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基于 1H NMR血清和肝脏代谢组学的黄芩叶抗衰老作用研究
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摘要: 本实验采用D-半乳糖致衰老大鼠模型结合 1H NMR血清和肝脏代谢组学, 探究黄芩叶醇提物的抗衰老作

用以及潜在抗衰老代谢调节机制。所有动物实验均通过山西大学科学研究伦理审查委员会审查。结果表明, 黄芩

叶醇提物具有抗衰老作用, 能够改善衰老大鼠外在表征、自主活动能力和脂质过氧化、糖基化等衰老损伤, 并可通过

调节血清中谷氨酸、谷氨酰胺等 12种差异代谢物和D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢, 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

等 11个代谢通路, 调节肝脏中α-葡萄糖、β-葡萄糖等 5种差异代谢物和糖酵解或糖异生、淀粉和蔗糖代谢通路, 改善

衰老大鼠血清和肝脏代谢异常。
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Abstract: In this study a D-galactose-induced aging rat model combined with 1H NMR of serum and liver

metabolomics were used to explore the anti-aging effect and the potential metabolic regulatory mechanism of

Scutellaria baicalensis Georgi leaves. All procedures involving animal treatment were approved according to the

Committee on the Ethics of Animal Experiments of Shanxi University. The results of physical characteristics, an

open field test and serum biochemical indexes indicated that Scutellaria baicalensis Georgi leaves had an anti-

aging effect that could ameliorate the characteristics of aging rats such as acquired hair loss and slow response,

improve the spontaneous activity of aging rats, and decrease lipid peroxidation and glycosylation damage induced

by D-galactose. Serum and liver metabolomics further revealed that Scutellaria baicalensis Georgi leaves could

decrease serum and liver metabolism disturbances in aging rats, mainly through different metabolites and metabolic

pathways. Specifically, 12 differential metabolites including glutamine and glutamate, 11 metabolic pathways

including D-glutamine and D-glutamate metabolism and alanine, aspartate and glutamate metabolism in serum

were significantly altered after the treatment. Simultaneously, five differential metabolites such as α -glucose and

β -glucose, two metabolic pathways that are glycolysis or gluconeogenesis, and starch and sucrose metabolism in

the liver were markedly altered.
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随着人类预期寿命的大幅增长, 神经退行性疾病、

心脑血管疾病、糖尿病、癌症等多种衰老相关疾病的发

病率逐年增加, 导致医疗体系和社会经济的负担也日

益沉重。而鉴于目前药物和手术治疗的局限性, 愈来

愈多的研究者开始着眼于寻找有效的抗衰老药物, 以

减少相关疾病的风险, 延长人的健康寿命, 其中部分研

究者将目光聚焦在已有上千年临床应用历史的中药

上, 并取得了许多进展[1]。

黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi 为唇形科多年

生草本植物, 根作为其传统药用部位, 是常用大宗药材

之一, 具有抗菌抗病毒、解热镇痛抗炎、抗肿瘤、抗氧化

等药理作用[2]。本小组前期研究发现黄芩根醇提物和

主要单体成分黄芩素、汉黄芩素、汉黄芩苷等均具有抗

衰老作用, 能够改善D-半乳糖致衰老大鼠的学习记忆

能力 , 延长果蝇寿命[3-7]。而黄芩茎叶作为地上部分 ,

生长茂盛且产量较大, 在中国北方部分地区有悠久的

制茶饮用历史, 现代研究表明黄芩茎叶总黄酮具有如

抗菌、抗炎、抗氧化、降血脂等多种与根相似的药理活

性[8], 具有一定的临床药用价值和延缓衰老的潜力, 然

而其抗衰老作用及机制研究却鲜有报道。

D-半乳糖致衰老大鼠模型是经典的衰老模型之

一 , 该模型通过在一定时间内连续注射大量 D-半乳

糖, 从而使大鼠表现出类似自然衰老的体征和症状, 如

神经损伤、认知能力下降等, 由于造模简单、成本低、所

需时间相对自然衰老较短、结果明显且稳定等优势, 被

广泛应用于衰老机制研究和抗衰老药物筛选[9-12]。

代谢组学是系统生物学的最下游, 通过整体分析

生物体内源性代谢物的动态变化和受影响的代谢通

路, 研究药物或某些刺激因素的作用机制, 适合中医药

复杂体系和衰老复杂过程的分析[13,14], 而NMR技术因

样品预处理简单、无损伤、无偏向性、重现性好、检测成

本较低等优势, 在代谢组学研究中被广泛应用。血清

是一种重要且易获取的生物流体, 流经生物体内的所

有组织和器官, 是不同生理过程和应激反应产物的主

要载体, 组织损伤、器官功能障碍、病理状态等均可影

响其化学组成, 具有重要的临床意义[15]。肝脏是生物

体的物质代谢中枢, 在调节糖类、脂质、蛋白质等代谢

平衡中发挥重要作用;《内经·灵枢》中记载: 五十岁,

肝气始衰, 肝叶始薄, 胆汁始减, 目始不明, 认为肝脏功

能衰退是衰老过程中进行性衰退的重要因素。

因此本实验采用 D-半乳糖致衰老大鼠模型 , 结

合大鼠体重等外在表征、行为学试验以及血清生化指

标 , 评估黄芩叶醇提物的抗衰老作用 , 并进一步应

用 1H NMR血清和肝脏代谢组学, 进行黄芩叶抗衰老

代谢调节机制的整体分析, 为今后黄芩叶的药食资源

开发提供可靠的实验依据。

材料与方法

仪器与试剂 RE-52A旋转蒸发器 (上海亚荣生化

仪器厂); SCIENTZ-12N 真空冷冻干燥机 (宁波新芝生

物科技股份有限公司); 自制旷场实验箱; TGL-16高速

台式冷冻离心机 (湖南湘仪离心机仪器有限公司); 电

子超声组织匀浆器 (宁波心之生物科技股份有限公

司); SPT-24氮空吹扫浓缩仪 (北京斯珀特科技有限公

司); BSA124S 分析天平 (Sartorius, Germany); Bruker

600-MHz AVANCE III核磁共振仪 (Bruker, Germany)。

无水乙醇 (分析纯, 天津市风船化学试剂科技有限公

司); D- 半乳糖 (Sigma-Aldrich, USA); 重水 (Norell,

Landisville, USA); 3-(三甲基硅基)丙酸钠 -2,2,3,3-D4

(TSP, Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA); 丙

二醛 (malondialdehyde, MDA)、晚期糖基化终产物

(advanced glycation end products, AGEs) 试剂盒购自南

京建成生物工程研究所, 按说明书操作。

黄芩叶醇提物的制备 黄芩叶样本购自山西佳辰

中药材开发有限公司, 由山西大学秦雪梅教授鉴定为黄

芩 Scutellaria baicalensis Georgi 的干燥叶并保存于山

西大学中医药现代研究中心。取黄芩叶样本适量, 加

10倍量的 60%乙醇加热回流提取 2次, 每次 2 h, 合并

提取液, 过滤取上清。经旋转蒸发仪浓缩, 真空冷冻干

燥 , 得到黄芩叶醇提物 (Scutellaria baicalensis Georgi

leaves extract, SLE), 产率为32.6%, 储存于4 ℃。

动物实验与样本收集 所有动物实验均通过山西

大学科学研究伦理审查委员会审查。雄性 SD 大鼠

(160～180 g) 购自北京维通利华实验动物技术有限公

司 (许可证号SCKX-2016-0011), 在恒温 (20～25 ℃)、恒

湿 (40%～70%)、12 h光暗循环的SPF级实验室中饲养,

实验过程中自由饮食、饮水。适应环境一周后, 40只雄

性 SD 大鼠被随机分为 4组, 包括空白组 (Control)、模

型组 (Model)、黄芩叶低剂量组 (LL, 生药量400 mg·kg-1)

和高剂量组 (LH, 生药量 800 mg·kg-1), 每组各 10 只。

模型组大鼠连续腹腔注射 D-半乳糖 (300 mg·kg-1)

7周, 复制衰老模型, 空白组注射等体积的生理盐水。

黄芩叶低、高剂量组大鼠在造模同时分别灌胃给予相

应剂量的黄芩叶醇提物, 空白组和模型组大鼠灌胃等
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体积的蒸馏水。

在实验中记录大鼠体重等外在表征变化, 并采用

旷场实验评价衰老大鼠的自主活动能力和空间探索行

为。旷场实验以大鼠直立次数和穿越格数作为评价指标,

实验时捏住大鼠的尾部将其轻轻放入自制旷场实验箱

的中心位置, 松手后开始计时, 适应2 min后, 以大鼠两

只前爪同时离地或趴墙为直立一次, 四足同时穿越白线

为穿越格子一次, 观察并记录 4 min内大鼠的直立次

数和穿越格数。实验结束后, 所有大鼠禁食 12 h, 用乌

拉坦 (20%, 5 mL·kg-1) 麻醉, 股动脉取血, 静置 30 min

后, 4 ℃、3 500 r·min-1离心 15 min取上清得大鼠血清,

保存于-80 ℃, 肝脏经液氮猝灭后储存于-80 ℃。

核磁备样方法 冰上冻融血清样本 , 精密吸取

450 μL, 加 D2O 350 μL 涡旋 30 s 混匀 , 然后 4 ℃、

13 000 r·min-1 离心 20 min, 取上清液 600 μL 转移至

5 mm核磁管中待测。取冰上解冻的肝脏样本 200 mg,

加入蒸馏水300 μL、甲醇600 μL, 于冰水浴中超声匀浆

1 min, 4 ℃、13 000 r·min-1离心20 min, 取上清液500 μL

吹干 , 再加入含 TSP 的混合磷酸盐缓冲液 (pH 7.4)

600 μL复溶, 4 ℃、13 000 r·min-1离心15 min, 移取上清

液550 μL至5 mm核磁管中待测[16]。
1H NMR测试条件 所有样本均在Bruker 600 MHz

AVANCE III NMR共振波谱仪上采集数据。血清样品采

用 Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) 脉冲序列, 扫描

次数为 64, 谱宽 12 019.2 Hz, 脉冲时间 14 μs, 采样时间

2.726 s, 弛豫时间1.0 s, 采样数据点32 768。肝脏样本采

用 noesygppr1d序列, 扫描次数为 64, 谱宽 12 345.7 Hz,

脉冲时间 14 μs, 采样时间 2.654 s, 弛豫时间 1.0 s, 采样

数据点32 768。
1H NMR图谱处理与多元统计分析 使用MestRe

Nova 12 (Mestrelab Research, Santiago de Compostella,

Spain) 进行 1H NMR 图谱相位和基线校正, 血清和肝

脏图谱分别参考肌酐 (δ 3.04) 和 TSP (δ 0.00) 定标。

以 δ 0.01对所有图谱 δ 0.80～9.00区域分段积分, 且去

除 δ 4.66～5.18 和 δ 1.21～1.126、δ 4.06～4.10 区域以

消除残留水峰和麻醉剂的影响, 此外肝脏图谱还去除

δ 3.34～3.38区域以消除甲醇峰的影响。血清和肝脏图

谱均以总峰面积归一化, 数据矩阵分别导入 SIMCA-P

14.0 (Umetrics, Sweden) 进行多元统计分析。

首先采用主成分分析 (principal component analysis,

PCA) 通过数据降维, 直观表现所有样本之间的分组趋

势 ; 其次采用正交偏最小二乘判别分析 (orthogonal

partial least squares discriminant analysis, OPLS-DA) 进

行模型组和空白组比较, 采用CV-ANOVA (P<0.05) 评

价模型质量, 并应用 S-plot、VIP (variable importance in

the projection) 值 (>1) 结 合 t 检 验 寻 找 差 异 代 谢

物[17,18], 代谢物的相对含量基于该代谢物最小重叠的

特征 NMR 信号区域积分面积; 最后将所得差异代谢

物的信息导入MetaboAnalyst 4.0 (https://www.metabo‐

analyst.ca/faces/ModuleView.xhtml) 的Pathway Analysis

模块, 该模块将通路富集分析与通路拓扑分析相结合,

以筛选关键的代谢通路。

血清生化指标 本实验通过连续注射大量 D-半

乳糖诱导大鼠快速衰老, 过量的D-半乳糖可通过半乳

糖氧化酶导致过量氧自由基的生成, 进而导致脂质过

氧化增加, MDA是脂质过氧化的终产物, 可衡量生物

体的氧化应激水平 ; 过量的 D-半乳糖也可通过蛋白

质、脂质非酶促糖基化反应生成AGEs, 是衰老和许多

退行性疾病的恶化因素[9]。因此本实验对上述血清生

化指标进行测定, 以评估大鼠的衰老损伤程度和黄芩

叶醇提物的保护作用。

统计学分析 实验结果采用OriginPro 2017 (Origin‐

Lab, USA) 和GraphPad Prism 7.0 (San Diego, USA) 进

行绘图和统计分析, 通过 oneway-ANOVA比较多组间

差异, P<0.05被认为具有显著性差异。

结果

1 黄芩叶醇提物对D-半乳糖致衰老大鼠的保护作用

1.1 外在表征 造模 7周后, 模型组的大鼠出现毛发

蓬乱无光泽、易掉毛、背部皮肤松弛、尾部发黄、活动不

灵活等衰老表征, 这可能与模型大鼠不同器官功能的

进行性衰退有关; 而空白组和黄芩叶低、高剂量组大鼠

无上述明显现象。造模7周大鼠体重如图1所示, 模型

组大鼠的体重与空白组相比略有增加, 但并无显著性

差异; 黄芩叶低、高剂量组大鼠的体重与模型组相比亦

无显著性差异, 表明 D-半乳糖造模和黄芩叶低、高剂

量给药对大鼠体重没有明显影响。

Figure 1 The effect of Scutellaria baicalensis Georgi leaves extract

(SLE) on body weight of aging rats. n = 10,
-
x ± s. LL: 400 mg·kg-1,

equivalent to the crude drug; LH: 800 mg·kg-1, equivalent to the

crude drug
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1.2 旷场实验 黄芩叶醇提物对衰老大鼠旷场实验

的影响如图 2所示, 模型组大鼠穿越格数 (A) 和直立

次数 (B) 与空白组相比明显减少 (P<0.05), 表明 D-半

乳糖导致大鼠自主活动和空间探究能力下降。连续给

予黄芩叶醇提物干预后, 大鼠的穿越格数和直立次数

与模型组相比增加, 其中黄芩叶低剂量组的直立次数

与模型组相比, 具有显著性差异 (P<0.05), 表明黄芩叶

醇提物能改善衰老大鼠的自发活动行为。

1.3 血清生化指标 黄芩叶醇提物对衰老大鼠血清

生化指标的影响如图 3 所示 , 模型组大鼠 MDA (A)、

AGEs (B) 与空白组相比明显增加 (P<0.05, P<0.001);

连续给予低、高剂量黄芩叶醇提物后, 大鼠血清MDA、

AGEs与模型组相比均显著降低 (P< 0.05, P<0.01, P<

0.001), 表明黄芩叶醇提物能改善大鼠的衰老损伤。

2 1H NMR血清和肝脏代谢组学

空白组大鼠血清和肝脏典型 1H NMR谱图如图 4

所示 , 结合 HMDB (http://www. hmdb. ca/) 和 BMRB

(http://www.bmrb.wisc.edu/) 数据库, 对比化学位移、峰

型和耦合常数, 分别在血清和肝脏中鉴定出 35种和 41

种代谢物, 包括氨基酸、糖类、脂质、短链脂肪酸、糖酵

解产物、三羧酸循环中间体、胆碱代谢物、嘌呤代谢物

等, 见表1。

3 多元统计分析和差异代谢物分析

为进一步研究黄芩叶醇提物对衰老大鼠的作用机

制, 通过 PCA 和 OPLS-DA 分析大鼠整体代谢轮廓的

变化并确定衰老大鼠的差异代谢物。

多元统计分析结果如图 5 所示 , 其中在血清 (A,

R2=0.873, Q2=0.802) 和肝脏 (B, R2=0.801, Q2=0.690) 的

PCA散点图中均观察到明显的分离, 表明模型组大鼠血

清和肝脏中发生明显的代谢紊乱, 而黄芩叶低、高剂量

给药可以改善大鼠代谢紊乱。图 5C (R2X=0.763, R2Y=

0.994, Q2=0.921, CV-ANOVA P<0.05) 和图 5D (R2X=

0.793, R2Y=0.943, Q2=0.787, CV-ANOVA P<0.05) 分别

为血清和肝脏的 OPLS-DA 散点图 , 通过相应 S-plot

(图 5E 和 5F)、VIP 值 (>1) 以及代谢物相对积分面积 t

检验 (图6和图7), 从血清和肝脏中均找出12个差异代

谢物。

图 8直观展示了在血清和肝脏中, 与空白组相比,

模型组显著上调或下调的差异代谢物, 其中乳酸、3-羟

基丁酸、亮氨酸、赖氨酸和谷氨酸是血清和肝脏中共同

的差异代谢物, 而亮氨酸、赖氨酸和谷氨酸在血清和肝

脏中具有相反的调节方向。此外, 血清中氨基酸类差

异代谢物基本呈现上调趋势, 而肝脏中氨基酸类差异

代谢物基本呈现下调趋势。给予低、高剂量黄芩叶醇

Figure 2 The effect of SLE on open field test of aging rats. n =

10,
-
x ± s; A: Crossing, B: Rearing; #P<0.05 vs Control; *P<0.05 vs

Model

Figure 3 The effect of SLE on serum biochemical indexes of

aging rats. n = 7,
-
x ± s; A: Malondialdehyde (MDA); B: Advanced

glycation end products (AGEs); #P<0.05, ###P<0.001 vs Control;
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Model

Figure 4 Typical 1H NMR spectra of rat serum (A) and liver (B) obtained from control group (the No. 1-52 of metabolites were in agree‐

ment with those in Table 1)
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提物对上述差异代谢物具有不同程度的回调作用, 黄

芩叶醇提物能回调所有的血清差异代谢物, 而仅对肝

脏中显著上调的 5 个差异代谢物具有明显的下调作

用, 其中 α-葡萄糖、β-葡萄糖、蔗糖、乳酸均与糖代谢

有关。

4 代谢通路分析

将模型组和黄芩叶醇提物显著影响的差异代谢物

分别导入MetaboAnalyst 4.0进行通路分析 (图 9), 其中

pathway impact > 0.1的途径被认为是潜在的关键代谢

通路。

Table 1 Assignments of 1H NMR spectra peaks obtained from serum and liver of rats. S: Serum; L: Liver

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Metabolite
Lipids
pantothenate
Isoleucine
Leucine
Valine
Isobutyric acid
3-Hydroxybutyric acid
Lactate
Threonine
Lysine
Alanine
Acetic acid
N-Acetyl glycoproteins
Glutamate
Glutamine
O-Acetyl glycoproteins
Oxidized glutathione
Acetone
Acetoacetate
Pyruvate
Succinate
Citric acid
Methionine
Malic acid
Dimethylamine
Trimethylamine
Creatinine
Choline
Phosphorylcholine
Acetylcholine
β-Glucose
α-Glucose
Trimethylamine oxide
Betaine
Glycine
Glycerol
Guanidinoacetate
Ascorbate
Mannose
Unsaturated lipid
Sucrose
Glycogen
Uracil
Adenosine
Fumaric acid
Tyrosine
Histidine
Phenylalanine
Niacinamide
Xanthine
Hypoxanthine
Formate

δ 1H (multiplicity)
0.87 (m), 1.29 (m), 1.58 (m), 2.77 (m)
0.90 (s), 0.94 (s)
0.94 (t, 7.4 Hz), 1.01 (d, 7.0 Hz)
0.96 (t, 6.3 Hz), 1.72 (m)
0.99 (d, 7.0 Hz), 1.04 (d, 7.0 Hz)
1.07 (d, 7.5 Hz)
1.21 (d, 6.2 Hz)
1.33 (d, 6.9 Hz), 4.12 (q, 6.9 Hz)
1.33 (d, 6.9 Hz), 4.24 (m)
1.46 (m), 1.72 (m), 1.90 (m)
1.49 (d, 7.3 Hz)
1.92 (s)
2.05 (s)
2.06 (m), 2.14 (m), 2.36 (m)
2.14 (m), 2.45 (m)
2.14 (s)
2.15 (m), 2.54 (m), 2.97 (dd, 14.3 Hz, 9.6 Hz), 3.31(dd, 14.2 Hz, 4.3 Hz)
2.23 (s)
2.28 (s), 3.44 (s)
2.37 (s)
2.41 (s)
2.53 (d, 16.1 Hz), 2.70 (d, 16.1 Hz)
2.64 (t, 7.7 Hz)
2.68 (dd, 15.3 Hz, 3.0 Hz), 4.31 (dd, 10.1 Hz, 3.1 Hz)
2.72 (s)
2.88 (s)
3.03 (s), 4.05 (s)
3.20 (s), 4.06 (m)
3.21 (s)
3.23 (s)
3.25 (dd, 9.4 Hz, 8.1 Hz), 3.40 (m), 3.46 (m), 3.73 (m), 3.84 (m), 3.91 (dd, 12.3 Hz, 2.2 Hz), 4.65 (d, 7.9 Hz)
3.40 (m), 3.46 (m), 3.54 (dd, 9.8 Hz, 3.8 Hz), 3.73 (m), 3.84 (m), 5.24 (d, 3.8 Hz)
3.25 (s)
3.27 (s), 3.90 (s)
3.56 (s)
3.59 (m), 3.66 (m)
3.80 (s)
4.52 (d, 1.9 Hz)
5.19 (d, 1.6 Hz)
5.32 (m)
5.41 (d, 4.0 Hz)
5.41 (m)
5.81 (d, 7.7 Hz), 7.55 (d, 7.7 Hz)
6.07 (d, 7.1 Hz), 8.24 (s), 8.35 (s)
6.53 (s)
6.89 (d, 8.5 Hz), 7.20 (d, 8.5 Hz)
7.04 (s), 7.84 (s)
7.34 (d, 6.9 Hz), 7.38 (m), 7.43 (m)
7.60 (dd, 8.2 Hz, 5.2 Hz), 8.26 (d, 8.0 Hz), 8.72 (d, 4.9 Hz), 8.95 (s)
7.88 (s)
8.20 (s), 8.22 (s)
8.46 (s)

Sample
S
L

S, L
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L

S
S, L
S, L

S
L
S
S
S
L
S
S
L
L
L

S, L
S, L
S, L

S
S, L
S, L
S, L
S, L
S, L

S
S, L

L
L
S
L
L
L
L
L

S, L
S, L
S, L

L
L
L
L
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图 9A表明, 模型组大鼠血清中D-谷氨酰胺和D-

谷氨酸代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢等 11个

代谢通路受到干扰, 涉及氨基酸代谢、能量代谢、脂质

代谢、糖代谢、遗传翻译等过程, 而黄芩叶醇提物能改

善上述所有代谢通路紊乱 (图 9B)。图 9C 表明, 模型

组大鼠肝脏中共有 9条关键代谢通路受到干扰, 除缬

氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、D-谷氨酰胺和

D-谷氨酸代谢等与血清中相同的 7条通路外, 还涉及

糖酵解或糖异生、淀粉和蔗糖代谢通路, 而黄芩叶醇提

物在肝脏中主要通过改善这两个通路的代谢紊乱发挥

保护作用 (图9D)。

讨论

衰老是涉及多系统、多组织的复杂退化过程, 因此

本实验采用大鼠血清和肝脏样本进行非靶向代谢组学

整合分析, 以综合反映生物体内与衰老相关的多种代

谢变化, 有助于全面理解黄芩叶醇提物的作用机制[19]。

通过代谢轮廓和代谢通路分析, 从衰老大鼠血清和肝

脏中各筛选出 12个差异代谢物, 血清和肝脏中分别有

11 个、9 个代谢通路受到干扰; 在给予黄芩叶醇提物

后, 所有血清差异代谢物和部分肝脏差异代谢物恢复

到对照组水平, 表明黄芩叶醇提物可通过调节血清中

所有受影响的代谢通路, 以及肝脏糖代谢通路发挥抗

衰老作用。

在上述代谢通路中 , D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代

谢, 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢, 氮代谢是衰老大

鼠血清和肝脏中均出现异常且 Pathway impact值较大

的 3条代谢通路, 谷氨酸和谷氨酰胺在其中都发挥着

重要作用。谷氨酸是一种非必需氨基酸, 也是重要的

中枢兴奋性神经递质, 能引起神经元兴奋性的长期变

化, 与早期神经元形成、突触发育、学习认知功能相关,

谷氨酸还是抑制性神经递质 γ-氨基丁酸的前体[20], 但

其不易透过血脑屏障, 在脑内主要通过转氨基作用生

成。谷氨酰胺可透过血脑屏障, 是氨的储存和运输形

式, 并在肝脏中进行分解代谢, 在基因表达、细胞因子

Figure 5 Multivariate statistical analysis of the effect of SLE on

serum and liver metabolism. A, C, E: Serum; B, D, F: Liver; A, B:

Principal component analysis (PCA); C, D: Orthogonal partial

least squares discriminant analysis (OPLS-DA); E, F: S-plot

Figure 6 The effect of SLE on the relative contents of serum differential metabolites. A: Leucine; B: Isobutyric acid; C: 3-Hydroxybutyric

acid; D: Lactic acid; E: Threonine; F: Lysine; G: Glutamic acid; H: Glutamine; I: Acetone; J: Glycine; K: Glycerol; L: Guanidinoacetate;
#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs Control; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Model
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和激素生成、细胞增殖过程中发挥重要作用[21]。

文献研究表明在正常生理状态下, 体循环氨浓度

保持在较低水平, 并通过谷氨酸-谷氨酰胺循环保护神

经元免受氨损伤[22]。当肝脏代谢功能受损、尿素循环

出现异常时, 氨浓度增加, 肝脏谷氨酰胺代谢异常, 而

肝外组织中谷氨酰胺合成被激活, 最终可能导致血液、

大脑等谷氨酰胺浓度增加, 过量的谷氨酰胺可介导氧

化应激、线粒体膜通透性转变, 导致星形胶质细胞肿

胀[23]; 同时, 脑中谷氨酰胺含量增加可通过影响谷氨

酸-谷氨酰胺循环以及血脑屏障对于其他氨基酸如支

链氨基酸的摄取 , 从而影响脑内谷氨酸合成及其含

量[24], 过量的谷氨酸具有兴奋性神经毒性, 可能会增加

自由基生成, 诱导神经元损伤或凋亡, 介导脑损伤及多

种神经退行性疾病, 也可能通过谷氨酸-丙氨酸转氨作

用导致糖异生和葡萄糖耐受不良[24,25]。

此外, α-酮戊二酸作为谷氨酸和谷氨酰胺合成的

主要碳骨架来源, 大脑中谷氨酸和谷氨酰胺含量增加

可能导致其含量降低, 从而影响三羧酸循环过程和能

量生成[24]。同时, 支链氨基酸作为谷氨酸和谷氨酰胺

的重要氨基供体, 肝外组织中谷氨酸和谷氨酰胺合成

增加会激活其分解代谢, 而支链氨基酸主要经肝脏进

入血循环后在肝外组织进行分解代谢[26], 因此最终导

致支链氨基酸在肝脏中含量降低。支链氨基酸是必需

氨基酸, 可通过磷脂酰肌醇-3激酶/蛋白激酶B/雷帕霉

素靶蛋白 (PI3K/AKT/mTOR) 等信号通路调节葡萄

糖、脂质和蛋白质合成[27], 在能量代谢和营养代谢中发

挥关键作用, 其代谢异常与神经系统功能障碍、心血管

疾病、免疫疾病、糖尿病、癌症等显著相关[28]。

差异代谢物和代谢通路分析证明, 模型组大鼠肝

脏中谷氨酸含量显著降低, 血清中谷氨酸和谷氨酰胺

Figure 7 The effect of SLE on the relative contents of hepatic differential metabolites. A: Isoleucine; B: Leucine; C: Valine; D: 3-Hydroxy‐

butyric acid; E: Lactic acid; F: Lysine; G: Glutamic acid; H: Creatinine; I: β-Glucose; J: α-Glucose; K: Trimethylamine oxide; L: Sucrose;
#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs Control; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Model

Figure 8 Differential metabolites in serum and liver. red font: Up-regulated in serum with SLE; green font: Down-regulated with SLE
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含量显著增加, 血清和肝脏中相关代谢通路均发生明

显异常; 同时, 模型组大鼠肝脏和血清中缬氨酸、亮氨

酸、异亮氨酸生物合成通路也出现异常, 肝脏中支链氨

基酸 (亮氨酸、异亮氨酸和缬氨酸) 含量显著降低, 均

与文献报道相一致, 但血清中支链氨基酸 (除亮氨酸)

水平仍相对正常。这可能与血清能够较为全面地反映

生物体内所有组织、器官的整体代谢变化有关。通路

分析表明血清和肝脏中氨酰-tRNA 生物合成发生异

常, 该通路是蛋白质合成的起始阶段, 且血清中多种氨

基酸代谢通路也出现异常, 提示衰老大鼠体内蛋白质

分解与合成等生理过程可能受到干扰, 从而影响血清

氨基酸含量, 血清中部分氨基酸含量异常增加可以佐

证这一推论, 因此最终可能导致血清中支链氨基酸水

平相对正常。本实验表明黄芩叶醇提物可以抑制血清

谷氨酸、谷氨酰胺等差异代谢物含量异常, 调节氨基酸

代谢、能量代谢、脂质代谢、遗传翻译等通路, 改善衰老

大鼠血清代谢, 但是对衰老大鼠肝脏上述代谢通路并

无显著改善作用。

分析表明, 在肝脏中衰老大鼠及黄芩叶醇提物的

作用机制主要与糖代谢有关。葡萄糖是维持细胞活动

的最基本的能量来源, 可通过糖酵解途径转化为丙酮

酸并释放ATP, 并进一步通过无氧呼吸产生乳酸, 也可

通过丙酮酸脱羧、三羧酸循环、氧化磷酸化供能, 还可

通过糖酵解中间体 6-磷酸葡萄糖转化为糖原、淀粉等

贮存葡萄糖。糖异生是与糖酵解相反的过程, 可将乳

酸、丙酮酸、氨基酸及甘油等前体物质转化为葡萄糖。

差异代谢物和代谢通路分析表明, 肝脏中 α-葡萄

糖、β-葡萄糖和蔗糖的含量显著增加, 糖代谢通路如糖

酵解或糖异生、淀粉和蔗糖代谢出现明显异常, 同时血

清和肝脏中乳酸含量显著增加。表明机体葡萄糖利用

能力下降, 衰老机体很可能通过增加糖酵解以维持供

能, 同时增加肝脏糖异生。此外, 肝脏中半乳糖代谢也

出现异常 (pathway impact = 0.097), 这与本实验通过

连续注射大量 D-半乳糖诱导大鼠衰老模型有关。正

常浓度下D-半乳糖在肝脏中经Leloir途径最终转化为

6-磷酸葡萄糖[29], 参与糖酵解过程; 而在高剂量下D-半

乳糖通过氧化反应生成醛糖和过氧化氢, 并生成氧自

由基, 导致细胞氧化损伤, 也易与蛋白质或脂质发生糖

基化反应, 诱导多种衰老相关疾病[9]。在给予黄芩叶

醇提物后, 通过调节肝脏糖酵解或糖异生、淀粉和蔗糖

代谢, 抑制葡萄糖、蔗糖、乳酸的含量升高, 从而改善衰

老大鼠肝脏糖代谢异常。

综上所述, 本实验结果表明黄芩叶醇提物具有抗

衰老作用, 能够改善 D-半乳糖致衰老大鼠外在表征、

自主活动能力以及脂质过氧化、糖基化等衰老损伤, 可

以通过调节血清氨基酸代谢、能量代谢、脂质代谢、糖

代谢、遗传翻译等过程以及肝脏糖代谢紊乱, 改善衰老

大鼠血清和肝脏代谢异常, 发挥抗衰老作用。
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