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核磁共振技术测试不同性别大鼠

尿液代谢物的研究
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摘　要：采用核磁共振波谱技术测试不同性别大鼠尿液代谢物，分析性别因素对大鼠尿液代谢成分的影响．大鼠尿
液核磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ谱）结果采用主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分
析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｏｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）方法分析，得到不同性别大鼠尿液中的差异性
代谢物．ＰＣＡ分析结果显示２组尿液代谢成分有明显的差异，进一步进行 ＯＰＬＳ－ＤＡ分析可以判别出２组尿液中
具有差异性的代谢物．结果显示，雌性大鼠尿液中的丙氨酸、缬氨酸、鸟氨酸等氨基酸类以及乙酸、硫胺、氨基马尿
酸、苯乙胺、氧氨嘧啶等代谢物含量高于雄性大鼠，差异有统计学意义（ｐ＜０．０５）．雄性大鼠尿液中的甲胺、二甲胺、
三甲胺、肌酸酐、尿囊素、延胡索酸、甲酸等代谢物则明显高于雌性大鼠，差异有统计学意义（ｐ＜０．０５）．性别因素对
大鼠尿液中的代谢成分有一定的影响．
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　　代谢组学是采用核磁共振、质谱等化学分析技
术结合化学计量学方法，分析生物体液中复杂成分

的动态变化，解析代谢物指纹图谱，从而研究生物体

整体性变化机制的一门新兴学科［１，２］．核磁共振
（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）波谱技术作为最
理想的测试技术之一，被广泛的应用到代谢组学研

究中，尤其是运用高分辨 ＮＭＲ技术对体液内许多
微量代谢组分进行检测、分析和评价越来越引起人

们极大的兴趣，并显示出重要的作用［３－５］．ＮＭＲ测
试能在一次单独的检测中获得生物体中上百个含氢

化合物的代谢物组分信息，而无需预先确定被检测

物质的性质，具有较高的灵敏度和较好的重复性、

没有偏向性、接近生理条件下进行检测等特点．此
外，ＮＭＲ所需样品量较少，不需要复杂的样品处理
或衍生措施，且样品还可回收用于其他分析．

研究显示，体内的各种生理或病理变化都会导

致体液中代谢物的变化，对这些变化进行数据采集、

分析可以帮助我们找到与这种变化密切相关的生物

学基础，还可以更快速、准确的诊断疾病．目前，基于
ＮＭＲ的代谢组学研究在寻找与疾病相关的生物标
记物方面取得了一定进展［６－８］．然而，体内代谢受多
种因素的影响，包括年龄、性别、生理状态、种族、生

活环境等．本研究选用不同性别 Ｗｉｓｔａｒ大鼠为研究
对象，采用 ＮＭＲ技术分析不同性别大鼠尿液中的
差异性代谢成分，讨论性别因素对代谢的影响程度．

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

Ｉｎｏｖａ６００型核磁共振波谱仪（美国 Ｖａｒｉａｎ公
司），低温离心机（德国，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司）．重水
（美国ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ产品）．３－
ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｙｌ－２Ｈ４－ｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ（ＴＳＰ，美国Ｓｉｇｍａ
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公司产品）．Ｋ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４（天津市光复精细化
工研究所）．
１．２　实验动物

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，普通级，体重１８０～２６０ｇ，雌雄各８
只，由新疆医科大学实验动物中心提供．
１．３　样品制备

动物在普通环境中饲养，用代谢笼收集２４ｈ尿
液并在－８０℃低温冰箱中保存，待测．每个尿液样
本各取 ４００μＬ，每个样本加入 ２００μＬ含 ０．０５％
ＴＳＰ的重水配制的磷酸缓冲液（Ｋ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，
１．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．４）中，室温放置 １０ｍｉｎ，以
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ．取上清液５５０μＬ放入５
ｍｍ核磁管中．
１．４　样品测定

用 Ｉｎｏｖａ６００ 型 核 磁 共 振 波 谱 仪 调 用
ＮＯＥＳＹＰＲＥＳＡＴ－１Ｄ（ＲＤ－９０°－ｔ１－９０°－ｔｍ －９０°
－ＡＣＱ）脉冲序列进行氢谱测定．ＴＳＰ作为内标，其
化学位移定为０ｐｐｍ．采用预饱和方式抑制水峰，饱
和时间为２ｓ，谱宽１００００Ｈｚ，采样点数３２ｋ，扫描
次数为１２８次，测试温度２５℃．以解谱为目的，部分
样品测试了１Ｈ－１Ｈ同核相关谱（ＣＯＳＹ谱）、质子全
相关谱（ＴＯＣＳＹ谱）、Ｊ－分解谱（Ｊ－Ｒｅｓｏｌｖｅｄ谱）等
核磁共振二维谱．
１．５　图谱处理和分析

尿样１Ｈ核磁共振图谱（１ＨＮＭＲ谱）进行基线
及相位调整后选择δＨ为１０．０～０．５ｐｐｍ的区域进
行自动积分，积分区间设为０．００３ｐｐｍ．为了消除
饮水量对代谢物浓度的影响，积分值进行归一化

处理（每一段积分值除于所有积分值之和）并用

ＳＩＭＣＡ－Ｐ＋（瑞士）软件进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别
分析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ－ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）．ＰＣＡ主要用于观察 ２组样
本是否有差异性，而 ２组中具有差异性的积分段
的判断则用 ＯＰＬＳ－ＤＡ．通过 ＯＰＬＳ－ＤＡ获得的每
一个积分段所代表的代谢物相关系数（ｒ）来确定
不同性别大鼠尿液的差异性代谢成分，检验标准

为 ｐ为０．０５．在本研究中，根据皮尔森相关系数显
著性差异检测（Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓｐｒｏｄｕｃｔｍｏｍｅｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）确定｜ｒ｜大于０．６３２（样品数 ｎ为 ８）所
代表的代谢物是统计学上有显著性差异（ｐ小于
０．０５）的代谢物临界值．｜ｒ｜值越大表示差异性越
大，反之越小．

２　结果与讨论

不同性别大鼠尿液的１Ｈ－ＮＭＲ谱如图１，图１
中指出的峰是２组中有差异的积分段，对应的代谢
物见表１．对１Ｈ－ＮＭＲ谱进行分段积分以后的积分
值进行ＰＣＡ和 ＯＰＬＳ－ＤＡ分析得到相应的得分图
（ｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔｓ），见图２．从ＰＣＡ分析图中我们可以看
到２组完全分布在得分图的２个区域，说明２组大
鼠尿液代谢成分有明显的差异．为了确定２组尿液
中的差异性代谢成分，对数据进一步进行 ＯＰＬＳ－
ＤＡ分析．ＯＰＬＳ－ＤＡ分析中模型的累积预测程度
Ｑ２为０．８７，可见分析结果的可靠性较高．根据ＯＰＬＳ
－ＤＡ分析相关系数确定２组尿液中差异性代谢成
分的化学位移并根据代谢组学数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｈｍｄｂ．ｃａ）数据结合所测试的核磁共振二维谱最终
确定差异性代谢物，详见表１．差异性代谢物中相关
系数为正值的代谢物是在雄性大鼠尿液中的含量比

雌性高的代谢物，相关系数为负值的代谢物是在雌

性大鼠尿液中的含量比雄性高的代谢物．

图１　不同性别大鼠尿液１Ｈ－ＮＭＲ谱

Ｆｉｇ．１　６００ＭＨｚ１Ｈ－ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｕｒｉｎｅ
ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅＷｉｓｔａｒｒａｔｓ

从结果中可以发现，雌性大鼠尿液丙氨酸、缬氨

酸、鸟氨酸等氨基酸明显高于雄性大鼠，差异有统计

学意义（ｐ小于０．０５）．同时，乙酸、硫胺、氨基马尿
酸、苯乙胺、氧氨嘧啶等代谢物含量也高于雄性大

鼠，差异有统计学意义（ｐ小于０．０５）．雄性大鼠尿
液中的甲胺、二甲胺、三甲胺、肌酸酐、尿囊素、延胡

索酸、甲酸等代谢物明显高于雌性大鼠，差异有统计

学意义（ｐ小于０．０５）．
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表１　雄性及雌性Ｗｉｓｔａｒ大鼠尿液主要差异性代谢物及其相关系数
Ｔａｂｌｅ１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅＷｉｓｔａｒｒａｔｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

序号 代谢物 归属 化学位移 相关系数

１ 缬氨酸 ＣＨ３，ＣＨ３ ０．９８（ｄ），１．０４（ｄ） －０．８
２ 丙氨酸 ＣＨ３，α－ＣＨ １．４７（ｄ），３．７６（ｑ） －０．７４
３ 乙酸 ＣＨ３ １．９２（ｓ） －０．６８
４ 硫胺 ＣＨ３，ＣＨ３，ＣＨ２ ２．５０（ｓ），２．５６（ｓ），５．４５（ｓ） －０．６９
５ 鸟氨酸 δ－ＣＨ３，α－ＣＨ ３．０７（ｔ），３．７９（ｔ） －０．８５
６ 氨基马尿酸 Ｈ３／Ｈ５，Ｈ２／Ｈ６ ６．８６（ｄ），７．６８（ｄ） －０．６６
７ 苯乙胺 ＣＨ２ＮＨ２，Ｈ４，Ｈ３ ３．３１（ｔ），７．３８（ｓ），７．４３（ｔ） －０．８１
８ 氧氨嘧啶 Ｈ５，Ｈ６ ５．９９（ｄ），７．５２（ｄ） －０．７７
９ 甲胺 ＣＨ３ ２．６０（ｓ） ０．７９
１０ 二甲胺 ＣＨ３ ２．７２（ｓ） ０．８７
１１ 三甲胺 ＣＨ３ ２．９２（ｓ） ０．７３
１２ 肌酸酐 ＣＨ２ ３．０５（ｓ），４．０６（ｓ） ０．６７
１３ 尿囊素 ＣＨ ５．３７（ｓ） ０．６４
１４ 延胡索酸 ＣＨ ６．５３（ｓ） ０．６４
１５ 甲酸 ＣＨ ８．４６（ｓ） ０．７８

　　ｓ：单峰（ｓｉｎｇｌｅｔ），ｄ：双重峰（ｄｏｕｂｌｅｔ），ｔ：三重峰（ｔｒｉｐｌｅｔ）；相关系数为正值的代谢物在雄性大鼠尿液中的含量比雌性高，
相关系数为负的代谢物在雌性大鼠尿液中的含量比雄性高．

（ａ）ＳｃｏｒｅｓｐｌｏｔｏｆＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓ （ｂ）ＳｃｏｒｅｓｐｌｏｔｏｆＯＰＬＳ－ＤＡａｎａｌｙｓｉｓ

图２　不同性别大鼠尿液的１Ｈ－ＮＭＲ谱ＰＣＡ得分图（ａ）和ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图（ｂ）
ＯＰＬＳ－ＤＡ参数分别为Ｒ２Ｘ＝０．４４、Ｒ２Ｙ＝０．９６、Ｑ２＝０．８７
Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｄｅｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｖｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＷｉｓｔａｒｒａｔ

ＯＰＬＳ－ＤＡｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｒｅＲ２Ｘ＝０．４４，Ｒ２Ｙ＝０．９６，Ｑ２＝０．８７ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　代谢组学作为生命科学新的研究方法，与基因
组学、转录组学和蛋白组学一样是生命科学研究中

的主要手段．ＮＭＲ技术作为代谢组学研究中应用最
广泛的分析测试方法，以可在接近生理条件下进行

测试的优点越来越受到重视．本研究采用的
ＮＯＥＳＹＰＲＥＳＡＴ序列常用于尿液、血液１ＨＮＭＲ谱的
测试中［９－１０］．ＮＯＥＳＹＰＲＥＳＡＴ序列的本质与压水序
列ＰＲＥＳＡＴ方法一致，但其结果优于 ＰＲＥＳＡＴ，因为

ＮＯＥＳＹＰＲＥＳＡＴ序列在弛豫时间和混合时间段２次
对水峰进行饱和，可得到较好的水峰抑制效果和较

平直的基线，同时采用较高的数字分辨率和较长的

弛豫延迟，以保证能够区分化学位移相近的谱峰，且

能够得到准确的积分．
本研 究 测 试 了 不 同 性 别 大 鼠 尿 液 的

ＮＯＥＳＹＰＲＥＳＡＴ序列１ＨＮＭＲ谱并对其结果进行了
模式识别分析．结果显示，雌性大鼠尿液中丙氨酸、
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缬氨酸、鸟氨酸等氨基酸含量比雄性大鼠高．另外，
雌性大鼠尿液中硫胺、氨基马尿酸、苯乙胺、氧氨嘧

啶含量也均高于雄性大鼠，尿液中的氨基酸含量与

蛋白质的合成成反比关系，所以，雌性大鼠对氨基酸

的利用率可能比雄性低．马尿酸是从食物摄入的苯
甲酸输送到肝脏，在 ＡＴＰ、Ｍｇ２＋、ＣｏＡ的共同作用
下，肽键和甘氨酸结合生成的化合物，雌性大鼠尿液

中的高氨基马尿酸含量说明此反应过程比雄性强．
苯乙胺具有诱导儿茶酚胺生成的作用，具有“情绪

激素”的俗称，这可能是女性比较容易“激动”的原

因．硫胺也叫维生素Ｂ１，是人体能量代谢，特别是糖
代谢所必需的，对神经组织及精神状态有十分重要

的影响．氧氨嘧啶是核酸中的主要碱基组成成分之
一，其含量的变化可能与体内激素水平的变化有关．
雌激素可能是上述代谢物含量在雌性大鼠尿液中高

的原因．
雄性大鼠尿液中甲胺、二甲胺、三甲胺等代谢物

比雌性大鼠高．甲胺是氨的烃基衍生物，属碱性物
质，有局部刺激、拟交感神经活性、释放组胺等作用．
甲胺能被甲基化形成二甲胺和三甲胺，直接自尿中

排出．不管是人类，还是动物其从尿液排出的二甲
胺、三甲胺有很高的个体差异性［１１，１２］，而且受饮食

习惯［１３］和体内激素水平的影响［１４］，所以，雄性大鼠

尿液中的二甲胺和三甲胺含量可能反映体内激素水

平的不同．另外，雄性大鼠尿液中的肌酸酐、尿囊素、
延胡索酸、甲酸等代谢物含量比雌性大鼠高．肌酸酐
是肌酸和磷酸肌酸代谢的终产物，而肌酸和磷酸肌

酸是能量储存、利用的重要化合物．尿液中的肌酸酐
含量与体重密切相关，尤其是其含量直接表示骨骼

肌的质量．尿囊素是尿酸的衍生物，具有一定的抗氧
化活性，而延胡索酸和甲酸分别是三羧酸循环的中

间产物和脂肪的分解产物，以上代谢物的差异说明

雄性和雌性大鼠体内的能量代谢的差异．
代谢组学作为生命科学领域的新的研究手段正

在被广泛的应用到与疾病相关的代谢标志物的寻找

方面［１５－１７］，通过代谢生物标记分子可以鉴定疾病的

发生以及发展过程，还可以更快速、准确的诊断疾

病．在代谢组学研究中，性别因素对体液代谢成分有
一定的影响、体液代谢成分的变化也比较明显．综上
所述，在代谢组学研究中要注意研究对象的性别对

体内代谢的影响程度．

３　结论
本研究中，核磁共振测试作为一种无创伤性的

研究手段判别出了性别因素对大鼠体内代谢的影响

程度．结果证明，不同性别大鼠尿液中的代谢成分有
一定的差异，所以，在代谢组学研究中要充分考虑包

括性别因素在内的各种影响因素对体内代谢的影响

程度，这在代谢组学研究过程中具有积极的意义．
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ａｍｉｎｏｈｉｐｐｕｒａｔｅ，ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅａｎｄｃｙｔｏｓｉｎｅｉｎｔｈｅｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｒａｔｓｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｏｓｅｏｆｍａｌｅｒａｔｓ，
ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ（ｐ＜０．０５）．Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，ｔｈｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，
ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ａｌｌａｎｔｏｉｎ，ｆｕｍａｒａｔｅ，　ｆｏｒｍａｔｅｉｎｔｈｅｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｍａｌｅｒａｔｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｆｅｍａｌｅｒａｔｓ（ｐ＜
０．０５）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｄｅｒｏｆｒａｔｈａｓｃｅｒｔａｉｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｒａｔｕｒｉｎｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｓ；ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ；ｇｅｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

Ｃｌａｓｓｉｆｙｉｎｇｎｕｍｂｅｒ：Ｏ６５７．３
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