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摘= =要：目的= =采用 NeJkjo 代谢组学技术结合多元统计分析方法，探讨乙酰苯肼诱导的溶血性贫血大鼠血清中内源性代

谢产物的变化以及驴胶补血颗粒的干预作用。方法= =采用乙酰苯肼制备大鼠溶血性贫血模型，造模 N 周后，给药组 ág 驴胶

补血颗粒水溶液（U=gLkg），对照组和模型组分别 ág等量蒸馏水，每天 N次，持续 O周。采集大鼠血清进行 NeJkjo检测，

利用代谢组学技术分析血清中内源性代谢产物的变化。结果= =与对照组比较，模型组血清中脂质、乳酸以及丙酮水平升高，

丙氨酸、缬氨酸、肌酐、磷酸胆碱、甘油磷酸胆碱、氧化三甲胺、甘氨酸以及精氨酸水平下降。给予驴胶补血颗粒后大鼠血

清中上述 NN种内源性差异代谢产物均出现了不同程度的回调，接近对照组水平。结论= =驴胶补血颗粒的作用机制主要涉及

能量代谢、脂质代谢、肠菌代谢等代谢途径的调节。=
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驴胶补血颗粒主要由阿胶、黄芪、当归以及白

术等组成，具有滋阴补血、健脾益气、调经活血的

功效xNz，广泛用于贫血、血小板减少、白细胞减少

以及月经不调等疾病的治疗xOz。现代研究结果表明=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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驴胶补血颗粒可以改善骨髓造血功能，但其作用机

制尚不十分清楚。=
溶血性贫血是由于红细胞存活周期缩短，破坏

过多过快，骨髓造血代偿能力不足时发生的一种常

见的贫血类型xPz。由乙酰苯肼诱导的溶血性贫血模

型比较成熟且具有代表性，目前已应用于四逆汤xQz、

当归J川芎药对xRz以及复方阿胶浆xSz等中药复方的补

血作用的研究中，但在驴胶补血颗粒的补血作用机

制研究方面报道较少。=
代谢组学是系统生物学的重要组成部分，能够

及时、灵敏、真实地表征在各种外界因素刺激以及

病理状态下生物体功能的整体应答与调节xTJUz。这与

中药治疗的整体动态性原则相一致，在中药方剂多

组分、多靶点整体药效评价以及作用机制研究中具

有明显优势xVz。其中，NeJkjo 代谢组学是最常用

的方法之一，具有分析速度快、选择性好、样品无

破坏性、无偏向性等优点xNMz。本课题组前期已将其

应用于补中益气汤xNNJNOz、逍遥散xNPz、京尼平xNQJNRz

等药物的治疗效果评价及作用机制研究中。本研究

采用 NeJkjo代谢组学方法从大鼠血清中代谢产物

的变化及其规律方面探讨驴胶补血颗粒的补血作

用机制，为该药的合理使用提供科学依据。=
N= =材料与方法=
NKN= =药品、试剂及仪器=

乙酰苯肼（上海生工生物工程股份有限公司，

规格 OR=gL瓶，批号 opNMNQpQMNNw）；aOl（美国默

克试剂公司）；驴胶补血颗粒（九芝堂股份有限公

司，批号 OMNPNNMOP）；_ruker=SMM=jez=Advance=fff=
kjo 谱仪（德国布鲁克公司）；ebjAsbqVRM 动

物血液分析仪（美国 arew公司）。=
NKO= =动物=

pmc级健康雄性 pa大鼠，体质量 NUM～OOM=g，
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物

许可证号 pCuh（京）OMNQJMMMN。=
NKP= =模型复制、分组及给药=

大鼠在室温（OQ±N）℃、湿度（SM±R）B及昼

夜自然节律光照环境下适应 N周，随机分为对照组、

模型组、给药组，每组 NO只。除对照组外，所有大

鼠分 P次 sc=OB的乙酰苯肼氯化钠注射液，时间和剂

量分别为第 N天 NMM=mgLkg、第 Q天 RM=mgLkg和第 T
天 RM= mgLkg。造模第 T天后，给药组开始 ág给予驴

胶补血颗粒（蒸馏水配制，U=gLkg，依据临床人用剂

量，按照体表面积换算成大鼠给药剂量），对照组和

模型组分别 ág等量蒸馏水，每天 N次，连续 O周。=
NKQ= = =样本收集=

所有大鼠于末次给药 N= h后眼眶取血，用于血

液学常规指标测定。末次给药 O= h后麻醉大鼠，股

动脉取血，常温下静置 PM=mán后，以 Q=℃、P=MMM=
rLmán离心 NR=mán，收集上清液，得血清，置于−UM=℃
冰箱保存。=
NKR= = =血液学常规指标测定=

所有大鼠于末次给药 N=h后眼眶取血，置肝素

抗凝管中，迅速旋摇，以防凝血。并用血液分析仪

进行红细胞总数（o_C）、红细胞分布宽度（oat）、

红细胞压积（eCq）、平均红细胞体积（jCs）、
白细胞总数（t_C）、血红蛋白（ed_）、血小板

数量（miq）和血小板体积（jms）等血液学常规

指标测定。=
NKS= =血清样本 NeJkjo检测=

参考文献方法xNSz，取QRM=μi血清和PRM=μi=aOl，
充分振荡均匀后在 Q=℃下，以 NP= MMM= rLmán离心 OM=
mán，取RRM=μi上清液加入R=mm核磁共振管中待测。

采用 Cmjd（CarrJmurceääJjeáboomJdáää）脉冲序列，

弛豫时间为 POM=ms，谱宽为 NOKMNV=kez，扫描次数

为 SQ次。其他参数设置如下：mt＝PM=℃（NOKT=μs），
oa＝NKM=s，cád转换 i_＝MKP=ez。=
NKT= = NeJkjo谱图预处理与数据分析=

核磁谱图采用 jestoekova（versáon= UKMKN，
jestreäab=oesearch，pantáago=de=Composteääa，ppaán）
处理。参照文献方法xNSz，以肌酐甲基峰的化学位移

（δ=PKMQ）为标准对谱图进行校正，并进行相位、基

线调整后，去除水峰（δ=QKR～RKO）干扰，对化学位

移区间 δ= MKT～UKM按照 δ= MKMN步长进行分段积分，

将所得积分值进行归一化处理后导入软件

pfjCAJm=NPKM（rmetrác，pweden）中，采用帕莱

托换算（mareto=pcaäáng）进行预处理后用主成分分

析（mCA）进行初步分析，再用偏最小二乘法判别

分析（mipJaA）xNTJNUz。最后为了消除相关因素对

分组的影响，消除组内差异、强化组间差异，采用

正交信号校正（lrthogonaä=ságnaä=correctáon，lpC）
处理，运用正交偏最小二乘法判别分析（lmipJaA）
得到得分散点图（pcores=päot）和相应的 pJpäot，并

找出内源性差异代谢产物xNMz。=
O= =结果与分析=
OKN= =大鼠体质量变化=

与对照组比较，模型组和给药组给药前大鼠体质
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量显著降低（m＜MKMR）。与模型组比较，给药组给药

后大鼠体质量有所增加，但差异不显著，结果见表 N。=
OKO= =血液学常规指标比较=

与对照组比较，模型组大鼠 o_C、ed_、
t_C降低（m＜MKMR），jCs、oat、eCq均升

高（m＜MKMR），而 miq和jms显著下降（m＜MKMN），
表明乙酰苯肼诱导的溶血性贫血模型复制成功。与

模型组比较，给药组大鼠 o_C、ed_、miq、jms
升高（m＜MKMN），t_C、jCs、oat、eCq均降

低（m＜MKMR、MKMN），表明驴胶补血颗粒可以增加

红细胞数量，增强溶血性贫血大鼠的造血功能以及

血小板功能，结果见表 O。=
OKP= =血清 NeJkjo谱图=

对照组大鼠血清 NeJkjo典型谱图如图N所示，

通过化学位移、偶合常数、峰型等核磁数据分析，

参照文献报道 xNMINSz并结合 Chenomx= kjo= suáte
（Chenomx=fncK，bdmonton，A_，Canada）软件分析，

共指认出 PU种内源性代谢产物，包括氨基酸、脂质

以及有机酸等。代谢产物化学信号归属如表 P所示，

其中谱图中 δ= NKOQ 处的三重峰为实验中麻醉剂乌拉

坦的信号，在指认和统计分析时均予以排除。=

表 N= =各组大鼠体质量= E x±sI=n===NOF=
qable=N= =Body=weight=of=rats=in=each=group=E x±sI=n===NOF=

组别=
体质量Lg=

给药前= 给药后= 差值=
对照= OSRKMU±NQKRP PSOKTU±OPKTR VTKMT=

模型= ONOKPT±NMKUMG PMSKUN±ORKOR VPKVM=

给药= ONMKUO± SKNSG PNPKUT±NQKNR NMPKMR=

与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=controä=group=

表 O= =各组大鼠血液学常规指标比较= E x±sI=n===NOF=
qable=O= = Comparison=on=routine=blood=index=of=rats=in=each=group=E x±sI=n===NOF=

组别= o_CLE×NMNO·i−NF= jCsLfi= eCqLB= ed_LB= oatLB= t_CLE×NMV·i−NF=miqLE×NMNN·i−NF= jmsLi=

对照= VKNR±MKPU VMKMO±PKVO UOKOT±PKMU NUMKTR± QKTQ NSKQT±NKMS NNKVN±OKQO NMKMT±NKRN SKQV±MKSQ 

模型= TKQM±MKPOG NOMKQS±SKPSG UUKVO±OKUTGG NRSKTQ±NMKSQGG OPKQV±OKOSGG NMKPN±NKSVG SKQU±OKNVGG RKVO±MKPSGG 

给药= UKMQ±MKQP△△
 NMUKOM±QKTP△△

 USKUR±PKMP△△
 NTVKRM± TKNT△△

 ONKSO±OKNN△△
 UKSN±OKOO△ UKNS±OKOP△△

 SKQS±MKRR△△
 

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：
△m＜MKMR= = △△m＜MKMN，下同=

Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=controä=groupX=△m=Y=MKMR= =△△m=Y=MKMNvs=modeä=groupI=same=as=beäow= =

=

=
=

图 N= =对照组大鼠血清样本 NeJkjo图谱=
cigK=N= = qypical=NeJkjo=spectrum=of=serum=in=rats=in=control=group=

S= T=

N=

UKO= = UKM= = = TKU= = =TKS= = TKQ= = = TKO= = = TKM===SKU= = SKS= = = SKQ= = SKO= = = SKM=
δ 

=

NKNU= NKNQ= NKNM= NKMS==NKMO===MKVU==MKVQ==MKVM==MKUS==MKUO==MKTU=MKTQ=
δ 

UKM= = = = = TKR= = = = = TKM= = = = = SKR= = = = = SKM= = = = = RKR= = = = = RKM= = = = = = = = QKM= = = = = PKR= = = = = = = PKM= = = = = OKR= = = = = OKM= = = = = NKR= = = = = NKM= = = = = MKR=
δ 

=
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表 P= =大鼠血清样本 NeJkjo数据归属=
qable=P= = NeJkjo=assignments=of=major=metabolites=in=serum=of=rats=

编号= 代谢物= 部分基团= δe=
= N= 脂质= CePI=CePECeFnI=CePCeOCeO= MKUV=EmFI=NKOU=EmFI=OKTU=EmF=
= O= 异亮氨酸= δCeP, γCHP, γ′CHO= MKVQ=EtI=g=Z=TKQ=ezF=

= = = = = = = == P= 亮氨酸= δCePI=δ′CHP= MKVS=EtI=g=Z=TKN=ezF=
= Q= 缬氨酸= αCH, βCH, γCHP= MKVV=EdI=g=Z=SKS=ezFI=NKMQ=EdI=g=Z=TKO=ezFI=OKOS=EmF=
= R= 异丁酸= CeP= NKMT=EdI=g=Z=SKS=ezF=
= S= βJ羟基丁酸= γCHP= NKOM=EdI=g=Z=SKS=ezF=
= T= 乳酸= αCH, βCeP= NKPP=EdI=g=Z=UKQ=ezFI=QKNO=EqI=g=Z=UKP=ezF=
= U= 丙氨酸= αCH= NKQU=EdI=g=Z=UKS=ezF=
= V= 赖氨酸= δCeO, βCH= NKTO=EmFI=NKVM=EmF=
NM= 醋酸= CeP= NKVO=EsF=
NN= kJ乙酰糖蛋白= CeP= OKMQ=EsF=
NO= 谷氨酸= αCH, βCHO, γCHO= OKMU=EmFI=OKPR=EmFI=PKTR=EmF=
NP= lJ乙酰糖蛋白= CeP= OKNQ=EsF=
NQ= 谷氨酰胺= αCH, βCHO, γCHO= OKNQ=EmFI=OKQR=EmFI=PKTT=EmF=
NR= 丙酮= CeP= OKOP=EsF=
NS= 乙酰乙酸= CeP= OKOU=EsF=
NT= 丙酮酸= CeP= OKPT=EsF=
NU= 琥珀酸= CeO= OKQN=EsF=
NV= 柠檬酸= CeOENLOFI=CeOENLOF= OKRQ=EdI=g=Z=NUKO=ezFI=OKTM=EdI=g=Z=NUKO=ezF=
OM= 蛋氨酸= CeP= OKSR=EtI=g=Z=VKM=ezF=
ON= 三甲胺= CeP= OKVO=EsF=
OO= 肌酐= CePI=CeO= PKMQ=EsFI=PKVP=EsF=
OP= 胆碱= kECePFPkJCeO= PKNV=EsF=
OQ= 磷酸胆碱= kECePFP= PKOM=EsF=
OR= 甘磷酸胆碱= kECePFP= PKON=EsF=
OS= 氧化三甲胺= CeP= PKOT=EsF=
OT= 甜菜碱= CePI=CeP= PKOS=EsFI=PKVN=EsF=
OU= 精氨酸= δCeP= PKOR=EtI=g=Z=UKQ=ezFI=PKTU=EtI=g=Z=TKO=ezF=
OV= 鲨肌醇= Ce= PKPR=EsF=
PM= 甘氨酸= CeO= PKRS=EsF=
PN= 苏氨酸= αJCe= PKSM=EdI=g=Z=TKO=ezFI=QKOQ=EmF=
PO= 肌醇= QISJCe= PKSP=EsF=
PP= 二甲胺= CeP= PKTQ=EsF=
PQ= 三酰甘油= ECeOFn= QKMS=EmFI=QKOQ=EmFI=RKOM=EmF=
PR= αJ葡萄糖= NJCe= RKOP=EdI=g=Z=QKO=ezF=
PS= 酪氨酸= P=or=RJCeI=O=or=SJCe= SKUV=EmFI=TKNU=EmF=
PT= 组氨酸= OJCeI=QJCe= TKMR=EsFI=TKTR=EsF=
PU= 苯丙氨酸= O=or=SJCeI=P=or=RJCe= TKPO=EmFI=TKQO=EmF=

=
OKQ= =多元统计分析=

为了进一步分析各组间代谢产物的微小差异，

对所得的复杂数据通过降维处理后进行多元统计分

析。采用 mipJaA 对所有血清样本数据矩阵进行统

计分析，结果见图 O。模型组与对照组明显分开，表

明模型复制成功。给药组与模型组明显分开并与对

照组接近，表明驴胶补血颗粒对大鼠溶血性贫血有

明显改善作用，与血液学常规指标测定结果一致。=
为了能最大程度确定造模前后大鼠血清中内

源性代谢产物发生的变化以及驴胶补血颗粒的干

预作用，分别采用 lmipJaA 分析对模型组与对照

组、模型组与给药组进行单独分析，得到 lmipJaA
得分图和 pJpäot图，见图 P。在 pJpäot中，“p”曲

线上离原点越远的点 sfm值越大，对分组贡献也越

大。在本实验中筛选出 sfm＞N 的内源性代谢产物

后，对这些代谢物所属的相对峰面积进行独立样本

t 检验，从而得到峰面积具有显著性差异的内源性

代谢产物，结果见图 Q。=
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图 O= =大鼠血清样本 NeJkjo谱图 mipJaA散点图= EAF=和相应的模型验证图= EBF=
cigK=O= =mipJaA=scores=plot=EAF=and=corresponding=validation=plot=EBF=derived=from=NeJkjo=spectra=of=serum=from=all=rats=

= = =

图 P= =对照组与模型组大鼠血清样本 NeJkjo 谱图 lmipJaA 散点图= EAF=和相对应的 pJplot 图= EBF=以及模型组与给药组=
大鼠血清样本 NeJkjo谱图 lmipJaA散点图= ECF=和相对应的 pJplot图= EaF= =
cigK=P= =lmipJaA=scores=plot=EAF=and=corresponding=pJplot=EBF=of=rats=in=both=control=and=model=groupsX=lmipJaA=scores=plot=ECFI= =
and=corresponding=pJplot=EaF=of=rats=in=ivjiao=Buxue=dranules=and=model=groups=derived=from=NeJkjo=spectra=of=serum

模型组与对照组 lmipJaA分析结果（图 PJA）
表明，对照组与模型组明显分开，造模成功。由图

PJC 可知，给药组与模型组明显分开，表明驴胶补

血颗粒可以明显回调贫血模型大鼠血清中内源性

物质，补血作用效果明显。由图 Q可知，与对照组

比较，模型组大鼠血清中脂蛋白、乳酸、丙酮水平

升高，而丙氨酸、缬氨酸、肌酐、磷酸胆碱、甘油

磷酸胆碱、氧化三甲基胺、甘氨酸以及精氨酸水平

下降。给药组大鼠血清中这 NN 种内源性差异代谢

产物均得到了不同程度的回调，接近对照组水平。

−MKO= = = M= = = = = MKO= = = = MKQ= = = = MKS= = = = MKU= = = = =NKM=
原始数据与排列数据之间的相关系数=

对照=
模型=

模型=
给药=

丙酮= =乳酸=

脂质=

肌酐=
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丙氨酸=
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甘磷酸胆碱= = = =
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A= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = _= = = =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =
= =

C= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = a= = =

−NKM==−MKU==−MKS==−MKQ==−MKO= = = M= = = MKO= = = MKQ= = = MKS= = = MKU= = = = =
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图 Q= =大鼠血清中差异代谢产物相对峰面积=
cigK=Q= =oelative=peak=areas=of=endogenous=metabolites=with=difference=in=serum=of=rats=

P= =讨论=
中药复方成分复杂，多种成分之间还有协同和

拮抗作用，传统的药理实验方法只能在一定程度上

揭示中药的药理作用机制xNVz，而代谢组学将机体看

作一个整体，研究药物引起的内源性代谢产物变化

及内在变化规律，为中药复方作用机制的研究提供

了有力的技术支持。本研究结果显示驴胶补血颗粒

能较好地调节乙酰苯肼诱导的溶血性贫血血清差

异代谢产物的水平而发挥补血作用，为驴胶补血颗

粒的补血作用机制研究提供充分的理论依据。=
与对照组比较，模型组大鼠血清中乳酸和丙酮

水平升高，肌酐和丙氨酸水平下降，说明溶血性贫

血可以引起机体能量代谢下降，这与临床溶血性贫

血患者疲乏无力的症状相吻合。而驴胶补血颗粒使

得大鼠血清中乳酸、肌酐以及丙酮水平出现回调现

象并趋于正常水平，表明驴胶补血颗粒对大鼠溶血

性贫血的改善作用与调节能量代谢有关。=
模型组大鼠血清中脂质水平下降表现为能量

代谢水平低下或脂肪存储不足。而给药组大鼠血清

中均出现了显著回调，表明驴胶补血颗粒对大鼠溶

血性贫血的改善作用与脂质代谢有关。=
模型组大鼠血清中氧化三甲胺水平明显低于

对照组，表明溶血性贫血可以导致大鼠肠道菌群代

谢紊乱，而给药组大鼠血清中氧化三甲胺趋于对照

组水平，说明驴胶补血颗粒的补血机制与肠道菌群

代谢有关。=
综上所述，驴胶补血颗粒通过调节能量代谢

（乳酸、肌酐、丙酮）、脂质代谢和肠道菌群代谢（氧

化三甲胺、磷酸胆碱、甘油磷酸胆碱）以及其他代

谢途径（缬氨酸等）来发挥补血作用。=
在中医理论中，“气为血帅，血为气母，气重于

血”。驴胶补血颗粒中的阿胶和熟地黄主要用于补

血，党参、黄芪和白术主要用于补气，当归补血以

润肠通便。现代医学认为能量代谢与气虚和血虚密

切相关。因此驴胶补血颗粒补血作用机制的不同与

其成分的配伍有关，其谱效关系有待进一步研究。=
此外，本研究结果表明驴胶补血颗粒在病理条

件下能够引起血液学指标的变化及内源性代谢物

的回调，但在生理条件下是否也会引起类似的血液

学指标和内源性代谢物的变化有待进一步探讨，在

后续研究中将设置正常大鼠给药组，从而探讨中药

复方对机体稳态的影响以及预防疾病的作用。=
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