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摘要: 外源性雌激素是具有雌激素活性的外源性化学物质,通过模拟或抑制内源性雌激素从而干扰生物体的正常内分泌活

动。 处于妊娠期的孕妇摄入过量外源性雌激素不仅会对自身产生危害,还会对其胎儿产生不利影响,并且外源性雌激素摄入

程度与孕妇代谢过程变化之间具有关联性。 本文通过液相色谱-三重四极杆质谱联用技术测定孕妇尿液样本中的 8 种外源性

雌激素含量,并根据样本中的外源性雌激素含量将尿液样本分为外源性雌激素水平不同的 3 组,在 3 组间有 6 种外源性雌激

素含量具有显著性差异,其中黄豆苷原、染料木黄酮和肠内酯已被美国环境保护局列入内分泌干扰素审查程序清单中。 然

后,利用液相色谱-高分辨质谱联用技术分析孕妇尿液样本中的代谢组。 通过多维统计分析比较外源性雌激素水平不同的孕

妇尿液样本代谢组,同时筛选差异代谢物。 根据差异代谢物进行生物信息分析可知,孕妇摄入不同程度外源性雌激素引起的

代谢过程变化主要有氨基酸代谢、脂肪酸生物合成、柠檬酸循环和氮代谢过程等。 此外,3 组样本中表达差异和诊断价值较大

的共同差异代谢物有甜菜碱和龙胆酸,它们和体内对抗氧化应激相关。 差异代谢物反映了外源性雌激素摄入程度对孕妇代

谢过程的影响,可作为生物标志物,并为外源性雌激素作用机制研究提供参考。
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Abstract: Exoestrogens are exogenous chemical substances with estrogenic activity, which can affect normal phys-
iological functions by interfering with the endocrine system of humans or other animals. Intake of exoestrogens by
pregnant women during pregnancy will not only cause harm to themselves, but also adversely affect their fetuses.



270　　 生 态 毒 理 学 报 第 18 卷

Interestingly, there is a possible correlation between the intake level of exoestrogens and changes in the metabolic
process of pregnant women. In this paper, first, the content of exoestrogens in urine samples of pregnant women
was determined by liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry, and the samples were classified in-
to three groups, according to the content of exoestrogens, as “high, middle and low” . Among the three groups, the
levels of daidzein, genistein, glycitein, enterodiol, enterolactone, and 3-(4-hydroxyphenyl) chroman-7-ol had a sig-
nificant difference, where three of them, daidzein, genistein and enterolactone, had already been included in the list
of Endocrine Disruptor Screening Program by U.S. Environmental Protection Agency. Second, metabolomes of the
three groups of urine samples were analyzed by liquid chromatography-high resolution mass spectrometry, then,
they were compared by multidimensional statistical analysis, and the differential metabolites were screened. There
were 11 up-regulated and 6 down-regulated metabolites screened in the “high” group compared to the “middle”
one, and 40 up-regulated and 40 down-regulated metabolites screened in the “middle” one compared to the “ low”
group. At the same time, comparison of the “high” group vs the “ low” one showed 27 up-regulated and 21 down-
regulated metabolites. Furthermore, bioinformatics analysis of differential metabolites showed that the metabolic
process changes related to the intake level of exoestrogens mainly included amino acid metabolism, fatty acid bio-
synthesis, citric acid cycle and nitrogen metabolism. In addition, the common differential metabolites with a greater
expression difference and diagnostic value were betaine and gentisic acid, which were related to anti-oxidative
stress in vivo. Betaine is an important methyl donor in the methyl transfer reaction in vivo and can improve sulfur-
containing amino acid metabolism against oxidative stress. On the other hand, gentianic acid is a polyhydroxy acid
and its two phenolic hydroxyl groups are in the para position to each other, so it can play a role of antioxidant and
free radical scavenger under different types of physical and chemical stimuli. In conclusion, by exploring the rela-
tionship between the intake level of exoestrogens and the changes in the metabolic process of pregnant women, this
paper provides a reference for further understanding the toxicity mechanism of exoestrogens, as well as a guidance
to a reasonable diet and good living habits for pregnant women.
Keywords: exoestrogens; pregnant women; chronic toxicity; oxidative damage; liquid chromatography-mass spec-
trometry; intake level; metabolomics of urine samples; differential metabolites

　 　 外源性雌激素(exoestrogens, EE)是指具有雌激

素活性的外源性化学物质,又被称为环境雌激素

(environmental estrogens)或异源雌激素 (xenoestro-
gens),这类物质具有雌激素样活性,可以通过模拟

或抑制内源性雌激素来发挥广泛的雌激素作用,从
而改变内分泌与生殖系统的生理功能[1-2]。 EE 主要

来源于植物或真菌中的天然产物,如大豆和鹰嘴豆

中的异黄酮、亚麻籽中的木脂素、黄豆芽和绿豆芽籽

中的香豆素等,以及人工合成衍生剂,如某些药物

(口服避孕药等)、杀虫剂、化妆品、塑料、烟雾、工业副

产品和金属等。 因此,EE 广泛存在于食品和环境中。
多项研究表明,摄入 EE 会影响生物体的生理

功能。 人工合成类的外源性雌激素对生物体具有毒

害作用,不仅会损伤女性和男性的生殖系统发育,并
且相关代谢疾病以及骨骼健康与 EE 的摄入也有显

著的关联性[3-4]。 而植物源性的外源性雌激素一方

面也会扰乱生物体的正常内分泌活动,另一方面在

正常的剂量范围内对人体有一定的益处[3-4]。
妊娠期孕妇作为一个独特的群体,摄入过量的

EE 不仅会对自身产生危害,还会对其胎儿产生不利

影响。 在生殖系统方面,多项研究表明,女性在妊娠

期摄入双酚 A(bisphenol A, BPA)和己烯雌酚(dieth-
ylstilbestrol, DES)等 EE 不仅会增加自身乳腺癌和子

宫内膜异位症等生殖系统疾病的发病率,还会增加

下一代未来患乳腺癌和子宫内膜异位症等生殖系统

疾病的风险,并且风险随着年龄的增加更加显

著[5-8]。 胚胎期暴露于对羟基苯甲酸丙酯会加剧雌

性大鼠成年后卵巢氧化应激、炎症和纤维化,从而通

过激活线粒体凋亡途径促进卵泡闭锁,加速卵巢衰

老[9]。 男性生殖系统健康方面的问题(如精液质量

下降、睾丸癌、尿道下裂和隐睾症)也与 EE 的过量摄

入有关,且在胚胎期和婴幼儿时期过量摄入 EE 造

成的不利影响更为显著[10]。 在代谢方面,妊娠期内

摄入 EE 会影响胎儿的代谢调节过程,例如在子宫
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内暴露于极低剂量 BPA 的雌性大鼠胎儿的肝脏中

参与胆固醇和脂肪酸生物合成和运输的蛋白质受到

显著的调节作用[11]。 此外,在影响婴幼儿发育方面,
孕妇在妊娠期摄入 BPA 等酚类 EE 与胎儿生长参数

的不利影响相关(与出生身长呈负相关,与体质量指

数呈正相关,与胎龄呈负相关),且在女婴中的影响

更大[12-13];孕妇在妊娠期摄入 EE 还会影响其胎儿

的神经发育过程,例如有研究表明妊娠期摄入 BPA
与注意缺陷多动障碍(尤其在男孩中)相关联[14]。

鉴于妊娠期孕妇因为 EE 摄入引起的代谢过程

和生理病理变化与 EE 摄入程度具有关联性,因此,
本研究首先基于超高效液相色谱-三重四极杆质谱

建立孕妇尿液样本中 8 种 EE 的定量方法并测定

EE 含量,然后根据样本中的 EE 含量将样本分为

低、中和高 EE 水平组;再借助基于高分辨质谱的非

靶向代谢组学策略分析不同 EE 水平的孕妇尿液样

本的代谢组,通过多维统计分析、差异代谢物筛选和

代谢通路分析等手段,探索 EE 摄入程度与孕妇代

谢过程和生理病理变化之间的关联性。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 孕妇尿液样本的收集

本研究中所用尿液样本由上海市生殖研究所提

供,所有采集的尿液样本均与提供者签署了书面知

情同意书,并经伦理委员会批准。 本次实验共采集

了 90 例尿液样本,尿液样本经采集后置于-80 ℃保

存直至使用。
1. 2　 仪器、试剂与材料

液相色谱-三重四级杆质谱联用仪(6490 QqQ-
MS,Agilent,美国);ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱(100 mm×2.1 mm,1.7 μm,Waters,美国);Vanquish
UHPLC system & Q Exactive plus Mass spectrometer
(Thermofisher, 美国);ACQUITY UPLC HSS T3(100
mm×2.1 mm,1.7 μm,Waters,美国);XW-80A 涡旋

混合器(上海青浦沪西仪器厂,中国);离心浓缩干燥

仪 T120(江苏太仓华利达仪器公司,中国);冷冻离心

机(Centrifuge 5417R,Eppendorf,德国);KQ5200DE
超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司,中国),
SHB-III 循环水多用真空泵(郑州长城科工贸有限公

司,中国)。
超纯水由 Molcell 1805V 摩尔细胞型纯水机(重

庆摩尔水处理设备有限公司,中国)制备;甲醇、乙腈

(色谱纯,Merck,德国);甲酸、甲酸铵、乙酸铵(色谱

纯,CNW,德国);乙酸乙酯(色谱纯,国药,中国);黄

豆苷 原 ( daidzein, DAD)、 染 料 木 黄 酮 ( genistein,
GEN)、黄豆黄素(glycitein, GLY)、肠二醇(enterodiol,
END)、肠内酯 (enterolactone, ENT)、雌马酚 (3-(4-
hydroxyphenyl)chroman-7-ol, EQU)、松脂醇(pinores-
inol, PRS)、罗汉松脂素(matairesinol, MTR)和磺胺甲

噁唑(sulfamethoxazole, SMZ)均购自 Sigma 公司;β-
葡萄糖醛酸酶(Tyep HP-2, 100 000 units·mL-1 , Sig-
ma,英国);L-2-氯苯丙氨酸 (Sigma Aldrich,美国);
LPC 17:0(Avanti 公司,美国)。
1. 3　 基于三重四极杆质谱的外源性雌激素定量方

法建立

准确称取外源性雌激素各对照品适量,分别以

甲醇溶解,得到 103 mg·L-1的贮备液。 稀释后得 0.2
mg·L-1工作液,经 QqQ 质谱优化各对照品的质谱

参数。
色谱条件:色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH

C18 色谱柱 (100 mm ×2.1 mm, 1.7 μm,Waters,美
国);流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液,流动相 B 为乙

腈;流速为 0.25 mL·min-1;进样量为 5 μL;柱温为

室温;梯度洗脱如下:0 min,30% B;0.0 ~ 1.0 min,
30% ~ 50% B;1.0 ~ 4.0 min,50% ~ 90% B;4.0 ~ 4.5
min,90% ~ 100% B。 每 2 针样品间以初始流动相

梯度(30% B)平衡 1 min,即 4.5 ~ 4.6 min,100% ~
30% B;4.6 ~ 5.6 min,30% B。

质谱条件:ESI 电离源,负离子模式,毛细管电

压为 3 kV,干燥气温度(gas temp.)为 130 ℃,干燥气

流量 11 L·min-1,雾化器压力 344.738 kPa, 鞘流气温

度 275 ℃,鞘流气流速 12 L·min-1,采用 MRM 模

式,各化合物 MRM 参数如表 1 所示。
1. 4　 尿液样本中的外源性雌激素含量测定

标准曲线配制:取适量 103 mg·L-1 8 种 EE 对照

品贮备液,用甲醇配成浓度为 1.25×10-3、2.5×10-3、5
×10-3、10×10-3、20×10-3、40×10-3、0.1、0.2、0.5、1 和

2 mg·L-1的混合对照品溶液;取 0.1 mL 各浓度的混

合标准品溶液,分别加入 10 μL 内标 SMZ(0.2 mg·
L-1)后待测。 线性以标准品与内标的峰面积比值和

标准品浓度梯度进行线性回归,得到线性回归方程。
在本研究建立的分析方法中,检测限(LOD)是生物

样品按照分析方法的要求进行提取处理并检测,能
区分于噪声的最低检出浓度,检出限对应的响应值

一般为基线噪声的 3 倍;定量限(LOQ)是通过对一

系列含有已知浓度被测物的试样进行分析,在准确

度和精密度都符合要求的情况下,来确定被测物能
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被定量的最小量,即标准曲线浓度的最小值。
分析方法验证:本研究中分析方法验证包括精

密度、回收率和基质效应。 精密度通常包括日内(批
内)精密度和日间(批间)精密度。 在标准曲线范围的

高、中、低 3 个浓度(1、0.2 和 5×10-3 mg·L-1 )分别制

备 6 个样品,连续测定 3 批,以测定该方法的精密

度。 变异系数(CV% )常用于表示精密度,当日间和

日内精密度的 CV%不超过±15%时,该方法精密度

良好。 其中,CV% =(标准偏差(SD)/平均值(Mean))×
100% 。 本研究使用内标法进行提取回收率和基质

效应测定。 选取浓度为 200 ng·mL-1的混合对照品

溶液用作验证,提取回收率为内标加入后提取的峰

面积与内标溶液峰面积的百分比,基质效应的测定

则是提取后添加内标峰面积与内标标准品的峰面积

的百分比,所有的测定均进行 3 组平行。
样本前处理:取 0.1 mL 尿液样品,加入 0.5 mL

20 mmol·L-1醋酸铵缓冲液和 20 μL β-葡萄糖醛酸

酶(20 KU·mL-1,20 mmol·L-1醋酸铵缓冲液配制),
充分混匀后置于 37 ℃恒温摇床中水解过夜。 水解

后加入 10 μL 内标 SMZ 溶液(200 ng·mL-1)和 1 mL
乙酸乙酯,充分振荡 3 min,于 4 000 r·min-1,4 ℃离

心 15 min,准确吸取上清液于另一试管中。 重复上

述步骤,混匀 2 次上清液。 将上清液在室温条件下

于离心浓缩干燥仪中浓缩干燥,干燥后加入 110 μL
甲醇,充分涡旋,于 10 000 r·min-1,4 ℃ 离心 10
min,然后将液体转移至液相进样小瓶中,待测。
1. 5　 尿液样本分组

尿液样本中测定的 8 种 EE 浓度经肌酐进行校

正。 以 GEN 为代表,将 GEN 含量标准化并排序后

绘制 90 例孕妇尿液样本中 GEN 的含量变化;然后

根据 GEN 含量将 90 例孕妇尿液样本分为 3 组:前
30 例为低 EE 水平组(Exp-L),中间 30 例为中 EE 水

平组(Exp-M),后 30 例为高 EE 水平组(Exp-H)。 然后

对 3 组样本中 8 种 EE 的标准化含量变化进行比较。
1. 6　 基于高分辨质谱的尿液样本非靶向代谢组学

分析

　 　 非靶向代谢组学尿液样本前处理:取 0.1 mL 尿

液样品,加入 0.2 mL 甲醇-乙腈溶液(2 ∶ 1, V ∶ V)和
� 10 μL 的双内标(L-2-氯苯丙氨酸,甲醇配制,300 mg

·L-1;LPC 17:0,甲醇配制,100 mg·L-1 ),涡旋震荡

60 s 后,于冰水浴中超声提取 10 min,然后放置于-
20 ℃ 中静置 30 min。 将静置后的混合溶液于

13 000 r·min-1,4 ℃下离心 15 min,取 160 μL 上清

液装入带内衬管的液相进样小瓶中,待测。 此外,所
有尿液样本取等量(20 μL)均匀混合,用作质控样本

(quality control, QC),并按上述前处理方法相同处理。

表 1　 8 种外源性雌激素和内标的质谱参数

Table 1　 MS parameters of 8 exoestrogens and internal standard sulfamethoxazole

植物雌激素/内标

Phytoestrogens/Internal standard
定量离子对

Quantitative ion pair
碰撞能量(CE)/V

Collision energy (CE)/V
定性离子对

Qualitative ion pair
碰撞能量(CE)/V

Collision energy (CE)/V

木黄酮(GEN)
Genistein (GEN)

269.0 ~ 133.0 30 269.0 ~ 159.1 30

黄豆苷原(DAD)
Daidzein (DAD)

253.0 ~ 223.0 35 253.0 ~ 228.0 30

肠二醇(END)
Enterodiol (END)

301.1 ~ 253.1 25 301.1 ~ 106.1 35

肠内酯(ENT)
Enterolactone (ENT)

297.0 ~ 253.1 20 297.0 ~ 107.0 25

雌马酚(EQU)
3-(4-hydroxyphenyl)chroman-7-ol (EQU)

241.1 ~ 119.0 25 241.1 ~ 135.1 15

松脂醇(PRS)
Pinoresinol (PRS)

357.1 ~ 136.1 40 357.1 ~ 151.1 25

黄豆黄素(GLY)
Glycitein (GLY)

282.9 ~ 268.0 15 282.9 ~ 232.9 25

罗汉松脂素(MTR)
Matairesinol (MTR)

357.1 ~ 83.1 25 357.1 ~ 122.0 35

磺胺甲噁唑(SMZ)
Sulfamethoxazole (SMZ)

252.1 ~ 156.1 15 252.1 ~ 92.1 25
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　 　 色谱条件:色谱柱为 ACQUITY UPLC HSS T3
柱(100 mm×2.1 mm,1.7 μm);流动相 A 为 0.1%甲

酸-水溶液,流动相 B 为 0.1% 甲酸-乙腈溶液;流速

为 0.4 mL·min-1;进样体积为 1 μL;柱温为 45 ℃;
梯度洗脱如下:0 min,1% B;0 ~ 12 min,1% ~ 90%
B;12 ~ 13 min,90% B。 每 2 针样品间以初始流动

相梯度(1% B)平衡 2 min,即 13 ~ 13.1 min,90% ~
1% B;13.1 ~ 15.1 min,1% B。

质谱条件:ESI 电离源,正负离子模式;碰撞气、
雾化气为氮气(99.999% );正离子模式下喷射电压为

3.2 kV,负离子模式下喷射电压为 2.8 kV;毛细管温

度为 320 ℃; s-lens RF level 为 50 V;扫描模式为

DDA 模式(1 full scan followed by 5 MS/MS scans);
一级碰撞能为 15 V,二级碰撞能为 30 V;质量扫描

范围为 70 ~ 1 000 m/z;全扫扫描分辨率为 70 000,
� 自动增益目标值(AGC target)为 1e6,注入时间(IT)为

100 ms;二级扫描 (dd-MS/MS)分辨率为 17 500,
AGC target 为 5e5,IT 为 50 ms。 数据通过 Xcalibur
3.0 软件采集。
1. 7　 非靶向代谢组学数据分析

非靶向代谢组学分析获得的原始数据经代谢组

学处理软件 Progenesis QI v2.3 软件(Nonlinear Dy-
namics, Newcastle,英国)进行基线过滤、峰识别、积
分、保留时间校正、峰对齐和归一化。 其主要参数为

precursor tolerance: 0. 0005% ; product tolerance:
0.001% ;product ion threshold: 5% 。 化合物的鉴定

基于精确质量数、二级碎片以及同位素分布,使用

The Human Metabolome Database (HMDB)和 Lipid-
maps(v2.3)以及 METLIN 数据库进行定性。 对提取

到的数据,删除缺失值(0 值)>50%的离子峰,并将 0
值以质谱响应峰面积最小值的一半替换,并根据化

合物定性结果打分(Score)对定性得到的化合物进行

筛选。 最后将正负离子数据合并成一个数据矩阵表。
根据 QC、低 EE 水平 (Exp-L)组、中 EE 水平

(Exp-M)组和高 EE 水平(Exp-H)组孕妇尿液样本中

鉴定出的代谢物及其相对含量进行主成分分析

(principal component analysis, PCA),再将低 EE 水平

组(Exp-L)、中 EE 水平(Exp-M)和高 EE 水平组(Exp-
H)孕妇尿液样本的代谢物进行两两正交偏最小二

乘法判别分析 (orthogonal partial least squares dis-
criminant analysis, OPLS-DA),同时根据 OPLS-DA
得到在样本区分中贡献较大的变量,即变量权重

(variable importance for the projection, VIP)。 使用

GraphPad Prism 8 软件通过 moderate t-statistic 计算

P-value,并基于 P-value、差异倍数(fold change, FC)
� 和 VIP 筛选出 3 组样品之间的差异代谢物,并绘制

火山图。 基于筛选获得的差异代谢物进行 KEGG
通路分析,根据- log10 P-value 排序的 top15 通路通

� 过 Origin 2019b 软件绘制气泡图展示。 使用 SPSS
软件根据筛选获得的差异代谢物进行接受者操作特

性曲线(ROC)分析,并计算曲线下面积(AUC)。

2　 结果(Results)
2. 1　 外源性雌激素的定量方法和含量测定

2. 1. 1　 定量方法建立

在本研究中,基于 UPLC-QqQ-MS 的 MRM 模

式对 8 种 EE 进行含量测定,8 种 EE 和内标 SMZ 定

量离子对和定性离子对的总离子流图如图 1 所示。
8 种 EE 的标准曲线如表 2 所示,回归系数均>0.99,
线性关系良好;8 种 EE 检测限和定量限如表 2 所

示;且回收率为 55.9% ~ 99.8% ,基质效应为 74.1%
~110.7% ,日内精密度为 5.0% ~ 8.1% ,日间精密度

为 5.7% ~ 8.8% 。 上述参数均符合要求,说明建立

的 LC-QqQ-MS 方法能够用于检测孕妇尿液样本中

8 种 EE 的含量。
2. 1. 2　 含量测定分析及样本分组

基于上述 LC-QqQ-MS 方法测定了 90 例孕妇

尿液样本中的 8 种 EE 浓度,并经肌酐进行校正。
GEN 是一种具有抗氧化特性的异黄酮类植物雌激

素,90 例孕妇尿液样本中 GEN 含量的变化幅度较

大,如图 2(a)所示。 根据 GEN 含量将 90 例孕妇尿

液样本分为 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 3 组后,其他 7
种 EE 含量趋势与 GEN 一致,即当孕妇体内 GEN
水平较低时,其他 7 种 EE 水平也是较低的;中水平

和高水平亦是如此,如图 2(b)所示。 这可能是由于

饮食等生活习惯或身处环境相似的群体,她们的 EE
摄入种类和程度也较为相近。 并且,90 例孕妇尿液

样本分为 3 组后,GEN、DAD 和 GLY 这 3 种 EE 含

量在 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组间都具有显著性差

异;END、ENT 和 EQU 这 3 种 EE 含量至少在 2 组

间具有显著性差异;PRS 和MTR 的含量在 3 组间尽

管有差异,却不具备显著性。 但是,大部分 EE 含量

在 3 组间的显著性差异说明该分组方式的有效性,
具有统计学意义。 此外,本研究中分析的 8 种 EE
中,显著性差异较大的 GEN、DAD 和 ENT 已被美国

环境保护局(US EPA)列入内分泌干扰素审查程序

(Endocrine Disruptor Screening Program, EDSP)清单
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图 1　 8 种外源性雌激素和内标的定量和定性离子对 LC-MS / MS 分离图

Fig. 1　 LC-MS/MS chromatograms of quantitative ion pair and qualitative ion pair of 8 exoestrogens and internal standard

图 2　 孕妇尿液样本中外源性雌激素的含量比较

注:(a) 90 例尿液样品中 GEN 浓度变化趋势;(b) 低 EE 水平组(Exp-L)、中 EE 水平组(Exp-M)和高 EE 水平组(Exp-H)组尿液样本中

8 种外源性雌激素的含量对比;* P<0.05, * * P<0.01, * * * P<0.001。

Fig. 2　 Content comparison of exoestrogens in the urine samples of pregnant women
Note: (a) Trend of GEN concentration in 90 urine samples; (b) Content comparison of 8 exoestrogens in the urine samples of low EE level

group (Exp-L), medium EE level group (Exp-M) and high EE level group (Exp-H) groups; * P<0.05, * * P<0.01, * * * P<0.001.

表 2　 基于 LC-QqQ-MS 方法的 8 种外源性雌激素的标准曲线、检测限(LOD)和定量限(LOQ)

Table 2　 Standard curves, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of 8 exoestrogens
measured by LC-QqQ-MS method

外源性雌激素

Exogenous estrogen

标准曲线方程

Equation of standard curve
R2 LOD/(ng·mL-1 ) LOQ/(ng·mL-1 )

GEN y=39.749x+0.5103 0.9930 0.070 0.300

DAD y=18.854x+0.0406 0.9985 0.100 0.700

END y=55.321x-0.4338 0.9995 0.100 0.700

ENT y=47.291x+0.0173 0.9984 0.070 0.300

EQU y=0.116x+0.0001 0.9924 30.000 70.000

PRS y=0.629x-0.0035 0.9988 7.000 10.000

GLY y=65.047x-0.6882 0.9972 0.001 0.003

MTR y=16.285x-0.0355 0.9989 1.000 3.000
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中。 因此,我们可以 GEN 为代表,将 EE 水平作为

尿液样本的分组依据,并研究不同程度的 EE 摄入

对妊娠期孕妇的生理过程和代谢过程的影响。
2. 2　 不同外源性雌激素水平的孕妇尿液样本代谢

组学分析

2. 2. 1　 多维统计分析

根据孕妇尿液样本中的 EE 含量将 90 例样本

分为低 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组,利用液相色谱-
质谱联用技术分析尿液样本中的代谢组。 多维统计

分析可同时考察所有变量(代谢物)对样本的影响,
找出样本与变量之间的关系,并且能够在简化复杂

数据的同时,最大程度地保留原始信息。 因此,可以

通过多维统计分析获得样本的代谢特征,并通过降

维可视化不同组之间的分离程度。
首先通过无监督的 PCA 对 Exp-L、Exp-M 和

Exp-H 组孕妇尿液样本以及 QC 质控样本的代谢组

数据做一个总体的趋势分析,确定不同 EE 水平是

否会影响孕妇的代谢过程。 由 PCA 得分图(图 3(a))
可知,样本基本上均匀分布在 95% 的可信区间内

(圈外个别离奇值需要剔除),其中,QC 样本聚集良

好,表明检测样本批次之间误差可控,仪器和方法的

精密度和稳定性满足实验需求。 进一步观察,各组

样本分布均较广,且几何位置相近,区分并不明显,
不同组别难以通过 PCA 良好地区分,提示需要进一

步的统计分析。
有监督的 OPLS-DA 结合了正交信号校正和偏

最小二乘法这 2 种方式,能将主要差距集中在预测

主成分中,因此可以更好地模拟和区分结果。 Exp-
L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本两两之间进行

OPLS-DA,由 OPLS-DA 得分图 (图 3 (b):Exp-H vs
Exp-M;图 3(c):Exp-M vs Exp-L;图 3(d):Exp-H vs
Exp-L)可知,Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样

图 3　 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本代谢组的多维统计分析得分图

注:(a) QC、Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组的 PCA 得分图;(b) Exp-H vs Exp-M 的 OPLS-DA 得分图;(c) Exp-M vs Exp-L 的 OPLS-DA 得分图;
(d) Exp-H vs Exp-L 的 OPLS-DA 得分图。

Fig. 3　 Score plots of multivariate statistical analysis of metabolome in the pregnant women’s urine samples of Exp-L,
Exp-M and Exp-H groups

Note: (a) PCA score plot of QC, Exp-L, Exp-M and Exp-H groups; (b) OPLS-DA score plot of Exp-H vs Exp-M;

(c) OPLS-DA score plot of Exp-M vs Exp-L; (d) OPLS-DA score plot of Exp-H vs Exp-L.
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本可以良好地区分开,表明孕妇摄入不同程度的

EE 与其生理代谢过程变化之间具有关联性。 此

外,通过 OPLS-DA 还可以根据 VIP 值得到在样本

区分中贡献较大的变量,用于下一步筛选差异代

谢物。
2. 2. 2　 差异代谢物筛选

代谢组学分析的主要目的是寻找不同组间具有

重要生物学意义的差异代谢物,以阐明生物体的代

谢过程和生理病理变化机制。 而差异代谢物的筛选

是代谢组学分析中重要的步骤,后续的代谢通路和

代谢网络分析等都是基于差异代谢物进行的。 在筛

选差异代谢物的过程中,一般会选择多标准的评价

方法,以提高筛选的准确度和可信度。
FC 指的是 2 组间某一变量的平均值之比,该参

数可在宏观角度比较变量在 2 组间的表现;根据单

维统计分析 Student’ s t-test 检验得到的 P-value 可

� 衡量变量在 2 组间差异的显著性;考察所有变量的

多维统计分析中获得的 VIP 值也可用于差异代谢

物的筛选。 因此,在本实验中,结合以上 3 个参数,
即 FC>1.11 或<0.90,P-value<0.05,VIP>1,对 Exp-

� L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本中的差异代谢

物进行筛选。
由图 4 可知,我们能够直观合理地观察并筛选

得到 3 组孕妇尿液样本中的差异代谢物。 图 4(a)和
表 3 展示了 Exp-H 组与 Exp-M 组间筛选到的 17 个

差异代谢物,其中 11 个差异代谢物上调,6 个差异

代谢物下调;图 4(b)和表 4 展示了 Exp-M 组与 Exp-
L 组间筛选到的 80 个差异代谢物,其中 40 个差异

代谢物上调,40 个差异代谢物下调;图 4(c)和表 5 展

示了 Exp-H 组与 Exp-L 组间筛选到的 48 个差异代

谢物,其中 27 个差异代谢物上调,21 个差异代谢物

下调。
2. 2. 3　 差异代谢物的生物信息分析

通过上述筛选过程获得的差异代谢物具有重要

的生物学意义,可以阐明生物体的代谢过程和生理

病理变化机制。 本实验中,我们将获得的差异代谢

物通过 KEGG 数据库寻找与其相关的代谢通路,探
究孕妇摄入不同程度 EE 与孕妇体内的代谢过程和

生理病理过程变化之间的关联性。
Exp-H 与 Exp-M 组间差异代谢物相关的通路

如图 5(a)所示;Exp-M 与 Exp-L 组间差异代谢物相

关的通路如图 5(b)所示;Exp-H 与 Exp-L 组间差异

代谢物相关的通路如图 5(c)所示。 由差异代谢物相

关的代谢通路可知,孕妇摄入不同程度 EE 造成的

孕妇代谢过程和生理病理过程变化主要有氨基酸代

谢、脂肪酸生物合成、柠檬酸循环和氮代谢过程等。
这与许多研究结果相一致,即生物体摄入 EE 会对

其氨基酸代谢和柠檬酸循环等能量代谢过程造成显

著的影响且代谢过程变化与体内 EE 水平具有关联

性。 这些代谢过程的变化与孕妇妊娠期 EE 摄入造

成的孕妇生殖系统受损以及婴幼儿发育影响等相关

联且与 EE 摄入水平呈正相关。
为了验证这些差异代谢物用于辅助临床诊断和

鉴别的价值,进一步对于上述的差异代谢物进行

ROC 分析,并根据 AUC 大小确定哪些关键差异代

谢物可以成为用于探究孕妇体内 EE 水平影响代谢

过程的潜在生物标志物。 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H
组孕妇尿液样本间差异代谢物的 AUC 值如表 3、表
4 和表 5 所示。 由表可知,单个差异代谢物的 AUC
值并不是很大,用于预测模型的效果一般。

图 4　 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本代谢物的火山图

注:(a) Exp-H vs Exp-M;(b) Exp-M vs Exp-L;(c) Exp-H vs Exp-L。

Fig. 4　 Volcano plots of metabolites in the pregnant women’s urine samples of Exp-L, Exp-M and Exp-H groups
Note: (a) Exp-H vs Exp-M; (b) Exp-M vs Exp-L; (c) Exp-H vs Exp-L.
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图 5　 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本间差异代谢物的 KEGG 通路气泡图

注:(a) Exp-H vs Exp-M;(b) Exp-M vs Exp-L;(c) Exp-H vs Exp-L。

Fig. 5　 Bubble diagrams of KEGG pathways of differential metabolites between the pregnant women’s urine samples of Exp-L,
Exp-M and Exp-H groups

Note: (a) Exp-H vs Exp-M; (b) Exp-M vs Exp-L; (c) Exp-H vs Exp-L.

　 　 进一步从 3 个比较组(Exp-H vs Exp-M,Exp-M
vs Exp-L,Exp-H vs Exp-L)中筛选表达差异和诊断

价值较大(FC<1/1.85 或>1.85,AUC>0.7)的共同差异

代谢物,其中至少同时出现在 2 个比较组中的共同

差异代谢物有甜菜碱 (betaine)和龙胆酸 (gentisic
acid)。 作 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本

中甜菜碱和龙胆酸含量的柱状图。 如图 6 所示,
Exp-M 组 Exp-H 组孕妇尿液样本中甜菜碱和龙胆

酸含量没有显著差异,而 Exp-M,Exp-H 组孕妇尿液

样本和 Exp-L 组孕妇尿液样本中甜菜碱和龙胆酸

含量具有显著差异。 这表明孕妇的 EE 摄入程度与

体内甜菜碱和龙胆酸含量变化具有相关性,但是当

EE 值到达一定水平区间时(以 GEN 为代表的 EE 含

量为 0.5 ~ 12.0 ng·mL-1),将不再会引起甜菜碱和龙

胆酸含量的显著变化。
甜菜碱(N,N,N-三甲基甘氨酸)是一种季铵碱类
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物质,广泛存在于麦麸、小麦胚芽、菠菜、甜菜等植物

中。 膳食甜菜碱的摄入量对身体的甜菜碱含量起着

决定性的作用。 除了饮食摄入外,甜菜碱还可以从

体内的胆碱合成。 甜菜碱具有重要的生物学意义,
一方面是一种重要的渗透保护剂,可在细胞中积累

而不会破坏细胞功能,在渗透压力下保护细胞、蛋白

质和酶,另一方面是体内甲基转移反应的重要甲基

供体。 甜菜碱可改善含硫氨基酸(SAA)代谢对抗氧

化应激,如甜菜碱-同型半胱氨酸甲基转移酶 (BH-
MT)可催化甲基从甜菜碱转移到同型半胱氨酸上以

形成蛋氨酸,蛋氨酸进一步转化为产生 S-腺苷甲硫

氨酸(SAM)[15]。 因此,由图 6(a)可知,摄入 EE 可能

会降低甜菜碱代谢效率,即甜菜碱体内浓度上升,且
与 EE 摄入程度具有一定的相关性。

图 6　 Exp-L、Exp-M 和 Exp-H 组孕妇尿液样本中甜菜碱和龙胆酸相对含量对比

注:(a)甜菜碱;(b)龙胆酸。

Fig. 6　 Relative content comparison of betaine and gentisic acid in the pregnant women’s urine samples of Exp-L,
Exp-M and Exp-H groups

Note: (a) Betaine; (b) Gentisic acid.

　 　 龙胆酸(2,5-二羟基苯甲酸)是一种多羟基酸,它
是水杨酸经肾代谢之后的次要产物,也是龙胆属植

物根部的天然产物,存在于龙胆、葡萄、柑橘、紫檀、
芝麻、猕猴桃、苹果、苦瓜、黑莓以及梨等植物和水果

中。 龙胆酸具有广泛的生物活性,具有抗氧化、抗
炎、抗诱变性、保肝、神经保护和抗菌等作用。 龙胆

酸具有 2 个彼此处于对位的酚羟基,可以在不同类

型的物理和化学刺激下发挥抗氧化剂和自由基清除

剂的作用,如诱导性高氧大鼠在口服阿司匹林后血

浆中的 GSH 水平和龙胆酸水平显著升高[16]。 由图

6(b)可知,孕妇摄入 EE 会降低体内龙胆酸水平且与

EE 摄入程度具有一定的相关性。 这可能是由于 EE
会影响龙胆酸代谢,降低其抗氧化剂和自由基清除

剂的作用,从而不利于 ROS 的消除,产生氧化应激

作用。

3　 讨论(Discussion)
通过对非靶向代谢组学结果的分析,发现了甜

菜碱和龙胆酸这 2 种代谢物在 Exp-L 与 Exp-M 和

Exp-H 组孕妇尿液样本间具有较大的表达差异和诊

断价值。 甜菜碱作为体内重要的甲基供体可改善

SAA 代谢以对抗氧化应激;龙胆酸的抗氧化剂和自

由基清除功能也能起到消除 ROS、对抗氧化应激的

作用。 在 EE 摄入程度不同的孕妇体内,甜菜碱和

龙胆酸的含量差异揭示了 EE 摄入能引起孕妇体内

的氧化应激,并且氧化应激水平与 EE 摄入程度具

有一定的相关性。 如图 5 所示,在孕妇摄入不同程

度 EE 造成的代谢过程变化中,含有与氧化应激相

关的通路也能证实该论点,如谷胱甘肽代谢(gluta-
thione metabolism)和嘧啶代谢 (pyrimidine metabo-
lism)等。 ROS 刺激可通过 Nrf2 通路诱导下游抗氧

化响应元件表达,进而诱导谷胱甘肽 S-转移酶等基

因表达,从而通过 GSH 代谢过程调节体内 ROS 含

量[17];同时氧化应激会直接刺激 caspase-3 活性,导
致 DNA 的损伤,而 DNA 的损伤和修复过程则与嘧

啶代谢密切相关[18-19]。
不仅是本研究中分析的 8 种 EE,动植物等摄入

其他种类的 EE 同样也会引起氧化应激,诱发一系

列不良后果。 Kanwar 等[20]发现经 BPA 处理的番茄

的膜脂过氧化和 ROS 积累增加且呈剂量依赖性,同
时 BPA 还提高了 GSH 含量、谷胱甘肽 S-转移酶和
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谷胱甘肽还原酶的活性,用以缓解 BPA 引起的氧化

应激和毒性;Wang 等[21]发现 BPA 能通过增加 ROS
产生和减弱人类皮质神经元中的抗氧化防御来导致

氧化应激,并通过调节 Bcl-2 家族和 caspase 依赖性

信号通路触发细胞凋亡,产生神经毒性;Le 等[22]发

现外源性苯甲酸雌二醇能显著降低雄性小鼠睾丸中

过氧化氢酶、超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物

酶的表达和活性,破坏小鼠睾丸中的氧化还原平衡,
引起氧化损伤,进而诱导雄性小鼠无精子症。

已有许多研究表明,氧化应激与孕妇健康和胎

儿发育的不利影响具有紧密联系。 在怀孕期间,氧
化应激的平衡状态能够确保子宫血管适应和胎盘发

育正常。 而当孕妇摄入外源性雌激素等内分泌干扰

物质后,其代谢状态发生改变时,促氧化剂的产生和

生物活性超过了抗氧化剂的保护作用,即氧化应激

失衡,会导致子宫血管形成失调或异常血管形成等

结果,从而进一步引发一系列妊娠疾病,如先兆子

痫、妊娠糖尿病和胎儿生长受限等[23-24]。 在相关机

制研究中,Deng 等[25]发现在滋养层细胞模型 HTR-
8/SVneo 中,氧化应激会诱导 AKT 途径改变从而引

发细胞死亡增加;Tang 等[26]发现在绒毛外滋养层细

胞模型 JEG-3 中,氧化应激可通过激活 ERK1/2、
MAPK 和 JNK 蛋白介导细胞凋亡;Curtis 等[27]发现在

子宫内生长受限女性的足月胎盘中,自噬泡的数量增

加并定位于胎盘的滋养层,且 BeWo 细胞系经氧化应

激培养处理后能检测到自噬体的存在,表明氧化应激

能增加有害自噬并与子宫内生长受限诱发相关。
因此,通过调节过度氧化应激的健康管理方案

可能有益于孕妇及其胎儿。 然而,由于潜在的致畸

作用,怀孕期间的药物干预很少被研究,被批准使用

的药物也相当有限。 通过饮食摄入预防妊娠疾病,
不仅相当简便且可能具备显著的效果,受到了广泛

的关注[24]。 选择健康食品的饮食干预可提高孕妇体

内的抗氧化能力,如富含脂肪酸、硒等微量元素和维

生素 D 等的食品。 二十二碳六烯酸(DHA)等 Ome-
ga-3 脂肪酸具有抗氧化和抗炎特性,能在促进胎盘

血管系统中发挥作用[28];硒可以通过抑制多种类型

细胞(如 HUVEC 细胞等)中的 NF-κB、toll 样受体和

MAPK 通路来减轻炎症,并能够通过激活 D-葡萄糖

摄取和代谢,逆转氧化应激,降低妊娠糖尿病患者的

高血糖状态[29];维生素 D 可激活胎盘内皮中的维生

素 D 受体,防止氧化应激和内皮功能失调的代谢,
减少线粒体氧化磷酸化[30]。

综上所述,本文首先基于三重四极杆质谱的液

相色谱-质谱联用技术测定孕妇尿液样本中的 8 种

EE 含量,并根据 EE 含量将尿液样本分为低 EE 水

平组、中 EE 水平组和高 EE 水平组;然后基于液相

色谱-高分辨质谱联用技术的非靶向代谢组学策略

分析不同 EE 水平的孕妇尿液样本的代谢组,通过多

维统计分析、差异代谢物筛选和差异代谢物生物信息

分析,探究 EE 摄入程度对孕妇体内代谢过程的影

响,可以为孕妇的合理饮食和健康管理提供借鉴。

通信作者简介:王彦(1971—),女,博士,副教授,主要研究方

向为代谢组学。
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