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摘
#

要"目的
#

使用电感耦合等离子体质谱仪"

-M*7PU

%研究血流感染患者血清中的金属元素水平!探讨

金属元素在血流感染患者血清中的浓度变化以及和感染病原菌之间的相关性!获得差异表达的金属元素图谱!

评价将此类质谱仪应用于血流感染早期诊断的可行性&方法
#

收集血流感染患者的血清作为血流感染组!同

时分离出血液中的病原菌!按病原菌种类将标本分类!选用健康者血清作为阴性对照组&运用
-M*7PU

测定患

者血清中各类金属元素含量的变化!使用主成分分析"

*M)

%和偏最小二乘法判别分析"

*OU7X)

%绘制金属元素

图谱!寻找出浓度明显改变的金属元素!组间各金属元素的相关性研究使用
*?DB5:6

相关性分析&结果
#

一共

建立了
$

个病原菌血流感染的金属元素图谱"包含金黄色葡萄球菌'大肠埃希菌'粪肠球菌和肺炎克雷伯菌%!

血流感染组与对照组间有浓度明显改变的金属元素!包括钯'金'钍'锡等$

*?DB5:6

相关性分析显示这些金属元

素与血流感染和感染菌种类之间均有相关性!如钙与金黄色葡萄球菌血流感染呈负相关性"

D0b%#&''

%!钯和

金均与大肠埃希菌的血流感染呈正相关性"

D0%#1%2

'

%#&$'

%&结论
#

从上述研究结果看!具有差异性的金属

元素图谱可以作为血流感染早期诊断'预防和预后的潜在标志物!其应用性值得进一步的深入研究&

关键词"金属组学$
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##

目前将败血症和菌血症统称为血流感染(血流感

染是一种严重的全身性感染综合征'近年来(随着创

伤性诊疗技术的广泛开展以及广谱抗菌药物+激素和

免疫抑制剂的广泛使用(血流感染的发病率有逐年增

高的趋势'据报道(全球每年大约发生
"%%%%%

例血

流感染(病死率在
"9V

"

2%V

)

!7"

*

'血流感染的常见

菌有金黄色葡萄球菌+大肠埃希菌(肺炎克雷伯菌+铜

绿假单胞菌及凝固酶阴性的葡萄球菌等'由于传统

的培养耗时长(细菌的耐药性变化大且与细菌本身的

毒力和侵入的途径和数量均相关(发生血流感染的患

者很难在早期获得有效地治疗(而早期诊断早期用药

对降低血流感染病死率(改善预后至关重要'当前(

传统的血培养仍然是诊断血流感染的金标准(但是它

耗时长(敏感度低并且对于采集时间有严格的要求(

更重要的一点是血培养对于某些细菌是无效的'因

此(亟需一种高效快速且能早期诊断血流感染的

方法'

在医学微生物的鉴定领域(质谱法近年来得到飞

速发展(基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

P)O7

X-7+Z,7PU

%现在已经广泛应用于临床微生物的鉴

定(但是对于血流感染(必须先获得纯培养才能进一

步鉴定(相对于传统方法来说(节省的时间很有限(而

电感耦后等离子体质谱仪$

-M*7PU

%可以直接测定血

液样本中的金属离子含量不需经过传统的培养步骤(

因此在血流感染的早期诊断方面拥有广阔的应用

前景'

A

#

材料与方法

A#A

#

研究对象
#

本实验一共收集了
9'

例血流感染

患者的血液标本(将血液经增菌培养后获得纯培养菌

落'其中
!$

例患者为葡萄球菌感染(包括金黄色葡

萄球菌+人葡萄球菌等(患者平均$

29#9&[!9#'"

%岁(

男
!!

例(女
/

例&

/1

例为肠杆菌科细菌感染(包括大

肠埃希菌+肺炎克雷伯菌等&平均$

2'#2$[!%#//

%岁(

男
"%

例(女
!1

例&

9

例感染肠球菌(主要为屎肠球菌

和粪肠球菌(平均$

&!#%%[!$#!2

%岁(男
"

例(女
/

例&阴性对照组
9'

例(平均$

2/#/%['#''

%岁(男
/'

例(女
!9

例'

A#B

#

试验材料
#

9

种
Y*OM

级混标液购自上海凯莱

生物(定标液购自中国国家有色金属及电子材料分析

测试中心(实验用超纯水由美国
P4GG47f

超纯水仪制

造(所有的试剂和化学用品均采用分析级'

A#C

#

样品制备
#

经知情同意后(抽取血流感染患者

组和健康对照组
9CO

外周血(

/9%%B

"

C46

离心
!%

C46

分离血清(置于
b"%c

保存'使用前在室温下融

解并振荡混匀
9C46

(然后在
"%%

$

O

血清内加入
2%%

$

O

浓硝酸和
9%

$

O

内标液'混合溶液在
'9c

孵育

"#9>

后加入去离子水至
9CO

(置于
$c

待检'

使用注射器吸取
%#9

$

O

血流感染患者的全血注

入
!%CO

增菌液中
/&c

孵育过夜(然后取
!CO

菌液

转至新鲜培养基中(调整
ZX

值使之介于
%#/

"

%#2

之

间(取
"CO

培养基
!"%%%d

F

离心
9C46

(收集上清

液(重复上述操作)

/

*

'

A#D

#

金属元素分析
#

本试验均采用
*-M)*f-M*

质谱仪$美国(

+>?BC:

公司%(一共测定
2'

种金属

元素'

A#J

#

数据分析

A#J#A

#

试验数据处理
#

-M*7PU

工作站导出的半定

量结果用二维数据矩阵表示(金属元素分布图用

\BD

J

>*D(

J

B45C2

软件绘制'

A#J#B

#

金属元素的挑选
#

为了寻找两组之间的差

异(本文使用
U-PM)

软件包$

U-PM)*!/#%

%对数据

进行多维和一维统计分析'所有的数据在经过简单

归一化后输入到软件中(然后进行主成分分析

$

*M)

%(找出观察组之间金属元素最主要的趋势'之

后再用偏最小二乘判别分析$

*OU7X)

%分析组间变异

性以期更好地揭示群体结构(在
*OU7X)

中
Q-*

%

!

被认为组间差异具有统计学意义(本文将
Q-*

%

!

的

数据进一步行
B

检验)

$79

*

'此外
'

检验被用来降低假

阳性率和过拟合'那些同时符合
Q-*

%

!

且
!

$

%#%9

的金属元素被认为具有统计学意义(可作为潜在的标

志物)

2

*

'

A#J#C

#

统计学处理
#

使用
ZB4

F

46*B:1

进行相关性

分析(分析方法选用
*?DB5:6

检验(并绘制拟合曲线'

B

#

结
##

果

B#A

#

血流感染时金属元素分布情况
#

发生血流感染

时金属元素的分布如图
!

所示'

*OU7X)

的模型图如

图
"

所示(

*OU7X)

的基本参数如表
!

所示(

"

"

4

$累

积的因变量指数%和
S

"

4

$交叉验证的有效性指数%

均大于
%#&

(表明该模型稳定+可靠(见表
!

'

B#B

#

潜在标志物的选择
#

根据
Q-*

值和
!

值确定

潜在金属标记物(先用
Q-*

%

!

初步筛选(再用方差分

析进一步验证(

!

$

%#%9

被认为差异具有统计学意

#

"'%!

#
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义'挑选出的潜在金属标记物如表
"

所示'为了在

其中挑选出有意义的金属元素(本文进一步使用

*?DB5:6

相关分析来评估那些浓度水平明显不同的元

素(如表
/

所示(钯+金+钍和锡在四种类型的血流感

染中均出现了浓度的变化(在
/

种类型的血流感染中

出现浓度变化的有锂+锑和锌(而另外的一些元素(如

锶+钙+铌和硒等则在其中两个类型的血流感染中出

现明显的浓度变化(还有一些则在某一特定类型血流

感染中出现浓度变化'如表
$

所示(钙与金黄色葡萄

球菌血流感染呈负相关性(钯和金与大肠埃希菌的血

流感染呈正相关性'

表
!

##

*OU7X)

参数

项目
)

"

"

.

$

A<C

%

D

"

"

4

$

A<C

%

D

S

"

4

$

A<C

%

I

血流感染
CA#

阴性对照组
" %#"&9 %#'%' %#&&/

金黄色葡萄球菌
CA#

阴性对照组
" %#$$$ %#1"" %#'/!

大肠埃希菌
CA#

阴性对照组
" %#$!9 %#1/2 %#1%9

屎肠球菌
CA#

阴性对照组
" %#22& %#129 %#'&9

肺炎克雷伯菌
CA#

阴性对照组
" %#9!& %#'$9 %#2'2

##

注!

)

为血流感染患者血清金属元素分布&

.

为金黄色葡萄球菌血流感染患者血清金属元素分布&

M

为大肠埃希菌血流感染患者血清金属元素

分布&

X

为肠球菌血流感染患者血清金属元素分布&

T

为肺炎克雷伯菌血流感染病人血清金属元素分布

图
!

##

血流感染患者血清中金属元素分布图

表
"

##

血流感染患者血清中的
XPT

项目 元素
Q-*

值
!

值

金黄色葡萄球菌 &'

U? !#&!%/2 $#&/T7%2

!"!

UI !#2"&$! %#%%%!%$

&

O4 !#2%!!9 2#%&T7%9

92

,? !#$&2$! %#%%%$$"

!1&

)< !#/2!%2 %#%%"!9!

''

UB !#/"2$/ %#%%/%/$

$$

MD !#"1&! %#%%$!"/

!!'

U6 !#"/"!9 %#%%&!!"

"/"

+> !#""9%2 %#%%&92&

1/

RI !#!&/' %#%!"&99

!%9

*( !#!!"/! %#%"/'11

大肠埃希菌
&O4 !#'9!!" "#%2T7!!

22

6̂ !#$%1!$ 9#%1T7%2

!1&

)< !#/"1/9 9#19T7%9

!%9

*( !#/"''2 2T7%9

"%9

+G !#"1912 $#/T7%9

!!'

U6 !#"$1/! %#%%%!%2

"&

)G !#""/"/ %#%%%!9$

2/

M< !#"%/99 %#%%%/!

&'

U? !#%&&2& %#%%!2$2

"/"

+> !#%&2'' %#%%$''!

''

UB !#%&9%" %#%%!"'"

屎肠球菌 !//

M5 !#2"%%' $#&/T7%2

续表
"

##

血流感染患者血清中的
XPT

项目 元素
Q-*

值
!

值

!"!

UI !#9!&19 %#%%%!2

&

O4 !#$2&%& %#%%%"%1

2/

M< !#/'$'& %#%%2//%

!!'

U6 !#"'12! %#%%/''"

!%/

8> !#!1&/$ %#%%1%'"

22

6̂ !#!2&&% %#%!/$$'

!%9

*(

!#%1&// %#%"&!1$

!1&

)<

!#%$!1/ %#%$'19/

"/"

+>

!#%$%2" %#%$'$2!

肺炎克雷伯菌 22

6̂

!#2/%91 %#%%%!&1

"/"

+>

!#9$$&/ %#%%!'!2

!!'

U6

!#$!%2& %#%%%'"'

$$

MD

!#/1911 %#%%%/2!

!%9

*(

!#"19$" %#%%!2$'

!%/

8> !#"!9!& %#%%$/&

!1&

)<

!#!$9'1 %#%!%'$

1

.?

!#!%%2' %#%!%"&!

"$

P

F

!#%1$!" %#%/!$""

1/

RI

!#%2929 %#%"2&9%

!"!

UI

!#%$9$2 %#%!9&/1

"&

)G

!#%$//! %#%$$!$1

!19

*;

!#%/&&2 %#%!'"&2
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##

注!

)

为血流感染组&

.

为金黄色葡萄球菌血流感染组&

M

为大肠埃希菌血流感染组&

X

为屎肠球菌血流感染组&

T

为肺炎克雷伯菌血流感染组

图
"

##

血流感染时金属元素的
*OUbX)

模型

表
/

##

不同感染类型浓度明显改变的元素一览表

感染菌种类 元素

大肠埃希菌"屎肠球菌"肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌
*(

+

)<

+

+>

+

U6

大肠埃希菌"屎肠球菌"金黄色葡萄球菌
O4

屎肠球菌"肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌
UI

大肠埃希菌"屎肠球菌"肺炎克雷伯菌
6̂

大肠埃希菌"金黄色葡萄球菌
UB

+

U?

肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌
RI

+

MD

大肠埃希菌"肺炎克雷伯菌
)G

大肠埃希菌"屎肠球菌
M<

金黄色葡萄球菌
,?

大肠埃希菌
+G

肺炎克雷伯菌
P

F

+

*;

+

.?

屎肠球菌
M5

表
$

##

金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌血流感染中

###

XPT

的相关性分析

项目
金黄色葡萄球菌

MD

大肠埃希菌

*( )<

!

值
%#%" %#%%% %#%%%

*?DB5:6

相关系数
b%#&'' %#1%2 %#&$'

相关方程式
40b2#1$.h"#9T" 40!"#1/.b%#21 40!!#&.b%#%'

C

#

讨
##

论

##

本研究中笔者共测量了
9'

份标本(

2'

种金属元

素(获得了血流感染患者体内的金属元素分布图谱(

这不仅有助于区分健康个体与血流感染患者(而且对

研究该疾病的发病途径也具有重要意义'依托
-M*7

PU

的先进技术(使得在数小时内获得可靠结果成为

可能(毫无疑问(这将给临床提供一个微生物感染诊

断的新平台)

&

*

'

很多细菌感染都伴随着体内微量金属离子浓度

的异常改变'随着现代医学的发展(越来越多的学者

开始关注金属元素与疾病之间的关系'

生物体内元素的变化与体内环境和代谢有关'

在体内环境保持不变的情况下(一些疾病引发的金属

代谢障碍会导致体内元素紊乱(但是具体机制很复

杂(目前仍在研究中'与对照组相比(发生血流感染

的患者血清中金属元素有一些发生了明显的变化(本

文认为这些变化与感染及发生感染的种类有关'一

方面(由于体内金属元素水平的不稳定(一些炎症因

子的活性和含量受到影响(从而影响细胞免疫水平(

进一步影响血流感染的发生和进展'

在发生感染时本文检测到铂+金+钍和锡的浓度

均有改变(除个别患者因为机体的排泄功能异常导致

的元素浓度异常外(本文认为这与这些金属的功能有

关'如本试验中钯和金在大肠埃希菌血流感染者血

清中的浓度与细菌中浓度呈正相关性'已有研究发

现大肠埃希菌的产物可以在溶液中结合钯离子)

'

*

'

大肠埃希菌至少能产生
Y

=

(7!

+

Y

=

(7"

和
Y

=

(7//

种

水解酶)

1

*

&

Y

=

(7!

和
Y

=

(7"

是膜结合的呼吸同工酶(

它们的催化亚单位暴露于膜的胞质侧(

Y

=

(7/

是甲酸

脱氢酶复合体的一部分(这
/

种氢化酶都有助于钯离

子还原)

!%

*

'因此血液中钯离子的浓度升高也会使大

肠埃希菌的体内钯离子浓度升高(两者表现一致'另

外有研究表明金在特定载体上分散成超微粒子后(对

很多物质的氧化具有优异的催化性能)

!!

*

(细菌能够迅

速还原金离子并将其还原成元素金)

!"

*

(生物体内的氧

化反应众多(因此血清内金离子浓度升高会导致细菌

吸附的金离子越多(细菌体内金元素的含量也就

越高'

#
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在血流感染中浓度明显改变的金属元素还有锂+

铁+锌+钙等'有报道称锂在一些炎性反应中能促进

抑炎因子的分泌同时抑制促炎因子的分泌)

!/

*

(因此血

流感染时会出现血清锂浓度的变化'

金属离子$

M<

"h

+

6̂

"h

+

U6

"h

%具有广谱而强大的

抑菌作用(根据实验研究(金属离子系列抑菌性物质

对大肠埃希菌(金黄色葡萄球菌等均有杀灭抑制能

力'体内铁元素缺乏会导致
-O7$

和
-O72

活性降低(

此外(铁依赖性酶和含铁的酶类合成也会受阻(同时

MX$

和
MX'

活性的改变(导致
MX$

"

MX'

比值下降(

机体免疫功能下降)

!$7!9

*

'锌在体内也参与多种酶的

合成)

!2

*

(锌元素缺乏会降低这些酶的活性(导致巨噬

细胞和体细胞功能紊乱(皮质区
+

淋巴细胞减少(胸

腺萎缩(最终出现体液免疫和细胞免疫功能紊乱(造

成免疫缺陷'研究证实(铯对机体的细胞免疫+体液

免疫及器官的非特异性免疫有显著影响(铯浓度的降

低会抑制免疫球蛋白和抗体的产生(降低抗体滴度(

削弱免疫功能(还会造成中性粒细胞趋化作用损伤和

吞噬细胞功能低下)

!&

*

'本文推测金属代谢的异常诱

发了代谢性疾病和免疫力低下(从而导致了血流感染

的发生'

血流感染总是伴随着炎症(炎症细胞浸润和组织

坏死'某些金属元素的浓度变化可能与炎症有关)

!'

*

'

在本次试验中(本文发现的大量与血流感染相关的金

属元素并不属于体内常见的微量元素(这表明与细菌

导致的血流感染相关的元素可能并不仅仅局限于常

见的微量元素'

发生感染时(游离在血液中的金属元素与细菌本

身的金属元素之间的模式比较目前并无报道(本文在

试验中对两者进行比较后发现(钙在金黄色葡萄球菌

血流感染者的血清中与在细菌中的浓度呈负相关'

金黄色葡萄球菌的毒性与生物膜相关蛋白的结构和

模式有关)

!1

*

(而钙离子以一种浓度依赖性的方式调节

金黄色葡萄球菌生物膜的结构)

"%

*

(归根到底(金黄色

葡萄球菌的毒性与这些蛋白中的钙离子浓度相关'钙

离子作为一种生物多样性必需的碱性金属离子(高浓度

时可以破坏金黄色葡萄球菌的生物膜结构(杀伤静止期

金黄色葡萄球菌(同时可消除病原菌的耐药性)

"!

*

'

钯除了与大肠埃希菌血流感染呈正相关性外(在

肠球菌血流感染中浓度也与细菌体内浓度呈正相关

性(而铍在血清中的浓度与细菌体内呈负相关性'有

数据表明铍会破坏细胞膜成分和结构(影响细菌合成

细胞外多糖(导致细菌间聚集力增加(对细菌存在抑

制作用)

""

*

'因此发生细菌感染时(铍的浓度降低是可

以解释的'

D

#

结
##

论

##

本研究提出了一种基于
-M*7PU

技术的金属组

学方法以期应用于血流感染的早期诊断(本研究建立

了细菌血流感染时的金属元素分布图和不同类型细

菌感染时的特异性金属分布图(并初步筛选出了潜在

的
XPT

'此外还测定了金属元素与感染的相关性(

发现了一些特异性的可以进一步深入研究和验证的

金属元素'金属组学有望成为一种简单快速的用于

临床筛检早期血流感染的有效手段'
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见&所形成的
9

种缺失模式中(又以
)̂ ,I

单独缺失

模式最为少见(常联合
D

位点或者
A

位点出现共同缺

失'

,UY

水平在
_

染色体微缺失患者中显著升高(

其中
)̂ ,

$

DhIhA

%缺失模式的
,UY

水平升高最为

显著(通过检测
_

染色体有无缺失可为辅助生殖及治

疗提供强有力的帮助'
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