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冠心病心血瘀阻证血浆代谢组学的检测分析
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摘要目的寻找冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）心血瘀阻证患者血浆代谢产物谱，分析ＣＨＤ心
血瘀阻证血浆层面的代谢途径。方法采用ＱＰ２０１０气相色谱质谱联用仪（ＧＣＭＳ）检测ＣＨＤ心血瘀阻证
组和ＣＨＤ非心血瘀阻证组及健康对照组血浆代谢产物，对不同组之间代谢产物含量的变化主成分分析
（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、偏最小二乘法分析（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｅ ｓｑｕａｒｅｓ，ＰＬＳ）。结果（１）主成分分
析：显示３组样本主成分积分值，３组分聚于椭圆形散点图的３个区域，其中ＣＨＤ心血瘀阻证组中乳酸、β羟
基丁酸、尿素、油酸、硬脂酸、花生四烯酸物质含量上调，而柠檬酸含量下调。（２）偏最小二乘法分析：显示健
康组远离ＣＨＤ心血瘀阻证组与ＣＨＤ非心血瘀阻证组，ＣＨＤ心血瘀阻证组与ＣＨＤ非心血瘀阻证组位置比
较靠近，可以判别他们同属一类；标准化偏最小二乘系数图显示ＣＨＤ心血瘀阻证组与硬脂酸、花生四烯酸、
尿素、乳酸、β羟基丁酸呈正相关，与油酸、脯氨酸、甘氨酸、柠檬酸呈负相关。依据ＶＩＰ值排列各变量与药物
干预的密切程度，依次是花生四烯酸、硬脂酸、乳酸、尿素、柠檬酸、β羟基丁酸、亚油酸、葡萄糖、丙氨酸、油酸
和脯氨酸。（３）差异性分析：１１种有明显变化的代谢产物差异性分析显示，花生四烯酸、硬脂酸、乳酸、尿素、
β羟基丁酸、油酸在冠心病中均有不同程度提高，以ＣＨＤ心血瘀阻证中增高最为明显（均Ｐ ＜ ０ ０１）。其中
ＣＨＤ心血瘀阻证组的乳酸、β羟基丁酸、亚油酸及葡萄糖值较ＣＨＤ非心血瘀阻证增高显著（均Ｐ ＜ ０ ０１）；
而ＣＨＤ心血瘀阻证组葡萄糖与健康组比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）。柠檬酸在冠心病中呈现不同程
度的下降，其中ＣＨＤ心血瘀阻证组与健康组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）。结论（１）花生四烯酸、硬
脂酸、乳酸、尿素、柠檬酸、β羟基丁酸、油酸、葡萄糖、丙氨酸为ＣＨＤ心血瘀阻证患者的血浆代谢产物谱。
（２）从血浆代谢产物谱分析，ＣＨＤ心血瘀阻证与脂质代谢、糖代谢相关，同时也与缺氧、剧痛引起的应激
相关。
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代谢组学是研究生物体受到刺激或扰动后，所有
低分子量的代谢产物随时空变化的一种组学方法。从
系统生物学的角度认识，中医“证候”可能是蛋白质网
络和基因调节网络被疾病“扰动”后所发生的一种特
异性偏离状态，并通过其分泌到血液、尿液的内源性成
分的改变以组、群、谱的特征而客观地反映出来，而代
谢组学正具备解决这些组、群、谱集成问题的功能。本
项目基于气相色谱质谱检测，分析冠心病（ｃｏｒｏｎａｒｙ
ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＨＤ）心血瘀阻证患者血液代谢产物的
变化，以探讨心血瘀阻证的病理生理学基础。

资料与方法
１　 诊断标准　 （１）疾病诊断标准：按照１９７９年

ＷＨＯ制定的缺血性心脏病进行诊断〔１〕。（２）中医辨
证标准：按照《中华人民共和国中医药行业标准·中
医病证诊断疗效标准》制定辨证标准进行诊断〔２〕。
（３）纳入标准：受试患者须符合上述诊断标准，并具
备：年龄在４０ ～ ７５岁。（４）排除标准：①严重高血压、
糖尿病、恶性肿瘤、及肝肾疾病、甲状腺病患者；②糖尿
病性心肌病、甲状腺功能亢进性心脏病、高血压性心脏
病、肺源性心脏病、贫血性心脏病、系统性硬皮病性心
脏病、风湿性心脏病等各种心脏病；③肝炎、结核等传
染病；④精神系统疾病。

２　 临床资料　 患者主要来自湖南中医药大学第
二附属医院心血管内科住院的ＣＨＤ患者，健康对照组
主要为体检健康者。ＣＨＤ患者分为两组，心血瘀阻证
６例，男３例，女３例，年龄（６０ ６０ ± １３ ７７）岁；非心血
瘀阻证组１６例，男９例，女７例，年龄（５９ ８３ ± １２ ６８）
岁。健康对照组１０例，男５例，女５例，年龄（５７ ４３ ±
１０ ２８）岁。３组性别、年龄比较，差异无统计学意义（Ｐ

＞ ０ ０５），具有可比性。
３　 研究方法
３ １　 试剂和仪器　 （１）试剂：乙腈（５００ ｍＬ色谱

级，湖南化工研究院）；吡啶（５００ ｍＬ色谱级，天津定光
精细化工研究所；三氯甲烷（５００ ｍＬ色谱级，长沙湘科
精细化工厂）；１７碳脂肪酸、甲氧胺、Ｎ甲基Ｎ三甲硅
基三氟乙酰胺、三甲基氯硅烷（均为美国ＳＩＧＭＡ试剂
公司提供）。（２）仪器：ＱＰ２０１０气相色谱质谱联用仪
（ＧＣＭＳ，日本岛津公司）。

３ ２　 血浆代谢组学检测　 腹主静脉采血３ ｍＬ，
肝素钠抗凝，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心１０ ｍｉｎ，取上清液，离心
１８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４℃，１０ ｍｉｎ。取上清液－ ２０℃冷冻。试
验时取１００μＬ上清，加入２０ μＬ内标（１７碳脂肪酸６
ｍｇ ／ ｍＬ），加入１ ０００ μＬ乙腈，涡旋混合１ ｍｉｎ，冰浴超
声１０ ｍｉｎ，１８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃离心５ ｍｉｎ。取上清干净
试管中，氮气吹干。加入５０ μＬ甲氧胺吡啶溶液（１５
ｍｇ ／ ｍＬ），混匀，３０ ℃肟化２ ｈ。加衍生化试剂（ＭＳＴ
ＦＡ∶ ＴＭＣＳ ＝ １００ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）５０ μＬ，混匀静置。１ ｈ后移
取上清液到微量进样管，供ＧＣＭＳ检测分析。每批取
同一样品连续进样６次，计算各相对峰面积的相对标
准偏差（ＲＳＤ）以反映批内精密度。

４　 统计学方法　 根据ＧＣＭＳ总离子流图中各峰
的保留时间挑选共有峰（即各图谱中共有的色谱峰），
获取各峰与内标峰的峰面积数据，用相对峰面积（与
内标峰的比值）表示代谢物的含量；主成分分析（ｐｒｉｎ
ｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、偏最小二乘法分析
（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ，ＰＬＳ）应用ＳＩＭＣＡ２Ｐ １１ ５软件
进行；代谢产物差异性分析应用ＳＰＳＳ １３ ０软件采用
方差分析。
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结 果
１　 各组代谢物总离子流图分析　 取同一样品连

续进样６ 次，计算各相对峰面积的相对标准偏差
（ＲＳＤ）。结果发现，血浆各峰的ＲＳＤ 为２ ０５％ ～
６ ７５％。

２　 各组代谢物质的鉴定　 共有峰挑选后显示３
组血浆中共有内源性代谢物２５种，应用“ＮＩＳＴ２００２质
谱数据库”对共有的内源性代谢物作出鉴定，按通常
规定的以匹配度大于８０％的鉴定结果作为较可信的
代谢物。

３　 代谢物质的主成分分析　 将血浆内２５种代谢
物质（Ｖａｒ ＿１．乳酸，Ｖａｒ ＿２ 丙氨酸，Ｖａｒ ＿３ β羟基丁
酸，Ｖａｒ＿４ 缬氨酸，Ｖａｒ＿５ 尿素，Ｖａｒ＿６ 己氨酸，Ｖａｒ＿
７ 膦酸，Ｖａｒ＿８ 异亮氨酸，Ｖａｒ＿９ 脯氨酸，Ｖａｒ＿１０ 甘
氨酸，Ｖａｒ＿１１ 丝氨酸，Ｖａｒ＿１２ 苏氨酸，Ｖａｒ＿１３ 氨基
丙二酸，Ｖａｒ＿１４ 二甲基扁桃酸，Ｖａｒ＿１５ 柠檬酸，Ｖａｒ＿

１６ 核糖酸，Ｖａｒ＿１７ 吡喃半乳糖，Ｖａｒ＿１８ 葡萄糖，Ｖａｒ
＿１９ 棕榈酸，Ｖａｒ＿２０ 肌醇，Ｖａｒ＿２１ 亚油酸，Ｖａｒ＿２２
油酸，Ｖａｒ＿２３ 硬脂酸，Ｖａｒ＿２４ 花生四烯酸，Ｖａｒ＿２５
胆固醇）通过主成分分析（ＰＣＡ），对ＣＨＤ心血瘀阻证
组、ＣＨＤ非心血瘀阻证组、健康对照组样本的第一主
成分（ｔ〔１〕）和第二主成分（ｔ〔２〕）得分进行分析，结果显
示，主成分积分值集中分布于椭圆形得分图的３个区
域，健康对照组位于左侧，ＣＨＤ非心血瘀阻证位于中
间，而ＣＨＤ心血瘀阻证组位于右侧（图１）。

血浆２５种代谢产物因子载荷图（因子载荷图为
第一和第二主成分的载荷点形成的二维图，以直观地
阐释原来变量的图（图２）。结合图１得分图分析，
ＣＨＤ心血瘀阻证组的Ｖａｒ ＿１、３、５、２２、２３、２４明显升
高，而Ｖａｒ＿１５显著降低。即表明其乳酸、β羟基丁酸、
尿素、油酸、硬脂酸、花生四烯酸等代谢物质的含量上
调，而柠檬酸含量下调（表１）。

２ ４　 代谢物质的偏最小二乘法分析

注：▼为 CHD 心血瘀阻证组，○为 CHD 非心血瘀阻证组， ■为健康组

图 1 各组人血浆样本得分图

图 2 人血浆 3 组因子载荷图
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注： ▼为 CHD 心血瘀阻证组， ○为 CHD 非心血瘀阻证组， ■为健康组

图 3 人血浆 ３ 组 PLS 模型判别图

图 5 CHD 心血瘀阻证组人血浆自变量 VIP 图

　 　 ２ ４ １ 　 各组判别模型图（图３）　 健康对照组远
离ＣＨＤ心血瘀阻证组和ＣＨＤ非心血瘀阻证组，ＣＨＤ
心血瘀阻证组与ＣＨＤ非心血瘀阻证组位置靠近，故可
判别他们同属一类，说明模型建立是合理的。

２ ４ ２　 ＣＨＤ心血瘀阻证组的２５个自变量系数
图（在ＳＩＭＣＡＰ软件中为自变量解释因变量作用图，
图４）　 ＣＨＤ心血瘀阻证组与硬脂酸、花生四烯酸、尿
素高，与乳酸、β羟基丁酸等代谢物呈正相关，而与油
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酸、脯氨酸、甘氨酸、柠檬酸等代谢物呈负相关。
２ ４ ３　 ＣＨＤ心血瘀阻证组的２５个自变量ＶＩＰ

图（ＳＩＭＣＡＰ软件中自变量解释因变量作用能力大
小，图５）　 一般以值大于１的变量为重要因素，图中
显示在２５种代谢物质中与ＣＨＤ心血瘀阻证的密切度
依次是花生四烯酸、硬脂酸、乳酸、尿素、柠檬酸、β羟
基丁酸、亚油酸、葡萄糖、丙氨酸、油酸、脯氨酸。

２ ５　 各组血浆代谢物质含量比较（表１）　 对３
组血浆中２５种内源性代谢物中的１１种有明显变化的
物质采用了单因素方差分析。结果显示，与健康对照
组比较，两个ＣＨＤ组的花生四烯酸、硬脂酸、尿素和油
酸均增高，柠檬酸的含量显著降低（均Ｐ ＜ ０ ０１）；而
ＣＨＤ心血瘀阻证组另有乳酸、β羟基丁酸、葡萄糖、丙
氨酸的检测值明显高于健康对照组（均Ｐ ＜ ０ ０１）。与
ＣＨＤ非心血瘀阻证比较，ＣＨＤ心血瘀阻证组的乳酸、
β羟基丁酸、亚油酸、葡萄糖值较高（均Ｐ ＜ ０ ０１），而
柠檬酸较低（Ｐ ＜ ０ ０１）。

表１ 各组血浆代谢物质含量比较（珋ｘ ± ｓ）

代谢物质ＣＨＤ心血瘀阻　 　
证组（６例）　 　

ＣＨＤ非心血瘀阻　 　
证组（１６例）　 　

健康对照组
（１０例）

花生四烯酸０ ０３３ ± ０ ００８ ０ ０３０ ± ０ ００４ ０ ０２８ ± ０ ００２
硬脂酸 ０ ０６０ ± ０ ０１０ ０ ０５４ ± ０ ００７ ０ ０３６ ± ０ ００５
乳酸 ０ ５７８ ± ０ ０７９△ ０ ４５７ ± ０ ０８２ ０ ３６０ ± ０ ０２８
尿素 ０ ８３９ ± ０ ０１０ ０ ７７９ ± ０ ０１０ ０ ５８７ ± ０ １１８
柠檬酸 ０ ０２３ ± ０ ００６△ ０ ０３１ ± ０ ００４ ０ ３３０ ± ０ ００５

β羟基丁酸０ ０３３ ± ０ ００４△ ０ ０２２ ± ０ ００９ ０ ０１５ ± ０ ００４
亚油酸 ０ ０３６ ± ０ ００７△ ０ ０２８ ± ０ ００８ ０ ０３３ ± ０ ００５
葡萄糖 ０ ８３９ ± ０ １１７△ ０ ６２４ ± ０ １５０ ０ ６６８ ± ０ ０６３
丙氨酸 ０ ０５８ ± ０ ００７ ０ ０４８ ± ０ ００８ ０ ０４９ ± ０ ００７
油酸 ０ ０６１ ± ０ ０１２ ０ ０５２ ± ０ ０１４ ０ ０３６ ± ０ ００６
脯氨酸 ０ ０４８ ± ０ ００７ ０ ０４０ ± ０ ００８ ０ ０４７ ± ０ ０１０

　 　 注：与健康组比较，Ｐ ＜ ０ ０１；与ＣＨＤ非心血瘀阻证组比较，△Ｐ ＜
０ ０１

讨 论
代谢组学是研究生物体受到刺激或扰动后，所有

低分子量的代谢产物随时空变化的一种组学方法。从
系统生物学的角度认识，中医“证候”可能是蛋白质网
络和基因调节网络被疾病“扰动”后所发生的一种特
异性偏离状态，并通过其分泌到血液、尿液的内源性成
分的改变以组、群、谱的特征而客观地反映出来，而代
谢组学正是具备解决这些组、群、谱集成问题的功
能〔３〕。国内已有学者对中医寒证患者、肾阳虚大鼠模
型开展代谢组学研究，国外Ｂｒｉｎｄｌｅ等对动脉硬化的代
谢组学分析，实现了对疾病严重程度的判别，表明代谢
组学是加快辨证科学化的重要途径〔３，４〕。

在对ＣＨＤ心血瘀阻证组、ＣＨＤ非心血瘀阻证组、
健康组样本ＰＣＡ分析时发现，３组分别位于得分图不

同的区间；同时找出了反应ＣＨＤ心血瘀阻证特异的代
谢产物，为乳酸、β羟基丁酸、尿素、油酸、硬脂酸、花生
四烯酸及柠檬酸。为了进一部判别３组间的关系进行
ＰＬＳ模拟，结果和实际情况相同，疾病组分在一类，健
康组在另一类。为了进一步了解７种血浆代谢产物哪
些变量属于最为重要的指标，通过变量系数图以及系
数ＶＩＰ图，得出依据重要性排列的指标是：花生四烯
酸、硬脂酸、乳酸、尿素、柠檬酸、β羟基丁酸、亚油酸、
葡萄糖、丙氨酸、油酸、脯氨酸。其中脯氨酸、亚油酸在
ＰＬＳ判别模型的系数ＶＩＰ中显示出重要作用，对物质
含量比较时发现，在ＣＨＤ非血瘀证组水平下降，而在
ＣＨＤ心血瘀阻证组中含量又上升，与健康组比较差异
无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５），可以推断脯氨酸、亚油酸是
判断ＣＨＤ是否为心血瘀阻证的物质，但并非区别ＣＨＤ
心血瘀阻证与健康人的特异性物质。另外，葡萄糖含量
ＣＨＤ非心血瘀阻证组降低，与健康组比较差异无统计
学意义（Ｐ ＞ ０ ０５），但ＣＨＤ心血瘀阻证组显著增高，与
健康组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０１）；同时，ＶＩＰ值
也表明葡萄糖是区别健康人与ＣＨＤ心血瘀阻证的特异
性物质之一。经以上分析，最后确定花生四烯酸、硬脂
酸、乳酸、尿素、柠檬酸、β羟基丁酸、油酸、葡萄糖、丙氨
酸为ＣＨＤ心血瘀阻证血浆代谢产物谱。

现代研究表明，脂质代谢紊乱伴随着冠心病的整个
发病过程。当冠状动脉内膜受到高血压、高血脂、吸烟、
炎症等损伤时其完整性受到破坏，血浆中增高的脂质成
分侵入动脉壁，引起血管平滑肌细胞增生，随着血脂成
分渗入以及泡沫细胞蛋白多糖不断刺激纤维组织增生，
形成粥样斑块。心肌供血不足，使心肌摄入氧下降。严
重时葡萄糖酵解至丙酮酸后，不能进入三羧酸循环，还
原成乳酸，堆积严重时可引起全身酸中毒。细胞内过多
的Ｈ ＋抑制Ｇａ２ ＋与心肌收缩蛋白结合，心肌收缩力下
降，有效循环下降，组织与血液氧交换缓慢，酸中毒加
重。现代研究认为心肌细胞内酸性产物的堆积是引起
心脏疼痛的主要原因〔５ － ７〕。ＣＨＤ心血瘀阻证因心脉痹
阻所致，心肌组织持续缺血、持续疼痛，造成生理应激，
刺激肾上腺皮质、激活交感神经系统，使血中糖皮质激
素和儿茶酚胺增高，致使机体合成代谢降低，分解代谢
亢进，脂肪、糖元分解加快，血糖、脂肪酸（花生四烯酸、
硬脂酸）水平增高〔８〕。所以经ＧＣＭＳ检测的葡萄糖与
生化指标的血糖仅在ＣＨＤ心血瘀阻证中显著增高。

血浆中脂类（胆固醇、甘油三酯）的增多可以使血
液黏度增加，而应激与引起血液黏滞因素也密切相关，
这就使得本身就存在高脂状态的冠心病，在应激的情
况下使得血液黏滞加重，出现“黏、聚、凝、集”的血液
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流变学状态。由于脂肪酸氧化代谢和葡萄糖氧化代谢
之间存在相互反馈调节关系。脂肪酸氧化代谢增强可
以通过抑制心肌细胞柠檬酸含量增加，导致柠檬酸含
量下降。而脂肪的动员增强又可能导致β羟基丁酸
的升高。在临床检测中疾病组患者肌酐清除率、血清
尿素氮均在正常范围，但是通过ＧＣＭＳ检测尿素水平
高于正常组。考虑其原因，一是缺氧状态下蛋白分解
加快，二是应激时肾血流灌注不足所致〔９〕。

以上分析表明ＣＨＤ心血瘀阻证代谢产物的变化
与能量（脂肪、葡萄糖）代谢紊乱密切相关。脂质代谢
紊乱与中医的痰浊生成有十分相似的地方，《景岳全
书·痰瘀》中提到“痰即人之津液，无非水谷之所化，
此痰亦既化之物，而非不化之属也，但化得其正，则形
体强，营卫充，而痰涎本皆血气；若化失其正，则脏腑
病，津液败，而血气即成痰涎”。认为正常情况下血脂
犹如营血津液，为人体水谷所化生的精微物质，经过脾
胃转输生化，可以布洒五脏以养全身，正如同心脏主要
能量来源与脂质代谢一般。若脾胃气化受损，一则长
期摄入富含脂质的食物膏梁厚味，湿困脾胃；二则年老
气衰脾胃生化乏力，都可导致脾不建运、输化失常，血
中脂肪升高。

血中大量的脂质逐渐增多凝聚成痰，形成痰浊。
痰浊黏滞于血脉之内，留而不去，凝结成块，继而导致
气血运行受阻，瘀血内生。这种病理状态持续发展下
去，痰借血体，血借痰凝，凝血为瘀，痰瘀互结，与血脉
形成斑块。血中精微物质难以充养血府，日久血府枯
涩，血脉不再柔顺，加之痰瘀附着共成动脉粥样硬化。
脂浊瘀血胶结于固涸之脉管，旧血不解，新血继凝，凝
结不解，形成坚块，血脉不畅，发为心血瘀阻证。而其
余气虚、阴虚所致者，虽也有血中脂浊瘀血凝结，但总
以气、血、阴、阳亏虚为主，血液中缺少润养心脏的精微
物质，加之心脉部分痹阻发为胸痹心痛。

可见，人脏腑功能正常，则气化功能正常，脂质等
精微物质则运行于血液，通过正常的代谢供给人体能
量，体内的脂肪代谢、糖代谢均处于相互协调的内稳
态。而冠心病由于其发病与脂质代谢紊乱相关，所以
在不同证型中表现出与脂肪代谢相关物质的增高，但
ＣＨＤ心血瘀阻证以痰瘀胶结为主，所以脂肪类代谢物
质的上调最为明显，加之该证脉中坚块为有形之邪，附
于脉管阻挡气血精微，无以润养心肌组织则疼痛多剧
烈或者刺痛为主。不同于虚证导致的疼痛，痹阻较轻
尚可部分润养心肌组织故为隐痛。所以心血瘀阻证中
因应激而引起的代谢产物变化也是有别于其他证型的
一个特点。总之，ＣＨＤ心血瘀阻证的临床表现与内在

代谢产物密切相关，患者因病理反映而致代谢产物的
变化是区别于其他证型的特点之一。
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