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  摘 要:目的 研究慢性阻塞性肺疾病急性加重期(AECOPD)患者在不同外周血嗜酸性粒细胞(EOS)百

分比(EOS%)阈值下血清小分子代谢谱的变化,以期找到与AECOPD患者EOS相关的潜在诊断生物标志物。
方法 纳入38例AECOPD患者,采用超高效液相色谱质谱联用技术(UPLC-MS)检测血清代谢物,分别以

2%、3%作为外周血EOS%的阈值,将患者分为高EOS组和低EOS组,利用正交偏最小二乘判别法(OPLS-
DA)分析高EOS组与低EOS组之间的差异代谢物,筛选潜在生物标志物,并通过全信息串联质谱技术(MSE)
鉴定组间差异代谢物,使用代谢组学通路分析(MetPA)进行相关代谢途径分析。结果 当EOS%以2%为阈

值时,高EOS组(≥2%)与低EOS组(<2%)AECOPD患者血清代谢组学存在明显差异,并且找到26个差异

代谢物,主要涉及甘油磷脂代谢通路。而EOS%以3%为阈值时,高EOS组(≥3%)与低EOS组(<3%)患者

血清代谢组学差异更为明显,找到31个差异代谢物,主要涉及甘油磷脂代谢及醚酯类代谢通路。不论EOS%
的阈值为2%或3%,与低EOS组比较,高EOS组AECOPD患者血清中鞘磷脂(SM)、磷脂酰胆碱(PC)、溶血

磷脂酰胆碱(LysoPC)均出现明显上调,甘油磷脂代谢通路均有明显扰动。与以2%为EOS%阈值的差异代谢

物相比,以3%为EOS%阈值的差异代谢物种类更多,并且甘油磷脂代谢、醚脂类代谢等差异性代谢通路的改

变更为显著。结论 不同外周血EOS%阈值下 AECOPD患者存在特异性的致病代谢谱,提示3%可以作为

AECOPD患者使用吸入性糖皮质激素(ICS)的外周血EOS%参考阈值,以期筛选精确的磷脂类代谢物作为

COPD诊断的生物标志物,进而为ICS在AECOPD治疗中的应用提供精准指导。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

changes
 

in
 

serum
 

small
 

molecule
 

metabolic
 

profiles
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

exacerbation
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(AECOPD)
 

under
 

different
 

eosinophil
 

(EOS)
 

percentage
 

(EOS%)
 

threshold
 

values
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

in
 

order
 

to
 

identify
 

potential
 

diagnostic
 

biomarkers
 

related
 

to
 

EOS
 

in
 

AECOPD
 

patients.Methods Thirty-eight
 

AECOPD
 

patients
 

were
 

included.Se-
rum

 

metabolites
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

ultra-performance
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(UPLC-
MS).With

 

2%
 

and
 

3%
 

as
 

the
 

cutoff
 

threshold
 

values
 

for
 

peripheral
 

blood
 

EOS%,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

high
 

EOS
 

group
 

and
 

low
 

EOS
 

group.The
 

orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis
 

(OPLS-DA)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

differential
 

metabolites
 

between
 

the
 

high
 

EOS
 

group
 

and
 

the
 

low
 

EOS
 

group,screen
 

the
 

potential
 

biomarkers,and
 

identify
 

the
 

differential
 

metabolites
 

between
 

groups
 

by
 

full-infor-
mation

 

tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(MSE),and
 

the
 

relevant
 

metabolic
 

pathway
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

u-
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sing
 

metabolomics
 

pathway
 

analysis
 

(MetPA).Results When
 

the
 

EOS%
 

threshold
 

value
 

was
 

2%,there
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

serum
 

metabolome
 

between
 

the
 

high
 

EOS
 

group
 

(≥2%)
 

and
 

low
 

EOS
 

group
 

(<
2%)

 

of
 

AECOPD
 

patients,and
 

26
 

differential
 

metabolites
 

were
 

found,mainly
 

involving
 

glycerophospholipid
 

metabolic
 

pathways.When
 

the
 

EOS%
 

threshold
 

value
 

was
 

3%,the
 

differences
 

in
 

the
 

serum
 

metabolome
 

be-
tween

 

the
 

high
 

EOS
 

group
 

(≥3%)
 

and
 

low
 

EOS
 

group
 

(<3%)
 

were
 

more
 

obvious,and
 

31
 

differential
 

me-
tabolites

 

were
 

found,mainly
 

involving
 

glycerophospholipid
 

metabolism
 

and
 

ether
 

ester
 

metabolism
 

pathways.
Regardless

 

of
 

whether
 

the
 

EOS%
 

threshold
 

value
 

was
 

2%
 

or
 

3%,compared
 

with
 

the
 

low
 

EOS
 

group,serum
 

sphingomyelin
 

(SM),phosphatidylcholine
 

(PC)
 

and
 

lysophosphatidylcholine
 

(LysoPC)
 

in
 

the
 

AECOPD
 

pa-
tients

 

of
 

the
 

high
 

EOS
 

group
 

were
 

significantly
 

upregulated,and
 

the
 

glycerophospholipid
 

metabolic
 

pathway
 

was
 

significantly
 

disturbed.Compared
 

with
 

the
 

differential
 

metabolites
 

with
 

an
 

EOS%
 

threshold
 

value
 

of
 

2%,
there

 

were
 

more
 

types
 

of
 

differential
 

metabolites
 

with
 

an
 

EOS%
 

threshold
 

value
 

of
 

3%,and
 

the
 

changes
 

in
 

differ-
ential

 

metabolic
 

pathways
 

such
 

as
 

glycerophospholipid
 

metabolism
 

and
 

ether
 

lipid
 

metabolism
 

were
 

more
 

significant.
Conclusion The

 

patients
 

with
 

AECOPD
 

have
 

specific
 

pathogenic
 

metabolic
 

profiles
 

at
 

different
 

peripheral
 

blood
 

EOS%
 

threshold
 

values,suggesting
 

that
 

3%
 

could
 

be
 

used
 

as
 

a
 

reference
 

threshold
 

value
 

of
 

peripheral
 

blood
 

EOS%
 

for
 

the
 

use
 

of
 

inhaled
 

corticosteroids
 

(ICS)
 

in
 

AECOPD,in
 

order
 

to
 

screen
 

the
 

precise
 

phospho-
lipid

 

metabolites
 

as
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

COPD,and
 

thereby
 

provide
 

the
 

precise
 

guidance
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

ICS
 

in
 

AECOPD.
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  慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种非特异性炎症

性疾病,COPD急性加重期(AECOPD)是COPD病程

中重要的不良事件,嗜酸性粒细胞(EOS)水平与AE-
COPD患者病情严重程度呈正相关[1]。2023年的“慢
性阻塞性肺疾病全球倡议”(GOLD)[2]建议使用血

EOS[3]计数来指导 AECOPD患者的治疗,但目前对

于血EOS计数的临界值尚无定论。临床将外周血

EOS百分比(EOS%)≥2%和(或)痰EOS%>3%的

COPD称为COPD嗜酸性表型[4],同时外周血EOS
水平可以很好地预测诱导痰 EOS水平,当外周血

EOS%≥2%时,诱导痰EOS计数升高的阳性预测值

为90%,可用于指导COPD的临床用药及预后评估。
不同EOS计数阈值下 AECOPD患者病理生理情况

存在差异,EOS计数升高与COPD患者肺功能降低

和病情加重风险增加相关[5],且代谢谱有独特性。故

本研究分别以2%、3%作为外周血EOS%的阈值,运
用超高效液相色谱(UPLC)与四极杆飞行时间质谱

(Q-TOF/MS)分 析 AECOPD 患 者 不 同 外 周 血

EOS%阈值下的潜在生物标志物及相关代谢通路,期
望从代谢水平层面放大AECOPD特定过程的生物学

信号,为防治COPD提供客观的理论依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年1月至2019年1月北

京中医药大学东直门医院呼吸科门诊及病房收治的

38例AECOPD患者为研究对象,诊断标准及病情严

重程度分级参照《慢性阻塞性肺病全球预防、诊断和

管理战略》(GOLD
 

2018)[6]。38例患者中男29例,女
9例;平均年龄(68.3±12.7)岁;第1秒用力呼气量占

预计值百分比(FEV1%)为(37.8±11.5)%,第1秒

用力 呼 气 量/用 力 肺 活 量 比 值 (FEV1/FVC)为

(58.3±15.9)%。按外周血EOS%阈值将AECOPD
患者分为4组:以2%为阈值时,分为高EOS组(≥
2%)19例、低EOS组(<2%)19例;以3%为阈值时,
分为高EOS组(≥3%)14例、低EOS组(<3%)24
例。纳入标准:(1)符合COPD的西医诊断标准,病情

符合急性加重期诊断标准,急性发病在1周以内;(2)
年龄55~80岁;(3)肺功能Ⅰ~Ⅳ级,能够完成肺功

能检测,FEV1/FVC<70%;(4)心电图无明显异常;
(5)胸部X线片显示为慢性支气管炎、肺气肿。排除

标准:(1)COPD伴有呼吸衰竭需要机械通气者;(2)
合并严重心肝肾功能不全、自身免疫性疾病、造血系

统疾病,肺结核、肺癌等呼吸系统其他疾病,血糖未经

控制的糖尿病患者;(3)精神疾病患者;(4)妊娠及哺

乳期女性。本研究经北京中医药大学东直门医院医

学伦理委员会审核并批准(2018-JYBZZ-XS180)。所

有患者对本研究均知情同意,并签署知情同意书。
1.2 实验仪器与试剂 Waters

 

AcquityTM 快速高分

辨液相色谱飞行时间联用仪;XevoTM
 

G2
 

Q/TOF串

联四极杆飞行时间质谱系统(Water
 

MS
 

Technolo-
gies,英国曼彻斯特公司);Millipore

 

Synergy
 

UV型

超纯水机;D-37520
 

Osterode高速冷冻离心机(德国

ThermoFisher公司);MIX-3000型多管涡旋振荡器

(杭州米欧仪器有限公司)。甲醇(LC/MS级,Ther-
mo

 

Fisher公司);超纯水;甲酸(LC/MS级,Thermo
 

Fisher公司)。
1.3 方法
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1.3.1 标本采集和制备 患者于抽血前晚禁食8
 

h,
次日 清 晨 采 集 餐 前 空 腹 静 脉 血 检 测 血 常 规 (含
EOS%),另取静脉血2

 

mL,2
 

h内进行离心,在4
 

℃
条件 下3

 

000
 

r/min离 心10
 

min,分 离 血 清 后 于

-80
 

℃冰箱储存,避免反复冻融。
1.3.2 代谢物检测和分析 代谢组学的检测和分析

与北京中医药大学中药学院高晓燕教授合作。
1.3.3 标本前处理 室温解冻血清标本后取150

 

μL,加入450
 

μL甲醇沉淀蛋白,涡旋振荡30
 

s,静置

10
 

min,经12
 

000
 

r/min离心10
 

min后,标本分层。
取400

 

μL上清液,经氮气吹干后,加入100
 

μL超纯

水进行复溶,涡旋30
 

s,静置10
 

min,经12
 

000
 

r/min
离心10

 

min,取上清液于带内衬管的进样小瓶行UP-
LC质谱联用技术(UPLC-MS)分析。
1.3.4 UPLC-质谱分析条件 色谱条件:采用 UP-
LC系统进行分离,同时选用 HSS

 

T3色谱柱(型号:
2.1

 

mm×100
 

mm,1.8
 

μm)。梯度流动相选取0.1%
甲酸水溶液(A)和纯甲醇溶液(B)的混合物。色谱柱

温和自动进样器温度分别为45
 

℃和4
 

℃,每次进样

量2
 

μL,流速设置0.30
 

mL/min。使用梯度洗脱程

序:100%A持续0~1.0
 

min,40%A持续1.0~2.0
 

min,0%A持续2.0~5.0
 

min,0%持续5.0~10.0
 

min,100%A持续10.0~14.5
 

min。质谱条件:采用

XevoTM
 

G2
 

Q/TOF 进 行 分 析。将 电 喷 雾 电 离 源

(ESI)设为正、负离子模式。记录 m/z
 

50~1
 

200的

轮廓数据。正离子扫描中毛细管电压和锥孔电压分

别为3.0
 

kV和28V,在400
 

℃将去溶剂气流速设置

为800
 

L/h,锥孔气流速为30
 

L/h,离子源温度为100
 

℃;负离子扫描中毛细管电压和锥孔电压分别为2.2
 

kV和30
 

V,锥孔气流速设为40
 

L/h,其余同前。所

有数据均使用LockSpray获得以保证准确性和可重

复性。
1.3.5 数据处理与分析 采用 MarkerLynx软件

(V4.0)对 原 始 数 据 进 行 采 集 分 析,转 换 成 包 含

tR-m/z离子对、样品名、峰强度的单一数据矩阵。将

矩阵经过离子强度标准化后导入多变量统计软件

EZinfo
 

2.0行正交偏最小二乘判别分析(OPLS-DA)
筛选潜在生物标志物。每一个样品都有一个基峰离

子流图(BPI)。对于数据的提取和收集,其参数设置:
Retention

 

time
 

range
 

0~10
 

min;Mass
 

range
 

50~
1

 

200;Mass
 

tolerance
 

0.01;Apex
 

Track
 

Peak
 

Pa-
rameters,Peak

 

width
 

at
 

5%
 

height
 

1.00,Peak-to-
peak

 

baseline
 

noise
 

0.00;Collection
 

parameters,
Marker

 

intensity
 

threshold
 

1
 

000,Mass
 

window
 

0.02;Retention
 

time
 

window
 

0.20;Noise
 

elimination
 

level
 

6。根据差异权重贡献值(VIP值)、P<0.05的

条件,采用全信息串联质谱技术(MSE)对代谢物峰进

行筛选,对比 METLIN、KEGG、LIPID
 

MAPS等代谢

物谱库,鉴定差异性内源性代谢物,后代入代谢组学

通路分析(MetPA)整合代谢途径。
1.3.6 UPLC

 

Q-TOF/MS方法学验证 质量控制

样本(QC)由各组所有血清样品中取适量进行等量混

合,采用与分析标本相同的方法处理和检测。分别选

取正、负离子模式下BPI图中不同极性的5个tR-m/z
离子对进行基于UPLC-Q-TOF/MS技术的代谢组学

轮廓分析中仪器精密度、操作重复性和系统稳定性方

法学考察。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0软件进行数据分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,2组间比

较采用独立样本t检验;计数资料以例数、百分率表示,
组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 高、低EOS组患者一般资料比较 分别以2%、
3%作为EOS%阈值设置的高EOS组、低EOS组2
组间性别、年龄及有哮喘史、有过敏性鼻炎史、有吸烟

史比例比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见

表1、2。
表1  以2%作为EOS%阈值时高、低EOS组患者基线情况

组别 n
性别

(男/女,n/n)
年龄

(x±s,岁)
有哮喘史

(%)
有过敏性

鼻炎史(%)
有吸烟史

(%)

高EOS组 19 14/5 67.26±7.25 15.79 5.26 31.58

低EOS组 19 15/4 66.84±6.89 26.32 15.79 26.32

χ2/t 0.146 0.183 0.158 1.164 0.128

P 0.703 0.855 0.691 0.281 0.721

表2  以3%作为EOS%阈值时高、低EOS组患者基线情况

组别 n
性别

(男/女,n/n)
年龄

(x±s,岁)
有哮喘史

(%)
有过敏性

鼻炎史(%)
有吸烟史

(%)

高EOS组 14 10/4 65.64±7.44 28.57 7.14 28.57

低EOS组 24 19/5 67.21±6.47 16.67 12.5 29.17

χ2/t 0.293 0.681 0.208 0.284 0.002

P 0.588 0.500 0.648 0.594 0.969

2.2 以2%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS
组血清代谢物比较

2.2.1 高EOS组与低EOS组代谢组学轮廓分析 
将收集到的数据使用 MarkerLynx

 

XS方法进行处

理,获取血清代谢组学轮廓。为了进一步了解2组之

间的差异,并寻找高EOS组的潜在生物标志物,根据

OPLS-DA(差异分析)模型进一步筛选(图1),图中显

示了高EOS组和低EOS组正、负离子源下的评分

图,可见2组存在明显差异。通过VIP值筛选出最具

代表性的生物标志物,见S-plot图(图2)。
2.2.2 差异代谢物及其相关代谢通路分析 根据
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VIP值>2、标本之间代谢物浓度的差异倍数(FC)>1
和P<0.05,并通过精确质量数搜索、MSE数据采集

到的碎片裂解信息推断以及生化数据库裂解信息比

对,对差异代谢物进行结构鉴定,挑选出具有较高贡

献的26个变量作为S-plot图中的潜在标志物。表3
显示了26个潜在生物标志物的详细信息。其中壬二

酸(azelaic
 

acid)、羟脂肪酸支链脂肪酸酯(FAHFA)

等7种在高EOS组中呈下降趋势,其余19种呈上升

趋势,如鞘磷脂(SM)、磷脂酰胆碱(PC)、溶血磷脂酰

胆碱(LysoPC)、磷脂酰乙醇胺(PE)等。
筛选出的潜在生物标志物涉及多条代谢通路,将

差异化合物代入 MetPA进行代谢通路分析。根据通

路影响值>0.05,筛选出高EOS组中的机体代谢通

路主要是甘油磷脂代谢通路。见图3。

  注:A表示正离子模式OPLS-DA得分图;B表示负离子模式 OPLS-DA得分图;■表示高EOS组(≥2%);▲表示低EOS组(<2%);横轴

(t[1])代表模型中第1个预测性主成分;纵轴(to[1])代表第1个正交主成分。

图1  以2%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS组OPLS-DA得分比较

  注:A表示正离子模式下S-plot图;B表示负离子模式下S-plot图。

图2  以2%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS组S-plot图比较

表3  AECOPD在以2%作为EOS%阈值时潜在差异代谢标志物

序号 差异代谢物 分子式 m/z VIP值 变化趋势 FC

1 SM(d18:1/24:1) C47H93N2O6P 813.684
 

15.99
 

↑* 1.20
 

2 LysoPC(18:1/0:0) C26H52NO7P 522.356
 

11.58
 

↑* 1.15
 

3 SM(d18:1/24:1) C47H93N2O6P 857.674
 

10.38
 

↑* 1.20
 

4 SM(d17:1/24:1) C46H92N2O6P 799.668
 

8.60
 

↑** 1.25
 

5 PC(o-18:0/20:4) C46H86NO7P 796.621
 

7.19
 

↑* 1.14
 

6 Porson C22H26O6 387.181 6.52
 

↓** 1.49
 

7 5a-tetrahydrocorticosterone C21H34O4 395.243 6.46
 

↓* 2.27
 

8 SM(d16:1/24:1(15Z)) C45H90N2O6P 829.643 6.34
 

↑* 1.23
 

9 SM(d17:1/24:1) C46H92N2O6P 843.658 5.29
 

↑* 1.26
 

10 FAHFA(22:6/13-O-18:2) C40H62O4 607.470
 

5.12
 

↓* 2.65
 

11 LysoPE(0:0/20:2) C25H48NO7P 524.335
 

5.10
 

↑** 1.32
 

12 LysoPC(20:2) C28H54NO7P 548.370 5.05
 

↑* 1.33
 

13 SM(d18:1/20:0) C43H87N2O6P 803.627
 

4.28
 

↑* 1.22
 

14 CE(22:6) C49H76O2 719.570
 

3.73
 

↑* 1.22
 

15 PC(O-16:0/18:0) C42H86NO7P 770.605
 

3.69
 

↑* 1.20
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续表3  AECOPD在以2%作为EOS%阈值时潜在差异代谢标志物

序号 差异代谢物 分子式 m/z VIP值 变化趋势 FC

16 PE(22:5/P-16:0) C43H76NO7P 748.528
 

3.61
 

↑* 1.68
 

17 LysoPC(22:5/0:0) C30H52NO7P 614.346
 

3.59
 

↑* 1.29
 

18 LysoPC(20:2/0:0) C28H54NO7P 592.361
 

3.34
 

↑* 1.23
 

19 LysoPC(P-18:0/0:0) C26H54NO6P 552.366
 

3.30
 

↑* 1.36
 

20 azelaic
 

acid C9H16O4 187.097 3.23
 

↓* 2.31
 

21 chenodeoxycholic
 

acid C24H40O4 391.285 3.16
 

↓* 1.27
 

22 5a-pregnane-3,20-dione C21H32O2 317.246
 

3.10
 

↑* 1.94
 

23 SM(d18:0/20:0) C43H89N2O6P 783.640
 

2.82
 

↑* 1.32
 

24 LysoPC(20:3/0:0) C28H52NO7P 590.345
 

2.47
 

↑* 1.19

25 12,13-EpOME C18H32O3 295.227
 

2.43
 

↓* 1.53

26 pentadecanoic
 

acid C15H30O2 241.217
 

2.01
 

↓* 1.62

  注:m/z
 

表示物质特征离子的质荷比;高EOS组与低EOS组相比,↑表示上升,↓表示下降,*P<0.05,**P<0.01。
 

  注:图中1表示甘油磷脂代谢;2表示亚油酸代谢;3表示糖基磷脂

酰肌醇锚定生物合成;4表示鞘脂类代谢;5表示类固醇生物合成;6表

示初级胆汁酸生物合成;7表示甾类激素生物合成。每一个圆圈代表

着一条相关的代谢途径,该条代谢途径的P 值用颜色表示,圆圈的面

积大小与代谢途径的重要程度呈正比。

图3  以2%作为EOS%阈值时AECOPD患者血清

代谢通路分析

2.3 以3%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS
组血清代谢物比较

2.3.1 高EOS组与低EOS组代谢组学轮廓分析 
高EOS组 与 低 EOS组 正、负 离 子 源 下 的 评 分 见

OPLS-DA得分图(图4),2组评分明显分离,说明组

间存在着代谢谱的显著差别。根据 OPLS-DA模型

进一步筛选,对变量行标准化后得 到 了 S-plot图

(图5)。
2.3.2 差异代谢物及其相关代谢通路分析 根据

VIP值>2、FC>1和P<0.05,并通过精确质量数搜

索、MSE数据采集到的碎片裂解信息推断以及生化

数据库裂解信息比对,对差异代谢物进行结构鉴定,
挑选出具有较高贡献的31个变量作为S-plot图中的

潜在标志物。表4显示了31个潜在生物标志物的详

细信息,其中SM、PC、LysoPC、脂酰甘油(PG)、磷脂

醇(PA)等24种代谢物在高EOS组中呈上升趋势,另
7种如甘油二酯(DG)等呈下降趋势。

本研究发现的31种已鉴定和定量的代谢物均使

用 MetPA分析途径,根据通路影响值>0.05,在高

EOS组中观察到显著改变的途径,包括甘油磷脂代

谢、醚脂类代谢2条相关的差异性代谢通路。见图6。

  注:A表示正离子模式OPLS-DA得分图;B表示负离子模式OPLS-DA得分图;■表示高EOS组(≥3%);▲表示低EOS组(<3%);横轴(t
[1])代表模型中第1个预测性主成分;纵轴(to[1])代表第1个正交主成分。

图4  以3%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS组OPLS-DA得分比较
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  注:A表示正离子模式下S-plot图;B表示负离子模式下S-plot图。

图5  以3%作为EOS%阈值时高EOS组和低EOS组S-plot图比较

表4  AECOPD在以3%作为EOS%阈值时潜在差异代谢标志物

序号 差异代谢物 m/z 分子式 VIP值 变化趋势 FC

1 SM(d18:1/24:1) 813.684 C47H93N2O6P 14.25 ↑* 1.22

2 LysoPC(18:1/0:0) 522.356 C26H52NO7P 13.17 ↑** 1.24

3 harderoporphyrinogen 637.306 C35H42N4O6 9.71 ↓* 2.33

4 DG(18:3(9Z,12Z,15Z)/16:0/0:0) 591.497 C37H66O5 9.63 ↓* 2.69

5 SM(d18:1/24:1) 857.674 C47H93N2O6P 9.00 ↑* 1.19

6 SM(d18:1/22:1(13Z)) 785.653 C45H89N2O6P 8.71 ↑* 1.17

7 LysoPC(18:1) 566.346 C26H52NO7P 8.60 ↑* 1.18

8 PC(o-18:0/20:4) 796.621 C46H86NO7P 8.31 ↑** 1.21

9 SM(d17:1/24:1) 799.668 C46H92N2O6P 7.87 ↑** 1.28

10 5a-tetrahydrocorticosterone 395.243 C21H34O4 6.72 ↓* 2.97

11 SM(d18:1/18:1(9Z)) 729.591 C41H81N2O6P 6.54 ↑* 1.27

12 PC(22:2(13Z,16Z)/16:0) 814.633 C46H88NO8P 5.87 ↑* 1.35

13 LysoPC(18:1(11Z)/0:0) 544.338 C26H52NO7P 5.41 ↑** 1.22

14 Porson 387.181 C22H26O6 4.75 ↑* 1.43

15 FAHFA(22:6/13-O-18:2) 607.470 C40H62O4 4.70 ↓* 2.97

16 PC(O-18:1(9Z)/16:0) 746.606 C42H84NO7P 4.57 ↑* 1.18

17 1-acetoxy-2-hydroxy-16-heptadecen-4-one 327.254 C19H34O4 4.30 ↓* 2.68

18 PG(i-14:0/i-13:0) 653.442 C33H65O10P 4.28 ↑* 2.39

19 LysoPC(20:2) 548.370 C28H54NO7P 4.00 ↑* 1.33

20 PA(a-25:0/i-18:0) 847.645 C46H91O8P 3.95 ↑* 1.18

21 PC(O-18:0/18:2)
 

772.622 C44H86NO7P 3.90 ↓** 1.24

22 LysoPE(0:0/20:2) 524.335 C25H48NO7P 3.55 ↑* 1.28

23 SM(d18:1/18:1) 773.580 C41H81N2O6P 3.49 ↑* 1.23

24 PC(22:5(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/P-18:0) 820.621 C48H86NO7P 3.29 ↑* 1.18

25 LysoPC(P-18:0/0:0) 552.366 C26H54NO6P 2.98 ↑* 1.44

26 homodolicholide 493.351 C29H48O6 2.94 ↓* 2.80

27 LysoPC(20:2/0:0) 592.361 C28H54NO7P 2.94 ↑* 1.27

28 PE(22:2(13Z,16Z)/P-18:1(9Z)) 826.595 C45H84NO7P 2.87 ↑* 1.50

29 LysoPC(20:1(11Z)/0:0) 550.387 C28H56NO7P 2.60 ↑* 1.30

30 PC(o-18:0/20:4) 840.611 C46H86NO7P 2.54 ↑* 1.32

31 azelaic
 

acid 187.097 C9H16O4 2.39 ↑* 2.15

  注:m/z
 

表示物质特征离子的质荷比;高EOS组与低EOS组相比,↑表示上升,↓表示下降,*P<0.05,**P<0.01。
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  注:图中1表示甘油磷脂代谢;2表示醚脂类代谢;3表示亚油酸代

谢;4表示α-亚麻酸代谢;5表示亚油酸代谢糖基磷脂酰肌醇锚定生物

合成;6表示鞘脂类代谢;7表示花生四烯酸代谢;8表示初级胆汁酸生

物合成。每一个圆圈代表着一条相关的代谢途径,该条代谢途径的P
值用颜色表示,圆圈的面积大小与代谢途径的重要程度呈正比。

图6  以3%作为EOS%阈值时AECOPD患者血清代谢

通路分析

3 讨  论

  AECOPD是COPD的急性进展期,其发作使患

者生活质量下降、经济负担加重、病死率升高,尚未有

生物标志物对COPD的急性加重进行准确预测,积极

寻找有助于识别、诊断 AECOPD,可评估 AECOPD
病情严重程度及预后的有效生物学标志物有其必要

性。而将多种生物标志物和临床指标结合对AECO-
PD进行综合评估具有临床意义。

基于血EOS值获取、检测简便,易于作为特异性

标志物推广的特点,临床多以外周血EOS%≥2%作

为COPD气道EOS增多的生物学特征之一,且稳定

性较好[7],可用于评估患者对激素治疗的敏感性,也
为特异性抑制EOS相关炎症反应以防治COPD提供

了理论依据,但是目前对于EOS增多及其作为潜在

生物标志物的阈值尚未达成共识。研究表明,在气道

炎症的差异方面,较高的EOS阈值(例如EOS%为

3%)下能观察到更大的差异性,而在较低的EOS阈

值(例如EOS%为2%)下可观察到更好的重复性[7]。
故本研究应用 UPLC-MS对38例 AECOPD患者的

血清代谢物进行了检测,将 AECOPD患者按照不同

EOS%阈 值 (2%、3%)进 行 划 分,分 别 探 讨 不 同

EOS%阈值下,AECOPD患者的血清潜在代谢标志

物及相关代谢通路。研究表明,在较高的EOS阈值

(例如EOS%为3%)下,随EOS%上升提示 AECO-
PD患者机体处于感染状态或原有感染程度增加,提
示较高阈值的EOS%可用于评估AECOPD的病情严

重程度及作为预测恢复期再入院的生物学标志物[8]。
目前COPD的治疗以支气管扩张剂、吸入性糖皮质激

素(ICS)为主,外周血EOS可协助AECOPD患者的

病情评估,有助于指导ICS的使用,同时,规范EOS
阈值的临床价值体现在其能缩窄ICS等激素使用的

窗口期,从而为个体化治疗、减少不良反应等提供

依据[5]。

3.1 不同外周血EOS%阈值下AECOPD患者血清

代谢物的差异 在差异代谢物方面,差异的脂质成分

主要为SM、PC、LysoPC等,这3种代谢物均为脂质

代谢中的磷脂类。磷脂是构成生物膜的主要成分,可
以减少肺泡表面张力[9-10];同时,磷脂也是重要的信号

分子,其中磷脂酰肌醇是第二信使的前体。SM 及其

代谢分解产物神经酰胺(Cer)在COPD病理进程中发

挥关键作用,后者的异常积聚可诱导肺泡上皮细胞及

血管细胞凋亡,并通过抑制巨噬细胞清除功能加剧肺

损伤[11]。氧化应激促进磷脂氧化及免疫激活,导致炎

症持续存在[12]。研究发现,肺功能恶化及住院时间延

长与SM水平相关[13-14],其中5种SM 亚型与肺气肿

表型具有关联,7种Cer与COPD中重度急性加重风

险相关[15]。本研究表明,在以3%为EOS%阈值的高

EOS组中,SM 水平显著升高,提示SM 积累可能驱

动AECOPD进展;同时高EOS组DG水平下降,其
通过抑制蛋白激酶C活化缓解支气管收缩,与EOS
增多型患者预后较好现象一致[16]。此外,PC可被卵

磷脂胆固醇脂酰转移酶(LCAT)催化后代谢产生Ly-
soPC和胆固醇酯,LysoPC则在溶血磷脂酶D的作用

下转化为溶血磷脂酸。在COPD中,LysoPC水平变

化可能与炎症反应、肺组织损伤等机制有关。值得一

提的是,PC在AECOPD进程中多被认为是维持肺泡

结构的脂代谢产物,本研究中PC在高EOS组中上调

的特异性后续有待结合多组学数据进行验证。尽管

AECOPD病变局限于气道及肺实质,但其代谢紊乱

(如SM、Cer、PC等变化)与系统性炎症及免疫调控网

络广泛关联,为靶向代谢通路干预 AECOPD的防治

提供了新方向。

SM、PC、LysoPC这几种磷脂类代谢物在阈值分

别为2%、3%的高EOS组中均呈上升趋势,提示可通

过进一步扩大临床样本量从中筛选用于诊断COPD
的生物标志物。

3.2 不同外周血EOS%阈值下AECOPD患者代谢

通路的差异 在代谢通路方面,代谢通路富集分析显

示高EOS组中甘油磷脂代谢紊乱最为显著,且EOS
阈值为3%时较为2%时扰动更明显。与先前的研究

一致,甘油磷脂代谢与COPD气流阻塞和病情恶化有

关[17]。在以3%为EOS%阈值的高EOS组中 AE-
COPD患者醚脂类代谢扰动相对明显,可能是EOS
增多导致其干扰AECOPD患者肺泡Ⅱ型上皮细胞的

脂质代谢过程及表面活性物质生成而产生的结果[18]。
鉴于COPD的复杂性,不同的代谢途径可能与特

定的临床表型有关[13]。而气道EOS增多性炎症可以

存在于特殊类型的COPD患者中,使得COPD的异
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质性更加突出。因此,综合机制研究、代谢途径分析

与其他组学的方法可以锁定特定的致病性代谢途

径[19]。在确定了相关代谢途径后,其组成部分如基因

表达、蛋白质/酶活性、代谢产物浓度等可以成为进一

步研究的切入点,进以探讨代谢谱改变背后的机制,
来 进 一 步 解 释 EOS 在 COPD 中 的 作 用。目 前,

COPD的代谢组学研究涉及不同分期,如急性加重

期、稳定期。后期可以扩大样本量进行同一患者不同

分期的代谢组学动态研究,从而远期评估EOS%阈值

的变化及与恶化率的相关性,同时排除其他潜在因素

对外周血EOS水平的干扰,以期分析COPD中基于

EOS计数的生物标志物的动态变化,研究COPD的

病理生理过程及发病机制。
综上所述,不同外周血EOS%阈值下 AECOPD

患者存在特异性的致病代谢途径,临床中精确外周血

EOS%阈值可为规范使用ICS等药物提供精准指导,
进而提高临床疗效,也可能用于指导COPD稳定期患

者ICS的个性化治疗[20]。当然,外周血EOS%阈值

选择等方面仍然存在许多争议,还需要对 AECOPD
患者进行更多的临床研究来验证。
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