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肝炎及肝硬化患者血代谱及生物标记物相关性研究

徐
!

茜!

!张
!

晨"

"陕西省西安市第九医院)

!$

检验科#

"$

感染性疾病科
!

2!%%+6

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨自身免疫性肝炎及原发性胆汁性肝硬化患者与健康人群血液代谢谱差异及生物标记物

的相关性%方法
!

选取
"%!6

年
+

月到
"%!+

年
&

月该院确诊为自身免疫性肝炎"

).R

$患者
6"

例作为
).R

组!

原发性胆汁性肝硬化"

*0(

$患者
6+

例作为
*0(

组!选取
+%

例健康体检者作为对照组%采用线性梯度超高效

质谱分析法对研究对象血清中的代谢物进行检测%并对检测所得到的数据进行多个变量的分析!从而建立

).R

以及
*0(

的临床诊断模型!并对该模型的临床效果进行探究!筛选出合适的生物标记物!并对各组血清之

中的生物标记物的活动情况进行分析%结果
!

通过
*0(

组与
).R

组患者代谢图谱的差异!构建出诊断两种疾

病的模型%

).R

组和
*0(

组胆汁酸水平高于对照组!溶血卵磷脂&卵磷脂&鞘磷脂&脂肪酸在
).R

组和
*0(

组

中较低!苯丙氨酸在
).R

组中水平高于对照组!差异均有统计学意义"

!

#

%$%+

$%结论
!

血清代谢谱分析技术

在诊断
).R

以及
*0(

方面有重要意义!有望推广到临床%

关键词"自身免疫性肝炎#

!

代谢组学#

!

多变量分析#

!

原发性胆汁肝硬化
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肝脏是人体内重要的代谢器官#具有解毒以及吞

噬等重要功能*

!4"

+

(人体胆汁的合成主要也是由肝脏

细胞完成的#肝脏通过促进胆汁的合成与分泌进而促

进人体对脂类的吸收(同时#肝脏与人体激素的分泌

息息相关#人体内的多种激素在肝脏中分解或转化%

当肝脏发生病变时#激素便失去活性#从而导致人体

出现多种病症#人体的代谢过程也受到影响(代谢组

学在临床医学方面的应用主要集中于疾病的发病机

制)预后评估以及疾病的诊断治疗方面(由于原发性

胆汁性肝硬化$

*0(

&与自身免疫性肝炎$

).R

&在临

床治疗方面都没有特定的典型性关系#因此#两种疾

病经常会同时发生#对临床上的治疗造成了极大的困

扰(本试验在正离子模式之下应用线性梯度超高效

液相色谱飞行时间质谱对两种疾病患者的血清进行

分析#寻找用于诊断
).R

以及
*0(

的血清标志物#现

报道如下(
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检验医学与临床
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年
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$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

选取
"%!6

年
+

月到
"%!+

年
&

月在

本院治疗的确诊为
).R

的患者
6"

例作为
).R

组#

6+

例
*0(

患者作为
*0(

组#并选取
+%

例健康体检者作

为对照组(本试验所有研究对象均签署知情同意书(

$$/

!

纳入及排除标准

$$/$$

!

纳入标准*

#

+

!

).R

诊断标准!

"%!+

年国际

).R

小组制定的诊断评分标准*

6

+

(

*0(

诊断标准!

"%!+

年美国肝病协会制定的关于诊断
*0(

的相关准

则*

+

+

(所有纳入研究的患者均已确诊为该病患者(

$$/$/

!

排除标准
!

$

!

&药物性肝炎)病毒性肝炎或酒

精性肝患者%$

"

&艾滋病感染者%$

#

&同时患有原发性

肝癌的患者%$

6

&患有甲状腺功能亢进或糖尿病等代

谢疾病的患者(

$$'

!

方法
!

参与研究的研究对象需晨起空腹采集血

清标本#在
6g

下离心
&I@A

左右#放在
'3%g

的恒

温冰箱中保存(在正式试验的前
!

天将样品置于
6g

下解冻#将血清标本与乙腈按照
!i#

的比例均匀混

合(在
6g

下离心
"%I@A

#取
6+%T

上层清液进行超

高效液相色谱梯度分析*

&

+

(液相色谱的柱温为
#+g

#

色谱柱为
)(j\.71(!3

柱#见表
!

(

表
!

!!

超高效液相色谱梯度洗脱程序

时间$

I@A

& 流速$

IT

"

I@A

&

)X 0X

弧线

%$% %$# 5& " %

%$& %$# 5& " 2

5$% %$# "! 3! 2

!+$% %$# # 52 2

""$% %$# # 52 2

""$+ %$# % !%% 2

!+$% %$# % !%% 2

"+$+ %$# 5& " !

#!$% %$# 5& " 2

!!

注!正离子模式下
)

为水
Y%$!X

甲酸#

0

为乙腈
Y"%X

异丙醇
Y

%$!X

甲酸%负离子模式下
)

为水
Y%$!X

甲酸#

0

为甲醇
Y%$!X

甲酸

$$1

!

统计学处理
!

采用
/*//"%$%

软件进行处理分

析#对研究对象进行均衡性检验#组间比较采用单因

素方差分析或独立
4

检验(采用有监督和无监督两种

模式对数据进行分析#无监督模式是用线性投影法把

多成新的主成分#有监督模式则是在已有分组中进行

识别与归类通过载荷图以及得分图可以直观地观察

分析结果(

/

!

结
!!

果

/$$

!

).R

组与
*0(

组患者正负离子模式下变量书

及谱峰比较
!

所有的血清标本在经过超高效液相色

谱
4

质谱分析之后#得出
).R

组与
*0(

组患者在正负

离子模式下谱峰差异有统计学意义$

4`6$!%6

#

!

#

%$%+

&#见表
"

(

表
"

!!

).R

组与
*0(

组患者正负离子模式下

!!!

变量数及谱峰比较

组别
正离子模式下变量数

变量数$个& 谱峰$

X

&

负离子模式下变量数

变量数$个& 谱峰$

X

&

).R

组
!"#" 3$5 !#"+ 5$!

*0(

组
!235 3$3 !3!% 3$!

/$/

!

两种疾病诊断模型的建立
!

对
).R

组与
*0(

组的血清标本色谱
4

质谱数据进行分析#发现这两组正

离子模式下与负离子模式下与对照组血清标本都可

以明显分开(除此之外#在正离子模式下
).R

组与

*0(

组患者数据的区分不明显#但在负离子模式下两

组患者区分明显(为了更好地找到并鉴定潜在的生

物标记物#又?用了有监督的模式识别方法对标本数

据进行了分析比较(结果发现在负离子模式下两组

得到了很好的区分(负离子模式下模型的解释率和

预测率为
I

"

e %̀$55!

#

&

"

e %̀$56#

(对该模型进行

交叉验证(

/$'

!

生物标记物的鉴定
!

保留时间)质量数与串联

质谱数据是鉴定生物标志物的
#

条准则(首先#根据

生物标志物的精确质荷比到数据库中对比
!

找可能

物质#并购买可能性大的物质的标准品分析#在相同

的色谱条件之下物质的保留时间相同#之后进行串联

质谱分析#并将获得的生物标志物的二级质谱图与标

准品的二级谱图比较#二者谱图如果完全匹配就能鉴

定二者是同一物质(如标本血清中物质的谱图与溶

血卵磷脂的图谱谱图完全匹配#则鉴定为溶血卵磷

脂(本试验便是按照这
#

条准则对脂肪酸)胆汁酸)

溶血卵磷脂)卵磷脂)鞘磷脂
+

类
"%

种生物标记物进

行了鉴定分析(分析结果显示#

).R

组与
*0(

组患

者体内胆汁酸的水平高于对照组#差异有统计学意义

$

4̀ +$!%"

#

!

#

%$%+

&#其他
6

种酯类物质水平较低(

同时还发现
*0(

患者血清代谢产物改变程度比
).R

患者更重(除此之外#在正离子模式之下发现血清代

谢物中苯丙氨酸在
).R

组中水平高于对照组#但与

*0(

组患者相比差异无统计学意义$

!

$

%$%+

&(

'

!

讨
!!

论

!!

代谢组学是一门新兴的生物学技术#它主要是对

人体细胞内代谢层面的若干生命活动进行探索*

2

+

(

并且代谢组学的优越之处在于它位于人体代谢活动

的最末端#更接近于机体的表面(除此之外#代谢组

学还可以放大蛋白质或者基因的微小变化#并且代谢

产物的数量和种类也远远小于之前的蛋白质组与基

因组*

345

+

(由于人体各个组织中的代谢产物都基本相

同#故代谢组学的应用也更加广泛(因此#本试验便

应用代谢组学的方法来对
).R

与
*0(

的发病机制以

及诊断方法进行进一步研究(

本试验采用了超高效液相色谱
4

质谱研究的方法

'

5!5
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检验医学与临床
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年
6

月第
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卷第
2

期
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对
).R

组)

*0(

组与对照组的血清标本进行代谢组

学分析#分别将
).R

组和
*0(

组患者的血清标本与

对照组进行对比分析#结果显示#在负离子条件下的

区别较为明显#差异有统计学意义$

4`6$!%6

#

!

#

%$%+

&(由此可见#这两种疾病的代谢产物有所差别#

产生这种差别的原因可能是两种疾病的发病机制存

在差异*

!%4!!

+

(胆汁酸是在肝脏中合成的合成并在人

体肠道之中发挥作用的物质(健康人体内的胆汁酸

基本不会出现在血液循环中#但绝大多数肝胆疾病患

者体内胆汁酸水平明显上升*

!"

+

(本试验发现#

).R

组与
*0(

组患者血清中胆汁酸水平明显高于对照

组#差异有统计学意义$

4̀ +$!%"

#

!

#

%$%+

&#其他
6

种脂类物质水平较低(除此之外#在正离子模式下发

现#血清代谢物中苯丙氨酸在
).R

组水平高于对照

组#但与
*0(

组患者体内代谢该物质比较差异无统

计学意义$

!

$

%$%+

&(

综上所述#本试验对
*0(

及
).R

患者血清进行

代谢组学分析发现其重要临床意义#并确定了
+

类生

物标记物#血清代谢谱分析技术可以为临床提供一个

新的思路(但由于本试验取用的标本例数比较少#研

究也不够深入#故需进行更深一步的探讨(
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