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　　［摘　要］　目的：探讨慢性应激导致大鼠体重增长缓慢、摄食量下降与粪便代谢物变化的相关性。方法：４８
只健康雄性ＳＤ大鼠，随机分为正常组和慢性束缚应激组。慢性束缚应激组大鼠每天给予束缚应激３ｈ，连续２１ｄ；
正常组大鼠正常饲养２１ｄ，不予应激。观测２组大鼠旷场实验和高架十字迷宫实验行为学指标变化及糖水偏好
率、血清Ｄ木糖含量和小肠炭末推进率，采用１ＨＮＭＲ代谢组学技术检测大鼠粪样代谢物，Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析探究应
激大鼠体重、摄食量变化与上述观测指标的关系。结果：与正常组大鼠比较，慢性束缚应激组大鼠体重增长缓慢，

摄食量显著下降（Ｐ＜００１），５ｍｉｎ内在旷场内总移动距离和中央区移动距离均显著减少（Ｐ＜００１），内高架十字
迷宫实验中５ｍｉｎ内在开放臂停留时间显著缩短（Ｐ＜００１）。束缚应激２１ｄ大鼠血清 Ｄ木糖含量和糖水偏好率
均较正常大鼠显著下降（Ｐ＜００５）。小肠炭末推进率在两组间比较差异无统计学显著性（Ｐ＞００５）。粪样代谢组
学检测获得乙酸盐、丁酸盐、葡萄糖、丙酸盐、谷氨酸盐、核糖、庚二酸盐、乳酸盐、丙氨酸和戊酸盐１０种差异代谢
物，且慢性束缚应激组大鼠粪样中含量显著高于正常组大鼠（Ｐ＜００５）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析提示应激２１ｄ大鼠摄食
量与差异代谢物乙酸盐和庚二酸盐呈显著负相关（Ｐ＜００５），体重变化与上述指标均无显著相关性。结论：慢性束
缚应激大鼠粪便小分子代谢产物乙酸盐和庚二酸盐与其摄食量存在一定相关性，但具体代谢通路有待进一步研

究。
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　　心理应激不但可引发抑郁、焦虑和恐惧等情绪
障碍，体重下降和摄食量减少也成为慢性持续应激

刺激机体出现的常见反应。神经、免疫、内分泌、消

化、心血管和生殖等系统共同参与调节应激反应，机

体通过适当调节各系统代谢，可有效应对应激损

伤［１］。代谢组学是一种研究机体在受到环境、行为

和病理等不同因素刺激后，对体内小分子代谢产物

变化进行系统测量和分析的方法，可以揭示外源性

刺激引起内源性代谢产物的变化规律［２３］。近 ２０
年，代谢组学技术已被成熟应用于动物实验研究。

相关学者已从慢性温和不可预知应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎ
ｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）或慢性束缚应激大鼠
尿、血和海马组织等样本中，发现了与抑郁有关的小

分子代谢产物［４８］。极少量文献报道采用代谢组学

技术研究 ＣＵＭＳ模型大鼠粪便中代谢产物变化规
律，并评价其与抑郁情绪的相关性［９］，但应激大鼠摄

食量、体重变化与粪样代谢产物相关性研究尚未见

报道。

　　本研究观察了慢性应激模型大鼠摄食量和体重
变化，动物在旷场实验和高架十字迷宫实验中的行

为学改变及糖水偏好、血清 Ｄ木糖含量和小肠炭末
推进率，并采用基于核磁共振氢谱（１Ｈｎｕｃｌｅａｒｍａｇ
ｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，１ＨＮＭＲ）的代谢组学技
术和多元统计检测分析慢性应激大鼠与正常大鼠粪

样差异代谢物，探讨慢性应激导致其体重和摄食量

变化的机制。

材　料　和　方　法

１　动物
　　实验动物购自北京维通利华实验动物技术有限
公司，６～７周龄，体重 １８０～２００ｇ，雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 ４８只，ＳＰＦ级，动物合格证号为
ＳＣＸＫ（京）２０１６０００６。清洁级动物房饲养，室内温
度２０～２２℃，昼夜明暗交替时间 １２／１２ｈ（７：００～

１９：００为明期，１９：００～７：００为暗期），相对湿度４０％
～５０％。实验程序通过河北中医学院实验动物伦理
委员会批准，尽可能将实验动物的痛苦和数量降低

到最小。

２　试剂与仪器
　　Ｄ木糖购自 ＢｉｏｔｏｐｐｅｄＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；血清
Ｄ木糖检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；
核磁共振标准品ＡｎａｃｈｒｏＣｅｒｔｉｆｉｅｄＤＳＳＳｔａｎｄａｒｄＳｏｌｕ
ｔｉｏｎ（ＡＣＤＳＳ）购自 ＣＩＬ；Ａｍｉｃｏｎ ＵＬＴＲＡ３ｋＤａ超滤
膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ。ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ３８４读板机（酶
标仪）购自ＭＤ；ＸＰ２０５分析天平购自 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ；
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ和５４２４Ｒ高速冷冻离心机购自Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ；ＢｒｕｋｅｒＡＶＩＩＩ６００ＭＨｚ型核磁共振（ＮＭＲ）
谱仪购自Ｂｒｕｋｅｒ；ＳｏｎｉｃｓＶＣＸ１３０超声波破碎仪购自
Ｓｏｎｉｃｓ＆Ｍａｔｅｒｉａｌｓ。
３　方法
３．１　动物分组与模型制备　４８只大鼠适应喂养１
周，随机分为正常组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）和慢性束缚应激组
（ｓｔｒｅｓｓ组），每组２４只大鼠，每４只大鼠１笼，每组６
笼。参考课题组之前发表文献［１０１３］方法，慢性束缚

应激组每天３ｈ，连续２１ｄ将大鼠捆绑于特制Ｔ型束
缚木架，正常组大鼠常规饲养２１ｄ。
３．２　大鼠摄食量和体重检测　在束缚应激前，称量
大鼠体重和摄食量作为第０天（ｄａｙ０）数据，应激后
每３ｄ称量１次大鼠体重和摄食量，即 ｄａｙ３、ｄａｙ６、
ｄａｙ９、ｄａｙ１２、ｄａｙ１５、ｄａｙ１８和 ｄａｙ２１各称量１次，
共计８次。当日摄食量 ＝前一日给食量 －当日剩
余食量。

３．３　行为学实验　旷场箱底面积１００ｃｍ×１００ｃｍ，
被平分为２５小方格，最中心 ９个小方格组成中央
区。高架十字迷宫结构：长４５ｃｍ×宽１５ｃｍ的开放
臂２条，长４５ｃｍ×宽１５ｃｍ×高３０ｃｍ的封闭臂２
条，一个联结４条臂的中央平台（１５ｃｍ×１５ｃｍ），封
闭臂顶部开放，开放臂与封闭臂呈十字形。
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由ＳｕｐｅｒＭａｚｅ动物行为学视频分析系统，以 ５
ｍｉｎ为计时单位，记录束缚应激前 ｄａｙ０和应激开始
后ｄａｙ７和ｄａｙ２１两组大鼠行为学指标变化。旷场
实验行为学指标包括大鼠在旷场箱内总移动距离和

中央区移动距离。高架十字迷宫行为学指标包括大

鼠进入２条开放臂和２条封闭臂次数和停留时间。
３．４　糖水偏好实验　根据文献［１４］，先对大鼠进行训

练（以笼为单位）：撤掉一直饮用的纯净水（淡水），

先予２瓶１％蔗糖溶液（糖水）自由饮用２４ｈ，然后换
成１瓶糖水和１瓶淡水自由饮用２４ｈ，之后禁食禁
水２４ｈ，训练结束，即刻正式开始实验。予１瓶糖水
和１瓶淡水给大鼠自由饮用１ｈ，记录糖水和淡水消
耗量（ｍＬ），糖水偏好率（％）＝糖水消耗量／（糖水＋
淡水消耗量）×１００％。分别在应激前 ｄａｙ０、应激后
ｄａｙ７和ｄａｙ２１记录３次糖水偏好率。
３．５　血清 Ｄ木糖含量测定　实验结束，大鼠禁食
１２ｈ，每组随机选取１２只大鼠灌服５％ Ｄ木糖溶液
２ｍＬ，１ｈ后予２％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ体重）腹腔
注射麻醉，断头取血２ｍＬ，４℃离心１０ｍｉｎ，相对离
心力１０４１×ｇ，分离血清，根据试剂盒说明采用间苯
三酚法检测大鼠血清 Ｄ木糖含量，其中正常组取３
只未服Ｄ木糖大鼠血清备用空白管检测。
３．６　小肠炭末推进率检测　取材前２５～３０ｍｉｎ，每
组１０只大鼠灌胃１０％ 炭粉混悬液 ２ｍＬ，麻醉断头
处死大鼠后，快速取出胃和小肠，将小肠自然平铺，

测量自幽门括约肌至回肠末端全段小肠长度和炭末

在小肠内的推进距离，计算小肠炭末推进率（％）＝
炭末推进距离／小肠全长×１００％。
３．７　基于１ＨＮＭＲ技术的粪样代谢组学检测　实验
结束，每组采集１０只大鼠粪便，各称量５０ｍｇ冻干粪
样，加入１０００μＬ纯水，涡旋１ｍｉｎ，冰水浴超声萃取
３２ｓ，相对离心力１４３６０×ｇ，４℃离心１５ｍｉｎ，然后超
滤膜离心过滤４５ｍｉｎ；取滤液４５０μＬ，加入核磁共振
标准品 ＡＣＤＳＳ５０μＬ涡旋１０ｓ，相对离心力１４３６０×
ｇ，离心２ｍｉｎ，取４８０μＬ上清于核磁共振管中，Ｂｒｕｋｅｒ
ＡＶＩＩＩ６００ＭＨｚ谱仪 ２Ｄ１ＨＮＯＥＳＹ脉冲序列采
集１ＨＮＭＲ数据。
　　参考文献［１５］方法，将１ＨＮＭＲ信号导入软件
ＣｈｅｎｏｍｘＮＭＲ套装８１版本（Ｃｈｅｎｏｍｘ），通过校正
基线，调整谱图峰形，比对分析，最终获得２０份大鼠
粪样的小分子代谢物和浓度值。并采用偏最小二乘

法判别分析（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＬＳＤＡ）模型进行多元统计分析，获得差异代谢物数
据和图示。采用交叉验证（ｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，ＣＶ）对
ＰＬＳＤＡ判别分析模型质量进行检验，模型的分类效

果采用置换检验来评价，结果均表明所采用模型质

量稳定可靠，分类效果较好。

４　统计学方法
　　以 ＳＰＳＳ２２０的一般线性模型（ｇｅｎｅｒａｌｌｉｎｅａｒ
ｍｏｄｅｌ，ＧＬＭ）的球形检验（Ｍａｕｃｈｌｙ’ｓｔｅｓｔｏｆｓｐｈｅｒｉｃｉ
ｔｙ）首先对２组大鼠体重、摄食量、行为学和糖水偏好
率不同时间重复测量数据进行相关性分析，如果时

间、时间与分组交互、分组因素效应显著，有统计学

意义（Ｐ＜００５），则每个时点的组间差异采用单因素
方差分析，组内不同时点比较采用重复测量数据多

重比较配对的ｔ检验法（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法；由于每组内各
个时点上的两两比较结果输出内容较多，可结合均

数图直观观察到２组大鼠体重、摄食量、行为学指标
随时间的变化趋势，所以省略每组之内在各个时点

上的两两比较）；２组大鼠血清 Ｄ木糖含量、小肠炭
末推进率比较采用成组 ｔｔｅｓｔ分析；指标之间相关性
采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。资料以均数±标准误（ｍｅａｎ
±ＳＥＭ）表示，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　体重和摄食量变化
　　在束缚应激前，２组大鼠皮毛光泽，活动自如，体
重和摄食量差异均无统计学显著性（Ｐ＞００５）；应激
因素施加１～４ｄ，大鼠反抗剧烈，频繁挣脱束缚；至
束缚应激第２周，大鼠反抗和挣脱能力逐渐下降，体
重较正常组大鼠增长缓慢，摄食量显著下降（Ｐ＜
００１）；在束缚应激最后１周，大鼠基本无反抗和挣
脱，体重和摄食量较正常大鼠呈持续下降趋势（Ｐ＜
００１），见表１。
２　行为学变化
２．１　旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔ，ＯＦＴ）　实验前，２组
大鼠５ｍｉｎ在旷场内总移动距离和中央区移动距离差
异无统计学显著性（Ｐ＞００５）。在实验第７天和第２１
天，应激大鼠５ｍｉｎ总移动距离和在中央区移动距离
均较正常组大鼠显著减少（Ｐ＜００１），见表２。
２．２　高架十字迷宫实验（ｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅｔｅｓｔ，
ＥＰＭｔｅｓｔ）　束缚应激前，高架十字迷宫实验 ５ｍｉｎ
内２组大鼠在开放臂和封闭臂停留时间和进入次数
差异均无统计学显著性（Ｐ＞００５）。在束缚应激第
７天和２１天，５ｍｉｎ内应激大鼠在开放臂停留时间较
正常大鼠显著缩短（Ｐ＜００１），虽然进入开放臂次数
有所减少，但组间比较差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５）；应激第２１天大鼠进入封闭臂次数显著减少
（Ｐ＜００１）但停留时间延长，２组封闭臂停留时间比
较差异亦无统计学显著性（Ｐ＞００５），见表３。
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表１　２组大鼠体重和摄食量比较
Ｔａｂｌｅ１．Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ｇ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）

Ｔｉｍｅ
Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（ｎ＝２４）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ
Ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅ（ｎ＝６）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ
Ｄａｙ０ ２６７．７０６±１．９８３ ２７０．２８２±２．９６３ ３４．４５０±０．９７８ ３５．０６７±１．０７３

Ｄａｙ３ ２９０．９５６±２．７４０ ２６９．８１８±２．４６３ ３３．４８３±０．８９３ ２６．０１７±０．６１１

Ｄａｙ６ ３１５．８４４±２．９９３ ２８５．５４１±２．９９７ ３１．３００±０．４１８ ２４．７００±０．６０２

Ｄａｙ９ ３３６．３１９±３．８５４ ２９６．１０６±３．８１４ ３１．５６７±１．１７９ ２３．４３３±０．７５０

Ｄａｙ１２ ３５１．１３８±４．０７３ ３０３．６１２±３．８１２ ３０．３８３±０．９５７ ２２．８６７±０．７９１

Ｄａｙ１５ ３６８．２７５±４．３８５ ３１４．７４７±３．７６７ ２９．５５０±０．９４４ ２２．１８３±０．５２４

Ｄａｙ１８ ３８３．４８１±５．４５２ ３２４．７８８±４．５８４ ２９．９３３±０．９１９ ２２．４３３±１．０２１

Ｄａｙ２１ ３９９．１３８±５．４８３ ３３９．３９４±４．２３５ ２９．２５０±０．８４５ ２２．６３３±１．０６０

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

表２　２组大鼠在旷场内总移动距离和中央区移动距离比较
Ｔａｂｌｅ２．ＴｈｅｔｏｔａｌａｎｄｃｅｎｔｒａｌｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｖｅｒｅｄｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｉｎｔｈｅＯＦＴ（ｃｍ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝２０）

Ｔｉｍｅ
Ｔｏｔａｌｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｖｅｒｅｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ
Ｃｅｎｔｒａｌｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｖｅｒｅｄ

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ
Ｄａｙ０ ３１６８．２４１±２６６．５６６ ３２８８．８１６±１６２．１５０ １２０４．６１２±１０１．０１１ ９７７．０３６±１１７．５７６

Ｄａｙ７ ２５４３．１１７±２２１．８８３ １４６６．０８２±１７９．２５４ ７９５．９３２±１０７．３２４ ２８１．２１２±３４．７２６

Ｄａｙ２１ ２７１５．７３６±２２７．８９３ １７２４．２８１±１５９．３３２ ８４０．０２７±９８．８７２ ２９７．０３９±２９．７１１

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

表３　高架十字迷宫实验２组大鼠行为学指标比较
Ｔａｂｌｅ３．ＢｅｈａｖｉｏｒｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓｉｎｔｈｅＥＰＭｔｅｓｔ（Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝２０）

Ｔｉｍｅ
Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｉｎｏｐｅｎａｒｍｓ（ｓ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ

Ｅｎｔｅｒｔｉｍｅｓｉｎｏｐｅｎａｒｍｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ

Ｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｉｎｃｌｏｓｅｄａｒｍｓ（ｓ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ

Ｅｎｔｅｒｔｉｍｅｓｉｎｃｌｏｓｅｄａｒｍｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ

Ｄａｙ０ ３８．４８６±５．５１６ ３２．８０３±４．１０８ ９．５４６±１．１８６ ９．３３３±１．１９０ ２１６．４３１±１０．５６６２２５．８１３±１３．２６７ １５．６３６±１．５８６ １６．２８６±１．９２８

Ｄａｙ７ ３１．１１２±５．２１５ ９．２１１±１．５５４ ６．６３６±０．９９３ ５．２２２±０．９４０ ２３０．１４７±１６．８３４２９０．５８１±２３．６８８ １３．６３６±１．３３７ ８．７８６±１．５２３

Ｄａｙ２１ ２５．１０６±３．１０３ ８．２２１±２．２２１ ５．９０９±１．０９１ ３．７７８±０．７０３ ２５４．９７７±１４．０９８２８６．０８４±１５．３５５ １０．８１８±０．８０７ ５．７８６±０．５８５

　Ｐ＜００５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　糖水偏好实验
　　应激前，２组大鼠对糖水的偏好差异无统计学
显著性（Ｐ＞００５），而束缚应激能够降低大鼠对糖
水的偏好，应激２１ｄ时，２组差异显著（Ｐ＜００５），
见表４。

表４　２组大鼠糖水偏好率比较
Ｔａｂｌｅ４．Ｔｈｅｓｕｃｒｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

（％．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．ｎ＝６）

Ｔｉｍｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｔｒｅｓｓ
Ｄａｙ０ ２４．１９８±２．０８６ ２６．３９３±２．３９９
Ｄａｙ７ １９．５２４±２．９３６ １３．８２２±１．３２１
Ｄａｙ２１ ２１．０１１±２．６２４ １３．０２４±２．０２９

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

４　血清Ｄ木糖含量和小肠炭末推进率测定
　　应激２１ｄ大鼠血清 Ｄ木糖含量较正常组大鼠

显著下降（Ｐ＜００１），小肠炭末推进率低于正常大
鼠，但组间比较差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），见
图１。
５　大鼠粪样１ＨＮＭＲ代谢组学结果
　　经过对大鼠粪样谱图信号与Ｃｈｅｎｏｍｘ自带数据
库进行比对分析，最终获得 ５８种代谢物，主要包括
氨基酸及其分解产物、胺及其化合物、有机酸类、糖

类、醇类和核酸成分共６类。初步分析慢性束缚应
激组１个样本与同组差异较大的被剔除，最终１０个
正常组粪便样本和９个慢性束缚应激组样本数据被
纳入统计。首先采用 ＰａｒｅｔｏＳｃａｌｉｎｇ法对２组代谢物
数据进行归一化，然后采用ＰＬＳＤＡ进行多元统计分
析，最终获得得分图（Ｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔ）、载荷图（Ｌｏａｄｉｎｇ
ｐｌｏｔ）、ＶＩＰ（ＶａｒｉａｂｌｅＩｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎＰｒｏｊｅｃｔｉｏｎ）图、ＶＩＰ
值＞１差异代谢物ｔｔｅｓｔ图，见图２。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｓｅｒｕｍＤｘｙｌｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｓｍａｌｌｂｏｗｅｌｔｒａｎｓｉｔｒａｔｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．Ａ：ｔｈｅｓｅｒｕｍＤｘｙｌｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝
１２．Ｂ：ｔｈｅｓｍａｌｌｂｏｗｅｌｔｒａｎｓｉｔｒａｔｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝１０．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　２组大鼠血清Ｄ木糖含量和小肠炭末推进率比较图

　　ＰＬＳＤＡ的 ＶＩＰ图，默认 ＶＩＰ值 ＞１的变量（代
谢物）差异具统计学显著性。本研究ＶＩＰ值＞１的代
谢物包括乙酸盐（ａｃｅｔａｔｅ）、丁酸盐（ｂｕｔｙｒａｔｅ）、葡萄糖
（ｇｌｕｃｏｓｅ）、丙酸盐（ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ）、谷氨酸盐（ｇｌｕｔａ
ｍａｔｅ）、核糖（ｒｉｂｏｓｅ）、庚二酸盐（ｐｉｍｅｌａｔｅ）、乳酸盐
（ｌａｃｔａｔｅ）、丙氨酸（ａｌａｎｉｎｅ）和戊酸盐（ｖａｌｅｒａｔｅ）共１０
种，２组间比较，慢性束缚应激组高于正常组，进行 ｔ
ｔｅｓｔ分析差异均有统计学显著性（Ｐ＜００５），见图
２Ｄ、表５。

表５　２组大鼠粪样ＶＩＰ值＞１的差异代谢物含量比较
Ｔａｂｌｅ５．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｌｅｖｅｌ（ＶＩＰｖａｌｕｅ＞１）ｉｎｔｈｅ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ｍｇ／ｇ．Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｎ＝１０） Ｓｔｒｅｓｓ（ｎ＝９）

Ａｃｅｔａｔｅ ３．１９９２±０．３６３０ ５．３２３７±０．２２５３

Ｂｕｔｙｒａｔｅ ０．７７０５±０．０９４９ ２．４１４３±０．２５６５

Ｇｌｕｃｏｓｅ ０．８０９８±０．０８３５ ２．３６４８±０．４１５１

Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ １．２０１０±０．１０２９ １．８８６４±０．０５５４

Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ０．５５４７±０．１２９１ １．３５２８±０．２４００

Ｒｉｂｏｓｅ ０．５４８３±０．０６６５ ０．９９４２±０．１１４３

Ｐｉｍｅｌａｔｅ ０．１０８９±０．０１４４ ０．３８１６±０．０７３０

Ｌａｃｔａｔｅ ０．０８５５±０．００９０ ０．３３２２±０．０５３１

Ａｌａｎｉｎｅ ０．１７５５±０．０３０８ ０．４４５６±０．０７７５

Ｖａｌｅｒａｔｅ ０．１９４６±０．０２４０ ０．３９９３±０．０４６２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

６　慢性应激大鼠体重、摄食量、血清Ｄ木糖含量、糖
水偏好率、小肠炭末推进率和差异代谢物相关性分

析

　　Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析表明，应激大鼠体重与摄食量、
血清Ｄ木糖含量、小肠炭末推进率、糖水偏好率和差
异代谢物相关性均不显著（Ｐ＞００５）；摄食量与粪样
差异代谢物中ａｃｅｔａｔｅ和ｐｉｍｅｌａｔｅ呈显著负相关（Ｐ＜

００５）；小肠炭末推进率与 ｐｉｍｅｌａｔｅ和 ｌａｃｔａｔｅ呈显著
负相关（Ｐ＜００５），见表６。

讨　　论

　　心理应激研究目前多着重于应激引发的抑郁、
焦虑等情绪障碍［１６１７］，但对于其导致的体重增长缓

慢、食欲下降等机制研究尚不足。束缚制动是目前

制备心理应激动物模型的经典方法之一［１８１９］。糖水

偏好实验可有效评价动物抑郁情绪的特征表现［２０］。

实验大鼠在旷场箱和高架十字迷宫中的自主行为、

探究行为，以及探究与回避的矛盾冲突行为，是评价

动物紧张、焦虑、抑郁行为的经典方法［２１２２］。本研究

结果表明，与正常大鼠比较，应激大鼠５ｍｉｎ内在旷
场箱活动距离减少，进入高架十字迷宫开放臂次数

和停留时间均减少，而在封闭臂停留时间增加，应激

第２１天大鼠对糖水的偏好程度也显著下降，说明慢
性束缚应激导致实验大鼠探究性行为减少，自主行

为活动能力下降，逐渐出现紧张、抑郁、焦虑等不良

情绪。与课题组前期报道［２３２４］和国内外相关文献研

究结果一致［２５２７］。

　　在实验过程中，伴随应激时间增加，我们观察到
应激大鼠出现体重增长缓慢，摄食量减少，血清Ｄ木
糖含量下降，小肠炭末推进率降低，说明束缚应激不

但引发实验动物出现了情绪障碍，胃肠动力和吸收

功能也出现下降。但分析血清Ｄ木糖含量和小肠炭
末推进率与大鼠体重、摄食量之间并无显著相关性，

说明束缚应激大鼠胃肠动力和吸收能力改变，并非

是导致其体重、摄食量变化的直接因素，机体的代谢

水平可能在其中发挥一定作用［１３］。

　　采用１ＨＮＭＲ代谢组学技术检测慢性束缚应激
大鼠血清中不饱和脂肪酸、血糖、高密度脂蛋白等化

合物含量较正常大鼠明显降低［８］。本研究采用同样
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＰＬＳＤＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔ（Ａ），ｔｈｅｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（Ｂ），ｔｈｅＶＩＰｐｌｏｔ（Ｃ）ｏｆＰＬＳ
ＤＡａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｐｌｏｔ（Ｄ）ｆｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ（ＶＩＰｖａｌｕｅ＞１）ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＰＬＳ
ＤＡｗｉｔｈｔｔｅｓｔ．ｎ＝１０ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｎ＝９ｉｎｔｈｅｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ．Ｉｎｆｉｇｕｒｅ２Ｄ，ｔｈｅｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｌｉｎｅｏｆＰ＝０．０５，ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＰ＞０．０５ａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｇｒａｙｐｏｉｎｔｓ，ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＰ＜０．０５ａｒｅｍａｒｋｅｄ
ｗｉｔｈｒｅｄｐｏｉｎｔｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｔｈｅＶＩＰｖａｌｕｅ＞１ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰＬＤＤＡａｎａｌｙｓｉｓａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｂｌｕｅｐｏｉｎｔｓ．

图２　２组大鼠粪样代谢物ＰＬＳＤＡ分析图

应激方法，大鼠粪便中葡萄糖、核糖含量水平明显高

于正常大鼠。提示应激大鼠肠道对糖类吸收功能明

显下降，体内存在严重的糖类和能量代谢紊乱。短

链脂肪酸（ｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）作为营养物
质被吸收，可为肠上皮细胞提供主要能量来源，维持

肠道上皮细胞的完整性和正常功能，对抗炎症，调节

免疫反应和肠道菌群平衡等［２８３０］。本研究应激大鼠

粪便中以乙酸盐、丙酸盐、丁酸盐为主要成分的 ＳＣ
ＦＡｓ盐类排出量明显增多，说明长期慢性应激不但影
响了肠道的能量代谢，还影响了肠上皮细胞的结构

和功能，出现肠道免疫功能的下降等。乳酸为关键

的能量载体［３１３２］，应激大鼠粪便排出乳酸盐增多，说

明机体存在能量代谢紊乱，与相关研究结果一致［９］。

谷氨酸、丙氨酸与蛋白质氨基酸代谢有关。有研究

表明，谷氨酸缺乏是引起肠黏膜萎缩的主要原因，丙

氨酸在内脏氮循环中起着重要作用，可通过影响谷

氨酰胺、一氧化氮的生成，使小肠绒毛萎缩，肠壁变

薄，小肠完整性和免疫功能降低［３３］；同时丙氨酸可通

过丙氨酸－葡萄糖循环参与葡萄糖代谢，具有显著
的免疫和生糖作用。本研究中，应激大鼠粪样中丙

氨酸、谷氨酸盐排出增多，推测体内丙氨酸、谷氨酸

吸收不足，蛋白质氨基酸代谢紊乱，能量代谢异常，

肠道的完整性和免疫功能受到影响。
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表６　慢性束缚应激大鼠体重和摄食量与其它指标相关性
Ｔａｂｌｅ６．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

Ｉｎｄｅｘ
Ｂｏｄｙ

ｗｅｉｇｈｔ
Ｆｏｏｄ

Ｓｅｒｕｍ

Ｄｘｙｌｏｓｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｓｍａｌｌ

ｂｏｗｅｌ

ｔｒａｎｓｉｔ

Ｓｕｃｒｏｓｅ

ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ
Ａｃｅｔａｔｅ Ａｌａｎｉｎｅ Ｂｕｔｙｒａｔｅ ＧｌｕｃｏｓｅＧｌｕｔａｍａｔｅＬａｃｔａｔｅ ＰｉｍｅｌａｔｅＰｒｏｐｉｏｎａｔｅＲｉｂｏｓｅ Ｖａｌｅｒａｔｅ

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ｆｏｏｄ ０．２３４ １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＳｅｒｕｍＤｘｙｌｏｓｅ

　ｃｏｎｔｅｎｔ

０．２３６ －０．４００ １
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ｓｍａｌｌｂｏｗｅｌ

　ｔｒａｎｓｉｔｒａｔｅ

０．０９５ ０．６１４－０．２４４ １
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　　研究结果提示，应激大鼠体内不仅存在胃肠动
力和吸收功能下降，更存在能量代谢异常、蛋白质氨

基酸代谢紊乱。而应激大鼠摄食量与粪样代谢物

ａｃｅｔａｔｅ和 ｐｉｍｅｌａｔｅ呈显著负相关，说明 ａｃｅｔａｔｅ和
ｐｉｍｅｌａｔｅ变化及其相关代谢途径的改变，可能是慢性
束缚应激引起大鼠摄食量变化机制之一，相关研究

在文献中未见报道。但体重变化与粪样代谢物相关

性不明确，其机制有待进一步研究。

　　粪便是机体代谢的最终产物，也是研究应激反
应的重要内容。粪便作为代谢组学研究样本在目前

应激文献中很少涉及。但粪便也是宿主与肠道微生

物相互作用相互影响所形成的共同代谢产物，ａｃｅｔａｔｅ
在本研究所获得差异代谢物中浓度水平最高，应激

状态下肠道菌群种属和数量的改变如何影响到粪便

代谢物ａｃｅｔａｔｅ和ｐｉｍｅｌａｔｅ变化为课题组下一步需要
明确的研究内容。
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