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摘要

本研究的目的是探讨血清N-聚糖模型在 285例丙氨酸转移酶（alanine aminotransferase, ALT）水平正常
（< 40 IU·L−1）的慢性乙型肝炎（慢性乙肝）患者中诊断显著肝纤维化和肝硬化的临床意义。对每位入组
患者进行肝脏组织活检，并使用 Ishak评分系统评估患者肝脏组织纤维化程度。应用基于DNA测序仪的
荧光糖电泳技术检测患者血清N-聚糖图谱，每例患者的血清样本中共鉴定出9个N-聚糖峰。利用机器学
习算法，即随机森林（random forest, RF）构建更理想的血清N-聚糖模型，以诊断显著肝纤维化（≥ F3）和肝
硬化（≥ F5），并比较血清N-聚糖模型和其他纤维化标志物的诊断效能。肝脏组织活检结果显示，有显著
肝纤维化和肝硬化的患者分别占 63.86%（182/285）和 16.49%（47/285），有显著炎症的患者为 4.91%（14/
285）。血清N-聚糖RF-A模型具有很好的诊断显著肝纤维化（≥ F3）的效能，其受试者工作特征曲线下面
积（area under receiver operating characteristic curve, AUROC）为 0.94，与肝脏组织活检的符合率为
90.45%。在诊断肝硬化（≥ F5）时，血清N-聚糖RF-B模型的AUROC为0.97，与肝脏组织活检的符合率为
88.94%。血清 N-聚糖模型（RF-A 和 RF-B）的诊断效能优于肝硬度值测量（liver stiffness measurement, 
LSM）、基于4因子的纤维化指数（fibrosis index based on the four factors, FIB-4）和天冬氨酸转氨酶与血小
板比率指数（aspartate aminotransferase-to-platelet ratio index, APRI）。在ALT水平正常的慢性乙肝患者
中，血清N-聚糖模型可作为诊断显著肝纤维化或肝硬化的潜在生物标志物。
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1. 引言

乙型肝炎（乙肝）病毒（hepatitis B virus, HBV）感

染是全球的公共卫生问题[1]，据估计，全球有 2.96亿慢

性乙型肝炎（慢性乙肝）患者，其中我国约有8600万[2]。

慢性乙肝可发展为肝纤维化、肝硬化，并最终发展为肝衰

竭或肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）。临床上，

慢性乙肝患者抗病毒治疗的研究提供了令人信服的肝纤维

化逆转证据[3‒4]。因此，如果患者能够得到及时有效的

治疗，就有可能实现肝纤维化逆转。

在慢性乙肝患者中，抗病毒治疗的临床指征包括患者

肝脏组织学进展情况、丙氨酸转氨酶（alanine aminotrans‐
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ferase, ALT）和HBV DNA的水平[5‒6]。慢性乙肝防治指

南推荐，对ALT水平正常（< 40 IU·L−1）且伴有显著肝纤

维化和（或）显著炎症的慢性乙肝患者进行抗病毒治疗

[6 ‒ 7]。因此，如果有标志物能够诊断显著肝纤维化

（Ishak评分，≥ F3）和无或轻微肝纤维化（Ishak评分，< 

F3），将有助于确定是否将ALT水平正常的慢性乙肝患者

纳入抗病毒治疗。肝脏组织活检病理学诊断仍是肝纤维化

分期的“金标准”。然而，作为一项有创性检查方法，无

法在临床上广泛开展肝脏组织活检[8]。因此，迫切需要

无创性诊断标志物来评估ALT水平正常的慢性乙肝患者

是否存在显著肝纤维化。

目前，评估肝纤维化程度的无创性诊断工具主要是影

像学和血清学诊断方法。影像学最新检查技术主要包括超

声、计算机断层扫描（computed tomography, CT）、磁共

振成像（magnetic resonance imaging, MRI）和弹性成像，

这些技术诊断肝硬化的灵敏度和特异度分别为 82% 和

80%、77% 和 68%、85% 和 100%，以及 83% 和 89% [9]。

超声、CT和MRI是临床上广泛使用的传统影像学方法。

然而，这些传统影像学方法只是定性判断肝纤维化程度，

其评估标准具有高度的主观性，因此无法准确诊断肝纤维

化程度[9‒11]。瞬时弹性成像（transient elastography, TE）

是一种无创评估肝脏硬度的方法[12]。然而，TE测量肝脏

硬度需要昂贵的设备和专业的操作人员，肝脏硬度检测值

会受到多种因素影响，因此限制该技术在临床上的应用

[13]。肝纤维化的血清学生物标志物包括天冬氨酸转氨酶

（aspartate aminotransferase, AST） 与 血 小 板 （platelet, 

PLT）比率指数（AST-to-platelet ratio index, APRI）以及

基于 4因子的纤维化指数（fibrosis index based on the four 

factors, FIB-4）等，已被推荐应用于临床，但其对肝纤维

化程度的诊断效能有待于进一步研究[9]。在排除患者肝

硬化的诊断时，影像学和血清学无创诊断标志物均表现出

较高的诊断准确度。然而，这些方法对显著肝纤维化的诊

断效果仍不够理想，特别是对早期肝纤维化的诊断效能不

高[9‒11,14]。在ALT水平正常的慢性乙肝患者中，影像学

和血清学标志物评估肝纤维化的诊断价值仍有待进一步

研究。

糖基化修饰是一种重要的蛋白质翻译后修饰形式。糖

基化对机体内环境变化高度敏感，异常的糖基化修饰与许

多疾病有关[15]。在不同的肝脏疾病状态下，血清N-聚糖

的结构和功能均发生了变化。Callewaert等[16]开发了一

种快速、便捷、高通量的血清N-聚糖图谱分析技术，即

基于DNA测序仪的荧光糖电泳技术（DNA sequencer-as‐

sisted fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis, 

DSA-FACE）。随后，在病毒性肝炎患者中，构建了肝纤

维化检测标志物（GlycoFibroTest）、肝硬化检测标志物

（GlycoCirrhoTest）和 HCC 检测标志物（GlycoHCCTest）

[17‒18]。以往的研究已经表明，血清N-聚糖模型是诊断

肝纤维化、肝硬化和HCC的潜在生物标志物[19‒21]。然

而，目前还没有研究探索血清N-聚糖生物标志物对ALT

水平正常的慢性乙肝患者肝纤维化的诊断价值。

本研究评估了血清N-聚糖模型对 285名ALT水平正

常的慢性乙肝患者显著肝纤维化的诊断效能，并将与其他

肝纤维化标志物进行比较，以便发现用于诊断ALT水平

正常的慢性乙肝患者肝纤维化的更加可靠的标志物。因患

有肝硬化的慢性乙肝患者需要长期抗病毒治疗，本研究还

构建了诊断肝硬化的血清N-聚糖模型。

2. 方法

2.1. 患者

本研究为回顾性研究，采用了 2013—2020年在全国

33个医院招募的慢性乙肝患者队列。纳入标准：①乙肝

表面抗原（hepatitis B surface antigen, HBsAg）阳性至少

6个月，或肝脏组织病理学诊断为慢性HBV感染的患者；

②HBV DNA阳性；③未接受抗病毒治疗的患者。排除标

准如下：①ALT水平升高（≥ 40 IU·L−1）；②合并甲型、

丙型、丁型和戊型肝炎病毒感染或人类免疫缺陷病毒感染

的患者；③其他慢性肝病患者（非酒精性脂肪肝、酒精性

肝病、药物性肝损伤、自身免疫性肝炎和遗传性肝病）；

④不稳定型糖尿病患者；⑤服用任何药物的患者。本研究

共纳入285例ALT水平正常（< 40 IU·L−1）且未经治疗的

慢性乙肝患者（图1）。所有入组患者都签署知情同意书。

本研究经北京大学第一医院伦理委员会批准，符合《赫尔

辛基宣言》的伦理准则。

2.2. 数据收集和实验室检测

慢性乙肝患者的临床资料由各个医院负责采集，包括

年龄、性别、体质指数（body mass index, BMI）、ALT、

AST、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase, ALP）、γ-谷氨酰

转肽酶（γ-glutamyl transpeptidase, GGT）、PLT、甲胎蛋

白（α-fetoprotein, AFP）、总胆红素（total bilirubin, Tbil）、

直接胆红素（direct bilirubin, DBil）和肝硬度值测量（liv‐

er stiffness measurement, LSM）（FibroScan; Echosens, 

France）。使用罗氏（Roche Diagnostics, Penzberg, Germa‐

ny）试剂盒检测 HBsAg、乙肝 e 抗原（hepatitis B e anti‐

gen, HBeAg）、乙肝核心抗原抗体（antibody against hepa‐
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titis B core antigen, anti-HBc）、 HBsAg 抗体 （antibody 

against HBsAg, anti-HBs） 和 HBeAg 抗 体 （antibody 

against HBeAg, anti-HBe）。 采 用 COBAS AmpliPrep/

COBAS TaqMan试剂定量检测血清HBV DNA的水平，检

测下限为 20 IU·mL−1。如果 HBV DNA 水平高于 1.7 × 

108 IU·mL−1，则按比例稀释样品，再次检测。

FIB-4 和 APRI 的计算公式如下： FIB-4 = [ 年龄

（岁） × AST （IU·L−1）] / {PLT 计数（109 L−1） × [ALT

（IU·L−1）]1/2}；APRI = [ AST（IU·L−1）/AST 正常值上

限] /PLT计数（109 L−1）×100。

2.3. 肝脏组织学检查

肝脏组织活检指征包括血清 HBV DNA 水平不低于

2000 IU·mL−1、ALT 水平正常、患病时间不低于 30 年。

在获得入组慢性乙肝患者（285例）的知情同意后，按照

医院的标准化方案进行超声引导下的肝脏组织活检。活检

的肝脏组织用福尔马林固定，用石蜡包埋，用Masson三

色、苏木精-伊红和网状纤维染色。肝脏纤维化程度和炎

症的组织学评估由两名病理学专家进行盲法判读，两位病

理专家的判读一致率高于90%。如果两位专家的读片结果

不一致或与临床信息严重不符，需由第三位资深病理学专

家进行判读。利用 Ishak评分系统（F0~F6）评估肝纤维

化程度，利用 Ishak的组织学活动指数（histology activity 

index, HAI; 0~18）分级系统评估肝脏组织炎症活动度。

肝纤维化分期定义为无肝纤维化（Ishak评分，F0）、早期

肝纤维化（Ishak评分，F1和F2）、显著肝纤维化（Ishak

评分，F3和 F4）和肝硬化（Ishak评分，F5和 F6）[22]。

肝脏炎症程度定义为无显著肝脏组织炎症（HAI < 9）和

显著肝脏组织炎症（HAI ≥ 9） [5]。如果 Ishak纤维化分

期≥ F3和（或）HAI ≥ 9，则认为患者伴有显著的肝脏组

织学损伤。

2.4. 血清N-聚糖图谱检测

用之前文献报道的方法进行血清N-聚糖检测[19]。首

先，使用肽N-糖苷酶-F（PNGaseF; New England Biolabs, 

USA）释放 2 μL 血清中糖蛋白的 N-聚糖。然后，加入

8-氨基芘 -1, 3, 6-三磺酸（8-aminonaphtalene-1, 3, 6-trisul‐

phonic acid, APTS）（Invitrogen, USA）以标记游离 N-聚

糖，并用含唾液酸酶的溶液（New England Biolabs）去除

唾液酸。最后，使用ABI 3500 DX基因分析仪（Applied 

Biosystems, USA）检测处理过的样品，使用GeneMapper

软件（4.1版）分析血清N-聚糖图谱数据。每份样品可以

检测到 9个特异性的血清N-聚糖峰（图 2），用单个N-聚

糖峰高与全部N-聚糖峰高比值来计算N-聚糖峰的相对含

量。这种标准化方法有助于纠正批次效应的影响，其重复

性[即变异系数（coefficient of variation, CV）]实验表明，

对10份血清样本检测10次，总CV值小于2%。血清N-聚

糖图谱分析时，研究人员并不知晓入组患者的人口统计学

和临床数据。

2.5. 统计分析

计量资料以均值±标准差（standard deviation, SD）表

图2. 不同肝纤维化分期的代表性血清N-聚糖图谱和聚糖峰的结构。峰

1：二天线无半乳糖基核心α-l,6岩藻糖基化N-聚糖（NGA2F）；峰2：二

天线无半乳糖基核心α-l,6岩藻糖基化平分型N-聚糖（NGA2FB）；峰3/
峰4：二天线核心α-l,6岩藻糖基化单支链半乳糖基N-聚糖（NG1A2F）；
峰5：二天线N-聚糖（NA2）；峰6：二天线核心α-l,6岩藻糖基化N-聚糖

（NA2F）；峰7：二天线平分型核心α-l,6岩藻糖基化N-聚糖（NA2FB）；
峰8：三天线N-聚糖（NA3）；峰9：三天线支链α-l,3岩藻糖基化N-聚糖

（NA3Fb）。

图1. 患者选择流程图。CHB：慢性乙型肝炎。
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示，利用 t检验和Mann-Whitney检验进行比较分析。分类

变量用计数和百分比表示，比较分析采用χ2检验。入组慢

性乙肝患者按照性别和年龄进行分层分析，随机分为建模

组（199例）和验证组（86例）。采用随机森林（random 

forest, RF）、支持向量机（support vector machine, SVM）

和二元逻辑回归（logistics regression, LR）分析方法构建

血清N-聚糖模型，RF和SVM方法利用9个血清N-聚糖峰

建模，LR方法利用多因素LR分析确定的独立预测因子建

模。利用受试者工作特征曲线（receiver operating charac‐

teristic curve, ROC）评估血清N-聚糖模型和其他肝纤维化

标志物（LSM、APRI和FIB-4）诊断肝纤维化的效能。在

最佳截断值时，计算每种诊断模型的灵敏度、特异度、阳

性预测值（positive predict value, PPV）、阴性预测值

（negative predict value, NPV）和符合率。使用 SPSS 20.0

（SPSS, USA） 和 MATLAB R2016b （MathWorks, USA）

软件进行统计分析。使用Benjamini-Hochberg方法对P值

进行调整，调整后的P（adj-P）值低于0.05时被认为具有

统计学意义，统计分析均采用双侧检验。

3. 结果

3.1. 患者的人口统计学和临床特征

285例ALT水平正常的慢性乙肝患者的人口统计学和

临床特征总结于表1。肝脏组织活检的结果显示，显著肝

纤维化（≥ F3）和肝硬化（≥ F5）的慢性乙肝患者分别为

182例（63.86%）和 47例（16.49%），显著肝脏组织炎症

（HAI ≥ 9）的患者有 14例（4.91%），显著肝脏组织学病

变的患者有182例（63.86%）。如表1所示，患者的年龄、

LSM、ALT、AST、GGT、AFP、Tbil和Dbil随肝纤维化

程度的加重而显著增加，而 HBV DNA 和 PLT 则显著

降低。

3.2. 血清N-聚糖丰度在不同肝纤维化程度的变化

本研究应用 DSA-FACE 技术检测血清 N-聚糖图谱，

每例患者血清样本中均检出9个N-聚糖峰。不同肝纤维化

分期的代表性血清N-聚糖图谱和聚糖峰的结构如图 2所

示。血清N-聚糖峰的相对含量由单个N-聚糖峰的峰高与

所有N-聚糖峰的峰高之和的比值计算得到。血清N-聚糖

丰度在不同肝纤维化分期之间的差异见表2所示。血清N-

聚糖丰度与肝纤维化程度显著相关，不同肝纤维化分期出

现了显著性改变。峰 5（NA2）和峰 8（NA3）的相对含

量随着肝纤维化程度的增加而降低，而其他N-聚糖峰相

对含量则随着肝纤维化程度的增加而增加。

3.3. 构建血清N-聚糖模型

建模组和验证组中285例ALT水平正常慢性乙肝患者

的临床特征如附录A中的表S1所示，两组间临床特征无

显著性差异。血清N-聚糖RF和SVM模型纳入9个N-聚糖

峰，LR模型纳入的是由多因素LR分析确定的独立预测因

子。构建血清N-聚糖模型RF-A、SVM-A和LR-A，用来

区分诊断显著肝纤维化（≥ F3），构建RF-B、SVM-B和

表1　285例ALT水平正常的不同肝纤维化程度慢性乙肝患者的临床特征

Variables

Case number, n (proportion)

Male gender, n (proportion)

Age (years)

BMI (kg·m−2)

HBV DNA (lg(IU·mL−1))

HBeAg positive, n (proportion)

LSM (kPa)

ALT (IU·L−1)

AST (IU·L−1)

ALP (IU·L−1)

GGT (IU·L−1)

PLT (109 L−1)

AFP (ng·mL−1)

Tbil (μmol·L−1)

Dbil (μmol·L−1)

Significant inflammation, n (proportion)

Total

285 (100.00%)

162 (56.84%)

43.01 ± 10.17

23.43 ± 3.28

4.64 ± 2.02

91 (31.93%)

9.44 ± 7.01

26.36 ± 7.63

25.96 ± 7.78

61.88 ±23.96

28.42 ± 24.57

186.22 ± 59.08

8.84 ± 39.83

15.12 ± 7.90

4.35 ± 3.14

14 (4.91%)

Fibrosis stage

F0‒F2

103 (36.14%)

50 (48.54%)

42.08 ± 9.54

23.51 ± 3.18

4.70 ± 2.30

31 (30.10%)

6.67 ± 3.01

24.78 ± 7.38

23.59 ± 5.70

63.54 ± 23.40

22.94 ± 13.79

203.97 ± 54.99

4.81 ± 11.68

13.98 ± 5.41

3.71 ± 1.90

0 (0)

F3 and F4

135 (47.37%)

83 (61.48%)

42.04 ± 10.54

23.21 ± 3.40

4.63 ± 1.90

43 (31.85%)

9.84 ± 6.82

27.10 ± 7.42

26.62 ± 8.16

63.28 ± 21.72

27.77 ± 25.56

185.76 ± 58.94

7.20 ± 26.27

14.99 ± 6.91

4.44 ± 2.66

9 (6.67%)

F5 and F6

47 (16.49%)

29 (61.70%)

47.87 ± 9.20

23.88 ± 3.17

4.56 ± 1.69

17 (36.17%)

14.15 ± 10.22

27.67 ± 8.32

29.26 ± 9.09

54.26 ± 29.68

42.32 ± 33.70

148.64 ± 50.73

22.19 ± 84.68

18.00 ± 13.04

5.51 ± 5.46

5 (10.64%)

adj-P value

—

0.121

0.003

0.495

0.044

0.921

< 0.001

0.044

< 0.001

0.073

< 0.001

< 0.001

0.052

0.028

0.009

—
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LR-B模型来区分诊断肝硬化（≥ F5）。利用MATLAB和

SPSS软件统计分析血清N-聚糖模型的诊断效能。在诊断

显著肝纤维化和早期及无肝纤维化时，RF-A和SVM-A模

型的诊断ROC曲线下面积（area under ROC, AUROC）分

别为0.94和0.97，高于LR-A模型（0.80）。在最佳截断值

时，无论在建模组或验证组，RF-A 模型（90.45% 和

83.72%）和SVM-A模型（89.45%和81.40%）与肝脏组织

活检病理学诊断的符合率相近，均优于 LR-A 模型

（70.35%和 68.60%）（见附录A中的表S2和表S3）。血清

N-聚糖RF-B（0.97）和 SVM-B（0.99）模型诊断肝硬化

的AUROC也高于LR-B（0.77）模型。在最佳截断值下，

建模组RF-B和SVM-B模型与肝脏组织活检的符合率分别

为 88.94%和 90.45%；在验证组中，与肝脏组织活检的符

合 率 分 别 为 86.05% 和 87.21%， 均 优 于 LR-B 模 型

（62.81%和 58.14%）（见附录A中的表S2和表S3）。在评

估ALT水平正常慢性乙肝患者肝纤维化分期时，血清N-

聚糖RF和 SVM模型的诊断效果较好。本研究选择血清

N-聚糖RF模型与其他肝纤维化无创诊断标志物进行比较。

3.4. 血清N-聚糖模型与其他肝纤维化标志物诊断效能比较

本研究评估和比较了 N-聚糖模型与影像学（LSM）

和血清学（APRI和FIB-4）肝纤维化标志物的诊断效能。

在ALT正常的慢性乙肝患者中，血清N-聚糖RF-A模型对

显著肝纤维化（≥ F3）表现出较好的诊断效能，诊断AU‐

ROC 为 0.94，高于 LSM（0.72）、APRI（0.67）和 FIB-4

（0.64）[图 3（a）]。在最佳截断值时，建模组血清N-聚

糖RF-A模型的诊断灵敏度、特异度、PPV、NPV和符合

率分别为 94.49%、83.33%、90.91%、89.55% 和 90.45%

（表3），且与肝脏组织活检的符合率优于LSM（69.79%）、

APRI（60.80%）和 FIB-4（54.77%）（图 3和表 4）。在验

证组中，血清N-聚糖RF-A模型与肝脏组织活检的诊断符

合率（83.72%）也高于LSM（71.43%）、APRI（58.14%）

和FIB-4（58.14%）（表 5）。研究结果表明，血清N-聚糖

RF-A模型对区分ALT水平正常慢性乙肝患者的显著肝纤

维化（≥ F3）具有更高的诊断效能。

在诊断肝硬化时，血清N-聚糖RF-B模型的AUROC

高达0.97，显著高于LSM（0.73）、APRI（0.76）和FIB-4

（0.79）[图 3（b）]。在最佳截断值时，血清N-聚糖RF-B

模型的诊断灵敏度、特异度、PPV、NPV和符合率分别为

36.36%、99.40%、92.31%、88.71%和88.94%（表3），血

清N-聚糖RF-B模型与肝脏组织活检的符合率优于 LSM

（83.42%）、APRI（65.83%）和 FIB-4（66.83%）（表 4）。

图3. ALT正常慢性乙肝患者血清N-聚糖RF模型与其他肝纤维化诊断标志物的ROC曲线。（a）区分诊断显著肝纤维化（≥ F3）；（b）区分诊断肝硬化

（≥ F5）。

表2　ALT水平正常慢性乙肝患者不同肝纤维化分期的血清N-聚糖水平比较（均值± SD）

Peak

Peak 1

Peak 2

Peak 3

Peak 4

Peak 5

Peak 6

Peak 7

Peak 8

Peak 9

Total

4.55 ± 1.71

0.87 ± 0.33

4.27 ± 1.03

3.23 ± 0.76

53.89 ± 4.46

16.30 ± 2.66

4.65 ± 1.21

8.69 ± 2.08

3.56 ± 1.57

Fibrosis stage

F0‒F2

3.80 ± 1.09

0.78 ± 0.29

3.94 ± 0.86

2.92 ± 0.62

55.45 ± 3.53

15.86 ± 2.45

4.28 ± 1.14

9.78 ± 1.99

3.19 ± 1.47

F3 and F4

4.73 ± 1.63

0.86 ± 0.31

4.34 ± 0.97

3.34 ± 0.75

53.72 ± 4.10

16.37 ± 2.60

4.67 ± 1.04

8.22 ± 1.79

3.76 ± 1.63

F5 and F6

5.67 ± 2.23

1.10 ± 0.35

4.79 ± 1.28

3.60 ± 0.81

50.96 ± 5.68

17.04 ± 3.11

5.43 ± 1.42

7.62 ± 2.01

3.79 ± 1.50

r

0.38

0.31

0.28

0.33

−0.34

0.15

0.31

−0.40

0.16

P value

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

0.010

< 0.001

< 0.001

< 0.001

adj-P value

< F3 vs ≥ F3

< 0.001

0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

0.036

< 0.001

< 0.001

0.003

< F5 vs ≥ F5

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

0.042

< 0.001

< 0.001

0.273
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在验证组中，血清N-聚糖RF-B模型（86.05%）也显示出

最高的诊断符合率（表5）。

4. 讨论

慢性乙肝仍然是一个重要的全球公共卫生问题。研究

表明，慢性乙肝患者接受及时有效的治疗，可以防止疾病

进展为肝硬化和 HCC。在未经治疗的慢性乙肝患者中，

不伴有肝硬化的患者每年发生HCC的风险约为 0.5%，存

在代偿期肝硬化患者每年发生 HCC 的风险为 2%~3% 

[23]。基于肝脏病变组织学进展、ALT和HBV DNA的水

平对慢性乙肝患者进行抗病毒治疗，ALT水平升高是开始

治疗的主要决定因素[5]。ALT水平正常的慢性乙肝患者

伴显著肝脏组织学病变也需要进行抗病毒治疗[5‒6]。多

项研究结果表明，20.7%~53.2%的ALT水平持续正常慢性

乙肝患者伴有显著肝纤维化和（或）肝脏组织炎症[24‒

26]。一项研究纳入 327名HBeAg阴性的慢性乙肝患者，

研究发现53.2%的ALT水平正常（≤ 40 IU·L−1）的患者伴

有显著肝纤维化[27]。本研究也发现，63.86%（182/285）

患者伴有显著肝纤维化，16.49%（47/285）伴有肝硬化，

4.91%（14/285）伴有显著肝脏组织炎症。本研究纳入的

患者是 33家医院的门诊或住院患者，多数患者HBsAg阳

性时间超过 30 年，患者的年龄相对较大 [平均年龄：

（43.01 ± 10.17）岁]，病程较长。因此，显著肝纤维化和

肝硬化的比例相对较高。Sonneveld等[28]研究发现，在患

者不伴有显著肝纤维化的情况下，ALT水平正常的慢性乙

肝患者出现显著炎症的概率非常低（3.6%），这与本研究

的结果（0）相近。上述研究结果表明，进一步评估ALT

水平正常慢性乙肝患者是否存在显著肝纤维化是很有必要

表5　验证组ALT正常慢性乙肝患者血清N-聚糖RF模型和其他肝纤维化诊断标志物的诊断效能比较

Fibrosis stages

≥ F3 vs < F3

≥ F5 vs < F5

Fibrosis markers

RF-A

LSM

APRI

FIB-4

RF-B

LSM

APRI

FIB-4

Cutoff

0.50

6.75

0.34

1.04

0.50

12.95

0.37

1.23

Sensitivity (%)

89.09

71.70

49.09

63.64

21.43

21.43

71.43

64.29

Specificity (%)

74.19

70.97

74.19

48.39

98.61

89.86

61.11

52.78

PPV (%)

85.96

80.85

77.14

68.63

75.00

30.00

26.32

20.93

NPV (%)

79.31

59.46

45.10

42.86

86.59

84.93

91.67

88.37

Coincidence rate (%)

83.72

71.43

58.14

58.14

86.05

78.31

62.79

54.65

表3　建模组ALT正常慢性乙肝患者血清N-聚糖RF模型的诊断效能

RF model

≥ F3

< F3

Total

≥ F5

< F5

Total

Biopsy result

Positive

120

7

127

12

21

33

Negative

12

60

72

1

165

166

Total

132

67

199

13

186

199

Sensitivity (%)

94.49

36.36

Specificity (%)

83.33

99.40

PPV (%)

90.91

92.31

NPV (%)

89.55

88.71

Coincidence rate (%)

90.45

88.94

表4　建模组ALT正常慢性乙肝患者血清N-聚糖RF模型和其他肝纤维化标志物的诊断效能比较

Fibrosis stage

≥ F3 vs < F3

≥ F5 vs < F5

Fibrosis markers

RF-A

LSM

APRI

FIB-4

RF-B

LSM

APRI

FIB-4

Cutoff

0.50

6.75

0.34

1.04

0.50

12.95

0.37

1.23

Sensitivity (%)

94.49

71.77

49.61

64.57

36.36

51.52

75.76

31.03

Specificity (%)

83.33

66.18

80.56

37.50

99.40

90.00

63.86

94.64

PPV (%)

90.91

79.46

81.82

64.57

92.31

51.52

29.41

81.82

NPV (%)

89.55

56.25

47.54

37.50

88.71

90.00

92.98

63.86

Coincidence rate (%)

90.45

69.79

60.80

54.77

88.94

83.42

65.83

66.83

174



的，这将有助于确定这些患者是否需要抗病毒治疗。肝脏

组织活检仍然是诊断肝纤维化程度的金标准，但该操作存

在发生严重并发症的风险，包括出血、疼痛、穿孔、感染

甚至死亡，而且肝脏组织活检的结果准确度通常会受到取

样错误、样本量小和组织学评估的限制[8]。因此，在

ALT水平正常的慢性乙肝患者中，非常有必要研究显著肝

纤维化的无创性诊断标志物。

糖基化修饰是蛋白质最为常见的一种翻译后修饰形式

之一。在糖基转移酶的作用下，聚糖与蛋白质的共价结合

形成糖蛋白。聚糖与蛋白质结合后，聚糖会影响蛋白质的

结构、功能、稳定性、折叠、半衰期、运输、溶解性以及

与其他蛋白质的相互作用[29]。糖基化和糖化是聚糖与蛋

白质结合的两种主要类型。N-糖基化和糖化之间的主要

区别在于，前者是由糖基转移酶催化的酶促反应，而后者

是游离糖自发地连接到蛋白质中的非酶反应[30]。

糖组学广泛应用于疾病相关生物标志物的研究和开发

[18]。糖蛋白中的聚糖参与了许多关键的生物学过程，包

括受体激活、分子转运、细胞黏附和信号转导[31]。肝脏

是糖蛋白的主要来源之一，肝脏中的去唾液酸糖蛋白受体

和甘露糖/N-乙酰氨基葡萄糖受体在清除异常糖基化蛋白

过程中发挥重要作用[32]。肝脏生理学和病理生理学的变

化会引起血清N-聚糖水平的变化，因此血清N-聚糖生物

标志物具有对不同肝脏疾病进行无创评估的潜力[19‒20]。

高通量的糖组检测技术（如DSA-FACE）使糖生物学的广

泛探索和临床应用成为现实[16]。

基于高通量的DSA-FACE糖组检测技术，血清N-聚

糖生物标志物研究变得可行和可靠。随着检测技术的优

化，检测所需血清量降低至 2 μL，检测时间缩短至 6 h。

本研究和之前的研究发现，作为一种生物标志物，血清

N-聚糖在特定的储存条件下是稳定的，其CV值非常低

[33]。 研 究 表 明 ， 血 清 N- 聚 糖 模 型 GlycoFibroTest 

[lg(peak2/peak8)]和GlycoCirrhoTest [lg (peak7/peak8)]对肝

纤维化或肝硬化具有较好的区分诊断价值；GlycoFi‐

broTest区分诊断HCV感染相关显著肝纤维化的AUROC

为 0.79 [17‒18]。本课题组之前的研究纳入 432例慢性乙

肝患者，利用血清 N- 聚糖峰 1、峰 3、峰 4 和峰 8

（NGA2F、NG1A2F和NA3）构建了多参数血清N-聚糖诊

断模型，其中大多数入选患者的ALT水平较高[19]。结果

表明，血清N-聚糖模型可以用于区分诊断不同肝纤维化

分期，血清N-聚糖模型A的诊断AUROC为 0.890，其区

分诊断显著肝纤维化效能优于GlycoFibroTest（AUROC: 

0.538）和GlycoCirrhoTest（AUROC: 0.644）[19]。

以往研究结果表明，血清N-聚糖肝纤维化诊断模型

具有潜在的临床应用价值，有望成为肝纤维化无创诊断的

新方法，并发现ALT水平会影响血清N-聚糖的表达水平

[18‒19,33]。然而，目前关于血清 N-聚糖生物标志物对

ALT水平正常的慢性乙肝患者肝纤维化的区分诊断价值还

没有相关研究。本研究纳入285例ALT水平正常的慢性乙

肝患者，研究血清N-聚糖模型对于显著肝纤维化（≥ F3）

的诊断价值。研究结果表明，GlycoFibroTest、GlycoCir‐

rhoTest和血清N-聚糖模型A的诊断效能均不够理想，诊

断AUROC均低于0.80，在最佳截断值时，建模组和验证

组的 N-聚糖模型与肝脏组织活检的符合率均小于 75%

（数据未提供）。因此，在ALT水平正常慢性乙肝患者中，

仍然需要构建更理想的肝纤维化血清N-聚糖模型。

随着人工智能技术的发展，机器学习方法被广泛用于

各个不同领域来构建诊断和预测模型。机器学习算法

SVM和RF在生物医学领域有重要的应用价值，如蛋白质

结构预测、基因鉴定和肝纤维化分期等[34‒35]。一项研

究纳入144例慢性乙肝患者，使用机器学习方法分析多参

数超声数据来评估肝脏纤维化程度[35]。结果表明，RF和

SVM方法在评估肝纤维化分期时表现最佳，具有更高和

更稳定的诊断效能（均值AUROC = 0.85）[35]。为了构

建更理想的血清N-聚糖模型，进一步提高其对ALT水平

正常慢性乙肝显著肝纤维化的区分诊断效能，本研究分别

利用RF、SVM和LR方法构建了血清N-聚糖模型。在建

模组中，RF和 SVM方法对显著肝纤维化的诊断效能较

好，均优于LR-A模型（见附录A中的表S2）。由于统计

方法的局限性，RF-A和SVM-A的诊断效能在验证组中略

有下降，但均优于LR-A模型（见附录A中的表S3）。为

了便于后续的分析，本研究选择了血清N-聚糖RF模型与

其他肝纤维化诊断标志物进行比较。

近期，包括APRI和 FIB-4在内的血清学生物标志物

和影像学标志物 LSM 被中国《慢性乙型肝炎防治指南

（2019年版）》和世界卫生组织推荐为肝脏组织活检的无

创替代标志物[7]。肝纤维化的血清学标志物包括直接和

间接标志物，直接血清学标志物主要反映肝脏中细胞外基

质的生成或降解的程度；间接血清学标志物主要反应肝脏

组织的功能[36]。基于间接血清生物标志物，近年来已经

构建用于评估肝纤维化分期的血清学诊断模型，并应用于

临床[37]。然而，炎症活动、免疫反应性和变化的自然史

可能会影响当前血清学标志物的可靠性[38]。TE是一种代

表性的影像学检查方法，该方法通过测量肝脏组织硬度来

区分诊断肝纤维化程度。尽管肝脏硬度检测值会受到一些

因素如ALT水平、腹水、肥胖、肋间狭窄和测量部位等

[39]的影响，但TE对肝硬化的诊断准确性普遍较高[40]。
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一项研究报道，在ALT水平持续正常的慢性乙肝患者中，

APRI和 FIB-4对肝纤维化程度的诊断效果并不理想；由

于肝脏炎症和坏死的影响，LSM区分诊断肝纤维化的效

果要优于APRI和FIB-4 [41]。本研究评估了LSM、APRI

和FIB-4对ALT水平正常慢性乙肝患者肝纤维化的诊断效

能，并与血清N-聚糖模型进行了比较分析。建模组和验

证组的血清N-聚糖RF-A模型区分诊断显著肝纤维化的效

能均显著高于LSM、APRI和FIB-4（表4和表5）。本研究

结果表明，在ALT水平正常的慢性乙肝患者中，血清N-

聚糖模型是有潜力的显著肝纤维化无创诊断标志物，且优

于目前使用的影像学和血清学无创诊断标志物（LSM、

FIB-4和APRI）。

患有肝硬化的慢性乙肝患者需要长期接受抗病毒治

疗。研究表明，患有肝硬化的慢性乙肝患者接受长期抗病

毒治疗可以产生持续的病毒学抑制和组织学改善[42]。本

研究中，16.49%的慢性乙肝患者患有肝硬化。肝硬化的早

期诊断和早期治疗将对慢性乙肝患者大有裨益。因此，本

研究构建并评估了血清N-聚糖模型区分诊断肝硬化的效

能，并与其他无创诊断标志物进行了比较分析。结果表

明，建模组和验证组的血清N-聚糖RF-B模型对肝硬化的

区分诊断效能均显著高于 LSM、APRI 和 FIB-4（表 4 和

表5）。因此，血清N-聚糖RF模型为ALT水平正常慢性乙

肝患者提供了一种简便且准确的肝硬化无创诊断评估方法。

5. 结论

本研究发现，在区分诊断ALT水平正常慢性乙肝患

者显著肝纤维化和肝硬化时，血清N-聚糖模型是具有创

新性和有前途的生物标志物，优于影像学（LSM）和血

清学（APRI和FIB-4）无创诊断标志物。未来，仍然需要

更大规模的研究队列来独立验证血清N-聚糖生物标志物

的诊断价值。随着DSA-FACE技术的发展，更方便、更

快捷的诊断试剂盒将进一步促进血清N-聚糖生物标志物

的广泛临床应用，将有助于判定是否将ALT水平正常患

者纳入抗病毒治疗。
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