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【摘要】 目的 基于气相色谱 -质谱联用技术（GC-MS）测定脓毒症大鼠血浆代谢组学指标，寻找脓毒症
差异代谢产物，初步揭示脓毒症的病理生理变化。方法 将 8 周龄雄性 SD大鼠按随机数字表法分为假手术组 

（n＝18）和脓毒症组（n＝24）。采用盲肠结扎穿孔术（CLP）制备脓毒症大鼠模型；假手术组只游离盲肠，不予 
以结扎和穿孔。制模后 6 h 取心脏血，通过 GC-MS 测定两组血浆中的小分子代谢产物，并对其进行代谢轮廓 

分析，筛选相关差异代谢产物。结果 主成分分析（PCA）和偏最小二乘 -判别分析（PLS-DA）显示，脓毒症组 

与假手术组大鼠血浆代谢谱差异显著。GC-MS 共筛选出 259 个代谢物，脓毒症组与假手术组之间有 69 个 

差异代谢产物，其中 23 个与氨基酸代谢有关；脓毒症组血浆中腐胺、N- 氨甲酰谷氨酸、羟基正缬氨酸、3- 氰 

丙氨酸、D- 丙氨酰 -D- 丙氨酸、尿素含量较假手术组明显升高，脓毒症组 / 假手术组含量比值分别为

10.876、6.394、2.800、2.226、1.323、1.203（均 P＜0.05）；而脓毒症组血浆中氧代脯氨酸、瓜氨酸、谷氨酰胺、 
苏 -β- 羟基天门冬氨酸、柠檬酸、N- 甲基 -DL- 丙氨酸、丝氨酸、赖氨酸、苏氨酸、N- 甲酰 -L- 甲硫氨酸、 

甲硫氨酸、丙氨酸、烟酰甘氨酸、N-甲基 -L- 谷氨酸、反式 -4- 羟基 -L- 脯氨酸、脯氨酸、L- 谷氨酸含量较假

手术组明显降低，脓毒症组 / 假手术组含量比值分别为 0.858、0.853、0.834、0.816、0.816、0.814、0.813、0.801、

0.793、0.792、0.774、0.766、0.748、0.727、0.716、0.674、0.603（均 P＜0.05）。结论 用 GC-MS 检测脓毒症大鼠代
谢组学指标显示能量代谢异常；血浆氨基酸含量可以评估脓毒症时的能量代谢状态。
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【Abstract】 Objective To reveal the pathophysiological changes of sepsis, the plasma metabonomics of septic 
rats was determined and differential metabolites were determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).  
Methods Male Spraguee-Dawley (SD) rats about 8 weeks were randomly divided into sham group (n = 18) and sepsis 
group (n = 24). Cecal ligation and puncture (CLP) was used to build sepsis model, while cecum was kept intact only in 
the sham group. 6 hours after the operation, rats were anesthetized, and blood was harvested through heart thoracotomy. 
Then the plasma metabonomics was detected by GC-MS and metabolic profile analysis was performed to find the relative 
differential metabolites. Results Principal component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis 
(PLS-DA) showed that the metabolic profiling of the sepsis group was significantly different from the sham group.  
259 kinds of metabolites were got by GC-MS, and 69 kinds of differential metabolites were found between sham group 
and sepsis group, in which 23 differential metabolites were related to amino acid metabolism. Compared with sham 
group, the contents of putrescine, N-glutamic acid, hydroxynorvaline, 3-cyanuric acid, D-alanyl-D-alanine and urea 
in the plasma of septic rats increased significantly, which ratios of sepsis/sham group were 10.876, 6.394, 2.800, 2.226, 
1.323, 1.203, respectively (all P < 0.05). On the other hand, the contents of oxygen generation of proline, citrulline, 
glutamine, su-beta-hydroxy aspartic acid, citric acid, N-methyl-DL-alanine, serine, lysine, threonine, N-formyl-L-
methionine, methionine, alanine, nicotinuric acid, N-methyl-L-glutamic acid, trans-4-hydroxy-L-proline, proline, 
L-glutamic acid in the plasma of septic rats decreased significantly, which ratios of sepsis/sham group were 0.858, 0.853, 
0.834, 0.816, 0.816, 0.814, 0.813, 0.801, 0.793, 0.792, 0.774, 0.766, 0.748, 0.727, 0.716, 0.674, 0.603, respectively  
(all P < 0.05). Conclusions Through the GC-MS analysis of plasma metabonomics of septic rats, we found abnormal 
energy metabolism changes. The content of amino acid in plasma might be a method to evaluate the energy metabolism 
status of sepsis.

万方数据



·  333  ·中华危重病急救医学  2017 年 4 月第 29 卷第 4期  Chin Crit Care Med，April   2017，Vol.29，No.4

 脓毒症是由感染引起的机体生理生化反应失衡

而严重危及生命的器官功能障碍［1］。脓毒症患者

存在明显的代谢紊乱，表现为胆汁酸、乳酸［2］、葡萄

糖［3］、胆固醇［4］、游离脂肪酸［5］等小分子代谢物含

量异常。代谢组学能对生物体内所有代谢物进行定

量分析，它改变了单一分子研究的传统思路，以一组

代谢物群体作为研究对象，从整体层面探讨生命活

动的代谢特征规律和疾病的病理生理学关联［6-8］。

目前，气相色谱 -质谱联用技术（GC-MS）用于临床

疾病诊断已得到广泛应用，如急性百草枯中毒［9］、 

肝细胞肝癌［10］等的早期诊断。本研究基于 GC-MS 

技术对脓毒症大鼠血浆代谢组学进行检测，寻找其

差异代谢产物，从而探索和揭示脓毒症的病理生理 

变化。

1 材料与方法
1.1 实验动物及分组：8 周龄雄性 SD 大鼠，体重
250～300 g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，许可证号：SCXK（湘）2013-0004。按随机数字表 

法将大鼠为假手术组（n＝18）和脓毒症组（n＝24）。
1.2 脓毒症模型制备：采用盲肠结扎穿孔术（CLP）
制备脓毒症动物模型［11］。经腹腔注射 5%水合氯

醛麻醉大鼠，沿腹部正中线作长约 3～4 cm 切口，游

离肠系膜和盲肠，在回盲瓣与盲肠末端的中线处以

3-0 丝线结扎，18G 针头于盲肠末端对合穿孔 2次，

挤出少许肠内容物，随后将盲肠还纳腹腔，逐层关

腹；假手术组只游离盲肠，不予以结扎和穿孔。术

毕均经皮下注射生理盐水 5 mL 补充体液丢失。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 标本采集：制模后 6 h 用 5%水合氯醛腹腔麻

醉大鼠，心脏穿刺采血 2 mL，离心 10 min 取上清液，

置于 -80 ℃保存，待行 GC-MS 检测。

1.4 GC-MS 分析：将血浆自然解冻，取 50 μL 加入
内标（L-2- 氯 - 苯丙氨酸 0.3 g/L，甲醇配置）、蛋白

沉淀剂甲醇 -乙腈（2∶1），冰水浴超声提取，4 ℃离

心 10 min，取上清液装入玻璃衍生瓶中挥干，加入甲

氧胺盐酸吡啶溶液（15 g/L），涡旋震荡，肟化，加入

双（三甲基硅烷基）三氟乙酰胺〔BSTFA，含 1% 三

甲基氯硅烷（TMCS）〕衍生试剂和正乙烷，涡旋震荡， 

70 ℃反应60 min。室温放置30 min，用7890A-5975C 

型 GC-MS 联用仪进行代谢组学分析。

1.5 代谢物鉴定：通过ChromaTOF软件处理GC-MS 
数据，分析得到 259 个代谢物。将代谢物数据矩阵

导入 SIMCA-P+14.0 软件，采用主成分分析（PCA）
和偏最小二乘 -判别分析（PLS-DA）各样本的总体

分布以及各组间代谢轮廓的总体差异；采用 t检验
筛选组间差异代谢物。P＜0.05 表示差异有统计学
意义。

2 结 果
2.1 两组大鼠血浆总离子色谱图（图 1）：通过分析
质荷比和保留时间，共得到 712 个特征峰。

2.2 两组 PCA 和 PLS-DA（图 2）：对假手术组和脓
毒症组血浆代谢物数据进行 PCA 分析发现，所有样

本的总体分布稳定性较高，表明该模型稳定可靠。

PCA 图中假手术组样本主要位于左象限，脓毒症组

样本主要位于右象限，说明脓毒症大鼠血浆代谢状

态发生明显改变。对假手术组和脓毒症组血浆代谢

物数据进行 PLS-DA 分析发现，两组呈现明显差异，

且 PLS-DA 模式分析结果明显优于 PCA模式分析。

图 1 假手术组（左）和脓毒症组（右）大鼠血浆总离子色谱图
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2.3 两组大鼠血浆代谢物变化（表 1）：GC-MS 共
检测出 259 个代谢物，脓毒症组与假手术组之间有

69 个差异代谢产物，其中 23 个与氨基酸代谢有关，

分别是腐胺、烟酰甘氨酸、N- 甲酰 -L- 甲硫氨酸、

苏 -β- 羟基天门冬氨酸、尿素、氧代脯氨酸、赖氨

酸、柠檬酸、D- 丙氨酰 -D- 丙氨酸、谷氨酰胺、丙

氨酸、L- 谷氨酸、脯氨酸、反式 -4- 羟基 -L- 脯氨

酸、N- 甲基 -L- 谷氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、丝氨

酸、N- 甲基 -DL- 丙氨酸、瓜氨酸、3- 氰丙氨酸、

羟基正缬氨酸、N- 氨甲酰谷氨酸。与假手术组比

较，脓毒症组血浆中腐胺、N- 氨甲酰谷氨酸、羟基

正缬氨酸、3- 氰丙氨酸、D-丙氨酰 -D- 丙氨酸、尿

素含量均明显升高，而氧代脯氨酸、瓜氨酸、谷氨酰

胺、苏-β-羟基天门冬氨酸、柠檬酸、N-甲基-DL-

丙氨酸、丝氨酸、赖氨酸、苏氨酸、N-甲酰-L-甲硫

氨酸、甲硫氨酸、丙氨酸、烟酰甘氨酸、N-甲基 -L-

谷氨酸、反式 -4- 羟基 -L- 脯氨酸、脯氨酸、L- 谷

氨酸含量均明显降低（均 P＜0.05）。

3 讨 论
 脓毒症时机体处于氧供需失衡、高耗能等状 

态［12-13］。机体主要的供能物质葡萄糖不能通过三羧

酸循环进行有氧氧化，而是进入无氧酵解途径［14］， 

从而导致机体产能减少；在脓毒症时肾上腺皮质

激素、胰高血糖素、儿茶酚胺等物质水平可明显升 

高［15-17］，以上激素参与调节脓毒症的高代谢状态，

最终导致体内糖、蛋白质、脂类三大营养物质及其

代谢产物比例发生明显变化［18-19］。

 氨基酸是机体重要的营养素，通过检测血液中

氨基酸的水平可以反映脓毒症时机体的能量代谢

状况［20］。本研究结果显示，脓毒症组血浆中 L- 谷

氨酸、脯氨酸、反式 -4- 羟基 -L- 脯氨酸、N- 甲

基 -L- 谷氨酸、烟酰甘氨酸、丙氨酸、甲硫氨酸、 

N- 甲酰 -L- 甲硫氨酸、苏氨酸、赖氨酸、丝氨酸、 

N- 甲基 -DL- 丙氨酸、柠檬酸、苏 -β- 羟基天门

冬氨酸、谷氨酰胺、瓜氨酸、氧代脯氨酸含量均明显

低于假手术组。导致氨基酸降低的因素非常复杂，
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图 2 假手术组和脓毒症组大鼠血浆主成分分析（PCA，左）与偏最小二乘 -判别分析（PLS-DA，右） 

表 1 GC-MS检测脓毒症组与假手术组大鼠血浆氨基酸相关差异代谢物

代谢产物
保留时间

（min）

脓毒症 / 假手术

的含量比值
P值 代谢产物

保留时间

（min）

脓毒症 / 假手术

的含量比值
P值

腐胺 16.490 10.876 0.000 丝氨酸   9.191 0.813 0.008

N- 氨甲酰谷氨酸   5.246   6.394 0.002 赖氨酸 20.317 0.801 0.038

羟基正缬氨酸 27.289   2.800 0.010 苏氨酸   9.678 0.793 0.003

3- 氰丙氨酸   5.357   2.226 0.016 N- 甲酰 -L- 甲硫氨酸 11.759 0.792 0.043

D- 丙氨酰 -D- 丙氨酸 11.624   1.323 0.010 甲硫氨酸 12.107 0.774 0.002

尿素   7.400   1.203 0.029 丙氨酸   5.580 0.766 0.014

氧代脯氨酸 12.186   0.858 0.025 烟酰甘氨酸   9.062 0.748 0.039

瓜氨酸 18.335   0.853 0.036 N- 甲基 -L- 谷氨酸 13.144 0.727 0.002

谷氨酰胺 17.317   0.834 0.049 反式 -4- 羟基 -L- 脯氨酸 12.308 0.716 0.002

苏 -β-羟基天门冬氨酸   8.576   0.816 0.037 脯氨酸   8.134 0.674 0.000

柠檬酸 18.412   0.816 0.025 L- 谷氨酸 12.398 0.603 0.004

N- 甲基 -DL- 丙氨酸   6.378   0.814 0.040

注：GC-MS 为气相色谱 -质谱联用技术
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主要有三大原因：① 蛋白质摄入不足以及胃肠道吸

收功能障碍；② 酸中毒使蛋白质分解增加并加重内

分泌紊乱，有研究显示，机体在应激状态下交感神

经兴奋，使甲状旁腺素、胰高血糖素、儿茶酚胺等物

质分泌增加，出现胰岛素抵抗、分解代谢亢进［21］； 

③ 营养物质丢失，如氨基酸的氧化供能。

 本研究还显示，脓毒症组血浆中腐胺、N- 氨甲

酰谷氨酸、羟基正缬氨酸、3- 氰丙氨酸、D- 丙氨

酰 -D- 丙氨酸、尿素含量均较假手术组明显升高。

腐胺在体内升高的原因可能为：① 脓毒症时机体

存在大量坏死组织，组织中释放出来的腐胺被大量

吸收入血［22］；② 多胺的基本成分为腐胺，机体可

通过氨基酸的降解促进腐胺的产生；③ 大剂量的

腐胺对肝、肾具有损害作用，当肾脏受到损害后，对

腐胺的排泄降低。N- 氨甲酰谷氨酸作为谷氨酸的

衍生物，可促进精氨酸合成，而精氨酸有提高免疫、

促进伤口愈合、保护和维持肠道功能等作用，所以， 

N- 氨甲酰谷氨酸可能因机体的各种保护机制而代

偿性升高。尿素在体内由尿素循环产生，脓毒症时

机体处于高代谢状态，导致机体出现负氮平衡，使体

内尿素含量增加［23］；同时，因大部分脓毒症患者可

能都合并有不同程度的肾功能损害，使尿素排泄受

阻［24］，进而导致体内尿素水平升高。

 氨基酸在机体内的相互转化与合成主要通过三

羧酸循环来进行，丙氨酸、丝氨酸、苏氨酸、谷氨酰

胺、赖氨酸、甲硫氨酸、脯氨酸、瓜氨酸等氨基酸均

可从不同途径进入三羧酸循环参与能量代谢。乙酰

辅酶 A则是一个关键的中间代谢产物，如苏氨酸、

赖氨酸的中间代谢产物均为乙酰辅酶 A。丙氨酸、

丝氨酸、苏氨酸、谷氨酰胺亦可通过转换成丙酮酸

后经乙酰辅酶 A进入三羧酸循环。另外，一些氨基

酸如甲硫氨酸经琥珀酰辅酶 A进入三羧酸循环；谷

氨酰胺、脯氨酸可从α-酮戊二酸进入三羧酸循环。

三羧酸循环既是一条分解代谢途径，同时又为一些

物质的合成提供前体分子。如上述氨基酸进入三羧

酸循环后可转化为草酰乙酸，而草酰乙酸是合成天

冬氨酸的前体，可用于合成葡萄糖对机体进行供能。

 综上所述，本研究基于 GC-MS 检测显示，脓毒

症时机体氨基酸代谢紊乱，能量代谢异常，检测血浆

氨基酸含量可以了解脓毒症大鼠的能量利用状态，

本实验仅对脓毒症大鼠差异氨基酸代谢产物进行了

初步研究，仍需进一步深入研究；其有望成为临床

早期诊断脓毒症和评估能量代谢状态的有效工具。
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