
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(8): 1476 −1483

基于血清代谢组学的龟龄集改善大鼠肾阳虚证作用研究
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摘要: 分析龟龄集 (Guilingji, GLJ) 对氢化可的松致肾阳虚证大鼠血清内源性代谢物紊乱的调控作用, 明确其发

挥药效的代谢调控通路。以大剂量注射氢化可的松复制大鼠肾阳虚证模型。将大鼠随机分为对照组、模型组、阳性

药 (金匮肾气丸) 组和龟龄集低、中、高剂量组, 连续给药30天。利用传统药效学指标 (体质量、行为学、生化指标) 评

价龟龄集药效。动物实验获得山西大学伦理委员会的批准。采用基于UHPLC-Q Exactive Orbitrap-MS代谢组学方

法研究血清的整体代谢轮廓, 分析龟龄集改善肾阳虚证的代谢调控机制。结果显示, 龟龄集可显著改善肾阳虚证;

通路分析显示亮氨酸-异亮氨酸代谢、醚酯代谢、胆汁酸代谢为其改善肾阳虚证的主要途径; 龟龄集对肾阳虚证改善

作用的主要效应机制涉及其对能量平衡、肠道稳态和免疫功能的调节作用。
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Abstract: This study aimed to address the protective role of Guilingji (GLJ) against hydrocortisone-induced

Kidney-Yang deficiency syndrome in rats with metabolites in serum, and explore its regulative approaches. Kidney-

Yang deficiency syndrome rat model was constructed by high-dose injection of hydrocortisone. Rats were randomly

divided into 6 groups: control group, model group, positive (Jinkui Shenqi Wan) group and low, medium, or high-

dose group of GLJ for continuous administration over 30 days. The efficacy of GLJ was evaluated with traditional

pharmacodynamic indicators (body weight, behavioral indicators, and biochemical parameters) after the model was

replicated successfully. Animal experimentation was approved according to the Committee on the Ethics of Animal

Experiments of Shanxi University. Serum metabolic profiles obtained by UHPLC-Q Exactive Orbitrap-MS were

used to explore metabolic regulation mechanism of GLJ. The results showed that GLJ could significantly improve

Kidney-Yang deficiency syndrome. Pathway analysis showed that leucine-isoleucine metabolism, ether ester

metabolism, and bile acid metabolism were the main pathways, with the main mechanism of action involving

energy balance, intestinal homeostasis and immune function.
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龟龄集 (Guilingji, GLJ) 是国家中药保密品种, 是

中华民族养生瑰宝。龟龄集方药组成源于道家, 凝集

数千年中医药文化智慧之精髓。全方由 28味药组成,

涵盖植物药、动物药和矿物药, 具有强身补脑、固肾补

气、增进食欲之功效[1]。有关龟龄集疗效的文献, 以临

床男科疾病为主流, 如肾阳虚证、勃起功能障碍、肾病

综合征等[2], 有关其药理作用的报道较少, 影响了龟龄

集的开发利用。因此, 本文对龟龄集改善大鼠肾阳虚

证的作用展开研究。

肾阳虚证是问诊中常见证型, 是诸多疾病的基本

证型, 患者的症状主要包括面色发白、四肢冰冷、精神

萎靡、遗精尿频、四肢浮肿、胸闷气短、痰多心悸、虚弱

无力等, 该临床表现及其病理机制与多种代谢途径紊

乱密切相关并会催发各类疾病, 为诸多病症的根源所

在[3]。大鼠注射大剂量外源性糖皮质激素 (如氢化可

的松) 是一种模拟肾阳虚证的经典方法, 被广泛用于

评价补肾益阳中药及其制剂的疗效及作用机制[4,5]。

代谢组学作为系统生物学的重要分支, 以其整体、全

局、动态的特点使其在研究内源性小分子代谢物改变

规律上具有独特优势, 为同样强调整体调节的中药复

方的作用机制研究提供了有效的方法[6,7]。LC-MS以

其分析速度快、分辨率高、灵敏度高等优点成为代谢组

学研究的有效手段[8]。本研究结合传统药效学和基于

LC-MS的代谢组学, 阐释龟龄集对大鼠肾阳虚证的改

善作用和发挥药效的代谢调控通路。

材料与方法

仪器及试剂 Dionex UltiMate 3000 超高效液相

色谱及四级杆-静电场轨道阱高分辨质谱联用仪、

Xcalibur 工作站 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司);

电子分析天平BS210S (南京莱步科技实业有限公司);

大鼠旷场测试箱 (100 cm×100 cm×40 cm), 黑色, 25格,

实验室自制 ; Infinite M200 Pro 多功能酶标仪 (瑞士

Tecan公司); SC-3160低速离心机 (安徽中科中佳科学

仪器有限公司); Legend Micro 17R 高速低温离心机

(美国赛默飞公司); 皮质酮 (corticosterone, CORT) 酶

联免疫试剂盒 (批号: BS6R181120748A)、睾酮 (testos‐

terone, T) 酶联免疫试剂盒 (批号: BS6R181020653A)、

甲状腺素 (thyroxine 4, T4) 酶联免疫试剂盒 ( 批

号 : BS6R181120784A) (Bio-Swamp 公司); 氢化可的

松注射液 (天津金耀药业有限公司 , 批号 : 1801151);

0.9% 氯化钠注射液 (石家庄四药有限公司 , 批号 :

1805163202); LC-MS 级乙腈、HPLC 级甲酸 ( 美国

Thermo Fisher Scientific公司)。

药物 龟龄集 (山西广誉远国药有限公司, 规格:

每粒 0.3 g, 批号: 103170714); 金匮肾气丸 (北京同仁

堂科技发展股份有限公司制药厂, 批号: 17032072)。

动物 成年雄性SPF级SD大鼠 (200 ± 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) 2016-0006。实验期间动物保持自由饮水和

进食, 饲养环境温度为 (24 ± 1) ℃, 湿度为 (50 ± 5) %,

12 h明暗交替光照, 实验前适应性饲养 1周。动物实

验获得山西大学论理委员会的批准。

分组、造模及给药 将 36 只大鼠随机分为 6 组

(n = 6), 即正常对照组 (CON)、模型组 (MOD)、龟龄集

低、中、高剂量 (37.5、75、150 mg·kg-1) 组, 金匮肾气丸

组 (1.2 g·kg-1)。除正常对照组外, 其他组每日腹腔注射

氢化可的松, 剂量为 10 mg·kg-1; 正常对照组注射等体

积生理盐水, 连续 20天[5,9]。各给药组灌胃给予相应药

物, 对照组和模型组给予等剂量空白溶剂, 10 mL·kg-1,

连续 30天。实验第 31天按每只大鼠的体质量, 用 10%

水合氯醛 (5 mL·kg-1) 腹腔注射麻醉大鼠后腹主动脉

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。

药效学评价

外观和体重实验 每天观察动物脱毛、竖毛、拱背

蜷缩程度、精神状态等体征, 每3天和第 20天称一次大

鼠体质量。

旷场实验 在实验第 30天将大鼠平托放于旷场

实验行为测试箱中央格, 适应 1 min后, 记录大鼠 4 min

内穿越格子的数量和直立次数。

生化实验 按照试剂盒说明操作检测大鼠血清中

CORT、T4、T的水平。

LC-MS代谢组学数据采集

血清 LC-MS 样本的制备 从-80 ℃冰箱取出

血清样本, 于 4 ℃下解冻, 分别取出血清 100 μL置于

2 mL EP 管 , 加入 0.1% 甲酸乙腈 200 μL, 涡旋 2 min,

在 4 ℃下以 13 000 r·min -1离心 15 min, 取上清液待进

样分析。另各取上述 6组血清样本 10 μL, 混合, 按样

品备样方法制备, 作QC样本。

LC-MS分析液相条件 流动相: A (水, 含 0.1%甲

酸), B (乙腈 , 含 0.1% 甲酸); 流动相梯度 : 0～2 min,

2% B; 2～3 min, 2%～35% B; 3～17 min, 35%～70% B;

17～18 min, 70% B; 18～29 min, 70%～98% B; 29～

31 min, 98% B; 31～33 min, 98%～2% B; 33～35 min,

2% B。0.2 mL·min -1 流速 , 5 μL 进样量 , 40 ℃柱温 ,

Waters Acquity UPLC HSS T3色谱柱 (2.1 mm×100 mm,

1.7 µm)。

LC-MS分析质谱条件 采用ESI电喷雾离子化方

式 ; 以正负离子切换采集模式 , 扫描模式 : Full Scan/
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dd-MS2, m/z采集范围为 100～1 500。喷雾电压正极为

3.5 kV; 负极为 2.5 kV。毛细管温度为 320 ℃; 加热器

温度 300 ℃; 鞘气流速: 35 arb, 辅助气流速: 10 arb; 分

辨率设定为 MS Full Scan 35000 FWHM 以及 MS/MS

17500 FWHM, NCE设定为12.5、25和37.5 eV。

LC-MS 数据处理 将采集所得的 LC-MS/MS 数

据原始文件导入Compound Discoverer 3.0软件 (Thermo

Fisher公司, 美国), 以获取匹配和对齐的峰值数据, 设

置参数如下 : 质量范围 100～1 500, 质量偏差 5×10−6;

保留时间偏差 0.05 min; 信噪比阈值 3。将峰面积归一

化后的数据导入 SIMCA-P 13.0 (Umetrics公司, 瑞典)

进行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)。结合 S-plot图中的VIP>1和

独立样本 t 检验的 P<0.05 筛选贡献最大的差异性变

量。通过HMDB数据库并结合二级碎片离子对差异

性变量进行鉴定指认, 通过Metabo Analyst 3.0进行通

路富集分析并利用KEGG在线数据库以及相关文献报

道对差异代谢物所涉及的相关代谢通路进行分析。

结果

1 药效学评价

1.1 外观和体重实验 对照组大鼠活动正常, 体质量

正常增加 (图 1A); 模型组大鼠体质量增长缓慢, 体毛

竖起、稀疏、无光泽, 精神萎顿, 躬背蜷缩现象严重, 表

明肾阳虚模型复制成功; 与肾阳虚模型组比较, 给药组

有不同程度的改善。第 20天 (图 1B), 与对照组相比,

模型组和给药组体质量显著低于对照组 (P<0.01), 与

模型组相比, 给药组体质量明显高于模型组 (P<0.01)。

第 30天 (图 1C), 与对照组相比, 模型组体质量显著低

于对照组 (P<0.01), 龟龄集高剂量组、金匮肾气丸组与

对照组无显著性差异, 与模型组相比, 龟龄集低、高剂

量组、金匮肾气组体质量明显高于模型组 (P<0.05), 龟

龄集中剂量组体质量高于模型组但无统计学差异。表

明龟龄集对肾阳虚大鼠的生长迟缓有一定的改善作

用, 且高剂量组效果较优。

1.2 旷场实验 与对照组相比, 模型组大鼠穿越格数

显著减少 (P<0.01)、直立次数显著减少 (P<0.05), 表明

氢化可的松造模引起大鼠活动、探索能力下降, 精神萎

靡。与模型组相比, 各给药组改善模型大鼠穿越格数

的作用明显 (P<0.05), 提示给予药物干预后, 肾阳虚大

鼠的运动能力有所回调; 在增加直立次数方面, 给药组

具此作用但无统计学差异 (图2)。

1.3 生化实验 与对照组相比 , 模型组大鼠血清中

CORT、T4、T 水平显著降低 (P<0.05); 与模型组相比 ,

金匮肾气丸组和龟龄集低剂量组血清 CORT (P<

0.01)、T (P<0.05) 的水平显著升高, T4水平升高但无统

计学差异; 龟龄集中剂量组血清T4 (P<0.01) 水平显著

升高, 血清CORT、T水平升高但无统计学差异; 龟龄集

高剂量组血清 CORT (P<0.01)、T (P<0.01)、T4 (P<

0.01) 的含量显著回升 (图 3)。提示龟龄集可改善肾阳

虚大鼠体内激素水平。

2 LC-MS代谢组学

2.1 仪器系统稳定性监测 在批量样本进样分析过

程中, 每随机进 6针样品进一针QC, 以监测LC-MS稳

定性。用 PCA 对 QC 样本进行了聚类分析并对 6 针

QC样品分别提取 10个离子, 分别计算 10个离子的保

留时间 (tR) 和质荷比 (m/z) 的RSD值, 用来监督LC-MS

Figure 2 The numbers of crossing (A) and rearing (B) of CON,

MOD, GLJL, GLJM, GLJH, JGSQW in open field test.
-
x ± s, n =

6. *P<0.05, **P<0.01 vs CON; #P<0.05 vs MOD

Figure 1 The data of rats' weight of control (CON), model (MOD), low-dose Guilingji (GLJL), medium-dose Guilingji (GLJM), high-dose

Guilingji (GLJH), Jinkui Shenqi Wan (JGSQW). The trend of rats' weight in 30 days (A); weight of rats on 20 day (B); weight of rats on 30

day (C).
-
x ± s, n = 6. *P<0.05, **P<0.01 vs CON; #P<0.05, ##P<0.01 vs MOD
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系统的稳定性。结果显示, QC样品聚集在一起, 10个

提取离子 tR 的 RSD 为 0.06%～1.26%, m/z 的 RSD 为

1.45×10−7～8.57×10−7, 相对峰面积的RSD为3.61～13.81

(表 1), 结果表明本研究所建立的分析方法的重复性和

稳定性符合大批量血清样本代谢组学的分析要求。

2.2 代谢轮廓 采用UHPLC-Q Exactive Orbitrap MS

方法分别对各组大鼠血清样品进行数据采集, 得到内

源性代谢物轮廓。

2.3 统计分析 为了获取更加理想的组间分离及增

强对分类贡献大的变量的识别[10], 采用 PLS-DA对各

组样本数据进行主成分分析。PLS-DA得分图显示模

型组和对照组明显分开, 表明肾阳虚疾病对机体血清

内源性代谢轮廓产生了影响。给药组也均与模型组明

显分开。其中, 龟龄集低剂量组与模型组分离较明显,

且更趋于对照组, 表明龟龄集对肾阳虚模型大鼠血清

代谢轮廓具有一定的调控作用, 且低剂量作用稍强。

模型参数 R2X、R2Y、Q2表示数据对模型的解释能力。

模型、对照和龟龄集低剂量组 PLS-DA 模型的 R2X=

0.649, R2Y=0.742, Q2=0.455 (图 4A); 模型、对照和龟龄

集中剂量组 PLS-DA 模型的 R2X=0.69, R2Y=0.92, Q2=

749 (图 4C); 模型、对照和龟龄集高剂量组 PLS-DA模

型的R2X=0.369, R2Y=0.829, Q2=0.466 (图 4E), 模型、对

照和金匮肾气丸组 PLS-DA 模型的 R2X=0.718, R2Y=

0.991, Q2=0.842 (图 4G), 以上模型参数表明 PLS-DA

模型能够准确地描述数据。为了验证模型可靠性, 对

以上模型数据进行 200次随机排列实验, 结果表明, R2

与 Q2参数接近 , 模型斜率稍大且与纵轴截距为负值

(图 4B、4D、4F、4H), 表明模型未产生过分拟合, 而是反

映了所产生的代谢变化, 表明模型可靠。对模型组和

空白组数据进行OPLS-DA分析, 以筛选出与肾阳虚证

相关的差异变量。OPLS-DA得分显示模型组和对照

组显著分离 (图 4I), 表明肾阳虚机体血清代谢轮廓发

生显著改变, 并结合 S-plot图 (图 4J) 中的VIP>1和独

立样本 t检验的P<0.05筛选贡献最大的差异性变量。

2.4 差异代谢物分析 对与疾病和药效相关的血清

样本的差异变量通过 HMDB数据库并结合二级碎片

离子进行鉴定指认。共鉴定指认出 22个与肾阳虚证

和龟龄集疗效相关的差异代谢物 (表 2)。结合相对含

量热图 (图 5) 可知, 龟龄集低剂量干预后可回调 19个

代谢物, 显著回调LPC(20:4)、PC(0:0/18:1)、LPC(18:2)、

LPC(20:0)、血小板活化因子 (platelet-activating factor,

PAF); 龟龄集中剂量干预后可回调 17个代谢物, 显著

回调L-亮氨酸、LPC(20:4)、油酰胺、PAF, 龟龄集高剂量

干预后可回调 19个代谢物, 显著回调 L-亮氨酸、LPC

(18:2)、PAF、油酰胺; 金匮肾气丸干预后可回调 14个代

谢物 , 显著回调 L-亮氨酸、LPC(20:4)、PAF, 并用回调

率 (regulatory ratio) 表示龟龄集对肾阳虚证的回调作

用, 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% (表 2)。表明龟龄

集对肾阳虚证大鼠的血清代谢轮廓具有一定的调控作

用。采用Metabo Analyst对差异代谢物所涉及代谢通

路进行富集分析, 代谢通路影响值 (impact value)>0.1

以及-logP>4的代谢通路被视为贡献最大的代谢途径

(图 6), 主要包括缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合

Figure 3 Contents of corticosterone (CORT, A), thyroxine4 (T4, B) and testosterone (T, C) of CON, MOD, GLJL, GLJM, GLJH, JGSQW.
-
x ± s, n = 6. *P<0.05 vs CON; #P<0.05, ##P<0.01 vs MOD

Table 1 The stability of UHPLC-MS method using QC samples

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

tR/min
1.70
6.43
8.59
9.97

11.81
17.11
17.22
17.52
18.55
26.90

RSD/%
1.258 3
0.160 5
0.121 3
0.082 3
0.166 7
0.183 8
0.087 0
0.129 1
0.063 0
0.145 9

m/z
131.094 7
213.009 4
189.078 9
465.309 3
499.297 5
519.332 9
543.332 8
399.334 7
521.348 6
281.271 8

RSD/%
7.82×10-5

1.93×10-5

5.76×10-5

2.52×10-5

7.00×10-5

3.53×10-5

3.77×10-5

8.57×10-5

4.64×10-5

1.45×10-5

RSD of relative peak areas/%
13.81
9.08
5.02

12.04
5.72
5.10
3.61
8.52

10.20
4.56

ion
M+H
M-H
M+H
M-H
M-H
M+H
M+Na
M+H
M+H
M+H
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成、醚酯代谢、初级胆汁酸的生物合成。利用KEGG数

据库和Metabo Analyst对 22个差异代谢物进行代谢通

路关联分析 (图7), 可见肾阳虚证涉及多个代谢途径紊

乱, 经龟龄集治疗后有回调趋势, 提示龟龄集可使代谢

通路的紊乱得到有效调节。

讨论

本研究采用大剂量注射氢化可的松导致大鼠肾阳

虚模型, 探讨龟龄集对大鼠肾阳虚证的作用机制。利

用体质量、行为学和生化指标等指标对龟龄集进行药

效学评价, 同时采用LC-MS代谢组学技术对各组大鼠

的血清样本进行代谢轮廓分析, 筛选差异代谢物和相

关代谢通路。代谢组学鉴定了 22个与肾阳虚证相关

Figure 4 PCA scores plots, PLS-DA scores plots of rat serum

from CON, MOD and GLJL (A), permutation test form PLS-DA

(B); PLS-DA scores plots (C) of rat serum from CON, MOD and

GLJM (C), permutation test form PLS-DA (D); PLS-DA scores

plots (E) of rat serum from CON, MOD and GLJH (E), permuta‐

tion test form PLS-DA (F); PLS-DA scores plots (G) of rat serum

from CON, MOD and JGSQW (G), permutation test form PLS-

DA (H); OPLS-DA scores plots (I) of rat serum from CON and

MOD (I), S-plot form OPLS-DA (J)

Figure 7 The metabolic network involved in MOD group and

CON group; red fonts represent up-regulated metabolites, and blue

fonts represent down-regulated metabolites in the MOD vs CON;

purple fonts represent the metabolic pathways

Figure 5 Heatmap of relative peak areas of metabolites in serum

of rats. The ribbon −4 − 4 represents the relative content of the

differential metabolites from low to high

Figure 6 Pathways analysis of differential metabolites
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的血清生物标志物, 龟龄集干预后对 21个代谢物有回

调作用, 其中 7个代谢物可显著回调。综合多方面评

价结果, 龟龄集高剂量的调节作用较明显 (略优于金

匮肾气丸组)。但由于肾阳虚证有广泛的病理基础[11],

还应结合毒理学和临床中医进一步探索最优剂量。

亮氨酸是蛋白质合成的必需氨基酸, 亮氨酸的碳

骨架可用于产生ATP。支链氨基酸亮氨酸、异亮氨酸

和缬氨酸对于脑氮稳态, 神经递质再循环非常重要, 并

且可以作为三羧酸 (TCA) 循环中的能量底物[12,13]。中

枢神经系统是调节食物摄入、能量平衡和葡萄糖稳态

的重要场所, 有研究报道, 亮氨酸通过激活雷帕霉素靶

蛋白 (mTOR), 调节下丘脑mTOR/S6K1信号调节食物

摄入和能量平衡[14-16]。色氨酸是维持人体蛋白质生物

合成和确保神经递质 (血清素和褪黑激素) 合成的必

要条件[17]。微生物酶对色氨酸代谢产生一系列吲哚硫

酸盐, 吲哚硫酸酯作为肠道微生物群代谢活性的标志

物, 对肠黏膜稳态和肠屏障功能的维持起着重要作用,

同时也具有抗氧化、神经保护作用。但其过度积累会

诱导炎症过程, 促进肾缺血及肾小管上皮间质转变, 增

加肾的氧化应激 , 是造成慢性肾病的原因之一[18-20]。

给药组异亮氨酸水平回调提示龟龄集对能量代谢和中

枢神经系统有一定的调控作用, 吲哚硫酸盐水平回调

提示其对色氨酸代谢有一定调控作用, 对神经递质和

肠道稳态有调节作用。

醚酯是由过氧化物衍生的甘油磷脂[21], 醚酯类物

质为内源性抗氧化剂, 参与细胞分化和信号传导途径,

在神经系统疾病、癌症和代谢紊乱中具有一定生物性

能[22]。溶血性甘油磷脂 (LPC) 调节多种生物学过程,

包括细胞增殖和炎症, 可以激活多种免疫细胞。LPC

可以通过其在心磷脂合成途径中的作用影响线粒体氧

化能力, 进而影响能量代谢[23,24]。肉毒碱的主要生物

学作用是通过可溶性结合辅酶A (CoA) 的酰基来运输

脂肪酸穿过线粒体内膜进行脂肪酸氧化并释放能

量[25]。肉毒碱的缺陷可能导致线粒体功能障碍, 是导

致许多神经退行性疾病的原因[26]。油酰胺是一种作用

于中枢系统的脂肪酸酰胺, 属于内源性脂质信号分子,

已被确定为哺乳动物大脑中的内源性睡眠诱导剂[27]。

龟龄集对脂质代谢的调节作用提示其可能与改善抗氧

化能力、免疫状况、能量代谢和维持神经系统稳态

相关。

胆汁酸是肝细胞内胆固醇的转化产物。异常升高

的胆汁酸可导致肝内有毒胆汁酸的积聚, 从而产生病

理生理效应, 包括线粒体功能失调, 活性氧和氮的过度

产生。胆汁酸的不同形式在肝肠循环起着重要的作

用, 甘氨酸有助于促进脂溶性维生素的吸收, 在促进胃

肠系统消化, 运输和代谢营养素方面起着至关重要的

作用[28]。牛磺酸脱氧胆酸是一种具有强效抗细胞凋亡

和存活特性的分子, 已被报道可用于预防大鼠和细胞

培养模型中的急性肾损伤[29]。肾阳虚模型中胆汁酸和

脱氧胆酸含量较对照组显著上升, 提示肾阳虚证可能

致肝毒性并造成线粒体功能的失调, 而甘氨酸和牛磺

酸脱氧胆酸下降提示肾阳虚证可能导致肠胃系统的失

衡和肾上腺损伤。龟龄集可回调提示其可能通过调节

线粒体稳态、肠胃稳态, 缓解肾上腺损伤来发挥作用。

综上, 龟龄集对大鼠肾阳虚证有明显的改善作用,

起效机制涉及能量代谢、肠道稳态、氧化应激和免疫

功能。
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