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  摘 要:目的 探讨胆石病患者与健康人群血清胆汁酸谱差异,分析其对胆石病的辅助诊断价值及可能的

成石机制。方法 选取2018年1月至2019年1月到重庆医科大学附属第一医院就诊的胆石病患者(n=33)
及健康志愿者(对照组,n=51)共84例为研究对象。采用超高效液相色谱-串联质谱分析法同时检测胆石病患

者和健康志愿者血清中15种胆汁酸的水平,并对检测所得到的数据进行多个变量的分析,从而建立胆石病的

临床诊断模型,筛选出合适的胆汁酸生物标志物,并对血清中的生物标志物的统计学意义及诊断价值进行分

析。结果 成功构建出胆石病的正交偏最小二乘法判别分析(OPLS-DA)模型。2组甘氨鹅脱氧胆酸、鹅脱氧

胆酸、牛磺熊脱氧胆酸、甘氨胆酸、牛磺脱氧胆酸、牛磺石胆酸、牛磺鹅脱氧胆酸、牛磺胆酸水平比较,差异均有

统计学意义(P<0.05)。结论 胆汁酸代谢轮廓对临床诊断胆石病有较大的应用价值,有望用于胆石病的早期

诊断及鉴别诊断。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

difference
 

of
 

serum
 

bile
 

acid
 

composition
 

between
 

patients
 

with
 

cholelithiasis
 

and
 

healthy
 

people
 

and
 

to
 

analyze
 

its
 

diagnostic
 

value
 

and
 

possible
 

stone-forming
 

mechanism
 

for
 

cholelithiasis.Methods A
 

total
 

of
 

84
 

patients
 

with
 

cholelithiasis
 

(n=33)
 

and
 

healthy
 

volunteers
 

(control,n=
51)

 

who
 

visited
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

Medical
 

University
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

January
 

2019
 

were
 

recruited.Fifteen
 

bile
 

acids
 

were
 

quantified
 

using
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry(HPLC-MS/MS).On
 

the
 

basis
 

of
 

analysis
 

of
 

muti-variables,the
 

clinical
 

diagnostic
 

model
 

for
 

cholelithiasis
 

had
 

established,appropriate
 

biomarkers
 

of
 

bile
 

acids
 

were
 

screened
 

out,the
 

statistical
 

signifi-
cance

 

and
 

diagnostic
 

value
 

of
 

biomarkers
 

in
 

serum
 

were
 

analyzed.Results The
 

orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis(OPLS-DA)
 

models
 

of
 

cholelithiasis
 

were
 

successfully
 

constructed.The
 

differ-
ence

 

of
 

glycine
 

chenodeoxycholic
 

acid,chenodeoxycholic
 

acid,taurochordoxycholic
 

acid,glycine,taurocholate,
taurocholate,taurocholate,taurocholate

 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Con-
clusion The

 

metabolic
 

profile
 

of
 

bile
 

acid
 

has
 

great
 

value
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

cholelithiasis,which
 

is
  

expec-
ted

 

to
 

be
 

used
 

in
 

the
 

early
 

diagnosis
 

and
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

cholelithiasis.
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  胆石病是临床最常见的消化系统疾病之一,其成

石机制目前仍不十分清楚。研究表明,胆石病发病的

根源是胆汁酸代谢紊乱及胆固醇稳态的破坏[1]。胆

汁酸代谢轮廓是反映生物体内胆汁酸种类、水平、变

化的指标。当肝脏发生病变或患胆管疾病时会引起

胆汁酸代谢障碍,总胆汁酸早期不会发生明显改变,
而血清中各种亚型胆汁酸水平将产生相应的变化,使
血清中胆汁酸成分与水平显著改变[2]。监测人体内
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胆汁酸代谢轮廓的特征有望用于肝胆疾病的早期诊

断及鉴别诊断。因此,需要对胆石病患者血清中胆汁

酸进行全面分析,以充分掌握与成石有关的胆汁酸的

毒性作用及发现具有早期诊断作用的标志胆汁酸。
本研究采用超高效液相色谱-串联质谱分析法同时检

测胆石病患者和健康志愿者(对照)血清中15种胆汁

酸的水平,结合主成分分析(PCA)和正交偏最小二乘

法判别分析(OPLS-DA)建立诊断区分模型,并初步

探讨血清胆汁酸代谢轮廓分析对胆石病的初步诊断

价值及可能的成石机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 共收集2018年1月至2019年1月

到重庆医科大学附属第一医院就诊的胆石病患者及

健康志愿者共84例为研究对象,其中对照组51例,
胆石病组33例。清晨采集研究对象的空腹静脉血3

 

mL,待标本凝固后离心,提取上层血清保存于-80
 

℃
冰箱直至上机分析。对照组纳入标准:赴重庆医科大

学附属第一医院体检健康者;平均每天摄入乙醇量<
20

 

g;在同期的医学检查中,肝肾功及血脂处于正常参

考区间内;无人患有糖尿病和血脂异常等内分泌系统

疾病;无被诊断为胆结石或有任何肝肾功能障碍疾病

或其他血液系统及呼吸系统疾病。胆石病组纳入标

准:经影像学B超和(或)CT、MRI及逆行胰胆管造影

(ERCP)检查确诊的胆石病患者,除外各种类型肝炎

及其他原因引起的肝脏损伤,不合并糖尿病、代谢综

合征及其他慢性疾病。

1.2 仪器与试剂 Waters
 

Xevo
 

TQD
 

IVD
 

串联质

谱;Acquity
 

UPLC
 

I-Class超高效液相色谱仪;Massl-
ynx

 

4.1工作站(美国 Waters公司);色谱柱:Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18(50.0
 

mm×2.1
 

mm,

1.7
 

μm);Cobas
 

c701全自动生化分析仪;甘氨石胆酸

(GLCA)标准品购自Toronto
 

Research
 

Chemicals公

司;胆酸(CA)、石胆酸(LCA)、脱氧胆酸(DCA)、熊脱

氧胆酸(UDCA)、鹅脱 氧 胆 酸(CDCA)、牛 磺 胆 酸

(TCA)、甘氨胆酸(GCA)、牛磺石胆酸(TLCA)、牛磺

脱氧胆酸(TDCA)、牛磺熊脱氧胆酸(TUDCA)、牛磺

鹅脱氧胆酸(TCDCA)、甘氨脱氧胆酸(GDCA)、甘氨

鹅脱氧胆酸(GCDCA)、甘氨熊脱氧胆酸(GUDCA)标
准品及同位素标记的内标氘代胆酸(d4-CA)、氘代脱

氧胆酸(d4-DCA)、氘代熊甘氨胆酸(d5-GCA)、氘代

熊脱氧胆酸(d4-UDCA)、氘代石胆酸(d4-LCA)均购

自Sigma
 

Aldrich公司。

1.3 方法

1.3.1 血清标本前处理 在0.25
 

mL血清标本中,
加入1

 

mg/mL
 

内标(3,12-二醇-7-一醇-5β-胆酸)甲醇

液10
 

μL,加入甲醇4
 

mL,超声震动20
 

min,4
 

000
 

g
离心20

 

min,上清液在60
 

℃用氮气吹干。先依次各

用2
 

mL的氯仿-甲醇(2∶1
  

V/V)、甲醇和水活化C18
小柱。吹干的血清溶于1

 

mL水中,上样。依次用2
 

mL水、2
 

mL正己烷冲洗,最后用5
 

mL甲醇洗脱。
在60

 

℃用氮气吹干,残余物溶于1
 

mL乙腈-水(1∶
1)中。
1.3.2 色谱和质谱条件 色谱柱:Waters

 

ACQU-
ITY

 

UPLC
 

BEH
 

C18(50.0
 

mm×2.1
 

mm,1.7
 

μm);
流动相:A相为0.1%甲酸水溶液(体积比),B相为0.
1%甲酸-乙腈:甲醇(3∶1,v∶v)溶液;

 

流速:0.4
 

mL/min;柱温:45
 

℃;梯度洗脱程序:0~2.0
 

min,>
35%~43%,B;>2.0~3.5

 

min,>43%~46%,B;>
3.5~5.0

 

min,>46%~<59%,B;>5.0~7.0
 

min,
59%,B;>7.0~8.7

 

min,>59%~66%,B;>8.7~
10.7

 

min,>66%~98%,B;>10.7~11.3
 

min,
35%,B。离子源:电喷雾离子源(ESI);扫描方式:负
离子扫描;检测方式:多反应监测(MRM)模式;毛细

管电压:3.0
 

kV;离子源温度:150
 

℃;脱溶剂气温度:
400

 

℃;脱溶剂气流速:800
 

L/h;锥孔气流速:50
 

L/h。
用时间分段来提高待测物响应值,15种胆汁酸质谱参

数见表1。
1.3.3 方法学评价及质控 15种胆汁酸在1.0~
6

 

000.0
 

nmol/L线性范围内线性关系良好,线性决定

系数(R2)均>0.993;目标物的定量限为1.0~10.0
 

nmol/L;低、中、高水平的萃取回收率在95.5%~
114.1%,日内、日间精密度(RSD)均<11.4%,15种

胆汁酸的高低质控变异系数<15%。
表1  15种胆汁酸质谱参数

化合物名称
母离子

(m/z)
子离子

(m/z)
驻留时间

(s)
锥孔电压

(V)
碰撞能量

(ev)

CA 407.3 407.3 0.18 -80 10

d4-CA 411.3 411.3 0.18 -80 10

LCA 375.3 375.3 0.18 -95 10

d4-LCA 379.3 379.3 0.18 -95 10

DCA 391.3 391.3 0.18 -84 10

d4-DCA 395.3 395.3 0.18 -84 10

UDCA 391.3 391.3 0.20 -84 10

d4-UDCA 395.3 395.3 0.20 -84 10

CDCA 391.3 391.3 0.25 -84 10

d4-CDCA 395.3 395.3 0.25 -84 10

TCA 514.3 80.0 0.16 -90 67

GCA 464.3 74.0 0.17 -76 42

TLCA 482.3 80.0 0.20 -88 60

GLCA 432.3 74.0 0.16 -64 36

TDCA 498.3 80.0 0.23 -92 62

TUDCA 498.3 80.0 0.17 -92 62

TCDCA 498.3 80.0 0.23 -92 62

GDCA 448.3 74.0 0.18 -74 40

GCDCA 448.3 74.0 0.18 -74 40

GUDCA 448.3 74.0 0.16 -74 40
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1.3.4 特征标志胆汁酸的筛选 将数据导入SIM-
CA

 

13.0
 

(Umetrics
 

瑞典)软件,结合PCA和OPLS-
DA对血清胆汁酸谱进行分析,建立模式识别模型。
再根据所得的投影重要性值(VIP)及其置信区间对标

志物进行初步筛选,获得对分组有贡献的胆汁酸变

量。筛选标准为:VIP>1且置信区间不包括0的胆

汁酸。对初筛的标志物进行不同组间的非参数检验

以寻找有差异的特征标志胆汁酸。

1.4 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件进行统

计分析,对于符合正态分布连续性变量以x±s表示,
采用t检验比较,对于不符合正态分布的连续性资

料,以中位数(四分位数)[M(P25,P75)],表示采用

Mann-Whitney
 

U 检验进行比较,计数资料比较采用

χ2 检验,绘制受试者工作特征曲线(ROC曲线)并计

算各曲线下面积(AUC),以P<0.05为差异有统计

学意义。采用SIMCAP13.0软件对血清胆汁酸定量

结果进行PCA和OPLS-DA分析。

2 结  果

2.1 一般临床资料 对照组与胆石病组相比,性别

构成(χ2=1.706,P=0.191)、直接胆红素(DBil)(t=
-2.020,P=0.052)差异无统计学意义,可排除性别

对胆汁酸谱的影响。2组年龄、丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、总碱性磷酸

酶(ALP)、总胆汁酸(TBA)、总胆红素(TBil)比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。

表2  对照组与胆石病组一般资料比较(x±s)

项目
对照组

(n=51)
胆石病组

(n=33)
χ2/t P

性别 1.706 0.191

 男 16 15

 女 35 18

年龄(岁) 40.6±13.3 52.5±18.1a -3.452 0.001

ALT(U/L) 10.6±5.6 90.6±30.9a -3.509 0.001

AST(U/L) 14.2±4.8 72.7±66.1a -3.493 0.001

ALP(U/L) 65.9±21.6 142.0±90.8a -2.687 0.011

TBA(μmol/L) 3.8±2.5 14.9±17.9a -2.532 0.016

TBil(μmol/L) 7.9±3.1 41.8±34.6a -2.129 0.041

DBil(μmol/L) 3.0±1.0 34.5±18.5 -2.020 0.052

  注:与对照组比较,aP<0.05。

2.2 构建区分模型 将得到的胆汁酸数据导入

SIMCA13.0软件先进行无监督的PCA 分析,根据

DModX及Loading
 

plot对异常离群点(outlier)反复

剔除后建立PCA模型,模型解释力(R2X=83.9%),
预测力(Q2=43.9%),见图1。依据筛除后的数据构

建有监督的 OPLS-DA模型,见图2。交叉验证显示

预测能力Q2=20.8%,50.9%的变量[R2(X)]可用

于解释26.3%的组间差异[R2(X)]。从3D得分图

中可以看出对照组分布在右侧,胆石病患者分布在左

侧,该模型筛选到的标志胆汁酸有 GCDCA、CDCA、

GUDCA、TUDCA、GCA、TDCA、TLCA、TCDCA、

TCA。

  注:N代表对照组,S代表胆石病组。A代表二维得分图,B代表

3D得分图。

图1  基于对照与胆石病组的PCA模型

  注:N代表对照组,S代表胆石病组。A代表二维得分图,B代表

3D得分图。

图2  基于对照与胆石病组的OPLS-DA模型

表3  健康对照与胆石病胆汁酸代谢轮廓

   [nmol/L,M(P25,P75)]

项目 对照组(n=51) 胆石病组(n=33) P

LCA 11.2(3.4,19.2) 6.4(4.6,17.3)

UDCA 61.7(40.6,96.4) 64.3(9.6,198.4)

CDCA 92.9(63.4,167.2) 202.3(69.8,803.8)a 0.013

DCA 258.4(123.1,504.6) 23.9(4.6,493.8)

CA 64.7(34.5,137.2) 93.4(37.6,344.5)

GLCA 5.7(3.1,11.7) 5.1(3.4,14.9)

GUDCA 65.0(46.9,113.9) 98.3(46.5,281.5) 0.118

GCDCA 719.2(387.5,1319.0) 1
 

788.1(955.5,4377.9)ab 0.000

GDCA 142.9(80.7,250.2) 92.3(37.1,282.8)

GCA 120.0(85.8,193.5) 215.6(106.2,1251.8)ab 0.002

TLCA 1.8(1.6,2.6) 3.0(2.7,7.5)a 0.000

TUDCA 2.0(1.1,3.9) 5.5(2.3,11.7)ab 0.000

TDCA 11.4(5.0,23.0) 15.6(4.4,62.7) 0.407

TCDCA 42.4(27.3,95.5) 152(41.0,788.2)ab 0.000

TCA 10.5(7.3,23.4) 34.7(11.4,289.1)ab 0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05,bP<0.01。

2.3 特征胆汁酸临床价值评估 为探索这些标志胆
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汁酸对胆石病的诊断效能,将胆石病与对照组进行非

参数检验,寻找有差异的标志胆汁酸。见表3。与对

照组 相 比,胆 石 病 组 的 GCDCA、CDCA、TUDCA、

GCA、TDCA、TLCA、TCDCA、TCA差异均有统计学

意义(P<0.05),其 中 GCDCA、CDCA、TUDCA、

GCA、TDCA、TCDCA、TCA差异有显著统计学意义

(P<0.01)。对差异胆汁酸进行ROC曲线分析并计

算他们的 AUC,胆石病组 TLCA 的 AUC为0.615
(P<0.05),认为有较好的区分效能,表4、见图3。

表4  胆石病差异胆汁酸的AUC及P 值

差异胆汁酸 AUC P 95%CI

GCDCA 0.355 0.007 0.270~0.439

CDCA 0.602 0.059 0.489~0.716

TUDCA 0.308 0.000 0.228~0.387

GCA 0.298 0.000 0.216~0.381

TDCA 0.383 0.032 0.283~0.484

TLCA 0.615 0.035 0.519~0.710

TCDCA 0.341 0.004 0.247~0.436

TCA 0.320 0.001 0.223~0.418

图3  胆石病差异胆汁酸的ROC曲线及AUC

3 讨  论

  PCA是将多个指标的数据进行降维化为少数几

个指标的一种方法,它在尽可能保留原有信息的基础

上将样本指标数压缩,使数据矩阵简化,降低维数,

PCA是通过分析可观测的指标,提取几个较少的综合

指标以揭示原来变量绝大多数信息的一种多元统计

方法[3-5]。OPLS-DA是将正交信号校正方法(OSC)
与偏最小二乘法(PLS)相互结合同时对偏最小二乘法

进行改进。OPLS-DA可以更好地区分组间差异,提
高模型的有效性和解析能力。目前,OPLS-DA在代

谢组学研究中已经被广泛应用,其应用价值也不断被

认可[6-7]。
胆石病是多因素作用的结果,研究表明胆石病发

病的根源是胆汁酸代谢紊乱及胆固醇稳态的破坏。
本研究采用超高效液相色谱-串联质谱分析方法同时

检测胆石病患者和健康志愿者血清中15种胆汁酸的

水平并分析胆汁酸亚组份的差异,建立区分模型,探
讨可能的成石机制。本研究结果显示,与对照组相

比,胆石病组的GCDCA、CDCA、TUDCA、GCA、TD-
CA、TLCA、TCDCA、TCA水平差异均有统计学意义

(P<0.05),可以作为胆石病的标志胆汁酸,其中TL-
CA有一定的区分效能。

既往有研究表明,游离型胆汁酸的差异主要影响

胆石病的形成[8],这与本研究结果不符,本研究中,有
差异的除CDCA是游离型胆汁酸外,GCDCA、TUD-
CA、GCA、TDCA、TLCA、TCDCA、TCA均为结合型

胆汁酸,胆汁酸的毒性通常与其两亲性有关,大量毒

性胆汁酸的堆积可诱导肝细胞的氧化应激及凋亡,最
终导致肝脏实质损伤。有研究表明,DCA、LCA是毒

性最大的疏水胆汁酸[9-11],在本研究中未见明显升高。
事实上,牛磺结合胆汁酸和甘氨结合型胆汁酸都是疏

水性胆汁酸,具有相似的细胞毒性作用[10,12-14]。本研

究中胆石病组 GCDCA、TUDCA、GCA、TDCA、TL-
CA、TCDCA、TCA,与对照相比,差异均有统计学意

义,可能是成石的主要因素,同时也可以解释胆石病

患者的肝功能损害。
LCA是CDCA在肠道细菌的作用下脱羟基形成

的一种次级胆汁酸,既往有研究表明,LCA在无症状

的胆石病患者血清中可测出,而在健康人血清中检测

不出,认为LCA可以用来鉴别胆石病的有无[15],但也

有学者在健康人血清标本中检测出LCA[16]。在本研

究中,LCA与对照比较,差异无统计学意义,而CDCA
及TLCA水平差异有统计学意义,结合本研究结果,
认为可以将血清TLCA作为区分胆石病与非胆石病

的指标。
既往研究表明,血清DCA水平增多是结石形成

的诱发因素之一[17],本实验中胆石病组血清样本中

DCA水平与对照组差异无统计学意义。综上所述,

DCA在胆固醇结石形成中的作用存在争议,仍需进

一步研究。

4 结  论

  本研究中结合胆汁酸 GCDCA、TUDCA、GCA、
TDCA、TLCA、TCDCA、TCA的差异主要影响胆石

的形成;TLCA可能是鉴别胆石病与非胆石病的指

标,胆汁酸代谢轮廓对临床诊断胆石病有较大的应用

价值,有望用于胆石病的早期诊断及鉴别诊断。
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