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� � [摘要 ] � 目的� 采用 1HNMR结合主成分分析 ( PCA )方法研究高血压病肝阳上亢证患者和健康志愿者的血液成分谱差异,

寻找可能的生物标记物,揭示高血压病肝阳上亢的证候本质。方法 � 根据临床高血压病肝阳上亢证的诊断标准,选择典型病例,

以 1HNMR分析高血压病肝阳上亢证患者和健康志愿者的血液成分, 使用 PCA方法进行模式识别,寻找标记物并做出相关代谢

途径的可能解释。结果� PCA方法处理高血压病肝阳上亢证患者和健康志愿者的血清 1HNMR谱数据显示, 两组 1HNMR谱数据

可以在得分图实现分类,与健康志愿者作比较, 患者机体相关代谢发生显著变化,体内部分氨基酸代谢和葡萄糖代谢明显异于健

康志愿者。结论 � 1HNMR结合 PCA模式识别的代谢组学方法具有研究复杂条件下机体病理生理变化的优势,为理解高血压病

肝阳上亢证的证侯本质和诊断该类病证提供了科学依据。
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[ Abstract] � Objec tive� To apply 1HNMR spec tro scopic ana lysis and pr inc ipal componen ts analysis( PCA ) fo r investiga ting

the d iffe rence o f b lood com position spectrum betw een hypertension pa tients w ith hyperactiv ity o f live r�yang and hea lthy vo lunteers, to

search possib le b iom arker, Reveal the nature o f syndrom e of hyperactiv ity of liver�yang. M ethods� Choose typical cases according

to the c linic d iagno stic cr iter ia fo r liv er�yang hyperactiv ity hype rtens ion, and analysis the components in the b lood o f hype rtens ion in

the pa tients w ith syndrom e o f ascendant hyperactiv ity o f live r�yang and healthy vo luntee rs by 1HNM R. T rack b iom arkers and m ake the

possib le exp lanation of the re levant m etabolic pathways w ith pattern recognition by the PCA m e thod. R esu lts� The da ta from the a�

na lys is by PCA of the serum sam ples of hyper tension in hypertens ion pa tients w ith syndrom e o f ascendant hypera ctiv ity o f liver�yang

and hea lthy vo luntee rs show s that: tw o sets o f data can be c lassified in the score p lo t. The re is sign ificant d iffe rences ex isting be�

tween the tw o groups in term s o f relative m etabo lism of body, especia lly for som e am ino acid m e tabo lism and G luco se m etabo lism.

Conclusion� The m etabonom ics m ethod, 1HNMR com bined w ith PCA pa ttern recogn ition, has advan tag es in study ing pathophys io�

log ica l changes o f the body under the com plicated conditions. The study prov ided ev idences fo r prob ing the essence o f the hype rten�

sion of syndrom e o f ascendant hyperac tiv ity o f liv er�yang and research ing the c linica l d iagnosis o f such d iseases.

[ Key words] � me tabonom ics; nuc learm agnetic resonance spec tro scopy; princ ipal com ponents ana lysis; hypertension; syndrom e

o f ascendant hyperactivity o f liver yang

� � 代谢组学主要研究生物体对外源性物质所引起

的病理生理反应,通过对生物体液和组织中代谢物

的检测和分类,与生物信息进行关联分析,可监测细

胞的化学变化, 从而反映生物体的病理生理变化。

代谢组学的原理和相关技术是研究中医证侯本质的

重要技术平台
[ 1]

,能够从代谢网络终端表象的整体

角度反映生物体的功能水平
[ 2]
, 揭示生物体的病理

生理变化实质和机制
[ 3, 4]
。核磁共振 ( NMR )分析方

法是代谢组学研究中的主要技术之一,适合分离代

谢产物中的复杂成分。本研究采用
1
HNMR结合主

成分分析 ( PCA )方法分析、比较高血压病肝阳上亢

证患者和健康志愿者的血液成分谱差异,寻找高血
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压病肝阳上亢证特征性的代谢组分模式和可能的生

物标记物,揭示高血压病肝阳上亢的证候本质。

1� 材料和方法

1. 1� 实验对象 � 根据 �1999WHO / ISH高血压治疗

指南 的高血压诊断标准 [ 5]
和中医肝阳上亢证的辩

证标准
[ 6]

, 选择知情同意、志愿受试, 经过 2周 !洗

脱期∀后舒张压在 90 ~ 109 mmH g的 2级高血压病

肝阳上亢证患者 17例作为试验组,同时选择无症状

高血压病的健康志愿者 8例,作为对照组,两组在年

龄、性别分布方面无差异 (P < 0. 05)。

1. 2� 试剂和仪器 � 重水 ( D2O )为美国 CIL公司产

品, 2, 2, 3, 3�三甲基甲硅烷基丙酸 ( 3�trimethy lsily l�
[ 2, 2, 3, 3�D4] �propionate, TSP)为美国 A ldrich公司

产品。AVANCE# 600MH z型超导傅立叶变换 NMR

谱仪, 为瑞士 BRUKER公司产品。

1. 3� 血清样品预处理 � 清晨取空腹静脉血, 不抗

凝, 取血清置 - 80 ∃ 冰箱保存 , 精密移取血清

400� ,l加入 600 �l的甲醇, 涡旋混匀 10 m in, 4 ∃ ,

12 000 r /m in,高速离心 2 m in,取上清液, 以氮吹仪

吹干, 加重水 500 �l溶解, 加入适量 TSP作为内标,

取上层清液 550 � l置于 5 mm 核磁管中, 使用

AVANCE# 600MHz型超导傅立叶变换 NMR谱仪

进行测量
[ 7]
。

1. 4� NMR数据采集和处理 � 在超导傅立叶变换

NMR谱仪上调用 cpmgpr1d脉冲序列, 该序列可以

较好地去除血液中大分子的干扰。相关参数如下:

预饱和时间 2 s,谱宽 7 288. 63 H z, 采样点数 64 k,

采样时间 2. 6 s,叠加次数 128次, 循环次数 128次,

并控制温度在 298. 2 K, 自由感应衰减 ( free induc�
t ion decay, FID )信号经过 32 k傅立叶变换转为

NMR谱图。以 TSP为化学位移参考峰位置, 设为

0, 校正化学位移, 对图谱进行相位校正和基线校正,

将 1H谱按默认值, 从 10. 0到 0. 2, 以每段为 0. 04

进行分段并积分, 扣除 4�5 ~ 5处重水中残余 H2O

的影响, 共获得 235个化学位移小段和各化学位移

对应的积分值, 将积分值进行比例换算后, 以 Excel

文件贮存,将这些数据文件采用 M atlab软件进行主

成分分析 ( principa l components analysis, PCA )。

1. 5� 数据分析 � 将存储的数据文件导入 M atlab软

件,经主成分分析,得到得分图 ( score p lo t)和对应的

载荷图 ( load ing plot) , 根据得分图和载荷图的结果

对血清样品的分类; 根据相应的载荷图寻找对分类

贡献较大的变量 (化学位移 ) ,确定两组的共性代谢

物和差异的生物标记物, 将代谢组学技术和中医药

学的研究相结合,尝试阐释中医证候高血压病肝阳

上亢证的生物本质。

2� 结果

2. 1� 高血压病肝阳上亢证患者的血清样品 1
HN�

MR谱 � 高血压病肝阳上亢证病人组血清样品的

典型
1
HNMR谱及其中的部分内源性成分如图 1所

示,由图可见血清中代谢成分主要是葡萄糖、有机

酸、氨基酸和脂类等化合物。

图 1� 高血压病肝阳上亢证病人组

血清样品的典型 1HNMR谱

2. 2� PCA分析 � 对 25例血清样本的
1
HNMR谱分

段积分值的 PCA结果见图 2。由图 2可知, 高血压

病肝阳上亢证组和健康志愿组之间基本无交叉和重

叠,明显分成两类, 除 7号样品处于二类的分界线上

外,其余的样本均能够明显分开,前 2个主成分对数

据信息的贡献率分别是 38. 8% ( PC1)和 22. 0%

( PC2)。

图 2� 高血压病肝阳上亢证组和健康志愿者

组血清样品散点分布图

通过 PCA的载荷图 (图 3) ,高血压病肝阳上亢

证组中脂类化合物 ( 1. 204 8、1. 245 0、1. 285 1)以及

化学位移在 3. 0~ 3. 5左右的葡萄糖和氨基酸的含

量较高,对分类贡献较大。变量分别对应的化学位

移为 3. 333 3、1. 285 1、3. 205 1、2. 891 5、1. 726 9、

1�204 8、1. 245 0、3. 694 8、3. 453 8、3. 373 5的化合
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物,根据
1
HNMR数据,检索代谢组学

1
HNMR化学位

移谱库 (HMDB ), 归属化学位移, 确定相应的代谢

物,分别为脂类、葡萄糖、酪氨酸等。对于高血压病

肝阳上亢组、健康志愿组血清样品
1
HNMR数据中发

生变化的成分,将其化学位移和对应的化合物列于

表 1。

图 3� 主成分分析高血压病肝阳上亢组、

健康志愿组血清样品载荷图

表 1� 高血压病肝阳上亢证代谢标记物

可能化合物 �H

脂类 1. 204 8

脂类 1. 245 0

脂类 1. 285 1

醋酸 1. 726 9

酪氨酸 3. 205 1

未知 2. 891 5

葡萄糖 3. 333 3

葡萄糖 3. 373 5

葡萄糖 3. 453 8

亮氨酸 3. 694 8

2. 3� 代谢物成分的进一步分析 � 在无症状高血压

病健康志愿者血清样品的
1
HNMR谱中也可以发现

很多内源性的代谢产物, 如氨基酸和脂肪酸。这些

化学成分在两个组的血清样品中含量存在较在差

别,根据其含量差异可对两组进行区分。这些化学

成分存在于人体的多个生化过程中, 比如能量代谢、

脂类代谢和氨基酸代谢, 所以其代谢组氢谱图可以

作为化学指纹谱用来描述高血压病肝阳上亢证内源

代谢产物的变化。对于未能指认化学位移所对应的

化合物,尚需要其他手段进一步鉴别。

3� 讨论

本研究运用代谢组学技术,血清样品的
1
HNMR

谱 PCA结果发现: %高血压病肝阳上亢证组和健康
志愿者组在积分值散点图中呈聚类分布, 两组基本

分开,对 PC1和 PC2进一步分析发现, 与空白组相

比, 高血压病肝阳上亢证患者体内代谢物存在明显

差异,说明血清代谢组学分析能够反映证候之间的

差异,代谢组学技术是开展中医证候研究的重要平

台。 &从两组血清样品的
1
HNMR谱中发现氨基酸

有明显差异,推测高血压病的发生可能与氨基酸代

谢异常相关,初步推断具有差异的几种氨基酸可能

为高血压病肝阳上亢证的疾病标记物,高血压病肝

阳上亢证生理学基础为外周交感一肾上腺髓质功能

亢进,主要病理环节是外周血浆去甲肾上腺素 ( NE )

和肾上腺素 ( E )含量显著增高, NE、E是酪氨酸在酪

氨酸羟化酶 ( TH )的作用下合成
[ 8]

, 酪氨酸代谢异

常,可能成为高血压病肝阳上亢证的表现。这些发

生变化的代谢物可作为高血压肝阳上亢证大的生物

标记物进行深入研究。 ∋ 高血压病伴发糖尿病, 这

在临床上非常常见,本实验通过发现高血压病肝阳

上亢证患者存在葡萄糖代谢的异常, 也证明了高血

压病伴发糖代谢异常,这对临床诊断高血压病肝阳

上亢证以及预防高血压伴发糖尿病均具有重要的意

义
[ 9]
。氨基酸、葡萄糖及脂类化合物参与体内重要

的代谢,与三羧酸循环能量代谢、糖降解及脂肪代谢

算什么密切相关, 这些内源性成分的改变提示人体

内相关代谢功能的异常, 这与已知的生物病征是相

一致的。分析这些内源性代谢物及其含量的变化,

可揭示中医病证的生物学本质。(本研究应用

NMR和主成分分析的方法研究高血压病肝阳上亢

证, 通过对高血压病肝阳上亢病人和健康志愿者血

清样品的分析和模式识别, 显示该方法能够区分高

血压病肝阳上亢病人和健康志愿者血清样品。尽管

在高血压病肝阳上亢病人和健康志愿者各自组内,

血清成分存在个体差异, 在一定程度上造成了两组

样本的交叉, 但从 PCA的得分图可以看出, 两组样

本基本能够分开,且类别清晰、明确。这也体现模式

识别在代谢组学研究中的重要意义。

本工作有利于深入认识和理解高血压病肝阳上

亢证的本质,同时为该类疾病的临床诊断和治疗研

究提供依据,血清代谢组学分析能够较好地反映高

血压病肝阳上亢证的代谢特征, 基于 NMR结合模

式识别的代谢组学方法是一个可用于研究复杂条件

下机体病理生理状态变化, 揭示中医症候本质的强

有力工具。
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1� 病历

患者,男, 44岁, 因肝炎肝硬化于 2009�9�25日
来我院就诊,肝脏 B超显示低密度病灶建议肝脏 CT

增强扫描, 当日 9: 03在我院放射科行 CT 增强扫

描,以 3 m l/s的速度静脉推注碘海醇注射液 100 m l

(通用电气药业有限公司, 规格: 35 mg: 100 m ,l批

号: 10961189), 注射完毕后约 1 m in出现眼睛红肿,

视力模糊,胸闷, 恶心呕吐,呼吸困难,随后出现肢端

和口唇紫绀。考虑为过敏性休克, 立即肌肉注射盐

酸肾上腺素 1 mg、地塞米松 5 mg, 吸氧 4 L /m in,并

紧急送抢救室, 建立两条静脉通路, 给予心电监护,

静滴氢化可的松注射液、羟乙基淀粉 40氯化钠注射

液、盐酸多巴胺注射液控制休克、应用甘露醇注射液

预防脑水肿, 2 h后患者神志清醒,生命体征基本正

常,病情基本康复。

2� 讨论

本例患者既往曾多次在我院行肝脏 CT增强扫

描,用药后无任何不适反映,此次用药后出现视力模

糊和过敏性休克,考虑为碘海醇所致的严重不良反

应。

� � 碘海醇为一种非离子型水溶性造影剂, 常用于

各类临床造影检查。其常见不良反应为轻度的感觉

异常如热感或暂时性的金属味觉; 胃肠道和过敏样

反应少见, 重度不良反应和致死性反应非常罕

见
[ 1~ 3]
。由于碘过敏试验的预试验对其所引起的过

敏反应预测准确性极低, 以及预试验本身也可能导

致严重的过敏反应,因此不建议用预试验来检测碘

过敏试验反应
[ 2]
。本例患者既往用此药无任何不

适反应,而这次却出现了严重不良反应。这提示我

们在使用碘海醇时,不能以往因曾用此药安全而掉

以轻心,同样要密切观察患者的反应。造影剂过敏

反应一般在用药后立即发生, 但也存在延迟发生的

过敏反应,因此对病人在造影后 24 h内应重点监

护, 做好急救准备。
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