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胆汁酸是肝脏中胆固醇分解代谢的最终产物，

作为胆汁的活性成分从肝脏分泌到肠腔中，对膳食

脂肪、药物和脂溶性维生素在肠道中的乳化以及随

后的吸收和运输起着重要作用[1]。此外，胆汁酸可以

作为信号分子和代谢调节剂，通过激活核受体法尼

基衍生物 X 受体（farnesoid X receptor，FXR）和 G 蛋

白偶联受体（G protein-coupled receptor，TGR5），以

调节宿主脂质、葡萄糖和胆固醇稳态[2-4]。作为人体内

源性的代谢物，胆汁酸种类繁多，由于其侧链的结

构、立体化学性质以及羟基的数量和位置等不同，表
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现出多样化甚至相反的生化和生理特性[5]。例如，胆

酸（cholic acid，CA）促进肠道胆固醇吸附，而鹅去氧

胆酸（chenodexycholic acid，CDCA）抑制肠道胆固醇

吸附 [6]；石胆酸（lithocholic acid，LCA）和去氧胆酸

（deoxycholic acid，DCA）被认为是潜在的致癌因子，

而熊去氧胆酸（ursodeoxycholic acid，UDCA）具有一

定的抑制癌症作用[7]。不同种类的胆汁酸对疾病的作

用差异较大，而目前临床上仅通过检测人血清总胆

汁酸水平来诊断相关疾病，由于其灵敏度和特异性

较差容易造成漏诊、误诊[8]。因此，通过全面、准确的

监测不同生物样品中各种类型胆汁酸含量，有助于

探索疾病诊疗和预后的新策略。

代谢组学是一个新兴的组学技术领域，可以揭

示外源性刺激或生物系统基因突变后体液或组织中

小分子代谢物的整体变化，用于疾病的早期诊断和

治疗监测 [9]。随着分析仪器的快速发展，基于质谱

（mass spectrometry，MS）检测技术的胆汁酸代谢组学

分析能够完全、准确地监测其类型和内容，使得胆汁

酸代谢组学在肝胆疾病研究中得到广泛应用[10]。因

此，本文将重点综述近年来基于质谱技术的胆汁酸

代谢组学分析以及其在探索肝胆疾病分子标志物中

的研究进展，为常见肝胆疾病诊断、治疗提供新思

路。

1 质谱技术

MS技术具有特异性强、分辨率高、灵敏度高等

优点，对于生物体液或组织样本，在一次检测分析

中，能同时覆盖成百上千种小分子代谢物特征[11]。其

鉴定手段主要基于将样品转化为运动的气态离子

后，各种带电离子将按照各自特定的质荷比（m/z）进

行分离，然后在施加电场或磁场的高真空质量分析

器中形成各自不同的运动轨迹，并通过数据记录和

转换产生最终的质谱图[12]。质谱仪一般由进样系统、

离子源、质量分析仪、离子检测器和数据处理系统五

个部分组成（图1）。目前，最常见的离子源是电喷雾

离子化（electrospray ionization，ESI）和基质辅助激光

解吸离子化（Matrix Assisted Laser Desorption Ioniza⁃
tion，MALDI）离子源，前者的电离是通过在大气压下

对液滴施加高电压来发生的，通常与三重四级杆、四

极杆或离子阱质量分析器耦合；而MALDI是通过脉

冲激光束使分子升华而发生电离的，常与飞行时间

质谱耦合。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization time of

flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS）用于识别

大型生物分子，如蛋白质、肽、核酸和聚合物 [13]。然

而，由于生物样品成分太过复杂，基于MS的代谢组

学研究通常需要结合互补分离技术使用，如气相色

谱（Gas chromatography，GC）或 液 相 色 谱（Liquid
chromatography，LC）。ESI-MS 与色谱联用的分析平

台已证明在胆汁酸代谢组学中是有效的，可用于相

对复杂样品的分析[14]。

图1 MS的示意图

2 代谢组学分析方法

由于代谢组学研究通常包含数百到数千个变

量，多元统计方法被用于减少和可视化复杂的数据

集，如主成分分析（PCA）、部分最小二乘法判别分析

（PLS-DA）、正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）
和二元逻辑回归。PCA是一种无监督的统计方法，它

降低了高维数据的维度，根据代谢物数据集模式在

主成分图上（PC）可视化样本分布和分组，因此被大

多数代谢组学研究作为数据分析的第一步 [15]。但

PCA只有当组内变异远远小于组间变异时才显示组

分离，因此需要进一步使用PLS-DA、OPLS-DA等监

督方法来增强分类性能[16-17]。然而，由于分析的代谢

物数量通常远大于样本量，监督模型可能会过度拟

合数据信息，需要通过内部交叉验证和排列方法进

行验证。这种过拟合问题可以通过删除无用信息来

避免，即通过选择与类别成员最相关的变量或制定

更好的患者分层策略。此外，逻辑回归是另一种广泛

使用的基于逻辑函数的回归分析方法，在生物医学

问题中也被广泛应用于预测和分类[18]。

3 基于质谱技术的胆汁酸代谢组学在

肝胆疾病中的应用

肝、胆囊和肠共同参与维持人体胆汁酸平衡，在
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正常状态下只有少量胆汁酸进入血液循环。肝脏或

胆道疾病可引起胆汁酸的代谢紊乱，导致血清胆汁

酸的成分和含量发生显著变化[19-20]。目前，许多学者

利用质谱技术对生物样品中的胆汁酸代谢特征进行

了相关实验研究，为肝胆疾病的诊断提供了新方法。

3.1 在妊娠期肝内胆汁淤积症中的应用

妊娠期肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholestasis
of pregnancy，ICP）孕妇具有独特的血清胆汁酸代谢

特征，HPLC-MS结果显示在未经治疗的女性中，CA
是主要的胆汁酸（51%），并且UDCA浓度< 0.5%，而

UDCA占治疗后血清胆汁酸的60%，CA降至< 20%[21]。

UDCA作为目前治疗 ICP的一线药物，能显著减轻患

者瘙痒症状，改善肝功能指标，同时降低不良的母婴

结局发生率[22]。CA已被证明可以诱导子宫肌层催产

素受体的表达，并在注入绵羊体内时可诱导早产[23]。

此外，在啮齿类动物和人类胎心体外模型的培养基

中添加CA可导致心律失常，这可能是导致胎儿致命

的心律失常的原因 [24-26]。因此，ICP与胎儿并发症之

间的关联增加了对胆汁酸浓度监测的关注。例如，通

过超高效液相色谱-三重四级杆-飞行时间质谱

（UPLC -TripleTOF -MS/MS）方法对 50例正常孕妇、

51例 ICP孕妇、14 例早期 ICP孕妇和21例妊娠肝功

能紊乱孕妇血清中的56种胆汁酸成分进行分析，发

现早期 ICP 孕妇的胆汁酸浓度与正常妊娠孕妇相

比，牛磺胆酸（taurocholic acid，TCA）、甘氨胆酸（gly⁃
cocholic acid，GCA）、甘氨结合型三羟基胆汁酸-3
（Gtri-3）、甘氨结合型三羟基胆汁酸-5（Gtri-5）显著

升高；采用PLS-DA建立的联合诊断模型对 ICP的早

期诊断具有较高效能，灵敏度为 85.7%，特异度为

95.2%，AUC为 0.966[27]。Zhu等 [28]通过 LC-MS方法分

析了 290例妊娠中期（12～28周）和 492例妊娠晚期

（29～40周）ICP患者的 14种胆汁酸浓度，发现总胆

汁酸浓度保持稳定，但胆汁酸个体变化不同；未结合

的胆汁酸（CA，CDCA、LCA、DCA）在 28 周前占主导

地位，而结合胆汁酸浓度在 31 周之后增加；胎龄

28～31 周是胆汁酸代谢的显著变化期。赵等 [8]发现

ICP患者血清中牛磺脱氧胆酸（taurogoose deoxycho⁃
lic acid，TDCA）浓度是妊娠期内高胆汁酸血症（hy⁃
perbilirubinemia during pregnancy，AHP）孕妇的2倍，

AHP 孕妇的 DCA 和甘氨脱氧胆酸（glycodeoxycholic
acid，GDCA）浓度分别较 ICP孕妇高出2.72倍和3.22
倍，以上三种胆汁酸可作为AHP与 ICP鉴别诊断的

潜在生物标记物。

除了血清，尿液中胆汁酸代谢谱也可用于 ICP

的鉴别。尿液中 70%～80%的胆汁酸通过硫酸化结

合，硫酸化是胆汁酸排泄的重要代谢途径 [29]。

OPLS-DA结果显示七种硫酸化胆汁酸包括硫酸化

二羟基甘氨酸胆汁酸（di-GBA-S）、甘氨酸胆酸-3-
硫酸盐（GCA-3S）、硫酸化二羟基牛磺酸胆汁酸

（di-TBA-S-3、di-TBA-S-2）、牛磺酸胆酸-3-硫酸

盐（TCA-3S）、牛磺石胆酸-3-硫酸盐（TLCA-3S）和

胆酸-3-硫酸盐（CA-3S）。在投影（VIP）值中变量重

要性大于1，可能是区分 ICP孕妇和正常孕妇的潜在

生物标志物[30]。在另外一项研究中，Chen等[12]开发了

一种基于UPLC-QTOF-MS平台的伪靶向方法，用于

测定随机尿液靶向和非靶向胆汁酸代谢谱，结果显

示 mono-S、Gtri-S-2 联合 TLCA-S 是 AHP 和 ICP 鉴

别诊断的潜在组合生物标志物（AUC为0.990）。
3.2 在非酒精性脂肪性肝病中的应用

非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver
disease，NAFLD）是一种慢性进行性肝病，涵盖一系

列肝损伤，包括脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎

（nonalcoholic steatohepatitis，NASH）、纤维化和肝硬

化[31]。NAFLD中肝脏胆汁酸代谢和转运蛋白的变化

可能会改变主要的胆汁酸种类，从而影响餐后胆汁

酸依赖性信号传导和调节肝脏炎症级联反应[32-34]。通

过对NAFLD患者胆汁酸种类进行检测，发现粪便中

排出的次级胆汁酸减少，血清中甘氨酸和牛磺酸结

合的胆汁酸增加[35]。近期有研究[28]采用稳定同位素稀

释的LC/MS/MS靶向代谢组学方法来探索胆汁酸多

组分与NAFLD组织病理学指标（肝细胞纤维化、晚

期脂肪变性、气球样变和炎症）的关联，以及它们与

NAFLD和NASH相关遗传变异的关联。结果显示，血

浆次级胆汁酸 7-Keto-DCA 和 7-Keto-LCA 的剂量

水平与气球样变和NASH相关，而初级胆汁酸的水

平与炎症和纤维化相关。几个NAFLD/NASH位点的

基因变异与 7-酮和甘氨酸结合形式的胆汁酸水平

升高相关，而TRIB1位点的NAFLD风险等位基因表

现出血浆GCA和糖醛脱氧胆酸（GUDCA）水平升高

的强烈趋势。此外，Caussy 等 [36]也报道了 NAFLD 和

NASH 患者的血清胆汁酸成分随着肝纤维化阶段

（F0-F4）的演变而显著变化。一般来说，更疏水的胆

汁酸种类（如未结合的次级胆汁酸）具有更大的细胞

毒性作用[37]。通过采用LC-MS方法分别检测在空腹

条件下和标准化餐后的 15 名健康志愿者和 7 名

NASH 患者的 30 种血清胆汁酸和 16 种尿胆汁酸代

谢变化，结果显示NASH患者的空腹和餐后胆汁酸

谱表现出更大的变异性，其接触疏水和细胞毒性更
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强的次级胆汁酸几率更高，所以胆汁酸暴露量的增

加可能与肝损伤以及 NAFLD 和 NASH 的发病机制

有关[38]。

此外，中药研究者们也从胆汁酸代谢组学分析

的角度出发，将其应用于中药疗效的评价。例如，采

用UPLC-MS/MS检测非酒精性脂肪性肝炎相关肝细

胞癌（NASH-HCC）小鼠模型中多种胆汁酸代谢产物

含量，发现白藜芦醇（RSV）干预后DCA、GCA、TCA、

牛磺β鼠胆酸（TβMCA）、牛磺鹅去氧胆酸（TCDCA）、
CDCA、CA、TLCA等多种致癌胆汁酸组分水平显著

下降，模型小鼠肝癌早期脂肪变、炎症损伤及纤维化

程度明显改善。RSV调控胆汁酸代谢谱，激活胆汁酸

受体，促进胆汁酸在肝内的排泄，从而减少HCC发

病率[39]。Han等[40]研究了龙胆苦苷（GPS）对小鼠血液、

肝脏、尿液中73种小分子物质和84种蛋白质代谢情

况的影响，从而探讨其对萘基硫氰酸酯（ANIT）诱导

胆汁淤积性肝损伤的作用和机制。结果发现，与对照

组相比，TCA、GCA、TCDCA 和甘氨鹅去氧胆酸

（GCDCA）在 ANIT 组中显著上调，但 GPS 可以显著

降低血清、尿液和肝脏中这些代谢物的水平，并减轻

肝损伤。

3.3 在肝细胞癌中的应用

肝细胞癌（hepatocellur carcinoma，HCC）是最常

见的原发性肝癌，占这类恶性肿瘤的 80%～90%[41]。

研究发现CDCA、DCA、LCA 等胆汁酸成分可对肝星

状细胞（HSCs）内NLRP3炎性小体的活性产生双向

调节，从而影响HCC形成[42]。近期研究[43]也发现DCA
可导致LX2的细胞衰老，通过G0/1期的细胞周期阻

断导致细胞生长抑制，并伴有DNA损伤和细胞周期

停滞。衰老HSCs分泌的与衰老相关的分泌表型因子

（SASP）积极诱导细胞迁移和 HCC 细胞入侵，而

TGFβ或 IL8 的信号阻断显著抑制了 HCC 细胞的迁

移和入侵，这表明对TGFβ和 IL8的干预可能成为一

种新的治疗策略。此外，王等[44]应用UPLC-QTOF-MS/
MS技术对50例肝硬化（liver cirrhosis，LC）患者和50
例HCC患者的血清进行了代谢组学研究，鉴定出了

19 种胆汁酸相关代谢物，其中变化最显著的是

GCA，在RPLC-POS、RPLC-NEG和HILIC-NEG 3种

检测模式下均检测出变化且变化倍数一致，VIP 值

分别为 8.0，16.0 和 33.0。另外 2 个差异显著的胆汁

酸代谢物2-脱氧栗甾酮和脱氧胆酸甘氨酸偶联物，

VIP 值均为 8.9。VIP值越大，表示对LC 和HCC区分

的贡献值越大，所以这 3 个代谢物可以作为区分

HCC和LC患者的潜在标志物。张等[45]应用LC-MS技

术对 24例HCC、15例 LC、6例慢性乙肝（HBV）患者

及 12例健康对照者（HC）血浆胆汁酸组分进行了比

较研究，结果显示HCC组中CA、CDCA、TDCA、LCA、

GCDCA及GDCA的浓度明显高于HBV-LC组与HC
组，其中 LCA浓度与HCC进展呈正相关，有可能成

为HCC发生进展的评价指标。此外，采用非靶向代

谢组学方法检测 262 例 HCC 患者、76 例 LC 患者和

74例HBV患者的血清，结果显示由TCA、溶血磷乙

醇胺和溶血磷酰胆碱组成的联合标记物对鉴别小肝

肿瘤（直径小于 2cm 的单独结节）有效，敏感性为

80.5%，特异性为80.1%。而且，它们对鉴别HCC和慢

性肝病患者也有效，可获得87.5%的敏感性和72.3%
的特异性，研究结果为这些代谢物被用作HCC和慢

性肝病分类的标记物提供了初步证据[46]。

3.4 在胆道系统疾病中的应用

原发性硬化性胆管炎（Primary sclerosing cholan⁃
gitis，PSC）是一种慢性胆汁淤积性肝病，其特征是肝

内和肝外胆管的持续炎症、破坏和纤维化。目前，

PSC 与原发性胆汁性肝硬化（primary biliary cirrho⁃
sis，PBC）的鉴别诊断有时由于临床、血清学、组织学

和放射学发现重叠而更加复杂。Bell 等 [47]使用 UH⁃
PLC-MS-MS-MS、UHPLC-MS-MS、GC-MS 三个独

立质谱平台检测了18例PBC患者、21例PSC患者和

10例健康对照者的血清代谢物，并识别可能区分这

两种胆汁淤积性疾病的代谢物。在PBC和PSC组中

都观察到未结合、结合和硫酸化胆汁酸的升高，而来

自肠道微生物继发性胆汁酸有微小变化；其中有一

项特别有趣的发现，PBC患者与PSC患者相比，血清

氢酸盐明显升高，这是一种不寻常的由CDCA合成

的三羟基胆汁酸。这种变化与Trottier等[48]的研究结

果基本一致，证明PBC和PSC的病理学特点是主要

影响原发性胆汁酸。此外，研究发现氢酸盐在患有拜

勒病的成人[49]和儿童[50]的尿液中升高，因此可作为胆

汁淤积和肝脏将胆汁酸代谢为其分泌形式能力的生

物标志物。

目前将胆管癌（cholangiocarcinoma，CCA）与良

性胆道疾病（benign biliary disease，BBD）区分开来是

一个挑战。Song等[51]分析了与CCA细胞系中CCA发

育相关的胆汁酸受体的基因表达，发现在用GCA处

理的 CCA 细胞中，TGR5 和蛋白苷 1-磷酸受体 2
（S1PR2）的基因表达比对照组（不用胆汁酸处理）分

别高出 8.6 倍和 3.4 倍。在 TCDCA 处理的细胞中，

TGR5和S1PR2的基因表达与对照组并无显著差异，

说明GCA和TCDCA可作为CCA的表型特异性生物
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标志物。其他研究小组报告显示，CCA患者中CA和

CDCA 的 比 例 高 于 BBD 或 HCC 患 者 [33]。利 用

UPLC-MS/MS测量 329名受试者包括BBD、CCA、胆

囊癌（gallbladder carcinoma，GC）患者、HCC 患者和

健康受试者血浆中 15种胆汁酸浓度，发现由 CDCA
和 TCDCA 组成的联合标志物分别对 CCA 与 BBD、

CCA 与 HC 显示出较高的诊断性能，具有比糖类抗

原19-9（CA 199）更高的AUC、敏感性和特异性[52]。

关于药物疗效评价方面，考来维仑增加了硬化

性胆管炎 Mdr2−/−小鼠模型中粪便胆汁酸的排泄，

可以逆转胆汁性肝和胆管损伤，肝和胆汁中的胆汁

酸组分更多地显示出向亲水性次级胆汁酸转化[53]。

此外，采用 LC-MS 方法对 13 例健康对照者，292 例

胆囊结石和 25例非肿瘤息肉患者血浆中 14种代谢

物进行比较，发现在胆囊疾病组（gallbladder disease，
GBD）中 UDCA、尿脱氧胆酸（TUDCA）、糖苷脱氧胆

酸（GUDCA）、TCDCA和GCDCA显著降低，UDCA与

白细胞计数和中性粒细胞百分比呈负相关。GBD 患

者血液中白细胞数量的异常增加，尤其是中性粒细

胞的积累，提示诱导的炎症损伤可能导致炎症性胆

囊息肉。UDCA是治疗GBD很有吸引力的候选药物，

因为它可能会影响肠道微生物群落结构[54]。

4 结语

众所周知，胆汁酸是重要的信号分子，在调节脂

质、葡萄糖和能量代谢方面起着重要作用。在肝胆疾

病患者中，肝脏合成、代谢和清除以及肠道吸收的紊

乱会影响胆汁酸在不同部位（血浆、肝脏、胆囊、尿液

和粪便）中的浓度和分布。近年来，随着质谱技术和

软件算法的发展，质谱与各种分离技术结合寻找肝

胆疾病生物标志物的研究层出不穷。目前，质谱分析

广泛应用于 ICP、HCC 和 PSC 等肝胆疾病的胆汁酸

代谢组学研究，可分析多种类型的组织样本，其研究

成果为常见肝胆疾病的精准诊疗提供新的理论依

据，将成为今后研究的热点。
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