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基于血浆代谢组学的山茱萸酒制后抗大鼠肝纤维化作用

增强机制研究
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摘要: 运用代谢组学技术探究和鉴定山茱萸生、制品提取物抗大鼠肝纤维化的作用机制及代谢通路, 并比较分

析酒蒸山茱萸干预大鼠肝纤维化作用增强的潜在机制。将大鼠随机分为空白对照组、模型组、秋水仙碱组、山茱萸

生品低、中、高剂量组以及山茱萸制品低、中、高剂量组, 每组 6只。皮下注射 40%四氯化碳复制肝纤维化模型, 造模

第 3周开始灌胃给药, 给药 6周后取大鼠血样及肝脏, 进行药效指标检测及UHPLC-Q-TOF-MS/MS分析。药效学结

果表明, 山茱萸生、制品均具有抗大鼠肝纤维化的作用。代谢组学分析显示, 与空白对照组相比, 模型组经筛选鉴定

得到 24种与肝纤维化相关的潜在生物标志物, 主要参与初级胆汁酸代谢、甘油磷脂代谢、戊糖和葡萄糖醛酸脂代

谢、视黄醇代谢、花生四烯酸代谢。山茱萸生、制品水煎液对其中的 10种生物标志物有着不同程度的回调作用, 且

制品作用优于生品。本研究从血浆代谢的角度阐明了山茱萸酒制增效的机制, 为山茱萸的进一步开发及临床应用

提供理论依据。
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Abstract: Metabonomics technology was employed to investigate and identify the mechanisms and metabolic

pathways of the crude and wine-processed Fructus Corni extracts on anti-hepatic fibrosis effects in rats, and to

compare and analyze the potential mechanism of enhanced interference of the wine-processed Fructus Corni on

hepatic fibrosis effects in rats. The rats were randomly divided into the blank control group, the model group, the
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colchicine group, the crude Fructus Corni groups with low, medium, and high-doses, and the wine-processed Fructus

Corni groups with low, medium, and high-doses, and there were six rats in each group. The hepatic fibrosis model

was established by subcutaneous injection of 40% carbon tetrachloride, and the intragastric administration was

performed at the third week of modeling. The blood and liver samples of rats were taken and carried out for phar‐

macodynamic index detection and UHPLC-Q-TOF-MS/MS analysis after intragastric administration for six weeks.

The results of pharmacodynamic investigation showed that both the crude and wine-processed Fructus Corni had

the effects of anti-hepatic fibrosis in rats. Metabonomics analysis indicated that, compared to the blank control

group, the twenty-four potential biomarkers related to hepatic fibrosis were screened and identified in the model

group, which mainly involved in primary bile acid metabolism, glycerol phospholipid metabolism, pentose and

glucuronide metabolism, retinol metabolism, and arachidonic acid metabolism. The crude and wine-processed

Fructus Corni extracts had different degrees of callback effects on the ten of the above potential biomarkers, and

the effect of wine-processed Fructus Corni was better than that of crude one. The present study clarifies the mecha‐

nism of enhanced efficiency of wine-processed Fructus Corni from the perspective of plasma metabolism, and

provides the theoretical foundation for further development and clinical application of Fructus Corni.

Key words: crude and wine-processed Fructus Corni; hepatic fibrosis; plasma metabonomics; mechanism of

action

肝纤维化是由多种原因引起的肝损伤反应, 包括

炎症感染、过量饮酒和代谢异常等。当损伤持续时, 受

损的肝细胞释放活化的肝星状细胞因子, 从而导致肝星

状细胞和非实质细胞产生过多的细胞外基质 (ECM),

沉积在窦状隙腔, 最终导致肝纤维化的发生[1,2]。传统

医学中没有肝损伤或急性肝损伤的病名记载, 肝脏受

到刺激时, 通过免疫反应清除病毒但同时也会导致肝

细胞损伤, 主要病因在于湿邪, 肝脏失于疏泄、气机郁

滞, 发为胁痛、臌胀、积聚等[3]。近年来, 中医药在治疗

肝损伤领域有着较好的发展, 许多临床使用的保肝类

中药具有促进肝脏血液流量、增强肝细胞修复、提高肝

脏细胞内活性氧自由基清除能力等多方面作用, 可达

到保护肝损伤的效果[4-7]。

山茱萸为山茱萸科植物山茱萸 (Cornus officinalis

Sieb. et Zucc.) 的干燥成熟果肉。山茱萸酸温质润, 性

温而不燥, 补而不峻, 平补肝肾, 贾所学《药品化义》中

有“山茱萸为补肝助胆良品”的记载。现代研究表明,

山茱萸总苷、三萜酸以及炮制后产生的 5-羟甲基糠醛

具有较好的抗肝损伤作用[8-10]。酒蒸山茱萸为山茱萸

临床常用的炮制品, 山茱萸酒蒸后, 其化学成分发生了

质和量的变化。许多研究表明, 山茱萸炮制品降低肝

损伤模型的效果优于其生品, 然而对于其炮制增效的

作用机制尚未有深入的研究[11,12]。

代谢组学目前已逐渐应用于中药炮制机制的研

究。代谢组学通过高通量筛选技术结合数据统计对于

内源性代谢物的全貌概况分析, 符合中药多成分和多

靶点的特性[13,14]。该研究方法通过对生物体血液、尿

液、脑脊液、粪便中代谢物变化的检测, 运用数据统计,

分析中药炮制前后对生物体代谢途径和作用网络的变

化, 以深入探究中药炮制机制[15,16]。Hu等[17]在研究黄

芩酒制机制的过程中, 应用代谢组学技术检测了生、酒

黄芩组大鼠的血浆, 发现了 16种生物标志物, 分析生

黄芩可能是通过调节异常的鞘脂代谢途径来治疗大鼠

急性肺损伤 (ALI), 而酒黄芩则是通过逆转视黄醇代

谢和色氨酸代谢途径的异常来治愈ALI。并通过LPS

诱导的ALI模型, 分别给予生、酒黄芩水煎液, 比较生、

酒黄芩对ALI的干预作用, 发现黄芩酒制品在降低炎

症因子 (NO、TNF-α、IL-6和 IL-8) 水平方面优于黄芩

生品。

因此, 本研究采用基于色谱-质谱联用技术的中药

效应代谢组学表征内源性代谢产物组, 并结合多种经

典药效指标, 比较山茱萸生、制品对补益肝肾的药效强

度, 揭示山茱萸生、制品体内代谢的调控机制, 阐明山

茱萸“蒸制”整体药效的变化规律, 以期进一步完善山

茱萸的系统性研究。

材料与方法

药物 山茱萸产地为浙江磐安, 经南京中医药大

学中药鉴定教研室陈建伟教授鉴定为正品, 即为山茱

萸 (Cornus officinalis Sieb. et Zucc.) 的干燥成熟果肉。

山茱萸制品的炮制方法为: 称取山茱萸 1 kg, 加入黄酒

25% (w/w), 拌匀闷润 1 h, 115 ℃蒸制 1 h, 60 ℃烘干。

分别精确称取山茱萸生、制品各 600 g, 10 倍水浸泡

30 min, 煎煮 1.5 h后 4层纱布过滤, 残渣加入 8倍量水

煎煮1.5 h后4层纱布过滤, 合并滤液, 旋蒸浓缩至生药

量浓度 0.3 g·mL-1, 即得山茱萸生、制品提取液。四氯

化碳 (CCl4, C805332, 上海麦克林生化科技有限公司)、

橄榄油 (欧丽薇兰食用橄榄油, 上海鑫星食品工业有

·· 2411



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(9): 2410 −2418

限公司)、秋水仙碱 (国药准字H53021369, 西双版纳药

业有限公司)。

动物 雄性SD大鼠54只, SPF级, 体重180 ± 220 g,

采购自北京斯贝福生物技术有限公司, 许可证号: SCXK

(京) 2019-0010, 饲养条件: 室温 22～27 °C, 相对湿度

50% ± 5%, 自由摄食及饮水。本实验中的所有动物实

验均按照南京中医药大学动物实验中心饲养和使用指

南进行, 并获得南京中医药大学实验动物伦理委员会

批准 (批准号: 202009A012)。

仪器与试剂 脱水机 (TP1020)、包埋机 (Histo

Core Arcadia)、病理切片机 (RM2265) 均购自德国

Lecia; 冻台 (JB-L5, 武汉俊杰电子有限公司)、组织摊

片机 (KD-P, 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司)、

烤箱 (GFL-230, 天津市莱波瑞仪器设备有限公司)、载

玻片 (188105, 世泰)、正置光学显微镜 (Nikon Eclipse

80i, 日本)。超高效液相色谱仪 (Shimadzu 30AD, 日本);

Triple TOF 5600+系统、数据采集软件 Analyst TF1.6

software、数据处理软件系统PeakViewTM软件和Marker‐

ViewTM软件均来自美国AB Sciex公司; 超声波清洗器

(KQ5300DC型,昆山超声仪器有限公司); SPE固相萃

取小柱 (WATO43395 Waters Sep-pak C18, 上海); 十万分

之一电子天平 (BSA2245-CW, 北京赛多利斯科学仪器

有限公司); 超纯水Milli-Q water由Milli-Q超纯水净化

系统 (Millipore, Intagral-3, 美国) 制备。谷丙转氨酶

(ALT, 20210107)、谷草转氨酶 (AST, 20210107)、羟脯

氨酸 (hydroxyproline, HYP, 20210115) 检测试剂盒均

购自南京建成生物工程研究所; 无水乙醇和二甲苯均购

自南京化学试剂有限公司; HE染色液 (ANG-RS0001)、

Masson染色液 (ANG-RS0046)、分化液 (ANG-FH0003)、

返蓝液 (ANG-FL0007) 均购自南京奥青生物技术有限

公司; 中性树胶 (N116470, 阿拉丁)。

动物分组及给药 54只SD大鼠随机分为 9组, 每

组 6只。空白对照组 (C)、模型组 (M)、阳性药组 (秋水

仙碱 0.2 mg·kg-1, Y)、山茱萸生品低剂量组 (0.3 g·kg-1,

SL)、山茱萸生品中剂量组 (1 g·kg-1, SM)、山茱萸生品高

剂量组 (3 g·kg-1, SH)、山茱萸制品低剂量组 (0.3 g·kg-1,

ZL)、山茱萸制品中剂量组 (1 g·kg-1, ZM)、山茱萸制品高

剂量组 (3 g·kg-1, ZH)。模型组及给药组皮下注射40%四

氯化碳 (CCl4) 橄榄油溶液, 首剂量0.5 mL·100 g-1, 以后

每周 0.3 mL·100 g-1注射 2次, 持续 8周。造模第 3周开

始给予药物干预 (10 mL·kg-1), 空白对照组及模型组灌胃

生理盐水, 阳性药组灌胃秋水仙碱溶液 (0.2 mg·kg-1),

连续给药6周。

样本采集 大鼠末次给药 30 min 后 , 腹腔注射

1.5%戊巴比妥钠 (30 mg·kg-1, ip) 进行麻醉, 麻醉成功

后, 腹主动脉取血3～5 mL。所取血浆置于-80 ℃冰箱

保存备用。血清样本 3 500 r·min-1离心 10 min, 取上清

测定谷丙转氨酶 (ALT)、谷草转氨酶 (AST)。腹主动

脉取血后, 摘取各组大鼠肝脏, 生理盐水清洗, 取1/2肝

脏, 用 4% 多聚甲醛固定, 用作 HE和 Masson染色; 剩

余 1/2肝脏保存于-80 ℃冰箱, 用于测定肝脏中羟脯氨

酸HYP表达。

液相条件 Agilent C18 反相UHPLC柱 (2.1 mm ×

100 mm, 1.8 μm); 柱温: 30 ℃; 流速 0.3 mL·min-1; 流动

相: 乙腈 (B)-0.1%甲酸水 (A); 进样量: 3 μL; 梯度洗脱

程序: 0～3.0 min, 5%～20% B; 3.0～7.0 min, 20%～80%

B; 7.0～30 min, 80%～90% B; 30～32 min, 90%～5%

B; 32～35 min, 5% B。

质谱条件 质谱分别在正离子和负离子检测模式

下操作。具体参数设置如下: 离子源温度: 550 ℃; 离子

喷雾电压: 5 500～4 500 V; 喷雾辅助气体: 氮气; 雾化

气 (Gas 1): 55 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 辅助加热气 (Gas

2): 55 psi; 气帘气 (CUR): 35 psi; 去簇电压 (DP): 60 V;

碰撞能量 (CE): 30 V; TOF MS和 TOF MS/MS的扫描

范围分别为100～2 000 Da和50～1 000 Da。

数据处理 将Analyst软件采集到的各组质谱数

据导入MarkerViewTM, 进行峰对齐和归一化处理, 为挖

掘大鼠肝纤维化相关的潜在生物标志物, 通过SIMCA

软件对空白对照组及模型组质谱数据进行两两对比的

OPLS-DA分析, 以VIP > 1.5为标准筛选出可能对分类

有显著作用的潜在内源性代谢物, 根据其精确的分子

量查询公共数据库 (HMDB) 检索化合物信息, 并结合

文献及MS谱信息共同鉴定潜在生物标志物。将筛选

出的内源性代谢物导入MetaboAnalyst进行代谢通路

的相关分析。

结果

1 山茱萸生、制品提取物对肝纤维化大鼠生化指标的

影响

结果如图 1和表 1所示。空白对照组大鼠血清中

ALT和AST指标水平均在正常范围; 肝纤维化模型大

鼠血清中ALT和AST指标水平与空白对照组相比具

有极显著性差异 (P < 0.01); 秋水仙碱组相较于模型组

ALT 和 AST 指标水平均下降 , 有极显著性差异 (P <

0.01); 山茱萸生品及制品水煎液低、中、高剂量组与模

型组相比ALT和AST指标水平均下调, 有极显著性差

异 (P < 0.01), 且表现出剂量相关性。根据统计结果,

山茱萸制品低、中剂量组逆转ALT指标水平优于其生

品低、中剂量组, 山茱萸生、制品高剂量组之间虽无显

著性差异, 但其制品高剂量组呈现降低趋势; 山茱萸制
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品低、高剂量组逆转AST指标水平优于其生品低、高

剂量组, 山茱萸生、制品中剂量组之间虽无显著性差

异, 但其制品中剂量组呈现降低趋势。综合来看, 山茱

萸制品给药组逆转ALT和AST指标水平优于其生品

给药组。

2 山茱萸生、制品提取物对肝纤维化大鼠肝脏中

HYP表达的影响

结果如图 2和表 1所示。空白对照组大鼠肝脏中

HYP表达水平在正常范围; 模型组大鼠肝脏中HYP表

达水平与空白对照组相比具有极显著性差异 (P < 0.01);

秋水仙碱组相较于模型组HYP表达水平下降, 有极显

著性差异 (P < 0.01); 山茱萸生品及制品水煎液低、中、

高剂量组与模型组相比HYP表达水平均下调, 有极显

著性差异 (P < 0.01), 且表现出剂量相关性。根据统计

结果, 山茱萸制品高剂量组与其生品各剂量组及其制

品低剂量组相比, 逆转HYP表达水平均呈现显著性差

异, 与其制品中剂量组相比虽无显著性差异, 但其结果

呈现下降趋势。综合来看, 山茱萸制品高剂量组逆转

HYP表达水平最佳。

3 山茱萸生、制品提取物干预下的肝纤维化大鼠的肝

脏病理切片

HE和Masson染色结果如图3所示。HE染色结果

显示, 空白对照组肝组织细胞大小形态正常, 肝细胞排

列整齐, 结构清晰; 模型组肝组织损伤严重, 肝细胞明

显水肿、脂肪变性、坏死, 视野中形成可见P-C桥连, 门

管区炎细胞浸润明显, 形成假肝小叶。给予秋水仙碱

和山茱萸生、制品水煎液处理后, 肝组织有好转, 秋水

仙碱组视野中肝细胞明显脂肪变性、坏死, 可见P-C桥

连, 但门管区未见炎细胞浸润。山茱萸生品低、中剂量

组视野中部分肝细胞脂肪变性、坏死, 部分区域组织可

见 P-C及 P-P桥连, 门管区肝细胞明显坏死、炎细胞明

显浸润。山茱萸生品高剂量组视野中部分炎细胞轻度

浸润。山茱萸制品低剂量组视野中明显可见肝细胞脂

肪变性、坏死, P-C桥连明显, 门管区肝细胞明显坏死、

炎细胞浸润。山茱萸制品中剂量组P-C桥连减少, 门管

区炎细胞数目较少、浸润不明显。山茱萸制品高剂量组

视野中可见较大区肝细胞脂肪变性、部分区域局灶性

坏死, 但门管区未见炎细胞浸润。整体上, 山茱萸制品

组对于肝纤维化的肝脏保护效果更佳。

Masson染色结果显示, 空白对照组大鼠肝组织细

胞大小形态正常, 肝细胞排列整齐, 未见明显异常。模

型组大鼠肝组织汇管区扩大, 纤维细胞向肝小叶蔓延

形成纤维间隔, 有假小叶形成。给予秋水仙碱和山茱

萸生、制品水煎液处理后, 相较于模型组, 肝组织形态

有明显改善。山茱萸生品低剂量组肝小叶结构明显破

坏。山茱萸生品中剂量组视野内汇管区纤维组织增生

明显。山茱萸生品高剂量组和山茱萸制品中、高剂量

组纤维增生不明显, 纤维化程度明显弱于模型组。

Table 1 Results of biochemical indicators and HYP expression

(n = 6,
-
x ± s). ##P < 0.01 vs C; **P < 0.01 vs M

Group

C

M

Y

SL

SM

SH

ZL

ZM

ZH

ALT/U·L-1

13.64 ± 1.58

188.22 ± 12.84##

34.56 ± 4.06**

37.19 ± 3.15**

31.27 ± 4.78**

22.18 ± 6.19**

30.68 ± 5.34**

17.49 ± 4.75**

16.87 ± 7.50**

AST/U·L-1

31.26 ± 3.23

165.00 ± 11.94##

44.64 ± 2.99**

72.70 ± 7.01**

54.67 ± 15.78**

41.48 ± 8.92**

58.36 ± 11.42**

43.78 ± 6.00**

31.58 ± 7.93**

HYP/μg·mg-1

0.16 ± 0.02

0.64 ± 0.04##

0.30 ± 0.05**

0.43 ± 0.05**

0.40 ± 0.10**

0.40 ± 0.04**

0.33 ± 0.05**

0.29 ± 0.07**

0.19 ± 0.03**

Figure 2 Results of hydroxyproline (HYP) expression (n = 6,
-
x ± s). ##P < 0.01 vs C; **P < 0.01 vs M; $P < 0.05, $$P < 0.01 vs ZH

Figure 1 Results of biochemical indicators (n = 6,
-
x ± s). ##P < 0.01 vs C; **P < 0.01 vs M; $$P < 0.01 vs SL; ^^P < 0.01 vs SM; ￥P < 0.05 vs

SH. C: Control group; M: Model group; Y: Colchicine group; SL, SM, and SH: Extracts of crude Fructus Corni groups with low, middle,

and high-doses; ZL, ZM, and ZH: Extracts of wine-processed Fructus Corni groups with low, middle, and high-doses
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4 山茱萸生、制品提取物干预下的大鼠肝纤维化血浆

代谢组学分析

4.1 肝纤维化的潜在生物标志物筛选 将空白对照

组和肝纤维化模型组大鼠血浆经UHPLC-Q-TOF-MS/

MS检测后得到的原始数据导入SIMCA进行PCA分析

(图 4a和图 4b)。结果显示, 皮下注射 40% CCl4橄榄油

溶液后, 大鼠体内的小分子代谢物发生了异常改变, 空

白对照组和肝纤维化模型组大鼠样本点完全分离, 表

明模型复制成功。可以通过比较组间内源性代谢物的

变化来寻找差异性代谢物。对空白对照组和模型组进

行OPLS-DA分析, 选择VIP > 1.5的差异变量, 并通过

t-检验对差异变量进行初步筛选 (P < 0.05), 将筛选出

的差异变量荷质比输入HMDB在线数据库进行比对

(质荷比误差为 10 ppm)。在正、负离子模式下 , 以

PeakViewTM同位素误差匹配和二级碎片匹配 > 80%为

标准, 在模型组大鼠血浆中共筛选得到 24种与肝纤维

化发病相关的生物标志物, 结果见表 2。基于Metabo‐

Analyst数据库的 pathway analysis模块, 导入所有差异

代谢物进行代谢通路分析, 共鉴定出 5条与肝纤维化

发病机制相关的代谢通路 (图 5), 分别为: 初级胆汁酸

代谢 (primary bile acid metabolism)、甘油磷脂代谢

(glycerol phospholipid metabolism)、戊糖和葡萄糖醛酸

脂代谢 (pentose and glucuronide metabolism)、视黄醇代

谢 (retinol metabolism)、花生四烯酸代谢 (arachidonic

acid metabolism)。

4.2 山茱萸生、制品提取物对肝纤维化大鼠差异代谢

物的影响 将空白对照组、模型组和山茱萸生、制品高

剂量组共 4组样本的数据进行峰对齐和归一化处理后

的数据导入SIMCA分析。结果显示, 在正、负离子模式

下, 空白对照组与模型组分布于不同的象限区域内, 且

各组内样品点聚集良好 (图 6)。给药组在干预模型大

鼠后, 其回调趋势向空白对照组接近, 且山茱萸制品高

剂量组相较于其生品高剂量组更趋向于空白对照组。

将山茱萸生、制品组的质谱数据导入 Marker‐

ViewTM软件, 对24种内源性成分进行提取分析。在给予

药物治疗后, 一些在病理状态下异常变化的代谢物群能

显著性回调到正常状态的, 即为所要寻找的药效生物标

记物。经给药干预后, 有 10种潜在生物标志物显著回

调。同时, 通过计算这10种潜在生物标志物回调的矫正

率 [(给药组响应值 - 模型组响应值) / (空白对照组响

Figure 4 PCA score plots (a: Negative ion mode; b: Positive ion mode) of plasma samples from blank control and model groups. C: Blank

control group; M: Model group

Figure 3 Effects of crude and processed Fructus Corni groups on liver histopathology of hepatic fibrosis in rats. A-I: HE staining, ×100;

J-R: Masson staining, ×100. A and J: C; B and K: M; C and L: Y; D-F and M-O: SL, SM, and SH; G-I and P-R: ZL, ZM, and ZH
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应值 - 模型组响应值)×100%] 来评价给药后各组药物

的整体疗效 , 结果见表 3 和图 7。相较于山茱萸生品

组, 山茱萸制品组回调趋于正常的标志物效果更佳。

讨论

四氯化碳 (CCl4) 是在啮齿动物肝纤维化和肝硬化

研究中最广泛使用的肝毒素, 它模拟了与毒性损伤有关

的人类慢性疾病。CCl4的肝脏生物转化依赖于CYP2E1,

生成三氯甲基自由基, 三氯甲基自由基参与多种自由

基反应和脂质过氧化过程, 导致了一种由小叶中心肝

细胞坏死、巨噬细胞活化和炎症反应诱导形成的急性

期反应, 该过程产生一些促进肝干细胞 (HSC) 激活的

细胞因子, 从而促进肝纤维化[18]。

本研究以皮下注射 40% CCl4橄榄油溶液复制肝

纤维化模型 , 采用 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 分析手段 ,

并结合经典的药效指标检测, 开展了山茱萸生、制品提

取物干预下的肝纤维化大鼠血浆代谢组学研究。药效

学结果表明, 皮下注射 40% CCl4橄榄油溶液可诱导肝

纤维化, 生化指标ALT和AST、肝脏羟脯氨酸HYP显

著升高 (P < 0.01)。HE 和 Masson 染色可见明显的肝

细胞破坏、炎性浸润以及纤维增生。给予山茱萸生、制

Figure 5 Pathway analysis of differential metabolites. A: Primary

bile acid metabolism; B: Glycerol phospholipid metabolism; C:

Pentose and glucuronide metabolism; D: Retinol metabolism; E:

Arachidonic acid metabolism

Figure 6 OPLS-DA score plot of plasma samples from blank

control group, model group, and crude and wine-processed Fructus

Corni groups with high-dose

Table 2 Results of identified key potential biomarkers.↑ and ↓ represent higher and lower compared to blank control group

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

m/z
405.264 1
407.280 4
391.284 8
357.280 3
526.292 6
568.340 5
478.293 3
544.341 0
528.308 5
570.355 1
546.356 3
452.277 4
480.308 3
522.356 5
506.325 4
548.372 6
510.356 4
482.324 7
524.371 6
782.569 5
538.387 8
301.217 4
327.232 7
303.233 9

tR/min
12.24
12.58
12.69
13.37
13.48
13.50
13.51
13.54
13.55
13.67
13.79
13.80
13.99
14.01
14.02
14.21
14.25
14.72
14.77
14.97
15.19
15.60
16.07
16.30

HMDB ID
HMDB0000502
HMDB0000505
HMDB0002536
HMDB0002007
HMDB0011496
HMDB0010404
HMDB0011477
HMDB0010396
HMDB0011493
HMDB0010403
HMDB0010393
HMDB0011473
HMDB0011475
HMDB0061701
HMDB0011482
HMDB0010392
HMDB0012108
HMDB0010381
HMDB0010384
HMDB0008170
HMDB0011490
HMDB0003598
HMDB0035185
HMDB0001043

Identification
7alpha,12alpha-Dihydroxy-3-oxo-5beta-cholan-24-oic acid
Allocholic acid
Isodeoxycholic acid
Tetracosahexaenoic acid
LysoPE(0∶0/22∶6)
LysoPC(22∶6/0∶0)
LysoPE(0∶0/18∶2)
LysoPC(20∶4/0∶0)
LysoPE(0∶0/22∶4)
LysoPC(22∶5/0∶0)
LysoPC(20∶3)
LysoPE(0∶0/16∶0)
LysoPE(0∶0/18∶1)
2-Oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
LysoPE(0∶0/20∶1)
LysoPC(20∶2/0∶0)
LysoPC(17∶0/0∶0)
LysoPC(15∶0)
LysoPC(18∶0)
PC(18∶3(6Z,9Z,12Z)/18∶1(9Z))
LysoPE(0∶0/22∶0)
Retinyl ester
Retinol acetate
Arachidonic acid

Adduct
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

Formula
C24H38O5

C24H40O5

C24H40O4

C24H36O2

C27H44NO7P
C30H50NO7P
C23H44NO7P
C28H50NO7P
C27H48NO7P
C30H52NO7P
C28H52NO7P
C21H44NO7P
C23H46NO7P
C26H52NO7P
C25H50NO7P
C28H54NO7P
C25H52NO7P
C23H48NO7P
C26H54NO7P
C44H80NO8P
C27H56NO7P
C20H30O2

C22H32O2

C20H32O2

Trend
↑
↑
↑
↑
↑
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↓
↓
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品水煎液后, ALT、AST、HYP表达均下调, 炎性浸润减

少, 纤维增生改善。说明山茱萸具有良好的抗肝纤维

化作用, 且制品效果优于生品, 其中以制品高剂量改善

肝纤维化效果最佳。

代谢组学分析显示, 模型组与空白对照组血浆样

本可明显分为两类。给予山茱萸生、制品水煎液后, 给

药组与模型组分离并向空白对照组移动, 提示山茱萸

可干预模型组肝纤维化, 恢复机体代谢紊乱。与空白对

照组相比, 模型组经筛选鉴定得到 24种与肝纤维化相

关的潜在生物标志物, 主要参与初级胆汁酸代谢、甘油

磷脂代谢、戊糖和葡萄糖醛酸脂代谢、视黄醇代谢、花

生四烯酸代谢。这些代谢通路对应的差异性代谢物对

Table 3 Callback effects of pharmacodynamic biomarkers related to pathogenesis of hepatic fibrosis after drug intervention

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

m/z

568.340 5
544.341 0
528.308 5
570.355 1
546.356 3
524.371 6
538.387 8
301.217 4
327.232 7
303.233 9

tR/min

13.50
13.54
13.55
13.67
13.79
14.77
15.19
15.60
16.07
16.30

HMDB ID

HMDB0010404
HMDB0010396
HMDB0011493
HMDB0010403
HMDB0010393
HMDB0010384
HMDB0011490
HMDB0003598
HMDB0035185
HMDB0001043

Identification

LysoPC(22∶6/0∶0)
LysoPC(20∶4/0∶0)
LysoPE(0∶0/22∶4)
LysoPC(22∶5/0∶0)
LysoPC(20∶3)
LysoPC(18∶0)
LysoPE(0∶0/22∶0)
Retinyl ester
Retinol acetate
Arachidonic acid

Correction rate

(crude Fructus Corni)

79.86%
87.22%
97.02%

116.54%
114.37%
102.01%
114.41%
132.94%
111.55%
148.35%

Correction rate (wine-

processed Fructus Corni)

108.19%
99.38%

101.37%
102.65%
108.93%
114.74%
118.79%
121.73%
108.62%
116.74%

Figure 7 Heatmap of differential abundance of metabolites in model group, and crude and wine-processed Fructus Corni groups with high-

dose. Rows represent samples; columns represent metabolites. The degree of color saturation indicates the metabolite expression values with

blue representing the lowest expression and red representing the highest expression
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疾病的发生和发展产生重要的影响。山茱萸生、制品

水煎液对其中10种标志物有着不同程度的回调作用。

甘油磷脂在机体中含量丰富, 其中溶血磷脂酰胆碱

(LPC) 和溶血磷脂酰乙醇胺 (LPE) 共同约占细胞膜磷

脂类成分的 50%, 此外还参与细胞膜对蛋白质的识别

和信号传导等。当肝脏受损, 蛋白质激酶C (PKC) 途径

激活, 肝脏中磷脂酶A2 (PLA) 活性增强, LPC和 LPE

含量降低, 而LPC和LPE是磷脂酰胆碱经PLA降解生

成的产物, 因此溶血磷脂的不足反映了磷脂酰胆碱的

不足[19,20]。磷脂酰胆碱类物质含量变化与机体免疫和

炎症反应的激活密切相关。本研究结果与文献报道一

致, 相比于空白对照组, 模型组的 LPC和 LPE含量显

著下降。给予山茱萸水煎液后, LPC和LPE回调并趋

于正常水平。根据表 3的计算可知, 山茱萸制品对于

LysoPC (22∶6/0∶0)、LysoPC (20∶4/0∶0)、LysoPE (0∶0/

22∶4) 等的回调水平优于其生品。

视黄醇代谢可促进HSC的活化, 促进肝纤维化。

肝星状细胞 (HSC) 是储存视黄酯 (retinyl ester) 的主要

细胞, 视黄酯可以激活 JAK2/STAT5信号通路, 并上调

固醇调节元件结合蛋白的表达来抑制肌成纤维细胞标志

物的产生, 可以维持HSC的静止状态, 预防肝纤维化的

发生[21,22]。在CCl4诱导的大鼠肝纤维化进程中, 肝脏中

的视黄酯和视黄醇乙酸酯水平明显下降, 导致HSC激

活, 视黄醇受体信号转导增强, 活化TGF-β, 随后诱导肝

纤维化。给予模型组大鼠山茱萸水煎液后可回调视黄酯

的水平, 山茱萸生品水煎液回调了132.94%, 山茱萸制品

水煎液回调了121.73%, 山茱萸制品的回调水平更趋于

空白对照组。

花生四烯酸在正常生理状态下主要以磷脂的形式

存在于细胞膜上, 在调节肝脏生理和病理的过程中至

关重要。当肝实质细胞膜受到刺激时, 花生四烯酸经环

氧合酶转化生成前列腺素, 进一步激活扩大炎症反应

导致更为严重的肝损伤[23,24]。本研究结果显示, 在CCl4

的刺激下, 花生四烯酸代谢紊乱, 给予山茱萸水煎液后

回调。

综上所述, 肝纤维化的发生是多条代谢通路的共

同作用产生的, 山茱萸生、制品水煎液可通过回调溶血

磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰乙醇胺、视黄酯、视黄醇乙酸

酯、花生四烯酸等多种生物标志物, 干预肝纤维化的进

程, 从而发挥抗肝纤维化的作用。结合药效指标与回

调水平, 山茱萸制品在调节甘油磷脂代谢、视黄醇代

谢、花生四烯酸代谢方面效果更佳, 因此表现出更好的

抗肝纤维化效果, 进而从血浆代谢的角度阐明了山茱

萸蒸制增效的机制。
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