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基于肾脏代谢组学探究龟龄集改善大鼠轻度认知功能障碍作用机制
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摘要: 本研究旨在从肾脏代谢组学的角度探讨龟龄集 (GLJ) 改善大鼠轻度认知功能障碍 (MCI) 的作用机制。

将大鼠随机分为对照组、模型组、阳性药 (银杏叶片、多奈哌齐) 组和龟龄集低、高剂量组, 采用颈背部皮下注射D-半

乳糖同时给予半高脂饲料共 8周复制MCI大鼠模型, 从第 5周开始给药至第 8周末, 测试各组大鼠肾功指标、肾脏组

织病理、并基于LC-MS肾脏代谢组学的方法探究各组大鼠肾脏内源性代谢物差异, 并分析代谢通路。结果显示, 龟

龄集可调节MCI大鼠尿素氮水平、改善肾脏组织病理损伤。阳性药银杏叶片和多奈哌齐对肾功指标无显著调节作

用, 银杏叶片可减轻肾脏组织病理损伤, 多奈哌齐对肾组织病理无明显改善作用。肾脏代谢组学共发现 23个与

MCI相关的差异代谢物, 龟龄集可回调其中 17个代谢物。通路富集分析显示龟龄集主要通过影响肾脏半胱氨酸和

甲硫氨酸代谢、烟酸与烟酰胺代谢、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、甘油磷脂代谢发挥改善MCI的作用。研究结果初步阐

明了龟龄集“从肾治脑”的药理机制, 也为临床使用龟龄集治疗MCI提供了研究基础。本研究动物实验获得山西大

学伦理委员会的批准 (批准号: 2020DW121)。

关键词: 轻度认知功能障碍; 龟龄集; 肾脏; 代谢组学; 通路分析

中图分类号: R917   文献标识码: A   文章编号: 0513-4870(2024)04-1017-11

Mechanism of Guilingji to prevent the mild cognitive impairment in 

rats based on kidney metabonomics

SHI Jing-chao1,2, WANG Yu-kun2, YU Shu-ting3, ZHANG Ai-rong4, GAO Xiao-xia2*, QIN Xue-mei2*

(1. School of Traditional Chinese Materia Medica and Food Engineering, Shanxi University of Chinese Medicine, 

Jinzhong 030619, China; 2. Modern Research Center for Traditional Chinese Medicine, Shanxi University, Taiyuan 

030006, China; 3. Taihang Herbal Research Institute, Shanxi University of Chinese Medicine, Jinzhong 030619, 

China; 4. Shanxi Guangyuyuan Chinese Medicine Co., Ltd., Taigu 030800, China)

Abstract: This study used kidney metabolomics to investigate the underlying mechanisms of Guilingji (GLJ) 

on mild cognitive impairment (MCI) rats. The rats were randomly divided into 6 groups (n = 8), i.e., control group, 

model group, positive drug (Ginkgo biloba tablet, donepezil) group, GLJ group (low and high dose group). The 

MCI rat model was replicated using subcutaneous injection of D-galactose into the back of the neck along with a 

semi-high-fat diet for a total of 8 weeks, and drug was administered from the 5th week for 4 weeks. The kidney 

function and renal pathological changes of each group of rats were tested. And LC-MS based kidney metabolomics 

coupled with multivariate data analysis were conducted to explore the potential biomarkers, and corresponding 

metabolic pathways were then determined. After administration of GLJ, the level of urea nitrogen was decreased 

compared with those of the model group, and the abnormalities of morphology in kidney tissues were improved. 
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The positive drugs (ginkgo biloba tablet and donepezil) had no significant modulating effect on renal function 

indexes. Ginkgo biloba tablet can lessen the pathological injury of kidney tissue, and donepezil had no 

improvement on renal histopathology. A total of 23 MCI related differential metabolites were identified in kidney, 

and 17 metabolites were signifcantly restored by GLJ compared with those of the model group. Additionally, we 

found that the cysteine and methionine metabolism, nicotinate and nicotinamide metabolism, taurine and 

hypotaurine metabolism, glycerophospholipid metabolism were significantly involved in the regulatory effect of 

GLJ. The results illuminate the "cong shen zhi nao" mechanism of GLJ, and also provide a research basis for the 

clinical use of GLJ for the treatment of MCI. The animal experiment of this study was approved by the Ethics 

Committee of Shanxi University (approval number: 2020DW121).

Key words: mild cognitive impairment; Guilingji; kidney; metabonomics; pathway analysis

轻度认知功能障碍 (mild cognitive impairment, 

MCI) 是介于正常老化与痴呆之间的一种过渡状态, 其

主要表现为记忆力下降、其他认知功能进行性衰退但

不影响日常社会生活。研究表明近年来随着人口老龄

化程度的加重, 年龄大于 60岁老年人群体中, MCI患

病率高达 19.6%, 且每年有 10%～15% 的 MCI 患者会

发展为阿尔茨海默病 (AD), 将近 67%的AD患者均由

MCI 转化而来 , 而正常老年人群患 AD 的概率仅为

1%～2%[1]。由此可见MCI是AD的重要危险因素, 因

此MCI的早期诊断与治疗意义重大。

龟龄集是我国传统中药名方, 诞生于明代皇宫, 是

我国四大保密处方之一。2020年版《中华人民共和国

药典》公开其中 20味药材[2], 包括红参、鹿茸、海马等, 

记载龟龄集具有强身补脑、固肾补气、增进食欲之功

效, 可用于治疗肾亏阳弱、记忆减退、夜梦精溢、腰酸腿

软、气虚咳嗽、五更溏泻、食欲不振之症。现代临床和

药理研究表明, 龟龄集在改善认知和记忆功能方面效

果显著, 临床研究表明龟龄集可以降低轻中度 AD患

者的阿尔茨海默病评估量表−认知量表 (ADAS-cog) 

评分和中医证候积分 , 增加简易精神状态检查量表 

(MMSE)评分[3], 并能改善血管型MCI患者的认知功能

和中医证候, 调节胆碱能系统、炎症反应和细胞因子水

平[4], 还能改善轻−中度老年认知障碍患者的肾虚髓减

证[5]。药理研究发现龟龄集可通过保护海马组织, 调

节皮质酮和睾酮水平改善AD大鼠认知功能障碍[6], 并

能通过增加海马CA1区神经元数量, 调节脑源性神经

营养因子及其高亲和力受体酪氨酸激酶受体 B 

(BDNF/TrkB) 信号通路, 促进突触、髓鞘相关蛋白表达

改善 SAMP8 小鼠学习记忆能力[7]。本课题组前期基

于多种衰老动物模型发现龟龄集可通过调节氧化应

激、胆碱能和性激素水平; 调节血清、尿液、睾丸中小分

子代谢物水平及相关代谢通路等改善衰老性记忆障碍

动物的学习记忆功能[8,9]。同时, 还基于D-半乳糖合并

半高脂饲料致 MCI大鼠模型考察了龟龄集改善 MCI

的药效作用, 并从分子生物学和血清、海马代谢组学层

面探讨了其药理机制, 发现龟龄集可通过调节氧化应

激、炎症反应、胆碱能、细胞凋亡和神经营养, 并能影响

机体脂质代谢、氨基酸代谢和能量代谢等改善MCI大

鼠学习记忆障碍 , 并减轻其脾胃失和、肝肾亏虚之

证[10]。综上, 龟龄集可能通过调节多组织功能、协同作

用, 从而影响衰老性认知功能障碍。

认知功能障碍与中医的“呆病”相似, 《素问》载“肾

主骨、生髓、通于脑”, 中医认为认知功能障碍的发生与

脑髓消减有关, 而脑髓消减的首要原因是肾精不足, 且

已通过量表和神经影像学证实肾虚证往往伴有认知功

能障碍的发生[11,12], 足见肾与认知之间关系密切。从

西医角度看, 大量临床和药理研究证明肾病患者往往

伴随认知功能减退, 且认知功能会随肾病的病程进展

持续下降[12,13]。如慢性肾病患者的血清胱抑素C和尿

白蛋白亦可作为认知能力下降的早期标志物[14]。同

时, 慢性肾病还可能通过影响核因子-E2相关因子 2/血

红素氧合酶-1 (Nrf2/HO-1) 信号通路使海马和前额叶

皮层神经元损伤从而影响认知功能[15]。由此可见, 神

经系统和肾脏之间存在某些通信机制[16]。上述中医所

讲的肾和西医解剖学的肾脏不同, 但在某些点上亦有

相通之处, 如中医之肾主水, 调节人体水液代谢, 这与

西医的肾作为泌尿系统主要器官的生理功能相吻合; 

中医之肾主骨生髓, 影响骨骼生长发育, 化生脑髓, 西

医的肾则能分泌促红细胞生成素、羟化维生素D3从而

刺激骨髓造血和骨骼生长发育[17]。中医的“肾”是一个

功能概念, 部分功能相当于西医的肾。那么龟龄集能

否通过改善肾脏功能影响认知？龟龄集说明书中“固

肾补气, 用于肾亏阳弱症”与其改善认知功能是否存在

关联？为探明这一问题, 本研究基于前期建立的MCI

大鼠模型, 通过西医之肾, 借助肾功指标、肾脏组织病

理和肾脏 LC-MS代谢组学阐释龟龄集可能通过调节

肾功能、肾脏小分子代谢物水平从而改善MCI大鼠认

知功能的作用机制, 发现中医之肾和西医之肾在对认
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知功能影响上的相通之处, 以现代药理学方法阐释“从

肾治脑”, 并为临床治疗MCI提供新思路。

材料与方法

实验动物 健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 , 体质量 

(180 ± 20) g, 购于北京维通利华实验动物技术有限公

司, 许可证号: SCXK (京) 2019-0006。将大鼠置于昼

夜节律光照条件下, 自由进食进水, 饲养环境温度为 

(24 ± 1) ℃, 湿度为 (50 ± 5) %, 适应性饲养 7天后开始

实验。该实验由山西大学伦理委员会批准 (批号 : 

2020DW121)。

试剂和药品 质谱级乙腈、色谱级甲酸、色谱级甲

醇 (美国Thermo公司), 超纯水由MilliQ Integral Water 

Purification System 制备 (美国 Millipore公司), 龟龄集 

(山西广誉远国药有限公司, 103171021), 盐酸多奈哌

齐片 (安理申 , 卫材药业有限公司 , 1705045), 银杏叶

片 (扬子江药业有限公司 , 10010321)。D-半乳糖 

(Sigma公司, 102030630), 羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) 

(天津市凯通化学试剂有限公司), 生理盐水 (石家庄四

药有限公司, 1811153201), 基础饲料 (北京科澳协力饲

料有限公司, 19033211), 半高脂饲料 (配方: 5%猪油 + 

0.5%胆固醇 + 5%蛋黄粉 + 89.5%基础饲料, 北京科澳

协力饲料有限公司)。大鼠尿素氮 (BUN)、肌酐 (Cr) 

ELISA 试剂盒 (北京安迪华泰科技有限公司 , 批号 : 

AD190529,  AD190524)。

仪器 超高效液相色谱−质谱联用仪 (Thermo-

Fisher Dionex Ulti Mate 3000 UHPLC-QExactiveOrbi‐

trap-MS)、Xcalibur工作站 (美国Thermo公司), 色谱柱

ACQUITYUPLC HSST3 (2.1 mm × 100 mm, 1.8 μm, 美

国Waters公司), Heal Forece高速冷冻离心机 (Neofuge 

13R, 上海力申科学仪器有限公司), XW-80A漩涡混合

器 (上海青浦沪西仪器厂), DHG-9023A电热恒温鼓风

干燥箱 (上海精宏实验设备有限公司), TG16KR冷冻

离心干燥机 (上海继谱电子科技有限公司)。

分组、造模及给药 适应性饲养 1 周后 , 随机将

60只大鼠分为空白组 (CON)、模型组 (MOD)、龟龄集

高剂量组 (GLJ-H)、龟龄集低剂量组 (GLJ-L)、银杏叶

片组 (GBT) 与多奈哌齐组 (DON), 每组 10只。MOD、

GLJ-H、GLJ-L、GBT、DON组每天颈背部皮下注射D-半

乳糖50 mg·kg-1, 同时给予半高脂饲料, CON组每天颈背

部皮下注射等量生理盐水, 给予基础饲料, 至第 8周末

止。第 5 周开始灌胃给药 , GLJ-H 组给予 150 mg·kg-1

龟龄集, GLJ-L组给予 75 mg·kg-1龟龄集 (临床等效剂

量), GBT组给予 7.2 mg·kg-1银杏叶片 (以总黄酮苷计), 

DON 组给予 0.625 mg·kg-1 多奈哌齐 , 上述药液均以

CMC-Na 配成混悬液 , CON 组、MOD 组给予等量

CMC-Na溶液至第8周末止。

样本收集 大鼠腹主动脉取血 , 放置 30 min 后 , 

3 500 r·min-1离心 20 min, 取上清液, 分装, −80 ℃保存

备用; 收集左侧肾脏组织并立即置液氮中冷冻, 保存

于−80 ℃冰箱待用, 将右侧肾脏组织用多聚甲醛固定, 

待用。

肾脏组织病理测试 固定的肾脏组织经自来水冲

洗固定液, 酒精梯度脱水后, 浸蜡、包埋、切片染色后

镜检。

肾功相关指标测定 采用酶联免疫吸附法 

(ELISA) 测定血清肌酐 (Cr) 和尿素氮 (BUN)。按照试

剂盒说明书先配制标准品, 稀释标品并加样; 配制液洗

涤终止反应后进行测定。

统计分析 使用 SPSS 22.0、Excel 2019、Graphpad 

prism 7 软件对实验数据进行统计学分析 , 结果采用

平均值 ± 标准差 (mean ± SD) 表示。组间比较使用

Dunnett's-t 检 验 , 以 及 SPSS 中 多 变 量 方 差 分 析 

(ANOVA), 以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

LC-MS代谢组学数据采集 肾组织样本制备 将

肾组织于 4 ℃解冻, 精密称定 80 mg肾组织, 以提前预

冷至0 ℃的甲醇−水溶液300 μL (1∶1) 匀浆1 min, 涡旋

2 min后, 于 4 ℃, 13 000 r·min-1离心 15 min, 将上清液

转移至1.5 mL EP管中, 将剩余沉淀物以上述方式提取

后合并两次上清液, 置冷冻离心干燥机中浓缩至干, 残

渣以 300 µL 甲醇−水 (4∶1) 溶液复溶 , 涡旋 5 min, 于

4 ℃、13 000 r·min-1离心 15 min, 取上清液待测。另取

上述测试样品上清液各 10 µL并充分混合, 作为质量

控制 (QC) 样本, 进样时每 6个样品插入一个QC样品, 

考察仪器稳定性。

LC-MS 液相色谱条件 流动相为 0.1% 甲酸水 

(A) 和 0.1%甲酸乙腈 (B), 流动相梯度为: 0～0.5 min, 

1% B; 0.5～3.5 min, 1%～53% B; 3.5～7.5 min, 53%～

70% B; 7.5～9 min, 70%～90% B; 9～13 min, 90% B; 

13～14 min, 90%～1% B; 14～16 min, 1% B。流速

0.3 mL·min-1, 进样量5 µL, 柱温40 ℃。

LC-MS质谱条件 采用电喷雾离子源 (ESI), 正、负

离子模式下分别扫描。扫描模式为 Full Scan/dd-MS2, 

母离子扫描范围为 m/z 100～1500, 子离子扫描范围

为 m/z 50～1 000, 分辨率设定为 MS Full Scan 35 000 

FWHM以及MS/MS 17 500 FWHM, 碰撞能量为 12.5、

25 和 37.5 eV, 离子喷雾电压 5 500 V; 去簇电压 70 V; 

入口电压 10 V; 碰撞气压为medium; 雾化气 50 psi; 辅

助加热气50 psi; 气帘气35 psi, 去溶剂温度500 ℃。

LC-MS 数据分析 将所得到的 LC-MS/MS 原始
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数据导入 Compound Discoverer 3.0 软件, 获取匹配和

对齐的峰值数据, 主要参数的设置为: 质量偏差 5×10-6, 

保留时间偏差 0.05 min; 信噪比阈值 3。将归一化后的

峰面积数据导入 SIMCA-P 13.0软件进行主成分分析 

(PCA), 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)。

代谢物鉴定及通路分析 利用数据库包括

HMDB (http://www. hmdb. ca)、m/z cloud (https://www.

mz cloud. org)、Massbank (http://www. massbank. jp)、

Lipid Maps (http://www. lipidmaps. org)、Metlin (http://

metlin.scripps.edu) 等完成, 其次进一步通过和文献比

对化合物的分子量、二级碎片等信息进行鉴定。将鉴

定得到的代谢物采用 MetaboAnalyst 5.0 (https://www.

metaboanalyst.ca) 并结合 KEGG (http: //www.genome.

jp/kegg) 在线数据库进行通路分析。

差异代谢物与行为学相关分析 将分析得到的差

异代谢物峰面积数据和前期实验得到认知相关行为学

指标[10], 包括Morris水迷宫实验中逃逸潜伏期、目标象限

滞留时间和穿越平台次数的数据应用 IBM SPSS 25.0 

(芝加哥, 美国) 软件经标准化处理后进行 Spearman相

关分析 , 并采用 GraphPad Prism 7.0 (圣地亚哥 , 美国) 

软件绘制相关性分析热图。

结果

1　各组大鼠肾功指标及给药后干预作用

MOD 组大鼠血清肌酐 (Cr) 和尿素氮 (BUN) 较

CON组显著升高 (P < 0.05, P < 0.05), GLJ-H组较MOD

组BUN显著降低 (P < 0.05), GLJ-L、GBT和DON组较

MOD组两肾功指标均无显著变化 (图1)。

2　各组大鼠肾脏组织病理分析

光学显微镜下观察肾组织 HE 染色结果 (图 2), 

CON 组大鼠肾小球形状规则 , 肾小球内细胞排列整

齐, 数量及细胞基质均匀, 肾小管上皮细胞圆润、饱满, 

刷状缘排列整齐规则; MOD 组大鼠肾小球形状不规

则, 肾小球内细胞排列紊乱, 肾小管上皮细胞出现空泡

样变性、胞质疏松、刷状缘脱落。GLJ-H 和 GBT 组较

MOD组肾小球形状规则, 肾小球系膜细胞恢复, 基底

膜改善, 肾小管上皮细胞饱满、刷状缘排列整齐规则。

GLJ-L和DON组肾小管上皮细胞存在空泡样变性、刷

状缘脱落。

3　龟龄集改善MCI大鼠LC-MS肾脏代谢组学分析

3.1 仪器系统稳定性监测 在肾脏样本分析过程中, 

每 6针样品之后进一针QC, 共进 8针QC样本, 将各组

数据与QC数据进行PCA分析, PCA得分图显示 (图 3) 

各组呈明显分离趋势, 且QC样品 (橙色) 聚集在一起, 

反映了仪器的稳定性和数据的重现性。同时, 在正、负离

子模式下分别选择QC样本中保留时间位于前、中、后

段且质荷比在200～600之间的离子为代表离子, 计算其

提取离子的保留时间及峰面积的RSD值, 监督和评价

LC-MS系统的稳定性。10个提取离子保留时间的RSD

为1.49×10-3%～2.45×10-2%, m/z的RSD为1.55×10-7%～

2.18×10-3%, 相对峰面积的 RSD 为 3.87×10-2%～1.25×

10-1% (表 1), 结果表明 LC-MS 系统稳定, 测定结果可

靠。 

3.2 多元统计分析 采用 PCA分析初步明确各组大

Figure 2　Pathological changes of kidney tissue of rats in various 

group (200×)

Figure 1　The blood renal function indexes of rats in various group. 

CON: Control group; MOD: Model group; GLJ-L: Guilingji low 

dose group; GLJ-H: Guilingji high dose group; GBT: Ginkgo 

biloba tablet group; DON: Donepezil group; Cr: Serum creatinine; 

BUN: Blood urea nitrogen. 
-
x ± s, n = 10. *P < 0.05 vs CON, △P < 

0.05 vs MOD
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鼠肾脏代谢轮廓差异并检查有无异常值, 从PCA-X得

分图可以看出对照组与模型组可明显分开, 各给药组

亦能明显分开 (图 4A), 说明MCI大鼠肾脏内源性代谢

物发生变化, 给药后对模型大鼠的肾脏代谢轮廓有一

定的调节作用。所有样本 hotelling T2检验 95%置信区

均在 2倍标准偏差范围内 (图 4B), 表明无异常值。为

获取有效分离的样本和增强对样本的识别, 进一步采

用 PLS-DA 对数据进行分析。将 MOD、CON、GLJ-H

和 GLJ-L进行 PLS-DA 分析, 模型参数为 R2X = 0.325, 

R2Y = 0.781, Q2 = 0.506, 得分图显示COD组和MOD组

明显分开 (图 4C), 给药组也均与MOD组明显分开, 且

GLJ-H组更接近对照组, 表明龟龄集对模型大鼠肾脏

代谢轮廓有调控作用 , 且高剂量调控作用更优。将

CON、MOD 组和 GBT、DON 组进行 PLS-DA 分析 , 模

型参数为R2X = 0.407, R2Y = 0.847, Q2 = 0.480, 得分图

显示两阳性药组均能与MOD组明显分开 (图 4D)。其

中, GBT组与模型组分离较明显, 更趋于CON组, 表明

银杏叶片和多奈哌齐对模型大鼠肾脏代谢轮廓有一定的

调控作用, 且银杏叶片调控作用更强。为验证模型可

靠性, 对上述两模型数据进行 200次随机排列实验, 结

果显示R2与Q2参数接近, 模型斜率稍大且与纵轴截距

为负值 (图4E、F), 表明模型未产生过分拟合, 结果可靠。

为进一步明确模型和对照组的差异代谢物, 对CON组

和 MOD 组数据进行 OPLS-DA 分析。OPLS-DA 得分

图显示模型组和对照组显著分离 (图 4G), 模型参数为

R2Y = 0.999, Q2 = 0.902, CV-ANOVA检验P = 1.785×10-3, 

表明所建立的模型拟合良好, 能够预测分类数据, 计算

LC-MS 数据中各变量对 OPLS-DA 模型的贡献得到

S-plot图 (图 4H), 以 t检验P < 0.05、VIP > 1.5、S-plot中

p (corr) > 0.58为条件筛选差异变量。

3.3 差异代谢物分析 将得到的差异变量进行鉴定

指认, 共得到 23个与MCI相关的潜在生物标志物 (表

2), 以回调率表示药物对差异代谢物的回调程度, 回调

率 = (相对峰面积给药组 − 相对峰面积模型组) / (相对

峰面积空白组 − 相对峰面积模型组) × 100%。由表 2

可知, MOD较CON组赖氨酸、哌啶甲酸、牛磺酸、葡萄

糖酸、唾液酸、酮戊二酸单酰胺、烟酰胺、甘油磷酸胆

碱、亮氨酸、脱氧肌苷共 10种代谢物含量降低; 胞苷、

胞嘧啶、甲硫氨酸、肌酸、黄嘌呤核苷、亚油酰胺、7种

溶血磷脂包括溶血磷脂酰胆碱 (LPC) 和溶血磷脂酰乙

醇胺 (LPE) 共 13种代谢物含量升高。其中, 高剂量龟

龄集除对葡萄糖酸、唾液酸、胞苷、胞嘧啶、亚油酰胺、

LysoPC(16:0/0:0) 无回调作用, 或无显著回调作用, 对其

余17种差异代谢物均有显著回调作用; 低剂量龟龄集仅

对甘油磷酸胆碱、脱氧肌苷和LysoPC(18:2(9Z,12Z)/0:0) 

共 3种代谢物有显著回调作用; 银杏叶片对唾液酸、酮

戊二酸单酰胺、甲硫氨酸、烟酰胺、正亮氨酸共 5种代

谢物有显著回调作用; 多奈哌齐对酮戊二酸单酰胺、甘

油磷酸胆碱、脱氧肌苷、LysoPC(18:2(9Z,12Z)/0:0) 和

LysoPC(18:1(9Z)/0:0) 共 5种代谢物有显著回调作用。

其中高剂量龟龄集对差异代谢物的平均回调率为

86.13%, 总回调率为 1 636.18%; 较其他给药组均最高, 

低剂量龟龄集平均回调率和总回调率最低。银杏叶片

平均回调率为 45.88%, 总回调率为 1 055.15%; 多奈哌

齐平均回调率为 51.30%, 总回调率为 820.80%, 银杏叶

片的总回调率较多奈哌齐高, 但平均回调率稍低, 主要

是由于多奈哌齐对个别指标的回调率超过100%。

3.4 差异代谢物和行为学相关分析 相关分析结果

如图 5所示, 图中红色表示正相关, 蓝色表示负相关, 

Table 1　UHPLC-TOF-MS stability monitoring results of kidney QC samples

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

tR/min
0.85
1.62
2.73
3.35
3.88
4.31
6.50
8.92

10.41
11.83

RSD of retention time/%
6.06×10-3

1.72×10-2

2.45×10-2

7.12×10-3

3.06×10-3

2.75×10-3

4.92×10-3

2.98×10-3

1.49×10-3

9.54×10-3

m/z
124.007 5
118.086 3
132.101 8
269.112 2
158.082 4
323.200 0
280.263 1
255.233 2
524.370 4
352.290 4

RSD of m/z/%
3.63×10-7

5.60×10-7

1.07×10-6

2.37×10-6

1.55×10-7

2.18×10-3

4.88×10-7

2.73×10-7

1.48×10-6

3.46×10-5

RSD of relative peak areas/%
5.46×10-2

1.25×10-1

3.87×10-2

4.86×10-2

9.40×10-2

7.21×10-2

5.41×10-2

1.21×10-1

6.32×10-2

6.26×10-2

Ion
[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

Figure 3　Score plots of PCA analysis of the six groups and QC 

samples
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相关系数范围为 1.0 (最大正相关) 到−1.0 (最大负相

关), 0表示不相关, |r| > 0.5且P < 0.05则具有显著相关

性, 图中将|r| > 0.5的数据标出。由图 5可知, 目标象限

滞留时间和 5 个差异代谢物具有显著或极显著相关

性, 其中与哌啶甲酸、葡萄糖酸、脱氧肌苷和溶血磷脂

酰胆碱为正相关关系, 与亚油酰胺为负相关关系; 穿越

平台次数与溶血磷脂酰胆碱呈显著正相关关系, 其余

指标虽显示出一定相关性, 但无显著性。

3.5 代谢通路分析 将发现的 23个与MCI相关潜在

生物标志物以及龟龄集可显著回调的 17种生物标志

物导入 MetaboAnalyst数据库进行代谢通路分析。以

代谢通路影响值 (impact value) > 0.05和代谢通路显著

性水平 (−lgP) > 0.4为条件筛选出主要代谢通路。共得

到 5条与MCI相关的代谢通路 (图 6A), 包括甘油磷脂

代谢、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、烟酸和烟酰胺代谢、磷

酸戊糖通路、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢; 龟龄集能调节

Figure 4　Multivariate data analysis from UPLC-MS/MS. A: PCA score plots from six group; B: Hotelling T2 test of all samples; C: PLS-

DA score plots from control group, model group and GLJ group; D: Permutation test form PLS-DA; E: PLS-DA score plots from control 

group, model group, ginkgo biloba tablet group and donepezil group; F: Permutation test form PLS-DA; G: OPLS-DA score plots from con‐

trol group and model group; H: S-plot of OPLS-DA

Figure 5　Spearman correlation analysis of "behavior-differential metabolites" in model rats. *P < 0.05, **P < 0.01
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其中 3条代谢通路 (图 6B), 包括牛磺酸和亚牛磺酸代

谢、烟酸和烟酰胺代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢。利

用 KEGG 数据库对 MCI大鼠肾脏差异代谢物及主要

相关代谢通路进行关联分析 (图 7), 发现 MCI涉及多

条代谢途径紊乱, 龟龄集可通过调控多条代谢通路发

挥治疗 MCI 的作用 , 可调节代谢物和通路多于两阳

性药。

讨论

本研究选择中药银杏叶片和西药多奈哌齐作为阳

性对照药, 其中银杏叶片由银杏叶提取物制成, 属于中

药制剂, 临床研究证实了银杏叶提取物可改善MCI患

者认知功能、神经精神症状、日常生活能力, 其机制涉

及降低血黏度、增强微灌注、调节大脑血清素水平、增

加多巴胺水平、减少 β淀粉样蛋白纤维形成等[18]。多

奈哌齐是美国食品和药物管理局唯一批准用于治疗

AD的药物, 其药理机制明确, 可通过抑制乙酰胆碱酯

酶, 减轻胆碱能损伤导致的神经元病变发挥神经保护

的作用; 并能减轻Aβ的神经毒性, 影响烟碱受体、降低

谷氨酸神经毒性、对抗自由基并减轻氧化应激[19], 上述

药理机制均与MCI病理机制密切相关。

本研究基于 D-半乳糖合并半高脂饲料致 MCI大

鼠模型, 发现MCI大鼠血清BUN和Cr异常, 并出现肾

脏组织病理损伤。给予龟龄集可显著回调BUN水平, 

Figure 6　Summary diagram of pathway analysis with MetaboAnalyst. A: The metabolic pathways associated with MCI; B: Regulation of 

metabolic pathway of GLJ-H

Table 2　The differential metabolites in rat kidney identified by LC-MS. tR: Retention time; ↑ Means that the relative peak area is raised; 

↓ Means that the relative peak area is lowered. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

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

Lysine

Pipecolinic acid

Taurine

Gluconic acid

N-Acetylneuraminic acid

2-Ketoglutaramate

Cytidine

Cytosine

Methionine

Nicotinamide

Glycerophosphorylcholine

Norleucine

Creatine

Deoxyinosine

Xanthosine

Linoleamide

LysoPE(18:2(9Z,12Z)/0:0)

LysoPC(18:2(9Z,12Z)/0:0)

LysoPE(16:0/0:0)

LysoPC(16:0/0:0)

LysoPE(18:1(9Z)/0:0)

LysoPC(18:1(9Z)/0:0)

LysoPE(18:0/0:0)

tR

/min

0.76

0.77

0.85

0.89

0.94

0.96

1.64

1.64

1.67

1.77

2.38

2.65

2.94

3.27

3.31

6.53

8.13

8.50

8.98

9.11

9.48

9.60

10.59

m/z

146.105 5

129.079 1

125.014 7

196.058 5

309.106 2

145.037 6

243.085 3

111.043 4

149.051 0

122.048 1

257.101 0

131.094 7

131.069 7

252.085 7

284.076 0

279.256 0

477.285 6

519.332 5

453.285 8

495.332 5

479.301 6

521.348 5

481.317 0

Ion

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M]+

[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]−

MOD 

vs 

CON

↓***

↓***

↓*

↓**

↓**

↓***

↑***

↑***

↑*

↓**

↓*

↓***

↑***

↓***

↑**

↑*

↑***

↑***

↑***

↑*

↑***

↑**

↑***

GLJ-H 

vs 

MOD

↑***

↑**

↑*

↑**

↓*

↑*

↑***

↑***

↓***

↑***

↓***

↓
↓*

↓**

↓**

↓
↓*

↓*

↓*

GLJ-L 

vs 

MOD

↑
↑
↑
↑
↓

↑
↑*

↑
↓
↑*

↓
↓
↓
↓*

↓
↓
↓
↓

GBT 

vs 

MOD

↑
↑
↑
↑
↑***

↑*

↓
↓
↓*

↑*

↑
↑*

↓
↑
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓
↓

DON 

vs 

MOD

↑
↑

↑*

↓
↓
↑
↑***

↑
↓
↑*

↓
↓
↓
↓*

↓
↓*

Recovery rate/%

GLJ-H

89.19

66.05

82.66

55.63

98.62

74.87

126.41

59.00

79.61

195.46

95.72

51.46

81.59

74.06

83.27

89.91

68.31

90.70

73.86

GLJ-L

46.74

22.88

29.03

35.38

32.58

42.40

85.12

12.67

43.18

96.08

45.51

25.52

41.61

94.55

0.62

11.09

18.36

36.89

GBT

29.53

24.49

19.83

56.32

96.75

49.65

42.80

57.69

87.13

116.92

24.71

31.50

31.41

59.35

32.92

38.30

32.50

41.99

58.43

12.05

52.56

10.73

47.59

DON

39.39

35.51

55.97

3.45

37.43

3.58

126.06

27.04

39.65

112.84

26.35

59.79

41.24

85.09

56.45

70.96
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对 Cr有回调趋势, 银杏叶片和多奈哌齐对 BUN和 Cr

均有回调趋势, 但较模型无显著差异。同时, 高剂量龟

龄集和银杏叶片亦可显著改善肾组织病理损伤, 而多

奈哌齐对肾组织病变未见明显改善作用。提示龟龄集

对 MCI相关肾功异常和肾组织病变有一定的调节和

改善作用, 且效果较两种阳性药更好。

代谢组学研究结果表明, MCI大鼠肾脏 23个内源

性代谢物含量发生显著改变, 而行为是内源性代谢物

的外在表现, 故本研究将认知相关行为学数据和肾脏

差异代谢物进行相关分析, 并可视化其潜在关系。结

果显示Morris水迷宫实验中目标象限滞留时间与肾脏

中哌啶甲酸、葡萄糖酸和脱氧肌苷水平呈显著正相关

关系, 即这三个差异代谢物水平降低, 目标象限滞留时

间缩短, 大鼠空间记忆受损, 而模型组大鼠确实出现了

哌啶甲酸、葡萄糖酸和脱氧肌苷水平显著降低的情况; 

但也有部分指标如目标象限滞留时间、穿越平台次数

均与溶血磷脂酰胆碱呈显著正相关关系, 而溶血磷脂

酰胆碱水平在模型组大鼠中显著升高; 相关分析结果

虽不能阐明认知与肾脏代谢物之间的具体函数关系, 

但能在一定程度上反应两者之间的潜在关联, 并能对

后期动物实验的指标选择起到指导作用。

通路富集分析表明, MCI主要影响了半胱氨酸和

甲硫氨酸代谢、烟酸和烟酰胺代谢、牛磺酸和亚牛磺酸

代谢、甘油磷脂代谢、磷酸戊糖通路共5条代谢通路。

半胱氨酸和甲硫氨酸代谢可通过甲基化作用参与

肌酸、磷脂酰胆碱等的合成, 并通过转硫化作用参与半

胱氨酸的合成, 进而影响谷胱甘肽抗氧化应激作用发

挥, 与机体生长、免疫和能量代谢密切相关[20, 21]。研究

发现甲硫氨酸水平长期处在高位可致氧化应激增加, 

而限制甲硫氨酸摄入量可延长寿命, 其可能的机制涉

及减少氧化应激、炎性反应、调节肠道菌群等[22,23]。在

一项针对 60岁以上中国老年人的调查中发现, 因饮食

导致的甲硫氨酸循环代谢产物升高可致MCI, 细胞和

动物实验也显示, 限制甲硫氨酸摄入量可增加糖酵解、

提高大脑中脑源性神经营养因子 (BDNF) 水平, 从而

保护神经元免受损伤, 起到改善认知的作用[24,25]。本

实验研究结果表明MCI大鼠肾脏甲硫氨酸水平升高, 

和上述文献研究结果一致, 说明甲硫氨酸和半胱氨酸

代谢通路紊乱可能是导致 MCI 的原因之一 , 而龟龄

集、银杏叶片能通过下调甲硫氨酸水平, 调控甲硫氨酸

和半胱氨酸代谢通路, 发挥治疗MCI的作用。

烟酸和烟酰胺代谢在体内氧化还原平衡、脂质代

谢、葡萄糖糖酵解、碳水化合物代谢、蛋白质和氨基酸

代谢中起着关键作用[26]。其中烟酰胺 (NAM) 可通过

多种机制改善学习记忆和认知功能减退, 如减轻线粒

体氧化应激、调节细胞烟酰胺腺嘌呤二核苷酸水平和

细胞凋亡、改善脑能量代谢和突触可塑性等[27]。本实

验中MCI大鼠肾脏NAM水平显著降低, 龟龄集、银杏

叶片可能通过回调NAM水平直接调节烟酸和烟酰胺

代谢通路发挥治疗作用。

牛磺酸及次牛磺酸代谢主要涉及半胱氨酸、半胱

亚磺酸、次牛磺酸以及牛磺酸等多个化合物的代谢, 其

Figure 7　Correlation analysis of differential metabolite pathway in kidney of MCI rats
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中牛磺酸是体内重要的游离氨基酸, 在体内分布广泛, 

是一种有效的内源性抗氧化剂, 具有改善细胞糖脂代

谢、免疫调节、抗炎、抗氧化等多种生理功能[28], 尤其在

神经系统中发挥重要作用, 是脑发育的营养因子, 可促

进脑细胞增殖, 保护药物诱导的脑组织损伤, 并对多种

神经系统疾病包括阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病

等有治疗作用[29]。临床研究发现老年 MCI 患者唾液

中牛磺酸含量显著低于健康老年人, 药理实验也证实

了 AD动物脑中牛磺酸水平显著降低, 且牛磺酸水平

降低与海马体积减少具有相关性, 说明牛磺酸水平降

低可能与认知功能障碍相关[30, 31]。研究表明, 牛磺酸

可通过减轻炎症和氧化应激介导的损伤, 调节内质网

应激、能量代谢、基因表达、Ca2+稳态和渗透发挥神经

保护作用并改善认知功能[32,33]。本实验中MCI大鼠肾

脏牛磺酸水平较对照组显著降低, 和上述文献研究结

果一致, 给予龟龄集可显著提高牛磺酸水平, 说明龟龄

集可能通过调节牛磺酸和亚牛磺酸代谢通路改善MCI

大鼠认知功能障碍。

甘油磷脂是机体含量最多的一类磷脂, 可构成生物

膜, 是胆汁和膜表面活性物质等的成分之一, 并参与细

胞膜对蛋白质的识别和信号传导, 甘油磷脂代谢是维

持机体内稳态最重要的组成部分之一[34]。参与该代谢途

径的代谢物溶血磷脂酰胆碱 (LysoPC) 可致脑中少突

胶质细胞脱髓鞘和周细胞丢失, 损害内皮的屏障功能, 

促进神经毒性 β淀粉样肽寡聚体形成神经毒性蛋白聚

集, 导致神经退行性疾病的发生, 在反复轻度脑外伤小

鼠模型中也观察到 LysoPC 水平显著升高[35,36], 提示

LysoPC和认知密切相关。甘油磷酰胆碱 (GPC) 是肾

髓质细胞的主要有机渗透物之一, 可减轻高渗应激保

护肾脏[37]。研究表明, GPC可作为营养补充剂改善记

忆、认知障碍并逆转健忘症, 现已被用于治疗AD[38,39]。

本实验中MCI大鼠LysoPC水平显著升高, 与包良等[40]

在 LysoPC 促动脉粥样硬化研究中长期高脂饮食致

LysoPC水平升高结果一致, 本研究中给予龟龄集可显

著降低肾脏LysoPC水平, 并升高GPC水平, 阳性药多

奈哌齐亦能调节LysoPC和GPC水平, 说明龟龄集、多

奈哌齐可能通过调节甘油磷脂代谢, 保护肾脏并发挥

改善MCI大鼠认知功能障碍的作用。

同时, 各代谢通路之间还存在密切关联, 如甲硫氨

酸可经 S-腺苷甲硫氨酸合成酶 (SAM) 作用得到烟酰

胺, 间接影响烟酸和烟酰胺代谢; 甲硫氨酸和半胱氨酸

代谢通路中半胱氨酸可经转硫途径生成牛磺酸, 或可

通过脱硫氢酶的作用分解得到丙酮酸, 进而影响牛磺

酸和亚牛磺酸代谢、丙酮酸代谢。甘油磷脂代谢通路

中溶血磷脂酰乙醇胺 (LysoPE) 经溶血磷脂酰乙醇胺

酰基转移酶作用得到磷脂酰乙醇胺, 再继续经乙醇胺

磷酸酯裂解酶作用得到乙醛, 直接参与丙酮酸代谢。

葡萄糖酸与认知虽无直接关系, 但葡萄糖酸可在葡萄

糖酸激酶的作用下被磷酸化生成 6-磷酸葡萄糖酸, 再

经 6-磷酸葡萄糖酸脱水酶作用生成 2-酮-3-脱氧-6-磷

酸葡萄糖酸, 最后裂解生成丙酮酸和 3-磷酸甘油醛, 间

接影响丙酮酸代谢。

综上, 龟龄集可改善MCI大鼠肾功和肾组织病理

损伤, 调节半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、烟酸和烟酰胺代

谢、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、甘油磷脂代谢紊乱发挥治

疗MCI的作用, 起效机制涉及能量代谢、脂代谢、氧化

应激和炎症反应。阳性药银杏叶片和多奈哌齐对MCI

大鼠肾脏指标及代谢轮廓调控作用较弱, 是由于银杏

叶片起效机制主要通过调节血脂及脂代谢, 而多奈哌

齐主要通过调节胆碱能系统起效。龟龄集作为大复方

中药, 集补益药、活血祛瘀药、芳香化湿药于一体, 其机

制较单一中药制剂或西药都更加复杂, 作用靶点更加

多样。本研究从龟龄集补肾益精的角度, 基于“从肾治

脑”的理论探讨了龟龄集改善 MCI的作用机制, 为临

床治疗MCI提供了新思路。
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