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［摘　要］目的：分析原发性肺癌患者血清中小分子代谢产物的改变。方法：利用质子核磁共振（１ＨＮＭＲ）检
测１８例肺癌（病例组）和同期１７例正常体健者（对照组）血清中小分子代谢产物 α葡萄糖、不饱和脂肪酸、肌
酐、丙氨酸、谷氨酸盐、丙三醇、苏氨酸、异亮氨基酸、低密度脂蛋白、３羟丁酸、脂类以及极低密度脂蛋白含量，通
过主成分分析法比较两组受检者血清中小分子代谢产物含量的变化。结果：１ＨＮＭＲ图谱能明显区分实验组和
对照组血清小分子代谢产物，实验组血清中α葡萄糖、不饱和脂肪酸及肌酐含量较对照组明显增加，丙氨酸、谷
氨酸盐、丙三醇、苏氨酸、异亮氨基酸、低密度脂蛋白、３羟丁酸、脂类及极低密度脂蛋白较对照组明显减少，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：原发性肺癌患者血清中小分子代谢产物与正常体健者存在差异，原发性肺癌
患者血清丙氨酸、谷氨酸盐、丙三醇、苏氨酸以及异亮氨基酸可能成为原发性肺癌诊断标志物。
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　　我国肺癌发病率已达到６１４／１０万，由于肺癌
起病隐匿，患者对治疗的依从性较差和可普遍运用

的检测手段缺乏，确诊的肺癌患者８０％已属于晚
期，５年生存率＜１５％［１］。早期诊断和早期治疗是

预防肺癌发生和降低死亡率最有效的方法，早期诊

断的肺癌患者，５年生存率可达到８０％，根治切除
后５年生存率可达到３５％ ～５０％［２］。因此，寻找

一种高特异性、高敏感性的非损伤性的肿瘤诊断标

志物应用于临床变得十分必要。代谢组学研究是

比较分析健康状态与疾病状态下小分子代谢产物

表达的差异，可帮助寻找各种疾病早期诊断的生物

标志物，用于疾病预后及治疗效果的评判［３］。基

于核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＮＭＲ）的
代谢组学方法可以在受检者体内或体外快速、无损

伤性地进行代谢物含量的比较分析。本研究采

用１ＨＮＭＲ观察原发性肺癌患者血清中小分子代谢
产物的变化，分析原发性肺部肿瘤患者血清特征代

谢谱，从中筛选代表性小分子标志物，以期为原发

性肺癌的早期诊断提供新的分子标记。

１　对象与方法

１１　研究对象
随机抽取２０１２年１月 ～２０１３年１２月诊断为

原发性肺癌患者１８例作为病例组，男性１５例，女
性３例，平均（４４６±１４７）岁。纳入标准：胸部 Ｘ
线检查发现肺部孤立性结节或肿物，有分叶或毛

刺；肺癌高危人群，有咳嗽或血痰，胸部 Ｘ线检查
发现局部性病变，经积极抗炎或抗结核治疗２～４
周无效或病变增大；节段性肺炎在２～３个月内发
展成为肺叶不张，或肺叶不张短期内发展成为全肺

不张；短期内出现无其他原因的一侧增长性血性胸

水，或一侧多量血性胸水伴随肺不张或胸膜结节状

改变着；明显咳嗽、气急，胸片显示双肺粟粒样或弥

漫性病变，排除粟粒性肺结核、肺转移瘤、肺真菌病

者；胸片发现肺部肿物，伴有肺门或纵膈淋巴结肿

大，并出现上腔静脉阻塞、喉返神经麻痹或伴有远

处转移表现者［２］。选取同期健康体检者１７例为对
照组，男性８例，女性９例，平均（４０２±１９７岁），
入选标准：既往身体健康，无长期服药史，无重大

疾病史以及近期无感染史，无吸毒及酗酒史。病例

组与对照组在年龄、性别、血常规、血生化分析结果

等比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。所有入选
对象均签署知情同意书，研究获得医院伦理委员会

批准。

１２　方法
１２１　样本的采集　所有入选者采集血清前未使
用任何药物及治疗干预，于清晨室温下取空腹８ｈ
后静脉血８ｍＬ，室温下自然凝固后 ３０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液，编号，置 －８０℃冷冻备用。
向已编号试管中依次加入 ＴＳＰ重水（Ｄ２Ｏ）溶液
（１ｇ／Ｌ）１００μＬ，血清５００μＬ及 Ｄ２Ｏ５０μＬ，充分
震荡混匀后，１３０００ｇ离心１０ｍｉｎ。取５００μＬ上
清加入５ｍｍ核磁共振管中待用，当样本全部溶解
呈匀质透明时，进行核磁检测。

１２２　ＮＭＲ数据采集及分析　采用核磁共振仪
（型号ＢｒｕｋｅｒＡＶ－６００）检测，检测温度为２６８５℃。
以三甲基硅烷（ＴＭＳＰ）信号峰定位化学位移（ｐｐｍ）
进行调零。调整基线后以００４ｐｐｍ为间隔，从０
～８ｐｐｍ对谱图进行积分处理，对谱峰进行相位校
正，进行傅立叶变换（ＭｅｓｔＲｅｃ软件）得到１ＨＮＭＲ
谱图，以００１ｐｐｍ进行分段积分。将积分按每张
谱的总积分强度归一化。所得数据输出并转换到

Ｅｘｃｅｌ文件保存。
１３　统计学方法

数据用 ＳＰＳＳ２２０统计软件分析。计量资料
均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，对照组与病例组男
女比例采用χ２检验，两组间生化指标比较采用ｔ检
验，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。代谢组学分
析是将Ｅｘｃｅｌ格式数据输入到ＳＩＭＣＡＰ软件，用主
成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）进行
多元统计分析。为消除非实验因素的影响，强化组

间差异，本研究对数据进行正交信号校正处理（ｏｒ
ｔｈｏｇｏｎａｌｓｉｇｎａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ，ＯＳＣ），然后采用偏最小二
乘法（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅ，ＰＬＳ）进行回归分析，分
段积分值作为自变量（Ｘ），样本的分类变量作为因
变量（Ｙ），分析结果以前两个主成分分别作得分图
和载荷图。基于ＰＣ的输出载荷图（ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ）可
判定９５％的可信区间内的代谢物。

２　结果

病例组血清１ＨＮＭＲ图谱（图 １），利用 ＳＩＭ
ＣＡＰ１００软件进行 ＰＣＡ分析获得血清中小分子
代谢产物散点图，用以区分 ２组人群，在血清

１ＨＮＭＲ谱的得分图中，病例组与正常对照组能明
显区分开（图１），通过检测血清样品，得到血清１Ｈ
ＮＭＲ图谱（图２）。根据化学位移进行分段积分，
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图１　病例组与对照组血清１ＨＮＭＲ
谱中三维积分图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｉｎｔｅｇｒａｌｍａｐｏｆｓｅｒｕｍ
１ＨＮＭＲｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

通过ｔ检验方法筛选出具有统计学意义的化学位
移段，经过１ＨＮＭＲ图谱比对小分子代谢物，发现
病例组血清中 α葡萄糖、不饱和脂肪酸及肌酐含
量较对照组明显增加，丙氨酸、谷氨酸盐、丙三醇、

苏氨酸、异亮氨基酸、低密度脂蛋白、３羟丁酸、脂
类及极低密度脂蛋白较对照组明显减少，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

３　讨论
肿瘤作为一种基因疾病，可以认为是一种代谢

性的疾病，当肿瘤基因开始突变与抑癌基因的失

活，从细胞基因改变开始到细胞生理状态的改变，

细胞代谢状态始终贯穿于肿瘤的发生发展的整个

过程中。机体代谢物的整体相关图谱可反映细胞、

组织或器官的生理状态，系统比较不同生理状态、

不同实验条件下的相关性图谱，可区分处于不同生

理状态的细胞、组织或器官［３］。

注：Ａ为低密度脂蛋白，Ｂ为缬氨酸，Ｃ为异丁酸盐，Ｄ为三羟基丁酸，Ｅ为海藻盐，Ｆ为乳酸盐，Ｇ为乙酸盐，Ｈ为糖蛋白，
Ｉ为乙酰半胱氨酸，Ｊ为乙酰乙酸盐，Ｋ为谷氨酰胺，Ｌ为天冬氨酸盐，Ｍ为二甲胺，Ｎ为赖氨酸，Ｏ为肌酐，

Ｐ为丙三醇，Ｑ为谷氨酸盐，Ｒ为丙氨酸，Ｓ为β葡萄糖，Ｔ为α葡萄糖

图２　被检血清代谢组分６００１３ＭＨｚ单脉冲１ＨＮＭＲ图谱
Ｆｉｇ．２　６００．１３ＭＨｚｓｉｎｇｌｅｐｕｌｓｅ１ＨＮＭＲｍａｐｏｆｓｅｒｕｍｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

表１　病例组患者血清水溶性代谢物
Ｔａｂ．１　Ｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆ

ｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

代谢产物
定位信号峰化学

　位移（１０－６）
变化趋势（１）

α葡萄糖 ５２４、３７６、３７２ 增加

肌酐 ３９２ 增加

丙氨酸 ３７６ 增加

谷氨酸／谷氨酰胺 ３６８、２０８ 减少

丙三醇 ３６４ 减少

苏氨酸 ３６ 减少

异亮氨基酸 １２８、０９３ 减少

低密度脂蛋白 １２４ 减少

３羟丁酸 １２ 减少

极低密度脂蛋白 ０８８ 减少

胆固醇 ０７２ 减少

（１）与对照组比较的变化趋势

本研究发现，原发性肺癌患者机体出现糖代谢

亢进和脂肪代谢的减弱，这可能是因为肺部肿瘤的

生长摄取了患者血清中大量能量物质，机体为保证

其他正常器官机体能量代谢需要，须增加有氧氧化

途径中的“原料”而出现糖代谢亢进和脂肪代谢的

减弱，丙氨酸、支链氨基酸等作为能量物质参与机

体糖异生代谢，补偿机体因为慢性消耗缺少的能

量［４－５］。同时因为糖类代谢的亢进，造成血清中脂

肪代谢途径的抑制，引起脂类相关代谢产物的降

低。

氨基酸代谢不仅对于机体合成代谢有重要作

用，对于肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭能力同样具有

重要的意义。某些氨基酸如同肿瘤标志物一样，在

肺癌、皮肤癌、前列腺癌、结肠和乳腺癌不同的肿瘤

７１９

　８期 田　舍等　原发性肺癌患者血清的代谢组学初步研究



患者中表现出异常表达，但是在慢性消耗性疾病中

与正常人没有太大差别［３，６－１１］。肿瘤在肺部的生

长，不仅影响人体呼吸、循环系统，同样会引起机体

能量代谢方面的改变，并造成整体代谢状态的改

变，导致机体内一些氨基酸代谢相关的酶发生代谢

状态改变，造成氨基酸的异常表达，为肿瘤组织提

供能量，构建自己生长发育所需相关蛋白，而且还

能逃逸宿主免疫系统的肿瘤细胞杀伤作用和免疫

监视等作用［１２］。氨基酸还可作为信号分子，参与

到肿瘤细胞调控细胞各种信号通路中，并作为原癌

基因下游作用蛋白对自身进行调控、参与细胞能量

相关代谢调控信号通路形成，控制细胞的增殖周

期、生长以及侵袭能力［１３－１４］。

代谢组学作为生物系统定性和定量的手段，在

自然产物的分析、基因功能检测得到了长足的发

展。本文通过１ＨＮＭＲ方法对原发性肺癌患者血
清中代谢物的筛查，结果发现肺癌患者血清中 α
葡萄糖、不饱和脂肪酸及肌酐含量较健康者明显增

加，丙氨酸、谷氨酸盐、丙三醇、苏氨酸、异亮氨基

酸、低密度脂蛋白、３羟丁酸、脂类及极低密度脂蛋
白较对照组明显减少（Ｐ＜００５）。对于符合上述
代谢结果变化的患者应高度重视，列为原发性肺癌

高危人群。１ＨＮＭＲ为临床诊断工作提供一条研究
疾病机制的重要手段，为肺癌在早期及作出诊断及

治疗，对患者生理代谢功能的调节，有助于延长患

者的生存期。
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