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基于 1H NMR代谢组学及分子对接技术的异钩藤碱调控自发性高血
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摘要: 本实验旨在采用核磁共振代谢组学和分子对接方法, 分析异钩藤碱对自发性高血压大鼠海马组织内源性

代谢物的调控作用。将 12只自发性高血压大鼠随机分为模型组和给药组, 每组 6只, 6只WKY大鼠作为对照组。

给药组每日给予 0.3 mg·kg-1的异钩藤碱治疗, 对照组和模型组每日均给予等量生理盐水。动物实验经过山东中医

药大学实验动物伦理委员会批准 (编号: SDUTCM20210721002)。连续给药 8周后取各组大鼠海马组织, 采用 1H

NMR方法结合模式识别技术检测分析 3组大鼠海马组织, 寻找差异性代谢产物并分析相关代谢通路, 通过京都基

因与基因组百科全书数据库查找差异代谢物的代谢靶点, 将异钩藤碱与核心靶点使用分子对接技术进行对接验证。

主成分分析及偏最小二乘判别分析结果显示, 各组分类趋势明显。共筛选出 7个差异性代谢物, 这些代谢物主要涉

及到糖代谢和谷氨酸代谢。分子对接技术表明异钩藤碱与 9个相关蛋白靶点结合较好。上述研究结果提示, 异钩

藤碱调控自发性高血压大鼠海马组织的能量代谢和谷氨酸代谢异常。
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Abstract: The purpose of this study was to investigate the effect of isorhyncophylline on hippocampal

endogenous metabolites in spontaneously hypertensive rats (SHR) by 1H NMR metabolomics and molecular

docking. Twelve SHR were randomly divided into a model group and a treatment group. Six Wistar-Kyoto rats

were selected as a control group. The rats in the treatment group were administered isorhyncophylline (0.3 mg·kg-1)
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while the rats in the other two groups were treated with the same amount of sterilized saline solution. Animal

experiment was authorized by the Ethics Committee of Shandong University of Traditional Chinese Medicine

(No. SDUTCM20210721002). Hippocampal tissues were removed after administration for 8 weeks and assayed

by 1H NMR based metabolomics technology combined with a pattern recognition method to find characteristic

metabolites, and the metabolic targets were retrieved from the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

database. Molecular docking technology was used to evaluate binding of isorhyncophylline to the core targets. The

results of a principal components analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) showed

a clear cluster of samples among three groups. There were seven differentially altered metabolites, and glucose

metabolism and glutamate metabolism were the principal related pathways. Molecular docking indicated that

isorhyncophylline had good binding properties with nine key candidate target proteins. According to the above

research results, isorhyncophylline can influence energy metabolism and glutamate metabolism in the hippocampus.

Key words: hypertension; metabolomics; molecular docking; isorhyncophylline; hippocampus

高血压是影响人类健康的多发慢性疾病, 是引发

心脑血管事件的最危险因素[1]。高血压可造成多种靶

器官损伤 (如脑损伤), 血压波动导致脑内血流减少, 供

血区脑组织缺血缺氧, 引起微毛细血管的出血或炎性

渗出, 从而导致大脑结构和功能损伤, 且随着血压升

高, 这些病理性变化会愈发严重[2-4]。血压的变化受中

枢神经系统的调节, 作为中枢神经系统的一部分, 海马

是下丘脑-垂体-肾上腺 (hypothalamic-pituitary-adrenal

axis, HPA) 轴负反馈调节的高位中枢, 能够通过保持

兴奋性糖皮质激素受体和抑制性盐皮质激素受体水平

的平衡, 抑制HPA轴过度兴奋, 进而维持血压水平稳

定[4, 5]。海马神经发生 (neurogenesis) 是维持海马功能

和结构可塑性的重要因素, 如果海马神经发生受到抑

制 , 海马神经元对 HPA 轴的调节作用会减弱 , 导致

HPA 轴反应增强 , 而 HPA 轴反应过度会引起血压升

高[6]。海马对应激反应极其敏感, 应激能够影响海马

神经元功能, 降低海马对HPA轴的抑制作用, 使HPA

轴反应性增强, 造成血压升高[7]。综上, 海马在血压的

调节中发挥着重要作用。因此, 研究海马组织中内源

性代谢物变化, 分析相关通路和高血压联系, 对于揭示

高血压的发病机制和探索降压药物的新靶点至关

重要。

异钩藤碱为中药钩藤 (Uncaria rhynchophylla) 中

的吲哚类生物碱, 是钩藤主要活性成分[8,9]。异钩藤碱

可通过提高NO生成、调节肾素-血管紧张素-醛固酮

系统 (RAAS)、抑制血管平滑肌增殖和保护血管内皮

细胞等作用机制发挥其降压作用[10-12]。本实验采用核

磁共振代谢组学技术, 试图从小分子代谢物层次探究

异钩藤碱对自发性高血压大鼠 (spontaneously hyper‐

tensive rat, SHR) 海马组织代谢轮廓与代谢标志物的

调控作用, 发现关键代谢通路, 找到其关键靶点蛋白,

并通过分子对接技术分析异钩藤碱与关键蛋白靶点的

结合, 为进一步研究异钩藤碱防治高血压作用机制提

供依据。

材料与方法

实验动物 10周龄雄性Wistar-Kyoto大鼠 (WKY)

6 只 , 10 周龄雄性 SHR12 只 , 购自北京维通利华实

验动物技术有限公司 [动物生产许可证号: SCXK (京)

2016-0006]。所有实验动物均饲养于山东中医药大学

动物实验中心 SPF 级实验室 [动物使用许可证号 :

SYXK (鲁) 20170022], 每笼 6只, 每天处于明暗各 12 h

的饲养环境中。动物实验经山东中医药大学实验动物

伦理委员会批准 (批准号: SDUTCM20210721002)。

仪器和试剂 AVANCEⅢ 600 MHz型超导傅里叶

变换核磁共振波谱仪 (德国布鲁克科技有限公司)。

BP2010A大小鼠智能无创血压仪 (北京软隆生物技术

公司)。异钩藤碱对照品 (上海源叶生物科技有限公

司, 批号: B21526)。含 2,2,3,3-D(4)-3-(三甲基硅基) 丙

酸钠 (TMSP) 内标物的重水 (批号DLM-4TPC-25) 购自

美国CIL公司。HPLC级甲醇和氯仿购自美国Thermo

Fisher公司。

动物分组与给药方法 动物适应性饲养一周后,

12 只 SHR 随机分为模型组和给药组 , 每组 6 只 , 6 只

WKY大鼠为正常对照组。采用生理盐水将异钩藤碱

制成混悬液, 用时摇匀, 给药组每日灌胃 0.3 mg·kg-1的

异钩藤碱, 给药量根据课题组前期研究制定[13]。正常

组和模型组大鼠每日均给予等量生理盐水。每天定时

给药, 每周给药6天, 连续给药8周。

血压测量 于大鼠给药前和给药 8周后, 采用无

创套尾法测量各组大鼠清醒状态下尾动脉的收缩压,

每只大鼠连续测量3次。

大鼠海马组织的采集和处理 19周龄的大鼠禁食

不禁水 24 h, 1.5%戊巴比妥钠麻醉, 打开胸腔, 以生理
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盐水心脏灌注, 取大鼠全脑并分离出海马, 置于-80 ℃

备用。海马组织代谢物采用甲醇/氯仿/水的两相提取

法[14-16]。取海马 (约50 mg) 置于2 mL EP管中, 精密称定,

按比例加入预冷的甲醇 (4 mL·g-1)、氯仿 (4 mL·g-1) 和蒸

馏水 (2 mL·g-1), 涡旋混匀, 冰上匀浆, 4 ℃静置 15 min。

4 ℃, 12 000 r·min-1离心 10 min, 取上清移至 EP管中,

氮吹浓缩至干。把样品溶于600 μL添加了TMSP的重

水里, 移取 550 μL上清液至核磁管中, 即可用于NMR

实验。
1H NMR数据采集和处理 1H NMR测定频率为

600.13 MHz, 检测温度为 298 K, 调用 zg30脉冲序列进

行 1H NMR图谱采集, 谱宽为 12 019.23 Hz, 扫描次数

为 128次, 空扫次数为 2次, 接收器增益因子为 226, 采

样点数为 64 K, 采样时间为 2.7 s, 弛豫时间为 2 s, 自由

感应衰减 (free induction decay, FID) 分辨率为 0.37 Hz,

FID信号经过64 K傅里叶变换转为 1H NMR图谱。

以TMSP为化学位移参考峰位置, 设为 0 ppm, 校

正化学位移, 对图谱进行相位校正和基线校正, 将 1H

谱按默认值 , 以每段为 0.04 进行分段并积分 , 扣除 δ

4.5～5.0处重水中残余H2O的影响。将数据进行归一

化处理[17], 所得数据Excel文件贮存。

采用SIMCA-P 14.0软件 (瑞典Umetrics公司) 进行

主成分分析 (principal components analysis, PCA) 和偏

最小二乘-判别分析 (partial least squares-discriminant

analysis, PLS-DA)。根据PLS-DA相应的VIP值 (variable

importance in the projection) 结果寻找对分类贡献较大

的变量 (化学位移), 确定各组的共性代谢物和差异的

生物标记物。根据差异代谢物的化学位移信息, 查阅文

献并参考 HMDB 数据库 (http://www.hmdb.ca/), 根据

化合物化学位移、峰裂分情况和耦合常数对图谱进行

物质指认。对VIP值 > 1的变量, 通过SPSS 22.0 (美国

IBM公司) 软件, 采用 t检验筛选差异代谢物, 以P < 0.05

为差异有统计学意义。

差异性代谢物相关靶点筛选 将差异代谢物导

入 MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/

MetaboAnalyst) 中进行通路分析。将与差异性代谢物

相关的代谢通路输入京都基因与基因组百科全书

(KEGG) 数据库进行分析 , 寻找相关通路上的关键

靶点。

异钩藤碱与靶蛋白的分子对接 将海马差异性代

谢物代谢通路上的关键靶点输入蛋白质结构数据库

(protein data bank, PDB), 下载靶点蛋白的3D结构。已

有研究证明异钩藤碱可通过血脑屏障 [18], 所以直接

采用 AutoDock 软件 , 运行 Autodock vina 模式进行将

异钩藤碱小分子与靶蛋白进行分子对接, 通过 vina计

算的结合能验证靶点与化合物的结合活性, 然后通过

Pymol和Discovery Studio进行结果可视化分析[19]。

结果

1 各组大鼠血压测定

为了确定异钩藤碱对SHR血压的影响, 对大鼠的

收缩压检测并详细记录。如图 1所示, 模型组大鼠的

收缩压指标与对照组比较显著增高, 而异钩藤碱干预

后的SHR血压显著下降 (P < 0.05)。因此, 异钩藤碱能

显著发挥降低高血压的效果。

2 海马组织 1H NMR谱分析

根据化学位移、峰裂分情况、耦合常数等信息, 通

过查阅文献[20-24]并查询HMDB (http:/www.hmdb.ca) 数

据库, 共鉴定出21个化合物, 化合物鉴定结果见表1。

Figure 1 The systolic blood pressure of rats before and after

8 weeks intervention. A: before intervention; B: After 8 weeks

intervention. The rats in treatment group were administered with

isorhyncophylline (0.3 mg·kg-1) while the rats in other two groups

were treated with the same amount of sterilized saline solution.
*P < 0.05, **P < 0.01 vs the model group

Table 1 Metabolites found in 1H NMR analysis of hippocampus

extract

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19
20
21

Metabolite
Leucine[21-23]

Valine[20-24]

Lactate[20-24]

Alanine[20-24]

Lysine[20-24]

γ-Aminobutyric acid[20,21,24]

Acetate[21,22]

N-Acetyl-aspartate[20,21,24]

Glutamate[20,21,24]

Glutamine[20-22,24]

Aspartate[20,21,24]

Creatine[20-24]

Choline[20-24]

Taurine[20,21, 23,24]

Glucose[21-24]

Glycine[21-24]

Myo-inositol[21,24]

Adenosine monophosphate/

adenosine diphosphate[21,24]

Histidine[21,24]

Inosine[21,24]

Formate[21,22,24]

Chemical shift/ppm
0.92 (d), 0.94 (d)
0.99 (d)
1.25 (d), 4.08 (q)
1.42 (d)
1.45 (m)
1.84 (m), 2.30 (t), 2.95 (t)
1.86 (s)
1.95 (s)
1.99 (m), 2.07 (m), 2.23 (m)
2.29 (m)
2.64 (dd), 2.77 (dd)
2.97 (s), 3.86 (s)
3.14 (s)
3.36 (t)
3.46 (dd), 3.69 (m)
3.50 (s)
3.45 (dd), 3.99 (t)
6.03 (d), 8.19 (s)

7.60 (s)
8.28 (s)
8.39 (s)
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3 正常组、模型组和给药组大鼠海马组织的 PCA和

PLS-DA分析

采用无监督的 PCA分析, 如散点图 (图 2A) 所示,

每个点分别代表一个样品。从图 2A可以看出, 3组样

品均呈现出较为明显的分离 , 累计的解释率 R2X =

0.963 cum, Q2 = 0.763 cum。随后, 为寻找贡献较大的差

异性代谢物, 采用有监督的PLS-DA方法对各组海马组

织样本数据矩阵进行判别分析, 分析结果见图 2B。模

型的R2X、R2Y和Q2cum分别为 0.812、0.721和 0.498, 说

明模型的拟合能力和预测能力良好。使用置换检验

(permutation test) 验证模型稳定性 , 经过 30 次随机排

列的结果见图3, R2和Q2的截距分别为0.295, −0.338, 表

明模型可靠[25]。PCA和PLS-DA结果提示异钩藤碱会

显著改变SHR大鼠海马区的代谢轮廓, 使其向正常大

鼠转变, 从整体水平上干预SHR海马区的代谢模式。

4 差异性代谢物的寻找和鉴定

为寻求对分类最有贡献的变量, 选择VIP > 1的变

量作为潜在生物标志物, 共筛选出45个VIP值 > 1的变

量。结合 t检验结果和 1H NMR谱鉴定结果, 从这45个

变量中分析出 7个差异性代谢物, 分别为: 乳酸、丙氨

酸、谷氨酸、谷氨酰胺、肌酸、牛磺酸、葡萄糖, 这 7种代

谢物含量在模型组中均显著升高, 而经异钩藤碱干预

后, 各代谢物均呈明显的下降趋势 (图4)。

5 代谢通路和相关靶点分析

利用MetaboAnalyst 3.0对所得的差异性代谢物进

行通路分析, 5条通路发生显著性变化: 丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢, 谷氨酰胺和谷氨酸代谢, 牛磺酸和

亚牛磺酸代谢, 精氨酸生物合成, 精氨酸和脯氨酸代

谢 , 这些代谢通路主要涉及谷氨酸代谢和糖代谢等

(图 5)。将相关通路导入KEGG数据库中分析, 共得到

9个与谷氨酸代谢和糖代谢密切相关的靶点, 分别是兴

奋性氨基酸转运体 1 (glutamate-aspartate transporter-1,

GLAST-1)、兴奋性氨基酸转运体 2 (glutamate trans‐

porter-1, GLT-1)、谷氨酸脱氢酶 (glutamate dehydroge‐

nase, GDH)、谷氨酸合成酶 (glutamate synthase, GO‐

GAT)、谷氨酸氧化酶 (glutamate oxidase, GLUOX)、葡

萄糖-1-磷酸酶 (glucose-1-phosphatase, AGPE)、葡萄糖

转运体 1 (glucose transporter-1, GLUT-1)、丙酮酸激酶

(pyruvate kinase M, PKM) 和乳酸脱氢酶 (lactate dehy‐

drogenase, LDH)。相关代谢通路网络图见图6。

6 异钩藤碱与靶蛋白的分子对接

异钩藤碱与 9个靶点对应的蛋白结构对接结果见

图 7。分子亲和力结果见表 2, 结合能越低, 表明分子

与蛋白结合能力越佳, 最低结合能 ≤ −5.0 kJ·mol-1即表

明药效分子与蛋白对接效果良好[26]。结果表明, 异钩

藤碱与各靶点之间具有良好的对接活性, 其中结合活

性最好的是葡萄糖转运体1 (GLUT-1)。

讨论

本研究将自发性高血压大鼠作为研究对象, 发现

经异钩藤碱干预后, 大鼠血压有较为明显的降低, 同

时, 1H NMR结果表明, 异钩藤碱可以改善自发性高血

Figure 2 Principal components analysis (A) and partial least

squares discriminant analysis (B) score plots of hippocampus

tissues metabolites from the control group, model group and

treatment group

Figure 3 The permutation test for PLS-DA model

Figure 4 The change trends of differential metabolites among

three groups. 1: Control group; 2: Model group; 3: Treatment

group. A: Lactate; B: Alanine; C: Glutamate; D: Glutamine; E:

Creatine; F: Taurine; G: Glucose. **P < 0.01 vs model group
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压大鼠海马组织代谢谱。

在本研究中, 模型组大鼠海马组织中葡萄糖和乳

酸的含量均显著高于对照组大鼠, 表明SHR的大脑长

期处于高能耗状态。SHR海马区的高能耗状态使脑

组织缺血缺氧, 导致氧化应激、免疫激活、细胞凋亡等

病理改变[27]。而经异钩藤碱干预后, 给药组大鼠海马

组织中葡萄糖和乳酸的含量均有回归正常组趋势。分

子对接结果显示, 异钩藤碱与糖酵解相关的关键靶点

葡萄糖转运体-1、葡萄糖-1-磷酸酶、丙酮酸激酶和乳酸

脱氢酶结合紧密, 表明异钩藤碱可以影响海马组织中

的能量。

本研究表明, 模型组大鼠海马组织谷氨酸及与其

合成有关的丙氨酸、谷氨酰胺含量均有所上升。作为

一种兴奋性神经递质, 当谷氨酸兴奋性过高时, 其突触

传递通过兴奋性氨基酸转运体 (EAATs) 激发中枢神经

系统中神经元及交感神经的兴奋性, 血管收缩作用加

强, 升高血压[28,29]。谷氨酸在脑组织能量代谢中也扮

Table 2 The molecule docking result of isorhynchophylline and

target proteins

Target
GLAST-1
GLT-1
GDH
GOGAT
GLUOX
AGPE
GLUT-1
PKM
LDH

PDB ID
5MJU
1XFH
5GP4
1EA0
7E0C
6RMR
5EQG
6B6U
4PLZ

Affinity/kJ·mol-1

−6.86
−6.12
−6.42
−6.70
−7.58
−6.52
−9.04
−6.84
−7.38

Figure 7 The molecule docking model of isorhynchophylline

and target proteins. A: Isorhynchophylline and GLAST-1; B: Iso‐

rhynchophylline and GLT-1; C: Isorhynchophylline and GDH; D:

Isorhynchophylline and GOGAT; E: Isorhynchophylline and

GLUOX; F: Isorhynchophylline and AGPE; G: Isorhynchophyl‐

line and GLUT-1; H: Isorhynchophylline and PKM; I: Isorhyncho‐

phylline and LDH

Figure 6 The metabolic network of the altered biomarkers in

three groups. Red markers represented target proteins which was

performed by docking verification. GLAST-1: Glutamate-aspartate

transporter-1; GLT-1: Glutamate transporter-1; GDH: Glutamate

dehydrogenase; GOGAT: Glutamate synthase; GLUOX: Gluta‐

mate oxidase; AGPE: Glucose-1-phosphatase; GLUT-1: Glucose

transporter-1; PKM: Pyruvate kinase M; LDH: Lactate dehydroge‐

nase

Figure 5 Metabolic pathway analysis of the altered metabolic

network generated by MetaboAnalyst solftware. 1: Alanine, aspar‐

tate and glutamate metabolism; 2: Glutamine and glutamate metab‐

olism; 3: Taurine and hypotaurine metabolism; 4: Arginine biosyn‐

thesis; 5: Arginine and proline metabolism
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演着非常重要的角色, 当脑组织神经元能量代谢增加

时, 谷氨酸可以显著增加脑神经元细胞对葡萄糖的摄

取[30]。本研究也发现, 模型组大鼠海马组织中谷氨酸

和葡萄糖的含量均显著上升。随着能量代谢的增加,

由葡萄糖代谢产生的兴奋性神经递质谷氨酸开始大量

堆积, 并产生具有细胞毒性的活性氧 (ROS), 严重影响

神经元细胞的功能, 使其无法正常发挥调节血压的作

用[31,32]。结果表明, 异钩藤碱干预后, 自发性高血压大

鼠海马区谷氨酸、谷氨酰胺、丙氨酸含量均显著下降,

在进一步的分子对接分析中, 与谷氨酸转运和代谢相

关的兴奋性氨基酸转运体 1/2、谷氨酸合成酶、谷氨酸

氧化酶和谷氨酸脱羧酶结合较好。上述结果表明, 异

钩藤碱通过可通过调节谷氨酸代谢而起到保护海马区

和预防高血压的作用。

肌酸在能量代谢中扮演着重要角色, 通过刺激线

粒体的呼吸作用, 给机体供给更多能量[33]。通过与对

照组大鼠比较, 发现自发性高血压大鼠海马组织中肌

酸的含量处于较高水平, 再次证明自发性高血压大鼠

能量消耗偏高, 异钩藤碱则可以降低肌酸水平, 调节海

马区的能量代谢异常。

牛磺酸可以通过阻止钙离子内流来抵抗谷氨酸的

神经毒性[34], 同时能降低乳酸的堆积, 减少酸中毒[35]。

在本研究中, 模型组大鼠海马组织牛磺酸的含量显著

上升, 这表明自发性高血压大鼠在 19周龄前已经出现

了明显的代谢紊乱, 乳酸和谷氨酸水平的显著提升导

致海马区牛磺酸水平代偿性升高, 而在异钩藤碱发挥

了治疗作用后, 由于自发性高血压大鼠各种症状的减

轻, 导致其海马组织牛磺酸水平下降。

综上所述, 对 SHR所进行的 1H NMR代谢组学分

析结果显示其存在能量代谢、谷氨酸代谢、牛磺酸代谢

紊乱, 异钩藤碱干预可回调葡萄糖、乳酸、谷氨酸、谷氨

酰胺、丙氨酸肌酸、牛磺酸的水平。分子对接结果表明

异钩藤碱可通过影响海马组织的能量代谢和谷氨酸代

谢, 改善自发性高血压大鼠的代谢紊乱。异钩藤碱在

防治高血压和保护海马组织学习记忆功能作用还有待

进一步深入探讨。
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