
书书书

·１８４　　 ·
第二军医大学学报 　２０１３年２月第３４卷第２期 　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１３．００１８４ ·论　著·

黄芩素作用白假丝酵母菌的ＧＣＭＳ代谢组学研究

吴海棠１，李　祥２，王添琦１，陈啸飞１，曹颖瑛３，朱臻宇１

１．第二军医大学药学院药物分析学教研室，上海２００４３３

２．解放军６２３８０部队，北京１０００７１

３．第二军医大学药学院新药研究中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　运用代谢组学方法对黄芩素作用白假丝酵母菌引起的胞内代谢差异进行表征，寻找潜在的生物标志物

并探讨相关的药物作用机制。方法　采用气相色谱质谱方法测定黄芩素作用前后白假丝酵母菌胞内的代谢指纹谱，利用多
元统计分析方法比较黄芩素给药组与对照组的代谢物谱差异，筛选出可能的潜在生物标志物，并作出相关代谢途径的可能解

释。结果和结论　经比较分析，共筛选得到２０个潜在生物标志物，这些重要的差异代谢物主要参与了氨基酸代谢、三羧酸循
环、磷脂代谢和氧化应激等相关通路。

　　［关键词］　代谢组学；气相色谱质谱法；多元分析；黄芩素；白假丝酵母菌
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　　白假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）是一种常见

的条件致病性真菌，当机体免疫力功能低下时，可导

致口腔白假丝酵母菌病、阴道炎、真菌性鼻窦炎、外

耳道炎等，甚至引发危及生命的系统性白假丝酵母

菌感染［１］。目前用于白假丝酵母菌病治疗的药物主

要有多烯类、氮唑类、棘白菌素类、烯丙胺类和核苷

类似物。这些抗真菌药物虽然都已应用于临床，但

都存在相应的缺陷或毒副作用［２］。因此，寻找一种

新的、安全有效的抗真菌药物就显得尤为重要。研

究发现，许多中药对包括白假丝酵母菌在内的微生

物具有抑制或杀灭的作用，为白假丝酵母菌病的治

疗提供了新的视角。

　　黄芩素（ｂａｉｃａｌｅｉｎ）又称黄芩苷元，是唇形科植物

黄芩的干燥根分离出的单体，被广泛应用于中医临

床。黄芩素具有抗氧化、神经保护、抗菌和抗病毒等

生物活性［３］，研究还表明黄芩素作用于白假丝酵母

菌可引起其细胞程序性死亡［１］。然而，黄芩素的抗

菌机制尚不明确，对其抗菌机制进行研究对寻找新

的、安全有效的抗真菌药物有一定参考作用。

　　代谢组学作为研究生物体系受到外部刺激所产
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生的所有代谢产物变化的学科，通过关注代谢循环

中小分子代谢物的变化，揭示生物体在特定时间、环

境下的整体功能状态［５］。完整的代谢组学分析流程

包括样品的制备、数据的采集、分析和解释。色谱、

质谱、核磁共振、红外光谱、紫外吸收、放射性检测等

分离分析手段及其组合都在代谢组学研究中得到应

用。其中，色谱以其高分离度、高通量，质谱以其普

适性、高灵敏度和特异性成为最主要的分析工具。

同时，信息学技术的不断发展，也为代谢组学数据的

解析提供了有效的方法。

　　本研究采用气相色谱质谱（ＧＣＭＳ）高通量仪

器分析与数学解析相结合的代谢组学技术，考察黄

芩素作用前后白假丝酵母菌的代谢特征谱差异，结

合代谢通路数据库，寻找与药物作用机制相关的代

谢物和相应的代谢网络，探讨相关的药物作用机制，

为研究新型抗真菌药物提供参考。

１　材料和方法

１．１　仪器　ＴｈｅｒｍｏＴｒａｃｅＵｌｔｒａ／ＤＳＱⅡＧＣ／ＭＳ
（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；ＢＰ２１１Ｄ分析电子

天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机

（Ｈｅｒａｅｕｓ）；微型旋涡混合仪（Ｔｈｅｒｍｏ）；－８０℃低温

冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；冻干机；隔水式电热恒温培养箱（上

海跃进医疗器械厂）；ＭＪｘ型智能霉菌培养箱（宁波

江南仪器厂）；ＳＷＣＴＩＦ型超净化工作台（苏州安泰

空气技术有限公司）；移液器（Ｇｉｓｏｎ产品）；ＦＲ２００
紫外与可见分析装置（上海复日科技有限公司）。

１．２　试剂　甲氧基胺盐酸盐、Ｎ甲基Ｎ（三甲基硅

烷）三氟乙酰胺（ＭＳＴＦＡ）、吡啶（ＧＣ专用）、标准品

均购自Ｓｉｇｍａ和上海晶纯公司。黄芩素购自中国食

品药品检定研究院。

１．３　菌株与培养基　白假丝酵母菌ＳＣ５３１４；酵母

氮碱（ＹＮＢ）培养液：ＹＮＢ６．７ｇ，葡萄糖２０ｇ，加三

蒸水１０００ｍＬ溶解，０．２２μｍ微孔滤膜过滤除菌，

分装后于４℃保存备用；酵母浸出粉胨葡萄糖（ＹＰＤ）

培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡萄糖２０ｇ，加

三蒸水１０００ｍＬ溶解，高压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后

于４℃保存备用。

１．４　真菌培养

１．４．１　黄芩素半数抑菌浓度（ＩＣ５０）的确定　从平板

上挑取白假丝酵母菌单克隆，接种至１ｍＬＹＰＤ培

养液，于３０℃、２００转／分振荡培养至对数生长后期，

于紫外可见分光光度计６００ｎｍ处［６７］测菌液光密度

（Ｄ）值，以ＹＮＢ培养液稀释并调整菌液浓度至Ｄ 值

为０．１，培养至Ｄ 值为０．２时，将黄芩素从６４μｇ／

ｍＬ起按浓度梯度依次加入各锥形瓶中，继续培养

［在对照组中加入相同体积的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），

ＤＭＳＯ的浓度应小于０．０５％，以确保对白假丝酵母

菌的生长没有影响］，分别在３、４、５、６ｈ测定样品的

Ｄ值。和对照组的比较后，选择继续培养４ｈ的方

案，其中黄芩素的ＩＣ５０为３２μｇ／ｍＬ。

１．４．２　培养条件　按照测定ＩＣ５０的方法和最终确

定的给药量，平行培养黄芩素给药组和对照组各６
份以备用。

１．５　样品前处理

１．５．１　提取　往锥形瓶中加入２０ｍＬ６０％甲醇溶

液（预冷－２０℃）后，迅速混匀，放入－４０℃冰箱５

ｍｉｎ，取出后，３３００×ｇ离心［８］。将离心后的给药组

和对照菌体用超纯水迅速清洗后，用１ｍＬ沸水（含

１０μＬ２００ｍｍｏｌ／Ｌ的α氨基丁酸内标）
［９１１］重悬，保

持１５ｍｉｎ，后放入－８０℃冰箱冰冻１５ｍｉｎ，取出，

６０℃水浴溶解，再重复冻融操作２次后，１６１００×ｇ
离心收集上清液，将上清液过滤后保存在玻璃小瓶

中，放置在－２０℃冰箱预冻。后将样品转移至冻干

机中冻干，获得细胞提取液的冻干粉。

１．５．２　衍生化　在装有冻干粉的玻璃小瓶中加入

７５μＬ甲氧基胺盐酸盐／吡啶溶液，于４０℃温孵９０

ｍｉｎ，再加入７５μＬ ＭＳＴＦＡ 溶液（１％催化剂），于

４０℃温孵５０ｍｉｎ，１６１００×ｇ离心取上清，装入进样

小瓶，备用。

１．５．３　菌体干质量的测定　将１．５．１项下所得沉

淀在室温下风干后，称量样品干质量。至少要进行３
次称量以确保样品完全干燥。

１．６　ＧＣＭＳ条件　 毛细管柱为 ＨＰ５ＭＳ石英毛细

管柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）；进样口温度：２６０℃。

升温程序：起始温度７０℃，保持３ｍｉｎ，４℃／ｍｉｎ升至

２２０℃，再８℃／ｍｉｎ升至３１０℃并保持１０ｍｉｎ，图谱从

第８分钟开始采集，采集到第５２分钟，载气：高纯氦

气，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ。不分流，进样量１μＬ。

　　电子轰击源（ＥＩ）；离子源温度：２００℃；接口温

度：２８０℃；电子能量：７０ｅＶ；调谐方式：标准调谐；

质谱扫描方式：全部扫描范围１５～８００ａｍｕ（原子质

量单位）。Ｘｃｕｌｉｂｕｒ数据处理系统。

１．７　数据处理　得到ＧＣＭＳ指纹图谱后，我们使

用仪器自带软件对数据进行整理、收集和前处理，将

原始数据（．ＲＡＷ）均转化成ＣＤＦ格式，转化后的数
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据进一步通过 ＸＣＭＳ进行峰校正和峰积分并采用

ＭＡＴＬＡＢ７．０（ＴｈｅＭａｔｈＷｏｒｋｓ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）对离

子峰进行过滤，仅保留在相同保留时间下峰度最大

的离子峰。同时，为校正质谱响应，每个样品的各个

峰面积除以各自的细胞干质量，在此基础上，再将得

到的数据除以相应衍生化后内标的峰度最大的离子

峰（ｍ／ｚ１３０．０８）。将处理好的数据导入到ＳＩＭＣＡＰ

Ｖ１１．０（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，Ｓｗｅｄｅｎ）软件，标准化后进行主

成分分析（ＰＣＡ）和偏最小二乘法（ＰＬＳＤＡ）分析，运

用ｖａｒｉａｂｌｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ（ＶＩＰ）方法来

预测各个代谢物对模型的贡献值。ＶＩＰ大于１的数

据作为对模型具有明显贡献的数据，即可能的潜在

标志物。接着再采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ的方法，剔

除Ｐ值≥０．０５的数据后，得到有意义的变量。通过

这一系列步骤之后，将有意义的数据与ＧＣＭＳ自带

的ＮＩＳＴ数据库匹配结合，并用标准品进行定位后，

最终得到潜在的生物标志物。

２　结　果

２．１　ＧＣＭＳ色谱图　分别平行培养６组黄芩素给

药组和对照组白假丝酵母菌，经提取后，将胞内代谢

物进行衍生化后进样分析，得到ＧＣＭＳ色谱图，如

图１所示。

图１　黄芩素给药组（Ａ）和对照组（Ｂ）的典型ＧＣＭＳ色谱图

Ｆｉｇ１　ＴｙｐｉｃａｌＧＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｉｎｂａｉｃａｌｅｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｂ）

２．２　ＰＣＡ与ＰＬＳＤＡ结果　数据校正后，首先对

黄芩素给药组和对照组进行了无监督模式的ＰＣＡ，

其得分如图２Ａ所示。结果显示黄芩素给药组和对

照组可以获得良好的分离，表明给药后白假丝酵母

菌的胞内代谢发生了较为明显的变化。为了区别更

多的离子峰，又进行了ＰＬＳＤＡ，其得分图和载荷图

如图２Ｂ和２Ｃ所示。同样，在ＰＬＳＤＡ得分图中，

黄芩素给药组和对照组也获得了明显的区分。相应

的载荷图用于筛选潜在的生物标志物。共筛选得到

２０个潜在的生物标志物，包括给药组中含量较高的

丙氨酸、磷酸、甘油、丝氨酸、苏氨酸、苹果酸、脯氨

酸、天冬氨酸、γ氨基丁酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、鸟
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氨酸、柠檬酸、肌醇和海藻糖，以及在对照组中含量

较高的乳酸、缬氨酸、异亮氨酸、甘氨酸和阿拉伯糖

醇。黄芩素给药组和对照组代谢物的含量变化热图

见图３。

图２　黄芩素给药组和对照组胞内代谢物的主成分分析得分图（Ａ）、偏最小二乘法得分图（Ｂ）和载荷图（Ｃ）

Ｆｉｇ２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ），ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕｅｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｃｏｒｅｐｌｏｔ（Ｂ）

ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（Ｃ）ｏｆｂａｉｃａｌｅｉｎｉｎｄｒｕｇｔｒｅａｔｅｄａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

Ａ，Ｂ：■：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；◆：Ｂａｉｃａｌｅｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ

ｍａｒｋｅｄｉｎｔｈｅｒｅｄｓｑｕａｒｅ

图３　黄芩素给药组和对照组中胞内差异代谢物的代谢差异热图

Ｆｉｇ３　Ｈｅａｔｍａｐｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｂａｉｃａｌｅｉｎｔｒｅａｔｅｄａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｂａｉｃａｌｅｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｒｅｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；Ｇｒｅｅｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
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３　讨　论

３．１　海藻糖　海藻糖是一种非还原性二糖，它仅能
在细菌、真菌、植物和无脊椎动物体内合成，在哺乳
动物体内无法合成。目前认为机体受到有害的外界
环境（如面临高温、高压、饥饿等）胁迫时，细胞内的
海藻糖能够通过稳定蛋白和生物膜来对外界刺激起

到抵抗防御的作用，从而使得机体快速适应外界环
境［１２１３］。在本实验中，黄芩素给药组中胞内海藻糖
的浓度要高于对照组，这可能是黄芩素给药后给白
假丝酵母菌造成了外界刺激，使得胞内海藻糖大量
积累，从而对外界的刺激进行应答，起到抗氧化、抗
压的作用。

３．２　氨基酸类　在黄芩素给药组与对照组中，许多
氨基酸含量都有显著性差异。除异亮氨酸、缬氨酸
和甘氨酸在给药组中降低外，其余９种氨基酸———
丙氨酸、丝氨酸、苏氨酸、脯氨酸、天冬氨酸、γ氨基
丁酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、鸟氨酸在给药组中都是
增加的。氨基酸是生物体中重要的碳源和氮源，是
蛋白质和核苷酸的前体物质，并在生物体内参与了
蛋白质和核苷酸的合成［１４１５］。因此，丙氨酸等绝大
部分氨基酸在给药组中含量升高，可能是由于白假
丝酵母菌中的蛋白质合成受到抑制，特别是与生长
和致病性相关的蛋白。

３．３　三羧酸循环　三羧酸循环是生物体内有氧氧
化生成能量的一个重要过程。在真核细胞中，三羧
酸循环在线粒体机制中进行。本实验中，三羧酸循

环中２个重要中间产物苹果酸和柠檬酸在给药后均
上升；而乳酸作为三羧酸循环的间接前体物质，给药
后含量下降。这一结果与 Ｈｏｅｈａｍｅｒ等［６］的研究相

符，他们的研究发现白假丝酵母菌在受到多种药物、
重金属或者巨噬细胞作用刺激后，都可以造成胞内
三羧酸循环相关蛋白含量的上升，表明为了适应外
界不利环境，菌体需要更多的能量以应对这种压力。
这表明黄芩素给药后三羧酸循环代谢的增强源于菌

体对药物刺激的应答。

３．４　甘油、磷酸、肌醇　磷脂是构成细胞膜的重要
成分，磷脂的合成对细胞生长有重要影响［１６］。在本
研究中，甘油和磷酸这２个磷脂的主要成分在给药
组中含量都升高。肌醇是磷酸甘露聚糖的前体，而
磷脂甘露聚糖是白假丝酵母菌细胞表面的一种结合

糖基磷脂酰肌醇的糖脂，与白假丝酵母菌的致病性
相关［１７］，其含量在给药组中也升高。这表明黄芩素
可能通过影响细胞膜功能从而起到治疗作用。此
外，Ｄｉｎｇ等［１８］研究还发现，在厌氧条件下，胞内肌醇
与海藻糖呈相同的变化趋势，表明肌醇也作为一种
应激产物起到抗压作用。

　　总之，本研究首次应用代谢组学方法对黄芩素
作用白假丝酵母菌的差异代谢物进行研究，经比较
分析，共得到２０个差异代谢物，这些重要的差异代
谢物主要参与了氨基酸代谢、三羧酸循环、磷脂代谢
和应激反应等相关通路，其代谢通路图如图４所示。
本研究为阐明黄芩素作用白假丝酵母菌的复杂机制

提供了参考，也为抗菌药物的开发提供了思路。

图４　黄芩素给药组和对照组差异代谢物代谢网络

Ｆｉｇ４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｎｂａｉｃａｌｅｉｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

△ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｔａｈｉｇｈｌｅｖｅｌｉｎｂａｉｃａｌｅｉｎｇｒｏｕｐ；ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｔａｈｉｇｈｌｅｖｅｌｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴＡＣｃｙｃｌｅ：

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ
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