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［摘　要］　目的　采用气相色谱（ＧＣ）－质谱（ＭＳ）联用技术，寻找冠心病（ＣＨＤ）血瘀证患者内源性代谢分子标记物。 方法　
收集ＣＨＤ血瘀证患者４８例、ＣＨＤ非血瘀证患者５２例及健康对照组４０例，运用ＧＣ－ＭＳ联用技术检测各组受试者血浆代谢

产物，对代谢物定性分析后，分别采用单变量ｔ检验和多变量蒙特卡罗树法（ＭＣＴｒｅｅ）对各组代谢物含量进行比较。 结果　
各组受试者血浆内源性代谢物种类无差别，总计４６种。定量单变量ｔ检验结果显示，ＣＨＤ患者与健康对照组比较，有３２种

代谢物含量差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＣＨＤ血瘀证组与ＣＨＤ非血瘀证组比较，胆固醇含量升高，木糖醇含量

降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＭＣＴｒｅｅ结果显示，健康对照组与ＣＨＤ患者血浆代谢物完全分离，对二者分离贡献

最大是Ｌ－缬氨酸、甘氨酸、丙氨酸、Ｌ－丝氨酸，且含量较健康对照组明显降低；血瘀证与非血瘀证之间有明显分离趋势，４４种物

质对分类有显著影响。 结论　血浆ＧＳ－ＭＳ代谢图谱能有效的从健康人中区分出冠心病患者、从冠心病患者中区分出血瘀证

患者，这些含量存在差异和对分类有贡献的物质可能是ＣＨＤ血瘀证诊断和辨证的潜在代谢标记物和客观指标。
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　　代谢组学是系统生物学的重要组成领域之一，
在揭示中医传统理论本质上有着巨大优势［１－３］，在
冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙ　ｈｅａｒｔ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）的检测中显

示出了广阔前景［４－６］。本研究旨在采用气相色谱
（ＧＣ）－质谱（ＭＳ）联用技术，寻找ＣＨＤ血瘀证患者
内源性代谢分子标记物，探讨ＣＨＤ血瘀证的证候
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本质及代谢特征。

１　临床资料

１．１　诊断及辨证标准

ＣＨＤ诊断标准采用世界卫生组织（ＷＨＯ）制定
的《缺血性心脏病的命名及诊断标准》［７］并经冠状动
脉造影证实至少１支冠脉狭窄≥５０％。血瘀证中医
辨证标准参照《中医病证诊断疗效标准》［８］制定。

１．２　纳入及排除标准
纳入标准：符合以上诊断标准及血瘀证辨证标

准；年龄４０～７５岁。
排除标准：合并严重高血压、糖尿病、恶性肿瘤、

肝肾疾病、甲状腺疾病、造血系统疾病者；糖尿病性
心肌病、甲状腺功能亢进性心脏病、高血压性心脏
病、肺原性心脏病、贫血性心脏病、系统性硬皮病性
心脏病、风湿性心脏病等各种心脏病患者；肝炎、结
核等传染病患者；精神系统疾病者；妊娠及哺乳期妇
女；过敏体质及重要资料不全者。

１．３　一般资料
选取２００９年１２月至２０１１年７月在中南大学

湘雅医院内科住院治疗并首次通过冠状动脉造影确

诊为ＣＨＤ的患者１００例，将辨证属ＣＨＤ血瘀证的
患者作为 ＣＨＤ心血瘀阻证组（血瘀证组），共４８
例，其中男３２例，女１６例，平均年龄（６２．８０±
１１．０３）岁；其余证型ＣＨＤ患者作为ＣＨＤ非血瘀证
组，共５２例，其中男３４例，女１８例，平均年龄
（６２．５８±１０．２３）岁；另将同时期在中南大学湘雅医
院体检中心体检且结果正常的成年人作为健康对照

组，共４０例，其中男２９例，女１１例，平均年龄
（６０．８３±１２．６８）岁。各组受试者一般资料比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。

１．４　主要试剂及仪器
甲醇（色谱纯，江苏汉邦科技有限公司）；Ｎ，Ｏ－

双（三甲基硅烷基）三氟乙酰胺和三甲基氯硅烷
（ＢＳＴＦＡ＋１％ＴＭＣＳ）、甲氧胺盐酸盐、吡啶、十七
烷酸（分析纯，购自美国Ｓｉｇｍａ公司）。气相色谱质
谱联用仪（ＧＣ／ＭＳ－ＱＰ２０１０，日本岛津公司）。

２　方法

２．１　样本的采集及预处理
各组受试者均于造影确诊或确认体检结果无异

常后第２天早晨空腹肘静脉采血４ｍｌ，ＥＤＴＡ抗凝，
离心（１０　０００ｒ／ｍｉｎ，４℃）１０ｍｉｎ后取上清液，－８０℃
保存。实验时常温解冻，取１００μｌ置入离心管，加入

５０μｌ十七酸甲醇溶液（内标，１ｍｇ／ｍｌ），再加入

３５０μｌ甲醇以除蛋白，涡旋１ｍｉｎ，离心（１６　０００ｒ／

ｍｉｎ，４℃）１０ｍｉｎ，取上清液４００μｌ置入进样瓶，真空
挥干。加入２０ｍｇ／ｍｌ甲氧胺吡啶溶液５０μｌ混匀，

７０℃下肟化１ｈ后加衍生试剂Ｎ，Ｏ－双（三甲基硅烷
基）三氟乙酰胺和三甲基氯硅烷（ＢＳＴＦＡ＋１％
ＴＭＣＳ）１００μｌ混匀，７０℃水浴反应１ｈ后涡旋混匀，
取１μｌ进样。

２．２　ＧＣ、ＭＳ检测条件
采用气相色谱－质谱联用仪检测ＧＣ、ＭＳ，检测

条件：色谱柱程序升温（７０℃，４ｍｉｎ，８℃／ｍｉｎ升至

３００℃后保持３ｍｉｎ）；分流比１０∶１；进样口温度

２８０℃，接口温度２５０℃，离子源温度２００℃；载气为
高纯度氦气，流速１．００ｍｌ／ｍｉｎ；电离方式为标准ＥＩ
源，电子能量７０ｅＶ；扫描范围（ｍ／ｚ）３５～８００ａｍｕ，
扫描间隔０．２ｓ／ｓｃａｎ。

２．３　统计学方法
根据ＧＣ－ＭＳ总离子流图中各峰的保留时间挑

选共有峰，获取各峰与内标峰的峰面积数据，用相对
峰面积（与内标峰的比值）表示代谢物的含量。多变
量分析应用ｍａｔｌａｂ　７．５编写 Ｍｏｎｔｅ　Ｃａｒｌｏ　Ｔｒｅｅ　ａｐ－
ｐｒｏａｃｈ程序，采用化学计量学模式识别方法蒙特卡
罗树法（ＭＣＴｒｅｅ）进行统计分析。结果应用ＳＰＳＳ
１５．０统计软件进行分析，计量资料以均数±标准差
（珚ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用单变量ｔ检验。

３　结果

３．１　各组受试者代谢物总离子图分析
在优化的 ＧＣ－ＭＳ检测条件下，建立了稳定的

血浆小分子物质代谢图谱（图略），所得图谱中色谱
峰分离情况理想，几乎都达到基线分离，保留时间及
主要峰的分布均具有较好的重现性，不同组别的血
浆代谢图谱具有明显的差别。取同一样品连续进样

６次，计算各相对峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）。
结果发现，各组受试者血浆各峰的ＲＳＤ为２．０５％～
６．７５％。

３．２　各组受试者血浆代谢物定性结果
各组受试者血浆内源性代谢物种类无差别，具

体物 质 名 称 见 表 １（内 标 十 七 酸 保 留 时 间 为

２５．２４４ｍｉｎ）。

３．３　各组受试者血浆代谢物定量比较
定性完成后，结合保留时间、保留指数等信息，

对定性所得４６种内源性代谢物在不同组中的含量
进行了计算。
运用单变量的ｔ检验对相同物质在不同组别间
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表１　各组受试者血浆内源性代谢物种类

编号
保留时间
（ｍｉｎ） 　

物质名称 编号
保留时间
（ｍｉｎ） 　物质名称

１　 ８．２８３ 乳酸 ２４　 ２１．１２８ 柠檬酸

２　 ８．６２６ 羟基乙酸 ２５　 ２１．４５４ 甘露糖

３　 ８．９０４ Ｌ－缬氨酸 ２６　 ２１．５７３ 肉豆蔻酸

４　 ９．１７８ 丙氨酸 ２７　 ２１．８０７ 果糖

５　 ９．６０９ 甘氨酸 ２８　 ２１．９９３ 半乳糖

６　 ９．７０２　２－羟基丁酸 ２９　 ２２．１７８ 葡萄糖

７　 ９．７６７ 甲基丙二酸 ３０　 ２２．６１９ 棕榈酸甲酯

８　 １０．０１４ 草酸 ３１　 ２３．１５０ 吡喃葡萄糖

９　 １０．１４８　２－羟基丙酸 ３２　 ２３．８１９ （９Ｅ）－９－十六烯酸

１０　１０．３４８ 亮氨酸 ３３　 ２４．０８１ 棕榈酸

１１　１０．４２２　３－羟基丁酸 ３４　 ２４．５３０ 肌醇

１２　１０．７８０ 异亮氨酸 ３５　 ２４．６６９ 亚油酸甲酯

１３　１２．１９６ 尿素 ３６　 ２４．７４９ 油酸甲酯

１４　１２．３２４Ｌ－丝氨酸 ３７　 ２５．０４９ 硬脂酸甲酯

１５　１２．６３６ 磷酸 ３８　 ２５．９９６ 亚油酸

１６　１２．６５３ 甘油 ３９　 ２６．０７２ 油酸

１７　１３．０１０Ｌ－苏氨酸 ４０　 ２６．１３４ 异油酸

１８　１３．６４９ 甘油酸 ４１　 ２６．３４８ 硬脂酸

１９　１６．３２２ 苹果酸 ４２　 ２６．５３８ 花生四烯酸甲酯

２０　１６．８４７Ｌ－焦谷氨酸 ４３　 ２７．６８１ 花生四烯酸

２１　１７．１６１　２，３，４－三羟基丁酸 ４４　 ２９．８６２ 单软脂酸甘油酯

２２　１９．８２９ 木糖醇 ４５　 ３１．６６１ 单硬脂酸甘油酯

２３　２０．３４４ 甘油磷酸酯 ４６　 ３５．３７２ 胆固醇

的含量进行比较分析发现：①与健康对照组比较，

ＣＨＤ患者血浆内有３２种代谢物在含量上存在差
异，包括８种氨基酸：Ｌ－缬氨酸、丙氨酸、甘氨酸、异
亮氨酸、Ｌ－丝氨酸、亮氨酸、Ｌ－苏氨酸、Ｌ－焦谷氨酸含
量均降低；６种脂肪酸：花生四烯酸含量降低，棕榈
酸、亚油酸、油酸、异油酸、（９Ｅ）－９－十六烯酸含量均
升高；５种有机酸类：草酸、２－羟基丁酸、甲基丙二
酸、羟基乙酸含量升高，柠檬酸含量降低；５种糖类：

甘露糖、果糖、半乳糖、葡萄糖含量升高，吡喃葡萄糖
含量降低；２种醇类：甘油含量升高，木糖醇含量降
低；３种酯类：甘油磷酸酯、单软脂酸甘油酯、单硬脂
酸甘油酯含量均降低；３种其他类：磷酸（酸类）、尿
素（胺类）、胆固醇，含量均降低。上述物质中，胆固
醇和羟基乙酸差异的统计学意义为Ｐ＜０．０５，其余
物质差异的统计学意义均为Ｐ＜０．０１。这些物质可
能就是ＣＨＤ患者的血浆代谢标记物。②与ＣＨＤ
非血瘀证组比较，ＣＨＤ血瘀证组有２种物质含量存
在差异，胆固醇含量升高（Ｐ＜０．０５），木糖醇含量降
低（Ｐ＜０．０５）。这两种物质可能就是ＣＨＤ血瘀证
的代谢标记物。
将定性所得的４６种物质作为变量，采用 ＭＣ－

Ｔｒｅｅ法对ＣＨＤ患者与健康对照组、ＣＨＤ血瘀证组
与ＣＨＤ非血瘀证组进行聚类分析，结果显示：①健
康对照组与ＣＨＤ患者血浆代谢物完全分离，而且
各组中样本簇居紧密，提示健康人与ＣＨＤ患者之
间代谢模式有显著差异（图１－ａ）；对二者分离有贡献
是Ｌ－缬氨酸、甘氨酸、亮氨酸、Ｌ－丝氨酸（图１－ｂ），结
合定量结果可知，在ＣＨＤ患者血浆中，以上４种物
质含量较健康人明显降低，这些对分类有贡献的物
质可能也是ＣＨＤ患者的代谢诊断标记物。②ＣＨＤ
血瘀证与非血瘀证之间尽管有一部分样本混合在一

起，但都具有明显的分离趋势（图２－ａ）；定性所得４６
种物质中，除吡喃葡萄糖（糖类）、单软脂酸甘油酯
（酯类）外的其余４４种血浆内源性代谢物均对ＣＨＤ
血瘀证与非血瘀证有不同程度的贡献（图２－ｂ），这

４４种对分类有贡献的物质可能是ＣＨＤ血瘀证分型
的判别代谢标记物。

　　○：ＣＨＤ患者；△：健康对照组

　　ａ得分图 ｂ　４６个变量对分类的贡献值

图１　ＣＨＤ患者与健康受试者血浆样本代谢谱的 ＭＣＴｒｅｅ图
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○：ＣＨＤ血瘀证组；△：ＣＨＤ非血瘀证组

ａ得分图 ｂ　４６个变量对分类的贡献值

图２　ＣＨＤ患者血浆样本代谢谱的 ＭＣＴｒｅｅ图

４　讨论

ＧＣ－ＭＳ联用技术是代谢组学的主要分析技术
之一，最早于２０世纪７０年代就用于疾病的代谢图
谱分析［９－１１］，在疾病诊断研究中也运用得越来越

多［１２－１３］，是目前发展最完善、运用最广泛的联用技
术，具有灵敏度和分辨率高、适于痕量分析等优点。
但其高灵敏度和分辨率的特点也意味着检测条件很

小的变化就可能导致同一个样本在不同时候测出的

谱图也不一样，因此，我们采用对同一样品连续进样

６次检测，来考察仪器的重复和稳定性，以保证结果
的正确性。另外，ＧＣ分析是具有热稳定性的非极
性或极性小的物质，这意味着许多化合物如糖类、核
苷、氨基酸等不能被直接分析，而对标本进行提取和
处理等中间的处理环节难以避免会引入一些潜在的

变异和造成某些物质成分的损失及信息的丢失。血
浆中的代谢物一般都是极性强、挥发性低的水溶性
物质，虽然我们采用的衍生化方法和升温程序合理，

但一些量微的小分子物质仍难以避免丢失。
本研究中，我们最终鉴定出结果较为可靠的化

合物４６个，这些物质包括脂肪酸、酯类、氨基酸、糖
类、有机酸、醇类及其他类物质。通过单变量ｔ检验
发现，与健康人相比，ＣＨＤ患者血浆内６种脂肪酸
类含量异常（Ｐ＜０．０１），３种与脂质代谢有密切关系
的酯类物质含量也降低（Ｐ＜０．０１），提示ＣＨＤ患者
存在严重的脂类代谢异常，而脂质代谢紊乱可以看
做是ＣＨＤ血瘀证的主要代谢特征之一。

文献报道［１４－１９］，血浆脂肪酸（ＦＡ）组成与ＣＨＤ
有密切关系，饱和脂肪酸升高是ＣＨＤ的高危因素，

不饱和脂肪酸中的ω－６ＰＵＦＡｓ代谢产生促炎介质，

ω－３ＰＵＦＡｓ代谢产生抗炎介质，对心血管有保护作
用。本研究中我们找到了８种脂肪酸类的物质，其
中饱和脂肪酸３种（棕榈酸、硬脂酸、肉豆蔻酸），不
饱和脂肪酸５种［油酸、异油酸、亚油酸、花生四烯
酸、（９Ｅ）－９－十六烯酸］。ＣＨＤ患者血浆内棕榈酸含
量较健康人升高；亚油酸、异油酸、亚油酸和花生四
烯酸可归为ω－６系列，其含量亦较健康人显著升高，

提示炎症可能在ＣＨＤ和其他动脉粥样硬化疾病中
起着重要作用。可能是因为体内脂肪酸代谢失衡，

引起体内非感染性炎症及血小板异常活化，导致冠
状动脉病变及血栓形成。此外，与健康人相比，

ＣＨＤ患者中８种氨基酸、４种有机酸含量降低（Ｐ＜
０．０５），糖类、醇类及其他类物质物质含量也较健康
人有差异（Ｐ＜０．０１），糖代谢障碍、低氨基酸代谢水
平可能是ＣＨＤ血瘀证的代谢特征。

与ＣＨＤ非血瘀证相比较，ＣＨＤ血瘀证中胆固
醇含量升高（Ｐ＜０．０５），木糖醇含量降低（Ｐ＜
０．０５），且均较健康人异常。木糖醇是糖代谢的正常
中间产物，胆固醇是临床上反应体内脂质代谢情况
的一个重要指标，提示ＣＨＤ血瘀证可能较非血瘀
证存在更为严重的糖、脂代谢异常。ＣＨＤ患者中出
现脂肪酸增高、木糖醇等含量降低，可能与其心肌缺
血促进脂肪贮存和脂肪氧化代谢、影响细胞代谢、抑
制活性氧物质而导致消耗增加有关，且这一情况在

ＣＨＤ血瘀证中更为严重，但有待进一步研究证实。

ＭＣＴｒｅｅ是一种极为有效的变量筛选方法［２０］，

在生物医学、计算物理系、宏观经济学等领域广泛应
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用。用该方法模拟某一过程时几乎将所有可能的概
率计算在内，所得结果较单纯考虑某一或某几个变
量的统计分析方法更为可靠。本研究将分析所得

４６种物质作为变量运用 ＭＣＴｒｅｅ方法分析发现：

ＣＨＤ患者与健康人之间可能存在不同的代谢模式
存，Ｌ－缬氨酸、甘氨酸、亮氨酸、Ｌ－丝氨酸对二者间的
判别有显著作用。这４种物质在ＣＨＤ患者中含量
均较健康人低，说明较健康人而言，ＣＨＤ患者氨基
酸代谢水平偏低。

ＣＨＤ血瘀证、非血瘀证患者可能存在不同代谢
模式或代谢模式中存在不同的部分，４６个变量中除
吡喃葡萄糖、单软脂酸甘油酯、硬脂酸甲酯外，其余
物质均对分类有不同程度的影响，单变量ｔ检验中
发现的ＣＨＤ血瘀证的潜在代谢标记物（木糖醇、胆
固醇）也对分类有贡献。这些物质包括脂肪酸类（饱
和脂肪酸及不饱和脂肪酸）、酯类、氨基酸类、糖类、
醇类、醇酸类、有机酸类等多类物质，包括了简维雄
等［１２］报道的ＣＨＤ血瘀证８种代谢产物中的７种。
本研究中单变量ｔ检验中含量有差异的物质和

ＭＣＴｒｅｅ方法中对分类有贡献的物质，均可能是我
们要寻找的ＣＨＤ或ＣＨＤ血瘀证的代谢标记物，即

ＣＨＤ或ＣＨＤ血瘀证的诊断、辨证的客观指标。两
种分析方法所得结果存在差异，可能是因为有些物
质在患者和健康人中绝对的数量值差别可能很小，
但在 ＭＣＴｒｅｅ算法中显示的差异很大；因为人体血
浆中各种代谢物浓度差异较大，而含量高的代谢物
未必比含量低的代谢物具有更重要的生理作用。下
一步，我们将应用液质联用技术、核磁共振技术对本
研究的结果进行进一步筛选验证。
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