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轻微肝性脑病患者血清中代谢物组的研究
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　　［摘要］　目的　检测轻微肝性脑病（ｍｉｎｉｍａｌｈｅｐａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＭＨＥ）患者血清中的代谢物组，初步建立ＭＨＥ诊
断模型。方法 　 采用核磁共振（ＮＭＲ）方法检测２５例肝硬化患者（肝硬化组）、２５例轻微肝性脑病患者（ＭＨＥ组）和３０
例健康对照（对照组）血清中的代谢物，应用主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）对ＮＭＲ谱数据
进行模式识别分析，并用临床标本验证代谢组模型诊断 ＭＨＥ的可行性。结果　 ＯＰＬＳＤＡ模型显示，健康对照与肝硬化
患者（包括肝硬化组和ＭＨＥ组患者）之间的区分非常明显，模型的质量参数 Ｒ２Ｘ＝３５．１％，Ｑ２Ｙ ＝０．９０２；肝硬化组和
ＭＨＥ组标本可区分开来，模型质量参数Ｒ２Ｘ＝３０．４％，Ｑ２Ｙ＝０．８１７。与对照组相比，肝硬化组和ＭＨＥ组患者血清中葡
萄糖、琥珀酸盐、柠檬酸盐等含量增高，低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白、胆碱等含量减少；与肝硬化组相比，ＭＨＥ组患者
血清中的谷氨酰胺、苯丙氨酸、丙酮增高，缬氨酸和异亮氨酸降低。模型准确预测了１０例ＭＨＥ血清标本中的８例。结论
　 基于１ＨＮＭＲ代谢组学技术可同时检测患者血清中多种代谢物质，有助于研究肝硬化和 ＭＨＥ的发病机制，可能为
ＭＨＥ的诊断提供一种新的手段。
　　［关键词］　 代谢组学；轻微肝性脑病；模式识别分析
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　　肝性脑病（ｈｅｐａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＨＥ）被称为肝
性昏迷，系严重肝病所致、以代谢紊乱为主要特征的中

枢神经系统功能失调的综合征，主要临床表现为意识

障碍、行为异常及昏迷。轻微型肝性脑病（ｍｉｎｉｍａｌ
ｈｅｐａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＭＨＥ）指无明显肝性脑病的临
床表现及生化异常，患者大部分并无意识障碍，工作和

生活同常人无异，自我感觉基本良好，仅部分患者有性

格、行为改变、昼夜睡眠颠倒［１－２］。报道约有 ３５％的
肝硬化患者会出现 ＭＨＥ［３］，但是大部分的 ＭＨＥ患者
因其症状轻微，经常被临床医师和患者所忽略，造成大

量漏诊，延误治疗［４－５］。

　　代谢组学是近年发展起来的一门新学科，不仅用
于定量描述生物体内源性代谢物质的整体变化水平，

也可以用于疾病的诊断［６－７］。本研究采用１Ｈ核磁共
振（ＮＭＲ）法检测肝硬化患者、ＭＨＥ患者和健康人血
清中代谢物，比较分析３组血清代谢物组的差异；利用
主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘法判别分析
（ＯＰＬＳＤＡ）对ＮＭＲ谱数据进行模式识别分析来鉴别３
组受试对象，以期建立一种新的ＭＨＥ早期诊断模型。

１　资料与方法

１．１　样品收集
　　收集２００９年８月至２０１０年１２月深圳市人民医院消化科
和传染科收治的因乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致的肝硬化住
院患者５０例，其中２５例患者并发有 ＭＨＥ（ＭＨＥ组），男性１６
例，女性９例，年龄３２～７１（５６±１７）岁；２５例患者未并发 ＭＨＥ
（肝硬化组），其中男性１６例，女性为９例，年龄２９～７２（４８±
１１）岁，肝硬化和ＭＨＥ的诊断标准分别参考文献［８，５］。排除
患有肝癌、酒精性肝硬化、其他肝炎病毒导致的肝硬化以及合并

其他心脑血管疾病、肾脏疾病的患者。３０例健康人作为正常对
照（对照组），其中男性２０例，女性１０例，年龄３０～７０（５０±１４）
岁。所有受试者抽取静脉血５ｍｌ至促凝管中，室温静置１ｈ后
在４℃、２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ分离血清，置－８０℃贮存备用。

１．２　样品预处理
　　血清解冻后在４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取０．４ｍｌ血
清加至５ｍｍ的ＮＭＲ测试管中，再加入０．２ｍｌ磷酸盐缓冲液
（０２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）和０．１ｍｌ重水（用于锁场），振荡混匀。

１．３　ＮＭＲ实验
　　ＮＭＲ实验所用仪器是 Ｖａｒｉａｎ６００谱仪，１Ｈ共振频率为
５９９．９３Ｈｚ。横向弛豫加权实验是用水峰抑制的 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌ
ＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ（ＣＰＭＧ）序列，弛豫延迟２．１ｓ，采集时间１．００００ｓ，
谱宽８０００．０Ｈｚ，温度 ２５℃，总回波时间 １００ｍｓ，累加次数
１２８次。

１．４　１ＨＮＭＲ谱分段积分与数据预处理
　　本次研究的基本原则首先是判断代谢组学的方法能否区
分肝硬化患者和健康对照组，然后再判断该方法能否区分并发

和没有并发ＭＨＥ的肝硬化患者。
　　核磁共振谱图以乳酸在１．３３ｐｐｍ处的双峰定标，积分区间

为９．０～０．５ｐｐｍ，积分间距为０．００５ｐｐｍ，去掉６．８７～４２０ｐｐｍ
一段包含残余的水峰。谱峰信号的归属参考文献［９］。为了减
少不同样品浓度差异而带来的误差，在进行模式识别前对各分

段积分值进行归一化处理。归一化后的积分数据转化为 Ｅｘｃｅｌ
数据格式导入 ＳＩＭＣＡＰ＋软件（Ｖ１１．０，ＵｍｅｔｒｉｃｓＡＢ，Ｕｍｅａ，
Ｓｗｅｄｅｎ），利用主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘法判别分
析（ＯＰＬＳＤＡ）对结果进行模式识别分析［１０］，采用单变量统计

分析ＯＰＬＳＤＡ模型中各代谢物相应的相关系数，找到具有统
计意义的代谢物，各组之间代谢物的比较采用 ｔ检验，所有统
计分析均由ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析完成。

２　结果

２．１　血清代谢物组差异研究
　　图１分别显示健康人和肝硬化、ＭＨＥ患者血清中所检测
到的代谢物质。表１显示，与健康对照比较，肝硬化患者、ＭＨＥ
患者血清中代谢物组改变情况，反映出肝硬化和轻微肝昏迷状

态下患者体内物质代谢紊乱和细胞生理活动异常。
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Ｆｏｒｍａｔｅ：甲酸盐；Ｔｙｒ：酪氨酸；Ｐｈｅ：苯丙氨酸；Ｈｉｓ：组氨酸；Ｕｒｅａ：尿
素；αＧｌｃα：葡萄糖；βＧｌｃβ：葡萄糖；Ｃｒ：肌酸；Ｌａｃ：乳酸盐；Ｇｌｎ：谷
氨酰胺；Ｇｌｕ：谷氨酸盐；ＴＭＡ：三甲胺；Ｃｉｔ：柠檬酸盐；ＦＤ：甲醛；
ＧＰＣ：甘油磷脂酰胆碱；ＰＣ：胆碱磷酸；Ｓｕｃ：琥珀酸盐；ＮＡＧＮ：乙酰
糖蛋白；Ｌ１～Ｌ２：低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白；Ｌ３～Ｌ５：不饱和
脂类；Ｌｙｓ：赖氨酸；Ａｌａ：丙氨酸；Ｖａｌ：缬氨酸；Ｌｅｕ：亮氨酸；ＩＢ：异丁
酸盐

图１　ＭＨＥ组（Ａ）、肝硬化组（Ｂ）、健康对照组（Ｃ）患者血清典型
１ＨＮＭＲ谱　（图中虚线框内为放大８倍之后的谱图）

２．２　模式识别分析
　　由图２可看出，健康对照与肝硬化患者（包括肝硬化组和
ＭＨＥ组患者）之间的区分比较明显，但是肝硬化和 ＭＨＥ组之
间存在重叠。从图３可看出，健康人和肝硬化患者能显著区
分，模型的质量参数 Ｒ２Ｘ＝３５．１％，Ｑ２Ｙ ＝０．９０２，２个比较组
在第１主成分上区分开来，说明肝硬化患者和正常健康对照之
间的代谢物质差异非常明显。ＯＰＬＳＤＡ负载结果分析显示对
区分２组标本贡献较大的积分区段及所代表的代谢物，主要为
葡萄糖、胆碱、低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白、Ｎ乙酰糖蛋白
和不饱和脂肪酸等。

　　肝硬化组和ＭＨＥ组按照相似的流程进行分析。ＰＣＡ得分
结果（图４）显示２个组分区分不明显，少数样本混杂在一起。
ＯＰＬＳＤＡ结果（图５）为肝硬化组和 ＭＨＥ组标本比较的 ＯＰＬＳ
ＤＡ得分图，模型质量参数Ｒ２Ｘ＝３０．４％，Ｑ２Ｙ＝０．８１７，２个组
分在第１主成分上能区分开，模型预测肝硬化组的准确性为
９２％（２３／２５），而预测 ＭＨＥ的准确性为８４％（２１／２５）。ＯＰＬＳ
ＤＡ负载结果分析显示对区分２组标本贡献较大的积分区段及
所代表的代谢物为谷氨酰胺、苯丙氨酸和丙酮等。
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表１　肝硬化组与ＭＨＥ组患者血清中代谢物组改变情况

化学位移δ　　　 代谢物
肝硬化组与

对照组

ＭＨＥ组与

对照组

ＭＨＥ组与

肝硬化组

３．２４，３．４１，３．４６，３．４９，３．９０，４．６５ β葡萄糖 ↑ａ ↑ａ ↓
３．４２，３．５４，３．７１，３．７３，３．８４，５．２４ α葡萄糖 ↑ａ ↑ａ ↓
１．２８ ＬＤＬ＆ＶＬＤＬ ↓ａ ↓ａ ↓
０．９９，１．０４ 缬氨酸 － ↓ａ ↓ａ

６．８９，７．１９ 酪氨酸 ↑ａ ↑ａ －
２．４０ 琥珀酸盐 ↑ａ ↑ａ ↑
２．３７ 丙酮酸盐 ↑ａ ↑ａ ↑
７．３２，７．３７，７．４１ 苯丙氨酸 － ↑ａ ↑ａ

２．０４ Ｎ乙酰糖蛋白 ↓ａ ↓ａ －
１．７２，１．９１，３．０１，３．７８ 赖氨酸 ↑ａ ↑ａ ↑
０．８６，１．５７，２．０１，２．７５ 不饱和脂类 ↓ａ ↓ａ －
０．９３ 亮氨酸 ↓ａ ↓ａ ↓
１．３３，４．１２ 乳酸盐 ↑ａ ↑ａ －
０．９６，１．０１ 异亮氨酸 － ↓ａ ↓ａ

３．２１，３．３５ 胆碱 ↓ａ ↑ａ ↑
２．１４，２．４５，３．７８ 谷氨酰胺 － ↑ａ ↑ａ

３．０４，３．９３ 肌酸 ↑ａ ↑ａ －
２．５３，２．６７ 柠檬酸盐 ↑ａ ↑ａ －
２．２３ 丙酮 － ↑ａ ↑ａ

１．９２ 醋酸盐 ↑ａ ↑ａ ↑

↑：含量增加；↓：含量减少；－：含量未改变；ａ：Ｐ＜０．０５；：化学
位移（ｃｈｅｍｉｃａｌｓｈｉｆｔ），某一物质吸收峰的位置与标准质子吸收峰位
置之间的差异
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图２　肝硬化组与健康对照组患者空腹血清样本 ＮＭＲ检测结果
的ＰＣＡ得分图　每１个点代表了１个标本，ＰＣ１和 ＰＣ２分
别代表第１、２主成分
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图３　肝硬化组与健康对照组患者空腹血清样本ＮＭＲ检测结果的

ＯＰＬＳＤＡ得分图　ｔ［１］Ｐ和ｔ［２］Ｏ分别代表第１、２主成分
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图４　ＭＨＥ组与肝硬化组患者空腹血清样本ＮＭＲ检测结果的
ＰＣＡ得分图
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图５　ＭＨＥ组与肝硬化组患者空腹血清样本ＮＭＲ检测结果的
ＯＰＬＳＤＡ得分图

２．３　模型的验证
　　为了进一步讨论 ＯＰＬＳＤＡ模型是否能应用于临床 ＭＨＥ
的诊断，我们挑选了１０例 ＭＨＥ患者血清的 ＮＭＲ结果进行验
证。结果如图 ６显示，８例 ＭＨＥ患者血清的 ＮＭＲ结果与
ＯＰＬＳＤＡ得分图上ＭＨＥ的代谢谱靠近，有２例样本分布于肝
硬化组区域，模型的质量参数Ｒ２Ｘ＝３０．６％，Ｑ２Ｙ＝０．８０５。
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图６　ＭＨＥ组与肝硬化组患者血清样本验证结果的ＯＰＬＳＤＡ
得分图

３　讨论

　　代谢组学在肝脏疾病中的应用是一个新的研究方
向，“代谢指纹图谱”可直接地反映体内生物化学过程

和状态的变化，常用于阐述疾病的发病机制，进而寻找
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用于疾病早期预测的生物标志物。然而，ＭＨＥ患者很
容易被漏诊，血清标本收集困难，国内还没有关于

ＭＨＥ患者血清中代谢物研究的报道。２０１０年，Ｊｉｍｅｎ
ｅｚ等［１１］首次应用ＮＭＲ技术分析肝性脑病患者血清的
代谢物组。

　　本研究利用核磁共振结合模式识别分析对５０例
肝硬化患者血清中代谢产物进行检测和分析。代谢组

学图谱数据分析需要借助各种模式识别分析完成。最

初，血清代谢组物质分析仅采用ＰＣＡ得分图和负载图
对结果进行简单说明，如杨永霞等［１２］对乙肝后肝硬化

患者血清代谢组的核磁共振氢谱研究；后来逐渐采用

ＰＣＡ联合ＰＬＳＤＡ（偏最小二乘法判别分析）的识别
模式［１１］，用以建立分类预测模型。现在最新的软件一

般采用ＯＰＬＳＤＡ分析，可最大化地凸显模型内部不同
组别之间具有差异的代谢物，因此本实验采用ＰＣＡ联
合ＯＰＬＳＤＡ模式识别方法。结果显示与健康对照相
比，肝硬化患者（包括肝硬化组和 ＭＨＥ组）血清中葡
萄糖、琥珀酸盐、柠檬酸盐、乳酸盐、醋酸盐、赖氨酸、酪

氨酸和肌酸的含量增高，低密度脂蛋白、极低密度脂蛋

白、不饱和脂肪酸类、Ｎ乙酰糖蛋白、亮氨酸和胆碱水
平下降。葡萄糖含量升高表明肝硬化形成之后，肝脏

的糖代谢功能降低；琥珀酸盐、柠檬酸盐等物质含量升

高提示肝硬化患者的肝细胞线粒体损伤，导致三羧酸

循环出现紊乱［１３］。肌酸是机体内能量转移过程中的

一个重要成分，现在已经被认为是评估肝脏损伤的一

个非常灵敏的指标［１４］。肝脏是脂类代谢的中枢器官，

当肝硬化时，肝脏卵磷脂胆固醇酰基转移酶（ＬＣＡＴ）
合成不足，血清中低密度脂蛋白和极低密度脂蛋白下

降，与肝硬化大鼠血清代谢检测结果相同［１５］。胆碱是

细胞膜重要组成成分，肝硬化患者血清中胆碱含量减

少说明肝细胞再生活跃，这可能与肝纤维化形成有关。

ＯＰＬＳＤＡ模型能明显区分健康对照和肝硬化患者，与
Ｇａｏ等［１６］报道的结果相同。

　　与肝硬化组患者相比，ＭＨＥ患者血清中改变的代
谢物质与肝硬化大部分都相似，因为２组患者共有相
似体征，机体代谢方面也存在相似点。但是，仍有少量

物质呈现出明显差异。ＭＨＥ组患者血清中的谷氨酰
胺、苯丙氨酸、丙酮增高，缬氨酸和异亮氨酸降低。谷

氨酰胺具有神经毒性，能影响中枢神经系统的兴奋性

与能量代谢，也是评估肝性脑病严重程度的一个重要

指标［１７］。缬氨酸和异亮氨酸浓度降低，苯丙氨酸水平

升高，提示肝性脑病时，芳香族氨基酸（ＡＡＡ）在脑内
增加，而支链氨基酸（ＢＣＡＡ）水平降低。ＭＨＥ患者血
清中的丙酮增加，而Ｊｉｍｅｎｅｚ等［１１］报道ＨＭＥ患者血清
中乙酰乙酸、β羟基丁酸浓度升高，这３种物质均为酮
体，说明发生肝性脑病时脑细胞利用酮体代替葡萄糖

作为能源物质。近年来，对肝性脑病的病理形成机制

的代谢物质主要集中在血氨、谷氨酰胺等单个物质的

研究，而血清代谢组学能够提供系统的、完整的代谢物

变化情况，有助于从分子水平研究 ＭＨＥ的病理形成
机制。ＯＰＬＳＤＡ得分图显示 ＭＨＥ组和肝硬化组在第
１主成分上区分开来，且模型预测 ＭＨＥ的准确性达到
了８４％，提示核磁共振联合 ＯＰＬＳＤＡ模式识别分析
方法有可能作为一种新的ＭＨＥ诊断工具。
　　目前临床诊断肝硬化比较容易，但是 ＭＨＥ的诊
断需要依靠特殊检测手段如心理测量肝性脑病评分

（ＰＨＥＳ）指标，然而该实验所需时间长，且容易受年
龄、性别、教育和文化差异的影响，并不适合作为 ＭＨＥ
早期诊断的手段［５］。在本研究中我们初步建立了

ＯＰＬＳＤＡ模型用于诊断ＭＨＥ，并且用１０例ＭＨＥ患者
的血清 ＮＭＲ结果来验证模型的性能，结果显示模型
准确预测了８例 ＭＨＥ血清标本。对２例处于肝硬化
组区域的患者进行追踪调查，发现有１例患者在抽取
静脉血１ｈ之后进入了深度昏迷状态，提示肝昏迷程
度不同患者血清中的代谢物质也可能不同，Ｂａｒｂａ
等［１８］用动物实验已经证实了１ＨＮＭＲ代谢组学分析
可以用来对肝性脑病进行分级。

　　基于核磁共振的方法研究 ＭＨＥ患者血清的代谢
物组，可同时测量血清中多种代谢物质，有助于研究

ＭＨＥ的发病机制；ＯＰＬＳＤＡ模型的建立也将为 ＭＨＥ
的诊断提供新的思路。代谢组学在肝脏疾病中的应用

已成为学术界普遍研究的热点问题，但仍处于初步发展

阶段，数据分析手段、各种分析技术仍需进一步完善。
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肠系膜上动脉综合征合并胡桃夹综合征及十二指肠憩室１例
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１　临床资料

　　患者，女性，１５岁，１１年来间断出现左上腹疼痛，伴低热、
恶心、呕吐，呕吐出胃内容物后症状缓解。体格检查无阳性体

征。尿常规：微量蛋白尿。上消化道钡透示：十二指肠憩室，十

二指肠水平段可见笔杆样压迹，近端十二指肠轻度扩张，逆蠕

动较频繁（图１）。动静脉血管成像示：肠系膜上动脉起始部与
腹腔干起始部间距约７．４ｍｍ，与腹主动脉夹角２２°，左肾静脉
近端与十二指肠水平部受压变扁，左肾静脉近端受压变窄，前

后径约２．５ｍｍ，中远段管腔大小约１４．０ｍｍ×９．９ｍｍ（图２）。
腹部血管Ｂ超示：肠系膜上动脉（ＳＭＡ）和腹主动脉（ＡＯ）之间
夹角为６°，夹角间左肾静脉（ＬＲＶ）内径约２．０ｍｍ，ＳＭＡ左侧
ＬＲＶ内径约８．０ｍｍ，流速为 １２ｃｍ／ｓ，ＳＭＡ右侧 ＬＲＶ流速为
６４ｃｍ／ｓ，考虑胡桃夹综合征。十二指肠镜提示：十二指肠憩室，
与十二指肠乳头相距较远。余常规检查检验均未见异常。入

院诊断：肠系膜上动脉综合征合并胡桃夹综合征及十二指肠憩

室。全科会诊认为患者系青少年女性，肠系膜上动脉综合征所

致十二指肠淤积程度不重，症状随年龄增长可缓解；Ｂ超及 ＣＴ
示左肾形态正常，仅尿常规示微量蛋白，无腰痛、血尿等症状，

胡桃夹综合征暂无手术指征；嘱患者避免剧烈运动，适当增加

体质量，坚持随访，必要时可选择血管支架置入术等治疗。随

访３个月病情平稳。

! "

图１　患者上消化道钡透观察　十二指肠水平段可见笔杆样压迹
图２　患者动静脉血管成像 ＣＴ观察　ＬＲＶ近端与十二指肠水平

部受压变扁

２　讨论

　　肠系膜上动脉压迫综合征（ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｒｔｅｒｙｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＳＭＡＳ）是肠系膜上动脉压迫十二指肠横段引起梗阻，最
早由Ｗｉｌｋｉｅ于１９２７年报道［１］，主要表现为长期发作的餐后上

腹部间歇性疼痛。诊断依靠上消化道钡餐透视：①十二指肠水
平段与上升段交界处纵行压迫征象（刀切征或笔杆征）；②钡剂
通过受阻，在胃和十二指肠内反复交流，改变体位或加压按摩

后可通过；③受阻近端的十二指肠不同程度的扩张和逆蠕动，
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