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代谢组学是继基因组学、转录组学和蛋白质组

学之后发展起来的一门新兴学科，主要通过核磁共

振氢谱、气相色谱质谱联用、液相色谱质谱联用等

技术手段获取代谢物的原始数据，以模式识别计算

分析系统研究小分子物质，帮助我们从海量的代谢

产物数据中“跳”出来，一目了然地发现差异性代谢

物，然后通过已知的代谢通路逆推出调节酶，最终完

成疾病发病机制、药物治疗机制等研究，目前已应

用于肿瘤、肝病、心血管等疾病的诊断和疗效评价。

近年来，代谢组学在中医药领域的研究也越来越广

泛[1]。

研究发现“血瘀”常贯穿冠心病（CHD）心绞痛

发病始终，“血瘀证”是冠心病心绞痛最主要的证

型[2]。辨证论治是中医理论体系的核心，中医“证”

的精准判识是提高中医药临床疗效的核心环节，而传

统的四诊辨证受患者和临床医生主观因素影响较大，

缺乏客观标准。因此，利用代谢组学技术开展冠心病

心绞痛血瘀证的客观化研究有积极的临床意义。

目前有学者开展了有关冠心病血瘀证代谢组学

的研究，但鉴于各个研究采用的技术方法、研究对

象或者控制条件不同，鉴定出来的代谢产物也不尽

相同[3-4]。且冠心病心绞痛血瘀证的发病是一个多因

素、多层次的复杂过程，现有的标记物难以从全面总

体的角度对冠心病心绞痛血瘀证机制进行阐释。本

研究采用最新的超高效液相色谱-质谱（HPLC/MS）

技术，以其强大的定性、定量分析能力对冠心病心绞

痛血瘀证患者行非靶向血清代谢组学检测，寻找其

潜在的内源性代谢标志物，为冠心病心绞痛血瘀证

客观化研究提供新的思路和方法。

1 临床资料

1.1  一般资料  选取2015年5月至2016年5月上

海曙光医院确诊为冠心病心绞痛的患者76例（已

通过上海曙光医院伦理委员会伦理审批，伦理审查

批件号：2015-396-24-02）。其中冠心病心绞痛

血瘀证组（以下简称CHD血瘀证组）38例：男26

例，女12例；平均年龄（65.89±1.79）岁；平均病程

（8.26±0.78）年。冠心病心绞痛非血瘀证组（以下简

称CHD非血瘀证组）38例：男21例，女17例；平均年

龄（64.74±1.52）岁；平均病程（6.39±0.64）年。另收

集健康人38例作为健康对照组：男19例，女19例；平

均年龄（62.13±1.52）岁。3组性别、年龄等一般资料

比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2  诊断标准  参照《慢性稳定性心绞痛诊断与治

疗指南》[5]及《不稳定性心绞痛和非ST段抬高心肌梗

死诊断与治疗指南》[6] ；血瘀证诊断标准参照《冠心

病血瘀证诊断标准》[7]。
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1.3  纳入标准  （1）年龄大于18周岁且小于等于

85周岁，性别不限；（2）符合冠心病心绞痛诊断标准

（3）自愿参加，签署知情同意书者。

1.4  排除标准  （1）伴急性心肌梗死者；（2）伴恶性

肿瘤、血液系统疾病或服用华法林者；（3）妊娠及哺

乳期妇女；（4）无法判断中医证型或临床资料不全者。

1.5  主要仪器与试剂  仪器：UHPLC-Q/Exactive

液质联用系统（Thermo，San  Jose，CA，USA）；色谱

柱ACQUITY  UPLC   HSS  T3（2.1×100mm，1.8μm）

（Waters，USA）；Avanti  J-25I离心机（Beckman  Coulter，

USA）；VORTEX-GENIE  2涡 旋 混 合 器（Scientific

Industries，USA）等。试剂：甲醇、甲酸、乙腈（均为

色谱纯，Thermo  FISH  USA）。

2 研究方法

2.1  样品采集  患者入组后第2日清晨空腹抽取

肘静脉血5mL，4℃  3000r/min离心15min，取上清

后-80℃冰箱冻存备测。

2.2  样品预处理  血清样品-80℃低温冰箱取出

后常温下解冻融解，取100μL置入离心管，加入

400μL乙腈以除蛋白，涡旋1min，离心（12000r/min 

4℃）10min，取上清液550μL置入离心管，真空挥

干。加入100μL 20%甲醇复溶，

待测。

2.3  HPLC/MS检测条件  色谱

条件：流动相组成，Ａ相为0.1%

甲酸水溶液，Ｂ相为乙腈。梯

度洗脱，0~1min，10%B；1~2min，

10%~20%B；2~5min，20%~50%B；

5~10min，50%~85%B；10~19min，

85%~95%B；19.1~21.0min，100%B。

柱温40℃，流速0.3mL/min，进样

量5.0μL。质谱参数：采用超高

效液相色谱-四极杆/静电场轨道

阱高分辨质谱联用仪进行分析，

采用电喷雾离子源；离子源电喷

雾 电 压 为+3.2KV/-2.8KV；毛 细

管温度为320℃；毛细管电压为75.0V；鞘气流速为

32.0a.u. ；辅助气流速为10.0a.u.。

2.4  代谢组学数据处理  经UHPLC/MC检测得到的

原始数据，首先利用SIEVE软件对数据进行平滑、去

燥，峰基线校正，再通过MetaboAnalyst  3.0完成数据

预处理，随后将数据导入Simca  14.1进行建模判别分

析。模式识别采用主成分分析（PCA）和正交偏最

小二乘法-判别分析（OPLS-DA），并行置换检验，检

测OPLS-DA模型的稳健性，避免相应模式的过度拟

合。

根据OPLS-DA模型中变量的VIP值对差异变量

进行筛选和可靠性验证（VIP值指变量投影重要性

指标，用来测度每一个自变量对解释因变量的作用

大小，若VIP值大于1，则表示该自变量因素对解释

因变量具有重要作用），再通过2组 t 检验筛选组间

显著性差异大的化合物（P<0.05），利用HMDB数据

库检索数据，对照相应的标准品，对差异变量进行鉴

定，并且借助KEGG数据库中查询相关的代谢通路。

3 研究结果

3.1  总离子流图  生物样本中众多代谢物得到了很

好的分离，保留时间在21min以内。详见图1。

3.2  主成分分析  3组样品分布见初步分离趋势，

CHD非血瘀证组和健康组样品分布有部分重叠。详

见图2。

3.3  正交偏最小二乘法-判别分析  由于主成分的

局限性，同时为了获得各组间显著差异的代谢物信息，

我们进一步采用具有监督性的多维统计方法即OPLS-

DA。同时，对每一个OPLS-DA得分图行置换检验，防止

模型过度拟合。

3.3.1  CHD血瘀证组与健康组比较  CHD血瘀证组

和健康组也可以被区分，CHD血瘀证组出现部分样
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图 1  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组血清样品总离子流图 
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图 2  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组主成分分析得分图 
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图 1  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组血清样品总离子流图
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图 1  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组血清样品总离子流图 
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图 2  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组主成分分析得分图 
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图 2  CHD 血瘀证组、CHD 非血瘀证组、健康组主成分分析得分图
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品的集中分离，置换检验结果示

模型可靠，不存在过度拟合。详

见图3。

3.3.2  CHD非血瘀证组与健康组

比较  CHD非血瘀证组和健康

组可以被区分，CHD非血瘀证组

也出现部分数据的集中分离，置

换检验结果示模型可靠。详见

图4。

3.3.3  CHD血瘀证组与CHD非血

瘀证组比较  CHD血瘀证组和

CHD非血瘀证组可以被区分，且

置换检验结果示模型可靠。详

见图5。

3.4  生 物 标志 物的筛选 及 鉴

定  结合OPLS-DA模型中变量的

VIP值（设 置VIP值>1），删 除2组

间没有显著性差异（P>0.05）的变

量，共找到12种代谢物在各组间

有明显变化，结果见表1。找到4

种代谢物在CHD血瘀证组和CHD

非血瘀证组之间具有显著差异

（VIP>1且P<0.05），结果见表2。

4 讨论

从代谢组学的观点而言，

“证”是人体代谢网络功能发生

变化后的一种特异性状态。通过

分析代谢模式形成的机制和过

程，可找出冠心病心绞痛血瘀证

发生发展的潜在原因，并可能揭

示其生物学本质。本研究找到4

种冠心病心绞痛血瘀证的潜在

代谢标志物，按VIP值大小依次

为柠檬酸、肉毒碱、组氨酸、黄嘌

呤。正是这些标志物区分了冠心

病心绞痛血瘀证患者与非血瘀患

者及健康人不同的代谢模式，同

时也反映其病理生理相对应的代

谢网络发生异常后代谢物质和功

能的改变。

柠檬酸是三羧酸循环的中间

产物，冠心病心绞痛血瘀证患者

因血脉瘀滞常存在严重的冠脉病

变，心肌持续缺血缺氧，能量代

谢障碍造成了柠檬酸生成不足[8]。

肉毒碱主要生理作用是转运脂酰

瘀证组出现部分样品的集中分离，置换检验结果示模型可靠，不存在过度拟合。详

见图 3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 CHD 血瘀证组和健康组 OPLS-DA 得分图及置换检验图 
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血瘀证组也出现部分数据的集中分离，置换检验结果示模型可靠。详见图 4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  CHD 非血瘀证组和健康组 OPLS-DA 得分图及置换检验图 

3.3.3 CHD 血瘀证组与 CHD 非血瘀证组比较  CHD 血瘀证组和 CHD 非血瘀证组可以
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表 1  各组血清代谢物质含量比较（x-±s）

代谢产物 CHD 血瘀证组 CHD 非血瘀证组 健康组

组氨酸 1.047±0.541◆▲ 0.799±0.368 0.816±0.274
丝氨酸 0.018±0.014◆ 0.023±0.031◆ 0.056±0.046
谷氨酸 0.187±0.145◆ 0.180±0.116◆ 0.388±0.128
尿酸 0.213±0.090◆ 0.162±0.091◆ 0.110±0.059

蛋氨酸 0.183±0.071◆ 0.182±0.105◆ 0.124±0.039
柠檬酸 1.400±0.256◆▲ 2.681±1.080◆ 3.158±0.697
肉毒碱 0.595±0.539◆▲ 0.329±0.381◆ 0.172±0.080

β- 羟丁酸 0.227±0.096◆ 0.240±0.108◆ 0.421±0.124
苯丙酮酸 0.120±0.076◆ 0.126±0.085◆ 0.261±0.094
黄嘌呤 0.260±0.127◆▲ 0.186±0.079 0.177±0.051
赖氨酸 0.198±0.077◆ 0.229±0.107◆ 0.359±0.109
木糖醇 0.052±0.033◆ 0.053±0.037◆ 0.122±0.037

    注：◆与健康组比较，P<0.05；▲与CHD非血瘀证组比较，P<0.05。

表 2  CHD 血瘀证组和 CHD 非血瘀证组差异性代谢产物比较

代谢产物 R.T. VIP FC 上调 / 下调 KEGG 代谢通路

柠檬酸 1.04 2.97 1.91 ↓ 糖代谢

肉毒碱 0.89 2.70 0.55 ↑ 脂代谢

组氨酸 0.77 2.23 0.77 ↑ 氨基酸代谢

黄嘌呤 1.68 1.69 0.71 ↑ 嘌呤分解代谢

    注：FC表示变化倍数，FC>1表示降低，FC<1表示升高。
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辅酶A通过线粒体内膜进入线粒体基质进行β氧化

提供能量，具有促进缺血心肌脂肪代谢，改善机体能

量供应的作用[9]，本次研究中CHD血瘀证组肉毒碱含

量的升高可能是血瘀证患者为对抗脂肪代谢异常，

启动的保护机制。组氨酸可以在组氨酸脱羧酶的催

化下生成组胺，在应激条件下，组胺的过度激活可诱

发冠脉收缩，冠脉血流减少，而且可以通过扰乱心肌

线粒体和内皮功能加重心肌缺血，其释放水平与心

肌缺血程度呈正相关[10]，提示CHD血瘀证组的心肌

缺血程度更加严重。黄嘌呤是嘌呤分解代谢的中间

产物，在黄嘌呤氧化酶作用下生成尿酸，血尿酸水平

升高是心血管疾病的独立危险因素，也是反应冠心

病严重程度的重要指标。本研究中CHD血瘀证组黄

嘌呤含量更高，提示CHD血瘀证组出现嘌呤分解代

谢紊乱更加敏感，缺血的心肌核苷酸代谢被激活，嘌

呤分解代谢失常，引起中间代谢产物蓄积。

本次研究主要是利用代谢组学技术探索冠心

病血瘀证辨证的生物学基础，找到了冠心病心绞痛

血瘀证潜在的内源性标志物，这些有特异性的物质

有望成为活血化瘀中药的干预靶点，为下一步开展

中医药治疗冠心病心绞痛的研究提供理论和实验基

础。在后续的研究中，可以扩大代谢组学研究的样

本量，利用不同的检测方法，进行相互验证，提高结

果的准确性、客观性。同时，如条件允许，可以进行

多个组学技术平台的综合研究，更好地解释彼此之

间的相关性。
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