
化碳肝损伤的保护作用［ Ｊ］ ． 中国现代医学杂志， ２００９，
１９（１２）： ２７８０⁃２７８６．

［１７］ 　 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ａ Ｔ， Ｂｕｒｋ Ｒ Ｆ． Ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ：
ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ｓｅｍｉｎ Ｌｉｖｅｒ Ｄｉｓ，
１９９０， １０（４）： ２７９⁃２８４．

［１８］ 　 Ｑｉａｏ Ｈ Ｘ， Ｈａｎ Ｈ Ｃ， Ｈｏｎｇ Ｄ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ｂａｉｃａｌｉｎ ｏｎ ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＰＰＡＲγ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＧＦβ１［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｂｉｏｌ，
２０１１， ４９（１）： ３８⁃４５．

［１９］ 　 宁健康， 吕锦芳， 姜锦鹏， 等． 黄芩苷对小鼠四氯化碳肝

损伤保护作用的研究 ［ Ｊ］ ． 中国中医药科技， ２０１１， １８
（２）： １２０⁃１２２．

柚皮苷对 Ａβ２５－３５ 诱导 ＰＣ１２ 细胞保护作用的代谢组学研究

张　 悦１， 　 徐占玲１， 　 孙慧峰１， 　 雷　 霞２， 　 刘国良２， 　 姚　 远２， 　 张　 宁１，２∗， 　 刘　 斌２∗

（１． 黑龙江中医药大学药学院， 黑龙江 哈尔滨 １５００４０； ２． 黑龙江中医药大学佳木斯学院， 黑龙江 佳木斯

１５４００７）

收稿日期： ２０１９⁃０９⁃２９
基金项目： 国家自然科学基金面上项目 （８１６７３６２１）； 黑龙江省属高校科技成果研发培育项目 （ＴＳＴＡＵ⁃Ｃ２０１８０２０）； 黑龙江省应用技术

研究与开发项目 （ＧＡ１７Ｃ００９）； 黑龙江中医药大学基金项目 （２０１７ＳＥＣ０２， ２０１８ＲＣＤ１９， ２０１８ｊｋｃｙ０５， ２０１８ｐｔ０４）
作者简介： 张　 悦 （１９９７—）， 女， 硕士生， 研究方向为中药药效物质基础及体内代谢。 Ｔｅｌ： １５１４５５７８５０６， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １５１４５５７８５０６ ＠

１６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 张　 宁 （ １９７４—）， 男， 博士生导师， 研究方向为中药药效物质基础及体内代谢。 Ｔｅｌ： （ ０４５４） ６０５０３５０， Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｚｈａｎｇｎｉｎｇ０４５４＠ １６３．ｃｏｍ
刘　 斌 （１９７０—）， 男， 硕士生导师， 研究方向为中医药防治老年性疾病。 Ｔｅｌ： （０４５４） ８７８２７０１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｕｂｉｎ１６９＠
１６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于气质联用代谢组学方法研究柚皮苷对 Ａβ２５－３５ 诱导损伤的 ＰＣ１２ 细胞的保护作用机制。 方法 　 以

Ａβ２５－３５干预 ＰＣ１２ 细胞， 建立损伤模型。 采用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖率， 同时利用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术检测空白组、 模型组和给

药组细胞内源性代谢物的差异， 并分析其内在生物学意义。 结果 　 柚皮苷能够增加 Ａβ２５－３５诱导的 ＰＣ１２ 细胞的增殖

率。 各组细胞内源性代谢物均发生了变化， 包括甘氨酸、 谷氨酸、 α⁃酮戊二酸和胆固醇等 ２７ 种代谢物 （ＶＩＰ＞１， Ｐ＜
０ ０５）， 柚皮苷对其有调节作用。 结论 　 柚皮苷对 Ａβ２５－３５诱导 ＰＣ１２ 细胞损伤有保护作用， 可能是通过平衡氨基酸、
能量、 碳水化合物等物质的代谢来发挥。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是一种与衰老

密切相关的神经系统退行性疾病［１］ ， 以认知缺陷和神经元

丧失为特征， 迄今缺少有效的治疗药物。 所以， 研发有效

防治 ＡＤ 的药物是非常必要的。
ＡＤ 发病机制十分复杂， β 淀粉样蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ⁃β，

Ａβ） 被认为是诱发 ＡＤ 发生发展的关键因素［２］ 。 近年来，
黄酮类等天然多酚类物质的抗氧化特性在对神经退行性疾

病方面潜在、 有益的作用成为科学研究的重点［３］ 。 柚皮苷

全称为柚皮素⁃７⁃Ｏ⁃新橙皮糖苷， 是一种天然的二氢黄酮类

化合物， 以往对柚皮苷的研究大都集中在治疗骨质疏

松［４］ 、 预防动脉粥样硬化［５］ 等方面。 现在， 研究人员将注

意力转向柚皮苷的神经损伤保护等方面。 Ｏｋｕｙａｍａ 等［６］ 将

富含橙皮苷和柚皮苷果汁的干燥粉末给予脑缺血小鼠， 发

现口服后可以显著抑制脑缺血诱导的海马神经细胞死亡，

具有改善小胶质细胞活化的能力。 Ｓｉｎｇｈ 等［７］灌胃给予脑出

血小鼠不同剂量的柚皮苷， 再对探讨动物进行一系列行为

测试， 用强迫游泳试验和水迷宫试验评估卒中后抑郁和记

忆障碍， 研究表明， 柚皮苷可改善脑出血诱导的神经认知

缺陷， 还能通过下调海马中乙酰基胆碱酯酶活性和诱导型

一氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ） 信号传导途径来消除顺铂引起的认

知缺陷和胆碱能功能障碍［８］ 。 由此可见， 柚皮苷可能会成

为治疗神经退行性疾病的佼佼者， 但作用机制尚不清楚。
代谢组学以代谢产物或代谢网络为基础探究常见复杂

疾病的发病机制或宿主环境发病机制的相互影响， 在临床

前和临床研究上都有广泛的应用［９］ 。 代谢体是基因⁃环境相

互作用的最终产物之一， 它能识别并鉴别 ＡＤ 的病理生理

特征［１０］ 。 气相色谱⁃质谱 （ＧＣ⁃ＭＳ） 具有高分辨率、 高灵

敏度、 有可供参考的标准图谱库、 可对代谢产物定性等特

１４６１

２０２１ 年 ６ 月

第 ４３ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． ６



点， 已经成为代谢组学实验室的重要组成部分。
本研究首先采用 Ａβ２５－３５诱导 ＰＣ１２ 细胞建立细胞损伤

模型， 将柚皮苷作用于损伤模型， 利用 ＧＣ⁃ＭＳ 技术对细胞

进行代谢组学研究， 检测并解析给予柚皮苷后 Ａβ２５－３５诱导

ＰＣ１２ 细胞内小分子代谢物及相关分子通路的变化， 为 ＡＤ
病理机制研究提供实验数据和理论依据。
１　 材料

１ １　 试剂与药物　 柚皮苷 （纯度 ９８％ ， 批号 ＬＬ６０Ｏ５３） 购

自北京百灵威科技股份有限公司。 ＰＣ１２ 细胞 （北京协和细

胞资源中心）； Ａβ２５－３５ （北京博奥森生物技术有限公司）；
ＤＭＥＭ 高糖培养基、 双抗、 活性炭⁃葡聚糖苷处理的胎牛血

清 （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）； 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、 噻唑蓝

（ＭＴＴ） 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 购于

北京索莱宝科技有限公司。
１ ２　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ ６８９０Ｎ 型气相色谱仪、 Ａｇｉｌｅｎｔ ５９７５Ｂ 型

质谱仪、 ＤＢ⁃５ＭＳ 弹性石英毛细管柱（３０ ｍ×０ ２５ ｍｍ， ０ ２５
μｍ） （美国安捷伦公司）； ＭＫ３ 型酶标仪 （上海热电仪器

有限公司）； ＩＸ⁃７１⁃２１ＰＨ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； ＨＦ９０ 型二氧化碳培养箱 （上海立新仪器有限公司）。
２　 方法

２ １　 细胞实验

２ １ １　 细胞培养　 ＰＣ１２ 细胞 （大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细

胞） 在含 １０％ 胎牛血清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ μｇ ／ ｍＬ
链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液中生长， ３７ ℃下通入 ５％ 的 ＣＯ２ 进

行培养， 每 ２～３ ｄ 传代 １ 次， 取对数生长期细胞用于实验。
２ １ ２　 ＭＴＴ 法测定细胞活力　 将细胞分为空白组 （加入含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液）、 Ａβ２５－３５模型组 （分别用 １０、
２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的Ａβ ２５－３５处理 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ）、 给药组 （分
别先给予柚皮苷 １ ０×１０－３、 １ ０×１０－２、 １ ０×１０－１ μｍｏｌ ／ Ｌ处理

２ ｈ 后， 再加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５孵育 ２４ ｈ）， 每组 ６个平行。
取对数生长的 ＰＣ１２ 细胞， 消化离心， 弃掉上清， 沉

淀用 ＤＭＥＭ 完全培养基重悬至均匀悬液， 以 ２×１０４ ／ ｍＬ 细

胞浓度接种于 ９６ 孔培养板， 放进细胞培养箱中培养约

２４ ｈ， 细胞进入对数期后吸弃旧的培养液， 按照分组状况

加入相应溶液 （２００ μＬ） 孵育 ２４ ｈ 后加入 ＭＴＴ 溶液， 每

孔 ２０ μＬ， 在细胞培养箱中再孵育 ４ ｈ， 取出， 吸弃上清，
每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 在 ３７ ℃ 恒温振荡器中振荡

１０ ｍｉｎ， 充分溶解蓝紫色甲臜结晶， 用酶标仪在 ５７０ ｎｍ 波

长下进行吸光度检测， 每个样本 ３ 次， 取平均值。 细胞增

殖率＝ （ＯＤ实验组 ／ ＯＤ空白组） ×１００％ 。
２ １ ３　 统计学分析 　 以 ＡＩＡ 格式文件收集获得的原始数

据， 用 ＭＺｍｉｎｅ ２ ５ 软件进行前处理， 之后导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ
软件中进行 ＰＣＡ 和 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析统计， ＶＩＰ 预测以及

ＳＰＳＳ１９ ０ 软件做 ｔ 检验， 筛选出潜在的代谢标记物。 ＰＣ１２
细胞吸光度值及增值率结果用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件统计。 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较使用单因素方差分析， 组间均

数两两比较使用 ＬＳＤ 检验， Ｓ⁃Ｎ⁃Ｋ 法进行统计后校正，
Ｐ＜０ ０５表示差异有统计学意义。

２ ２　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析

２ ２ １　 ＧＣ⁃ＭＳ 条件　 色谱条件为 ＤＢ⁃５Ｍｓ 弹性石英毛细管

柱 （３０ ｍ×０ ２５ ｍｍ， ０ ５ μｍ）； 进样时温度 ２７０ ℃； 以高

纯氦气为载气； 载气体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 溶剂延迟

３ ｍｉｎ； 分流采样 ５ ∶ １； 进样 １ μＬ。 质谱条件为四级杆温

度 １５０ ℃； 电离方式 ＥＩ； 离子源温度 ２３０ ℃； 电子能量

７０ ｅＶ； 质量扫描方式全扫描， 扫描间隔 ０ ２ ｓ； 电子倍增

器电压 ０ ９０ ｋＶ。 细胞样品梯度加热程序为初始温度 ７０ ℃，
运行 ３ ｍｉｎ， 以 １０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 １８０ ℃， ５ ℃ ／ ｍｉｎ 升至

２９０ ℃， 运行 ９ ｍｉｎ。
２ ２ ２　 细胞提取及衍生方法　 取成对数生长期细胞， 丢弃

旧 ＤＭＥＭ 完全培养基， 用生理盐水洗涤 ３ 次， 弃去生理盐

水， 液氮淬灭， 加入 １ ５ ｍＬ 乙腈⁃水 （４ ∶ １）， 用细胞刮刀

刮下细胞， 将细胞悬浮液转移到离心管中， 涡旋， 细胞经

超声细胞破碎仪破碎 （功率为 ２０％ ， 工作 ２ ｓ， 间歇 ２ ｓ）
７ ｍｉｎ， ４ ℃、 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 去除蛋白等大分子

物质。 取 １ ２ ｍＬ 上清液置于离心管中， 在 ４０ ℃ 下氮吹，
残余物用 ５０ μＬ 甲氧胺盐酸盐 （１５ ｍｇ ／ ｍＬ） 复溶， 涡旋，
３０ ℃水加热 ９０ ｍｉｎ， ３７ ℃ 下加入 ７０ μＬ ＭＳＴＦＡ， 持续

３０ ｍｉｎ， 取上清进行 ＧＣ⁃ＭＳ 分析。
２ ２ ３　 分组　 空白组为 ＰＣ１２ 细胞培养于新鲜的 ＤＭＥＭ 完

全培养基， 不加 Ａβ； 模型组为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５孵育 ＰＣ１２
细胞 ２４ ｈ； 给药组为 １ ０×１０－１μｍｏｌ ／ Ｌ 柚皮苷孵育 ＰＣ１２ 细

胞 ２ ｈ 后， 加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５后再孵育 ２４ ｈ。
２ ２ ４　 数据提取　 ＧＣ⁃ＭＳ 得到的原始数据利用自动质谱去

卷积鉴定 （ＡＭＤＩＳ） 系统以 ＡＩＡ 的格式导出文件， 将其导

入 Ｍａｔｌａｂ 软件， 得到有代谢物保留时间和相应峰面积组成

信息的峰表。
２ ２ ５　 模式识别与差异表达代谢物鉴定　 将获得的峰表导

入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １２ ０ 软件， 进行主成分分析 （ＰＣＡ） 和最小二

乘法判别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ）， 找到差异表达代谢物。 再利用

ＮＩＳＴ 质谱数据库对空白组和模型组共有的内源性代谢物作

鉴定， 以匹配度＞７０％ 为衡量标准， 得到可信的差异代谢物

的结构和名称。
３　 结果

３ １　 细胞增殖率测定　 与空白组比较， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５

作用于细胞 ２４ ｈ 后细胞增殖率下降 （Ｐ＜０ ０１）， 并且增殖

率随着 Ａβ２５－３５终浓度的增加而减小， 说明造模成功。 根据

实验结果结合文献［１１］， 最后选用 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａβ２５－３５作用

ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ 来制备 ＡＤ 的体外细胞模型。 见表 １。
表 １　 不同浓度的 Ａβ２５－３５处理 ２４ ｈ 对 ＰＣ１２ 细胞增殖率的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＯＤ５７０ 细胞增殖率 ／ ％

空白组 ０ ５４３±０ ０２１ １００
Ａβ２５－３５ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ４３１±０ ０１８＃＃ ７９＃＃

Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ３６９±０ ００７＃＃ ６８＃＃

Ａβ２５－３５ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ３２６±０ ００５＃＃ ６０＃＃

　 　 注：与空白组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

　 　 由表 ２ 可以看出， 与 Ａβ２５－３５模型组比较， 柚皮苷处理
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后 ＰＣ１２ 细胞增殖率增加 （Ｐ＜０ ０１）， 说明柚皮苷能够保护

细胞， 起到抗 Ａβ 损伤的作用。
表 ２　 柚皮苷对 Ａβ２５－３５损伤 ＰＣ１２ 细胞增殖率的影响 （ｘ±

ｓ， ｎ＝６）

组别 ＯＤ５７０
细胞增殖

率 ／ ％
空白组 ０ ６０６±０ ０１５ １００
Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ３１４±０ ０１２＃＃ ５２＃＃

Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋柚皮苷 １ ０×１０－３ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ５２２±０ ０２０∗∗ ８６∗∗

Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋柚皮苷 １ ０×１０－２μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ５３２±０ ０１３∗∗ ８８∗∗

Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ＋柚皮苷 １ ０×１０－１μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ０ ５３２±０ ０１２∗∗ ８８∗∗

　 　 注：与空白组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１；与 Ａβ２５－３５ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ２　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析　 利用 ＧＣ⁃ＭＳ 法对样品进行扫描， 得到

细胞代谢样本的总离子流图， 见图 １。 根据各个化合物的

质荷比、 保留时间、 保留指数等进行鉴定， 共鉴定出 １５２
个化合物， 包括氨基酸类、 脂肪酸类、 糖类等小分子成分。
４　 讨论

ＰＣＡ 分析显示， 各组样品之间有较好的分离度， 说明

模型组使细胞代谢通路发生改变， 即造模成功， 通过三维

ＰＬＳ⁃ＤＡ 示意图进一步地证明了各组之间分离度良好。 选取

ＶＩＰ 值＞１ ０ 且 Ｐ＜０ ０５ 的物质， 然后对照质谱库信息获得

２７ 个潜在生物标记物， 并对化合物含量变化进行了分析，
见表 ３。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 Ａβ２５－３５损伤组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｃ 为给药组 （１ ０×１０－１μｍｏｌ ／ Ｌ）。

图 １　 ＰＣ１２ 细胞代谢物的 ＧＣ⁃ＭＳ 基峰色谱图

表 ３　 潜在生物标记物信息（ｘ±ｓ）
序号 保留时间 ／ ｍｉｎ ＶＩＰ 代谢产物 空白组 模型组 给药组
１ ４ ３７３ １ ０６ 甘氨酸 ０ １９６±０ ００４ ０ １０４±０ ００２∗∗↓ ０ １９６±０ ００４＃＃↑
２ ５ ６０３ １ ６２ 乙酰胺 ０ １５４±０ ００２ ０ １９４±０ ００３∗∗↑ ０ １５５±０ ００２＃＃↓
３ ６ １４１ １ ０９ ３⁃羧基丁酸 １ ８４０±０ ００９ ０ ３７４±０ ００２∗∗↓ ２ ０４０±０ ００３＃＃↑
４ ６ ９０２ １ ２４ 乳酸 １ ８４０±０ ００９ ３ ７４０±０ ００９∗∗↑ ２ ０４０±０ ００３＃＃↓
５ ７ ５９４ １ １３ Ｌ⁃丙氨酸 １ ２３０±０ ０２２ ３ ８５０±０ ０３０∗∗↑ １ ３４０±０ ０２３＃＃↓
６ ７ ４５１ １ １４ Ｌ⁃缬氨酸 １ ２３０±０ ０２１ ３ ８５０±０ ０３０∗∗↑ １ ３４０±０ ０２３＃＃↓
７ ８ ５５６ １ １２ 亮氨酸 ０ ０１８±０ ０００ ３ ０ ０２８±０ ０００ ３∗∗↑ ０ ０１９±０ ０００ ３＃＃

８ １０ ２５５ １ ３６ 磷酸 ２ ５４８±０ ０３２ ３ ７３７±０ ０２５∗∗↑ ２ ６４８±０ ０３２＃＃↓
９ １０ ６３８ １ ６３ Ｌ⁃苏氨酸 ０ ４６６±０ ００３ ０ ３８５±０ ００３∗∗↓ ０ ４７６±０ ００３＃＃↑
１０ １３ １９０ １ ５１ 氨基丙二酸 ０ １７４±０ ００３ ０ ２３５±０ ００３∗∗↑ ０ １８４±０ ００３＃＃↓
１１ １３ ３１６ １ ５８ 脯氨酸 １ ０５８±０ ０３４ １ １３９±０ ０３１∗∗↑ １ ０５７±０ ０３６＃＃↓
１２ １３ ４０８ １ ５９ Ｄ⁃苹果酸 １１ ２４５±０ ３０４ １２ ５２８±０ ３０３∗∗↑ １１ ６０２±０ ４４１＃＃

１３ １４ ２３８ ２ ０１ Ｌ ⁃丝氨酸 ４ ４４０±０ ０２６ １ １３０±０ ０３２∗∗↑ ４ ４７０±０ ００５＃＃↓
１４ １４ ６８４ １ ０５ Ｌ⁃苯丙氨酸 ４ ４４０±０ ０２６ １ ２４０±０ ０３５∗∗↑ ４ ４７０±０ ００５＃＃↓
１５ １４ ８４４ １ ４９ α⁃酮戊二酸 ４ ４４０±０ ０２６ １ ６３０±０ ０３１∗∗↑ ４ ４７０±０ ００５＃＃↓
１６ １７ ７９７ １ ３１ １，４ ⁃丁二胺 ０ ８８７±０ ００３ ０ ９０６±０ ００３∗∗↑ ０ ９９７±０ ００３＃＃↓
１７ １９ ０７８ １ ５６ 柠檬酸 １ ２３５±０ ０２３ ５ ６４６±０ ０３７∗∗↑ １ ３４２±０ ０３４＃＃↓
１８ ２２ ９３５ １ １５ 肌糖 ０ ８６５±０ ００４ ０ ４７２±０ ００１∗∗↓ ０ ８６５±０ ００４＃＃↑
１９ ２４ ２０５ １ ９９ 肌醇 ０ ８９５±０ ００４ ０ ５０２±０ ００１∗∗↓ ０ ８９５±０ ００４＃＃↑
２０ ２５ ７１０ １ ３６ 乙酸 ０ ７０４±０ ００３ ０ １４６±０ ００３∗∗↓ ０ ７３４±０ ００３＃＃↑
２１ ２６ ３６２ １ ５８ 硬脂酸 １ ２６２±０ ０２８ ０ ８０３±０ ００３∗∗↓ １ ２６２±０ ０２８＃＃↑
２２ ２７ １３５ １ ３１ 胆固醇 ０ ５５６±０ ００３ ０ ０８７±０ ０００ ３∗∗↓ ０ ５６６±０ ００３＃＃↑
２３ ２９ ３８９ １ ３３ 棕榈酸 ０ ８７６±０ ００３ ０ ２０６±０ ００２∗∗↓ ０ ９０６±０ ００３＃＃↑
２４ ２９ ８７６ １ ０５ 尿苷 ０ ２２４±０ ００３ ０ ０２２±０ ０００ ４∗∗↓ ０ ２１４±０ ００３＃＃↑
２５ ３２ ８２８ １ ４４ à⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖 ０ １０６±０ ００３ ０ ０２０±０ ０００ ３∗∗↓ ０ １０７±０ ００３＃＃↑
２６ ３２ ９８３ １ １２ 油酸酰胺 １ ２５２±０ ０３３ ０ １０５±０ ００２∗∗↓ １ ３５２±０ ０３３＃＃↑
２７ ３２ ９７７ １ ０５ 核糖磷酸 ０ ２１４±０ ００３ ０ ０２２±０ ０００ ４∗∗↓ ０ ２１４±０ ００３＃＃↑

　 　 注：↓表示下降，↑表示升高。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

　 　 表 ３ 显示， 模型组中氨基酸代谢途径发生了变化， 包

括谷氨酸、 丝氨酸、 苯丙氨酸等。 谷氨酸是神经递质

ＧＡＢＡ 合成的前体， 也是人类中枢神经系统中最丰富的兴

奋性神经递质， 从突触囊泡释放后将结合 ＮＭＤＡ 受体激活

细胞［１２］ ； 丙氨酸由丙氨酸转氨酶胺化而成， 涉及丙氨酸、

丙酮酸、 α⁃酮戊二酸的相互转化［１３］ ； 谷氨酸和丙氨酸参与

细胞生物能量学， 模型组丙氨酸水平较低， 表明模型组存

在能量缺乏和线粒体功能障碍［１４］ 。 以丝氨酸为原料合成甘

氨酸和半胱氨酸， 前者是一种神经系统抑制性神经递质，
本研究中其含量发生了变化。 以往发现在 ＡＤ 大鼠模型中，

３４６１

２０２１ 年 ６ 月

第 ４３ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． ６



海马、 顶叶皮层 Ｄ⁃丝氨酸水平升高［１５］ ； Ｌ⁃丝氨酸水平也有

所上升； 丝氨酸消旋酶产生 Ｌ⁃丝氨酸， 后者水平降低； 苯

丙氨酸是芳香族氨基酸神经递质， 其改变在痴呆过程中起

着关键作用［１６］ ， 表明模型组细胞内氨基酸代谢紊乱。
高度不饱和脂肪酸可以引起脂质过氧化， 促进神经毒

性的产生。 参与脂质代谢的差异代谢物有棕榈酸、 硬脂酸、
苹果酸和胆固醇， 模型组细胞内棕榈酸、 硬脂酸及胆固醇

减少， 苹果酸增加， 柚皮苷可以使这些代谢物的含量恢复

到空白组水平。 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠组织中磷脂含量明显下降，
这与磷脂酶活性增加有关［１７］ 。 硬脂酸是磷脂形成的最丰富

的脂肪酸， 脂肪代谢异常会导致细胞膜的功能异常。 在以

往对 ＡＤ 患者血液的研究中， 发现患者的棕榈酸明显低于

正常组［１８］ ， 这与本实验结果一致。 有研究表明胆固醇异常

与 ＡＤ 发病有关， 用 Ｔ０９０１３１７ 激活 ＡＰＰ ／ ＰＳ１ 小鼠脑内的肝

Ｘ 受体， 能使额叶皮层和海马脑区膜胆固醇明显降低， 减

少老年斑的沉积， 改善小鼠记忆能力［１９］ ， 除了脂质代谢发

生变化还有许多与能量相关的代谢产物也发生了变化。
　 　 葡萄糖代谢、 磷酸肌醇代谢与碳水化合物代谢有着密

切的联系， 葡萄糖代谢异常是 ＡＤ 典型病理特征［２０］ 。 本研

究中与糖代谢相关的代谢物有柠檬酸、 α⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖等，
模型组 à⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖和柠檬酸的含有量发生了变化， 葡

萄糖代谢出现异常。 肌醇参与多种细胞功能， 如信号传导

过程、 细胞生长和分化等［２１］ ， 还是一种重要的膜成分， 其

脑衍生物参与突触转运和神经递质分泌， 并调节自噬［２２］ 。
模型组中肌醇含量发生改变， 说明碳水化合物代谢异常。

综上所述， 本研究以 ＧＣ⁃ＭＳ 代谢组学为理论依据， 对

空白组、 模型组和给药组代谢物进行多元统计分析， 筛选出

可能的生物标志物。 Ａβ２５－３５损伤组有多种代谢产物的含量发

生了改变， 这些物质主要与氨基酸代谢、 碳水化合物代谢及

脂质代谢等相关联， 说明柚皮苷主要通过影响多种氨基酸和

能量代谢发挥对 Ａβ２５－３５损伤的 ＰＣ１２ 细胞的保护作用。
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ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｎｕｔｒ Ｓｃｉ
Ｖｉｔａｍｉｎｏｌ （Ｔｏｋｙｏ）， ２０１９， ６５（１）： ６６⁃７１．

［ ７ ］ 　 Ｓｉｎｇｈ Ｎ， Ｂａｎｓａｌ Ｙ， Ｂｈａｎｄａｒｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｒｉｎｇｉｎ ｒｅｖｅｒｓｅｓ
ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ

ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ ｒａｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１７， １００ （ ３⁃４）：
１７２⁃１８７．

［ ８ ］ 　 Ｙａｎｇ Ｔ Ｃ， Ｃｈａｎｇ Ｐ Ｙ， Ｋｕｏ Ｔ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｃｔｒｏｎｅｇａｔｉｖｅ Ｌ５⁃
ＬＤＬ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ⁃ＣＳＦ ａｎｄ ＧＭ⁃ＣＳＦ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＬＯＸ⁃１ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＥＲＫ２
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ２０１７， ２６７： １⁃９．

［ ９ ］ 　 Ｅｍｂａｄｅ Ｎ， Ｍａｒｉｎｏ Ｚ， Ｄｉｅｒｃｋｓ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＨＣＶ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｓ
ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｓｅｒｕｍ １Ｈ⁃ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１６，
１１（５）： ｅ１５５０９４．

［１０］ 　 Ｃｈｅ Ｈ， Ｆｕ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎ⁃３
ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｐｃ１２ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１８，
３８（３）： ６５７⁃６６８．

［１１］ 　 葛雅南． 植物雌激素保护 Ａβ＿ （２５－３５） 诱导 ＰＣ１２ 细胞

损伤代谢组学研究［Ｄ］． 哈尔滨： 哈尔滨师范大学， ２０１６．
［１２］ 　 Ｏｓｋｏｕｉｅ Ａ Ａ， Ｙｅｋｔａ Ｒ Ｆ， Ｔａｖｉｒａｎｉ Ｍ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｖａｎｄｕｌａ

ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ Ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｕｓｉｎｇ ｎｍｒ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ［Ｊ］．
Ａｖｉｃｅｎｎａ Ｊ Ｍｅｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１８， １０（２）： ８３⁃９２．

［１３］ 　 Ｃｈａｉ Ｇ Ｓ， Ｊｉａｎｇ Ｘ， Ｎｉ Ｚ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｔａｉｎｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ⁃ｌｉｋｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ， ２０１３， １２４（３）：
３８８⁃３９６．

［１４］ 　 Ｆｏｎｔｅｈ Ａ Ｎ， Ｈａｒｒｉｎｇｔｏｎ Ｒ Ｊ， Ｔｓａｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｄｉｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｆｌｕｉｄｓ ｆｒｏｍ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ ’ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］ ． Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ， ２００７， ３２（２）： ２１３⁃２２４．

［１５］ 　 Ｇｏｎｚ áｌｅｚ⁃Ｄｏｍíｎｇｕｅｚ， Ｒａúｌ， Ｇａｒｃíａ⁃Ｂａｒｒｅｒａ， ｅｔ ａｌ．
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｐｈｏｔｏｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｕｓｉｎｇ
ｆｌｏｗ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ．
Ｔａｌａｎｔａ， ２０１５， １３１Ｃ： ４８０⁃４８９．

［１６］ 　 Ｍａｄｅｉｒａ Ｃ， Ｌｏｕｒｅｎｃｏ Ｍ Ｖ， Ｖａｒｇａｓ⁃Ｌｏｐｅｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ｄ⁃ｓｅｒｉｎｅ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ， ２０１５， ５（５）： ｅ５６１．

［１７］ 　 Ｂｉｒｋｌ Ｐ， Ｆｒａｎｋｅ Ｌ， Ｂａｓ Ｒ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｐｌａｓｍａ ａｒｏｍａｔｉｃ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｉｎｊｕｒｉｏｕｓ ｐｅｃｋｉｎｇ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ［ Ｊ］ ．
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｅｈａｖ， ２０１７， １７５（１）： ８８⁃９６．

［１８］ 　 Ｑｉ Ｚ， Ｗｕ Ｍ， Ｆｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｅｓｔｅｒ
ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ａｇａｉｎｓｔ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ ａβ４０
ｉｎｓｕｌｔ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１７， ４４（２）： ６１８⁃６３３．

［１９］ 　 崔卫刚， 张应花， 孙　 燕， 等． 激活肝 Ｘ 受体可通过减少

膜胆固醇削弱 β⁃分泌酶活性而减少 ＡＤ 鼠老年斑的沉积

［Ｃ］ ／ ／ 中国解剖学会 ２０１１ 年年会论文集． 贵阳： 中国解剖

学会， 贵州省解剖学会， ２０１１， ７７⁃７８．
［２０］ 　 Ｆｅｒｒｅｉｒａ Ｉ Ｌ， Ｒｅｓｅｎｄｅ Ｒ， Ｆｅｒｒｅｉｒｏ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｅｆｅｃｔｓ

ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｄｒｕｇ
Ｔａｒｇｅｔｓ， ２０１０， １１（１０）： １１９３⁃１２０６．

［２１］ 　 Ｆｒｅｊ Ａ Ｄ， Ｏｔｔｏ Ｇ Ｐ， Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｒ Ｓ． Ｔｉｐｐｉｎｇ ｔｈｅ ｓｃａｌｅｓ：
Ｌｅｓｓｏｎｓ ｆｒｏｍ ｓｉｍｐｌｅ ｍｏｄｅｌ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｎ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１７， ９６ （ ２）：
１５４⁃１６３．

［２２］ 　 Ｇｏｎｚａｌｅｚ⁃Ｄｏｍｉｎｇｕｅｚ Ｒ， Ｇａｒｃｉａ⁃Ｂａｒｒｅｒａ Ｔ， Ｖｉｔｏｒｉｃａ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍｕｌｔｉｏｒｇａｎ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｉｎ ｔｈｅ ＡＰＰ ／ ＰＳ１
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ２０１５，
３６（１８）： ２２３７⁃２２４９．
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