组为多 "!_

&\&%#!用药后则恢复正常$

表 NF各组大鼠旷场实验行为学测试

结果比较"L̂ 3!2 t%&#

组别 中央格停留时间 修饰次数 粪便粒数

对照组 %A%O &̂A)% %-A,- %̂&A,* (A&& &̂A+*

模型组
)A%( &̂A*&

$$

((A+, %̂%A*(

OA(, &̂A-'

$$

给药组
%A)% &̂A))

u

%-A&- '̂A-%

(A&& %̂A&&

u

!!

$$

表示与正常对照组相比!!_&A&%+u表示与模型组相比!!_&\&%

!!)A) 组尿样代谢物色谱图结果*从 ) 组试验大鼠

尿样色谱总离子流图"图 %#中!可以观察到模型组大

鼠的代谢物色谱图与正常组之间的差别明显大于给

药组大鼠尿样的代谢物色谱图与正常组之间的差别!

提示白香丹胶囊干预能纠正 796 肝气逆证大鼠模型

代谢紊乱$

OA主成分分析结果*实验中!对正常组'模型组和

给药组大鼠尿样代谢图谱数据进行 7P5统计分析!

结果表明"图 (#!模型组与正常组和给药组完全分

开!同时给药组与正常组非常接近!从而提示白香丹

胶囊能逆转 796 肝气逆证大鼠模型代谢紊乱!与行

为学结果相一致$ 且造模过程中大鼠的代谢谱出现

逐渐偏离起始点的趋势"图 )#!表明造模过程中大鼠

代谢模式的变化轨迹$

,A差异代谢物分析*在潜在生物标志物中 "表

O#!( N氨基己二酸'褪黑激素'O N羟基谷氨酸参与

了与情绪活动密切相关的代谢途径+,!+!OvN三羟基

异黄酮与调节经前期症状关系密切+前列腺素 S

(=

与

影响月经周期有关$

讨!!论

代谢组学是继基因组学'转录组学和蛋白质组学

之后!系统生物学的重要领域
/)0

$ 代谢组学的研究

最早是 %'-, 年!B2MC1@31> 研究小组利用 B9<技术

分析大鼠的尿液!意识到这可能是生命科学的巨大突

破
/O0

!并与 %''' 年提出了代谢组学 "Z:D=d1>1Z2M3#

的概念$ 代谢组指的是 (一个细胞'组织或器官中!

所有代谢组分的集合!尤其指小分子物质)! 而代谢

组学则是一门(在新陈代谢的动态进程中!系统研究

代谢产物的变化规律!揭示机体生命活动代谢本质)

的科学$

细胞内的生命活动大多发生与代谢层面!如细胞

信号释放'能量传递'细胞间通信!故代谢组学被认为

是组学研究的最终方向$ 基因与蛋白质的表达密切

相连!代谢物则更多地反映了细胞所处的环境!如营

养状态'药物和环境污染等影响$ 正如 02@@H.=b2; 所

言*(基因组学和蛋白组学告诉你可能发生什么!而

代谢组学则告诉你已经发生了什么)

/,0

$

.%).
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对照组

!

模型组

!

给药组

图 LFN 组大鼠尿样代谢物色谱总离子流图

!

图 MFN 组大鼠尿样代谢物 &!*

模式分析 -81:;4图

方框为对照组!菱形为模型组!三角形为给药组

!

图 NF模型组 &!*模式分析 Y VZ 天 -81:;4图

!

表 OF潜在生物标志物信息表

序号
保留时间

"Z2>#

选择离子 鉴定
模型组

趋势

% %A&

/9N#0

] 甲基鸟嘌呤
%

( %A%

/9N#0

]

(!) N二羟基 N) N甲基戊酸
%

) OA*

/9N#0

]

.N半乳糖胺
&

O OA+

/9N#0

]

, N氨基戊酸
&

, ,A+

/9N#0

]

( N氨基己二酸
%

* ,A-

/9N#0

]

.N脯氨酸
%

+ *A)

/9N#0

] 褪黑激素
%

- *AO

/9N#0

]

) N羟基丙酮酸 N, N羧基
%

' *A,

/9N#0

]

O N羟基谷氨酸
%

%& -A%

/9N#0

]

(!) N二氢甲基吡啶酸
&

%% -A)

/9N#0

] 去氧腺苷
&

%( %(A*

/9N#0

]

,!+!OvN三羟基异黄酮
%

%) %*A)

/9N#0

] 癸二酸
&

%O %'A)

/9N#0

] 前列腺素 S(

* &

!!目前!代谢组学主要用于发病机制!模型的鉴别

和确证!药物作用机制的研究!药物毒性评价!药物临

床前安全性评价!疾病诊断等
/*0

$

本研究利用课题组前期建立的动物模型结合代

.().

!!论!!著!
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谢组学技术方法!分析了大鼠内源性小分子代谢物谱

的变化过程!并分析了白香丹胶囊干预下的大鼠尿样

代谢谱的变化$ 结果表明造模过程中!大鼠内源性代

谢物谱逐渐偏离正常组的代谢谱!而白香丹胶囊干预

组的样本则呈现回归正常的趋势!从代谢物的角度表

明白香丹胶囊对 796 肝气逆证大鼠代谢紊乱有明显

的纠正作用!这一结果与行为学研究结果相一致$ 表

明!利用基于尿液检测'多维统计分析的代谢组学研

究!对中药复方药效的评价提供了一种新方法$ 利用

多维统计方法!实验中发现并鉴定了 %O 个与 796 肝

气逆证造模过程密切相关的代谢物!这些代谢物可以

帮助理解 796 肝气逆证发生机制$

( N氨基己二酸是赖氨酸主要代谢路径的代谢产

物!它受谷氨酸受体调节对抗神经兴奋活动!是赖氨

酸代谢的中间产物$ 而赖氨酸的正常代谢也依赖谷

氨酸的调节$ 因此 ( N氨基己二酸的升高可能是由

于谷氨酸升高引起$

同时 O N羟基谷氨酸与谷氨酸存在如下关系*

所以!O N羟基谷氨酸的升高可能引起谷氨酸的

升高$

本课题组前期研究表明 796 肝气逆证与谷氨酸

"Q@/#水平有密切关系$ 研究发现 796 肝气逆证大

鼠模型下丘脑'边缘叶中 Q@/ 显著下降+皮质'海马中

Q@/ 显著升高$ Q@/ 是大脑中的主要兴奋性神经递

质!参与脑内蛋白质和糖代谢!促进氧化过程!改善中

枢神经系统的功能$ 在大脑发育和整个生命过程中!

谷氨酸系统对神经元的突触强度和功能等多方面起

作用$ 早期大脑发育突触的形成'突触的维持'突触

的可塑性都受谷氨酸系统的影响!神经元的数目和它

们连接的数目都由谷氨酸系统和受体的活动所决定$

Q@/ 系统活动异常能影响神经元的可塑性和引起神

经毒性$ 在精神分裂症中!许多 Q@/ 调节的过程好像

都被扰乱了!异常的大脑发育'异常的突触可塑性'神

经退化可能都是精神分裂症的发病或促进因素$ 因

此!Q@/ 是脑内神经元生长发育'成熟修复和神经传

递过程中重要的神经递质
/+0

$ 国际报道经前烦躁不

安的女性一生中罹患情感障碍疾病的概率较高$ 谷

氨酸能系统可能参与了情感障碍的发病过程$ 降低

谷氨酸能活性或抑制谷氨酸受体相关信号转导的药

物具有抗躁狂作用
/-0

$ 兴奋性氨基酸神经递质除了

通过相应受体产生兴奋作用外!还是一种潜在的神经

毒素$ 研究发现!脑缺血动物模型脑细胞外液兴奋性

氨基酸含量显著增高!可产生强烈的神经毒性$ 其机

制可能是*过量的兴奋性氨基酸强烈作用于神经末梢

突触后膜 5975和 B9.5受体!使大量 B=

]

和 P=

( ]

内流!引起神经元肿胀!胞内 P=

( ]

超载!直至神经细

胞坏死$

,!+!OvN三羟基异黄酮可使经前期妇女血浆中

的脂蛋白'氨基酸和碳水化合物的代谢发生显著改

变!暗示 ,!+!OvN三羟基异黄酮在能量代谢方面的作

用
/%&0

$ 前列腺素 S(

*

可以在动情周期和月经周期的

黄体晚期间接使黄体溶解而影响月经周期$

褪黑激素参与了 , N#U代谢途径"图 O#$ 在松

果体中!, N#U首先在 , N羟色胺 NBN乙酰转移酶

作用下生成 BN乙酰 N, N羟色胺!然后进一步受 ,

N羟色胺吲哚氧位甲基转移酶催化生成 , N甲氧基

NBN乙酰吲哚乙胺"褪黑激素#$ 褪黑激素具有广

泛的生理活性!其昼夜节律性和季节性节律与机体免

疫'神经内分泌和生殖系统功能调节有密切关系$ 褪

黑激素的合成分泌表现为昼夜性节律'季节性节律和

生命周期性变化$ 5I:@̀1; 等发现不但褪黑激素的合

成分泌具有节律性!而且合成褪黑激素的多种酶类及

其前体物也具节律性!如 BN乙酰转移酶"B5U#'羟

基吲哚 N& N甲基转移酶 "#4$9U#', N羟色胺等$

其中 B5U和 #4$9U的变化与褪黑激素相同!而 , N

羟色胺恰好相反
/%&0

$ 此外!褪黑激素还有清除自由

基'抗氧化'抗炎'抗肿瘤等作用$

而 796 肝气逆证本身就是一个涉及周期性'免

疫'神经内分泌和生殖系统功能的复杂性综合征$ 其

升高可能与经前烦躁易怒情绪有关$

.)).
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图 OFZ S"B在脑内的降解与褪黑激素的生成

!

!!表 O 中其他潜在生物标志物与 796 肝气逆证的

关系有待于进一步研究$

本文利用代谢组学原理与技术!通过 796 肝气

逆证模型大鼠尿液代谢图谱分析!力图探明与该病证

密切相关的代谢模式!得到了 796 肝气逆证代谢轮

廓图!为肝主疏泄理论提供代谢组学新证据$ 对于调

肝方药干预该病证代谢水平上的靶成分及作用机制

还有待于进一步研究$
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