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实 验

基于血清代谢组学分析哮喘宁治疗
心理应激哮喘的作用机制*

程思益1,2，黄贵锐1,2，张诗瑜1,2，崔红生1

（1.北京中医药大学第三附属医院，北京 100029；

2.北京中医药大学，北京 100029）

[摘要] 目的：基于非靶向代谢组学技术探讨心理应激哮喘（PSA）小鼠的血清代谢物变化及哮喘宁治疗

PSA的作用机制。方法：运用随机数字表法将32只SPF级雄性BALB/c小鼠分为正常组、哮喘组、心理应激哮喘组

和中药组。除正常组外的小鼠第1、8天腹腔注射卵蛋白（OVA）和氢氧化铝混合液，第15天开始采用1%OVA溶液

雾化激发建立哮喘模型，其中心理应激哮喘组、中药组从第1天起给予束缚刺激，连续束缚28 d，建立PSA模型。

中药组小鼠从第15天起予哮喘宁连续给药14 d。第28天进行无创肺功能检测及旷场实验，实验结束后收集小鼠

肺组织及血清，运用HE染色法观察肺组织病变，采用超高效液相色谱-质谱法（UPLC-MS）对各组小鼠血清样本

小分子代谢产物进行分析，运用主成分分析法（PCA）及偏最小二乘判别法（PLS-DA）等统计学手段筛选特征代

谢物质，并对筛选后的代谢物所涉及的生物代谢通路进行富集分析研究。结果：心理应激哮喘组与哮喘组相比，

肺部炎症细胞浸润明显，肺通气功能特殊气道阻力（sRAW）升高，50%呼出量时的呼气流速（EF50）下降，旷场实

验总运动距离和运动速度下降，内源性物质分离明显，筛选出差异代谢物89个，主要富集在精氨酸生物合成、茁-丙

氨酸代谢、不饱和脂肪酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢、GABA能突触代谢通路。与心理应激哮喘组比较，哮喘

宁对该组小鼠气道炎症、肺功能sRAW、EF50和旷场实验运动距离、运动速度具有回调作用，筛选出差异代谢物

50个，主要富集在色氨酸代谢、味觉传导、突触小泡循环、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成代谢通路。结

论：PSA小鼠内源性代谢物及代谢通路发生改变。哮喘宁可改善部分差异代谢物及代谢通路紊乱，进而改善哮

喘的症状及抑郁状态。
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Effects of Xiaochuanning (哮喘宁) on the Mechanism of Action in

Treating Psychological Stress-Related Asthma Based on Serum

Metabolomics Analysis

[Abstract] Objective: To explore the changes in serum metabolites in mice with psychological stress-related

asthma (PSA) and the mechanism of action of Xiaochuanning in treating PSA based on untargeted

metabolomics technology. Methods: Totally 32 SPF-level male BALB/c mice were distributed into four distinct

clusters at random, including control group, asthma group, PSA group, and Chinese medicine group. Except for

the control group, all other groups of mice received an intraperitoneal administration of a concoction containing

ovalbumin and aluminum hydroxide on the 1st and 8th days. Subsequently, from the 15th day, they were

exposed to an aerosol of 1% ovalbumin solution to induce the asthma model. The PSA and Chinese medicine

groups received restraint stress from the 1st day for 28 consecutive days to establish the PSA model. The

Chinese medicine group was administered Xiaochuanning continuously from 15th day for 14 days. Non-invasive

lung function tests and open field tests were performed on 28th day. Samples of lung tissue and blood
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哮 喘 是 一 种 常 见 的 慢 性 呼 吸 道 疾 病 ， 病 因 繁 多 ， 发 病 机

制 复 杂 ， 易 反 复 发 作 ， 给 患 者 的 日 常 生 活 带 来 了 极 大 的 困 扰

和 负 担 。 其 发 病 和 发 展 过 程 可 受 到 生 理 因 素 和 心 理 因 素 等 多

种 因 素 影 响 。 随 着 哮 喘 患 病 率 的 持 续 上 升 ， 加 强 对 哮 喘 的 生

物 - 心 理 - 社 会 认 识 ， 在 开 发 新 的 治 疗 靶 点 、 增 强 疾 病 控 制 和

提 高 生 活 质 量 中 尤 为 重 要 [1]。 鉴 于 此 ， 心 理 应 激 哮 喘 （ psychological

stress-related asthma ， PSA） 作 为 一 个 重 要 表 型 被 提 出 ， 哮 喘

与 心 理 问 题 之 间 互 为 因 果 ， 导 致 疾 病 加 重 ， 迁 延 难 愈 [2]。 中 医

理 论 中 “ 肝 失 疏 泄 ” 为 心 理 应 激 的 关 键 病 机 ， 哮 病 的 发 生 为 肺

气 上 逆 所 致 。 肝 肺 二 脏 功 能 失 常 是 心 理 应 激 哮 喘 的 病 理 ， 调

肝 理 肺 为 本 病 的 根 本 治 法 。 本 课 题 组 前 期 研 究 发 现 首 都 国 医

名 师 武 维 屏 基 于 “ 调 肝 理 肺 ” 思 想 创 制 的 哮 喘 宁 颗 粒 在 临 床

研 究 和 基 础 实 验 中 均 取 得 了 显 著 疗 效 [3]， 然 而 哮 喘 宁 治 疗 本

病 的 作 用 机 制 有 待 进 一 步 研 究 。 因 此 ， 本 实 验 拟 通 过 慢 性 束

缚 刺 激 联 合 卵 清 蛋 白 （ OVA） 致 敏 建 立 小 鼠 PSA 模 型 ， 并 采 用

液 相 色 谱 - 质 谱 法 （ UPLC-MS） 及 非 靶 向 代 谢 组 学 分 析 ， 探 讨

PSA 小 鼠 内 源 性 代 谢 物 的 差 异 。 同 时 ， 研 究 哮 喘 宁 对 PSA 小 鼠

内 源 性 代 谢 物 的 调 节 作 用 ， 以 期 进 一 步 揭 示 哮 喘 宁 的 药 效 作

用 机 制 ， 为 中 医 药 调 肝 理 肺 法 治 疗 PSA提 供 科 学 依 据 。

1 材 料

1.1 动物 32 只 4~5 周 龄 SPF 级 雄 性 BALB/c 小 鼠 购 自 北 京 维

通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SYXK

（ 京 ） 2021-0006 ， 体 质 量 18~20 g。 小 鼠 均 被 饲 养 于 温 度 （ 23依

2） 益 、 湿 度 （ 55依10） % ， 12 h 光 照 /12 h 黑 暗 循 环 的 屏 障 环 境 中 ，

予 普 通 全 价 鼠 粮 饲 养 ， 自 由 摄 食 饮 水 ， 适 应 性 喂 养 7 d 后 造 模 。

本 研 究 已 获 得 北 京 中 医 药 大 学 医 学 与 实 验 动 物 伦 理 委 员 会

的 批 准 ， 伦 理 审 查 批 号 为 BUCM-2023020802-1188。

1.2 药物与试剂 哮 喘 宁 颗 粒 为 北 京 康 仁 堂 药 业 有 限 公 司

生 产 制 备 的 浓 缩 配 方 颗 粒 剂 ， 10 g/ 袋 。 组 方 包 括 柴 胡 10 g 、 白

芍 10 g 、 枳 壳 10 g、 炙 甘 草 6 g 、 黄 芩 10 g 、 清 半 夏 9 g、 炙 麻 黄 6 g 、

葶 苈 子 10 g、 前 胡 10 g、 地 龙 10 g、 丹 参 15 g， 批 号 依 次 为 21010771、

21014001、 21004161、 21003471、 21012201、 21011221、 20040921、

21011071、 20041691、 21007351、 21003421， 由 北 京 中 医 药 大 学

第 三 附 属 医 院 中 药 房 统 一 采 购 。 卵 清 蛋 白 （ OVA） 、 氢 氧 化 铝

佐 剂 （ 美 国 Sigma 公 司 ， 批 号 分 别 为 SLCH2414 、 VE301887） 。

甲 醇 、 乙 腈 、 甲 酸 （ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ， 批 号 分

别 为 A452-4、 A998-4、 A117-50） ， 苏 木 素 、 伊 红 染 液 （ 北 京 索

莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 20200235、 20200926） 。

1.3 主要仪器 BX53 型 光 学 显 微 镜 （ 日 本 Olympus 公 司 ） ， 液

相 色 谱 仪 （ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ， IQLAAAGABH原

FAPUMZZZ） ， 质 谱 仪 （ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ，

IQLAAEGAAPFALGMAZR） ， 冷 冻 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 实 验 室 仪

器 开 发 有 限 公 司 ， H1850-R） ， 混 匀 仪 （ 海 门 市 其 林 贝 尔 仪 器

制 造 有 限 公 司 ， BE-2600） ， 真 空 浓 缩 仪 （ Eppendorf， 5305） ， 滤

膜 （ 天 津 津 腾 实 验 设 备 有 限 公 司 ， 0.22 滋m PTFE） 。

2 方 法

2.1 动物分组、造模与给药 所 有 小 鼠 7 d 适 应 性 喂 养 后 ， 运

用 随 机 数 字 表 法 按 体 质 量 分 为 正 常 组 、 哮 喘 组 、 心 理 应 激 哮

喘 组 、 中 药 组 ， 每 组 8 只 。 参 照 文 献 [4-6] 建 立 心 理 应 激 哮 喘 小

鼠 模 型 ， 除 正 常 组 外 ， 其 余 3 组 小 鼠 于 实 验 第 1 天 、 第 8 天 腹 腔

注 射 浓 度 为 0.25 mg/mL 的 OVA 混 悬 液 ， 200 滋L/20 g ， 正 常 组 小

鼠 给 予 等 量 生 理 盐 水 腹 腔 注 射 。 第 15 天 开 始 每 天 雾 化 吸 入 1%

OVA溶 液 激 发 20 min（ 流 量 2 mL/min） ， 连 续 14 d 。 从 实 验 第 1 天

起 将 心 理 应 激 哮 喘 组 、 中 药 组 小 鼠 每 天 束 缚 制 动 ， 第 1 天 为

2 h ， 以 后 每 天 增 加 10 min ， 时 间 最 长 至 6 h， 束 缚 期 间 禁 食 水 ，

每 日 束 缚 制 动 开 始 时 间 均 不 相 同 ， 连 续 28 d 。 结 合 课 题 组 前 期

研 究 ， 参 考 《 药 理 实 验 中 动 物 间 和 动 物 与 人 体 间 的 等 效 剂 量

换 算 》 [7]， 中 药 组 予 以 哮 喘 宁 颗 粒 [3.58 g/（ kg· d） ] 灌 胃 ， 其 余 各

组 均 予 等 量 灭 菌 饮 用 水 灌 胃 。

2.2 行为学检测 参 考 文 献 [8] 于 实 验 第 28 天 进 行 小 鼠 旷 场

行 为 学 实 验 ， 采 用 50 cm伊50 cm伊50 cm的 正 方 体 敞 箱 作 为 实 验

区 ， 小 鼠 被 放 置 于 敞 箱 中 心 后 测 定 小 鼠 5 min 内 的 总 运 动 距 离

serum were gathered. Lung tissue was used for disease investigation with HE, and blood serum was analyzed to

identify small-molecule metabolites using ultra-performance liquid chromatography linked with mass spectrometry

(UPLC-MS). Principal component analysis (PCA) and partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) were

used to screen differential metabolites and analyze metabolic pathways. Results: Compared with the asthma

group, the PSA group exhibited significant pulmonary inflammatory cell infiltration, increased specific airway

resistance (sRAW), decreased expiratory flow at 50% tidal volume (EF50), reduced total movement distance, and

movement speed in the open field test, and significant separation of endogenous metabolites. A total of 89

differential metabolites were identified, mainly enriched in arginine biosynthesis, 茁-alanine metabolism, unsatu原

rated fatty acid biosynthesis, arginine and proline metabolism, and GABA ergic synapse metabolic pathways.

Compared with the PSA group, the Chinese medicine group showed improvements in airway inflammation, lung

function (sRAW, EF50), total movement distance, and movement speed in the open field test. A total of 50

differential metabolites were identified, mainly enriched in tryptophan metabolism, taste transduction, synaptic

vesicle cycle, phenylalanine, tyrosine, and tryptophan biosynthesis metabolic pathways. Conclusion: Endogenous

metabolites and metabolic pathways in PSA mice are altered. Xiaochuanning can ameliorate some of the differential

metabolites and disrupted metabolic pathways, thereby improving asthma symptoms and depressive states.

[Keywords] psychological stress-induced asthma; Xiaochuanning; metabolomics; ultra -performance liquid

chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS); mice
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和 运 动 速 度 ， 评 价 心 理 应 激 状 态 。 每 只 小 鼠 实 验 结 束 后 用 75%

乙 醇 擦 拭 箱 底 进 行 清 洁 消 毒 。

2.3 无创肺功能检测 采 用 BUXCO 小 动 物 肺 功 能 -NAM 无

创 气 道 机 制 检 测 系 统 进 行 肺 功 能 检 测 [9]， 记 录 各 组 小 鼠 特 定

气 道 阻 力 （ sRaw） 、 50% 呼 出 量 时 的 呼 气 流 速 （ EF50） ， 评 价 气

道 反 应 性 。

2.4 标本收集 末 次 给 药 后 各 组 小 鼠 禁 食 不 禁 水 12 h ， 心 脏

取 血 ， 分 离 血 清 样 本 -80 益 冰 箱 冻 存 待 用 。 解 剖 小 鼠 剪 取 肺 组

织 ， 左 肺 固 定 于 4%多 聚 甲 醛 溶 液 中 ， 右 肺 收 集 于 冻 存 管 置 -80益

冰 箱 冻 存 备 用 。

2.5 肺组织病理切片制备与观察 4% 多 聚 甲 醛 固 定 样 本 进

行 石 蜡 包 埋 ， 而 后 连 续 切 片 机 切 片 ， 厚 度 为 4 滋m， 用 苏 木 素 -

伊 红 （ HE） 法 染 色 ， 封 片 后 在 光 学 显 微 镜 下 观 察 小 鼠 的 肺 部 组

织 病 理 学 变 化 。

2.6 血清样本处理 小 鼠 血 清 样 本 在 4 益 条 件 下 解 冻 ， 解 冻

完 成 后 ， 涡 旋 混 合 1 min 以 确 保 充 分 混 合 。 随 后 从 中 准 确 取 出

100 滋L放 入 2 mL的 离 心 管 中 。 之 后 加 入 400 滋L的 甲 醇 ， 再 次 涡

旋 1 min 。 将 该 混 合 液 4 益 12 000 r/min 离 心 10 min ， 离 心 半 径

为 10 cm， 然 后 将 上 层 清 液 小 心 转 移 到 新 的 2 mL离 心 管 中 并 进

行 浓 缩 直 至 干 燥 。 将 150 滋L的 80% 甲 醇 水 溶 液 （ 含 2- 氯 -L- 苯

丙 氨 酸 4 ppm） 添 加 到 样 品 中 以 重 新 溶 解 ， 然 后 通 过 0.22 滋m 滤

膜 将 上 清 液 过 滤 。 过 滤 后 的 液 体 转 移 到 分 析 瓶 中 ， 以 供 UPLC-MS

分 析 使 用 。 另 外 ， 通 过 混 合 等 体 积 的 各 种 样 本 的 上 层 液 来 配

置 质 量 控 制 （ QC） 样 品 ， 以 供 设 备 进 行 分 析 。

2.7 色谱条件 使 用 Thermo Vanquish 超 高 效 液 相 系 统 （ 美

国 Thermo Fisher Scientific公 司 ） 和 ACQUITY UPLCR HSS T3

色 谱 柱 （ 2.1 mm伊100.0 mm， 1.8滋m） （ Waters, Milford， MA， USA）

进 行 分 析 。 实 验 条 件 ： 流 速 固 定 为 0.3 mL/min ， 色 谱 柱 温 度 为

40 益 ， 每 次 注 入 的 样 本 量 为 2 滋L。 在 正 离 子 模 式 下 ， 移 动 相 是

由 0.1%的 甲 酸 -乙 腈 溶 液 （ B2） 与 0.1%的 甲 酸 -水 溶 液 （ A 2） 配 制

而 成 ， 其 梯 度 洗 脱 过 程 如 下 ： 初 始 至 1min保 持 8%B2； 1.0~8.0 min

B2 逐 渐 增 至 98% ； 8.0~10.0 min 维 持 98%B2 ； 10.0~10.1 min

B2急 剧 降 至 8%； 10.1~12.0 min 保 持 8%B2。 采 用 负 离 子 模 式 时 ，

移 动 相 由 乙 腈 （ B3） 和 5 mmol/L甲 酸 铵 溶 液 （ A 3） 组 成 ， 梯 度 洗 脱

步 骤 与 正 离 子 模 式 相 同 ： 起 始 至 1.0 min为 8%B3； 1.0~8.0 minB3递

增 至 98% ； 8.0~10.0 min 保 持 98%B3； 10.0~10.1 minB3 突 降 至

8%； 并 在 最 后 的 10.1~12.0 min保 持 其 为 8%。

2.8 质谱条件 使 用 Thermo Orbitrap Exploris 120 质 谱 检 测

器 （ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ） 和 电 喷 雾 离 子 源 ， 在 正

负 离 子 模 式 下 进 行 数 据 采 集 。 在 采 用 正 电 离 模 式 时 ， 设 置 喷

射 电 压 为 3.50 kV ； 进 行 负 电 离 模 式 分 析 时 ， 则 将 电 压 调 至

-2.50 kV 。 同 时 ， 本 设 备 的 鞘 气 和 辅 助 气 流 量 分 别 维 持 在

40 arb 与 10 arb 。 毛 细 管 温 度 设 为 325毅 ， 使 用 60 000 的 高 解 析

度 ， 对 质 量 到 电 荷 比 范 围 在 100~1 000之 间 的 样 本 进 行 全 面 的 一

级 扫 描 。 二 级 质 谱 的 裂 解 分 析 由 高 能 量 碰 撞 解 离 （ HCD） 实 施 ， 设

定 碰 撞 能 量 为 30% ， 并 以 15 000 的 解 析 度 对 前 4 个 主 要 离 子 峰

进 行 分 裂 分 析 ， 应 用 动 态 排 除 技 术 以 过 滤 无 需 的 MS/MS 数 据 。

2.9 多元统计分析 借 助 Graphpad Prism 10 进 行 数 据 加 工 、

统 计 分 析 及 绘 图 ， 正 态 分 布 的 计 量 数 据 以 “ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s）

表 示 。 在 对 多 个 检 验 群 组 间 的 差 值 进 行 比 对 时 ， 采 用 单 变 量

方 差 分 析 方 法 （ ANOVA） 。 针 对 两 个 特 定 检 验 群 组 的 对 照 分 析 ，

采 取 LSD检 验 和 独 立 样 本 t检 验 。 约0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

运 用 Proteowizard 软 件 包 [10]（ 版 本 v3.0.8789） 中 MSConvert

程 序 将 原 始 质 谱 下 机 文 件 转 换 为 mzXML文 件 格 式 。 随 后 运 用

R 的 XCMS 软 件 包 [9]进 行 峰 检 测 、 峰 过 滤 、 峰 对 齐 处 理 ， 得 到 化

合 物 的 定 量 分 析 表 ， 参 数 设 置 为 bw=2 ， ppm=15 ， peakwidth=c

（ 5 ， 30） ， mzwid=0.015 ， mzdiff=0.01， method='centWave'。 采 用 公

共 数 据 库 HMDB[11]、 massbank[12]、 LipidMaps[13]、 mzcloud[14]、 KEGG[15]

及 自 建 物 质 库 进 行 物 质 的 鉴 定 ， 参 数 设 置 为 ppm约30 ppm 。

通 过 采 用 QC样 本 的 LOESS[16]信 号 调 节 技 术 进 行 修 正 ， 以 排 除

系 统 误 差 。 在 数 据 质 控 中 ， 将 筛 去 QC 样 本 中 相 对 标 准 偏 差

（ RSD） 大 于 30%的 物 质 。 利 用 R软 件 包 Ropls[17]对 样 本 数 据 分 别

进 行 主 成 分 分 析 （ PCA） 和 偏 最 小 二 乘 判 别 分 析 （ PLS-DA） ， 运

用 具 有 高 度 监 督 性 能 的 OPLS-DA 法 分 析 筛 选 组 间 差 异 代 谢

物 。 通 过 统 计 检 验 计 算 值 、 使 用 OPLS-DA 降 维 方 法 获 取 变 量

投 影 重 要 度 （ VIP） 和 计 算 组 间 差 异 倍 数 （ fold change ， FC） ， 评

估 各 类 代 谢 物 质 在 样 本 分 类 识 别 过 程 中 的 作 用 强 度 和 解 释

能 力 ， 辅 助 标 志 代 谢 物 的 筛 选 。 当 约0.05 且 VIP跃1 时 ， 认 为 该

代 谢 物 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 小鼠一般状况观察 各 组 小 鼠 的 宏 观 表 现 有 明 显 差 异 。

正 常 组 小 鼠 毛 发 洁 白 且 光 泽 ， 活 泼 好 动 ， 大 便 正 常 ； 哮 喘 组 小

鼠 毛 发 缺 少 光 泽 ， 鼻 部 发 红 ； 心 理 应 激 哮 喘 组 小 鼠 毛 发 散 乱 ，

懒 动 消 瘦 ， 反 应 迟 缓 ， 鼻 部 发 红 ， 大 便 稀 溏 ， 气 味 臭 秽 ； 哮 喘 宁

组 小 鼠 较 心 理 应 激 哮 喘 组 小 鼠 的 宏 观 表 征 有 所 改 善 。

3.2 肺组织病理切片 选 取 同 一 层 级 支 气 管 进 行 观 察 ， HE

结 果 显 示 ， 正 常 组 （ a） 肺 组 织 支 气 管 黏 膜 上 皮 完 整 ， 各 层 结 构

清 晰 可 见 ， 气 管 腔 规 则 ， 无 异 常 增 生 及 细 胞 浸 润 ； 哮 喘 组 （ b）

肺 组 织 可 见 明 显 炎 症 细 胞 浸 润 ， 可 至 血 管 周 围 和 结 缔 组 织 ，

气 管 腔 狭 窄 ， 黏 膜 增 厚 ， 黏 液 腺 增 生 ， 部 分 管 腔 可 见 分 泌 物 ；

心 理 应 激 哮 喘 组 （ c） 肺 组 织 较 哮 喘 组 炎 症 细 胞 浸 润 明 显 ， 有

以 淋 巴 细 胞 为 主 的 炎 症 细 胞 浸 润 ， 气 道 重 塑 明 显 ； 哮 喘 宁 组 （ d）

支 气 管 黏 膜 损 伤 较 轻 ， 较 心 理 应 激 哮 喘 组 明 显 减 轻 。 （ 见 图 1）

注：a为正常组，b为哮喘组，c为心理应激哮喘组，d为哮喘

宁组。

图 1 各组肺组织病理图
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3.3 肺功能检测 与 正 常 组 （ CON） 比 较 ， 哮 喘 组 （ A） 和 心 理

应 激 哮 喘 组 （ PSA） 小 鼠 sRAW 显 著 增 加 ， EF50 显 著 下 降 （ 约

0.01） 。 PSA 组 小 鼠 sRAW 显 著 高 于 A 组 （ 约0.01） ， PSA 组 小 鼠

EF50 与 A 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） 。 经 过 哮 喘 宁 治

疗 后 ， sRAW 降 低 ， EF50 上 升 ， 与 PSA 组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意

义 （ 约0.01） 。 （ 见 图 2）

注：CON为正常组，A为哮喘组，PSA为心理应激哮喘组，

XCN为哮喘宁组。与CON组比较，a 约0.01；与A组比较，b 约0.01；

c >0.05；与PSA组比较，d 约0.01。

图 2 各组小鼠肺功能比较 （x依s，n=6）

3.4 旷场实验 与 CON 组 比 较 ， A 组 和 PSA 组 的 总 运 动 距 离 、

平 均 速 度 显 著 下 降 （ <0.01） 。 经 过 哮 喘 宁 治 疗 后 ， 总 运 动 距

离 、 平 均 速 度 显 著 上 升 ， 与 PSA组 比 较 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 （ 见 图 3）

注：CON为正常组，A为哮喘组，PSA为心理应激哮喘组，

XCN为哮喘宁组。与CON组比较，a 约0.01；与A组比较，b 约0.01；

与PSA组比较，c 约0.01。

图 3 各组小鼠旷场实验结果比较 （x依s，n=6）

3.5 代谢组学结果分析

3.5.1 质 量 控 制 在 本 次 实 验 中 ， 通 过 LC-MS 分 析 采 取 QC 样

本 以 执 行 质 量 控 制 ， PCA 分 析 图 中 可 见 QC 样 本 集 中 排 列 ， 数

据 可 靠 。 （ 见 图 4）

正 离 子 模 式 负 离 子 模 式

图 4 正负离子 QC样本 PCA得分图

3.5.2 PLS-DA 分 析 采 用 有 监 督 模 式 识 别 方 法 偏 最 小 二 乘

法 - 判 别 分 析 （ partial least squares-discriiminate analysis ，

PLS-DA） 对 样 本 进 行 分 析 ， 当 R2Y 的 值 趋 近 于 1 且 Q2的 数 值 超

过 0.5 时 ， 表 明 构 建 的 模 型 具 有 较 高 的 拟 合 精 度 。 由 各 组 小 鼠

血 清 的 正 负 离 子 模 式 PLS-DA 得 分 散 点 图 可 知 ， 正 常 组 、 哮 喘

组 、 心 理 应 激 哮 喘 组 、 哮 喘 宁 组 显 著 分 离 。 （ 见 图 5）

正 离 子 模 式 负 离 子 模 式

图 5 正负离子模式 PLS-DA得分散点图

3.5.3 心 理 应 激 哮 喘 组 与 哮 喘 组 差 异 代 谢 物 分 析 以 统 计

检 验 中 预 设 的 值 和 VIP阈 值 进 行 筛 选 差 异 代 谢 物 ， 心 理 应 激

哮 喘 组 较 哮 喘 组 ， 确 定 差 异 代 谢 物 89 个 ， 其 中 表 达 上 调 58 个 ，

表 达 下 调 31 个 。 火 山 图 （ 图 6-A） 中 显 示 值 最 小 的 5 个 代 谢 产

物 ， 显 著 上 调 的 有 花 生 四 烯 酸 、 壬 二 酸 、 吲 哚 丙 酸 亚 胺 和 3- 甲

基 硫 代 丙 酸 ， 显 著 下 调 的 有 D- 甘 露 糖 。 富 集 前 20 条 差 异 代 谢

通 路 如 气 泡 图 所 示 （ 图 6-B） ， 主 要 富 集 在 精 氨 酸 生 物 合 成 、

茁- 丙 氨 酸 代 谢 、 不 饱 和 脂 肪 酸 生 物 合 成 、 精 氨 酸 和 脯 氨 酸 代

谢 、 GABA能 突 触 代 谢 通 路 。 通 路 涉 及 的 显 著 变 化 代 谢 物 见 表 1。

图 6 心理应激哮喘组/哮喘组差异代谢物分析

3.5.4 经 哮 喘 宁 治 疗 的 差 异 代 谢 物 分 析 哮 喘 宁 组 较 心 理

应 激 哮 喘 组 ， 确 定 差 异 代 谢 物 50 个 ， 其 中 表 达 上 调 10 个 ， 表 达

下 调 40 个 。 火 山 图 （ 图 7-A） 中 显 示 值 最 小 的 5 个 代 谢 产 物 ， 显

著 下 调 的 有 色 氨 酸 、 烟 酸 、 硬 脂 酸 、 木 糖 醇 基 葡 糖 苷 、 2- 脱 氢

泛 酸 。 富 集 前 20 条 差 异 代 谢 通 路 如 气 泡 图 所 示 （ 图 7-B） ， 主 要

富 集 在 色 氨 酸 代 谢 、 味 觉 传 导 、 突 触 小 泡 循 环 、 苯 丙 氨 酸 、 酪

氨 酸 和 色 氨 酸 生 物 合 成 和 癌 症 中 的 中 央 碳 代 谢 。 通 路 涉 及 的

显 著 变 化 代 谢 物 见 表 2 。

a

a d

b

a
a

c

d

a a

aa c
cb

b
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图 7 哮喘宁组/心理应激哮喘组差异代谢物分析

4 讨 论

支 气 管 哮 喘 是 典 型 的 心 身 疾 病 ， 心 理 应 激 状 态 如 抑 郁 、

焦 虑 等 是 哮 喘 发 作 和 加 重 的 触 发 因 素 。 焦 虑 、 抑 郁 可 促 使 过

度 通 气 、 呼 吸 肌 疲 劳 ， 加 剧 哮 喘 症 状 。 频 繁 的 哮 喘 发 作 又 可 对

患 者 心 理 状 态 造 成 负 面 影 响 ， 从 而 形 成 恶 性 循 环 。 一 项 对 韩

国 人 口 的 大 型 队 列 数 据 集 的 纵 向 设 计 研 究 发 现 ， 哮 喘 和 抑 郁

症 存 在 密 切 双 向 关 联 [18]。 心 理 应 激 与 哮 喘 互 为 因 果 ， 关 系 密

切 ， 可 共 同 导 致 疾 病 加 剧 。 本 研 究 中 采 用 的 慢 性 束 缚 诱 导 心

理 应 激 状 态 可 以 较 好 地 模 拟 情 志 异 常 的 综 合 病 理 过 程 [2]。 哮 喘

组 和 心 理 应 激 哮 喘 组 小 鼠 肺 组 织 病 理 均 有 不 同 程 度 的 炎 症

浸 润 及 气 道 重 塑 ， 肺 功 能 表 现 为 气 道 阻 力 升 高 ， 旷 场 实 验 总

运 动 距 离 和 平 均 速 度 显 著 下 降 ， 表 现 为 抑 郁 样 行 为 。 哮 喘 宁

可 改 善 气 道 炎 症 及 抑 郁 样 行 为 。 为 更 好 地 挖 掘 心 理 应 激 哮 喘

的 生 物 学 标 志 物 及 探 究 哮 喘 宁 发 挥 治 疗 作 用 的 机 制 ， 笔 者 运

用 非 靶 向 代 谢 组 学 对 内 源 性 差 异 代 谢 物 进 行 了 筛 选 。

本 研 究 发 现 ， 心 理 应 激 哮 喘 组 较 哮 喘 组 对 比 ， 花 生 四 烯

酸 是 差 异 最 明 显 的 内 源 性 代 谢 物 。 富 集 差 异 代 谢 通 路 中 的 差

异 代 谢 物 亚 油 酸 、 琢- 亚 麻 酸 、 二 十 碳 五 烯 酸 和 11,14,17- 二 十

碳 三 烯 酸 均 属 于 脂 肪 酸 家 族 ， 与 花 生 四 烯 酸 在 生 物 合 成 和 代

谢 途 径 中 存 在 直 接 或 间 接 的 联 系 。 花 生 四 烯 酸 及 其 代 谢 产 物

白 三 烯 、 前 列 腺 素 等 在 哮 喘 及 心 理 应 激 中 发 挥 重 要 作 用 。 有

研 究 [19-20]表 明 ， 哮 喘 患 者 气 道 中 的 花 生 四 烯 酸 含 量 增 加 ， 可 以

通 过 分 泌 磷 脂 酶 A2 和 脂 氧 合 酶 等 酶 促 反 应 生 成 大 量 促 炎 介

质 。 心 理 应 激 通 过 增 加 大 脑 中 花 生 四 烯 酸 代 谢 产 物 （ 如 前 列

腺 素 E2） 的 合 成 ， 参 与 多 巴 胺 能 调 控 进 而 促 进 焦 虑 或 抑 郁 样 行

为 。 差 异 代 谢 通 路 主 要 富 集 在 精 氨 酸 生 物 合 成 、 茁- 丙 氨 酸 代

谢 、 不 饱 和 脂 肪 酸 生 物 合 成 、 精 氨 酸 和 脯 氨 酸 代 谢 、 GABA 能

突 触 代 谢 通 路 ， 涉 及 氨 基 酸 和 脂 质 代 谢 途 径 。 精 氨 酸 代 谢 失

衡 在 哮 喘 发 病 机 制 中 起 重 要 作 用 。 研 究 发 现 ， 精 氨 酸 含 量 升

高 可 诱 导 一 氧 化 氮 合 酶 和 精 氨 酸 酶 代 谢 ， 加 剧 哮 喘 严 重 程 度 [21]。

心 理 应 激 哮 喘 组 较 哮 喘 组 精 氨 酸 相 关 代 谢 通 路 激 活 ， 气 道 反

应 性 及 肺 部 炎 症 程 度 显 著 升 高 。 此 外 ， 心 理 应 激 哮 喘 组 GABA

能 突 出 代 谢 通 路 激 活 。 GABA 作 为 中 枢 神 经 系 统 中 的 主 要 抑

制 性 神 经 递 质 ， 对 于 调 节 神 经 元 的 兴 奋 性 、 情 绪 和 行 为 具 有

关 键 作 用 [22]。 这 一 发 现 为 我 们 提 供 了 进 一 步 了 解 心 理 应 激 与

哮 喘 之 间 交 互 作 用 的 生 物 学 基 础 。

哮 喘 宁 组 较 心 理 应 激 哮 喘 组 的 差 异 代 谢 物 分 析 中 ， 色 氨

酸 是 组 间 差 异 最 明 显 的 内 源 性 代 谢 物 ， 色 氨 酸 与 哮 喘 和 心 理

应 激 障 碍 的 发 病 密 切 相 关 。 有 研 究 [23-24] 表 明 过 敏 患 者 较 健 康

人 血 浆 色 氨 酸 水 平 升 高 ， 色 氨 酸 代 谢 谱 的 改 变 可 以 增 加 机 体

的 易 感 性 或 直 接 诱 发 炎 症 。 内 源 性 色 氨 酸 的 合 成 和 代 谢 过 程

在 抑 郁 症 的 发 病 机 制 中 发 挥 直 接 或 间 接 的 作 用 。 色 氨 酸 代 谢

产 物 5- 羟 色 胺 水 平 的 下 降 与 抑 郁 症 状 的 出 现 密 切 相 关 ， 代 谢

途 径 犬 尿 氨 酸 途 径 直 接 代 谢 产 物 吲 哚 能 诱 发 较 强 的 抑 郁 症

状 [25]。 心 理 应 激 哮 喘 组 色 氨 酸 含 量 增 加 ， 表 现 为 气 道 炎 症 加 重

和 更 强 的 抑 郁 样 行 为 。 哮 喘 宁 治 疗 后 色 氨 酸 含 量 明 显 下 降 ，

气 道 炎 症 及 行 为 学 有 明 显 改 善 ， 表 明 哮 喘 宁 可 能 通 过 调 节 内

表 1 心理应激哮喘组/哮喘组差异代谢通路-代谢物分析

通 路 名 称 总 计 显 著 变 化 数 影 响 值 代 谢 物 名 称

精 氨 酸 生 物 合 成 23 4 0.002 908 795 0.213 8 琢-酮 戊 二 酸 ， 瓜 氨 酸 ， N-乙 酰 谷 氨 酸 ， N-琢-乙 酰 瓜 氨 酸

茁-丙 氨 酸 代 谢 32 4 0.009 829 126 0.103 4 亚 精 胺 ， 丙 二 酸 ， 尿 基 丙 酸 ， 茁-丙 氨 酰 -L-精 氨 酸

不 饱 和 脂 肪 酸 生 物 合 成 74 6 0.013 552 260 0.093 8 亚 油 酸 ， 花 生 四 烯 酸 ， 琢-亚 麻 酸 ， 芥 酸 ， 二 十 碳 五 烯 酸 ， 11,14,17-二 十 碳 三 烯 酸

精 氨 酸 和 脯 氨 酸 代 谢 78 6 0.017 255 799 0.071 1 亚 精 胺 ， 胍 乙 酸 ， 肌 酐 ， N-甲 基 海 因 ， 4-乙 酰 氨 基 丁 酸 ， D-章 鱼 碱

GABA能 突 触 代 谢 9 2 0.022 697 302 0.235 3 琢-酮 戊 二 酸 ， 琥 珀 酸

表 2 哮喘宁组/心理应激哮喘组差异代谢通路-代谢物分析

通 路 名 称 总 计 显 著 变 化 数 影 响 值 代 谢 物 名 称

色 氨 酸 代 谢 8 3 6 0 . 0 0 1 2 1 3 8 1 7 0 . 1 7 2 2 氧 代 戊 二 酸 ， 吲 哚 ， 3 - 羟 基 蒽 腈 酸 ， 5 - 羟 色 胺 ， L - 甲 酰 犬 尿 氨 酸 ， 3 - 吲 哚 乙 腈

味 觉 传 导 3 2 3 0 . 0 1 1 1 4 2 2 7 0 0 . 0 7 8 9 L - 苹 果 酸 ， 5 - 羟 色 胺 ， 乙 酰 胆 碱

突 触 小 泡 循 环 1 2 2 0 . 0 1 2 8 5 4 5 7 9 0 . 1 6 6 7 5 - 羟 色 胺 ， 乙 酰 胆 碱

苯 丙 氨 酸 、 酪 氨 酸 和 色 氨 酸 的 生 物 合 成 3 4 3 0 . 0 1 3 1 6 8 0 6 2 0 . 1 3 1 6 L - 酪 氨 酸 ， 苯 丙 酮 酸 ， 吲 哚

癌 症 中 的 中 央 碳 代 谢 3 7 3 0 . 0 1 6 5 7 7 8 0 7 0 . 0 7 5 5 α - 酮 戊 二 酸 ， L - 酪 氨 酸 ， L - 苹 果 酸
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源 性 色 氨 酸 代 谢 通 路 发 挥 作 用 。 进 一 步 对 差 异 代 谢 物 进 行 代

谢 通 路 富 集 发 现 ， 哮 喘 宁 可 调 节 色 氨 酸 代 谢 和 苯 丙 氨 酸 、 酪 氨

酸 和 色 氨 酸 生 物 合 成 、 味 觉 传 导 、 突 触 小 泡 循 环 和 癌 症 中 的

中 央 碳 代 谢 等 代 谢 途 径 。 临 床 研 究 [26]表 明 ， 苯 丙 氨 酸 和 色 氨 酸

的 代 谢 影 响 免 疫 细 胞 功 能 ， 与 抑 郁 、 生 活 质 量 下 降 或 认 知 损

害 的 发 展 有 关 。 味 觉 传 导 、 突 触 小 泡 循 环 代 谢 通 路 中 代 谢 物

5- 羟 色 胺 与 色 氨 酸 代 谢 关 系 密 切 。 上 述 差 异 代 谢 通 路 中 的 差

异 代 谢 物 乙 酰 胆 碱 是 副 交 感 神 经 节 后 神 经 元 释 放 的 神 经 源

性 神 经 递 质 ， 不 仅 诱 导 平 滑 肌 收 缩 和 黏 液 分 泌 ， 还 促 进 气 道

炎 症 ， 促 进 气 道 重 塑 [27]。 同 时 乙 酰 胆 碱 在 应 激 反 应 中 起 关 键 作

用 ， 可 通 过 调 节 神 经 和 行 为 反 应 ， 影 响 个 体 对 应 激 的 适 应 和

行 为 表 现 [28]。 本 研 究 中 哮 喘 宁 组 可 调 节 上 述 代 谢 通 路 及 代 谢

物 ， 与 其 他 研 究 结 果 相 印 证 ， 这 为 后 续 研 究 提 供 了 新 的 方 向 。

综 上 所 述 ， 心 理 应 激 哮 喘 小 鼠 较 哮 喘 组 小 鼠 内 源 性 代 谢

物 及 相 关 代 谢 通 路 发 生 显 著 改 变 ， 心 理 应 激 可 加 剧 哮 喘 症 状 。

哮 喘 宁 可 回 调 部 分 差 异 代 谢 物 水 平 ， 调 节 部 分 氨 基 酸 和 脂 质

代 谢 途 径 ， 特 别 是 影 响 色 氨 酸 代 谢 发 挥 中 枢 及 外 周 免 疫 中 的

抗 炎 作 用 ， 改 善 哮 喘 症 状 及 抑 郁 样 行 为 。 虽 然 本 研 究 采 用 的

非 靶 向 代 谢 组 分 析 技 术 能 较 全 面 地 检 测 多 种 代 谢 产 物 ， 但 无

法 提 供 精 确 量 化 信 息 ， 存 在 一 定 局 限 性 。 课 题 组 后 续 将 在 此

基 础 上 通 过 氨 基 酸 、 脂 质 等 靶 向 代 谢 组 学 进 行 研 究 并 验 证 ，

为 哮 喘 宁 治 疗 心 理 应 激 性 哮 喘 提 供 更 多 科 学 依 据 。
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