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肺炎克雷伯杆菌感染小鼠脓毒症模型的非靶向代谢组学研究 
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摘要: 脓毒症是医学界面临的突出难题 , 本研究采用超高效液相色谱与串联四级杆飞行质谱  (UHPLC-       

QTOF-MS) 联用技术对肺炎克雷伯杆菌 ATCC® BAA 2146感染小鼠脓毒症模型进行了非靶向代谢组学研究, 分

析小鼠感染后血浆内源性代谢物的变化, 筛选出与脓毒症感染相关的潜在生物标志物, 并分析相关的代谢通路。

结果表明, 经主成分分析和偏最小二乘法判别分析, 结合变量投影重要度与非参数检验共筛选鉴定出 58 种可能

与肺炎克雷伯杆菌 ATCC® BAA 2146感染小鼠脓毒症相关的代谢物。相关的代谢通路分析发现其中 18种代谢物

与烟酸和烟酰胺代谢、嘧啶代谢、维生素 B6代谢、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、丙氨酸、天

冬氨酸和谷氨酸代谢、D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢以及甘油磷脂代谢等 8个代谢通路密切相关。 
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Abstract: UHPLC-QTOF-MS was applied to non-targeted metabolomics study of mice infected with          

K. pneumoniae ATCC® BAA 2146 to discover potential biomarkers and metabolic pathways that are associated 
with sepsis.  Fifty-eight metabolites were identified by principal components analysis (PCA) and partial least-        
squares discriminant analysis (OPLS-DA), which was combined with variable projection importance (VIP) and 
nonparametric test.  Eighteen of the 58 metabolites were further found to be involved in 8 metabolic pathways, 
including nicotinate and nicotinamide metabolism, pyrimidine metabolism, vitamin B6 metabolism, taurine        
and hypotaurine metabolism, arginine and proline metabolism, alanine, aspartate and glutamate metabolism, 
D-glutamine and D-glutamate metabolism and glycerophospholipid metabolism. 
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脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征 
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), 
2016年拯救严重脓毒症运动 (SSC) 指南将脓毒症修
订为“机体对感染反应失调所致的危及生命的器官

功能障碍”[1], 其发病率和死亡率居高不下, 是医学
界面临的突出难题。脓毒症发病机制复杂且尚不明确, 
涉及复杂的炎症反应、免疫功能及凝血功能紊乱等多

器官病理生理的改变。近年来, 多重耐药菌的出现更
是为脓毒症的治疗带来了挑战。 

代谢组学是继基因组学、转录组学和蛋白质组学

之后新发展起来的一门组学技术, 是对生物或者细
胞在特定生理时期内所有低分子量的代谢产物进行

定性和定量的分析[2]。小分子代谢物作为基因表达后

最终产物, 可以直接并且准确的反映机体的病理生
理状态。因此, 代谢组学分析在生物标志物的发现、
疾病的诊断方面应用广泛, 并为疾病机制的研究提
供了新的思路。 

近年来, 与脓毒症相关的代谢组学研究也在不
断增多, 结合脓毒症发病机制发现了一些与早期脓
毒症相关的标志物, 但高敏感和特异性的生物标志
物仍未被发现[3, 4]。此外, 对脓毒症发病机制认识的局
限性以及临床检测的滞后性也严重妨碍了对临床患

者病理生理状态的准确评估, 无法对患者进行及时
有效的治疗。因此, 急需寻找到新的生物标志物以实
现脓毒症的早期诊断, 准确推测脓毒症患者生理病
理状态, 有效改善脓毒症患者的预后, 降低死亡率。 
 

材料与方法 
实验材料  Agilent 1290 UHPLC 超高效液相 

(美国 Agilent公司); AB Triple TOF 6600 高分辨质谱 
(美国 AB Sciex公司); ACQUITY UPLC BEH Amide
色谱柱 (100 mm  × 2.1 mm, 1.7 μm, 美国Waters公司); 
ABX PENTRA60 血液分析仪 (美国 PerkinElmer 公
司)。色谱级甲醇 (Merck公司); 色谱级乙腈 (Merck
公司); L-2-氯苯丙氨酸 (CAS#: 103616-89-3, ≥98%) 
为内标 (上海恒柏生物科技有限公司); 小鼠降钙素
原 (PCT) 酶联免疫吸附测试试剂盒 (Elabscience 公
司 , 产品编号 : E-EL-M2419c); 小鼠 C 反应蛋白 
(CRP) 酶联免疫吸附测定试剂盒 (Elabscience 公司, 
产品编号 : E-EL-M0053c)。菌株为 K. pneumoniae 
ATCC® BAA 2146 (购自美国模式菌种收集中心)。
BALB/c雄性小鼠, 体重 (19  ± 1) g, SPF级, 购自北京
维通利华实验动物技术有限公司, 许可证号 SCXK 
(京) 2016-0006。饲养于医药生物技术研究所感染动

物房。 
细菌培养与造模方法  细菌于 MH 琼脂平板上

划线 37 ℃培养过夜, 挑取 4或 5个单菌落接种到MH
液体培养基 10 mL 中, 静置培养 6 h 后 1∶50 转接,      
继续培养 18 h。菌液 5 000 r·min−1离心 10 min, 弃去
上清, 生理盐水重悬用于感染小鼠。75 只小鼠随机     
分为 5组, 每组 15只, 分别为对照组、感染后 2、4、
8和 12 h组, 对照组尾静脉注射生理盐水, 0.2 mL/只, 
实验组尾静脉注射菌液 5×108 CFU/只。其中每组 5
个样本用于白细胞、降钙素原和 C 反应蛋白的测定, 
10个样本用于代谢组学检测。 

样品采集与处理  分别于感染后 2、4、8和 12 h
采集小鼠全血于肝素及 EDTA 真空采血管中。肝素    
管中的样本于 4 ℃、3 000 r·min−1离心 10 min制得血
浆, 每个样本分别取血浆 100 μL加入提取液 (甲醇−
乙睛−水=2∶2∶1) 900 μL 以及 L-2-氯苯丙氨酸        
20 μL, 涡旋混匀 30 s, 4 ℃条件下 12 000 r·min−1离    
心 15 min, 取上清 0.7 mL 真空浓缩干燥, 再加入提    
取液 (乙睛−水=1∶1) 200 μL 复溶, 涡旋 30 s, 4 ℃    

条件下 12 000 r·min−1离心 15 min, 取上清进行代谢
组分析。QC (quality control) 样本为每个样本各取    
10 μL混合而成[5]。 

EDTA管中的样品取 100 μL, 使用血液分析仪进
行白细胞计数, 剩余样品于 1 000×g离心 15 min取上
清, 使用小鼠降钙素原 (PCT) 酶联免疫吸附测试试
剂盒以及小鼠 C反应蛋白 (CRP) 酶联免疫吸附测定
试剂盒对血浆样本进行检测。 

色谱条件  Waters的 UPLC BEH Amide色谱柱 
(100 mm  × 2.1 mm, 1.7 μm); 流速 0.5 mL·min−1; 流动
相 A: 25 mmol·L−1醋酸铵−25 mmol·L−1氨水−水, 流
动相 B: 乙腈; 流动相梯度洗脱: 0～0.5 min, 95% B; 
0.5～7 min, 95%～65% B; 7～8 min, 65%～40% B; 
8～9 min, 40% B; 9～9.1 min, 40%～95% B; 9.1～12 
min, 95% B。 

质谱条件  AB 6600 Triple TOF质谱仪基于 IDA
功能进行一级、二级质谱数据采集。在每个数据采集

循环中, 筛选出强度最强且大于 100的分子离子采集
对应的二级质谱数据。轰击能量: 35 eV, 15 张二级谱
图每 50 ms。ESI 离子源参数设置如下: 雾化气压 
(GS1): 60 Pa, 辅助气压: 60 Pa, 气帘气压: 30 Pa, 温
度: 550 ℃, 喷雾电压: 5.5 kV (正离子模式) 或−4.5 
kV (负离子模式)。 

数据处理  原始数据进行峰匹配、峰对齐、峰提
取和归一化处理 , 然后使用 SIMCA 软件  (V14.1, 
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MKS Data Analytics Solutions, Umea, Sweden) 进行
主成分分析 (principal component analysis, PCA), 观
察各组分分离趋势[6]。为获取更加可靠的代谢物的组

间差异与实验组的相关程度信息, 采用正交偏最小
二乘法−判别分析  (orthogonal projections to latent 
structures-discriminant analysis, OPLS-DA) 的统计方
法对结果进行分析, 通过置换检验 (permutation test), 
对模型有效性做进一步的检验[7]。使用学生 t 检验 
(Student’s t-test) 的 P 值 (P-value) 小于 0.05, 同时
OPLS-DA 模型第一主成分的变量投影重要度 (vari-
able Importance in the Projection, VIP) 大于 1的标准
筛选差异性代谢物, 并通过京都基因与基因组百科
全书  (Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG) 数据库寻找差异代谢物映射的代谢通路。 
 

结果 
1  小鼠生化指标变化 

为了成功建立脓毒症模型并检测疾病发展情况, 
在每个时间点测量血液中白细胞数量、降钙素原和    
C 反应蛋白的水平。结果如表 1 所示, 在感染后 2 h
白细胞数量出现明显下降, 并随感染时间延长不断
降低; 在感染后 2 h和 4 h降钙素原水平约为对照组
的 2倍, 而感染后 8 h和 12 h约为对照组的 5～6倍;      
C反应蛋白含量在感染后 2 h与对照组差别不大, 而
感染后 4 h 明显升高, 约为对照组的 1.5 倍, 此后        
8 h 和 12 h 有所回落, 但仍高于对照组。结果表明,      
K. pneumoniae ATCC® BAA 2146感染的小鼠脓毒症
模型制备成功。 
 
Table 1  White blood cell count, procalcitonin and C-reactive 
protein in blood obtained from infected mice compared to controls.  
n = 5, x ± s.  Measurement data were compared with one-way 
ANOVA.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control 

Group 
White blood cell  
count (1×109/L) 

Procalcitonin 
/pg·mL−1 

C-reactive protein  
/ng·mL−1 

Control 6.62 ± 1.00 43.46 ± 9.54 227.75 ± 42.50 

 2 h 2.08 ± 0.45** 81.11 ± 29.34 219.49 ± 34.58 

 4 h 2.12 ± 0.53** 74.75 ± 25.78 359.66 ± 38.69** 

 8 h 1.64 ± 0.43** 237.46 ± 252.36* 271.14 ± 43.53 

12 h 1.64 ± 0.42** 224.02 ± 75.00* 289.46 ± 54.52* 

 
2  UHPLC-QTOF-MS数据检测 

采用 ESI+和 ESI−两种模式对 5组样本进行检测, 
其中正离子模式的原始数据经过处理后, 1 637 个峰
被保留, 负离子模式的原始数据经处理后, 1 270个峰
被保留。 

使用 SIMCA 软件对预处理后的数据进行 PCA
分析和 OPLS-DA分析。图 1为全部样本在正离子模
式和负离子模式下检测的 PCA得分散点图。可见 QC
样本集中, 说明仪器在检测分析中稳定, 感染后不同
时间点的样本具有明显差异, 且样本全部处于 95% 

置信区间内。 
 

 
Figure 1  PCA scores plot in positive (A) and negative (B) 
mode 

 
为获取更加可靠的代谢物组间差异与实验组的

相关程度信息, 使用 SIMCA 软件对第一主成分进行
OPLS-DA 建模分析, 其判别能力优于 PCA, 通过 7
折交叉验证得到的 R2Y和 Q2对模型有效性进行评判, 
最后通过置换检验对模型的有效性进一步检验。一般

R2值、Q2值大于 0.5, 表明该模型良好。其后进行置
换检验, 通过随机改变分类变量 Y的排列顺序, 多次 
(次数 n = 200) 建立对应的OPLS-DA模型以获取随机
模型的 R2和 Q2值, 对模型的过拟合以及模型的统计
显著性进行评估, Q2 值等于或小于 0 则表明模型有
效。总的来说, 原模型可以很好的解释两组样本之间
的差异, 模型不存在过拟合现象, 稳健性良好 (图
2)。可以做后续的差异成分寻找及分析。 

使用基于 XCMS开发的 xcms4dda和 xcms4lipid
程序及自建库对物质进行鉴定及匹配, 通过 VIP 值 
(>  1) 和 t-test的 P值 (<  0.05) 以及 HMDB等代谢组
学相关数据库进行了差异代谢物筛选, 共得到 58 种
差异代谢物, 并分析了差异代谢物在感染后不同时
间点相对含量的动态变化。L-蛋氨酸 (L-methionine)、 
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Figure 2  OPLS-DA model and permutation test summary for pair-wise comparison.  A: 2 h vs 0 h; B: 4 h vs 0 h; C: 8 h vs 0 h; D: 12 h 
vs 0 h 
 
N-甲酰蛋氨酸  (N-formylmethionine)、脱氧胞苷 
(deoxycytidine)、别嘌呤醇核苷 (allopurinol riboside)、
二十六烷酸 (hexacosanoic acid)、降植烷酸 (pristanic 
acid)、甘油磷酰胆碱 (glycerophosphocholine)、马尿酸 
(hippuric acid)、3-甲基己二酸 (3-methyladipic acid)、
5'-磷酸吡哆醛 (pyridoxal 5'-phosphate)、3-甲基组胺 
(3-methylhistamine) 和吲哚丙烯酸 (indoleacrylic acid) 
共 12 种代谢物在小鼠感染后 4个检测时间点均低于
对照组, 并且最低值均比对照组降低至少 50%。5-羟

甲尿嘧啶 (5-hydroxymethyluracil) 和 5-羟基己酸 (5-     
hydroxyhexanoic acid) 在感染后 2 h 含量与对照组     
相近, 而后降低, 3 个时间点的含量检测值为对照组
的 40%～70%。肌苷 (inosine)、脱氧肌苷 (deoxyi-
nosine)、别嘌呤二醇 (oxypurinol) 含量在感染 2、4
和 12 h时与对照组接近或较小幅度升高, 感染 8 h时
呈现最大幅度升高, 为对照组的 4.4～11.5倍。黄嘌呤 
(xanthine) 和次黄嘌呤  (hypoxanthine) 在感染后呈
现先降低后升高而后回落至接近正常水平的趋势 ,     
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2 h、4 h低于对照组, 8 h明显升高达到峰值 (对照     
组的 5.75和 11.30倍) 后, 12 h降到接近正常水平。
4-吡哆酸 (4-pyridoxic acid) 在感染后 2 h先降低, 而
后逐步上升, 在 12 h上升至对照组的 2倍左右; 烟酰
胺 (nicotinamide) 感染后 2 h接近对照组, 4 h达到最
大值, 之后降低, 12 h时至对照组的 0.58倍。吲哚酚
硫酸盐 (indoxyl sulfate) 在 2 h 升至最高 (对照组      
的 3倍), 而后逐步降至正常水平附近。其余 36种代
谢物含量除部分代谢物在感染后 2 h 有小幅度降低     

外, 整体呈明显升高趋势, 其中胞嘧啶 (cytosine)、
L-棕榈酰基肉碱  (L-palmitoylcarnitine)、硬脂酰肉       
毒碱  (stearoylcarnitine)、20-羟-二十烷四烯酸  (20-     
hydroxyeicosatetraenoic acid)、牛磺胆酸盐  (tauro-
cholate)、牛磺脱氧胆酸 (taurodeoxycholic acid)、牛
磺熊去氧胆酸 (tauroursodeoxycholic acid)、别胱硫醚 
(allocystathionine) 和二氨基庚二酸 (diaminopimelic 
acid) 的含量在感染后 8～12 h 甚至达到对照组的 5
倍以上 (表 2)。 

 
Table 2  Differentially expressed metabolites of K. pneumoniae infected mice in comparison to the controls.  aFold change was      
calculated by ratio of mean values of group 2 h to control, 4 h to control, 8 h to control and 12 h to control.  Fold change with a value 
greater than 1 indicates a relatively higher concentration present in infected mice, while a value less than 1 means a relatively lower     
concentration 

Fold changea 
Metabolite Ionization mode  m/z tR/s 

2 h∶0 h 4 h∶0 h 8 h∶0 h 12 h∶0 h 

L-Glutamate ESI+ 211.07 293.60 0.81 1.43 1.94 3.47 

L-Asparagine ESI− 153.03 233.63 1.26 1.70 1.72 2.31 

L-Methionine ESI− 148.04 269.69 0.61 0.39 0.51 0.62 

N-Formylmethionine  ESI− 176.04 183.10 0.23 0.21 0.19 0.43 

Guanidinosuccinic acid  ESI+ 176.07 382.37 1.15 1.63 1.88 2.98 

Thymidine ESI+ 485.19  22.90 1.56 2.26 2.19 1.82 

Inosine ESI+ 251.07  91.00 0.89 2.39 4.43 2.34 

Deoxyinosine  ESI− 251.08 141.47 2.45 1.67 4.64 1.49 

2'-Deoxyuridine  ESI+ 251.06 113.14 1.62 1.32 2.04 2.64 

Deoxycytidine  ESI+ 228.10 198.36 0.67 0.47 0.21 0.26 

Pseudouridine  ESI− 243.06 233.52 1.32 1.94 1.91 2.70 

N4-Acetylcytidine  ESI+ 286.10 158.33 1.23 1.72 2.12 2.78 

Allopurinol riboside  ESI+ 559.15 209.04 0.94 0.84 0.74 0.77 

Urea ESI+  61.04 102.16 1.14 1.30 1.44 1.57 

3-Hydroxydodecanoic acid  ESI− 197.15  46.39 1.24 2.29 3.12 3.22 

Uracil ESI− 111.02  89.01 2.18 2.62 2.75 2.83 

Thymine ESI− 125.03 102.07 1.70 1.40 2.65 3.22 

Cytosine ESI+ 112.05 172.87 1.10 3.45 12.08 10.30 

Cytidine ESI− 242.08 231.22 0.81 1.48 1.52 1.37 

Adenine ESI+ 136.06 100.09 1.40 1.44 1.39 2.24 

Hypoxanthine  ESI− 137.04 163.27 0.26 0.56 11.30 0.80 

Xanthine ESI+ 151.02 208.78 0.45 0.72 5.75 1.03 

5-Hydroxymethyluracil  ESI− 158.06  36.63 1.10 0.68 0.49 0.43 

Biopterin ESI− 236.08 246.21 1.00 1.07 1.33 1.60 

L-Palmitoylcarnitine  ESI+ 400.34 159.67 1.82 3.99 5.43 8.94 

Myristic acid  ESI− 287.22 105.52 0.74 1.30 1.86 2.07 

Arachidonic acid  ESI+ 327.23  44.32 0.99 2.13 2.93 2.63 

Behenic acid ESI+ 385.30 145.56 0.88 1.89 3.29 3.97 

Hexacosanoic acid  ESI− 395.39  37.95 0.80 0.56 0.48 0.49 

Pristanic acid  ESI− 297.28  40.67 0.57 0.44 0.40 0.45 

Stearoylcarnitine  ESI+ 428.37 156.61 1.75 2.71 3.47 5.82 

Glycerophosphocholine  ESI+ 258.11 372.35 0.89 0.75 0.57 0.48 

20-Hydroxyeicosatetraenoic acid  ESI+ 303.23 44.54 1.04 1.57 2.74 5.44 

Allantoin ESI− 157.03 176.31 1.70 1.88 2.51 3.07 

Cholic acid ESI− 467.30 214.13 3.04 3.19 2.15 2.42 
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      Continued   
Fold changea 

Metabolite Ionization mode  m/z tR/s 
2 h∶0 h 4 h∶0 h 8 h∶0 h 12 h∶0 h 

Deoxycholic acid  ESI− 391.28 152.16 2.85 2.03 1.96 2.58 

Taurine ESI+ 126.02 281.06 1.17 1.20 1.52 2.04 

Taurocholate ESI+ 533.32 185.67 1.22 2.66 4.52 5.95 

Taurodeoxycholic acid  ESI+ 500.30 138.74 1.04 5.07 5.58 4.95 

Tauroursodeoxycholic acid  ESI+ 464.28 138.94 1.04 4.89 4.78 5.03 

Creatinine ESI+ 114.06 163.07 1.02 1.32 2.17 2.33 

Allocystathionine  ESI+ 223.08  22.80 1.29 1.87 6.58 8.99 

Chenodeoxycholate  ESI+ 498.29 137.10 2.35 2.04 2.21 2.92 

Corticosterone  ESI+ 347.22  40.24 2.44 3.35 3.18 3.01 

Hippuric acid ESI− 178.05 177.48 0.29 0.13 0.11 0.09 

3-Methyladipic acid  ESI− 159.06  36.69 0.91 0.60 0.43 0.47 

3-Methyluric acid  ESI+ 403.04  90.70 0.82 2.40 2.94 2.14 

5-Hydroxyhexanoic acid  ESI+ 303.12 317.78 1.02 0.49 0.52 0.67 

Nicotinamide ESI+ 123.05  60.86 0.91 1.91 0.69 0.58 

N1-Methyl-2-pyridone-5-carboxamide  ESI+ 153.07  85.98 0.74 2.13 2.53 1.77 

4-Pyridoxic acid  ESI+ 184.06  38.24 0.58 0.95 1.61 2.01 

Pyridoxal 5'-phosphate  ESI− 247.03  35.92 0.33 0.23 0.20 0.24 

Oxypurinol ESI− 151.02 105.27 1.19 0.95 11.47 0.99 

Retinene ESI− 343.23  45.10 0.98 1.90 2.43 2.37 

3-Methylhistamine  ESI− 146.07  76.72 0.18 0.24 0.20 0.41 

Indoleacrylic acid  ESI− 186.05 114.00 0.76 0.36 0.23 0.29 

Indoxyl sulfate  ESI+ 213.01  78.45 3.01 1.76 1.15 0.89 

Diaminopimelic acid  ESI+ 229.06  86.04 0.88 1.29 1.88 5.86 

 
3  潜在生物标志物的代谢通路分析 

生物体中的复杂代谢反应及其调控并不单独       
进行, 往往由不同基因和蛋白质形成复杂的通路和
网络, 它们的相互影响和相互调控最终导致代谢组
发生系统性改变。首先将检测出的差异代谢物进行

KEGG 分析, 整理出差异代谢物对对应物种小鼠 (Mus 
musculus) 的通路映射的所有代谢通路 , 然后通过
MetaboAnalyst对差异代谢物所在通路进行综合分析, 
获得在感染后不同时间脓毒症相关潜在靶标路径[8], 
其拓扑分析及富集分析结果以气泡图表示 (图 3)。通
过对代谢通路进一步筛选发现有 8 个代谢通路在疾
病发展过程中受到较大干扰, 涉及检测到的 18 种差
异代谢物, 其中有代谢物涉及多条代谢通路。为直观
展示潜在靶标路径所对应的差异代谢物在小鼠感染

后动态变化过程, 对其相对含量 Fold change 取以 2
为底的对数做折线图。图 4可以看出烟酸和烟酰胺代
谢所涉及的代谢物整体呈先上升后下降的趋势, 其
中烟酰胺含量降至正常水平以下; 嘧啶代谢、牛磺酸
和亚牛磺酸代谢、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、

精氨酸和脯氨酸代谢与 D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢
中所涉及差异代谢物整体呈随时间逐步升高的趋势; 

维生素 B6 代谢和甘油磷脂代谢整体呈下降趋势, 其
中 4-吡哆酸在 2 h后开始回升并逐步高于正常水平。 
 

讨论 
现今临床上常用于检测脓毒症的生物标志物具

有一定的局限性, 例如 C 反应蛋白缺乏特异性, 降   
钙素原虽然灵敏度和特异性更高但无法确定感染的

病原菌的种类、受体内因素影响较多且监测费用较    
高[4]。早期确诊脓毒症并评估疾病严重程度仍是临床

上面临的重大问题。面对脓毒症复杂发病机制, 代谢
组学具有精确、灵敏度高、技术更通用等优势, 改变
了单一标志物检验的传统思想, 对患者体内各物质
的变化进行全方位的监测, 以一组代谢物群体作为
标志物来诊断疾病[9]。 

本研究成功建立了肺炎克雷伯杆菌 ATCC BAA 
2146感染小鼠脓毒症模型以及 UHPLC-QTOF-MS非
靶向代谢组学分析方法, 方法稳定可行。通过 OPLS-     
DA方法建立的模型表明脓毒症小鼠与健康小鼠的代
谢存在明显差异。研究筛选到 58 种潜在标志物并对
其在感染早期的含量变化进行了跟踪, 发现在疾病
发展过程中涉及 18种代谢物的 8条代谢通路受到较 
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Figure 3  Bubble plot of pathway analysis.  A: 2 h vs 0 h; B: 4 h vs 0 h; C: 8 h vs 0 h; D: 12 h vs 0 h 
 

 
Figure 4  Metabolite concentration changes relative to corresponding  controls at different time points after K. pneumoniae infection 
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大干扰, 涉及到氨基酸和脂类代谢紊乱、氧化应激及
炎症反应, 与脓毒症的病理生理变化密切相关。 

脓毒症时机体处于高耗能、氧供需失衡等状态[10], 
检测结果显示血浆中多种氨基酸含量升高, 推测原因
为主要供能物质糖类不能正常通过三羧酸循环途       
径进行有氧氧化, 外周组织蛋白质的分解增加为机体
提供能量, 也反映了机体在维持能量代谢稳态的代
偿机制。20-羟-二十烷四烯酸可激活内皮细胞烟酰胺
腺嘌呤二核苷酸 (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate, NADPH) 氧化酶系统和核因子-κB (nuclear 
factor-κB, NF-κB) 通路发挥氧化应激和促炎作用[11], 
牛磺酸、烟酰胺和谷氨酰胺等物质具有一定的抗炎、

抗氧化作用[12, 13], 其含量的升高可能与机体组织的
代谢紊乱和氧化应激作用相关。病原菌的入侵激发    
了机体的氧化应激反应、产生了氧化活性物质, 牛磺
酸、烟酰胺以及谷氨酰胺等物质含量的升高可以降低

过强的氧化作用对宿主机体的损伤。维生素 B6作为
氨基酸和神经递质等物质合成的辅酶, 在促进机体
正常酶代谢方面起到十分重要的作用。在小鼠感染     
脓毒症后, 作为维生素 B6 活性形式的 5'-磷酸吡哆    
醛含量明显下降。而与此结果一致的是, 有研究表明
高剂量的 5'-磷酸吡哆醛可以通过抑制胱硫醚-γ-裂合
酶 (cystathionine gamma-lyase enzyme, CSE) 的活性
降低血管内皮硫化氢的生成, 从而保护脓毒症相关
的血管功能障碍并降低死亡率[14]。 

脓毒症会导致多功能器官的损害, 胆酸、脱氧胆
酸、牛磺胆酸盐、牛黄脱氧胆酸以及牛磺熊去氧胆酸

含量的明显升高, 其可能与脓毒症引起的肝功能异
常有关, 胆汁酸的合成、代谢和转运异常引起严重的
胆汁淤积, 导致血浆中胆汁酸含量升高[15]。肌酐的含

量与肾的正常功能密切相关, 其含量的波动升高可
能由脓毒症引起的急性肾损伤导致。 

文献[16]报道肠道微生物的改变可以引起马尿酸

和吲哚酚硫酸盐含量的变化, 本研究中马尿酸含量
的下降和吲哚酚硫酸盐含量的上下波动可能与脓毒

症引起的肠道微生物的紊乱有关[17]。在小鼠感染后

甘油磷酰胆碱含量的不断降低, 此前有关于大鼠脓
毒症代谢组学的研究发现在感染大鼠血浆中的甘油

磷酰胆碱明显低于对照组[17], 高胆碱饮食可以提高
内毒素休克大鼠的存活率[18]。也有研究发现与 SIRS
患者相比, 脓毒症患者体内甘油磷酰胆碱含量较低, 
且在脓毒症死亡患者体内呈现更低的水平[19]。此外, 
检测到二氨基庚二酸含量在小鼠感染 4 h 后不断上     
升, 其为一种中性氨基酸, 除金葡菌和乳酸杆菌外, 

几乎存在于所有细菌的细胞壁中。感染后的小鼠血浆

中的二氨基庚二酸含量的升高, 可能与细菌在血液
中的增殖和裂解有关, 或许可以通过该物质指示血
液中的细菌水平。 

总之, 本研究从整体水平反映了细菌感染脓毒
症内源性小分子的代谢变化, 有助于深入研究脓毒
症发病机制, 发现可能的生物标志物, 为细菌感染脓
毒症早期诊断和疗效评价提供参考和借鉴, 进一步
的靶向代谢组学研究正在进行中。 
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