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摘要摘要 采用核磁共振（NMR）检测技术进行哮喘肾虚痰瘀证患者与哮喘异常黑胆质证患者血浆代谢组学分析，寻找哮喘肾虚痰

瘀证和异常黑胆质证代谢组学异同点，从代谢组学层面解释中医和维医辩证分型的异同点及其物质基础，描述主要的代谢变化

特点，阐述2种理论物质基础的异同点，为中医和维医等传统医学理论的现代研究提供一定的基础。收集哮喘病患者162例和

50例健康志愿者，患者根据中医学传统理论和维吾尔医学传统理论分为肾虚痰瘀证患者和异常黑胆质证患者，收集健康志愿者

和患者早餐前血液并分离血浆；对血浆样本进行核磁共振（NMR）为基础的代谢组学研究。血浆核磁共振氢谱（1HNMR）数据采

用正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）结合自动规格化（UV）处理方法进行处理和分析，差异性代谢物的确定根据皮尔森相关

系数显著性差异检测所确定的相关系数判断。结果显示，与健康对照组相比，哮喘病肾虚痰瘀证患者血浆中异亮氨酸、亮氨酸、

缬氨酸、乳酸、丙氨酸、糖蛋白、柠檬酸、酪氨酸、苯丙氨酸和1-甲基组氨酸10种代谢物含量明显降低，差异有统计学意义（P<
0.05）；哮喘病异常黑胆质证患血浆中异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸、乳酸、丙氨酸、糖蛋白、谷氨酰胺、肌酸、肌酸酐、柠檬酸、酪氨酸、

苯丙氨酸、1-甲基组氨酸、α-葡萄糖、β-葡萄糖和肉碱等16种代谢物含量明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。由此表明，肾

虚痰瘀型哮喘和异常黑胆质型哮喘有着相似的体内代谢变化机制，表现为氨基酸代谢异常、三羧酸循环被抑制、糖异生增强和免

疫功能紊乱等；支气管哮喘肾虚痰瘀证和异常黑胆质都有相似的病理变化基础，体现了两证的基本一致性，是同一病理现象和过

程在不同医学体系内的描述。
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中医和维医作为人类传统医学宝库中的重要成员，在复

杂、难治性疾病的防治方面发挥着主要作用。中医、维医具

有不同的文化背景和理论基础，对疾病这一个客观存在会有

不同的认识结果，所以它们在发展过程中生成了独特的理论

体系和治病原则。但客观存在并不因不同的认识结果而改

变，因此，从不同的医学理论体系来对同一类疾病进行认识

和分析对研究不同医学体系的特点、优势和它们之间的共性

有很大的推动作用。

中医理论认为痰瘀交阻是哮喘等复杂性、难治性疾病的

主要病理基础[1]，而维医认为异常黑胆质是复杂性、难治性疾

病发生发展过程中不同阶段病因病机的高度概括、是导致哮

喘等复杂性疾病的主要原因[2]。前期研究中发现，中医理论

所描述的肾虚痰瘀证与维医体液论所描述的异常黑胆质证

虽然在临床上并不完全吻合，但是它们在发病机理、所引起

的病理生理变化等方面有许多相似之处。通过对支气管哮

喘患者体内白细胞介素-1（IL-1）、白细胞介素-6（IL-6）、肿

瘤坏死因子α（TNF-α）、促肾上腺皮质激素（ACTH）、皮质醇

（CS）和生长激素（GH）等进行检测发现，西医的重度哮喘、中

医的痰瘀型哮喘和维医的异常黑胆质型哮喘，三者具有一定

的交互性，即病情均较严重、症候症群重叠、免疫及内分泌系

统紊乱更为明显[3]；通过检测外周血中免疫荧光单克隆抗体

（CD62p）的表达及内皮素（ET）、组织性纤溶酶原激活物（t-
PA）、纤溶酶原激活物抑制剂-1（PAI-1）水平发现，中医痰瘀

证与维吾尔医异常黑胆质证具有一定的一致性[4]；对慢性阻

塞性肺部疾病（COPD）患者血液样本的代谢组学研究发现，

肾虚痰瘀证及异常黑胆质证患者体内代谢变化基本一致，其

生物表型相似，表现为氨基酸、脂肪及糖代谢异常[5]；肿瘤痰

瘀证患者与肿瘤异常黑胆质证患者血浆代谢组学分析发现，

2种不同证型患者有着相似的体内代谢变化过程，即两种证

型患者均发生免疫功能损伤、体内氧化-抗氧化平衡失衡等

变化[6]。

为阐述 2种不同理论的代谢组学异同点及其物质基础，

从而对中医和维医等传统医学理论的现代研究提供一定的

基础，本研究以哮喘病肾虚痰瘀证和异常黑胆质证患者为研

究对象，描述其主要的代谢变化特点，阐述2种理论物质基础

的异同点。

1 材料与方法
1.1 样本准备

选择2012年10月至2013年9月新疆医科大学附属中医

医院诊治的哮喘病患者162例，另选50名健康志愿者作为对

照组。患者根据中医学传统理论[7,8]和维吾尔医学传统理论[2,9]

分为肾虚痰瘀证患者和异常黑胆质证患者，患者中82例为肾

虚痰瘀证患者、80例为异常黑胆质证患者。收集健康志愿者

和患者早餐前的血液并分离血浆放入-80℃冰箱待测。

1.2 血浆样本的 1HNMR测试

样品从低温冰箱中取出并在室温中解冻，取 200 μL 血

浆加 400 μL 缓冲溶液（0.045 mol/L NaH2PO4 + 0.045 mol/L
K2HPO4，溶剂为 20%D2O（体积比）和 80% H2O mol/L，pH
7.4），在室温放置 10 min，以 10000 r/min的速度离心 10 min。
取上清液 550 μL加到 5 mm的核磁管内。1HNMR谱图的测

定均在Varian Inova 600核磁共振波谱仪上采用CPMG脉冲

序列进行。1H核共振频率为 599.95 MHz，扫描累积 128次，

采样数据点为32768，谱宽10000 Hz，采样延迟2 s，采样时间

均为 1.64 s。测试温度为 25 ℃，采用预饱和方法压制水峰。

为了有利于解谱工作，部分样品测试了 1H-1H同核相关谱

（COSY谱）、质子全相关谱（TOCSY谱）、J-分解谱（J-Resolved
谱）等核磁共振二维谱[10~12]。

1.3 数据处理与分析

所有 1HNMR谱手动进行相位和基线校正并在傅里叶变

换前乘以增宽因子为 1.0 Hz的指数窗函数进行处理。每一

个 1HNMR谱的化学位移δ 9.0~0.5范围以每段为δ 0.003进行

spectroscopy and to analyze their metabolic varieties, characteristics and reciprocity, fifty healthy volunteers who were confirmed by
medical examination and 162 asthma patients were enrolled. The asthma patients were divided into the abnormal Savda syndrome
group and the phlegm- stasis syndrome group according to the theory of traditional Uyghur medicine and the theory of traditional
Chinese medicine, respectively. There were 80 cases in the abnormal Savda syndrome group and 82 in the phlegm- stasis group.
Plasma samples were obtained by centrifugation of blood samples from all the individuals in the morning before breakfast, and were
immediately stored at -80°C until use for NMR spectroscopy. 1HNMR spectra were analyzed using the orthogonal projection to latent
structure with the discriminative analysis (OPLS-DA) method with unit variance scaling. The discriminative significance of metabolites
was determined by the Pearson's product-moment correlation coefficient. The results showed that compared to the control group, the
asthma patients with phlegm-stasis had low concentrations of isoleucine, leucine, valine, lactate, alanine, glycoprotein, citrate, tyrosine,
phenylalanine and 1- methylhistidine (P<0.05); the asthma patients with abnormal Savda syndrome had low concentrations of
isoleucine, leucine, valine, lactate, alanine, glycoprotein, glutamine, creatine, creatinine, citrate, tyrosine, phenylalanine and 1-
methylhistidine, α-glucose and β-glucose (P<0.05). The conclusion is that the asthma patients with different syndromes have very
similar metabolic changes, i.e., abnormal performance for amino acid metabolism, inhibited citric acid cycle gluconeogenesis disorder
and immune dysfunction.
KeywordsKeywords phlegm stasis; abnormal Savda; traditional medicine; metabonomics
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分段积分并进行归一化处理（每段积分面积除以所有积分面

积之和），同时移除水分的信号范围 5.22~4.68。数据用

SIMCA- P + 11 软件采用自动规格化处理（Unit Variance
Scaling，UV）后进行正交偏最小二乘判别分析（orthogonal
partial least-squares discriminant analysis，OPLS-DA）。

2 结果与分析
健康志愿者、哮喘病肾虚痰瘀证患者和哮喘病异常黑胆

质证患者典型的 1HNMR谱如图1所示。对血浆 1HNMR数据

经过OPLS-DA分析得到相应的得分图（图 2）。通过OPLS-
DA分析得到的代谢物相关系数（correlation coefficient）r确定

2组血浆中的差异性代谢成分，检验标准为P=0.05。通过皮

尔森相关系数显著性差异检测（Pearson's product moment

correlation coefficient）确定相关系数的临界值，相当于显著性

差异水平P=0.05。根据样本数（n）确定的相关系数作为代谢

物含量是否具有显著性差异的阈值，|r|>阈值所代表的代谢物

是统计学上有显著性差异（P<0.05）的代谢物；在本研究中|r|=
0.273作为代谢物含量是否具有显著性差异的阈值，相关系数

为负值，表示该代谢物在疾病组中含量比健康组低。通过

OPLS-DA分析所得的代谢物相关系数确定健康组与不同证

候患者血浆样本中含量有差异的代谢物详见表1。代谢物化

学位移的确定根据代谢组学数据库（http:/metabolomics.ca）结

合 COSY，TOCSY和 J-Res spectra等核磁共振二维谱进行。

差异性代谢物中相关系数为负值表示代谢物在哮喘病不同

证候患者体内降低。

图2 1HNMR数据的OPLS分析

Fig. 2 OPLS-DA 3D plots for 1HNMR spectra

图1 健康人（a）、哮喘病肾虚痰瘀证患者（b）和哮喘病异常黑

胆质证患者（c）典型的 1HNMR谱

Fig. 1 1HNMR spectra of plasma samples from healthy
volunteers (a), asthma patients with phlegm-stasis (b) and

asthma patients with abnormal Savda patients(c)
表1 哮喘肾虚痰瘀证及异常黑胆质证患者与健康对照组比较的差异性代谢物及其相关系数

Table 1 Comparison of plasma metabolites and correlation coefficients in the asthma patients with phlegm-stasis or
abnormal Savda syndrome and healthy controls

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

代谢物

异亮氨酸

亮氨酸

缬氨酸

乳酸

丙氨酸

糖蛋白

谷氨酰胺

肌酸

肌酸酐

柠檬酸

酪氨酸

苯丙氨酸

1-甲基组氨酸

α-葡萄糖

β-葡萄糖

肉碱

化学位移

0.93(t)，1.00(d)，1.96(m)
0.95(d)，0.97(d)，1.72(m)
0.98(d)，1.03(d)，3.60(d)
1.33(d)，4.11(q)
1.47(d)，3.76(q)
2.03(s)
2.13(m)，2.36(m)，3.75(t)
3.03(s)，3.93(s)
3.06(s)，4.05(s)
2.52(d)，2.67(d)
3.94(dd)，6.89(d)，7.18(d)
7.32(m)，7.37(m)，7.42(m)
7.05(s)，7.78(s)
3.53(dd)，3.72(dd),3.76(dd)，5.23(d)
3.24(dd)，3.40(t)，3.49(t), 3.90(dd)，4.64(d)
2.46(q)

归属

δ-CH3，β-CH3，β-CH
δ-CH3，δ-CH3，β-CH2/γ-CH
CH3，CH3，α-CH2

CH3，CH
CH3，α-CH
NHCO-CH3

β-CH2，γ-CH2，α-CH
CH3，CH2

CH3，,CH2

half CH2，half CH2

α-CH，3-H/5-H，2-H/6-H
2-H/6-H，4-H，3-H/5-H
4-H，2-H
2-H，3-H，2-H/6-H，1-H
2-H，4-H，3-H，2-H/4-H，1-H
CH2(COO)

相关系数

健康/肾虚

痰瘀型哮喘

-0.33
-0.42
-0.52
-0.52
-0.37
-0.58
—

—

—

-0.40
-0.44
-0.60
-0.61
—

—

—

健康/异常黑胆

质型哮喘

-0.75
-0.83
-0.72
-0.77
-0.82
-0.66
-0.73
-0.78
-0.76
-0.75
-0.73
-0.76
-0.77
-0.60
-0.53
-0.66

注：相关系数为负值表示代谢物在患者体内含量降低；s，单峰；d，双重峰；t，三重峰；q，四重峰；m，多重逢；dd，双双重峰。
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分析结果显示，与健康对照组相比，哮喘病肾虚痰瘀证

患者血浆中异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸、乳酸、丙氨酸、糖蛋

白、柠檬酸、酪氨酸、苯丙氨酸和 1-甲基组氨酸等 10种代谢

物含量明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；哮喘病异

常黑胆质证患血浆中异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸、乳酸、丙氨

酸、糖蛋白、谷氨酰胺、肌酸、肌酸酐、柠檬酸、酪氨酸、苯丙氨

酸、1-甲基组氨酸、α-葡萄糖、β-葡萄糖和肉碱等 16种代谢

物含量明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论
疾病是一个客观存在，患者更是一个客观实在的具象。

西医、中医、维医基于不同的文化背景和理论基础，对同一个

客观存在会有不同的认识结果，但客观实在并不因不同的认

识结果而改变。因此，从不同的医学理论体系来对同一类疾

病进行认识和分析对研究不同医学体系的特点、优势和它们

之间的共性，以及为不同医学体系相互取长补短，从而为形

成和发展“大医学体系”有着十分重要的作用和意义。

研究显示，异常黑胆质证和肾虚痰瘀证大部分会引起哮

喘、肿瘤、糖尿病等复杂性、难治性疾病[3,4]。在本研究中，肾

虚痰瘀型和异常黑胆质型哮喘患者与健康人比较其血浆异

亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸、1-甲基组氨酸、丙氨酸、糖蛋白、柠

檬酸、酪氨酸、苯丙氨酸和乳酸等代谢物含量均显著降低。

现代医学研究认为，支气管哮喘是由多种免疫细胞和细

胞因子参与的、由遗传和环境因素相互作用、共同诱发的气

道慢性炎症性疾病[13]。根据中医和维医理论，肾虚痰瘀型哮

喘和异常黒胆质型哮喘都是重症、顽固性哮喘[3]。

气道高反应性、可逆性气道阻塞和气道炎症是支气管哮

喘的主要特征，其中气道炎症为其余两种特征的病理基

础[14]。组胺作为哮喘发病的重要炎症介质，在哮喘的发病过

程中起到主要作用，而体内组胺由组氨酸通过组氨酸脱羧酶

催化而来。两种证候患者血浆中 1-甲基组氨酸含量的减少

可能与组氨酸脱羧酶催活性升高、产生大量组胺有关。体内

产生的组胺对气道的收缩作用是通过细胞外Ca2+大量进入细

胞内完成的。同时，气道细胞膜受体的兴奋性会增加细胞膜

磷酸肌醇的水解，继而导致细胞浆Ca2+浓度进一步增加，形成

恶性循环。

两种证候患者血浆中亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸等氨基

酸含量与健康人比较明显减少。这 3种氨基酸统称为支链

（branched-chain amino acid，BCAA）氨基酸。BCAA属于人体

必需氨基酸，有影响蛋白质的合成和分解[15]，增强机体的免疫

防护作用等功能[16]。BCAA在长时间持续耗能状态下参与供

能，其氧化产生ATP的效率高于其他氨基酸 [17]。BCAA主要

在骨骼肌组织分解代谢，其分解产物进入三羧酸循环，释放

大量能量，维持肌肉的持续收缩。两种证候哮喘患者基本上

都是重症患者，因此，我们认为两种证候患者体内可能都存

在长期持续耗能状态，这可能是患者血浆中亮氨酸、异亮氨

酸、缬氨酸含量明显减少的原因之一。血浆中的丙氨酸有转

运体内的氨[18]，减少乳酸堆积[19]，增加糖异生及维持血中葡萄

糖水平[20]等作用。本研究中哮喘病异常黑胆质证患者血浆中

丙氨酸含量明显减少，这可能与患者体内的能量代谢过程的

紊乱有关。

研究证明，动物处在长期缺氧状态下乳酸水平先升高后

下降[21]。缺氧的初期，葡萄糖的有氧氧化被抑制、而糖酵解过

程则加强，产生大量的乳酸。随着乳酸含量的升高，在机体

的应急调解下糖异生过程增强，对乳酸的消耗增加，所以在

缺氧的后期体内乳酸含量会下降。两种证候哮喘患者大部

分是重症患者，患者处在急性重复性缺氧状态下，这种长期

的缺氧状态会导致体内乳酸水平的下降；同时，BCAA通过参

与机体的能量代谢而抑制运动中肝、肌糖原的消耗，促进乳

酸-葡萄糖循环，加速糖异生 [22]，从而降低体内乳酸含量；另

外，长期的缺氧会加强磷酸戊糖代谢途径[21]也会降低患者血

浆中的乳酸含量。

柠檬酸含量与线粒体的氧化磷酸化功能有关，也与患者

气道细胞释放过多的一氧化氮（NO）有关，因为炎症的刺激导

致气道上皮细胞、巨噬细胞、肥大细胞诱导的一氧化氮合酶

（NOS）活性增加并释放NO，NO通过抑制线粒体水平的呼吸

过程而抑制ATP的合成[23,24]。上述原因可能是 2种证候哮喘

患者体内柠檬酸含量显著下降原因。糖蛋白对免疫功能的

维持起到很重要的作用，具有改善机体代谢、增加淋巴细胞

总数、改善机体免疫状况等效果；肾虚痰瘀型哮喘和异常黑

胆质型哮喘患者因为都是重症患者[3],所以2种证候患者免疫

功能的下降也比较严重。

4 结论
通过基于NMR的代谢组学研究发现，肾虚痰瘀型哮喘和

异常黑胆质型哮喘有着相似的体内代谢变化机制，其表现为

氨基酸代谢异常、三羧酸循环被抑制、糖异生增强和免疫功

能的紊乱等。虽然两证在临床上并不完全吻合、存在交叉

处，考虑与不同医学病症的观察角度有关。代谢组学研究结

果显示，支气管哮喘肾虚痰瘀证和异常黑胆质都有相似的病

理变化基础，体现了两证的基本一致性，是同一病理现象和

过程在不同医学体系内的描述。
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