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款冬花总倍半萜对OVA致敏哮喘大鼠干预作用的代谢组学
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摘要: 哮喘是由嗜酸性粒细胞、肥大细胞、淋巴细胞、中性粒细胞等多种炎症细胞和细胞组分参与的慢性炎症疾

病。中医药在哮喘治疗方面具有独特的优势。本研究拟采用卵清蛋白 (OVA) 诱导大鼠哮喘模型分析款冬花总倍

半萜对哮喘的干预作用。支气管肺泡灌洗液 (BALF) 细胞计数、肺组织病理切片、血清炎症因子等结果显示, 款冬

花总倍半萜具有明显的抗哮喘作用, 代谢组学分析结果显示, 哮喘动物模型中有 25个代谢物发生改变, 款冬花总倍

半萜可以回调其中18个, 其机制可能在于款冬花总倍半萜阻断p65 NF-κB过度激活, 阻断促炎因子信号向胞内的传

递, 减少炎症细胞的过度激活, 从而抑制炎症因子分泌, 进而缓解哮喘炎症。本研究为进一步的抗哮喘中药新药研

发奠定了基础, 但款冬花总倍半萜对哮喘的作用机制还需要进一步的深入研究。
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Abstract: Asthma is a chronic inflammatory disease involving eosinophils, mast cells, lymphocytes, neutrophils

and other inflammatory cells and immune components. Chinese medicine has unique advantages in the treatment

of asthma. In this study an ovalbumin (OVA)-induced asthma model in rats was used to verify the effect of the total

sesquiterpenoids of Flos Farfarae (F.F.S) on asthma. The results show that the F.F.S has anti-asthmatic effects.

Metabolomic analysis showed that 25 metabolites were changed in asthmatic rats, and 18 of them could be attributed

to F.F.S. F.F.S. can block the over-activation of p65 NF-κB, preventing the transmission of pro-inflammatory factor

signals to cells. F.F.S. thus could reduce the over-activation of inflammatory cells, inhibiting the secretion of

inflammatory factors and further alleviating asthma inflammation. This study lays a foundation for further new

drug research. The mechanism of F.F.S. on asthma needs further investigation.
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哮喘, 又称支气管哮喘, 是由嗜酸性粒细胞、肥大 细胞、淋巴细胞、中性粒细胞等多种炎症细胞和细胞

组分参与的慢性炎症疾病, 常导致气道高反应性以及

气道重塑, 进而引发反复发作的喘息、气促、胸闷以及

咳嗽等症状。哮喘的发病机制复杂, 主要受到环境因

素和遗传因素的影响。目前的研究表明, 哮喘患者体

内免疫失衡 , 细胞因子白介素-4 (IL-4) 和白介素-13

(IL-13) 被过度激活。而 IL-4和 IL-13可以促进产生免
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疫球蛋白E (Ig-E), Ig-E进一步刺激炎症细胞增殖以及

嗜酸性粒细胞的激活, 从而导致哮喘炎症加重[1]。

在现有的平喘药物中, 糖皮质激素是治疗轻中度

哮喘的首选药。但是, 长期使用糖皮质激素会导致代

谢紊乱、耐药性等不良反应。此外, β2受体激动剂虽

有利于缓解或消除哮喘症状, 但它没有抑制气道炎症

的作用, 长期使用也容易产生耐药性。中医药在治疗

疾病方面具有独特的优势, 体现在不良反应小、成本

低, 特别适用于哮喘等慢性疾病的治疗。现有研究表

明, 很多中药活性成分都具有抗哮喘活性, 如甘草次

酸[2]、芍药苷[3]、漆黄素[4]、姜黄素[5]、穿心莲内酯[6]等。

款冬花 (Flos Farfarae) 为菊科植物款冬 Tussilago

farfara L.的干燥花蕾, 具有润肺下气, 止咳化痰之功

效。中医临床广泛用于咳嗽、哮喘等肺部疾病治疗。

款冬花化学成分主要包括: 苯丙素类、黄酮类、三萜类、

倍半萜类和生物碱类化合物。本课题组前期研究发现

款冬花石油醚部位具有较好的抗哮喘活性[1], 本课题

组推测石油醚部位中的倍半萜类物质为款冬花发挥抗

哮喘作用的活性成分。本研究拟采用色谱分离技术从

款冬花石油醚提取物中进一步制备款冬花总倍半萜,

并通过卵清蛋白 (OVA) 诱导大鼠哮喘模型验证款冬

花总倍半萜对哮喘的干预作用, 同时利用非靶标代谢

组学技术对其作用机制进行分析。

材料与方法

实验动物 雄性SPF级SD大鼠 (6周龄, 体重200 ±

20 g), 由北京维通利华实验动物技术有限公司提供 ,

动物许可证号为 SCXK (京) 2016-0005。动物自然昼

夜节律光照, 适应1周后进行实验。

仪器与试剂 鱼跃 402AI超声雾化器 (江苏鱼跃

医疗设备有限公司); 电子超声组织匀浆器 (宁波心之

生物科技股份有限公司), XW-80A 旋涡混合器 (上海

精科实业有限公司); Thermo Scientific Q Extractive质

谱仪 (德国赛默飞世尔); 真空干燥箱 (上海一恒科学仪

器有限公司); IKA RV-10 旋转蒸发器 (德国艾卡);

LD500-1电子天平 (沈阳龙腾电子有限公司); 十万分之

一天平 (德国赛多利斯); ODS FLASH 柱 (20～35 μm,

20 g) (美国艾杰尔)。

OVA (上海生工生物); 磷酸盐缓冲液 (PBS, 北京

索莱宝); 吐温 -20 (美国 Amresco 公司); 乙腈 (美国

Fisher公司); 甲醛 (天津大茂化学试剂厂)。地塞米松

磷酸钠注射液 (批号: 81758301) 购自天津金耀。OVA

特异型 Ig-E (s-OVA Ig-E) ELISA试剂盒 (48T) 购自博

奥森生物 ; IL-4、IL-13 ELISA 试剂盒 (48T) 购自上海

西塘生物。款冬酮对照品 (批号 111884-201303, 纯度

98.5%) 购自中国食品药品检定研究院; 款冬素酯为实

验室前期自制。款冬花药材购自山西沁县, 经山西大

学中医药现代研究中心秦雪梅教授鉴定为菊科植物款

冬Tussilago farfara L.的干燥花蕾, 标本现存于山西大

学中医药现代研究中心。

款冬花总倍半萜的制备及分析 取款冬花5 000 g,

加入质量体积比为 1∶8的石油醚, 超声 1 h, 过滤, 重复

提取 3次, 滤液蒸干得款冬花石油醚提取物 9.3 g。选

用C18中压制备柱 (20 g, 20～35 μm, 美国, 艾杰尔)进

一步分离, 色谱条件为: 0～35 min, 85%甲醇。收集5～

35 min流分, 旋干即得总倍半萜部分4.8 g。参照《中国

药典》款冬花中款冬酮的含量测定条件对总倍半萜进行

HPLC分析: 岛津 Inertsil ODS-3 HPLC色谱柱; 以 85%

甲醇为流动相; 检测波长为 220 nm。通过对照品比对

的方式确定1号峰为款冬酮, 4号峰为款冬素酯[7]。

OVA 诱导的大鼠哮喘动物实验 SD 大鼠 24 只

(体重 200 g), 随机分为 A (空白 , Control)、B (模型 ,

Model)、C (阳性药, DEX)、D (款冬花总倍半萜, F.F.S)

4组, 每组 6只。除空白组外, 其余各组每只大鼠于第

8天、14天分别腹腔注射 10% OVA [OVA 100 mg和A1

(OH)3 100 mg] 的乳化混悬液 1 mL 致敏, 空白组腹腔

注射生理盐水 1 mL。从第 15天开始, A组和B组超声

雾化给予生理盐水 20 mL, C 组雾化给予地塞米松磷

酸钠注射液 2 mg·kg-1, D组雾化给予款冬花总倍半萜

0.2 g·kg-1, 连续给药14天。每次给药后30 min, 除空白

组外其余各组置于自制密闭玻璃盒中给予 l% OVA

(200 mg OVA溶解于 20 mL生理盐水中) 20 mL雾化激

发, 每天 1次, 每次 30 min, 空白组每天给予生理盐水

20 mL雾化吸入。给药 14天后禁食 12 h, 次日将大鼠

麻醉后, 腹主动脉取血, 1 500 r·min-1离心 15 min后得

血清。将大鼠固定, 暴露胸腔, 剥离气管周围组织, 棉

线结扎左支气管, 采血针针头轻轻插入右支气管, 另一

边用注射器吸取 pH 7.2 的 PBS 溶液 1 mL 注入右肺 ,

反复抽吸支气管肺泡灌洗液 (bronchoalveolar lavage

fluid, BALF), 重复 3 次 , BALF 置于 4 ℃冰箱中保存。

取右肺-80 ℃冷冻保存。取左肺保存于福尔马林溶液

中, 24 h后换中性福尔马林溶液完成固定。

药效学指标检测 将 BALF 在 1 500 r·min-1下低

速离心 15 min, 取细胞沉淀重悬于 1 mL PBS。取 PBS

重旋液, 滴于载玻片正中央, 盖片, 自然晾干。瑞士染色,

置 Ti-s 荧光显微镜下观察 , 拍照 , 并统计嗜酸性粒细

胞、淋巴细胞、单核细胞的细胞数, 并计算其占总细胞

数的百分比。ELISA测定血清 s-OVA Ig-E、IL-4、IL-13

的含量。取肺组织标本做病理学石蜡切片, 进行苏木

素-伊红染色 (HE染色)、过碘酸-雪夫染色 (PAs染色)
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以及马松染色 (Masson染色) 后利用 Image Pro Plus 6.0

软件对染色后切片进行半定量计算。

肺组织的 LC-MS 分析 取右肺组织 100 mg, 加

超纯水 1 mL 匀浆 3 min, 加入在 4 ℃下预冷的甲醇

4 mL涡旋 2 min, 超声 2 min, 静置 10 min 后取上清液,

4 ℃、13 000 r·min-1 离心 10 min, 取上清液, 室温下吹

干 , 加甲醇 200 μL 复溶 , 在 4 ℃条件下 13 000 r·min-1

离心 10 min, 取上清液进样 3 μL, 采用 UHPLC-Q

Extractive质谱仪进行分析。

色谱条件: Waters Acquity UHPLC HSS T3 column

(2.1 mm×100 mm, 1.8 µm) 色谱柱, 柱温为 40 ℃; 流速

为 0.4 mL·min-1, 自动进样器温度为 4 ℃, 流动相: A为

乙腈 , B 为 0.1% 甲酸水 , 梯度洗脱 : 0～2 min, 20%～

55% A; 2～11 min, 55%～75% A; 11～12 min, 75%～

95% A; 12～15 min, 95% A; 15～19 min, 95%～20% A。

质谱条件 : 采用 ESI 离子源 , 离子化模式为电喷

雾正、负离子模式, 正、负离子源电压分别为 5 500 V/

-4 500 V, 离子源温度为 550 ℃, 雾化气体为 N2, 雾化

气 (Gas1) 为 379.2 kPa, 辅助气 (Gas2) 为 379.2 kPa, 气

帘气 (curtain gas) 为 241.3 kPa, 裂解电压 (DP) 分别为

80 V/-80 V, 碰撞能量 (CE) 分别为 35 eV/-35 eV, 碰撞

能量扩展 (CES) 均为 15 eV。TOF MS 扫描范围: 80～

1 500; 产物离子扫描范围 50～1 500。扫描方式: IDA

设置响应值超过 100 cps的 8个最高峰进行二级质谱

扫描, 并开启动态背景扣除 (DBS)。数据采集软件为

Analyst TF 1.6 software工作站; 采用CDS质量校正系

统在线校正。

数据处理 CD软件计算结合数据库比对以及文献

查阅鉴定化合物, 将数据导入SIMCA-P13.0 (Umetrics,

瑞典) 软件中进行主成分分析 (PCA), 并通过有监督的

偏最小二乘判别分析 (OPLS-DA) 确定差异代谢物, 并

利用 SPSS 16.0软件对差异代谢物进行单因素方差分

析 (One-way ANOVA分析)。

Western blot检测大鼠肺组织中 p65 NF-κB的表

达量 取肺组织 20 mg, 加入组织裂解液 150 μL, 匀

浆, 4 ℃, 12 000 ×g离心15 min, 取上清。按比例吸取蛋

白上清液约 20 μg, 加适量上样缓冲液, 沸水浴 10 min,

离心取上清后进行SDS-PAGE电泳。湿法转膜, 5%脱

脂奶粉室温下封闭 2 h, 室温孵育一抗 1 h, 随后用含

0.05% 吐温-20 的 PBS 洗涤 3 次 , 每次 5 min。根据用

量, 按照 1∶10 000稀释辣根过氧化酶 (HRP) 标记的二

抗, 与膜室温孵育 1 h。用含 0.05% 吐温-20的 PBS洗

涤 3次, 每次 5 min。将膜放置在暗室中, 根据用量取

ECL发光液A和B等量混匀, 加在膜上并与之充分接

触。然后将膜置于全自动化学发光分析仪中检测, 通

过TANON GIS软件计算条带灰度值。

结果与讨论

1 BALF细胞计数

如图 1所示, 模型组嗜酸性粒细胞占比较空白组

BALF 中明显升高 (P<0.001), 阳性药 (P<0.001) 及款

冬花总倍半萜 (P<0.001) 对嗜酸性粒细胞占比均有显

著回调作用, 但两者回调作用无显著性差异; 模型组淋

巴细胞占比较空白组显著降低 (P<0.001), 阳性药 (P<

0.001) 和款冬花总倍半萜 (P<0.01) 对淋巴细胞占比均

有上调作用; 模型组单核细胞占比较空白组显著增加

(P<0.05), 阳性药和款冬花总倍半萜给药组单核细胞

占比具有降低趋势, 但无统计学差异。

2 炎症因子检测

如图 1 所示 , 模型组大鼠血清中 s-OVA Ig-E (P<

0.01)、IL-4 (P<0.01)、IL-13 (P<0.05) 较空白组明显升高;

阳性药和款冬花总倍半萜对 s-OVA Ig-E、IL-4、IL-13水

平均有明显下调作用; 且阳性药组和款冬花总倍半萜

组对炎症因子的作用无显著性差异。

3 病理切片染色

如图 2所示, HE染色结果显示空白组大鼠肺泡结

构正常, 无炎症细胞浸润, 肌肉纤维无异常增生; 模型

组大鼠肺部有大量炎性细胞浸润, 平滑肌、基底膜厚度

和胶原沉淀显著增加, 肺泡结构不完整, 管腔狭窄, 与

空白组相比有显著性差异; 阳性药组大鼠肺部未见显

著的炎症细胞浸润, 肺泡结构无明显变化, 可见少量肌

肉增生, 与模型组相比有显著性差异; 款冬花总倍半萜

组大鼠未见显著的炎症细胞浸润, 肺泡结构无明显变

化, 有局部肌肉增生, 与模型组相比有显著性差异, 与

空白组相比无显著性差异。模型组炎症面积占总面积

比率大于空白组 (P<0.05); 阳性药组 (P<0.01) 和总倍

半萜组 (P<0.05) 大鼠肺部炎症面积比率小于模型组,

且阳性药组和总倍半萜组无显著性差异 (图1)。

PAs染色结果显示 (图 2), 空白组大鼠肺泡结构完

整, 管腔黏膜完整无变形, 未见黏液分泌, 无炎症细胞

浸润; 模型组大鼠黏膜皱襞形成, 黏液分泌物增多, 可

见大量嗜酸性粒细胞及淋巴细胞浸润, 与空白组相比

具有显著性差异; 阳性药组大鼠肺泡结构较为完整, 有

轻微黏液分泌, 黏膜完整未变形, 无炎症细胞浸润; 款

冬花总倍半萜组大鼠肺泡结构完整, 偶见黏液分泌, 黏

膜完整未变形, 无炎症细胞浸润, 与空白组、阳性药组

相比无显著性差异。如图 1所示, 模型组糖原指数大

于空白组 (P<0.01); 阳性药组 (P<0.01) 和总倍半萜组

(P<0.01) 糖原指数均小于模型组 , 且两组无显著性

差异。
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如图 2所示, Masson染色后, 空白组大鼠肺泡结构

完整, 无肌肉纤维增生, 未见胶原纤维, 无炎症浸润; 模

型组大鼠肺泡壁增厚, 肌肉纤维明显增生, 形成了大量

胶原纤维, 炎症浸润明显, 与空白组比具有显著性差

异; 阳性药组大鼠偶见肺泡壁增厚, 无明显肌肉纤维增

生, 未见胶原纤维大量形成, 无炎症浸润; 款冬花总倍

半萜组大鼠肺泡结构正常, 无明显肌肉纤维增生, 未见

胶原纤维大量形成, 无炎症浸润, 与空白组、阳性药组

比无显著性差异。Masson染色结果显示, 模型组炎症

面积比率大于空白组 (P<0.001); 阳性药组 (P<0.001)

和总倍半萜组 (P<0.001) 炎症面积比率均小于模型组,

且阳性药组与总倍半萜组之间无显著性差异 (图1)。

4 代谢组学分析

对空白组和模型组进行PCA分析, 可见空白组与

模型组有一定分离趋势 (图略), 说明OVA致敏的哮喘

大鼠血清内源性代谢物发生变化。但 PCA分析不能

完全忽视与实验无关的体内误差与随机误差。因此,

进一步采用OPLS-DA确定OVA致敏造模后内源性代

谢物的变化 (图 3)。采用OPLS-DA进行分析之前, 必

须采用偏最小二乘分析 (PLS-DA) 对模型进行验证。

排列实验结果显示左边Q2均小于原始值, R2直线交于

负半轴 , 说明模型成立。然后通过 OPLS-DA 分析的

S-plot图结合 VIP 值 (VIP>1.0), 正离子模式下鉴定了

17个差异代谢物, 负离子模式下鉴定了 8个差异代谢

物, 如表1所示。

利用 SPSS 16.0进行 One-way ANOVA分析, 各差

异代谢物变化趋势如图 4所示。哮喘模型组大鼠血清

中精氨酸及精胺等 22个代谢物水平降低, 鞘氨醇等 3

个代谢物水平升高。给予阳性药后可以回调精氨酸等

17个代谢物, 而给予款冬花总倍半萜可以回调精氨酸

等 18个代谢物。款冬花总倍半萜对精氨酸等 10个代

谢物回调幅度大于阳性药, 而阳性药对二十碳五烯酸

(EPA) 等 6 个代谢物回调幅度大于款冬花总倍半萜。

另外, 阳性药与款冬花总倍半萜对肌酸等 6个代谢物

回调作用无明显差异。

5 代谢通路分析

将差异化合物导入 MetaAnalyst网站进行代谢通

路分析, 共找到 21条代谢通路, 其中精氨酸生物合成,

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成, 精氨酸和脯氨

Figure 1 The ratio of inflammatory cells to total leukocytes in bronchoalveolar lavage fluid (BALF, A-C); Quantitative results of lung

tissue pathological staining (D-F); ELISA detection of serum inflammatory factor concentration (G-I); *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs

model, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs control

Figure 2 Pathological staining of lung tissue
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酸代谢, 丙氨酸、天门冬氨酸和谷氨酸代谢, 谷氨酸和

谷氨酰胺代谢, 苯丙氨酸代谢等 9条代谢通路发生明

显变化 (图5)。

5.1 精氨酸合成代谢 精氨酸在体内NO合酶的作用

下产生内源性 NO。虽然内源性 NO可以舒张肺部毛

细血管内皮细胞、支气管上皮细胞, 改善肺通气, 部分

缓解哮喘病症。但过多的内源性NO可以从气道内渗

出, 损伤上皮细胞, 引起气道管腔变窄, 引发气道炎症,

诱发哮喘[8,9]。临床监测显示哮喘患者呼气中NO含量

较高。此外, 精氨酸在体内分解为尿素和鸟苷酸, 鸟氨

酸可脱羧进一步生成多胺。多胺类化合物能够促进细

胞增殖, 哮喘模型组大鼠精氨酸被大量分解代谢产生

尿素及多胺, 引起肺部细胞增殖[10]。OVA诱导的大鼠

哮喘模型中, 精氨酸含量降低, 可能被大量分解代谢,

给予地塞米松和款冬花总倍半萜后精氨酸水平明显回

调, 说明地塞米松和款冬花总倍半萜可以有效地抑制

这一过程, 减轻哮喘症状。

5.2 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成代谢 苯丙

氨酸脱羧可以形成酪氨酸, 该过程受阻可以导致苯丙

氨酸含量增加。哮喘模型组中大鼠苯丙氨酸含量降

低, 导致酪氨酸合成不足。同时, 酪氨酸是合成激素的

重要原料, 酪氨酸经脱羧氧化生成酪胺, 进而被单胺氧

化酶氧化失活。阳性药及款冬花总倍半萜均能明显回

调哮喘大鼠苯丙氨酸含量。

5.3 脂肪酸代谢 EPA 可以在白细胞内经过酶的催

化生成白三烯B5, 促进白细胞的聚集, 使炎症加重[11]。

Figure 3 Control and model OPLS-DA scatter plot of positive ion mode (A) and OPLS-DA scatter plot of negative ion mode (B)

Table 1 Different metabolites of ovalbumin (OVA)-sensitized rat model of asthma. a: The positive ion mode; b: The negative ion mode.

5(S)-HETRE: 5S-Hydroxy-6E,8Z,11Z-eicosatrienoic acid; 8(S)-HETE: 8-Hydroxy-[S-(E,Z,Z,Z)]-5,9,11,14-eicosatetraenoic acid; DHA ethyl

ester: Docosahexaenoic acid ethyl ester; EPA: Eicosapentaenoic acid. VIP: Variable importance projection

No.

1a
2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a
9a
10a
11a
12a
13a
14a
15a
16a
17a
28b
19b
20b
21b
22b
23b
24b
25b

Name

Palmitoylcarnitine
Arginine
Hexadecanamide
Spermine
Stearoylethanolamide
cis-13-Docosenoamide
Propionylcarnitine
Sphingosine
Palmitoylethanolamide
S-2-Amino-6-methylheptanoicacid
Phenylalanine
Hypoxanthine
Palmitoyl sphingomyelin
Leucylproline
Glutamine
Creatine
Stearamide
5(S)-HETRE
Prostaglandin E1
Glutamic acid
8(S)-HETE
Prostaglandin E2
DHA ethyl ester
Docosatrienoic acid
EPA

Molecular

formula

C23H45NO4

C6H14N4O2

C16H33NO
C10H26N4

C20H41NO2

C22H43NO
C10H19NO4

C18H37NO2

C18H37NO2

C8H17NO2

C9H11NO2

C5H4N4O
C41H83N2O6P
C11H20N2O3

C5H10N2O3

C4H9N3O2

C18H37NO
C20H34O3

C20H34O5

C5H9NO4

C20H32O3

C20H32O5

C20H36O2

C22H38O2

C20H30O2

Experimental

(m/z)

399.334 31
174.111 13
225.257 68
202.216 30
327.314 28
337.335 01
217.131 96
299.282 98
299.282 98
159.126 48
165.079 63
136.039 06
730.598 33
228.147 94
146.069 69
131.070 02
283.288 06
322.250 25
354.240 08
147.052 61
320.234 60
352.224 43
308.270 98
334.28663
302.224 03

Theoretical

(m/z)

399.334 31
174.111 13
225.258 77
202.216 30
327.314 28
337.335 01
217.131 96
299.282 98
299.282 98
159.126 48
165.079 53
136.03906
730.598 31
228.147 94
146.069 69
131.070 02
283.288 06
322.250 25
354.240 08
147.052 61
320.234 60
352.224 43
308.270 98
334.286 63
302.224 03

Error

/ppm

0.00
0.02
4.8
2.7
3.4
3.2
2.5
3.7
3.7
3.4
3.3

-1.8
-2.7

4.8
3.7

-1.9
3.9
0.004
0.004
0.001
0.004
0.004
0.002

-0.002
-0.02

tR

/min

9.094
0.835
6.276
0.772
7.626

17.25
1.276
7.011

12.677
0.968
1.282
1.014

16.788
1.277
0.99
1.142
7.355

10.275
4.12
0.944
9.045
4.403

14.754
15.976
13.373

VIP

2.07
2.00
1.91
1.86
1.78
1.69
1.69
1.65
1.56
1.55
1.54
1.54
1.44
1.41
1.30
1.25
1.25
1.67
1.54
1.54
1.54
1.49
1.45
1.29
1.17

P

0.003 41
0.000 57
0.008 40
0.028 78
0.002 14
0.003 84
0.005 03
0.026 79
0.007 58
0.035 36
0.040 23
0.010 07
0.027 93
0.020 54
0.032 72
0.040 38
0.039 70
0.00935
0.006 90
0.005 53
0.021 69
0.017 62
0.003 74
0.010 81
0.025 07
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哮喘模型组中, EPA含量下降, 哮喘炎症加重, 给予阳

性药干预后, EPA含量明显上升, 大鼠哮喘炎症得到抑

制。给予款冬花总倍半萜后, EPA水平有所回调, 但较

阳性药弱。

前列腺素 E1 (PGE1) 具有抑制血栓烷 A2 (TXA2)

合成的作用, 减小粒细胞和血小板在肺内聚集, 改善肺

微循环等作用[12]。前列腺素 E2 (PGE2) 具有抑制肺巨

噬细胞释放炎性因子的作用[13]。哮喘模型组中 ,

PGE1、PGE2含量下降, 肺部炎症加重, 给予阳性药干预

后 , 哮喘大鼠 PGE1、PGE2 含量明显上升 , 炎症减轻。

给予款冬花总倍半萜后, PGE1、PGE2均有回调作用, 且

与阳性组相比, PGE2的回调趋势更加明显, 其对炎症

的抑制作用更强。

5.4 精胺代谢 哮喘大鼠体内精胺在生物体内由腐

胺和 S-腺苷蛋氨酸经多种酶催化后生成。精胺主要分

布在各组织细胞中, 具有促进细胞增殖分化的作用。

同时, 诱导精胺分解代谢能缓解气道上皮损伤[14]。给

予阳性药后, 大鼠体内精胺分解代谢加速, 哮喘症状得

到缓解, 而款冬花总倍半萜对精胺的回调趋势较阳性

药更加明显。

6 款冬花总倍半萜对大鼠肺组织中 p65 NF-κB 的

影响

哮喘大鼠体内精氨酸合成代谢受损, 精氨酸含量

下降, 导致多胺等促炎因子分泌增加, 从而诱导炎症细

胞聚集; PGE2含量下降导致对炎症因子的抑制作用减

弱, 进而分泌过量的炎症因子与G蛋白偶联受体结合,

激活胞内 p65 NF-κB受体, 进一步增强哮喘炎症。通

过检测大鼠肺组织内 p65 NF-κB的表达量对该代谢通

路加以验证 (图 6)。与空白组相比, OVA激发后, 模型

Figure 4 The effect of the total sesquiterpenoids of Flos Farfarae (F.F.S) on the relative contents of serum differential metabolites. *P<

0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs model; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs control

Figure 5 Metabolic pathway analysis
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组大鼠 p65 NF-κB 的表达量显著增加 (P<0.05); 阳性

药组和款冬花总倍半萜组大鼠 p65 NF-κB的表达量较

模型组显著降低, 但两组之间无显著性差异。

结论

本研究采用代谢组学技术结合炎症因子检测、病

理切片分析等传统药效学指标分析了款冬花总倍半萜

对哮喘大鼠的干预作用。代谢组学分析结果显示, 哮

喘动物模型中有 25个代谢物发生改变。哮喘大鼠体

内精氨酸含量下降, 导致多胺等促炎因子分泌增加, 进

一步导致炎症细胞聚集; PGE2含量下降导致抑制炎症

因子的作用减弱, 分泌过量的炎症因子与跨膜G蛋白偶

联受体结合, 激活胞内 p65 NF-κB受体, 进一步促进炎

症细胞、Th2细胞产生的 IL-4、IL-13增多。IL-4、IL-13

分泌的增多, 会进一步导致体内 Ig-E增多, 导致嗜酸性

粒细胞过度增殖与分化。同时活化的嗜酸性粒细胞会

产生促炎症因子释放因子, 导致肺部炎症进一步加重,

哮喘症状加深。款冬花总倍半萜雾化吸入后, 可以阻

断 p65 NF-κB过度激活, 阻断促炎因子信号向胞内的

传递, 减少炎症细胞的过度激活, 从而抑制炎症因子分

泌, 使哮喘炎症进一步缓解。款冬花总倍半萜对前列

腺素E2代谢失衡和精胺/精氨酸代谢失衡的回调作用

强于地塞米松, 而地塞米松对EPA的回调强于款冬花

总倍半萜。除了影响胞内受体外, 款冬花总倍半萜是

否还会影响胞外信号途径还需要进一步的研究。
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