
书书书

!!"#$%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

6357#!"!$89

"

7#!9%$9"

%& 教育部博士点科研基金优先发展资助项目$

635 !"#!8%!%#%"""#

%& 教

育部博士点基金资助项目$

635 !"##8%!%#!"""#

%&湖南省自然科学基金资助项目$

635 #!''8"7#

%&湖南省优秀博士学位论文资助项目$

635

:;!"##;"%9

%&中国博士后基金资助项目$

635 !"#%+<%"%<<

%

作者单位#

#5

湖南中医药大学中医诊断研究所"湖南省重点实验室"数字中医药协同创新中心"湖南中医药大学国家重点学科中医诊断学$长沙

8#"!"7

%&

!5

湖南中医药大学第一附属医院检验科$长沙
8#"""9

%&

%5

中南大学湘雅医院药学部$长沙
8#"""7

%

通讯作者#袁肇凯"

)-4

#

"9%#

"

7<%7##89

"

=

#

/>?4

#

@A>BCD#<!"E>4?@AB5.3/

,F(

#

#"

!

9$$#G&'(+

!

!"#$

!

#!

!

#8H$

基于代谢组学的心血瘀阻证动态演变过程研究
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摘要$目的$研究心血瘀阻证形成过程的代谢产物组学的变化! 方法$采用高脂饲料与冠状动脉左前

降支结扎术结合的方法"制备大鼠心血瘀阻证形成的
%

个阶段! 以血脂增高为血瘀证前期组"动脉粥样硬化

形成为亚血瘀证期组"动脉粥样硬化基础之上结扎冠状动脉为心血瘀阻证组"每组
7

只! 另取
!8

只大鼠作

为空白对照组"每个阶段
7

只! 应用气相色谱"质谱联用仪#

I>J .K13/>L3I1>MK@

#

/>JJ JM-.L13/-L-1

"
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#
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$"对不同组之间代谢产物含量的变化进行主成分分析#

M1?B.?M>4 .3/M3B-BL >B>4@J?J

"

P&Q

$及偏

最小二乘法分析#

M>1L?>4 4->JL JRA>1-J /-LK3S

"

PTO

$! 结果$#

#

$在鉴定出的
%!

中代谢产物中与心血

瘀阻证形成过程密切相关依次是柠檬酸%胆固醇%肌醇%鸟氨酸%脯氨酸%异亮氨酸%硬脂酸%乳酸%尿素%亮氨

酸%亚油酸%甘露糖! #

!
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个阶段代谢标志物"血瘀证前期&硬脂酸%乳酸#正相关$"甘露糖#负相关$'亚血

瘀证期&鸟氨酸%脯氨酸%肌醇#正相关$"异亮氨酸#负相关$'心血瘀阻证&亮氨酸%异亮氨酸%柠檬酸#正相

关$%乳酸#负相关$! 结论$血瘀证前期高脂饮食引起体内脂质代谢紊乱"机体启动抗炎'亚血瘀证期持续

高脂饮食所导致的尿素循环紊乱%肠道菌群失调%血管形态改变%肝脏功能障碍'心血瘀阻期急性心肌缺血后

引起的糖代谢障碍!

关键词$心血瘀阻证'演变过程'代谢组学
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$$证从起始到形成"各个要素 $病因'病机'病位'病

性'病势等%是不断变化的"具有流动的特征"因此有

学者提出证是动态变化的(

#

)

* 就心血瘀阻证的形成

过程本课题组通过高脂饲料喂养法与左前降支冠状动

脉结扎法模拟血瘀证前期'亚血瘀证期'心血瘀阻证期

%

个阶段"已从由痰致瘀角度进行了初步研究"并应用

方证验证确定该模型具备血瘀证特点(

!

)

* 为了进一

步探索高脂饮食'以及心肌缺血后机体能量代谢变化"

本项目应用代谢组学技术进行了不同阶段小分子代谢

产物的研究"以期从脂肪酸'氨基酸'糖类三大物质代

谢角度解释其生物学机制*

材料与方法

#

$动物$

##"

只清洁级
O,

健康大鼠"体重

$

!<"

%

!"

%

I

"雄性"由湖南斯莱克景大实验动物有限

公司提供"动物许可证号#

O&^\

$湘%

!"##

"

"""%

*

在人工调控的环境中饲养
!!

&

!$

'"自由饮水和进

食饲养
#

周后用于实验*

!

$主要试剂及仪器$主要试剂#胆固醇$

<"" I

"

北京鼎国昌盛生物技术有限公司"批号#

#78#"<8<

%&

牛胆酸钠$

!< I

"北京奥博星生物技术有限公司"批

号#

!"###"#!

%&维生素
,%

注射液$

# /T

"上海通用

药业股份有限公司"批号#

X%#"!#8"8

%&丙硫氧嘧啶

片$

<" /IG

片"南通精华制药股份有限公司"批号#

X%!"!"9H<

%&甲醇$

<"" /T

色谱级"湖南化工研究

院"批号#

#%%!#"%

%&吡啶$

<"" /T

色谱级"天津定光

精细化工研究所"批号#

"<##!%

%&三氯甲烷$

<"" /T

色谱级"长沙湘科精细化工厂"批号#

"8"9!H

%&

#9

碳

脂肪酸甲氧胺 $美国
O?I/>

试剂公司" 批号#

#8H"9#!H

%"甲氧胺 $美国
O?I/>

试剂公司"批号#

"%9\#<7H

%* 主要仪器#

O!

"

H%

自动双重纯水蒸馏

器$上海亚荣生化仪器厂%&

':%""!

型电子天平$上海

精密科学仪器有限公司%&

%D#7

高速冷冻离心机$德

国
O(N+Q

公司%&

97H"Q

#

<H9<&

气相色谱质谱联用

仪$

QI?4-BL

公司%*

%

$造模及分组$

!8

只大鼠作为空白对照组"

7$

只大鼠用于制备动物模型* 造模方式及模型评价体系

均参照参考文献(

%

)"分
%

个阶段复制大鼠模型* 第

一阶段"+血瘀证前期,大鼠模型的建立#首先复制动

脉粥样硬化大鼠模型"高脂饲养法* 饲料配制#

%a

胆

固醇'

"

!

<a

胆酸钠'

"

!

!a

丙基硫氧嘧啶'

<a

白糖'

#"a

猪油'

7#

!

%a

基础饲料"压制成高脂饲料饲喂"

9

天后注射维生素
,%

注射液$

<"

万
([GDI

%"

#8

天后再

注射维生素
,%

注射液$

!"

万
([GDI

%* 在造模第
%

周"选取空白组
7

只大鼠检测血脂'血液流变学指标"

以空白组数值
H<a

参考值范围作为正常值* 造模大

鼠随机选取
%

只与空白组比较"血脂'血液流变学血浆

黏度和全血黏度中的一项高于正常值"作为+血瘀证

前期,模型成功标志* 随机选取
7

只大鼠腹主静脉采

血* 第一阶段造模无大鼠死亡*

第二阶段#+亚血瘀证期,大鼠模型的建立#将第

一阶段成模大鼠在第
#!

周"随机抽取
%

只大鼠"取主

动脉进行
X=

染色检测"以大鼠主动脉动脉斑块形成'

血液流变学指标持续增高为模型成功标志$

7

只+血瘀

证前期,模型血液流变学数值
H<a

参考值范围%* 随

机选取
7

只大鼠腹主静脉采血* 同时选取
7

只正常大

鼠采集上述指标以作对照* 第二阶段造模
9

只大鼠

死亡*

第三阶段#+心血瘀阻证期,大鼠模型的建立#在

第二阶段的基础上"造模#$

#

%大鼠用
#"a

水合氯醛腹

腔麻醉$

"

!

8

&

"

!

$ /TG#"" I

大鼠%"即时记录标准
!

导联心电图&$

!

%气管切开后接人工呼吸机辅助呼吸

$呼吸机的潮气量为
7

&

#! /T

"频率
7"

次
G/?B

"呼吸

比为
#

(

!

%&在距胸骨左缘
"

!

< ./

"第
%

&

8

肋骨间作

一约
% ./

的纵行切口"从左侧第
8

肋间钝性分离皮

肤'胸大肌'前锯肌"打开胸腔"用自制小拉钩拉开
%

'

8

肋"显示约
#

!

! ./

的手术视野"暴露心脏"剪开心包"

在肺动脉圆锥与左心耳交界稍下
#

&

! //

处用无创

伤缝线穿线"即时记录标准
!

导联心电图&$

%

%结扎冠

状动脉左前降支"即时记录标准
!

导联心电图&以穿线
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而未结扎者作为假手术大鼠&以结扎部位以下心肌变

白'搏动减弱且心电图出现
O)

段弓背向上明显抬高

为造模成功大鼠&$

8

%逐层缝合胸壁* 左冠状动脉穿

线不结扎为假手术组* 模型组
7

只* 同期选取
7

只正

常大鼠采集上述指标以作对照* 第三阶段造模
!<

只

大鼠死亡* 最终造模成功为
<8

只大鼠"成模率约

为
$%a

*

最终组别#空白对照组
%

个阶段
!8

只$第
#

阶段

正常组#与血瘀证前期对照
7

只&第
!

阶段正常组#亚

血瘀证期对照
7

只&第
%

阶段正常组#心血瘀阻证期对

照组
7

只%"血瘀证前期组
7

只"亚血瘀证期组
7

只"

心血瘀阻证期组
7

只"另有
#$

只用于其他项目研究*

假手术组
<

只$原
7

只"

%

只衍生化时失败%*

8

$

N&

#

+O

样本预处理$样品解冻后取
#"" "T

血清于
#

!

< /T =P

管中"加入
8"" "T

甲醇"随后加

入
# /IG/T

十七烷酸溶液$甲醇作溶剂%

%" "T

作为

内标"置于涡旋振荡仪混合
# /?B

"冰浴
#" /?B

后进

行高速离心 $

8

'

#$ """ 1 G/?B

"

#" /?B

%"取出

8"" "T

上清液于玻璃离心管中"常温下氮气吹干* 吹

干后样品中加入
#< /IG/T

甲氧胺吡啶溶液
<" "T

"

混匀"封口后置于水浴锅中
9"

'下肟化
# K

"反应完

成后再加入衍生化试剂
#"" "T

$

;O)]Q b )+&O c

HH

(

#

%"混匀"

9"

'下水浴反应
# K

后取上清液到微

量进样管"供
N&

#

+O

分析*

<

$

N&

#

+O

分析条件$色谱条件#色谱柱为
QI?

#

4-BLXP

#

<+O

$

%" /

)

"

!

!< "/

)

"

!

!< //

%"进样口

温度#

!7"

'"分流比为
#"

(

#

"程序升温#初始温度

#""

'$保持
% /?B

%"以
$

'

G/?B

升至
%""

'$保持

7 /?B

%"进样量#

# "T

"载气#高纯氦气$

HH5HHHa

%"柱

流速#

#

!

" /TG/?B

* 质谱条件#离子源温度#

#<"

'"

四级杆温度#

!%"

'"接口温度#

!7"

'"电离电压#

9" -2

"采用全扫描模式"扫描范围#

%"

&

7"" /GC

"溶

剂延迟
% /?B

* 代谢物鉴定#利用质谱数据库对共有

的内源性代谢物作鉴定"以通常匹配度大于
7"a

的鉴

定结果作为较为可信的物质*

$

$统计学方法$根据
N&

#

+O

总离子流图中各

峰的保留时间挑选共有峰$各图谱中共有的色谱峰%"

获取各峰与内标峰的峰面积数据"用相对峰面积$与

内标峰的比值%表示代谢物的含量* 主要成分分析

$

M1?B.?M>4 .3/M3B-BL >B>4@J?Jd P&Qe

'偏最小二乘

法分析 $

M>1L?>4 4->JL JRA>1-J /-LK3Sd PTOe

应用

O(+&Q

#

!P ##

!

<

软件* 采用
OPOO #95 "

统计软件

进行统计* 计量资料以
Y

%

J

表示"经正态性'方差齐

性检验后"方差齐多组间样本比较采用单因素单变量

方差分析
TO,

检验"方差不齐时用
)>/K>B-

*

J )!

检

验*

P f"

!

"<

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

N&

#

+O

分析结果$大鼠血浆
N&

#

+O

分析总

离子流图如图
#

所示*

图
#

%血浆
N&

#

+O

分析总离子流

代谢物鉴定#利用安捷伦自带质谱数据库对共有

的内源性代谢物作鉴定"以通常匹配度大于
7"a

的鉴

定结果作为较为可信的物质* 挑选后共有峰后发现血

浆内共有内源性代谢物
%!

种"依据保留时间分别为见

表
#

*

!

$各组大鼠血浆
PTO

#

,Q

$将血浆
%!

种代谢产

物通过
P&Q

"进行第
#

阶段正常组"第
!

阶段正常组"

第
%

阶段正常组"血瘀证前期组"亚血瘀证期组"心血

瘀阻证组"假手术组
9

组模式识别$图
!

"

%

%* 结果显

示#第
#

阶段正常组"第
!

阶段正常组"第
%

阶段正常

组集中分布在得分图左下方"血瘀证前期组'亚血瘀证

期组'心血瘀阻证期组和假手术组集中分布在得分图

右侧及上方&假手术组与心血瘀阻证期组呈现出良好

的分离* 血瘀证前期组与亚血瘀证期组'心血瘀阻证

期组分别存在交混"为此继续
PTO

建立判别模型

$图
8

%"判别模型显示对组别的解释为
"

!

7$!$

达到

一个较高的精度"证明模型建立是合理的"模型显示血

瘀证前期组'亚血瘀证期组'心血瘀阻证期三组间存在

明显离散"不属于一类* 提示#造模的方式是引起分布

不同的主要因素"与造模的时间无关*

变量
2(P

图$选取
g#

% $图
<

%"显示各变量与造

模方式密切度依次是柠檬酸'胆固醇'肌醇'鸟氨酸'脯

氨酸'异亮氨酸'硬脂酸'乳酸'尿素'亮氨酸'亚油酸'

甘露糖* 结合因子载荷图$图
%

%"以上
#!

种代谢产物

在正常组'血瘀证前期组'亚血瘀证组'心血瘀阻证组

8

组代谢标志物变化趋势为图
$

&

H

中所示*

%

$

8

组差异代谢产物比较$对影响正常组'血瘀

证前期组'亚血瘀证组'心血瘀阻证组四组变化的
#!

种代谢产物采用单因素方差分析"确定相对含量差异

性* 结果显示各代谢产物水平呈现不同的差异性

$表
!

%"在不同阶段呈现相应的变化趋势$表
%

%"柠檬

酸水平呈现持续增高趋势&胆固醇'硬脂酸水平在
%

个
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表
#

%血浆内源性代谢产物鉴定表

编号 保留时间$

/?B

% 化合物名称 代谢产物 匹配度

# %

+

H<< P13M>B3?. >.?S

乳酸
H"

! 8

+

<H" 4

#

Q4>B?B-

丙氨酸
H"

% 8

+

7%H N4@.?B-

甘氨酸
7%

8 <

+

<%"

$

U

% "

%

#

X@S13Y@0AL@1?. >.?S #

"羟基丁酸
H#

< <

+

H77 [1->

尿素
H"

$ $

+

<%H T

#

2>4?B- T

#缬氨酸
7H

同
< $

+

H77 [1->

尿素
H"

9 9

+

<%< T

#

T-A.?B-

亮氨酸
H"

7 9

+

H!# T

#

(J34-A.?B-

异亮氨酸
7%

H 9

+

H$% T

#

P134?B-

脯氨酸
H"

同
% 7

+

#%7 N4@.?B-

甘氨酸
7"

#" 7

+

!"% ;AL>B-S?3?. >.?S

琥珀酸
H%

## H

+

#!< O-1?B-

丝氨酸
H"

#! H

+

<H# T

#

LK1-3B?B-

苏氨酸
H"

同
H ##

+

7"7 T

#

P134?B-

脯氨酸
H"

#% #!

+

!87 &1->L?B?B- -B34

肌酐烯醇
H8

#8 #%

+

##< T

#

F1B?LK?B-

鸟氨酸
H<

#< #%

+

!"# N4AL>/?B-

谷氨酰胺
77

#$ #%

+

!$H MK-B@4>4>B?B-

苯丙氨酸
H"

#9 #8

+

8!7 4

#

T@J?B-

赖氨酸
H8

同
#8 #<

+

H$7 T

#

F1B?LK?B-

鸟氨酸
H$

#7 #$

+

"9" &?L1?. >.?S

柠檬酸
H#

#H #9

+

##! N>4>.L3M@1>B3J-

吡喃$型%半乳糖
H#

!" #9

+

!%% S

#

N4A.3J-

葡萄糖
7%

!# #9

+

888 S

#

+>BB3J-

甘露糖
7"

!! #9

+

8H! T

#

)@13J?B- T

#酪氨酸
H"

!% #9

+

7$H N4A.3B?. >.?S

葡萄酸
H"

!8 #7

+

!"H N4A.3M@1>B3J-

吡喃葡萄糖
H"

!< #7

+

<97 X-Y>S-.>B3?. >.?S

棕榈酸
H$

!$ #H

+

8H8 (B3J?L34

肌醇
7%

!9 #H

+

<8H [1?. >.?S

尿酸
H"

!7 !"

+

8$ H

"

#!

#

F.L>S-.>S?-B3?. >.?S

亚油酸
HH

!H !"

+

<#% F4-?. >.?S

油酸
HH

同
!H !"

+

<7< L1>BJ

"

#%

#

F.L>S-.-B3?. >.?S

反式
#%

"十八碳烯酸
H$

%" !"

+

979 F.L>S-.>B3?. >.?S

硬脂酸
H$

%# !!

+

#8" Q1>.K?S3B?. >.?S

花生四烯酸
7$

%! !H

+

<#! &K34-JL-134

胆固醇
7#

内标
#H

+

9## X-ML>S-.>B3?. >.?S

十七烷酸
H"

$$注#

!

为第
#

阶段正常组&

b

第
!

阶段正常组&!为

第
%

阶段正常组&

"

为血瘀证前期组&

#

为亚血瘀证

组&

$

为心血瘀阻证组&

%

为假手术组&

L

(

#

)第一主成

分"

L

(

!

)第二主成分&图
8

同

图
!

%各组大鼠血浆
9

组样本得分图

阶段都增高&肌醇水平在
%

个阶段都增高但以亚血瘀

证期明显&鸟氨酸水平仅在亚血瘀证期增高&脯氨酸水

平在亚血瘀证期增高在心血瘀阻证期又呈现下调趋

势&异亮氨酸水平在亚血瘀证期下调后"在血瘀阻证期

$$注#

M

(

#

)第一主成分"

M

(

!

)第二主成分

图
%

%各组大鼠血浆
9

组因子载荷图

图
8

%各组大鼠血浆
9

组样本得分图



!!())%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

图
<

%大鼠血浆自变量
2(P

图
$

%正常组自变量系数

图
9

%血瘀证前期组自变量系数

图
7

%亚血瘀证组自变量系数图

图
H

%心血瘀阻证组自变量系数

又呈现上调趋势&乳酸水平在血瘀证前期和亚血瘀证

期增高"心血瘀阻证期下调&尿素水平在血瘀证前期与

心血瘀阻证期显著上调"亮氨酸水平仅在心血瘀阻证

期上调&亚油酸水平在三阶段都上调"但在心血瘀阻证

期较为显著&甘露糖水平在血瘀证前期下调"亚血瘀证

期'心血瘀阻证期稍有上调"但仍然低于正常水平* 将

因子载荷图'变量
2(P

图'自变量系数图三者结合在一

起"选取共性因子确定血瘀证形成过程中各阶段代谢

标志物* 血瘀证前期#硬脂酸'乳酸$正相关%"甘露糖

$负相关%* 亚血瘀证期鸟氨酸'脯氨酸'肌醇$正相

关%"异亮氨酸$负相关%* 心血瘀阻证#亮氨酸'异亮

氨酸'柠檬酸$正相关%'乳酸$负相关%*

讨$$论

代谢组学技术目前已广泛应用于药物研发'临床

诊断'病理机制等领域"在诠释中医理论及分析中药作

用机理等方面发挥了独特的作用(

8

)

* 就心血瘀阻证

已有学者从动脉粥样硬化大鼠研究了由痰致瘀的机体

代谢过程变化(

<

)

"也有从急性心肌缺血研究了机体代

谢过程变化(

$

)

"但冠心病病理演变过程是一个高脂血

症
&

动脉粥样硬化
&

心肌缺血的过程"同时具备动脉

粥样硬化'急性心肌缺血的共同特征"这种病理特征的

代谢产物具备何种特征改变是本项目研究的内容*

表
!

%

8

组间差异代谢产物比较$$

Y

%

J

"

B c7

%

项目 正常组 血瘀证前期组 亚血瘀证组 心血瘀阻证组

柠檬酸
"

+

"%

%

"

+

"#

"

+

"H

%

"

+

"%

!'

"

+

#%

%

"

+

"%

!$

"

+

#9

%

"

+

"%

!$'

胆固醇
"

+

<%

%

"

+

#!

%

+

97

%

"

+

7%

!

8

+

%9

%

"

+

!$

!

8

+

"#

%

"

+

77

!

肌醇
"

+

"7

%

"

+

"!

"

+

#H

%

"

+

"$

!'

"

+

!9

%

"

+

"<

!'

"

+

!#

%

"

+

"<

!

鸟氨酸
"

+

##

%

"

+

"!

"

+

#%

%

"

+

"8

!

"

+

!"

%

"

+

"8

!$

"

+

#%

%

"

+

"8

!'

脯氨酸
"

+

#8

%

"

+

"< "

+

#%

%

"

+

"7

"

+

!H

%

"

+

"7

!$

"

+

"9

%

"

+

"%

!'

异亮氨酸
"

+

"$

%

"

+

"# "

+

"$

%

"

+

"!

"

+

"8

%

"

+

"#

$

"

+

#"

%

"

+

"!

!$'

硬脂酸
"

+

%$

%

"

+

"!

"

+

8H

%

"

+

"H

!

"

+

8$

%

"

+

"9

!

"

+

8H

%

"

+

"9

!

乳酸
%

+

9"

%

#

+

"" 8

+

<<

%

"

+

97 8

+

%9

%

"

+

7$

!

+

9%

%

"

+

$$

!$'

尿素
!

+

!$

%

"

+

<!

9

+

<7

%

!

+

7#

!

<

+

<$

%

#

+

"#

!$'

9

+

%#

%

!

+

!#

!

亮氨酸
"

+

##

%

"

+

"# "

+

##

%

"

+

"8 "

+

"H

%

"

+

"!

"

+

#7

%

"

+

"<

!$'

亚油酸
"

+

#<

%

"

+

"<

"

+

%#

%

"

+

"H

!

"

+

%<

%

"

+

"H

!

"

+

8!

%

"

+

#8

!$

甘露糖
%

+

"H

%

"

+

$<

#

+

87

%

"

+

9#

!

!

+

$H

%

"

+

98

$

!

+

"8

%

"

+

7!

!

$$注#与正常组比较"

!

P f"

!

"<

&与血瘀证前期组比较"

$

P f"

!

"<

&与亚血瘀证组比较"

'

P f"

!

"<
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表
%

%

8

组间差异代谢产物比较趋势变化

项目 途径 正常组 血瘀证前期组 亚血瘀证组 心血瘀阻证组

柠檬酸 三羧酸循环 -

( (( (((

胆固醇 脂肪的消化和吸收 -

( ( (

肌醇 肌醇磷酸代谢 -

( (( (

鸟氨酸 鸟氨酸循环 - -

(

-

脯氨酸 氨基酸生物合成 - -

( )

异亮氨酸 支链氨基酸降解 - -

) (

硬脂酸 脂肪的消化和吸收 -

( ( (

乳酸 糖酵解
G

糖异生 -

( ( )

尿素 鸟氨酸循环 -

((( ( (((

亮氨酸 支链氨基酸降解 - - -

(

亚油酸 脂肪的消化和吸收 -

( ( ((

甘露糖 溶酶体 -

)) ) )

$$注#

(

为与正常组比较"差异有统计学意义&

((

为与血瘀证前期组比较"差异有统计学意义&

(((

与亚血瘀证组比较"差异有统计学意义&

)

为与正常组比较"差异有统计学意义&

))

与亚血瘀证组'心血瘀阻证组比较"差异有统计学意义

$$依据
P&Q

结论"研究发现影响正常
&

血瘀证前

期
&

亚血瘀证期
&

心血瘀阻证期变化过程的重要因子

依次为柠檬酸'胆固醇'肌醇'鸟氨酸'脯氨酸'异亮氨

酸'硬脂酸'乳酸'尿素'亮氨酸'亚油酸'甘露糖* 血瘀

证形成过程中各阶段代谢标志物"血瘀证前期#硬脂

酸'乳酸$正相关%"甘露糖$负相关%* 亚血瘀证期鸟

氨酸'脯氨酸'肌醇$正相关%"异亮氨酸$负相关%* 心

血瘀阻证#亮氨酸'异亮氨酸'柠檬酸$正相关%'乳酸

$负相关%*

该模型首先采用高脂饲料喂养"饲料中含有胆固

醇'猪油"为此脂质代谢紊乱是起始动因"从而表现为

胆固醇'硬脂酸'亚油酸增高* 其中胆固醇在继续高脂

饲料喂养大鼠中呈进行性增高"这将导致动脉血管内

皮细胞持续性受损"发展成为动脉粥样硬化(

9

)

"而居

高不下的硬脂酸也促进这一病理过程(

7

)

*

柠檬酸是三羧酸循环的中间产物"可能是在体内

蓄积血脂增高导致脂肪酸 "

%

"氧化增强"生成大量

的乙酰辅酶
Q

"这将增加柠檬酸含量(

H

)

"其后在心血瘀

阻证期心肌组织急剧的缺血缺氧"心肌收缩力下降"组

织灌流量不足引发各组织器官生命活动所需能量

$

Q)P

%不足* 由于组织中
Q)P

相对不足"故柠檬酸

循环加强"表现为血中柠檬酸含量的在亚血瘀证期的

基础之上进一步增高"呈三阶段持续增高趋势(

#"

)

*

肌醇在血瘀证前期组"亚血瘀证组持续性增高"这

与长期高脂饮食后大鼠出现高脂血症"胰腺组织出现

病理损伤"三磷酸肌醇$

?B3J?L34 L1 ?MK3JMK>L-

&

(P%

%

信号通路发生变化"导致
(P%

表达增高"

(P%

则可在多

次水解作用下转变成肌醇(

##

"

#!

)

* 而肌醇又在心血瘀

阻证组水平下调"因肌醇具有降低胆固醇的作用"可能

与促进脂肪代谢"改善脂肪的吸收与利用有关(

#%

)

*

鸟氨酸'尿素水平上调"说明大鼠葡萄糖代谢受损"

氨基酸的氧化便成为重要的替代能源"氨基酸的生糖'

生酮作用增强"同时尿素循环出现异常(

#8

)

* 尿素水平

在心血瘀阻证形成过程的三个阶段水平上调"但具有次

第下调的特点* 因为高脂食物可以导致通过诱导氧化

应激引起肠道菌群失调(

#<

)

"有研究证实调节肠道菌群

后可以降低血尿素水平(

#$

)

"为此在喂养高脂饲料的血

瘀证前期可能由于肠道菌群失调而导致血清尿素上调*

本课题组以往研究发现尿素在心血瘀阻时水平会显著

上调"而本项研究缺发现心血瘀阻证形成时尿素水平并

未上调"反而继续下调"可能是持续高脂状态导致肝功

能的受损"血清尿素水平呈现的一种变化(

#9

)

*

脯氨酸是一种脂肪族氨基酸"是合成人体蛋白质

的重要氨基酸之一"也是胶原的重要组成成份(

#7

)

* 因

为细胞外基质的主要成分是胶原和弹力蛋白"共同构

成了血管壁的主要骨架"动脉粥样硬化斑块周围有大

量炎性细胞浸润及聚集"巨噬细胞的激活可加重斑块

的溶解和破裂(

#H

)

* 为此"脯氨酸主要在亚血瘀证期上

调* 而在心血瘀阻证期由于急性心肌缺血导致心肌组

织内胶原蛋白合成增加"导致脯氨酸入血量下降"所以

在该期含量反而显著下调(

!"

)

*

亮氨酸'异亮氨酸水平在血瘀证前期组'亚血瘀证

降低虽然差异无显著性"但与亚血瘀证形成呈负相关"

在心血瘀阻证显著上调* 亮氨酸'异亮氨酸属人体必

需氨基酸* 机体主要依赖调节支链氨基酸分解代谢以

维持其水平稳态(

!#

)

* 首先"亮氨酸'异亮氨酸分解代

谢产生支链
&

酮酸&支链
&

酮酸在线粒体支链
&

酮酸

脱氢酶复合物的催化下"进入三羧酸循环(

!!

)

* 支链
&

酮酸脱氢酶复合物对亮氨酸'异亮氨酸代谢扮演着及

其重要的角色* 有研究发现高脂喂养的大鼠肝的支链

&

酮酸脱氢酶复合物激酶衰减"肝的支链
&

酮酸脱氢

酶复合物被激活"促进支链氨基酸分解代谢导致亮氨
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酸'异亮氨酸水平的下调(

!%

)

* 心血瘀阻证时的变化可

能与"亮氨酸'异亮氨酸是骨骼肌与心肌中唯一可调节

蛋白质周转的氨基酸"并且能够更快的分解转化为葡

萄糖"对血糖具有调节作用"可以修复肌肉'有效防止

肌肉损伤"促进生长激素的分泌"帮助燃烧内脏脂肪

有关(

!8

)

*

乳酸是体内三羧酸循环的中间产物"其代谢异常

是能量代谢紊乱的标志"血脂增高导致脂肪酸 "

%

"

氧化增强"生成大量的乙酰辅酶
Q

"而这将增加乳酸的

含量"而随着时间的延长激活糖异生途径对代谢失衡

的代偿"乳酸含量可能在血瘀证前期的基础之上下调"

这与文献研究完全吻合(

!<

)

* 本课题组已研究表明"心

血瘀阻证时乳酸含量增高"而此次研究显示下降"是否

代表正常大鼠直接结扎冠状动脉与动脉粥样硬化大鼠

结扎冠状动脉有着不同的糖酵解速率"具体的机制还

有待进一步研究(

#9

)

*

甘露糖能与巨噬细胞表面受体结合(

!$

)

"具有抑制

炎症反应的作用"在血瘀证前期显著下降是因为注射

维生素
,

导致内膜损伤"以拮抗在高脂介导下的爆发

性炎症反应* 其后随炎症反应贯穿整个血瘀证形成的

过程"但随着整个抑炎系统的激活"使得甘露糖的水平

回调(

!9

"

!7

)

*

既往研究多是从心血瘀阻证已形成的截点出发"

心血瘀阻证的主要病机特点是瘀血内停"瘀血形成只

是结局* 结合已有的研究瘀血形成是多体现出急性缺

血后能量代谢障碍* 但定位在心的瘀血是是如何形成

的. 结合胸痹+阳微阴弦,的病机观点"应当阳气亏虚

在先* 阳气运化水湿"阳气不足则水湿内停"凝聚成

痰"痰浊入脉&痰浊黏滞于血脉之内"留而不去"凝结成

块"久病入络"血府枯涩"脂浊胶结于固涸之脉管"形成

坚块"脉络滞塞&血运不畅"瘀血内停"心失所养"发为

心血瘀阻证* 因此高脂饲料喂养大鼠"形成痰浊内聚"

符合心血瘀阻证的病因"随着动脉粥样硬化的形成则

体现出痰结血府的病理特点"通过冠状动脉结扎法形

成心血瘀阻证* 心血瘀阻证形成过程可以分为
%

个阶

段* 第
#

阶段"血瘀证前期#高脂饲料喂养大鼠模拟痰

浊入血"血脂增高* 第
!

阶段"亚血瘀证期#斑块形成"

滞塞脉络* 第
%

阶段"心血瘀阻证期#结扎大鼠冠状动

脉左前降支导致心肌缺血*

为此本课题组设想心血瘀阻证动态演变的特点

是#$

#

%痰浊内聚"注入血脉"血瘀证前期#高脂饮食引

起体内脂质代谢紊乱"机体启动抗炎&$

!

%痰结血府"

脉络滞塞"亚血瘀证期#持续高脂饮食所导致的尿素循

环紊乱'肠道菌群失调'血管形态改变'肝脏功能障碍&

$

%

%血行不畅"心失所养"心血瘀阻期#急性心肌缺血

后引起的糖代谢障碍*

总之"本项目通过对心血瘀阻证形成过程代谢产

物组变化进行了初步研究"发现演变过程中小分子物

质存在着非常明显的不同"代谢组学技术可以准确的

区分每一个病理阶段* 这种代谢物变化提供了复合干

预模式下"心血瘀阻证发生发展过程中的生化信息"而

这些生化信息可为心血瘀阻证的诊断以及干预提供有

益的帮助*
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