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基于代谢组学研究真武汤改善化疗药顺铂体内
毒性的机制

于聪颖1,邵婉君2,袁孟琦2,徐汝飛2,韩方正2,张加余3,宿振国4∗,杨爱琳3∗

(1.滨州医学院第二临床医学院,山东
 

烟台　 264003;
 

2.滨州医学院药学院,山东
 

烟台　 264003;
3.滨州医学院中医学院,山东

 

烟台　 264003;
 

4.滨州医学院特殊教育与康复学院,山东
 

烟台　 264003)

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在评价真武汤对小鼠顺铂毒性模型及 H22 荷瘤小鼠模型的治疗作用,并结合

代谢组学揭示其起效机制,为临床应用提供依据。 方法　 构建小鼠顺铂毒性模型,以体质量、悬尾试验、重要

器官重量及血小板数量为疗效评价指标;构建 H22 荷瘤小鼠模型,以肿瘤重量为效果评价指标;同时采用液

相色谱-质谱(LC-MS)结合多元统计分析,依据人类代谢组数据库(HMDB)筛选鉴定差异代谢物。 结果　 真

武汤提取物可改善顺铂毒性小鼠的体质量下降(P<0. 000
 

1)、抑郁状态、器官重量减少(P<0. 05)及血小板数

量异常(P<0. 05),且对 H22 荷瘤小鼠肿瘤生长具有一定的抑制趋势。 经血清代谢组学分析,发现顺铂组中 2
种差异代谢物经真武汤水提物干预后下调,另有 5 种差异代谢物经醇提物干预后下调。 结论　 真武汤提取物

对小鼠顺铂毒性具有缓解作用且对小鼠肿瘤的生长具有一定的抑制趋势,其药效可能与干预 7-HDoHE、(E)-
8-(4-羟基-6-甲氧基-7-甲基-3-氧代-1H-2-苯并呋喃-5-基) -2,6-二甲基辛-6-烯酸、N-乙酰肌肽等物

质的含量有关,为真武汤临床应用及联合顺铂肿瘤治疗的进一步研究提供理论参考。
【关键词】 　 真武汤;烯酸;代谢组学;顺铂毒性;LC-MS;H22 荷瘤小鼠;N-乙酰肌肽
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 This
 

study
 

aimed
 

to
 

evaluate
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

Zhenwu
 

Decoction
 

on
 

a
 

cisplatin
 

toxicity
 

model
 

and
 

an
 

H22
 

tumor-bearing
 

mouse
 

model,
 

elucidating
 

its
 

mechanism
 

of
 

action
 

through
 

metabolomics
 

to
 

provide
 

a
 

foundation
 

for
 

its
 

clinical
 

application.
 

Methods　 A
 

cisplatin
 

toxicity
 

model
 

was
 

established
 

in
  

mice,
 

utilizing
 

body
 

weight,
 

tail
 

suspension
 

testing,
 

organ
 

weights,
 

and
 

platelet
 

counts
 

as
 

indices
 

for
 

efficacy
 

evaluation.
 

Additionally,
 

an
 

H22
 

tumor-bearing
 

mouse
 

model
 

was
 

created,
 

with
 

tumor
 

weight
 

serving
 

as
 

the
 

efficacy
 

index.
 

Liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

combined
 

with
 

multivariate
 

statistical
 

analysis
 

was
 

employed
 

to
 

screen
 

and
 

identify
 

differential
 

metabolites
 

based
 

on
 

the
 

human
 

metabolic
 

database.
 

Results　 The
 

extract
 

of
 

Zhenwu
 

Decoction
 

significantly
 

mitigated
 

weight
 

loss
 

(P< 0. 000
 

1),
 

depressive-like
 

behavior,
 

reduced
 

organ
 

weight
 

(P<
0. 05),

 

and
 

abnormal
 

platelet
 

counts
 

(P<0. 05)
 

in
 

mice
 

subjected
 

to
 

cisplatin-induced
 

toxicity.
 

Additionally,
 

it
 

had
 

a
 

certain
 

inhibitory
 

trend
 

on
 

tumor
 

growth
 

in
 

H22
 

tumor-bearing
 

mice.
 

Serum
 

metabolomics
 

indicated
 

that
 

two
 

differential
 

metabolites
 

were
 

downregulated
 

following
 

extract
 

of
 

Zhenwu
 

Decoction
 

treatment
 

in
 

the
 

cisplatin
 

group,
 

while
 

five
 

metabolites
 

were
 

downregulated
 

after
 

treatment
 

with
 

the
 

alcohol
 

extract.
 

Conclusions 　 The
 

extract
 

of
 

Zhenwu
 

Decoction
  

alleviated
 

cisplatin
 

toxicity
 

in
 

mice
 

and
 

showed
 

a
 

certain
 

inhibitory
 

trend
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

mouse
 

tumors.
 

Its
 

efficacy
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

the
 

modulation
 

of
 

substances
 

such
 

as
 

7-HDoHE,
 

( E)-8-(4-hydroxy-6-
methoxy-7-methyl-3-oxo-1h-2-benzofuran-5-yl )-2, 6-dimethyloctano-6-enoic

 

acid
 

and
 

N-acetyl-carnosine.
 

These
 

findings
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

research
 

into
 

the
 

clinical
 

application
 

of
 

Zhenwu
 

Decoction
 

and
 

its
 

combination
 

with
 

cisplatin
 

in
 

cancer
 

treatment.
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　 　 顺铂作为一种经典的含铂抗肿瘤药物,具有

广谱、高效的抗癌特性,其凭借在肝癌、睾丸癌、卵
巢癌、非小细胞肺癌、头颈部鳞癌等多种实体瘤治

疗中所展现出的显著疗效,已被广泛纳入多种临

床化疗方案之中[1] 。 顺铂发挥药效主要依赖以

下两条关键途径,一方面顺铂进入细胞后,与

DNA 双链交联形成铂- DNA 加合物,阻断 DNA
复制与转录[2] ;另一方面,顺铂通过诱导线粒体

膜电位变化,促使活性氧释放,激活 caspase 级联

反应,最终触发肿瘤细胞程序性凋亡[3] 。 然而,
尽管顺铂具有良好的治疗效果,但是其临床使用

常伴随多种不可忽视的毒副作用,尤其是肾毒性、
肝毒性、骨髓抑制及神经系统损伤等[4] 。 这些毒

副作用不仅成为限制剂量递增的主要障碍,也显

著影响患者的生活质量,甚至可能迫使治疗中断,
从而对总体疗效产生不利影响[5] 。 当前,针对顺

铂所致毒性反应的有效缓解手段仍显匮乏,因此,
寻找有效的缓解策略已成为提升顺铂安全性和优

化治疗体验的当务之急。
真武汤原名玄武汤,出自《伤寒论·辨太阳

病脉证并治》第 82 条:“太阳病,发汗,汗出不解,
其人仍发热,心下悸,头眩,身瞤动,振振欲擗地

者,真武汤主之”,是中医经典的温阳利水方,全

方由附子、茯苓、白术、白芍、生姜组成[6] 。 方中

以附子为君药,性辛甘大热,能温肾助阳、化气行

水,兼暖脾土,促水湿运化;茯苓为臣药,具有利水

渗湿的作用,可使水湿得以顺畅地经小便排出,使
体内水液代谢恢复平衡;白术亦为臣药,健脾燥

湿,与附子、茯苓共奏温养脾阳、祛除脾湿、助脾运

化之功效;生姜作为佐药,其辛温之性能够宣发肺

气,促使水湿从表而解,同时增强附子温阳祛寒之

功,与白术、茯苓共同消散水湿之邪;白芍亦为佐

药,可防附子燥热伤阴,保方剂可久服缓治[7] 。
目前已有大量文献报道真武汤具有抗炎[8] 、保护

肾脏[8] 、抗肿瘤[7] 、抗氧化[9] 等功效,在治疗肾脏

疾病[10] 、肺部疾病[11] 、肝脏疾病[12] 以及心力衰

竭[13]等方面均有一定效果,但在缓解顺铂毒性方

面未见报道。 因此,探索真武汤对顺铂毒性的缓

解作用及机制具有重要的指导意义,能够为优化

顺铂临床肿瘤治疗提供理论依据。 本研究通过构

建小鼠顺铂毒性模型和 H22 荷瘤小鼠模型,评价

真武汤提取物缓解顺铂毒性和抑制肿瘤的效果;
同时,采用非靶向代谢组学对真武汤提取物干预

前后顺铂毒性小鼠模型血清进行分析,筛选差异

代谢物,以推测真武汤缓解顺铂毒性的作用机制。
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1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 68 只 SPF 级 6~ 8 周龄 KM 雄性小鼠,体质量

(25±5)g,购自济南朋悦实验动物繁育有限公司

[SCXK(鲁) 2022-0006]。 实验小鼠均饲养于滨

州医学院 SPF 动物房[SCXK(鲁)2021-0036],实
验动物饲养条件:室内温度 20 ~ 26

 

℃ ,相对湿度

40% ~ 50%,12
 

h / 12
 

h 明暗循环。 动物饲养于标

准饲养盒中,每 3~ 4 只单盒饲养。 小鼠饲料及饮

用水为 SPF 级小鼠专用的生长繁育饲料及饮用

水。 本研究涉及的动物实验经滨州医学院动物福

利伦理委员会批准( IACUC
 

2024-2074),所有实

验操作均遵守 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 茯苓、白芍、生姜、白术、附子(批号:20240507、
20240824、20240608、20240701、20240322,北京同

仁堂有限责任公司);顺铂(批号:15663-27-1,美
国 Sigma-Aldrich 公司);0. 9%氯化钠溶液(批号:
D24072404A,四川科伦药业股份有限公司);75%
乙醇(批号:20240502,国药集团化学试剂有限公

司( 上海));三溴乙醇 ( 纯度 ≥ 99. 97%,批号:
M10080063,上海迈瑞尔化学技术有限公司);和
叔戊醇(纯度≥99. 5%,批号:C16738624,国药集

团化学试剂有限公司(上海));色谱级乙腈、甲
醇、甲酸 ( 批号: JB150630、 l1368207436、243922,
美国 Fisher

 

Scientific 公司)。 FA
 

2204 万分之一

天平购自日本岛津公司;VET
 

950 血常规分析仪

购自澳大利亚 MASCOT 公司;ZenoTOF
 

7600 四极

杆串联飞行时间辨质谱仪购自美国 AB
 

SCIEX 公

司;LC40D
 

X3 超高效液相色谱仪购自日本岛津

公司;Centrifuge
 

5430R 高速离心机购自德国艾本

德公司;Merck
 

Milli-Q
 

Integral. 5 纯水仪购自德国

密理博公司;SCILOGEX
 

RE100-Pro 旋转蒸发仪

购自北京开源国创科技有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 药物制备

真武汤水提物 / 醇提物:将茯苓、白芍、生姜、
白术、附子 5 味药分别粉碎至粗粉。 每付茯苓、白
芍、生姜各 10. 5

 

g,白术 7
 

g,附子 3. 5
 

g[5] 。 首先,
向容器中加入 80

 

mL 蒸馏水 / 75%乙醇溶液,使药

材浸泡 30
 

min / 1
 

h 以充分浸透。 随后,进行 1
 

h

的加热回流操作,以便有效成分充分溶解。 完成

回流后,采用减压抽滤技术将液体与药渣分离,保
留滤液。 随后,将药渣重新置于容器中,并加入

320
 

mL 蒸馏水 / 75%乙醇,重复上述加热回流和

减压抽滤过程,再次收集滤液。 将两次所得滤液

合并,通过旋转蒸发仪去除多余的蒸馏水,浓缩滤

液至浓稠膏状物。 冷却后 4
 

℃冷藏备用。
1. 3. 2　 小鼠造模

(1)顺铂毒性小鼠模型:自给药第 1 天起,按
2

 

mg / kg 隔天小鼠腹腔注射 0. 9%氯化钠溶液配

制的 0. 2
 

mg / mL 顺铂溶液。
(2)H22 荷瘤小鼠模型:将 8×106 个小鼠 H22

肝癌细胞接种于每只 KM 小鼠右后背部,建立

H22 荷瘤小鼠模型。
1. 3. 3　 给药方法

(1)顺铂毒性小鼠模型:将小鼠随机分为空

白组、顺铂组、水提联合组、醇提联合组。 适应性

喂养 5
 

d 后分别对空白组、顺铂组(顺铂给药,
2

 

mg / kg)[14] 、水提联合组(2
 

mg / kg 顺铂+3. 74
 

mg / g
真武汤水提物给药)以及醇提联合组(2

 

mg / kg 顺

铂+2. 58
 

mg / g 真武汤醇提物给药)按照体质量对

应的剂量隔天给药,顺铂通过腹腔注射给药,真武

汤醇提物与水提物通过灌胃方式给药,正常饲养

29
 

d。 末次给药后,禁食不禁水 12
 

h,经阿佛丁麻

醉后处死开腹取材。
(2)H22 荷瘤小鼠模型:将构建好的 H22 荷

瘤小鼠模型随机分为空白组、顺铂组、水提物组、
水提物联合顺铂组、醇提物组、醇提物联合顺铂

组。 在造模第 3 天分别对空白组(0. 9%氯化钠溶

液给药)、顺铂组(顺铂给药,2
 

mg / kg) [14] 、水提物

组(真武汤水提物给药,3. 74
 

mg / g)、水提物联合

顺铂组(2
 

mg / kg 顺铂+3. 74
 

mg / g 真武汤水提物给

药)、醇提物组(真武汤醇提物给药,2. 58
 

mg / g)、醇
提物联合顺铂组(2

 

mg / kg 顺铂+2. 58
 

mg / g 真武

汤醇提物给药) 按照体质量对应的剂量隔天给

药,顺铂通过腹腔注射给药,醇提物与水提物通过

灌胃方式给药,正常饲养 17
 

d。 末次给药后,禁食

不禁水 12
 

h,经阿佛丁麻醉后处死。
1. 3. 4　 样本采集

采集各组顺铂毒性小鼠腹部主动脉血液

1
 

mL 于肝素抗凝管中, 离心取上清液; 另取

200
 

μL 新鲜血液于新的肝素抗凝管中用于血小
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板计数检测,麻醉后颈部脱臼处死,摘取小鼠心

脏、肝脏、脾脏、肾脏并剥离 H22 荷瘤小鼠移植

瘤。 将小鼠血清存放至- 80
 

℃ 用于代谢组学测

定,将小鼠全血存放至 4
 

℃ 用于血小板计数检测

并于 4
 

h 内送检。
1. 3. 5　 观察指标

(1)日常指标检测:从开始给药第 1 天起,每
天对小鼠体质量日常指标进行检测。

(2)悬尾实验:在第 14 天给药 1
 

h 后,将小鼠尾

尖用胶带固定在挂钩上,头朝下距地面约 25
 

cm,悬
挂 6

 

min,记录后 5
 

min
 

内小鼠挣扎的时间。
(3)器官重量测定:在完成给药方案后,对所

有小鼠进行阿佛丁麻醉后处死,迅速剥离肝脏、两
侧肾脏、心脏及脾脏器官,同时使用 0. 9%氯化钠

溶液洗去表面的血渍后用滤纸吸干器官表面多余

水分,进行器官重量的测定。
(4)血小板计数检测:完成采血后,将全血血

液 4
 

℃保存,并于 4
 

h 内送检。 检测各组血液中

血小板数量。
(5)H22 荷瘤小鼠肿瘤重量测定:在完成对

H22 荷瘤小鼠的给药方案后,对所有小鼠进行阿

弗丁麻醉后处死,并迅速剥离移植瘤,同时使用

0. 9%氯化钠溶液清洗并用滤纸吸干表面多余水

分,进行肿瘤重量称量。
1. 3. 6　 代谢组学分析

(1)血清样品准备

从-80
 

℃冰箱取出血浆样本,4
 

℃ 解冻后,量
取 80

 

μL,加入预冷的甲醇-乙腈(1 ∶ 1) 240
 

μL
沉淀蛋白,涡旋混匀之后,0

 

℃下超声 10
 

min。 然

后 4
 

℃ 、14
 

000
 

r / min 离心 15
 

min,取上清置于

1. 5
 

mL
 

HPLC 进样瓶中,用于检测。
(2) 液相色谱 - 质谱 ( liquid

 

chromatograph
 

mass
 

spectrometer,
 

LC-MS)分析

色谱 条 件: 采 用 HSS
 

T3 色 谱 柱 ( 2. 1 ×
100

 

mm,粒径 1. 8
 

μm,Waters)色谱柱进行分离,
柱温为 40

 

℃ ,流速 0. 3
 

mL / min,样品室温度设置

4
 

℃ ,样品进样量为 8
 

μL;正离子模式流动相为含

0. 1%甲酸的水溶液( A) 和含 0. 1%甲酸的乙腈

(B);负离子模式流动相为水溶液( A) 和乙腈

(B)。 梯度洗脱程序( 0 ~ 1. 5
 

min,5%
 

B;1. 5 ~
16. 5

 

min, 5% ~ 99%
 

B; 16. 5 ~ 20
 

min, 99% ~
5%

 

B)。

质谱条件:采用 SCIEX
 

ZenoTOF 系列高分辨

质谱 仪, 配 备 TurboIonSpray 电 喷 雾 离 子 源

(electrospray
 

ionization,ESI),分别在正离子与负

离子模式下对血清代谢物进行非靶向信息依赖采

集( information
 

dependent
 

acquisition,
 

IDA) 分析,
同时启用 Zeno 富集肼,以增强二级离子检测灵

敏度。
ESI 采用正、负离子扫描模式,干燥气体流速

 

8
 

L / min,干燥气体温度 480
 

℃ 。 正离子模式下,
喷雾电压为 5

 

500
 

V,雾化器压力 310. 3
 

kPa;负离

子模式下, 喷雾电压为 4
 

500
 

V, 雾化器压力

241. 3
 

kPa。 一级 质 谱 扫 描 范 围 ( m / z ): 50 ~
1

 

000,二级质谱扫描范围(m / z):25~ 1
 

000。
(3)数据处理

采用 MS
 

Dial
 

4. 9 软件对数据进行峰提取、峰
对齐和搜库鉴定(数据库采用人类代谢组数据库

(human
 

metabolome
 

database,
 

HMDB)、 MoNA 代

谢物谱图库)等处理。 进一步对搜库鉴定的数据

进而得到每个代谢物的变量投影重要性( variable
 

importance
 

in
 

projection, VIP ) 值, 相 关 性 分 析

Pearson 相 关 系 数 使 用 R 语 言 进 行, R 语 言

corrplot 软件包绘制相关性图。 差异代谢物筛选

的默认标准为 P< 0. 05、VIP > 1、FC > 1. 2 或 FC <
0. 83。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有实验数据均以平均数±标准误差( 􀭰x±s􀭰x)
表示,用 GraphPad

 

Prism
 

9. 5 软件进行数据统计

和作图,多组数据间比较采用单因素方差分析,两
组数据间比较采用 t 检验,以 P<0. 05 为差异具有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 顺铂毒性模型各组小鼠体质量指标变化及

行为学情况

　 　 由图 1A 可知,水提联合组、醇提联合组、顺
铂组小鼠体质量较空白组相比均有一定下降趋

势,其中,顺铂组小鼠体质量下降最明显 ( P <
0. 000

 

1); 与顺铂组相比, 真武汤水提物 ( P >
0. 05)和醇提物(P<0. 000

 

1)干预后,在一定程度

上缓解小鼠体质量下降的情况。
悬尾实验反映小鼠的精神状态,挣扎时间越

短,小鼠抑郁焦虑样精神状态越明显[15] 。 由图
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注:A:各组小鼠体质量曲线;B:各组小鼠悬尾时间。 与空白组相比,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗∗P<0. 000
 

1;与顺铂组相比,
 ####P<0. 000

 

1。

图 1　 体质量曲线及悬尾实验

Note.
 

A,
 

Body
 

weight
 

curve
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Tail
 

suspension
 

time
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<

0. 01,
 ∗∗∗∗P<0. 000

 

1.
 

Compared
 

with
 

cisplatin
 

group,
  ####P<0. 000

 

1.

Figure
 

1　 Body
 

weight
 

curve
 

and
 

tail
 

suspension
 

experiment

1B 可知,在悬尾实验中,顺铂组小鼠挣扎时间比

注:A:各组小鼠肝脏质量;B:各组小鼠肾脏质量;C:各组小鼠心脏质量;D:各组小鼠脾脏质量。 与空白组相比,
 ∗∗P < 0. 01,

 

∗∗∗P<0. 001,
 ∗∗∗∗P<0. 000

 

1;与顺铂组相比,
 #P<0. 05。

图 2　 各组小鼠器官质量

Note.
 

A,
 

Liver
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

B,
 

Kidney
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

C,
 

Heart
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

D,
 

Spleen
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001,
 ∗∗∗∗P<0. 000

 

1.
 

Compared
 

with
 

cisplatin
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

2　 Organ
 

mass
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

空白组减少(P<0. 01);真武汤醇提物干预后,在
一定程度上缓解了小鼠的焦虑样精神状态,但无

统计学意义。
2. 2　 顺铂毒性模型各组小鼠脏器重量变化

　 　 如图 2A 所示,顺铂组小鼠的肝脏质量较空

白组明显减少(P<0. 000
 

1),反映出顺铂造成的

肝脏毒性,真武汤醇提物干预后小鼠的肝脏质量

较顺铂组有所增加(P<0. 05),表明真武汤能够一

定程度缓解顺铂导致的肝脏毒性。 如图 2B 显

示,顺铂组小鼠的肾脏质量显著低于空白组(P<
0. 000

 

1),反映出顺铂的肾脏毒性,真武汤水提物

与醇提物干预后肾脏质量有增加的趋势,但无统

计学意义。
各组心脏质量如图 2C 所示,顺铂组小鼠心

脏质量低于空白组(P<0. 01),反映顺铂的心脏毒

性,真武汤水提物与醇提物干预后小鼠心脏质量

有增加趋势,但无统计学意义。 各组小鼠脾脏质
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量变化如图 2D 所示,顺铂组小鼠脾脏质量显著

低于空白组(P<0. 001),反映出顺铂导致的脾损

伤,真武汤醇提物干预后小鼠脾脏质量较顺铂组

有一定程度的增加(P<0. 05),表明真武汤对小鼠

脾损伤具有一定的缓解作用。
2. 3　 顺铂毒性模型各组小鼠血小板检测结果

　 　 各组小鼠血小板检测结果如图 3 所示,与空

白组对比,顺铂组小鼠血液中血小板数量显著减

少(P<0. 05),在真武汤醇提物干预后,小鼠血液

中血小板数量显著增加(P<0. 05),表明真武汤能

够在一定程度减轻顺铂的血液毒性。

注:与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与顺铂组相比,

 #P<0. 05。

图 3　 各组小鼠血小板数量检测结果

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

cisplatin
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

3　 Results
 

of
 

platelet
 

count
 

in
 

mice
 

of
 

each
 

group

2. 4　 H22 荷瘤小鼠肿瘤重量情况

　 　 如图 4 所示,经过 17
 

d 干预后,给药组小鼠

肿瘤重量小于空白组,真武汤水提物和顺铂联合

给药后,小鼠肿瘤重量较单顺铂给药更轻。
2. 5　 代谢组学分析结果

2. 5. 1　 血清样本代谢轮廓

通过 UPLC / Q-TOF-MS 分析技术对真武汤干

预前后的顺铂毒性小鼠模型血浆样本进行分析,
获取总离子流(total

 

ion
 

current,TIC)色谱图,如图

5 所示。
2. 5. 2　 多元变量分析

主成分分析 ( principal
 

component
 

analysis,
PCA)图可观察各组样本的聚集、离散程度,通过

注:与空白组相比,
 ∗P<0. 05。

图 4　 各组 H22 荷瘤小鼠肿瘤重量

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05

Figure
 

4　 Tumor
 

weight
 

of
 

H22
 

mice
 

in
 

each
 

group

图 6 可见各组样本聚集性良好。 如偏最小二乘判

别分析( partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,
PLS-DA)模型得分图(图 7)可见,各比较组分离

程度较大,表示顺铂毒性小鼠造模成功,真武汤干

预前后小鼠体内代谢差异显著。
2. 5. 3　 差异代谢物筛选与鉴定

以 VIP>1、P<0. 05、FC>1. 2 或 FC<0. 83 为筛

选原则,通过 HMDB 在线数据库鉴定,如图 8A ~
8C 所示,与空白组对比,顺铂组共鉴定出 37 种差

异代谢物(详细信息见补充材料表 1),其中 26 种

代谢物在顺铂组中上调,11 种代谢物下调;与顺

铂组对比,水提联合组共鉴定出 11 种差异代谢

物,其中 2 种代谢物在水提联合组中上调,9 种代

谢物下调;醇提联合组共鉴定出 23 种差异代谢

物,其中 4 种代谢物在醇提联合组种上调,19 种

代谢物下调。
进一步对水提联合组与顺铂组对比的差异代

谢物筛选后得到的 11 种差异代谢物进行整理,其
中有 2 种差异代谢物在顺铂组与空白组对比中存

在重叠(如图 8D,详细信息见补充材料表 2);对
醇提联合组与顺铂组对比筛选得到的 23 种差异

代谢物进行整理,其中有 5 种差异代谢物在顺铂

组与空白组对比中存在重叠(如图 8E,详细信息

见补充材料表 3);以上结果表明真武汤醇提物与

水提物具有改善顺铂所致小鼠代谢异常的潜力

(补充材料仅知网网络版提供)。
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图 7　 PLS-DA 模型得分图

Figure
 

7　 PLS-DA
 

model
 

score
 

plot

注:A:顺铂组与空白组对比差异代谢物火山图;B:水提联合组与顺铂组对比差异代谢物火山图;C:醇提联合组与顺铂组对比差异

代谢物火山图;D:水提联合组与顺铂组和顺铂组与空白组对比所共有的差异代谢物;E:醇提物联合组与顺铂组和顺铂组与空白组

对比所共有的差异代谢物。

图 8　 各种差异代谢物火山图及差异代谢物鉴定

Note.
 

A,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

metabolites
 

between
 

the
 

cisplatin
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.
 

B,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

metabolites
 

between
 

the
 

aqueous-cisplatin
 

group
 

and
 

the
 

cisplatin
 

group.
 

C,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

differential
 

metabolites
 

between
 

the
 

alcohol-
cisplatin

 

group
 

and
 

the
 

cisplatin
 

group.
 

D,
 

Common
 

differential
 

metabolites
 

between
 

water
 

extract
 

combination
 

group
 

and
 

cisplatin
 

group
 

and
 

cisplatin
 

group
 

and
 

control
 

group.
 

E,
 

Common
 

differential
 

metabolites
 

between
 

alcohol
 

extract
 

combination
 

group
 

and
 

cisplatin
 

group
 

and
 

cisplatin
 

group
 

and
 

control
 

group.

Figure
 

8　 Volcanic
 

map
 

of
 

metabolites
 

in
 

different
 

groups
 

and
 

identification
 

of
 

differential
 

metabolites
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预后这些物质含量减少。
在水提联合组与顺铂组和顺铂组与空白组对

比所共有的 2 种差异代谢物中,内源性物质(E) -
8-(4-羟基-6-甲氧基-7-甲基-3-氧代-1H-2-
苯并呋喃-5-基) -2,6-二甲基辛-6-烯酸的含量

在顺铂组中增加,而真武汤水提物干预后该物质

含量减少。

3　 讨论

　 　 全球恶性肿瘤的发病率居高不下,其临床治

疗手段仍然以手术、放化疗为主[16] 。 顺铂作为一

线化疗药物已广泛应用于临床,但由于其非靶向

性和蓄积性,在治疗的同时会对患者产生较大的

毒副作用,如肾毒性、胃肠道毒性、耳毒性、神经毒

性等,其中肾毒性是顺铂最严重的剂量限制性毒

性之一[17] 。 然而,当前西医角度尚无能够长期应

用于临床且有效缓解顺铂毒副作用的药物。
中医药作为我国的传统文化瑰宝,合理应用

可扶正祛邪,恢复脏腑经络功能,这为减轻顺铂毒

性反应提供新思路[18] 。 经典名方真武汤源自《伤

寒论》,由附子、茯苓、白术、生姜、白芍五味药材

组成,具有温化的作用[19] 。 方中附子大辛大热,
温肾助阳以化气行水;茯苓、白术健脾利水渗湿;
生姜宣散水气,助附子温阳;白芍敛阴和营,制附

子之刚燥,五药相协,共奏温阳利水,阴阳调和之

效[20] 。 现有研究表明,真武汤能够通过 TLR4 /
NF-κB 通路抑制 M1 巨噬细胞极化,进而抑制心

肌纤维化,发挥心脏保护的作用[21] ;另有研究发

现真武汤能够通过 Sirtuin
 

3 通路保护线粒体功

能、降低氧化应激,进一步改善阿霉素导致的心脏

毒性[22] ;除此之外,目前已有研究显示真武汤可

以通过 PI3K / AKT / mTOR 和 AMPK 通路发挥肾

脏保护功能[23] 。 真武汤通过多靶点、多途径在疾

病治疗中发挥作用。 然而,目前关于真武汤缓解

顺铂毒性的相关研究尚未有报道。
为了探究真武汤缓解顺铂毒性的药效,本研

究以腹腔注射顺铂诱导顺铂毒性小鼠模型,观察

真武汤干预前后小鼠体质量、行为学、器官重量以

及血小板数量变化,结果显示真武汤能够明显改

善顺铂导致的小鼠体质量下降,同时缓解抑郁样

精神状态、器官质量与血小板数量的下降幅度,这
说明真武汤对顺铂毒性小鼠模型具有一定的改善

作用。 通过构建 H22 荷瘤小鼠模型,以真武汤提

取物与顺铂联合给药前后小鼠肿瘤重量为评价指

标,发现真武汤提取物联合顺铂给药后,仍然具有

抑制小鼠肿瘤生长的趋势。
中药复方由于其复杂性,通常具有多组分、多

靶点的特点,其对机体的调控往往不是单一通路,
可影响多种代谢物发挥作用[24] 。 非靶向代谢组

学能够捕捉药物干预后机体小分子代谢物的动态

变化,直接反映药物对代谢网络的影响,精准关联

药效与代谢通路的扰动[25] 。 本研究基于代谢组

学探究真武汤改善顺铂毒性的作用机制,首先,通
过 PCA 和 PLS-DA 发现,各组样本聚集性良好,
所得数据结果可靠。 通过与空白组相比,顺铂组

鉴定出 37 种差异代谢物,其中 26 种代谢物在顺

铂组中上调,11 种代谢物下调;通过与顺铂组相

比,水提物联合组共鉴定出 11 种差异代谢物,其
中 2 种代谢物在水提物联合组中上调,9 种代谢

物下调;通过与顺铂组相比,醇提物联合组鉴定出

23 种差异代谢物,其中 4 种代谢物在醇提物联

合组种上调,19 种代谢物下调。 进一步整理差

异代谢物发现,有 5 种差异代谢物在顺铂作用下

上调,而真武汤醇提物干预后下调;有 2 种差异

代谢物在顺铂作用下上调,而真武汤水提物干

预后下调。
7-HDoHE 是人体中 ω-3 多不饱和脂肪酸的

氧化代谢产物,正常生理状态下,其含量维持在较

低水平[26] 。 已有研究表明,7-HDoHE 是一种促炎

脂质物质,常作为炎症介质监测炎症程度的指标

之一,其含量随着 IL-6 和 IL-1β 含量的增加而增

加[27] 。 研究证实 7-HDoHE 在 LPS 处理过的

RAW267. 4 细胞中表达含量增加,并且在非酒精

性肝损伤患者的血浆中含量明显增加[28] ;一项生

理变化的相关研究中报道,7-HDoHE 在体弱者中

含量增加,其含量与机体对各种疾病的易感性成

正相关[29] ;除此之外,研究发现 7-HDoHE 是乳腺

癌患者血浆中表达上调最多的氧脂素之一[30] 。
(E) -8-(4-羟基-6-甲氧基-7-甲基-3-氧代-
1H-2-苯并呋喃-5-基) -2,6-二甲基辛-6-烯酸

属于烯酸类,在现有的研究中显示,烯酸可以通过

脂氧合酶生成保护素 DX,随着其含量增加会进

一步抑制血小板的聚集,造成凝血功能障碍[31] 。
同时,烯酸作为前列环素的前体,其含量增加会加
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