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摘要: 糖尿病是严重威胁人类健康的代谢综合征之一，中医因在治疗糖尿病方面有着自身的优势和特色而广泛受

到重视。该文以血浆中脂肪酸代谢谱及血脂代谢指标为研究对象，结合化学计量学方法，对 5 种糖尿病中医证候

( 气虚、阴虚、气阴两虚、热盛和血瘀) 进行关联分析。通过正交信号校正的偏最小二乘( OSC-PLS) 方法将 5 种证候

与健康组较明显地区分开。同时，采用非线性判别分析( ULDA) 对健康组、中医虚证( 气虚、阴虚、气阴两虚) 、中医

实证( 热盛、血瘀) 进行分析，3 组样本体现明显的聚类效果，正判率达到 95. 7%。其中对分类贡献较大的标志物为

二十碳二烯酸( C20∶ 2) 、二十碳五烯酸( C20∶ 5) 、甘油三酯( TG) 和高密度脂蛋白( HDL) ，这一结果为辅助糖尿病中

医临床诊断提供了重要的信息。
关键词: 脂肪酸代谢谱; 非线性判别分析; 糖尿病; 证候分型

中图分类号: O658 文献标识码: A 文章编号: 1000-8713( 2012) 09-0864-06

Plasma fatty acid metabolic profiles for traditional Chinese
medicine syndrome differentiation in diabetic patients

using uncorrelated linear discriminant analysis
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Abstract: Diabetes is a common metabolic syndrome which presents a serious threat to human health．
Traditional Chinese medicine ( TCM) has been widely paid attention to its advantages and characteristics
in the diagnosis and the treatment of diabetes． A strategy of classifying five TCM syndromes in diabetes
( Qi-deficiency，Yin-deficiency，Qi- and Yin-deficiency，Damp heat and Blood stasis) was employed
based on plasma fatty acid metabolic profiles，lipid metabolism indicators and chemometrics methods． U-
sing orthogonal signal correction-partial least squares ( OSC-PLS) method，the five syndromes were obvi-
ously distinguished from those of the health control，which confirmed there existed metabolite differences
in different traditional Chinese medicine syndromes． Furthermore，a new method，uncorrelated linear dis-
criminant analysis ( ULDA) ，was applied in the discrimination of health control，TCM deficiency syn-
dromes ( Qi-deficiency，Yin-deficiency，Qi-and Yin-deficiency) and TCM empirical syndromes ( Damp
heat，Blood stasis) ，which demonstrated better clustering results，the correct rate reached 95. 7%． The
four potential biomarkers，C20∶ 2，C20∶ 5，triglycerides ( TG) and high density lipoprotein ( HDL) ，per-
formed large contributions to the classification which can provide important information assisting TCM
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clinical diagnosis．
Key words: fatty acid metabolic profiles; uncorrelated linear discriminant analysis ( ULDA) ; diabetes;
syndrome classification

中医是研究人体生理、病理以及疾病诊断和防

治的一门学科，是通过长期医疗实践逐步形成并发

展的医学理论体系［1］。中医证候是机体在疾病发

展过程中某一阶段的病理概括，是中医辨证论治的

核心和精髓［2］。探究证候实质是中医药现代化的

关键问题之一。目前证候理论的发展面临着极大的

挑战，其临床诊断很大程度上依赖于医生的经验，缺

乏客观统一的标准。提高中医药诊疗体系的可信度

与可重复性是中医学向现代化和科学化迈进的先决

条件［3］。因此，用现代科学理论和方法揭示证候的

物质基础对更好地传承和发展中医药学至关重要。
随着生命科学技术的发展，多学科交叉与融合

在解决复杂系统问题时发挥了巨大的作用，系统生

物学［4］的兴起为中医证候研究提供了新的策略。
代谢组学从代谢网络终端的整体角度反映生物体的

功能状况［5，6］，与中医学系统观、整体观等理论相吻

合。将微观代谢变化与宏观病证相联系，有助于揭

示中医证候本质。近几年，将代谢组学技术应用于

中医证候研究已有报道。陆益红等［7］应用气相色

谱-质谱( GC-MS) 技术对高血压患者血清内源性代

谢物进行关联分析，利用马氏距离有效区分高血压

3 种证型并显示出疾病的发展过程。朱萱萱等［8］研

究不同证候冠心病患者的代谢差异，其中男性健康

组、气虚血瘀证和痰阻心脉证，女性健康组、气虚血

瘀证、痰阻心脉证和气阴两虚证都有较高的区分度。
通过分析代谢物谱差异性以及筛选潜在的生物标志

物，用客观定量指标规范证候临床诊断，可为揭示中

医证候实质提供切实可行的途径。
糖尿病是严重危害人类健康的全球性流行病，

其发病率和死亡率位居癌症、心脑血管病之后第三

位［9］。近年来针对糖尿病发病机理已开展广泛研

究，逐步形成了脂毒说和炎症说两种观点［10］，然而

临床上尚缺乏治疗糖尿病的有效途径。中医药在治

疗糖尿病方面历史悠久，有完整的理论体系和丰富

的临床经验［11］，而揭示证候诊断的物质基础是开展

个性化治疗的前提。代谢组学技术为证候研究提供

了方法学上的支持，能够有效规范证候临床诊断、疗
效评价。脂类化合物作为重要的能源物质和信号传

导分子，对调节生物体各项生理功能起着重要作用。
近年来国内外针对糖尿病脂代谢异常及其与胰岛素

抵抗相关性开展了大量工作［12，13］，但结合中医证候

的研究相对较少。本文利用代谢组学技术结合新的

数据处理方法，探讨了游离脂肪酸以及血脂指标与

中医证候的关系，为中医辨证的科学化和定量化提

供一 些 依 据。采 用 柱 前 衍 生 的 高 效 液 相 色 谱 法

( HPLC) ［14］，测定了临床糖尿病患者的脂肪酸代谢

谱，结合多种化学信息学方法，对健康组和糖尿病证

候组进行区分，同时分析了健康组与中医虚证、中医

实证之间的差异性，找到了与证候相关的生物标志

物。希望通过我们的工作能够推动中医证候的代谢

组学研究，以定性、定量的方式探索中医“证”的诊

断和评价指标，为糖尿病的个性化诊断治疗提供一

些参考。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂

Agilent 1200 型 高 效 液 相 色 谱 系 统，配 备

G1365C MWD 可变波长紫外检测器; 脂肪酸标准

品: 棕榈酸( C16 ∶ 0 ) 、肉豆蔻酸( C14 ∶ 0 ) 、棕榈油酸

( C16∶ 1) 、十七酸( C17 ∶ 0 ) 、硬脂酸( C18 ∶ 0 ) 、油酸

( C18∶ 1) 、亚油酸( C18∶ 2) 、α-亚麻酸( α-C18∶ 3 ) 、γ-
亚麻酸 ( γ-C18 ∶ 3 ) 、二 十 二 碳 六 烯 酸 ( C22 ∶ 6 ) 、
11，14-二十碳二烯酸( C20 ∶ 2 ) 、花生四烯酸( C20 ∶
4) 、二十碳五烯酸( C20∶ 5) ( SIGMA 公司) ; α-溴代

苯乙酮、氢氧化钾、三氯乙酸、正己烷、18-冠醚-6、丙
酮等试剂 ( 分 析 纯，天 津 科 密 欧 化 学 试 剂 有 限 公

司) ; 乙腈为色谱纯; 超纯水( Milli-Q 纯水系统( 美国

Millipore 公司) 制备) 。
1． 2 样品采集及预处理

根据目前我国国家食品药品监督管理局( SF-
DA) 颁布的《中药新药治疗糖尿病的临床研究指导

原则》，糖尿病中医证候诊断主要分为 5 种证型: 阴

虚热盛证，湿热困脾证，气阴两虚证，阴阳两虚、血瘀

水停证和血瘀脉络证［15］，其中气虚、阴虚和气阴两

虚属于中医虚证，热盛和血瘀属于中医实证; 气虚、
阴虚、气阴两虚、热盛、血瘀等基本证候特征是中医

诊断及个性化治疗的基础。126 份血浆样本由天津

中医药大学附属医院提供，其中健康样本 25 例，糖

尿病样本 101 例，按中医证候分为气虚( 21 例) 、阴

虚( 19 例) 、气阴两虚( 21 例) 、热盛( 19 例) 、血瘀

( 21 例) 。本实验所入选的中医证候案例是对已经

确诊 的 糖 尿 病 患 者 ( 空 腹 血 糖 值 ( FPG ) ＞ 7
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mmol /L) 按照中医临床诊断方法( 如主证、次证、舌

脉等) 进行证候确诊分型。血浆样本在使用前置于

－ 70 ℃冰箱中冷冻保存。实验时将血浆样本于室

温下解冻，精密量取 0. 5 mL 血浆于 10 mL 离心管

中，加入内标十七酸 50 μL 和蛋白质沉淀剂三氯乙

酸 100 μL，混合液中加入正己烷 2 mL，涡旋振荡 2
min，离心( 12 000 r /min) 10 min。小心取出上清液，

重复提取 3 次，合并上清液。向提取液中加入 80
μL 0. 05 mol /L KOH 乙醇溶液，用高纯氮气吹干，加

入 100 μL 20 g /L α-溴代苯乙酮( 作为衍生试剂) 、
600 μL 乙腈，同时加入 200 μL 10 g /L 18-冠醚-6( 作

为相转移催化剂) ，加塞密封试管，混合摇匀，于 80
℃水浴中加热 40 min，用氮气吹干浓缩至 1 mL，用

0. 22 μm 滤膜过滤后立即进行测定。实验所用玻璃

器皿均事先用丙酮漂洗并烘干，以防止有外来的脂

肪酸( 如肥皂等) 干扰。
与此同时，采用临床分析测试方法测定了与脂

代谢相关的血脂指标中各成分( 如总胆固醇( TC) 、
甘油三酯( TG) 、高密度脂蛋白( HDL) 、低密度脂蛋

白( LDL) ) 的含量，以用于数据处理过程中辅助中医

证候分型研究。
1． 3 HPLC 条件

Waters Symmetry C18 色 谱 柱 ( 250 mm × 4. 6
mm，5 μm) ; 柱温 55 ℃ ; 流动相: A 相为乙腈，B 相

为纯水; 梯度条件: A 相起始为 74%，40 min 升至

84%，50 min 升 至 95%，保 持 6 min; 流 速 为 1. 0
mL /min; 进样量 20 μL; 检测波长为 242 nm。十七

酸作为内标物，配制成 2 g /L 丙酮溶液; 12 种待测脂

肪酸混合溶液中 α-C18∶ 3、γ-C18∶ 3、C22∶ 6、C14∶ 0、
C18∶ 2、C16∶ 1、C16∶ 0、C18∶ 1、C20∶ 2、C18∶ 0 的质量

浓度为 0. 04 g /L，C20 ∶ 5、C20 ∶ 4 的 质 量 浓 度 为

0. 024 g /L。
1． 4 数据处理方法

偏最小二乘-判别分析( partial least squares-dis-
criminant analysis，PLS-DA) 是代谢组学中最常用的

一种有监督的数据处理方法。正交信号校正 ( or-
thogonal signal correction，OSC) 是一种有效的分析

信号预处理方法，其主要是通过剔除数据矩阵中与

分类无关的信息，提高判别效果。本文采用 OSC-
PLS-DA 模型来区分健康样本与 5 种中医证候样本，

以及健康样本与中医虚证、中医实证样本间代谢轮

廓差异，探究糖尿病中医临床证状与脂肪酸代谢之

间的相关关系。数据处理过程中选择 3 个主成分作

为线性判别分析( LDA) 的变量，OSC-PLS-LDA 的模

型识别能力通过 5 倍交互验证进行评估。

非线性判别分析 ( uncorrelated linear discrimi-
nant analysis，ULDA) 是一种有效的判别分析方法，

它试图找到一个满足 S-正交条件的转换矩阵，并通

过该矩阵将原始数据 X 转换到低维空间［16］。对于

一个 n × p 维的数据的矩阵 X，其中 n 代表样本数，

而 p 则代表变量数。ULDA 的目标是找到一个线性

变换矩阵( transformation matrix) G( p × k) ，使得低维

空间数据矩阵 Z 可以通过高维空间原始数据矩阵 X
表示，即: Z = XG，其中无关判别向量( uncorrelated
discriminant vectors，UDVs) 相互正交，能够在低维

空间使组间样本最大化的分离。根据 ULDA 理论，

最佳 UDVs 是 k － 1，其中 k 表示样品中的分组数。
同时，变换矩阵 G 实质上是原始变量组合成新的分

类变量的组合系数，可以反映原始变量对新变量的

贡献，可用于生物标志物的筛选。
本文涉及的数据处理中，OSC-PLS-LDA 和 UL-

图 1 糖尿病患者血浆中脂肪酸的 HPLC 谱图
Fig． 1 HPLC chromatogram of plasma fatty

acids in diabetic patients

DA 等方法均在 MATLAB 7. 1 环境下运行。

2 结果与讨论

2． 1 血浆中脂肪酸分析方法的评价

Ⅱ型糖尿病的病因、发病机制复杂，至今还没有

统一的结论，其中胰岛素抵抗和胰岛 β-细胞分泌缺

陷是Ⅱ型糖尿病发病机制的两个主要环节。游离脂

肪酸在胰岛素抵抗和Ⅱ型糖尿病发生、发展中的重

要作用日益受到重视，也成为近年来国内外研究的

热点。本文以 α-溴代苯乙酮为衍生化试剂，十七酸

为内标物，建立了糖尿病患者血浆中游离脂肪酸代

谢谱的分析方法，获得了 12 种脂肪酸的定量分析结

果( 见图 1) 。与之前三乙胺衍生体系［17］相比较，加

入 18-冠醚-6 作为相转移催化剂有效地改善了脂肪

酸衍生过程的重复性，尤其是 C16∶ 1 的重复性( 用
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相对 标 准 偏 差 ( RSD ) 表 示) 从 24. 79% 提 高 到

8. 35%，保证了本方法定量的准确性。表 1 给出了

其他方法学数据考察结果，结果表明本方法满足生

物样本测定要求，定量结果准确可靠。

表 1 血浆中脂肪酸柱前衍生高效液相色谱分析
方法的评价( n =5)

Table 1 Method validation of pre-column derivatization
for fatty acid analysis by HPLC ( n =5)

Fatty
acid

Precision
( RSD) /%

Repeatability
( RSD) /%

Recovery /
%

Linearity
( R2 )

C14∶ 0 1． 31 2． 23 96． 1 0． 996
C16∶ 0 1． 08 10． 14 102． 8 0． 993
C16∶ 1 1． 16 8． 35 93． 2 0． 995
C18∶ 0 1． 90 5． 47 95． 8 0． 991
C18∶ 1 0． 97 5． 55 102． 5 0． 994
C18∶ 2 2． 52 2． 49 97． 8 0． 993
α-C18∶ 3 1． 18 1． 23 98． 4 0． 997
γ-C18∶ 3 1． 36 3． 46 95． 2 0． 997
C20∶ 2 1． 13 1． 82 98． 8 0． 994
C20∶ 4 1． 07 1． 87 100． 1 0． 994
C20∶ 5 1． 23 1． 30 102． 0 0． 995
C22∶ 6 1． 38 2． 19 94． 6 0． 993

2． 2 数据处理结果

参与数据处理的变量为 12 种脂肪酸含量以及

4 个临床血脂指标( TC、TG、HDL、LDL) 。希望通过

代谢组学数据处理方法，将微观的代谢物谱与中医

证候相结合，挖掘不同证候与健康以及证候之间的

差异性，寻找到与证候相关的标志物，有效规范临床

中医诊断。
2． 2． 1 健康组与中医 5 种证候组

数据处理首先从健康组与中医 5 种证候组入

手，通过 OSC-PLS 方法对 5 组样本进行分型。在

PLS 之前运用 OSC 滤噪可以有效提高预测能力，降

低 PLS 结 果 的 复 杂 性，极 大 简 化 模 型 的 可 解 释

性［18，19］。图 2 给出了气虚、阴虚、气阴两虚、热盛、
血瘀 5 组分别与健康组的 OSC-PLS 散点图。从图 2
中可以看出，除热盛组样本以外，其他 4 种证候组均

与健康组样本较好地区分开。OSC-PLS 模型参数及

预测结果见表 2。数据分析结果表明，脂肪酸在糖

尿病代谢异常的发生和发展过程中起了重要的作

用，与中医证候之间有着紧密的相关性。
2． 2． 2 健康组与中医虚证组、中医实证组

糖尿病属中医学消渴范畴，消渴以阴虚为本，燥

热为标，其中气虚、阴虚、气阴两虚为中医虚证，是糖

尿病的病因; 而热盛、血瘀为中医实证，是糖尿病的

病理表现。如果能够利用代谢组学方法将这两类病

证分开，筛选出相关的标志物，有利于更好地掌握患

者的病情发展，及时给出有效的治疗方案。

图 2 健康组与 5 种不同中医证候组的 OSC-PLS
模型的得分矩阵图

Fig． 2 OSC-PLS score plots of five TCM
syndromes and health control

·768·



色 谱 第 30 卷

表 2 健康组与 5 种不同中医证候组的 OSC-PLS 模型参数
Table 2 Parameters of OSC-PLS model for five TCM syndromes and health control

Parameter Qi-deficiency Yin-deficiency Qi-and Yin-deficiency Blood stasis Damp heat
R2X 0． 684 0． 677 0． 724 0． 667 0． 552
R2Y 0． 837 0． 778 0． 779 0． 858 0． 67
Prediction 1 0． 955 0． 978 0． 978 0． 909
Recognition 0． 976 0． 948 1 0． 98 0． 974
Correct rate 0． 982 0． 968 0． 993 0． 98 0． 968

图 3 健康、中医虚证、中医实证 3 组 OSC-PLS
模型的得分矩阵图

Fig． 3 OSC-PLS score plots of TCM deficiency
syndrome， TCM empirical syndrome
and health control

图 4 健康、中医虚证、中医实证 3 组 ULDA 模型的得分矩阵图
Fig． 4 ULDA score plots of TCM deficiency syndrome，

TCM empirical syndrome and health control

图 5 健康组、中医虚证、中医实证 3 组的 ULDA 标志物图
Fig． 5 Biomarkers based on ULDA of TCM

deficiency syndrome，TCM empirical
syndrome and health control

1． C14∶ 0; 2． C16∶ 0; 3． C16∶ 1; 4． C18∶ 0; 5． C18∶ 1; 6． C18∶

2; 7． α-C18∶ 3; 8． γ-C18∶ 3; 9． C20∶ 2; 10． C20∶ 4; 11． C20∶ 5;

12． C22∶ 6; 13． TC; 14． TG; 15． LDL; 16． HDL．

首先利用 OSC-PLS 对健康、中医虚证和中医实

证 3 组样本进行数据处理。从图 3 的结果可以看

出，3 组样本的分型结果并不理想，只有健康样本与

中医实证样本之间得到了相对较好的分型; 而健康

样本与中医虚证样本之间以及中医虚证样本与中医

实证样本之间重叠严重，很难区分开。判别模型参

数 R2X 与 R2Y 分别为 0. 469 和 0. 461，模型的预测

率和识别率分别为 67. 54%和 72. 39%。OSC-PLS 结

果也在意料之中，因为对于中医虚证、中医实证这种

同一疾病不同程度或不同状态是很难用简单的模型

进行分类的，其代谢谱的差异性要比健康与患病之

间小得多，因此需要建立更加稳健的模型进行分类。
基于这样的思想，我们引入了代谢组学中一种比较

新的数据处理方法 ULDA 来解决代谢谱之间差异性

比较小的情况下的分组问题［20，21］。图 4 是 ULDA
处理的结果，从图 4 中可以看出 3 组样本具有明显

的分组效果，ULDA 模型的预测率和识别率分别为

92. 11%和 95. 34%，与 OSC-PLS 的结果相比有明显

的提高。数据处理结果也表明健康、中医虚证、中医

实证之间确实存在着代谢层面的差异，而这种差异

性能够较好地通过脂肪酸代谢谱以及血脂指标反映

出来，也有力证明了将代谢组学应用于中医证候研

究具有一定的优势和可行性。此外，通过数据处理

找到了与健康、中医虚证以及中医实证分型相关的

代谢标志物。C20 ∶ 2、C20 ∶ 5、TG 和 HDL 承载着分

组的重要信息( 见图 5) ，对分类结果影响较大。为

验证所选潜在生物标志物的可靠性，采用 t-检验方

法验证 4 个标志物是否存在显著性的组间差异。t-
检验结果表明，中医虚证与健康组、中医实证与健康

组的 4 个标志物均表现出显著性差异，p ＜ 0. 000 1;

此外，对于中医虚证与中医实证之间同样存在显著

性差异，其中 C20 ∶ 2 与 HDL 的 p ＜ 0. 05，与 C20 ∶ 5
的 p ＜ 0. 005，与 TG 的 p ＜ 0. 000 1。t-检验结果也说

明了 ULDA 所选标志物确实存在组间差异性，可以

作为辅助临床诊断的潜在标志物。
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3 结论

中医证候是中医整体观和辩证观的体现，是中

医基础研究的关键性问题。本研究将代谢组学理念

与技术用于中医证候的研究，是中医证候本质方面

研究的一项新突破。通过对糖尿病中医证候患者血

浆中脂肪酸代谢谱的定量研究，并结合非线性判别

分析的数据处理方法，筛选出与证候相关的潜在生

物标志物，可以有效提高中医诊疗的科学性、客观

性，减少人为因素的误诊。将代谢组学与中医证候

相结合，为中医个性化诊疗体系的发展提供了新的

思路，将有力地推动中医药现代化的进程。
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