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早发型与晚发型重度子痫前期患者胎盘绒毛组织代谢足迹差异
的研究
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摘要：目的 探讨6%氧浓度下体外培养早发型及晚发型重度子痫前期患者胎盘绒毛组织培养液中代谢足迹的差异。方

法 选择早发型重度子痫前期组（13例）及晚发型重度子痫前期组（14例）的胎盘，胎盘母体面取绒毛组织，在6%氧浓度下

培养96 h，采用高效液相质谱色谱仪检测培养液中代谢产物并使用标准品建立色氨酸及犬尿氨酸的色谱图库，观察两组

绒毛组织代谢足迹及培养液中代谢物色氨酸及犬尿氨酸浓度的差异。结果 6%氧浓度下培养的早发型及晚发型重度子

痫前期组胎盘绒毛组织代谢足迹比较，发现36种代谢物有显著性差异（P<0.05）；与晚发型重度子痫前期组相比，早发型

重度子痫前期组胎盘绒毛组织培养液中犬尿氨酸的浓度显著升高（P<0.05）。结论 早发型与晚发型重度子痫前期的发病

机制可能不同，代谢组学技术对其中的代谢产物进行定量分析，为预测重度子痫前期的发病时机提供一个新的途径。
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Metabolic footprint in conditioned culture medium of placental explants: a comparison
between early-onset and late-onset severe preeclampsia
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Abstract: Objective To explore the differences of metabolic footprint in the conditioned culture medium of placental
explants between early-onset and late-onset severe preeclampsia. Methods In 13 cases of early-onset severe
preeclampsia and 14 cases of late-onset severe preeclampsia, the placentas were sampled at the surface of the maternal
placenta. High performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) was used to determine the
differences in the metabolites in the conditioned culture medium of the placental villous explants cultured in 6%
atmospheric O2 for 96 h. Standard samples were used to establish the tryptophan and kynurenine chromatography
library by HPLC-MS to analyze the concentration of tryptophan and kynurenine in the conditioned culture medium.
Results Thirty-six metabolites showed statistically significant differences between early-onset and late-onset severe
preeclampsia (P<0.05). The concentration of kynurenine was significantly higher in early-onset severe preeclampsia
than in late-onset severe preeclampsia (P<0.05). Conclusion Early-onset and late-onset severe preeclampsia may have
different pathogeneses. By detecting the concentration of metabolites, metabolomic strategies provide a new means
for predicting the onset time of severe preeclampsia.
Key words: preeclampsia; placenta; metabolic footprint; kynurenine

子痫前期（preeclampsia，PE）是妊娠期高血压疾病

的一种类型，发生率高达8%，常伴有严重的母婴并发

症，子痫前期分为轻度和重度，其中重度子痫前期严

重威胁母儿健康，使孕产妇和围生儿的死亡率明显

升高［1］。我国大多数学者将起病于34周前的重度子痫

前期称为早发型，在此后发病者称为晚发型重度子痫前

期。早发型重度子痫前期占重度子痫前期发病的

20.4%，发病早，预后差，是引起母体和胎儿死亡的重要

原因［2］。目前认为早发型与晚发型重度子痫前期可能

存在不同的病因和发病机制［3］。代谢组学是继基因组

学、蛋白质组学、转录组学后出现的新兴组学，它所研究

的代谢物与机体的生理、病理、发育状态有关［4］。代谢足

迹技术是在分析系统中以培养液为介质，检测由细胞和

组织分泌的代谢产物或从环境中吸收代谢物的定性和

半定量的分析方法［5］。本研究旨在通过代谢组学技术

检测早发型及晚发型重度子痫前期的代谢足迹和代谢

产物浓度的差异，了解两者发病机制的不同，并评估代
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谢组学技术在研究疾病方面的价值。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选择2010年10月~2011年1月在南方医科大学附

属深圳市妇幼保健院住院并分娩的孕妇，早发型重度子

痫前期组13例，晚发型重度子痫前期组14例。重度子

痫前期组患者均符合乐杰主编的第7版《妇产科学》诊

断标准［6］。

1.2 试剂与设备

1.2.1 主要试剂 AmnioMAXTM-Ⅱ培养液购自美国

Giboc；甲醇（色谱纯）购自美国Tedia；嵌套式培养板及

培养皿购自美国Corning；色氨酸标准品购自中国药品

生物制品检定所；犬尿氨酸标准品购自美国Sigma。

1.2.2 主要设备 3200QTRAP-LC/MS/MS system为美

国 AB SCIEX 产品；Symmetry WAT 色谱柱为美国

Waters 产品；SMZ800 体视显微镜为日本尼康产品；

Mini Galaxy 40R三气培养箱为德国Eppendorf产品；

CascadaTM LS-water超纯水系统为美国PALL产品。

1.3 研究方法

1.3.1 胎盘绒毛组织的培养 孕妇结束妊娠20 min内，

从胎盘母体面的滋养层上取成簇的绒毛组织，在体视显

微镜下，挑选湿重为10~15 mg的绒毛组织，放入嵌套式

的培养皿中，加入2 ml培养液，放入37 ℃ 6%氧浓度的

三气培养箱中培养，培养48 h后，将新鲜的培养液放入

培养箱中进行氧平衡后，更换培养液，继续培养48 h，吸

取培养液入离心管中，使用冷冻离心机在4 ℃条件下，

1500 r/min离心15 min，取其上清液，并立刻在-80 ℃条

件下冻存。

1.3.2 标准品色普图库的建立 取色氨酸及犬尿氨酸标

准品，用色谱纯甲醇分别配制成5 μg/ml标准溶液，根据

其相对分子质量确定实验条件，用HPLC-MS检测，再

将两种标准溶液混合后取100 µl检测，建立色谱图库，

混合后标准溶液中标准品浓度均为1.25 µg/ml。

1.3.3 培养液样品的预处理 实验前2 h取出培养液样

品，室温下解冻摇匀，吸取100 µl培养液样品于离心管

中，加入300 µl甲醇沉淀蛋白，涡旋混匀1 min，使用冷

冻高速离心机，在 4 ℃的条件下，12000 r/min离心 15

min，吸取上清液经水系针头过滤器过滤。取过滤后样

品120 µl置于96孔板，待用HPLC-MS分析。

1.3.4 设置HPLC-MS分析条件 （1）液相色谱条件：色

谱柱为BEH C18柱（2.1×100 mm，3.5 μm），流动相A为

0.1%甲酸水，流动相B为0.1%甲酸甲醇，流速0.2 ml/min，

起始梯度为20%甲醇并维持10 s，在6 min内甲醇线性

增加至95%并维持4 min，甲醇含量降回20%后，平衡色

谱柱5 min。进样量为10 μl，柱温40 ℃，自动进样器温

度维持在4 ℃。（2）质谱条件：正离子模式；电喷雾5500

V；去簇电压30 V；离子源温度550 ℃；雾化气55 psi。

（3）工作模式：采用Analyst 软件提供的相关信息扫描模

式（IDA）和增强全扫描（EMS）对样品进行全扫描，质量

数采集范围（m/z）50~500。

1.4 统计学方法

原始的色谱质谱数据文件，导入HPLC-MS仪器中

的 MarkerViewTM 软件进行主成分分析（principal

component analysis, PCA）及 t检验。将Analyst软件中

提取的数据导入Excel文档，根据计算公式：样品浓度

（μg/ml）=样品峰面积×标准品浓度/标准品峰面积，计算

出每个样品中代谢物色氨酸及犬尿氨酸的浓度，样品中

代谢物色氨酸及犬尿氨酸的浓度及孕妇临床资料的比

较应用SPSS13.0统计学软件分析，采用t检验及χ2检验，

以P<0.05表示有统计学意义，

2 结果

2.1 早发型重度子痫前期组与晚发型重度子痫前期组

的临床资料

两组孕妇的年龄和初产妇比例比较，差异无统计学

意义（P>0.05）；早发型重度子痫前期组的分娩孕龄及新

生儿出生体质量显著小于晚发型重度子痫前期组（P<

0.001，表1）。

2.2 早发型重度子痫前期组与晚发型重度子痫前期组胎

盘绒毛组织代谢足迹

HPLC-MS 分析得到两组的色谱质谱数据经过

MarkerViewTM软件程序的数据提取和前处理后，在

MarkerViewTM软件中进行PCA分析及t检验，PCA分析

发现在PC1得分图上以Y轴为分界，两组样本基本分

离，仅有一个样本重叠，表明6%氧浓度下培养的早发型

重度子痫前期组与晚发型重度子痫前期组胎盘绒毛组

织代谢足迹存在明显差异（图1）。t检验结果显示，6%

氧浓度下培养的早发型重度子痫前期组与晚发型重度

子痫前期组胎盘绒毛组织代谢足迹中36种代谢物差异

分组

早发型重度子痫前期组

晚发型重度子痫前期组

P

n
13

14

年龄(岁)

30.77±4.23

30.36±4.34

0.805

初产妇（%）

10（77.8）

11（78.6）

0.638

分娩孕龄（d）

227.54±10.11

265.00±9.03

<0.001

出生体质量（g）

1658.46±445.10

3116.43±540.52

<0.001

表1 两组患者临床资料比较

Tab.1 Clinical data of patients with early-onset and late-onset severe preeclampsia
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有显著性意义（P<0.05）。

2.3 色氨酸及犬尿氨酸标准品色谱图数据

应用高效液相色谱质谱标准品法，建立的色氨酸及

犬尿氨酸标准品色谱图库的相关数据：色氨酸浓度

1.25 μg/ml，峰面积2.78×106。犬尿氨酸1.25 μg/ml，峰

面积1.59×106。

图1早发型重度子痫前期组与晚发型重度子痫前期组胎盘绒毛组织代谢足迹PCA分析图

: l代表晚发型重度子痫前期组的样本; : l代表早发型重度子痫前期组的样本

Fig.1 PCA score plot of the metabolic footprint of early-onset and late-onset severe preeclampsia.

1
2

Default
Isotope
Monoisotopic

2.4 早发型与晚发型重度子痫前期组培养液中代谢物

色氨酸及犬尿氨酸的浓度

两组胎盘绒毛组织培养液中代谢物色氨酸的浓度

差异无统计学意义（P>0.05）；与晚发型重度子痫前期组

相比，早发型重度子痫前期组胎盘绒毛组织培养液中代

谢物犬尿氨酸的浓度升高有显著性意义（P<0.05，表2）。

3 讨论

代谢组学是通过测量生物体受病理生理刺激和基

因修饰所产生的与时间相关的多元代谢产物，并跟踪其

代谢路径来研究疾病的一种方法［4, 7］。代谢足迹技术是

研究代谢组学的分析方法之一，随着代谢组学技术在临

床疾病研究应用的推广，近十几年来，代谢组学已经应

用在妊娠各种生理病理状态研究。本研究采用高效液

相质谱色谱仪检测早发型及晚发型重度子痫前期胎盘

绒毛组织培养液中代谢足迹和代谢产物浓度的差异，了

解两者发病机制的不同，并评估代谢组学技术在研究其

发病机制方面的可行性。

本研究分析两组患者的临床资料，发现早发型重度

子痫前期组的分娩孕龄较小，新生儿的出生体质量

（1658.46±445.10）g，而晚发型重度子痫前期的分娩孕

龄达到或接近预产期，新生儿的出生体质量（3116.43±

540.52）g，两组的妊娠结局差异明显，早发型重度子痫

前期母儿预后差，与以往学者的研究结论一致。本实验

中6%氧浓度下培养的早发型及晚发型重度子痫前期组

胎盘绒毛组织代谢足迹中有36种代谢物差异有显著

性，推测两组的胎盘绒毛组织在培养前可能已经存在不

同的病理表型，考虑在疾病的早期阶段已经发生这种代

谢的差异。近年来，一些研究者从不同的方面研究了早

发型和晚发型重度子痫前期。Kårehed等［8］比较早发型

与晚发型子痫前期血浆及胎盘中的纤维蛋白原及富含

精氨酸的糖蛋白，发现早发型子痫前期组表达更高，有

可能是引起早发型子痫前期血液高凝状态及血管生成

因子失衡的因素之一。Yuen［9］分析了26个早发型及晚

发型子痫前期的胎盘组织中807种基因的甲基化位点，

发现早发型子痫前期的特异性基因的低甲基化现象普

遍，这种去甲基化的表现可能与早发型子痫前期的胎盘

缺氧状态有关。有学者研究表明血管内皮细胞功能受

损的标志性产物在早发型重度子痫前期增加非常明

显［10］。还有学者研究发现早发性重度子痫前期患者胎

盘形态学改变更明显，而且胎盘毒性物质释放增加［11］。

分组

早发型重度子痫前期组

晚发型重度子痫前期组

P

n

13

14

色氨酸(μg/ml)

0.224±0.069

0.223±0.110

0.971

犬尿氨酸(μg/ml)

0.166±0.047

0.121±0.030

0.007

表2早发型与晚发型重度子痫前期组培养液中色氨酸及犬尿氨
酸浓度的比较
Tab.2 Concentration of tryptophan and kynurenine in the
conditioned culture medium of placental explants in early-onset
and late-onset severe preeclampsia (Mean±SD)
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这些学者的研究均证实早发型重度子痫前期的病理改

变及胎盘缺氧状态更明显且更严重，我们的研究在代谢

组学方面证实了这个结论，而且本研究检测出36种代

谢物有显著性差异，如何鉴定这些代谢物的化学结构

式，找到其代谢通路，从而探索疾病的发病机制，是我们

下一步的研究方向。

利用标准品建立色谱图库的代谢组学技术是寻找

未知代谢产物并对其进行定量研究的一种方法，本研究

使用标准品法测量早发型和晚发型重度子痫前期组胎

盘绒毛组织培养液中的代谢物色氨酸及犬尿氨酸浓度，

发现与晚发型重度子痫前期组相比，早发型重度子痫前

期组胎盘绒毛组织培养液中色氨酸的浓度无差异，而犬

尿氨酸的浓度显著升高。犬尿氨酸是色氨酸代谢途径

的产物，其浓度随着色氨酸浓度变化而改变，本研究中

两组色氨酸浓度无差异，不排除培养液成分里色氨酸含

量较高，而绒毛组织代谢对其含量影响较小。近年来的

研究表明，母胎界面是导致子痫前期发病的关键部位，

母胎免疫耐受平衡失调可能也是重度子痫前期发病的

因素之一。吲哚胺-2，3-双加氧酶是肝外组织催化色氨

酸沿犬尿氨酸途径分解代谢的第一限速酶，其广泛表达

于母胎界面，在诱导母胎免疫耐受中发挥着重要的调节

作用。Nishizawa等［12］报道，给正常妊娠小鼠注射吲哚

胺-2，3-双加氧酶抑制剂后，小鼠体内犬尿氨酸降低，出

现了类似子痫前期的表现。正常妊娠时孕妇血清犬尿

氨酸会明显升高，若胎盘供血不足或胎盘发育迟缓则抑

制吲哚胺-2，3-双加氧酶表达，可使血浆中犬尿氨酸含量

远远低于正常孕妇［13］。Nicholls等［14］对羊胎进行研究发

现，胎盘的损害会影响犬尿氨酸的代谢，从而导致羊胎

大脑发生缺氧性损害。这些学者的研究表明研究重度

子痫前期胎盘组织中色氨酸和犬尿氨酸的代谢可能是

其发病的因素之一。但是目前国内外尚无早发型与晚

发型重度子痫前期色氨酸和犬尿氨酸的代谢差异的相

关报道。本研究中早发型重度子痫前期胎盘绒毛组织

培养液中犬尿氨酸浓度较高，是否可以通过对犬尿氨酸

进行定量测定，作为预测子痫前期发病时机的指标之

一，需要我们更换培养条件并扩大样本量进一步研究。

综上所述，本研究结果表明代谢组学在研究疾病的

发病机制方面有潜在的价值，并支持早发型与晚发型重

度子痫前期有不同发病机制的假说，将来有必要联系基

因组学、蛋白质组学、转录组学、代谢组学以及它们的相

互作用对重度子痫前期进行更广泛而系统的研究。
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