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·论著·

基于非靶向代谢组学探究减味寿胎丸对 
流产大鼠尿液的影响

黄娴1，曾丽华1，李婧2，郜洁2，罗颂平2

（1广州中医药大学第一临床医学院，广州  510405；2广州中医药大学第一附属医院， 

广州  510405）

摘要：目的：借助超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF-MS）技术分析减味寿胎丸（JSP）

对大鼠流产模型尿液代谢物以及相关通路的影响，从而探究其补肾安胎的作用机制。方法：随机将SD大鼠分成

阴性对照组、模型组、JSP组，每组7只。构建米非司酮诱导大鼠流产模型，以JSP（180 mg/mL）进行灌胃干预，

每日1次。通过观察各组孕鼠阴道、胚胎形态，计算流产率对大鼠流产模型进行评价。HE染色观察孕鼠子宫蜕膜

组织形态的差异。借助代谢组学技术分析尿液代谢物谱，寻找可能的差异代谢产物与通路。结果：与阴性对照

组比较，模型组流产率显著升高（P<0.01）；与模型组比较，JSP组流产率下降（P<0.05）。共鉴定出潜在的76

种生物标志物，JSP干预后发现43种差异性代谢物。干预后显著回调磷酸二氢钾、罗辛丁和对甲酚葡糖苷酸代谢

物（P<0.01，P<0.05），参与抗坏血酸和醛糖代谢、柠檬酸循环（TCA循环）、戊糖和葡萄糖醛酸转换等代谢通

路。结论：JSP可能通过调节尿液代谢产物改善糖、氨基酸代谢等生物过程降低流产率，起到补肾安胎的作用。
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Exploration on the effects of Jianwei Shoutai Pills on urine of miscarriage rat  
based on non-targeted metabolomics
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Abstract: Objective: To analyze the effects of Jianwei Shoutai Pills (JSP) on urinary metabolites and related pathways 

in a rat miscarriage model by ultra-performance liquid chromatography-quadrupole-time of flight mass spectrometry (UPLC-Q-

TOF-MS), so as to investigate its mechanism of tonifying the kidney and calming the fetus. Methods: SD rats were randomly 

divided into a negative control group, a model group, and a JSP group, with 7 rats in each group. A model of mifepristone-

induced abortion was constructed, and the rats were treated with JSP (180 mg/mL) by gavage once a day. The model group was 

evaluated by observing the vaginal and embryonic morphology of each group of pregnant rats and calculating the abortion rate 

of each group of pregnant rats. HE staining was performed to observe the differences in the morphology of uterine metaplasia in 

each group of pregnant rats. The urinary metabolite profiles were analyzed by the UPLC-Q-TOF-MS metabolomics technique to 

find out the differential metabolites and metabolic pathways. Results: The miscarriage rate was significantly higher in the model 

group compared with the negative control group (P<0.01); the miscarriage rate was significantly lower in the JSP group compared 

with the model group (P<0.05). A total of 76 potential biomarkers were identified in the urine of aborted rats, and 43 differential 

metabolites were identified after the intervention with the JSP. The intervention of the JSP significantly modulated the metabolites 

potassium dihydrogen phosphate, rosinetin, and p-cresol glucosinolate (P<0.01, P<0.05), which were involved in metabolic 

pathways such as ascorbate and aldose metabolism, the citric acid cycle (TCA cycle), and pentose and glucuronide interconversion 

metabolism. Conclusion: The JSP can improve the biological process of sugar and amino acids by regulating urinary metabolites, 

reduce the rate of miscarriage, and play a role in tonifying the kidney and calming the fetus.

Key words: Non-targeted metabolome; Jianwei Shoutai Pills; Miscarriage; Ultra-performance liquid chromatography-

quadrupole-time of flight mass spectrometry (UPLC-Q-TOF-MS)

Funding: General Program of National of Natural Science Foundation of China (No.82174424), Key Project of 
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自然流产是指28周之前的胎儿丢失，是怀孕最

常见的并发症[1]。据统计，全世界每年发生流产约 

2 300万例，相当于每分钟有44例流产的发生[2]。流产

的原因是十分复杂的，至今尚未被阐明。流产的发生

可能跟年龄、身体质量指数、既往不良妊娠史、吸烟、

饮酒、夜班工作等有关[3-4]。有研究表明，早期流产

可引起出血、感染等并发症的发生，并且流产后也会

引起创伤后应激障碍、焦虑和抑郁等心理疾病[5-6]。 

随着我国“三孩”政策的实施和社会观念转变，生育

年龄的推迟导致高龄产妇的增加，早期流产也逐渐

出现升高的趋势[7-8]。

减味寿胎丸为课题组经药效验证筛选出补肾

安胎中药的优选配比方，全方由菟丝子、桑寄生、续

断组成，具有补肾安胎的作用。前期研究表明，减

味寿胎丸能减轻流产大鼠脂质过氧化及过度铁累

积，抑制子宫蜕膜组织铁死亡，上调子宫蜕膜组织中

FOXO3和孕激素受体蛋白表达，有效降低流产模型

的流产率，起到补肾安胎的作用[9-11]。代谢组学技术

广泛运用于探究中药复方对机体的整体疗效与安全

性等研究[12-13]，本研究拟借助非靶向代谢组学技术

分析减味寿胎丸对流产大鼠尿液代谢物的影响，探

讨其补肾安胎、防治早期流产的可能作用机制。

材料

1. 动物  SPF级雌性SD大鼠30只，8周龄，体质量

180~250 g；SPF级雄性SD大鼠25只，8周龄，体质量

250~300 g，购自珠海百试通生物科技有限公司，动物

许可证号：SCXK（粤）2020-0229，经伦理审核批准

号：IAC（S）202111002。常规饲养在SPF级动物房，

室内温度为20~25 ℃，自由进食进水，昼夜间断照明

各12 h。
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2. 药物与制备  减味寿胎丸由菟丝子、桑寄生、

续断按2∶1∶1比例组成，中药饮片购自广东省药材公

司（批号分别为T271901B、S2320711、X0419711）。

将药物混合后加10倍量蒸馏水，浓缩、干燥后，冻干

成粉，保存于4 ℃冰箱备用。米非司酮（Sigma公司，

批号：M8046-100MG）。

3. 试剂  苏木素染色液、伊红染色液（北京中

杉金桥生物科技有限公司，批号：220314、211217）；

甲醇、乙腈和甲酸（Merck公司，批号：JB02447、

JA050130、#BCBK9295V）；L-2-氯苯丙氨酸（上海源

叶生物科技有限公司，批号：H24J11Y119417）；超纯水

（华润怡宝饮料有限公司）；羧甲基纤维来钠（Sigma公

司，批号：SLBW8428）。

4. 仪器  KD-RS全自动组织脱水机（科迪仪

器设备有限公司）；KD2258切片机、KD-T摊片机

（Leica公司）；Acquity UPLCTM超高液相色谱仪、

Xevo G2QTPF质谱（Waters公司）；JR-2200DB色谱

Acquity UPLC HSS（2.1 mm×100 mm，T31.8 μm， 

Waters公司）；JR：2200DB超声波清洗器（合肥金

尼克机械制造有限公司）；N-EVAP T M112氮吹仪

（Organomation公司）。

方法

1. 分组与给药  按随机区组法把动物进行分组，

分为阴性对照组、模型组和减味寿胎丸组（JSP组）。

以雌∶雄=2∶1放入交配笼，次日早上观察阴栓，查出

阴栓，认为该鼠为妊娠第0天动物。JSP组自妊娠第 

0天起至第14天，予180 mg/mL减味寿胎丸；阴性对照

组和模型组予0.5%羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液

灌胃；灌胃体积为10 mL/kg体质量，1次/d，连续干预 

14 d。妊娠第14天，模型组和JSP组于上午灌胃1.2 mg/mL 

米非司酮（RU486）药液，阴性对照组给予等体积的

0.5%CMC-Na溶液。

2. 样品采集与前处理  代谢笼收集大鼠妊娠

第14天晨尿，收集后放在-80 ℃冰箱保存。室温下解

冻，取样本200 μL，加入内标（L-2-氯苯丙氨酸，

0.3 mg/mL）各10 μL，涡旋振荡10 s。加入600 μL 

蛋白沉淀剂甲醇-乙腈（V∶V=2∶1），涡旋震荡1 min。

冰水浴超声提取10 min，-20 ℃静置30 min。用80 μL

甲醇复溶，涡旋30 s，超声3 min。4 ℃离心10 min（离

心半径10 cm，13 000 r/min），取150 μL上清液装入

带有内衬管的LC-MS进样小瓶中进行分析；质控样

本（QC）由所有样本的提取液等体积混合制备而成，

每个QC的体积与样本相同。

3. 子宫蜕膜组织HE染色  用4%多聚甲醛固定

大鼠子宫蜕膜组织24 h。自动脱水机脱水，使用包埋

机对组织进行包埋，5 μm切片，40 ℃水浴锅展片捞

起组织，60 ℃烘箱烤片2 h。脱蜡覆水，苏木精染色 

5 min，1%盐酸乙醇分化，伊红染色3 min，脱水，中

性树胶封片，显微镜下观察。

4. UPLC-Q-TOF-MS检测  色谱条件：Acquity 

UPLC HSS色谱柱，柱温45 ℃，每次进样5 μL。流动

相A由0.1%甲酸水溶液配制而成，流动相B由0.1%甲酸

乙腈溶液配制，流速为0.3 mL/min。质谱条件：毛细管

电压2.6 kV，椎管电压40 kV，离子源温度100 ℃，脱溶

剂温度350 ℃，流速600 L/h，锥孔气体流速为50 L/h。

扫描时间和扫描时间间隔分别为0.1、0.02 s，每隔5个

样品制备QC进行质量监控。

5. 流产率计算  剖开大鼠子宫，剥离胚胎，通过

观察子宫和胚胎的外观、血运、完整程度等，记录正

常胚胎数和流产胚胎数，计算流产率。判断为正常胚

胎标准[14]：子宫粗大饱满如串珠，粉红色，解剖后见

胚胎完好，无瘀血；流产胚胎标准：子宫呈竹节样改

变，宫腔内见明显瘀血，胚胎不完整，或仅有着床点

而无胚胎。流产率[15]的计算：流产率（%）=流产胚胎

数/（流产胚胎数+正常胚胎数）×100%。

6. 代谢物数据分析及差异性代谢物筛选  采用 

Progenesis QIv2.3对原始数据进行色谱提取峰的识

别、匹配、过滤、对齐以及归一化等处理。代谢物

鉴定使用人类代谢物数据库和脂质数据库。使用

SIMACA进行主成分分析（PCA）、正交偏最小二

乘判别分析（OPLS-DA），并且将结果可视化。通过

OPLS -DA模型将VIP>1和P<0.05筛选出差异代谢

物并且通过Metabo Analyst 5.0数据库（http://www.

metaboanalyst.ca/）行KEGG通路富集分析。

7. 统计学方法  采用SPSS 22.0统计软件分析，

多组间采用单因素方差分析。不符合正态分布，采用

（Kruskal-Wallis检验）非参数检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。

结果

1. 各组大鼠一般情况  剖开大鼠后，可见阴性

对照组大鼠胚胎以及胎盘发育良好，偶可见吸收胎；

与阴性对照组比较，模型组子宫可见较多的瘀血点

以及吸收胎；与模型组比较，JSP组可见多数胚胎以

及胎盘发育良好，见少量的吸收胎以及瘀血点。
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表1结果显示，与阴性对照组比较，模型组流产

率显著升高（P<0.01）。与模型组比较，JSP组流产率

显著降低（P<0.05）。图1与图2结果显示，各组大鼠

不同时间体质量、肛温比较，差异无统计学意义。

表1  各组大鼠流产率比较（x-±s，n=7，%）

组别 流产率

阴性对照组          0

模型组 41.07±21.29**

JSP组 14.00±7.97△

注：与阴性对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，△P<0.05。

图1  各组大鼠不同时间体质量变化（x-±s，n=7）

体
质

量
（

g）

JSP组

时间（d）

图2  各组大鼠不同时间肛温变化（x-±s，n=7）

时间（d）

体
温

（
℃

） JSP组

2. 各组大鼠子宫蜕膜组织HE染色结果  见图3。镜

下可见，阴性对照组血管较丰富，蜕膜细胞核为卵圆

形，核大明显；模型组血管较少，胞浆出现水肿，可见

部分细胞核消失；与模型组比较，JSP组血管丰富，有

完整的管壁，蜕膜细胞核大明显，无明显坏死。

3. 各组大鼠尿液代谢轮廓分析

3.1 PCA分析  通过PCA分析的方法来评估各组

代谢物的总体分布趋势。如图4A与图4B所示，阴性

对照组、模型组与JSP组能分开，说明不同组别的大

鼠尿液代谢产物轮廓存在差异。

3.2 OPLS-DA结果  为了进一步验证组间差异，

使用有监督的降维算法OPLS-DA。图4C结果显示，

阴性对照组与模型组尿液代谢物分布存在明显差

异；图4D结果显示，JSP组与模型组尿液代谢物较

能分开。图4E、F分别使用200次响应排序检测验证

OPLS -DA是否存在过度拟合。阴性对照组与模型

组对比，R2Y=0.96，Q2=0.82；模型组与JSP组比较，

表2  回调的潜在差异代谢物

序号 质荷比（m/z） 保留时间（min） 代谢物 分子式
模型组/阴性

对照组
JSP组/ 
模型组

1 368.9712 3.71 磷酸二氢钾（Dihydrogen phosphate） C11H12O8P2 ↑* ↓△△

2 465.0806 4.83 罗辛丁（Rothindin） C22H20O10 ↑* ↓△

3 283.0819 5.06 对甲酚葡糖苷酸（p-Cresol glucuronide） C13H16O7 ↑** ↓△

注：与阴性对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01。

图4  尿液代谢物PCA与OPLS-DA图
注：A、B：组间大鼠尿液代谢物组间分布PCA图；C、D：组间分

布OPLS-DA得分图；E、F：组间200次响应排序检测图（E图：阴性
对照组与模型组；F图：JSP组与模型组）。
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R2Y=0.70，Q2=0.55。R2Y与Q2均>0.5，说明OPLS-DA

模型拟合良好。

3.3 差异代谢物的筛选与鉴定  根据OPLS-DA模

型的结果，将差异倍数（FC）>2或者FC<0.5，P<0.05作

为差异代谢物的筛选的标准。结果见表2。阴性对照

组与模型组比较，鉴定出76种差异代谢物，其中51种

代谢物上调；25种代谢物下调。与模型组比较，JSP组

共鉴定出43种差异代谢物，其中11种上调，32种下调。

其中，能显著回调的差异代谢组有3种，分别是磷酸二

氢钾、罗辛丁和对甲酚葡糖苷酸（P<0.01，P<0.05）。

3 . 4  代 谢 物 通 路 分析   将 差 异 代 谢 物导入

Metabo Analyst 5.0数据库进行KEGG代谢通路富集

分析，根据VIP>0.1和P<0.05，筛选出的差异代谢物

主要富集在抗坏血酸和醛糖代谢、柠檬酸循环（TCA

循环）、戊糖和葡萄糖醛酸转换，提示JSP可能通过

调控上述富集的代谢通路起到维持妊娠、防治流产

的作用。具体见表3、图5。

表3  潜在差异代谢通路分析

通路名称 P值 -log10（P）值 VIP值

抗坏血酸和醛糖代谢 0.00 3.58 0.25

柠檬酸循环（TCA循环） 0.00 3.93 0.24

戊糖和葡萄糖醛酸相互转化 0.00 2.78 0.27

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 0.00 2.22 0.05

乙醛酸和二羧酸代谢 0.00 2.05 0.03

精氨酸和脯氨酸代谢 0.01 1.84 0.08

药物代谢-细胞色素P450 0.05 1.28 0.08

β-丙氨酸代谢 0.26 0.59 0.10

丙酮酸代谢 0.27 0.57 0.21

赖氨酸降解 0.30 0.53 0.14

糖酵解/葡糖生成 0.30 0.51 0.10

图5  减味寿胎丸对大鼠流产模型差异物代谢通路分析

抗坏血酸和醛糖代谢

药物代谢-细胞色素P450

-l
og
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（

P ）
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中医理论认为，生殖孕育以肾为本[16]。自然流

产发生的主要病机是肾气亏虚，故以补肾固冲任为 

法 [17 ]。寿胎丸是补肾安胎中药的代表方。本课题

组基于UPLC-Q-TOF-MS非靶向代谢组学技术，对

JSP干预米非司酮诱导大鼠流产模型尿液代谢物进

行系统研究，并筛选出差异代谢物和潜在的代谢

通路。在米非司酮诱导大鼠流产模型尿液中发现了 

76种潜在的疾病标志物，JSP干预后，筛选出了43种差

异性代谢物。其中，有3种差异代谢物发生了显著回调，

分别是磷酸二氢钾、罗辛丁和对甲酚葡糖苷酸代谢物，

主要涉及抗坏血酸和醛糖代谢、柠檬酸循环（TCA循

环）、戊糖和葡萄糖醛酸转换等多个生物过程。

对甲酚葡糖苷酸是一种葡糖苷酸衍生物，一种

通过尿液排泄的对甲酚。对甲酚主要作为厌氧肠道

细菌酪氨酸生物转化的最终产物产生。甲酚可导致

孕妇出现阴道出血、腹痛、腹胀、恶心和呕吐等先兆

流产症状。另外，甲酚等混合物能引起宫腔内静脉和

子宫旁静脉血栓的形成，导致蜕膜和胎盘出现凝血

并且坏死[18]。低剂量砷暴露的孕妇尿液中检测出对

甲酚葡糖苷酸，这可能与砷引起的肝肾代谢紊乱有

关[19]。有研究表明，基于代谢组学的产前筛查发现，

携带畸形胎儿基因的妇女血清中能检测到低水平的

对甲酚[20]。本研究发现，JSP干预大鼠流产模型后能

显著下调对甲酚葡糖苷酸水平，降低流产率。

TCA循环中间体（包括丙酮酸、乳酸和柠檬酸

盐）在妊娠期间升高，可能是由于母亲基础代谢率增

加，以进一步为胎儿提供发育所需的重要底物[21-22]。

有研究表明，妊娠早期患有糖尿病的女性与患有2型

糖尿病的非妊娠女性具有相似的代谢特征，包括异

亮氨酸升高，但甘氨酸、苏氨酸、组氨酸、谷氨酰胺

和TCA循环中间体降低[23]。宫内炎症对胎盘代谢有

广泛的不利影响，伴随着TCA循环中间体、核苷酸代

谢物、氧化脂质和类固醇代谢物的改变，改变的代

谢物可能通过能量衰竭、炎症、早期衰老和母胎不

耐受在胎盘功能障碍中发挥作用[24]。妊娠晚期母亲

皮质醇过量后新生儿心脏中氨基酸和TCA周期代谢

以及脂质和甘油磷脂代谢的改变，并限制正常的心

脏代谢成熟[25]。因此，TCA循环中间体代谢产物的变

化可能在维持妊娠中起到重要的作用。JSP可能通过

TCA循环中间体代谢产物的变化，起到补肾安胎的

作用。另外，有研究表明，植入前保持最佳葡萄糖利
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用率对于胚胎存活至关重要。胚胎发育和子宫内膜

蜕膜化对葡萄糖的需求很高，植入前发育过程中葡

萄糖转运的减少与这些胚胎中程序性细胞死亡的早

期步骤有关[26-27]。2型糖尿病小鼠糖原浓度显著降

低，导致能量供应不足，无法正常子宫内膜功能，从

而阻碍胚胎着床[28]。有研究表明，复发性流产的女性

与葡萄糖代谢功能障碍有关[29]。JSP可能通过柠檬酸

循环（TCA循环）、戊糖和葡萄糖醛酸转换及其他氨

基酸代谢等能量代谢通路起到维持妊娠、防治流产

的作用。

本研究发现米非司酮诱导大鼠流产模型存在

着代谢紊乱，而减味寿胎丸能调节流产大鼠的尿液

代谢，使代谢产物趋向于正常代谢物回调，主要改善

糖、氨基酸代谢等生物过程降低流产率。本研究首

次借助尿液代谢组学技术探究减味寿胎丸治疗自然

流产，发现其可能通过多靶点、多通路发挥补肾安胎

的作用，从而进一步阐明其更深层次的分子作用机

制，深化“肾主生殖”的科学内涵。
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