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基于非靶向代谢组学的缺血性脑卒中生物标志物的分析
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摘要：缺血性脑卒中（ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ＩＳ）生物标志物的探索仍未满足临床需求。 本研究应用非靶向代谢组学方

法，探索 ＩＳ 后血浆和脑组织中的差异代谢物和代谢通路，寻找新的潜在生物标志物和治疗靶点。 将 １２ 头西藏小型

猪随机分为模型组和假手术组，采用额颞入路电凝闭塞大脑中动脉构建缺血性脑卒中模型。 术后 ３６ ｈ 收集血浆及

脑组织样本，采用液相色谱⁃质谱联用技术进行检测，在 ｐ＜０􀆰 ０５ 的条件下进行主成分分析与偏最小二乘判别分析，
筛选差异代谢物并剔除外源性代谢物，最后进行 ＨＭＤＢ（Ｈｕｍａｎ Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ Ｄａｔａｂａｓｅ）化合物分类、ＫＥＧＧ 通路

分析及 ＶＩＰ 分析。 血浆代谢组学结果显示，８６ 个差异代谢物上调，１４９ 个下调，显著差异代谢产物包括（Ｚ） ⁃３⁃氧代⁃
２⁃（２⁃戊烯基） ⁃１⁃环戊乙酸、反式肉桂酸和肉桂酰甘氨酸。 脑组织代谢组学结果显示 ５８ 个差异代谢物上调，５３ 个下

调，显著差异代谢物包括 ２，３⁃二氢黄酮⁃３⁃醇、胍基乙酸（ＧＡＡ）、Ｎ⁃乙酰⁃Ｄ⁃色氨酸、氧化型谷胱甘肽、２⁃羟基喹啉和

Ｎ⁃乙酰⁃Ｌ⁃天冬氨酸（ＮＡＡ）。 在血浆和脑组织中，前五类化合物中共同化合物类别为有机酸及其衍生物、脂质和脂

质样分子、有机杂环化合物以及有机氧化合物。 血浆和脑组织的共同代谢通路涉及氨基酸代谢、消化系统、癌症概

述和脂类代谢通路。 （Ｚ） ⁃３⁃氧代⁃２⁃（２⁃戊烯基） ⁃１⁃环戊乙酸、ＧＡＡ、氧化型谷胱甘肽及 ＮＡＡ 可能是潜在的生物标志

物。 本研究为 ＩＳ 的早期筛查和临床治疗方法的开发提供了理论基础。
关键词：缺血性脑卒中；非靶向代谢组学；生物标志物；血浆；脑组织

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ

ＸＵ Ｆｅｉ３， ＬＩＵ Ｔｉａｎｐｉｎｇ３， ＧＵＡＮ Ｙａｊｉｎ３， ＨＡＯ Ｗｅｉｃｈａｏ４，
ＷＥＮ Ｄｉｎｇｓｈｅｎｇ５， ＸＩＥ Ｓｈｕｉｌｉｎ２∗， ＢＩＥ Ｙａｎａｎ１∗

（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｍｉｎｇｚｈｕ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｆｏｓｈａｎ ５２８５００， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，
Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００６２， Ｃｈｉｎａ；

５． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ （ ＩＳ） ａｒｅ ｙｅｔ ｔｏ ｆｕｌｆｉｌｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ｕｓｅｄ ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＩＳ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｎｅｗ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏ⁃
ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ． Ｔｗｅｌｖｅ Ｔｉｂｅｔａｎ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａ
ｍｏｄｅｌ⁃ ｏｒ ｓｈａｍ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｗａｓ



色 谱 第 ４３ 卷

ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｏｃｃｌｕｄｅ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｃｒｅａｔｉｎｇ ａ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ＩＳ． Ｐｌａｓｍａ ａｎｄ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ３６ ｈ ｐｏｓｔ⁃ｓｕｒｇｅｒｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｅｘｃｌｕｄｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｔ ｐ＜０􀆰 ０５．
Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＨＭＤＢ （Ｈｕｍａｎ Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ Ｄａｔａｂａｓｅ）， ａｎｄ ｓｕｂ⁃
ｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＫＥＧＧ （Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ） ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ＶＩＰ （ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍ⁃
ｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ） ａｎａｌｙｓｅｓ． Ｐｌａｓｍａ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ８６ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｗｈｉｌｅ １４９ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｗｉｔｈ （Ｚ） ⁃３⁃ｏｘｏ⁃２⁃（ ２⁃ｐｅｎｔｅｎｙｌ） ⁃１⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ， ｔｒａｎｓ⁃ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｃｉｎｎａｍｏｙｌｇｌｙｃｉｎｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ． Ｆｉｆｔｙ⁃
ｅｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ５３ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｗｉｔｈ
２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎ⁃３⁃ｏｌ， ｇｕａｎｉｄｉｎｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ＧＡＡ）， Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｄ⁃ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉ⁃
ｏｎｅ， ２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ， ａｎｄ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ａｓｐａｒｔａｔｅ （ＮＡＡ） ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．
Ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ， ｌｉｐｉｄｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ⁃ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ｏｒｇａｎｏｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，
ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｏｐ
ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｍｍｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ
ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｃｌｕｄｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｃａｎｃｅｒ ｏｖｅｒｖｉｅｗ， ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ （Ｚ） ⁃３⁃ｏｘｏ⁃２⁃（２⁃ｐｅｎｔｅｎｙｌ） ⁃１⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＡ， ｏｘｉ⁃
ｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ， ａｎｄ ＮＡＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ
ｆｏｒ ＩＳ．

引用本文：徐菲，刘天平，关雅今，郝伟超，温鼎声，谢水林，别亚男． 基于非靶向代谢组学的缺血性脑卒中生物标志物的分析． 色谱，
２０２５，４３（２）：１３９－１４７．
ＸＵ Ｆｅｉ， ＬＩＵ Ｔｉａｎｐｉｎｇ， ＧＵＡＮ Ｙａｊｉｎ， ＨＡＯ Ｗｅｉｃｈａｏ， ＷＥＮ Ｄｉｎｇｓｈｅｎｇ， ＸＩＥ Ｓｈｕｉｌｉｎ， ＢＩＥ Ｙａｎａｎ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｂｉｏ⁃
ｍａｒｋｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（２）：１３９－１４７．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ （ＩＳ）； ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ； ｐｌａｓｍａ； ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

　 　 脑卒中是脑血液循环障碍引起的急性神经功能

障碍，包括缺血性脑卒中（ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ＩＳ）和

出血性脑卒中［１］。 其中，ＩＳ 是临床卒中中最主要的

形式，具有高发病率、高复发率、高流行性、高致残率

和高致死率等特点［２］。 我国是缺血性脑卒中高发

国家之一，发病率呈逐年上升趋势［３，４］。 目前，ＩＳ 最

有效的治疗方法是血管再通治疗，包括静脉溶栓和

机械取栓，其成功率与发病时间密切相关［５，６］。 由

于严格的时间窗限制（３ ～ ４􀆰 ５ ｈ），溶栓治疗的效果

并不令人满意［７］。 因此，探索早期筛查的血液和组

织生物标志物对 ＩＳ 的治疗具有重要意义。
　 　 大脑中动脉（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ， ＭＣＡ）主
要负责大脑半球背外侧面的额叶、颞叶、顶叶、岛叶

皮质和内囊膝部、尾状核、豆状核等基底节区的大部

分血液供应，是人脑卒中的多发部位。 关于大脑中

动 脉 闭 塞 （ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＭＣＡＯ）动物模型的研究，在啮齿类动物、非人类灵

长类动物、犬、兔、猪中均有报道。 啮齿类动物因价

格低廉、繁殖周期短以及模型制作简单而广泛应用

于 ＩＳ 动物模型研究；然而，由于其解剖结构、白质与

灰质和人类差异较大，且影像学识别效果差，因此并

不是理想的动物模型。 相比之下，猪脑的解剖结构、
生理生化功能、灰白质分布及比例、形态学发展和神

经系统发育与人脑相似。 此外，猪对手术的耐受性

及抗感染能力更高，猪脑体积更适合进行诱发电位

记录、神经外科手术操作以及影像学检测［８，９］。 因

此，本实验采用额颞入路电凝大脑中动脉的方法，成
功构建了 ＩＳ 猪模型，术中截断部位恒定，重复性好，
缺血效果可靠。
　 　 与转录组学和蛋白质组学相比，代谢组学具有

高通量、全自动且相对低成本的特点［１０］，非靶向代

谢组学指对生物样本中检测到的所有代谢产物进行

全面、系统、无偏向性和无假设的分析，广泛应用于

标志代谢物的识别及潜在作用机制的探索。 因此，
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本研究采用非靶向代谢组学筛选猪 ＩＳ 模型中的血

浆和脑组织中差异代谢产物，为 ＩＳ 的早期筛查提供

潜在的生物标志物，为临床治疗方法的开发提供理

论基础。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

１．１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ 质谱仪、Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｈｏｒｉｚｏｎ
系统超高效液相色谱仪，均购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；Ｗｏｎｂｉｏ⁃９６ｃ 多样品冷冻研磨仪（上海万柏生

物科技有限公司）； ＪＸＤＣ⁃２０ 氮气吹扫仪（上海净信

实业发展有限公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４３０Ｒ 高速冷冻

离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＬＮＧ⁃Ｔ８８ 型台式快速离

心浓缩干燥器（太仓市华美生化仪器厂）。
　 　 色谱纯水、甲醇、异丙醇、乙腈、甲酸，均购于

Ｆｉｓｈｅｒ 公司；乙酸铵（色谱纯，Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）。
１．１．２　 实验动物

　 　 西藏小型猪，４ 个月，体重 １５ ｋｇ 左右，雄性，普
通级，１２ 头，购于广东明珠生物技术有限公司（实验

动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０２２⁃００６１），饲养于

广州华腾生物医药科技有限公司（实验动物使用许

可证号：ＳＹＸＫ（粤）２０２３⁃０３０７）。 动物实验严格按照

国家卫生研究院实验动物护理和使用指南进行，并
获得广州华腾生物医药科技有限公司实验动物福利

伦理委员会审核及批准，审批编号为 ＨＴＳＷ２２０２０２，
严格遵守 ３Ｒ 原则 （ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ， ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ， ｒｅ⁃
ｆｉｎｅｍｅｎｔ）。
１．２　 动物实验与样品处理［１１］

　 　 将 １２ 头实验动物随机分为两组，一组为大脑中

动脉闭塞组（ＭＣＡＯ），一组为假手术组（ Ｓｈａｍ）。
术后 ３６ ｈ 收集血浆和脑组织样本。
１．２．１　 手术及术后护理

　 　 使用 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 速眠新Ⅱ和 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 舒泰 ５０ 肌

肉注射麻醉。 手术区域消毒后采用额颞入路，在纹

路动脉起源近端 １􀆰 ５ ｍｍ 处找到 ＭＣＡ，电凝诱导缺

血。 术后肌肉注射 １５０ 万单位的青链霉素预防感

染，氯胺酮（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）给药 １ ｈ，静脉注射甘露醇预

防水肿。
１．２．２　 样品处理

　 　 血浆样品处理：移取 １００ μＬ 猪血浆样品至离心

管中，加入 ４００ μＬ ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水提取液，涡旋

３０ ｓ， ５ ℃、４０ ｋＨｚ 超声提取 ３０ ｍｉｎ。 －２０ ℃静置

３０ ｍｉｎ 后，４ ℃、１３ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液用

氮吹仪吹干。 加入 １２０ μＬ ５０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液

复溶，涡旋后于 ５ ℃下以 ４０ ｋＨｚ 超声萃取 ５ ｍｉｎ。 ４
℃、１３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液至进样瓶中进行

分析。
　 　 脑组织样品处理：准确称取猪脑组织 １００ ｍｇ
置于研磨管中，加入 ４００ μＬ ８０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水提取

液，－１０ ℃、５０ Ｈｚ 研磨 ６ ｍｉｎ。 ５ ℃、４０ ｋＨｚ 超声提

取 ３０ ｍｉｎ。 －２０ ℃静置 ３０ ｍｉｎ 后，４ ℃、１３ ０００ ｇ 离

心 １５ ｍｉｎ，取上清液至质谱专用的进样瓶中进行分析。
　 　 血浆样品和脑组织样品均需单独设置质量控制

（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ）样本，以评估整个检测过程

的稳定性。 每个待测样本各取 ２０ μＬ 混合作为 ＱＣ
样本。
１．２．３ 　 苏木精⁃伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ， ＨＥ）
　 　 收集脑组织于 １０％ 甲醛中固定，经酒精脱水、
石蜡包埋、连续切片后按常规步骤进行 ＨＥ 染色。
１．３　 分析条件

１．３．１　 色谱条件

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）；柱温：４０ ℃；流速：０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 流

动相 Ａ： ０􀆰 １％ 甲酸水溶液⁃乙腈（９５ ∶５， ｖ ／ ｖ）；流动

相 Ｂ：含 ０􀆰 １％ 甲酸的乙腈⁃异丙醇⁃水（４７􀆰 ５ ∶ ４７􀆰 ５ ∶
５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）。 流动相洗脱梯度如下：①正离子模式：０
～３􀆰 ０ ｍｉｎ， ０Ｂ； ３􀆰 ０ ～ ３􀆰 １ ｍｉｎ， ０Ｂ ～ ２０％ Ｂ；３􀆰 １ ～
４􀆰 ５ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ３５％ Ｂ； ４􀆰 ５ ～ ５􀆰 ０ ｍｉｎ， ３５％ Ｂ ～
１００％ Ｂ； ５􀆰 ０ ～ ６􀆰 ３ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ６􀆰 ３ ～ ６􀆰 ４ ｍｉｎ，
１００％ Ｂ～ ０Ｂ； ６􀆰 ４ ～ ８􀆰 ０ ｍｉｎ， ０Ｂ。 ②负离子模式：０
～１􀆰 ５ ｍｉｎ， ０Ｂ ～ ５％ Ｂ； １􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～ １０％
Ｂ； ２􀆰 ０ ～ ４􀆰 ５ ｍｉｎ， １０％ Ｂ ～ ３０％ Ｂ； ４􀆰 ５ ～ ５􀆰 ０ ｍｉｎ，
３０％ Ｂ～ １００％ Ｂ； ５􀆰 ０ ～ ６􀆰 ３ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ６􀆰 ３ ～ ６􀆰 ４
ｍｉｎ， １００％ Ｂ～０Ｂ； ６􀆰 ４～８􀆰 ０ ｍｉｎ， ０Ｂ。
１．３．２　 质谱条件

　 　 样品经电喷雾电离，分别采用正、负离子扫描模

式采集质谱信号；质量扫描范围为 ｍ／ ｚ ７０ ～ １ ０５０，
碰撞能量为 ２０、４０、６０ ｅＶ，鞘气流速为 ５０ ａｒｂ，辅助

气流速为 １３ ａｒｂ，喷雾电压为 ３􀆰 ５ ｋＶ，毛细管温度为

３２５ ℃。
１．４　 统计学方法

１．４．１　 数据预处理

　 　 对原始数据缺失值过滤、补值、数据归一化、ＱＣ
验证和数据转换，以消除或减少实验和分析过程中
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带来的误差。
１．４．２　 代谢产物鉴定

　 　 原始数据导入代谢组学处理软件 ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＱ
Ⅰ（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）进行基线过滤、峰识别、积
分、保留时间校正、峰对齐等操作后得到数据矩阵。
而后将 ＭＳ 和 ＭＳ ／ ＭＳ 质谱信息与 ＨＭＤＢ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｈｍｄｂ．ｃａ ／ ）等主流代谢公共数据库以及美吉

自建数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｎａｌｙｓｉｓ．ｍａｊｏｒｂｉｏ．ｃｏｍ ／ ）进行

匹配，得到代谢物信息。

图 １　 ＭＣＡＯ 与 Ｓｈａｍ 组猪脑大体观察与右脑 ＨＥ 染色图
Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ

ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＣＡＯ ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ
ａ． ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ； ｂ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｉｓｃｈａｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎｊｕｒｙ．

Ｓｈａｍ： ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； ＭＣＡＯ： ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

１．４．３　 差异代谢物分析

　 　 利用 Ｒ 软件包 ｒｏｐｌｓ（Ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ６􀆰 ２）对脑组织

和血浆中的差异代谢物进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣＡ）、偏最小二乘判别分析

（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＬＳ⁃
ＤＡ）和正交最小偏二乘判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒ⁃
ｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃
ＤＡ），评估 ＩＳ 模型的稳定性。 采用 ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ 检

验和差异倍数分析法，基于 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的变量

权重值 ＶＩＰ ＞ １ 和 ｐ＜０􀆰 ０５ 来确定差异代谢物。
１．４．４　 ＫＥＧＧ 通路分析

　 　 使用 Ｐｙｔｈｏｎ 的统计函数库 ｓｃｉｐｙ． ｓｔａｔｓ （Ｖｅｒ⁃
ｓｉｏｎ １􀆰 ０􀆰 ０）进行差异代谢物与通路之间的富集分

析，并通过 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验得出 ｐ 值，筛选出与

ＭＣＡＯ 模型相关的差异代谢通路。
　 　 实验数据采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２ 进行统计分析。

对正态分布或近似正态分布的计量资料用平均值±
标准差 （ｍｅａｎ ± ＳＤ） 进行统计描述。 统计采用

ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验和 Ｔｕｋｅｙ 的多重比较检验，ｐ＜０􀆰 ０５
被认为具有统计学意义。

２　 结果与讨论

２．１　 缺血性脑卒中西藏小型猪模型的建立和验证

　 　 本实验采用电凝闭塞右侧大脑中动脉方法构建

ＭＣＡＯ 模型。 两组的大体观察结果及右脑的 ＨＥ 染

色结果显示，梗死部位集中在右侧大脑半球的外侧

面、岛叶和尾状核，且梗死部位与临床 ＭＣＡ 供血区

域基本吻合（见图 １ａ、１ｂ）。 ＭＣＡＯ 猪表现出左前

肢无力、蜷曲内缩，原地打圈，后肢无力坐倒，符合临

床患者的运动障碍表现，表明本模型已成功建立。
２．２　 正、负离子模式下 ＰＣＡ 及 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析

　 　 血浆和脑组织检测结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，
在正离子模式下，ＭＣＡＯ 组符合差异筛选条件的离

子峰数量分别为 ６２５ 和 ４１２；在负离子模式下，符合

差异筛选条件的离子峰数量分别为 ８１９ 和 ４２６。 血

浆 ＰＣＡ 与 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析结果表明，正、负离子模式

下 ＭＣＡＯ 和 Ｓｈａｍ 组数据重复性较好，分离明显，
两组间代谢产物差异显著，聚合度良好（见图 ２ａ、
２ｂ）。 脑组织 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析结果显示，正、负模式下

两组间代谢产物差异明显，聚合度良好（见图 ２ｄ）。
　 　 在正离子模式下将两个成分进行 ＰＬＳ⁃ＤＡ 置换
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图 ２　 ＭＣＡＯ 与 Ｓｈａｍ 组的 ＰＣＡ 与 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析
Ｆｉｇ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＡ ａｎｄ ＰＬＳ⁃ＤＡ ｏｆ ＭＣＡＯ ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ

　 ａ． ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｐｌａｓｍａ； ｂ． ＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｐｌａｓｍａ； ｃ． ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｐｌａｓｍａ， ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ
ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ （ ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｔｏ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｚｅｒｏ ｓｃａｌｅ ｌｉｎｅ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｘｉｓ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｙｓ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｒ２ ａｎｄ Ｑ２ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｒ２ ａｎｄ Ｑ２， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
（ｅｘｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｏｓｅ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ｚｅｒｏ ｓｃａｌｅ ｌｉｎｅ）； ｄ． ＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ； ｅ． ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ．
　 ＭＣＡＯＲ： ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭＣＡＯ ｇｒｏｕｐ； ＳｈａｍＲ： ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ．

·３４１·



色 谱 第 ４３ 卷

检验。 血浆样本中（见图 ２ｃ）Ｑ２ 点的回归线与 Ｙ 轴

的截距均 ＜ ０􀆰 ０５ （ 正模式下与 Ｙ 轴截距： Ｑ２ ＝
－０􀆰 ５９２ ５，负模式下与 Ｙ 轴截距：Ｑ２ ＝ －０􀆰 ４８８ ６），且
平均预测能力 Ｑ２ 均＞５０％，表明模型稳定可靠、预测

能力良好，数据处理后所构建的模式识别模型具有

显著统计学意义。 脑组织样本中（见图 ２ｅ）Ｑ２ 点的

回归线与 Ｙ 轴的截距＞０􀆰 ０５（正模式下与 Ｙ 轴截距：
Ｑ２ ＝ ０􀆰 ４９６ ６，负模式下与 Ｙ 轴截距：Ｑ２ ＝ ０􀆰 ３６５ ４），
但随着置换保留度的下降，Ｒ２ 和 Ｑ２ 置换检验的数

值也跟着下降，Ｑ２ 点的回归线整体呈向上的趋势，
表明置换检验过关，模型不存在过拟合现象，数据处

理后所构建的模式识别模型同样具有统计学意义。
２．３　 差异代谢产物统计

　 　 使用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型得到 ＶＩＰ 值，将 ＶＩＰ＞１、ｐ＜
０􀆰 ０５ 的代谢物选为差异代谢物。 差异火山图结果

显示，正、负离子模式（ ｔｏｔａｌ 模式）下，血浆和脑组织

中分别有 ８６ 和 ５８ 个上调的差异代谢物，１４９ 和 ５３
个下调的差异代谢物（见图 ３）。

图 ３　 ＭＣＡＯ 与 Ｓｈａｍ 组的差异代谢火山图
Ｆｉｇ． ３　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ＭＣＡＯ ａｎｄ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐｓ

ａ． ｐｌａｓｍａ； ｂ． ｂａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ． ｕｐ： ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ； ｎｏｓｉｇ： ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ； ｄｏｗｎ： ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ．

２．４　 ＨＭＤＢ 化合物分类

　 　 对血浆中的代谢物进行 ＨＭＤＢ 化合物分类分

析，结果显示，在正、负离子模式下，代谢物被分为

１５ 个类别。 其中，ＴＯＰ ５ 化合物分类为有机酸和衍

生物（２９􀆰 ８２％）、脂质和脂质样分子（２０􀆰 ６４％）、有机

杂环化合物（１７􀆰 ４３％）、苯甲酸（１０􀆰 ０９％）和有机氧

化合物（８􀆰 ７２％）（见图 ４ａ）。
　 　 脑组织的 ＨＭＤＢ 化合物分类结果显示，在正、
负离子模式下，ＴＯＰ ５ 化合物分类为有机酸及其衍

生物（２８􀆰 ０４％）、脂质和脂质样分子（２６􀆰 １７％）、有机

杂环化合物 （ １６􀆰 ８２％）、核苷、核苷酸及其类似物

（８􀆰 ４１％）和有机氧化合物（６􀆰 ５４％）（见图 ４ｂ）。
　 　 有机酸及其衍生物、脂质和脂质样分子、有机杂

环化合物以及有机氧化合物在血浆和脑组织代谢组

学均显示较高的含量。
２．５　 差异代谢物富集的 ＫＥＧＧ 通路分析

　 　 血浆的 ＫＥＧＧ 通路结果显示（见图 ５ａ），差异

代谢物富集的 ＴＯＰ ５ 功能通路依次为氨基酸代谢

图 ４　 血浆和脑组织的 ＨＭＤＢ 化合物分类（ｓｕｐｅｒ ｃｌａｓｓ）
Ｆｉｇ． ４　 ＨＭＤＢ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ

ｔｈｅ ｓｕｐｅｒ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ
ａ． ｐｌａｓｍａ； ｂ． ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ．

（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、脂类代谢（ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｓｍ）、癌症概述 （ ｃａｎｃｅｒ： ｏｖｅｒｖｉｅｗ）、消化系统

（ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ）和神经系统（ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ）。
脑组织的 ＫＥＧＧ 通路结果显示（见图 ５ｂ），差异代

谢物富集的 ＴＯＰ ５ 功能通路依次为氨基酸代谢、脂
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图 ５　 差异代谢物的 ＫＥＧＧ 功能通路
Ｆｉｇ． ５　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ａ． ｐｌａｓｍａ； ｂ． ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ．

类代谢、癌症概述、碳水化合物代谢（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）和消化系统。
　 　 氨基酸代谢、消化系统、癌症概述和脂类代谢是

二者共同代谢通路。 ＩＳ 后血清和脑组织中氨基酸

代谢变化显著，可能与某些氨基酸在脑缺血性损伤

中的保护作用有关。 已有研究表明，赖氨酸和精氨

酸能降低脑缺血性损伤的影响［１２］，谷氨酸也与血栓

形成和局部缺血密切相关［１３］。 此外，本研究还提

示，ＩＳ 显著影响一系列与氨基酸代谢、胆碱代谢、脂
肪酸代谢、碳水化合物代谢及各种脂质代谢相关的

血清代谢物。
２．６　 差异代谢物的聚类热图和 ＶＩＰ 分析

　 　 根据差异代谢物的聚类热图和 ＶＩＰ 条形图结

果，评估 ＩＳ 后血浆和脑组织差异代谢物的重要性和

ＴＯＰ ３０ 代谢物含量的变化趋势。
２．６．１　 血浆代谢物聚类热图和 ＶＩＰ 分析

　 　 图 ６ａ 结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ 组中

苯丙氨酰组氨酸（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ）、（Ｚ） ⁃３⁃氧
代⁃２⁃（２⁃戊烯 基 ） ⁃１⁃环 戊 乙 酸 （（ Ｚ ） ⁃３⁃ｏｘｏ⁃２⁃（ ２⁃
ｐｅｎｔｅｎｙｌ） ⁃１⁃ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｅｎｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ）、 Ｎ⁃甲基⁃２⁃

吡咯烷酮（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｏｎｅ）和（２⁃乙基巴

豆酰基）脲（（２⁃ｅｔｈｙｌｃｒｏｔｏｎｏｙｌ）ｕｒｅａ）等 ８ 个代谢物

含量显著上升。
　 　 ＭＣＡＯ 组中 Ｄ⁃天冬氨酸⁃４⁃叔丁酯（Ｈ⁃Ｄ⁃Ａｓｐ
（ＯｔＢｕ） ⁃ＯＨ）、反式肉桂酸（ ｔｒａｎｓ⁃ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ）、
肉桂酰甘氨酸（ ｃｉｎｎａｍｏｙｌｇｌｙｃｉｎｅ）、１⁃（２⁃呋喃基）
丁⁃３⁃酮（１⁃（２⁃ｆｕｒｙｌ） ｂｕｔａｎ⁃３⁃ｏｎｅ）、５⁃乙基⁃５⁃苯基⁃
１，３⁃恶唑烷⁃２，４⁃二酮（５⁃ｅｔｈｙｌ⁃５⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１，３⁃ｏｘａｚｏ⁃
ｌｉｄｉｎｅ⁃２，４⁃ｄｉｏｎｅ）、黄原氧基（ｘａｎｔｈｏｘｙｌｉｎ）、苯丙酰

甘氨酸（ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ）和柳氮磺胺吡啶

（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ）等 ２２ 个代谢物含量显著下降。
２．６．２　 脑组织代谢物聚类热图和 ＶＩＰ 分析

　 　 图 ６ｂ 结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相比，ＭＣＡＯ 组中

２，３⁃二氢黄酮⁃３⁃醇（２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎ⁃３⁃ｏｌ）、２⁃甲
基丁酰基肉毒碱（２⁃ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｒｏｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ）、胍基

乙酸（ｇｕａｎｉｄｉｎｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＡ）、Ｎ⁃羟乙酰神经

氨酸 （ Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｌｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ ａｃｉｄ ） 和 异 柠 檬 酸

（ ｉｓｏｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ）等 １５ 种代谢物的含量显著上升。
同时，Ｎ⁃乙酰⁃Ｄ⁃色氨酸（Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｄ⁃ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ）、
氧化型谷胱甘肽（ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ） 、２⁃羟基喹
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图 ６　 差异代谢物的聚类热图和 ＶＩＰ 条形图
Ｆｉｇ． ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｈｅａｔ ｍａｐｓ ａｎｄ ＶＩＰ ｂａｒ ｃｈａｒｔｓ

　 ａ． ｐｌａｓｍａ； ｂ． ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ．
　 Ｃ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ； Ｍ： ＭＣＡＯ ｇｒｏｕｐ． Ｃ１９Ｈ３７Ｎ５Ｏ５： Ｎ⁃（Ｒ） ⁃（２⁃（ｈｙｄｒｏｘｙａｍｉｎｏｃａｒｂｏｎｙｌ）ｍｅｔｈｙｌ） ⁃４⁃ｍｅｔｈｙｌｐｅｎｔａｎｏｙｌ⁃Ｌ⁃ｔ⁃ｂｕｔｙｌ⁃ａｌａｎｙｌ⁃Ｌ⁃ａｌ⁃
ａｎｉｎｅ， ２⁃ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ ａｍｉｄｅ； Ｃ２１ Ｈ１８ Ｏ１１： （ ２Ｓ，３Ｓ，４Ｓ，５Ｒ） ⁃３， ４， ５⁃ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃６⁃（ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃（ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ⁃４⁃ｏｘｏｃｈｒｏｍｅｎ⁃７⁃ｙｌ）
ｏｘｙｏｘａｎｅ⁃２⁃ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ； Ｃ１６ Ｈ２９ Ｎ３Ｏ４： ｅｔｈｙｌ⁃３⁃（（５⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｏｘｏ⁃１，５⁃ｄｉａｚａｃｙｃｌｏｕｎｄｅｃａｎｅ⁃１⁃ｃａｒｂｏｎｙｌ） ａｍｉｎｏ） ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ； Ｃ２５ Ｈ２０

Ｃｌ２Ｎ２Ｏ３： （４⁃ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ） （１Ｒ） ⁃６⁃ｃｈｌｏｒｏ⁃１⁃（４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ⁃１，３，４，９⁃ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｏ（３，４⁃ｂ） ｉｎｄｏｌｅ⁃２⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ．

啉（ ２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ）、Ｎ⁃乙酰⁃Ｌ⁃天冬氨酸 （Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ）和磷酸核糖基甲酰胺（ｐｈｏｓ⁃

ｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｆｏｒｍａｍｉｄｏｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ） 等 １５ 种代谢

物的含量显著下降。
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　 　 谷胱甘肽（ＧＳＨ）是由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨

酸缩合而成的低相对分子质量含硫假三肽。 它在保

护蛋白质硫醇基团免受氧化应激损伤和中和活性氧

方面发挥重要作用。 谷胱甘肽有两种形式：还原型

（ＧＳＨ）和氧化型（ＧＳＳＧ）。 在脑组织中，谷胱甘肽

主要以高浓度（１～３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的还原型存在。 在 ＩＳ
模型中，作为氧化应激标志物的 ＧＳＨ 稳态在脑组织

和血浆中均受到影响。 ＧＳＨ 水平可能为 ＩＳ 期间的

氧化应激提供适应机制［１４］。
　 　 胍基乙酸是一种氨基酸衍生物，主要在体内合

成，与能量代谢和神经保护机制有关。 ＧＡＡ 是肌酸

的天然前体，在胍基乙酸 Ｎ⁃甲基转移酶（ＧＡＭＴ）催
化作用下，内源性合成肌酸参与三磷酸腺苷（ＡＴＰ）
循环［１５－１７］。 ＧＡＡ 能激活脑和外周组织中的 γ⁃氨基

丁酸（ＧＡＢＡ）受体。 研究表明，ＧＡＭＴ 缺乏会导致

ＧＡＡ 合成肌酸的过程受阻，导致血清或脑组织中累

积高浓度的 ＧＡＡ，引发自发性的神经元损伤。 这表

明，ＧＡＡ 作为 ＧＡＢＡ 竞争性抑制剂，激活可能影响

神经系统的兴奋性［１８，１９］。 本研究发现， ＩＳ 后 ＧＡＡ
含量升高。 因此，我们推测 ＧＡＭＴ 及 ＧＡＡ 可能是

ＩＳ 的潜在生物标志物。
　 　 Ｎ⁃乙酰⁃Ｌ⁃天冬氨酸（ＮＡＡ）是神经元内特有的

氨基酸衍生物，由天冬氨酸和乙酰辅酶 Ａ 合成。 它

参与神经系统的多种过程，如神经元蛋白合成的调

节、髓鞘脂质合成以及多种神经递质（如天冬氨酸

或 ＮＡＡ）的代谢［２０－２２］。 研究表明，缺血后 ＮＡＡ 水

平显著下降，与脑组织损伤的程度相关［２３］。 在急性

缺血性脑卒中患者中，ＮＡＡ 浓度显著降低，能够反

映神经元的存活情况，从而帮助评估缺血的严重程

度［２４］。 此外，ＮＡＡ 水平在缺血事件后的早期阶段

（如 ２４ ｈ 内）能够预测后期的脑梗死发展［２５］，是一

个有价值的预后生物标志物。

３　 结论

　 　 目前，国内外暂无有效的 ＩＳ 生物标志物，因此

开发能够准确预测 ＩＳ 的血浆和脑组织生物标志物

显得尤为迫切。 本研究采用额颞入路电凝大脑中动

脉的方法成功构建了猪缺血性脑卒中模型，并应用

非靶向代谢组学方法研究 ＩＳ 后脑组织和血浆的共

同差异代谢物和代谢通路。 我们识别出（Ｚ） ⁃３⁃氧
代⁃２⁃（２⁃戊烯基） ⁃１⁃环戊乙酸、ＧＡＡ、氧化型谷胱甘

肽和 ＮＡＡ 等作为潜在生物标志物。 这一发现不仅

为进一步研究提供了新的方向，还可能为临床早期

筛查和治疗策略的制定奠定基础。 未来的研究应关

注于验证这些生物标志物的临床适用性，并探索其

他动物模型的应用，以增强研究结果的广泛性和适

用性。
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