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　　摘　要：目的　研究因溶血而造成的血浆标本中小分子代谢物组成及浓度的变化，探讨血浆标本溶血对代谢组学研究造成的

影响。方法　未发生溶血及发生溶血的健康男性血浆样本各１０份，经核磁共振波谱仪检测后，应用ＳＩＭＣＡＰ１２．０软件对积分

数据进行正交偏最小二乘判别分析及相关性分析。结果　溶血组标本中涉及糖代谢、脂代谢及氨基酸代谢的多种小分子代谢物

浓度发生改变。结论　溶血可影响代谢组学分析结果，在实际操作中应该避免。
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　　代谢组学是通过对一个生物系统在给定时间和条件下所

有小分子代谢物质进行定性定量分析，进而描述生物内源性代

谢物质的整体及其对内因和外因变化应答规律的科学，是继基

因组学、转录组学和蛋白质组学之后，系统生物学的重要组成

部分［１］。代谢组学已经广泛地应用到了分子病理学、药理学、

毒理学、临床医学和环境科学等与人类的健康密切相关的领

域［２］。血液作为方便易得的生物体液，承载着丰富的小分子代

谢物信息，能较为全面地反映机体的实际状态，是最为常用的

代谢组学研究对象。溶血是目前血液标本收集过程中难以避

免的问题，根据发生原因的不同可以分为两大类，一是内在因

素引起的溶血，由自身溶血性疾病、物理因素、生物因素和药物

毒性反应等因素引起；二是外在因素引起的溶血，即血液标本

采集、运送、分离或保存过程中，由于外界各种原因导致的血小

板、血细胞破坏，胞内组分释放进入血清或血浆中，导致血液标

本出现特有的红色增加。已有研究表明外在因素引起的溶血

将导致生化检测结果不准确，难以如实地反映机体的实际状

况［３５］。溶血发生后，样本的测定结果能否参与代谢组学研究

是实验工作者关注的问题。目前尚无研究探索血液样本溶血

引起的代谢物的变化。本研究采用基于核磁共振（ＮＭＲ）技术

的代谢组学方法检测溶血及未发生溶血的正常人血浆内源性

小分子代谢物，结合模式识别技术探讨溶血样本对代谢组学分

析所造成的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为２０１０年１月武警总医院门诊体

检中心采集的血浆（柠檬酸钠抗凝），筛选条件为血浆源自体检

结果正常且近期无药物服用史的男性成年人。血浆样本分组

情况如下：溶血组１０例，平均年龄（４３．４±８．０）岁；未溶血组

１０例，平均年龄（４３．８±７．９）岁。两组年龄比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。

１．２　仪器与试剂　ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ６００ＭＨｚ超导脉冲傅立叶

变换核磁共振谱仪购自美国瓦里安公司；艾本德５８１０Ｒ离心

机购自德国艾本德公司；重水 （Ｄ２Ｏ）购自美国 Ｎｏｒｅｌｌ公司；

三甲基甲硅烷基丙酸购自加拿大默克公司。

１．３　方法　取常温解冻后的血浆３５０μＬ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ。取上清液３００μＬ，加入１００μＬＴＳＰ重水溶液（１ｍｇ／

ｍＬ）和２００μＬＤ２Ｏ，涡旋混匀，加至５ｍｍ核磁管中，用于核磁

共振检测。用 ＶＡＲＩＡＮ６００ＭＨｚ超导核磁共振波谱仪采集

一维氢谱。采用弛豫编辑脉冲序列抑制由蛋白和脂蛋白等物

质产生的宽峰，获得血浆中小分子代谢物的信息。实验主要参

数为：谱宽８０００Ｈｚ、弛豫延迟时间２ｓ、采样点数６４ｋ、累加次

数６４次，采用预饱和方式抑制水峰。自由感应衰减（ＦＩＤ）信

号经过傅立叶变换转为一维ＮＭＲ谱图。谱图采集后，经相位
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调整并进行基线校正，乳酸双峰左侧峰定标，化学位移定为δ

１．３３ｐｐｍ，将４．４～０．４ｐｐｍ 范围内的谱图按照每段０．００２

ｐｐｍ进行分段积分。以积分按每张谱的总积分强度为１００００

进行归一化，消除由样品间浓度差异所带来的影响，所得数据

输出并转换到 Ｅｘｃｅｌ文件后保存。

１．４　统计学处理　应用Ｓａｖｏｒａｎｉ等
［６］报道的方法对积分数据

进行对齐处理，消除由血浆ｐＨ及离子强度差异所造成的谱峰

漂移。对齐后的数据导入多元统计分析软件ＳＩＭＣＡＰ１２．０

中进行模式识别及皮尔森相关性分析。单位方差标度化之后

的数据采用正交偏最小二乘判别法进行模式识别分析，用七倍

交叉验证法验证模型的耐用性和有效性。其中 Ｒ２Ｘ和 Ｒ２Ｙ

的值反映模型拟合情况，Ｑ２值表示模型的预测能力。用

ＭＡＴＬＡＢＲ２００８ａ软件做出相关系数因子载荷图。此图能客

观且便捷的呈现组间差异代谢物。

２　结　　果

２．１　
１ＨＮＭＲ谱　图１Ａ为两组血浆样本代表性的ＣＰＭＧ

１ＨＮＭＲ谱图。根据文献［７８］报道结合实验室自有标准品谱

库及ＣｈｅｎｏｍｘＮＭＲｓｕｉｔｅ软件，对 ＮＭＲ 谱中质子信号进行

代谢物归属，指认结果见表１。由图１Ａ可见，相对于未溶血样

本而言，溶血样本中乙酸盐，丙酮，丙酮酸含量较高，而葡萄糖

含量较低。图１Ｂ为δ１．３８～２．５ｐｐｍ段局部放大图，由此图

可知，甘氨酸ＣＨ２峰的化学位移在溶血组中向高场移动。

　　Ａ：未溶血组（ａ）及溶血组（ｂ）血浆代表性１Ｈ 核磁共振谱图（δ

１．３８～２．５ｐｐｍ处谱峰强度较原图放大了７倍）；Ｂ：未溶血组（ａ）及溶

血组（ｂ）血浆１Ｈ核磁共振谱局部放大图。

图１　　核磁共振谱图

表１　　溶血组与未溶血组血浆中主要差异

　　代谢物及谱峰归属

序号 代谢物 化学位移（ｐｐｍ）及峰形
相关系数

（狉）

１ 脂类（ＬＤＬ） ０．８５（ｔ），１．２５（ｍ） －

２ 脂类（ＶＬＤＬ） ０．８７（ｔ），１．２９（ｍ），１．５７（ｍ） －

３ 异亮氨酸 ０．９４（ｔ），１．０１（ｄ），１．２７（ｍ），１．４７（ｍ），１．９６（ｍ） －０．７７８

４ 亮氨酸 ０．９２（ｄ），０．９５（ｄ），１．７０（ｍ） ０．７４５

５ 缬氨酸 ０．９８（ｄ），１．０５（ｄ），２．２７（ｍ），３．６２（ｄ） ０．７１６

６ 乳酸 １．３３（ｄ），４．１１（ｑ） ０．６３１

７ 丙氨酸 １．４７（ｄ），３．７８（ｑ） －

８ 精氨酸 １．７０（ｍ），１．８６（ｍ），３．２３（ｔ），３．７６（ｔ） －

９ 赖氨酸 １．４７（ｍ），１．７０（ｍ），１．８６（ｍ），３．７６（ｔ） ０．９２３

１０ 乙酸盐 １．９１（ｓ） ０．８０１

１１ 脯氨酸 １．９９（ｍ） ０．９２５

１２ Ｎ乙酰糖蛋白 ２．０４（ｓ） ０．７０４

１３ 谷氨酸 ２．０８（ｍ），２．１２（ｍ），２．３４（ｍ），３．７５（ｍ） ０．８４１

１４ 蛋氨酸 １．９８（ｍ），２．１３（ｓ），２．１７（ｍ），２．６６（ｄｄ），３．７８（ｍ） ０．８６９

续表１　　溶血组与未溶血组血浆中主要差异

　　　代谢物及谱峰归属

序号 代谢物 化学位移（ｐｐｍ）及峰形
相关系数

（狉）

１５ 丙酮 ２．２２（ｓ） ０．７１９

１６ 丙酮酸 ２．４１（ｓ） ０．７４７

１７ 谷氨酰胺 ２．１３（ｍ），２．４５（ｍ），３．７７（ｍ） －０．６６

１８ 柠檬酸 ２．５４（ｄ），２．６５（ｄ） －

１９ 肌酸 ３．０４（ｓ），３．９３（ｓ） ０．８５３

２０ 肌酐 ３．０５（ｓ），４．０５（ｓ） ０．９０１

２１ 葡萄糖 ３．２４（ｄｄ），３．４８（ｔ），３．９０（ｄｄ） －０．８０８

２２ 氧化三甲胺 ３．２６（Ｓ） ０．８８４

２３ 甘氨酸 ３．５６（Ｓ） ０．７４１

２４ 甘油 ３．５６（ｄｄ），３．６５（ｄｄ），３．８７（ｍ） ０．９５２

２５ 丝氨酸 ３．８３（ｄｄ），３．９６（ｍ） ０．８７４

　　：狉值为正表示溶血组中含量上升，为负表示溶血组中含量下降，

“－”表示变化无统计学意义；ｓ为单峰，ｄ为双重峰，ｔ为三重峰，ｑ为四

重峰，ｍ为多重峰，ｄｄ为双二重峰。

２．２　多元统计分析 为了更客观准确地进行分析，强化组间差

异，本研究采用正交偏最小二乘判别法的方法滤除与分组无关

的成分［９］。偏最小二乘判别分析结果显示，溶血组和未溶血组

样本有明显的组内聚集及组间分离趋势。使用交叉验证法对

模型的预测能力进行评估，参数为Ｒ２Ｘ＝０．４４４，Ｒ２Ｙ＝０．９８５，

Ｑ２＝０．８３９，表明模型的耐用性及预测能力均较高。将检验标

准设为犘＝０．０５，通过皮尔森相关系数显著性差异检测，确定

０．６０２作为代谢物含量变化是否具有统计学意义的阈值。相关

系数的绝对值｜狉｜＞０．６０２表示的是差异具有统计学意义的代

谢物（犘＜０．０５）。相关系数为正值的代谢物是在发生溶血的

样本中含量升高的代谢物，负值表示在发生溶血的样本中含量

降低的代谢物，具体内容见表１。由表１可知，相对于未溶血

样本，溶血样本中亮氨酸、缬氨酸、赖氨酸、脯氨酸、Ｎ乙酰糖

蛋白、肌酸、肌酐、甘油、丝氨酸等含量较高。而异亮氨酸、谷氨

酰胺含量较低。

３　讨　　论

已有研究报道表明年龄和性别因素可对代谢组学研究造

成影响［１０１１］，本研究中两组样本均来自健康男性，组间年龄差

异无统计学意义，排除了这些因素的干扰。过去的研究表明，

血细胞中富含氨基酸，在体内氨基酸池的代谢过程中发挥着重

要作用［１２１３］。此次研究发现，多种氨基酸包括亮氨酸、缬氨酸、

赖氨酸、谷氨酸，甘氨酸、脯氨酸、丝氨酸等在溶血组中的含量

较未溶血组高。这可能是由于溶血导致血细胞破裂，大量细胞

内物质进血液。而分析中发现蛋氨酸，异亮氨酸含量相对较

低。已知这两种氨基酸在血细胞与血浆中含量较低［１３］，溶血

后细胞内液对血浆的稀释作用，使测得的结果下降。成熟红细

胞内无线粒体多进行无氧呼吸。红细胞破裂后多种糖酵解代

谢物及相关酶类进入血浆，因而葡萄糖含量降低，糖酵解相关

的代谢物丙酮酸，乳酸，乙酸盐含量上升。随着细胞膜的破裂，

细胞膜成分Ｎ乙酰糖蛋白及脂溶性成分进入血浆，脂代谢相

关物质甘油、丙酮等的含量升高。此次研究中还发现溶血组中

肌酸含量升高，与早期报道的红细胞中富含肌酸并可作为红细
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胞溶血性疾病诊断指标相互印证［１４１５］。值得一提的是，作为

血红素组成部分的甘氨酸，在溶血组中含量升高，其在３．５６

ｐｐｍ处的亚甲基峰的化学位移值在溶血组中明显向高场漂

移。相关研究表明，甘氨酸的化学位移与溶液ｐＨ 值密切相

关［１６］，提示溶血发生后，血浆ｐＨ值也发生了相应改变。

代谢组学从全局角度研究机体全部小分子代谢物的对内

外因刺激所产生的应答，溶血导致血标本中多种小分子代谢物

的浓度发生改变，而这种改变，将会扰乱或掩盖其他因素带来

的变化。例如，本研究中发现葡萄糖含量降低，乳酸等糖酵解

产物物质含量上升，就与多种癌症如肝癌、肺癌等疾病的代谢

模式相似，容易导致模式识别分析产生错误的结果［１７１８］。

本研究采用基于ＮＭＲ技术的代谢组学方法，首次探讨了

溶血发生后，血浆中小分子代谢物的变化。研究结果表明，溶

血导致血浆中多种小分子物质浓度发生改变，涉及糖代谢、脂

代谢、氨基酸代谢等多种代谢路径，会影响代谢组学分析的结

果。因此，在代谢组学研究中，应尽量避免使用发生溶血的

样本。
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ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨｓｐ９０ｉｎｔｈｅｍａｌａｒｉａｐａｒａｓｉｔｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍ

ＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，４４（１）：２３３２４５．

［１９］ＸｕＷ，ＭｏｌｌａｐｏｕｒＭ，ＰｒｏｄｒｏｍｏｕＣ，ｅｔａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｃｙｃｌｉｎｇｏｆｔｈｅＨＳＰ９０Ｐ５０（ＣＤＣ３７）ＡＨＡ１

ｃｈａｐｅｒｏｎｅｍａｃｈｉｎｅ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ，２０１２，４７（３）：４３４４４３．

［２０］ＩｍａｉＪ，ＭａｒｕｙａＭ，ＹａｓｈｉｒｏｄａＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｐｅｒｏｎｅ

Ｈｓｐ９０ｐｌａｙｓａｒｏｌｅｉｎｔｈｅａｓｓｅｍｂｌｙａｎｄｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｔｈｅ２６Ｓ

ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００３，２２（１４）：３５５７３５６７．

［２１］ＤａｓｕｒｉＫ，ＺｈａｎｇＬ，ＥｂｅｎｅｚｅｒＰ，ｅｔａｌ．Ａｇｉｎｇａｎｄｄｉｅｔａｒｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ａｌｔｅｒｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎａｎｄｌｉｖｅｒ

［Ｊ］．ＭｅｃｈＡｇｅｉｎｇＤｅｖ，２００９，１３０（１１／１２）：７７７７８３．

［２２］ＳｉｓｏｕｌａＣ，ＴｒａｃｈａｎａＶ，ＰａｔｔｅｒｓｏｎＣ，ｅｔａｌ．ＣＨＩＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐ５３

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｃｃｕｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｄｕｒｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｆｒｅｅ

ＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０１１，５０（１）：１５７１６５．

（收稿日期：２０１２１１２９）

·８１９· 国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．８


