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慢性药物性肝损伤相关肝硬化的代谢组学诊断标志物研究
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摘要: 药物性肝损伤 (drug-induced liver injury, DILI) 约有 15%～20%可进展为慢性化, 进而较快发展为肝硬化,

临床预后差。因此, 筛选发现非侵入性诊断生物标志物对早期发现慢性DILI肝硬化患者具有重要临床意义。本研

究通过血清代谢组学研究发现, 慢性DILI无肝硬化组 (34例) 与慢性DILI肝硬化组 (15例) 在代谢谱存在显著差异,

通过主成分分析 (PCA) 及正交校正偏最小二乘法-判别分析 (OPLS-DA), 筛选出慢性DILI肝硬化组区别于未肝硬

化组的特征差异代谢物35个。经代谢物鉴定及代谢通路富集分析, 发现慢性DILI肝硬化组较无肝硬化组血清中胆

汁酸、糖类代谢等代谢通路水平上调, 溶血卵磷脂代谢水平下调, 这些变化反映出肝硬化阶段肝脏的胆汁酸、脂质合

成分解等功能性损伤更严重。进一步从差异代谢物中筛选到具有区分诊断能力的生物标志物 5个: 磷脂酰胆碱

(phosphatidylcholine)、lysoPC (18:1 (9Z))、肌酸 (creatine)、牛磺鹅去氧胆酸 (taurochenodeoxycholic acid) 和牛磺胆酸

(taurocholic acid), ROC曲线下面积均大于 0.6。其中磷脂酰胆碱与 lysoPC (18:1 (9Z)) 的峰面积比值具有更好的区

分诊断效果, ROC曲线下面积达0.867, 且比值法有利于降低样本处理与检测仪器等系统误差, 具有较好的临床应用

潜力。
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Abstract: About 15%-20% of drug-induced liver injury (DILI) will progress to chronic manifestation

(CH-DILI), which sometimes advances rapidly to liver cirrhosis (LC-DILI) within 0.5-1 year with deteriorative

clinical prognosis. Therefore, it is important to find a non-invasive diagnosis for early detection of liver cirrhosis.

In this study, the metabolomic profiles revealed significant differences in the metabolites from the plasma of

LC-DILI versus CH-DILI. We found 35 differential metabolites through principal component analysis (PCA) and
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orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA). Through pathway enrichment analysis, some

up-regulated metabolic pathways reflected impaired liver functions such as bile acid, lipid synthesis and decompo‐

sition during cirrhosis. Five biomarkers were found to exhibit effective diagnosis value (AUC > 0.6), including

phosphatidylcholine, lysoPC (18:1 (9Z)), creatine, taurochenodeoxycholic acid and taurocholic acid. Furthermore,

we found that the relative content ratio between phosphatidylcholine and lysoPC (18:1 (9Z)) had a better distin‐

guishing ability (AUC = 0.867). The relative content ratio also had the feature to reduce systematic errors of

sample processing and instrument detection, therefore having a greater value for clinical application.
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药物性肝损伤 (drug-induced liver injury, DILI) 为

临床常见的严重药物不良反应之一, 其中约有 15%～

20%会进展为慢性化DILI[1,2], 而慢性化DILI (chronic

drug-induced liver injury, CH-DILI) 往往 0.5～1年内即

可发展为重度肝硬化[3], 临床预后较差。慢性药物性肝

损伤相关肝硬化 (drug-induced liver cirrhosis, LC-DILI)

尚无特效治疗, 关键在于早期诊断和发现。然而, 临床

上缺乏早期诊断 LC-DILI的方法, 极大地限制了临床

医生对LC-DILI的早期发现和有效治疗。早期药物性

肝硬化患者由于肝脏的代偿作用, 可无症状或症状轻

微, 与慢性药物性肝损伤较难区分。目前肝硬化的早期

诊断主要依靠超声影像诊断联合实验室生化指标, 但

超声诊断肝硬化仍存在灵敏度不足、准确性不高等局

限, 同时实验室指标不具有特征性, 组间差异不明显。肝

硬化诊断的金标准是肝脏穿刺病理, 但该诊断方法为

有创检查, 并且部分患者因禁忌证不适合做肝脏穿刺

病理检查。肝脏穿刺病理检查也不适合作为动态监测

和早期筛查 LC-DILI 的方法。因此 , LC-DILI 早期诊

断发现已成为当前临床药物安全性评价和肝病领域亟

需解决的疑难问题之一, 亟待寻找更为简易快速的诊

断方法, 监测慢性药物性肝病的进展情况, 为临床早期

发现和确诊DILI发展阶段提供辅助诊断参考。为此,

本文采用代谢组学的方法系统表征LC-DILI的代谢组

特征谱, 通过筛查 LC-DILI与CH-DILI的差异特征生

物标志物, 为早期发现有肝硬化倾向的DILI患者提供

辅助参考, 指导医生及时干预, 避免患者不必要的身体

损伤和经济损失。

材料与方法

一般资料 病例样本来源: 检索中国人民解放军

第 302医院 2015年 10月～2017年 5月非感染科药物

性肝损伤病例数据库, 依据中华医学会肝病学分会药

物性肝病学组发布的《药物性肝损伤诊治指南》[4]和

中华中医药学会《中草药相关肝损伤临床诊疗指南》[5]

对病例进行评价入组。其中纳入的肝硬化患者经肝脏

穿刺病理检查确诊。采用回顾性分析进行统计分析,

共 49例样本纳入本研究。所有研究对象皆签署知情

同意书, 研究方案通过医院伦理委员会批准。

仪器与试剂 美国Agilent Technology 1290 Infinity

HPLC高效液相色谱仪; Agilent Technology iFunnel 6550

Q-TOF LC/MS四级杆串联飞行时间质谱; 1290二极管

阵列检测器 (G4212A); Agilent Masshunter工作站 (美

国Agilent公司)。甲醇 (色谱级, 德国Merck公司); 冷冻

离心机 (德国Sigma公司); 涡旋混匀器 (HYQ 2121A)。

色谱条件 色谱柱: Agilent ZORBAX 300 SB-C18

column (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)。检测波长: 全波长

扫描 190～400 nm; 柱温: 30 ℃; 样品温度: 4 ℃; 流动

相 A: 乙腈 (0.1% 甲酸), 流动相 B: 水 (0.1% 甲酸+5%

乙腈), 流速: 0.30 mL·min−1; 进样量: 4 μL。色谱梯度

洗脱条件: 0～1 min, 5% (A); 1～9 min, 5%～40% (A);

9～19 min, 40%～90% (A); 19～21 min, 90%～100%

(A); 21～25 min, 100% (A)。

质谱条件 采用电喷雾电离 (ESI) 离子源, 在负

离子模式下数据采集范围 m/z 50～1 200, 采集模式 :

ESI Continuum模式。毛细管电压2.2 kV (正离子2.5 kV),

锥孔电压 40 V, 源温 130 ℃, 脱溶剂气温度: 350 ℃, 锥

孔气流量 50 L·h−1, 脱溶剂气流量 800 L·h−1, 质量数校

正 : 亮氨酸脑啡肽 (正离子模式下 m/z 121.050 9 和

922.009 8;负离子模式下m/z 112.985 587和1033.988 109),

质量浓度100 pg·mL−1, 流速10 mL·min−1, 采样频率每次

10 s。质量轴校正: 甲酸钠溶液 (质量精度误差<5 ppm);

正离子条件同负离子。

临床标本的处理 将存放于-80 ℃冰箱中 DILI

血清样品 , 4 ℃复融 , 精密吸取 200 μL 置于 EP 管中 ,

加入 3 倍量预冷的甲醇稀释 , 涡旋混匀 , 在 4 ℃下以

12 000 r·min-1 离心 10 min, 用 1 mL 注射器吸取上清

液 , 过 0.22 μm 微孔滤膜 , 即为备用样品 ; 质控样品

(QC) 是从每个待分析的样本取10 μL混匀制备所得。

数据处理统计学分析 所有数据均由安捷伦

Masshunter Profinder 软件进行预处理 , 并根据分子

特征选取峰高超过 300 的化合物 , 以 CSV 格式导入

MetaboAnalyst 3.0在线分析软件进行进一步数据过滤
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和归一化处理, 将归一化得到数据导入 SIMCA-P 13.0

软件进行主成分分析 (PCA) 和正交校正偏最小二乘

法-判别分析 (OPLS-DA), PCA作为一种无监督的模式

识别方法, 通过将分散在变量中的信息集中到主成分

上来描述数据内部结构, 得到PCA得分图直观显示不

同组别生物体代谢模式的变化, 具有相同或相似状态

的样本处于相近的位置。筛选出具有显著性差异的化

合物 (P<0.05且 fold change > 1.5), 结合VIP和 |p(corr)|

筛选, 将正负离子筛选出的差异代谢物在Human Me‐

tabolome Database 和 Mass Hunter PCDL Manager

(MHPM) 等生物学数据库进行比对筛查鉴定和代谢通

路富集分析。

采用 IBM SPSS Statistics 21.0进行统计分析, 符合

正态分布的计量资料用
-
x ± s表示, 组间比较采用独立

样本 T 检验 ; 不符合正态分布的计量资料用 M (Q1,

Q3) 表示, 组间比较采用非参数检验。

结果

1 临床特征分析

病例分析 (表 1) 显示: 入组的 49例慢性化DILI患

者的年龄分布为 19～79岁, 平均年龄 51.0岁, 男女比

例为1∶5, 其中慢性药物性肝损伤未肝硬化组 (chronic-

DILI, CH-DILI) 34 例 , 慢性药物性肝损伤相关肝硬

化组 (liver cirrhosis-DILI, LC-DILI) 15 例。在肝功能

生化指标中 , LC-DILI 较 CH-DILI 在总胆红素 (total

bilirubin, TBil)、直接胆红素 (direct bilirubin, DBil)、

免疫球蛋白A (immunoglobulin A, IgA)、国际标准化比

值 (international normalized ratio, INR) 显著升高 (P<

0.05)。因为肝脏是胆红素代谢的主要器官, 肝硬化导

致的肝细胞损伤进而影响胆红素的摄取、分泌和排泄,

进而导致血清胆红素增高。INR 反映凝血时间的长

短, 肝硬化患者往往 INR较高, 凝血功能较差。两组患

者年龄均集中在40～60岁, 女性居多。

2 代谢组学PCA和OPLS-DA分析

在本研究中, 主要采用非靶向代谢组学研究。代

谢分析方法的细节, 包括样品制备、LC/MS分析和代

谢数据提取等见上述方法学部分。PCA分析 (图 1A、

B) 所示, 在正、负离子共同模式下, QC样本聚集在得

分矩阵投影图中间附近位置, 显示样本分析过程稳定。

另外 , 可观察到在正离子模式下 , CH-DILI 组和 LC-

DILI 组能较好地区分 , 表明两组之间存在较明显的

代谢水平差异。通过OPLS-DA模型的分析, 在正离子

模式下 R2X = 0.507, 模型预测能力 Q2Y = 0.776, 样本

符合模型判别; 在负离子模式下 , R2X = 0.534, Q2Y =

0.467, 表明拟合模型的准确度和预测度均良好。寻找两

组之间的差异性变量 (图 1C、D), 选出具有显著性差异

的代谢物作为生物标志物 (P≤0.05且 fold change >1.5),

结合 VIP>1 和 |p(corr)| >0.5 筛选 , 将差异代谢物在总

离子流图中标注, 得到代谢特征谱 (图1E)。

3 代谢组学生物标志物通路富集分析

将正负离子筛选出的差异代谢物在 Human

Metabolome Database 和 Mass Hunter PCDL Manager

(MHPM) 等生物学数据库进行比对筛查, 质量误差限

定为 15 ppm[6,7], 共找到 35个差异代谢物。将鉴定出

的差异代谢物通过Metaboanalyst进行通路富集, 通路

富集结果见图 2A。为了探讨差异代谢物之间的潜在

联系, 根据皮尔森公式计算代谢物之间相关系数, 根据

相关系数值大于 0.6, 筛选出高度相关的差异代谢物,

通过Cytoscape软件构建了相关系数代谢通路网络图

(图 2B)。综合来看 , CH-DILI 与 LC-DILI的差异代谢

Table 1 Clinical characteristics of chronic drug-induced liver injury (CH-DILI) and liver cirrhosis-drug-induced liver injury (LC-DILI)

groups. *The positive rate of autoantibodies, which including antinuclear antibody, smooth muscle antibody, antimitochondrial antibodies,

anti-parietal cell antibody; P value: CH-DILI vs LC-DILI

Characteristics

Median age (Yr, P25, P75)

Female (n)

ALT/U·L-1 (P25, P75)

AST/U·L-1 (P25, P75)

ALP/U·L-1 (P25, P75)

TBil/µmol·L-1 (P25, P75)

DBil/µmo·L-1 (P25, P75)

ChE/U·L-1 (P25, P75)

Cr/µmol·L-1 (P25, P75)

IgA/g·L-1 (P25, P75)

IgG/g·L-1 (P25, P75)

IgM/g·L-1 (P25, P75)

INR/IU (P25, P75)

Autoantibody* (%)

Total (n = 49)

51 (41, 58)

41

278.0 (106.5, 802.3)

280.0 (100.5, 606.0)

173.0 (120.0, 323.0)

12.90 (9.30, 19.45)

4.2 (3.2, 10.2)

6 310.0 (4 592.5, 7 644.0)

64.0 (58.0, 71.0)

2.4 (1.8, 3.1)

13.1 (11.3, 16.1)

1.3 (0.8, 1.8)

0.9 (0.9, 1.0)

49.0

CH-DILI (n = 34)

48 (38, 57)

29

296.0 (134.0, 834.0)

302.5 (103.8, 790.3)

195.0 (125.2, 332.7)

10.0 (8.3, 16.9)

3.8 (2.8, 5.6)

6 867.0 (5 951.8, 8 262.5)

61.5 (57.5, 70.3)

2.1 (1.6, 2.7)

12.7 (10.7, 15.7)

1.2 (0.8, 1.7)

0.9 (0.9, 0.9)

50.0

LC-DILI (n = 15)

56 (49, 61)

12

203.0 (58.0, 586.0)

197.0 (94.5, 507.5)

123.0 (94.0, 402.0)

21.9 (14.7, 54.9)

10.3 (4.6, 37.6)

4 553.0 (2 469.0, 5 088.0)

67.0 (60.0, 71.0)

3.2 (2.2, 4.4)

13.7 (11.8, 16.9)

1.4 (0.7, 1.9)

1.0 (0.9, 1.1)

46.7

P value

0.190

0.970

0.340

0.570

0.330

0.001

0.001

0.000

0.168

0.008

0.269

0.736

0.005

0.920
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物主要富集在初级胆汁酸代谢、脂质代谢等代谢通路

上, 其中, 胆汁酸代谢、糖代谢和氨基酸代谢等在 LC-

DILI组表现为代谢上调。

4 差异代谢生物标志物筛查及ROC曲线分析

通过对代谢通路中的候选生物标志物 (表 2) 进行

热图分析, 发现部分差异代谢物能较好地区分CH-DILI

和LC-DILI (图 3A), 结果提示对药物性肝硬化有一定

的辅助诊断功能, 同时在某种程度上也可以解释慢性

DILI机制差异。将这些差异代谢物进行ROC曲线分

析, 有 5个差异代谢物对于两组区分效果较好 (AUC>

0.6), 分别是磷脂酰胆碱 (phosphatidylcholine, PC)、肌

酸 (creatine)、牛磺鹅去氧胆酸 (taurochenodeoxycholic

acid, TCDCA)、牛磺胆酸 (taurocholic acid, TCA) 和

lysoPC (18:1 (9Z)) (图 3B)。此外, 结果可见磷脂代谢

物的区分效果最好。为了进一步提高生物标志物临床

区分诊断 LC-DILI的适用性, 避免不同实验室仪器差

Figure 1 Metabolomic analysis of chronic drug-induced liver injury. A, B: PCA score plots of different groups in ESI+ mode or ESI-

mode; C, D: OPLS-DA scores plot and S-plot of plasma metabolic profiles using the date from significantly changed metabolites among

CH-DILI group vs LC-DILI group; E: Cloud plot showing metabolite features (represented by bubbles) whose level vary significantly

between CH-DILI and LC-DILI serum (P<0.05, fold change >1.5). The fold change is used as radius scale of each bubble. Darker color of

the bubble indicates lower P-value
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异及样本处理过程的操作误差, 本研究采用相对定量

的方法 (图 3D), 将差异代谢物的峰面积做比值进行相

对定量, 结果发现磷脂类代谢物峰面积比值的区分效

果较好, 即磷脂酰胆碱与其下游代谢产物溶血卵磷脂

lysoPC (18:1 (9Z)) 进行峰面积比值相对定量, 相较于

单独的磷脂酰胆碱和溶血卵磷脂, 相对定量区分CH-

DILI和LC-DILI效果更好, AUC为0.867 (图3E)。

讨论

肝硬化是药物性肝损伤从肝脏急性炎症反应和损

伤阶段进入慢性化并最终发展为终末期阶段。而由于肝

脏具有较强的功能代偿能力, 处在代偿期的慢性DILI

肝硬化患者 (LC-DILI) 与未肝硬化的慢性 DILI 患者

(CH-DILI) 具有类似的临床特征, 个别生化指标差异

对于区分两种疾病阶段不具有临床意义, 结果可能导

致出现早期代偿期肝硬化转变为失代偿期肝硬化的后

果, 临床预后很差。肝脏穿刺病理检查是肝硬化诊断

的金标准, 但是肝脏穿刺病理检查与患者依从性及患

者禁忌证有关, 临床往往难以实施; 并且由于是有创检

查 , 难以作为 LC-DILI 的动态监测及早期诊断方法。

因此, 亟需一种无创、准确的方法以筛查慢性DILI可

能出现肝硬化的患者。代谢组学能够反映机体对病

理、生理及基因改变引起的代谢变化, 在疾病诊断、病

理学、药物安全性评价等临床研究方面显示出明显的

优势。患者血清样本在检测转氨酶等生化指标的同

时, 少量血清样本即可用来检测代谢组学生物标志物,

对于早期发现和辅助诊断 LC-DILI 和动态监测 DILI

进展具有重要临床价值。通过本实验研究发现 CH-

DILI与LC-DILI的代谢组学特征谱存在较大差异 (图

1E), 说明LC-DILI存在特定的代谢模式。为了寻找两组

间的差异, 将筛选出的差异化合物与HMDB、METLIN

数据库对比分析, 结果显示差异代谢物主要为脂质、胆

汁酸、糖类、原卟啉, 将这些代谢物通过MetaboAnalyst

数据库进行代谢通路富集分析 , 显示差异代谢通路

为初级胆汁酸代谢、脂质代谢等代谢通路, 其中, LC-

DILI较CH-DILI在胆汁酸、糖类代谢等代谢通路水平

上调, 溶血卵磷脂代谢下调 (图2B)。

有研究表明, 肝硬化与脂代谢密切相关, 慢性肝病

会导致机体内脂质轮廓的改变, 肝脏纤维化会导致脂

质组成的改变, 造成肝脏功能的紊乱[8,9]。在 LC-DILI

患者中发现胆汁酸含量相对CH-DILI升高。代谢组学

进一步研究表明, 急性失代偿肝硬化患者血清中牛磺

Figure 2 Metabolic pathway analysis. A: Schematic diagram of the disturbed metabolic pathway related to CH-DILI and LC-DILI.

Pathway a indicated pentose and glucuronate interconversions; Pathway b indicated primary bile acid biosynthesis; Pathway c indicated

glycerophospholipid metabolism; Pathway d indicated porphyrin metabolism; Pathway e indicated arginine and proline metabolism;

Pathway f indicated tryptophan metabolism; B: Correlation coefficient network diagram of metabolic pathways; C: Differential metabolic

pathways of bile acids and lipids
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胆酸、甘氨胆酸、牛磺鹅脱氧胆酸等胆汁酸均明显高于

对照组代偿性肝硬化患者血清, 同时发现牛磺胆酸是

肝硬化中变化最大的胆汁酸[10-12]。胆汁淤积在肝硬化晚

期很常见, 胆汁淤积可引起血清胆汁酸升高[13,14], 胆汁酸

诱导肝细胞凋亡和坏死, 导致肝硬化或肝功能衰竭[15]。

相对于 CH-DILI组, LC-DILI组的肌酸水平显著升高

(表 2), 一些研究认为肝细胞内肌酸积累导致肝毒性损

伤及明显的肝炎性病变[16,17], 肝细胞内肌酸积累导致

细胞内毒性物质的生成, 如甲醛和甲胺[18-20]。LC-DILI

组较CH-DILI组的原卟啉 IX (PPIX) 水平升高, 在正常

生理条件下, 肝内 PPIX快速进行生物转化或转运, 其

在肝脏中的浓度非常低; 而一旦肝损伤发生, 肝脏对

PPIX的清除进一步受到损害, 血浆和红细胞中 PPIX

的水平可逐渐增加, 胆汁成分发生改变[21], PPIX在肝

脏积累会导致进一步的炎症, 加速对肝细胞和胆管细

胞的损害, 可引起胆汁淤积性肝损伤, 肝中 PPIX的积

累也会诱导氧化应激, 增加肝损伤的风险[22]。

由此可见, 代谢组学筛选发现的上述差异代谢物

与慢性DILI相关肝硬化的发生机制密切相关, 从中进

一步筛选可能具有辅助诊断能力的生物标志物, 对于

早期发现慢性化DILI肝硬化患者具有较好的前景和

现实意义。为此, 通过ROC曲线对代谢物的区分效果

进行预测 , 发现有 5 个差异代谢物的区分效果较好

(AUC均大于0.6)。其中, 脂质能更好地区分DILI的两

种疾病阶段, 如 phosphatidylcholine AUC为 0.848。然

而, 在临床上应用生物标志物区分诊断疾病时如采用

Table 2 Identification biomarkers for CH/LC DILI pathway. FC: Fold change

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Mass

449.314 1

194.042 7

833.593 5

499.296 8

194.042 7

515.301 2

465.309

194.042 7

515.291 7

562.258

131.069 5

173.080 0

532.307

125.998 7

166.047 7

196.058 3

182.057 9

134.057 9

182.058

360.193 7

162.035 1

128.058 6

184.023 3

254.057 3

810.613 9

166.063

466.311 7

759.577 8

515.301 2

493.316 8

503.301 2

481.316 8

310.193 3

782.582 6

159.068 4

ΔMass

(ppm)

2.90

5.18

6.61

2.30

5.20

7.94

3.23

6.22

1.74

2.70

3.06

12.75

9.38

2.79

0.61

2.56

0.55

1.50

0.55

5.82

3.10

14.98

4.63

14.93

14.88

0.61

1.93

5.26

3.36

7.94

7.14

2.38

3.48

0.37

0.95

tR/min

6.88

0.99

16.97

8.44

1.03

8.54

6.57

0.98

8.53

5.21

1.43

4.88

8.49

1.09

1.05

1.03

1.11

1.11

1.11

8.07

1.21

4.28

3.09

3.64

17.04

1.29

6.72

10.78

8.54

8.53

8.34

6.27

5.31

22.23

4.43

Formula

C26H43NO5

C6H10O7

C48H84NO8P

C26H45NO6S

C6H10O7

C26H47NO7P

C26H43NO6

C6H10O7

C26H45NO7S

C34H34N4O4

C4H9N3O2

C6H11N3O3

C27H48O8S

C2H6O4S

C5H10O6

C6H12O7

C9H10O4

C5H10O4

C9H10O4

C21H28O5

C6H10O3S

C5H8N2O2

C5H4N4O4

C7H14N2O6S

C47H87O8P

C9H10O3

C27H46O4S

C42H82NO8P

C26H46NO7P

C24H48NO7P

C25H46NO7P

C23H48NO7P

C21H26O2

C45H83O8P

C10H9NO

Metabolite

Chenodeoxycholic acid glycine conjugate

Pectic acid

Phosphatidylcholine

Taurochenodeoxycholic acid

3-Dehydro-L-gulonate

LysoPC (18:1 (9Z))

Glycocholic acid

D-Glucuronic acid

Taurocholic acid

Protoporphyrin IX

Creatine

2-Oxoarginine

5b-Cyprinol sulfate

2-Hydroxyethanesulfonate

D-Xylonate

L-Galactonate

3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycolaldehyde

Deoxyribose

3-(4-Hydroxyphenyl) lactic acid

Aldosterone

1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene

Dihydrothymine

5-Hydroxyisourate

5-L-Glutamyl-taurine

PA (24:0/20:3 (8Z,11Z,14Z))

Homovanillin

Cholesterol sulfate

PE (15:0/22:1 (13Z))

LysoPC (18:4 (6Z,9Z,12Z,15Z))

LysoPC (16:1 (9Z)/0:0)

LysoPE (20:3 (5Z,8Z,11Z)/0:0)

LysoPC (15:0)

Menaquinol

PA (18:3 (9Z,12Z,15Z)/24:0)

Indoleacetaldehyde

Metabolic pathway

Primary bile acid biosynthesis

Pentose and glucuronate interconversions

Glycerophospholipid metabolism

Primary bile acid biosynthesis

Pentose and glucuronate interconversions

Glycerophospholipid metabolism

Primary bile acid biosynthesis

Pentose and glucuronate interconversions

Primary bile acid biosynthesis

Porphyrin metabolism

Arginine and proline metabolism

Arginine and proline metabolism

Primary bile acid biosynthesis

Taurine and hypotaurine metabolism

Pentose and glucuronate interconversions

Ascorbate and aldarate metabolism

Tyrosine metabolism

Pentose phosphate pathway

Ubiquinone and other terpenoid-quinone

biosynthesis

Steroid hormone biosynthesis

Cysteine and methionine metabolism

Pyrimidine metabolism

Purine metabolism

Taurine and hypotaurine metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Tyrosine metabolism

Steroid hormone biosynthesis

Glycerophospholipid metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Ubiquinone and other terpenoid-quinone

biosynthesis

Glycerophospholipid metabolism

Tryptophan metabolism

CH-DILI vs LC-DILI

FC

0.298 7

0.132 7

2.306 8

0.328 5

0.132 3

0.437 8

0.268 1

0.142 1

0.453 2

0.065 5

0.164 2

0.101 83

0.406 16

0.359 2

0.379 23

0.452 94

0.424 27

0.429

0.439 29

0.241 39

0.420 19

0.164 69

0.210 89

0.323 79

2.430 3

0.446 87

0.251 5

2.016 5

0.437 75

0.455 62

0.451 19

0.109 68

0.181 24

0.462 19

0.179 5

P

0.014 2

0.030 3

0.000 0

0.014 5

0.029 2

0.014 5

0.022 5

0.031 2

0.016 4

0.000 7

0.005 6

0.021 4

0.031 4

0.034 8

0.015 5

0.008 1

0.029 6

0.010 2

0.024 8

0.044 6

0.033 5

0.009 1

0.035 1

0.046 3

0.000 01

0.011 9

0.041 9

0.000 8

0.014 4

0.017 2

0.033 1

0.031 2

0.028 7

0.021 1

0.047 5
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绝对定量, 则需要高度纯化的代谢物作为对照品, 获得

难度和成本较高; 此外, 生物标志物绝对定量的实验结

果往往受仪器和操作等因素影响, 对不同实验室检测

结果的重现性要求较高。因此, 本研究考虑可采用两

个代谢物的峰面积比值进行相对定量, 以期提高候选

生物标志物的可应用性和稳健性。通过对所发现的 5

个代谢物进行两两组合构建峰面积比值后ROC分析

(图 3D), 结果显示卵磷脂 (上调) 与溶血卵磷脂 (下调)

的峰面积比值 AUC 最高 (达 0.867), 区分 CH-DILI 与

LC-DILI能力比两个代谢物单独应用的效果更好, 同

时还可以更好地避免因仪器和操作不稳定等实验因

素造成的系统误差, 具有更稳健的临床应用价值, 因

此可以将两个脂质相对定量作为临床上辅助诊断CH-

DILI与LC-DILI的生物标志物组合。后续将在更大样

Figure 3 Analysis of related metabolites in pathway. A: Clustered heat map analysis of differential metabolites in CH-DILI and LC-DILI,

the colors represent the contents in each of differentially expressed; B: Histogram of metabolites content; C: The ROC curve of potential

metabolites biomarkers associated with CH-DILI and LC-DILI (AUC > 0.6); D: AUC of the metabolites peak area ratio; E: AUC of the

relative ratio of the phospholipid metabolites area

·· 1455



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(8): 1449 −1456

本临床队列中对所发现的候选生物标志物进行验证。
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