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要"目的
"

研究乙型病毒性肝炎$原发性肝细胞癌"
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#患者及健康体检者代谢物变化%方法
"

收集
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例
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例乙型肝炎
2:1

阴性$
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例乙型肝炎
2:1

阳性患者血清作为病例组!收集
A7

例健康体检者

血清作为对照组!采用
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核磁共振仪检测血清中小分子代谢产物!通过聚类分析筛选出各组

的特征代谢物%结果
"

与对照组比较!乙型肝炎
2:1

阴性组患者血清中有
')

种代谢物质差异有统计学意义
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#!乙型肝炎
2:1

阳性组患者血清中有
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种代谢物质差异有统计学意义"
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#'肝癌组患者血

清中有
)'

中代谢物质差异有统计学意义"
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#!其中苯乙尿酸水平上升!其他代谢物下降%与
2:1

阳性

组比较!乙型肝炎
2:1

阴性组患者血清中有
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种代谢物质差异有统计学意义"
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#%结论
"

核磁共振氢

谱可有效筛查出
)

型肝炎$
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患者之间有显著差异的血清代谢物!在无创诊断
+55

方面具有广阔的应用

前景%

关键词"磁共振波谱学'
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原发性肝细胞癌#
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$是最常见的原发性恶性 肿瘤之一%全球每年超过
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万人死于
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%且其发病

*

*)

*

国际检验医学杂志
)('*

年
'

月第
A(

卷第
'

期
"

Y#LX."U3%/

!

X"#R"&

J

)('*

!

-HI@A(

!

:H@'

!

基金项目"江西省科技支撑计划项目#

)('8',,a?('8B

$%江西省教育厅项目#

aXX'8()??

$'

""

作者简介!杨文涛%男%主治医师%主要从事肝胆疾病代谢组学分析方向的研究'

"

#

"

通信作者%

69V"EI

!

KHRFU***

!

'7;@OHV

'

""

本文引用格式"杨文涛%谢宝刚%徐颜美%等
@

乙型病毒性肝炎&原发性肝癌患者血清代谢组学研究(

X

)

@

国际检验医学杂志%

)('*

%

A(

#

'

$!

)*9;;@



率仍在逐年增加(
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患者早期无明显临床症

状%发生隐匿%易发生转移%往往在发现时已为肝癌晚

期%因此%尽早发现和治疗是提高
+55

患者生存率的

关键'当前肝癌诊断方法有临床症状&病理检查&血

清甲胎蛋白&影像学超声和
50

检查等%但这些方法存

在创伤性&灵敏度不高和病症确定困难等缺点(

;9A

)

'

因此%寻找与肝癌发生&发展紧密相关的特征代谢物%

有望为肝癌尽早诊断提供可靠&安全和灵敏的生物学

指标具有重要的临床价值'核磁共振氢谱 #

'

+
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$是代谢组学研究最常使用的检测方法%是一种

高通量生物代谢物指纹检测技术%基于原子的自旋特

性通过磁场和射频脉冲而作用于原子核%氢原子普遍

存在于代谢物中(

897

)

'
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具有对样品非破坏性&

检测物质多样性和准确&分辨率高等优点(

?

)

'本研究

应用'
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方法研究了
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患者血清的代谢组特

征%旨在筛选出可靠的标志性代谢物'

C

"

资料与方法

C@C

"

标本来源
"

收集南昌大学第二附属医院感染性

疾病科及肝胆外科收治的肝炎及
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患者血清作为

病例组%诊断标准参照/乙型病毒性肝炎诊断标准0

#

Z!)**9)((B

$

(

B

)

'同期收集各项体检指标正常的健

康体检者血清作为对照组'所有研究对象均签署知

情同意书%于清晨空腹采取静脉血
;V.

%

;(((&

"

VE#

离心
'(VE#

%获得血清标本%置于
_B( ]

冰箱保存

备用'

C@D

"

样品预处理
"

室温解冻保存的血清样品%每管

吸取
)((

#

.

%加入
B((

#

.

甲醇沉淀蛋白%充分漩涡振

荡后静置
'(VE#

%

')(((&

"

VE#

离心
8VE#

%再取上清

液
B8(

#

.

于干净的
'@8V.6<

管中%使用高速真空

旋转蒸发仪烘干'烘干后加入
A7(

#

.

蒸馏水将浓缩

物复溶%涡旋振荡%超声至溶解%取上清液
AA8

#

.

至

6<

管中%依次加入磷酸缓冲液
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#

.

%
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重水溶液
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#

.

%涡旋振荡混匀%
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VE#

离心
'(VE#

%取

上清液
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#
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装入
8VV

核磁管中%进行'
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检测'
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"
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试验
"

采用
1S"#O%

&
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核磁

共振仪#

,&Rb%&

公司$检测'打开气源开关%待输出气

压平稳%按启动程序按钮%将样品放入核磁共振仪中%

打开联机电脑上
0H

N

F

N

E#

软件%输入
%/O

对核磁样品

进行命名区分%输入
.HOb

选用实验样品所用的氘代

试剂比例
*(C+

)

>G'(C2

)

>

锁场-输入
1LV"

命令

进行自动调谐以获得最佳灵敏度-输入
LH

N

FMEV

使样

品处于一个均匀的磁场中%匀场完全后输入
K

$

进行

采样使重新扫描产生结果%扫描采样结束后在命令行

输入
L&

保存已采集的数据点'再直接输入
P

N

及
"

N

b

相位转换处理得完整'
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谱图'

C@F

"

'
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谱的数据预处理和聚类分析
"

采用

0H

N

F

N

E#

软件将所有样品'
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谱进行自动积分%

手动进行相位校正和基线校准'应用
3"LI"U

软件对

不同指纹图谱进行处理%将所有样本指纹图谱达到较

高拟合度'为减少样品浓度误差带来的干扰%将处理

好的'
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全谱数据进行归一化%根据不同组别样

品进行分组编号%观察样品的聚离程度%删除异常点%

再输入
!Y3519<G

分析软件进行多元统计模式识别

分析%包括主成分分析#

<51

$&偏最小二乘法判别分

析#

<.!921

$和正交校正偏最小二乘法
9

判别分析

#

><.!921

$%所有类聚分析
FO"I%

均采用
\-

及
50=

中心化处理算法%以分辨所有样品不同代谢状态'通

过
<.!921

模型和
><.!921

模型的变量分析获得

重要影响值#

-Y<

%其值越大提示该变量越重要$及

.H"/E#

$

F

值绘制得到
-Y<

荷载图%以颜色对核磁峰的

-Y<

值进行编码%颜色越红表示该代谢物差异越显

著%颜色越蓝表示该代谢物差异越不明显'将候选特

征峰
-Y<

值
%

'@8

的差异变量所在区间找出来%结合

核磁峰的化学位移和峰形分裂特征%利用
)

维全相关

谱#

05>!̂

$&网络数据库#

MLL

N
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及借助标准品对照鉴定和确证特征代谢物'根据'

+

:3=

图谱选择峰形干扰较小部分进行积分%得差异

代谢物积分值将其进行对数加
8

变换%再采用

!<!!'*@(

统计软件对
A

组数据进行方差分析%筛选

与肝癌发生&发展相关的血清特征代谢物组'

C@G

"

统计学处理
"

采用
!<!!'*@(

统计软件对数据

进行分析%对乙型肝炎&

+55

&健康体检组血清代谢物

的归一化面积值进行方差分析%以
!

$

(@(8

为差异有

统计学意义'

D

"

结
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果
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各组研究对象血清'

+:3=

谱代谢物成分及比

较
"

健康对照组&肝炎
2:1

阴性组&肝炎
2:1

阳

性&肝癌研究对象血清'

+ :3=

图谱中化学位移从
-

为
(@8

"

)@;

的区域%放大后可明显看出
A

组之间相

同轮廓的相对峰高存在差异'见图
'

'

图
'
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各组研究对象血清'

+:3=

谱代谢物成分及比较

D@D

"

各组研究对象组血清'

+:3=

图谱聚类分析

D@D@C

"

<51

"

健康对照组和乙型肝炎组代谢物聚集

在左下区域%而肝癌组代谢物聚集在右上区域%提示

乙型肝炎组与健康者代谢特征存在相似性%并能较好

地与肝癌组区分开'见图
)
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D@D@D

"

<.!921

"

健康对照组和乙型肝炎组代谢物

聚集在右侧区域%而肝癌组代谢物聚集在左侧区域'

见图
;
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注!

1

组为健康对照组-

,

组为乙型肝炎
2:1

阴性组-

5

组为乙型

肝炎
2:1

阳性组-

2

组为肝癌组

图
)
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各组研究对象血清样品'

+:3=

检测

结果
<51

得分图

D@D@E

"

><.!921

"

各组样品聚类明显%且左边肝癌

组与其他组能显著区分'见图
A

'
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注!

1

组为健康对照组-

,

组为乙型肝炎
2:1

阴性组-

5

组为乙型

肝炎
2:1

阳性组-

2

组为肝癌组

图
;
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各组研究对象血清样品'

+:3=

检测结果

<.!921

得分图

D@E

"

健康对照组&乙型肝炎组&
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组研究对象血

清聚类差异获得候选特征峰
"

各组研究对象
-Y<

荷

载图结果见图
8

'
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注!

1

组为健康对照组-

,

组为乙型肝炎
2:1

阴性组-

5

组为乙型

肝炎
2:1

阳性组-

2

组为肝癌组

图
A
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各组研究对象血清样品'

+:3=

检测结果

><.!921

得分图
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注!

'

为脂质-

)

为亮氨酸-

;

为异亮氨酸-

A

为缬氨酸-

8

为丙氨酸-

7

为醋酸-

?

为琥珀酸-

B

为牛磺酸

图
8
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各组研究对象血清'
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图谱
-Y<

荷载图
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与肝癌发生&发展相关的血清特征代谢物组的

筛选
"

各组研究对象相关特征峰信息见表
'

'

表
'
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各组研究对象相关特征峰信息
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续表
'

""

各组研究对象相关特征峰信息

特征代谢物
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注!

-

'

+

表示代谢化合物氢的位移-

F

&

/

&

L

&

V

&

Q

分别表示代谢产物的峰型为单重峰&双重峰&三重峰&多重峰&四重峰-与健康对照组比较%

!

!

$

(@(8

-与肝炎
2:1

阴性组比较%

%

!

$

(@(8

-与肝癌组比较%

#

!

$

(@(8

E

"

讨
""

论

""

代谢异常是肿瘤发生的又一重要原因%肝脏是人

体重要的物质代谢器官%肝癌的代谢物研究备受关

注'核磁共振技术在代谢组学研究中最为常用%其优

点在于不破坏样本的结构和性质&对化合物检测无偏

倚&实验方法灵活&预处理简单&可设计多种编辑手

段&并可在接近生理条件下进行实验'

目前%已有部分文献报道%利用代谢组学技术寻

找肝癌特征生物指标物(

*9'(

)

'早在
)((;

年
=>>:6̂

等(

''

)成功利用
:3=

技术对乳酸诱导下发生脂肪变

的小鼠肝脏组织进行了代谢组学检测%结果发现%实

验组小鼠葡萄糖&甜菜碱和三甲胺
:9

氧化物水平均存

在显著差异%提示该技术可行'随后
Ŷ:

等(

')

)应用

高效液相色谱
9

电喷雾质谱#

+<.593!

$联合技术分
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析慢性乙型肝炎&急性肝衰竭患者血清代谢组学%结

果发现%

A

种溶血卵磷脂和
'

种胆汁酸可作为诊断肝

衰竭的潜在血清标记物'

51>

等(

';

)采用
\<.593!

技术发现%

.5

与
+55

患者排泄物中的原溶血卵磷

脂&尿胆素&鹅去氧胆酸二聚体差异具有统计学意义

#

!

$

(@(8

$%提示胆酸合成与分泌及溶血卵磷脂的吸

收障碍在
.5

和
+55

发展过程中具有重要因素'我

国学者
Z1:a

等(

'A

)同样应用
+<.593!

技术发现

了
';

种潜在生物标记物显著干扰肝癌的关键代谢途

径%如有机酸&脂肪酸&胆汁酸&磷脂类和肠道菌群等

的代谢'

01:

等(

'8

)应用
+<.593!

分析比较了肝癌

和肝硬化患者血清代谢变化%结果发现%二氢神经鞘

氨醇和植物鞘氨醇在
+55

下降明显%可能作为
+55

的肿瘤标志物%并表明代谢组学研究中许多脂类代谢

产物在肝癌患者血清与健康者血清中存在较大差异'

为进一步探索乙型肝炎&肝癌患者有显著差异的

代谢物标志物%本研究基于'

+ :3=

技术对健康者&

乙型肝炎
2:1

阴性者&乙型肝炎
2:1

阳性者和

+55

患者血清代谢物进行了分析'与对照组比较%

乙型肝炎
2:1

阴性组患者血清中有
')

种代谢物质%

如乳酸&丙氨酸&磷酸胆碱等显著降低-乙型肝炎

2:1

阳性组患者血清中有
'8

种代谢物质差异具有

统计学意义#

!

$

(@(8

$%其中
8

种物质%如亮氨酸&牛

磺酸等水平下降%

*

种代谢物质%如醋酸&胆碱等水平

上升'与乙型肝炎
2:1

阳性患者比较%乙型肝炎

2:1

阴性患者血清中有
'A

种代谢物质具有显著差

异%其中
A

种代谢物%如谷氨酰胺&甲酸水平下降%

'(

种代谢物%如亮氨酸&乳酸水平上升'乙型肝炎
2:1

阴性组&乙型肝炎
2:1

阳性组与健康对照组之间均

存在水平有差异的代谢物%提示在乙型肝炎期某些代

谢物水平已出现明显紊乱%也为寻找肝癌发生&发展

相关特征代谢物提供了证据'此外%本研究还筛选出

)'

种与
+55

发生&发展相关的代谢物标志物%其中

仅有苯乙尿酸水平上升%其他代谢物%如异亮氨酸&胆

碱&缬氨酸等均下降'

苯乙尿酸是嘌呤代谢产物%其水平增多%可能与

肝脏病变时代谢障碍所致'饮酒是高尿酸血症的相

关危险因素%也是肝脏损伤的直接危险因素%但苯乙

尿酸代谢增多与肝癌发生&发展的机制仍需进一步研

究探讨'

F

"

结
""

论

""

本研究通过'

+:3=

有效筛查出乙型肝炎&肝癌

患者之间
)'

种具有显著差异的血清代谢物%在无创

诊断
+55

方面具有广阔应用前景'但由于存在种

族&地域等差异%该结果仍需进一步的多中心实验

证实'
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