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大黄-桃仁调控子宫腺肌病小鼠粪便代谢谱的机制研究

付先芸, 毛 萍, 易永丽, 陈佩佩*, 屈 赵*

(三峡大学医学院, 三峡大学国家中医药管理局中药药理科研三级实验室, 湖北 宜昌 443000)

摘要: 采用粪便代谢组方法探究活血化瘀药对大黄-桃仁对子宫腺肌病 (adenomyosis, AM) 小鼠粪便代谢特征

的调控机制。子宫腺肌病造模采用垂体移植法, 造模给药结束后, 收集小鼠粪便样本。使用液质联用 (LC-MS) 技

术进行非靶向代谢组学研究, 比较各组小鼠粪便的代谢特征, 寻找肠道差异代谢物及潜在的差异代谢通路。结果显

示, 与正常组相比, 5-羟基-L-色氨酸、组氨酸、L-乙酰肉碱、16-羟基十六烷酸、血栓素B2等显著上调, L-尿胆素和前列

腺素D3在模型组粪便中发生下调, 经大黄-桃仁治疗后均发生回调。代谢通路富集分析结果显示, 色氨酸代谢及组

氨酸代谢是大黄-桃仁对AM肠道代谢主要干预通路。本研究发现, 大黄-桃仁治疗AM的潜在机制与干预AM肠道

色氨酸、组氨酸、胆汁酸、胆碱及花生四烯酸的代谢、调控促炎微环境及脂肪酸代谢稳态有关。本研究已获得三峡大

学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 20190801)。
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Abstract: This paper aims to investigate the regulatory mechanism of blood-activating and stasis-dissipating

drugs on fecal metabolic characteristics of rhubarb-peach kernel in mice with adenomyosis (AM) using fecal

metabolome method. Adenomyosis was modeled by pituitary transplantation, and after the end of modeling

administration, fecal samples were collected from mice. Non-targeted metabolomics studies were performed using

liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) to compare the metabolic characteristics of the feces of mice

in each group and to find intestinal differential metabolites and potential differential metabolic pathways. The

results showed that compared with the normal group, 5-hydroxy-L-tryptophan, histidine, L-acetylcarnitine, 16-

hydroxy hexadecanoic acid, thromboxane B2, etc. were significantly up-regulated, L-urobilin and prostaglandin D3

were down-regulated in the feces of the model group, and were reversed after treatment with the rhubarb-peach

kernel. The results of metabolic pathway enrichment analysis showed that tryptophan metabolism and histidine

metabolism were the main intervention pathways of the rhubarb-peach kernel on AM intestinal metabolism. This

study found that the underlying mechanism of the rhubarb-peach kernel in the treatment of AM is related to the

intervention of intestinal metabolism of tryptophan, histidine, bile acid, choline and arachidonic acid, and the

regulation of pro-inflammatory microenvironment and fatty acid metabolic homeostasis. This study has been

approved by the Experimental Animal Ethics Committee of China Three Gorges University (No. 20190801).
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代谢是细胞功能的基础。作为非肿瘤性疾病, 子

宫腺肌病 (adenomyosis, AM) 恶性增殖能力的发生可

能更多取决于细胞代谢重塑导致的微环境的改变而非

细胞本身的基因突变。因此, 富含大量信息的代谢谱

日益引起研究者们的关注。随着高灵敏度和特异性的

质谱分析技术的发展, 越来越多的研究者通过分析代

谢组学的变化探索此类妇科良性疾病的潜在机制[1]。

通过血清代谢谱的分析, 有研究者发现AM患者的差

异性代谢产物参与免疫激活以及细胞增殖和细胞迁

移[2]。另有研究者证实子宫肌层的代谢组学图谱差异

表达与AM炎症反应、氧化应激、细胞增殖和凋亡以及

能量代谢过程有关[3]。肠道内存在机体最庞大的微生

态系统, 通过发酵和降解参与糖代谢、氨基酸代谢、胆

汁酸代谢、胆碱代谢等, 粪便代谢组学变化可一定程度

表征疾病及治疗的表型变化。然而, 目前尚缺乏AM

肠道代谢组的研究。

AM 的现有保守治疗方法伴随临床疗效不佳、复

发率高、肝肾功能损伤及干扰生殖内分泌等问题[4], 严

重影响患者生活和工作质量[5]。传统中医药治疗AM

有悠久的历史, 具有显著改善AM病理浸润程度、且不

干扰正常内分泌的显著优势[6]。中医学认为,“瘀血致

癥”是 AM 病机核心, 化瘀法是治疗 AM 的核心大法,

化瘀类药物在AM治疗中获得高频次选用[7]。大黄-桃

仁药对来源于中医活血化瘀经典方, 张仲景的 22个活

血化瘀经典方中, 6个 [桃核承气汤、下淤血汤、大黄䗪
虫丸、抵挡丸 (汤)、鳖甲煎丸、大黄牡丹汤] 均含有该药

对。本课题组已围绕该药对进行了大量的体内外研

究, 证实其有调节免疫、抑制增殖、促进凋亡、改善氧化

应激等多靶点作用。大黄、桃仁两药兼入胃或大肠经,

除下瘀血、破癥瘕积聚外, 同时具有荡涤肠胃、推陈致

新、通利水谷的功效。大黄-桃仁药对是否对肠道代谢

有一定的干预作用尚待进一步的研究。

因此, 本课题拟采用质谱分析方法, 探索AM肠道

代谢谱的差异变化及大黄-桃仁对其潜在的干预机制。

材料与方法

仪器与试剂 Q ExactiveTM HF 质谱仪、Vanquish

UHPLC 色谱仪及 Hypesil Gold column 色谱柱 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司); D3024R 低温离心机

(美国Scilogex公司)。酒大黄免煎剂 (批号 19004961)、

桃仁免煎剂 (批号 19006412) 购自于北京康仁堂制药

有限公司。丙泊酚 (批号 21803281) 购自于西安立邦

制药有限公司。色谱纯超纯水购自于德国 Merck 公

司; 色谱纯甲醇、色谱纯甲酸及色谱纯醋酸铵均购自于

美国Thermo Fisher Scientific公司。

实验动物 实验用 ICR小鼠购于北京市维通利华

实验动物技术有限公司 , 许可证号 : CXK (京) 2016-

0006。整个实验过程均按照《三峡大学实验动物护理

和使用指南》进行。实验期间动物自由饮食和进水, 昼

夜节律正常。本研究已获得三峡大学实验动物伦理委

员会批准 (批准号: 20190801)。

分组、造模与给药 22只 7周龄 ICR雌性小鼠随

机分为正常组 (n = 9)、模型组 (n = 6) 及大黄-桃仁组

(n = 7)。本实验子宫腺肌病造模采用垂体移植法[8], 具

体操作方法: 除正常组外, 其余两组小鼠, 腹腔注射丙

泊酚100 mg·kg-1全麻, 下腹部消毒, 下腹正中偏右纵向

切口 2 cm, 分离出右侧子宫, 取同周龄 ICR雄鼠, 引颈

处死, 开颅取出脑垂体, 混合少量生理盐水, 吸入部分

垂体生理盐水悬浊液于 50 mL套管针头内, 缓慢推入

宫腔, 腹腔内滴入庆大霉素溶液 0.25 mL, 常规关腹。

正常组和模型组均予以每天生理盐水灌胃, 大黄-桃仁

组按照人与小鼠剂量换算[9], 予以大黄、桃仁免煎颗粒

4.25 g·kg-1·d-1灌胃给药, 每日 1次。检测小鼠给药前后

体重变化。

样本收集与贮存 连续灌胃给药 6周后于增生期

颈椎脱臼处死小鼠。剖腹取出小鼠右侧子宫样本和结

肠新鲜粪便, 其中子宫放置于 4%的多聚甲醇中保存,

用于组织病理学评价, 粪便样本冻于-80 ℃冰箱用于

代谢组学分析。

HE 染色组织学评价 小鼠子宫组织用 4% 的多

聚甲醛固定 24 h后, 脱水、石蜡包埋、切片、二甲苯脱

蜡、水化、苏木精染色、分化、伊红染色、脱水、封片。封

片后在光学显微镜下观察子宫内膜浸润深度。

代谢组学样本制备 实验前取出-80 ℃保存的粪

便组织, 称取100 mg样本并加适当液氮进行研磨后, 置

于EP管中, 加入500 μL含0.1%甲酸的80%甲醇水溶液,

涡旋震荡, 冰浴静置 5 min, 15 000 g、4 ℃离心 10 min,

取上清液 300 μL, 加 150 μL质谱水稀释至甲醇含量为

53%, 并置于离心管中15 000 g、4 ℃离心10 min, 集上清

液, 采用 LC-MS 方法进行分析。量控制样品 (quality

control, QC) 为等比混合所有实验样品组成, 与实验样

本按照同样的方法处理, 在实验样本LC-MS/MS进样

前、进样中和进样后上机检测, 以评价整体实验过程系

统稳定性, 并进行后续数据质控分析。
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色谱条件 样品测定采用 Vanquish UHPLC系统

(Thermo Fisher, 德国), 选取 Hypesil Gold column 色谱

柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.9 μm), 柱温为 40 ℃ , 流速为

0.2 mL·min-1; 正、负离子模式: 正离子模式流动相由0.1%

甲酸水 (A) 和甲醇 (B) 构成; 负离子模式下流动相由

5 mmol·L-1醋酸铵 (pH 9.0, A) 和甲醇 (B) 构成; 梯度洗

脱条件 : 0～1.5 min, 2% B; 1.5～12 min, 2%～100%

B; 12～14 min, 100% B; 14～14.1 min, 100%～2% B;

14.1～17 min, 2% B。

质谱条件 采用Q ExactiveTM HF质谱仪 (Thermo

Fisher, 德国), 正负离子扫描模式 ; 数据采集范围 m/z

70～1 050; 诱导碰撞解离能量 20、40、60 eV; 喷雾电压

3.2 kV; 毛细管温度 320 ℃; 鞘气流速 40 arb; 辅助气流

速10 arb。

代谢组学数据处理与分析 原始数据文件通过

Compound Discoverer 3.1 (Thermo Fisher, 美国) 软件 ,

进行峰识别、对齐、降噪、峰面积归一化等数据预处理,

得到含有代谢物保留时间 (tR)、质荷比等信息的数据矩

阵文件[10]。将得到的数据矩阵文件导入SMICA 14.0软

件中, 进行无监督的主成分分析 (principal component

analysis, PCA) 和有监督的正交偏最小二乘判别分析

(partial least squares discriminant analysis, OPLS-DA)。

根据 OPLS-DA 分析中的变量投影重要性 (variable

importance in the projection, VIP) > 1.0以及 t检验 (P <

0.05) 筛选出组间具有显著性差异的代谢物。通过

HMDB (Human Metabolome Database, http://www.

hmdb.ca/) 数据库对筛选得到的差异代谢物进行检索, 得

到差异代谢物的 HMDB ID, 然后将得到的 HMDB ID

导入到 Metaboanalyst 5.0 (https://www. metaboanalyst.

ca/) 网站进行代谢通路分析。

统计学分析 数据均用 x̄ ± s表示, 采用SPSS 17.0

进行统计分析, 多组间差异比较采用单因素方差分析,

P < 0.05认为差异有统计学意义。

结果

1 各组小鼠体重变化及粪便性状

用药前后的小鼠体重对照, 模型组小鼠体重显著

增加, 正常组有增加趋势, 大黄桃仁组有减小趋势, 但

均无显著统计学差异, 见表 1。对小鼠新鲜粪便观察,

除模型组 1只小鼠粪便稀溏不成型外, 余各组小鼠粪

便均为成形软便, 无明显异常, 证实酒大黄与桃仁无明

显泻下作用, 不干扰正常大便性状。

2 小鼠子宫病理变化

HE染色下, 增生期子宫内膜间质组织致密度高,

螺旋动脉呈现主弯曲增长趋势, 内膜腺体数量较多, 生

长形态为弯曲[11]。HE染色结果表明, 正常组小鼠子宫

内膜层结构完整, 与子宫肌层有明显的分界线, 肌层内

未见腺体和间质细胞; 模型组子宫内膜层与肌层无明

显分界线, 腺体浸润到子宫内肌层、外肌层, 形成腺肌

瘤 (黑色箭头); 与模型组相比, 大黄-桃仁组的腺体和

间质细胞浸润子宫肌层程度有明显改善, 见图1。

3 代谢组学数据质控

代谢组具有易受外界因素干扰且变化迅速的特点,

大量样本上机检测需要一定的时间, 高通量数据批次

内和批次间存在的非生物误差对分析结果有不可忽视

的影响。因此, 监控检测过程中样品及仪器的稳定性、

信号响应的强度对于结果的质量控制尤为重要。本研

究在样本检测前、中、后分别插入 5个QC样本, 基于代

谢物的相对定量值来计算 5个QC样本之间Pearson相

关性。QC样本在正、负离子模式下Pearson相关系数 r

均 > 0.99, P < 0.001, 说明 QC 样本间显著正相关 (图

2A、B); r2接近于 1, 拟合程度好 , 证实数据稳定性好 ,

质量较高 (图2C、D)。

4 代谢轮廓分析

正、负离子模式下, 各组小鼠粪便样品总离子流图

(total ion chromatogram, TIC) 基本相似, 但各组峰型、

峰高和峰面积具有一定的差异, 表明各组小鼠体内代

谢物存在差异, 见图3。

5 多元统计分析

本研究旨在寻找与子宫腺肌病有关的潜在生物标

志物, 探讨大黄-桃仁对子宫腺肌病的治疗作用及可能

的作用机制。将正常组 (C)、模型组 (M)、大黄-桃仁组

(D) 及质控样本组 (QC) 正负离子模式下得到的数据导

Table 1 Changes in the weight of mice

Group

Normal group (n = 9)
Model group (n = 6)
Rhubarb-peach kernel group (n = 7)

Before

medication/g
27.08 ± 1.78
29.73 ± 1.17
29.13 ± 1.26

After

medication/g
29.80 ± 2.19
31.13 ± 2.13
26.24 ± 3.49

Figure 1 HE staining of mouse uterus. C: Normal group; M:

Model group; D: Rhubarb-peach kernel group
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入到 SMICA 14.0软件中进行无监督的 PCA分析。在

正负离子模式下, QC样本聚集良好, 说明该检测系统

稳定可靠, 重复性好, 所得差异物可以反映样本间的生

物学差异。各样本正、负离子模式下 PCA图显示, 正

常组、模型组和大黄-桃仁组之间分离趋势显著, 说明

不同生理或病理状态下的小鼠其内源性代谢物存在明

显差异。大黄-桃仁组位于正常组和模型组之间, 表明

大黄-桃仁能够使模型组小鼠代谢紊乱趋向正常, 见图

Figure 2 Pearson correlation analysis of quality control (QC). A, B: Pearson correlation coefficients (r) in positive ion mode (A) and nega‐

tive ion mode (B); C, D: Coefficient of determination (r2) in positive ion mode (C) and ion mode negative (D)

Figure 3 Total ion chromatogram in positive ion mode. A: Normal group; B: Model group; C: Rhubarb-peach kernel group
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4A、B。

6 潜在生物标志物的筛选

为了进一步确定给药后小鼠粪便内源性代谢物的

变化, 分别对正常组与模型组、模型组与大黄桃仁组进

行了OPLS-DA分析。OPLS-DA分析能够进一步使组

间区别最大化, 有利于发现差异代谢物。OPLS-DA分

析结果显示, 正常组与模型组、模型组与大黄-桃仁组

之间均能明显分开, 证实AM小鼠粪便样本与健康小

鼠相比代谢产物有明显差异 (图4C), 大黄-桃仁对模型

组小鼠肠道代谢具有一定的调控作用 (图 4D)。所得

模型参数正离子模式下为 R2X = 0.461, R2Y = 1, Q2 =

0.760; 负离子模式下为 R2X = 0.382, R2Y = 0.998, Q2 =

0.643, 说明该模型具有较好的解释力以及预测力。

200次模型验证结果表明, Q2点的回归线与纵轴相交

于原点以下 , 表明未产生过拟合 , 模型可靠 , 见图

4E、F。

以VIP > 1和 t检验中P < 0.05作为显著变化的差

异变量, 然后将所得的变量差异借助韦恩图进行分析,

见图 5A。造模成功后可引起 113 个变量发生显著变

化 , 而经过大黄-桃仁治疗后 , 可以显著改善 80 个变

量, 其中, 有 22个为共有的差异变量。然后将共有的

22个差异变量进行数据库鉴定, 最后鉴定得到L-组氨

酸、5-羟基-L-色氨酸、丙氨酰色氨酸等共 15个共同的

差异代谢物, 差异代谢物详细信息见表2。

选择倍数变化 (fold change, FC) 值作为反映模型

组与正常组、大黄-桃仁组与模型组粪便代谢物含量变

化的指标。当 FC > 1时, 表明粪便中该代谢物含量上

升; 当 FC < 1时, 表明粪便中该代谢物含量下降。模

型组小鼠粪便中 5-羟基-L-色氨酸、亮氨酰脯氨酸、D-

色氨酸等 13个代谢物含量增加, 前列腺素 D3 (prosta‐

glandin D3, PGD3)、L-尿胆素2个代谢物含量下降, 给予

大黄-桃仁后, 对 15个差异代谢物均有所回调, 见表 2。

进一步采用MetaboAlalyst 5.0网站将组间的差异代谢

物进行聚类分析, 得到可视化热图 (图 5B)。水平轴代

表样本, 垂直轴代表差异代谢物, 颜色深浅反映变量值

大小; 图中红色代表含量高; 蓝色代表含量低。

Figure 4 Fecal metabolomic analysis. A, B: Principal component analysis (PCA) of groups C, M, D and QC in positive ion mode (A) and

negative ion mode (B). C, D: OPLS-DA of C group vs M group, M group vs D group in positive ion mode (C) and negative ion mode (D). E,

F: Validation of OPLS-DA models for C group vs M group, M group vs D group in positive ion mode (E) and negative ion mode (F)
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7 代谢通路分析

将筛选出的15个差异代谢物导入到MetaboAnalyst

5.0网站中进行代谢通路分析。代谢通路分析发现, 大

黄-桃仁影响子宫腺肌病小鼠的代谢途径主要为组氨酸

代谢、色氨酸代谢和初级胆汁酸生物合成等, 见图5C。

讨论

AM 的病理表现为内膜细胞向肌层的癌样浸润 ,

其发病率高[12], 90%的患者伴有月经过多或子宫异常

出血、痛经、性交困难、不孕等临床症状[13], 其发病与性

激素失调、低级别炎症、慢性氧化应激、增殖与凋亡紊

乱等多种机制有关。子宫腺肌病属于中医学中“癥

瘕”、“痛经”的范畴。中医理论认为, 情志内伤、外邪入

侵、体质因素或手术损伤导致气血失和、冲任损伤, 瘀

血恶血壅于肌肉, 内结成块而致癥。因此,“瘀血致癥”

是 AM 的核心病机环节。活血化瘀为基本治疗大

法[14], 化瘀类药物在AM治疗中获得高频次选用[7]。本

课题组前期研究证实, 活血化瘀中药可抑制子宫内膜

异位细胞的侵袭能力, 显著改善AM病理浸润程度, 且

不干扰正常内分泌, 具有多靶点作用[6]。代谢组的多

Figure 5 Results of metabolomic analysis of mouse fecal samples. A: Venn diagram analysis of C vs M and M vs D; B: Differential

metabolites in fecal samples between groups C, M and D; C: Metabolic pathway changes in stool samples between groups C, M and D. a:

Histidine metabolism; b: Tryptophan metabolism; c: Primary bile acid biosynthesis.

Table 2 Identification results of potential biomarkers of rhubarb-peach kernel in the treatment of mice with adenomyosis. M/C: Model

group vs normal group; D/M: Rhubarb-peach kernel group vs model group; FC: Fold change; P: P-value; VIP: Variable importance in the

projection

Metabolite

Alanyltryptophan

16-Hydroxy hexadecanoic acid

Prostaglandin D3

Cysteine-S-sulfate

L-Histidine

L-Acetylcarnitine

Glycyl-tyrosine

L-Urobilin

Leucylproline

Thromboxane B2

N-Acetyl-5-aminosalicylic acid

2-Phenylacetamide

Taurochenodesoxycholic acid

D-Tryptophan

5-Hydroxy-L-tryptophan

Formula

C14H17N3O3

C16H32O3

C20H30O5

C3H7NO5S2

C6H9N3O2

C9H18NO4

C11H14N2O4

C33H42N4O6

C11H20N2O3

C20H34O6

C9H9NO4

C8H9NO

C26H45NO6S

C11H12N2O2

C11H12N2O3

m/z

275.13

254.23

350.21

200.98

155.07

203.12

238.10

594.34

228.15

196.11

195.05

135.07

499.30

204.09

220.08

M/C

FC

1.982

2.550

0.430

2.450

2.589

3.424

1.865

0.151

2.329

2.541

1.979

2.378

6.712

2.324

2.082

P

0.043

0.002

0.003

0.003

0.018

0.018

0.023

0.003

0.004

0.007

0.010

0.000

0.000

0.000

0.002

VIP

1.243

1.465

1.421

1.571

1.644

1.442

1.348

2.324

1.494

1.641

1.394

1.631

2.109

1.606

1.468

D/M

FC

0.458

0.455

2.430

0.490

0.205

0.275

0.528

4.736

0.495

0.505

0.609

0.471

0.199

0.566

0.568

P

0.029

0.010

0.006

0.017

0.003

0.022

0.021

0.019

0.035

0.034

0.044

0.001

0.009

0.021

0.018

VIP

1.401

1.217

1.418

1.308

2.153

1.481

1.341

2.013

1.362

1.343

1.059

1.500

1.964

1.280

1.231
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元化综合分析与中医整体观相应, 可从整体上探索疾

病过程中代谢物的变化及中药的多靶点干预机制。本

课题首次采用动物模型方法, 以AM粪便代谢谱的变

化为靶点, 探索了AM的可能发病机制及活血化瘀药

对大黄-桃仁的潜在干预机制。

肠道存在机体最庞大的微生态系统, 肠道代谢产

物与人体的生理及病理过程密切相关[3,15]。本课题研

究结果表明, 正常组和模型组粪便代谢组学之间分离

趋势显著, 证实AM病理状态下的小鼠肠道内代谢物

存在明显差异。

大黄-桃仁药对来源于中医经典活血化瘀方。其

中, 酒大黄性寒味苦, 入脾、胃、肝、大肠、心包经; 桃仁

性平味苦, 入心、肝、肺、大肠经。两者同有活血化瘀、

润肠通便功效[16]。因两药均可兼入胃或大肠经, 推测

其对胃肠道的功能有潜在的干预作用。研究首先观察

了各组小鼠的体重差异。观察发现, 在体重的变化上,

模型组小鼠体重在 6周后显著上升, 空白组有上升趋

势, 而大黄桃仁组有下降趋势。大黄-桃仁药对未造成

模型小鼠粪便性状的改变, 证实酒制大黄提取物配伍

桃仁无明显泻下不良反应。对AM小鼠造模前后及中

药治疗后肠道代谢组的差异分析结果显示, 大黄-桃仁

组与模型组分离趋势显著, 且位于正常组和模型组之

间。该结果证实, 大黄-桃仁可回调AM导致的肠道代

谢组紊乱, 使AM小鼠肠道代谢趋向正常。

本研究对差异代谢物进行了代谢通路分析结果表

明, 色氨酸代谢通路是AM发病及中药治疗的潜在机

制。色氨酸为必需氨基酸, 肠道是其合成的主要场所,

食物蛋白质在小肠中被水解成寡肽和氨基酸, 经主动

转运吸收。体内色氨酸除参与蛋白质合成外, 主要经

过犬尿氨酸途径和 5-羟色胺途径进行代谢生成生物活

性物质。外周组织的 5-羟色胺可以发挥强血管收缩剂

和平滑肌收缩刺激剂的作用, 并呈浓度依赖性促进成

纤维细胞增殖, 被认为与 AM疾病进展有关[17]。绝大

多数色氨酸通过犬尿氨酸途径代谢, 吲哚胺-2,3-双加

氧酶 (indoleamine 2,3-di-oxygenase, IDO) 是该代谢途

径的关键限速酶 , 可催化色氨酸降解生成 N-甲酰犬

尿氨酸, 最终转化为犬尿氨酸 (kynurenine, KYN)。有

研究表明, 子宫内膜异位症患者 IDO的表达增加, 可上

调色氨酸分解代谢[18], 雌激素/IDO1 轴调控子宫内膜

异位症免疫细胞的分化 , 促进促炎微环境的形成[19]。

KYN 被证实可以作为芳基烃受体 (aryl hydrocarbon

receptor, AhR) 的内源性配体, 通过自分泌或旁分泌方

式与 AhR受体相互作用, 抑制抗肿瘤免疫反应, 促进

肿瘤细胞存活。子宫内膜异位性疾病有类似肿瘤的恶

性增殖能力, 有研究发现, 色氨酸过度分解代谢是允许

子宫内膜异位植入的免疫耐受性产生的重要原因[20],

其作用与KYN激活AhR上调 IL-17和活性氧 (reactive

oxygen species, ROS) 有关[21], 氧化应激、炎症和肠道

代谢之间在子宫内膜异位性疾病中存在相关性[22]。因

此, 子宫内膜肌层界面的ROS及促炎微环境的形成与

肠道内大量色氨酸吸收入血、为局部色氨酸代谢的增

加提供前体来源有关, 大黄-桃仁的干预可显著减少肠

道色氨酸的合成从而下调色氨酸活性代谢产物及相关

信号通路[16]。该结论尚需进一步的实验研究证实。

组氨酸代谢通路的激活是本研究聚焦的另一个潜

在的机制。组氨酸同样也是必需氨基酸之一, 其合成

已被证实发生于大肠杆菌[23]。中医学认为 ,“瘀血致

癥”是AM的核心病机。研究表明, 组氨酸代谢与中医

血瘀证型相关, 如寒凝血瘀证中组氨酸代谢呈现高度

活跃状态[24], 寒凝血瘀模型大鼠粪便中组氨酸脱氨基

分解产物尿刊酸升高[24]; 而痰瘀互结证型组氨酸含量

较健康者显著升高[25]。组氨酸可经脱羧酶的作用转化

为重要炎症活性物质组胺。有研究者认为, 人和小鼠

粪便中检测到较高的组氨酸与潜在的炎症反应有

关[26]。动物实验研究发现, 子宫内膜异位性疾病患者

疼痛综合征的强度与外周血组胺水平存在直接关

系[27]。作者研究证实, 与健康小鼠比较, 组氨酸在AM

小鼠肠道内的合成显著增加, 推测其是“瘀血证”下疼

痛发生的重要物质基础。进一步研究证实, 降低肥大

细胞分泌的组氨水平可显著减轻内异症大鼠的痛觉过

敏反应[28]。现有研究发现, 活血化瘀药物如大黄对血

瘀证模型大鼠血浆代谢物有显著的调控作用[29], 作者

的研究结果证实, 经大黄-桃仁干预后AM小鼠组氨酸

合成显著下降。因此, 大黄-桃仁对组氨酸肠道合成及

代谢的作用是改善AM痛经症状的潜在机制。

除两个主要代谢通路外, 本研究还初步发现 AM

小鼠肠道中存在棕榈酰肉碱及牛磺鹅去氧胆酸钠的代

谢异常, 两种代谢物的变化与AM的脂肪酸代谢紊乱

有关。脂肪酸 β-氧化的速率由辅酶A和肉碱穿梭细胞

控制线粒体对脂肪酸的摄取来调节, 高表达的棕榈酰

肉碱导致人体内脂肪氧化代谢稳态失调。有研究证实

子宫腺肌病患者血液中、子宫平滑肌层棕榈酰肉碱含

量均显著增高[2,3,17], 与子宫肌层干细胞异常分化、能量

需求增高、子宫肌层纤维化、子宫异常增大有关[17]。酰

基肉碱可作为AM的标志物之一, 酰基肉碱的增高程

度可用于预测子宫内膜异位性疾病的分期[30]。胆汁酸

的合成发生在肝脏细胞, 合成了初级胆汁酸, 即胆酸和

鹅去氧胆酸。肝脏中的胆汁酸会共轭结合牛磺酸和甘

氨酸。二级胆汁酸被分泌进肠道,并被细菌修饰脱羟

基, 转化成脱氧胆酸、石胆酸。80%～90%的胆汁酸可
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以通过门静脉血运的肝肠循环回到肝脏中, 再次通过

肝脏合成胆汁, 进入到胆道, 帮助脂肪食物乳化、吸收,

促进脂质代谢[25]。肠道内的生态失调导致胆汁酸水解

酶活性的降低, 是导致初级胆汁酸增加和次级胆汁酸

池减少的重要原因[31], 本研究结果发现次级胆汁酸盐

牛磺鹅去氧胆酸钠在AM小鼠肠道中显著下调。经大

黄-桃仁治疗后棕榈酰肉碱和胆酸盐在肠道内均发生

显著回调, 证实该药对的治疗作用与改善脂肪代谢的

稳态有关。

PGD3与血栓素B2 (thromboxane B2, TXB2) 均来源

于花生四烯酸代谢。PGD3是二十碳五烯酸 (eicosap‐

entaenoic acid, EPA) 代谢产物 , 内源性和外源性的

EPA均可通过其抗炎作用来保护子宫内膜异位性疾病

的发生[32]。研究发现EPA摄入量较高的妇女子宫内膜

异位症发生率较低[33], 血清EPA含量与子宫内膜异位

症的患病可能性负相关[33], 这可以部分解释本研究发

现的AM小鼠中肠道代谢PGD3的减少。本研究中, 大

黄-桃仁的治疗可增加肠道内二十碳五烯酸代谢物

PGD3含量。另一个花生四烯酸代谢产物TXB2在AM

模型小鼠中增高, 血栓素B2是血栓素A2 (thromboxane

A2, TXA2) 的代谢产物, TXA2可直接诱导子宫内膜细

胞神经突生长, 导致痛经症状的发生[34]; 研究也发现,

抑制TXB2的形成可通过抑制炎症改善小鼠子宫内膜

异位的发生[35]。本研究发现, 大黄-桃仁的治疗可显著

下调肠道内TXB2的含量, 可能与其改善AM的痛经症

状及促炎微环境有关。

综上, 本研究的结果证实, 大黄桃仁的治疗作用可

能与干预AM肠道色氨酸、组氨酸合成以及胆汁酸、胆

碱及花生四烯酸的代谢、调控促炎微环境及脂肪酸代

谢稳态有关, 该结果可为中医药治疗子宫内膜异位性

疾病的机制研究提供新的思路和方向。
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