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"摘要#

!

目的
!

探索药物性肝损伤"

*+,+

#患者治疗的不同阶段血清氨基酸水平的变化差异!探讨其临床意义

及可用于
*+,+

早期诊断及疗效评价的氨基酸类生物标志物$方法
!

收集
)'

例健康志愿者"健康组#及
)-

例
*+,+

患者不同阶段"初诊%治疗%转归#的血清标本!采用稳定同位素
!"#$%

标记方法联合液相色谱串联质谱技术检测

血清氨基酸进行定量并分析其差异$结果
!

在血清中共定量氨基酸
).

种!与健康组比较!

*+,+

患者共有
'-

种氨

基酸浓度在诊疗不同阶段发生显著性改变&其中异亮氨酸%亮氨酸%苯丙氨酸及丝氨酸的浓度在初诊时显著升高!随

治疗进程降低!逐渐接近于正常水平$结论
!

-

种氨基酸中!苯丙氨酸与
*+,+

的相关性更高!可能为
*+,+

早期诊

断及治疗效果评价的潜在生物标志物$

"关键词#

!

液相色谱
&

串联质谱&

!

氨基酸&

!

药物性肝损伤&
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氨基酸是构成人体蛋白质分子的最基本物质#不仅提供了

合成蛋白质的重要原料#而且对于促进生长#进行正常代谢)维

持生命提供了物质基础#是物质代谢中的重要组成部分*肝脏

是氨基酸代谢的核心器官#氨基酸的多种转化反应均在肝内活

跃进行#并在体内处于动态平衡状态*而这一平衡状态的打破

则是众多疾病的诱因与表现形式+

'

,

*目前已有研究表明+

)&3

,

#

当肝脏发生损伤时#体内氨基酸代谢常常出现紊乱#氨基酸代

谢库与血清氨基酸谱随之发生改变*

药物性肝损伤$

*+,+

%是药物治疗过程中出现的一种常见

疾病#包括药物本身或"及其代谢产物#或由于特殊体质对药物

的敏感性升高或耐受性降低所导致的肝脏损害*目前#只有少

部分与药物剂量相关的肝损伤是可预测的(大部分
*+,+

的发

生是无法预知的#其早期临床症状缺乏特异性$如疲劳)恶心)

腹痛等%#与其他肝脏疾病难以区分#对诊断造成困难+

-

,

*

*+,+

进展迅速#并可能出现黄疸)腹水)肝性脑病)肝衰竭等严重症

状+

2

,

#加重患者机体及经济双负担*然而现有肝功能评价指标

无法在肝实质损伤发生前进行及时预警且无特异诊断
*+,+

的

生物标志物*本研究将结合稳定同位素相对与绝对定量

$

!"#$%

%标记与液相色谱
&

串联质谱技术$

,O&PL

"

PL

%对

*+,+

患者不同阶段血清氨基酸水平进行定量#探索氨基酸浓

度变化与
*+,+

诊断及治疗的相关性#寻找可用
*+,+

早期发现

及疗效评价的生物标志物#现报道如下*

$

!

资料与方法

$K$

!

一般资料
!

以临床医生诊断以及肝脏酶学指标为依

据+

/

,

#排除肝胆相关疾病$包括肝炎病毒)巨细胞病毒)

QR

病毒

感染#胆道病变)酒精性肝损伤)休克)心力衰竭)自身免疫性疾

病)遗传或代谢性肝脏病变等%

+

0

,

#纳入本院
)('-

年
.

!

')

月

住院的
)-

例
*+,+

患者#包括
/

例抗肿瘤药物引起的
*+,+

)

-

例中药引起的
*+,+

)

'3

例降脂药引起的
*+,+

及
'

例抗菌药物

引起的
*+,+

*其中男
'-

例#女
'(

例#年龄
)-

!

0'

岁#平均年

龄
22

岁#平均体质量
/.J

?

*收集患者血清标本#并根据其治

疗的不同阶段将血清标本分为初诊组)治疗组和转归组*同时

-

1(('

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3
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T4K.

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

.'3-'('2

%(北京市自然科学基金资助项目$

0'-)(/2

%*

!!

作者简介!史忱#女#在读硕士#主要从事临床药理学研究*

!

#

!

通讯作者#

Q&C=!8

!

;4>

?

88;

"

')/K<4C

*



纳入于本院体检的健康志愿者
)'

例作为健康组#其中男
'2

例#女
/

例#年龄
)-

!

33

岁#平均年龄
)0

岁#平均体质量
/)

J

?

*本研究经首都医科大学附属北京朝阳医院伦理委员会审

批#符合医学伦理学标准*

$K/

!

仪器与试剂
!

$U+3)((

型液相色谱
&

串联质谱仪$美国

$

77

8!5DR!4@

H

@:5C

公司%#配有电喷雾离子源$

QL+

%及
$>=&

8

H

@:'K2K'

数据处理软件(

,O&)($

型液相色谱仪$日本
L;!C=D&

NB

公司%#包括自动进样器)柱温箱)脱气机等(

$RRV""

高速

离心 机 $德 国
$RRV""

公 司%*

!"#$%

"P 试 剂 盒 $批 号

$'''/

%由美国
$

77

8!5DR!4@

H

@:5C

公司提供#其中包括!

'(W

磺

基水杨酸溶液$含
-((

#

C48

"

,

正异亮氨酸%)标记缓冲液$

(K-2

C48

"

,

硼酸盐缓冲液#

7

X.K2

#含
)(

#

C48

"

,

正缬氨酸%#

''2&

!"#$%

衍生化试剂$

'2

人份"瓶#每瓶用
0(

#

,

异丙醇稀释后

使用%)

'K)W

羟胺水溶液)

!"#$%&''-

同位素标记的
--

种氨

基酸内标$

(K2W

甲酸标准稀释液溶解后使用%*色谱纯乙腈与

甲酸$德国
P59<J

公司%(七氟丁酸$美国
L!

?

C=

公司%(实验用

纯净水$杭州娃哈哈集团有限公司%*

$K'

!

方法
!

本实验检测方法采用李鹏飞等+

.

,建立的稳定同位

素
!"#$%

技术联合
,O&PL

"

PL

法对血清中氨基酸进行准确

定量*

$K'K$

!

色谱条件
!

采用
YR9!D

?

5L;!58D#U'.

色谱柱$

2

#

C

#

'2(CCZ-K/CC

#美国
[=:59@

公司%*流动相
$

!水$含有

(K('W

七氟丁酸)

(K'W

甲酸%(流动相
R

!乙腈$含有
(K('W

七

氟丁酸)

(K'W

甲酸%*梯度洗脱条件见表
'

#柱温
2(\

#进样

量
3

#

,

*

表
'

!

梯度洗脱条件

时间$

C!>

% 流速$

#

,

"

C!>

% 流动相
$

$

W

% 流动相
R

$

W

%

(K3 .(( '(( (

''K( .(( .( )(

''K2 .(( ( '((

'-K( .(( ( '((

'-K' .(( '(( (

)'K( .(( '(( (

$K'K/

!

质谱条件
!

采用电喷雾离子源正离子化模式#扫描方

式为多种反应监测$

P#P

%#离子喷射电压
3(((S

#离子源温

度
2-(\

#源内气体
'

$

]L'

#

T

)

%压力
3-2JU=

#气体
)

$

]L)

#

T

)

%压力
-'-JU=

#气帘气$

Ô #

#

T

)

%压力
'3.JU=

#接触电压为

3(S

#碰撞能量为
'(5S

*

$K'K'

!

血清标本前处理
!

精密吸取血清标本
-(

#

,

置于
'K2

C,

的
QU

管中#加入含
-((

#

C48

"

,

正异亮氨酸的磺基水杨酸

'(

#

,

以沉淀蛋白#涡旋
3(@

后以
'((((9

"

C!>

离心
)C!>

*

移取上清液
'(

#

,

于
'K2C,

的
QU

管中#加入含
)(

#

C48

"

,

正缬氨酸的
-(

#

,

标记缓冲液#涡旋
3(@

后瞬时离心*移取

上层液体
'(

#

,

于
'K2C,

的
QU

管中#加入
2

#

,!"#$%&''2

衍生化试剂#涡旋
3(@

后瞬时离心#置于室温下反应
3(C!>

后#加入
2

#

,

羟胺终止衍生化反应#涡旋
3(@

后瞬时离心*

最后加入
3)

#

,

含
!"#$%&''-

同位素标记的内标溶液#涡旋

混匀后瞬时离心#待进行
,O&PL

"

PL

分析+

.

,

*

$K'K1

!

定量分析与数据处理
!

标本经过
,O&PL

"

PL

特定采

集方法#提取
--

种氨基酸对应的
!"#$%&''2

和
!"#$%&''-

的
P#P

离子流图#进行积分处理*在每
3

#

,

进样中#含有
'(

7

C48

从内标溶液中带入的每种
!"#$%&''-

试剂标记的氨基

酸#根据特定的校正系数可计算标本中氨基酸浓度*正异亮氨

酸和正缬氨酸属于非人体内氨基酸#在样品预处理步骤引入的

正异亮氨酸用于检验经过沉淀后氨基酸的回收率#通过正异亮

氨酸回收率校准每种氨基酸的测定结果*在
!"#$%&''2

衍生

化标记步骤引入正缬氨酸#用于检验标记反应的效率#反应效

率在
.(W

!

')(W

为合格+

.

,

*

$K1

!

统计学处理
!

采用
LULL'/K(

软件进行统计#计量数据

采用
C_@

表示#组间生化结果及氨基酸浓度比较采用单因素

方差分析$

4>5&F=

H

$TVS$

%#以
2

$

(K(2

表示差异具有统计

学意义*

/

!

结
!!

果

/K$

!

*+,+

患者与健康志愿者的酶学指标比较
!

)-

例
*+,+

患

者的血清标本按诊断及治疗不同阶段分为初诊组)治疗组与转

归组*

3

组
*+,+

患者的血清酶学指标丙氨酸氨基转移酶

$

$,"

%与谷氨酸氨基转移酶$

$L"

%均具有异常增高#与健康

组相比#差异具有统计学意义$

2

$

(K('

%(且伴随治疗的进程#

$L"

与
$,"

逐渐降低#接近正常值范围#具体可见表
)

*

表
)

!

*+,+

患者及健康志愿者肝酶指标%

^

&

,

'

C_@

(

指标 健康组 初诊组 治疗组 转归组

$L" )(_0 '0(_'-.

""

21_)3

""

3)_'-

""

$," '1_0 )-'_'.0

""

'3)_2/

""

-3_).

""

!!

注!与健康组比较#

""

2

$

(K('

*

/K/

!

*+,+

患者血清氨基酸浓度变化
!

对
*+,+

患者与健康志

愿者血清中的
).

种氨基酸的浓度进行准确定量*与健康组比

较#共有
'-

个氨基酸的浓度在诊断和治疗不同阶段发生显著

性变化*其中#异亮氨酸)亮氨酸)苯丙氨酸及丝氨酸的浓度在

初诊组显著升高#随着治疗进程#逐渐降低并接近健康组水平(

氨基酸浓度的变化与肝酶指标的变化相符#提示这
-

种氨基酸

的变化可能与
*+,+

患者诊断及治疗过程相关联#见表
3

)

图
'

!

)

*

表
3

!

健康志愿者及
*+,+

患者血清氨基酸浓度变化%

#

C48

&

,

'

C_@

(

氨基酸 健康组$

' )̀'

% 初诊组$

' )̀-

% 治疗组$

' '̀.

% 转归组$

' )̀3

%

精氨酸$

$9

?

%

11K21_-(K1. '((K21_3-K0) 12K1_33K3/ '')K-)_33K))

组氨酸$

X!@

%

22K0(_).K(3 2.K.-_)'K(' /-K.-_).K'3 2-K'-_)(K-)

异亮氨酸$

+85

%

21K.)_'3K1) 0-K22_)'K')
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图
'
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*+,+

患者诊断与治疗过程中血清中浓度

发生显著变化的
'-

种氨基酸

图
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*+,+

患者治疗过程中血清苯丙氨酸浓度变化
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讨
!!

论
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本研究基于
!"#$%

标记方法#结合
,O&PL

"

PL

对
*+,+

患者初诊)治疗中及转归后的血清中
).

种氨基酸进行定量#分

析
*+,+

患者诊断与治疗不同阶段的氨基酸浓度变化#并探讨

氨基酸类生物标志物浓度与肝损伤过程的相关性*发现与健

康组相比#共有
'-

种氨基酸在诊疗不同阶段发生显著变化(其

中#异亮氨酸)亮氨酸)苯丙氨酸及丝氨酸的浓度变化可能与

*+,+

患者诊断及治疗过程相关联*

血浆中的支链氨基酸$

RO$$

%与芳香族氨基酸$

$$$

%的

比值曾被用来作为肝病期间蛋白质代谢异常的指标+

1

,

#并主要

用于指导肝病的临床治疗*根据氨基酸的化学结构分类#异亮

氨酸)亮氨酸和缬氨酸属于
RO$$

#苯丙氨酸和酪氨酸属于

$$$

*其中异亮氨酸)亮氨酸)缬氨酸和苯丙氨酸均为人体必

需氨基酸#自身不能合成#必须从食物中摄取*药物造成的肝

损伤多为急性肝损伤#肝细胞功能障碍或发生坏死#使肝脏氨

基酸代谢能力下降#坏死细胞内的氨基酸释放入血#因此血浆

中浓度增高的氨基酸主要为细胞内浓度高的氨基酸$谷氨酸)

谷氨酰胺)赖氨酸)苏氨酸等%与主要在肝脏代谢的氨基酸$苯

丙氨酸)赖氨酸及甲硫氨酸%
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*与以上氨基酸相比#

RO$$

则主要在肝外组织代谢#肝脏对其影响不大+

1
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(遂发生肝损伤

时#

RO$$

在血浆中的浓度升高+

''&')
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)不变+

'3

,或降低+

'-

,均有

相关报道#提示苯丙氨酸的变化与
*+,+

进程的相关性可能大

于异亮氨酸及亮氨酸*

在前期研究中#本课题组对
*+,+

患者及健康志愿者的血

清进行了非靶向代谢组学检测分析#目前已鉴定出
)

个可能的

生物标志物结构#包括苯丙氨酸和二甲基鸟苷+

'2
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*本研究中

发现苯丙氨酸在
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患者初诊组)治疗组与转归组中其浓度

增高#与健康组相比差异均有统计学意义$

2

$

(K(2

%#且变化

规律可与治疗过程相关联#即在疾病组的浓度高于健康组#随

着治疗后的转归#其浓度水平接近于健康组$下转第
'('2

页%

-

''('

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.



娠晚期孕妇
R

族溶血性链球菌的多中心研究+

e

,

K

中华围

产医学杂志#

)('-

#

'0

$

/

%!

3/'&3/-K

+

3

,

U=9JaX

#

a!C aX

#

a=>

?

eX

#

5:=8KOB995>:@:=:B@=>D

<8!>!<=8

7

95@5>:=:!4>@4A!>E=@!E5>54>=:=8]94B

7

R@:95

7

&

:4<4<<=8!>A5<:!4>@!>a495=

+

e

,

KU5D!=:9+>:

#

)(''

#

23

$

)

%!

)3/&)31K

+

-

, 许基平
KR

群链球菌快速检测方法研究进展+

e

,

K

检验医学

与临床#

)(''

#

.

$

'1

%!

)3.(&)3.'K

+

2

,

U=9JeL

#

O;4*X

#

f=>

?

eX

#

5:=8K̂@5AB8>5@@4A=9=

7

!D

95=8:!C5UO#=@@=

H

!>

7

95>=:=8@<955>!>

?

A49

?

94B

7

R

@:95

7

:4<4<<B@<484>!N=:!4>

+

e

,

K$>>,=I P5D

#

)('3

#

33

$

'

%!

31&--K

+

/

,

P58!>UKT54>=:=8

?

94B

7

R@:95

7

:4<4<<=8D!@5=@5

!

A94C

7

=:;4

?

5>5@!@:4

7

95E5>:!E5@:9=:5

?

!5@

+

e

,

KO8!> P!<94I!48

+>A5<:

#

)(''

#

'0

$

1

%!

')1-&'3(3K

+

0

, 朱敏#范建霞#程利南
K

围产期
R

族链球菌感染的研究进

展+

e

,

K

中华妇产科杂志#

)((2

#

-(

$

)

%!

'30&'-'K

+

.

, 严育忠#华静#范惠清#等
K

围产期
R

族链球菌感染的研究

进展+

e

,

K

中华围产医学杂志#

)(''

#

'-

$

')

%!

02.&0/3K

+

1

,

X!D5;!:4P

#

eB9!a

#

P=@=:4X

#

5:=8K+CCB>4<;94C=:4&

?

9=

7

;!<D5:5<:!4>4A:;5]94B

7

RL:95

7

:4<4<<B@=>:!

?

5>

A94C 5>9!<;C5>:<B8:B95@

+

e

,

KO8!> S=<<!>5+CCB>48

#

)('3

#

)(

$

1

%!

'3.'&'3.0K

+

'(

,赵静#熊涛#唐军#等
K

早发型和晚发型新生儿脓毒症的临

床特点+

e

,

K

实用儿科临床杂志#

)(')

#

)0

$

'(

%!

03/&03.K

+

''

,罗俊#马丽亚#徐芬
K

新生儿晚发型
R

族链球菌败血症临

床特征及预后分析+

e

,

K

临床儿科杂志#

)('3

#

3'

$

1

%!

.(2&

.(.K

+

')

,

,=>=9!P

#

O=E9!>!c

#

L=CI9!S

#

5:=8KO4C

7

=9!@4>4AD!A&

A595>:C5:;4D@A49D5:5<:!4>4A]94B

7

RL:95

7

:4<4<<B@

E=

?

!>=8!>:9=

7

=9:BC <484>!N=:!4>

+

e

,

KQ=98

H

XBC *5E

#

)((1

#

.2

$

'(

%!

')'3&')32K

+

'3

,季修庆#陆根生#胡平#等
K

荧光定量
UO#

检测南京地区

孕晚期妇女生殖道
R

族链球菌的带菌情况+

e

,

K

检验医

学#

)('-

#

)1

$

/

%!

/).&/3(K

+

'-

,

X4>5@:X

#

L;=9C=L

#

a;=>aL

#

5:=8K#=

7

!D:5@:@A49

?

94B

7

R@:95

7

:4<4<<B@<484>!N=:!4>!>8=I49!>

?

F4C=>

!

=

@

H

@:5C=:!<95E!5F

+

e

,

KU5D!=:9!<@

#

)((/

#

''0

$

-

%!

'(22&

'(//K

+

'2

,

R5>@4>a*

#

,B<;=>@J

H

eR

#

Q88!4::e$

#

5:=8KUB8@5D&A!58D

A!>

?

59

7

9!>:!>

?

4AE=

?

!>=8

?

94B

7

R@:95

7

:4<4<<B@!>

7

95

?

&

>=><

H

+

e

,

KVI@:5:]

H

>5<48

#

)(()

#

'((

$

3

%!

2-2&22'K

+

'/

,张立#臧嘉
K

快速检测
R

群链球菌试剂盒的初步应用+

e

,

K

中国实验诊断学#

)('(

#

'-

$

3

%!

-23&-23K

$收稿日期!

)('2&(1&)'

!!

修回日期!

)('2&''&)2

%

$上接第
'(''

页%

的状态$图
)

%*结合前期研究与本次氨基酸的定量实验结果#

提示苯丙氨酸可能为
*+,+

早期诊断及治疗效果评价的潜在生

物标志物*

参考文献

+

'

, 陶蓓蓓#李鹏飞#张绪得#等
K

液相色谱
&

串联质谱在全谱

氨基酸检测中的应用+

e

,

K

分子诊断与治疗杂志#

)(')

#

-

$

'

%!

21&/'K

+

)

,

XB4"

#

O;5>Y

#

,BY

#

5:=8K$>5AA5<:!E5=@@5@@C5>:4A

E=8

7

94=:5@4D!BC&!>DB<5D;5

7

=:4:46!<!:

H

F!:; Û,O&PL
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