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［摘　要］　目的　探讨风湿性疾病湿热证的共性代谢物组特征。 方法　采用气相色谱－飞行时间质谱联用技术，对强直性脊

柱炎（ＡＳ）湿热证患者３０例、痛风性关节炎（ＧＡ）湿热证患者２９例及健康志愿者４４例的血清样本进行代谢组学研究，比较

ＡＳ湿热证患者、ＧＡ湿热证患者相对于健康志愿者（正常组）血清中与湿热证相关的共性差异代谢物组。 结果　与正常组相

比，α－羟基丁酸、磷酸和甘露糖在ＧＡ和ＡＳ湿热证组血清中均明显升高，而乙醇胺则明显下降。 结论　血清α－羟基丁酸、磷

酸、甘露糖和乙醇胺可能为风湿性疾病湿热证的共性代谢物组特征。
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　　风湿性疾病包括类风湿性关节炎、强直性脊柱
炎（ＡＳ）、痛风性关节炎（ＧＡ）、骨关节炎、系统性红
斑狼疮等等，往往具有较高的发病率、致残率、严重
的并发症。湿热证作为中医临床常见的一种证候，

与多种风湿性疾病的发生、发展及转归都有着密切
的关系［１］。目前对风湿性疾病湿热证特征的研究较

少，湿热证作为中医证型的一种，有着一组特定的外
候信息与之相对应，而作为承载人体生命活动终端
信息、与外候联系最紧密的小分子代谢物，亦必然与
湿热证候存在联系。本研究以风湿性疾病的两种典
型疾病即 ＡＳ和ＧＡ湿热证患者为研究对象，利用
代谢组学技术，探讨风湿性疾病湿热证的共性特征，

为风湿性疾病湿热证基础理论及其临床诊断的规范

化、标准化、定量化提供现代科学依据。

１　资料

１．１　诊断及辨证标准

ＡＳ诊断标准［２］：①临床标准：ａ）腰痛、僵３个月

以上，活动改善，休息无改善；ｂ）腰椎额状面和矢状
面活动受限；ｃ）胸廓活动度低于相应年龄、性别的正
常人。②放射学标准：双侧骶髂关节炎≥２级或单
侧骶髂关节炎３～４级。③诊断分级：ａ）肯定ＡＳ：符
合放射学标准和１项以上临床标准；ｂ）可能ＡＳ：符
合３项临床标准，或符合放射学标准而不具备任何
临床标准（应除外其他原因所致的骶髂关节炎）。④
骶髂关节炎Ｘ线分级：０级，正常；Ⅰ级，可疑变化；

Ⅱ级，轻度异常，可见局限性侵蚀、硬化，但无关节间
隙的改变；Ⅲ级，明显异常，为中度或进展性骶髂关
节炎，伴有以下１项或１项以上改变（侵蚀、硬化、关
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节间隙增宽或狭窄，或部分强直）；Ⅳ级，严重异常，
完全性关节强直。

ＧＡ诊断标准［３］：滑囊液中查见特异性尿酸结
晶，或痛风石经化学方法或偏振光显微镜检，证实含
尿酸钠结晶或具备下列临床实验室和Ｘ线征象１２
项中的６项者：①１次以上的急性关节炎发作；②炎
症反应在１天内达到高峰；③单关节炎发作；④患病
关节皮肤暗红色；⑤第一跖趾关节疼痛肿胀；⑥单侧
发作累及第一跖趾关节；⑦单侧发作累及跗骨关节；

⑧有可疑痛风石；⑨高尿酸血症；⑩Ｘ线示关节非对
称性肿胀；○１１Ｘ线示骨皮质下囊肿不伴骨质侵蚀；○１２
关节炎发作期间关节液微生物培养阴性。
湿热痹阻证辨证标准［４］：主症：腰骶疼痛，脊背

僵硬，活动受限，晨僵，身热不扬，或四肢关节红肿灼
热疼痛；次症：口渴或口干不欲饮，肢体困重，大便溏
软或黏滞不爽，小便黄赤；舌脉：舌质偏红，苔黄厚或
黄腻，脉滑数或濡数。

１．２　纳入标准
符合上述 ＡＳ及 ＧＡ 诊断标准及中医湿热证

者；年龄１８～７０岁；患者同意签署中日友好医院伦
理委员会审核同意的知情同意书。

１．３　排除标准
合并有类风湿关节炎、银屑病性关节炎等其他

风湿病以及其他血清阴性脊柱关节病患者；精神病
患者，不能正确理解和填写问卷调查表者；有心、脑
血管、肝、肾和造血系统等严重原发性疾病；晚期严
重关节畸形、残障的患者。

１．４　一般资料
本研究共纳入２０１０年６－１２月中日友好医院

门诊的ＡＳ湿热证患者（ＡＳ湿热证组）３０例，平均
年龄（２９．６±９．９）岁和ＧＡ湿热证患者（ＧＡ湿热证
组）２９例，平均年龄（４５．６±１３．０）岁，并招募 ＡＳ湿
热证健康对照组（ＡＳ正常对照组）２２例，平均年龄
（２９．３±９．２）岁，ＧＡ湿热证健康对照组（ＧＡ正常对
照组）２２例，平均年龄（４５．７±１２．２）岁。患者及健
康自愿者均为男性。ＡＳ湿热证组和 ＡＳ对照组之
间，ＧＡ湿热证组和ＧＡ对照组之间一般资料差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。

２　方法

２．１　仪器与耗材
氯苯丙氨酸（批号 ＡＣＤ２３０３３）、十七酸（批号

ＣＦ２３８７１）、甲氧铵（批号ＢＣＢＢ２５２０）均为美国Ｓｉｇ－
ｍａ公司产品；Ｎ，Ｏ－双（三甲基硅烷）三氟乙酰胺

（ＢＳＴＦＡ，含１％三甲基氯硅烷，美国Ｓｉｇｍａ公司，
批号ＬＢ７０２０２）吡啶溶液；无添加剂真空采血管（北
京积水创格医疗科技有限公司）。离心浓缩仪（太仓
市科教器材厂）；气相色谱－飞行时间质谱联用仪（ＧＣ－
ＴＯＦＭＳ，ＰｅｇａｓｕｓＨＴ，美国Ｌｅｃｏ公司）；ＤＢ－５ＭＳ气相
毛细管色谱柱（美国安捷伦科技有限公司）

２．２　血样采集与保存
用无添加剂的真空采血管与空腹状态经外周静

脉采全血３ｍｌ和５ｍｌ，３ｍｌ全血送至中日友好医院
检验科进行血常规、肝肾功能等生化指标检查，５ｍｌ
全血在实验室于４℃、３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取血
清，保存于－８０℃待用。

２．３　代谢组学分析
将１００μｌ上清液转移到带有内插管的样品瓶

中，在真空离心浓缩干燥仪上浓缩至干，然后进行三
甲基硅烷（ＴＭＳ）衍生化。衍生化步骤与文献［５］类
似。将５０μｌ甲氧胺（１５ｍｇ／ｍｌ溶解在吡啶中）溶液
加入干燥的样品中，涡旋振荡３０ｓ，然后置于摇床中
恒温３０℃，肟化羰基，９０ｍｉｎ后取出，加入５０μｌ
ＢＳＴＦＡ，涡旋振荡３０ｓ，静置于７０℃鼓风干燥箱中
硅烷化反应１ｈ。
衍生化后的样品以不分流模式注入到 ＧＣ－

ＴＯＦＭＳ中进行分析，进样量为１μｌ，色谱柱为ＤＢ－５
毛细管柱（３０ｍ×２５０μｍ，０．２５μｍ），载气为氦气，流
速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ。进样温度设定为２７０℃。柱温梯
度为８０℃维持２ｍｉｎ，然后以１０℃／ｍｉｎ程序升温至

１８０℃，５℃／ｍｉｎ升至２４０℃，２５℃／ｍｉｎ至２９０℃，维
持９ｍｉｎ，然后回到起始温度。传递线（Ｔｒａｎｓｆｅｒ－
ｌｉｎｅ）温度和离子源温度分别为２６０℃和２００℃。质
谱采用电子轰击源（７０ｅｖ）及全扫描模式，扫描范围
为ｍ／ｚ　３０－６００。

２．４　数据处理及统计学方法
将ＧＣ－ＴＯＦＭＳ分析所得的质谱数据由Ｃｈｒｏ－

ｍａＴＯＦ工作站软件以 ＮｅｔＣＤＦ格式导出。这些

ＣＤＦ文件用 Ｍａｔｌａｂ　７．０工具箱中ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　ｍｕｌ－
ｔｉｖａｒｉａｔｅ　ｃｕｒｖｅ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｈ－ＭＣＲ）修改的用户自
定义程序［６－７］，进行数据前处理提取特征变量，包括
基线矫正、去噪、平滑、对齐，时间－窗口分裂，多元曲
线分离（基于多元曲线分离算法）等。所得三维数据
集包括样品信息、峰保留时间和峰强度。数据集中
内标和由噪音、柱流失及ＢＳＴＦＡ衍生化引起的人
造峰须先被除去。葡萄糖的相关峰在数据归一化前
也要去掉。归一化是将每个峰的强度除以一个样品
全部峰强度的总和。
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所得数据集导入ＳＩＭＣＡ－ｐ　１１．５软件进行多元
统计分析。数据首先经过中心化和Ｐａｒｔｏ处理，然
后进行主成分分析（ＰＣＡ）或偏最小二乘判别分析
（ＰＬＳＤＡ）。ＰＣＡ是一种非监督的模式识别方法，
可以用来判断多维数据集的一般聚类情况。ＰＬＳ－
ＤＡ是一种有监督的模式识别方法，一般用来建立
组间的预测模型，判别多维变量在组间是否存在明
显的差异。在本研究中，我们应用软件中默认的７
轮交互验证方法以防止模式的过度拟合。我们应用
独立ｔ检验来比较组间均值是否存在显著差异，计
算每个差异变量相应的倍数变化，以显示它们在模
型组以及治疗前后的变化程度。
通过ＮＩＳＴ　ＭＳ　ｓｅａｒｃｈ　２．０软件比较质谱碎片

与ＮＩＳＴ　０８标准质谱库（相似度超过７０％）并最终
用标准品验证进行代谢物鉴定。

３　结果

３．１　代谢物组 ＧＣ－ＴＯＦＭＳ分析总离子流色谱图
比较
使用ＧＣ－ＴＯＦＭＳ为基础的代谢指纹谱的分析

方法对ＡＳ湿热证组和ＧＡ湿热证组及其各自相应
的正常对照组样本进行分析，所得的各组代表性样
本总离子流色谱图如图１所示。从ＧＣ－ＴＯＦＭＳ总
离子流色谱图不易直观地识别出 ＡＳ湿热证组和

ＧＡ湿热证组与各自正常对照组之间的差异，因此，

需进一步借助特征提取和统计学的方法来鉴别。

３．２　模式识别分析
将采集的 ＧＣ－ＴＯＦＭＳ数据导入 ＭＡＴＬＡＢ

７．０软件，利用自建的程序，经过去噪、反卷积、峰重
排等过程，将原始数据整理成一个三维矩阵，将处理
后的数据导入ＳＩＭＣＡ－Ｐ进行ＰＬＳＤＡ建模分析，初
步判断ＡＳ湿热证组及ＧＡ湿热证组与其各自正常
对照组的聚类关系。图２、图３示，ＡＳ湿热证组和

ＡＳ正常对照组、ＧＡ湿热证组和ＧＡ对照组均表现
出明显的分离趋势，这提示组间的代谢谱存在显著
差异。

３．３　ＡＳ湿热证组与 ＧＡ湿热证组中医辨证的共
性代谢物组特征
将ＡＳ湿热证组和ＧＡ湿热证组样本的混合组

（湿热证组）与相应的正常对照组样本混合组（正常
组）的代谢物水平进行独立ｔ检验，此外，ＧＡ湿热
证组以及ＡＳ湿热证组也与各自对照组分别进行独
立ｔ检验，所得的Ｐ值同时满足Ｐ＜０．０５的代谢物
确定为风湿性疾病湿热证的共性代谢物。表１示，

α－羟基丁酸、磷酸和甘露糖在湿热证组血清中均明
显升高，而乙醇胺在湿热证组血清中明显下降，α－羟
基丁酸、磷酸、甘露糖和乙醇胺均为风湿性疾病湿热
证的共性代谢物。

图１　各组代表性ＧＣ－ＴＯＦＭＳ总离子流色谱图

Ａ：ＡＳ湿热证组；Ｂ：ＧＡ湿热证组；Ｃ：ＡＳ正常对照组；Ｄ：ＧＡ正常对照组
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表１　ＡＳ湿热证和ＧＡ湿热证的共性代谢组特征

保留时间（ｍｉｎ） 共性代谢物
湿热证组和正常组
进行比较Ｐ值

ＧＡ湿热证组与ＧＡ正常对照组比较
Ｐ值 变化倍数 趋势

ＡＳ湿热证组和ＡＳ正常对照组进行比较
Ｐ值 变化倍数 趋势

６．１５ 未能鉴别 ０．００００　 ０．０００２　 ２．２１ ↑ ０．０１２９　 １．６６ ↑
６．５６ α－羟基丁酸 ０．０００４　 ０．０３６２　 １．３６ ↑ ０．０００２　 １．７４ ↑
８．６１ 乙醇胺 ０．００３１　 ０．０３０９　 ０．８８ ↓ ０．０２４２　 ０．８０ ↓
８．７１ 磷酸 ０．００００　 ０．００００　 １．２０ ↑ ０．０１１６　 １．１４ ↑
１６．８０ 甘露糖 ０．００００　 ０．０００６　 １．４０ ↑ ０．００００　 １．４５ ↑

　　注：变化倍数为ＧＡ湿热证组或ＡＳ湿热证组和各自正常对照组某代谢物平均相对强度的比值

■ ＡＳ湿热证组　　● ＡＳ正常对照组

图２　ＡＳ湿热证组与ＡＳ正常对照组的ＰＬＳＤＡ得分图

■ ＧＡ湿热证组　　● ＧＡ正常对照组

图３　ＧＡ湿热证组与ＧＡ正常对照组的ＰＬＳＤＡ得分图

４　讨论
目前学者研究湿热证的思路大体可以概括为临

床和中医动物模型两个层次以及免疫、生化、病理、
微量元素等几个方向。近年的研究结果显示，湿热
证本质可能与炎症、免疫功能异常、微量元素水平变
化、氧化与抗氧化异常、致炎细胞因子表达亢进、细
胞代谢实质等有关［８－１０］。湿热证作为中医证型的
一种，有着一组特定的外候信息与之相对应，而作为

承载人体生命活动终端信息、与外候联系最紧密的
小分子代谢物，亦必然与湿热证候存在联系，但湿热
证和诸如氨基酸、有机酸、糖类、有机胺、脂肪酸、嘌
呤／嘧啶、脂类（甘油磷脂、鞘脂等）等小分子代谢物
群之间的相关性研究至今还未见报道。本研究以临
床风湿性疾病 ＡＳ和ＧＡ为切入点，从代谢物组入
手，进一步探讨湿热证共性特征。
本研究发现α－羟基丁酸在ＧＡ湿热证和ＡＳ湿
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热证患者血清中均明显升高，可能为风湿性疾病湿
热证的共性特征。α－羟基丁酸是α－酮丁酸形成过程
中的副产物，该形成反应由乳酸脱氢酶或α－羟基丁
酸脱氢酶催化。α－酮丁酸主要由氨基酸（苏氨酸和
甲硫氨酸）分解代谢和谷胱甘肽（半胱氨酸）合成代
谢中产生。根据Ｇａｌｌ的报道［１１］，引起α－羟基丁酸在
血清中升高的原因可能至少有以下两方面：①氧化
应激导致肝谷胱甘肽合成增加，进而引起代谢通路
上α－酮丁酸产物的增加。②由于脂质氧化引起的
ＮＡＤＨ／ＮＡＤ比例升高，从而导致α－酮丁酸在乳酸
脱氢酶和α羟酸脱氢酶作用下向α－羟基丁酸转化增
加。本研究受技术条件限制未能检测到α－酮丁酸，
但本课题组的另一项试验研究发现［１２］，ＡＳ和 ＧＡ
湿热证患者血清中溶血甘油磷脂酰胆碱、甘油磷脂
酰胆碱、甘油磷脂酰乙醇胺、甘油三酯等许多脂质组
分相对于健康对照组出现了显著的降低，这些结果
提示氧化应激及与之直接或间接相关的脂质代谢异

常可能与风湿病湿热证实质密切相关。本研究还发
现，磷酸、甘露糖和乙醇胺可能为风湿性疾病湿热证
的共性特征，这些结果此前均未见报道，有待于进一
步的研究。
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（上接第５８６页）
用中药复方金线莲口服液联合金线莲喷雾剂治疗，
临床上取得了很好的疗效，在皮疹和口腔黏膜病变
消退时间方面有较强的优势，同时能更有效的缩短
总疗程。而利巴韦林联合中药金线莲在治疗手足口
病方面并不能起到增强疗效的作用，但能缩短退热
时间，其机理有待进一步的药理研究。
综上所述，手足口病普通型中医证型主要为热

毒犯肺和肺脾湿热两型，临证时抓住手足口病普通
型中医基本病因病机“热毒夹湿”，早期投予清热解
毒化湿之品，并依据中医证候特点，进行辨证论治，
可彰显中医药在防治手足口病的灵活性、有效性和
安全性。
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