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基于LC-MS技术探讨仙鹤草干预非小细胞肺癌A549细胞的

代谢组学研究
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摘要: 本研究应用体外细胞实验分析仙鹤草 (Agrimonia pilosa, AP) 干预A549细胞后, A549细胞的细胞活力、

细胞凋亡、细胞周期的变化, 探讨仙鹤草在体外的抗肿瘤活性, 同时利用液相色谱−质谱 (liquid chromatography-

mass spectrometry, LC-MS) 联用的代谢组学技术分析细胞内代谢物的变化及代谢通路, 为研究仙鹤草治疗非小细胞

肺癌A549细胞的作用机制提供理论基础和实验依据。实验结果显示随着仙鹤草药物浓度的增加, A549细胞的细

胞核发生皱缩, 出现明显的凋亡现象; 细胞的存活率降低, 在低、高剂量条件下抑制率分别达到 21.5%、91.74%; 乳酸

脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH) 含量上升 (P < 0.05)。代谢组学结果显示两组间代谢差异明显, 推测出LysoPC 

(24:0/0:0)、LysoPC(17:0/0:0) 和PC(O-40:5) 等 33个差异代谢物; 通路富集发现, 中药仙鹤草主要通过调节A549细胞

的甘油磷脂代谢、嘌呤代谢等发挥抗肿瘤作用, 其中对甘油磷脂代谢通路的影响最为显著。结合药效结果提示, 仙

鹤草有可能通过调节A549细胞内LysoPC(24:0/0:0)、LysoPC(17:0/0:0) 和 PC(O-40:5) 代谢物, 诱导细胞凋亡和抑制

A549细胞的生长。
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Abstract: The objective of this study was to analyze the effects on cell viability, apoptosis, and cell cycle of 

non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells after intervention with Agrimonia pilosa (AP) and investigate 

Agrimonia pilosa anti-tumor activity in vitro. Meanwhile, liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) 

metabolomics technology was used to analyze the changes of cellular metabolites and metabolic pathways. The 

results of this study will provide a theoretical and experimental basis for investigating the mechanism of the effect 

of Agrimonia pilosa on non-small cell lung cancer A549 cells. The results showed that the cell nucleus of A549 

cells crumpled and apoptosis occurred with the increase of drug concentration. The survival rate of the cells 

decreased, and the inhibition rate reached 21.5% and 91.74% under the low and high dose conditions, respectively. 
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Lactate dehydrogenase (LDH) content increased (P < 0.05). Metabolomics results showed significant differences in 

metabolism between groups, thirty-three distinct metabolites including LysoPC(24:0/0:0), LysoPC(17:0/0:0) and 

PC(O-40: 5) were deduced. The pathway enrichment showed that the Agrimonia pilosa plays an anti-tumor role 

mainly by regulating the metabolism of glycerophosphate and purine in A549 cells, in which the effect on glycero‐

phosphate metabolism pathway was most significant. The results of combined pharmacodynamics suggested that 

Agrimonia pilosa might induce apoptosis and inhibit the growth of A549 cells by regulating LysoPC(24: 0/0: 0), 

LysoPC(17:0/0:0) and PC(O-40:5) metabolites in A549 cells.
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非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC) 

是常见的肺癌类型之一, 约占所有肺癌的85%以上, 是

世界范围内发病率和死亡率最高的恶性肿瘤[1]。目前, 

非小细胞肺癌的治疗策略发展迅速, 靶向治疗和免疫

治疗取得了较好的疗效, 然而, 随着时间的推移, 这些

治疗方式的缺点也会逐渐显现, 因此, 寻找高效、低毒、

易获得的治疗方式是非常有必要的, 中医药因其疗效

准确、协同作用强、不良反应小等特点广泛应用于肿瘤

的治疗中[2]。

仙鹤草 (Agrimonia pilosa) 是一种常见中药, 为蔷

薇科植物龙牙草的地上部分, 别名龙牙草、马鞭草、脱

力草等, 其性平、味苦涩, 归心肝经[3,4]。仙鹤草的药理

作用主要有抗肿瘤、抗炎、抗氧化、降糖等, 临床主要应

用于各种癌症及出血症的治疗[5]。研究表明, 仙鹤草水

提液含有芹菜素、异槲皮苷、仙鹤草酚B等成分[6], 仙鹤

草水提液具有抑制多种癌细胞增殖并促进细胞凋亡等

作用[7], 但未利用代谢组学手段研究细胞内代谢物的变

化与抗肿瘤作用的关系。中药总提物的全成分特点更

符合整体效应, 且多成分多靶点在抗肿瘤方面疗效更

具有优势。

生物体代谢物的变化是一个动态过程, 代谢组学

能够全面反映机体整个代谢途径的变化[8]。借助液质

联用技术并结合数据库检索方法对不同生理状态下的小

分子进行定性、定量分析, 通过分析内源性代谢物的变

化, 识别出潜在的差异代谢物用于评价中药治疗效果, 

了解药物药理作用、药效和作用机制[9,10]。本研究以仙

鹤草水提液作用于非小细胞肺癌A549细胞, 将体外细

胞实验和LC-MS联用技术结合, 对仙鹤草水提液干预

A549细胞的作用机制进行深入研究, 并筛选出差异代

谢物, 从代谢组学的角度研究仙鹤草抗肿瘤的作用机

制, 为仙鹤草的临床应用提供研究基础和新的线索。

材料与方法

药物和试剂 仙鹤草药材 (批号 : 220502) 购自

于长春市惠通大药房, 产地为河北省安国市中药产业

园区 ; A549 细胞系 (批号 : ZQ0003) 购自于中乔新舟

生物科技有限公司; 胰酶细胞消化液 (0.25%胰酶, 含

酚红) (批号 : C0203)、细胞凋亡 -Hoechst 染色试剂盒 

(Hoechst Staining Kit) (批号: C0003) 均购自于上海碧

云天生物科技有限公司 ; RPMI-1640 培养基 (批号 : 

SH30809.01)、PBS (批号: SH30028.02) 均购自于美国

Hyclone公司; 胎牛血清 (批号: 16000-044) 购自于美国

Gibco 公司); CCK-8 (Cell Counting Kit-8) (批号 : HY-

K0301) 购自于美国 Med Chem Express (MCE) 公司 ; 

乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH) 试剂盒 (批

号 : A020-2-2) 购自于南京建成生物工程有限公司 ; 

AO/EB双荧光染色试剂盒 (批号: R20292) 购自于上海

源叶生物科技有限公司; DNA含量检测试剂盒 (细胞

周期) (批号: CA1510) 购自于北京索莱宝生物科技有

限公司; 质谱级甲醇、乙腈及甲酸均购自于美国 Fisher 

Science公司。

实验仪器 Vanquish Duo 高效液相色谱仪、Q-

Exactive高分辨质谱仪 (美国Thermo Fisher Science公

司); GL-21M 高速冷冻离心机 (湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司); PT-3502自动酶标仪 (北京普天新桥技

术有限公司); AccuriC6Plus 流式细胞仪 (美国 BD 公

司); DFC450C型荧光显微镜 (德国Leica公司)。

仙鹤草水提液的制备 取中药仙鹤草 50 g, 加入

约10倍体积的蒸馏水, 煮沸2 h, 再加等量的蒸馏水, 煮

沸1 h, 合并两次滤液, 离心10 min (12 000 r·min-1, 4 ℃), 

取上清液浓缩至 40 mL, 即生药浓度为 1.25 g·mL-1。

用 0.22 μm微孔滤膜过滤除菌, 4 ℃保存。将仙鹤草水

提液 (1.25 g·mL-1) 用 RPMI-1640培养基稀释, 取药物

浓度3.125、6.25、12.5、25、50 mg·mL-1处理A549细胞。

细胞培养 待细胞长满80%以上, 取出培养瓶, 弃

上清, 用0.25%胰酶进行消化,  离心5 min (1 000 r·min-1, 

4 ℃), 离心后弃上清, 加入新鲜完全培养基, 吹打混匀细

胞, 将细胞悬液转入新的无菌培养瓶中, 置于积分数5% 

CO2、37 ℃细胞培养箱中继续培养。

细胞增殖和活力检测 将对数生长期的A549细胞

以每毫升5×104个的密度接种于96孔板中 (每组设6个

复孔, 实验重复 3次), 在培养箱孵育 24 h, 加入不同浓
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度仙鹤草提取液 (3.125、6.25、12.5、25、50 mg·mL-1) 分

别干预 24、48、72 h后加入CCK-8试剂, 酶联免疫检测

仪检测每孔450 nm处的吸光度值。

细胞上清中LDH含量测定 将对数生长期的A549

细胞以每毫升 5×104 个的密度接种于 96 孔板中 , 在

培养箱孵育 24 h, 加入不同浓度的仙鹤草提取液进行

处理48 h后, 将细胞上清液吸入离心管中, 离心 10 min 

(2 500 r·min-1, 4 ℃), 每组平行 6孔, 实验重复 3次, 利

用LDH试剂盒检测细胞上清中LDH的含量。

细胞凋亡形态学检测与观察 取洁净无菌盖玻片

置于 6孔板底部, 调整细胞密度为每毫升 3×105个, 在

培养箱中孵育 24 h, 加入不同浓度的药物处理 48 h后

用固定液于 4 ℃下固定 30 min; PBS 漂洗 3 次 , 加入

Hoechst 33258 染色液 500 μL, 避光染色 10 min, 荧光

显微镜下观察细胞凋亡变化情况。

吖啶橙/溴化乙啶 (acridine orange/ethidium bro‐

mise, AO/EB) 双荧光染色检测细胞凋亡 将细胞接

种于 6孔板中, 调整细胞密度为每毫升 3×105个, 在培

养箱中孵育 24 h, 加入不同浓度的药物处理 48 h后, 用

PBS清洗 2次, 胰酶消化, 计数并调整细胞浓度为每毫

升 1×106个 , 每 50 μL 细胞悬液中加入 AO/EB 工作液

10 μL, 混合均匀, 室温孵育 15 min, 洁净载玻片上滴加

10 μL细胞悬液, 轻轻盖上盖玻片, 在荧光显微镜下进

行观察。

流式细胞术检测细胞周期 将细胞接种于 6孔板

中, 调整细胞密度为每毫升 1×106个, 在培养箱中孵育

24 h, 加入不同浓度的药物处理 48 h后, 收集细胞, 离

心 5 min (1 500 r·min-1, 4 ℃), 调整细胞密度为每毫升

1×106个。取 1 mL单细胞悬液。离心后, 去除上清, 在

细胞中加入 70%预冷乙醇 500 µL, 4 ℃固定过夜, 染色

前用 PBS洗去固定液, 细胞沉淀中加入 100 µL RNase 

A 溶液, 重悬细胞, 37 ℃水浴 30 min。再加入 400 µL 

PI染色液混匀, 4 ℃避光孵育 30 min。上机检测, 记录

激发波长488 nm处红色荧光。

细胞代谢组学样品制备 取每毫升 1×106个细胞

培养于培养瓶中, 过夜培养使细胞贴壁, 分为正常组和

给药组, 分别给予0、50 mg·mL-1药物处理, 每组6个平行

样品。给药 48 h后, 用预冷的PBS冲洗 3次, 向细胞样

本中加入−80 ℃的1 mL冷甲醇−水 (4∶1) 溶液淬灭酶促

反应。用细胞刮刀将细胞转移至预冷的1.5 mL离心管

中, 使用细胞破碎仪破碎细胞 (冰上操作), 离心 10 min 

(12 000 r·min-1, 4 ℃) 收集上清转移至新的1.5 mL离心

管中, 使用氮吹仪吹干, 将冻干样本用200 µL甲醇溶液

复溶, 涡旋溶解, 离心 15 min (12 000 r·min-1, 4 ℃), 取

60 µL 上层溶液转移至玻璃自动进样器小瓶中待测。

同时从 12 个样本中各取 15 µL 溶液混合来制备 QC

样本。

代谢组学样品分析方法 色谱条件: 色谱柱为C18 

(100 mm × 2.1 mm, 1.9 μm), 柱温: 50 ℃, 进样量: 5 µL。

流动相: 0.1%甲酸水溶液 (A)−乙腈 (B), 梯度洗脱条件

设置为: 2～5 min (25%～55% B); 5～10 min (55%～85% 

B); 10～12 min (85%～95% B); 12～15 min (95% B); 

15～20 min (95%～5% B); 梯度程序: 流速0.2 mL·min-1。

自动进样器温度保持在4 ℃。质谱条件: 采集模式为正、

负离子模式 ; 一级扫描范围 m/z 100～1 500, 分辨率 : 

35 000; ESI源条件: 正、负离子模式下的毛细管电压分

别为 3.5 和 3.2 kV; 鞘气体流量 : 50 Arb; 辅助气体流

量: 15 Arb; 吹扫气体流量: 2 Arb; 毛细管温度: 300 ℃。

二级扫描范围m/z 100～1 500, 分辨率: 17 500。

数据分析 使用Compound Discover-3.1对原始数

据LC-MS数据进行预处理, 得到的数据集包含每个离

子峰的保留时间、m/z值和归一化强度等。保存为CSV

格式并导入 SIMCA14.1软件中, 偏最小二乘判别分析 

(partial least squares discrimination analysis, PLS-DA) 

分析正常组与给药组之间的代谢差异。通过R2Y和Q2评

价PLS-DA是否过拟合。投影值 (variable importance in 

the projection, VIP > 1.5) 的变量初步筛选差异代谢物, 

然后通过差异倍数 (fold change, FC) 进一步筛选这些

差异代谢物 (FC > 2或|log2FC| > 1, P < 0.05), 用HMDB 

(https://www.hmdb.ca/) 数据库相结合比对 , 推断差异

代谢物。代谢通路分析在 MetaboAnalyst5.0 (https://

www.metaboanalyst.ca/) 平台完成。

统计学分析 通过Graphpad Prism 9.0软件进行处

理, 数据以
-
x ± s表示, 组间比较采用单因素方差分析。

P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1　仙鹤草对A549细胞增殖的影响

结果表明, 仙鹤草对A549细胞增殖的抑制作用具

有时间和浓度依赖性, 当浓度 < 25 mg·mL-1, 作用细胞

24 h, 药物对细胞增殖没有明显的抑制作用, 抑制率仅为

21.5%; 当浓度 > 25 mg·mL-1时, 随给药时间和浓度增加, 

抑制作用逐渐增强 (图1A); 当药物浓度为50 mg·mL-1、

作用于 48 h 时对细胞抑制率最高 , 达到 91.74% (图

1B)。后续实验选用浓度 12.5、25、50 mg·mL-1, 作用时

间为48 h。

2　细胞上清中LDH含量的变化

LDH是一种稳定的细胞质酶, 存在于所有细胞中, 

当质膜受损时 , LDH 迅速释放到培养液上清中 , 通

过LDH的释放量可以体现药物的作用[11,12]。与正常组

·· 706



同泽华等: 基于LC-MS技术探讨仙鹤草干预非小细胞肺癌A549细胞的代谢组学研究

比较, 12.5 mg·mL-1药物给药后 LDH变化不明显, 25、

50 mg·mL-1药物浓度时, 细胞LDH释放量随药物浓度

的升高而升高, 说明药物作用细胞后, A549细胞受损

程度增加 (图2)。

3　Hoechst 33258染色观察细胞凋亡形态的变化

Hoechst 33258染料可以与活细胞DNA的AT富集

区域的小沟处结合, 从而使细胞核着色。Hoechst 33258

染色后发现, 正常组A549细胞呈弱荧光染色, 未见明

显细胞核形态改变, 细胞数量较多; 高浓度仙鹤草水提

液作用 48 h后, A549细胞显示较强烈的蓝色荧光, 荧

光数量减少, 细胞核或细胞质内可见浓染致密的蓝色

荧光颗粒 (图3)。

4　AO/EB染色观察细胞凋亡的变化

AO能透过胞膜完整的细胞, 与双链 DNA 结合后

发出绿色荧光,  EB仅能透过胞膜受损的细胞, 嵌入核 

DNA, 呈橘红色荧光。正常组细胞AO/EB染色后, 细

胞膜完整, 细胞核呈均匀的绿色, 经药物处理的细胞, 

随着药物浓度增加, 细胞形态发生明显的变化, 细胞发

生破碎, 细胞核被染成橘色, 核染色质凝聚或裂解, 呈

现出凋亡性死亡。表明仙鹤草水提液对A549细胞有

明显的诱导细胞凋亡的作用 (图4)。

5　流式细胞术检测细胞周期的变化

细胞周期分布能反映细胞增殖的速度, 采用流式

细胞术检测不同浓度的药物处理 48 h后的细胞周期变

化。结果显示, 与对照组相比, 不同浓度仙鹤草水提液

处理A549细胞后, G1期细胞比例明显增加, 而 S期和 

G2期细胞总数明显减少, 说明仙鹤草水提液抑制了细

Figure 2　Effect of aqueous extract of Agrimonia pilosa on lactate 

dehydrogenase (LDH) content of A549 cells supernatant. n = 6, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group

Figure 4　AO/EB staining for apoptotic cells (10×10). A: Control; 

B: 12.5 mg·mL-1; C: 25 mg·mL-1; D: 50 mg·mL-1

Figure 1　The effect of  Agrimonia pilosa on proliferation of A549 cells was detected by CCK-8 assay. A: Inhibition rate of A549 cells after 

treatment with various concentrations of Agrimonia pilosa for 24, 48 and 72 h; B: Inhibition rate of A549 cells after treatment with various 

concentrations of Agrimonia pilosa for 48 h. n = 6, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group

Figure 3　Effect of Agrimonia pilosa on nucleus morphology of 

A549 cells (10×10). A: Control; B: 12.5 mg·mL-1; C: 25 mg·mL-1; 

D: 50 mg·mL-1
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胞周期的进程, 将A549细胞阻滞于G1期 (图5)。

6　代谢组学结果分析

6.1　仪器稳定性监测 　用LC-MS分析正常组和给药

组细胞的代谢谱图, 每进样分析 4个样品后进样一次

质量控制 (quality control, QC) 样品, 用于评估仪器稳

定性和方法重复性。在校正和标准化后, 将数据导入

SIMCA14.1软件中, 进行主成分分析 (principal compo‐

nent analysis, PCA), 在正离子和负离子的模式下, 观察

到 QC样品聚集紧密, 表明仪器和方法具有良好的稳

定性和重复性 (图6A、B)。

采用验证的LC-MS方法对细胞样品进行分析, 在

正离子和负离子模式下分别检测到两组总离子流图 

(total ion current, TIC) (图 6C～F)。各组间色谱图存在

微小差异, 直观分析无法获得各组间代谢谱的差异, 故

采用多元统计学分析代谢谱。

6.2　细胞代谢轮廓分析 　进行 PLS-DA分析, 置换检

验得出正离子模式下其R2X、R2Y及Q2值分别为 0.355、

0.997和 0.893 (图 7A), 负离子模式下 R2X、R2Y及 Q2值

分别为 0.433、0.994和 0.917 (图 7B), 表明所建模型良

好, 无过度拟合现象。由PLS-DA可知 (图7C、D), 正常

组和给药组各样本呈现组内聚集和组间分散的趋势, 

说明给药后中药仙鹤草对A549细胞内的代谢物产生

Figure 5　Effect of Agrimonia pilosa on the distrbution of A549 cell cycle. A: Control; B: 12.5 mg·mL-1; C: 25 mg·mL-1; D: 50 mg·mL-1

Figure 6　Results of PCA and TIC. A: PCA results of all samples vs QC samples in positive ion mode; B: PCA results of all samples vs QC 

samples in negative ion mode; C: TIC results of control group in positive ion mode; D: TIC results of treatment group in positive ion mode; 

E: TIC results of control group in negative ion mode; F: TIC results of treatment group in negative ion mode

·· 708



同泽华等: 基于LC-MS技术探讨仙鹤草干预非小细胞肺癌A549细胞的代谢组学研究

了影响。

6.3　差异代谢物筛选及鉴定 　通过VIP、FC值和P多

个标准共同筛选出高标准的差异代谢物。主要通过采

用SIMCA14.1软件对数据进行分析, 以VIP > 1.5的条

件进行筛选差异代谢物。并通过FC > 2或 |log2FC| > 1

和P < 0.05进一步筛选出两组间的差异代谢物, 去除了

中药成分后共得到 33 个差异代谢物, 含有类 LysoPC

(24:0/0:0)、LysoPC(17:0/0:0)、 PC(O-40:5) 等。这些代谢

物中 PC(O-40:5)、PE(20:3(6,8,11)-OH(5)/Di Me(13,5)) 

等7个代谢物下调; LysoPC(24:0/0:0)、LysoPC(17:0/0:0)、

丙氨酸等26个代谢物上调 (表1)。

6.4　差异代谢物及代谢通路分析 　为了观察两组间

差异代谢物的变化趋势, 根据各差异代谢物的相对含

量构建了热图 (图 8A), 热图的每一行代表代谢物, 每

一列代表样品, 每种代谢物的相对含量以颜色深浅表

示, 可以清楚看到样本中代谢物的相对含量差异, 说明

仙鹤草水提液影响了A549细胞的代谢。将差异代谢物

输入到MetaboAnalyst 5.0数据库中进行代谢通路分析

及可视化, 结果显示仙鹤草水提液可能调控A549细胞

中甘油磷脂代谢、嘌呤代谢等4条代谢通路 (图8B)。

讨论

肿瘤是危害人类健康的主要疾病, 肿瘤的发生机

制复杂, 可能涉及到细胞凋亡、细胞周期、代谢、信号转

导通路等变化, 而且治疗肿瘤的药物多样, 疗效不同, 

仙鹤草具有多种成分, 可参与癌症等多种疾病的治疗, 

但作用机制不完全清楚[13]。

细胞凋亡是最有名的程序性死亡形式, 主要作为

Figure 8　Heat map and metabolic pathway analysis. A: The heat map analysis of differential metabolites. Rows: metabolites; Columns: 

samples. Color key indicates the concentration of metabolites. Blue-violet: lowest; red: highest. B: The metabolic pathway analysis was 

represented by bubble diagram

Figure 7　Permutation test results and PLS-DA results in control group vs treatment group (n = 200). A: Permutation test results with 

positive ions mode; B: Permutation test results with negative ions mode; C: PLS-DA results with positive ion mode; D: PLS-DA results with 

negative ion mode
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关键的生理机制来限制细胞群的扩张, 以维持组织稳

态或去除潜在的有害细胞[14]。细胞凋亡主要有形态特

征及生物水平的改变[15]。本研究通过 AO/EB 染色和

Hoechst 33258荧光染色发现随着药物浓度增加, A549

细胞逐渐呈现凋亡状态, 细胞被EB染成橘红色, 细胞

核破裂, 呈现凋亡性死亡, 细胞核逐渐发生皱缩, 细胞

核或细胞质内可见浓染致密的蓝色荧光颗粒, 并伴随

着蓝色荧光的凋亡小体, 同时LDH释放量随着药物浓

度的升高而升高, 说明当药物达到一定浓度后, 仙鹤草

水提液可诱导A549细胞凋亡, 细胞受损, 且呈浓度依

赖性。

细胞周期是细胞生长和分裂的协调过程, 细胞周

期的紊乱可能会引发癌变。细胞周期包含四个阶段, 

即 G1 期 (DNA 复制的准备期), G2 期 (细胞分裂的准

备期) 以及S期 (DNA合成) 和M期 (有丝分裂)[16]。研

究发现, 高浓度仙鹤草水提液能使胰腺癌 BXPC-3细

胞阻滞于G1期, 抑制细胞增殖[17]。本研究中, 不同浓

度仙鹤草水提液抑制了细胞周期的进程, 将A549细胞

阻滞于G1期。

细胞膜基本结构中含有脂质成分, 可以参与能量

供应、调节细胞膜流动性和脂质分子信号等途径[18]。

脂质代谢参与细胞生长、增殖、凋亡等细胞过程。脂质

代谢异常是恶性肿瘤的重要特征, 肿瘤细胞需要合成

大量的脂质来满足各种细胞器的形成和自身特殊的生

理需要[19]。甘油磷脂代谢属于脂质代谢, 是与非小细

胞肺癌最相关的重要代谢途径[20]。甘油磷脂代谢产生

的代谢产物包括磷脂酰胆碱 (PC)、溶血磷脂酰胆碱 

(LysoPC)、磷脂酰丝氨酸 (PS) 等。LysoPC作为氧化低

密度脂蛋白的主要脂质成分, 调节细胞增殖、肿瘤细胞

侵袭和炎症等多种生物过程[21], 其中LysoPC可以通过

诱导线粒体功能障碍、改变脂质代谢、增加脂肪酸氧化

和重编程ACSL5/PI3K/细胞外信号调节激酶调节的三

酰甘油-LysoPC平衡来抑制肺癌细胞增殖[22]。PC是真

核细胞膜的主要磷脂成分, 可促进癌细胞的增殖生长, 

Table 1　The potential biomarkers between control group and treatment group. HMDB: Human metabolome database; VIP: Variable impor‐

tance in the projection; ESI: Electron spray ionization; RT: Retention time

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

Metabolite
O-Arachidonoyl ethanolamine
Diethyl oxalpropionate
N-Eicosapentaenoyl methionine
N-Palmitoyl tyrosine
N-Stearoyl glutamic acid
LysoPC(24:0/0:0)
N-Stearoyl leucine
N-Eicosapentaenoyl cysteine
9'-Carboxy-gamma-chromanol
PE(20:3(6,8,11)-OH(5)/Di Me((13,5))
13'-Hydroxy-gamma-tocotrienol
N-Palmitoyl leucine
Sphingosine (1+)
Deoxyguanosine
Arachidonoylcholine
LysoPC(17:0/0:0)
5-Dehydroavenasterol
(±)8(9)-EET ethanolamide
Paxilline
Physalin E
LysoPS(16:0/0:0)
LysoPE(18:0/0:0)
PC(O-40:5)
S-(Formylmethyl) glutathione
Oleoyltaurine
PS(PGF1alpha/22:0)
N-Stearoyl tryptophan
LysoPA(i-19:0/0:0)
LysoPE(O-18:1(1Z)/0:0)
N-Stearoyltaurine
N-Eicosapentaenoyl proline
5'-Carboxy-gamma-chromanol
1-Stearoylglycerophosphoserine

HMDB ID
HMDB0013655
HMDB0032306
HMDB0242076
HMDB0062340
HMDB0241942
HMDB0010405
HMDB0241945
HMDB0242068
HMDB0012868
HMDB0284957
HMDB0012562
HMDB0241928
HMDB0062807
HMDB0000085
HMDB0240583
HMDB0012108
HMDB0006852
HMDB0013659
HMDB0030323
HMDB0034330
HMDB0240605
HMDB0011130
HMDB0013444
HMDB0060507
HMDB0242113
HMDB0282973
HMDB0241951
HMDB0114766
HMDB0240598
HMDB0240595
HMDB0242078
HMDB0012799
HMDB0061698

m/z
347.281 9
243.110 8
433.261 7
419.306 9
413.313 8
607.458 7
397.354 3
405.235 7
376.261 2
879.594 3
426.313 5
369.324 2
299.282 3
202.580 8
201.163 7
509.348 7
410.354 9
193.158 9
198.127 9
544.191 9
497.275 4
481.316 8
821.636 0
349.094 1
389.259 6
919.611 0
470.347 9
452.294 1
465.323 6
391.276 7
399.274 4
306.184 0
525.308 2

RT/min
5.132
1.922
4.467
7.526
5.709
9.175
6.579
5.330
4.557

15.893
8.557
9.305
5.827

12.957
5.473
8.516
8.262
4.130
7.649
2.923
6.343
7.578

15.89
0.600
6.824
6.798
5.233
5.726
7.032
7.809
5.919
5.354
7.417

Fold change
35.201
26.983
13.959

0.036
0.229
5.394
5.660

27.366
36.682

0.157
7.322
0.264
0.293
3.577

48.075
11.826
12.661
14.884

9.937
23.162

2.926
3.720
0.157
0.037
7.412
8.468
6.144

73.428
4.996

16.561
3.367

12.849
5.065

VIP
1.962
1.961
1.958
1.951
1.949
1.946
1.942
1.941
1.941
1.938
1.937
1.958
1.917
1.942
1.934
1.924
1.946
1.943
1.901
1.914
1.914
1.914
1.908
1.905
1.904
1.901
1.817
1.812
1.804
1.801
1.801
1.821
1.807

ESI mode
[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+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

Formula
C22H37NO2

C9H14O5

C25H39NO3S
C25H41NO4

C23H43NO5

C32H66NO7P
C24H47NO3

C23H35NO3S
C23H36O4

C49H86NO10P
C28H42O3

C22H43NO3

C18H38NO2

C10H13N5O4

C25H44NO2

C25H52NO7P
C29H46O
C22H37NO3

C27H33NO4

C28H32O11

C22H44NO9P
C23H48NO7P
C48H88NO7P
C12H19N3O7S
C20H39NO4S
C48H90NO13P
C29H46N2O3

C22H45O7P
C23H48NO6P
C20H41NO4S
C25H37NO3

C18H26O4

C24H48NO9P

Trend
Up
Up
Up

Down
Down

Up
Up
Up
Up

Down
Up
Up

Down
Down

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

Down
Down

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

·· 710



同泽华等: 基于LC-MS技术探讨仙鹤草干预非小细胞肺癌A549细胞的代谢组学研究

在癌症疾病中发现PC异常升高[23], 可以区分非小细胞

肺癌患者和健康对照人群。在肺癌患者中 PC水平紊

乱表现为 PC(15:0/18:1)、PC(16:1/20:5)、PC(18:0/20:1) 

中明显增高。胆碱激酶是PC合成中的关键酶, 在癌变

发生期间参与细胞增殖的调节中起关键作用, PC浓度

的异常增加可能与胆碱激酶的过表达有关[24,25]。目前

已有其他中药干预 A549 细胞脂质代谢的研究, 如蒲

公英提取物干预A549细胞后 PC下调, 这表明蒲公英

提取物可能通过干扰脂质代谢影响恶性增殖和细胞膜

结构的稳定性[26]; 肺癌荷瘤小鼠血浆中 PC(22:5/14:0) 

升高 , 注射抗肺癌药物后甘油磷脂代谢紊乱得以逆

转[27]。在本研究中 , 经药物处理后甘油磷脂的代谢

LysoPC(17:0/0:0)、LysoPC(24:0/0:0)、PC(O-40:5) 发生

显著改变, 表明药物可能通过下调参与PC合成的酶如

胆碱激酶, 从而使 PC分解增强并干扰脂质代谢, 影响

肿瘤细胞的增殖和细胞膜的稳定性, 最终诱导A549细

胞增殖和凋亡。

嘌呤是所有生物体最丰富的代谢底物, 是DNA和

RNA的重要组成成分, 参与多种生物学过程[28], 能提供

必要的能量和辅助因子[29]。嘌呤代谢受损与癌症的进

展有关, 能够促进细胞凋亡, 阻滞细胞的增殖。肿瘤细

胞中嘌呤代谢生物合成途径和嘌呤代谢的相关酶上调

是主要的调控途径[30]。肿瘤细胞中能检测到高浓度的嘌

呤代谢物, 许多抗肿瘤药物是通过阻断DNA合成和停

止细胞生长发挥治疗癌症的作用[31]。嘌呤代谢产物是

肺癌的重要代谢特征, 调节嘌呤代谢是抑制肺癌的重

要途径[32,33]。本研究中, 脱氧鸟苷含量下调, 嘌呤代谢产

物受到干扰。提示仙鹤草水提液通过抑制嘌呤代谢途径

来抑制A549细胞的增殖和凋亡。代谢组学能够定性

定量分析A549细胞内代谢物的变化, 得出细胞内的代

谢物与细胞状态的相对关系, 找到与肺癌疾病相关的

生物标志物[34]。本研究表明, 仙鹤草水提液可以显著

调节A549细胞中LysoPC(24:0/0:0)、LysoPC(17:0/0:0)、

PC(O-40:5)、脱氧鸟苷等代谢物, 主要涉及甘油磷脂代

谢、嘌呤代谢等代谢通路。

综上所述, 仙鹤草水提液可能通过调节脂质代谢、

嘌呤代谢紊乱, 从而抑制A549细胞增殖和促进细胞凋

亡。未来会对仙鹤草化学成分、体外抗肿瘤活性、标志

物之间的关联进行分析, 同时可在动物水平上, 进一步

研究仙鹤草对A549肺癌模型小鼠的治疗潜力, 为临床

应用提供理论基础和实验依据。
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