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奶牛酮病的血浆代谢组学分析
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摘　要：应用生物核磁共振技术结合主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析法（ＯＰＬＳＤＡ）分别分析奶牛

在患有临床酮病和亚临床酮病时内源性代谢产物的变化，研究酮病对奶牛代谢过程的影响，寻找差异表达的代谢

物。运用１Ｈ核磁共振（１ＨＮＭＲ）技术获得临床酮病组、亚临床酮病组与健康对照组３组奶牛血浆代谢组谱。所

采集的数据经过模式分析获得差异代谢物。结果显示：临床酮病组、亚临床酮病组与健康对照组相比，差异性代谢

物均为２３个，其中临床酮病组６个表达上调，１７个表达下调；而亚临床酮病组１３个表达上调，１０个表达下调。临

床酮病组与亚临床酮病组相比，差异性代谢物为２８个，其中４个表达上调，２４个表达下调。结果表明 １Ｈ ＮＭＲ谱

结合模式识别分析技术能有效获得区别奶牛临床酮病和亚临床酮病的差异代谢物，并全景式地揭示了酮病发生过

程中机体发生的广泛代谢紊乱，为今后深入探究酮病发生机理和新的防治策略奠定了基础。
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　　奶牛酮病（ｋｅｔｏｓｉｓ）是一种原发性或继发性且多

发于奶牛泌乳早期的营养代谢性紊乱疾病［１，２］。通

常是由于奶牛产后大量泌乳和／或能量物质摄入不

足所致的能量负平衡不能有效缓解，而促发酮病［３］。

当奶牛血糖过低时，机体动员体脂以补充能量［４］。

部分分解的脂肪在肝脏中转化为酮体（即乙酰乙酸、

β羟丁酸和丙酮），从而导致血液中酮体含量过多。

一旦奶牛体内新陈代谢和内分泌系统不能调节能量

负平衡，酮体则会加速产生且无法被机体清除，从而

发生酮病［５］。酮病最主要的临床特征是厌食、精神

沉郁和机能障碍等［２５］。酮病因造成奶牛生产性能、

繁殖性能下降［４］，给奶牛场带来巨大损失，而受到奶

牛养殖业的高度重视。

代谢组学是研究机体内有关药物毒性、疾病发

展进程和基因功能的代谢特征的系统分析方法。它

可以对特定的生物样品进行全面的、低分子量的分

子定量分析［６］。目前，常用的代谢组学技术包括：核

磁共振（ＮＭＲ）、气相色谱质谱联用（ＧＣＭＳ）、液相

色谱质谱联用（ＬＣＭＳ）和代谢物芯片等
［７］。在这

些技术中，ＮＭＲ技术在临床研究中具有明显的优

势。第一，它可以直接对血清、血浆或尿液进行检

测，避免了样品的特别预处理；第二，ＮＭＲ的数据

库已经确定了许多小分子代谢物［８］。通常应用１Ｈ

ＮＭＲ光谱结合多元统计进行疾病分析，以便获得

新的特征性生物标识物，为揭示发病机理和识别疾

病提供了新方法［９］。

尽管已有许多关于人、鼠的代谢病方面的代谢

组学研究报道［９１２］，但是有关奶牛酮病的代谢组学

相关研究很少［１３］，并且将奶牛酮病分成临床酮病、

亚临床酮病血浆代谢组学的研究报道也尚未发现。

因此，本试验首次应用１Ｈ ＮＭＲ技术探讨临床酮

病、亚临床酮病血浆代谢组学的变化，为深入探究奶

牛酮病发生的新机制和寻求新的生物标示物奠定基

础。

１　材料与方法

１．１　动物选择和分组

在黑龙江省密山市某千头奶牛场，选取产后７

～２１ｄ、２～３胎的８０头奶牛。其中２４头为临床酮

病组（ＣＫ），３３头为亚临床酮病组（ＳＫ），２３头为对

照组（Ｃ）。动物选取标准：ＣＫ组奶牛产后表现出明

显的酮病临床症状和血浆β羟丁酸（ＢＨＢＡ）浓度＞

１．６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ＳＫ组奶牛产后无明显酮病临床

表现和血浆ＢＨＢＡ浓度＞１．２０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１；Ｃ组奶

牛产后无任何临床症状和血浆ＢＨＢＡ浓度＜１．００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
［１４１５］。奶牛饲喂围产期全混合日粮

（ＴＭＲ），其组成：精料８～９ｋｇ，青贮１７～２０ｋｇ，以

优质干草为主、干草３．５～４ｋｇ，脂肪３００～４００ｇ。

其日粮营养水平：ＤＭ５５．６０％、粗蛋白１６％、产奶净

能７．３３ＭＪ·ｋｇ
－１ＤＭ、脂肪５．６０％、ＮＤＦ３９．１０％、

ＡＤＦ２０．３０％、钙１８０ｇ、磷１１６ｇ。

１．２　样品采集和检测指标

清晨空腹采集奶牛尾静脉血液样本１０ｍＬ，立

即在室温下３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。将上清液

等分到ＥＰ管中（每管１ｍＬ血浆），并贮存于－８０℃。

记录动物的临床参数和测定血浆理化指标。临床参

数包括年龄、胎次、泌乳量、血糖、β羟丁酸，见表１。

表１　试验牛的临床资料和理化指标的状况 （狓±狊）

犜犪犫犾犲１　犆犾犻狀犻犮犪犾犱犪狋犪犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊犻狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犮犪狋狋犾犲（狓±狊）

因素

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

临床酮病组

ＣＫ

亚临床酮病组

ＳＫ

对照组

Ｃ

数量 Ｎｕｍｂｅｒ ２４ ３３ ２３

产后时间／ｄＰｏｓｔｐａｒｔｕｍｄａｙｓ １３±５ １４±４ １６±４

年龄Ａｇｅ ３±２ ３±１ ３±２

胎次Ｐａｒｉｔｙ ２±１ ２±１ ２±１

泌乳量／（ｋｇ·ｄ
－１）Ａｖｅｒａｇｅｄａｉｌｙｍｉｌｋｙｉｅｌｄ ２４．８２±６．１２ ２４．１２±５．４１ ２３．０９±５．０８

血糖／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）Ｇｌｕｃｏｓｅ １．８０±０．７１Ａ ２．７２±０．５４Ｂ ３．６８±０．３６Ｃ

β羟丁酸／（ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）ＢＨＢＡ ２．６１±０．４９Ａ １．２４±０．３４Ｂ ０．７４±０．６７Ｃ

同行数据后所标字母相异表示差异显著（犘＜０．０５），所标字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ

ｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）

８６６１



　１０期 孙玲伟等：奶牛酮病的血浆代谢组学分析

１．３　
１犎犖犕犚的血浆代谢轮廓

取３组奶牛的血浆样本室温下解冻，每份血浆

４００μＬ等分试样混合１７０μＬ重水。血浆样品４℃

１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取５００μＬ上清液置

于５ｍｍ核磁共振管。在 ＶａｒｉａｎＵｎｉｔｙＩｎｏｖａ６００

ＭＨｚ超导核磁共振谱仪上记录所有的１Ｈ ＮＭＲ

谱。一 维 谱 录 使 用 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ

（ＣＰＭＧ）序列
［１６１７］与自旋弛豫延迟２．１ｓ和光谱宽

度为８０００Ｈｚ。

１．４　统计分析

应用ＳＰＳＳ软件（ＳＰＳＳ公司，芝加哥，ＩＬ，美国）

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ（单因素方差分析）对奶牛血浆理

化指标进行统计分析。整个研究过程中，阈值犘值

设定为０．０５。

所有谱图在进行傅立叶变换时均乘以增宽因子

为１Ｈｚ的指数窗函数以提高信噪比。所有的１Ｈ

ＮＭＲ谱和基线校正均使用 ＴｏｐＳｐｉｎ软件（Ｖ３．０

ＢＲＵＫＥＲＢＩＯＳＰＩＮ，德国）人工处理。根据文献

［１１］，血浆样品的１Ｈ ＮＭＲ谱图，以乳酸在１．３３

ｐｐｍ（ｐｐｍ应为×１０
－６，本文仍按惯例保留）处的双

峰定标。然后，积分区间为９．０～０．５ｐｐｍ，积分间

距为０．００２ｐｐｍ。去掉６．５０～５．４０ｐｐｍ处的尿素

峰和５．３９～４．３５ｐｐｍ包含残余的水峰，以消除基

线的影响。最后，集成和优化数据作进一步的分析。

标准化的数据导入ＳＩＭＣＡＰ＋软件（Ｖ１１．０

ＵｍｅｔｒｉｃｓＡＢ，Ｕｍｅａ，Ｓｗｅｄｅｎ）进行多元统计分析。

主要包括主成分分析法（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡ

ｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析（Ｏｒ

ｔｈｏｇｏｎａｌＰａｒｔｉａｌＬｅａｓｔＳｑｕａｒｅｓＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡｎａｌ

ｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）。

首先应用ＰＣＡ 分析１Ｈ ＮＭＲ血浆代谢物信

号，以比较的方式显示数据集的内部结构，并降低数

据的维数，判断组间的差异性［１８１９］。根据ＰＣＡ分析

结果，将３组血浆ＮＭＲ数据进行ＯＰＬＳＤＡ分析。

ＯＰＬＳＤＡ在代谢组学研究中的判别能力优于简单

独立建模级类推法等方法［２０］。其中Ｒ２Ｘ 、Ｒ２Ｙ和

Ｑ２ 是所建模型的质量评价指标。分析模型的优化

程度用Ｒ２Ｘ参数描述，表示Ｘ的总变异；用交叉核

实参数Ｑ２ 描述模型的累积预测程度，表示预测结

果的真实性。

之后，通过 ＯＰＬＳＤＡ获得的每一个积分段所

代表的代谢物，确定不同组间差异性代谢成分。其

次，根据皮尔森相关系数显著性差异检测（Ｐｅａｒｓｏｎ＇ｓ

ＰｒｏｄｕｃｔＭａｎｅｎｔＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）确定相关

系数ｒ。最后，根据相关系数确定３组样品代谢物

差异性表达变化。

２　结　果

２．１　动物的临床信息分析

收集ＣＫ、ＳＫ和Ｃ组的临床数据，而揭示其中

的某些生化差异（表１）。３组奶牛的年龄、胎次、泌

乳量彼此间无显著性差异（犘＞０．０５）。但３组之间

血液中ＢＨＢＡ和血糖浓度彼此间有显著性差异（犘

＜０．０５）。

２．２　血浆样品的
１犎犖犕犚谱

所有常见的代谢产物的１ＨＮＭＲ 信号，如酮

体、氨基酸、有机酸和碳水化合物，根据以往的出版

物进行分配［１６］。通过对比３组间差异峰的强度，鉴

定的内源性化合物包括大量的酮体、氨基酸物质、有

机酸、碳水化合物和脂蛋白等。提取有用的信息后

进行多元统计分析，包括ＰＣＡ和ＯＰＬＳＤＡ分析。

２．３　多元统计分析

为了建立一个所有组间的全景比较，需要进一

步分析所有的 ＮＭＲ光谱。首先进行主成分分析，

从而获得ＰＣＡ的２个主成分（ＰＣ１与ＰＣ２），对１Ｈ

谱图贡献的总贡献率为７７．０％（ＰＣ１与ＰＣ２分别为

６０．４％和１６．６％）。得分图每一个点代表一个样

品。在图１中，所有组的ＰＣＡ得分图显示 Ｒ２Ｘ＝

０．７７１％，Ｑ２＝０．６５８。

△．临床酮病组（ＣＫ）；□．亚临床酮病组（ＳＫ）；○．对照

组（Ｃ）

△．Ｃｌｉｎｉｃａｌｋｅｔｏｓｉｓｇｒｏｕｐ（ＣＫ）；□．Ｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｋｅｔｏｓｉｓ

ｇｒｏｕｐ（ＳＫ）；○．Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ）

图１　基于３组的血浆
１犎犆犘犕犌犖犕犚获得的犘犆犃得分

图

犉犻犵．１　犘犆犃狊犮狅狉犲狊狆犾狅狋犫犪狊犲犱狅狀
１犎犖犕犚狊狆犲犮狋狉犪狅犳狊犲狉

狌犿狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊
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ＰＣＡ聚集了３组样品，但表现出了一定程度的

重叠，而后使用第一主要组分（ｔ［１］Ｐ）和第二正交组

分（ｔ［２］Ｏ）构建模式识别技术的 ＯＰＬＳＤＡ模型。

基于 ＯＰＬＳＤＡ，临床酮病组（ＣＫ）和对照组（Ｃ）比

较得到Ｒ２Ｘ＝３０．７％，Ｑ２＝０．７０６；亚临床酮病组

（ＳＫ）和对照组（Ｃ）比较得到 Ｒ２Ｘ＝２５．１％，Ｑ２＝

０．５１０；临床酮病组（ＣＫ）和亚临床酮病组（ＳＫ）比较

得到Ｒ２Ｘ＝２４．６％，Ｑ２＝０．４６２。通过ＯＰＬＳＤＡ分

析，有助于分离不同组间的主要代谢产物，从而最大

限度地显示组间的差异，寻找出具有特征性的差异

代谢物［１９］。建立 ＯＰＬＳＤＡ 模型确定特征性组之

间的代谢物的变化，有可能找出组间潜在的标志性

代谢物。

２．４　差异代谢物的表达变化

表２根据相关系数值列出不同组间差异代谢物

上调或下调的表达变化。临床酮病组与对照组相比

有２３个代谢物差异表达，其中６个表达上调，１７个

表达下调；亚临床酮病组与对照组比较有２３个差异

性代谢物，其中１３个表达上调，１０个表达下调；在

临床酮病组和亚临床酮病组中寻找到的２８个差异

性代谢物中有４个表达上调，２４个表达下调。这些

代谢物的差异表达，不仅体现出组间的差异性，也为

寻找临床和亚临床酮病的特征性诊断标示物奠定了

基础。

表２　３组间差异代谢物的表达变化

犜犪犫犾犲２　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲犮犺犪狀犵犲狊犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲狋犺狉犲犲犵狉狅狌狆狊

编号 Ｎｏ． 代谢物 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ＣＫＶｓＣ ＳＫＶｓＣ ＣＫＶｓＳＫ

１ １甲基组氨酸：７．０６（ｓａ），７．７８（ｓ）　１ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ↓
ｂ

↓ ↓

２ β羟丁酸：１．２０（ｄ），２．３１（ｄｄ），２．４１（ｄｄ），４．１６（ｍ）　ＢＨＢＡ ↑ ↑ ↑

３ ３甲基组氨酸：６．９９（ｓ），７．７４（ｓ）　　３ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ↓ ↓ ↓

４ 乙酸：１．９２（ｓ）　　　　　　 Ａｃｅｔａｔｅ ↑ ↑ 

５ 乙酰乙酸：２．２８（ｓ）　　　Ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ ↑ ↑ ↑

６ 丙酮：２．２３（ｓ）　　　　 Ａｃｅｔｏｎｅ ↑ ↑ ↑

７ 丙氨酸：１．４８（ｄ）　　　 Ａｌａｎｉｎｅ ↓  ↓

８ 尿囊素：５．３９（ｓ）　　　 Ａｌｌａｎｔｏｉｎ  ↑ 

９ 胆碱：３．２０（ｓ）　　　　Ｃｈｏｌｉｎｅ  ↑ ↓

１０ 柠檬酸：２．５４（ｄ），２．６８（ｄ）　　　　Ｃｉｔｒａｔｅ ↓  ↓

１１ 肌酸：３．０４（ｓ），３．９３（ｓ）　　　　Ｃｒｅａｔｉｎｅ  ↑ ↓

１２ 甲酸：８．４６（ｓ）　　　　　　　Ｆｏｒｍａｔｅ ↓  ↓

１３ 谷氨酸：２．１０（ｍ），２．３５（ｍ），３．７８（ｔ）　　　　　 Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ↓ ↓ ↓

１４ 谷氨酰胺：２．１４（ｍ），２．４５（ｍ），３．７８（ｔ）　　　　 Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ↓ ↓ ↓

１５ 甘氨酸：３．５６（ｓ）　　　　　　　　　　　　Ｇｌｙｃｉｎｅ  ↑ ↓

１６ 异亮氨酸：０．９４（ｔ），１．０１（ｄ）　　　　　　　　Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ↓ ↑ ↓

１７ 低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白：０．８７（ｂｒ）　　　ＬＤＬ＆ＶＬＤＬ ↓  ↓

１８ 乳酸：１．３３（ｄ），４．１２（ｑ）　　　　　　　Ｌａｃｔａｔｅ ↓ ↓ ↓

１９ 亮氨酸：０．９６（ｄ）　　　　　　　　　Ｌｅｕｃｉｎｅ  ↑ ↓

２０ 赖氨酸：１．７１（ｍ），１．９０（ｍ），３．０１（ｍ），３．７６（ｔ）　　Ｌｙｓｉｎｅ ↓ ↓ ↓

２１ 肌醇：３．５９（ｄｄ），３．６６（ｄｄ），４．０６（ｍ）　　Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ↓ ↑ ↓

２２ Ｎ乙酰葡萄糖胺：２．０４（ｓ）　　　 Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ↑ ↑ ↓

２３ 苯丙氨酸：７．３３（ｍ），７．３８（ｍ），７．４２（ｍ）　　　Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ↓ ↓ ↓

２４ 脯氨酸：２．０１（ｍ），２．０８（ｍ）　　　Ｐｒｏｌｉｎｅ ↓  ↓

２５ 酪氨酸：６．９０（ｄ），７．１９（ｄ）　　　 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ↓  ↓

２６ 未知峰１：１．１７（ｄ）　　　 Ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄｒｅｓｏｎａｎｃｅ１ ↑ ↑ ↑

２７ 未知峰２：３．１５（ｓ）　　　 Ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄｒｅｓｏｎａｎｃｅ２   ↓

２８ 缬氨酸：０．９９（ｄ），１．０４（ｄ）　　　Ｖａｌｉｎｅ  ↑ ↓

２９ α葡萄糖：３．４２（ｔ），３．５４（ｄｄ），３．７１（ｔ），３．７３（ｍ），３．８４（ｍ），５．２３（ｄ）　αＧｌｕｃｏｓｅ ↓ ↓ ↓

３０ β葡萄糖：３．２５（ｄｄ），３．４１（ｔ），３．４６（ｍ），３．４９（ｔ），３．９０（ｄｄ），４．６５（ｄ）　βＧｌｃｏｓｅ ↓ ↓ ↓

ａ峰的多重性：ｓ．单峰；ｄ．双峰；ｔ．三重峰；ｑ．四重峰；ｄｄ．二联的双重峰；ｍ．多重峰；ｂｒ．广泛的共鸣。
ｂ“↓”表示前者相对于后者

表达下调；“↑”表示前者相对于后者表达上调；“”表示二组比较无明显变化

ａＭｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ：ｓ．ｓｉｎｇｌｅｔ；ｄ．ｄｏｕｂｌｅｔ；ｔ．ｔｒｉｐｌｅｔ；ｑ．ｑｕａｒｔｅｔ；ｄｄ．ｄｏｕｂｌｅｔｏｆｄｏｕｂｌｅｔｓ；ｍ．ｍｕｌｔｉｐｌｅｔ；ｂｒ．ｂｒｏａｄｒｅｓｏｎａｎｃｅ；ｂ“↓”

Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｌａｔｔｅｒ，ｔｈｅｆｏｒｍｅｒｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；“↑”Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｌａｔｔｅｒ，ｔｈｅｆｏｒｍｅｒｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ；“”ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅ
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３　讨　论

本研究是基于 ＮＭＲ代谢组学技术，分析临床

和亚临床酮病奶牛血浆代谢物谱特性。结果显示，

临床酮病、亚临床酮病与对照组比较，血浆中酮体含

量均显著升高，而血糖含量下降。这不仅与本试验

表２结果相一致，也证实了奶牛酮病高血酮和低血

糖的生化特征［２１］。因此，代谢组学技术不仅能有效

地验证以往的研究结果，还能了解机体整体代谢状

况。本试验结果显示，在酮病发生时，奶牛体内酮

体、氨基酸、有机酸和碳水化合物等含量均发生了改

变。

３．１　碳水化合物代谢异常

临床和亚临床酮病组的血浆样本中葡萄糖含量

与对照组相比均下降。有研究指出反刍动物酮病的

发生与其机体对葡萄糖的需求有关［２２］。在高产奶

牛泌乳早期，由于大量泌乳造成能量消耗和／或饲料

摄入有限，常造成机体葡萄糖供应不足，发生能量负

平衡（ＮＥＢ）
［２３］，而促发酮病。

３．２　脂肪酸代谢异常

本试验中，酮体含量在对照组、亚临床酮病组和

临床酮病组呈现渐进性上调。当奶牛发生酮病时，

脂肪酸被动员生成乳脂或为机体供能［２４２５］，也释放

出大量游离脂肪酸（ｎｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＮＥ

ＦＡｓ）进入血液和肝脏
［２４２５］。而酮体是脂肪酸在肝

脏进行分解代谢的中间产物［２６］，若肝中合成酮体的

量超过肝外组织利用酮体的能力，将导致酮血症和

酮尿症。

与对照组相比，本试验中亚临床酮病组奶牛血

液胆碱表达上调。胆碱可促进肝脏中脂肪酸以卵磷

脂的形式被运输和氧化利用，以往的研究也表明脂

类物质含量的升高伴随胆碱含量的降低［２７］。说明

亚临床酮病奶牛机体内能量负平衡状态较弱，脂肪

动员较少，未来可以通过进一步测定奶牛血浆中胆

碱含量的阈值，而将其作为奶牛亚临床酮病诊断的

新指标。

肌醇含量仅在临床酮病组中降低。肌醇在脂类

代谢中不仅与胆碱结合形成卵磷脂，也能促进肝及

其他组织中脂肪的代谢［２８］。临床酮病奶牛体脂大

量分解，可能造成肌醇含量下降。未来可以考虑将

血浆中总肌醇含量的测定作为奶牛临床酮病的敏感

诊断指标。

３．３　脂蛋白代谢异常

本试验中，与亚临床酮病组和对照组相比，极低

密度脂蛋白（ｖｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）

和低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）含

量仅在临床酮病组下降。ＮＥＦＡｓ在肝脏中被转化

为ＶＬＤＬ，或从肝中排出可转运至乳腺组织供泌乳

需要，或进入血液转化为ＬＤＬ
［２５］。以往研究曾指出

在奶牛患有酮病时，体内脂肪动员增多，造成ＬＤＬ

和ＶＬＤＬ含量下降
［２５２６］，本试验结果说明脂蛋白的

异常代谢一般发生在临床酮病奶牛，未来可以考虑

将其作为诊断临床酮病的新指标。

３．４　氨基酸代谢异常

本试验中，生酮氨基酸（赖氨酸）、生糖氨基酸

（组氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺以及苯丙氨酸）在奶牛发

生酮病时呈现渐进性下调，说明生糖氨基酸作为糖

异生的基质被大量消耗［３２３３］，而生酮氨基酸的减少

也说明在奶牛发生酮病时生酮作用的增强，可加剧

酮体产生；与对照组相比，生糖氨基酸（丙氨酸、脯氨

酸、甘氨酸、缬氨酸和酪氨酸）仅在临床酮病组中有

所降低，说明奶牛在体内葡萄糖极度缺乏的情况下，

机体才将其作为生糖物质，可以考虑将其作为判断

临床和亚临床酮病的新的差异性标示物；亮氨酸和

异亮氨酸在亚临床酮病组中均比临床酮病组和对照

组高，这表明在亚临床酮病组中，奶牛为了满足糖异

生，大量氨基酸适应体内对葡萄糖的需求，同样会促

进酮病发生。

３．５　其他物质代谢异常

本试验中也检测到一些其他物质代谢异常，如：

柠檬酸、乙酸、乳酸、甲酸等。

与其他二组相比，柠檬酸含量仅在临床酮病组

呈下调表达。说明临床酮病组奶牛生糖作用的减

弱，造成作为三羧酸循环中间产物的柠檬酸含量下

降。对柠檬酸的差异表达做进一步研究，为防治酮

病提供新的思路。

试验中临床酮病组和亚临床酮病组中的乙酸含

量均比对照组高。乙酸是 ＮＥＦＡｓ的分解产物，其

主要新陈代谢作用是活化成为乙酰辅酶Ａ，进一步

转化为酮体［３２］。说明在奶牛患酮病时，体内脂肪动

员增强的同时，其分解产物也增多，从而间接加剧了

酮病的发生。

检测结果显示乳酸含量在酮病２组中呈现渐进

性下调。证明奶牛发生酮病时，糖异生作用逐渐增

强，而乳酸作为糖异生基质被过度消耗［３３］。未来可
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以考虑通过检测奶牛血浆中乳酸的一定阈值作为判

断病情发展的标示物。

本试验中甲酸含量仅在奶牛患有临床酮病时显

著降低，这可能因过量甲酸作为核酸生物合成的潜

在碳源，被过度消耗而发生炎症状态［３４３５］。有研究

证实酮病奶牛比健康奶牛患乳房炎的概率大［３６］，但

关于奶牛酮病发生时机体内甲酸的差异表达并未有

过报道。今后应给予进一步探究，为揭示酮病及其

继发疾病的机理和防治提供新线索。

与对照组相比，尿囊素在亚临床酮病组中表达

上调。尿囊素是尿酸的转化产物，这种转变已被作

为测量氧化应激的生物标示物［３８３９］。虽有文献报道

过人类高酮血症与氧化应激的关系［４０］，但是并没有

研究指出奶牛酮病的发生与氧化应激的关系。奶牛

发生亚临床酮病时出现氧化应激，这为酮病与氧化

应激关系的研究提供了一定的理论基础。

在临床酮病组，肌酸比亚临床酮病组含量低。

曾有文献报道过机体出现能量负平衡时，肌酸可以

缓解能量不平衡［４１］。说明临床酮病奶牛体内能量

负平衡，而肌酸作为“能量缓冲剂”被过多消耗，这也

为预防和治疗酮病提供了新思路。

３．６　各代谢途径之间的相互关系

通过分析证明奶牛体内碳水化合物代谢的异

常，发生能量负平衡，引发脂肪、蛋白质等能量物质

的异常动员，从而导致多个代谢途径发生紊乱。这

些代谢变化，提示酮病发生中由于代谢网络的相互

作用（图２），机体整体代谢水平会发生改变或出现

异常。

图２　３组血浆中差异表达代谢物的代谢通路

犉犻犵．２　犕犲狋犪犫狅犾犻犮狆犪狋犺狑犪狔犿犪狆狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犿犲狋犪犫狅犾犻狋犲犪犿狅狀犵狋犺狉犲犲犵狉狅狌狆狊

４　结　论

基于１ＨＮＭＲ的血浆代谢组学分析得到的临

床酮病、亚临床酮病及健康奶牛的代谢轮廓，显示代

谢组学技术是了解奶牛酮病发生过程中机体代谢整

体变化的一个强有力的工具，并且获得的组间差异

代谢物为进一步寻找诊断标示物提供了理论基础，

也有助于更好地理解奶牛酮病发生机理，为今后评

定疾病病情和提供新的预防策略奠定了基础。
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