
2025年6月第31卷第6期 June.2025 Vol.31 No.6

基于代谢组学探讨丹膝颗粒治疗
大脑中动脉闭塞大鼠的作用机制*

龙慧玲1，唐 伟2，陶新如3，冯小龙3，杨智巍4，蔡 媛3，李鹏辉3，彭艳梅3

（1.湖南省药品审评与不良反应监测中心，湖南 长沙 410013；

2.湖南省中医药研究院附属医院，湖南 长沙 410013；

3.湖南省中医药研究院，湖南 长沙 410013；

4.湘南学院，湖南 郴州 423099）

[摘要] 目的：基于代谢组学探讨丹膝颗粒（DXKL）治疗大脑中动脉闭塞（MCAO）大鼠的作用机制。方法：使

用改良线栓法建立MCAO大鼠模型，根据神经性神经功能评估丹膝颗粒对MCAO大鼠的治疗效果，并通过液质

联用技术检测大鼠缺血侧脑组织代谢物的变化。结果：造模成功后，丹膝颗粒给药组能显著降低MCAO大鼠的神

经功能评分（ 约0.01），代谢组学结果显示，MCAO-Sham组有12种差异代谢物，其中7个化合物上调，5个代谢物下

调；MCAO-DXKL组中有38种差异代谢物，其中22个化合物上调，16个下调；共有差异代谢物为L-天冬氨酸；丹

膝颗粒治疗后能显著回调L-天冬氨酸发生紊乱的代谢物水平。MCAO-DXKL组中38种差异代谢物结合差异代

谢物L-天冬氨酸的KEGG通路富集结果分析，推测丹膝颗粒治疗缺血性脑卒中的作用机制可能与D-氨基酸代

谢，半胱氨酸和蛋氨酸代谢过程，以及甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢过程有关。结论：丹膝颗粒能够改善MCAO大

鼠偏瘫的症状，显著降低神经功能评分，其机制可能与D-氨基酸代谢，半胱氨酸和蛋氨酸代谢过程，以及甘氨

酸、丝氨酸和苏氨酸代谢过程有关。
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The Mechanism of Action of Danxi Granule (丹膝颗粒) in Treating Middle

Cerebral Artery Occlusion Rats Based on Metabolomics

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of action of Danxi granule (DXKL) in treating middle

cerebral artery occlusion (MCAO) rats based on metabolomics. Methods: The MCAO rat model was established

by the modified thread embolization method. The therapeutic effect of DXKL on MCAO rats was evaluated

according to the neurological function score. The changes of metabolites in rat brain tissue were detected by

liquid chromatography-mass spectrometry. Results: After successful modeling, the administration group of DXKL

could significantly reduce the neurological function score of MCAO rats (P约0.01). The metabolomics results

showed that there were 12 differential metabolites in the MCAO-Sham group, among which 7 compounds were
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脑 卒 中 ， 又 称 脑 血 管 意 外 ， 是 一 种 突 发 的 脑 血 液 循 环 障

碍 性 疾 病 。 脑 卒 中 包 括 缺 血 性 卒 中 （ 85%） 和 出 血 性 卒 中 （ 15%） ，

以 突 然 发 病 ， 迅 速 出 现 局 限 性 或 弥 散 性 脑 功 能 缺 损 为 共 同 临

床 特 征 ， 为 一 组 器 质 性 脑 损 伤 导 致 的 脑 血 管 疾 病 [1]。 心 脑 血 管

疾 病 是 危 害 中 老 年 人 身 体 健 康 和 生 命 的 主 要 疾 病 之 一 。 本 病

具 有 高 发 病 率 、 高 死 亡 率 、 高 致 残 率 的 特 点 ， 给 社 会 、 患 者 及

其 家 庭 带 来 沉 重 负 担 和 痛 苦 [2-3]， 其 发 病 机 制 复 杂 ， 涉 及 氧 化

应 激 和 炎 症 反 应 等 生 理 病 理 过 程 [4-6]。 在 中 医 古 籍 中 ， 脑 卒 中

被 纳 入 “ 中 风 ” 范 畴 。 《 黄 帝 内 经 》 中 就 有 相 关 记 载 ， 如 “ 风 之 伤

人 也 ， 或 为 寒 热 ， 或 为 热 中 ， 或 为 寒 中 ， 或 为 疠 风 ， 或 为 偏 枯 ” ，

这 里 的 “ 偏 枯 ” 就 类 似 于 脑 卒 中 后 的 半 身 不 遂 症 状 [7]。

丹 膝 颗 粒 原 名 “ 偏 瘫 灵 颗 粒 ” ， 由 丹 参 、 牛 膝 、 天 麻 、 牡 丹

皮 、 赤 芍 、 川 芎 、 生 地 黄 、 淫 羊 藿 、 桑 寄 生 、 栀 子 、 决 明 子 、 火 麻

仁 12 味 药 组 成 ， 具 有 养 阴 平 肝 、 息 风 通 络 、 清 热 除 烦 的 功 效 [8]，

临 床 上 用 于 中 风 病 中 经 络 恢 复 期 瘀 血 阻 络 兼 肾 虚 证 ， 症 见 半

身 不 遂 ， 口 舌 歪 斜 ， 舌 强 语 塞 ， 偏 身 麻 木 ， 头 晕 目 眩 ， 腰 膝 酸

软 ， 脑 梗 死 恢 复 期 见 上 述 证 候 者 。 现 代 药 理 学 研 究 表 明 ， 丹 膝

颗 粒 对 大 鼠 患 有 局 灶 性 脑 血 管 损 伤 时 具 有 显 著 的 保 护 效 果 [9]。

目 前 ， 丹 膝 颗 粒 在 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 方 面 的 机 制 研 究 尚 不 充

分 。 本 实 验 基 于 代 谢 组 学 技 术 ， 深 入 探 究 丹 膝 颗 粒 对 大 脑 中

动 脉 闭 塞 （ middle cerebral artery occlusion， MCAO） 大 鼠 的 治

疗 作 用 机 制 。 通 过 对 脑 组 织 差 异 代 谢 物 的 全 面 分 析 ， 揭 示 丹

膝 颗 粒 在 调 节 代 谢 途 径 、 改 善 病 理 生 理 状 态 方 面 的 潜 在 作 用 ，

为 进 一 步 阐 明 其 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 分 子 机 制 提 供 科 学 依 据 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级 SD大 鼠 18 只 ， 体 质 量 250耀280g， 8耀12 周

龄 ， 雄 性 ， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 动 物 生 产

许 可 证 号 ： SYXK（ 湘 ） 2019-0009， 动 物 质 量 合 格 证 编 号 ： ZS-

202302280017 ， ZS-202304250022 。 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 实

验 动 物 中 心 ， 室 温 （ 25依2） 益 ， 相 对 湿 度 （ 65依5） % ， 光 照 控 制 在

明 暗 周 期 各 12 h ， 大 鼠 自 由 饮 食 和 进 水 ， 定 期 更 换 垫 料 。 所 有

实 验 均 通 过 湖 南 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 的 批 准 （ 批 准 号 ：

LL2023030101） 。

1.2 药物与试剂 丹 膝 颗 粒 （ 九 芝 堂 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ：

20220709） ； 质 谱 级 甲 醇 （ 德 国 CNW Technologies GmbH公 司 ，

批 号 ： 67-56-1） ； 质 谱 级 乙 腈 （ 德 国 CNW Technologies GmbH

公 司 ， 批 号 ： 75-05-8） ； 质 谱 级 乙 酸 铵 [西 格 玛 奥 德 里 奇 （ 上 海 ）

贸 易 有 限 公 司 ， 批 号 ： 631-61-8]； 氨 水 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ， 批

号 ： 1336-21-6） ； 超 纯 水 （ 屈 臣 氏 ， 批 号 ： BL112B） 。

1.3 主要仪器 高 分 辨 质 谱 仪 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ， 型 号 ：

OrbitrapExploris 120） ； 高 效 液 相 色 谱 仪 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 公

司 ， 型 号 ： Vanquish） ； 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ，

型 号 ： Heraeus Fresco17） ； 电 子 天 平 [赛 多 利 斯 （ 上 海 ） 贸 易 有 限 公

司 ， 型 号 ： BSA124S-CW]； 超 声 仪 （ 深 圳 市 雷 德 邦 电 子 有 限 公

司 ， 型 号 ： PS-60AL） 。

1.4 MCAO模型建立与分组 使 用 改 良 线 栓 法 [10] 制 备 MCAO

模 型 。 SD雄 性 大 鼠 ， 手 术 前 禁 食 不 禁 水 12 h ， 用 2% 戊 巴 比 妥 钠

0.2 mL/100 g 腹 腔 注 射 麻 醉 大 鼠 ， 仰 卧 固 定 于 手 术 台 。 对 脖 颈

处 进 行 常 规 备 皮 和 消 毒 ， 在 颈 部 正 中 偏 右 侧 作 约 0.5~0.8 cm

切 口 ， 分 离 皮 下 组 织 ， 暴 露 颈 内 动 脉 （ ICA） 、 颈 外 动 脉 （ ECA） 、

颈 总 动 脉 （ CCA） 。 分 离 颈 总 动 脉 并 结 扎 颈 总 动 脉 和 颈 外 动 脉 ，

暂 时 使 用 动 脉 夹 封 闭 颈 内 动 脉 ， 将 线 栓 导 入 颈 内 动 脉 ， 并 在

血 管 的 分 叉 位 置 放 置 标 记 点 以 此 阻 塞 右 侧 大 脑 中 动 脉 的 血

流 。 最 后 ， 逐 层 缝 合 、 消 毒 、 清 除 血 迹 ， 防 止 大 鼠 之 间 相 互 咬 食 。

术 后 将 大 鼠 放 置 加 热 垫 上 保 温 至 大 鼠 苏 醒 ， 单 笼 饲 养 。 插 入

线 栓 后 2 h ， 将 线 栓 拔 出 1~2 cm 造 成 再 灌 注 过 程 。 对 造 模 后 大

鼠 进 行 评 分 ， 以 左 侧 肢 瘫 痪 ， 站 立 不 稳 ， 向 一 侧 转 圈 为 评 判 标

准 ， 选 取 造 模 成 功 的 大 鼠 进 行 随 机 分 组 ， 每 组 6 只 ， 假 手 术 组

（ Sham 组 ） 只 分 离 血 管 ， 不 插 线 栓 。 缺 血 再 灌 注 24 h 后 ， 设 置 丹

膝 颗 粒 给 药 组 （ 16.2 g/kg ， 为 临 床 给 药 剂 量 的 6 倍 ） 、 假 手 术 组

（ Sham组 ） 和 模 型 组 （ MCAO 组 ） ， 给 药 组 每 日 灌 胃 对 应 剂 量 药

物 ， Sham 组 和 MCAO 组 灌 胃 等 量 蒸 馏 水 ， 给 药 14 d。 14 d 后 ， 处

死 大 鼠 ， 取 大 鼠 脑 组 织 ， 液 氮 保 存 待 用 。

1.5 观察指标

1.5.1 神 经 功 能 评 分 参 考 Longa 5分 评 分 法 ： 0分 ， 无 神 经 损

伤 症 状 ； 1 分 ， 对 侧 前 爪 不 能 完 全 伸 展 ； 2 分 ， 向 对 侧 转 圈 ； 3 分 ，

向 对 侧 倾 倒 ； 4 分 ， 不 能 自 发 行 走 ， 意 识 丧 失 。 分 值 越 高 ， 说 明

动 物 神 经 行 为 障 碍 越 严 重 。

1.5.2 脑 组 织 样 本 代 谢 物 提 取 取 25 mg 脑 组 织 样 本 ， 加 入

500 滋L 提 取 液 （ 甲 醇 、 乙 腈 、 水 的 体 积 比 为 2颐2颐1 ， 含 有 同 位 素

up-regulated and 5 metabolites were down-regulated. There were 38 differential metabolites in the MCAO-

DXKL group, among which 22 compounds were up -regulated and 16 were down -regulated. The common

differential metabolite was L-aspartic acid. After treatment with DXKL, the metabolite level of L-aspartic acid

with disordered metabolism could be significantly adjusted back. Based on the KEGG pathway enrichment

results analysis of 38 differential metabolites in the MCAO -DXKL group combined with the differential

metabolite L-aspartic acid, it was speculated that the mechanism of action of DXKL in treating ischemic

stroke might be related to D -amino acid metabolism, cysteine and methionine metabolism processes, and

glycine, serine and threonine metabolism processes. Conclusion: Danxi granule can improve the symptoms of

hemiplegia in MCAO rats, and reduce the neurological function score significantly. The mechanism may be

related to D-amino acid metabolism, cysteine and methionine metabolism processes, and glycine, serine and

threonine metabolism processes.

[Keywords] stroke; Danxi granule; brain tissue; metabolomics; rat
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标 记 内 标 混 合 物 ） 。 以 频 率 35 Hz 研 磨 处 理 4 min ， 接 着 在 冰 水

浴 条 件 下 进 行 超 声 处 理 5 min ， 重 复 操 作 3 次 。 处 理 后 的 样 品

于 -40 益 静 置 1 h ， 4 益 离 心 （ 12 000 r/min， 离 心 半 径 为 8.6 cm）

15 min 后 取 上 清 液 ， 待 测 。 同 时 ， 将 所 有 样 品 另 取 等 量 上 清 液

混 合 制 备 成 QC 样 品 ， 待 测 。

1.5.3 LC-MS 检 测 条 件 采 用 Vanquish（ Thermo Fisher Sci原

entific） 超 高 效 液 相 色 谱 仪 ， 并 通 过 Waters ACQUITY UPLC

BEH Amide（ 2.1 mm伊50.0 mm， 1.7 滋m） 液 相 色 谱 柱 对 目 标 化

合 物 进 行 色 谱 分 离 。 其 中 ， 液 相 色 谱 的 A相 为 水 相 ， 含 有 25mmol/L

乙 酸 铵 和 25 mmol/L氨 水 ， B 相 为 乙 腈 。 设 置 样 品 盘 温 度 为 4 益 ，

进 样 体 积 为 2 滋L。 OrbitrapExploris 120 质 谱 仪 在 控 制 软 件

（ Xcalibur， 版 本 ： 4.4， Thermo） 的 控 制 下 进 行 一 级 、 二 级 质 谱 数

据 采 集 。 具 体 参 数 ： 废 气 流 量 为 50 Arb ， 辅 助 气 流 量 为 15 Arb ，

毛 细 管 温 度 为 320 益 ， 全 MS 分 辨 率 为 60 000 ， MS/MS 分 辨 率

为 15 000 ， 碰 撞 能 量 为 SNCE 20/30/40 ， 喷 雾 电 压 分 别 为 3.8 千

伏 （ 正 电 荷 ） 或 -3.4千 伏 （ 负 电 荷 ） 。

1.5.4 代 谢 组 鉴 定 与 代 谢 通 路 分 析 使 用 ProteoWizard 软 件

将 原 始 数 据 转 换 为 mzXML 格 式 ， 利 用 自 行 编 写 的 R 程 序 包

（ XCMS 内 核 ） 进 行 峰 的 识 别 、 提 取 、 对 齐 和 积 分 等 处 理 ， 并 与

自 建 的 BiotreeDB（ V2.1） 二 级 质 谱 数 据 库 进 行 匹 配 ， 以 进 行 物

质 的 注 释 ， 其 中 算 法 打 分 的 Cutoff 值 设 定 为 0.3。 将 处 理 后 的 质

谱 数 据 导 入 SIIMCA-P14.0 软 件 进 行 统 计 分 析 、 主 成 分 分 析

（ PCA） 和 正 交 偏 最 小 二 乘 判 别 分 析 （ OPLS-DA） ， 根 据 VIP跃1

且 约0.05 的 标 准 筛 选 出 差 异 性 成 分 。 最 后 ， 将 这 些 成 分 导 入

MetaboAnalyst 5.0（ https://www.metaboanalyst.ca/） 进 行 差 异 代

谢 物 的 通 路 富 集 分 析 。

1.6 统计学方法 采 用 Graph pad 8.0 进 行 实 验 数 据 的 统 计

分 析 ， 计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 来 表 示 ， 多 组 间 比 较

采 用 单 因 素 方 差 分 析 （ One-way ANOVA） 。 约0.05 表 示 差 异 有

统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 神经功能评分比较 Sham组 大 鼠 未 经 插 栓 处 理 ， 其 表 现

出 正 常 行 为 ， 无 神 经 功 能 损 伤 ， 评 分 为 0分 。 造 模 后 24 h， 与 Sham

组 相 比 ， 各 组 大 鼠 神 经 行 为 评 分 均 明 显 提 高 （ 约0.01） ， 表 明 大

鼠 脑 缺 血 再 灌 注 模 型 制 备 成 功 。 连 续 给 药 14 d 后 ， 与 MCAO 组

相 比 ， 丹 膝 颗 粒 给 药 组 治 疗 的 MCAO大 鼠 的 评 分 显 著 降 低 （ 约

0.01） ， 表 明 大 鼠 在 经 过 14 d治 疗 后 神 经 损 伤 得 到 显 著 缓 解 ， 丹

膝 颗 粒 能 够 有 效 改 善 缺 血 性 脑 卒 中 神 经 功 能 损 伤 。 （ 见 表 1）

表 1 各组大鼠神经功能评分比较 （x依s，分）

组 别 n 1 d 14 d

Sham组 6 0.00依0.00 0.00依0.00

丹 膝 颗 粒 给 药 组 6 1.67依0.516 4a 0.33依0.516 4b

MCAO组 6 1.80依0.408 2a 1.17依0.408 2a

注：与Sham组比较，a 约0.01；与MCAO组比较，b 约0.01。

2.2 丹膝颗粒对MCAO大鼠脑组织代谢谱的多元统计分析

2.2.1 主 成 分 分 析 采 用 主 成 分 分 析 （ Principal Component

Analysis， PCA） 对 Sham 组 、 MCAO 组 、 丹 膝 颗 粒 给 药 组 的 液 质

数 据 进 行 综 合 分 析 。 PCA 图 显 示 Sham 组 （ 红 色 三 角 形 表 示 ） 和

MCAO 组 （ 蓝 色 圆 圈 表 示 ） 、 MCAO 组 （ 蓝 色 圆 圈 表 示 ） 和 DXKL

组 （ 绿 色 方 形 表 示 ） 之 间 的 代 谢 谱 有 明 显 的 分 离 趋 势 ， 其 中 不

同 颜 色 的 标 记 清 晰 地 分 布 在 图 的 不 同 区 域 ， 表 明 3 组 之 间 的

代 谢 特 征 存 在 显 著 差 异 。 （ 见 图 1）

图 1 各组间大鼠脑组织代谢物的 PCA得分图

2.2.2 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析 MCAO组 与 Sham组 的 正

交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析 （ Orthogonal Partial Least-Squares

Discriminant Analysis ， OPLS-DA） 得 分 图 完 全 分 离 ， 该 模 型

R2Y=0.658 ， Q2=0.759 ， 表 明 模 型 预 测 能 力 较 好 。 为 防 止 模 型 出

现 过 拟 合 ， 进 行 200 次 置 换 检 验 对 模 型 进 行 内 部 验 证 ， R2与 Q2

均 与 纵 轴 相 交 （ R2=0.462， Q2=-0.579） ， 且 回 归 线 斜 率 均 大 于 0。

丹 膝 颗 粒 给 药 组 与 MCAO 组 的 OPLS-DA 得 分 图 完 全 分 离 ， 该

模 型 R2Y=0.485， Q2=0.768， 表 明 模 型 预 测 能 力 较 好 ， 200 次 置 换

检 验 结 果 显 示 ， R2 与 Q2 均 与 纵 轴 相 交 （ R2=0.377 ， Q2=-0.601） ，

且 回 归 线 斜 率 均 大 于 0。 上 述 结 果 表 明 该 模 型 预 测 能 力 良 好 ，

没 有 出 现 过 拟 合 现 象 。 （ 见 图 2）

图 2 各组间大鼠脑组织代谢物的 OPLS-DA 得分图

及 200次置换检验图

2.3 丹膝颗粒对MCAO大鼠脑组织代谢谱的差异代谢物

分析 火 山 图 可 以 直 观 展 示 组 间 代 谢 物 差 异 的 整 体 分 布 情

况 。 根 据 VIP跃1 且 约0.05 ， 使 用 火 山 图 的 形 式 表 示 出 各 个 差 异

代 谢 物 。 如 图 3 所 示 ， 在 MCAO-Sham 组 中 有 12 种 代 谢 物 发 生

变 化 ， 其 中 7 个 化 合 物 上 调 ， 5 个 代 谢 物 下 调 。 （ 见 表 2） MCAO-

DXKL组 中 有 38 种 代 谢 差 异 物 ， 其 中 22 个 化 合 物 上 调 ， 16 个 下

调 。 （ 见 表 3） 其 中 MCAO-Sham 组 中 有 机 氧 化 合 物 、 脂 质 和 类

脂 质 分 子 、 有 机 酸 及 其 衍 生 物 各 占 25% ； 在 MCAO-DXKL 组 中

其 他 类 占 28.95% ， 有 机 酸 及 其 衍 生 物 占 21.05% 。 （ 见 图 4） 将

MCAO-Sham 组 和 MCAO-DXKL 组 交 集 ， 获 得 丹 膝 颗 粒 治 疗

MCAO大 鼠 的 一 种 差 异 代 谢 物 为 L-天 冬 氨 酸 。
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图 3 各组间大鼠脑组织差异代谢物火山图

图 4 各组间大鼠脑组织差异代谢物饼图

表 2 MCAO-Sham组脑组织差异代谢物的鉴定分析

代 谢 物 t R / m i n H M D B 号 离 子 模 式 V I P F C 上 调 / 下 调

C y t a r a b i n e ( h y d r o c h l o r i d e ) 1 . 5 8 / P O S 2 . 7 3 0 . 0 1 0 . 0 1 ↑

V a l y l - L y s i n e 5 . 1 1 H M D B 0 0 2 9 1 3 2 P O S 2 . 6 9 0 . 0 0 0 . 0 0 ↑

L - A s p a r t i c a c i d * 4 . 2 6 H M D B 0 0 0 0 1 9 1 N E G 2 . 3 4 0 . 0 4 0 . 0 4 ↓

A s y m m e t r i c d i m e t h y l a r g i n i n e 4 . 8 0 H M D B 0 0 0 1 5 3 9 P O S 2 . 3 4 0 . 0 4 0 . 0 4 ↑

L y s o P C ( 1 4 : 0 / 0 : 0 ) 2 . 1 0 H M D B 0 0 1 0 3 7 9 P O S 2 . 2 9 0 . 0 5 0 . 0 5 ↑

M a l o n y l c a r n i t i n e 3 . 7 7 H M D B 0 0 0 2 0 9 5 P O S 2 . 2 8 0 . 0 2 0 . 0 2 ↑

N A D 4 . 1 4 H M D B 0 0 0 0 9 0 2 P O S 2 . 2 4 0 . 0 5 0 . 0 5 ↓

N , N - D i m e t h y l s p h i n g o s i n e 0 . 5 4 H M D B 0 0 1 3 6 4 5 P O S 2 . 0 3 0 . 0 2 0 . 0 2 ↓

D i a c e t y l 3 . 9 9 H M D B 0 0 0 3 4 0 7 P O S 1 . 8 7 0 . 0 4 0 . 0 4 ↓

C a n r e n o n e 1 . 4 3 H M D B 0 0 0 3 0 3 3 N E G 1 . 8 7 0 . 0 5 0 . 0 5 ↑

G l u c o s e 6 - p h o s p h a t e 4 . 4 7 H M D B 0 0 0 1 4 0 1 P O S 1 . 6 7 0 . 0 4 0 . 0 4 ↑

N - A c e t y l g a l a c t o s a m i n y l l a c t o s e 4 . 1 7 H M D B 0 0 4 1 6 2 2 P O S 1 . 5 2 0 . 0 2 0 . 0 2 ↓

注：*表示共有差异物；tR表示保留时间；POS表示正离子

模式；NEG表示负离子模式；VIP表示变量重要性投影；FC表

示差异倍数；尹表示上调；引表示下调。

表 3 MCAO-DXKL组脑组织差异代谢物的鉴定分析

代 谢 物 t R / m i n H M D B 号 离 子 模 式 V I P F C 上 调 / 下 调

2 - P i p e r i d o n e 0 . 4 3 / P O S 2 . 3 4 0 . 0 0 0 . 8 0 ↑

M e t h y l o p h i o p o g o n a n o n e B 0 . 2 7 / N E G 2 . 3 1 0 . 0 0 8 . 5 6 ↑

C y t a r a b i n e 2 . 3 6 H M D B 0 0 1 5 1 2 2 P O S 2 . 0 3 0 . 0 4 1 . 4 1 ↑

I t a c o n i c a c i d 4 . 1 4 H M D B 0 0 0 2 0 9 2 N E G 2 . 0 3 0 . 0 2 1 . 2 5 ↑

g a m m a - G l u t a m y l g l u t a m i c a c i d 4 . 5 8 H M D B 0 0 1 1 7 3 7 P O S 2 . 0 1 0 . 0 4 1 . 2 5 ↑

L - A s p a r t i c a c i d * 4 . 2 6 H M D B 0 0 0 0 1 9 1 N E G 1 . 9 6 0 . 0 4 1 . 1 6 ↑

R i b o f l a v i n 2 . 1 3 H M D B 0 0 0 0 2 4 4 P O S 1 . 9 3 0 . 0 4 1 . 4 8 ↑

D - S e r i n e 3 . 7 1 H M D B 0 0 0 3 4 0 6 P O S 1 . 9 2 0 . 0 1 1 . 4 0 ↑

U r i d i n e d i p h o s p h a t e g l u c u r o n i c a c i d 4 . 4 5 H M D B 0 0 0 0 9 3 5 N E G 1 . 9 2 0 . 0 0 0 . 5 9 ↓

G r a v e o l i n e 3 . 7 9 H M D B 0 0 3 3 4 8 0 P O S 1 . 9 2 0 . 0 2 0 . 3 9 ↓

G l y c e r a l d e h y d e 1 . 4 0 H M D B 0 0 0 1 0 5 1 N E G 1 . 9 2 0 . 0 1 1 . 2 4 ↑

1 8 : 0 L Y S O - P E 2 . 0 5 / P O S 1 . 8 9 0 . 0 2 1 . 5 1 ↑

S - F o r m y l g l u t a t h i o n e 3 . 7 9 H M D B 0 0 0 1 5 5 0 P O S 1 . 8 6 0 . 0 2 0 . 3 1 ↓

A c e t y l h y d r a z i n e 3 . 0 9 H M D B 0 0 6 0 4 2 8 P O S 1 . 8 3 0 . 0 2 1 . 3 3 ↑

C r e a t i n i n e 1 . 3 9 H M D B 0 0 0 0 5 6 2 P O S 1 . 8 2 0 . 0 1 0 . 8 2 ↓

G l y c e r y l p h o s p h o r y l e t h a n o l a m i n e 3 . 8 3 H M D B 0 0 0 0 1 1 4 P O S 1 . 8 1 0 . 0 2 0 . 3 7 ↓

G l y c e r o p h o s p h o c h o l i n e 4 . 0 7 H M D B 0 0 0 0 0 8 6 P O S 1 . 7 9 0 . 0 3 0 . 2 7 ↓

L - S e r i n e 3 . 7 0 H M D B 0 0 0 0 1 8 7 N E G 1 . 7 5 0 . 0 2 1 . 3 8 ↑

2 - O - M e t h y l c y t o s i n e 1 . 8 5 H M D B 0 0 0 4 3 3 9 P O S 1 . 7 5 0 . 0 3 1 . 5 7 ↑

G l y c y l - L - L e u c i n e 2 . 8 8 / P O S 1 . 7 0 0 . 0 4 0 . 4 5 ↓

G l u c o n o l a c t o n e 0 . 4 2 H M D B 0 0 0 0 1 5 0 N E G 1 . 6 8 0 . 0 2 1 . 4 2 ↑

P h o s p h o c r e a t i n e 4 . 1 9 H M D B 0 0 0 1 5 1 1 P O S 1 . 6 8 0 . 0 2 1 . 6 9 ↑

C y t i d i n e 2 . 3 8 H M D B 0 0 0 0 0 8 9 N E G 1 . 6 7 0 . 0 4 1 . 5 8 ↑

E r y t h r o m y c i n E t h y l s u c c i n a t e 1 . 9 4 / N E G 1 . 6 4 0 . 0 5 0 . 5 0 ↓

L - K y n u r e n i n e 2 . 6 9 H M D B 0 0 0 0 6 8 4 P O S 1 . 6 3 0 . 0 4 0 . 1 7 ↓

[ ( 2 R , 3 S , 4 R , 5 R ) - 5 - ( 2 , 4 - d i o x o - 1 , 2 , 4 . 1 9 H M D B 0 0 6 0 0 7 9 N E G 1 . 6 2 0 . 0 3 0 . 4 9 ↓

3 , 4 - t e t r a h y d r o p y r i m i d i n - 1 - y l ) - 3 ,

4 - d i h y d r o x y o x o l a n - 2 - y l ] m e t h y l

{ [ ( 3 R , 4 S , 5 S , 6 R ) - 3 , 4 , 5 - t r i h y d r o x y - 6 -

( h y d r o x y m e t h y l ) o x a n - 2 - y l p h o s p h o n a t o ]

o x y } p h o s p h o n a t e

P C [ P - 1 8 : 1 ( 9 Z ) / 1 8 : 2 ( 9 Z , 1 2 Z ) ] 0 . 6 4 H M D B 0 0 1 1 3 1 0 P O S 1 . 6 2 0 . 0 0 1 . 4 6 ↑

5 ' - D e o x y - 5 ' - m e t h y l t h i o a d e n o s i n e 0 . 5 9 / P O S 1 . 5 3 0 . 0 5 0 . 6 0 ↓

C y c l i c A M P / c A M P 2 . 8 4 / P O S 1 . 5 3 0 . 0 2 0 . 6 9 ↓

G a l l i c a c i d 1 . 1 5 H M D B 0 0 0 5 8 0 7 N E G 1 . 5 1 0 . 0 5 0 . 5 2 ↓

L y s o P I ( 1 8 : 0 / 0 : 0 ) 2 . 5 4 H M D B 0 2 4 0 2 6 1 P O S 1 . 4 8 0 . 0 4 1 . 4 5 ↑

3 - F u r o i c a c i d 4 . 7 7 H M D B 0 0 0 0 4 4 4 N E G 1 . 4 8 0 . 0 3 1 . 2 5 ↑

P o l y o x y e t h y l e n e ( 6 0 0 ) m o n o r i c i n o l e a t e 2 . 5 3 H M D B 0 0 3 2 4 7 6 P O S 1 . 4 5 0 . 0 5 1 . 3 6 ↑

P I [ 2 0 : 3 ( 5 Z , 8 Z , 1 1 Z ) / 1 8 : 1 ( 1 1 Z ) ] 1 . 9 5 H M D B 0 0 0 9 8 8 1 P O S 1 . 4 4 0 . 0 4 1 . 2 2 ↑

L - U r i d i n e 1 . 2 7 / N E G 1 . 4 0 0 . 0 4 0 . 8 4 ↓

T r i s ( 2 , 4 - d i - t e r t - b u t y l p h e n y l ) p h o s p h a t e 0 . 2 6 / P O S 1 . 4 0 0 . 0 1 1 . 3 4 ↑

K y n u r e n i c A c i d 1 . 6 0 / P O S 1 . 3 8 0 . 0 5 0 . 2 4 ↓

K i f u n e n s i n e 1 . 3 8 / P O S 1 . 2 3 0 . 0 5 0 . 8 6 ↓

注：*表示共有差异物；tR表示保留时间；POS表示正离子

模式；NEG表示负离子模式；VIP表示变量重要性投影；FC表

示差异倍数；尹表示上调；引表示下调。

2.4 潜在生物标志物的调控以及代谢通路的分析 将 MCAO-

DXKL 38种 代 谢 差 异 物 作 为 研 究 对 象 ， 导 入 MetaboAnalyst 5.0，
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进 行 通 路 富 分 析 ， 得 到 的 代 谢 通 路 。 根 据 约0.05 筛 选 ， 得 到 丹

膝 颗 粒 治 疗 主 要 与 D- 氨 基 酸 代 谢 、 醚 脂 质 代 谢 、 半 胱 氨 酸 和

蛋 氨 酸 代 谢 、 甘 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 代 谢 、 核 黄 素 代 谢 、 甘

油 磷 脂 代 谢 、 抗 坏 血 酸 和 醛 酸 盐 代 谢 相 关 。 同 时 结 合 丹 膝 颗

粒 治 疗 MCAO 大 鼠 的 一 种 差 异 代 谢 物 L- 天 冬 氨 酸 所 在 的 通

路 ， 进 一 步 推 测 丹 膝 颗 粒 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 作 用 机 制 可 能

与 D-氨 基 酸 代 谢 ， 半 胱 氨 酸 和 蛋 氨 酸 代 谢 过 程 ， 以 及 甘 氨 酸 、

丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 代 谢 过 程 相 关 。 （ 见 图 5）

图 5 MCAO-DXKL代谢差异物 KEGG通路分析气泡图

3 讨 论

脑 卒 中 病 因 病 机 复 杂 ， 不 同 时 期 医 家 理 论 各 异 ， 从 外 因

论 渐 转 内 因 论 ， 从 一 元 化 走 向 多 元 因 素 。 金 、 元 代 前 多 持 外 风

致 病 说 [11]， 元 代 王 履 提 “ 真 中 风 ” “ 类 中 风 ” 概 念 [12]； 明 清 认 可

“ 非 风 ” 观 点 ， 认 识 到 卒 中 发 病 有 标 本 之 分 ， 本 为 阴 阳 两 虚 等 ，

标 为 脏 腑 、 风 痰 等 所 致 [13-14]； 明 清 后 确 立 “ 内 风 致 病 ” 观 ， 近 现

代 从 风 、 瘀 、 痰 、 火 、 虚 、 气 阐 释 病 机 。 历 代 医 家 对 病 位 认 识 不

一 ， 《 黄 帝 内 经 》 载 在 “ 上 ” “ 头 ” 等 ， 后 觉 与 脑 、 脏 腑 经 络 相 关 ，

随 中 西 医 结 合 发 展 ， 愈 发 明 确 其 与 解 剖 学 脑 关 系 密 切 [11]。 现 代

医 学 对 缺 血 性 脑 卒 中 发 病 机 制 的 认 知 主 因 为 动 脉 粥 样 硬 化 、

动 脉 炎 、 外 伤 致 脑 血 管 病 变 形 成 斑 块 堵 塞 [15]， 或 房 颤 等 心 血 管

病 栓 子 入 血 阻 塞 脑 部 血 管 ， 损 伤 机 制 与 细 胞 内 钙 超 载 、 氧 化

应 激 、 炎 症 反 应 等 相 关 [16-18]； 近 年 来 发 现 铁 死 亡 也 是 缺 血 性 脑

卒 中 的 重 要 分 子 机 制 之 一 ， 铁 死 亡 与 缺 血 性 脑 卒 中 的 病 理 过

程 密 切 相 关 [19-22]。

丹 膝 颗 粒 由 丹 参 、 牛 膝 、 天 麻 、 牡 丹 皮 、 赤 芍 、 川 芎 、 生 地

黄 、 淫 羊 藿 、 桑 寄 生 、 栀 子 、 决 明 子 、 火 麻 仁 共 12 味 药 材 组 成 ，

具 有 养 阴 平 肝 、 息 风 通 络 、 清 热 除 烦 的 功 效 ， 临 床 上 用 于 中 风

病 中 经 络 恢 复 期 瘀 血 阻 络 兼 肾 虚 证 。 丹 膝 颗 粒 中 不 同 药 味 均

具 有 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 作 用 。 丹 参 中 丹 参 素 能 够 改 善 心 肌

梗 死 ， 抑 制 细 胞 凋 亡 [23-24]。 牛 膝 多 肽 可 促 进 MCAO 大 鼠 的 恢 复 ，

改 善 脑 损 伤 ， 通 过 PI3K/Akt减 轻 LPS 激 活 小 胶 质 细 胞 的 细 胞 毒

性 ， 通 过 Nrf2 抑 制 LPS 刺 激 的 BV2 小 胶 质 细 胞 产 生 的 神 经 炎

症 [25-26]。 但 目 前 对 丹 膝 颗 粒 复 方 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 机 制 研

究 较 缺 乏 。 本 实 验 研 究 发 现 丹 膝 颗 粒 在 治 疗 MCAO 大 鼠 方 面

具 有 显 著 效 果 。 从 神 经 功 能 评 分 结 果 来 看 ， 丹 膝 颗 粒 给 药 组 能

显 著 降 低 MCAO 大 鼠 的 神 经 功 能 评 分 ， 表 明 其 能 够 有 效 改 善

缺 血 性 脑 卒 中 神 经 功 能 损 伤 。 这 一 结 果 与 本 课 题 组 前 期 研 究

基 础 以 及 丹 膝 颗 粒 在 临 床 上 对 中 风 患 者 症 状 改 善 的 观 察 相

吻 合 ， 进 一 步 证 实 了 其 在 神 经 系 统 中 具 有 保 护 作 用 。

在 代 谢 组 学 研 究 中 ， 主 成 分 分 析 （ PCA） 和 正 交 偏 最 小 二

乘 判 别 分 析 （ OPLS-DA） 结 果 显 示 ， Sham 组 、 MCAO 组 和 丹 膝

颗 粒 给 药 组 之 间 的 代 谢 谱 存 在 明 显 差 异 ， 且 模 型 预 测 能 力 良

好 ， 未 出 现 过 拟 合 现 象 。 这 表 明 MCAO 大 鼠 的 脑 组 织 较 正 常 组

大 鼠 代 谢 发 生 了 显 著 改 变 ， 而 在 丹 膝 颗 粒 干 预 下 能 够 对 这 种

代 谢 紊 乱 产 生 调 节 作 用 。 通 过 对 差 异 代 谢 物 的 分 析 ， 我 们 发

现 MCAO-Sham 组 有 12 种 差 异 代 谢 物 ， MCAO-DXKL组 有 38 种

代 谢 差 异 物 ， 其 中 共 有 差 异 代 谢 物 为 L- 天 冬 氨 酸 。 差 异 代 谢

物 结 果 表 明 丹 膝 颗 粒 治 疗 后 能 显 著 回 调 L- 天 冬 氨 酸 发 生 紊

乱 的 代 谢 物 水 平 ， 提 示 丹 膝 颗 粒 可 能 通 过 调 节 L- 天 冬 氨 酸 相

关 代 谢 途 径 来 发 挥 治 疗 作 用 。 L- 天 冬 氨 酸 作 为 一 种 重 要 的 氨

基 酸 ， 在 多 种 生 理 过 程 中 发 挥 作 用 ， 其 代 谢 紊 乱 可 能 与 缺 血

性 脑 卒 中 的 病 理 生 理 过 程 密 切 相 关 。 对 MCAO-DXKL 组 中 38

种 代 谢 差 异 物 进 行 KEGG 通 路 富 集 分 析 ， 进 一 步 结 合 差 异 代

谢 物 L- 天 冬 氨 酸 所 在 通 路 ， 推 测 丹 膝 颗 粒 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中

的 作 用 机 制 可 能 与 D- 氨 基 酸 代 谢 ， 半 胱 氨 酸 和 蛋 氨 酸 代 谢 过

程 ， 以 及 甘 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 代 谢 等 过 程 有 关 。 D- 氨 基 酸

代 谢 在 神 经 递 质 合 成 、 细 胞 信 号 传 导 等 方 面 具 有 重 要 意 义 ，

丹 膝 颗 粒 对 其 代 谢 的 调 节 可 能 有 助 于 恢 复 受 损 的 神 经 功 能 。

半 胱 氨 酸 和 蛋 氨 酸 代 谢 参 与 抗 氧 化 过 程 和 甲 基 化 反 应 ， 缺 血

性 脑 卒 中 时 氧 化 应 激 增 强 。 丹 膝 颗 粒 可 能 通 过 调 节 该 代 谢 途

径 增 强 抗 氧 化 能 力 ， 减 轻 氧 化 损 伤 。 甘 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸

代 谢 与 神 经 保 护 、 能 量 代 谢 等 相 关 ， 这 些 都 提 示 丹 膝 颗 粒 对

脑 卒 中 的 干 预 治 疗 可 能 与 提 供 能 量 支 持 、 提 高 抗 氧 化 能 力 、

促 进 神 经 修 复 有 关 。

然 而 ， 本 研 究 仍 存 在 一 定 局 限 性 。 虽 然 代 谢 组 学 技 术 能

够 提 供 关 于 生 物 体 内 代 谢 变 化 的 整 体 信 息 ， 但 它 只 是 一 种 间

接 反 映 生 物 学 过 程 的 方 法 ， 对 于 丹 膝 颗 粒 具 体 作 用 于 哪 些 靶

点 以 及 如 何 调 节 代 谢 通 路 中 的 关 键 酶 等 分 子 机 制 仍 需 进 一

步 深 入 研 究 。 未 来 研 究 可 以 进 一 步 扩 大 样 本 量 ， 采 用 多 种 研

究 方 法 相 结 合 ， 如 转 录 组 学 、 蛋 白 质 组 学 等 ， 从 不 同 层 面 全 面

解 析 丹 膝 颗 粒 治 疗 缺 血 性 脑 卒 中 的 作 用 机 制 ， 为 其 临 床 应 用

提 供 更 坚 实 的 理 论 基 础 。
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