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摘要　 目的　 构建呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）感染 Ｂａｌｂ ／ ｃ 鼠模

型，分析肺部病毒感染是否会造成盲肠内容物代谢组发生显

著改变。 方法　 １３ 只雌性 Ｂａｌｂ ／ ｃ 鼠随机分为实验（Ｃａｓｅ）组
（ｎ ＝ ７）和对照（Ｃｔｒｌ）组（ｎ ＝ ６），Ｃａｓｅ 组以 ＲＳＶ 滴鼻，Ｃｔｒｌ 组
用 ＤＭＥＭ 滴鼻。 在感染后第 ３ 天以 １０％水合氯醛腹腔注射

麻醉小鼠，处死小鼠后采集盲肠内容物，利用超高效液相色

谱 －四级杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣ⁃ＱＴＯＦ ／ ＭＳ）检测代谢物组

成及其相对含量的变化，结合单变量统计分析（组间差异分

析）和多元统计分析［主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘

法判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）］鉴定在两组间有显著差异的代谢

物；采用随机森林模型筛选预测 ＲＳＶ 感染的代谢物标志物；
通过代谢通路分析确定与 ＲＳＶ 感染相关的代谢通路。 结果

　 Ｃａｓｅ 组盲肠内容物代谢物基峰强度色谱图与 Ｃｔｒｌ 组有明

显差别；ＰＣＡ 和 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析均提示 Ｃａｓｅ 组和 Ｃｔｒｌ 组代谢

物组成存在显著分离。 Ｃａｓｅ 组显著富集的代谢物有 Ｌ⁃丝氨

酸、２⁃丁酮酸、油酸和甘氨酸鹅去氧胆酸，显著降低的有 Ｌ⁃甲
硫氨酸、Ｌ⁃酪氨酸和烟酸等（Ｐ ＜ ０. ０５， ＶＩＰ ＞ １）；主要与赖氨

酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢和丙酸盐代谢通路相关。 结

论　 ＲＳＶ 感染引起的肺部损伤可能引起盲肠内容物内源性

代谢失调。
关键词 　 呼吸道合胞病毒；盲肠；ＵＰＬＣ⁃ＱＴＯＦ ／ ＭＳ；代谢组

学；代谢失调

中图分类号　 Ｒ ３７３. １
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０５ － ０７０２ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２． ０５． ００６

　 　 呼吸道合胞病毒 （ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ，
ＲＳＶ）感染所诱发的下呼吸道疾病是导致婴幼儿死

亡的重要因素之一，目前 ＲＳＶ 致病机制尚未阐明，
且无商品化疫苗［１ － ２］。 研究［３］表明肠道微生物平衡

对肺部健康至关重要，肠道与肺之间的相互联系，现
称之为“肠 － 肺轴”。 肠道微生物种类和代谢产物

的改变与免疫反应、炎症以及肺部疾病的发展有

关［４］。 肠道菌群代谢产物可影响肺部稳态，如短链

脂肪酸（ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＳＣＦＡｓ）被证明可通

过增加调节性 Ｔ 细胞促进白介素⁃１０ 产生，抑制组

蛋白脱乙酰化和一型干扰素从而缓解上、下呼吸道

炎症［５］。 除此之外，菌群产生的其他代谢物产物如

组胺、１２，１３⁃ｄｉＨＯＭＥ 可通过影响免疫细胞数量及

细胞因子水平促进肺部炎症。 研究［６］ 表明，ＲＳＶ 感

染后血清胆汁酸谱发生改变。 孟欣 等［７］ 通过 ＧＣ⁃
ＭＳ 代谢组学分析发现尿液和粪便中乳酸和氨基酸

类代谢物在 Ｃａｓｅ 组与 Ｃｔｒｌ 组间差异显著。 不同肠

道部位菌群数量和种类具有明显差异，关于 ＲＳＶ 感

染后盲肠代谢物组成研究尚少。 因此研究 ＲＳＶ 感

染后盲肠代谢物的变化可为后期靶向调控或治疗肺

部炎症性疾病提供靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 主要试剂　 ＤＭＥＭ 细胞培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；水合氯醛（上海 ＭＡＣＫＬＩＮ 公司）；色谱级甲

醇、乙腈（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；２⁃氯苯丙氨酸（上海

Ａｌａｄｄｉｎ 公司）；甲酸（美国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；甲酸铵（美
国 Ｓｉｇｍａ 公司）。
１． １． ２　 主要仪器　 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 高效液相色谱仪、
Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｆｏｃｕｓ 质谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），Ｈ１６５０⁃
Ｗ 冷冻离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公司），ＱＬ⁃
８６６ 混匀仪（郑州南北仪器有限公司），ＫＷ⁃１００ＴＤＶ
超声波清洗器（昆山舒美公司），ＳＣＩＥＮＴＺ⁃４８ 组织研

磨器（宁波新芝公司）。
１． １． ３　 病毒和动物模型构建　 ＲＳＶ⁃Ｌｏｎｇ 株由笔者

单位保存。 ＳＰＦ 级 ６ ～ ７ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 鼠（雌性）购自

安徽医科大学实验动物中心并饲养在安徽医科大学

基础医学院 Ｐ２ 动物房。 实验（Ｃａｓｅ）组小鼠经 １０％
水合氯醛（２００ μｌ ／只）腹腔注射麻醉后经鼻滴入 ５０
μｌ 无菌 ＲＳＶ⁃Ｌｏｎｇ 株病毒悬液（ｎ ＝ ７），对照（Ｃｔｒｌ）
组小鼠采用同体积的无菌 ＤＭＥＭ 液滴鼻（ ｎ ＝ ６）。
感染 ３ ｄ 后，腹腔注射水合氯醛深度麻醉 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小
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鼠。 行 ７５％乙醇溶液擦拭腹部，在超净工作台对小

鼠进行解剖，取下盲肠组织（含内容物）装入无菌冻

存管后放入液氮速冻，保存于 － ８０ ℃冰箱。
１． ２　 方法

１． ２． １　 盲肠内容物代谢物提取　 快速称取 １００ ｍｇ
盲肠内容物（ ± １％ ）于 ２ ｍｌ ＥＰ 管中（置于冰上），
加入提前预冷的 ０. ６ ｍｌ ２⁃氯苯丙氨酸（０. ００４ ｇ ／ Ｌ）
甲醇（ － ２０ ℃），涡旋振荡 ３０ ｓ；此外，向之前的管子

中加入 １００ ｍｇ 玻璃珠，在高通量组织研磨仪中以

６０ Ｈｚ 频率研磨 ９０ ｓ；随即进行室温超声 １０ ｍｉｎ；样
品以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ（４ ℃）。 用 ０. ２２ μｍ
膜对 ３００ μｌ 上清液进行过滤并加入到色谱进样瓶

中；ＱＣ（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ，用来校正样品分析结果的偏

差以及由于分析仪器自身原因所造成的失误）样品

为每个样本各取 １０ μｌ 混合而成；剩余待测样本将

根据每 ６ 个样本穿插一个 ＱＣ 样本的顺序进行液相

色谱 －质谱（ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ – ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ， ＬＣ⁃ＭＳ）检测，进样体积为 ３ μｌ。
１． ２． ２　 液相色谱质谱联用分析

１． ２． ２． １ 　 色谱条件 　 超高效液相色谱分析采用

Ｔｈｅｒｍｏ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 系统，色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰ⁃
ＬＣ ® ＨＳＳ Ｔ３ １. ８ μｍ（２. １ ｍｍ × １５０ ｍｍ），自动进

样器和色谱柱温度分别维持在 ４ ℃和 ４０ ℃，流速为

０. ２５ ｍｌ ／ ｍｉｎ，进样体积设定为 ２ μｌ 并进行梯度洗

脱，正离子流动相为 ０. １％ 甲酸水（Ｃ） － ０. １％ 甲酸

乙腈（Ｄ）；负离子流动相为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵水（Ａ）
－乙腈（Ｂ）。 样品的梯度洗脱程序设定为：０ ～ １
ｍｉｎ，２％ Ｂ ／ Ｄ；１ ～ ９ ｍｉｎ，２％ ～ ５０％ Ｂ ／ Ｄ；９ ～ １２
ｍｉｎ，５０％ ～ ９８％ Ｂ ／ Ｄ；１２ ～ １３. ５ ｍｉｎ，９８％ Ｂ ／ Ｄ；
１３. ５ ～ １４ ｍｉｎ，９８％ ～２％ Ｂ ／ Ｄ；１４ ～ ２０ ｍｉｎ，２％ Ｄ －
正模式（１４ ～ １７ ｍｉｎ，２％ Ｂ －负模式）。
１． ２． ２． ２　 质谱条件　 质谱采集系统使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｆｏｃｕｓ，配备电喷雾离子源（ＥＳＩ），具有正负

离子扫描模式。 电喷雾源参数设定如下：毛细管电

压正、负离子条件下分别设定为 ３. ５０ ｋＶ 和 ２. ５０
ｋＶ；样本和萃取锥孔电压分别为 ４０ Ｖ 和 ４. ０ Ｖ。 脱

溶剂气流量为 ８００ Ｌ ／ ｈ，温度为 ４００ ℃，锥孔气流量

为 ４０ Ｌ ／ ｈ，温度为 １００ ℃。 分辨率为 ７０ ０００ 进行数

据全扫描，数据采集范围为 ０. ０８ ～ １ ｋｕ，并采用

ＨＣＤ 进行二级裂解，碰撞电压为 ３０ ｅＶ，同时采用动

态排除去除不必要的质谱二级碎片信息。
１． ２． ２． ３　 质谱采集数据处理　 采用 Ｐｒｏｔｅｏｗｉｚａｒｄ 软

件（ｖ３. ０. ８７８９）将质谱下机原始数据格式 ｒａｗ 转换

为 ｍｚＸＭＬ 格式 （此为 ＸＣＭＳ 软件的输入文件格

式）；基于 Ｒ 软件（ ｖ３. ３. ２）的 ＸＣＭＳ 程序包进行如

下数据处理：峰识别（ ｐｅａｋｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、峰过滤

（ｐｅａｋｓ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）、峰对齐（ｐｅａｋｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）；主要参

数设定如下：ｂｗ ＝ ２， ｐｐｍ ＝ １５， ｐｅａｋｗｉｄｔｈ ＝ ｃ （５，
３０）， ｍｚｗｉｄ ＝ ０. ０１５， ｍｚｄｉｆｆ ＝ ０. ０１， ｍｅｔｈｏｄ ＝ ｃｅｎｔ⁃
Ｗａｖｅ；得到包括质荷比（ｍａｓｓ ｔｏ ｃｈａｒｇｅ ｒａｔｉｏ， ｍ ／ ｚ）、
保留时间（ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｒｔ）、峰面积（ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）等

信息的三维数据矩阵用于后续生物信息学统计分

析。
１． ３　 统计学处理　 首先对离子强度数据表进行基

于峰面积的批次归一化处理（ｂａｔｃｈ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ）。
采用 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ 软件（１４. １ 版本，Ｕｍｅｔｒｉｃｓ 公司）对经

过归一化的数据进行多元统计分析：如主成分分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ）、正交偏最小二

乘法判别分析 （ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓ⁃
ｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）数据分析。 单变量统

计分析采用 Ｒ 软件 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 组间差

异检验。 初步筛选符合 Ｐ ＜ ０. ０５、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 第一主

成分变量重要性投影（ ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃
ｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ） ＞ １，两个条件的代谢物用于进一步构

建二元逻辑回归模型，筛选能够预测 ＲＳＶ 感染的代

谢物标志物，通过受试者工作特征曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐ⁃
ｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ， ＲＯＣ）并计算曲线线下面

积（ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）来表征模型预测的准

确性。 利用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａ⁃
ｌｙｓｔ． ｃａ）网站对鉴定出的差异代谢物进行代谢通路

分析。

２　 结果

２． １　 小鼠盲肠内容物代谢轮廓 　 基于 ＵＰＬＣ⁃ＱＴ⁃
ＯＦ⁃ＭＳ 平台所采集的正、负离子模式基峰色谱

（ＢＰＣ）图（图 １），Ｃａｓｅ 组小鼠盲肠内容物图谱与

Ｃｔｒｌ 组小鼠有明显差别。
ＱＣ 样本质谱峰变异系数统计见图 ２，可以看到

离子特征峰相对标准偏差（ＲＳＤ） ＜ ３０％的比例能达

到 ８０％左右，而且 ＰＣＡ 图显示 ＱＣ 样本分布集中，
说明数据稳定性和可重复性良好。
２． ２　 差异代谢物筛选与鉴定　 正、负离子模式分别

得到 ３３ ２００、２８ ４０５ 个前体分子。 利用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 对

Ｃａｓｅ 组和 Ｃｔｒｌ 组盲肠内容物代谢组学特征值进行

差异分析，见图 ３。 正离子和负离子模式下 Ｃａｓｅ 组

和 Ｃｔｒｌ 组均显示明显的分离。
ＲＳＶ 小鼠模型建立后盲肠内容物差异代谢物

以 组间Ｐ ＜ ０. ０５、ＶＩＰ ＞ １为过滤标准，分别在正离
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图 １　 Ｃａｓｅ 组模型小鼠和 Ｃｔｒｌ 组小鼠

盲肠内容物代谢组学色谱基峰图

Ａ：正离子模式；Ｂ：负离子模式

子模式和负离子模式下筛选到 ３ ３１０ 和 ２ ７１４ 个组

间差异代谢物特征值。 合并正负离子后进行代谢物

的定性分析，代谢物的鉴定首先需获得精确的代谢

物分子量（分子量误差 ＜ １５ ｐｐｍ），再根据代谢物的

ＭＳ ／ ＭＳ 模式所得碎片信息在 ＨＭＤＢ 数据库 （ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｈｍｄｂ． ｃａ）、 Ｍｅｔｌｉｎ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｔｌｉｎ．
ｓｃｒｉｐｐｓ． ｅｄｕ） 和 ｍａｓｓｂａｎｋ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍａｓｓｂａｎｋ．
ｊｐ ／ ）等商业数据库及自建标准品数据库中进一步匹

配注释获得代谢物准确信息。 根据注释结果得到

３３ 个有确定名称的组间差异代谢物生物标志物并

通过热图进行展示，见图 ４。
２． ３　 随机森林筛选预测 ＲＳＶ 感染的代谢物标志物

　 为进一步解析盲肠内容物代谢物变化与 ＲＳＶ 感染

的关系，对 ３３ 个组间差异代谢物进一步构建随机森

林分类模型，筛选能用于准确预测 ＲＳＶ 感染的代谢

物标志物。 随机森林分类模型鉴定到 １６ 个对模型分

３２ 类最重要的代谢物，按照“ＭｅａｎＤｅｃｒｅａｓｅＡｃｃｕｒａｃｙ”
参数排序后主要有：鹅去氧胆酸甘氨酸耦合物、还原

核 黄素、ｄＡＭＰ等。ＲＯＣ曲线分析结果显示１６个代

图 ２　 基于代谢物特征峰的主成分分析图和 ＱＣ样本特征峰 ＲＳＤ分布图

Ａ：正离子模式；Ｂ：负离子模式
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图 ３　 正离子（Ａ）和负离子（Ｂ）模式下两组代谢谱 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ得分图

图 ４　 经注释后在模型组和对照组间差异显著的代谢物热图

谢物能以高稳定性和高准确率将 Ｃａｓｅ 组和 Ｃｔｒｌ 组区

分开来，其中 ＲＯＣ 曲线线下面积 ＡＵＣ 值为 １００％，灵
敏度为 １００％，特异性为 １００％。 见图 ５。
２． ４　 代谢通路分析　 将随机森林分析鉴定到的 １６
个代谢物上传到 Ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ 网站进行通路分析。
ＫＥＧＧ 数据库以编码代谢物的基因和基因组的功能

信息为基础，以代谢反应为线索，将可能的代谢途径

及对应的调控蛋白进行串联，以图形化的方式展示细

胞生理生化过程。 代谢物的富集分析结果显示（图
６），Ｃａｓｅ 组和 Ｃｔｒｌ 组盲肠内容物的差异代谢物主要

富集到赖氨酸分解、半胱氨酸和蛋氨酸代谢和丙酸盐

代谢通路。
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图 ５　 随机森林分类模型筛选与 ＲＳＶ感染相关代谢物标志物

Ａ：采用随机森林法对代谢物进行平均精确度下降系数排序；Ｂ：利用随机森林模型预测 Ｃａｓｅ 组和 Ｃｔｒｌ 组的受试者操作特征曲线

图 ６　 差异代谢物代谢组通路气泡图

３　 讨论

　 　 机体微生物组对宿主免疫至关重要，ＲＳＶ 感染刺

激机体抗病毒免疫会导致肠道菌群紊乱。 呼吸道病

毒与肠道菌群关系密切，病毒感染诱导肠道菌群失调

后，改变了固有细菌代谢能力，此种情况下肠腔内代

谢产物的数量和种类与正常稳态情况下差异巨大。
盲肠菌群是发酵宿主难消化膳食纤维的主要场所，产
生大量的短链脂肪酸如乙酸、丙酸和丁酸，短链脂肪

酸可发挥局部和系统影响。 研究［８］ 表明短链脂肪酸

可以通过激活 Ｇ － 蛋白偶联受体发挥调控免疫细胞

的激活和功能，此外还可以抑制组蛋白去乙酰化酶活

性，维持肠道稳态。 已有研究［９］显示孕妇摄入足量的

水果和蔬菜（膳食纤维来源用于产生短链脂肪酸）可
保护后代抵御ＲＳＶ 感染。 有研究［１０］证明给小鼠补充

高膳食纤维饮食可通过降低病毒载量和炎症抵御

ＲＳＶ 疾病，该保护方式依赖于肠道菌群及其产生的短

链脂肪酸，其中小鼠和细胞实验表明，乙酸可诱导肺

部的 β 干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ， ＩＦＮ⁃β）生成、促进Ⅰ型 ＩＦＮ
应答，ＩＦＮ⁃Ⅰ受体介导了乙酸对 ＲＳＶ 感染的抵抗作用，
该作用还依赖于 Ｇ 蛋白偶联受体 Ｇｐｒ４３ 和核因子 κＢ
（ＮＦ⁃κＢ）的活化。

本研究中 ＰＣＡ 和 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 均显示 Ｃａｓｅ 组和

Ｃｔｒｌ 组小鼠的盲肠内容物样本能够完全分离，说明两

组盲肠内容物代谢谱有明显差异，提示小鼠感染 ＲＳＶ
后盲肠内容物代谢发生紊乱。 结果显示，Ｃａｓｅ 组小鼠

盲肠显著富集 Ｌ⁃丝氨酸、油酸等代谢物和脂质分子。
Ｙａｎ ｅｔ ａｌ ［１１］ 采用人冠状病毒 ２２９Ｅ（ＨＣｏＶ⁃２２９Ｅ）为
模型冠状病毒研究冠状病毒感染后宿主细胞脂质的

变化，发现 ２４ 种脂类包括油酸、亚油酸和花生四烯酸

等在细胞感染后显著上调。 病毒复制需要特定的细

胞脂质成分，任何脂质组分的破坏都可能降低病毒复

制的效率。 甘氨酸鹅去氧胆酸在 Ｃａｓｅ 组显著富集，
而且随机森林模型鉴定出甘氨酸鹅去氧胆酸是预测

ＲＳＶ 感染最重要的代谢物标志物（图 ５Ａ），甘氨酸鹅

去氧胆酸去耦合作用需要肠道菌群的参与以及 ＲＳＶ
感染后甘氨酸鹅去氧胆酸的升高说明胆汁酸的正常

“肝肠循环”发生失调［１２］。 上述结果初步说明 ＲＳＶ
感染会影响盲肠胆汁酸代谢发生改变。 研究表明甲

硫氨酸是抗氧化物质谷胱甘肽和牛磺酸的前体物
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质［１３］， 谷胱甘肽可以通过清除羟自由基及超氧化物

来保护机体［１４］， 所以盲肠中甲硫氨酸含量的降低可

能是 ＲＳＶ 病毒通过“肺 －肠轴”诱发肠道损伤及菌群

代谢的潜在原因之一。 本研究显示，随机森林分析筛

选出 １６ 种可将 ＲＳＶ 和正常鼠区分的差异代谢物，说
明它们可能是潜在的代谢物标志物。 代谢物标志物

的筛选可为 ＲＳＶ 的诊断和开发靶向 ＲＳＶ 感染的小分

子药物研究提供线索。
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