
第 43 卷　第 8 期
2 0 2 5 年 8 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.8
Aug.2 0 2 5

DOI：1 0.1 31 93/j.issn.1 673-771 7.2025.08.01 7

基于“心合小肠”探讨肠道菌群驱动 TMA/FMO3/TMAO通路
影响痰瘀互结证急性冠脉综合征大鼠血小板聚集的机制
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　　摘要：目的 基于中医“心合小肠”理论探讨肠道菌群驱动 TMA/FMO3/TMAO通路影响痰瘀互结证急性冠脉综合征
（Acute coronary syndrome，ACS）大鼠血小板聚集的机制。方法 45 只 SPF级健康 SD大鼠，随机分为对照组（CON）、急性
冠脉综合征组（ACS）、痰瘀互结证急性冠脉综合征组（TYACS），每组 1 5 只。八通道多导心电图记录大鼠标准肢体Ⅱ导
联心电图变化。全自动生化分析仪检测大鼠血清血脂水平。苏木素—伊红（Hematoxylin -eosin staining，HE）染色法观
察大鼠心肌组织结构变化。光电比浊法检测血小板花生四稀酸（Arachidonic acid，AA）、二磷酸腺苷（Adenosine diphos-
phate，ADP）最大聚集率。LC/MS 技术检测大鼠血浆三甲胺（Trimethylamine，TMA）、氧化三甲胺（Trimethylamine N -ox-
ide，TMAO）含量，Realtime RT -PCR及Westernblot检测大鼠肝脏含黄素单氧化酶 3（Flavin containing monooxygenase 3，
FMO3）基因及蛋白表达。Spearman相关分析探讨 TMAO与血小板 AA、ADP 最大聚集率的相关性。宏基因组技术检测
大鼠肠道微生物组特征。结果 ACS 组及 TYACS 组大鼠心电图改变符合急性冠脉综合征，TYACS 组大鼠血清血脂水平
符合痰瘀互结证饮食不节改变。HE 染色显示 CON 组大鼠心肌排列整齐、胞质丰富。ACS 组及 TYACS 组大鼠缺血区炎
症细胞浸润，心肌细胞核丢失，心肌细胞呈空泡样变，心肌组织紊乱。ACS 组和 TYACS 组大鼠血小板 AA和 ADP最大聚
集率均显著升高（P<0.01）。LC/MS 技术检测发现 ACS 组大鼠 TMA、TMAO 含量均呈上升趋势。TYACS 组大鼠 TMA
含量呈上升趋势，TMAO含量显著升高（P<0.001）。ACS 组和 TYACS 组大鼠肝脏 FMO3 mRNA及蛋白表达水平明显增
高（P<0.01）。血小板 AA、ADP最大聚集率与 TMAO水平呈正相关。宏基因组技术发现 ACS 组和 TYACS 组大鼠肠道
微生物组特征发生明显改变。CON 组大鼠显著差异的物种标志物是拟杆菌门（Bacteroidetes），ACS 组大鼠显著差异的物
种标志物是厚壁菌门（Firmicutes）、梭杆菌门（Fusobacteria），TYACS 组大鼠显著差异的物种标志物是变形杆菌门（Pro-
teobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、螺旋体门（Spirochaetes）。KEGG富集分析发现痰瘀互结证 ACS 大鼠尤其以花生
四烯酸代谢、核黄素的新陈代谢等通路富集的菌群最多，差异最明显。ACS 大鼠尤其以花生四烯酸代谢、胰岛素抵抗和
核黄素的新陈代谢等通路相关。结论 痰瘀互结证 ACS 大鼠和 ACS 大鼠肠道微生物组发生显著特征性改变，模型大鼠
血小板聚集过程可能与多种差异菌群共同驱动 TMA/FMO3/TMAO通路，参与花生四烯酸代谢和核黄素的新陈代谢通路
等有关。这一发现可能为探索通过调节菌群森林改善血小板聚集功能，预防 ACS 的新手段提供理论依据，丰富中医“心
合小肠”理论。
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Exploring Mechanism of Gut Microbiota Driving TMA/FMO3/TMAO Pathway on
Platelet Aggregation in Acute Coronary Syndrome Rats with Phlegm and Blood Stasis Syndrome

Based on “the Heart is Connected with the Small Intestine”
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（1 .Affiliated Hospital of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 1 1 0032，Liaoning，China；
2.Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 1 1 0847，Liaoning，China）

Abstract：Objective Based on the theory of“the heart is connected with the small intestine”in traditional Chinese medicine，
this study explored the mechanism of gut microbiota driving the TMA/FMO3/TMAO pathway to affect platelet aggregation in a-
cute coronary syndrome（ACS）with syndrome of phlegm and blood stasis rats.Methods Forty -five SPF healthy SD rats were
randomly divided into control group（CON），ACS group and ACS with syndrome of phlegm and blood stasis group（TYACS），with
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1 5 rats in each group.Eight -channel multi -lead electrocardiogram was used to record the changes of lead Ⅱ electrocardiogram
of the standard limb of rats.The serum lipid levels of rats were detected by automatic biochemical analyzer.HE staining was
used to observe the structural changes of myocardial tissue.The maximum aggregation rate of platelet arachidonic acid（AA）and
adenosine diphosphate（ADP）were detected by photoelectric turbidity method.LC/MS technology was used for detecting the lev-
els of trimethylamine（TMA）and trimethylamine N -oxide （TMAO）in the plasma.Flavin containing monooxygenase 3（FMO3）
gene and protein expressions in liver were detected by RT -PCR and Western blot.Spearman correlation analysis was used to in-
vestigate the correlation between TMAO and the maximum aggregation rate of platelet AA and ADP.Metagenomic technology was
used to detect the characteristics of gut microbiome in rats.Results The ECG changes of rats in the ACS group and the TYACS
group were consistent with ACS，and the serum lipid levels of rats in the TYACS group were consistent with the dietary imbalance
of the syndrome of phlegm and blood stasis.HE staining showed that the myocardium of the CON group was arranged neatly and
the cytoplasm was abundant.In the ACS group and the TYACS group，the inflammatory cell infiltration in the ischemic area，the
loss of myocardial nucleus，the vacuolar degeneration of myocardial cells and the disorder of myocardial organization were ob-
served.The maximum aggregation rate of platelet AA and ADP were significantly increased in the ACS and TYACS groups（P<
0.01）.LC/MS showed that the levels of TMA and TMAO in ACS group and TMA in TYACS group were showed an upward
trend，and the level of TMAO in TYACS group was significantly increased（P<0.001）.FMO3 mRNA and protein in liver of the
ACS and TYACS groups were significantly increased（P<0.01）.Maximum aggregation rate of platelet AA and ADP were posi-
tively correlated with TMAO level.Metagenomic analysis revealed that the characteristics of gut microbiome in the ACS and TY-
ACS groups were significantly changed.The species markers significantly different in the CON group was Bacteroidetes，in the
ACS group were Firmicutes and Fusobacteria，in the TYACS group were Proteobacteria，Actinobacteria and Spirochaetes.KEGG
enrichment analysis showed that the bacteria were most enriched in AA metabolism，riboflavin metabolism and other pathways in
ACS with syndrome of phlegm and blood stasis rats，and the differences were the most obvious.ACS rats were especially related to
AA metabolism，insulin resistance，riboflavin metabolism and other pathways.Conclusions The gut microbiome of rats with ACS
and ACS with syndrome of phlegm and blood stasis had significant characteristic changes.The platelet aggregation process of
model rats may be related to a variety of different gut microbiota driving the TMA/FMO3/TMAO pathway，participating in AA me-
tabolism，riboflavin metabolism，etc.This finding may provide a theoretical basis for exploring new methods to improve platelet ag-
gregation function and prevent ACS by regulating flora forest，and enrich the theory of“the heart is connected with the small intes-
tine”in traditional Chinese medicine.

Keywords：the heart is connected with the small intestine；acute coronary syndrome with syndrome of phlegm and blood sta-
sis；platelet aggregation；gut microbiota；TMA/FMO3/TMAO

　　急性冠脉综合征（Acute coronary syndrome，ACS）是众多国
家患者死亡的主要原因，亦是我国发病率、致残率、死亡率和复

发率都很高的一类疾病［1 -2］。抗栓治疗贯穿于 ACS 患者的一
生，是 ACS 预防和治疗的基石，但在临床实践中抗栓治疗十分
复杂［3 -4］。部分 ACS 患者血小板反应性高［5 -6］，即使进行规

范化的抗血小板治疗，仍不能充分抑制血小板活性来预防和治

疗冠状动脉缺血事件，并会增加部分患者的出血事件风

险［7 -8］。中医将 ACS 归属于“胸痹”“卒心痛”“真心痛”等范
畴。明代秦景明《症因脉治》云“心痹之因……痰凝血滞”，将

其病机关键概括为“痰凝血滞”。临床中痰瘀互结证作为 ACS
的常见高发证型，亦是中医防治 ACS 的重要切入点［9 -1 0］。肠

道微生物组作为人体“第二基因组”，影响 ACS 的发生发
展［1 1 -1 2］，已逐渐成为防治 ACS 的潜在新靶点［1 2］。作为肠道

菌群和肝脏产生的重要代谢产物，氧化三甲胺（Trimethylamine
N -oxide，TMAO）可通过促进血小板胞外信号传导增强血小板
反应性［1 3］。《黄帝内经》言“心合小肠，小肠者，脉其应”，概述

了心与小肠在生理、病理、经络中的和合关系。小肠“泌别清

浊”以养其心，小肠“主液”滑利血脉，小肠失于“别浊”化生痰

瘀，痹阻胸阳，阻滞心脉而为胸痹。同时现代医学整合心脏和

小肠的神经解剖，揭示了循环系统和消化系统之间的生理和病

理相互作用［1 4］。因此，在中医“心合小肠”理论指导下，深入

揭示肠道菌群驱动 TMA/FMO3/TMAO通路影响痰瘀互结证急
性冠脉综合征大鼠血小板聚集过程的机制，为挖掘通过调节菌

群森林防治急性冠脉综合征的新方法提供理论基础，同时丰富

中医“心合小肠”理论。

1 　材料
1 .1 　实验动物　45 只 SPF级健康 SD大鼠，体质量（200 ±20）
g，雌雄各半，动物合格证号 SCXK（辽）2020 -0001，辽宁长生
生物技术有限公司提供。适应性饲养 1 周，SPF 级，光暗交替，
恒温恒湿，动物自由饮食。本项目动物实验方案经辽宁中医药

大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 查 通 过 （批 准 号：

21 000042023058）。
1 .2　药物　高脂饲料：1 0%猪油、1 %胆固醇、0.5%胆酸钠、
0.2%甲基硫氧嘧啶、5%蔗糖、83.3%基础饲料，购自江苏美迪
森生物医药有限公司（许可证号：1 0030）。维生素 D3 购自哈
尔滨市通外区宏达动物药品厂（号：080021 41 7）。异丙肾上腺
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素购自MedChemExpress生物科技公司（批号：hi -b0468）。
1 .3　试剂及仪器　苏木素—伊红（Hematoxylin -eosin stai-
ning，HE）染色试剂盒（Servicebio，G1 003），血脂检测试剂盒（南
京博研生物科技有限公司），RNA 提取液（武汉赛维尔生物科
技有限公司，G301 3），2 ×SYBR Green qPCR Master Mix实时荧
光定量试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公司，G3320），Swe-
Script All -in -One First -Strand cDNA Synthesis SuperMix for
qPCR（One -Step gDNA Remover）（武汉赛维尔生物科技有限
公司，G3337），RIPA裂解液（武汉赛维尔生物科技有限公司，
G2002 -1 00ML），BCA蛋白定量检测试剂盒（武汉赛维尔生物
科技有限公司，G2026），超敏 ECL 化学发光试剂盒（武汉赛维
尔生物科技有限公司，G2020 -25ML），ACTIN（武汉赛维尔生
物科技有限公司，GB1 2001），含黄素单加氧酶 3（Flavin contai-
ning monooxygenase 3，FMO3）（武汉赛维尔生物科技有限公司，
GB1 1 31 69），TMAO（Sigma -Aldrich，31 7594）、三甲胺（Trimeth-
ylamine，TMA）（Sigma_Aldrich，41 284），Omega E.Z.N.A.Stool
DNA Kit （Omega Bio -tek，Inc.，USAD，401 5 -02）等。

八通道多导心电图（安徽省正华生物仪器设备有限公

司），全自动生化分析仪（日本东芝），组织切片机（徕卡仪器有

限公司），荧光定量 PCR仪（美国 Bio -rad 公司），垂直电泳仪
（武汉赛维尔生物科技有限公司），转印电泳仪（武汉赛维尔生

物科技有限公司），超高效液相色谱系统（美国 Agilent 公司），
质谱仪（上海 SCIEX 公司），Covaris S220 超声波破碎仪（美国
Covaris公司），Qubit 2.0 荧光定量仪（美国 Thermo Fisher Sci-
entific 公司），Agilent 21 00 生物分析仪（美国 Agilent 公司），Il-
lumina NovaSeq 6000 测序仪（美国 Illumina公司）。
2　方法
2.1　动物分组及模型制备　45 只 SPF 级健康 SD 大鼠，随机
分为对照组（CON）、急性冠脉综合征组（ACS）、痰瘀互结证急
性冠脉综合征组（TYACS），每组 1 5 只。适应性喂养 1 周后，制
备痰瘀互结证模型，模拟饮食不节，在喂食开始时一次性腹腔

注射维生素 D3 40 万 IU/kg，高脂饲料连续喂饲 30 d。利用团
队前期研制的《中医证候动物模型症状评价专家系统》对大鼠

痰瘀互结证进行评价。痰瘀互结证造模 30 d 成功后，给予各
组大鼠异氟烷吸入麻醉，待麻醉成功后使其仰卧于台上，给予

大鼠腹腔注射异丙肾上腺素 45 mg/kg，复制急性心肌缺血大
鼠模型，对照组大鼠腹腔注射等体积生理盐水。

2.2　八通道多导心电图记录大鼠标准肢体Ⅱ导联心电图变化
　八通道多导心电图记录 30 min大鼠标准肢体Ⅱ导联心电图
变化，测 5 个心动周期。
2.3　全自动生化分析仪检测大鼠血清血脂水平　采集大鼠眼
眶血，在试剂盒说明书指导下全自动生化分析仪检测血清中总

胆固醇（Total Cholesterol，TC）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、低
密度脂蛋白（Low -density lipoprotein，LDL -C）、高密度脂蛋
白（High density liptein cholesterol，HDL -C）含量。
2.4　苏木素—伊红（HE）染色法观察大鼠心肌组织结构变化
　取 1 00 g/L多聚甲醛固定的心肌组织，脱水、石蜡包埋、切
片、脱蜡、梯度入水、苏木素—伊红（HE）染色、晾干、封片，光镜

下观察心肌组织结构情况。

2.5　光电比浊法检测血小板 AA、ADP 最大聚集率　室温下
1 00 g、1 0 ~1 5 min离心准备富血小板血浆，室温下 3500 r/min、
1 0 ~1 5 min离心富集血小板血浆，得到乏血小板血浆，对标本
富血小板血浆和正常质控富血小板血浆进行血小板计数。最

后设置血小板聚集仪参数并上机进行检测。

2.6　LC/MS 技术检测大鼠血浆 TMA、TMAO 含量　（1）代谢
物提取：每 50 μL血清样品，加入 1 0 μL 内标，450 μL 预冷乙
腈溶液，涡旋混合 30 s；4 ℃孵育 1 0 min，沉淀蛋白；1 4 000 rcf，
4 ℃离心 20 min，取上清冷冻干燥。

（2）超高效液相色谱系统进行分离：样品置于 4 ℃进样器
中，柱温 25 ℃，A：1 0 mM甲酸铵 +0.4%甲酸水溶液，B：
0.4%甲酸乙腈溶液，流速为 400 μL/min。液相梯度：0 ~1.5
min，95% B；1 .5 ~7.0 min，95% ~85% B；7.0 ~7.1 min，
85% ~50% B；7.1 ~1 0 min，50% B；1 0 ~1 0.5 min，50% ~90%
B；1 0.5 ~1 4.5 min，90% B。质谱仪在正离子模式下进行质谱
分析。5500 QTRAP ESI 源条件如下：source temperature：550
℃；ion SourceGas1 （Gas1）：55；Ion Source Gas2 （Gas2）：55；
Curtain gas （CUR）：40；ionSapary Voltage Floating （ISVF）：+
4500 V；采用 MRM模式检测离子对。
2.7　RT -PCR及 Westernblot 检测大鼠肝脏 FMO3 基因及蛋
白表达　取大鼠肝脏组织，按照 RNA 提取试剂盒说明书进行
总 RNA提取，将样本总 RNA稀释至 200 ng/μL，按照反转录试
剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，实时荧光定量试剂盒进行扩
增，冰上配制扩增反应体系，进行 40 个循环扩增，根据扩增结
果采用“标准曲线法”计算基因 mRNA相对表达量并进行数据
分析。FMO3、GAPDH引物委托武汉赛维尔生物科技有限公司
合成，引物序列如下：FMO3：5 ＇-TGGGCAGCACAAGTAATA-
AGAGG-3＇、5＇-TGGCTCCTGACCACTTCCCT -3＇，GAPDH：5＇-
CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG -3＇、5 ＇-GGTGGAAGAATGG-
GAGTTGCT -3＇。

取大鼠肝脏组织，于离心管中加入 1 0 倍组织体积裂解液，
充分研磨提取匀浆液，4 ℃、1 2 000 r/min、1 0 min 离心，分离上
清液，提取总蛋白。配制蛋白标准品，使用 BCA 蛋白质定量检
测试剂盒测量蛋白质浓度。将蛋白样品在 SDS -PAGE 凝胶上
分离，并转移到 PVDF膜上。然后将膜与抗 FMO3 抗体孵育过
夜，然后用含 HRP -偶联的山羊抗兔抗体，使用 ECL增强化学
发光试剂盒观察蛋白条带，并暴露于 X 射线胶片，扫描图像并
分析灰度值。

2.8　宏基因组技术检测大鼠肠道微生物组特征　参照 Omega
E.Z.N.A.Stool DNA Kit 试剂盒说明书进行肠道微生物组
DNA提取。提取得到的 DNA用 1 %琼脂糖凝胶电泳和分光光
度法进行 DNA质量和浓度检测。检测合格的 DNA 样品用 Co-
varis超声波破碎仪将基因组 DNA 随机打断成长度约 300 bp
的小片段，经末端修复、加 A 尾、加测序接头、纯化、PCR 扩增
等步骤完成整个文库制备。文库构建完成后，先使用 Qubit
2.0 进行初步定量，稀释文库至 2 ng/μL，随后使用 Agilent 21 00
对文库的插入片段进行检测，插入片段符合预期后，使用 Q -
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PCR 方法对文库的有效浓度进行准确定量（文库有效浓度 >3
nmol/L），以保证文库质量。文库质检合格后，把不同文库按
照有效浓度及目标下机数据量的需求 pooling 后在 Illumina No-
vaSeq 6000 平台测序。

对原始下机数据使用 Trimmomatic（v0.36）软件进行质控，
质控后将得到的高质量序列 clean reads 使用 DIAMOND
BLASTX算法进行比对和物种注释，使用组装软件 MEGAHIT
（v1 .0.6）对测序数据进行组装。采用 prodigal（v2.6.3）软件
对组装得到的 contig 序列进行 ORF（Open Reading Frame）预
测，使用 CD -HIT（v4.8.1）软件对预测的结果去冗余，从而得
到非冗余基因集。采用 Bowtie（v1 .1 .2）软件将测序数据与构
建的非冗余基因集进行比对，并统计单个基因在不同样本的丰

度信息。

2.9　统计学方法　本实验数据为计量资料数据，符合正态分
布，采用 ■x±s表示，统计分析软件采用 SPSS 28.0 及 GraphPad
Prism 8.0。组间数据比较采用单因素方差齐性分析，方差齐时
组间两两比较采用 t 检验，余进行 LSD 法检验；方差不齐时组
间比较采用 Tamhane 检验，相关性分析采用 Spearman 相关分
析，P<0.05 为差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　各组大鼠标准肢体Ⅱ导联心电图（30 min）变化　CON
组大鼠心电图正常，未见心律失常及 ST -T异常改变；ACS 组
大鼠可见 ST段上移约 0.1 mV，TYACS 组大鼠可见 ST段上移
约 0.2 mV，ACS 组及 TYACS 组大鼠心电图改变均为急性冠脉
综合征心电图改变，说明造模成功，且 TYACS 组大鼠心电图改
变较 ACS 组明显，说明痰瘀互结证会增加 ACS 大鼠心肌缺血
病变。见插页ⅩⅨ图 1。
3.2　各组大鼠血清血脂水平比较　与 CON 组和 ACS 组大鼠
相比，TYACS 组大鼠血清中 TC、TG、LDL -C 水平均显著升高
（P<0.01），HDL -C 水平显著下降（P<0.01），说明痰瘀互结
证大鼠通过饮食不节造模成功。见图 2。
3.3　各组大鼠心肌组织结构变化　CON 组大鼠心肌排列整
齐、胞质丰富。ACS 组及 TYACS 组大鼠缺血区炎症细胞浸润，
心肌细胞核丢失，心肌细胞呈空泡样变，心肌组织紊乱。见插

页ⅩⅨ图 3。
3.4　各组大鼠血小板 AA、ADP 最大聚集率比较　与 CON 组
相比，ACS 组大鼠血小板 AA、ADP 最大聚集率显著升高（P<
0.01）；与 ACS 组相比，TYACS 组大鼠血小板 AA、ADP 最大聚
集率显著升高（P<0.01）。见图 4。
3.5　各组大鼠血浆 TMA、TMAO 含量比较　与 CON 组相比，
ACS 组大鼠 TMA、TMAO 含量均呈上升趋势，但差异无统计学
意义。与 CON 组相比，TYACS 组大鼠 TMA 含量呈上升趋势，
但差异无统计学意义；TMAO 含量显著升高（P<0.001）。与
ACS组相比，TYACS组大鼠 TMA 含量呈下降趋势，但差异无统
计学意义；TMAO含量显著升高（P<0.001）。见插页ⅩⅩ图 5。
3.6　各组大鼠肝脏 FMO3 基因及蛋白表达情况　与 CON 组
相比，ACS 组和 TYACS 组大鼠肝脏 FMO3 mRNA 表达水平明
显增高（P<0.01）；ACS 组和 TYACS 组大鼠肝脏 FMO3 mRNA

注：**与 CON 组比较，P<0.01；△△与 ACS 组比较，P<0.01。

图 2　各组大鼠血清血脂水平比较（n=1 5）

注：**与 CON 组比较，P<0.01；△△与 ACS 组比较，P<0.01。

图 4　各组大鼠血小板 AA和 ADP最大聚集率比较（n=1 5）

注：**与 CON 组比较，P<0.01。

图 6　各组大鼠 FMO3 mRNA表达水平比较（n=3）

表达水平差异无统计学意义，见图 6。
与 CON 组相比，ACS 组和 TYACS 组大鼠肝脏 FMO3 蛋白

表达水平明显增高（P<0.01）；与 ACS 组相比，TYACS 组大鼠
肝脏 FMO3 蛋白表达水平呈增高趋势，但差异无统计学意义。
见图 7。
3.7　TMAO与血小板 AA、ADP 最大聚集率的相关性分析　
Spearman相关分析探讨 TMAO与血小板 AA、ADP最大聚集率
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注：**与 CON 组比较，P<0.01。

图 7　各组大鼠 FMO3 蛋白表达水平比较（n=3）

的相关性，结果显示，TMAO 与血小板 AA、ADP 最大聚集率呈
正相关。见图 8。
3.8　各组大鼠肠道微生物组特征　（1）Anosim 分析：通过
Anosim 分析进行样本组间差异与组内差异比较，结果显示
CON 组、ACS 组和 TYACS 组组间样本之间差异显著大于各组
组内样本差异，说明各组间的样本微生物存在显著差异，分组

具有意义（P=0.001），样本之间差异主要由分组因素导致，见
插页ⅩⅪ图 9。

（2）Alpha多样性分析：对 3 组菌群进行 Alpha 多样性分
析，Shannon和 Simpson指数用来估算样品中微生物组成的多
样性，数值越大说明群落多样性越高。结果显示，与 CON 组相
比，ACS 组和 TYACS 组 Shannon 和 Simpson 指数均升高，且差
异存在统计学意义（P<0.05），说明 ACS 组和 TYACS 组大鼠
群落多样性升高。见插页ⅩⅪ图 1 0。

（3）肠道菌群组间物种差异分析：通过秩和检验的方法检
测 3 组组间的差异物种并通过 LDA（线性判别分析）实现降维
并评估差异物种的影响大小，即得到 LDA 值分布柱状图。结
果发现：CON 组显著差异的物种标志物是拟杆菌门（Bacte-
roidetes），ACS 组显著差异的物种标志物是厚壁菌门（Firmi-
cutes）、梭杆菌门（Fusobacteria），TYACS 组显著差异的物种标
志物是变形杆菌门（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、

螺旋体门（Spirochaetes）。见图 1 1。
在属水平上，LDA（线性判别分析）结果显示：CON 组显著

差异的物种标志物是另枝菌属（Alistipes）、Candidatus_Amulum-
ruptor、紫单胞菌属（Muribaculum），ACS 组显著差异的物种标
志物是活泼瘤胃球菌（Mediterraneibacter）、醋酸杆菌属（Aceto-
bacterium）、罗氏菌属（Roseburia）、梭菌属（Clostridium）、优杆菌
属（Eubacterium）、颤杆菌属（Oscillibacter）、Pseudoflavonifractor、
韦荣球菌属（Veillonella）、霍尔德曼氏菌属（Holdemania）、普氏
梭杆菌（Flavonifractor）、毛螺菌科（Lachnospiraceae_unclassi-
fied）、Acetatifactor、链杆菌属（Streptobacillus）、丁酸弧菌属（Bu-
tyrivibrio）、Allobaculum、厌氧棍状菌属（Anaerotruncus）、Neglec-
ta、Acutalibacter、粪球菌属（Coprococcus）、颤螺菌科（Oscillospir-
aceae_unclassified）、Hungatella、博尔特肠杆菌（Enterocloster）、
厌氧弧菌属（Anaerovibrio）、泉发菌属（Kineothrix）、梭杆菌属
（Fusobacterium），TYACS 组显著差异的物种标志物是密螺旋体
属（Treponema）、厌氧螺菌属（Anaerobiospirillum）、柯林斯菌属
（Collinsella）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）、γ-变形菌纲（Gam-
maproteobacteria；unclassified）、变形菌门（Proteobacteria；unclas-
sified）、产碱杆菌属（Advenella）、无色杆菌属（Achromobacter）、
极小单胞菌属（Pusillimonas_ex_Stolz_et_al_2005）、Adlercreutzia、
脱硫弧菌属（Desulfovibrio）、螺旋体门（Spirochaetes；unclassi-
fied）、红蝽菌纲（Coriobacteriia_unclassified）、Dakarella、放线菌
门（Actinobacteria；unclassified）、Duodenibacillus、Mesosutterella、
啮齿杆菌属（Rodentibacter）、螺杆菌属（Helicobacter）、副沙门氏
菌（Parasutterella）、沙门氏菌属（Salmonella）、放线菌属（Actino-
myces）、脱硫弧菌科（Desulfovibrionaceae_unclassified）、Turici-
monas。见插页ⅩⅫ图 1 2。

（4）KEGG功能分析：为深入探讨肠道菌群对血小板功能
的影响，本研究对筛选到的菌群进行富集 KEGG功能分析，结
果发现：在菌群富集的 KEGG通路中与血小板相关的信号通路
共 1 1 个，分别为花生四烯酸代谢 Arachidonic acid metabolism、
mTOR 信号通路 mTOR signaling pathway、MAPK 信号通路
MAPK signaling pathway、PPAR 信号通路 PPAR signaling path-
way、流体剪切力与动脉粥样硬化 Fluid shear stress and athero-
sclerosis、血脂与动脉粥样硬化 Lipid and atherosclerosis、血小板
激活 Platelet activation、PI3K-Akt信号通路 PI3K-Akt signaling

图 8　TMAO与血小板 AA、ADP最大聚集率的相关性分析
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pathway、核黄素的新陈代谢 Riboflavin metabolism、类胡萝卜素
生物合成 Carotenoid biosynthesis、胰岛素抵抗 Insulin resistance。
见插页ⅩⅫ图 1 3。

进一步利用 Stamp分析寻找组间差异 KEGG通路，结果发
现：CON 组和 TYACS 组大鼠花生四烯酸代谢、流体剪切力与
动脉粥样硬化、PI3K -Akt信号通路、PPAR信号通路和核黄素
的新陈代谢通路菌群富集较多，且组间差异存在统计学意义，

见插页ⅩⅩⅢ图 1 4A；CON 组和 ACS 组大鼠花生四烯酸代谢、胰
岛素抵抗、PI3K -AKT信号通路、PPAR 信号通路和核黄素的
新陈代谢通路菌群富集较多，且组间差异存在统计学意义，见

插页ⅩⅩⅢ图 1 4B；ACS 组和 TYACS 组大鼠花生四烯酸代谢、
MAPK信号通路、血小板激活和 PPAR 信号通路菌群富集较
多，且组间差异存在统计学意义，见插页ⅩⅩⅢ图 1 4C。
4　讨论

ACS 是我国目前危害公民健康的重要疾病。血小板黏附、
活化和聚集在 ACS 的病理过程中起关键作用。抗血小板治疗
是预防和治疗血栓形成和减少临床不良事件的重要基石［1 5］。

然而，环境、临床和遗传因素的相互作用导致了患者血小板反

应的异质性［1 6］。同一种抗血小板药物在不同患者中具有不同

的抗血小板作用，即血小板反应多样性［1 6 -1 7］。部分患者由此

导致心血管死亡等临床不良事件增加。因此，探讨影响 ACS
患者血小板反应性的机制具有重要意义。本研究通过高脂饮

食喂养大鼠模拟饮食不节诱导痰瘀互结证模型。并通过腹腔

注射异丙肾上腺素建立 ACS 模型。ACS 及痰瘀互结证 ACS 大
鼠血小板反应性增高，且痰瘀互结证 ACS 大鼠更加显著。

ZHU W等［1 8］发现，肠道微生物通过产生 TMAO直接促进
血小板高反应性和血栓形成潜能增强。TMAO 是由肠道菌群
驱动的饮食诱导代谢物，主要通过肾脏排泄，可引起胆固醇代

谢变化、炎症、内皮功能障碍和血小板活化［1 9 -21］。TMAO直接
暴露于血小板通过增加细胞内储存 Ca2 +的释放来增强血小板
活化，引起血小板高反应性，促进血栓形成，并与心血管疾病相

关［22 -24］。并且肠道菌群和 TMAO 在调节血小板高反应性中
的作用被微生物移植的动物模型证实［25］。TMAO 由含 TMA
的饮食前体产生。高脂食品中的营养物质通过多种微生物酶

复合物的作用产生 TMA，进入门静脉循环，经肝脏中 FMO3 进
一步代谢，生成 TMAO［26 -27］。本研究痰瘀互结证 ACS 大鼠血
清 TMAO水平明显升高，ACS 大鼠血清 TMAO 水平呈上升趋
势。痰瘀互结证 ACS 大鼠及 ACS 大鼠肝脏 FMO3 表达明显升
高。说明痰瘀互结证 ACS 大鼠 TMA/FMO3/TMAO 通路激活。
且研究进一步通过 Spearman 相关分析显示，血小板 AA%、
ADP%与 TMAO水平呈正相关。这与前人研究发现 TMAO 可
直接促进血小板高反应性结论一致，进一步为临床预防痰瘀互

结证 ACS 患者血小板高反应性提供新的目标靶点。
TMAO作为一种新发现的肠道菌群依赖性代谢物，可以作

为早期预警标志物来识别有疾病进展风险的个体［28 -31］。肠道

微生物衍生的代谢物参与多种疾病的病理过程。在本研究中，

ACS 大鼠和痰瘀互结证 ACS 大鼠的肠道菌群特征发生了显著
变化。正常大鼠显著差异的物种标志物是拟杆菌门，ACS 大鼠

显著差异的物种标志物是厚壁菌门、梭杆菌门，TYACS 大鼠显
著差异的物种标志物是变形杆菌门、放线菌门、螺旋体门。属

水平差异物种标志物与门水平基本一致。且本研究 ACS 大鼠
厚壁菌门（Firmicutes）与拟杆菌门（Bacteroidetes）的比例（F/B）
上升。ApoE -/-小鼠肠道菌群物种丰富度及多样性下降明
显，厚壁菌门（Firmicutes）与拟杆菌门（Bacteroidetes）的比例
（F/B）显著上升［32］。在分析不稳定性心绞痛热毒血瘀证患者

的肠道菌群特征发现，非热毒血瘀证患者拟杆菌门丰度较热毒

血瘀证患者显著增高，热毒血瘀证患者放线菌门丰度显著增

多［33］。方向颖研究发现 2 型糖尿病合并冠心病患者肠道菌群
中变形杆菌门水平增多［34］。2 型糖尿病及糖尿病肾病患者血
清 hs -CRP水平与肠道毛螺菌属、瘤胃菌科、粪球菌属、梭杆
菌属呈正相关［35］。亦有研究发现，老年脑梗死患者长期应用

抗血小板治疗后肠道菌群特征以链球菌属、梭杆菌门等为优势

菌群［36］。本研究与前人研究主要差异菌群趋势大体一致，但

存在部分差异，这与肠道菌群特征及影响因素的复杂性等密切

相关。

为深入探讨肠道菌群对血小板功能的影响，在菌群富集的

KEGG通路中初步筛选与血小板相关的信号通路共 1 1 个，痰
瘀互结证 ACS 大鼠花生四烯酸代谢、流体剪切力与动脉粥样
硬化、PI3K -AKT信号通路、血小板激活、PPAR信号通路和核
黄素的新陈代谢通路菌群富集较多，尤其以花生四烯酸代谢、

PPAR信号通路和核黄素的新陈代谢通路富集的菌群最多，差
异最明显。说明痰瘀互结证 ACS 大鼠血小板反应性增高与以
上 6 个通路相关，其中可能尤其与花生四烯酸代谢、核黄素的
新陈代谢通路和 PPAR 信号通路相关。ACS 大鼠血小板反应
性增高可能与花生四烯酸代谢、胰岛素抵抗、核黄素的新陈代

谢通路、PI3K -AKT信号通路和 PPAR信号通路相关。
综上，本研究初步揭示了痰瘀互结证 ACS 大鼠和 ACS 大

鼠肠道菌群存在显著特征性变化，ACS 大鼠显著差异的物种标
志物是厚壁菌门、梭杆菌门，TYACS 大鼠显著差异的物种标志
物是变形杆菌门、放线菌门、螺旋体门。模型大鼠血小板聚集

过程可能与上述多种菌群共同驱动 TMA/FMO3/TMAO 通路，
参与花生四烯酸代谢和核黄素的新陈代谢通路等有关。这一

发现可能为探索通过调节菌群森林改善血小板聚集功能，预防

ACS 的新手段提供理论依据，同时为痰瘀互结证 ACS 的诊疗
策略更加优化奠定基础，并丰富中医“心合小肠”理论。然而，

我们目前的数据是初步的，需要做更多的工作，包括诊断水平

和更深入的研究水平。
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ⅩⅨ

基于“心合小肠”探讨肠道菌群驱动 TMA/FMO3/TMAO通路
影响痰瘀互结证急性冠脉综合征大鼠血小板聚集的机制

（正文见 76 -82 页）

图 1　各组大鼠标准肢体Ⅱ导联心电图（30 min）变化

图 3　各组大鼠心肌组织 HE 染色比较（n=3）
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注：***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05。
图 5　各组大鼠血浆 TMA、TMAO含量比较（n=6）
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图 9　Anosim分析

图 10　Alpha多样性分析

图 1 1　门水平差异物种 LDA值分布图
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ⅩⅫ

图 12　属水平差异物种 LDA值分布图

图 13　血小板相关 KEGG通路



第 43 卷　第 8 期
2 0 2 5 年 8 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRADITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.8
Aug.2 0 2 5

ⅩⅩⅢ

CON 组和 TYACS 组比较

CON 组和 ACS 组比较

ACS 组和 TYACS 组比较

图 14　血小板相关 KEGG通路比较


