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基于核磁共振的代谢组学技术在水产动物中的应用 

邵铱娜, 李成华* 
（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 介绍了代谢组学的概念、分析技术以及核磁共振代谢组学的优势, 探讨了水产动物核磁共
振代谢组学样品处理和数据分析; 重点综述了核磁共振代谢组学在水产动物水环境污染、水产养
殖以及不同技术整合方面的研究现状, 以进一步促进核磁共振代谢组学在水产动物中的运用. 
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代谢组学(metabonomics)最早由英国帝国理工
大学 Nicholson等于 1999年创立[1]. 它是研究生物
体系受到外部刺激后所产生的所有代谢产物变化

的科学[2], 是继基因组学、转录组学和蛋白质组学
后新兴的一种组学方法, 具有高灵敏度和高通量
的特点, 也是系统生物学的重要组成部分[3]. 代谢
组学的研究对象主要涉及相对分子质量＜1 000 Da
的内源性小分子, 研究领域目前已广泛渗透到疾
病诊断[4]、 药物毒理学[5]、功能基因组学[6]以及环

境毒理学[7]等方面.  
与基因组学、转录组学、蛋白质组学及其他组

学相比, 代谢组学具有很多优点. 首先, 代谢物的
种类远小于基因和蛋白的种类, 且位于系统生物
学的最顶端, 更能准确反应生物体的生理机能. 其
次, 样品处理简单方便, 数据分析灵活多样, 工作
量远小于其他组学. 此外, 在代谢层面上通过各代
谢途径可以明确肯定生物体的发生状态. 目前最
常用的代谢组学分析手段包括高效液相色谱

(HPLC)[8], 气相色谱-质谱联用(GC-MS)[9]、液相色 
谱-质谱联用(LC-MS)[10]、核磁共振(NMR)[11]. 而
NMR 相比于其他技术优势在于: (1)样品预处理简
单, 测试手段丰富; (2)检测时间短, 一般 5~10 min
即可; (3)能检测到样品中大多数化合物, 且同时具
有定性和定量分析功能.  

1 核磁共振代谢组学 

基于 NMR的代谢组学技术是一种可靠的、高
通量的研究方法, 在物理、化学、生物、医学各方
面都有广泛应用. 核磁共振现象来源于原子核的
自旋角动量在外加磁场作用下的运动, 也就是磁
矩不为零的原子核, 在外磁场作用下自旋能级发
生塞曼分裂, 共振吸收某一定频率的射频辐射的
物理过程 . 目前常用的核磁共振谱有氢谱 (1H- 
NMR)、碳谱(13C-NMR)、氮谱(15N-NMR)和磷谱
(31P-NMR)[12], 其中以 1H-NMR 应用最为广泛.  

NMR 技术结合多元数据分析即模式识别可分
析生物体液或组织因内源或外源因素扰动而引起

的代谢物变化[13], 是唯一能够检测有机体内低分
子量内源性代谢产物变化的一种代谢组学技术, 
能够定性定量地同时分析生物体中各内源性代谢

产物的变化[14]. 相比于其他代谢组学技术, NMR
具有无偏向性、无损伤性、高重复性、高准确性等

优点. 到目前为止, 只有 NMR 能够对完好组织、
生物体液进行代谢成分分析[15]. 但是, NMR 的灵
敏度和分辨率低, 同时仪器价格及维修费用昂贵, 
限制了它的发展. 对于这些问题研究者已研制出
800 MHz, 甚至 1 GHz 的核磁共振仪, 同时增加磁
场强度, 采用超低温探头, 与其他组学技术联用等
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手段, 提高 NMR 的灵敏度和分辨率. 因此, 随着
计算机技术的发展, 基于 NMR 的代谢组学技术会
有更大的发展空间.  

2 水产动物核磁共振研究方法 

2.1 水产动物样品前处理 
代谢组学样品处理方法虽然简单方便, 但样

品的前处理是代谢组学研究的基础阶段, 做好样
品的前处理是取得可靠分析结果的先决条件. 因
此, 对于生物样品的预处理要做到降低胞内酶活
性, 尽量保持代谢物的原始状态, 以确保分析结果
的准确性.  
水产动物用于 NMR 实验研究的组织主要有

鳃、肌肉、肝胰腺、性腺、血浆等. 样品处理主要
包括样品破碎和代谢物提取. 组织或细胞破碎的
方法很多, 目前广泛应用的有液氮研磨[16]、组织匀

浆[17]、超声破碎[18]等. 而提取代谢物所用的溶剂主
要有高氯酸、甲醇/水、乙醇/水、乙腈/水、丙酮/
水[18-19], 主要用来提取极性代谢物; 氯仿主要用来
提取非极性代谢物. 由于代谢物复杂多样, 加上理
化等因素的影响, 因此现在还没有一种单一的实
验方法能获得全部的代谢物组. Lin 等[20]用不同溶

剂和不同破碎方法对鲑鱼的肌肉和肝组织进行

NMR 实验, 发现提取溶剂以 v甲醇׃v氯仿׃v水=21.8׃2׃ 提
取效果最好. 3 种组织破碎方法中, 发现研磨并冻
干的样品谱图基线明显比另 2 种方法处理的要更
平一些, 而且样本间的差异最小, 但是研磨相比于
组织匀浆费时费力. Le等[21]通过 NMR实验也证实
甲醇׃氯仿׃水是提取代谢物的首选方法. 为使提取
水产动物代谢物操作简单、快速、含量高、重复性

好, 提取方法可参考文献[22-23].  
2.2 核磁共振数据分析 

NMR图谱主要分为一维谱(1H、13C、14N、15N、
19F、 31P NMR)和二维谱 (1H-1H COSY、 1H-13C 
COSY)[24-25]. 二维 NMR 主要对于在一维谱图中信
号无法区分而严重重叠的样品进行再分析. 基于
NMR 的代谢组学数据分析一般包括 NMR 图谱采
集、图谱预处理、多变量数据分析即模式识别.  
原始 NMR图谱往往由于数据量过大、数据点

的高度相关性以及溶剂峰、溶剂峰压制后的残基峰

和基线等带来影响而不能直接拿来做模式识别分

析[26]. 因此, 首先需要对 NMR 谱图进行预处理, 
将原始数据转换成适合于多变量分析的数据形式. 
预处理主要包括对图谱进行相位和基线校正、分段

积分、滤噪、峰匹配、标准化和归一化等处理. 然
后将所得数据建立分析数据矩阵, 进行多变量数据
分析. 多变量数据分析主要有主成分分析(PCA)[27]、 
偏最小二乘法分析(PLS)[28]、偏最小二乘法判别分

析 (PLS-DA)[29]、正交偏最小二乘法判别分析

(OPLS-DA)[30], 其中 PCA 是最常用的分析方法. 
对归一化处理后的核磁数据一般用 SIMCA-P+软件

包进行 PCA 分析, 获得直观的得分图(scores plot)
和载荷图(loadings plot)[31]. 使用 PLS-DA以进一步
分析代谢物对组间区分贡献的显著性意义. 再利
用 OPLS-DA 作进一步的代谢物信息挖掘, 获得组
间的差异代谢物. 最后将代谢标记物与生物、化
学、医学等各种技术相结合, 为用基于 NMR 的代
谢组学技术应用于疾病诊断、药物毒理、环境毒理

等方面提供理论参考和技术指导.  

3 核磁共振代谢组学在水产动物中的应用 

随着代谢组学的兴起, 应用基于 NMR 的代谢
组学技术在水产动物营养、育种、疾病预防、养殖、 
环境监测等方面的研究越来越深入. 与传统研究
方法相比, 该方法通过对代谢物的定性和定量研
究, 能较灵敏地反映机体组织的生理变化, 因此该
方法对水产动物的深入研究有着重要意义.  
3.1 水产动物水环境污染物研究 
水是水产动物的生存环境, 但随着工业废水

和生活污水的排放, 导致水中化合物、重金属严重
超标, 水体污染物的增加, 使水生动物受到了不同
程度的污染, 尤其是双壳类软体动物, 对重金属具
有较强的生物积累能力. 尽管基因组学、转录组
学、蛋白质组学在环境毒理学方面已有重要研究, 
但是这些组学只能反映有机体的最终变化, 而基
于NMR的代谢组学通过观察代谢谱可以实时动态
地检测外源性物质对有机体生理机能的影响, 并
且通过代谢物的变化, 寻找生物标志物以指示污
染物对生物体的潜在危害.  
虽然一开始核磁共振只是一种鉴定化合物结

构的方法, 但是近几年已广泛应用到评估水生生
物体被污染物污染的情况. Tjeerdema[32]用不同铜
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质量浓度(66 μg·L-1 和 126 μg·L-1)胁迫红色鲍鱼 8 h 
后, 通过 31P NMR 检测与呼吸作用有关的代谢物. 
结果显示: 对照组中磷酸精氨酸、无机磷酸、β
-ATP 基本维持不变; 而铜胁迫下 2 组实验中磷酸
精氨酸质量浓度下降, 而无机磷酸浓度上升, β
-ATP 维持不变; 且磷酸精氨酸和无机磷酸的变化
在胁迫 2~3 h 就成线性变化, 在高浓度铜胁迫下变
化更早. 铜是生物体必须的元素, 特别是软体动物
和甲壳类动物, 因为只含血蓝蛋白, 而血蓝蛋白含
2 个直接连接多肽链的铜离子, 因此铜在软体动物
中起到很重要的作用. 但是高浓度铜却引起鲍鱼
缺氧窒息, 这是因为鲍鱼主要靠肌肉附着在岩石
上生存, 高浓度铜引起磷酸精氨酸变化从而引起
肌肉攀附能力下降.  

Kwon等[33]通过 NMR研究了重金属污染区域
和未污染区域贻贝外套膜代谢物变化. 结合多变
量数据分析, 从 OPLS-DA 得分图里可以看出 2个
区域贻贝外套膜代谢物存在明显差别: 对于污染
区域, 渗透调节物质如甜菜碱、牛磺酸、亚牛磺酸、
丙氨酸以及氨基酸如精氨酸、谷氨酸、亮氨酸、苯

丙氨酸、苏氨酸等质量浓度明显增加, 表明重金属
污染能影响贻贝渗透调节和改变代谢途径.  

Fasulo 等[34]将紫贻贝养在污染和未污染的水

域环境中 30 d, 观察紫贻贝消化腺的代谢物变化. 
污染海域主要污染物是多环芳烃 (PAHs), 通过
HPLC 检测到紫贻贝消化腺中有 14 种 PAHs 化合 
物, 特别是萘、蒽、苯并(a)芘、苯并(a, b)蒽, 而未
污染海域紫贻贝消化腺中均未检出 PAHs. 同时, 
通过 NMR检测到污染海域紫贻贝消化腺中乳酸、
乙酰乙酸、苏氨酸、延胡索酸、腺嘌呤、亮氨酸、

异亮氨酸、精氨酸等氨基酸质量浓度明显上升, 而
葡萄糖、谷氨酸、丙二酸、天冬氨酸的质量浓度下

降. 由于污染物抑制紫贻贝有氧呼吸, 葡萄糖分解
产生大量乳酸、谷氨酸在氧化损伤中起重要作用, 
这些代谢物均可作为标记物. 因此通过代谢标记
物的变化, 可以追踪环境污染物如何影响有机体.  
3.2 水产动物养殖研究 

目前水产养殖发展迅速, 规模越来越大, 养殖
环境的微小改变, 即能引起水产动物生化特征、代
谢产物发生变化, 从而影响品质以及产量. 应用基
于 NMR 的代谢组学已在养殖水产动物的生化特

征、代谢变化、性别鉴定、养殖环境等方面有较多

研究. Savorani等[35]将金头鲷养殖在不同养殖系统

中(水箱、网箱、池塘), 利用 1H NMR分析金头鲷
捕获后随贮藏时间增加代谢物变化. 随着贮藏时
间增加, 肌苷的质量浓度上升, 而 5-磷酸肌苷的质
量浓度下降. 贮藏到 16 d后, 一些重要代谢标记物
如糖原、组氨酸、丙氨酸、甘氨酸表征了 3种不同
养殖系统对贮藏时间的影响. 在水箱养殖下, 贮藏
16 d 后, 糖原的质量浓度明显高于网箱和池塘养 
殖, 这可能是由于养殖在伪自然环境下或捕获过
程中遭受更高压力导致糖酵解速率更快. 因此, 不
同的养殖系统会影响水产动物的生化特征, 导致
贮藏过程中代谢物变化, 从而影响品质. Schock等
[36]应用基于 NMR代谢组学, 对健康军曹鱼养殖减
少鱼粉投喂量, 通过一维 NMR 谱和主成分分析, 
鱼粉减少的军曹鱼与正常养殖军曹鱼血清代谢产

物有明显区别: 前者酪氨酸、甜菜碱的质量浓度明
显上升, 而葡萄糖的质量浓度显著下降, 说明鱼粉
减少, 军曹鱼没有足够的营养物质来维持其生长. 
而正常养殖军曹鱼乳酸的质量浓度比实验组高, 
说明军曹鱼含有正常的肠道菌群、乳酸菌，以此提

高鱼类免疫系统. Hines 等[37]同时用组织学、RT- 
PCR、NMR、脂质分析等手段评估养殖贻贝性别, 
组织学方法能鉴别成熟贻贝性别, 但对新生贻贝
未能鉴别. RT-PCR 对成熟和新生贻贝性别都能鉴
定. 脂质分析对成熟和新生贻贝性别确定的准确
率只有 90.6%和 55.6%, 而 NMR 对成熟和新生贻
贝性别确定的准确率有 89.5%和 88.9%. 考虑到可
操作性和准确率, 基于 NMR 的代谢组学对每年处
于繁殖周期中的贻贝性别鉴定值得考虑.  
3.3 与其他技术整合 
随着对代谢组学研究的深入, 代谢物的变化

能直接或间接反映糖、氨基酸、蛋白质、核酸等主

要生物化学物质的代谢趋向, 进而推断细胞内的
代谢状态和响应于内外因所作用的各种代谢调节. 
同时结合基因组学、转录组学、蛋白质组学能更全

面地了解生物体在当前生理阶段或外界刺激下的

真实反应, 更直观地揭示遗传背景(基因)和环境条
件对生物体的决定作用.  

Liu等[38]通过 1H NMR和 RT-PCR研究 2种病
原菌(鳗弧菌、灿烂弧菌)对菲律宾蛤仔的代谢影响, 
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OPLS-DA 分析结果表明: 对照组与实验组代谢物
能明显区分鳗弧菌感染下缬氨酸、亮氨酸、异亮氨

酸、精氨酸、赖氨酸等氨基酸的质量浓度下降, 牛
磺酸、ATP的质量浓度上升; 灿烂弧菌感染下甜菜
碱、糖原的质量浓度上升, 而亚牛磺酸、二甲基甘
氨酸、胆碱、葡萄糖、甘氨酸、苏氨酸、谷氨酸等

氨基酸的质量浓度下降, 表明病原菌感染能扰乱
能量代谢, 渗透调节, 引起蛤仔氧化应激, 免疫应
答. 同时 GPx、HSP90、防御素、溶菌酶等基因在
mRNA 水平上均下调, 而且鳗弧菌感染引起的氧
化应激更明显. 2 种技术研究结果基本一致, 表明
基于NMR的代谢组学能解释病原菌感染引起的生
物学效应. Ji等[39]应用不同组学技术研究阴性菌和

阳性菌对紫贻贝的影响. 通过基于 NMR 的代谢组
学, 对照组、藤黄微球菌感染组、弧菌感染组在
PCA得分图上可以明显区分. 对后 2组进行OPLS- 
DA 分析, 结果表明: 藤黄微球菌感染下缬氨酸、
亮氨酸、异亮氨酸、酪氨酸的质量浓度上升. 为使
胞内渗透压与外界环境维持平衡, 导致与渗透调
节有关的氨基酸质量浓度上升. 葡萄糖、ATP的质
量浓度明显下降, 说明细菌感染扰乱了能量代谢. 
弧菌感染大致与藤黄微球菌感染相同, 但是苏氨
酸、丙氨酸、天冬氨酸、琥珀酸、牛磺酸只在弧菌

感染下改变, 表明弧菌感染对渗透调节和能量代
谢的影响更严重. 通过 2-DE 与对照组相比, 蛋白
标记物与代谢物的改变基本符合. 通过 2种组学结
合使用, 能更有力地阐述病原菌对紫贻贝作用的
毒理机制.  

Ji等[40]用不同质量浓度(1 μg·L-1和 10 μg·L-1)溴
二苯醚胁迫不同性别的紫贻贝. NMR 实验表明: 
雄紫贻贝和雌紫贻贝鳃组织代谢物有区别, 雄紫
贻贝精氨酸质量浓度较高, 雌紫贻贝谷氨酸、亚牛
磺酸质量浓度较高; 低浓度溴二苯醚胁迫后代谢
物并无明显区别, 高浓度胁迫后, 导致雄紫贻贝谷
氨酸质量浓度下降, 苏氨酸、赖氨酸、葡萄糖、组
氨酸质量浓度上升; 雌紫贻贝亚牛磺酸质量浓度
下降, 赖氨酸、甜菜碱、ATP 质量浓度上升. 高浓
度溴二苯醚胁迫后, 两者代谢物也有明显区别, 表
明溴二苯醚扰乱雄紫贻贝能量代谢, 对雌紫贻贝
同时扰乱能量代谢和渗透调节. 同时, 通过 2-DE
和MS发现低浓度溴二苯醚即可引起细胞凋亡、降

低氧活性. 由于 NMR 的分别率相比于 MS 低, 在
低浓度胁迫时, 一些低丰度代谢标记物未被检测
到, 而且 2-DE 检测到的标记物相比于 NMR 要多. 
因此, 代谢组学结合蛋白质组学能够深入阐明环
境污染物对有机体的毒理学效应.  

Wu等[41]利用蛋白质组学和代谢组学研究砷的

毒性效应在不同海水盐度下对菲律宾蛤仔鳃组织

的影响. 2 种组学联合研究表明: 盐度能影响砷对
菲律宾蛤仔的毒性效应, 相关代谢标记物的改变
主要与能量代谢和渗透调节有关, 相关蛋白标记
物的改变说明低盐和砷诱导引起氧化应激、细胞损

伤、细胞凋亡和扰乱能量代谢. 在砷诱导的低盐条
件下, 蛋白标记物如 ATP合成酶、琥珀酰辅酶 A、 
核苷二磷酸的上调与代谢标记物 ATP、琥珀酸的上
调相关. 因此, 蛋白质组学和代谢组学的整合, 可
研究环境污染物对有机体的影响, 能在分子水平
上提供完整的发生机制.  

4 结语 
通过 NMR 技术, 在基因转录和蛋白表达层面

上无法全面认识的小分子代谢产物能在代谢层面

上得到分析, 同时通过代谢标记物, 研究相关代谢
途径, 能充分解释外源性以及内源性因子对生物
体的最终响应, 对水产动物水环境污染物监测、生
化特征、代谢变化、性别鉴定、养殖环境、疾病预

防等方面具有重要的指导意义. 现阶段, 应用基于
NMR 的代谢组学对水产动物的研究主要集中在鱼
类和贝类, 而对其他水产经济养殖动物的研究相
对较少. 因此, NMR技术应用于水产动物具有广阔
的应用前景.  
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NMR-based Metabolomics in Aquatic Organisms: Progress  

SHAO Yi-na, LI Cheng-hua* 
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Abstract: This report briefly introduces the concept of metabolomics, its detection techniques and the advantage 
of NMR-based metabolomics. Also, summarized are the basic procedure for aquatic sample pretreatment and 
data analysis for NMR-based metabolomics, as well as its research advancements in water environment pollution, 
aquaculture and integration of different techniques.  
Key words: aquatic organisms; metabolomics; NMR 
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