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摘 要：运用代谢组学技术研究表没食子素儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin gallate，EGCG）⁃β⁃乳球蛋白（β⁃lacto⁃
globulin，βlg）复合物对 βlg致过敏反应小鼠血液中代谢物的变化，筛选出过敏反应与脱敏相关的潜在生物标志物，进

一步分析其代谢通路，探讨 EGCG对 βlg脱敏的代谢机制。采用多酚成分 EGCG与 βlg形成复合物进行脱敏，以 βlg
诱导小鼠发生过敏反应为模型组，观察空白组、βlg组、βlg⁃EGCG组小鼠过敏行为学体征，通过超高效液相色谱⁃四极

杆静电场轨道阱质谱（ultra performance liquid chromatography⁃quadrupole⁃electrostatic field orbitrap mass spectrometry，
UPLC⁃QE⁃MS）技术对小鼠血清进行代谢组学分析，并进一步采用主成分分析和偏最小二乘辨别分析探究各组代谢

轮廓差异，筛选出差异代谢物。结果显示，βlg组和 βlg⁃EGCG 组的代谢谱图存在明显差异，并筛选出与过敏反应相

关的 40 个差异代谢物，7 条主要代谢通路。推测 βlg 致敏与 EGCG 脱敏作用机制可能涉及氨基酸代谢和脂类代谢

等过程。

关键词：食物过敏；牛奶过敏；β⁃乳球蛋白；表没食子素儿茶素没食子酸酯；代谢组学

Effect of EGCG on β‐Lactoglobulin Sensitization through Metabolomics Analysis
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Abstract：A metabolomics approach was employed to investigate the changes in blood metabolites in mice
with β ⁃ lactoglobulin（βlg）⁃ induced allergic reactions following treatment with the epigallocatechin gallate
（EGCG）⁃βlg complex. Potential biomarkers related to allergic reactions and desensitization were screened，
and their metabolic pathways were further analyzed to explore the metabolic mechanism of EGCG in βlg de⁃
sensitization. Mice were treated with a complex of the polyphenolic components EGCG and βlg，aimed at de⁃
sensitizing them to βlg⁃induced allergic reactions，and they were used as the model group. The allergic behav⁃
ioral signs of the blank group，βlg group，and βlg⁃EGCG group were observed. Based on ultra performance
liquid chromatography⁃quadrupole⁃electrostatic field orbitrap mass spectrometry（UPLC⁃QE⁃MS）technology，
metabolomics analysis was conducted on mouse serum. Further，principal component analysis and partial
least squares discriminant analysis were used to analyze the differences in metabolic profiles among groups
and screen for differential metabolites. The results showed significant differences in metabolic profiles be⁃
tween the βlg group and the βlg⁃EGCG group. A total of 40 differential metabolites and seven major metabolic
pathways related to allergic reactions were identified. It was speculated that the mechanisms underlying βlg
sensitization and EGCG desensitization might involve processes such as amino acid metabolism and lipid me⁃
tabolism.
Key words：food allergy；milk allergy；β⁃lactoglobulin；epigallocatechin gallate；metabonomics
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食物过敏已成为全球范围内一个日益凸显的公共

卫生问题，其发病率近年来呈现出迅猛的增长态势。

研究发现，超过 170种食物会引起过敏反应，牛奶作为

最常见的食物过敏原，是联合国粮食与农业组织公布

的八大过敏食物之一[1⁃2]。β⁃乳球蛋白（β⁃lactoglobulin，
βlg）是牛奶中最主要的过敏原蛋白[3⁃4]，会导致肠道、皮

肤和呼吸道出现严重的过敏表现，甚至出现危及生命

的过敏性休克。蛋白质与植物分子（如多酚）之间的相

互作用在自然界中很常见且广泛存在[5⁃8]，研究表明这

种结合具有对抗过敏反应的能力。Chen等[9]采用透明

质酸酶抑制法测定 5种藻类提取物的总多酚含量和抗

过敏活性，结果表明萱藻属多酚含量最高，抗过敏活性

与表没食子素儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin gal⁃
late，EGCG）相似，是缓解过敏的潜在食物。苹果多酚

也与致敏原之间存在着密切的关系，其中效应细胞减

少介质释放以及蛋白质与多酚相互作用，被认为是多

酚降低致敏性的潜在机制[10⁃11]。此外，Matsuo 等[12]发
现儿茶素能够显著抑制人嗜碱性粒 KU812 细胞表面

高亲和力的免疫球蛋白 E（immunoglobulin E，IgE）受体

Fc⁃εRI（Fc epsilon receptor I，Fc⁃εRI）的表达，从而抑制

效应细胞脱颗粒反应[13]，在鸡卵清蛋白（ovalbumin，
OVA）诱导的过敏小鼠体内，儿茶素还通过调控核因子

κB（nuclear factor⁃kappa B，NF⁃κB）信号途径，抑制胸腺

基质淋巴细胞生成素的生成，从而抑制辅助型 T细胞

2（T helper 2，Th2）型免疫反应，最终有效缓解过敏反

应[14]。因此，利用多酚与蛋白质结合具有脱敏的应用

潜力。

课题组前期对 βlg⁃EGCG复合物的制备过程及其

脱敏效果进行了充分的论证[15]。βlg与 EGCG 在指定

条件下能够形成稳定的复合物，通过采用圆二色性光

谱（circular dichroism spectroscopy，CD）和免疫印迹等

技术，证实 βlg⁃EGCG 复合物表面的 IgE 结合位点构

象发生了显著变化，从而降低了其与 IgE的结合能力。

进一步通过细胞实验，评估了 βlg⁃EGCG 复合物的脱

敏效果。本文采用超高效液相色谱⁃四极杆静电场轨

道阱质谱（ultra performance liquid chromatography⁃qua⁃
drupole ⁃ electrostatic field orbitrap mass spectrometry，
UPLC⁃QE⁃MS）技术评估不同组小鼠的代谢产物的相

关性，进一步探讨 βlg致敏以及 EGCG⁃βlg复合物脱敏

性的作用机制，以期为低过敏性奶制品的开发提供更

多的思路与基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

βlg（L0130）、EGCG（PHR1333）、乙酸铵（色谱纯）：

美国 Sigma公司；3500 Da透析袋（YA1078）、磷酸缓冲

盐溶液（phosphate buffered saline，PBS）：北京索莱宝生

物科技有限公司；甲醇、乙腈（均为色谱纯）：德国

CNW Technologies 公司；氨水（色谱纯）：美国 Fisher
Chemical公司；生理盐水：上海昊化化工有限公司。

1.2 仪器与设备

超高效液相色谱仪（Vanquish）、高分辨质谱仪（Q
Exactive HF⁃X）、冷冻离心机（Heraeus Fresco 17）：美国

赛默飞世尔科技公司；电子天平（BP211DAG）：德国赛

多利斯公司；超声仪（PS⁃60AL）：深圳市雷德邦电子有

限公司。

1.3 实验动物

健康 5~6 周龄 BALB/c 雌性小鼠：成都达硕实验

动物有限公司，18只，体质量 18~22 g。实验动物生产

许可证号：SCXK（川 2020—030）。喂养于成都中医药

大学药学院实验动物房，饲养环境温度为（23±2）℃，相

对湿度为 60%~70%，12 h 光照/12 h 暗循环。实验所

涉及的小鼠喂食标准化无菌水、标准小鼠饲料，可自由

摄食饮水，适应性饲养 1周后，开始实验。实验动物均

经过成都中医药大学伦理委员会批准。

1.4 方法

1.4.1 药物配制

将 148 mg βlg溶于 40 mL PBS（10 mmol/L，pH8.3）
中 4 ℃条件下静置 3 h，称取 EGCG 55.2 mg溶于 12 mL
PBS（10 mmol/L，pH8.3）中；将 βlg 溶液与 EGCG 按体

积比 1∶0.13 混合均匀后于 4 ℃下反应 3 h，之后透析

3次（透析袋截留分子量 3 500 Da），每次 2 h，透析结束

后，冷冻干燥得到样品，备用[16]。
βlg ⁃EGCG复合物溶液制备：称取 βlg⁃EGCG复合

物冻干样品 20.0 mg 溶于 10 mL 生理盐水中，混合均

匀后得到浓度为 2.0 mg/mL的复合物溶液备用。

βlg 溶液制备：称取 20.0 mg βlg 溶于 10 mL 生理

盐水中，振荡混匀，配制成浓度为 2.0 mg/mL的 βlg溶
液备用。

1.4.2 动物分组及给药

将 BALB/c雌性小鼠随机分为 3组，每组 6只，分

别为空白组、模型组（βlg）和复合物组（EGCG⁃βlg复合

物）。空白组灌胃 25 mL/kg 的生理盐水，其余各组灌
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胃等容量的相应药物，每天 1次，连续 27 d。
1.4.3 小鼠一般状态观察

每日灌胃前记录小鼠体质量，给药后观察其过敏

症状并进行评分：0分为无任何异常症状；1分 为频繁

抓挠鼻子和头部；2分为毛发竖起不光滑，活动频率减

少，大便糖稀，呼吸频率增高，眼部和头部出现肿胀；

3 分为身体异常拱起，眼、嘴角周围出现浮肿；4分为呼

吸吃力，身体拱起后无活动，且尾巴和口周围出现紫

绀；5分为死亡。

1.4.4 样本采集

于实验的第 28天对各组小鼠眼眶取血，血样静置

1 h，4 000 r/min室温离心 10 min，取上清液；上清液于

12 000 r/min，4 ℃离心 10 min，取上清液，-80 ℃冷冻

保存。精密量取 50 μL 置于 EP（eppendorf，EP）管中，

加 200 μL提取液（甲醇∶乙腈 = 1∶1，体积比，含同位素

标记内标混合物），涡旋混匀 30 s，冰水浴超声 10 min
后-40 ℃静置 1 h，再将样品 4 ℃，12 000 r/min 离心

15 min，吸取上清液，备用。所有样品另取等量上清液

混合成质量控制（quality control，QC）样品上机检测。

1.4.5 UPLC⁃QE⁃MS分析

色谱条件：色谱柱 Waters ACQUITY UPLC BEH
Amide（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）。流动相 A相为水相

（含 25 mmol/L 乙酸铵和 25 mmol/L 氨水），B 相为乙

腈。采用梯度洗脱：0~0.5 min，95% B；0.5~7 min，
95%~65% B；7~8 min，65%~40% B；8~9 min，40% B；
9~9.1 min，40%~95% B；9.1~12 min，95% B。流速

0.5 mL/min，柱温 30 ℃，样品盘温度 4 ℃，进样体积

2 μL。
质谱条件：鞘气体流速 30 Arb，辅助气体流速

25 Arb，毛细管温度 350 ℃，MS 分辨率 60 000，MS/MS
分辨率 7500，碰撞能量在质谱归一化碰撞能量（nor⁃
malized collision energy，NCE）模式下优化为 10/30/60，
喷雾电压 3.6 kV（+）、-3.2 kV（-）。

1.5 数据处理

原始数据经 ProteoWizard 软件转成 mzXML 格式

后，使用自主编写的 R 程序包（内核为 XCMS）进行峰

识别、峰提取、峰对齐和积分等处理，然后与 BiotreeDB
（V2.1）自建二级质谱数据库匹配进行物质注释，将整

合后的数据通过主成分分析（principal component
analysis，PCA）、正交偏最小二乘法⁃判别分析（orthogo⁃
nal partial least ⁃ squares discriminant analysis，OPLS ⁃
DA）建立代谢组学数据模型。同时，筛选变量投影重

要性（variable importance in projection，VIP）大于 1的重

要标志物。进一步使用独立样本 t检验来验证 OPLS⁃
DA 模型中的差异代谢物，P<0.05 表示差异显著，P<
0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 对小鼠体质量的影响

不同给药组对小鼠体质量的影响见图 1。

由图 1可知，在实验第 1周，与空白组相比，βlg组
和 βlg⁃EGCG组小鼠体质量均有所下降；持续灌胃后，

βlg⁃EGCG组小鼠体质量回升并保持稳定，至末次给药

基本与空白组小鼠体质量一致，而 βlg 组小鼠体质量

整体呈持续下降趋势，未能缓解。猜测可能是 βlg 引
起小鼠产生过敏反应，导致小鼠饮食不佳，体质量持续

下降；而 βlg⁃EGCG 组能缓解 βlg 导致的小鼠过敏症

状，因此 7 d后小鼠体质量逐渐回升并趋于正常水平。

2.2 对小鼠过敏特征（临床表征）的影响

不同给药组对小鼠过敏特征（临床表征）的影响

见图 2。
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图 1 各组小鼠体质量变化

Fig.1 Changes in body weight of mice in each group

5
4
3
2
1
0

过
敏

反
应

评
分

βlg⁃EGCG组βlg组空白组
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从图 2可以看出，实验小鼠在饲养阶段均无死亡

情况。与空白组相比，βlg组小鼠在灌胃 βlg后明显激

发了过敏反应，观察发现其抓挠头部和鼻子的次数和

频率增多，且 6只小鼠的尾巴都出现了血点。此外还

有 1只小鼠出现了断尾现象，动作减慢且迟缓，身体蜷

缩后不再活动，尾巴和口周围出现紫绀的症状，综合评

估为 4分；剩余 4只小鼠表现出烦躁不安，身体异常拱

起，眼和嘴角周围均出现浮肿、充血，评估为 3分。

与 βlg组相比，βlg⁃EGCG组的小鼠的症状有减轻

的趋势。其中有 4 只小鼠出现烦躁不安、腹泻，评估

为 2 分；另外 2 只小鼠则表现为频繁抓耳挠腮，评估

为 1分。但小鼠整体精神状态好，毛发整体光亮，无断

尾和紫钳现象。从过敏反应症状强度来看，βlg⁃EGCG
能降低 βlg导致的小鼠过敏症状。

2.3 主成分分析

应用无监督模式的 PCA 法对所有不同组别代谢

物进行分类，结果见图 3。
由图 3 可知，空白组、βlg 组和 βlg⁃EGCG 组样品

a.正离子模式；b.负离子模式。

图 3 正负离子模式下血清代谢物的 PCA 得分图

Fig.3 PCA score of serum metabolites in positive and negative ion modes

的代谢表型有一定的区分，并且组内相对集中分布。

同时，βlg⁃EGCG 组样品位于空白组和 βlg 组之间，说

明 EGCG 对 βlg 敏化的小鼠有一定的治疗作用，使之

向正常水平调控。

2.4 正交偏最小二乘法⁃判别分析

利用 OPLS⁃DA分别表征空白组和 βlg组以及 βlg
组和 βlg⁃EGCG 组差异，进而探索不同组别差异的本

质，结果见图 4。
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由图 4 可知，在正、负离子模式下，空白组与 βlg
组比较以及 βlg组与 βlg⁃EGCG 组比较均可以显著地

区分，为了避免过度拟合，对该模型进行 200次迭代的

置换检验。左端随机排列产生的所有 Q2和 R2值均低

于右端原始值，且 Q2的回归截距为负值，表明该模型

未过度拟合，具有较好的稳定性。

正、负离子模式下的 S⁃Plot分析见图 5。
由图 5可知，黑色标注的化合物的 VIP值均大于 1，

a、b分别为正离子模式下空白组和 βlg组比较；c、d分别为正离子模式下 βlg组和 βlg⁃EGCG组比较；e、f分别为负离子模式下空白组和 βlg组
比较；g、h分别为负离子模式下 βlg组和 βlg⁃EGCG组比较；A.空白组；B.βlg组；C.βlg⁃EGCG组。

图 4 正、负离子模式下血清代谢物 OPLS‐DA 得分图和置换检验

Fig.4 OPLS‐DA score and replacement test of serum metabolites in positive and negative ion modes

图 5 正、负离子模式下 S‐Plot 分析

Fig.5 S‐Plot analysis in positive and negative ion modes

a.正离子模式下空白组和 βlg组比较；b.正离子模式下 βlg组和 βlg⁃EGCG组比较；c.负离子模式下空白组和 βlg组比较；d.负离子模式下
βlg组和 βlg⁃EGCG组比较。
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这些化合物为潜在差异性标志物，且以 t 检验为依据

初步鉴定相关差异代谢物，结果见表 1。
由表 1可知，结果共标记了 40个代谢差异物。

2.5 差异代谢物的代谢通路分析

将 40 种差异代谢物导入 Metabo Analyst 中进行

代谢通路分析。将阈值设置为 0.10，高于该临界值的

模式

正离子模式

负离子模式

差异代谢物

L⁃高脯氨酸

胆碱

N⁃十六碳酰吡咯烷

N6⁃甲基腺苷

油酰胺

尿刊酸

2⁃甲基丁酰肉毒碱

丁酰肉碱

PC（20∶5（5Z，8Z，11Z，14Z，17Z）/
20∶4（5Z，8Z，11Z，14Z））

孕三醇

二氢胸腺嘧啶

PC（22∶6（4Z，7Z，10Z，13Z，16Z，
19Z）/20∶2（11Z，14Z））

12⁃姜酚

PC（22∶6（4Z，7Z，10Z，13Z，16Z，
19Z）/20∶0）

5⁃氨基咪唑核糖核苷酸

PC（18∶2（9Z，12Z）/15∶0）
亚油酰基肉碱

花生酰基肉碱

丙酮酸

可的松

D⁃乳酸

6⁃反式白三烯 B4
（2E）⁃癸烯酰基⁃酰基载体蛋白

α⁃羟基异丁酸

皮质醇

十四烷二酸

D⁃葡萄糖

吲哚乳酸

13，14⁃二氢⁃15⁃酮前列腺素 F2α
L⁃古洛糖酸内酯

肌酸

泛酸

D⁃木糖

脱氧核糖⁃5⁃磷酸

顺式⁃十八碳烯酸

异戊酰甘氨酸

L⁃谷氨酸

大果桉醛 B
5⁃甲基胞苷

胞苷

质荷比（m/z）
130.086 6
104.107 3
310.310 8
282.120 0
282.279 0
139.050 4
246.170 2
232.154 5
828.550 9

337.273 3
129.066 2
858.595 0

396.311 7
862.630 7

296.065 6
744.552 5
424.342 3
456.406 3
87.008 4
359.187 7
89.023 7
335.223 1
128.071 2
103.039 5
361.202 6
257.176 2
179.055 8
204.066 5
353.234 6
177.040 3
130.061 7
218.103 2
149.045 1
213.017 4
281.248 6
158.082 0
146.045 6
471.274 3
256.093 8
242.079 8

空白组相对
含量

2.05±0.89*
160.23±11.66**
0.14±0.02
0.26±0.03**
0.28±0.04*
3.92±1.16*
2.34±0.59
11.00±1.50*
0.02±0.01

0.22±0.06**
0.57±0.11*
0.09±0.01**

0.55±0.12*
0.24±0.02**

4.58±0.21**
0.48±0.06**
2.83±0.44*
0.08±0.01*
2.52±0.52**
0.49±0.26*

630.38±98.49**
0.16±0.12*
0.08±0.03**
14.65±1.33*
0.22±0.10**
0.15±0.03**
3.94±0.63**
0.79±0.08**
0.68±0.14*
5.22±0.46**
1.58±0.08**
2.05±0.35*
2.17±0.20**
2.56±0.23**
0.27±0.04**
0.71±0.50**
0.30±0.02
0.03±0.01**
0.17±0.05**
2.70±0.31**

βlg组相对
含量

1.06±0.23
204.98±22.85
0.16±0.02
0.19±0.03
0.33±0.03
1.98±1.06
3.17±0.70
15.02±3.00
0.02±0.00

0.54±0.13
0.46±0.05
0.12±0.02

0.79±0.21
0.36±0.04

5.61±0.22
0.66±0.11
3.74±0.69
0.11±0.02
3.26±0.21
0.12±0.48
800.99±62.08
0.32±0.09
0.03±0.01
20.94±4.97
0.68±0.29
0.27±0.05
5.52±0.50
1.48±0.40
1.35±0.51
4.47±0.35
5.52±0.50
1.48±0.40
1.36±0.51
2.07±0.22
2.79±0.38
1.84±0.11
0.24±0.11
1.84±0.26
0.37±0.05
1.83±0.39

βlg⁃EGCG组相
对含量

2.50±1.05*
163.96±22.17*
0.13±0.01*
0.25±0.02**
0.26±0.04**
4.05±1.59*
1.76±0.45**
11.83±1.90*
0.01±001**

0.34±0.12*
0.56±0.12
0.18±0.04**

0.42±0.10**
0.43±0.07

4.92±0.41**
0.52±0.05**
2.46±0.56**
0.07±0.01**
2.42±0.52*
0.28±0.21**

615.31±160.24*
0.14±0.06**
0.05±0.03
11.46±1.76**
0.13±0.10**
0.20±0.06*
4.06±1.37*
0.72±0.24**
0.78±0.17*
5.84±0.88*
1.63±0.20**
1.63±0.20**
2.31±0.42*
2.66±0.65*
0.28±0.04**
0.83±0.13**
0.34±0.04**
0.03±0.01**
0.19±0.08**
2.56±0.46**

空白组与
βlg组比较

↑
↓
↓
↑
↓
↑
↓
↓
↓

↓
↑
↑

↓
↑

↓
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↑

βlg⁃EGCG组与
βlg组比较

↑
↓
↓
↑
↓
↑
↓
↓
↓

↓
↑
↑

↓
↑

↓
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↑

表 1 UPLC‐QE‐MS 下小鼠血清代谢物谱中潜在的差异代谢物

Table 1 Potential differential metabolites in serum metabolic profiles of mice from UPLC‐QE‐MS

注：与 βlg组相比，*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。↑表示差异代谢物含量增加，↓表示差异代谢物含量降低。
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将被选择为潜在的关键代谢途径，结果见图 6。

由图 6 可知，EGCG 对 βlg 致敏性的影响有 7 种

重要的代谢通路：（1）D⁃谷氨酰胺和 D⁃谷氨酸代谢；

（2）丙酮酸代谢；（3）丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代谢；

（4）组氨酸代谢；（5）甘油磷酸脂代谢；（6）精氨酸生物

合成；（7）糖酵解和糖合成。

3 讨论与结论

代谢组学研究思路的出现，以药物经体内代谢和

药效作用后的生物标志物为切入点，为探讨复杂作用

机制提供了一个可借鉴的方法。本研究借助代谢组学

技术，选取 EGCG 作用于 βlg 敏化小鼠的血清作为实

验样本，快速筛选出关键的代谢物质，结果共标记了

40个代谢差异物。正负离子模式下，与 βlg组相比，上

调的差异代谢物有 14个，下调的代谢物有 26个，涉及

氨基酸类、脂肪酸类、脂类、糖类、生物碱类、核苷类等。

根据差异代谢物的筛选发现氨基酸类化合物的代谢较

为重要，已有研究表明氨基酸类代谢与食物过敏密切

相关，本研究结果表明 L⁃高脯氨酸、丙酮酸、L⁃谷氨酸

等均是 βlg过敏研究中的关键代谢物。L⁃谷氨酸是非

必需氨基酸，参与机体内多种代谢过程，在 D⁃谷氨酰

胺和 D⁃谷氨酸代谢过程中，L⁃谷氨酸经谷氨酸脱氢酶

作用生成 α⁃酮戊二酸，在丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢过程中可生成琥珀酸，两者均进入三羧酸循环，从

而为机体提供能量。此外，L⁃谷氨酸还可参与合成谷

氨酰胺，谷氨酰胺是肠上皮细胞的重要营养物质，在维

持肠道黏膜的完整性和功能方面起着重要作用。而食

物过敏可能通过对食物过敏原的反应释放细胞因子导

致肠道通透性的改变[17⁃19]。βlg过敏发生后，小鼠血清

中乳酸含量升高，与文献[20]报道一致，EGCG干预后，

含量下降。综上，氨基酸的代谢与脂类代谢均与食物

过敏密切相关。L⁃高脯氨酸、丙酮酸、L⁃谷氨酸等 40
个代谢标志物对 βlg过敏及 EGCG缓解过敏的研究具

有重要参考意义。但目前对 EGCG影响 βlg敏化性的

生物活性研究还不够深入，其作用机制还不够完善，仍

需进行实验加以验证。
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