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摘要:目的 分析少腹逐瘀汤对血瘀模型大鼠血浆内源性代谢物的调节作用,从代谢组学的视角探究少腹逐瘀汤的治疗机

制。方法 以冰水浴结合肾上腺素的方法建立大鼠血瘀模型,以 GCMS为检测手段获得血浆代谢轮廓,通过倍数(Fold
Change)以及单因素方差分析,确定差异性代谢物。结果 最终得到天冬酰胺、谷氨酸、核糖醇、尿嘧啶等8种差异性代谢物。

除胱氨酸外,其他差异性代谢物的含量在血瘀大鼠体内显著降低。低剂量的少腹逐瘀汤可显著提高尿嘧啶的水平,并使除3
磷酸甘油酸外的差异性代谢物向正常水平回归;高剂量的少腹逐瘀汤可显著提高天冬酰胺、核糖醇的水平,并使木糖醇、尿嘧

啶的水平向正常回归。结论 少腹逐瘀汤可能通过调节氨基酸代谢、能量代谢发挥对血瘀证的治疗作用,不同剂量的少腹逐

瘀汤对血瘀证导致的代谢物紊乱的调节作用可能是不同的。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToexplorethetherapeuticmechanismofShaofuZhuyudecoction SFZYD onbloodstasissyn-
dromefromtheperspectiveofplasmametabolomics METHODS Abloodstasissyndromeratsmodelwasestablishedbyice
waterbathincombinationwithaninjectionwithadrenaline Theplasmametabolomicprofilewasobtainedbygaschromatogra-
phycoupledwithmassspectrometry GCMS  Foldchangeandonewayanalysisofvariance ANOVA wereusedtosearch
forpotentialbiomarkers RESULTS Finally eightpotentialbiomarkers suchasasparagine glutamicacid ribitolanduracil 
wereobtained Thelevelsofthesepotentialbiomarkers exceptthatofcystine weredecreasedsignificantlyinbloodstasissyn-
dromerats SFZYDatlowdosesignificantlyincreasedthelevelofuracil andreversedotherpotentialbiomarkers except3
phosphoglycerate intonormallevel SFZYDathighdosesignificantlyadjustedthelevelsofasparagineandribitol andxylitol
anduracilshowedtrendtowardsthenormallevels CONCLUSION SFZYDshowsgoodtherapeuticeffectonbloodstasissyn-
dromebyregulatingthemetabolismofaminoacidsandenergy anddifferentdosesofSFZYDmayhavedifferentregulating
effectsonthepotentialbiomarkersassociatedwithbloodstasis 
KEYWORDS ShaofuZhuyudecoction metabolomics GCMS bloodstasis plasma

  血瘀证是常见的证候之一,血液循环障碍是典

型的表现[1],血液循环障碍可导致多种疾病的发

生[2]。少腹逐瘀汤是治疗血瘀证的经典名方,由当

归、川芎、赤芍等10味中药组成,对于原发性痛经、
子宫内膜异位等具有较好的治疗效果[34]。

代谢组学是以基因组学、蛋白质组学的研究理

念为基础,通过研究生物体在外界条件(环境、药物

等)刺激后,体内小分子代谢物变化规律的学科[5]。
代谢物记录了生物体所经历的内外环境的变化。以

代谢物的变化反映药物的治疗机制,有望越过中药

组分复杂性这一难题。代谢组学为中药的现代化研

究提供了契机。非靶标代谢组学研究血浆、尿液等

生物体液中尽可能多的小分子代谢物,以期全面地

反映机体在环境刺激前后的状态[6]。本实验以非靶
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标代谢组学为研究手段,描绘大鼠血浆的代谢物谱,
寻找相关生物标记物,阐述少腹逐瘀汤的治疗机制。

1 材料

1.1 试剂与药材

甲氧胺(批号:BCBN2932V,纯度:98%,Sigma
Aldrich,美国),吡啶(批号:STBD3575V,纯度:99.
8%,SigmaAldrich,德国),N,O双(三甲基硅烷

基)三氟乙酰胺(BSTFA,批号:BCBS4254V,纯度:

98.5%,SigmaAldrich,美国)含1%三甲基氯硅烷

(TMCS),1,213C2肉豆蔻酸(批号:SH2326V,纯
度:99%,SigmaAldrich,美 国),正 己 烷(批 号:

4A6004,纯 度:95%,ROE,美 国),甲 醇 (批 号:

I880707710,纯度:99.9%,Merk,德国)。
盐酸肾上腺素注射液(批号:H31021062,禾丰

制药有限公司,上海),少腹逐瘀汤组方药材购自南

京中医药大学附属医院,并经南京中医药大学药学

院谷巍教授鉴定。

1.2 药材提取

将当归、川芎、赤芍、肉桂、小茴香、五灵脂、没
药、蒲黄、延胡索、干姜按照3∶1∶2∶1∶0.5∶2∶1
∶3∶1∶1比例配比。取当归、川芎、肉桂、小茴香、
没药、干姜适量加入8倍量水提取挥发油。将赤芍、
五灵脂、蒲黄、延胡索与上述残渣、药液混合,加至

10倍量水,煎煮提取2次,合并2次滤液,减压浓

缩。将挥发油与浓缩液混匀后,储存于4℃冰箱备

用。

1.3 仪器

气相色谱质谱联用仪(Trace1310/TSQ8000,

Thermo,美国),TG5MS毛细管色谱柱(Thermo,
美国),真空离心浓缩仪(Speedvac,Thermo,美
国),Allegra64R 低 温 高 速 离 心 机(Beckman,美
国),AllegraX15R冷冻离心机(Beckman,美国),

THZC恒温振荡器(太仓市强乐实验设备有限公

司,苏州),SA6900全自动血流变测试仪(赛科希德

科技发展有限公司,北京)。

2 方法

2.1 动物实验

雌性SD大鼠,体质量(230±10)g,购自上海斯

莱克实验动物有限公司,大鼠适应性饲养1周后,随
机分为空白对照组(空白组)、模型组、少腹逐瘀汤低

(SFZYD1,4.65g/kg)、高(SFZYD2,18.6g/kg)剂
量组,共4组,每组8只。空白组与模型组给予等体

积的去离子水,其余给予相应剂量少腹逐瘀汤,灌胃

7d。除空白组注射生理盐水,其余各组于末次给药

后,皮下注射盐酸肾上腺素注射液(0.08mg/kg),2
h后将大鼠浸入冰水中5min,冰水浴结束后2h再

次注射同等剂量的盐酸肾上腺素注射液,制备急性

血瘀证大鼠模型[7]。造模结束18h后,大鼠经水合

氯醛麻醉进行采血。全血分为2部分,一部分全血

(约4mL)采用肝素抗凝,用于全血与血浆黏度的测

定;剩余部分采用EDTA抗凝,于3000r/min(10
min,4℃)离心,取血浆用于代谢组学测定。

2.2 全血与血浆黏度测定

将含肝素的真空采血管静置20min,测定高、
中、低切率下全血黏度;检测结束后全血以3000r/

min离心10min,取血浆测定血浆黏度。全血、血浆

黏度在采血后4h内完成测定。

2.3 血浆样品前处理

取50μL血浆于离心管,加入200μL含13C标

记的肉豆蔻酸(12.5μg/mL)的甲醇溶液,涡旋3
min后,于高速温控离心机离心(18000r/min,4
℃,10min)。取上清100μL,放入浓缩仪中挥干(45
℃,2h)。将30μL甲氧胺吡啶(10mg/mL)加入上

述样品,涡旋5min,放入恒温振荡器振荡(300r/

min,30℃,90min)后加入30μLBSTFA,混匀后再

次于恒温振荡器振荡(300r/min,37℃,30min)。
振荡结束后,将样品离心(18000r/min,4℃,10
min)并取上清进样。

2.4 气相色谱质谱条件

样品 分 析 使 用 GCMS(Trace1310/TSQ
8000),样品的分离在 TG5MS(30m×0.25mm,

0.25μm)毛细管色谱柱上进行。载气为氦气,流速:

1.2mL/min;进样口温度:250℃,传输线温度:250
℃,离子源温度:280℃;采用程序升温:60℃保持1
min,13min后温度升至320℃,最后以320℃的温

度保持5min;仪器配EI离子源,离子源温度:280
℃;采用全扫描模式,扫描范围m/z:50~500,质谱

采集时间:3.5~19min;样品分析采用随机进样的

方式,进样量:1μL。

2.5 统计学方法

使用 MSDIALv.2.7.2[8]及NIST2014数据库

进行峰提取、鉴定、对齐以及峰面积的计算,采用内

标峰面积对代谢物峰面积进行归一化。采用SIM-
CAP13.0(Umetrics,瑞典)进行多变量分析,Mata-
boanalysis3.0(http://www.metaboanalyst.ca)进
行FoldChange计算,结合单因素方差分析(SPSS
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20.0)结果以确定差异性代谢物,最终将差异性代谢

物导入 Mataboanalysis3.0进行代谢通路分析。

3 结果

3.1 血液流变学测定结果

血瘀证是一种因血液流动性和黏性异常而引起

的紊乱症[9]。表1为大鼠全血、血浆的黏度测定结

果。结果显示,与空白组相比,模型组的全血及血浆

黏度均显著提高,表明血瘀模型制备成功;给予低剂

量的少腹逐瘀汤后,可以显著改善大鼠的中、高切全

血黏度;给予高剂量的少腹逐瘀汤后,全血的低切黏

度、血浆黏度显著降低,表明少腹逐瘀汤可改善血瘀

大鼠的血液循环障碍。
表1 不同组别大鼠血液流变学测定结果(x±s,n=8)

组别
全血黏度/(mPa·s)

低切/(1s-1) 中切/(50s-1)高切/(200s-1)
血浆黏度/
(mPa·s)

空白组 24.18±1.65 4.69±0.22 3.76±0.17 1.16±0.02
模型组 30.11±2.39** 5.36±0.49* 4.22±0.40* 1.22±0.03**

SFZYD1 29.55±0.96 5.26±0.11△△ 4.15±0.12△ 1.19±0.04
SFZYD2 24.56±3.94△ 4.73±0.53 3.79±0.40 1.18±0.04△

            注:与空白组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,△P<0.05,△△P<0.01。

3.2 化合物鉴定

样品进行GCMS分析后,获得总离子流图(图

1)。根据化合物的质荷比、保留时间、保留指数进行

化合物的鉴定。最终鉴定化合物101个,包括氨基

酸、糖醇、糖类等。

注:a.空白组;b.模型组;c.SFZYD1;d.SFZYD2

图1 不同组别大鼠血浆GCMS总离子流图

3.3 血浆代谢轮廓分析

将含有样品名称、化合物名称以及归一化峰面

积的数据集,导入到SIMCAP中,进行正交偏最小

二乘判别分析(OPLSDA)。如图2所示,空白组与

模型组可以在OPLSDA得分图上完全区分,表明

以冰水浴结合肾上腺素的造模方式可改变正常大鼠

血浆中的代谢物水平。应用少腹逐瘀汤的组别均呈

现出向空白组回调的趋势,表明少腹逐瘀汤对血瘀

导致的代谢物水平异常具有调节作用。高、低剂量

组相距较近,低剂量组的回调趋势稍优于高剂量组。

注:●为空白组;+为模型组;■为SFZYD1;▲为SFZYD2。

R2X=0.971,R2Y=0.869,Q2=0.712。

图2 大鼠血浆OPLSDA得分图

3.4 差异性代谢物筛选

以P<0.05、FC>1.2为限定条件,找出空白组

与模型组之间的差异性代谢物。最终确定的差异性

代谢物包括谷氨酸、尿嘧啶、木糖醇、一磷酸腺苷、天
冬酰胺、胱氨酸、3磷酸甘油酸、核糖醇。图3展示

了不同组别的差异性代谢物的相对含量变化。由图

可知,在模型组大鼠血浆中,除胱氨酸含量升高外,
其他7种潜在的生物标记物含量均降低。服用低剂

量的少腹逐瘀汤后,除3磷酸甘油酸以外的因血瘀

证导致失调的代谢物有恢复正常的趋势,高剂量的

腹逐瘀汤可调节天冬酰胺、核糖醇等4种潜在的差

异性代谢物,使其向正常水平回归。

3.5 代谢通路分析

将上述差异性代谢物导入 Mataboanalysis3.0
进行代谢通路分析,分析结果显示这些代谢物涉及

的通路包括组氨酸代谢,丙氨酸、天门冬氨酸和谷氨

酸代谢,谷氨酰胺和谷氨酸代谢等。其中丙氨酸、天
门冬氨酸和谷氨酸代谢,谷氨酰胺和谷氨酸代谢这

两条代谢通路P<0.05,通路影响值Impactvalue>
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0.1,表明血瘀证对这两条通路有较大影响。

注:与空白组比较,*P<0.05;与模型组比较,△P<0.05。

图3 不同组别大鼠血浆中差异性代谢物的相对含量变化

4 讨论

低剂量的少腹逐瘀汤可显著调节大鼠血浆中尿

嘧啶的水平。尿嘧啶参与丙氨酸的合成,尿嘧啶被

还原为二氢尿嘧啶后,水解生成丙氨酸[10]。丙氨酸

作为体内供能物质,当大鼠经历大量的耗能过程后,
可能会间接的消耗大量尿嘧啶。服用低剂量的少腹

逐瘀汤可使大鼠血浆中的尿嘧啶水平显著升高。低

剂量的少腹逐瘀汤还可以调节胱氨酸、木糖醇、谷氨

酸等代谢物的水平,使它们向正常水平发展。这些

代谢物参与体内的氧化应激[11]、合成产能物质[12]

或者自身为产能物质。
高剂量的少腹逐瘀汤可显著调节大鼠血浆中天

冬酰胺以及核糖醇的含量。大鼠在冰水中运动耗

能、运动后消耗体内产能物质来弥补散失的热量,使
能量过度消耗,可能导致天冬酰胺、核糖醇在血瘀证

大鼠体内代谢异常。天冬酰胺参与天门冬氨酸和谷

氨酸代谢。天冬酰胺可以与天冬氨酸相互转化,天
冬氨酸是合成延胡索酸(三羧酸循环中间体)的前体

物质[13]。谷氨酸可以与α酮戊二酸(三羧酸循环中

间体)之间相互转化[13]。与天冬酰胺含量的显著降

低相对应,谷氨酸的含量也表现出显著下降。这两

种氨基酸也是哺乳动物ATP的重要来源[14],这两

种氨基酸含量的显著降低,提示血瘀大鼠体内大量

的能量消耗。核糖醇与能量代谢相关,其含量的显

著性降低,提示在血瘀证大鼠体内存在糖代谢障

碍[15]。服用高剂量的少腹逐瘀汤可以纠正血瘀证

导致的谷氨酰胺、核糖醇的代谢异常。此外,高剂量

的少腹逐瘀汤还可以调节木糖醇、尿嘧啶的水平,使
其向正常的方向转归。

低剂量少腹逐瘀汤对差异性代谢物的调节作用

较为温和。除尿嘧啶外,虽然对其它差异性代谢物

的调节作用未表现出显著性差异,但可以调节除3
磷酸甘油酸外的所有差异性代谢物,使其向正常水

平发展。高剂量的少腹逐瘀汤可能主要通过调节天

冬酰胺以及核糖醇的水平,发挥对血瘀证的治疗效

果。除木糖醇、尿嘧啶外,其他代谢物的水平未呈现

回调趋势。
本实验从非靶标代谢组学的角度出发,从血瘀

大鼠的血浆中发现了谷氨酸、天冬酰胺、核糖醇等潜

在的生物标记物,这些代谢产物与氨基酸代谢、能量

代谢密切相关。同时,也发现不同剂量的少腹逐瘀

汤在发挥对血瘀证的治疗作用时,对于代谢物的调

节程度不同。
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