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摘要:目的 研究D半乳糖诱导的衰老大鼠肾细胞(NRK)内源性代谢物的变化,寻找与衰老有关的代谢生物标志物,探讨二

至丸对衰老模型的调节作用及其抗衰老的可能机制。方法 采用D半乳糖复制NRK细胞衰老模型,借助气相色谱质谱联

用(GCMS)技术,对各组细胞样本进行测定,采用KruskalWallis非参数检验及Dunn's多重比较进行单变量统计分析来筛选

差异性代谢物。结果 经PLSDA模式识别分析,对照组、模型组和EZW 组细胞样本能够得到很好的区分,共鉴定出31种

潜在生物标志物,二至丸含药血清给药后衰老NRK细胞胞内的内源性代谢物水平发生不同程度的回调。结论 二至丸可以

使D半乳糖诱导的衰老NRK细胞胞内的异常代谢有所恢复,其治疗作用可能与机体内31个代谢物及10条相关代谢通路的

调节有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatethechangesofendogenousmetabolitesinsenileratkidneycells NRK inducedby
Dgalactose tofindmetabolicbiomarkersrelatedtoagingandtoexploretheregulationofErzhiwanonagingmodelandtheanti
agingeffectofErzhiwan METHODS ThesenescencemodelwasconstructedbyDgalactose Dgal  Thegaschromatogra-

phymassspectrometry GCMS techniquewasusedtodeterminethecellsamplesineachgroup Univariatestatisticalanaly-
siswasperformedusingtheKruskalWallisnonparametrictestandDunn'smultiplecomparison RESULTS PLSDApattern
recognitionanalysisshowedthatthecellsamplesofthecontrolgroup themodelgroupandtheEZWgroupcouldbewelldis-
tinguished Atotalof31potentialbiomarkerswereidentified andtheendogenousmetabolitelevelsofthesenescentNRKcells
werevaryingdegreesofcallbacksaftertheadministrationofthedrugcontainingserum CONCLUSION Erzhiwancouldre-
storetheabnormalmetabolismofDgalactoseinducedsenescentNRKcells anditstherapeuticeffectmayberelatedtothereg-
ulationof31metabolitesand10relatedmetabolicpathways 
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  细胞代谢组学(Cellmetabolomics)是代谢组学

技术的分支,是一门以细胞为研究对象,考察细胞在

受外部刺激下所产生的相对分子质量小于1000的

所有内源性代谢物,并同时对代谢产物进行定性和

定量,从而考察代谢机制的学科[1]。细胞代谢组学

可以直接反映细胞功能(即表型)并监测细胞活

性[23],对其内源性代谢物进行非靶向代谢组学或靶

向代谢组学的研究可以综合表现细胞内的生化活动

状态。然而制约代谢组学发展的其中一个关键科学

问题在于如何建立高通量,高灵敏度的方法学平台。
气相色谱质谱联用技术(GCMS)优良的定性和定

量分析能力,加上其庞大的化合物谱库为鉴定工作

带来了很大的便利,使得GCMS在代谢组学研究

中显示出突出的优势[45]。
二至丸由酒女贞子、墨旱莲(1∶1)二味中药组

成,最早出自吴旻辑的《扶寿精方》[6],具有补腰膝、
壮筋骨、强肾阴、乌须发的功效,现代药理作用表明

二至丸具有保肝降酶[7]、抗肝纤维化、抗衰老[8]、补
肾滋阴、抗氧化[9]等作用。衰老是“肝肾阴虚”的一

种临床表现,传统医学认为人体衰老的根本是肾中

精气发生了变化,肾精不足、肾虚渐亏是衰老的核心

和根本原因[10]。故本研究选择大鼠肾细胞(NRK)
进行衰老造模,借助GCMS,结合以PCA和PLS
DA为主的多变量统计分析手段,通过非靶向代谢

组学手段进行分析辨识D半乳糖诱导的NRK细胞

胞内小分子代谢物的变化,寻找 NRK细胞衰老的

潜在生物标志物,从细胞代谢组学的角度探讨了二

至丸抗衰老的可能作用机制。

1 材料

1.1 细胞

大鼠肾(NRK)细胞株,购于中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库。

1.2 试剂与药材

女贞子(20150701)、墨旱莲(20151020)均购自

铜陵禾田中药饮片股份有限公司,由南京中医药大

学 中 医 药 吴 啟 南 教 授 鉴 定。PBS(Hyclone,

AB10111039),高 糖 DMEM (Gibco,8117119);

0.25%胰蛋白酶(Gibco,1854874);链霉素青霉素

(上海碧云天生物技术有限公司);胎牛血清(四季

青,20150915);D半乳糖(Sigma,WXBC1780V);

SOD试剂盒(南京建成,20180126);GSHPx试剂

盒(南京建成,20180126);MDA试剂盒(南京建成,

20180126);甲醇(质谱纯,德国 Merck);1,213C2肉

豆蔻酸、吡啶、N,O双 三 甲 基 硅 基 三 氟 乙 酰 胺

(BSTFA)、甲氧基胺盐酸盐(美国SigmaAldrich公

司);正己烷(美国ROEScientific公司);娃哈哈纯

净水。

1.3 仪器

CO2恒温培养箱,ThermoForma3111;超净工

作台,苏净SWCJ2F;倒置显微镜,日本 Olympus
公司;倒置荧光显微镜,LeicaDMi8;微量振荡器涡

旋混匀器,HYQ3110;低速台式离心机 TDL80
2B,上海安亭科学仪器厂;电热恒温水浴锅,HH
ZK1;高压灭菌锅,TOMYSX500;MilliQ超纯水

系统,美国 Millipore公司;NewClassicMS型分析

天平(d=0.01mg),METTLERTOLEDO;KH
500B型超声清洗器,昆山市超声仪器有限公司;Te-
canPro200酶 标 仪;Trace1310气 相 系 统(美 国

Thermo);色谱柱:TG5MS毛细管色谱柱(0.25
mm×30m,0.25μm);TSQ8000质谱仪(Thermo
公司)。

2 方法

2.1 二至丸灌胃溶液的配制

取酒女贞子粗粉500g,加10倍95%乙醇回流

提取2次,每次2h,合并滤液;滤渣加10倍量水回

流提取2次,每次2h,合并滤液。合并2种滤液用

旋转蒸发仪浓缩后,冷冻干燥,得酒女贞子复合提取

物,4℃保存备用。取墨旱莲药材1000g,加10倍

量水煎煮2次,每次1h,8层纱布过滤,合并滤液,
煎煮浓缩,冷冻干燥,得墨旱莲水提物,4℃保存备

用。临用前将酒女贞子复合提取物与墨旱莲水提物

按照生药比(1∶1)得到二至丸给药实验样品,以

0.5%CMCNa溶液配制成0.36g/mL二至丸灌胃

溶液。

2.2 含药血清的制备

取雄性SD大鼠20只,普通环境,自然光照,自
由饮水、普通饲料,室温(20±2)℃,适应性饲养3d
后,按体质量随机分为2组:空白组、二至丸组,每组

10只。二至丸组按每100g给予1mL二至丸灌胃

溶液,空白组按相同剂量给予生理盐水灌胃,连续7
d给药,每天早晚各1次,末次给药前12h禁食,灌
胃后60min,10%水合氯醛麻醉,用真空静脉采血

管通过肝门静脉取血5mL,室温静置30min,4000
r/min离心10min,并将同一组大鼠的血清合并,-
80℃下分装冻存。临用前56℃灭活30min,然后

用0.22μm醋酸纤维素膜过滤。
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2.3 细胞培养

NRK细胞以10%FBS的DMEM培养基于37
℃,5%CO2培养,生长至90%时进行1∶4传代,每
代均留种冻存。第6代生长对数期 NRK细胞,调
整细胞浓度为1×105mL-1,设对照组、模型组、二
至丸含药血清组(EZW)3组在6孔板中实验,每组

设7个复孔。对照组加入2mLNRK细胞,12h贴

壁后,换2mL新完全培养基培养48h后,换2mL
完全培养基继续培养48h。模型组加入2mLNRK
细胞,12h贴壁后,换含有20g/LD半乳糖完全培

养基培养48h后,换2mL完全培养基继续培养48
h。EZW组加入2mLNRK细胞,12h贴壁后,换
含有20g/LD半乳糖完全培养基培养48h,换2
mL20%含药血清培养基继续培养48h。

2.4 样品前处理及衍生化反应

取“2.3”项下细胞培养结束后的细胞,细胞按照

如下步骤提取代谢物:先吸去上清液待用,每孔快速

加入37℃,0.9% NaCl溶液2mL轻轻冲洗细胞表

面2遍。吸弃溶液,每孔加入4℃去离子水2mL快

速冲洗细胞表面2遍。每组选择其中1孔加300μL
去离子水,于冰上,刮刀刮取细胞,将刮下细胞转移

至1.5mLEP管中,每孔再加入100μL去离子水反

复冲洗后合并到上述EP管中。该EP管反复冻融

3次(液氮冷冻,37℃水浴解冻,各10min),吹打混

匀,定量吸取20μL悬液用于蛋白含量的测定。各

组其余6孔分别加入500μL-80℃预冷的含1,2
13C2肉豆蔻酸(10μg/mL)的甲醇溶液,同法刮取,
将刮下细胞转移至1.5mLEP管中,每孔加入200

μL-80℃预冷的含1,213C2肉豆蔻酸(10μg/

mL)的甲醇溶液反复冲洗后合并到之前的EP管

中,同法破碎。将用于代谢组学的各细胞4℃,

14000r/min离心10min,吸取上清液于1.5mLEP
管中,30℃真空浓缩仪挥干。在已挥干的EP管中

加10mg/mL甲氧胺吡啶30μL,涡旋5min,30℃
振荡1.5h后,继续加入30μLBSTFA,涡旋5min,

37℃振荡0.5h,最后将样品4℃下,14000r/min离

心10min,取上清进样。

2.5 二至丸干预的细胞 GSHPx、SOD 活力与

MDA含量检测

取“2.3”项下细胞培养结束后的上清液,以4
℃,3500r/min,10min条件离心处理,按照试剂盒

说明书检测胞外上清液中 GSHPx、SOD活力与

MDA含量。

2.6 GCMS分析条件

美国Thermo公司Trace1310气相系统,TG
5MS毛细管色谱柱(0.25mm×30m,0.25μm),采
用程序升温:起始温度设为60℃,维持1min,再以

20℃/min的速率升温至320℃,维持5min。载气

为氦气,流量为1.2mL/min,进样口温度为300℃,
采用分流进样,分流流速为24.0mL/min,分流比为

20∶1,进样量为1μL。Thermo公司TSQ8000质

谱仪,采用电子轰击离子化(EI电离源),电子能量

为70eV,传输线温度为300℃,离子源温度为300
℃。质谱采用一级全扫描的采集方式,起始扫描时

间为3.8min,扫描范围为m/z50~500。

2.7 统计学分析

将GCMS采集的图谱信息,使用 MSDIAL软

件[11]并结合NIST数据库进行峰提取和物质鉴定。
采用各物质峰高与内标物峰高比值进行数据归一

化,将各组归一化数据根据测得的蛋白浓度,再进行

蛋白归一化。所得数据导入SIMCA13.0软件进行

多维统计分析,采用主成分判别分析(PCA)对数据

可靠性进行评价,并考察各组样品总体分布情况,以
偏最小二乘法判别分析(PLSDA)进一步筛选对组

间分类贡献大的差异变量,以VIP>1建立重要代

谢差异物列表。采用Graphpad软件对筛选到的差

异变量在各组中的质谱响应进行KruskalWallis非

参数检验及Dunn's多重比较,以P<0.05选取具有

显著性的差异变量,寻找有可能反映 NRK细胞衰

老及二至丸治疗 NRK细胞衰老的潜在生物标志

物。借助 MetaboAnalyst4.0(http://www.meta-
boanalyst.ca/)对数据进行聚类分析及代谢通路分

析。

3 结果

3.1 各组细胞GSHPx、SOD活力与 MDA含量检

测结果

如图1所示,与空白对照组相比,模型组的

GSHPx、SOD活力显著下降、MDA 含量显著上

升,表明NRK细胞衰老模型成功复制。在20%含

药血清作用下,相比模型组,EZW 组的3个氧化应

激指标均有一定的回调,且具有统计学差异(P<
0.05),表明二至丸对D半乳糖诱导的衰老NRK细

胞氧化应激水平有改善作用。
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注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图1 二至丸对衰老NRK细胞的GSHPx、SOD
活力与 MDA含量的影响

3.2 GCMS测定结果分析

NRK细胞样本对照组、模型组与EZW 组的经

典GCMS分析总离子流(TIC)图见图2,以谱图中

最高色谱峰的离子强度为100%。根据化合物的质

荷比、保留时间、保留指数进行化合物的鉴定,共鉴

定出99种化合物,包括氨基酸类、脂肪酸类、糖类等

小分子化合物。

图2 各组NRK细胞样本GCMS总离子流图

3.3 代谢轮廓分析

将对照组、模型组、EZQ组、质控样本组(QC)
的GCMS数据经预处理后导入SIMCA13.0软件

进行无监督的主成分分析(PCA),所得模型参数为:

R2X=0.862,Q2=0.759。由PCA得分图(图3A)
可以看出,QC样本均聚集良好,说明分析方法可

靠,重现性强。为直观反映二至丸对 NRK细胞的

调节作用,去除QC样本,进行PLSDA分析,所得

模型参数为:R2X=0.699,R2Y=0.99,Q2=0.958。

R2X、R2Y 及Q2为模型质量评价参数,其中R2X、

R2Y 为拟合优度,反映模型的解释率,Q2为交叉验

证参数,描述模型的累积预测程度,代表了模型的预

测能力[12]。本研究建立的模型具有较好的区分度

及预测率。由PLSDA二维得分图(图3B)可以看

出,对照组与模型组之间能明显区分,提示对照组细

胞与D半乳糖致衰老的细胞内代谢物存在明显的

差异,给药组与模型组明显区分且向对照组靠近,提
示二至丸对衰老NRK细胞内代谢具有一定程度的

调节作用。

图3 各组细胞样本的GCMS分析PCA(A)及PLSDA(B)
得分图

3.4 差异代谢物的鉴定

根据对照组、模型组、EZW 组构建的PLSDA
模型的VIP 值及其置信区间,筛选出VIP>1的差

异变量。对筛选到的差异变量在对照组、模型组、给
药组3组中的变化进行KruskalWallis非参数检验

及Dunn's多重比较,选取KruskalWallis非参数检

验结果P<0.05且Dunn's多重比较对照组与模型

组调整P<0.05的变量作为差异显著性变量。筛选

出对模型组与对照组分类贡献最大且具有统计学差

异的化合物,共鉴定出31个,结果见表1。相对对

照组,模型组胞内L谷氨酰胺、甘氨酸、L脯氨酸、L
别苏氨酸、柠檬酸、肌醇、α酮戊二酸、D苏糖醇、L
苯丙氨酸、O磷酸丝氨酸、肌氨酸、对羟基苯甲酸、
花生四烯酸、L半胱氨酸、腺嘌呤、苏糖酸、苹果酸、3
磷酸甘油酸、胆固醇、1棕榈酸单甘油酯、3磷酸甘

油、甘油、3(2羟苯基)丙酸、鸟苷酸、磷酸酯、羟基

丙酮酸、1甲基腺苷、乙醇胺磷酸酯、羟基乙酸、尿嘧

啶的含量均显著下降,D葡萄糖6磷酸的含量显著

上升,提示胞内中这31种内源性代谢物可能是D
半乳糖诱导的NRK细胞衰老的潜在标志物。

3.5 代谢通路分析

采用 MetaboAnalyst通路分析工具,对鉴别出

的潜在生物标志物进行通路富集分析和通路拓扑分

析,以P<0.05,通路影响值大于0.1的通路,作为

潜在的靶向途径[13],图4为 MetPA平台通路分析

的总结图,匹配到的代谢通路由图中圆圈表示,图中

圆圈的颜色和大小由代谢通路的P 值和通路重要

性值决定,包括苯丙氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合

成、甘氨酸,丝氨酸和苏氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、乙
醛酸和二羧酸代谢、花生四烯酸代谢、甘油脂代谢、
丙氨酸,天冬氨酸和谷氨酸代谢、肌醇磷酸酯代谢、
半胱氨酸和蛋氨酸代谢、柠檬酸循环(TCA循环)10
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条通路,由通路分析的结果可以看出,这些通路可能

与D半乳糖诱导的 NRK细胞衰老以及二至丸抗

NRK细胞衰老通路最为相关。

注:1.苯丙氨酸,酪氨酸和色氨酸的生物合成;2.甘氨酸,丝氨酸

和苏氨酸代谢;3.苯丙氨酸代谢;4.乙醛酸和二羧酸代谢;

5.花生四烯酸代谢;6.甘油脂代谢;7.丙氨酸,天冬氨酸和

谷氨酸代谢;8.肌醇磷酸酯代谢;9.半胱氨酸和蛋氨酸代谢;

10.柠檬酸循环(TCA循环)

图4 通过 MetPA得到的通路分析概要图

花生四烯酸主要以磷脂的形式存在于细胞膜

上,肌醇是B族维生素中的一种亲脂肪型、水溶性

维生素[14],两者都是合成磷酸甘油酯的重要原料,
对构成生物膜的磷脂双分子层形成有重要作用。与

对照组相比,模型组中花生四烯酸、肌醇含量显著下

降,提示细胞衰老可能是由于细胞膜受到破坏,诱导

花生四烯酸代谢等炎症反应,从而诱发衰老。给予

二至丸含药血清后,花生四烯酸有所回调,推测二至

丸对衰老NRK细胞的保护作用,可能与二至丸保

护细胞膜结构的完整性相关。
研究表明,肾功能下降和氨基酸代谢紊乱是衰

老的主要特征[15]。其中,L苯丙氨酸具有生理活性

的芳香族氨基酸,能去除氧自由基和改善内皮细胞

的内分泌[16]。L谷氨酰胺是体内含量最高的必需

氨基酸,少量L谷氨酰胺会被肾小管细胞利用作为

能源物质[17]。L半胱氨酸、甘氨酸可与谷氨酸生成

具有抗氧化作用和整合解毒作用的谷胱甘肽,清除

体内自由基。与对照组相比,在D半乳糖诱导的模

型组中的L苯丙氨酸、L谷氨酰胺、L半胱氨酸、甘
氨酸、α酮戊二酸含量均下降,表明D半乳糖诱导

的衰老可能是形成活性氧(ROS),氧化应激途径诱

导的 NRK细胞衰老,给药后均发生显著性回调。
推测二至丸抗衰老的作用可能与抗氧自由基相关,
通过清除自由基,降低其带来的损伤,从而实现抗衰

老。
此外D半乳糖诱导衰老后还引起了体内能量

代谢的紊乱,能量代谢与衰老的发生直接相关[1819]。
其中三羧酸循环和糖酵解是能量代谢的主要代谢途

径。谷氨酸谷氨酸脱氢酶的作用下生成α酮戊二

酸,也可以在丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢中转化

为琥珀酸[20],产生的代谢物均可进入三羧酸循环为

机体提供能量。磷酸丝氨酸可经磷酸丝氨酸磷酸酶

生成丝氨酸,丝氨酸也会发生转氨作用而形成羟基

丙酮酸,进一步转变为葡萄糖或进入糖酵解,进行能

量供应[21]。甘油三酯彻底水解可产生甘油、脂肪

酸,甘油经一系列转化生成3磷酸甘油酸,进入糖

酵解,最后生成丙酮酸进入线粒体生成乙酰辅酶A
参与三羧酸循环。研究发现羟基乙酸可经L氨基

酸氧化酶生成乙醛酸[22],乙醛酸可经乙醛酸脱氢酶

(酰化)生成乙酰辅酶A,进入三羧酸循环,最终分解

成H2O与CO2,释放能量。在模型组中检测到3
磷酸甘油酸、羟基丙酮酸、甘油的含量较对照组降

低,提示在衰老的 NRK细胞内,糖代谢发生紊乱,
能量供应出现异常。而给予二至丸含药血清后,3
磷酸甘油酸、羟基丙酮酸、甘油含量均能回调,表明

二至丸可以调整衰老细胞的异常糖代谢,增加细胞

的能量供应,从而促使细胞抗衰老。

表1 NRK细胞中潜在生物标记物

分子式 英文名称 中文名称 VIP P
模型组vs.对照组

Trend FC
Adjusted
Pvalue

EZW组vs.模型组

Trend FC
Adjusted
Pvalue

C5H10N2O3 LGlutamine L谷氨酰胺 1.53 3.50E-07 ↓* 0.55 0.0449 ↑# 2.29 0.0003
C2H5NO2 Glycine 甘氨酸S 1.52 3.50E-07 ↓* 0.78 0.0449 ↑## 2.49 0.0003
C5H9NO2 LProline L脯氨酸S 1.50 3.50E-07 ↓* 0.87 0.0175 ↑## 1.90 0.0003
C4H9NO3 LAllothreonine L别苏氨酸 1.50 1.05E-06 ↓* 0.82 0.0449 ↑## 1.81 0.0004
C6H8O7 Citricacid 柠檬酸S 1.49 3.50E-07 ↓* 0.53 0.0175 ↑## 4.76 0.0003
C6H12O6 MyoInositol 肌醇 1.48 3.50E-07 ↓* 0.75 0.0331 ↓ 0.63 0.1547
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(续表)

分子式 英文名称 中文名称 VIP P
模型组vs.对照组

Trend FC
Adjusted
Pvalue

EZW组vs.模型组

Trend FC
Adjusted
Pvalue

C5H6O5 Oxoglutaricacid α酮戊二酸S 1.48 3.50E-07 ↓* * 0.48 0.0006 ↑## 3.58 0.0003
C4H10O4 DThreitol D苏糖醇 1.48 3.50E-07 ↓* * 0.22 0.0006 ↑## 10.42 0.0003
C9H11NO2 LPhenylalanine L苯丙氨酸S 1.47 4.90E-06 ↓* 0.77 0.0449 ↑## 3.94 0.0006
C3H8NO6P Phosphoserine 磷酸丝氨酸 1.44 3.50E-07 ↓* 0.48 0.0331 ↓ 0.49 0.1547
C3H7NO2 Sarcosine 肌氨酸 1.44 3.50E-07 ↓* 0.83 0.0242 ↑## 1.87 0.0003
C7H6O3 4Hydroxybenzoicacid 对羟基苯甲酸 1.42 7.00E-07 ↓* 0.53 0.0148 ↓ 0.67 0.1749
C20H32O2 Arachidonicacid 花生四烯酸 1.40 1.05E-06 ↓* 0.74 0.0242 ↑## 2.25 0.0004
C6H13O9P Glucose6phosphate D葡萄糖6磷酸S 1.40 3.50E-07 ↑* * 1.63 0.0029 ↓## 0.39 0.0003
C3H7NO2S LCysteine L半胱氨酸 1.39 3.50E-07 ↓* 0.50 0.0175 ↑## 3.98 0.0003
C5H5N5 Adenine 腺嘌呤 1.37 1.05E-06 ↓* 0.61 0.0175 ↑## 2.04 0.0004
C4H8O5 Threonicacid 苏糖酸 1.31 4.90E-06 ↓* 0.67 0.0148 ↑## 1.77 0.0006
C4H6O5 Malicacid 苹果酸S 1.30 4.88E-04 ↓* * 0.55 0.0074 ↑# 1.82 0.0148
C3H7O7P 3Phosphoglycericacid 3磷酸甘油酸 1.29 1.12E-04 ↓* 0.41 0.0449 ↑## 2.72 0.0020
C27H46O Cholesterol 胆固醇 1.29 1.12E-04 ↓* 0.74 0.0449 ↑## 1.40 0.0020
C19H38O4 1Monopalmitin 1棕榈酸单甘油酯 1.27 1.82E-05 ↓* 0.83 0.0074 ↑## 1.37 0.0009
C3H9O6P Glycerol3phosphate 3磷酸甘油 1.21 3.50E-07 ↓* * 0.29 0.0003 ↑ 1.82 0.1547
C3H8O3 Glycerol 甘油 1.21 7.73E-05 ↓* 0.72 0.0449 ↑## 1.52 0.0016
C9H10O3 3(2Hydroxyphenyl)

propanoicacid
3(2羟苯基)丙酸 1.18 1.12E-04 ↓* 0.84 0.0449 ↑## 1.26 0.0020

C10H14N5O8P Guanosine
monophosphate

鸟苷酸 1.13 1.12E-04 ↓* 0.49 0.0449 ↑## 2.59 0.0020

CH5O4P Phosphate 磷酸酯 1.11 2.10E-04 ↓* * 0.76 0.0029 ↑# 1.26 0.0331
C3H4O4 Hydroxypyruvicacid 羟基丙酮酸 1.10 4.88E-04 ↓* 0.79 0.0148 ↑## 1.27 0.0074
C11H15N5O4 1Methyladenosine 1甲基腺苷 1.05 4.50E-04 ↓* * 0.78 0.0062 ↑# 1.26 0.0175
C2H8NO4P OPhosphoethanolamine 乙醇胺磷酸酯 1.01 6.47E-05 ↓* * 0.66 0.0013 ↑ 1.28 0.0916
C2H4O3 Glycolicacid 羟基乙酸 1.01 4.50E-04 ↓* * 0.76 0.0062 ↑# 1.25 0.0175
C4H4N2O2 Uracil 尿嘧啶 1.00 3.18E-04 ↓* * 0.67 0.0043 ↑# 1.45 0.0242

注:s:由标准品鉴定;与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01;↑升高,↓降低;FC:FoldChange,变化倍

数,为两组NRK细胞中代谢物质谱响应平均值之比。Pvalues为KruskalWallis非参数检验结果,adjustedPvalues为Dunns多重比较结

果。

4 讨论

本研究采用基于GCMS的非靶向代谢组学技

术,初步讨论了二至丸对衰老模型的调节作用及二

至丸抗衰老的可能机制。迄今为止,对D半乳糖诱

导衰老的造模机制尚不完全清楚,但有两种主流的

观点[23],一种观点是:D半乳糖在半乳糖氧化酶的

作用下生成乙醛和过氧化氢,增多ROS,使脂质过氧

化,产生超氧自由基,进而导致衰老;另一种观点是:
过量的D半乳糖在醛糖还原酶的催化下还原成半乳

糖醇,后者不能被细胞进一步代谢而堆积在细胞内,
影响正常渗透压,导致细胞肿胀和功能障碍,最终引

起衰老。在本实验中,两种观点均有体现,在模型

组,花生四烯酸、肌醇的含量下降,表明细胞膜受损,

可能由半乳糖醇的堆积造成的渗透压变化引起的。

L谷氨酰胺、L半胱氨酸、甘氨酸含量降低,表明胞

内存在过量自由基,破坏了细胞的氧化抗氧化平

衡。在检测到的显著性差异代谢物中,D葡萄糖6
磷酸的含量在模型组中升高,表明D半乳糖进入细

胞进行糖酵解,但是3磷酸甘油酸含量却下降,表明

在糖酵解的过程中的酶可能受到了自由基的攻击而

活性降低,使得能量代谢紊乱,导致细胞衰老。二至

丸作用后,差异性代谢物均得到了回调,从而延缓了

细胞衰老,为二至丸对抗衰老的作用机制提供细胞

代谢组学方面的依据。
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(上接383页)滋心阴,也要注意调心,宁心,使得其

心理健康,增强信心度过此段艰难时期。并且事实

证明,心理素质较佳,心情开朗的患者明显较情怀忧

郁的远期生存率高得多。

4 验案举例

患者孙某,女性,29岁,2016年8月5日初诊。
主诉:左乳癌术后2月伴潮热汗出烦躁不适1月。
病史:患者2月前行左乳癌改良根治术,术后病理:
浸润性导管癌,ER(-)PR(-)Her2(-)Ki67
(20%)腋窝淋巴结见癌转移,术后行表阿霉素联合

环磷酰胺方案后出现潮热,多汗,易心烦及急躁,失
眠,对治疗丧失信心,阴道分泌物减少,舌边尖红,苔
薄白,脉弦细。辨证:心肝气火偏旺,肝肾不足。治

拟宁心疏肝,滋补肾阴。处方:钩藤15g,黄连3g,
紫贝齿10g,龙齿10g,淮山药10g,山茱萸10g,熟
地黄10g,当归10g,地骨皮10g,白芍10g,五味子

10g,石决明15g,鳖甲15g,龟甲15g,浮小麦30g。

14剂,每日1剂,煎服,每日2次。

8月25日二诊。诸症状均有好转,化疗后肝功

能轻度异常,原方去石决明及山茱萸,加垂盆草30
g,酸枣仁15g,远志10g。14剂,每日1剂,煎服。

9月10日三诊。患者诉潮热、汗出、心情烦躁

明显好转,失眠改善,阴道分泌物增加,继续上方加

减调理。
按:该患者年轻女性,化疗后出现卵巢功能抑

制,结合四诊,当属心肝气火偏旺,肝肾不足,治疗的

重点就是宁心滋肾。宁心使其心理强健,增强信心

度过此段艰难的时期。《慎斋遗书》云:“欲补心者须

实肾,使肾得升;欲补肾者须宁心,使心得降”[7]。火

动阴伤,静则火降,火降则阴复。笔者在临床中观察

到年轻乳腺癌患者经卵巢抑制后出现的症状与心肝

火旺、肾阴不足的绝经前后诸证非常类似,经过使用

夏桂成教授的清心滋肾汤加减来治疗,取效甚殊。
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