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摘要：以 !1溴代苯乙酮为衍生化试剂，十 七 酸 为 内 标 物，建 立 了 糖 尿 病 患 者 血 浆 中 游 离 脂 肪 酸（ <<=）代 谢 谱 分 析

法，实现了 $ 种主要 <<= 及 $ 种微量 <<= 的定 量 分 析。用 此 方 法 分 析 了 (& 位 临 床 糖 尿 病 患 者 的 血 浆 <<= 代 谢

谱，并通过线性判别分析（>*=）对气虚和气阴两 虚 两 种 中 医 虚 证 进 行 了 关 联 分 析，正 判 率 为 ,’. *?。逐 步 判 别 分

析结果表明，花生四烯酸（@!"/ ’ ）和油酸（@#%/ # ）承载了这两种虚证的重要信息，可作为 潜 在 的 标 志 物。利 用 代 谢 组

学技术研究血浆 <<= 代谢谱与中医虚证的 相 关 关 系 对 规 范 证 候 临 床 诊 断，提 高 中 医 药 诊 疗 体 系 的 可 信 度 与 可 重

复性具有重要意义。
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- - 代谢组学是后基因组时代一个最具挑战性的研

究领域，涉及分析科学、数学、计算机应用、模型建立

等诸多方面的研究内容，在药物研发及疾病诊断等

领域潜力 巨 大 并 发 挥 着 越 来 越 重 要 的 作 用［#］。 通
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过代谢物谱 分 析 将 微 观 物 质 变 化 与 宏 观 病 症 相 联

系，寻找相关标志物是疾病分型、诊断、治疗的基础，

也是代谢组学要解决的重大问题［!，#］。采用代谢组

学技术，通过对糖尿病病证相关的特定代谢物进行

分析、判断，能够帮助人们深入地理解病变过程及机

体内物质的代谢途径和代谢状况［$，%］。

& & 中医辨证施治在疾病预防及治疗上具有一定特

色和优势，其 中 证 候 学 说 是 中 医 辨 证 论 治 的 精 髓。

中国国家食品药品监督管理局颁布的《 中药新药治

疗糖尿病的临床研究指导原则》中指出糖尿病中医

证候诊断主要分为 % 种证型：阴虚热盛证，湿热困脾

证，气 阴 两 虚 证，阴 阳 两 虚、血 瘀 水 停 证，血 瘀 脉 络

证［’］，其中 气 虚、阴 虚、阳 虚、热 盛、血 瘀、湿 及 湿 热

等基本证候特征是中医诊断及个性化治疗的基础。

以证候基本特征为研究对象，通过代谢组学技术获

得微观层次上的实验指标，探求其与中医证候的内

在联系，对于规范证候临床诊断和疗效评价，提高中

医药诊疗体系的可信度与可重复性具有重要意义。

& & 游 离 脂 肪 酸（!!"）是 生 物 体 内 重 要 的 营 养 和

代谢产物，对调节生物体内各项生理和生物功能起

重要作用，近年来国内外针对 !!" 在糖尿病发生发

展中的代谢异常及其与胰岛素抵抗相关关系开展了

部分工作［( ) *］，但 结 合 中 医 证 候 学 说 的 研 究 较 少。

我们利用代谢组学技术 探 讨 !!" 与 中 医 虚 型 的 关

系，为中医辨证科学化和定量化提供一些依据。本

文采用柱 前 衍 生 化 的 高 效 液 相 色 谱 法（#$%&）［+,］

测定了 (% 位临床糖尿病患者（ 气虚 !" 例，阴虚 !!
例，气阴两虚 !% 例）血浆 !!" 代谢谱，结合多变量

统计分析方法，从中医证候的虚证入手进行关联分

析，找 到 了 与 气 虚、气 阴 两 虚 两 种 证 型 相 关 的 标

志物。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

& & "’()*+, +!,, 型 高 效 液 相 色 谱 系 统，配 备

-+#’%& ./0 可 变 波 长 紫 外 检 测 器；.())(12 制 水

系统购自美国 .())(345* 公司；6$66+’- , 软件。

& & !!" 标准品：棕榈酸（&+’. , ）、肉豆蔻酸（&+$. , ）、

十七酸（&+(. , ）、硬脂酸（&+". , ）、油酸（&+". + ）、亚油酸

（&+". ! ）、!1亚 麻 酸（ !1&+". # ）、"1亚 麻 酸（ "1&+". # ）、二

十二碳六烯酸（&!!. ’ ）、++，+$ 1二十碳二烯酸（&!,. ! ）、

花生四烯酸（&!,. $ ）、二十碳五烯酸（&!,. % ）购自美国

6(’78 公司；!1溴代苯乙酮、三乙胺、冰醋酸、三氯乙

酸、石油醚（’, / *, 9）、丙酮等试剂为分析纯，乙腈

为色谱纯，均 购 自 天 津 科 密 欧 化 学 试 剂 有 限 公 司；

.())(12 超纯水。

! ! #" 实验过程

! ! # ! !" 色谱条件

& & /8,*5: 6;77*,5; &+" 色 谱 柱（!%, 77 0 $ < ’
77，% !7）；柱温 %% 9；流动相：" 相为乙腈，= 相

为纯水；梯 度 条 件：" 相 起 始 为 ($>，$, 7(+ 升 至

"$>，%, 7(+ 升 至 *%>，保 持 ’ 7(+；流 速 为 +- ,
7% ? 7(+；进样量 !, !%；检测波长 !$! +7。十七酸

作为内 标 物，配 制 成 ! ’ ? % 丙 酮 溶 液；+! 种 待 测

!!" 混 合 标 准 溶 液 中 !1&+". # 、"1&+". # 、&!!. ’ 、&+$. , 、

&+". ! 、&+’. + 、&+’. , 、&+". + 、&!,. ! 、&+". , 质 量 浓 度 为 ,- ,$
’ ? %，&!,. % 、&!,. $ 质量浓度为 ,- ,!$ ’ ? %。

! ! # ! #" 样品采集与处理

& & (% 份血浆样本来自天津中医药大学附属医院，

按中医 虚 证 分 为 气 虚 !" 例、阴 虚 !! 例、气 阴 两 虚

!% 例。样本在使 用 前 置 于 ) (, 9 冰 箱 冷 冻 保 存。

将血浆样本室温解冻，精 密 量 取 ,- % 7% 血 浆 于 +,
7% 离心管中，加入内标十七酸 溶 液 %, !%，三 氯 乙

酸 +,, !%，混合液中加入石油醚 ! 7%，涡旋振荡 %
7(+，在 +! ,,, 5 ? 7(+ 速率下离心 +, 7(+，小心取出

上清液。重复提取 # 次，合并上清液，将提取液用高

纯氮气吹干，加入 !1溴代苯乙酮（!, ’ ? %）+,, !% 和

三乙胺（!% ’ ? %）%, !%，试 管 加 塞 密 封，混 合 摇 匀，

于 "% 9水浴加热 $% 7(+，冷却至室温，加入乙酸溶

液（+, ’ ? %）+,, !%，于 "% 9 水 浴 加 热 % 7(+，氮 气

吹干，用 + 7% 石油醚溶解、,- !! !7 滤膜过滤后立

即进行测定。实验所用玻璃器皿均事先用丙酮漂洗

并烘干，以防止有外来的 !!"（ 如肥皂中的 !!"）等

干扰。

#" 结果与讨论

# ! !" 血浆 ""# 的 $%&’ 分析

& & 空腹血浆 !!" 浓度升 高 与 糖 尿 病 患 者 胰 岛 素

抵抗（ @A）有 着 重 要 关 系，高 浓 度 !!" 可 能 通 过 影

响胰岛素信 号 传 导 通 路，导 致 胰 岛 素 抵 抗［++］，因 此

对临床糖尿病患者血浆 样 本 !!" 进 行 分 析 是 脂 质

组学的一项重 要 内 容。由 于 !!" 的 紫 外 吸 收 区 一

般在 +*% / !,’ +7，对其直 接 测 定 给 溶 剂 选 择 带 来

较大的局限性。参考文献［+,］的方法，我们以 !1溴
代苯乙酮为衍生化试剂，十七酸为内标物，建立了糖

尿病 患 者 血 浆 !!" 代 谢 谱 分 析 法。 图 + 为 血 浆

!!" 的 #$%& 谱 图，根 据 标 准 品 对 色 谱 峰 进 行 鉴

定。从图 + 中 可 见 糖 尿 病 患 者 血 浆 中 &!,. $ 、&+". ! 、

&+’. + 、&+’. , 、&+". + 、&+". , 等 !!" 的含量较高，此外还含

有其他 一 些 微 量 !!"。 结 果 表 明，上 述 ’ 种 主 要

·"$%·
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!!" 及 ! 种微量 !!" 在 "! #$% 达到基线分离。其

中分离难点 主 要 集 中 在 !&’#$% & 与 !&’#$% & 这 对 异 构

体，以及 ’#!% ’ 和 ’#$% # 上。实验表明，低于 #" ’’’ 塔

板 ( # 的柱效很难使其达到基线分离。

图 !" 糖尿病患者血浆 !!" 的 #$%& 谱图

!’() !" #$%& *+,-./0-(,/. -1 23/4./ !!"4
1,-. 5’/670’* 2/0’7804

( )*+,-：# . ’)’% " ；) . "&’#$% & ；& . !&’#$% & ；* . ’))% ! ；" . ’#*% ’ ；! .

’)’% * ；+ . ’#$% ) ；$ . ’#!% # ；, . ’#!% ’ ；#’ . ’#$% # ；## . ’)’% ) ；/0. ’#+% ’ ；

#) . ’#$% ’ .

表 !" !# 种 !!" 方法学的考察（! $ %）

9/637 !" :70+-5 ;/3’5/0’-8 1-, !# 1,77 1/00< /*’54（! $ %）

!!"
)1*2$-$3%

（405）( 6
4*7*+8+9$:$8;
（405）( 6

4*23<*1; (
6

4*=1*--$3%
*>?+8$3%

’)’% " # . )& ! . #, #’) . ’ ! - &# . ")" . ’ . ’’!
"&’#$% & # . #$ ! . ,# ,$ . * ! - $ . ’"" . ’ . ’’)
!&’#$% & # . &! + . #! ," . ) ! - #’ . $! " . ’ . ’’*
’))% ! # . &$ + . $, ,* . ! ! - " . ’, " . ’ . ’##
’#*% ’ # . &# " . !* ,! . # ! - #’ . ++" . ’ . ’’*
’)’% * # . ’+ " . #) #’’ . # ! - )" . "’" . ’ . ’’"
’#$% ) ) . ") & . +" ,+ . $ ! - + . """ . ’ . ’’#
’#!% # # . #! )* . +, ,& . ) ! - $ . &," / ’ . ’’,
’#!% ’ # . ’$ #’ . #* #’) . $ ! - #+ . +," . ’ . ’’,
’#$% # ’ . ,+ " . ,& #’) . " ! - ! . *)" . ’ . ’’#
’)’% ) # . #& & . "’ ,$ . $ ! - + . )$" . ’ . ’’&
’#$% ’ # . ,’ #) . &* ," . $ ! - * . $," . ’ . ’’#

( "：8@* #+-- 23%2*%81+8$3% 3A !!"-（ = ( B）；!：8@* 7*+, +1&
*+ 1+8$3 3A !!"- +%C ’#+% ’ .

# ) #" 方法学考察

( ( 精密度实验是将同一样本的衍生产物连续进样

" 次，!!" 峰面积的相对标准偏差（405）的范围为

’ . ,+6 0 )1 ")6（ 见表 #）。

( ( 方法的重复性是将同一样本按照 #1 )1 ) 节所述

方法 平 行 处 理 " 份，分 别 测 定，计 算 其 峰 面 积 的

405。结果发现除 了 ’#!% # 外 其 他 !!" 的 重 复 性 均

在可接受范围内（ 见表 #）。’#!% # 重复性不好可能是

由于衍生 化 反 应 过 程 中 各 种 !!" 存 在 竞 争 反 应。

对 ’#!% # 单独进行衍生，重复性为 "1 ,*6。

( ( 回收率考察是在 ’1 " #B 空白样本中加入 $ "=

的 !!" 混 合 溶 液，重 复 测 定 " 次，回 收 率 范 围 为

,&1 )6 0 #’)1 $6（ 见表 #）。

( ( 在 !!" 的定量线性范围（# 0 #’ #= ( B）内具有

良好的线性关系，平均线性相关系数 #) 2 ’ . ,,*。

( ( 该方法各项参数均满足生物样本的测定要求。

图 #" !# 种 !!" 在中医气虚和气阴两虚判别分析中的散点图

!’() #" =*/007, 23-04 -1 !# !!"4 1,-. >’?571’*’78*<
/85 >’ /85 @’8?571’*’78*< 2/0’7804

# ) &" 病例分析及数据处理

( ( +" 份血浆 样 本 按 中 医 虚 证 分 为 气 虚 )$ 例、阴

虚 )) 例、气阴两虚 )" 例，其中气虚是糖尿病虚证初

期，而气阴两虚是较重阶段，阴虚处于两者之间［#)］。

实际血浆样 品 经 过 前 处 理、衍 生 化 及 色 谱 测 定，对

#) 种 !!" 与 十 七 酸 峰 面 积 的 比 值 进 行 数 据 分 析。

本文在数据处理过程中综合考察了代谢组学常用的

数据处理模式［#&，#*］，利用 0)00 软件，通过线性判别

分析（ :$%*+1 C$-21$#$%+%8 +%+:;-$-，B5"）和逐步判

别分 析（ -8*7D$-* C$-21$#$%+%8 +%+:;-$-，05"）函

数模块对得到的 !!" 原始数据进行处理。

( ( 首先从差异性较大的气虚和气阴两虚两种情况

入手通过 B5" 模 块 对 整 体 !!" 数 据 进 行 分 析，结

果见表 )，正判率为 ,*1 &6。图 ) 是运用 B5" 模块

对上述两种中医证型中 #) 种 !!" 进行分析所得到

的散点图，可以看出两种中医证型样本具有明显的

分类结果。通过 数 据 分 析 可 以 看 出 血 浆 中 !!" 含

量在糖尿病代谢异常的发生和发展过程中产生了明

显的变化，与中医证候之间有着紧密的相关性。通

过 05" 模块对原始数据进行处理，结果表明 ’)’% * 和

’#$% # 对中医证型的分类影响较大，用 B5" 模块对这

两个 变 量 分 析 所 得 结 果 见 表 &，总 体 正 判 率 达 到

,’1 !6，具有统计学意义（$ 3 ’1 ’"）。比较两种判别

结果可看出，’)’% * 和 ’#$% # 与全体 !!" 的判别结果相

差不大，说明这两种 !!" 承载了两种中医证候的重

要信息。实验 结 果 与 ’)’% * 具 有 刺 激 人 体 胰 岛 分 泌

·,*"·



色 谱 第 !" 卷

胰岛素，调节胰岛分泌物对葡萄糖的响应以及影响

胰岛的功能等生 理 作 用 存 在 一 致 性［#$］。利 用 不 同

中医证型患者的 !!%& ’ 和 !#"& # 的相对浓度绘图，通过

判别函数画线将两种中医证候区分开，结果见图 (。

从图 ( 中可看出，气虚和气阴两虚这两种中医证型

分布在判别函数的两侧，表明这两种 ""# 对于糖尿

病中医证候诊断具有重要意义，可作为潜在的标志

物辅助中医诊断的规范化和标准化。与此同时，我

们也尝试了对 ( 种虚证同时进行分型，其总体正判

率为 )*+ ($，( 种 证 型 之 间 存 在 交 叉，不 能 很 好 区

分。这也提示我们对于中医证候的复杂体系仅凭一

类化合物很难将所有证型进行区分，需要多类指标

的综合评价。

图 !" !#$% & 和 !’(% ’ 对中医气虚和气阴两虚判别分析散点图

"#$% !" &’())*+ ,-.)/ .0 !#$% & (12 !’(% ’ 0+.3 4#52*0#’#*1’6

(12 4# (12 7#152*0#’#*1’6 ,()#*1)/

表 #" ’# 种 ""8 中医证候线性判别分析结果

9(:-* #" !-(//#0#’()#.1 .0 9!; /612+.3*/ :6 <=8 3*)>.2 ?/#1$ ’# 0+** 0())6 (’#2/

%&’()&*+,-.) /*012 314,2’ 5*6 5*6 &’7*).-8’9 13 :-(9’;-7-’.7< 5*6 &’7*).-8’9 13 :- 1.9 =-.(9’;-7-’.7< >-0 &10-*
:-(9’;-7-’.7< !" !, # *) 6 ’$

:- 1.9 =-.(9’;-7-’.7< !$ ! !( *! 6 %$
/*012 ?-0 &10-* *’ 6 ($

表 !" !#$% & 和 !’(% ’ 中医证候线性判别分析

9(:-* !" !-(//#0#’()#.1 .0 9!; /612+.3*/ :6 <=8 3*)>.2 ?/#1$ !#$% & (12 !’(% ’

%&’()&*+,-.) /*012 314,2’ 5*6 5*6 &’7*).-8’9 13 :-(9’;-7-’.7< 5*6 &’7*).-8’9 13 :- 1.9 =-.(9’;-7-’.7< >-0 &10-*
:-(9’;-7-’.7< !" !) ! *! 6 *$

:- 1.9 =-.(9’;-7-’.7< !$ ( !! "" 6 %$
/*012 ?-0 &10-* *% 6 )$

!" 结论

- - 将代谢组学与中医证候诊断相结合，以定性定

量的方式探索中医“ 证”的诊断和评价指标，对于促

进中医诊疗 的 客 观 性 及 规 范 化 具 有 重 要 的 现 实 意

义。在今后的工作中，我们将选取更多的化合物作

为研究对象，在辨证论治的基础上，从多角度深入系

统地研究糖 尿 病 中 医 证 候 与 代 谢 物 含 量 的 相 关 关

系，为揭示疾病机理以及推动中医辨证规范化提供

一条现实可行的途径。
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