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基于血清代谢组学和生物网络分析研究 CD-1
退役种鼠攻击行为的生物学机制 
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摘要：本文旨在研究 CD-1 退役种鼠攻击行为发生过程中涉及到的代谢途径及相关基因，阐明其攻击行

为发生的生物学机制，为慢性社交挫败应激抑郁模型的科学研究和规范操作提供依据。在慢性社交挫

败应激抑郁模型攻击小鼠筛选阶段，首先将 CD-1 退役种鼠单笼饲养一周，培养其领地意识，然后通过

驻地入侵实验分别筛选出对入侵者具有攻击性（攻击组）以及不具有攻击性（非攻击组）的小鼠。采

用超高效液相色谱-串联质谱代谢组学技术寻找攻击组小鼠和非攻击组小鼠之间的差异代谢物和代谢途

径；并整合生物网络分析挖掘小鼠攻击行为发生的关键代谢途径及关键基因。结果显示，攻击组小鼠

和非攻击组小鼠血清中共有 12 种差异代谢物，包括胆碱、1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱、甘油磷酰乙醇

胺、油酸酰胺、反式-棕榈油酸、DL-谷氨酸、亚油酰胺、硬脂酸、N-乙酰-L-亮氨酸、肉毒碱、胆酸和

脱氢抗坏血酸。同时，综合生物网络分析结果，发现甘油磷脂代谢可能是攻击行为发生的关键通路，

Pld1、Pld2、Pla2g5、Pla2g3、Pla2g10、Lypla1、Lcat、Chka 和 Chat 这 9 个基因可能是攻击行为与差

异代谢物交集基因中的关键基因。因此，推测 CD-1 退役种鼠攻击行为的发生主要由甘油磷脂代谢途径

中关键基因的变化引起。 
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Abstract: [Objectives] Aggressive behavior represents a prevalent manifestation of mental disorders, with 

severe violence posing detrimental consequences for the society. During the screening of CD-1 retired breeder 
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mice, we found significant differences in aggression among individuals, and selecting those with higher 

aggression is crucial for successfully establishing the model of depression induced by chronic social defeat 

stress (CSDS). Therefore, this study investigates the metabolic pathways and related genes in CD-1 retired 

breeder mice during aggressive behavior, aiming to reveal the mechanisms of aggressive behavior. [Methods] 

During the screening phase of aggressive mice of the CSDS-induced depression model, CD-1 retired breeder 

mice were housed in individual cages for a week to establish territorial awareness, and then attack and 

non-attack mice were screened out through the resident-intruder test. Compound Discoverer 3.0 was used for 

serum metabolomics based on ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry to identify 

differential metabolites and metabolic pathways between the attack group and the non-attack group of mice. 

Meanwhile, biological network analysis based on Cytoscape 3.9.1 software was performed to identify key 

metabolic pathways and genes involved in the occurrence of aggressive behavior. Independent samples t-test 

was performed to compare the aggressive behavior between the two groups. [Results] The serum 

metabolomics (Appendix 1) screened out 12 differential metabolites between the attack group and non-attack 

group of CD-1 retired breeder mice. Among them, DL-glutamic acid, N-acetyl-L-leucine, dehydroascorbic 

acid, oleamide, trans-palmitoleate, choline, and linoleamide were significantly increased, while 

tetradecanoylcarnitine, cholic acid, 1-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine, sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 

and octadecanoic acid were significantly decreased (P < 0.05). The results above, combined with those of 

biological network analysis (Figs. 5, 6 and Table 3), show that glycerophospholipid metabolism is a key 

pathway for aggressive behavior and Pld1, Pld2, Pla2g5, Pla2g3, Pla2g10, Lypla1, Lcat, Chka, and Chat in 

the metabolic pathway may be key genes shared by aggressive behavior and differential metabolites (Table 4). 

[Conclusion] The occurrence of aggressive behavior may be closely related to glycerophospholipid 

metabolism, which is not only significant for elucidating the metabolome of aggressive behavior in CD-1 

retired breeder mice but also of great value for the scientific research and standardization of the model of 

CSDS-induced depression. 

Key words: Aggressive behavior; Serum metabolomics; Biological network analysis; Glycerophospholipid 

metabolism; CD-1 retired breeder mice 

攻击行为是一种自然界普遍存在的、高度

保守的固有行为，它是基因、神经环路以及脑

区等对外界环境做出的综合反应（Tordjman 
2022）。在动物界，攻击行为涉及社交结构、繁

殖策略以及适应性演化等多个方面。在人类社

会中无法控制的异常攻击行为常常与社会暴力

犯罪密切相关。其中，多种精神类疾病，如抑

郁症、精神分裂症、自闭症等均与攻击行为的

发生密切相关（李莎等 2024）。 
慢性社交挫败应激抑郁（chronic social 

defeat stress depression，CSDS）模型是一种典

型的驻地入侵实验动物模型，在模型复制过程

中，CD-1 退役种鼠常被用作模型中的攻击者，

也称为驻地小鼠。由于驻地小鼠经过一周的单

笼饲养，领地意识增强，在感知外界入侵小鼠

后可能会对其输出攻击行为。然而，在前期筛

选阶段，我们发现 CD-1 退役种鼠的攻击行为

存在个体差异，在首次攻击潜伏期和 3 min 内

攻击次数等攻击性检测指标方面均表现出显

著不同。因此，基于慢性社交挫败应激抑郁

（CSDS）模型探讨 CD-1 退役种鼠攻击行为的

生物学机制对于提高慢性社交挫败应激抑

郁（CSDS）模型复制的成功率具有重要意义

和价值。 
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近年来，由于暴力及攻击行为动物模型相

对缺乏、攻击行为临床表型评估多具异质性等

原因，导致攻击行为研究进展相对缓慢。目前，

关于攻击行为的研究多集中于神经元功能障碍

方面。Flanigan 等（2020）发现，食欲素通过

激活小鼠抑制性外侧缰核 GAD2 神经元，在调

节攻击行为方面发挥重要作用；Zhu 等（2021）
发现，后无名质神经元编码不同强度的威胁刺

激，调控小鼠的不同攻击行为。但是，基于内

源性代谢网络调控探究攻击行为的生物学机制

研究相对较少。 
因此，本研究在慢性社交挫败应激抑郁

（CSDS）模型攻击小鼠筛选基础上，通过血清

代谢组学和生物网络分析初步探究 CD-1 退役

种鼠攻击行为发生的生物学机制，寻找关键代

谢途径及关键基因，为慢性社交挫败应激抑郁

（CSDS）模型的科学研究和规范操作提供参考

依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 
8 ~ 10 月龄 SPF 级雄性 CD-1 退役种鼠

（Han et al. 2022），体重为 35 ~ 45 g，由北京维

通利华有限公司提供，生产许可证号 SCXK
（京）2021-0006。经山西大学科学研究伦理审

查委员会批准（批准文号 SXULL2021065），

将小鼠饲养于具备良好自然节律和光照条件

的环境中，温度（25 ± 2）℃，相对湿度 50% ± 
10%，自由饮食、饮水，单笼饲养 7 d 后开始筛

选实验。 
1.2  实验方法 
1.2.1  CD-1 退役种鼠的筛选与样本采集  参
考相关文献（Koolhaas et al. 2013，Golden et al. 
2016）并结合课题组前期工作基础（王琦等 
2022），将攻击行为定义为 CD-1 退役种鼠对入

侵小鼠发动的撕咬、身体攻击、追逐等对抗行

为。实验开始前，将 CD-1 退役种鼠单笼饲养 7 d
培养领地意识，然后将入侵小鼠放置于 CD-1

退役种鼠所处的实验笼内 3 min，以攻击次数超

过 5 次且首次攻击潜伏期低于 60 s 作为攻击行

为的评价指标（Wang et al. 2023）。此外，只有

在 3 d 内至少表现出 2 次对入侵小鼠有攻击性

的 CD-1 退役种鼠才可判定为攻击组小鼠，其

余则为非攻击组小鼠，筛选出上述两组小鼠各

15 只。筛选结束后，收集攻击组和非攻击组小

鼠血清样本﹣80 ℃保存，采样前小鼠均禁食 12 h，
不禁水。 
1.2.2  血清样本预处理  攻击组和非攻击组

小鼠各取 6 个血清样本，4 ℃下解冻后取  
100 μl 于 2 ml EP 管中，加入 200 μl 0.1%甲酸

乙腈（体积比为 1︰1 000），涡旋 2 min后在 4 ℃ 
13 000 r/min 下离心 15 min，取上清液进行超高

效液相色谱-串联质谱检测分析。同时，从 12
个血清样本中各取 10 μl 混合制成 6 个质量控

制（quality control，QC）样本并同步进行检测

分析。 
1.2.3  血清样本超高效液相色谱-串联质谱代

谢组学检测与数据采集   液相条件：选用

Waters ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 × 100 mm，

1.7 μm）色谱柱，柱温为 40 ℃，进样量为 5 μl，
流速为 0.2 ml/min，流动相为 0.1%甲酸水溶液

（A）和 0.1%甲酸乙腈（B）。其中，具体流动

相梯度为：0 ~ 2 min，2% B；2 ~ 3 min，2% ~ 
35% B；3 ~ 13 min，35% ~ 68% B；13 ~ 17 min，
68% ~ 70% B；17 ~ 22 min，70% ~ 98% B；22 
~ 25 min，98% B；25 ~ 25.5 min，98% ~ 2% B；
25.5 ~ 28 min，2% B。 

质谱条件：UHPLC-Q Exactive Orbitrap-MS 
质谱仪，电喷雾电离法全扫描，正负离子同时

采集模式，采集范围为 100 ~ 1 500 u。喷射电

压正负级分别为 3.5 和 2.5 kV，毛细管温度

320 ℃，加热器温度 300 ℃，鞘气流速 35 ARB，
辅助气流速 10 ARB。 
1.2.4  超高效液相色谱 -串联质谱数据处理  
为获得匹配和对齐的峰值数据，将获得的超高

效液相色谱-串联质谱原始数据导入 Compound 
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Discoverer 3.0 软件进行分析。设置参数如下：

质量范围（mass range）为 100 ~ 1 500 u；质量

偏差（mass deviation）为 5 ppm；保留时间偏

差（retention time deviation）为 0.05 min；信噪

比（signal to noise ratio，SNR）阈值（threshold）
为 1.5。将 Compound Discoverer 3.0 软件导出

的数据经归一化处理后导入 SIMICA 14.1 软件

进行两种多元统计分析：主成分分析（principal 
components analysis，PCA）和正交偏最小二乘

法判别分析（orthogonal partial least squares 
discriminant analysis，OPLS-DA）。最后，结合

S-plot 图中投影寻踪变量重要性（ variable 
importance in the projection，VIP）大于 1 且 P < 
0.05 筛选出攻击组和非攻击组小鼠血清之间的

差异代谢物。 
基于在线数据库 HMDB（https://hmdb.ca/）

和 Pubchem（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）
并根据二级碎片离子对筛选出的差异代谢物进

行指认鉴定。使用 MetaboAnalyst 6.0（https:// 
www.metaboanalyst.ca/）进行代谢通路富集分

析，使用 KEGG（ https://www.kegg.jp/kegg/ 
pathway.html）及搜索相关文献对差异代谢物所

涉及的代谢通路进行分析。 
1.2.5  生物网络构建与分析   在 Cytoscape 
3.9.1 软件 Metscape 插件中选择“Pathway 
based”模式，设置好 Organism（Mouse）、
Network（Type Compound-Gene）相关参数，

构建“差异代谢物-基因”网络。在 Genecards

数据库（https://www.genecards.org/）输入关键

词 “Aggressive behavior” 和 “Violent 
attacks”检索攻击行为相关基因，进而寻找差

异代谢物和攻击行为之间的交集基因。利用

Cluego 和 CluePedia 插件对得到的交集基因进

行 KEGG 通路富集分析（P < 0.05）。在 STRING
数据库（https://cn. string-db.org/）中输入交集

基因进行蛋白质-蛋白质相互作用网络分析，预

测交集基因编码的蛋白质之间的相互作用。将

得到的TSV文件重新导入Cytoscape 3.9.1软件

并利用 Centiscape 2.2 插件计算节点之间的度

中心性（degree）、接近中心性（closeness）和

中介中心性（betweenness），选取各种算法中排

名前 11 的基因，之后取这些基因的交集，共得

到 9 个关键基因。 
1.2.6  统计分析  采用 GraphPad Prism 8 软件

进行数据整合与作图，采用 SPSS 16.0 统计软

件进行独立样本 t 检验分析。各组实验数据均

以平均值 ± 标准差表示，P < 0.05 认为差异具

有统计学意义。 

2  结果 

2.1  攻击组和非攻击组小鼠攻击行为学指标 
比较攻击组与非攻击组小鼠行为学指标，

攻击组小鼠在 3 min 内的攻击次数显著增加（P 
< 0.01），且首次攻击潜伏期显著减少（P < 0.01）

（表 1）。结果表明，攻击组 CD-1 退役种鼠表现

出明显的攻击行为。 
 

表 1  攻击组和非攻击组小鼠攻击行为学指标的描述性统计值和 t 检验分析结果 

Table 1  Descriptive statistics and t-test results for behavioral indicators between the attack group and non-attack 

group of mice 

行为学指标 
Behavioral indicator 

非攻击组小鼠 
Non-attack group (n = 6) 

攻击组小鼠 
Attack group (n = 6) 

结果 
Result 

3 min 攻击次数 
Number of attacks within 3 min 

2.00 ± 1.00 63.00 ± 1.00 t =﹣98.703, df = 10, P < 0.01 

首次攻击潜伏期 
Latency of the first attack (s) 

82.50 ± 3.83 4.33 ± 1.37 t = 47.041, df = 10, P < 0.01 

数据以平均值 ± 标准差表示。t 和 df 分别表示 t 值及自由度。 

Data are expressed as mean ± SD. t and df indicate t value and degree of freedom of t test.  
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2.2  小鼠血清代谢组学分析仪器稳定性评价 
采用电喷雾电离法正负离子同时采集模式

获得小鼠血清样本总离子流图（图 1）。在批

量进样时备好质量控制样本，检查仪器的稳定

性和性能。其中，性能指标主要包括质量精度、

质量范围以及扫描速度。采用无监督的主成分

分析（PCA）方法对质量控制样本进行聚类分

析，所有质量控制样本较为密集地聚集在一起

（图 2a）。同时，从 6 个质量控制样本中提取

了 10 个离子计算相对峰面积的相对标准偏差

值（relative standard deviation，RSD）为 3.62% 
~ 15.95%（表 2）。表明所建立的分析方法稳定 

 

图 1  血清样本超高效液相色谱-串联质谱的负离子和正离子总离子流图 

Fig. 1  Total ion current chromatograms of serum samples detected by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry in positive and negative modes 
 

表 2  使用质量控制样本的超高效液相色谱-串联质谱方法的稳定性评价 

Table 2  Stability of ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry for the quality  

control sample 

离子编号 
Ion number 

保留时间 
Retention time (min) 

质荷比 
Mass-to-charge ratio 

相对峰面积平均值 
Average relative peak area 

相对峰面积标准差 
Relative peak area 
standard deviation 

相对标准偏差值 
Relative standard 

deviation (%) 

1 23.799 282.279 02 7.423 × 10-3 8.213 × 10-4 11.06 

2 9.403 238.141 32 4.313 × 10-3 2.932 × 10-4 6.80 

3 10.191 282.279 08 2.359 × 10-2 3.648 × 10-3 5.47 

4 10.723 250.177 72 5.366 × 10-3 3.662 × 10-4 6.82 

5 6.780 194.115 23 2.229 × 10-3 8.068 × 10-5 3.62 

6 5.484 139.050 27 1.338 × 10-3 1.137 × 10-4 8.50 

7 9.660 299.110 06 1.104 × 10-3 1.215 × 10-4 11.00 

8 5.595 132.102 02 8.872 × 10-4 1.232 × 10-4 13.89 

9 15.012 111.020 47 3.955 × 10-4 6.308 × 10-5 15.95 

10 12.185 302.305 42 8.950 × 10-4 1.241 × 10-3 13.87 
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可靠，能满足批量样本的分析要求。 
2.3  多元统计分析及差异代谢物筛选 

基 于 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析

（OPLS-DA），攻击组和非攻击组小鼠之间可

以明显分开（图 2b），表明攻击组与非攻击组

小鼠之间内源性代谢物轮廓存在显著差异。设

定检验次数为 200，构建正交偏最小二乘法判

别分析模型验证图（图 2c），左侧所有 Q2 值

低于右侧原始点，或 Q2 的回归线与纵轴相交数

值小于零，证明正交偏最小二乘法判别分析

（OPLS-DA）模型稳健良好，不存在过拟合现

象 。 结 合 正 交 偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析

（OPLS-DA）模型 S-plot 图中投影寻踪变量重

要性（VIP）大于 1 且 P < 0.05 筛选出攻击组和

非攻击组小鼠之间显著改变的差异变量（图

2d）。 
结合在线数据库并进一步根据质荷比、保

留时间、分子式和二级碎片离子对两组间的差

异变量进行鉴定，共鉴定出 12 种差异代谢物

（附录 1）。攻击组与非攻击组小鼠在血清代

谢 轮 廓 上 存 在 显 著 差 异 ， DL- 谷 氨 酸

（DL-glutamic acid）等 7 种差异代谢物水平显

著上升，肉毒碱（tetradecanoylcarnitine）等 5
种代谢物水平显著下降（图 3，附录 1）。 

 

 

 

 

图 2  血清样本超高效液相色谱-串联质谱数据的多元统计分析（n = 6） 

Fig. 2  Statistical analysis of data from ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry of 

serum samples (n = 6) 

a. 实验组和质量控制组的主成分分析得分图；b. 攻击组和非攻击组正交偏最小二乘法判别分析散点图；c. 正交偏最小二乘法判别分析

模型验证图；d. 正交偏最小二乘法判别分析相对应的 S-plot 图。 

a. Score plot of principal components analysis of experimental group and quality control group; b. Score plot of orthogonal partial least squares 

discriminant analysis between attack group and non-attack group; c. Diagram of orthogonal partial least squares discriminant analysis model 

validation; d. S-plot of orthogonal partial least squares discriminant analysis.    
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2.4  攻击组与非攻击组小鼠血清差异代谢物

通路富集分析 
将胆碱、1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱、甘油

磷酰乙醇胺以及油酸酰胺等 12 种差异代谢物

导入 MetaboAnalyst 6.0 数据库进行代谢通路富

集分析，以影响值（impact）超过 0.01 为筛选

条件，得到甘油磷脂代谢（glycerophospholipid 
metabolism ） 、 醚 脂 代 谢 （ ether lipid 
metabolism）、甘氨酸和丝氨酸及苏氨酸代谢

（glycine, serine and threonine metabolism）和初

级 胆 汁 酸 生 物 合 成 （ primary bile acid 
biosynthesis）4 条与攻击行为相关的代谢通路

（图 4）。其中，甘油磷脂代谢可能是最为关键

的代谢通路。 
2.5  小鼠攻击行为差异代谢物相关基因的筛选 

采用 Cytoscape 3.9.1 软件 Metscape 插件构

建“差异代谢物-基因”网络，共得到相关基因

42 个（图 5）。通过 GeneCards 数据库输入关

键 词 “Aggressive behavior”“Violent 
attacks”检索攻击行为相关基因，共得到 11 061
个基因。其中，差异代谢物相关基因和攻击行

为相关基因的交集共 20 个。 
2.6  小鼠攻击行为差异代谢物相关基因的

KEGG 富集分析 
在Cytoscape 3.9.1软件Cluego和CluePedia

插件中，将 Pla2g10、Pla2g6、Pld1 和 Pld2 等

20 个交集基因进行 KEGG 通路富集分析（P < 
0.05）。两组小鼠攻击行为发生涉及到的主要

通路包括甘油磷脂代谢（glycerophospholipid 
metabolism）、醚脂代谢（ether lipid metabolism）、

亚麻酸代谢（linolenic acid metabolism）、亚油

酸代谢（linoleic acid metabolism）、花生四烯

酸代谢（arachidonic acid metabolism）、血管平

滑肌收缩（vascular smooth muscle contraction）、
胆碱代谢（choline metabolism）、脂肪消化和

吸收（fat digestion and absorption）和 Fc gamma 
R 介导的吞噬作用（ fc gamma r-mediated 
phagocytosis）（图 6）。其中，甘油磷脂代谢

在所有通路中富集的交集基因数最多，为 15
个（表 3）。因此，推测甘油磷脂代谢可能是

攻击组和非攻击组小鼠不同行为表现的关键代

谢途径。 
 

 
图 4  差异代谢物通路分析 

Fig. 4  Differential metabolite pathway analysis 

图中的每一个圆圈代表一个代谢通路，圆圈的大小表示每个代谢通路中富集的代谢物数量/该通路所有代谢物数量，圆圈越大表示该通路

富集的代谢物比例越大。颜色表示显著性，圆圈颜色越红代表该通路的显著性越强，否则反之。 
Each circle in the figure represents a metabolic pathway. The size of the circle indicates the number of enriched metabolites in each metabolic 
pathway/the total number of metabolites in that pathway. Larger size of the circle indicates greater proportion of metabolites enriched in the 
pathway. The color indicates the level of significance, a redder circle represents stronger significance of the pathway and vice versa.    
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图 6  血清差异代谢物与攻击行为交集基因的 KEGG 富集分析 

Fig. 6  KEGG enrichment analysis of the genes shared by serum differential metabolites and aggressive behavior 

大圆圈代表通路，小圆圈代表基因。不同的颜色代表相关通路之间富集到的基因功能不同，以中线分隔的代表这些通路涉及到两类功能

不同的基因。根据基因功能将以上基因分为四类：第一类包括 Pld1 和 Pld2，第二类包括 Pla2g10、Pla2g2a、Pla2g3、Pla2g4a、Pla2g5

和 Pla2g6，第三类包括 Chka 和 Chkb。其中，富集到图中全部基因的通路被标记为紫色，富集到图中至少三类基因的通路被标记为橙色，

富集到图中第二类基因的通路被标记为蓝色，同时富集到至少两类的通路被标记为带有分隔线的绿色。 

Large circles indicate pathways, and small circles indicate genes. Different colors represent different functions of enriched genes in the related 
pathways, and the ones divided by a vertical line represent that these pathways involve two types of genes with different functions. The above 
genes are classified into four categories according to their functions: the first category includes Pld1 andPld2, the second category includes 

Pla2g10, Pla2g2a, Pla2g3, Pla2g4a, Pla2g5, and Pla2g6, the third category includes Chka and Chkb. Among them, the pathways enriched with 
all the genes in the figure are marked as purple; the pathways enriched with at least three categories of genes in the figure are marked as orange; 
the pathways enriched with the second category of genes in the figure are marked as blue; and the pathways enriched with at least two categories 
of genes are marked as green with a dividing line.  

 

表 3  KEGG 富集通路及相关基因 

Table 3  KEGG enriched pathways and related genes 

通路 
Pathway 

数目 
Number 

基因 
Gene 

甘油磷脂代谢 
Glycerophospholipid metabolism 

15 Ache, Chat, Chka, Chkb, Lcat, Lypla1, Phospho1, Pla2g10, Pla2g2a, 
Pla2g3, Pla2g4a, Pla2g5, Pla2g6, Pld1, Pld2 

醚脂代谢 Ether lipid metabolism 8 Pla2g10, Pla2g2a, Pla2g3, Pla2g4a, Pla2g5, Pla2g6, Pld1, Pld2 

亚麻酸、亚油酸和花生四烯酸代谢 
Linolenic acid, linoleic acid, and arachidonic acid metabolism 

6 Pla2g10, Pla2g2a, Pla2g3, Pla2g4a, Pla2g5, Pla2g6 

血管平滑肌收缩 Vascular smooth muscle contraction 6 Pla2g10, Pla2g2a, Pla2g3, Pla2g4a, Pla2g5, Pla2g6 

胆碱代谢 Choline metabolism 6 Pld1, Pld2, Pla2g4a, Chka, Chkb, Lypla1 

脂肪消化和吸收 Fat digestion and absorption 4 Pla2g10, Pla2g2a, Pla2g3, Pla2g5 

Fc gamma R 介导的吞噬作用 
Fc gamma R-mediated phagocytosis 

4 Pla2g4a, Pla2g6, Pld1, Pld2 
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2.7  蛋白质-蛋白质相互作用网络（protein- 
protein interaction network，PPI）构建及关键

基因筛选 
将 20 个交集基因输入 STRING 数据库进

行蛋白质-蛋白质相互作用网络分析，预测交集

基因编码的蛋白质之间的相互作用。通过

Cytoscapee 3.0.9 创建了一个共有 18 个节点、

46 条相互作用线的蛋白质-蛋白质相互作用网

络图（图 7）。 
将STRING数据库导出的TSV格式文件输

入Cytoscape 3.9.1软件并利用Centiscape 2.2 插

件计算节点之间的度中心性、接近中心性和中

介中心性，分别筛选出评分最高的关键基因。

将上述这 3 种算法中的关键基因取交集，得到

共有的 9 个关键基因（表 4），分别为磷脂酶

D1（phospholipase D1，Pld1）、磷脂酶 D2
（phospholipase D2，Pld2）、V 型磷脂酶 A2
（pospholipase A2 group V，Pla2g5）、Ⅲ型磷

脂酶 A2（phospholipase A2 group Ⅲ，Pla2g3）、
X 型磷脂酶 A2（phospholipase A2 group X，

Pla2g10）、胆碱激酶α（choline kinase alpha，Chka）、
胆碱 O-乙酰转移酶（choline O-acetyltransferase，
Chat）、溶血磷脂酶 1（lysophospholipase 1，
Lypla1）和卵磷脂-胆固醇酰基转移酶（lecithin- 
cholesterol acyltransferase，Lcat）基因，主要集

中分布于甘油磷脂代谢。 
 

 
 

图 7  交集基因的蛋白质-蛋白质相互作用网络分析 

Fig. 7  Protein-protein interaction network of overlapping genes 

ACHE. 乙酰胆碱酯酶；ACOT2. 酰基辅酶 A 硫酯酶 2；ACOT8. 酰基辅酶 A 硫酯酶 8；BCHE. 丁酰胆碱酯酶；CHAT. 胆碱 O-乙酰转移

酶；CHKA. 胆碱激酶 α；CHKB. 胆碱激酶 β；LCAT. 卵磷脂-胆固醇酰基转移酶；LYPLA1. 溶血磷脂酶 1；PHOSPHO1. 磷酰胆碱磷酸

酶 1；PLA2G3. Ⅲ型磷脂酶 A2；PLA2G4A. IVA 型磷脂酶 A2；PLA2G5. V 型磷脂酶 A2；PLA2G6. VI 型磷脂酶 A2；PLA2G10. X 型磷

脂酶 A2；PLD1. 磷脂酶 D1；PLD2. 磷脂酶 D2；SLC27A5. 溶质载体家族 27 成员 5 

ACHE. Acetylcholinesterase; ACOT2. Acyl-CoA thioesterase 2; ACOT8. Acyl-CoA thioesterase 8; BCHE. Butyrylcholinesterase; CHAT. Choline 

O-acetyltransferase; CHKA. Choline kinase alpha; CHKB. Choline kinase beta; LCAT. Lecithin-cholesterol acyltransferase; LYPLA1. 

Lysophospholipase 1; PHOSPHO1. Phosphocholine phosphatase 1; PLA2G3. Phospholipase A2 group Ⅲ; PLA2G4A. Phospholipase A2 group 

IVA; PLA2G5. Pospholipase A2 group V; PLA2G6. Phospholipase A2 group VI; PLA2G10. Phospholipase A2 group X; PLD1. Phospholipase D1; 

PLD2. Phospholipase D2; SLC27A5. Solute carrier family 27 member 5 
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表 4  攻击行为中差异代谢物相关关键基因 

Table 4  Key genes related to differential metabolites in aggressive behavior 

度中心性 
Degree 

基因 
Gene 

中介中心性 
Betweenness 

基因 
Gene 

接近中心性 
Closeness 

基因 
Gene 

8 Pld1 120.000 Chka 0.033 Pld1 

8 Pld2 86.667 Lcat 0.033 Pld2 

8 Pla2g5 68.000 Pld1 0.029 Chka 

7 Pla2g10 68.000 Pld2 0.029 Pla2g5 

7 Pla2g3 60.000 Slc27a5 0.028 Lcat 

7 Pla2g6 32.000 Chat 0.026 Pla2g10 

7 Pla2g4a 32.000 Acot8 0.026 Pla2g3 

6 Chka 10.667 Pla2g5 0.026 Pla2g6 

6 Lypla1 8.000 Lypla1 0.026 Pla2g4a 

5 Chat 2.667 Pla2g10 0.023 Lypla1 

5 Lcat 2.667 Pla2g3 0.022 Chat 

加粗表示筛选得到的关键基因。The bolded genes are the selected key genes.   
 

2.8  攻击行为学指标与差异代谢物的斯皮尔曼

相关性分析 
通过计算斯皮尔曼（Spearman）相关性系

数，研究攻击行为学指标与差异代谢物之间的

潜在相关性（|r| > 0.6）。结果表明，亚油酰胺、 
胆碱、N-乙酰-L-亮氨酸和反式-棕榈油酸与 3 
min 内攻击次数呈显著正相关，肉毒碱与 3 min
内攻击次数呈显著负相关；脱氢抗坏血酸、反

式-棕榈油酸、亚油酰胺、DL-谷氨酸、胆碱和

N-乙酰-L-亮氨酸与首次攻击潜伏期呈显著负

相关，硬脂酸与首次攻击潜伏期呈显著正相关

（图 8）。即与 3 min 攻击次数呈显著正相关且

与首次攻击潜伏期呈显著负相关的差异代谢物

有亚油酰胺、胆碱、N-乙酰-L-亮氨酸和反式-
棕榈油酸。 

3  讨论 

攻击行为是精神类疾病中最常见的行为表

现之一，严重的暴力攻击行为会对社会造成恶

劣影响。尽管攻击行为的发生原因复杂且形式

多样，但个体攻击行为仍是其中主要的表现形

式。在 CD-1 退役种鼠筛选阶段，我们发现攻

击性在不同个体之间存在差异，选择具有较强

攻击性的退役种鼠对慢性社交挫败应激抑郁

（CSDS）模型的成功复制具有重要的作用。 

甘油磷脂代谢途径上的代谢产物包括胆

碱、1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱和甘油磷酰乙醇

胺。从合成前体来看，胆碱与 1-酰基-sn-甘油-3-
磷酸胆碱均源于磷脂酰胆碱；从代谢酶来看，

1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱与甘油磷酰乙醇胺 

均受溶血磷脂酶表达水平的影响。 
磷脂酶 D（phospholipase D，PLD）是一种

关键的脂质信号分子，主要负责甘油磷脂中磷

酸取代基酯键的水解（Ke et al. 2024）；胆碱

乙 酰 基 转 移 酶 （ cholineacetyltransferase ，

CHAT）与乙酰胆碱的合成密切相关，乙酰胆

碱在细胞信号传递中的作用可能间接影响甘

油磷脂代谢（Wiktelius et al. 2021）；胆碱激

酶 α（choline kinase alpha，CHKA）是磷脂酰

胆碱合成的第一步，可以将胆碱磷酸化为磷酸

胆碱用于细胞膜的形成（Liu et al. 2021）。因

此，攻击组小鼠血清中胆碱水平升高，一方面

可能是由于磷脂酶 D1（phospholipase D1，
PLD1）和磷脂酶 D2（phospholipase D2，PLD2）
表达增加，促进磷脂酰胆碱的水解（Onono et 
al. 2020）。另一方面可能是由于胆碱乙酰基

转移酶（CHAT）和胆碱激酶 α（CHKA）表

达减少，使乙酰胆碱和磷酸胆碱合成受阻，导

致其合成底物胆碱积累（Klöckner et al. 2022，
Lin et al. 2024a）。 
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图 8  攻击行为学指标与差异代谢物相关性热图 

Fig. 8  Heatmap of the correlations between aggression behavioral indicators and differential metabolites 

颜色强度表示攻击行为学指标与差异代谢物之间的关联程度，蓝色表示正相关，绿色表示负相关。 

The color intensity represents the degree of association between the aggressive behavioral indicators and differential metabolites. Blue indicates a 

positive correlation, and green indicates a negative correlation.  

 
甘油磷酰乙醇胺属于一种甘油酯，可与多

种不同长度和饱和度的脂肪酸结合（Morel et al. 
2021）。研究表明，溶血磷脂酶（lysophospholipase，
LYPLA）与溶血磷脂酰乙醇胺和溶血磷脂酰胆

碱水平有关（Zhang et al. 2017）。因此，攻击

组小鼠血清中甘油磷酰乙醇胺水平降低，可能

是由于甘油磷脂代谢途径中的溶血磷脂酶

（LYPLA）表达减少，导致 1-酰基-sn-甘油-3-
磷酸乙醇胺分解代谢受阻。 

1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱是一种磷脂，为

细胞膜的主要成分之一（Alberghina et al. 
1995）。磷脂酶 A2（phospholipase A2，PLA2）
在多种细胞反应中发挥着至关重要的作用，包

括磷脂代谢、宿主防御和信号转导等过程

（Murakami et al. 2017）。因此，攻击组小鼠

血清中 1-酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱浓度降低，

可能是由于磷脂酶 A2（PLA2）表达减少使磷

脂酰胆碱水解受阻。 
脂肪酸生物合成中的代谢产物包括油酸酰

胺、反式-棕榈油酸和硬脂酸。从代谢途径来看，

油酸酰胺和硬脂酸均与蛋氨酸、赖氨酸、L-亮
氨酸和谷氨酸代谢相关。 

油酸酰胺是一种内源性脂肪酰胺，其合成

和分解可能涉及氨基酸代谢相关酶和途径，能

与多种神经递质相互作用，具有镇静和催眠作

用（Mueller et al. 2009）。氨基酸 N-酰基转移
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酶（aminoacyltransferase，AAT）参与脂肪酸的

代谢调节，对维持机体脂质平衡和能量代谢至

关重要（Collins et al. 2023，Liao et al. 2024）。

因此，攻击组小鼠血清中油酸酰胺水平升高，

可能是由于氨基酸 N-酰基转移酶（AAT）表

达增加，促使甘氨酸经过一系列反应转化为

油酸酰胺。 
硬脂酸是一种广泛分布的长链饱和脂肪酸

（Grundy 1994）。有研究表明，饮食中的长链

脂肪酸影响大脑功能并与行为有关，含有硬脂

酸的饮食可以增加小鼠享乐行为并影响脑边缘

多巴胺系统信号（Li et al. 2020a）。本实验中，

攻击组小鼠血清中硬脂酸水平降低，可能是由

于 硬 脂 酰 辅 酶 A 水解 酶 （ stearoyl-CoA 
hydrolase）表达减少，使硬脂酰辅酶 A 合成硬

脂酸途径受阻。因此，推测攻击组小鼠血清中

硬脂酸含量降低可能会使大脑中多巴胺的合

成减少，诱导小鼠产生愤怒情绪，进而出现攻

击行为。 
反式-棕榈油酸是体内的第一脂肪酸，部分

由反式-棕榈酸通过内源性的氧化反应合成，能

够调节不同的代谢过程（Jaudszus et al. 2014）。

此外，研究发现脑衍生神经营养因子水平与细

胞内棕榈油酸的含量相关，表明棕榈油酸可以

调节脑部神经影响细胞脂质代谢（Suzuki et al. 
2012）。硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1（stearoyl-CoA 
desaturase 1，SCD-1）是脂肪酸代谢中的关键

酶，主要功能是将饱和脂肪酸转化为单不饱和

脂肪酸，对脂肪酸代谢具有重要影响（Lam et al. 
2022，Sen et al. 2023）。因此，攻击组小鼠血

清中反式-棕榈油酸水平显著高于非攻击组小

鼠，可能是由于硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1
（SCD-1）表达增加，使棕榈酸大量合成反式-
棕榈油酸。 

亚油酰胺是亚油酸代谢、亚麻酸代谢和花

生四烯酸代谢途径中的一个重要代谢物。作为

一种内源性脂肪酸酰胺，其在体内合成主要涉

及到亚油酸与氨或氨基酸的反应（Huang et al. 
2001）。亚油酸在细胞内经酰基辅酶 A 合成酶

（acyl-CoA synthetase）的催化作用首先被活化

为亚油酰辅酶 A（linoleoyl-CoA），接着在特

定酰胺合成酶（amide synthetase）的作用下与

相应底物生成亚油酰胺（Yamamoto et al. 
2017）。同时，亚油酸也可以通过去饱和酶

（Δ6-desaturase 和 Δ5-desaturase）的作用下转

化为花生四烯酸（王辉敏等 2023）。因此，攻

击组小鼠血清中亚油酰胺水平升高，一方面可

能是由于亚油酸代谢途径中酰基辅酶A合成酶

（ acyl-CoA synthetase）和特定酰胺合成酶

（amide synthetase）表达增加使亚油酰胺水平

上升；另一方面可能是由于亚麻酸代谢和花生

四烯酸代谢途径中相关去饱和酶表达减少，花

生四烯酸合成减少，促使亚油酸大量合成亚油

酰胺。 
蛋氨酸、赖氨酸、L-亮氨酸和谷氨酸代谢

中的代谢产物包括肉毒碱、N-乙酰-L-亮氨酸和

DL-谷氨酸。 
肉毒碱又称维生素 BT，在人体中主要通过

赖氨酸和甲硫氨酸的代谢过程生成，是一种由

肝和肾合成的营养物质，在长链脂肪酸 β-氧化

和能量产生过程中发挥重要作用（Guarnieri 
2015，邱阳  2016）。二氢吡啶二羧酸合酶

（dihydrodipicolinate synthase，DHDPS）是赖

氨酸生物合成途径的关键酶（Soares et al. 
2016）。高丝氨酸 O-酰基转移酶（homoserine 
O-acyltransferase，HAT）在蛋氨酸合成途径中

通过催化底物高丝氨酸发生酰基化，从而激活

甲硫氨酸特异性合成途径（刘诗梦等 2019）。

因此，攻击组小鼠血清中肉毒碱浓度较低，可

能是由于二氢吡啶二羧酸合酶（DHDPS）和高

丝氨酸 O-酰基转移酶（HAT）表达减少使合成

前体赖氨酸和甲硫氨酸水平降低所致。 
N-乙酰-L-亮氨酸是生物体内的一种重要

的氨基酸衍生物，是由 L-亮氨酸作为前体物质

通过一系列酶促反应合成的。研究表明，N-乙
酰-L-亮氨酸可以改善创伤性脑损伤小鼠的运

动和认知结果，有助于改善损伤后的神经功能

（Tifft 2024）。丙酮酸脱氢酶（ pyruvate 
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dehydrogenase，PDH）在氨基酸代谢中扮演重

要角色，能够催化丙酮酸转化为乙酰辅酶 A，

从而将 TCA 循环与糖酵解以及脂肪和氨基酸

代谢联系起来（Zhang et al. 2022）。因此，攻

击组小鼠血清中 N-乙酰-L-亮氨酸水平较高可

能是由于 PDH 表达增加，使其前体物质乙酰辅

酶 A 含量上升。 
5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）

（ Saxbe et al. 2018 ） 、 去 甲 肾 上 腺 素

（norepinephrine，NE）（陶卓滢等 2021）、

谷氨酸（glutamic acid，Glu）（Hafeman et al. 
2020）以及 γ-氨基丁酸（gamma-aminobutyric 
acid，GABA）（Li et al. 2020b）等多种神经递

质与暴力及攻击行为密切相关。其中，谷氨酸

是中枢神经系统主要的兴奋性神经递质。有研

究显示，敲除 GluA3-AMPA 受体会使攻击行为

明显增加，而将 GluA3 重新表达到内侧前额叶

皮层（medial prefrontal cortex，mPFC）中则可

减轻基因敲除小鼠的攻击行为（Peng et al. 
2022）。谷氨酸脱氢酶（glutamate dehydrogenase，
GDH）催化 2-酮戊二酸和谷氨酸之间的可逆转

化，在氮和碳代谢的连接中起着重要作用（Ge 
et al. 2022）。因此，攻击组小鼠血清中 DL-谷
氨酸较高，可能是由于 2-酮戊二酸在谷氨酸脱

氢酶（glutamate dehydrogenase，GDH）的催化

作用下，大量合成 DL-谷氨酸且其利用率低，

导致过量的 DL-谷氨酸能结合多个突触后受

体，激发神经元活动。 
抗坏血酸和脱氢抗坏血酸是维生素 C的两

种活性形式，它们在人体内具有重要的生理作

用和相互转化的特性。其中，脱氢抗坏血酸是

一种可以透过血脑屏障的抗坏血酸氧化型

（Deutsch 2000）。抗坏血酸氧化酶（ascorbate 
oxidase，AAO）是一种多铜氧化酶，在有氧条

件下将抗坏血酸氧化为脱氢抗坏血酸（Lin et al. 
2024b）。因此，攻击组小鼠血清中脱氢抗坏血

酸水平较高可能是由于抗坏血酸氧化酶

（AAO）表达增加所致。 
胆汁酸最初是由肝细胞中的胆固醇通过两

条不同的代谢途径合成的，且多种酶参与其中。

胆酸作为消化液的组成部分之一，属于初级胆

汁酸，以固醇为原料直接合成，能促进对脂类

物质的消化和吸收（Bhattacharya et al. 2023）。

在生理条件下，大部分初级胆汁酸是由胆固醇

7α- 羟 化 酶 （ cholesterol 7α-hydroxylase ，

CYP7A1）启动的经典途径产生的。其中，甾醇

12α-羟化酶（sterol 12α-hydroxylase，CYP8B1）
决定胆酸和鹅去氧胆酸的丰度（Perino et al. 
2022）。因此，攻击组小鼠血清胆酸浓度降低，

可能是由于甾醇 12α-羟化酶（CYP8B1）表达

减少导致胆固醇合成胆酸途径受阻。 
综上，内源性代谢物在体内发挥的功能远

远超出生化反应中的单纯底物和产物，它们之

间的相互作用调控着各种生理过程。为探究

CD-1 退役种鼠不同行为表型背后的生物学机

制，本研究基于血清代谢组学和生物网络分析

整合策略发现甘油磷脂代谢可能是攻击行为发

生的关键通路，Pld1、Pld2、Pla2g5、Pla2g3、
Pla2g10、Lypla1、Lcat、Chka 和 Chat 这 9 个

基因可能是攻击行为与差异代谢物交集基因中

的关键基因。因此，在后续研究过程中，我们

将会对筛选出的关键通路及关键基因进行实验

验证，以期更深入地对 CD-1 退役种鼠攻击行

为生物学机制进行剖析。 
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