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摘要$目的$观察慢性浅表性胃炎"

.H13I=. >JK-1L=.=<4 @<>M1=M=>

#

&NO

$脾气虚及脾胃湿热证患者尿

液代谢组学变化#为两种中医证型的科学辨证提供依据% 方法$分别收集
&NO

脾气虚证&脾胃湿热证患者

"各
#"

例$和健康志愿者"

#"

名$的尿液进行核磁共振氢谱"

K13M3I IJ.4-<1 /<@I-M=. 1->3I<I.- >K-.

#

M13>.3KP

#

#

F
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$检测#综合采用多变量统计学方法中主成分分析"

K1=I.=K<4 .3/K3I-IM <I<4P>=>

#

Q&R

$&偏最小二乘判别分析"

K<1M=<4 4-<>M >SJ<1- T=>.1=/=I<IM <I<4P>=>

#

QUN

#

,R

$ 及单变量统计分析

方法测定相关代谢标志物的含量% 结果$

QUN

#

,R

显示#脾气虚证&脾胃湿热证患者及健康志愿者尿液代谢

状态可相互区分#在脾气虚证患者和健康志愿者尿液中共筛选得到谷氨酸&甲硫氨酸&

!

"酮戊二酸&二甲基

甘氨酸&肌酐&牛磺酸及葡萄糖
C

种差异代谢产物'在脾胃湿热证患者和健康志愿者尿液中筛选得到
!

"羟

基丁酸&氧化三甲胺&牛磺酸&马尿酸
E

种差异代谢产物'在脾气虚证和脾胃湿热证患者中筛选得到岩藻糖&

"

"羟基丁酸&丙氨酸&谷氨酸&甲硫氨酸&琥珀酸&柠檬酸&肌酐&葡萄糖&乳酸及马尿酸
##

种差异代谢产物%

结论$

&NO

脾气虚证与脾胃湿热证患者的代谢差异主要体现在糖代谢&脂类代谢&氨基酸分解代谢方面#基

于#

F

#

6+G

的代谢组学技术可用于临床不同中医证型的分类研究%

关键词$慢性浅表性胃炎'脾气虚证'脾胃湿热证'代谢组学'核磁共振氢谱'尿液
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$$慢性浅表性胃炎$
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!

&NO

%是胃黏膜上皮受到各种致病因子!如药物'微

生物'毒素和胆汁返流等反复侵袭而发生的慢性浅

表性持续性的炎症性病变(

#

)

* 现代医学认为!

&NO

的发病因素主要与幽门螺杆菌$

F-4=.30<.M-1 KP431=

!

FK

%感染'自身免疫机制'胃黏膜损伤因子持续存在'

年龄因素及遗传因素等密切相关!其中
FK

感染是

&NO

发生的重要原因之一(

!

)

* 临床上
&NO

的中医

证型分布较多! +中药新药临床研究指导原则 $试

行%,

(

%

)将其分为
$

个证型!包括肝胃不和证'饮食停

滞证'脾胃湿热证'寒热错杂证及脾胃虚弱证* 目前!

国内有学者采用代谢组学方法对慢性胃炎湿热证患者

的唾液进行初步分析!发现湿热蕴脾证患者白氨酸'苯

丙氨酸'丙酸盐等物质含量与正常组比较有明显差

异(

E

)

* 也有学者采用蛋白组学方法对
&NO

脾虚与脾

胃湿热证患者物质能量代谢基因差异表达进行比较!

结果表明!不同中医证型患者体内脂类'蛋白质'核酸'

糖类'微量元素和能量代谢存在明显的差异(

$

)

* 但目

前尚未见采用代谢组学的方法研究
&NO

不同证型体

内物质代谢的报道*

核磁共振氢谱$

K13M3I IJ.4-<1 /<@I-M=. 1->3

#

I<I.- >K-.M13>.3KP

!

#

F

#

6+G

%代谢组学是通过分

析核磁共振谱图中不同化学位移的色谱信号!获取海量

的数据信息!并利用生物信息学及各种数学方法对数据

分析处理!寻找规律!推断相应代谢物水平的高低!从而

得到体内代谢组的总体信息的过程(

8

)

* 近年来!代谢组

学已在中医证型'中医疾病诊断'中药复方及其配伍理

论'中药活性成分筛选'中药作用机制及中药毒性评价

等中医药现代研究领域得到广泛应用!并显示出巨大的

应用价值(

C

!

:

)

* 本研究以两个较常见的
&NO

中医证型

脾气虚证和脾胃湿热证为切入点!结合#

F

#

6+G

代谢组

学技术!分别对相应患者的尿液进行检测分析!并通过

与正常人群比较!观察
&NO

脾气虚证及脾胃湿热证患

者机体内源性代谢产物的差异!以期进一步进行数据挖

掘分析!寻找引起代谢差异的相关通路!为从系统生物

学水平探讨中医-证.的本质及临床诊断治疗
&NO

疾

病提供客观依据*

资料与方法

#

$诊断标准$

&NO

西医诊断标准参照中华医学

会消化病学分会
!"""

年
$

月井冈山会议-全国慢性

胃炎研讨会共识.的标准制定(

9

)

* 中医脾胃湿热证和

脾气虚证辨证分型标准参照+中药新药临床研究指导

原则,$试行%标准制定(

%

)

*

!

$纳入与排除标准$纳入标准#$

#

%符合上述诊

断标准并经胃镜检查$

#!

个月内有效%确诊为
&NO

!

中医辨证属脾气虚证'脾胃湿热证&$

!

%年龄
#: b 8"

岁&$

%

%口腔黏膜正常&$

E

%患者知情同意* 排除标准#

肝'胆'胰及肠道器质性病变'胃黏膜糜烂'肠化生'不

典型增生'胃息肉'消化性溃疡'胃癌'糖尿病'结缔组

织及精神病等全身性疾病者*

%

$一般资料$

!"

例均为
!"#!

年
9

月/

!"#%

年
8

月广州中医药大学第一附属医院内科门诊的

&NO

患者!均未合并其他严重疾病!生化指标未见明

显异常* 其中中医辨证为脾胃湿热证
#"

例!男性

E

例!女性
8

例!年龄
!" b $C

岁!平均 $

%C

!

E$

%

E

!

%!

%岁&病程
"

!

$ b:

!

"

年!平均$

!

!

:$

%

"

!

!%

%年*

辨证为脾气虚证
#"

例!男性
$

例!女性
$

例!年龄

#9 b$9

岁!平均$

%8

!

#!

%

$

!

E!

%岁&病程
# b#!

年!平

均$

%

!

#$

%

"

!

#$

%年* 另于广州中医药大学教职工及

学生中招募
#"

名健康志愿者作为正常对照组!其中男

性
$

名!女性
$

名!年龄
#9 b$$

岁!平均 $

%$

!

!E

%

E

!

#!

%岁*

%

组性别'年龄及脾胃湿热证与脾气虚证

患者病程比较!差异无统计学意义$

Q c"

!

"$

%*

E

$主要仪器与试剂$

71J`-1 R2R6&; # $""

+F\

全数字化超导核磁共振谱仪!瑞士
71J`-1

公司&

&)#EG,

高速冷冻离心机!上海天美科学仪器有限公

司&

$ //

核磁管!美国
*(U+R, UR7 OURNN

&叠氮

化钠$

6<6

%

!

99

!

9d

%!广州瑞舒生物科技有限公司&

重水 $

,

!

B

!

99

!

9d

!含
"

!

"$ WM5d )NQ

#

T

E

%!美国
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公司*

$

$标本收集$收集上述人员中段尿液!并于

E

&'

% $"" 1D/=I

离心
#" /=I

!取上清液!置于"

!"

&

冰箱保存备用* 待全部尿液收集完成后!室温下解冻!

取
E"" $U

尿液置离心管中!加入
!"" $U

磷酸缓冲液

$

"

!

! /34DU 6<

!

FQB

E

b "

!

! /34DU 6<F

!

QB

E

!

KF

C

!

E

!用重水配制%!静置
!" /=I

后
E

&'

% $"" 1D/=I

离心
#" /=I

!取上清液
$"" $U

移入
$ //

核磁管中!

待测下述指标*

8

$

6+G

数据采集$实验温度恒定为
!9: a

!采

用含有预饱和的
#,

#

6B;N[

脉冲序列压制水峰!总回

波时间
!I%e#"" />

* 为使采样后的磁化矢量完全

恢复到热平衡态!弛豫延迟时间为
E >

&检测谱宽为

#" aF\

!混合时间
"5 #$ >

!自由感应衰减$

L1-- =I

#

TJ.M=3I T-.<P

!

^(,

% 信号累加次数
#!:

次!采样点

数
8E `

*采用线宽为
"

!

% F\

的指数窗函数进行傅里

叶变换* 运用软件
+->MG-63]< 8

!

#

$

+->M1-4<0

G->-<1.H N5U

!

N<IM=<@3 T- &3/K3>M-4<

!

NK<=I

%

对所获图谱进行手动相位和基线校正后!参照
)NQ

$

&"

!

"

%对#

F

#

6+G

谱的化学位移进行定标*

C

$

6+G

数据分析及统计学方法$按
&"

!

"#

等

间隔在
&"

!

$ b9

!

$

区域分段积分!将所得数据转换为

RN&((

文件输出至
;?.-4 !""C

$

+=.13>3LM (I.5

!

7-4

#

4-]J-

!

*R

%中进行下一步处理* 为消除饱和水峰时

引起的谱线差异及由于尿素与溶剂交换质子后发生的

部分饱和转移造成的尿素信号差异! 将区域

&E

!

E: b$

!

9:

设为
"

积分段* 各分段积分值进行归一

化处理后乘以
#" """

导入
N(+&R

#

Q #!

!

"

$

V/-M

#

1=.> R7

!

V/-<

!

NW-T-I

%!经
Q<1-M3

标度化预处

理后!进行主成分分析$

K1=I.=K<4 .3/K3I-IM <I<4P

#

>=>

!

Q&R

%及偏最小二乘判别分析 $

K<1M=<4 4-<>M

>SJ<1- T=>.1=/=I<IM <I<4P>=>

!

QUN

#

,R

%!分析结

果以得分图$

>.31- K43M

%和载荷图$

43<T=I@ K43M

%表

示* 采用
M

检验比较各代谢物组间差异!

Q f"

!

"$

为

差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组尿液#

F

#

6+G

图谱分析$图
#

%$脾气虚

证和脾胃湿热证
&NO

患者尿液中的代谢物差异主要

体现在氨基酸类'有机酸类和酮体等物质含量的不同*

代谢谱峰的归属主要依据化学位移值'峰列分情况及

耦合常数! 参考
FJ/<I +-M<0343/- ,<M<0<>-

$

F+,7

%'

aP3M3 ;I.P.43K-T=< 3L O-I-> <IT O-

#

I3/->

$

a;OO

% 及
+;)U(6

$

HMMK>

#

DD/-M4=I5

>.1=KK>5-TJD=IT-?5KHK

%等数据库及相关文献报道以

确定最终的化合物结构*

$$注#

R

为
&NO

脾气虚证组&

7

为正常对照组&

&

为
&NO

脾胃湿热证组

图
#

%各组尿液#

F

#

6+G

图谱分析

!

$

#

F

#

6+G

图谱模式识别分析$图
!

'

%

!表
#

%$

本实验使用多变量统计分析中的
Q&R

及
QUN

#

,R

对

脾气虚组'脾胃湿热组及正常对照组尿液#

F

#

6+G

图

谱进行模式识别分析*

%

组样本代谢物主成分$

K1=I

#

.=K<4 .3/K3I-IM

!

Q&

%积分值大致沿
M

(

#

)轴可见一

定的分组趋势!但总体分组效果不佳!各组组内样本存

在一定差异!表现为部分样本相对离散!尤其脾胃湿热

组样本组内差异较大* 为寻找
&NO

脾气虚和脾胃湿

热证患者的代谢差异物质!进一步进行
QUN

#

,R

分

析!各得分图结果表明!

%

组样本沿
M

(

#

)轴可见明显

的分组趋势!提示不同组别之间存在代谢产物的差异*

为验证模型的预测能力!保证模型正确!采用
C

倍交叉

验证法对
QUN

#

,R

模型的可靠性进行验证!结果表

明!本研究具有较高的可靠性*

%

$与
&NO

相关潜在生物代谢标志物鉴定$表
!

%

本文采用
QUN

#

,R

模型中变量重要性投影$

]<1=<04-

=/K31M<I.- =I K13Z-.M=3I

!

2(Q

%参数评价潜在的生物

标志物* 选取
2(Q c#

的差异变量!再采用
M

检验对筛

选出的差异变量进行验证* 按照上述原则!最终在

&NO

脾气虚证患者和正常对照组尿液中筛选得到
C

种差异代谢产物!在
&NO

脾胃湿热证患者和正常对

照组尿液中筛选得到
E

种差异代谢产物!而在
&NO

脾气虚证和脾胃湿热证患者中筛选得到
##

种差异代

谢产物!结果表明!不同证型的
&NO

患者存在机体代

谢差异性*

表
#

%

QUN

#

,R

模型参数

QUN

#

,R

模型
G

!

X

$

.J/

%

G

!

[

$

.J/

%

_

!

$

.J/

%

&NO

脾气虚证患者
b

正常对照
"

'

%!9 "

'

98$ "

'

:%#

&NO

脾气虚证患者
b&NO

脾胃湿热证患者
"

'

%E" "

'

9%# "

'

CE#

&NO

脾胃湿热证患者
b

正常对照
"

'

!:9 "

'

9"! "

'

8C#
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$$注#

R

为得分图!

7

为荷载图&正常对照组$

!

%!

&NO

脾气虚组$

"

%!

&NO

脾胃湿热组$

#

%

图
!

%

%

组尿液代谢物
Q&R

分析得分图及荷载图

$$注#

R

为
&NO

脾气虚证患者$

"

%与正常对照组$

!

%得分图&

7

为
&NO

脾胃湿热证患者$

#

%与正常对照组 $

!

%得分图&

&

为

&NO

脾气虚证患者$

"

%与
&NO

脾胃湿热证患者$

#

%得分图

图
%

%

%

组尿液代谢物
QUN

#

,R

分析得分图

表
!

%与
&NO

相关潜在代谢标志物

代谢物
化学位移

$

&

%

脾气虚与正常对照组

Q ^&

脾气虚与脾胃湿热组

Q ^&

脾胃湿热与正常对照组

Q ^&

岩藻糖
#

'

!%

$

T

%

D D "

'

""% "

'

E% D D

"

"羟基丁酸
#

'

!$

$

T

%

D D "

'

"": "

'

8# D D

!

'

E$

$

M

%

D D "

'

"": "

'

E# D D

!

"羟基丁酸
#

'

%8

$

>

%

D D D D "

'

"#" "

'

$8

丙氨酸
#

'

$"

$

T

%

D D "

'

"!$ "

'

EC D D

谷氨酸
!

'

#%

$

/

%

"

'

"%C "

'

E8 "

'

"%" "

'

E! D D

甲硫氨酸
!

'

#E

$

>

%

"

'

"E% "

'

$% "

'

"%$ "

'

E: D D

!

'

#8

$

/

%

"

'

"%C "

'

%9 "

'

"%E "

'

%! D D

琥珀酸
!

'

E%

$

>

%

D D "

'

""E "

'

$% D D

!

"酮戊二酸
!

'

EE

$

M

%

"

'

"#C "

'

%" D D D D

%

'

"!

$

M

%

"

'

"!: "

'

$: D D D D

柠檬酸
!

'

88

$

T

%

D D "

'

"E8 !

'

8! D D

二甲基甘氨酸
!

'

9#

$

>

%

"

'

"E! "

'

8% D D D D

肌酐
%

'

"$

$

>

%

"

'

""C "

'

E9 "

'

"EC "

'

$9 D D

E

'

"C

$

>

%

"

'

""C "

'

$C D D D D

氧化三甲胺
%

'

!8

$

>

%

D D D D "

'

"!! "

'

C"

牛磺酸
%

'

E!

$

M

%

"

'

"!9 !

'

#8 D D "

'

""% "

'

%C

葡萄糖
%

'

:8

$

/

%

"

'

"#C #

'

8" "

'

"%9 "

'

:E D D

马尿酸
%

'

9C

$

T

%

D D D D "

'

"E" #

'

!$

C

'

$8

$

M

%

D D D D "

'

"E" #

'

9#

C

'

88

$

M

%

D D "

'

"#" E

'

#! D D

C

'

:E

$

T

%

D D "

'

"": E

'

:$ "

'

"!" !

'

8:

乳酸
E

'

#:

$

S

%

D D "

'

"!$ "

'

E! D D

$$注#

>

# 单峰!

T

# 双峰!

M

# 三重峰!

/

# 多重峰!

S

# 四重峰&

^&

# 前一组相对于后一组含量的倍数变化
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讨$$论

本研究结果表明!与正常对照组比较!脾气虚证患者

尿液中牛磺酸'葡萄糖含量升高!而谷氨酸'甲酸氨酸'二

甲基甘氨酸'肌酐'

!

"酮戊二酸含量降低!提示脾气虚证

患者存在氨基酸分解代谢异常'三羧酸循环抑制*

谷氨酸代谢异常与中枢疲劳有关(

#"

)

!脾气虚证患

者尿液谷氨酸含量降低!与该证型临床多表现为神疲

懒言'体倦乏力的证候相一致* 甲硫氨酸是一碳循环

中的重要代谢物(

##

)

!甘氨酸在氧化/抗氧化平衡中具

有重要作用(

#!

)

!尿液中甲硫氨酸'二甲基甘氨酸含量

降低!反映氨基酸分解代谢异常*

!

"酮戊二酸是三

羧酸循环的中间产物(

#%

)

!其变化异常表明脾气虚证存

在三羧酸循环代谢抑制*

另外!本研究结果表明!与正常对照组比较!脾胃

湿热证患者尿液中马尿酸含量升高!而氧化三甲胺'牛

磺酸'

!

"羟基丁酸含量降低!提示脾胃湿热证患者存

在脂类代谢异常!并伴随肠道环境改变*

牛磺酸是胆汁酸盐的重要组成部分!后者参与脂

肪的消化过程!脾胃湿热证患者尿液中牛磺酸降低可

能是机体脂质代谢失调的一种表现(

#E

)

* 马尿酸来自

于消化道微生物产生的腐败产物(

#$

)

!氧化三甲胺与肠

道菌群的代谢有关(

#8

)

!脾胃湿热证患者尿液中马尿

酸'氧化三甲胺含量的异常反映了肠道微生物菌群的

失调* 现代医学认为!肠道菌群与宿主和外环境间存

在相互依赖'相互制约的统一关系* 正常情况下!肠道

菌群为宿主提供刺激免疫功能'消化吸收'三大营养物

质的合成及防御疾病等生理作用!而宿主则为肠道菌

群提供生存条件* 这一平衡系统受到破坏时!肠道菌

群会在种类'数量和定位上出现异常改变!人体就会出

现腹泻'便秘'消化不良等症状* 这与付肖岩等(

#C

)的

研究结果-慢性腹泻脾胃湿热证与脾虚证患者存在不

同的肠道菌群失调.相一致*

此外!本研究发现
&NO

脾气虚证与脾胃湿热证

患者存在较大的代谢物差异!主要体现为脾气虚证患

者尿液中岩藻糖'葡萄糖'琥珀酸'乳酸'肌酐'

"

"羟

基丁酸'丙氨酸'谷氨酸'甲硫氨酸含量明显较低!而柠

檬酸'马尿酸含量明显较高!提示上述两种中医证型主

要存在糖代谢'脂类代谢及氨基酸代谢的差异*

岩藻糖是由岩藻糖苷酶参与含岩藻糖基的糖蛋白'

糖脂等生物活性大分子的分解代谢产物* 于淑芬(

#:

)研

究表明!胃十二指肠系统伤害作用的主要化学保护物质

是岩藻糖蛋白!它由胃黏膜细胞分泌并存在于胃黏液

中* 已知胃溃疡患者胃液'血浆及尿液中岩藻糖含量降

低* 本研究中!脾气虚证患者尿液中岩藻糖含量较湿热

证患者低!这可能与脾气虚证病史较长!慢性炎症症状

明显相关* 乳酸是糖酵解过程中由葡萄糖无氧降解而

成(

#9

)

!柠檬酸'琥珀酸是三羧酸循环的中间产物!三羧

酸循环是机体获得能量的主要方式!结合与正常对照组

结果比较!可以看出!脾气虚证存在有氧代谢和无氧酵

解失衡!出现糖代谢紊乱*

"

"羟基丁酸是脂肪酸在肝

脏中
"

"氧化后的中间代谢产物(

!"

)

!是肝脏输出能源

的一种形式!其含量降低提示脂类代谢水平低下* 脾气

虚证患者尿液中丙氨酸'谷氨酸'蛋氨酸含量均较脾胃

湿热证低!提示其氨基酸分解代谢水平低下!蛋白合成

不足* 肌酸与机体能量代谢密切相关!脾气虚证患者尿

液肌酐含量的减少亦提示其整体代谢水平低下*

本研究基于#

F

#

6+G

研究
&NO

不同中医证型的

尿液代谢组学!

QUN

#

,R

结果表明脾气虚证'脾胃湿热

证患者及健康志愿者间尿液代谢产物可以两两区分!

不同证型间存在各自独特的代谢特点!提示代谢组学

分析技术可运用于临床不同中医证型的分类研究!同

时为科学辨证提供依据*
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