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Nutrition et Métabolomique
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Plateforme d’exploration du métabolisme :  
des gènes aux métabolites  

UMR 1019, INRA, Université d’Auvergne 
Une approche traditionnelle en nutrition a longtemps été d’étudier l’effet d’un régime ou 
bien d’un nutriment donné sur une fonction particulière ou un organe cible, ceci pour expli-
citer les mécanismes par lesquels les nutriments interviennent dans les voies métaboliques. 
L’utilisation de techniques analytiques très performantes comme la spectrométrie de masse 
et d’outils bioinformatiques ont été à l’origine du développement d’outils à haut débit comme 
par exemple la métabolomique qui ouvre un champ d’investigation beaucoup plus large 
permettant d’intégrer un ensemble de réponses biologiques résultant de la complexité de 
l’aliment et des régimes alimentaires.

La Métabolomique :  
un outil à haut débit

La métabolomique (1) a été définie comme « la 
mesure quantitative de la réponse multipara-
métrique liée au temps d’un système multicel-
lulaire à des stimuli physiopathologiques ou à 
des modifications génétiques ». Elle consiste 
en l’acquisition à partir de fluides biologiques 
(sang, urine, salive, etc..) de profils métaboli-
ques complexes et leur comparaison par ana-
lyses statistiques multivariées. Elle permet ain-
si d’analyser les centaines voire les milliers de 
métabolites présents dans ces fluides. Elle s’est 
d’abord développée dans le domaine végétal (2) 
et dans le champ de la toxicologie (1, 3) par exem-
ple pour prédire les effets toxiques de médica-
ments dans les phases précoces de dévelop-
pement. Les études en nutrition sont encore 
récentes mais différents programmes de recher-
che concernent l’identification de marqueurs 
d’exposition à certains nutriments mais égale-
ment l’identification de marqueurs précoces de 
déséquilibres métaboliques associés à l’appari-
tion de pathologies (4-7). Dans cette optique une 
des thématiques de la plate-forme d’explora-
tion du métabolisme de Clermont-Ferrand  est 
de développer (projet ANR METAPROFILE), en 
partenariat avec des laboratoires du public et du 
privé des études visant à  identifier des biomar-
queurs précoces de l’obésité avant l’apparition 
de signes cliniques.   

Il existe deux approches métabolomiques : la 
première est une approche ciblée qui concer-
ne l’étude d’une voie métabolique définie com-
me par exemple le métabolisme des glucides 
ou celui des lipides (lipidomique). La deuxième 
est une approche globale qui consiste à définir 
une empreinte métabolique en caractérisant le 

plus grand nombre possible de métabolites afin 
d’identifier les diverses voies métaboliques per-
turbées suite au stimulus. Une étude métabolo-
mique comprend 6 étapes principales à savoir 
le prélèvement et la préparation de l’échan-
tillon, l’analyse proprement dite souvent réali-
sée par spectroscopie par résonance magnéti-
que nucléaire (RMN) ou spectrométrie de masse 
(SM), le traitement des données, l’analyse statis-
tique de celles-ci, l’identification des métaboli-
tes ou biomarqueurs et l’étude des voies méta-
boliques perturbées par le stimulus.

Les techniques analytiques :  
vers une approche multi-plateformes.

Les principales techniques utilisées sont la spec-
troscopie par résonance magnétique nucléaire 
(RMN), la chromatographie en phase gazeuse 
couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), 
et la chromatographie liquide haute performan-
ce couplée à la spectrométrie de masse (LC- et 
UPLC-MS). La spectrométrie RMN est une tech-
nique robuste qui permet de scanner des centai-
nes d’échantillons en un temps restreint (8). C’est 
une méthode non destructrice ce qui permet 
l’utilisation du même échantillon pour d’autres 
analyses. Un autre avantage de cette technique 
est son aptitude à analyser les organes intacts 
grâce à la méthode à HRMAS (high resolution 
magic angle spinning) sans extraction préalable. 
Cependant de part sa faible sensibilité, elle ne 
permet que la détection de métabolites présents 
à forte concentration (de l’ordre de la μmole).

Même si la RMN a été la technique qui a permis 
à la métabolomique de voir le jour, la spectro-
métrie de masse de par sa sensibilité et les dif-
férentes techniques de couplage jouent un rôle 
essentiel dans l’essor de celle-ci (9, 10). Parmi 



celles-ci, la chromatographie en phase gazeu-
se couplée à la spectrométrie de masse permet 
d’obtenir des données quantitatives et une iden-
tification d’un nombre important des constituants 
du métabolome par l’utilisation de standards et 
de bases de données(11). En revanche, elle ne per-
met l’accès qu’à un nombre limité de métabolites 
et elle requiert généralement une étape de prépa-
ration de l’échantillon (réaction de dérivation par 
exemple) qui est parfois fastidieuse. L’utilisation 
de la chromatographie  bidimensionnelle permet 
d’augmenter le nombre de métabolites sépa-
rés, cependant les traitements des données sont 
beaucoup plus complexes (12). 

Les progrès réalisés dans l’interface de la chroma-
tographie liquide et de la spectrométrie de masse 
font de la LC-MS la technique de choix en par-
ticulier pour une prise d’empreinte métabolomi-
que. Les échantillons d’urine peuvent être injec-
tés directement après une simple dilution alors 
que l’analyse du plasma requiert une précipita-
tion des protéines au préalable  13). Le principal 
problème de la LC-MS est le phénomène de sup-
pression d’ionisation qui dépend de la nature des 
composés de la matrice et qui est fréquent lorsque 
l’electrosray est utilisé comme méthode d’ionisa-
tion. L’utilisation de la chromatographie bidimen-
sionnelle et l’utilisation de colonnes de particules 
inférieures à 2μm sont deux solutions qui permet-
tent de minimiser ce phénomène (13, 14). 

Aujourd’hui, l’identification des métabolites est 
certainement l’étape limitante de l’utilisation de 
la spectrométrie de masse en métabolomique. 
Une première approche concerne une identifica-
tion réalisée à partir de requêtes automatisées 
dans les bases de données comme par exem-
ple KEGG (http://www.genome.jp/kegg/), et/ou 
HMBD (15) (http://www.hmdb.ca/), en utilisant 
les renseignements fournis par la spectrométrie 
de masse à savoir la masse moléculaire et les 
spectres de fragmentation du composé d’inté-
rêt. Cependant, à la masse de l’ion moléculaire 
correspondent de nombreuses formules chimi-
ques. De plus, même si la mesure de la masse 
exacte obtenue à l’aide de spectromètre à haute 
résolution permet de déterminer la composition 
élémentaire d’un composé, plusieurs structures 
sont encore possibles. Il est possible de réduire 
le nombre de structures proposées en utilisant 
l’abondance isotopique comme filtre, comme 
démontré par Kind et Fiehn (16). Une autre pos-
sibilité consiste à recourir à la spectrométrie de 
masse en tandem. Ce procédé permet de sélec-
tionner un ion stable (ion parent) de la source 
d’ions puis de le fragmenter et ensuite d’analy-
ser les « ions fils » afin d’obtenir les informations 
structurales nécessaires à l’identification du 
composé d’intérêt (10). Lorsque cette technique 
est réalisée à l’aide d’un spectromètre à haute 

résolution, elle est d’une aide précieuse pour la 
recherche de candidats potentiels dans les bases 
de données  17). Les milliers de données obtenues 
sont analysées à l’aide d’outils statistiques d’ana-
lyse multivariée, comme par exemple l’analyse en 
composantes principales ou ACP, ou bien l’analy-
se partielle des moindres carrés ou PLS-DA.     

Compte-tenu de la complémentarité des diffé-
rentes techniques décrites ci-dessus, la tendan-
ce actuelle est d’utiliser une approche multi-pla-
teformes ce qui permet de couvrir un domaine 
plus important de polarité, de structures chimi-
ques et de concentrations (18, 20). De nombreuses 
méthodes permettant l’analyse de fluides biolo-
giques ont récemment fait l’objet de mises au 
point. Nous décrirons à titre d’exemple quelques 
applications dans les domaines de l’évaluation de 
biomarqueurs de consommation et de détection 
précoce de dérégulations métaboliques comme 
conséquence d’un stimulus nutritionnel ou bien 
d’une pathologie. 

L’approche non ciblée

La première approche de métabolomique nutri-
tionnelle non ciblée publiée par Solanky et al. en 
2003 a concerné l’effet chez la femme d’un régi-
me contenant des protéines de soja riche en iso-
flavones afin d’étudier chez l’humain les effets de 
phytoestrogènes administrés dans des conditions 
physiologiques (21). L’étude réalisée par RMN du 
plasma où chaque sujet est son propre témoin, a 
montré que même si tous les sujets présentaient 
la même réponse au régime à savoir une augmen-
tation des composés indiquant une augmentation 
du métabolisme anaérobie et une inhibition de 
la gluconéogénèse, la variation interindividuelle 
était importante. 

Depuis, un nombre important de travaux ont été 
consacrés aux phytomicronutriments présents 
dans les fruits et légumes compte tenu du rôle 
qu’ils peuvent jouer dans la prévention nutri-
tionnelle de pathologies comme le cancer et les 
maladies cardiovasculaires. L’approche métabolo-
mique s’est révélée très prometteuse pour carac-
tériser des biomarqueurs de la consommation 
de phytomicronutriments mais elle a également 
permis de mieux comprendre leur métabolisme 
et leurs effets biologiques. Pour une synthèse de 
ces études, le lecteur pourra consulter la revue 
publiée récemment par Manach et al. (22).

L’étude de Williams et al. (19) portant sur la carac-
térisation de profils plasmatiques de rats obèses 
ou non illustre bien la plus-value d’ une approche 
multi-plateformes pour la caractérisation de bio-
marqueurs de pathologies. En effet alors que la 
RMN et la GC-MS ont montré une diminution du 
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glucose, une augmentation des lipides, du cho-
lestérol et de la vitamine E, l’UPLC-MS a révélé 
une augmentation de l’acide taurocholique donc 
une possible modification dans la production des  
acides biliaires chez le rat obèse. De plus, la 
diminution de la quantité de taurine dans l’urine 
des rats obèses est certainement la conséquence 
de l’utilisation de cet acide aminé dans la produc-
tion de l’acide taurocholique.

Un examen des différentes études métabolomi-
ques publiées à ce jour nous permet de constater 
une variation interindividuelle importante de la 
réponse de l’organisme à un stimulus. Alors que 
les variations physiologiques chez les petits ron-
geurs utilisés pour des études métabolomiques 
sont relativement faciles à contrôler (23), cette 
variation interindividuelle chez l’humain est un 
facteur important à prendre en compte (24,  25) et 
à contrôler en particulier pour les études d’inter-
ventions nutritionnelles. En effet, il n’est pas cer-
tain que les changements métaboliques induits 
par un régime soient toujours aussi faciles à 
caractériser qu’une différence de profil induit 
par une pathologie. Il est donc important de bien 
contrôler les critères d’inclusion des sujets, les 
régimes et les modalités de prélèvements des 
échantillons biologiques.

Les progrès réalisés en bioinformatique  ont per-
mis à cette nouvelle approche d’évoluer vers des 
études menées à plusieurs niveaux d’investiga-
tion sub-cellulaires (ARN, protéines, métaboli-
tes) pour permettre  une intégration des données 
et ainsi appréhender les liens entre génotypes 
et phénotypes. Par exemple, compte tenu du 
rôle que semble jouer la flore intestinale dans le 
maintien de la santé (26), des travaux (27, 28) ayant 
pour objectif de qualifier la relation entre le 
microbiote intestinal et le statut métabolique de 
l’hôte se développent en alliant approche méta-
génomique (composition, dynamique, variabilité 
du microbiote etc…) et approche métabolomique 
(metabolites dans le sang, urine, eau fécale).

Une approche ciblée :  
la lipidomique  

Les lipides sont des substrats énergétiques, 
des composés essentiels des membranes bio-
logiques, et certains d’entre eux des précur-
seurs de messagers qui sont produits en répon-
se à diverses stimulations cellulaires (29). Ceux-ci 
constituent un ensemble de composés de struc-
tures variées tels que acides gras, glycerolipi-
des, glycerophospholipides, sphingolipides, sté-
rols, eicosanoides, etc. Ils sont impliqués dans 
de nombreuses pathologies comme le diabète, 
l’athérosclérose, la résistance à l’insuline etc. Cet 
ensemble constitue le lipidome d’un système qui 

est une des composantes du métabolome comme 
décrit ci-dessus. La lipidomique (30) a été définie 
comme « la caractérisation complète des molécu-
les lipidiques du vivant et leur organisation supra-
moléculaire, mais aussi la caractérisation de leur 
rôle biologique propre ou via leur interaction avec 
les protéines, aboutissant in fine à la régulation 
des gènes cibles ».

Alors que la méthode classique d’analyse de 
lipides faisait tout d’abord intervenir des tech-
niques séparatives comme la chromatographie 
sur couche mince, la perméation de gel, l’extrac-
tion sur phase solide, la chromatographie liquide 
haute performance afin de fractionner les lipi-
des totaux, puis une analyse détaillée de chaque 
fraction (triacylglycérols, phospholipides, acides 
gras libres, esters de cholestérol etc. (29), la ten-
dance actuelle est de développer une méthode 
permettant l’analyse simultanée des centaines 
de structures moléculaires composant l’extrait 
lipidique (31-33). Cette stratégie d’analyse globale 
inclut soit l’infusion directe de l’extrait lipidique 
dans le spectromètre de masse, technique appe-
lée « shotgun lipidomics » ou  la chromatographie 
liquide haute performance couplée à la spectro-
métrie de masse.

L’infusion directe couplée à une ionisation dou-
ce comme par exemple l’électrospray (ESI-MS) 
a été utilisée (32) afin d’obtenir des renseigne-
ments structuraux des espèces moléculaires lipi-
diques présentes dans un échantillon biologique 
ainsi que  les changements occasionnés par un 
stimulus. C’est ainsi qu’il a été identifié plus de 
400 phospholipides dans un extrait cellulaire (34) 
et que des méthodes de quantification des prin-
cipales espèces moléculaires composant le lipi-
dome ont été proposées en utilisant à la fois l’io-
nisation en mode positif et en mode négatif (32). 
Cependant, l’infusion directe souffre d’un pro-
blème majeur à savoir qu’un nombre important 
de composés de structures différentes sont en 
compétition pour l’ionisation ce qui peut entraî-
ner des suppressions d’ionisation et ainsi  faus-
ser l’analyse. Aussi, l’utilisation de la chromato-
graphie liquide (LC) comme méthode séparative 
semble être la solution adoptée par de nombreux 
analystes pour  diminuer ce phénomène de sup-
pression d’ionisation (35-38).

Cette approche (LC/ESI-MS) s’est révélée être 
performante pour caractériser des animaux trans-
géniques (35, 39), ou pour l’identification de bio-
marqueurs de pathologies (38, 40). Ainsi, dans le 
cadre d’une étude portant sur les  phospholipi-
des plasmatiques de patients souffrant d’un dia-
bète de type 2, Wang et al. (39) ont montré que 
deux phosphatidylethanolamines (16 : 0/22 : 6 
et 18 : 0/20 : 4) et deux lysophosphatidylcholi-
nes (16 : 0, 18 : 0) permettaient de différencier 
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les sujets diabétiques des témoins. De même, 
Pietilaiden et al. ont montré chez l’homme une 
association entre l’obésité et l’augmentation 
de lysophosphatidylcholines (trouvés dans des 
conditions pro-inflammatoires) et la diminution 
de plasmalogènes (dont le rôle comme antioxy-
dant naturel est controversé ) dans le sang (40). 
De plus ces modifications sont associées à une 
résistance à l’insuline. Ces observations sont en 
parfait accord avec les résultats obtenus lors 
d’une approche métabolomique non ciblée sur 
des plasmas de rats obèses ou non. En effet, 
l’analyse en composante principale des données 
obtenues par LC/ESI-MS a montré que la sou-
che de rat obèse se différenciait de la souche 
non obèse par l’augmentation de  lysophospha-
tiylcholines (LPC) en particulier les 16 : 0 LPC, 
18 : 0 LPC, et 18 : 1 LPC (17). 

L’utilisation de la technique LC/ESI-MS offre éga-
lement la possibilité d’identifier directement à 
partir de l’extrait lipidique des molécules formées 
après un stress oxydant comme par exemple des 
dérivés oxydés de phospholipides (PC, PE,  PS). 
Ceci représente une avancée méthodologique 
importante qui permet d’appréhender la carac-
térisation des isoprostanes, biomarqueurs de la 
peroxydation lipidique sans avoir à les isoler et 
ainsi avoir le risque de les transformer (41). 

Comme pour les approches de métabolomique 
non ciblée, le développement rapide de la 
lipidomique  n’est pas seulement lié au progrès 
de la spectrométrie de masse mais également 
à l’utilisation d’outils bioinformatiques. 
Différents sites web comme par exemple le 
LIPID MAPS (42) (http://www.lipidmaps.org), le 
Lipid Library (http://lipidlibrary.co.uk), le Lipid 
Bank (http://lipidbank.jp), ou bien le Cyberlipids 
(http:// www.cyberlipid.org), offrent en ligne 

des renseignements sur la classification,  la 
structure et les méthodes d’analyse des lipides. 
Une nomenclature de référence a été  proposée 
par le « LIPID MAPS consortium ». Des outils 
d’identification automatique de composés 
et de leur quantification à partir de banques 
de données sont maintenant disponibles (43). 
Le traitement des données de lipidomique 
permet également la recherche d’espèces 
moléculaires co-régulées et l’identification des 
voies métaboliques concernées (44).

Conclusion

Nous avons assisté ces dernières années à une 
évolution des méthodes utilisées dans le domai-
ne de la biologie et les approches métabolomi-
ques ouvrent des perspectives nouvelles dans 
le domaine de la nutrition. La lipidomique, une 
approche ciblée sur le métabolisme des lipides 
est maintenant bien développée car elle a pro-
fité des avancées méthodologiques publiées au 
siècle dernier. Le développement rapide de la 
métabolomique n’est pas seulement lié au pro-
grès des techniques d’analyse mais également 
à l’utilisation d’outils bioinformatiques. Aussi, la 
tendance est une intégration des données obte-
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