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基于UPLC-Orbitrap-HRMS结合网络药理学分析心痛舒喷雾剂入

血成分及治疗急性心肌梗死的作用机制
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摘要: 为探明心痛舒喷雾剂治疗急性心肌梗死 (acute myocardial infarction, AMI) 的潜在活性成分及作用机制, 

采用超高效液相色谱−四极杆−静电场轨道阱高分辨质谱法 (UPLC-Orbitrap-HRMS) 在正、负离子模式下检测, 分析

鉴定心痛舒喷雾剂的入血原型成分与代谢产物, 结果共鉴定出 41个入血原型成分, 其中有苯酞类 16个、有机酚酸类

15个、单萜类 4个、苯乙酮类 3个、香豆素类 2个、糖类 1个; 鉴定出 46个代谢产物, 其中有 22个苯酞类相关代谢产

物、16个有机酚酸类相关代谢产物、苯乙酮类相关代谢产物 7个、单萜类相关代谢产物 1个。并结合网络药理学分

析, 预测心痛舒喷雾剂入血成分治疗急性心肌梗死的作用靶点和信号通路, 结果表明, 有机酚酸类、苯酞类、单萜类

为心痛舒喷雾剂治疗 AMI的主要活性成分, 通过调控 PI3K/Akt通路、AGE-RAGE通路、MAPK通路来治疗 AMI。

分子动力学模拟结果表明, 靶点蛋白与活性成分具有较好的结合能力。所有实验动物的使用取得了安徽中医药大

学实验动物道德伦理委员会的批准 (批准号: AHUCM-rats-2021105)。
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Abstract: In order to investigate the potential active components and mechanism of action of Xintongshu 

Spray (XTS) in the treatment of acute myocardial infarction (AMI), ultra performance liquid chromatography-
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quadrupole-electrostatic field orbital trap high-resolution mass spectrometry (UPLC-Orbitrap-HRMS) was used to 

analyze and identify the blood-entry prototype components and metabolites of XTS in both positive and negative 

ion modes. A total of 41 blood-entry prototype components and metabolites were identified, including 16 

phthalides, 15 organic phenolic acids, 4 monoterpenes, 3 acetophenones, 2 coumarins, and 1 sugar; 46 metabolites 

were identified, including 22 phthalide-related metabolites, 16 organic phenolic acids, 7 acetophenone-related 

metabolites, and 1 monoterpene-related metabolite. Combined with network pharmacological analysis, the target of 

action and signaling pathway of XTS into blood components for the treatment of AMI were predicted. The results 

showed that organic phenolic acids, phthalides, monoterpenes are the main active components of XTS for AMI, 

through the regulation of PI3K/Akt pathway, AGE-RAGE pathway, MAPK pathway to treat AMI. The results of 

molecular dynamics simulation showed that that the target proteins have good binding ability with the active 

ingredients. The use of all experimental animals has been approved by the Ethics Committee of Laboratory Animal 

of Anhui University of Traditional Chinese Medicine (AHUCM-rats-2021105).

Key words: Xintongshu spray; UPLC-Orbitrap-HRMS; blood entry component; acute myocardial infarction; 

network pharmacology; mechanism of action

急性心肌梗死 (acute myocardial infarction, AMI) 

是冠状动脉急性缺血、缺氧, 从而导致心肌细胞凋亡及

损伤[1]。中医认为AMI属“真心痛”、“厥心痛”等范畴[2], 

因痰浊、瘀血阻于心脉, 闭塞不通, 营气不行, 内陷腠理, 

心失所养而发[3]。心痛舒喷雾剂是由川芎、牡丹皮和冰

片三味中药制备而成的经舌下给药的溶液型喷雾剂 

(Xintongshu spray, XTS, 批准文号: 国药准字Z20194075), 

其经舌下毛细血管吸收后直接进入体循环, 起效快, 在

心血管病急救方面具有独特优势。该制剂中川芎[4]是

常用的活血化瘀药, 酚类和有机酸类、苯酞类化合物、

生物碱类是川芎中的主要药效成分。其中有机酸类成

分阿魏酸具有降低血小板聚集、改善急性心肌缺血、增

强免疫等作用, 在临床上被广泛用于治疗心脑血管系

统、血液系统等方面的疾病。牡丹皮具有清热凉血、活

血化瘀的功效, 其化学成分主要包括苯乙酮类、萜类及

其苷类、有机酸类以及其他类成分。现代药理研究表明, 

牡丹皮中丹皮酚可通过抑制血小板聚集、抗调理素以及

稳定红细胞膜等抑制血栓的形成[5]。冰片具有发散助气

上行、醒神开窍的功效, 在治疗心脑血管疾病发挥着重

要作用[6]。临床研究已证实XTS对各种类型及程度的

AMI、冠心病所致的临床症状均有显著改善作用[7,8]。

中药血清药物化学理论认为吸收入血且达到一定

血药浓度的成分被认为是发挥药效作用的活性成分。

既往研究表明药物在正常和病理状态下的吸收代谢存

在显著差异[9], 基于此, 本研究构建了大鼠 AMI模型, 

在课题组前期对 XTS 的质量控制[10]及体外化学成分

研究的基础上, 进一步探究XTS在AMI大鼠体内化学

成分变化, 探明其体内物质基础, 并结合网络药理学, 

构建“入血原型成分−靶点−通路−疾病”网络, 系统分

析XTS治疗AMI的潜在药效成分及作用机制, 为后续

XTS的机制研究提供科学的理论依据和实验参考。

材料与方法

仪器 Exploris120 Orbitrap-HRMS 仪和 Vanquish 

UPLC 仪 (美国 Thermo Fisher公司); BT25S 型十万分

之一电子天平 (北京赛多利斯科学仪器有限公司); 

BL-420N生物信息采集分析系统 (成都泰盟仪器有限

公司); Cascada超纯水仪 (美国 PALL公司); 超低温冷

冻储存箱 (中科美菱底纹科技有限公司); TDZ-WS型

离心机 (长沙湘仪离心机仪器有限公司); YL-060S 型

超声波清洗机 (济南巴克超声波科技有限公司); 氮吹

仪 (上海皓庄仪器有限公司); 石蜡包埋机 (孝感市亚光

医用电子技术有限公司); 涡旋仪 (德国 IKA公司)。

试剂 质谱级甲醇和乙腈 (美国Thermo Fisher公

司); 质谱级甲酸 (国药集团化学试剂有限公司); 水为

超纯水 (娃哈哈集团有限公司)。绿原酸、氧化芍药

苷、阿魏酸、洋川芎内酯 I对照品 (上海源叶生物科技

有限公司, 批号分别为A22GB158496、N26GB169459、

G13S11L124423、PZ7A11F122339, 纯度均 ≥ 98.0%); 

咖啡酸、洋川芎内酯A、洋川芎内酯H、藁本内酯、芍药

苷、丹皮酚、正丁基苯酞对照品 (成都普思生物科技有

限公司 , 批号分别为 PS010522、PS011037、PS012143、

PS012821、PS000825、PS000281、PS020613, 纯度均 ≥ 

98.0%); XTS (华佗国药股份有限公司, 批号20220201); 

乌来糖 (国药集团化学试剂有限公司, 批号 C0029G); 

伊红染色液、苏木素染色液 (Labcoms公司); 非吸收性

外科缝线 (南通华利康医疗器械有限公司); 高纯氮气 

(合肥聚辰化工有限公司); 手术器械 (泉州市医疗器械

有限公司)。

动物 健康 SPF 级雄性 Wistar 大鼠 30 只 , 体重
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230 ± 20 g, 由济南朋悦实验动物繁育有限公司提供, 

许可证号: SCXK (鲁) 20220006。动物实验取得了安

徽中医药大学实验动物道德伦理委员会的许可, 伦理

审批号为: AHUCM-rats-2021105。

AMI大鼠模型的构建 正常大鼠适应性饲养 7天

后, 第 8天采用冠状动脉结扎法构建大鼠AMI模型[11], 

用 20%乌拉坦腹腔注射麻醉大鼠, 于左侧 4、5肋间切

口打开胸腔, 暴露心脏, 轻压胸廓挤出心脏, 用 6-0号

带线缝合针立即结扎冠状动脉左前降支根部 (肺动脉

圆锥与左心耳处), 将心脏送回胸腔, 并轻挤出胸腔内

气体和血液, 迅速关闭胸腔, 缝合皮肤, 打开胸腔时间

不超过 30 s, 待大鼠呼吸均匀后转移至鼠笼 , 在术后

36 h内需进行人工喂水喂食以提高存活率。

AMI 大鼠模型心电图检测 在造模前和造模后

4 h, 采用BL-420N生物信号采集与分析系统对每只大

鼠进行心电图测定, 观察心电图 ST段是否抬高, 以评

价造模是否成功[12]。

心脏组织病理学检测 分别随机取造模前和造模

后的心脏组织用 4% 多聚甲醛溶液固定并石蜡包埋 , 

取部分心肌按文献[13]所示方法进行苏木素−伊红染色 

(hematoxylin and eosin, HE)。染色切片置于显微镜下

观察并拍照, 应用CaseViewer软件分析图像。

分组与给药 将造模成功的 AMI大鼠随机分为

空白组和给药组, 每组各 8只, 适应性喂养后开始灌胃

给药, 给药组给予XTS, 空白组给予纯净水, 每天给药

两次, 剂量均为10 mL·kg-1, 连续给药3 d。

血清样品的采集与前处理 在末次给药前 12 h, 

大鼠禁食不禁水, 末次给药 30 min后行腹主动脉取血, 

血样静置1 h后, 4 ℃下转速3 500 r·min-1离心10 min, 取

上清液, −80 ℃保存。取空白组和给药组血清样品, 解

冻后吸取同组血清合并做混合血清, 取混合血清0.5 mL, 

加入 3 倍量乙腈沉淀蛋白 , 涡旋 10 min, 4 ℃下转速

12 000 r·min-1离心10 min, 取上清液, 氮气吹干, 残渣加

入 200 μL甲醇, 涡旋 10 min, 4 ℃下转速 12 000 r·min-1

离心10 min, 取上清液置于进样小瓶中待测。

液相色谱−质谱条件 Waters BEH C18 色谱柱 

(100 mm × 3.0 mm, 1.8 μm), 流动相: 乙腈 (A)−0.1%甲

酸水溶液 (B), 梯度洗脱程序 : 0～3 min (5% A); 3～

6 min (5%～13% A); 6～22 min (13%～30% A); 22～

25 min (30%～36% A); 25～27 min (36%～60% A); 

27～29 min (60%～5% A); 29～32 min (5% A), 流速

0.4 mL·min-1, 柱温35 ℃, 进样量5 μL。

电喷雾离子源 (ESI), 正、负离子检测模式, 质量扫

描范围m/z 100～1 500; 喷雾电压 3 500/2 500V (−), 鞘

气和辅助气均为氮气, 鞘气流速 15 L·min-1, 辅助气流

速 3 L·min-1, 毛细管温度 325 ℃, 气化温度 350 ℃; full 

MS/dd-MS2扫描模式, 一级扫描分辨率 60 000, 二级扫

描分辨率30 000; 碰撞能梯度20、40、60 V。

数据处理与分析 采用 Xcalibur qual browser 4.3

软件, 基于实验室XTS体外化学成分鉴定结果及对照

品图谱, 以空白组血清图谱作为背景, 鉴定给药组血清

中的入血原型成分。将入血原型成分导入Compound 

Discoverer 3.3软件中, 再导入给药组和空白组图谱, 以

空白组为背景 , 选择“MetlD w Stats Expected w FlSh 

Scoring and Background Removal”处理流程, 检测给药

组中的代谢产物。

网络药理学分析方法与分子对接验证 将 XTS

入血原型成分上传到 Swiss Target Prediction 数据库 

(http://swisstargetprediction.ch/) 筛选得到入血原型成

分作用靶点 , 并通过 UniProtKB 数据库 (https://www.

uniprot. org/uniprot/) 校正为标准基因名。以“acute 

myocardial infarction”为检索词, 检索 Disgenet数据库 

(http://disgenet.cn) 中与急性心肌梗死相关的靶点, 去

除重复靶点后排序, 得到急性心肌梗死作用靶点。利用

在线 Venny2.1.0 分析工具 (http://www. liuxiaoyuyuan.

cn), 将XTS入血成分相关靶点与急性心肌梗死相关靶

点导入, 得到交集靶点。将筛选得到的成分和疾病的

共同靶点以基因通用名称的形式输入到STRING数据

库 (https://string-db.org/), 隐藏游离靶点 , 并选择中等

置信度 > 0.4, 其余设置不变, 得到 PPI 网络及相关数

据。将数据进一步导入 Cytoscape 3.10 软件 , 计算度 

(Degree) 值 , Degree 值越大 , 说明节点在网络中越重

要[14]。以 Degree 值 > 2 倍中位数进行关键靶点筛选 , 

构建 PPI 网络图。将核心靶点上传至 DAVID 数据库 

(https://david.ncifcrf.gov/), 进行 KEGG 通路富集分析, 

得到相关通路, 汇总取前20位进行作图。对 KEGG通路

富集结果按照P由大到小排序, 进行数据可视化处理。

对 GO 富集分析中生物过程 (biological process, BP)、

细胞组分 (cell component, CC)、分子功能 (molecular 

function, MF) 相关通路进行数据可视化处理, 获得富

集条形分析图。将筛选得到的核心活性成分作为配

体, 核心靶点作为受体, 进行分子对接验证。分子对接

的结合能 ≤ −5.00 kcal·mol-1表明分子之间具有良好的

结合活性[15]。

结果

1　大鼠AMI模型评价

1.1　心电图 将造模前与造模后的大鼠心电图进行

对比, 发现造模后的大鼠心电图中 ST段显著抬高, 表

明造模成功。
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1.2　HE 染色 如图 1 所示, 正常大鼠的心肌细胞排

列整齐, 细胞结构完整, 无坏死现象, 心肌纤维排列规

则。AMI大鼠心脏的心肌细胞结构被破坏, 核膜破损, 

细胞间质增大, 炎性细胞浸润, 出现坏死细胞, 心肌纤

维排列不规则 , 可观察到梗死灶 , 表明模型构建

成功[16]。

2　XTS在AMI大鼠中原型成分鉴定

通过UPLC-Orbitrap-HRMS技术快速获取了含药

组血清和空白组血清样品分别在正、负离子模式下的

总离子流图。按照“数据处理与分析”项下方法进行分

析鉴定, 最终共鉴定出 41个入血原型成分, 其中有苯

酞类 16 个 , 有机酚酸类 15 个 , 单萜类 4 个 , 苯乙酮类

3个, 香豆素类 2个, 糖类 1个。入血原型成分的质谱

信息见表1。

3　XTS在AMI大鼠中代谢产物鉴定

在含药组血清样品中共鉴定出 46个代谢产物, 其

中有 22个苯酞类相关代谢产物, 16个有机酚酸类相关

代谢产物, 苯乙酮类相关代谢产物 7个, 单萜类相关代

谢产物 1个。各代谢产物的质谱鉴定信息见表 2。以

有机酚酸类相关的代谢产物为例, 阐述有机酚酸类成

分在AMI大鼠体内的代谢过程。

Table 1　Prototype components in the serum of AMI model rats after administration of XTS. CX: Chuanxiong rhizome; MDP: Mudanpi; A: 

Phthalides; B: Organic phenolic acids; C: Monoterpenes; D: Acetophenones; E: Coumarins; F: Sugars; XTS: Xintongshu spray. *Confirmed 

by comparison with controls

P1

P2

P3
P4

P5

P6

P7*

P8*

P9

P10*
P11
P12

P13

P14*

P15
P16

P17*
P18

1.08

1.13

1.64
6.09

7.02

7.25

7.83

7.91

8.31

8.65
8.75
9.31

9.83

10.83

11.06
12.27

12.28
13.40

Sucrose

Quinic acid

Coumarin
Neochlorogenic acid

4-Hydroxybenzaldehyde 

acid
Paeoniflorin sulfite

Oxypaeoniflorin

Chlorogenic acid

Cryptochlorogenic acid

Caffeic acid
Vanillic acid
Apiopaeonoside/

Phenolphthalein
Apiopaeonoside/

Phenolphthalein
Paeoniflorin

4-Coumaric acid
6-Methoxycoumarin

Ferulic acid
Isoferulic acid

C12H22O11

C7H12O6

C9H6O2

C16H18O9

C7H6O3

C23H28O13S

C23H28O12

C16H18O9

C16H18O9

C9H8O4

C8H8O4

C20H28O12

C20H28O12

C23H28O11

C9H8O3

C10H8O3

C10H10O4

C10H10O4

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+Na]+

[M+Na]+

[M+HCOO]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

341.108 8

191.055 8

147.044 0
353.087 3

137.024 0

543.117 5

495.151 1

353.088 0

353.088 0

179.034 3
167.034 5
483.147 8

483.147 0

525.161 5

163.039 9
177.054 4

193.050 7
193.050 6

3.2

2.1

−0.7
1.7

4.4

1.5

2.8

3.7

3.7

2.2
3.6
1.0

−0.6

2.3

4.9
−1.1

4.7
4.1

179.056 3, 161.045 7, 119.035 1, 

101.024 6, 89.024 5, 59.013 9
173.009 2, 129.019 4, 111.008 8, 

85.029 4
119.049 0, 91.054 1
191.056 0, 179.034 9, 173.045 5, 

135.045 2
93.034 6

421.082 1, 375.075 8, 259.028 6, 

213.023 0, 121.029 7
477.141 91, 465.142 27, 165.056 

30, 137.024 96
191.056 0, 179.035 0, 173.045 4, 

135.045 1
191.055 9, 179.034 9, 173.045 5, 

135.045 1
135.045 1, 107.050 2
123.045 1, 79.055 4
271.263 7, 167.071 5

271.263 5, 167.071 6

449.145 0, 327.108 6, 165.055 7, 

121.029 4
145.890 3, 119.050 1, 93.034 5
163.039 1, 149.059 7, 145.028 4, 

117.033 6
178.027 1, 149.060 7, 134.037 4
178.027 0, 149.060 8, 134.037 4

F

B

E
B

B

C

C

B

B

B
B
D

D

C

B
E

B
B

MDP

CX

CX
CX

MDP

MDP

MDP

CX

CX

CX
CX

MDP

MDP

MDP

CX
CX

CX
CX

No.
tR

/min
Identification Formula Ion mode

Observed 

(m/z)

Mass error

(×10-6)
Fragment

Structure

class
Origin

Figure 1　 HE staining of myocardial histomorphology of rats 

before and after modeling (×400). A: The heart sections of normal 

rats; B: The heart sections of AMI model rats. HE: Hematoxylin 

and eosin; AMI: Acute myocardial infarction

·· 3160



陆小龙等: 基于UPLC-Orbitrap-HRMS结合网络药理学分析心痛舒喷雾剂入血成分

及治疗急性心肌梗死的作用机制

P19

P20

P21
P22
P23
P24

P25
P26
P27*

P28
P29*

P30
P31

P32*
P33

P34

P35

P36

P37*

P38
P39

P40*

P41*

13.67

14.32

14.73
15.46
15.54
15.80

15.90
15.94
17.00

17.81
18.08

18.30
23.87

24.47
24.84

26.86

27.09

27.84

28.46

28.47
28.84

29.35

30.29

Senkyunolide S/R

Senkyunolide J/N

Senkyunolide G/K
Senkyunolide S/R
Salicylic acid
Senkyunolide F

Senkyunolide G/K
Azelaic acid
Senkyunolide I

Senkyunolide D
Senkyunolide H

Butylparaben
Benzoylpaeoniflorin

Paeonol
Coniferyl ferulate

Butylidenephthalide 

or isomer
E-Ligustilide

4-Hydroxy3-

butylphthalide
Z-Ligustilide

Senkyunolide B
13-Hydroxy-9,11-

octadecadienoic acid
Senkyunolide A

3-Butylphthalide

C12H16O5

C12H18O4

C12H16O3

C12H16O5

C7H6O3

C12H14O3

C12H16O3

C9H16O4

C12H16O4

C12H14O4

C12H16O4

C11H14O3

C30H32O12

C9H10O3

C20H20O6

C12H12O2

C12H14O2

C12H14O3

C12H14O2

C12H12O3

C18H32O3

C12H16O2

C12H14O2

[M−H]−

[M+Na]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M+Na]+

[M+H]+

[M+Na]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

239.092 4

249.110 2

209.117 0
239.092 1
137.023 2
207.101 4

209.117 6
187.097 2
247.094 0

223.096 9
247.094 4

193.086 5
583.182 6

167.070 3
355.118 7

189.091 4

191.106 9

207.101 9

191.106 9

203.070 8
295.228 0

193.122 6

191.106 5

4.2

2.0

−1.0
2.9
−0.7
−1.0

1.9
3.7
−1.6

1.8
0.0

3.1
2.7

0.0
3.1

2.1

1.5

1.7

1.5

2.5
4.1

1.6

−1.1

227.892 7, 195.012 5, 177.092 2, 

151.076 5
227.127 7, 209.117 1, 191.106 6, 

153.054 5
191.106 7, 163.111 8, 153.054 6
195.012 6, 177.092 1
93.034 5
189.091 0, 161.096 0, 147.080 4, 

119.085 6, 105.069 9
191.106 8, 153.054 5
169.087 0, 125.097 2
225.113 2, 207.103 0, 189.092 5, 

179.108 1, 161.097 2
205.086 3, 177.091 4, 149.059 7
225.112 3, 207.102 9, 189.092 7, 

179.107 9, 151.112 8
150.032 2, 136.016 7, 108.021 8
553.173 7, 431.136 7, 165.056 2, 

121.029 8
149.060 41, 121.064 8, 43.0180 5
311.128 6, 281.081 8, 235.076 3, 

173.060 5
161.096 2

173.096 1, 163.112 1, 149.059 5, 

145.101 3, 135.044 1
189.090 9, 161.096 0, 147.080 3, 

133.064 7, 105.069 8
173.096 1, 163.112 1, 149.059 5, 

145.101 3, 135.044 0
174.032 4, 145.029 7, 132.022 0
277.217 2, 195.138 8

175.111 7, 147.116 8, 137.059 6, 

105.069 8
173.096 2, 163.111 9, 149.059 8, 

135.044 1

A

A

A
A
B
A

A
B
A

A
A

B
C

D
B

A

A

A

A

A
B

A

A

CX

CX

CX
CX
CX
CX

CX
CX
CX

CX
CX

CX
MDP

MDP
CX

CX

CX

CX

CX

CX
CX

CX

CX

Continued

No.
tR

/min
Identification Formula Ion mode

Observed 

(m/z)

Mass error

(×10-6)
Fragment

Structure

class
Origin

共鉴定出 16个有机酚酸类相关的代谢产物, 其中

包括个6咖啡酸代谢产物, 4个阿魏酸代谢产物, 3个没

食子酸代谢产物 , 3 个香草酸代谢产物。绿原酸是

XTS 中重要的二聚体有机酚酸类成分 , 有研究表

明[17-19]绿原酸仅有 30%在胃和小肠中以原型成分的入

血, 约有 70% 的绿原酸被传输到大肠或结肠, 肠道中

的绿原酸在肠道菌群的作用下被水解为咖啡酸和奎宁

酸并被吸收, 经进一步代谢排出体外, 因此推测咖啡酸

和奎宁酸既是入血原型成分, 同时也是绿原酸的代谢

产物。m/z 179.0347 [M−H]−是咖啡酸的母离子, 其碎

片离子为 m/z 135.0451 [M−H−CO2]
−; 代谢产物 M7的

母离子为m/z 355.066 7 [M−H]−, 分子质量比咖啡酸多

176 Da (GluA), 同时可见m/z 179.034 9 [M−H−C6H8O6]
−

和m/z 135.045 1 [M−H−C6H8O6−CO2]
−的咖啡酸特征碎

片离子, 推测为咖啡酸葡萄糖醛酸化产物; 代谢产物

M12母离子为m/z 369.081 8 [M−H]−, 分子质量比咖啡

酸多 190 Da (GluA+CH2), 且发现脱去一分子葡萄糖醛

酸的m/z 193.0504 [M−H−C6H8O6]
−碎片离子、再脱去一

分子甲基的m/z 178.0270 [M−H−C6H8O6−CH3]
−及再脱

去羧基的 m/z 134.037 3 [M−H−C6H8O6−CH3−CO2]
−碎

片离子, 推测为咖啡酸的甲基化和葡萄糖醛酸化代谢

产物 , 由于未见 m/z 149 [M−H−C6H8O6−CO2]
−碎片离

子, 推测甲基结合在咖啡酸的羧基上。同理参考相关

文献[20-22]结合质谱裂解规律可推测M4为二氢咖啡酸; 

M8 为咖啡酸的硫酸化代谢产物; M10 为咖啡酸甲基

化和硫酸化代谢产物。代谢产物 M9的母离子为 m/z 

178.050 9 [M−H]−, 碎片离子为 m/z 134.061 1 [M−H−
CO2]

−, 根据文献[23,24]推测该代谢产物为马尿酸, 其为咖

啡酸和奎宁酸在体内代谢成苯甲酸后再与甘氨酸 

(Cly) 结合的产物。
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有报道[25]称, 咖啡酸可以在体内发生甲基化代谢反

应从而生成阿魏酸和异阿魏酸, 因此阿魏酸和异阿魏酸

可能既是入血原型成分, 同时也是咖啡酸的代谢产物。

阿魏酸的母离子为m/z 193.050 5 [M−H]−, 特征的碎片离

子有m/z 178.027 0 [M−H−CH3]
−、m/z 149.060 7 [M−H−

CO2]
−和 m/z 134.037 3 [M−H−CO2−CH3]

−。代谢产物

M6母离子为m/z 369.082 3 [M−H]−, 分子质量比阿魏酸

多 176 Da (GluA), 同时可见m/z 193、178、149和 134等

阿魏酸特征碎片离子, 推测为阿魏酸葡萄糖醛酸化产

物; 代谢物M13的母离子为m/z 273.007 3 [M−H]−, 分子

质量比阿魏酸多 80 Da (SO3), 同时可见 m/z 193、178、

149和 134等阿魏酸特征碎片离子, 推测为阿魏酸硫酸

酯化产物。同理参考相关文献[26,27]结合质谱裂解规律

可推测 M15为阿魏酸甘氨酸 (Cly) 结合产物; M31为

阿魏酸酸二甲基化代谢产物。上述各代谢产物的提取

离子流图和在大鼠体内可能的代谢途径见图2、3。

Table 2　Metabolites in the serum of AMI model rats after administration of XTS

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M13

3.34

5.44

5.63

6.46

6.67

7.12

7.82

8.16

8.21

8.47

8.74

9.14

9.44

Gallic acid+Sulfate conjugation

Vanillic acid loss of CO2+Sulfate 

conjugation

Vanillic acid+Sulfate conjugation

Caffeic acid+Di-hydrogenation

Gallic acid+Methylation

Ferulic acid+Glucuronide conjugation

Caffeic acid+Glucuronide conjugation

Caffeic acid+Sulfate conjugation

Benzoylglycine

Caffeic acid+Methylation+Sulfate 

conjugation

Paeonol+Demethylation+Glucuronide 

conjugation

Caffeic acid+Methylation+Glucuronide 

conjugation

Ferulic acid+Sulfate conjugation

C7H6O8S

C6H6O5S

C8H8O7S

C9H10O4

C8H8O5

C16H18O10

C15H16O10

C9H8O7S

C9H9NO3

C10H10O7S

C14H16O9

C16H18O10

C10H10O7S

248.971 4 [M−H]−

188.986 1 [M−H]−

246.991 5 [M−H]−

181.050 6 [M−H]−

183.029 5 [M−H]−

369.082 3 [M−H]−

355.066 7 [M−H]−

258.991 6 [M−H]−

178.050 7 [M−H]−

273.007 4 [M−H]−

327.072 4 [M−H]−

369.081 8 [M−H]−

273.007 4 [M−H]−

4.8

4.8

3.2

0.0

3.8

1.9

−2.0

−0.8

4.5

0.0

4.0

0.5

0.0

169.013 9, 125.024 3

109.029 4, 79.957 3

167.034 7, 152.011 5, 123.045 2, 

108.021 5

163.040 0, 135.045 2, 119.050 3

168.006 3, 124.016 5

193.050 5, 178.027 0, 149.060 7, 

134.037 3

179.034 9, 135.045 2

179.034 9, 135.045 2

134.061 1

193.050 6, 178.027 2, 134.037 4

175.024 8, 151.040 1, 113.024 5, 

85.029 6

193.050 6 178.027 1, 134.037 4

193.050 6, 178.027 0, 149.060 7, 

134.037 4

No.
tR

/min
Metabolite description Formula

Measured ion

(m/z)

Mass error

(×10-6)
Fragment ion (m/z)

Figure 2　Extracted ion chromatograms of organic acid-related metabolites. Details of M4, M6, M7, M8, M9, M10, M12, M13, M15, M31 

are shown in Table 2
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M14

M15

M16

M17

M18

M19

M20

M21

M22

M23

M24

M25

M26

M27

M28

M29

M30

M31

M32

M33

M34

M35

M36

M37

M38

M39

M40

M41

M42

M43

M44

M45

M46

9.27

9.60

10.11

10.32

10.33

10.37

10.57

10.80

10.95

11.32

12.65

12.91

13.18

13.34

14.31

14.34

15.09

15.38

15.53

16.01

16.79

16.87

16.88

17.33

17.54

17.96

18.45

21.04

21.43

22.95

23.47

23.77

26.79

Gallic acid+Di-methylation+Glucuronide 

conjugation

Ferulic acid+Glycine conjugation

Paeonol+Hydroxylation+Glucuronide 

conjugation

Paeonol+Demethylation+Sulfate 

conjugation

Paeonol+Glucuronide conjugation

Paeonol+Hydroxylation+Sulfate 

conjugation

Senkyunolide F+Sulfate conjugation

Paeoniflorin+Dehydroxylation+

Demethylation

Senkyunolide F+Sulfate conjugation

Paeonol+Sulfate conjugation

Senkyunolide D+Desaturation

Senkyunolide A+Hydroxylation+ 

Hydrolysis

Senkyunolide I/H+Hydroxylation+

Glutathione conjugation

Z/E-Ligustilide+Hydroxylation+

Glucuronide conjugation

Senkyunolide J/N+Cysteine conjugation

Paeonol+Demethylation

Senkyunolide J/N+Glutathione conjugation

Ferulic acid+Di-methylation

Vanillic acid loss of CH2O

Senkyunolide I/H+Cysteine conjugation

Z/E-Ligustilide+Dehydrogenation+

Glutathione conjugation

Senkyunolide I/H+Glutathione conjugation

Senkyunolide I/H+Cysteine conjugation+

Glycine conjugation

Z/E-Ligustilide+Hydroxylation+Sulfate 

conjugation

Z/E-Ligustilide+Hydroxylation+

Glucuronide conjugation

Senkyunolide A+Internal hydrolysis

Senkyunolide I/H+Methylation

Senkyunolide I/H+Dehydroxylation+Di-

hydrogenation

Senkyunolide I/H+Desaturation

Senkyunolide I/H+Acetycysteine 

conjugation

4-Hydroxy-3-butylphthalide+Methylation+

Hydroxylation+Glucuronide conjugation

4-Hydroxy-3-butylphthalide+Methylation+

Hydroxylation+Glucuronide conjugation

Z/E-Ligustilide+Hydroxylation

C15H18O11

C12H13NO5

C15H18O10

C8H8O6S

C15H18O9

C9H10O7S

C12H16O7S

C22H26O10

C12H16O7S

C9H10O6S

C12H12O4

C12H18O4

C22H33N3O10S

C18H22O9

C15H23NO5S

C8H8O3

C22H33N3O9S

C12H14O4

C7H6O3

C15H21NO5S

C22H29N3O8S

C22H31N3O9S

C17H24N2O6S

C12H14O6S

C18H22O9

C12H18O3

C13H18O4

C12H20O3

C12H14O4

C17H23NO6S

C19H24O10

C19H24O10

C12H14O3

373.077 1 [M−H]−

250.071 9 [M−H]−

357.082 2 [M−H]−

230.996 8 [M−H]−

341.087 4 [M−H]−

261.007 3 [M−H]−

303.054 3 [M−H]−

449.146 4 [M−H]−

303.054 1 [M−H]−

245.012 3 [M−H]−

219.065 9 [M−H]−

227.127 2 [M+H]+

532.196 3 [M+H]+

381.118 6 [M−H]−

330.137 0 [M+H]+

151.039 7 [M−H]−

516.200 7 [M+H]+

221.081 7 [M−H]−

137.023 9 [M−H]−

328.121 5 [M+H]+

496.175 1 [M+H]+

514.186 2 [M+H]+

385.143 0 [M+H]+

285.043 7 [M−H]−

381.119 0 [M−H]−

211.132 9 [M+H]+

239.127 4 [M+H]+

213.148 0 [M+H]+

223.096 5 [M+H]+

370.131 3 [M+H]+

411.129 7 [M−H]−

411.129 8 [M−H]−

205.086 9 [M−H]−

2.4

3.6

1.7

4.3

2.1

3.8

3.3

4.9

2.6

3.7

3.2

−2.6

0.9

1.8

0.0

4.6

−0.6

4.1

−4.4

0.6

0.6

1.7

0.5

3.5

2.6

0.0

−1.7

−2.4

0.0

−1.6

2.7

2.7

4.9

197.045 4, 169.014 1, 125.024 3, 

124.016 5

206.082 0, 191.058 6, 177.055 4, 

149.060 7, 134.037 4

181.050 6, 166.027 1, 138.032 1, 

123.008 7, 113.024 4

151.040 1, 135.008 8, 109.029 5, 

91.019 0

175.024 8, 165.055 6, 150.032 2, 

113.024 4

181.050 6, 166.027 1, 138.032 1, 

123.008 7

223.097 4, 205.087 0, 177.092 0

327.108 3, 165.055 7, 121.029 5

223.097 2, 205.087 1, 177.091 9

165.055 6, 150.032 1, 122.037 2

175.076 2, 157.065 7, 133.065 9

209.117 2, 191.106 7, 181.122 2, 

163.111 8, 153.054 7

457.162 9, 403.154 4, 385.142 5, 

367.133 0, 207.101 8

205.086 5, 187.076 2

284.131 5, 209.117 2, 191.106 6

135.008 8, 109.029 5, 91.018 9, 

65.039 7

441.168 5, 387.158 4, 284.131 5, 

191.106 7

177.091 8, 149.097 2

93.034 5

282.115 9, 207.101 5, 189.090 9

421.143 2, 367.132 1, 189.091 0

439.153 2, 385.142 6, 282.116 0, 

207.101 5, 189.090 9

282.115 9, 207.101 5, 179.048 3, 

162.022 0

205.086 8, 177.029 0, 161.096 9

205.086 7, 161.096 9

193.122 3, 175.111 7, 165.127 5, 

147.116 9

221.116 6, 207.101 5, 189.091 2, 

179.106 4, 165.091 0, 137.096 1

195.138 7, 177.127 7, 149.132 5

205.086 1, 177.091 2, 167.033 9, 

149.023 3

352.122 2, 328.121 5, 282.116 3, 

207.101 5, 189.090 9

235.097 5, 203.071 3, 175.024 8

235.097 5, 203.071 2, 175.024 9

161.097 1

Continued

No.
tR

/min
Metabolite description Formula

Measured ion

(m/z)

Mass error

(×10-6)
Fragment ion (m/z)
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4　网络药理学及分子对接

4.1　成分−靶点网络分析 结果显示, 数据库中筛选

出 296 个化合物作用靶点 , 构建“成分−靶点”网络 

(图4A)。

4.2　心肌梗死相关靶点的获取 获得XTS成分靶点

与疾病共同靶点234个。

4.3　PPI 网络分析 Cytoscape 3.9.1 软件分析获得

47 个核心靶点。构建 PPI 网络 (图 4B), 提示 EGFR、

MMP9、PTGS2、IL1B、STAT3等, 可能是XTS治疗心肌

梗死的关键靶点。

4.4　GO和KEGG通路富集分析 GO功能富集得到

1 123个条目, 提示XTS治疗心肌梗死主要以磷酸化作

用、炎症反应、对细胞凋亡过程的负向调节为主的生物

过程 (BP), 以细胞质、细胞表面为主的细胞组分 (CC) 

和以相同蛋白结合、ATP 结合为主的分子功能 (MF) 

(图 4C); KEGG 信号通路分析结果表明XTS治疗心肌

梗死可能与PI3K/AKT通路、脂质和动脉粥样硬化, 流

体剪切力与动脉粥样硬化、MAPK 信号通路、AGE-

RAGE信号通路等密切相关 (图4D)。

4.5　药物−成分−通路−靶点−疾病网络构建 通过

DAVID 数据库分析 , 得到前 20 个核心通路 , 构建“药

物−成分−通路−靶点−疾病”网络 (图 4E)。提示阿魏

酸、异阿魏酸、咖啡酸、绿原酸、香草酸、洋川芎内酯 A、

洋川芎内酯 F、苯甲酰芍药苷等为心肌保护的主要活

性成分。

4.6　分子对接结果及可视化验证 分子对接结果表

明, 配体与受体之间均能生成氢键, 且部分对接结果存

在配体与受体的多个氨基酸残基相连的现象 (图5), 表

明核心成分与核心靶点之间具有较高的生物活性。

讨论

临床上, XTS用于治疗心血瘀阻所致冠心病、心绞

痛、心肌梗死等疾病。但 XTS的成分复杂, 治疗心肌

梗死的药效物质基础尚未明确, 不利于其临床应用和

深入研究。因此, 本研究首次分析了入血成分及代谢

Figure 3　The possible metabolic pathways of organic acid-related metabolites in rats
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Figure 4　Results of network pharmacology analysis. A: Compound-target network; B: Protein-protein interaction network; C: GO analysis 

of AMI treated with cardiac pain relief spray; D: KEGG analysis of AMI treated with cardiac pain relief spray; E: Network of component-

target-pathway-disease
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产物 , 结合网络药理学及分子对接等探讨 XTS 治疗

AMI的作用靶点, 为XTS的后续研究与临床应用提供

数据支持。

本研究采用 UPLC-Orbitrap-HRMS 技术 , 从 XTS

鉴定出 41个入血原型成分, 并结合网络药理学对XTS

的潜在活性成分进行分析预测, XTS治疗AMI的 8个

关键活性成分为阿魏酸、异阿魏酸、绿原酸、咖啡酸、香

草酸、洋川芎内酯A、洋川芎内酯F、苯甲酰芍药苷。其

中阿魏酸具有很强的抗氧化和细胞保护活性, 可减少

梗死面积, 并改善心脏功能[28]; 绿原酸可以减轻 ISO诱

导的ERS和心脏肥大[29]; 咖啡酸通过抑制转化生长因

子 β-1受体信号通路来减轻心肌纤维化并改善心肌梗

死后心脏功能[15]; 香草酸可抑制异丙肾上腺素诱导的

心肌梗死大鼠的Fas受体和 caspase介导的细胞凋亡信

号通路和心肌细胞死亡[30]; 洋川芎内酯A对大鼠主动

脉血管具有舒张作用[31]; 苯甲酰芍药苷可通过促进

Nrf2/HO-1 通路抑制 AMI 模型大鼠的心肌细胞凋亡 , 

并发挥保护心功能的作用[32]。

本 研 究 的 PPI 分 析 结 果 显 示 EGFR、MMP9、

PTGS2、IL1B、STAT3、ESR1、CASP3 为活性成分相关

联的核心靶点, 这些靶点大多与细胞凋亡、细胞分化、

炎症反应等相关。在Grisanti等[33]研究中, EGFR已被

证明可被GPCR反式激活作用影响心脏重塑, 以及心

脏肥厚和纤维化; Becirovic等[34]研究中描述了MMP-9

水平与心肌梗死死亡率和左心室重构和功能障碍之间

的联系; Zhou等[35]研究发现, 动脉粥样硬化的严重程

度与 PTGS2水平有正相关联系; Mai等[36]研究证明了

靶向 IL-1β先天免疫途径的 canakinumab 抗炎疗法可

以显著降低心血管事件复发的发生率, 表明 IL-1β在动

脉粥样硬化中起重要作用 ; Zhuang 等[37]研究揭示了

DYRK1B-STAT3 通过损害线粒体生物能量学驱动心

脏肥大和心力衰竭的作用机制; Chen等[38]研究通过黄

芪调节ESR1的表达对心力衰竭的心脏产生了保护作

用; Ruetten等[39]研究证实了抑制 caspase-3可显著改善

心肌梗死的缺血后收缩恢复。

分子对接的结果表明, XTS的关键活性成分与关

Figure 5　Molecular docking diagrams of key active ingredients binding to core targets. A: Ferulic acid and STAT3; B: Isoferulic acid and 

PTGS2; C: Caffeic acid and ESR1; D: Chlorogenic acid and CASP3; E: Vanillic acid and MMP9; F: Benzoylpaeoniflorin and MMP9; G: 

Senkyunolide A and IL1B; H: Senkyunolide F and EGFR
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键靶点可自由结合 (结合能 ≤ −5.00 kcal·mol-1), 进一

步验证了网络药理学分析结果的可靠性。为 XTS中

活性成分作用于 AMI 特定靶点的治疗提供了理论

依据。

关键靶点的富集分析显示, XTS对AMI的治疗作

用可能与 PI3K/AKT、MAPK、AGE-RAGE等通路密切

相关。研究表明, PI3K/Akt信号通路可调控一系列分

子调节细胞存活、凋亡、生长、心脏收缩甚至相关基因

的转录, 参与调节心脏纤维化的发生、进展和病理形

成[40]; 通过调节AGE-RAGE信号通路可诱导氧化应激

和心肌和血管组织的炎症[41]; 而抑制MAPK信号通路

可缓解高脂饮食 (HFD) 诱导的心肌炎症、纤维化和

肥大[42]。

综上所述, XTS可能通过新绿原酸、绿原酸、咖啡

酸、4-香豆酸、6-甲氧基香豆素、阿魏酸、异阿魏酸、洋

川芎内酯A、洋川芎内酯F、苯甲酰芍药苷等活性成分, 

作用于 EGFR、MMP9、PTGS2、IL1B、STAT3、ESR1、

CASP3 等关键靶点 , 调控 PI3K/AKT、MAPK、AGE-

RAGE 等通路对心血管产生调节作用 , 初步揭示了

XTS治疗心肌梗死的潜在物质基础及作用机制, 表明

其治疗心肌梗死具有多成分、多靶点、多途径的特点。

UPLC-Orbitrap-HRMS技术和网络药理学相结合可为

进一步阐明XTS的作用机制提供依据。
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