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[摘摇 要] 摇 目的摇 应用氢谱核磁共振代谢组学( 1H鄄NMR)方法研究 2 型糖尿病(T2DM)合并脑梗死患者血清中小

分子代谢物代谢轮廓的变化,探讨 2 型糖尿病合并脑梗死的可能发病机制。 方法摇 选择 T2DM 合并脑梗死患者 19
例、单纯 T2DM 患者 25 例及健康对照者 29 例,利用1H鄄NMR 方法检测血清的代谢轮廓,通过偏最小二乘判别分析

方法,鉴别各组别间血清小分子代谢物的区别。 结果摇 从血清偏最小二乘判别分析得分图中可以区分 3 组患者,
与 T2DM 合并脑梗死有关的特征代谢物包括极低密度脂蛋白、低密度脂蛋白、葡萄糖、乳酸、丙酮酸、3鄄羟基丁酸、N鄄
乙酰糖蛋白、亮氨酸、缬氨酸、前列腺素 D2、前列腺素 E2、同型半胱氨酸、氧化三甲胺、甜菜碱等。 结论摇 脂类代谢、
糖代谢、氨基酸代谢的紊乱可能在 T2DM 合并脑梗死的发病中起到重要作用。 炎症因子、同型半胱氨酸的增加,肠
道菌群失调引起的氧化三甲胺、甜菜碱的浓度改变可能也与 T2DM 合并脑梗死的发生有一定关系。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim 摇 To investigate the possible mechanism of cerebral infarction in type 2 diabetes mellitus
(T2DM) through identifying the changes of metabolic products in serum by applying the method of 1H鄄nuclear magnetic
resonance ( 1H鄄NMR). 摇 摇 Methods摇 Nineteen patients with cerebral infarction complication in T2DM, 25 T2DM pa鄄
tients without cerebral infarction and 29 healthy controls were included in our study. 摇 The micromolecular substances of
each participant in serum were detected by 1H鄄NMR. 摇 The metabolic profile of each participant was obtained. 摇 The par鄄
tial least square discriminant analysis (PLS鄄DA) was used to examine the difference of metabolic profile among groups.
Results摇 Based on the analysis of score plots of groups, the T2DM patients with cerebral infarction, T2DM patients without
cerebral infarction and the group of healthy controls were clearly distinguished by applying PLS鄄DA. 摇 The characteristic
metabolic products of patients with cerebral infarction complication in T2DM included very low density lipoprotein
(VLDL), low density lipoprotein (LDL), glucose, 3鄄hydroxy butanoic acid, lactate, pyruvic acid, glycoprotein, leucine,
valine, prostaglandin D2, E2, homocysteine, trimethylamine oxide (TMAO) and betaine. 摇 摇 Conclusions摇 The results
of our study suggested that the metabolic disorders of lipids, carbohydrate and amino acid may play essential role in the de鄄
velopment of T2DM with cerebral infarction. 摇 The elevated level of prostaglandin D2, E2 and homocysteine might play a
role in the occurrence of cerebral infarction in T2DM. 摇 The change of TMAO and betaine which were caused by enteric
dysbacteriosis, also might be related to the occurrence of cerebral infarction in type 2 diabetes mellitus.
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摇 摇 2009 年流行病学调查推算显示我国糖尿病发

病率为 9郾 7% ,很可能超过印度成为全球糖尿病第

一大国。 由于糖尿病发病的隐匿性,糖尿病的未诊

断率高达 60% ,提示中国的糖尿病患者大部分没有

被发现和诊断[1]。 由于不能得到及时有效的治疗,
超过 1 / 3 的新诊断患者已经存在各种并发症[2],并
严重威胁患者的健康甚至生命。 流行病学研究表

明糖尿病是脑卒中独立危险因素,糖尿病患者卒中

危险性增加 1郾 8 ~ 6 倍[3]。 2 型糖尿病脑血管并发

症导致的致死率、致残率高,研究其发病机制有重

要的意义。
代谢组学是通过考察生物体系受刺激或扰动

后(如将某个特定的基因变异或环境变化后)其代

谢产物的变化,或其随时间的变化来研究生物体系

的代谢途径的一种技术[4]。 糖尿病作为一种代谢

性疾病,利用代谢组学方法对糖尿病代谢产物进行

分析,探索糖尿病及其并发症发生发展的机理,开
拓了糖尿病研究的新视野。

1摇 资料与方法

1郾 1摇 临床资料

摇 摇 2009 年 6 月至 2010 年 3 月于厦门大学附属中

山医院神经内科收集 2 型糖尿病( type 2 diabetes
mellitus,T2DM)合并脑梗死(cerebral infarction,CI)
患者(T2DM 合并脑梗死组)19 名,平均年龄 63郾 68
依 7郾 56 岁;并于内分泌科收集单纯 2 型糖尿病患者

(单纯 T2DM 组)25 名,平均年龄 63郾 92 依 9郾 69 岁;
选取健康体检中心健康人群(健康对照组)29 名,平
均年龄 42郾 86 依 10郾 80 岁。 其中 T2DM 合并脑梗死

组、单纯 T2DM 组统称为实验组。 均签署知情同意

书。 于清晨空腹一次性抽取 3 mL 的前臂静脉血,用
台式超速离心机以 3 000 r / s 离心 8 min,取血清 0郾 6
mL,置于 - 80益冰箱内,1 个月内进行试验。

诊断标准:2 型糖尿病诊断符合 1999 年 WHO
的诊断标准。 脑梗死诊断标准按照全国第 4 届脑血

管病学术会议制定的标准并经头颅 CT 或磁共振成

像(magnetic resonance imaging,MRI)检查证实。
1郾 2摇 核磁共振谱图数据收集

进行 核 磁 共 振 ( nuclear magnetic resonance,
NMR)实验时,解冻血液样品至常温,将 500 滋L 血

清与 250 滋L 磷酸盐缓冲液[0郾 2 mol / L Na2HPO4 /
NaH2PO4,pH 7郾 4;重水(heavy water,D2O,99郾 9% )]
混合,以消除 pH 变化对化学位移的影响,加入适量

的 2,2鄄二甲基鄄2鄄硅烷鄄5鄄磺酸钠(2,2鄄dimethyl鄄2鄄si鄄

lapentane鄄5鄄sulfonate sodium salt,DSS)作为化学位移

零点的定标。 用 5 mm 样品管,在 Varian NMR Sys鄄
tem 500 MHz 谱仪上采集样品的一维1H鄄NMR 谱。
实验采用 5 mm HCN 三共振探头,温度 300 K,谱宽

5 kHz,信号累加 256 次,采用 NOEPR鄄CPMG 脉冲序

列进行数据采样,其中预饱和模块用于抑制水峰信

号,自旋回波模块用于抑制由蛋白和脂蛋白等物质

产生的宽峰。
1郾 3摇 数据预处理与统计分析

采用 MestRe鄄C 2郾 3 软件及自编程软件对谱图

进行手工相位调节、基线校正和谱峰对齐。 并将血

液样本,去除残余水峰( 啄4郾 7 ~ 啄5郾 1)后对 啄0郾 7 ~
啄5郾 5 区间进行自适应积分。 对积分数据归一化后

构成数据矩阵,并利用偏最小二乘判别分析(partial
least square discriminant analysis,PLS鄄DA)法对数据

矩阵进行多元统计分析,产生得分图及负载图,其
中得分图可以获得对样品分类的信息,负载图可以

发现作为生物标记物的变量。 从负载图中筛选出

对分类贡献较大的谱峰段,进行代谢物的归属,再
用 t 检验筛选出具有生物学统计意义的特征代

谢物。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组血清典型1H鄄NMR 谱图

各实验组及健康对照组的典型1H鄄NMR 谱图

中,可见 T2DM 合并脑梗死组血清1H鄄NMR 谱图中

葡萄糖、极低密度脂蛋白( very low density lipopro鄄
tein,VLDL)、低密度脂蛋白( low density lipoprotein,
LDL)、乳酸与 N鄄乙酰糖蛋白谱峰与其他组对比升

高明显;单纯 T2DM 组葡萄糖、VLDL、LDL、乳酸、N鄄
乙酰糖蛋白谱峰较健康对照组也有升高(图 1)。
2郾 2摇 各组血清1H鄄NMR 谱图 PLS鄄DA 分析

分析各实验组之间的内源性代谢物差异,以找

出 T2DM 合并脑梗死的特征代谢物,采用 PLS鄄DA
方法对血清样品数据矩阵进行统计分析,并得出对

分类贡献较大的化学位移及可能的特征代谢物。
2郾 2郾 1摇 T2DM 合并脑梗死组与健康对照组比较的

特征代谢物变化摇 摇 T2DM 合并脑梗死组与健康对

照组血清 PLS鄄DA 得分图中,可见 T2DM 合并脑梗

死组与健康对照组得到了明显的区分 (图 2 )。
T2DM 合并脑梗死组样本点的分布较为分散,考虑

该组患者年龄较大,合并症较多,代谢紊乱较为严

重;而健康对照组相对个体差异较小,样本点的分
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布相对集中。 从负载图结合谱图我们可以得出,
T2DM 合并脑梗死患者血清中最可能存在特征代谢

物的化学位移为: 0郾 84、 0郾 95、 1郾 01、 1郾 05、 1郾 18、
1郾 31、1郾 38、2郾 02、3郾 42、3郾 48、3郾 69、3郾 88、5郾 28。 应

用 t 检验分析 T2DM 合并脑梗死组和健康对照组中

这些化学位移相应的可能特征代谢物的变化,我们

发现 T2DM 合并脑梗死组较健康对照组血清中葡萄

糖、乳酸、3鄄羟基丁酸、丙酮酸、前列腺素 D2、甜菜

碱、N鄄乙酰糖蛋白等含量显著增高,VLDL、LDL、甘
油三酯等脂类增高,而缬氨酸、亮氨酸降低(表 1)。

图 1. 各实验组与健康对照组血清的典型1H鄄NMR 谱图

Figure 1. Typical 1H鄄NMR spectra of serum from experimental groups and health control group

图 2. T2DM 合并脑梗死组与健康对照组血清样本 PLS鄄DA 得分图及负载图摇 摇 得分图中红色▽为健康对照组,蓝色茵为 T2DM 合

并脑梗死组样本;负载图中蓝色茵为氢谱图中的化学位移。

Figure 2. Score and loading plots of 1H鄄NMR spectra of serum from health control and T2DM patients with cerebral infarc鄄
tion groups
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表 1. T2DM 合并脑梗死组与健康对照组对比分类贡献较大

的谱峰段位移及其代表的可能代谢物及其改变

Table 1. Bins with great contribution to group distinct
(T2DM patients with cerebral infarction group and health
control group) and their corresponding potential metabolites
1H鄄NMR 谱峰位移(啄) 可能的代谢物 变化

0郾 84、1郾 01 VLDL、LDL 尹a

0郾 95、1郾 05 亮氨酸、缬氨酸、异亮氨酸 引a

1郾 18 3鄄羟基丁酸 尹b

1郾 31 乳酸 尹b

1郾 38 丙酮酸、前列腺素 D2 尹b

2郾 02 N鄄乙酰糖蛋白 尹b

3郾 42 ~ 3郾 49 葡萄糖 尹a

3郾 69 ~ 3郾 88 葡萄糖、甜菜碱 尹b

5郾 28 甘油三酯 尹b

“尹冶和“引冶分别代表 T2DM 合并脑梗死组比健康对照组上述代谢

产物的升高和降低;a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 005。

2郾 2郾 2摇 单纯 T2DM 组与健康对照组比较的特征代

谢物变化 摇 摇 单纯 T2DM 组与健康对照组的 PLS鄄
DA 得分图中,可见单纯 T2DM 组与健康对照组也

可以得到明显的区分(图 3)。 图中单纯 T2DM 组样

本点较为分散,可能与 T2DM 患者口服各种药物引

起代谢物的差异有关。 从负载图结合谱图我们可

以得出,单纯 T2DM 组患者血清中最可能存在特征

代谢物的化学位移为:0郾 84、0郾 95、1郾 03、1郾 18、1郾 31、
1郾 38、3郾 20、3郾 35、3郾 42、3郾 58、3郾 83、4郾 09。 应用 t 检
验分析单纯 T2DM 组和健康对照组中这些化学位移

相应的可能特征代谢物的变化,可见单纯 T2DM 组

患者血清中葡萄糖、乳酸、3鄄羟基丁酸、丙酮酸、前列

腺素 D2 等较健康对照组增高,而氧化三甲胺(trime鄄
thylamine oxide,TMAO)、胆碱、磷酸胆碱、亮氨酸、缬
氨酸、异亮氨酸降低(表 2)。

图 3. 单纯 T2DM 组与健康对照组血清 PLS鄄DA 得分图及负载图摇 摇 得分图中红色▽为健康对照组,蓝色茵为单纯 T2DM 组样本;负
载图中的蓝色茵为氢谱图中的化学位移。

Figure 3. Score and loading plots of 1H鄄NMR spectra of serum from health control and T2DM patients groups

表 2. 单纯 T2DM 组与健康对照组对比分类贡献较大的谱峰

段位移及其代表的可能代谢物及其改变

Table 2. Bins with great contribution to group distinct
(T2DM patients group and health control group) and their
corresponding potential metabolites
1H鄄NMR 谱峰位移(啄) 可能的代谢物 变化

0郾 84 VLDL、LDL 尹
0郾 95 ~ 1郾 03 亮氨酸、缬氨酸、异亮氨酸 引a

1郾 18 3鄄羟基丁酸 尹a

1郾 31、4郾 09 乳酸 尹a

1郾 38 丙酮酸、前列腺素 D2 尹a

3郾 20 胆碱 引b

3郾 35 TMAO 引a

3郾 58 磷酸胆碱 引a

3郾 42 ~ 3郾 83 葡萄糖 尹a

“尹冶和“引冶分别代表单纯 T2DM 组比健康对照组上述代谢产物的

升高和降低;a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 005。

2郾 2郾 3摇 T2DM 合并脑梗死组与单纯 T2DM 组比较

的特征代谢物变化摇 摇 T2DM 合并脑梗死组与单纯

T2DM 组的 PLS鄄DA 得分图可见,T2DM 合并脑梗死

组与单纯 T2DM 组在得分图中区分明显(图 4)。 图

中 T2DM 合并脑梗死组样本点较为分散,可能与该

组患者并发症严重,服用药物复杂所导致的代谢紊

乱有关。 从负载图结合谱图我们可以得出,T2DM
合并脑梗死患者与单纯 T2DM 患者对比血清中最可

能存在特征代谢物的化学位移为:0郾 84、0郾 95、1郾 01、
1郾 05、 1郾 31、 1郾 38、 2郾 02、 2郾 15、 3郾 22、 3郾 24、 3郾 83、
5郾 28。 应用 t 检验分析 T2DM 合并脑梗死组与单纯

T2DM 组中这些化学位移相应的可能特征代谢物的

变化,我们发现 T2DM 合并脑梗死组患者较单纯

T2DM 组患者血清中乳酸、葡萄糖、丙酮酸、N鄄乙酰

糖蛋白、VLDL、LDL、甘油三酯、TMAO、甜菜碱、前列
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腺素 D2、前列腺素 E2 及同型半胱氨酸等显著升高 (表 3)。

图 4. T2DM 合并脑梗死组与单纯 T2DM 组血清 PLS鄄DA 得分图及负载图摇 摇 得分图中红色▽为 T2DM 合并脑梗死组,蓝色茵为单

纯 T2DM 组样本;负载图中的蓝色茵为氢谱图中的化学位移。

Figure 4. Score and loading plots of 1H鄄NMR spectra of serum from T2DM patients with cerebral infarction group and
T2DM patients group

表 3. T2DM 合并脑梗死组与单纯 T2DM 组对比分类贡献较

大的谱峰段位移及其代表的可能代谢物及其改变

Table 3. Bins with great contribution to group distinct (T2DM
patients with cerebral infarction group and T2DM patients
group) and their corresponding potential metabolites
1H鄄NMR 谱峰位移(啄) 可能的代谢物 变化

0郾 84 ~ 1郾 01 VLDL、LDL 尹a

0郾 95 ~ 1郾 05 缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸 尹b

1郾 31 乳酸 尹a

1郾 38 丙酮酸、前列腺素 D2 尹a

2郾 02 N鄄乙酰糖蛋白 尹a

2郾 15 同型半胱氨酸 尹b

2郾 25 缬氨酸、前列腺素 E2 尹b

3郾 24 甜菜碱、TMAO 尹a

3郾 22 ~ 3郾 83 葡萄糖 尹a

5郾 28 甘油三酯 尹b

“尹冶和“引冶分别代表 T2DM 合并脑梗死组比单纯 T2DM 组上述代

谢产物的升高和降低;a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 005。

3摇 讨摇 论

代谢组学将代谢信息与病理生理过程中生物

学事件关联起来,从而了解机体生命活动的代谢过

程。 正如 Billy David 所说:“基因组学和蛋白质组学

告诉你可能发生什么,而代谢组学则告诉你已经发

生了什么冶 [5]。 应用代谢组学对糖尿病及其并发症

的研究取得了一定成果[6]。 应用代谢组学方法研

究 T2DM 合并脑梗死患者的血清代谢轮廓的变化,
能一次性获取较完整的代谢信息,从而可以从整体

上认识疾病的发病机理。
应用1H鄄NMR 方法对 T2DM 合并脑梗死组、单

纯 T2DM 组与健康对照组进行代谢轮廓的比较中,
发现 VLDL、LDL、甘油三酯和葡萄糖明显增高,这符

合 2 型糖尿病的生物化学特征,与传统诊断方法的

结果一致。 T2DM 合并脑梗死组较单纯 T2DM 组脂

类物质增高更明显,显示了 T2DM 合并脑梗死患者

脂代谢紊乱更加严重。 Roussel 等[7] 进行的大型病

例对照研究中,对 2 型糖尿病心血管并发症进行预

测,采用两种方法,其中 NMR 脂蛋白轮廓分析比全

谱分析预测准确率更高。 本研究显示 T2DM 合并脑

梗死与血脂紊乱有关,可以进一步进行 NMR 脂蛋

白轮廓分析,研究脂代谢紊乱在疾病中的作用。 糖

类代谢中可见葡萄糖、3鄄羟基丁酸、乳酸、丙酮酸水

平在 T2DM 合并脑梗死组较单纯 T2DM 组升高,而
后者又较健康对照组升高。 血清中丙酮酸及乳酸

盐增加,提示糖酵解增加。 上述变化提示 T2DM 合

并脑梗死患者糖类代谢紊乱与其发病相关。
氨基酸作为代谢网络中的重要代谢物,与糖尿

病存在相关性。 韩晓菲等[8] 采用代谢组学方法测

定血浆氨基酸代谢谱,显示其与血糖值高低存在一

定的相关性。 缬氨酸与能量及肌肉代谢有关系,缬
氨酸缺乏可表现为大脑神经系统的症状。 T2DM 合

并脑梗死组及单纯 T2DM 组缬氨酸、亮氨酸、异亮氨

基酸等支链氨基酸较健康对照组均降低,T2DM 合

并脑梗死组支链氨基酸浓度比单纯 T2DM 组升高,
提示氨基酸代谢紊乱也可能参与了糖尿病合并脑

76CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2013 年第 21 卷第 1 期



梗死的发生。 动物实验研究[9] 发现糖尿病 db / db
小鼠模型较对照组血浆支链氨基酸含量增加。 该

结果与本研究结果不一致,有待进一步探讨。
糖尿病及其并发症的发病机制中炎症损伤是一个

重要的因素。 本研究中 T2DM 合并脑梗死组较单纯

T2DM 组、健康对照组前列腺素 D2、E2 升高,显示炎症

损伤在糖尿病合并脑梗死中的重要作用。 Pietrzik
等[10]发现高同型半胱氨酸血症与心血管疾病相关,研
究发现血浆同型半胱氨酸水平升高是动脉粥样硬化性

脑梗死的危险因素[11],血清同型半胱氨酸水平在脑梗

死急性期升高,与脑梗死发生密切相关[12]。 本研究中

T2DM 合并脑梗死组较单纯 T2DM 组的同型半胱氨酸

有明显的增高,提示同型半胱氨酸升高可能在 T2DM
合并脑梗死的发病中起一定的作用。

胆碱和磷脂酰胆碱对细胞膜的完整性和脂类

的代谢发挥着重要作用,单纯 T2DM 组血清胆碱、磷
酸胆碱含量较健康对照组降低,可能与细胞膜完整

性的破坏及脂类代谢的紊乱,从而影响血管内皮细

胞完整及脂质沉积有关。 胆碱可降解为三甲胺,它
是一种胃肠道微生物产生的 TMAO 前体物质,能够

进一步转化为 TMAO 而从尿中排出[13,14]。 据报道

TMAO 在血清中的降低可能与肠道细菌紊乱有

关[15]。 新近研究[16] 发现肠道菌群失调导致胆碱、
TMAO、甜菜碱 3 种饮食代谢产物紊乱与动脉粥样

硬化与及动脉粥样硬化性心脏病相关。 本研究中

单纯 T2DM 组血清 TMAO 浓度较健康对照组降低;
甜菜碱在 T2DM 合并脑梗死组较单纯 T2DM 组、健
康对照组升高。 提示胃肠道微环境改变可能也与 2
型糖尿病合并脑梗死的发生有一定关系。

综上所述,本研究利用1H鄄NMR 方法研究 2 型

糖尿病合并脑梗死患者小分子代谢物代谢轮廓的

变化,发现脂类、葡萄糖等代谢物的变化与传统的

生物化学检测结论相吻合,并且发现了一些新的特

征代谢物或炎症因子,如缬氨酸、亮氨酸、异亮氨基

酸、前列腺素 D2、前列腺素 E2、同型半胱氨酸、胆碱

以及与肠道微环境改变有关的 TMAO、甜菜碱等。
脂类、糖类及氨基酸的代谢紊乱、炎症因子以及肠

道微环境改变引起的小分子代谢物的改变,可能与

2 型糖尿病合并脑梗死的发病有关。
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