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摘要   目的 探究当归生姜羊肉汤改善脾肾阳虚证大鼠外泌体囊泡 miRNA 是否与能量代谢的机制有关。方法 本研究

采用了母子分离法与番泻叶灌胃法构建脾肾阳虚证模型。检测大鼠肛温，使用葡萄糖氧化酶法检测血糖，并采用

ELISA 法检测血清胰岛素等相关指标；提取外泌体总 RNA 后进行浓度测定、完整性评价及 miRNA 测序，结合生物

信息学分析筛选差异表达 miRNA，并对其靶基因进行功能富集分析。结果  模型组大鼠体温、三碘甲状腺原氨酸

（T3）、胰岛素敏感指数等均低于正常对照组，经当归生姜羊肉汤干预后，上述指标明显改善（P<0.05）。通过

miRNA 测序发现各组外泌体中存在 6 条差异表达 miRNA，其中 rno-let-7b-5p 表达丰度最高，rno-miR-122-5p 为关键

差异 miRNA，其与糖原合成酶 1（Gys1）、溶质载体家族 7 成员 1（Slc7a1）、醛缩酶 A（Aldoa）、脂肪酸合成酶

（Fasn）等能量代谢相关靶基因存在验证的调控关系。功能富集分析表明，差异 miRNA 靶基因显著富集于腺苷酸活

化蛋白激酶（AMPK）信号通路、胰岛素信号通路、脂肪酸生物合成等能量代谢相关通路。结论  当归生姜羊肉汤可

通过调控大鼠血液外泌体中 miRNA 的表达，靶向调控能量代谢相关基因及信号通路，改善脾肾阳虚证大鼠的能量代

谢紊乱。 

关键词   脾肾阳虚；当归生姜羊肉汤；外泌体；miRNA；能量代谢 
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Analysis of exosomal miRNA in rats with spleen-kidney yang deficiency after 

treatment with Angelica sinensis ginger mutton soup 

LIU Zhiyong1 , 2 # , WU Xiaozhong1 # , DONG Degang3 , 4 , QIU Jinshen3 , 4 , ZHANG Kunkun3 , ZHANG Qianyun3 , L 

I Yulu3 , LIU Zhiyong3 ,4  

(1. Experimental Animal Science and Technology Center of Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine, Nanchang 330004,  China. 2. Key 

Laboratory of Experimental Animal Pathology Research, Nanchang 330004. 3. School of Traditional Chinese Medicine, Ji angxi University of 

Traditional Chinese Medicine, Nanchang 330004. 4. Nanchang Key Laboratory for Research on Classic Medicated Diet Therapeutic Mechanisms and 

Modern Industrial Technological Innovation, Nanchang 330004) 

Abstract   Objective To investigate whether the improvement of exosomal vesicle miRNA in rats with spleen-kidney yang 

deficiency syndrome through treatment with Angelica sinensis ginger mutton soup is related to energy metabolism. Methods A 

spleen-kidney yang deficiency syndrome model was established using maternal-fetal separation and senna leaf gavage. Rectal 

temperature of rats was measured, blood glucose levels were determined using the glucose oxidase method, and serum insulin 

and other related indicators were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Total exosomal RNA was 
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extracted for concentration measurement, integrity assessment, and miRNA sequencing. Differentially expressed miRNAs 

were identified through bioinformatics analysis, and functional enrichment analysis of their target genes was subsequently 

performed. Results The model group exhibited lower body temperature, T3, and insulin sensitivity indexes compared with the 

Normal group. After intervention with A. sinensis ginger mutton soup, these parameters significantly improved (P<0.05). 

miRNA sequencing revealed six annotated miRNAs with differential expression in exosomes across all groups, among which 

rno-let-7b-5p had the highest expression level. rno-miR-122-5p was identified as a key differential miRNA, demonstrating 

validated regulatory relationships with energy metabolism-related target genes, such as Gys1, Slc7a1, Aldoa, and Fasn. 

Functional enrichment analysis indicated that differential miRNA target genes were significantly enriched in metabolic 

pathways, including AMPK signaling, insulin signaling, and fatty acid biosynthesis. Conclusions A. sinensis ginger mutton 

soup improved energy metabolism disorder in rats with spleen-kidney yang deficiency syndrome by regulating miRNA 

expression in exosomes and targeting energy metabolism-related genes and signaling pathways. 

Key words   spleen and kidney yang deficiency; Angelica sinensis ginger mutton soup; exosomes; miRNA; energy 

metabolism 

当归生姜羊肉汤是东汉张仲景所著《金匮要略》中的经方，书中记载“寒疝腹中痛，及胁痛里急

者，当归生姜羊肉汤主之”[1]。当归生姜羊肉汤能有效改善脾肾阳虚证大鼠的一般状况（如肛温降

低、行为活动减少及舌、爪、尾色泽异常等），促进血液生成、改善血液循环，以及对肾脏损伤具有

一定修复作用[2]。同时，该方可改善脾肾阳虚证大鼠的精神状态、眼部状态、被毛性状与粪便性状，

前期研究表明，阳性组和当归生姜羊肉汤低、中、高剂量组大鼠与模型组相比，精神状态、眼部、被

毛及粪便的差异具有统计学意义（P<0.05）。正常组、模型组、阳性组和当归生姜羊肉汤各剂量组大

鼠的体质量和肛温都在逐渐上升[3]，表明当归生姜羊肉汤可以起到温通血脉、温里散寒的作用[4-6]。 

当归生姜羊肉汤具有抗炎、增强代谢及升高体温等临床作用。抗炎、增强代谢的本质是细胞功能

的协同调节，需要高效的“信号分子传递系统”，外泌体作为细胞分泌的天然囊泡，能携带蛋白质、核

酸等信号物质[7]，并定向作用于靶细胞[8-10]。外泌体所携带的 miRNA 等能够激活和募集免疫细胞，从

而增强局部的炎症[11]。同时，外泌体也作用于能量代谢的相关环节[12-14]。 

鉴于当归生姜羊肉汤的体温调节效应与外泌体的能量代谢调控功能存在潜在关联，但目前尚未有

研究明确二者的相互作用及内在机制。因此，本研究旨在分析当归生姜羊肉汤升高脾肾阳虚动物体温

的作用，并鉴定相关外泌体 miRNA、差异表达 miRNA（differentially expressed microRNA, DE 

miRNAs）及其潜在靶基因，进而分析其生物学功能，为揭示当归生姜羊肉汤的药效物质基础及作用

机制提供实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

8 只 12 月龄 SPF 级 SD 大鼠，均为孕鼠，体质量 200~240 g，由浙江维通利华有限公司提供

[SCXK(浙)2024-0001]。所有大鼠均在江西中医药大学实验动物中心 SPF 级屏障环境[SYXK(赣)2022-

0002]中饲养，温度 22~25 ℃、湿度 50%~70%、12 h/12 h 光/暗环境，大鼠基础饲料均由湖北万千佳

兴公司提供。动物实验通过江西中医药大学实验动物委员会批准（JZLLSC20250004）。 

1.2  主要试剂与仪器 

大鼠三碘甲状腺原氨酸（Triiodothyronine，T3）ELISA 检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公

司，货号：ml002855）；大鼠四碘甲腺原氨酸（Thyroxine，T4）ELISA 试剂盒（合肥莱尔生物科技

有限公司，货号：LE-B0844）；大鼠脂联素 ELISA 试剂盒（厦门仑昌硕生物科技有限公司，货号：

ED-31052）；大鼠胰岛素 ELISA 试剂盒（厦门仑昌硕生物科技有限公司，货号：ED-30973）；葡萄

糖测试盒（南京建成生物工程所，货号：A154-1-1）；外泌体提取纯化试剂盒（血清-血浆）升级版

（上海宇玫博生物科技有限公司，货号：UR52151）。生物安全柜由力新仪器(上海)有限公司，型号

HFsafe-1500LC；单通道移液器由 Eppendorf（德国）公司生产，型号 Research Plus；PCR 仪由

Thermo（美国）公司生产，型号 ProFlex；Quantus Fluorometer 由 Promega（美国）公司生产，型号
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E6150；全自动核酸蛋白分析系统（Capillary electrophoresis Bio-Fragment Analyzer，Qsep100）由

Bioptic 公司生产，型号 Qsep100。 

1.3  实验 方法 

1.3.1  动物分组及处理 

参照文献[15]方法进行，取 8 只孕鼠，待其产崽后，将乳鼠分为正常对照组（Normal 组）、模型

组（Model 组）、当归生姜羊肉汤高（H-AGMS 组）、中（M-AGMS 组）、低剂量组（L-AGMS

组），每组 6 只（雌鼠 3 只，雄鼠 3 只）。从乳鼠出生第 2 天起，选取产崽 10 只左右、半雌半雄的

母鼠所产乳鼠作为正常对照组（不进行母子分离），其余母鼠所产乳鼠均于每日上午 9:00 与母鼠分

离 3~4 h，连续 3 周；3 周后断奶分笼，按 5 只/笼（雌雄分开并标记）常规自由饮食，适应性喂养 1

周；随后将所有乳鼠按性别分为 10 组（每组 3 只），先通过母子分离法联合番泻叶灌胃（番泻叶与

水按 2：1 配比，水煎液浓度 2 g/mL）造模 2 周，之后模型组继续每日给予同等番泻叶灌胃维持模

型；当归生姜羊肉汤高、中、低剂量组在持续番泻叶造模的基础上同步灌胃给药干预，连续干预 4

周，各组每日灌胃与给药时间保持固定统一。药物按对应配比（高剂量：当归 101.88 g、生姜 170 

g、羊肉 567.5 g、水 1 333 mL，熬至 500 mL，高剂量对半稀释为中剂量，中剂量对半稀释为低剂

量，根据乳鼠每日体质量变化进行灌胃，10 mL/kg。4 周后，进行解剖采血（大鼠提前禁食不禁水 12 

h）进行检测。 

1.3.2  实验观察及指标检测 

(1) 临床症状：给药结束后观察各组大鼠的临床症状并记录。 

(2) 体温变化：每日相同时间测定实验鼠的肛温。 

(3) 胰岛素、脂联素和血糖含量以及 T3、T4 的检测：使用 ELISA 试剂盒检测各组大鼠胰岛素、

脂联素、T3、T4 的含量，使用葡萄糖测试盒测试各组大鼠血糖含量。 

1.3.3  外泌体提取 

先将离心机 4 ℃预冷 10 min，冻存样品经 25 ℃水浴解冻后与新鲜样品均置于冰上，按 500 μL

每管分装样品（不足量用 1×PBS 补足），依次经 4 ℃ 3 000 ×g 离心 10 min 去除细胞碎片，4 ℃ 12 

000 ×g 离心 10 min 去除杂质碎片，取上清加入 400 μL 预冷 Solution A 涡旋混匀 30 s，4 ℃ 12 000 

×g 离心 20 min 去除杂蛋白后，向上清中加入 120 μL Solution B 涡旋混匀 1 min，4 ℃静置 30 min，

再经 4 ℃ 12 000 ×g 离心 15 min 和 2 min 两次弃上清，用 200 μL 左右 1×PBS 重悬沉淀并 4 ℃ 12 

000 ×g 离心 2 min 收集外泌体粗品，最后将粗品转入 Exosome Purification Filter 上室，4 ℃、3 000 

×g 离心 10 min 收集柱底液体，即得纯化外泌体，分装后–80 ℃冻存备用。 

1.3.4  外泌体样品透射电镜观察 

取 10 μL 外泌体样品滴加于铜网上沉淀 1 min，用滤纸吸去浮液后，再滴加 10 μL 醋酸双氧铀沉

淀 1 min 并吸去浮液，常温干燥数分钟后，以 80 kv 电压进行透射电镜检测成像，获得外泌体透射电

镜成像结果；随后对剩余外泌体样品进行 RNA 提取，并完成 RNA 浓度测定。 

1.3.5  RNA 提取和浓度测定 

向外泌体中加入 700 μL RNA 裂解液混匀，室温放置 5 min 后添加 140 μL 氯仿，涡旋混匀 15 s 并

室温孵育 3 min，经提前预冷的离心机在 4 ℃ 12 000 ×g 条件下离心 15 min（离心后立即恢复室

温）；小心吸取上层水相至新 EP 管（避免触碰中间层），加入 525 μL 无水乙醇（1.5 倍水相体积）

用移液枪反复吹打混匀，分多次将混合液（含所有沉淀）转移至 RNeasy 吸附柱，每次 8 000 g 室温离

心 15 s 弃滤液（重复使用收集管）；随后依次用 700 μL Buffer RWT、500 μL Buffer RPE 各洗涤吸附

柱一次（均为 8 000 g 室温离心 15 s 弃滤液），再用 500 μl Buffer RPE 8 000 g 室温离心 2 min，弃滤

液和收集管（避免触碰滤液残留酒精）；将吸附柱转移至新 2 mL 离心管，12 000 g 离心 1 min 干燥

后，再转移至 1.5 mL 新离心管，向吸附膜中间添加 30 μL RNase-free water，8 000 g 离心 1 min 洗脱

RNA，最后将洗脱的 RNA 立即转移至-80 ℃冰箱冻存并登记样本信息。 
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1.3.6  外泌体 RNA Qsep100 检测及样品聚类和测序 

根据 RNA 浓度，取适量 RNA 原液用 NR1 卡夹配套稀释液进行稀释，稀释后上机检测。miRNA

测序文库采用了 PE150 测序方案，利用高通量测序数据质控软件（high-throughput sequencing quality 

control software，FastQC）对测序文库的质量值进行评估。利用 fastp 进行序列两端 N 碱基的切除、

Q20 过滤和 adaptor 切除。利用 bowtie 短序列比对工具比对 Rfam 数据库去除 rRNA、tRNA 等

ncRNA，利用 miRDeep2 对 miRNA 进行定量统计，其次，用 miRNA 表达欧式距离聚类分析、成熟

miRNA 表达 DESeq2 均一化的主成分分析（principal component analysis，PCA）、样品聚类分析以及

表达的 miRNA 长度统计。随后将预测的和经 qRT-PCR、Western blot 实验验证的靶基因分别进行差

异表达分析及功能富集分析，具体包括 Gene Ontology、KEGG、DO 和 Reactome 富集分析。 

1.4   统计学方法 

所有数据均用 GraphPad Prism 10 处理，两组间比较采用独立样本 t 检验，实验结果用平均数±标

准差（ x s ）表示。以 P<0.05 表示有显著性差异。 

2  结果 

2.1  临床表现 

正常对照组的大鼠精神状态良好，活动活跃，饮食、饮水量稳定，且体质量呈稳步增长的趋势，

皮毛光洁，大便成形，未出现任何脾肾阳虚相关表现。而模型组大鼠出现了精神萎靡、嗜睡少动，摄

食与饮水量下降，体质量增长不明显甚至有所降低，与空白对照组相比有显著性差异（P<0.05），皮

毛蓬乱且干枯，大便稀溏。当归生姜羊肉汤给药后，各剂量组大鼠体质量与模型组相比呈上升趋势，

但差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。 

表1 当归生姜羊汤对大鼠体质量的影响 

Table 1 Effects of A. sinensis ginger mutton soup on body weight in rats 

分组 

Group 

给药前体质量/g 

Before administration/g 

给药后体质量/g 

After administration/g 

正常对照组 

Normal group 
186.26±69.07 376.91±36.68 

模型组 

Model group 
180.51±55.43 320.36±36.83* 

当归生姜羊汤高剂量组 

H-AGMS group 
184.61±67.20 325.57±31.46 

当归生姜羊汤中剂量组 

M-AGMS group 
188.84±67.75 330.43±43.61 

当归生姜羊汤低剂量组 

L-AGMS group 
177.90±59.71 324.11±54.82 

注：与正常对照组相比，*P<0.05。 

Note. Compared with Normal group, * P<0.05.  

2.2  体温测定 

正常对照组活动正常且四肢温热，模型组大鼠的体温显著低于正常对照组（P<0.05），喜欢扎

堆，四肢厥冷，当归生姜羊肉汤低、中、高剂量组大鼠肛温持续上升且最终接近正常组大鼠肛温，无

显著性差异（P>0.05）；模型组显著低于其余各组（P<0.05），见表 2。 
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表2 当归生姜羊汤对大鼠体温的影响 

Table 2 Effect of A. sinensis ginger mutton soup on Body Temperature of Rats 

分组 

Group 

给药前体温/℃ 

Before administration/℃ 

给药后体温/℃ 

After administration/℃ 

正常对照组 

Normal group 
37.8±0.27 37.7±0.42# 

模型组 

Model group 
37.1±1.12 36.4±0.23 

当归生姜羊汤高剂量组 

H-AGMS group 
37.2±1.09 37.0±0.22# 

当归生姜羊汤中剂量组 

M-AGMS group 
37.1±1.22 37.7±0.13# 

当归生姜羊汤低剂量组 

L-AGMS group 
37.4±1.14 37.1±0.41# 

注：与模型组相比，#P<0.05。 

Note. Compared with Model group, # P<0.05. 

2.3  脂联素、胰岛素敏感值与 T3、T4 分析 

与正常对照组相比，模型组大鼠血清脂联素浓度显著降低（P<0.001），显示造模后小鼠胰岛素

敏感性受损。经当归生姜羊肉汤干预后，各剂量组大鼠血清脂联素浓度均呈不同程度升高，其中，当

归生姜羊肉汤高、中剂量组与模型组相比差异具有统计学意义（P<0.01，P<0.05）。与正常对照组相

比，模型组大鼠胰岛素敏感指数显著降低（P<0.01），给予当归生姜羊肉汤干预后，各治疗组胰岛素

敏感指数均出现不同程度回升，其中当归生姜羊肉汤中剂量组较模型组差异具有统计学意义

（P<0.05），高剂量组和低剂量组呈升高趋势（图 1A、B）。从图 1C 可见，与模型组相比，当归生

姜羊肉汤高剂量组与中剂量组 T3 水平显著性升高（P<0.05），提示这两组的能量代谢均得到改善；

而 T4（图 1D）无明显变化趋势（P>0.05）。 

 

注：与模型组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。 

图 1 当归生姜羊肉汤对脾肾阳虚大鼠脂联素、胰岛素敏感、T3 和 T4 的影响 

Note. Compared with Model group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 

Figure 1 Effect of A. sinensis and ginger soup on adiponectin, insulin sensitivity, T3 and T4 in rats with spleen and kidney yang deficiency.  

2.4  外泌体粒径特征与荧光信号差异分析 

外泌体透射电子显微镜图（transmission electron microscope，TEM）可见典型环形膜囊泡，尺寸

符合外泌体 30~150 nm 的特征（图 2A）。图 2B 为同一样本的 TEM 图，低倍视野下仍观察到该膜囊

泡结构。以上结果验证了样本的外泌体形态特征，是其结构鉴定的核心依据。从外泌体浓度峰值和整

体分布来看，外泌体在主峰的浓度较高，达到 1.05E+10 Particles/mL，且分布相对集中，提示提取的

外泌体粒径均一性较好，无明显杂峰，样本以外泌体为主，纯度较高（图 2C）。纳米流式细胞术

（nano-flow cytometry，NanoFCM）散点图显示（图 2D），样品中检测到的纳米颗粒主要集中于低侧
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向散射区域，颗粒分布较为集中，未见明显异常聚集，提示样品中颗粒分布相对均一。 

 

注：A、B：外泌体 TEM 图；C：外泌体粒径分布图；D：NanoFCM 散点图。 

图 2 喂食当归生姜羊肉汤后大鼠外泌体的表征结果 

Note. A/B, TEM image of exosomes. C, Particle size distribution plot of exosomes. D, NanoFCM scatter plot.  

Figure 2 Characterization of exosomes in rats after administration of A. sinensis ginger mutton soup  

2.5  外泌体 RNA 浓度测定 

从测定结果可以看出（表 3），RNA 整体浓度为 0.19~0.38 ng/μL（总量 5.13~10.26 ng），整体符

合外泌体 RNA 的常见浓度特征。 
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表3 RNA浓度表 

Table 3 RNA concentration 

样本名称 

Sample name 

RNA 浓度/（ng/µL） 

RNA concentration /(ng/µL) 

RNA 总量/ng 

Total RNA amount /ng 

正常对照组 ♂ 

Normal group ♂ 
0.30 8.10 

正常对照组 ♀ 

Normal group ♀ 
0.38 10.26 

模型组 ♂ 

Model group ♂ 
0.19 5.13 

模型组 ♀ 

Model group ♀ 
0.34 9.18 

当归生姜羊肉汤高剂量组 ♂ 

H-AGMS group ♂ 
0.31  8.37 

当归生姜羊肉汤高剂量组 ♀ 

H-AGMS group ♀ 
0.26 7.02 

当归生姜羊肉汤中剂量组 ♂ 

M-AGMS group ♂ 
0.25 6.75 

当归生姜羊肉汤中剂量组 ♀ 

M-AGMS group ♀ 
0.29 7.83 

当归生姜羊肉汤低剂量组 ♂ 

L-AGMS group ♂ 
0.32 8.64 

当归生姜羊肉汤低剂量组 ♀ 

L-AGMS group ♀ 
0.29 7.83 

2.6  外泌体 RNA 完整性验证与测序数据质量评估 

如图 3A 所示，图谱中可见样本的 18S 和 28S 核糖体 RNA 条带，且全部样本中 28S 条带的峰值

高于 18S 条带，表明这些样本中的 RNA 未发生明显降解。证明从外泌体中提取的 RNA 质量可靠，

可用于后续测序等实验。图 3B 显示，序列主要集中在绿色区域（Phred 碱基质量值（phred quality 

score，Phred）≥30），表明测序数据整体质量较高，错误率低。 

 

注：A：样本 Qsep100 检测图；B：FastQC 测序质量评估图。 

图 3 样本 Qsep100 检测结果及 FastQC 测序质量评估图 

Note. A, Qsep100 detection graph. B, FastQC sequencing quality assessment graph. 

Figure 3 Detection results of sample Qsep100 and FastQC-based sequencing quality assessment 

2.7  样品聚类与 miRNA 差异表达分析 

图 4A 为大鼠外泌体样本的层次聚类分析结果，样本间的聚类距离代表特征相似度。结果显示，

各样本具有一定的聚类趋势，部分同组样本聚类距离较近，提示组内样本具有一定的一致性；不同实

验组间存在一定程度的交叉聚类，未形成完全独立的聚类分支，说明各组外泌体 miRNA 表达谱具有

一定相似性，同时存在一定差异。图 4B 为大鼠外泌体样本的 miRNA PCA 散点图，点间距离反映样

本整体特征的差异，结果显示，样本在二维空间中呈现明显的分群分布，同组样本空间分布相对集

中。图 4C 为大鼠外泌体样本的 miRNA 热图。结果显示，样本按特征聚为若干类群，且类群内样本

对应的指标数值分布规律一致。结合树状图与颜色特征，可明确不同类群对应的标志性指标特征存在

A B

核苷酸长度/nt

Length/nt

相
对

荧
光
单
位

R
el

at
iv

e 
fl

u
o
re

sc
en

ce
 u

u
n
it

s

20 200 400 7001k 2k 3k 4k 5k 6k
0.11

0.77

1.43

2.09

2.75

3.40

0 10 20 30

0

2×106

4×106

6×106

8×106

1×107

平均测序质量值（Phred score）
Mean sequence quality (Phred score)

序
列
数
量
（

re
ad

s）
N

u
m

b
er

 o
f 

se
q
u
en

ce
s 

(r
ea

d
s)



8 中国比较医学杂志 

 

明显差异。图 5D 为 miRNA 长度分布柱状图，从中能够看出不同样本的 miRNA 长度偏好存在显著差

异，模型组 miRNA 长度主要分布于 22~23 nt 区域，当归生姜羊肉汤高剂量组的 miRNA 长度主要集

中在 22~24 nt；当归生姜羊肉汤中剂量组的 miRNA 长度峰值为 21 nt；当归生姜羊肉汤低剂量组

miRNA 以 24 nt 为主；正常对照组 miRNA 长度高度集中于 24 nt，且整体表达丰度显著高于其余各

组。 

组间差异可通过火山图表示。当归生姜羊肉汤高剂量组与模型组比较结果显示：在总共 143 个分

析变量中，仅 1 个变量同时满足差异倍数绝对值不低于 2（ |Log2FC|≥1）、具有显著性差异

（P<0.05）两项筛选条件（红色点），其余变量或差异倍数均较小（图 4E）。当归生姜羊肉汤中剂量

组与模型组相比，在 143 个分析变量中，仅有 1 个变量同时满足差异倍数绝对值不低于 2

（|Log2FC|≥1）和具有显著性差异（P<0.05）的筛选条件（红色点），表现为上调趋势（图 4F）。 

 

注：A：外泌体 miRNA 聚类树状图；B：外泌体 miRNA PCA 散点图；C：外泌体 miRNA 热图；D：外泌体 miRNA 长度分布柱状

图；E：当归生姜羊肉汤高剂量组 vs 模型组 miRNA 火山图；F：当归生姜羊肉汤中剂量组 vs 模型组 miRNA 火山图。 

图 4 各样本外泌体之间的相似性与差异性 

Note. A, Cluster dendrogram of exosomal miRNAs. B, PCA scatter plot of exosomal miRNAs. C, Heatmap of exosomal miRNAs. D, 

Histogram of exosomal miRNA length distribution. E: Volcano plot of miRNAs in the H-AGMS group vs. Model group. F, Volcano plot of 
miRNAs in the M-AGMS group vs. Model group. 

Figure 4 Similarities and differences among exosomes from different samples 
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2.8  DE miRNAs 靶基因的功能富集分析 

表 4 为 miRNA 表达水平表。呈现了外泌体中 6 条注释 miRNA 的原始表达量（total 列）和标准

化表达量（A.norm、B.norm 等列），并包含 miRNA 的前体、唯一标识（Alias）、成熟序列等基础信

息。结果显示，不同的 miRNA 表达丰度差异显著：rno-let-7b-5p 表达量最高（total=5169），而 rno-

let-7d-5p 最低（total=35）。此外，同一 miRNA 的不同前体表达高度一致，如 rno-let-7a-5p（rno-let-

7a-1/2）和 rno-let-7c-5p（rno-let-7c-1/2）的原始及标准化表达量几乎完全相同，表示同源性极强。且

样本之间表达分布不均，同一 miRNA 在两组不同样本中的标准化表达量差异明显。在当归生姜羊肉

汤高剂量组 vs 模型组中，经实验证实的靶基因呈现丰富的功能富集（表 5），表明该组 DE miRNA

可能通过调控这些靶基因，参与多个明确的生物学功能与通路，具有较强的功能关联性和特异性。因

此，进一步对当归生姜羊肉汤高剂量组 vs 模型组的 DE miRNA 开展功能富集分析。 

表4 miRNA表达水平 

Table 4 Expression levels of annotated miRNAs   

miRNA rno-let-7a-5p rno-let-7a-5p rno-let-7b-5p rno-let-7c-5p rno-let-7c-5p rno-let-7d-5p 

前体  

RNA precursor 
rno-let-7a-1 rno-let-7a-2 rno-let-7b rno-let-7c-1 rno-let-7c-2 rno-let-7d 

总原始计数 

Total raw count 
1413 1413 5169 3965 4112 35 

正常对照组♂标准化值 

Normal group ♂.norm 
8784.02 8784.02 15673.44 399069.93 404925.94 1377.88 

正常对照组♀标准化值 

Normal group ♀.norm 
17886.18 17886.18 124390.24 174796.75 180487.8 4065.04 

模型组♂标准化值 

Model group ♂.norm 
16533.69 16533.69 256176.1 10285.49 10285.49 1826.4 

模型组♀标准化值 

Model group ♀.norm 
48535.9 48535.9 116726.84 57360.61 60970.72 0 

当归生姜羊肉汤高剂量组♂标

准化值 

H-AGMS group ♂.norm 

71837.71 71837.71 72792.36 94272.08 98568.02 477.33 

当归生姜羊肉汤高剂量组♀标

准化值 

H-AGMS group ♀.norm 

42553.19 42553.19 68987.75 55448.1 63185.04 0 

当归生姜羊肉汤中剂量组♂标

准化值 

M-AGMS group ♂.norm 

10138.25 10138.25 61520.74 17741.94 20046.08 0 

当归生姜羊肉汤中剂量组♀标

准化值 

M-AGMS group ♀.norm 

81626.68 81626.68 93914.57 79578.7 81919.25 292.57 

当归生姜羊肉汤低剂量组♂标

准化值 

L-AGMS group ♂.norm 

26528.26 26528.26 268742.79 49596.31 49596.31 0 

当归生姜羊肉汤低剂量组♀标

准化值 

L-AGMS group ♀.norm 

6852.93 6852.93 35318.92 1581.44 1581.44 0 

长度/bp  

Length/bp 
22 22 22 22 22 22 

成熟序列 

Mature sequence 

UGAGGUAGU
AGGUUGUAU

AGUU 

UGAGGUAGU
AGGUUGUAU

AGUU 

UGAGGUAGU
AGGUUGUGU

GGUU 

UGAGGUAGU
AGGUUGUAU

GGUU 

UGAGGUAGU
AGGUUGUAU

GGUU 

AGAGGUAGU
AGGUUGCAU

AGUU 
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表5 miRNA靶基因功能富集显著性统计表 

Table 5 Statistical table of functional enrichment significance of miRNA target genes 

组间比较 

Group comparison  

基因本体论 

GO ontology  

KEGG 通路 

KEGG pathway 

Reactome 通路 

Reactome pathway 

靶点类型 

Target type 

当归生姜羊肉汤低剂量组 vs 模型组 

L-AGMS group vs Model group  
0 0 0 

预测靶基因  

Predicted target 

当归生姜羊肉汤中剂量组 vs 模型组 

M-AGMS group vs Model group 
0 0 12 

预测靶基因  

Predicted targe 

当归生姜羊肉汤高剂量组 vs 模型组 

H-AGMS group vs Model group 
59 6 5 

验证靶基因 

Validated target 

为预测 DE miRNA 的生物作用，本研究进行了靶基因预测，然后进行了通路富集分析。如图 5A

所示，为预测靶基因的 GO 功能富集结果，差异基因主要富集于跨膜转运、分子功能正向调控、细胞

基底膜结构和端粒维持负调控等功能条目，而其中的跨膜转运和分子功能调控类条目富集程度高、显

著性强。 KEGG 通路富集结果显示磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B（ phosphatidylinositol 3-

kinase/protein kinase B, PI3K-Akt）信号通路在差异基因中富集度最高，差异基因比例、基因数量及显

著性均居前列（图 5B）。同时，关键 DE miRNA（rno-miR-122-5p）与糖原合酶 1（glycogen synthase 

1, Gys1）、溶质载体家族 7 成员 1（solute carrier family 7 member 1，Slc7a1）、果糖二磷酸醛缩酶 A

（aldolase, fructose-bisphosphate A, Aldoa）、脂肪酸合酶（Fatty acid synthase, Fasn）, 基因存在可靠的

调控关系，且均经权威数据库标注“validated”并辅以文献 [16,17]佐证，其中 Fasn 通过 qRT-PCR 与

Western blot 实验验证，进一步确认了“miRNA -靶基因”相互作用的功能（表 6）。而在 Reactome 富

集中（图 5C），结果显示差异基因/靶基因主要富集于端粒维持与延长、RNA 加工与转录调控、DNA

损伤与修复等通路。 

为验证功能富集分析结果的可靠性，本研究进一步对经实验验证的目的基因开展了分析。在图

5D 中发现差异基因主要富集于糖结合与代谢、酶催化、氨基酸跨膜转运及受体结合等分子功能，而

其中糖结合和裂解酶活性类条目富集程度高、显著性强。而在 KEGG 功能富集中（图 5E）发现，胰

岛素信号通路、AMPK 信号通路是基因数最多、差异基因占比最高的通路，这可能是最核心的通路，

呈显著性富集。其他通路（如淀粉蔗糖代谢、PI3K-Akt 通路等）虽基因数少、差异占比低，但显著性

相对较高，可能是次要但更精准的富集通路。在 KEGG 富集分析中，无论是碳水化合物代谢通路差

异基因的比例、数量，还是富集的显著性，均表现得较为突出；维生素 B5（泛酸）代谢、糖原代谢

等通路的富集显著性也较高，脂质代谢、止血等通路的富集显著性相对较低（图 5F）。 

图 5E 和图 5F 相互印证，既明确了通路的宏观分类，又细化了具体生物学过程，为解析 miRNA

的分子机制提供了全面、可靠的功能依据。这些数据为后续深入研究外泌体 miRNA（如 rno-miR-

122-5p、rno-let-7b-5p）在两组差异中的调控作用、靶基因的在能量代谢中的功能验证及通路机制实

验。 

表6 DE miRNA靶基因数据库验证结果 

Table 6 Target gene information and validation results of DE miRNAs 

数据库 database 
成熟 miRNA 登录号 

Mature miRNA 

accession 

成熟 miRNA 标识符 

Mature miRNA id 

靶基因符号
Target 

symbol 

靶基因Ensembl编号 

Target ensembl 

支持类型 

Support type 

类型 

Type 

mirecords[16] MIMAT0000827 rno-miR-122-5p Gys1 ENSRNOG00000020812 

功能性 miRNA 靶基

因相互作用

（MicroRNA-Target 

Interaction，MTI） 

Functional MTI 

经实验验证 

validated 

mirecords[16] MIMAT0000827 rno-miR-122-5p Slc7a1 ENSRNOG00000000924 
经实验验证 

Validated 

mirecords[16] MIMAT0000827 rno-miR-122-5p Aldoa ENSRNOG00000052802 
经实验验证 

validated 

mirtarbase[17] MIMAT0000827 rno-miR-122-5p Fasn ENSRNOG00000045636 
经实验验证 

validated 
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图 5 当归生姜羊肉汤高剂量组 vs 模型组差异表达 miRNA 靶基因功能富集分析结果 

Figure 5 Functional enrichment analysis results of target genes of DE miRNAs in the H-AGMS group vs Model group 

A

Chromosome, telomeric repeat region

Mitotic spindle microtubule

Nuclear telomere cap complex

Telomerase holoenzyme complex

Telomere cap complex

Negative regulation of DNA biosynthetic process

Negative regulation of telomere maintenance

Negative regulation of telomere maintenance via telomerase

Negative regulation of telomere maintenance
via telomere lengthening

Chloride transmembrane transporter activity

Inorganic anion transmembrane transporter activity

Monoatomic anion transmembrane 
transporter activity

Basal part of cell

Basal plasma membrane

Basolateral plasma membrane

Organic anion transmembrane transporter activity

Secondary active transmembrane transporter activity

Positive regulation of catalytic activity

Positive regulation of molecular function

Active transmembrane transporter activity

0.04 0.06 0.08 0.10

GeneRatio

0.06

0.07

0.08

0.09

0.10

0.11

Count

2

3

4

5

6

7

P adjust

DE miRNA预测的靶基因GO功能富集
GO enrichment of predicted 

target genes of DE miRNAs

B

2-Oxocarboxylic acid metabolism

Fructose and mannose metabolism

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
anchor biosynthesis

Hippo signaling pathway - multiple species

Pantothenate and CoA biosynthesis

Pentose phosphate pathway

Primary bile acid biosynthesis

Proximal tubule bicarbonate reclamation

Selenocompound metabolism

Sulfur metabolism

Bacterial invasion of epithelial cells

Biosynthesis of amino acids

Endocrine and other factor-regulated 
calcium reabsorption

Fc gamma R-mediated phagocytosis

Hippo signaling pathway

Lysosome

mRNA surveillance pathway

Oocyte meiosis

Starch and sucrose metabolism

PI3K-Akt signaling pathway

0.025 0.050 0.075 0.100

GeneRatio

Count

1

2

3

4

P adjust

0.51

0.52

0.53

0.125

DE miRNA预测的靶基因KEGG通路富集
KEGG enrichment of predicted

target genes of DE miRNAs

Base-excision repair, AP site formation

Cleavage of the damaged purine

Depurination

DNA damage/telomere stress induced senescence

Extension of telomeres

Glycogen metabolism

Mrna 3'-end processing

Polymerase switching on the c-strand of the telomere

Processing of capped intronless pre-mrna

Processing of intronless pre-mrnas

Processive synthesis on the c-strand of the telomere

Recognition and association of DNA glycosylase 
with site containing an affected purine

Removal of the flap intermediate from the c-strand

RNA polymerase II transcription termination

Telomere c-strand (lagging strand) synthesis

Telomere c-strand synthesis initiation

Telomere extension by telomerase

Telomere maintenance

Wnt5a-dependent internalization of FZD2, FZD5 and ROR2

Processing of capped intron-containing pre-mrna

0.06 0.08 0.10

GeneRatio

0.100

0.125

0.150

0.175

0.200

Count

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

0.12

P adjust

DE miRNA预测的靶基因Reactome富集
Reactome enrichment of predicted

target genes of DE miRNAs

C

Aldehyde-lyase activity

Aromatic amino acid transmembrane transporter activity

Azole transmembrane transporter activity

Basic amino acid transmembrane transporter activity

Carbon-carbon lyase activity

Exogenous protein binding

Glucose binding

Glucosyltransferase activity

Hydro-lyase activity

L-amino acid transmembrane transporter activity

L-arginine transmembrane transporter activity

Oxidoreductase activity, acting on 
the CH-CH group of donors

Oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of 
donors, NAD or NADP as acceptor

S-acyltransferase activity

Thiolester hydrolase activity

Udp-glucosyltransferase activity

Virus receptor activity

Carbohydrate binding

Lyase activity

Monosaccharide binding

0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50

GeneRatio

0.005

0.010

0.015

0.020

0.025

Count

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

P adjust

DE miRNA已被验证的靶基因GO功能富集
GO enrichment of validated 

target genes of DE miRNAs

D

DE miRNA已被验证的靶基因KEGG富集
KEGG enrichment of validated 

target genes of DE miRNAs

Alcoholic liver disease

Biosynthesis of amino acids

Carbon metabolism

Diabetic cardiomyopathy

Fatty acid biosynthesis

Fatty acid metabolism

Fructose and mannose metabolism

Glucagon signaling pathway

Glycolysis / gluconeogenesis

HIF-1 signaling pathway

Insulin resistance

Micrornas in cancer

Pentose phosphate pathway

Pi3k-akt signaling pathway

Starch and sucrose metabolism

AMPK signaling pathway

Insulin signaling pathway

0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50

GeneRatio

0.05

0.10

Count

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

P adjust

E

Fatty acid metabolism

Fatty acyl-coa biosynthesis

Gluconeogenesis

Glucose metabolism

Glycogen metabolism

Glycolysis

Hemostasis

Metabolism of lipids

Metabolism of vitamins and cofactors

Metabolism of water-soluble vitamins and cofactors

Neutrophil degranulation

Platelet activation, signaling and aggregation

Platelet degranulation

Response to elevated platelet cytosolic Ca2+

Vitamin B5 (pantothenate) metabolism

Metabolism of carbohydrates

0.4 0.5 0.6

GeneRatio

0.05

0.10

0.15

0.20

Count

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

P adjust

DE miRNA已被验证的靶基因Reactome富集
Reactome enrichment plot of validated

target genes of DE miRNAs

F



12 中国比较医学杂志 

 

3  讨论 

本研究探讨了当归生姜羊肉汤通过调控大鼠外泌体 miRNA 的变化，对大鼠能量代谢产生影响的

作用通路与分子机制。结果表明，当归生姜羊肉汤能够上调大鼠外泌体 rno-let-7b-5p 等 miRNA，这

些 miRNA 在 AMPK 信号通路、胰岛素信号通路、脂肪酸生物合成等代谢相关通路均有富集，提示这

些 miRNA 与能量代谢有关。外泌体作为细胞间信号传递的关键载体[18]，其携带的 miRNA 在代谢调

控以及疾病发生等过程中发挥着不可替代的作用[19]。而本研究通过外泌体 miRNA 测序以及它的功能

富集分析，首次揭示了大鼠外泌体中 miRNA 的表达差异特征，最后构建了“DE miRNA-靶基因-代谢

信号通路”的调控网络，为解析两组差异的分子机制提供了新的视角。 

测序结果显示，两组外泌体中 6 条注释 miRNA 存在显著表达异质性，其中 rno-let-7b-5p 表达丰

度最高（ total=5169），而 rno-let-7d-5p 表达量最低（ total=35），或许能为后续实验提供研究思

路[20]。同时，let-7 家族 miRNA 已被证实参与糖脂代谢等过程[21]，不仅如此，在国外近年的研究中，

发现 let‑7 家族对线粒体功能相关参数具有调控作用，例如，let-7a 在诱导人乳腺癌腺癌细胞（human 

breast adenocarcinoma cell line，MCF-7）线粒体生物发生中的作用进一步支持了这一点[22]。而 rno-let-

7b-5p 的高表达及 rno-let-7d-5p 的低表达，提示其可能会通过调控下游的靶基因，参与两组外泌体介

导的生物学效应从而导致差异。研究发现，let-7b-5p 能够转移到线粒体中，以抵消线粒体细胞色素 b

（mitochondrial cytochrome b，mt-Cytb）的下调。let-7b-5p 不仅上调了线粒体 Cytb，而且还降低了细

胞质中的胰岛素受体底物 1（Insulin receptor substrate 1，IRS1）表达，这导致瘦素受体基因突变自发

性 2 型糖尿病小鼠的脂质沉积[23]。而且在之前的研究发现，no-let-7b-5p 是连接药物干预与 2 型糖尿

病病理改善的关键 miRNA[24]。而 let-7d-5p 表达与胰岛素抵抗具有很强的相关性[25]。这一发现也揭示

了该 miRNA 与可能与胰岛素以及能量代谢存在一定的关联。同时，当归生姜羊肉汤很可能是通过调

控这两种 miRNA 的表达，进而改善了大鼠的脂代谢、提升了胰岛素敏感性，最终提高大鼠的能量代

谢效率。 

关键 DE miRNA（rno-miR-122-5p）与 Gys1、Slc7a1、Aldoa、Fasn4 都存在关联，而研究发现，

抑制 miR-122 表达可能会改善肥胖大鼠的血脂水平，并有助于减轻体质量 [26]。这可能提示着该

miRNA 与能量代谢存在直接的关系。原合成酶（Gys1）是肌肉糖原生物合成的核心酶 [27]，活性直接

影响糖原代谢[28]。研究发现，白血病细胞能够上调 Gys1，使得增强糖生成、促进糖原积累，而导致

AMPK 激活位点磷酸化水平降低、活性受抑[29]。不仅如此，Gys1 的缺失能减轻小鼠糖原堆积等[30]。

Fasn 是脂肪酸合成的关键酶[31]，与脂质蓄积及代谢紊乱密切相关。Fasn 通过促进 AMPKβ 亚基磷酸

化激 AMPK 通路，协同 AKT/ERK 通路调控脂代谢稳态与细胞能量供应。Fasn 表达缺失可显著降低

AMPK 活性，同时可减少小鼠的食物摄入、降低脂肪积累，并在外界葡萄糖刺激下促进碳水化合物利

用[32,33]。而在最新的研究中发现，在结直肠癌患者癌组织中高表达的 Fasn，可通过特异性蛋白 1 转

录因子（specificity protein 1 transcription factor，SP1）/ⅣB 型胞质磷脂酶 A2（cytosolic phospholipase 

A2 group ⅣB，PLA2G4B）调控轴促进癌细胞增殖、转移及磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）

代谢，进而以 PC 依赖方式抑制自然杀伤细胞的抗肿瘤反应[34]，该 miRNA 与结直肠癌可能存在潜在

联系。而 Aldoa 能够参与糖酵解过程[35]，可催化 1,6-二磷酸果糖可逆地转化为 3-磷酸甘油醛。该基因

的突变与溶血性贫血相关 [36]。当四环素诱导系统敲低小鼠胚胎成纤维细胞（mouse embryonic 

fibroblasts，MEFs）中 AlodA/B/C 三种亚型（醛缩酶 A 全敲除细胞（aldolase A total knockout，ALDO‑

TKD）），研究发现即使在高葡萄糖（25 mmol）条件下，AMPK 磷酸化（p-AMPKα）和下游靶蛋白

乙酰辅酶 A 羧化酶（acetyl-CoA carboxylase，ACC）磷酸化（p-ACC）仍显著升高。而 Aldoa 通过溶

酶体通路调控 AMPK[37]。Slc7a1 是阳离子氨基酸转运体 1，在 l-精氨酸及其一些衍生物的细胞吸收或

输出中起着关键作用[38]。而这些靶基因，都与能量代谢有着密切关联。Slc7a1（又称 CAT1）可以作

为一类关键的阳离子氨基酸转运蛋白，通过调控细胞内精氨酸、赖氨酸等功能性氨基酸的稳态水平，

直接影响胰岛素信号下游 蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）通路的激活效率；同时，这些氨基酸



刘志勇等  当归生姜羊肉汤影响脾肾阳虚大鼠外泌体 miRNA 的分析 13 

 

不仅是蛋白质生物合成的必需底物，还能作为重要的信号分子参与雷帕霉素靶蛋白复合物 1

（mechanistic target of rapamycin complex 1，mTORC1）通路的调控，进而间接调控细胞的胰岛素敏感

性[39]。 

功能富集分析进一步揭示了靶基因的通路调控特征：KEGG 分析显示其显著富集于 AMPK 信号

通路、胰岛素信号通路、脂肪酸生物合成等代谢相关通路，AMPK 是一种丝氨酸-丝氨酸激酶，主要

作为代谢传感器，通过参与代谢途径的多种蛋白质的磷酸化来协调细胞中的合成代谢和分解代谢活

性[40]；而胰岛素信号通路由大量分子组成，这些分子在与同源受体结合后，对胰岛素特异性信号转导

进行正负调节[41]。而在本研究中，靶基因在这两条通路的富集，提示外泌体差异 miRNA 可能通过调

控 AMPK-胰岛素轴，来影响糖脂代谢平衡，进而参与两组表型差异的形成。Reactome 分析进一步细

化了靶基因的生物学过程，除代谢相关过程外，还揭示其可能参与血小板活化、止血等过程，拓展了

外泌体 miRNA 的功能研究维度，也为后续探索两组在非代谢表型上的差异提供了新的方向。 

本研究目前存在一定局限，首先，尚未通过体外细胞实验或体内动物模型验证核心 miRNA-靶基

因-通路的调控关系，并且还未明确外泌体 miRNA 的具体作用靶细胞及分子机制。未来研究可通过细

胞转染、RT-qPCR 等技术，来验证 rno-let-7b-5p、rno-miR-122-5p 等核心 miRNA 对靶基因的直接调

控作用，同时结合动物模型，探究外泌体 miRNA 在体内代谢调控中的功能，此外，还可通过蛋白质

组学、代谢组学等多组学联合分析，进一步完善 miRNA-靶基因-代谢物的调控网络，为相关疾病的机

制解析与靶向治疗提供更全面的理论依据。 
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