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基于 UPLC-Q-TOF/MS代谢组学技术的六堡茶改善
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摘 要：【目 的】基于 UPLC-Q-TOF/MS 代谢组学技术探究六堡茶（Liupao tea，LP）改善大鼠动脉粥样硬化

（atherosclerosis，AS）的作用机制。【方法】采用高脂饮食联合腹腔注射维生素 D3的方法诱导 AS大鼠模型，设正常

对照组、模型组、辛伐他汀组、六堡茶低剂量组、六堡茶高剂量组。干预 12周后，通过主动脉、肝脏和结肠的苏木

素-伊红（hematoxylin-eosin staining，HE）染色评估组织病理，通过非靶向代谢组学分析尿液差异代谢物，并整

合网络药理学筛选活性成分及核心靶标。【结果】六堡茶显著减轻了主动脉中膜增厚、肝脏脂肪变性及结肠损

伤。通过代谢组学共鉴定出了 379个差异代谢物，六堡茶回调了 84.7%异常代谢物，其中血管紧张素Ⅳ和硫酸

乙酰肝素均显著上调，富集于肾素-血管紧张素系统、糖胺聚糖降解及癌症中的蛋白聚糖通路；网络药理学分析

共筛选出 127个活性成分（主要包括多酚类、生物碱类等）及 8个核心靶点（MAPK1、MAPK8、MAPK14、BCL2、

CASP3、RELA、STAT1、HDAC1），KEGG通路涉及代谢通路、脂质与动脉粥样硬化以及流体剪切应力与动脉粥样

硬化等。【结论】六堡茶通过成分-靶点-通路网络协同调节血管功能、抑制炎症氧化应激以及改善代谢紊乱，从

而发挥改善AS的作用，为传统茶饮预防AS提供了科学依据。

关键词：六堡茶；动脉粥样硬化；非靶向代谢组学；网络药理学；信号通路

Mechanisms of Liupao Tea in Ameliorating Atherosclerosis in Rats Based on 

UPLC-Q-TOF/MS Metabolomics Technology

CHEN Xin1,2,3 HUANG Wenfang1,2,3 WEI Li’ na1 JIANG Fangcheng4 LIU Zhaoji1,2,3 

YAO Xiyue1 ZHANG Junwei5 YE Yong1,2,3 LAI Zefeng1,2,3*

(1. School of Pharmacy, Guangxi Medical University, Nanning 530021, China； 2. University Engineering Research 

Center of Prevention and Treatment of Major Diseases in the Elderly and Biomedical Translation, Nanning 530021, 

China； 3. Guangxi Key Laboratory of Bioactive Molecules Research and Evaluation, Nanning 530021, China； 4. The 

First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning 530021, China； 5. Wuzhou Zhongcha Tea Industry 

Co., Ltd., Wuzhou 543003, China)

Abstract: [Objective] This study aimed to investigate the mechanisms through which Liupao tea (LP) 

ameliorated atherosclerosis (AS) in rats based on ultra high performance liquid chromatography-quadrupole-time 

of flight-mass spectrometry (UPLC-Q-TOF/MS) metabolomics technology. [Method] A rat model of AS was 
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established by a high-fat diet combined with intraperitoneal injection of vitamin D3. The rats were assigned into 

the following groups: control, model, simvastatin, low-dose LP, and high-dose LP. After intervention for 

12 weeks, histopathological changes in the aorta, liver, and colon were assessed by hematoxylin-eosin (HE) 

staining. Urinary differential metabolites were analyzed via untargeted metabolomics. Metabolomic findings were 

integrated with network pharmacology to identify active components and core targets. [Result] LP significantly 

alleviated aortic medial thickening, hepatic steatosis, and colon injury. Metabolomic analysis identified 379 

differential metabolites, among which 84.7% of altered metabolites were reversed by LP. Notably, angiotensin IV 

and heparan sulfate were significantly upregulated and enriched in the renin-angiotensin system, 

glycosaminoglycan degradation, and proteoglycan pathway in cancer. Network pharmacology screened out 127 

active components (mainly including polyphenols and alkaloids) and 8 core targets (MAPK1, MAPK8, MAPK14, 

BCL2, CASP3, RELA, STAT1, and HDAC1). KEGG pathway analysis revealed involvement in metabolic 

pathways, lipid and atherosclerosis, and fluid shear stress and atherosclerosis. [Conclusion] LP ameliorates AS 

through a component-target-pathway network that collectively modulates vascular function, inhibits inflammation 

and oxidative stress, and alleviates metabolic disorders. These findings provide a scientific basis for the 

application of tea in preventing AS.

Keywords: Liupao tea; atherosclerosis; untargeted metabolomics; network pharmacology; signaling pathway

随着居民生活方式的改变，饮食不均衡所引

发的心脑血管疾病发病率逐年攀升。动脉粥样硬

化（atherosclerosis， AS）是冠心病、脑梗死及外周

血管病的主要病理基础，其发病过程涉及脂质代

谢紊乱、慢性炎症反应及血管内皮功能障碍等多

重病理机制的复杂级联效应［1］。《中国心血管健康

与疾病报告 2024》显示，我国心血管疾病患者达

3.3 亿人，在农村与城市居民死亡原因中的占比分

别达 48.98% 和 47.35%，防治形势严峻［2］。当前他

汀类药物虽能有效降低低密度脂蛋白胆固醇

（low-density lipoprotein cholesterol，LDL-C）水平，

但长期用药可能引发肌肉毒性、肝酶异常等不良

反应［3-4］。因此，健康饮食干预策略对防控 AS 相

关心脑血管疾病等慢性疾病具有重要作用。

六堡茶（Liupao tea， LP）作为中国国家地理标

志产品，是通过微生物固态发酵制成的黑茶。研

究表明，六堡茶具有显著的抗氧化［5］、降血脂［3，6］、

改善糖尿病［7］和抗炎［8-9］等多重功效。这些功效主

要归因于其在微生物发酵过程中产生的茶褐素、

茶多糖和其他微生物次级代谢产物等生物活性物

质［10-12］，使其在心血管保护方面展现出应用潜

力［13］。 然 而 ，现 有 研 究 多 聚 焦 于 六 堡 茶 对 肥

胖［14-15］、糖尿病等代谢性疾病的防治作用，尚缺乏

关于其直接干预动脉粥样硬化斑块形成和发展的

分子机制研究，特别是缺乏系统性的成分-靶点-

通路网络分析［16］，严重制约了六堡茶在 AS 防治方

面的应用价值挖掘。

本研究旨在通过整合 UPLC-Q-TOF/MS 非靶

向代谢组学和网络药理学分析技术，探究六堡茶

改善 AS 的作用机制，为传统茶饮预防 AS 提供科

学依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

六堡茶：中茶集团梧州中茶茶业有限公司；辛伐

他汀（纯度 98%）：上海吉至生化科技有限公司；维生

素 D3注射液：哈尔滨三马兽药业有限公司；蒸馏水：

广州屈臣氏食品饮料有限公司；甲醇、乙腈（HPLC

级）：赛默飞世尔科技（中国）有限公司。

1.2　主要仪器与设备

超纯水系统：Milli-Q® Integral10 型，德国默克

密理博公司；万分之一电子天平：EL204型，梅斯特-

托利多国际贸易（上海）公司；高速冷冻离心机：

5810R 型，德国艾本德公司；四极杆飞行时间质谱

仪：Waters Xevo G2-XS 型，美国沃特世公司；超高

效液相色谱仪：iClass Acquity型，美国沃特世公司；

光学显微镜 ：Olympus BX53 型 ，日本奥林巴斯

公司。

1.3　方法

1.3.1　六堡茶茶液的配制　

参照广西壮族自治区地方标准 DB45/T 1649—

2017《六堡茶冲泡及品饮办法》制备六堡茶茶液。准
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确称取 60.00 g茶叶，用沸水快速洗茶叶 2次去除杂

质，随后加入 400 mL沸水浸泡 20 min，所得茶原液

质量浓度为 150.00 mg/mL，使用纯水分别稀释至

75.00、37.50 mg/mL，分装后于 4 ℃冰箱保存备用。

1.3.2　辛伐他汀的配制　

以辛伐他汀（simvastatin）作为阳性对照，灌胃

剂量为 4 mg/（kg·d）。

1.3.3　实验动物饲养及分组　

6 周龄 SPF 级雄性 Sprague-Dawley （SD）大鼠

30只，购于广西医科大学动物实验中心。实验动物

生产许可证号：SYXK（桂）2020-0003；使用许可证

号：SYXK（桂）2020-0004。试验前于（22±2） ℃、相对

湿度（50±5）%、12 h光暗循环（光照时间 6：00~18：00）

的动物房中适应性饲养 1周。试验通过广西医科大

学实验动物伦理委员会审批（批准号：202309981），

符合动物试验伦理规范。

大鼠随机分为 5 组（n=6）：正常对照（Control）

组（普通饲料+生理盐水）、模型（Model）组（高脂饲

料+维生素 D3）、辛伐他汀（Simvastatin）组（高脂饲

料+维生素 D3+辛伐他汀 4 mg/（kg·d））、六堡茶低剂

量（LP-L）组（600 mg/（kg·d）+高脂饲料+维生素 D3）

与六堡茶高剂量（LP-H）组（1 200 mg（kg·d）+高脂

饲料+维生素 D3），连续干预 12周。

1.3.4　AS大鼠模型的建立　

采用高脂饲料联合大剂量维生素D3腹腔注射的

方法建立AS大鼠模型。高脂饲料配方如下：质量分

数 3.5% 胆固醇、质量分数 0.5% 胆酸钠、质量分数

0.2% 丙硫氧嘧啶、质量分数 5.0% 白糖、质量分数

10.0%猪油及质量分数 80.8%基础饲料。模型诱导

持续 12周，并于试验起始阶段连续 3 d腹腔注射维生

素D3（600 000 IU/kg）以加速血管钙化及斑块形成。

1.3.5　组织病理学观察　

取主动脉、肝脏、结肠组织，用体积分数 4% 中

性甲醛固定 24 h，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明

后，用石蜡包埋，切片后进行 HE 染色。用光学显

微镜观察主动脉壁、肝脏和结肠壁等的形态结构，

脂质沉积，炎性细胞浸润情况。

1.3.6　尿液样本收集及前处理　

试验末期，将大鼠置于代谢笼，禁食，可自由饮

水，收集 12 h尿液样本。采集过程中维持样本处于

低温（0~4 ℃）环境。尿液在 4 ℃于 3 500 r/min离心

20 min，取上清液分装后冻存于-80 ℃超低温冰箱。

200 μL 尿液中加入 1 000 μL 甲醇，涡旋振荡 2 

min，4 ℃ 、15 000 r/min 离心 15 min，取上清液经

0.22 μm 尼龙微孔滤膜过滤 ，收集滤液置于进

样瓶。

1.3.7　超高效液相色谱（UPLC）条件　

以 Waters AcquityTM超高效液相色谱系统分离

代谢产物。采用 Waters Acquity UPLC BEH C18色

谱柱（100 mm×2.1 mm×1.7 μm），自动进样器温度

设置为 4 ℃，柱温 40 ℃，流量 0.4 mL/min，进样量

10 μL，流动相 A 为体积分数 0.1% 甲酸-水溶液，流

动相 B 为体积分数 0.1% 甲酸-乙腈溶液。梯度洗

脱程序为：0~1 min，流动相 A 体积分数为 95%；1~

2 min，流动相 A 体积分数为 70%；2~3 min，流动相

A 体积分数为 50%；3~4 min，流动相 A 体积分数为

40%；4~5 min，流动相 A 体积分数为 35%；5~6 min，

流动相 A 体积分数为 30%；6~7 min，流动相 A 体积

分数为 25%；7~8 min，流动相 A 体积分数为 20%；

8~9 min，流动相 A体积分数为 15%；9~10 min，流动

相A体积分数为 95%。

1.3.8　质谱条件　

离子源以正电喷雾电离（ESI）模式运行。

MSE 扫描模式：在运行期间使用低能量（CE4eV）

和高能量（CE20-45eV）2 种 MSE 模式交替采集。

诱导解离气体为纯度 99.999% 的氩气，去溶剂化

气体与锥孔气体为纯度>99.5% 的氮气。毛细管

电压为 3.0 kV（+），样品锥孔电压为 40 V（+），碰撞

能电压为 6.0 V；离子源温度为 100 ℃，脱溶剂温度

为 20 ℃ ；锥孔气流量为 30 L/h，脱溶剂气流量为

800 L/h；数据采集率为 0.2 s。锁定质量校正：以乙

腈-水-甲酸（体积比 50∶49.9∶0.1）为溶剂，配制

250 ng/mL 的亮氨酸脑啡肽标准校正溶液。通过

参比探针连续输注（5 μL/min），每 30 s扫描一次。

1.3.9　网络药理学分析　

根据《网络药理学评价方法指南》中“药效成

分筛选需考量生物利用度、成药性”的规范要

求［17］，在 TCMSP 数据库（https：//old. tcmsp-e.com/

tcmsp.php）以口服利用度（oral bioavailability，OB）≥30%

和类药性（drug-likeness，DL）≥0.18 为筛选条件。

前者可确保成分达到有效血药浓度，避免因胃肠

道降解、膜穿透不足导致药效缺失；后者则保障化

合物具备良好的溶解性、稳定性以及低毒性，符合

成药潜力评估核心需求［18］。随后以“胃肠道吸收
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高，同时满足 2 个及 2 个以上药物相似性”为条件

从成分靶点数据库（SWISSADME）中获取六堡茶

的有效成分［19］，经过 PubChem 数据库统一靶点名

称和去除重复值后，得到活性成分。于 PubChem

数据库下载六堡茶活性成分的 2D 结构，根据成分

的 2D 结构在 Swiss Target Prediction 数据库中搜

索，筛选录入 probability>0 的有效靶点。疾病靶

点的收集使用 Gene Cards 数据库（https：//www.

genecards. org/），以“atherosclerosis”为关键词，筛

选标准：Relevance score>2（Gene Cards 数据库），

且 需 在 Therapeutic Target 数 据 库（https：//db.

idrblab. net/ttd/）和 Online Mendelian Inheritance in 

Man（OMIM）数据库（https：//omim.org/）中能搜索

到。利用 STRING 数据库（https：//string-db. org/）

和 Cytoscape 3.10.0 软件构建靶点的蛋白-蛋白相

互作用（protein-protein interaction，PPI）网络。采

用 DAVID 数据库（https：//david.ncifcrf.gov/）进行

基 因 的 Gene Ontology（GO）功 能 分 析 和 Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）通路

富集分析。

1.3.10　统计学分析　

采用 GraphPad Prism 8.0.2进行试验数据统计分

析及绘图，以平均数±标准误差（mean±SEM）表示。对

于组间样本的差异比较，若样本满足正态分布且

方差齐性，则采用单因素方差分析法；方差不齐性

则采用 Brown-Forsythe和 Welch ANOVA 检验；样本

不满足正态分布则采用 Kruskal-Wallis 检验。P<

0.05表示差异结果有统计学意义。

2　结果与讨论

2.1　六堡茶减轻高脂饮食引起的组织病理损伤

六堡茶为广西特色后发酵黑茶，作者以 AS 大

鼠模型评估六堡茶对 AS 的预防和改善作用。AS

涉及血管内皮损伤 、慢性炎症反应等病理过

程［20-21］，大鼠腹主动脉、肝脏及结肠组织 HE 染色结

果表明，六堡茶能够显著减轻 AS 导致的组织病理

损伤。如图 1 所示，与 Control 组相比，Model 组腹

主动脉形态结构紊乱，中膜厚度不均并伴有局部

破损。Model组肝细胞排列紊乱，肝索结构模糊，

肝窦轻度扩张，部分肝细胞胞质内出现脂质空

泡；结肠组织可见平滑肌损伤和坏死，浆膜层纤

维结缔组织结构疏松，说明肠道微环境紊乱可能

与 AS 进程相关。LP-H 组大鼠腹主动脉形态结

构较 Model 组改善明显，中膜厚度趋于均匀，平

滑肌细胞排列整齐，肝细胞形态正常，肝小叶结

构清晰，未见明显脂肪变性。此外，LP-H 组结肠

组织整体结构完整，结肠形态结构恢复良好，肠

绒毛排列整齐、数量较多，平滑肌层结构完整，其

改善效果与 Simvastatin 组相近。六堡茶干预后，

主动脉结构趋于规整，脂质沉积减轻，结肠黏膜

形态改善，肠绒毛排列有序，表明六堡茶可能通

过保护血管内皮、调节肠道屏障功能及抑制局部

炎症反应来延缓 AS 发展，而这一作用可能与六

堡茶的调节肠道菌群功能、抗炎及抗氧化活性密

切相关［7，22-24］。

2.2　非靶向代谢组学分析

2.2.1　六堡茶对AS大鼠尿液代谢轮廓的调控作用　

为评估六堡茶对 AS 大鼠代谢轮廓的影响，采

用偏最小二乘判别分析（PLS-DA）和正交偏最小

二乘判别分析（OPLS-DA）对尿液代谢物数据进行

建模分析。如图 2（a）~（c）所示，Model组与 Control

组在得分图上呈现明显分离趋势，表明 AS 病变导

致大鼠机体代谢状态发生显著改变，尿液总代谢

图 1　LP减轻高脂饮食引起的腹主动脉、肝脏和结肠等组织的病理损伤

Fig. 1　LP alleviates the high-fat diet-induced histopathological injuries of the abdominal aorta， liver， and colon
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物轮廓紊乱。

为验证模型可靠性，进行 200次置换检验。如

图 2（d）~（e）所示，所建模型未出现过拟合，具有良

好的拟合优度与预测性能。通过总离子流色谱图

（total ion chromatogram，TIC）对比各组尿液代谢物

谱。如图 2（f）~（i）所示 ，Model 组色谱峰形与

Control 组 差 异 显 著 ，而 LP-H 组 的 色 谱 轮 廓 与

Control组高度相似，表明六堡茶干预可逆转 AS 诱

导的部分代谢物峰强度变化，回调 Model组中异常

表达的代谢物。

2.2.2　六堡茶的潜在生物标志物的筛选与鉴定　

六堡茶可通过调节代谢物水平，以抗氧化、抗

图 2　LP对 AS大鼠尿液代谢物代谢轮廓的调控作用

Fig. 2　Regulatory effects of LP on urinary metabolic profiles in the rat model of AS
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炎、调节脂质代谢以及调节肠道菌群代谢等多重机

制干预 AS发展。以 P<0.05、|Fold Change|≥1为阈值

绘制火山图，结果见图 3（a）。Model组与 LP-H组之

间的显著差异代谢物有 379个，其中有 157个差异代

谢物显著下调、222 个差异代谢物显著上调。如

图 3（b）~（c）所示，六堡茶干预可系统性恢复 84.7%

（321 个）的异常代谢物：Model 组过表达的 222 种

代谢物经 LP-H 干预后，81.5%（181 个）的代谢物显

著下调；Model组中低表达的 157 种代谢物经 LP-H

干预后，89.2%（140 个）的代谢物上调至正常水平。

以上逆转的代谢物可能为六堡茶改善 AS 的潜在

生物标志物。

如表 1所示，六堡茶干预明显重塑了AS大鼠的

尿液代谢物组成，主要类别为羧酸及其衍生物

（17.69%）、异戊二烯脂类（17.01%）、脂肪酰（7.48%）、

甾体及其衍生物（6.12%）和含氧有机化合物（6.12%）

等。上述类别以及黄酮类化合物具有抗氧化、抗炎

及调节脂质代谢的作用，并可抑制 MAPK/NF-κB信

号通路，减轻血管炎症反应［25-28］。羧酸及其衍生物，

包 括 脑 啡 肽 L（enkephalin L）、血 管 紧 张 素 IV

（angiotensin IV）、培哚普利拉（perindoprilat）、羟

基化卵磷脂（hydroxylated lecithin）等 ，其水平从

13.33%显著上升至 17.69%，这些物质在调节血管张

力、抑制氧化应激及促进脂质代谢中发挥重要作用。

此外，吲哚及其衍生物水平的降低说明六堡茶可能

通过影响宿主-微生物共代谢来改善AS进程［29］。

2.2.3　六堡茶改善 AS的潜在代谢通路分析　

如图 4（a）~（b）所示，Model 组与 Control 组、

Model 组与 LP-H 组之间的差异代谢物共同显著

富集于肾素-血管紧张素系统（Renin-angiotensin 

system，RAS）、糖胺聚糖降解（Glycosaminoglycan 

degradation）及癌症中的蛋白聚糖（Proteoglycans in 

图 3　LP对 AS大鼠尿液代谢物的调节作用

Fig. 3　Regulatory effects of LP on urinary metabolites in the rat model of AS

表 1　LP干预对 AS大鼠尿液代谢物类别占比的影响

Table 1　Effects of LP intervention on the proportions of urinary metabolite categories in the rat model of AS

组别

Model组  vs Control组

Model组  vs LP-H 组

组别

Model组  vs Control组

Model组  vs LP-H 组

组别

Model组  vs Control组

Model组  vs LP-H 组

异戊二烯脂类

占比/%

16.00

17.01

黄酮类化合物

占比/%

3.33

4.76

二嗪占比/%

1.33

1.36

羧酸及其衍生物

占比/%

13.33

17.69

萘类占比/%

3.33

2.04

甘油磷脂类

占比/%

1.33

1.36

脂肪酰占比/%

7.33

7.48

吲哚及其衍生物

占比/%

2.67

1.36

内酰胺类占比/%

1.33

1.36

含氧有机化合物

占比/%

7.33

6.12

唑类占比/%

2.00

1.36

有机含氮化合物

占比/%

1.33

1.36

苯及其衍生物

占比/%

6.67

5.44

甘油脂占比/%

2.00

2.04

鞣质占比/%

1.33

1.36

甾体及其

衍生物占比/%

5.33

6.12

二氮杂环己烷类

化合物占比/%

1.33

1.36

四吡咯及其

衍生物占比/%

1.33

1.36
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cancer）3条通路。如图 4（c）所示，六堡茶干预能显

著回调 Model组中异常表达的代谢物。定量分析

结果见图 4（d）~（e）。在 Model 组中表达失调的

血管紧张素Ⅳ（angiotensin Ⅳ）与硫酸乙酰肝素

（heparan sulfate，HS），经六堡茶干预后均显著上

调。RAS是炎症与氧化应激调控的重要系统，过度

激活可促进炎症细胞浸润与氧化应激，刺激细胞因

子（如 IL-6、TNF-α和 COX-2［30］）的产生，加速 AS发

展。因此六堡茶可能通过调节血管紧张素 IV 等代

谢物水平抑制 RAS异常活化。HS是糖胺聚糖家族

的关键成员，对 AS具有动态调节作用，它在疾病早

期可维持内皮屏障、抗炎及抑制脂质氧化，并可通

过促进 NO 释放、竞争性抑制 LDL 滞留、抑制促炎

因子、减轻慢性炎症等机制发挥血管保护效应［31-34］。

癌症中的蛋白聚糖通路虽与肿瘤相关，但其核心组

分也参与了血管炎症、细胞黏附及信号转导过程，

说明六堡茶可通过调控基质微环境间接影响 AS发

展。综上，六堡茶可通过上调血管紧张素 IV 与 HS

水平，抑制 RAS异常激活并调节糖胺聚糖降解，减

轻血管炎症和氧化应激，从而发挥抗AS作用。

2.3　网络药理学分析

2.3.1　六堡茶活性成分及调控基因、疾病靶点的筛选　

为解析六堡茶干预 AS的药效物质基础及作用

机制，作者整合近 5年的文献报道，收集了 499个六

堡 茶 活 性 化 合 物［2，6，35-44］，经 TCMSP 数 据 库 、

SWISSADME 数据库和 PubChem 数据库筛选，最

图 4　LP改善大鼠 AS的潜在代谢通路分析

Fig. 4　Potential metabolic pathways of LP in ameliorating AS in rats
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终确定 127 个活性成分，主要包括多酚类、生物

碱类、萜类等。通过 Swiss Target Prediction 平台

预测 ，共获得 883 个六堡茶相关调控基因 ，见

图 5（a）。

以“atherosclerosis”为关键词 ，从 Therapeutic 

Target、Gene Cards及 OMIM 数据库得到 828 个 AS

相关疾病基因。将六堡茶作用靶点集与疾病基

因交集，获得了 189个潜在关键作用靶标。将交集

基 因 导 入 STRING 数 据 库 构 建 PPI 网 络 ，并

用 Cytoscape 3.10.0 进行可视化与拓扑分析 ，见

图 5（b），节点大小与颜色深度均与节点度值

（Degree）正相关。拓扑分析显示，度值排名前 11

位的核心基因依次为 ：IL-6、TNF、AKT1、STAT3、

TP53、CTNNB1、CXCL8、MMP9、PTGS2、TLR4、ALB。

这些枢纽基因可能在六堡茶干预 AS 的复杂生物

学过程中发挥核心调控作用。

2.3.2　六堡茶-活性成分靶点-疾病网络构建与分析　

如图 6所示，六堡茶-活性成分靶点-疾病交互

网络揭示了六堡茶中主要活性成分与 AS 相关靶

点之间的多层次作用关系。其活性成分以酚酸类

及多酚衍生物、有机酸及其衍生物、氨基酸与含氮

化合物、萜类与挥发性成分、酯类与脂肪酸衍生物

为主要类别，靶点功能主要富集于脂代谢调节、炎

症与免疫反应、血管功能与氧化应激等关键通路。

为识别网络中的核心调控节点，综合采用节

点度值（Degree）、最大团中心性（MCC）、边缘渗透

成分（EPC）、最大邻域分量（MNC）和最大邻域分

量密度（DMNC）5种拓扑学中心性指标，提取各算

法下排名前 30位的基因并通过交集分析确定枢纽

基因，见图 7。最终筛选出 8 个关键枢纽基因：

MAPK1、MAPK8、MAPK14、BCL2、CASP3、RELA、

STAT1 和 HDAC1。主要富集于 MAPK 信号通路、

细胞凋亡调控及 NF-κB 炎症反应通路。

这些预测的核心靶点与代谢组学结果相互印

证，六堡茶上调的血管紧张素Ⅳ富集于 RAS，其过

度激活会促进炎症细胞浸润与氧化应激，而 MAPK

家族成员响应氧化应激与炎症信号，形成“促炎-促

凋亡”调控网络，影响动脉粥样硬化的斑块稳定

性［45-47］。BCL2、CASP3 参与线粒体凋亡途径，对血

管内皮细胞具有保护作用［48］。已有研究表明，在

Apoe-/-小鼠晚期动脉粥样硬化病变中，BCL-2 对巨

噬细胞凋亡具有保护作用［49］；CASP3参与炎症反应

及凋亡调控［50］、影响动脉粥样硬化斑块稳定性［51］；

RELA（p65）是 NF-κB 复合物亚基，可激活 TNF-α、

图 5　LP改善 AS的潜在作用靶点

Fig. 5　Potential targets of LP in ameliorating AS
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IL-6 等基因［52］，RELA 与参与动脉粥样硬化血运

重建后的免疫调节关键基因（VCAM1、MMP9、

CXCR4）均存在结合位点［53］；STAT1可与 NF-κB协同

放大炎症信号（如 IFN-γ通路）［54］；HDAC1通过改善

VAV3来抑制 miR-182-5p并激活 AKT通路，从而促

进动脉粥样硬化［55］。上述结果表明，六堡茶可能通

过调节炎症-凋亡平衡网络，增强血管内皮稳定性，

抑制AS相关病理进程。

2.3.3　关键调控基因的 GO 与 KEGG 富集分析　

为解析六堡茶改善 AS 的分子机制，作者对关

键交集靶标进行了 GO 功能注释及 KEGG 通路富

集分析，涵盖生物过程（biological process，BP）、

细 胞 组 分（cellular component，CC）和 分 子 功 能

（molecular function，MF）3个层面。

GO 富集分析结果见图 8（a）。BP 中关键靶标

富集于转录调控、细胞信号转导及应激与免疫反

应等过程；主要包括 RNA 聚合酶Ⅱ介导的转录正

调控与负调控（Positive regulation of transcription 

by RNA polymerase Ⅱ 、Negative regulation of 

transcription by RNA polymerase Ⅱ）、基于 DNA 模

板 的 转 录 双 向 调 控（Positive regulation of gene 

expression、Positive regulation of cell population 

proliferation、Positive regulation of DNA-templated 

transcription、 Negative regulation of apoptotic 

process）。此外，炎症反应（Inflammatory response）

显著富集，说明六堡茶干预涉及天然免疫及炎症

激活机制。CC 中差异基因产物主要定位于细胞

膜和分泌相关区域，如膜系统相关的质膜（Plasma 

membrane）、细胞膜（Membrane）和细胞表面（Cell 

surface）富 集 ，以 及 细 胞 外 空 间（Extracellular 

region、Extracellular space）和 细 胞 外 外 泌 体

（Extracellular exosome）的富集。MF 中主要集中

于蛋白质互作和核酸结合，如蛋白质结合（Protein 

圆点—药物靶点；方块—AS靶点；连线—相互作用。

图 6　六堡茶-活性成分靶点-疾病网络图

Fig. 6　LP-active compound-target-disease network

图 7　枢纽基因交集维恩图

Fig. 7　Venn diagram of hub genes
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binding）、同 源 蛋 白 质 结 合（Identical protein 

binding）和酶结合（Enzyme binding）、DNA 结合

（DNA binding）和 RNA 聚合酶Ⅱ顺式调控区域结

合 （RNA polymerase Ⅱ cis-regulatory region 

sequence-specific DNA binding）等。结果表明，六

堡茶参与转录动态调控、炎症与免疫反应、跨膜信

号传递及蛋白质复合物组装的调控。

DAVID 数据库分析显示，相关基因共富集于

159 条 KEGG 通路，主要涉及代谢途径（Metabolic 

pathways）、脂 质 与 动 脉 粥 样 硬 化（Lipid and 

atherosclerosis）、流体剪切应力与动脉粥样硬化

（Fluid shear stress and atherosclerosis）等通路，见图

8（b）。结合代谢组学分析，发现硫酸乙酰肝素的变

化涉及糖胺聚糖降解通路，而网络药理学富集到的

流体剪切应力与动脉粥样硬化通路与血管内皮表

面的蛋白聚糖功能密切相关。KEGG 共同富集分

析也显示，代谢组学与网络药理学的数据在脂质代

谢、炎症相关通路上存在显著交集。

图 8　GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析

Fig. 8　GO and KEGG pathway enrichment analyses
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3　结论

作者从组织病理学、非靶向代谢组学与网络药

理学层面，系统阐明六堡茶预防和改善 AS的“多成

分-多靶点-多通路”调控机制：1）改善 AS导致的腹

主动脉中膜增厚、肝脏脂肪变性和结肠损伤；2）调

节脂质代谢，抑制 RAS过度激活及糖胺聚糖降解通

路异常，血管紧张素Ⅳ和硫酸乙酰肝素显著上调；

3）网络药理学分析显示，六堡茶可作用于 MAPK1、

MAPK8、MAPK14、BCL2、CASP3、RELA、STAT1 和

HDAC1等 8个核心靶点；4）成分-靶点-通路-效应

多维网络构建结果表明，六堡茶可通过核心靶点调

控 RAS、糖胺聚糖代谢、脂质代谢等关键通路，协同

改善血管功能、抑制炎症与氧化应激、缓解代谢紊

乱。本研究为六堡茶预防 AS 提供了理论依据，后

续将结合肠道宏基因组测序、关键蛋白质表达验证

及临床随机对照试验，明确靶点与量效关系，推动

六堡茶传统茶饮在心血管疾病预防中的开发应用。
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