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摘要： 目的　 基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 法与血液代谢组学技术分析当归养心汤对心肌梗死大鼠干预效应。 方法　 采用皮下注射

异丙肾上腺素诱导大鼠实验性心肌梗死。 空白组大鼠灌胃给予生理盐水， 模型组、 当归养心汤组大鼠灌胃给予丙肾上

腺素 （８５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 连续 ２ ｄ， 之后当归养心汤组大鼠灌胃给予当归养心汤进行干预 （每天 １１ ７ ｇ ／ ｋｇ， 连续 ４ 周）。 测

定各组大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平， 采集大鼠血液样本代谢数据进行分析， 通过比对 Ｍｅｔｌｉｎ 及

相关标准品数据库鉴定差异代谢产物。 结果　 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 活性升高 （Ｐ＜０ ０５），
提示造模成功； 与模型组比较， 当归养心汤组大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ＜０ ０１）。 主成分分析结果显示，
空白组和模型组大鼠的组内聚类明显， 组间分离明显， 且当归养心汤组大鼠的代谢轨迹发生偏移， 向空白组方向发

展， 证明当归养心汤对心肌梗死有治疗作用。 共鉴定出 １７ 个血液生物标志物， 主要涉及亚油酸代谢、 鞘磷脂代谢、
花生四烯酸代谢、 色氨酸代谢。 结论　 当归养心汤对心肌梗死具有改善作用， 其机制可能与调节亚油酸代谢、 花生四

烯酸代谢有关。
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　 　 心肌梗死与心肌缺血坏死有关， 是由供血减少和心肌

分布低于正常生理功能所必需的临界水平所致。 已证实的

心肌梗死发病机制中涉及脂质过氧化反应［１］ 。 炎症介质诱

导的冠状动脉痉挛损害脂质稳态等病因［２］ 。 现阶段， 西药

如二硝酸异山梨酯 （血管扩张剂）、 维拉帕米 （钙拮抗

剂）、 普萘洛尔 （β⁃肾上腺素能阻滞剂）、 卡托普利 （血管

紧张素转换酶抑制剂）、 三甲嗪 （脂肪酸氧化抑制剂） 已

被用于心肌梗死的临床治疗， 然而这些常用药物一直受到

其不良反应的限制。 因此亟需寻找一种新的心脏保护药物

用于心梗的有效治疗。 近年来， 中药因其在治疗心肌梗死

方面的优越性和低副作用引起广泛关注［３］ 。
当归养心汤出自 《景岳全书》， 主治心虚惊悸等症，

由麦门冬、 归身、 升麻、 甘草、 人参、 生地黄组成， 临床

上是治疗心梗的对症方剂［４⁃６］ ， 具有疗效显著、 副作用小等

特点。 但基于中药复方多成分多靶点的作用机制， 采用经

典的药效学实验难以进行有效表征和评价， 更无法对有效

成分进行解读。 代谢组学是对生物系统中的小分子代谢产

物进行综合分析的技术， 是临床诊断或制药工业研究中新

兴的系统生物学技术［７］ ， 被定位于活性分子、 单味药制剂

和复方的应用［８］ 。 因此， 本研究采用血液代谢组学研究当

归养心汤对心肌梗死大鼠的保护作用。
１　 材料

１ １ 　 仪器 　 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 超高分辨质谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＸＰＥ１０５ 型分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公

司）； ＲＴ⁃９０００ 型半自动生化分析仪 （美国 Ｒａｙｔｏ 公司）。
ＪＩＤＩ⁃４Ｄ⁃ＷＳ 型自动平衡实验室离心机 （广州吉迪仪器有限

公司）； ＭｉｌｌｉＱ ｗａｔｅｒ 净化系统 （上海技舟化工科技有限

公司）。
１ ２　 试剂与药物 　 当归养心汤为实验室自制， 当归、 麦

冬、 升麻、 炙甘草、 人参、 生地黄药材购自北京同仁堂哈

尔滨连锁药店， 经黑龙江中医药大学陈孝忠教授鉴定为正

品。 异丙肾上腺素购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；
乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ， 批号 ２０１９０３２１）、 肌酸激酶 （ＣＫ， 批

号 ２０１９０３０１）、 天冬氨酸转氨酶 （ＡＳＴ， 批号 ２０１９０４０１）、
超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ， 批号 ２０１９０３１４）、 丙二醛 （ＭＤＡ，
批号 ２０１９０３１６） 试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。
其余试剂均为分析纯。
１ ３　 动物　 雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ２４ 只， 体质量 （２００±１０） ｇ，
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购自辽宁长生生物技术股份有限公司， 实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （黑） ２０１９⁃０００１。 饲养于吉林大学第一医院实

验室内， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 温度 ２５ ℃， 相对湿度 ６０％ ，
给予充足的饲料和饮用水， 适应性饲养 ７ ｄ。 本实验所涉及

的动物相关操作严格遵守有关准则， 并经吉林大学第一医

院实验动物伦理委员会批准。
２　 方法

２ １　 当归养心汤灌胃溶液配制　 按原方配比取当归 ２０ ｇ、
麦冬 ２０ ｇ、 升麻 １５ ｇ、 炙甘草 １０ ｇ、 人参 １０ ｇ、 生地黄

１０ ｇ， 加入 １０ 倍量水煎煮 １ ｈ， 共 ２ 次， 合并滤液， 减压浓

缩至 １１１ ｍＬ （生药量 １ １７ ｇ ／ ｍＬ）， 大鼠灌胃给药剂量为

１０ ｍＬ ／ ｋｇ。
２ ２　 模型复制及代谢样本制备　 将大鼠按体质量随机分为

空白组、 模型组、 当归养心汤组， 每组 ８ 只。 各组大鼠皮

下注射异丙肾上腺素溶液， 每次间隔 ２４ ｈ， 连续 ２ ｄ， 诱导

实验性心肌梗死模型［９⁃１１］ 。 空白组大鼠灌胃给予等体积生

理盐水， 模型组和当归养心汤组大鼠在实验第 ２７、 ２８ 天灌

胃给予 ８５ ｍｇ ／ ｋｇ 异丙肾上腺素， 而当归养心汤组大鼠灌胃

给予当归养心汤， 每天 １１ ７ ｇ ／ ｋｇ， 连续 ４ 周。 最后一次给

药后 １２ ｈ， 各组大鼠用乙醚麻醉， 处死， 采集血液样本，
在 ４ ℃下 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， －８０ ℃下冷冻保存。

分别取各组大鼠血清 ２００ μＬ， 加入 ６００ μＬ 乙腈中， 旋

涡搅拌 ３０ ｓ， ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 使蛋白质沉淀。 收

集 ７５０ μＬ 上清液， 在 ３７ ℃下用 Ｎ２ 干燥。 加入 １００ μＬ １％
乙腈重组干燥残渣， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 即得进样溶

液， 进行 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 分析。
２ ３　 生化指标检测　 取各组大鼠血清， 严格按照试剂盒说

明书操作， 检测血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ
水平， 评价心脏损伤。
２ ４　 色谱条件　 ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭ ＶａｎｑｕｉｓｈＴＭ Ｃ１８色谱柱 （１００ ｍｍ×
２ ６ ｍｍ， １ ７ μｍ）； 流动相乙腈 （含 ０ １％ 甲酸） （ Ａ） ⁃
０ １％ 甲酸 （ Ｂ）， 梯 度 洗 脱， 程 序 见 表 １； 体 积 流 量

０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 进样量 ２ μＬ。

表 １　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈（含 ０ １％ 甲酸） ／ ％ Ｂ ０ １％ 甲酸 ／ ％
０ ０ １ ９９
２ ５ １１ ８９
７ ０ ２０ ８０
１０ ０ ３８ ６２
１１ ０ ６０ ４０
１３ ０ ９９ １

２ ５　 代谢组学数据处理 　 采用 ＸＣＭＳ、 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４ ０
在线软件对非监督的高分辨质谱数据进行数据整合分析，
首先采用化学计量学方法对多维据进行降维处理， 筛选对

分组影响最大的二维或三维数据， 获取主成分分析图和代

谢关系互作图， 通过对代谢水平的整体认识达到理解模型

和疾病的目的， 最后通过空白组和模型组间的变量重要投

用值 （ＶＩＰ＞１） 筛选潜在生物标志物。 将获得的生物标志

物根据保留时间、 核质比及质谱碎裂信息比对代谢物组数

据库 Ｍｅｔｌｉｎ， 作进一步筛选。
２ ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 分析。 Ｐ＜０ ０５ 表示

差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 当归养心汤对心肌梗死大鼠 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＳＯＤ 活

性和 ＭＤＡ 水平的影响 　 与空白组比较， 模型组大鼠血清

ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 活性和 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）， ＳＯＤ 活

性降低 （Ｐ＜０ ０５）， 提示模型复制成功； 与模型组比较，
当归养心汤组大鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ、 ＡＳＴ 活性降低 （Ｐ ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０ ０１）， 结果见图 １。
由此可知， 异丙肾上腺素能够诱导急性细胞坏死， 使大鼠

体内发生氧化应激反应， 当归养心汤可降低由氧化应激引

起的损伤。
３ ２　 代谢组学结果 　 采用 ＵＨＰＬＣ ／ Ｏｒｂｉｔｒａｐ 技术对各组大

鼠的血液样品进行数据采集和处理。 所有实验组的基峰强

度色谱图见表 ２、 图 ２。

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １　 各组大鼠生化指标 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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表 ２　 大鼠血液生物标志物

序号 保留时间 ／ ｍｉｎ ｍ ／ ｚ 代谢产物 分子式 ＶＩＰ 代谢通路

１ ０ ６０ ２０４ １２３ ３ Ｌ⁃乙酰基肉碱 Ｃ９Ｈ１７ＮＯ４ １ ３１ 不明

２ ０ ６５ ２２９ １５４ ７ Ｌ⁃异亮氨酸⁃Ｌ⁃脯氨酸 Ｃ１１Ｈ２０Ｎ２Ｏ３ １ ７２ 不明

３ １ ００ １６０ ０７６ ２ 酪胺 Ｃ８Ｈ１１ＮＯ １ ５３ 酪氨酸代谢

４ １ ６２ ２３２ １５４ ４ 异丁酰⁃Ｌ⁃肉碱 Ｃ１１Ｈ２１ＮＯ４ １ ８６ 不明

５ ３ ７３ ３１８ ２９９ ９ 植物鞘氨醇 Ｃ１８Ｈ３９ＮＯ３ ３ ４０ 鞘脂代谢

６ ４ ５９ ３０２ ３０５ ０ 鞘氨醇 Ｃ１８Ｈ３９ＮＯ２ ５ ０１ 鞘脂代谢

７ ７ ２４ ４００ ３４１ ６ Ｌ⁃棕榈酰肉碱 Ｃ２３Ｈ４５ＮＯ４ ５ ９６ 鞘脂代谢

８ ７ ８３ ５２４ ３７１ ２ 溶血酶 Ｃ（Ｃ１８ ∶ ０） Ｃ２６Ｈ５４ＮＯ７Ｐ １４ ７８ 鞘脂代谢

９ ０ ５６ １６７ ０２０ ４ 尿酸 Ｃ２７Ｈ５５ＮＯ９Ｐ ２ ６４ 不明

１０ １ ６２ ２０３ ０８２ ０ Ｌ⁃色氨酸 Ｃ５Ｈ４Ｎ４Ｏ３ ４ ０４ 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成

１１ ４ ９３ ５６４ ３２９ ７ 溶血酶 Ｃ（Ｃ１８ ∶ ２） Ｃ１１Ｈ１２Ｎ２Ｏ２ ３ ２６ 鞘脂代谢

１２ ５ ５８ ５４０ ２３９ ７ 溶血酶 Ｃ（Ｃ１６ ∶ ０） Ｃ２７Ｈ５１ＮＯ９Ｐ ２ ４０ 鞘脂代谢

１３ ９ ８１ ３２７ ２３２ ７ 二十二碳六烯酸 Ｃ２５Ｈ５１ＮＯ９Ｐ ５ ３３ 不明

１４ １０ ０９ ３０３ ２３２ ５ 花生四烯酸 Ｃ２２Ｈ３１Ｏ２ ５ ９５ 花生三烯酸代谢

１５ １０ ２５ ２７９ ２３２ ５ 亚油酸 Ｃ２０Ｈ３１Ｏ２ ５ １１ 亚油酸代谢

１６ ２ ２９ ２６０ １８５ ３ 己酸卡尼丁 Ｃ１８Ｈ３１Ｏ２ ３ ２６ 不明

１７ ５ １６ ３７２ ３１０ ３ 十四酰卡宁 Ｃ１３Ｈ２５ＮＯ４ ０ ４３ 不明

图 ２　 各组大鼠血液代谢指纹图谱

　 　 对高分辨质谱原始数据进行 ＰＣＡ 预处理， 找出其代谢

特征。 将数据集中每个数据文件中的峰与精确质量 ／保留时

间对以及它们相关的峰面积对齐， 由此将数据组合成一个

矩阵。 由图 ３ 可知， 模型组大鼠的代谢曲线与空白组不同，
表明心肌梗死能够改变生化状态； 当归养心汤组大鼠的代

谢曲线与模型组有较大差异， 接近空白组， 说明当归养心

汤治疗后心肌梗死引起的偏差明显改善， 与生化及病理行

为学研究结果一致。 从代谢角度和生化指标层面证明数据

的可靠性。 通过比对质谱信息和 ＸＣＭＳ 自带的软件识别系

统达到鉴定成分的目的。
　 　 通过开源的 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４ ０ 网站对聚焦分析得到的

生物标志物进行代谢富集分析， 初步获取在心肌梗死发生

发展过程中影响较大的前几位代谢类型， 分别为鞘脂代谢、
亚油酸代谢、 花生三烯酸代谢和色氨酸代谢， 见图 ４。 最终

通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库及数据可视化工具， 对代谢物和相关

代谢酶的代谢通路进行构建及可视化。

图 ３　 各组大鼠整体代谢轮廓的主成分分析图

４　 讨论

异丙肾上腺素诱导的大鼠模型的病理生理和形态学变

化与人心肌梗死相似， 为多发性心肌梗死病变［９⁃１２］ 。 为全
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图 ４　 大鼠血液代谢通路富集分析图

面了解心肌梗死的生物学过程， 评价不同药物的药理作用，
本研究基于 ＵＰＬＣ ／ ＱＴＯＦ⁃ＭＳ 分析当归补血汤干预心肌梗死

大鼠体内药理作用的潜在生物标志物和代谢途径， 见图 ５。

图 ５　 大鼠血液标志物代谢通路

４ １　 脂肪酸氧化途径　 心脏的大部分能量产生是由脂肪酸

的氧化作用产生的， 心肌梗死患者主要的心肌能量底物从

脂肪酸转变为葡萄糖， 并且参与脂肪酸氧化酶活性降低。
左旋肉碱是线粒体脂肪酸氧化所必需的辅助因子， 脂肪酰

辅酶 Ａ 作为脂肪酰肉碱， 经由肉毒碱 （或肉碱） 转运进入

线粒体。 在这种肉碱依赖性途径中产生的酰基肉碱在软骨

外膜和内膜基质侧之间， 作为脂肪酸载体， 在内膜基质侧

分别作用于肉碱⁃棕榈酰转移酶 （ＣＰＴ） Ⅰ和Ⅱ。 抑制脂肪

酸氧化会导致有毒中间体积累， 如长链圆筒肉碱衍生物。
长链酰基辅酶 Ａ （ＣｏＡ） 和酰基肉碱的心肌积累增加可能

会产生氧化磷酸化的解偶联、 线粒体排列能力的改变、 肌

膜功能受损和细胞内 Ｃａ２＋处理等有害影响［１２⁃１３］ 。 本研究中

心肌梗死大鼠 Ｌ⁃乙酰肉碱、 异丁酰⁃Ｌ⁃肉碱、 Ｌ⁃棕榈酰肉碱

水平升高。 当归养心汤可以改善酰基肉碱的变化， 满足能

量需求。 此外， 己酰卡尼汀和十四酰卡尼汀分别是与中链

脂肪酸和长链脂肪酸氧化有关的长链酰基肉碱［１４⁃１５］ 。 虽然

在心肌梗死大鼠体内未观察到两者的积累， 但当归养心汤

干预后可防止心肌梗死过程中因脂肪酸氧化加速而造成潜

在的积累， 改善异丙肾上腺素诱导的能量下降病理状态。
心肌梗死大鼠体内不饱和脂肪酸亚油酸的升高也表明不饱

和脂肪酸的氧化受到抑制， 导致心肌脂质毒性［１６］ 。
４ ２　 甘油磷酸代谢　 甘油磷酸脂是细胞膜的结构成分。 溶

酶体降解表明潜在的脂质紊乱与异丙肾上腺素诱导的心肌

梗死的形成密切相关［１７］ 。 与正常大鼠相比， 异丙肾上腺素

诱导的心肌梗死大鼠血清溶酶体水平降低， 这与生理学研

究中检测到的心肌梗死大鼠的膜破裂相一致。 当归养心汤

干预后能维持甘油磷酸脂的正常水平。
４ ３　 花生四烯酸代谢　 花生四烯酸代谢可能遵循多种相互

关联的途径， 导致多种炎症物质 （缓激肽、 血清素、 组胺、
前列腺素、 细胞因子） 的产生或释放［１８］ 。 花生四烯酸的增

加与非致命性急性心肌梗死的风险增加有关， 也是心肌梗

死发病时炎症的重要生物标志物［１９］ 。 因此， 这种病理代谢

涉及到缺血心肌细胞、 浸润的中性粒细胞、 凝固的血小板，
与本研究中异丙肾上腺素诱导的心肌梗死大鼠生化指标检

测结果相符合。
４ ４　 鞘脂代谢　 鞘磷脂在细胞生长、 分化和关键信号转导

途径中起着重要的生理作用［２０］ ， 植物鞘磷脂和鞘磷脂是参

与鞘磷脂代谢的 ２ 种重要代谢产物。 由鞘氨醇代谢而来的

植物鞘氨醇会阻止软骨通透性转换孔的开放， 抑制细胞色

素 Ｃ 的释放和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的激活， 从而导致细胞凋亡， 诱导

心肌梗死的发生［２１］ 。 植物鞘氨醇和鞘氨醇在心肌梗死大鼠

体内的积累可能加速心肌细胞凋亡。 当归养心汤能够降低

植物鞘氨醇和鞘氨醇水平， 提示当归养心汤对心肌细胞的

保护作用可能与抑制细胞凋亡有关。 蛋白水解酶⁃异亮氨酸⁃
Ｌ⁃脯氨酸是大蛋白的蛋白水解酶分解产物， 能抑制组织蛋

白酶 Ｂ 的表达［２２］ ， 在细胞损伤中起着关键作用， 可能是心

肌细胞死亡的指标［２３］ 。 模型组大鼠 Ｌ⁃异亮氨酸⁃Ｌ⁃脯氨酸升

高提示心肌细胞自噬消化和心肌细胞损伤参与异丙肾上腺

素诱导心肌梗死的过程， 经当归养心汤干预后这些损伤得

到改善。 色氨酸代谢中 Ｌ⁃色氨酸是一种重要的能量代谢前

体， 可以转化为丙酮酸、 富马酸等生物分子， 进入柠檬酸

循环［２４］ 。 本研究中， 心肌梗死大鼠血清 Ｌ⁃色氨酸水平降

低， 其原因可能是缺氧导致代谢重构， 难以满足心肌细胞

能量需求［２５］ 。 当归养心汤能逆转 Ｌ⁃色氨酸的下降， 满足
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机体的能量供应。 嘌呤代谢尿酸是嘌呤代谢的最终氧化产

物， 但目前很难确定尿酸和心血管疾病之间是否存在独立

的联系［２６］ ， 因为氧化应激也在其中起着重要作用［２７］ 。 心

肌梗死大鼠血清尿酸水平高， 经当归养心汤处理后降至正

常水平。
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