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  [摘 要] 目的 探讨胆管癌(CCA)和胰腺癌(PCC)胆管中胆汁酸组成差异及其临床意义。方法 选取

2019年10月至2021年10月重庆医科大学附属第二医院收治的34例良性胆道疾病(BBD)患者、20例CCA患

者和8例PCC患者,通过经内镜逆行胰胆管造影(ERCP)术采集患者的胆汁,利用液相色谱串联质谱(LC-MS/
MS)法分析62例患者胆汁中的40种胆汁酸。结果 CCA患者胆汁中甘氨石胆酸(GLCA)、总非结合胆汁酸、总
结合胆汁酸、甘氨结合胆汁酸、甘氨鹅脱氧胆酸(GCDCA)、甘氨脱氧胆酸(GDCA)、牛磺脱氧胆酸(TDCA)、23-脱甲

胆酸(23-NorCA)、次级胆汁酸、鹅去氧胆酸(CDCA)、总胆汁酸水平显著低于BBD患者,而PCC患者胆汁中牛磺胆

酸(TCA)、初级胆汁酸水平显著高于BBD组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 23-NorCA、TDCA、CD-
CA、次级胆汁酸、总胆汁酸可作为辅助诊断CCA的潜在生物学标志物,初级胆汁酸、TCA对PCC的辅助诊断

有一定参考价值。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

difference
 

of
 

bile
 

acid
 

composition
 

in
 

bile
 

ducts
 

of
 

cholangio-
carcinoma(CCA)

 

and
 

pancreatic
 

cancer(PCC)
 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods A
 

total
 

of
 

34
 

patients
 

with
 

benign
 

biliary
 

disease(BBD),20
 

patients
 

with
 

CCA
 

and
 

eight
 

patients
 

with
 

PCC
 

admitted
 

to
 

the
 

the
 

Sec-
ond

 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

Medical
 

University
 

from
 

October
 

2019
 

to
 

October
 

2021
 

were
 

selected
 

to
 

collect
 

bile
 

by
 

endoscopic
 

retrograde
 

cholangiography(ERCP).The
 

40
 

bile
 

acids
 

in
 

62
 

patients
 

were
 

analyzed
 

by
 

liquid
 

chromatography
 

tandem
 

mass
 

spectrometry(LC-MS/MS).Results The
 

levels
 

of
 

glycinocholic
 

acid
(GLCA),total

 

unconjugated
 

bile
 

acid,total
 

conjugated
 

bile
 

acid,glycine
 

conjugated
 

bile
 

acid,glycinodeoxy-
cholic

 

acid(GCDCA),glycine
 

deoxycholic
 

acid(GDCA),taurine
 

deoxycholic
 

acid(TDCA),23-methylcholic
 

acid
(23-NorCA),secondary

 

bile
 

acid,chenodeoxycholic
 

acid(CDCA),and
 

total
 

bile
 

acid
 

in
 

the
 

bile
 

of
 

CCA
 

patients
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

BBD
 

group,while
 

the
 

levels
 

of
 

taurocholic
 

acid(TCA)
 

and
 

primary
 

bile
 

acid
 

in
 

the
 

bile
 

of
 

the
 

PCC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

BBD
 

group,with
 

statistical
 

significance(P<0.05).Conclusion 23-NorCA,TDCA,CDCA,secondary
 

bile
 

acids
 

and
 

total
 

bile
 

acids
 

can
 

be
 

used
 

as
 

potential
 

biomarkers
 

to
 

assist
 

the
 

diagnosis
 

of
 

CCA,and
 

primary
 

bile
 

acids
 

and
 

TCA
 

have
 

certain
 

ref-
erence

 

value
 

for
 

the
 

auxiliary
 

diagnosis
 

of
 

PCC.
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  胆管癌(CCA)是胆道系统的恶性肿瘤,主要起源
于胆管上皮细胞;胰腺癌(PCC)是起源于胰腺导管上

皮细胞的恶性肿瘤[1],二者病程中常常因侵犯胆道系
统造成梗阻性黄疸而被诊断,但多数发现时已是肿瘤
晚期,往往失去了最佳的手术机会,因此病死率极高。

在过去
 

30
 

年,包括手术切除的全部CCA患者5年生
存率仅为5%,而 PCC 患者5年生存率甚至低于

5%[2-4]。因此,尽早诊断CCA及PCC对人类的生命
健康至关重要。由于位置隐匿,影像学常常难以发现
早期病灶,虽然目前已将包括糖抗原19-9(CA19-9)和
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癌胚抗原(CEA)在内的血清学指标作为诊断胆胰系

统恶性肿瘤的生物学标志物,但患良性胆道疾病

(BBD),如胆管炎、胰腺炎等疾病的部分患者也合并

CEA和CA19-9升高,因此其缺乏一定特异性,难以

将良性及恶性疾病区分开来[5-6]。近年来,越来越多

研究证明,对肿瘤及正常组织的代谢物进行分析,发
现存在一定差异,这可用来鉴别诊断恶性肿瘤。临床

上常常利用经内镜逆行胰胆管造影(ERCP)术抽取一

定量胆汁进行分析,有助于疾病的诊断及治疗。胆汁

由肝细胞产生,分泌进入胆道系统中,而胆胰系统位

置邻近,因此胆胰系统肿瘤细胞的代谢及吸收将导致

胆汁酸构成存在差异,因此可能从胆汁酸中检测出特

殊生物学标志物用以诊断肿瘤[7]。此前有研究表明,
与BBD导致的胆管梗阻相比,CCA及PCC等导致的

胆管梗阻患者胆汁具有不同的胆汁酸代谢谱[7-10]。然

而,大部分研究仅仅分析了常见的15种胆汁酸,且不

同研究获取胆汁样本的方法及胆汁酸检测分析方法

均存在差异,因此不同研究结果也存在差异,不能选

出有代表性的生物学标志物。本研究通过ERCP方

法采集BBD、CCA和PCC患者的胆汁,并对胆汁中

40种胆汁酸进行定性及定量分析,并寻找对CCA及

PCC诊断有意义的胆汁酸。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年10月至2021年10月

重庆医科大学附属第二医院消化内科收治的胆管结

石患者34例,其中男8例,女26例;年龄20~87岁,
平均(60.88±18.58)岁,经超声、腹部

 

CT和(或)磁
共振检查诊断,并排除其他消化道疾病。另选取同期

收治的CCA患者20例、PCC患者8例。CCA组中

男16例,女4例;年龄52~87岁,平均(70.00±
9.46)岁,经组织病理学诊断,并排除其他消化道肿

瘤。PCC组中男6例,女2例;年龄62~86岁,平均

(70.75±9.63)岁,经组织病理学检查诊断,并排除其

他消化道肿瘤。纳入研究的患者均未合并其他肝脏

疾病,且近期未使用影响胆汁酸代谢的药物。
1.2 胆汁获取与分析方法 

 

纳入研究的患者行

ERCP术,成功插入胆总管后,在注射造影剂前从胆

管中抽取3~5
 

mL胆汁,并冻存放置于-80
 

℃冰箱

中。利用液相色谱串联质谱(LC-MS/MS,美国 AB
 

Sciex公司,AB
 

ExionLC,AB
 

Sciex
 

Qtrap
 

6500+)对
胆汁中的胆汁酸进行定性及定量分析,首先对样本进

行预处理,将-80
 

℃下保存的样本取出,在室温下解

冻,移取100
 

μL样本,加入400
 

μL蛋白沉淀剂[V(甲
醇)∶V(乙腈)=2∶1,含同位素内标CA-d4],涡旋振

荡1
 

min,接 着 在 冰 水 浴 中 超 声 提 取 10
 

min,在
-20

 

℃下静置30
 

min,离心10
 

min(13
 

000
 

r/min,
4

 

℃),取400
 

μL上清液挥干。再用200
 

μL甲醇水

[V(甲醇)∶V(水)=1∶1,含内标
 

Lyso
 

PC17和

GCA-C13]溶液复溶,涡旋30
 

s,超声2
 

min,最后将样

本液离心10
 

min(13
 

000
 

r/min,4
 

℃),用注射器吸取

200
 

μL的上清液,使用0.22
 

μm的有机相针孔过滤

器过滤后,稀释100倍,转移到棕色进样瓶,-80
 

℃下

保存,直到上机分析。使用Phenomenex
 

Kinetex
 

C18
色谱柱(2.1

 

mm×100.0
 

mm,2.6
 

μm)对样本梯度洗

脱,然后利用AB
 

Sciex
 

Qtrap
 

6500+质谱仪对样本进

行定量分析,获得质谱分析数据,对所有的色谱峰进

行峰面积积分,并对其中同一物质在不同样本中的色

谱峰进行积分校正。胆汁酸标准品包括胆酸(CA)、
鹅去氧胆酸(CDCA)、去氧胆酸(DCA)、牛磺胆酸

(TCA)、牛磺鹅脱氧胆酸(TCDCA)、牛磺脱氧胆酸

(TDCA)、甘氨胆酸(GCA)、甘氨鹅脱氧胆酸(GCD-
CA)、甘 氨 脱 氧 胆 酸 (GDCA)、甘 氨 熊 脱 氧 胆 酸

(GUDCA)、甘氨石胆酸(GLCA)、牛磺熊去氧胆酸

(TUDCA)、牛磺石胆酸(TLCA)、牛磺猪胆酸(TH-
CA)、23-脱甲胆酸(23-NorCA)、甘氨猪胆酸(GHCA)
共16种胆汁酸。
1.3 统计学处理 研究数据通过SPSS25.0软件进

行分析,其中符合正态分布的计量资料以x±s表示,
非正态分布的计量资料则以中位数±四分位数间距

(M±Q)表示,正态分布资料的组间差异比较采用方

差分析,非正态分布资料采用
 

Kruskal-Wallis
 

检验,
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组血清指标比较 与BBD组相比,CCA组血

清中胆汁酸、总胆红素(T-BILI)、碱性磷酸酶(ALP)
和直接胆红素(D-BILI)的水平显著更高,而PCC组

ALP、T-BILI、D-BILI和CEA水平显著高于BBD组,
PCC组球蛋白(Glb)和CEA水平高于CCA组,差异

均有统计学意义(P<0.05),见表1。
表1  各组患者血清指标水平比较(x±s)

指标
BBD组

(n=34)
CCA组

(n=20)
PCC组

(n=8)

ALT(U/L) 229.1±250.5 145.4±142.8 153.5±102.0

AST(U/L) 130.2±109.6 141.0±113.6 161.0±101.6

ALP(U/L) 179.2±108.5 443.5±238.3ab 619.3±462.8

GGT(U/L) 334.7±317.1 564.6±469.3 602.3±394.6

Alb(g/L) 38.2±5.5 35.9±7.1 32.6±5.7

Glb(g/L) 29.7±7.1 30.8±3.6b 24.3±4.8

CEA(ng/mL) 1.4±1.1b 4.3±2.3b 9.0±10.8

T-BILI(μmol/L) 49.6±53.5 181.6±134.2a 195.2±135.4a

D-BILI(μmol/L) 32.4±35.7 129.0±99.2a 161.3±100.4a

胆汁酸(μmol/L) 56.3±93.8 228.6±240.1a 119.7±85.7

  注:ALT为丙氨酸转氨酶;AST为天冬氨酸转氨酶;GGT为γ-谷
氨酰转移酶;Alb为白蛋白。与BBD组比较,aP<0.05;与PCC组比

较,bP<0.05。

2.2 3组胆汁酸谱比较 利用LC-MS/MS方法定量

检测了3组患者胆汁中的40种胆汁酸,其中包括了
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16种可检测及24种无法检测出的胆汁酸亚型。
2.2.1 3组总胆汁酸、初级及次级胆汁酸、牛磺及甘

氨结合胆汁酸、总结合及非结合胆汁酸比较 与BBD
组比较,CCA组甘氨结合胆汁酸、总结合及非结合胆

汁酸、次级胆汁酸和总胆汁酸水平明显更低,PCC组

初级胆汁酸水平较BBD组更高,差异均有统计学意

义(P<0.05)。此外,与CCA组相比,PCC组初级胆

汁酸、总结合及非结合胆汁酸、总胆汁酸水平更高,差
异均有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2  3组总胆汁酸、初级及次级胆汁酸、总结合及非结合胆汁酸、牛磺及甘氨结合胆汁酸比较(x±s)

胆汁酸 BBD组(n=34) CCA组(n=20) PCC组(n=8)

总胆汁酸(mg/mL) 21.9±14.2 10.6±15.9ab 19.5±15.0

总结合胆汁酸(mg/mL) 21.9±14.2 10.6±15.9ab 19.5±15.0

初级胆汁酸(mg/mL) 7.8±3.0b 3.2±10.7b 13.1±6.9

次级胆汁酸(mg/mL) 13.7±12.2 3.6±9.2a 8.8±10.9

甘氨结合胆汁酸(mg/mL) 17.8±13.3 7.7±11.0a 14.2±12.2

牛磺结合胆汁酸(mg/mL) 3.6±1.6 1.9±5.3 5.8±4.1

总非结合胆汁酸(μg/mL) 26.7±17.5 11.2±17.6ab 33.0±15.0

  注:与BBD组比较,aP<0.05;与PCC组比较,bP<0.05。

2.2.2 3组16种胆汁酸亚型比较 
 

CCA组CDCA、
23-NorCA、GLCA、GDCA、GCDCA和TDCA水平显

著低于BBD组,而PCC组TCA水平明显高于BBD
组,PCC组CDCA、CA、GHCA、TCA、GCDCA、GCA
和THCA水平明显高于CCA组,差异均有统计学意

义(P<0.05),见表3。
表3  3组可检测的16种胆汁酸水平比较(x±s)

胆汁酸
BBD组

(n=34)
CCA组

(n=20)
PCC组

(n=8)

CDCA(μg/mL) 0.3±0.5 0.0±0.3ab 0.4±0.9

DCA(μg/mL) 0.0±0.1 0 0.0±0.1

CA(μg/mL) 0.9±2.6 0.4±2.1b 6.5±12.6

GLCA(μg/mL) 6.2±15.6 0.2±5.6a 1.9±22.3

TLCA(μg/mL) 5.8±12.5 0.3±21.3 3.9±13.2

TUDCA(μg/mL) 48.9±121.9 33.7±89.4 25.2±140.9

23-NorCA(μg/mL) 1.2±2.0 0.2±0.5a 0.8±0.7

THCA(μg/mL) 17.9±35.7 5.0±91.3b 68.9±98.4

GHCA(μg/mL) 16.9±29.3 1.8±28.9b 45.4±54.8

GDCA(mg/mL) 4.0±6.5 0.2±3.1a 2.5±8.4

GCDCA(mg/mL) 1.5±0.7 0.5±1.7ab 2.1±0.5

GUDCA(mg/mL) 4.5±8.3 1.8±4.0 4.3±8.2

GCA(mg/mL) 2.4±1.4 0.9±3.5b 5.3±3.8

TDCA(mg/mL) 0.1±0.3 0.0±0.2a 0.1±0.2

TCDCA(mg/mL) 1.5±1.2 0.7±2.2 1.9±2.5

TCA(mg/mL) 2.0±0.8b 1.0±3.1b 3.7±1.4

  注:与BBD组比较,aP<0.05;与PCC组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  近年来不少研究发现,组织器官长期暴露于高水

平胆汁酸环境中发生肿瘤的风险更高,如肝恶性肿

瘤、结直肠恶性肿瘤、CCA和PCC等的发生发展都与

胆汁酸密切相关[11]。细胞与胆汁酸相互作用,肿瘤细

胞的代谢导致了胆汁酸成分及含量的改变,胆汁酸促

进了肿瘤的发生发展[12-14]。本研究对BBD、CCA和

PCC患者胆总管中的胆汁酸成分进行了定性及定量

分析,进一步对比分析,以寻找对肿瘤诊断有临床意

义的生物学指标。
本研究结果发现,与BBD组及PCC组相比,CCA

组总胆汁酸水平明显更低,分析可能与胆汁酸导致胆

管细胞炎性损伤,进而引起胆汁酸分泌减少有关,此
前已有研究证实这一点[10]。在人体中,法尼醇X受

体(FXR)为胆汁酸的核受体,可被其激活,并作用于

胆汁酸和脂质代谢过程,CCA发生时导致胆道梗阻,
胆汁淤积使得FXR被胆汁酸激活,通过一系列信号

通路作用于肝细胞,减少胆汁酸的合成,进而减轻胆

汁淤积及胆管细胞的毒性损伤[15]。然而JUSAKUL
等[9]研究表明,CCA组患者较BBD组有更高水平的

总胆汁酸,这与本研究结果相反,推测原因是不同的

胆汁酸获取方式导致结果存在差异,与胆囊穿刺获取

胆汁不同,本研究利用ERCP插管抽取胆汁进行分

析,而胆囊对胆汁酸有浓缩储存作用,因此会导致不

同研究的分析结果有差异。此外,本研究结果表明,
CCA组较BBD组的次级胆汁酸水平更低,初级胆汁

酸通过胆道系统分泌进入肠道,通过肠道菌群的酶解

作用产生次级胆汁酸,而CCA导致胆道梗阻,初级胆

汁酸进入肠道受阻,因此次级胆汁酸生成障碍,进而

水平降低,并且有研究发现,部分次级胆汁酸可减轻

胆管细胞的炎性损伤,如 UDCA可增加胆管细胞钙

离子表达,激活钙离子依赖的蛋白激酶C-α(PKC-α)
信号通路,进而抑制胆管细胞的增殖和分泌,因此次

级胆汁酸水平降低将对胆管细胞的保护作用也降

低[16]。本研究发现,CCA组患者较BBD组胆管中的
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甘氨结合胆汁酸、总结合及非结合胆汁酸水平更低,
这与既往的研究结果不一致[7-9]。通过体外实验,发
现结合胆汁酸可通过激活一系列细胞信号通路,上调

人CCA细胞中环氧合酶2(COX-2)的表达,增加了前

列腺素E2(PGE2)的合成,进而加剧胆管细胞的炎性

损伤,并对CCA的发生发展起重要作用[17-18]。另有

研究表明,结合胆汁酸可作用于核因子-κB(NF-κB),
通过激活相关信号通路阻断胆管细胞凋亡,这增加了

肿瘤的发生风险[10]。DAI等[19]在体外试验中利用结

合胆汁酸作用于胆管细胞,发现这些细胞中FXR的

mRNA和蛋白表达水平较未处理的胆管细胞更低,
FXR对减少胆汁酸分泌的反向调节作用减弱,加剧胆

汁淤积,增加了胆管细胞的炎性损伤,促进CCA的发

生发展。这些研究说明CCA组应含有更高水平的结

合胆汁酸,这与本研究的结论不相符,分析这可能与

不同研究纳入不同地区人群有关。此外,本研究通过

定性及定量分析各组之间的胆汁酸亚型,发现CCA
组患者的CDCA和TDCA水平较BBD组明显更低。
CDCA可通过激活FXR对NF-κB信号传导通路产生

抑制作用,进而减轻胆汁酸对胆管细胞的炎性损

伤[15]。另有研究发现,TDCA可通过钙PKC-α和丝

裂原激活的PKC依赖信号通路抑制人CCA细胞的

生长,不利于 CCA 的发生[20],这能解释 CCA 组的

CDCA和TDCA水平显著更低。体外细胞研究表明,
GDCA和GCDCA作用于胆管细胞,激活NF-κB信号

通路、降低FXR的 mRNA和蛋白表达,加重胆汁淤

积,进而促进CCA细胞生长[19-21]。本研究数据却表

明,CCA组患者胆管中GCDCA、GLCA和GDCA的

水平较BBD组显著降低。此外,本研究还表明,与
BBD组相比,CCA组23-NorCA水平更低,但导致这

种差异的机制尚不清楚,推测这可能与23-NorCA具

有更低的疏水性相关。
本研究通过对PCC组胆汁中胆汁酸进行分析,

发现PCC组较BBD组有更高水平的初级胆汁酸和

TCA。CA、CDCA均属于初级胆汁酸,与次级胆汁酸

相比,初级胆汁酸的疏水性更高,胆汁淤积时细胞长

时间暴露于高水平胆汁酸中,导致细胞炎性损伤,反
复地炎性刺激将导致细胞癌变,增加肿瘤发生的可

能。有研究表明,TCA可激活PKC-α细胞通路诱导

顶端钠离子依赖性胆汁酸转运体表达,增加细胞对胆

汁酸摄取,进一步加重胆汁淤积,导致胆汁反流进入

胰管中,对胰腺导管上皮细胞产生炎性损伤,增加了

细胞癌变风险[22]。而CCA组与PCC组之间的胆汁

酸差异可能与细胞组织学差异有关,这需要更多研究

探讨其中的原因。
总之,本研究对CCA、PCC和BBD患者胆管中总

胆汁酸、初级及次级胆汁酸、结合及非结合胆汁酸、甘
氨及牛磺结合胆汁酸和可检测出的16种胆汁酸亚型

进行了定性及定量分析,并对比各组之间胆汁酸成分

及水平差异。胆管梗阻导致胆汁淤积,影响胆汁酸的

分泌及排泄,高水平胆汁酸长期作用于胆管细胞和胰

腺导管上皮细胞,正常细胞在反复炎性刺激下发生恶

变的风险极高。本研究发现,CCA组总胆汁酸、次级

胆汁酸、CDCA、TDCA 和23-NorCA 水平显著低于

BBD组,而PCC组初级胆汁酸和 TCA水平较BBD
组更高。因此,本研究发现恶性肿瘤组与BBD组胆

汁酸的组成及水平存在明显差异,其中23-NorCA、
TDCA、CDCA、次级胆汁酸、总胆汁酸可作为辅助诊

断CCA的潜在生物学标志物,初级胆汁酸、TCA对

PCC的辅助诊断有一定参考价值。但与既往研究结

果存在一定差异,且本研究为单中心研究,纳入的样

本量较小,因此有待进一步的研究分析探讨胆汁酸在

CCA及PCC中的相关作用机制。
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