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高效液相色谱一串联质谱法测定妊娠肝内胆汁淤积患者血清 
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【摘 要】目的：研究妊娠肝内胆汁淤积症(Intrahepatic cholestasis ofpregnancy，IcP)患者血清中牛磺结合型胆汁酸的变化。方法： 

收集 ICP及ICP伴糖尿病、ICP伴病毒性肝炎患者和正常孕妇血清，经固相萃取，采用高效液相色谱一串联质谱(Highperfor- 

mance liquid chromatography-tendem masS spectrometry，HPLC--MS／MS)法测定牛磺结合型胆汁酸的含量。结果：ICP及 ICP伴糖 

尿病、ICP伴病毒性肝炎患者血清中牛磺胆酸(Taurocholic acid，TCA)、牛磺鹅脱氧胆酸(Taurochenodeoxycholic acid，TcDCA)、牛 

磺脱氧胆酸 Tautodeoxyeholic acid，TDCA)分别比正常孕妇有 10倍、5倍和3倍以上的显著性增高(P<O．01 o ICP及ICP伴糖尿 

病、ICP伴病毒性肝炎三组间TCA和TCDCA的差异均有显著性 (P<0．05)。结论：ICP患者有特征的血清牛磺结合型胆汁酸变 

化。 
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Simultaneous determination of serum tauro-conjugated bile acids in 

intrahepatic cholestasis of pregnancy patients by high performance liquid 

chromatography-tendem mass spectrometry 
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【Abstract】Objective：To investigate the individual sernm tauro-eonjugated bile acid concentration in patients with Intrahepatic Cholesta- 

sis of Pregnancy(ICP)by high performance liquid chromatography—tendem mass spectro—metry(HPLC-MS／MS)．Methods：Bile acids 

were extracted from serum samples of ICP，ICP with Diabetes Mellitus，ICP with Virus Hepatitis patients and normal pregnant women． 

Serum tauro-conjugated bile acids were measured by HPLC—MS／MS．Results：The serum levels of taurocholic acid(TCA)，taurochenode— 

oxycholic acid (TCDCA)and taurodeoxycholic acid (TDCA)in the three groups of ICP，ICP with Diabetes Mellitus，and ICP with Virus 

Hepatitiswere significantlyhigherthanthose ofthe controlgroup【P<O．01)，andthe differences andwere 15-fold，5-fold，3-fold，respec- 

tively．Th e Selllm levels of TCA and TCDCA were statistically different among each two of patients of ICP，ICP with Diabetes Mellitus，ICP 

with Virus Hepatitis respectively(P<0．05)．Conclusion：The concentrations of individual tauro-conjugated bile acids have specific fea- 

tnres in ICP patients． 
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妊娠肝内胆汁淤积症(Intrahepatic cholestasis of 

pregnancy，ICP)已被列为高危妊娠范畴内，以妊娠 

中晚期出现的皮肤瘙痒、胆汁淤积、伴或不伴肝功 

能异常为主要表现，对母体危害较小 ，但可造成胎 

儿宫内窘迫，羊水胎粪粪染，胎死宫内等，围生儿发 

病率和死亡率增高。研究认为【11，ICP围生儿发病率 
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和死亡率与血清胆汁酸水平呈显著正相关。 

人体内代谢的胆汁酸主要为 5类游离型胆汁 

酸 ，即胆酸(Cholic acid，CA)、鹅脱氧胆酸 (Chen— 

odeoxycholic acid，CDCA)、脱氧胆 酸 (Deoxycholic 

acid，DCA)、石胆酸(1Lithocholic acid，LCA)和熊脱氧 

胆酸(Ursodeoxycho|ic acid，UDCA)以及它们的甘氨 

(Glyco一，G)和牛磺(Tauro一，T)结合型胆汁酸。目前 

对胆汁酸代谢的研究主要集中在总胆汁酸和甘氨 

型胆汁酸上，而对牛磺型胆汁酸少有涉及。总胆汁 
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酸中牛磺结合型胆汁酸占近 30％，其中 80％的结合 

型牛磺胆酸通过依赖牛磺胆酸钠共转运体途径摄 

取，若依赖牛磺胆酸钠共转运体存在功能缺陷均可 

能使牛磺胆酸摄取障碍而在外周血中显著升高[21， 

导致胆汁淤积。 

本研究拟采用高效液相色谱一串联质谱(High 

performance liquid chromatography-tendem mass spec—— 

trometry，HPLC—MS／MS)测定血清牛磺结合型胆汁 

酸，探讨各牛磺结合型胆汁酸在 ICP、ICP伴糖尿病、 

ICP伴病毒性肝炎疾病中的变化。 

1 对象和方法 

1．1 对象 

收集重庆医科大学附属第一医院 2006年 5月至 2007 

年 4月间收治的 48例 ICP、ICP伴糖尿病 、ICP伴病毒性肝炎 

(简称为 ICP伴肝炎)患者血清，其中(1)ICP：34例，年龄 24～ 

36岁，平均年龄(29．1±3．7)岁 ，孕期 31～41周 ；ICP伴糖尿 

病：5例，年龄 24～35岁 ，平均年龄(30．2±4．1)岁 ，孕期 32 

4O周；ICP伴肝炎 ：9例 ，年龄 25 34岁 ，平均年龄(29．4± 

2．11岁 ，孕期 34—40周。 

ICP组的诊断标准[ ：(1)妊娠中晚期出现皮肤瘙痒、黄疸 

等不适，无明显消化道症状，并排除妊娠期其他皮肤病；(2) 

血清胆汁酸水平升高伴有或不伴有血清总胆红素及转氨酶 

升高；(3)妊娠终止后瘙痒 、黄疸迅速消失 ，胆汁酸、转氨酶、 

血清总胆红素逐渐下降到正常。 

糖尿病诊断标准参照 WHO(1999)糖尿病及空腹血糖受 

损标准。病毒性肝炎诊断标准参照病毒性肝炎 防治方案 

(2000，西安)。 

对照组为同期收治的正常孕妇：20例 ，年龄 21～35岁 ， 

平均年龄(28．6±2．9)岁 ，孕期 35～41周。排除可疑瘙痒、黄 

疸以及伴肝病、内分泌疾病者。 

1．2 仪 器与试 剂 

API 2000质谱仪(加拿大 Applied Biosystems公司)配备 

PerkinElmer200泵和 tubro离子源；Atlantisd C18(150mm x 

3．9 mm，5 m，美国Waters公司)色谱柱，保护柱及 C18柱芯 

(美国 Phenomenex公司)，Chromabond C18(3 ml／200mg，德 国 

Macherey—Nagel公 司)，Millpore纯水装置 (美 国 Millpore公 

司)。5种牛磺胆汁酸标准品和醋酸铵均为色谱纯(Sigma公 

司)，甲醇、乙腈和甲酸均为色谱纯(美国Tedia公司)。 

1．3 样品收集 、处理 与测 定 

取空腹静脉血，自然收缩后离心取血清冻藏于 一20℃，实 

验前解冻并平衡于室温，依次用 1 ml甲醇、1 ml0．05％甲酸溶 

液活化SPE小柱。1 ml0．05％甲酸溶液中加入 300 l血清， 

混匀 1 rain后上小柱。依次用 1 ml0．05％甲酸溶液、1 ml甲醇 

水溶液(45：55，V：V)冲洗。在重力作用下滴干后 ，真空抽干。再 

用 1．5 ml甲醇洗脱，洗脱液在6O℃氮气吹干，残余物溶于 100 

l流动相(A：B=20：80，V：V)中，漩涡混匀 1 min，超声 2 min。取 

20 l进行 HPLC—MS／MS分析，检测时间 12 min。 

1．4 质谱条件 

离子化模式：ESI一，聚焦电压：一300V，射人电压 ：一IOV， 

停顿时间：5．O0 ms；离子源气帘气 ：2O．0 ml／min、喷雾 电压 ： 

- 4 200 V、温度 ：200~C、碰撞气 20．0 ml／min。多反应监测，监 

测离子对见表 1。 

1．5 色谱条件 

柱温 ：25℃；流速：1 ml／min，分流比为 1：4；流动相 A：含 

5 mmol／L醋酸铵和0．O1％甲酸水溶液，B：含 5 mmol／L醋酸铵 

和 0．01％甲酸甲醇溶液。梯度洗脱程序为：0 min(80．O％B)一 

7 rain(93．O％B) 8 rain(80．O％B)—}12 rain(80．O％B)。 

1．6 统计方法 

数据以四分位数(Q．，Q，， mol／L)表示，SPSSIO．0统计软 

件分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 方法学评价 

2．1．1 精密度和回收率 在血清中加入适量胆汁酸标准品混 

合液 ，日内重复测定 5次 ，连续测定 5 d，变异系数 日内在 

0．70～2．50％之间，日间在 1．33～6．10％之间。对血清样品进行 

高、低2种浓度的回收率试验，重复测定5次，胆汁酸的平均 

回收率高浓度(10．0 tool／L)为 86．0％ ～102．O％，低浓度(0．50 

tool／L)为 91．0％～98．0％。 

2．1．2 标准曲线和检出限 用正常人血清配制不同浓度的 

胆汁酸标准混合液，重复测定 3次。用胆汁酸标准混合液中 

各胆汁酸的峰面积减去血清中相应的内源性胆汁酸的峰面 

积对胆汁酸浓度绘制标准 曲线 ，各胆汁酸在 0．10～100．0 

mol／L浓度范围内线性 良好。以 S／N=3时胆汁酸的浓度为 

检测限，结果见表 1所示。 

ICP组 、ICP伴糖尿病组和 ICP伴肝炎组 TCA、TCDCA 

和 TDCA与对照组差异均有显著性(P<0．05)。ICP组 TCA和 

TCDCA与 ICP伴糖尿 病组 、ICP伴 肝炎 组差异 有显著性 

(P<O．05)。ICP组 TDCA与 ICP伴糖尿病组和 ICP伴肝炎组 

无差异显著性(J口>0．05)。ICP组、ICP伴糖尿病组和 [CP伴肝 

炎组 TCA、TCDCA和 TDCA与对照组比较 ，分别有 10倍 、5 

倍和 3倍的增长。 

3 讨 论 

本研究所建立的 HPLC—MS／MS测定血清中牛 

磺型胆汁酸，不需水解和衍生 ，分析时间短 ，分离效 

果好 ，且具有较好的精密度和回收率。 

ICP诊断中除瘙痒外最主要的生化指标就是反 

映胆汁淤积的胆汁酸水平的增高。正常情况下 ，血 

清中牛磺型胆汁酸占总胆汁酸 30％。肝细胞膜转运 

蛋白调节与表达缺陷，或肝细胞障碍导致信号传导 

途径、紧密连接蛋白、细胞内运输囊泡受损l4]时可导 
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牛 磺 胆 酸 T C A 5 14 ． 4 ／8 0 ． 0 2 ． 2 9 × 1 0
’ 8 6 ． 9 0 ． 9 9 9 6 0 ． 0 0 6

牛 磺 鹅 脱 氧 胆 酸 T C D C A 4 9 8 ． 4 ／7 9 ． 9 2 ． 4 0 x l 0 ’ 8 4 ． 1 0 ． 9 9 9 3 0 ． 0 0 5

牛 磺脱 氧胆 酸 T D C A 4 9 8 ． 4 ／7 9 ． 9 2 ． 2 4 x 1 0 3 1 ． 1 9 × 10 2 0 ． 9 9 9 8 0 ． 0 0 6

牛 磺 石 胆 酸 T L C A 4 8 2 ． 4 ／8 0 ． 0 2 ． 0 4 x 1 0 3 1 ． 1 7 X 10 z 0 ． 9 9 9 7 0 ． 0 0 3

牛 磺 熊 脱 氧 胆 酸 T U D C A 4 9 8 ． 4 ／7 9 ． 9 2 ． 9 2 × 10 ’ 2 ． 7 8 x 1 0 。
0 ． 9 9 9 6 0 ． 0 0 3

注
’

P ：与对 照 组 比较 ；
’

P ：与 I C P 组 比较 ；
”

：4 组 间差 异 无 统计 学 意 义

0 ． 0 1 ． O 2 ． 0 3 ． O 4 。O 5 ． 0 6 ． 0 t／m i n

0

图 1 5 种 胆 汁 酸 混 合标 准 品 ( 黑 色 )和 I C P

患 者 血 清 胆 汁 酸 ( 蓝 色 )的 M R M 色 谱 图

图 2 4 组 3 种 胆 汁 酸 的浓 度 ( Q，， Q， )( p ~ m o l／L )( 图 中下

线 为 最 小 值 。 上 线 是 最 大 值 ；盒 子 的下 线 是 第 一 四 分 位

数 Q．， 中线 是 第二 四 分 位 数 Q：，上 线 是 第 三 四 分 位 数

Q， 。

“

+
”

为 均 数 )

致 胆 汁 淤 积 ， 由于 牛 磺 型 胆 汁 酸 的输 入 一 输 出平 衡

被 打 破 ， 导 致 其 大 量 出 现 在 血 液 中 ， 最 高 可 占总 胆

汁酸 6 0 ％ 。

本 文 研 究 发 现 I C P 时 血 清 牛 磺 型 胆 汁 酸 尤 其

是 牛 磺 胆 酸 和 牛 磺鹅 脱 氧 胆 酸 显 著增 高 ， 与 国 外 文

献 一 致 【5 ．蜘
。 I C P 伴糖 尿 病组 和 I C P 伴肝 炎组 T C A 和

T C D C A 与 I C P 组 比较 ， 也 有 显 著性 差 异 ( P < O． 0 5 ) ，

且 各 牛 磺 型 胆 汁酸 所 占 比 例 不 同 ， 提 示 单 一 I C P 与

I C P 伴 糖 尿 病 或 伴 肝 炎 时 ， 存 在 特 征 的 牛 磺 结 合 型

胆 汁酸 变化 ， 有 助 于 I C P 诊 断 和 鉴 别诊 断 。
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