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基于液相色谱-质谱联用技术的肺癌细胞代谢组学分析
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摘要: 通过高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱( HPLC-Q-TOF /MS) 分别对肺癌细胞与正常细胞的极性与非极性代
谢物进行指纹图谱分析，进一步应用偏最小二乘判别分析( PLS-DA) 对代谢组学数据进行多维统计分析。研究结
果显示，与正常细胞相比，肿瘤细胞存在异常的蛋白质、脂肪酸、磷脂代谢，并发现 31 种对分类有显著贡献的代谢
小分子物质。通过本研究，建立了基于液相色谱-质谱联用技术的肺癌细胞代谢组学分析方法，发现了肺癌潜在疾
病标记物，可为肺癌分子标记物的发现及其早期诊断提供新思路和新方法。
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Metabonomics study of lung cancer cells based on liquid
chromatography-mass spectrometry
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Abstract: The metabolic profiles of the polar metabolites and the non-polar metabolites in lung
tumor cell lines H358，A549，HCC827，H1299，Calu-3，Calu-1，PC-9 and normal cell line
MRC-5 were analyzed separately using high performance liquid chromatography-quadrupole
time-of-flight mass spectrometry ( HPLC-Q-TOF /MS ) ． Partial least square discriminant a-
nalysis ( PLS-DA) was used to process the metabolic data． The results showed that the me-
tabolites of the lung cancer cell lines and normal cell line have significant differences． Fur-
ther，10 polar metabolites and 21 non-polar metabolites which had a significant contribution to
classification were selected and preliminarily identified due to the accurate mass． Comparing with
the normal cell line，the lung tumor cell lines present an abnormal metabolism in protein，fatty
acid，and phospholipids． These results may provide important information for the early diagnosis
of lung cancer．
Key words: high performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry
( HPLC-Q-TOF /MS ) ; partial least squares discriminant analysis ( PLS-DA ) ; metabonomics;
lung cancer

根据世界卫生组织报告，每年全球有上百万人

死于肺癌。肺癌原位癌治愈率接近 100%，但由于肺
癌早期临床表现不明显，大部分患者确诊时已属晚

期，只能采用姑息治疗，预后较差，总的 5 年生存率

约 10% ～15%［1］，因此，发展有效的早期诊断方法无
疑能使患者尽早得到治疗，明显改善患者预后，延长

肺癌患者的生存时间。目前肺癌诊断的常用方法有
影像学检查方法、痰脱落细胞学检查和支气管镜检
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技术［2］，这些方法容易造成漏诊与误诊，且仪器价

格昂贵，不适合作为肺癌早期筛查手段。
近年来，随着系统生物学的飞速发展，肿瘤标志

物的识别已成为恶性肿瘤早期诊断的研究热点。肿
瘤标志物是指在肿瘤发生和增生过程中，由肿瘤细

胞生物合成、释放或者是肿瘤与宿主相互作用而产
生的一类物质，其最终导致体内的代谢物质发生变

化［3］。代谢组学可以对肿瘤发生发展过程中的所
有代谢物进行定性和定量分析，并能识别未知代谢

产物［4］。这种方法已经成功地应用于乳腺癌［5］、前
列腺癌［6］的肿瘤标志物识别中，对建立肺癌的早期

诊断方法具有重要的参考价值。
目前肺癌早期标志物的代谢组学研究主要通过

对比肺癌病人与健康人的血液或尿液，但在很多代

谢过程中，代谢产物个体差异大，极易受到饮食、环
境、年龄和其他疾病等因素的干扰，在如此复杂的背
景下识别疾病标志物极有难度。而以肿瘤细胞作为
代谢组学研究对象，通过细胞代谢物的差异表达寻

找潜在的特异性疾病标记物，可以避免常规实验中

样本个体差异与复杂性问题，是一种极有前景的技

术方法。Sheikh等［7］考察了细胞培养与提取方法对
代谢物的影响，Gao 等［8］考察了细胞脂质代谢物的
提取方法和条件，这些研究都为开展细胞代谢组学

研究提供了基础，但相关研究国内外尚无报道。
本课题组以肺癌与对照细胞为样本，采用高效

液相色谱-四极杆飞行时间质谱( HPLC-Q-TOF /MS)
技术结合代谢组学数据处理手段，探索新的研究思

路以识别疾病标志物，同时与传统肺癌代谢组学研

究结果相互验证，为肺癌的早期诊断提供参考。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂
Paradigm MG4 高效液相色谱仪( 美国 Michrom

公司) ; maXis UHR-TOF超高分辨四极杆-飞行时间
质谱仪( 德国 Bruker 公司) ; IEC MICROCL 17R 微
量冷冻高速离心机( 美国 Thermo 公司) ; VXR 旋涡
混合器( 德国 IKA 公司) ; 离心浓缩干燥器( 太仓市
华美生化仪器厂) ; 25 cm2 斜颈细胞培养瓶( 美国

BD Falcon公司) 。
胎牛血清、McCoy's 5A 培养液、DMEM( Dulbec-

co's modified eagle medium) 高糖培养液、1640 培养
液( 美国 Gibco 公司) ; 甲醇、乙腈( HPLC 级，德国
Merck 公司) ; 甲酸、醋酸铵( LC-MS 级，瑞士 Fluka
公司) ; 去离子水由 NANOpure 超纯水系统( 美国
Barnstead公司) 制备。

1． 2 细胞来源
人肺癌细胞 H358、A549、HCC827、H1299、Calu-

3、Calu-1、PC-9 和人正常胚肺成纤维细胞 MRC-5 均
购自中国科学院上海细胞库。
1． 3 细胞培养
取 Calu-1 细胞使其贴壁生长于含 10% ( 体积分

数，下同) 胎牛血清的 McCoy' s 5A 培养液中; 取
MRC-5 细胞使其贴壁生长于含 10% 胎牛血清的
DMEM 高糖培养液中; 取 H358、A549、HCC827、
H1299、Calu-3、PC-9 使其贴壁生长于含 10%胎牛血
清的 1640 培养液中; 所有细胞均培养于 25 cm2 斜

颈细胞培养瓶中。将所有培养瓶置于 37 ℃，
5% CO2 的恒温培养箱中培养。每种细胞平行培养
6 份，其中 1 份用于细胞计数，另外 5 份用于细胞
提取。
1． 4 细胞提取方法
取一盒对数生长期的细胞，倒掉培养基，用 10

mL冰磷酸盐缓冲液( PBS) 清洗两遍，液氮淬灭。在
每盒细胞中加入 0. 75 mL甲醇-水( 4∶ 1，v /v) 溶液，
用细胞刮刀刮下细胞，置于 1. 5 mL离心管中。在液
氮、37 ℃ 水浴中反复冻融两次。加入 3 μL 100
μg /mL L-2-氯苯丙氨酸( 内标) 与 3 μL 100 μg /mL
溶血卵磷脂( lysophosphatidylcholine，LPC) 12: 0，加
入 0. 45 mL 二氯甲烷。置冰上，每 5 min 短暂涡旋
一次，每次涡旋 30 s，持续 30 min。加入 0. 15 mL水
促进分层。在 4 ℃下 12 000 r /min离心 5 min，置于
－ 20 ℃冰箱中过夜。将离心管上层与下层分别转
移至两个新离心管中，旋干，上层用 60 μL 含 0. 1%
甲酸的水溶液复溶，下层用 60 μL含 5 mmol /L醋酸
铵的甲醇-水-甲酸( 74∶ 25∶ 1，v /v /v) 溶液复溶。分
别进样分析。
1． 5 上层提取物的色谱条件

C18 色谱柱( 100 mm × 2. 1 mm，3 μm，日本
Shisedo公司) ; 流动相 A: 含 0. 1%甲酸的水溶液，流
动相 B: 含 0. 1% 甲酸的乙腈溶液; 流速: 200
μL /min。梯度洗脱程序: 0 ～ 5 min 0%B，5 ～ 25 min
0 ～ 50% B，25 ～ 30 min 100% B; 柱温: 25 ℃ ; 进样
量: 20 μL。
1． 6 下层提取物的色谱条件

C18 色谱柱( 100 mm × 2. 1 mm，3 μm，日本
Shiseido公司) ; 流动相 A: 含 5 mmol /L 醋酸铵的甲
醇-水-甲酸 ( 74 ∶ 25 ∶ 1，v /v /v ) ; 流动相 B: 含 5
mmol /L醋酸铵的甲醇-甲酸( 99∶ 1，v /v) ; 梯度洗脱
程序: 0 ～ 10 min 50%B ～100%B，10 ～ 30 min 100%
B; 柱温: 25 ℃ ; 进样量: 20 μL。

·296·



第 7 期 余欣尉，等: 基于液相色谱-质谱联用技术的肺癌细胞代谢组学分析

1． 7 质谱条件
采用电喷雾离子源( ESI) 正离子模式检测，喷

雾电压: + 4. 5 kV; 雾化气压: 80 kPa; 干燥气流速:
6. 0 L /min; 干燥气温度: 200 ℃ ; 碰撞池电压( RF) :
500 Vpp; 质量扫描范围: m/z 50 ～ 1 000; 质量校正
液: 1 mmol /L甲酸钠。
1． 8 数据统计分析
将 HPLC-MS 获得的原始质谱数据通过 Bruk-

er DataAnalysis 3. 3 软件转换成 NetCDF 格式，导
入 metAlignTM软件包进行峰识别、峰对齐、基线矫
正和峰面积归一化法预处理。然后导入 SIMCA-
P 11. 5 软件进行多维统计分析，在本实验中采用
PLS-DA 模型区别各组代谢物差异，通过 R2X、
R2Y、Q2 参数值评价模型质量，其中 R2X、R2Y 越
接近 1 表示模型越稳定，Q2 ＞ 0. 5 表示预测率高。
根据 PLS-DA 模型得到的变量权重值( VIP) 找到
潜在的疾病生物标志物，其中 VIP ＞ 1。为了验证
多维统计中找到的差异物是否在单位统计上具

有显著差别，实验中采用 T 检验，其中 p ＜ 0. 05
有显著性差异［9］。通过差异物的精确质荷比及
同位素比例，在 HMDB ( http: //www. hmdb. ca / )
和 METLIN ( http: //metlin． scripps． edu / ) 数据库
中搜索可能的结构式进行推测。

2 结果与讨论

2． 1 细胞提取方法的优化
液液萃取是代谢物提取方法中常用的方法之

一，Sana等［10］以血红细胞为研究对象，系统考察了
液液萃取过程中有机相和水相的性质、两相溶剂比
例、水相 pH等因素对提取到的化合物数量和实验
方法重现性的影响。Lorenz 等［11］详细考察了不同
的淬灭方法、清洗溶剂、提取溶剂对 INS-1 细胞代谢
物的提取效率与稳定性的影响。本实验对文献所述
的样品前处理方法进行了优化，采用液液萃取的方

法，分别提取细胞极性代谢物与非极性代谢物。实
验表明，用 PBS 进行清洗，液氮淬灭有助于稳定样
品代谢物。样品在液氮及 37 ℃水浴中反复冻融两
次，细胞可完全破碎。以甲醇-水-二氯甲烷( 4∶ 2∶ 3，
v /v /v) 作为提取液，水相和有机相的互溶性最小，得
到的细胞代谢物数量最多。此外，本实验中以二氯
甲烷代替文献中常用的氯仿，减少了萃取溶剂对实

验人员与环境的危害。
2． 2 分析条件的优化
实验中考察了流动相性质与洗脱梯度对样品分

离效果的影响。

细胞上层提取物主要为极性代谢物，适合使用

含 0. 1%甲酸的乙腈-水流动相体系。同时，比较了
不同梯度( 27 min、37 min、47 min) 下的色谱分离情
况，实验表明，采用 1． 5 节所述的梯度条件对细胞极
性代谢物样品的分析速度适中，分离效果最佳。
细胞下层提取物主要为脂质等非极性代谢物，

这些物质在色谱柱中的保留时间较长，且难以洗脱。
实验中考察了含 5 mmol /L 醋酸铵的甲醇-水-甲酸
体系流动相与含 10 mmol /L 醋酸铵的甲醇-水-甲酸
体系流动相对脂质的洗脱能力，同时比较了不同梯

度( 27、37、47 min) 下的色谱分离情况，实验表明，5
mmol /L醋酸铵流动相体系下质谱信号基线稳定，峰
形较好，采用 1． 6 节所述的梯度条件能检测到的色
谱峰个数最多。

图 1 H358 细胞的( a) 极性、( b) 非极性代谢物谱图
Fig． 1 Typical HPLC-MS base peak chromatograms of
( a) polar metabolite profile and ( b) non-polar
metabolite profile of lung tumor cell H358

在最优 HPLC-MS分析条件下，分别对人肺癌细
胞 H358、A549、HCC827、H1299、Calu-3、Calu-1、PC-9
及人胚肺成纤维细胞 MRC-5 的极性代谢物与非极
性代谢物进行分析，得到不同细胞的代谢物指纹图

谱。在 S /N = 10 时，8 种细胞的极性代谢物谱图分
子特征峰个数在 4 000 ～ 6 000 之间，非极性代谢物
谱图分子特征峰个数比较接近，在 2 400 ～ 2 600 之
间。较大的色谱峰容量为细胞代谢物的分析提供了
丰富信息。图 1 为典型的细胞极性和非极性代谢物
谱图。
实验中以内标物质 L-2-氯苯丙氨酸与保留时间
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为 6. 46、7. 70、10. 30、26. 32 min 的 5 个主要色谱峰
的保留时间考察了极性代谢物层实验方法的重现

性，谱峰保留时间的 RSD 均小于 1. 37%; 同时以内
标物质 LPC 12: 0 与保留时间为 11. 49、16. 31、
20. 11、24. 23 min的 5 个主要色谱峰的保留时间考
察了非极性代谢物层实验方法的重现性，谱峰保留

时间的 RSD均小于 1. 04%，表明实验所用方法具有
较好的重现性。在优化的色谱条件下，系统对标准
品 L-2-氯苯丙氨酸和 LPC 12: 0 的检出限均为 0. 5
ng /mL。
实验中还考察了同一样品在正、负离子两种模

式下的出峰情况，发现细胞样品在正离子模式下的

色谱峰较多，获得的信息量更多，且信号强度较大，

因此选择正离子模式对细胞代谢物进行分析。
2． 3 PLS-DA模型结果
在上述色谱条件下，分别对 8 种细胞的极性与

非极性代谢物进样分析，采用 PLS-DA 模型进行多
维统计分析［11］。图 2 分别为 8 种细胞的极性代谢
物与非极性代谢物的 PLS-DA 得分图。对于极性代
谢物，该模型包含 5 个主成分，其拟合参数为 R2X =
0. 779，R2Y = 0. 98，Q2 = 0. 954; 对于非极性代谢
物，该模型包含 3 个主成分，其拟合参数为 R2X =
0. 481，R2Y = 0. 983，Q2 = 0. 974; 说明模型的稳定
性和预测率较高。
由图 2 可见，在极性代谢物层与非极性代谢物

层，人胚肺成纤维细胞 MRC-5 均与其他 7 种人肺癌
细胞相距较远，说明非肿瘤细胞与肿瘤细胞代谢物

有着显著差异。在极性代谢物层，MRC-5 细胞相对
比较分散，其他各种肿瘤细胞组内聚类较好，这可能

是由于人胚肺细胞分化程度低，而肿瘤细胞分化程

度高，这与栗晖等［12］的研究结果一致。从图 2 中还
可以看出，无论是在极性代谢物层还是在非极性代

谢物层，7 种人肺癌细胞的代谢物之间也存在细微
的差异，这种差异可能是由于各细胞不同的组织来

源、形态和治疗背景造成的。
2． 4 代谢差异物
通过 HMDB 和 METLIN 数据库搜索差异物的

精确质荷比，对一些具有显著性差异的物质进行了

初步的结构鉴别，获得了 10 种细胞极性代谢差异物
( 见表 1) 与 21 种细胞非极性代谢差异物结构信息
( 见表 2) 。
在肿瘤细胞的极性代谢物层，苯丙氨酸含量增

加，缬氨酸、蛋氨酸、脯氨酸含量减少，与正常对照组
相比均具有显著性( p ＜ 0. 05 ) ，这可能是由于癌症
细胞的蛋白质代谢紊乱造成的，该结果与肺癌患者

图 2 人肺癌细胞 H358、A549、HCC827、H1299、Calu-3、
Calu-1、PC-9 及人胚肺成纤维细胞 MRC-5 的( a)
极性、( b) 非极性代谢物的 PLS-DA分类图

Fig． 2 PLS-DA results of ( a) polar-metabolites and
( b) non-polar metabolites of lung tumor cell
lines H358，A549，HCC827，H1299，Calu-
3，Calu-1，PC-9 and normal cell line MRC-5

□H358; ▲A549; ◆HCC827; △H1299; ▼ Calu-3; ◇Calu-1;
■PC-9; ●MRC-5．

血、尿代谢组学研究结论基本吻合［13 － 16］。
L-肉碱主要参与脂肪酸代谢，其主要功能是将

脂肪酸从细胞质转移到线粒体进行 β-氧化，并以酰
基肉碱的形式储备能量。与对照组细胞相比，肿瘤
细胞的丁酰-L-肉碱与 2-甲基丁酰基肉碱含量显著
增加，这可能是由于肿瘤细胞快速复制导致脂肪酸

的 β-氧化下调造成的。
鞘氨醇是细胞生命活动中的重要信号分子，通

过神经酰胺酶途径与鞘氨醇激酶途径直接参与细胞

的增殖与凋亡调控。正常细胞内的神经酰胺、鞘氨
醇、1-磷酸鞘氨醇水平通过动态平衡维持细胞的正
常生理功能。与对照组细胞相比，肿瘤细胞的鞘氨
醇含量显著增加，提示在肿瘤细胞中神经酰胺、鞘氨
醇、1-磷酸鞘氨醇的动态平衡被打破，这可能是由于
鞘氨醇激酶途径被异常激活。鞘氨醇激酶途径的异
常激活与肿瘤的发生和发展具有密切关系［17］。
在肿瘤细胞的非极性代谢物层，多种卵磷脂和

缩醛磷脂含量有不同程度的上调，Cer d42: 2 以及多
种鞘磷脂水平明显下调，提示肿瘤细胞磷脂代谢通

路发生紊乱。卵磷脂水平增高可能是由于肿瘤细
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表 1 肺癌细胞与正常细胞的极性代谢差异物鉴定结果
Table 1 Summary of the differential polar metabolites between lung tumor cell lines and normal cell line

No． p value VIP value tR /min m/z Potential result Fold change*

1 0． 0002 1． 71 3． 60 118． 09 L-valine 0． 23
2 0． 0418 1． 75 3． 94 116． 07 L-proline 0． 22
3 0． 0027 3． 38 3． 99 165． 05 phenylpyruvic acid 0． 14
4 0． 0000 15． 3 6． 46 166． 09 L-phenylalanine 1． 48
5 0． 0002 1． 48 6． 46 150． 06 L-methionine 0． 08
6 0． 0015 3． 64 6． 90 220． 12 pantothenic acid 5． 06
7 0． 0163 9． 24 7． 70 232． 15 butyryl-L-carnitine 7． 85
8 0． 0233 3． 66 7． 79 298． 10 5'-methylthioadenosine 11． 48
9 0． 0160 4． 27 10． 30 246． 17 2-methylbutyroylcarnitine 13． 67
10 0． 0016 5． 35 26． 32 274． 27 C16 sphinganine 29． 25
* The fold change was calculated as the average contents of lung tumor cell lines relative to those of normal cell line．

表 2 肺癌细胞与正常细胞的非极性代谢差异物鉴定结果
Table 2 Summary of the differential non-polar metabolites between lung tumor cell lines and normal cell line

No． p value VIP value tR /min m/z Potential result Fold change*

1 0． 0311 2． 13 6． 38 522． 35 LPC 18: 1 0． 69
2 0． 0000 3． 22 11． 49 884． 54 PS 44: 10 3． 88
3 0． 0003 5． 22 13． 08 675． 54 SM D32: 1 0． 66
4 0． 0000 2． 76 13． 98 692． 52 PC 29: 0 /PE 32: 0 2． 36
5 0． 0146 2． 95 15． 03 806． 57 PC 38: 6 /PE 41: 6 4． 68
6 0． 0033 1． 54 16． 09 720． 55 PC 31: 0 /PE 34: 0 1． 47
7 0． 0001 3． 34 16． 31 746． 57 PC 33: 1 /PE 36: 1 1． 24
8 0． 0000 2． 22 16． 36 766． 55 PC O-36: 5 /PC P-36: 4 2． 23
9 0． 0040 2． 18 16． 53 792． 58 PC O-38: 6 /PC P-38: 5 1． 87
10 0． 0000 4． 58 16． 74 718． 57 PC O-32: 1 /PC P-32: 0 3． 00
11 0． 0000 6． 11 16． 98 768． 58 PC O-36: 4 /PC P-36: 3 1． 95
12 0． 0324 4． 05 19． 43 720． 59 PC O-32: 0 1． 41
13 0． 0279 3． 59 20． 11 772． 61 PC O-36: 2 /PC P-36: 1 1． 52
14 0． 0000 3． 51 20． 34 796． 61 PC O-38: 4 /PC P-38: 3 2． 37
15 0． 0090 3． 73 20． 83 762． 6 PC 34: 0 /PE 37: 0 1． 23
16 0． 0003 5． 06 21． 16 788． 61 PC 36: 1 /PE 39: 1 1． 35
17 0． 0037 5． 05 24． 23 774． 63 PC O-36: 1 /PC P-36: 0 1． 87
18 0． 0001 5． 94 25． 62 813． 68 SM D42: 2 0． 69
19 0． 0000 3． 06 26． 17 816． 65 PC 38: 1 /PE 41: 1 3． 98
20 0． 0021 3． 03 27． 78 648． 63 Cer d42: 2 0． 33
21 0． 0000 4． 06 28． 7 815． 69 SM D42: 1 0． 62
* The fold change was calculated as the average contents of lung tumor cell lines relative to those of normal cell line．

胞能通过胞苷二磷酸胆碱途径合成高含量不饱和脂

肪酸的卵磷脂。缩醛磷脂是存在于哺乳动物组织内
含烯醚键的甘油磷脂，据文献［18］报道，在肿瘤组织

中缩醛磷脂水平增高，其原因可能与多种参与合成

或降解缩醛磷脂的酶活性改变相关，包括磷酸二羟

丙酮脂酰转酶、磷脂酰胞苷转移酶、磷脂酶 A2、磷脂
酶 C、磷脂酶 D。鞘磷脂主要存在于细胞膜、脂蛋白
和其他富含脂类的组织结构上，鞘磷脂在鞘磷脂酶

的作用下水解生成神经酰胺。神经酰胺是细胞凋亡
过程中常见的第二信使分子，据文献报道，神经酰胺

能诱导多种肿瘤细胞的凋亡，如 U937 和 JB6 肿瘤
细胞等［19，20］。
实验中还发现，与对照组细胞相比，肿瘤细胞

LPC 18: 1 含量下调，这与许多癌症代谢组学的文

献［21 － 23］报道一致。LPC 在血液中主要受溶血磷脂
酰胆碱转移酶与磷脂酶调控，有研究表明，在直肠癌

患者体内溶血磷脂酰胆碱转移酶被过度表达; 另外，

癌症患者磷脂酶活性增高均可能导致 LPC降低。

3 结论

本文提出了一种同时提取细胞极性与非极性代

谢产物的方法，并采用 HPLC-MS技术对 7 种人肺癌
细胞 H358、A549、HCC827、H1299、Calu-3、Calu-1、
PC-9 及人正常胚肺成纤维细胞 MRC-5 进行分析，
获得了 8 种细胞的代谢物图谱，结合多元统计分析
手段研究了肿瘤细胞与正常细胞的图谱变化情况，

结果表明，肿瘤细胞与正常细胞的代谢物谱图有显

著变化。通过对一些具有显著性差异的物质进行初
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步鉴定，得到了 10 种极性代谢差异物与 21 种非极
性代谢差异物。与正常细胞相比，肿瘤细胞在蛋白
质代谢、脂肪酸代谢、磷脂代谢方面发生不同程度的
紊乱，与现有文献报道情况基本相符，证明通过细胞

代谢物的差异表达来寻找潜在疾病标志物是一种极

有前景的手段，与传统的以病人血液、尿液为样本的
代谢组学研究相互佐证与补充。进一步还可以动物
模型和组织为样本，采用本文的方法对极性代谢差

异物和非极性代谢差异物进行分析和验证，以期为

研究癌症疾病机制、筛查或治疗提供一种新的有效
平台。
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