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慢性乙型肝炎舌红苔黄和舌淡苔白不同

舌象的尿代谢组研究
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摘要　目的：探索慢性乙型肝炎舌红苔黄和舌淡苔白不同舌象者的尿代谢差异指标，为中医舌象生物学物质基础微观辨
证提供证据。方法：采用气相色谱／质谱联用（ＧＣ／ＭＳ）技术方法获取慢性乙型肝炎舌红苔黄和舌淡苔白不同舌象者的尿
液样本代谢指纹谱，用无监督的学习模式进行多变量统计分析，观察不同组别的人群之间是否存在“自然”的分类结构。

利用有监督的学习模式进行数据分类模型的建立和检验，寻找造成样本聚集和离散的主要差异变量。利用商业化的代谢

物谱库以及标准品数据库，进行物质鉴定。结果：慢性乙型肝炎舌红苔黄和舌淡苔白者在有监督的学习模式下具有良好

的分开趋势，慢乙肝不同舌象者较健康者的差异代谢物谱主要与能量代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢以及肠道菌群代谢相

关。结论：舌象是机体变化的重要窗口，不同舌象的外在表观潜在体内的代谢差异。
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　　舌象是机体变化的重要窗口，是中医核心证素
之一。舌诊是通过观察舌以达到诊察疾病的目的，

其历史悠久早在《黄帝内经》中就有望舌诊病的记

载。望舌可以察疾病的性质、病邪的浅深，邪正的消

长，有谓“审苔垢即知邪之寒热浅深”《医门棒喝》。

由于舌象的直观性、客观性，其中医临床辨证的实用

价值越来越受到推崇。研究证实正确的舌诊可指导

临床决策并提高临床疗效，这一点也逐步被一些西

方学者接受和共识，并应用在一些疾病的早期诊断

中［１－３］。

中医学舌诊不同舌象的生物学基础如何是一重

要的科学问题。近年来，利用现代科学技术手段，从

形态学、微生态学、分子生物学等不同角度着手探讨

舌苔形成和变化的机制，取得了一定的成果［４－７］。

随着系统生物学和信息分析技术的发展以及在中医

领域的研究不断深入，目前，已有部分学者采用代谢
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组学或蛋白质组学或元基因组学方法探索舌苔的生

物学基础［８－９］，提示运用系统生物学方法，可以揭示

舌象变化的内涵，为舌象研究探索了良好的技术途

径。

中医学认为舌象变化离不开身体的内环境，舌

象是机体变化的重要窗口，所谓“有诸于内，必形诸

于外”。舌与脏腑、经络、气血、津液具有密切联系，

《形色简摩·舌质舌苔辨》曰：“苔乃胃气之所熏蒸，

五脏皆禀气于胃，故可借以诊五脏之寒热虚实也。”

除舌的本体物质基础研究之外，舌象与整体内环境

的关系有待探讨。因此，本研究从慢性乙型肝炎患

者最常见的舌红苔黄和舌淡苔白两种舌象着手，检

测上述舌象者的尿液代谢物谱，探讨不同的舌象表

观是否存在机体内在的代谢差异。

１　材料方法
１１　临床病例纳入及排除标准　纳入标准：１）符合
慢性乙型肝炎疾病诊断标准者；２）舌象辨证为舌红
苔黄或舌淡苔白者；３）年龄１８～６５周岁；４）签署知
情同意书。

排除标准：１）年龄 ＜１８岁或 ＞６５岁；２）合并其
他嗜肝病毒感染、自身免疫性疾病等其他肝脏疾病；

３）慢性重型肝炎；４）伴有心、肾、肺、内分泌、血液、代
谢及胃肠道严重原发病者；５）或精神病患者、孕妇或
哺乳期妇女。

慢性乙型肝炎诊断标准参考“２００５年中华医学
会肝病学分会、感染病学分会制定的慢性乙型肝炎

诊断标准”［１０］。舌象诊断标准：参照全国高等中医

药院校规划教材《中医诊断学》［１１］。

１２　舌象信息采集　根据《中医诊断学》中舌诊的
内容制定舌象观察表，包括记录舌色、舌形、苔质、苔

色、舌下脉络等内容。慢乙肝患者温水漱口１０ｍｉｎ
后，先肉眼观察记录患者舌象，然后采用舌像仪

（ＤＡＯＳＨ，ＺＢＯＸ）拍摄志愿者舌象，将图象输入计算
机，同时记录患者临床病情，辨证结果由３名主治医
师共同确认。

１３　代谢组样本检测及信息分析
１３１　尿样的收集及处理　在样本收集前一天叮
嘱患者清淡饮食，禁止吸烟、喝酒，减少食物对代谢

造成的波动。留取晨尿约５ｍＬ置１０ｍＬ离心管中，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层液置于－７０℃冰箱
保存。

实验前２ｈ将尿液样品取出，室温下解冻摇匀，
取１０ｍＬ尿液样品于离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；取上清液２００μＬ于１５ｍＬ离心管中，振荡

３０ｓ，在３７℃反应１５ｍｉｎ去除尿素；加入８００μＬ的
Ａ和１０μＬ的 Ｂ，振荡１ｍｉｎ；１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清液２００μＬ于 ＧＣ瓶中，在室温氮气流吹
干；加入５０μＬ的Ｃ，封盖，振荡１ｍｉｎ，在３０℃的摇
床（２００ｒ／ｍｉｎ）下反应９０ｍｉｎ进行甲氧氨对羰基的
封闭反应，启盖；加入５０μＬ的Ｄ，封盖，振荡３０ｓ；在
７０℃的烘箱中反应６０ｍｉｎ，振荡３０ｓ，启盖，加入４０
μＬ的庚烷，封盖，振荡３０ｓ即可。
１３２　代谢组学检测及数据分析　采用ＧＣ／ＭＳ技
术方法获取尿液样本代谢指纹谱。将每个样本的原

始数据通过 ＤａｔａＢｒｉｄｇｅ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＩｎｃ，ＵＳＡ）软件
转换为 ＮｅｔＣＤＦ格式，导入到 ＸＣＭＳｔｏｏｌｂｏｘ程序包
中，自动执行基线校正，峰辨识，峰对齐及中心化等

过程，最终得到一个三维矩阵表，将该文件导入

ＳＩＭＣＡＰ１１０软件中进行模式识别和多维统计分
析。用无监督的学习模式，如主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ＣｏｍｐｏｎｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），进行多变量统计分析，观
察不同组别间是否存在“自然”的分类结构。在此

基础上，利用有监督的学习模式包括偏最小二乘法

（Ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ，ＰＬＳ）、正交偏最小二乘判别分
析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）等，进行数据分类模型的建立和检验。
依据Ｐ值小于００５，ＶＩＰ＞１０（重要变量投影系数）
的原则，寻找造成样本聚集和离散的主要差异变量。

经商业化的代谢物谱库以及标准品数据库匹配鉴定

相对应的化合物，结合 ＨＭＤＢ以及 ＫＥＧＧ数据库搜
库结果，得到各组间相互比较的慢性乙型肝炎舌红

苔黄、舌淡苔白者特征性尿代谢物谱。

２　结果
２１　临床信息分析　共收集慢性乙型肝炎典型的
舌红苔黄与舌淡苔白舌象者每组各５０例，另收取淡
红舌薄白苔的健康志愿者２５例为对照，各组临床基
础信息及生化指标基线见表１，慢乙肝舌红苔黄与
舌淡苔白组间临床信息无差异。

２２　慢性乙型肝炎不同舌象组尿代谢分析　对比
不同舌象志愿者尿样本的ＧＣ／ＭＳ色谱图，三组间的
尿代谢物谱差异明显，经ＮＩＳＴ谱库和标准品鉴定后
确定的内源性代谢物包括：氨基酸类，核苷类，碳水

化合物类，不饱和脂肪酸类等。对慢性乙型肝炎舌

红苔黄组和舌淡苔白组以及健康志愿者的尿代谢物

谱进行ＰＣＡ分析见图１，在无监督状态下各组尿代
谢物谱区分情况不理想。进一步筛选慢性乙型不同

舌象组分类的关键变量，对各组数据进行 ＯＰＬＳ分
析，经 ７重交叉验证，模型的 Ｒ２Ｙ＝０８９，Ｑ２Ｙ＝
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０６７。分类结果如图２所示，各组具有良好的分开
趋势。

表１　各组临床信息分析　中位数（最小值－最大值）

指标
舌红苔黄组

（ｎ＝５０）
舌淡苔白组

（ｎ＝５０）
正常舌象组

（ｎ＝２５）
年龄（ｙｅａｒｓ） ３６７（２２－５８） ３５８（１７－５０） ３６０（２０－５７）
性别（Ｍ／Ｆ） ４３（７） ４４（６） １５（１０）
ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ）１４２１（５２－８１２１）１８１９（８６５－２４５４１）１４９（６９－２０５）
ＤＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ）５７５（２５－６２９） ６３５（２５－２０１４） ４２（３－５３）
ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） ６６（２３－３６５） ６７５（２２－５８４） １７（１０－３１）
ＡＳＴ（ＩＵ／Ｌ） ３９５（２５－１３１） ３７５（２０－２８６） １９（１４－３５）
ＧＧＴ（ＩＵ／Ｌ） ３９５（７－４３６） ４５（５－６３４） １９（１０－６３）
ＡＬＰ（ＩＵ／Ｌ） ８４（４７－２１１） ９６（３９－１８２） ５３（１３－９６）
ＴＰ（ｇ／Ｌ） ７３５（５３－８６） ７４（６１－８４） ７２（６２－７９）
ＡＬＢ（ｇ／Ｌ） ３０（９－４８） ２８（１９－４９） ４４（３８－６３）
ＴＢＡ（μｍｏｌ／Ｌ） １６（２－３１１） １７５（２－３９０） ８（５－１２）
ＨＢｓＡｇ（ＩＵ／ｍＬ）２５０（１５２５－２５０） ２５０（０２７－２５０） ００１（０－００２）

　　注：慢乙肝各组ｖｓ健康组Ｐ＜００５。

图１　慢性乙型肝炎舌红苔黄组、舌淡苔白组
　　和健康组尿代谢ＰＣＡ得分图

图２　慢性乙型肝炎舌红苔黄组、舌淡苔白组

　　和健康组尿代谢ＯＰＬＳ得分图

２３　特征性代谢物谱鉴定　基于 ＯＰＬＳ分析结果，
筛选ＶＩＰ值＞１，Ｐ＜００５的峰值得到对慢乙肝舌红
苔黄和舌淡苔白组分类的关键变量，经ＮＩＳＴ数据库
以及标准品鉴定，得到慢性乙型肝炎舌红苔黄与舌

淡苔白不同舌象的特征性尿代谢物谱，详见表２。
３　讨论

与正常舌象者相比较，慢乙肝舌红苔黄和舌淡

苔白患者较健康志愿者的代谢差异主要集中在能量

代谢、氨基酸代谢和菌群代谢三大模块。舌红苔黄

者的尿样本景天庚酮糖浓度显着增加，丙酸，乙二

酸，Ｄ葡糖酸和 βＤ吡喃葡萄糖苷浓度显著减少，
舌淡苔白者尿液中Ｄ甘露糖，肌肌醇及景天庚酮糖

的水平显着增加，而丁二酸，乙二酸的水平显着下

降，上述差异代谢物与能量代谢相关［１２－１３］。中医认

为正常的舌象提示胃气旺盛，气血津液充盈。脾胃

同居中焦，而脾主运化，是人体消化、吸收食物，对精

微输布的主要脏器，人体化生和充实精气血津液均

有赖于脾胃的运化作用。《素问·玉机真藏论》曰：

“脾为孤脏，中央土以馆四傍”，故称脾胃为“后天之

本”。所谓“见肝之病，则知肝当传之于脾，当先实

其脾气”，当肝气横逆犯脾，脾气虚弱导致运化不足

成为上述能量代谢紊乱的可能原因。

与健康组相比，舌红苔黄组尿样本中甘氨酸、半

胱氨酸、色氨酸水平增加，舌淡苔白组半胱氨酸、色

氨酸升高。半胱氨酸和甘氨酸是谷胱甘肽的组成成

分，色氨酸是必需氨基酸的一种，维持正常的细胞代

谢，并参与蛋白质的合成［１４］。当肝细胞受损，游离

色氨酸释放增加，可显着影响肝脏疾病在体内色氨

酸代谢状态［１５］。上述代谢物在两舌苔组之间分布

无差异，因此，推测该变化一定程度上体现了慢性乙

型肝炎的疾病代谢特性。

较健康组，慢乙肝舌红苔黄和舌淡苔白组尿样

本苯甲酸含量均升高，而舌淡苔白组较舌红苔黄组

丁酸，乙酸，２，３二羟基丁酸尿代谢量升高。苯甲
酸，丁酸，乙酸，２，３二羟基丁酸的变化与菌群代谢
相关。苯甲酸，属于含苯基化合物，是肠道菌群的代

谢产物的代谢，来源于从食物中的多酚和蛋白质分

解而来的芳香族氨基酸［１６］。丁酸，乙酸和２，３二羟
基丁酸为短链脂肪酸，主要来源于盲肠或结肠微生

物对膳食纤维素，淀粉及其他未消化物质的发

酵［１７］。最新研究发现舌苔的形成与疾病状态下的

口腔微环境密切相关，舌苔一定程度上是人体在病

理状态下，对口腔正常微生物的动态平衡失调的反

映［１８－１９］。在中医理论中，舌淡苔白多与湿浊痰饮内

停，食积胃肠有关，属脾胃运化不利的表现，因此，其

菌群相关物代谢谱差异可能与脾胃失调，运化失职

密切相关。此外，慢乙肝舌淡苔白组较健康组伪尿

苷水平升高，虽然有研究认为尿液中的伪尿苷是恶

性肿瘤的早期诊断标志物，但与舌苔生物学内涵的

关系仍不清楚，有待于进一步研究。

４　小结
本研究发现慢性乙型肝炎舌红苔黄和舌淡苔白

者有明确的特征性尿代谢物谱，提示中医证候具有

整体性，舌象的“外在”表现潜在体内的代谢差异，

为中医舌象生物学物质基础微观辨证提供了参考依

据。
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表２　慢性乙型肝炎舌红苔黄组、舌淡苔白组特征性代谢物谱表

代谢物
舌红苔黄组Ｖｓ健康组

（Ｆｃ）
Ｐ值

舌淡苔白组Ｖｓ健康组
（Ｆｃ）

Ｐ值
舌红苔黄组Ｖｓ舌淡苔白组

（Ｆｃ）
Ｐ值 代谢通路

甘氨酸 １９３ ００３８ １５５ ０２００ １２７ ０２９７ 氨基酸代谢

半胱氨酸 ２１２ ００１６ ２３４ ００３７ ０９０７ ０６７５ 氨基酸代谢

色氨酸 ２０８ ００１６ ２０５ ００３５ １０１ ０９４６ 氨基酸代谢

伪尿苷 １４３ ０２５３ １８９ ００３３ ０７６ ０１８３ 核苷酸代谢

乙酸 ０９８ ０９３４ １６５ ００４０ ０６０＃＃ ０００４ 菌群代谢

丁酸 ０８５ ０５２８ １３６ ０２５５ ０６２＃ ００２０ 菌群代谢

２，３二羟基丁酸 １２３ ０５０５ ２２７ ００４６ ０５４＃ ００３２ 菌群代谢

苯甲酸 ５０３ ００３５ １８０ ００２９ ２７９＃ ００１８ 菌群代谢

丁二酸 １１５ ０６７６ ０５４ ００４３ ２１３＃＃ ０００８ 能量代谢

丙酸 ０４５ ００２９ ０７６ ０７５７ ０５１＃ ００２５ 能量代谢

乙二酸 ０４５ ００１４ ０４３ ０００３ １０３ ０８８７ 能量代谢

Ｄ甘露糖 １１１ ０６２９ １４８ ００３９ ０７５ ００６４ 能量代谢

景天庚酮糖 １７１ ００４２ ３３０ ０００６ ０５２＃ ００１１ 能量代谢

Ｄ葡糖酸 ０５４ ００１６ １００ ０９９２ ０５４＃＃ ０００９ 能量代谢

肌－肌醇 ０９３ ０８１８ １７９ ００４２ ０５２＃＃ ０００４ 能量代谢

αＤ吡喃葡萄糖苷 ０３５ ００３３ ０６２ ０３０９ ０５７ ０２４５ 能量代谢

　　注：Ｆｃ（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）：表示代谢物浓度相对增加和减少的倍数；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１：ＶＳ健康人淡红舌薄白苔组；＃＃Ｐ＜００１，＃Ｐ＜００５：

慢乙肝舌红苔黄组ＶＳ舌淡苔白组；ＮＳ：差异无统计学意义。
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