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冠心病痰浊证与气虚证的代谢组学研究

程$鹏$陈泽奇$王东生

摘要$目的$运用代谢组学研究方法探讨冠心病痰浊证与气虚证的中医分型与其代谢产物之间的关

系! 方法$选取冠心病患者
G$

例"其中痰凝心脉证组
%:

例"心气虚弱证组
!=

例! 应用气相色谱"质谱联

用仪
M&L+N

#

O1E JF/4A1P4O/1QF

#

A1EE EQ-JP/4A-P-/

#

J4AQ0P-/

"

M&L+N

$测定两种中医证型的冠心

病患者血清内源性代谢物" 并分析其代谢谱之间的差异! 结果$共扫描
#""

多个色谱峰"将得到的色谱图

与质谱库进行匹配鉴定"最终得到准确定性的化合物
>G

个!

+&)/--

分析结果显示"痰浊证及气虚证患者

可被有效区分开"鉴别这两种证型贡献值最大的化合物为丝氨酸"其次为缬氨酸%

!

羟基丙酸等! 对两种证

型代谢物量进行比较"发现痰浊证丝氨酸%

!

"羟基丙酸显著高于气虚证组#

R S"

!

"$

$! 结论$冠心病中医

证型在代谢组学方面的差异"为冠心病的中医证候研究提供了基础"提示代谢组学技术可能成为中医辨证分

型的新研究手段!

关键词$代谢组学&冠心病&痰浊证&气虚证
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D/4A-

$$冠状动脉粥样硬化性心脏病$

J4/4I1/2 1PF-/4

#

EJ5-/4PBJ DBE-1E-

!

&98

%是一组由遗传和环境等多

种因素相互作用所致的慢性心血管疾病!简称冠心病

$

J4/4I1/2 F-1/P DBE-1E-

!

&U8

%!在我国的发病率

和病死率呈逐年攀升!且呈年轻化趋势!是严重危害人

类生命健康的常见病) 代谢组学$

A-P1.4I4ABJE

%

是后基因时代兴起的一门新的学科!它主要是通过运

用系统研究手段!分析生物体在受到刺激干扰后!对其

代谢物进行定性定量的研究'

#

(

) 本研究采用基于气
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%技术的代谢组学

方法分析冠心病痰浊证及气虚证辨证分型的物质基

础!为冠心病的中医辨证分型提供客观依据)

资料与方法

#

$诊断标准

#

!

#

$西医诊断标准$冠心病的诊断标准#以

'0D_BI

%

E

法'

!

(经桡动脉或股动脉行冠状动脉造影!多

角度*多体位投照) 根据美国心脏病学会
#;:$

年分

段分类标准!病变至少在两个
Z

线投影位置上均能看

到冠状动脉分支*段狭窄
!$"b

!具有诊断意义'

%

(

)

#

!

!

$中医诊断标准$参照+中华人民共和国中

医药行业标准中医病证诊断疗效标准,

'

>

(

!选取其中

!

型!痰凝心脉证#胸闷或如物压&心胸作痛!脘痞!心

悸!恶心欲呕!口黏!纳少或咳嗽吐痰!体胖!肢体沉重!

倦怠乏力!喘促!唇色淡!苔白腻!脉沉滑或弦滑&心气

虚弱证#心胸隐痛!反复发作!胸闷气短!活动后加重!

心悸易汗!倦怠乏力!神疲懒言!面色 白!舌暗淡或有

齿痕!苔薄白!脉弱或结代)

!

$纳入及排除标准$纳入标准#年龄
%"

&

="

岁&

符合上述冠心病西医诊断及中医诊断标准) 排除标

准#经查实由其他疾病引起的心绞痛!如先天性心脏

病*心肌病*梅毒*风湿热等&有疑似冠心病症状及心

电图表现!但冠脉造影检查示冠脉狭窄
S$"b

者&食

管*胃疾病所致胸痛者&合并肝*肾*造血系统等严重

疾病&合并甲亢*重度神经官能症*更年期症候群者&

妊娠期及哺乳期妇女&过敏体质患者&中医其他证型

及资料不全者)

%

$一般资料$选取
!"#"

年
#

-

:

月在湘雅医院

心内科住院治疗并接受冠状动脉造影检查确诊冠心病

的患者!经中医辨证为痰凝心脉证及心气虚弱证) 中

医辨证分型由
!

名主治以上职称的医师判定入组) 冠

脉造影由导管室专业医师完成!常规选择途径为经桡

动脉或股动脉!左冠状动脉投照不少于
>

个体位!右冠

状动脉投照不少于
!

个体位!如有必要需加做其他体

位) 冠状动脉狭窄程度及病变支数由湘雅医院心血管

介入科两名以上高级职称医生共同判定!出具报告单)

共收集患者
G$

例!其中痰凝心脉证组
%:

例!心气虚

弱证组
!=

例)

>

$研究方法

>

!

#

$标本收集$采取患者空腹肘静脉血
>

&

$ Ac

! 抗凝!置于高速离心机内
% """ /LABI

离心

#$ ABI

!取上清液置于"

="

'冰箱保存)

>

!

!

$试验方法

>

!

!

!

#

$样品预处理$人体血浆样品从 "

="

'

低温冰箱取出后常温下解冻融解!取
#"" !c

置入离

心管!加入
$" !c

十七酸甲醇溶液$内标!

# AOLAc

%!

再加入
%$" !c

甲醇以除蛋白!涡旋
# ABI

!离心

$

#G """ / LABI

!

>

'%

#" ABI

!取上清液
>"" !c

置入

进样瓶!真空挥干) 加入
!" AOLAc

甲氧胺吡啶溶液

$" !c

混匀!

:"

'下肟化
# F

后加衍生试剂
7

!

K

#双

$三甲基硅烷基%三氟乙酰胺和三甲基氯硅烷$

<N),9

加
#b )+&N

%

#"" !c

混匀!

:"

'水浴反应
# F

后涡

旋混匀!取
# !c

进样)

>

!

!

!

!

$

M&L+N

检测条件$气相色谱条件#

9OB

#

5-IP 8<

#

$+N

熔融石英毛细管柱$

%" A

(

"

!

!$ AA

(

"

!

!$ !A

%&进样口温度
!="

'&载气为
U-

&柱流速

#

!

"" AcLABI

&分流比
#"

)

#

&进样量
# Ac

) 气相色谱

柱升温程序见表
#

) 质谱条件#电离方式为标准
@(

源&电子能量
:" -3

&离子源温度
!""

'&接口温度

!$"

'&质量范围 $

AL^

%

%$

&

="" 1A0

&扫描间隔

"

!

! ELEJ1I

! 电子倍增器电压
"

!

;" _3

)

表
#

$气相色谱柱升温程序

开始时间

$

ABI

%

升温速率

$'

LABI

%

结束时间

$

ABI

%

最终温度

$'%

保持时间

$

ABI

%

"

*

"" " >

*

"" :" >

>

*

"" = %!

*

:$ %"" "

%!

*

:$ " %$

*

:$ %"" %

$

$数据处理及统计学方法$采集各个样品的图

谱信息!应用岛津
M&+N

#

WR!"#"

自带
M&

#

+N R4E

#

P/0I 9I152EBE

软件进行处理!得到各峰的峰面积!所

得质谱图与
7(N)"$

质谱库进行匹配鉴定!定性物质

并得出定量值!采用
A1P51. :

!

$

软件编写的
+4IP-

&1/54 P/-- 1QQ/41JF

$

+&)/--

%程序进行模式识别

分析!得到分类图和变量贡献值) 根据各个变量贡献

值的高低!确定可能的生物标志物) 两种证型代谢物

量以
`

+

E

表示!组间比较采用
P

检验)

R S"

!

"$

为差

异有统计学意义)

结$$果

#

$痰浊证*气虚证的总离子流图$图
#

*

!

%$图
#

为痰浊证组
M&L+N

总离子流色谱图!图
!

为气虚证组

M&L+N

总离子流色谱图) 扫描范围为
%$

&

="" AL^

!

纵轴为相对峰强度!横轴为保留时间!共扫描
#""

多

个色谱峰!同一色谱峰下可包含多个化合物) 从图

#

*

!

的总离子流图可以看出组间内源性代谢物的

差异)
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图
#

$痰浊证总离子流色谱图

图
!

$气虚证总离子流色谱图

!

$血浆代谢物的定性*定量分析$表
!

*

%

%$共

扫描
#""

多个色谱峰!将图信息处理后得到各峰峰面

积!将所得的质谱图与质谱库进行匹配鉴定!对血浆中

的小分子物质进行定性及定量分析!最终得到能准确

定性的化合物
>G

个!包括了脂类*糖类和氨基酸类

等!并得出这
>G

种物质的定量数值) 对两种证型代

谢物量进行比较!发现痰浊证丝氨酸*

!

"羟基丙酸明

显高于气虚证组$

R S"

!

"$

%)

%

$两组样品分布散点图$图
%

%$应用
+&)/--

对两组样本数据进行分析处理!得到样本分布散点图

$

EJ4/- Q54P

%!三维数据轴
7c+#

*

7c+!

*

7c+%

代表

%

种主成分) 图
%

样品分布散点图显示!说明二者之

间的代谢组存在显著差异!可明显地将痰浊证和气虚

证区分开)

>

$血浆代谢物对鉴别两种证型的分类贡献值图

$图
>

%$有
>G

种血浆代谢物对鉴别痰浊证和气虚证

有贡献!其贡献值如图
>

)

:

种代谢物峰值最高的是

丝氨酸!其他依次为缬氨酸*

!

羟基丙酸*花生四烯酸

甲酯*果糖*胆固醇*乳酸)

讨$$论

&U8

是临床的常见病*多发病) 科学研究者们一

直致力于发现一种既客观简便又经济无创的诊断冠心

病的方法)

7BJF45E4I '?

工作组于
#;;;

年率先提

出代谢组学概念'

$

(

!并提出运用代谢组学技术建立无

创诊断冠心病方法'

G

(

!为冠心病的诊断指明了新的方

向) 代谢组学作为一门新的技术!是研究随时间的变

化!生物体系的代谢途径改变的一种技术!或通过考察

生物体系受扰动或刺激后$如将环境变化*药物干预

或某个特定的基因变异%其代谢产物发生的变化'

#

(

)

表
!

$两组代谢物鉴定结果

编号 代谢物 保留时间$

ABI

%

#

乳酸
=

*

!=%

!

羟基乙酸
=

*

G!G

%

缬氨酸
=

*

;">

>

丙氨酸
;

*

#:=

$

甘氨酸
;

*

G";

G !

#羟基丁酸
;

*

:"!

:

甲基丙二酸
;

*

:G:

=

草酸
#"

*

"#>

; !

#羟基丙酸
#"

*

#>=

#"

亮氨酸
#"

*

%>=

## %

#羟基丁酸
#"

*

>!!

#!

异亮氨酸
#"

*

:="

#%

尿素
#!

*

#;G

#>

丝氨酸
#!

*

%!>

#$

磷酸
#!

*

G%G

#G

甘油
#!

*

G$%

#:

苏氨酸
#%

*

"#"

#=

甘油酸
#%

*

G>;

#;

苹果酸
#G

*

%!!

!"

焦谷氨酸
#G

*

=>:

!# !

!

%

!

>

#三羟基丁酸
#:

*

#G#

!!

木糖醇
#;

*

=!;

!%

甘油磷酸酯
!"

*

%>>

!>

柠檬酸
!#

*

#!=

!$

甘露糖
!#

*

>$>

!G

肉豆蔻酸
!#

*

$:%

!:

果糖
!#

*

=":

!=

半乳糖
!#

*

;;%

!;

葡萄糖
!!

*

#:=

%"

棕榈酸甲酯
!!

*

G#;

%#

吡喃葡萄糖
!%

*

#$"

%!

$

;@

%#

;

#十六烯酸
!%

*

=#;

%%

棕榈酸
!>

*

"=#

%>

肌醇
!>

*

$%"

%$

亚油酸甲酯
!>

*

GG;

%G

油酸甲酯
!>
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$$注#与心气虚弱证比较!

"

R S"

!

"$

中医证型的区分主要依据.有诸内!必形诸于外/

的思想!通过四诊合参形成对疾病症状和体征的认识)

国内学者认识到代谢组学方法在中医药研究中的广泛

前景!将代谢组学技术更深入地应用到中医证型的客

观化研究中'

:

!

=

(

) 目前冠心病的分型标准不一!不同

时期*不同类型的诊断标准不同!不利于提高冠心病的

中医诊疗水平) 代谢组学是从整体角度来看待人体复

杂的生命现象!这与中医的思维方式相一致!通过将不

$$注#

#为气虚证型&

$为痰浊证型

图
%

$

+&)/--

样品分布散点

图
>

$

>G

个变量$血浆代谢物%对分类的贡献值

同证型的特定疾病分为不同组进行代谢组学研究!分

析其代谢物的不同变化!找出区分不同证型的分子标

志物!这将有助于中医辨证分型的客观化研究) 因此

本研究均采用单证型'

;

(

!与既往研究中的复合证型比

较!能在更大程度上将各证型的代谢物区分开!从而找

出区分不同证型的分子标志物'

#"

!

##

(

)

本研究基于
M&L+N

技术对冠心病痰浊证及气虚

证患者的血浆进行代谢组学分析!得到色谱图与质谱

库进行匹配鉴定!准确定性了
>G

种化合物!运用
+&

#

)/--

模式进行识别分析!发现痰浊证和气虚证患者可

以被较好地区分!并且得到鉴别这两种证型贡献值最

大的化合物为丝氨酸!其次为缬氨酸*

!

羟基丙酸等&

将痰浊证*气虚证
>G

种代谢物质定量值进行比较!发

现痰浊证血浆中的丝氨酸*

!

"羟基丙酸含量显著高于

气虚证!该结果与
+&)/--

的分类贡献值比较!结果

十分吻合) 本研究结果表明!丝氨酸*

!

"羟基丙酸等

差异化合物均可能为鉴定冠心病痰浊证和气虚证两种

证型的生物标志物) 上述结果说明!利用
+&)/--

建

立的两种证型的数学模型参数与临床中医症状有显著
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相关性!提示代谢组学所检测的体内小分子化合物可

能正是潜在的区分中医证型的物质基础)
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中医药科研设计与
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论文写作培训班"下#$在福州成功举办

!"#>

年
##

月
;

'

#"

日中国中西医结合杂志社在福州举办了(

!"#>

中医药科研设计与
N&(

论

文写作培训班#下$)! 本次会议包括科研设计及论文发表经验两部分内容! 会议特邀中国科学院院

士陈可冀教授%香港浸会大学中医药学院卞兆祥教授%中国中医科学院西苑医院副院长史大卓教授%

福建中西医结合研究院副院长彭军教授%中国中医科学院广安门医院李光熙教授%中国中医科学院心

血管病研究所副所长徐浩教授%温州医科大学附属第二医院郑国庆教授%广东省中医院吴大嵘教授%

长青藤编辑中国区编辑主任张科宏博士%福建医科大学公共卫生学院流行病与卫生统计系何保昌博

士%

&FBI-E- '40/I15 4V (IP-O/1PB\- +-DBJBI-

副编审郭艳编辑等介绍及分享科研设计及论文发表经

验! 本次会议设学员提问和专家点评环节"专家就学员临床科研%论文写作及发表过程中常见的问题

进行针对性解答"开拓了学员思维"分享实战经验"受到广大中医药%中西医结合科研工作者的一致好

评"培训现场气氛热烈"提问踊跃"学员们均反馈收获很大!

&FBI-E- '40/I15 4V (IP-O/1PB\- +-DBJBI-

于
#;;$

年创刊"由国家中医药管理局主管"中国中

西医结合学会及中国中医科学院主办"

!"#>

年最新影响因子为
#

!

>"#

"在
!!

本国际
&9+

领域杂志

排名
##

位!

!"#>

年本刊再次入选(

!"#>

年中国最具国际影响力学术期刊)"排名第
$G

位"本刊国

际影响力指数
&(

指数为
#%$

!

%$;

"国际他引总引频次
G:G

次"国际他引影响因子
#

!

%!:

"标志着本刊

的国际影响力不断提高! 中国中西医结合杂志社自
!"#%

年先后在北京%南京主办中医药科研设计与

N&(

论文写作培训班"以期进一步提高我国中医%中西医结合医疗科研人员的
N&(

论文写作能力!


