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［摘　要］　目的　运用代谢组学方法研究冠心病不同证型的代谢差异。 方法　收集痰阻心脉证、气阴两虚证、气滞血瘀证

冠心病患者各１０例，另收集健康人１０例（正常组），各组受试者早上空腹采集血浆标本，应用超高效液色谱／串联四级杆－飞

行时间质谱技术，分析冠心病不同证候及正常组血浆中的内源性小分子代谢物，从质谱中可以得到潜在生物标记物的精确分

子量，并对潜在的生物标记物进行鉴定，探索冠心病不同证候的潜在代谢组学标志物。 结果　与正常组相比，冠心病组磷脂

代谢、脂肪酸代谢、氨基酸代谢紊乱以及其导致的血小板聚集明显。葡萄糖、花生四烯酸、亚油酸在气滞血瘀证组中显著增

高；气阴两虚证组苯丙氨酸、甘氨酸、高丝氨酸、葡萄糖、磷酸肌酸含量较低；痰阻心脉证组的葡萄糖含量比气滞血瘀证组高。

结论　葡萄糖、花生四烯酸、亚油酸、苯丙氨酸、甘氨酸、高丝氨酸、葡萄糖、磷酸肌酸等代谢产物与能量代谢、脂质代谢、糖代

谢、氨基酸代谢紊乱密切相关，有望成为冠心病中医辨证分型的基础物质。
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　　代谢组学为后基因时代一种全新的组学技术，
是系统生物学的一个重要分支。中医证候代谢组学
研究技术是通过采集证候样本或模型动物的血浆、
尿样等进行代谢产物谱分析，得到各自的代谢产物
谱，找出特异的标志性代谢产物，用生物信息学方法

分析生物标志物的功能，以确定“证相关代谢谱
群”［１］。本研究利用代谢组学技术对冠心病痰阻心
脉证、气阴两虚证、气滞血瘀证进行了初步研究，试
图通过患者血浆的代谢物质变化探索病证模式背后

的生物标志物。
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１　资料

１．１　冠心病诊断标准及中医辨证标准
冠心病西医诊断采用Ｊｕｄｋｉｎ＇ｓ方法行冠状动脉

造影检查，冠状动脉病变至少在两个Ｘ线投影位置
上均能看到冠状动脉分支、段狭窄≥５０％，即可确
诊［２］。
中医辨证标准参照《中药新药临床研究指导原

则》［３］。痰阻心脉证：胸闷如窒而痛，或痛引肩背，气
短喘促，体胖多痰，身体困重，舌苔浊腻或滑，脉滑。
气阴两虚证：胸闷隐痛，时作时止，心悸气短，倦怠懒
言，头晕，失眠多梦，舌红少苔，脉弱而细数。气滞血
瘀证：胸痛胸闷，胸胁胀满，心悸，唇舌紫暗，脉涩。

１．２　纳入标准
符合冠心病诊断标准及中医辨证标准者；年龄

４０～７０岁；签署知情同意书。

１．３　排除标准
合并严重高血压、重度肺功能不全、重度心律失

常和肝、肾、造血系统等严重原发性疾病、精神病患
者；妊娠或哺乳期妇女。

１．４　一般资料
收集２０１１年１月至２０１２年１月在天津中医药

大学第二附属医院心血管科住院的冠心病患者，中
医辨证分为痰阻心脉证组１０例，气阴两虚证组１０
例，气滞血瘀证组１０例。各组均为男５例，女５例；
平均年龄５５岁；病程３～１０年，平均病程５年。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。另收集健康人１０例（正常组），
均为２０１１年在天津中医药大学第二附属医院体检
中心体检者，经详细询问病史、体格检查及胸透、血
尿便常规、血糖、肝肾功能等理化检查，评定无心、
脑、肝、肾、肺等主要器官系统的实质性病变。

２　方法
２．１　样品的采集与制备
受试者血浆标本都在早上空腹采集后立即在

４℃条件下３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将血浆放到ＥＰ
管－８０℃保存。样品处理时，精密量取血浆样品

３００μｌ，加入甲醇１２００μｌ，涡旋２ｍｉｎ，在４°Ｃ条件下
１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液１　２００μｌ经氮气吹
干后，加入５０％甲醇１５０μｌ复溶，涡旋２ｍｉｎ后，４℃条
件下１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液进行分析。

２．２　实验方法
２．２．１　色谱条件　色谱分离采用 Ａｃｑｕｉｔｙ　ＢＥＨ
Ｃ１８分析柱（１００×２．１ｍｍ，１．７μｍ，Ｗａｔｅｒｓ，ＭＡ，

ＵＳＡ），柱温３０℃，流速０．４ｍｌ／ｍｉｎ。自动进样器温

度设定２０℃，进样５．０μｌ，每个样品重复进样３次。
流动相组成为：Ａ相为乙腈；Ｂ相为０．１％甲酸水溶
液，采用梯度方式洗脱样品。梯度设置如表１。

表１　液相色谱流动相梯度条件

序号 时间 流速（ｍｌ／ｍｉｎ） Ａ／％ Ｂ／％

１ 初始 ０．４００　 ２．０　 ９８．０
２　 ４．００　 ０．４００　 ３０．０　 ７０．０
３　 ５．００　 ０．４００　 ４０．０　 ６０．０
４　 ８．００　 ０．４００　 ４０．０　 ６０．０
５　 １４．００　 ０．４００　 ５０．０　 ５０．０
６　 １８．００　 ０．４００　 ５５．０　 ４５．０
７　 ２２．００　 ０．４００　 ９０．０　 １０．０
８　 ２４．００　 ０．４００　 ９０．０　 １０．０
９　 ２６．００　 ０．４００　 ２．０　 ９８．０
１０　 ２８．００　 ０．４００　 ２．０　 ９８．０

２．２．２　质谱条件　电喷雾离子源；Ｖ模式；毛细管
电压３．０ｋＶ；锥孔电压３０Ｖ；离子源温度１００℃；脱
溶剂气温度３００℃；脱溶剂氮气流量６００Ｌ／ｈ；锥孔
气流量 ５０Ｌ／ｈ；检测器电压 １　８００Ｖ；采样频率

０．１ｓ，采样间隔 ０．０２ｓ；记录范围 ５０－１０００Ｄａ；

Ｌｏｃｋｍａｓｓ采用ＬＥＡ（［Ｍ＋Ｈ］＋＝５５５．２９３１）。

２．３　代谢组学数据分析
借助化学计量学的手段对于代谢组学所获数据

中的信息进行提取。本研究主要采用了主成分分析
法（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ，一种无监督
的模式识别方法）对所获得的代谢组学数据进行分
析。质谱数据处理采用 Ｗａｔｅｒｓ公司Ｍａｒｋｅｒｌｙｎｘ软
件（Ｗａｔｅｒｓ，ＭＡ，ＵＳＡ）进行色谱峰自动识别和峰匹
配，数据导入后采用ＰＣＡ对不同组间的数据进行模
式识别。

２．４　冠心病不同证型生物标记物分析
生物标记物的发现与确证是代谢组学研究的目

标和重要突破口之一。通过上述分析所获得的代谢
指纹图谱，经图谱预处理并积分后，对积分值进行多
元统计分析，根据各样本的主成分得分作图（Ｓｃｏｒｅｓ
图），可判别组间差异并对组别进行分类；进一步用

ＰＣＡ分析进行主成分因子负荷矩阵分析，并作变量
散点图（Ｌｏａｄｉｎｇ图），从图中可发现显著升高或降
低的变量，这些变量即为“生物标志物”，这些变量的
组合即为表征病变的“生物标记物群”，此时获得的
仅为相关峰信息，如相应的保留指数和荷质比等，根
据所得信息进一步进行结构推测，查询相关数据库
以及实验室自建的化合物信息库，进行生物标记物
的获得及确证。
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３　结果

３．１　各组血浆样本典型的物质准分子离子峰
（ＢＰＩ）图谱
通过对冠心病痰阻心脉证、气阴两虚证、气滞血

瘀证和健康人血浆生物标记物进行ＰＣＡ聚类计算
分析，得到典型的ＢＰＩ图，如图１。从总离子流图谱
直观比较可以发现，有一些谱峰在四组之间存在着
明显的差异。

３．２　各组血浆样本代谢产物差异的图谱模式识别
通过分析主要得到 Ｓｃｏｒｅ图和 Ｌｏａｄｉｎｇ图。

Ｓｃｏｒｅ图能够显示样品在坐标图中的关联性，相似
的样本会聚在一起，有差异的样本会分开分布在不
同的区域，即Ｓｃｏｒｅ图能够将存在代谢差异的实验
组样本进行分类。Ｌｏａｄｉｎｇ图可以找出对分类贡献
的成分，离原点越远的成分对分类贡献越大，这些成
分可被认为是干扰正常生理代谢的潜在生物标志

物。从图２可以很直观地看出，两组间明显的分为

两个的部分，同一组间很好聚集在一起。通过对

Ｌｏａｄｉｎｇ图（图３）的分析，找到了对分型贡献较为显
著的 １２ 个 物 质，依 次 为 ｍ／ｚ　５２０．３４，４９６．３４，

５２４．３７，２１２．０２，５２２．３６，５４４．３４，１２０．０８，７６．０７，

９９１．６８，１６６．０８，３０３．２３，２７９．２３。

３．３　潜在生物标志物的鉴定和代谢途径研究
在代谢组学分析过程中，对潜在生物标志物的

鉴定分析是一个至关重要的步骤，潜在生物标志物
对于作用机制和代谢途径的研究意义重大，这也是
代谢组学研究中的难点。对ＰＣＡ聚类Ｌｏａｄｉｎｇ图
中找到的１２个贡献显著的潜在生物标志物，依次采
用ＴＯＦ－ＭＳ精确分子量测定、匹配分子式、数据库
检索、文献对照和标准品确证的方式进行鉴定，结果
见表２。葡萄糖、花生四烯酸、亚油酸在气滞血瘀证
组中显著增高；气阴两虚证组苯丙氨酸、甘氨酸、高
丝氨酸、葡萄糖、磷酸肌酸含量较低；痰阻心脉证组
的葡萄糖含量比气滞血瘀证组高。

图１　各组血浆样品典型的超高效液相色谱质谱四级杆飞行时间质谱
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×痰阻心脉证组　　○气滞血瘀证组　　□气阴两虚证组　　△正常组

图２　各组血浆样本ＰＣＡ聚类Ｓｃｏｒｅｓ图

图３　各组血清样本ＰＣＡ聚类Ｌｏａｄｉｎｇ图

表２　潜在生物标志物鉴定结果

序号 选择离子 精确质量（Ｄａ） 元素组成 鉴定

１ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ５２０．３３９１ Ｃ２６Ｈ５０ＮＯ７Ｐ　 Ｌ－溶血卵磷脂ＬｙｓｏＰＣ［１８：２（９Ｚ，１２Ｚ）］

２ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ４９６．３３９０ Ｃ２４Ｈ５０ＮＯ７Ｐ 溶血磷脂酰胆碱ＬｙｓｏＰＣ（１６：０）

３ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ５２４．３７０７ Ｃ２６Ｈ５５ＮＯ７Ｐ 硬脂酰甘油磷脂酰胆碱

４ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２１２．０１８７ Ｃ４Ｈ１０Ｎ３Ｏ５Ｐ 磷酸肌酸Ｐｈｏｓｐｈｏｃｒｅａｔｉｎｅ
５ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ５２２．３５５２ Ｃ２６Ｈ５２ＮＯ７Ｐ　 Ｌ－溶血卵磷脂ＬｙｓｏＰＣ［１８：１（９Ｚ）］

６ ［Ｍ－Ｈ］－ ５４４．３４００ Ｃ２８Ｈ５０ＮＯ７Ｐ 花生四烯酰基溶血卵磷脂

７ ［Ｍ＋Ｈ］＋ １２０．０７９７ Ｃ１２Ｈ１３ＮＯ４ Ｌ－高丝氨酸Ｌ－Ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅ
８ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ７６．０６６６ Ｃ２Ｈ５ＮＯ２ 甘氨酸

９ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ９９１．６８０９ Ｃ３６Ｈ６２Ｏ３１ 葡萄糖 Ｍａｌｔｏｈｅｘａｏｓｅ
１０ ［Ｍ＋Ｈ］＋ １６６．０８４１ Ｃ９Ｈ１１ＮＯ２ 苯丙氨酸Ｌ－Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ
１１ ［Ｍ－Ｈ］－ ３０３．２２９３ Ｃ２０Ｈ３１Ｏ２ 花生四烯酸

１２ ［Ｍ－Ｈ］－ ２７９．２２９３ Ｃ１８Ｈ３１Ｏ２ 亚油酸
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４　讨论
代谢组学通过特异性的标志物，诊断疾病、确定

病因或通过代谢产物谱推测体内物质变化过

程［４－７］。其优势在于样品获取方便、检测容易，能够
对检测到的小分子化合物进行定性和定量研究，而
这些化合物的上调、下调或许将来可以作为鉴别中
医证候的客观指标。本研究利用代谢组学方法发现
不同证型的冠心病患者的代谢物存在明显差异，这
些代谢物有望成为各证型患者生物标志物。
研究结果显示，与正常组相比，冠心病各组磷脂

代谢、脂肪酸代谢、氨基酸代谢紊乱以及其导致的血
小板聚集明显。在潜在生物标志物中，有众多磷脂
类的物质，如溶血磷脂酰胆碱（ＬＰＣ１６：０）、硬脂酰甘
油磷脂酰胆碱，这说明磷脂代谢紊乱很可能是造成
冠心病代谢异常的主要原因。正常情况下，体内的
花生四烯酸主要是以脂肪酰基的形式储存在质膜磷

脂中，细胞中游离的花生四烯酸浓度几乎为零；当冠
状动脉狭窄造成心肌缺血后，蛋白激酶（ＰＫＣ）通路
被激活，进一步活化了磷脂酶Ａ２（ＰＬＡ２），使得质膜
磷脂的水解加快，磷脂含量降低，另一方面释放产生
的游离花生四烯酸水平升高。花生四烯酸经环加氧
酶前列腺素Ｇ２（ＰＧＧ２）、前列腺素 Ｈ２（ＰＧＨ２）、前列
腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）进一步转化为血栓烷Ａ２（ＴＸＡ２）、血
栓烷Ｂ２（ＴＸＢ２），ＰＧＥ２ 等能够诱发炎症、促进局部血
管扩张，ＴＸＡ２ 及ＰＧＥ２ 能促进血小板凝集、血管收
缩，促进凝血和血栓的形成，造成严重的一系列心血
管疾病［８］。花生四烯酸的代谢异常对心脏的正常功
能有着极大的影响，可导致心脏的收缩力下降，心输
出量减少，甚至可诱发或加重心肌梗死和心绞痛。
本研究结果显示，葡萄糖、花生四烯酸、亚油酸

在心血瘀阻证中显著增高，与文献报道一致［９］。冠
心病气滞血瘀证心肌组织持续缺血、持续疼痛，造成
生理应激，刺激肾上腺皮质、激活交感神经系统，使
血中糖皮质激素和儿茶酚胺增高，致使机体合成代
谢降低，分解代谢亢进，脂肪、糖元分解加快，血糖、
脂肪酸（花生四烯酸、硬脂酸）水平增高。气阴两虚
证组苯丙氨酸、甘氨酸、高丝氨酸、葡萄糖、磷酸肌酸
含量较低，提示氨基酸代谢水平低及能量代谢异常
可能是气虚证的生物标志之一。能量代谢障碍可导
致气血运行不畅，不通而痛，这与“胸痹而痛“及气阴
两虚证气短乏力相一致［１０］。葡萄糖是生物体内新
陈代谢不可缺少的重要物质之一，它参与很多代谢
过程，包括糖代谢、脂代谢等。磷酸肌酸是人体内源

性活性物质，可为ＡＴＰ分子补充能量，后者是细胞
代谢过程中主要的能量来源。痰阻心脉证组的葡萄
糖含量比气滞血瘀证组高，说明痰浊证组比气滞血
瘀证组存在更严重的糖代谢紊乱。痰浊证组脂肪酸
代谢紊乱更明显，脂肪酸代谢途径属于中医“痰浊”、
“湿邪”的范畴，代谢趋势下降引起痰湿之邪蓄积体
内，阻遏脾胃，导致脾胃功能受损，而脾胃功能受损
又进一步可加剧痰湿之邪的蓄积，形成恶性循环。
这些代谢产物与能量代谢、脂质代谢、糖代谢、氨基
酸代谢紊乱密切相关，有望成为冠心病中医辨证分
型的基础物质。
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