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［摘 要］ 目的：以大肠杆菌血流感染者为例，基于电感耦合等离子体质谱（inductively coupled plasma mass spectrometry，ICP⁃
MS）方法建立血流感染患者血清中金属元素谱，并筛选关键金属元素，为早期诊断及治疗血流感染提供依据。方法：以 6Li、89Y、
45Sc、115In、159Tb和 209Bi做内标，采用 ICP⁃MS法测定199例正常人血清中68种金属元素，建立元素谱；同时基于金属组学对大肠杆菌

感染者和健康对照者做进一步研究，运用主成分分析和偏最小二乘判别分析等进行多元统计分析，筛选出差异性元素。结果：基

于ICP⁃MS建立了血流感染患者及健康人群血清中的金属元素谱，筛选出大肠杆菌血流感染者与健康对照者血清中的差异性元素

Zn、Ce、Pd、Cu、Sn、Se、Ba、Au和Fe。结论：采用 ICP⁃MS可以快速高通量地检测并建立人血清中的金属元素谱；筛选出大肠杆菌血

流感染患者和健康对照者血清中的差异性元素，为从金属组学角度诊断、预防和治疗血流细菌感染提供研究基础。
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［Abstract］ Objective：To establish a method for the determination of elements in serum of patients with bloodstream infection by
inductively coupled plasma mass spectrometry（ICP⁃MS）. Combined with metallomics，we obtained the metal element profile of E. coli
bloodstream infection（BSI）and screened key element markers，which provides proof for diagnosis and prevention of bloodstream
infection. Methods：Taking 6Li，89Y，45Sc，115In，159Tb，and 209Bi as internal standards，ICP ⁃MS was used to measure 68 kinds of metal
elements in serum of 199 normal humans，diluting serum samples and internal standard method for correction，with kinetic energy
discrimination to eliminate mass spectroscopic interference. Meanwhile，68 kinds of metal elements in serum from 19 BSI patients with E.
coli infection and 19 healthy people were tested by ICP⁃MS. Statistical analysis was performed using principal components analysis（PCA）
and partial least squares discriminate analysis（PLS⁃DA），and the differences were analyzed. Results：Based on ICP⁃MS，the profile of
metal elements in blood serum of patients with BSI and healthy people was established，and the differential elements Zn，Ce，Pd，Cu，Sn，
Se，Ba，Au and Fe in the serum of the patients with BSI and healthy controls were screened out. Conclusion：We established multi ⁃
elementary metal profiles using ICP⁃MS in human serum，which is acceptable for a clinical routine analysis. There were differences in the
serum elements between BSI patients and the healthy controls. The results provide a basis for the diagnosis，prevention and treatment of
blood bacterial infections from the perspective of metallomics.
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血流感染是一种严重的感染性疾病，目前将败

血症和菌血症统称为血流感染［1］。近年来，药物的

不合理应用和大量侵入性诊疗技术的开展等，血流

感染的发病率呈上升趋势［2］。目前，多项研究发现

临床上最常见的血流感染病原菌有大肠埃希菌、肺

炎克雷伯菌、肠球菌属［3］、金黄色葡萄球［4］、凝固酶

阴性葡萄球菌及鲍曼不动杆菌等［5］。血流感染患者

病情复杂多变，进展迅速，且病死率较高，因此早期

有效预测和诊断对于治疗血流感染意义重大。目前

诊断血流感染的金标准是血培养［6］，但相对于其他疾

病诊断的金标准而言，血培养的阳性检出率低，检测

时间也较长，阳性检测需要1~5 d甚至更久［7-8］；此外

检测方法对一些不易培养的微生物也无法达到及

时检出的要求［8］。所以寻找更有效的手段对血流感

染患者进行早期诊断及治疗预后具有十分重要的

临床意义。

金属元素以一定浓度分布在人体中，虽然存量

很低，却是人体必需的组成成分；它们在人体内环

境的调节过程中起着重要作用，并与某些疾病的发

生发展有着密切关系。很多细菌感染的病理过程

都伴随着金属元素的异常，感染细菌后引发的疾病

发展亦可导致许多体内金属元素代谢紊乱［9-10］。对

生物体中某些金属元素浓度水平的监测，有助于为

临床上某些疾病的早期诊断提供科学参考依据。

因此快速且方便地检测这些微量金属元素含量受

到越来越多的关注和重视［11］。近年来金属组学快

速发展，它主要对生物体中金属元素组展开研究，

利用多种高效先进的检测仪器对金属元素的种类、

分布、含量、代谢和功能等进行高通量分析，阐述金

属元素的各种生物学信息，寻找潜在的特异金属元

素，帮助对疾病机制和动态过程做进一步的理解和

探索。电感耦合等离子体质谱（inductively coupled
plasma mass spectrometry，ICP⁃MS）是一种以电感耦

合等离子体为高温离子源，以四极杆快速扫描质谱

仪进行检测的多元素分析技术［12-14］。ICP⁃MS具有

灵敏度高、选择性好、检出限低、动态线性范围宽、

能同时分析多种元素等优点，因而非常适合金属组

学的研究。

本文基于 ICP⁃MS 法建立健康人群和大肠杆

菌血流感染患者血清中金属元素谱，从金属组学

角度应用统计分析方法，研究健康人群与大肠杆

菌血流感染患者血清中金属元素的差异，进而为

大肠杆菌感染的早期诊断及治疗提供一定理论

依据。

1 材料和方法

1.1 材料

内标储备液（Inorganic Ventures 公司，美国）：

10.00 μg/mL锂（6Li）、钇（89Y）、钪（45Sc）、铟（115In）、铽

（159Tb）、铋（209Bi）。混合元素标准溶液储备液（Inor⁃
ganic Ventures 公司，美国）：①IV⁃ ICP MS⁃71 ⁃A：

100.00 μg/mL的Li；②IV⁃ICPMS⁃71⁃B：1 000.00 μg/mL
的K、Ca、Na、Mg；③IV⁃ICP MS⁃71⁃C：10.00 μg/mL的

Ag、Al、As、B、Ba、Be、Cd、Ce、Co、Cr、Cs、Cu、Dy、Er、
Eu、Fe、Ga、Gd、Ho、La、Lu、Mn、Nd、Ni、P、Pb、Pr、Rb、
S、Se、Sm、Sr、Th、Tl、Tm、U、V、Yb、Zn；④IV⁃ICP MS⁃
71⁃D：10.00 μg/mL 的Au、Ir、Os、Pd、Pt、Re、Rh、Ru；
⑤IV⁃ICP MS⁃71⁃E：10.00 μg/mL的Ge、Hf、Mo、Nb、
Sb、Si、Sn、Ta、Te、Ti、W、Zr。65%HNO3（Merck公司，

美国）。

抽取 199例健康人群血清，其中男 116例，占

58.29%，女 83例，占 41.71%，年龄 20~88岁，平均年

龄（44.8 ± 14.6）岁，用于血清金属元素谱 ICP⁃MS方法

学建立。选取南京医科大学第一附属医院大肠杆菌

血流感染患者血清19份，其中男7例，占36.84%，女

12例，占 63.16%，年龄 50~86岁，平均年龄（69.1 ±
10.3）岁。另外按照性别、年龄1∶1匹配，抽取19例健

康对照作为与大肠杆菌血流感染患者的对照。

电感耦合等离子体质谱仪（ICP ⁃MS，型号：

iCAPQc，Thermo Scientific公司，美国），仪器工作参

数详见表1。
表1 仪器协调与工作参数

Table 1 Instrument coordination and operating parame⁃
ters

参数类型

雾化气流量

辅助气流量

冷却气流量

等离子电源

测量单位

线性关系

空白去除

样本单位

重复次数

扫描次数

驻留时间

通道

间距

设定值

1.08 L/min
0.80 L/min
14.0 L/min
1 550 W

每秒计数（Cps，counts per second）
线性

内标

μg/L
3
10

30 ms
1

0.1 U
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1.2 方法

1.2.1 工作溶液的配制

内标溶液的配制：将 10 μg/mL的内标储备液

（6Li、89Y、45Sc、115In、159Tb、209Bi）用 5%HNO3 配制成

10 ng/mL的内标标准液，置于4 ℃保存。

金属元素标准溶液的配制：将元素标准储备液

稀释得标准工作溶液，且每个标准工作溶液中均加

入50 μL内标溶液。①标准系列A：取100.00 μg/mL
的标准储备液，用5%HNO3配制成10.00、5.00、1.00、
0.50、0.10、0.05、0.01 μg/L的溶液各5 mL。②标准系

列B：取1 000.00 μg/mL的标准储备液，用5%HNO3配

制成500.00、200.00、150.00、100.00、50.00、10.00 μg/L
的溶液各 5 mL。③标准系列 C：取 10.00 μg/mL
的 标 准 储 备 液 ，用 5% HNO3 配 制 成 200.00、
150.00、100.00、50.00、10.00、5.00、1.00、0.50、0.10、
0.05、0.01 μg/L的溶液各 5 mL。④标准系列D：取
10.00 μg/mL 的标准储备液，用 5%HNO3 配制成

10.00、5.00、1.00、0.50、0.10、0.05、0.01 μg/L的溶液

各5 mL。⑤标准系列E：取10.00 μg/mL的标准储备

液，用 5%HNO3 配制成 100.00、50.00、10.00、5.00、
1.00、0.50、0.10、0.05、0.01 μg/L的溶液各5 mL。将配

制的各标准工作溶液置于4 ℃保存。

1.2.2 样品前处理

精确量取 200 μL血清样品置于 10 mL离心管

中，再加入 50 μL的内标溶液和 600 μL的 5%HNO3

混匀，置于 85 ℃水浴锅中水浴加热 2.5 h后用纯水

定容至5 mL。
1.3 统计学方法

将 ICP⁃MS分析得到的原始数据以数据表格形

式输出，导入 SIMCA 14.1软件进行多维统计分析，

观察组间元素组的总体趋势。为进一步分析组间

样本金属元素差异，采用主成分分析（principal com⁃
ponent analysis，PCA）和偏最小二乘法（partial least
squares discriminant analysis，PLS⁃DA）来进行降维和

可视化分析，对大肠杆菌血流感染组和健康对照组

血清中元素进行分析，并找出潜在的差异性金属元

素。在PLS⁃DA模型对应数据值中通过计算变量重

要性投影（variable importance in the projection，VIP）
值，可以得到分组中各变量相对贡献的大小，VIP＞
1.0且P < 0.05时认为结果有统计学意义。

2 结 果

2.1 方法学考察

对 ICP⁃MS方法学进行了考察，用元素响应值 y

和元素浓度 x进行回归，得到了各元素相应的标准

曲线，结果显示在相应的线性范围内，金属元素浓

度和响应值都有良好线性关系。此外，ICP⁃MS对各

元素也有较低的检测限，相应部分元素的精密度、

回收率等指标也进行了检测。通过对血清中多种

元素的 ICP⁃MS检测方法的考察，得出所用方法适用

于血清中Li、Be、K、Ca、Ti、Fe、Ni、Cu、Zn、Se、Rb、Sr、
Nb、Mo、Pd、Ag、Cd、Sn、Sb、Cs、Ba、La、Ce、Pr、Nd、
Sm、Eu、Gd、Dy、Ho、Er、Tm、Yb、Lu、Ir、Pt、Au、TI、Pb、
Th和U这41种测定原子序数较大的元素，测定指标

较好；其余元素，尽管无法精确定量，但仍然可以进

行相对浓度的估算和比较，所采用的检测方法具有

快速高通量的特点，适用于大样本多种重金属元素

的检测。

2.2 建立血清金属元素谱

采用 ICP⁃MS方法对对照组和血流感染患者血

清中各金属元素浓度进行测定，图 1为对照组健康

人群的血清金属元素谱，图 2为大肠杆菌血流感染

患者血清金属元素谱，横坐标为元素，纵坐标为浓

度（μg/mL）。从图中可以看出，大肠杆菌血流感染

患者血清中的某些金属元素浓度与健康人群相似，

例如K和Ca等，而某些元素如Fe、Cu和Zn等则存在

明显差异。

2.3 大肠杆菌血流感染者与对照组的血清金属组

学分析

PCA分析可以看出两组间金属元素基本得到

分离（图 2A），但这是一种广泛差异，许多因素的变

化都会干扰某些非生理状态产生差异；为了进一步

反映差异影响，采用 PLS⁃DA模式判别对该两组再

次分析，使得两组差异最大化，在图2B上可以看出，

对照组和大肠杆菌血流感染者血清内金属元素得

到良好分离，同时R2Y为0.904，Q2（cum）为0.793，这
表明了该模型有较好的区分和预测程度。与 PCA
相比较，两组的分离趋势基本相似，两组的组内变

异有所减小，可以较明显分开。

2.4 大肠杆菌血流感染组和对照组间的差异性金

属元素筛选

由PLS⁃DA及VIP值可以获得对模型贡献较大

的变量，为了确保寻找到的差异性金属元素的可靠

性，认为当元素同时满足 VIP>1和P < 0.05时，该元

素是潜在的差异性金属元素。具体筛选结果见表2。
3 讨 论

本论文采用 ICP⁃MS方法快速高通量分析人体
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A：对照组人群的血清金属元素谱；B：大肠杆菌血流感染患者血清金属元素谱。

图1 对照组和大肠杆菌血流感染患者血清金属元素谱

Figure 1 Metal element profile in the serum of the control group and patients with bloodstream infection
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血清中金属元素谱。利用硝酸消化血清样本，消除

了生物样品中其他化学成分的干扰，提高了检测灵

敏度和方法重现性，使得该方法适用于临床血清中

微量元素的快速高通量检测。并进一步从金属组

学的角度，以大肠杆菌血流感染患者和健康人群血

清为研究对象，采用模式识别和多元统计方法等，

分析体内金属元素发生改变的情况，为应用于血流

感染的早期诊断、预防以及致病机制的研究提供了

A：PCA得分图；B：PLS⁃DA得分图。绿色圆点代表血流患者血

清，蓝色圆点代表健康对照者血清。

图 2 对照组与大肠杆菌血流感染患者血清中金属元素的

PCA得分图和PLS⁃DA得分图

Figure 2 The PCA score plot and PLS⁃DA score plot of the
metal elements in the serum between the control
group and patients with bloodstream infection
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表 2 大肠杆菌血流感染组和健康对照组间的差异性金属

元素

Table 2 Differential metal elements between the control
group and patients with bloodstream infection

金属元素
066Zn
140Ce
105Pd
063Cu
118Sn
078Se
137Ba
197Au
056Fe

VIP
2.214
2.083
1.963
1.921
1.825
1.715
1.324
1.274
1.254

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.001
0.042
0.027
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理论依据。

ICP⁃MS方法最主要的限制因素是干扰效应的

存在［15］。本实验采用动能歧视（kinetic energy dis⁃
crimination，KED）模式去除多原子离子的干扰，降低

质谱干扰；同时选择合适的内标来降低基质效应，

使检测结果更加准确，气溶胶是 ICP⁃MS的主要进样

方式。对于血流感染患者血清元素的检测，恰当的

前处理方法可以减少系统堵塞、消除基体干扰等。

ICP⁃MS样本前处理的方法主要有直接稀释法［16］、湿

法消解法［17］、微波消解法［18］、压力罐消解法［11］等，本

研究采用基质加标/硝酸湿法消解后离心，操作简

单，短时间内可处理大量样品，同时大大减少样品

直接污染的可能［19］，适用于大样本的处理；由于仪

器漂移及基体效应的影响，在 ICP⁃MS分析过程中，

必须选择内标元素来加以校正。内标的选择包括

内标元素及浓度的选择。本研究对内标的选择，是

根据如下原则：①根据质量数和电离能，能够代表

尽可能多的元素；②在人血清中有非常低的浓度或

相对浓度可以忽略，或浓度相对恒定；③对人体健

康来说，一般是非必需元素。依据以上原则，我们

确定了 6个元素 6Li、89Y、45Sc、115In、159Tb、209Bi的混合

溶液作为内标。通常选择的内标浓度应该与被测

物的浓度相当，但由于人体血清中各元素浓度参差

不齐，从宏量（1 000 mg/L）到超微量（1 ng/L）。而金

属组学性质的全元素研究可选的内标又很少，因此

很难从浓度上照顾全部元素；并且选择的内标元素

往往在样品中有一定含量。为了避免内标受到样

品自身的影响，内标元素必须有相对较高的浓度。

因此本研究选择的浓度 10 ng/mL，既比较接近血清

中大多数元素的浓度，同时又不会太低以至于受到

样品自身影响。另外，常量元素Na、Mg的线性范围

较差，是由于血清中的含量较高，且测定过程中背

景值过高，而 ICP⁃MS灵敏度较高，不适合测定这几

种常量元素，可采用原子吸收等方法进行测定。

通过 ICP⁃MS的方法，基于两者金属元素谱的差

异，采用金属组学的方法对大肠杆菌血流感染患者

血清金属元素与健康人群的差异进行了探索，通过

PCA和 PLS⁃DA做多元统计分析发现，大肠杆菌血

流感染患者和健康对照者体内血清中差异性元素

有Zn、Ce、Pd、Cu、Sn、Se、V、Ba、Au和Fe。推测上述

差异性元素浓度变化可能与大肠杆菌血流感染相

关。金属元素水平的降低或升高导致某些炎症因

子活性和含量的改变，对机体体液免疫和细胞免疫

都产生严重影响，从而影响血流感染患者疾病的发

生与进展［20］，例如锌参与体内多种酶的合成，缺锌

会引起体内相关酶的活性下降，可导致吞噬细胞

功能异常和体细胞功能障碍［21］，皮质区 T淋巴细

胞稀少和胸腺萎缩，导致免疫缺陷，进而使体液免

疫和细胞免疫功能发生异常［22］。其次，血流感染

常常与炎症并行［23］，易导致炎症细胞（中性粒细胞

及巨噬细胞）浸润以及组织坏死。某些金属元素

浓度发生明显变化可能归因于血流感染引发的炎

症反应［24］。

本研究基于金属组学，通过差异性的金属元素

谱，寻找血流感染时有意义的差异金属元素，不仅

仅从几个单一的指标来判断，它通过一定的金属元

素谱变化来较为全面地反映机体的代谢水平变化，

从小分子的角度更容易找到代谢通路上的活性物

质，具有一定临床价值，可以进一步用于临床血流

感染诊断及病理机制研究。但本研究受到样本数

量、采血时间点、采血部位、饮食干扰等因素的影

响，以及血流感染的动态变化，使得血清元素浓度

存在不确定性。因此将进一步优化条件，扩大样本

量，严格采样条件，采取多时间点样本，对不同细菌

血流感染患者进行金属组学的研究，并进一步在独

立人群中验证差异性元素，深入研究阐明不同细菌

血流感染中关键元素可能参与的通路，探讨分析不

同细菌血流感染患者与相应金属元素变化的相关

性，从分子生物学角度阐明血流感染患者与健康对

照人群血清金属元素谱差异性的机制。
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