代谢组学在年龄相关性黄斑变性中的研究进展

王 烽1*，蓝诚红1*，刘毅玲1，邵 毅2
	
基金项目：国家自然科学基金项目（No.82160195）；广东省梅州市医药卫生科研立项课题（No.2023-B-32）；广东省梅州市人民医院科研培育项目（No.PY-C2021060）
作者单位：1（514000)中国广东省梅州市人民医院眼科；2（200080)中国上海市，上海交通大学医学院附属第一人民医院眼科 国家眼部疾病临床医学研究中心
*：王烽和蓝诚红对本文贡献一致。
作者简介：王烽，毕业于南昌大学，硕士，住院医师，研究方向：眼科影像与智能医疗；蓝诚红，硕士，副主任医师，研究方向：眼科影像与眼底病。
通讯作者：邵毅，男，博士，主任医师，井冈学者，博士研究生导师，研究方向：眼科影像与智能医疗. freebee99@163.com

摘要
年龄相关性黄斑变性（ARMD）是老年人常见的多因素疾病，可能导致不可逆的视力丧失;然而，ARMD的发病机制尚不清楚。代谢组学是一种相对较新的“组学”技术，它可以提供有关构成生物系统中低分子量代谢物的定性和定量信息，从而揭示细胞或组织样品在特定时间点的生理或病理状态。近年来，越来越多的证据表明代谢功能障碍在ARMD的发展和进展中起着重要作用。代谢途径失调涉及脂质代谢、核苷酸代谢、氨基酸代谢和能量代谢，这些可能在ARMD的发生发展中发挥重要作用。视网膜是人体代谢最活跃的组织之一，因此使用代谢组学技术来测量ARMD的分子变化将进一步增强对发病机制的理解,这将为ARMD的预防和治疗提供重要的见解。本文就代谢组学在ARMD中的应用作一综述。
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Abstract
[bookmark: _GoBack]Age related macular degeneration (ARMD) is a common multifactorial disease among the elderly, which may lead to irreversible vision loss; However, the pathogenesis of ARMD is still unclear. Metabolomics is a relatively new "omics" technique that can provide qualitative and quantitative information about low molecular weight metabolites that make up biological systems, thereby revealing the physiological or pathological state of cell or tissue samples at specific time points. In recent years, increasing evidence suggests that metabolic dysfunction plays an important role in the development and progression of ARMD.Metabolic pathway dysregulation involves lipid metabolism, nucleotide metabolism, amino acid metabolism, and energy metabolism, which may play important roles in the occurrence and development of ARMD.The retina is one of the most metabolically active tissues in the human body, so using metabolomics techniques to measure molecular changes in ARMD will further enhance our understanding of the pathogenesis. This will provide important insights for the prevention and treatment of ARMD, This article reviews the application of metabolomics in ARMD.
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0 引言
年龄相关性黄斑变性（age related macular degeneration，ARMD）是老年人不可逆失明的主要原因之一。ARMD早期没有明显的临床症状，不易被发现[1]。ARMD的晚期发展为两种具有不同特征的亚型，包括干性和湿性ARMD，导致不可逆转的视力丧失，目前，超过80%的ARMD患者处于早期、中期和萎缩期尚无有效治疗方法[2]。因此，确定有用的生物标志物至关重要，这些生物标志物可以有效预测ARMD的发生，并有助于疾病的早期诊断和预防。代谢组学，一种将高通量分析与化学计量方法相结合的方法，用于分析构成整个生物系统的所有小分子（＜1 000 Da）[3]。代谢组学在眼科疾病中的成功应用表明其巨大潜力，如干眼[4]、糖尿病视网膜病变[5]、青光眼[6]和葡萄膜炎[7]等。视网膜是人体代谢活跃的组织，感光细胞是视网膜中数量最多的细胞，对新陈代谢的要求最高。视网膜色素上皮（retinal pigment epithelial，RPE）的形态及功能的正常维持对于光感受器细胞至关重要，具有提供营养和代谢物质、维持血-视网膜屏障等重要生理功能[8]。许多小分子，如多不饱和脂肪酸、氨基酸、维生素A类似物、磷脂、氧化物质，富集在视网膜的外层，是维持视网膜稳态的关键因素[9]。随着年龄的增长，光感受器和RPE之间的代谢交换障碍可能导致视网膜变性，特别是影响黄斑区域，导致ARMD[10]。视网膜、RPE和脉络膜之间的物质交换为研究ARMD的局部代谢组学变化提供了重要基础[11]。代谢组学在ARMD研究中的应用有望揭示ARMD的复杂发病机制，并确定疾病预测的潜在生物标志物。
1 代谢组学的概要和主要分析技术
代谢物是基因组累积效应及其与环境暴露相互作用的下游产物，因此，代谢组学被认为与疾病表型密切相关，尤其是ARMD等多因素疾病[12]。代谢组学的工作流程包括样品采集、样品制备（提取和浓缩）、样品测定（数据采集）和数据分析。每个阶段都由许多步骤和关键点组成。准确测量和明确识别代谢物对于代谢组学研究至关重要。从广义上讲，代谢物由内源性化合物和外源性化合物组成。内源性化合物来源于内源性分解代谢或合成代谢。外源性化合物主要来自饮食或环境[13]。根据代谢物的覆盖率，代谢组学可分为非靶向代谢组学和靶向代谢组学[14]。非靶向代谢组学旨在检测所有可测量的代谢物，为进一步研究提供线索，靶向代谢组学能够对一组预定义的代谢物进行绝对定量，这些代谢物通常位于特定途径内或具有相似结构。人们对与转录组和蛋白质组相关的成分的理解越来越多，但代谢组提供了细胞过程和环境因素可能对生物状态产生的影响的综合视角。与其他用于研究个体和群体生理变化的“组学”方法相比，代谢组学仍处于起步阶段[15]。代谢组学是一种强大的工具，在增强对病理机制和分子过程的理解、发现新途径以及确定诊断和预后的生物标志物方面具有巨大潜力。
代谢组学分析有两种主要分析工具：核磁共振（nuclear magnetic resonance，NMR）波谱和质谱（mass spectrometry，MS）[16]。MS和NMR波谱是用于从各种样品类型中获取代谢组学图谱的主要平台。MS具有高灵敏度、高质量分辨率和质量测量精度，以及数据采集中的高通量，通常与液相色谱（liquid chromatograph mass spectrometer，LC-MS）和气相色谱（gas chromatography-mass spectrometry，GC-MS）等色谱技术相结合。这些“联用”技术可以提高选择性，是代谢物分析最常用的平台，尤其是LC-MS[17]。尽管在代谢物检测方面取得了进展，但基于质谱法的代谢组学仍面临着一些问题，包括基质效应、峰重叠以及代谢物定量、鉴定和注释方面的挑战。NMR是代谢组学的另一个基石，因为它具有显著的优势，包括最少的样品制备、非破坏性取样、出色的重现性以及强大的结构解析能力[18]。这种类型的仪器适用于临床环境或实验室，但灵敏度和分辨率有限。由于生物体液与全身的各个器官接触，它们也提供了更具代表性的整体代谢特征。即使采用最佳样品制备方法，也存在局限性，因为目前的后续分离和检测方法技术无法鉴定所有体内代谢物，这主要是由于目前已知代谢物的化学性质不同[19]。随着这些分离和检测平台的改进，将有越来越多的研究调查更深入的代谢组学知识和理解，已鉴定的人类代谢物从6 800多个迅速扩展到超过110 000个代谢物实体[20]。
2 ARMD中的代谢组学特征
ARMD的危险因素是高龄、遗传因素、吸烟、体质量指数、饮食因素和高血压，血脂异常和代谢功能障碍也被发现与ARMD有关[21]。眼球内部的生理屏障包括血-眼屏障和血-视网膜屏障，这给眼睛提供了独特的代谢环境，其中大分子不能通过屏障，但一些小代谢物可以通过[22]。这使得使用代谢组学来研究ARMD患者血液中的代谢物以揭示疾病的机制成为可能。与基因组学相反，只要涉及相同的致病途径，眼部疾病的代谢方法可能适用于任何突变的患者。ARMD发病机制的代谢途径包括：（1）脂质代谢途径，脂质代谢异常是ARMD的主要途径之一，其中肉碱及其代谢产物主要参与脂肪酸代谢，肉碱水平降低会导致能量代谢紊乱[23]。（2）嘌呤核苷酸途径，腺苷和次黄嘌呤的代谢主要影响嘌呤核苷酸循环。嘌呤不仅参与细胞内能量代谢，还通过受体激活细胞间通讯，导致光感受器和RPE细胞凋亡，所有这些都是ARMD的发病机制[24]。（3）氨基酸代谢途径，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成在通路分析中的影响最大。例如黑脂褐素和脯氨酸被认为与ARMD的发病机制和发展相关[12]。（4）能量代谢，据报道，随着人类年龄的增长，视网膜感光器消耗的葡萄糖越来越少，导致线粒体功能障碍和RPE的DNA损伤，导致ARMD[25]。在目前的研究中，用于ARMD代谢组学分析的生物样本种类繁多，主要包括血浆、血清、房水、玻璃体和尿液。
3 代谢组学在ARMD中的应用
3.1 血浆标志物与ARMD  Zhao等[26]构建了新生血管性ARMD(neovascular ARMD，nARMD)的全球代谢网络，对从30例nARMD患者和30名年龄匹配的对照者收集的血浆样本进行非靶向代谢组学和脂质组学分析，结果发现，在nARMD组和对照组中，阳性和负离子模式分别检测到62种和44种显著不同的代谢物，使用多变量统计机器学习方法可以有效识别nARMD病例中16种代谢物和脂质组成的鉴别性生物标志物，在这16种化合物中，有8种是脂质，属于三种脂质类别（甘油磷脂、鞘脂和异戊烯醇脂质），重要性得分最高的前三个生物标志物都是脂质，包括一种甘油磷脂[即PC（18：0_22：5）+HCOO]和两种鞘脂[即Cer（d42：1）+HCOO和Hex2Cer（m17：1_20：4）-H],这些结果进一步证明了脂质代谢途径，尤其是甘油磷脂和鞘脂途径在nARMD中的重要性，这项研究表明nARMD患者和无ARMD的老年人的代谢和血脂谱之间的这些差异提供了nARMD整体代谢状态的读数。研究代谢物和ARMD之间的共同遗传成分可以增强对其发病机制的理解，Han等[27]首次在多血统和多流体数据集中进行了全面的大规模代谢物全基因组关联研究，通过对16 144例晚期ARMD患者和17 832例对照者的双向孟德尔随机化分析，确定了血浆代谢物与晚期ARMD之间的108种假定因果关系，鉴定出的代谢物富含甘油磷脂代谢、溶血磷脂、三拉酰甘油和长链多不饱和脂肪酸途径，证明了不同血统代谢物的遗传效应高度一致，但尿液和血浆之间的一致性较低，进一步验证了ARMD相关代谢物富含脂质相关途径，并揭示了代谢物与ARMD风险之间的许多假定因果关系，从而有助于深入了解它们在ARMD发病机制中的潜力。血浆代谢组学特征已被证明与ARMD及其严重程度分期相关。Lains等[28]首次分析了ARMD（n=108眼）和对照组（n=45眼）受试者的血浆代谢组学特征与ARMD在3 a内进展之间的关联，使用彩色眼底照片对不同分期的ARMD患者进行检测成像，并测试具有暗适应（dark adaptation，DA）的视网膜功能，还收集了空腹血浆样本进行代谢组学分析，结果显示，基于彩色眼底照片，戊糖和葡萄糖膦酸酯相互转化途径和孕烯醇酮类固醇中代谢物的基线水平和3 a变化都与ARMD进展相关，此外，当使用DA作为功能结果时，观察到谷氨酰胺以及丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸途径的基线和变化与DA曲线下面积的3 a变化相关，这表明氧化应激可能在ARMD的进展中起着特别重要的作用，但需要进一步研究，这些发现有助于了解ARMD进展的机制，并有助于确定ARMD的潜在成药靶点。为了评估ARMD的血浆代谢组学特征及其严重程度阶段，Laíns等[29]使用超高效LC-MS分析比较了ARMD患者（n=196）和对照组（n=295）的血浆代谢物以及不同疾病阶段，结果显示，ARMD患者与对照组之间的28种代谢物存在显著差异（P＜0.05），这些代谢物中的大多数（n=22，79%）在疾病的严重程度阶段也存在显著差异，大多数鉴定的代谢物是脂质，其次是氨基酸和核苷酸，通路分析显示甘油磷脂、嘌呤、牛磺酸和次牛磺酸以及氮代谢显著富集，数据表明，ARMD患者血浆中与甘油磷脂和神经变性相关的通路发生了改变，并且可能在这种神经退行性疾病的发病机制中很重要，研究结果支持ARMD患者表现出不同的血浆代谢组学特征，这些特征随疾病严重程度而变化。总之，这些研究结果有助于理解ARMD病理生理学，并可能成为未来针对这种疾病的生物标志物和精准医学的基础。
3.2 血清标志物与ARMD  Yuan等[30]通过超高效LC-MS结合Q-Exactive Orbitrap质谱（UPLC-MS）对17例nARMD患者和16例年龄和性别匹配的无nARMD老年对照者的ARMD血清代谢组进行分析，以研究nARMD患者和非ARMD对照之间代谢特征的差异。nARMD患者的血清代谢组学特征显示神经保护性4-HBA和脂质PA显著降低，不饱和脂肪酸AdA富集，被确定为nARMD的潜在血清生物标志物，血清样品中的4-HBA可能来自绿茶的儿茶素代谢，绿茶参与人体泛醌的生物合成，可以抑制氧化应激，从而保护神经退行性变中的神经元细胞[31]。PA是存在于人体血液和视网膜中的一种主要脂肪酸，会干扰多种正常的生物学功能，并参与与年龄相关的神经退行性疾病[32]。而高水平的AdA可能会增强炎症，增加多种疾病的风险[33]。这项研究表明通过饮食营养调整治疗可能改善nARMD患者的神经保护代谢物并缓解ARMD疾病过程。Kersten等[2]对72例早期或中期ARMD患者和72例对照个体的血清样本进行了靶向代谢组学，并通过稀疏偏最小二乘判别分析鉴定了预测ARMD的代谢物，结果发现，研究确定了以下代谢物变量，包括谷氨酰胺、谷氨酸、谷氨酰胺比率、谷氨酰胺分解和磷脂酰胆碱二酰基C28：1（PC aa C28.1），这些变量对ARMD的早期和中期阶段最具预测性，谷氨酰胺代谢的其他指标表明谷氨酰胺和ARMD之间可能存在关联。在ARMD患者中，谷氨酰胺分解（谷氨酸、天冬氨酸和丙氨酸与谷氨酰胺的比率）以及Glu：Gln比率均降低，尽管这些影响主要是由谷氨酰胺水平升高驱动的。谷氨酰胺是维持免疫能力所必需的非必需氨基酸，免疫过程是ARMD病理学的核心[34]。血清中谷氨酰胺的增加是对免疫系统更高需求的生理反应，还是蛋白质分解代谢增加、谷氨酰胺清除率降低、谷氨酰胺膳食摄入量增加或其他机制的结果仍有待研究[35]。总之，这项研究表明代谢组学是发现ARMD候选生物标志物的合适方法。Gao等[10]对100例接受抗血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）治疗的nARMD患者血清代谢组进行分析，将患者分为两组：反应者（n=54）和无反应者（n=46），结果发现甘油磷酸胆碱、溶血磷脂酰胆碱（LysoPC）（18：2）和磷脂酰丝氨酸（PS）（18：0/20：4）的表达水平在无反应者中更高，这意味着甘油磷脂代谢显著受损，研究表明这些生物标志物可用作初始抗VEGF治疗的预测反应。未来，更大规模的代谢组学研究可以增加在未知的ARMD通路中发现新的生物标志物，并扩大对ARMD病理生理学的见解。
3.3 房水标志物与ARMD  Jiang等[36]通过LC-MS对不同病因的黄斑水肿（macular edema，ME）患者房水（aqueous humor，AH）进行了代谢分析，包括20例ARMD（ARMD-ME）、20例糖尿病性黄斑水肿（diabetic macular edema，DME）和20例视网膜分支静脉阻塞（branch retinal vein occlusion-ME，BRVO-ME）患者，并与20名年龄和性别匹配的健康者进行对照，结果发现，ME患者和健康对照组AH的代谢特征存在显著差异，并鉴定了差异表达的代谢物，通路分析表明，这些差异表达的代谢物主要参与脂质代谢和氨基酸代谢，与对照组相比，ARMD-ME发现了21种病因特异性改变代谢物。此外，通过基于AH的机器学习诊断模型验证，ARMD-ME的ROC曲线下面积为0.79，DME为0.94，BRVO-ME为0.77，这项研究表明ME人群中不同病因的AH的潜在代谢基础，这些生物标志物可以改善不同病因的ME患者的鉴别诊断和治疗分层。Han等[37]使用超高效LC-MS比较了湿性ARMD患者（n=26）和接受白内障手术的年龄和性别匹配的患者（n=20）之间的房水代谢组学特征，结果显示，在测量的291种代谢物中，有18种代谢物发生了显著改变。这些不同的代谢组学特征指向了三种相互关联的代谢途径：受损的肉碱相关线粒体氧化途径受损（肉碱、脱氧肉碱、N6-三甲基-l-赖氨酸）、改变的碳水化合物代谢途径（顺式乌头酸、衣康酸和中康酸），在衰老和免疫中发挥作用，以及激活的渗透保护途径（甘氨酸甜菜碱、肌酸），这些结果表明，ARMD的代谢功能障碍以线粒体为中心，可能为湿性ARMD的病理生理学和新的治疗策略提供新的见解。
3.4 尿液标志物与ARMD  尿液是一种可以无创获得的生物流体，在其他领域，尿液代谢组学已被提议作为血浆生物标志物的可行替代品。Lains等[38]使用LC-MS评估不同阶段ARMD患者（n=185）和对照组（n=299）的尿液代谢组学特征，结果发现，尿液代谢组学特征在ARMD的各个阶段具有微弱的统计学差异，已鉴定的两种尿液代谢物（鞘氨醇和磷酸乙醇胺）具有重要意义，研究报道鞘氨醇会促进光感受器和无长突细胞的死亡并参与ARMD进展，而磷酸乙醇胺是甘油磷脂，被认为参与视觉色素的运输[39]。这些发现表明，尽管尿液代谢组学与ARMD的关联并不强，但这些可能代表了ARMD的未来生物标志物，随着进一步的研究，这些生物标志物有可能适用于临床实践。Laíns等[40]首次使用1H-NMR评估了不同阶段ARMD患者和对照组（＞50岁）的尿液代谢组学特征，研究包括来自两个队列的受试者：来自葡萄牙科英布拉的305例参与者（ARMD患者n=252；对照组n=53）和来自美国波士顿的194例参与者（ARMD患者n=147；对照组n=47），采集了所有参与者的彩色眼底照片（用于ARMD分期）和空腹尿液样本，结果显示，在两个队列中，对照组和晚期ARMD患者的尿代谢组学特征差异很大，但对照组和早期ARMD受试者之间也发现了重要差异，对这些分离的代谢物的分析表明，尽管每个队列都观察到不同的特征，但ARMD通常与疾病某些阶段排泄的柠檬酸盐和选定氨基酸的消耗有关，这些变化可能表明，ARMD患者对能量的需求增加，从而导致三羧酸循环中间产物转向葡萄糖生成。总之，NMR代谢组学能够识别ARMD的尿液信号及其严重程度，这可能代表该疾病的潜在代谢组学生物标志物。
3.5 玻璃体标志物与ARMD  由于眼睛具有血-视网膜屏障，因此最好使用眼内液（如房水和玻璃体液）代替血液，以更好地了解视网膜的代谢改变。然而，由于眼内液收集的限制，很少有研究使用房水或玻璃体液来研究ARMD的代谢物。Yoon等[41]使用高分辨率LC-MS对31例中度ARMD患者和30例接受玻璃体切除术治疗视网膜前膜的对照组进行了代谢组学，结果发现，在玻璃体液中分析的858种代谢物中，确定了258种将ARMD患者与对照组区分开来的代谢物（P＜0.05），发现中度ARMD患者玻璃体液中脂肪酰胺（如二十二酰胺）和酰基肉碱（如乙酰左旋肉碱和L-棕榈酰肉碱）显著增加（均P＜0.05），此外，与能量代谢相关的代谢物，如烟酰胺和琥珀酸减少（均P＜0.05），表明与脂肪酰胺和酰基肉碱相关的代谢物改变和能量代谢可能与ARMD的病因有关。
4 小结与展望
我们对ARMD的代谢组学研究进行了系统总结，包括ARMD患者的血浆、血清、房水、玻璃体和尿液等代谢物的研究分析，揭示了其独特的代谢特征和代谢模式，这为ARMD的诊断、治疗、进展和预后的新型生物标志物提供了新的线索，然而，大多数涉及代谢组学研究的临床研究仍处于初步阶段，并显示出明显的局限性。由于研究之间存在各种差异，包括方法学差异（禁食与非禁食）、具有不同饮食习惯的不同人群、不同的研究设计、不同的分析方法和校正因素，以及研究中包括的ARMD类型，缺乏对生物标志物的有效验证和对队列规模的评估，难以解释相互矛盾的结果。因此，识别像ARMD这样的多因素疾病的生物标志物仍然是一个重大挑战。此外，ARMD和许多其他疾病的危险因素之间存在明显的重叠。需要更严格的实验设计和进一步的大规模、多中心临床研究。ARMD的其他生物标志物类型，如遗传因素、影像学生物标志物或视觉功能测量，这些潜在的代谢物标志物可能会与临床参数相结合，在未来的ARMD治疗中用作精准医疗工具。
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