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虾青素对急性大强度运动大鼠心肌损伤影响的代谢组学研究
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摘 要：本文采用液相色谱-质谱联用技术（liquid chromatograph-mass spectrometer，LC-MS），探究补充虾青素对急

性大强度运动大鼠心肌代谢的影响。选取 24 只 7 周龄健康雄性 SD（Sprague Dawley）大鼠，随机分为运动组（E

组）和运动给药组（EM 组）。EM 组灌服油溶虾青素，剂量为 25 mg/（kg·d），E 组以同样剂量灌胃大豆油；4 周运动

适应性喂养后，两组大鼠进行一次急性大强度跑台运动，然后立刻处死所有大鼠采集血液及心肌组织，血液用于检

测心肌损伤标志物 cTnI，心肌样品经处理后进行 LC-MS 检测得到对应代谢图谱，采用数据处理软件 XCMS、SIM‐

CA-P、Excel、Origin 等软件进行图像和数据处理与分析，找出差异代谢物并检索 Met-PA 及 KEGG（Kyoto Encyclo‐

pedia of Genes and Genomes）数据库，分析筛选出靶标代谢标志物及靶标代谢通路。结果显示，两组大鼠心肌差异

代谢物有15 种，参与了9 条代谢通路，其中虾青素对急性大强度运动机体作用的潜在靶标通路有3 条，分别是谷胱

甘肽代谢、亚油酸代谢、半胱氨酸与蛋氨酸代谢通路。参与靶标代谢通路的标志物有 6 种，分别是 S-腺苷蛋氨酸、

3-磷酸丝氨酸、1-硬脂酰基-2-油酰基卵磷脂（1-stearoyl-2-oleoylphosphatidylcholine，SOPC）、谷胱甘肽、亚油酸、5-

L-谷氨酰-L-丙氨酸，它们均与降低机体氧化应激，减少心肌损伤相关。表明虾青素主要通过调节半胱氨酸和蛋氨

酸代谢、亚油酸代谢、谷胱甘肽代谢通路起到调节氧化应激，预防心肌损伤，保护心脏的作用。
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Abstract: To investigate the effects of astaxanthin supplementation on myocardial metabolism in rats with acute high-intensity exer‐

cise by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Twenty four seven-week-old healthy male SD (Sprague Dawley) rats 

were randomly divided into two exercise groups (group E) and an exercise administration group (group EM). The EM group was giv‐

en oil-soluble astaxanthin (25 mg/(kg·d)) and the E group was given the same dose soybean oil. The exercise methods of both 

groups were: one-time acute high-intensity treadmill exercise; intervention for 4 weeks; All rats were sacrificed immediately after 

the last acute high-intensity exercise, and the blood and myocardial tissue was collected. The cTnI in blood, a marker of myocardial 

injury was detected, after sample processing, the corresponding metabolic map was detected by LC-MS technology. For example, 

XCMS, SIMCA-P, Excel, Origin, and other software were used for image and data processing and analysis. The differential metabo‐
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lites were identified, and the target metabolic markers and metabolic pathways were screened by meT-PA and KEGG databases.The 

results showed that there were 15 kinds of differential metabolites in the myocardium of rats in the two groups, which were involved 

in 9 metabolic pathways. The glutathione metabolism, linoleic acid metabolism, cysteine, and methionine metabolism pathways 

were identified as three potential target pathways of astaxanthin.There were six markers involved in the target metabolic pathway: S-

adenosyl methionine, serine 3-phosphate, SOPC, glutathione, and linoleic acid 5-L-glutamyl-L-alanine, they are related to the reduc‐

tion of oxidative stress and myocardial injury. The results showed that astaxanthin can regulate oxidative stress, improve myocardial 

injury, and protect the heart by regulating the metabolism of cysteine and methionine, linoleic acid, and glutathione.

Key words: astaxanthin; exercise; injury; multiomics

0 引言 

随着人民生活水平的提高，运动已成为大

众保持健康的重要手段。适宜强度的运动可以

提高机体的运动能力及心脏功能［1］，而急性大

强度运动因其运动强度大，心肌需氧量迅速增

加，极易发生缺血缺氧使自由基增多，从而造

成运动性心肌损伤，反而威胁着人们的身体

健康［2］。

虾青素（astaxanthin，ASTA）作为一种常见

于海洋和水产动物的天然抗氧化剂，已被证实

具有提高免疫力、预防心血管疾病、缓解运动疲

劳以及提高运动能力等多种作用，被广泛应用

于运动、医药、保健品、化妆品、食品添加剂等多

个领域［3］。周海涛等研究发现补充虾青素可以

有效阻止大强度运动后心肌的脂质过氧化，减

轻运动后心肌缺血再灌注损伤，避免继发性伤

害［2］。此外，一些实验证明虾青素还能抑制运

动后小鼠肝脏及血液中氧化代谢产物丙二醛

（MDA）的产生，增强超氧化物歧化酶（SOD）、

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的活性，从而起

到缓解疲劳，增强运动能力的作用［4］。

代谢组学作为系统生物学中重要的研究方

法之一，主要采用血液、尿液或组织等生物样

本研究生物体受刺激后其代谢产物种类、数量

的变化，探究代谢规律［5-6］，为明确药物药效发

挥机制及能量代谢治疗的应用提供支持。目前

液相色谱-质谱联用（LC-MS）代谢技术因其高

灵敏度、高分辨率等特点，成为代谢组学主要

的研究技术之一［7-8］。

目前，关于天然虾青素对运动性心肌损伤

改善机制的研究多通过相关蛋白水平检测［2］，

未见采用代谢组学方法研究其对心肌代谢影响

的研究。本实验采用 LC-MS 研究虾青素补充

对急性大强度运动大鼠心肌代谢的影响，明确

虾青素发挥效应的作用途径，从代谢层面为虾

青 素 作 为 营 养 补 剂 改 善 运 动 损 伤 提 供 理 论

依据。

1 材料与方法 

1.1　实验动物　

7 周 雄 性 SD 大 鼠 24 只 ，SPF 级 ，体 重

（190±10） g，购于北京维通利华实验动物技术

有 限 公 司（动 物 许 可 证 号 SCXK（京）2016-
0006），饲养于山西大学体育学院动物房，进行

标准大鼠饲料喂养，动物饲养温度为 26 ℃~
28 ℃，湿度 50%~60%，自然昼夜节律光照。

1.2　实验方法　

1.2.1　动物分组　

24 只雄性 SD 大鼠适应性喂养 4 d 后，随机

分为运动组（E 组，n=12）和运动给药组（EM
组，n=12）。

1.2.2　运动方案　

本实验运动模式为一次性急性大强度跑台

运动。跑台为大鼠专用跑台，长度为 1 m，坡度

及运动速度可调，具有电刺激功能。（1）分组

后，第 1 天大鼠进行适应性运动训练，运动强度

为 3 m/min，5 min/d，为期一周，确保大鼠熟悉

实验环境。（2）第 8 天进行运动预适应，方案为

初始速度 3 m/min，3 min，休息 1 min 后，速度增

加 3 m/min，逐渐递增，直至力竭。大鼠力竭标

准为其停留在跑台最后端，电击后腹部贴地跑

步，3 s 内回到跑台最后端，重复 5 次［9］。（3）第

22 天再次进行递增速度运动，测试大鼠的运动

能力［10］，得到大鼠 75%VO2max 对应的速度，结

合 Bedford 的实验［11］，设定本实验大鼠急性大

强度运动的速度为 24 m/min。（4）第 29 天 E 与

EM 组大鼠均做一次性急性大强度运动。运动
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方式为速度 24 m/min，坡度-20°，每组 5 min，
间隔 1 min，运动 8 组。

1.2.3　虾青素灌服方案　

根据天然虾青素网站（http：//www.asta.cn）
专家的建议，结合大鼠对虾青素的吸收状况，

本研究选用给药的剂量为 25 mg/（kg·d），共干

预 4 周。大鼠给药期间每隔两天对其进行一次

体 重 称 量 ，并 按 大 鼠 体 重 变 化 调 整 药 量 给

予［12］。EM 组每天灌胃一定量油溶虾青素，油

溶可促进大鼠机体对虾青素的吸收利用，E 组

每天摄取同等量植物豆油［13］。

1.2.4　样本采集、处理及制备　

在跑台运动前 24 h 断食，运动后即刻（10 
min 内）颈椎脱臼处死，处死后即刻采集大鼠心

肌，收集的心脏组织于冰冷生理盐水中洗净血

液，并用滤纸将其吸干，分份用铝箔纸包裹好

于液氮中快速冷冻后装入密封袋中，处理完毕

后即刻放入-80 ℃冰箱中保存。

-80 ℃取出样本，称量 80 mg 样本。各组

各个样本均加 200 μL 水匀浆，之后经 1 min 涡

旋。加入 800 μL 乙腈和甲醇 1∶1 混合液，并充

分搅拌。经两次低温超声 30 min/次。将样品

溶液放在冰箱 1 h，去除样品蛋白。在转速为

14 000 r/min，温度为 4 ℃ 的离心机上离心 20 
min。将上清液取出后通过冷冻，对其干燥，将

所得样本于-80 ℃冰箱保存。在样本中加 100 
μL 乙腈水 1∶1 的混合液，充分混匀，复溶样本。

在 4 ℃ ，转速为 14 000 r/min 离心样本 15 min。
将所得的上清液取出进行质谱进样分析。

处死大鼠后即刻采集其股动脉血，将采集

的血液置于促凝管，并以 3 500 r/min 的速度离

心 10 min，取上层血清保存备用，待后续检测心

肌损伤标志物 cTnI。
1.2.5　LC-MS分析条件　

1.2.5.1　色谱条件　

采用 Acquity UPLC BEH Amide（2.1 mm×
100 mm，1.7 µm）色谱柱进行测定。样品放入

自动进样器（温度为 4 ℃）中进行分析，按如下

参数设置进行数据采集：流动相 A（25 mmol/L
乙酸铵、水、25 mmol/L 氨水）-B（乙腈），流动

相梯度为 0~0.5 min，95% B；0.5~7 min，95%~
65% B；3~17 min，65%~40% B；8~9 min，

40% B；9~9.1 min，40%~95% B；9.1~12 min，
95% B。体积流速 0.3 mL/min，进样量 2 μL，

柱温 25 ℃。

1.2.5.2　质谱条件　

采用 ESI 电喷雾离子化方式；正负离子两

种检测模式，对样本进行质谱分析，获得样品

的一级和二级质谱图。按如下参数设置进行

数据采集：离子源温度 600 ℃；离子浮动电压：

±5 500 V；TOF MS 扫描范围 60~1 000 Da；产
物离子扫描范围 25 Da~1 000 Da；TOF MS 单

位光谱扫描收集时间为 0.2 s；单位光谱产物离

子扫描时间为 0.05 s。二级质谱在高敏感性模

式下通过数据相关采集（IDA）得到，数据采集

重复 4 次，扩大采集范围。

1.2.6　数据处理　

将采集的 LC-MS 数据导入 XCMS 软件进

行完善、预处理（提取图中峰面积、将峰进行对

齐处理、校正代谢物的保留时间）后，得出数

据。进而将 EXCEL 软件峰值归一化后的数据

导入 SIMCA-P14.1 进行统计学上多维有监督分

析，即有监督偏最小二乘法判别分析（PLS-
DA）和正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-
DA）；SPSS 24.0 通过 t 检验以及变异倍数分析

（Fold Change Analysis，FC Analysis）对代谢物进

行统计学比较，同时结合 OPLS-DA 所得标准

筛选贡献最大的差异变量。通过 HMDB 数据

库并结合二级碎片离子以及标准品对差异变量

进行鉴定指认，将鉴定所得差异代谢物数据通

过 MetaboAnalyst 3.0 进行通路富集分析和利用

KEGG 在线数据库以及相关文献报道分析差异

代谢物所涉及的相关代谢通路。

cTnI 实验数据使用 SPSS 25.0 统计分析，用

平均值±标准差（x̄± s）表示，使用单因素方差

分 析（ANOVA）对 两 组 间 的 差 异 进 行 分 析 。

P<0.05 表示为显著性差异，P<0.01 表示为极

显著性差异。

2 实验结果 

2.1　cTnI检测结果　

心 肌 肌 钙 蛋 白 I（cTnI）作 为 临 床 常 用 心

功能指标，可用于评判心肌损伤程度。由表 1
可见，与 E 组相比，EM 组 cTnI 含量明显下降
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（P<0.01），表明虾青素补充可减少急性大强度

运动大鼠体内 cTnI 含量，缓解心肌损伤程度。

2.2　LC-MS测试结果　

2.2.1　实验质量控制检测分析结果　

将 QC（Quality Certificate）样本的 UHPLC-

Q-TOF MS（ultra-high performance liquid chroma⁃
tography coupled to quadrupole time of flight mass 
spectrometry，超高效液相色谱-四极杆飞行时间

串联质谱仪连用）离子流图重叠对照（图 1），观

察发现 QC 样本色谱图重叠良好，仪器状态稳

定，实验数据可靠。其中横轴为保留时间，纵

轴为离子强度。

2.2.2　偏最小二乘判别分析（PLS-DA）结果　

为了更直观了解各组代谢物之间的差异，

本实验采用 PLS-DA 对各组样本数据进行分

析。PLS-DA 是运用偏最小二乘回归统计方法

来识别实验数据，对样品组别差异进行预测的

分析方法。通过对两组大鼠心肌预处理后的数

据进行了监督识别，获得模型参数见（表 2），七

次循环验证，正负离子的 R2Y 和 Q2 均>0.5 表明

本 实 验 PLS-DA 模 型 能 准 确 地 描 述 数 据 。

PLS-DA 得分显示（图 2），EM 组与 E 组的正负

离子的点分散趋势明显，说明各组间代谢具有

差异性，模型建立稳定可靠。

2.2.3　正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）结果

为验证模型可靠性，对 OPLS-DA 模型进行

200 次随机排列实验（图 3），结果表明，R2 值（绿

色）在同一横坐标上均大于 Q2 值（蓝色），且 R2

与 Q2 最右侧的点均大于其他点，Q2 最左侧值小

于 0，表明本研究模型验证通过，各对照组代谢

物存在差异，使 PLS-DA、OPLS-DA 结果分析

有意义。OPLS-DA 统计方法对 PLS-DA 实验

数据完善与修正，增强了组别间差异的显著

性。表 3 中 R2Y 与 Q2 均 >0. 5，证明 OPLS-DA
模型稳定可靠。OPLS-DA 得分显示（图 4），EM
组与 E 组的正负离子的点分散趋势明显，说明各

表2　PLS-DA分析模型参数表

Table 2　Parameter of PLS-DA analysis model

样品

分组

EM/E
A为主成分数目；R2是模型对变量X或Y的解释率；Q2为模型预

测能力

负离子模式

A

3

R2X
(cum)
0.445

R2Y
(cum)
0.993

Q2

(cum)
0.718

正离子模式

A

2

R2X
(cum)
0.292

R2Y
(cum)
0.996

Q2

(cum)
0.885

表1　大鼠血清心肌损伤指标含量（x̄±s）

Table1　Content of serum myocardial injury index in rats

组别

E
EM

*表示相较于E，P<0.05；**表示相较于E，P<0.01

cTnI含量/（ng/L）
2.26±0.08
1.91±0.08**

图1　QC样本负、正离子模式TIC重叠图谱

（a） EM/E组负离子； （b） EM/E组正离子

Fig.  1　Overlapping patterns of negative and positive ion modes TIC in QC samples

(a) Negative ions in group EM/E; (b) positive ions in group EM/E
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组间代谢具有差异性，模型建立稳定可靠。

2.2.4　单变量统计分析　

本研究使用了 t 检验、FC 分析，两种方法共

同使用制成火山图（Volcano Plot），直观明确地

展现了两组大鼠心肌显著变化的代谢物。图 5
中红色点为两组间的差异代谢物，在检验概率

P<0.05 基础上，变异倍数分析 FC>1.5 或 FC<
0.67，即坐标中左上角与右上角的物质为差异

代谢物。

2.2.5　显著性差异代谢物对比结果　

以 OPLS-DA 中 分 析 获 得 变 量 权 重 值

（VIP）>1.0，检验概率 P<0.05，变异倍数分析

FC>1.5 或 FC<0.67（FC>1.5 为差异代谢物显

著升高，FC<0.67 为差异代谢物显著降低）进

一步对两组实验数据中的差异物进行筛选分

析，筛选出 EM/E 组正负离子共有 15 种差异代

谢物，见表 4。
2.2.6　差异代谢物聚类分析　

将 EM/E 组心肌差异代谢物进行聚类分析，

结果如图 6 所示。横轴为对比两组各个样本的

聚类情况，纵轴为两组间代谢物聚类情况。红

色表示代谢物显著升高，蓝色表示代谢物显著

图2　心肌样本正、负离子PLS-DA得分图

（a） EM/E组负离子； （b） EM/E组正离子（蓝色表示EM组，绿色表示E组）

Fig.  2　LC/MS based PLS-DA of rat myocardial samples from group EM and group E

(a) Negative ions in group E/EM; (b) positive ions in group E/EM

图3　心肌样本OPLS-DA模型置换检验图

（a） EM/E组负离子； （b） EM/E组正离子横坐标表示置换检验的置换保留度，纵坐标表示R2或Q2的取值

Fig.  3　LC/MS based OPLS-DA permutation test diagram of rat myocardial samples from group EM and group E

(a) Negative ions in group EM/E; (b) positive ions in group EM/E.  Abscissa: permutation retention for permutation tests; Ordinate: the 

value of R2 or Q2

878



郭新明等：虾青素对急性大强度运动大鼠心肌损伤影响的代谢组学研究

下降。同一组别颜色变化较为集中，不同组别

颜色具有鲜明对比，由图可见，EM/E 心肌代谢

差异物组内差异较小，组间差异较明显。

2.2.7　差异代谢物通路分析　

为明确补充虾青素干预急性大强度运动后

潜在差异代谢物所涉及相关的代谢通路，将虾

青素干预后的 15 种显著变化的差异代谢物进

行 Met-PA 通路富集分析。导入 Met-PA 数据

库进行整合后，筛选出经虾青素干预后明显能

改变的代谢通路分别为亚油酸代谢、精氨酸代

谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、烟酸和烟酰胺代

谢等 25 条代谢通路。以 Raw P<0.05，Impact>
0.05 为靶向通路筛选标准，发现补充虾青素对

运动机体影响最大的靶标通路有 3 条，见图 7，
分别为半胱氨酸与蛋氨酸代谢、谷胱甘肽代

谢、亚油酸代谢；靶标代谢物有 6 种，见表 5，分
别为 S-腺苷蛋氨酸、SOPC、3-磷酸丝氨酸、谷

表3　OPLS-DA分析模型参数

Table 3　Parameter of OPLS-DA analysis model

样品

分组

EM/E
A表示主成分，R2X表示模型对X变量的解释率；R2Y表示模型对

Y变量的解释率；Q2表示模型预测能力。

负离子模式

A

1+2

R2X
(cum)
0.445

R2Y
(cum)
0.993

Q2

(cum)
0.760

正离子模式

A

1+1

R2X
(cum)
0.292

R2Y
(cum)
0.996

Q2

(cum)
0.832

图5　心肌样本负、正离子模式火山图

（a） EM/E负离子； （b） EM/E组正离子

Fig.  5 Volcano figure of positive and negative ion patterns of myocardial samples

(a) EM/E negative ions; (b) Group EM/E positive ions

图4　心肌样本正负离子OPLS-DA图

（a） EM/E负离子； （b） EM/E组正离子

Fig.  4　OPLS-DA diagram of positive and negative ions in myocardial samples

(a) EM/E negative ions; (b) Group EM/E positive ions
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胱甘肽、亚油酸、5-L-谷氨酰-L-丙氨酸。

3 讨论与分析 

急性大强度运动作为一种短时间高强度运

动，会使机体新陈代谢加快，氧自由基增多，机

体内环境稳态破坏、代谢紊乱。研究表明，虾

青素作为强抗氧化物，可通过调节机体氧化平

衡，维持内环境稳定，减轻运动后缺血再灌注

损伤，有效阻止大强度运动后心肌的脂质过氧

化及心肌损伤，但其作用机制尚不十分明确。

因此 ，本研究采用液相色谱 -质谱联用技术

（LC-MS），通过对虾青素补充前后运动心肌代

谢差异物的寻找，从代谢层面探究虾青素补充

对急性大强度运动心肌损伤的影响。

3.1　亚油酸代谢通路分析　

亚油酸（LA）、1-硬脂酰基 -2-油酰基卵磷

脂（SOPC）共同参与亚油酸代谢。LA 是公认

的人和动物必需的一种脂肪酸，具有降血脂、

降血压，治疗动脉硬化等作用。LA 是游离脂肪

酸（FFA）中的一种多不饱和脂肪酸，又被称为

亚油酸，在人体中含量丰富，由于其结构中包

含不饱和双键，所以在脂肪氧合酶（LOX）、细

胞色素和自由基等作用下极易发生氧化，造成

细胞内环境紊乱［14-15］。LA 形成的氧化产物之

一 为 羟 基 亚 油 酸（HODEs）［16］。 高 浓 度 的

HODEs 可造成巨噬细胞凋亡和促炎因子生成，

进而导致动脉粥样硬化及心肌梗死等疾病发

生［17］。Stadiotti 等研究发现，当机体剧烈运动

时，人体摄氧量不能满足自身需求，就会改变

机体代谢结构，脂肪酸代谢明显加强，出现 LA
及其氧化产物的过量堆积，继而出现心肌细胞

损伤，造成心肌功能的异常［18］。Bandeira 等研

究发现，LA 作为 FFA 中的重要组成成分，当血

液中存在高浓度的 FFA 时，会抑制氧化型谷胱

甘肽（GSSG）向还原型谷胱甘肽（GSH）转化，

减慢清除 H2O2 的速率，抑制机体氧化还原反

应［19］。说明 LA 的过度累积会干扰 GSH 介导

的氧化还原反应。本研究中，EM 组与 E 组相

比，心肌的 LA（P<0.05）、SOPC（P<0.01）含量

显著下降，cTnI 含量显著下降（P<0.01），表明

虾青素补充可减少游离脂肪酸堆积，改善机体

氧化应激，增强急性大强度运动大鼠心肌亚油

酸代谢，从而减少心肌损伤。

3.2　谷胱甘肽代谢通路分析　

谷胱甘肽（GSH）、5-L-谷氨酰 -L-丙氨酸

共同参与谷胱甘肽代谢通路。谷胱甘肽（Gluta⁃
thione）是由谷氨酸、半胱氨酸及甘氨酸组成的

三肽，可以帮助机体维持正常免疫功能，并具

有抗氧化、保护肾脏、解毒、延缓衰老及美白等

作用，是人体重要的抗氧化剂［20-21］。研究发

现，GSH 在机体氧化还原过程中发挥重要作

用，当细胞内自由基增多时，大量 GSH 会转化

为 GSSG，机体对 GSH 的利用率增加，从而维持

氧化还原状态，保持机体内环境稳定［22］；此外，

GSH 还可以在谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）

的催化下，将过氧化氢和脂质过氧化物转化为

低毒性物质，从而保护生物膜及其他分子免受

自由基伤害［23］。然而当运动强度过大时，机体

内 GSH 含量不足以清除大量自由基，最终造成

机体出现运动损伤。Polotow 等研究发现，大鼠

表4　EM/E组正负离子模式下代谢差异物

Table 4　Metabolic differentials in EM/E group in positive 

and negative ion mode

模式

ESI+

ESI+

ESI+
ESI+

ESI+

ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI-

ESI-

ESI-

ESI-
*表示两组间相比P<0.05；**表示两组间相比P<0.01；↑表示差

异物变化为上升趋势；↓表示差异物变化为下降趋势。

序号

1

2

3
4

5

6
7
8
9

10
11
12

13

14

15

质荷比

300.288

810.599

338.340
252.107

627.529

308.089
147.111
132.075
400.339
399.142
185.011
339.199

199.069

303.231

279.231

保留

时间/s
35.794

50.791

33.064
141.212

190.834

399.393
579.695
407.273
169.317
489.232
58.068
26.956

339.909

102.156

157.648

差异代谢物

棕榈酰乙醇酰胺

1-硬脂酰基-2-油
酰基卵磷脂

（SOPC）
芥酸酰胺

脱氧腺苷

1-硬脂酰基-2-花
生四烯酰基-sn-

甘油

谷胱甘肽

D-哌柯林酸

肌酸

L-棕榈酰肉碱

S-腺苷蛋氨酸

3-磷酸丝氨酸

醋酸炔诺酮

5-L-谷氨酰-L-
丙氨酸

花生四烯酸(不含

过氧化物)
亚油酸

变化趋势

↓**

↓**

↓**
↓**

↓**

↑**
↓**
↓**
↓*
↑*
↓**
↓*

↓*

↓*

↓*
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剧烈运动中补充虾青素可显著增加机体 GSH
含量，增强抗氧化酶 SOD、GSH-Px 活性，抑制

脂质过氧化，具有极强的抗氧化功效［24］。吴丽

君等研究表明，外源性补充虾青素一方面可以

促进机体内 GSH 的合成，提高它参与氧化还原

反应的能力和效率；另一方面，虾青素可直接

参与体内自由基的清除，从而减少机体 GSH 的

消耗［25］。本研究中，EM 组与 E 组相比，心肌谷

胱甘肽（P<0.01）含量显著上升，也表明虾青素

补充促进了 GSH 在机体内的累积，对加速自由

基的清除，保护心肌免受氧化损伤具有积极作

用。此外，本研究还观察到 5-L-谷氨酰-L-丙

氨酸（P<0.05）水平显著下降。5-L-谷氨酰-L-

丙氨酸又称 γ-L-谷氨酰-L-丙氨酸，在植物中

多见于大蒜，是一种由谷氨酸和丙氨酸组成的

注：横坐标Pathway impact表征由拓扑分析计算所得代谢通

路的重要性值，纵坐标-logP表示代谢通路富集分析的显著

性水平。代谢通路的Pathway impact与-logP值越大，组间

代谢差异的相关性越高，图中的圆圈越大

图7　EM/E组心肌样本心肌靶标代谢物通路

Fig.  7　Myocardial targeted metabolite pathways in EM/E 

myocardial samples

图6　EM/E组心肌样本显著性差异代谢物层次聚类

Fig.  6　Significant difference of myocardial samples in EM/E group Metabolite hierarchy clustering

表5　靶标代谢物KEGG ID及参与的代谢通路

Table 5　Target metabolite KEGG ID and the metabolic 

pathways involved

代谢物

亚油酸

SOPC
谷胱甘肽

3-磷酸丝氨酸

S-腺苷蛋氨酸

5-L-谷氨酰-L-丙氨酸

KEGG ID
C01595
C00157
C00051
C01005
C00019
C03740

参与的代谢通路

亚油酸代谢

亚油酸代谢

谷胱甘肽代谢

谷胱甘肽代谢

半胱氨酸与蛋氨酸代谢

半胱氨酸与蛋氨酸代谢
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二 肽 ，可 通 过 γ - 谷 氨 酰 转 氨 肽 酶 分 解 合 成

GSH，参与机体抗氧化［26］。Zhai 等研究发现，

5-L-谷氨酰-L-丙氨酸含量与机体氧化应激水

平密切相关，抗氧化剂低聚原花青素可加速血

清中 5-L-谷氨酰-L-丙氨酸的分解，促进 GSH
的合成，从而起到抵抗氧化应激，缓解机体炎

症，保护机体功能的作用［27］。曾繁强研究发

现，用毛鸡酒干预血虚大鼠可明显降低大鼠血

浆中 MDA 的含量，提高血浆中总抗氧化能力

（T-AOC）值，从而清除多余自由基，发挥抗氧

化作用；而在其代谢组学分析中发现，毛鸡酒

显著降低血虚大鼠血浆中 5-L-谷氨酰-L-丙氨

酸的相对含量，说明毛鸡酒同样可加速 5-L-谷
氨酰-L-丙氨酸向 GSH 的转化，通过调节谷胱

甘肽的代谢，减轻机体的氧化损伤［28］。本研究

也证实了这一结果，EM 组与 E 组相比，5-L-谷
氨酰 -L-丙氨酸（P<0.05）含量显著下降，cTnI
含量显著下降（P<0.01），说明虾青素补充可显

著促进大强度运动大鼠心肌内 5-L-谷氨酰-L-
丙氨酸向 GSH 的转化合成，从而改善运动机体

氧化应激反应，对心肌起到保护作用。

3.3　半胱氨酸与蛋氨酸代谢通路分析　

3- 磷 酸 丝 氨 酸（Ser-P）、S- 腺 苷 蛋 氨 酸

（SAM）共同参与半胱氨酸与蛋氨酸代谢。S-腺
苷蛋氨酸，又称 S-腺苷甲硫氨酸（SAM），是由

甲硫氨酸和三磷酸腺苷（ATP）在 S 腺苷蛋氨酸

转移酶作用下合成的化合物，作为甲基供体和

半胱氨酸、谷胱甘肽、牛磺酸等重要物质的前

体，具有生成抗氧化物清除自由基，改善细胞氧

化应激状态的能力［29-30］。但是，SAM 在甲基转

移酶作用下可生成 S-腺苷高半胱氨酸（SAH），

研究发现，SAH 极易氧化生成活性氧，造成内环

境失衡，因此 SAH 被认为是糖尿病心肌病及微

血管病变的危险因素［31］。同时，活性氧在体内

大量堆积时，可攻击体内不饱和脂肪酸，使细胞

内 核 转 录 因 子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-
κB）信号通路活化，从而诱导肿瘤坏死因子

（TNF-α）的活化，引起心肌损伤［29］。SAH 的大

量积累及线粒体 SAM 的大量消耗，被认为是细

胞对 TNF 敏感性增强的内在机制，SAM/SAH
的比例与细胞对肿瘤坏死因子 TNF 敏感性成负

相关［32-33］。有研究表明 SAM 可降低血清 TNF-

α 和 TGF-β 含量［34］，外源性补充 SAM 可以降低

血清中 TNF-α 的含量，改善体内 NF-kB 的表达

水平，调节细胞脂质过氧化，从而保护心肌免受

活性氧（ROS）攻击发生损伤［33］。陈刚等研究发

现，虾青素补充后，糖尿病心肌病大鼠体内 SAM
含量增多，SAM/SAH 的比值增加，降低了细胞

对肿瘤坏死因子 TNF 的敏感性；同时也清除

了 SAH 氧化生成的活性氧，从而对心血管系

统起到积极的保护作用［29］。本研究中，EM
组与 E 组相比，SAM（P<0.05）含量显著升高，

也表明虾青素补充增加了 SAM 的合成，有助于

改善急性大强度运动造成的氧化应激状态，从

而对大鼠心肌起到良好保护作用。3-磷酸丝氨

酸（3-Phosphoserine，Ser-P），亦 称 磷 酸 化 丝 氨

酸，由糖酵解中间产物 3-磷酸甘油酸在 3-磷酸

甘油酸脱氢酶作用下，氧化成磷酸羟基丙酮酸

并接受谷氨酸中的氨基后形成，当其去磷酸化

后会最终合成丝氨酸［35］。研究发现，在乳腺癌、

肾癌、淋巴癌等多种癌症中丝氨酸生物合成途

径活性上调，被认为是癌症的明显特征。此外，

丝氨酸通过叶酸介导的一碳通路可以转化为甘

氨酸和单碳单位，从而协助核苷酸、SAM 和

GSH 等抗氧化物质在体内的合成。本研究中，

EM 组与 E 组相比，Ser-P（P<0.01）含量显著下

降，cTnI 含量显著下降（P<0.01），表明虾青素

可减弱 Ser-P 的形成，即抑制了丝氨酸生物合成

途径的活性，又提高 Ser-P 在机体的利用率，加

速核苷酸、SAM 和 GSH 在体内的合成，从而减

轻机体氧化应激，保护心脏。

4 结论 

本研究主要采用 LC-MS 技术探究补充虾

青素对急性大强度运动大鼠心肌代谢的影响。

研究结果表明，虾青素主要通过调节半胱氨酸

和蛋氨酸代谢、亚油酸代谢、谷胱甘肽代谢通

路起到调节氧化应激，预防心肌损伤，保护心

脏的作用。
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