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冠心病心血瘀阻证大鼠心肌代谢组学研究

周曼丽，钱舒乐，胡伊蕾，马至言，高翎薇，简维雄✉

湖南中医药大学中医学院，湖南省长沙市学士路300号，410208

［摘要］ 目的 运用代谢组学的方法探讨冠心病 （CHD） 心血瘀阻证的潜在生物学基础。方法 20只 SD大

鼠随机分为正常组 8只和心血瘀阻证组 12只。心血瘀阻证组采用高脂饲料喂养结合维生素D3灌胃、异丙肾

上腺素皮下注射制备冠心病心血瘀阻证模型。观察两组大鼠心脏组织病理学以及心肌细胞线粒体超微结构变

化；运用液相色谱-质谱联用 （LC-MS） 技术对大鼠心肌组织进行代谢组学研究，结合主成分分析 （PCA）
和正交偏最小二乘法分析 （OPLS-DA） 筛选组间差异代谢物并进行相关代谢通路的分析，并利用受试者工作

特征曲线 （ROC） 对潜在生物标志物用于冠心病心血瘀阻证诊断的准确性进行评价。结果 正常组大鼠心肌

细胞排列整齐，结构清晰，线粒体排列规则，结构完整；心血瘀阻证组大鼠心肌细胞肥大水肿，肌纤维肿

胀，可见炎症细胞浸润，线粒体大小不一，数量减少，排列紊乱，部分线粒体已溶解破裂，膜结构消失。两

组大鼠的内源性代谢物存在显著差异，得到 19种组间差异代谢物。与正常组比较，心血瘀阻证组中磷酸三

苯酯、肌苷、TrHA、牛磺酸、泛酸、丙基硫氧嘧啶表达水平上调；LysoPC［18∶2（9Z，12Z）］、PE［18∶1
（9Z）/0∶0］、PE［0∶0/18∶2（9Z，12Z）］、PC［18∶2（2E，4E）/0∶0］、PC［18∶2（9Z，12Z）/0∶0］、PC［18∶1（9Z）/
0∶0］、PG（16∶0/0∶0）［U］、L-异亮氨酸、2-羟基肉桂酸、DG［15∶1（9Z）/18∶1（9Z）/0∶0］［iso2］、黄嘌呤、

甲胺、L-苯丙氨酸表达水平下调。涉及苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，氨酰-tRNA生物合成，缬氨

酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成，牛磺酸和亚牛磺酸代谢等多条代谢通路。ROC评价结果显示，L-苯丙氨

酸、L-异亮氨酸、牛磺酸这 3种差异代谢物对冠心病心血瘀阻证预后判断具有较高的预测价值。结论 冠心

病心血瘀阻证大鼠心肌代谢产物主要涉及氨基酸代谢、脂类代谢和嘌呤代谢等多个层面，其中L-苯丙氨酸、

L-异亮氨酸、牛磺酸这3种代谢物有望作为标志物单独或者联合用于冠心病心血瘀阻证的早期诊断。

［关键词］ 冠心病；心血瘀阻证；代谢组学；心肌组织；L-苯丙氨酸；L-异亮氨酸；牛磺酸

冠心病是一种慢性复杂性疾病，是由冠状动脉

粥样硬化引起的血管腔狭窄和供血不足而导致的心

脏功能障碍或器质性病变［1］。冠心病可属于中医学

“胸痹”“真心痛”的范畴，其基本病机是心脉不

通，心血瘀阻证是冠心病最常见的证型［2］。有研究

显示，冠心病心血瘀阻证的基本病理是心肌缺血，

其发病与心肌细胞能量代谢密切相关［3］。代谢组学

系统反映体内小分子代谢物变化，与其他“组学”

相比，被认为更加接近生物学表型，能够直观反映

各个生物层次调控后的代谢结果［4-5］。用于非靶向

和定量分析的液相色谱-质谱联用 （LC-MS） 技术

已成为测量机体代谢小分子成分的首选工具［6］。本

研究利用LC-MS技术分析冠心病心血瘀阻证模型大

鼠心肌组织代谢图谱变化，探索能够判别心血瘀阻

证区别于正常大鼠的差异代谢物群及潜在生物标志

物，并探讨其代谢途径，以期为证候研究提供思

路。本研究通过湖南中医药大学动物伦理委员会审

查（审批号：LL2019092008）
1 材料与方法

1. 1 实验动物

SPF级雄性 SD大鼠 20只，4～6周龄，体重

200～220 g，购自湖南斯莱克景达动物有限公司，
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实验动物质量许可证号：SCXK（湘） 2019-0004。
饲养环境温度 22～26 ℃，相对湿度为 40%~60%，

每笼 3只，早 8点至下午 5点自动灯光照明，自由

饮水和进食1周后用于实验。

1. 2 主要试剂及仪器

维生素D3（湖北楚米生物科技有限公司，批

号 2019070401）； 异 丙 肾 上 腺 素 （ISO， 批 号

BSF190725）、苏木素 （批号 517-28-2），Sigma公
司；伊红 （批号 15086-94-9）、电镜固定液 （批号

P1126），北京索莱宝科技有限公司；枸橼酸铅

（ALDRICH化学试剂公司，批号 0000092306）；4%
多聚甲醛 （Biosharp公司，批号 143174）；异氟烷

（深 圳 市 瑞 沃 德 生 命 科 技 有 限 公 司 ， 批 号

20112701）；甲醇 （批号 CFEQ-4-140000-9025）、

甲酸 （批号 CFEQ-4-531380-0001）、乙腈 （批号

SP002A-4L-C），CNW科技公司；L-2-氯苯丙氨酸

（上海恒创生物科技有限公司，批号 103616-89-3）；

溶血磷脂酰胆碱（LysoPC） 17∶0（美国Avanti公司，

批号 855676C）；高脂饲料 （3%胆固醇、0. 5%胆

酸钠、0. 2%丙基硫氧嘧啶、5%白糖、10%猪油、

81. 3%基础饲料，湖南斯莱克景达动物有限公司）。

高效液相色谱仪（型号ACQUITY UPLC）、色谱

柱（型号ACQUITY UPLC BEH C18 100 mm×2. 1 mm，
1. 7 μm），Waters公司；高分辨质谱仪 （AB Sciex
公司，型号 Triple TOF 5600）；冷冻浓缩离心干燥

器（太仓市华美生化仪器厂，型号 LNG-T98）；台

式高速冷冻离心机及轮转式切片机 ［赛默飞世尔

（上海） 仪器有限公司，型号 75002455］；全自动

样品快速研磨仪（上海净信实业发展有限公司，型

号 JXFSTPRP-24/32）；超纯水系统 （ELGA公司，

型号 PURELAB® Chorus）；生物组织包埋机（型号

KD- BMII）、生物组织摊片机（型号YD-A），浙江

金华益迪医疗设备有限公司；光学显微镜［麦克奥

迪（厦门）医疗诊断系统有限公司，型号 Moticam
Pro 205A］； 透 射 电 镜 （HITACHI 公 司 ， 型 号

HT7700）；16导联生理记录仪 （美国 BIOPAC公

司，型号MP150）；有机相针孔过滤器（安谱公司，

型号SCAA-104）。

1. 3 分组与造模

运用 SPSS 21. 0软件通过简单随机抽样法选取

8只大鼠作为正常组，其余 12只大鼠作为心血瘀阻

证组用于制备动物模型。参照课题组以往的研究方

法制备心血瘀阻证动物模型［7-8］：：使用高脂饲料

（饲料配方：3%胆固醇、0. 5%胆酸钠、0. 2%丙基

硫氧嘧啶、5%白糖、10%猪油、81. 3%基础饲料

（湖南斯莱克景达动物有限公司）喂养 7天后于第 8
天用维生素D3溶液（30万U/kg）灌胃 1次，第 14
天时继续维生素 D3溶液 （20万 U/kg） 灌胃 1次，

高脂饲料继续喂养 7周，随后将造模大鼠予以背部

皮下多点注射 ISO 5 mg/（kg·d）连续 3天，以心电图

J点上升或 ST段出现上抬或明显压低（≥0. 1 mV）

为造模成功的标志［9］。造模过程中 2只大鼠死亡，

实验结束后有8只大鼠造模成功。

1. 4 观察指标及方法

1. 4. 1 心肌组织病理形态 造模成功后采用异氟

烷呼吸麻醉大鼠，开胸在左心室心前区取圆环形心

肌组织 100 g左右，各组取材部位保持一致。4%多

聚甲醛固定，常规石蜡包埋切片，梯度酒精脱水后

使用苏木素染料进行核染，伊红染液使胞质着色，

光学显微镜下观察心肌形态。

1. 4. 2 心肌组织线粒体形态、数量 剪取大鼠心

前区 1 mm3大小心肌组织迅速投入电镜固定液固定

2~4 h，超薄切片机切片，铀铅双染色后室温干燥

过夜，透射电子显微镜下观察，采集图像分析。

1. 4. 3 心肌代谢组学 开胸后剪取每只大鼠心前

区心肌组织＞50 mg，置于冻存管后迅速投入液氮

保存，12 h后转移至-80 ℃冰箱保存，直至上机检

测。具体操作如下：1） 称取 30 mg样本，加入内

标 （L-2-氯苯丙氨酸，0. 3 mg/ml；Lyso PC 17∶0，
0. 01 mg/ml，均为甲醇配置）各 20 μl，加入 400 μl
甲醇水溶液 （CH3OH∶H2O v∶v=4∶1）；2） 两个

小钢珠在-20 ℃放置2 min预冷后加入研磨机（60 Hz，
2 min）；3） 冰水浴中超声提取 10 min；4） -20 ℃
静置 20 min；5） 离心 10 min（离心半径 8. 26 cm，
13 000 r/min，4 ℃），取 300 μl上清液挥干，然后

用 400 μl甲醇水溶液（v∶v=1∶4）复溶，涡旋 30 s，
超声 2 min；6） 离心 10 min（离心半径 8. 26 cm ，

13 000 r/min，4 ℃），用注射器吸取 150 μl的上清

液，使用 0. 22 μm的有机相针孔过滤器过滤后，转

移到液相色谱（LC）进样小瓶，-80 ℃下保存。

采用ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（100 mm×
2. 1 mm，1. 7 μm）；柱温 45 ℃，流速：0. 4 ml/min，
进样量 5 μl；流动相：A，水（含 0. 1%甲酸）；B，
乙腈/甲醇（2/3）（v/v）（含 0. 1%甲酸）；梯度洗脱

（0~2 min， 95% A； 2~4 min， 80% A； 4~9 min，
75% A； 9~17 min， 40% A； 17 ~19 min， 0% A；
19~19. 1 min， 0% A； 19. 1~20. 1 min， 95% A）。

质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI），样品质谱信
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号采集分别采用正负离子扫描模式。通过LC-MS上
机分析后，经色谱分离流出的组分不断进入质谱，

质谱连续扫描进行数据采集，每一次扫描得到一张

质谱图，将每一张质谱图中所有离子强度相加，得

到一个总的离子流强度（TIC）。

1. 5 统计学方法

对代谢组学数据处理软件Progenesis QI v2. 3解
析鉴定出的代谢物进行筛选（一级质谱精确分子量

匹配 20分，二级质谱碎片匹配 20分，同位素分布

匹配 20分，筛选条件是三者得分之和≥50分）获

得一个二维数据矩阵。利用 SIMCA 14. 1软件对定

性后的数据进行多元统计分析，包括主成分分析

（PCA）和正交偏最小二乘法分析（OPLS-DA）。采

用OPLS-DA模型第一主成分的VIP（VIP＞1）值结

合 Student's t检验的P值（P＜0. 05）作为差异代谢

物的筛选条件。将鉴定出来的差异代谢物名称输入

MetaboAnalyst 5. 0（https：//www. metaboanalyst. ca/）
网页进行代谢通路分析，以P＜0. 05作为潜在的关

键代谢通路的筛选标准。各代谢物的临床诊断价值

通过受试者工作特征曲线（ROC）下面积（AUC）
确定。

2 结果

2. 1 两组大鼠心肌组织病理学结果

图 1示，正常组心肌细胞排列整齐，细胞形态

大小基本一致，结构清晰，未见细胞肥大、坏死等

现象。与正常组比较，心血瘀阻证组大鼠心肌细胞

淡染，出现明显的肥大水肿，肌纤维肿胀，结构排

列紊乱，细胞间距增大，并可见炎症细胞浸润。

2. 2 两组大鼠心肌细胞线粒体形态学结果

图 2示，正常组大鼠心肌细胞线粒体排列规

则，大小均匀，结构完整，多呈椭圆形，线粒体嵴

结构清晰；心血瘀阻证组线粒体大小不一，数量减

少，排列紊乱，部分线粒体已溶解破裂，膜结构

消失。

2. 3 两组大鼠心肌组织正负离子流色谱图结果

以离子强度为纵坐标、时间为横坐标，绘制出

两组大鼠的代表性总离子流色谱图见附图 1、附图

2（请扫描本文二维码获取），心血瘀阻证组大鼠总

离子流色谱图在离子强度和保留时间上与正常组大鼠

不同，说明两组大鼠的内源性代谢物存在显著差异。

2. 4 两组大鼠心肌组织代谢物分析结果

图 3示，心血瘀阻证组与正常组样本点处于椭

圆置信区间的不同区域内，空间分布上呈现明显分

离趋势，说明代谢图谱可以有效辨别两组之间的差

异。进一步采取有监督的OPLS-DA分析，图 4示，

两组样本点分别位于不同的象限内，相互分开互不

重叠，组内样本点聚集更为紧凑。OPLS-DA模型

的可解释变量 R2X、R2Y及可预测度（Q2）分别为

0. 969、1、0. 823，这些指标越接近1表示OPLS-DA
模型拟合数据效果越好，进一步说明该模型能很好

地解释和预测两组样本之间的差异。

2. 5 两组大鼠心肌组织差异代谢物筛选结果

表 1示，以VIP＞1且P＜0. 05为筛选条件，最

终得到 19种组间差异代谢物。与正常组比较，心

血瘀阻证组中磷酸三苯酯、肌苷、TrHA、牛磺酸、

泛酸、丙基硫氧嘧啶水平上调；LysoPC ［18∶2
（9Z，12Z）］、PE［18∶1（9Z）/0∶0］、PE［0∶0/18∶2
（9Z，12Z）］、PC［18∶2（2E，4E）/0∶0］、PC［18∶2
（9Z，12Z）/0∶0］、PC［18∶1（9Z）/0∶0］、PG（16∶0/
0∶0）［U］、L-异亮氨酸、2-羟基肉桂酸、DG［15∶1
（9Z）/18∶1（9Z）/0∶0］［iso2］、黄嘌呤、甲胺、L-苯

丙氨酸水平下调。

2. 6 两组大鼠心肌组织差异代谢物显著代谢通路

分析结果

将鉴定出的 19种差异代谢物的 KEGG号输入

MetaboAnalyst 5. 0（https：//www. metaboanalyst. ca/）
网页的通路分析（Pathway analysis）模块，共鉴定

出 10条代谢通路，在 P＜0. 05的筛选条件下，鉴

定出富集性较显著的 4条代谢通路：苯丙氨酸、酪

正常组 心血瘀阻证组

注：黑色箭头所指为心肌细胞水肿区域。

图1 两组大鼠心肌组织形态学（HE染色，×200）

正常组 心血瘀阻证组

注：白色箭头所指为线粒体。

图2 两组大鼠心肌线粒体超微结构图（铀铅双染色，×5000）
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氨酸和色氨酸的生物合成，氨酰-tRNA生物合成，

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成，牛磺酸和

亚牛磺酸代谢，可作为心血瘀阻证作用机制的显著

代谢通路，见表２。

注：t［1］，第一预测主成分；t［2］，第二预测主成分。

图3 两组大鼠心肌组织代谢物主成分分析（PCA）得分图

注：t［1］，第一预测主成分；t［2］，第二预测主成分。

图4 两组大鼠心肌组织代谢物正交偏最小二乘法分析（OPLS-DA）得分图

表1 两组大鼠心肌组织19种差异代谢物

代谢物名称

LysoPC［18∶2（9Z，12Z）］

PE［18∶1（9Z） /0∶0］
磷酸三苯酯

PE［0∶0/18∶2（9Z，12Z）］

PC［18∶2（2E，4E） /0∶0］
肌苷

PC［18∶2（9Z，12Z） /0∶0］
PC［18∶1（9Z） /0∶0］
TrHA
PG（16∶0/0∶0）［U］
牛磺酸

L-异亮氨酸

2-羟基肉桂酸

泛酸

DG［15∶1（9Z） /18∶1（9Z） /0∶0］［iso2］
黄嘌呤

丙基硫氧嘧啶

甲胺

L-苯丙氨酸

VIP
5. 210
3. 928
3. 057
2. 624
2. 536
2. 203
2. 006
1. 910
1. 600
1. 593
1. 444
1. 440
1. 391
1. 370
1. 215
1. 158
1. 069
1. 064
1. 052

P值

0. 0160
0. 0170
0. 0003
0. 0425
0. 0410
0. 0180
0. 0453
0. 0800
0. 0004
0. 0070
0. 0040
0. 0004
1. 24531E-05
0. 0010
0. 0180
0. 0500
2. 81761E-07
0. 0070
0. 0003

Log2（FC） 值

-0. 928
-1. 059
0. 476

-0. 802
-0. 668
0. 356

-0. 604
-0. 684
4. 931

-1. 705
0. 340

-0. 623
-0. 749
0. 440

-1. 200
-0. 348
12. 448
-0. 381
-1. 458

心血瘀阻证组

↓
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↓
↑
↓
↓

注：VIP，变量权重值；FC，变异倍数；↑，上调；↓，下调。
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2. 7 ROC曲线预判

由上述结果可知，心血瘀阻证组与正常组比

较，最为相关的代谢通路是苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸的生物合成，氨酰-tRNA生物合成，缬氨酸、

亮氨酸和异亮氨酸的生物合成，牛磺酸和亚牛磺酸

代谢。将富集在 4条主要差异代谢通路上 3种差异

代谢物作为心血瘀阻证的潜在生物标志物，并利用

潜在生物标志物相对定量的浓度数据进行ROC绘

图分析，用于冠心病心血瘀阻证诊断的准确性评

价。根据 Swets的判断标准［10］，AUC＞0. 9则诊断

试验有较高的准确性。结果显示，L-苯丙氨酸、L-

异亮氨酸、牛磺酸诊断模型的 AUC 值分别为

0. 922、0. 953、0. 906，这 3种差异代谢物曲线下

面积说明上述这 3种代谢物对冠心病心血瘀阻证预

后判断具有较高的预测价值，有望作为标志物单独

或者联合用于冠心病心血瘀阻证的早期诊断，详

见图5。
3 讨论

中医证本质的含义是指引起“证”发生、发展

的物质基础，不同中医证候存在着显著差异的代谢

产物谱［11］。冠心病心血瘀阻证是最常见、最主要，

也是目前研究最多、最深入的中医证型［12-13］。本课

题组前期研究运用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）
对大鼠心血瘀阻证模型血浆、尿液等样本进行代谢

产物的鉴定，发现心血瘀阻证生物学内涵涉及葡萄

糖、氨基酸、脂质三大物质整体代谢失衡［14］。本

研究通过代谢组学的方法对冠心病心血瘀阻证大鼠

心肌组织中所有的小分子代谢物进行分析，结果显

示，冠心病心血瘀阻证形成时发生明显变化的代谢

物共有 19个，涉及到氨基酸代谢、脂类代谢和嘌

呤代谢等多个层面，其中磷酸三苯酯、肌苷、

TrHA、牛磺酸、泛酸、丙基硫氧嘧啶含量升高，

其余 13个代谢物含量较正常组下调，同时涉及苯

丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，氨酰-tRNA
生物合成，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合

成，牛磺酸和亚牛磺酸代谢等多条代谢通路。

本研究造模后期采用 ISO反复连续皮下注射，

引起慢性心肌缺血。大剂量 ISO引起心肌耗氧高于

供氧，能量产生受到损害。随着缺氧的发展，应激

状态持续存在，心肌需要更多的能量，此时脂肪动

员代偿性增强［15］。溶血磷脂酰胆碱（LPC）是低密

度脂蛋白氧化的主要产物，磷脂酶A2（PLA2）水

解磷脂酰胆碱 （PC） 释放 LPC［16］。LysoPC［18∶2
（9Z，12Z）］ 包含有亚油酸的部分性质与功能，与

氧化损伤、炎症反应有关，可以引起冠状动脉强烈

收缩，增加心肌耗氧，扩大心肌梗死范围［17-18］。脂

肪酸的分解促使 PC、磷脂酰乙醇胺（PE）等物质

被消耗，导致其含量下降［19］。这反映脂质的吸收

与利用障碍进一步恶化，同时也是心肌收缩力下降

的标志［20］。

心脏能源底物的利用随着机体病理状态的不同

处于动态变化中［21］。氨基酸类代谢物在长时间大

表2 心血瘀阻证组大鼠心肌组织显著代谢通路

通路名称

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生

物合成

氨酰-tRNA生物合成

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生

物合成

牛磺酸和亚牛磺酸代谢

嘌呤代谢

苯丙氨酸代谢

泛酸和辅酶A生物合成

甘油磷脂代谢

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解

初级胆汁酸生物合成

代谢物

总数

4

48
8

8
66
12
19
36
40
46

匹配

个数

1

2
1

1
2
1
1
1
1
1

P值

0. 0237

0. 0309
0. 0468

0. 0468
0. 0556
0. 0695
0. 1080
0. 1958
0. 2153
0. 2437

Impact
值

0. 5

0
0

0. 4286
0. 0322
0. 3571
0. 0071
0. 0174
0

0. 0224

注：从左至右依次为L-苯丙氨酸、L-异亮氨酸、牛磺酸的ROC分析图

图5 两组大鼠心肌组织潜在生物标志物的多元化ROC曲线分析
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量持续耗能的情况下参与供能。L-异亮氨酸参与了

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成。研究表

明，增强支链氨基酸氧化分解代谢能显著改善患者

的心功能［22］。在心肌缺血、心肌能量供给大幅度

下降的情况下，L-异亮氨酸作为糖原氨基酸和生酮

氨基酸，经 α-酮戊二酸转氨后，可转化为琥珀酰

辅酶A加入三羧酸循环（TCA）中进行氧化，或转

化为草酰乙酸进行糖异生，产生葡萄糖［23］，为心

肌提供能量补偿，这也可能是L-异亮氨酸被大量消

耗后含量下降的原因［24］。氨酰-tRNA生物合成具有

将氨基酸运转到核糖体合成蛋白质的功能［25］。冠

心病心血瘀阻证中，随着L-苯丙氨酸和L-异亮氨酸

含量的下降，氨基酸的转运和代谢将会受到影响，

这在郑景辉教授团队的研究［26］ 中得到了证实。

L-苯丙氨酸在体内大部分经苯丙氨酸羟化酶作用后

生成酪氨酸，并与酪氨酸一起合成重要的神经递质

和激素，参与机体糖代谢和脂代谢过程［27］。Wang
等［28］发现，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合

成中氨基酸通过脱氨基作用或转氨基作用进入三羧

酸循环，具有促进三磷酸腺苷 （ATP） 产生的作

用。进入心血瘀阻证慢性心肌缺血阶段后，心血瘀

阻证组氨基酸水平较正常组下降，导致三羧酸循环

提供的ATP减少。在王春玥等［29］进行的临床样本

代谢组学研究中发现，随着冠状动脉病变程度加

重，L-苯丙氨酸在正常组、临界组及心肌梗死组水

平依次下调，本研究的实验结果与之一致。苯丙氨

酸与冠心病心肌缺血患者心血管疾病发生风险呈负

相关［30］。本研究利用ROC曲线诊断评价AUC值为

0. 922，提示 L-苯丙氨酸很可能成为冠心病早期诊

断的有效标志物和治疗靶点。心脏代谢具有广泛的

适应能力和可塑性［31］。泛酸是生物合成辅酶 A
（COA） 和酰基载体蛋白 （ACP） 的前体，参与脂

肪酸代谢过程［32］。心血瘀阻证组中泛酸的含量上

升可能是机体激活泛酸和 COA合成途径，提高心

肌缺血适应能力，缓解能量代谢障碍的一种表现。

牛磺酸是牛磺酸与亚牛黄酸代谢通路上的关键代谢

物，是一种普遍存在于心肌细胞线粒体中的 β-氨

基酸 ［33］，主要功能之一是维持线粒体的正常呼吸

链。牛磺酸的摄入能够增加线粒体肉碱棕榈酰转移

酶（CPT）的活性，参与大鼠脂肪酸氧化和酮体产

生［34］。此外，牛磺酸含量的升高可以抑制活性氧

（ROS）的产生，减轻氧化应激［35］。本研究结果显

示，心血瘀阻证组线粒体大小不一，数量减少，但

仍有小部分线粒体维持着较为完整的结构以缓解机

体能量失衡的状态。肌苷作为能量合成的原料，在

细胞缺氧的状态下可继续进行代谢，维持缺血心肌

细胞内 ATP的合成，保护心肌功能的完整性［36］。

然而随着心血瘀阻证组肌苷水平的持续升高，肌苷

最终会经核苷磷酸化酶（PNP）分解成次黄嘌呤和

1-磷酸核糖生成尿酸，增加ROS，产生炎症的同时

诱导氧化应激反应［16，36］，进一步加重心功能的损

伤。本研究HE染色结果可见，心血瘀阻证组大鼠

心肌细胞已出现明显的肥大水肿，肌纤维肿胀，炎

症细胞浸润，从形态学上佐证了心肌受损、能量代

谢失衡的问题。而磷酸三苯酯含量的不断升高将严

重扰乱机体全身的综合代谢，包括脂质代谢和氨基

酸代谢［37］。

综上所述，在心血瘀阻证慢性心肌缺血情况

下，心肌细胞对能量物质的选用侧重于氨基酸类物

质，氨基酸类代谢物含量下调是心血瘀阻证慢性缺

血性心肌损伤重要的特征。L-苯丙氨酸、L-异亮氨

酸、牛磺酸作为反映心血瘀阻证特征性的代谢物有

望成为心血瘀阻证辨证分型的基础物质，单独或者

联合用于冠心病心血瘀阻证的临床诊断。本研究样

本量较少，后续将在此基础上增加样本数，结合分

子生物学技术以及多种代谢组学检测手段进行相互

验证，进一步完善心血瘀阻证的生物学机制。
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Myocardial Metabolomics in Rats with Coronary Heart Disease and Blood Stasis Obstruction Syndrome
ZHOU Manli，QIAN Shule，HU Yilei，MA Zhiyan，GAO Linwei，JIAN Weixiong
School of Traditional Chinese Medicine， Hunan University of Chinese Medicine， Changsha， 410208
ABSTRACT Objective To explore the potential biological basis of coronary heart disease（CHD）with heart-
blood stasis obstruction syndrome by using metabolomics. Methods Twenty SD rats were randomly divided into nor⁃
mal group（8 rats）and the heart-blood stasis obstruction syndrome group（12 rats）. The model of CHD with heart-
blood stasis obstruction syndrome was prepared by high-fat diet combined with vitamin D3 and subcutaneous injection
of isoproterenol. The changes of cardiac histomorphology and mitochondrial ultrastructure of cardiomyocytes were ob⁃
served. The myocardial tissue samples of rats were collected for metabolomics research using liquid chromatography-

mass spectrometry（LC-MS）. The differential metabolites between the groups were screened through principal compo⁃
nent analysis（PCA）and orthogonal partial least squares discriminant analysis（OPLS-DA），and the related metabol⁃
ic pathways were analyzed. Results The cardiomyocytes in the normal group were arranged orderly and the struc⁃
ture was clear，with regularly arranged and complete mitochondria. Cardiac myocyte hypertrophy，muscle fibers swell⁃
ing，and inflammatory cell infiltration were observed in the heart blood stasis obstruction syndrome group，with de⁃
creased and disorderly arranged mitochondria in different sizes，as well as certain dissolved and ruptured mitochon⁃
dria and disappeared membrane structure. The endogenous metabolites of rats in both groups were significantly differ⁃
ent，and 19 differential metabolites were detected. The rats in the heart blood stasis obstruction syndrome group had
increased expression levels of triphenyl phosphate，inosine，TrHA，taurine，pantothenic acid and propylthiouracil，
as well as decreased expression of LysoPC［18∶2（9Z，12Z）］，PE［18∶1（9Z）/0∶0］，PE［0∶0/18∶2（9Z，12Z）］，PC

［18∶2（2E，4E）/0∶0］，PC［18∶2（9Z，12Z）/0∶0］，PC［18∶1（9Z）/0∶0］，PG（16∶0/0∶0）［U］，L-isoleucine，
2-hydroxycinnamic acid，DG［15：1（9Z）/18：1（9Z）/0：0］［iso2］，xanthine，methylamine，and L-phenylalanine Acid
than those in the normal group. Multiple metabolic pathways were involved such as phenylalanine，tyrosine and trypto⁃
phan biosynthesis，aminoacyl tRNA biosynthesis，valine，leucine and isoleucine biosynthesis，taurine and taurine
metabolism. The ROC results showed that the three differential metabolites including L-phenylalanine，L-isoleucine
and taurine had a high predictive value for prognosis of CHD with heart blood stasis obstruction syndrome. Conclusion
The myocardial metabolites of CHD rats with heart blood stasis obstruction syndrome mainly involve amino acid meta-

bolism，lipid metabolism and purine metabolism. Three metabolites including L-phenylalanine，L-isoleucine and tau⁃
rine，alone or in combination，are expected to be used as markers for the early diagnosis of CHD with heart and blood
stasis obstruction syndrome.
Keywords coronary heart disease；heart blood stasis obstruction syndrome；metabolomics；myocardial tissue；
L-phenylalanine；L-isoleucine；taurine
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