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·基础研究·
基于 UPLC-MS技术筛选 db/db小鼠血清和组织中的小分子

2型糖尿病标志物 *
刘武纬 1 袁道祎 1 韩敏露 1 黄靓雯 2 谢 瑛 1△

（1上海交通大学医学院药理学与化学生物学系 上海 200025；2上海交通大学医学院瑞金医院呼吸与重症医学科 上海 200025）

摘要 目的：2型糖尿病（Type 2 Diabetes Mellitus，T2DM）发病持续增长，并发症致死率高，疾病无法根治需长期用药维持，所以 2

型糖尿病的早期诊断和预防十分重要。故本研究探究 2型糖尿病模型 db/db小鼠不同疾病进程中血清和组织代谢谱的变化，筛选

密切相关的小分子代谢产物，为 2型糖尿病早诊和预防提供参考。方法：本研究利用超高效液相色谱联用四极杆时间飞行质谱

（UPLC-QTOF/MS）技术，以 8，12，16周龄三个不同阶段 db/db小鼠及其对照的血清和组织为研究对象，进行非靶向代谢组学研

究。利用MarkerView提取采集到的数据，通过 SMICA-P软件进行主成分分析（PCA）和 OPLS-DA建模分析，对数据进行降维处

理，结合 t检验筛选出特异性的差异代谢物，联合二元逻辑回归建立诊断模型。结果：随着病程发展，显示出更多代谢紊乱。二十碳

五烯酸(Eicosapentaenoic acid，EPA)，酪氨酸(Tyrosine)和亮氨酸(Leucine)三个代谢物在 T2DM模型 db/db小鼠及其野生对照组血

清和组织中具有显著性差异，差异倍数明显且与随疾病进程呈现正负相关性。经过二元逻辑回归建立联合诊断模型，三种代谢物

组合的诊断模型为 Logit[P=T2DM]=-6.052*[ EPA]+5.837*[ Tyrosine]+1.985*[ Leucine]-14.092。根据此模型建立受试者工作特征曲

线(Receiver operating characteristic curve，ROC)，曲线下面积(Area under curve，AUC)为 0.988，灵敏度和特异性均为 98.1%。结论：

EPA，Tyrosine和 Leucine可被认为是最典型的 T2DM标志物，值得进一步探讨，为 2型糖尿病的发生风险和治疗提供参考。
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UPLC-MS Based Screening of Type 2 Diabetes Mellitus Micromolecule
Markers in Serum and Tissues of db/db Mice*

The incidence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) continues to increase and the mortality rate of its compli-

cations is high. The disease cannot be completely cured and needs to be controlled by medicines for a long time, so it is important to early

diagnose and prevent. Therefore, this study explored the changes of serum and tissue metabolic profiles in different disease processes of

db/db mice. Based on the Ultra-high performance liquid chromatography combined with quadrupole time-of-flight mass spec-

trometry (UPLC-QTOF/MS), non-targeted metabonomics was studied in serum and tissues of db/db mice and their controls at the age of

8, 12 and 16 weeks. The specific differential metabolites were screened by PCA, OPLS-DA and t-test, then the diagnosis model was

established by binary logistic regression. More metabolic disorders were shown with the development of the disease. The levels

of eicosapentaenoic acid (EPA), tyrosine and leucine had significant differences in the serum and tissues of db/db mice and their controls,

which were positively and negatively correlated with the progression of the disease. A joint diagnosis model based on the three metabo-

lites for the detection of T2DM was established as follows: Logit [P=T2DM] =-6.052 * [EPA] + 5.837 * [Tyrosine] + 1.985 * [Leucine]

-14.092. The Receiver operating characteristic curve (ROC) was constructed according to the diagnosis model. Outstanding diagnostic ef-

ficiency had been achieved with area under curve (AUC) of 0.988, sensitivity and specificity both of 98.1%. EPA, tyrosine

and leucine can be regarded as the most typical T2DM markers.
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前言

糖尿病是全球最常见的代谢紊乱疾病,目前我国患病人数

位于全球第一，2型糖尿病（T2DM）占全部患病人数的 90%以

上[1,2]。T2DM与胰岛素抵抗（IR）和胰岛 茁细胞功能异常有关[3-5]，

但其病因和发展的具体机制仍未完全了解。尽管在治疗和新药

开发方面有所改善，但现行的治疗策略仍无法阻止病情进展同

样无法预防并发症的发生发展，50%的患者在确诊后 10年内

需要胰岛素治疗[6]。迫切需要评估某些代谢物与 T2DM风险和

症状之间的相关性，判断是否可以作为标志物帮助创建有效的

干预措施来管理这些疾病。Yeli Wang[7]通过一项巢式病例对照

研究发现血浆胎球蛋白 -A 水平与纳入研究的中国人群患

T2DM的风险呈正相关；Marina[8]等对完全建立糖尿病的 12周

龄 db/db 小鼠的不同生物基质进行高分辨率 1 H-NMR 和

2D-NMR光谱分析，发现葡萄糖和谷氨酸在九种生物基质中均

显着增加；Yonghai Lu[9]等利用 LC-MS和 GC-MS发现支链氨

基酸和游离脂肪酸是中国成年人糖尿病发展的有效预测因子，

表明了溶血磷脂预测糖尿病的潜力。但是这些研究尚未表明疾

病进程中代谢物的改变。T2DM是一种典型性代谢类疾病,后

期会引起机体多器官多系统的代谢紊乱。在本研究中，我们利

用代谢组学依赖的高通量工艺和技术，通过对不同周龄 T2DM

模型 db/db小鼠及其野生对照的血清、肝、肾和后肢脂肪组织

为样本，以 UPLC-MS/MS为技术手段，探究 T2DM的潜在代谢

标志物和疾病发展过程中代谢物轮廓的改变，为 T2DM提供

重要的洞察的先决条件（或风险因素）参考，减少 T2DM带来

的社会压力和经济压力。

1 材料和方法

1.1 实验仪器和试剂

超高效液相色谱系统(Nexera X2 UPLC System, Shimadzu,

Japan):配有 LC-30 AD二元梯度泵, DGU-20A5R在线脱气机，

SIL-30AC自动进样器，CTO-30A柱温箱；四极杆高分辨飞行时

间质谱仪 (Triple TOF 5600+, Sciex, USA)：配有电喷雾离子化

(Electron Spray Ionization, ESI)，独立校准溶剂输送系统(Cali-

bration delivery system)：配有独立的大气压化学离子化(Atmo-

spheric-pressure Chemical Ionization, APCI) 离子源；Analyst誖
TF1.6数据采集处理工作站。

同 位 素 内 标 Cholic-2,2,4,4-d4 acid (CHO-d4)，

Acetyl-d3-L-carnitine Hydrochloride (ACE-d3)，1-nonadecanoyl-

2-hrdroxy-sn-glycero-3-phosphocholine，chloroform (LPC19:0)，

L-Tryptophan-d5(Trp-d5)和 L-Phenylalanine-d2(Phe-d2)均由美

国 Sigma-Aldric (St Louis, MO，USA) 公司购得；色谱级甲醇

(Methanol, MEOH)、乙腈 (Acetonitrile, CAN)、叔丁基甲醚

(Methyl tert-butyl ether，MTBE)、乙酸乙酯(Ethyl acetate)和正己

烷(N-hexane)购自 MERCK(Darmstadt, Germany)公司；色谱级

甲酸 (formic acid, FA) 购自美国 Sigma-Aldrich (St Louis, MO,

USA)公司；超纯水产自 Milli-Q 纯水系统(Millipore, Bedford,

MA, USA)。

1.2 动物样本

自发性 2 型糖尿病雄性 db/db小鼠及其野生对照小鼠幼

鼠均购自常州卡文斯实验动物有限公司，将野生型小鼠作为对

照组，db/db小鼠作为实验组，每组 6只动物，分别饲养至 8、

12、16周龄，8 周龄实验组动物体重 42.8± 1.8，血糖 28.8±

1.7，对照组体重 20.6± 1.0，血糖 13.5± 1.2；12周龄实验组体重

44.5± 1.5，血糖 31.2± 2.3，对照组体重 21.1± 0.9，血糖 13.8±

1.1；16周龄小鼠实验组体重 46.9± 1.6，血糖 31.3± 2.1，对照

组动物体重 23.4± 0.8，血糖 31.3± 2.1，对照组体重 23.4± 0.8，

血糖 14.0± 0.8。动物房 12 h昼夜交替，温度为 26℃，动物自由

摄食饮水。动物进行实验前禁食不禁水 12小时，在早晨 8点解

剖动物。

1.3 实验方法

1.3.1 血清样本的处理方法 各组小鼠用异氟烷(Isoflurane)气

体麻醉后，摘眼球取血，在室温下放置 30 min，13000 rpm离心

10 min，取上层清液置于 -80℃冻存，直至检测。血清样本在冰

上融化后，取 100 滋L血清于玻璃管中，加入 20 滋L内标溶液
(100 nM L-Trp-d5, 100 nM CHO-ｄ4, 50 nM LPC 19:0, 200 滋M
L-Phe-d4, 500 nM Ace-d３等量混合)，加入 750 滋L甲醇沉淀蛋
白，涡旋 3 min，加入 2.5 mL MTBE，涡旋 3 min，最后加入 650

滋L水进行液液萃取，涡旋 3 min，在冰上孵育 10 min后离心。

离心条件为 4℃，13000 rpm，10 min。取出上清液在室温真空条

件下挥干，检测时用 100 滋L 80%乙腈复溶，检测亲脂性代谢
物。第一次离心后的下层液体转移到 Ep管中，4℃，13000 rpm，

10 min离心，取上清液真空挥干后用 100 滋L50%甲醇复溶，取
上清液进样，分析检测亲水性代谢物，进样量均为 5 滋L。
1.3.2 组织样本的处理方法 各组别小鼠取血结束后，小鼠脱

颈处死，对小鼠进行解剖，分别取出肾、肝和后肢皮下脂肪组

织，生理盐水冲洗出去血液，在液氮中冻存，储存在 -80℃，直至

检测。组织样本在冰上解冻，称取 50± 1 mg到 2 mL研磨管中，

加入 1.6 mL 50%的冷甲醇溶液并放入 6颗 3 mm的小磁珠，加

入 20 滋L内标，均质，提取亲水性代谢物。在 4℃, 13000 rpm,

10 min的条件下离心，取上清液真空挥干后使用 100 滋L 50%

甲醇溶液复溶。在第一步离心后的沉淀中继续加入 1.2 mL 2:1:

1的乙酸乙酯 /正己烷 /甲醇（V:V:V），加入 20 滋L内标,均质,

提取亲脂性代谢物。在 4℃, 13000 rpm, 10 min条件下离心，取

上清液真空挥干后使用 100 滋L 80%乙腈溶液复溶。5 滋L进入
LC/MS-MS系统检测分析。

1.3.3 数据采集 超高效液相色谱系统配合 ESI电离源的四

极杆飞行时间质谱仪 TRIPLE TOF 5600, Waters ACQUITY

C18 column (100 mm× 2.1 mm, 1.7 滋m)作为亲脂性代谢物分析
柱，WatersACQUITYHSST3 column (100mm× 2.1mm, 1.8滋m)
为亲水性代谢物分析柱，皆在正离子运行模式下进行数据采

集。亲脂性代谢物数据采集时，A相为水相(0.1%甲酸)，B相为

乙腈(0.1%甲酸)。色谱梯度如下所示，0-1 min，30%B；1-4 min，

30%B-50%B；4-15 min，50%B-100%B；15-20 min，100%B；20-23

min，100%B-30%B；25min，停止。亲水性代谢物数据采集时，A

相为水相(0.1%甲酸)，B相为甲醇(0.1%甲酸)。血清样品色谱梯

度如下所示，0-1 min，5%B；1-7.5 min，5-75%B；7.5-15 min，

75-100%B；15-17.5 min，100%B；17.5-18 min，100-5%B；20 min，

停止。组织样品的色谱梯度如下所示，0-2 min，1%B；2-8 min，

1-85%B；8-12 min，85-100%B；12-20 min，100%B；20-22 min，
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100-1%B；25 min，停止。优化后的质谱参数为雾化气(GS1)：

55psi；辅助加热气 (GS2)：55psi；气帘气 (CUR)：35psi；温度

(TEM)：600℃；分布电位(DP)：85V；碰撞能量(CE)：10V；毛细管

电压(IS)：5500V。采用信息依赖性扫描(IDA)采集二级质谱，碰

撞能量为 35V。每 10个实测样本采集 1个 QC样本来评价方

法的稳定可靠性。

1.4 数据分析

采用 MarkerView1.2.1(AB SCIEX, USA)提取一级质谱数

据，经保留时间校正和 Total Area归一化后导入 SIMCA进行

多维统计分析。进行非监督性的主成分 (Principal component

analysis, PCA)分析和监督性的正交偏最小二乘判别分析 (Or-

thogonal partial least squares discriminant analysis, OPLS-DA)分

析，以 VIP (Variable importance in projection) >1, CIJFJK 不跨

越 0值和 |Pcorr|<0.52为标准筛选差异代谢物。使用 IBM SPSS

Statistics version 20.0进行统计学处理，符合正态分布的变量采

用独立样本 T 检验，不符合正态分布的变量采用非参数

Mann-Whitney U 检验，<0.05 具有显著性差异。利用

PeakView (AB SCIEX, USA)提取潜在差异代谢物的二级质谱，

借 助 METLIN (metlin.scripps.edu) 和 HMDB (Human

Metabolome Database)鉴定代谢产物。鉴定后的代谢物进行代

谢组学网络通路分析和受试者工作特征曲线分析。

2 结果

2.1 db/db小鼠及野生对照血清和组织的 TIC图

建立的 UPLC-QTOF-MS方法所采集到的总离子流 (TIC)

图 1所示，血清和组织样本的提取代谢物代谢轮廓明显不同。

利用MarkerView在血清样本中一共提取到 842个代谢物进行

建模分析，在组织样本中 1031个代谢物进行建模分析。

图 1 不同代谢物的总离子流图

注：A.血清亲水性代谢物总离子流图；B.血清亲脂性代谢物总离子流图；

C.组织亲水性代谢物总离子流图；D.组织亲脂性代谢物总离子流图。

Fig.1 LC-MS total ion chromatography (TIC) of hydrophilic

Note: (A) and lipophilic (B) metabolites in serum and hydrophilic (C) and lipophilic (D) metabolites in tissue.

2.2 差异代谢物筛选

通过非监督性的 PCA分析检验数据质量，数据建模以观

察不同样本的总体分布以及质控样本的聚集状态。在 PCA图

(Fig.2A)中，R2X=0.674；在 PCA 图 (Fig.2C)中，R2X=0.602；在

PCA图 (Fig.2E)中，R2X=0.743；在 PCA图 (Fig.2G)中，R2X=0.

654，均大于 0.5，且 QC紧密聚集在一起，说明样本采集期间仪

器稳定，数据重现性好，稳定可靠。为了进一步放大组间差异，

采用监督性 OPLS-DA的模式识别分析方法重新建模，筛选潜

在的差异代谢物。在 OPLS-DA图 (Fig.2B.2D )中，db/db小鼠组

和野生型小鼠组血清代谢分离明显，这两个模型的 R2X分别为

0.556和 0.521，R2Y为 0.981和 0.92, Q2分别为 0.97和 0.865。

说明这两个模型的预测成功率高达 97%和 86.5%。在 OPLS-DA

图 (Fig.2F.2H)中，db/db小鼠组和野生型小鼠组组织代谢分离

十分明显，这两个模型的 R2X分别为 0.747 和 0.56，R2Y 为

0.982和 0.973，Q2分别为 0.944和 0.918。说明这两个模型的

预测成功率高达 94.4%和 91.8%。所建模型的 R2Y和 Q2均在

0.5以上，且差值小于 0.3，表明模型的区分程度和预测能力均

较好，可继续特征变量的筛选。以 VIP>1和 |Pcorr|>0.52，配合

独立样本 t检验，对多维统计分析筛选到的变量进行单维统计

分析，选择各模型中 P<0.05的变量。最终，在三个不同时期的
血清和组织样本中筛选并鉴定出 18个共同具有的潜在差异代

谢物，如表 1所示。12周龄和 16周龄动物实验组和对照组各

有一部分差异代谢物，对相关联的代谢物进行通路富集分析，

结果如图 3所示。通过差异代谢物聚类分析以热图的形式可视

化共同鉴定出的代谢物在动物实验组和对照组血清和组织中

的相对水平，如图 4所示。

2.3 ROC诊断模型的建立

以 VIP>1，|Pcorr|>0.52和在疾病进程中差异倍数明显且具
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有显著正负相关性的代谢物，筛选到二十碳五烯酸 (EPA)，酪

氨酸 (Tyrosine)，亮氨酸 (Leucine)三个差异代谢物可作为预期

的潜在诊断标志物，如图 (Fig.3A)所示。对选定的三个代谢物

进行联合诊断的二元逻辑回归分析，并建立回归方程和联合诊

断的 ROC曲线，以敏感性 (Sensitivity)、特异性 (Specificity)和

曲线下面积 (AUC)验证其诊断效能。结果表明 EPA，酪氨酸和

亮氨酸三者联合诊断时具有最高的诊断性能，且 P<0.05，建立

的诊断模型公式为：Logit[P=T2DM]=-6.052*[EPA]+5.837*[ Ty-

rosine]+1.985*[Leucine]-14.092，[P=T2DM]的分界值(cut off)为

0.47。此诊断模型中，[P=T2DM] 是预测为 T2DM 的概率，

[EPA]，[Tyrosine]与[Leucine]分别表示生物体内 EPA，Tyrosine

和 Leucine的水平。如图 (Fig.3B)所示，代谢物组合的 ROC曲

线下面积 (AUC) 为 0.988 (95%CI:0.967-1.000, Sensitivity=98.

1%, Specificity=98.1%)。结果表明此代谢物组合具有优良的诊断

效能，EPA，Tyrosine和 Leucine可以作为 T2DM预期的标志物。

3 讨论

对于 T2DM预防和早诊标志物的探究具有非常重要的意

义。我们需要利用新兴的技术手段,更优化的平台条件以求获

得特异性更强，灵敏度更高的标志物应用于 T2DM。代谢组学

作为系统生物学的一个分支，分为靶向代谢组学和非靶向代谢

组学。非靶向代谢组学，即对细胞、组织或者体液中的小分子代

谢物做全面的分析[10]。生物体液、细胞和组织中的代谢处于稳

定的动态平衡中，先前我们在基因和蛋白层面探寻生命活动，

图 2 db/db小鼠及其野生对照多维统计分析结果

注：A.db/db小鼠和对照血清亲水性代谢物的 PCA图；B. db/db小鼠和对照血清亲水性代谢物的 OPLS-DA平面散点图；C.db/db小鼠和对照血清

亲脂性代谢物的 PCA图；D. db/db小鼠和对照血清亲脂性代谢物的 OPLS-DA平面散点图；E.db/db小鼠和对照组织亲水性代谢物的 PCA图；

F. db/db小鼠和对照组织亲水性代谢物的 OPLS-DA平面散点图 G.db/db小鼠和对照组织亲脂性代谢物的 PCA图；H. db/db小鼠和对照组织亲脂

性代谢物的 OPLS-DA平面散点图。

Fig.2 Multivariate statistical analysis of db/db mice and WT controls.

Note: A. Score plot for PCA model of hydrophilic metabolites in db/db mice and controls serum. B. Score plot for OPLS-DA model of hydrophilic

metabolites in db/db mice and controls serum. C. Score plot for PCA model of lipophilic metabolites in db/db mice and controls serum. D. Score plot for

OPLS-DA model of lipophilic metabolites in db/db mice and controls serum. E. Score plot for PCA model of hydrophilic metabolites in db/db mice and

controls tissue. F. Score plot for OPLS-DA model of hydrophilic metabolites in db/db mice and controls tissue. G. Score plot for PCA model of lirophilic

metabolites in db/db mice and controls tissue. H. Score plot for OPLS-DA model of lipophilic metabolites in db/db mice and controls tissue.
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图 3 12周龄(A)和 16周龄(B)db/db小鼠和野生对照代谢通路富集分析

Fig.3 Joint Pathway Analysis for metabolic pathway in 12 weeks (A) and 16 weeks (B) db/db mice and controls

表 1 区分 db/db小鼠和健康对照(NC)的潜在诊断标志物

Table 1 Potential diagnostic biomarkers between db/db mice and normal controls(NC)

Metabolites
Serum Fold Change (T2DM/NC) Tissue Fold Change (T2DM/NC)

8W 12W 16W 8W 12W 16W

Linoleic acid 0.63 0.51 0.51 0.91 0.78 0.81

Linoelaidic acid 0.76 0.67 0.64 0.91 0.78 0.74

Hydroxyeicosate-

traenoic acid
1.89 1.87 1.87 1.15 1.22 1.25

Palmitic acid 1.69 1.60 1.74 1.15 1.25 1.44

Eicosapentaenoic

acid
0.79 0.70 0.60 0.86 0.78 0.65

Cholestanol 1.23 1.30 1.31 1.20 1.36 1.52

PAF C-18 1.40 1.68 2.03 1.15 1.21 1.43

Lysine 1.26 1.24 1.28 1.87 1.80 2.05

Glutamine 0.85 0.85 0.87 0.83 0.76 0.64

Leukotriene B4 1.46 1.60 2.00 1.25 1.43 1.64

Adenylic acid 1.28 1.30 1.51 1.14 1.22 1.26

Fructose 1.21 1.21 1.26 1.56 1.53 1.56

Glucose 2.51 2.56 2.52 1.34 1.71 1.91

Tryptophan 0.77 0.78 0.79 0.81 0.74 0.69

Tyrosine 1.73 1.95 2.12 1.30 1.44 1.70

Leucine 1.42 2.00 2.23 1.64 1.75 2.12

LysoPC(18:1) 1.29 1.34 1.23 1.36 1.47 1.70

LysoPC(18:2) 1.27 1.31 1.27 1.32 1.43 1.59

而实际上细胞内许多生命活动是发生在代谢物层面的[11]。生物

体功能的异常最终体现在生物体液和组织内成分的变化。病理

生理状态引起体内反应，代谢产物反映受代谢酶或者核酸调节

导致的内源物质浓度、通量和比例[12]。所以，从生物体液和组织

中小分子代谢物的角度研究 T2DM这种代谢紊乱性疾病是一

个很好的渠道。近年来，代谢组学已被广泛应用于恶性肿瘤[13-15]，

神经退行性疾病[16,17]，冠心病等心血管疾病[18,19]以及肝肾脏疾病

[20,21]特异标志物和代谢谱的探究，也被应用于 T2DM及其亚型

(Isolated Postchallenge Diabetes)的区分 [22]，或 T2DM 中某一代

谢途径或某类代谢产物的研究[23,24]，尚未发现对 T2DM进程中

不同生物基质高通量代谢轮廓的分析。代谢组学的技术手段主

要包括液相色谱 -质谱联用（LC-MS），气相色谱 -质谱联用

（GC-MS）和毛细管电色谱 -质谱联用（CE-MS）等。LC-MS以

其高通量、软电离和良好的代谢物覆盖率，高灵敏度和稳定性，
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图 4 db/db小鼠和健康对照组织(A)和血清(B)的差异代谢物热图

Fig.4 Heatmap of difference metabolites of db/db mice and normal controls(NC)

图 5联合诊断依据和结果

注：组织(A)和血清(B)中随时间变化的 EPA, Tyrosine和 Leucine水平和 C. EPA,Tyrosine和 Leucine联合诊断的 ROC曲线

Fig.5 EPA, Tyrosine and Leucine levels in tissue(A) and serum(B) over time; C.ROC curve for combination of EPA, Tyrosine and Leucine to diagnose

成为代谢组学研究最广泛的平台。所以，本研究首次利用 U-

PLC-QTOF/MS对 36只不同周龄 T2DM模型 db/db小鼠和野

生对照组血清和不同部位组织的非靶向代谢组学研究，一共成

功筛选鉴定到共同存在的 18中差异代谢物，在 12和 16周龄

的样本中另外鉴定出多种差异代谢物。其中 EPA, Tyrosine,

Leucine在不同时期实验组和对照组小鼠血清和组织中变化显

著，且与疾病进展呈现一定的相关性。利用二元逻辑回归建立

联合诊断模型，认为 EPA，Tyrosine，Leucine可以作为潜在的诊

断标志物。

糖尿病患者人数目前持续在以惊人的速度增长，是对人类

健康具有极大威胁。根据国际糖尿病联盟(IDF)最新报告，2019

年全球约 4.63亿 20-79岁成人患糖尿病。中国已成为全球范围

糖尿病增长最快的地区并且成为世界糖尿病第一大国。T2DM

的危险因素有很多，主要分为不可改变的遗传因素和可改变的

环境因素，多病因共同导致 T2DM高发病率。疾病特征为终身

性的慢性高血糖，是目前已知并发症最多的一种疾病，长期血

糖增高累及大血管、微血管等，并危害心、脑、肾、肝、神经、眼、

足等[25]，并发症的出现也是造成 T2DM患者死亡的最大原因。

药物很难逆转并发症，所以尽早预防糖尿病迫在眉睫。糖尿病

中长期血糖控制最广泛使用的生物标志物是糖基化血红蛋白

(HbA1c)，HbA1c≥ 6.5％和 5.7-6.4％分别用于诊断糖尿病和前

驱糖尿病[26]。HbA1c提供了一些有关糖尿病进展和发生并发症

的风险的预后信息，但是也存在一定的局限性。在本研究中，我

们利用 T2DM模型动物 db/db小鼠及其野生对照组血清和不

同部位组织代谢组学分析，筛选得到多种差异代谢物后，应用

二元逻辑回归分析建立诊断模型，得到诊断效能最高的 EPA，

Tyrosine 和 Leucine 代谢物组合，ROC 曲线的 AUC 高达

0.988，具有高特异性和高灵敏度，可以为 T2DM的早期诊断，

预防和治疗提供参考。

不同生物基质中共同具有显著性差异的 18种小分子代谢

物种类繁杂，T2DM引起多种代谢改变，主要涉及氨基酸代谢、

糖代谢、亚油酸代谢、不饱和脂肪酸、甘油磷脂代谢等，最终作

为标志物的 3个代谢物与氨基酸代谢和脂肪酸代谢相关。氨基

酸是生物体蛋白质合成的必要原料及调节信号，其还参与氧化

应激、细胞自噬、增殖和凋亡等重要生命活动的调节，其也是糖

异生的底物之一[27]。遗传代谢性疾病导致参与其代谢的相关蛋

白或酶发生缺陷导致氨基酸谱的改变。Leucine是一种支链氨

基酸，对机体的糖脂代谢具有调控作用[28]。Leucine对胰岛素释

放的促进作用和对 mTOR-S6K信号途径的激活作用仅次于葡

萄糖，对腺苷酸活化的蛋白激酶(AMPK)的抑制作用也高于其

他氨基酸[29]。Leucine缺乏时通过对 GCN2信号通路的激活和

mTOR/S6K信号通路的下调增加机体对胰岛素的敏感性[30]。此

外 Leucine还能够增加骨骼肌胰岛素的敏感性和降低血糖，抵

抗动物在高脂条件下饲养诱导的肥胖[31]。Tyrosine属于芳香氨

基酸，Marta[32]在研究中也报告了 T2DM患者较高的 Tyrosine，

但对出现这一表现的机制我们尚不清楚。先前的很多研究表明
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氨基酸水平升高和 T2DM可能有关系，T2DM患者由于处在高

消耗状态，虽然游离氨基酸的水平升高，但总体可能仍处于不

足状态。EPA是来源与海洋动物油脂的一种脂肪酸，内源性的

EPA由亚麻酸转化而来，帮助降低胆固醇和甘油三酯的含量，

促进体内饱和脂肪酸代谢，能够降低 T2DM发病过程种伴随

的动脉粥样硬化、心血管等疾病的发生[33]。同时 EPA还可以通

过调节血栓素降低 T2DM微血管病变的发病率。本研究发现

Tyrosine，Leucine 水平的升高和 EPA 水平的降低可能与

T2DM进程相关，表明这三种代谢物可以作为 T2DM诊断的潜

在标志物。随着疾病进展，代谢紊乱情况加剧，12和 16周龄动

物的代谢差异中出现了花生四烯酸代谢、丙酮酸代谢和嘌呤代

谢异常，还涉及类固醇激素的改变，这些代谢异常可能与能量代

谢、免疫抑制、生物合成和氧化应激等相关，也预示着血管性病

变，肾性病变，酮症酸中毒，性腺功能减退等系列并发症的发生。

本研究以 UPLC-QTOF/MS技术为手段，以 db/db小鼠及

其野生对照组的血清和肝、肾、后肢脂肪组织为研究对象，探究

疾病进展过程中的小分子代谢物和代谢通路的改变，并寻找良

好的 T2DM诊断标志物。结果表明 EPA, Tyrosine和 Leucine

联合诊断 T2DM时诊断效果良好，ROC曲线 AUC为 0.988，灵

敏度和特异性均为 98.1%，可以作为标记物为 T2DM的诊疗和

发生发展机制提供参考，也可作为靶标进行进一步探究。本研

究可以进一步通过靶向代谢组学对筛选到的差异代谢物进行

绝对定量，对已鉴定生物标志物进行确认或验证，还需要多中

心大样本的人源样本验证，结合临床数据，对疾病做出更有效

预测。
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