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　　［摘要］　目的　应用核磁共振氢谱（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ１Ｈ，１ＨＮＭＲ）和主成分分析方法研究慢性乙肝患者血清
的代谢组变化。方法　临床正常人血清８例和慢性乙肝患者血清２０例，采用ＢＲＵＫＥＲ５００ＭＨｚ超导核磁共振波谱仪进行
检测，并运用ＰＣＡ分析方法，得出慢性乙肝患者血清代谢组的特征，探讨相关生化过程的改变。结果　分析结果显示慢性乙
肝患者和正常人血清的代谢组具有明显差异。乙肝患者血清中的脂和葡萄糖是升高的，而乳酸、丙氨酸、缬氨酸、谷氨酰胺以

及胆碱类物质则是降低的，且具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　通过上述代谢物的变化可以区分正常人和慢性乙肝患者。
这种基于核磁共振氢谱和主成分分析的代谢组学方法可以为乙肝的诊断提供可靠的分子水平上的代谢依据。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染在
全球广泛分布，慢性乙型肝炎是导致肝硬化、肝功能
衰竭和原发性肝癌的主要危险因素。我国是 ＨＢＶ
感染的高流行区，大约有１亿２千万的 ＨＢＶ携带
者，基本上占我国总人口的９．０９％，因此 ＨＢＶ感染
已经成为严重威胁人类身体健康的重要病原体之

一。Ｙｉｎ等［１］采用色谱质谱联用技术研究了乙肝引
起的肝硬化和肝癌患者血清的代谢组变化。高分辨
核磁共振１Ｈ谱（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ１Ｈ，１Ｈ
ＮＭＲ）是研究生物样品（如生物组织／尿液／血液／组
织提取液等）代谢组变化的一种很重要的手段，而
且这种方法具有良好的客观性和可重复性，无需对
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样品进行特殊处理，可以实现对整个代谢组的同步
检测。由于以上这些优点，近年来基于核磁共振的代
谢组学方法已经被广泛地用来研究肝毒性［２３］、肾
病［４］及眼眶肿瘤［５］等疾病。２００６年 ＭａｒｔíｎｅｚＧｒａｎａ
ｄｏｓ等［６］报道了对人体穿刺所得的肝炎和肝硬化组织

的代谢研究。本实验应用高分辨核磁共振１Ｈ谱和主
成分分析方法研究慢性乙肝患者血清的代谢组特征，
找出与乙肝病毒感染有关的标志性代谢物，为乙肝的
诊断提供可靠的分子水平上的代谢依据。

１　材料和方法

１．１　样品收集　于南方医科大学南方医院感染内
科收集临床患者血清样本２８例，其中包括正常人血
清８例和慢性乙肝患者血清２０例，并置－８０℃冰箱
贮存备用。该实验得到南方医科大学南方医院伦理
委员会的批准，并经得被采血者和患者的同意。

１．２　样品预处理　１Ｈ ＮＭＲ谱采样前，将所有血
清样本解冻，在４℃下，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取

３００μｌ上层血清加至５ｍｍＮＭＲ测试管中，后加入

２００μｌ０．２ ｍｏｌ／Ｌ 磷 酸 缓 冲 溶 液 （０．２ ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４０．２ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ＝７．４）和５０μｌ
重水，振荡混匀。

１．３　ＮＭＲ实验　ＮＭＲ实验采用ＢＲＵＫＥＲ５００
ＭＨｚ超导核磁共振波谱仪，实验温度为２９８Ｋ。采
用 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ（ＣＰＭＧ，ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ
ｄｅｌａｙ９０（τ１８０τ）ｎａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ）脉冲序列，总的回
波时间２ｎτ＝１００ｍｓ，４ｓ的延迟时间，１０ｋＨｚ谱
宽，６４ｋ数据点，采集次数为１２８。傅立叶变化前加

０．３Ｈｚ指数窗函数处理，采用ＴＯＰＳＰＩＮ２．０．软件
进行手动调相和基线校正，化学位移以乳酸甲基双
重峰１．３３进行定标。

１．４　ＮＭＲ１Ｈ谱的数据预处理和主成分分析　采
用软件ＴＯＰＳＰＩＮ２．０对所有１ＨＣＰＭＧ谱进行自
动积分，积分区间０．５～９．０，积分间隔０．０２。为了
消除剩余水峰引起的影响，将积分区间４．７～５．２的
积分值设为零。此外，为了消除样本间因浓度不同
而带来的分析误差，在进行主成分分析之前对各分
段积分值进行归一化处理。归一化后的数值将作为
原始数据导入软件ＳｉｍｃａＰ１０．０（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，Ｓｗｅ
ｄｅｎ）中进行模式识别主成分分析。

１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ （Ｖｅｒｓｉｏｎ１３．０，

ＳＰＳＳＩｎｃ．，ＵＳＡ）软件对正常人和慢性乙肝患者血
清代谢物的归一化积分值进行ｔ检验，Ｐ＜０．０５被
认为具有统计学差异。

２　结　果

２．１　正常人和乙肝患者血清的１Ｈ ＮＭＲ谱代谢物
成分及比较　应用Ｔ２滤波的ＣＰＭＧ序列，图１可明
显观察到异亮氨酸 （ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，０．９３），缬氨酸
（ｖａｌｉｎｅ，０．９９、１．０４），乳酸（ｌａｃｔａｔｅ，１．３３、４．１２），丙
氨酸（ａｌａｎｉｎｅ，１．４８），Ｎ乙酰糖蛋白（Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＮＡＣ，２．０４），甲 硫 氨 酸 （ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，

２．１３），乙酰乙酸（ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ，２．２２），丙酮酸（ｐｙｒｕ
ｖａｔｅ，２．３７），谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，２．４１），肌酸（ｃｒｅａ
ｔｉｎｅ，３．０３），磷酸胆碱／胆碱（ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｃｈｏ
ｌｉｎｅ，３．２２），氧化三甲胺（ＴＭＡＯ，３．２７）、葡萄糖（α
ｇｌｕｃｏｓｅ和βｇｌｕｃｏｓｅ，３．４０～３．９０，４．６６，５．２２），且
谱峰重叠大大降低，减小了由于谱峰重叠带来的分
析误差。观察正常人（图１Ａ）与乙肝患者（图１Ｂ）血
清１ＨＣＰＭＧ谱，可以发现代谢物乳酸和胆碱类物
质的含量在乙肝患者血清中是降低的，而脂类物质
则升高。

图１　正常人（Ａ）与慢性乙肝患者（Ｂ）１ＨＣＰＭＧ谱

Ｆｉｇ１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ１ＨＣＰＭＧｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎ（Ａ）ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｂ）

ＡｒｒｏｗｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈｅｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ．：Ｉｎｃｒｅａｓｅ；：Ｄｅｃｒｅａｓｅ
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２．２　ＰＣＡ分析　由于一张１ＨＮＭＲ谱中有很多代
谢物信号峰，且代谢物之间存在着一定的联系，所以
仅仅凭借肉眼很难全部观察到这些代谢物的变化。
基于多变量的主成分（ＰＣＡ）分析方法，是通过对原
始谱图进行降维，然后对所有样本进行分析，能够给
出不同类型样本间的代谢差异。图２给出对正常人
和慢性乙肝患者血清１ＨＣＰＭＧ谱的主成分分析结
果（ＰＣ１ｖｓＰＣ２，Ｒ２＝７５．８％），分析结果以得分图
（ｓｃｏｒｅｐｌｏｔ）和负载图（ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ）给出，得分图中
的每一个点代表一个样本，负载图中的每一个点代
表一个积分区间。通过得分图和负载图可以得到样

本之间的区别以及它们的代谢差异。通过图２Ａ可
以看到，正常人和乙肝患者血清样本在ＰＣ１维可以
完全区分开，且对每组样本的ＰＣ１值进行统计分析
表明这两类样本在 ＰＣ１维具有显著统计学差异
（Ｐ＜０．０１）。图２Ｂ给出了对区分两类样本有贡献
的代谢物变化，可以看到乙肝患者血清中，脂和葡
萄糖的含量是升高的，而亮氨酸、缬氨酸、乳酸、丙氨
酸、谷氨酰胺和胆碱类物质是降低的。

　　图３对ＰＣＡ分析中有较大变化的代谢物进行
了统计学ｔ检验，结果表明这些代谢物在慢性乙肝
患者血清中的变化均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　正常人（○）和慢性乙肝患者（▲）血清１ＨＣＰＭＧ谱的主成分分析得分图和负载图

Ｆｉｇ２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎ（○）ａｎｄ

ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ（▲）ｂａｓｅｄｏｎ１ＨＣＰＭＧｓｅｐｃｔｒａ
Ａ：Ｓｃｏｒｅｐｌｏｔ；Ｂ：Ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ

图３　正常人与慢性乙肝患者血清中几种代谢物相对浓度比较

Ｆｉｇ３　Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｓｅｒａｏｆｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｐａｔｉｅｎｔｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎｇｒｏｕｐ；珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　液体高分辨核磁共振１Ｈ 谱具有高分辨率和高
灵敏度，能够给出丰富的代谢信息，已经成为一种研
究生物样品（如尿液／血液／组织提取液等）代谢组变
化的一种很重要的手段。ＣＰＭＧ谱中横向弛豫时间
（Ｔ２）短的大分子信号峰如蛋白和部分脂类信号被抑

制，选择性地突出了小分子代谢物的信号峰［７］，更适
合分析小分子代谢物的变化。同时，主成分分析方
法不仅可以分析样本间是否有差异，而且还可以给
出具有较大贡献的代谢物组分。本研究通过对正常
人和慢性乙肝患者血清代谢组的主成分分析和统计

学分析，可知慢性乙肝患者血清中的脂类物质和葡
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萄糖的含量是升高的，而亮氨酸、缬氨酸、乳酸、丙氨
酸、谷氨酰胺以及胆碱类的含量则是降低的。

　　血清中脂类物质含量的改变在很多疾病中都有
发现［８９］，它表明血清中脂代谢发生改变。本研究观
察到脂类物质含量升高的同时伴随磷脂酰胆碱的降

低，这与肾细胞癌中研究结果是一致的［１０］。磷脂酰
胆碱和胆碱是存在于细胞膜上的磷脂，作为一种贮
存的脂类来源，乙肝患者血清中脂类物质的升高和
磷脂酰胆碱的降低可能意味着磷脂酰胆碱／胆碱向
脂类的代谢加强。

　　此外，葡萄糖的含量在慢性乙肝患者血清中升
高，而乳酸、丙氨酸及缬氨酸则是降低的，这可能与
糖代谢过程的改变有关。在无氧条件下，葡萄糖会
经过糖酵解过程转变成乳酸，而慢性乙肝患者的糖
代谢发生紊乱，糖酵解过程可能被抑制，引起不同程
度的血糖升高，这个发现与前人的研究结果一
致［１１］。而在某些疾病如肝癌［１２］的研究中发现，葡萄
糖的含量是降低的，而乳酸含量则是升高的，这可能
是由于癌细胞的增殖加快，需能增加，使得更多的葡
萄糖被消耗而产生能量，因而促进了糖酵解过程，使
得乳酸聚积。

　　本研究还发现乙肝患者血清中丙氨酸和缬氨酸
的含量是降低的，这也充分说明糖酵解过程被抑制。
此外，慢性乙肝患者血清中的谷氨酰胺也是降低的，
提示存在体内氨代谢的紊乱。

　　总之，基于核磁共振和模式识别的代谢组学方
法能够给出慢性乙肝患者血清的代谢特征以及相关

生化过程的改变，这可以从分子水平更好地认识慢
性乙肝的发生机制，为乙肝的诊断提供可靠的分子
水平上的代谢证据。
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