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基于超高效液相色谱⁃高分辨质谱和渗透压校正
样本浓度变异性的尿液代谢组学分析
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摘要：尿液是代谢组学研究中主要关注的体液样本之一。 尿液样本中的代谢物浓度受饮食、疾病等因素影响变异

较大，这极大阻碍了高质量组学数据的获取和可靠生物标志物的鉴定。 研究为克服尿液样本的浓度变异性，在原

始数据采集前，根据样本渗透压的大小，针对性地调整进样量或者稀释样本，从而确保代谢组学分析样本的渗透压

与进样量的乘积相当，再经超高效液相色谱⁃高分辨质谱技术（ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）分析，采用总离子丰度或总有用峰面

积（ＭＳＴＵＳ）对数据集进行归一化处理。 研究利用临床样本及其梯度稀释的溶液，对该方法与现有研究普遍使用

的方法进行了比较，随后通过先天性肾积水患者及健康志愿者的尿液样本做了进一步的方法学验证。 数据集经校

正后，峰面积 ＲＳＤ＜３０％ 的提取峰数量增加，主成分分析结果较校正前有更高的组内聚集和组间分群效应，正交偏

最小二乘判别分析的统计模型更不易过拟合。 与肌酐比较，渗透压值与质谱信号间呈现了更好的线性关系。 以上

结果表明，数据采集前通过样本渗透压进行校正，能有效消除因样本本身代谢物浓度变化引起的组内差异，提高方

法的重复性和统计模型的可靠度。 以渗透压为基准的校正策略，比肌酐校正法适用范围更广，结果也更准确。 研

究可对后续各类来源的尿液代谢组学研究提供数据归一化的指导和参考。
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ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｏｕｒｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｉｄｅａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ． Ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ＭＳＴＵＳ
ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｄａｔａｓｅｔ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＰＣＡ ｍｏｄｅｌ ｆｉｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． Ａｓ ａ
ｒｅｓｕｌｔ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｐｅａｋｓ ｗｉｔｈ ａ ｐｅａｋ ａｒｅａ ＲＳＤ ｏｆ ＜３０％， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｐａｒａｌｌｅｌ⁃
ｉｓｍ． Ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｅｄ ｕｒｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ Ｓｐｅａｒｍａｎ’ ｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｓａｍｐｌｅ
ｓｏｕｒｃｅ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｌｅｓｓ ｉｎｔｒａ⁃ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ． Ｔｈｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ａ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｄｒｏｎｅ⁃
ｐｈｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ． Ａｓ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ， ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ ｓｈｏｗｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒ⁃
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ，
ｔｈｕｓ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｂｒｏａｄｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｒｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｔｈａｎ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｃｕｓｔｏｍｉｚｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｍｏｒｅ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔ． Ｔｈｅ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ｗｉｔｈ ｌｅｓｓ ｃｈａｎｃｅ ｏｆ ｏｖｅｒｆｉｔｔｉｎｇ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，
ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｒ ＭＳＴＵＳ ｎｏｒ⁃
ｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｖｅｒｃａｍｅ ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ， ｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ
ｉｎｔｒａ⁃ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ａｎｄ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｂｅｔｔｅｒ ｐａｒａｌｌｅｌｉｓｍ， ｔｈｕｓ ｇｉｖｉｎｇ ｂｅｔｔｅｒ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ
ＰＣＡ ｏｒ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｇｕｉｄａｎｃｅ ａｎｄ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｕｒｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ； ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｕｒｉｎｅ
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何祉安，等：基于超高效液相色谱⁃高分辨质谱和渗透压校正

样本浓度变异性的尿液代谢组学分析

　 　 代谢组学（ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）是通过对某一生物

或细胞内所有相对分子质量较低（ ＜１ ０００）的代谢

物质进行定性和定量分析，进而将内外因素作用下

产生的代谢物质的动态变化与生理病理相关联的学

科［１］。 作为系统生物学的最下游，代谢组学反映了

生物体受到各种内外环境扰动后的实际状态和不同

个体之间的表型差异［２］。 超高效液相色谱⁃高分辨

质谱技术（ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ）具有灵敏度高、分析通量

大、覆盖范围广的优势，是代谢组学采用的主要技术

之一［３］。 代谢组学在生物医学领域具有广泛的应

用，例如寻找早期诊断疾病的关键指征、评估手术预

后的生物标志物和开发新的药物等［４，５］。
　 　 尿液在临床上易大量获取，并且与血液相比，受
蛋白质、脂质的干扰小且可避免人体的侵入性伤害，
是临床代谢组学长期关注的体液样本［６，７］。 尿液中

的内源性代谢物浓度会因饮水、进食及其他生物因

素而改变，跨度可达 １５ 倍，造成个体间非疾病因素

的差异［８］。 因此，针对尿液样本的代谢组学研究需

要进行一定的归一化，以消除这一影响。
　 　 尿液代谢组学的归一化处理通常分为数据采集

前归一化（以下简称“校正”）和数据采集后归一化

（下简称“归一化”）两个维度［９］。 现有研究中，校正

可通 过 一 定 的 浓 度 估 计 参 数 进 行 固 相 萃 取

（ＳＰＥ） ［１０］、调整进样量［１１］ 或稀释［１２］ 等前处理过程

来实现。 归一化主要有肌酐值或肌酐峰面积归一

化、总离子丰度（ ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ）、总有用峰面

积（ＭＳＴＵＳ）归一化及 ２４ ｈ 尿液总量归一化［９，１３］。
　 　 正常机体每天经尿液排泄的肌酐总量是恒定

的，因此肌酐是尿液代谢组学研究中最常被使用的

校正或归一化参数［１４，１５］。 然而，肌酐的排泄仍可能

受到性别、年龄、体重指数（ＢＭＩ）、药物以及肾损伤

等因素的影响，进而限制了这一方法的适用范

围［１２，１６，１７］。 渗透压（ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ， Π）的大小可以反

映代谢物总量，并且受生理、环境因素的影响小，其
测定可独立完成，冰点法测定快速方便，所需样本量

少［１８，１９］。 目前，渗透压常常仅作为数据采集后的归

一化参数［９，２０］，基于渗透压的数据采集前校正方法

十分少见，有部分报道［１０］采用渗透压校正结合固相

萃取实现，前处理较为复杂，不利于重复操作，并且

缺乏临床样本的评价和验证。
　 　 因此，本研究以先天性肾积水患者尿液为研究

对象，建立了基于渗透压的校正方法。 利用单变量

和多变量统计分析，从方法的重复性、组内及组间差

异、统计模型的拟合预测能力等角度对校正方法同

已有研究做了比较和验证，旨在为后续的尿液代谢

组学研究提供指导和参考。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｖａｎｑｕｉｓｈ ＵＰＬＣ 超 高 效 液 相 色 谱 系 统、 Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ ｐｌｕｓ 四极杆⁃静电场轨道阱质谱仪（美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＯＭ⁃８１９． Ｃ 冰点渗透压仪

（中国雅森公司）； ＴＧＬ⁃１６ 台式高速冷冻离心机（湖
南湘仪实验仪器有限公司）； ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ
Ｔ３ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ８ μｍ，美国Ｗａｔｅｒｓ
公司）。
　 　 乙腈、甲醇（质谱级）均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司；甲酸（色谱级）购自德国 ＣＮＷ 试剂公司；肌酐

（东京化成工业株式会社）；实验用水采用 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）制备。
　 　 尿液样本来自 ２０１９ 年嘉兴学院附属嘉兴市妇

幼保健院小儿外科确诊的 １０ 例先天性肾积水患者

（疾病组，Ｕ）和同期性别、年龄匹配的 １３ 例健康志

愿者（对照组，ＨＣ），收集后置于－８０ ℃冰箱保存。
本研究经嘉兴市妇幼保健院伦理委员会审定（编
号：２０１９（伦） ⁃６９），合理可行。
１．２　 渗透压的测定

　 　 使用纯水和标准溶液对冰点渗透压仪进行 ０、
３００ 及 ９００ ｍＯｓｍ ３ 点校准，校准完成后即可开始测

样。 取 １００ μＬ 样品，置于 １ ５ ｍＬ 离心管中，固定

样品管位置，调整高度直至探针末端完全浸没在溶

液中。 将样品管推至下方冷阱，仪器自动开始检测。
待示数稳定后读数，弃去样品管，无尘纸擦净探针，
测试下一样品。 每连续测定 １０ 个样本，需测定 １ 次

纯水作 ０ 点参比，超过±３ ｍＯｓｍ 需重新校准。
１．３　 尿液样本的制备与校正

　 　 尿液样本从－８０ ℃冰箱中移至室温下解冻，涡旋

１ ｍｉｎ。 每个样本取等量混合，制备质控（ＱＣ）样本。
ＱＣ 样本随其他样本一起进行前处理，它反映了样本

的平均水平。 在进行 ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 分析时，先连续进

样 １０ 次 ＱＣ 样本平衡仪器，每隔 １０ 个样品插入 １ 个

ＱＣ 样本，序列最后重复进样 ３ 次 ＱＣ 样本，用于监控
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仪器的灵敏度和稳定性。 基于渗透压的校正，关键在

于保证样本进样体积（Ｖ， μＬ）与渗透压值的乘积处

于同一水平。 因此校正过程可通过调整 Ｖ 或 Π 两种

方式实现。
１．３．１　 调整进样体积

　 　 取尿液样本 ５００ μＬ，加入等体积甲醇，涡旋 １
ｍｉｎ，混合均匀，于－２０ ℃静置 ２ ｈ，低温离心（４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） ２０ ｍｉｎ，取上清液置于进样瓶中待

测。 假定所有样本中渗透压的最低值为 ΠＬｏｗｅｓｔ，其
余样本的渗透压值为 ΠＳａｍｐｌｅ，则稀释倍数 ＦＶｏｌｕｍｅ ＝
ΠＳａｍｐｌｅ ／ΠＬｏｗｅｓｔ。 在进行仪器分析时，假定渗透压最

低的样本进样量为 ｎ （ μＬ），则其他样本的 Ｖ 为

ｎ ／ ＦＶｏｌｕｍｅ （μＬ）。
１．３．２　 稀释样本

　 　 根据实际样本的渗透压大小，确定稀释后适宜

的样 本 渗 透 压 ΠＲｅｆｅｒｅｎｃｅ， 则 稀 释 倍 数 ＦＤｉｌｕｔｉｏｎ ＝
ΠＳａｍｐｌｅ ／ΠＲｅｆｅｒｅｎｃｅ。 取 样 本 ｍ μＬ， 加 入 超 纯 水

（ＦＤｉｌｕｔｉｏｎ － １） ×ｍ μＬ、甲醇 ｍ ×ＦＤｉｌｕｔｉｏｎ μＬ，涡旋 １
ｍｉｎ，混合均匀，于－２０ ℃静置 ２ ｈ。 静置完成后，低
温离心（４ ℃， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）２０ ｍｉｎ，取上清置于进

样瓶中待测。 在进行仪器分析时，等体积进样。
１．４　 分析条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １
ｍｍ， １ ８ μｍ）；柱温： ４０ ℃；流动相： （Ａ） ０ １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液和（Ｂ） ０ １％ （ ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈溶

液；流速：０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，样品室温度：８ ℃。 线性梯

度洗脱程序：０～１ ０ ｍｉｎ， １％ Ｂ； １ ０ ～ ７ ５ ｍｉｎ， １％
Ｂ～ ２０％ Ｂ； ７ ５ ～ ９ ５ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ３０％ Ｂ； ９ ５ ～
１３ ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～ ３５％ Ｂ； １３ ５ ～ １５ ５ ｍｉｎ， ３５％ Ｂ
～７０％ Ｂ； １５ ５～ １６ ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ～ １００％ Ｂ； １６ ０ ～
１８ ０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； １８ ０ ～ １８ １ ｍｉｎ， １００％ Ｂ ～ １％
Ｂ； １８ １～２０ ０ ｍｉｎ， １％ Ｂ。 等体积进样实验，进样

量设为 ５ μＬ；校正进样体积实验，进样量按照 １ ３ １
节计算调整。
１．４．２　 质谱条件

　 　 离子源为加热电喷雾电离（ＨＥＳＩ）源；喷雾电压

为 ３ ２ ｋＶ；毛细管温度为 ３２０ ℃；鞘气流速为 ５５
ａｒｂ；辅助气流速 １５ ａｒｂ；不设反吹气；加热温度 ３５０
℃。 在正离子扫描模式下获得代谢物指纹图谱；质
谱采集模式为轮廓（ ｐｒｏｆｉｌｅ） 模式；全扫描范围为

ｍ／ ｚ ６０～９００；全扫分辨率为 ７０ ０００；自动增益控制

（ＡＧＣ）设为 １ × １０６ 个离子；离子注入时间为 １００
ｍｓ。 ＭＳ ／ ＭＳ 在 Ｔｏｐ５ 模式下进行数据依赖型采集

（ ＤＤＡ）；分辨率为 １７ ５００；最大进样时间为 ５０ ｍｓ；
隔离窗口 ｍ／ ｚ １ ５；碰撞能为（３０±１５） ｅＶ。 样品在

分析时随机进样，以避免仪器波动造成的影响。
１．５　 数据处理

１．５．１　 数据预处理

　 　 将原始数据（ ． ｒａｗ 格式）导入 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ
软件中进行峰提取、峰对齐、去卷积等数据预处理。
导入数据时，过滤阈值设定为 １ ０，参比选择 ＱＣ 样

本，峰提取的加合形式选择 Ｍ＋Ｈ、Ｍ＋２Ｈ、Ｍ＋Ｎａ 和

Ｍ＋ＮＨ４。 对导出的数据矩阵进行过滤，最终保留的

提取峰应同时满足：１） “８０％ 规则”，在一类组别中

８０％ 的样本响应不为 ０； ２）ＱＣ 样本中峰面积变异

系数（ＣＶ）＜３０％。
１．５．２　 归一化

　 　 不同的归一化法通过在 Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ 软件的

“Ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ” 项下选择不同的参数实

现。 具体设置如下，１）肌酐峰面积归一化：外标确

证肌酐 ｍ／ ｚ 为 １１４ ０６６ ７（±５ ｐｐｍ（１０－６）），保留时

间（０ ７１±０ ０５） ｍｉｎ。 以每个样本中肌酐的提取峰

面积做归一化；２）总离子丰度归一化：选择“Ｔｏｔａｌ
ｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ”，以样本中所有离子丰度的总和进

行归一化；３）ＭＳＴＵＳ 归一化：选择所有样品中共有

的离子，以其峰面积总和进行归一化。
１．５．３　 多变量统计分析

　 　 经预处理后的数据矩阵导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １４ ０，经
Ｐａｒ 标准化处理后，进行主成分分析（ＰＣＡ）和有监

督的正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）。 对

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型做 ２００ 次置换检验，考察是否存在过

拟合。

２　 结果与讨论

２．１　 校正方法的评价

　 　 将 ３ 个健康志愿者的尿液样本分别梯度稀释 ２、
４、８ 和 １２ 倍，以模拟实际情况下尿液的浓度变化。 所

有样本测定渗透压，并进行前处理，分别直接等体积

进样和校正体积进样后，进行 ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 分析。 校

正进样体积的具体信息见表 １，经过校正后，所有样

本的渗透压与进样体积的乘积处于同一水平。
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表 １　 样本的渗透压及进样体积
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｓｍｏｌａｌｉｔｉｅｓ （Π） ａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ （Ｖ） ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ

Ｓａｍｐｌｅ Ａ
Π ／ ｍＯｓｍ Ｖ ／ μＬ Π×Ｖ ／ （ｍＯｓｍ·μＬ）

Ｓａｍｐｌｅ Ｂ
Π ／ ｍＯｓｍ Ｖ ／ μＬ Π×Ｖ ／ （ｍＯｓｍ·μＬ）

Ｓａｍｐｌｅ Ｃ
Π ／ ｍＯｓｍ Ｖ ／ μＬ Π×Ｖ ／ （ｍＯｓｍ·μＬ）

１ ５９３ ０．５ ２９６．５ ６４４ ０．５ ３２２．０ ４５５ ０．７ ３１８．５
２ ３０４ １．０ ３０４．０ ３２６ １．０ ３２６．０ ２３２ １．３ ３０１．６
４ １５２ ２．０ ３０４．０ １６３ １．９ ３０９．７ １１５ ２．７ ３１０．５
８ ７４ ４．２ ３１０．８ ８２ ３．８ ３１１．６ ３８ ８．２ ３１１．６
１２ ５１ ６．１ ３１１．１ ５３ ５．９ ３１２．７ ３１ １０．０ ３１０．０

２．１．１　 样本及其稀释溶液的主成分分析

　 　 校正前后所得的数据集经不同归一化处理后，
进行主成分分析，所得 ＰＣＡ 得分图见图 １，相同颜

色和形状的点表示来源于同一样本。 未经校正时，
样本点散落并与稀释倍数呈现一定的规律，仅通过

归一化无法改善同源样本的聚集情况。 经过校正

后，样本及其稀释溶液间的浓度差异被有效消除，呈
现了良好的组内聚集和组间分群效应。 肌酐峰面积

作为尿液代谢组学常用的归一化参数，在校正前后

均未得到理想结果，有研究表明，这可能与肌酐的排

泄易受其他生理病理因素影响有关［１５］。
２．１．２　 校正及归一化对重复性的影响

　 　 原始的数据矩阵经预处理共得到 ７ ９３０ 个有效

提取峰。 经不同归一化处理后，分别统计 ３ 个样本

及其稀释溶液中峰面积 ＲＳＤ 值＜３０％ 的峰数量，结
果见图 ２。 根据配对 ｔ 检验结果，确定方法间是否存

在显著性差异。 峰面积 ＲＳＤ 值＜３０％ 的峰数量在校

正以后显著增加，经总离子丰度归一化或 ＭＳＴＵＳ
归一化可进一步提高。 因此，渗透压校正结合总离

子丰度归一化或 ＭＳＴＵＳ 归一化可有效改善方法的

重复性。
２．１．３　 同源样本的相关性分析

　 　 利用斯皮尔曼秩和相关系数（Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｔ）评价样本间代谢谱的相似程度，系数越接近

于 １，说明样本间的相似程度越高［２１，２２］。 稀释溶液

与其原样本的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数随稀释倍数的变

化如图 ３ 所示，所有相关性经检验后 ｐ 值均小于

０ ０５。 与不经校正比较，经校正后的相关系数受稀

释倍数影响更小，始终具有更好的相关性，并维持在

较高水平（＞０ ８）。 说明该校正方法可一定程度上

减少尿液本身浓度带来的组内差异，使得样本更接

近于原样本的真实状态。
２．２　 校正方法的代谢组学验证

　 　 以上实验利用尿液样本及其梯度稀释溶液对方

法进行了初步评价。 然而，对于稀释的样本进行校

正过程，近似于对同一样本重复进样。 本研究以 １０
例先天性肾积水患者作为疾病组， １０ 位健康志愿

者作为对照组，做进一步的方法学验证。 尿液样本

分别经等体积进样和稀释至同一渗透压水平后等体

积进样两次，然后进行 ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 分析。
２．２．１　 两种浓度估计参数的比较

　 　 肌酐值和渗透压值都可被用于估计尿液代谢物

的浓度［１２］。 对照组与疾病组样本的肌酐峰面积和

渗透压分布如图 ４ 所示，两组的渗透压没有显著性

差别，但疾病组的肌酐峰面积显著低于对照组。 有

研究表明，肾功能的变化会影响尿肌酐的浓度，在某

些情况下，利用肌酐来归一化尿液代谢组学数据，结
果并不可靠［１５］。
　 　 此外，进行校正过程的关键是浓度估计参数与

质谱信号间始终良好的线性相关。 利用皮尔逊相关

系数评价两组数据间的线性关系，相关系数越接近

１，两组数据间的线性相关性越强［２３，２４］。 肌酐峰面

积与总峰面积仅在健康志愿者样本中线性相关，在
患者和整体中无显著相关性（ｐ＞０ ０５）。 说明当患

者肾脏发生病变影响到肌酐的排泄时，继续使用肌

酐作为浓度估计参数可能会产生较大偏差。 而渗透

压与总峰面积间的相关系数始终大于 ０ ８ （ ｐ ＜
０ ０１），呈现了良好的线性。 还有研究提到，社会人

口学和医学条件对尿渗透压的影响小于对尿肌酐的

影响［２５］。 因此，使用渗透压估计尿液代谢物的总浓

度，结果更为准确，且不易受到疾病和外界条件的

干扰。
２．２．２　 主成分分析

　 　 用 ＰＣＡ 比较两次代谢组学实验的结果。 红色

圆圈表示 ＱＣ 样本（Ｑ），聚集在原点附近，表明方法

的重复性良好。 绿色三角代表 ＨＣ，蓝色方块代表

Ｕ，颜色越深表明其对应样本的渗透压越高。 如图 ５
所示，未经校正时，样本呈现了与渗透压大小相关的

分布，经校正后，样本点的分布趋势与渗透压无明显

相关，并有更明显的组内聚集和组间分群效应。
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图 １　 校正前、后尿液样本及其稀释溶液的 ＰＣＡ 得分图（ＰＣ 个数＝４）
Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ （ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ＝４）
Ａ， Ｂ， Ｃ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅｓ， ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ．
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图 ２　 峰面积 ＲＳＤ＜３０％的提取峰数量（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｅａｋｓ ｗｉｔｈ ｐｅａｋ ａｒｅａ ＲＳＤ＜３０％ （ｎ＝３）

ＭＳＴＵＳ： ｍａｓｓ ｔｏｔａｌ ｕｓｅｆｕｌ ｓｉｇｎａｌ； ∗ ｐ＜０ ０５．

图 ３　 样品及其梯度稀释溶液的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ

ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
　 ∗ Ｔｗｏ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ ｐ ＜
０ ０１） ．

２．２．３　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ

图 ５　 健康志愿者和先天性肾积水患者尿液样本的 ＰＣＡ 得分图（ＰＣ 个数＝５）
Ｆｉｇ． ５　 ＰＣＡ ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ

ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｄｒｏｎｅｐｈｒｏｓｉｓ （Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ＝５）
Ｑ： ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＨＣ： ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｕ： ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｄｒｏｎｅｐｈｒｏｓｉｓ．

　 　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 可以去除与分类变量无关的组内差

异，使得分类信息主要集中在一个主成分（Ｙ）中，在
代谢组学中常被用于筛选组别间的差异代谢物，因
此模型的可靠性十分重要［２６，２７］。

图 ４　 样本渗透压值和肌酐峰面积的箱型图（ｎ＝１０）
Ｆｉｇ． ４　 Ｂｏｘ ｃｈａｒｔｓ ｏｆ ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ

ｐｅａｋ ａｒｅａ （ｎ＝１０）

　 　 统计模型的 Ｒ２Ｙ 表示模型所能解释 Ｙ 变量信

息的百分比，Ｑ２ 通过交叉验证得出，分别用以评价

模型的拟合和预测能力。 经过校正以后，健康对照

组和疾病组之间在 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型上有了更加明显

的区分，并且 Ｒ２Ｙ 和 Ｑ２ 值更加接近于 １，表明其拟

合和预测能力得到了提升（见图 ６）。 利用置换检验

可得到一系列 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型变量解释率 Ｒ２ 的计

算值，从而拟合出一条直线。 直线在 Ｙ 轴的截距越

大，模型存在过拟合的可能性越高［２８］。 增加主成分

的个数，对模型进行 ２００ 次置换检验。 经校正处理

后的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型，Ｒ２ 截距始终更小，更不易出现

过拟合的情况。
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图 ６　 健康志愿者和肾积水患者尿液样本的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图（ＰＣ 个数＝２）
Ｆｉｇ． ６　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ｓｃｏｒｅ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ

ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｈｙｄｒｏｎｅｐｈｒｏｓｉｓ （Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ＝２）

３　 结论

　 　 本研究提出了一种在 ＵＰＬＣ⁃ＨＲＭＳ 数据采集

前基于渗透压校正，结合总离子丰度或 ＭＳＴＵＳ 归

一化的策略，可克服尿液样本本身的浓度变异性。
经过临床样本的验证表明，该方法有效提高了代谢

组学方法的重复性，消除了因尿液本身代谢物浓度

变化引起的组内差异，在 ＰＣＡ 上拥有更明显的组内

聚集和组间分群效应，并且提高了 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型

的可靠度，更不易出现过拟合。 此外，以渗透压为基

准的校正方法，受疾病因素的影响小，比肌酐校正法

的适用范围更广，结果更加可靠。 本研究可对后续

各类来源的尿液代谢组学研究提供归一化的参考和

指导。

致谢　 感谢上海交通大学药学院苏靖老师在渗透压

测定工作中的帮助和指导。
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