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基于UHPLC-QTOF/MS的细胞代谢组学对丹参和知母防治阿尔茨

海默病的药效比较研究
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摘要: 采用细胞代谢组学策略比较丹参和知母提取液对AD细胞模型的保护作用并探讨其保护机制。通过冈

田酸诱导SH-SY5Y细胞建立Tau蛋白异常磷酸化的AD细胞模型, 通过细胞增殖-毒性实验评价丹参和知母提取液

对模型的保护作用, 运用代谢组学策略探寻与AD相关的潜在生物标志物, 比较研究丹参和知母对潜在生物标志物

的影响。结果丹参提取液对该AD细胞模型具有一定的保护作用 (P < 0.05), 而知母提取液则无明显保护作用 (P >

0.05); 基于UHPLC-QTOF/MS的细胞代谢组学筛选出 45个与AD细胞模型显著相关的差异代谢物, 主要涉及 12条

代谢通路。给予丹参提取液后30个差异代谢物出现回调, 而知母提取液干预后7个代谢物出现回调, 丹参回调代谢

物的范围更广且能覆盖所有知母回调的代谢产物。表明丹参和知母提取液对Tau蛋白异常磷酸化AD细胞模型均

具有一定的保护作用, 但是丹参干预后能显著提高细胞活力, 保护作用更佳, 作用机制可能与调节冈田酸诱导的AD

细胞模型紊乱的代谢通路有关。
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Abstract: The paper aims to compare the protective effect of Salvia miltiorrhiza and Anemarrhena asphode‐

loides on AD cell model and investigate its protective mechanism by cell metabolomics platform. AD cell model

was established by the abnormal phosphorylation of Tau protein in SH-SY5Y cells induced by okadaic acid. The

protective effect of the extract of Salvia miltiorrhiza and Anemarrhena asphodeloides on the model was evaluated

by cell proliferation-toxicity experiment. The metabolomics platform was used to study the efficacy of Salvia

miltiorrhiza and Anemarrhena asphodeloides comprehensively, explore the potential biomarkers related to AD and

the effect of drugs on the potential biomarkers. Salvia miltiorrhiza extract had a certain protective effect on the AD

model (P < 0.05), while the Anemarrhena asphodeloides extract had no significant protective effect (P > 0.05). 45
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significant differential metabolites and the related 12 metabolic pathways were identified using UHPLC-QTOF/MS

platform, which were related to the AD cell model. After administration of Salvia miltiorrhiza extract, 30 different

metabolites appeared callback, while after intervention of Anemarrhena asphodeloides extract, 7 metabolites

appeared callback. The results showed that the extracts of Salvia miltiorrhiza and Anemarrhena asphodeloides had

certain protective effects on the AD cell model with Tau protein abnormal phosphorylation, but Salvia miltiorrhiza

had more extensive targets and could significantly improve the cell viability. The mechanism may be related to the

regulation of the metabolic pathways of AD cell model induced by okadaic acid.

Key words: UHPLC-QTOF/MS; cell metabolomics; Alzheimer's disease; Salvia miltiorrhiza; Anemarrhena

asphodeloides; comparative efficacy

阿尔茨海默病 (Alzheimer's disease, AD) 是一种起

病隐匿的神经退行性疾病, 是痴呆症中最常见的一种

形式, 患者最主要临床特征是记忆衰退和认知功能丧

失[1]。AD的病理特征为神经原纤维缠结 (NFT) 和 β-

淀粉样蛋白 (Aβ) 沉积 , 还包括神经元丢失、DNA 损

伤、能量代谢受损、慢性氧化应激等[2]。基于AD复杂

的病理机制和疗效欠佳的单靶点药物, 中药因其多组

分、多靶点等特性 , 近年来已成为治疗 AD 的潜在药

物。丹参中丹参酮类化合物为心脑血管疾病治疗的主

要活性物质, 研究表明丹参酮 IIA和丹参酮 B能降低

Tau蛋白的表达, 减弱其磷酸化[3-5]; 知母中的知母皂苷

元是抗AD潜在活性成分[6,7]。然而, 中药丹参和知母

因成分的复杂性和AD复杂的发病机制, 难以科学地

探讨其治疗AD的机制。

代谢组学对复杂生物基质中的整体代谢特性的研

究, 与中医药的整体思维一致, 可用于AD诊断或预后

生物标志物的发现 , 探究 AD 病理机制及中药药效。

已有报道代谢组学在中药治疗AD的应用, 主要是动

物和人体样本[8]。动物模型可以部分模拟AD的病理

改变, 但其与人类的种属差异为临床转化埋下了诸多

隐患[9]。而细胞代谢组学则可借助于各种人源细胞模

型, 鉴识细胞内源性代谢物, 直接反映细胞生命活动的

生物标志物信息, 从而揭示有关细胞的代谢途径和过

程, 对于体外研究药物作用下代谢谱的变化及改变机

制具有重要意义[10,11]。与整体代谢研究相比, 细胞代

谢组学具有一些独特的优势, 如容易控制实验变化、高

度重现性、低成本、结果更易解释等。课题组前期通过

细胞代谢组学方法研究了丹参对Aβ损伤的AD细胞

模型的保护机制[12], 同时发现单一病理机制的 AD细

胞模型有利于结果阐释和探究中药的作用机制。

本 实 验 通 过 冈 田 酸 (okadaic acid, OA) 诱 导

SH-SY5Y 细胞 Tau 蛋白异常磷酸化建立 AD 细胞模

型, 运用细胞代谢组学策略, 寻找AD细胞模型与正常

细胞的差异代谢物 , 比较研究丹参和知母提取液对

AD细胞模型的保护作用机制, 以期为中药防治AD的

药效作用机制研究提供新的角度和参考。

材料与方法

实验仪器 CKX-41型高倍显微镜 (日本OLYMPUS

公司), ELX-800型全自动酶标仪 (美国Bio-TEK公司),

Mini-PROTEAN 电泳系统、Mini Trans-Blot 转印系统

(美国 Bio-Rad公司), DFY-200摇摆式粉碎机 (浙江大

德中药机械有限公司), HA-202M电子分析天平 (日本

A&D公司), 1290型超高液相色谱仪、6530型四极杆-

飞行时间质谱仪 (美国Agilent公司), Milli-Q超纯水系

统 (美国Millipore公司)。

药物及试剂 丹参饮片、知母饮片 (上海雷允上

有限公司), 多奈哌齐 (中国食品药物检定研究院), 十

二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl sulfate, SDS)、甘氨酸、

Tris-base (上海生工生物工程有限公司), 蛋白浓度测

定试剂盒 (上海碧云天生物科技有限公司), CCK8试

剂盒、SDS-PAGE 试剂盒 (大连美仑生物有限公司),

DMEM培养基、磷酸盐缓冲盐 (PBS) (美国Corning公

司), 胰蛋白酶、胎牛血清 (FBS) (美国 Gibco公司), 人

神经母细胞瘤细胞 (SH-SY5Y) (美国 ScienCell公司),

兔源Tau (phosphor Ser404)一抗、FITC标记的兔源 IgG

二抗 (英国 Abcam 公司), 二甲基亚砜 (DMSO)、冈田

酸 (OA)、L-丙氨酸等标准品 (美国 Sigma-Aldrich 公

司)。所有化学试剂除特殊说明外均为分析纯。

中药材提取

丹参提取 将干燥丹参药材粉碎成粉, 称取 100 g

加入 1 L乙醇 (90%) 回流 1.5 h, 减压过滤并通过旋蒸

得到醇提浓缩液。同时药渣加水煎煮两次, 每次 1 h,

合并滤液并减压浓缩, 得到水提浓缩液。合并醇提与

水提浓缩液后减压浓缩至适量[13]。

知母提取 将干燥知母药材粉碎成粉, 称取 100 g

加入 1 L乙醇 (90%) 回流 2 h并重复 2次, 合并提取液

后减压过滤并旋蒸得到醇提浓缩液。同时药渣加水煎

煮 1 h一次, 合并滤液并减压浓缩, 得到水提浓缩液。

合并醇提与水提浓缩液后减压浓缩至适量[13,14]。
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细胞培养 SH-SY5Y 细胞常规培养于添加有

10% FBS、100 U·mL-1青霉素-链霉素的DMEM培养基

中, 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育培养。

AD细胞模型的建立

OA 给药浓度考察 将生长至 85% 状态良好的

SH-SY5Y细胞消化制成单细胞悬液, 按照每孔100 μL,

每孔 5×103个的密度接种, 贴壁后, 弃去旧培养基加入

100 μL含不同浓度OA溶液 (0、5、10、20、40、80 nmol·L-1)

的培养基 , 阴性对照组 (不含 OA) 和空白组 (不含细

胞) 分别加入等体积的新鲜培养基, 培养 24 h后, 弃去

培养基, 于空白组孔、阴性对照组孔和OA给药组孔加

入 10% CCK8工作溶液, 继续孵育 3 h, 测量 450 nm处

吸光度值。

细胞形态分析 将对数生长期的 SH-SY5Y细胞

消化后以每孔 1×105个的密度接种到 6孔板培养 12 h,

对照组和模型组分别加入 2 mL的新鲜培养基和含有

40 nmol·L-1 OA的培养基, 培养24 h后于倒置显微镜下

观察。

免疫印迹实验 用预冷的 PBS洗涤细胞并裂解,

4 ℃、13 000 g离心 15 min, 上清采用BCA定量试剂盒

进行总蛋白定量。根据蛋白上样量 (60 μg) 和蛋白定

量浓度计算蛋白上样体积。蛋白样品用SDS-PAGE电

泳分离后, 转至NC膜。5%脱脂奶粉室温封闭后用一

抗 4 ℃孵育过夜, PBST洗脱后孵育二抗, 漂洗 NC膜

后进行信号检测。

药物对 SH-SY5Y细胞的毒性实验 细胞毒性实

验分组如下 : 阴性对照组、阳性药组 (10、3、1、0.3 和

0.1 μmol·L-1多奈哌齐溶液)、知母药物组 (200、100、50、

25 和 12.5 μg·mL-1知母溶液)、丹参药物组 (200、100、

50、25和 12.5 μg·mL-1丹参溶液)。将细胞消化后以每

孔 5×103个, 每孔 100 μL接种, 待贴壁后, 加入培养基

和不同浓度药物溶液, 培养24 h后弃去培养基, 各组分

别加入 10% CCK8试剂的培养基继续避光孵育 3 h, 于

450 nm处测量吸光度值。

药物对AD细胞模型的药效实验 选用40 nmol·L-1

OA损伤 SH-SY5Y细胞 24 h作为AD模型组。实验设

立空白组 (空白培养基)、阴性对照组 (空白培养基+细

胞)、模型组 (OA 40 nmol·L-1损伤细胞)、阳性药组和不

同浓度药物保护组 (药物+细胞+OA 40 nmol·L-1)。将

细胞消化后以每孔 5×103个, 每孔 100 μL接种, 待贴壁

后加入不同浓度药物进行预保护。4 h后加入10 μL浓

度为 440 nmol·L-1 OA溶液 (终浓度为 40 nmol·L-1), 对

照组、空白组加入 10 μL培养基, 孵育 24 h后弃去培养

基, 加入 100 μL含 10% CCK8试剂的培养基避光孵育

3 h, 于450 nm处测量吸光度值。

细胞代谢组学实验

分组及给药 取对数生长期的SH-SY5Y细胞, 离

心后将细胞重悬并等量接种于含 8 mL DMEM 的培

养皿中培养。实验设置 5 组 : 对照组、模型组、阳性

药组、丹参组、知母组 , 每组平行 10 个样品。待细胞

长至 80% 时弃去旧培养基 , 实验组分别加入 6 mL含

1 μmol·L-1多奈哌齐、100 μg·mL-1知母、50 μg·mL-1丹参

的细胞培养基预处理 4 h, 空白组、模型组加入 6 mL培

养基。然后根据分组加入 40 nmol·L-1 OA溶液及空白

培养基后继续培养24 h。

样品的收集与处理 取出培养皿 , PBS 润洗后

立即加入液氮淬灭, 待液氮挥干后, 加入 1.5 mL含有

1 μg·mL-1 L-2-氯苯丙氨酸内标溶液的CHCl3细胞提取

液 (-20 ℃), 收集提取液并反复冻融三次, 涡旋并离心

15 min, 取上清液用氮气吹干。进样前, 将样品复溶于

60 μL50%甲醇溶液中, 涡旋并离心 10 min后取上清进

样, 各取10 μL样品混匀以制备QC样品。

UHPLC-QTOF/MS分析 色谱柱: Waters XSelect

HSS T3 column 色谱柱和 Waters XBridge BEH Amide

column色谱柱; 柱温: 30 ℃; 流速: 0.4 mL·min-1; 进样

量 : 3 μL; 流动相 A: 含 0.1% 甲酸的水 , 流动相 B: 含

0.1%甲酸的乙腈。RPLC梯度洗脱条件: 0～2 min, B

相 2%; 2～17 min, B相 2%→98%; 17～19 min, B相比

例 98%。HILIC 梯度洗脱条件 : 0～2 min, B 相 95%;

2～4 min, B 相 95%→89%; 4～10 min, B 相 89%, 10～

12 min, B相 89%→66%; 12～15 min, B相 66%。质谱

条件: 干燥气温度: 350 ℃, 干燥气体流量: 11 L·min-1;

碎裂电压: 120 V; 毛细管电压: 4 000 V (ESI+)/3 500 V

(ESI-); 质谱扫描范围m/z 50～1 500。

数据处理及生物标志物筛选 将采集的质谱数

据通过 R 软件 XCMS 程序将质谱数据转化为二维数

据矩阵。保留矩阵列表中频数超过 80%的质核比数

据, 并对所有峰面积根据内标峰面积以及细胞量进行

归一化。采用偏最小二乘判别分析 (PLS-DA) 研究各

组细胞代谢轮廓, 用正交偏最小二乘判别分析 (OPLS-

DA) 研究正常组和模型组组间差异, 两组之间采用独

立样本 t检验 (P < 0.05) 结合VIP值 (VIP ≥ 2), 通过比

对数据库 (HMDB 数据库、METLIN 数据库) 筛选潜

在的差异代谢物。利用二级质谱进行结构确认, 对比

分析标准物质在相同条件下的保留特征、质谱信息

验证得到生物标志物。采用MetaboAnalyst进行通路

分析并结合 KEGG 数据库可视化受影响的途径。根

据拓扑分析计算出的 P 值和影响值选择最重要的

路径。

统计学分析 使用 SPSS21.0统计软件进行数据
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统计分析, 组间数据采用单因素方差分析 (ANOVA),

两组样本分析采用独立样本 t 检验 , 分析数据以 P <

0.05为差异有统计学意义。

结果

1 AD细胞模型建立

不同浓度OA作用于SH-SY5Y细胞后, 细胞活性如

图1A所示, 与对照组相比, 当OA浓度低于20 nmol·L-1

时, 细胞活性没有明显影响, 当OA浓度 ≥ 20 nmol·L-1

时, 细胞活性随着OA浓度的增高逐渐下降, 呈现浓度

相关性。当 OA 浓度为 40 nmol·L-1时, 细胞活力显著

降低 (P < 0.001), 因此 , 40 nmol·L-1 OA 是建立 AD 模

型的最佳浓度。用Western blot检测 ser404位点Tau蛋

白的表达水平, 如图 1B所示, 模型组磷酸化 Tau蛋白

的表达水平高于对照组; SH-SY5Y细胞形态变化如图

1C和 1D所示, 与对照组相比, 模型组细胞形态变化显

著, 胞体发亮变圆, 贴壁不良, 细胞突起缩短消失, 胞体

皱缩, 细胞密度降低。以上说明模型建立成功。

2 药物对SH-SY5Y细胞的毒性

不同浓度丹参提取液、知母提取液、阳性药组对

SH-SY5Y细胞的毒性结果如图 2所示, 在测试浓度范

围内药物对细胞均无毒性, 可用于AD细胞模型的药

效实验研究。此外, 100和 200 μg·mL-1知母提取液作

用下, 细胞活性相较对照组有所提高, 但是无统计学意

义, 提示知母中成分可能促进正常细胞的增殖。

3 药物对AD模型细胞的保护作用

用不同浓度的含药培养基对 SH-SY5Y细胞预保

护后, 加入OA溶液以诱导Tau蛋白的异常磷酸化并于

24 h后检测细胞活性。结果如图 3所示, 与模型组相

比, 阳性药多奈哌齐在特定浓度下能提高AD细胞模

型的活性。经不同浓度丹参提取液预保护AD细胞模

型后, 细胞活性相较于模型组均有所提高, 当浓度为

50 μg·mL-1时 , 细胞活性显著提高 (P < 0.05)。而 AD

细胞模型经不同浓度知母提取液预保护作用后, 细胞

活性虽略有提高, 但无统计学意义, 可见丹参提取物比

知母提取物对AD细胞模型的保护作用更佳。后续选

Figure 2 The cell viability of normal SH-SY5Y cells with different concentrations of Salvia miltiorrhiza extract (A), Anemarrhena aspho‐

deloides extract (B), and donepezil, positive control (C)

Figure 1 Establishment of AD cell model. A: The cell viability of different concentrations of OA on normal SH-SY5Y cells; B: Western

blot of the control group and model group; C: Cell morphology of the control group; D: Cell morphology of the model group. GAPDH:

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. OA: Okadaic acid. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control group
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用 50 μg·mL-1丹参提取液、100 μg·mL-1知母提取液和

1 μmol·L-1多奈哌齐进行细胞代谢组学实验。

4 细胞提取物的代谢轮廓

将 UHPLC-QTOF/MS采集的数据处理后, RPLC-

MS正离子模式下含有 1 421个峰, 负离子模式下含有

1 406个峰; HILIC-MS正离子模式下含有 1 009个峰,

负离子模式下含有 1 174个峰。通过PLS-DA分析, 其

得分图如图 4所示, 对照组与模型组样本各自聚为一

类且完全分离, 说明AD细胞模型的代谢轮廓发生显

著改变, 代谢物的种类或水平发生了明显变化。丹参

给药组能够与模型组明显区分, 并向对照组靠近, 表明

丹参可回调部分代谢物至正常水平, 而知母给药组虽

能与模型组明显区分, 却无回调代谢物至对照组的趋

势。从代谢轮廓看, 丹参回调代谢物的趋势较知母更

为明显, 对OA诱导的Tau蛋白异常磷酸化AD细胞模

型的保护作用比知母更佳, 印证了AD细胞模型的药

效实验结果。

5 差异代谢物的筛选与验证

OPLS-DA得分图及 R2X、R2Y、Q2显示对照组与模

型组的显著分离, 具有良好的区分能力和预测能力, 具

体如图5所示。通过VIP ≥ 2及AD细胞模型组和对照组

的 t检验 (P < 0.05), 筛选出 45个与 Tau蛋白异常磷酸

化AD细胞模型相关的差异代谢物作为潜在生物标志物

(表 1)。通过MetaboAnalyst对潜在的生物标志物进行

通路拓扑分析, 得到-lgP值和影响值, 如图 6所示, 从

中筛选出影响值大于0.10且P < 0.05的通路, 可知12条

代谢通路与调节OA诱导的Tau蛋白异常磷酸化AD细

胞模型代谢紊乱有关, 其中重要的代谢通路包括苯丙

氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成, 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。

6 药物的干预效果

通过比较丹参组和知母组与AD模型组、对照组、

阳性药组之间 45个潜在生物标志物的相对峰强度, 可

以提示潜在生物标志物的变化趋势。如图 7所示, 与

模型组相比, 在丹参作用下, 有 30个代谢物水平有向

正常组回调的趋势, 其中 18个代谢物与模型组比较有

显著差异 , 在知母作用下 , 有 7 个代谢物水平回调趋

势, 有 3个代谢物与模型组比较有显著差异。丹参比

知母回调代谢物种类更多, 回调趋势显著, 同时, 丹参

和知母均比阳性药回调代谢物能力更强。

Figure 3 The cell viability of AD model cells with different concentrations of Salvia miltiorrhiza extract (A), Anemarrhena asphodeloides

extract (B), and donepezil, positive control (C). ###P < 0.001 vs control group, *P < 0.05 vs model group

Figure 4 PLS-DA scores plot of potential biomarkers from control group, AD cell model, donepezil group, Salvia miltiorrhiza group, and

Anemarrhena asphodeloides group in positive mode (A, B) and in negative mode (C, D) of both RPLC-MS (A, C) and HILIC-MS data (B,

D). AD: Alzheimer's disease
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讨论

中药丹参和知母对于预防和治疗AD具有较好的

疗效, 但两者对AD的药效差异及作用机制对比研究较

少。SH-SY5Y细胞是目前广泛应用于AD体外研究的

神经细胞, 而OA是一种蛋白磷酸酶PP2A、PP4、PP5和

PPI的细胞通透性抑制剂, 可上调细胞中Tau蛋白磷酸

化的水平 , 从而引起神经元内的纤维缠结[15,16], 因此

OA诱导成为模拟AD发病建立体外细胞模型的有效途

径。本研究中采用40 nmol·L-1 OA作用SH-SY5Y细胞

24 h后建立了稳定的 Tau蛋白异常磷酸化AD细胞模

型, 用于比较研究了丹参、知母提取物对该细胞模型的

药效差异。

基于 UHPLC-QTOF/MS 的细胞代谢组学技术筛

选出与 OA诱导的 Tau蛋白异常磷酸化 AD细胞模型

密切相关的 45种差异代谢物, 涉及 12条代谢通路。给

予丹参提取液后 30个差异代谢物出现回调, 而知母提

取液干预后 7个代谢物出现回调, 丹参回调代谢物的

范围更广且能覆盖所有知母回调的代谢产物, 说明与

Table 1 Different metabolites and metabolic pathways. ↓ and ↑ indicate relative decrease in signal of model groups or increase in signal

of model groups vs control groups; # indicates potential biomarkers identified with reference standards

Metabolite
Pyruvic acid#

L-Homoserine
Taurine
Allysine
Oxoglutaric acid
L-Histidine
Citric acid
Propionylcarnitine
L-Cystathionine
N-Acetylaspartylglutamic acid
Glutathione
Thiamine pyrophosphate
FAD
L-Lactic acid
Uracil
L-Proline
L-Valine#

Pyroglutamic acid
Ketoleucine
4-Hydroxyproline
L-Isoleucine
L-leucine#

Ornithine#

Malic acid
Adenine
2-Aminobenzoic acid
Spermidine
L-Glutamine#

L-Lysine#

L-Glutamic acid#

L-Methionine
Dopamine
L-Phenylalanine#

Hippuric acid
L-Tyrosine
Phosphorylcholine
L-Tryptophan#

Pantothenic acid
L-Cystine
Cytidine
Glycerophosphocholine
Argininosuccinic acid
dUMP
Adenylsuccinic acid
Oxidized glutathione

Exact mass
88.02
119.06
125.01
145.07
146.02
155.07
192.03
217.13
222.07
304.09
307.08
425.05
785.16
90.03
112.03
115.06
117.08
129.04
130.06
131.06
131.09
131.09
132.09
134.02
135.05
137.05
145.16
146.07
146.11
147.05
149.05
153.08
165.08
179.06
181.07
184.07
204.09
219.11
240.02
243.09
257.10
290.12
308.04
463.07
612.15

Adduct
M+FA-H

M-H
M-H

M+FA-H
M+FA-H

M+H-2H2O
M+Na
M+H
M+H
M+Na

M+Na, M+H
M-H2O-H

M-H
M+H

M+NH4

M+H
M+H
M+H
M-H

M+Na, M+H
M+H
M+H
M+H
M-H
M+H
M+Na
M+H
M+H
M+H
M+H
M+H
M+Na
M+H
M+Na
M+Na
M+H

M-H, M+H
M-H, M+Na

M-H
M-H

M+FA-H
M-H

M+FA-H
M+FA-H

M-H

Formula
C3H4O3

C4H9NO3

C2H7NO3S
C6H11NO3

C5H6O5

C6H9N3O2

C6H8O7

C10H19NO4

C7H14N2O4S
C11H16N2O8

C10H17N3O6S
C12H19N4O7P2S
C27H33N9O15P2

C3H6O3

C4H4N2O2

C5H9NO2

C5H11NO2

C5H7NO3

C6H10O3

C5H9NO3

C6H13NO2

C6H13NO2

C5H12N2O2

C4H6O5

C5H5N5

C7H7NO2

C7H19N3

C5H10N2O3

C6H14N2O2

C5H9NO4

C5H11NO2S
C8H11NO2

C9H11NO2

C9H9NO3

C9H11NO3

C5H15NO4P
C11H12N2O2

C9H17NO5

C6H12N2O4S2

C9H13N3O5

C8H20NO6P
C10H18N4O6

C9H13N2O8P
C14H18N5O11P
C20H32N6O12S2

Trend
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↓
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑
↑

Related pathway
Citrate cycle
Cysteine and methionine metabolism
Taurine and hypotaurine metabolism
Lysine degradation
TCA cycle
Histidine metabolism
TCA cycle
Lipid metabolism
Cysteine and methionine metabolism
Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Cysteine and methionine metabolism
TCA cycle
Vitamin digestion and absorption
Pyruvate metabolism
Pyrimidine metabolism
Arginine and proline metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
Glutathione metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
Arginine and proline metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
Arginine and proline metabolism
TCA cycle
Purine metabolism
Tryptophan metabolism
Arginine and proline metabolism
Purine metabolism
Lysine biosynthesis
Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Cysteine and methionine metabolism
Tyrosine metabolism
Phenylalanine metabolism
Phenylalanine metabolism
Tyrosine metabolism
Glycerophospholipid metabolism
Tryptophan metabolism
Pantothenate and CoA biosynthesis
Cysteine and methionine metabolism
Pyrimidine metabolism
Glycerophospholipid metabolism
Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Pyrimidine metabolism
Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Glutathione metabolism
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知母提取液相比, 丹参提取液对 Tau蛋白异常磷酸化

AD细胞模型具有更好的保护作用。

中枢神经系统的免疫激活和炎症反应是AD发病

的重要因素。苯丙氨酸转换受损不仅影响酪氨酸的产

生, 而且影响神经递质多巴胺、去甲肾上腺素和肾上腺

素的生物合成。苯丙氨酸浓度的升高与AD中慢性免

疫激活有关, 在AD患者中可检测到与免疫激活相关

的较高血清苯丙氨酸浓度[17,18]。也有研究发现苯丙氨

酸与血浆神经纤维丝蛋白轻链 (neurofilament light

chain, NF-L) 呈正相关, 而NF-L与神经退行性病变直

接相关[19]。色氨酸可以转化为重要的神经递质 5-羟色

胺及色胺, 直接参与了与AD密切相关的犬尿酸途径

和 5-羟色胺能系统, 犬尿酸通路的激活可以作为 AD

的发病标志[20,21]。本研究中, 与 AD细胞模型组相比,

丹参处理组的色氨酸、苯丙氨酸、多巴胺、酪氨酸含量

均显著降低, 恢复至对照组水平, 而知母并无相应调节

作用。研究发现丹参中丹参酮ⅡＡ和隐丹参酮等有效

成分通过调节神经活动配体-受体相互作用通路, 调控

一系列神经递质的水平从而抗AD[22]。与知母相比, 丹

参的保护优势可能是通过调节苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸的生物合成及代谢, 影响神经递质生成及免疫激

活实现的。

氨基酸作为神经递质、代谢调节剂和神经调节剂

在中枢神经系统中起着非常重要的作用[23]。与神经递质

相关的氨基酸代谢物有色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、谷

氨酰胺、甘氨酸等。谷氨酰胺是兴奋性氨基酸戊二酸

和天冬氨酸的前体, 也是抑制性氨基酸 γ-氨基丁酸的

前体[24]。谷氨酸神经传递减少是AD的重要特征, 会导

致相应的神经递质谷氨酰胺水平降低[25]。谷氨酰胺对

阿尔茨海默病有保护作用, 谷氨酰胺/谷氨酸代谢的可

调节性可以预防认知能力下降[26]。本研究中与对照组细

胞相比, AD细胞模型组中谷氨酰胺水平降低, 经丹参、

知母预保护后谷氨酰胺水平提高, 表明丹参、知母均能

通过调节谷氨酸和谷氨酰胺的代谢实现保护作用。

AD 的发病机制与能量代谢、线粒体功能障碍密

切相关, 可通过TCA循环、糖酵解等途径影响[27,28], 研

究显示较低的有氧糖酵解与较高的Tau蛋白的沉积有

关[29]。本研究中观察到 Tau蛋白过度磷酸化AD细胞

Figure 6 The metabolomic pathway analysis of the AD cell

model. 1: Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis; 2:

D-Glutamine and D-glutamate metabolism; 3: Alanine, aspartate

and glutamate metabolism; 4: Arginine and proline metabolism; 5:

Phenylalanine metabolism; 6: Glutathione metabolism; 7: Arginine

biosynthesis; 8: Cysteine and methionine metabolism; 9: Citrate

cycle; 10: Pyruvate metabolism; 11: Pyrimidine metabolism; 12:

Glycolysis/gluconeogenesis

Figure 5 OPLS-DA scores plots from the control group and AD cell model of both RPLC-MS (A, C) and HILIC-MS data (B, D) in positive

mode (A, B) and in negative mode (C, D). Green dots and red triangles represent samples in control group and AD cell model separately. A:

R2X = 0.849, R2Y = 0.995, Q2(cum) = 0.989; B: R2X = 0.865, R2Y = 0.993, Q2(cum) = 0.982; C: R2X = 0.725, R2Y = 0.992, Q2 (cum) = 0.981;

D: R2X = 0.807, R2Y = 0.988, Q2(cum) = 0.974
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模型中乳酸水平的增加, 这表明AD模型糖酵解代谢

的紊乱。AD研究中屡有报道碳水化合物分解代谢速

率降低导致神经元产能减少[30], 本研究中乳酸、柠檬

酸、丙酮酸、苹果酸、酮戊二酸、泛酸、焦磷酸硫胺等

TCA循环和糖酵解等糖代谢关键中间产物的增加反

映了神经元对葡萄糖利用障碍, 与AD患者糖代谢水

平紊乱相关。与AD模型细胞相比, 丹参、知母处理组

均能恢复部分糖代谢产物至对照组水平。

综上, 本文通过建立Tau蛋白异常磷酸化AD细胞

模型 , 采用 UHPLC-QTOF/MS 的细胞代谢组学方法 ,

比较研究了中药丹参和知母对该AD细胞模型的保护

作用及其机制, 最终发现丹参对神经递质生成及免疫

激活的调节作用更加显著, 对该细胞模型保护药效更

佳。研究结果为中药防治AD药效评价提供新的思路

和有效手段。
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