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代谢组学在非创伤性股骨头坏死的研究进展
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  摘 要:非创伤性股骨头坏死因其早期临床诊断难度高、发病机制未被证实和致残率高等原因,而成为国

内外骨科领域热门研究专项。近些年来,代谢组学成为新的研究领域,其在非创伤性股骨头坏死早期生物标志

物筛选、代谢通路、药理学机制及疗效研究中取得了一定的进展,为临床早期诊断提供了理论可能。本文对代

谢组学在非创伤性股骨头坏死研究方法,以及中西医降血脂药物预防非创伤性股骨头坏死的机制和疗效进展

进行综述,为下一步研究提供依据。
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Abstract:Non-traumatic

 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

has
 

become
 

a
 

hot
 

research
 

special
 

project
 

in
 

the
 

field
 

of
 

orthopedics
 

at
 

home
 

and
 

abroad
 

because
 

of
 

its
 

difficulty
 

in
 

early
 

clinical
 

diagnosis,unconfirmed
 

patho-
genesis

 

and
 

high
 

disability
 

rate.In
 

recent
 

years,metabolomics
 

has
 

become
 

a
 

new
 

research
 

field,which
 

has
 

suc-
ceed

 

in
 

early
 

biomarker
 

screening,metabolic
 

pathway
 

research,pharmacological
 

mechanism
 

and
 

efficacy
 

of
 

non-traumatic
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head,and
 

provides
 

a
 

theoretical
 

possibility
 

for
 

early
 

clinical
 

diagno-
sis.This

 

article
 

reviews
 

the
 

research
 

methods
 

of
 

metabolomics
 

in
 

non-traumatic
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head,the
 

mechanism
 

and
 

efficacy
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

and
 

Western
 

medicine
 

hypolipidemic
 

drugs
 

in
 

the
 

pre-
vention

 

of
 

non-traumatic
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head,so
 

as
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

further
 

research.
Key

 

words:metabolomics; non-traumatic
 

osteonecrosis
 

of
 

the
 

femoral
 

head; biomarker; metabolic
 

pathway; prevention

  股骨头坏死(ONFH)是一种由于股骨头静脉淤

滞或动脉供血受损或中断而导致骨细胞和骨髓成分

局部死亡,股骨头结构恶化和塌陷导致髋关节疼痛和

功能障碍的疾病。根据致病因素可分为创伤性股骨

头坏死(TONFH)和非创伤性股骨头坏死(NON-
FH)[1]。前者病因确定,而后者主要病因可分为长期

使用皮质类固醇激素、长期大量饮酒、自身免疫性疾

病和特发性疾病等,但是NONFH具体发病机制仍未

有明确定论[2]。NONFH已经变成世界性难题,在部

分国家患病率逐年增长[3]。目前,NONFH的诊断可

依靠临床特征和核磁共振、计算机断层扫描等影像学

技术,但早期NONFH患者的筛查仍存在局限性[1]。
代谢组学作为临床检验医学领域新起的工程技术,能
够对机体内源性小分子代谢物的动态变化和途径做

出判断。因此,应用代谢组学技术对于寻找和探索

NONFH的生物标志物和发病机制有重要临床应用

价值。本文就近年来,代谢组学在NONFH的研究进

行综述。

1 代谢组学应用的合理性与流程

1.1 代谢组学 代谢组学是通过考察生物体系受刺

激或扰动前后代谢物谱及其动态变化来研究生物体

系代谢网络的一种技术[4]。代谢组学方法分为靶向

代谢组学和非靶向代谢组学,前者应用于新生物标志

物筛选和代谢通路的研究,而后者则用于相关功能代

谢物的鉴定和定量[5-6]。

1.2 代谢组学在NONFH应用的合理性 现阶段,

NONFH的诊断主要依靠临床特征与影像学诊断,但
此时患者坏死区域已经发生明显的病理生理改变,临
床分期多位于股骨头坏死国际分期(ARCO 分期)

Ⅲ~Ⅳ期,行 髋 关 节 置 换 手 术 为 此 期 最 佳 治 疗 方

案[7]。这种方案创伤性较大且需要定期复查,因此在

发病初期能够确诊NONFH,对于患者的治疗和预后

尤为重要。相对于基因组、转录组学和蛋白质组学,
代谢物和代谢通路变化可以系统地揭示机体生理病

理状态,依据生物信息学研究,探索疾病发生、发展的

机制,具有发现作用位点并进行富集功能学验证等特

点[8-9]。因此,代谢组学为 NONFH 的临床研究提供

了全新的探索方法,对患者的早期诊断和预后发展提

供了精确的数据及理论支持。

1.3 NONFH代谢组学操作流程 NONFH代谢组

学操作流程大概分为样品采集与预处理、分析技术选

择、数据处理、生物标志物和代谢通路分析等。如图1
所示。

1.3.1 样品采集与预处理 在生物流体中,尿液是

采集洁净中段尿,同时加入诸如叠氮化钠和氟化钠等

抑菌剂增加样品稳定性。血浆是血液在抗凝管中离

心之后获得的生物流体,在抗凝剂选择中,肝素对不

同官能团的检测效果最佳,是代谢组学研究的最佳血

液标本。标本采集后应当在-80
 

℃冰箱存储且不可

反复冻融[5]。
在样品进样前,去除干扰杂质(蛋白质和无机

盐),将样品以最适形态进行测定,以提高仪器检测时

的灵敏度和选择性,称为预处理[10]。根据不同代谢物

大概分为酸碱萃取、两相萃取和冷热有机溶剂萃取等

方法[11]。

1.3.2 分析技术选择 样品预处理完成后,需要选

择合适的分析技术进行测定,常采用联用技术和多个

方法进行代谢组学研究。常用分析技术为核磁共振

(NMR)以及质谱(MS)与各种分离技术[气相色谱

(GC)、液相色谱(LC)]。
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1.3.3 数据处理、诊断标志物和代谢通路分析 数

据预处理分为图谱预处理(去噪平滑、基线校正)和数

据预处理(峰识别、解卷积和滤噪等)[12]。为了对代谢

组学中庞大、多维度的差异代谢物进行判别分类以及

发现生物标志物,分析过程中广泛应用模式识别技

术,包括非监督学习方法和有监督学习方法。非监督

学习方法使用主要成分分析,而有监督学习方法主要

包括偏最小二乘法-判别分析[13]。经过上述识别模式

分析后,需要通过多元统计分析软件筛选出变量投影

重要性(VIP)值,根据数值筛选出代谢物在研究组中

的差异贡献值。然后对筛选出的代谢物进行Logistic
回归分析,建立受试者工作特征曲线和计算曲线下面

积(AUC),确定早期生物标志物。

图1  非创伤性股骨头坏死代谢组学操作流程

2 代谢组学在NONFH中的研究

2.1 NONFH临床早期筛查生物标志物 学术界目

前对NONFH的诊断有着诸多限制因素。因为没有

发生引起疼痛的结构变化,该病临床症状并不明显,
因而患者可能错过早期筛查。中晚期髋骨关节炎、继
发于髋臼发育不良的骨关节炎、强直性脊柱炎累及髋

关节等疾病与早期 NONFH 患者在临床症状、X线

片或核磁共振表现相似,医师若没有丰富的临床经验

则难以区分这些疾病[1,14]。核磁共振成像技术是对

NONFH进行非创伤性诊断的有效临床适用方法,但

对于早期疾病的诊断仍需要进一步研究[15]。因此

NONFH早期诊断成为学术界一重要难题。相对于

基因组学仍需对基因表达下游进行聚合酶链反应试

验验证,代谢组学技术则位于整个性状表达的下游,
是整个生物体系表达的最终结果,最适用于疾病生物

标志物和发病机制的研究。代谢组学中,经过识别模

式分析和多元统计分析后,常将 VIP值大于1和

AUC值大于0.85的指标作为生物标志物。现将所

有文献中关于NONFH早期生物标志物归入表1。

表1  NONFH早期生物标志物

参考

文献

靶向/非靶向

代谢组学
分析技术 分组与样品量 诊断标志物 AUC

[16] 非靶向代谢组学 超高效液相色谱-串联四级杆

质谱

试验组:28例NONFH患者组织标本

对照组:20例股骨颈骨折患者骨组织标本

D-精氨酸、L-脯氨酸、L-肉

毒碱、肌醇

>0.85

[17]
 

非靶向代谢组学 超高效液相色谱-串联四极杆

飞行时间质谱

试验组:22例NONFH患者血清

对照组:23例健康者血清

LysoPC(18∶3),L-酪氨酸

和L-亮氨酸

0.988

[18] 非靶向代谢组学 超高效液相色谱-串联四级杆

质谱

试验组:28例NONFH患者血浆

对照组:30例健康者血浆

辛酰基化肉碱、1-棕榈酰基-

2-硬脂酰基卵磷脂、二羟基

雄烯酮

0.948

[19] 非靶向代谢组学 高效液相色谱-四级杆飞行时

间串联质谱

试验组:26例NONFH患者尿液

对照组:26例健康者尿液

二丙基二硫化物、三甲基

硒、氨基甲酸

>0.9

[20] 非靶向代谢组学 高效液相色谱-四级杆飞行时

间串联质谱

试验组:26例NONFH患者尿液

对照组:26例健康者尿液

硫酸盐、尿素、脱氧胆酸和

PE[14∶0/14∶1(9Z)]
 

>0.85
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  由表1可知,代谢组学在不同样品采集与分析技

术下对寻找生物标志物有着不同的影响,究其原因大

概分为3类:样品收集差异、分析技术差异、生物差

异。血清与血浆差异主要在于是否存在凝血。血清

是提供凝血过程中未去除的所有代谢物和蛋白质的

液体,而血浆需要加入肝素锂和柠檬酸盐等抗凝剂,
其中柠檬酸盐与某些代谢物具有相似分子量,对质谱

的测定会产生影响[6]。而尿液相对于血样品更易受

到环境因素的干扰。超高效液相色谱-串联质谱与传

统高效液相色谱相比,使用了填充较小颗粒的短柱,
代谢分析将具有更短的分析时间、更高的峰效率、更
好的分辨率和更少的溶剂使用等优点,灵敏度和特异

度也将提升[21]。
从以上研究可知,目前NONFH早期诊断标志物

并无“金标准”,而代谢组学为标志物的研究提出了探

索性尝试,后续可开展前瞻性试验、随机性人群随访

试验对标志物进行验证。根据表1可发现学术界并

未有靶向代谢组学的相关研究,其原因是质谱测定仪

器和方法未能实现统一标准化,因此对高特异度和灵

敏度标志物的定量存在困难,需要继续开展后续研究

弥补空白。

2.2 NONFH 代谢通路研究 在 一 项 关 于 日 本

NONFH患者人群的调查中发现,51%的患者与类固

醇相关,31%的患者大量饮酒,3%的患者与类固醇、
饮酒 均 相 关[22]。因 此 过 量 使 用 类 固 醇 或 饮 酒 是

NONFH的主要病因。类固醇作用机制是氧化应激

可能损伤动脉或小动脉的血管内皮细胞,增加破骨细

胞数量和活性,导致机体脂质代谢紊乱,形成脂肪栓

子和血液呈现高凝固低纤溶状态,引起股骨头内缺血

发作[23]。与皮质类固醇的作用相似,酒精可增加血管

内脂肪生成。代谢组学中,ZHU等[16]研究人员对比

NONFH和颈骨骨折患者的骨组织,对差异性代谢物

进行分析,筛选出关键代谢途径,如D-精氨酸和D-鸟
氨酸等代谢通路。试验结果表明,NONFH临近组织

正处于坏死和正常之间。脂质代谢紊乱主要发生在

坏死期,推测在NONFH整个疾病过程中都发生了氨

基酸代谢紊乱。选取股骨头作为代谢轮廓的研究样

品,虽为最符合基础研究的病理标本,但是其将范围

限定于代谢通路在骨合成与骨代谢范围内,而机体是

一个动态平衡的循环容器,类固醇和酒精等因素最先

通过循环系统发挥作用,因此需要更加全面的代谢分

析。除此之外,其取材难度较大,创伤性高,不能满足

临床应用需求。在此基础之上,XU 等[17]将22例

NONFH患者和23例健康者的血清进行了对比,发
现甘油磷脂代谢和丙酮酸代谢与疾病的发生有着更

相近的关系。YANG等[20]研究人员转变思路,利用

尿液进行代谢组学分析,对33个差异代谢物代入

KEGG数据库分析,结果表明硫代谢、半胱氨酸和蛋

氨酸代谢、甘油磷脂代谢和组氨酸代谢可用于NON-
FH发病机制研究。

根据上述代谢组学研究结果可知,这或许与机体

内脂肪酸代谢相关。相关动物实验也在开展,康鹏德

等[24]研究表明,在 NONFH 兔模型中体内骨髓细胞

脂肪变性、脂肪细胞直径增大,体内血小板和内皮细

胞源性膜表面微粒数量增加,血液形成高凝易栓状

态。长链饱和游离脂肪酸可以促进血小板聚集,硬脂

酸通过激活Ⅻ因子促使血小板聚集引起血液高凝[25]。
血栓引起小血管局部循环栓塞,造成周围动静脉供血

困难,形成局部缺血性坏死。左旋肉碱是一种水溶性

分子,长链脂肪酸在线粒体β氧化中具有传递功能。
在一项体外研究中,左旋肉碱可能会抵消过量的线粒

体内活性氧积累,而这种积累有利于衰老过程中成骨

细胞代谢的改变[26]。
从以上研究可知,代谢组学可以明确反映NON-

FH潜在的代谢通路:脂类代谢、核苷酸代谢和嘌呤代

谢、能量代谢、氨基酸代谢等。现在将相关通路以图

式连接,以展示代谢组水平NONFH 部分代谢通路。
如图2所示。

2.3 NONFH治疗及疗效 临床大剂量使用类固醇

后,患者3个月内血液即可达到高凝状态,血管内皮

炎症加剧[27]。类固醇激素诱发NONFH的一个潜在

病因为激素诱导骨髓基质细胞发生脂肪变形,成骨细

胞分化障碍,静脉血流减少[28]。他汀类药物一直是临

床使用的降血脂常用药,有研究表明,鸡模型中,每天

给予20
 

mg洛伐他汀,实验组脂肪形成减少,无骨死

亡[29]。体外研究显示,培养骨髓细胞可抑制脂肪特异

性基因的表达,对类固醇抑制基质干细胞向成骨细胞

分化产生拮抗作用[30]。REN等[31]利用 UPLC-MS/

MS测定了对照组、模型组和洛伐他汀药物组兔血清

后,兔血清中有11种磷脂酰胆碱代谢物发生显著变

化,主要涉及6种代谢途径,病理切片表明脂肪细胞

增殖减少,空骨陷窝率减少。这说明洛伐他汀的作用

机制可侧面验证为调节脂质代谢、抑制脂肪生成,延
缓骨细胞凋亡。

最新发布的《股骨头坏死中医辨证标准》中,将

NONFH分为早、中、晚期,气滞血瘀、痰瘀阻络、经脉

痹阻、肝肾亏虚4型[32]。“痰瘀阻络”中“痰”血液循环

的基础是血液中脂质变化与血液流态的改变[33]。中

医诊疗是为达到治疗或辅助其他手段缓解关节疼痛,
减小创伤,预防并发症的目的。有研究采用大剂量激

素诱导建立NONFH实验兔模型,基于超高效液相色

谱分析技术显示,在激素的作用下,实验动物机体的
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血脂代谢出现显著紊乱,而在骨蚀灵胶囊(中药组)、
洛伐他汀(西药组)干预下,NONFH实验兔模型血脂

代谢紊乱减缓,但中药组调节效果强于西药组;病理

切片当中,使用中药后骨细胞恢复接近正常,而西药

组造血细胞仍在减少[34]。以上结果均说明,提前提供

药 物 介 入 可 有 效 纠 正 机 体 脂 质 代 谢 紊 乱 和 控 制

NONFH的发展,而使用骨蚀灵胶囊相对于服用洛伐

他汀有较好的预防效果。随后,该课题组进一步扩大

研究范围,将血脂康胶囊、脂必妥片中药制剂与辛伐

他汀、苯扎贝特片西药进行对比。结果显示中西药在

3、5周时各药物干预组三酰甘油下降没有显著差异,

但在电镜检查中,西药组骨细胞体积小且染色体呈现

块状,中药疗效高于西药组。侧面验证了中药制剂有

多靶点优势,对骨细胞生成和转化有更显著的保护

作用。
从以上研究可知,代谢组学揭示了洛伐他汀和骨

蚀灵胶囊等药物对NONFH治疗的示踪轨迹,阐明了

洛伐他汀在患者体内的作用位点,证明早期NONFH
的预防主要着重于降低血脂,预防病情进一步发展,
中药制剂相较于西药有着稳定疗效。但各种降血脂

药物预防NONFH的机制并不清楚,仍需要更多基础

研究和网络药理学研究给予理论支持。

图2  NONFH部分代谢通路

2.4 NONFH分期研究 NONFH的预后与疾病分

期有着密切关联。在一项对早期 NONFH 患者进行

了平均随访时间为9年的随访研究中,以 Harris评

分<70分或手术为终点,1、2、5年和10年的累积生

存率分别为60.0%、43.3%、38.9%和37.2%[35]。生

存曲线表明,初始诊断后
 

90
 

个月可能会出现临床恶

化,这表明应仔细跟踪无症状患者数年,即使塌陷很

小,但没有进行性塌陷的放射学时间依赖性缩小也可

能代表修复。ARCO分期标准主要依赖影像手段,但
有着筛查费用高昂、临床经验不足和易与其他骨科疾

病混淆的局限性。因此急需一项临床标准为判断

NONFH的进展提供参考依据。有一项代谢组学研

究将日本白兔NONFH进程分为1~6期,在1~3期

中对NONFH的代谢组学轮廓进行研究,在随后4~
6期中对血清标志物进行验证。研究者从1期开始区

分起始点的潜在代谢物。注射糖皮质激素后,PC
(36∶3)和LysoPC(16∶1)等8种含量低于起始点,

PC(16∶1)和PC(40∶6)含量高于起始点。为了证明

10种代谢产物与 NONFH 终点指标是否相关,研究

者进行了第2项动物验证实验,结果表明10种代谢
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产物与发现的实验趋势相同。他们采用随机森林法

构建不同特征模型,同时建立了代谢物与NONFH预

后模型,发现灵敏度和特异度均达到了0.998,根据代

谢物的变换可对NONFH进程进行提前预判[31]。
以上研究结果提示,代谢组学技术可依据静脉抽

血的方式,对术前NONFH进程进行预估,与影像检

查联合使用后可提高早期NONFH的确诊率,治疗效

果进一步提高。

3 展  望

  随着生物医学研究技术的发展,代谢组学的出现

相对于其他组学技术,重新定义了对机体生物系统代

谢物的综合分析。代谢组学技术在 NONFH 研究领

域取得了可视的进步,在早期生物标志物、代谢通路

研究和药物治疗位点与疗效监测方面有着基石作用。
在后续的科研中,笔者将对某基因进行上下游敲除或

酶抑制剂进行后续验证,对代谢物进行体外细胞和动

物实验,旨在研究NONFH发病机制的完整表达过程

和治疗靶点的探寻。代谢组学作为基础领域研究,应
与临床研究相互转化,开展更多对骨质疏松、髋关节

发育不良和颈骨骨折伴有高血脂和高凝血患者进行

多年随访的相关临床研究。
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