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囊卵巢综合征患者内分泌代谢指标的影响［ Ｊ］ ． 中国妇幼保

健， ２０１９， ３４（２２）： ５２７１⁃５２７４．
［ ９ ］ 　 黄湘妃， 池蓉蓉． 揿针配合功能锻炼治疗肩关节周围炎的

疗效观察［Ｊ］ ． 中国中医药科技， ２０１９， ２６（４）： ６１０⁃６１２．
［１０］ 　 Ｂａ Ｘ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｊ Ｌ， Ｚｈｏｕ Ｓ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｎｏｂｕｆａｃｉｎｉ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
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版）， ２０２０， ９（２）： ５４⁃５５．
［１５］ 　 Ｍｃｃａｒｔｈｙ Ｂ Ｇ， Ｈｓｉｅｈ Ｓ Ｔ， Ｓｔｏｃｋｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｕｔａｎｅｏｕｓ

ｉｎｎｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｅｓ： ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｋｉｎ ｂｉｏｐｓｙ
［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， １９９５， ４５（１０）： １８４８⁃１８５５．
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摘要： 目的　 基于非靶向代谢组学研究毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细胞损伤的保护作用及机制。 方法　 采

用氯化血红素构建 ＰＣ１２ 细胞损伤模型。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖及凋亡情况， ＬＣ⁃ＭＳ 法检测细胞非靶代谢组学。 通过

单变量统计分析、 多维统计分析进行差异代谢物的筛选， 通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析找出差异代谢物可能参与的代谢通

路。 结果　 与对照组比较， 毛蕊异黄酮组 ＰＣ１２ 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 通过非靶代谢组学研究发现了 １０ 个特异性代谢物， 通

路富集分析发现嘌呤代谢可能是毛蕊异黄酮保护氯化血红素所致细胞凋亡的主要通路。 结论　 毛蕊异黄酮可能通过调

控嘌呤代谢抑制氯化血红素所致 ＰＣ１２ 细胞的凋亡从而发挥保护作用。
关键词： 毛蕊异黄酮； 脑出血； ＰＣ１２ 细胞； 嘌呤代谢
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　 　 脑卒中是一种常见疾病， 主要包括缺血性卒中和出血

性卒中， 其中出血性卒中主要包括蛛网膜下腔出血和脑内

出血［１］ ， 是人类的第二大死因和第三大残疾原因［２］ 。 脑卒

中已成为最重要的健康问题之一， 给社会带来巨大的经济

负担， 因此深入研究脑卒中的发生发展规律、 及时给予干

预治疗， 对挽救患者社会功能具有重要意义［３⁃４］ 。
毛蕊异黄酮是从黄芪根部提取的异黄酮类化合物， 是

一种植物雌激素， 还存在于黄花、 野生葛根、 锦鸡、 苦参、
甘草等植物中， 但由于其在黄芪中的含量最高， 现普遍将

毛蕊异黄酮视为黄芪根提取物［５］ 。 毛蕊异黄酮具有广泛的

药理活性， 包括抗癌、 抗炎、 抗氧化、 保护神经、 保护血

管等［６］ ， 但是其在出血性卒中方面的研究报道较少， 且相

关机制尚不明确。
非靶向代谢组学技术可以通过对各类代谢物进行大规

模、 无偏向的检测， 最大程度反映生物体内的代谢水平扰

动情况， 从而广泛应用于各个领域［７⁃８］ 。 因此， 本研究拟在

细胞水平采用代谢组学方法探究脑出血疾病中涉及的异常

代谢途径， 探索毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细

胞损伤模型保护作用及机制。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 毛蕊异黄酮对照品 （货号 Ｂ２０８４６， 纯

度≥９８％ ， 上海源叶生物科技有限公司）； 氯化血红素 （货
号 １６００９⁃１３⁃５， 美国 Ｇｌｐｂｉｏ 公司）； ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、 乙

酸铵 （货号 Ｒ８７５８、 ６３１⁃６１⁃８， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 胎牛血

清 （货号 Ａ６９０７ＦＢＳ， 美国 Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ 公司）； 特级马血清

（货号 Ｓ９０５０， 北京索莱宝科技有限公司）； ＣＣＫ⁃８ 检测试

剂盒 （货号 ＣＫ０４， 日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ
双染细胞凋亡检测试剂盒 （货号 ＫＧＡ１１０２⁃２０， 江苏凯基生

物技术股份有限公司）； ＦａｓｔＰｕｒｅ 􀅺 Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 Ｈｉｓｃｒｉｐｔ ＩＩＩ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ （货号 ＲＣ１１２⁃
０１、 Ｒ３０２⁃０１， 南京 诺 唯 赞 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ）；
Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ （货号 ＡＧ１１７１８， 湖南艾科瑞

生物工程有限公司）； 乙腈、 甲醇、 氨水 （货号 Ａ９９８、
Ａ４５２、 １３３６⁃２１⁃６， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１􀆰 ２　 仪器 　 恒温培养箱 （上海施都凯仪器设备有限公

司）； 低温高速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 倒置显微

镜 ［舜宇光学科技 （集团） 有限公司］； 流式细胞仪 （美
国贝克曼公司）； 细胞破碎仪 （美国 Ｓｏｎｉｃｓ 公司）； 漩涡混

匀仪 ［大龙兴创实验仪器 （北京） 有限公司］； 酶标仪

（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００ 质谱仪 （美国

ＳＣＩＥＸ 公司）； 色谱柱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１􀆰 ３　 细胞　 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 ＰＣ１２ （货号 ＣＬ⁃
０４８１， 武汉普诺赛生命科技有限公司）， 使用含 １０％ 马血

清、 ５％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基， 置于 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃的培养箱中， 每 ２～３ ｄ 传代 １ 次， 取对数期细胞进行

实验。
２　 方法

２􀆰 １　 氯化血红素、 毛蕊异黄酮剂量筛选　 取对数期 ＰＣ１２

细胞以每孔 ８×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 置于培养箱

中培养至贴壁后， 给予不同浓度的氯化血红素 （８０、 １００、
１２０、 １４０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 或毛蕊异黄酮 （ ０、 ５、 １０、 ２０、
４０、 ８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 干预 ２４ ｈ。 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８，
在 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃的培养箱中孵育 ３ ｈ， 于 ４５０ ｎｍ 波长处

检测吸光度， 计算细胞存活率及 ＩＣ５０。 每组设置 ５ 个复孔，
重复 ３ 次。
２􀆰 ２　 细胞分组与处理　 取对数期 ＰＣ１２ 细胞， 置于培养箱

中培养至贴壁后， 分为对照组、 氯化血红素组（１４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和毛蕊异黄酮组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 干预 ２４ ｈ。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞存活率 　 取对数期 ＰＣ１２ 细胞， 以

每孔 ８×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 培养贴壁后， 按

“２􀆰 ２” 项下分组处理， ２４ ｈ 后每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８， 在

５％ ＣＯ２、 ３７ ℃的培养箱中孵育 ３ ｈ， 于 ４５０ ｎｍ 波长处检测

吸光度， 计算细胞存活率。 每组设置 ５ 个复孔， 重复 ３ 次。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞凋亡情况　 取对数期 ＰＣ１２ 细胞，
以每孔 １×１０５ 个的密度接种于 １２ 孔板中， 培养贴壁后， 按

“２􀆰 ２” 项下分组处理， ２４ ｈ 后弃培养基， 用 ＰＢＳ 清洗 ２
次， 收集细胞悬液至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管后 ４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 加入 ５００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 轻轻吹匀成单细胞

悬液， 每管加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ 后

轻轻混匀， 室温避光孵育 １０ ｍｉｎ 后上机检测。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达　 收集干

预 ２４ ｈ 后的各组细胞， 按 ＦａｓｔＰｕｒｅ 􀅺 Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２ 试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ， 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ
Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 配置 ２０ μＬ 反应体

系进行总 ＲＮＡ 逆转录， 使用 Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ 配
置 ２０ μＬ ＰＣＲ 反应体系进行定量 ＰＣＲ 检测， 引物序列见表

１。 ｑＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０
个循环。 采用 ２－ΔΔＣＴ法分析目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。

表 １　 引物序列

引物 序列

Ｂｃｌ⁃２ 正向 ５′⁃ＧＡＴＡＡＣＧＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣＡＧ⁃３′

Ｂａｘ 正向 ５′⁃ＣＡＣＧＴＣＴＧＣＧＧＧＧＡＧＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＧＡＴＣＣＴＧＧＡＴＧＡＡＡＣＣＣＴＧ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣ⁃３′

２􀆰 ６　 ＬＣ⁃ＭＳ 分析

２􀆰 ６􀆰 １　 细胞干预处理 　 取对数期 ＰＣ１２ 细胞， 以每孔 １×
１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 培养贴壁后， 按 “２􀆰 ２” 项

下分组处理 ２４ ｈ， 每组设置 ６ 个复孔。
２􀆰 ６􀆰 ２　 细胞代谢物萃取　 收集细胞于 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中， 用

ＰＢＳ 清洗 ２ 次后弃上清液。 每管加入 １ ｍＬ 乙腈⁃甲醇 （１ ∶
１） 混合液， 涡旋 １ ｍｉｎ 后在冰浴下用细胞破碎仪 （功率

３００ Ｗ， 每次超声 ３～５ ｓ， 间隔 ３０ ｓ， 重复 ４～５ 次） 进行破

碎。 将样品放置于－２０ ℃冰箱 ４ ｈ 后 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ。 取上清液置于上样瓶中用于非靶向 ＬＣ⁃ＭＳ 代谢

组学分析。 质控样品 （ＱＣ） 从待测样本中各取 １０ μＬ 混
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匀， 即得。
２􀆰 ６􀆰 ３　 ＬＣ⁃ＭＳ 条件　 采用 ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００ 质谱仪进行

样本一级、 二级谱图的采集。 电喷雾电离 （ＥＳＩ）； 正离子

和负离子模式； Ｇａｓ１ （ ６０ ｐｓｉ， １ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）， Ｇａｓ２
（６０ ｐｓｉ）， ＣＵＲ （３０ ｐｓｉ）， Ｔ （６００ ℃）， ＩＳＶＦ （±５ ５００ Ｖ）；
一级质荷比检测范围 ６０～１ ０００ Ｄａ， 二级子离子质荷比检测

范围 ２５～１ ０００ Ｄａ； 一级质谱扫描累积时间 ０􀆰 ２０ ｓ ／ ｓｐｅｃｔｒａ，
二级质谱扫描累积时间 ０􀆰 ０５ ｓ ／ ｓｐｅｃｔｒａ； 二级质谱采用数据

依赖型采集模式 （ ＩＤＡ） 获得， 并且采用峰强度值筛选模

式， ＤＰ （±６０ Ｖ）， 碰撞能量 （３５±１５） ｅＶ。 ＩＤＡ 设置为动

态排除同位素离子范围 ４ Ｄａ， 每次扫描采集 １０ 个碎片

图谱。
２􀆰 ７　 统计学分析 　 数据经 ＰｒｏｔｅｏＷｉｚａｒｄ ３􀆰 ０ 软件转换成．
ｍｚＸＭＬ 格式， 然后采用 ＸＣＭＳ 软件进行峰对齐、 保留时间

校正和提取峰面积。 对 ＸＣＭＳ 提取到的数据首先进行代谢

物结构鉴定和数据预处理， 然后评估实验数据质量。 使用

Ｒ （ｖｅｒｓｉｏｎ ４􀆰 ３􀆰 １） 软件进行数据分析 （包括单变量统计分

析、 多维统计分析、 差异代谢物筛选、 差异代谢物相关性

分析、 ＫＥＧＧ 通路分析等）。 所有数据均以 （ ｘ± ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细胞损伤的影

响　 与对照组 （０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 氯化血红素组细胞存活

率呈剂量依赖性降低， ＩＣ５０为 １３９􀆰 ７ μｍｏｌ ／ Ｌ， 见图 １Ａ。 与

对照组 （ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 比较， 毛蕊异黄酮浓度为 ５ ～ １６０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时对细胞的存活率影响均较小， 差异均无统计学意

义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １Ｂ。 与对照组比较， 氯化血红素组细

胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与氯化血红素组比较， ５ ～ ８０
μｍｏｌ ／ Ｌ 毛蕊异黄酮均可提高细胞存活率， 其中 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
毛蕊异黄酮组细胞存活率最高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １Ｃ。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与氯化血红素组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细胞损伤的抑制 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细胞凋亡的影

响　 与对照组比较， 氯化血红素组 ＰＣ１２ 细胞凋亡率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与氯化血红素组比较， 毛蕊异黄酮组细胞凋亡

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２Ａ～ ２Ｄ。 与对照组比较， 氯化血

红素组细胞凋亡相关基因 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与氯化血红素组

比较， 毛蕊异黄酮组 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２Ｅ～２Ｆ。
３􀆰 ３　 非靶向代谢组学多元统计分析　 共鉴定代谢产物 ６９３
个， 其中正离子模式下有 ６０３ 个， 负离子模式下有 ９０ 个，
代谢物共涉及 １２ 类， 其中种类最多的是脂质和脂质样分

子， 约占 ４７􀆰 １８６％ ， 见图 ３Ａ。 将峰面积经共峰面积归一化

后行 ＰＣＡ 分析， 结果显示 ＱＣ 样本紧密聚集在一起， 实验

重复性较好， ３ 组之间的代谢特征具有可比性， 其中氯化血

红素组及毛蕊异黄酮组各有 １ 个离群值， 剔除后进行进一

步分析， 见图 ３Ｂ。 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析显示对照组与氯化血红素

组间可区分 （Ｒ２Ｘ＝ ０􀆰 ６９１， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ８９）， 见图 ３Ｃ； 经 ２００ 次

置换检验， 可见模型不存在过拟合现象， 模型稳健性良好，
见图 ３Ｄ。 毛蕊异黄酮组与氯化血红素组间也可以区分

（Ｒ２Ｘ＝ ０􀆰 ５５７， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ５７１）， 见图 ２Ｅ； 经 ２００ 次置换检验，

可见模型不存在过拟合现象， 模型稳健性良好， 见图 ３Ｆ。
３􀆰 ４　 差异代谢物的筛选 　 以 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ ＞ １、 Ｐ ｖａｌｕｅ ＜
０􀆰 ０５ 和变异倍数 （ＦＣ） ＞２ 或小于 ０􀆰 ５ 作为筛选标准对代

谢物进行进一步筛选。 在对照组与氯化血红素组间共筛选

出 １１５ 个差异代谢物， 其中相对含量升高的有 ２０ 个， 降低

的有 ９５ 个； 在氯化血红素组与毛蕊异黄酮组间共筛选出 １５
个差异代谢物， 其中相对含量升高的有 １１ 个， 降低的有 ４
个， 见图 ４Ａ～４Ｂ。 通过进一步分析发现， 三组间共有具有

统计学意义变化的差异代谢产物有 １０ 个， 主要为脂质和脂

质样分子 ６ 个， 分别为月桂酰左旋肉碱、 Ｎ⁃棕榈酰牛磺酸、
鲨肝醇、 磷脂酰胆碱 （３６ ∶ ２）、 维生素 Ｅ、 Ｄ⁃苏式⁃鞘胺醇⁃
１⁃磷酸； 核苷、 核苷酸和类似物 ２ 个， 分别为 ５′⁃磷酸腺苷

（ＡＰＳ） 和单磷酸腺苷 （ＡＭＰ）； 有机氮化合物双硫仑和有

机杂环化合物次黄嘌呤， 见图 ４Ｃ１～４Ｃ１０、 表 ２。
３􀆰 ５　 差异代谢通路分析 　 通过使用 ＶＩＰ 值＞１， Ｐ＜０􀆰 ０５ 作

为筛选条件分别富集对照组与氯化血红素组以及氯化血红

素组与毛蕊异黄酮组之间的代谢通路。 结果显示， 对照组

与氯化血红素组之间富集的主要通路有嘌呤代谢、 鞘脂代

谢、 谷胱甘肽代谢等， 见图 ５Ａ； 氯化血红素组与毛蕊异黄

酮组之间富集的主要通路有嘌呤代谢、 硫代谢及泛醌和其
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与氯化血红素组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 毛蕊异黄酮对氯化血红素诱导的 ＰＣ１２ 细胞凋亡的抑制 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ３　 非靶代谢组学多元统计分析 （ｎ＝６）

他萜类化合物⁃醌的生物合成等， 见图 ５Ｂ。 ３ 组间共有的具

有统计学意义的代谢通路是嘌呤代谢。
４　 讨论

本研究显示毛蕊异黄酮可通过抑制细胞凋亡减轻氯化

血红素诱导的细胞损伤， 进一步通过非靶代谢组学研究发

现， 有多种差异代谢产物可能通过嘌呤代谢通路参与毛蕊

异黄酮对氯化血红素诱导的细胞损伤的保护机制。
脂质是较复杂的代谢分子， 在细胞内膜、 质膜和微结
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注： 与氯化血红素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 差异代谢物的筛选 （ｎ＝６）

表 ２　 筛选的 １０ 个差异代谢物相对强度 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
名称 ｍ ／ ｚ 保留时间 ／ ｓ 对照组 氯化血红素组 毛蕊异黄酮组 Ｆ 值 Ｐ 值

次黄嘌呤 １３７􀆰 ０４５ ８１􀆰 ４５１ ０􀆰 ０７１±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ００９±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０３４±０􀆰 ０１７ ２８􀆰 １１ ＜０􀆰 ００１
双硫仑 ３１９􀆰 ０３９ ４１９􀆰 ７１３ ０􀆰 ０１１±０􀆰 ００３ ０􀆰 ０６５±０􀆰 ０４１ ０􀆰 ０１５±０􀆰 ００５ ７􀆰 ２２ ０􀆰 ００８

月桂酰左旋肉碱 ３４４􀆰 ２７８ ４０２􀆰 ７８２ ０􀆰 ０８１±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ００８±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０１６±０􀆰 ００４ ９２􀆰 ３２ ＜０􀆰 ００１
鲨肝醇 ３４５􀆰 ３３６ ７４６􀆰 １２２ ０􀆰 ０４３±０􀆰 ００８ ０􀆰 ０１４±０􀆰 ００７ ０􀆰 ０６４±０􀆰 ０２０ １６􀆰 ０２ ＜０􀆰 ００１

Ｄ⁃苏式⁃鞘胺醇⁃１⁃磷酸 ３６２􀆰 ２４１ ２３９􀆰 ７９６ ０􀆰 ０２２±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ０２１ ０􀆰 ０１８±０􀆰 ００２ ９􀆰 １０５ ０􀆰 ００３
Ｎ⁃棕榈酰牛磺酸 ３６２􀆰 ２３７ ７１０􀆰 ０８２ ０􀆰 ０６４±０􀆰 ０１７ ０􀆰 ０１２±０􀆰 ００３ ０􀆰 ０３８±０􀆰 ０１５ １６􀆰 １８ ＜０􀆰 ００１

维生素 Ｅ ４３０􀆰 ３８７ ８２１􀆰 ５４１ ０􀆰 ０５３±０􀆰 ００８ ０􀆰 ０１６±０􀆰 ０１１ ０􀆰 ０３３±０􀆰 ００８ １７􀆰 ６２ ＜０􀆰 ００１
５′⁃磷酸腺苷 ３４６􀆰 ０５４ ７５􀆰 ８１１ ０􀆰 ０６２±０􀆰 ０１６ ０􀆰 ０１５±０􀆰 ００９ ０􀆰 ０４２±０􀆰 ０１８ １１􀆰 ２３ ０􀆰 ００２
单磷酸腺苷 ３４８􀆰 ０７０ ７７􀆰 ２９８ ０􀆰 ０６４±０􀆰 ０１９ ０􀆰 ０１４±０􀆰 ００６ ０􀆰 ０３５±０􀆰 ０１４ １３􀆰 ８５ ＜０􀆰 ００１

磷脂酰胆碱（３６ ∶ ２） ７７２􀆰 ６２１ １ ０９０􀆰 ６８５ ０􀆰 ０５１±０􀆰 ０２４ ０􀆰 ０１６±０􀆰 ００６ ０􀆰 ０４６±０􀆰 ０２１ ４􀆰 １６ ０􀆰 ０４０

构域中广泛存在， 这决定了其广泛的物理性质， 且与细胞

功能和体内平衡密切相关， 脂质代谢紊乱与多种疾病有

关［９⁃１０］ 。 本研究筛选的差异代谢物大部分为脂质类代谢物，
既往研究发现脂质参与细胞凋亡的所有阶段， 其可通过触

发内质网应激反应来启动并转导细胞凋亡信号［１１⁃１２］ 。 筛选

出的脂质代谢物中的维生素 Ｅ 是众所周知的强效脂溶性天

然抗氧化剂， 不仅具有抗氧化活性， 还具有促氧化、 细胞

信号传导和基因调控功能［１３］ 。 研究发现， 维生素 Ｅ 可使缺
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图 ５　 差异代谢物通路分析

血性卒中的风险降低 １０％ ， 但会使出血性卒中的风险增加

２２％ ， 对总体卒中的风险没有影响［１４］ 。 针对脑卒中亚型的

研究显示， 维生素 Ｅ 可降低缺血性卒中的风险， 但对出血

性卒中的风险没有显著影响［１５⁃１６］ 。 β⁃胍丙酸是 ＳＬＣ６Ａ８ 转

运体抑制剂， 会增加脂质代谢， 在肌肉中可作为线粒体生

物形成的非适应性刺激剂。 研究发现， β⁃胍丙酸会提高促

进线粒体增殖的几种关键抗氧化剂和代谢酶的表达以及激

活 Ｎｒｆ２ ／ ＡＲＥ 信号通路， 其可能就是通过氧化应激机制发挥

神经保护作用［１７］ 。
通路富集分析发现， 嘌呤代谢可能是毛蕊异黄酮抑制

脑出血病理过程的重要通路， 其在稳定神经系统功能中发

挥着至关重要的作用。 嘌呤是最丰富的代谢底物之一， 除

了作为 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的组成部分外， 嘌呤对于细胞存活和

增殖也是必需的［１８］ 。 一直以来， 腺嘌呤代谢被认为是原核

生物和真核生物相互联系最紧密、 调节最精确的代谢回路

之一。 嘌呤代谢失调与氧化应激有关， 氧化应激导致许多

人类疾病和紊乱［１９⁃２０］ 。 本研究发现嘌呤代谢途径的重要代

谢物 ５′⁃磷酸腺苷 （ＡＰＳ） 和单磷酸腺苷 （ＡＭＰ） 含量在氯

化血红素组中下降， 经毛蕊异黄酮干预后含量上升。 细胞

生命过程中， 三磷酸腺苷 （ＡＴＰ） 经 ＡＴＰ 磷酸化酶催化形

成 ＡＰＳ 进一步参与功能调节。 ＡＭＰ 是一种在核糖核酸中发

现的核苷酸， 由磷酸盐官能团、 戊糖核酸糖及碱基腺嘌呤

组成。 ＡＭＰ 可结合磷酸基团形成 ＡＤＰ 和 ＡＴＰ 信号， 也是

ＡＴＰ 完全水解的产物。 细胞信号转导中 ＡＭＰ 可作为 ＡＭＰＫ
激酶的激活剂广泛参与细胞功能中。 研究发现， 嘌呤代谢

在精神类疾病的发生与发展过程中具有重要作用， 抑郁症

动物模型和患者的该代谢途径出现明显失调［２１］ ， 但是其在

脑出血发生发展中的作用机制研究还较少。
综上所述， 毛蕊异黄酮可抑制氯化血红素诱导的 ＰＣ１２

细胞凋亡， 可能通过调节嘌呤代谢发挥保护作用， 但仍需

进一步通过动物实验及临床研究验证。
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摘要： 目的　 探讨紫苏汤对肠道菌群失调小鼠多样性及组成的影响。 方法　 将小鼠随机分为正常组、 模型组及紫苏汤

低、 高剂量组， 每组 ８ 只。 除正常组外， 其余组连续灌胃给予抗生素 ８ ｄ 后， 再分别灌胃给予等量无菌水和紫苏汤溶

液 １􀆰 ８２、 ３􀆰 ６４ ｇ ／ ｋｇ ８ ｄ， 记录小鼠体质量、 摄食量、 饮水量的变化。 收集各组新鲜粪便样本， 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量

测序， 对肠道菌群多样性、 物种差异性进行分析。 结果 　 抗生素干预 ８ ｄ 后， 小鼠精神状态较萎靡， 有稀便现象出

现， 摄食量减少， 饮水量增多； 而停用抗生素后， 小鼠摄食量增多， 饮水量减少； 紫苏汤可使小鼠精神状态恢复， 减

轻稀便， 改善摄食量和饮水量。 肠道菌群多样性分析显示， 抗生素干预后， 小鼠肠道菌群多样性降低， 而紫苏汤可使

小鼠肠道菌群丰富度和多样性增加， 菌群结构向对照组靠近。 门水平分析显示， 紫苏汤干预后， 小鼠肠道中厚壁菌门

丰度增加， 变形菌门和疣微菌门丰度降低。 属水平分析显示， 紫苏汤干预后， 小鼠肠道中乳杆菌属丰度增加， 克雷伯

氏菌属、 埃希氏⁃志贺氏菌属及韦荣氏球菌属丰度降低。 结论　 紫苏汤对肠道菌群失调有积极作用， 可改善小鼠的肠

道菌群结构， 抑制致病菌并促进有益菌。
关键词： 紫苏汤； 肠道菌群； １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序
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　 　 感染后咳嗽是指当呼吸道感染的急性期症状消失后，
咳嗽仍迁延不愈［１⁃２］ 。 感染后咳嗽常为自限性疾病， 可自行

缓解， 但部分患者仍咳嗽顽固， 甚至发展为慢性咳嗽， 近

年此病患病率逐渐升高［３］ 。 对出现感染后咳嗽症状患者的

微生物群进行评估时发现其肠道菌群紊乱， 总体细菌多样

性较低， 菌群结构发生改变［４⁃６］ 。 且有研究表明， 感染后咳

嗽存在肺部与肠道菌群相互作用的 “肠⁃肺轴”， 影响肠道

与肺部的健康［７⁃１０］ 。 许多肠道微生物也可以参与多种感染

后咳嗽 的 治 疗， 例 如 乳 杆 菌［１１］ 、 双 歧 杆 菌［１２］ 、 链 球

菌［１３］ 、 肠球菌［１４］等。
紫苏汤收载于宋代的 《太平惠民和剂局方》， 由紫苏

叶、 乌梅、 苦杏仁、 甘草组成［１５⁃１８］ ， 其在临床上对感染后
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