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基于核磁共振技术研究脑缺血再灌注大鼠脑皮质代谢物组水平变化的

分子机制
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　　［摘要］　目的　研究脑卒中大鼠脑皮质代谢物组水平与脑缺血再灌注时间的关系，探讨缺血再灌注损伤导致的脑皮质

代谢紊乱的分子机制。方法　采用大脑中动脉闭塞法（ＭＣＡＯ）制备大鼠局灶性左脑缺血的脑卒中模型，运用基于核磁共振

的代谢物组分析技术，研究ＭＣＡＯ大鼠脑缺血再灌注３、６、２４ｈ时左脑皮质代谢物水平变化。结果　大鼠左脑皮质缺血再

灌注３ｈ时出现能量不足、糖酵解加剧、神经递质紊乱等代谢途径的改变，再灌注６ｈ时因机体自身调节作用，上述现象均有所

缓解；然而再灌注２４ｈ时，能量代谢、无氧酵解、神经递质代谢紊乱等均加重。结论　再灌注不同时间点引起了不同程度的

大脑皮质代谢紊乱，该结果将有助于探索脑缺血再灌注损伤的病理分子机制，可为临床上调控脑卒中发生后不同时间点的代

谢紊乱提供理论基础。
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第１１期．马夏珍，等．基于核磁共振技术研究脑缺血再灌注大鼠脑皮质代谢物组水平变化的分子机制

　　流行病学调查数据显示，脑卒中（ｓｔｒｏｋｅ，俗称

脑中风）已成为我国６０岁以上人群的第二大致死病

因［１］。依据病理性质该疾病亚型可分为缺血性脑卒

中和出血性脑卒中，其中缺血性脑卒中是最常见的

类型，占全部脑卒中患者的７０％～８７％
［２］。缺血性

脑卒中因局部脑组织区域急性血液供应障碍（一般

情况下由血栓引起）造成脑神经细胞损伤或死亡［３］，

该疾病具有高致残率和高致死率的特征。使用药物

溶解血栓，及时恢复血流灌注被认为是治疗缺血性

脑卒中的有效方法［４］。然而临床研究表明，缺血性

脑卒中患者即使恢复血流，预后依然不良［５］。研究

表明脑缺血后再灌注会导致严重的脑水肿和出血性

转化，使组织细胞发生缺血性损伤［６］。缺血再灌注

损伤的机制包括自由基损伤、炎症反应、Ｃａ２＋超载以

及谷氨酸神经毒性损伤等［７］，从代谢物水平上解读缺

血再灌注损伤的病理机制还需进行更深入的研究。

核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）

分析技术能够得到复杂生物样品体系中大量代谢物

的定量信息，应用十分广泛［８１１］。本实验室前期应

用ＮＭＲ技术研究了大鼠脑缺血再灌注３ｈ时皮质、

海马及纹状体组织中代谢物水平的变化，结果表明

缺血端组织出现能量代谢紊乱和氧化应激加重［１２］。

陈曦等［１３］应用ＮＭＲ技术研究脑缺血再灌注大鼠模

型，发现大鼠血清中谷氨酰胺、牛磺酸、乳酸、酪氨酸

的水平升高，脂类、犖乙酰天冬氨酸、乙酰乙酸、胆

碱的水平降低。Ｗａｎｇ等
［１４］运用大脑中动脉闭塞法

（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）制备脑

缺血再灌注大鼠模型，通过ＮＭＲ定量技术分析再

灌注早期（０、０．５、１、３、６ｈ）脑脊液中各代谢物水平

变化趋势，结果显示缺血引起脑脊液中糖酵解加剧，

三羧酸循环受损，氨基酸、脂类以及核苷酸的代谢异

常，这些代谢异常的程度随时间延长而变化，反映出

缺血再灌注造成神经损伤的时间相关性分子机制。

脑卒中发生后通常会出现皮质运动控制区的兴奋性

改变［１５］，有研究提出 ＭＣＡＯ模型引起梗死缺血的

主要部位是大脑皮质组织［１６］，目前针对大脑皮质缺

血再灌注损伤在分子水平上的时间相关性研究鲜有

报道。

本研究中，我们制备了ＭＣＡＯ大鼠左脑局部缺

血模型，在缺血２ｈ再灌注３ｈ、６ｈ和２４ｈ３个时间

点分别收集模型组（ＭＣＡＯ组）和假手术组（ＳＨＡＭ

组）大鼠左脑皮质组织，以基于ＮＭＲ的代谢物组分

析方法研究缺血再灌注损伤导致代谢物水平变化与

再灌注时间的相关性，以期为临床上纠正代谢紊乱、

减缓损伤进展提供基础理论指导。

１　材料和方法

１．１　仪器、试剂和动物　超低温探头的Ｂｒｕｋｅｒ

ＡＶＡＮＣＥ Ⅲ６００ＭＨｚ超导 ＮＭＲ 仪，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５４２４Ｒ离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ离心机，Ｂｅｒｔｉｎ

Ｐｒｅｃｅｌｌｙｓ２４多功能样品均质器，ＦＤ１Ａ５５型冷冻

干燥机，－８０℃超低温冰箱。

Ｄ２Ｏ（９９．９％氘代）购于西格玛奥德里奇（上海）贸

易有限公司，三氯甲烷（ＨＰＬＣ级）、甲醇（ＨＰＬＣ级）、

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ（分析纯）和ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ（分

析纯）均购于国药集团化学试剂有限公司。

４２只ＳＰＦ级雄性ＳＤ 大鼠（体质量２５０～

３００ｇ）由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供

［动物合格证编号为ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２］，根据体

质量将大鼠随机分配到ＳＨＡＭ组（１８只）和ＭＣＡＯ

组（２４只），在实验的３个时间点（３、６、２４ｈ）ＳＨＡＭ

组和ＭＣＡＯ组各有６只和８只，每组大鼠体质量均

呈均衡分布。所有大鼠于中国科学院上海药物研究所

实验动物房内适应性饲养３ｄ，每天１２ｈ光照／１２ｈ黑

夜交替，温度（２４±２）℃，自由进食饮水。本动物实

验符合上海药物研究所实验动物管理与使用委员会

的伦理要求。

１．２　实验过程　依照文献［１７］方法制备ＭＣＡＯ模

型。ＭＣＡＯ组大鼠左脑缺血２ｈ后，拔出栓线并结

扎颈外动脉断端，恢复脑血流灌注，然后将大鼠回笼

监护，手术结束后，按体质量肌注抗生素氨苄青霉素

钠（２．５ｍｇ／ｋｇ）防止感染；ＳＨＡＭ 组手术步骤同

ＭＣＡＯ组，但仅将颈外动脉结扎并剪断，不进行栓

线阻塞大脑中动脉操作，同样肌注抗生素。缺血再

灌注２４ｈ时，ＭＣＡＯ组有２只大鼠死亡，故该组在

２４ｈ时剩余６只。

分别于再灌注后３、６、２４ｈ断头处死大鼠，立刻解

剖并收集左脑皮质组织，迅速置于液氮中速冻，运用

甲醇／氯仿／水混合溶剂［１８］萃取获得组织中水溶性代

谢物。萃取操作程序如下：４００μＬ甲醇、４００μＬ氯仿、

２８５μＬ水与大脑皮质组织（湿质量约１００ｍｇ）在匀浆

管（内预置５颗直径为２ｍｍ的匀浆珠）中混合，静置

３ｍｉｎ，用均质器在５０００ｒ／ｍｉｎ条件下震荡２０×４ｓ，在

４℃环境中静置５ｍｉｎ后，于４℃以１３２５３×犵转速离

心１０ｍｉｎ，取上层水相层放入１５ｍＬ离心管中。上述

萃取操作重复３次，收集水相层冷冻抽干得到水溶性

代谢物粉末。在进行ＮＭＲ数据采集前，水溶性组织

萃取物中加入５５０μＬ重水配置的磷酸盐缓冲液

（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ／ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，０．２ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．４），将样品ｐＨ值变化控制在较小的范围内，涡

·９３３１·
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旋振荡２ｍｉｎ后离心（１０２８１×犵，４℃，１０ｍｉｎ），将上

清液（５００μＬ）移入直径为５ｍｍ的ＮＭＲ管中。

１．３　ＮＭＲ数据采集　２５℃室温条件下，在带有超

低温探头的６００ＭＨｚＮＭＲ谱仪上，使用ｚｇｐｒ脉冲

序列采集脑组织水溶性代谢物萃取液样品的一维

ＮＭＲ谱图，采样参数为弛豫延迟时间１０ｓ，数据点

１２８Ｋ，谱宽１０ｋＨｚ，自由诱导衰减累加６４次。随

机在每组中选取１～２个样本采集二维ＴＯＣＳＹ谱

图（脉冲序列为ｍｌｅｖｐｈｐｒ）以辅助代谢物谱峰归属，

采样数据点ｆ２维为１０２４，ｆ１维为２５６，谱宽９．６

ｋＨｚ，扫描次数６４次。

１．４　数据分析与统计学处理　将所有的一维ＮＭＲ

氢谱在进行傅里叶变换前乘以０．３Ｈｚ线宽窗函数。

使用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ８．１（ＭｅｓｔｒｅｌａｂＲｅｓｅａｒｃｈＳ．Ｌ．）

软件对谱图进行手动调相、基线校正并参考肌酸甲

基基团（３．０４３）的化学位移进行定标并行峰对齐

操作。

以３×１０－９的宽度将一维ＮＭＲ氢谱谱图中化

学位移９．３６～０．６０区域划分为２９２０个积分区段。

谱图积分数据中去掉水峰（化学位移５．３８～４．６８）、

来自萃取剂的残留甲醇（化学位移３．４０～３．３２）和

乙醇（化学位移１．２１～１．１７，化学位移３．６９～３．６５）

的积分。将归属得到的代谢物谱峰积分进行加和得

到各代谢物的积分值，将每个代谢物的积分值与内

参代谢物肌酸的积分值相除得到相对积分比（Ｉｒ），

ＳＨＡＭ组各代谢物在同一时间点的左脑相对积分

比变化差异无统计学意义，故以ＳＨＡＭ组左脑的各

代谢物在同一时间点相对积分比的平均值（?）作为

基线对照。将 ＭＣＡＯ组大鼠左脑相对积分比和

ＳＨＡＭ组大鼠左脑相对积分比，分别与该平均值

（?）相除，以比值（Ｉｒ／?）的均值作为代谢物相对积分

值，并采用ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验对 ＭＣＡＯ组左脑和

ＳＨＡＭ组左脑代谢物的相对积分值做统计学分析，

检验水准（α）为０．０５，最后制作每个代谢物相对积

分值的时间变化轨迹图。

２　结　果

２．１　大鼠脑皮质组织代谢物谱峰　水溶性代谢物

萃取液的一维ＮＭＲ氢谱谱峰归属依据人类代谢组

数据库（Ｈｕｍａｎ ＭｅｔａｂｏｌｏｍｅＤａｔａｂａｓｅ，ＨＭＤＢ；

狑狑狑．犺犿犱犫．犮犪）里的谱图数据、二维ＮＭＲ图谱，以

及通过查阅文献［１９］指认大鼠脑皮质组织水溶性代

谢物萃取液的ＮＭＲ信号。可确定信号归属的代谢

物谱峰指认详见图１和表１。

图１　大鼠左脑皮质组织水溶性代谢物萃取液的代表性一维犖犕犚氢谱

犉犻犵１　犜狑狅狋狔狆犻犮犪犾１犇
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犪狇狌犲狅狌狊犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲犲狓狋狉犪犮狋狊犻狀狋犺犲犾犲犳狋犮狅狉狋犲狓狋犻狊狊狌犲狊狅犳狉犪狋狊

Ａ：ＭＣＡＯｇｒｏｕｐ（２４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）；Ｂ：ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ（２４ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）．ＮＭＲ：Ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ；

ＭＣＡＯ：Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ；ＮＡＤ＋：Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＡＭＰ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ；Ｉｎｏ：Ｉｎｏｓｉｎｅ；Ｔｙｒ：

Ｔｙｒｏｓｉｎｅ；ＦＭＡ：Ｆｕｍａｒａｔｅ；Ｕｒｉ：Ｕｒａｃｉｌ；Ｌａｃ：Ｌａｃｔａｔｅ；ＣＲＥ：Ｃｒｅａｔｉｎｅ；Ｇｌｕ：Ｇｌｕｔａｍａｔｅ；Ｇｌｎ：Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ；Ｍｙｏｉｎｓ：Ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ；Ｔａｕ：

Ｔａｕｒｉｎｅ；Ｐｃｈｏ：狅Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ；Ｃｈｏ：Ｃｈｏｌｉｎｅ；Ｃａｒ：Ｃａｒｎｉｔｉｎｅ；ＤＭＡ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ；ＧＡＢＡ：γＡｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；Ａｌａ：Ａｌａｎｉｎｅ；Ｖａｌ：

Ｖａｌｉｎｅ；Ｌｅｕ：Ｌｅｕｃｉｎｅ；Ｎｉｃ：Ｎｉｃｏｔｉｎｕｒａｔｅ；ＡＤＰ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ；Ｆｏｒ：Ｆｏｒｍａｔｅ；Ｐｈｅ：Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ；Ａｓｐ：Ａｓｐａｒｔａｔｅ；Ｇｌｙ：Ｇｌｙｃｉｎｅ；

ＧＰＣ：ｓｎＧｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ；Ｍｌｎ：Ｍａｌｏｎａｔｅ；Ｍａｌ：Ｍａｌａｔｅ；Ｓｕｃｃ：Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ；ＮＡＡ：犖ａｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ；ＩＢ：Ｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅ；Ｉｌｅ：Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ

·０４３１·
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第１１期．马夏珍，等．基于核磁共振技术研究脑缺血再灌注大鼠脑皮质代谢物组水平变化的分子机制

表１　大鼠左脑皮质水溶性代谢物萃取液一维犖犕犚氢谱中代谢物的归属

犜犪犫１　犚犲狊狅狀犪狀犮犲犪狊狊犻犵狀犿犲狀狋狊狅犳犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲狊犻狀１犇
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳犪狇狌犲狅狌狊犲狓狋狉犪犮狋狊犻狀狋犺犲犾犲犳狋犮狅狉狋犲狓狋犻狊狊狌犲狊狅犳狉犪狋狊

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ Ｇｒｏｕｐ １Ｈ（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ）

Ｌｅｕｃｉｎｅ δＣＨ３ ０．９６（ｄ）

δ′ＣＨ３ ０．９７（ｄ）

γＣＨ １．７０（ｍ）

ＨａｌｆβＣＨ２，ｈａｌｆβＣＨ２ １．６７（ｍ），１．７３（ｍ）

αＣＨ ３．７２（ｍ）

Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ γ′ＣＨ３ １．０２（ｄ）

δＣＨ３ ０．９５（ｔ）

ＨａｌｆγＣＨ２，ｈａｌｆγＣＨ２ １．２２（ｍ），１．４６（ｍ）

βＣＨ １．９５（ｍ）

αＣＨ ３．６７（ｄ）

Ｖａｌｉｎｅ γ′ＣＨ３ １．００（ｄ）

γＣＨ３ １．０５（ｄ）

βＣＨ ２．２６（ｍ）

αＣＨ ３．６０（ｄ）

Ｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅ ２×βＣＨ３ １．０８（ｄ）

αＣＨ ２．４７（ｍ）

Ｌａｃｔａｔｅ βＣＨ３ １．３３（ｄ）

αＣＨ ４．１２（ｑ）

Ａｌａｎｉｎｅ βＣＨ３ １．４９（ｄ）

αＣＨ ３．７８（ｑ）

犖ａｃｅｔｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ Ａｃｅｔｙｌ

　αＣＨ３ ２．０３（ｓ）

　βＣＨ ２．５４（ｄｄ）

γＡｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ γＣＨ２ ３．０１（ｔ）

βＣＨ２ １．９１（ｍ）

αＣＨ２ ２．３０（ｔ）

Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ＨａｌｆγＣＨ２，ｈａｌｆγＣＨ２ ２．３３（ｍ），２．３７（ｍ）

ＨａｌｆβＣＨ２，ｈａｌｆβＣＨ２ ２．１３（ｍ），２．０７（ｍ）

αＣＨ ３．７７（ｄｄ）

Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ２×αＣＨ２ ２．４１（ｓ）

Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ γＣＨ２ ２．４６（ｍ）

ＨａｌｆβＣＨ２，ｈａｌｆβＣＨ２ ２．１２（ｍ），２．１６（ｍ）

αＣＨ ３．７６（ｍ）

Ｍａｌａｔｅ ＨａｌｆβＣＨ２，ｈａｌｆβＣＨ２ ２．３６（ｄｄ），２．７０（ｄｄ）

αＣＨ ４．３０（ｄｄ）

Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ２×ＮＣＨ３ ２．７２（ｓ）

Ａｓｐａｒｔａｔｅ ＨａｌｆβＣＨ２，ｈａｌｆβＣＨ２ ２．８０（ｄｄ），２．６９（ｄｄ）

αＣＨ ３．９１（ｄｄ）

Ｃｒｅａｔｉｎｅ ＮＣＨ３ ３．０４（ｓ）

αＣＨ２ ３．９４（ｓ）

Ｍａｌｏｎａｔｅ αＣＨ２ ３．１６（ｓ）

Ｃａｒｎｉｔｉｎｅ Ｎ（ＣＨ３）３ ３．２２（ｓ）

ＮＣＨ２ ３．４３（ｍ）

βＣＨ ４．５６（ｍ）

αＣＨ２ ２．４４（ｄｄ）

Ｃｈｏｌｉｎｅ Ｎ（ＣＨ３）３ ３．２１（ｓ）

ＮＣＨ２ ３．５５（ｔ）

αＣＨ２ ４．０７（ｍ）

狅Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ Ｎ（ＣＨ３）３ ３．２３（ｓ）

ＮＣＨ２ ３．６０（ｔ）

αＣＨ２ ４．１８（ｍ）
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续表

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ Ｇｒｏｕｐ １Ｈ（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ）

ｓｎＧｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ Ｎ（ＣＨ３）３ ３．２４（ｓ）

ＮＣＨ２ ３．６８（ｍ）

αＣＨ２ ４．３２（ｍ）

Ｇｌｙｃｅｒｏｌ

　ＨａｌｆγＣＨ２，ｈａｌｆγＣＨ２ ３．６１（ｄｄ），３．６８（ｄｄ）

　βＣＨ ３．７７（ｍ）

　ＨａｌｆαＣＨ２，ｈａｌｆαＣＨ２ ３．９５（ｍ），３．９９（ｍ）

Ｔａｕｒｉｎｅ ＮＣＨ２ ３．２８（ｔ）

ＳＣＨ２ ３．４３（ｔ）

Ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ ５ＣＨ ３．２９（ｔ）

１，３ＣＨ ３．５５（ｄｄ）

４，６ＣＨ ３．６３（ｔ）

２ＣＨ ４．０８（ｔ）

Ｇｌｙｃｉｎｅ ＮＣＨ２ ３．５７（ｓ）

Ｕｒａｃｉｌ ５ＣＨ ５．８１（ｄ）

６ＣＨ ７．５５（ｄ）

Ｉｎｏｓｉｎｅ ５′ＣＨ ６．１１（ｄ）
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第１１期．马夏珍，等．基于核磁共振技术研究脑缺血再灌注大鼠脑皮质代谢物组水平变化的分子机制

２．２　脑缺血再灌注诱导的大鼠脑皮质组织代谢物

水平组间变化　采用ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验方法对

ＭＣＡＯ大鼠左脑和ＳＨＡＭ组大鼠左脑皮质代谢物

相对定量水平进行统计学分析，发现组间差异具有

统计学意义的能量代谢相关代谢物为一磷酸腺苷

（ＡＭＰ）、苹果酸（Ｍａｌ）、延胡索酸（ＦＭＡ）、苯丙氨酸

（Ｐｈｅ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、丙氨酸（Ａｌａ）、乳酸（Ｌａｃ）、肉

毒碱（Ｃａｒ）、尿嘧啶（Ｕｒｉ），见图２；支链氨基酸为亮

氨酸（Ｌｅｕ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、缬氨酸（Ｖａｌ），见图３；抑

制性氨基酸为γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）、甘氨酸（Ｇｌｙ），

见图４；兴奋性氨基酸为天冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酰胺

（Ｇｌｎ）、谷氨酸（Ｇｌｕ），见图５；细胞状态相关代谢物

为犖乙酰天冬氨酸（ＮＡＡ）、胆碱（Ｃｈｏ）、甘油磷酰

胆碱（ＧＰＣ），见图６。

图２　大鼠左脑皮质能量代谢相关代谢物水平变化轨迹图
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（ＭＣＡＯ）ｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔ２４ｈａｎｄ狀＝８ａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珔狓±狊

图３　大鼠左脑皮质支链氨基酸水平变化轨迹图
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Ａ：Ｌｅｕｃｉｎｅ（Ｌｅｕ）；Ｂ：Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ（Ｉｌｅ）；Ｃ：Ｖａｌｉｎｅ（Ｖａｌ）．犘＜０．０１ｖｓＳＨＡＭｇｒｏｕｐ．Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ（ＭＣＡＯ）ｇｒｏｕｐ，狀＝６

ａｔ２４ｈａｎｄ狀＝８ａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珔狓±狊
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图４　大鼠左脑皮质抑制性氨基酸水平变化轨迹图
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Ａ：γＡｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）；Ｂ：Ｇｌｙｃｉｎｅ（Ｇｌｙ）．犘＜０．０１ｖｓＳＨＡＭｇｒｏｕｐ．Ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ（ＭＣＡＯ）ｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔ

２４ｈａｎｄ狀＝８ａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珔狓±狊

图５　大鼠左脑皮质兴奋性氨基酸水平变化轨迹图
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（ＭＣＡＯ）ｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔ２４ｈａｎｄ狀＝８ａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珔狓±狊

图６　大鼠左脑皮质细胞状态相关代谢物水平变化轨迹图
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ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ（ＭＣＡＯ）ｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔ２４ｈａｎｄ狀＝８ａｔｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；ＳＨＡＭｇｒｏｕｐ，狀＝６ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珔狓±狊

３　讨　论

脑卒中可引发脑功能障碍，造成患者语言、行为

等功能缺陷或丧失［２０］。尽管一些溶栓制剂已经用于

治疗急性缺血性脑卒中，但是由于溶栓制剂如组织纤

溶酶原激活物的治疗窗窄且不良反应较大［２１］，仅有不

足５％的患者适用此类药物
［２２］。大多数患者因缺血

再灌注造成的严重神经细胞损伤得不到有效的治疗

而导致身体机能以及认知功能发生障碍［２３］。基于

ＮＭＲ分析技术能够得到复杂生物样品体系中大量代

谢物的定量信息等优点，应用该技术分析脑缺血再灌

注损伤过程中代谢物水平随时间变化轨迹，有可能为

缓解缺血再灌注损伤提供新的治疗思路。

３．１　能量代谢　脑组织在供氧充足的情况下，葡萄

糖通过有氧氧化途径生成三磷酸腺苷，然后三磷酸

腺苷分解为一磷酸腺苷同时释放能量，这是机体的

主要供能方式。本研究发现在３个观察时间点（３、

６、２４ｈ）ＭＣＡＯ大鼠左脑皮质中一磷酸腺苷的含量

低于ＳＨＡＭ组，且其他能量代谢相关物质包括延胡

索酸、苯丙氨酸、乳酸、尿嘧啶等，如图７所示都直接

或间接地参与到机体能量代谢过程中，再灌注３个

时间点ＭＣＡＯ组大鼠左脑皮质组织中这些化合物

的含量较ＳＨＡＭ组左脑皮质升高，表明缺血再灌注

的早期已经出现能量不足的现象。
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图７　犕犆犃犗大鼠脑皮质缺血再灌注损伤扰乱的代谢通路
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ｏｘｉｄｅ；ＧＰＣ：ｓｎＧｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ；ＧＤＰｃｈｏｌｉｎｅ：Ｇｕａｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｈｏｌｉｎｅ；ＡｃｅｔｙｌＣｏＡ：ＡｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ；ＦＡＣｏＡ：Ｆａｔｔｙ

ａｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ；ＴＣＡ：Ｔｒｉｃａｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ；ＡＴＰ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ；ＡＤＰ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ；ＡＭＰ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ；

ＳｕｃｃｉｎｙｌＣｏＡ：ＳｕｃｃｉｎｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ

　　当血氧供应不足时，葡萄糖则通过低效率的无

氧糖酵解来实现供能，此时丙酮酸通过无氧途径转

化为乳酸［２４］，本研究发现再灌注３ｈ时ＭＣＡＯ大鼠

左脑中乳酸的含量较ＳＨＡＭ组左脑皮质中升高，再

灌注６ｈ时乳酸的含量较３ｈ时有下降趋势，６ｈ时

一磷酸腺苷的含量较再灌注３ｈ时有升高趋势，可

能源于机体的自身调节，增加了供氧供能，三羧酸循

环增强，而且延胡索酸作为三羧酸循环的中间体因

消耗在再灌注６ｈ时的含量较３ｈ时有所下降；再灌

注２４ｈ时，机体对于损伤的调节能力有限，供氧依

然不足，一磷酸腺苷含量降低，无氧酵解增加导致乳

酸含量再次升高。由于脑皮质组织缺血缺氧导致的

三羧酸循环能力下降，能量供应不足，此时需蛋白质

分解来供能，蛋白质分解出的苯丙氨酸在羟化酶的

作用下转化为酪氨酸［２５］，进而分解为延胡索酸［２６］，

导致延胡索酸的含量在 ＭＣＡＯ组左脑再灌注２４ｈ

时较６ｈ时上升。ＭＣＡＯ组左脑中苯丙氨酸和酪氨

酸的含量在３个观察时间点均持续下降。机体缺血

缺氧时丙氨酸可通过转化为丙酮酸盐［２７］而参与到

无氧糖酵解过程中，因而在再灌注６ｈ时的含量较

３ｈ时含量下降。

与此同时，由于能量代谢的需要，三羧酸循环的

下降导致脂类β氧化的增加，肉毒碱作为脂类β氧

化过程中的载体物质，其含量变化反映β氧化过程

的强弱。尿嘧啶在三磷酸腺苷的参与下合成二磷酸

尿苷和三磷酸尿苷［２８］，其含量也随机体能量代谢改

变而产生相应的变化。

３．２　氨基酸代谢　支链氨基酸（亮氨酸、异亮氨酸、

缬氨酸）［２９］水平在再灌注３、６、２４ｈ时，ＭＣＡＯ组左

脑皮质组织中的相对含量高于ＳＨＡＭ组，是因为再

灌注初期缺血导致的能量不足，蛋白质发生降解，释

放出这类供能氨基酸并间接参与三羧酸循环，随着

机体自身调节能量供应，在ＭＣＡＯ组左脑皮质再灌

注６ｈ时支链氨基酸含量较再灌注３ｈ时下降，之后

由于机体自身调节减弱，三羧酸循环减少，这类氨基

酸的含量在再灌注２４ｈ时较再灌注６ｈ上升。

３．３　抑制性氨基酸和兴奋性氨基酸代谢　γ氨基

丁酸和甘氨酸作为哺乳动物中枢神经系统主要的抑
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制性神经递质［３０］，它们累积并储存于神经末梢的突

出囊泡内。γ氨基丁酸及甘氨酸与相应的受体结

合，维持神经细胞内外渗透压平衡，以保护神经细

胞。本研究中由于大鼠机体自身调节作用使得缺血

后再灌注造成的神经细胞损伤有所减缓，所以再灌

注６ｈ时γ氨基丁酸和甘氨酸的含量较３ｈ时下降。

而后因自身调节能力下降，再灌注造成的神经细胞

损伤加剧，机体释放相应的γ氨基丁酸和甘氨酸减

少神经细胞损伤，导致再灌注２４ｈ时γ氨基丁酸和

甘氨酸的含量较６ｈ时上升。

天冬氨酸在人体内可由草酰乙酸转化而来，具

有调节神经细胞代谢的功能，在缺血再灌注过程中

随三羧酸循环能力下降而含量相应降低。谷氨酸是

脑内普遍存在的兴奋性氨基酸，在谷氨酸脱氢酶的

作用下进入三羧酸循环［３１］。神经元中谷氨酸可在

谷氨酰胺合成酶的作用下合成谷氨酰胺。本研究

中，皮层组织在缺血再灌注的过程中谷氨酰胺在６ｈ

时的含量较３ｈ升高，２４ｈ含量下降，而谷氨酸含量

在３个时间点均出现相应上升，表明缺血缺氧导致

神经元代谢紊乱，谷氨酸与谷氨酰胺平衡被打破。

３．４　细胞代谢　犖乙酰天冬氨酸是脑内神经细胞

密度和活力的一个标记物，由神经细胞线粒体合成

并由神经细胞胞体分泌［３２］。本研究显示ＭＣＡＯ组

左脑皮质组织中犖乙酰天冬氨酸的含量在３个观

察时间点均低于ＳＨＡＭ组且处于持续下降状态，表

明机体通过自身调节虽可减缓缺血再灌注导致神经

细胞损伤的进程，但不能阻止该损伤。因哺乳动物

中犖乙酰天冬氨酸的合成与能量代谢相关，再灌注

损伤导致能量不足影响犖乙酰天冬氨酸的合成也

是犖乙酰天冬氨酸持续下降的原因之一
［３３］。

胆碱是合成磷酯酰胆碱的重要成分［３４］，胆碱合

成磷酯酰胆碱需要消耗能量，ＭＣＡＯ组大鼠左脑皮

质胆碱含量在再灌注６ｈ时低于再灌注３ｈ时，可能

是因为再灌注６ｈ时能量不足的状态有所缓解，胆

碱消耗增加，合成磷脂酰胆碱增多。随着机体自身

调节作用减弱，能量不足现象加剧，胆碱合成磷脂酰

胆碱的效率下降，再灌注２４ｈ时胆碱含量高于再灌

注６ｈ时。甘油磷酯酰胆碱分解释放胆碱，是磷酯

酰胆碱的下游产物［３５］，同时具有重要的膜保护作

用，促进细胞膜的再生功能［３６］，在再灌注２４ｈ时含

量升高可能是机体用来保护皮质组织中的细胞膜。

综上所述，脑缺血再灌注后２４ｈ内，脑皮质能

量代谢、氨基酸代谢、神经细胞代谢等在不同时间点

受到不同程度的扰动，如何调控这些代谢紊乱将为

减缓缺血性卒中脑损伤提供新的临床治疗思路。
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