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丹参内生细菌 ＴＤ１６ 发酵产物对小鼠尾静脉血栓
形成的抑制作用
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摘要:[目的]本文旨在探究丹参内生细菌 ＴＤ１６ 的发酵提取物(ＴＤＦＥ)对角叉菜胶诱导小鼠尾静脉血栓形成的抑制作用及

其潜在机制ꎮ [方法]将 ＫＭ 小鼠随机分为正常组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、模型组(Ｍｏｄｅｌ 组)、阿司匹林阳性对照组(Ａｓｐｉｒｉｎ 组ꎬ
１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)和 ＴＤＦＥ 低剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｌ 组ꎬ５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)、中剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｍ 组ꎬ１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)、高剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｈ 组ꎬ２００
ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎬ灌胃给药 ７ ｄ 后构建小鼠尾静脉血栓模型ꎮ 通过测定黑尾率、血栓长度、凝血功能指标(凝血酶原时间 ＰＴ、活化

部分凝血酶原时间 ＡＰＴＴ、凝血酶时间 ＴＴ 和纤维蛋白原 ＦＩＢ)、血清肝功能指标(天门冬氨酸氨基转移酶 ＡＳＴ、丙氨酸氨基

转移酶 ＡＬＴ、白蛋白 ＡＬＢ、总胆红素 ＴＢＩＬ)、炎症因子(白细胞介素 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和肿瘤坏死因子 ＴＮＦ￣α)、血清纤溶指标(组
织型纤溶酶原激活剂 ｔ￣ＰＡ、血栓素 Ｂ２ ＴＸＢ２ 和纤溶酶原激活抑制剂 ＰＡＩ￣１)以及肝脏和鼠尾组织的病理学分析等从多维度

评价 ＴＤＦＥ 的体内抗血栓作用ꎬ并结合 ＵＰＬＣ￣ＭＳ 和网络药理学初步解析活性成分及作用靶点ꎮ [结果]与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬ
ＴＤＦＥ￣Ｌ 组血栓显著减少(Ｐ<０.０５)ꎬＴＤＦＥ￣Ｍ 组和 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组血栓极显著减少(Ｐ<０.０１)ꎬＡｓｐｉｒｉｎ 组几乎无明显血栓ꎻ各给药

组小鼠的肝脏损伤均显著减轻ꎬ其中 ＴＤＦＥ￣Ｌ 组和 Ａｓｐｉｒｉｎ 组效果相当ꎮ 凝血功能方面ꎬ各给药组小鼠的 ＰＴ、ＡＰＴＴ 和 ＴＴ 均

显著延长(Ｐ<０.０５)ꎬＦＩＢ 含量降低ꎮ 血清炎症因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 含量也显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 纤溶指标方面ꎬｔ￣ＰＡ
浓度增加ꎬ而 ＴＸＢ２ 和 ＰＡＩ￣１ 浓度显著下降(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 同时ꎬ血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ 活性等肝代谢相关指标也显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎮ ＵＰＬＣ￣ＭＳ 鉴定出 α－亚麻酸(１１.６１％)、异香兰素(６.３１％)等 １９ 种主要成分ꎮ 网络药理学显示其可通过 ＩＬ￣６、过
氧化物酶体增殖物激活受体 γ (ＰＰＡＲＧ)、细胞间黏附分子 １( ＩＣＡＭ￣１)等靶点调控脂质代谢和动脉粥样硬化通路发挥抗血

栓作用ꎮ [结论]丹参内生细菌 ＴＤ１６ 发酵产物能有效抑制角叉菜胶诱导的小鼠尾静脉血栓形成ꎬ在血栓病治疗领域具有

潜在的应用价值ꎮ
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ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａｌｍｏｓｔ ｎｏ ｖｉｓｉｂｌｅ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｉｔｉｇａｔｅｄꎬｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＴＤＦＥ￣Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ. Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＰＴꎬＡＰＴＴ ａｎｄ ＴＴ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎬａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＦＩＢ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ
ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣１βꎬ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ (Ｐ < ０. ０５) .
Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ ｉｎｄｅｘꎬｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔ￣ＰＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＴＸＢ２ ａｎｄ ＰＡＩ￣１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔｌｙꎬｓｅｒｕｍ ＡＳＴꎬＡＬＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ
(Ｐ<０.０５) . Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＤＦＥ￣Ｈ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｕｐｅｒｉｏｒ
ｏｖｅｒａｌｌ ｅｆｆｅｃｔ. ＵＰＬＣ￣ＭＳ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ １９ ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ α￣ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ(１１. ６１％) ａｎｄ ｉｓｏｖａｎｉｌｌｉｎ(６. ３１％) . Ｎｅｔｗｏｒｋ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＴＤＦＥ ｍｉｇｈｔ ｅｘｅｒｔ ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ￣６ꎬｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ(ＰＰＡＲＧ)ꎬａｎｄ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１
( ＩＣＡＭ￣１) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｓ􀆰 ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ＴＤ１６ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃａｒｒａｇｅｅｎａｎ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａꎻｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎻｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔꎻｔａｉｌ ｖｅｉｎ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓꎻｃａｒｒａｇｅｅｎａｎꎻａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ

血栓是由血管内血凝块大量聚集形成的ꎬ通常由血小板聚集和凝血因子活化引发[１]ꎬ对人体健康构

成严重威胁ꎮ 目前ꎬ临床使用的抗血栓药物主要包括抗血小板聚集药物(如阿司匹林和氯吡格雷[２] 等)、
抗凝药物(如华法林和达比加群[３]等)以及溶栓药物(如链激酶和尿激酶[４]等)ꎮ 但这些药物在临床使用

过程中往往伴随着不良反应ꎬ例如胃肠出血、颅内出血、血尿、急性肝肾损伤、血管性炎症及头痛[５]等ꎮ 因

此ꎬ开发更为安全、有效、经济且天然来源的抗血栓药物显得尤为重要ꎮ
丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ.)为唇形科药用植物ꎬ以其干燥根及根茎入药ꎬ具有活血祛瘀、通经止痛的

功效[６]ꎬ在临床上广泛应用于各种心脑血管疾病的治疗ꎮ 植物内生菌作为一种新兴且潜力巨大的微生物

资源ꎬ具有资源丰富、生长快、代谢可控、易选育及可工业化生产等优势ꎮ 根据协同演化理论[７]ꎬ内生菌作

为植物生态环境的重要组成部分ꎬ在与宿主植物长期共存的过程中ꎬ能够产生多种代谢产物ꎬ不仅可以帮

助宿主植物抵抗各种病原微生物或病虫害ꎬ还可能拥有与宿主植物相同或相似的药效活性ꎮ 本课题组前

期从丹参根部分离得到 １ 株具有体外溶栓活性的芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＴＤ１６)ꎬ利用活性追踪分离技术ꎬ
在发酵液中提取得到了活性提取物ꎬ命名为 ＴＤＦＥꎮ 然而ꎬＴＤＦＥ 在体内的药效及其具体作用机制仍需深

入探究ꎮ
因此ꎬ本研究建立角叉菜胶诱导的小鼠尾静脉血栓模型ꎬ观察 ＴＤＦＥ 对血栓形成的影响ꎬ在动物上验

证其抗血栓活性ꎬ探讨其作用机制ꎬ为天然来源的抗血栓药物研发提供有价值的参考和依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 药品与试剂　 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、水合氯醛、３.８％枸橼酸钠抗凝剂、多聚甲醛固定液、ＥＤＴＡ 抗凝

管购自南京寿德生物科技有限公司ꎻＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ ｔ￣ＰＡ、
ＰＡＩ￣１、ＴＸＢ２ 测定试剂盒购自南京迈博昊成生物科技有限公司ꎮ
１.１.２　 菌种　 试验所用菌株为本课题组从药用植物丹参的根部分离获得ꎬ经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列鉴定为

芽胞杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)ꎬ将其编号为 ＴＤ１６ꎮ 具体分离鉴定流程如下:在田间采集新鲜丹参植株ꎬ低温保

存运回实验室ꎻ剪取根部中段组织ꎬ清水冲洗干净后转移至超净工作台内ꎬ用 ７５％乙醇浸泡 １０ ｍｉｎ 进行首

次灭菌ꎻ用无菌水漂洗 ５~６ 次去除残留乙醇ꎬ再用 ２％次氯酸钠溶液浸泡 ３ ｍｉｎ 二次灭菌ꎬ最后用无菌水漂

洗 ５~６ 次ꎮ 取最终漂洗用的无菌水 １００ μＬꎬ涂布于 ＬＢ 琼脂平板进行表面灭菌验证ꎮ 确认无微生物生长

后ꎬ将处理后的根组织转移至无菌研钵ꎬ加入 １.５ ｍＬ 无菌生理盐水充分研磨ꎬ所得匀浆经涡旋振荡后作为

原始菌悬液ꎮ 按 １０ 倍梯度稀释法制备 １０－１ ~１０－５稀释度样品ꎮ 选取 １０－３、１０－４、１０－５ ３ 个稀释度样品各 １００
μＬꎬ涂布接种 ＬＢ 琼脂平板ꎬ２８ ℃恒温培养 ４８ ｈꎮ 选取形态特征各异的单菌落ꎬ经四区划线法连续纯化 ４
次ꎬ获得单菌落生长的纯培养物ꎮ 将纯化菌株接种于 ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃振荡培养至 Ｄ６００ ＝ １.０ 时ꎬ取

０８７
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１.５ ｍＬ 菌液委托北京擎科生物科技有限公司进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增与测序分析ꎮ 所得序列通过 ＮＣＢＩ 数据

库 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ归属为芽胞杆菌属ꎮ
１.１.３　 试验动物　 雄性 ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠 ７２ 只ꎬ５ 周龄ꎬ体重为(２４.０±２.０) ｇꎬ由南京农业大学动物实验中

心提供ꎬ试验动物使用许可证号:ＳＹＸＫ(苏)２０２２－００３１ꎮ 小鼠自由进食普通标准饲料和饮用纯净水ꎬ在温

度(２５±１)℃空调动物房适应性饲养 ７ ｄ 后开始试验ꎮ 所有的动物试验严格遵照南京农业大学动物实验

中心的动物伦理学条例及国家实验动物饲养和使用指南(伦理批准号:ＮＪＡＵ.Ｎｏ２０２４０５２８１０１)ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＴＤ１６ 发酵产物提取物 ＴＤＦＥ 的制备　 将活化后的菌株 ＴＤ１６ 接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３０ ℃、１８０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ３ ｄꎮ 按 １％ (体积分数)接种量将种子培养液接种到液体发酵培养基中ꎬ３０ ℃、１８０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ６ ｄꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集发酵上清液ꎮ 上清液经减压浓缩ꎬ依次用石油醚、乙
酸乙酯、正丁醇萃取ꎬ每个步骤重复 ３ 次ꎬ弃去无体外溶栓活性的石油醚和正丁醇部分ꎬ合并乙酸乙酯萃取

液减压浓缩旋干ꎬ得到乙酸乙酯部分ꎮ 进一步用 ６０ Å 的硅胶柱进行柱层析分离ꎬ依次用石油醚－乙酸乙酯

溶剂体系(体积比分别为 １００ ∶０、５０ ∶１、２０ ∶１、１０ ∶１、５ ∶１、２ ∶１、０ ∶１００)进行梯度洗脱ꎬ对各洗脱部位进行体外

溶栓活性检测ꎬ发现活性成分主要集中在石油醚－乙酸乙酯(１０ ∶ １)的洗脱部位ꎬ经合并浓缩干燥得到

ＴＤ１６ 的溶栓活性提取物 ＴＤＦＥꎮ 最后用 ５％(体积分数)ＤＭＳＯ 溶解ꎬ用生理盐水稀释配制成不同浓度的

样品溶液ꎬ备用ꎮ
１.２.２　 体外溶栓活性测定　 参考龚铃等[８]的方法并加以改进ꎮ 将小鼠摘眼球取血ꎬ用注射器移取血液至

直径 ５ ｍｍ 玻璃管中ꎬ封闭两头ꎻ待其自然凝固后用吸水纸吸取表面液体ꎬ用手术刀切割成大小质量一致

的血块ꎬ置于离心管中ꎻ将试验组各液体 １ ｍＬ 覆盖于血凝块上ꎬ对照组用 １ ｍＬ 生理盐水覆盖于血凝块上ꎬ
于 ３７ ℃恒温摇床上 ８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１孵育 ２４ ｈꎮ 试验组血凝块干重记录为 ｍ１ꎬ对照组血凝块干重为 ｍ０ꎮ 溶栓

率计算公式:溶栓率＝(ｍ０－ｍ１) / ｍ０×１００％ꎮ
１.２.３　 试验分组及小鼠静脉血栓模型构建　 取 ７２ 只健康且体重为(２４.０±２.０)ｇ 的 ＳＰＦ 级雄性 ＫＭ 小鼠ꎬ
随机分成 ６ 组ꎬ每组 １２ 只ꎮ 分组如下:正常对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、模型组(Ｍｏｄｅｌ 组)、Ａｓｐｉｒｉｎ 阳性给药组

(Ａｓｐｉｒｉｎ 组)ꎬ以及 ＴＤＦＥ 的 ３ 个不同剂量处理组:低剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｌ 组ꎬ５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)、中剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｍ
组ꎬ１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)、高剂量组(ＴＤＦＥ￣Ｈ 组ꎬ２００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎮ Ａｓｐｉｒｉｎ 组给药浓度参照人与动物体表面积折算

系数进行换算[９]ꎬ即 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组用等量生理盐水灌胃ꎬ每日 １ 次ꎬ持续 ７ ｄꎬ记录初始体重ꎬ每天

称重 １ 次以监测体重变化ꎮ 采用腹腔注射角叉菜胶构建小鼠血栓模型ꎬ并采用文献[１０－１１]的方法进行

适当改进ꎬ于第 ７ 天灌胃各给药组药物 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ腹腔注射质量分数为 ０.２％的角叉菜胶溶液ꎬ注射剂量为

每 １０ ｇ 体重 ０.１ ｍＬꎮ 空白对照组注射同等剂量的生理盐水ꎮ 造模后将小鼠尾部置于冰水内 １ ｍｉｎꎬ再置

于(２５±１)℃的环境中饲养ꎬ自由饮食ꎬ４８ ｈ 后观察记录小鼠尾部血栓长度ꎮ
１.２.４　 小鼠尾部血栓长度测定　 根据前期预试验结果ꎬ将给予 ０.２％角叉菜胶溶液后且小鼠尾部出现变黑

及坏死脱落现象的时间点ꎬ设为黑尾长度测定时间ꎮ 计算血栓形成长度占尾部总长度的百分比ꎬ即为血栓

形成相对长度ꎮ
１.２.５　 凝血 ４ 项指标检测　 待测定完小鼠尾巴长度和黑尾长度后ꎬ迅速断头处死小鼠ꎬ用含 １.５ ｍＬ ３８
ｇ􀅰Ｌ－１枸橼酸钠的离心管采血(血液 ∶抗凝剂的体积比为 ９ ∶１)ꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ采用

全自动凝血分析仪检测凝血功能指标 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ 和 ＦＩＢꎮ
１.２.６　 血清生化指标测定　 采用全自动生化仪测定小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性和 ＴＢＩＬ、ＡＬＢ、ＨＤＬ￣Ｃ、ＬＤＬ￣Ｃ、
ＴＧ、ＴＣ 含量ꎮ
１.２.７　 血清炎症因子测定　 将通过小鼠眼球采集的血液置于普通离心管内静置 ３０ ｍｉｎꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测上清液中炎症因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 浓度ꎮ 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书进行相应操作ꎬ测定前将试剂盒和血液置于室温条件下平衡 ３０ ｍｉｎ 以上ꎮ
１.２.８　 血清凝血和纤溶因子测定　 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书测定小鼠血清中 ＴＸＢ２、ｔ￣ＰＡ、ＰＡＩ￣１ 含量ꎮ
１.２.９　 小鼠组织病理学切片观察　 将小鼠尾部后段全段及肝脏组织切片后用 ４％多聚甲醛浸泡固定ꎬ用
苏木素－伊红(ＨＥ)染色后于光学显微镜下观察并拍照记录ꎮ
１.２.１０　 ＴＤＦＥ 的 ＵＰＬＣ￣ＭＳ 化学成分分析　 使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｖａｎｑｕｉｓｈ 超高效液相色谱系统ꎬ
通过 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 色谱柱(２.１ ｍｍ × １００ ｍｍꎬ１.７ μｍ)对 ＴＤＦＥ 样品进行色谱分离ꎮ
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流动相 Ａ 相为水相ꎬ含 ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酸铵和 ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１氨水ꎬＢ 相为乙腈ꎮ 样品室温度 ４ ℃ꎬ进样体积

２ μＬꎮ 梯度洗脱程序:０ ~ ２ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂꎻ２ ~ １４ ｍｉｎꎬ１０％ ~ ９０％ Ｂꎻ１４ ~ １６ ｍｉｎꎬ９０％ Ｂꎻ１６ ~ １７ ｍｉｎꎬ９０％ ~
１０％ Ｂꎻ１７~１８.５ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂꎮ 使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 高分辨质谱仪ꎬ配备电喷雾离子

源(ＥＳＩ)进行质谱检测ꎮ 正 /负离子扫描模式分别设置喷雾电压为＋３.８ ｋＶ 和－３.４ ｋＶꎬ毛细管温度 ３２０
℃ꎬ鞘气流量 ５０ Ａｒｂꎬ辅气流量 １５ Ａｒｂꎬ分辨率 ６０ ０００ꎬ数据依赖型扫描(ＤＤＡ)模式下触发二级质谱(ＭＳ /
ＭＳ)采集ꎬ动态排除时间 ６ ｓꎮ 碰撞池能量采用 ２０、３０、４０ ｅＶ 三步碎裂模式ꎮ 质谱数据采集范围(ｍ / ｚ)
１００~１ ５００ꎬ使用 Ｘｃａｌｉｂｕｒ ４.４ 软件进行数据采集与处理分析ꎮ
１.２.１１　 网络药理学分析　 利用 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.ｃｈ / )预测 ＴＤＦＥ
活性成分的作用靶点(Ｐｒｏｂｉｌｉｔｙ>０)ꎻ采用 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库(ｗｗｗ.ｇｅｎｅｃａｒｄｓ.ｏｒｇ / )、ＯＭＩＭ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｏｍｉｍ. ｏｒｇ / )、 Ｄｒｕｇｂａｎｋ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｄｂ. ｉｄｒｂｌａｂ. ｎｅｔ / ｔｔｄ / )ꎬ 以 “ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ” “ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ”
“ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ”“ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ”“ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ”为关键词ꎬ筛选“血栓”相关作用靶点ꎬ通过微生信分析平

台(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｃｏｍ.ｃｎ)对 ＴＤＦＥ 活性成分预测靶点与血栓疾病相关靶点进行交集分析ꎬ获
取潜在抗血栓靶点ꎮ 将潜在靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )ꎬ构建蛋白互作(ＰＰＩ)网
络ꎬ利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. １０. ０ 软件对 ＰＰＩ 网络进行可视化处理ꎮ 同时利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３. １０. ０ 软件的

Ｃｅｎｔｉｓｃａｐｅ２.２ 插件ꎬ筛选出 Ｄｅｇｒｅｅ≥１０ 的核心靶点ꎬ导入 Ｄａｖｉｄ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )进行 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ通过微生信分析平台对富集结果进行可视化处理ꎮ 最后ꎬ利
用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.１０.０ 软件构建 ＴＤＦＥ“活性成分－血栓核心靶点－通路”网络ꎮ
１.３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２４.０ 统计软件进行数据分析ꎬ结果以均值±标准差(􀭰ｘ±ＳＤ)表示ꎻ多组间比较采用单因素方

差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两比较采用最小显著性差异法(ＬＳＤ 法)ꎮ

图 １　 不同洗脱部位的体外溶栓活性

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

∗∗∗ Ｐ<０.００１.

图 ２　 ＴＤＦＥ 对小鼠体重的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＤＦＥ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ
　 　 Ｃｏｎｔｒｏｌ:正常对照组 Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻＭｏｄｅｌ:模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ
Ａｓｐｉｒｉｎ:阳性给药组 Ａｓｐｉｒｉｎ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＴＤＦＥ￣Ｌ:低剂量

组 Ｌｏｗ￣ｄｏｓｅｅ ｇｒｏｕｐ(５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ＴＤＦＥ)ꎻＴＤＦＥ￣Ｍ:中剂量组Ｍｅｄｉｕｍ￣

ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ(１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ＴＤＦＥ)ꎻＴＤＦＥ￣Ｈ:高剂量组 Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ

(２００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ＴＤＦＥ) . 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２　 结果与分析

２.１　 不同洗脱部位的体外溶栓活性对比

如图 １ 所示ꎬ对比多种洗脱剂比例条件ꎬ发现当洗脱剂石油醚－乙酸乙酯体积比为 １０ ∶１ 时ꎬ所获洗脱

部位的溶栓活性极显著高于其他部位(Ｐ<０.００１)ꎬ表明 ＴＤ１６ 菌株所产生的溶栓活性成分主要集中在该洗

脱部位ꎮ 因此ꎬ后续试验采用体积比为 １０ ∶１ 石油醚－乙酸乙酯洗脱液的干燥浓缩物进行ꎬ并将其命名为

ＴＤＦＥꎮ
２.２　 不同给药处理对小鼠体重的影响

如图 ２ 所示ꎬ连续灌胃 １ 周后ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组小鼠平均体重为 ４０.２５ ｇꎬＭｏｄｅｌ 组、Ａｓｐｉｒｉｎ 组、ＴＤＦＥ￣Ｌ 组、
ＴＤＦＥ￣Ｍ 组和 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组小鼠平均体重分别为 ３９.５０、４０.４２、４０.６７、４１.５０、４１.３３ ｇꎮ 各 ＴＤＦＥ 给药组与
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Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｍｏｄｅｌ、Ａｓｐｉｒｉｎ 组相比ꎬ体重均没有显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 表明 ＴＤＦＥ 在试验设定的剂量范围内ꎬ对
小鼠的基本生活和饮食习惯未产生明显干扰ꎬ小鼠的进食、活动等行为正常ꎬ能够在一定程度上维持小鼠

体重稳定ꎮ
２.３　 ＴＤＦＥ 对小鼠尾部血栓形成的影响

由图 ３ 可见ꎬ造模 ４８ ｈ 后ꎬ除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外ꎬ其他各组小鼠尾部均出现了不同程度的暗红色血栓ꎬ部分

小鼠尾部血栓甚至出现干枯、脱落现象ꎬ形成断尾ꎮ 由表 １ 可见ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠相比ꎬＭｏｄｅｌ 组小鼠的黑

尾率为 １００％ꎬ尾部血栓约占全尾长度的 ８０.８９％ꎬ两组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ提示模型构建成功ꎮ 与

Ｍｏｄｅｌ 组小鼠相比ꎬ各给药组小鼠的黑尾率、尾部血栓长度和尾部血栓相对长度均有不同程度的降低ꎮ 其

中 Ａｓｐｉｒｉｎ 组小鼠尾部血栓改善效果最为显著(Ｐ<０.０５)ꎬ表明阳性对照药物阿司匹林在抑制血栓形成方

面有良好作用ꎮ 同时ꎬＴＤＦＥ￣Ｍ 组和 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组小鼠的尾部血栓情况也得到了极大改善(Ｐ<０.０５)ꎬ并且治

疗效果接近阳性对照药物 Ａｓｐｉｒｉｎ 组ꎬ但仍存在显著差异ꎮ ＴＤＦＥ￣Ｌ 组尾部血栓长度和尾部血栓相对长度

与 Ｍｏｄｅｌ 组相比显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 初步表明ꎬＴＤＦＥ 在不同剂量下均对小鼠静脉血栓有抑制作用ꎬ且呈

现出一定的剂量依赖性ꎮ

图 ３　 小鼠尾部血栓长度观察

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｉｌ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ

表 １　 小鼠黑尾率、血栓长度和血栓相对长度的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｔａｉｌ ｒａｔｅꎬｔｈｒｏｍｂｕｓ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

剂量 / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)
Ｄｏｓａｇｅ

黑尾率 / ％
Ｂｌａｃｋ ｔａｉｌ ｒａｔｅ

血栓长度 / ｍｍ
Ｔｈｒｏｍｂｕｓ ｌｅｎｇｔｈ

血栓相对长度 / ｍｍ
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｕｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｍｏｄｅｌ １００.００ ８８.５８±７.２２ ８０.８９±６.４１
Ａｓｐｉｒｉｎ １０ ５８.３３ ４.６２±４.１３∗ ４.３３±３.８６∗

ＴＤＦＥ￣Ｌ ５０ １００.００ ５４.２５±５.２１∗＃ ５１.８４±５.６９∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｍ １００ １００.００ １３.９２±３.０６∗＃ １３.１１±３.１９∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｈ ２００ １００.００ １５.４２±２.６８∗＃ １４.２２±２.５９∗＃

　 　 注:∗表示与模型组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ＃表示与阿司匹林组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ:∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎻ＃ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ

(Ｐ<０.０５) .

２.４　 ＴＤＦＥ 对小鼠血液学指标的影响

２.４.１　 对凝血功能的影响　 如表 ２ 所示ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＭｏｄｅｌ 组小鼠的 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ 均显著减少ꎬ
ＦＩＢ 浓度显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ表明造模后小鼠存在凝血功能异常ꎬ表现为凝血倾向增强ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 组相

比ꎬ各给药组小鼠的血清 ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＴＴ 均显著增加ꎬＦＩＢ 浓度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明 Ａｓｐｉｒｉｎ 和不同剂

量的 ＴＤＦＥ 均能在一定程度上改善小鼠的凝血功能异常ꎬ使凝血倾向减弱ꎮ 此外ꎬＴＤＦＥ 的药效作用呈现

出明显的剂量依赖性ꎬ即 ＴＤＦＥ 剂量越大ꎬ其药效作用越显著ꎮ ＴＤＦＥ￣Ｌ 和 ＴＤＦＥ￣Ｍ 组小鼠的血清 ＰＴ 和

ＴＴ 水平低于 Ａｓｐｉｒｉｎ 组ꎬ而 ＦＩＢ 含量高于 Ａｓｐｉｒｉｎ 组ꎬ这表明在较低和中等剂量下ꎬＴＤＦＥ 对小鼠凝血功能

的改善作用可能略逊于 Ａｓｐｉｒｉｎꎮ 然而ꎬＴＤＦＥ￣Ｈ 组中 ＰＴ 和 ＡＰＴＴ 水平高于 Ａｓｐｉｒｉｎ 组ꎬＴＴ 和 ＦＩＢ 水平低于

Ａｓｐｉｒｉｎ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明在高剂量下ꎬＴＤＦＥ 对小鼠凝血功能的改善作用更为显著ꎬ甚至优于 Ａｓｐｉｒｉｎꎮ

３８７



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４９ 卷

表 ２　 不同处理对小鼠凝血功能指标的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

凝血酶原时间 / ｓ
Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ(ＰＴ)

活化部分凝血酶原时间 / ｓ
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ(ＡＰＴＴ)

凝血酶时间 / ｓ
Ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉｍｅ(ＴＴ)

纤维蛋白原含量 / (ｇ􀅰Ｌ－１)
Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ(ＦＩＢ)ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０.３２±０.３２ 　 ２１.２１±０.６６ 　 ３２.０６±０.９９ 　 １.５７±０.０５ 　

Ｍｏｄｅｌ ９.０３±０.２８∗ １９.５６±０.６１∗ ２２.８９±０.２０∗ ３.３０±０.１０∗

Ａｓｐｉｒｉｎ １０.８１±０.３４＃ ２８.９１±０.８９∗＃ ３３.９９±０.１４∗＃ ２.５３±０.０８∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｌ ８.４６±０.２６∗＃† ３１.０３±０.９６∗＃† ２４.３１±０.１０∗＃† ３.１７±０.０８∗＃†

ＴＤＦＥ￣Ｍ ９.３３±０.２９∗† ３２.３０±１.００∗＃† ２８.０７±０.４７∗＃† ２.７６±０.０９∗＃†

ＴＤＦＥ￣Ｈ １１.６０±０.３６∗＃† ３２.９３±１.０２∗＃† ２６.０９±０.５９∗＃† ２.３４±０.０７∗＃†

　 　 注:∗表示与对照组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ＃表示与模型组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ† 表示与阿司匹林组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎻ＃ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０５)ꎻ† ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｓｐｉｒｉｎ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.４.２　 对炎症因子的影响　 如表 ３ 所示ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＭｏｄｅｌ 组小鼠血清中的炎症因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β、
ＴＮＦ￣α 浓度均显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ表明造模后小鼠体内存在明显的炎症反应ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬＡｓｐｉｒｉｎ
组、ＴＤＦＥ￣Ｍ 和 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组的 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 浓度均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ(中、高
剂量)均能抑制小鼠体内的炎症反应ꎬ降低炎症因子的水平ꎮ 在 ＴＤＦＥ 的不同剂量组中ꎬ随着剂量的增加ꎬ
ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的浓度逐渐降低ꎬ表现出明显的剂量依赖性ꎮ 具体而言ꎬＴＤＦＥ￣Ｍ 组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 浓度显

著低于 ＴＤＦＥ￣Ｌ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 浓度则显著低于 ＴＤＦＥ￣Ｍ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 整体而

言ꎬＴＤＦＥ￣Ｈ 组与 Ａｓｐｉｒｉｎ 组在降低小鼠血清中 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 水平方面表现出相似的效果ꎬ两组之间的差

异不显著ꎬ提示高剂量的 ＴＤＦＥ 可能具有与 Ａｓｐｉｒｉｎ 相当的抗炎作用ꎮ
表 ３　 不同处理对小鼠血浆中炎症因子的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｐｌａｓｍａ ｐｇ􀅰ｍＬ－１

组别 Ｇｒｏｕｐ ＩＬ￣６ 浓度 ＩＬ￣６ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＩＬ￣１β 浓度 ＩＬ￣１β ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＴＮＦ￣α 浓度 ＴＮＦ￣α ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９.０９±０.３０ １３.９４±０.９０ ５８.５０±０.８７
Ｍｏｄｅｌ １１.９３±０.１６∗ １７.１３±０.０５∗ ６６.６７±２.３０∗

Ａｓｐｉｒｉｎ ９.４５±０.４９∗＃ １１.８４±０.６５∗＃ ５３.８０±０.９７∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｌ ９.１０±０.２９＃† １６.５４±０.６５∗† ６５.６８±２.８６†

ＴＤＦＥ￣Ｍ ９.５１±１.１０＃ １４.３８±２.４３＃†÷÷ ５６.８１±０.３１＃†÷÷

ＴＤＦＥ￣Ｈ ９.１３±０.５４＃† １３.７７±０.１２＃÷÷△ ５３.１８±０.０５∗＃÷÷△

　 　 注:÷
÷表示与 ＴＤＦＥ￣Ｌ 组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ△表示与 ＴＤＦＥ￣Ｍ 组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:÷
÷ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＤＦＥ￣Ｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎻ△ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＤＦＥ￣Ｍ
ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.４.３　 对纤溶系统的影响　 如表 ４ 所示ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＭｏｄｅｌ 组 ｔ￣ＰＡ 浓度降低ꎬＴＸＢ２、ＰＡＩ￣１ 浓度显

著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ表明造模后小鼠体内纤溶系统出现明显紊乱ꎬ凝血倾向相对增加ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬ
Ａｓｐｉｒｉｎ、ＴＤＦＥ￣Ｍ、ＴＤＦＥ￣Ｈ 组 ｔ￣ＰＡ 浓度均有所升高ꎬＴＸＢ２、ＰＡＩ￣１ 浓度均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ａｓｐｉｒｉｎ
和中、高剂量的 ＴＤＦＥ 均能改善小鼠体内紊乱的纤溶系统ꎬ调节各纤溶因子水平ꎮ 对比不同剂量的 ＴＤＦＥ
给药组ꎬ相较于 ＴＤＦＥ￣Ｌ 组ꎬＴＤＦＥ￣Ｍ 和 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组 ｔ￣ＰＡ 浓度升高ꎬ但无显著差异ꎬＴＸＢ２ 浓度显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎬＰＡＩ￣１ 浓度也呈降低趋势ꎬ表明 ＴＤＦＥ 在调节纤溶系统方面具有一定的剂量相关性ꎮ ＴＤＦＥ￣Ｈ
组与阳性药 Ａｓｐｉｒｉｎ 组在调节纤溶系统方面表现出相似的效果ꎮ 在 ＴＤＦＥ￣Ｍ 组与 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组间 ｔ￣ＰＡ、
ＴＸＢ２、ＰＡＩ￣１ 等各项指标差异均不显著ꎬ提示在中剂量与高剂量这个区间内ꎬＴＤＦＥ 对纤溶系统的调节作用

达到一个相对稳定的状态ꎮ
表 ４　 不同处理对小鼠血浆纤溶系统指标的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

组织型纤溶酶原激活剂浓度 / (ｎｇ􀅰ｍＬ－１)
ｔ￣ＰＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

血栓素 Ｂ２ 浓度 / (ｐｇ􀅰ｍＬ－１)
ＴＸＢ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

纤溶酶原激活抑制剂浓度 / (ｐｇ􀅰ｍＬ－１)
ＰＡＩ￣１ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５.６４±０.６７ 　 ５３.７４±２.５２ 　 ３.１３±０.２７ 　

Ｍｏｄｅｌ ５.３２±０.１２ ６４.３３±３.５７∗ ３.７８±０.０２∗

Ａｓｐｉｒｉｎ ５.６０±０.６９ ４９.８７±０.４３∗＃ ２.６０±０.０２∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｌ ５.３０±０.１８ ５５.４９±４.６５∗† ３.３７±０.５４†

ＴＤＦＥ￣Ｍ ５.４３±０.４７ ５０.１０±０.０４∗＃÷÷ ３.３１±０.０１†

ＴＤＦＥ￣Ｈ ５.５５±０.２５ ５０.３３±０.８１∗＃÷÷ ３.０２±０.２３＃

　 　 Ｎｏｔｅ:ｔ￣ＰＡ:Ｔｉｓｓｕｅ￣ｔｙｐｅ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒꎻＴＸＢ２:Ｔｈｒｏｍｂｏｘａｎｅ Ｂ２ꎻＰＡＩ￣１:Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ.
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２.４.４　 对小鼠肝功能的影响　 由表 ５ 可知ꎬ相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＭｏｄｅｌ 组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性及 ＴＢＩＬ 和 ＡＬＢ 浓

度均显著上升(Ｐ<０.０５)ꎬ表明造模后肝脏合成功能可能受损ꎻ相较于Ｍｏｄｅｌ 组ꎬ各给药组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性和

ＴＢＩＬ 浓度均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ 处理对受损的肝细胞具有一定的保护作用ꎻ各给药

组与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬＡＬＢ 浓度差异不显著ꎬ这表明各处理可能在短期内对肝脏合成 ＡＬＢ 功能的影响较小ꎮ
对比不同剂量的 ＴＤＦＥ 给药组ꎬ发现 ＴＤＦＥ 在改善肝功能损伤方面亦具有一定的剂量依赖性ꎮ

表 ５　 不同处理对小鼠血浆肝功能水平指标的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

丙氨酸氨基转移酶活性 / (Ｕ􀅰Ｌ－１)
ＡＬＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ

天门冬氨酸氨基转移酶活性 / (Ｕ􀅰Ｌ－１)
ＡＳＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ

总胆红素浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
ＴＢＩＬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

白蛋白浓度 / (ｇ􀅰Ｌ－１)
ＡＬＢ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３３.０８±１.５３ 　 １０４.４１±２.６６ 　 ７.１８±０.１３ 　 ２２.４３±０.３５
Ｍｏｄｅｌ ９９.４３±４.１２∗ １７０.４２±３.９３∗ １２.４０±０.４３∗ ２６.６６±０.３８∗

Ａｓｐｉｒｉｎ ３４.２４±０.２６＃ １２７.４９±１.８８∗＃ ７.２９±０.５７＃ ２５.７２±０.６６∗

ＴＤＦＥ￣Ｌ ４９.８４±１.３２∗＃ １４５.２８±２.０８∗＃† ９.８９±０.３２∗＃† ２６.６５±０.４２∗

ＴＤＦＥ￣Ｍ ４７.２５±０.８８∗＃† １３５.７８±３.４６∗＃† ８.４１±０.２１∗＃† ２６.５６±０.９６∗

ＴＤＦＥ￣Ｈ ３９.１０±２.４１∗＃† １３３.６４±３.０７∗＃† ７.７１±０.３５∗＃ ２６.２２±０.８８∗

　 　 Ｎｏｔｅ:ＡＬＴ:Ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻＡＳＴ:Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻＴＢＩＬ:Ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎꎻＡＬＢ:Ａｌｂｕｍｉｎ.

２.４.５　 对血脂的影响　 如表 ６ 所示ꎬ相较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＭｏｄｅｌ 组 ＬＤＬ￣Ｃ、ＴＧ 和 ＴＣ 浓度显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
ＨＤＬ￣Ｃ 浓度则显著降低ꎬ提示模型小鼠存在潜在的心血管风险ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬＡｓｐｉｒｉｎ 组和 ＴＤＦＥ 处理

组的 ＬＤＬ￣Ｃ、ＴＧ 和 ＴＣ 浓度都有不同程度降低ꎬＨＤＬ￣Ｃ 浓度则显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ 处

理能够调节血脂代谢ꎬ改善血脂异常状况ꎬ对血管具有一定的保护作用ꎮ 对比 ＴＤＦＥ 各剂量组ꎬ发现一定

的剂量依赖性趋势ꎬ随着 ＴＤＦＥ 剂量增加ꎬ对血脂代谢的调节作用亦越显著ꎬ高剂量 ＴＤＦＥ 处理下小鼠表

现出相对良好的脂质代谢能力ꎮ
表 ６　 不同处理对小鼠血浆血脂水平的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

组别
Ｇｒｏｕｐ

高密度脂蛋白胆固醇浓度
ＨＤＬ￣Ｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

低密度脂蛋白胆固醇浓度
ＬＤＬ￣Ｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

甘油三酯浓度
ＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

总胆固醇浓度
ＴＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０.７９±０.０３ 　 ０.４５±０.０１ 　 ０.８３±０.０３ 　 １.６５±０.０５ 　

Ｍｏｄｅｌ ２.２３±０.３１∗ ０.１９±０.０２∗ １.４５±０.０３∗ ５.０４±０.１１∗

Ａｓｐｉｒｉｎ １.４３±０.１４∗＃ ０.４５±０.０１＃ ０.８５±０.０３＃ ２.９１±０.０５∗＃

ＴＤＦＥ￣Ｌ １.９８±０.２４∗＃† ０.２６±０.０２∗＃† １.１８±０.０４∗＃† ４.６２±０.３９∗＃†

ＴＤＦＥ￣Ｍ １.６７±０.０６∗＃ ０.２９±０.０４∗＃† １.１５±０.０４∗＃† ４.６６±０.１２∗＃†

ＴＤＦＥ￣Ｈ １.８６±０.０７∗＃† ０.３２±０.０１∗＃†) ０.９４±０.０６∗＃† ３.７２±０.０８∗＃†

　 　 Ｎｏｔｅ:ＨＤＬ￣Ｃ:Ｈｉｇｈ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎻＬＤＬ￣Ｃ:Ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎻＴＧ:ＴｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎻＴＣ:Ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ.

图 ４　 各组小鼠肝脏组织 ＨＥ 染色结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ. ＣｏｎｔｒｏｌꎻＢ. ＭｏｄｅｌꎻＣ. ＡｓｐｉｒｉｎꎻＤ. ＴＤＦＥ￣ＬꎻＥ. ＴＤＦＥ￣ＭꎻＦ. ＴＤＦＥ￣Ｈ.

图中箭头Ⅰ所指为正常肝细胞ꎻ箭头Ⅱ所指为巨噬细胞ꎻ箭头Ⅲ所指为粒细胞灶ꎻ箭头Ⅳ所指为肝细胞点状坏死ꎻ箭
头Ⅴ所指为炎性浸润ꎮ Ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅꎬａｒｒｏｗⅠｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓꎻａｒｒｏｗ Ⅱ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻａｒｒｏｗ Ⅲ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ
ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ ｆｏｃｉꎻａｒｒｏｗ Ⅳ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｐｕｎｃｔａｔｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎻａｎｄ ａｒｒｏｗ Ⅴ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ.

２.５　 各组小鼠肝脏病理组织学形态

如图 ４ 所示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组肝脏组织被膜结构清晰ꎬ肝小叶结构清晰ꎬ肝窦正常ꎬ细胞核圆且居中ꎬ小叶中

央为中央静脉ꎬ少见静脉淤血ꎮ Ｍｏｄｅｌ 组肝小叶分界不明显ꎬ细胞肿胀ꎬ胞质疏松淡染ꎬ粒细胞积聚ꎬ偶见
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肝细胞点状坏死ꎬ且出现大量炎性浸润ꎬ表明肝脏出现异常状态ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 相比ꎬＡｓｐｉｒｉｎ、ＴＤＦＥ￣Ｍ 和

ＴＤＦＥ￣Ｈ 组的肝小叶结构略有恢复ꎬ未见粒细胞积聚和炎性浸润ꎬ静脉内淤血减少ꎮ ＴＤＦＥ￣Ｍ 组比 ＴＤＦＥ￣Ｌ
组略有改善ꎬＴＤＦＥ￣Ｈ 组和 Ａｓｐｉｒｉｎ 组差异不明显ꎮ
２.６　 各组小鼠尾巴病理组织学形态

如图 ５ 所示ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组小鼠血管结构清晰可辨ꎬ肌肉组织完整ꎮ Ｍｏｄｅｌ 组小鼠尾静脉血栓明显ꎬ真皮

层血管内也可见大量血栓ꎮ 与 Ｍｏｄｅｌ 组相比ꎬＴＤＦＥ￣Ｌ、ＴＤＦＥ￣Ｍ、ＴＤＦＥ￣Ｈ 组及 Ａｓｐｉｒｉｎ 组血栓均有不同程

度减轻ꎬＴＤＦＥ 剂量越高ꎬ效果越明显ꎬ且 ＴＤＦＥ￣Ｈ 组与 Ａｓｐｉｒｉｎ 组差异不明显ꎮ

图 ５　 各组小鼠尾部组织 ＨＥ 染色结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔａｉｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
Ａ. ＣｏｎｔｒｏｌꎻＢ. ＭｏｄｅｌꎻＣ. ＡｓｐｉｒｉｎꎻＤ. ＴＤＦＥ￣ＬꎻＥ. ＴＤＦＥ￣ＭꎻＦ. ＴＤＦＥ￣Ｈ.

图中箭头所指为静脉血管ꎮ Ａｒｒｏｗｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｖｅｎｏｕｓ ｖｅｓｓｅｌｓ.

２.７　 ＴＤＦＥ 主要化学成分分析

采用 ＵＰＬＣ￣ＭＳ 技术对 ＴＤＦＥ 进行化学成分分析ꎬ共鉴定出 ２６０ 个化合物ꎮ 基于峰面积归一化法计

算ꎬ相对含量大于 １.００％的化合物有 １９ 种(表 ７)ꎮ 主要可归为以下 ３ 大类:脂肪酸类ꎬ占比 ３６.５１％ꎬ以戊

酸、α－亚麻酸、棕榈酸、硬脂酸为主ꎻ苯丙素类ꎬ占比 １８.１０％ꎬ包括异香兰素、丁香酚等ꎻ杂环化合物及其他

类ꎬ占比 １５.７６％ꎬ以烟酸、香芹酮等为代表ꎮ 据相关文献报道ꎬα－亚麻酸不仅可直接抑制血栓形成ꎬ还具有
表 ７　 ＴＤＦＥ 中的主要化学成分

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｍａｉｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ＴＤＦＥ

化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ 保留时间 / ｍｉｎ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

离子模式
Ｉｏｎｉｃ ｍｏｄｅ

分子离子峰
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ ｐｅａｋｓ

碎片离子
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ

误差 / ｐｐｍ
Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

分子式
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ

相对含量 / ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

戊酸 Ｖａｌｅｒｉｃ ａｃｉｄ ６.０８３ ＮＥＧ １０２.０９４ ６ １０１.０６０ ２ １.１１ Ｃ５Ｈ１０Ｏ２ １１.６８
α－亚麻酸 α￣ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ７.３５１ ＮＥＧ ２７８.４２６ ２ ２７７.２１６ ２ ０.４６ Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２ １１.６１
吡咯－２－羧酸 Ｐｙｒｒｏｌｅ￣２￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ６.３９９ ＰＯＳ １２５.１１１ ０ １１０.０５９ ３ ０.９９ Ｃ５Ｈ５ＮＯ２ ７.２７
异香兰素 Ｉｓｏｖａｎｉｌｌｉｎ ９.０４４ ＰＯＳ １５２.１０４ ８ １５２.０６９ ８ ０.０５ Ｃ８Ｈ８Ｏ３ ６.３１
丁香酚 Ｅｕｇｅｎｏｌ １５.３１０ ＰＯＳ １６４.１９０ ０ １６４.０９２ ０ ０.０６ Ｃ１０Ｈ１２Ｏ２ ５.７２
丙戊酸 Ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ ７.２６５ ＰＯＳ １４４.２１１ ０ １４４.０４７ ０ ０.１２ Ｃ８Ｈ１６Ｏ２ ３.９６
棕榈酸 Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ７.９８２ ＮＥＧ ２５６.４３２ ０ ２５５.２３１ ８ ０.４９ Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ３.２４
烟酸 Ｎｉｃｏｔｉｎａｔｅ ６.１４５ ＰＯＳ １２３.１１１ ０ １２４.０３８ ６ ０.８０ Ｃ６Ｈ５ＮＯ２ ３.１９
异丁香酚 Ｉｓｏｅｕｇｅｎｏｌ １２.０７０ ＮＥＧ １６４.１９０ ０ １６４.０４４ ８ ０.１０ Ｃ１０Ｈ１２Ｏ２ ２.４９
千里光酸 Ｓｅｎｅｃｉｏｉｃ ａｃｉｄ ８.０７４ ＰＯＳ １００.１１５ ０ １００.０７５ ０ ０.０４ Ｃ５Ｈ８Ｏ２ ２.３０
对羟基苯乙酮 ４′￣ｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ５.１９５ ＮＥＧ １３６.１５７ １ １３５.０４４ ５ ０.８６ Ｃ８Ｈ８Ｏ２ ２.２４
(＋)－(Ｓ)－香芹酮 (＋) ￣(Ｓ) ￣ｃａｒｖｏｎｅ １２.６０７ ＮＥＧ １５０.２２２ ２ １４９.０６０ １ ０.８１ Ｃ１０Ｈ１４Ｏ １.７７
１ꎬ３－二棕榈酸－２－山梨酸－甘油三酯
Ｇｌｙｃｅｒｉｄｅ￣１ꎬ３￣ｄｉｐａｌｍｉｔｏ￣２￣ｓｏｒｂａｔｅ １６.５００ ＰＯＳ ７１２.０６０ ０ ７１３.４５０ ３ ０.３５ Ｃ４２Ｈ７８Ｏ８ １.５７

硬脂酸 Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ １０.３２６ ＮＥＧ ２８４.４４７ ０ ２８３.２６３ ０ ０.４５ Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２ １.４７
３－甲氧基酪胺 ３￣ｍｅｔｈｏｘｙｔｙｒａｍｉｎｅ ３.０６４ ＮＥＧ １６７.２１５ ４ １６６.０５０ ３ ０.７２ Ｃ９Ｈ１３ＮＯ２ １.３４
２－羟基－３－甲基丁酸 ２￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ５.４６８ ＮＥＧ １１８.１３０ ０ １１７.０５５ １ ０.９６ Ｃ５Ｈ１０Ｏ３ １.３３
３－羟基－２－甲基吡啶 ３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣２￣ｍｅｔｈｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ １.８０３ ＮＥＧ １０９.１２５ ０ １０８.０４５ ０ １.０５ Ｃ６Ｈ７ＮＯ １.２３
羟基异己酸 Ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｃａｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ ４.１５７ ＮＥＧ １３２.１６７ ８ １３１.０７０ ８ ０.８７ Ｃ６Ｈ１２Ｏ３ １.１３
十一酸 Ｕｎｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ １１.２２９ ＮＥＧ １８６.２９０ ０ １８５.１５３ ９ ０.６５ Ｃ１１Ｈ２２Ｏ２ １.００

　 　 注:ＰＯＳ 为正离子模式ꎬＮＥＧ 为负离子模式ꎮ
Ｎｏｔｅ:ＰＯＳ ｉｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅꎬＮＥＧ ｉｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ.
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心血管保护及抗炎活性[１２]ꎻ异香兰素[１３]、丁香酚[１４]等亦具有抗炎活性ꎻ烟酸[１５]具有抗炎及扩张血管作用

等ꎮ 基于上述研究和文献报道ꎬ推测 ＴＤＦＥ 中的 α－亚麻酸、异香兰素等化合物可能通过多靶点对凝血－炎
症－纤溶网络进行调控ꎬ进而发挥抑制血栓形成的作用ꎮ

图 ６　 ＴＤＦＥ 主要化学成分的抗血栓网络药理学分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｉｎ ＴＤＦＥ
　 　 Ａ. 与血栓交集靶点 Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓꎻＢ. 抗血栓核心靶点 Ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓꎻＣ. 抗血栓的核心靶点 ＫＥＧＧ 通路富集

分析气泡图 Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓꎻＤ. 抗血栓的核心靶点 ＧＯ 富集条形图 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｏｆ ａｎｔｉｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓꎻＥ. ＴＤＦＥ“活性成分－核心靶点－通路”图 “Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ￣ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ￣ｐａｔｈｗａｙ”ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＴＤＦＥ.

２.８　 ＴＤＦＥ 抗血栓的网络药理学分析

如图 ６ 所示ꎬ采用网络药理学方法系统分析了 ＴＤＦＥ 抗血栓的作用机制ꎮ 从 １５６ 个药物靶点与 １ ２０５
个血栓靶点中筛选出 ４６ 个交集靶点(图 ６－Ａ)ꎬ构成后续分析的基础数据集ꎮ 这些交集靶点经蛋白互作
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分析(图 ６－Ｂ)发现ꎬ以 ＩＬ￣６ 为核心枢纽ꎬ与 ＭＹＣ(骨髓细胞瘤癌基因)、ＰＴＧＳ２(前列腺素内过氧化物合酶

２)、ＩＣＡＭ￣１(细胞间黏附因子 １)、ＰＰＡＲＧ(过氧化物酶体增殖激活受体 γ)等形成紧密的互作网络ꎮ
进一步将上述靶点进行通路富集ꎬ结果(图 ６－Ｃ)显示ꎬ它们主要富集于 ＶＥＧＦ 和 ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通

路ꎬ提示 ＩＬ￣６ 等核心靶点可能通过调控这些通路发挥作用ꎮ 与此同时ꎬＧＯ 功能注释结果(图 ６－Ｄ)表明ꎬ
这些靶点还参与 ｍｉＲＮＡ 转录调控等生物过程ꎬ从转录层面补充了靶点的功能特征ꎮ 最终构建的靶点－通
路网络(图 ６－Ｅ)表明ꎬＴＤＦＥ 中丁香酚、α－亚麻酸、烟酸和异香兰素等活性成分ꎬ通过作用于 ＩＬ￣６、ＫＤＲ(激
酶插入结构域受体)、ＳＲＣ(原癌基因酪氨酸蛋白激酶 Ｓｒｃ)等核心靶点ꎬ最终作用于“脂质与动脉粥样硬化

通路”等信号通路ꎬ形成了“药物－活性成分－核心靶点－信号通路”四级血栓调控网络ꎮ

３　 讨论与结论

血栓模型是研究心血管疾病的重要病理模型ꎮ 本研究选用角叉菜胶诱导的小鼠尾部血栓模型ꎬ因其

血栓发生在尾部ꎬ可方便观察和测量血栓的程度ꎮ 本试验中 Ｍｏｄｅｌ 组小鼠血栓发生率为 １００％ꎬ表明模型

成功建立ꎮ
本研究发现ꎬ丹参内生细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＴＤ１６ 发酵提取物 ＴＤＦＥ 可显著缩短小鼠角叉菜胶诱导形成的

鼠尾静脉血栓长度ꎬ表现出了防治血栓的效果ꎮ 在血栓性疾病的治疗过程中常用凝血 ４ 项来监测凝血指

标ꎮ 其中 ＡＰＴＴ 是内源性凝血途径筛查指标ꎬＰＴ 是外源性凝血途径筛查指标[１６]ꎬＴＴ 是共同凝血途径筛查

指标[１７]ꎬＦＩＢ 是一种具有凝血功能的急性反应蛋白[１８]ꎮ 本研究中ꎬ角叉菜胶处理后小鼠的 ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ
显著缩短ꎬＦＩＢ 含量大幅增加ꎬ表明机体处于高凝的异常状态ꎮ 而 Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ 处理后可有效改善这一

状态ꎬ反映了它们在凝血与纤溶调节中的积极作用ꎮ ＴＤＦＥ 的效果呈剂量依赖性ꎬ表明 ＴＤＦＥ 可同时抑制

内源性和外源性凝血途径ꎬ通过抑制凝血酶生成及激活纤溶系统起到抗血栓作用ꎮ
炎症介导了血栓的形成与发展ꎬ而角叉菜胶能使局部血流降低并诱导组织释放大量的炎性物质ꎬ破坏

正常血管内皮细胞维持血凝与纤溶系统之间的平衡关系[１０]ꎬ促进血栓形成ꎮ 在 ＩＬ￣１β 的刺激下ꎬ白细胞

迁移至炎症区域ꎬ促进血栓形成[１８]ꎮ ＴＮＦ￣α 是由活化的单核细胞、巨噬细胞产生的一种强烈促炎症因

子[１９]ꎬ可促进血栓形成ꎬ同时 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 还可促进 ＩＬ￣６ 的释放ꎬ影响血栓的发展ꎮ 本试验中使用角叉

菜胶后ꎬ小鼠血浆中 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 浓度显著升高ꎬ而 Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ 处理可以降低各炎症因子的

水平ꎬ显示出 ＴＤＦＥ 在减轻炎症反应方面的潜力ꎮ
血栓烷 Ａ２(ＴＸＡ２)是很强的血小板聚集激活剂[２０]ꎬ它能够引起血小板聚集和促进血管收缩ꎬ但其半衰

期仅 ３０ ｓꎬ故采用检测其稳定水解产物 ＴＸＢ２ 来推测 ＴＸＡ２ 含量[２１]ꎮ ｔ￣ＰＡ、ＰＡＩ￣１ 主要由内皮细胞产生ꎬ是
衡量纤溶系统的重要指标ꎬ如果二者之间的平衡遭到破坏ꎬ将引发血栓的形成ꎮ ｔ￣ＰＡ 主要是诱导纤维蛋

白降解ꎬＰＡＩ￣１ 是纤溶酶原活化物抑制物ꎬ其主要是抑制 ｔ￣ＰＡ 作用ꎮ 本试验结果显示ꎬ使用角叉菜胶处理

后小鼠血液 ｔ￣ＰＡ 浓度降低ꎬＴＸＢ２ 和 ＰＡＩ￣１ 浓度显著升高ꎬ提示其纤溶功能受抑制ꎮ Ａｓｐｉｒｉｎ 和 ＴＤＦＥ 组小

鼠的 ｔ￣ＰＡ 浓度上升ꎬ而 ＴＸＢ２ 和 ＰＡＩ￣１ 浓度明显下降ꎬ纤溶功能得以恢复ꎬ表明 ＴＤＦＥ 可通过调节纤溶系

统来抑制血栓形成ꎬ其作用机制与 Ａｓｐｉｒｉｎ 相似ꎮ
本研究中ꎬＭｏｄｅｌ 组小鼠表现出明显的肝脏损伤ꎬ其肝功能指标及血脂水平呈现异常状态ꎮ Ａｓｐｉｒｉｎ 和

ＴＤＦＥ 组能有效改善肝脏功能ꎬ且随着 ＴＤＦＥ 剂量增加ꎬ肝功能指标及血脂水平逐渐接近 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ表明

ＴＤＦＥ 对肝损伤及高血脂有一定的改善作用ꎮ ＴＤＦＥ 的作用具有明显的剂量依赖性ꎬ表现出良好的脂质代

谢调节能力ꎮ
ＵＰＬＣ￣ＭＳ 分析鉴定出 ＴＤＦＥ 中含丁香酚、α－亚麻酸、烟酸和异香兰素等 １９ 种主要化学成分ꎮ 网络药

理学分析结果表明ꎬＰＰＩ 网络筛选出的血栓治疗关键靶点为 ＩＬ￣６、ＰＰＡＲＧ、ＩＣＡＭ￣１、ＭＹＣ、ＰＴＧＳ２ꎬ这些靶点

均参与炎症反应和脂质代谢过程ꎮ ＫＥＧＧ 通路富集分析结果显示ꎬＴＤＦＥ 抗血栓作用可能通过多通路协同

实现ꎬ主要涉及脂质代谢和炎症相关通路ꎮ 其中ꎬ“脂质与动脉粥样硬化通路”可能为核心通路ꎬ该通路可

调节 ＮＦ￣κＢ、ｍＴＯＲ 相关下游通路ꎬ进而参与防止血栓形成的调控过程ꎮ 因此推测ꎬＴＤＦＥ 中的丁香酚、α－
亚麻酸、烟酸和异香兰素等成分可能通过调节 ＮＦ￣κＢ、ｍＴＯＲ 相关的炎症及脂质代谢通路发挥抗血栓

作用ꎮ
本研究证实ꎬ丹参内生细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＴＤ１６ 的发酵产物 ＴＤＦＥ 在 ５０ ~ ２００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１的剂量范围内ꎬ可

通过多靶点调控凝血－炎症－纤溶网络ꎬ显著抑制角叉菜胶诱导的小鼠尾静脉血栓形成ꎮ 经 ＵＰＬＣ￣ＭＳ 分
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析ꎬα－亚麻酸、异香兰素等化合物可能是 ＴＤＦＥ 发挥抗血栓活性的物质基础ꎮ 相较于传统抗血栓药物ꎬ
ＴＤＦＥ 作为天然来源产物ꎬ具有安全性和独特的作用机制优势ꎬ有望开发成为新型的防治血栓药物ꎮ
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