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龟龄集对D-半乳糖致衰老大鼠血清代谢组学的影响
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摘要: 基于 LC-MS代谢组学的方法, 研究龟龄集 (Guilingji, GLJ) 对D-半乳糖致衰老大鼠的自主活动的影响

并探究其作用机制。采用皮下注射D-半乳糖 (300 mg·kg-1) 致大鼠衰老的模型, 分析不同浓度龟龄集 (37.5、75和

150 mg·kg-1) 对衰老大鼠旷场实验的影响。造模后 8周对收集的血清进行LC-MS检测, 分析探讨龟龄集的延缓衰老

作用机制, 动物实验获得山西大学伦理委员会的批准 (SXULL2014032)。旷场实验表明龟龄集能显著改善衰老大

鼠的自主活动能力。代谢组学分析共找到 23个潜在生物标志物, 主要涉及3条代谢通路, 分别为原发性胆汁酸生物

合成、鞘脂代谢和缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成。龟龄集可以显著调节模型大鼠血清中的 4种代谢物, 主

要回调胆汁酸合成和鞘脂代谢两条通路。龟龄集可延缓大鼠的衰老行为, 该实验为龟龄集延缓衰老的潜在机制的

研究提供了借鉴。
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Abstract: This work investigates the effects of Guilingji (GLJ) on D-galactose-induced aging and changes in

serum metabolites by UHPLC-Q exactive orbitrap-MS in rats. The rat model of aging by subcutaneous injection of

D-galactose (300 mg·kg-1) was used to analyze the effect of different concentrations of GLJ (37.5, 75, 150 mg·kg-1)

on an open field test in aging rats. Rat serum was collected after 8 weeks and subjected to LC-MS to analyze the

anti-aging effect of GLJ. Animal experimentation was approved according to the Committee on the Ethics of

Animal Experiments of Shanxi University (SXULL2014032). GLJ significantly improved the autonomous activity

of rats. Compared with the control group, 23 metabolites in the treated group changed significantly, involving three

main pathways. The group that was given GLJ had altered regulation of 4 serum metabolites in two pathways. Our

results indicate that GLJ can delay aging behavior in rats; the mechanism of this anti-ageing effect remains to be

determined.
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衰老是人机体各组织、器官功能随年龄增长而发

生退行性变化的过程[1]。伴随衰老会逐步出现精力不

济、抵抗力减弱、行动力迟缓等表现[2,3]。研究衰老的

生理病理变化及抗衰老药物的作用机制可以帮助人们

减少或减缓衰老引起的疾病, 提高生活质量。目前研

究者从多方面阐释衰老, 主要包括自由基学说、遗传学

说、端粒学说、代谢学说等[4], 其中代谢学说越来越得

到人们的关注。液质联用 (LC-MS) 代谢组学技术因

其能快速识别生物系统的小分子代谢物而被广泛应用

于代谢疾病的研究[5,6]。

龟龄集始于明代嘉靖年间, 是一种补肾填精、壮阳

培本的传统中药制剂, 素有“养生国宝”的美誉[7]。龟

龄集全方有28味药组成,《中国药典》(2015版) 公开了

其中的 20 味药材 , 包括红参、鹿茸、海马、枸杞子、丁

香、穿山甲、雀脑、牛膝、锁阳、熟地黄、补骨脂、菟丝子、

杜仲、石燕、肉苁蓉、甘草、天冬、淫羊藿、大青盐、砂仁,

涵盖植物药、动物药和矿物药。龟龄集具有强身补

脑, 固肾补气, 增进食欲的功效。用于肾亏阳弱, 记忆

减退, 夜梦精溢, 腰酸腿软, 气虚咳嗽, 五更溏泻, 食欲

不振。龟龄集 20多味药材中, 有皂苷类、黄酮类、甾体

类、挥发油等多种物质成分发挥治疗疾病的作用。其

中人参皂苷类Re可以保护中枢神经系统, 改善衰老引

起的学习记忆功能障碍; 甘草中的甘草酸及黄酮类化

合物能保护神经元、改善神经功能, 促进脑功能恢复。

淫羊藿苷及黄酮类可减轻衰老大鼠睾丸生殖细胞

DNA损伤,保护睾丸组织延缓生殖功能衰退; 肉苁蓉

可通过调节激素水平改善性功能作用。现代药理研究

表明龟龄集能明显改善衰老导致的记忆功能障碍和生

殖功能障碍[8,9]等 , 但是其作用机制尚需进一步研究

探讨。

课题组前期采用自然衰老大鼠模型证明了龟龄集

具有延缓衰老的作用, 为了更全面的探究龟龄集延缓

衰老的机制, 采用不同模型相互应证, 本研究选用D-

半乳糖致衰老大鼠模型, 并采用旷场实验考察龟龄集

的延缓衰老作用, LC-MS代谢组学技术结合多元统计

方法分析模型大鼠血清中代谢产物的变化律, 探寻龟

龄集延缓衰老的潜在生物标志物, 为龟龄集的作用机

制研究提供新的思路。

材料与方法

仪器与试剂 Dionex UltiMate 3000 超高效液相

相色谱及四级杆-静电场轨道阱高分辨质谱联用仪、

Xcalibur 工作站 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司);

MX-S可调式混匀仪 (美国 Scilogex公司); Neofuge13R

高速冷冻离心机 (力康公司); 大鼠旷场测试箱 (100 cm×

100 cm×80 cm), 黑色, 25格, 实验室自制; BSA124S 电

子天平 (赛多利斯科学仪器有限公司)。

龟龄集 (每粒 0.3 g, 批号: 103170714, 山西广誉远

国药有限公司 , 临用前溶于 0.5% CMC-Na中); CMC-

Na (批号: 20170915, 国药集团化学试剂有限公司); D-

半乳糖 (批号: WXBC6583V, Sigma公司); 乙腈 (LC-MS

级)、甲酸 (HPLC级) 均购自Thermo Fisher Scientific公

司; 纯化水 (屈臣氏集团有限公司)。

动物 成年雄性 SD 大鼠 40 只 , SPF 级 , 体质量

(220 ± 20) g, 购自中国食品药品检定研究院 , 动物生

产许可证号 SCXK (京) 2014-0013, 质量合格证号 :

11400500031232。动物饲养温度 (23 ± 2) ℃ , 相对湿

度 (50 ± 10) %, 自然昼夜节律光照 , 适应 1 周后进行

实验。动物实验获得山西大学伦理委员会批准

(SXULL2014032)。

动物分组、造模及给药 40只大鼠按体质量随机

分为 5组, 每组 8只, 分别为空白对照组, 模型组, 龟龄

集高 (GLJ-H, 150 mg·kg-1)、中 (GLJ-M, 75 mg·kg-1)、

低 (GLJ-L, 37.5 mg·kg-1) 剂量组。除空白对照组外其

余各组大鼠每日皮下注射 300 mg·kg-1的D-半乳糖溶

液, 连续 8周。造模的同时, 从第 5周开始各给药组灌

胃给予相应剂量的龟龄集, 5 mL·kg-1, 连续 4周, 对照

组和模型组同时给予等体积的0.5% CMC-Na。

旷场实验 旷场实验是评价大鼠在新异环境中的

自主行为与探究行为的一种常用检测方法[10]。通过分

析大鼠空间自主活动及探索能力, 可以反映大鼠的衰

老情况。大鼠在给予D-半乳糖 8周后进行旷场实验,

将大鼠轻放入旷场箱的中央格中让其自由活动, 先适

应 1 min, 接着观察大鼠在 4 min内的活动情况, 记录大

鼠逃离中央格时间, 穿越方格总数和直立次数。同时

考虑到旷场实验的 3个评价指标之间并非完全独立,

而是有内在联系的, 存在时间的唯一性和排它性, 即同

一动物个体在同一时间内只能具有其中的一种行为,

采用秩和比法进行综合得到旷场指数。将大鼠的穿越

格数和直立次数从小到大排序并进行编号, 将逃离中

央格时间从大到小排序并进行编号, 各大鼠的编号加

和得到相应的旷场指数。指数越大表示对应大鼠状态

越年轻, 指数越小表示相应大鼠越衰老。

样本收集与制备 样本的收集: 实验过程结束后,

用 10%的水合氯醛按 4 mL·kg-1的剂量对大鼠腹腔注

射进行麻醉。经腹主动脉采血 , 静置 30 min 后 , 于

4 ℃、3 500 r·min-1 离心 15 min, 吸取上层血清 , 分装

后, 储存于-80 ℃冰箱备用。

样本的处理: 将收集的血清样本置于冰水混合物

中解冻, 精密吸取血清 100 μL于 1.5 mL EP管中, 加入
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0.1% 甲酸乙腈 200 μL 后涡旋振荡 30 s, 在 4 ℃下以

13 000 r·min-1高速离心 15 min, 取上清液于液相小瓶

中, 供分析。

质控 (QC) 样本的制备: 分别取上述各大鼠血清样

本 10 μL进行混合, 按照以上备样方法制备, 作为质控

样本。在样本进样分析过程中, 每进8针样品进2针QC

样品, 用 PCA对 QC样本数据进行聚类分析并对 8针

QC样品分别提取 10个离子, 分别计算 10个离子的保

留时间 (tR) 和质荷比 (m/z) 的 RSD值, 以监测 LC-MS

系统稳定性。

LC-MS分析条件

LC-MS 分析的液相条件 使用 Dionex UltiMate

3000 UHPLC-Q Exactive Orbitrap MS 进行数据采集 ,

采用的色谱柱为Waters ACQUITY UPLC HSS T3色谱

柱, 流动相为 A (水, 含 0.1%甲酸)-B (乙腈, 含 0.1%甲

酸), 流动相梯度为 0～2 min, 2% B; 2～3 min, 2%～

35% B; 3～15 min, 35%～70% B; 15～20 min, 70% B;

20～27 min, 70%～98% B; 27～31 min, 98% B; 31～

32 min, 98%～2% B; 32～35 min, 2% B。体积流量为

0.2 mL·min-1, 进样量为5 μL, 柱温为40 ℃。

LC-MS分析的质谱条件 采用HESI电喷雾离子

化方式, 喷雾电压大小为正极 3.5 kV, 负极 2.5 kV。毛

细管温度为 320 ℃, 加热器温度为 300 ℃, 鞘气体积流

量为 35 arb, 辅助气体积流量为 10 arb。扫描模式为

Full Scan/dd-MS2, 采集范围为m/z 100～1 500, 正负离

子切换采集模式。分辨率设定为MS Full Scan 35000

FWHM 以及 MS/MS 17500 FWHM, 碰撞能量为 12.5、

25和37.5 eV。

LC-MS数据处理 将采集所得的LC-MS/MS数据

原始文件导入Compound Discoverer 2.0软件 (Thermo

Fisher公司, 美国), 以获取匹配和对齐的峰值数据, 设

置的参数如下: 质量范围 100～1 500, 质量偏差 5×10−6;

保留时间偏差 0.05 min; 信噪比阈值 1.5。将峰面积归

一化后的数据导入 SIMCA-P 14.1 (Umetrics 公司 , 瑞

典) 进行分析。

数据统计 旷场数据采用统计学软件 SPSS 16.0

进行统计分析, 结果以
-
x ± s表示, 通过 t检验比较组间

差异。液质数据结果运用 SIMCA-P 14.1 (Umetrics公

司, 瑞典) 进行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)。同时结合S-plot图

中的VIP>1和独立样本 t检验的P<0.05筛选贡献最大

的差异性变量并对差异性变量进行鉴定指认, 将得到

的差异代谢物数据运用 Metabo Analyst 4.0 数据库进

行代谢通路富集分析。旷场指数和差异代谢物的峰面

积通过Metabo Analyst 4.0绘制相关性热图, 采用统计

学软件SPSS 16.0进行皮尔森相关系数的计算。

结果

1 龟龄集改善衰老大鼠的旷场测试

与空白对照组相比, 模型组大鼠脱毛现象严重, 毛

无光泽, 大鼠背部皮肤松弛, 出现倦怠、精神萎靡的状

态, 反应力和行动力迟缓, 敏捷性降低。结果显示, 与

空白对照组比较, 模型组大鼠穿越格数和直立次数均

显著减少 (P<0.01), 逃离中央格时间明显增加, 提示大

鼠的运动能力和探索能力下降, 表现出了衰老特征, 造

模成功; 给予龟龄集后, 与模型组比较, 龟龄集高剂量

组和低剂量组可以显著增加大鼠穿越格数和直立次

数, 缩短逃离中央格时间; 龟龄集中剂量组可以显著增

加大鼠的穿越格数 (表 1)。旷场指数结果表明龟龄集

能明显改善 D-半乳糖致衰老大鼠的自发运动行为

(图1)。

2 D-半乳糖致大鼠衰老模型的血清代谢组学

通过QC样本监测LC-MS系统稳定性, 结果显示,

QC样品聚集在一起, 10个提取离子 tR的RSD为 (0.1%～

1.64%), m/z的 RSD为 (3.24×10-7～1.73×10-3)。结果表

明本次实验建立的 LC-MS分析方法的重复性和稳定

性符合大批量血清样本代谢组学的分析要求。

采用UHPLC-Q Exactive Orbitrap MS方法对空白

对照组、模型组、不同剂量给药组大鼠血清样品进行检

Table 1 Effects of Guilingji on open field of D-galactose induced

aging rats (n = 8,
-
x ± s). The results of the open field test of control

(C), model (M), high dose Guilingji (GLJ-H), medium dose Guilingji

(GLJ-M), low dose Guilingji (GLJ-L). **P<0.01 vs control group;
#P<0.05, ##P<0.01 vs model group

Group

Control

Model

GLJ-H

GLJ-M

GLJ-L

The time of escape

from central grid

0.635 ± 0.075

0.906 ± 0.174**

0.736 ± 0.132#

0.785 ± 0.156

0.773 ± 0.082#

The numbers of

crossing

22.750 ± 9.908

4.625 ± 4.479**

15.125 ± 6.081#

17.625 ± 10.211##

17.875 ± 9.553##

The numbers of

rearing

4.375 ± 2.825

0.625 ± 0.518**

3.000 ± 1.069##

1.625 ± 1.187

2.250 ± 1.281#

Figure 1 Open field index results of rats in each group. n = 8,
-
x ± s. **P<0.01 vs control group; ##P<0.01 vs model group
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测, 得到各组大鼠的血清代谢数据。运用 PLS-DA对

各组大鼠血清数据进行代谢轮廓分析 (图 2A), 表明衰

老使大鼠体内血清代谢轮廓发生了改变。通过对模型

组和空白组大鼠血清数据进行OPLS-DA分析, 可见两

组明显分离 (图 2B) 并得到相应的 S-plot图 (图 2C) 以

便寻找空白组与模型组的组间内源性差异代谢物。进

一步对模型数据进行 200次随机排列实验以进行模型

验证, 结果表明, R2与Q2参数接近, 模型的斜率稍大且

与纵轴的截距为负值, 表明模型未产生过分拟合, 模型

可靠 (图 2D)。通过OPLS-DA分析对各给药组分别和

模型组的血清样本数据进行代谢轮廓分析 (图3), 表明

与模型组相比, 给予龟龄集后使大鼠体内血清代谢轮

廓发生了改变。

通过对模型和空白组代谢物数据进行OPLS-DA

分析, 参考HMDB数据库并结合二级碎片离子进行鉴

定指认, 找到与衰老相关的 23个差异变量 (表 2)。使

用回调率 (regulatory ratio) 来表示龟龄集对衰老大鼠

的回调效果, 回调率 = (给药组的平均峰面积-模型组

的平均峰面积) / (空白组的平均峰面积-模型组的平均

峰面积)×100%。龟龄集高剂量组可以回调其中的 16

个物质, 回调率超过 40%的有 7个物质; 龟龄集中剂量

组可以回调 16个物质, 回调率超过 40%的有 8个物质;

龟龄集低剂量组对 16个物质有回调, 回调率超过 40%

的有 9个物质; 给药组与模型进行OPLS-DA分析并筛

选与药效相关的显著回调的有神经鞘氨醇、胆酸、棕

榈酰鞘磷脂和大麻隆 4个物质。表明龟龄集对衰老大

鼠的血清代谢轮廓具有一定的调控作用。采用Metabo

Analyst 数据库对差异代谢物进行代谢通路分析 (图

4), 结果显示衰老主要涉及了原发性胆汁酸生物合成

(primary bile acid biosynthesis)、鞘脂代谢 (sphingolipid

metabolism) 和缬氨酸, 亮氨酸和异亮氨酸的生物合成

(valine, leucine and isoleucine biosynthesis)。其中龟龄

集主要回调其中的胆汁酸合成和鞘脂代谢两条通路。

3 旷场指数与差异代谢物的相关性分析

对旷场指数和差异代谢物进行皮尔森相关性分

Figure 2 PLS-DA scatter plot of serum from all rats (A) and

OPLS-DA scatters plot (B), corresponding S-plot (C), correspond‐

ing validation plot of serum of rats in control and model groups

(D)

Figure 3 OPLS-DA scatters plot (A), corresponding validation plot (B) and corresponding S-plot (C) of serum of rat serum from model

and GLJ-H; OPLS-DA scatters plot (D), corresponding validation plot (E) and corresponding S-plot (F) of serum of rat serum from model

and GLJ-M; OPLS-DA scatters plot (G), corresponding validation plot (H) and corresponding S-plot (I) of serum of rat serum from model

and GLJ-L
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析 (图 5), 比较相关系数 r得到相关性最大的前两个物

质是神经鞘氨醇 (r = -0.511 9; P = 0.000 7) 和胆酸

(r = 0.501 7; P = 0.000 9)。这两种物质是龟龄集可显

著回调的物质, 进一步验证了龟龄集可以通过影响鞘

氨醇和胆酸来延缓衰老。

讨论

随着年龄的增长, 机体功能逐渐发生退行性改变。

本次实验通过连续给大鼠注射大剂量的D-半乳糖致

衰老模型来研究龟龄集延缓衰老的药理作用机制, 该

模型机制是使机体的细胞内半乳糖浓度增高, 在醛糖

还原酶的催化下, 还原成半乳糖醇, 这种物质不能全部

被细胞进一步代谢, 而堆积在细胞内, 影响了正常渗透

压, 细胞发生膨胀, 引起机体多器官、多系统的功能障

碍, 最终导致了衰老的发生[11]。该模型的特点是造衰

老模型时间短、操作简单、重复性好, 表现出与自然衰

老动物相似的衰老体征, 已成为国内较公认的衰老动

物模型[12]。因此, 本次实验采用了D-半乳糖致衰老模

型、旷场实验及代谢组学技术来探究龟龄集延缓衰老

的机制。

旷场实验是用于评价实验动物自主活动及探索能

力的经典方法。穿越格数可以用于反映大鼠自主活动

能力, 直立次数可以反映大鼠的空间探索能力及好奇

心的强弱, 逃离中央格时间反映大鼠对新环境的恐惧

程度[13-15]。除此还构建了旷场指数来对大鼠自主活动

行为进行综合评价[16]。通过分析大鼠空间自发运动,

来反映大鼠的衰老情况。代谢组学是对某一生物或细

胞内所有低分子量代谢产物同时进行定性和定量分析

的一门学科[17]。和基因组学和蛋白质组学相比, 代谢

组学可以告诉我们确实发生了什么。代谢组学的整体

性优势可以对内源性代谢物进行整体评价, 全面反映

机体代谢物的变化。本次代谢结果显示衰老主要涉及

Figure 4 MetPA analysis of metabolic pathway

Table 2 Differential metabolites in serum of aging rats induced by D-galactose. ↑-up-regulated metabolite ↓-down-regulated metabolite;
*P<0.05

NO.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Name

Erucamide

(-)-Cholesteryl acetate

17(S)-Hydroxy arachidonic acid

Isoleucine

11,12-Epoxy-(5Z,8Z,11Z)-icosatrienoic

acid

(-)-Nabilone

Cholic acid

2-Hydroxyphenylalanine

D-Erythro-sphingosine 1-phosphate

1-Stearoyl-sn-glycero-3-phosphoetha‐

nolamine

Taurochenodeoxycholic acid

Taurocholic acid

D-(-)-Fructose

N,N-Dimethylsphingosine

Palmitoylcarnitine

3,4-Dihydroxyphenylpropionic acid

Dichloroacetic acid

D-(+)-Malic acid

Oleamide

Palmitoyl sphingomyelin

3-Hydroxy-2-(icosanoyloxy) propyl

2-(Trimethylammonio) ethyl phosphate

D-Sphingosine

Linoleyl carnitine

tR/min

31.306

33.802

18.263

3.249

18.261

11.703

11.704

1.731

14.017

16.946

8.626

8.797

1.366

29.077

16.335

1.735

34.945

1.71

26.841

34.305

25.847

13.885

15.552

m/z

338.342 1

429.372 7

319.227 9

132.102 1

321.242 4

373.274 5

407.280 4

182.081 3

380.256 3

482.361 7

498.289 6

516.298 9

181.070 6

328.321 0

400.342 2

183.065 1

128.950 4

135.028 7

282.279 5

703.574 8

552.403 4

300.289 7

424.342 4

ion

M+H

M+H

M-H

M+H

M+H

M+H

M-H

M+H

M+H

M+H

M-H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M+H

M vs C

↑*

↑*

↑*

↓*

↑*

↓*

↓*

↓*

↑*

↓*

↑*

↑*

↓*

↑*

↑*

↓*

↑*

↓*

↓*

↑*

↓*

↑*

↑*

GLJ-H

vs M

↓
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↑
↓
↑
↓
↑
↑
↓

↓*

Ratio of

GLJ-H/%

89.7

39.1

25.8

40.7

13.7

15.2

18.0

53.9

40.5

43.9

28.1

19.1

7.8

15.1

68.4

41.9

GLJ-M

vs M

↓
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↑
↓
↑
↓
↑
↑
↑
↓

↓*

Ratio of

GLJ-M/%

44.4

9.2

58.0

13.2

27.7

27.7

53.9

48.7

9.2

2.0

58.1

51.0

73.6

29.2

29.9

41.3

GLJ-L

vs M

↓

↑
↓
↑*

↑*

↑
↓

↓
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↓*

↓

Ratio of

GLJ-L/%

47.9

29.9

3.1

98.8

102.0

73.4

8.2

73.9

5.7

17.1

65.8

64.4

68.8

24.4

98.5

13.4
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的途径有鞘脂代谢、原发性胆汁酸生物合成和缬氨酸、

亮氨酸和异亮氨酸的生物合成。

鞘脂包括鞘磷脂、脑苷脂以及神经节苷脂。鞘磷

脂及其代谢产物如神经酰胺、鞘氨醇、1-磷酸鞘氨醇是

一类重要的具有生物活性的信号分子, 它们参与调节

细胞的生长、分化、衰老和死亡等许多重要信号转导过

程[18]。鞘脂代谢开始于内质网, 由丝氨酸和棕榈酸缩

合产生 3-酮-二氢鞘氨醇, 进一步生成神经鞘氨醇, 并

继续通过连续的酶促反应导致神经酰胺的合成。神经

酰胺减少的累积是致病的, 有研究发现降低的神经酰

胺水平与自噬和细胞内 α-突触核蛋白积累受损有关,

而自噬受损和细胞内α-突触核蛋白积累会导致衰老的

发生[19,20]。鞘氨醇可以抑制细胞存活、促进细胞凋亡。

而经鞘氨醇激酶催化鞘氨醇磷酸化生成的 1-磷酸鞘氨

醇则可以促进细胞的存活和增殖。给予D-半乳糖后,

鞘氨醇含量显著增加, 促进细胞凋亡造成了衰老模型。

给予龟龄集后通过调节鞘氨醇含量调控鞘脂代谢通路

来延缓衰老。龟龄集可能通过增加自噬减少核蛋白积

累延缓衰老。

胆汁酸是肝细胞内胆固醇的转化产物, 由肝细胞

分泌并经胆道系统排入肠内。胆汁酸作为一种信号分

子通过激活肝、肠道和外周组织中的胆汁酸受体影响

体内葡萄糖和脂质的代谢平衡, 对于调节肥胖、非酒精

性脂肪肝等代谢性疾病具有非常重要的意义[21,22]。过

氧化物酶体有助于胆汁酸、胆固醇和缩醛磷脂生物合

成。目前研究表明过氧化物酶体功能随着衰老而下

Figure 5 Correlation analysis between open field index and differential metabolites in rats
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降, 过氧化物酶体功能障碍与多种年龄相关疾病 (包

括神经退行性疾病) 的早期发病有关, 过氧化物酶功

能障碍可能会阻碍胆汁酸的合成。胆汁酸的合成有两

条途径, 分别是经典合成途径和替代途径。有研究者

提出机体-胆汁酸-肠道微生物-代谢性疾病间形成的

网络是胆汁酸对代谢性疾病调控的重大突破[23]。因

此, 龟龄集通过调节胆酸含量调控胆汁酸代谢紊乱。

提示龟龄集可能对体内的葡萄糖和脂质的代谢以及肠

道菌群代谢的平衡有调控作用。

支链氨基酸包括亮氨酸、异亮氨酸、和缬氨酸, 是

人体内重要的必需氨基酸。支链氨基酸 (BCAAs) 对

运动来说是最重要和最有效的营养补充剂[24]。支链氨

基酸 (缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸) 组成几乎 1/3的肌肉

蛋白[25]。由 D-半乳糖致衰老大鼠血清中异亮氨酸的

含量显著降低, 体内氨基酸含量降低, 这可能会使机体

肌肉生成来源不足, 机体出现旷场穿越格数减少, 直立

次数减少。给予龟龄集后, 体内氨基酸含量增加, 大鼠

自主活动能力增强。提示龟龄集可以调节氨基酸代谢

延缓衰老。

本次实验通过分析旷场实验, 采用LC-MS技术对

龟龄集延缓衰老的机制进行了研究, 结果显示龟龄集

能显著改善衰老大鼠的自主活动能力, 并通过代谢组

学分析共找到 23个潜在生物标志物, 主要涉及 3条代

谢通路, 分别为原发性胆汁酸生物合成、鞘脂代谢和

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成。本次实验只

采用了代谢组学技术, 下一步关于衰老的机制深入研

究将考虑通过多技术, 多组学综合分析进行解释, 也考

虑引用同位素示踪法定位体内物质来追踪代谢过

程[26-29]。借助稳定同位素示踪技术,对生物体内所有代

谢物的定量分析, 进一步寻找代谢物与疾病的对应关

系, 深入解释疾病的发生及药物的作用路径。
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