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肾虚证大鼠尿液的核磁共振谱代谢组学研究

高　岗，杨根金，娄子洋

第二军医大学药学院药物分析测试中心，上海２００４３３

［摘要］　目的：应用１ＨＮＭＲ结合主成分分析（ＰＣＡ）方法研究氢化可的松诱导的肾虚证大鼠和空白对照大鼠的尿液成分谱差

异。方法：使用氢化可的松诱导大鼠建立肾虚证模型，１ＨＮＭＲ分析对照组和模型组大鼠的尿液，使用ＰＣＡ方法进行模式识

别，寻找标记物并做出相关代谢途径的可能解释。结果：ＰＣＡ方法处理肾虚证和空白对照大鼠尿液数据显示，两组大鼠的数

据可以在得分图实现分类，与对照组比较肾虚组大鼠由于氢化可的松诱导，大鼠机体进入一个过消耗后衰弱的状态，相关代谢

发生显著变化，乳酸（δ１．３７）代谢发生堆积；二甲胺（δ２．７２）的含量增加，提示肾虚与肾功能异常是密切相关的；天冬氨酸

（δ２．８３），牛磺酸（δ３．４４，３．２８），马尿酸（δ７．８４，７．５６，７．６４，３．９７），肌氨酸（δ３．８７）等的相对积分面积明显下降，这预示糖皮

质激素可能引起了肾上腺皮质分泌功能的损害；琥珀酸（δ２．４１）和柠檬酸（δ２．５３，２．６８）是三羧酸循环能量代谢及糖酵解的中

间产物，其含量的降低，通常是由于线粒体功能紊乱所引起。结论：１ＨＮＭＲ结合ＰＣＡ模式识别的代谢组学方法具有研究复

杂条件下机体病理生理变化的优势，本研究为理解中医的肾虚证和为该类疾病临床诊治的研究提供了证据。
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　　代谢组学是系统生物学的重要组成部分，其作

为后基因组时代的一种全新的组学技术，以生物体

内低相对分子质量物质的动态规律变化来表征生物

体的生理病理变化趋势，最终通过还原相关联的生

物事件来揭示生物体的病理生理变化实质和机

制［１］。核磁共振（ＮＭＲ）分析方法作为当前代谢组
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学研究中的主要技术之一，优势非常明显。ＮＭＲ能

对样品实现非破坏性、非选择性的分析，可在接近生

理条件下进行实验，可设计多种编辑手段，实验方法

灵活多样。此外，ＮＭＲ分析没有偏向性，对所有化

合物的灵敏度是一样的。ＮＭＲ氢谱的谱峰与样品

中各化合物的氢原子一一对应，所测样品中的每一

个氢原子在图谱中都有其相关的谱峰，图谱中信号

的相对强弱反映样品中各组分的相对含量。因此，

ＮＭＲ方法很适合研究代谢产物中的复杂成分［２］。

　　以代谢组学为基础的系统生物学的发展与未来

医药学有着密切的联系。中医的“证”是机体在疾病

发展过程中某一阶段的病理概括，它很可能是人体

调控网络功能发生变化后的一种特异性并具有相对

稳定性的状态。从代谢组学的观点而言，人体处于

不同的生理病理状态时必然存在特定的代谢组分模

式［３］。代谢组分所反映的是人体生化网络对所有扰

动因素进行应答和变化的终端信息，可能更接近于

中医“证”的内涵。代谢组学研究的兴起，为揭开

“证”的面纱提供了契机［４］。中医认为肾为“先天之

本，后天之根”，在人的生长、发育、壮盛和衰老的生

命全过程中具有举足轻重的作用［５］。对于肾虚证进

行代谢组学研究，将有助于深入对肾虚证本质的认

识，有助于更好的预防和治疗该类疾病。

１　材料和方法

１．１　实验动物　１２只健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，体质

量２００～２２０ｇ，ＳＰＦ级，由中国科学院上海实验动物

中心提供，室温为２５℃。动物置于代谢笼中，自由

摄食饮水。

１．２　主要试剂和仪器　重水（Ｄ２Ｏ）为美国ＣＩＬ公

司产品，２，２，３，３三甲基甲硅烷基丙酸（３ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｉｌｙｌ［２，２，３，３Ｄ４］ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ，ＴＳＰ）为 美 国

Ａｌｄｒｉｃｈ公司产品。氢化可的松注射液 （批号：

２００７１０１０）购自上海信谊制药厂。ＡＶＡＮＣＥ Ⅱ６００

ＭＨｚ型 超 导 傅 立 叶 变 换 ＮＭＲ 谱 仪，为 瑞 士

ＢＲＵＫＥＲ公司产品。

１．３　造模方法和样品收集　大鼠分为２组：模型组

（ｎ＝７）和对照组（ｎ＝５）。在笼中适应２周后，大鼠
单只单笼转移到代谢笼中，在代谢笼中适应４８ｈ。

实验全过程中动物环境保持如下条件：１２ｈ光照，１２

ｈ黑暗，温度２０～２２℃，湿度控制在４５％～６５％。

模型组每天按照１．５ｍｇ／１００ｇ（氢化可的松／大鼠体

质量）腹腔注射氢化可的松，对照组注射等量的生理

盐水。持续１０ｄ，第１０天时，收集２４ｈ尿液（内加

１００μｌ浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的叠氮钠作为防腐剂）并

置于冰中保持低温，收集完后立即放入－２０℃冰箱

保存。造模过程中大鼠表现出体质量减轻、活动性

减少、反应变慢、食欲降低和体毛稀疏等症状［６］。

１．４　尿液处理　尿液样品以３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ
以除去固体杂质，取上清液按体积比（Ｖ／Ｖ）１２加

入磷酸盐缓冲液（０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４０．２ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨ２ＰＯ４），静 置 １０ ｍｉｎ。再 于 同 样 条 件 下

１３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液，加入适量Ｄ２Ｏ和

ＴＳＰ，取上层清液５５０μｌ置于５ｍｍ核磁管中，使用

ＡＶＡＮＣＥⅡ６００ＭＨｚ型超导傅立叶变换ＮＭＲ谱

仪进行测量［７］。

１．５　ＮＭＲ数据采集和处理　在超导傅立叶变换

ＮＭＲ谱仪上调用ｃｐｍｇｐｒ１ｄ脉冲序列，该序列可以

较好地去除尿液中大分子的干扰。相关参数如下：

预饱和时间２ｓ，谱宽７２８８．６３Ｈｚ，采样点数６４ｋ，

采样时间２．６ｓ，叠加次数１２８次，循环次数１２８次，

并控制温度在２９８．２Ｋ。自由感应衰减（ｆｒｅｅｉｎｄｕｃ

ｔｉｏｎｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信号经过３２ｋ傅立叶变换转为

ＮＭＲ谱图。以ＴＳＰ为化学位移参考峰的位置，设

为０，校正化学位移，对图谱进行相位校正和基线校

正，将图谱文件夹导入本实验室自编的 Ｍａｔｌａｂ软件

进行处理，将 １Ｈ谱按默认值，从１０．０到０．２，扣除

水峰等活性氢所在的区域δ４．２～６．０，以避开溶剂

峰对谱图的影响，然后以每段为０．０４进行分段并积

分，共获得２００个化学位移小段和各化学位移对应

的积分值。将积分值进行中心化和比例换算后，以

文本文件或Ｅｘｃｅｌ文件贮存，用于主成分分析（ｐｒｉｎ

ｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。

１．６　主成分分析　将预处理后的数据导入ＳｉｍｃａＰ

１１．５（ＵｍｅｔｒｉｃｓＡＢ，Ｕｍｅａ，Ｓｗｅｄｅｎ）［８］软件，求出主

成分（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＰＣ），得出得分图（ｓｃｏｒｅ

ｐｌｏｔ）和载荷图（ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ），实现尿样样品的分

类；同时得出对分类贡献较大的变量，利用ＰＣＡ结

果对各组大鼠尿液的代谢组变化进行解释。

２　结　果

２．１　大鼠尿液氢谱　模型组和空白组大鼠尿液的

典型１ＨＮＭＲ谱如图１所示。

２．２　代谢物成分的指认　检索代谢组学相关
１ＨＮＭＲ化学位移谱库 （ＨＭＤＢ，ＫＥＧＧ，ＬＩＰＩＤ
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ＭＡＰＳ，ＣＯＬＭＡＲＭｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓＷｅｂＰｏｒｔａｌ，ＮＭＲ

ＳｈｉｆｔＤＢ等），并同时参考文献［１，９］对正常大鼠尿液

中的部分成分化合物进行指认，结果见图２。在空白

组大鼠尿液的１ＨＮＭＲ谱中可以发现很多内源性的

代谢产物，如氨基酸和脂肪酸。这些物质存在于多

个生化过程中，比如能量代谢、脂类代谢和氨基酸代

谢，所以其氢谱图可以作为化学指纹谱用来描述氢

化可的松诱导的大鼠内源代谢产物的变化。对于未

能指认化学位移所对应的化合物，尚需要其他的手

段进一步鉴别。

图１　６００ＭＨｚ１ＨＮＭＲ大鼠尿液图谱

Ｆｉｇ１　６００ＭＨｚ１Ｈｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ（ＮＭＲ）ｕｒｉｎｅｓｐｅｃｔｒａ

图２　模型组样品和空白组样品大鼠尿液中部分化合物鉴别

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅａｎｄｍｏｄｅｌｒａｔｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅ

２．３　ＰＣＡ结果　对１２只大鼠尿液氢谱积分值的

ＰＣＡ结果见图３。由图３可知，主成分积分值集中

分布于椭圆形的三点图（９５％置信区间内）的２个区

域，模型组和空白组之间无交叉和重叠，对氢谱变化

影响最大的２个主成分的贡献率分别是４１％（ＰＣ１）

和２２％（ＰＣ２）。

２．４　标记物的寻找　通过ＰＣＡ的载荷图（图４），

确定对分类贡献较大的变量。每一个变量对应于特

定的化学位移，通过归属化学位移，确定标记化合

物。对于大鼠尿液 ＮＭＲ数据中发生变化的成分，

将其化学位移和对应的化合物，化合物变化的方向

列于表１，推测出大鼠可能的肾虚证标记物。

图３　空白组和模型组尿样样品

的散点分布图（ｔ［Ｃｏｍｐ．１］／ｔ［Ｃｏｍｐ．２］）

Ｆｉｇ３　Ｓｃｏｒｅｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｐｌｏｔ（ｔ［Ｃｏｍｐ．１］／ｔ［Ｃｏｍｐ．２］）ｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅａｎｄｍｏｄｅｌｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＰＣＡ

图４　主成分分析空白组和模型组

尿样样品载荷图（ｔ［Ｃｏｍｐ．１］／ｔ［Ｃｏｍｐ．２］）

Ｆｉｇ４　Ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（ｔ［Ｃｏｍｐ．１］／ｔ［Ｃｏｍｐ．２］）ｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌ

ｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅａｎｄｍｏｄｅｌｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇＰＣＡ

表１　大鼠尿液中部分成分的变化

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｕｒｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｍｏｄｅｌｒａｔｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ δＨ Ｃｈａｎｇｉｎｇｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ３．８７ ↓
Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ２．７２ ↑
Ａｓｐａｒａｇｉｎｉｃａｃｉｄ ２．８３ ↓
Ｔａｕｒｉｎｅ ３．４４，３．２８ ↓
Ｈｉｐｐｕｒａｔｅ ７．８４，７．５６，７．６４，３．９７ ↓
Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ２．４１ ↓
Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ ２．５３，２．６８ ↓
Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ １．３７ ↑

　“↑”Ｉｎｄｉｃａｔｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔｕ

ｒｉｎｅ；“↓”Ｉｎｄｉｃａｔｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ

ｒａｔｕｒｉｎｅ
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３　讨　论

　　大鼠尿液的１ＨＮＭＲ谱ＰＣＡ表明，模型组和对
照组在积分值散点图中呈聚类分布，两组未见重叠，
对ＰＣ１和ＰＣ２进一步分析，与空白组相比，由于氢
化可的松的干预，其中乳酸（δ１．３７）的量显著增加。
乳酸是丙酮酸和氢结合后生成，如果大鼠机体的能
量代谢正常进行，不会产生堆积，将被血液带至肝
脏，进一步分解为水和二氧化碳并产生热量，其响应
积分面积的增加显示模型组大鼠的乳酸代谢发生了

堆积，推测可能是由于氢化可的松诱导引起大鼠机
体能量代谢发生紊乱所致。模型组大鼠尿液二甲胺
（δ２．７２）的含量增高，提示肾虚与肾功能异常密切
相关。而天冬氨酸（δ２．８３），牛磺酸（δ３．４４，３．２８），
马尿酸（δ７．８４，７．５６，７．６４，３．９７），肌氨酸（δ３．８７）
等的相对积分面积则明显下降，预示着糖皮质激素
可能引起了肾上腺皮质分泌功能的损害。琥珀酸
（δ２．４１）和柠檬酸（δ２．５３，２．６８）是三羧酸循环能量
代谢及糖酵解的中间产物，其含量的降低，通常是由
于线粒体功能紊乱引起。有文献［１０］报道在实验中

大鼠的腺体、脑垂体、肾上腺和胸腺的质量在外部糖
皮质激素（氢化可的松）干预后减轻，推测可能是由
于药物诱导的动物免疫系统的“过消耗”。大鼠尿液
中的代谢产物变化显示机体的代谢活性由于氢化可

的松的干预而呈现广泛显著性增强，即在高剂量氢
化可的松的干扰之后，动物进入了一个“功能亢进”
状态［１１］，包括代谢网络中一系列的改变，比如活化
了下丘脑单胺递质并且加速了能量代谢。能量和免
疫系统的“过消耗”最后导致大鼠进入“耗竭”状态，
大鼠机体内部的代谢表现出迟缓和衰弱现象，外部
则有如下特点：活动减少，食欲降低，质量减轻，体毛
稀疏等［１１］。

　　本研究应用ＮＭＲ和多变量统计分析技术方法
研究大鼠的肾虚证模型，通过对高剂量氢化可的松
诱导的大鼠模型尿液的分析和模式识别，显示该方
法能够区分空白组大鼠和肾虚组大鼠尿液样品，同
时进行了标记物寻找和解释。尽管在空白组和模型
组各自组内，大鼠个体间的尿液成分存在差异，但是
这些生化差异经ＰＣＡ处理后可以实现分类聚类，这
也体现模式识别在代谢组学研究中的重要意义。本

工作有利于深入认识和理解中医肾虚证的本质，同
时为该类疾病的临床诊断和治疗研究提供依据。

　　综上分析说明尿液代谢组学分析能够较好地反
映肾虚证的代谢特征。说明基于ＮＭＲ结合模式识
别的代谢组学方法是一个可用于研究复杂条件下机

体病理生理状态变化，从而揭示代谢相关疾病本质
的强有力工具。
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