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基于UPLC-Q-TOF-MS代谢组学研究炙淫羊藿温肾助阳的炮制机制
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摘要: 采用代谢组学方法探究炙淫羊藿温肾助阳和炮制增效机制。建立氢化可的松诱导的大鼠肾阳虚证模

型 , 基 于 UPLC-Q-TOF-MS (ultra-performance liquid chromatography with quadrupole time-of-flight tandem mass

spectrometry) 代谢组学方法, 联合多元统计分析和单变量统计分析, 筛选并鉴定血浆、尿液样品中与肾阳虚相关的

潜在生物标志物, 分析羊脂油组、淫羊藿生品组、淫羊藿加热品组、淫羊藿炙品组改善肾阳虚证的代谢调控机制。结

果显示, 氢化可的松诱导的肾阳虚大鼠血浆、尿液代谢呈现明显的轨迹变化, 在血浆和尿液中鉴定出 15种与肾阳虚

相关的生物标志物, 涉及 5条代谢通路, 分别为甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、硫代谢、乙醛酸和二羧酸代谢、半胱氨酸和

蛋氨酸代谢。炙淫羊藿温肾助阳的代谢通路涉及甘油磷脂代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢, 而炙淫羊藿两个炮制因素

“加热”“羊脂油”分别通过调节甘油磷脂代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢来增强其温肾助阳的作用, 进而阐明了炙淫羊

藿的炮制增效机制。本文涉及的动物实验符合伦理学标准, 并且已获得江苏省中医药研究院动物伦理委员会批准

(批准号: AEWC-20200702-119)。
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Abstract: The metabonomics method was used to explore the processing and synergistic mechanism of epime‐

dium fried with suet oil in warming the kidney and enhancing yang. The kidney-yang deficiency rat model was

established by injection of hydrocortisone. Then the UPLC-Q-TOF-MS (ultra-performance liquid chromatography

with quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry) metabolomics method was combined with multivariate

statistical analysis methods and univariate statistical analysis to screen and identify kidney-yang deficiency poten‐

tial biomarkers in plasma and urine samples. Finally the metabolic regulation mechanism of suet oil group, the

epimedium raw product group, the epimedium heating product group, and the epimedium fried with suet oil group

improved kidney-yang deficiency was analyzed. The results showed that the plasma and urine metabolism of rats

with kidney-yang deficiency induced by hydrocortisone showed obvious trajectory changes. 15 biomarkers related
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to kidney-yang deficiency were identified in plasma and urine, involving 5 metabolic pathways, namely glycero‐

phospholipid metabolism, sphingolipid metabolism, sulfur metabolism, glyoxylate acid and dicarboxylate metabo‐

lism, and cysteine and methionine metabolism. The metabolic pathway of epimedium fried with suet oil warming

kidney and promoting yang involved glycerophospholipid metabolism, cysteine and methionine metabolism, and

the two processing factors of epimedium fried with suet oil "heating" and "suet oil" enhanced its function of warming

the kidney and promoting yang by regulating glycerophospholipid metabolism, cysteine and methionine metabolism,

respectively. In this way, the processing and synergistic mechanism of epimedium fried with suet oil was clarified.

The animal experiments involved in this article comply with ethical standards and have been approved by the

Animal Ethics Committee of Jiangsu Provincial Academy of Chinese Medicine (approval number: AEWC-

20200702-119).

Key words: Epimedium fried with suet oil; processing mechanism; metabolomics; kidney-yang deficiency;

UPLC-Q-TOF-MS; metabolic pathway

淫羊藿为小檗科植物淫羊藿 (Epimedium brevi‐

cornum Maxim.)、箭叶淫羊藿 [Epimedium sagittatum

(Sieb.et Zucc.) Maxim.]、柔毛淫羊藿 (Epimedium pube‐

scens Maxim.)、或朝鲜淫羊藿 (Epimedium koreanum

Nakai) 的干燥叶, 始载于《神农本草经》, 具有补肝肾、

强筋骨、祛风湿的功效[1]。淫羊藿炮制方法主要有清

炒、酒制、盐制和羊脂制等, 其中羊脂制最为常用, 且被

药典收载。临床研究发现淫羊藿生用与制用功效迥

异, 生品祛风湿、坚筋骨力胜, 羊脂油炙后增强温肾助

阳作用, 多用于治疗阳痿、不孕[2]。

淫羊藿是常用的温肾助阳中药之一, 有研究发现,

淫羊藿可促进性激素分泌或表现性激素样作用, 淫羊

藿苷灌胃后能够升高肾阳虚大鼠血清皮质醇含量, 抑

制肾阳虚小鼠血清睾酮含量的降低, 以及性腺雄激素

受体mRNA和蛋白质表达的下降, 从而缓解肾阳虚症

状[3,4]。淫羊藿经羊脂油炮制后其温肾助阳作用增强,

Bai等[5]通过研究生品与炮制后的淫羊藿对肾阳虚水

肿模型大鼠的作用, 发现与模型组相比, 生品淫羊藿与

炙淫羊藿在外观指标和病理切片指标上均有回调作

用, 但侧重点有所不同, 结果表明生淫羊藿性寒, 侧重

于加强肾阳虚水肿大鼠的肾脏排泄功能来治疗肾阳虚

水肿, 炙淫羊藿经羊油炮制后药性由寒转温, 侧重改善

肾阳虚水肿大鼠肾阳虚状态来治疗肾阳虚水肿。本课

题组前期[6]采用气相色谱-质谱和核磁共振代谢组学技

术研究炙淫羊藿炮制增效机制, 本研究在此基础上进

一步深入, 从而全面地阐明炙淫羊藿炮制增效机制。

肾阳虚证是中医问诊常见证型, 导致肾阳虚证的

病因是多方面的, 而肾阳虚证所导致的机体变化也是

多方面的, 因此, 将现代科学技术与检测手段和中医证

候相结合, 从整体水平研究机体, 能够更好地阐释肾阳

虚证[7,8]。代谢组学强调把机体作为一个完整系统进

行研究, 通过测定代谢物组成的变化, 了解机体代谢网

络在不同状态下的变化规律, 与中医学的整体观、动态

观一致, 适于中医药研究, 也为中药炮制机制研究提供

了有效的方法[9-11]。

课题组前期主要从药物本身黄酮成分吸收代谢的

角度研究炙淫羊藿两个炮制因素“加热”“羊脂油”的作

用机制[12-14], 但是中药作用于人体是一个“干预系统

(中药) —应答系统 (生物机体)”相互作用整合的生物

学过程, 同时机体受炙淫羊藿系统作用后会在内源性

代谢物上发生变化。因此本文从代谢组学的角度通过

追踪淫羊藿炮制前后对肾阳虚机体内源性代谢物组的

组成和水平的变化, 整体评价炙淫羊藿的温肾助阳作

用与增效机制, 从生物体代谢角度进一步阐明炙淫羊

藿的炮制机制。

材料与方法

仪器 ACQUITY UPLC超高效液相色谱仪 (Waters,

美国); SYNAPT Q-TOF质谱仪 (Waters, 美国), 配有电

喷雾电离源 (ESI); MasslynxV4.1工作站 (Waters, 美国);

Heraeus Fresco 17型离心机 (Thermo Fisher Scientific, 美

国); BPG-9050烘箱 (和呈仪器有限公司, 中国); Vortex

Genie® 2 Vortex型涡旋仪 (深圳市安必胜科技有限公

司, 中国)。

试药 氢化可的松注射液 (天津金耀药业有限公

司, 批号: 1407271); 生理盐水 (江苏亚邦生缘药业有限

公司, 批号: 161231005.5); 肝素钠注射液 (常州千红生化

制药股份有限公司, 批号: 152008047A); 甲醇 (色谱纯,

Merck公司, 批号: L1052935941); 乙腈、甲酸 (LC-MS

级, Merck公司); 淫羊藿饮片 (亳州市万珍中药饮片厂,

批号: 161231, 经中国医学科学院药用植物研究所郭宝

林教授鉴定为心叶淫羊藿); 羊脂油 (内蒙古锡林郭勒

草原有限公司, 批号: S160402)。

动物 成年 SPF 级雄性 SD (Sprague-Dawley) 大
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鼠, 体重 (210 ± 20 g), 购自南京凯斯佳生物科技有限

公司, 合格证号: SCXK (苏) 2020-0001, 饲养于江苏省

中医药研究院实验动物中心。本文涉及的动物实验符

合伦理学标准, 并且已获得江苏省中医药研究院动物

伦理委员会批准 (批准号: AEWC-20200702-119)。

淫羊藿饮片炮制品的制备 取 1 kg淫羊藿饮片,

平行两份。一份加入200 g热熔融的羊脂油拌匀, 并置

于烘箱中, 170 ℃加热 7 min, 即得淫羊藿炙品; 另一份

淫羊藿饮片直接放入烘箱中, 同法制得淫羊藿加热品。

淫羊藿灌胃液的制备 取淫羊藿生品、加热品、炙

品各 100 g, 分别将药材进行煎煮, 共煎煮 3次, 每次加

水 30倍, 煎煮 0.5 h, 首次煎煮前用 30倍沸水浸泡 1 h,

合并 3次煎液, 趁热过滤, 浓缩至 70 mL, 相当于饮片

1.42 g·mL-1, 冷藏备用。

动物的分组、造模与给药 将 48只雄性 SD大鼠

随机分为 6组 (每组 8只), 即为对照组 (control)、模型

组 (model)、羊脂油组 (YZY)、淫羊藿生品组 (SP)、淫羊

藿加热品组 (JRP)、炙淫羊藿组 (ZP)。大鼠正常饲养

一周后开始造模, 除对照组外, 其他组每日腹腔注射氢

化可的松, 第一天注射剂量为15 mg·kg-1, 第二天剂量减

半为 7.5 mg·kg-1并以此剂量持续 9天; 对照组注射等

体积生理盐水。造模同时各给药组灌胃给予相应淫羊

藿提取液 0.72 g·kg-1, 羊脂油组灌胃给予羊脂油乳浊液

0.144 g·kg-1 (淫羊藿用药量的 20%, 用CMC-Na分散于

水中), 对照组、模型组灌胃等体积生理盐水, 持续给药

10天。

生物样品的采集 第十天给药 12 h后, 采用代谢

笼, 大鼠禁食不禁水12 h, 并收集12 h尿液于离心管中,

-80 ℃保存; 再对大鼠进行眼眶取血, 置于离心管 (内

含 20 μL肝素钠溶液) 中, 静置 30 min后, 3 500 r·min-1

离心5 min, 取上清液, 即得血浆, -80 ℃保存。

生物样品的制备 从-80 ℃冰箱取出尿液和血浆

样本, 于 4 ℃下解冻。精确吸取 300 μL血浆于离心管

中, 加入 1 200 μL甲醇除去血浆中蛋白, 涡旋 2 min, 在

4 ℃条件下 16 000 r·min-1离心 20 min, 取上清液置于

氮吹仪中吹干, 再加入 300 μL甲醇复溶, 16 000 r·min-1

离心 10 min, 取上清液待测。等量吸取每个血浆样品

20 μL合并, 将其混合均匀后作为血浆质控样本 (QC)。

精确吸取尿液样本 300 μL 于离心管中 , 加入

1 200 μL 甲醇涡旋 2 min, 在 4 ℃条件下 16 000 r·min-1

离心20 min, 取上清液置于氮吹仪中吹干, 再加入300 μL

甲醇复溶, 16 000 r·min-1离心 10 min, 取上清液待测。

等量吸取每个尿液样品20 μL合并, 将其混合均匀后作

为尿液质控样本 (QC)。

色谱条件 色谱柱为ACQUITY UPLC BEH C18

(2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm); 柱温35℃, 样品室温度10℃;

流动相: 0.1%甲酸水溶液 (A)-乙腈 (B); 梯度洗脱 (0～

2 min, 5% B; 2～8 min, 5%～50% B; 8～8.2 min, 50%～

95% B; 8.2～10 min, 95% B; 10～11 min, 95%～5% B;

11～13 min, 5% B); 进样量2 μL; 流速0.4 mL·min-1。

质谱条件 质谱系统SYNAPT Q-TOF-MS, 电喷雾

离子源ESI-, 毛细管电压为2.0 kV, 低能量扫描传输碰撞

能量为 25 eV, 高能量扫描传输碰撞能量为 40 eV, 采样

锥孔电压为 40 V, 提取锥孔电压为 4 V, 源温度 120 ℃,

去溶剂化气流温度为 350 ℃ , 锥孔气流为 5 μL·min-1,

去溶剂化气流量为 700 L·h-1, 质谱检测的质量范围为

m/z 50～1 000。

数据处理及统计分析 将液质联用系统采集到的

数据导入TOF 4.3X软件 (LECO公司, 美国) 和LECO-

Fiehn Rtx5数据库进行原始峰精确匹配、基线滤波和

校准、峰对齐、解卷积分析、峰面积的峰识别和积分。

原始数据经标准化处理后, 导入 SIMCA软件 (V14.1,

Umetrics, 瑞典) 进行多元统计分析。采用主成分分析

(PCA) 表征样本组间的分离趋势, 用正交偏最小二乘

法-判别分析 (OPLS-DA) 筛选组间有差异的内源性代

谢物, 结果以 S-Plot图来表征。根据置换检验评价模

型的可靠性和过拟合程度。采用单变量统计分析方法

对两组间的差异进行显著性分析, P < 0.05认为在统计

学上有显著性差异。

生物标志物的筛选、鉴定与代谢通路分析 结合 t

检验 (P) 和变量投影重要度 (VIP) 筛选贡献最大的潜在

生物标志物。采用HMDB数据库并结合二级碎片离

子对潜在生物标志物进行鉴定, 通过MetaboAnalyst 4.0

数据处理平台进行通路富集分析, 并利用KEGG在线

数据库以及相关文献, 分析生物标志物所涉及的相关

代谢通路。

结果

1 血浆、尿液样品UPLC-Q-TOF-MS分析

在负离子模式下采用UPLC-Q-TOF-MS分别扫描

血浆QC样品和尿液QC样品, 得到总离子流 (total ion

chromatogram, TIC, 图1)。

2 血浆、尿液样品代谢组学分析

图 2A显示对照组、模型组血浆样品在 PCA得分

图中各自聚为一类, 且这两组的组间样本在PCA得分

图二维空间上显著分离; 图 2B显示, 对照组与模型组

尿液样品在PCA得分图上显著分离, 对照组组内尿液

样本有一定程度的分离, 说明尿液样本组内也是有差异

的。对照组与模型组大鼠血浆、尿液样品在PCA得分图

上的显著分离, 表明经氢化可的松诱导, 模型组大鼠的
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生理机能受到影响, 反应在大鼠血浆和尿液代谢轮廓

的改变, 进而映射了肾阳虚证的发生与发展过程。图2C、

2D显示羊脂油组、淫羊藿生品组、淫羊藿加热品组、炙

淫羊藿组血浆和尿液样品在PCA得分图中均与模型组

分离, 且趋近于对照组, 其中炙品组最靠近对照组, 结果

表明各给药组对肾阳虚证均有不同程度地治疗作用, 且

炙淫羊藿效果最好。

3 与肾阳虚证相关的生物标志物的筛选

图3A、3B显示, 对照组、肾阳虚证模型组血浆和尿

液样品在有监督的OPLS-DA得分图中分离明显; 图3C、

3D显示, 对血浆和尿液样品的OPLS-DA得分图模型进

行置换检验, 左端任何一次随机排列产生的 R2、Q2均

小于右端, 表明OPLS-DA模型可靠, 未发生过拟合。通

过 S-plot散点图 (3E、3F), 结合VIP值 (VIP > 1) 和 t检

验 (P < 0.05) 筛选得到与肾阳虚证模型相关的生物标志

物。结合 HMDB、KEGG等在线数据库, 最终鉴定15个

相关生物标志物, 其中血浆生物标志物 5个, 尿液生物

标志物10个, 见表1。

4 各给药组对肾阳虚生物标志物的影响

给药后根据生物标志物的回调个数及回调程度,

进一步比较各给药组的药效作用。图4所示, 羊脂油组

能回调肾阳虚证生物标志物有6个, 分别为5'-甲基硫代

腺苷、4-羟基苯乙酰谷氨酰胺、α-N-苯乙酰-谷氨酰胺、

羟基丙酮酸、抗坏血酸、β-皮酮四醇, 其中显著回调的 2

个为 4-羟基苯乙酰谷氨酰胺和 β-皮酮四醇, 表明炮制

辅料“羊脂油”具有温肾助阳的作用。生品组参与回调

肾阳虚证生物标志物有 3个, 分别为磷脂酰肌醇 (18∶3

(9Z,12Z,15Z)/18∶0)、5'-甲基硫代腺苷、β-皮酮四醇, 其

中显著回调的是磷脂酰肌醇 (18∶3(9Z,12Z,15Z)/18∶0);

加热品组能回调肾阳虚证生物标志物有 3个, 分别为

溶血性磷脂酰胆碱 (15∶0)、4-羟基苯乙酰谷氨酰胺、

β-皮酮四醇, 其显著回调的 2个为溶血性磷脂酰胆碱

(15∶0) 和 4-羟基苯乙酰谷氨酰胺; 炙品组能回调的肾

阳虚证生物标志物有 5个, 分别为溶血性磷脂酰胆碱

(15∶0)、5'-甲基硫代腺苷、4-羟基苯乙酰谷氨酰胺、α-N-

苯乙酰-谷氨酰胺、β-皮酮四醇, 其显著回调的为 β-皮

酮四醇, 结果显示与生品和加热品相比, 炙淫羊藿回调

的肾阳虚生物标志物最多, 表明炙淫羊藿的效果最好。

生物标志物在各组的回调结果表明羊脂油、淫羊藿生

品、淫羊藿加热品以及炙淫羊藿通过对肾阳虚大鼠 15

种生物标志物的回调作用, 来达到温肾助阳的目的。

5 肾阳虚证相关代谢通路分析

将表 1 中的血浆和尿液生物标志物分别导入

Figure 1 Total ion chromatogram of QC sample. A: Plasma, B:

Urine. 1: LysoPC(15∶0); 2: PE(22∶4(7Z,10Z,13Z,16Z)/22∶5(7Z,10Z,

13Z,16Z,19Z)); 3: Glucosylceramide (d18∶1/9Z-18∶1); 4: PI(18∶3

(9Z,12Z,15Z)/18∶0); 5: PI(18∶0/18∶0); 6: 5'-Methylthioadenosine;

7: 4-Hydroxyphenylacetylglutamine; 8: alpha-N-Phenylacetyl-L-

glutamine; 9: 4-Hydroxy-5-phenyltetrahydro-1,3-oxazin-2-one;

10: Aminoparathion; 11: Flecainide; 12: Hydroxypyruvic acid; 13:

Ascorbic acid; 14: Adenosine phosphosulfate; 15: beta-Cortolone

Figure 2 PCA scores plots of plasma and urine samples in rats. Control: Control group; Model: Model group; YZY: Suet oil group; SP:

Epimedium raw product group; JRP: Epimedium heating product group; ZP: Epimedium fried with suet oil group. (control group vs model

group. A: Plasma; B: Urine, the PCA scores plots of six group; C: Plasma; D: Urine)
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MetaboAnalyst 4.0 进行代谢通路分析 , 然后筛选出

-lgP > 1.3且 Impact > 0.02的代谢通路作为潜在的相

关代谢通路。如图 5A、5B所示, 最终得到 5条与肾阳

虚证模型相关的代谢通路, 分别是甘油磷脂代谢、鞘脂

代谢、硫代谢、乙醛酸和二羧酸代谢、半胱氨酸和蛋氨

酸代谢。利用KEGG数据库和MetaboAnalyst对上述

5条通路进行通路关联分析 (图6)。

由肾阳虚潜在生物标志物以及相应的代谢通路分

析表明, 羊脂油作为炙淫羊藿的炮制辅料, 其可能通过

调节半胱氨酸和蛋氨酸代谢、乙醛酸和二羧酸代谢发

挥温肾助阳的作用; 淫羊藿生品可能通过调节半胱氨

酸和蛋氨酸代谢来达到温肾助阳的作用; 淫羊藿加热

品通过甘油磷脂代谢来调控肾阳虚证; 炙淫羊藿对肾

阳虚证模型大鼠具有回调作用的生物标志物涉及甘油

磷脂代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢。同时, 羊脂油参与

调控的半胱氨酸和蛋氨酸代谢以及淫羊藿加热品参与

调控的甘油磷脂代谢, 均是炙淫羊藿改善肾阳虚证大

鼠体内的代谢通路, 结果表明甘油磷脂代谢、半胱氨酸

和蛋氨酸代谢是炙淫羊藿温肾助阳的潜在机制, 也进

一步阐释了淫羊藿经辅料羊脂油加热炮制后具有增强

其温肾助阳作用的炮制机制。

讨论

本研究利用氢化可的松诱导的大鼠肾阳虚证模型,

采用UPLC-Q-TOF-MS技术和多元统计分析方法, 分别

比较了对照组与模型组大鼠血浆和尿液样品中的生物

代谢物, 发现了 15种肾阳虚证相关的生物标志物, 并

且影响氢化可的松诱导的大鼠肾阳虚证代谢通路有 5

条, 分别为甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、硫代谢、乙醛酸和

二羧酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢。根据不同给药

组对肾阳虚生物标志物的调控趋势, 以及肾阳虚证大

鼠体内相应代谢通路变化的代谢组学特征, 揭示了炮

制辅料“羊脂油”通过调节半胱氨酸和蛋氨酸代谢通

路, 而“加热”通过调节甘油磷脂代谢来增强了炙淫羊

藿温肾助阳的作用, 半胱氨酸和蛋氨酸代谢以及甘油

磷脂代谢是炙淫羊藿温肾助阳的潜在作用机制, 同时

也进一步阐明了炙淫羊藿增强温肾助阳的炮制机制。

甘油磷脂是细胞膜的结构成分, 在细胞信号传导、

膜锚定和底物转运中起主要作用[15]。本研究受甘油磷

脂代谢影响的代谢物主要有溶血磷脂酰胆碱类、磷脂

酰乙醇胺类和磷脂酰肌醇, 是参与机体生命活动重要

的磷脂分子, 调节多种生物学过程[16-18]。模型大鼠血

浆中的溶血磷脂酰胆碱 (15∶0)、磷脂酰乙醇胺 (22∶4

(7Z,10Z,13Z,16Z)/22∶5(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))、磷脂酰

肌醇 (18∶0/18∶0) 和磷脂酰肌醇 (18∶3(9Z,12Z,15Z)/18∶

0) 四种甘油磷脂水平显著降低, 表明肾阳虚大鼠血浆

中的甘油磷脂水平受到干扰。淫羊藿加热品和炙淫羊

藿均可回调血浆中的溶血磷脂酰胆碱 (15∶0) 水平趋

向于正常对照组, 表明调节机体的甘油磷脂代谢是炙

淫羊藿温肾助阳的作用机制之一。

5'-甲基硫代腺苷是半胱氨酸和蛋氨酸代谢中的代

谢产物。5'-甲基硫代腺苷是 S-腺苷甲硫氨酸在多胺合

Figure 3 Screening of biomarkers in rats with kidney-yang deficiency. (control group vs model group, A: Plasma OPLS-DA scores plots;

B: Urine OPLS-DAscores plots; C: Plasma OPLS-DAreplacement test; D: Urine OPLS-DAreplacement test; E: Plasma S-plot; F: Urine S-plot)
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Figure 5 Pathways analysis of potential biomarkers. A: Plasma metabolic pathway analysis; B: Urine metabolic pathway analysis

Figure 4 The levels of potential biomarkers of kidney-yang deficiency in each group. (compared with the control group, *P < 0.05;

compared with the model group, #P < 0.05)
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成过程中产生的疏水性含硫核苷, 与严重的综合性免

疫缺陷综合征有关, 还可以抑制肿瘤细胞的增殖、侵

袭、凋亡, 调节肿瘤的炎性微环境[19]。目前尚未有研究

表明 5'-甲基硫代腺苷与肾阳虚证有直接联系, 但可引

起肾脏损伤, 其机制与炎症、氧化应激和DNA甲基化

不足有关[20]。本研究模型组尿液中参与半胱氨酸和蛋

氨酸代谢的 5'-甲基硫代腺苷水平显著低于对照组, 表

明肾阳虚伴随一定程度的肾损伤, 与文献[21]中记载的

肾阳虚大鼠尿液代谢组学研究结果一致, 经羊脂油、淫

羊藿生品、炙淫羊藿干预后均可发生逆转, 揭示羊脂

油、淫羊藿生品、炙淫羊藿对肾阳虚证的改善作用可能

与炎症、氧化应激和DNA低甲基化有关。

乙醛酸和二羧酸代谢与体内的氧化反应有关, 扰

动此代谢可间接导致三羧酸循环异常[22]。羟基丙酮酸

广泛存在于生物体中, 是乙醛酸和二羧酸代谢的中间产

物, 与二甲基甘氨酸脱氢酶缺乏途径的代谢疾病有关[23]。

模型组尿液中羟基丙酮酸的含量较空白对照组呈显著

上调趋势, 导致机体乙醛酸和二羧酸代谢紊乱, 这与文

献报道[6]的肾阳虚证中出现的乙醛酸和二羧酸代谢紊

乱结果一致。本研究中羊脂油可回调尿液中的羟基丙

酮酸水平趋向于正常对照组, 表明羊脂油可通过调节

机体的乙醛酸和二羧酸代谢发挥温肾助阳作用。

本研究中肾阳虚模型组大鼠血浆中葡萄糖神经酰

胺 (d18∶1/9Z-18∶1) 与对照组相比显著下降, 这一现象

表明肾阳虚证很大程度上扰乱了鞘脂代谢。鞘脂和鞘

脂的分解产物与细胞的功能和生长密切相关[24]。鞘脂

代谢一般以神经酰胺为中心, 该物质在酶的作用下由

二氢神经鞘氨醇转化生成, 并在神经酰胺酶的作用下

转化成鞘氨醇。有研究表明葡萄糖基神经酰胺是多种

形式的肾脏疾病的标志, 甲状腺激素能够调节鞘磷脂

酶和神经酰胺合成酶的生成, 并且甲状腺激素的缺乏

会通过降低鞘磷脂酶的活性来减少神经酰胺的含

量[25,26]。因此, 肾阳虚状态下导致的鞘磷脂酶活性下

降可能是葡萄糖神经酰胺 (d18∶1/9Z-18∶1) 含量下降

的一个因素, 通过调节鞘脂代谢可改善肾阳虚证。

磷酸腺苷是硫代谢中的代谢物, 在本研究中肾阳

虚模型大鼠尿液中的浓度显著高于对照组水平, 被筛

选为肾阳虚的生物标志物。磷酸腺苷是一种辅酶, 参

与体内脂肪、蛋白质、糖、核酸及核苷酸的代谢, 同时又

是体内能量的主要来源。肾阳虚模型大鼠尿液中磷酸

腺苷水平升高, 表明磷酸腺苷在肾阳虚模型大鼠体内

积累, 导致相关的硫代谢发生紊乱。文献报道腺苷的

积累会导致小鼠睾丸代谢紊乱和睾丸激素水平降低,

甚至是不育症[27]。Gao[28]应用 1H NMR代谢组学研究

技术, 通过多元化综合分析技术与方法, 对围绝经期正

常妇女和绝经综合征肾阴虚、肾阳虚患者血代谢物谱

进行比较分析, 结果表明绝经综合征肾阳虚证主要与

硫代谢等途径相关, 进一步说明了肾阳虚与磷酸腺苷

的水平及其相关的硫代谢密切相关。
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