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慢性温和不可预知应激抑郁模型大鼠脑组织 1H-NMR代谢组学研究
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摘 要：目的 采用高分辨核磁共振 1H谱（1H-NMR）代谢组学技术研究慢性温和不可预知应激（CUMS）抑郁大鼠脑组织中

代谢物及代谢通路的变化，探讨抑郁症的发病机制。方法 12只雄性SD大鼠随机分为模型组和对照组，采用CUMS对模型

组大鼠进行为期 4周的造模，进行称体质量、旷场实验和糖水偏爱实验验证模型是否成功，造模结束后收集大鼠脑组织。

采用两相提取法（甲醇/氯仿/水）对脑组织进行提取，得到水溶性和脂溶性代谢物。应用 1H-NMR技术结合多元统计和代谢

通路分析筛选出与抑郁相关的脑内差异代谢物，并构建其代谢通路。结果 行为学数据显示，与对照组比较，模型组大鼠的

体质量、糖水偏爱率、旷场的穿格数和直立次数均显著降低（P＜0.05），显示了抑郁状态。在大鼠脑组织的 1H-NMR图谱中

共指认出 35种内源性代谢产物。脑组织中水溶性和脂溶性代谢物主成分分析（PCA）均显示模型组与对照组分开，与行为

学结果一致，表明造模成功；OPLS-DA分析找到 9个水溶性差异代谢物和 6个脂溶性差异代谢物。就水溶性代谢物而言，

与对照组比较，模型组中肌酐、谷氨酰胺、牛磺酸和 γ-氨基丁酸含量显著增加（P＜0.05、0.01、0.001），丙二醇、谷氨酸、亮

氨酸、缬氨酸和赖氨酸含量显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。就脂溶性代谢物而言，与对照组比较，模型组-（CH2）n 和-

N（Me3）3含量显著升高（P＜0.05、0.001），胆固醇的 C18/19 甲基、R-CH3、CH2OPO2-、-CH=CH-含量显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001）。与对照组比较，CUMS造模后5条代谢通路发生显著变化：缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成，牛磺酸和亚硫磺

酸代谢，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，糖降解和糖异生通路和丙酮酸代谢。结论 运用 1H-NMR代谢组学技术结合多元

统计分析和代谢通路分析，阐明抑郁症的发病机制与能量代谢、氨基酸代谢和神经递质合成等相关。
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Abstract: Objective To study the metabolic changes of brain tissues of chronic unpredictable mild stress (CUMS) rats by 1H-NMR

and obtain the potential biomarkers of CUMS rats to investigate the pathogenesis of depression. Methods A total of 12 male

Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into two groups,namely the control and model groups. The CUMS procedure was

conducted for four weeks. The weight test, open field experiment and sugar preference experiment were conducted to verify the
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success of the model. The brain tissues of rats were collected at the end of the procedure. The endogenous metabolites in brain

tissues were extracted by MeOH /CHCl3 /H2O. And the hydrosoluble and liposoluble metabolites were analyzed by 1H-NMR with

different sequences. The differences of metabolites between control group and CUMS group were analyzed by multivariate

statistical analysis. The metabolic pathways were constructed. Results Body weight, sucrose preference, ambulation number and

rearing number in open-field test of the CUMS rats decreased significantly after 28d procedure as compared with those of the control

groups (P < 0.05). Also, in the scores plot of principle component analysis (PCA) on brain metabolites, the CUMS-depressed rats

were significantly separated with the control rats, suggesting the CUMS model has been built successfully. Thirty-five metabolites

were identified in the 1H-NMR spectra of brain tissues. Nine hydrosoluble differential metabolites and six fat-soluble differential

metabolites were found by OPLS-DA analysis. Taking hydrosoluble metabolites into account, the content of creatinine, glutamine,

taurine and gamma-aminobutyric acid in the CUMS rats significantly increased (P < 0.05), while propanediol, glutamic acid,

leucine, valine and lysine were significantly decreased in CUMS model group as compared with the control group (P < 0.05, 0.01,

and 0.001). As far as fat-soluble metabolites are concerned, compared with the control group, the content of -(CH2)n and -N(Me3)3 in

the model group increased significantly (P < 0.05, 0.001), while the content of C18/19 methyl, R-CH3, CH2OPO2-, and -CH=CH- in

cholesterol decreased significantly (P < 0.05, 0.01, 0.001). Compared with the control group, there were significant changes in five

metabolic pathways: valine, leucine and isoleucine biosynthesis, taurine and sulfite metabolism, alanine, aspartic acid and glutamic

acid metabolism, sugar degradation and gluconeogenesis pathway and pyruvate metabolism. Conclusion Using 1H-NMR

metabonomics combined with multivariate statistical analysis and metabolic pathway analysis, the pathogenesis of depression is

related to energy metabolism, amino acid metabolism and neurotransmitter synthesis.

Key words: 1H-NMR; metabonomics; chronic unpredicted mild stress; endogenous metabolites of brains; differential metabolites;

metabolic pathways

抑郁症是一类以情绪低落为主的精神疾病，以

显著而持久的情绪低落、兴趣缺失、认知和睡眠障

碍等为主要临床特征，具有高患病、高致残、高复发

等特点［1］。近年来，抑郁症的发病率正急剧攀升，已

成为一个严重的全球问题，受到国内外的广泛

关注［2-4］。

抑郁症发病机制复杂，涉及多系统、多环节的

功能失调，可表现为多种生化物质的动态平衡异

常，如乙酰胆碱能增强、神经内分泌功能异常、细胞

因子的免疫炎症反应等［2］，但抑郁症的病因至今尚

不完全清楚。因此，采用先进的技术，从整体上研

究抑郁症，从系统生物学的角度阐明抑郁症的发病

机制成为当前研究的热点［3-6］。目前对于抑郁症的

临床诊断尚处于症状推断阶段，多采用汉密尔顿抑

郁量表（hamilton depression scale，HAMD）和抑郁自

评分表（self-rating depressionscale，SDS）作为主要

的诊断依据，缺乏客观、可量化的实验指标［3］。生物

标志物的发现及其与抑郁症发病机制的相关性受

到越来越多的关注，抑郁症生物标志物的发现可以

为抑郁症的诊断以及药物治疗效果的评价提供更

加准确、客观的指标，有利于进一步认识抑郁症的

发病机制［7-8］，而基于各种分析方法的代谢组学技术

是发现诊断生物标志物的有效手段之一。

代谢组学是通过考察生物体系受刺激或扰动

后其代谢产物的变化或其随时间的变化来研究生

物体系的代谢途径的一种技术［9-11］。代谢产物是生

物代谢的终点，被认为是“组学”研究的最终方向［9］。

从分析代谢物的角度出发，代谢组学有针对性地研

究疾病的发生、发展及疾病引发病理过程的代谢产

物中的共性和特异性指标，以寻找到与疾病有关的

生物标志物，在疾病发病机制、疾病的早期诊断和

预防、药物干预和评价等研究领域显示了巨大的潜

能［12］。高分辨核磁共振 1H谱（1H-NMR）技术能在一

张谱图中同时定量地检测几百种化合物，与其他检

测技术比较，NMR具有生物样品预处理简单、在接

近生理状态的缓冲液中采集数据、检测无偏向性、

重复性好等优点。

本课题组前期成功复制了慢性温和不可预知

应激抑郁（CUMS）大鼠模型［13］，并应用NMR技术对

大鼠尿液、血液、粪便样本进行了系统研究［14-16］，建

立了这些样本的代谢组学研究方法，发现了尿液、

血浆中与抑郁症有关的差异代谢物。

在代谢组学的研究中，尿液和血液反映了机体

整体系统中代谢物的变化，而脑组织是应激因素的

直接靶器官，更能直接、完全的反映由多种应激因

素引起的抑郁特征及相关代谢物的变化［17］。因此，

全面表征脑组织中的内源性代谢物对了解抑郁症

发病中的脑组织所起作用和变化具有重要的意义。

然而，目前国内外学者对抑郁证的研究更多集中在

大脑或脑脊液中神经递质、神经营养因子、信号通
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路等方面［18-20］，关于脑组织内源性代谢物的研究鲜

见报道。本实验首先采用两相提取法对大鼠脑组

织中的水溶性和脂溶性代谢物进行提取，然后应用

NMR代谢组学技术对CUMS抑郁大鼠这两类代谢

物进行分析，旨在发现脑组织中与抑郁症相关的差

异代谢物和代谢通路，为从新的角度探讨抑郁症发

病机制提供实验依据。

1 材料

1.1 实验动物

成年雄性 SD 健康大鼠 12 只，清洁级，体质量

180～200 g，购自中国军事医学科学院动物实验中

心，实验动物生产许可证 SCXK（京）2017-0012，动

物自然昼夜节律光照，自由进食进水饲养 1周适应

环境。

1.2 主要试剂

蔗糖，购自北京美味先食品有限公司；乙腈、高

氯酸、甲醇、氯仿，均为天津试剂厂的分析纯试剂；

水为娃哈哈纯净水；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，均购

自天津市光复科技发展有限公司；NMR 试剂重

水（D2O）、氘代氯仿和氘代甲醇，均购于美国默克试

剂公司；3-（三甲基硅基）氘代丙酸钠（TSP）和四甲

基 硅 烷（tetramethylsilane，TMS），均 购 自 美 国

Cambridge Isotope Laboratories Inc.公司。

1.3 主要仪器

代谢笼（苏州实验动物笼具厂）；YSD-4药理生

理实验多用仪（蚌埠医学院无线电二厂）；LD500－1

电子天平（沈阳龙腾电子有限公司）；101系列恒温

干燥箱（北京和同创业科技有限责任公司）；超声波

清洗器（昆山超声仪器有限公司）；Fluko 超细匀浆

机（上海弗卢克流体机械制造有限公司）；敞箱：自

制由不透明材料制成，立柱体，高为 40 cm，长宽各

为 80 cm，周壁底面为黑色，底面由面积相等的 25

块（16×16 cm2/块）组成，由白线划分；Bruker NMR

超导 NMR 谱仪购自 Bruker 公司（山西省分析测试

中心）。

2 方法

2.1 动物分组及实验环境

通过体质量和旷场试验的行为学得分将大鼠

分为对照组和模型组，每组 6只。动物均饲养于普

通级动物房，室内温度保持为（22±2）℃，相对湿度

保持为30%～40%，各组大鼠均给予常规饲料。

2.2 CUMS造模程序及动物行为学观察指标

CUMS模型的建立包括 10种不同的刺激：笼子

倾斜（24 h）、潮湿垫料（24 h）、噪声刺激、冰水游

泳（5 min）、禁食（24 h）、禁水（24 h）、暴露在 50 ℃的

温度下（5 min）、夹尾（1 min）、电击足底（电压为 50

mV，每隔 30 s刺激 1次，每次持续 10 s，共 15次）、陌

生物体，每日给予 1种刺激，每种刺激累计使用 2～3

次，顺序随机，使动物不能预料刺激的发生，应激持

续28 d。对照组不给予任何刺激。

在实验前 1天（－1 d）以及造模第 28天，按文献

方法［13-15］，进行称体质量、旷场实验和糖水偏爱实

验，旷场实验观察的指标包括中央格停留时间、水

平爬行格数、垂直次数。

2.3 大鼠脑组织NMR分析

2.3.1 样品的采集与处理 实验第 28天，在冰上取

脑组织，冰生理盐水洗净，置于液氮中冷冻后，存

于－80 ℃冰柜。

实验前期对 3种不同的提取方法（高氯酸单相

提取法、乙腈单相提取法、甲醇/氯仿/水两相提取

法）进行了考察，根据提取信息量，选择甲醇/氯仿/

水的两相提取法对脑组织中代谢物进行全面提取。

称取完整组织，转移到一个玻璃小瓶里，加入4 mL/g的

甲醇和 0.85 mL/g的水，匀浆、涡旋；添加 2 mL/g的

氯仿，涡旋；然后加入 2 mL/g氯仿和 2 mL/g的水，涡

旋；将上述混合溶液置于冰上 15 min 后，4 ℃、

13 000 r/min离心 15 min。离心后的溶液分为 2层，

上层为甲醇/水溶剂层（极性代谢物）；下层为氯仿

层（脂类代谢物）。依次把上层和下层样品转移至

玻璃小瓶中，使用高速真空浓缩器和氮气流去除溶

剂。在 NMR 分析前，把极性组织提取物溶于580 μL

NMR缓冲液（100 mmol/L PBS/D2O，pH值为 7.4，包

含 0.1 mmol/L TSP），TSP为位移内标；同时脂类提

取物储存于 580 μL混合氘代核磁试剂中（氘代氯仿∶氘

代甲醇＝2∶1，氘代氯仿中含 0.03% TMS）。上述混

合溶液以 12 000×g离心 5 min；取 550 μL上清液置

于核磁管里进行NMR实验。

2.3.2 脑组织 NMR 实验参数 1H 的共振频率为

600.13 MHz。

普通脉冲序列：采用简单的 90°脉冲，预饱和方

式抑制水峰，实验温度为 298.0 K，谱宽 12 000 Hz，

弛豫时间为 2 s，数据点为 32 K，谱宽为 2×10−5，扫描

次数 64次，获得时间为 1.36 s。在进行傅立叶变换

之前，采集的火焰离子化检测仪（FID）信号充零至

64 K，加窗函数 LB为 0.3。使用 Topspin 2.1软件对

所有的 1H-NMR谱图进行细致的相位校正和基线调

整，并以乳酸的甲基峰的化学位移定标（CH3，

δ 1.33）。

··614



Drug Evaluation Research 第42卷第4期 2019年4月

Carr-Purcell-Meiboom-Gill（CPMG）脉冲序列：

自旋弛豫延迟为 320 ms，自由感应衰减为 32 K数据

点，谱宽为 2×10−5，扫描次数 64次，获得时间为 1.36

s，自旋回波延迟时间为400 ms。其余参数同普通脉

冲序列。

2.3.3 脑 组 织 NMR 数 据 处 理 采 用

MestReNova （Mestrelab Research， Santiago de

Compostella，西班牙）核磁图谱专业处理软件对所

有 NMR 图谱进行傅立叶转换并进行相位、基线调

整。在 CPMG 图谱中，以 TSP 或 TSM 的化学位

移（δ 0.0）为标准对谱图进行化学位移的校正，然后

以 δ 0.04 ppm为单位，对 δ 0.4～4.4区域的谱图进行

等宽度分割；对于 90°脉冲序列得到的 NMR 图谱，

以－N（Me3）3的化学位移（δ 3.24）为标准对谱图进

行化学位移的校正，以 δ 0.04 为单位，对 δ 0.5～5.5

区域的谱图进行等宽度分割；然后对所得图谱进行

分段积分。采用面归一化法，将数据归一化处理。

2.3.4 数 据 分 析 运 用 SIMCA-P 软 件

包（Umetrics，Umeå，Sweden）将积分数据进行中心

化和规格化后，进行多元统计分析。主成分分

析（Principal component analysis，PCA）反映的是样

本内部固有的差异性和相似性，以显示数据的原始

分类状态。为强化组间差异，进一步采用正交偏最

小二乘法判别分析（Orthogonal partial least squares

discriminant analysis，OPLS-DA）。采用帕累托标度

化（Pareto scaling）对数据进行标准化（中心化+标度

化），模型的质量由R2和Q2值描述，R2被定义为由模

型解释的数据中的方差的比例，并且指示拟合优

度；Q2被定义为模型可预测的数据中的方差比例，

表示可预测性。OPLS-DA 模型的有效性通过 CV-

ANOVA方法进行验证。

依据 S-plot 中离原点越远的点 VIP（variable

importance in the projection）值越大，变量的 VIP 值

越大，对分组贡献越大的原则，得到VIP＞1的代谢

物。对VIP＞1的代谢产物，用SPSS 11.5软件，采用

t-test检验筛选差异代谢物。

将差异代谢物导入 MetaboAnalyst 3.0（http：//

www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst）中进行差异

通路分析，分析结果中每条通路的影响值（impact

value，IV）用来评价和差异代谢物的相关性，IV＞0.1的通

路被认为是与CUMS引起的抑郁相关性较高的通路。

3 结果

3.1 行为学结果

模型建立之前，模型组和对照组的体质量、糖

水偏爱率、旷场实验得分（水平格数、垂直次数和不

动时间）均没有显著性差异。在造模第 28天，与对

照组比较，模型组大鼠体质量显著下降（P＜0.05），

糖水偏爱率也显著降低（P＜0.05），行为学指标包括

水平格穿越数和垂直次数显著减少（P＜0.05），静止

时间明显延长。CUMS 抑郁模型大鼠活动能力显

著下降、兴趣丧失、快感缺乏，符合抑郁症临床表

现，说明造模成功。结果见表1。

3.2 脑组织NMR图谱的指认

图 1为对照组大鼠脑组织水溶性代谢物和脂溶

性代谢物 1H - NMR 典型谱图。参照文献［20-21］和

HMDB 数据库（http：//www.hmdb.ca/），根据化合物

化学位移、峰裂分情况和耦合常数对图谱进行物质

指认，鉴定了35个化合物，指认结果见表2。

3.3 CUMS大鼠脑组织差异代谢物的鉴定

3.3.1 脑组织水溶性差异代谢物 对对照组和

CUMS 模型组的脑组织样本进行 PCA 分析（PC1：

43.2%；PC2：14.7%），得到散点图（图 2）：PC1可以将

模型和对照组分开，与行为学结果一致，表明

CUMS动物模型复制成功。

OPLS-DA 模型验证了 PCA 的分析结果，表示

模型质量的所有参数见表 3。R2X＞0.50、R2Y=1.0

和Q2＞0.80表明所建模型有效，可用于后续差异代

谢物的鉴定。从OPLS-DA载荷图中找到引起两组

分离的差异代谢物共 9个（图 2-C、表 4）。如表 4所

示，与对照组比较，模型组有 5个水溶性内源性代谢

表1 对照和模型组体质量、糖水偏爱和旷场实验得分结果（x
    

    
   ±s，，n = 6）

Table 1 Body weights，，sucrose preference and scores in open-field tests of control and depressed rats（x
    

    
   ±s，，n = 6）

组

别

对照

模型

体质量/g

－1 d

239.81±9.92

235.56±18.16

28 d

316.06±29.94

268.44±15.9*

糖水偏爱/%

－1 d

79.69±32.21

73.73±11.83

28 d

79.64±8.91

55.03±9.56*

旷场实验

水平格数

－1 d

71.50±37.96

90.13±17.43

28 d

55.83±23.78

22.37±13.9*

垂直次数

－1 d

11.66±6.83

13.3±4.52

28 d

8.17±7.08

1.87±1.55*

不动时间

－1 d

18.6±44.42

0.14±0.39

28 d

14.0±28.22

50.52±56.62

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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图 1 对照组大鼠脑组织提取物的水溶性成分CPMG典型图谱（A）和脂溶性溶性成分90°脉冲图谱（B）

Fig. 1 CPMG spectrum of hydrosoluble metabolites（A）and diffusion-edited NMR spectrum of liposoluble metabolites（B）

of brain tissues of rats in control group

表2 大鼠脑组织中35种代谢物归属

Table 2 1H-NMR assignments of major metabolites from brain tissues of rats

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

名称

亮氨酸/异亮氨酸

缬氨酸

丙二醇

乳酸

丙氨酸

亮氨酸/赖氨酸

γ-氨基丁酸

醋酸

N-乙酰天冬氨酸

谷氨酸

谷氨酰胺

天冬氨酸

编号

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

名称

肌酸/磷酸肌酸

胆碱

磷酸胆碱/葡糖蛋白

牛磺酸

肝糖

胆固醇的C18/19甲基

R-CH3

胆汁酸C21甲基

Chol-19

-（CH2）n-

Fγ：R-CH2CH2CO

CH=CHCH2CH=CH

编号

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

名称

Fβ：R-CH2CH2CO

CH=CHCH2CH=CH

Fα：R-CH2CH2CO

-CH=CHCH2CH2CH2CO

-CH-CH-CH2-CH=CH

-CH-CH-（CH2-CH-CH）y

-CH2NH3
+

-N（Me3）3

（CH3）3N
+CH2

CH2OPO2 -

-CH=CH-
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物峰面积明显降低（P＜0.05、0.01、0.001），分别为：

丙二醇、谷氨酸、亮氨酸、缬氨酸和赖氨酸；有 4个内

源性代谢物峰面积明显升高（P＜0.05、0.01、0.001），

分别为 ：肌酐、谷氨酰胺、牛磺酸和 γ - 氨基丁

酸（GABA）。

3.3.2 脑组织脂溶性差异代谢物 对对照组和模

型组脑组织中的脂溶性成分进行 PCA 分析（PC1：

61.1%；PC2：18.6%），散点图（图 3-A）显示两组能明

显分开，表示造模成功；从OPLS-DA的载荷图（图3-

C）中找到对两组分离贡献较大的代谢物。脂溶性

成分的OPLS-DA模型的有效性采用CV-ANOVA进

行评估，模型质量的所有参数见表 3。R2X＞0.50、

R2Y=1.0 和 Q2＞0.80 表明所建模型有效，可用于后

续差异代谢物的鉴定。引起对照组和模型组脑组

织差异的 6 个代谢物中，与对照组比较，模型

组-（CH2）n 和-N（Me3）3峰面积明显升高（P＜0.05、

0.001），胆固醇的 C18/19甲基、R-CH3、CH2OPO2-、-

CH=CH -峰面积明显降低（P＜0.05、0.01、0.001）。

结果见表5。

3.4 代谢通路分析

使用 MetPA 对差异代谢物进行通路分析。与

对照组比较，CUMS造模后，5条代谢通路发生显著

变化（VIP＞0.1）：缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成，

牛磺酸和亚硫磺酸代谢通路，丙氨酸、天冬氨酸和

图2 CUMS造模28 d后大鼠脑组织水溶性代谢物 1H-NMR谱的PCA散点图（A）、OPLS-DA散点图（B）与S-plot载荷图（C）

Fig. 2 PCA score plot（（A），），OPLS score plot（（B））and corresponding S-plot（（C））derived from 1H-NMR spectra of hydrosol‐

uble metabolites from brain tissues of rats 28 d after CUMS modeling

表3 验证模型有效性参数列表

Table 3 Parameters indicating model quality of OPLS-DA

models

对照组vs模型组

水溶性代谢物

对照组vs模型组

脂溶性代谢物

OPLS-DA模型

N

1P+1O

1P+2O

R2X/

cum

0.566

0.751

R2Y/

cum

1

1

Q2

0.869

0.994

表4 脑组织水溶性差异代谢物模型组和对照组的峰面积和变化趋势（x
    

    
   ±s，，n = 6）

Table 4 Peak areas and change trends of hydrosoluble metabolites in rats brain tissues between control and model

groups（x
    

    
   ±s，n = 6）

化合物

谷氨酸

亮氨酸

赖氨酸

丙二醇

缬氨酸

牛磺酸

肌酐

谷氨酰胺

GABA

化学位移

2.12

1.72

1.68

1.25

0.96

3.44，3.28

3.04，3.92

2.32

1.88，2.28，3

对照组峰面积

0.01±3.64×10−4

0.01±2.49×10−4

5.17×10−3±1.74×10−4

0.20±2.7×10−3

0.03±4.56×10−4

0.04±3.07×10−4

0.10±1.15×10−3

0.024±3.83×10−4

0.06±1.35×10−3

模型组峰面积

9.09×10−3±1.66×10−3*

9.52×10−3±3.65×10−4***

3.29×10−3±3.89×10−4**

6.32×10−3±1.14×10−3*

0.02±1.19×10−3***

0.05±2.16×10−3***

0.12±1.79×10−3**

0.027±1.72×10−3*

0.08±2.14×10−3***

变化趋势

下降

下降

下降

下降

下降

升高

升高

升高

升高

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group
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谷氨酸代谢，糖降解和糖异生通路和丙酮酸代谢（图4）。

这些代谢通路主要涉及能量代谢、神经递质的合成等。

4 讨论

在正常状态下，生物机体中各代谢物及其代谢

途径通过相互制约处于平衡状态。当机体发生病

变或受到外界刺激时，这种平衡就会被打破，表现

为体内代谢物水平的变化及相关代谢路径的紊乱。

本研究采用NMR技术对CUMS抑郁大鼠脑组织进

行代谢组学分析，通过 OPLS-DA 分析共发现了 15

种CUMS引起的差异代谢物，包括 9个水溶性差异

代谢物和 6个脂溶性差异代谢物。鉴于脂溶性代谢

物均为化合物的片段，在此主要讨论 9个水溶性差

异代谢物及其代谢通路。这些物质在抑郁大鼠脑

组织出现了异常的含量升高或降低的改变，进而引

起了这些物质所涉及的生物代谢通路的紊乱，这既

是抑郁病症在脑组织的病理作用体现，同时也反映

了抑郁症发生的机制。这些代谢物主要参与机体

的能量代谢（糖降解和糖异生通路和丙酮酸代谢）、

神经递质合成（缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合

成，牛磺酸和亚硫磺酸代谢和丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢）。

表5 脑组织水溶性差异代谢物模型组和对照组的峰面积和变化趋势（x
    

    
   ±s，，n = 6）

Table 5 Peak areas and change trends of liposoluble metabolites in rats brain tissues between the control group and model

group（x
    

    
   ±s，n = 6）

化合物

胆固醇的C18/19甲基

R-CH3

-（CH2）n

-N（Me3）3

CH2OPO2-

-CH=CH-

位移

0.68

0.88

1.36

3.24

4.24

5.36

对照组峰面积

1.73×10−4±6.05×10−6

4.78×10−3±5.11×10−4

3.54×10−3±5.50×10−4

2.33×10−3±7.00×10−5

0.03±9.36×10−5

7.35×10−5±1.98×10−5

模型组峰面积

4.76×10−4±6.69×10−6***

6.20×10−3±2.43×10−4*

1.81×10−3±4.90×10−4*

1.99×10−3±1.76×10−4***

0.04±2.09×10−3***

6.69×10−4±1.82×10−4**

变化趋势

升高

升高

下降

下降

升高

升高

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group

图3 CUMS造模后28 d大鼠脑组织脂溶性代谢物 1H-NMR谱的PCA散点图（A），OPLS-DA散点图（B）与S-plot载荷图（C）

Fig. 3 PCA score plot（（A），），OPLS score plot（（B））and corresponding S-plot（（C））derived from 1H-NMR spectra of liposolu‐

ble metabolites from brain tissues of rats 28 d after CUMS modeling
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4.1 能量代谢

与对照组比较，CUMS大鼠脑组织中糖降解和

糖异生通路和丙酮酸代谢异常，表明抑郁大鼠能量

代谢的紊乱。同时，另一氨基酸——缬氨酸是人体

必需氨基酸，和苏氨酸一起间接参与三羧酸循环，

其含量的减少可能与 CUMS 导致机体能量代谢过

度消耗有关［21］。

4.2 神经递质的合成

4.2.1 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成 亮氨

酸和缬氨酸属于支链氨基酸（BCAAs），可通过血脑

屏障，并且在通过血脑屏障时与 5-羟色胺（5-HT）的

前体色氨酸存在竞争［22］。与对照组比较，BCAAs浓

度在抑郁症大鼠脑组织内显著降低。BCAAs浓度

的降低会干扰脑内 5-HT 的释放致使出现中枢疲

劳［23-24］，疲劳是抑郁症的常见症状。抑郁症患者脑

组织内缬氨酸、亮氨酸水平的异常导致抑郁症患者

体内5-HT和谷氨酸合成异常，最终可能引起抑郁行

为的发生。

4.2.2 牛磺酸和亚硫磺酸代谢 在牛横酸和亚牛

横酸代谢通路中，乙酰磷酸由磺基乙酰转化而来，

并且通过乙酰转移酶和乙酰酸基酶转化为乙酰辅

酶 A 和乙酸乙酯［25］。牛磺酸是一种重要的神经递

质。当大脑缺乏牛横酸时，中枢神经系统中的

GABA受体会受到严重制约，从而导致抑郁症的发

生［25-27］。另外，乙酰辅酶 A是能量代谢的重要中间

产物，其能力缺乏而引起活动的减少是抑郁症的主

要症状之一。

脑内抑制性神经递质包括 GABA、甘氨酸等，

其中以 GABA 最为重要。GABA 由 L-谷氨酸脱羧

生成，在脑内含量丰富。GABA能神经元主要分布

在大脑皮质层、小脑皮质、纹状体、黑质等区域，这

些区域和情感、精神等活动都密切相关［28］。

4.2.3 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 谷氨酰胺

是胶质细胞在谷氨酰胺合成酶的作用下，以谷氨酸

为底物合成的，合成的谷氨酰胺再穿过胶质细胞膜

转运至神经末梢，在神经末梢，在谷氨酰胺酶的分

解作用下转变为神经递质谷氨酸，构成谷氨酰胺循

环［29-31］。Levine 等［29］利用质子核磁共振技术，对抑

郁症患者的脑脊液进行检测，发现未经治疗的该病

患者急性期脑脊液谷氨酰胺处于高水平。王晓

艳［21］研究发现，慢性应急后，大鼠脑组织中的谷氨

酰胺含量升高，并结合皮质酮和促肾上腺皮质激素

的测定结果，推测谷氨酰胺含量的升高与皮质酮等

激素的变化有关。

谷氨酸是中枢神经系统内最重要的一种兴奋

性神经递质，主要分布在大脑皮质、海马、小脑和纹

状体。在二型谷氨酸羧肽酶的作用下，由氮乙酰天

冬氨酸谷氨酸（N-acetylaspartatyl glutamate，NAAG）

转化而来［30］，或由谷氨酰胺水解生成或由葡萄糖经

柠檬酸循环中间产物 2-酮戊二酸转化而来。谷氨

酸可调节某些神经元的突触后电位，如多巴胺神经

元，进而影响神经递质的功能［31］；还能通过调节突

触的效能，从而参与学习和记忆活动［32］。谷氨酸不

仅对中枢系统具非常重要的作用，也是海马中重要

的兴奋性突触递质。海马的传入、传出或中间神经

元中，大多数都属于谷氨酸能神经元，其对突触的

可塑性、学习和记忆都有着非常重要的作用。有研

究结果显示，慢性应激可引起大鼠海马功能下降甚

至萎缩［33］。CUMS 干预引起大鼠脑组织中谷氨酸

含量的降低与前期结果一致。

4.3 其他代谢途径与抑郁症

除上述物质变化外，多数氨基酸含量降低，其

中赖氨酸被证明在脑组织营养方面具有非常重要

的意义［34］，可推测在慢性不可预知的多种刺激的干

预下，脑内一些物质的消耗要大于蛋白质分解所补

充的。

4.4 展望

本实验对抑郁大鼠脑组织进行了整体的代谢

分析，阐明了脑内代谢物在抑郁症发病机制的作

用，为代谢组学应用于药效学评价奠定了基础。但

整体组织的研究无法体现代谢组学空间性的特点，

其结果比较笼统。可对脑组织进行空间分区，本课

题组后续对抑郁大鼠的海马组织进行了代谢组学

分析，找到了 8个差异代谢物，其中谷氨酸、丙氨酸、

牛磺酸、肌酐、谷氨酰胺的变化结果与本研究一致，

所得结论相互相应，但在代谢物数量上少于本研究

找到的差异代谢物［35］，显示出对整体组织进行研究

的必要性。

当前，代谢组学的主要研究手段是通过NMR、

液相色谱 -质谱联用（LC-MS）、气相色谱 -质谱联

用（GC-MS）等分析技术获得尽可能多的内源性代

谢物含量信息后，采用PCA等模式识别技术对成千

上百个代谢物信息进行降维处理，通过 Scoring plot

方法进行组间样本的判别区分，通过Loading plot方

法获得相关差异代谢物的信息，然后找到有关的代

谢通路。但目前找到的差异代谢物对疾病的专属

性不强［36］。显然，单纯根据Loading plot找到的差异

代谢物来解析疾病的作用机制是远远不够的。因

··619



Drug Evaluation Research 第42卷第4期 2019年4月

此，如何找到特异的、专属的某一疾病的代谢通路

是代谢组学目前的研究难点和热点。

稳定同位素示踪具有高效、低误差、示踪能力

微观性和灵活多变的特性：可同时测定多个不同样

品化合物的浓度；可标记、追踪化合物分子内部某

个或多个特定原子，进而实现定性、定量测定化合

物的不同代谢途径或生成过程［37-38］。因此，稳定同

位素示踪的代谢组学技术是实现疾病生物标志物

定量分析的有效手段，将在寻找与疾病病因、诊断

及药物疗效评估相关的专属的生物标志物和代谢

通路中发挥巨大潜力。整合稳定同位素示踪与MS

和 NMR 技术将成为解密人类疾病的发生、发展及

疗效预后的最有力方式之一［39］。
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