
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(4): 1115 −1122

基于UHPLC-Q-TOF/MS的大黄治疗血瘀证的多元统计分析及

代谢调控机制研究

王艳霞, 沈 霞*, 颜永刚*, 彭 亮, 杨冰月, 平 凡, 朱 琳, 佘鑫华

(陕西中医药大学药学院, 陕西省秦岭中草药应用开发工程技术研究中心, 陕西 咸阳 712046)

摘要: 基于超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱仪 (UHPLC-Q-TOF/MS) 研究大黄治疗血瘀证的多元统计分

析及代谢调控机制。本研究运用多元统计分析对血瘀证模型大鼠血浆样本中具有显著调节作用的代谢物进行差异特

征综合分析, 分析大黄调节血瘀证的差异代谢物的变化, 并对已鉴定的代谢物进行通路富集分析。结果显示, 模型组

与对照组大鼠血浆差异代谢物区分度良好 (Q2 > 0.5), 44个差异代谢物均有不同程度的回调。PC(15∶0/20∶2(11Z,14Z))、

PC(18∶1(9Z)/18∶1(9Z))、水杨醛和乙醇酸的表达量在血瘀证大鼠模型中下调, 给予大黄可使之上调。(±)8-HETE、牛

磺脱氧胆酸和 γ-鼠胆酸的表达量在血瘀证大鼠模型中上调, 给予大黄可使之下调。差异代谢物富集于 97条代谢通

路, 涉及脂质代谢途径、炎症因子和免疫途径和类固醇激素合成途径等过程。本研究从血浆代谢的角度阐明了大黄

治疗血瘀证的机制, 为大黄的进一步开发及临床应用提供理论依据。本研究已获得陕西中医药大学实验动物伦理

委员会批准 (批准号: SUCMDL20210309002)。
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Research on multivariate statistical analysis and metabolic

regulation mechanism of Rhei Radix et Rhizoma treating blood

stasis syndrome based on UHPLC-Q-TOF/MS
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Abstract: To study the multivariate statistical analysis and metabolic regulation mechanism of rhubarb in the

treatment of blood stasis syndrome through the ultra-performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight

tandem mass spectrometry (UHPLC-Q-TOF/MS). In this study, multivariate statistical analysis was used to

comprehensively analyze the differential characteristics of metabolites with significant regulatory effect in plasma

samples of blood stasis model rats, analyze the changes of differential metabolites of rhubarb regulating blood stasis

syndrome, and analyze the pathway enrichment of identified metabolites. The results showed that the differentiation

of plasma differential metabolites between the model group and the control group was good (Q2 > 0.5), and 44

differential metabolites all had different degrees of callback. The expressions of PC(15∶0/20∶2(11Z,14Z)), PC(18∶1
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(9Z)/18∶1(9Z)), salicylaldehyde and glycolic acid were down-regulated in the rat model of blood stasis syndrome,

and rhubarb could up-regulate them. The expression levels of (±)8-HETE, taurodeoxycholic acid and γ-murocholic

acid were up-regulated in the blood stasis rat model, which could be down-regulated by rhubarb. Differential

metabolites are enriched in 97 metabolic pathways, involving lipid metabolism pathways, inflammatory factors and

immune pathways, and steroid hormone synthesis pathways. This study clarified the mechanism of rhubarb in the

treatment of blood stasis syndrome from the perspective of plasma metabolism, and provided a theoretical basis for

the further development and clinical application of rhubarb. This study has been approved by the experimental

animal Ethics Committee of Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine (No. SUCMDL202103009002).

Key words: Rhei Radix et Rhizoma; blood stasis syndrome; metabolomics; differential metabolite; mechanism

of action

血瘀证是指人体内血行不畅、壅阻血脉或血溢脉

外、停积为瘀的证候[1]。血瘀证涉及多种疾病, 如冠心

病心绞痛、糖尿病、肝硬化、痛经等[2,3]。《灵枢·痈疽》

云:“血泣则脉不通”,“邪与气血两凝, 结聚络脉”, 表明

血瘀证主要体现在血液流动性、凝滞性与黏度的变化。

而气血运行不畅所致瘀血阻滞经脉, 血不循经, 引发机

体异常出血, 反复不止, 即凝血系统异常[4]。现代医学

研究表明, 血瘀证的治疗策略包括改善血流动力学、改

善血液流变学、调节微循环障碍、调节炎症反应、抗血

栓、改善血管内皮功能等作用[5]。《神农本草经》始记大

黄 (Rhei Radix et Rhizoma)“下瘀血 , 血闭 , 破瘴瘕积

聚”。现代研究表明大黄活血祛瘀功效的药理作用基

础是改善微循环、改善血液流变性、抗血栓等[6]。这与

现代医学对血瘀证的认识不谋而合。然而, 由于血瘀

证病理机制比较复杂, 目前大黄治疗血瘀证的作用机

制尚未完全阐明。前期的工作中, 本课题组基于大黄

成分的积累特征进行研究[7], 并对大黄-桃仁药对治疗

寒凝血瘀模型的血液流变学和凝血四项作用进行研

究[8]。已有的研究也报道了大黄及其单体的活血化瘀

作用, 尤其在大黄活性成分含量方面进行了总结。研

究结果证实, 大黄蒽醌类化合物的母核结构引入氨基、

取代氨基、烃基和阳离子成盐后的水溶性明显提高, 活

血作用增强[9,10]。当游离蒽醌衍生物中的 8位羟基被

葡萄糖基取代时, 大黄结合型蒽醌糖苷的水溶性增大,

同时对于血小板的亲和力增强[11]。上述内容为本研究

的深入开展提供了依据。

代谢组学是机体受外源及内源性刺激后, 对动态

应答产生的小分子代谢物的定量测定, 已被广泛用于

探究疾病的分子机制[12]。Sheng等[13]利用代谢组学探

索复方二仙汤调节双侧去卵巢大鼠脂质代谢紊乱特

征。Gao等[14]借助代谢组学发现逍遥散抗抑郁与其调

节能量代谢和神经递质有关。Xu等[15]采用代谢组学

研究了瓜蒌-薤白药对可干预动脉粥样硬化小鼠肝脏

甘油磷脂及鞘脂的代谢紊乱从而抑制动脉粥样硬化疾

病。因此, 采用代谢组学定性定量检测血浆中的小分

子代谢物, 并挖掘相应的差异代谢物和代谢通路对阐

释大黄治疗血瘀证的代谢作用机制有重要意义。

本研究以大黄为研究对象, 通过检测大鼠血液流变

学及凝血功能指标, 采用UHPLC-Q/TOF-MS对空白组、

血瘀证组和给药组大鼠血浆中的内源性代谢物进行分

析鉴定。采用多元统计分析方法进行代谢特征综合分析,

归纳并总结大黄调节血瘀证过程中的关键差异代谢物

和差异代谢通路, 为深入探讨该药及其相关复方的治

疗作用和血瘀证相关疾病的药效作用机制奠定基础。

材料与方法

仪器与试剂 QTOF/MS-6545质谱仪、1290 Infinity

LC 超高效液相色谱仪 (美国 Aglient公司); 涡旋混合

器 MIX-200 (上海净信实业发展有限公司); 离心机

5427R (德国艾本德公司); 甲醇 (德国Merck公司)、乙

腈 (德国Merck公司)、甲酸 (美国Thermo Fisher公司)、

2-氯苯丙氨酸 (美国Thermo Fisher公司) 均为分析纯;

大黄采于陕西省镇巴县, 经陕西中医药大学中药鉴定

教研室胡本祥教授鉴定为药用大黄 Rheum officinale

Baill. 的根及根茎 ; 盐酸肾上腺素注射液 ( 批号

H42021700) 购自中国武汉市大药业有限公司; 3.2%柠

檬酸钠抗凝管 (批号 20200607)、肝素钠抗凝管 (批号

20190905) 购自于利医疗器械有限公司; 凝血酶原时

间试剂盒 (批号 20190214)、活化部分凝血活酶时间

试剂盒 (批号 20190214)、凝血酶时间试剂盒 (批号

20190114) 和血浆纤维蛋白原试剂盒 (批号 20192012)

购自中国泰州中勤世帝生物技术有限公司; 实验中使

用的水通过使用Milli-Q水净化系统 (美国Millipore公

司) 进行净化。

实验动物 雌性健康 SD (Sprague-Dawley) 大鼠

(200 ± 20 g), 购自西安交通大学医学部实验动物中心, 动

物许可证号: SCXK (陕) 2018-001。所有程序均按照中

华人民共和国国家科学技术委员会颁布的《实验动物管
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理条例》进行。本研究已获得陕西中医药大学实验动

物伦理委员会批准 (批准号: SUCMDL20210309002)。

样品制备 称取 3份大黄, 每份 500 g。均用 8倍

量的水进行热回流提取 1 h。自然冷却后 , 倾出水煎

液, 加入 6倍量的水进行再次热回流提取 1 h, 滤过, 倾

出水煎液。自然冷却后, 合并水煎液进行 70 ℃水浴浓

缩至相当于生药1 g·mL-1, 冷藏备用。

动物分组、造模与给药 将 48只雌性 SD大鼠随

机分为 6组 (每组 8只), 即为空白对照组 (control, C)、

模型组 (model, M)、大黄低剂量组 (extracts of rhubarb

with low doses, RRR-L)、大黄中剂量组 (extracts of

rhubarb with middle doses, RRR-M)、大黄高剂量组

(extracts of rhubarb with high doses, RRR-H)、复方丹

参滴丸阳性对照组 (compound Danshen dripping pills,

CDDP)。RRR-L组给药剂量为1.8 g·kg-1, 相当于临床等

效剂量的2倍; RRR-M组给药剂量为3.6 g·kg-1, 相当于

临床等效剂量的 4倍; RRR-H组给药剂量为 7.2 g·kg-1,

相当于临床等效剂量的 8 倍 ; CDDP 组给药剂量为

0.073 g·kg-1; 空白组、模型组给予相应容积的纯净水。

大鼠均统一按体重灌胃给药, 每日 1次, 连续给药 7天,

药物剂量换算公式如下: 人每日剂量 × 0.018 / 200 ×

1 000 × 临床等效剂量。于第8天除空白组外其余各组

大鼠皮下注射给予盐酸肾上腺素注射液 0.8 mg·kg-1,

共 2次, 间隔时间为 4 h, 第 1次给予盐酸肾上腺素 2 h

后将大鼠置于 0～2 ℃冰水中游泳 10 min, 造成大鼠急

性血瘀模型[16]。第 2次给予盐酸肾上腺素后, 禁食不

禁水。于末次给药后 12 h 用异戊巴比妥腹腔注射麻

醉, 腹主动脉取血。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。

样本前处理 取样本100 μL加入到对应的已编号

的 1.5 mL离心管中, 加入 300 μL纯甲醇 (含 1 μg·mL-1

的 2-氯苯丙氨酸) 除去血浆中的蛋白。涡旋 2 min, 放

入-20 ℃冰箱孵育 0.5 h。在 4 ℃、12 000 r·min-1条件下

离心 10 min; 取 200 μL上清液转移至新的 1.5 mL离心

管中, -20 ℃静置 0.5 h。再将上清液在 12 000 r·min-1、

4 ℃条件下离心 15 min。取上清液于进样瓶中, 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。

色谱条件 色谱柱: WatersACQUITY UHPLC HSS

T3 C18 (1.8 µm, 2.1 mm × 100 mm); 溶剂体系: 0.04%

乙酸/水 (A) 和 0.04%乙酸/乙腈 (B) 为流动相; 梯度程

序 : 0～3 min, 5%～21% B; 3～5 min, 21%～50% B;

5～9 min, 50%～70% B; 9～10 min, 70%～95% B; 10～

14 min, 95%～5% B。柱温: 35 ℃; 流速: 0.3 mL·min-1;

进样量: 1 μL。

质谱条件 采用电喷雾离子源, 型号: Agilent 6410A;

正负离子模式质谱参数: 干燥器流速: 8 L·min-1; 雾化

器压力: 40 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 雾化器温度: 325 ℃;

碎裂电压: 135 V。

数据分析和模式识别分析 首先 , 通过 Proteo

Wizard软件转换为mzML格式。峰提取、对准和保留时

间校正由XCMS程序执行。支持向量回归模型用于校

正峰面积。每组样品中的缺失率 > 50%的峰均应过滤。

之后, 通过搜索实验室的自建数据库并整合公共数据

库和metDNA, 可以获得代谢识别信息。最后, 通过R

程序进行统计分析。统计分析包括单变量分析和多变

量分析。单变量统计分析包括 t检验和方差多重分析。

多元统计分析包括主成分分析 (principal component

analysis, PCA)、偏最小二乘判别分析 (partial least

squares discrimination analysis, PLS-DA) 和正交偏最小

二乘判别分析 (orthogonal projection to latent structure

discrimination analysis, OPLS-DA)。

统计学分析 使用 IBM SPSS Statistics 21.0统计

软件进行数据统计分析, 组间数据采用单因素方差分

析 (one-way ANOVA), 两组样本分析采用独立样本 t

检验, 分析数据以P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1 各组大鼠凝血功能与血液流变学指标的变化

结果如图 1所示, 与空白组相比, 模型组的全血黏

度 (whole blood viscosity, WBV) 和血浆黏度 (plasma

viscosity, PV) 显著升高 (P < 0.05), 表示造模成功。与

模型组相比 , RRR-L、RRR-M、RRR-H 和 CDDP 组对

WBV (1 s-1)、WBV (5 s-1)、WBV (50 s-1)、WBV (100 s-1)、

WBV (200 s-1) 均有显著改善作用 (P < 0.01), CDDP组

和RRR-L组对 PV均有改善作用 (P < 0.05), 表明大黄

具有调节血液流变学的作用。如图2所示, 与空白组相

比, 模型组的凝血酶时间 (thrombin time, TT)、凝血酶

原时间 (prothrombin time, PT) 和活化部分凝血活酶时

间 (activated partial thromboplastin time, APTT) 水平显

著降低 (P < 0.05), 血浆纤维蛋白原 (plasma fibrinogen,

FIB) 水平显著升高 (P < 0.05)。与模型组相比, 大黄组

的TT、PT、APTT和FIB水平有不同程度的回调。特别

是大黄治疗可以显著回调模型组的 APTT (P < 0.05);

RRR-L 组显著回调 PT 和 APTT 的异常 (P < 0.05);

RRR-M 组显著回调 APTT 的异常 (P < 0.01); RRR-H

组显著回调TT和APTT (P < 0.05或P < 0.01) 的异常。

CDDP组显著回调APTT和 PT的异常 (P < 0.05或P <

0.01)。上述结果表明大黄具有调节凝血功能的作用。
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2 代谢组学多元统计分析

PCA3D结果显示, 在负 (图 3A) 正 (图 3B) 离子下

空白组、模型组和给药组富集趋势均有所区别。

OPLS-DA结果显示空白组与模型组分离明显, 负离子

模式 (图 4A) R2X = 0.369, R2Y = 0.995, Q2 = 0.837, 正离

子模式 (图 4B) R2X = 0.451, R2Y = 0.989, Q2 = 0.876, 证

明模型的可靠程度较高。模型组与给药组分离明显, 负

离子模式 (图 4C) R2X = 0.387, R2Y = 0.992, Q2 = 0.868,

正离子模式 (图4D) R2X = 0.32, R2Y = 0.997, Q2 = 0.835。

对模型进行 200次随机排列组合实验, 验证了数据多

元分析模型的有效性 (图 4E、F)。结果表明各组之间

代谢轮廓存在明显差异, 即各组之间血浆代谢物发生

了变化。

3 差异代谢物筛选

根据 VIP ≥ 1, P < 0.05, 差异倍数 ≥ 2 或差异倍

数 ≤ 0.5为标准筛选大黄调节血瘀证大鼠的血浆差异

代谢物。在正负离子模式下, 分别鉴定正常组和模型

组、模型组和 RRR-H 组的差异代谢物。与空白组相

比, 模型组中共有 226个代谢物发生显著性变化, 与模

型组相比, RRR-H组共有 155个代谢物发生显著性变

化。44 个差异代谢物在三组中均发生显著变化 (图

5), 其中 39个差异代谢物在空白组与模型组、模型组

与RRR-H组中的变化趋势相反。即 (±)8-HETE、牛磺

脱氧胆酸、γ-鼠胆酸、2-甲酰氨基苯甲醛、四氢蝶酰二

谷氨酸、视黄酸和乙酰氧基-8-姜酚等 21个显著上调的

差异代谢物转为下调。PC(15∶0/20∶2(11Z,14Z))、PC

(18∶1(9Z)/18∶1(9Z))、水杨醛、乙醇酸、马尿酸、水苏碱、

柠檬酸、甲硫氧嘧啶和去甲哌啶等 18个显著上调的差

异代谢物转为下调。差异代谢物按化学类别分可分为

氨基酸、脂肪酸、糖类、有机酸类、酚类、苯丙酸类等物

质, 按代谢过程可分为脂质代谢类、花生四烯酸代谢

类、氨基酸代谢类等。结果表明, 大黄可以通过调节PC

(15∶0/20∶2(11Z, 14Z))、PC(18∶1(9Z)/18∶1(9Z))、(± )8-

HETE、牛磺脱氧胆酸、γ-鼠胆酸等差异代谢物治疗血

瘀证。

4 代谢通路分析

为了获得上述代谢物的表达信息, 作者进行了代

谢途径富集分析。在空白组和模型组中共发现97条差

Figure 1 The effect of rhubarb on the hemorheology function of rats with blood stasis syndrome (n = 6,
-
x ± s). WBV: Whole blood

viscosity; PV: Plasma viscosity; C: Control group; M: Model group; CDDP: Compound Danshen dripping pills; RRR-L, RRR-M and

RRR-H: Extracts of rhubarb with low, middle, and high-doses. A: The influence of each group on WBV (1 s-1); B: The influence of each

group on WBV (5 s-1); C: The influence of each group on WBV (50 s-1); D: The influence of each group on WBV (100 s-1); E: The influence

of each group on WBV (200 s-1); F: The influence of each group on PV (1 s-1). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs C; *P < 0.05, **P < 0.01 vs M
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异代谢途径, 在模型组和RRR-H组共发现74条代谢途

径, 此处选择了具有统计学意义的 (P < 0.05) 前 20条

代谢途径。图6A为正负离子下空白组和模型组的差异

代谢途径, 图6B为正负离子下模型组和RRR-H组的差

异代谢途径, 其显著富集于脂质代谢、炎症因子和免疫

和类固醇激素合成等。脂质代谢途径包括亚油酸代谢

和不饱和脂肪酸等。炎症因子和免疫途径包括花生四

烯酸代谢。类固醇激素合成途径包括类固醇激素生物

合成。氨基酸代谢途径包括苯丙氨酸代谢和色氨酸代

谢等。结果表明大黄可通过脂质代谢途径、炎症因子、

免疫途径和类固醇激素合成途径治疗血瘀证。

讨论

本研究采用冰水暴露模拟大鼠的气滞状态, 导致

血瘀证的发生。利用 UHPLC-QTOF/MS 技术和多元

统计分析方法分别比较了对照组与模型组、模型组与

给药组大鼠血浆中的代谢物, 发现了大黄影响血瘀证

的 44个差异代谢物, 97条差异代谢通路。主要结果包

括: ① 磷脂酰胆碱通过调节亚油酸代谢、花生四烯酸

Figure 2 The effect of rhubarb on blood coagulation function in rats with blood stasis syndrome (n = 6,
-
x ± s). APTT: Activated partial

thromboplastin time; PT: Prothrombin time; TT: Thrombin time; FIB: Plasma fibrinogen. A: The influence of each group on APTT; B: The

influence of each group on PT; C: The influence of each group on TT; D: The influence of each group on FIB. #P < 0.05 vs C; *P < 0.05,
**P < 0.01 vs M

Figure 3 PCA chart of rat plasma metabolites. A: Negative ion mode; B: Positive ion mode
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代谢、不饱和脂肪酸的生物合成途径调节脂质代谢功

能。② 花生四烯酸及其代谢产物 (类花生酸) 可以促

进促炎细胞因子的表达和炎症反应。③ 通过调节牛磺

脱氧胆酸、γ-鼠胆酸改善类固醇激素的生物合成途径。

脂质代谢途径包括亚油酸代谢、α-亚麻酸代谢、花

生四烯酸代谢、不饱和脂肪酸的生物合成等。在本研

究中 , 与空白组相比 , 模型组中的 PC(15∶0/20∶2(11Z,

14Z)) 和PC(18∶1(9Z)/18∶1(9Z)) 水平下调。与模型组相

Figure 4 OPLS-DA diagram of rat plasma metabolites. A: Control group and model group in negative ion mode; B: Control group and

model group in positive ion mode; C: Model group and Rhubarb with high-doses group in negative ion mode; D: Model group and rhubarb

with high-doses group in positive ion mode; E: Random permutation and combination experiment in negative ion mode; F: Random permu‐

tation and combination experiment in positive ion mode

Figure 5 Violin diagram of differential metabolite expression levels. A: Differential metabolite in control group and model group; B:

Differential metabolite in model group and rhubarb with high-doses group
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比, RRR-H组中的PC(15∶0/20∶2(11Z,14Z)) 和PC(18∶1

(9Z)/18∶1(9Z)) 水平上调。这与之前的研究一致[17-19],

磷脂酰胆碱是细胞膜结构中的主要磷脂, 参与氧化应

激作用[20], 磷脂酰胆碱调节血小板合成途径, 调节血栓

形成和炎症作用[21], 说明磷脂酰胆碱的代谢异常可能

与血瘀证的发生和发展有关。

花生四烯酸代谢途径涉及前列腺素、血栓烷素和

白细胞三烯等二十碳衍生物的直接前体的合成, 类二

十碳烷酸对血液流变学、血管弹性、和血小板激活等具

有重要的调节作用。在本研究中, 与空白组相比, 模型

组大鼠体内的 (±)8-HETE的水平高于健康大鼠, 9,10-

二羟基-12Z-十八碳烯酸的水平低于健康大鼠。大黄

可以改善血瘀证大鼠体内 (±)8-HETE和 9,10-二羟基-

12Z-十八碳烯酸的异常水平。研究表明, 血瘀证的发

病机制与炎症因子和免疫途径有关[22]。花生四烯酸及

其代谢产物可以促进促炎细胞因子的表达和炎症反

应[23]。花生四烯酸主要通过环氧合酶和脂肪加氧酶进

行合成, 可以激活在血管平滑肌细胞上表达的G蛋白

偶联受体, 从而引起炎症反应[24]。因此, 推测血瘀证的

发生与花生四烯酸代谢紊乱引起的炎症有关。此外,

大黄可预防血瘀证的发生并抑制血瘀证的炎症状态。

类固醇激素的生物合成代谢途径主要包括雄激素

和雌激素的产生。在本研究中, 与正常组对照相比, 模

型组大鼠体内的牛磺脱氧胆酸、γ-鼠胆酸代谢物水平

升高, 而大黄可明显改善其异常水平, 表明类固醇激素

可能参与了血瘀证的发展。花生四烯酸环氧合酶产物

促进类固醇生成急性调节基因表达 , 生成类固醇激

素[25]。一项研究表明, 肝硬化失代偿期患者的促肾上

腺皮质激素、糖皮质激素水平与血瘀证有一定的相关

性[26]。糖皮质激素能刺激骨髓造血功能使红细胞和血

红蛋白含量增加。大剂量可使血小板和纤维蛋白原增

加, 缩短凝血酶原时间, 刺激骨髓中的中性粒细胞释放

入血而使中性粒细胞数增多的同时也使白细胞总数增

加[27]。此外, 伴有血瘀证的原发性痛经与类固醇激素

合成途径有关[28]。

本文基于 UHPLC-QTOF/MS 和多元统计分析研

究大黄调节血瘀证的代谢机制, 初步证实了大黄通过

调节脂质代谢途径、炎症因子和免疫反应途径及类固

醇激素途径调节血瘀证, 为大黄的临床用药提供了参

考, 同时也为其他多功效中药的代谢机制研究提供了

新的思路和方法。
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