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［摘　要］　目的　探讨疲劳型亚健康肾阳虚证代谢组学特征表达谱。 方法　收集５例疲劳型亚健康肾阳虚证患者作为试验

组，６例同龄健康人作为正常对照组。采用１　Ｈ－核磁共振（１　Ｈ－ＮＭＲ）技术，利用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ５．３．１软件对两组１　Ｈ－ＮＭＲ谱进

行相位矫正和基线矫正，采用ＯＰＬＳ－ＤＡ进行分类建立模型，结果以积分矩阵图和载荷矩阵图表示，分析疲劳型亚健康肾阳虚

证血浆代谢组学谱。 结果　两组间代谢组学谱存在差异，３１个内源性代谢产物组间比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５），疲

劳型亚健康肾阳虚证关键代谢产物为乳酸、氧化型谷氨酰胺、丙酮酸、醛固酮、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸／烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＨ）、苯丙氨酸、２－羟丁酸、还原型谷胱甘肽和谷氨酰胺。 结论　疲劳型亚健康肾阳虚证存在多

个特征性代谢产物，可能是疲劳型亚健康肾阳虚证发生发展的基础。
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　　疲劳型亚健康是以疲劳为中心表现的症候群，
介于健康和疾病之间的中间状态，属于亚健康状态
的临床亚型之一，占亚健康总人数的５０％以上［１］。

到目前为止，疲劳型亚健康的具体发生原因及机制
尚不清楚，亦缺乏相应的防治措施。代谢组学是一
门在新陈代谢的动态进程中，系统研究代谢产物的
变化规律，揭示机体生命活动代谢本质的学科［２］。

由于其对全代谢组的高通量及高灵敏性的优势，已
逐渐成为医学领域用于疾病诊断、预后评估及药物
治疗评价等方面的新技术［３－４］。本研究通过研究疲
劳型亚健康肾阳虚证与健康人１　Ｈ－核磁共振（１　Ｈ－

ＮＭＲ）代谢组差异表达谱，探讨亚健康状态肾阳虚
证特征代谢产物，为进一步阐释疲劳型亚健康的发
生机制奠定基础。

１　临床资料

１．１　一般资料

１１例研究对象均为２００９年１－６月在南方医
科大学南方医院健康管理中心体检者，５例疲劳型
亚健康肾阳虚证患者作为试验组，６例健康人作为
正常对照组。试验组男３例，女２例；年龄２３～５５
岁，平均年龄（３５．１±１０．６）岁；病程５～１２个月，平
均病程（９．２±３．１）个月。正常对照组男４例，女２
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例；年龄２２～４８岁，平均年龄（３３．８±９．２）岁。两组
间年龄、性别比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具
有可比性。

１．２　诊断及辨证标准
疲劳型亚健康诊断标准参照中华中医药学会

《亚健康中医临床指南》［５］：①持续３个月以上反复
出现的不适状态或适应能力显著减退，但能维持正
常工作；②尽管具有明确的疾病诊断，但与目前不适
状态或适应能力的减退无因果联系；③《个人疲劳强
度问卷》［６］（Ｃｈｅｃｋｌｉｓｔ　Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　Ｓｔｒｅｎｇｔｈ，ＣＩＳ）疲
劳评分≥６０分。具备３项标准可确诊。

肾阳虚证中医辨证标准参照《中药新药临床研
究指导原则》［７］。主症：腰膝酸软，性欲减退，畏寒肢
冷。次症：精神萎靡，夜尿频多，下肢浮肿，动则气
促，发槁齿摇，舌质淡、苔白，脉沉迟，尺无力。诊断：

具备主症２项、次症２项即可确诊。

１．３　纳入标准
年龄１８～５５岁；符合诊断标准及中医肾阳虚证

辨证标准；签署知情同意书。

１．４　排除标准
患者处于心脑血管疾病、糖尿病、肿瘤等重大疾

病治疗用药期；患非重大疾病但需用药维持者；合并
感染、外伤者；妊娠及哺乳期妇女；有精神疾病史或
精神疾病家族史。

２　方法

２．１　试剂与主要仪器
重水（Ｄ２Ｏ，北京京巨化工科贸有限责任公司，

批号：２００９０２１０）；３－三甲基硅烷基－２，２，３，３－四氘代
丙酸钠（ＴＳＰ，美国Ｓｉｇｍａ公司，批号：０８１１０８），用作
化学位移的参考内标（δ）。Ｂｅｃｋｍａｎ　ＡｌｌｅｇｒａＴＭ６４Ｒ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ低温高速离心机（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），

Ｂｒｕｋｅｒ　ＵｌｔｒａＳｈｉｅｌｄＴＭ６００ＭＨｚ核磁共振仪（ＮＭＲ，

瑞士Ｂｒｕｋｅｒ公司）。

２．２　样本采集及处理
所有研究对象样本收集前１天要求清淡饮食，

避免海鲜以及辛辣食物，并禁止饮酒与吸烟。早餐
前空腹抽血，血液收集于肝素钠溶液抗凝预处理后
的离心管中，混匀，４℃，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸
取上层血浆，置－８０℃保存，用于１　Ｈ－ＮＭＲ检测。

２．３　１　Ｈ－ＮＭＲ实验及数据处理
将血浆取出室温下解冻，向编号后离心管中依

次加入３００μｌ血浆、３００μｌ重水配置的ＴＳＰ（２ｍｇ／

ｍｌ），充 分 震 荡 混 匀 后 ４℃，１４　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

１０ｍｉｎ，取５００μｌ上清液加入核磁共振管（＝５ｍｍ）

中待用。所有１　Ｈ－ＮＭＲ 谱都在 Ｂｒｕｋｅｒ　ＵｌｔｒａＳｈ－
ｉｅｌｄＴＭ６００ＭＨｚＮＭＲ用５ｍｍ反向ＴＸＴ探头检测，

对应的质子共振频率５９９．９０ＭＨｚ，采用驰豫编辑
实验（Ｃａｒｒ－Ｐｕｒｃｅｌｌ－Ｍｅｉｂｏｏｍ－Ｇｉｌｌ，ＣＰＭＧ）脉冲序列
（ＲＤ－９０°－τ－１８０°－２τ－１８０°－２τ－１８０°－．．．－ＡＣＱ）观察小
分子信号，ＣＰＭＧ参数如下：谱宽８　０００Ｈｚ，累积扫
描６４次，采样点６４ｋ，采样时间５ｓ，弛豫延迟６ｓ，自
旋回波时间０．３２ｓ，线增宽因子ｌ，实验温度２９８ｋ。

在弛豫延迟期间采用预饱和照射压制水峰。自由感
应衰减信号（ＦＩＤ）经过傅立叶转换后为一维 ＮＭＲ
谱图，利用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ５．３．１软件（ＭｅｓｔｒｅＬａｂ　Ｒｅ－
ｓｅａｒｃｈ　ＳＬ，Ｓｐａｉｎ）对所有１　Ｈ－ＮＭＲ谱进行相位矫正
和基线矫正，以ＴＳＰ为化学位移参考峰的位置，设
为０ｐｐｍ，对δ０～７．９５进行分段积分，积分间距
△δ０．０１ｐｐｍ，每组数据都以总和为１进行归一化处
理。将归一化后的积分数据以Ｅｘｃｅｌ文件保存，为
消除水峰影响，去除δ４．５～５．２５段的积分值，然后
将剩余数据导入到ＳＩＭＣＡ－Ｐ＋１２．０软件包（Ｕｍｅｔ－
ｒｉｃｓ，Ｓｗｅｄｅｎ）进行分析。数据采用 ＯＰＬＳ－ＤＡ进行
分类建立模型，结果以积分矩阵图和载荷矩阵图
表示。

２．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１２．０软件处理数据，计量资料用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，计数
资料组间比较采用χ

２ 检验，组间代谢物相对含量比
较采用非参数 Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｌｅｙ　Ｕ检验。

３　结果

３．１　两组代谢组学波谱图比较
两组波谱图在δ０．８～１．２、２．０～２．６、３．１～４．３

波峰水平有明显差异，提示疲劳型亚健康组血清中
多个内源性代谢物水平发生了变化，而这些节段所
对应的代谢物与能量代谢、脂代谢、糖代谢、氨基酸
代谢、氧化应激、核苷酸代谢等多个代谢通路相关。

３．２　ＣＭＰＧ１　Ｈ－ＮＭＲ模式识别
采用ＯＰＬＳ－ＤＡ方法对两组样本建模，以“肾阳

虚证”为因变量（Ｙ），积分值为自变量（Ｘ），将 Ｙ值
设定为０／１的矩阵（正常对照设为０，肾阴虚证设为

１），模型参数 Ｒ２Ｘ＝０．７８７，Ｒ２Ｙ＝０．６２８，Ｑ２＝
－０．３２８，对应积分矩阵图显示样品集中分布于

９５％可信区间，模型拟合及分类效果好，且两组之间
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明显区分开来，提示两组间代谢物相对水平存在显
著性差异，结果与临床辨证分组相符合，为进一步应
用于临床诊断奠定基础。进一步寻找造成这种区分
的差异代谢产物，根据载荷矩阵图和Ｓ图提取出对
分类贡献最大的前４０个ＶＩＰ值变量。

３．３　试验组患者特征性代谢产物
将对分类贡献较大、最大的前４０个变量进行组

间两独立样本非参数 Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｌｅｙ　Ｕ 检验，结果

３１个位点的变量组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），其中相对水平上调的有１３个，下调的有１８
个。通过人类代谢组学数据库（ＨＭＤＢ）及文献报

道［８－１０］等方式，得到１０种关键代谢产物的名称及

变化趋势，具体见表１。这些代谢物与能量代谢、氧
化应激、下丘脑－垂体－肾上腺轴（ＨＰＡ）相关，可
能是疲劳型亚健康肾阳虚证的特征代谢产物。

表１　疲劳型亚健康肾阳虚证关键代谢产物及变化趋势

编号 内源性代谢产物
变化
趋势
编号 内源性代谢产物

变化
趋势

１ 乳酸 ↑ ６ 苯丙氨酸 ↓
２ 氧化型谷氨酰胺 ↑ ７ 天冬氨酸 ↓
３ 丙酮酸 ↑ ８　 ２－羟丁酸 ↑
４ 醛固酮 ↓ ９ 还原型谷胱甘肽 ↓
５ ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＨ ↓ １０ 谷氨酰胺 ↓

　　注：“↑”表示上调趋势，“↓”表示下调趋势

４　讨论

ＣＭＰＧ１　Ｈ－ＮＭＲ模式识别中，积分矩阵图可见

样品集中分布于９５％可信区间，模型拟合及分类效
果好，提示两组代谢谱有差异。载荷矩阵图提示两
组间代谢物相对水平存在差异。正常状态下细胞能
量代谢以有氧呼吸为主。本研究发现，与正常对照
组比较，试验组血浆中还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸磷酸（ＮＡＤＨ）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ－
ＰＨ）、天冬氨酸水平下降，乳酸、丙酮酸及２－羟丁酸
水平明显升高。ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰＨ、天冬氨酸是三羧
酸循环的关键酶和中间产物，它们的减少表明疲劳
型亚健康人群细胞有氧代谢减少，酸性代谢产物在

体内累积，对细胞有直接的损伤作用［１１］。有氧代谢

过程主要在线粒体中进行，这提示疲劳型亚健康存
在线粒体功能障碍［１２－１３］。

既往研究结果表明，力竭性运动时组织相对缺
氧，组织器官氧化代谢增强，体内产生大量活性氧自
由基，引发脂质过氧化（ＬＯＰ）反应，破坏组织、器官
的正常结构和功能，造成机体的代谢紊乱，进而导致

疲劳［１４］。本研究发现，试验组血浆氧化型谷氨酰胺
水平升高，还原型谷胱甘肽水平降低，与既往研究结
果［１５］相符，这提示疲劳型亚健康肾阳虚证存在氧化
应激反应增强，氧自由基破坏线粒体结构及功能，促
进细胞凋亡。

与正常对照组比较，试验组血浆醛固酮水平下
降，提示肾阳虚证与 ＨＰＡ功能密切相关，ＨＰＡ功
能减退可导致促甲状腺素、促肾上腺皮质激素、促性
腺素、抗利尿素等相关激素水平低下，因此肾阳虚证
患者常伴有腰膝酸软、性欲减退、夜尿频多、下肢浮
肿等临床症状。这也与肾阳虚证患者与 ＨＰＡ的状
态有关的现代研究成果相符合［１６］。而苯丙氨酸减
少将导致甲状腺素、儿茶酚胺、５－羟色胺等神经递
质合成减少，神经突触兴奋性降低，这可能与肾阳虚
证表现出的精神萎靡不振、体温感觉异常（畏寒肢
冷）等症状有关。

本研究从代谢组学小分子水平反映出疲劳型亚

健康肾阳虚证存在多个特征性代谢产物，这些特征
代谢产物与能量代谢、氧化应激、ＨＰＡ等多方面功
能改变相关，这可能是疲劳型亚健康肾阳虚证发生
发展的基础。

由于本研究是对疲劳型亚健康肾阳虚证代谢组

学实验的初步研究，存在样本数偏小的不足，且１　Ｈ－
ＮＭＲ技术检测结果也常有假阳性，因此今后尚须
在扩大样本量、完善实验质量控制等方面进一步完
善以提高重复性。
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欢迎邮购《皕一选方治验实录》
在浩瀚的中医典籍中，有方名的古方数以十万计。为了汰芜存菁，借鉴古今医家的经验，为现代临床服

务，作者在长期从事中医方药文献研究和临床诊疗工作的基础上，在完成“中医古方筛选方案和利用研究”课

题研究的基础上，经过深入发掘，编纂完成《皕一选方治验实录》（上下册）。本书以有验案资证作为筛选古方

的重要条件，结合古方其他价值特征，从近１０万首方剂中，筛选出５８３首古方及其相关验案５　５００余则。这些

优选出的古方，既不乏传世名方，也有相当一部分以往未被方剂学教材或方剂选本收录过的“新面孔”。从１０

万首方中最终优选出５００余首方，其比例约为２００选１；又鉴于治验记录是本书的主要内容，故名为《皕一选方

治验实录》。

全书分上、下两册，上册收录汉唐方（张仲景方、晋唐方），下册收录宋元明清方（宋元方、明清方），编次以

方为纲，医案为目，每一方剂又分方源记载和治验实录（分为中医病证医案、西医病症医案）两部分。书末附有

方名索引、中医病证索引、西医病症索引和引用书目，方便读者检索。

本书汇集古今文献，资料丰富，拥有本书，就如同跟随古今名医侍诊，通过品读古方所附的具体病例，领悟

出该方的适应证和用法秘诀，可大大提高中医治病的疗效。本书是中医各科临床医生提高临床疗效必备的案

头书，又可为各中药生产厂家研发新药提供借鉴。

《皕一选方治验实录》（上下册），为１６开精装本，１　５８４页，已由人民卫生出版社于２０１１年１月出版。上册

定价９９元，下册定价１０８元，全套２０７元。邮购汇款地址：北京市东直门南小街１６号中医杂志社医海林音像

书店；邮政编码：１００７００；联系电话：（０１０）６４０１３１６２，（０１０）６４０１４４１１转３０５３。请在汇款附言中注明所购书名、

上下册或全套及数量，邮购单册需加邮费１０元，全套及２册以上免邮费。欢迎邮购。

·４６８· 聂晓莉等　疲劳型亚健康肾阳虚证血浆代谢组学研究 ２０１３年第１０期


