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黄芪-山药药对治疗2型糖尿病的尿液代谢组学研究
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摘要: 为了探讨黄芪-山药药对治疗 2型糖尿病 (T2DM) 的作用机制, 本研究首次应用氢核磁共振 (1H NMR) 尿

液代谢组学方法研究了黄芪-山药药对对T2DM大鼠的代谢保护机制。将 37只SD大鼠随机分为 4个组: 模型组M,

对照组C, 黄芪山药组HS, 阳性对照组Y (二甲双胍)。利用高脂饲料喂养合并链脲佐菌素 (STZ) 诱导制备T2DM模

型。造模后连续给药 8周, 随后取其血检测相关生化指标; 取其肾脏检测肾脏系数。动物实验获得广东药科大学伦

理委员会的批准。通过 1H NMR代谢组学方法检测各组大鼠尿液中代谢物的变化, 筛选出标志性代谢物。实验结

果显示, 与对照组比较, 模型组大鼠总胆固醇 (TC)、甘油三酯 (TG)、低密度脂蛋白 (L-DLC)、尿素氮 (BUN)、糖化血

红蛋白 (HbA1c) 及肾脏系数明显升高, 高密度脂蛋白 (H-DLC) 水平显著降低 (P<0.01), 在黄芪-山药药对治疗后上

述指标均有明显改善。模型组大鼠尿液中共发现 20个标志性代谢物, 黄芪山药治疗后可不同程度的逆转 16个代谢

物的变化, 其效果与 200 mg·kg-1二甲双胍相当。主要涉及丁酸代谢、三羧酸循环 (TCA循环)、牛磺酸和亚牛磺酸代

谢、酮体的合成与降解、丙酮酸代谢。提示黄芪-山药药对可能主要通过以上 5条代谢通路对T2DM起到治疗作用,

揭示了黄芪-山药药对对T2DM的治疗机制。
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Abstract: 1H NMR-based metabonomic analysis was used to elucidate the hypoglycemic mechanism of

Astragalus Radix and Dioscoreae Rhizomacomes. Thirty-seven SD rats were divided into four groups: model

group (M group), control group (C group), Astragalus Radix and Dioscoreae Rhizomacomes group (HS group),

metformin group (Y group). A T2DM model was induced with a high fat diet and streptozotocin (STZ). Drug

was continuously administered for 8 weeks, after which blood and the kidneys were collected to determine the

biochemical index and the kidney coefficients of each group. Using 1H NMR metabolomics technology, we measured

the metabolites in the urine of rats in each group to identify appropriate biomarkers. The results showed that total

cholesterol (TC), triglyceride (TG), low density lipoprotein cholesterol (L-DLC), blood urea nitrogen (BUN),
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hemoglobin A1c (HbA1c) and the kidney coefficients were significantly increased with high density lipoprotein

(H-DLC) significantly decreased in the diabetic group, but these changes were largely reversed with treatment with

Astragalus Radix and Dioscoreae Rhizomacomes. A total of 20 biomarkers were found in rat urine in the diabetic

group and Astragalus Radix and Dioscoreae could reverse the changes of 16 of these metabolites to varying

degrees, similar to that of metformin (200 mg·kg-1). The changes in metabolomics mainly involved butanoate

metabolism, the tricarboxylic acid (TCA) cycle, taurine and hypotaurine metabolism, synthesis and degradation of

ketone bodies, and pyruvate metabolism. Dioscoreae Rhizomacomes and Astragalus Radix may have a therapeutic

role in the treatment of diabetes through the above five metabolic pathways, revealing the possible therapeutic

mechanisms for Dioscoreae Rhizomacomes and Astragalus Radix.
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2型糖尿病 (T2DM) 是常见的代谢性综合征, 它是

由于胰岛 β细胞不能产生足够的胰岛素或机体不能有

效利用胰岛素而引起的[1]。现如今T2DM的发病率逐

年上升, 据统计很多国家 2.5%～15%的医疗开支是由

T2DM引起的[1]。目前口服降糖西药有很多, 但会产生

低血糖、肠胃不适等诸多不良反应。因此, 从疗效稳

定、不良反应小的中药或天然产物中寻找治疗疾病的

方法将越来越受关注。

中药黄芪 [Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge.]

与山药 (Dioscorea opposita Thunb.) 是中医药学中“甘

温补气”和“健脾养阴”的要药 , 是中医临床上治疗

T2DM疗效突出且使用频次较高的补益药。著名中医

药学家施今墨将黄芪山药组成药对治疗糖尿病[2], 他

认为黄芪甘温, 补气升阳, 善补脾阳, 山药甘平, 补脾养

肺, 养阴生津, 善补脾阴, 两药伍用, 一阳一阴, 阴阳相

合 , 相互促进 , 相互转化 , 共收健脾胃 , 消除尿糖之

功[3]。大量文献研究也发现黄芪山药作为药对配伍使

用, 高频率的出现在临床治疗T2DM的中药复方或中

成药中 , 其临床疗效已被广大中医学者认可。耿淼

等[4]对黄芪山药配伍治疗 MLD-STZ 诱导 T2DM 进行

了实验研究, 证实黄芪山药配伍能有效防治糖尿病。

同时本课题组前期实验也发现黄芪-山药药对能有效

降低 T2DM 大鼠的血糖及血脂 , 与文献研究结果相

同[5]。目前, 有关中药的作用机制研究主要还是以化

学药物的方法为基础, 忽视了中药的整体疗效, 故建立

一种适合中药的研究方法很有必要。

代谢组学通过检测生物样品中的小分子代谢物来

反映机体在疾病或药物干预下代谢网络的变化[6], 可

从整体角度对生物体进行综合分析, 这种分析方法符

合中医的“整体观念”。本研究使用 1H NMR代谢组学

方法, 研究了高脂饲料联合 STZ诱导的T2DM大鼠经

黄芪-山药药对治疗后尿液代谢物的变化, 为揭示黄

芪-山药药对对T2DM的治疗机制奠定基础。

材料与方法

实验动物、试剂及仪器 SPF 级雄性 SD 大鼠 37

只 (320 g ± 20 g), 购自广东省医学实验动物中心, 许可

证号: SCXK (粤) 2018-0002, 饲养于广东药科大学动

物实验中心 (温度 25 ℃ ± 2 ℃, 湿度 50% ± 5%), 12 h

交替照明, 自由饮食饮水。实验方案经广东药科大学

伦理委员会批准, 批号为SPF2017087。

黄芪 (批号: 20171203)、山药 (批号: 18Z0401) 购

自采芝林药业有限公司, 由广东药科大学中药学院马鸿

雁副教授分别鉴定为豆科植物蒙古黄芪 [Astragalus

membranaceus (Fisch.) Bge. var. monglholicus (Bge.)

Hsiao] 的干燥根、薯蓣科植物薯蓣 [Dioscorea opposita

Thunb.] 的干燥根茎。二甲双胍片 (批号: ABB3937) 购

自 Merck 公司。链脲佐菌素 (STZ) (批号: 181015) 购

自 Sigma公司; 罗氏血糖仪 (罗氏公司); 高脂饲料 (猪

油 18%, 蔗糖 20%, 蛋黄 3%, 基础饲料 59%, 委托广东

省医学实验动物中心加工, 许可证号SCXK (粤) 2018-

0002); 重水 (D2O) 和 5 mm 核磁管 (青岛腾龙微波科

技有限公司); 500 MHz Bruker AVANCE III NMR 仪

(Bruker公司)。

黄芪山药水煎液的制备 取黄芪和山药各 45 g,

置于 1 L圆底烧瓶中, 用 600 mL蒸馏水浸泡 0.5 h后加

热回流 2 h, 过滤, 滤残用如上方法煎煮、过滤, 随后将

滤液混合并置于旋转蒸发仪中浓缩至3.0 g·mL-1。

糖尿病大鼠模型制备、分组及给药 将所有大鼠

随机分为两组: 对照组 (C 组=7 只), T2DM 组=30 只。

C组正常饲料喂养, T2DM组高脂饲料喂养 4周。4周

后, 所有大鼠禁食不禁水 12 h, T2DM组腹腔注射新鲜

配制的 STZ柠檬酸钠混悬液 (35 mg·kg-1), 同时C组大

鼠注射相同体积的柠檬酸盐缓冲液。在STZ注射后的

第 3、6天, 测量T2DM大鼠空腹 8 h血糖 (FBG), FBG≥
16.7则被视为T2DM大鼠[7]。T2DM组中共有 25只大

鼠 FBG达标, 成功率为 83.33%。将 FBG达标的 25只

大鼠随机分为 3 组: 模型组 (M 组=8 只), 黄芪山药组
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(HS组=8只) 和二甲双胍组 (Y组=9只)。

HS组大鼠灌胃黄芪-山药药对提取液 (6.3 g·kg-1);

Y 组大鼠灌胃二甲双胍 (200 mg·kg-1); C 组和 M 组给

予相同体积的蒸馏水, 实验持续8周。

生化指标检测 给药 8周后, 于末次给药 2 h后腹

主动脉取血, 收集大鼠全血及血清 (4 ℃、3 000 r·min-1

离心 15 min, 取上清液), 按照相关试剂盒步骤, 使用全

自动生化分析仪测定TC、TG、H-DLC、L-DLC及BUN

水平, 使用高效液相色谱检测HbA1c含量。

大鼠肾脏系数 大鼠处死后, 快速取出其肾脏置

于 PBS溶液中, 除去周围组织并称重, 计算肾脏系数=

(大鼠双侧肾脏总重量/大鼠体重)×100%。

尿液样本的采集和 1H NMR 检测 给药 8 周后 ,

将大鼠置于代谢笼中禁食不禁水, 收集大鼠 24 h尿液,

4 ℃、12 000 r·min-1, 离心 10 min, 将上清液置于 2 mL

的EP管中并在-80 ℃保存直至进一步分析。

在 1H NMR分析之前, 室温解冻尿液样本, 离心去

除沉淀后, 取尿液 300 μL、150 μL磷酸盐缓冲液 (PBS,

0.2 mol·L-1, pH 7.0)及D2O 80μL于核磁管中。用500-MHz

AVANCE III核磁共振波谱仪记录尿液样品的 1H NMR

谱。采集过程中使用预饱和的NOESYPR1D脉冲序列

压制水峰, 参数设置: 温度为298 K, 光谱宽度为10 kHz,

采样点为64 000, 叠加128次[8]。

数据处理与分析 FID 信号经过傅里叶变换为

NMR 图谱 , 然后导入 MestReNova9.0.1 软件[8]。随后

对所有谱图进行手动相位矫正、基线矫正和谱峰对齐,

以 TSP (δ=0.00) 为对照峰对所有谱图进行定标, 此时

谱图中大部分物质对齐效果较好, 但还是有小部分物

质无法对齐, 此时, 对这些没有对齐的物质重新定标,

然后再把新的数据更新调整, 以保证谱峰对齐效果。

在 δ 0.5～9.5 ppm 区域按 δ 0.002 ppm 等间隔分段积

分, 为消除水峰的影响, 将 4.67～5.22 ppm区间的积分

值设置为 0[9]。所有数据归一化处理后导入 SIMCA-P

13.0软件中进行主成分分析 (PCA) 及偏最小二乘判别

分析 (PLS-DA), 使用 200次置换检验对 PLS-DA 模型

进行外部验证 , 判断其有效性 (R2 和 Q2 值低于原始

值)。PLS-DA 分析中, VIP>1 的值被认为是潜在差异

代谢物。本研究中对VIP>1的代谢物采用组间独立样

品 t 检验 , P<0.05 的代谢物被选为两组间的差异代

谢物[10]。

代谢通路分析 筛选出的差异代谢物输入到

MetaboAnalyst 数据库中进行通路分析和富集分析。

Impact 值是根据路径拓扑分析计算出的路径影响

值[11], P<0.01 且 impact值>0.1 被认为是与 T2DM 发生

最相关的通路。

相关性分析 为了进一步探讨差异代谢物与生化

指标之间的潜在关系 , 使用 SPSS 22.0 对实验所得的

16种差异代谢物和 7个生化指标进行了 Pearson相关

性分析。*P<0.05表明数据差异具有统计学意义, **P<

0.01代表数据具有极显著差异。

结果

1 生化指标及肾脏系数分析

由表 1可见, 血红蛋白与葡萄糖结合产生HbA1c,

与 C 组比较, M 组大鼠 HbA1c值明显增加, 说明其血

中葡萄糖含量较高, M组中FBG的含量 (P<0.01) 也证

明这一点。而HS组中HbA1c、FBG水平明显降低 (P<

0.01), 说明黄芪-山药药对具有较好的降糖作用。与C

组比较 , M 组大鼠 TC、TG、L-DLC 含量明显升高 (P<

0.01), H-DLC含量明显下降 (P<0.01)。在经黄芪-山药

药对治疗后, 上述指标均显著回调 (P<0.05, P<0.01)。

这些脂质相关指标含量异常说明模型大鼠脂代谢紊

乱, 黄芪-山药药对治疗后可以显著降低T2DM大鼠的

血脂水平。BUN是反映肾功能的重要标志, M组大鼠

BUN 含量显著增加, 提示模型大鼠肾功能出现损伤,

其显著增加的肾脏系数值 (P<0.05) 也说明了这一点,

黄芪山药治疗可以一定程度地改善模型大鼠肾脏功

能, 保护T2DM大鼠肾脏的代偿性增生。

2 1H NMR代谢组学

2.1 尿液样品谱图分析 图 1 为 4 组大鼠尿液的
1H NMR谱。通过查阅大量文献以及HMDB数据库比

对, 共鉴定出 37种内源性代谢物。由于个体差异, 难

以用肉眼直接观察到各组大鼠尿液代谢物的变化, 故

本文使用模式识别法选出与T2DM及黄芪山药治疗有

关的标志性代谢物。

2.2 多元统计分析 图 2B2～D2是PLS-DA的 200次

Table 1 The biochemical parameters and kidney index of C (Control), M (Model), HS (Huangqi Shanyao) and Y (Metformin).
-
x ± s. *P<

0.05, **P<0.01 vs C; #P<0.05, ##P<0.01 vs M

Group

C
M
HS
Y

n

7
8
8
9

FBG

/mmol·L-1

5.69 ± 0.64
20.9 ± 0.8**

17.86 ± 1.14##

17.61 ± 1.23##

HbA1c/%

7.67 ± 0.57
17.74 ± 2.40**

8.92 ± 3.62##

9.68 ± 6.38#

TC

/nmol·L-1

1.26 ± 0.11
1.73 ± 0.18**

1.33 ± 0.16##

1.40 ± 0.21##

TG

/nmol·L-1

0.44 ± 0.19
1.35 ± 1.29**

0.48 ± 0.12##

0.22 ± 0.06##

L-DLC

/nmol·L-1

0.45 ± 0.07
0.60 ± 0.21**

0.46 ± 0.06##

0.65 ± 0.28##

H-DLC

/nmol·L-1

0.68 ± 0.32
0.25 ± 0.15**

0.63 ± 0.17##

0.48 ± 0.13#

BUN

/mmol·L-1

5.77 ± 0.94
12.31 ± 1.96**

10.29 ± 1.62#

10.49 ± 1.74

Kidney

0.50 ± 0.04
0.87 ± 0.09*

0.79 ± 0.08#

0.83 ± 0.07
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置换检验结果 (R2、Q2均低于原始值且 Q2回归线在 Y

轴上的截距<0), 说明本研究建立的模型没有过拟合,

模型有效。图 2A1为 4组大鼠尿液的 PCA得分图, 发

现M组及C组 (蓝色和黄色) 大鼠主要分布于 t1轴平

面的左右两侧, HS组及Y组则位于二组之间, 但分离

趋势不明显。PLS-DA能按照预先定义的分类最大化

组间的差异, 获得比 PCA更好的分离效果, 图 2A2是

4组大鼠尿液的PLS-DA得分图, 图中可以更清晰的看

出 4组的分离趋势, 说明 T2DM 大鼠在经过二甲双胍

及黄芪-山药药对治疗后, 体内代谢物紊乱得以改善。

Figure 1 1H NMR spectra of urine obtained from rats of the C, M, HS and Y group. 1: Isoleucine; 2: Leucine; 3: 3-Hydroxybutyrate;

4: Lactate; 5: Threonine; 6: Alanine; 7: Acetate; 8: Acetoacetate; 9: P-cresol; 10: Pyruvate; 11: Succinate; 12: Glutamine; 13: Citrate; 14:

Dimethylamine ; 15: Trimethylamine; 16: Creatinine; 17: Malonate; 18: Choline; 19: Taurine; 20: α-Glucose; 21: β-Glucose; 22: Glycine;

23: Inositol; 24: Allantoin; 25: Urea; 26: Inosine; 27: Fumarate; 28: Tyrosine; 29: Histidine; 30: Xanthurenate; 31: Phenylalanine; 32: Hippu‐

ratre; 33: Benozate; 34: Hypoxanthine; 35: Formate; 36: N-Acetyl-β-D-glucosaminidase; 37: Glutamate

Figure 2 Multivariate analyses of urine 1H NMR spectra. A1: PCA scores plot (R2X=90.3%); A2: PLS-DA scores plot (R2X=75.1%, R2Y=

64.4%, Q2=51.6%); B1: PLS-DA score plot for C/M group (R2X=76.6%, R2Y=99.5%, Q2=99%); C1: PLS-DA score plot for M/HS group

(R2X=87.6%, R2Y=99.4%, Q2=75.6%); D1: PLS-DA score plot for M/Y group (R2X=78.4%, R2Y=99.1%, Q2=96.9%). B2-D2: Permutation

test plots (200 permutations) for urine extracts
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2.3 差异代谢物筛选与鉴定 为了进一步说明黄芪-

山药药对对 T2DM 大鼠的影响 , 本研究使用 PLS-DA

分析各组大鼠的尿液样本。VIP>1的值被认为是潜在

差异代谢物。本研究中对VIP>1的代谢物采用组间独

立样品 t检验, P<0.05的代谢物被选为两组间的差异

代谢物。模型组中共筛选出 20个差异代谢物 (表 2),

黄芪-山药药对治疗后可在一定程度上逆转M组中 16

个代谢物的变化 (含量变化见图3), 结果均具统计学意

义, 提示黄芪-山药药对T2DM有一定的治疗作用。

3 代谢通路分析

使用 MetaboAnalyst 数据库对上述 16 个差异代

谢物进行路径分析。图 4中, 气泡的大小及颜色与每

Figure 3 Schematic diagram of the metabolic pathways. *P<0.05, **P<0.01 vs C. #P<0.05, ##P<0.01 vs M

Table 2 Statistical analysis results of the main metabolites in urine

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Metabolite
3-Hydroxybutyrate
Lactate
Threonine
Acetate
Acetoacetate
p-Cresol
Pyruvate
Succinate
Glutamine
Citrate
Dimethylamine
Trimethylamine
Creatinine
Taurine
Glucose
Allantoin
Tyrosine
Xanthurenate
Hippurate
Phenylbenzoate

Chemical shift
1.19 (d, J = 6.5 Hz)
1.33 (d, J = 7 Hz), 4.14 (q)
1.32 (d, J = 6.5 Hz), 3.58 (d, J = 7.5 Hz), 4.11-4.20 (m)
1.92 (s)
2.26 (s)
2.2 (s), 6.82 (d, J = 8.5 Hz), 7.14 (d, J = 8.5 Hz)
2.37 (s)
2.41 (s)
2.13-2.16 (m), 2.41-2.46 (m), 3.75-3.79 (m)
2.52 (d, J = 15.5 Hz), 2.68 (d, J = 16 Hz)
2.73 (s)
2.93 (s)
3.04 (s), 3.93 (s)
3.27 (t, J = 9 Hz), 3.43 (t, J = 6.5 Hz)
3.53 (dd, J = Hz), 3.72 (dd, J = 4, 3.5 Hz), 3.76 (dd, J = 5.5, 7.5 Hz), 3.83-3.92 (m), 5.23 (d, J = 4.5 Hz)
5.41 (s)
6.81-6.89 (m), 7.12-7.18 (m)
7.2 (d, J = 6 Hz),7.64 (d, J = 8 Hz)
3.97 (d, J = 4.5 Hz), 7.56 (t, J = 7.5 Hz), 7.65 (t, J = 8.5 Hz), 7.84 (d, J = 12 Hz)
7.46-7.52 (m), 7.54-7.59 (m), 7.85-7.90 (m)
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条通路的影响值及P值大小有关[11]。P<0.05且 impact

值>0.1 的代谢通路被认为与黄芪-山药药对治疗

T2DM最相关的通路, 结果共发现 5条重要相关通路。

提示这些通路可能成为黄芪-山药药对治疗T2DM的

靶向通路。

4 生物标志物和代谢通路的相关性分析

通过查阅KEGG数据库及大量文献, 本研究建立

了生物标志物和代谢通路之间的代谢网络图。从图 3

中可以清楚地看出T2DM大鼠体内代谢物已经发生了

紊乱。然而黄芪-山药药对治疗后, 相应的代谢物水平

已经恢复到正常, 表明黄芪-山药药对在一定程度上可

以改善T2DM大鼠体内的代谢紊乱。

5 模型大鼠尿液差异代谢物与生化指标的相关性

将上述 16个黄芪山药发挥治疗 T2DM 作用的差

异代谢物与生化指标进行Pearson相关性分析, 结果见

图5。由图可知FBG与3-羟基丁酸呈负相关 (r= -0.82,

P<0.05); TC与乙酸呈正相关 (r= 0.9, P<0.01); TG与乳

酸呈正相关 (r= 0.84, P<0.05)、与葡萄糖 (r= -0.86, P<

0.05), 酪氨酸 (r= -0.94, P<0.01), 苏氨酸 (r= -0.87, P<

0.05) 呈负相关; L-DLC 与黄尿酸呈负相关 (r= -0.86,

P<0.05); BUN与马尿酸呈正相关 (r= 0.95, P<0.05)。

讨论

在过去的 10年中, 代谢组学已经取得了显著的进

展, 为许多代谢性疾病 (如T2DM、肥胖症和癌症) 的发

病机制研究提供了帮助。在上百年的实践中, 中医药

治疗 T2DM 的疗效已得到肯定。本课题前期研究证

实[12]黄芪-山药药对能有效降低T2DM大鼠的血糖, 增

强T2DM大鼠的抗氧化作用, 但其降糖机制需要进一

步探究。因此, 本研究采用代谢组学的方法, 寻找黄

芪-山药药对治疗T2DM的生物标志物, 为探索其治疗

T2DM的作用机制奠定基础。

T2DM 的发生与生物体内糖代谢紊乱密切相关,

近年来, 有研究发现线粒体功能障碍是T2DM发生的

新机制[13,14]。线粒体功能受损, 氧化磷酸化不彻底, 导

致TCA循环相关的代谢产物丙酮酸、柠檬酸和琥珀酸

含量减少。此时糖酵解的无氧氧化会增强, 使得尿液、

血液和脑脊液中乳酸异常积累。此外, 乳酸含量异常

还与糖异生有关, 糖异生主要发生在肝肾中, 根据本实

验肾脏系数及BUN检测结果提示模型大鼠肾脏可能

出现一定程度的损伤, 肾脏中的乳酸代谢转化出现障

碍, 乳酸含量增加。本研究结果显示模型组大鼠体内

丙酮酸、柠檬酸及琥珀酸含量明显下降, 乳酸含量明显

上升。黄芪山药治疗后可逆转上述代谢物的改变, 同

时也可以显著性降低BUN值及肾脏系数。提示黄芪-

山药药对可调节大鼠糖代谢紊乱且对线粒体功能及肾

脏功能具有一定的调节作用。乙酸是糖酵解中间产物

之一。本研究结果发现模型组大鼠尿中乙酸含量明显

减少 ,此结果与 Duggan 等[15] 报道结果一致 , 但与

Serkova等[16]研究结果相反。希望可以通过进一步完

Figure 5 Pearson correlation analysis of 16 biomarkers and 7 biochemical markers (*P<0.05, **P<0.01)

Figure 4 Pathway topology analysis
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善研究, 检测乙酸在T2DM大鼠体内含量的准确变化,

解决目前对于乙酸这些相互矛盾的实验结果。

酮体 (3-羟基丁酸和乙酰乙酸) 是肝脏中脂肪酸代

谢的中间产物[17], T2DM会致使生物体内血糖过高, 脂

肪动员增加, 大量脂肪酸转化为酮体, 导致体内酮体含

量增加。本实验结果显示 M 组大鼠尿液中 3-羟基丁

酸及乙酰乙酸含量显著增加, 而这两个代谢物在黄芪

山药组中有明显的下降趋势, 提示黄芪-山药药对可能

通过调节酮体的合成与降解途径治疗T2DM。本研究

还发现丁酸代谢途径中包含了 4个标志代谢物 (琥珀

酸、丙酮酸、3-羟基丁酸、乙酰乙酸)。由于丁酸代谢途

径位于脂质、碳水化合物和氨基酸代谢途径之间, 故该

途径中这几个差异代谢物的含量变化可能受到其他几

条代谢通路失调的影响。

T2DM会导致机体对葡萄糖的利用不足, 使蛋白

质分解能力增强, 生糖氨基酸通过糖异生途径生成葡

萄糖为机体提供能量[18]。这与本实验研究结果一致,

模型大鼠尿液中生糖氨基酸 (酪氨酸、苏氨酸) 含量显

著下降, 黄芪山药干预后其含量显著回调, 提示黄芪-

山药药对可通过调节糖尿病大鼠氨基酸代谢而起到治

疗糖尿病的作用。在牛磺酸和亚牛磺酸代谢途径中,

磺基乙酰在一系列酶的作用下转化成乙酰辅酶A和乙

酸乙酯[19]。现代研究还发现牛磺酸可通过糖异生起到

降糖作用。本研究中模型大鼠尿液中牛磺酸含量明显

升高, 可能是因为牛磺酸排泄增加导致其含量在体内

相对不足。黄芪山药治疗后牛磺酸排泄量明显减少,

提示黄芪-山药药对可能通过牛磺酸和亚牛磺酸代谢

途径对 T2DM 的发生发展起一定的控制作用。据报

道, 马尿酸是大鼠肾毒性的早期生物标记物[20]。在本研

究中, 模型组大鼠尿液中马尿酸含量降低, 这与HgCl2

所致大鼠肾毒性的结果一致[20], 说明模型大鼠的肾功

能出现了一定程度的损伤。此外, 经黄芪山药治疗后,

马尿酸含量的回调表明黄芪-山药药对对糖尿病大鼠

肾功能有一定的保护作用。

在嘌呤代谢中, 黄嘌呤氧化酶 (XO) 可将黄嘌呤

转化为尿酸[21], 同时产生活性氧簇 (ROS), 尿酸被ROS

进一步氧化成尿囊素, 因此尿囊素也被认为是人类氧

化应激的候选生物标志物。在本实验中, 模型大鼠尿

囊素含量升高, 而黄芪山药组尿囊素含量显著回调, 说

明黄芪-山药药对可以通过抑制黄嘌呤氧化酶通路以

减轻 T2DM 大鼠体内氧化应激反应。二甲胺 (DMA)

含量的变化可以反映肾脏损伤情况。本研究中模型组

大鼠尿液中 DMA 的含量显著性降低, 说明大鼠肾脏

可能出现一定程度的损伤, 黄芪山药治疗后, DMA含

量回调, 提示其对肾脏具有一定的保护作用。三甲胺

(TMA) 是通过肠道微生物对胆碱的作用而产生的, 其

含量升高可说明机体肠道功能发生紊乱。本实验结果

显示模型组大鼠 TMA 含量升高 , 黄芪山药可降低

TMA的含量, 说明黄芪-山药药对可调节大鼠肠道微

生物功能紊乱, 降低血糖。色氨酸经过犬尿酸代谢通

路生成黄尿酸, 据报道糖尿病患者尿液中黄尿酸的排

泄量增加[22], 黄尿酸可与胰岛素结合从而降低胰岛素

的生物学效应, 导致患者出现高血糖状态。本实验研

究结果证实了上述观点, 黄芪山药干预后黄尿酸含量

显著降低, 提示黄芪-山药药对可通过抑制犬尿酸代谢

通路以减少黄尿酸生成, 从而对糖尿病大鼠起到治疗

作用。

葡萄糖、乙酸、乳酸是糖酵解或糖异生通路中的代

谢物, 3-羟基丁酸是酮体代谢过程的代谢物, 酪氨酸、

苏氨酸、马尿酸是氨基酸代谢相关的代谢物, 这些代谢

物的相对含量与血糖血脂等生化指标存在一定的相关

性, 说明通过代谢组学所筛选出的差异代谢物具有一

定的生物学意义。FBG是糖尿病最常用的检测指标,

糖尿病会导致糖代谢发生障碍, 使得脂肪酸氧化作用

增强, 酮体 (3-羟基丁酸) 产生增多, 这与作者的代谢组

学结果一致; 相关性分析中, FBG 与 3-羟基丁酸具有

强烈相关性也证实了这一点。酪氨酸和苏氨酸可以通

过糖异生途径生成葡萄糖, 随后参与体内的糖脂代谢,

其与TG的显著相关性也说明了本实验代谢组学的结

果可靠。临床上常将BUN作为判断肾小球滤过功能

的标志, 本研究发现其与马尿酸有显著的相关性; 马尿

酸是肾毒性的生物标记物, 二者之间的相关性说明了

大鼠肾脏可能出现一定程度的损伤。TC、TG及 LDL

是临床上常用的脂代谢指标, 其含量异常说明 T2DM

大鼠脂代谢存在一定程度的紊乱, 而脂代谢与糖代谢

关联紧密, 常并行发生, 代谢组学检测结果显示糖代谢

中间产物 (葡萄糖、乙酸、乳酸) 的含量异常 , 也说明

T2DM大鼠体内糖代谢紊乱, 这些脂质相关生化指标

与糖代谢中间产物的相关性说明利用代谢组学寻找代

谢标志物从而探讨药物疗效方法的可行及可靠性。

本研究通过 1H NMR 代谢组学的方法 , 对 T2DM

大鼠的尿液进行检测分析, 结果显示模型大鼠体内 20

种代谢物含量出现异常, 黄芪山药干预后可回调 16种

代谢物的紊乱, 说明黄芪-山药药对对T2DM具有较好

的治疗作用, 这可能与其可以调节能量代谢 (三羧酸

循环通路和丙酮酸代谢)、酮体的合成与降解、牛磺酸

和亚牛磺酸代谢以及丁酸代谢的紊乱有关。同时, 本

研究从药效学和代谢组学相结合的层面阐明黄芪-山

药药对经体内直接作用指标的变化规律, 为深入探讨

药对干预T2DM模型的作用机制奠定基础。
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