高脂血症大鼠造模过程中血液代谢组学研究
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摘要 目的  采用超高效液相色谱－飞行时间质谱（UPLC-TOF/MS）代谢组学法动态观察高脂血症大鼠造模过程中血液的代谢轮廓的改变，寻找高脂血症演化过程中的生物标志物。方法 将SD 大鼠分成正常对照组和模型组，运用高脂乳剂灌胃法复制高脂血症大鼠模型，并收集不同时间点的血样，采用UPLC-TOF/MS检测并进行主成分分析。结果  随着造模时间的延长，高脂血症大鼠血清代谢轮廓呈现动态演变。与正常组相比，模型组鞘磷脂、乙酰糖蛋白、谷酰胺、3-羟基丁酸、甲硫氨酸、甜菜碱、磷脂酰胆碱、柠檬酸、乌头酸、肌酸、3-吲哚硫酸、赖氨酸、甘氨酸等21种物质发生明显改变。结论  在高脂血症进展过程中，不仅其脂质代谢发生了紊乱，而且还伴随着糖代谢、氨基酸代谢的紊乱以及炎症和氧化应激。
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UPLC-TOF/MS based metabonomics approach to progression of Hyperlipidemia in rats model
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Abstract：Objective  To obtain a better understanding of the progression of  hyperlipidemia and identify potential biomarkers, UPLC-TOF/MS metabonomics was used to study the metabolic changes in the plasma of SD rats. Methods  Hyperlipidemia rats were administrated with a fat emulsion ,plasma samples were collected at different time points during the progression of hyperlipidemia and individual UPLC-TOF/MS were visually and statistically assessed using multivariate analyses. Results Model group showed development from physiological to pathophysiological status during hyperlipidemia . Compared with the normal group, sphingomyelin, acetyl glycoproteins, glutamine, 3-hydroxybutyric acid, methionine, betaine, phosphatidylcholine, citric acid, aconitic acid, creatine, 3-indole indole sulfuric acid, lysine, glycine and other 22 kinds of materials change significantly. Conclusion Analysis of the identified biomarkers of hyperlipidemia suggests that lipid and amino acid metabolisms are significantly disturbed, together with inflammation, oxidative stress, following cholesterol overloading. The results enriched our understanding of the mechanism of hyperlipidemia and demonstrated the effectiveness of the UPLC-TOF/MS metabonomics approach to study such a complex disease.
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    高脂血症又称脂质代谢紊乱或异常，是指各种原因导致的血浆中总胆固醇(TC) 、甘油三脂(TG) 和(或) 低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C) 过高和(或) 高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C) 过低的一种全身脂代谢异常。高脂血症是引发动脉粥样硬化，脂肪肝、心脑血管疾病等多种疾病的重要因素[1]。随着人类生活水平的提高，正常人群高脂血症的发病率已高达20 %~40 %，并且还在不断地递增，探索高脂血症的发病机制能更好地预防和治疗高脂血症，对预防心脑血管疾病等具有重要的意义。近年来，全球调脂药物稳居药物市场销售榜首。中国调脂药物的市场销售也以每年10 %~30 % 的速度持续增长。调脂药物的开发和新靶点的发现已成为全球关注的热点。近年代谢组学已被用于高脂血症的研究，为高脂血症的诊断和治疗提供了一定帮助。代谢组学是通过考察生物体系受刺激或扰动前后代谢产物图谱及其动态变化研究生物体系的代谢网络的一种技术［2］。

本研究运用高脂乳剂灌胃复制高脂血症大鼠模型，并采用基于UPLC-TOF/MS代谢组学技术动态观察高脂血症大鼠造模过程中代谢轮廓的改变，寻找高脂血症演进过程中的生物标志物，对进一步认识高脂血症进展以及开发相应的药物具有重要意义。

1材料与方法
1.1动物   SD大鼠24只，雄性，体质量约120 g，SPF级，广东省医学实验动物中心，实验动物使用许可证号：SPF2012。大鼠饲养在SPF洁净级别动物房，室温为22~24 ℃，相对湿度在40 %~60 % 的实验室内饲养，自然光照，自由饮食饮水。

1.2试剂  脱氧胆酸钠和胆固醇，中国医药集团公司；丙硫氧嘧啶，广东华南药业公司 ；总胆固醇(CHO)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL-C)、低密度脂蛋白(LDL-C)试剂盒，中生北控生物科技股份有限公司。乙腈、异丙醇、甲醇为色谱纯；吐温280、1, 2-丙二醇等到均为分析纯试剂；水为自制超纯水。试剂缺了批号，请上
1.3仪器  超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱联用( UPLC-ESI-Q-TOF-MS),美国Waters公司；高速台式冷冻离心机，美国Fisher公司 ；AMS-18A全自动生化仪，北京北方奥普森科技发展有限公司。
 1.4 高脂血症大鼠模型的建立及分组  采用高脂乳剂灌胃法复制高脂血症大鼠动物模型，高脂乳剂参考文献方法配制[3]：称取25 g猪油置200 mL烧杯中，加热到100℃左右使其溶解，缓慢加入10 g胆固醇，搅拌至完全溶解；再加入1 g丙硫氧嘧啶和25 mL吐温280，充分搅匀。同时在另一烧杯中加入30 mL蒸馏水和1, 2-丙二醇20 mL，加热至60量℃，然后加入2 g脱氧胆酸钠，充分搅拌直到完全溶解。然后将2种溶液充分混匀，制成脂肪乳剂。大鼠适应性饲养7 d后，采用随机数字表法分为正常对照组和模型组，正常对照组6只，模型组18只。正常对照组给予生理盐水，模型组灌胃给予高脂乳剂10 mL·kg-1，连续给药4周，诱导高脂血症模型。

1.5 检测指标及方法  分别于造模第10天、第20 天及第30天，眼眶后静脉丛取血，一部分加EP管中，于−80 ℃冰箱中保存备用于代谢组学分析；剩余部分离心(3000 r·min-1, 10 min) ，制备血清，采用生化分析仪检测血脂4项（TC、TG、LDL-C以及HDL-C）。

1.6 UPLC/Q-TOF MS测定

1.6.1样品制备  取出血清，常温解冻，离心（8000 r·min−1，10 min），取400 μL上清液，氮气吹干，加入200 μL乙腈-水（10：90）复溶，取上清液100 μL进样。

1.6.2 UPLC条件：采用Acquity UPLC BEH C18 ( 2. 1 mm ×50 mm，1.7 μm) 色谱柱；柱温 40℃，样品室温度：4℃，流速 0. 35 mL·min-1，进样量 5 μL；流动相 0.1% 甲酸水溶液（A）-乙腈( B)，梯度洗脱 ( 0～10 min，0~5% B；10 ~ 11min，30% ～ 50% B；11～16.5 min；50% ～100% B；16.5～17.5 min，100%～ 5% B；17.5～19 min， 95% B。

1.6.2 MS条件  度PLC/Q-TOF MS


















































































































ESI离子源，在正、负离子模式下，扫描范围m/z 100~1000。毛细管电压3.0 kV，锥孔电压35 kV，离子源温度100℃，脱溶剂温度为450℃，脱溶剂气体流速900 L·h-1，锥孔气流量50 L·h-1。
1.7 统计学处理方法  采用Mass Lynx V4.1 工作站对对检测所得的总离子流图进行色谱峰识别、峰匹配，峰面积积分。将每个数据点转换成精确质量和保留时间数据对，并以二维矩阵的形式将结果列出。利用主成分分析法法（PCA）对数据进行处理，之后采用偏最小二乘模式识别分析法 (PLS-DA)进行组间数据分析，选取模型中对分型贡献比较大的变量也即变量重要性投影（VIP）≥2，将这些变量作为候选标志物。
2结果
2.1不同造模时间对高血脂大鼠血脂水平的影响  在造模第10天，与正常组相比，模型组TC、TG、LDL-C有升高趋势，但没有显著性差异；至造模第20天，与正常组相比，模型组TC、TG、LDL-C升高更为明显，其中TG、LDL-C差异有统计学意义（p<0.05）；造模第30天，与正常组相比，模型组TC、TG、LDL-C均差异有统计学意义（p<0.05），说明造模成功。从不同时间点结果可以看出，饮食性高脂血症造模过程中，血脂水平随造模时间的延长呈现出不断升高的过程，见表1。 

表1  不同造模时间点大鼠血清TC、TG、LDL-C、HDL-C含量 ( x ±s, n = 6 )

Table1. TC、TG、LDL-C、HDL-C Content of rats plasma at different time points

	组别
	n
	TC/mmol·L-1
	TG/mmol·L-1

	
	
	10 d
	20 d
	30 d
	10 d
	20 d
	30 d

	正常对照组
	6
	1.54±0.31
	1.65±0.48
	2.55±0.34
	0.55±0.10
	0.56±0.07
	0.71±0.18

	模型组
	6
	3.93±0.35
	9.58±0.66*
	10.02±0.84*
	1.32±0.19
	2.31±0.14*
	2.48±0.12*

	组别
	n
	LDL-C/mmol·L-1
	HDL-C/mmol·L-1

	
	
	10 d
	20 d
	30 d
	10 d
	20 d
	30 d

	正常对照组
	6
	0.94±1.03
	0.85±1.11
	6.45±1.02
	0.49±0.10
	0.46±0.14
	1.47±0.22

	模型组
	6
	6.32±0.70
	9.2±1.45*
	10.39±1.55*
	0.46±0.16
	0.42±0.13
	0.45±0.07


注: 与正常组比较，* P < 0.05。
2.2 高脂血症模型大鼠血清样本UPLC/Q-TOF MS谱图  见图1。
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A. 正常对照组；                              B. 模型组

图1  高脂血症模型大鼠血清正离子模式下的UPLC/Q-TOF MS轮廓谱
Figure 1  UPLC/Q-TOF MS spectra of rat serum samples at 30 days

2.3 高脂血症模型大鼠血浆UPLC/Q-TOF MS谱模式识别分析   正常对照组与模型组大鼠血清UPLC/Q-TOF MS 谱PLS-DA分析结果得分图（Scores plots）和载荷图（loadings plots）见图2。造模第10天、第20天、第30天正常组与模型组均能很好的分开。与正常组比较，模型组显著升高的物质有鞘磷脂、乙酰糖蛋白、谷酰胺、3-羟基丁酸、甲硫氨酸、甜菜碱；显著下降的物质有不饱和脂肪酸、磷脂酰胆碱、柠檬酸、乌头酸、肌酸、3-吲哚硫酸、赖氨酸、甘氨酸、缬氨酸等，见表2。
 [image: image3.png]REAINE—S B B-EETF M (PCAX)
t[Comp. 1]#[Comp. 2]

R2x(1) = 0.333851 Rex(2) = 0.138257 Sllipse: Hotalling T2 (0.35)

SINGAP+ 12 20150805 08:01:12 (UTC+)



    [image: image4.png]wel2)

020

015

010

0.5

000

BEPRINAL
wee[Comp. 1Jiw"c[Comp. 2]
Colored according to model terms

7= 5 % IR -IE M1 (PLS-DA)

Exs

4
035 03 025 020 045 010 005 000 005 010 015 020 025
wiel1]
REX(1) = 0.363345 REX(2] = 0.05126

SIMCAPs 12 - 20150828 10.00:08 (UTC+5)




[image: image5.png]REAINE—S B B-EETF M (PCAX)
t[Comp. 1]#[Comp. 2]

15

w .

>
L3S
?

=
“10- A
S
20 *
ES

50 =0 40 B 2 10 o 0 20 0 w0 s &0

1
22x111 = 0.508712 22x12] = 0.084e308 Sllipse: Hotalling T2 (0.35)

SIMCAPs 12 - 20150808 08.05:15 (UTC+5)



    [image: image6.png]wel2)

020

015

010

0.5

BEAINE—S B B-EEF M (PLSDA)
wic[Comp. 1}wc[Comp. 2]
Colored according to model terms

0.0

Exs

020

025

030

020 018 016 014 012 010 006 006 -0.04 002 000 002 004 006 008

wiel1]

REX(1) = 0.577523 REX(2) = 0.0702053

010 012 014 06 018 020 022

SIMCAPs 12 - 20150828 03:41:08 (UTC+5)




[image: image7.png]REAINE—S B B-EETF M (PCAX)
t[Comp. 1]#[Comp. 2]

2)

15

10

R2K(1) = 0.353671 Rex(2) = 0.155306 Sllipse: Hotalling T2 (0.35)

SIMCA® 12 20150805 08:10.08 (UTC+5)



     [image: image8.png]1R B %45 T E HIR0619.M1 (PLS-DA) B X
wic[Comp. 1}wc[Comp. 2] =y
Colored according to model terms

025 T

020

015

010 ]

005 =

010 & . ‘

¢t
ot ay
020 A

022 020 018 -0.16 014 012 010 -0.08 006 004 -0.02 000 002 0.04 006 006 010 0.12 0.14 016 013 020 022 024
wiel1]

REX(1) = 0.382308 REK(2] = 0.147651 oA 1220180828 072822 U7




注：▲ 正常对照组；￭ 10 d造模组 ；♦ 20 d造模组 ；● 30 d造模组

图 2  大鼠空白、模型血浆样品得分图（A，C，E）和载荷图（B，D，F）
Figure 2  PLS-DA scores（A，C，E） and loading plots (right) （A，C，E） derived from UPLC/Q-TOF MS data for rat serum samples

综合以上分析结果，根据各变量的VIP值，对影响较大的变量进行筛选， VIP≥2的有22个候选标志物。在METLIN代谢物数据库（http://metlin.scripps.edu/index.php）中查询，初步推断模型组大鼠血清中差异性代谢物见表2。

表2  不同高脂血症大鼠造模时间点生物标志物改变趋势

Table 2  Changes in the metabolites of serum contributing to the classification of rats between control and model group.
	Rt_m/z
	化合物
	变化倍数

	
	
	10 days
	20 days
	30 days

	12.45_280.4400
	十八碳二烯酸
	0.48
	0.42
	0.41

	13.57_758.0600
	磷脂酰胆碱
	1.70
	1.55
	1.52

	13.88_764.0880
	鞘磷脂
	16.8
	4.4
	4.2

	11.39_210.1390
	柠檬酸
	0.85
	0.77
	0.51

	10.83_174.1080
	乌头酸
	0.87
	0.71
	0.65

	10.92_149.1480
	肌酸
	0.88
	0.82
	0.71

	11.99_326.4280
	前列腺素
	2.21
	1.45
	1.47

	12.41_221.2100
	N-乙酰糖蛋白
	1.26
	1.97
	1.89

	10.92_559.8070
	牛磺酸
	0.87
	0.56
	0.53

	10.83_121.1780
	胆碱
	1.15
	1.32
	1.36

	12.76_246.2600
	谷氨酰胺
	0.77
	0.32
	0.29

	12.45_149.2110
	甲硫氨酸
	1.97
	 2.58
	2.63

	13.98_256.2780
	3-吲哚硫酸
	0.64
	0.55
	0.52

	13.76_117.1460
	甜菜碱
	2.13
	1.58
	1.59

	10.88_104.1050
	3-羟基丁酸
	1.22
	1.72
	1.75

	12.42_392.5720
	脱氧胆酸
	2.4
	4.3
	4.2

	13.79_146.1880
	赖氨酸
	0.82
	0.76
	0.74

	13.52_194.1390
	甘氨酸
	0.99
	0.78
	0.76

	13.88_117.1460
	缬氨酸
	0.89
	0.75
	0.74

	13.11_133.1030
	天冬氨酸
	0.82
	0.77
	0.76

	13.57_181.1890
	络氨酸
	0.98
	0.74
	0.72


2.4 不同时点模型组大鼠血清UPLC/Q-TOF MS谱模式识别分析  大鼠血清UPLC/Q-TOF MS谱的 PLS-DA分析显示，不同饲养时点的3个模型组样本间有一定差别，其中20 d模型组与10 d模型组差别较大，与30 d模型组没有显著性差异，见图3。与正常对照组比较，10 d模型发生显著变化的物质主要有鞘磷脂、磷脂酰胆碱，丙酮酸；20 d模型组发生显著变化的物质主要有柠檬酸、牛磺酸、乌头酸、肌酸、甜菜碱、3-羟基丁酸、N-乙酰糖蛋白、甲硫氨酸、3-吲哚硫酸、赖氨酸等。30 d模型的变化趋势与20 d模型组接近。
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▲正常对照组；￭10 d造模组 ；♦20 d造模组 ； ●30 d造模组
图3  不同高脂血症大鼠造模时间点PCA轨迹图

Figure 3  Trajectory derived from PCA of UPLC/Q-TOF MS spectra of rat serum normalized on the sum of the spectrum at different time points.
3 讨论
    本研究采用UPLC-TOF/MS代谢组学技术动态观察高脂血症大鼠造模过程中代谢轮廓的改变。因目前UPLC-TOF/MS尚无公认的统一代谢组学数据库，本实验中对数据库检索的结果进行质荷比和保留时间的匹配对照，对于质荷比在±0.5之间，质谱保留时间波动范围为±0.5 min，在线性增加容许范围内的波动视为同一种物质。因部分内源性标志物质荷比和保留时间相近或者是质量数呈规律性变化（如＋H、＋Na、−H等），视为同一物质的不同碎片，基于Matlab进行了各峰的相关性检验，相关系数≥0.95的峰视为同一物质，能更好的对这些质荷比和保留时间相近的内源性标志物进行解释。采用PCA、PLS-DA 对数据进行降维分析，在简化了数据分析的同时，可能会丢失一部分在样本中丰度较低的代谢产物的信息，因此，对于loading plot 中排名靠后（对差异产生的贡献较小，可能由低丰度引起）的代谢标志物也进行了数据库检索，尽量减少由于数据分析方法造成的误差。从图谱及模式识别分析发现，正常对照组与模型组之间存在代谢产物谱的显著差异，随着造模时间的延长，模型组不同时间点样本间能较好的分开，说明血清代谢组学分析能够较好地反映疾病的动态演变。
脂质代谢紊乱是动脉粥样硬化的物质基础[4]。本研究发现，鞘磷脂、十八碳二烯酸、磷脂酰胆碱、甜菜碱、乙酰糖蛋白、赖氨酸、牛磺酸等的谱峰强度改变较为明显，并随着造模时间的延长，变化的先后顺序及趋势不同，这表明在高脂血症发病发展过程中，除了脂代谢的改变外，还先后出现了糖代谢、氨基酸代谢的改变，以及炎症和氧化应激的发生。

本研究结果表明，首先出现的主要是脂代谢的紊乱，从分析结果可以看出，造模第10天，改变比较显著的有磷脂酰胆碱降低。正常情况下甘油三酯是以极低密度脂蛋白（VLDL）的形式由肝脏转出，而VLDL的合成需要利用磷脂酰胆碱，它的不足导致肝脏转出甘油三酯减少而造成肝内脂肪堆积[5]；3-羟基丁酸水平的升高表明脂肪酸氧化的增强[6]；鞘磷脂的升高说明磷脂代谢紊乱出现，鞘磷脂（SM）是细胞膜及其血浆脂蛋白中的重要脂质，有许多重要的生物学功能，并与动脉粥样硬化的发生、发展密切相关，其含量改变已成为动脉粥样硬化独立危险因素之一[7-8]。

    柠檬酸、乌头酸及丙酮酸等均为三羧酸循环的中间产物[9]，柠檬酸、乌头酸的降低及丙酮酸的增加表明该模型在脂代谢紊乱之后出现了糖代谢的紊乱及炎症和氧化应激的加剧，同时还出现了氨基酸代谢紊乱。模型组甲硫氨酸浓度显著升高，参与甲硫氨酸循环的甜菜碱持续升高，表明体内甲硫氨酸循环的增强[10]。谷氨酰胺是体内重要抗氧化剂谷胱甘肽和牛磺酸的前体，是代谢疾病发生过程中的重要氨基酸，其含量的下降表明高脂血症中氧化应激的发生[11]。 N-乙酰糖蛋白是炎症标记物和急性期反应物蛋白，其水平的增高提示在高脂血症发展过程中炎症的发生[12]。

     综上，随着高脂乳剂灌胃时间的延长，大鼠能量代谢出现紊乱，脂肪酸氧化增强，三羧酸循环中间产物发生变化，提示糖代谢出现异常。随着病程进展，乙酰糖蛋白显著升高，说明炎症的产生。同时，赖氨酸的显著下降又提示氧化应激的发生；甲硫氨酸、甜菜碱等的变化表明氨基酸代谢出现紊乱。可见，在高脂血症发病过程中，不仅出现脂代谢的紊乱，还出现了糖代谢、氨基酸代谢、氧化应激及炎症的发生，是多种代谢通路异常，机体多功能发生紊乱的综合结果。这些代谢物的改变提供了更多高脂血症发生发展过程中的生化信息，可加深对该疾病的认识，对开发综合防治策略具有重要意义。
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