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目的
!

应用核磁共振"
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#波谱学的代谢组学方法!检测中医体质分类中阳虚体质与平和体质的血浆代谢物!研

究阳虚体质中特征代谢物的特点%方法
!

收集阳虚体质与平和体质各
/

例的血液样品!采用横向豫驰时间的分布曲线磁共振脉

冲序列"

>E2=

#采集血液样品数据!观测血浆中的小分子代谢物%用多元统计分析方法比较阳虚体质组与平和体质组血浆内源

性差异代谢产物%结果
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血浆中的代谢产物!与平和体质组相比!在阳虚体质组中乳酸"
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#水平都有不同程度升高%结论
!

阳虚&平和体质不仅存在体内生物合成与分解中能量代谢&糖代谢&脂代谢&氨基酸代

谢等的差异!也存在神经递质&脏腑功能的改变%
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在当代#+中医体质学说,的概念被明确提出#中医体质是

个体生命过程中#在先天禀赋基础上*随年龄*性别*生活条件*

地理环境及社会因素等的发展变化形成的具有差异性的#但又

相对稳定的固有特质&

$

'

).中医体质分类与判定标准/在
1%%(

年由中华中医药学会制定发布)+标准,确定了中医体质
(

种

基本类型#平和体质为正常体质#其他
/

种体质类型气虚质*阳

虚质*阴虚质*痰湿质*湿热质*血瘀质*气郁质*特禀质属于偏

颇体质&

1

'

)阳虚体质是对个体在未病或已病状态下所表现的

阳气亏虚状态的表述)+阳气素虚,+阳虚之质,+中焦阳气素虚

之人,等皆为古代中医学对阳虚体质的描述).中医体质分类

与判定/标准指出阳虚体质阳气不足#以手脚发凉*腹部背部怕

冷等虚寒表现为主要特征(以体倦嗜卧精神不振#饮食畏凉舌

淡胖嫩有齿痕#脉沉迟等为日常表现)近年来#许多学者都对

阳虚体质的机制进行了研究#为阳虚体质的诊断提供了一定的

客观数据&
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#研究主要包括基因组拷贝数变异*生理生化指标*

外周血基因表达等方面&

0./
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)代谢组学能准确地反映生物体系

状态#揭示机体代谢的本质)代谢组学越来越广泛应用于中医

药学领域&
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)其通过分析生物体液中的代谢产物的变化来

确定代谢过程与参与的生物标志物#是生物体综合状态的直接

体现&
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'

#但关于阳虚体质的代谢组学方面研究较少)其中核

磁共振$
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%技术是代谢组学中比较常用的处理方法#其检

测手段快速#准确性高#而且不会破坏组织样品)故本研究采

用基于
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技术的代谢组学方法来研究阳虚体质与湿热体

质的血浆代谢产物#进一步探究二者代谢产物的变化#为寻找

阳虚体质的差异代谢产物提供方向)

@

!

资料与方法
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一般资料
!

于
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年
'

#

0

月在广州市某社区招募志愿

者#同时进行中医体质问卷调查)根据中医体质得分对志愿者

体质进行判定&
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)筛选出符合阳虚体质与平和体质的研究对

象共
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例#每组体质各
/
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%岁)身体健康#近
$

个月内未服用任何药物#

经本人知情同意后纳入研究)两组人群性别$
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型自动漩涡混合器$天津药典标准仪器
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血液标本的采集*预处理
!

志愿者在采样前
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禁酒*

避免劳累*暴饮暴食#饮食清淡#心情平和)早上
/
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空腹#由

医院专职医务人员用肝素抗凝管抽取静脉血
';_

)将所得血

液样品#
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缓冲液#充分振荡混匀#再加入
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核磁

共振管中待用)
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数据的采集和处理
!

应用核磁共振波谱仪#采用横向豫

驰时间的分布曲线磁共振脉冲序列$
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%检测血浆中的小分子代谢物)相关参数如下!频率为

)%%2[V

#采样点数为
)0f

#累加扫描次数为
$1/

次#谱宽为
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#采样范围
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)应用
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软件

对实验数据进行分析#将获得的血液
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数据经傅里叶

变换得到图像梯度分布频谱图#然后进行统一的定标*基线*相

位调整以及积分处理)本实验以乳酸双重峰$

$&''

%为标准化

学位移进行定标#删除
0&)

#

)&%

KK

;

的水峰#将积分区间
,

%&:

#

(&%

KK

;

以每段为
,

%&%$

进行分段积分#对所有积分数

据进行归一化处理)为消除残留的水信号影响实验结果#在积

分值表中将
0&)

#

)&%

KK

;

区间的积分值删除#然后将所得数

据输出并转换到
IA3@H1%%-

文件保存)
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数据分析
!

本实验采用
<D2>7.E

软件$

B$'&%%

#
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%对获得的
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数据进行多元统计分析)

首先将录入的
IA3@H

格式数据保存为
><B

格式的文件#然后

导入到
<D2>7.E

软件#选择进行主成分$

E>7

%分析#以及根

据正交偏最小二乘$

E_<.\7

%法返回的回归因子做类别判断进

行建模)通过
E_<.\7

模型获得的得分图与变量权重值$
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%分辨出对分类影响较

大的变量#确定阳虚*平和二体质组间的差异代谢产物#据此确

定出阳虚体质的差异性代谢产物)

@&E
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统计学处理
!

应用软件
<E<<$/&%

统计软件进行分析)

对研究对象信息资料进行平衡分析(两独立样本
1

检验方法用

于计量资料比较(计数资料采用
!

1 检验进行比较)对血浆中

的几种代谢产物的归一化积分值$

:d6

%用两独立样本
1

检验

分析#以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A
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结
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果
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阳虚体质与平和体质血浆的
$[ 625

谱主成分分析

$

E>7
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采用
E>7

方法对阳虚体质和平和体质两组的血浆样

品的
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谱进行分析#建模后累计计算出
/

个主成分#模

型参数
51Xc%&()'

#
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#对应积分矩阵见图
$

)

51X

*

Y1

均大于
%&:

#说明该模型稳定可靠#该模型分析了
()&'M

的

原始数据)图中每个点代表
$

个样本#绿色点为阳虚体质组#

蓝色点为平和体质组)从图
$

可以看出#所有样本集中分布于

散点图的椭圆内#证明模型拟合效果较好#阳虚体质*平和体质

两组可被明显区分开来#可进一步应用多种方法如
WE_<.\7

来分析代谢指纹)
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$

!阳虚体质组(

1

!平和体质组)

图
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阳虚体质组与平和体质组的主成分分析模型矩阵图

A&A

!

阳虚体质与平和体质血浆的
$[ 625

谱正交偏最小二

乘法分析$

WE_<.\7

%
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阳虚体质与平和体质的血浆代谢组

WE_<.\7

模型见图
1

)建模后计算出
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个主成分#模型参数
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#对应积分矩阵图#

51̀

越接近于
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#代表该模型建立越好)该模型解释了
0(&-M

的原

始数据#并拥有
(:&0M

的预测能力)图中每个点代表
$

个样

本#绿色点为阳虚体质组#蓝色点为平和体质组)结果#所有样

品集中分布于散点图的椭圆内#模型拟合效果好#两组之间完

全分离#提示阳虚体质与平和体质血浆代谢产物差异有统计学

意义$
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!阳虚体质组(

1

!平和体质组)

图
1
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阳虚体质组与平和体质组正交偏

最小二乘法分析模型矩阵图

A&B
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归一化积分值得统计分析
!

根据
E_<.\7

模型的
BDE

大于
$

的化学位移值#找出其相对应的归一化积分值#做统计

分析#以
!

$

%&%:

的原则#共找出
$)

个差异化学位移值$表

$

%#将差异性值通过人类代谢组数据库$
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%查找其所代表的代谢物)最后鉴定出对分类影响较大的差

异性代谢物
/

个$表
1

%)与平和体质组相比#阳虚体质组的血

浆代谢产物中乳酸$
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阳虚体质与平和体质血浆代谢物归一化积分值比较
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表
1

!!

阳虚体质与平和体质比较的差异性代谢产物

+L#NG

$

,

% 代谢产物 水平

$&1)

#

$&'0

极低密度脂蛋白"低密度脂蛋白
)

$&'$

#

$&''

#

0&$$

乳酸
)

1&%' 6.

乙酰糖蛋白
)

1&$1

谷氨酰胺
(

1&1:

脂肪酸
)

'&11

磷脂酰胆碱
(

'&1)

氧化三甲胺
)

'&01

葡萄糖
(

!!(

!表示上升(

)

!表示下降)

B

!

讨
!!

论

!!

本研究采用
$[625

谱对阳虚体质与平和体质的血浆代

谢产物进行分析$平和体质作为正常对照%#结果表明阳虚体质

与平和体质主要存在能量代谢*糖代谢*脂代谢*蛋白质合成等

方面的异常)

在这些差异代谢物中#与能量代谢有关的化合物有乳酸)

糖酵解是乳酸生成的主要途径#其方式又是生物体在无氧下从

碳水化合物$糖类%获得能量的一种主要形式)在体内的生物

合成与分解中#葡萄糖经过磷酸化*氧化等反应生成丙酮酸#有

氧条件下#丙酮酸可进一步氧化磷酸化生成乙酰
>"7

进入三

羧酸循环#释放
7?E

能量#最后生成
>W

1

和
[

1

W

(无氧条件

下#糖酵解产生的丙酮酸则加氢还原为乳酸#并释放出
7?E

能

量&

$'

'

)平和体质组乳酸浓度水平高于阳虚体质组#提示总体

能量代谢水平方面阳虚体质组是下降的(同时由于人体主要依

赖外周血中的红细胞运送氧分子供给其他细胞和组织进行能

量代谢#但红细胞*淋巴细胞中并无线粒体#主要依赖糖酵解的

无氧代谢供给自身能量#乳酸浓度的下降提示这些组织的功能

也可能因此受到影响).素问
i

调经论/指出阳虚体质的成因#

即+阳虚则外寒#阴虚则内热#阳盛则外热#阴盛则内寒),先天

禀赋阳气的不足#或病后阳亏#容易形成阳虚体质)中医认为#

阳虚是阴阳平衡失调的状态#阳虚体质总以阳+虚,为主要特

征#由+虚,导致机体功能减退#反映在能量代谢上就表现为水

平下降)

在上述差异代谢物中#葡萄糖和
6.

乙酰糖蛋白与糖代谢

相关)葡萄糖是人体内新陈代谢中不可或缺的重要物质之一#

为血糖在血液运输中的主要成分#并为体内氧化提供能量)

6.

乙酰糖蛋白与
6.

乙酰氨基半乳糖#

6.

乙酰葡萄糖胺#

6.

乙

酰神经氨酸均属于同一类可组成糖蛋白糖链的单糖#糖蛋白糖

链最独特的生物学作用是参与如淋巴因子*白细胞介素等免疫

介质的生物相互识别*结合#完成免疫应答反应过程)相比于

平和体质组#阳虚体质组血浆中葡萄糖含量升高#而
6.

乙酰糖

蛋白合成减少#提示阳虚体质存在一定程度的糖代谢紊乱#以

及免疫功能下降)但具体机制仍需要进一步研究)

本研究结果显示#阳虚体质血浆中低密度胆固醇脂蛋白水

平降低#与脂代谢密切相关)脂蛋白是胆固醇及其酯化物*三

酰甘油在体内运输的载体)高密度脂蛋白富含胆固醇#介导的

胆固醇逆向转运#即从外周组织携带胆固醇到肝脏中#再分泌

到胆汁中#进而调节脂代谢*改善血脂异常&

$0

'

)而低密度脂蛋

白运载胆固醇进入外周组织细胞#极低密度脂蛋白作用则主要

是运输三酰甘油用于能量代谢或储存)脂肪酸也与脂*能量代

谢密切相关)磷脂酰胆碱作为磷脂的主要成分之一#也参与了

脂代谢)人体脂肪酸主要以机体主要的能量储存形式三酰甘

油存在)阳虚体质血浆中脂肪酸水平低于平和体质组#说明其

存在脂代谢紊乱的表现#产能不足#皮下脂肪组织储备不足#因

而产生怕冷*手足不温等症状)
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本研究结果还发现#阳虚体质组的谷氨酰胺水平高于平和

质组#而氧化三甲胺水平低于平和质组)其中氧化三甲胺与慢

性肾病相关&

$:

'

)而谷氨酰胺作为非必需氨基酸#是人体必不

可少的营养物质之一)谷氨酰胺是构成蛋白质分子的基本单

位#可以增加蛋白质的合成#与氨基酸代谢*神经递质密切相

关&

$)

'

)在兴奋性神经元中#谷氨酰胺被转变为谷氨酸#并在突

触小泡中重新组装(在抑制性神经元中#谷氨酰胺转变为谷氨

酸后进一步转变为
-

.

氨基丁酸#并包装于突触小泡中)

与中医的整体观一致#代谢组学研究从整体角度对阳虚体

质的生物特征进行了探索)本研究结果表明阳虚体质不仅存

在着能量代谢*糖代谢*脂代谢*氨基酸代谢的改变#也存在着

神经递质*脏腑功能及与免疫功能相关介质的改变)这些代谢

特征既与阳虚体质的先天禀赋有关#也受到环境*饮食*气候*

心理等后天因素的影响#在先天与后天因素的共同影响下#导

致了人体免疫功能*生物功能调节发生紊乱#进而影响代谢产

物的变化)
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*重庆医学+杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
=T'':/Z$(/1

.统计学名词及符号/的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性*回顾性或是横断面调查研究%#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等%#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等%(主要做法应围绕
0

个基本原则$重复*随机*对照*均衡%概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
:d6

表达近似服从正态分布的计量资料#用
;

$

!

1:

#

!

-:

%表达呈偏态分布的计量资料(用统计

表时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚(用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻

度值的标法符合数学原则(用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于计量资料#应根据所采用的设
o

计类型*资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
1

检验和单因素方差分析(对于计数资料#应根据所采用的设计类型*定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
.

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析(对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理(对于多

因素*多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面*合理的解释和评价)

:&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
1

检验*两因素析因设计资料的方

差分析*多个均数之间两两比较的
N

检验等%#统计量的具体质$如!

1c'&0:

#

.

1

c0&)/

#

&c)&-(

等%(在用不等式表示
!

值的

情况下#一般情况下选用
!

%

%&%:

*

!

$

%&%:

和
!

$

%&%$'

种表达方式#无须再细分为
!

$

%&%%$

或
!

$

%&%%%$

)当涉及总

体参数$如总体均数*总体率%时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(:M

可信区间$

BT

%)

/--0
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