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彝族高血压患者代谢产物分析及相关机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨彝族原发性高血压与代谢产物间的关系及相关机制。方法 2018年11月至2020年

10月采用超高效液相色谱-飞行时间串联质谱(UHPLC-QE-MS)分析彝族原发性高血压患者20例(高血压组)
与健康者10例(对照组)的血清代谢产物。寻找与云南彝族地区原发性高血压相关的差异代谢物及代谢通路,
获得云南彝族地区原发性高血压的相关代谢标志物。结果 筛选出彝族高血压患者的4种血清代谢产物相对

水平明显升高,包括邻苯二酚、马尿酸、N-乙酰芳基胺、辛弗林丙酮,差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组

比较,彝族高血压患者的差异代谢通路包括甘油磷脂代谢、鞘脂代谢、苯丙氨酸代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸代谢通路。结论 4种差异代谢产物和4条差异代谢通路与彝族患者原发性高血压的发生、发展密切相关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

essential
 

hypertension
 

and
 

metabolites
 

in
 

Yi
 

nationality
 

and
 

its
 

related
 

mechanism.Methods The
 

serum
 

metabolites
 

of
 

20
 

patients
 

with
 

essential
 

hyper-
tension

 

(the
 

hypertension
 

group)
 

and
 

10
 

healthy
 

persons
 

(the
 

control
 

group)
 

in
 

the
 

Yi
 

nationality
 

area
 

of
 

Yunnan
 

were
 

analyzed
 

by
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-time-of-flight
 

tandem
 

mass
 

spec-
trometry

 

(UHPLC-QE-MS)
 

from
 

November
 

2018
 

to
 

October
 

2020.The
 

differential
 

metabolites
 

and
 

metabolic
 

pathways
 

related
 

to
 

essential
 

hypertension
 

in
 

Yi
 

nationality
 

were
 

found,and
 

the
 

metabolic
 

markers
 

related
 

to
 

essential
 

hypertension
 

in
 

Yunnan
 

Yi
 

area
 

were
 

obtained.Results The
 

relative
 

contents
 

of
 

four
 

serum
 

metabo-
lites

 

in
 

Yi
 

nationality
 

patients
 

with
 

hypertension
 

were
 

screened
 

to
 

be
 

significantly
 

increased,including
 

Pyrocat-
echol,Hippuric

 

acid,N-Acetylarylamine,Synephrine
 

acetonide,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

differential
 

metabolic
 

pathways
 

of
 

Yi
 

hypertensive
 

patients
 

in-
cluded

 

glycerophospholipid
 

metabolism,sphingolipid
 

metabolism,phenylalanine
 

metabolism,alanine,aspartic
 

acid
 

and
 

glutamic
 

acid
 

metabolism.Conclusion The
 

above
 

four
 

differential
 

metabolites
 

and
 

four
 

differential
 

metabolic
 

pathways
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

essential
 

hypertension
 

in
 

Yi
 

na-
tionality.
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  高血压是基因、环境、民族、代谢等多种因素共同

作用的结果,而代谢异常在高血压发生、发展中的作

用和机制尚不明确。代谢产物可跳过复杂的调控过

程直接反映出最终的代谢变化,在多种疾病的发生、
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发展中发挥重要作用。代谢组学是分析代谢产物种

类、数量动态改变及其规律的科学,从相对简单的微

生物到植物、哺乳动物等复杂的多生物体系,各种各

样的生物系统都受益于代谢组学研究[1]。通过代谢

组学可检测到生物学途径中的微妙改变,以深入了解

各种生理条件和疾病的机制[2]。云南是少数民族聚

居地之一,高血压发病率较高。本研究通过对云南彝

族高血压患者和对照组血清代谢产物进行分析,探索

代谢产物与云南彝族高血压发生、发展的关系,为其

机制研究提供新思路和新靶点。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  2018年11月至2020年10月课题组于流行病学

调查中选取彝族原发性高血压患者20例(高血压组)
与健康者10例(对照组)作为研究对象。纳入标准:
(1)年龄≥40岁;(2)非长期卧床;(3)云南彝族地区居

住年限超过3年;(4)具备基本沟通能力;(5)自愿加

入此项研究,并签署知情同意书;(6)符合高血压诊断

标准;(7)无心、脑、肾、肺或其他任何主要人体器官实

质性改变。排除标准:(1)短期内人体组分急性改变,
如严重的脱水、水肿、发热或感染等;(2)患有精神疾

病;(3)患有重要器官功能衰竭(如急性心力衰竭、肾功

能衰竭、呼吸衰竭等);(4)已知患有冠状动脉粥样硬化

性心脏病、糖尿病、脑血管疾病、痴呆、呼吸系统疾病(慢
性阻塞性肺疾病、哮喘等);(5)不愿意参与本研究。

1.2 方法

1.2.1 相关检查

  受试者均经过病史询问、体格检查及实验室辅助

检查。(1)一般情况:包括身高、体重、腰围(waist
 

circumference,WC)、臀围(hip
 

circumference,HC)、
收缩压、舒张压、心率等。(2)实验室指标:空腹血糖

(glucose,GLU)、血脂[包括总胆固醇(total
 

choles-
terol,TC)、甘油三酯(triglyceride,TG)、低密度脂蛋

白胆固醇(low
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol,LDL-
C)、高密度脂蛋白胆固醇(high

 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol,HDL-C)]、甲状腺功能、血常规等。(3)问
卷调查:采用现场集中、面对面询问,每位受试者由

1~2名调查人员进行问卷调查,受试者不能理解的客

观问题,允许由其陪伴或翻译人员代答,对主观问题

及部分涉及必须回答的问题,由受试者亲自回答,翻
译人员进行翻译。

1.2.2 试剂及仪器

  主要试剂:甲醇、乙腈、乙酸铵、氨水。实验仪器:

Vanquish超高效液相(美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司),Q

 

Exactive
 

HFX高分辨质谱(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),Heraeus
 

Fresco17离心机(美

国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司),天平(德国Sarto-
rius公司),明澈纯水仪(美国 Millipore公司),超声仪

(深圳市雷德邦电子有限公司)。

1.2.3 样本制备

  静息状态下抽取患者肘前静脉血3
 

mL置于肝素

抗凝管中,立即于4
 

℃冰箱内保存。采血后2
 

h内于

室温下3
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上层血清100
 

μL
(其余于-80

 

℃冰箱冻存)。

1.2.4 仪器分析与数据处理

1.2.4.1 代谢物提取

  移取100
 

μL样品至EP管中,加入400
 

μL提取

液[甲醇∶乙腈=1∶1(V/V),含同位素标记内标混

合物],涡旋混匀30
 

s;超声10
 

min(冰水浴);-40
 

℃
静置1

 

h;将样品于4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心15
 

min;
取上清液于进样瓶中上机检测;所有样品另取等量上

清液混合成质量控制样品上机检测。

1.2.4.2 上机检测

  采 用 Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

Amide
(2.1

 

mm×100.0
 

mm,1.7
 

μm)液相色谱柱对目标化

合物进行色谱分离。液相色谱 A 相为水相,含25
 

mmol/L乙酸铵和25
 

mmol/L氨水,B相为乙腈。采

用梯度洗脱:0~<0.5
 

min,95%B;0.5~7.0
 

min,

95%B→65%B;7.0~8.0
 

min,65%B→40%B;8.0~
9.0

 

min,40%B;9.0~9.1
 

min,40%B→95%B;9.1~
12.0

 

min,95%B。流动相流速:0.5
 

mL/min,柱温

25
 

℃,样品盘温度4
 

℃,进样体积3
 

μL。

1.2.4.3 数据处理

  原始数据经ProteoWizard软件转成 mzXML格

式后,使用自主编写的R程序包(内核为XCMS)进行

峰识 别、峰 提 取、峰 对 齐 和 积 分 等 处 理,然 后 与

BiotreeDB(V2.1)自建二级质谱数据库匹配进行物质

注释,算法打分的Cut-off值设为0.3。采用有监督的

偏最小二乘判别分析(partial
 

least
 

squares
 

discrimi-
nant

 

analysis,PLS-DA)进行模式识别。

1.3 统计学处理

  采用SPSS
 

24.0统计学软件进行分析,正态分布

的计量资料以x±s表示,非正态分布的计量资料以

M(Q1,Q3)表示,满足正态和方差齐性的计量资料组

间比较采用独立样本t检验,不满足者采用非参数秩

和检验;两组代谢产物采用主成分分析进行区分,采
用配对t检验对两组血清样品的代谢成分进行比较。
计数资料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组临床资料比较

  两组的年龄、性别、WC、HC、TC、TG、LDL-C、
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HDL-C、收缩压、舒张压、GLU、促甲状腺素(thyroid
 

stimulating
 

hormone,TSH)比较,差异无统计学意义

(P>0.05);高血压组收缩压、舒张压高于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05)),见表1。

2.2 两组主成分分析

  采用有监督的PLS-DA进行模式识别发现在正、
负离子下两组血清样品分离较好,其模型的拟合能力

和预测能力指数分别为:正离子在Y 轴方向模型的累

积解释率(R2Y)=0.900,模型的累积预测率(Q2)=
0.390;负离子R2Y=0.933,Q2=0.373,见图1。模

型验证结果显示,正交偏最小二乘判别分析(Orthog-
onal

 

PLS-DA,OPLS-DA)模型具有较高的可靠性。

2.3 高血压代谢标志物筛选

  共检测出代谢物8
 

470种,其中正离子5
 

055种,
二级质谱定性匹配分析得到物质名称的有421种;负
离子3

 

415种,二级质谱定性匹配分析得到物质名称

的有190种。以变量投影重要性(variable
 

impor-
tance

 

in
 

projection,VIP)>1,P<0.05作为筛选条

件,共发现80个差异代谢产物,其中负离子模式下有

38个差异代谢物,正离子模式下体验42个差异代谢

物;以 VIP>1,P<0.05、差异倍数(fold
 

change,

FC)>2或<0.5作为筛选条件,共发现4个差异代谢

产物(潜在的生物标志物),其中负离子模式下有3个

差异代谢物,正离子模式下有1个差异代谢物,分别

为邻苯二酚(Pyrocatechol)、马尿酸(Hippuric
 

acid)、

N-乙酰芳胺(N-Acetylarylamine)、辛弗林丙酮(Syne-
phrine

 

acetonide),见表2、3。
表1  两组临床资料比较

项目
高血压组

(n=20)

对照组

(n=10)
P

性别[n(%)] 0.650

 男 10(50.0) 5(50.0)

 女 10(50.0) 5(50.0)

年龄(x±s,岁) 55.2±4.9 54.2±3.8 0.594

BMI(x±s,kg/m2) 25.9±4.2 24.2±4.0 0.274

WC(x±s,cm) 87.0±10.6 81.53±9.4 0.177

HC(x±s,cm) 95.6±10.1 92.0±6.8 0.314

TC(x±s,mmol/L) 6.1±1.2 5.6±1.1 0.206

TG[M(Q1,Q3),mmol/L] 1.7(1.1,3.7) 1.6(1.1,2.8) 0.538

LDL-C(x±s,mmol/L) 3.7±1.3 3.6±0.9 0.827

HDL-C[M(Q1,Q3),mmol/L] 1.5(1.2,1.8) 1.4(1.3,1.6) 0.644

收缩压(x±s,mmHg) 164.1±26.0 135.3±19.9 0.005

舒张压(x±s,mmHg) 97.8±14.4 81.4±13.4 0.005

GLU[M(Q1,Q3),mmol/L] 5.2(4.9,6.2) 5.0(4.8,5.4) 0.146

TSH[M(Q1,Q3),mmol/L] 2.7(2.1,4.4) 2.6(1.7,3.1) 0.367

  A:所有样品血清代谢产物的正离子OPLS-DA评分图;B:所有样品血清代谢产物的负离子
 

OPLS-DA评分图。

图1  两组血清代谢组的非靶向代谢组学

表2  正离子差异代谢物

二级质谱名称 保留时间(min) 质荷比 VIP P FC

L-甲硫氨酸 102.519 150.058
 

360 2.089 0.006 1.361

乳糖神经酰胺 208.955 862.622
 

644 1.993 0.002 0.688

二氢胸腺嘧啶 207.271 129.065
 

839 1.955 0.008 0.834

咪唑-4-乙醛 207.248 111.055
 

427 1.745 0.008 0.804

胆碱 287.396 104.107
 

145 1.674 0.041 0.917

吲哚 29.982 118.065
 

241 1.433 0.014 0.775

2-乙酰基-1-烷基-sn-甘油-3-磷酸胆碱 213.458 524.370
 

888 1.405 0.032 0.830

辛弗林丙酮 213.316 208.132
 

988 1.020 0.018 4.656
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2.4 代谢通路分析

  以代谢反应为线索,串联可能的代谢途径及对应

的调控蛋白,整理出对应人类(Homo
 

sapiens)差异代

谢物映射的通路共有51条,通过气泡图,筛选出4条

影响最大的代谢通路分别为甘油磷脂代谢,鞘脂代

谢,苯丙氨酸代谢,丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢,
见图2。

将差异代谢产物与已知代谢途径库(KEGG)进

行生物信息还原,筛选出差异代谢通路包括:正离子

的鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、醚脂代谢、组氨酸代谢、
半胱氨酸和L-甲硫氨酸代谢、嘧啶代谢、色氨酸代谢;
负离子的苯丙氨酸代谢,丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢,D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢,丁酸代谢,抗坏血

酸和醛糖代谢,牛磺酸和亚牛磺酸代谢,柠檬酸循环

(TCA循环),糖酵解或糖异生、戊糖磷酸途径,维生

素B6代谢,丙酮酸代谢,磷酸肌醇代谢通路。

表3  负离子差异代谢物

二级质谱名称 保留时间(min) 质荷比 VIP P FC

次甲酸 47.032 253.216
 

647 1.710 0.007 1.599

丙酮酸 245.113 87.007
 

824 2.103 0.010 1.211

肌醇 407.732 179.055
 

113 2.240 0.005 1.169

L-酪氨酸 319.989 180.065
 

352 2.087 0.001 1.572

N-乙酰-L-苯丙氨酸 200.360 206.081
 

439 1.684 0.032 1.284

L-谷氨酸 413.262 146.044
 

934 2.517 0.011 1.526

氧戊二酸 384.445 145.013
 

278 2.796 0.004 1.931

2-羟基肉豆蔻酸 66.797 243.195
 

709 1.877 0.031 1.351

邻苯二酚 24.358 109.028
 

507 2.658 0.004 2.819

N-乙酰氨基 210.688 134.060
 

233 2.147 0.003 3.171

马尿酸 210.851 178.049
 

965 2.121 0.003 2.865

  A:正离子通路富集分析图;B:负离子通路富集分析图;横坐标位置和气泡大小代表路径影响;纵坐标位置和气泡颜色代表丰富程度。

图2  正负离子通路富集分析图

3 讨  论

  代谢产物可跳过复杂的调控过程直接反映最终

的代谢变化,代谢产物在包括高血压在内的多种疾病

发生、发展中发挥重要作用。通过代谢组学检测到生

物学途径中的微妙改变,可以深入了解各种生理条件

和疾病机制[2]。

有学者采用代谢组学研究联盟的队列数据研究

血液代谢物与高血压的关联,发现在调整性别、年龄、

BMI、种族和多项指标后,在12
 

479例高血压患者和

31
 

827例无肾功能损伤的对照人群中发现了38种与

高血压相关的代谢物,该研究为迄今为止最大的横断

面高血压代谢组学研究[3]。通路分析进一步表明,氨
基酸、丝氨酸/甘氨酸和胆汁酸在高血压调节中发挥

作用,确定了32种循环代谢物是潜在的干预靶点,但

仍需要进一步进行体内试验来确定其在高血压病因

或进展中的具体作用。本研究结果显示,本院彝族高
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血压组与对照组比较中,最明显的差异代谢产物为邻

苯二酚、马尿酸、N-乙酰芳胺、辛弗林丙酮。而有研究

显示,在服用美托洛尔的患者尿液中,许多肠道微生

物群依赖性代谢物(包括羟基马尿酸、马尿酸和甲基

尿酸)水平明显升高[4];在慢性肾脏病大鼠模型中,发
现血浆犬尿酸和马尿酸水平明显升高[5]。代谢组学

分析确定了多种与慢性肾脏病病因密切相关的代谢

物,包含16-羟基棕榈酸酯、犬尿酸酯、高香草酸盐硫

酸盐、马尿酸盐、高瓜氨酸和1,5-脱水葡糖醇[6]。另

有研究表明,残余肾功能与马尿酸血浆水平呈负相

关,较高的残余肾肌酐清除率与较低的犬尿酸、硫酸

吲哚醇、吲哚-3-乙酸、对甲酚葡糖苷酸和马尿酸血浆

水平有关[7]。血管紧张素转换酶在调节人体血压方

面起重要作用,在血管紧张素转换酶的作用下,马尿

酰-组二酰-亮氨酸作为底物可转化为马尿酸[8],故考

虑马尿酸与肾脏功能相关,从而影响血压。
同时,本研究中云南彝族高血压患者与对照人群

差异代谢通路包含鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、氨基酸

代谢(色氨酸代谢,苯丙氨酸代谢,丙氨酸、天冬氨酸

和谷氨酸代谢)、脂肪酸代谢(丁酸代谢)、能量代谢

(糖酵解、磷酸戊糖途径)等。有学者通过非靶向代谢

组学鉴定出原发性高血压患者尿液中包括L-甲硫氨

酸等10种潜在生物标志物,涉及的代谢途径包括氨

基酸代谢、脂肪酸代谢、类固醇激素、生物合成和氧化

应激[9],这与本研究结果一致。体内研究支持鞘脂在

高血压病理生理学中的作用,例如自发性高血压大鼠

显示总神经酰胺和鞘氨醇血浆水平升高[10]。内皮细

胞功能与鞘脂代谢密切相关,正常的鞘脂代谢对于维

持内皮细胞稳态至关重要,异常情况下的鞘脂代谢物

或关键酶(包括鞘氨醇、神经酰胺、1-磷酸鞘氨醇等)可
能对内皮细胞的功能有保护或破坏作用[11]。越来越

多的实验和临床研究强调了鞘脂在心血管疾病,尤其

是缺血性心脏病、高血压、心力衰竭和卒中等疾病中

的病理生理学关键作用[12]。神经酰胺水平增加与不

良心血管风险和事件密切相关,抑制神经酰胺的合成

或加速其降解可改善多种心血管疾病[13]。粗粮摄入

与血压之间的负相关可能是由鞘脂代谢物介导[14]。
鞘脂是脂质的不同种类,也是细胞膜中的结构分子和

信号分子,参与关键细胞功能的调节,在维持体内稳

态方面具有关键作用,已被用作预测人群疾病的潜在

生物标记[15]。
有研究显示,高血压患者和健康人群间血清代谢

物存在差异,其主要参与脂肪酸代谢,甘油磷脂代谢,
丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢,与胰岛素抵抗、血管

重塑、巨噬细胞等相关[16]。而高盐饮食诱导富马酸、

L-乳酸、肌酐、L-丙氨酸、甘氨酸和L-半胱氨酸水平明

显升高,与糖酵解相关的氨基酸代谢通 路 明 显 改

变[17]。在人类和动物代谢组学研究中,确定了数种共

同的代谢通路,包括丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、
氨酰-tRNA生物合成和精氨酸生物合成,其与胰岛素

抵抗、炎症状态和一氧化氮产生受损等密切相关的代

谢标志物和通路有助于原发性高血压的发展,可为早

期诊断或预测提供依据[18]。研究发现,补充L-苯丙

氨酸可通过改善血管功能和肾功能来减轻盐敏感性

高血压大鼠的盐诱导高血压[19]。隐匿性高血压患者

中亮氨酸/异亮氨酸、缬氨酸、L-甲硫氨酸、苯丙氨酸

等氨基酸水平高于健康人群;隐匿性高血压患者动态

收缩压与亮氨酸/异亮氨酸、缬氨酸、L-甲硫氨酸、苯
丙氨酸、C0-肉碱和C3-肉碱水平呈明显正相关,证明

了生命早期和晚期支链氨基酸代谢改变的不同阶

段[20]。血浆苯丙氨酸和苯基乙酰谷氨酰胺可用于预

测冠状动脉支架内再狭窄症,肠道微生物可能是预防

冠状动脉支架内再狭窄症进展的干预靶点[21]。而色

氨酸人体必需的外源性芳香族氨基酸,在人体中色氨

酸不仅可以合成蛋白质,还可以通过其代谢产物参与

机体的情绪调节和新陈代谢过程[22]。研究发现,高血

压患者肠道中代谢产物吲哚乙酸水平明显降低,予小

鼠高盐饮食后可影响肠道菌群的组成,降低粪便中吲

哚乙酸水平,同时提高小肠内促炎性Th17细胞数量,
刺激炎症反应,导致小鼠血压升高和心血管疾病发

生,故肠道菌群的代谢产物吲哚乙酸对高血压的发

生、发展可能具有抵抗作用[23]。
目前与高血压密切相关的代谢产物多为短链脂

肪酸(short
 

chain
 

fat
 

acids,SCFA),如醋酸盐、丙酸盐

和丁酸盐,其主要由膳食纤维、盲肠和结肠中未吸收

的碳水化合物通过肠道微生物发酵产生,在高血压实

验模型中可降低血压。本研究的血清差异代谢物中

未检测到SCFA。研究显示,SCFA在血浆和粪便中

显示出拮抗结果,在高血压受试者中发现SCFA在粪

便中的水平明显升高,在血浆中的水平较低,表明SC-
FA吸收效率较低[24]。肠道微生物群通过SCFA参

与高血压的病理生理学[25]。丁酸盐与收缩压线性相

关,不受性别、种族或干预组的影响,血清或粪便丁酸

盐与血压呈负相关,故考虑丁酸盐是以SCFA为中心

的降压干预目标[26]。研究显示,原发性高血压患者的

丙酸盐水平较低,丁酸盐水平明显升高[27],表明丁酸

钠可能通过调节肠道微生物群及其衍生代谢物和肾

素-血管紧张素系统来影响高血压[28]。另有研究显

示,丙酸盐可降低血压,减弱心脏肥大、纤维化、血管

功能障碍[29]。膳食钠减少会增加循环SCFA,膳食钠

可能会影响人类的肠道微生物组,增加的SCFA与血

压降低和动脉顺应性改善有关。肠道微生物群参与
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血压调节和高血压,适度的钠减少会增加血清SCFA,
使血压和动脉僵硬度降低[30]。目前,补充醋酸盐可保

护米诺环素诱发的高血压,靶向肠道微生物代谢物可

作为预防高血压发展早期干预措施的新视角,有助于

减轻高血压负担[31]。
本研究受试者为本院彝族高血压患者和健康对

照者,故差异代谢物与其他研究不完全相同;研究存

在样本量小、单中心研究的不足,此后需要进一步开

展大样本量、多中心的临床研究,以提供更多的科学

依据。综上所述,两组受试者的代谢物和代谢通路存

在差异,其可成为其诊断和治疗的新靶点。
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