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胆囊结石患者血清胆汁酸谱的检测与分析*
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  摘 要:目的 探讨血清胆汁酸谱的测定在胆囊结石临床诊断及早期预防中的应用价值。方法 选取

2019年9月至2020年6月在河北医科大学第一医院住院的48例胆囊结石患者作为胆囊结石组,将其中32
 

例

总胆汁酸正常者作为总胆汁酸正常组,另选取26例体检健康者作为对照组。采用超高效液相色谱-串联质谱

(UPLC-MS/MS)检测各组胆汁酸谱,并比较各组血清15种胆汁酸亚组分水平。结果 15种胆汁酸亚组分中,
胆囊结石组6种胆汁酸亚组分[甘氨胆酸(GCA)、甘氨鹅脱氧胆酸(GCDCA)、甘氨熊脱氧胆酸(GUDCA)、牛磺

胆酸(TCA)、牛磺鹅脱氧胆酸(TCDCA)及牛磺熊脱氧胆酸(TUDCA)]水平高于对照组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。总胆汁酸正常组脱氧胆酸(DCA)、熊脱氧胆酸(UDCA)低于对照组,GUDCA、TCA高于对照组,
差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 GUDCA、TCA可能为胆囊结石临床诊断及早期预防的重要标志物。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

serum
 

bile
 

acid
 

spectrum
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

early
 

prevention
 

of
 

gallstone.Methods A
 

total
 

of
 

48
 

patients
 

with
 

gallstone
 

hospitalized
 

in
 

the
 

First
 

Hospital
 

of
 

Hebei
 

Medical
 

University
 

from
 

September
 

2019
 

to
 

June
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

gallstone
 

group,among
 

which
 

32
 

patients
 

with
 

normal
 

total
 

bile
 

acid
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

normal
 

total
 

bile
 

acid
 

group.At
 

the
 

same
 

time,26
 

healthy
 

subjects
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Ultrahigh
 

performance
 

liquid
 

chromatography-
tandem

 

mass
 

spectrometry
 

(UPLC-MS/MS)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

bile
 

acid
 

spectra
 

of
 

each
 

group,and
 

the
 

levels
 

of
 

15
 

bile
 

acid
 

subcomponents
 

in
 

serum
 

of
 

each
 

group
 

were
 

compared.Results Among
 

the
 

15
 

bile
 

acid
 

subcomponents,the
 

contents
 

of
 

6
 

bile
 

acid
 

subcomponents
 

[glycocholic
 

acid
 

(GCA),glycochenodeoxycholic
 

acid
 

(GCDCA),glycoursodeoxycholic
 

acid
 

(GUDCA),taurocholate
 

(TCA),tauroursodeoxycholic
 

acid
 

(TCDCA),and
 

taurochondoxycholic
 

acid
 

(TUDCA)]
 

in
 

gallstone
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Deoxycholic
 

acid
 

(DCA)
 

and
 

ur-
sodeoxycholic

 

acid
 

(UDCA)
 

in
 

normal
 

total
 

bile
 

acid
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,while
 

GUDCA
 

and
 

TCA
 

were
 

statistically
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion GUDCA
 

and
 

TCA
 

may
 

be
 

important
 

markers
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

early
 

prevention
 

of
 

gallstone.
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  胆囊结石是临床上常见的一种疾病。目前,尚缺

乏全国性胆囊结石的流行病学资料。有研究报道,我
国胆囊结石的患病率为2.3%~6.5%[1],个别地区的

发病率甚至可达24.0%[2],且随着人口年龄的增长和
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人们生活水平的提高,其发病率呈上升趋势。有研究

表明,很多因素可以促进胆囊结石产生,如遗传因素、
环境、性别、脂质代谢异常、胆囊功能、生活习惯、其他

疾病影响等[3-4],这些危险因素可以通过影响胆汁代

谢导致胆汁成分改变或影响胆囊功能而诱发胆囊结

石[5-6]。虽然目前对胆囊结石形成的危险因素已有所

认识,但仍缺乏预防胆囊结石形成的有效策略[7]。胆

汁酸是胆囊结石发病的重要因子,人体血清中胆汁酸

各亚组分的水平变化与胆囊结石的发病及转归关系

密切,临床上常用熊脱氧胆酸作为胆囊结石的治疗药

物[1]。因此,胆汁酸的检测对胆囊结石的诊断及预防

价值较大。以往由于技术的限制,临床上主要测定总

胆汁酸水平,不能定量检测血清中不同胆汁酸代谢组

分的变化。随着超高效液相色谱-串联质谱(UPLC-
MS/MS)技术的应用,胆汁酸代谢谱的检测在临床上

的应用日渐成熟,利用其高通量的特点检测血清中胆

汁酸的亚组分水平及比例,实现疾病的预防与诊断成

为筛选疾病转化标志物的一种新思路。本研究通过

对胆囊结石患者血清胆汁酸谱的检测,探索胆囊结石

的成石原因,以期为临床诊断及早期预防胆囊结石的

发生提供理论依据。

1 资料与方法
 

1.1 一般资料 选取2019年9月至2020年6月在

河北医科大学第一医院(下称本院)确诊为胆囊结石

的患者48例作为胆囊结石组。其中男16
 

例,女32
 

例;年龄27~75
 

岁,平均(54.08±12.68)
 

岁。纳入标

准:(1)经超声、CT或磁共振胰胆管成像(MRCP)诊
断确诊为胆囊结石;(2)同意进行血清胆汁酸谱检测。
排除标准:

 

(1)有病毒性肝炎、酒精性肝病等肝脏损伤

的病史;(2)有梗阻性胆管疾病,如结石、肿瘤等引起

的胆管梗阻。48例胆囊结石患者中,总胆汁酸处于参

考范围内患者32例(总胆汁酸正常组),总胆汁酸高

于参考范围16例。对照组来自同期本院体检中心经

彩超确认无胆囊结石的健康人群26例。其中男10
例,女16例;年龄32~76岁,平均(48.35±11.33)
岁。胆囊结石组与对照组性别、年龄比较,差异均无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。本研究经本院

伦理委员会审批同意,所有受试者知晓并签署知情同

意书。

1.2 仪器与试剂 仪器:Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

Ⅰ-Class/Xevo
 

TQD超高效液相色谱系统(美国 Wa-
ters公司);H1650R台式高速冷冻离心机(上海卢湘

仪离心机仪器有限公司);G560E涡旋混合器(美国

Scientific
 

Industries公司);CV100-DNA-H真空离心

浓缩仪(北京乾明基因技术有限公司);UPLCBEH
 

C18色谱柱(美国 Waters公司,100.0
 

mm×2.1
 

mm,

1.7
 

μm)。试剂:超高效液相色谱-串联质谱(HPLC-
MS)级甲醇、甲酸、乙腈购自美国Fisher

 

Scientific公

司;释放剂及内标液购自杭州佰辰公司;所有实验用

水均为屈臣氏蒸馏水。

1.3 方法

1.3.1 样本的采集及预处理 (1)样本采集:胆囊结

石组(术前)及对照组人员于清晨空腹采集静脉血

5
 

mL并3
 

000
 

r/min
 

离心10
 

min,提取上清液保存

于-80
 

℃冰箱待测。(2)预处理:取100
 

μL血清样

本,加入300
 

μL胆汁酸内标工作液,旋涡混合
 

5
 

min,

12
 

000
 

r/min、4
 

℃低温离心5
 

min,吸取上清液300
 

μL,低温浓缩2
 

h至近干;用100
 

μL的样本释放剂B
液复溶,旋涡混合5

 

min,12
 

000
  

r/min、4
 

℃低温离心

5
 

min,取上清液80
 

μL于96孔板中,采用 UPLC-
MS/MS对胆汁酸进行分析。

1.3.2 UPLC-MS/MS
 

分析 (1)采用线性梯度洗脱

模式对胆汁酸进行色谱分离,流速为0.4
 

mL/min,柱
温为45

 

℃。流动相A为10%
 

(体积比)的甲酸水溶

液,动相B为乙腈∶甲醇(3∶1)的混合溶剂。梯度分

离条件为:起始38%的流动相B维持0.5
 

min,至1.9
 

min升到48%
 

B,第6.7
 

min
 

升到64%
 

B,8.7
 

min
 

升

到83%
 

B,10.7
 

min
 

升到95%
 

B,11.3
 

min降至起始

梯度并平衡至12
 

min。进样量为5
 

μL。(2)质谱仪采

用电喷雾离子源(ESI)负离子模式进行离子化。采用

多反应监测(MRM)
 

模式对胆汁酸谱进行定量检测。

1.4 统计学处理 应用SPSS21.0统计学软件对数

据进行分析,两组胆汁酸谱各亚组分数据均为非正态

分布,且方差不齐,用 M(P25,P75)表示,两组间比较

采用独立样本的Mann-Whitey检验;其他计量资料经

正态、方差齐性检验后为正态分布,以x±s表示,采
用独立样本t检验;

 

计数资料以率或构成比表示,采
用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

  15种胆汁酸亚组分[胆酸(CA)、鹅脱氧胆酸

(CDCA)、脱氧胆酸(DCA)、石胆酸(LCA)、甘氨胆酸

(GCA)、甘氨熊脱氧胆酸(GUDCA)、甘氨鹅脱氧胆酸

(GCDCA)、甘 氨 脱 氧 胆 酸 (GDCA)、牛 磺 胆 酸

(TCA)、牛磺脱氧胆酸(TDCA)、牛磺熊脱氧胆酸

(GUDCA)、牛磺鹅脱氧胆酸(TCDCA)、牛磺石胆酸

(TLCA)、甘氨石胆酸(GLCA)、熊脱氧胆酸(UD-
CA)]中,胆 囊 结 石 组 的 GCA、GCDCA、GUDCA、

TCA、TUDCA、TCDCA水平高于对照组(P<0.05);
两组其余胆汁酸亚组 分 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。总胆汁酸正常组与对照组比较,总胆汁酸正
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常组DCA、UDCA比对照组低(P<0.05),GUDCA、

TCA比对照组高(P<0.05),其余胆汁酸亚组分差异

无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  两组胆汁酸谱的比较[M(P25,P75),nmol/L]

胆汁酸亚组分 胆囊结石组(n=48) 对照组(n=26) 总胆汁酸正常组(n=32) P1 P2

CA 89.46(29.26,364.90) 76.95(47.97,182.67) 53.31(24.44,176.43) 0.901 0.222

CDCA 390.60(52.45,772.37) 418.87(128.16,845.78) 182.40(28.91,596.44) 0.441 0.053

DCA 84.50(18.00,347.13) 206.43(86.44,606.40) 70.06(19.59,187.88) 0.093 0.014

LCA 4.47(2.39,10.95) 5.16(2.25,14.38) 4.69(2.32,10.95) 0.910 0.950

GCA 282.35(135.96,1
 

345.32) 118.71(56.63,213.04) 177.80(79.57,397.31) 0.001 0.072

GUDCA 437.55(153.91,1
 

330.49) 88.58(49.62,236.08) 287.87(119.86,472.55) <0.001 0.001

GCDCA 1
 

696.34(641.73,4
 

324.33) 760.94(462.90,1
 

517.77) 809.42(452.68,2
 

002.64) 0.007 0.364

GDCA 122.77(15.40,642.88) 131.02(68.89,266.22) 72.35(8.21,387.68) 0.427 0.421

TCA 33.41(15.11,205.36) 9.97(8.00,25.19) 25.71(13.78,39.34) <0.001 0.002

TDCA 19.84(8.00,74.55) 9.84(8.47,23.86) 9.32(8.32,31.46) 0.120 0.702

TUDCA 8.00(8.00,27.75) 9.24(8.21,9.45) 9.33(8.81,10.35) 0.007 0.058

TCDCA 117.08(59.25,567.97) 55.25(28.00,101.92) 78.70(45.15,172.35) 0.001 0.102

TLCA - - - - -

GLCA - - - - -

UDCA 42.90(13.51,158.57) 95.21(59.07,145.39) 32.37(8.41,78.77) 0.123 0.010

  注:-表示TLCA、GLCA大部分数据小于检测限,未进行统计;P1 为胆囊结石组与对照组比较,P2 为总胆汁酸正常组与对照组比较。

3 讨  论

  胆囊结石是临床上的一种多见病、常发病。多数

患者并无明显症状,常于健康体检或其他疾病检查时

发现。但是结石的存在会对胆囊的正常结构和功能

产生影响,如占位性影响胆囊排空功能、结石嵌顿引

起胆绞痛、结石反复摩擦胆囊壁诱发胆囊炎等[1]。目

前胆囊结石的诊断和治疗已相对成熟,但术后发生其

他疾病的风险也增大。有研究表明,胆囊结石、胆囊

切除术可以增加大肠癌发生的危险性[8-9]。此外,胆
囊结石术后结石复发率较高,约为20%[10-11]。因此,
对胆囊结石形成的原因及预防的研究显得尤为重要。

胆汁酸是胆固醇的代谢产物,占人体总胆汁的

50%~70%。胆汁酸成分的改变是胆囊结石形成的

主要原因之一。在非疾病状态下,血清中胆汁酸各亚

组分水平及比例基本稳定,其中CA约占总胆汁酸的

40%,CDCA占40%,DCA占
 

18%,LCA
 

不足2%。
在疾病状态下,受肝细胞功能和胆汁酸肝肠循环的影

响,血清中胆汁酸各亚型的种类及含量可能发生改

变,以致胆固醇不能维持微胶粒状态而析出,最终导

致结石的形成。
本研究结果发现,胆囊结石组 GCA、GCDCA、

GUDCA、TCA、TUDCA及TCDCA
 

6种胆汁酸亚组

分水平比对照组高,差异均有统计学意义(P<0.05)。

原因可能是由于胆囊结石患者体内结石大小、数量或

部位不同导致部分患者胆汁淤滞,而使血清中的总胆

汁酸升高。为排除胆囊结石组部分病例由于总胆汁

酸升高而导致统计结果的偏差,作者对胆囊结石组中

总胆汁酸处于正常参考范围内的病例与对照组进行

比较,结果发现总胆汁酸正常组DCA、UDCA水平比

对照组低,而GUDCA、TCA比对照组高(P<0.05)。
由此推断,可能由于某种机制的作用,胆囊结石患者

体内转化为 DCA、UDCA 的胆汁酸减少,而增加了

GUDCA、TCA的转化生成,最终导致体内胆汁酸亚

组分比例发生变化。
本研究与陈则旭[12]的相关报道存在异同。其相

同之处在于,均发现胆囊结石组的GUDCA、TCA比

对照组升高,UDCA比对照组下降;不同之处在于,陈
则旭等[12]研究认为,胆囊结石组GCA和TCDCA比

对照组升高。这可能因为本研究中未排除总胆汁酸

升高因素。本研究结果提示,不论总胆汁酸升高与

否,胆囊结石患者体内GUDCA和TCA水平比健康

人高。另有研究认为,胆汁酸各亚组分在胆石症发生

前,即超声、CT等结果正常时已有明显的改变[11]。
综上所述,GUDCA和TCA可能为胆囊结石诊断

和预防的重要标志物,但限于本研究的样本量较少,后
续还需要进行大样本的研究。 (下转第1350页)
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基于肾损伤不可逆性、持续性和早期隐匿性的特

点,早期发现蛋白尿成为临床评估、诊断和干预的重

要手段,24
 

h尿蛋白定量存在标本留取烦琐、患者依

从性差的缺点,容易引起误诊、误治,干化学法检测尿

蛋白标本留取方便、操作简单、结果回报快,却易出现

漏诊,ACR和PCR可操作性强,可以作为早期蛋白尿

的替代评价方法,但应综合考虑受检者的血糖、血压

和血脂等代谢状态,以及近期饮食和口服药物情况,
再对结果进行准确判断。
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