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基于质谱成像技术探讨三七改善糖尿病大鼠视网膜代谢物的分布研究
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摘要: 基于质谱成像法研究三七改善糖尿病视网膜病变 (DR) 及干预角膜、玻璃体和视网膜代谢物的作用, 揭示

三七改善DR作用机制。所有动物实验经北京中医药大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: BUCM-2023052204-

2117)。采用链脲佐菌素 (STZ) 诱导糖尿病 (DM) 大鼠模型 , 检测各组大鼠的空腹血糖 (FBG) 和糖化血清蛋白 

(GSP) 含量, 应用免疫荧光染色法检测大鼠视网膜中闭合蛋白 (occludin)、闭锁小带蛋白-1 (ZO-1) 表达水平; 采用空

气动力辅助解吸电喷雾离子化质谱成像 (AFADESI-MSI) 检测DM组和三七组大鼠眼球角膜、玻璃体、视网膜微区

内源性代谢物, 通过主成分分析 (PCA)、正交偏最小二乘法判别分析 (OPLS-DA) 筛选DM组和三七组的差异代谢

物, 分析各微区中差异代谢物的原位空间信息, 并通过京都基因与基因组百科全书 (KEGG) 数据库分析相关代谢通

路。结果表明, 与 DM 组比较, 三七组糖尿病大鼠 FBG 和 GSP 均有下降趋势, 视网膜中 ZO-1、occludin 表达增加 

(P < 0.001); AFADESI-MSI分析结果显示, 三七组角膜、玻璃体和视网膜微区共有 34个差异代谢物, 其中三七回调

13种差异代谢物。在视网膜微区, 三七显著回调溶血磷脂酰丝氨酸 (18∶0)、磷脂酰乙醇胺 (34∶2) 和磷脂酰丝氨酸 

(40∶7/42∶7); 代谢通路富集结果表明, 三七主要调控甘油磷脂代谢、糖基磷脂酰肌醇合成、烟酸和烟酰胺代谢以及甘

油酯代谢途径。综上, 三七改善糖尿病大鼠血视网膜屏障 (BRB), 其作用机制可能与甘油磷脂代谢密切相关, 本研

究为三七改善DR的作用机制提供了科学依据, 展现了质谱成像技术应用于药理机制研究的潜力。
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Abstract: Based on mass spectrometry imaging method, we investigated the effects of Panax notoginseng 

in improving diabetic retinopathy (DR) and interfering with corneal, vitreous and retinal metabolites, to reveal 

the mechanism of Panax notoginseng's action in improving DR. All animal experiments were approved by the 

Experimental Animal Ethics Committee of Beijing University of Chinese Medicine (Approval No.: BUCM-

2023052204-2117). Streptozotocin (STZ) -induced diabetes mellitus (DM) rat model was used, and fasting blood 

glucose (FBG) and glucosylated serum protein (GSP) levels were measured in each group of rats. Occludin and 
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zonula occludens-1 (ZO-1) were detected by immunofluorescence staining; air flow-assisted desorption electrospray 

ionization mass spectrometry imaging (AFADESI-MSI) was used to detect endogenous metabolites in the cornea, 

vitreous, and retinal microregions of the eyes of rats in the DM group and Panax notoginseng group. Endogenous 

metabolites were detected in the cornea, vitreous, and retinal microregions of the DM and Panax notoginseng 

groups, and the DM and Panax notoginseng groups were screened for different metabolites by principal component 

analysis (PCA) and orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA). Differential metabolites 

were screened in the DM and Panax notoginseng groups, the in situ spatial information of differential metabolites 

in each microregion was analyzed, and the related metabolic pathways were analyzed by the Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes (KEGG) database. The results showed that compared with the DM group, diabetic rats in 

the Panax notoginseng group showed a decreasing trend in both FBG and GSP, and an increase in the expression 

of ZO-1 and occludin in the retina (P < 0.001); AFADESI-MSI analysis showed that there were a total of 34 

differential metabolites in the cornea, vitreous body, and retinal microregion in the Panax notoginseng group, of 

which Panax notoginseng called back 13 differential metabolites. In the retinal microregion, Panax notoginseng 

significantly regulated lysophosphatidylserine (18∶0), phosphatidylethanolamine (34∶2) and phosphatidylserine 

(40∶7/42∶7). The metabolic pathway enrichment results indicated that Panax notoginseng mainly regulated 

glycerophospholipid metabolism, glycosylphosphatidylinositol synthesis, niacin and nicotinamide metabolism as 

well as glycerol ester metabolic pathways. In conclusion, Panax notoginseng improves the blood-retinal barrier 

(BRB) in diabetic rats, and its mechanism of action may be closely related to glycerophospholipid metabolism. 

This study provides scientific evidence for the mechanism of action of Panax notoginseng in improving DR, and 

demonstrates the potential of mass spectrometry imaging technology applied to the study of pharmacological 

mechanisms.

Key words: Panax notoginseng; diabetic retinopathy; mass spectrometry imaging; blood-retinal barrier; 

glycerophospholipid metabolism

随着经济发展和人们生活水平提高, 糖尿病的发

病率逐年增加。据估计, 到 2045年, 糖尿病患者人数

将增加到7亿[1]。糖尿病视网膜病变 (diabetic retinopa‐

thy, DR) 是糖尿病主要眼部并发症, 表现为视网膜血

管损伤以及神经退行性改变。DR是导致失明和视力

障碍的主要原因[2], 据报道全球成人糖尿病人群中DR

患病人数约 1亿[3,4]。目前, 临床治疗DR主要采用抗血

管内皮生长因子类药物, 然而该类药物主要针对 DR

晚期阶段, 对于患者疗效有限, 并且存在眼内炎、视网

膜裂孔、视网膜脱离等风险[5]。因此, DR药物研究与

开发的需求仍然迫切。

三七 [Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen] 最早

被记载于《本草纲目》中 , “味微甘而苦 , 颇似人参之

味”, 具有止血散瘀、消肿定痛之效。临床上不仅用于

治疗动脉粥样硬化、糖尿病、急性肺损伤、癌症和心血

管疾病, 而且广泛应用于治疗DR。研究表明, 三七总

皂苷溶液滴眼给药后抑制核因子 κB (nuclear factor 

kappa B, NF-κB) 信号通路的激活, 抑制炎症反应, 保护

视网膜结构, 维护血视网膜屏障 (blood-retinal barrier, 

BRB), 从而改善 DR[6]。三七皂苷通过上调密蛋白 1 

(claudin-1, CLD1) 和闭合蛋白 (occludin) 表达保护

BRB, 抑制 NF-κB信号通路的激活, 减少视网膜炎症, 

改善 DR[7]。三七皂苷 R1 (notoginsenoside R1, NGR1) 

显著降低 db/db小鼠的视网膜电图和视觉诱发电位振

幅, 光学相干断层扫描和苏木精−伊红染色 (hematoxylin 

and eosin staining, HE) 结果显示小鼠视网膜厚度显著

增加, 表明NGR1通过调节线粒体自噬, 降低高糖诱导

的Müller细胞和 db/db小鼠视网膜中氧化应激和炎症

反应显著改善视网膜功能障碍[8]。然而, 三七改善DR

的药理机制研究尚未明确阐释。

代谢物的异常分布和丰度通常预示着各种疾病中

生物代谢的改变[9]。代谢组学能够高通量检测体内组织

样本内源性代谢物变化, 寻找差异代谢物可为药物治

疗和临床诊断提供潜在的生物标志物[10]。然而传统代

谢组学采用气相色谱−质谱联用技术、液相色谱−质谱

联用技术和核磁共振−质谱联用技术, 需要对组织样

品匀浆进行分析, 使得代谢物在组织的空间原位信息

缺失。质谱成像是一种基于质谱的新型无标记非靶向灵

敏的成像技术, 能够直接提供代谢物信息和空间位置信

息[11]。目前空间代谢组学主要基于两种技术, 分别为

基质辅助激光解吸电离质谱成像 (matrix assisted laser 

desorption ionization mass spectrometry, MALDI-MSI) 

和解吸电喷雾电离质谱成像 (desorption electrospray 

ionization mass spectrometry imaging, DESI-MSI)。
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DESI-MSI 相较于 MALDI-MSI, 操作更为简易 , 能够

快速分析更多样品, 且不会出现基质沉积, 影响代谢物

可视化。空气动力辅助解吸电喷雾离子化质谱成像 

(air flow-assisted desorption electrospray ionization mass 

spectrometry imaging, AFADESI-MSI) 是基于DESI-MSI

开发的技术, 不仅具备DESI-MSI的优点, 并且能够在

非靶向实验中同时检测数千个分子, 灵敏度更是达到

皮摩尔级别[12]。质谱成像技术可以提供眼球组织层之

间化学物质分布的信息, 已被应用于白内障和青光眼

的研究[13], 尚未应用于 DR。因此 , 本研究计划采用

AFADESI-MSI, 监测糖尿病大鼠体内眼球中不同区域

的代谢物变化, 明晰三七调节DR的代谢途径, 阐明三

七改善 DR的药理机制, 为三七深度开发与临床应用

提供科学依据。

材料与方法

实验动物 健康 SPF 级 SD 雄性大鼠 15 只, 体质

量 200 ± 10 g。所有大鼠均由北京维通利华公司提供, 

合格证号为No. 110011231104144512。饲养温度采用

22 ± 2 ℃, 标准湿度50% ± 10%条件下, 自由进食饮水, 

适应性培养 1周, 饲养于北京中医药大学动物实验中

心。动物实验经北京中医药大学实验动物伦理委员会

批准 (批准号: BUCM-2023052204-2117)。

药物与试剂 三七 (货号: 20110901), 北京好一生

君康医药有限公司; 氯化钠注射液 (货号: 2202242003), 

石家庄四药有限公司; 链脲佐菌素 (货号: S0130), 美

国 Sigma-Aldrich公司; 柠檬酸钠 (货号: DS016), 北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ; 柠檬酸 (货号 : 

20160216), 北京化工厂有限责任公司 ; OCT (optimal 

cutting temperature compound, OCT) 包埋剂 ( 货号 : 

4583), 日本 Sakura Finetek Japan Co., Ltd. 公司 ; 血糖

试纸 (货号: 4870948), 美国强生公司; 磷酸盐缓冲液 

(phosphate buffered saline, PBS) 缓冲液干粉 (货号 : 

P1003), 北京索莱宝科技有限公司; 封闭用山羊血清工

作液 (货号: ZLI-9056)、含 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚二盐

酸盐 (4′,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) 荧光封片剂 

(货号: ZLI-9557)、免疫组化笔 (货号: ZLI-9305), 北京中

杉金桥生物技术有限公司; 兔多克隆抗体: occludin (货

号: 27260-1-AP)、闭锁小带蛋白-1 (zonula occludens-1, 

ZO-1, 货号 : 21773-1-AP), 武汉三鹰生物技术有限公

司; Alexa Fluor 647标记羊抗兔二抗 (货号: BN20636), 

北京百瑞极生物科技有限公司。

仪器 血糖仪 (型号: OneTouch Verio Flex), 美国

强生公司; Bioanalyzer (型号: 2100), 美国安捷伦科技

公司; 激光共聚焦显微镜 (型号: SP8)、冷冻切片机 (型

号: CM3050S), 德国徕卡仪器有限公司; 电子天平 (型

号: BSA224S-CW), 德国赛多利斯公司; 真空干燥器 (型

号: PC-3), 上海越磁电子科技有限公司; 扫描仪 (型号: 

PrimeHisto XE), 上海中晶科技有限公司 ; AFADESI-

MSI 成像系统平台 (型号 : AFADESI-10), 中国医学

科学院药物研究所; 高分辨质谱仪配有 Xcalibur数据

处理系统 (型号 : Q-Exactive), 美国赛默飞世尔科技

公司 ; MassImager 先进质谱成像系统工作站 (型号 : 

MassImagerTM), 北京科迈恩科技有限公司;

动物造模 大鼠禁食12 h后, 按照60 mg·kg-1的剂

量一次腹腔注射链脲佐菌素 (streptozotocin, STZ) 建立

糖尿病 (diabetes mellitus, DM) 大鼠模型。注射后 72 h

检查大鼠空腹血糖水平 (fasting blood glucose, FBG), 

FBG > 16.7 mmol·L-1视为糖尿病造模成功, 随后将造

模成功的 10只大鼠随机分为DM与三七组, 每组 5只。

另设5只正常对照组, 正常对照组大鼠腹腔注射柠檬酸

钠缓冲液。造模成功后, 三七组大鼠以每天 1.89 g·kg-1

连续灌胃四周, 正常对照组与DM组根据大鼠体重灌

胃等体积的生理盐水。

眼球样本组织预处理 末次给药后, 大鼠禁食12 h, 

根据体重注射 1%戊巴比妥钠 (0.01 mL·g-1) 麻醉大鼠

后, 摘取正常对照组、DM组和三七组眼球, 加入OCT

包埋剂浸没后, 使用冰冻切片机对眼球进行切片, 切片黏

附固定于Fisher Superfrost Plus正电荷防脱载玻片上。

大鼠 FBG 和 GSP 各组大鼠禁食不禁水 8 h, 采

用血糖仪检测 FBG。麻醉大鼠后腹主动脉取血, 然后

静置 2 h离心 (3 500 r·min-1, 离心 15 min, 4 ℃) 后分离

上层血清, 采用全自动生化检测仪检测糖化血清蛋白 

(glucosylated serum protein, GSP) 含量。

免疫荧光法检测 occludin和 ZO-1蛋白 眼球冰

冻切片用PBS洗3次, 每次5 min。一抗occludin和ZO-1

按照 (1∶200) 稀释后 4 ℃孵育过夜 , 次日用 PBS 洗

3 次。二抗 Alexa Fluor 647 标记羊抗兔按照 (1∶400) 

稀释后室温孵育 4 h (避光), PBS 洗 3 次 , DAPI 染核

5 min后洗 3次, 滴加抗荧光淬灭剂后封片, 使用激光

共聚焦显微镜观察。

质谱成像检测条件 眼球切片质谱成像分析基于

AFADESI-MSI平台质谱成像研究, 采用 20 μm内径解

吸电喷雾喷针, 喷雾溶液为乙腈−水 (8∶2), 分别在正

离子和负离子检测模式 (喷雾电压 ± 7 kV) 下进行, 全

扫描模式下采集 m/z 100～1 000 内的质谱信息, 参数

设置如下: 毛细管温度 350 ℃, 最大注入时间 200 ms, 

自动增益控制目标值为 3 000 000, 分辨率为 70 000, 

扫描速度为 1.6 scans·s-1, 喷雾压力为 0.7 MPa, 抽气速

度为 42 L·min-1。移动平台参数如下 : 喷雾溶剂流速
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3 μL·min-1, X轴移动速度为 0.04 mm·s-1, Y轴控制每行

间距为0.04 mm。

眼球组织差异代谢物筛选及分析 对DM组和三

七组大鼠眼球组织进行空间代谢组学分析。使用切片

机对已固定的大鼠眼球组织进行纵向切割, 随后进行

HE染色, 相邻位置切片进行后续质谱成像分析。结合单

变量和多变量统计分析对眼球代谢变化进行可视化表

征。质谱成像原始 .raw数据通过Xcalibur转化为 .cdf

格式文件。通过MassImager Pro软件进行图像重构、背

景扣除、感兴趣区域 (region of interest, ROI) 圈选和数

据提取。在定位各功能区圈选ROI获得该区域的平均

质谱图, 再将各个眼球微区二维矩阵数据存为 .txt格式

的文件, 导入到MarkerView 1.2.1中进行峰对齐及同位

素离子删除。对各离子在视网膜、玻璃体、角膜的强度

差异进行 t检验, 筛选出具有显著性差异 (P < 0.05) 的

离子。对数据进行柏拉图标准化转化, 建立主成分分析 

(principal component analysis, PCA)、正交偏最小二乘

法判别分析 (orthogonal partial least squares discriminant 

analysis, OPLS-DA) 模型, 按照变量重要性投影 (variable 

importance in projection, VIP) > 1, P < 0.05及差异倍数 

(fold change, FC) > 2或 FC < 0.5对正负离子模式数据

进行差异代谢物筛选。采用Metaboanyalst 6.0 (https://

www.metaboanalyst.ca/) 对角膜、玻璃体、视网膜微区

筛选出的差异代谢物在京都基因与基因组百科全书 

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG) 数

据库进行代谢通路富集分析。

数据处理 采用GraphPad Prism 10.0软件进行统

计分析并作图, 组间比较采用独立样本 t检验。各组数

据结果以均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 以 P < 0.05为差

异具有统计学意义。

结果

1　血糖和糖化血清蛋白水平

本课题组采用 STZ 60 mg·kg-1腹腔注射建立 1型

糖尿病大鼠模型, 三七灌胃给药四周后, 测量大鼠的

FBG和GSP含量。结果 (图1) 表明, 与对照组相比, DM

组FBG和GSP浓度均显著升高 (P < 0.01或P < 0.001), 

表明糖尿病大鼠模型造模成功。与DM组相比, 三七

组大鼠FBG和GSP具有下降趋势, 但差异无统计学意

义 (P > 0.05)。

2　紧密连接蛋白occludin和ZO-1蛋白表达

视网膜的紧密连接对于维持 BRB的稳定性具有

重要作用。实验结果显示, 与对照组相比, DM组大鼠

中的 occludin、ZO-1荧光强度均显著下降 (P < 0.001); 

与 DM 组大鼠相比 , 三七给药组大鼠视网膜 occludin

和 ZO-1荧光强度显著增强 (P < 0.001)。实验结果提

示, 三七对于维持BRB的稳定性、减少血管通透性具

有重要作用 (图2)。

3　AFADESI-MSI分析

3.1 眼球角膜、玻璃体、视网膜代谢物轮廓的分析 

对DM组和三七组角膜、玻璃体、视网膜微区正、负离

子模式进行 PCA 和 OPLS-DA 分析。角膜微区 (图

3A、D)、玻璃体微区 (图 3B、E)、视网膜微区 (图 3C、F) 

DM组与三七组的 PCA与 OPLS-DA均完全分离且具

有显著回调作用 , 表明 DM 组和三七组的角膜、玻璃

体、视网膜微区内代谢物发生显著改变, 提示三七具有

调节糖尿病大鼠眼球代谢物的作用。综上所述, 各微

区的 PCA和OPLA-DS均拟合性良好, 具有可靠性, 可

以用于筛选差异代谢物。

3.2 眼球角膜、玻璃体、视网膜差异代谢物鉴定与分

析 对糖尿病大鼠各微区代谢物变化的预测, 以VIP > 1、

FC > 2或 FC < 0.5、P < 0.05为筛选标准, 根据潜在差

异代谢物的精确分子量, 采用KEGG数据库以及质谱

信息鉴定差异代谢物。为了寻找眼球中角膜、玻璃体、

视网膜微区差异代谢物之间的关系, 将差异代谢物平

均强度进行数据归一化处理后热图分析。与DM组相

比, 三七组角膜内共筛选得到 9个显著差异代谢物 (图

4A, 表 1), 谷氨酸、壬酸、山梨醇、硬脂酸、尿苷酸等潜

在标志物下调; 与DM组相比, 三七组玻璃体内共筛选

得到 13个显著差异代谢物 (图 4B, 表 2), 十一烷二酸、

假尿苷、十三烷二酸等显著上调, 山梨醇、羊硫氨酸、L-

半胱氨酸、腺苷等显著下调; 与DM组相比, 三七组视

网膜内共筛选得到 12个显著差异代谢物 (图 4C, 表 3), 

溶血磷脂酰肌醇 (16∶0/20∶4)、磷脂酸 (34∶1/36∶1)、磷

脂酰胆碱 (38∶7/40∶7)、磷脂酰肌醇 (37∶4) 显著下调, 

溶血磷脂酰丝氨酸 (18∶0)、磷脂酰乙醇胺 (34∶2)、磷脂

酰丝氨酸 (40∶7) 和磷脂酰丝氨酸 (42∶7) 显著上调。

综上所述, 通过分析眼球角膜、玻璃体和视网膜各微区

得出差异代谢物以及变化趋势, 表明三七可以调节角

Figure 1　The impact of Panax notoginseng on blood glucose and 

glycated serum protein in diabetic rats. DM: Diabetes mellitus. A: 

Blood glucose; B: Glycated serum protein. n = 5, 
-
x ± s. **P < 0.01, 

***P < 0.001 vs control group
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膜、玻璃体、视网膜内的代谢物。

3.3 视网膜微区差异代谢物空间位置分析 AFADESI-

MSI能够保留眼球的完整形态, 因此, 可对眼球内各微

区差异代谢物进行原位空间分析。在DM组和三七组

大鼠视网膜微区内筛选出关键代谢物, 分别为溶血磷

脂酰丝氨酸 (18∶0)、溶血磷脂酰肌醇 (16∶0)、烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸、磷脂酸 (34∶1)、磷脂酰乙醇胺 (34∶2)、

磷脂酰胆碱 (38∶7)、磷脂酰丝氨酸 (40∶7)、磷脂酰肌醇 

(37∶4), 见图5。进一步对视网膜微区内关键差异代谢物

丰度分析, 发现三七能够显著调节视网膜微区中的8个

Figure 2　The impact of Panax notoginseng on retinal permeability in diabetic rats. A: Representative image of occludin; B: Representative 

image of zonula occludens-1 (ZO-1); C: Fluorescence intensity of occludin; D: Fluorescence intensity of ZO-1. n = 5, 
-
x ± s. ***P < 0.001 vs 

control group; ###P < 0.001 vs DM group. Scale bar: 100 μm. 400×

Table 1　Differential metabolites in corneal microregions between DM group and Panax notoginseng group (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001)

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

Theoretical m/z
138.019 7
146.045 9
157.123 4
181.071 8
187.097 6
227.201 7
283.264 3
323.028 6
341.108 9

Metabolite
4-Nitrophenol
L-Glutamic acid
Pelargonic acid
Sorbitol
Azelaic acid
Myristic acid
Stearic acid
Uridine 5′-monophosphate
Galactinol

Formula
C6H5NO3

C5H9NO4

C9H18O2

C6H14O6

C9H16O4

C14H28O2

C18H36O2

C9H13N2O9P
C12H22O11

Attach form
[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

m/z
138.018 5
146.044 8
157.122 4
181.071
187.096 8
227.201 3
283.264 4
323.028 9
341.109

Error/ppm
−8.45
−7.40
−6.38
−4.21
−4.18
−1.56

0.52
0.96
0.19

Trend
Down**

Down**

Down*

Down**

Down**

Down*

Down**

Down***

Up**
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差异代谢物, 由此推测它们与三七改善DR机制有关。

4　代谢通路富集分析

将各微区差异代谢物导入MetaboAnalyst 6.0网站

进行KEGG通路富集分析, 筛选标准为P < 0.05。角膜

微区内9个差异代谢物富集得到2条代谢通路, 分别为

半乳糖代谢、D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢 (图 6A)。玻

璃体微区内 13个差异代谢物富集得到 2条代谢通路, 

分别为牛磺酸和次牛磺酸代谢、果糖以及甘露糖代谢 

(图 6B)。视网膜微区内 12个差异代谢物富集得到 4条

代谢通路, 分别为甘油磷脂代谢、糖基磷脂酰肌醇合

成、烟酸和烟酰胺代谢、甘油脂代谢 (图6C)。

讨论

BRB具有维持视网膜微环境稳态、影响血管通透

性等功能。BRB由内屏障和外屏障组成, 内屏障又由

视网膜毛细血管内皮细胞及紧密连接蛋白等组成。紧

密连接蛋白位于细胞间接触的最顶端区域 , 包含

occludin、ZO-1等[14], 其主要功能是限制分子通过细胞

旁间隙[15]。DR的病理特征是毛细血管阻塞与通透性

增加 , 其中 BRB 破坏是视网膜通透性增强的重要原

因。研究表明, occludin、ZO-1蛋白上调与BRB功能增

强具有一致性[16,17], 当DR发生时, BRB功能受损导致

occludin、ZO-1 等表达下降[18]。三七具有止血散瘀消

Table 2　Differential metabolites in vitreous microregions between DM group and Panax notoginseng group (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1)

No.
1
2
3

4
5
6
7

8
9

10
11
12
13

Theoretical m/z
197.080 8
205.068 3
207.101 6

209.059 1
223.074 7
225.112 1
237.148 5

239.125 4
245.076 8
255.064 5
267.156 7
268.104 0
413.266 2

Metabolite
4-Hydroxy-6-methyl-3-(1-oxobutyl)-2H-pyran-2-one
Sorbitol
2,3-Dihydro-6-methoxy-2,2-dimethyl-4H-1-

benzopyran-4-one
Lanthionine
L-Cystathionine
Alongside
12,13-Dimethyl-5,14-dioxabicyclo[9.2.1]-tetradeca-

1(13),11-dien-4-one
Undecanedioic acid
Pseudouridine uridine
5-L-Glutamyl-taurine
1,11-Undecanedicarboxylic acid
Adenosine
Bis(2-ethylhexyl) phthalate

Formula
C10H12O4

C6H14O6

C12H14O3

C6H12N2O4S
C7H14N2O4S
C12H16O4

C14H20O3

C11H20O4

C9H12N2O6

C7H14N2O6S
C13H24O4

C10H13N5O4

C24H38O4

Attach form
[M+H]+

[M+Na]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+Na]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+Na]+

[M+H]+

[M+Na]+

m/z
197.078 9
205.069
207.099 6

209.057 9
223.073 8
225.110 2
237.146 6

239.125 8
245.078 9
255.063 3
267.157 1
268.104 5
413.266 9

Error/ppm
−9.82

3.61
−9.52

−5.52
−4.05
−8.60
−8.10

1.75
8.52
−4.84

1.57
1.75
1.62

Trend
Up***

Down*

Up****

Down**

Down****

Up****

Up****

Up***

Up****

Down**

Up***

Down**

Up**

Figure 3　The principal component analysis (PCA) and orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) score plots of 

each microregion in the eye tissue sections. A: PCA analysis of rat corneal microregions; B: PCA analysis of rat vitreous humor microre‐

gions; C: PCA analysis of rat retinal microregions; D: OPLS-DA analysis of rat corneal microregions; E: OPLS-DA analysis of rat vitreous 

humor microregions; F: OPLS-DA analysis of rat retinal microregions
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肿定痛之效, 通过维持 BRB、抗炎[7]、神经保护[19]和降

血糖[20]等改善 DR。本研究采用 STZ诱导建立 1型糖

尿病大鼠模型, 结果表明, 与对照组相比, DM组大鼠

视网膜中的 occludin、ZO-1表达显著下降, 表明高糖环

境 occludin、ZO-1表达下降使得BRB受损。三七给药

四周后 , 显著上调大鼠视网膜中的 occuldin、ZO-1 表

达, 提示三七通过维护BRB改善DR。

进一步采用AFADESI-MSI深入揭示三七改善DR

的代谢途径, 研究结果表明, 三七组共鉴定出眼球中有

34 种显著差异代谢物 , 三七干预后能显著上调其中

13种; 眼球各微区通路富集分析发现, 三七能够调节

角膜微区半乳糖代谢、D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢, 

影响玻璃体微区中牛磺酸和次牛磺酸代谢、果糖和甘

露糖代谢, 调控视网膜微区中甘油磷脂代谢、糖基磷脂

Figure 4　Analysis of differential metabolite changes in cornea, vitreous and retinal microcurvature. A: Heatmap of rat corneal microre‐

gions; B: Heatmap of rat vitreous humor microregions; C: Heatmap of rat retinal microregions

Table 3　Differential metabolites in retinal microregions between DM group and Panax notoginseng group (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1). LysoPS: Lysophosphatidylserine; LysoPI: Lysophosphatidylinositol; NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide; PA: 

Phosphatidic acid; PE: Phosphatidylethanolamine; PC: Phosp hatidylcholine; PS: Phosphatidylserine; PI: Phosphatidylinositol

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

Theoretical m/z
524.299 4
571.288 9
619.288 9
662.101 8
673.481 4
714.507 9
737.489 4
802.539 2
830.570 5
832.513 4
860.544 7
871.534 2

Metabolite
LysoPS(18∶0)
LysoPI(16∶0)
LysoPI(20∶4)
NAD
PA(34∶1)
PE(34∶2)
PA(36∶1)
PC(38∶7)
PC(40∶7)
PS(40∶7)
PS(42∶7)
PI(37∶4)

Formula
C24H48NO9P
C25H49O12P
C29H49O12P
C21H27N7O14P2

C37H71O8P
C40H78NO7P
C39H75O8P
C46H78NO8P
C48H82NO8P
C46H76NO10P
C48H80NO10P
C46H81O13P

Attach form
[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+Cl]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

m/z
524.299 3
571.289 4
619.291 3
662.103 3
673.482 1
714.506 5
737.495 4
802.539 5
830.571 3
832.513 9
860.536 4
871.533 1

Error/ppm
−0.18

0.90
3.90
2.20
1.07
−2.00

8.19
0.34
0.93
0.59
−9.65
−1.27

Trend
Up**

Down*

Down*

Down*

Down**

Up****

Down***

Down*

Down*

Up*

Up****

Down***
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酰肌醇代谢、烟酸和烟酰胺代谢以及甘油脂代谢。结

合前期的实验结果推测三七改善DR的主要机制在于

视网膜微区, 该微区中差异代谢物有 7种脂类, 且均为

甘油磷脂代谢途径产物, 分别为磷脂酰胆碱、磷脂酰乙

醇胺、溶血磷脂酰肌醇、溶血磷脂酰丝氨酸、磷脂酰丝

氨酸、磷脂酸和磷脂酰肌醇。

Figure 5　Analysis of the spatial location of differential metabolites in retinal microregions. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 

0.000 1 vs DM group

Figure 6　 Metabolic pathway enrichment. A: Metabolic pathways involved in differential metabolites in the corneal microregions of 

diabetic rat models; B: Metabolic pathways involved in differential metabolites in the vitreous microregions of diabetic rat models; 

C: Metabolic pathways involved in differential metabolites in the retinal microregions of diabetic rat models
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甘油磷脂是真核细胞膜结构的关键组成部分, 根

据取代基团不同, 包括磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、磷

脂酰丝氨酸、磷脂酰肌醇等。甘油磷脂不仅参与维持

视网膜功能, 而且对糖尿病和DR疾病发展至关重要。

糖尿病小鼠视网膜进行非靶向代谢组学研究结果表明

磷脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱、磷脂酰丝氨酸等甘油磷脂

代谢失调是 DR发病的重要因素[21,22]。磷脂酰胆碱是

真核细胞膜上含量最高的甘油磷脂, 是构成细胞信号

通路的关键因子。糖尿病前期患者血清进行靶向脂质

组学分析后发现, 磷脂酰胆碱与糖尿病风险升高相关, 

并且能够作为预测糖尿病的脂质标志物[23]。磷脂酰乙

醇胺是细胞膜和细胞器膜的重要组成部分, 对维持细

胞膜的结构完整性和流动性发挥关键作用。乙醇胺是

磷脂酰乙醇胺从头合成途径的初始底物, 因此上调乙

醇胺是合成磷脂酰乙醇胺的驱动力[24]。最新研究结果

表明, 前期DR患者血清中的乙醇胺与DR患病风险存

在显著关联, 能够作为前期DR诊断标志物, 而且补充

乙醇胺可治疗DR。磷脂酰乙醇胺水平与糖尿病以及

DR风险负相关, 这表明上调磷脂酰乙醇胺能够有效改

善DR[25]。溶血磷脂酰肌醇由磷脂酰肌醇经磷脂酶A2

水解产生, 是一种能够调节细胞间信号传导以及代谢

的活性介质[26]。1型糖尿病小鼠血清脂质组学结果表

明小鼠血清中的溶血磷脂酰肌醇增加, 提示降低溶血

磷脂酰肌醇具有改善糖尿病作用[27,28]。溶血磷脂酰丝

氨酸是一种具有生物活性的磷脂, 主要由磷脂酰丝氨

酸脱酰基化生成, 它在细胞信号传导、免疫调节以及多

种疾病的发生发展中扮演重要角色[29]。研究表明, 受

损的神经节细胞释放的磷脂酰丝氨酸诱导微胶质细

胞外陷阱的形成和视网膜新生血管形成。溶血磷脂

酰丝氨酸通过与微胶质细胞上的 G 蛋白偶联受体 34 

(G protein-coupled receptor 34, GPR34) 相互作用激活

GPR34-磷脂酰肌醇3激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, 

PI3K)-蛋白激酶 B (protein kinase B, PKB, AKT)-神经

损伤诱导蛋白 1 (nerve injury-induced protein 1, NINJ1) 

信号轴, 影响微胶质细胞的功能, 损伤血视网膜屏障功

能[30]。磷脂酸是一种重要的磷脂信号分子, 它在细胞

内和细胞外信号转导中发挥着关键作用。磷脂酸与特

定受体结合, 激活细胞内的信号转导途径, 影响细胞的

行为和功能。磷脂酸的合成与细胞结构的维持密切相

关, 它参与细胞膜的生物合成和重塑过程。临床采用

靶向脂质组学进行研究, 结果表明磷脂酸、磷脂酰丝氨

酸等甘油磷脂类可以作为 DR 早期诊断的生物标志

物[31]。本研究实验结果表明在糖尿病大鼠视网膜微区

中, 三七给药后磷脂酰胆碱 (38∶7/40∶7) 相对丰度显著

下调, 磷脂酰乙醇胺 (34∶2) 相对丰度显著上调, 下调

糖尿病大鼠视网膜中的溶血磷脂酰肌醇 (16∶0/20∶4), 

显著上调溶血磷脂酰丝氨酸 (18∶0)。由此推测三七通

过调节视网膜中磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、溶血磷脂

酰丝氨酸、溶血磷脂酰肌醇等甘油脂类代谢物的生成

改善DR。

综上所述, 三七改善 DR 的作用机制可能是通过

调节甘油磷脂代谢途径, 增加紧密连接蛋白 occludin、

ZO-1的表达, 改善BRB功能。本研究基于质谱成像技

术初步探讨了三七影响眼球内代谢物的分布, 揭示了

三七基于调控甘油磷脂代谢通路改善 DR 的作用机

制, 为三七应用于临床治疗DR提供科学依据, 并且为

质谱成像应用于视网膜代谢物的研究提供参考。
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