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血小板激活血浆代谢物研究

顾春刚

（天津市第三中心医院检验科，天津２００１７０）

　　摘　要：目的　基于液质联用的代谢组学研究平台对健康体检人员血小板激活前后血浆代谢轮廓进行分析，以寻找可用于监

测和评估疾病病程的特征代谢物，预防血栓性疾病的发生。方法　利用液质联用检测血小板激活对照组（Ａ组）和激活组（Ｂ组）

的代谢轮廓，构建主成分分析图和正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）图，利用统计学方法进行非参数检验，通过查询数据库，

获取代谢物信息。结果　依据ＯＰＬＳＤＡ模型中筛选具有区分意义的特征离子，以ＶＩＰ＞１，并且排除在 ＶＩＰ图和系数图上置信

区间包含零的变量，共筛选出３６个特征离子。通过差异表达物质离子在组间的相对倍数关系筛选１０倍以上的物质１７种。结论

　发现的１７种物质中，有些与脂类代谢有关，有些与细胞信号转导有关，有些了解尚少，这些物质的筛选可为血小板活化标志物

的研究提供参考。
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　　在血栓形成研究中血小板活化标志物的研究是其中的一

个热点。代谢组学作为系统生物学的重要组成部分，是继基因

组学和蛋白质组学之后发展起来的一门新兴的学科。鉴于真

正“全面地、不带任何偏倚地”捕获代谢物信息，在现阶段很难

实现。因此，大多数研究者利用现有的技术平台分析、鉴别出

样本中尽可能多的代谢物来分析不同状态生物体的代谢轮

廓［１２］，期望找到某１个或某１组灵敏度高、特异性强的代谢

物，用以描述及区别生物体系统的不同状态。针对血小板系统

则有可能筛选出血小板激活的特征标志物。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＨＰＬＣ及ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ质谱仪均购自

美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；液相色谱系统为ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公

司的Ａｃｃｅｌａ超高效液相色谱系统，色谱柱为ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌ

ＧＯＬＤ反相Ｃ１８柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．９μｍ）；标准品购自

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）公司；附属设备包括 Ｍｕｌｔｉ

ｆｕｇｅＸ１Ｒ低温高速离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＱＬ９０１微型

漩涡混合器（江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　血小板激活模型　随机选取天津市第三中心医院健康

查体人员（年龄３２～５６岁，排除心脑血管、肿瘤、静脉血栓等血

栓类病史，排除阿司匹林、氯吡格雷等抗血小板聚集药用药

史），男１１例、女１５例，要求血小板计数范围（２００～３００）×

１０９／Ｌ。静脉采集抗凝血（枸橼酸钠抗凝剂）２ｍＬ，分离富血小

板血浆（ＰＰＰ），分别加１５０μＬＰＰＰ到Ａ管（对照组）和Ｂ管（激

活组）。Ａ管加入１７μＬ生理盐水，Ｂ管内加入１７μＬ胶原试

剂（体系终浓度约１０μｇ／ｍＬ），保持摇动１５ｍｉｎ待测。

１．２．２　上样检测　取 Ａ、Ｂ管各１００μＬ与４００μＬ的甲醇混

合，剧烈振荡３０ｓ后，于４℃静置５ｍｉｎ，后在１５０００×ｇ、４℃

下离心１５ｍｉｎ，取上清液上样。采用正离子扫描模式，数据采

集贯穿１５ｍｉｎ的色谱洗脱，采集范围在５０～１０００ｍ／ｚ，质谱

分辨率设定为１０００００。二级质谱检测采用碰撞诱导解离模式

（ＣＩＤ）能量设定在３５（标准化碰撞能量），碰撞气为高纯氦气。

１．３　统计学处理　将上述 ＨＰＬＣＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ平台分

析得到的数据直接导入到 ＭＺｍｉｎｅ２．０软件进行数据前处

理［３］，包括峰的检测、比对和标准化（以每个样品的总峰面积作

为标准化因子）等。利用 ＭＺｍｉｎｅ２．０对数据按照提取离子色

谱峰强度信噪比Ｓ／Ｎ＞３０，保留时间（ＲＴ）偏移不超过±０．１

ｍｉｎ及质荷比（ｍ／ｚ）偏差不超过±０．０２的规则进行峰的识别、

·４３· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１



匹配及归一化处理。将所得数据导入到ＳＩＭＣＡＰ＋１２．０．１．０

（瑞典Ｕｍｅｔｒｉｃｓ公司）进行分析。通过ＳＩＭＣＡＰ＋１２．０．１．０

的模式识别方法来构建主要成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二

乘判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）模型
［４５］，潜在标志物根据 ＶＩＰ值、

ＶＩＰ置信区间进行初步筛选，然后利用ＳＰＳＳ１７．０（美国ＳＰＳＳ

公司）对筛选出的变量进行配对样本非参数检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　总离子流图　采用 ＨＰＬＣＭＳ平台获取实验与对照组血

清总离子流图（ＴＩＣ），见图１。从图中发现激活组和对照组血

浆中小分子物质含量确实存在差异。

图１　　对照组（Ａ）和激活组（Ｂ）的总离子流图

２．２　代谢轮廓对血小板激活状态的区分能力　ＰＣＡ模型显

示对血小板激活与对照组的主成分区分聚类趋势。通过构建

ＯＰＬＳＤＡ模型分析，该模型具有很好的拟合性和预测能力

（Ｒ２Ｙ＝９７．７％，Ｑ２＝９６．９％）。

依据ＯＰＬＳＤＡ模型中筛选具有区分意义的特征离子，以

ＶＩＰ＞１，并且排除在ＶＩＰ图和系数图上置信区间包含零的变

量，共筛选出３６个特征离子，这些离子在Ｓｐｌｏｔ图上都具有较

明显的离群点，见图２。

图２　　特征离子的Ｓｐｌｏｔ图

　　以提取离子色谱峰积分面积计算有区分意义的特征物相

对含量，在血小板激活组和对照组间进行非参数检验，所有３６

个特征离子在两组间的相对含量差异均存在统计学意义（犘＜

０．０１）。

２．３　物质鉴定　首先根据筛选出的变量重新设定仪器参数，

对质控溶液进行 ＭＳ／ＭＳ扫描，获得这些代谢物的二级质谱

图；然后利用精确ｍ／ｚ和 ＭＳ／ＭＳ图谱搜索 ＭａｓｓＦｒｏｎｔｉｅｒ６．０

自带数据库，Ｍｅｄｌｉｎ数据库（ｗｗｗ．ｍｅｄｌｉｎ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ），

ＫＥＧＧ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ／ｌｉｇａｎｄ．ｈｔｍｌ）

和 ＨＭＤＢ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｈｍｄｂ．ｃａ／），经过结构推导得出初步

结果；最后通过与标准品的 ＭＳ／ＭＳ质谱图对比得到鉴定。

考虑研究的目的是筛选血小板激活后差异表达明显的标

志物，由于 ＨＰＬＣＭＳ平台获取相对离子量反映出物质浓度差

异，故通过差异表达物质离子组间的相对倍数关系（组均值

比），筛选１０倍以上的物质１７种，见表１。

表１　　激活组和对照组具有区分能力的特征代谢物离子鉴定结果

质核比（ｍ／ｚ） 特征物质 中文名 状态 激活组
!

对照组

２６５．０２ Ｐｒｅｐｈｅｎａｔｅ 预苯酸盐 上调 １００

１４０．０６７ ＬＶａｌｉｎｅ Ｌ缬氨酸 上调 １４９

２２５．０３３ Ｓｕｃｃｉｎｙｌａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ 琥珀酰丙酮 上调 ８６１

３８３．１１３ Ｄｉｔｙｒｏｓｉｎｅ 二酪氨酸 上调 １８

４５３．３３９ ＭＧ（２２∶０／０∶０／０∶０） 单酰甘油 下调 ０．０１

２７６．７２５ ＤＧ［１４∶１（９Ｚ）／１４∶０／０∶０］ 二酰甘油 下调 ０．０１５

２４０．２３ Ｆａｒｎｅｓｏｌ 法尼醇 下调 ０．００７

２０９．１１５ ３Ｏｘｏｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ ３氧化奎酸 下调 ０．０１８

２８８．２８７ Ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ 十七（烷）酸 下调 ０．０１

２０７．０６３ Ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ 硫辛酸 下调 ０．０１７

３３９．２８７ ＡｌｐｈａＬｉｎｏｌｅｎｏｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｄｅ α亚麻酰基乙醇胺 上调 １００

３９９．２５１ ＭＧ［２０∶５（５Ｚ，８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ，１７Ｚ）／０∶０／０∶０］ 单酰甘油 上调 １１５５８４

４２６．３５３ Ｏｌｅｏｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ 油酰基肉碱 上调 ６０

５６２．３２２ ＬｙｓｏＰＣ（１８∶０） 溶血磷脂酸 下调 ０．０２

５５０．３８２ ＬｙｓｏＰＣ［２０∶１（１１Ｚ）］ 溶血磷脂酸 下调 ０．０１８

５１０．３８７ ＬｙｓｏＰＣ（Ｏ１８∶０） 溶血磷脂酸 下调 ０．０２

２９９．１３８ Ｅｎｔｅｒｏｌａｃｔｏｎｅ 肠内酯 上调 ５７
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３　讨　　论

血小板激活后发生了什么，一直是学者们研究的热点问

题，就代谢物方面，诸如血小板活化因子（ＰＡＦ）、溶血磷脂酸

（ＬＰＡ）、花生四烯酸（ＡＡ）国内外文献都有不少报道，但是对血

小板激活直接或间接产生了哪些物质缺乏系统评估。从美国

国立生物技术信息中心（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）检索

来看，血小板激活的横断研究也鲜有报道。从对血小板激活横

断研究到筛选出特征离子，进而研究这些离子所代表物质在疾

病中的表现，有可能发现新的血小板激活标志物，这正是本研

究的意义所在。

３．１　血浆代谢轮廓中脂类的代谢变化　血小板激活是一个复

杂的过程，细胞膜在参与血小板激活中起着重要的作用。溶血

磷脂酸是一种细胞膜脂类衍生物［６］，是磷脂中最简单、最小的

分子。近几年对于溶血磷脂酸的研究发现，血浆溶血磷脂酸可

由凝血酶活化的血小板迅速产生［７］，是在凝血和血栓形成过程

中早期释放的物质，它很可能就是一个较好的血栓形成前的分

子标记物。它可以提示血小板处于活化状态。由于血小板经

过活化产生的溶血磷脂酸的作用有正反馈的特点，因此溶血磷

脂酸又可以促进血小板聚集和促进血栓的形成。在本研究中，

３种溶血磷脂酸［ＬｙｓｏＰＣ（１８∶０）、ＬｙｓｏＰＣ（２０∶１（１１Ｚ））、Ｌｙ

ｓｏＰＣ（Ｏ１８∶０）］呈明显下调，与之前学者的研究结果不吻合，

这３种溶血磷脂酸与学者们研究的溶血磷脂酸之间的关系以

及代谢机制还有待于进一步研究。

单酰甘油和二酰甘油是三酰甘油的前体，也是磷脂代谢的

代谢物；α亚麻酰基乙醇胺是构成膜结合的磷脂成分；油酰基

肉碱是脂质代谢的参与物质等。这些物质与血小板激活机制

的关系还有待于研究，但是这些物质在血小板激活前后的明显

变化，有可能成为血小板激活标志物。

３．２　血浆代谢轮廓中血小板信号分子的变化　血小板的跨膜

信号转导机制至今没能清楚阐述，一方面是由于血小板激动剂

常结合不止一个受体；另一方面，被激活的血小板迅速释放颗

粒内容物，它们作为次级激动剂起放大效应。大体上讲，血小

板主要包括以下几个通路：磷脂酶Ｃ２β（ＰＬＣβ）通路、酪氨酸蛋

白激酶（ＰＴＫ）通路、磷脂酰肌醇２３激酶（ＰＩ３２Ｋ）通路、丝裂原

激活的蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路、环磷酸腺苷２蛋白激酶 Ａ

（ｃＡＭＰ２ＰＫＡ）通路和磷脂酶 Ａ２（ＰＬＡ２）生成四烯酸通路

等［８］。

本研究发现溶血磷脂酸、二酰甘油、法尼醇等是细胞信号

转导的信号分子。最近研究发现Ｇ蛋白介导的溶血磷脂酸信

号转导途径至少有４种：（１）刺激磷脂酶Ｃ和磷脂酶Ｄ；（２）抑

制腺苷酸环化酶［９１０］；（３）激活Ｒａｓ及其下游的Ｒａｆ／ＭＡＰＫ途

径［１１］；（４）Ｒｈｏ信号。这些信号转导途径对细胞的增殖、生长、

分化及功能有极其重要的意义。二酰甘油由磷脂酰肌醇４，５

二磷酸经磷脂酶Ｃ剪切生成，也可以由磷脂酸生成，在磷脂酰

丝氨酸和Ｃａ２＋协同下激活蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）。活化的ＰＫＣ引

起一系列的丝、苏氨酸残基磷酸化调节代谢。法尼醇来自于法

尼基二磷酸的信号分子，是类异戊二烯和胆固醇生物合成的中

间产物。法尼醇可能有控制降解３羟基３甲基戊二酰辅酶 Ａ

还原酶（ＨＭＧＣＯＡ）的作用。

３．３　血浆代谢轮廓中其他代谢物的变化　预苯酸是为生物合

成芳香族氨基酸（苯丙氨酸，酪胺酸）的中间体，生物体内含苯

环的天然化合物有一大半是由预苯酸转换过来的；琥珀酰丙酮

是公认的分析诊断酪氨酸血症Ⅰ型的指标；硫辛酸是类似维生

素的抗氧化剂等，这些物质在血小板激活前后变化差异明显，

可以提示血小板的激活状态，但与血小板激活代谢机制的关系

还不是很清楚，距离临床实用还有一定距离，需进一步的研究。

血小板的激活是一个复杂的过程，对它的了解还不够全

面。除了血浆代谢标志物外，还可以从血小板膜蛋白、胞浆内

容物、核酸等方面着手，选取特异的、能快速检测的、成本低的、

检测方便的一个物质或多个物质组合，从一个角度或多个角度

反映血小板激活情况。本研究仅用胶原在体外模拟血小板激

活，并不能完全反映体内激活血小板方式的多样性，如二磷酸

腺苷（ＡＤＰ）、凝血酶、胶原、肾上腺素、花生四烯酸等。本研究

选取差异在１０倍以上的代谢物，可能一些有意义的代谢物被

遗漏；所选的物质只是单方面的反映代谢的变化。有些物质对

其了解较少，如何将其与血小板激活联系到一起，如何将这些

标志物组合在一起还未知。鉴于本研究所限，对血小板激活标

志物的探讨还需要进一步深入研究。
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