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[摘要] 　 目的:运用气相色谱-飞行时间质谱联用技术(GC-TOF-MS)结合代谢组学方法探究缺血性脑

卒中阳虚证患者与健康平和质人群血清中的代谢产物差异,总结缺血性卒中阳虚证相关生物标志物特点,
从而进一步揭示疾病的发生机制。 方法:将 10

 

例缺血性脑卒中阳虚证患者作为观察组,10
 

例中医体质为平

和质的健康者作为对照组。 应用 GC-TOF-MS 结合代谢组学方法进行血清成分分析。 结果:缺血性脑卒中

阳虚证患者的差异代谢物包括甘氨酸、富马酸、天冬氨酸等 27 种代谢标记物。 结论:临床上可应用以上代谢

差异物作为诊断和治疗缺血性脑卒中的潜在生物标志物,有利于疾病早期诊断及治疗,从而降低病死率、致
残率,值得临床推广及应用。
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[Abstract] 　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

difference
 

in
 

serum
 

metabolites
 

between
 

patients
 

with
 

ischemic
 

stroke
 

with
 

syndrome
 

of
 

Yang
 

deficiency
 

and
 

healthy
 

individuals
 

with
 

normal
 

constitution
 

based
 

on
 

gas
 

chromatogra-
phy / time-of-flight

 

mass
 

spectrometry
 

(GC-TOF-MS)
 

combined
 

with
 

metabolomics,the
 

features
 

of
 

biomarkers
 

as-
sociated

 

with
 

ischemic
 

stroke
 

with
 

syndrome
 

of
 

Yang
 

deficiency,and
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

the
 

disease. Methods:A
 

to-
tal

 

of
 

10
 

patients
 

with
 

ischemic
 

stroke
 

with
 

syndrome
 

of
 

Yang
 

deficiency
 

were
 

enrolled
 

as
 

observation
 

group,and
 

10
 

healthy
 

individuals
 

with
 

normal
 

constitution
 

were
 

enrolled
 

as
 

control
 

group. GC-TOF-MS
 

combined
 

with
 

metabolo-
mics

 

was
 

used
 

for
 

serum
 

component
 

analysis. Results:There
 

were
 

27
 

differentially
 

expressed
 

metabolites
 

between
 

the
 

patients
 

with
 

ischemic
 

stroke
 

with
 

syndrome
 

of
 

Yang
 

deficiency
 

and
 

the
 

healthy
 

individuals
 

with
 

normal
 

constitution,
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including
 

glycine,fumaric
 

acid,and
 

aspartic
 

acid. Conclusion:In
 

clinical
 

practice,differentially
 

expressed
 

metabo-
lites

 

can
 

be
 

used
 

as
 

potential
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

ischemic
 

stroke
 

and
 

are
 

beneficial
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

treatment,thereby
 

reducing
 

mortality
 

rate
 

and
 

disability
 

rate,and
 

therefore,it
 

holds
 

promise
 

for
 

clinical
 

application.
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　 　 缺血性脑卒中( ischemic

 

stroke,IS)是临床常见

的脑卒中类型,占全球卒中的 87%[1] 。 该病具有高

发病率、高病死率、高致残率和高复发率等特点,是
脑血管疾病领域的研究热点[2] 。 缺血性脑卒中是

指各种原因形成的脑血栓或者脑栓塞使脑供血动

脉严重狭窄或闭塞,导致脑供血不足、脑组织缺血

的一种疾病。 然而其发病机制复杂,早期预防及诊

断不足,致残率高,康复治疗花费高,因此,通过开

发有价值的生物标志物来预测风险,准确诊断,评
估病情,协助治疗,具有重要意义。

代谢组学、基因组学、表观基因组学、转录组学

以及蛋白质组学是当下使用较多的系统生物学平

台,其具有高通量、高灵敏度、高精确度等特征,为
疾病的早期诊断和标志物的发现提供了研究方法,
从而有望为脑血管疾病提供新颖的、早期的、具有

临床诊断和治疗意义的标志物[3-4] 。 因此,本文以

气相色谱-飞行时间质谱联用技术( GC-TOF-MS)
结合代谢组学分析 IS 阳虚证患者的整体代谢物谱,
寻找药物作用靶点和受体,进而寻求安全有效的治

疗方案。
1　 资料与方法

1. 1　 研究对象　 将 2019 年 6 月至 2020 年 6 月于

广西中医药大学第一附属医院脑病科诊断为 IS 阳

虚证患者 10
 

例设为观察组,另将体检正常、中医体

质为平和质的健康者 10
 

例设为对照组。 本研究经

广西中医药大学第一附属医院伦理委员会批准(批

号:2019-003-02)。
1. 2　 诊断标准

1. 2. 1　 西医诊断标准　 参照《中国脑梗死中西医结

合诊治指南(2017)》 [5] 、《中国各类主要脑血管病诊

断要点 2019》 [6]拟定。 具备以下主症即可诊断为 IS:
1)起病 1~6 个月;2)区域性神经功能缺如,少数为全

面神经功能受损;3)症状和体征持续 24
 

h 以上。
1. 2. 2　 中医诊断标准 　 1)中风病的诊断标准:参
照《中国脑梗死中西医结合诊治指南(2017)》 [5] 、

《中风病诊断与疗效评定标准(试行)》 [7] 拟定。 主

症:偏身不遂,口舌歪斜,神识不清,舌强言謇或不

语,偏身麻痹;诱因发病,多见先兆症状。 具有主症

2 个以上,起病急,结合体征、舌脉象、诱因、前兆症

状、基础疾病、年龄等,即可明确诊断。 2)阳虚证的

辨证标准:参照《中药新药临床研究指导原则》 [8] 制

定。 主症:周身或身体局部畏寒,或四肢不温,面目

及下肢虚浮,舌淡胖、苔滑润,脉沉紧或微迟。 次

症:精神萎靡,腰膝酸软,夜尿频繁,大便溏,小便清

长。 通过主任医师判定具备主症 3 项(其中第 1 项

为必备),即可明确辨证。
1. 3　 纳入标准 　 1) 符合上述所有诊断与辨证标

准;2)年龄 18 ~ 80 岁;3)发病时间>4 周;4)同意接

受该研究,并签署知情同意书。
1. 4　 排除标准　 1)腔隙性梗死、进展性卒中、短暂

性脑缺血发作、脑梗死后脑出血以及脑动脉炎;
2)有出血倾向或 3 个月内发生过严重出血;3)非血

管性脑部病变;4)脑部 CT 或 MRI 显示脑出血和其

他病变,有明确缺血病灶。
1. 5　 血液样本采集及处理

1. 5. 1　 样本采集　 纳入样本时严格按照纳入标准

执行,观察组于入院当天禁食 8 ~ 12
 

h 后,于清晨静

息 30
 

min 后抽取空腹静脉血,离心分离血清,置

-80℃冰箱保存。
1. 5. 2　 代谢物提取 　 移取 50μl 样品至 EP 管中,
加入 200

 

μl 预冷提取液(甲醇),加入 5
 

μl 核糖醇,
涡旋 30s;超声 10

 

min(冰水浴);将样品置于 4℃ 、
12000

 

rpm 离心 15
 

min;小心移取 180
 

μl 上清液于

1. 5
 

ml
 

EP 管中,每个样本各取 35
 

μl 混合成 QC 样

本;在真空浓缩器中干燥提取物;向干燥后的代谢

物加入 30
 

μl 甲氧胺盐试剂(甲氧胺盐酸盐,溶于吡

啶 20
 

mg / ml),轻轻混匀后,放入烘箱中 80℃ 孵育

30
 

min;向每个样品中加入 40
 

μl
 

BSTFA(含有 1%
TMCS,v / v),将混合物于 70℃孵育 1. 5

 

h;冷却至室

温,向混合的样本中加入 5
 

μl
 

FAMEs(溶于氯仿);
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随机顺序上机检测。
1. 5. 3　 上机检测 　 Agilent7890 气相色谱-飞行时

间质谱联用仪配有 Agilent
 

DB - 5MS 毛细管柱

(30
 

m× 250μm × 0. 25
 

μm, J&W
 

Scientific, Folsom,
CA,USA)。
1. 6　 数据分析

1. 6. 1　 数据处理　 使用 ChromaTOF 软件( V4. 3x,
LECO)对质谱数据进行峰提取、矫正基线、解卷积、
峰积分、峰对齐等处理。 物质定性工作中,运用

LECO-Fiehn
 

Rtx5 数据库,其中质谱匹对及保存时

间指数匹对。 最后,将 QC 样本中检出率< 50%或

RSD>30%的峰撤除。
1. 6. 2　 主成分分析　 主成分分析(PCA)运用 SIM-
CA 软件 ( V16. 0. 2, Sartorius

 

Stedim
 

Data
 

Analytics
 

AB,Umea,Sweden),利用对数( LOG)更换加中心化

(CTR)对数据进行格式化处置,再进行主动建模

剖析。
1. 6. 3　 正交偏最小二乘法-判别分析 　 正交偏最

小二乘法-判别分析(OPLS-DA)运用 SIMCA 软件

对数据进行对数转换加
 

UV
 

格式化校正,第一步对

第一主成分进行 OPLS-DA 建模处理,用 7 折交叉

验证(7-fold
 

cross
 

validation)进行模型的质量检验;
对用交叉验证后得到的

 

R2Y(模型对分类变量 Y 的

可解释性)和 Q2(模型的可预测度) 评价模型的有

效性;再利用置换检测( permutation
 

test),随机数次

转换分类变量 Y 的排列次序获得差异的随机

Q2 值,最终检测模型的有效度。
2　 结　 　 果

2. 1　 生物代谢产物 PCA 分析结果　 2 组的 PCA 得

分散点图表明,样本基本处于 95%置信区间内,2 组

样本的区别显著。 (见图 1)

图 1　 2 组 PCA 模型得分散点图

2. 2 　 生物代谢产物 OPLS -DA 分析结果 　 2 组的

OPLS-DA 模型得分散点图表明,样本全部位于 95%
置信区间内,2 组样本区分非常显著。 (见图 2)

图 2　 2 组 OPLS-DA 得分散点图

2. 3　 生物代谢产物 OPLS-DA 置换检验 　 原模型

R2Y 值非常靠近 1,表明建立的模型吻合样本数据

的真实情况;原模型 Q2 值非常靠近 0. 5,表示如果

加入新样本模型,会得到近似分布。 说明原模型能

够较好地描述 2 组样本之间的差异。 (见图 3)

　 　 注:横坐标代表置换检测的置换保留率(与原模

型 Y 变量顺序一致的比例,置换保留率等于 1 处的

点即为原模型的 R2 Y 和 Q2 值),纵坐标代表 R2 Y 或

Q2 的值,绿色圆点代表置换检测得到的 R2 Y 值,蓝

色方点代表置换检测得到的 Q2 值,两条虚线分别代

表 R2 Y 和 Q2 的回归线。

图 3　 2 组 OPLS-DA 模型的置换检验结果

2. 4　 差异代谢物筛选　 基于 GC-TOFMS 的代谢组

数据的固有特征要求运用多元变量统计学分析方

式对数据进行检验[ t 检验中 P<0. 05,OPLS-DA 模

型第一主成分的变量投影重要度(VIP) >1]。 差异

代谢物筛选表的主要内容包括:similarity、VIP 值、
P-VALUE。 similarity:该物质与质谱检测峰的匹配

度打分; VIP:来自 OPLS - DA 模型的 VIP 值; P -
VALUE:来自 t-test 的 P 值。 表中 similarity 打分的
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取值范围为[0,1000],分数越高匹配度越好。 结果

显示,筛选出的差异代谢物包括:甘氨酸、富马酸、
天冬氨酸、花生酸、胱氨酸、柠檬酸、马来酸盐、4-羟
基苯乙酸、亚油酸、羟脯氨酸、4-羟基苯甲酸、花生

四烯酸、乳糖、甘露糖、3,6-脱水-D-半乳糖、6-脱

氧-D -葡萄糖、槐糖、d -葡庚糖、1,5 -脱水葡萄糖

醇、磷酸盐、胆甾烷-3,5,6-三醇、亚油酸甲酯、谷氨

酰胺、烟酰胺、茉莉酸甲酯、2-脱氧尿苷、肉豆蔻酸、
乳酰胺。 (见表 1)

表 1　 观察组差异代谢物筛选结果

差异代谢物 similarity VIP P-VALUE
1,5-脱水葡萄糖醇 962 1. 487 0. 001
羟脯氨酸 947 1. 244 0. 009
柠檬酸 931 1. 816 0. 001
磷酸盐 920 2. 040 0. 000
甘露糖 890 1. 874 0. 001
甘氨酸 881 1. 924 0. 000
肉豆蔻酸 819 1. 267 0. 016
亚油酸 817 1. 054 0. 015
富马酸 751 2. 037 0. 000
胱氨酸 749 1. 002 0. 002
花生四烯酸 688 2. 096 0. 000
天冬氨酸 678 1. 697 0. 001
谷氨酰胺 626 1. 245 0. 000
6-脱氧-D-葡萄糖 503 1. 021 0. 036
槐糖 463 1. 398 0. 006
乳酰胺 455 1. 136 0. 026
3,6-脱水-D-半乳糖 441 1. 710 0. 011
亚油酸甲酯 430 1. 652 0. 000
乳糖 403 1. 097 0. 008
d-葡庚糖 389 2. 221 0. 000
马来酸盐 310 2. 253 0. 000
4-羟基苯乙酸 310 1. 708 0. 001
花生酸 308 1. 849 0. 002
茉莉酸甲酯 260 1. 308 0. 011
烟酰胺 254 1. 204 0. 006
2-脱氧尿苷 249 1. 383 0. 015
4-羟基苯甲酸 196 1. 175 0. 025

3　 讨　 　 论

　 　 以上结果表明,表 1 中的 27 种代谢产物可能为

IS
 

阳虚证患者潜在的生物标志。 差异代谢产物大

部分来自于氨基酸代谢,氨基酸不仅是蛋白质的组

成部分,而且还是促进多种生物合成途径的中间代

谢产物[9] 。 血液氨基酸是体内各组织之间氨基酸

转运的关键模式,即使人血浆氨基酸浓度不高,但

其更新速度快,浓度相对平稳,因此在脑血管疾病、
肿瘤、代谢性疾病发生发展中起着至关重要的作

用。 氨基酸在神经系统中作为神经递质,在新陈代

谢的调节剂和神经调节剂中扮演着不可或缺的角

色[9-10] 。 因此,缺血性中风中氨基酸的波动可以用

作这种病理学的标志物。
人体总氨基酸含量中,甘氨酸占 11. 5%,人体

蛋白质中氨基酸总氮的 20%来自甘氨酸。 在中枢

神经系统中,甘氨酸作为神经递质起着至关重要的

作用。 甘氨酸存在于脊髓、脑干和小脑中,其作为

一种双向神经递质,通过激活甘氨受体( GlyRs) 和

N-甲基-D-天冬氨酸受体( NMDARs)在脑缺血中

起关键作用[11-12] 。 甘氨酸既可以通过 GlyR 位点

(位点 A)诱导糖氨酸抑制,又可以通过 NMDAR-甘
氨酸共激动剂位点(位点 B)诱导 NMDAR 依赖性神

经元兴奋[13] 。 甘氨酸是已知具备神经庇护特点的

简单非必需氨基酸,可以通过 miRNA 微小核糖核

酸 / 腺苷酸激活蛋白激酶 / 糖原合成酶激酶-3 / 血红

素氧合酶 1(miR-19a-3p
 

/
 

AMPK
 

/ GSK-3β /
 

HO-
1)途径改善缺血性中风的细胞凋亡、炎症反应和葡

萄糖代谢异常[14] 。 甘氨酸通过抑制缺血再灌注损

伤后人核转录因子肽(NF-κBp65)的上调来抑制缺

氧诱导因子-1α(HIF-1α),从而抑制促炎活性[15] 。
甘氨酸受体 α2(GlyRa2)介导缺血性脑损伤后脑血

管重建的保护作用[16] 。 IS 阳虚证患者甘氨酸相关

系数绝对值较大,差异度较高,可能与脑损伤后炎

症反应有直接关系。 有研究显示脑缺血时人体神

经功能异常,可致神经兴奋性氨基酸谷氨酸( Glu)
释放增多,脑细胞外的 Glu 浓度明显增加[17-18] 。 通

过释放谷氨酸,星形胶质细胞活跃地调节突触传

递,并且促进神经系统疾病的兴奋性毒性,进而促

使脑组织损伤,导致神经细胞凋亡和死亡[19] 。 谷氨

酰胺酶抑制剂可减少 Glu 的释放[20] ,所以 IS 阳虚

证患者谷氨酰胺的含量异常很可能激活了中枢神

经系统自我保护机制。
综上所述,目前这项研究可以更好地了解氨基

酸在脑缺血中的功能。 这些代谢标记物有望成为

诊断和治疗缺血性脑卒中的潜在生物标志物,为临

床上准确及时的诊断提供了实际的理论依据,从而

使 IS 患者得到尽早的诊断和治疗。 但是,该研究仍

需要进行大样本多中心试验进行验证,并且使用其
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他分子生物标记物(例如脂质或蛋白质),这可以提

高生物标记物的敏感性和特异性,以提高临床对缺

血性脑中风的防治水平。
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如何“赶走”黄褐斑

　 　 黄褐斑,中医学也称为蝴蝶斑、黧黑斑、肝斑、面尘,是由多种因素导致的,需根据类型进行不同的调理。
例如随着年龄增长而加重的黄褐斑多由于肝肾亏虚所致,需滋养肝肾;有一些黄褐斑与生气、动怒相关,则需

要调理肝气。
桃红四物汤由熟地黄、白芍、当归、川芎、桃仁、红花六味药物组成。 方中熟地黄、白芍、当归、川芎乃滋补

肝肾之水流,桃仁、红花是疏通水渠之关键,女性易气郁,贪凉饮冷,遇风感寒,这些均可导致体内瘀血形成,
所以活血药物是方剂中很重要的部分。

红花味辛、性温,具有活血通经、祛瘀止痛、化滞消斑之力。 《本草汇言》载:“红花,破血、行血、和血、调
血之药也。”该味药可用于闭经、痛经、产后的瘀阻腹痛、结节痛、胸痹痛、头痛、瘀热郁滞的斑疹色暗等问题。
红花可回乳,不适合怀孕和哺乳期妇女,也不适合有出血倾向的患者。 桃仁与红花就像一对很难拆散的组

合,有红花的方剂中,常会发现桃仁的身影。 桃仁性平,无论是因寒致瘀,还是因热致瘀,其均可通过相关配

伍而达到活血化瘀的目的,且具有润肠通便的功效。
 

(罗大伦,https: / / www. cntcm. com. cn / news. html? aid =
160595)
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