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■背景资料
轻微型肝性脑病
(minimal hepatic 
encephalopathy, 
MHE)发病机制
至 今 仍 未 阐 明 , 
因此探讨MHE发
病机制是目前需
要解决的关键问
题 .  代谢组学是
一门用于研究生
命体代谢物变化
的新兴学科 ,  将
此 技 术 应 用 于
MHE发病机制研
究已成为新的研
究方向. 
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Abstract
AIM: To screen the specific biomarkers for 
minimal hepatic encephalopathy (MHE).

METHODS: Serum samples were collected 
from 50 normal volunteers and 29 MHE 
patients from February 2014 to August 2014 
and tested using gas chromatography-time-of-
flight mass spectrometry. Principal components 
analysis and orthogonal partial least square 
discriminant analysis were performed to detect 
the specific metabolites of MHE.

RESULTS: Sixty different metabolites were 
found between MHE patients and normal 
volunteers, including homocysteine, taurine, 
docosahexaenoic acid, tyrosine, phenylalanine, 
valine, isoleucine, allo-isoleucine, etc.

CONCLUSION: Compared with normal controls, 
different serum metabolites were found in MHE 
patients. These metabolites might be specific 
biomarkers for MHE.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
近年来MHE越来
越受到国内外学
者的关注, MHE
的代谢组学研究
刚刚兴起, 其发病
机制也尚不统一.

Zhong Y, Yao C, Yao F, Huang GC, Wang M, Yang XH. 
Serum metabolic profiling in 29 patients with minimal 
hepatic encephalopathy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2015; 23(34): 5452-5457  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/5452.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i34.5452

摘要
目的: 以正常人群(normal crowd, NC)为参
照, 探索轻微型肝性脑病(minimal hepatic 
encephalopathy, MHE)患者血清中的差异性
代谢物. 

方法: 纳入于2014-02/2014-08间收集的50
名NC和29例MHE患者血清样本, 采用气相
色谱-飞行时间质谱仪(gas chromatography-
time-of-flight mass spectrometry, GC-TOFMS)
代谢组学方法对所有样本进行检测, 并采用
主成份分析(principal components analysis, 
PCA)和偏最小二乘分析(orthogonal partial 
least square discriminant analysis, OPLS-DA)
方法来进行建模分析, 结合单维t检验进行组
间比较, 最终确定MHE组血清代谢谱特异性
代谢物. 

结果: 在MHE组血清中有60个与NC组血清
相差异的代谢物中, 上调36种, 下调24种, 并
且MHE组与NC组的代谢物具有显著差异. 
上调的物质包括: 同型半胱氨酸、酪氨酸、

苯丙氨酸、甘氨鹅去氧胆酸、别苏氨酸、

焦谷氨酸等. 下调的物质包括: 二十二碳六
烯酸、牛磺酸、维生素E、神经酸、缬氨
酸、别异亮氨酸、异亮氨酸、草酸、甘露
糖、4-氨基丁酸等.

结论: 与NC组比, MHE组血清中存在差异性
代谢物, 这些代谢物可能为MHE患者的特异
性生物标志物, 可有助于早期诊断MHE. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究通过比较正常人群和轻微型

肝性脑病(minimal hepatic encephalopathy, MHE)
患者血清中的代谢物, 发现MHE患者血清中存

在差异性代谢物, 这些代谢物可能是MHE患者

的特异性代谢物, 此有助于早期诊断MHE, 且佐

证了血浆氨基酸失衡学说.

钟宇, 姚春, 姚凡, 黄国初, 王萌, 杨小徽. 29例轻微型肝性脑病

患者血清中特异性代谢物.  世界华人消化杂志  2015; 23(34): 

5452-5457 URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/5452.
asp DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i34.5452

0  引言 

轻微型肝性脑病(minimal hepatic encephalopathy, 
MHE)是肝性脑病(hepatic encephalopathy, 
HE)的一个特殊类型, 过去叫亚临床HE[1], 通
常无明显HE症状及体征, 需用精细智力或神

经电生理检查才可见智力或神经、精神缺

陷. MHE患者虽形似正常, 从事高空作业、

机械或驾驶等工作时容易发生意外, 增加了

道路交通及其他危险事故的发生率[2,3]. MHE
在肝硬化中患病率为60%-70%, 如不进行治

疗10%-30%可发展为HE[4,5], 这将大大增加患

者死亡率[6,7]. 目前没有单一的测验方法或一

组测验方法能精确地排除非MHE患者及诊断

MHE患者[8], MHE发病机制迄今也尚未阐明, 
因此探讨MHE认知功能障碍机制, 同时为早

期临床诊断MHE提供有效可靠的工具, 是目

前MHE研究中亟待解决的关键问题. 代谢组

学是对某一生物或细胞所有代谢产物进行定

性和定量分析的新兴学科, 其技术手段可用于

研究生命体所有代谢物及其中间体种类、数

量及其变化规律[9]. Jiménez等[10]运用1H-NMR
对健康人、肝硬化及HE患者进行血清代谢组

学检测, 通过对代谢物谱差异鉴别可以鉴定患

者是否患MHE. 雷荣辉等[11]研究发现代谢组

学分析技术在鉴别药物诱导代谢成分改变方

面较传统技术更精确. 张宁等[12]运用代谢组学

方法探讨逍遥散对大鼠肝纤维化保护作用的

机制发现逍遥散抗肝纤维化的机制可能与改

善肝功能、调节脂肪酸代谢等有关. 故将代谢

组学技术应用于MHE发病机制及其防治作用

机制研究已成为新的研究策略. 本文旨在对

MHE患者血清中代谢谱的改变进行研究, 寻
找出引起MHE的关键性差异代谢物, 从而为

MHE认知功能障碍及其机制的阐明提供可能

的依据, 同时也为MHE的早期诊断提供一种

新的手段. 现将结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究共收集79例受试者空腹血清

样本, 其中29例是来源于广西中医药大学第

一附属医院肝病科2014-02/2014-08住院期间

符合纳入标准MHE[13]患者. MHE纳入的患者
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■相关报道
本研究结果表明
MHE患者存在认
知功能障碍 ,  这
与之前关于MHE
患者形似正常但
从事驾驶等工作
时容易发生意外
而增加交通事故
的发生率相一致. 
提示MHE患者存
在认知功能障碍, 
需引起重视. 

为乙型肝炎肝硬化Child-Pugh分级为A或B级
且NCT及DST同时异常者(乙型肝炎肝硬化诊

断标准参照《慢性乙型肝炎防治指南》[14], 肝
硬化诊断及其分期标准参考《肝硬化中西医

结合诊疗共识》[15]); 正常人群(normal crowd, 
NC)组50例为同期由广西中医药大学第一附

属医院体检中心提供的健康人群. 两组间(NC
组和MHE组)性别、年龄等基线条件差异无

统计学意义, 具可比性. 气相色谱-飞行时间质

谱仪(gas chromatography-time-of-flight mass 
spectrometry, GC-TOFMS)购自EI公司; 低温冷

冻冰箱购自青岛海尔; Thermo超低温冷冻冰箱

购自美国Thermo Fisher Scientific公司; 低温高

速离心机购自德国Eppendorf公司; 微型漩涡混

合器来自江苏海门其林贝尔仪器制造有限公

司; 电子分析天平购自德国Startorius公司.
1.2 方法

1.2.1 样本处理 :  M H E患者与N C均为早晨

(6:30-7:30)空腹抽血. 获取的全血立即送去广西

中医药大学第一附属医院实验室离心(3000 r/min, 
离心15 min)获取血清, 取得血清后均第一时间

储存于-80 ℃冰箱待用. 运输过程中以干冰作

为冷链. 血清溶解, 涡旋混匀后移取100 μL, 加
入甲醇溶解的1 mg/mL的十七酸10 μL和水溶

解的0.3 mg/mL氯苯丙氨酸10 μL, 混匀后加入

混合溶剂(氯仿∶甲醇 = 1∶3)300 μL, 涡旋混

匀, -20 ℃静置10 min, 4 ℃离心(10000 r/min, 
离心15 min), 取300 μL上清液于1.5 mL高回收

进样瓶中, 室温下真空干燥抽干后用氮气对样

品再次干燥, 氮气吹干后加入15 mg/mL吡啶溶

解的甲氧胺80 μL, 密封后振荡30 s, 30 ℃摇床

(220 r/min)反应90 min, 反应结束后, 在反应瓶

中加入80 μL的BSFTA(含1%TMCS), 密封后振

荡30 s, 70 ℃反应60 min. 反应结束后, 振荡10 s, 
室温下放置1 h后进样分析. 样本制备方法与上

海交通大学第六人民医院转化医学中心贾伟

代谢组学课题组已发表的文章基本一致[16-18].
1.2.2 样本质量控制与进样: 本实验所有样本采

用混合样本、内标等方式进行质量控制. 进样

过程中每100针换1次隔垫, 每10针插入1针混

合样本, 并频繁插入若干空白, 以监控仪器状

态并减少检测误差.
1.2.3 代谢物质的鉴定: 所有样本均采用GC-
TOFMS平台进行检测, 利用上海交通大学自

建的标准代谢物库和商用或公共数据代谢物

库相结合进行代谢物质鉴定, 利用可鉴定物质

对NC组和MHE组, 分别进行两两比对, 采用主

成份分析(principal components analysis, PCA)和
偏最小二乘分析(orthogonal partial least square 
discriminant analysis, OPLS-DA)来进行建模分析.

统计学处理 采用单维和多维统计方法相

结合的方式对数据进行多角度分析. 单维统计

统计方法包括Fold Change(FC)指标、假设检

验类等方法; 多维统计方法包括PCA、OPLS-
DA等方法, 使用的软件主要有: SPSS(SPSS, 
Chicago, IL)、SIMCA-P12.0.1+(Umetrics, 
Umea, Sweden)、Excel(Microsoft, USA)以及上

海交通大学自主开发的软件包等. P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 NC组和MHE组的建模分析 基于NC组和

MHE组两两比对建模分析, 得出各个模型的

score图(图1). 其中PCA: 相同形状的符号代表

同一症状实验组, 各点越集中说明同一症状个

体差异小, 越分散表明个体差异大; OPLS-DA: 
不同形状符号在这种建模中分散的特别开, 说
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图  1  Score的模型. A: PCA模型; B: OPLS-DA模型. PCA: 

主成份分析; OPLS-DA: 偏最小二乘分析.
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■创新盘点
本文通过对MHE
患者血清中代谢
物检测 ,  进行分
析, 并与NC进行
比较, 寻找MHE
相关的代谢生物
标志物 ,  观点较
新颖.

明两者有明显差异. 
2.2 代谢组学技术检测M H E血清  运用G C-
TO F M S平台的代谢组学技术, 基于P C A、

OPLS-DA模型, 结合t检验方法, 血清中可检

测到200多种代谢物. 从OPLS-DA模型中获得

VIP值, MHE组和正常组血清代谢物质的比值

为FC, FC≥1表明MHE组患者物质上调, FC<1
表明MHE组患者物质下调, P值从t检验中获

得, 其中4.47×10-4<0.05, VIP值>1, P <0.05, 说
明对应的成分是差异性成分. 以NC组为参照, 
基于GC-TOFMS平台的血清代谢组学技术可

检测到MHE血清中60中差异性代谢物(表1), 

其中上调36种, 下调24种, 并且MHE组与NC
组的代谢物具有显著差异. 上调的物质包括: 
同型半胱氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、甘氨鹅

去氧胆酸、别苏氨酸、焦谷氨酸等. 下调的

物质包括: 二十二碳六烯酸(docosahexaenoic 
acid, DHA)、牛磺酸、维生素E、神经酸、缬

氨酸、别异亮氨酸、异亮氨酸、草酸、甘露

糖、4-氨基丁酸等.

3  讨论

本研究结果表明, MHE患者存在特异性代谢物, 
此有助于研究MHE的发病机制, 可能为MHE的

     代谢物   VIP     FC        P 值

同型半胱氨酸 1.29   2.34 4.47×10-4

酪氨酸 2.07   2.17 1.41×10-9

苯丙氨酸 1.97   1.59 1.29×10-8

腺嘌呤 2.48   2.00 7.20×10-15

甘氨鹅去氧胆酸 2.44 15.47 3.85×10-14

海藻糖 2.34   2.00 9.45×10-13

鼠李糖 1.63   3.27 5.67×10-6

别苏氨酸 2.33   1.54 1.31×10-12

柠檬酸 1.45   1.64 7.20×10-5

牛磺胆酸 1.74   7.53 9.86×10-7

羟基乙酸 1.84   1.94 1.66×10-7

甘氨猪胆酸 2.19 11.25 7.88×10-11

异亮氨酸-脯氨酸-赖氨酸 1.22   6.16 1.01×10-3

牛磺熊去氧胆酸 1.62   8.30 6.59×10-6

牛磺鹅脱氧胆酸 2.00 10.38 7.65×10-9

甘氨熊脱氧胆酸 2.14 15.22 2.67×10-10

…1  …    …       …

二十二碳六烯酸 1.93   0.51 2.83×10-8

鞘氨醇 1.98   0.28 1.12×10-8

牛磺酸 1.46   0.57 6.03×10-5

神经酸 1.47   0.83 5.57×10-5

缬氨酸 2.22   0.61 3.63×10-11

异亮氨酸 1.83   0.66 1.92×10-7

别异亮氨酸 1.82   0.70 2.66×10-7

维生素E 1.53   0.48 2.51×10-5

草酸 2.16   0.57 1.61×10-10

甲状腺素 1.66   0.25 3.84×10-6

肌苷 1.29   0.39 4.81×10-4

2-氨基丁酸 1.06   0.72 4.60×10-3

4-氨基丁酸 1.14   0.57 2.21×10-3

亮氨酸-甘氨酸 1.45   0.52 7.37×10-5

…2   …    …      …

1只列出部分上调代谢物, 其余没有列出; 2只列出部分下调代谢物, 其余没有列出. NC: 正常

人群; MHE: 轻微型肝性脑病.

表  1  NC组和MHE组血清中的差异代谢物(60种)
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■名词解释
主成份分析 :  将
多个变量通过线
性变换以选出较
少个数重要变量
的一种多元统计
分析方法;
偏最小二乘分析: 
是一种有监督的
模 式 识 别 方 法 , 
本文用于确定正
常人群和MHE血
清中的差异性代
谢物. 

早期诊断提供一种新的手段. 例如上调的同型

半胱氨酸, 目前已有研究表明同型半胱氨酸水

平过高即所谓的高半胱氨酸血症, 可能为认知

功能障碍的独立危险因素[19], 通过其神经毒性

作用和对脑血管的损害[20], 引起或促进患者认

知功能障碍的发展[21]. 体内同型半胱氨酸主要

通过两条途径代谢即甲基化途径和转硫途径, 
甲基化途径维生素B12和叶酸是辅酶, 转硫途

径维生素B6是辅酶[22]. 肝脏可储存脂溶性的维

生素, 而肝功能障碍时, 肝脏储存的脂溶性维生

素代谢发生异常, 从而可能引起血清中同型半

胱氨酸代谢发生障碍. 其成分在MHE患者血清

中上调, 可能与其肝功能受损后脂溶性维生

素代谢异常引起患者认知功能障碍有关. 再
如下调的DHA, 他是目前比较公认大脑神经

细胞膜的重要构成成分, 参与许多大脑功能

调节的认知功能, 如神经传递和调节信号转

导途径[23,24]. Fontani等[25]研究发现DHA补充剂

在年轻健康成人中可以改善大脑高级功能, 例
如: 幸福感(活力)、反应、注意力、认知能力

和情绪. 而DHA人体是不能自行合成的, 只能

从食物中获取[26]. 而肝功能障碍的患者往往会

因为胃肠道淤血、消化吸收障碍、肠道菌群

失调等因素引起消化吸收不良, 使患者血清中

其含量会下降, MHE患者血清中其成分下调, 
有可能与其肝功能减退后消化吸收不良造成有

关, 而出现记忆力及其反应速度下降. j-iLu等[27]

研究表明在锰积聚引起的慢性神经毒性大鼠

动物实验研究中发现, 牛磺酸可提高其学习与

记忆能力. 在人体内, 牛磺酸主要是由半胱氨

酸等含硫氨基酸在肝脏合成[28,29], 而之前提到

的同型半胱氨酸在肝功能障碍时代谢发生异

常, 使体内分解产生的半胱氨酸减少导致合成

牛磺酸减少. MHE患者血清中牛磺酸的含量降

低, 可能与MHE患者会出现计算力、记忆力下

降和认知功能障碍有关. 而代谢物中有很多脂

类、糖类上调下调暗示MHE患者肝功能受损时

血清中糖、脂肪、蛋白质代谢絮乱. 同时在本

次研究的MHE患者血清中, 缬氨酸、别异亮氨

酸和异亮氨酸水平降低, 而苯丙氨酸及酪氨酸

水平升高, 提示MHE患者血清中芳香族氨基酸

(aromatic amino acid, AAA)水平增加, 而支链氨

基酸(branched chain amino acid, BCAA)水平降低, 
导致MHE患者血清中BCAA/AAA比值明显降

低, 佐证了MHE的“血浆氨基酸失衡学说[30]”.

志谢: 非常感谢上海交通大学第六人民医院转

化医学中心贾伟代谢组学课题组提供的热情

帮助.
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