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呼出气体活体质谱分析揭示中医推拿引起的代谢反应
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摘 要 采用电喷雾萃取电离质谱( EESI-MS) 技术，在正离子检测模式下，对经过临床中医诊断为肝胆火旺、
心脾阳虚和寒湿厚重等不同健康状态的 4 名志愿者接受推拿前后的呼出气体样品在 m/z 50～ 1000 质量范围

内的指纹谱图进行了直接分析。通过高分辨质谱确认了接受推拿前后发生显著变化的代谢物( 如肾上腺素

( m/z 184．0889) 、3-( 3-羟基苯基) 丙酸( m/z 167．0615) 和 L-色氨酸( m/z 205．0933) 等) 的结构。此外，结合偏

最小二乘法判别分析( PLS-DA) 使健康状态不同的志愿者接受中医推拿前后呼出气体的指纹谱图得到明显区

分，说明中医推拿能显著地改变志愿者的新陈代谢过程。呼出气体的直接质谱分析将是实时跟踪中医推拿引

起的代谢变化的有效途径。
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1 引 言

以中医的脏腑、经络学说为理论基础发展起来的中医推拿兼具防病治病的功效。根据中医理论，经

络是人体气血运行的通路，它们在人体内彼此紧密相连，内通五脏六腑，外络肢体皮毛，从而构成一个完

整的循环系统，起着兴气血、通阴阳、养脏腑、利关节的作用。然而，现代解剖学很难发现与中医理论中

相对应的经络系统。因此，寻求经络系统的功能及其物质基础一直是研究者感兴趣的课题。
呼出气体是人体血液的一部分，携带了大量能反映生理 /病理状态的人体代谢产物［1～3］。闻识呼出

气体的味道而进行某些疾病的辨证施治是中医闻诊的重要内容，被确立为仅次于望诊的中医四诊之一。
此外，在《难经》、《金匮要略·肺痿肺痈咳嗽上气》中依据气味与五脏的相应关系，通过闻识气味辨别病

变部位［4］。近年来，无需样品预处理的呼出气体直接质谱分析在临床诊断和代谢组学研究领域日益受

到关注［5～8］，使呼出气体成为一类取样方便、实时可得、具有重要诊断价值的生物样品。以屠呦呦先生

获得诺贝尔奖为里程碑［9］，国际上越来越重视中医药研究的开发，俄罗斯等国已设立专门的体验机构

和研究小组［10］。然而，受到研究手段等限制，目前对中医基础理论的研究仍然鲜见报道。Hu 课题

组［11～13］采用电针刺法研究了经络的传导功能，德国学者 Schroeder 等［14］从中国时钟的角度研究了部分

腧穴的功能。这些研究对相关工作起到了重要参考作用。
与前人研究不同，本研究拟从分子层面出发，探寻伴随中医推拿出现的感官疗效带来的代谢产物的

变化，旨在获取中医推拿疗效的物质基础和分子学证据。因此，本研究以志愿者接受中医推拿术前后的

呼出气体为样品，采用可直接分析呼出气体样品的电喷雾萃取电离质谱( EESI-MS) 为分析平台，在分子

层次考察中医推拿对新陈代谢的影响。在无需样品预处理条件下，EESI-MS 可对液体［15～18］、气体［19，20］、
气溶胶［18～20］和黏性样品［22，23］等各种形态的生物样品进行在线分析，能够直接、快速地获得呼出气体中

丰富的组分信息。在此基础上，采用偏最小二乘法判别分析( PLS-DA) 处理代谢组学大量多变量数据，

通过对比不同志愿者呼出气体数据的 PLS-DA 分析结果验证中医推拿前后呼吸气体中代谢产物的变

化，并对部分具有显著变化的代谢产物进行高分辨质谱分析。
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2 实验部分

2．1 仪器与试剂

高分辨率静电场轨道阱质谱仪( LTQ Orbitrap XL，美国 ThermoFisher Scientific 公司) ，配有 Xcalibur
2．2 数据处理系统; EESI 离子源( 江西省质谱科学与仪器重点实验室自制) ; Matlab 数据分析软件

( Version 7．8．0，Mathworks，Inc．，Natick，MA) ; Simca 数据分析软件( Version 13．0，Umetrics，Sweden) 。
甲醇( 色谱纯，美国 ＲOE 公司) 。
2．2 研究对象

选择年龄为 28～60 岁、不同健康状态的男女志愿者进行实验。在实验前对研究对象作了临床医学

统计调查问卷，包含了年龄、饮食、睡眠、情绪、病史、运动习惯等项目。为了最大程度地排除其它因素干

扰机体的激素释放，在多名志愿者中考虑了饮食、睡眠、病史、精神状态、情绪等情况，经综合考量，最后

优选了 4 名志愿者作为本研究的对象。其中，志愿者 1，男性，年龄 60 岁，身体情况接近理想健康状态，

无任何不适症状，采用轻柔温补手法推拿心经和肺经; 志愿者 2，女性，年龄 28 岁，主要为肝胆火旺，推

拿肝经和胆经; 志愿者 3，女性，年龄 35 岁，主要为心脾阳虚，自感肩膀僵痛，胸闷气短，久坐腰疼，推拿

脾经和心经; 志愿者 4，女性，年龄 28 岁，主要为心脾阳虚，寒湿厚重，推拿心经、脾经和胃经。中医诊断

志愿者的病症状态由 3 位中医医生做出。
志愿者经过西医体检后发现身体各项指标正常，属于健康志愿者。推拿前，志愿者维持正常作息、

饮食及工作量，没有经过特殊护理。实验前 3 h 内不进饮食，以免因食物不同而干扰呼出气体检测。实

验前 1 h 结束工作，充分休息后记录志愿者的呼出气体质谱指纹谱图。接受 30 min 专业中医推拿治疗，

再采集中医推拿治疗后志愿者的呼出气体指纹谱图，直接进行 EESI-MS 分析。
2．3 EESI-MS 分析

2．3．1 分析步骤 中医推拿医生首先对志愿者进行中医诊断( 望、闻、问、切) ，详细了解志愿者的身体

状况，根据诊断结果，针对性地对志愿者进行穴位或经络方面的中医推拿调理。设置仪器参数，由志愿

者口含一根特氟龙管直接吹气，引入 EESI 离子源进入质谱仪检测，吹气流速通过玻璃转子流量计控制

在 800 mL /min，吹气时间保持 30 s。每测完一个志愿者，更换新的特氟龙管路，并用高纯氮气进行冲

图 1 电喷雾萃取电离质谱分析呼出气体实验示意图

Fig． 1 Schematic diagram of extractive electrospray
ionization-mass spectrometry ( EESI-MS ) for exhaled
breath analysis

洗。最后，利用 Simca 软件对获得的 EESI-Orbitrap-
MS 质谱数据进行 PLS-DA 分析。
2．3．2 质谱条件 正离子检测模式，质量扫描范围

m/z 50 ～ 1000，喷 雾 电 压 4． 0 kV，离 子 传 输 管 温 度

200℃，毛细管电压 35 V，透镜电压 110 V。EESI 离子

源: 2 个喷 头 毛 细 管 喷 雾 尖 端 距 离1～2 mm; 夹 角

120°; 质谱进样锥口的距离 0．5 cm; 如图 1 所示，详细

参见 文 献［24，25］。萃 取 剂: 甲 醇，萃 取 剂 流 速:

8 #L /min; 鞘 气 流 速: 5 arb; 呼 出 气 体 流 速:

800 mL /min。其它条件由 LTQ Orbitrap XL 系统自动

优化。

3 结果与讨论

3．1 EESI-MS 分析中医推拿前志愿者呼出气体

呼出气体可能具有复杂的分子组成，而各分子种类与含量的差异构成了该样品的分子指纹。本研

究对 4 位志愿者接受中医推拿前呼出气体进行 EESI-MS 分析，获得具有丰富的质谱信号的一级指纹谱

图( 图 2A，C，E，G) 。通过对比图 2 中 A、C、E、G 发现，不同志愿者呼出气体的指纹谱图存在差别，这可

能与志愿者不同的身体状态和健康状态有关。采用偏最小二乘法判别分析( PLS-DA) 进行数据处理，发

现志愿者 1 明显区分于其他 3 名志愿者( 图 3) 。实际上，志愿者 1 经过中医诊断为接近理想的健康状
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图 2 EESI-MS 分析中医推拿前、后志愿者呼出气体指纹谱图: A 志愿者 1 前; B 志愿者 1 后; C 志愿者

2 前; D 志愿者 2 后; E 志愿者 3 前; F 志愿者 3 后; G 志愿者 4 前; H 志愿者 4 后

Fig．2 EESI-MS spectra of exhaled breath of volunteers before and after receiving Traditional Chinese Medicine
massage: ( A) volunteer 1 before; ( B) volunteer 1 after; ( C) volunteer 2 before; ( D) volunteer 2 after; ( E)

volunteer 3 before; ( F) volunteer 3 after; ( G) volunteer 4 before; ( H) volunteer 4 after

态，没有气滞血瘀或阴阳失衡方面的问题。这与图 3 反映的数据分析结果一致。志愿者 2、3 和 4 的

PLS-DA 分析结果有部分重叠，这主要因为其在中医诊断中均存在不同程度的病症，而且志愿者 3 和 4
同时表现心脾阳虚，故而其呼出气体的谱图重叠更加明显。这些结果表明，EESI-MS 分析结合 PLS-DA
处理数据可以获得呼出气体中多种组分信息，并且根据这些信息可进行生理 /病理状态归类。
3．2 EESI-MS 分析中医推拿后志愿者呼出气体

4 位志愿者分别接受 30 min 中医推拿治疗后，采用 EESI-MS 直接对其呼出气体进行质谱分析，获

得的指纹谱图如图 2B，D F H 所示。对比经过中医推拿前( 图 2A，C，E，G) 后( 图 2B，D，F，H) 志愿
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图 3 中医推拿前 4 位志愿者呼出气体 PLS-DA 分析

三维得分图

Fig． 3 Partial least squares discrimination analysis
( PLS-DA) score plots for 4 volunteers before receiving
Traditional Chinese Medicine massage

者呼出气体指纹谱图发现，所有志愿者呼出气体的

质谱指纹谱图在推拿前后均发生了变化。如，经过

轻柔温补手法推拿心经和肺经后，志愿者 1 自我感

觉更加轻松有活力，而呼出气体指纹谱图( 图 2B) 较

治疗前( 图 2A) 具有显著差异，如推拿后 m/z 108．
6944 和 m/z 83．0516 谱峰强度较推拿前显著降低;

其 它 信 号 峰，如 m/z 149． 0504、m/z 184． 0889、
m/z 167．0620、m/z 173．0845、m/z 205．0935、m/z 217．
1166、m/z 241．0834、m/z 261．1417、m/z 189． 0406 等

质谱峰的信号强度也发生了变化。志愿者 2 主要为

肝胆火旺，自感平时多口干舌燥，经过中医推拿后感

觉良好，口干舌燥情况立即得到显著缓解; 志愿者 3
经过推拿脾经和心经后，无肩膀僵痛和胸闷气短症

状。志愿者 4 通过推拿心经、脾经和胃经后，自感神

清气爽，浑身轻松，状态良好。对比发现志愿者 2、志
愿者 3 和志愿者 4 经过中医推拿前后呼出气体中的质谱信号峰强度也存在变化。在 EESI-MS 呼出气体

的质谱指纹谱图中可以反映出这些变化，但是经过统计学处理后，变得更加清晰( 图 3) 。
3．3 偏最小二乘法判别分析( PLS-DA)

本研究采用偏最小二乘法判别分析( PLS-DA) 处理数据，对比不同志愿者呼出气体中医推拿前后呼

吸气体中代谢产物的变化。分别选取志愿者 20 次中医推拿前后的呼出气体质谱数据进行 PLS-DA 分

析，结果表明，PLS-DA 方法可以有效区分 4 名志愿者中医推拿前后的呼出气体( 图 4) 。在图 4A 中，志

图 4 中医推拿前后 4 位志愿者呼出气体 PLS-DA 分析三维得分图。A，志愿者 1; B，志愿者 1 和 2; C，志愿者

1，2 和 3; D，所有志愿者。
Fig．4 Three dimensional PLS-DA score plots for 4 volunteers before and after receiving Traditional Chinese Medicine
massage． ( A) Volunteer 1; ( B) Volunteer 1，2; ( C) Volunteer 1，2，and 3; ( D) All the four volunteers．
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愿者 1 在中医推拿前、后呼出气体的指纹谱图发生了显著的变化，其中 m/z 184．0889、m/z 108．6944、
m/z 83．0516、m/z 149．0504、m/z 167．0620、m/z 205．0935 等差异显著。在 PLS-DA 分析结果中，VIP 值反

映了各个质荷比对样品区分的贡献，VIP 值＞1．0 的物质对区分贡献较大。经过精确质量分析发现，

m/z 184．0889对应的物质可能是肾上腺素( 偏差≤20 ppm) 。肾上腺素是一种具有重要生理功能的激

素，能够直接作用于肾上腺素能 α、β 受体，产生强烈快速而短暂的兴奋 α 和 β 型效应，对心脏 β1-受体

的兴奋，可使心肌收缩力增强，心率加快，心肌耗氧量增加; 同时作用于血管平滑肌 β2-受体，使血管扩

张，松弛支气管平滑肌，扩张支气管，解除支气管痉挛，降低周围血管阻力而减低舒张压。这些效应与志

愿者 1 自感评价一致。类似地，质谱峰 m/z 184．0889 在其他志愿者推拿后的呼出气体中都有检出，虽然

浓度差异较大，可能与志愿者各自的身体健康差异与中医推拿的穴位或经络部位不同有关。目前的初

步结果预示肾上腺素可作为评价推拿疗效的重要物质之一。
类似地，志愿者 2、3 和 4 的呼出气体在接受中医推拿前后均发生了显著变化，他们的得分图即使与

志愿者 1 的得分图叠加在一起仍然可清晰地区分，分别如图 4B、4C 和 4D 所示。在志愿者 2 的呼出气

体中，m/z 75．5626、m/z 184．0896、m/z 217．1228、m/z 167．0615 等成分存在显著性差异; 在志愿者 3 的呼

出气体中，m/z 223．0716、m/z 163．1406、m/z 151．1066、m/z 205．0935 等成分存在显著性差异; 在志愿者 4
的呼出气体中，m/z 283．8838、m/z 217．1228、m/z 205．0933 等成分存在显著性差异。通过高分辨质谱分

析发现，这些物质，如 m/z 167．0615( 3-( 3-羟基苯基) 丙酸) 、m/z 205．0933( L-色氨酸) 、m/z 223．0716( L-
胱硫醚) 最有可能存在于呼出气体中。中医推拿对志愿者的新陈代谢产生了影响，呼出气体可反映代

谢产物的变化，EESI-MS 呼出气体分析平台可从分子层次上揭示这些代谢物的变化。

4 结 论

采用电喷雾萃取电离质谱( EESI-MS) 直接分析了志愿者推拿治疗前后的呼出气体样品，并对比了

不同的志愿者呼出气体指纹谱图。初步研究结果表明，志愿者呼出气体中的肾上腺素、氨基酸等物质有

显著变化，意味着中医推拿影响了志愿者新陈代谢过程，从而造成了人体呼出气体代谢产物的变化。呼

出气体的 EESI-MS 质谱分析可获得呼吸气体样品物质指纹谱图，并可通过高分辨质谱分析进行结构鉴

定，有望作为跟踪中医推拿引起的代谢组学变化的有效工具。
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In vivo Breath Analysis by Extractive Electrospray Ionization-Mass
Spectrometry for Investigation of Metabolic Ｒesponses

to Traditional Chinese Medicine Massages

ZHU Teng-Gao1，HAN Jing2，SHU Jun-Wen3，KE Mu-Fang2，WANG Dan1，

LIU Wen-Jie2，LIN Nian-Xiang3，CHEN Huan-Wen* 1

1( East China University of Technology，Jiangxi Key Laboratory for Mass Spectrometry and
Instrumentation，Nanchang 330013，China)

2( State Key Laboratory of Inorganic Synthesis and Preparative Chemistry，

College of Chemistry，Jilin University，Changchun 130012，China)
3( De Yi Tian He Health Care Centre，Beijing 100089，China)

Abstract Traditional Chinese Medicine massage is a kind of physiotherapy which affects on specific parts of
the body surface by means of training to regulate the function of the body to achieve the therapeutic effect． In
this work，under positive detection model，the chemical fingerprint of exhaled breath from volunteers before
and after receiving Traditional Chinese Medicine massage within m/z 50－1000 were detected by extractive
electrospray ionization-mass spectrometry ( EESI-MS ) ． And through high resolution mass spectrometry
analysis，the metabolites such as epinephrine ( m/z 184． 0889 ) ，3-( 3-hydroxyphenyl ) propionic acid
( m/z 167．0615 ) and L-tryptophan ( m/z 205． 0933 ) were successfully identified． Besides， chemical
fingerprints of volunteers before and after receiving Traditional Chinese Medicine massage under different
health condition were clearly differentiated via partial least squares discrimination analysis ( PLS-DA) ． The
results showed that Traditional Chinese Medicine massage could significantly change the metabolic process of
volunteers． Moreover，it further indicated that the established method could provide a real time fashion to
follow metabolic changes caused by Traditional Chinese Medicine massage．
Keywords Exhaled breath; Mass spectrometry; Partial least squares discrimination analysis; Traditional
Chinese Medicine massage
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