
前 言

慢性阻塞性肺病（Chronic Obstructive Pulmonary

Disease, COPD）是一种肺功能障碍性疾病，它严重威

胁着人类的健康。据统计，COPD 在全球呈高发态

势，全球的发病病例每年超过 2.1 亿，死亡病例每年

达 300万以上，并且 40岁以上处于疾病高发期［1］。据

相关报道，在国外如美国，目前其发病率和死亡率均

居疾病第 4 位［2］，而在国内，目前其发病率和死亡率

仅次于恶性肿瘤和心、脑血管疾病，位居第 4 位［3］。

因此，发展和探寻新的更准确地诊断COPD及早期筛

查技术就显得尤为重要。

目前，对于COPD的临床诊断方法主要有肺功能

检查［4］和胸部影像学检查（如 MRI［5］和 CT［6］等）等。

如肺功能检查的优势是检查过程操作简单且对患者

几乎无创伤，整个检测过程只需要患者对着仪器用

力吹气就可判断该患者是否患有 COPD 以及患病程

度，但美中不足的是它灵敏性和重复性较差。而胸

部影像学检查，与前者相比，它明显优势是具有较高

的灵敏性和特异性，但不足表现有以下几点：第一，
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患者在检测过程中不断自主呼吸会干扰和影响胸部

成像的结果；第二，仪器本身所使用的具有放射性的

检测光源对人体有一定的伤害；第三，影像学检查对

于COPD的分级效果较差。

众 所 周 知 ，核 磁 共 振（Nuclear Magnetic

Resonance, NMR）技术是目前唯一可以无创研究活

体器官和组织代谢变化的非侵入性技术［7］。它最明

显的优势是：其一，由于检测的样本一般是离体状

态，因而对受检人体无损伤，对样本也无破坏性；其

二，标本处理简单，结果分析快速且高通量（通常检

测一个样本只需要大约 15 min）。因此，它和质谱

（MS）和色谱（LC）等［8-9］分析技术一样，已逐渐成为当

今社会最重要的常规分析检测手段。

目前，国内外有几个课题组已经利用 NMR技术

对COPD的诊断进行了相关研究。例如，在 2010年，

Mcclay 等［10］通过 NMR 技术探讨了患有 COPD 和无

COPD 症状（即正常对照）人群中尿液的代谢物变化

情况，结果发现在尿液中有 3个代谢物（葫芦巴碱、马

尿酸盐和甲酸盐）具有明显诊断特征。在 2012 年，

Ubhi 等［11］再次以 NMR 技术分析了 COPD 患者血样

中代谢物的变化情况，结果发现与正常对照组相比，

在 COPD 样本中脂蛋白和 N，N-二甲基甘氨酸（俗称

维生素 B16）含量减少，而谷氨酰胺、苯丙氨酸、3-甲

基组氨酸和酮体等代谢物浓度增加。随后，Wang

等［12］通过 NMR 技术详细分析了 32 例 COPD 患者和

21 例健康者尿样和血样中代谢物的变化，结果发现

与健康对照组相比，在 COPD 患者组血样中如丙氨

酸、甘油磷酸胆碱和脂肪酸等 5种代谢物浓度，以及

尿液中如乳酸、肌肽和肌酸肝等近十种代谢物浓度

均展现出显著性差别。然而，上述报道其研究对象，

不是集中在COPD分期较高（如 III和 IV期）就是集中

在年龄较高的老年人群（均值约 65~70岁），而很少讨

论 COPD 分期较低（如<II）或年龄较小（如<40 岁）

人群。

本研究主要利用液体核磁共振氢谱（1H NMR）

技术分析了 42 例 COPD 分期低（<II期）患者和 50 例

健康志愿者的血液样品中一些代谢物的变化，并通

过样本中一些代谢物的变化特征和生化信息，从分

子水平能快速寻找到诊断COPD的生物标志物，从而

为COPD早期筛查和诊断标志物的研究提供帮助。

1 材料与方法

1.1 受检者血液标本收集

本研究中 92例受检者的血液样品取材于健康体

检人群（上海市闸北区中心医院）。其中 50例为健康

志愿者的血液样品，男 22 例，女 28 例；而 42 例为

COPD（<II期）患者的血液样品，男23例，女19例。

对每一位受检者，首先取 2 mL的血液样品作为

检测标本，然后在 4 ℃下，以转速为 12 000 r/min的离

心机进行离心 15min左右，随后取上层血清，并转移

到冻存管存放，最后放入-85 ℃的超低温冰箱保存直

至 1H NMR分析，每个样品预处理过程时间一般不超

过 20 min。本研究已得到医院伦理委员会批准，本研

究中的受检者均被告知样本的研究目的，且签署了

知情同意书。

1.2 血液样本的'H NMR

所有样品的 1H NMR 谱图均是在复旦大学化学

系一台 400 MHz Bruker Avance II谱仪上进行检测得

到。每个样本的 NMR 数据采集使用的脉冲序列是

预饱和压水的 Noesypr1D，其采样参数分别为：数据

点为 32 k，谱宽为 8 kHz，采样延迟为 3 s，采样累加次

数为128次，混合时间为90 ms。

对上述采集得到的FID数据分别用0.3 Hz 的窗函

数先进行傅里叶变换，然后用 Topspin 1.3b（Bruker,

Germany）软件对所有波谱进行自动相位和基线校正处

理，以得到每个血液样本的高分辨 1H NMR，最后用乳

酸甲基峰的化学位移值（δ 1.33）进行定标。

1.3 数据处理和统计学方法

由于组织萃取液的波谱在芳香区（δ 5.0~10.0）的信

号较少、较弱，所以只选取化学位移值在（δ 0.50~4.50）

的区间段波谱进行分析。即首先用等值的0.02 ppm分

段积分区间将每个谱分成200段，然后将每个谱的所有

积分值进行归一化。最后，以一些信号峰所在区域的

分段归一化的积分值作为该信号区对应代谢物的相对

浓度进行相关的统计分析。此研究中所有样本的数据

统计分析主要是利用SPSS 17.0统计软件进行分析，组

间采用独立 t检验方法进行处理和分析，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 受检者年龄分析

对 50 例健康志愿者而言，该组样本的年龄是

19~59 岁，均值是 33.3 岁，标准偏差是 9.0 岁，年龄超

过 50 岁的只有 4 例，占本组总人数的 8%；而对于

COPD 组来说，该组的年龄是 23~60 岁，均值是 40.2

岁，标准偏差是 12.3岁，超过 50岁的有 14例，占该组

人数的 33%。如表 1所示，两组间人群的年龄差异有

统计学意义（P=0.003），显然，50岁以上依然是COPD

高风险人群，但该研究也显示COPD患者年龄有减小

趋势（如<40岁，占比26%，24/92）。
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2.2 受检者血液样本谱图

图 1是健康组 C4010001号样本和 COPD患者组

S4010263号样本的 1H NMR谱图。这里，首先仅凭肉

眼从这两个样本的 NMR 谱图中就能粗略地发现有

2、3处峰值（如 δ 3.72、3.32、2.36等）有明显区别，但在

那些较微小的信号峰区域，有时仅凭肉眼是很难进

行直观的比较。另一方面，由于每个样本之间均存

在个体性差异，那么当检测的样本数增加时，刚刚在

前面谱图中发现具有明显差别的信号区是否依然存

在同样的差别？这往往让我们难以判断。因此，借

用相应的统计分析软件（如SPSS 17.0）进行全面精确

的分析是十分必要的。

2.3 受检者血液样本统计分析

将 92例受检者的NMR数据导入SPSS 17.0软件

进行组间各变量的统计分析，结果汇总如表 2所示，

即具有生物统计意义（P<0.05）对应的代谢物信号区

域如图1所示的信号区（如Glc、Tau和Cre等峰）。

如表 2 所示，根据已有的文献［7, 12-13］报道和

我们的 2D NMR波谱（数据未展示）对代谢物的归属

情况，我们发现化学位移在 3.74~3.70 区域主要为代

谢物葡萄糖（δ 3.72）的信号区，如与健康对照组相比，

在COPD组血液中的葡萄糖浓度显著下降（P<0.05）。

同样，出现显著下降的还有肌酸（δ 3.02）和脂类

（δ 0.88）区域信号；而在牛磺酸和肌醇（δ 3.32）以及谷

氨类（δ 2.36、2.44）物质对应的代谢物区域，其 COPD

患者在血液中的浓度则相应出现显著升高（P<0.05）。

此外，为了消去因个别代谢物出现极值而影响

统计分析的结果，在这里，我们利用代谢物与代谢物

之间的浓度比值再进行了一次统计分析，其结果总

结在表3。

由表 3可知，只有 2个代谢物区域与葡萄糖的浓

度比值（即牛磺酸区/葡萄糖和谷氨类区/葡萄糖）在

组间具有显著差别（P<0.05）。比如，在谷氨类物质

（δ 2.50~2.26）区域，健康组和COPD组的谷氨类物质

（包含谷氨酸和谷氨酰胺）与葡萄糖的浓度比值分别

为 0.21±0.15 和 0.30±0.17，显然，与健康组相比，在

COPD组该比值出现显著性升高。

因此，通过上述分析和比较，这些代谢物区域中

的各代谢物浓度或浓度比值可以考虑作为判断是否

患有COPD的诊断标志物。

3 讨 论

3.1 年龄对于COPD的影响

相关研究可参见已有文献报道，如在 2013 年，

Baty等［14］就曾调查了瑞士此前近十年约 1300多万住

院病例，发现其中有约 34万病例是与COPD有关（占

年龄/岁

19-60

≤29

30-39

40-49

≥50

健康组(n=50）

样本数/%

50

18（36.0%）

21（42.0%）

7（14.0%）

4（8.0%）

均值±标准差

33.3±9.0

25.0±3.3

33.3±2.2

41.4±1.5

55.0±4.1

COPD组(n=42）

样本数/%

42

12（28.6%）

12（28.6%）

4（9.5%）

14（33.3%）

均值±标准差

40.2±12.3

26.1±2.2

35.8±2.8

41.5±1.7

55.6±2.6

P值

0.003

表1 受检者年龄数据的统计分析

Tab.1 Statistical analysis of the age of subjects

图1 健康志愿者C4010001样本与COPD患者

S4010263样本的 1H NMR谱图

Fig.1 The 1H NMR spectra of C4010001 sample in healthy control
group and S4010263 sample in chronic obstructive pulmonary disease

(COPD) group

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Glc：葡萄糖；Tau：牛磺酸；mI：肌醇；Cre：肌酸；Glu：谷氨酸；Gln：谷氨

酰胺；Lip：脂类
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比约 2.6%）。这些 COPD 病例的年龄分布是 64~80

岁，均值是 73 岁。而在 2016 年，Denguezli 等［15］报道

了非吸烟人群 COPD 占比约 4.7%（吸烟人群 COPD

占比 7.1%），他们的年龄均值男性为 55岁，女性为 52

岁，且当年龄为 70 岁以上时，在吸烟人群中男性

COPD发生率一般高于女性，而在非吸烟人群中其结

果正好相反，即女性COPD发生率高于男性。

在我们的研究中，健康对照组和COPD组的年龄均

值和偏差分别为（33.3±9.0）、（40.2±12.3）岁（表1）。尽

管总样本数有限，但数据显示：当受检者年龄超过40岁

时其患COPD的风险依然会增加（同龄人占比62%，即

18/29），而且 40 岁以上人群在 COPD 组比例（43%，

18/42）也是明显高于健康对照组（22%，11/50），这基本

与前面报道一致［14-15］。此外，本研究显示40岁以下中

青年人群患COPD风险也同样存在（占比38%，即24/63），

这说明COPD有向年轻化发展趋势。因此，年龄或许是

影响COPD一个很重要的参数。

3.2 COPD诊断标志物的早期筛查

对代谢物的浓度而言，我们知道葡萄糖（Glc）和

肌酸（Cre）均是提供能量代谢的物质，一般当机体发

生病变时它们的含量会下降［7,16］；牛磺酸（Tau）和肌醇

（mI）是调节或传递机体正常生理活动的活性物质，

如组织发生恶变时其浓度也会升高［7,17］；以谷氨酸

（Glu）和谷氨酰胺（Gln）等为代表的谷氨类物质是参

与三羧酸循环及侧链代谢的重要物质，通常当机体

或组织发生病变时均会升高［16］；而脂类物质（Lip）的

代谢通常与无氧有关，在机体发生癌变时其含量一

般是增加的［7］，然 Ubhi 等［11］和 Wang 等［12］却发现，与

正常对照组相比，在COPD患者血样中脂类的浓度是

减小的。因此，根据本研究结果（图 1和表 2），我们观

察到在 COPD 组血样中谷氨类物质的升高和脂类物

质的下降与前面的报道［11-12］基本上是一致的，而且与

杨秀云等［18］报道的 COPD急性加重组人群经药物治

疗后能提升谷氨类物质的水平也基本吻合。而我们

观察到在组间葡萄糖、肌酸和牛磺酸等物质浓度的

显著性变化迄今未见报道，是突破性的。在此，我们

推测：当受检者出现COPD症状，其血样中葡萄糖、肌

酸和脂类等物质的浓度水平出现下降，可能意味着

其能量代谢加快，它们的大量消耗或许又导致牛磺

酸、肌醇和谷氨类等物质含量的异常增加。

那么，这种代谢物浓度之间表现出来的负相关

将为我们进一步的浓度比值分析和组间区分提供帮

助。由表 3可知，在一些代谢物浓度比值之间，我们

确实发现了有 2 组代谢物的浓度比值出现显著性升

高（其均值同比约增加 50%，P<0.05），它们分别是牛

磺酸、肌醇和谷氨类物质区域与葡萄糖的浓度比值。

这次发现也是首次报道。显然，与代谢物浓度相比，

如直接分析代谢物浓度比值将更为简便和快速。

综上所述，尽管本研究的许多发现具有一定的

突破性，但依然有些美中不足：第一，本研究中所讨

论的样本数还是非常有限的；第二，尽管 NMR 技术

对结果分析具有快速和高通量等优势，但对样本中

代谢物缩写（δ）

Glc（3.72）

Tau, mI（3.32）

Cre（3.02）

Glu, Gln（2.36, 2.44）

Lip（0.88）

化学位移区间（δ）

3.74-3.70

3.34-3.30

3.04-3.00

2.50-2.26

0.90-0.86

代谢物名称

葡萄糖

牛磺酸、肌醇

肌酸

谷氨类

脂类

健康组均值±标准偏差

2.15±0.58

0.54±0.44

0.66±0.15

4.86±2.01

2.64±0.52

患者组均值±标准偏差

1.80±0.58

0.79±0.51

0.60±0.14

6.18±2.66

2.39±0.54

P值

0.005

0.015

0.048

0.008

0.026

表2 血液样品中一些代谢物的相对百分浓度的统计分析

Tab.2 Statistical analysis of relative percentage concentrations of some metabolites in blood samples

表3 血液样品中一些代谢物与葡萄糖的浓度比值的统计分析

Tab.3 Statistical analysis of the concentration ratios of some metabolites over glucose in blood samples

序号

R1

R2

R3

R4

代谢物浓度比值

牛磺酸、肌醇/葡萄糖

肌酸/葡萄糖

谷氨类区/葡萄糖

脂类/葡萄糖

健康组均值±标准偏差

0.11±0.12

0.32±0.07

0.21±0.15

1.31±0.43

患者组均值±标准偏差

0.17±0.13

0.35±0.09

0.30±0.17

1.43±0.49

P值

0.015

0.064

0.006

0.212
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代谢物的绝对定量仍存在一定的困难；第三，由于本

研究受场强和 NMR 实验脉冲序列数据采集的限制

难免会出现一些谱峰的重叠，从而影响代谢物的含

量（或浓度比值）计算的精确度。

接下来的工作，除需要继续增加样本数量以验

证本研究中这些发现的可靠性外，还可以采用提高

NMR 场强或采用 CPMG 等多种脉冲技术以压制一

些大分子物质和脂类的信号，减小代谢物信号峰的

重叠，从而更清晰、更准确地定量标本中各种代谢物

的信息。此外，还可以考虑将NMR技术与MS或LC

等技术联用［19-22］，从而提高分析检测的灵敏性和准

确度。

4 结论

本研究运用 1H NMR 技术直接分析了 92例人体

血液样本中的代谢物变化特征。结果表明：第一，当

受检者年龄超过 40 岁时会增加患 COPD 风险，而且

COPD有向年轻化的发展趋势（如<40岁的中青年人

群）；第二，血液中一些代谢物（如牛磺酸和谷氨酸

等）浓度变化或它们与葡萄糖浓度比值变化是区分

有无COPD最明显特征。因此，以人体血液样本为研

究对象，利用该技术探讨COPD的早期筛查和诊断标

志物具有可行性。
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