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摘要:目的 通过代谢组学方法研究白香丹胶囊( 白芍、香附和丹皮) 干预经前期综合征肝气逆证大鼠血清内源性代谢

物的变化，探索与该病证密切相关的代谢模式及白香丹胶囊的作用途径。方法 基于代谢组学理论，以 UPLC /Q-TOF-
MS 为技术平台，建立大鼠血清代谢指纹谱，通过多元统计分析方法研究 PMS 肝气逆证大鼠血清的代谢差异及白香丹的

干预作用。结果 模型组、给药组与对照组的血清内源性代谢物发生了明显变化，模型组血清中肾上腺素、四氢脱氧皮

质酮、5a-四氢皮质醇、雌酚酮、赖氨酸、5-羟基赖氨酸、乙酰半胱氨酸水平升高，孕二醇水平降低，给药组中显示白香丹胶

囊对其有调节作用。白香丹表现出糖皮质激素、雌激素、神经递质及氨基酸等多靶点的作用特点。结论 应用代谢组学

方法可以从整体出发研究 PMS 肝气逆证及中药复方干预后的代谢模式差异，为 PMS 的临床诊断和治疗提供依据。
关键词:白香丹胶囊; 经前期综合征; 肝气逆证; 代谢组学; 超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱
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Metabonomics study on effect of Baixiangdan Capsule on premenstrual syn-
drome with liver-qi invasion in rats

LI Li1，2， SUN Peng3， LIANG Qiong-lin2， ZHANG Hui-yun3* ， WANG Yong1，2， QIAO Ming-qi3，

LUO Guo-an2*

(1． School of Pharmacy，East China University of Science and Technology，Shanghai 200237; 2． Tsinghua University，Beijing 100084; 3． Shandong

University of Traditional Chinese Medicine，Jinan 250355，China)

ABSTRACT: AIM To study Baixiangdan Capsule (Paeoniae radix alba，Cyperi Rhizome，Moutan Cortex) on
the change of endogenous metabolites in premenstrual syndrome with liver-qi invasion in rats． METHODS A UP-
LC /Q-TOF-MS method was developed for serum metabonome analysis，the metabolic fingerprint was established．
Multivariate statistical analysis was used to analyze the differences of metabonome among the control，model and
Baixiangdan Capsule treated groups． RESULTS The significant changes of endogenous metabolites were found in
the three groups and the potential biomarkers，including glucocorticoids，estrogens，neurotransmitters，and amino
acids were identified． The contents of epinephrine，tetrahydrodeoxycorticosterone，5a-tetrahydrocortisol，estrone，

lysine，5-hydroxylysine，acetylcysteine in rat serum increased in model group，and adjusted in the Baixiangdan
Capsule group． The multi-target effect was discovered in the Baixiangdan Capsule group． CONCLUSION The
metabonomics method may be applied to the study of metabolic pattern in premenstrual syndrome with liver-qi inva-
sion and the treatment effect of TCM and it is helpful for clinical diagnosis and therapy．
KEY WORDS: Baixiangdan Capsule; premenstrual syndrome; liver-qi invasion; metabonomics;
UPLC /Q-TOF-MS
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经前期综合征(PMS) 是一组以躯体、精神症状

为表现的临床综合征，伴随月经周期性出现，是一种

社会、精神、心理压力或全身疾病相关的疾病，多见

于 30 至 40 岁的育龄妇女，是育龄妇女最常见的病

征之一
［1］。PMS 发病率高，在诸多妇科疾病中居发

病率的首位，是一个不容忽视的问题，倍受国际医学

界的关注。本病中医以肝气逆、肝气郁证为主要证

候
［2-3］，但准确发病机制仍不清楚，多数研究认为可

能与精神社会因素、卵巢甾体激素比例失常、神经内

分泌系统平衡失常等有关
［4］。临床表现同周期性

的情感和机体症状的复杂性和多样性增加了理解和

治疗 PMS 的难度，导致现有的 PMS 诊断指标缺乏

整体性和统一性。
代谢组学主要研究生物体液中各种小分子代谢

物在药物、毒物或环境影响下的变化情况
［5-6］。代谢

组学作为系统生物学的重要组成部分，与中医药学

的整体观念相结合，为研究中医证候、辨证施治及中

药整体效应等提供了新的研究方法
［7］，其主要的研

究平台
［8］

有核磁共振(NMR)、液相色谱-质谱(LC-
MS)和气相色谱-质谱(GC-MS)。由高效、快速分离

的液相(LC)与灵敏、准确的质谱(MS 或 MSn) 结合

而成的 LC-MS 技术，能直接分析体液及组织提取物

而无需衍生化操作，并可获得化合物的准确分子量

及丰富的结构信息，既可定性，也可定量，已发展成

为代谢组学研究的主流技术手段
［9］。

白香丹胶囊是治疗 PMS 肝气逆证的五类新药，

由白芍、香附、丹皮三味中药组成，可显著提高 PMS
肝气逆征临床治疗效果

［10-11］。本实验引入代谢组

学手段研究白香丹胶囊干预 PMS 肝气逆证大鼠血

清内源性代谢物的变化，建立 UPLC /Q-TOF-MS 大

鼠血清代谢指纹谱，探索与该病证密切相关的代谢

模式及白香丹胶囊的作用途径，为 PMS 的临床诊断

和治疗提供依据。
1 实验材料

1． 1 药品与试剂 白香丹胶囊( 山东中医药大学

天然药物实验室制)，LC /MS 级乙腈购自 J． T． Bak-
er 公司(J． T． Baker Chemical Co． ，USA)，HPLC 级

甲醇购自 Merck 公司(Darmstadt，Germany)，甲酸购

自 Fluka 公司(Buchs，Switzerland)。其它试剂均为

市售分析纯。亮氨酸-脑啡肽 (Leucine-enkephalin，

LE) 标 准 品 购 于 Sigma 公 司 ( USA )。超 纯 水

(18． 2MΩ) 由本实验室 Milli-Q 超纯水系统 (Milli-
pore，France)制备。
1． 2 仪器 美国 Waters Acquity UPLC 超高效液相

色谱仪;美国 Waters Q-TOF Premier 质谱仪;VOR-
TEX-5 涡旋混合器(江苏海门其林贝尔仪器制造有

限公司);MIKRO 22R 台式高速冷冻离心机(LAB-
WAY SCIENCE，德国);ST-A 数字脉冲生物刺激仪

(由济南空军后勤装配总厂、山东中医药大学联合

研制)。
1． 3 实验动物 SPF 级健康未孕雌性大鼠，体质量

190 ～ 200 g，SD 种，购自山东中医药大学实验动物

中心，动物合格证号:SCXK(鲁)20050015。
2 实验方法

2． 1 造模及给药 大鼠按阴道涂片法确定动情周

期
［12］，PMS 肝气逆证大鼠造模及评价方法参照文献

方法
［13］。
根据阴道涂片的结果，将处于动情后期大鼠 30

只，随机分为 3 组，每组 10 只，分别为对照组、模型

组、给药组。给药组灌胃给予白香丹胶囊 1 mL /100
g 体质量(相当于人临床 8 倍剂量)，每天给药 1 次，

连续给药 5 d。
2． 2 样品采集与制备 模型组大鼠连续刺激造模

5 d、给药组大鼠造模同时连续给药 5 d、正常组大鼠

正常喂养 5 d 后，眼眶取血 2 mL，静置，离心，取上层

血清，－ 80 °C 冰箱冷冻。
冻融后取 100 μL 血清，加入 400 μL 甲醇，涡旋

5 min，4 °C 下 13 000 r /min 离心 15 min，取上清液

400 μL，加入超纯水 400 μL，涡旋 2 min，4 ° C 下

13 000 r /min 离心 15 min，置于 Waters 标配的进样

小瓶中，－ 20 °C 下保存，4 °C 进样分析。
2． 3 分析条件

2． 3． 1 色谱条件 色谱分离采用 Waters 公司 Ac-
quity BEH C18分析柱(100 mm × 2． 1 mm，1． 7 μm，

Waters，MA，USA)，柱温 25 °C，体积流量 0． 4 mL /
min。自动进样器温度设定 4 °C，每次进样 5 μL，每

个样品重复进样 3 次。流动相组成:A 相为 0． 2%
甲酸水溶液;B 相为纯乙腈，采用梯度方式洗脱样

品，0 ～ 8 min，70% ～95%B;8 ～ 12 min，95%B。
2． 3． 2 质谱条件 质谱采集采用正离子 V 模式，

检测参数设置为:毛细管电压 3． 2 kV，锥孔电压 35
V，脱溶剂气温度 350 °C，离子源温度 120 °C，脱溶

剂气流量 700 L /h，锥孔气流量 40 L /h，采集时间范

围 0 ～ 12 min，扫描范围 m/z 100 ～ 1 100，每次扫描

时间 0． 1 s，两次扫描间隔时间 0． 02 s，锁定质量校

准模式 DRE，以亮氨酸-脑啡肽进行实时精确质量校

正(［M + H］+ = 556． 277 1)。
2． 4 数据处理 数据采用 Waters 公司 Markerlynx
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软件(Waters，MA，USA) 进行色谱峰自动识别和峰

匹配。再 将 数 据 导 入 SIMCA-P 12． 0 ( Umetrics，
Umea，Sweden)进行主成分分析(PCA)、偏最小二乘

法-判别分析 (PLS-DA) 和正交校正的偏最小二乘

法-判别分析(OPLS-DA)。采用 dunett 分析、F 检验

和 LSD 分析考察代谢学组间差异进行显著性。
3 结果与讨论

3． 1 血清样本前处理考察 由于代谢组学的目的

是力求对生物样本中的所有代谢产物进行分析，整

个过程应尽可能的保留和反映总的代谢产物的信

息。样本的处理方法应该尽量保证做到无偏，尽量

保留最多的代谢物的信息。对于血样的处理，Want
等

［14］
对不同溶剂的提取效果进行过考察，结果表明

用甲醇处理过的血样残留蛋白质最少，且检测到的

代谢物最多，结果的重现性最好，满足代谢组学分析

的要求。
本实验考察了甲醇、乙腈除蛋白的效果，同等比

例下，甲醇除蛋白的效果优于乙腈。又考察对比了

不同体积比的甲醇除蛋白的效果，发现 4 倍量的甲

醇除蛋白效果优于 3 倍量甲醇除蛋白的效果。所以

本实验中所采用的样本处理方法为甲醇沉蛋白法，

且加入甲醇量为血清量的 4 倍，样本中小分子化合

物提取完全，且蛋白去除彻底，有利于色谱分离和保

护色谱柱。
3． 2 分析条件的优化 本实验是在 UPLC 下进行

的液相色谱分离，它采用的是1． 7 m的色谱柱填料

在较高的线速度下依然保持良好的分离效率，并节

省分析时间，提高分析通量;考虑到质谱系统对流量

的耐受性，采用 0． 40 mL /min 的体积流量能够满足

分离要求并提高分析通量，同时可不经分流将流出

液直接导入质谱系统进行检测，并考虑到血清样本

的复杂性，采取了梯度洗脱。质谱条件优化，主要考

察了脱溶剂气流量、温度、流动相中助离子化物质

等。最终确定了 2． 3 项的分析条件，应用此条件取

得了良好的分析效果(图 1)。

图 1 典型血清总离子流(TIC)图

Fig． 1 Typical total ion chromatogram of serum
1． 正常组 2． 模型组 3． 给药组

1． control group 2． model group 3． drug group

3． 3 UPLC /TOF-MS 代谢指纹谱方法学考察 选取

大鼠血清代谢指纹谱中的 10 个峰进行方法学考察。
结果表明，本方法具有较好的精密度和重现性( 峰

面积 RSD ＜ 10% )，可以满足代谢组学研究的要求

(表 1)。

表 1 精密度考察(n =6)

Tab． 1 Result of precision study (n =6)

Rt /

min
质荷比 /

(m/z)
峰强度值

精密度-1 精密度-2 精密度-3 精密度-4 精密度-5 精密度-6 RSD /%
1． 03 149． 06 12． 79 12． 37 13． 22 12． 38 13． 76 13． 39 3． 72
3． 64 178． 06 15． 21 14． 22 14． 18 14． 73 14． 82 15． 02 5． 35
4． 62 105． 07 798． 20 798． 36 767． 26 794． 40 795． 41 795． 31 2． 65
6． 39 167． 08 57． 22 57． 79 57． 96 57． 29 58． 01 57． 32 4． 75
9． 33 107． 08 15． 36 16． 12 15． 37 15． 95 15． 29 16． 02 6． 20
10． 62 255． 07 195． 40 198． 94 205． 45 196． 32 197． 33 197． 47 3． 36
12． 69 235． 17 19． 65 20． 21 20． 56 20． 11 17． 38 20． 44 6． 08
15． 59 331． 23 1． 69 1． 69 1． 56 1． 68 1． 69 1． 58 3． 22
19． 25 371． 26 165． 18 182． 43 171． 86 173． 45 180． 43 175． 34 3． 71
20． 38 149． 04 99． 67 99． 15 94． 01 95． 93 96． 33 96． 09 3． 95

3． 4 PMS 肝气逆证大鼠血清代谢差异分析 为考

察 PMS 肝气逆证大鼠血清代谢的变化，首先采用了

无监督的模式识别方法 PCA 进行分析，从图 2(A)

中可以看出对照组、模型组和给药组之间区别不明

显，模型解释了 38． 2% 的原始数据。为此，引入了

有监督的模式识别方法进行数据处理。图 2(B) 为

PLS-DA 分析得到的得分矩阵投影图(Scores 图)，各

组之间基本得到了分离，其中 40． 4% 的变量被作为

用来塑造模型的主要成分，98． 6% 的样本符合模型

判别。
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正交信号校正技术(OSC)可以滤掉与类别判断

正交(不相关) 的变量信息，只保留与类别判断有关

的变量，从而使类别判别分析能集中在这些与类别

的判别相关的变量上，提高了判别的准确性
［15-16］。

本研究应用 OPLS-DA 进行分析，发现各组之间能够

实现完全分离( 图 2(C))，且各组内样本聚集地更

为紧凑。
上述结果表明，PMS 肝气逆证造模后大鼠血清

的内源性代谢物与正常对照组发生了明显变化，白

香丹胶囊给药后药也影响了 PMS 肝气逆证大鼠的

体内代谢。

图 2 各组大鼠血清代谢状态 Scores 图

Fig． 2 Scores plot of rat serum from different groups
A． PCA 分析 B． PLS-DA 分析 C． OPLS-DA 分析

A． PCA B． PLS-DA C． OPLS-DA

3． 5 生物标志物的鉴定 生物标志物可以表征机

体代谢指纹谱的差异。根据多元统计分析中变量的

载荷大小是代谢组学中寻找生物标记物的常用方

法。在 PLS-DA 模型中，VIP(Variable Importance in
the Projection) 值越大对分组的贡献也越大，采用

dunett 分析、F 检验和 LSD 分析，筛查出组间具有显

著性差异(P ＜ 0． 05)的化合物作为潜在的生物标志

物。再结合质谱同位素匹配结果和 HMDB 代谢物

数据库检索，对潜在的生物标志物进行鉴定，结果如

表 2 所示。
表 2 生物标志物鉴定及各组量化结果 (n =3)

Tab． 2 The identification and quantification results of the potential biomarkers in different groups (n =3)

鉴定结果
保留时间

/( tR /min)

质荷比

/(m/z)
峰强度值

元素组成 对照组 模型组 给药组

四氢脱氧皮质酮 4． 02 335． 266 1
C21H34O3

M + H［1 +］
198． 94 ± 83． 12 524． 86 ± 123． 47＊＊ 148． 50 ± 94． 21

5a-四氢皮质醇 9． 14 184． 127 0
C21H34O5

M + 2H［2 +］
25． 99 ± 11． 33 57． 16 ± 12． 37* 18． 07 ± 10． 68

孕二醇 5． 07 161． 141 3
C21H36O2

M + 2H［2 +］
12． 09 ± 5． 31 2． 87 ± 2． 93＊＊ 11． 94 ± 6． 30

雌酚酮 2． 63 271． 162 2
C18H22O2

M + H［1 +］
24． 53 ± 12． 83 44． 05 ± 21． 84* 28． 12 ± 11． 64

肾上腺素 4． 09 184． 097 4
C9H13NO3

M + H［1 +］
198． 94 ± 77． 65 524． 86 ± 121． 48＊＊ 148． 50 ± 81． 24

赖氨酸 7． 25 147． 113
C6H14N2O2

M + H［1 +］
0． 23 ± 0． 21 1． 42 ± 0． 32＊＊ 0． 31 ± 0． 19

5-羟基赖氨酸 7． 94 163． 113 1
C6H14N2O3

M + H［1 +］
0． 05 ± 0． 14 1． 61 ± 0． 47＊＊ 0． 72 ± 0． 38

乙酰半胱氨酸 7． 26 327． 072 6
C5H9NO3S

2M + H［1 +］
0． 22 ± 0． 15 2． 22 ± 1． 23＊＊ 0． 01 ± 0． 04

注:模型组与对照组 t 检验分析。* P≤0． 05，＊＊P≤0． 01。

3． 6 白香丹胶囊对大鼠血清代谢的干预作用 从

表 2 中可见，所鉴定出的生物标志物主要包括糖皮

质激素、雌激素、神经递质、氨基酸等。
当机体受到各种有害刺激，如缺氧、创伤、手术、

饥饿、疼痛、寒冷以及精神紧张和焦虑不安等，血中

促肾上腺皮质激素浓度立即增加，糖皮质激素也相

应增多。糖皮质激素在神经类固醇激素代谢中可生

成皮质醇和四氢脱氧皮质酮。四氢脱氧皮质酮属于
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神经类固醇激素，并与应激反应有关
［17］。四氢皮质

醇是皮质醇的主要代谢产物，在 PMS 肝气逆证大鼠

血清中水平呈显著增高，表明在造模条件下大鼠体

内糖皮质激素增多，与表现出焦虑不安等症状一致。
传统理论认为 PMS 是由于黄体期孕激素不足

而雌激素过多所致，越来越多的研究认为 PMS 发病

机理与性激素、中枢神经递质有密切联系
［18］。在与

月经相关症状的研究中，发现其潜在生物学机制主

要集中在性腺激素、它们的代谢物和与神经传递素

的交互作用，及神经与激素系统，如血液中的复合

胺、γ氨基丁酸(GABA)、缩胆囊素和肾素-血管紧缩

素-醛固酮系统等
［19］。研究还发现氨基酸类神经递

质如谷氨酸与 PMS 的发生发展有着重要关联
［20］，

赖氨酸的正常代谢依赖于谷氨酸的调节，在 PMS 肝

气逆证大鼠血清中发现赖氨酸水平显著上升，说明

在模型组大鼠体内的谷氨酸能活性增强，谷氨酸系

统活动异常。
白香丹胶囊能有效改善经前急躁易怒、乳房胀

痛、头痛、腹胀等经前期综合征肝气逆证主症。动物

实验表明白香丹胶囊能明显调整 PMS 肝气逆证模

型大鼠、猕猴行为变化及外周血中雌二醇和孕酮水

平的波动
［13］，并可以上调 PMS 肝气逆证大鼠下丘

脑神经类固醇受体的表达
［21］。表 2 结果也显示，白

香丹能显著提高神经类固醇激素四氢脱氧皮质酮以

及降低单胺类神经递质肾上腺素的水平，并上调雌

激素水平，表现出中药复方的多靶点作用特点。此

外，白香丹胶囊可下调赖氨酸水平，降低谷氨酸能活

性。而降低谷氨酸能活性或抑制谷氨酸受体相关信

号转导的药物具有抗躁狂作用
［22］，提示白香丹胶囊

对谷氨酸系统的调节作用。
本研究从代谢组学角度，阐释了白香丹胶囊对

经前期综合征肝气逆证(大鼠模型) 的治疗作用，主

要反映了对糖皮质激素、雌激素、神经递质、氨基酸

等生物体内代谢物进行调节，为进一步阐释发病机

制和药物作用机制，临床诊断和治疗提供依据。
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固本益肾胶囊对肾缺血再灌注模型大鼠的保护作用
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摘要:目的 研究固本益肾胶囊(人参、三七、紫河车、水蛭、车前子等) 对肾缺血再灌注模型大鼠的保护作用，并探讨其

作用机制。方法 50 只大鼠随机分成 5 组(每组 10 只)采用夹闭左右肾动静脉 1h，再灌注 24h 的方法复制肾缺血再灌

注模型。术后 24h 股动脉取血，检测各组大鼠血清超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、肌酐(Scr) 和尿素氮(BUN)

的含量及肾组织病理学改变。结果 固本益肾胶囊能显著升高由缺血再灌注引起的大鼠血清 SOD 水平下降，减少

MDA、Scr、BUN 的生成，肾组织病理改变减轻。结论 固本益肾胶囊对肾脏缺血再灌注具有保护作用，这种保护作用可

能与其抗自由基损伤、减轻脂质过氧化反应、减少 Scr 和 BUN 水平有关。
关键词:固本益肾胶囊; 肾缺血再灌注; 保护作用
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Protective effect of Guben Yishen Capsule on renal ischemia reperfusion injury
in rats
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ABSTRACT: AIM To study the protective effect of Guben Yishen Capsule(GB-C) on renal ischemia reperfu-
sion injury in rats，and discuss its mechanism． METHODS Fifty rats were randomly assigned to five groups (10
rats each group) ． All of groups (except for normal group) were made up by clamping bilateral renal artery for 60
min and reperfusion for 24 h into a model of renal ischemia reperfusion injury，and then the blood samples of femo-
ral artery were collected and the level of SOD，MDA，Scr and BUN in blood serum was measured，and the change
of renal histomorphology was observed． RESULTS GB-C significantly enhanced the level of SOD，reduced the
concentration of MDA，Scr，and BUN in kidney after ischemia reperfusion． CONCLUSION Guben Yishen Cap-
sule may have medicinal properties of anti-oxidative and reduce the level of MDA，Scr，BUN against renal ischemia
reperfusion injuries in rats，possibly by alleviating the damages caused by free radicals and lipid peroxidation．
KEY WORDS: Guben Yishen Capsule; renal ischemia reperfusion injury; protective effects

再灌注引起的氧自由基大量生成而引发脂质过

氧化导致肾组织损伤是肾缺血再灌注发病的重要原

因，减少氧自由基生成能起到保护作用
［1］。固本益

肾胶囊是由人参、三七、紫河车、水蛭、车前子等多味

中药组成的复方制剂，具有固本益气、补肾活血、祛
淤生新的功效。临床上在用于治疗由各种原因引起
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