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［摘 要］ 目的：探讨胆汁酸谱在诊断妊娠期肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholestasis of pregnancy，ICP）和无症状高胆汁酸血

症（asymptomatic hypercholanemia of pregnancy，AHP）中的价值。方法：选取正常妊娠者100例、ICP患者60例、AHP患者30例，

采用高效液相色谱串联质谱（high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry，HPLC⁃MS/MS）分析各组胆汁酸

含量，并通过建立正交偏最小二乘判别分析（orthogonal projections to latent structures，OPLS⁃DA）模型，寻找 ICP组和AHP组差

异性的胆汁酸。利用受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线分析两者差异性胆汁酸以及联合指标的诊断

效能。结果：15种胆汁酸中，除鹅脱氧胆酸（chenodeoxycholic acid，CDCA）外，其余胆汁酸的含量在3组间差异均有统计学意义

（P＜0.05）；通过OPLS⁃DA模型找到 ICP组和AHP组差异性的胆汁酸为牛磺结合型胆酸（taurocholic acid，TCA）、牛磺结合型鹅

脱氧胆酸（taurochenodeoxycholic acid，TCDCA）、甘氨结合型胆酸（glycocholic acid，GCA）、甘氨结合型鹅脱氧胆酸（glycohenode⁃
oxycholic acid，GCDCA）、牛磺结合型熊脱氧胆酸（tauroursodeoxycholic acid，TUDCA）。ROC结果显示，TCA的诊断效能最高，曲

线下面积（area under curve，AUC）为 0.808，联合TCA、TCDCA、GCA、GCDCA、TUDCA诊断 ICP的效能更高，AUC为 0.967，灵敏

度为90.6%，特异度为98.0%。结论：ICP和AHP的胆汁酸谱有差异，利用OPLS⁃DA模型找到的差异性胆汁酸可以作为两者鉴

别诊断的一种重要方法。
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The value of bile acid profile in diagnosis of intrahepatic cholestasis of pregnancy and
asymptomatic hypercholanemia of pregnancy
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the value of bile acid profile in diagnosis of intrahepatic cholestasis of
pregnancy（ICP）and asymptomatic hypercholanemia of pregnancy（AHP）. Methods：Total 100 cases of normal pregnancy，60 cases of
ICP and 30 cases of AHP were selected. The content of bile acid in each group was analyzed by high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry（HPLC⁃MS/MS）. In addition，the orthogonal projections to latent structures（OPLS⁃DA）
model was developed to explore the differences of bile acids between the ICP and AHP groups. The diagnostic effiency of the
differential bile acids and the combined indicators was analyzed by receiver operating characteristic（ROC）curves. Results：Except for
chenodeoxycholic acid（CDCA），the contents of 15 kinds of bile acids among the three groups were statistically significant（P < 0.05）.
According to the OPLS ⁃ DA model，the differential bile acids in ICP group and AHP group were taurocholic acid（TCA），

taurochenodeoxycholic acid（TCDCA），glycocholic acid（GCA），glycohenodeoxycholic acid（GCDCA），tauroursodeoxycholic acid
（TUDCA）. ROC results showed that TCA had the highest diagnostic efficiency with area under curve（AUC）of 0.808. The combination
of TCA，TCDCA，GCDCA and TUDCA was more effective in the diagnosis of ICP. The AUC was 0.967，the sensitivity was 90.6%，and
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妊娠期肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholesta⁃
sis of pregnancy，ICP）是一种妊娠期间发生的特异性

肝病，其主要特征表现为孕晚期皮肤瘙痒，血清胆

汁酸升高。ICP是一种可逆性胆汁淤积症［1-2］。目前

普遍认为高浓度胆汁酸的毒性作用会导致围生儿

产生各种并发症［3］。血清总胆汁酸（total bile acid，
TBA）是目前临床上最常用的诊断 ICP的指标，可单

独或与血清转氨酶联合检测，用于胎儿不良事件的

诊断以及预测预后［4］。然而近年来，随着实验室技

术的发展，有更灵敏的手段可用于评估血清胆汁酸

浓度。血清胆汁酸谱的某些成分在诊断 ICP、确定

其严重程度和监测其治疗反应时，相比 TBA，可能

提供更特异的信息［5-6］。

临床上还存在一种被称为无症状高胆汁酸血

症 （asymptomatic hypercholanemia of pregnancy，
AHP）的疾病［7］，其特征是患者仅表现出TBA升高，

整个孕期无任何瘙痒症状。过去普遍认为AHP是

一种妊娠期的亚健康状态，妊娠结局良好。不过国

内曾有1例AHP孕妇胎儿死亡的报道［8］。目前对于

AHP的研究和认识还很少，临床上其容易与 ICP混

淆［9］。因此，通过研究血清胆汁酸谱，找出 ICP和

AHP血清中差异性的胆汁酸，对正确诊断和认识这

两种疾病有重要意义。

基于以上信息，本研究利用高效液相色谱串联

质谱（high performance liquid chromatography⁃tandem
mass spectrometry，HPLC⁃MS/MS）的方法，分析 ICP
孕妇以及AHP孕妇的胆汁酸谱成分，找出两者之间

差异性的胆汁酸，为临床更好地诊断这两种疾病提

供重要依据。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究纳入2018年6月—2020年2月于南京医

科大学附属妇产医院门诊就诊的孕妇共 190 例。

其中健康组100例，ICP组60 例，AHP组30例。ICP
的诊断标准遵循《妊娠期肝内胆汁淤积症诊疗指南

2015》［10］提出的建议：①出现其他原因无法解释的

皮肤瘙痒；②空腹TBA≥10 μmol/L；③胆汁酸水平正

常，但有其他原因无法解释的肝功能异常；④皮肤

瘙痒和肝功能异常在产后恢复正常。AHP的诊断

目前没有统一标准，根据早期西班牙相关学者提出

的AHP定义［11］，我们将其诊断标准设为空腹TBA≥
10 μmol/L，无瘙痒症状，血清转氨酶等生化相关指

标正常。所有纳入的孕妇均排除妊娠期脂肪肝、妊

娠期糖尿病、妊娠期高血压、病毒性肝炎、胆结石或

其他胆道疾病，无其他合并症或并发症及其他妊娠

期相关疾病。调查研究对象的临床信息包括年龄、

孕周、实验室生化肝酶指标。所有研究对象于上午8
点到10点空腹采集静脉血4 mL。离心后取上清，置

于-80 ℃深低温冰箱保存待用。本研究经过南京医

科大学附属妇产医院伦理委员会审批通过，所有参与

研究者均知情同意。

1.2 方法

1.2.1 仪器和试剂

AB SCIEX 4500MD型液质联用仪（SCIEX公司，

美国）；色谱柱 Phenomenex（Gemini NX 3 μ C18
110A 100×2.0 mm）；胆酸（cholic acid，CA）、脱氧胆

酸（deoxycholic acid，DCA）、鹅脱氧胆酸（chenode⁃
oxycholic acid，CDCA）、熊脱氧胆酸（ursodeoxychofic
acid，UDCA）、石胆酸（lithocholic acid，LCA）、甘氨结

合型胆酸（glycocholic acid，GCA）、甘氨结合型脱氧

胆酸（glycodeoxycholic acid，GDCA）、甘氨结合型鹅

脱氧胆酸（glycohenodeoxycholic acid，GCDCA）、甘

氨结合型熊脱氧胆酸（glycoursodeoxycholic acid，
GUDCA）、甘氨结合型石胆酸（glycolithocholic acid，
GLCA）、牛磺结合型胆酸（Taurocholic acid，TCA）、牛
磺结合型脱氧胆酸（taurodeoxycholic acid，TDCA）、

牛磺结合型鹅脱氧胆酸（taurochenodeoxycholic acid，
TCDCA）、牛磺结合型熊脱氧胆酸（tauroursodeoxy⁃
cholic acid，TUDCA）、牛磺结合型石胆酸（taurolitho⁃
cholic acid，TLCA）的标准品及同位素标记的内标氘

代甘氨结合型胆酸（GCA⁃d5）、氘代脱氧胆酸（DCA⁃
d5）、氘代鹅脱氧胆酸（CDCA⁃d4）、氘代甘氨结合型

鹅脱氧胆酸（GCDCA⁃d7）、氘代石胆酸（LCA⁃d4）均

the specificity was 98.0%. Conclusion：There are differences in bile acid profile between ICP and AHP. The differential bile acids
found by OPLS⁃DA model can be used as an important method for differential diagnosis between ICP and AHP.
［Key words］ bile acid profile；intrahepatic cholestasis of pregnancy；asymptomatic hypercholanemia of pregnancy；HPLC⁃MS/MS
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购自美国Sigma Aldrich公司。

1.2.2 样品处理

取血浆样品 50 μL，先后加入 25 μL 250 nmol/L
的胆汁酸混合内标溶液和 150 μL 乙腈，混匀，

15 000 r/min 4 ℃离心 10 min，转移上清液 100 μL，
再加入100 μL纯水稀释，混匀，取上清100 μL待测。

1.2.3 色谱条件

色谱柱使用 Phenomenex（Gemini NX 3 μ C18
110A 100×2.0 mm）进行分离，流动相选用水（含

0.1%甲酸和0.5%氨水）作为A相，乙腈作为B相，柱

温设为40 ℃，进行梯度洗脱。离子源为电喷雾离子

源（ESI），扫描方式为负离子扫描，检测方式为多反

应监测模式（MRM），毛细管电压 3.0 kV，离子源温

度150 ℃。

1.3 统计学方法

采用 SIMCA⁃P 14.0（Umetrics公司，瑞典）对数

据进行正交偏最小二乘判别分析（orthogonal projec⁃
tions to latent structures，OPLS⁃DA），常规统计学分析

采用 SPSS24.0软件（IBM公司，美国）。数据的正态

性检验采用Kolmogorov⁃Smirnon检验。正态分布的

计量资料用均数±标准差（x ± s）表示，多组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK⁃q检
验。偏态分布的计量资料用中位数（四分位数）［M

（P25，P75）］表示，组间比较采用 Kruskal⁃Wallis H秩

和检验。各组间计数资料均采用卡方检验或Fisher
确切概率法。以上方法的检验水准α=0.05。3组间

计数资料的两两比较采用经Bonferroni校正后的检

验，检验水准α=0.017。通过ROC曲线分析差异性

胆汁酸以及联合指标的诊断效能。

2 结 果

2.1 入组者一般信息

孕妇临床资料见表 1。3组孕妇之间年龄差异

无统计学意义，孕周差异有统计学意义。ICP组与

AHP组孕周差异有统计学意义。实验室结果中，3
组肝功能和TBA的差异都有统计学意义。

2.2 3组的妊娠结局比较

3组妊娠结局的比较见表2，在羊水粪染、转NI⁃
CU率以及医源性早产方面 3组差异均有统计学意

义。ICP组的羊水粪染率、转NICU率、胎儿窘迫率

以及医源性早产率比正常妊娠组高，差异有统计学

意义；AHP组的医源性早产率比正常妊娠组高，差

异有统计学意义；ICP组的羊水粪染和转NICU率明

显高于AHP组，差异有统计学意义。

2.3 胆汁酸谱结果比较

3组之间的胆汁酸谱结果分析见表3，统计结果

可知，15种胆汁酸中除CDCA外，其余在3组间比较

差异均有统计学意义。两两比较中，ICP组与AHP
组DCA的差异有统计学意义；除DCA、CDCA和UD⁃
CA外，ICP组与正常妊娠组的其余胆汁酸比较差异

均有统计学意义；除CA、DCA、CDCA，UDCA和LCA
外，AHP组和正常妊娠组的其余胆汁酸比较差异均

表1 孕妇的临床资料信息

Table 1 Clinical data of puerpera

与正常妊娠组比较，经SNK⁃q检验*P < 0.05，或卡方检验*P < 0.017；与AHP组比较，经SNK⁃ q检验#P < 0.05，或卡方检验#P < 0.017。

一般临床资料

年龄（岁）

孕周（周）

实验室结果［n（%）］

ALT或AST≥150 U/L
TBA≥40 μmol/L

正常妊娠组（n=100）
29.3 ± 2.1
32 ± 4

0（0）
0（0）

ICP组（n=60）
29.6 ± 5.2ab

34 ± 6*#

45（75.0）*#

40（66.7）*#

F/χ2值

0.391
23.108

127.759
98.432

AHP组（n=30）
29.1 ± 3.8a

31 ± 3*

0（0）00.a
3（10.0）*

P值

0.918
＜0.001

＜0.001
＜0.001

表2 3组妊娠结局的比较

Table 2 Comparison of pregnancy outcomes among three groups

与正常妊娠组比较，经卡方检验，*P < 0.017；与AHP比较，经卡方检验，#P < 0.017。

妊娠结局指标

羊水粪染

Apgar 评分＜7分
转NICU
胎儿窘迫

自发性早产

医源性早产

正常妊娠组（n=100）
2（2.0）
1（1.0）
3（3.0）
2（2.0）
5（5.0）
1（1.0）

ICP组（n=60）
18（30.0）*#

03（5.0）0ab

17（28.3）*#

05（21.7）*b

03（13.3）ab

22（36.7）*b

AHP组（n=30）
1（3.3）0a

2（6.7）0a

1（3.3）0a

1（6.7）0a

0（3.3）0a

7（23.3）*

χ2值

32.065
3.849

26.640
3.494
1.181

37.402

P值

＜0.001
0.137

＜0.001
0.129
0.692

＜0.001

［n（%）］
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有统计学意义。

在 3组间有统计学差异的胆汁酸中，发现 ICP
组和AHP组与正常妊娠组浓度相差最大的胆汁酸

为GCA、TCA和TCDCA，其中GCA浓度分别比正常

妊娠组高了 89倍和 41倍；TCA浓度分别比正常妊

娠组高了 500倍和 115倍；TCDCA浓度分别比正常

妊娠组高了61倍和28倍（图1）。

2.4 血清胆汁酸谱模式识别

利用主成分分析（principal component analysis，
PCA），初步观察 ICP组、AHP组和正常妊娠组的样

本分布情况，结构以主成分构建得分的形式呈现，3
组间区分良好（R2X=0.661，Q2=0.613），ICP和AHP组

有部分重叠（图2）。

为了更好地区分 ICP组和 AHP组，我们使用

OPLS⁃DA分析。OPLS⁃DA模型较 PCA模型对于组

间的判别更优，特别适用于寻找两组之间的差异性

代谢物。利用该模型可以看出 ICP组和AHP组有更

明显的分离趋势。模型参数R2代表模型的解释能

力，Q2代表模型对新数据的预测能力，这两个值>
0.5为好，越接近 1越好。该模型R2=0.587，Q2=0.516
（图3）。

置换检验（permutation test）用于评估 OPLS⁃DA
模型拟合度，经过 200 次置换检验，得到的 R2=
0.050，Q2=-0.151，截距值很低，表明该模型无过度

拟合现象（图4）。
2.5 筛选 ICP组和AHP组差异性的胆汁酸

对于OPLS⁃DA模型，采用变量权重（variable im⁃

表3 3组胆汁酸浓度比较

Table 3 Comparison of bile acid concentration among three groups

与正常妊娠组比较，经Kruskal⁃Wallis H秩和检验，*P < 0.05；与 AHP组比较，经Kruskal⁃Wallis H秩和检验，#P < 0.05。

胆汁酸

CA
DCA
CDCA
UDCA
LCA
GCA
GDCA
GCDCA
GUDCA
GLCA
TCA
TDCA
TCDCA
TUDCA
TLCA

正常妊娠组（n=100）
0.009（0.005，0.030）
0.130（0.053，0.254）
0.052（0.014，0.150）
0.028（0.012，0.080）
0.021（0.013，0.028）
0.093（0.058，0.197）
0.064（0.035，0.133）
0.172（0.093，0.304）
0.007（0.004，0.021）
0.011（0.010，0.014）
0.041（0.022，0.079）
0.035（0.017，0.068）
0.080（0.044，0.144）
0.005（0.003，0.009）
0.004（0.001，0.007）

P值

＜0.001
0.010
0.082
0.019
0.014

＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001
＜0.001

ICP组（n=60）
00.042（0.016，0.110）*

00.083（0.021，0.247）#

00.052（0.019，0.274）
00.032（0.013，0.999）
00.017（0.007，0.026）*

08.998（6.624，12.948）*

00.602（0.284，1.576）*

05.237（3.734，9.133）*

00.086（0.021，9.124）*

00.016（0.014，0.023）*

20.503（7.268，34.557）*

00.732（0.298，1.531）*

04.932（2.791，12.407）*

00.098（0.031，1.034）*

00.039（0.012，0.079）*

AHP组（n=30）
0.017（0.008，0.058）
0.236（0.056，0.611）
0.126（0.040，0.257）
00.07（0.024，0.199）
0.018（0.009，0.033）
4.106（2.565，6.030）*

1.001（0.246，1.281）*

2.645（1.026，5.235）*

0.096（0.022，0.813）*

0.016（0.012，0.022）*

4.610（3.397，6.589）*

0.544（0.248，1.296）*

2.375（0.949，4.418）*

0.077（0.017，0.245）*

0.019（0.005，0.061）*

H值

28.704
9.115
4.997
7.886
8.518

139.726
93.550

134.804
61.119
37.064

139.479
110.145
133.886
119.100
75.465

［μmol/L，M（P25，P75）］

30.0

20.0

10.0

0

浓
度
（
μm

ol/L
）

GCA TCA TCDCA

ICP组AHP组
正常妊娠组

图1 3组间GCA、TCA、TCDCA浓度比较

Figure 1 Comparison of GCA，TCA and TCDCA concen⁃
trations among the three groups
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Figure 2 PCA ⁃ X score of bile acids among the three
groups
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图5 VIP排序直方图（A）和S⁃PLOT预测曲线（B）
Figure 5 VIP sort histogram（A）and S⁃plot prediction curve（B）

portance in projection，VIP）值代表变量对模型多组

间区分的贡献。VIP值越大，变量对于模型组间的

区分越有意义，一般采用VIP值大于 1作为判别标

准。通过对 15种胆汁酸VIP值进行排序后发现，

ICP组和AHP组间的差异性胆汁酸为TCA、TCDCA、

GCA、GCDCA和TUDCA（图5A）。通过S⁃PLOT的预

测曲线，选取两端最外侧的变量，得到的差异性胆

汁酸和VIP值筛选出的结果一致（图5B）。
2.6 ICP与AHP鉴别诊断的ROC分析

结合OPLS⁃DA模型VIP值筛选出的差异性胆

汁酸进行ROC分析，绘制诊断 ICP与AHP的ROC曲

线（图 6），并探讨差异性胆汁酸的曲线下面积（area
under curve，AUC）及在 cut⁃off 值的灵敏度与特异

度。其中TCA的诊断效能最高，AUC=0.808，当 cut⁃
off 值为 6.996 μmol/L 时，其诊断 ICP 的灵敏度为

79.2%、特异度为80.0%。TUDCA的诊断效能较差，

AUC=0.614。进一步探讨利用差异性胆汁酸联合鉴

别诊断 ICP和AHP的价值，利用Logistic 回归分析筛

选出 TCA、TCDCA、GCA、GCDCA和 TUDCA组成的

联合指标，其诊断 ICP 的效能进一步提高，AUC=
0.967，灵敏度为90.6%，特异度为98.0%（表4）。
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图3 ICP组和AHP组OPLS⁃DA得分图

Figure 3 OPLS⁃DA score of ICP group and AHP Group
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图4 OPLS⁃DA模型稳定性置换检验

Figure 4 Permutation test for stability of OPLS⁃DA model

3 讨 论

胆汁酸是由肝脏中的胆固醇合成的。作为生

理性的清洁剂分子，具有很高的细胞毒性。它们经

历肠肝循环，其发挥的重要作用主要体现在促进胆

汁分泌内源性代谢物以及促进膳食脂肪和脂溶性

维生素的肠道吸收。主要胆汁酸CA和CDCA是肝

脏胆固醇代谢的最终产物，是胆固醇排泄的主要途

径。合成后，CA和CDCA与牛磺酸或甘氨酸（约 1∶
3）偶联，然后通过小管膜输出进入胆汁。在回肠末

端和结肠中，CA和CDCA经过细菌修饰，主要是去

卷曲作用和7⁃α⁃脱羟基作用，分别形成次级胆汁酸

DCA和 LCA。UDCA是一种三级胆汁酸，因为它是

细菌修饰的结果，随后在肝脏代谢。通常在正常血

清中可以检测到微量UDCA。胆汁酸在末端回肠被

重新吸收，然后进入门静脉转运回肝脏。肠⁃肝循环

效率很高，95%的胆汁酸被重新吸收［12］。本研究发

现 ICP孕妇和AHP孕妇与健康孕妇的 15种胆汁酸

相比有显著不同，ICP和AHP孕妇的甘氨酸和牛磺

酸结合型胆汁酸浓度明显高于正常产妇。在初级
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胆汁酸中CA及其结合物含量最高，其次是CDCA和

DCA，游离和结合态UDCA含量较低，而LCA种类含

量最低。LCA作为疏水性最强的胆汁酸，细胞毒性最

大，国内外都有报道LCA对 ICP诊断的临床价值［13］。

但是本研究并未发现三者间有很明显的浓度差

异。可能与检测方法以及样本数量的差异有关。

ICP中过多的胆汁酸通过胎盘途径可能与胎儿

宫内死亡有关，因为它诱导了胎盘的氧化应激并损

害了胎儿心肌细胞功能［14］。胆汁酸，尤其是CA，在

体外可引起人胎盘绒毛静脉血管收缩和脐带静脉

收缩。此外，TCA已被证明可以减少大鼠心肌细胞

的收缩，从而导致同步搏动的丧失［15］。本研究也发

现 ICP和AHP组中TCA的含量相较于其他胆汁酸，

明显高于正常妊娠组，这和 ICP胆汁酸的致病机制

高度相关。

目前对AHP的认知非常有限，发病机制也并不

清楚，临床区分 ICP和AHP通常是根据孕妇是否有

皮肤瘙痒症状和/或肝功能异常，皮肤瘙痒是主观症

状，受心理因素、个人体质以及季节等影响。实验

室诊断方面仅仅通过TBA增高很难将其与 ICP很好

地区分，往往将其误诊为 ICP［16］。既往文献报道中，

有很多关于 ICP妊娠结局的研究［17］，关于AHP的妊

娠结局研究并不多见。本研究发现AHP的妊娠结

局和 ICP之间存在差异，尤其在是羊水粪染率和新

生儿转 NICU 率两个方面，AHP 的妊娠结局优于

ICP。同时发现AHP相对正常妊娠，医源性早产率

明显增加。这可能是由于临床对AHP认知不足，以

及诊断错误造成的。因此如何找到合适的实验指

标区分两者显得尤为必要［18］。本研究通过建立

OPLS⁃DA模型，寻找到了两者之间差异性的胆汁

酸，并通过构建ROC曲线，验证了诊断效能。TCA
应该是两者之间鉴别诊断的一个很好的标志物，通

过进一步研究，发现如果能够联合两者之间的差异

性胆汁酸（TCA、TCDCA、GCA、GCDA、TUDCA）构成

联合指标，诊断效能可以进一步提高，为今后更好

地诊断这两种疾病提供了新方法。

胆汁酸谱的研究，并不只局限于找寻 ICP 和

AHP之间差异性的胆汁酸，对用药后的疗效观察也

有重要意义。优思弗（熊脱氧胆酸）是目前临床治

疗 ICP的常见药物［19］，以往只能通过观察TBA的降

低来判断疗效，但是如果可以动态监测UDCA，对于

TBA下降并不明显的患者，可能起到更好的疗效观

察作用，这一部分研究需要进一步开展。鉴于时间

和样本量的局限性，今后还需增加大样本进行多中

心研究进一步验证。
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