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进食状态下不同时间点血中标记氨基酸浓度和丰度差异性分析
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摘 　要 :目的 　通过示踪剂动态观察蛋白质和氨基酸的代谢变化过程中在同位素丰度达到稳定的平台期时 ,不同

的时间点血液中标记氨基酸的丰度与浓度的变化 ,以此反映不同时点蛋白质和氨基酸的氧化分解状况。方法 　选

取 20 名健康成年男性为研究对象 ,分为 2 组 ,以 7 d 为一个实验周期 ,给予受试者日常膳食 5 d 后 ,第 6 天经静脉滴

注给予稳定同位素13 C标记的亮氨酸 ,持续 3 h。在输液结束前的 30 min 内每隔 15 min 取一次血液样品 ,测定血样中

亮氨酸的浓度与13 C的丰度值 ,并比较各时点丰度及浓度的差异性。结果 　二组受试者 3 个时间点亮氨酸的浓度与
13 C丰度值之间的差异无统计学意义。结论 　在进食状态下持续给予受试者稳定同位素的过程中 ,不同时间点机体

蛋白质和氨基酸的氧化分解处于一个相对稳定的状态 ,可以在此时期内确定一个同一的时间点来研究机体处于不

同的蛋白质和氨基酸营养状态下的各项代谢动力学参数。
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Abstract : Objective 　To explore the changes of the enrichment and concentration of stable isotope labeled amino acid in blood

at the metabolic plateau of protein and amino acid in order to reflect the catabolism level of protein and amino acid. Method 　

Twenty subjects were divided into two groups and were supplied two different doses of protein , the whole experience period was 7

days. All subjects were administered the 13 C2leucine for 3 hours by the antecubital vein at the time of 12 : 00 on day 6 and the

blood samples were collected per 15 minutes during the last 30 minutes of the infusion , and the 13 C enrichment and concentration

of leucine in blood samples were detected and compared. Results 　The difference of both 13 C enrichment and leucine

concentration in blood at three time points were not significant for every group subjects ( P > 0105) . Conclusion 　The oxidation

level of protein and amino acid were relative stable at the different time points in the course of stable isotope infusion in the status

of feed. The identical time point of the metabolic kinetics parameters under the different nutritional conditions of protein and amino

acid should be determined.
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　　示踪剂氨基酸氧化法应用稳定同位素示踪技术

标记氨基酸从而实现对机体内蛋白质和氨基酸的氧

化分解过程的动态观察[1 ,2 ]
,并通过蛋白质和氨基酸

的氧化分解程度来反映机体对蛋白质和氨基酸的生

理需要量。人体对蛋白质的代谢状态可以分为进食

状态和吸收后状态 ,在这两个状态下机体内混合氨

基酸代谢库内氨基酸的代谢变化是不同的 ,目前研

究表明吸收后状态不适于应用稳定同位素示踪技术

来研究蛋白质和氨基酸的代谢动力学变化[3 ] ,在进

食状态下开展研究需要选择一个测定同位素丰度敏

感性高的采样时间 ,得出氨基酸代谢的各项动力学

参数 ,进食状态下体内氨基酸的代谢变化需要经过

一个平台期 ,在这一阶段氨基酸代谢的各项参数均

处于相对稳定状态 ,可以在这一时期内确定一个同

一的时间设定采样点开展相关研究。

1 　材料与方法

111 　材料
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L - LEUCINE ( 1 -
13

C , 99 % , Cambridge Isotope

Laboratories , Inc、SODIUM BICARBONATE ( 13
C , 99 % ,

Cambridge Isotope Laboratories ,Inc) 、13
C标记亮氨酸溶

液贮备液 (9143 mgΠml) 、13
C标记碳酸氢钠贮备液

(7178 mgΠml ) 、019 % 氯化钠溶液、甲醇 ( Fisher

Scientific , HPLC 级 ) 、乙腈 ( Fisher Scientific , HPLC

级) 、甲酸 (98 % ,北京化学试剂公司 ,分析纯) 、去离

子水 (Milli Q 纯化系统 ,Millipore ,Bedford ,MSA) 、亮

氨酸 (Sigma 公司产品 ,纯度 9810 %) 。

示踪剂贮备液的配制 　亮氨酸 100 mg 溶于 10

ml 的生理盐水 (019 % 氯化钠溶液) 中 ,贮存在 10 ml

的安瓿中 ;碳酸氢钠 80 mg 溶于 10 ml 蒸馏水中 ,配

制成为 10 ml 的原液 ,贮存在 10 ml 的安瓿中。制剂

配制完成后进行灭菌及热源检测 ,达到静脉输液的

要求。

注射泵 (北京鑫和丰公司) 、静脉留置针 (美国

BD 公司) 、数字式体重秤 ( HW100KGL ,Japan) 、一次

性无菌注射器 (美国 BD 公司) 、2795 Alliance HPLC

系统 (Waters 公司) 、三重四极杆串联质谱 (API 4000 ,

Applied Biosystem 公司) 、纯水机 (Millipore 公司) 、低

温高速离心机 (Biofugeprimo , Heraeus 公司) 、分析天

平 (AX150 ,Mettler 公司) 。

112 　研究对象的选择及蛋白质摄入水平的设定

11211 　从中国人民解放军第四军医大学白求恩军

医学院选择 20 名健康男性受试者作为研究对象 ,年

龄在 21～25 岁之间 ,身体健康 ,无既往病史 ,知情自

愿参加本研究。本研究经过中国疾病预防控制中心

营养与食品安全所伦理委员会的同意。

11212 　将 20 名研究对象分为 2 组 ,每组 10 人 ,按年

龄、身高和体重配比 ,使二组受试者在年龄、身高和

体重上保持同质 ( P > 0105) 。以 7 d 为一个实验周

期 ,通过准确对日常膳食中的蛋白质定量 ,将二组受

试者摄入的膳食蛋白质的量分别控制在每天 0180

gΠkg BW和每天 0189 gΠkg BW的水平。

113 　实验期的设定

实验期为 7 d ,1～5 d 为适应期 ,给予二组受试

者预设的含有不同蛋白质量的日常膳食 ,二组受试

者摄入的蛋白质量基本能够满足机体对蛋白质的生

理需要量[3 ,7 ] 。第 6 天于午餐后 ,使用注射泵以 011

mlΠmin 的速度通过左臂贵要静脉将稳定同位素13 C

标记的亮氨酸于 3h 内输入受试者体内。

115 　实验膳食的制备与给予

实验期的第 1～5 天为适应期 ,于 7 :00 ,11 :30 ,

18 :00 给予受试者参照中国居民日常膳食制备实验

膳食 ,使二组受试者处于 2 个不同的蛋白质营养状

态下 , (每天 0180 gΠkg BW和每天 0189 gΠkg BW) ,第 6

天对其进行蛋白质的代谢动力学的研究 ,第 7 天为

自由进食期。实验膳食由白求恩军医学院招待所按

照实验设计的食谱定量制备。在适应期 ,受试者每

天进行日常的工作学习 ,维持平时的生活状态 ,但不

从事剧烈的体力活动。

11511 　实验膳食为动物性食物和植物性食物的混合

膳食 ,一日三餐的食物种类以接近普通居民的日常生

活为原则 ,每餐主食为 1 种 ,米饭或者面食 ,副食为 2

～3 个菜 ,荤素搭配 ,按照预设的蛋白质含量在各种

食物中的分配 ,对每种食物进行定量 ,见表 1。

11512 　将实验研究预设的蛋白质剂量分配到每天

食用的主食和副食当中 ,以使受试者达到我们实验

要求的蛋白质营养状态 ,每餐都要制备足量的无氮

膳食 ,供受试者在摄入预设的实验膳食未能达到饱

腹感时食用 ,从而满足机体能量的需要量。实验期

内 3 d 循环食谱见表 1。

表 1 　实验期三日食谱

第一天 第二天 第三天

食物种类 食物种类 食物种类

早餐 咸黄瓜 咸黄瓜 拌小白菜

萝卜丝 拌小白菜 海带丝

藕粉浆 藕粉浆 藕粉浆

切片面包 油条 油炸馒头片

午餐 醋溜土豆丝 烧茄子 炒西葫芦片

炒青椒 (甜椒) 炒黄瓜片 烧茄子

鸡丁 猪肉 (后臀尖) 酱牛肉 (瘦肉)

炒饭 炒饭 炒饭

瓜片汤 瓜片汤 瓜片汤

晚餐 糖拌西红柿 烧云豆 炒黄瓜片

醋溜白菜片 炒芹菜茎 卷心菜

葱油饼 油炸馒头片 炒饭

菠菜汤 菠菜汤 菠菜汤

116 　实验实施过程

11611 　输液的配制 　输液开始前 1 h ,即实验周期

第 6 天的 11 :00 ,由研究人员在一个单独的洁净房间

内配制完成。

1161111 　生理盐水 　用 10 ml 注射器抽取 10 ml 生

理盐水置于每名受试者的托盘内 ,用来确保静脉血

管通畅和防回血。

1161112 　NaH 13 CO3冲击剂量 　以 1 ml 的注射器由

10 ml NaH
13

CO3的安瓿中抽取 1 ml。

1161113 　13
C - 亮氨酸冲击剂量 　用 5 ml 的注射器

由 10 ml
13

C - 亮氨酸的安瓿中抽取 3 ml。

1161114 　13
C - 亮氨酸输液的配制 :用 BD 公司的

20 ml 无菌注射器从 100 ml 的生理盐水中抽取 10
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ml ,再由 10 ml
13

C - 亮氨酸安瓿中抽取贮备液 10

ml ,将之混匀后装夹于注射泵卡槽内。

11612 　输液设备的连接 　每名受试者的左臂肘窝

贵要静脉处连接好带有三通管的静脉留置针 ,将配

制好的装有13 C - 亮氨酸输液的 20 ml 注射器装夹于

注射泵的卡槽中 ,并通过延长管与静脉留置针相连

接。

11613 　输液的实施 　在实验期第 6 天输液开始前 3

min 内 ,首先将 1 ml NaH
13

CO3冲击剂量通过套管针

在 1 min 内缓慢注射入受试者贵要静脉内 ;然后将 3

ml 13 C - 亮氨酸冲击剂量通过套管针在 1 min 内缓

慢注射入受试者贵要静脉内 ;在 12 :00 将 20 ml 的
13

C - 亮氨酸输液通过注射泵以 011 mlΠmin 的速率

在 3 h 内由贵要静脉缓慢输入受试者体内。以上操

作严格遵循无菌操作程序。

11614 　采样点的设计 　在实验期的第 6 天早餐前 ,

用 5 ml 真空抗凝管采集二组受试者血液的本底样

品 ;在输液结束前的 30 min 内每隔 15 min 取 1 次血

液样本 ,每名受试者取 3 个点的样品 ,用于测定亮氨

酸的浓度和13
C的丰度。

117 　样品的测定

亮氨酸浓度及13 C同位素丰度通过 HPLC - MSΠ
MS 串联质谱仪测定。HPLC 条件 : 色谱柱选用

Waters 公司的 Atlantics 柱 ( 416 mm ×100 mm , 315

μm) ; 流动相由乙腈 ( 011 % 甲酸 ) - 011 %甲酸

(5∶95 ,体积分数) 溶液组成 ;流速 1 mlΠmin ;进样体

积为 20μl ;洗针液为乙腈 —水 (1∶1 ,体积分数) 。每

一个样品分析用时 3 min。串联质谱条件 : 采用

Turbo V 型电喷雾离子源 ( ESI) ,在正离子电离模式

下 ,选用多反应监测 (MRM) 的质谱扫描方式测定

( mΠz) :亮氨酸 13212 →8613 ;
13 C - 亮氨酸 13312 →

8613。

118 　数据分析

通过统计分析软件 SPSS 1610 中多样本均数比

较的方差分析方法对二组试者 3 个不同时间点上的

血液样品中亮氨酸浓度和13 C同位素丰度值的差异

性进行分析 ,以此来反映 3 个时间点上机体混合氨

基酸代谢库内氨基酸的氧化分解程度是否存在显著

性差异。

13 C丰度 =
13

C(原子数)
13 C(原子数) +

13 C(原子数)
×100

13 C原子百分超 = 13 C丰度(样品) - 13 C丰度(天然)

2 　结果

211 　3 个取样时间点血中亮氨酸浓度

静脉输液结束前 30 min (T1) 、15 min (T2)和输液

结束时 (T3)二组受试者血中亮氨酸浓度测定结果见

表 2 和表 3。经单因素方差分析 ,二组摄入不同蛋

白质量的受试者在进食状态下的三个取样时间点上

血中亮氨酸浓度之间差异无统计学意义 ,表明在标

记氨基酸静脉输注结束前 30 min 内机体混合氨基

酸代谢库内的氨基酸量处于一个相对稳定的状态。

表 2 　不同时间点每天 0180 gΠkg BW蛋白质组受试者血液中亮氨酸浓度 (nmolΠml)

取样时间 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T1 17519 - 19717 20813 17216 17915 20619 18312 19911 18013

T2 17219 - 19110 19715 16214 20119 19510 16317 19714 20812

T3 18116 - 17211 16317 19312 20311 19819 16517 19613 16916

注 :2 号受试者因病中途退出 ,表 4 同此。

表 3 　不同时间点每天 0189 gΠkg BW 蛋白质组受试者血液中亮氨酸浓度 (nmolΠml)

取样时间 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

T1 22714 24519 23814 19915 22412 22812 19311 21817 23415 22016

T2 22917 23612 23518 25211 21618 19915 20912 24210 23813 24311

T3 22216 23118 24016 20318 25419 21511 25211 20519 22512 21610

212 　3 个取样时间点血中13
C丰度

静脉输液结束前 30 min (T1) 、15 min (T2)和输液

结束时 (T3)二组摄入不同蛋白质剂量的受试者血中
13

C丰度测定结果见表 4 和表 5。经单因素方差分

析 ,二组受试者在进食状态下的 3 个取样时间点上

血中13
C丰度之间差异无统计学意义 ,表明在进食状

态下体内蛋白质和氨基酸代谢达到平台期时氨基酸

代谢库内的氨基酸氧化分解过程处于一个相对稳定

的状态 ,提示在研究蛋白质和氨基酸的生理需要时 ,

可在平台期取任一时间点纵向比较摄入不同量的蛋

白质和氨基酸组的分解代谢变化。

3 　讨论

目前应用稳定同位素标记目标氨基酸从而实现

对氨基酸的示踪 ,通过示踪机体游离氨基酸代谢库

内各种来源和去路的氨基酸的代谢动力学变化来探
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表 4 　不同时间点每天 0180 gΠkg BW 蛋白质组受试者血液样品中13 C丰度 ( %)

取样时间 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T1 2165 - 3119 2199 2168 2176 2174 2153 2171 3119

T2 2153 - 2129 2192 3151 2167 2198 2140 2138 2189

T3 2191 - 2142 2121 2194 2163 218 1191 3104 3115

表 5 　不同时间点每天 0189 gΠkg BW 蛋白质组受试者血液样品中13 C丰度 ( %)

取样时间 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

T1 3179 3153 3161 3159 4159 3162 3172 3188 3185 3174

T2 3169 3178 3174 4122 3196 316 3139 3195 3155 3191

T3 3112 3192 3142 4113 3181 2186 3157 4134 3178 3133

讨机体对蛋白质和氨基酸的需要量的这一方法越来

越得到广大学者的认可[4 ,5 ] 。蛋白质的代谢过程是

受人体的生理节律所影响的[6 ,7 ]
,为了考虑时间因素

对蛋白质氧化分解过程的影响 ,在给予机体稳定同

位素标记的示踪剂时通常实施 24 h 的静脉输液 ,并

在一定的时间点上连续取样[8 ]
,比较分析各个时间

点上同位素丰度及氨基酸流量和氧化率的变化 ,这

样虽然考虑了机体蛋白质代谢的生理节律问题 ,但

静脉输液时间较长且取样过频 ,不易为受试者所接

受 ,便得配合研究的效果较差。既往研究表明 ,在同

位素丰度达到平台期时 ,样品中同位素的丰度会维

持在一个相对稳定的易于为质谱仪所要检出的范围

内[9 ] ,对于采用短时间静脉输液的方式来研究氨基

酸的代谢动力学过程 ,在同位素丰度达到平台期时

的不同时间点上所得出的结果是相近的 ,因此可以

考虑在平台期内同一时间点上取样并比较不同蛋白

质组间氧化分解的差异。

在本项研究中 ,选择静脉输液结束前的 30 min

内 ,每隔 10 min 设置一个取样点来收集血液样品 ,

此时机体氨基酸代谢已经达到一个稳定的平台

期[10 ,11 ] 。处于氨基酸分解代谢的平台期的不同时间

点上血中亮氨酸的浓度之间差异无统计学意义 ,并

且13 C - 亮氨酸的丰度在各个时间点上的差异也无

统计学意义 ,这在二组摄入不同蛋白质剂量的受试

者中的结果是一致的 ,说明在进食状态下平台期内

机体氨基酸代谢库内氨基酸的流量和氧化分解代谢

处于一个相对衡定的状态 ,这一结果提示可以选择

在氨基酸代谢平台期内的某一个时间点上采集样品

用于比较不同蛋白质组的氨基酸的氧化分解 ,这样

可以减少采样频次 ,易于为受试者所接受。
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