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基于PLS-DA和多指标综合指数法研究当归-川芎药对对急性血瘀

大鼠血清中血管活性物质和黏附分子的影响
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摘要: 比较评价当归-川芎药对不同配比 (1︰0、3︰2、1︰1、2︰3、0︰1) 和不同制法 (水提、醇提和先水提后醇提) 样

品对急性血瘀大鼠血清中血管活性物质和内皮细胞黏附分子的影响。本研究采用冰水浴和皮下注射盐酸肾上腺素

共同复制急性血瘀大鼠模型, 采用酶联免疫吸附实验检测大鼠血清中血管活性物质 (花生四烯酸代谢物、凝血-纤溶

系统指标) 和黏附分子等相关指标的表达, 采用斯皮尔曼方法对检测指标进行相关性分析, 采用偏最小二乘法-判别

分析 (PLS-DA) 和多指标综合指数法综合评价当归-川芎药对不同配比、不同制法样品对急性血瘀大鼠血清中血管

活性物质和黏附分子的总效应。实验方案经河南中医药大学第一附属医院动物实验伦理委员会批准。结果表明,

当归-川芎药对 1︰1先水提后醇提组对急性血瘀大鼠血清中血管活性物质和黏附分子的改善总效应最强 (总效应值

为6.96); 提取方法相同时, 当归-川芎药对1︰1的整体作用较好; 配比相同时, 当归-川芎先水提后醇提给药组和醇提

给药组的总效应优于水提给药组。当归-川芎配伍能明显改善血瘀大鼠血清中与血瘀相关的血管活性物质及黏附

分子表达, 但配比和制法不同, 其作用强度亦存在差异, 为该药对临床合理应用提供依据, 也为该药对治疗血瘀相关

疾病的深入研究奠定基础。
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Abstract: We evaluated the effects of Danggui-Chuanxiong (GX) herb pair with different proportions (1∶0,

3∶2, 1∶1, 2∶3, 0∶1) and preparation methods (water extract W, alcohol extract A, and water-alcohol extracts WA)
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on vasoactive substances and endothelial cell adhesion molecules in the serum of acute blood stasis in rats. An

acute blood stasis model was co-replicated by ice water bath and subcutaneous injection of epinephrine hydrochloride

in rats. The expressions of vasoactive substances (arachidonic acid metabolites, coagulation-fibrin system index)

and adhesion molecules in the serum were detected by enzyme linked immunosorbent assay method; the Spearman

method was used to analyze the correlation of those detection indicators; the partial least squares-discriminant

analysis and multi-attribute comprehensive index method were used to comprehensively evaluate the total effect of

GX herb pair samples with different proportions and preparation methods on vasoactive substances and adhesion

molecules. The experimental scheme was approved by the Animal Experimental Ethics Committee of the First

Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine. The results showed that GX 1∶1_WA had the strongest

effect on the improvement of vasoactive substances and adhesion molecules in the serum of acute blood stasis in

rats (the total effect value was 6.96). When extraction method was same, the overall effect of GX 1∶1 had better

effect than that of other proportions; when the proportion of GX was same, the total effects of GX_WA and GX_A

were better than GX_W. The combination of Danggui and Chuanxiong can significantly improve the expressions

of vasoactive substances and adhesion molecules in the serum of blood stasis in rats. But the action strength of GX

herb pairs was different when the proportions and preparations of GX herb pair were different. These findings

provide a basis for clinical rational application of GX herb pair, and lay the foundation for in-depth research on GX

herb pair for treatment of blood stasis related diseases.

Key words: Danggui; Chuanxiong; herb pair; partial least squares discrimination analysis; multi-attribute

comprehensive index method; activating blood circulation to dissipate blood stasis

血瘀证临床表现各异, 涉及病种很多, 如心脑血管

疾病、外周血管疾病等, 但一般均有血液“浓黏凝聚”的

倾向, 这些表现主要与常规检测指标如血液流变学、凝

血功能和血小板功能等密切相关。近年来, 随着血瘀

证的研究不断深入, 人们对血瘀证的认识也在不断深

化, 发现血瘀证与血管内皮细胞产生的多种血管活性

物质 (如花生四烯酸代谢物、抗凝系统、纤溶系统指标

等) 和表达于内皮细胞上的黏附分子即内皮细胞黏附

分子的表达等也有密切关系[1,2]。现代学者对血瘀的

诊断标准除血液流变学异常外, 还有纤溶活性降低或

血液凝固性增高等。而血瘀则血液运行不畅, 易导致

血栓形成和血管栓塞等。

当归-川芎配伍是临床常用理血药类活血药对, 课

题组前期已经基于急性血瘀大鼠模型, 研究了该药对

对急性血瘀大鼠血液流变学、凝血功能和血小板聚集

的影响, 发现当归-川芎配伍可协同增强活血化瘀功

效[3,4]。有研究者对活血化瘀药的药理作用进行归纳

发现, 该类药物除具有改善血流动力学和凝血功能外,

还可抗血栓形成, 其可能通过对血小板聚集、纤溶酶活

性和黏附分子表达等多个环节相关指标的调节发挥作

用[5-7]。在对血瘀证发病机制和活血化瘀药的药理作

用深入认识的基础上, 为了更全面认识当归-川芎药对

治疗血瘀证过程中对血管活性物质 (花生四烯酸代谢

物、抗凝-纤溶系统指标) 和内皮细胞黏附分子表达的

影响, 本文采用偏最小二乘判别法 (partial least squares

discrimination analysis, PLS-DA) 结合多指标综合指数

法研究该药对对急性血瘀大鼠血清中花生四烯酸代谢

物、纤溶系统指标和黏附分子表达等的影响, 为进一步

深入探讨该药对及其相关方药治疗和血瘀相关疾病的

药效和作用机制奠定扎实基础。

材料与方法

动物 SPF 级雌性 SD 大鼠 , 体质量 180～220 g,

购自北京维通利华实验动物技术有限公司, 许可证号:

SCXK (京) 2016-0011。动物实验前适应性饲养 1周。

实验方案经河南中医药大学第一附属医院动物实验伦

理委员会批准, 所有程序均严格按照动物使用和护理

的伦理原则进行。

试剂与仪器 大鼠前列环素 (prostacyclin I2,

PGI2)、6酮前列腺素F1α (6-keto-prostaglandin F1α, 6-keto-

PGF1α)、血栓素 A2 (thromboxane A2, TXA2)、血栓素 B2

(thromboxane B2, TXB2)、蛋白C (protein C, PC)、纤溶酶

原 (plasminogen, PLG)、组织型纤溶酶原激活剂 (tissue-

type plasminogen activator, t-PA)、纤溶酶原激活物抑制

因子 1 (plasminogen activator inhibitor type-1, PAI-1)、

抗凝血酶Ⅲ (antithrombin III, AT-Ⅲ)、细胞间黏附分子1

(intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) 和血管内

皮细胞黏附分子 1 (vascular cell adhesion molecule 1,

VCAM-1) 试剂盒均购自上海酶联生物科技有限公司

(批号均为 201708)。酶标仪 (型号Multiskan FC, 赛默

飞世尔科技公司)。

药物及其制备 当归为伞形科植物当归Angelica
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sinensis (Oliv.) Diels的干燥根 (甘肃 , 批号 16120104);

川芎为伞形科植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort的

干燥根茎 (四川 , 批号 16110201)。当归、川芎饮片均

购自郑州瑞龙制药股份有限公司, 经检测, 均符合《中

国药典》2015年版一部项下标准。按照前期样品制备

方法[3]得到当归-川芎药对 (Danggui-Chuanxiong herb

pair, GX) 不同配比 (1︰0、3︰2、1︰1、2︰3、0︰1) 的水提

物 (water extract, W)、醇提物 (alcohol extract, A) 和先

水提后醇提物 (water-alcohol extract, WA) 样品 , 其

中 , W 浸膏生药含量分别为 1.09、0.97、0.83、0.97 和

0.89 g·g-1, A 浸膏生药含量分别为 1.22、1.13、1.28、

1.45 和 1.34 g·g-1, WA 浸膏生药含量分别为 0.98、

1.13、0.92、1.21和 1.37 g·g-1。

急性血瘀大鼠模型制备[8] 将大鼠皮下 (subcutaneous

injection, sc) 给予盐酸肾上腺素注射液 0.8 mg·kg-1后

2 h, 将大鼠置于 0～2 ℃冰水中游泳 4 min, 第一次给

予盐酸肾上腺素注射液后 4 h再次进行皮下注射盐酸

肾上腺素注射液0.8 mg·kg-1, 造成大鼠急性血瘀模型。

动物分组及给药 将大鼠随机分为 17 组 , 每组

8只。正常组、模型组和归芎药对 5个配比 (1︰0、3︰2、

1︰1、2︰3、0︰1) 的 3种提取物给药组。给药组均按照临

床等效量的 5 倍量 (8.10 g·kg-1) 进行灌胃 (ig) 给药。

正常组和模型组大鼠 ig给予等体积的生理盐水。每日

早晚8∶00各灌胃给药1次, 于第3天4∶00 pm将模型组

和给药组按照急性血瘀大鼠模型制备方法造模。

样品采集和指标检测 造模结束后将大鼠禁食

不禁水饲养 12 h, 最后一次灌胃给药, 30 min后用 10%

水合氯醛进行麻醉 , 腹主动脉取血 , 室温静置 1 h 后

3 000 r ·min-1 离心 10 min, 分装上层血清 8 份 , 每份

200 μL。将各指标按照 ELISA 试剂盒说明书进行操

作, 最后采用酶标仪进行吸光度 (A) 值检测。

数据统计与分析 实验数据采用SPSS v20.0软件

中的描述性分析 (descriptives) 进行统计, 实验结果采

用均值±标准差 (
-
x ± s) 表示; 与模型组比较, 采用软件

中方差分析 (analysis of variance, ANOVA) 中 Dunnett

法进行比较, P<0.05表示差异具有统计学意义; 采用

斯皮尔曼相关性分析方法 (Spearman) 对各指标的相

关性进行分析。

效应整合 首先对花生四烯酸代谢物、抗凝-纤

溶系统指标和内皮细胞黏附分子相关指标进行标化,

当模型组指标值 (value, V) 高于正常组值时 , V标化=

(V模型-V给药)/V模型 ; 当 V模型低于 V给药时 , V标化= (V给药-

V模型)/V模型。然后将所有指标的源数据导入 SIMCA

v13.0软件中, 采用帕雷托 (Pareto) 规格化处理模式进

行 PLS-DA分析, 得到各样品的得分图 (score plot)、各

指标的 S-plot载荷图 (loading plot) 和变量重要性投影

值 (variable importance in projection, VIP), 依据各指标

的VIP值大小, 结合查阅到的各指标在血瘀相关报道

文献数量累积值综合赋予权重系数, 总效应值即为各

指标的标化值乘以权重系数后的加和值。

结果

1 当归-川芎药对对急性血瘀大鼠血清中花生四烯酸

主要代谢物的影响

与正常组比较 , 模型组的大鼠血清中 PGI2 和 6-

keto-PGF1α与 TXB2 的比值 (PGF/TXB2) 均显著降低

(P<0.01), TXB2 和 TXA2 均显著升高 (P<0.05), 6-keto-

PGF1α降低, 但无统计学意义。与模型组比较, GX 1︰1_W

组、GX所有配比_A组和GX (1︰0、3︰2、2︰3、0︰1)_WA

组的大鼠血清中 PGI2含量均显著升高 (P<0.05); GX

1︰1_W组、GX (1︰0、3︰2、1︰1、2︰3)_A组和GX所有配

比_WA组中TXA2均显著降低 (P<0.05); GX (1︰0、2︰3)

_W组、GX (3︰2、1︰1、0︰1)_A组和GX (1︰0、3︰2、2︰3、

0︰1)_WA组中 6-keto-PGF1α含量均显著升高 (P<0.05);

GX 1︰1_W 组、GX (1︰0、3︰2、2︰3、0︰1)_A 组和 GX

(1︰0、3︰2、1︰1)_WA 组中 TXB2均显著降低 (P<0.05);

GX (1︰0、1︰1、0︰1)_W组、GX所有配比_A组及WA组

中PGF/TXB2均显著升高 (P<0.05)。结果见表1。

2 当归-川芎药对对急性血瘀大鼠血清中抗凝-纤溶

系统指标的影响

与正常组比较 , 模型组的大鼠血清中 PC、PLG、

t-PA和AT-Ⅲ的含量均显著降低 (P<0.05); PAI含量显

著升高 (P<0.05)。与模型组比较, GX 2︰3_W组和GX

(1︰0、3︰2、2︰3)_A组的大鼠血清中 PC含量均显著升

高 (P<0.05); GX (3︰2、2︰3)_A组和GX (1︰0、3︰2、1︰1、

0︰1)_WA 组大鼠血清中 PLG 均显著升高 (P<0.05);

GX (1︰0、3︰2、1︰1、0︰1)_W组、GX (1︰0、1︰1)_A组和

GX 2︰3_WA 组中 t-PA 含量均显著升高 (P<0.05); GX

2︰3_A 组和 GX 1︰1_WA 组中 PAI 含量均显著降低 ;

GX (1︰0、0︰1)_W 组、GX (1︰0、1︰1)_A 组和 GX 所有

配比_WA组中AT-Ⅲ含量均显著升高 (P<0.05)。结果

见表2。

3 当归-川芎药对对急性血瘀大鼠血清中黏附分子

ICAM-1和VCAM-1的影响

与正常组比较, 模型组的大鼠血清中 ICAM-1和

VCAM-1 含量均显著升高 (P<0.05)。与模型组比较 ,

GX (1︰0、0︰1)_W组、GX (1︰1、2︰3)_A组和GX (3︰2、

1︰1、2︰3)_WA组的大鼠血清中 ICAM-1含量均显著降低

(P<0.05); GX 1︰1_A组和GX (2︰3)_WA组中VCAM-1

含量均显著降低 (P<0.05)。结果见图1。
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4 花生四烯酸代谢物、抗凝-纤溶系统和黏附分子各

指标的相关性分析

采用 Spearman方法将 12个指标的相关性进行分

析 (图 2), 由结果可知 , PGI2 与 TXA2、TXB2、PAI 和

VCAM-1 呈负相关 (P<0.05), 与 PGF/TXB2、PC、PLG、

t-PA 和 AT-Ⅲ呈正关 (P<0.01); TXA2 与 TXB2、PAI、

ICAM-1 和 VCAM-1 呈正相关 (P<0.05), 与 PGF/TXB2

呈负相关 (P<0.001); 6-keto-PGF1α与TXB2、PGF/TXB2、

t-PA、PAI、AT-Ⅲ和 VCAM-1呈正相关 (P<0.05); TXB2

与PGF/TXB2和PLG呈负相关 (P<0.05), 与PAI、AT-Ⅲ、

ICAM-1和VCAM-1呈正相关 (P<0.05); PGF/TXB2与

PC和PLG呈正相关 (P<0.05); PC与 t-PA呈正相关 (P<

0.05), 与 VCAM-1 呈负相关 (P<0.05); PLG 与 t-PA 和

AT-Ⅲ呈正相关 (P<0.05); t-PA 与 PAI 和 AT-Ⅲ呈正相

关 (P<0.05); PAI与 ICAM-1和VCAM-1呈正相关 (P<

0.05); AT-Ⅲ与 ICAM-1呈负相关 (P<0.05); ICAM-1和

VCAM-1呈正相关 (P<0.05)。由于相关系数值越接近1

或-1, 说明相关性越强, 其中只有TXB2和PGF/TXB2的

相关系数值为-0.87 (<-0.5), 具有较强相关性; 其余指

标间的相关系数值均在-0.5～0.5之间, 相关性较弱。

Table 1 Effect of Danggui-Chuanxiong (GX) herb pair on the main metabolites of arachidonic acid in the serum of acute blood stasis in

rats (
-
x ± s). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs model group. W: Water extract; A: Alcohol extract; WA: Water-

alcohol extract; PGI2: Prostacyclin I2; TXA2: Thromboxane A2; 6-keto-PGF1α: 6-Keto-prostaglandin F1α; TXB2: Thromboxane B2

Group

Control

Model

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

W

W

W

W

W

A

A

A

A

A

WA

WA

WA

WA

WA

n

8

6

7

7

7

6

6

6

8

7

8

7

7

6

7

6

5

PGI2/pg·mL-1

30.01 ± 6.75

16.64 ± 3.13##

18.03 ± 2.42

17.98 ± 1.04

20.75 ± 2.52*

17.41 ± 3.79

19.12 ± 0.90

20.96 ± 1.89*

23.87 ± 1.35**

22.72 ± 3.24**

25.41 ± 4.41**

21.81 ± 1.58**

21.48 ± 1.68*

21.01 ± 1.08*

18.53 ± 3.65

20.59 ± 1.04*

26.90 ± 2.91**

TXA2/pg·mL-1

30.93 ± 2.88

47.61 ± 14.67#

32.58 ± 1.72

33.23 ± 2.24

26.65 ± 9.23*

33.85 ± 1.59

33.51 ± 4.05

31.96 ± 3.44*

32.16 ± 2.21*

29.70 ± 4.35*

30.79 ± 4.65*

35.15 ± 3.01

31.01 ± 2.95*

31.81 ± 3.78*

31.35 ± 2.78*

32.23 ± 4.05*

30.23 ± 4.09*

6-keto-PGF1α/pg·mL-1

192.95 ± 27.61

189.98 ± 18.13

221.94 ± 13.96**

202.09 ± 18.84

211.05 ± 17.11

215.73 ± 8.53*

209.36 ± 10.92

214.33 ± 20.02

211.01 ± 16.57*

232.6 ± 24.91**

207.83 ± 12.83

229.36 ± 21.74**

232.65 ± 16.02**

210.91 ± 11.34*

245.87 ± 91.94

217.23 ± 8.45*

257.13 ± 48.91*

TXB2/pg·mL-1

24.41 ± 2.43

37.25 ± 2.77##

33.86 ± 5.61

33.64 ± 8.49

25.57 ± 4.90**

35.31 ± 4.37

33.05 ± 4.38

31.04 ± 4.38*

25.24 ± 4.98**

32.92 ± 5.15

30.84 ± 2.41**

31.00 ± 2.57**

27.02 ± 5.72**

30.64 ± 2.42**

26.31 ± 4.46**

34.42 ± 1.48

34.28 ± 2.42

PGF/TXB2

7.95 ± 1.23

5.13 ± 0.68##

6.70 ± 1.08**

6.73 ± 3.38

8.55 ± 1.90**

6.17 ± 0.77

6.39 ± 0.53**

6.95 ± 0.49**

8.80 ± 1.81**

7.18 ± 1.12**

6.76 ± 0.36**

7.55 ± 0.60**

8.85 ± 1.41**

6.90 ± 0.42**

9.69 ± 4.40*

6.32 ± 0.26**

7.57 ± 1.88*

Table 2 Effect of GX herb pair on anticoagulation and fibrinolysis indicators in the serum of acute blood stasis in rats (
-
x ± s). #P < 0.05,

##P < 0.01 vs control group;*P < 0.05, **P < 0.01 vs model group. PC: Protein C; PLG: Plasminogen; t-PA: Tissue-type plasminogen activator;

PAI: Plasminogen activator inhibitor type; AT-Ⅲ: Antithrombin Ⅲ

Group

Control

Model

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

W

W

W

W

W

A

A

A

A

A

WA

WA

WA

WA

WA

n

8

6

7

7

7

6

6

6

8

7

8

7

7

6

7

6

5

PC/pg·mL-1

1.05 ± 0.11

0.76 ± 0.05##

0.76 ± 0.06

0.80 ± 0.10

0.82 ± 0.15

0.94 ± 0.05**

0.83 ± 0.08

0.87 ± 0.09*

0.88 ± 0.05**

0.83 ± 0.23

0.87 ± 0.09*

0.83 ± 0.12

0.81 ± 0.23

0.72 ± 0.03

0.96 ± 0.50

0.80 ± 0.14

0.92 ± 0.28

PLG/μg·mL-1

57.52 ± 4.49

44.49 ± 2.29##

47.51 ± 5.76

45.92 ± 2.25

45.01 ± 9.10

48.21 ± 4.52

48.75 ± 5.96

49.75 ± 7.34

50.78 ± 2.25**

48.12 ± 5.81

48.43 ± 3.35*

47.96 ± 8.54

54.27 ± 4.10**

52.32 ± 5.19*

50.61 ± 5.06*

50.70 ± 9.77

51.88 ± 3.90**

t-PA/pg·mL-1

3.89 ± 1.11

2.86 ± 0.13#

3.05 ± 0.09*

3.19 ± 0.31*

3.11 ± 0.25*

3.03 ± 0.23

3.08 ± 0.13*

3.09 ± 0.20*

2.99 ± 0.12

3.36 ± 0.20**

3.05 ± 0.32

3.06 ± 0.31

3.03 ± 0.23

2.97 ± 0.24

3.48 ± 1.35

3.35 ± 0.08**

3.24 ± 0.34

PAI/pg·mL-1

162.61 ± 10.89

210.04 ± 26.00#

194.58 ± 11.63

193.47 ± 8.77

199.93 ± 12.12

190.38 ± 3.18

185.37 ± 8.96

194.73 ± 15.02

187.47 ± 21.36

200.79 ± 12.25

149.92 ± 40.28**

183.33 ± 18.63

187.35 ± 24.84

187.59 ± 9.31

170.39 ± 18.18*

195.91 ± 10.78

187.53 ± 19.60

AT-Ⅲ/U·mL-1

4.07 ± 0.25

3.47 ± 0.06##

3.96 ± 0.29**

3.76 ± 0.47

3.67 ± 0.32

3.77 ± 0.79

3.92 ± 0.23**

3.97 ± 0.27**

3.53 ± 0.36

4.18 ± 0.17**

3.84 ± 0.50

3.65 ± 0.25

3.88 ± 0.29**

4.00 ± 0.41*

3.81 ± 0.31*

4.22 ± 0.07**

4.26 ± 0.23**
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5 PLS-DA法分析当归-川芎药对对急性血瘀大鼠的

整体改善作用

由PLS-DA的 score plot得分图 (图3) 可知, 正常组

中心值约为 (2.73, -0.51), 模型组的中心值约为 (-4.52,

-1.32), 两组得到较好分离, 提示急性血瘀模型大鼠造

模成功。当归-川芎药对给药组分布在正常组和模型

组中间。从整体可以看出, 当归-川芎不同配比WA组

和A组距离正常组较近, W组距离模型组较近。

6 PLS-DA法分析花生四烯酸代谢物、抗凝-纤溶系

统和黏附分子指标的重要性

由 PLS-DA分析得到的VIP值结果 (图 4) 可知, 6-

keto-PGF1α、PAI、PGI2、TXA2、PLG、TXB2 的 VIP 值均

>1, ICAM-1、PGF/TXB2和VCAM-1的VIP值在>0.5～

<1, AT-Ⅲ、t-PA和 PC的VIP值均<0.5。依据VIP值>1

对分类的贡献可知 , 花生四烯酸代谢物中 6-keto-

PGF1α、PGI2、TXA2、TXB2和纤溶系统指标中 PAI、PLG

共 6个指标对本实验各组差异的贡献较大, 可作为急

性血瘀模型大鼠和当归-川芎药对对急性血瘀大鼠活

血化瘀效应评价的主要指标。

7 基于多指标综合指数法的当归-川芎药对对急性血

瘀大鼠血清中花生四烯酸代谢物、纤溶系统和黏附分

子各指标的效应整合

分别以“血瘀”和花生四烯酸代谢物、纤溶系统、黏

附分子及各指标的中文和英文为主题词在中国知网

(China National Knowledge Infrastructure, CNKI) 和

Figure 2 Correlation plot rectangle of arachidonic acid metabolites, anticoagulation and fibrinolysis indicators and adhesion molecules in

acute blood stasis rats after administration of GX herb pair extracts. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. All imply that there is a correlation

between the two indicators, but their correlation intensity should be judged according to the value of correlation coefficient

Figure 1 Effects of GX herb pair on the expressions of adhesion

molecules intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and vascu‐

lar cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) in acute blood stasis

rats. n was same as Table 1. *P < 0.05 vs M. M: Model group;

C: Control group; • Represents outlier values
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PubMed中检索相关文献, 得到与 t-PA、TXB2、ICAM-1、

PAI-1、6-keto-PGF1α、AT-Ⅲ、TXA2、PGI2、VCAM-1、PC

和 PLG相关的血瘀文献分别有 88、58、49、43、24、21、

15、13、10、6和 6篇。结合各指标的VIP值, 综合给出

6-keto-PGF1α、PAI-1和TXB2的权重系数为3 (标化值设

为 Va), PGI2、TXA2、PLG、ICAM-1、PGF/TXB2、VCAM-

1和 t-PA的权重系数为 2 (标化值设为Vb), AT-Ⅲ和 PC

的权重系数为 1 (标化值设为Vc)。将各指标的标化值

分别乘以相应的权重系数, 得到当归-川芎药对对急性

血瘀大鼠血清中和黏附分子指标改善的总效应值 (表

3), 大小排序为 GX 1︰1_WA > GX 0︰1_WA > GX 1︰

0_WA > GX 3︰2_A > GX 2︰3_A > GX 1︰1_A > GX 1︰

1_W > GX 0︰1_A > GX 3︰2_WA > GX 2︰3_WA > GX

1︰0_A > GX 0︰1_W > GX 1︰0_W > GX 3︰2_W >

GX 2︰3_W。

讨论

近年来, 在与血栓形成有密切联系的血瘀证研究

中, 多认为血瘀证是内外致病因素下机体在形态、结

构、代谢和机能诸方面改变多个病理过程的综合所导

致的血流动力学、血凝-纤溶系统和血小板功能等的紊

乱, 从而使“血行失度”、“血脉瘀阻”, 其病理改变基础

则可能与血管内皮细胞损伤密切相关。

花生四烯酸通过环氧酶途径, 生成不稳定的环内

过氧化物, 在多种酶的作用下, 生成前列腺素类和血栓

素类化合物。PGI2是前列腺素类化合物的代表, 可抑

制血小板聚集而呈现抗血栓形成作用, 而 PGI2可经水

解生成无活性的 6-keto-PGF1α, 再经 β-氧化由尿排出;

TXA2是血小板中花生四烯酸的主要代谢产物, 具有生

理性的、强大的促进血小板聚集和释放作用, 是常用的

血管收缩剂, TXA2可水解为 TXB2。故通常也通过测

定 6-keto-PGF1α和TXB2以表示 PGI2和TXA2的含量或

活性。本文结果显示, 与正常组比较, 急性血瘀模型组

的大鼠血清中 PGI2含量显著降低, 抗血栓形成作用减

弱; TXA2和TXB2含量显著升高, 使血小板活化, 聚集

作用增强, 进而诱导血栓形成, 造成血瘀[9]。而当归-

川芎药对不同配比的醇提物和先水提后醇提物及当

归-川芎 1︰1水提物给药后对模型组的大鼠血清中上

述指标有显著改善作用, 且当归-川芎药对的醇提物和

先水提后醇提物对急性血瘀大鼠血清中花生四烯酸代

谢物的调节作用强于水提物。有研究报道, 当归中的

挥发油成分和阿魏酸能抑制 TXA2的生成, 并通过改

善 TXA2和 PGI2的平衡来抑制血小板聚集, 产生良好

的抗血栓作用[10,11]; 川芎注射液可通过抑制以TXA2生

产为主的多环节发挥抗血小板活化作用[12], 或与其所

含的川芎总酚具有扩张冠状动脉, 抑制 TXA2的生成

和活性有密切关系[13]。本课题组前期通过代谢组学研

Figure 4 The VIP values of arachidonic acid metabolites, antico‐

agulant-fibrino system indexes and adhesion molecules in the serum

of acute blood stasis rats after administration of GX herb pair by

using PLS-DA method. n was same as Table 1

Figure 3 PLS-DA score plot of GX herb pair with different proportions and different preparations on vasoactive substances and adhesion

molecules in acute blood stasis rats
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究发现, 当归-川芎药对能够调节急性血瘀大鼠血浆中

内源性生物标志物花生四烯酸的含量[14], 本文研究结

果初步揭示了该药对作用于花生四烯酸代谢通路的分

子机制。

凝血和纤溶的平衡在维持机体正常的血液运行和

组织修复中发挥重要作用, 纤溶酶原激活系统是体内

防止血栓形成的重要机制, 其中心环节是PA系统将纤

溶酶原转化成纤溶酶从而发挥纤溶作用。纤溶活性下

降是形成血管内凝血、血栓和动脉硬化的重要因素[5]。

纤溶系统包括 PLG、t-PA、纤溶酶和 PAI-1等。t-PA和

PAI是由血管内皮细胞合成和释放的活性物质, 两者

之间的平衡对调节纤溶的功能具有重要意义; 同时, t-

PA可以激活 PLG, 促进纤溶, 防止血栓形成。PC系统

是具有抗凝作用的血浆蛋白系统, 血管内皮细胞合成

或释放 PC是体内重要的抗凝因子, 其生成的活化 PC

(activated protein C, APC) 可以增强纤溶活性 , 刺激

PLG激活物释放。PC的缺乏会使凝血、抗凝和纤溶系

统发生紊乱, 从而引发血栓性疾病。AT是主要的生理

性血浆抗凝物质, 正常情况下, AT-Ⅲ与肝素结合后抑

制凝血酶、纤溶酶及多种凝血因子的活性, 维持血液平

衡, 是防止血栓形成的主要生理物质。本文结果显示,

与正常组比较, 急性血瘀模型大鼠血清中 PAI显著升

高, 而PC、t-PA、PLG和AT-Ⅲ显著降低, 说明急性血瘀

模型大鼠机体抗凝和纤溶系统受到抑制; 给予当归-川

芎药对后, 对凝血和纤溶指标有一定改善作用。可能

与当归、川芎中阿魏酸钠可降低PAI含量、升高 t-PA含

量有密切关系[15]; 也有文献显示, 川芎嗪对凝血系统中

酶的抑制作用和对纤溶系统中酶的促进作用在川芎的

活血化瘀机制中起着重要作用[16]; 与已报道[17]的川芎

提取物可使脑缺血再灌注损伤大鼠血浆中 t-PA活性

升高, PAI活性下降, 具有提高纤溶活性、溶栓、消栓的

作用相一致。

细胞黏附分子 (cell adhesion molecules, CAMs) 是

一种广泛分布于细胞表面和细胞外基质的糖蛋白, 在

凝血和血栓形成、组织损伤修复等生理和病理过程中

发挥着重要作用。内皮细胞黏附分子主要有 ICAM和

VCAM等。国内外有研究初步表明, ICAM-1、VCAM-

1、血小板-内皮细胞黏附分子 (platelet endothelial cell

adhesion molecule 1, PECAM-1) 和诱生型一氧化氮合

酶 (inducible nitric oxide synthase, iNOS) 均与血瘀证

和 (或) 具有血瘀征象的病种有不同程度的关系。本

文结果显示, 急性血瘀模型大鼠血清中的 ICAM-1和

VCAM-1均显著升高, 而给予当归-川芎药对不同配比、

不同制法样品后, 两者均有不同程度的降低。有研究报

道[18], 当归抑制 ICAM-1的表达可能与M型胆碱能受

体兴奋有关; 川芎内酯及其主要成分 Z-藁本内酯可能

通过抑制细胞核因子 (nuclear factor kappa B, NF-κB)

的表达进而减少 ICAM-1和VCAM-1的分泌[19]。

PLS是集主成分分析 (principal component analysis,

PCA)、典型相关分析和多元线性回归于一体的多元线

性统计分析方法; PLS-DA 算法是一种基于 PLS回归

的、常用的多变量数据分析方法之一。而多指标综合

指数法可把不同性质、不同类别和不同计量单位的指

标经过标化, 按照同类指标相乘, 异类指标相加的方法

Table 3 The total effect values of arachidonic acid metabolites, anticoagulant-fibrin system indexes and adhesion molecules in the serum

of acute blood stasis rats after administration of GX herb pair. Va, Vb and Vc represent the normalized values of the indicators with a weight

coefficient of 3, 2 and 1, respectively

Group

Control

Model

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

GX 1︰0

GX 3︰2

GX 1︰1

GX 2︰3

GX 0︰1

W

W

W

W

W

A

A

A

A

A

WA

WA

WA

WA

WA

Va

6-Keto-PGF1α

0.02

0.00

0.17

0.06

0.11

0.14

0.10

0.13

0.11

0.22

0.09

0.21

0.22

0.11

0.29

0.14

0.35

PAI-1

0.23

0.00

0.07

0.08

0.05

0.09

0.12

0.07

0.11

0.04

0.29

0.13

0.11

0.11

0.19

0.07

0.11

TXB2

0.34

0.00

0.09

0.10

0.31

0.05

0.11

0.17

0.32

0.12

0.17

0.17

0.27

0.18

0.29

0.08

0.08

Vb

PGI2

0.80

0.00

0.08

0.08

0.25

0.05

0.15

0.26

0.43

0.37

0.53

0.31

0.29

0.26

0.11

0.24

0.62

TXA2

0.35

0.00

0.32

0.30

0.44

0.29

0.30

0.33

0.32

0.38

0.35

0.26

0.35

0.33

0.34

0.32

0.37

PLG

0.29

0.00

0.07

0.03

0.01

0.08

0.10

0.12

0.14

0.08

0.09

0.08

0.22

0.18

0.14

0.14

0.17

ICAM-1

0.31

0.00

0.32

0.26

0.27

0.29

0.37

0.27

0.36

0.38

0.34

0.25

0.29

0.38

0.33

0.36

0.30

Vb

PGF/TXB2

0.55

0.00

0.31

0.31

0.67

0.20

0.25

0.35

0.72

0.40

0.32

0.47

0.73

0.35

0.89

0.23

0.48

VCAM-1

0.29

0.00

0.15

0.18

0.13

0.15

0.13

0.11

0.15

0.21

0.14

0.13

0.19

0.11

0.11

0.21

0.17

t-PA

0.36

0.00

0.07

0.12

0.09

0.06

0.08

0.08

0.05

0.17

0.07

0.07

0.06

0.04

0.22

0.17

0.13

Vc

AT-III

0.17

0.00

0.14

0.08

0.06

0.09

0.13

0.14

0.02

0.20

0.11

0.05

0.12

0.15

0.10

0.22

0.23

PC

0.38

0.00

0.00

0.05

0.08

0.24

0.09

0.14

0.16

0.09

0.14

0.09

0.07

-0.05

0.26

0.05

0.21

Total effect

3Va+2Vb+Vc

8.24

0.00

3.77

3.41

5.28

3.40

3.93

4.43

6.14

5.42

5.58

4.80

6.25

4.57

6.96

4.48

6.50
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得到总效应值, 从而更便于观察药效的强弱[20-22]。本

文结果显示, 当归-川芎 1︰1_WA组对急性血瘀模型大

鼠血清中花生四烯酸代谢物、抗凝-纤溶系统指标和黏

附分子改善的总效应最强 ; 当归-川芎配比相同时 ,

WA组和A组的总效应比W组的总效应强; 提取方法

相同时 , 当归-川芎药对 1︰1 给药组的总效应相对较

好。与课题组前期比较评价当归-川芎配伍对急性血

瘀大鼠血液流变学及凝血功能药效评价结果[3]基本

一致。

血瘀证的发生是多因素的结果, 黏附分子表达、凝

血-纤溶系统和花生四烯酸代谢物等血管活性物质表

达的检测分别与本课题组前期研究的当归-川芎药对

对血瘀大鼠血液流变学 (全血黏度、血浆黏度)、凝血四

项[3]和血小板聚集[4]的结果相呼应, 均从血液“黏、凝、

聚”的角度整合分析了当归-川芎药对协同增强活血化

瘀的功效。但由于目前灌胃给药的是当归-川芎药对

提取物, 而药效和作用机制的发生离不开成分的作用,

同一配比的当归-川芎药对, 其醇提物中芳香酸类 (阿

魏酸、绿原酸和咖啡酸)和苯酞内酯类 (洋川芎内酯 I、

洋川芎内酯H、Z-藁本内酯和Z-正丁烯基苯酞) 的总含

量均高于先水提后醇提样品, 水提样品的含量最低, 由

于配比、制法不同, 成分的溶出亦存在差异[23], 可能是

造成其功效差异的根本。故尚需根据研究结果进一步

选取该药对中主要活性成分和与上述检测指标密切相

关的作用通路, 深入探讨当归-川芎药对活血化瘀的作

用机制。
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