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摘要 目的：急性缺血性脑卒中（Acute ischemic stroke, AIS）是由于血流减少导致的脑功能突然丧失。由于 AIS发病机制是异质性

和多因素的，我们建立全面的脂质组学方法来阐明 AIS进程相关的脂质变化和复杂的脂质代谢网络。方法：选取 26例 AIS患者

血液标本和 27例健康志愿者血清作为研究对象，进行总脂抽提，通过基于 LC-MS策略的非靶向脂质组学方法进行规模性、整体

性的脂质组学分析。结果：对 AIS患者和健康志愿者血浆进行大规模脂质定性定量分析，通过 Progenesis誖 QI软件分析 Xevo誖
G2-XS QTOF质谱系统MSE采集的子离子数据，精确定量到 1054个脂质特征差异，准确定性得到 368个脂质分子，多变量统计

分析中差异脂质组成能将 AIS患者和健康志愿者区分开来，通路富集分析图显示差异脂质主要参与甘油磷脂代谢的紊乱。结论：

AIS患者血浆脂质组成与健康志愿者存在显著差异，差异表达的脂质可能与 AIS发生有关。这些发现有助于开发新的诊断标志物

和 AIS治疗靶点。
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Diagnostic Biomarker Study on Early Detection of Acute Ischemic Stroke
Via Lipidomics Technology*

Acute ischemic stroke is a sudden loss of brain function due to the reduction of blood flow. The pathogene-

sis of AIS is heterogeneous and multifactorial, hence we establish comprehensive lipidomic approach to explore altered lipid composition

and complex metabolic networks associated with acute ischemic stroke. Serum samples containing 26 AIS patients and 27

healthy volunteers were collected as subjects. Total lipid extraction was performed, and large-scale lipid species were analyzed via

non-targeted lipidomics based on LC-MS strategy. Large-scale lipidomic qualitative and quantitative analysis of plasma, compar-

ing AIS patients with healthy controls, via MSE scan by Xevo誖 G2-XS QTOF mass spectrometry system and peak alignment and decon-

volution by Progenesis誖 QI software. A total of 1054 lipid characteristics were accurately quantified and 368 lipid molecules were pre-

cisely identified. Multivariate statistical analyses unraveled that altered lipid composition distinguished AIS patients from healthy con-

trols. The pathway enrichment analysis showed that the significantly changed lipids were mainly involved in glycerophospholipid

metabolism disorders. Our lipidomic data showed a strikingly consistent separation between AIS patients and healthy

donors. Decipherment of lipid compositions distinguishing AIS from control can lead to identify critical diagnostic biomarkers as well as

develop therapeutic targets for AIS progression.
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前言

脑卒中是导致人类致残和致死的主要病因之一，我国每年

约有 200万新发脑卒中的患者，且卒中发病年龄越来越趋于年

轻化[1,2]。急性缺血性脑卒中（Acute ischemic stroke, AIS）约占全

部脑卒中的 80%，由于供给大脑营养的血管闭塞，导致该血管
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供应的大脑区域缺血缺氧坏死，从而出现这部分大脑区域支配

的身体功能障碍[3]。AIS具有高发病率、高死亡率、高致残率、高

复发率等特点，治疗的关键在于尽早开通闭塞血管、恢复血流

以挽救缺血半暗带组织[4,5]。

目前，AIS 确诊主要通过临床症状结合辅助检查，包括

CT、CTA（CT血管成像）、CTP（CT组织灌注）、MR、MRA（磁共

振血管成像）等。这些技术均需要依赖大型仪器，价格昂贵，且

患者需多次进行转运搬动[6]。因此，发现能够预警 AIS的早期诊

断标志物，帮助医生对患者进行及时准确的诊断，筛选个性化

治疗靶点并转化为临床应用，是生命科学和临床医学迫切需要

解决的问题。

基于质谱分析的脂质组学技术能够对复杂样品中脂质化

合物进行快速扫描及定量分析，具有灵敏度高、分辨率好等优

点，能进行高通量检测，是临床生化检测的最先进技术之一[7,8]。

本项目拟采用 AIS患者和健康志愿者的血浆标本，系统挖掘

AIS进程中脂质组成的改变，试图从脂质代谢角度探索差异脂

质对 AIS发生发展的影响，为临床寻找兼具高特异性和高灵敏

度的脂质代谢预测指标。

1 材料与方法

1.1 标本收集

收集 2017年 8月 -2018年 12月间就诊于我院的福建省

汉族急性缺血性脑卒中患者的血液标本，签署相关知情同意

书。通过问卷调查以及门诊咨询，收集研究对象的人口学资料

及脑卒中发病高危因素信息（包括年龄、身高、体重、受教育程

度、血压、血糖、是否抽烟酗酒、脑血管病史等）；通过查阅住院

记录及相关影像学报告，收集研究对象的临床诊疗参数（包括

NIHSS评分、GCS评分、脑梗部位及范围、是否大血管闭塞

等），治疗方案（药物治疗、是否静脉溶栓、是否机械取栓等），将

相关资料录入。

收集同时间段于我院进行体检的健康人群外周静脉血标

本作为对照，根据病例组性别、年龄（± 3岁）进行频数匹配，对

照组健康人群需既往无任何脑血管病史，同样签署相关知情同

意书。

1.2 实验方法

1.2.1 血浆样本脂质提取 收集 26例 AIS 患者血液标本和

27例健康志愿者血清作为研究对象，使用 800 滋L氯仿 /甲醇

（2:1, v/v）作为 200 滋L血浆样品脂质混合物提取的溶剂，样品
振荡 1 min，13,000× g 4℃离心 15 min，上层水相（代谢物）转移

至 1.5 mL EP管中，下层有机相（脂质）转移至干净玻璃离心管

中，氮气吹干样品。脂质物质用 100 滋L乙腈 /异丙醇 /水（2:2:

1, v/v/v）重溶，加入 SPLASHTM LipidoMix誖 Mass Spec Standard

混合标准品作为参照，12,000× g 4℃离心 30 min，取上清液 80

滋L行质谱检测。
1.2.2 LC-MS策略鉴定血浆样本脂质组成 基于 LC-MS策

略的非靶向脂质组学方法，通过 ACQUITY UPLC誖 色谱平台
进行样本分离，联合 Xevo誖 G2-XS QTOF质谱系统，对血浆样

本进行大规模脂质定性定量研究。

色谱条件如下：ACQUITY UPLC CSH C18 色谱柱（130魡,
1.7 滋m, 2.1 mm× 100 mm），柱温 55℃，样品温度 10℃，上样体

积 1 滋L，流速 0.40 mL/min，流动相 A为 ACN/H2O (60:40, v/v)

+ 10 mM甲酸铵 + 0.1%甲酸，流动相 B为 IPA/ACN (90:10,

v/v) + 10 mM甲酸铵 + 0.1%甲酸。

质谱条件如下：离子化模式为 ESI+/ESI-，毛细管电压为

2.0/1.0 KV，锥电压为 30.0 V，锥形气体 50 L/h，源温度 120 C，

去溶剂化温度 550 C，去溶剂气流 900 L/h，采集模式为 MSE，

低碰撞能量 6 eV，高碰撞能量 30-50 eV，质荷比扫描范围

100-2000 Da。

1.3 脂质组学数据处理及统计分析

MassLynx Acquisition软件进行一级、二级质谱数据采集

和分析。脂质有效峰的标准：质谱峰信号强度大于最高峰的

2%，绝对强度 >1000以及信噪比 >5，被认为是有效信号峰予以

分析。Progenesis誖 QI软件导入MSE采集的子离子数据，并自

动和批量进行碎片的结构确认，准确定量和定性样品中发生显

著变化的脂质化合物[9]。样品中各个扫描的信号强度经过手工

验证，用内标强度做归一化处理，结果以 "平均数± 标准偏差 "

表示。差异脂质的卡值标准需要同时满足两个条件：不同组别

脂质分子信号强度倍数变化 >1.5或 <0.67；变量组间差异采用

单因素方差分析检验，P<0.05。多变量统计分析和通路富集分
析由MetaboAnalyst 4.0完成[10,11]。

2 结果

2.1 LC-MS策略定性定量研究 AIS患者血清特征脂质代谢谱

本研究选取 26例 AIS患者血浆标本和 27例健康志愿者

血浆，通过 LC-MS脂质组学策略全面解析临床血浆标本脂质

代谢物组成，定性定量 AIS血浆样本中具有显著变化的脂质分

子和脂质代谢通路。通过 Xevo誖 G2-XS QTOF质谱系统共定

量到 1054个脂质特征差异，通过 Progenesis誖 QI软件匹配得

到 368个脂质分子，图 1示质谱峰对齐和峰值检测流程。

2.2 定量比较 AIS患者和健康志愿者血浆脂质代谢差异

我们对血浆样本脂质组学数据进行质控，血浆样本抽提得

到的总脂各取 2 滋L混合得到 QC样本，正离子模式下总离子

流（TIC）图如图 2所示，实验全程中 QC样本 TIC图聚集度极

高，提示本实验色谱质谱联用系统具有出色保留时间、峰面积

的重现性和质量数稳定性。

我们进一步用正交最小偏二乘判别分析（OPLS-DA）模型

对 AIS血浆样本中具有显著变化的脂质分子做多变量统计学

分析，正、负离子模式下 OPLS-DA得分图均显示差异脂质组成

能将 AIS患者和健康志愿者区分开来（图 3A&3C），图中黑色

方块示健康志愿者脂质数据分布，红色方块示 AIS病人脂质数

据分布。正离子模式与负离子模式下差异脂质火山图分别如图

3B和图 3D所示，脂质分子信号强度倍数变化 >1.5或 <0.67，

同时 P<0.05即满足差异脂质标准，在火山图中以红色方框着
重展示，表明 AIS患者脂质组成发生显著变化。

2.3 通路富集分析 AIS患者血浆脂质变化

我们用 MetaboAnalyst 4.0软件对差异脂质行通路富集分

析，分析结果如图 4A所示，通路富集图中圈越大，代表 impact

value越大；圆圈颜色深浅代表 p值权重，p越小，颜色越红。得

分最高的 10条富集通路见图 4B（P<0.01）。
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图 1 Progenesis QI软件对质谱数据进行峰对齐和峰值检测

Fig.1 Mass spectrometry data peak alignment and peak detection using Progenesis QI software

图 2 QC样本正离子模式 TIC图

Fig.2 Total ion chromatography (TIC) of QC samples in positive mode

3 讨论

脂质是生物膜的重要成分，是生物体储能的主要场所，也

是重要的信号分子，多种脂质分子及其代谢中间产物参与血管

炎症、细胞增殖、细胞黏附和运动等生理和病理过程[12,13]。脂质

组学（Lipidomics）着眼于全面系统地分析生命体脂质组成，寻

找疾病相关的脂质标志物，研究脂质代谢网络和动态调控在各

种生命现象中的作用规律[14,15]。Stegemann等[16]使用 shotgun脂

质组学方法，从 685个临床血浆样品中鉴定到 135种脂质分

子，并明确了 CVD风险预测的脂质分布特征。齐炼文课题组[17]

基于 2324例冠心病血浆样本，采用非靶向及靶向代谢组学手

段，鉴定与冠心病发生发展密切相关的差异代谢物 36个，其中

N-乙酰神经氨酸可作为冠心病防治的潜在靶标。许国旺课题

组[18]纳入 1448例受试者，包括健康对照、慢性乙肝患者、肝硬

化患者和肝癌患者，基于 LC-MS脂质组学方法筛选肝癌生物

标志物。AIS发病机制是多因素的[19]，建立系统性脂质组学方法

用以发现能够预警 AIS的早期诊断标志物，及时启动相应治

疗，尽可能挽救 AIS患者大脑的功能，获得治疗的最佳效果，具

有重大意义。

由于脂质分子结构的复杂多样、脂质分析手段及数据库建

立的滞后，导致 AIS发生发展过程中复杂的脂质代谢网络和功

能调控仍未被阐明。本研究基于 LC-MS策略进行血浆样本大

规模脂质定性定量研究，通过反相 LC基于脂肪酸碳链长度和

双键的数量实现脂质的分离；联合不同能级的质谱碰撞诱导碎

裂，结合 ESI正负离子扫描模式的切换，进一步达到离子化过

程中分离不同脂质的目的。然后通过串级质谱，充分利用各类

脂质的特征裂解碎片对相应脂质进行定性定量分析，精确定量

到 1054个脂质特征差异，准确定性得到 368个脂质分子，多变

量统计分析中差异脂质组成能将 AIS患者和健康志愿者区分

开来。差异脂质富集得到的代谢通路得分最高的前 3条通路均

涉及甘油磷脂代谢（Glycerophospholipid metabolism）。基于不

同的极性头部基团，常见的甘油磷脂有 6 类：磷脂酰胆碱

（PC），磷脂酰乙醇胺（PE），磷脂酰甘油（PG），磷脂酰肌醇（PI），

磷脂酰丝氨酸（PS）和磷脂酸（PA）[7]。其中，PC和 PE是细胞膜

中最丰富的脂质，占总磷脂种类的 50%以上，在维持细胞膜结

构和功能过程中发挥着重要作用。PS在调控细胞周期，尤其是
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图 3 AIS患者和健康志愿者血浆脂质组成差异分析。（A, B）正离子模式下，差异脂质 OPLS-DA得分图及火山图；（C, D）负离子模式下，差异脂

质 OPLS-DA得分图及火山图。

Fig.3 Analysis of plasma lipid composition differences between AIS patients and healthy donors. (A, B) In positive ion mode, OPLS-DA score plot and

volcano plot of significantly changed lipids; (C, D) In negative ion mode, OPLS-DA score plot and volcano plot of differential lipids.

凋亡过程中发挥重要的作用[20]。PtdIns，4-磷酸磷脂酰肌醇（Pt-

dIns4P）和 4, 5-二磷酸磷脂酰肌醇（PtdIns(4,5)P2）可以被磷脂

酰肌醇 -3-激酶（phosphoinositide-3-kinase, PI3K）磷酸化，是第

二信使的重要前体，参与调控一系列重要的细胞活动[21]。通路

富集分析图显示 AIS患者的甘油磷脂代谢存在严重的紊乱，为

个性化治疗靶点的开发提供了重要方向。

综上，本研究发展不依赖抗体的质谱定量技术，将差异脂

质用于监测 AIS的发生发展，给临床医生和科研工作者提供了

一个新的选择。
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