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基于液相色谱质谱技术的高尿酸血症血浆代谢组学研究
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　　摘　要：目的　利用代谢组学技术研究高尿酸血症患者与健康人血浆的代谢差异情况，寻找差异代谢标志物，为探讨高尿酸

血症病因及与其他代谢性疾病的关系提供参考。方法　通过超高效液相色谱四级杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）技术分

析高尿酸血症患者（高尿酸血症组）和健康者（对照组）血浆代谢物图谱，采用 ＭａｒｋｅｒＬｙｎｘＸＳ软件对原始数据进行校正和归一化

处理，应用ＳＩＭＣＡＰ＋１２．０．１软件对样品进行分组并采用正交信号校正和偏最小二乘法判别分析（ＯＳＣＰＬＳＤＡ）分析。分析结

果以二维、三维得分图和载荷图的形式表示，根据ＯＳＣＰＬＳＤＡ模型的 ＶＩＰ值及显著性差异检验结果等筛选出差异性代谢物。

结果　高尿酸血症组与对照组分别呈现聚类分布，两组之间未见交叉与重叠，得到了明显区分。初步确认６种化合物（质荷比分

别为２８２．２７９２、４９６．３４００、２８０．２６３２、７９．０２０３、２５６．２６３２及２８４．２９４５）为区分高尿酸血症与健康人的潜在的血浆差异性代谢

标志物。结论　建立了利用液相色谱质谱技术进行高尿酸血症血浆代谢组学研究的方法，为高尿酸血症的发病机制、预测和防

治研究奠定了基础。
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　　代谢组学是继基因组学和蛋白质组学后出现的以定性和

定量描述生物体内多种代谢物动态变化为目的的新兴组学，是

系统生物学的重要组成部分。质谱分析和核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒ

ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）是该领域内２种关键的实验技术，

其中液相色谱质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ

ｔｒｙ，ＬＣＭＳ）联用技术集高效液相色谱高分离性能与质谱的高

灵敏度、高特异性的优点于一体，逐渐成为代谢组学研究的主

流技术。当前临床和流行病学领域已有大量代谢组学的实际

应用，用于探索各种疾病的复杂的分子机制。评价各种代谢途

径的大量代谢物（如底物、中间产物以及终端产物）的技术更是

广泛用于糖尿病、心血管疾病代谢状态的危险评估中［１３］。高

尿酸血症作为世界范围内一般人群中患病率较高的代谢性疾

病在当前并未引起足够重视，其与糖尿病、肾病及代谢综合征

等代谢性疾病之间具有错综复杂的相互作用［４］，代谢组学研究

将为揭示高尿酸血症的发病机制、危险因素及其与相关代谢性

疾病的发生、发展提供了一个独特视角。

１　材料与方法

１．１　病例来源　收集单纯高尿酸血症男性患者１４例，将其作

为高尿酸血症组，年龄２０～４０岁；无背景疾病，如感染，高血

脂，高血压，高血糖及肝、肾疾病等；诊断参照中华医学会风湿

病学分会定义标准［５］。收集健康成年男性１０例作为对照组。
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１．２　主要仪器和试剂　主要仪器包括：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ超

高效液相色谱系统（美国）、ＸｅｖｏＧ２ＱＴｏｆ四极杆飞行时间串

联质 谱 仪 （美 国）；Ａｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣＴＭ Ｃ１８ 柱 （２．１ ｍｍ×

１００ｍｍ，１．７μｍ）、低温高速离心机（德国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、超

声清洗仪（昆山禾创超声仪器有限公司）；ＧＲ２０２ＡＮＤ电子分

析天平（日本）、热电超低温冰箱（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＦｏｒｍａ

ＵＬＴ）、华凌ＢＤ４２冰箱。主要试剂：大黄素（批号：３０２６９），购

自美国Ｓｉｇｍａ公司；乙腈、甲醇为色谱纯，购自美国 Ｍｅｒｃｋ公

司；纯水由反渗透超纯水仪（ＧＴ３０Ｌ，上海飞域实验室设备有

限公司）制备。

１．３　采样和血浆分离　受检者早餐前空腹于上肢静脉处采血

５ｍＬ，血样收集于真空肝素抗凝的采血管内，静置１０ｍｉｎ后

４℃１０００×ｇ冷冻离心１０ｍｉｎ，取离心后的上清液，于－８０℃

冷冻储存。

１．４　样品处理　取２００μＬ血浆样品至１．５ｍＬ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

管中，加２０μＬ内标溶液（含１０μｇ／ｍＬ大黄素），再加８００μＬ

甲醇乙腈（１∶１，犞／犞），涡流混合１ｍｉｎ，震荡均匀，然后

１４０００×ｇ离心３０ｍｉｎ后，取１０μＬ上清液进样。

１．５　分析条件　采用超高效液相色谱四级杆飞行时间质谱

（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｑｕａｔｒｕｐｏｌｅｔｉｍｅｏｆ

ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）技术分析高尿酸

血症患者和健康者血浆代谢物图谱。

１．５．１　色谱条件　ＡｑｕｉｔｙＵＰＬＣＴＭ Ｃ１８柱（２．１ｍｍ×

１００ｍｍ，１．７μｍ），流速０．６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，流动相 Ａ为

０．１％ＦＡＨ２Ｏ，流动相Ｂ为０．１％ＦＡＣＡＮ，进样体积０．２Ｌ。

梯度洗脱程序见表１。

表１　　色谱梯度洗脱程序

时间（ｓ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％） Ｃｕｒｖｅ

０．００ ９９．０ １．０ Ｉｎｉｔｉａｌ

０．５０ ９９．０ １．０ ６

２．００ ５０．０ ５０．０ ６

７．００ ２．０ ９８．０ ６

９．００ ２．０ ９８．０ ６

１．５．２　质谱条件　采用ＸｅｖｏＧ２ＱＴｏｆ四极杆飞行时间串联

质谱仪，离子化模式：电喷雾电离（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）

（＋），毛细管电压３ｋＶ，ＳａｍｐｌｉｎｇＣｏｎｅ３０Ｖ，ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＣｏｎｅ

４．０Ｖ，源温度１２０℃，雾化气温度５５０℃，雾化气流速８００Ｌ／

ｈ，锥孔气流速５０Ｌ／ｈ。

１．６　统计学处理　采用 ＭａｒｋｅｒＬｙｎｘＸＳ软件对原始数据进

行校正和归一化处理，对处理后的数据应用 ＳＩＭＣＡＰ＋

１２．０．１（瑞典 Ｕｍｃｔｒｉｅｓ公司）统计学软件对样品进行分组并采

用正交信号校正和偏最小二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｓｉｇｎａｌ

ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＳＣＰＬＳ

ＤＡ）分析。分析结果以二维和三维得分图（ｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔ）和载荷

图（ｌｏａｄｉｎｇｓｐｌｏｔ）的形式表示，考察健康志愿者组和高尿酸血

症患者组的样品差异性及获取差异信息。组间比较采用狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血浆代谢物谱图ＯＳＣＰＬＳＤＡ结果　应用ＳＩＭＣＡＰ＋

１２．０．１软件对 ＭａｒｋｅｒＬｙｎｘＸＳ导出数据进行 ＯＳＣＰＬＳＤＡ

分析，绘制出得分图（图１、２）、载荷图（图３）和Ｓｐｌｏｔ图（图４）。

由图１、２可知，高尿酸血症组与对照组分别具有一定的聚类作

用，在二维空间得分图中高尿酸血症组和对照组受检者的血浆

代谢谱中各自成长条状集中分布，且两组无交叉重叠，明显分

开，提示两组之间血浆中小分子代谢物的组成具有差异，ＯＳＣ

ＰＬＳＤＡ方法可以将两组样本较好地分开。并且二维得分图

和三维得分图具有很好的一致性。从图３可知，绝大多数点集

中在原点附近，只有少数点远离原点。这些远离原点的点实际

上就是将高尿酸血症组与对照组患者的血浆样品完全区分开

的关键代谢物，也就是说这些代谢物是在高尿酸血症患病血浆

内发生显著变化的关键化合物。红框为高尿酸血症组与对照

组之间潜在的差异代谢标志物。由图４可看出Ｓｐｌｏｔ的两端

是潜在的差异代谢标志物。

　　黑色：正常组；红色：高尿酸血症组。

图１　　ＯＳＣＰＬＳＤＡ分析的二维得分图

　　黑色：正常组；红色：高尿酸血症组。

图２　　ＯＳＣＰＬＳＤＡ分析的三维得分图

　　红框：潜在的差异代谢标志物。

图３　　ＯＳＣＰＬＳＤＡ分析的载荷图

２．２　潜在标记物的发现　在 ＯＳＣ滤噪的 ＰＬＳＤＡ 模型中

ＶＩＰ（ｖｅｒｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ）值大于１的变量被看作可能

的潜在标记物，通过Ｓｐｌｏｔ图对它们的可靠性进行验证，将和

分类相关性低的变量剔除，剩余的变量再进行狋检验，犘＜０．０５

的变量视为高尿酸血症患者与健康人区分的潜在标记物。经

过多种多变量分析手段的结合，最终共有６种质荷比大小的代
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表２　　两组间的差异代谢标记物

编号 ＶａｒＩＤ（Ｐｒｉｍａｒｙ） ＶａｒＩＤ（Ｒｅｔ．Ｔｉｍｅ） ＶａｒＩＤ（ｍ／ｚ） ＶＩＰ［１］ 可能的分子式 变化趋势

１ ２１５１ ６．５３８３ ２８２．２７９２ ２３．５９５０ Ｃ１８Ｈ３６ＮＯ 增高

２ １５４８ ４．５１７１ ４９６．３４００ １７．０８３１ Ｃ３０Ｈ４４Ｎ３Ｏ３ 降低

３ １９３０ ５．９０３２ ２８０．２６３２ １０．２０１２ Ｃ１８Ｈ３４ＮＯ 增高

４ ２２ ０．６０２６ ７９．０２０３ ８．８９２０ Ｃ３Ｈ４ＯＮａ 降低

５ ２０５６ ６．３２８６ ２５６．２６３２ ８．６６６４ Ｃ１６Ｈ３４ＮＯ 增高

６ ２５７４ ７．２３１０ ２８４．２９４５ ４．４０２９ Ｃ１８Ｈ３８ＮＯ 增高

谢物被认为是区分高尿酸血症患者与健康人的潜在标记物，见

表２。经过搜索 ＨＭＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｈｍｄｂ．ｃａ／）数据库及

ＫＥＧＧ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／）数据库，同时参照有关文

献，结果发现油酸、亚油酸、棕榈酸、硬脂酸、反油酸、异油酸、

Ｐｒｉｓｔａｎａｌ、三甲基十三烷酸、癸烯酸、８异构前列腺素、Ｐｏｓｔｉｎ、３

葡萄糖苷酸孕二醇、肠抑素、吡啶等近２０种物质是高尿酸血症

潜在的生物标志物，主要包括脂肪酸和短肽等，准确的结构确

认和含量测定有待于二级质谱扫描和利用标准物质进行进一

步的对照和计算。

　　红框：潜在的差异代谢标志物。

图４　　ＯＳＣＰＬＳＤＡ分析的Ｓｐｌｏｔ图

３　讨　　论

与传统组学相比，代谢组学有自身的优点［６］。首先是最接

近表型，基因和蛋白表达的变化最终以落脚于代谢过程产生终

端效应。因此，代谢组学研究是反映生物体系表型和遗传型之

间联系的纽带，对了解生物体病理生理和新陈代谢的本质具有

重要的作用。其次，基因和蛋白表达的有效的微小变化会在代

谢物上得到放大，从而使检测更容易。另外，因为代谢产物在

各个生物体系中都是类似的，可以寻找到针对某种代谢物或者

一类代谢物的分析方法，而不用考虑物种的区别［７］，因此，代谢

组学研究中采用的技术更为通用；而且代谢物的种类要远小于

基因和蛋白的数目，便于分析。

目前国内关于利用代谢组学进行高尿酸血症研究的仅见

１篇报道，钟麟等
［８］等利用氢 ＮＭＲ代谢组学方法分析高尿酸

血症患者和健康对照者血浆中饱和脂肪酸、Ｎ乙酰糖蛋白、极

低密度脂蛋白等代谢物的变化，结合主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和ＰＬＳ，分析这些目标代谢物的表达

差异。结果发现与健康对照组比较，高尿酸血症组患者的饱和

脂肪酸、Ｎ乙酰糖蛋白、极低密度脂蛋白、乳酸、乙醇的水平上

升，卵磷脂、谷氨酰胺、葡萄糖的水平下降。从而认为高尿酸血

症患者相较于健康对照组受检者存在更多脂类代谢异常、糖酵

解加剧、谷氨酰胺水平下降等问题，并指出该类物质可能与高

尿酸血症的发病、转归和预后有关。由此也提示高尿酸血症患

者血脂、血糖代谢亦出现异常，从分子机制上证明尿酸水平与

血脂、血糖等质谱分析组分是有关联的。该研究中同时也发现

高尿酸血症患者发生了类似心血管疾病进程中的脂类代谢改

变，提示高尿酸血症与心血管疾病的关联。

本研究结果提示脂肪酸代谢异常可能是高尿酸血症发病

牵涉的代谢途径之一：棕榈酸、亚油酸、油酸、硬脂酸等脂肪酸

主要参与脂肪酸的合成、脂肪酸在线粒体的伸长、脂肪酸代谢

以及不饱和脂肪酸的合成等生化反应过程，这些物质在高尿酸

血症患者血浆中的升高提示高尿酸血症患者脂肪酸代谢可能

发生紊乱。有研究表明硬脂酸、亚油酸、油酸等可作为冠状动

脉粥样硬化性心脏病（冠心病）的代谢产物谱。饱和脂肪酸摄

入过多是导致高胰岛素血症的危险因素，尤其是棕榈酸

（Ｃ１６∶０），可促使２型糖尿病的发生。脂肪酸引起血压升高

和促进高血压血管病变与血浆游离脂肪酸的组成有关，血浆游

离脂肪酸对血管内皮细胞有直接作用，在脂肪酸中，损害血管

内皮的脂肪酸有硬脂酸（Ｃ１８∶０）、油酸（Ｃ１８∶１）、软脂酸

（Ｃ１６∶０）等。最新研究表明，高尿酸血症与冠心病、糖尿病、

高血压等有密切的相互作用，这在脂质代谢紊乱中得到集中

体现。

本研究还发现高尿酸血症患者Ｐｒｉｓｔａｎａｌ水平可能升高，

Ｐｒｉｓｔａｎａｌ是植烷酸和降植烷酸之间的中间代谢产物，植烷酸和

降植烷酸水平升高与过氧化物酶体失调有关，此时，由于缺乏

功能性过氧化物酶体而导致植烷酸降解障碍。植烷酸水平升

高常与多种代谢紊乱的发生相关，在多种代谢性疾病发生中发

挥重要作用。此外，研究结果提示高尿酸血症患者Ｐｏｓｔｉｎ和

肠抑素水平可能下降，Ｐｏｓｔｉｎ是胱蛋白酶抑制剂Ｃ的 Ｎ末端

四肽，是促吞噬肽激活剂，而促吞噬肽与免疫系统功能相关。

肠抑素是脂肪消化时释放自胰辅酯酶的五肽，主要存在于近端

小肠，是选择性食欲抑制剂，尤其是针对脂肪摄入。女性肥胖

者血浆肠抑素水平常常升高，饱食之后其分泌减少。

Ｌｉｕ等
［９］采用高效液相色谱二极管阵列检测器技术检测

和鉴定了痛风患者血清和尿液中的新生物标志物，即血清中的

尿酸、肌酐、色氨酸和尿液中的尿酸、肌酐、鸟嘌呤核苷及马尿

酸。通过对标志物在痛风不同时期的对比发现，与间歇期痛风

比较，急性痛风期患者嘌呤、蛋白质以及葡萄糖代谢异常更为

显著，急性期由于鸟苷代谢的原因促使血清尿酸水平升高。研

究结果对痛风代谢机制的阐明很有帮助，这对本研究的进一步

开展以及确定高尿酸血症患者血浆潜在的生物标志物具有借

鉴意义。

总之，本研究应用超高效液相色谱技术，结合高分辨率质

谱，达到了区分高尿酸血症患者与健康人血浆小分子代谢物的

目的，并发现了部分差异代谢标志物。由于时间的原因，本研

究没有进行差异代谢标志物的鉴定。在下一步工作中将对这

些目标化合物进行跟踪并获得其二级质谱结构信息，必要时结

合标准品对照，对其结构进行鉴定和确认，这将有助于揭示高

尿酸血症的发病机制及其代谢特征，为其预测和防治奠定

基础。
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