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基于母胎胆汁酸代谢轮廓的妊娠肝内胆汁淤积症分度研究 
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【摘 要】目的：探讨基于母胎血清胆汁酸代谢轮廓的妊娠肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis of pregnancy，ICP)分度。 

方法：采用高效液相色谱一紫外检测法对 61名正常孕妇，轻、重度ICP患者母、脐血的9种结合型胆汁酸成分进行测定，并将受 

试者分为建模集(n=40)与验证集(n=21)，结合偏最小二乘判别分析对胆汁酸代谢轮廓进行分析、建模与验证。结果：母血胆汁 

酸代谢模型可区分正常孕妇组，轻度 ICP组，与重度ICP组；脐血胆汁酸代谢模型可区分重度 ICP组与非重度组。母、脐血分度 

模型的验证效率分别达90．5％与 100．O％。牛磺熊去氧胆酸(P=0．004)，牛磺胆酸( 0．005)以及甘氨胆酸(e=-0．032)在ICP孕妇 

中明显增高：甘氨石胆酸(P<O．001)和牛磺脱氧胆酸( 0．oo1)在ICP胎儿中明显增高。结论：ICP母、脐血各有其特征的胆汁酸 

代谢轮廓，均可用于对ICP分度。 

【关键词】妊娠肝内胆汁淤积症；胆汁酸代谢轮廓；分度；胎盘保护 
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Metabolic profile of stratified degrees of intrahepatic cholestasis of pregnancy 

based on serum bile acids in mothers and fetuses 
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【Abstract]Objective：To investigate the profiles of serum conjugated bile acids in mothers and fetuses for stratifying the degrees of 

intrahepatic cholestasis of pregnancy(ICP)．Methods：High-performance liquid chromatography with ultraviolet detection was used to 

determinate 9 conjugated bile acids in 61 women and fetuses with stratified degrees of ICP and normal pregnancies．The subjects were 

divided into modeling(n=40)and validating(n=21)sets．Metabolic profile analysis and validation were performed by partial least 

squares—discriminant analysis．Results：In the maternal model，the profile of normal pregnancies and stratified degrees of ICP were 

separated．In the cord model，the profile of non-severe group and severe ICP group were separated．The validated effieieneies of two 

stratified models were of 90．5％ and 100．0％。respectively．The elevation of tauroursodeoxycholic acid(P=0．004)，taurocholic acid(P= 

0．005)，and glycocholic acid(P=0．032)was greater in ICP mothers，while the elevation of glycolithocholic acid(P<0．001)and 

taurodeoxycholic acid(P=O．001)was greater in ICP fetuses．Conclusion：Different bile acid profiles exist in mothers and fetuses with 

ICP available for stratifying degrees of ICP． 
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妊娠肝内胆汁淤积症(intrahepatic cholestasis of 

pregnancy，ICP)是一种妊娠特有的严重并发症，以 

妊娠中晚期孕妇出现四肢瘙痒、肝功能紊乱和血清 

总胆汁酸(total bile acid，TBA)增高为特征，主要影 

响围生儿预后，可造成自发性早产、胎儿宫内窘迫、 

不明原因的胎儿宫内死亡等危害。目前该病的发病 

机制仍不明确，可能与遗传、激素以及环境因素等 

有关【 1。 

根据病情的轻重，ICP可分为轻度和重度。研究 

发现．轻度ICP胎儿的发病风险与正常组无明显差 

异。而重度ICP出现羊水粪染和胎儿并发症的风险 

极高[2-31。因此，ICP的分度有助于指导临床选择合适 

的治疗时机与处理措施。目前，ICP的分度标准还未 

达成共识。一些研究者提出将TBA作为ICP分度的 

指标 ，但部分ICP患者的TBA并不增高阁。2011 

年中华医学会提出了ICP的诊疗指南嘲。提出胆汁 

酸系列和肝酶系列作为ICP分度的标准．但未得到 

国际认可。 

近期研究表明，血清游离型胆汁酸在正常孕妇 

与 ICP患者间并无差异．仅结合型胆汁酸在ICP时 

增高，且轻、重度ICP孕妇拥有不同的血清胆汁酸 

代谢轮廓 。由于该病主要危害胎儿，且很少有关于 

脐血胆汁酸代谢轮廓的报道。因此，本研究基于诊 

疗指南的分度，采用高效液相色谱一紫外检测(high— 

performance liquid chromatography-ultraviolet detec—— 

tion，HPLC—uv)i~JJ定正常及轻、重度ICP患者的母、 

脐血血清结合型胆汁酸，采用偏最小二乘判别分析 

(pa~iM least square—discriminant analysis，PLS-DA) 

对血清胆汁酸代谢轮廓进行分析，建立基于母、胎 

胆汁酸代谢轮廓的ICP分度模型．并对其进行验 

证。同时探讨胎盘对ICP母胎间胆汁酸转运的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验器材 

1．1．1 实验仪器 Shimadzu 2010LC高效液相色谱仪及Shi— 

madzu LBRORAEL-200天平(日本 ShimadZU公司)，Macherey- 

Nagel Chmmabond—C18固相萃取小柱(3 ml／200 mg德国 

Macherey-Nagel公司)，Aglient及固相萃取装置(美国Aglient 

公司)，Waters Nova C18色谱柱(3．9 mmx 150 mm，5 m，美 

国 Waters公司)，Thermo Fresco 17微量台式冷冻离心机(美 

国Thermo公司)，BF'2000氮气吹干仪(北京八方世纪科技有 

限公司)，SB一3200超声波清洗器(宁波新芝科器研究所)， 

MILLIPORE超纯水过滤装置及 MILLIPORE真空泵(美国 

Millipore公司)，Roche Modular DDP全自动生化分析仪(瑞士 

Roche公司)。 

1．1．2 实验试剂 牛磺结合型(taum～，T一)的熊去氧胆酸 

(ursodeoxycholic acid，UDCA)、胆酸(cholic acid，CA)、鹅脱氧 

胆酸(chenodeoxycholic acid，CDCA)、脱 氧胆酸 (deoxycholic 

acid，DCA)、石胆酸(1ithocholic acid，LCA)，与甘氨结合型 

(glyco-，G一)的CA、LCA、CDCA、DCA均购自美国Sigma公 

司。甲醇(美国TEDIA公司，色谱纯)，其余试剂为分析纯。 

1．2 样品及信息收集 

61名研究对象均来 自2011年 1月至2013年 12月重 

庆医科大学附属第一医院产科住院孕妇，其基本信息(年龄、 

孕周、肝功结果)及妊娠结局(分娩方式、新生儿体质量、自发 

性早产、Apgar评分、羊水粪染、产后出血)等均被收集。该研 

究已获得研究对象的知情同意及重庆医科大学附属第一医 

院伦理委员会批准通过。遵循诊疗指南的诊断与分度标准[61， 

选取未接受药物治疗的 ICP病人。排除病毒性肝炎、妊高症、 

ICP、妊娠期急性脂肪肝、孕妇药物性黄疸、内科合并症或并 

发症，随机选取正常孕妇。研究对象均收集其母血和脐血：母 

血于产前抽取2 IIll空腹静脉血，脐血于生产时抽取2 llll脐 

带血。离心后取上清，置于一20℃冰箱保存备用。 

1．3 实验方法 

1．3．1 样品预处理 300 tL1血清中加入 1 ml 0．05％甲酸充 

分混匀后加至已用 1 ml甲醇、l ml水活化过的固相萃取小 

柱，用 2 ml 0．05％甲酸、1 ml甲醇，水(45／55，v／v)依次淋洗小 

柱，最后用 3 ml甲醇洗脱。洗脱液在6O℃氮气下吹干后溶 

于50 流动相 A／B(34／66，v，v)(流动相 A：60 mmol／L磷酸 

盐缓冲液，pH 3．3；流动相B：甲醇)。超声2 min，离心13 000×g 

10 min，取 20 进样。 

1．3．2 色谱检测方法 测定胆汁酸的 HPLC—Uv方法参考 

文献[81。该方法检测血清中各胆汁酸日内变异系数均小于 

6．O％，日间变异系数均小于7．9％。该方法平均回收率在83．1％～ 

101．3％。 

1．4 数据 处理 

根据Heuman的方法[91，计算受试者胆汁酸疏水指数(hy— 

drophobicity indices，HI)。用 SIMCA—P 11．5(瑞典 Umetrics公 

司)软件对胆汁酸数据进行多元分析，经过最大方差法旋转 ， 

用 PI_S—DA建立基于母 、胎胆汁酸的 ICP分度模型并对其进 

行验证。其中4O名受试者被用来建立分度模型，另有21人 

用来验证模型。数据分析采用 SPSS 18．0软件包。正态计量资 

料用均数4-标准差(x 4-S)表示，偏总分布计量资料用M(Q ， 

Q，)表示，计数资料用率表示。数据的正态性检验采用 Kol— 

mogomv—Smirnov检验 ，率之间的比较采用卡方检验 ，母 、脐 

血之间的胆汁酸比较采用两独立样本t检验。胆汁酸3组间 

比较采用 Kruskal—Wallis H秩和检验．两两间的比较采用 

Bonferroni修正的Mann—Whitney U秩和检验。检验水准 = 

0．05。 
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2 结 果 

2．1 受试者一般信息 

40名建模患者中，轻度 ICP患者 11人 ，重度 ICP患者13 

人，正常孕妇 16人。孕妇基本信息及妊娠结局见表 1。3组间 

孕妇年龄无统计学差异 ，生产时孕周有统计学差异。3组间 

实验室检查结果均有统计学差异。妊娠结局显示，3组间自 

发性早产与羊水粪染有统计学差异，剖宫产率 、小于胎龄儿 、 

Apgar评分≤7分与产后出血在3组间无统计学差异。 

2．2 胆汁酸代谢轮廓分析 

母血 9种结合型胆汁酸检测结果如表 2所示 ，TUDCA、 

TCA、GCA、GLCA、TCDCA、TDCA和 GDCA浓度在 3组间有 

统计学差异(P<0．05)，CA／CDCA和HI在 3组间均有明显差异 

(P<O．05)。脐血 9种结合型胆汁酸测定结果如表 3所示 ． 

TCA、GCA、GLCA、TCDCA、TDCA、GDCA和 TLCA浓度在 ICP 

组中明显增高 ，差异有统计学意义(19<0．05)，CA／CDCA和 HI 

在 3组间均有明显差异(P<0．05)。 

探究母胎间胆汁酸的变化可为胎盘的胆汁酸转运提供 

信息。图 1表示母、脐血胆汁酸浓度之差(△c)在 3组问的变 

化情况。结果显示正常妊娠时，脐血中TUDCA、TCA、GCA、 

TCDCA较高，母血中GLCA较高；而重嚏ICP时，母血中TUDCA、 

TCA、GCA、TCDCA较高，脐血中GLCA较高。上述胆汁酸代 

谢均出现了倒置现象 ，尤其 TCA和 GCA在轻度 ICP时就已 

出现倒置现象，表明胆汁酸代谢在ICP疾病时出现明显紊 

乱。对比母、脐血之间的胆汁酸差异，TCA和GLCA倒置明显， 

3组均具有统计学意义，GCA和 TDCA的倒置在重度 ICP组 

中有统计学差异。 

表 1 4O名受试者的一般信息(n。％) 

Tab．1 General information within the study population(n。％) 

TUDCA 

TCA 

GCA 

GLCA 

TCDCA 

n)CA 

GCDCA 

GDCA 

TLCA 

CA，CDCA 

H1 

0．241(0．235，0．247) 

0．401(0．189．0．699) 

0．624(0．454，1．187) 

0．510(0．430，0．575) 

0．429(0．203．1．549) 

0．308(0．219，0．417) 

0．718(0．266．1．866) 

0．388(0．350，0．412) 

0．233(0．206，0．318) 

0．634(0．504，1．235) 

0．152(0．135，0．267) 

0．227(0．193，0．258) 

4．548(4．078，4．905) 

2．711(1．764，3．283) 

0．361(0．181，0．428) 

1．648(1．376，2．016) 

0．779(0．733，0．827) 

1．387(1．187，1．633) 

0．741(0．566，0．876) 

0．250(0．159，0．340) 

2．360(1．926，2．669) 

0．290(0．278，0．298) 

0．333(0．226，0．445) 

14．794(1】．982。17．446) 

6．108(4．487。8．945) 

0．743(0．714，0．768) 

2．107(1．419，3 716) 

1．315(1．043，1．604) 

1．572(I．123，2．047) 

1．087(1．014。1．149) 

0．286(0．219，0．329) 

4．814(3．662，7．884) 

0．468(0．428，0．573) 

0．024 

0．ooO 

0．o0O 

O．Ooo 

O l 

0．000 

0．084 

0．0oO 

0．591 

0．0oO 

O．0oO 

O．217 

O．0o0 

O．0o0 

0．002 

0．0(17 

O．O00 

0．139 

0．000 

0．882 

O．Oo0 

0．Oo9 

0．032 

0．O00 

O．0oO 

O．00O 

O．0o1 

O．O00 

0．035 

0．o()o 

0．293 

0．0oO 

O．0oO 

0．022 

0．0o0 

O．000 

O．0oO 

0．173 

0．003 

0．543 

O．O00 

0．505 

0．o()o 

0．ooO 

注．-a，表中数据均用M(Q ，Q，)表示．b：Kruskal—wauis H秩和检验；c：Bonferroni修正的Mann—Whitney U秩和检验； ，正常妊娠与轻度ICP组间 

比较 ； ：正常妊娠与重度 ICP组间比较 ； ：轻度ICP与重度 ICP组间比较 
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注．a'表中数据均用M(Q。，93)表~；b：Kruskal—WallisH秩和检验；c：Bonferroni修正的Mann-WhitneyU秩和检验；Pl：正常妊娠与轻度ICP组 

间比较； ：正常妊娠与重度 ICP组间比较； ：轻度 ICP与重度 ICP组间比较 

2．3 建立母、脐血胆汁酸代谢轮廓分度模型 

为了比较3组间母血胆汁酸代谢轮廓的差异，采用PLS— 

DA分析母血胆汁酸代谢轮廓。其得分图显示 3组可较好的 

区分(图2)，表明轻、重度ICP孕妇较正常孕妇的胆汁酸代谢 

轮廓已发生明显改变。模型变量的参数R2y=O．839，Q cum) 

=0．786。显示该母血模型具有较好的分度和预测能力。该模 

型 z和 Qz的截距分别是 0．0604和一0．219，提示该模型没有 

过度拟合。 
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注：a，母、脐血之间的胆汁酸比较采用 t检验，P<O．05 

图 1 母、脐血的血清胆汁酸浓度之差(i±s) 

Fxj．． Difference of serum bile acids between mothers' 

and fetuses(i 4-S) 、 
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图2 轻、重度 ICP与正常妊娠母血胆汁酸 PLS—DA得分图 

Fig．2 SCOreS Olot of PLS-DA of metabolic profile of maternal bile 

acids of normal pregnancy，mild ICP，and severe ICP 

与母血相比，3组问脐血结合型胆汁酸代谢轮廓的区分 

度并不理想限 =O．680，Q (cure)=0．539](图 3)。鉴于胎儿出 

现并发症的风险在正常组与轻度ICP组无统计学差异，而重 

度 ICP胎儿有着极高的发病风险。因此将脐血分为重度ICP 

组和非重度组 2组。其 PLS—DA得分图显示两者的胆汁酸代 

谢轮摩 具有明显差异(图4)。该脐血2组模型的分度和预测 

能力较3组明显提高 zy=0．950，Qz(cum)=0．923】，且没有过 

度拟合('R2=0．0943，92=一0．433)。 
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圄 3 轻、莺度 ICP与正常妊娠脐血胆汁酸 PLS—DA得分图 

Fig．3 Scores plot of PLS-DA of metabolic profile of cord bile 

acids of normal pregnancy，mild ICP。and severe ICP 
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图4 重度 ICP与非重度组脐血胆汁酸 PLS—DA得分图 

Fig．4 Scores plot of PLS-DA of metabolic profile of cord bile 

acids of non-severe group and severe ICP 
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2L4 验证模型 

另检测 21名受试者的胆汁酸浓度，以验证建立的母、脐 

血胆汁酸代谢轮廓模型。其中轻度 ICP患者4人，重度ICP 

患者 8人，正常孕妇 9人。 

在母血验证模型中，1名正常孕妇被误判为轻度ICP．1 

名轻度ICP被误判为正常。判别正确率分别为88．9％(正常 

孕妇 )，75．oolo(轻度 ICP)和 100．0％(重度 ICP)，模型总判别 

正确率为90．5％。该母血 3组模型验证结果满意。 

在脐血模型验证中。l3名非重度和8名重度ICP全部判 

别正确，判别效率为 100．O％。该脐血2组模型验证结果满 

意 

3 讨 论 

ICP是妊娠特有的并发症，会对胎儿造成严重 

危害。研究 ICP的分度，对选择合适的治疗时机与 

处理措施．改善胎儿的妊娠结局具有重要意义。然 

而．国内外还没有统一的标准对ICP进行分度。目 

前我国主要采用的分度方法是依据2011年中华医 

学会产科学组提出的ICP诊疗指南旧，该指南指出 

ICP的分度需综合考虑患者的临床症状和生化指 

标，但目前所用的实验室指标缺乏灵敏性和特异性， 

甚至部分ICP患者需在产后才能明确其分度，评估 

较为复杂。由于该病主要危害胎儿【”，且目前还没有 

关于ICP胎儿胆汁酸的分度研究，因此，本文分别 

建立了母、脐血结合型胆汁酸代谢轮廓的分度模 

型，可实现ICP灵敏、特异且简便的分度，该模型优 

于临床其他指标的分度结果。 

本试验中，重度 ICP在母、脐血中均可明显区 

分 ，而轻度 ICP只在母血中能较好的区分 ，这可能 

是由于胎盘具有一定的保护能力．可代偿轻度 ICP 

胎儿胆汁酸代谢轮廓发生的变化，以防止出现并发 

症，而重度ICP胎儿的胆汁酸代谢轮廓变化已超过 

胎盘的代偿能力。研究表明，ICP疾病时机体的CA／ 

CDCA会明显增高，导致不良的妊娠结局【】ol。另有研 

究提出．各胆汁酸的疏水性从小到大依次 UDCA< 

CA<CDCA<DCA<LCA，且随着体内疏水性强的胆汁 

酸的累积，会对胎儿和胎盘造成严重的危害【1】1。本研 

究中，轻、重度 ICP的母血CMCDCA分别增高 3．7 

倍与7．6倍，脐血仅分别增高 1．6倍与3．2倍；轻、重 

度ICP的母血m 分别增高 1．9倍与3．1倍，而脐血 

仅分别增高 1．1倍与2．4倍。上述现象表明胎盘对 

ICP的胎儿有一定的保护作用，可部分代偿 ICP时 

的胆汁酸代谢变化。此外，本研究中，重度ICP组的 

羊水粪染率和自发性早产率较正常组明显增高，而 

轻度 ICP组胎儿不良的妊娠结局与正常组无统计 

学差异，可能是由于胎盘在一定程度上起到了代偿 

保护的作用，从而防止轻度ICP的胎儿出现并发症。 

随着 ICP的进展，体内胆汁酸不断累积，会对 

胎儿和胎盘造成严重的细胞毒作用．从而导致早产、 

低体重儿、胎儿窘迫及胎儿死亡的发生，且浓度依 

赖性的血管收缩反应也会增加胎儿宫内窘迫的风 

险【n 31。此外，胎儿一母体的转运系统也会受到损伤， 

使胆汁酸的转运速度降低，代谢受限，从而导致更 

多的胆汁酸在体内淤积Il4】。随着 ICP病情不断发展， 

其严重程度超过有限的胎盘保护能力时，机体将陷 

入恶性循环，最终导致严重的妊娠结局。根据对ICP 

患者胆汁酸代谢轮廓的分度研究以及对临床妊娠 

结局的综合考察，本研究认为轻度ICP患者更适合 

期待疗法。而重度 ICP患者需积极治疗、并适时终 

止妊娠。 

胎盘作为转运中枢，可输送营养、氧气以及运 

走代谢产物等物质 。本研究通过对比分析ICP疾 

病时，母胎间胆汁酸浓度的变化情况 ，为胎盘转运 

提供了信息。游离胆汁酸与甘氨酸或牛磺酸结合可 

增加水溶性，减少溶血、线粒体损伤及细胞凋亡 

等I垌。早期研究表明，高浓度的CA可增加胎盘绒毛 

膜血管的阻力 ，减少绒膜板的含氧血流，影响胎儿 

的灌注与氧合，从而导致胎儿窒息旧。本研究发现母 

体TCA与GCA在ICP疾病时明显增高，与早期报道 
一 致 。CDCA对胎盘关键受体类法尼醇x受体 

(farnesoid X receptor，FXR)有较强的激活作用I悃，后 

者通过调节抑制胆固醇-7仅羟化酶的表达，减少胆 

汁酸的内源性合成，从而保护细胞免受胆汁酸的损 

害㈣，但参与胆汁酸体内平衡的FXR等的基因表达 

很低I】81，不足以防止母体出现胆汁淤积。且近期有研 

究表明，CDCA介导 1lB一羟化固醇脱氢酶一2(1lB— 

hydroxysteroid dehydrogenase type-2，llB—HSD一2) 

的表达下降，后者可防止胎儿暴露于母体过量的皮 

质醇，保护胎儿『铡，因此 CDCA增高可能会对胎儿造 

成严重的危害。本研究中，TCA，GCA和 TCDCA在 

重度 ICP母、脐血中均明显增高，表明可能会对机 

体产生极大的危害。LCA作为疏水性和毒性最强的 

单羟基胆汁酸，可诱导胎盘肿瘤坏死因子-ct(tumor 

necrosisfactor-or，TNF吨 )的上调和滋养层细胞的凋 
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亡【21】。Zimber等报道滴注LCA可导致胚胎畸形[221。 

另有研究体内、体外试验均证实次级胆汁酸对大鼠 

胚胎有致畸作用【切。本研究中结合型的次级胆汁酸 

GLCA在脐血 ICP时明显增高，可能会对胎儿造成 

严重的危害，导致不良的妊娠结局。正常妊娠时，胆 

汁酸主要依据胎儿一母体方向转运 ，且由于无肠道 

细菌的作用，胎儿几乎不产生次级胆汁酸 。然而， 

ICP时由于母体胆汁淤积。转运方向转变为母体一胎 

儿方向例。本研究中GLCA和 TDCA在脐血 ICP时 

明显增高，表明其均来自于母体经胎盘的转运。显 

然，胎盘在ICP时，促进与阻止成分胆汁酸的转运 

与正常时不同。因此，调节成分胆汁酸的转运可能 

会缓解或治疗母、胎的ICP疾病。 

本研究依据脐血胆汁酸代谢轮廓建立的分度 

模型，其验证效率虽高达 100．0％，但脐血标本为生 

产时所采集，对ICP处理方式的指导意义有一定限 

制．因此本课题组将针对产前与产时脐血的胆汁酸 

代谢轮廓是否一致进行进一步研究。以指导临床决 

定ICP的分娩方式。此外，后续研究还将扩大实验 

样本量，进一步验证所建的模型，从而获得更全面、 

准确的胆汁酸代谢信息，用于ICP的深入研究。 
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