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探究 4-HO-MiPT 染毒斑马鱼脑部代谢组学变化
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摘要：为评价色胺类新精神活性物质 4-羟基-N-甲基-N-异丙基色胺（4-HO-MiPT）对大脑的毒性效应，本实验以斑

马鱼为模式生物进行自发活动行为记录分析，采用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-

Q/Orbitrap HRMS）分析斑马鱼大脑长期染毒后的代谢产物，并在转录水平上检测斑马鱼脑部目标基因的变化。

结果表明，注射药物 4-HO-MiPT后，斑马鱼运动速度明显减慢，运动范围明显缩小。从斑马鱼大脑检测出 37种

差异代谢产物，其中 7种升高，30种降低，并导致 6条代谢通路改变。脑部基因转录水平检测发现，4个神经系统

的基因转录水平下降，对大脑细胞产生影响。本实验证明了 4-HO-MiPT对斑马鱼大脑产生毒性效应，对神经系

统、免疫功能造成损害并影响体内代谢，对斑马鱼行为产生明显的抑制效果，同时从 4-HO-MiPT造成的内源性影

响推测其可能致癌。
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Abstract: This  study  aimed  to  assess  the  neurotoxic  effects  of  the  novel  psychoactive  substance

4-hydroxy-N-methyl-N-isopropyltryptamine  (4-HO-MiPT)  on  brain.  By  employing  zebrafish  as

a model organism, the study applied a multifaceted approach, including the recording and analysis of

spontaneous  behavioral  activities,  identification  of  brain  metabolic  products  via  ultra-high

performance  liquid  chromatography  coupled  with  quadrupole-Orbitrap  high  resolution  mass

spectrometry (UHPLC-Q/Orbitrap HRMS), and examination of changes in the transcriptional level of

target  genes.  Following  the  injection  of  4-HO-MiPT,  zebrafish  exhibites  a  pronounced  reduction  in
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movement speed and range, indicating a significant alteration in locomotor activity. The subsequent
analysis  of  brain  metabolic  products  finds  37  differential  metabolites,  including  7  elevated  and  30
reduced  ones,  alongside  notable  alterations  in  6  metabolic  pathways.  Moreover,  the  examination  of
transcriptional  level  of  key  genes  in  zebrafish  brain  underscores  a  discernible  decrease  in
transcriptional  level  of  genes  associated  with  the  nervous  system,  implying  a  substantial  impact  on
neuronal  function  and  synaptic  transmission.  The  experimental  findings  substantiate  the  neurotoxic
effects of 4-HO-MiPT on the zebrafish brain, shedding light on its deleterious repercussions on both
the nervous and immune systems. Furthermore, the perturbations observed in metabolic processes and
behavioral  responses  emphasize  the  profound  impact  of  4-HO-MiPT  exposure  on  fundamental
physiological  functions.  The  identification  of  potential  carcinogenicity  associated  with  4-HO-MiPT
further underscores the urgent need for comprehensive risk assessment and regulatory scrutiny. This
study  represents  a  crucial  step  towards  unraveling  the  intricate  neurotoxic  mechanisms  underlying
4-HO-MiPT  exposure.  The  research  has  far-reaching  implications,  not  only  in  advancing  our
understanding of the adverse health effects associated with novel psychoactive substances, but also in
guiding  the  development  of  targeted  interventions  and  regulatory  strategies  aiming  at  safeguarding
public health and well-being. Continued exploration into the long-term consequences of 4-HO-MiPT
exposure, alongside comprehensive toxicological evaluations, holds promise in mitigating its potential
hazards and ensuring the safety of individuals and communities exposed to this emerging threat.
Key  words: 4-hydroxy-N-methyl-N-isopropyltryptamine  (4-HO-MiPT)； ultra-high  performance
liquid  chromatography  coupled  with  quadrupole-Orbitrap  high  resolution  mass  spectrometry
(UHPLC-Q/Orbitrap HRMS)；zebrafish；behavioral model；metabolomics

色胺类新精神活性物质是一类含有色胺结

构的化合物，可致幻 [1]，其主要通过影响人体中

的 5-羟色胺受体，对 5-羟色胺神经递质的功能

产生作用，进而引起感知、情绪和意识状态的变

化 [2-4]，主要用于改善情绪、调节情绪波动、减轻

抑郁和焦虑等症状的治疗 [5]。然而，滥用色胺类

新精神活性物质的情况愈发严重，由其产生的一

系列社会问题也越来越多 [6]。因此，研究色胺类

新精神活性物质的作用机制、生理效应、行为表

现以及代谢毒性等具有重要意义。

4-羟基 -N-甲基 -N-异丙基色胺 （4-HO-MiPT）
的结构示于图 1。目前，尚未见 4-HO-MiPT毒性

效应的报道，但已有关于色胺类新精神活性物质

的大量研究。黑海等 [7]研究了色胺类新精神活

性物质的结构、毒性、成瘾特性、滥用情况以及

检验方法。李楠等 [8]采用“上下增减剂量法”详

细研究了 5-甲氧基-2-甲基色胺（5-methoxy-alpha-
methyltryptamine， 5-MEO-AMT）的毒性 ，发现其

与甲基苯丙胺类似，均能诱发强烈的精神活性

作用。赵森等 [9]以斑马鱼为模式生物进行自发

活动行为测试及镜像反射行为模型，分析 5-甲氧

基 -N-甲基 -N-异丙基色胺（5-MeO-MiPT）对斑马

鱼的毒性效应，发现斑马鱼先天的群集性发生

改变，出现焦虑、思维紊乱等症状，表明药浴

5-MeO-MiPT对斑马鱼的行为活动有较明显的抑

制作用。
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图 1    4-HO-MIPT 结构式

Fig. 1    Structure of 4-HO-MiPT
 

代谢组学法着重研究生物整体、器官或组

织的内源性代谢物质的代谢途径及其所受内外

在因素的影响和随时间变化的规律 [10-11]。随着

代谢组学技术的快速发展，基于代谢组学的研究

方法已广泛用于不同生物体内代谢物的定性及

定量分析[12]。

本工作拟采用代谢组学法研究 4-HO-MiPT
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在斑马鱼体内的代谢产物，以斑马鱼为模式生

物，建立行为学评价模型，通过观察行为运动的

变化来反映模式生物内在的症状。同时，通过代

谢产物差异探索斑马鱼行为变化的内在因素，以

期从代谢角度解释 4-HO-MiPT的毒性机理。 

1    实验部分 

1.1    仪器和装置

Scientific  Dionex  Ultimate  3000超高效液相

色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱联用仪、

SCILOGEX D3024R离心机、Lab Tower纯水制备

系统：美国 Thermo Fisher Scientific公司产品；斑马

鱼独立养殖单元、成鱼观测箱、梯形水箱：中国

杭州纽蓝科技有限公司产品；Multi Reax全能型

振荡器：德国 Heidolph公司产品；JXFSTPRP-CL
全自动样品冷冻研磨仪：中国上海净信实业发展

有限公司产品；Etho Vision XT 14分析系统：荷兰

Noldus  Information  Technology公司产品 ； IV007
视频侦查系统：中国浙江捷尚视觉科技股份有

限公司产品 ；BIO-RAD  CFX  Connect  Real-Time
System 荧光定量 PCR仪：美国 bio-rad公司产品；

普通  PCR仪、scandrop100超微量核酸蛋白测定

仪：德国耶拿分析仪器公司产品。

移液器、低位白色 PCR反应管、光学封膜：

美国 bio-rad公司产品；25 µL微量注射器：上海高

鸽工贸有限公司产品；200 µL无 RNA酶 PCR反

应管：美国AXGEN公司产品；移液枪枪头、1.5 mL
无 RNA酶 EP管：美国 Thermo Fisher Scientific公
司产品。 

1.2    材料与试剂

4-HO-MiPT标准品：美国 Cerilliant公司产品；

甲醇、乙腈：美国 Sigma-aldrich公司产品；3月龄

斑马鱼（W/AB品系，雌雄比 1∶1）：由武汉国家

斑马鱼资源中心提供；超纯水：中国杭州泽南科

技有限公司产品；反转录试剂盒：北京艾德莱生

物科技有限公司产品；2×SYBR® Green 预混液：

美国 Thermo Fisher Scientific公司产品。 

1.3    实验条件 

1.3.1    色谱条件　色谱柱：ACQUITY UPLC® HSS
T3柱 （2.1  mm×150  mm×1.8  µm）；流动相 ：A为

0.1%甲酸水溶液，B为 0.1%甲酸乙腈溶液；柱温

40 ℃；流速 0.3 mL/min；进样量 5 µL；梯度洗脱：

1～3 min（99%A），3～5 min（99%～1%A），5～6 min
（1%～99%A），6～7 min（99%A）。 

1.3.2    质谱条件　电喷雾离子源（ESI），正、负离子

检测模式；毛细管温度 300 ℃；喷射电压 3 000 V。

采用 Full MS-ddMS2 模式采集数据，一级质谱分

辨率 35 000，动态增益控制目标 1×106，质量扫描

范围 m/z 70～1 000；二级质谱分辨率 17 500，动
态增益控制目标 2×105，质量筛选窗口 m/z 1.5，碰
撞能量 17.5、35、52.5 eV[13]。 

1.4    斑马鱼代谢组学前处理方法

选取 64条状态良好的 3月龄斑马鱼，分为

空白组和药物注射组，每组 32条，进行成鱼代

谢组学实验。采取腹腔注射法以角度 30～45°
注射腹鳍基部，深度以刚好没过针头为宜，其中

空白组每条斑马鱼每 3天注射 10 µL超纯水，药

物注射组每条斑马鱼每 3天注射 10 µL 10 mg/L
4-HO-MiPT。各组共注射 10次，然后处死斑马

鱼，解剖出其脑部，每 4个斑马鱼脑置于 1个研

磨管，向每个研磨管中加入 3颗研磨珠（直径

3.5 mm）与 1.5 mL乙腈，随后将研磨管放入全自

动样品冷冻研磨仪中进行研磨，设置参数为：

运行时间 40 s，中断时间 20 s，研磨 10次，频率

65 Hz，温度−50 ℃。研磨完毕后取出研磨管，冰

水浴超声 10 min，以 12 000 r/min离心 10 min。离

心完毕后，取上清液于内插管，每个样品取 5 µL
混合于同一进样瓶内，制成质量控制样本 QC，
将样品和 QC组进行 UHPLC-Q/Orbitrap  HRMS
分析检测。QC进样规则：在整个注射过程中，每

注射 4次后对 QC进行分析，以确保系统的稳定

性和性能。在正、负离子模式下对 QC样品结果

的评估在±2SD范围内，表明建立的斑马鱼中毒

模型数据符合稳定性要求。 

1.5    斑马鱼行为学实验方法

选取 40条状态良好的 3月龄斑马鱼，分为空

白组和药物注射组，每组 20条，进行成鱼行为学

实验。按照 1.4节方法进行注射，空白组每条斑

马鱼注射 10 µL超纯水，药物注射组每条斑马鱼

注射 10 µL 10 µg/mL 4-HO-MiPT，30 min后分别

将其放入矩形成鱼观察箱中，用成鱼观察箱顶端

与侧面摄像头实时记录其 5 min内的行为运动

情况 [14]。空白组与药物注射组均用 IV007视频

侦查系统和 EthoVision XT14分析系统进行成鱼

行为数据记录与处理。 

1.6    斑马鱼大脑目标基因转录水平分析

选取 18条状态良好的 3月龄斑马鱼，分为空
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白组和药物注射组，每组 9条，进行脑组织转录

组分析。与代谢组学实验同时进行前期注射处

理，处理完毕后处死，并解剖出脑部，每 3个生物

检材置于 1个研磨管，向每个研磨管中加入 300 µL
裂解液与 2颗研磨珠（直径 3.5 mm），随后将研磨

管放入全自动样品冷冻研磨仪中进行研磨，设置

参数为：运行时间 1 s，中断时间 3 s，研磨次数 60
次，频率 50 Hz，温度 4 ℃。研磨完毕后，加入 300 µL
裂解液，3 min后，以 12 000 r/min离心 5 min，取

上清液，加入同等体积 75%乙醇，过柱后洗脱，提

取 RNA，使用超微量核酸蛋白测定仪检测 RNA
的 OD值，采用 A260/A280比值。根据 RNA进

行反转录，采用反转录试剂盒进行反转录操作，

使用 20 μL反应体系，反转录反应条件为：45 ℃、

40 min，65 ℃、10 min，反应结束得到 cDNA。得

到 cDNA后配置 PCR扩增体系，采用的引物序

列列于表 1，最后得到了对应基因转录水平

（mRNA）的变化数据。
 
 

表 1    引物信息

Table 1    Primer information

基因序号 No. 引物名称 Primer name 序列 Sequence (5' to 3') 退火温度 Annealing temperature/℃
1 NR2A-a-F CGCAGAGACATACGACAC 60

NR2A-a-R TGGGATACATTGGTTTGAGG

2 NR2A-b-F CTCCTATCGGCACATATACC 60

NR2A-b-R CTCGGCATCCTCTTGTAG

3 GRIK3-F CGCAGAGACATACGACAC 60

GRIK3-R TGGGATACATTGGTTTGAGG

4 bcl-2-F GAGATGAGTCCGCTTGTG 60

bcl-2-R CATCCTCCTTGGCTTTGG

 
 

2    实验结果 

2.1    代谢产物分析 

2.1.1    无监督的主成分分析　将 QC样本导入

SIMCA-P14.1软件中进行主成分分析（PCA）[15]，

结果表明，在正、负离子模式下对 QC样本的差

异峰面积重复率均在 2倍标准差范围内，表明实

验方法和仪器具有足够的稳定性。对实验组样

本进行 PCA分析的结果示于图 2。在 UHPLC-

Q/Orbitrap HRMS正、负离子模式下分别检测出

922、357种代谢物，将研究结果导入到 CD软件

中预处理，经 PCA分析后，空白组与药物注射组

的数据完全分离，表明注射 4-HO-MiPT对斑马

鱼代谢产生了明显影响。 

2.1.2    正交偏最小二乘法判别分析　正交偏最
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图 2    正（a）、负（b）离子模式下，斑马鱼空白组与药物注射组 PCA 分析结果 3D 得分图

Fig. 2    3D PCA score plots of metabolomic analysis data for the brain of zebrafishes in blank control group (blue)
and drug-treated group (green) under positive (a) and negative (b) ion modes
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小二乘法判别分析 （OPLS-DA）是一种监督模

型，可以降低系统噪声并提取可变信息，将各实

验组间差异可视化，具有比 PCA分析更强的分

类能力 [16]。药物注射组与空白组进行对照得到

的 OPLS-DA得分图示于图 3。其中，横坐标表

示各组主成分的得分值，可进行组间差异成分

的判别；纵坐标表示正交成分的得分值，可进行

组内差异成分的判别。由图 3可见，组别之间

的数据具有较好的区分度。为进一步确定差异

代谢物，药物注射组与空白组对应的差异代谢

物 S-plot图示于图 4，突出显示了几个潜在的生

物标记（以 VIP值前 100且大于 1为筛选条件），

并将其标记为红色，图中每个点表示 1种代谢物。

将药物注射组与空白组进行对比，发现代谢物

有显著变化，验证了 PCA分析结果 [17]。

为防止 OPLS-DA分析模型的过度拟合，对

其进行了 200次响应排序检验。通过对数据进

行随机排序，再建立对应的 OPLS-DA模型，以获

取随机模型的 R2（模型对 X和 Y矩阵的解释率）

和 Q2（模型的预测能力），与原模型进行线性回

归，得到回归直线，并通过回归直线与 y 轴的截

距，观察模型是否具有良好的可重复性和可预测

性，结果示于图 5。可以看出，R2回归直线的斜

率在 0.3～0.4之间，且 Q2回归直线的截距均小
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于 0，表明模型的拟合度较好[18]。 

2.1.3    差异代谢物分析　使用 GraphPad Prism 8

对代谢物数据进行统计分析，以平均标准偏差

（SD）表示，并换算为帕累托方差。使用 Student’s

T检验分析组间的统计差异，以 P＜0.05作为第

一步筛选条件。

在进行 OPLS-DA分析的同时，以 VIP值前

100且大于 1为条件进一步筛选出差异代谢物。

将筛选出的差异代谢物与基因组百科全书

（KEGG）和 mzCloud数据库比对后 ，共鉴定出

37种差异代谢物，正、负离子模式分别为 23、

14种，具体的代谢物信息列于表 2、3。
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图 5    正（a）、负（b）离子模式下，200 次离子响应排序结果图

Fig. 5    Charts of the ranking of 200 ion responses under positive (a) and negative (b) ion modes

 

表 2    正离子模式下差异代谢物信息

Table 2    Information of metabolic differentiator under positive ion mode

代谢物
Metabolite

化学式
Chemical
formula

保留时间
Retention
time/min

差异倍数取log2
log2 transformation
of fold change

P值
P-value

VIP值
VIP-value

趋势
Trend

肌酸 C4H9N3O2 0.757 −0.4 0.01 16.7 ↓

L-组氨酸 C6H9N3O2 0.385 −1.38 0.01 11.6 ↓

δ-戊丙酰胺 C5H9NO 1.331 0.41 0.02 4.2 ↑

乙酰左旋肉碱 C9H17NO4 0.525 −0.93 0.004 6.3 ↓

加波沙朵 C6H8N2O2 0.692 −0.53 0.01 4.3 ↓

烟酰胺 C6H6N2O 0.693 −0.53 0.01 4.3 ↓

2-氨基-4-甲基嘧啶 C5H7N3 0.382 −1.39 0.009 4.1 ↓

咪唑乙酸 C6H8N2O3 0.535 −0.9 0.006 3.3 ↓

N-乙酰基-L-组氨酸 C8H11N3O3 0.552 −0.86 0.008 3.1 ↓

肌酐 C4H7N3O 0.54 −0.89 0.01 2.3 ↓

7-甲基-3-硝基咪唑
并[1,2-a]吡啶 C8H7N3O2 0.384 −1.38 0.006 2.6 ↓

2-[（二甲基氨基）亚
甲基]茚-1-酮 C12H13NO 1.529 7.26 0.000000000001 1.3 ↑

叠氮氯霉素 C11H13N5O5 9.117 3.19 0.0009 2.6 ↑

高迪奥甙 C C25H42O9 0.012 −6.36 0.0002 1.8 ↓

704 质  谱  学  报 第 45 卷



通过BioLadder网站（https://www.bioladder.cn）

绘制实验组差异代谢物热图，示于图 6，其中纵

坐标 A与 B分别表示药物注射组与空白组，数

字表示不同的组别，横坐标表示差异代谢物。由

于不同组别之间含量差异较大，对组间含量的比

值进行 log2倍数变化，以更直观地展示结果。

对筛选的差异代谢物之间的相互关系进行行列

聚类分析，并利用 Spearman算法绘制相关性热

图，示于图 7。横、纵坐标均为筛选出的差异代

谢物，2种差异代谢物对应的方格越红，表示二

者的关联性越强，对应的方格越蓝，表明二者的

关联性越不明显[19]。从图 6、7可知，染毒组与对

照组的代谢物具有明显差异，且各差异代谢物的

相对丰度差异明显。 

2.1.4    代谢通路分析　经OPLS-DA和统计学分析

后，将筛选出的差异代谢物在 MetaboAnalyst5.0

续表

代谢物
Metabolite

化学式
Chemical
formula

保留时间
Retention
time/min

差异倍数取log2
log2 transformation
of fold change

P值
P-value

VIP值
VIP-value

趋势
Trend

γ-氨基丁酸 C4H9NO2 0.673 −0.57 0.001 1.2 ↓

12H-苯并
[5,6][1,4]恶嗪并
[2,3-b]喹喔啉

C14H9N3O 7.605 9.57 0.0001 2.0 ↑

巴豆酸 C4H6O2 0.696 −0.52 0.005 1.1 ↓

N6，N6，N6-三甲基-
L-赖氨酸 C9H20N2O2 0.46 −1.12 0.004 1.0 ↓

新蝶呤 C9H11N5O4 0.09 −3.47 0.002 1.4 ↓

二羟甲基呋喃利嗪 C11H11N5O5 1.352 7.08 0.0002 1.1 ↑

琥珀酸 C4H6O4 0.069 −3.86 0.004 1.1 ↓

鸟嘌呤 C5H5N5O 0.644 −0.64 0.01 1.8 ↓

牛磺酸 C2H7NO3S 0.123 −3.02 0.0006 1.2 ↓

 

表 3    负离子模式下差异代谢物信息

Table 3    Information of metabolic differentiator under negative ion mode

代谢物
Metabolite

化学式
Chemical
formula

保留时间
Retention
time/min

差异倍数取log2
log2 transformation
of fold change

P值
P-value

VIP值
VIP-value

趋势
Trend

磷酸一甲酯 CH5O4P 0.391 −1.36 0.0004 4.4 ↓

L-组氨酸 C6H9N3O2 0.336 −1.57 0.004 4.9 ↓

甘油-3-磷酸 C3H9O6P 0.376 −1.41 0.0003 4.2 ↓

马来氨酸 C4H5NO3 0.654 −0.61 0.0003 2.8 ↓

N-乙酰基-L-天冬氨酸 C6H9NO5 0.604 −0.73 0.00008 2.9 ↓

丙酮酸 C3H4O3 0.577 −0.79 0.02 1.3 ↓

D-葡萄糖-6-磷酸 C6H13O9P 0.449 −1.15 0.02 2.2 ↓

尿酸 C5H4N4O3 0.276 −1.86 0.0009 2.1 ↓

己糖 C6H12O6 0.288 −1.8 0.0004 1.4 ↓

二羟甲基呋喃利嗪 C11H11N5O5 5.665 5.82 0.0003 1.1 ↑

N-[（2S）-2-羟基丙酰基]蛋氨酸 C8H15NO4S 11.31 3.5 0.004 1.2 ↑

新蝶呤 C9H11N5O4 0.128 −2.97 0.0002 1.6 ↓

N-乙酰天冬酰胺 C6H10N2O4 0.244 −2.03 0.01 1.0 ↓

6-氯-5-甲基-1-H-1,2,3-苯并三唑 C7H6ClN3 0.05 −4.32 0.001 1.3 ↓
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网站（https://www.metaboanalyst.ca）进行代谢通路

富集分析 [20]，结果示于图 8。可见，4-HO-MiPT
显著影响的代谢通路有 6条：丙氨酸、天冬氨酸

和谷氨酸代谢通路，精氨酸和脯氨酸代谢通路，

丁酸代谢通路，柠檬酸盐（TCA）循环通路，新霉

素、卡那霉素和庆大霉素生物合成通路，甘氨

酸、丝氨酸和苏氨酸代谢通路。 

2.2    斑马鱼行为学考察

使用 EthoVision XT14软件分析斑马鱼注射

药物后 5 min内的行为，发现斑马鱼的移动距

离、速度、活跃度、角速度等指标均发生了明显

变化。以标准偏差（mean，±SD）表示数据结果，

示于图 9。对比空白组与药物注射组的数据发

现，药物注射后，斑马鱼移动距离缩短、速度显

著下降、狂躁频率上升、活跃与静止频率均明显

下降、运动角速度下降，表明其认知能力下降。 

2.3    斑马鱼大脑基因转录水平变化分析

通过 PCR技术对目标 mRNA对应的 DNA
扩增后，使用超微量核酸测定仪测定各目标基

因 mRNA浓度，以 Actin为内参，利用 2-(∆∆Ct) 计算

各样品目标基因的相对转录水平，以±SD表示数

据比较结果，示于图 10。可以发现，实验组目标
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图 6    药物注射组斑马鱼体内显著性差异代谢物热图

Fig. 6    Heat map of significant differential metabolites in the brain of zebrafishes in the drug injection group
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基因 nr2a-a、nr2a-b、grik3、bcl-2的转录水平均明

显下降（P＜0.05）。
 

3    分析与讨论

向斑马鱼注射 4-HO-MiPT后，代谢物水平

发生显著变化，其中，7种代谢物水平升高、30

种代谢物水平降低。在水平升高的代谢物中，

2-[（二甲基氨基）亚甲基]茚-1-酮通常用作蛋白激

酶的抑制剂，其水平升高表明斑马鱼体内蛋白

激酶活性可能增加 [21]，该变化与某些癌症和发

育相关疾病的风险增加相关。此外，二羟甲基呋

喃利嗪的显著升高可能提示体内异常出血，而

N-[（2S）-2-羟基丙酰基 ]蛋氨酸的升高表明机体

正在通过增强抗氧化防御机制来应对膜脂质过

度氧化造成的损伤。在水平降低的代谢物中，需

要注意的是多种与机体免疫功能直接相关的物

质，如新蝶呤的下降可能表明机体免疫活化能

力降低，琥珀酸的减少表示机体抗炎和免疫功能

减弱 [22]。牛磺酸和 N-乙酰天冬酰胺的降低进一

步证实了免疫系统和中枢神经系统可能遭受影

响[23]。另外，部分代谢物的变化还表明对机体代

谢过程的广泛影响。如，L-组氨酸缺乏可能导致

发育迟缓；N6，N6，N6-三甲基-L-赖氨酸减少则影

响心脏能量代谢[24]；尿酸和己糖降低能够减慢机

体排出有毒物质的速率。
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图 7    差异代谢相关性聚类分析热图

Fig. 7    Heatmap of differential metabolic correlation clustering analysis
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在代谢通路的调整中，多种氨基酸扮演着神

经递质或神经调节剂的角色 [25]。4-HO-MiPT对

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸的代谢通路影响尤

为显著，可能对神经细胞和视感细胞产生显著的

细胞毒性[26]；天冬氨酸在嘧啶类物质的生产中发

挥关键作用，而嘧啶是 DNA和 RNA的关键组成

部分，该代谢通路的变化可能对遗传信息传递产

生影响；天冬氨酸和谷氨酸在大脑中高度集中，

作为主要的兴奋性神经递质，它们的代谢变化会

对中枢神经系统的功能产生重要影响。此外，本

研究发现，经 4-HO-MiPT处理后，精氨酸-脯氨酸

的代谢途径发生显著变化，精氨酸在多个代谢过

程中发挥作用，其代谢途径的改变可能会干扰多

种细胞功能，如，精氨酸在神经元中参与一氧化

氮（NO）的合成，这可能导致神经毒性或呈现神

经保护效应 [27]。三羧酸循环（TCA）不仅对碳水

化合物的分解至关重要，而且在脂肪酸和蛋白质

的分解中也发挥重要作用。TCA为氨基酸合成

提供中间产物，因此，该通路的改变会造成中间

产物的变化，间接影响不同氨基酸的代谢路径。

本研究结果揭示了 4-HO-MiPT对生物体代谢网

络的广泛影响，表明其对细胞功能和神经系统可

能产生深远影响。

目标基因 nr2-a作为脑部 NMDA受体的关键
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图 8    代谢通路分析散点图

Fig. 8    Scatterplot of metabolic pathway analysis
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图 9    药物暴露 5 min 内斑马鱼的行为效应

Fig. 9    Behavioral effects of zebrafish exposed to the drug within 5 min
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跨膜亚基，在脑发育和维持正常生理功能中发挥

着重要作用。本实验发现，nr2a-a、nr2a-b转录水平

降低，表明 4-HO-MiPT对NMDA受体产生了负面

影响，使脑部神经元的树突和轴突结构发生显著

变化。同样，grik3作为一种重要的兴奋性神经

递质受体，其转录水平下降，表明斑马鱼在药物

作用后对外界刺激的反应敏感度减弱，其感知能

力遭受损害 [28]。此外，bcl-2基因的转录水平降

低，表明斑马鱼脑部细胞凋亡速度加快，从而加

速了神经元的退化过程，对大脑功能造成损伤。

水平显著升高的二羟甲基呋喃三嗪与致癌性直

接关联[29]，这与 bcl-2转录水平的下降相互印证。 

4    结论
本研究分析了注射 4-HO-MiPT后斑马鱼的

代谢产物、代谢通路和基因变化。结果表明，

4-HO-MiPT会对斑马鱼产生内源性影响，引起脲

基乙酸、哌啶-2-酮、甲氧基膦酸等物质的相对含

量发生变化，从而对斑马鱼产生毒性效应。此

外，确定了受 4-HO-MiPT影响的 6条代谢通路。

通过分析斑马鱼脑部基因发现，nr2a-a、nr2a-b、
grik3、bcl-2等与脑部神经系统相关的基因转录

水平均明显下降，证明 4-HO-MiPT对斑马鱼大

脑产生影响，进而影响其行为表现。应用行为

学、代谢组学、基因学研究新精神活性物质对斑

马鱼的毒理效应，可为其他领域提供研究思路，

也为实际生产生活中新精神活性物质的研究与

治疗提供数据支撑和思路。
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