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代谢组学结合机器学习算法探究心脏瓣膜置换术后早期认知功能障碍生
物标志物
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［摘 要］　目的　通过代谢组学结合机器学习算法对心脏瓣膜置换术后早期认知功能障碍(POCD)的患者术前血清代谢物进

行系统研究，筛选可预测心脏瓣膜置换术后早期POCD的生物标志物，并探讨相应的代谢调控机制。方法　选择接受体外循环下心

脏瓣膜置换术的患者 60例，根据是否发生POCD将其分为早期POCD组（P组）和非POCD组（N组）。对P组和N组患者术前血清进

行代谢组学分析，筛选差异代谢物及代谢通路。采用随机森林算法鉴定早期POCD的相关生物标志物。结果　经代谢组学分析，共

检测出 532种差异代谢物，采用随机森林算法筛选出 5种生物标志物，分别为喹啉、3'-唾液酸乳糖、鞘磷脂（d18∶1/20∶0）、溶血磷脂酰

胆碱[P-18∶1(9Z)]和 25-羟基胆固醇，其中富集到的主要代谢途径是苯丙氨酸代谢、初级胆汁酸生物合成、抗坏血酸和醛酸盐代谢、戊

糖和葡萄糖酸盐的相互转化、色氨酸代谢、药物代谢-细胞色素P450、卟啉与叶绿素代谢。结论　体外循环下心脏瓣膜置换术后发

生早期POCD的患者术前多条代谢途径发生了变化，可能导致早期POCD的发生。喹啉、3'-唾液酸乳糖、鞘磷脂（d18∶1/20∶0）、溶血

磷脂酰胆碱[P-18∶1(9Z)]和25-羟基胆固醇可能成为预测早期POCD的生物标志物。
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Metabolomics combined with machine learning algorithms in exploring biomarkers of early postoperative 
cognitive dysfunction after heart valve replacement
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Abstract: Objective　 Metabolomics combined with machine learning algorithms was used to systematically study the preoperative 
serum metabolites of patients with early postoperative cognitive dysfunction （POCD） after heart valve replacement，so as to screen biomarkers 
that may predict early POCD after heart valve replacement and explore the corresponding metabolic regulatory mechanisms. Methods　A total 
of 60 patients underwent heart valve replacement under extracorporeal circulation were selected and divided into early-POCD group （group 
P） and non-POCD group （group N） according to whether POCD occurred or not.  Metabolomic analysis was performed on preoperative serum 
samples of patients in group P and group N to screen the differential metabolites and metabolic pathways.  The biomarkers related to early 
POCD were identified by random forest algorithm. Results　A total of 532 differential metabolites were detected by metabonomics analysis， 
and 5 biomarkers were screened by random forest algorithm， namely quinoline， 3'-sialyllactose， sphingomyelin （d18∶1/20∶0）， 
lysophosphatidylcholine ［P-18∶1（9Z）］ and 25-hydroxycholesterol.  Among them， the main metabolic pathways were phenylalanine metabolism， 
primary bile acid biosynthesis， ascorbic acid and aldonate metabolism， pentose and glucuronate interconversion， tryptophan metabolism， 
drug metabolism-cytochrome P450， porphyrin and chlorophyll metabolism. Conclusion　Many metabolic pathways in patients with early 
POCD after heart valve replacement under extracorporeal circulation have changed before operation， which may lead to the occurrence of 
early POCD.  Quinoline， 3'-sialyllactose， sphingomyelin （d18∶1/20∶0）， lysophosphatidylcholine ［P-18∶1（9Z）］ and 25-hydroxycholesterol 
may be biomarkers for predicting early POCD.
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体外循环下心脏瓣膜置换术是治疗心脏瓣膜

病的重要手术方式，属于有创术式，患者应激反应

较强烈，容易发生术后认知功能障碍（postoperative 
cognitive dysfunction，POCD），并且早期 POCD 发生率

为 53%～80%，导致患者学习记忆、计算速度、执行能

力等认知功能受损[1-3]。因此，确定可靠的生物标志物

对于诊断和治疗早期POCD至关重要。
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代谢组学作为生物分析化学的一个分支，可以检

测到能够穿过血脑屏障的低分子量代谢物，使其成为

识别中枢神经功能相关生物标志物的有力工具[4]。
Luo等[5]发现脂质代谢异常在2型糖尿病轻度认知功能

障碍中起着重要作用，溶血磷脂酰胆碱（18∶0）可以作

为 2型糖尿病轻度认知功能障碍的生物标志物。随机

森林算法可以区分不同组别之间的差异［6］，根据各代

谢物对分类的贡献程度，筛选潜在的标志物。但目前

能否利用代谢组学结合随机森林算法筛选可预测早

期POCD的相关生物标志物，尚无明确结论。

因此，本研究以体外循环下心脏瓣膜置换术患者

为研究对象，运用超高效液相色谱-四极杆飞行时间

质谱（ultra performance liquid chromatography-quadrupole-

time of flight -mass spectrometry,UPLC-Q-TOF-MS）与随

机森林算法，从代谢变化角度探索可预测早期 POCD
的相关生物标志物，为心脏手术患者早期 POCD 的诊

断和治疗提供潜在有利靶点。

1　资料与方法

1. 1　临床资料

选择 2021年 11月至 2023年 1月陆军特色医学中

心心脏血管外科接受体外循环下心脏瓣膜置换术的

患者 60例，其中男 32例、女 28例，年龄 30~65岁，美国

麻醉师协会(American Society of Anesthesiologist，ASA)
评级Ⅱ～Ⅲ级。排除标准：①有认知功能障碍；②中

枢神经系统病史；③无法配合认知功能评估；④酒精

依赖史或者药物依赖史。2 组患者的年龄、性别、学

历、ASA 分级、术前简易智力状态检查量表（mini-
mental state examination，MMSE）评分、手术时间、体外

循环时间比较，差异均无统计学意义(P>0. 05)。本研

究经我院伦理委员会批准[伦理批号：(2021)第 119号]，
经 中 国 临 床 试 验 注 册 中 心 审 核 ( 注 册 号 :
ChiCTR2200061798)，患者或家属签署对本研究的知

情同意书。

1. 2　认知功能评估

于术前 1 d、术后 3 d 对 60 例患者进行 MMSE 评

分。术后 MMSE 评分较术前降低≥2 分则判定为发生

早期 POCD。根据是否发生 POCD，将 60 例患者分为

早期POCD组（P组）15例和非POCD组（N组）45例。

1. 3　血液样本采集和代谢物提取

在术晨采集患者静脉血 5 mL，于离心管内室温

静置1 h。以3 000 r/min（离心力13 800 g，半径8. 6 cm）
离心 10 min，取上清液，每管 0. 2 mL，于-80 ℃冻存。

取 50 μL 样品，加入提取液 200 μL，涡旋搅拌 30 s；超

声处理 10 min；于 -40 ℃静置后，将样品在 4 ℃下

以 12 000 r/min（离心力 13 800 g，半径 8. 6 cm）离

心 15 min；取上清液上机检测。

1. 4　数据分析和处理

采用 Vanquish 超高效液相色谱仪，通过 Waters 
ACQUITY UPLC BEH Amide 液相色谱柱分离目标化

合物。利用自主开发的R程序包（内核为XCMS）实现

峰识别、峰提取、峰对齐及积分等，然后在 BiotreeDB
（V2. 1）自建二级质谱数据库中进行物质注释匹配，将

算法打分的 Cutoff 值设置为 0. 3。进行正交偏最小二

乘 法 - 判 别 分 析（orthogonal projections to latent 
structures-discriminant analysis，OPLS-DA），选择满足变

量的重要位置信息（variable importance in projection，
VIP）>1. 0、P<0. 05的化合物作为差异代谢物。使用京

都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书（Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes，KEGG）路径数据库（http://www.
genome. jp/kegg/）、MetaboAnalyst 5. 0（http://metpa.
metabolomics. ca）进行分析，研究差异代谢物的代谢富

集途径。

1. 5　基于随机森林Boruta算法筛选关键差异代谢物及

受试者工作特征(receiver operating characteristic，
ROC)曲线分析

采用随机森林算法对血清样本的数据进行分析

处理，用于筛选关键差异代谢物。然后进行受试者工

作特征 ROC 曲线分析，并计算曲线下面积(area under 
the curve， AUC)来评估差异代谢物的预测性能。

1. 6　统计分析

采用 SPSS 25. 0统计学软件对数据进行分析。计

量资料以均数±标准差 (x̄±s)表示，组间比较采用 t 检
验；计数资料以率（%）表示，组间比较采用 χ2 检验，

P<0. 05 为差异具有统计学意义。组间差异性采用

OPLS-DA进行分析。

2　结果

2. 1　P组与N组术前样本差异性和有效性分析

OPLS-DA模型得分散点图显示P组与N组术前样

本组间的差异性良好，见图1。
2. 2　P组和N组差异性内源性代谢物的发现和鉴定

P组和 N组比较，正、负离子模式共检测出 532种

差异代谢物，其中 40 种代谢物与早期 POCD 相关

（图 2）。与N组相比，P组下调的代谢物主要有：25-羟

基胆固醇、鞘磷脂(d18∶1/24∶1，d18∶1/20∶0)、磷脂酰胆

碱(22∶4/14∶0，20∶4/20∶3，22∶6/16∶0)、3'-唾液酸乳糖、

甘露醇、N4-乙酰胞苷、D-木糖等；上调的代谢物主要
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有吲哚-3-乙醛、喹啉、溶血磷脂酰胆碱[P-18:1(9Z)]、溶
血磷脂乙醇胺类、1-吡咯啉、间香豆酸等。

2. 3　识别POCD关键差异代谢物的发现和鉴定

为进一步评估 P 组和 N 组之间代谢物的差异，构

建一个随机森林模型，使用最小误差回归树筛选差异

代谢物(图 3)。根据“平均精确度减少（mean decrease 
accuracy, MDA）值越大，重要性越大”的原则对 MDA
值排前 10位的差异代谢物进行分析，其中喹啉、3'-唾
液酸乳糖、鞘磷脂 (d18∶1/20∶0）、溶血磷脂酰胆碱

[P-18∶1(9Z)]、25-羟基胆固醇等 5种代谢物与认知功能

密切相关，可能作为预测早期 POCD 的关键差异代

谢物。

2. 4　评估筛选代谢物性能

进一步构建ROC曲线，通过ROC曲线分析筛选差

异代谢物，并计算AUC。结果显示，5种关键差异代谢

物喹啉、3'-唾液酸乳糖、鞘磷脂（d18∶1/20∶0）、溶血磷

脂酰胆碱[P-18∶1（9Z）]、25-羟基胆固醇的 AUC 分别为

0. 76、0. 74、0. 77、0. 72、0. 73，均大于 0. 7，提示随机森

林模型识别的这 5种差异代谢物对早期 POCD具有良

好的预测能力(图4)。
2. 5　P组和N组差异代谢物的通路分析

通过对差异代谢物进行富集分析，差异表达代谢

物途径主要涉及苯丙氨酸代谢、初级胆汁酸生物合

成、抗坏血酸和醛酸盐代谢、戊糖和葡萄糖酸盐的相

互转化、色氨酸代谢、药物代谢-细胞色素 P450、卟啉

与叶绿素代谢，见图5。
3　讨论

在本研究中，代谢组学分析共鉴定出 532 种差异

代谢物。利用随机森林算法识别早期POCD诊断相关

的 5种代谢生物标志物：喹啉、3'-唾液酸乳糖、鞘磷脂

（d18:1/20:0）、溶血磷脂酰胆碱[P-18:1（9Z）]、25-羟基胆

固醇。ROC 曲线结果显示，5 种差异代谢物可作为预

测体外循环下心脏瓣膜置换术早期 POCD 的生物标

志物。

注：每个散点代表一个样本，散点形状和颜色表示不同的实验

分组，样本间横向距离越远说明组间差异越大，纵向距离越近

说明组内重复性越高

图1　P组对N组的OPLS-DA模型得分散点图

注：红色表示该物质在所在组含量表达较高，蓝色表示该物质在所在组含量表达较低

图2　P组对N组的层次聚类分析热力图

图3　随机森林MDA
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喹啉是喹啉酸的代谢产物，喹啉酸是色氨酸代谢

产生的一种神经毒性物质[7]。喹啉酸结合 N-甲基-D-

天冬氨酸受体产生神经毒性作用，并通过炎症反应、

诱导神经元和星形细胞凋亡等途径参与多种神经退

行性疾病的发生发展[8]。喹啉酸还与学习记忆能力相

关，研究发现在脑室内注入喹啉酸后，大鼠的记忆能

力和空间学习能力明显受损［9］。色氨酸代谢在微脑血

管中的产物主要靶点为芳烃受体 (aryl hydrocarbon 
receptor，AhR)。AhR信号激活一方面会影响一氧化氮

的产生和血管舒张，另一方面还可引发氧化应激、刺

激炎症反应、加速细胞衰老，并促进血管壁钙化，最终

导致血脑屏障的完整性受损，破坏脑血管稳态[10]。本

研究结果也显示，P 组患者色氨酸代谢通路富集程度

明显，提示该通路异常可能导致早期POCD的发生。

3'-唾液酸乳糖被溶酶体内的唾液酸酶水解，释放

游离唾液酸（sialic acid，SA）［11］。SA 能抑制 Aβ 聚集、

通过唾液化减少神经炎症反应，是神经元修复重塑的

重要调节剂［12-13］。Wang等［14］用添加 SA的配方奶喂养

仔猪，发现SA可以显著提高猪仔的学习记忆能力。在

大脑内，SA是以神经节苷脂的一部分存在的，单唾液

酸四己糖神经节苷脂是最重要的神经节苷脂之一。

有研究发现，单唾液酸四己糖神经节苷脂可以减轻Aβ
诱导的氧化应激，改善阿尔茨海默病（Alzheimer's 
disease，AD）大鼠模型中的记忆缺陷［15］。

鞘磷脂是髓鞘中包围神经细胞轴突的必需分子，

可形成屏障防止轴突损伤，促进神经冲动的传导[16]。

鞘磷脂存在于生物膜中，与胆固醇形成脂筏，在神经

传递和突触可塑性中发挥关键作用，脂筏的失调与神

经退行性疾病的发病机制有关[17]。在中枢神经系统

中，鞘磷脂可能影响淀粉样蛋白前体蛋白加工和神经

元兴奋性，从而影响AD的进展[18-19]。Qiang等[20]的研究

结果显示，鞘磷脂对痴呆具有预防作用，鞘磷脂水平

升高与痴呆风险降低相关，结合机器学习算法发现在

a：喹啉；b：3′-唾液酸乳糖；c：鞘磷脂（d18:1/20:0）；d：溶血磷脂酰胆碱[P-18:1（9Z）]；e：25-羟基胆固醇

图4　差异代谢物AUC（括号内为95%CI）

注：方块颜色表示富集分析的 P 值[取负自然对数，即-ln(P)]，颜
色越深，P值越小，富集程度越显著

图5　P组对N组的代谢通路矩形树分析图
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与痴呆相关的代谢产物中，鞘磷脂是重要性最高的代

谢物之一。

溶血磷脂酰胆碱是参与细胞信号传导的内源性

磷脂，在血管炎症中充当促炎介质[21]。溶血磷脂酰胆

碱诱导脊髓白质脱髓鞘，降低细胞内 cAMP水平，诱导

促凋亡基因表达，进而抑制少突胶质细胞存活[22]。少

突胶质细胞是产生髓磷脂的细胞，为神经元提供代谢

支持并防止神经退行性变[23]。溶血磷脂酰胆碱诱导的

神经炎症可引起免疫细胞浸润和星形胶质细胞活化，

活化的星形胶质细胞释放促炎细胞因子和白细胞介

素-1β、肿瘤坏死因子-α等趋化因子，导致记忆巩固障

碍[24]。Plemel等[25]将溶血磷脂酰胆碱注入小鼠白质束

中，小鼠发生快速脱髓鞘和神经退行性变，导致学习

和记忆障碍。

25-羟基胆固醇是胆固醇被氧化后的氧甾醇，参与

初级胆汁酸生物合成代谢，是神经炎症、突触传递和

髓鞘形成的有效调节剂。25-羟基胆固醇的一个靶点

是谷氨酸 NMDA 受体(NMDARs)，25-羟基胆固醇能够

减弱 24(S)-hc 诱导的 NMDAR 过度激活导致的神经细

胞损失增加，即兴奋性毒性[26]。初级胆汁酸代谢是由

细胞色素P450酶家族促进的，初级胆汁酸包括胆酸和

鹅去氧胆酸。有研究连续 6周将三氯化铝注射进大鼠

的腹腔内，造成神经毒性，导致大鼠 AD，随后每天注

射鹅去氧胆酸可显著减轻三氯化铝诱导的认知和空

间缺陷，并通过降低 Aβ42 水平减少海马 Aβ 生成[27]。
本研究结果亦显示初级胆汁酸代谢通路富集程度明

显，说明该通路对早期POCD影响显著。

综上，体外循环下心脏瓣膜置换术发生早期

POCD 的患者术前多条代谢途径发生变化，可能导致

早期 POCD 的发生。喹啉、3'-唾液酸乳糖、鞘磷脂

（d18:1/20:0）、溶血磷脂酰胆碱[P-18:1(9Z)]和 25-羟基

胆固醇可能成为预测早期POCD的生物标志物。
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