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摘要摘要 为了维医证候研究逐步走向标准化和客观化，采用核磁共振（nuclear magnetic resonance，NMR）为基础的代谢组学技

术对哮喘异常黑胆质证动物模型体内代谢变化信息与临床患者进行对比研究，揭示两者之间的异同点。分别选择哮喘异常黑胆

质证大鼠模型和临床患者作为研究对象，采集血浆样本，通过NMR测试其氢谱，并采用正交偏最小二乘判别分析法（orthogonal
partial least-squares discriminant analysis，OPLS-DA）进行多变量分析。结果显示，与健康志愿者相比，临床患者血浆中亮氨

酸、异亮氨酸、缬氨酸和丙氨酸含量明显降低；与脂代谢相关的极低密度脂蛋白（VLDL）和不饱和脂类在患者体内明显降低，而乙

酸、丙酮、乙酰乙酸和肉碱含量明显升高；谷氨酰胺在患者体内明显的升高，而肌酸、肌酸酐、鲨肌醇和乳酸明显下降。对动物模

型而言，健康对照组与2种模型组比较，模型组大鼠血浆中与脂代谢相关的代谢物以及乳酸、肉碱和谷氨酰胺含量的变化趋势与

临床患者一致，但氨基酸含量的变化相反；异常黒胆质证模型大鼠与哮喘异常黒胆质证模型大鼠相比较，只有丙氨酸和肌酸酐含

量在哮喘异常黒胆质证模型大鼠血浆中明显比前者低。研究表明，虽然氨基酸的代谢变化在模型大鼠和临床患者体内有所不

同，但是与脂代谢相关的代谢物含量的变化趋势一致。氨基酸代谢的不同可能与模型制作过程中环境的剧烈变化有关。脂代谢

相关的代谢物可作为临床患者与动物模型共同的异常黑胆质证代谢标志物。

关键词关键词 维吾尔医学；异常黑胆质证；哮喘；动物模型

证候理论是维吾尔医学体液论的核心理论之一，证候动

物模型是揭示证候生物学基础的有力工具，所以模型的评价

依据必须与临床诊断依据一致。维吾尔医学对证的诊断手

段主要包括问、触、叩、切等[1]。通过这些方法在患者身上可

以得到完整的病例资料，并做出准确的辨证诊断。但是，对

动物模型要想得到病例资料并作出辨证诊断，困难较大。在

同一疾病状态下，实验动物与人类有着相似的病理生理基

础，即在病理生理变化层面存在着很大的一致性。以临床在

病证结合条件下证候的诊断标准为依据，通过将患者的证候

诊断指标与动物表征指标的相同生理病理意义进行比较，可

对患者与动物模型证候属性进行同质性研究。

代谢组学是动态和多参数测量生命体对病理生理性刺

激应答的一种新型学科[2]。核磁共振（NMR）作为一种新型、

高效、重现性好和非破坏性的代谢组学研究方法被广泛应用

到疾病生物标志物的发现、诊断和预后评价等领域[3~6]，同时，

也正在成为传统医学理论现代研究中的重要研究手段[7~11]。

本研究以异常黑胆质证为研究对象，建立哮喘异常黑胆

质证动物模型，收集模型的血浆代谢物变化信息，阐述异常

黑胆质证发生发展过程中的代谢网络变化特点。同时，将病

证结合动物模型相关代谢变化信息与临床患者相比较，揭示

哮喘异常黑胆质证动物模型代谢变化特点与临床患者之间

的异同点。

1 方法与材料
1.1 临床样本选择

选择 2013年 6月至 2014年 6月之间在新疆医科大学第

四附属医院诊治的哮喘异常黑胆质证患者 38例，另有 39名
健康志愿者作为对照组。选择的标准包括个人无心血管疾

病、肝病、肾病或炎症性疾病。受试者的平均年龄为（46.3±
12.1）岁（年龄范围 20~65岁）。异常黑胆质证患者的体液分

型根据维吾尔医学体液分型的分类标准确定[1]。收集患者早

餐前空腹血液并分离血浆，保存在-80℃冰箱中待测。
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1.2 实验动物

SD大鼠84只，SPF级，雄性，质量（150±30）g，购买于新疆

医科大学动物实验中心。

1.3 仪器与试剂

600兆核磁共振波谱仪（美国，VARIAN公司），RQH-350
型人工气候箱（上海精宏实验设备有限公司），403A NEBU⁃
LIZER型压缩空气式雾化器（江苏鱼跃医疗设备股份有限公

司），JXDT-1型小鼠跳台仪器。重水（Deuteriumoxide；美国

Cambridge Isotop Laboratories，Inc.），卵清蛋白（ovalbumin，
OVA；美国Sigma公司，型号：A-5253），氢氧化铝（A1(OH)3，天
津永晟精细化工有限公司），NaCl（天津市福晨化学试机厂），

K2HPO3（天津市光复精细化工研究所），NaH2PO3（沈阳化学试

剂厂）。

1.4 异常黑胆质证大鼠动物模型的建立

根据前期研究中所确定的异常黑胆质证大鼠模型的建

立方法，复制模型，所有的研究在清洁级环境下进行。

1.4.1 干旱属性饲料的制备

干旱属性饲料和普通鼠饲料按质量比 3∶7混合，其中干

旱属性饲料即芫荽子和大麦按质量比 1∶1制成颗粒状干饲

料。

1.4.2 模型的制备

采用干寒喂养环境+干寒属性饲料+慢性不可预见性电

刺激等多因素复合作用, 建立异常黑胆质证动物模型。将大

鼠稳定饲养1周后，按完全随机方法分组，即空白对照组和模

型组。空白对照组在清洁动物房内室温下（温度（25±3）℃，

相对湿度 60%～80%）用普通饲料饲养，未受任何刺激，随机

饮食水，从 6∶00 am至 6∶00 pm提供光线。模型组采用干寒

饲养环境（温度（6±1）℃，相对湿度 25%～32.8%）、干寒属性

饲料喂养、间断足底电刺激（第 1周每次 30min、电压 35 V、1
次/d；第2周每次35 min、电压40V、1次/d；第3周每次45 min、
电压 45V、1次/d）、禁止运动（第 1周每次 45 min、1次/d；第 2
周每次 60 min、1次/d；第 3周每次 90 min、1次/d）、强迫游泳

（水温（20±5）℃，1次/d，每次5 min）等多因素复合作用21天，

建立维吾尔医学异常黑胆质证动物模型。

1.5 哮喘异常黑胆质证大鼠模型的建立

在已建立的异常黑胆质证大鼠模型的基础上，实验第 1
天腹腔注射 1 mL抗原液（含 10 mg OVA（卵清蛋白）、100 mg
Al(OH)3）初次致敏，实验第8天重复1次加强致敏。从实验第

15天开始，每天 1次将大鼠置于密闭玻璃钟罩，以 10% OVA
生理盐水雾化吸入 20 min以激发异常黑胆质证载体的哮喘

病动物模型。

大鼠在麻醉状态下从腹主动脉采血，以3500 r/min，离心

10 min，分离血浆，-80℃低温冰箱中保存。

1.6 血浆的NMR测试

血浆样本在室温中解冻，取 200 μL血浆与 400 μL磷酸

盐生理盐水缓冲液混合，以 4℃，10000 r/min，离心 10 min，取
上清液550 μL，在 Inova600型核磁共振波谱仪上采用自旋回

波（Carr-Purcell-Meiboom-Gill，CPMG）脉冲序列进行测试。

对所有血浆NMR图谱采用线宽为 0.3 Hz的指数窗函数

进行傅里叶变换后进行基线及相位调整并进行自动积分，积

分值进行归一化处理（每一段的积分值处以所有积分值之

和），用 SIMCA-P+11（umetrics Inc., Umea, Sweden）软件进行

正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least-squares
discriminant analysis，OPLS-DA）。代谢物在两组中的差异性

采用OPLS-DA分析中获得的变量重要性参数（variable im⁃
portance in the projection，VIP）值确定。VIP>1的代谢物被认

为是在两组中具有差异性的代谢物[12]，而代谢物含量变化的

方向采用OPLS-DA分析中的变量相关系数（correlation coef⁃
ficient，r）判断。

2 结果
2.1 哮喘异常黑胆质证患者血浆中的代谢变化

人血浆典型的 1H-NMR谱如图1（a）所示。1H-NMR谱的

OPLS-DA分析模型是通过把每一个NMR数据作为X变量，

样本的组别信息作为Y变量建立的。R2X和Q2是所建立的模

型的质量评价指标，分析模型的优化程度用R2X参数描述、表

示 X的总变异，用交叉核实参数Q2描述模型的累积预测程

度、表示预测结果的真实性。图 2中（a）和（b）为健康志愿者

与哮喘异常黒胆质证患者比较的OPLS-DA分析得分图和线

图。

OPLS-DA分析模型R2X=0.56，模型预测值Q2=0.61；可见

分析模型的可靠性高。OPLS-DA分析中变量的VIP值显示，

与健康志愿者比较，哮喘异常黑胆质证患者血浆中15种代谢

物含量发生了显著的变化。这些代谢物主要与糖代谢、脂肪

代谢、氨基酸代谢以及机体免疫功能有关，详见表1。在差异

性代谢物中 r值为正的代谢物在患者血浆中含量降低的代谢

物，r值为负的代谢物在患者血浆中含量升高的代谢物。

结果显示，与健康志愿者相比，患者血浆中多种氨基酸

含量明显降低，包括亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸和丙氨酸等。

与脂代谢相关的极低密度脂蛋白（VLDL）和不饱和脂类在患

图1 大鼠（a）与人（b）的典型的 1H-NMR图谱

Fig. 1 Typical 1H-NMR spectra of plasma

（a）

（b）
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者体内明显降低，但是，乙酸、丙酮、乙酰乙酸和肉碱含量却

明显升高。除此之外，谷氨酰胺在患者体内表现出了明显的

升高趋势，与免疫功能相关的肌酸、肌酸酐和鲨肌醇及葡萄

糖的无氧氧化产物乳酸在患者体内发生了明显的下调。

2.2 模型大鼠血浆中的代谢变化

大鼠血浆典型的 1H-NMR谱如图 1（b）所示。本研究对

健康对照组、异常黑胆质证模型组和哮喘异常黑胆质证组大

鼠血浆代谢物含量进行了比较分析。图 2中（c）、（d）和（e）、

（f）分别为健康对照组与异常黑胆质证模型大鼠及健康对照

组与哮喘异常黑胆质证模型大鼠比较的OPLS-DA分析得分

图和线图，模型参数分别为R2X=0.62、Q2=0.86和R2X=47、Q2=
0.85。图 2（g）和（k）分别为异常黑胆质证模型大鼠与哮喘异

常黑胆质证模型大鼠比较的OPLS-DA分析得分图和线图，

模型参数为R2X=0.26、Q2=-0.07。
结果显示，异常黑胆质证模型大鼠和哮喘异常黑胆质证

模型大鼠分别与健康对照组比较有相似的体内代谢变化特

点。两种模型组血浆中与脂代谢相关的VLDL和不饱和脂肪

酸含量显著降低，但是其下游代谢产物乙酸、丙酮和乙酰乙

酸含量显著升高。异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸和丙氨酸等4种
氨基酸在两种模型组大鼠血浆中都明显下降；除此之外，肉

碱和谷氨酰胺含量发生了明显的上调，而乳酸含量在两种模

型组大鼠血浆中明显下降。只有肌酸在两种模型组大鼠血

浆中的变化不同，即异常黑胆质证模型大鼠血浆中肌酸含量

明显升高，而哮喘异常黑胆质证模型大鼠血浆中没有发生变

化。

异常黑胆质证模型大鼠与哮喘异常黑胆质证模型大鼠

相比，只发现2种代谢物含量有差异性，分别是丙氨酸和肌酸

酐，其含量在哮喘异常黑胆质证模型大鼠血浆中明显比前者

低。

表1 主要差异性代谢物及其相关系数和VIP值
Table 1 Correlation coefficients and VIP values of otherness metabolites

注：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为双重双重峰，ddd为双重双重双重峰。异黑模型：异常黑胆质证模型大鼠；异黑哮喘：

哮喘病异常黑胆质证。

序

号

1

2

3

4
5
6
7

8
9
10
11
12
13
14

15

代谢物

异亮氨酸

亮氨酸

缬氨酸

乳酸

丙氨酸

乙酸

谷氨酰胺

丙酮

乙酰乙酸

肉碱

肌酸

肌酸酐

鲨肌醇

VLDL

不饱和

脂类

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)
1.91(s)
2.13(m)，2.36
(m)，3.75(t)
2.22(s)
2.27(s)
2.46(q)
3.03(s)，3.93(s)
3.06(s)，4.05(s)
3.35(s)
0.88(m)，1.26
(m)，2.22(m)

5.28(m)，
5.30(m)

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

β-CH2，γ-CH2，

α-CH

CH2(COO)
CH3，CH2

CH3，CH2

6×CH
CH3CH2CH2C，
CH3CH2(CH2)n，
CH2CO
CHCH2CH2，

CHCH2CH

动物模型

正常组/异黑模型

r值

-0.62

-0.63

-0.65

0.91
-0.68
-0.79
-0.71

-0.92
-0.65
-0.83

0.95

0.94

VIP值

1.35

1.08

1.35

6.05
2.05
1.44
2.04

2.86
2.18
2.27

5.94

3.14

正常组/异黑哮喘

r值

-0.83

-0.68

-0.70

0.81
-0.82
-0.85
-0.90

-0.86
-0.61
-0.92

0.91

0.91

VIP值

1.94

1.32

1.56

7.99
2.71
1.96
2.61

3.71
1.47
2.15

6.41

3.08

异黑模型/异黑哮喘

r值

0.71

0.68

VIP值

3.20

1.22

人

健康志愿者/异黑哮喘患者

r值

0.60

0.69

0.58

0.84
0.49
-0.55
-0.35

-0.35
-0.35
-0.50
0.46
0.41
0.41
0.47

0.58

VIP值

1.78

2.88

1.88

11.39
2.82
1.47
1.62

1.96
1.03
2.38
1.49
1.47
2.47
3.87

2.06
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3 讨论
维医体液论认为，黑胆质为黑色、酸味的液体，在肝脏中

产生并在脾脏中储存，有保持器官的形态和特点、控制体液

的过度燃烧、存储和运输多种营养物质、影响思想和情感等

功能 [1,7]。黑胆质的失衡或正常体液的过度燃烧都会导致异

常黑胆质，这是身体对某些疾病易感性增加的主要原因。在

维医体液论中，异常黑胆质证的主要临床表现为脉搏缓慢、

眼眶深成蓝色、脸色黯淡、味苦、舌苔灰色或黑色、皮肤粗糙、

体温偏低、排尿次数少但量多、失眠、多梦等[13,14]。诊断异常

黑胆质证在临床实践中存在的这些宏观特征的生物学基础

是什么？

本研究显示，哮喘异常黑胆质证患者、异常黑胆质证大

鼠和哮喘异常黑胆质证大鼠体内代谢变化特点有很多相似

之处，证明异常黑胆质证作为一种病理变化产物，在不同状

态下有明显的共性。

在哮喘发作导致的通气活动剧烈而又缺氧的情况下，呼

吸肌能量供应主要来自脂肪酸[15]。连续性的气道炎症引起气

道阻力的持续性增加，随之加重呼吸肌的负荷，增加其能量

消耗。本研究中，与脂代谢相关的代谢物，包括VLDL、不饱

和脂质、乙酸、丙酮和乙酰乙酸等在临床患者和2种模型动物

图（a）和（b）为健康志愿者与哮喘异常黒胆质证患者比较的OPLS-DA分析得分图和线图，（■）为健康志愿者，（●）为哮喘异常黑胆质证患者；图（c）、

（d）、（e）、（f）、（g）和（k）分别为健康对照组、异常黒胆质证模型大鼠及哮喘异常黒胆质证模型大鼠比较的OPLS-DA分析得分图和线图，（■）健康对照

组，（▲）异常黒胆质证模型大鼠，（◆）哮喘异常黒胆质证模型大鼠

图2 不同组别之间的OPLS-DA分析得分图和线图

Fig. 2 OPLS-DA score plots and line plots of different groups
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血浆中的浓度变化一致，即VLDL和不饱和脂质含量降低，但

是其下游代谢产物乙酸、丙酮和乙酰乙酸等含量升高。丙酮

和乙酰乙酸被称为酮体，为肝细胞线粒体中的脂肪酸进行分

解代谢之后的中间产物，若脂代谢增加，血中酮体的浓度就

会增高。模型大鼠血浆中的丙氨酸含量的增加也与脂肪代

谢的加强有关。临床患者和模型大鼠血浆中与脂代谢相关

代谢物含量的变化与哮喘发作状态下呼吸肌能量代谢的加

强有关。

临床患者和两种模型组大鼠体内与脂肪代谢有关的肉

碱含量均显著增加。骨骼肌是体内脂代谢的主要场所[16]，而

代谢过程中长链脂酰辅酶A主要依靠肉碱脂酰转移酶 I（car⁃
nitine palmitoyltransferase-I，CPT-I）通过线粒体膜，这一步是

整个脂肪代谢的调节点，也是脂代谢过程的主要限速步

骤[17,18]。CPT-I的活性主要受其生物抑制剂丙二酸单酰辅酶

A的调控[17,18]。可见，丙二酸单酰辅酶A活性的降低所导致的

脂代谢的加强可能与异常黑胆质证的发生、发展密切相关。

本研究显示，临床患者和模型大鼠血浆乳酸含量显著下

降。长时间处于缺氧状态下的动物体内乳酸水平先增高后

下降[19]，缺氧的初始期，葡萄糖的有氧氧化过程受到抑制、糖

酵解过程却增强，并且形成大量的乳酸。当体内乳酸含量升

高时，由于机体发生的应急调解作用，糖异生过程则加强，增

加乳酸的消耗，因此，在缺氧的后期机体内乳酸的含量会下

降。哮喘病异常黑胆质证大部分为重症，哮喘异常黑胆质证

大鼠处在急性重复性缺氧状态下，这种长期的缺氧状态会导

致体内乳酸含量的降低。脂肪代谢的加强也会引起体内乳

酸含量的下降[20]。

谷氨酰胺含量与细胞膜的保护及免疫功能有关。免疫

系统是机体主要的疾病防御系统，谷氨酰胺通过增加总淋巴

细胞计数维持免疫系统的功能 [21]。谷氨酰胺还可以保护细

胞、组织免受自由基的伤害[22]。本研究中，临床患者和模型大

鼠血浆谷氨酰胺含量均发生了上调，这可能与机体在应急状

态下的调节机制有关。

临床患者血浆中的肌酸、肌酸酐和鲨肌醇等 3种代谢物

含量与健康志愿者比较明显降低，而两种模型组大鼠与健康

组比较没有发生变化。但是，哮喘异常黑胆质证大鼠血浆中

的肌酸酐含量明显低于异常黑胆质证模型大鼠。肌酸作为

肝脏合成能量的重要底物可转变成磷酸肌酸来储存ATP高

能磷酸键。肌酸、肌酸酐和鲨肌醇水平降低与脂肪的动员和

肝脏代谢功能障碍有关[23]。病证结合大鼠血浆中的肌酸酐含

量明显低于证组大鼠，说明，病证结合状态下模型大鼠处在

能量消耗持续增加、能量代谢持续恶化的病理状态。

本研究中，氨基酸含量在动物模型和临床患者体内表现

出相反的变化趋势，即缬氨酸，亮氨酸，异亮氨酸和丙氨酸等

4种氨基酸在两种模型大鼠血浆中的含量比健康对照组明显

升高，但是在哮喘异常黑胆质证患者血浆中这 4种氨基酸含

量与健康志愿者比较明显降低。支链氨基酸（BCAA）即亮氨

酸、异亮氨酸和缬氨酸是保持骨骼肌蛋白质代谢的关键，其

产生ATP的效率也高于其他氨基酸[24]。研究结果显示，哮喘

异常黑胆质病证在发生、发展过程中会引起体重减轻[1,13]和能

量代谢紊乱[25,26]等情况，这些变化通常发生在骨骼肌。模型

大鼠处在一种应急状态下，即长期低温、强迫运动等，体能消

耗巨大，而BCAA参与到机体能量代谢过程有利于持续耗能

状态下的能量供应[27]。可见，突然和巨大的能量消耗导致骨

骼肌蛋白分解，使血浆BCAA含量升高。但是，临床患者与模

型动物比较，其体内能量代谢的改变是一个长期而漫长的过

程，没有像模型大鼠一样发生剧烈的生存环境变化，因此，临

床患者可能因为机体长期处在持续耗能状态导致BCAA的减

少。

4 结论
采用基于NMR的代谢组学方法对哮喘异常黑胆质证患

者与哮喘异常黑胆质证模型大鼠的血浆代谢物变化机制进

行了比较分析。结果显示，虽然氨基酸含量的变化趋势在模

型大鼠和临床患者体内有所不同，但是与脂代谢相关的各类

代谢物的变化情况高度一致。氨基酸代谢的不一致可能与

模型制作过程中环境的剧烈变化引起的。脂代谢相关的代

谢物可作为临床患者和动物模型共同的异常黑胆质证代谢

标志物。
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Metabonomic study of abnormal Savda rat model with asthma

AbstractAbstract In order to standardize the syndrome of traditional Uyghur medicine, abnormal Savda rat model with asthma is selected as study
subject and metabolic changes are investigated in animal model and clinical patient to reveal the similarity and difference between them.
Sprague Dawley (SD) rats are subjected to abnormal Savda- producing conditions, followed by induction of asthma. Clinical patients of
abnormal Savda with asthma are also selected as study subjects. Serum samples are collected from each test group and analyzed by nuclear
magnetic resonance (NMR). Spectral profiles are analyzed by multivariate analysis using orthogonal projection to latent structure with
discriminant analysis (OPLS- DA). Results show that compared with healthy controls, leucine, isoleucine, valine, alanine, lipid related
metabolites like VLDL, and unsaturated lipids concentration in plasma of patients are decreased, but acetic acid, acetone, acetoacetate and
carnitine are significantly increased; glutamate in patients also shows a significant increase while creatine, creatinine, scyllo-inositol and
lactate are significantly reduced. For animal models, the change in concentration of lipid related metabolites and lactate, carnitine and
glutamine is consistent with the clinical patient, but the amino acid displays an opposite trend. Alanine and creatinine concentrations are
higher in plasma of abnormal Savda rat model compared to abnormal Savda with asthma rat model. It is concluded that although the amino
acid metabolism in rat model is different from that in clinical patient , their changes of lipid related metabolites contents are highly
consistent. Fat related metabolites may be considered biomarkers of abnormal Savda.
KeywordsKeywords traditional Uyghur medicine; abnormal Savda; asthma; animal model
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