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基于液相色谱4四极杆J飞行时间质谱血液代谢组学的
黄芪桂枝五物汤干预血瘀证大鼠的研究!
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摘!要!目的!探讨黄芪桂枝五物汤用于血瘀证大鼠的作用机制" 方法!将大鼠分为空白组$模型组和给药组#采用皮下注射肾上
腺素联合冰水浴方法诱发大鼠血瘀证模型%模型组$给药组&’给药组大鼠灌胃给予黄芪桂枝五物汤 < 3JO3#空白组$模型组大鼠
灌胃给予等量 #I?f氯化钠溶液#每日灌胃 $次#连续 C .#检测三组大鼠的凝血指标水平" 采用液相色谱4四极杆J飞行时间质谱
采集和处理海量的内源性代谢物数据" 采用非参数单变量分析法和多元统计分析法对潜在生物标志物进行筛选和鉴定" 构建基
于血液生物标志物的代谢通路示意图#以探讨大鼠血瘀证的发病机制和黄芪桂枝五物汤的作用机制" 结果!与空白组比较#模型
组大鼠凝血酶时间%bb&$凝血酶原时间% b̂&和活化部分凝血活酶时间%B̂ bb&显著缩短#纤维蛋白原%_HL&含量显著升高#差异
均有统计学意义%!R#I#$&’与模型组比较#给药组大鼠 bb$ b̂和 B̂ bb明显延长#_HL含量显著降低#差异均有统计学意义%!R
#I#=&" 代谢组学研究结果表明#黄芪桂枝五物汤对血瘀证大鼠的干预可引起其代谢谱的实质性和特征性改变" 筛选出 $# 种代
谢物#如M4谷氨酸$M4苯丙氨酸和M4色氨酸等’给予黄芪桂枝五物汤后上述代谢物恢复至正常水平" 结论!黄芪桂枝五物汤对血
瘀证有一定的治疗作用#调节谷氨酸$苯丙氨酸和色氨酸等代谢通路可能是其治疗血瘀证的作用机制"
关键词!黄芪桂枝五物汤’ 血瘀证’ 代谢组学’ 生物标志物’ 凝血指标
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!!血瘀证是中医临床上常见的证候之一&是妇科疾病的基
本证型*$4@+ ’ 近年来的研究结果显示&血瘀证的病理机制与血
液流变学指标异常,凝血指标异常等血液系统疾病有关’ 据
报道&活血化瘀可以消除血瘀&改善相关的血液流变学状况’

黄芪桂枝五物汤是活血化瘀的经典名方&出自-金匮要略.&由
黄芪,桂枝,芍药,生姜和大枣组成&被广泛用于治疗血瘀证相
关的妇科疾病&如痛经,闭经或月经不调&能显著改善患者的
凝血功能&调节血常规指标&增加抗氧化和抗炎活性’ 代谢组
学是一种高通量的生物分析方法&用于检测和量化小分子代
谢物’ 利用代谢组学技术可以通过识别生物标志物,分析代
谢途径和确定药物4靶点相互作用&评估疾病的变化’ 代谢谱
分析已被用于发现生物标志物并评估许多中医疗法的整体效
果’ 将代谢组学应用于中医药研究&可能为筛选生物活性成
分和生物标志物,揭示中药复方的作用机制和获取基于复杂
生物系统的科学依据提供一种新的方法*C4$A+ ’ 因此&本研究采
用高通量代谢组学技术研究黄芪桂枝五物汤对血瘀大鼠模型
的作用机制&为黄芪桂枝五物汤治疗血瘀证提供理论及数据
基础’

BC材料与方法
BDBC实验动物

中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心提供
A#只雄性 cF大鼠&体重为#"##i$#$3’ 温度和湿度分别调节
在#"Ei$$m和 =#fi=f’ 给予大鼠喂食标准的实验室饲料和
干净的饮水’ 动物实验程序按照-实验动物护理和使用指南.
#中国科学技术部&"##@年$执行’
BDEC仪器

B3+(5-*$"?#型液相色谱仪器#美国安捷伦科技公司$%
B3+(5-*@=A#型四极杆飞行时间质谱检测器#美国安捷伦科技
公司$%B3+(5-*XG>LB[cL48$< 柱 # $## NNw"I$ NN&粒径
$I< "N&内径 $## "N$#美国安捷伦科技公司$’
BDFC药品与试剂

大鼠凝血酶时间#bb$,凝血酶原时间# b̂$,活化部分凝
血活酶时间#B̂ bb$和纤维蛋白原#_HL$凝血功能的商用试剂
盒#北京世迪科技仪器有限公司$%黄芪,桂枝,芍药,生姜和大
枣购自于哈尔滨世一堂有限公司&经黑龙江省中医药科学院
蔡萧君教授鉴定为正品’ 肾上腺素购自福州海王星福耀制药
有限公司’
BDGC黄芪桂枝五物汤灌胃溶液的配制

按原方配比取黄芪 ? 3,桂枝 ? 3,芍药 ? 3,生姜 $< 3和大
枣 E枚&加入 $#倍量水煎煮 $ 6&共 "次&合并滤液&于 @# m真

空下旋转蒸发冷凝至所需体积#生药量 $ 3JN($’ 大鼠灌胃体
积为 $ N(J$## 3&将药物储存在 E m以供进一步使用’
BDKC模型复制及样本制备

大鼠适应性饲养 C . 后&随机分为空白组,模型组和给药
组&每组 $#只’ 模型组,给药组大鼠于实验第 C日皮下注射肾
上腺素##I< N3JO3$" 次&时间间隔 E 6%在第 $ 次皮下注射肾
上腺素 " 6后&将大鼠置于 #gE m的冰水浴中游泳 E N+-&以
诱发急性血瘀*$E+ ’ 给药组大鼠灌胃给予黄芪桂枝五物汤
< 3JO3#临床剂量的 $I=倍$&空白组和模型组大鼠灌胃给予等
量 #I?f氯化钠溶液’ 所有大鼠每日灌胃 $次&连续 C .’

实验第 $=日&用 $f戊巴比妥钠腹腔麻醉大鼠&取腹主动
脉血样’ 部分血样#" N($被收集至枸橼酸钠抗凝管中&用于
检测凝血指标水平#bb, b̂,B̂ bb和 _HL$"首先&全血样本立
即以 A ### 2JN+-离心#离心半径为 < WN$$# N+-&然后使用血
浆样本上清液 <## "(测定凝血指标水平’ 其他血样用于代谢
组学分析’

血浆代谢组学样品在室温#"= m$下解冻’ 于血浆样品
$## "(中加入甲醇 A## "(沉淀蛋白质’ 随后&将混合物旋涡
A# 0&并在 $A ### 2JN+- 下离心#离心半径为 $@ WN$$# N+-’

将血浆样品的上清液#"## "($转移至新的试管中&真空下蒸
发至干燥’ 残渣溶于 C#f甲醇溶液 "## "(中’ 混合液旋涡
$ N+-&$A ### 2JN+-离心#离心半径为 $@ WN$$= N+-&最后注入
上清液进行代谢组学分析’
BDQC代谢组学分析条件

B3+(5-*$"?#液相色谱系统&B3+(5-*@=A# U4bG_JTc 质谱
系统’ 柱温为 E# m&流动相流速为 #IA= N(JN+-&流动相B为
#I$f甲酸&流动相 L为 #I$f甲酸和乙腈’ 流动相梯度条件
为"#g$ N+-&流动相 B?=f%$gE N+-&流动相 B?=fgC=f%
Eg@ N+-&流动相BC=fgE#f%@g? N+-&流动相BE#fg$=f%
?g?I= N+-&流动相B$=fg=f’
BDRC数据处理与统计分析

采用T’00̂ 2,1+(52̂ 2,1500+,-’(专业软件处理血浆样本中
的液质联用数据’ 液质联用原始数据文件被转换为通用格
式&由[8Tc4G-(+-5#6**70"JJN5*(+-:0W2+770:5.)J[8TcJ$实现’
[8Tc4,-(+-5提供了一个完整的组学工作流&包括特征检测,

保留时间校正,对齐,注释和统计分析’ 结合保留时间和 +J:

数据对检测峰的各离子强度进行识别’ 通过过滤 <#f缺失值
的峰和每组同位素离子的峰&获得一致的变量 #离子强度
信息$’

使用T5*’‘,B-’(/0*EI#平台#6**70"JJeee:T5*’‘,B-’(/0*:W’$
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进一步分析得到的数据集’ 采用非参数单变量法#c*).5-*t0&
检验$和多元统计分析# 8̂B, M̂c4FB和 Ĝ Mc4FB$选择空白
组和模型组之间的差异代谢物’ 8̂B被用来验证分析系统性
能的质量&并观察可能的异常值’ (c*).5-*t0&检验在标准化
峰面积上的!R#I#=’

在线数据库 \TFL# 6**70"JJeee:\TFL:W’J$,T%bMH;
#6**70"JJT%bMH;:0W2+770:5.)J$和京都基因与基因组百科全
书#h/,*,5-W/W(,75.+’,135-50’-. 35-,N50&h%]]$数据库
#6**70"JJeee:35-,N5:K7Jh%]]J$通过搜索特定代谢物的
+J:峰的精确分子质量数据来注释潜在代谢物’ 当观察到的
质量和理论质量之间的差异R$# 77N时&对其进行过滤’ 通过
在线数据库 T5*̂B#6**70"JJeee:N5*’‘,’-’(/0*:W’$来确定代
谢途径和评估代谢物的潜在生物学作用’

EC结果
EDBC黄芪桂枝五物汤对血瘀证大鼠凝血功能的影响

凝血功能指标是评价血瘀状态的重要指标’ 与空白组比
较&模型组大鼠的bb, b̂和 B̂ bb显著缩短&_HL含量显著升
高&差异均有统计学意义#!R#I#$$%与模型组比较&给药组大
鼠的bb, b̂和 B̂ bb明显延长&_HL含量显著降低&差异均有
统计学意义#!R#I#=$&见表 $’

表 BC三组血瘀证大鼠凝血功能指标比较##0Z$$
!%OBC=.I&%$)-.0.,*.%1’J%().0)08#4 )0$%(-9)("
OJ..8-(%-)--M08$.I#%I.01 ("$##1$.’&-##0Z$$

组别 b̂J0 B̂bbJ0 bbJ0 _HLJ#N3J.($
空白组#2s$#$ $CI?@Ei#IA$@ =?I=E@i#I"=@ =@I=??i@IE=? "A$I=?i#I=<?
模型组#2s$#$ $$I=C@i#IA=<!! =$I=E<i#I=?@!! E=I=@<i$I<@?!! A@$I=<i$I"<?!!

给药组#2s$#$ $@I=CEi$I=<?& =?I=?@i#I@?<& ==I=@?iEI=?<& "AAI@Ci#I=??&&

!!注"与空白组比较&!!R#I#=&!!!R#I#$%与模型组比较&&!R#I#=&&&!R#I#$
;,*5" &0:*65‘(’-O 32,)7& !!R#I#=& !!!R#I#$% &0:*65N,.5(32,)7& &!R#I#=&

&&!R#I#$

EDEC代谢组学结果
8̂B评分图显示&空白组和模型组表现出不同的代谢特

征&与空白组,给药组比较&模型组呈现相反方向的聚集&出现明
显的分离趋势%给药组倾向于恢复正常水平&与空白组比较接
近&见图 $’ 采用 Ĝ Mc4FB分析得到 $# 种代谢物&通过搜索
h%]]数据库#6**70"JJeee:35-,N5:K7Jh%]]J$列出每种代谢
物的相关途径&上述 $#种代谢物大多参与脂质和氨基酸代谢&
见表 ",图 "’ 采用T5*̂B#6**70"JJeee:N5*’‘,’-’(/0*:W’$测定
$#个潜在的生物标志物并进行富集分析&结果见图 A’ 给予黄
芪桂枝五物汤后上述代谢物恢复至正常水平&提示上述代谢物
在血浆中的变化可能表明其作为生物标志物的潜力&可以用来
区分血瘀证和正常状态&对上述潜在生物标志物的有效调控可
能是黄芪桂枝五物汤对血瘀大鼠模型起作用的关键’

FC讨论
本研究成功建立了大鼠血瘀证模型&模型大鼠血液流变

学指标和凝血指标发生显著变化’ 基于高通量代谢组学研究
发现&血瘀证大鼠存在明显的代谢异常&包括苯丙氨酸,酪氨
酸和色氨酸的生物合成&F4谷氨酰胺与F4谷氨酸代谢&花生四
烯酸代谢&苯丙氨酸代谢&丙氨酸,天冬氨酸和谷氨酸代谢等’

B:正离子主成分分析图%L:负离子主成分分析图
B:72+-W+7’(W,N7,-5-*’-’(/0+0.+’32’N,17,0+*+&5+,-0%

L:72+-W+7’(W,N7,-5-*’-’(/0+0.+’32’N,1-53’*+&5+,-0

图 BC血瘀证大鼠血液的W=:得分图
H)1 BCW=:-*.$#.,$%(-9)("OJ..8-(%-)--M08$.I#

给予黄芪桂枝五物汤后&各项指标和生物标志物含量均有改
善趋势&证明黄芪桂枝五物汤对血瘀证有很好的治疗作用’

谷胺酸是蛋白质合成,代谢能量或糖异生的重要底物&也
是神经介质的底物*$=+ ’ 谷氨酸被大脑用来合成 #4氨基丁酸
#]BLB$&]BLB是哺乳动物中枢神经系统的主要抑制性神经
递质&在调节整个神经系统的神经元兴奋性方面发挥作用&直
接负责调节人类的肌张力*$@+ ’ 血瘀证形成后&血液循环功能
障碍导致主要兴奋性神经递质谷氨酸转化为主要抑制性神经
递质]BLB’ 本研究中&模型组大鼠的M4谷氨酸含量显著低于
空白组&给药组大鼠的M4谷氨酸含量升高’ 结果表明&M4谷氨
酸可引起能量代谢失衡和血液循环功能障碍’

苯丙氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合成途径以及苯丙氨
酸代谢与M4苯丙氨酸有关*$C+ ’ 苯丙氨酸在组织中可以转化
为酪氨酸’ 值得注意的是&苯丙氨酸代谢的稳定性可以保持
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!!!! 表 EC血瘀证大鼠血液生物标志物
!%OEC;J..8O).I%$P#$-)0$%(-9)("OJ..8-(%-)--M08$.I#

编号 >*JN+- +J: \TFL编号 代谢物 分子式 ! 代谢通路
$ $I@= A#EIE@@ ? \TFL###$#EA 花生四烯酸 8"#\A"G" #I#?C $E 花生四烯酸代谢
" ?I=? EA@I="@ # \TFL###C<== M̂B#$<"$#?X$J#"#$ 8"$\E$GC^ #I##= "# 甘油磷脂代谢
A <IE< E$#IE<" = \TFL###C<=A M̂B#$@"#J#"#$ 8$?\A?GC^ #I### "? 甘油磷脂代谢
E <I<$ =#CI@<A < \TFL##$A$"" 溶血磷脂胆碱# 4̂$<"#$ 8"@\=E;G@^ #I### E? 甘油磷脂代谢
= =I=< $ECI$"? A \TFL####$E< M4谷氨酸 8=\?;GE #I### #$ F4谷氨酰胺与F4谷氨酸代谢
@ "I=< $A$I$AA " \TFL#####@E 肌酸 8E\?;AG" #I### A@ 精氨酸和脯氨酸代谢
C AI<? $CEI"#$ # \TFL####=$C M4精氨酸 8@\$E;EG" #I### << 精氨酸生物合成
< EI<" $A$I$C" ? \TFL####@<C M4亮氨酸 8@\$A;G" #I### @= 缬氨酸,亮氨酸和异亮氨酸的生物合成
? @I?= "#EI""= " \TFL####?"? M4色氨酸 8$$\$";"G" #I### ?< 色氨酸代谢
$# @I=? $@=I$<? $ \TFL####$=? M4苯丙氨酸 8?\$$;G" #I### =? 苯丙氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合成

B:花生四烯酸%L:溶血磷脂酸*$<"$#?X$J#"#+%8:溶血磷脂酸#$@"#J#"#$%F:溶血磷脂胆碱# 4̂$<"#$%
%:M4谷氨酸%_:肌酸%]:M4精氨酸%\:M4亮氨酸%H:M4色氨酸%a:M4苯丙氨酸

B:’2’W6+.,-+W’W+.% L:(/0,76,076’*+.+W’W+.*$<"$#?X$J#"#+% 8:(/0,76,076’*+.+W’W+. #$@"#J#"#$% F:(/0,76,076’*+./(W6,(+-5# 4̂$<"#$%
%:M43()*’N+W’W+.% _:W25’*+-5% ]:M4’23+-+-5% \:M4(5)W+-5% H:M4*2/7*,76’-% a:M4765-/(’(’-+-5

图 EC血瘀证大鼠模型血液生物标志物相对含量图
H)1 EC<#J%()N#*.0(#0(.,OJ..8O).I%$P#$-)0$%(-9)("OJ..8-(%-)--M08$.I#



!$A$"! ! %&’()’*+,- ’-. ’-’(/0+0,1.2)34)05+- 6,07+*’(0,186+-’"#"$ 9,(:"$ ;,:$$ 中国医院用药评价与分析!"#"$年第 "$卷第 $$期

图 FC血瘀证大鼠血液代谢>+YY通路富集分析
H)1 FC>+YY&%("9%M )0OJ..8I#(%O.J)-I.,$%(-9)("

OJ..8-(%-)--M08$.I#

身体生长和正常功能’ 本研究建立的血瘀证模型显示&在苯丙
氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合成途径中&代谢物苯丙氨酸的
代谢异常’ M4苯丙氨酸不能转化为M4酪氨酸&改变了苯丙氨酸
与酪氨酸的比例&导致M4苯丙氨酸大量蓄积’ 与模型组相比&

给药组大鼠的 M4苯丙氨酸浓度降低’ 这可能是由于给药后&

大鼠体内的 M4苯丙氨酸可以生物转化为 M4酪氨酸&表明黄芪
桂枝五物汤能恢复正常的苯丙氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合
成&使M4苯丙氨酸浓度降低’

酪氨酸是M4色氨酸的代谢物&是炎症和恶性肿瘤研究领
域中一种重要的色氨酸代谢物&具有免疫抑制作用’ 蓄积的犬
尿氨酸可促进活化 b6 细胞凋亡&诱导免疫抑制 b253细胞分
化&从而抑制免疫反应*$<4"#+ ’ 酪氨酸是犬尿氨酸的下游产物&

其含量的高低会直接影响酪氨酸的含量&进而影响色氨酸含
量’ 除酪氨酸外&色氨酸的另一个重要分解途径为 =4羟色胺
途径’ 肠嗜铬细胞分泌的 =4羟色胺进入血液&被血小板主动
吸收&当血小板与血块结合时&会释放血清素&血清素起到血管
收缩作用&有助于调节止血和凝血’ 本研究中&与空白组大鼠
相比&模型组大鼠体内M4色氨酸含量差异显著&差异有统计学
意义#!R#I#=$’ 急性血瘀证模型建立后&M4色氨酸浓度显著
升高&色氨酸代谢发生改变’ M4亮氨酸参与缬氨酸,亮氨酸和
异亮氨酸的生物合成&调节血糖&为身体提供能量’ 亮氨酸是
一种支链氨基酸&也是重要的生酮氨基酸’ 支链氨基酸可促进
蛋白质的合成和转换,信号传导和葡萄糖的整体代谢’ 模型组
大鼠的M4亮氨酸浓度明显低于空白组&亮氨酸的减少可能是
亮氨酸生物合成减少所致’

黄芪桂枝五物汤的临床应用广泛,效果明显&是治疗血
瘀证相关疾病的常用中药方剂’ 本研究首次采用高通量的
代谢组学研究技术对黄芪桂枝五物汤治疗血瘀证大鼠进行
研究&通过非靶向研究策略结合高分辨质谱检测手段成功获
取黄芪桂枝五物汤治疗血瘀证过程中的关键节点和关键代
谢物&为阐明血瘀证的深层机制提供了数据依托’ 但本研究
以动物实验为切入点&实验结果与临床样本的拟合程度还有
待研究&生物标志物在人体的代谢机制和网络互做关系还需

进一步详细研究’
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