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　　［摘要］　目的　研究阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）和帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，
ＰＤ）患者血清代谢物的变化。方法　 收集正常人和临床确诊的 ＡＤ和 ＰＤ患者的血清，采集各组血清
样品的 ＮＭＲ１Ｈ谱，运用主成分分析法（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交最小偏二乘判别法
（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）分析。结果　 ＰＣＡ和ＯＰＬＳＤＡ分析显示
正常人、ＡＤ患者和ＰＤ患者的血清代谢特征存在明显差异。与正常人相比，ＡＤ患者血清中异亮氨酸和
乳酸含量明显升高（Ｐ＜０．０５），脂质、谷氨酰胺、肌酸和葡萄糖含量明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＰＤ患者血清
中乳酸和谷氨酰胺含量升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），葡萄糖的含量降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＡＤ患者相比，ＰＤ
患者血清中脂质、乳酸和谷氨酰胺含量明显升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而异亮氨酸、丙氨酸和葡萄糖的
含量明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　 ＡＤ患者与ＰＤ患者在血清代谢水平上具有明显差异，具有
明显变化的代谢物（谷氨酰胺、丙氨酸、异亮氨酸、脂质、乳酸和葡萄糖）有可能作为潜在血清代谢标记

物，为临床区分ＡＤ和ＰＤ提供参考。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）和帕金
森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是最常见的慢性神经退
行性疾病（ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ），主要发生于中
老年。随着我国人口老龄化的加剧，ＡＤ及 ＰＤ的发病
率日益升高。ＡＤ的主要神经病理特征包括神经组织
中脑淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）的沉积，神
经斑块的形成和神经元纤维的缠结［１］。其临床主要

表现为认知、计算能力和运动障碍等症状［２］。ＰＤ的主
要病理特征是黑质致密部中多巴胺能神经元的缺失，

黑质神经元中胞浆内包涵体的形成，ＰＤ的临床主要症
状有震颤、僵直、运动不能、运动迟缓等［３］。目前，ＡＤ
和ＰＤ的诊断主要以临床和神经心理的评估为基础，
同时通过磁共振成像（ＭＲＩ）和正电子发射体层扫描
（ＰＥＴ）等辅助手段确定。但由于这些技术复杂的检测
程序及昂贵的检测费用，临床上并未能广泛应用。ＡＤ
和ＰＤ均属于神经系统疾病，临床表现相似，所以这两
种疾病的误诊也时有发生［４－５］。因此，寻找 ＡＤ和 ＰＤ
患者临床生物标志物将为两种疾病的无创诊断提供

依据。

　　代谢组学（ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ）是继基因组学、转录组
学、蛋白质组学后的一门新兴学科，是研究生物体受内

外刺激所产生的所有代谢变化的科学。近年来，代谢

组学技术在疾病临床诊断中应用广泛。２００２年，Ｂｒｉｎｄｌｅ
等［６］通过核磁共振氢谱和模式识别技术研究人体血

清的变化，建立了冠心病的代谢组学诊断方法；２００７
年，Ｍａｒｃｈｅｓｉ等［７］采用代谢组学方法研究罗恩病和溃

疡性结肠炎患者粪便的提取物变化，为无创诊断胃肠

病提供了一种可能；２００７年，Ｐｓｉｈｏｇｉｏｓ等［８］将代谢组

学的方法运用到研究肾小球肾炎患者尿液代谢物质的

改变，为早期肾损害的评估和肾功能的检测提供依据。

本研究利用基于核磁共振氢谱的代谢组学技术，分析

阿尔茨海默病患者和帕金森病患者血清代谢物的变

化，找出区分ＡＤ和ＰＤ的生物标志物，以期为临床二
者的无创区别诊断提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选取２０１０年佛山精神病健康中心和东莞精神病
健康中心正常人、ＡＤ患者和ＰＤ患者血清样本各１６例。
本研究遵照《赫尔辛基宣言》的原则实施。

１．２　主要材料
　　磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）
等为国产分析纯，水（Ｄ２Ｏ）购自青岛腾龙科技有限公
司。５００ＭＨｚＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥⅢ核磁共振波谱仪，

５ｍｍ核磁管，Ｈｅｒａｅｕｓ台式冷冻离心机（ＫＤＣ２２０ＨＲ），
ＺＨ２ＢＬＥＮＤＥＲ振荡器。
１．３　血样采集与预处理
　　取静脉血１．０ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ常温离心２０ｍｉｎ，
取上清液放入 －８０℃冰箱待用。ＮＭＲ测定前的血清
处理：血清常温解冻后，离心（１４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），
取上清液 ３００μＬ，加入 １００μＬ的重水和 １５０μＬ的
０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲溶液（０．２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，
ｐＨ＝７．４），转入５ｍｍ核磁管混匀，于４℃冰箱保存。
１．４　数据采集和处理
　　血清测定使用 ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥ５００ＭＨｚ核磁共
振仪，调用 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ［ｒｅｃｙｃｌｅｄｅｌａｙ
９０℃（τ１８０℃τ）ｎａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ］脉冲序列。ＮＭＲ测
定相关参数：回波时间１００ｍｓ，谱宽１００００Ｈｚ，采样点
数３２ｋ，采样累加次数１２８次，温度２９８Ｋ，自由感应
衰减（ｆｒｅｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信号经过３２ｋ傅立叶
变换转为ＮＭＲ谱图。对每份血清样本分别进行数据
采集。将ＮＭＲ图谱文件夹导入Ｔｏｐｓｐｉｎ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０，
ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ），以乳酸峰（δ１．３３）为化学位移参考
峰，对图谱进行手动相位校正和基线校正。根据二维

ＮＭＲ谱和文献［９－１０］报道对图谱中的各代谢物进行
谱峰归属，并对所有的 ＮＭＲ１Ｈ谱用 ＡＭＩＸ（Ｖｅｒｓｉｏｎ
２０ＢｒｕｋｅｒＢｉｏｓｐｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行自动积分。为了消
除剩余水峰引起的影响，将积分区间４．７～５．２的积分
值设为零，对产生的所有积分数据进行归一化处理，以

Ｅｘｃｅｌ文件格式保存，用于进行模式识别分析。
１．５　模式识别分析
　　将归一化后的数值导入 ＳＩＭＣＡＰ＋１２．０软件
（ＵｍｅｔｒｉｃｓＳｗｅｄｅｎ）进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别法（ｏｒｔｈｏｇｏ
ｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）
的模式识别分析。在ＰＣＡ无监管分析中，我们以归一
化积分面积作为 Ｘ变量，分析结果用得分图（ｓｃｏｒｅ
ｐｌｏｔ）表示。ＯＰＬＳＤＡ有监管分析以归一化积分面积
作为 Ｘ变量，分析结果以得分图和载荷图（ｌｏａｄｉｎｇ
ｐｌｏｔ）表示。Ｓｃｏｒｅ图可以直观地给出各样本在空间上
的位置，ｌｏａｄｉｎｇ图给出两类间的代谢物变化。本研究
采用 ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｄｅｄｌｏａｄｉｎｇ相关图，将
ＯＰＬＳＤＡ模型中 ｌｏａｄｉｎｇ和 ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ值直
接导入ＭＡＴＬＡＢ（ＴｈｅＭａｔｈＷｏｒｋｓ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ）脚本进行
处理，得到相关图谱。为进一步验证该模型的准确性，

进行ＰＬＳ回归分析。将数据集按５∶３的比例随机划分
为训练集和测试集，将５／８的数据集用于模型的建立，
３／８的数据集用于测试所建立模型的性能。
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１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，
对各组血清ＮＭＲ１Ｈ谱的归一化积分值行ｔ检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　血清的ＮＭＲ１Ｈ谱
　　图１为正常人、ＡＤ和 ＰＤ血清的 ＮＭＲ１Ｈ谱，主
要的代谢物：脂类物质（ｌｉｐｉｄ，０．８９，１．２７）、亮氨酸／异
亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ／ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，０．９３，１．００）、缬氨酸
（ｖａｌｉｎｅ，０．９７，１．０４）、乳酸（ｌａｃｔａｔｅ，１．３３，４．１１）、丙
氨酸（ａｌａｎｉｎｅ，１．４８）、乙酸（ａｃｅｔａｔｅ，１．９１）、Ｎ乙酰糖
蛋白（ＮＡＣ，ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，２．０４）、乙酰乙酸
（ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ，２．２２）、谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，２．３６）、谷氨
酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，２．４１）、柠檬酸（ｃｉｔｒａｔｅ，２．５２，２．６９）、
肌酸（ｃｒｅａｔｉｎｅ，３．０２）、胆碱（ｃｈｏｌｉｎｅ，３．２１）、磷脂酰胆
碱／甘油磷脂酰胆碱（ＰＣ／ＧＰＣ，ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒ
ｏｌｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，３．２２）、牛磺酸（ｔａｕｒｉｎｅ，３．４３）、氧化
三甲胺（ＴＭＡＯ，３．２７）、脯氨酸（ｐｒｏｌｉｎｅ，３．３４）、肌醇
（ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ，３．５６，３．６６）、葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ，３．７０～
３９０）、不饱和脂类物质（ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｌｉｐｉｄ，５．２３）、酪
氨酸（ｔｙｒｏｓｉｎｅ，６．８７，７．１７）、１甲基组氨酸（１ｍｅｔｈｙｌ
ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，７．７７）。ＡＤ和ＰＤ患者血清中乳酸含量明显
高于正常人。
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１：脂类物质；２：异亮氨酸；３：亮氨酸；４：缬氨酸；５：乳酸；
６：丙氨酸；７：乙酸；８：Ｎ乙酰糖蛋白；９：乙酰乙酸；１０：谷氨
酸；１１：谷氨酰胺；１２：柠檬酸；１３：肌酸；１４：胆碱；１５：磷脂
酰胆碱／甘油磷脂酰胆碱；１６：牛磺酸；１７：氧化三甲胺；
１８：脯氨酸；１９：肌醇；２０：α葡萄糖；２１：β葡萄糖；２２：不饱
和脂类物质；２３：酪氨酸；２４：１甲基组氨酸
图１　ＰＤ（Ａ）、ＡＤ（Ｂ）患者和正常人（Ｃ）血清ＮＭＲ１Ｈ谱

２．２　模式识别分析
　　正常人、ＡＤ和ＰＤ患者血清ＮＭＲ１Ｈ谱的ＰＣＡ得
分见图２。正常人、ＡＤ和 ＰＤ患者血清样本可以明显
区分开，表明３组样本具有不同的代谢特征。
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■：正常人；●：ＡＤ患者；◆：ＰＤ患者
ｔ［１］：第一主成分；ｔ［２］：第二主成分（Ｒ２＝８５．７％，Ｑ２＝８２．３％）

图２　正常人、ＡＤ和ＰＤ患者血清ＰＣＡ分析结果

　　为了得到对区分样本有贡献的代谢物变化，进一
步进行ＯＰＬＳＤＡ分析，结果见图３。正常人和 ＡＤ患
者、正常人和ＰＤ患者、ＡＤ和 ＰＤ患者血清样本均在 ｔ
［１］维可以明显区分开，且可得到对区分有较大贡献
的代谢物。与正常人相比，ＡＤ患者血清中异亮氨酸
和乳酸的含量升高，而脂质、谷氨酰胺和肌酸含量降

低；ＰＤ患者血清中乳酸和谷氨酰胺的含量升高；与ＡＤ
患者相比，ＰＤ患者血清中脂质、乳酸和谷氨酰胺含量
升高，异亮氨酸和丙氨酸的含量降低。进一步的模型

预测实验表明样本预测值与实验观测值相近，并没有

异常值出现，并且样本都均匀分布于过原点４５°直线
周围，说明此模型具有良好的稳定性和泛化能力（预

测能力，图４）。
２．３　统计分析结果
　　为了进一步确定ＡＤ和ＰＤ患者血清代谢变化，找
出差异有统计意义的差异代谢物，将ＯＰＬＳＤＡ分析结
果得到的对样本区分有贡献的血清代谢物积分值进行

统计学分析，结果表明，脂质、异亮氨酸、乳酸、丙氨酸、

谷氨酰胺、肌酸和葡萄糖的变化差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　正常人、ＡＤ和ＰＤ患者血清代谢组归一化面积
统计分析

代谢物 化学位移
正常人

（珋ｘ±ｓ，％）
ＡＤ患者
（珋ｘ±ｓ，％）

ＰＤ患者
（珋ｘ±ｓ，％）

脂质 ０．９３（ｍ），１．３２（ｍ）２６．７１±０．１３ ２４．２０±１．３６ａ ２７．９７±１．８４ｃ

异亮氨酸 ０．９３（ｔ） １．２７±０．０３ １．３６±０．０４ａ １．２３±０．０３ｄ

乳酸 １．３３（ｄ），４．１１（ｑ）１０．９４±１．０６ １３．４１±０．４９ａ １８．０９±２．４０ｂｃ

丙氨酸 １．４６（ｄ） １．１１±０．０９ １．１９±０．０４ １．０３±０．１０ｃ

谷氨酰胺 ２．４１（ｍ） ０．７１±０．０５ ０．５６±０．０９ａ ０．８３±０．０５ａｄ

肌酸 ３．０４（ｓ） ０．４０±０．０５ ０．３０±０．０２ａ ０．３３±０．０３
葡萄糖 ３．４０～３．９０ ２０．４０±１．４３ １７．７４±０．５４ａ １５．８１±１．１４ｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常人比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＡＤ患者比较

４２５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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■：正常人；●：ＡＤ患者；◆：ＰＤ患者
Ａ～Ｃ：得分图；Ｄ～Ｆ：载荷图；Ａ、Ｄ：正常人、ＡＤ患者（Ｒ２Ｘ＝６０．４％，Ｑ２Ｙ＝９３．６％）；Ｂ、Ｅ：正常人、ＰＤ患者（Ｒ２Ｘ＝
６７１％，Ｑ２Ｙ＝９３．２％）；Ｃ、Ｆ：ＡＤ、ＰＤ患者（Ｒ２Ｘ＝６１．８％，Ｑ２Ｙ＝６６．１％）

图３　正常人、ＡＤ和ＰＤ患者的血清ＯＰＬＳＤＡ分析结果
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Ａ：正常人、ＡＤ患者；Ｂ：正常人、ＰＤ患者；Ｃ：ＡＤ、ＰＤ患者
图４　正常人、ＡＤ和ＰＤ患者血清代谢组模型预测

３　讨论

　　阿尔茨海默病和帕金森病是慢性神经退行性疾
病，由于神经系统的特殊性，采用病理等常规检测手段

诊断比较困难。临床诊断主要依靠临床表现和神经心

理的评估，具有一定的主观性和不确定性。研究表明

代谢组学技术在疾病的临床诊断中有广泛应用［６－８］。

因此，寻找二者的代谢改变有可能对临床诊断具有重

要意义。本研究利用代谢组学分析方法研究 ＡＤ和
ＰＤ患者血清代谢物变化，寻找 ＡＤ和 ＰＤ患者血清的
潜在生物标记物，为两种疾病的无创诊断提供依据。

本研究显示，与正常人相比，ＡＤ患者血清中异亮氨酸
和乳酸的含量升高，而脂质、谷氨酰胺、肌酸和葡萄糖

含量降低；ＰＤ患者血清中乳酸和谷氨酰胺和含量升
高，葡萄糖的含量降低；与ＡＤ患者相比，ＰＤ患者血清
中脂质、乳酸和谷氨酰胺含量升高，异亮氨酸、丙氨酸

和葡萄糖的含量降低。

　　本研究表明部分能量代谢的相关物质发生了明显
的变化。葡萄糖在ＡＤ和 ＰＤ患者血清中均有明显降
低，且ＰＤ与ＡＤ相比，葡萄糖的含量的降低更为显著。
在不同的ＡＤ转基因小鼠的血清中也发现葡萄糖的含
量有明显的降低［１１－１３］。葡萄糖含量的降低可能预示

着能量代谢的紊乱，本研究表明ＰＤ比ＡＤ的情况更为
严重。同时还发现，乳酸在ＡＤ和ＰＤ患者血清中均有
明显升高，且ＰＤ与ＡＤ相比，乳酸的含量的升高更为
显著，可能预示着糖酵解过程的紊乱。此外，肌酸在

ＡＤ患者血清中是下调的，可能与线粒体功能障碍有
关，在 ＧｏｎｚáｌｅｚＤｏｍíｎｇｕｅｚ等［１４］对 ＡＤ患者血清的研
究中也发现了同样的变化。

　　氨基酸在ＡＤ和ＰＤ患者血清中具有明显的变化。
在ＡＤ患者血清中，异亮氨酸的含量升高而谷氨酰胺
的水平下降。ＡＤ的病理变化与神经传导物质有关，
神经传导物质合成途径的改变将引起突触过程的失

败，导致神经退行性疾病的发生，在这个病理过程中，

５２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



谷氨酸代谢通路的调节发生异常［１５］。ＡＤ患者血清中
谷氨酰胺水平降低，而 ＰＤ患者血清中谷氨酰胺有明
显的升高，与 ＪｉｍéｎｅｚＪｉｍéｎｅｚ等［１６］对 ＰＤ患者血清的
研究结果相一致。说明二者血清中谷氨酸代谢通路紊

乱，且在ＡＤ和ＰＤ病理过程中的调节不同。因此，血
清谷氨酰胺变化可能对二者的区别诊断具有重要意

义。ＰＤ与ＡＤ相比，异亮氨酸和丙氨酸的含量降低，
表明这两种氨基酸代谢异常在ＰＤ患者中更为明显。
　　脂质在 ＡＤ患者血清中降低。在 ＡＤ中，脂质的
变化可能与膜脂质的失调、氧化应激和血管变化有

关［１７］。膜脂质代谢的异常将导致细胞膜的破坏，是神

经退行性疾病的最重要的特征［１８］。因此，脂质在 ＡＤ
患者血清中降低可能与细胞膜的变化密切相关。

　　综上所述，代谢组学可以明显地区分正常人、ＡＤ
和ＰＤ患者血清样本，并且可筛选出两种疾病的代谢
标志物。这些代谢物的改变可能为 ＡＤ和 ＰＤ的临床
区别诊断提供辅助的代谢依据。
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