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  摘 要:目的 检测子痫前期患者血清中的代谢物水平,并探讨其与疾病严重程度的相关性及联合检测对

重度子痫前期患者的诊断价值。方法 选取2019年5-12月在青岛大学附属医院就诊的子痫前期患者40例

作为观察组,包括轻度子痫前期患者20例,重度子痫前期患者20例,同时另选取同期健康妊娠孕妇20例为对

照组。采用基于液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)的代谢组学研究技术,分别对各组孕妇血清中5种代谢物的

水平进行测定,利用Analyst1.6.3质谱数据处理软件分析处理得出数据,采用单因素方差分析、t检验、秩和检

验和Spearman相关性分析,对数据进行统计学分析,采用受试者工作特征曲线(ROC曲线)分析血清甜菜碱、
脯氨酸、1-硬脂酰-sn-甘油-3-磷酰胆碱(LPC18:0)及联合检测对重度子痫前期患者的诊断效能。结果 观察组

血清LPC18:0水平高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。重度子痫前期组血清甜菜碱、脯氨酸水平低于

轻度子痫前期组、对照组,差异有统计学意义(P<0.05);重度子痫前期组、轻度子痫前期组血清LPC18:0水平

均高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。Spearman相关性分析结果显示,血清甜菜碱与子痫前期的病情

程度呈负相关(r=-0.317,P<0.05),血清LPC18:0与子痫前期的病情程度呈正相关(r=0.618,P<0.05);
血清甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0联合检测重度子痫前期患者的ROC曲线下面积为0.907,灵敏度为85%,特异

度为90%,具有较高的诊断价值。结论 子痫前期患者随着病情加重,血清甜菜碱、LPC18:0水平与子痫前期

病情程度具有一定的相关性,血清甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0联合检测对重度子痫前期患者诊断具有较高的诊

断价值。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

metabolites
 

in
 

patients
 

with
 

preeclampsia,explore
 

the
 

correlations
 

with
 

severity
 

of
 

preeclampsia.and
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

combined
 

detection
 

in
 

severe
 

preeclamp-
sia.Methods From

 

May
 

to
 

December
 

2019,40
 

cases
 

of
 

preeclampsia
 

who
 

were
 

admitted
 

in
 

the
 

affiliated
 

hos-

pital
 

of
 

Qingdao
 

university
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,including
 

20
 

patients
 

with
 

mild
 

preeclamp-
sia

 

and
 

20
 

patients
 

with
 

severe
 

preeclampsia,meanwhile,20
 

normal
 

pregnant
 

women
 

of
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(LC-MS/MS)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

five
 

metabolites
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

three
 

groups
 

of
 

pregnant
 

women.The
 

data
 

were
 

analyzed
 

and
 

processed
 

by
 

Analyst1.6.3
 

mass
 

spectrometry
 

data
 

processing
 

software.The
 

data
 

were
 

statistically
 

analyzed
 

by
 

One-way
 

analysis
 

of
 

variance,t-test,rank
 

sum
 

test
 

and
 

Spearman.The
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

serum
 

betaine,

proline,1-stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
 

(LPC18:0)
 

and
 

combined
 

detection
 

in
 

severe
 

preeclampsia
 

was
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analyzed
 

by
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve(ROC
 

curve).Results The
 

level
 

of
 

serum
 

LPC18:0
 

in
 

ob-
servation

 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Serum

 

betaine
 

and
 

proline
 

levels
 

in
 

severe
 

preeclampsia
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

mild
 

pre-
eclampsia

 

group
 

and
 

control
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

serum
 

LPC18:0
 

in
 

se-
vere

 

preeclampsia
 

group
 

and
 

mild
 

preeclampsia
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Spearman
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

Serum
 

of
 

betaine
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

severity
 

of
 

preeclampsia
 

(r=-0.317,P<0.05).The
 

serum
 

of
 

LPC18:0
 

was
 

posi-
tively

 

correlated
 

with
 

severity
 

of
 

preeclampsia(r=0.618,P<0.05).The
 

area
 

under
 

ROC
 

curve
 

of
 

serum
 

be-
taine,proline

 

and
 

LPC18:0
 

was
 

0.907,the
 

sensitivity
 

was
 

85%,the
 

specificity
 

was
 

90%,and
 

it
 

had
 

high
 

diag-
nostic

 

value.Conclusion With
 

the
 

exacerbation
 

of
 

preeclampsia,the
 

level
 

of
 

serum
 

betaine
 

and
 

LPC18:0
 

is
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

preeclampsia.The
 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

betaine,proline
 

and
 

LPC18:0
 

is
 

of
 

high
 

diagnostic
 

value
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

severe
 

preeclampsia.
Key

 

words:preeclampsia; metabolites; liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry; metabo-
lomics

  子痫前期是在妊娠20周以后发生的以高血压和

蛋白尿(或脏器损害)为特征的多器官疾病,可严重影

响母婴健康。将高血压和蛋白尿作为子痫前期的诊

断标准,远不足以体现子痫前期的病理生理学特

征[1],且诊断后再进行干预为时已晚。目前认为,子
痫前期发病主要与胎盘浅着床、免疫反应、血管内皮

受损、遗传因素、炎性反应、胰岛素抵抗等有关[2]。有

研究者报道甜菜碱具有抗氧化、降压作用,脯氨酸对

机体应激有保护活性,溶血性磷脂酰胆碱可损伤内皮

细胞[3-4]。这些小分子可能参与子痫前期的发生、发
展。有学者用电喷雾液质联用四级杆飞行时间质谱

(LC-Q-TOF)设备监测出甜菜碱和脯氨酸是诊断重

度子痫前期潜在灵敏和特异的生物标志物[5],谭兵

等[6]用LC-Q-TOF设备筛选出1-硬脂酰-sn-甘油-3-
磷酰胆碱(LPC18:0)在重度子痫前期孕妇及健康孕

妇存在差异。L-异亮氨酸是人体内必需支链氨基酸,
丙氨酸水平增加导致儿茶酚胺水平升高,有研究发现

子痫前期孕妇血清 L-异亮氨酸和苯丙氨酸水平升

高[7]。然而LC-Q-TOF设备侧重于定性分析,而液相

色谱-串联质谱(LC-MS/MS)专注于定量分析。LC-
MS/MS是一种代谢组学技术,其代谢谱的分析技术

是针对性的,对预设代谢物进行定量或半定量测定,
验证出有意义的生物标志物,而且在测定标本前经过

系统的方法学验证,结果更准确。本文利用LC-MS/

MS对可能与子痫前期有关的小分子代谢物如甜菜

碱、脯氨酸、LPC18:0、L-异亮氨酸、苯丙氨酸进行验

证性研究。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年5—12月青岛大学附

属医院就诊的子痫前期患者共40例作为观察组,包

括轻度子痫前期组孕妇20例,重度子痫前期组孕妇

20例,另选取同期健康孕妇20例作为对照组。重度

子痫前期、轻度子痫前期的诊断标准依据妊娠期高血

压疾病诊治指南(2015)[8],子痫前期定义为妊娠20
周后出现收缩压≥140

 

mm
 

Hg和(或)舒张压≥90
 

mm
 

Hg,且伴有下列任一项:尿蛋白≥0.3
 

g/24
 

h,或
尿蛋白/肌酐比值≥0.3,或随机尿蛋白≥(+),血压

和(或)尿蛋白水平持续升高,发生母体器官功能受损

或胎盘-胎儿并发症是子痫前期病情向重度发展的表

现。排除标准:慢性高血压、肾病、糖尿病、心血管疾

病、肝病、多胎妊娠、自身免疫性疾病、甲状腺疾病等。
所有纳入研究的孕妇均签署了知情同意,并经青岛大

学附属医院伦理委员会批准。

1.2 仪器与试剂 Agilent
 

1290Ⅱ高效液相色谱仪

(配 备 G7120 高 压 二 元 泵,G7167B 自 动 进 样 器,

G7116B柱温箱,美国Agilent
 

公司);API4000+三重

四极杆串联质谱系统,Analyst
 

1.6.3质谱数据处理

软件(美国AB公司)。
甜菜碱(纯度99%)、脯氨酸(纯度99%)、苯丙氨

酸(纯度99%)、LPC18:0(纯度>99%)、L-异亮氨酸

(纯度99%)由上海蔚霆生物科技有限公司提供;甲
醇、乙腈和甲酸(色谱纯,德国 Merck公司)。

1.3 方法

1.3.1 样品预处理 采集研究对象晨起空腹静脉血

液5
 

mL于促凝管中,3
 

000
 

r/min速度的条件下离心

10
 

min,取上清液作为样品储存于-80
 

℃冰箱中。将

样本血清4
 

℃解冻后,取100
 

μL与30
 

μL甲醇混合,
涡旋振荡30

 

s后,4
 

℃下静置5
 

min。将混合物在4
 

℃,离心半径为8
 

cm,12
 

000
 

r/min的条件下离心5
 

min,取5
 

μL上清液得到待测样品。
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1.3.2 样本分析 色谱条件色谱柱为Ultimate
 

AQ-
C18

 

column(3.0
 

μm,2.1
 

mm×100
 

mm,上海月旭科

技有限公司);流动相乙腈(A)-0.1%的甲酸溶液(B)
梯度洗脱(0.0~0.5

 

min,8%
 

A;0.5~1.0
 

min,

8%→100%
 

A;1.0~6.0
 

min,100%
 

A);流速为0.4
 

mL/min;柱温:40
 

℃;进样量为5
 

μL。质谱条件采用

电喷雾离子源(ESI)。(1)正离子模式,质谱参数:碰
撞气6×104

  

Pa,气帘气2×105
  

Pa,雾化气4.48×105
  

Pa,辅助气4.48×105
  

Pa,喷雾电压5
 

500
 

V,雾化温

度550
 

℃。(2)负离子模式,质谱参数:碰撞气6×104
  

Pa,气帘气2×105
  

Pa,雾化气4.48×105
  

Pa,辅助气

4.48×105
  

Pa,喷雾电压4
 

500
 

V,雾化温度550
 

℃。
甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0、L-异亮氨酸的质谱条件采

用电喷雾离子源为正离子模式,苯丙氨酸的质谱条件

采用电喷雾离子源为负离子模式,具体多反应监测

(MRM)条件见表1。
表1  甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0、L-异亮氨酸、

   苯丙氨酸的
 

MRM条件

项目 去簇电压(V)碰撞电压(V) 母离子 子离子

甜菜碱 40 35 118.1 86.1

脯氨酸 40 18 116.0 70.2

LPC18:0 60 40 524.7 184.2

L-异亮氨酸 20 13 132.0 86.1

苯丙氨酸 60 15 164.1 72.2

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析,正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用独立样本t检验;3组间比较采用单因素方差

分析,非正态分布的计量资料结果用 M(P25,P75)表

示,组 间 比 较 采 用 秩 和 检 验,相 关 性 分 析 采 用

Spearman相关性分析,P<0.05
 

表示差异有统计学

意义。绘制受试者工作特征曲线(ROC曲线)计算曲

线下面积(AUC),用以评估特征代谢物的诊断效能。

2 结  果

2.1 各组孕妇临床资料比较 重度子痫前期组、轻
度子痫前期组在年龄、体质量指数、分娩孕周方面与

对照组比较,差异均无统计学意义(P>0.05),见
表2。

表2  各组临床资料比较(x±s)

组别 n 年龄(岁)
体质量指数

(kg/m2)

分娩孕周

(周)

重度子痫前期组 20 28.85±4.93 30.21±4.39 34.86±3.07

轻度子痫前期组 20 30.10±5.67 30.35±5.87 35.25±2.01

对照组 20 30.80±5.47 27.87±3.96 35.12±1.71

P >0.05 >0.05 >0.05

2.2 典型色谱图 甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0、L-异
亮氨酸、苯丙氨酸典型色谱图见图1。

2.3 观察组和对照组血清指标水平比较 观察组血

清LPC18:0水平高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表3。

2.4 各组血清指标水平比较 重度子痫前期组血清

甜菜碱、脯氨酸水平低于轻度子痫前期组、对照组,差
异有统计学意义(P<0.05);重度子痫前期组、轻度子

痫前期组血清LPC18:0水平均高于对照组,差异有

统计学意义(P<0.05);各组血清苯丙氨酸、L-异亮氨

酸水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05),见
表4。

表3  观察组和对照组血清指标水平比较(μg/mL)

组别 n 甜菜碱(x±s) 脯氨酸(x±s) LPC18:0[M(P25,P75)] L-异亮氨酸[M(P25,P75)] 苯丙氨酸(x±s)

观察组 40 1.68±0.49 22.24±5.53 20.15(8.92,17.15) 21.04(13.81,27.95) 16.97±7.57

对照组 20 1.86±0.34 24.08±4.58 10.96(9.86,11.83) 16.61(14.07,26.02) 21.61±5.56

t/Z 1.45 1.15 -3.18 -0.51 0.09

P 0.15 0.25 0.00 0.61 0.70

表4  各组血清指标水平比较(μg/mL)

项目 n 甜菜碱(x±s) 脯氨酸(x±s) LPC18:0[M(P25,P75)] L-异亮氨酸[M(P25,P75)] 苯丙氨酸(x±s)

重度子痫前期组 20 1.52±0.49 20.51±4.65 16.34(13.94,29.45) 16.92(12.75,23.72) 20.88±4.55

轻度子痫前期组 20 1.84±0.45* 24.34±5.79* 15.61(13.82,25.94) 22.49(15.96,28.12) 17.94±8.04

对照组 20 1.86±0.34* 24.08±4.58* 10.96(9.86,11.83)*△ 16.61(14.07,26.02) 21.61±5.56

F/Z
 

3.84 3.61 15.20 2.52 1.95

P 0.03 0.03 0.00 0.28 0.15

  注:与重度子痫前期组比较,*P<0.05;与轻度子痫前期组比较,△P<0.05。
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  注:
 

A为甜菜碱、B为脯氨酸、C为LPC18:0、D为L-异亮氨酸、E为苯丙氨酸;1为对照组、2为观察组。

图1  甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0、L-异亮氨酸、苯丙氨酸典型色谱图

2.5 血清甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0与子痫前期的病

情程度相关性分析 血清甜菜碱与子痫前期的病情

程度 呈 负 相 关 (r= -0.317,P <0.05),血 清

LPC18:0与子 痫 前 期 的 病 情 程 度 呈 正 相 关(r=
0.618,P<0.05),血清脯氨酸与子痫前期的病情程度

呈弱相关(r=-0.288,P=0.026)。
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2.6 血清甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0
 

诊断重度子痫前

期患者的效能 应用重度子痫前期组和健康对照组

血清甜菜碱、脯氨酸、LPC18:0
 

3种代谢物水平制作

诊断重度子痫前期患者的ROC曲线,血清甜菜碱、脯
氨酸、LPC18:0对于重度子痫前期患者有一定的诊断

价值。3种代谢物联合检测重度子痫前期患者的

AUC为0.907,具有较高的诊断价值。见表5。
表5  3种代谢物单独及联合检测对重度子痫

   前期患者的诊断价值

血清指标 灵敏度(%)特异度(%) AUC 95%
 

CI

甜菜碱 70 75 0.725 0.563~0.887

脯氨酸 60 85 0.722 0.559~0.886

LPC18:0 90 65 0.805 0.665~0.945

联合检测 85 90 0.907 0.812~1.000

3 讨  论

子痫前期是发生在妊娠中晚期的疾病,但导致其

发病的分子变化在妊娠早期就已经开始[9]。由于重

度子痫前期严重影响母婴安全及预后,因此,寻找诊

断重度子痫前期的标志物,对早期诊断及干预具有重

要意义。代谢组学研究的一般为小分子,而这些小分

子恰恰能够真实反映人体各系统的生理、病理状态,
为临床诊治提供有力依据[10]。从本研究可以看出子

痫前期患者与健康妊娠女性在血清代谢物上有区别。
这些代谢物可能对子痫前期的病情诊断、评估、药物

干预具有指导意义。
甜菜碱是甘氨酸的三甲基衍生物,可能通过减少

机体缺氧-再灌注损伤[11],产生氧化应激的抗氧化作

用[12],作为一种保护性因子参与胎盘缺血、缺氧,减少

氧化应激等一系列反应的过程,从而达到抗氧化、降
压作用[13],故甜菜碱可能参与子痫前期的发生、发展。

ODIBO等[14]通过UPLC-MS方法检测血清中酰肉碱

和氨基酸明显升高。KOSTER等[15]利用超高效液相

色谱串联质谱分析子痫前期和健康孕妇的血清样品

发现血清牛磺酸及硬脂酰肉毒碱升高显著,而肉碱的

合成需要甜菜碱的参与,故在子痫前期孕妇血清中,
可出现甜菜碱的消耗过多而减低。本研究验证了重

度子痫前期孕妇血清甜菜碱水平明显降低,说明甜菜

碱在子痫前期的发病过程中起重要作用,可能作为一

种保护性成分参与病情的发生发展,并且其检测重度

子痫前期患者的AUC为0.725,灵敏度为70%,特异

度为75%,对重度子痫前期患者有一定的诊断效能。
本研究显示重度子痫前期孕妇甜菜碱水平明显低于

轻度子痫前期组与对照组,且相关性分析结果证实这

种代谢物与子痫前期病情程度呈负相关,说明妊娠期

间这种代谢物水平降低可导致子痫前期发病风险增

加,检测其水平可评估子痫前期的病情严重程度。另

甜菜碱已被证明可以保护内脏,改善心血管系统,提
高运动能力,是预防慢性病的重要营养素[16]。有研究

者通过对一组病态模型小鼠补充甜菜碱后,小鼠的多

种促炎细胞因子的表达和血液高凝状态得到逆转[17]。
子痫前期疾病发生也与多种促炎因子表达有关,因
此,补充甜菜碱有望作为治疗重度子痫前期的新靶

点,治疗或延缓疾病子痫前期的进展,改善预后,这需

要进一步的研究。

TANG等[18]的研究表明脯氨酸是一种容易释放

的应激底物,通过调节缺氧诱导因子参与缺氧性疾病

的发生、发展。子痫前期发病可能是一种胎盘缺氧性

疾病[19],脯氨酸可能作为一种应激保护活性作用的因

子参与疾病的发生和发展[20]。本研究中脯氨酸在重

度子痫前期孕妇血清中水平明显降低,检测重度子痫

前期患者的AUC为0.722,灵敏度为60%,特异度为

85%。但是目前关于脯氨酸的研究不多,对机体的应

激保护及减少机体缺氧等作用具体机制不清,需要进

一步研究证实。

LPC18:0属于溶血性磷脂酰胆碱一种,近期的研

究发现溶血性磷脂酰胆碱可促进平滑肌细胞的增殖,
增加血管剪应,损伤内皮系统依赖的血管舒张功能,
诱导血管内皮细胞的凋亡,损伤血管皮组织的连续

性,促进血管炎性反应并影响了血小板聚集及血栓形

成的过程[21-23]。可诱导淋巴细胞和巨噬细胞迁移,增
加促炎细胞因子的产生,诱导氧化应激,促进细胞凋

亡,从而聚集炎症,促进子痫前期的发展[24]。溶血磷

脂酰胆碱作为最简单的水溶性甘油磷脂广泛参与脂

质代谢,其异常说明了在子痫前期早期可能发生了脂

代谢紊乱,参与疾病的发生、发展。本研究结果显示

轻度子痫前期组孕妇血清LPC18:0水平明显高于对

照组,并且LPC18:0有一定的诊断效能,其检测重度

子痫前期患者的AUC为0.805,灵敏度为90%,特异

度为65%。相关性分析显示血清LPC18:0水平与子

痫前期的病情程度呈正相关,即LPC18:0水平越高,
孕妇发生子痫前期风险越大,病情越重,故临床可根

据其水平对病情进行预测,从而在疾病早期进行干

预。根据以上研究,研究者有望在临床治疗子痫前期

患者时通过降低这些溶血性磷脂水平,从而干预相关

的脂质代谢通路,改善患者的症状。
血清甜菜碱、LPC18:0与子痫前期的病情程度具

有相关性,测定其水平变化能判断子痫前期病情,在
疾病早期进行干预及指导后续治疗。血清甜菜碱、脯
氨酸、LPC18:0
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为0.725、0.722和0.805,对于重度子痫前期患者具

有一定的诊断价值,3种代谢物联合检测重度子痫前

期患者的AUC为0.907,具有较高的诊断价值,可更

好地应用于临床;本研究未验证出
 

L-异亮氨酸及苯丙

氨酸在子痫前期代谢中的特异性,考虑样本量小,还
需进一步扩大样本量及检测范围。随着研究进展,联
合不同代谢物及其他指标诊断子痫前期,可更好地发

挥其临床应用价值。
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