
作者简介:杨丽霞,女,主管技师,主要从事免疫检测项目研究。
本文引用格式:杨丽霞,张厚亮,吴洪章.尿液8-oxo-Gsn与丙型肝炎病毒感染引起肝损害的关系研究[J].国际检验医学杂志,2020,41(5):

607-610.

·论  著·

尿液8-oxo-Gsn与丙型肝炎病毒感染引起肝损害的关系研究
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  摘 要:目的 探讨尿液中RNA氧化产物8-氧化鸟苷(8-oxo-Gsn)与丙型肝炎病毒(HCV)感染引起肝损

害的关系及临床意义。方法 选取45例慢性丙型肝炎(CHC)患者肝穿刺活检前的空腹中段晨尿,HCV携带

者50例及50例体检健康者(对照组)的空腹中段晨尿,采用同位素稀释高效液相-串联质谱(ID-LC-MS/MS)检

测尿RNA氧化产物8-oxo-Gsn,并用肌酐值(creatinine)校正。分析尿8-oxo-Gsn与CHC炎症程度和纤维化程

度之间的相关性。结果 CHC组尿8-oxo-Gsn水平显著高于 HCV携带组(P<0.01);HCV携带组患者尿8-
oxo-Gsn水平显著高于对照组(P<0.01);肝脏炎症程度高的患者(A2~A3)尿8-oxo-Gsn水平显著高于肝脏

炎症程度低的患者(A0~A1),差异有统计学意义(P<0.01);纤维化程度高的患者(F3~F4)尿8-oxo-Gsn水

平与纤维化程度低(F0~F2)的比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 尿中RNA氧化损伤标志物8-oxo-
Gsn对评估丙型肝炎肝脏损害程度有较高的参考价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

urinary
 

RNA
 

oxidation
 

product
 

8-oxo-Gsn
 

and
 

hepatic
 

damage
 

caused
 

by
 

hepatitis
 

C
 

virus(HCV)
 

infection
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods The
 

u-
rine

 

samples
 

of
 

45
 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

C
 

(CHC),50
 

hepatitis
 

C
 

carriers
 

and
 

50
 

healthy
 

controls
 

were
 

collected
 

before
 

liver
 

biopsy.The
 

urine
 

RNA
 

oxidized
 

product
 

8-oxo-Gsn
 

was
 

detected
 

by
 

isotope
 

dilution
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(ID-LC-MS/MS)
 

and
 

corrected
 

by
 

creati-
nine

 

value.To
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

urinary
 

8-oxo-Gsn
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

inflammation
 

and
 

fibrosis
 

of
 

CHC.Results Urine
 

8-oxo-Gsn
 

in
 

CHC
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

hepatitis
 

C
 

carrier
 

group(P<0.01);
urine

 

8-oxo-Gsn
 

in
 

hepatitis
 

C
 

carrier
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group(P<
0.01);urine

 

8-oxo-Gsn
 

in
 

patients
 

with
 

high
 

degree
 

of
 

hepatitis
 

(A2-A3)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

degree
 

of
 

hepatitis
 

(A0-A1),with
 

significant
 

difference
 

(P<0.01);meanwhile,com-
pared

 

between
 

patients
 

with
 

high
 

degree
 

of
 

fibrosis
 

(F3-F4)
  

and
 

patients
 

with
 

low
 

fibrosis
 

(F0-F2),there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

urine
 

8-oxo-Gsn
 

concentration(P>0.05).Conclusion Urinary
 

RNA
 

oxidative
 

damage
 

marker
 

8-oxo-Gsn
 

has
 

a
 

good
 

significance
 

in
 

evaluating
 

the
 

degree
 

of
 

liver
 

damage
 

in
 

hepatitis
 

C.
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  丙型肝炎病毒(HCV)为单股正链RNA病毒,感
染后可引起肝脏炎性反应,约85%的感染会转为慢

性[1]。丙型肝炎是全球性的公共卫生健康问题,患者

人数众多。据 WHO统计,全世界约1.7亿到2.0亿

人患丙型肝炎,每年约有39.9万人因长期HCV感染

导致肝硬化或肝癌死亡[2],我国是 HCV感染人数较

多的国家之一,并且丙型肝炎已经继乙型肝炎之后成

为我国肝细胞癌的另一个重要致病因素[3]。随着临

床研究的深入,发现活性氧自由基(ROS)可引起核酸

损伤,而其所引发的氧化应激是肝细胞损伤的重要环

节,ROS增多可引起核酸中碱基修饰、错配、蛋白变

异。RNA中鸟嘌呤核苷常在ROS的作用下形成8-
氧化鸟苷(8-oxo-Gsn),受损的核酸氧化产物进入血

液循环,从尿液排出。RNA的氧化损伤可能参与多
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种疾病的发生、发展[4]。8-oxo-Gsn是RNA鸟苷的氧

化产物,可作为体内RNA氧化标志物,在发生氧化损

伤后尿液中的8-oxo-Gsn水平较其他体液指标变化

更明显,其检测手段具有无创性,容易操作,是极具临

床推广价值的RNA氧化损伤标志物。本研究旨探讨

尿液中RNA氧化产物8-oxo-Gsn与丙型肝炎肝损害

的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年5月至2018年8月在

天津医科大学静海临床学院和天津市第二人民医院

进行肝穿刺活检的慢性丙型肝炎(CHC)患者45例作

为CHC组,其中男25例、女20例,年龄29~65岁,
平均(48.8±11.1)岁;选取同期的HCV携带者50例

作为HCV携带组,其中男28例、女22例,年龄31~
63岁,平均(49.3±10.8)岁;选取同期体检健康者50
例作为对照组,其中男25例、女25例,年龄30~63
岁,平均(47.9±12.7)岁。各组年龄差别无统计学意

义(P>0.05)。
1.2 纳入及排除标准

1.2.1 CHC组患者 纳入标准:CHC患者符合《丙
型肝炎防治指南》(2015更新版)[5]CHC诊断标准,即
HCV感染6个月以上,或有6个月以前的流行病学

史;血清 HCV 抗体阳性及 HCV 核糖 核 酸(HCV
 

RNA)阳性;肝脏组织病理学检查符合慢性肝炎;或根

据临床症状、体征、实验室及影像学检查结果综合分

析诊断。排除标准:酒精性肝炎、脂肪肝;有甲、乙、
丁、戊、庚型等其他肝炎病毒的混合感染;人类免疫缺

陷病毒(HIV)、梅毒等感染性疾病;有严重心、脑疾病

及各种严重全身性疾病;接受过干扰素或抗病毒治

疗;有穿刺禁忌证。
1.2.2 HCV携带组 纳入标准:HCV抗体阳性,
HCV

 

RNA阴性;1年内连续随访2次以上,每次间隔

6个月,肝功能均正常。排除标准:酒精性肝炎、脂肪

肝;有其他肝炎病毒的混合感染;HIV、梅毒等感染性

疾病;严重心、脑疾病及各种严重全身性疾病。
1.2.3 对照组 纳入标准:体检身体健康。无酒精

性肝炎、脂肪肝、自身免疫性肝病;无甲、乙、丁、戊、庚
型等其他肝炎病毒的混合感染;无 HIV、梅毒等感染

性疾病;体检肝、肾功能等各项常规检测项目均无异

常。
1.3 仪器与试剂 Agilent

 

UPLC
 

1290超高效液相

系统(Agilent公司,美国);Agilent
 

6490
 

Triple
 

Quad
 

MS/MS三重串联四极杆液质连用系统(Agilent公

司,美国)。液相条件如下。A液:10
 

mmol/L醋酸铵

水溶液,调节pH 值3.7;B液:色谱级纯甲醇;色谱

柱:SB-Aq,3.0
 

mm×100.0
 

mm,1.8
 

μm,600
 

Bar
(Agilent公司,美国),柱温35

 

℃。罗氏Cobas
 

c701
全自动生化分析仪及其配套试剂。
1.4 方法

1.4.1 检测方法 留取纳入研究者空腹新鲜中段晨

尿,装入15
 

mL无菌尿管,立即于-80
 

℃冰箱冻存。
应用同位素稀释高效液相-串联质谱(ID-LC-MS/MS)
定量测定所有患者晨尿中8-oxo-Gsn水平,酶法测定

尿肌酐值(creatinine)。尿液的前处理:冻存的尿液于

37
 

℃水浴10
 

min解冻,7
 

500×g,离心5
 

min(4
 

℃);
取上清200

 

μL,200
 

μL工作液(70%纯甲醇,30%醋

酸铵水溶液,水平10
 

mmol/L,pH值为3.7),再加入

10
 

μL浓度为480
 

pg/μL的8-oxo-Gsn(13C,15N2)同
位素内标,震荡混匀2

 

min,置于37
 

℃温育箱孵育

10
 

min,然后12
 

000×g低温离心15
 

min(4
 

℃),上清

液用作LC-MS/MS检测分析,试验严格按照产品说

明和仪器操作规程进行。用尿creatinine校正测得的

8-oxo-Gsn值以减少肾小球功能和尿液体积对测定的

影响,校正方法参考文献[6]。C校正=C测定/C尿creatinine,
合格creatinine水平范围0.5~3.0

 

g/L。
1.4.2 肝脏组织学检查 通过超声检查定位,取右

腋中线第8~9肋间隙、肝实音处为穿刺点,嘱患者深

吸气屏气,采用美国Bard公司生产的弹射式肝穿刺

枪和配套的16
 

G一次性活检穿刺针,1
 

s负压吸取肝

组织,要求穿刺取出的肝组织长度≥1.5
 

cm,包含至

少3个可供评价汇管区。常规用10%甲醛溶液固定

肝组织,及时送检。使用国际上最常用的肝纤维化

METAVIR评分系统[7],将肝组织纤维化程度分为0
~4五个等级:F0为无纤维化;F1为汇管区星芒状扩

大但无纤维间隔形成;F2为汇管区星芒状扩大,极少

数纤维间隔形成;F3为众多纤维间隔,但无硬化;F4
为硬化。将肝组织炎症活动度分为0~3四个等级:
A0为无活动,A1为轻度活动,A2为中度活动,A3为

重度活动。
1.5 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据结果统计分析,成正态分布的计量资料以x±s表

示。两组间比较采用t检验,采用受试者工作特征曲

线(ROC曲线)分析诊断价值,P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 尿液8-oxo-Gsn水平的比较 CHC组尿8-oxo-
Gsn水平显著高于 HCV携带组,差异有统计学意义

(t=3.319,P=0.002);HCV携带组尿8-oxo-Gsn水

平显著高于对照组,差异有统计学意义(t=17.867,
P=0.000),见表1。

表1  各组间尿8-oxo-Gsn水平比较(x±s)

组别 n
8-oxo-Gsn

(μmol/mol
 

creatinine)

CHC组 45 4.490±0.678

HCV携带组 50 4.123±0.414

对照组 50 2.498±0.531
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2.2 CHC患者各组间尿8-oxo-Gsn、丙氨酸氨基转

移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)水平比较

 肝脏炎症程度高(A2~A3)的患者尿液8-oxo-Gsn、
血清 ALT、AST水平均显著高于肝脏炎症程度低

(A0~A1)的患者,差异均有统计学意义(P<0.01)。
纤维化程度高(F3~F4)的患者尿8-oxo-Gsn水平与

纤维化程度低(F0~F2)
 

的患者比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。尿8-oxo-Gsn水平与血清ALT和

AST并未发现相关性(P 分别为0.212、0.470)。不

同炎症分期及纤维化分期的CHC患者间检测指标的

比较见表2。
表2  CHC各组间尿8-oxo-Gsn、血清ALT、

   AST水平比较(x±s)

项目 n
8-oxo-Gsn

(μmol/mol
 

creatinine)
ALT
(U/L)

AST
(U/L)

炎症分期
  

 A0~A1 22 4.051±0.651 65.86±19.35 46.67±18.41
 A2~A3 11 5.135±0.912

 

108.76±43.6272.50±19.97
 t 3.203 3.215 3.542
 P 0.009 0.009

 

0.005
纤维化分期

 F0~F2 20 4.025±0.292 56.54±17.98 46.38±11.97
 F3~F4 13 4.228±0.466 48.20±12.59 48.65±15.39
 t 2.089 1.388 0.502
 P 0.059 0.190 0.625

2.3 ROC分析8-oxo-Gsn对CHC炎症活动度和纤

维化程度的诊断价值 8-oxo-Gsn对CHC炎症活动

度的诊断灵敏度为82.2%,特异度为75.3%,曲线下

面积(AUC)为0.812;8-oxo-Gsn对CHC纤维化程度

的诊断灵敏度为83.2%,特异度为77.3%,AUC为

0.822。见图1。

  注:A为8-oxo-Gsn对CHC炎症活动度诊断的ROC曲线;B为8-
oxo-Gsn对CHC纤维化程度诊断的ROC曲线。

图1  8-oxo-Gsn用于诊断的ROC曲线

3 讨  论

  HCV感染是急性丙型肝炎或CHC、肝硬化和肝

癌的病因之一。在感染早期,大部分患者没有任何症

状,HCV也是导致肝脏损伤的直接原因之一,病毒感

染可引起核酸损伤,而其所引发的氧化应激是肝细胞

损伤的重要环节,造成ROS释放增多,使吞噬细胞活

化并释放前氧化性细胞因子,ROS由其羟基自由基进

一步损伤核酸,引发蛋白质变异造成肝脏病变[8]。目

前丙型肝炎肝损害程度的评估及是否进行抗病毒治

疗主要依靠一般血液生化检测、影像学和病理学检

查。然而有证据显示,有部分ALT正常的CHC患者

肝穿刺组织病理学呈明显肝损伤表现,如不早期临床

干预会增加肝硬化甚至肝癌的发生风险。由于肝穿

刺检测周期长、成本高,给患者造成有创伤害,不易推

广应用,影响了隐匿性 HCV感染患者肝组织损害状

态的评估,影像学检查有一定的漏诊率和灰区[9]。根

据丙型肝炎防治指南,即便是对肝纤维化评估较为理

想的 FibroScand对 肝 损 伤 判 定 也 存 在 一 定 的 灰

区[10]。无创性检测方法对于医生判断患者肝脏炎症

分期是非常重要的检测手段之一,并对提高患者治疗

依从性有一定帮助。研究表明,晨尿中RNA氧化产

物8-oxo-Gsn用creatinine校正后,与24
 

h尿中RNA
氧化产物浓度意义相近,能反映一定时间内人体氧化

应激水平[11]。
氧化应激是人体正常细胞中氧化和抗氧化失去

平衡的一种状态,在引起肝脏发生病理损伤中发挥了

关键作用[12]。当前许多研究证明RNA在细胞质中

分布广泛,相对于DNA来说,RNA大部分为单链,缺
乏组蛋白保护和RNA聚合酶的校正功能,容易受到

ROS攻击发生氧化损伤,氧化修饰的RNA可引起转

录翻译的异常,从而导致蛋白质合成的障碍,诱发细

胞变异[13],RNA中鸟嘌呤核苷常在ROS的作用下形

成氧化代谢产物8-oxo-Gsn。分泌至血液、尿液、脑脊

液等体液中的氧化代谢产物8-oxo-Gsn可作为一种

新的生物学标志物,提示体内RNA氧化损伤的水平,
对人们了解疾病状态、致病因素、治疗选择等有一定

的参考价值。WANG等[14]在糖尿病的大鼠模型中发

现也证实了这一点,高血糖状态下相较于DNA,RNA
更易受到损伤。有研究表明,RNA氧化损伤是一种

潜在的发病机制,氧化损伤在一些疾病及并发症的发

生和进展中扮演了重要角色[15]。RNA氧化参与多种

疾病的发生、发展,如氧化应激相关疾病、糖尿病、肿
瘤等。LIU 等[6]运用ID-LC-MS/MS法检测对比糖

尿病患者及健康人尿8-oxo-Gsn后发现,尿8-oxo-
Gsn的升高可能是一种糖尿病进展的危险因素,尤其

在糖尿病合并大血管病变中RNA氧化损伤与许多疾

病相关,是许多疾病的潜在发病机制,尤其是神经退

行性病变、糖尿病等疾病。SONG等[16]研究证明在胃

癌患者尿8-oxo-Gsn显著增高,与胃癌分期严重程度

有明显相关性。RNA氧化产物8-oxo-Gsn已经成为

公认的RNA氧化最重要的标志物,前期研究表明,在
大鼠和猕猴等动物组织和体液中,如白细胞、血液和

尿液中,RNA氧化产物8-oxo-Gsn水平随年龄逐渐

升高,且尿液中的8-oxo-Gsn水平最高[17-20]。因此,
无创性尿液8-oxo-Gsn是一种评估机体氧化应激损

伤非常重要的生物学标志物。
RNA氧化标志物的检测目前主要采用免疫组化

法、反转录酶-聚合酶链式反应法(RT-PCR)、高效液
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相色谱-电化学探测器联用法(HPLC-ECD)及ID-LC-
MS/MS,有研究认为ID-LC-MS/MS是最具有灵敏

度和特异度的检测尿液8-oxo-Gsn的方法,推荐使用

ID-LC-MS/MS检测尿液8-oxo-Gsn评估患者氧化应

激损伤情况[7]。本研究采用无创的ID-LC-MS/MS
检测尿液中 RNA氧化标志物8-oxo-Gsn,结果显示

CHC组尿液中RNA氧化标志物8-oxo-Gsn显著高

于HCV携带组,HCV携带组患者尿8-oxo-Gsn显著

高于对照组,尿液8-oxo-Gsn水平对快速判断丙型肝

炎患者所处感染的不同临床时期有重要参考价值,可
用于区分丙型肝炎携带者和CHC患者。肝脏炎性损

伤程度越高尿8-oxo-Gsn水平越高,说明尿液8-oxo-
Gsn对评估丙型肝炎炎症程度有较高的参考价值。
血清 ALT和 AST与丙型肝炎炎症程度显著相关。
纤维化程度高的患者尿8-oxo-Gsn水平也高于纤维

化程度低的患者,但差异无统计学意义,是否受标本

例数的影响,下一步本课题组还将深入研究。
4 结  论

  8-oxo-Gsn作为一种极具潜力的新型氧化损伤标

志物,对评估丙型肝炎肝脏损害程度有较高的价值,
对临床选择治疗方案提供一定的依据。尿液8-oxo-
Gsn有可能对于患者抗病毒疗效观察起到一定辅助

作用,由于本研究样本量少,数据分析受多种因素干

扰可能存在偏移,后续本课题组将进一步深入研究以

减少这类偏移。
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