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基于代谢组学探讨桔梗汤对脂多糖诱导的小鼠急性肺损伤的保护作用
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摘要: 桔梗汤作为治疗肺部疾病的经典方剂之一, 其化学组成与作用机制尚不明确。本研究采用高分辨质谱技

术检测桔梗汤中的化学成分, 通过代谢组学技术探究桔梗汤对急性肺损伤 (acute lung injury, ALI) 模型小鼠肺组织

代谢物的影响。以差异倍数 (fold change, FC) > 1.5或FC < 0.67, 并且P < 0.05为条件筛选潜在生物标志物并进行代

谢通路富集分析。桔梗汤经质谱分析共鉴定出 40个化合物, 包括三萜皂苷类成分、黄酮类成分、糖苷类成分等。动

物实验经天津中医药大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: TCM-LAEC2021106)。研究发现, 桔梗汤可改善ALI

模型小鼠的肺系数及肺组织形态, 降低肺泡灌洗液中丙二醛、肿瘤坏死因子-α、白介素-6的含量, 减少肺组织中髓过

氧化物酶含量。代谢组学结果表明, 桔梗汤可调节与ALI相关的 22个代谢物, 其中白三烯D4、二十二碳五烯酸、次

黄嘌呤、L-5-羟脯氨酸等代谢物主要与机体炎症反应和氧化应激相关, 且被富集于谷胱甘肽代谢、嘌呤代谢和初级

胆汁酸生物合成等通路。本研究通过代谢组学分析桔梗汤治疗ALI的潜在作用机制, 为桔梗汤的临床应用提供了

重要的理论依据。
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Abstract: One of the traditional prescriptions for treating lung diseases, Jiegeng decoction (JGT), is still 

unknown in terms of its chemical makeup and mechanism. In this study, Q-Exactive-Orbitrap MS technology was 

used to identify the chemical constituents of JGT, and metabolomics was used to examine the effect of JGT on 

metabolites in the lung tissue of mice with acute lung injury (ALI) model. The potential biomarkers were screened 

by fold change (FC) > 1.5 or FC < 0.67 and P < 0.05, and enriched for metabolic pathways. A total of 40 compounds, 

including triterpenoid saponins, flavonoids and glycosides, were identified by mass spectrometry analysis of JGT. 

All animal experiments were approved by the Experimental Animal Ethics Committee of Tianjin University of 

Traditional Chinese Medicine (No. TCM-LAEC2021106). The results showed that JGT improved the lung coeffi‐

cient, and lung tissue morphology of mice with ALI, lowered the levels of malondialdehyde (MDA), tumor necrosis 

factor α (TNF-α), and interleukin 6 (IL-6) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF), and reduced myeloperoxidase 

(MPO) content in lung tissue. The metabolomic results showed that JGT could regulate 22 metabolites associated 

with ALI, among which leukotriene D4, docosapentaenoic acid, hypoxanthine, L-5-oxoproline, and other metabo‐

lites were mainly associated with the body′s inflammatory response and oxidative stress, and were enriched in the 
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pathways of glutathione metabolism, purine metabolism, and primary bile acid biosynthesis. This study analyzed 

the potential mechanism of JGT in the treatment of ALI through metabolomics, providing an important theoretical 

basis for the clinical application of JGT.
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急性肺损伤 (acute lung injury, ALI) 可由脓毒症、

肺炎、烧伤等多种因素诱发, 是一种以肺水肿、组织微

循环发生阻碍、血管通透性增加、急性缺氧为特征的呼

吸道疾病[1]。临床上主要使用糖皮质激素和阿司匹林

进行治疗, 但治疗效果均不理想, 且还会产生一些不良

反应[2]。ALI在全球的发病率及病死率都很高, 尤其是

近年来严重急性呼吸综合征冠状病毒 2以肺为攻击的

主要目标器官, 导致严重的ALI和急性呼吸窘迫综合

征, 给全球的医疗、经济等造成重大影响[3,4]。中药复

方作为中医临床用药的主要形式 , 在我国此次抗击

2019年冠状病毒病中, 被广泛应用于临床, 并取得了

积极的治疗效果[5,6]。

桔梗汤 (Jiegeng decoction, JGT) 作为经典复方之

一, 最初记载于张仲景的《伤寒论 ·辨少阴病脉证并治》

和《金匮要略》中, 全方由桔梗、甘草两味药组成[7]。桔

梗行瘀而排脓, 甘草泄热而保中, 桔梗甘草二者相配主

治肺痈[8]。临床上桔梗汤随证灵活加味对肺部等其他

方面疾病均有较好的治疗效果[9-11]。近年来, 有研究采

用蛋白质组、脂质组探究桔梗汤对脂多糖 (lipopolysac‐

charide, LPS) 诱导的ALI模型小鼠的保护作用[12, 13], 但

其作用机制还有待进一步研究。

由于目前临床诊断技术及方法存在局限性, 肺癌

通常在晚期才被诊断出来[14]。代谢组学作为组学领域

的重要分支, 主要研究小分子代谢物的变化[15]。基于

代谢组学筛选出差异的代谢物可作为潜在生物标志

物, 用于评价肺部疾病的早期、发展及预后, 为新靶向

干预提供依据[16]。与血清、肺泡灌洗液等生物样本相

比, 对肺组织进行相关代谢组的研究更有利于揭示呼

吸系统疾病的发病机制[17]。本文首先对桔梗汤的化学

成分进行定性分析。其次, 通过生化指标以及病理症

状评价桔梗汤对于LPS诱导的ALI模型小鼠的治疗效

果, 并对肺组织进行代谢组研究。旨在探究桔梗汤抗

ALI可能的作用机制, 为桔梗汤在临床上治疗肺部疾

病提供实验基础和理论依据。

材料与方法

药物与试剂 桔梗 (安徽, 200501) 和甘草 (甘肃, 

20200801) 均购买于天津市南开区北京同仁堂药店 , 

经天津中医药大学中医药研究院吴红华副研究员鉴定

为桔梗科植物桔梗 (Platycodon grandiflorus (Jacq.) 

A. DC.) 的根、豆科植物甘草 (Glycyrrhiza uralensis 

Fisch.) 的根茎; 桔梗皂苷 D (20022601)、桔梗皂苷 D2 

(20110904)、甘草素 (19021410)、异甘草素 (19031103)、

甘草苷 (20022701)、异甘草苷 (20022803)、甘草酸 

(20022509)、甘草次酸 (20042710) 对照品购自四川维

克奇生物科技有限公司 (桔梗皂苷D2纯度 ≥ 96%, 其他

对照品纯度 ≥ 98%); LPS (L4268), 美国 Sigma-Aldrich

公司 ; PBS (pH 7.4) (02-024-1ACS), 以色列 Biological 

Industries生物科技公司; 地塞米松 (DXMS, D829854), 

上海麦克林生化科技有限公司; 髓过氧化物酶 (myelo‐

peroxidase, MPO) 试剂盒 (A044-1-1) 与超氧化物歧化

酶 (superoxide dismutase, SOD) 试剂盒 (A001-3-2), 南

京建成生物工程有限公司; 丙二醛 (malondialdehyde, 

MDA) 试剂盒 (ZC-S0343)、肿瘤坏死因子 -α (tumor 

necrosis factor α, TNF-α) 试剂盒 (ZC-39024)、白介素-6 

(interleukin 6, IL-6) 试剂盒 (ZC-37988), 上海茁彩生物

科技有限公司; 甲醇、乙腈 (色谱纯), 美国 Fisher公司; 

甲酸, 美国ACS恩科化学。

仪器 Centrifuge5424R 高速低温离心机 (德国

Eppendorf 公司); AX-205 十万分之一电子天平 (瑞士

Mettler Toledo 公司); Infinite 200 PRO 多功能酶标仪 

(瑞士 TECAN 公司); Tissuelyser-32L 多样品组织研磨

仪 (上海净信实业发展有限公司); Q-Exactive-Orbitrap 

MS四级杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪 (美国Thermo 

Fisher Scientific公司)。

药物的配置 取桔梗药材 250 g, 甘草药材 500 g

加 10倍量水, 浸泡 0.5 h, 加热回流 2 h, 将药渣再加八

倍量水加热回流提取 1.5 h, 合并两次药液, 减压浓缩, 

冻干, 得桔梗汤冻干粉。

称取桔梗汤粉末 5 mg, 加入 1 mL 水涡旋混匀 , 

14 000 r·min-1 离心 10 min, 取上清 , 得到质量浓度为

5 mg·mL-1 的全方溶液 ; 精密称取各对照品 1 mg, 加

1 mL水涡旋混匀, 配制成质量浓度 1 mg·mL-1的单标

溶液 , 将 8 个单标溶液分别取 100 μL 再加水至 1 mL, 

涡旋、离心, 取上清, 得到质量浓度为 100 µg·mL-1的混

标溶液。

称取一定量桔梗汤冻干粉 , 加水配制成含生药

1.365、2.73、4.095 g·mL-1的桔梗汤低、中、高剂量溶液; 称
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取一定量的地塞米松, 配制成质量浓度为 0.2 mg·mL-1

的溶液。

桔梗汤的化学成分分析 使用Phenomenex Kine‐

tex® C18 100A (100 mm× 2.1 mm, 1.7 μm) 色谱柱进行

分离。柱温 35 ℃, 流速 0.3 mL·min-1, 进样量 3 μL, 流

动相由乙腈 (A) 和 0.1% 甲酸水 (B) 组成。洗脱梯度: 

0～5 min, 5% A; 5～8 min, 23% A; 8～10 min, 23%～

30% A; 10～20 min, 30%～45% A; 20～25 min, 45%～

95% A; 电喷雾离子源, 正负离子检测模式; 质子扫描范

围 m/z 为 100～1 500; 喷雾电压为-3.0 kV/+3.5 kV; 鞘

气流量为 35 L·h-1; 辅助气 10 L·h-1; 毛细管温度 350 ℃; 

二级扫描分辨率为17 500。

实验动物 SPF级雌性 BALB/C小鼠 (18～20 g), 

60只, 购自斯贝福 (北京) 生物技术有限公司, 许可证

号: SCXK (京) 2019-0010, 饲养于天津中医药大学动

物中心。适应性喂养 1周, 自由饮水摄食。实验方案

均已通过天津中医药大学实验动物伦理委员会批准 

(批准号: TCM-LAEC2021106)。

分组、模型建立与给药 将 60只BALB/C雌性小

鼠, 随机分为 6 组: 空白组 (control group, CON)、模型

组 (model group, LPS)、阳性药组 (positive drug group, 

DXMS)、桔梗汤低剂量组 (low-dose group of JGT, JGT-

L)、中剂量组 (middle-dose group of JGT, JGT-M)、高剂

量组 (high-dose group of JGT, JGT-H)。以灌胃的方式给

药, 给药量为 10 mL·kg-1, CON组和LPS组给予等量生

理盐水。在灌胃给药或生理盐水15 min后, 采用三溴乙

醇 (350 mg·kg-1) 将小鼠麻醉。小鼠经气管软骨环间隙

向气管内缓慢注射 LPS (2 mg·kg-1) 30 μL 建立 ALI模

型。CON组注射等体积生理盐水, 操作方法同上。

标本采集 造模 6 h后, 称量体重, 摘眼球取血, 血

液于室温下静置 2 h, 4 ℃、3 500 r·min-1离心 10 min, 分

离血清, −80 ℃储存。进行 3次支气管肺泡灌洗, 每次

0.5 mL PBS, 将获得肺泡灌洗液 (bronchoalveolar lavage 

fluid, BALF), 4 ℃、1 500 r·min-1离心 10 min, 取上清。

根据试剂盒说明, 测定BALF中SOD、MDA的含量; 采

用酶联免疫法测定BALF中TNF-α、IL-6的含量。摘取

肺, 称肺湿重, 计算肺系数, 肺系数 (%) = 肺湿重 (g)/体

重 (kg) × 100%。切取部分肺用于苏木紫-伊红 (hema‐

toxylin and eosin, HE) 染色, 在光学显微镜下观察病理

变化。准确称取肺组织制成 5% 的组织匀浆, 按试剂

盒要求测定其中MPO的含量。

统计学处理 采用GraphPad Prism 8软件分析数

据, 使用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 检验组间

差异是否具有显著性, 数据用平均值 ± 标准差 (Mean ± 

SD) 表达, 以P < 0.05表示具有统计学差异。

代谢组学样品制备 称取CON、LPS、JGT-M组的

肺组织 50 mg, 加入 1.5 mL 预冷的 CH3OH/H2O (2∶1), 

使用组织研磨仪研磨, 4 ℃、12 700 r·min-1离心 10 min, 

将上清液取出并氮吹干, 加入100 μL CH3OH/H2O (2∶1) 

复溶, 涡旋 3 min, 离心, 取上清待测。取等量样本混合

即得质量控制样本 (quality control, QC), 每 10个样品

后插入一个QC, 用于评价系统稳定性。

肺组织代谢组学分析 使用 ACQUITY UPLC 

HSS T3 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) 色谱柱进行分离。

柱温 45 ℃, 流速 0.3 mL·min-1, 进样量 5 μL, 流动相由

0.1%甲酸水 (A) 和0.1% 甲酸甲醇 (B) 组成。洗脱梯度: 

0～2 min, 0.1% B; 2～6 min, 0.1%～25% B; 6～10 min, 

25%～80% B; 10～12 min, 80%～90% B; 12～21 min, 

90%～99.9% B; 质谱条件同上。

代谢组学数据处理 原始谱图首先使用 AbfCo‐

verter软件转换成 abf格式, 之后导入 MS-DIAL 4.6软

件中, 设置具体参数, 进行归一化等处理, 最终得到不

同离子模式下代谢组学数据。将所得数据整理后导入

SIMCA 14.1软件进行多维统计分析, 包括主成分分析和

偏最小二乘判别分析。利用MetaboAnalyst 5.0 (https:

//www.metaboanalyst.ca/) 网站进行单因素统计分析 , 

计算代谢物的FC值和P值, 通过筛选得到具有显著性

差异的离子 (FC > 1.5或FC < 0.67, 并且P < 0.05)。之

后使用MS-DIAL软件内置数据库及HMDB数据库进

行差异代谢物的鉴定。将CON组 vs LPS组、JGT-M组

vs LPS组所获得的上下调差异代谢物分别取交集, 得

到潜在差异代谢物, 并进行代谢通路富集分析。

结果

1　桔梗汤中化学成分的定性分析

使用 Thermo ScientificTM XcalibuTM系统编辑质谱

方法、采集并处理数据, 预测化学式, 将对应的二级碎

片与文献中已知化学成分的碎片信息进行比对, 推测

其中可能存在的化学成分。桔梗汤共鉴定了 40个化

合物 (图 1), 经标准品比对确证了 8个。化合物负、正

离子模式下的质谱信息如下 (表1)。

2　药效学研究

2.1　一般状态观察及肺系数 　LPS组与CON组相比, 

小鼠活动减弱, 肺部出现湿罗音, 呼吸急促。JGT-H组

可能因为给药浓度大导致小鼠精神状态相对较差, 其

余给药组与 LPS 组相比小鼠状态均明显好转。如图

2A所示, 与CON组相比, LPS组肺系数显著升高 (P < 

0.05); 与LPS组相比, DXMS组与 JGT-H组可显著降低

肺系数 (P < 0.05), JGT-L组和 JGT-M组肺系数也均降

低, 但差异无统计学意义。
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Table 1　Identification of chemical compounds of JGT. *Verification with reference standards; MS: Mass spectrometry

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12*

13

14*

15

16

17

18

19

20*

21*

22*

23*

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36*

37*

38

39

40

tR

/min

0.99

1.12

3.09

3.16

3.9

4.86

5.42

5.50

5.53

5.54

5.61

5.68

5.72

5.73

5.79

7.06

7.15

7.35

7.65

7.84

8.84

11.19

11.23

11.30

11.31

11.44

11.62

11.66

11.70

12.20

12.24

14.44

15.01

15.30

15.35

15.79

15.81

16.63

16.81

22.45

Detected 

(m/z)

191.018 9

117.018 2

211.044 8

165.054 6

625.177 1

563.140 7

577.155 8

433.113 6

549.161 1

491.119 3

433.113 6

255.065 4

579.171 0

417.119 4

707.182 7

441.176 7

723.502 7

549.161 8

267.066 2

417.119 4

255.065 5

1 385.621 8

1 223.569 8

1 369.626 6

823.412

1 207.575 6

1 279.559 9

999.444 1

853.386 5

849.355 2

1 279.559 9

819.380 6

863.407 1

985.465 4

953.474 5

471.345 3

821.396 5

807.417 7

969.470 3

351.087 4

Mode

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+HCOO]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+HCOO]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

MS/MS (m/z)

173.008 3

99.007 2; 73.028 0

165.054 3; 121.064 3; 119.048 8; 

93.033 0; 59.012 4

—

417.119 0; 255.065 5; 135.007 2; 

119.048 6

353.065 8; 365.065 7; 383.076 5; 

425.087 6; 443.097 3; 455.097 5; 

473.107 6; 503.119 7; 545.128 4

559.140 9;503.117 9; 457.114 1; 

413.087 3; 383.076 3; 353.065 8

271.060 5; 119.048 6

429.105 2; 255.065 6

283.060 5; 268.037 0

271.060 6; 119.048 7

135.007 2; 119.048 6

255.065 6

255.065 5; 135.007 2

605.149 5; 563.136 6; 545.127 4; 

473.107 0; 443.097 3; 383.076 2; 

353.065 6; 97.075 8

—

—

297.076 4; 269.081 1; 255.065 5

252.041 9

255.065 3; 153.017 8; 135.007 1; 

119.048 6

153.017 8; 135.007 2; 119.048 6

—

409.134 2; 469.155 2; 541.176 4; 

635.378 5; 681.383 3; 723.396 2; 

1 133.538 5

—

351.055 9; 289.056 0

—

—

837.380 7; 497.114 3; 321.081 4

501.317 2; 351.056 0; 193.034 2

289.055 9; 351.056 0; 453.297 9; 

629.332 6

—

289.055 8; 351.056 0; 193.034 0

289.054 7; 351.056 1

663.371 7; 497.113 9; 321.081 9

193.034 3

453.334 5

469.333 1; 351.056 0

351.055 9; 333.044 4; 289.056 4; 

193.034 1; 113.022 9

497.113 9; 321.081 8

283.096 9; 265.086 2; 241.086 1; 

199.075 2

Error

−4.323×10−6

−9.673×10−6

−3.572×10−6

−6.77×10−6

−0.493×10−6

0.127×10−6

−0.829×10−6

−0.97×10−6

−0.481×10−6

−0.406×10−6

−0.97×10−6

−2.282×10−6

−1.604×10−6

0.706×10−6

−0.265×10−6

0.181×10−6

−3.554×10−6

0.794×10−6

3.799×10−6

0.706×10−6

−2.282×10−6

−0.908×10−6

−0.355×10−6

−1.127×10−6

−0.193×10−6

0.232×10−6

−0.128×10−6

−0.147×10−6

0.19×10−6

0.191×10−6

−0.128×10−6

−0.316×10−6

0.031×10−6

0.424×10−6

−0.58×10−6

−6.336×10−6

−0.011×10−6

0.564×10−6

0.24×10−6

−0.033×10−6

Compound

Citric acid

Butanedioic acid

2-[(4-Hydroxyphenyl)methyl]

propanedioic acid

Ethylparaben

Liquiritigenin-7,4′-diglucoside

Schaftoside

6-C-Rhamnosyl-8-C-

glucosylapigenin

5-Hydroxylliquiritin

Liquiritin apioside

Calycosin-7-O-β-D-glucoside

Prunin

Liquiritigenin

Liquiritigenin-7,4″-diglucoside

Liquiritin

Apigenin-6-C-β-xylopyranosyl-8-C-

(6‴-O-(3-hydroxy-3-

methylglutaroyl)-β-glucopyranoside)

Lusitanicoside

[1-Tetradecanoyloxy-3-[(2R,4R,5R)-

3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)

oxan-2-yl]oxypropan-2-yl](9Z,12Z,

15Z)-octadeca-9,12,15-trienoate

Licraside

Formononetin

Isoliquiritoside

Isoliquiritigenin

Platycodin D2

Platycodin D

Polygalacin D2

Uralsaponin C/Licorice-saponin J2

Polygalacin D

PlatycodinK/L

24-Hydroxy-licoricesaponin A3

22-Hydroxy-licoricesaponin G2

Uralsaponin D

Platyconic acid B

Licorice-saponin E2

22β-Acetoxyl-glycyrrhaldehyde

Yunganoside D1

Uralsaponin T

Glycyrrhetinic acid

Glycyrrhizic acid

Licoricesaponine B2

Albiziasaponin B

Licoisoflavone B

Formula

C6H8O7

C4H6O4

C10H10O5

C9H10O3

C27H32O14

C26H28O14

C27H30O14

C21H22O10

C26H30O13

C22H22O10

C21H22O10

C15H12O4

C27H32O14

C21H22O9

C32H36O18

C21H30O10

C41H72O10

C26H30O13

C16H12O4

C21H22O9

C15H12O4

C63H102O33

C57H92O28

C63H102O32

C42H64O16

C57H92O27

C59H92O30

C48H72O22

C42H62O18

C42H58O18

C59H92O30

C42H60O16

C44H64O17

C48H74O21

C48H74O19

C30H46O4

C42H62O16

C42H64O15

C48H74O20

C20H16O6
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2.2　病理学影响 　HE染色结果显示 (图 2B), CON组

小鼠肺组织结构清楚、无渗出液, 肺泡腔没有出现水肿

及炎细胞浸润等病理现象, 细胞核居中, 细胞间连接紧

密, 结构完整; LPS组小鼠肺组织结构紊乱, 细胞间隙增

宽, 肺泡壁明显增厚且肺泡腔融合 (红色圈), 出现明显

的炎性浸润和间质水肿。此外, 还有大量炎性细胞出现, 

纤维组织增生, 肺组织细胞质皱缩, 细胞核不规则并有黏

连; 与LPS组相比较, JGT-L组仍有部分细胞黏连, 肺泡

间隔增宽, 肺泡腔部分融合; JGT-M组与 JGT-H组细胞

核居中, 细胞连接紧密; 总体上来看, 各给药组对肺组织

水肿、肺泡壁增厚、炎性细胞浸润均有不同程度的减轻。

2.3　生化指标检测 　与 CON 组相比, LPS 组 SOD 含

量显著降低 (P < 0.05); 相较于LPS组, 各给药组 SOD

含量均有升高趋势, 但差异无统计学意义。与CON组

相比LPS组MDA水平显著升高 (P < 0.05); 与LPS组相

比较, 各给药组MDA水平均有降低趋势, 且DXMS组、

Figure 1　Total ion chromatograms of Jiegeng decoction (JGT). The peak numbers were in accordance with Table 1. Asterisk (*) indicates 

the compound which is verified to reference standards

Figure 2　Comparison of the lung coefficients of mice in each group (A), pathological results of lipopolysaccharide (LPS)-induced acute 

lung injury (ALI) (B), comparison of biochemical indexes of mice in each group (C-G). C, D, E, F: The amount of SOD, MDA, TNF-α, IL-6 

in each group BALF. G: MPO content in lung tissue of each group. SOD: Superoxide dismutase; MDA: Malondialdehyde; TNF-α: Tumor 

necrosis factor α; IL-6: Interleukin 6; MPO: Myeloperoxidase; HE ×100. CON: Control group; LPS: Lipopolysaccharide (model group); 

DXMS: Dexamethasone (positive drug group); JGT-L, JGT-M, JGT-H: Total extract of JGT low-dose group, middle-dose group, high-dose 

group. n = 6, 
-
x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs CON; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs LPS
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JGT-M 组及 JGT-H 组 MDA 水平显著降低 (P < 0.05)。

与CON组相比, LPS组中TNF-α和 IL-6水平显著升高 

(P < 0.05), 给药后均显著降低 (P < 0.05)。与 CON 组

相比, LPS组MPO值显著升高 (P < 0.05); 与LPS组相

比, DXMS组、JGT-M 组及 JGT-H 组 MPO 值均显著降

低 (P < 0.05), JGT-L组MPO水平虽有降低趋势, 但差

异无统计学意义 (P > 0.05)。具体结果见图2C～G。

3　JGT干预下的ALI模型小鼠肺组织代谢组学分析

3.1　肺组织样本的多元统计分析 　药效学结果显示

JGT-M组治疗效果最佳, 因此本部分仅对 JGT-M组进

行代谢组学研究。由于各组在正、负离子模式下谱图

的出峰时间和峰高具有差异, 推测各组的代谢产物也

具有差异 (图3)。

主成分分析得分图显示, 正负离子模式下, QC样

本均在 ± 2倍标准差的范围内, 说明分析平台重复性良

好, 试验数据稳定可靠 (图 4A、B)。偏最小二乘判别分

析发现CON组、LPS组、JGT-M组之间能明显区分开, 

且各组内有较好的聚类效果 (图4C、D)。为避免模型过

度拟合, 进行200次模型验证分析 (图4E、F)。R2和Q2左

边的模拟值均低于右边的真实值, 回归线斜率为正, 说明

本实验建立的模型可靠, 可用于差异代谢物的筛选。

3.2　差异代谢物的筛选 　以 FC > 1.5或 FC < 0.67, 并

且 P < 0.05 为条件进行差异代谢物的筛选。CON 组 

vs LPS组共筛选鉴定出 155个差异代谢物, 其中上调

83 个 , 下调 72 个 ; JGT-M 组 vs LPS 组共筛选鉴定出

82个差异代谢物, 其中上调 49个, 下调 33个。给药组

表现出向CON组明显回调的成分就是潜在差异代谢

物。故将CON组 vs LPS组与 JGT-M组 vs LPS组上下

调的差异代谢物分别取交集, 最终上调得到 8个潜在

差异代谢物, 下调得到14个潜在差异代谢物 (表2)。

3.3　差异代谢物的相关性及代谢通路分析 　将筛选

得到的 22个潜在差异代谢物进行通路富集分析, 结果

如图 5所示。主要被富集到初级胆汁酸生物合成、嘌

呤代谢、柠檬酸循环等通路中。

Figure 3　Total ion chromatograms of each group of samples induced by LPS

Figure 4　PCA scores plots of QC sample (A, B); PLS-DA scores plots (C, D) and displacement test diagrams (E, F) of CON, MOD, 

JGT-M
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讨论

中药复方大多数由多味药组成, 各味药之间相互作

用, 机制复杂, 成为中药复方研究过程中的难点[18]。本

研究对桔梗汤的化学成分进行分析, 共鉴定出了 40个

化学成分。其中桔梗皂苷D、桔梗皂苷D2通过激活核

因子 E2相关因子 2, 抑制核因子-κB信号通路减轻肺

部炎症[19]。甘草素可以保护人体肺细胞A549免受 α-

溶血素介导的损伤[20]。异甘草素通过激活过氧化物酶

体增殖物激活受体 γ, 抑制核因子-κB活化减轻LPS诱

导的肺部炎症[21]。甘草苷可通过调控 JNK/核转录因

子 Nur77/c-Jun 信号通路对 LPS 诱导的 ALI 起到治疗

作用[22]。甘草酸能通过抑制炎症因子及调节相关信号

通路对ALI起到保护作用[23-28]。甘草次酸能通过抑制

ROS-PI3K/AKT通路介导的NOD样受体蛋白 3炎症小

体的激活, 从而对ALI起到改善作用[29]。这些成分均

是治疗ALI的活性成分且不同类型的活性成分可能互

相作用, 共同发挥桔梗汤抗ALI的药理作用。

过度的炎症反应是ALI的主要特征之一, 通过抑

制炎症反应可对ALI模型小鼠起到保护作用[30]。白三

烯D4 (leukotriene D4, LTD4) 是一种常见的半胱氨酸-

白三烯, 可以与靶细胞上的特定膜受体结合从而引起

炎症反应[31]。炎症反应的消退与促炎症消退介质的产

生有关, 二十二碳五烯酸 (docosapentaenoic acid) 作为

一种多不饱和脂肪酸 , 是合成促炎症消退介质的底

物[32]。ALI 与嘌呤代谢之间存在一定的关联 , 在 ALI

模型中次黄嘌呤和黄嘌呤减少[33,34]。黄嘌呤氧化酶是

一种重要嘌呤分解代谢酶, 可将次黄嘌呤和黄嘌呤分解

成尿酸并释放超氧化物[35]。尿酸已被证明是肺部的主

要“危险信号”, 可通过激活肺部NALP3炎症小体, 从

而引起肺部炎症及纤维化[36]。本研究中, 给药后LTD4、

docosapentaenoic acid水平明显下调, 次黄嘌呤水平明

显增加, 推断桔梗汤可能通过抑制炎症反应, 促进炎症

消退治疗ALI。

氧化应激是LPS诱导的ALI的致病机制之一。谷

胱甘肽 (glutathione, GSH) 是细胞中一种重要的抗氧化

剂, 可通过清除羟基自由基、超氧化物, 维护细胞内的

氧化还原平衡[37,38]。GSH在抗肺部炎症性疾病上也具

有重要作用[39]。在LPS诱导的大鼠ALI模型中, GSH水

平会出现异常[40]。棕榈酸 (palmitic acid, PA) 是一种重

要的长链饱和脂肪酸, 可作为肺癌诊断及预后的生物学

标志物[41]。还有研究指出 PA可激活内质网应激加剧

Table 2　Information of potential biomarkers. ↑ and ↓ represent higher and lower level

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

tR/min
0.801
1.000
2.273
4.316

16.836
17.149
17.985
18.471
18.566
18.722
20.271
20.337
22.203
24.173

0.795
0.841
0.895
1.078
4.161

11.984
12.041
13.493

Detected(m/z)
325.041 7
259.960 5
209.048 5
284.098 2
583.288 2
495.2517
504.266 7
255.232 3
447.244 8
369.295 6
431.251 3
681.357 8
392.281 5
369.350 9
290.133 3
191.018 8
175.001 3
128.033 9
212.102 6
506.285 2
373.194 4
331.264 1

Mode
[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+Na]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+Na]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M+K]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+K]+

[M−H]−

[M−H]−

Metabolite
Uridine 5′-monophosphate
N-Acetyl-O-methyltyrosine
Kynurenine
Guanosine
Bilirubin
Leukotriene D4
Glycocholic acid
Palmitic acid
Hyocholic acid
Docosapentaenoic acid
Deoxycholic acid
26-Deoxycimicifugoside
N-(3-Hydroxytetradecanoyl)-L-phenylalanine
Cholesterol
Ophthalmic acid
Citric acid
Hypoxanthine
L-5-Oxoproline
2,3-Dideoxycytidine
Taurolithocholic acid
Nortrachelogenin
Docosatetraenoic acid

Formula
C9H13N2O9P
C12H15NO4

C10H12N2O3

C10H13N5O5

C33H36N4O6

C25H40N2O6S
C26H43NO6

C16H32O2

C24H40O5

C22H34O2

C24H40O4

C37H54O10

C23H37NO4

C27H46O
C11H19N3O6

C6H8O7

C5H4N4O
C5H7NO3

C9H13N3O3

C26H45NO5S
C20H22O7

C22H36O2

Trend
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑

Figure 5　Pathway bubble diagram of differential metabolites in 

LPS-induced ALI model
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肺纤维化[42]。在本研究中, 给药后PA及内源性GSH生

物合成的中间体 L-5-羟脯氨酸 (L-5-oxoproline)[43]均显

著回调。说明桔梗汤可通过干预L-5-羟脯氨酸、PA的水

平调节氧化应激, 进而改善ALI模型小鼠的代谢紊乱。

胆汁酸 (bile acids, BA) 水平与炎症和肺部疾病之

间的关系已有报道[44]。给药干预后, 初级胆汁酸合成

通路上的相关代谢物均有回调, 说明桔梗汤可能通过

调节胆汁酸代谢改善ALI模型小鼠的代谢异常。柠檬

酸循环 (citrate cycle, TCA) 是机体将糖或其他物质氧

化而获得能量的主要代谢通路, 是机体内三大营养素

的最终代谢通路[45]。作为 TCA 循环中重要的中间产

物, ALI模型小鼠体内的柠檬酸含量发生显著变化, 给

药后其含量回调至正常水平。代谢组学研究结果表

明, 桔梗汤可能通过调节三羧酸循环改善ALI模型小

鼠的代谢紊乱。此外, 在本研究还富集至丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢途径。有研究指出丙氨酸、天冬氨

酸和谷氨酸代谢与坏死性凋亡有关, 且丙氨酸、天冬氨

酸和谷氨酸代谢的丙酮酸随后会参与 TCA 循环[46]。

因此, 桔梗汤可能通过调节氨基酸代谢和能量代谢从

而对ALI模型小鼠起到保护作用。

综上所述, 桔梗汤可通过降低炎症因子水平, 调节

机体氧化应激从而减轻 LPS 诱导的肺组织损伤。此

外, 初级胆汁酸生物合成、柠檬酸循环、嘌呤代谢、谷胱

甘肽代谢等通路可能是ALI的潜在治疗途径。该研究

将为桔梗汤在临床上治疗ALI提供重要的理论依据。
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