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摘要　目的：利用代谢组学手段检测大脑中动脉阻塞（ＭｉｄｄｌｅＣｅｒｅｂｒａｌＡｒｔｅｒｙＯｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）模型大鼠血清中氨基酸含量，微
观上阐明氨基酸注射液的疗效以及部分作用机制。方法：采用邻苯二甲醛（Ｏ－Ｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）柱前在线衍生反相高效液
相色谱法，采用荧光检测，梯度洗脱，建立了血清中氨基酸代谢谱的相对定量分析方法，测定３６例大鼠血清中的１５种氨基酸含
量。流动相Ａ为１０ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰ０４－Ｎａ２Ｂ０７缓冲液（ｐＨ＝７９５），Ｂ为乙腈－甲醇－水（４５∶４５∶１５，Ｖ／Ｖ／Ｖ），线性梯度洗脱，流
动相Ｂ在６ｍｉｎ内由５％增加至１７２％，６～３５ｍｉｎ内由１７２％增加至５２％。结果：１）该法在３５ｍｉｎ之内分离出１５种氨基酸；
２）经主成分分析，３个组在空间上得到很好地分离，氨基酸代谢谱发生了一定的变化；３）利用ＳＰＳＳ方差分析，有６个氨基酸在
分离各组有统计学意义。结论：丹红注射液通过部分调节ＭＣＡＯ摄动通路改善脑梗死大鼠血清部分氨基酸的代谢趋势。
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　　氨基酸作为代谢网络中重要的代谢物，与脑梗死
存在相关性［１］。脑梗死的病理生理机制尚不清楚，应

用代谢组学的科学性，通过数学建模用于研究药物靶

标和数据挖掘很有意义［２］。氨基酸代谢系统分析，在

生物学研究当中是一个主要范例，将帮助我们确定新

的药物靶点反过来又会更深入了解脑梗死的产生机

制，从而更好的指导药物发现［３］。本实验通过氨基酸

类代谢谱的代谢组学法，建立了血清氨基酸代谢谱柱

前在线衍生化ＨＰＬＣ－ＦＬＤ方法，应用了代谢组学使用
的超高效液相色谱结合模式识别方法的平台，用于研

究代谢和疾病的相关性。

１　实验部分
１１　样品采集与预处理
１１１　造模方法　参照 Ｌｏｎｇａ等的线拴法，略做改
进。用１５％水合氯醛（４ｍＬ／ｋｇ，ｉｐ）麻醉大鼠。将麻醉
后的大鼠仰卧位固定，消毒皮肤，铺无菌洞巾，近正中

切口，分离右侧颈总动脉、颈外动脉、颈内动脉，结扎颈

总动脉、颈外动脉，于颈总动脉分叉切口处向颈内动脉

插入栓线约（１８５±０５）ｍｍ，感觉有阻力即达大脑中
动脉起始部，完全阻断其血流，结扎颈内动脉。所用栓

线为直径０２ｍｍ尼龙渔线。头段烧圆，顶端直径约
（０２５～０２８）ｍｍ。术中室温在（２７±０５）℃，术中
用白炽灯加温，辅助电热毯保温，维持大鼠肛温约

３７℃。术后缝合伤口，动物回笼１ｈ后拔出渔线，即造
成缺血再灌注模型［３］。以 ＭＣＡＯ大鼠为实验对象，空
白对照组９只，模型组６只，丹红注射液给药组２１只
（ＤＨ１＝１ｍｇ／ｋｇ，ＤＨ２＝２５ｍｇ／ｋｇ，ＤＨ３＝５ｍｇ／ｋｇ，
ＤＨ４＝１０ｍｇ／ｋｇ），分别于造模后３ｄ，３次给药，按照实
验设计的药物剂量，于鼠尾静脉注射给药。第３ｄ给
药处死后，腹腔静脉取血，静置后取血清离心取得血清

５００μＬ／只，于超低温（－８０℃）保存造模成功后，取血
清并于超低温保存。
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精密量取血清样品１５０μＬ，加入纯水８００μＬ，内
标溶液（正缬氨酸２５０ｎｇ／ｍＬ）１５０μＬ，混匀取上清液
２００μＬ，加入８５％甲醇８００μＬ，涡旋混合震荡５ｍｉｎ，
于４℃静置１ｈ，离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ１５ｍｉｎ），取上清液
２００μＬ，上清液用０２２μｍ微孔滤膜过滤，装于液相小
瓶中进行在线衍生ＨＰＬＣ－ＦＬＤ方法检测。
１２　仪器与试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱系
统，配备可变波长荧光检测器（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。氨
基酸对照品：出峰顺序：氨基酸对照品：天冬氨酸

（Ａｓｐ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）、天冬酰胺（Ａｓｎ）、色氨酸（ＴＲＰ）、
丝氨酸（ＳＥＲ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、苏氨酸
（Ｔｈｒ）、精氨酸（Ａｒｇ）、牛磺酸（Ｔａｕ）、缬氨酸（Ｖａｌ）、蛋
氨酸（Ｍｅｔ）、鸟氨酸（Ｏｒｎ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、赖氨酸
（Ｌｙｓ），正缬氨酸（Ｎｏｒ）购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；甲醇、乙
腈为色谱纯，国产分析纯；ＯＰＡ３－巯基乙酸（美国Ａｃ
ｃｏｓｔａｎｄａｒｄ公司）；乙腈和甲醇为色谱纯；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超低
有机物超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）制备的超纯水，
实验在中国科学院大连化学物理研究所进行。丹红注

射液原液的来源（陕西步长制药有限公司提供）。

１３　在线衍生化方法　ＯＰＡ为衍生试剂：量取 ＯＰＡ
储备液（１０ｍｇ／ｍＬ）１ｍＬ，加入硼酸盐缓冲液（ｐＨ＝
１０２）１ｍＬ，再加入３－巯基乙醇（３－ＭＰＡ）１００μＬ，混
匀后，用０２２μｍ滤膜过滤，待用。衍生化过程在Ａｇｉ
ｌｅｎｔ１２００自动进样器上在线自动完成。。衍生化过程
在Ａｇｉ１ｅｎｔ１２００自动进样器上在线自动完成，程序如
下：吸取磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝１５２）５０μＬ；吸取样品、
ＯＰＡ衍生试剂各５μＬ，充分混合５次，等待１ｍｉｎ，进
样。

１４　血清氨基酸高效液相色谱分析　色谱条件样品
室温度设为５℃；ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８反相色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ，大连依利特公司）；流动相 Ａ液：１５
ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４－Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ｐＨ＝７９５缓冲液，Ｂ液为
乙腈：甲醇：水（体积比为４５∶４５∶１５）。梯度洗脱条件
是梯度洗脱：流动相 Ｂ在 ６ｍｉｎ内由 ５％增加至
１７２％，６～３５ｍｉｎ内由１７２％增加至５２％；荧光检测
波长３３８ｎｍ（谱带宽１０ｎｍ），参考波长３９０ｎｍ（谱带
宽１５ｎｍ）。进样量为５μＬ［４］。
２　方法学考察
２１　标准曲线制作　在００５～１５０ｍｇ／ｍＬ浓度范围
内，将１５种氨基酸分别按照 ５μｇ／ｍＬ、１５μｇ／ｍＬ、２５
μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、１５０μｇ／ｍＬ的浓度配置成５个等级
的液相小瓶，每个 μｇ级标准品配成两瓶，每个样品进
针３次。由５个浓度水平来绘制校正曲线。以峰面积
为纵坐标，目标物相应的浓度为横坐标做校正曲线，得

回归方程。１５种氨基酸峰面积和浓度之间的线性相
关系数ｒ值在０９５３４～０９９９２之间。

图１　ＰＣＡ空白组（Ｃ）和模型组（Ｍ），给药组（Ｔ）血清样品
散点分布图（ｔ［Ｃｏｍｐ１］／ｔ［Ｃｏｍｐ２］）图中标准分组

图２　空白组（Ｃ）和模型组（Ｍ），给药组（Ｔ）血清样品
ＰＣＡ３Ｄ分布图（ｔ［Ｃｏｍｐ１］／ｔ［Ｃｏｍｐ２］）

图３　聚类分析热图

２２　精密度试验　标准溶液连续５次进样，１５种氨基
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酸的保留时间和峰面积的变异系数分别为００９％ ～
０２８％和０８％～４２％。
２３　重复性试验　取１５份样品依法进行测定，日内、
日间变异系数均＜７５％。

２４　加样回收率试验　３个空白样品中添加低、中、
高三个浓度水平的标准品完成，通过对比检测的量和

实际加入的量来计算，结果平均回收率在 ８９２％ ～
１５２６％之间。

表１　对区分对照组、模型组、治疗组大鼠有显著贡献的差异代谢物

组别 对照组 模型组
治疗组

ＤＨ１ ＤＨ２ ＤＨ３ ＤＨ４

天冬氨酸 ３２６７±１０２８△ ３６６４±５２５ １３１２±６２８ １３１５±３０６ １４４８±２０５ １５２８±３９

谷氨酸 ５００５±７２６△ ６４９１±１３２３ ２２１９±７４４ ２９９６±７２ ２９６１±６９７ ４０２０±１３０３

丝氨酸 １７５７±５８７△ １０４９±１３２ １０２７±１５１ １０４９±３８１ ８９１±１０４ １１２８±２２１

天冬酰胺 １４７５１±３０３△ ７７３９±２２１７ ９５１９±１８７９ １０２２３±２７８４ １０３８０±１１１１ １１４６±２４６５

苏氨酸 ２９６４±１０１５ ４５４６±９３２ ３５４３±２２８９ ３８１４±１４９４ ４７８７±１１３５ ５１１０±２１５８

缬氨酸 １１７±３３２△△ １７０９±２２７ ２８４０±１３２８ １７４０±７９５ １５６９±３３ １８６６±４７７

　　注：空白对照组与模型组比较，△为Ｐ＜００５，△△为Ｐ＜００１；药物组与模型组比较：为Ｐ＜００５，为Ｐ＜００１。

图４　上述差异代谢物在４组大鼠血清中的含量变化趋势

３　结果与讨论
３１　ＨＰＬＣ数据分析结果　用此方法测定了３６例大
鼠血清氨基酸代谢谱，将峰面积数据化，采用安捷伦自

带分析软件对样品氨基酸峰面积进行自动积分，如果

未在响应值范围之内进行手动积分，得出峰面积结果。

将各个氨基酸峰面积值除以内标面积值，以减少误差，

用于最终统计。以相对峰面积作为原始数据，通过吸

光度与浓度值建立了回归曲线。将积分值进行中心化

和比例换算，用 Ｓｉｍｃａ－Ｐ１２０（ＵｍｅｔｒｉｃｓＡＢ，Ｕｍｅａ，
Ｓｗｅｄｅｎ）软件进行 ＰＣＡ分析，求出主成分（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＰＣ），利用ＰＣＡ对各组大鼠血清的氨基酸
图谱进行分析。如图１与图２所示，治疗组与空白对
照组、模型组在平面图和三维图上均得到了很好的分

离，说明３个组在代谢图谱上产生了一定的差异。
３２　ＭＣＡＯ大鼠血清差异氨基酸含量变化　为考察
丹红注射液对ＭＣＡＯ大鼠血清代谢谱的影响，同样对
对照组、模型组和治疗组３组大鼠进行差异代谢物筛
选。ＭＣＡＯ大鼠经丹红注射液给药干预后，其血清代
谢轮廓较模型组趋近于正常对照组，表明丹红注射液

对大鼠整体的代谢通路起到了一定的调节作用，使之

往正常水平变化。经 ＳＰＳＳ软件分析，如表１显示，丝
氨酸、甘氨酸、苏氨酸、天冬酰胺、谷氨酸以及谷氨酸等

代谢物对分类起了重要作用。

３３　丹红注射液干预作用差异的探讨与差异代谢物
解释　图４Ａ为上述差异代谢物在４组大鼠血清中的
含量比较。在 ＭＣＡＯ大鼠血清中，丝氨酸、天冬酰胺、
甘氨酸含量均显著性降低（ｔ检验，Ｐ＜００５），而谷氨
酸、苏氨酸、天冬氨酸含量则显著性升高（Ｐ＜００５）。
而药物组则显著下调了谷氨酸、苏氨酸、天冬氨酸和上

调了丝氨酸、天冬酰胺、甘氨酸。ＭＣＡＯ大鼠经丹红注
射液干预后，ＰＣＡ得分图显示其整体代谢轮廓往正常
大鼠方向偏移，说明ＭＣＡＯ引起紊乱的代谢通路整体
上得到了调节，丹红注射液可以在一定程度上改善大

鼠ＭＣＡＯ的状态。图４Ｂ为６个氨基酸在各个组的含
量变化趋势，提示随着剂量的上升，氨基酸的含量趋向

于空白对照组。

３４　差异代谢物的作用方式　经过检索 ＨＭＤＢ得出
生物学意义，天门冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）属于兴
奋性氨基酸，在脑缺血区域产生兴奋毒性，而丝氨酸
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（Ｓｅｒ）及其代谢产物在生物体新陈代谢以及在中枢神
经系统发挥的特定功能是必不可少的［５］，如图５显示，
人体内与丝氨酸相关的代谢物，其中前六位正是检测

出来的６个差异代谢物，提示差异代谢物与丝氨酸代
谢相关且在细胞增殖以及中枢神经系统上有着特定功

能。前期研究提示，在精神疾病患者和严重的丝氨酸

合成障碍的神经系统异常的患者中发现了丝氨酸以及

甘氨酸含量的改变，这一发现均证明了丝氨酸在大脑

发育和功能的重要性［６－７］，可以做进一步的实验来验

证这些目标生物标记物质的存在。

图５　与丝氨酸相关的氨基酸代谢物

丝氨酸高度集中在所有细胞膜，其合成来自四个可能

的来源：饮食摄入；生物糖酵解中间产物三磷酸甘油酸

酯降解；甘氨酸转化；蛋白质和磷脂降解。在生物合成

途径中，糖酵解中间产物三磷酸甘油转化为磷酸稀式

丙酮酸，在三磷酸甘油酸盐脱氢酶以及转氨酶的催化

反应下，磷酸丝氨酸由磷酸丝氨酸磷酸酶转化为丝氨

酸。苏氨酸在哺乳动物中的分解代谢似乎主要是由活

动的苏氨酸脱氢酶氧化苏氨酸，形成氨酸和乙酰辅酶

ａ。苏氨酸血清浓度增加会直接导致苏氨酸和甘氨酸
在大脑中积累产生毒性［８－９］。

“ＢＣＡＡ”是指缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸是支链氨
基酸。缬氨酸缺乏是以大脑神经缺陷为标志，许多类

型的ＢＣＡＡ先天性代谢存在的各种异常情况都关联到
一系列普遍的症状，比如精神发育迟滞，共济失调，低

血糖，脊髓肌肉萎缩，皮疹，呕吐和过度的肌肉运动

等［１０］。

４　结论
通过分析各个差异代谢物质在大脑中的发生作用

的方式得出结果，丹红注射液牵连效应可能是通过介

导的神经递质、酶、信号转导［１１］。这些结果表明，丹红

注射液疗效发生在代谢系统的多个方面。

丹红注射液是目前国内销量最大的中药注射剂，

通过微观分析来看它可以调节一些在病理状态下出现

差错的小分子［１２－１３］，也可以加强一些特异分子向健康

状态下转变过程的转换作用，代谢组学技术的应用研

究会增加我们理解脑梗死病理生理过程［１４］，这应该会

帮助我们识别潜在的生物标记物来开发新的治疗策

略，进而澄清药物的通路和途径，帮助指导临床试验预

测，解释观察药物作用机制，能使我们增加对代谢组学

的掌控能力。

参考文献

［１］王喜军，张爱华，杨波．代谢组学：中药效应评价的有效途径［Ｐ］．黑

龙江中医药大学，科学技术部行业专项（２００８０７０１４）．

［２］曹蓓，王广基，阿基业．代谢组学在临床研究中的应用及进展［Ｊ］．生

命科学，２０１０，２２（８）：７６１－７６９．

［３］于正，梁繁荣．代谢组学在心血管疾病方面的研究进展［Ｊ］．中国医

学科学院学报，２０１２，３４（４）：４１３－４１６．

［４］韩晓菲，黄宇虹，王龙星，等．血清氨基酸代谢谱与糖尿病相关性研

究［Ｊ］．分析化学简报，２０１３，２０（５）：６９７－７０１．

［５］贾伟，蒋健，刘平．代谢组学在中医药复杂理论体系研究中的应用

［Ｊ］．中国中药杂志，２００６，３１（８）：６２１－６２４．

［６］夏鑫华，刘梅，李欢．局灶性脑缺血再灌注损伤模型大鼠的代谢组学

研究［Ｊ］．中西医结合心脑血管病杂志，２０１２，１０（７）：８４１－８４３．

［７］林艳萍，司端运，刘昌孝．液相色谱和质谱联用技术结合化学计量学

应用于代谢组学的研究进展［Ｊ］．分析化学，２００７，３５（１０）：１５３５－

１５４０．

［８］戴红，张宗才，张新申．氨基酸分析的检测方法评述［Ｊ］．皮革科学与

工程，２００４，１４（３）：３９－４３．

［９］王刚，曾南，杜士明．代谢组学在中药现代化研究中的应用进展［Ｊ］．

中国医院药学杂志，２０１０，３０（１６）：１３９３－１３９１．

［１０］Ｍａｋｉｎｅｎ，Ｇ．ＦｉｎｎＤＭ．ＡｌａＫ．１Ｈ－ＮＭＲｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓａｐｐｒｏａｃｈｔｏ

ｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｔｉｎｕｕｍｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｐｒｅｍａｔｕｒｅｄｅａｔｈ

［Ｊ］．ＭｏｌＳｙｓｔＢｉｏｌ，２００８，４：１６７－１６９．

［１１］Ｓｃｈａｕｅｒ，ＮＹ，Ｒｏｅｓｓｎｅｒ，Ａ．Ｇｕｒ，Ｉ．ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｆｉ

ｌｉｎｇａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｔｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｌｉｎｅｓｆｏｒｔｏｍａｔｏｉｍ

ｐｒｏｖｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１１，２４（４）：４４７－４５４．

［１２］Ｓｏｍｍｅｒ，Ｍ．Ｏ，ＣｈｕｒｃｈＧ．Ｍ．ＤａｎｔａｓＧ．ｅｔａｌ．Ａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ

ａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｅｘｐａｎｄｉｎｇｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂｉｏｌｏｇｙｔｏｏｌｂｏｘｆｏｒｂｉｏｍａｓｓｃｏｎｖｅｒ

ｓｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＳｙｓｔＢｉｏｌ，２０１０，６：３６０－３６５．

［１３］戴伟东．基于液相色谱－质谱联用技术的代谢组学方法用于中药

通心络和人参对过度疲劳大鼠干预作用的评价［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒ

ｎａｌ，２０１１，２９（１１）：１０４９－１０５４．

［１４］石洁，胡元会．代谢组学及其在心血管疾病中的研究进展［Ｊ］．中医

药研究，２０１１，２８（１）：８６－８８．

（２０１３－０７－２２收稿　责任编辑：王明）

·８５３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｒｃｈ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．３


	世界中医药2014年3月第3期 (2) 91
	世界中医药2014年3月第3期 (2) 92
	世界中医药2014年3月第3期 (2) 93
	世界中医药2014年3月第3期 (2) 94

