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基于动脉粥样硬化家兔模型研究痹病药膳方代谢组学与配方优化
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摘 要:目的 研究痹病药膳方的配伍规律和作用机制,为其深入研发提供科学依据。方法 使用动脉粥样硬化(AS)

家兔模型,研究血脂水平、血液流变学和主动脉弓形态评价优化方剂配方;使用LC-MS技术比较研究各配方血清代谢组

学,最优配方血清、心和肝代谢组学阐述其代谢机制。结果 痹病药膳方最优配方为鸡血藤、土茯苓和黄芪(配方3);血
清中3种配方共有药效代谢差异物24个,配方3特有药效代谢差异物8个,配方1与配方2药效代谢差异物差异较小,

配方3与其它两个配方药效代谢差异物差异较大;配方3在血清、心和肝中药效代谢差异物较大,在肝中鉴定的药效代

谢差异物最多、心其次,配方3在血清、心和肝中共有的药效代谢差异物较少;配方1和配方2的代谢机制差异很小,配
方3与其它两个配方差异较大;配方3在不同组织器官中的药效差异比较大。结论 配方3为最佳配方,血清中配方3
与其它两个配方代谢轮廓差异比较大;配方3在不同组织和器官中代谢轮廓差异较大。
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  Abstract: Objective TostudythecompatibilityregularitiesandmechanismsofactionoftheBibing
Yaoshanprescription,providingascientificbasisforitsfurtherresearchanddevelopment. Methods Using
anatherosclerosis(AS)rabbitmodel,thisresearchevaluatedoptimalformulationsbyexaminingbloodlipid
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levels,hemorheologyandaorticarchmorphology.LC-MStechnologywasemployedtoconductcomparativese-
rummetabonomicstudiesofvariousformulationsandelucidatetheirmetabolicmechanisms,specificallyfocu-
singonthemostoptimalformulainserum,heartandliver. Results TheoptimalBibingYaoshanprescrip-
tionformulationincludedSuberectspatholobus,SmilaxglabraRoxb,andAstragalusmembranaceus(Formula
3).therewere24pharmacodynamicmetabolitesinserumamongthethreeformulas,witheightspecifictoFor-
mula3,thedifferenceofpharmacodynamicmetabolitesbetweenFormula1and2wasnotobviousbutbetween
Formula3andothertwoformulaswassignificant.NotablevariationsinpharmacodynamicmetabolitesofFor-
mula3wereseeninserum,heartandliver,withthehighestidentificationofpharmacodynamicmetabolitesin
theliver,followedbytheheart,Formula3hasfewermutualpharmacodynamicmetabolismdifferencesinser-
um,heartandliver.ThemetabolicmechanismdifferencesbetweenFormulas1and2wereminor,whileFor-
mula3differednotablyfromtheothertwoformulas.Formula3exhibitedsubstantialvariationineffectacross
differenttissuesandorgans. Conclusion Formula3emergedasthemostoptimal,displayingsignificantly
distinctmetabolicprofilesinserumcomparedtotheothertwoformulas.themetabolicprofileofFormula3va-
riesgreatlyindifferenttissuesandorgans.
  Keywords: BibingYaoshanprescription;formulaoptimization;ASrabbitmodel;metabonomics

  心脑血管疾病(cardiovascularandcerebrovascu-
lardiseases,CCD)主要病理基础是动脉 粥 样 硬 化

(atherosclerosis,AS),全球仅由冠状动脉疾病(coro-
naryartery disease,CAD)导 致 的 致 死 率 约 为

31%[1-2]。在中医病名中没有发现AS病名,但其症状

和中风、胸痹、眩晕等相似,属于中医痹病的范畴。痹

病的病因病机主要因火旺、血虚、痰浊、气滞、阴虚等导

致,常采用清热解毒、活血化瘀、益气养血等治疗。
痹病药膳方 由 鸡 血 藤(Spatholobussuberectus

Dunn)、土茯苓(SmilaxglabraRoxb)和猪腿骨组成,
在壮族地区被广泛用于防治瘫痪[3]。鸡血藤为豆科密

花豆属密花豆的根、茎,因其具有养血活血、通经活络

等功效而在中医临床中被用于治疗贫血病、月经病和

动脉粥样硬化性心脑血管疾病等,现代药理学研究结

果表明鸡血藤乙醇提取物具有抗炎、神经保护、降血

脂、改善血液流变学、补血和抗癌等药效[4-8]。土茯苓

属于百合科菝葜属土茯苓的根,具有解毒、除湿、通利

关节药效,常用于治疗梅毒、重金属中毒、肌张力增高、
肾炎、心血管疾病、糖尿病血管并发症等,现代药理学

研究表明它具有抗炎、抗氧化和抗心衰等药效[9-12]。
猪腿骨是一种食物并可用于提供营养从而增强人体的

免疫力即中医理论中的“补气”。中药黄芪(Astraga-
lusmembranaceusFisch)为豆科黄芪属植物膜荚黄芪

的根,因其具有药效好、价格低在被广泛用于增强人体

免疫力,现代药理学研究表明黄芪具有提高心功能、促
进血管生成、调节血糖、抗癌、增强免疫调节活性等药

效,其主要的药效成分为黄酮类、三萜皂苷类和多

糖[13-17]。
痹病药膳方在壮族地区被用于防治类风湿性关节

炎、动脉粥样硬化(AS)、痛风等痹病,但尚无其药效、

作用机制、组方优化、配伍规律等研究的报道。本文比

较研究各配方家兔血清代谢组学,比较研究最优配方

血清、心和肝的代谢组学,优化其配方和研究其代谢机

制,为深入研发痹病药膳方提供科学实验基础。

1 材料和方法

1.1 试剂和动物 胆固醇(No.531F102,Solarbio),
总胆固醇(TC)(No.201012;maccerabiologyCo.Lt-
d.),低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)(No.200928;mac-
cerabiologyCo.Ltd.),甘油三酯(TG)(No.201020;

maccerabiologyCo.Ltd.),高密度脂蛋白(HDL-C)
(No.200928;maccerabiologyCo.Ltd.),超氧化物歧

化酶(SOD)(No.20010910228;Meikangbiotechnolo-
gyCo.Ltd),乌拉坦(氨基甲酸乙酯,HY1223-500g,上
海恒远生物科技有限公司),家兔(No.0008757,雌雄

各半,4.5个月龄,体重2.00~2.50kg,广西田东兔业

有限责任公司)。

1.2 痹病药膳方的制备 痹病药膳方组成为25g鸡

血藤、25g土茯苓和500g猪腿骨[3]。配方1为75g
鸡血藤,配方2为37.5g鸡血藤和37.5g土茯苓,配
方3为34.5g鸡血藤、34.5g土茯苓和6g黄芪;根据

人-动物药物剂量换算表将其换算成家兔的剂量都是

3.5g/(kg·d),血脂康的剂量是0.36g/(kg·d)[18]。
药材于2020年9月15日购自百色市正阳药店,样本

(No.20200915)存放于广西壮族自治区中药体内药

物化学数据库建设与应用工程研究中心。血脂康胶囊

(No.20201201)作为阳性药物,购自北京北大维信生

物科技有限公司。分别依次使用乙醇-水(90∶10、

50∶50和5∶95,每种溶剂提取3次,每次提取72h)
在室温下浸提8kg配方1、配方2和配方3的药材,提
取液减压浓缩至2L。

—948—

2023年             右江民族医学院学报              第6期



1.3 样本采集和药效评价 高脂饲料自制,成分为胆

固醇-猪油-蛋黄粉-基础饲料(1∶8∶4∶87)[18]。

48只家兔单笼饲养,适应1周后随机分为正常组

(CG)、模型组(MG)、血脂康组(PG)、配方1组(SG)、
配方2组(DG)和配方3组(AG),每组都是雌雄各半。
实验60d,每周称1次体重,正常组给予基础饲料,其
他组给予高脂饲料;此外,血脂康组、配方1组、配方2
组和配方3组 分别口服给予血脂康、配方1~3,给药

60d。
实验结束后所有家兔禁食不禁水12h,采集耳缘

静脉血液,检测血浆 TC、LDL-C、TG、HDL-C和SOD
含量(7600-020全自动生化分析仪,Hitachi)及测试

血液流变学(SA9000 全自动锥板式血液流变分析

仪)。所有家兔耳缘静脉注射乌拉坦-水(25∶100,

m/v;4mL/kg),然后从颈静脉收集血清、心和肝,用
于代谢组学研究,采集主动脉弓样本,用 MoticBA210
数码生物显微镜和 MoticBA600虚拟扫描切片系统

分析病理切片分析。

1.4 代谢组学分析 80mg心和肝样本依次加入

200μLH2O,匀浆、涡旋60s,加入800μL甲醇-乙

腈(1∶1,v/v)、涡旋60s和低温超声30min2次。

400μL甲醇-乙腈(1∶1,v/v)加入到100μL心和肝

的样品及血清中,所有样品涡旋60s,并在-20℃放

置1h沉淀蛋白质,然后在14000r/min离心10min,
上清液使用0.22μm 滤膜过滤,并使用 UPLC-Q-

TOF-MS(Agilent1290超高效液相色谱、Agilent,AB
TripleTOF6600质量分析器、ABSCIEX)分析,Q-
TOF-MS配置电喷雾(ESI),UPLC配置色谱柱(填
料:Waters、ACQUITYUPLCHSST31.8μm,柱规

格2.1mm×100mm;填料:Waters、ACQUITYUP-
LCBEHAmide1.7μm,柱规格2.1mm×100mm)。
色谱条件和质谱参数设置同参考文献[18]。代谢组学

研究由上海中科新生命生物科技有限公司完成。

1.5 统计学方法 实验数据使用(췍x±s)表示,采用单

因素分析法分析不同组之间的差异,P<0.05表示差

异有统计学意义。使用SPSS26.0(IBM,NewYork,

USA)和GraphPadPrism8.0(GraphPadPrism,Cali-
fornia,USA)分析活性数据。此外,使用SIMCA-P
14.1(Umetrics,Umea,Sweden)软件对代谢差异物进

行主成分分析(PCA)、偏最小二乘判别分析(PLS-
DA)和正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA)。

2 结果

2.1 痹病药膳方在AS家兔模型中的作用 实验期

间所有家兔的体重都是稳定增加的,不同组间体重差

异不明显。其它各组的 SOD值都比正常组低,30d
时差异无统计学意义,60d时差异有统计学意义,其
它各组间的差异无统计学意义,见表1。这表明因高

脂诱导的氧化应激在30d内不明显,当实验持续到60
d时导致家兔产生氧化应激障碍,配方1~3均没有表

现出明显的抗氧化活性。

表1 家兔血液流变学和SOD数据 (n=8)

组别
全血黏度(1.00s-1)/mPa·s

30d 60d

全血黏度(5.00s-1)/mPa·s

30d 60d

全血黏度(30.00s-1)/mPa·s

30d 60d

全血黏度(200.00s-1)/mPa·s

30d 60d

正常组 18.69±1.23 20.12±1.84 8.06±0.88 8.10±0.66 4.34±0.09 4.44±0.36 3.11±0.15 3.14±0.17
模型组 26.28±4.70b 25.71±2.18b 9.71±1.23b 10.24±1.51b 4.92±0.451b 5.00±0.37b 3.44±0.31b 3.40±0.30a

配方2组 20.37±0.96d 20.90±1.60d 8.10±0.90d 8.24±1.40d 4.44±0.08d 4.52±0.44d 3.19±0.20c 3.21±0.17
配方3组 21.01±1.92d 20.75±2.33d 8.58±0.51c 8.48±1.14d 4.88±0.64ae 4.94±0.36ae 3.39±0.20a 3.07±0.18c

F 12.148 13.227 5.251 5.283 4.497 4.525 4.003 3.521
P <0.001 <0.001 0.005 0.005 0.011 0.010 0.017 0.028

表1(续) 家兔血液流变学和SOD数据 (n=8)

组别
血浆黏度/mPa·s

30d 60d

红细胞聚集指数

30d 60d

全血高切指数

30d 60d

全血低切指数

30d 60d

SOD/U·mL-1

30d 60d

正常组 1.20±0.03 1.20±0.02 6.22±0.40 6.22±0.52 2.59±0.30 2.61±0.22 16.03±1.04 17.62±0.90 127.40±8.08 126.72±13.56
模型组 1.21±0.05 1.24±0.06 7.31±1.20a 7.97±1.67a 2.79±0.41 2.80±0.22 20.87±2.64b 20.47±2.24b 121.49±10.37 102.86±14.27b

配方1组 - - - - - - - - 122.40±8.13 103.22±18.54
配方2组 1.25±0.07 1.28±0.05a 6.11±0.34d 6.17±0.61c 2.61±0.05 2.72±0.30 15.58±1.80d 16.21±3.73 124.58±15.27 106.52±16.77a

配方3组 1.21±0.07d 1.20±0.02e 6.19±0.50d 6.22±0.51c 2.83±0.30 2.83±0.07 18.17±1.61adf 18.25±1.39 122.78±6.06 104.12±20.69a

F 1.311 6.560 5.310 6.772 1.330 1.651 13.575 4.457 0.474 2.878
P 0.290 0.002 0.005 <0.001 0.285 0.200 <0.001 0.011 0.703 0.037

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与正常组比较,a:P<0.05,b:P<0.01;与模型组比较,c:P<0.05,d:P<0.01;与
配方2组比较,e:P<0.05,f:P<0.01。
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  血清脂质数据结果,见表2。与正常组TG、TC、

LDL-C和HDL-C相比,模型组值大且差异有统计学

意义(P<0.01);血脂康组、配方1组、配方2组和配

方3组的值高于正常组但低于模型组,与模型组之间

的统计学差异显著;在血脂康组、配方1组、配方2组

和配方3组中,除 HDL-C值外,其它血脂值从高到低

的顺序是 配方1组、配方2组、配方3组和血脂康组;

配方3组血浆的 HDL-C值要高于配方1组和配方2
组但其它值却比它们更低。这些结果表明家兔高脂饮

食能导致高血脂疾病,血脂康、配方1~配方3均表现

一定程度的预防药效,药效由强到弱的顺序是:血脂康

→配方3→配方2→配方1,使用少量黄芪代替同质量

的鸡血藤和土茯苓能增强抗 AS免疫能力,黄芪在配

方3中扮演佐药和使药的角色。

表2 主动脉弓和血脂数据 (n=8)

组别
TG/(mmoL·L-1)

30d 60d

TC/(mmoL·L-1)

30d 60d

内膜厚

度/μm

内膜厚度/

中膜厚度

正常组 0.96±0.11 0.96±0.14 2.04±0.28 2.08±0.35 19.16±5.55 0.09±0.02
模型组 1.58±0.25b 1.62±0.31b 4.11±0.52b 4.32±0.51b 59.52±7.48b 0.25±0.06b

血脂康组 0.99±0.15d 1.03±0.13d 3.13±0.18db 2.96±0.28db 23.14±6.78d 0.13±0.03d

配方1组 1.31±0.18c 1.30±0.17c 3.72±0.15 3.73±0.32bc 45.23±6.32db 0.16±0.07c

配方2组 1.29±0.23bc 1.26±0.15bd 3.66±0.14bc 3.68±0.43bc 39.14±6.89db 0.15±0.06d

配方3组 1.11±0.09bde 1.17±0.12ade 3.63±0.17bc 3.66±0.41bc 35.23±8.93db 0.14±0.05d

F 13.815 13.265 56.205 31.817 34.987 8.533
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表2(续) 主动脉弓和血脂数据 (n=8)

组别
LDL-C/(mmoL·L-1)

30d 60d

HDL-C/(mmoL·L-1)

30d 60d
斑块面积/μm2

斑块面积/

主动脉弓面积

正常组 0.49±0.19 0.62±0.07 0.80±0.29 0.71±0.35 16228.53±5958.44 0.0419±0.0170
模型组 1.63±0.35b 1.94±0.33b 1.13±0.19a 1.19±0.09b 105878.96±7992.85b 0.2213±0.0527b

血脂康组 1.02±0.22db 1.21±0.23db 0.99±0.15 1.03±0.18b 55742.46±4889.23db 0.0650±0.0356d

配方1组 1.29±0.31b 1.53±0.29cb 0.82±0.19 0.89±0.21 68634.533±5871.32dbf 0.0723±0.0483d

配方2组 1.18±0.26bc 1.45±0.28db 0.95±0.17 1.06±0.15a 57649.25±4782.13db 0.0699±0.0288d

配方3组 1.11±0.29bd 1.39±0.32db 1.11±0.23 1.12±0.17b 53578.92±2418.02dbf 0.0667±0.0296d

F 14.767 21.005 3.586 5.615 214.124 24.581
P <0.001 <0.001 <0.009 <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与正常组比较,a:P<0.05,b:P<0.01;与模型组比较,c:P<0.05,d:P<0.01;与
配方2组比较,e:P<0.05,f:P<0.01。

  血液流变学的数据见表1。和正常组相比,除血

浆黏度和全血高切指数外,模型组各项值升高且差异

有统计学意义。大部分配方2组和配方3组的值都高

于正常组,但低于模型组的值,配方2组和模型组相

比,只有全血高切指数、60d时全血黏度、30d时血浆

黏度和60d时全血低切指数的统计学差异无统计学

意义。配方3组与配方2组之间,只有全血黏度、60d
时血浆黏度、30d时全血高切指数差异有统计学意义,
且配方3组的高于配方2组的。以上结果表明家兔高

脂饮食可以诱导高黏血症,配方2和配方3都具有预

防药效,配方2药效略优于配方3。
主动脉弓病理形态研究的结果见图1,内膜厚度

值、内膜、中膜厚度比值及粥样斑块面积结果见表2。
正常组内膜的内皮细胞相对完整和排列整齐,内部弹

力膜清晰;中膜平滑肌中细胞的排列和体积都是正常

的,从内膜到中膜都没有发现泡沫细胞和脂质沉积。
和正常组相比,模型组内膜内皮细胞出现肿胀和变性,
聚集有很多泡沫细胞,一些内弹力膜断裂;平滑肌受损

和排列浑浊,从内膜到中膜都发现脂质在细胞外沉积。
血脂康组、配方1组、配方2组和配方3组发生了和模

型组相似的病变但程度比模型组轻,其病变程度由重

到轻的顺序是配方1组、配方2组和配方3组、血脂康

组且与内膜厚度值、内膜、中膜厚度比值及粥样斑块面

积一致。这些结果表明血脂康的药效最强,配方1的

药效最弱,配方2药效弱于配方3。综合抗氧化、降血

脂、改善血液流变学和病理形态结果,配方3是抗AS
的最优配方。
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注:CG为正常组,MG为模型组,PG为血脂康组,SG为配方1组,DG为配方2组,AG为配方3组。

图1 主动脉弓病理形态研究结果 (10×)

2.2 代谢组学

2.2.1 模型可靠性和稳定性研究 为了阐明痹病药

膳方不同配方代谢轮廓差异,比较研究了各配方干预

AS家兔血清代谢组学;为了更全面阐述痹病药膳方代

谢轮廓,比较研究了配方3干预AS家兔血清、心和肝

代谢组学。质控(QC)样品 UPLC-Q-TOF-MS总离

子流图保留时间的重叠性和色谱峰的响应强度都很

好,表明整个实验过程中仪器误差引起的变化较小。
使用XCMS软件在正/负离子模式下分别从血清、心
和肝 中 提 取 到 的 离 子 峰 数 目 分 别 是 11489/8516、

16286/11321和16147/11150,正离子峰的数目均高于

负离子峰,表明研究所有器官组织中正离子模式优于

负离子模式。
使用 UPLC-Q-TOF-MS数 据 建 立 主 成 分 分 析

(PCA)模型识别正常组、模型组、配方1组、配方2组

和配方3组 之间的总体差异(见图2、图3、表3)。所

有 QC正负离子模式下的离子峰都紧密聚集,表明实

验具有良好的重复性。得分图表明除了负离子模式下

血清中的模型组和正常组、配方2组和模型组外,其它

不同组间能很好的聚类。这个结果表明心、肝及正离

子模式下血清中鉴别的代谢差异物都是可行的。此

外,使用偏最小二乘判别分析(PLS-DA)和正交偏最

小二乘判别分析(OPLS-DA)识别不同组间的代谢差

异物(见图4~图6,表3)。除心在正离子模式下其配

方3组和模型组的值为0.473cum外,其它的都大于

0.50cum;表明代谢模型稳定可靠,心在正离子模式下

其配方3组和模型组之间模型的稳定性也较好。

注:左图和右图分别在正负离子模式下测试,两种模式下R2X 值分别是0.544和0.555;

CT、MD、EJ、EY和EHY分别代表正常组、模型组、配方1组、配方2组和配方3组。

图2 血清质量控制样本(QC)的主成分分析(PCA)得分图
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注:左图和右图分别在正负离子模式下测试,上图为心、下图为肝;

心的R2X 值分别为0.517和0.568,肝的R2X 值分别为0.542和0.511;

CG为正常组,AG为配方3组,MG为模型组。

图3 心和肝QC的PCA分析得分图

表3 多元统计分析R2X、R2Y 和Q2 值

组别
PCA

R2X

PLS-DA

R2X R2Y Q2

OPLS-DA

R2X R2Y Q2

血清

 模型组/正常组 0.586/0.570 0.564/0.254 0.997/0.986 0.927/0.752 0.564/0.328 0.994/0.995 0.826/0.560
 配方1组/正常组 0.593/0.552 0.456/0.334 0.984/0.954 0.925/0.413 0.460/0.337 0.984/0.960 0.906/0.596
 配方1组/模型组 0.541/0.561 0.445/0.481 0.993/0.990 0.874/0.780 0.341/0.481 0.980/0.990 0.849/0.719
 配方2组/正常组 0.580/0.556 0.538/0.295 0.995/0.970 0.920/0.618 0.538/0.410 0.995/0.991 0.920/0.748
 配方2组/模型组 0.501/0.561 0.436/0.600 0.998/0.994 0.925/0.965 0.371/0.600 0.965/0.994 0.843/0.725
 配方3组/正常组 0.527/0.537 0.579/0.439 0.997/0.994 0.934/0.819 0.515/0.439 0.949/0.994 0.850/0.770
 配方3组/模型组 0.515/0.527 0.329/0.486 0.996/0.989 0.760/0.821 0.329/0.486 0.996/0.989 0.690/0.773
心

 模型组/正常组 0.553/0.585 0.451/0.460 0.963/0.993 0.899/0.887 0.451/0.460 0.963/0.993 0.861/0.881
 配方3组/正常组 0.536/0.605 0.499/0.388 0.994/0.986 0.949/0.914 0.499/0.388 0.994/0.986 0.890/0.903
 配方3组/模型组 0.533/0.503 0.430/0.310 0.990/0.947 0.764/0.595 0.430/0.310 0.990/0.947 0.473/0.594
肝

 模型组/正常组 0.521/0.520 0.279/0.441 0.990/0.996 0.745/0.897 0.279/0.441 0.990/0.990 0.784/0.900
 配方3组/正常组 0.521/0.533 0.290/0.380 0.991/0.989 0.869/0.911 0.290/0.380 0.991/0.989 0.824/0.902
 配方3组/模型组 0.563/0.568 0.221/0.459 0.994/0.994 0.732/0.818 0.221/0.459 0.994/0.994 0.742/0.639

 注:“/”左边和右边的值分别为正离子模式和负离子模式下的值。
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注:上下图分别为正负离子模式。CG为正常组,MG为模型组。

图4 血清中模型组(蓝色)和正常组(绿色)比较PCA(左图)、PLS-DA(中间)和OPLS-DA(右边)得分图

注:上下图分别为正负离子模式。CG为正常组,MG为模型组。

图5 心中模型组(蓝色)和正常组(绿色)比较PCA(左图)、PLS-DA(中间)和OPLS-DA(右边)得分图

2.2.2 代谢差异物研究 正常组和模型组之间的差

异代谢物(variablemetabolites,VM,P <0.05)被定

义为疾病代谢差异物(diseasesmetabolite,DM);既是

疾病代谢差异物也是模型组和药物组间的代谢差异

物,且配方对模型组的调控方向和模型组与正常组的

相反,被定义为药效代谢差异物(pharmacodynamic
metabolite,PM)。血清、心和肝中识别的DM 如表4
和图7所示;从血清、心和肝中鉴定的PM见表5、表6
和图8。
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注:上下图分别为正负离子模式。CG为正常组,MG为模型组。

图6 肝中模型组(蓝色)和正常组(绿色)比较PCA(左图)、PLS-DA(中间)和OPLS-DA(右边)得分图

表4 VM名称及序号

No. 名称 No. 名称 No. 名称

1 1-Stearoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine 57 Glycerophosphocholine 113 Nitrosobenzene
2 Acetylcarnitine 58 Cytosine 114 Glutathione
3 D-Mannose 59 Guanosine5’-monophosphate 115 Gly-Arg
4 1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycerol3-phosphocholine 60 Cytidine 116 gamma-L-Glutamyl-L-glutamicacid
5 1-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 61 1-Palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 117 N6-Methyl-L-lysine
6 Trigonelline 62 Pantothenate 118 4-Aminobutyricacid
7 Creatine 63 Inosine5’-monophosphate(IMP) 119 Adenosinemonophosphate
8 1-Stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerol 64 Pro-Asp 120 S-Methyl-5’-thioadenosine
9 L-Alanine 65 Anthranilicacid(VitaminL1) 121 Dioctylphthalate
10 Histamine 66 1-Aminocyclopropanecarboxylicacid 122 ADP-ribose
11 L-Glutamine 67 L-Leucine 123 D-Mannose-6-phosphate
12 2-Amino-2-methyl-1,3-propanediol 68 L-Anserine 124 Adenine
13 模型组(18:2(9Z,12Z)/0:0/0:0)[rac] 69 Thiamine 125 Tyr-Arg
14 D-Proline 70 alpha-Linolenicacid 126 5,2’-O-dimethylcytidine
15 Betaine 71 Pantothenol 127 Leu-Thr
16 4-Imidazoleaceticacid 72 His-Ile 128 L-Aspartate
17 1-Eicosatrienoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 73 Cyclohexylamine 129 beta-D-Glucosamine
18 Sphingosine 74 L-Glutamate 130 Lys-Pro
19 5-Hydroxyindoleacetate 75 Adenosine 131 S-Adenosyl-L-homocysteine
20 beta.-Cyano-L-alanine 76 1-Myristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 132 Uracil
21 PC(16:0/16:0) 77 sn-Glycerol3-phosphoethanolamine 133 Nicotinate
22 L-Citrulline 78 Arg-Ala 134 Isomaltose
23 L-Carnitine 79 ArachidonicAcid(peroxidefree) 135 N6-methyladenosine
24 Thymine 80 Dihydroxyacetone 136 Gamma-Glutamylcysteine
25 L-Proline 81 D-Lyxose 137 25-hydroxyvitaminD3
26 2-Hydroxyadenine 82 DL-3-Phenyllacticacid 138 Linoleicacid
27 (3-Carboxypropyl)trimethylammoniumcation 83 3-Hydroxycapricacid 139 L-Palmitoylcarnitine
28 1-Palmitoyllysophosphatidylcholine 84 7Z,10Z,13Z,16Z,19Z-Docosapentaenoicacid 140 Stearoylcarnitine
29 Creatinine 85 Capricacid 141 3-Methylhistidine
30 Triethanolamine 86 4-Pyridoxicacid 142 D-Ribose5-phosphate
31 L-Histidine 87 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylglycerol 143 D-Galactarate
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表4(续) VM名称及序号

No. 名称 No. 名称 No. 名称

32 L-Carnosine 88 Thymidine 144 D-Erythrose4-phosphate
33 N-Palmitoylsphingosine 89 Dihydroxyacetonephosphate 145 Bilirubin
34 5-Hydroxytryptophol(5HTOL) 90 Pristanicacid 146 alpha-D-Glucose1-phosphate
35 Phosphorylcholine 91 L-Malicacid 147 D-Mannose1-phosphate
36 Sphinganine 92 L-Iditol 148 D-Ribose
37 Sphingomyelin 93 Myristicacid 149 Cholesterylsulfate
38 Cholicacid 94 allcis-(6,9,12)-Linolenicacid 150 D-Threitol
39 Deoxyinosine 95 NorethindroneAcetate 151 D-Allose
40 ThromboxaneB2 96 Inosine 152 L-Sorbose
41 PentadecanoicAcid 97 CytidinemonophosphateN-acetylneuraminicacid 153 Flutamide
42 Quinate 98 Methyl4-hydroxybenzoate 154 Glycerol3-phosphate
43 12(R)-HETE 99 Vanillin 155 cis-9-Palmitoleicacid
44 Heptadecanoicacid 100 UDP-N-acetylglucosamine 156 D-Maltose
45 (4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoicacid 101 N-Acetylmannosamine 157 D-galacturonicacid
46 ProstaglandinH2 102 N-Acetyl-D-glucosamine 158 Glycolate
47 1-Stearoyl-sn-glycerol3-phosphocholine 103 Xanthosine 159 2-Methyl-3-hydroxybutyricacid
48 1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycerol3-phosphocholine(SOPC) 104 Quinone 160 2-Oxoadipicacid
49 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 105 Uridine5’-monophosphate(UMP) 161 Acamprosate
50 Argininosuccinicacid 106 D-Glucose6-phosphate 162 DL-lactate
51 1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 107 Tyr-Val 163 Acetylphosphate
52 Flavinadeninedinucleotide(FAD) 108 Xanthine 164 Isovalerylglycine
53 Adenosine5’-diphosphate(ADP) 109 Guanosine 165 Deoxycholicacid
54 Thioetheramide-PC 110 2-Methylbutyroylcarnitine 166 Indoxylsulfate
55 1-Stearoyl-rac-glycerol 111 Val-Phe
56 Melamine 112 20-Hydroxyarachidonicacid

注:圆角矩形结点的为器官或组织,椭圆形结

点为靶点;蓝色结点为所有药物在所有组织

或器官中没有实现回调;橙色边线的为下

调,无色边线的为上调,紫色边线的

为不同器官组织中调节方向不一样。

图7 药效代谢差异物-器官/

组织-药物相关关系网络

  从血清中鉴定出39个DM,分别鉴定出29、26和

33个配方1、2和3的PM。在血清中,当一半鸡血藤被

同样质量的土茯苓代替时即为配方1变为配方2时,3
个PM(VM7、19、和45)消失;一些PM倍数变化(fold
changes,FC)值如肌苷(VM29,配方1组/模型组=
16.39554381,配方2组/模型组=1.163027468)、三乙

醇胺(30,配方1组/模型组=12.68455178,配方2组/
模型组=7.942100461)和5-羟-β-吲哚乙醇(34,配方1
组/模型 组 =1.677599136,配 方 2 组/模 型 组 =
2.781925834)等存在明显差异,说明配方1和2的回调

程度即药效程度明显不同。血清中,当配方2变成配

方3时,2个PM(VM23和40)消失,还识别出11个

PM(VM7、9、17、18、19、31、42、44、45、47和48,同时

发现PM(VM12,2-氨基-2-甲基-1,3-丙二醇;VM29,
肌苷)FC值也发生改变。血清中,配方3有8个特有的

PM;配方1和3有26个共同的PM,配方1和3有24
个共同的PM,3个药物有24个共有的PM(图5、表5
和表6)。这些结果表明方剂配方发生变化尤其是配方

2变成配方3时,血清中发挥药效的代谢差异物发生了

明显变化,表明代谢机制也发生了明显的变化。
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表5 配方1和配方2在血清中PM结果

No. VIP FC P值 药物 No. VIP FC P值 药物 No. VIP FC P值 药物

1 4.432 11.094 <0.001 配方1 15 18.547 1.678 0.009 配方1 30 1.166 0.620 0.031 配方1
1 4.432 11.094 <0.001 配方2 15 18.547 1.678 0.009 配方2 30 1.166 0.620 0.031 配方2
2 22.450 0.444 <0.001 配方1 16 1.436 0.322 0.011 配方1 32 1.438 2.197 0.037 配方1
2 22.450 0.444 <0.001 配方2 16 1.436 0.322 0.011 配方2 32 1.438 2.197 0.037 配方2
3 2.7506 0.465 <0.001 配方1 19 1.505 0.270 0.044 配方1 34 4.270 0.331 0.042 配方1
3 2.7506 0.465 <0.001 配方2 21 1.272 1.715 0.017 配方1 34 4.270 0.331 0.042 配方2
5 10.361 1.750 <0.001 配方1 21 1.272 1.715 0.017 配方2 35 2.956 1.248 0.043 配方1
5 10.361 1.750 <0.001 配方2 22 1.242 1.458 0.019 配方1 35 2.956 1.248 0.043 配方2
6 4.996 13.247 <0.001 配方1 22 1.242 1.458 0.019 配方2 38 1.116 0.414 0.006 配方1
6 4.996 13.247 <0.001 配方2 23 2.820 0.269 0.020 配方1 38 1.116 0.414 0.006 配方2
7 2.598 0.412 <0.001 配方1 23 2.820 0.269 0.020 配方2 39 1.557 2.080 0.027 配方1
10 6.409 0.248 0.003 配方1 25 1.861 2.208 0.021 配方1 39 1.557 2.080 0.027 配方2
10 6.409 0.248 0.003 配方2 25 1.861 2.208 0.021 配方2 40 2.064 0.110 0.035 配方1
11 2.787 1.775 0.005 配方1 26 2.363 0.231 0.026 配方1 40 2.064 0.110 0.035 配方2
11 2.787 1.775 0.005 配方2 26 2.363 0.230 0.026 配方2 41 3.296 0.547 0.038 配方1
12 5.326 1.536 0.008 配方1 27 5.301 0.664 0.027 配方1 41 3.296 0.547 0.038 配方2
12 5.326 1.536 0.008 配方2 27 5.301 0.664 0.027 配方2 45 3.708 6.850 0.005 配方1
14 6.687 1.550 0.009 配方1 29 11.805 0.890 0.031 配方1
14 6.687 1.550 0.009 配方2 29 11.805 0.890 0.031 配方2

表6 配方3在不同组织器官中PM结果

No. VIP FC P值 来源 No. VIP FC P值 来源 No. VIP FC P值 来源

27 5.301 0.664 0.027 血清 122 1.094 2.185 0.006 肝 134 4.804 1.514 0.034 肝

27 10.360 1.300 0.045 心 65 3.544 8.724 <0.001 肝 9 3.326 1.166 0.021 心

20 15.174 15.444 <0.001 肝 79 6.103 2.516 <0.001 心 128 1.878 1.496 0.016 肝

49 12.405 2.570 <0.001 肝 79 2.813 1.721 0.008 肝 23 1.438 2.197 0.037 血清

66 2.174 1.313 0.010 肝 78 2.786 1.432 0.044 心 22 1.242 1.458 0.019 血清

17 1.014 7.235 <0.001 肝 78 1.30 0.538 0.024 肝 74 3.404 1.397 0.045 心

76 1.556 1.463 0.041 心 50 2.411 1.942 <0.001 心 74 4.655 1.273 0.037 肝

48 1.383 1.971 <0.001 心 129 1.129 1.523 0.0161 肝 11 2.787 1.775 0.004 血清

5 10.361 1.750 <0.001 血清 15 18.547 1.678 0.009 血清 11 1.789 0.700 0.009 肝

5 8.142 1.411 0.026 肝 145 1.053 2.515 0.001 肝 31 3.502 1.747 0.019 心

61 4.098 2.167 <0.001 心 38 1.116 0.414 0.006 血清 91 5.899 1.276 0.011 心

50 2.510 3.187 <0.001 心 38 1.058 0.365 0.007 肝 139 2.424 0.662 0.041 肝

51 2.365 2.132 <0.001 心 7 2.598 0.412 0.001 血清 25 5.675 1.678 0.026 血清

1 4.432 11.094 <0.001 血清 7 1.780 1.475 0.000 心 25 2.661 1.295 0.030 肝

1 18.908 2.990 <0.001 心 29 11.805 0.890 0.031 血清 93 11.39 0.628 0.022 心

47 12.906 2.113 <0.001 心 29 3.267 1.178 0.041 心 135 1.306 0.743 0.035 肝

55 1.094 2.518 <0.001 心 29 9.540 1.267 0.002 肝 133 2.052 0.571 0.021 肝

112 2.033 1.664 0.002 肝 73 11.582 2.004 0.012 心 21 1.272 1.715 0.017 血清

137 1.809 1.734 0.039 肝 39 1.557 2.080 0.027 血清 41 3.296 0.547 0.038 血清

12 5.326 1.536 0.008 血清 80 1.071 1.329 <0.001 心 35 2.956 1.248 0.043 血清

26 2.363 0.230 0.026 血清 82 1.077 3.754 <0.001 心 35 9.505 1.636 <0.001 心

160 8.179 0.560 <0.001 肝 81 2.346 1.289 <0.001 心 64 1.033 1.430 0.002 心

141 4.254 1.648 0.044 肝 3 2.751 0.465 <0.001 血清 42 1.972 2.326 <0.001 血清

16 1.436 0.322 0.011 血清 3 2.049 1.195 0.036 心 131 1.561 2.934 0.019 肝

86 1.197 1.623 0.004 心 14 6.687 1.550 0.009 血清 18 1.378 0.257 0.013 血清

126 1.068 1.573 0.008 肝 14 3.930 1.409 0.007 心 140 2.355 0.732 0.043 肝

19 1.505 0.270 0.044 血清 52 1.004 1.546 <0.001 心 69 1.964 1.480 0.009 心

34 4.270 0.331 0.042 血清 136 1.054 1.353 0.037 肝 54 1.468 0.507 0.001 肝

2 22.450 0.444 <0.001 血清 116 1.615 1.663 0.004 肝 30 1.166 0.620 0.031 血清

2 10.368 0.333 0.035 肝 114 10.640 1.534 0.003 肝 6 4.996 13.247 <0.001 血清

124 3.776 1.597 0.007 肝 49 2.645 1.599 <0.001 心 125 1.016 1.617 0.008 肝

75 4.161 1.559 0.024 心 57 2.134 0.495 0.043 肝 107 1.329 13.331 <0.001 肝

75 1.659 2.282 <0.001 肝 44 4.957 0.454 0.003 血清 132 1.901 0.816 0.019 肝

53 2.130 1.660 <0.001 心 10 6.409 0.248 0.003 血清 99 1.100 4.855 <0.001 肝
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注:圆角矩形结点的为器官或组织,椭圆形结点为药效代谢差异

物(PM);桃红色结点为三种药物共有的PM(除7不是变方1
的),橙色结点为只是变方2的PM(除45也是鸡血藤的),绿色

结点为变方2在部分器官或组织中的PM。深红色结点有银色

边线的为鸡血藤与痹病药膳方变方1共有的PM,深红色节点有

绿色边线的为鸡血藤与痹病药膳方变方2共有的PM。桃红色

结点中,绿色边线的在心中不是PM,黄色边线的在肝中不是

PM,紫色边线的只在血清中为PM,银色边线的为对应器官中的

PM;橙色结点中,绿色边线的只在肝中为PM,紫色边线的在血

清和肝中是PM,银色边线在对应器官中均为PM;绿色结点中,
红色边线的在心中不是PM,桃红色边线的只在心中是PM,紫
色边线的在血清中不是PM,银色边线的在肝中不是PM;深红

色结点中,绿色边线的为鸡血藤与变方2共有的PM,银色边线

的为鸡血藤与变方1共有的PM。
图8 药效代谢差异物-器官/组织-药物相关关系网络

  从心和肝中分别鉴定出56和97个DM,33和41
个配方3的PM。从血清、心和肝中都鉴定到6个 DM
(VM3、5、14、29、41和48);其中VM29为血清、心和

肝中共有的PM,VM48只在心中为PM,VM5为肝和

血清中共有的PM,VM41只为血清中的PM,VM3和

14为心和血清中共有DM。从心和肝中鉴定到16个

有的DM(VM49、54、56、57、59、63、65、66、74、75、78、

79、83、89、91和95);VM54、57、65和66只在肝中为

PM,VM49和91只在心中为PM,VM74、75、78和79
在心和肝中都是PM。从心和血清中鉴定到共有DM
10个(VM1、7、9、15、18、27、31、32、35和47),VM15、

18和32只在血清中为PM,VM47只在心中为PM,

VM1、7、9、27、31和35在心和血清中都是PM。从肝

和血清中鉴定到共有DM11个(VM2、8、11、16、17、

25、26、28、38、44和45),VM16、26和44只在血清中

为PM,VM17只在肝中为PM,VM2、11、25、38和45
在肝和血清中都是PM。血清、心和肝中分别鉴定到

18、31和71个特有的DM,其中分别有12、15和24个

为PM。以上结果表明不同器官、组织中DM及其配方

3在不同组织器官中PM存在巨大差异,即使是从不同

组织或器官中都鉴定到的许多DM 如VM3、29、57和

58等被调节的方向也不一致(见表6灰色背景),表明

疾病的病理机制、药物在不同组织、器官中代谢机制存

在巨大区别。

2.2.3 代谢通路研究 应用 MetaboAnalyst5.0进行

代谢通路分析和通路富集分析阐明关键代谢通路(见
表4、图6和图7)。结果表明血清中组氨酸(histi-
dine)、糖鞘脂(glycosphingolipid)和精氨酸(arginine)
代谢通路对3个配方都是极为重要的代谢通路;丙氨

酸、天冬氨酸盐和谷氨酸盐代谢(alanine,aspartateand
glutamatemetabolism),精氨酸和脯氨酸代谢(arginine
andprolinemetabolism),精氨酸生物合成(argininebi-
osynthesis)以及组氨酸代谢(histidinemetabolism)是
配方3在心中发挥药效的重要代谢通路;精氨酸生物

合成,D-谷氨酰胺和D-谷氨酸盐代谢(D-glutamineand
D-glutamatemetabolism),谷胱甘肽代谢(glutathione
metabolism)以及丙氨酸、天冬氨酸盐和谷氨酸盐代谢

是配方3在肝中发挥药效的重要代谢通路。以上结果

表明3个配方在血清中发挥药效所涉及的代谢通路差

异不大,配方3在不同组织器官中代谢通路差异比较

大。

图9 鸡血藤、痹病药膳方变方1和痹病药膳方变方2在血清中的代谢通路
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图10 痹病药膳方变方2在心(左图)和肝(右图)中的代谢通路

3 讨论

LDL-C是导致AS的关键因素,降低其水平是降

低AS发生和大多数心血管疾病死亡因素的重要途

径;LDL-C与HDL-C的比值代表致动脉粥样化蛋白

和保护性脂蛋白平衡关系,是用来预测心血管疾病发

生的重要指标[19-21]。正常组、模型组、血脂康组、配方

1组、配方2组和配方3组的LDL-C与 HDL-C比值

在30d时分别为 0.61、1.44、1.03、1.57、1.24和

1.00,60d时分别是0.86、1.63、1.07、1.71、1.37和

1.24;除配方1组外,这些结果基本与主动脉弓病理研

究结果一致。这表明3个配方都能有效预防心血管疾

病发生,配方3要优于配方2。
在3个配方血清代谢组学研究中,配方1和2的

PM差异不大,配方3与二者的PM 差异比较大。表

明在配方3中,黄芪的量虽然小,但所起的药效却是非

常重要的。此外,在优化痹病药膳方配方优化过程中

一些PM消失,一些PM即使还在,但其FC值也发生

了变化;表明当方剂的配方发生变化时其代谢轮廓也

发生重要变化,合理组成让痹病药膳方产生了更多的

选择性和专一性。
血液中代谢物的含量通常受多个蛋白支配,换而

言之,当某个蛋白质表达出现异常时,其它组织或器官

中的蛋白质会自动弥补其功能;因此,其它器官尤其是

病理改变器官的代谢组学更值得进行研究。与血清代

谢组学相比,从心和肝中鉴别了更多的PM,因此心和

肝的病理形态差异以及蛋白质和基因表达差异值得深

入研究。一些VM在不同组织器官中差异很大甚至方

向相反,这与成分在体内代谢相关,因此其代谢规律值

得深入研究。
本研究虽然通过不同配方对AS家兔预防药效来

优化方剂配方,但配方有限。本研究虽然比较了3个

配方在血清中PM 和代谢通路差异,配方3在心和肝

中PM和代谢通路差异,但这些药效代谢差异物之间

哪些是关键的以及相互如何相互影响并不清楚。因此

痹病药膳方配方优化和作用机制仍需深入研究。
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