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Abstract. I� ����� �� ������� ���-��������, �������� ��� �����-I� ����� �� ������� ���-��������, �������� ��� �����-
���� ���������y ����m����� f�� �h� ���g����� �f ���m��y ������y 
c���h���� (PBC), m�������c ��ch����gy �f u�������f��m��c� 
��qu�� ch��m���g���hy c�u���� w��h qu���u����-��m�-�f-
f��gh� m��� ���c���m���y (UPLC/Q-TOF MS) w�� u��� �� 
c�m���� �m��� m���cu�� m���������� �� ����� ��� u���� f��m 
�������� w��h PBC ��� h����hy c�������. W� �h�� �c������ f�� 
���-m��k��� �� �h� ����� ��� u���� �f �h� �������� w��h PBC. 
Data were processed by Bruker ProfileAnalysis metabonomic 
��f�w��� ��� �m������ �� SIMCA-P ��f�w���, wh�ch u����z�� 
����c���� c�m������ ����y��� (PCA) �� c����� m����� �f 
�������� w��h PBC ��� h����hy c�������. I� �����, 18 u�����y 
m��k��� w��� f�u�� ��� �h� ������ �f 11 �f �h��� u�����y 
m��k��� w��� �������� �� �h� �������� w��h PBC, wh����� �h� 
������ �f �h� ��m�����g 7 m��k��� w��� ��w�� �� �h� PBC g��u� 
compared to the control group. We also identified 20 blood-
����� ���m��k��� �� �h� �������� w��h PBC ��� �h� ������ �f 
9 �f �h��� m��k��� w��� h�gh�� �� �h� PBC g��u�, wh����� �h� 
������ �f �h� ��m�����g 11 m��k��� w��� ��w�� �� �h� �������� 
w��h PBC c�m����� �� �h� c�������. Am��g �h��� ���m��k���, 

�h� ������ �f ���� �c��� ��c������ w��h �h� ���g������� �f PBC, 
wh��� �h� ������ �f c���������, �uch �� �������y� c�������� ��� 
�u�y�y� c��������, ��c������ w��h �h� ���g������� �f PBC. I� 
conclusion, the findings of the present study suggest that the 
c��cu�����g ������ �f ���� �c��� ��� c�������� ��� ��ff���������y 
������� �� �������� w��h PBC.

Introduction

P��m��y ������y c���h���� (PBC) �� � ch����c �����-���c�f�c 
autoimmune disorder with an unidentified etiology. It mainly 
�ff�c�� m�����-�g�� w�m�� (m���-��-f�m��� �����, 1:9) ��� �� 
categorized by the infiltration of lymphocytes in portal tracts, 
�h� �����uc���� �f �m���- ��� m���um-��z�� �����h�����c ���� 
ducts, and the progressive scarring that initially leads to fibrosis 
���, �����u���y, �� c���h���� ��� ���-���g� h�����c f���u�� ���� 
� ������ �f 10-20 y���� w��h�u� �����m��� (1,2). P�����u� ���� 
h��� ����c���� �h�� PBC, �����cu����y ��ym���m���c PBC, �� 
�� ���g�� c��������� � ���� ������� �u� �� ���g�����c �m�����-
m���� �h�� ��c�u�� ���ch�m�c�� �����, h������g�c�� ����y��� 
��� �h� ����c���� �f �u������������ �� ���um (3,4). A��h�ugh 
h�������h���g�c�� ch��g�� ����� �� �h� ‘g��� ��������’ f�� 
�h� ���g����� �f PBC, � ����� �����y �� �� ��������, ����fu� 
��� c����y ���c��u�� �h�� �� ����c����� w��h �h� ����������y 
�f ��m����g ����� ��� ����������y �� ��������������. T� ����, 
���m��k��� f�� �h� ���g����� �f PBC, �uch �� ����-m���ch������� 
�������y (AMA) h��� ���� ����u����. AMA, wh�ch ���c�� 
w��h �h� �y�u���� ��hy���g����� E2 �u�u���, �� c�mm���y 
�cc����� �� � ������g�c�� h���m��k f�� �h� ���g����� �f PBC, 
���c� AMA ������� �� �����x�m����y 90% �f �������� w��h 
PBC (5). H�w����, ��������g �� �h� ����y u���, u� �� 15% �f 
�������� w��h PBC h��� ���� f�u�� �� �� AMA-��g����� (5). 
Fu��h��m���, ���h�ugh ��m� AMA-��g����� �������� ��� 
�������� f�� �����uc���� �������y (ANA) c�m������� �� PBC, 
u���k� AMA, wh�ch �� u��� f�� ���g�����, PBC-����c����� 
ANA c��������� w��h �h� ������� �������y ��� m�y �hu� ����� �� 
� m��k�� f�� ���� ���g����� ������� �f ���g����� (5). B������, 
���h�ugh �h� �uc���� c�m�������, ��c�u���g S�100, ���my���-
cy��c ��uk�m�� �������� ��� �w� c�m������� �f �h� �uc���� ���� 
c�m���x ������� (g�210 ��� �uc�������� 62), ���c� w��h ANA, 
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�� h�� ���� ������u��y ��m���������, ����-��100 �������y �� 
��� � ������ ���g�����c m��k�� f�� Ch����� �������� w��h PBC 
c�m����� �� ����-g�210 �������y, wh�ch w�� ���y ����c��� �� 
34.3% �f Ch����� �������� w��h PBC (6).

Th���f���, �� �� ����� ��c�����y �� ���c���� ��h�� ����� 
���m��k��� f�� PBC. M�������m�c� �� �h� ��u�y �f � ���g� 
�um��� �f ��w m���cu��� w��gh� m����������, ��c�u���g �m��� 
�c���, h��m���� ��� �ug���, ��� h�� ������ �� � ������ ���� 
f�� ���c������g ����� ���m��k��� f�� P��k�����'� ������� (7), 
�������� c��c�� (8), �y�� 2 �������� (9), �cu�� my�c������ 
��f��c���� (10) ��� ���-�c��m���� (11). M�������m�c� h�� ���� 
�������� ��m� �m������� ����gh� ���� �h� ���h�g������ �f hum�� 
���-��c�h���c f���y ����� �������, ���-��c�h���c ������h�������� 
��� PBC (12-16). I� �h�� ��u�y, w� u����z�� � m�������m�c� 
��ch��qu� ����� �� u�������f��m��c� ��qu�� ch��m���g���hy 
c�u���� w��h qu���u����-��m�-�f-f��gh� m��� ���c���m���y 
(UPLC/Q-TOF MS) �� �� ��m �� ���c���� ����� m��k��� f�� 
PBC ��� ��uc����� �h��� ���h���g�c�� ����� �� �h� ���g������� 
�f PBC.

Subjects and methods

Patients. A ����� �f 32 �������� w��h � c����c�� ���/�� h����-
logical diagnosis of PBC at the Second Affiliated Hospital 
�f Ku�m��g M���c�� U��������y, Ku�m��g, Ch��� ���w��� 
M�y 2010 ��� N���m��� 2011 w��� �������� �� �h�� ��u�y. Th� 
�x����m����� �����c�� w�� ��������h��, �cc�����g �� �h� ��h�c�� 
gu�������� �f �h� H�����k� D�c�������� ��� w�� �������� �y 
the Human Ethics Committee of the Affiliated Hospital of 
Ku�m��g M���c�� U��������y. W������ ��f��m�� c������ 
w�� �������� f��m ��ch �����c����� ����� �� ������m���. Th� 
���g����� �f PBC w�� ����� �� �h� f����w��g c�������, �� 
������u��y ���c����� (17): �) ��c������ ������ �f ���ch�m�c�� 
markers reflecting intrahepatic cholestasis for >6 months; ii) an 
���m�� ������y �y���m, �� �h�w� �y u������u�� �� ch����g��g-
���hy; ���) �������� w��� ���um AMA- �� AMA-M2 ��������; 
��) �������� w��� ���um AMA/AMA-M2-��g�����, �u� � ����� 
�����y �������� m������� �� ������ ���������� �� ���������� 
��f��mm�����. Th� ����������� �xc�u���� c������� ��c�u��� 
��h�� ����� ��������, �uch �� ��c�h���c ����� �������, ����� 
h��������, ��ug-���uc�� ����� ��������, g�����c ��������, c��c��, 
���g���cy, ��c�����g �u�j�c��, �� w��� �� �u�j�c�� wh��� ����� 
�� u���� ���c�m�� ��m���� w��� k��� �� ���m ��m�����u�� f�� 
>30 min. All 32 healthy control subjects (HCs) were confirmed 
to have normal liver function and fit the same exclusion criteria 
�� �h� �������� w��h PBC. I�f��m�� c������ w�� �������� f��m 
��� �u�j�c��. Th� ��u�y �����c�� c��f��m�� �� �h� ��h�c�� gu���-
����� �f �h� 2008 D�c�������� �f H�����k� ��� w�� �������� �y 
�h� ������ch ��h�c� c�mm����� �f �u� ������u����.

Sample collection and metabolomics analysis. I� ��� �u�j�c��, 
����� (3 m�) w�� ���w� �f��� � 12-h f���, ���um w�� �������� 
by centrifugation of the blood samples at 3,000 rpm at 4˚C for 
10 m��, ��� u���� ���gu���� ��m���� (2 m�) w��� c����c��� �� 
�h� ��m� ��y �� �h� ����� ��m����. A�� �h� ��m���� w��� ������ 
at -80˚C until subsequent analyses. The urine samples were 
�h�w�� �� ���m ��m�����u�� ��� c�����fug�� �� 10,000 x g 
at 4˚C for 20 min. Subsequently, 150 µl of the supernatant 
were diluted with purified water to 1 ml and filtered through 
a 0.22-µl filter. A total of 10 µl of sample was then taken. The 

blood samples were thawed at room temperature, and 180 µl of 
the sample were then added to acetonitrile (720 µl) followed by 
��g���u� �h�k��g f�� 30 ��c ��� c�����fug����� �� 15,000 x g �� 
4˚C for 10 min. The supernatant was stored at 4˚C for analysis 
w��h�� 48 h.

Chromatography. Ch��m���g���h�c ���������� w�� ���f��m�� 
on a 15 cmx2.1 mm Acquity™ 1.8 µm C18 column (Agilent 
T�ch����g���, S���� C����, CA, USA) u���g �� Acqu��y™ 
u���� ���f��m��c� ��qu�� ch��m���g���hy �y���m (U���m��� 
3000-Bruker mXis; Dionex, Sunnyvale, CA, USA). A 10-µl 
���qu�� �f ��ch ��m��� w�� ��j�c��� ���� �h� c��um�. Th� 
column was maintained at 4˚C and eluted with 0.1% formic 
�c�� (A) ��� �c���������� (B) �� � ������ g������� (0-60 m��, 
5-100% �f B). Th� f����w ���� w�� �� 0.3 m�/m��.

Mass spectrometry. M��� ���c���m���y w�� ���f��m�� 
�� � W����� Q-TOF m�c�� M��� S��c���m���� (W����� 
MS T�ch����g���, M��ch�����, UK) �� ���h �h� ESI+ ��� ESI- 
��� m����. Th� f����w��g ����m����� w��� u���: ���u��z����� 
gas, 6 l/min at 200˚C; cone, 50 l/h; source gas temperature, 
100˚C; capillary voltage, 4,500 V; cone voltage, 35 V; Q-TOF 
m�c�� MS �cqu������� ����, 0.5 ��c w��h � 0.1 ��c �����-�c�� ����y. 
Th� �c�� ���g� w�� f��m 50 �� 1,000 m/z. D��� w��� c����c��� 
�� c������� m���. A�� ����y��� w��� �cqu���� u���g �h� ��ck 
����y �� ���u�� �ccu��cy ��� ������uc������y; ����um f��m��� 
w�� u��� �� �h� ��ck m��� �� � c��c��������� �f 1 mm��/� ��� � 
flow rate of 10 µl/min, deriving an [M + H]+ ��� �� 4,500 V �� 
ESI+ mode, and an [M - H]- ��� �� 3,200 V �� ESI- m���. Th� 
��ck ����y f��qu��cy w�� ��� �� 20 ��c. S���um f��m��� w�� 
u��� �� �� �������� c������ �� �h�� ����y.

Data analysis. The raw data were analyzed using ProfileAnalysis 
��f�w��� (U���m��� 3000-B�uk�� mX��; D����x) �h� �����-
���� ��m� (��) ��� m/z ���� ���� f�� ��ch ���k w��� ����c��� 
u���g ��f�w��� f��m Um����c� AB (Um�å, Sw����). Th� ��� 
����������� f�� ��ch ���k ����c��� w��� �h�� ���m���z�� w��h�� 
��ch ��m��� �� �h� �um �f �h� ���k ����������� �� �h�� ��m���, 
�� ������u��y ���c����� (18). Th� ���u����g ���m���z�� ���k 
����������� w��� �h�� mu�������� �y 10,000. Th� ���� w��� �h�� 
�x������ ��� ����yz�� �y ����c���� c�m������� ����y��� (PCA) 
��� ������� ����� �qu����-���c��m����� ����y��� (PLS-DA) u���g 
SIMCA-P ��f�w��� (Um����c� AB). Th� ��������c�� ����y��� 
w�� ���f��m�� u���g SPSS ������� 10.0 ��f�w��� (SPSS, I�c., 
Ch�c�g�, IL, USA). A P-���u� <0.05 w�� c��������� �� ����c��� 
a statistically significant difference.

Results

Characteristics of the patients. Th� ch���c�������c� �f 32 PBC 
�������� ��� �h� 32 HC� w��� ����yz��. Du� �� h�m��y���, ��� 
����� ��m��� f��m ��ch g��u� w�� �xc�u��� f�� fu��h�� ������-
m���. Th� m��� �g�� �f �h� �������� w��h PBC ��� �h� HC� 
w��� 52.6±11.95 y���� (���g�, 30-76 y����) ��� 52.1±14.6 y���� 
(���g�, 27-76 y����), ��� �h� f�m���-m��� ������ w��� 27/5 
and 25/7, respectively. There were no significant differences 
���w��� �h� �������� w��h PBC ��� �h� HC� �� ���m� �f �g�, 
parity and gender (P>0.05). Sixteen cases from the PBC group 
w��� ��w�y ���g����� w��h PBC, ��� �h� m��� ��m� c�u��� �f 
�h� ������� w�� 25.4±45.3 m���h� (���g�, 4 ��y� �� 17 y����). 



INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE  36:  377-385,  2015 379

Th� ����� fu�c���� Ch���-Pugh �c��� w�� g���� A �� 23 c����, 
g���� B �� 8 c���� ��� g���� C �� 1 c���. Th� g���u��� ��� �����-
�m����� ������ ��� ��������� T���� I. Th� ����c���� ������ �f 
�u������������ �� �h� ���� f��m �������� w��h PBC ��� �h�w� �� 
F�g. 1. I� �����, 15 �������� w��� AMA-M2-��������, 8 w��� ����-
g�210-��������, 7 w��� ����-��100-��������, 10 w��� AMA-M2-, 
����-g�210- ��� ����-��100-��g�����, 1 w�� AMA-M2-, 
����-g�210- ��� ����-��100-��������, 7 w��� AMA-M2- ��� 
����-g�210-��������, 1 w�� ����-g�210- ��� ����-��100-��������, 
��� 2 w��� AMA-M2- ��� ����-��100-��������.

Urine and serum profiles in patients with PBC. F����w��g 
UPLC/Q-TOF ����y���, �h� ��������� ��m� ��� m/z ���� ���� 
f�� ��ch ���k w��� ����c���. A��h�ugh PCA �� �� �xc������ ���� 
f�� ���� ���uc���� ��� h��c� g���h�c�� ������y, �� ���� ��� ���� 
�����f �� �h� �������m��� �f � ���g�����c m���� �� �����c� �h� 
������c� �� �����c� �f �������. T� ������� �h�� ���u�, PLS-DA 

and the co-efficient of correlation analysis were used for marker 
����c���� ��� ������f�c�����, �� ������u��y ���c����� (19). 
F�g�. 2-4 �h�w �h� �c��� ����� �f PCA ��� PLS-DA �f �h� u���� 
m�������m� f��m �h� �������� w��h PBC ��� �h� HC� �c����� 
�y ESI+ ��� ESI-. Th� �����c���� ���� ��� �����u���� ��� ���y 
g��� u���� �h� u���� ESI m��� �� ������gu��h �h� PBC g��u� 
f��m �h� c������ g��u� u���g �h� PLS-DA m����. S��c� �������� 
w��h PBC w��� �h�w� �� �� �������u��� �� ��ff����� ��g����, w� 
������� �h�m ���� 2 �u�g��u��.

F�g�. 5 ��� 6 �h�w �h� �c��� ����� �f PCA ��� PLS-DA �f 
�h� ���um m�������m� f��m �������� w��h PBC ��� �h� HC� 
�c����� �y ESI+ ��� ESI-. I� ���h ��� �c�����g m����, �h� 
m������g ����m����� ������ �� T���� II ����c��� �h�� �h� m����� 
�f PBC h�� ���� �ucc���fu��y ��������h�� ��� �h� �������� 
w��h PBC c�u�� �� �����y ������gu��h�� �h��ugh �h��� m�����. 
Potential biomarkers were identified in the urine (Table III) 
��� ���um (T���� IV) f��m PBC ��������. Th� ������ �f 11 �f 
the 18 potential biomarkers identified were increased in the 
u���� �f �h� �������� w��h PBC, wh��� �h� ������ �f 7 �f �h��� 
18 ��������� ���m��k��� w��� ��c������ �� �h� u���� �f �h� 
�������� w��h PBC c�m����� �� �h� HC�. S�m�����y, �h� ������ 
of 9 of the 20 potential biomarkers identified in the serum of 
�h� �������� w��h PBC w��� ��c������, wh��� �h� ������ �f 11 �f 
�h��� 20 ��������� ���m��k��� w��� ��c������ �� �h� ���um 
�f �h� �������� w��h PBC c�m����� �� �h� HC�. Am��g �h��� 
���m��k���, �h� ������ �f ���� �c��� ��c������ w��h �h� ���g���-
���� �f PBC, wh��� �h� ������ �f c���������, �uch �� �������y� 
c�������� ��� �u�y�y� c��������, ��c������ w��h �h� ���g������� 
�f PBC.

Sm��� m���cu�� m���������� m�y �� ������gu��h�� �ff�c-
�����y u���g PCA ��� PLS-DA �� �h� ESI+ ��� ESI- m���. 
Th�� m��h�� �� � g��� �����c���� m��h��, ����� f��m PCA-X 
�f �h� u���� ESI+ m��� (R2X=0.608, Q2=0.21). A�� �h� ����-
��f��� m���������� �f �h� ��������� ���m��k��� ��� ������ �� 
T����� III ��� IV.

Discussion

Significant hurdles to the early diagnosis of PBC still exist. 
Du� �� �h� �h���c�m��g� �f ����� �������� ��� �h� ��m�������� �f 

F�gu�� 1. D���c���� �f �u������������ �� ���um f��m �������� w��h ���m��y ���-
���y c���h���� (PBC). A ������������ V��� ���g��m f�� �h� �������� w��h PBC 
�������� �� ������� ��u�y �� ���������, �h�w��g �h� f��qu��cy �f AMA-M2, 
A���-g�210 ��� A���-��100 �������y ����c����.

T���� I. C����c�� ���� �f g���u��� ��� ������m����� ������ �� �h� 
�������� w��h PBC.

L����  M��.  M�x.
fu�c���� N�. ���u� ���u� M��� ± SD

ALT (U/�) 32 15 1176 156±225.4
AST (U/�) 32 30 710 145.2±148.46
ALP (U/�) 32 61 893 299±203.2
GGT (U/�) 32 29 1359 346.8±280.67
GLO (g/�) 32 23.6 53.5 34.9±6.56

PBC, ���m��y ������y c���h����; ALT, ������� �m��������f�����; 
AST, ��������� ������m�����; ALP, ��k����� �h���h�����; GGT, g�u��m-
y������f�����; GLO, g���u���; M��., m���mum; M�x., m�x�mum.

T���� II. Summ��y �f �h� m������g ��f��m����� f�� PCA ��� 
PLS-DA ����y���.

 A���y���
S�m��� m��� m��� R2X R2Y Q2

U���� ESI+ PCA-X 0.608  0.21
U���� ESI+ PLS-DA 0.328 0.755 0.679
U���� ESI- PCA-X 0.933  0.585
U���� ESI-� PLS-DA 0.944 0.9 0.682
U���� ESI-�u�g��u� 1 PLS-DA 0.648 0.865 0.711
U���� ESI-�u�g��u� 2 PLS-DA 0.953 0.985 0.964
S��um ESI+ PCA-X 0.855  0.78
S��um ESI+ PLS-DA 0.765 0.877 0.848
S��um ESI- PCA-X 0.895  0.772
S��um ESI- PLS-DA 0.918 0.915 0.783

�P������� w��h PBC w��� ������� ���� 2 �u�g��u��, ���c� �h�y ���-
����u��� �� ��ff����� ��g����. PBC, ���m��y ������y c���h����; PCA, 
����c���� c�m������ ����y���; PLS-DA, ������� ����� �qu����-���c��m-
����� ����y���.
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F�gu�� 3. P������ ����� �qu���� ���c��m����� ����y��� (PLS-DA) �c��� ���� (A ��� C) ��� ������g ����� (B) �f �h� u���� m�������m� f��m �������� w��h ���m��y 
������y c���h���� (PBC) ��� h����hy c������ �u�j�c�� (HC�) �c����� �y ESI+ ��� ESI-, �����c�����y. P������� w��h PBC w��� ������� ���� 2 �u�g��u��, ���c� �h�y 
w��� �������u��� �� ��ff����� ��g���� (��� F�g. 4). C���� 1, PBC g��u�; c���� 2, HC g��u�.

F�gu�� 2. P���c���� c�m������ ����y��� (PCA) �c��� ���� (A ��� C) ��� ������g ����� (B ��� D) �f �h� u���� m�������m� f��m �������� w��h ���m��y ������y 
c���h���� (PBC) ��� h����hy c������ �u�j�c�� (HC�) �c����� �y ESI+ ��� ESI-, �����c�����y. C���� 1, PBC g��u�; c���� 2, HC g��u�.
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F�gu�� 4. P������ ����� �qu���� ���c��m����� ����y��� (PLS-DA) �c��� ���� (A ��� C) ��� ������g ����� (B ��� D) �f �h� u���� m�������m� f��m �������� w��h 
���m��y ������y c���h���� (PBC; 2 �u�g��u��) ��� h����hy c������ �u�j�c�� (HC�) �c����� �y ESI-. C���� 1, PBC g��u�; c���� 2, HC g��u�.

T���� III. S���c��� m��k��� ����c����g � ��ff����c� ���w��� ESI+ ��� ESI- �c��� �f �h� u���� ��m���� f��m �������� w��h PBC ��� HC�.

 T�±30 P������� w��h PBC
N�. (��c) ��. HC� m/z P�������� m��k���

ESI+

    1 390 ↑ 321.1362 Th��� �xyg�� ����c��� �� c����m�c �c��
    2 750 ↑ 414.2997 G�yc���c �m���
    3 810 ↑ 626.3537 �Sug�� g��� �� �xyg�� ch���c �c�� 3-g�uc�����, ���� �c��, g�ucu����c �c��
    4 930 ↑ 432.3118 7�-hy���xy-3-u������xych���c �c�� �x�-5�
    5 930 ↑ 823.4127 UK
    6 1110 ↑ 593.3328 U��������g��
    7 90 ↓ 204.9095 P������um ch������, cy��� �u�f��� �����
    8 150 ↓ 218.1390 P������y� c��������
    9 210 ↓ 232.1548 Bu�y�y� L-c��������, �u�y�y� c��������
  10 330 ↓ 268.1060 D��xygu�������, ���������
  11 390 ↓ 189.0657 H���u��c �c��, 3-�ucc��y� �y������, ����������, 
    hy���xy���z��c �c��, hy���xy���z��c �c��
  12 570 ↓ 286.2012 UK
  13 630/690 ↓ 310.2013 L-g��u� �f �mm���� ��� ��c�h��, L-c�������� z���
ESI-

  14 630 ↑ 288.6198 �C�w ���� �c�� ����um �u�f������ g��� �� �xyg��-7-�u�fu��c �c��
  15 810 ↑ 624.3392 �G�yc��� g��� �� ���xych���c �c�� 3-g�uc����� �c��
  16 870 ↑ 471.2423 �U�������xych���c �c��, ch������xych���c �c�� 3-�u�fu��c �c��, ���� �c��
    �u�f��� g��� �� �xyg��
  17 930 ↑ 448.3072 �Amm���� ������g ���� �c�� g��� �� �xyg��, ch������xych���c �c�� 
    g�yc��� c��jug����, DNA ���g�� g�yc��� c��jug���
  18 750 ↑ 528.2645 �G�yc��� g��� �� ���xych���c �c��-3-�u�fu��c �c��, 
    �G�yc��� ���h�ch���c �c�� 3-�u�fu��c �c�� ������um ����

PBC, ���m��y ������y c���h����; HC�, h����hy c������ �u�j�c��. �D������ ���� �c���. U�m��k�� m��k��� ��������� c���������. UK, u�k��w�.
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F�gu�� 5. P���c���� c�m������ ����y��� (PCA) �c��� ���� (A ��� C) ��� ������g ����� (B ��� D) �f �h� ���um m�������m� f��m �������� w��h ���m��y ������y 
c���h���� (PBC) ��� h����hy c������ �u�j�c�� (HC�) �c����� �y ESI- ��� ESI+, �����c�����y. C���� 1, PBC g��u�; c���� 2, HC g��u�.

F�gu�� 6. P������ ����� �qu���� ���c��m����� ����y��� (PLS-DA) �c��� ���� (A ��� C) ��� ������g ����� (B ��� D) �f �h� ���um m�������m� f��m �������� w��h 
���m��y ������y c���h���� (PBC) ��� h����hy c������ �u�j�c�� (HC�) �c����� �y ESI- ��� ESI+, �����c�����y. C���� 1, PBC g��u�; c���� 2, HC g��u�.
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AMA ��� ANA �������y ����y�, � c���-�ff�c���� ����y ����c-
���� m��h�� w��� ��qu��� � ���y �ccu���� �c������g m��h��. 
Th���f���, c����c���y h���fu� ���m��k��� f�� �h� ����y ����c���� 
�f PBC �h�u�� �� m���u����� �� �� �����y �cc������� �����y 
fluid, such as blood or urine. Furthermore, these biomarkers 
should provide predictive value with high specificity and sensi-
�����y. I� �h� ������� ��u�y, w� c�m����� �h� m�������m�c� 
profiles of urine and serum from patients with PBC with those 
�f �g�- ��� g�����-m��ch�� HC� u���g ���h u��u�������� PCA 
��� �u�������� PLS-DA w��h UPLC/Q-TOF.

I� �h�� ��u�y, �h� ����y��� �f �h� u���� ��� ���um m�����-
lomics profiles identified important differences between the 
patients with PBC and the HCs. One of the most significant 
observations was that the levels of bile acids were significantly 
��c������ �� �h� �������� w��h PBC c�m����� �� �h� HC�. I� 
���� w��h �u� ���u���, �� � ������u� ��u�y, �h� c��c���������� 
�f ����� ���� �c���, ��u���� ��� g�yc��� c��jug���� �f ���m��y 
���� �c��� w��� ��c������ �� �������� w��h PBC, c�m����� �� 
���-ch��������c ������ (16). I�����, ���� �c��� ��� �h� m��� 
����uc� �f ����g���u� ch��������� m��������m ��� ��� ������� 

�� ����� ���������� ��� ������y �xc������. B��� �c��� ���u�� � 
�����g ������h�����c ��c��cu������, �h��ugh wh�ch �h�y c�� �� 
c�������� ���� ��c�����y ���xych���c ��� ���h�ch���c �c��� �� 
�h� ����������. B��� �c��� ��-�������� �� �h� ���������� m�y �� 
fu��h�� �������� ��ck ���� �h� �����, �� ���y � �m��� f��c���� �f 
���� �c��� �� f�u�� �� �h� �����h���� c��cu�����g ����� ��� u���� 
�� h����hy �������u���. H�w����, ����� ��ju�y c�u��� �y ����� 
��������, �uch �� c���h���� ��� g���������� �������, ���u��� �� � 
��c����� �� �h� h�����c c������c� �f ���� �c��� ���, �����u���y, �� 
�� ��c����� �� �h� ������ �f ���� �c��� �� �h� ���um. Th���f���, ���� 
�c��� ��� c��������� �� �� � h���m��k �f ����� ��ju�y. Du���g �h� 
����y ���g�� �f ����� c���h����, ���� �c��� m�y ���uc� �h� u���gu-
������ �f h�����cy��-������� m���cy�� ch�m���x�� �������-1 
(MCP-1), � h�����c �������� c���-���������� ch�m�k���, ������g 
�� h�����c �������� c��� ��c�u��m���. I� �u��, MCP-1 m������� 
h�����c �������� c��� ��c�u��m���, c�u���g � fu��h�� ��c����� �� 
�h� h�����c c������c� �f ���� �c��� ��� fu��h�� ���m����g ����� 
c���h���� (20). Fu��h��m���, ���� �c��� ����c��y �c������ �h� ���-
inflammatory signaling network in hepatocytes and induce the 
upregulation of multiple pro-inflammatory mediators, such as 

T���� IV. S���c��� m��k��� ����c����g � ��ff����c� ���w��� �h� ESI+ ��� ESI- �c��� �f �h� ���um ��m���� f��m �������� w��h PBC 
��� �h� HC�.

 T�±30 P������� w��h PBC
N�. (��c) ��. HC� m/z P�������� m��k���

ESI+

    1 670/750 ↑ 414.3005 UK
    2 870/930/1110/1050 ↑ 450.3213 �CDCA, g�yc��� c��jug����, ���xych���c �c�� f g�yc���
    c��jug����
    3 1050 ↑ 466.316 �GCA
    4 1290/1350 ↓ 520.394 S���u��m��
    5 1350/1410 ↓ 496.3394 3-β,α-hy���xy-5-7 ���� �c�� ��hy� �����, c�������� 3.24
    X-hy���xy-3-��c�h��
    6 1470 ↓ 522.3556 UK
    7 1590 ↓ 524.2707 UK
    8 2070 ↓ 758.5705 UK

ESI-

    9 570/630/690 ↑ 288.62 �C����� �u�f������ g��� �� �xyg�� ch���c �c��-7-�u�fu��c �c��
  10 690/750 ↑ 528.2632 �G�yc��� g��� �� ���xych���c �c��-3-�u�fu��c �c��, 
    �G�yc��� ���h�ch���c �c�� 3-�u�fu��c �c�� ������um ����
  11   810 ↑ 498.2891 �CDCA, ��u��u������xych���c �c��, ��u��u�������xych���c �c��
  12   810 ↑ 514.2843 �T�u��ch���c �c��
  13 1050 ↑ 437.206 �CDCA ���xych���c �c��
  14 1110 ↑ 448.3074 �Ch������xych���c �c�� g�yc��� c��jug����, g�yc��� c��jug����
    ���xych���c �c��
  15 1290 ↓ 476.2773 UK
  16 1350/1410 ↓ 540.3302 UK
  17 1350 ↓ 564.3304 UK
  18 1470 ↓ 566.3485 UK
  19 1590 ↓ 568.3623 UK
  20 1770 ↓ 433.236 5,6-D�hy���xy-������g������ F1A

CDCA, ch������xych���c �c��; DCA, ���xych���c �c��; GCA, g�yc�ch���c �c��; PBC, ���m��y ������y c���h����; HC�, h����hy c������ �u�j�c��. 
�D������ ���� �c���. U�m��k�� m��k��� ��������� c���������. UK, u�k��w�.
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cy��k����, ch�m�k����, ��h����� m���cu��� ��� ��h�� �������� 
that influence immune cell functions (21). Moreover, bile acid 
��c����� GP-BAR1 (TGR5) �x�������� h�� ���� �h�w� �� �� 
��c������ �� ������ m����� �f c������ ��� C��h�'� ������� (22); 
��� �h� �����m��� �f � mu���� m���� �f ���-��c�h���c f���y ����� 
������� w��h � �u�� ���� �c�� FXR/TGR5 ��c����� �g����� w�� 
shown to decrease intrahepatic inflammation and altered the 
�mmu�� �h����y�� �f m���cy��� (23).

Th� ���� �c�� ������ f�������� X ��c����� (FXR) �� ��qu���� 
f�� �h� �mmu����gu�����y �c�������� �f T���-��k� ��c�����-9 �� 
intestinal inflammation (24). Another intriguing difference 
���w��� �������� w��h PBC ��� HC� �� �h� ���������y h�gh�� 
����� �f c���������, �uch �� �������y� c�������� ��� �u�y�y� 
c�������� �� HC�. C�������� �� � �u�����c� ��c�����y f�� 
���g-ch��� f���y �c��� �� ���� �h� m���ch������� �����m�m����� 
�� ���uc� β-�x������� (25). H�w����, �h� ���u��� �f ��u���� 
��������g c�������� m��������m �� �������� w��h PBC h��� ���� 
c������������ �hu� f��. S�m� ��u���� h��� ��m��������� �h�� �h� 
��ck �f c�������� ��c������ �h� ���� �f h�����c f���y �c�� �x���-
���� ��� m�y �� ����c����� w��h h�����c ���������, wh�ch c�u��� 
���h���g�c�� c����qu��c�� �� �h� ����� (26), wh����� �������� 
c�������� c��c���������� ��� ������� �� �������� w��h c���h���� 
�f ��ff����� c�u��� (27). I� ��������, �� ��c������ u�����y �xc��-
���� �f ����� c�������� h�� ���� f�u�� �u� �� �� ��c����� �� �h� 
f��c������ �xc������ �f ���h f��� c�������� ��� �h���-ch��� �cy�-
carnitine (28). Furthermore, severe carnitine deficiency leads to 
the increased apoptosis of enterocytes, villous atrophy, inflam-
m����� ��� gu� ��ju�y (29); ��� L-c�������� �u����m�������� 
h�� ���� �h�w� �� h��� � �������� �ff�c� �� �m������g �mmu�� 
��������� �� �g�� ���m��� (30).

Th� �h��� ��������� ���m��k�� f�� PBC �� �h� ���������y 
h�gh�� ����� �f ������g������ (PG), wh�ch �� �� �m������� 
���y�� �� ��f��mm����y ���c�����. I� f�c�, �hy��h�m�gg�u-
����� (PHA)-���mu�����-����ch�� m���cy��� �f �������� w��h 
PBC ����uc� �����x�m����y 3-f��� m��� PGE2 �h�� �h�� �f 
���m�� c������ m���cy��� (31); ��� �h� PGE2 ����uc�� �� 
m���cy��� m�y ���y � ���m��y ���� �� �h� hy���������������� 
�� PHA �������� �� �������� w��h PBC (32). M�������, ����h�-
���� c���� f��m �������� w��h PBC h��� ���� �h�w� �� h��� 
m������� ������ �f cyc���xyg�����-2 �x��������, wh�ch �� �u�� 
�����c������ �� �h� c��������� �f ���ch�����c �c�� ���� PG (33). 
PG� ���� fu�c���� �� �h� ���������� ��� m��������c� �f ch����c 
inflammation. One role that PGs play in such processes is the 
amplification of cytokine signaling, which in turn facilitates 
acquired immunity and induces long-lasting immune inflam-
mation (34). PGs also play a part in chronic inflammation by 
g��������g � �������� f�����ck ���� ���/�� ���uc��g ch�m�-
kines and recruiting inflammatory cells to alternate active cell 
���u������� �� �ff�c��� ����u�� (35). I� ��������, PG� c������u�� 
�� ����u� ��m������g �� f������� �� � �����f��m��g g��w�h 
f�c��� β-����������� m����� (36). Thu�, PG� ��� c�mm���y 
known as mediators of inflammation (37-39).

Th� f�u��h ��ff����c� ���w��� �h� �������� w��h PBC ��� �h� 
HC� w�� �h� �������� ����� �f u���� ���xygu�������, wh�ch �� 
k��w� �� �� �x��������y ��m�g�� �uc������� �f DNA �xc����� 
���� �h� u����. I�����, �h� �������� ����c������ �f �x������� 
������ h�� ���� �ugg����� �� �� �������� �� �h� ���h�g������ 
�f c���u��� �����c��c� �� PBC (40). F�� �x�m���, �x������� 
stress and pro-inflammatory cytokines, such as interferon-β 
��� �um�� ��c����� f�c���-α, ���uc� ���c���� �xyg�� ���c��� 

g��������� ��� �c������ �h� ATM/�53/�21WAF1/C��1 ���hw�y, 
f����w�� �y ������y ����h����� �����c��c� �� �h� c��� �f PBC (41).

I� c��c�u����, �h� f�����g� �f �h� ������� ��u�y �ugg��� 
�h�� �h� c��cu�����g ������ �f ���� �c��� ��� c�������� ��� 
��ff���������y ������� �� �������� w��h PBC. H�w����, �u� �� �h� 
��m�������� �f �h� ������� ����� ��u�y, �uch �� � �m��� ������� 
population and the absence of a stratification metabolomics 
profile amongst the disease stages of PBC, further studies to 
confirm the differential variations are warranted.
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