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　　摘要：为观察青蒿琥酯对庆大霉素诱导犬急性肾功能衰竭尿液代谢物的调节作用及其机制。将２４只泰迪型贵宾
犬，随机等分为３组：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、肾衰组（ＣＲＦ组）和青蒿琥酯组（ＡＲＴ组）。除对照组，其他组犬采用注射庆
大霉素建立急性肾功能衰竭模型。然后，ＡＲＴ组给予青蒿琥酯，对照组和 ＣＲＦ组给予相同体积生理盐水。用生化分
析仪测定肌酐（Ｃｒ）和尿素氮含量，用气相色谱－质谱法（ＧＣ－ＭＳ）测定尿液中的代谢物水平。结果显示，与 ＣＲＦ组
比较，ＡＲＴ组血清Ｃｒ和尿素氮含量极显著降低（Ｐ＜０．０１）；共有１４种代谢物水平发生改变，其中，α－酮戊二酸、色氨
酸、酪氨酸、琥珀酸、花生四烯酸、苹果酸、柠檬酸及棕榈酸等含量降低；葡萄糖酸、牛磺酸、甘氨酸、肌酐、丝氨酸及甘油

等含量升高。代谢通路分析发现共涉及三羧酸循环、甘氨酸代谢、酪氨酸代谢、色氨酸生物合成、谷胱甘肽代谢、甘油

磷脂代谢及不饱和脂肪酸生物合成等７条代谢途径。以上结果表明，青蒿琥酯可有效改善庆大霉素诱导犬急性肾功
能衰竭，可能与调节脂代谢、氨基酸代谢和能量代谢等通路有关。
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　　犬的急性肾功能衰竭是由多种病因引起的肾
功能快速下降而出现的以氮质血症为特征的一种

临床综合征，近年发病率逐渐升高。目前，常采取

对症治疗、纠正酸碱平衡紊乱、维持残肾功能等方

法进行治疗，效果不一，部分动物病情恶化甚至死

亡，尚无有效的治疗方法。研究报道，对急性肾功

能衰竭进行早期干预可降低肾功能进一步恶化的

风险［１－２］。青蒿琥酯（ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，ＡＲＴ）具有抗氧化
应激、抗炎、抗肿瘤及免疫调节等作用［３］。大量研

究表明，ＡＲＴ对多种原因引起的肾损伤具有保护作
用［４－５］，然而其作用机制尚不明确。代谢组学是研

究细胞、组织、器官或整个生命有机体代谢物（相对

分子质量在１０００以下）的组成及这些代谢产物在
内外因素刺激下动态变化的一门科学［６］。由于代

谢组学侧重于反映生物体内真实的病理生理变化

状态，对药物干预后的作用趋势具有指导意义，目

前代谢组学技术已在各系统疾病的研究中广泛应

用［７］。因此，本研究拟采用气相色谱 －质谱法
（ＧＣ－ＭＳ）的尿液代谢组学检测方法，探讨青蒿琥
酯对庆大霉素诱导急性肾功能衰竭模型犬的干预

作用，以期阐明青蒿琥酯防治犬急性肾衰竭的作用

机制。

１　材料与方法

１．１　试验动物
泰迪型贵宾犬，约４岁，体质量（７±１）ｋｇ，雄

性，江苏农牧科技职业学院宠物美容犬房提供。

１．２　试验设计
于２０２０年５月，选取２４只泰迪型贵宾犬饲养

于江苏农牧科技职业学院实验动物房，随机等分为

３组：对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、肾衰组（ＣＲＦ组）和青蒿
琥酯组（ＡＲＴ组）。所有犬均以商品化成年犬粮（冠
能成年犬犬粮，规格１２ｋｇ／袋，雀巢普瑞纳宠物食品
有限公司）进行７ｄ适应性饲喂后，除对照组，其他
各组犬参考张萍等的方法［８］，每天 ０９：００按照
４０ｍｇ／ｋｇ体质量肌肉注射硫酸庆大霉素注射液（购
于天津药业焦作有限公司），连续注射５ｄ，若血清
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肌酐（Ｃｒ）含量及临床症状无明显变化，则按
４０ｍｇ／ｋｇ体质量间隔 １２ｈ重复给药，直至 Ｃｒ含
量＞２７０μｍｏｌ／Ｌ，尿素氮含量升高，停止用药，犬急
性肾衰模型建立成功。对照组给予等量生理盐水

作为对照。然后，ＡＲＴ组犬按１ｍｇ／ｋｇ体质量肌肉
注射青蒿琥酯注射液（购于哈尔滨市宏达动物药品

厂），ＣＲＦ组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ组给予等量生理盐水，
１次／ｄ，连续５ｄ。
１．３　血液肾功能指标测定

分别于慢性肾衰造模前（０ｄ）、造模后（７ｄ）和
试验结束（１２ｄ）时的０８：００，空腹经头静脉采集各
组试验犬的血液并制备血清，用 Ｍ１４９９２８－全自动
干式生化分析仪测定血清肌酐和尿素氮含量。

１．４　ＧＣ－ＭＳ法检测尿液代谢物
１．４．１　尿液采集　试验结束时，经膀胱穿刺收集新
鲜尿液后迅速置于－８０℃保存，待测。
１．４．２　尿样处理　参考孟欣等的方法［９］，将

“１４１”节保存的尿液室温下融化后，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后取上清液。取上清液
２００μＬ，加入２０μＬ脲酶，混合均匀于３７℃培养箱
中孵化反应 ２０ｍｉｎ，加入 ８００μＬ冰冷色谱级乙醇，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，吸取２００μＬ上清
液转入高回收率玻璃衍生小瓶中，采用温和氮气吹

干提取液。向干燥物中加入３０μＬ２０ｍｇ／ｍＬ盐酸
甲氧胺吡啶溶液，３７℃肟化反应９０ｍｉｎ。取出后继
续加入３０μＬＮ，Ｏ－双（三甲基硅基）三氟乙酰胺
（含１％三甲基一氯硅烷）的衍生试剂，密闭并于
７０℃ 反应６０ｍｉｎ。取出样本，室温放置３０ｍｉｎ，进
行ＧＣ－ＭＳ代谢组学分析。
１．４．３　ＧＣ－ＭＳ反应条件　ＧＣ－ＭＳ试验的仪器
分析平台为安捷伦７８９０Ａ／５９７５ＣＧＣ－ＭＳ系统，毛
细管 色 谱 柱 为 ＡｇｉｌｅｎｔＪ＆Ｗ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司 的
ＨＰ－５ｍｓ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）。程序升温
条件：初始柱温６０℃，保留１ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ升
温至３２０℃，保留４ｍｉｎ。进样口温度２５０℃，四极
杆温度１５０℃，高纯氦气作为载气，不分流进样，进
样量１．０μＬ。质谱条件：电离方式 ＥＩ，碰撞能量为
７０ｅＶ，离子源温度２８０℃，离子传输线温度２５０℃，
溶剂延迟时间为４ｍｉｎ，扫描方式为全扫描，质谱检
测范围为５０～６００质荷比（ｍ／ｚ）。
１．５　数据处理

计量资料采用“平均值 ±标准差”表示，采用
ＳＰＳＳ２２．０统计软件 ＡＮＯＶＡ程序单因素方差分析

（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），并进行多重比较（ＬＳＤ）组间两
两比较，同组不同时间点数据用重复测量数据资料

方差分析比较。ＧＣ－ＭＳ所得的样品数据通过 ｍ／ｚ
识别、匹配和归一化等计算过程，得到矩阵，将其导入

ＳＩＭＣＡ－Ｐ１２．０软件中进行主成分分析（ＰＣＡ），及偏
最小二乘判别分析（ＰＬＳ－ＤＡ），采用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ
网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ．ｃａ／）进行代谢物的
代谢通路富集分析。

２　结果与分析

２．１　肾功能指标的变化
由图１－ａ可知，７ｄ，ＣＲＦ组和 ＡＲＴ血中 Ｃｒ浓

度升高，超出生理阈值（红色虚线），约为对照组的

２５倍；１２ｄ，与ＣＲＦ组比较，ＡＲＴ组Ｃｒ含量极显著
降低（Ｐ＜０．０１），与对照组比较，ＣＲＦ组 Ｃｒ含量极
显著升高（Ｐ＜０．０１）。由图１－ｂ可知，７ｄ，ＣＲＦ组
和ＡＲＴ血中尿素氮浓度升高，约为对照组的４倍；
１２ｄ，与ＣＲＦ组比较，ＡＲＴ组尿素氮浓度极显著降
低（Ｐ＜０．０１）；与对照组比较，ＣＲＦ组尿素氮浓度极
显著升高（Ｐ＜００１）。提示 ＡＲＴ处理可以改善
ＣＲＦ模型犬的肾功能。
２．２　尿液代谢物的ＧＣ－ＭＳ总离子流图的变化

对所有样本的总离子流色谱图进行可视化检

查，显示所有样本的仪器分析具有信号强、峰容量

大且保留时间重现性好等特点。各组以其中１个样
本的总离子流色谱图为代表，由图２可知，不同组间
的总离子流色谱图有较大差异。

２．３　多元分析组间差异
在Ｓｉｍｃａ－Ｐ１１．０软件中，采用默认的ＵＶ格式

化（ｕｎｉｔｖａｒｉａｎｃｅｓｃａｌｉｎｇ）和平均中心 （ｍｅａｎ－
ｃｅｎｔｅｒｅｄ）处理，对各组代谢物进行主成分分析
（ＰＣＡ），ＰＣＡ得分图（ｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔ）见图３－ａ，横坐标
为第１主成分得分，用 ｔ［１］表示；纵坐标为第２主
成分得分，用ｔ［２］表示，所有样本处于９５％置信区
间（ｈｏｔｅｌｌｉｎｇＴ２ｅｌｌｉｐｓｅ）外，无异常样本，ＰＣＡ第１主
成分（Ｒ２Ｘ１）与第２主成分（Ｒ２Ｘ２）总累积解释率
４７．０４％，为各组间的样本点完全分离，各组内样本
点聚集较好。与ＣＲＦ组比较，ＡＲＴ有向对照组回调
趋势。采用ＰＬＳ－ＤＡ的多维统计分析方法分别对
３组样本进行模型分析，由图３－ｂ可知，累积解释
率为７５．５３％，说明３组样本间具有显著代谢差异。
对ＰＬＳ－ＤＡ分析模式随机置换２００次，进行置换检
测，Ｒ２＝０．５１２，Ｑ２＝－０．０５６８，提示本模型均有较
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好的稳定性及可预测性且不存在过拟合现象，模型

建立成功，见图３－ｃ。
２．４　差异代谢物筛选

由图４－ａ可知，采用 ＰＬＳ－ＤＡ模型第１主成
分得到ＶＩＰ（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ）值
（ＶＩＰ＞１）、ｔ检验Ｐ值（Ｐ＜０．０５），并结合变化倍数
ｌｏｇ２（差异倍数）＞４来寻找差异性代谢物。将潜在
差异代谢物的二级谱图与 Ｍｅｔｌｉｎ、ＨＭＤＢ及 ＫＥＧＧ
等数据库进行比对。与对照组比较，ＣＲＦ组有１６种

差异代谢物，其中甘油、甘氨酸、肌酐、丝氨酸、３－吲
哚硫酸及牛磺酸等含量下降；α－酮戊二酸、肌醇、
色氨酸、酪氨酸、琥珀酸、苹果酸、花生四烯酸、苹果

酸、柠檬酸及棕榈酸等含量升高。由图４－ｂ可知，
与ＣＲＦ组比较，ＡＲＴ组有１４种差异代谢物，其中，
α－酮戊二酸、色氨酸、酪氨酸、琥珀酸、花生四烯
酸、苹果酸、柠檬酸及棕榈酸等含量降低；葡萄糖

酸、牛磺酸、甘氨酸、肌酐、丝氨酸及甘油等含量

升高。
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２．５　差异代谢物代谢途径富集分析
由图５可知，共有７条潜在代谢靶标途径可能

参与ＣＲＦ发生和 ＡＲＴ干预，分别为三羧酸循环、甘
氨酸代谢、酪氨酸代谢、色氨酸生物合成、谷胱甘肽

代谢、甘油磷脂代谢及不饱和脂肪酸生物合成。说明

ＣＲＦ组犬体内代谢紊乱主要与脂代谢、氨基酸代谢和
能量代谢等通路有关，经ＡＲＴ干预后部分代谢物出
现回调趋势，提示代谢通路的紊乱得到相应调节。

３　讨论与结论

本试验使用硫酸庆大霉素诱导犬急性肾衰竭
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模型，以血液 Ｃｒ浓度增加至参考值上限的５０％为
犬急性肾功能衰竭模型建造成功的标准［８］，成功诱

导犬急性肾衰竭模型，试验犬无死亡且易于观察。

造模７ｄ，血清Ｃｒ浓度约为对照组２．５倍，尿素氮浓
度约为对照组４倍，证明了犬急性肾衰竭模型复制
成功。给予ＡＲＴ治疗后，血清 Ｃｒ和尿素氮浓度等
指标均有所改善，说明ＡＲＴ对犬急性肾衰竭具有良
好的治疗作用。

代谢组学技术是用于考察生物体受到刺激（药

物或环境等）后，其代谢产物发生的动态变化，从而

分析生物体生理病理状态，从整体上反映生物体的

变化状态，避免了以往单一或少数指标研究病理生

理变化［１０］。ＧＣ－ＭＳ技术具有分离效果好、分辨度
和检测灵敏度较高，有参考比较的标准图谱等优

点，且尿液样本容易采集，对动物无损伤［１１－１３］。因

此，本研究采用尿液进行ＧＣ－ＭＳ分析。
对尿液中代谢物进行差异分析发现，ＣＲＦ组甘

氨酸、肌酐及牛磺酸等含量低于对照组。徐婷婷

等［１４］在商陆致大鼠肾损伤的代谢组学研究中，发现

尿液肌酐含量降低，与本结果研究一致。尿中肌酐

含量降低，结合血清肌酐含量及尿素氮含量升高，

进一步提示 ＣＲＦ的发生。在线粒体中进行的三羧
酸循环是机体提供能量的主要方式，α－酮戊二酸、
琥珀酸、苹果酸及柠檬酸等物质是其重要的中间产

物。本研究结果显示，ＣＲＦ组尿中这些物质含量高
于对照组，提示急性肾衰竭时三羧酸循环发生异

常，也间接反映线粒体功能的失调，而线粒体损伤

是导致氧化应激的重要因素。给予青蒿琥酯（ＡＲＴ
组）后可使 α－酮戊二酸、琥珀酸、苹果酸及柠檬酸
等含量回调，说明 ＡＲＴ组改善了 ＣＲＦ组患犬三羧
酸循环的状态。甘氨酸作为一种抗氧化剂，可调控

脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）和氧化亚氮水
平［１５］。牛磺酸具有抗氧化、抗细胞凋亡、调节内质

网应激反应、促线粒体蛋白质合成、维持渗透平衡

等功能从而达到保护细胞膜的目的［１６－１７］。ＣＲＦ组
甘氨酸和牛磺酸含量降低，说明机体抗氧化能力减

弱，发生氧化应激反应。连续给予青蒿琥酯后甘氨

酸、牛磺酸及肌酐含量均显著回调，而且谷胱甘肽

代谢通路改善显著，表明青蒿琥酯可提高抗氧化物

质含量，改善机体氧化应激。提示抑制氧化应激可

能是青蒿琥酯对庆大霉素诱导犬肾衰发挥保护作

用的主要机制之一。此外，与炎症有关的代谢物花

生四烯酸和棕榈酸［１８－１９］，在庆大霉素诱导肾衰竭犬

的尿液中含量升高，而给予青蒿琥酯治疗后降低，

这说明青蒿琥酯可以改善庆大霉素诱导肾衰竭时

发生的炎症反应。

综上所述，庆大霉素诱导犬肾衰竭后体内一系

列代谢途径发生紊乱和代谢物发生改变，而给予青

蒿琥酯干预后，肾衰竭犬的肾功能得到改善，可能

与青蒿琥酯调节体内脂代谢、氨基酸代谢和能量代

谢等通路有关。
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新型鹅星状病毒一步法ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立与应用
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　　摘要：新型鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧｏＡｓｔＶ）感染引起的鹅痛风病，是近年严重危害我国养鹅业的传染病之
一，给我国养鹅产业造成严重经济损失，快速准确诊断有助于更好地防控该病。为了建立一种鉴定新型ＧｏＡｓｔＶ的一
步法ＲＴ－ＰＣＲ方法，根据新型ＧｏＡｓｔＶＯＲＦ２基因序列设计特异性引物，构建质粒标准品，并对引物用量和退火温度
等反应体系和条件进行了优化。结果表明，该方法能特异性扩增新型 ＧｏＡｓｔＶ５１２ｂｐ基因片段，其他鹅常见病毒性病

原扩增结果均为阴性，具有较高的特异性。敏感性试验结果提示，最小检测限量达４．５４×１０２拷贝／μＬ。此外，该方法
重复性良好，应用所建立的方法对新型ＧｏＡｓｔＶ临床样品进行检测，１０２份鹅泄殖腔拭子的阳性率为４６０８％，２４份痛
风症状患病鹅内脏样本阳性率为９１．７０％。本研究建立的新型 ＧｏＡｓｔＶ一步法 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法具有良好的特异
性、敏感性和重复性，且操作简便、经济、快速，可用于新型ＧｏＡｓｔＶ的临床鉴别诊断和流行病学调查。
　　关键词：新型鹅星状病毒；一步法ＲＴ－ＰＣＲ；鉴别诊断；鹅痛风病；敏感性试验；临床样品检测
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　　２０１６年以来，我国东部主要养鹅地区暴发一种
以内脏痛风为主要特征的急性传染病，给养鹅产业

造成巨大经济损失［１－２］。该病主要影响２１日龄以
内雏鹅，患病雏鹅表现为精神沉郁、食欲减退、腹

泻、四肢瘫痪，剖检可见心脏、肝脏、肾脏等内脏器

官表面、胸腹膜及关节腔内存在大量白色尿酸盐沉

积，死亡率为２０％～５０％。通过病原分离和动物回
归试验，确定该病是由一种新型鹅星状病毒（ｇｏｏｓｅ
ａｓｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＧｏＡｓｔＶ）感染引起。基因序列分析结果表
明，近年引起鹅痛风的鹅星状病毒毒株（ＧＤ、
ＡＨＱＪ１８、ＳＤＰＹ、ＪＳＨＡ和 ＳＤ０１）与以往从鸡、火鸡、

鸭和鹅等家禽体内分离的禽星状病毒的基因组同

源性为４９．５％～６７．７％，编码衣壳蛋白的 ＯＲＦ２基
因核苷酸序列同源性仅为４１．０％ ～５９．０％，遗传距
离较远，形成独立的进化分支［３－７］。

目前，尚无有效疫苗和药物预防或治疗新型

ＧｏＡｓｔＶ引起的鹅痛风病症。因此，早发现和准确诊
断是预防该病流行和传播的重要手段。另外，含高

蛋白的饲料引起的蛋白质代谢障碍、药物中毒引起

的肾脏损伤也会导致血液中尿酸水平升高，引起鹅

的痛风，需要注意与新型ＧｏＡｓｔＶ感染引起的痛风鉴
别诊断。经典的病毒分离及血清学诊断方法虽准

确可靠，但存在费时、费力及对实验室条件和生物

安全性要求高等缺点，无法满足临床诊断的需要。

目前，已有文献报道检测新型 ＧｏＡｓｔＶ的荧光定量
ＲＴ－ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）方法［８－９］。尽管 ＲＴ－ＰＣＲ
方法的灵敏度不如ｑＲＴ－ＰＣＲ，但ＲＴ－ＰＣＲ方法扩
增的片段较长，经测序后可用于基因型的确定和遗
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