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$摘要%

!

目的
!

探讨脓毒症的特征性代谢标志物及代谢网络的动态变化规律&方法
!

采用盲肠结扎穿孔

"

35#

%方法制作大鼠脓毒症模型!分为
)

组'

2

组'

3

组'

]

组'

4

组!每组
,7

只!并分别对应在术前"

70

%!

35#

模型建立后
<

'

,9

'

9!

'

!.0

采集大鼠股动脉血
9&5

!离心收集血清$再利用代谢组学分析方法从血清中筛选出

具有统计学和生物学意义的代谢物!并以
M4[[

数据库为基础对筛选出来的代谢物进行代谢通路的分析&结

果
!

"

,

%各组之间负'正离子模式均出现差异离子!与术前"即无脓毒症%对比!脓毒症
9!0

"即
]

组%差异离子数

最多$"

9

%根据负离子模式确定了
=:

条代谢通路!根据
P

?B

离子模式确定了
,:.

条代谢通路!代谢通路主要包括

碳水化合物'蛋白质'氨基酸'脂类'类固醇类'嘌呤'胆汁酸等各种代谢&结论
!

脓毒症
9!0

代谢组学差异性最

明显!有多条碳水化合物'蛋白质'氨基酸等代谢通路参与&
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脓毒症是由严重创伤'烧伤'休克'大手术后'感

染等因素引起的全身炎性反应!被定义为威胁生命的

严重宿主炎性反应!严重时可导致多器官功能障碍!

也是导致重症患者死亡的主要原因之一#

,

$

"目前临

床上仍未发现一种或者几种特异性的生物标记物用

于脓毒症早期诊断!而诊断及治疗越晚的患者病死率
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重庆医学
97,%
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!.
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:
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越高!相反!尽早的诊断并及时干预可以明显提高患

者的治愈率#

9

$

"因此!寻找脓毒症的特异性标记物以

帮助早期诊断至关重要"代谢组学由
I5+L4'

等#

>

$

在
,%%.

年最先提出!并于
,%%%

年由
(+36I5/I(

等#

!

$命名为-代谢组学.!该学科是对生物体因受外界

刺激所产生的代谢产物进行分析!并试图阐述其代谢

规律#

:$<

$

"在最近的研究中!

+Ẑ J+4']I$[)'3+)

等#

=

$用定量核磁共振%

("'

&代谢组学发现脓毒症大

鼠的肺组织'肺泡液中的代谢产物发生了显著变化!

并认为代谢组学分析方法是诊断脓毒症的潜在有用

技术"而脓毒症患者的全身炎性反应失控是炎症因

子和炎症因子构成的网络综合结果所致#

.

$

"因此本

研究通过代谢组学的方法!试图寻找脓毒症的特异性

标志物及其代谢网络的变化规律"

C

!

材料与方法

C8C

!

动物及实验材料
!

雄性
/]

大鼠
:7

只!

<

!

.

周

龄!体质量
9:7

!

>77

C

!由昆明医科大学动物实验中

心提供"氯化钠注射液%

78%f

&!水合氯醛%

,7f

&!碘

伏消毒液!无菌剪刀'手术刀'镊子'纱布!

9,[

针头!

无菌
:$7

丝线和圆针"

C8D

!

仪器
!

高速低温离心机%法国
I?W1T

公司&!超

低温保温箱%中国
G?@&1/RANTQAVAR

公司&!液相色谱

9==3J#53/

Y

BQN&

%美国
a1QN@B

公司&!质谱
/K($

)#*[9\/ *̂IG

%美国
a1QN@B

公司&等"

C8!

!

脓毒症模型
!

/]

大鼠术前
,F

禁食!可饮水!大

鼠分组做好标记"根据大鼠标记!依次行盲肠结扎穿

孔%

35#

&,首先腹腔注射水合氯醛%

,7f

&!注射剂量

约为
78!&

C

*

D

C

%根据大鼠麻醉效果可适当增减&!麻

醉成功后!将大鼠固定于夹板上!腹部备皮!消毒,用

手术刀逐层切开腹部!切口为腹部中下部位!长约
,8:

R&

,用无菌镊逐层分开并固定皮肤'肌肉!用湿纱布分

开并保护腹腔肠管!寻找到盲肠并置于湿纱布上"用

镊子钝性分离盲肠肠系膜末端
,R&

处!用
:$7

丝线结

扎分离部位!结扎盲肠远端长度均为
,R&

!约为盲肠

的
,

*

9

!并用
9,[

针头穿刺肠壁
9

次!针孔间距约
>

&&

!挤出适量肠内容物!然后将盲肠按原位放回腹

腔!并逐层缝合腹壁肌肉'皮肤!关腹后皮下注射氯化

钠注射液%

>&5

*

,77

C

&!补充手术过程中体液的丢

失!术后置于相同环境中"根据大鼠标记分为
)

组'

2

组'

3

组'

]

组'

4

组!分别对应在术前%

70

&!

35#

模

型建立后
<

'

,9

'

9!

'

!.0

采集大鼠股动脉动脉血
9

&5

!

>777@

*

&AT

离心
>&AT

!收集上清液用于大鼠代

谢组学的检测!

E.7k

保存备用"采完血后将其脱臼

处死!剪开腹部观察其腹腔脏器变化情况"一般情况

观察发现)大鼠的麻醉苏醒时间基本相同!为%

<7;

>7

&

&AT

,各组大鼠术后均出现饮食'饮水明显减少!精

神萎靡!蜷缩少动!皮发无光泽等"按预设的时间点

采血后!剪刀剪开大鼠腹部!观察大鼠的腹部变化情

况"可以发现实验时间越长!腹部缺血'感染情况越

明显%图
,

&"根据大鼠的一般情况变化!以及大鼠腹

部情况的变化!可判定大鼠脓毒症模型复制成功"

C8E

!

代谢组学分析

C8E8C

!

实验流程
!

为了获得可靠的数据!本项目加

入质控%

3̂

&样本来对整个实验进行监控!

3̂

样本为

取等量制备好的实验样本混合而成"首先用有机试

剂沉淀蛋白法分别对
>

组样本进行代谢物提取!其次

用液相色谱
$

质谱检测对代谢物提取液依次进行分析!

见图
9

"

!!

)

)术前,

2

)

35#

模型建立后
<0

,

3

)

35#

模型建立后
,90

,

]

)

35#

模型建立后
9!0

,

4

)

35#

模型建立后
!.0

图
,

!!

不同时点腹部变化情况

<<=

重庆医学
97,%

年
>

月第
!.

卷第
:

期



图
9

!!

实验流程

C8E8C8C

!

代谢物提取方法
!

取
E.7k

低温保存的血

清样品 %含样本制备
3̂

&!先置于
E97 k

放置

>7&AT

!再放置于
!k

冰箱使之融化!直至样品内看

不见冰,用可调节间距的排枪!将每个样品%含
3̂

&各

取
!7

(

5

%可根据实际检测样品的情况调整&!加入相

应
%<

孔板中!剩余样品冻存,在已加入
!7

(

5

样品

%含
3̂

&的新
4#

管中加入甲醇
,97

(

5

!封膜后振荡
,

&AT

!置于
E97k

冰箱
>7&AT

,

!777@

*

&AT!k

离心

97&AT

,将
%<

孔板从离心机中取出!每个孔取
97

(

5

置于新的
%<

孔板中!加入
,.7

(

5:7f

甲醇进行稀

释!每个孔取出
97

(

5

置于样品槽中混合为上机
3̂

样本!每个孔取
.7

(

5

置于新的
%<

孔板中,用热封仪

对
%<

孔板加盖铝膜封口!在膜上用笔注明项目编号

及正负离子!板编号!有蛋白沉淀的板同时封膜后置

于
E.7k

保存"

C8E8C8D

!

液相参数描述
!

采用液相色谱
9==3J#$

53/

Y

BQN&

%

,77&&h98,&&

!

,8=

(

&

!

a1QN@B

!

J/)

&进行色谱分离!色谱柱柱温为
:7k

!流速为
78!

&5

*

&AT

!其中
)

流动相为水和
78,f

甲酸!

2

流动相

为甲醇和
78,f

甲酸"对代谢物采用以下梯度进行洗

脱)

7

!

9&AT

!

,77f

流动相
)

,

9

!

,,&AT

!

7

!

,77f

流

动相
2

,

,,

!

,>&AT

!

,77f

流动相
2

,

,>

!

,:&AT

则为

,77f

流动相
)

"每个样本的上样体积为
,7

(

5

"

C8E8C8!

!

质谱参数描述
!

对从色谱柱上洗脱下来的

小分子!利用高分辨串联质谱
/K()#*[9$\/ *̂$

IG

%美国
a1QN@B

公司&!分别进行正负离子模式采

集"正离子模式下!毛细管电压和锥孔电压分别为
9

DL

和
!7L

"负离子模式下!毛细管电压及锥孔电压

分别为
9DL

和
!7L

"采用
"/4

模式进行
3NTQ@?AF

数据采集!一级扫描为
:7

!

,977]1

!扫描时间为

789B

!对所有母离子按照
97

!

!7NL

的能量进行碎

裂!采集所有的碎片信息!扫描时间为
789B

"在数据

采集过程中!对
54

信号每
>B

进行实时质量校正"

同时!每隔
,7

个样本进行一次混合后
3̂

样本的采

集!用于评估在样本采集过程中仪器状态的稳定性"

C8E8D

!

信息分析流程

图
>

!!

信息分析流程

!!

在获得下机数据%原始数据
@1̀ F1Q1

&后!依次根

据信息分析流程步骤对下机数据进行处理"首先对

质谱下的机原始数据进行数据前处理,其次用统计分

析方法筛选出差异离子,最后对代谢物及差异代谢物

进行鉴定!并分析其代谢通路"质谱下机原始数据导

入商业软件
#@?

C

NTNBAB +̂

%

SN@BA?T989

&进行峰提

取!获得代谢物相关的质荷比'保留时间和离子面积

等信息"随后对提取出来的数据去低质量离子!采用

基于质控样本信息对真实样本信号进行局部多项式

回归拟合信号#

%

$方法校正"对校正后的数据进行过

滤!即将所有
3̂

样品中相对标准偏差%

'/]

&

#

>7f

的离子过滤掉%

'/]

#

>7f

的离子在实验过程中波动

较大!不纳入下游统计学分析&"

C8F

!

统计学处理
!

由于代谢组学数据具有-高维'海

量.的特点!因此需要用单维和多维的方法根据数据

特性从不同角度进行分析"本研究采用华大代谢组

学研究团队自主开发的代谢组学数据分析流程!进行

单变量和多变量分析!从而获得组间差异代谢物,其

方法包括参数检验和非参数检验'差异表达倍数分

析'主成分分析
#3)

'偏最小二乘法判别分析
#5/$

])

#

,7$,,

$等"

D

!

结
!!

果

D8C

!

差异离子筛选及鉴定
!

根据信息分析流程!该

项目采用多变量分析
#5/$])

模型第二主成分的

L+#

值!结合单变量分析差异倍数%

V?UF$R01T

C

N

&和
d

$

S1UWN

值来筛选差异表达的代谢物"筛选条件)%

,

&

L+#

&

,

,%

9

&

V?UFR01T

C

N

&

,89

%

'

78.>>>

&,%

>

&

d"

787:

"三者取交集!得到共有的离子即差异离子"差

异离子结果发现!各组与对照组之间正%

P

?B

&'负

%

TN

C

&离子模式均出现差异离子!且在
9!0

即
]

!

)

=<=
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表
,

!!

差异离子鉴定表

离子模式 各组比较 差异离子 上调%一级鉴定数& 下调%一级鉴定数& 上调%二级鉴定数& 下调%二级鉴定数&

P

?B 3$)

组
9=. >= =9 9! !,

P

?B ]$)

组
>.. <> .. 9% :7

P

?B 4$)

组
,:, ,= <! % !,

P

?B 4$2

组
9%= :9 !< !9 9:

P

?B ]$3

组
> , 7 7 7

P

?B 3$2

组
< 9 > , 9

P

?B ]$2

组
,>< 9! 9% ,! ,9

P

?B 4$]

组
97! !< 9, >, .

TN

C

2$)

组
,,% 9 9! , !

TN

C

3$)

组
,,7 = 9, : !

TN

C

]$)

组
,!% ,: 9! < <

TN

C

4$)

组
,7! . 9% > >

TN

C

4$2

组
,9= ,< ,9 = ,

TN

C

]$3

组
9 7 7 7 7

TN

C

3$2

组
! 7 , 7 7

TN

C

]$2

组
>= = < 9 9

TN

C

4$]

组
: , 7 7 7

!!

一级鉴定数)通过一级数据搜索数据库后被鉴定的离子数目,二级鉴定数)通过数据库的理论二级碎片搜索后被鉴定的数目

组间差异离子数最多!此结果发现脓毒症模型下动物

体内早期
<0

即
2

!

)

组%甚至更早&就开始出现代谢

物的变化!而且在
9!0

即
]

!

)

组左右出现最大变

化!见表
,

"

图
!

!!

差异离子聚类分析图

D8!

!

差异代谢物通路分析
!

根据筛选出的差异离

子!基于
M4[[

数据库进行代谢物代谢通路查找!通

过代谢通路分析能够帮助了解代谢物所参与的主要

生化代谢途径和信号转导通路"最终根据
TN

C

离子

模式确定了
=:

条代谢通路!根据
P

?B

离子模式确定

了
,:.

条代谢通路!其通路主要包含了碳水化合物'

蛋白质'氨基酸'脂类'类固醇类'嘌呤'胆汁酸等代谢

通路!且各通路之间相互联系"

D8D

!

根据筛选出来的差异离子做聚类分析
!

从聚类

图中能更直观地发现
<0

即
2

!

)

组就开始出现差异

%甚至更早&!到
9!0

即
]

!

)

组对比差异最明显!强

度最大!见图
!

"图中每一行代表一个差异离子!每一

列代表一个样本!不同颜色代表不同强度!颜色从绿

色到红色表示强调从低到高"

!

!

讨
!!

论

!!

众所周知!全身炎性反应综合征'脓毒症'脓毒性

休克和多器官功能障碍综合征是同一病理过程的不

同阶段!终末阶段表现为多器官功能障碍综合征"多

器官功能障碍综合征病死率为
:7f

!

<7f

!它是当今

危重症医学研究的重点和难点!早期诊断'治疗!患者

的生存率会大大提高#

,9$,>

$

"脓毒症动物模型的制作

方法众多!但越来越多的学者认为
35#

建型更符合

临床!有学者把
35#

作为脓毒症模型的金标准等#

,!

$

"

代谢组学主要是通过高通量的实验和大规模的

计算!研究分析机体内小分子代谢物的变化规律!目

的是从检测到的大量代谢物中筛选出具有统计学和

生物学意义的代谢物!并根据相应的数据库对代谢物

的代谢过程进行分析"

脓毒症发病机制复杂'病死率高!学者们一直在

尝试寻找诊断脓毒症的特异性标记物!以期早期诊

断'治疗!降低其病死率"早期的研究发现)检测脓毒

.<=
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年
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症患者血浆中异常表达的蛋白!可用于脓毒症的诊断

及其预后的预测#

,:

$

"而有研究则利用代谢组学分析

方法发现脓毒症大鼠的心脏'肝脏及大脑中均有多种

异常蛋白的表达#

,<$,.

$

,

+Ẑ J+4']I$[)'3+)

等#

=

$同

样利用代谢组学方法发现脓毒症大鼠的肺组织'肺泡

液中的代谢产物发生了显著变化!并认为代谢组学分

析方法可用于诊断脓毒症,近年来!

\J

等#

,%

$利用代

谢组学方法确定了
<

种脂肪酸用于评估脓毒症的预

后"然而!由于脓毒症发生机制复杂!参与代谢的代

谢物及代谢途径也非常复杂!因此脓毒症不可能只用

,

个或
9

个生物标志物可以诊断的"所以!笔者尝试

一种基于整体代谢谱的预测方法来识别脓毒症早期

特异性代谢物!并阐明其在脓毒症中的病理生理过程

及代谢途径"

本研究中发现不同时间组之间
TN

C

'

P

?B

离子模

式均出现差异离子!在
35#

模型建立后
<0

即
2$)

组

%甚至更早&就开始出现明显差异!且在
9!0

即
]$)

组差异离子数最多"脓毒症时机体发生一系列复杂

的病理生理反应!主要包括内皮细胞损伤'细胞因子

及炎症因子释放'线粒体功能障碍'脂质过氧化'

]()

的损伤'自由基失衡'氧化抗氧化失衡等#

97

$

"当机体

受到各种病理或生理刺激时机体处于应激状态!机体

主要表现为-高代谢.!因此分泌大量应激激素!如儿

茶酚胺'胰高血糖素'甲状腺素等!此时机体能量需求

明显增加!促使大量能源物质消耗'肌肉蛋白分解!故

能量代谢出现紊乱,脓毒症时机体逐渐出现缺血缺

氧#

9,

$

!线粒体氧化功能出现障碍!机体-氧债.增加!乳

酸'酮体产生增加,当出现脓毒血症时机体全身炎性

反应'血液中炎性介质及激素水平等升高!从而导致

胰岛素抵抗!进一步引起碳水化合物'蛋白质'氨基

酸'脂肪酸和核酸等代谢物变化的紊乱#

99$9!

$

"因此脓

毒症时机体可出现一系列差异性代谢物"本研究中

发现
TN

C

离子模式差异离子共
!>9!

个!

P

?B

离子模

式共
!7:>

个!并通过
M4[[

数据库!其根据
TN

C

离

子模式确定了
=:

条代谢通路!根据
P

?B

离子模式确

定了
,:.

条代谢通路!其代谢通路主要包括碳水化合

物'蛋白质'氨基酸'脂类'类固醇类'嘌呤'胆汁酸等!

说明脓毒症是一个极其复杂的病理生理反应!涵盖了

机体各个系统的生理反应!并相互影响"

本研究尚有以下方面需进一步探讨)%

,

&仍需较

大样本量进一步验证其共同代谢物及其代谢通路,

%

9

&可进一步研究分析各个时间段代谢物及其代谢通

路!并分析其病理生理过程,%

>

&因脓毒症病理生理极

其复杂!因此脓毒症发生时的代谢物及其代谢通路众

多!如需找到特异性标记物!还需要大量的研究对比

分析"

总之!代谢组学对脓毒症的研究分析及诊断有重

要意义"本研究利用代谢组学方法研究了脓毒症的

不同阶段!发现的一些潜在的分子代谢产物及其相关

的代谢途径可能成为今后脓毒症代谢途径研究的重

要线索"
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