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代谢组学分析在肿瘤标志物筛选中的应用进展
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　 　 代谢组学(metabonomics)的概念是 Nicholson 等在

1999 年率先提出的。 相对于基因组学、转录组学以及

蛋白质组学,代谢组学更关注生物体的表型,因此也是

肿瘤潜在生物标志物筛选中最有前景的发展方向[1-2] 。
它借助于核磁共振波谱法(nuclear

 

magnetic,NMR)、质
谱(mass

 

spectrometry,MS) 结合多种分离手段对生物

体系在生理或病理状态下所有内源性小分子代谢产物

的动态变化进行分析,从而描绘出生物体代谢轮廓,探
索内源性小分子物质与疾病发生发展间的关系[3] 。 分

子量小于 1
 

000 道尔顿的小分子化合物是代谢组学关

注的主要目标。 相比较于基因、转录和蛋白质研究,代
谢组学反映的是细胞活动的最终产物,所以也最稳定。
由于细胞在维持功能时时刻都在发生代谢,因此代谢

组学分析能反映有机体在一定时间段内的功能和状

态,在某种疾病状态下基因和蛋白表达的微小变化会

在代谢物上得到放大,许多不能从这两种物质上体现

的变化可以在代谢组学中得到检测。 目前研究已证实

肿瘤的发生和进展与代谢异常密切相关[4-5] ,而肿瘤的

常规检测与研究中又缺乏高敏感性和高特异性的肿瘤

标志物,因此作为一种新型的研究方法,代谢组学可以

分析肿瘤发生发展中产生的所有代谢物,识别有价值

的潜在标志物,从而为肿瘤的诊治开辟新途径。

1　 代谢组学的技术策略

　 　 通常的代谢组学研究从生物样本的采集开始,经
过样本的预处理,样本的分离、检测、鉴定以及数据分

析,生物标记物识别和途径分析。
1. 1　 样本的采集和预处理　 代谢分析样本可以为生

物液体和细胞、组织提取物,目前研究较多的主要是血

清、血浆、尿液、胆汁、脑脊液等生物液体[6-7] 。 样本入

选时应注意研究群体间参数应尽量接近,样本采集的

时间、部位、种类等应保持一致,同时应考虑生活习惯、
日夜节律、药物、精神状态以及地域等外在因素的影

响。 样本采集后一般在-80
 

℃ 低温下保存,运输过程

用干冰或冰袋低温保存。 样本的处理过程应保证样本

中各组分的稳定,避免引起变化。
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1. 2　 代谢组学的分析技术　 可用于代谢组学分析的

技术有 NMR、MS、红外光谱、紫外吸收等,其中 NMR
和 MS 是目前最常用的分析技术[8] 。 NMR 的优势在

于能够对样品实现无创性和无偏向的检测,样品处理

简单,因此客观性较好。 同时 NMR 也有检测灵敏度有

限、动态范围小、硬件设备投入较大等缺点。 通过与色

谱技术的联用,质谱平台的普适性、高敏感性、高特异

性结合色谱对小分子化合物的分离,能够有效地降低

离子抑制效应,改善代谢物的分析。 目前,色谱-质谱

联用已发展成为代谢组学研究的主流技术平台,通过

质谱与气相色谱,液相色谱以及毛细管电泳等分离技

术的联用,实现了对大多数代谢物分析的覆盖。 常规

的各种质色谱联用技术各有优缺点,气相色谱-质谱法

(GC-MS)主要优点是对挥发性小分子的分辨率和检测

灵敏度高,可定性能力强等,而对于挥发性差、分子量

较大的代谢物只能采用衍生化的方法,且处理过程较

为繁琐。 液相色谱-质谱法( LC-MS) 的优点是敏感性

高,样本预处理方法相对简单,代谢物检测的覆盖面

大。 缺点是对样本预处理的要求比较高,为实现对不

同理化特性代谢物的分析,需开发不同的样本预处理

方法,同时样品的轻微污染会对数据分析产生较大的

影响。
1. 3　 代谢组学的数据分析　 代谢物经仪器分析产生

的原始数据需经过一系列的数据预处理过程才能够得

到可进行后续分析的数据,目前该过程多由仪器公司

的商业化软件完成。 预处理完成后可通过多元统计分

析及常规的统计分析来获取有用的生物学信息,包括

生物表型、代谢标志物等信息[9] 。
模式识别是分析代谢表型的主要数据处理方法之

一,其中非监督模式方法多用于分析生物体或特定疾

病人群的表型特征,其中最常用的有主成分分析(prin-
cipal

 

component
 

analysis,PCA)、聚类分析( hierarchical
 

cluster
 

analysis,HCA) [10] 等方法。 而有监督模式识别

方法则通过数学模型实现不同类代谢表型组的分离,
来实现对未知类别样本的分类预测以及发现新的代谢

标志物等目的。 常用的有监督模式识别方法包括偏最

小二乘法(partial
 

least
 

squares,PLS)、偏最小二乘法-判
别分析(PLS-discriminant

 

analysis,PLS-DA)等[10] 。
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在实际应用中先用非监督模式识别方法对样本进

行初步分类,然后借助监督模式方法建立预测模型,发
现生物标志物。 对于未知结构的代谢标志物,通过网

络数据库(例如人类代谢组数据库 HMDB)的查询,推
断代谢物可能的分子结构和生物学功能。

2　 代谢组学分析在肿瘤潜在标志物筛选中的应用

　 　 通过对肿瘤患者血清、尿液、胆汁、脑脊液等体液

中代谢产物的分析能够发现一些区别于正常人异常表

达的潜在标志物,其诊断效率显著高于常规的检测项

目,并且部分标志物与肿瘤的分期分化等预后因素密

切相关,因此组学分析在肿瘤标志物筛选中有重要意

义。 国内外已有部分学者在这方面进行了研究,并取

得一定的成效[11-13] 。
2. 1　 血液样本潜在肿瘤标志物的筛选　 血液样本是

代谢组学研究中最常用的样本,目前已有学者将代谢

组学成功应用于胃癌、前列腺癌、乳腺癌、肠癌[14-16] 等

肿瘤标志物识别中,并显示出它们在肿瘤早期诊断和

研究中的优势和价值。 Kim
 

SC 等[17] 通过运用 MAL-
DI-TOF-MS 结合 PCA-DA 识别对卵巢癌患者和正常人

血清进行分析后发现了 2 种有意义的低质量离子

(LMI)差异代谢物,通过鉴定后发现这 2 种代谢物质

为同型半胱氨酸( L-homocysteic
 

acid,HCA) 和溶血磷

脂胆碱 ( lysophosphatidylcholine, LPC
 

16 ∶ 0 ), 其中

HCA 在卵巢癌中的表达显著高于健康对照组,进一步

用 ELISA 方法验证卵巢癌患者血清中 HCA 的水平后

发现:当 cutoff 值设为 10
 

nmol / ml 时 HCA 的敏感性和

特异性分别达到 64. 0%和 96. 9%,显著高于常规的血

清学检测项目 CA125 和 HE4,对卵巢癌早期诊断有重

要价值,因此 Kim
 

SC 认为 HCA 是卵巢癌血清学初筛

中一个强有力的潜在肿瘤标志物。 同时 HCA 和 LPC
 

16 ∶ 0 水平还与卵巢癌的分期和组织分型密切相关,
因此对卵巢癌的预后等研究也有重要意义。 Ashish

 

Gupta 等[18]运用 1H-NMR 与 OPLS-DA 结合的方法分

析了 100 例口腔白斑病(癌前病变),100 例口腔鳞状

细胞癌以及 75 例健康对照血清中的代谢产物,发现了

8 种有意义的代谢产物,其中谷氨酰胺、丙酸、丙酮、胆
碱等代谢产物能精确地将 93. 5%的口腔白斑患者与其

他两者区分(ROC:0. 97),而谷氨酰胺、丙酮、乙酸和胆

碱能区分 92. 4%的口腔白斑患者和口腔癌患者(ROC:
0. 96),因此他们认为基于 NMR 的血清代谢组学分析

能准确区分口腔癌发展的不同阶段,为口腔癌的诊治

提供了新方向。 国内学者 Xie
 

G 等[19] 运用 GC-MC 联

合 OPLS-DA 对美国康涅狄格州和中国上海各 100 例

早期胰腺癌患者及 100 例健康对照进行研究后发现,
运用一组包括谷氨酸、胆碱、1,5-脱水葡萄糖醇、三甲

铵乙内酯、甲基胍 5 种代谢产物可将两地区早期胰腺

癌患者和健康对照显著区分,敏感性和特异性分别高

达 97. 7%、83. 1%和 77. 4%、75. 8%,由于胰腺癌早期

诊断十分困难且恶性程度高,因此这一结果在胰腺癌

早期诊断标志物的筛选和研究中有重要价值。 在血液

疾病研究方面,Chen
 

WL 等[20] 通过 GC-TOF-MS 联合

OPLS-DA 的方法检测了 400 例急性髓系白血病

(AML)患者和 446 例健康对照,结果发现在检测的 10
多种葡萄糖代谢产物中有 6 种代谢产物在 2 组间有显

著差异,其中甘油-3-磷酸、乳酸、柠檬酸在 AML 患者血

清中的含量较对照组显著下降,而丙酮酸、α-酮戊二酸

和 2-HG 在 AML 患者中显著增加。 进一步将这 6 种代

谢产物组合来评估 AML 患者的预后发现:患者的生存

期(OS)和无事件发生期( EFS) 与乳酸、丙酮酸、α-酮
戊二酸、2-HG、甘油-3-磷酸的含量成负相关,但与柠檬

酸含量成正相关,由于这些代谢物与 AML 遗传基因间

无相关性,因此他们认为可以将其作为研究 AML 一个

独立的疾病特征因素。
2. 2　 尿液样本潜在肿瘤标志物的筛选　 在尿液代谢

物的研究方面 Chan
 

AW 等[21] 采用 1H-NMR 的方法结

合 PLS-DA 和 OPLS-DA 方法对 3 组研究对象包括 43
例胃癌患者:40 例胃部良性病变患者以及 40 例健康

人的尿液进行检测并分析,结果发现了多种在不同组

别间有显著差异的代谢产物,其中有 9 种代谢产物包

括蔗糖、二甲胺、1-甲基烟酰胺、2-糠酰甘氨酸、N-乙酰

羟色胺、反乌头酸、丙氨酸、甲酸和 5-羟色胺等可将胃

癌患者和健康人显著区分且 VIP 值较高,有望成为潜

在的肿瘤标志物。 研究者进一步运用 LASSO-LR 回归

分析将 2-羟基异丁酸、3-吲哚硫酸酯、丙氨酸 3 种代谢

产物组合后建立了一种区分胃癌患者和健康人的有效

方法,其 ROC 曲线下诊断面积 AUC 值高达 0. 95。 因

此他们认为胃癌患者存在差异性尿液代谢谱,将其应

用于临床对胃癌的早期诊断潜力巨大。 Alberice
 

JV
等[22]通过液相色谱-质谱和毛细管电泳-质谱的方法对

48 例已确诊的膀胱癌患者的尿液进行分析后发现了

27 种差异性代谢物,其中部分代谢物与患者的诊断和

分期密切相关,因此这一研究结果对筛选膀胱癌诊断、
预后的潜在标志物有重要价值。
2. 3　 胆汁样本潜在肿瘤标志物的筛选　 Xu

 

XF 等[23]

通过 LC-MS 的方法对 32 例胆道癌患者、61 例良性胆

道疾病患者和 22 例正常人的胆汁样本进行分析,结果

发现运用 PLS-DA 的二维和三维散点图能明确区分胆

道癌患者、良性患者和正常人。 进一步运用 OPLS-DA
的方法来寻找鉴别胆道癌患者和良性患者的潜在标志

物,结果显示,胆道癌组胆汁中溶血磷脂酰胆碱、苯丙

氨酸、色氨酸的含量显著低于良性组,而牛磺酸和甘氨

酸结合胆汁酸含量则显著高于良性组。 鉴于目前胆道
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癌早期诊断缺乏有效的检测方法,因此他们认为代谢

组学分析是鉴别良恶性胆道疾病非常有价值的方法,
同时通过组学分析寻找胆道癌早期诊断标志物也将值

得期待。
2. 4 　 脑脊液样本潜在肿瘤标志物的筛选 　 An

 

YJ
等[24]通过对 26 例肺癌转移性软脑膜癌患者和 41 例

正常人的脑脊液样本运用 NMR 方法进行研究后发现:
转移性软脑膜癌患者的脑脊液代谢物和正常人之间差

异有统计学意义,其中肌醇、肌酸、乳酸、丙氨酸和柠檬

酸差异性最显著,将其组合后诊断软脑膜癌患者 ROC
曲线下面积高达 0. 996,同时患者脑脊液代谢物还与

软脑膜癌患者的分级密切相关。 由于首次脑脊液细胞

学检查的检出率较低(约 69%),而多次取样会增加患

者痛苦,因此他们认为代谢组学方法将为转移性软脑

膜癌患者的诊断提供新思路。 类似 Nakamizo
 

S 等[25]

通过 GC-MS 的方法分析了 32 例术前胶质瘤患者的脑

脊液样本,结果发现在检测到的 61 种代谢产物中柠檬

酸、异柠檬酸水平在胶质母细胞瘤 GBM(高度恶性)患

者中显著高于其他Ⅰ ~ Ⅲ级胶质瘤患者,而乳酸和 2-
氨基庚二酸水平在胶质母细胞瘤中显著高于Ⅰ、Ⅱ级

胶质瘤。 进一步研究发现,在Ⅰ ~ Ⅲ期异柠檬酸脱氢

酶(IDH)突变型胶质瘤患者中其柠檬酸、异柠檬酸和

乳酸的水平要显著高于野生型患者,同时在Ⅲ ~ Ⅳ级

胶质瘤患者中乳酸水平的升高与病情恶化相关,综合

以上结果他们认为对胶质瘤患者脑脊液的代谢组学分

析非常有助于研究胶质瘤的分期和预后。

3　 代谢组学的研究展望

　 　 代谢组学研究已成为当前肿瘤研究的一个新方

向,通过对肿瘤患者血液、尿液、胆汁、脑脊液等体液中

代谢产物的分析能够发现,对临床诊断、预后及监测有

价值的标志物,同时也能筛选出新型的分子治疗靶

点[26-27] ,因此,组学研究在筛选潜在肿瘤标志物中有非

常重要的意义。 同时随着“精准医疗” 概念在肿瘤治

疗中的逐步推广,在未来通过深入分析个体的代谢组

学结合基因组学和蛋白组学分析将能够指导临床制定

出更理想的个性化治疗方案,而且组学样本获取容易、
安全,检测方便、快速,随着组学技术的进一步发展,它
在肿瘤研究和应用中前景广阔。 但目前代谢组学的发

展也需要不断的完善:一方面代谢组学的发展寄托于

样本获取、保存、干扰以及组学检测、分析等方面的标

准化,代谢数据库的不断扩大和更新,检测成本的进一

步下降,而对未知物的鉴定是代谢组学研究的瓶颈;另
一方面也依靠检测筛选的差异性标志物其敏感性和特

异性在临床应用中得到反复的验证,从而为组学技术

在肿瘤早期诊断、分期、分化、预后以及疗效监测等应

用中打开空间。
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在氨苄青霉素培养基中不再成活生长。 2010 年国内

毛艳等[9]采用 siHybrids 技术沉默铜绿假单胞菌外排

泵 mexB 基因,通过体外效应研究证明 siHybrids 分子

能干预铜绿假单胞菌 PAO1
 

mexB 基因 mRNA 的表达,
且沉默作用呈现时间依赖性,在 24

 

h 能有效地发挥干

预作用。
本研究通过 PCR 检测耐药基因以及 MIC 和硼酸

抑制实验检测细菌的耐药性和产 KPC 酶情况,筛选出

产 kpc-2 的耐碳青霉烯类抗生素肺炎克雷伯菌株,根
据 kpc-2 基因序列以及 siHybrids 设计原则,设计合成

21
 

bp 的 siHybrids 干扰片段。 通过 PCR 扩增 kpc-2 基

因序列,并将基因连接到表达载体 pET28a,构建表达

kpc-2 的载体 pET28a-kpc-2,并最终转化到 BL21LD3
工程菌并进行培养,进行 siHybrids 干扰实验。 研究结

果显示,不加 siHybrids 的对照组菌株,其 kpc-2 基因的

表达水平随着时间的延长而呈升高趋势。 加入 siHy-
brids 的低浓度组和高浓度组菌株,其 kpc-2 基因的表

达水平均随着时间的延长而呈下降趋势,与细菌对数

生长周期性的规律截然不同,且 siHybrids 的浓度与

kpc-2 基因的表达水平呈负关( r= -0. 782,P = 0. 014),
这些现象证实了试验中的 siHybrids 分子对耐碳青霉

烯类抗生素肺炎克雷伯菌的 kpc-2 基因起到了沉默作

用[10-12] 。 另外,研究结果还显示,siHybrids 干预能显著

增大美罗培南抑菌圈的直径(P< 0. 05),不同浓度的

siHybrids 对美罗培南抑菌圈直径的增大幅度不同,高
浓度组美罗培南抑菌圈的直径显著大于低浓度组(P<
0. 05),且 siHybrids 的浓度与美罗培南抑菌圈直径的

大小呈正相关( r = 0. 882,P = 0. 024),这些都说明 si-
Hybrids 的浓度与 kpc-2 基因的沉默作用效果密切相

关,浓度越高,沉默效果越显著[13-15] 。
总之,本研究证实了 siHybrids 能抑制耐碳青霉烯

类抗生素肺炎克雷伯菌 kpc-2 基因的表达水平,能提

高美罗培南的抑菌效果,其作用机制是 siHybrids 分子

特异性沉默了肺炎克雷伯菌的 kpc-2 基因。
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