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基于液质联用技术的慢性肾脏病不同阶段患者血浆代谢组学研究"
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北部战区总医院肾脏病科!沈阳
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#
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辽宁中医药大学药学院!辽宁大连
!!''&&

#
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辽宁省组分中药

工程技术研究中心!辽宁大连
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#
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辽宁省现代中药研究工程实验室!辽宁大连
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要"目的
!

对慢性肾脏病"

()*

$不同阶段患者血浆差异化合物进行分析!探讨
()*

发病机制!为前期

诊断提供依据%方法
!

采用液质联用技术的代谢组学方法!绘制
()*

!"#

&

$

&

%

期患者及健康对照者血浆

代谢轮廓谱!利用
+

,

-./01233!"%!

软件进行单因素方差分析&倍数检验及主成分分析等数据模式识别!寻找

各组中血浆差异化合物!并对差异化合物进行结构鉴定与代谢通路分析%结果
!

多变量统计分析结果显示!不

同阶段
()*

患者血浆标本存在明显差异!在血浆中找到鞘氨醇&牛磺酸&原卟啉
&

等
"4

个差异化合物%

结论
!

不同阶段
()*

患者血浆中胆红素循环&鞘脂类代谢&类固醇类代谢等通路出现紊乱!该研究为
()*

的

临床诊断与治疗提供参考%
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年来#随着慢性肾脏病$

()*

&的患者越来

越多#

()*

已经和心脑血管病'癌症'糖尿病等疾病

成为威胁人类健康的主要杀手(

!

)

*

()*

可分为
8

期!

!

期为肾小球滤过率$

QO5

&正常或升高#

QO5

$

6&

AL

"$

A-0

+

!%4#A

"

&%

"

期为
QO5

轻度降低#

QO5

在

'&

"%

6&AL
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A-0
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!%4#A

"
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#

期为
QO5

中度降低#

QO5

在
#&

"%

'&AL
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A-0

+

!%4#A

"

&%

$

期为
QO5

重

度降低#

QO5

在
!8

"%

#&AL

"$

A-0

+

!%4#A

"

&%

8

期为

终末期肾病#

QO5

%

!8AL

"$

A-0

+

!%4#A

"

&或透析(

"

)

*

随着系统生物学各项技术的不断发展#寻找能够准确

诊断不同阶段肾病的标志物已成为
()*

早期诊断'

治疗的研究热点*本研究采用液质联用技术#对不同

+
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检验医学与临床
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年
"

月第
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卷第
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期
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期
()*

患者血浆代谢组学进行分析#寻找影响疾病

发生'发展的血浆差异化合物#探讨肾病发展代谢通

路与机制#为
()*

的临床诊断与合理治疗提供数据

支持#现报道如下*

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

选择
"&!#

年
4

月至
"&!8

年
6

月北

部战区总医院肾脏病科的
'&

例住院
()*

患者为

()*

组#根据
"&&#

年,慢性肾脏病及透析的临床实践

指南-

(

#

)

#均符合
()*

的诊断标准*其中男
#4

例#女

"#

例#年龄
$&

"

48

岁#平均$

88%$W!"%6

&岁#

!"#

'

$

'

%

期各
"&

例*记录患者的性别'年龄'住院号'病

因'功能诊断'病程'收缩压和舒张压'血红蛋白'尿

量'肾功能$肌酐和尿素氮&'清蛋白等项目*血压取

患者入院当日平静'卧床所测数值*血常规及肾功能

取患者入院后首次清晨空腹所测数值*健康对照组

"&

例#来自沈阳军区总医院体检中心#其中男
T

例#女

!"

例*本研究方案已经伦理委员会批准#研究对象已

知情同意并签署知情同意书*

$%/

!

仪器与试剂
!

主要试剂包括色谱级乙腈'甲醇

$德国
2/DEG

公司&#色谱级甲酸$天津市科密欧化学

试剂有限公司&#超纯水$由
2-..-7M

超纯水系统制

备&#其他试剂均为分析纯*主要仪器包括
+

,

-7

./01!!&&

高效液相色谱仪$美国安捷伦公司&#

+

,

-./01

Q!6'6+M9NO72X

$美国安捷伦公司&#超低温冰箱

$

PT&Y

#

S/FZDJ0@F-EGXE-/01-C-E

公司&#

K!'8&7[

离心机$湖南湘仪实验室仪器开发有限公司&*

$%'

!

方法

$%'%$

!

样品采集及预处理
!

取初诊
()*

!"#

'

$

'

%

期患者及健康对照者各
"&

例#其肌酐'尿酸'尿素'

血红蛋白等指标结果见表
!

*血浆样品采集后置于

PT&Y

保存*分析前#将样品从冰箱取出#室温解冻#

取
8&

(

L

血浆加入
"&&

(

L

甲醇#涡旋
#A-0

#

$ Y

!#&&&D

"

A-0

离心
!8A-0

#取上清液#氮气吹干#

8&

(

LT&\

乙腈复溶#

$Y!#&&&D

"

A-0

离心
!8A-0

#取

上清液即得*同时#取初诊
()*

!"#

期患者血浆各

8&

(

L

混合#按照上述方法制得质控
M(

样品*

表
!

!!

研究对象生化指标结果#
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%

组别 肌酐$

(

A:.

"

L

& 尿酸$

(

A:.

"

L

& 尿素$

AA:.

"

L

& 血红蛋白$

,

"

L

& 清蛋白$

,

"

L

& 三酰甘油$

AA:.

"

L

&

健康对照组
!&"%8&W!T%6T "86%4&W"T%T# 8%!TW&%4" !$8%!'W!!%"" $8%'$W8%4! !%"4W&%!6

()*

患者组

!!"#

期
T8T%T8W!!8%!"

"

$'T%88W#8%8

"

"'%6"W#%TT

"

4#%!"WT%6"

"

#!%46W"%T6

"

!%T4W&%"'

"

!$

期
88T%6&W'#%8&

"

$88%68W#T%8$

"

!6%&6W"%TT

"

T!%!'W4%$!

"

#T%'$W#%6'

"

"%T6W&%$"

"

!%

期
#&6%!8W8#%$"

"

#46%T&W#4%46

"

!&%!TW!%8T

"

!!8%'TW4%4!

"

$!%#4W"%T8 #%&'W&%$!

"

!!

注!与健康对照组比较#

"

F

%

&%&8

$%'%/

!

血浆样品分析条件
!

色谱条件!色谱柱
+

,

-7

./013:D:@>/..!"&XZ7(

!T

E:.JA0

$

!&& AA^$%'

AA

#

"%4

(

A

&%流动相为
+7&%!\

甲酸水溶液#

Z7

乙

腈#梯度洗脱!

&

"

#A-0

#乙腈
"8\

"

'6\

%

#

"

8A-0

#

乙腈
'6\

"

T4\

%

8

"

!"A-0

#乙腈
T4\

"

6T\

%

!"

"

!4A-0

#乙腈
6T\

"

6T\

%流速
!AL

"

A-0

%分流比

#

!

!

%柱温
$8Y

%进样量
$

(

L

*质谱条件!电喷雾离

子源$

*J;.UX_

&#采用正离子模式检测%用
#8&Y

气体

干燥#流速为
6L

"

A-0

%毛细管电压为
$&&&R

#雾化器

压力为
$8

?

@-

,

#

XG-AA/D

为
'8R

*碎裂电压为
!"8R

#

N(9!5OR

??

为
"8&R

*用质心模式采集#速率为
!%8

X

?

/E1D;

"

@

#

A

"

=8&

"

!&8&

*采用校正混合溶液$

+

,

-7

./01

#

X̀+

#

A

"

=]!!"%6T88T4

#

!&##%6TT!&6

&作为锁

定质量*二级质谱采用
M79NO

$

a/I:Q"

&鉴定#正离

子模式检测#碰撞能量为
"&/R

*

$%1

!

统计学处理
!

样品采用液质联用技术(高效液

相飞行时间质谱仪$

K3L(7M

"

9NO

&)进行检测#得到

样品的总离子流色谱图#利用
+

,

-./01MJ;.-1;1-I/+7

0;.

<

@-@Z%&$%&&

软件中
2:./EJ.;DO/;1>/D@UV1D;E7

1-:0

$

2OU

&功能提取原始数据中化合物信息#并计算

其精确相对分子质量*

+

,

-./01233!"%!

软件进行

峰匹配'峰对齐'峰提取'峰强度校正和归一化等处

理#筛选出
F

%

&%&8

'

@

&

"

的差异化合物#再对所得的

数据进行主成分$

3(+

&分析*差异化合物经二级质

谱$

2X

"

2X

&鉴定#再结合
)UQQ

'

K2*Z

'

2U9L_S

等数据库进行代谢通路分析(

$78

)

*

/

!

结
!!

果

/%$

!

各组代谢轮廓分析结果
!

采用所建立的样品处

理方法和液质联用条件对血浆样品进行分析#得到的

()*

!"#

'

$

'

%

期患者及健康对照者的血浆轮廓

图谱#见图
!

*

/%/

!

单因素方差分析'倍数检验结果
!

采用
+

,

-./01

233!"%!

软件对
K3L(7M

"

9NO

得到的血浆数据进

行色谱峰匹配#最终得到包含
$T6'

个化合物的信息

表*再分别对各组之间进行比较#结果相对于健康对

照组#

()*

!"#

期患者组有
$TT

个化合物差异有统

计学意义$

F

%

&%&8

&#

()*

$

'

%

期患者组分别有
$!"

个及
"$&

个化合物差异有统计学意义$

F

%

&%&8

&*

/%'

!

3(+

分析结果
!

各组血浆样品
3(+

三维得分

散点图#见图
"

*由图
"

可知#第一主成分贡献率为

4#%"4\

#第二主成分贡献率为
T%$"\

#第三主成分贡

献率为
$%6T\

#累积贡献率为
T'%'4\

#说明此三维图

+

$#$

+

检验医学与临床
"&!6

年
"

月第
!'

卷第
$

期
!

L;H2/B(.-0

!

O/HDJ;D

<

"&!6

!

R:.%!'

!

S:%$



可更好地反映各组数据的分类情况*可以看出健康

对照组和
()*

各患者组之间空间距离非常大#表示

()*

患者和健康对照者血浆中内源性物质有显著性

的变化#

()*

各组间内源性物质差异也有统计学意

义$

F

%

&%&8

&*

/%1

!

差异内源性化合物鉴定结果
!

经一'二级质谱

解析#结合相关数据库与文献查询#共找到
"4

个与

()*
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图
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各组血浆样品
3(+

三维得分散点图
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论
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()*

是由于肾功能减退而引起的高血压'贫血'

心力衰竭'脑病'骨病'水电解质酸碱平衡紊乱等一系

列并发症的综合征#影响了身体多个器官*由于肾病

为代谢性疾病#随着病情的加重#体内功能指标水平

趋于健康人体内指标#相关病理指标呈现由强变弱'

回归正常的趋势#同时#体内差异化合物#也呈现减少

的同步趋势*体内差异化合物#如磺基丙氨酸为丙氨

酸体内的衍生物#在不同阶段
()*

患者中呈现由低

到高的过程#其原因可能与体内蛋白质代谢能力减弱

有关%

!#X7

羟基
76U

#

!!b7

亚油酸为亚油酸体内的衍生

物#在不同阶段
()*

患者中也呈现由低到高的过程#

其原因可能与体内脂代谢能力减弱有关*但上述两

个差异化合物到了疾病后期#均呈现趋于假阳性情

况#指标水平呈现反转的趋势#分析原因是由于
()*

末期时#为维持正常的生理功能#采用多种治疗手段

导致其指标趋于正常所致*

本研究采用代谢组学研究方法#结合
)UQQ

'

K2*Z

'

2U9L_S

等数据库及相关文献分析#发现

()*

的发生'发展与胆红素循环'鞘脂类代谢'类固

醇类代谢等多条代谢途径有关*

'%$

!

胆红素循环途径
!

在上述通过代谢组学发现的

差异化合物中#原卟啉
&

'胆绿素
&

'胆红素的代谢与

胆红素循环有关*当肾功能出现障碍时#尿液中原卟

啉
&

水平会有所增加#在空气中放置#尿液会被氧化

变成褐色#且病情越重尿液的颜色越深#刺激性味道

越大*本研究检测到
()*

!"#

期患者血浆中原卟

啉
&

水平较健康对照组低#但在
()*

$"%

期患者中

血浆中原卟啉
&

水平较健康对照组高#可考虑将原卟

啉
&

作为
()*

晚期的血液参考指标*胆绿素是血红

蛋白的代谢产物#健康人的胆囊和血浆中是没有胆绿

素的#但在患者的血浆中却能检测到胆绿素#在病情

不是很严重的
()*

!"#

期患者中也有发现#且随着

病情的加重#其水平增加#临床上可以考虑将胆绿素

作为临床早期诊断
()*

的参考指标*胆红素是人体

胆汁中的主要色素#它是体内原卟啉
&

的主要代谢产

物*本研究结果表明#胆红素水平在
()*

组中明显

高于健康对照组*胆红素具有毒性#能对大脑和神经

系统引起不可逆的损伤*

'%/

!

鞘脂类代谢途径与水肿
!

在上述通过代谢组学

发现的差异化合物中#鞘氨醇'鞘氨醇
7!7

磷酸'二氢鞘

氨醇的代谢与鞘脂类代谢途径有关*神经酰胺的上

游物质二氢鞘氨醇对细胞内皮有保护作用#代谢产物

鞘氨醇为细胞膜组成成分*本研究中
()*

各期患者

体内二氢鞘氨醇水平均高于健康对照者#代谢产物鞘

氨醇水平均低于健康对照者#进一步代谢产物鞘氨醇
7

!7

磷酸水平均高于健康对照者*鞘氨醇为细胞膜组成

成分之一#

()*

患者的肾小球基底膜受损是因为鞘氨

醇水平减少#细胞膜的功能减弱#物质交换能力降低#

从而使肾功能受到影响*上游物质二氢鞘氨醇与其

水平变化趋势相反#可能是通过其他代谢途径生成其

他代谢产物所致*鞘氨醇一方面可代谢为鞘氨醇
7!7

磷酸#另一方面可代谢为硫酸半乳糖
7S7

酰基鞘氨醇*

硫酸半乳糖
7S7

酰基鞘氨醇可以保护
S;

c

)

c

7+93

酶#维持细胞内外稳定#避免发生水肿#但检测到
()*

患者血浆鞘氨醇
7!7

磷酸水平均升高#间接反映硫酸半

乳糖
7S7

酰基鞘氨醇水平的降低#可能与
()*

患者水

肿的发生有关*

另外#在上述通过代谢组学发现的差异化合物

中#哇巴因在
()*

患者血浆中水平明显增高*内源

性哇巴因是一种类固醇类的肾上腺皮质激素#哇巴因

抑制细胞膜上的
S;

c泵#扰乱细胞膜保
S;

c排
)

c的

平衡#使细胞膜内水增多#导致水肿(

'74

)

*抑制
S;

c泵

的同时导致细胞内
S;

c

'

(;

"c升高#动脉壁平滑肌收

缩#肾上腺受体密度升高#血管反应性增强#动脉血压

升高#最终导致高血压*肾脏受累表现出的高血压和

8&\

患者出现水肿都与此有关*

'%'

!

类固醇类代谢途径
!

在上述通过代谢组学发现

的差异化合物中#乙酰辅酶
+

'雄酮'醛固酮'癸酸睾

酮等的代谢与类固醇类代谢途径有关*乙酰辅酶
+

可转化成
*

7

羟
7

*

7

甲戊二酸单酰辅酶
+

$

K2Q7(:+

&#

其在
K2Q7(:+

还原酶的作用下可生成甲羟戊酸#甲

羟戊酸一方面可代谢为泛醌#泛醌是一类具有维生素

作用的物质#是呼吸链中的递氢体#检测到的差异化

合物辅酶
M"

即为泛醌中的一类#

()*

各期患者中乙

酰辅酶
+

'泛醌变化趋势一致#均下调*甲羟戊酸另

一方面可转化成原角鲨烯二磷酸#进一步转化成胆固

醇*人体的肾上腺皮质和性腺所释放的皮质醇'醛固

酮'雌二醇'睾酮以及维生素
*

等各种激素#都属于类

固醇激素#它的前体物质就是胆固醇(

T

)

*类固醇激素

是肾上腺皮质激素的一种#当肾上腺皮质激素分泌失

常时#将引起糖代谢及无机盐代谢紊乱而出现病症*

胆固醇是组成细胞膜的基本成分#产生的醛固酮

主要用于肾脏的
S;

c循环和水分重吸收#来维持血压

稳定#刺激集尿管的内皮细胞#进行
K

c分泌#以调节

血浆中
K(N

#

X

水平及酸碱平衡*当醛固酮分泌过量

时#肾的再吸收将增强%分泌不足时#肾的再吸收将减

弱(

6

)

*本研究中
()*

各期患者血浆中醛固酮水平均

+
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低于健康对照者#反映了肾再吸收功能减弱*

胆固醇的另一条代谢支路上#睾酮有着维持骨密

度'肌肉强度'细胞钙平衡#影响脂代谢'糖代谢的作

用*睾酮转化的双氢睾酮可增加免疫系统功能#与心

血管疾病'动脉粥样硬化及高血压有关*本研究中

()*

患者血浆中睾酮及其代谢产物雄酮'雌激素类

产物雌三烯水平均降低#反映了肾病患者的代谢异

常*另外#当肾功能受损使胆固醇另一下级代谢产物

维生素
*

合成困难#进而影响钙三醇的代谢*有研究

表明#肾衰竭或慢性肾功能损伤时钙三醇生成减少#

临床上表现为
(;

"c代谢紊乱#容易引发水肿(

T

)

*

在上述通过代谢组学发现的差异化合物中#牛磺

酸在
()*

患者血浆中水平明显降低*牛磺酸在保持

人体正常血压'保护心肌细胞'抗心律失常等方面都

有显著的作用#可在肝脏中与胆汁酸结合形成牛黄胆

酸#增加脂质和胆固醇的溶解性#影响脂类吸收#还可

促进脂肪乳化#具有中枢调节血压的作用*本研究

()*

各期患者血浆牛磺酸水平均下降#也侧面反映

了
()*

患者易患高血压'心脏病的原因*

此外#通过代谢组学发现的差异化合物$

W

&

87

羟

基二十碳四烯酸是花生四烯酸在脂氧化酶
LNa

作用

下的代谢产物#随即转化为不稳定的中间产物白三烯

+$

#据报道其与动脉粥样硬化的发生与发展有关(

!&

)

*

()*

各期患者血浆中$

W

&

87

羟基二十碳四烯酸水平

均高于健康对照者#可能与肾病患者易引发心血管疾

病有关*

综上所述#本研究采用代谢组学方法#运用

K3L(7M

"

9NO

高分辨质谱手段研究不同阶段肾病患

者血浆中代谢产物的变化(

!!7!8

)

#通过单变量与多变量

数理统计分析方法#在血浆中鉴定了
"4

个差异化合

物#结合代谢通路的分析#表明不同阶段肾病患者中

胆红素循环'鞘脂类'类固醇类等物质代谢通路出现

紊乱*该研究可增进对肾病发生'发展的了解#为寻

找能够反映不同阶段肾病的特异性标志物#探讨疾病

的发病机制及诊断治疗提供新的参考*

参考文献

(

!

) 田止学#王宝亮#张琳琪#等
%

加味真武汤治疗慢性肾病

$

#"$

期&临床研究(

d

)

%

中医学报#

"&!4

#

#"

$

6

&!

!4847

!4'&%

(

"

)

)_2 )

#

+5NSNR 3

#

b+)K+5)_SXN

#

/1;.%̀ D-0/

A/1;H:.:A-E@;0;.

<

@-@C:DG-B0/

<

E;0E/DB/1/E1-:0;0BH-7

:A;DG/DB-@E:I/D

<

(

d

)

%2:.(/..3D:1/:A-E@

#

"&&6

#

T

$

#

&!

88T784&%

(

#

)

S)O7)

"

*NM_

工作组
%

慢性肾脏病及透析的临床实践指

南(

2

)

%

王海燕#王梅#译
%

北京!人民卫生出版社#

"&&#

!

!"48%

(

$

)

e+SQe_

#

[+SQX

#

Z+Ne5

#

/1;.%+01-7J.E/D/CC/E1

;0B

?

:1/01-;.A/E>;0-@A:C.-E:C.;I:0/H

<

D/

,

J.;1-0

,

-07

C.;AA;1-:0A/B-;1:D@;0B;A-0:;E-B A/1;H:.-@A

(

d

)

%d

U1>0:

?

>;DA;E:.

#

"&!4

#

!66

$

!

&!

!487!T"%

(

8

)

Z+N e 5

#

[+SQX

#

e+SQ a a

#

/1;.%2/1;H:.:A-E

@1JB

<

:C1>/-01/DI/01-:0/CC/E1@:CX>J->:0

,

>J;=-O:DAJ7

.;

#

;1D;B-1-:0;.E>-0/@/A/B-E-0;.C:DAJ.;/

#

:0>/

?

;1:E/.7

.J.;DE;DE-0:A;

$

K((

&

D;1@J@-0

,?

/DC:DA;0E/K3L(

"

UX_79NO72X

(

d

)

%dU1>0:

?

>;DA;E:.

#

"&!4

#

!6T

$

!

&!

$'T7

$4T%

(

'

)

X9+e5NN))5

#

Z5+2LU99)X

#

X+R)̀ 55X

#

/1

;.%5/

,

J.;1-:0:CE;DH:>

<

BD;1/A/1;H:.-@AH

<

1>/C;D0/7

@:-BaD/E/

?

1:D

(

d

)

%U0B:ED-0:.:

,<

#

"&&8

#

!$'

$

#

&!

6T$7

66!%

(

4

)

bK+SQeM

#

U*[+5*X3+%Oa5@-

,

0;.-0

,

-0A/1;7

H:.-EB-@/;@/

(

d

)

%OUZXL/11

#

"&&T

#

8T"

$

!

&!

!&7!T%

(

T

)

QL̀ S*U)

#

XU5)NR+Sd%9>/D;

?

/J1-E1;D

,

/1@;0BH-7

:A;DG/D@-B/01-C-/B-0E;0E/DE>:.-0/

?

>:@

?

>:.-

?

-BA/1;H7

:.-@A

(

d

)

%3>;DA;E:

,

/0:A-E@

#

"&&'

#

4

$

4

&!

!!&67!!"#%

(

6

) 庞炜#张栩#李丹#等
%

花生四烯酸代谢组学在动脉粥样硬

化发生机制研究中的应用(

d

)

%

中国医学前沿杂志#

"&!"

#

$

$

T

&!

"#7"4%

(

!&

)林海燕
%

氧化应激与糖尿病肾病关系的研究进展(

d

)

%

医

学综述#

"&!#

#

!6

$

"!

&!

#6$67#68"%

(

!!

)任向楠#梁琼麟
%

基于质谱分析的代谢组学研究进展(

d

)

%

分析测试学报#

"&!4

#

#'

$

"

&!

!'!7!'6%

(

!"

)任佳慧#彭艾
%

慢性肾脏病心血管损伤的临床代谢组学研

究进展(

d

)

%

上海医学#

"&!'

#

#6

$

!!

&!

'6!7'68%

(

!#

)卢嫣#苏哲苓#杨莉#等
%

肾系疾病肝肾阴虚证血液代谢组

学初探(

d

)

%

上海中医药杂志#

"&!8

#

$6

$

#

&!

!&7!#%

(

!$

)唐丹丹#袁圣钧#张男#等
%

基于尿样代谢组学的中药药效

及毒性研究进展(

d

)

%

药物分析杂志#

"&!#

#

#'

$

!

&!

!7T%

(

!8

)邱芳晖#张洪柱
%

刺血疗法治疗急性痛风性关节炎的效果

及对血清代谢产物的影响(

d

)

%

中国医药导报#

"&!T

#

!8

$

!"

&!

!#87!#6%

$收稿日期!

"&!T7&87!"

!!

修回日期!

"&!T7!&7"'

&

+

4#$

+

检验医学与临床
"&!6

年
"

月第
!'

卷第
$

期
!

L;H2/B(.-0

!

O/HDJ;D

<

"&!6

!

R:.%!'

!

S:%$


