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早期肾透明细胞癌患者血清的核磁共振氢谱代谢组研究

李　育，赵靖霞，杨根金，张　薇，娄子洋

第二军医大学药学院分析测试中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　应用核磁共振一维氢谱（１ＨＮＭＲ）的代谢组学技术区分早期肾透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）患者和健康人的血清代
谢物差异。方法　选取１１例低级ｃｃＲＣＣ患者（均为Ⅰ～Ⅱ级）和１６例健康人的血清，用Ｂｒｕｋｅｒ６００ＭＨｚ核磁共振谱仪采用
ｃｐｍｇｐｒ１ｄ脉冲序列并做单脉冲压制水峰检测１ＨＮＭＲ。用主成分分析法（ＰＣＡ）和偏最小二乘判别分析法（ＰＬＳＤＡ）分析血清代

谢物的改变。结果　结合ＰＣＡ和ＰＬＳＤＡ统计方法，结果表明与健康人比较，低级ｃｃＲＣＣ患者血清中的低密度脂蛋白（ＬＤＬ）、
极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）、异亮氨酸、丙氨酸、Ｎ乙酰糖蛋白（ＮＡＣ）、乙酰乙酸、谷氨酰胺、牛磺酸、１甲基组氨酸和苯丙氨酸的含量

升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；乳酸、醋酸盐、丙酮酸、胆碱类物质、甘油和葡萄糖的含量降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。结

论　１ＨＮＭＲ技术能显著区分早期的ｃｃＲＣＣ患者和健康人的血清代谢物差异，为ｃｃＲＣＣ的早期诊断提供了一种新的有效方法。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：６７７０］

　　肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ｃｃＲＣＣ）是肾原发性肿瘤中最常见的恶性肿瘤，约占
成人肾脏恶性肿瘤的８０％～９０％［１］。该肿瘤早期
病症不明显，近３０％的ｃｃＲＣＣ患者在初诊时即发现
转移［１］。近３０年ｃｃＲＣＣ的发病率和病死率逐步上
升，因此寻找到早期ｃｃＲＣＣ的诊断方法对该疾病的
诊治十分重要。基于代谢组学的核磁共振（ＮＭＲ）
技术能检测到血清中的脂类、糖类、氨基酸等小分子

的含量及结构等特征信息，从分子水平研究肿瘤患
者与健康人的代谢差别，能更早地监测到无症状早
期肿瘤的发生和发展，并能寻找到肿瘤恶变的生物
标志物，为肿瘤的临床诊断提供科学依据。目前国
内外用核磁共振一维氢谱（１ＨＮＭＲ）对早期ｃｃＲＣＣ
的代谢组研究报道较少。Ｇａｏ等［２］用１ＨＮＭＲ谱研
究发现ｃｃＲＣＣ患者的血清代谢物在肿瘤的不同阶
段与健康人相比有明显差异。杨永霞等［３］用高分辨
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魔角旋转１ＨＮＭＲ谱研究肾脏肿瘤组织，发现肿瘤
组织与正常组织的代谢物也有显著差异。本实验
用１ＨＮＭＲ结合主成分分析法（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和偏最小二乘判别分析法（ｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳＤＡ）针对
早期ｃｃＲＣＣ患者（均为Ⅰ～Ⅱ级）和健康人血清中
的代谢改变，探索用１ＨＮＭＲ 谱方法找出早期

ｃｃＲＣＣ患者和健康人的代谢差异，从而找到诊断早
期ｃｃＲＣＣ的生物标志物。

１　对象和方法

１．１　样本收集　２０１１年１月至６月从第二军医大
学长海医院收集ｃｃＲＣＣ患者血清５０例和健康人血
清１６例，实验获得长海医院医学伦理委员会的批
准，并经被采血者和患者的同意。选取其中１１例

ｃｃＲＣＣ患者血清纳入本实验。纳入标准：（１）确诊为

ｃｃＲＣＣ；（２）均为Ⅰ～Ⅱ级ｃｃＲＣＣ；（３）原发性肿瘤未
有明显转移；（４）未接受放化疗及手术者。排除标
准：（１）伴有其他恶性肿瘤；（２）伴有其他严重疾病；
（３）肿瘤晚期。抽血前空腹禁食８ｈ，均于上午７：００
抽取静脉血３ｍｌ，４℃离心（１２００×ｇ，５ｍｉｎ）吸取血

清，并保存于－８０℃冰箱中。

１．２　样品预处理　取２００μｌ血清，并在血清中加入

６０μｌ２，２，３，３三甲基甲硅烷基丙酸（ＴＳＰ，１ｍｇ／

ｍｌ）和３４０μｌ磷酸盐缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），
振荡混匀后加入到５ｍｍ核磁样品管中。

１．３　１ＨＮＭＲ 实验　所有样品均在 Ｂｒｕｋｅｒ６００
ＭＨｚＮＭＲ谱仪上完成，每个样品都做１Ｈ 谱实验，
采用ｃｐｍｇｐｒ１ｄ脉冲序列并做单脉冲压制水峰。相
关参数如下：预饱和时间２ｓ，谱宽７２８８．６３Ｈｚ，采
样点数６４ｋ，叠加１２８次，循环１２８次，恒温２９８Ｋ。
自由感应衰减（ｆｒｅｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｄｅｃａｙ，ＦＩＤ）信号经过
傅立叶变换转为１ＨＮＭＲ图谱，化学位移以ＴＳＰδ０
定标并校对相位。

２　结　果

２．１　ｃｃＲＣＣ患者与健康人血清１ＨＮＭＲ图谱比较
分析　图１Ａ和１Ｂ分别是ｃｃＲＣＣ患者和健康人血
清典型的１ＨＮＭＲ谱，图１Ｂ中显示健康人血清中的
主要代谢物集中在０．７～８．０之间，根据文献［４６］
对ＮＭＲ谱中的代谢物信号进行指认。

图１　ｃｃＲＣＣ患者（Ａ）与健康人（Ｂ）血清典型１ＨＮＭＲ图谱

Ｆｉｇ１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｒｕｍｆｒｏｍｃｃＲＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ（Ａ）ａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ（Ｂ）

ｃｃＲＣＣ：Ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＬＤＬ：Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＶＬＤＬ：Ｖｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＮＡＣ：Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　统计学分析结果

２．２．１　数据分析　应用ＢｒｕｋｅｒＴｏｐｓｐｉｎ１．３对所

有１ＨＮＭＲ谱进行自动积分（０．７～９．０），积分间隔

０．０２。为消除残余水峰的影响，水峰所在４．７０～
５．２０区间的积分值设为零。为了减小不同样品浓度

差异带来的误差，在进行模式识别前对各分段积分

值进行归一化处理（每个区间的积分值与总积分值

的比值）。归一化的积分数据以Ｅｘｃｅｌ文件贮存，导

入ＳＩＭＣＡＰ１１．５软件分别进行ＰＣＡ和ＰＬＳＤＡ
统计分析，结果见图２和图３。主成分积分值集中

分布于椭圆形的９５％ＣＩ内，二者之间无交叉和重叠

说明ｃｃＲＣＣ患者和健康人标本显著分开，二者血清

代谢物存在显著差异。

２．２．２　ｔ检验　将归一化的原始数据做ｔ检验，ｃｃＲＣＣ
患者与健康人血清代谢物浓度变化比较见表１。

３　讨　论

　　代谢组学是继基因组学、转录组学和蛋白质组

学之后新发展起来的一门新组学技术，代谢物居于

基因和蛋白质的下游，代谢物水平变化可以说明生

物体对外源刺激和病理变化的综合应答。ＮＭＲ作

为代谢组学的主要研究手段，其优点有：样品前处理
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简单；可在接近生理条件下进行；对所有代谢物的检

测无偏向性，得到的数据较为全面且真实可靠［５］。

根据本实验结果，在ｃｃＲＣＣ早期，人体内主要是以

下几个代谢通路发生较明显的改变。

图２　ｃｃＲＣＣ患者与健康人血清代谢物ＰＣＡ结果
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表１　ｃｃＲＣＣ患者与健康人血清代谢物浓度变化比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｅｒｕｍｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎｃｃＲＣＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｎ＝１１，珚ｘ±ｓ，ｍＢ／（ｍｍｏｌ·ｋｇ－１）
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０．８６，１．２６ ＬＤＬ ０．０７５±０．０３０５ ０．０４９±０．０２１４ ↑

０．９０，１．３０ ＶＬＤＬ ０．０４７±０．０１５６ ０．０３３±０．０１２２ ↑

０．９４ Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ０．００９±０．００１０ ０．００８±０．００１７ ↑

１．０２ Ｖａｌｉｎｅ ０．００７±０．００１０ ０．００７±０．００１８ －
１．３２，４．１０ Ｌａｃｔａｔｅ ０．００４±０．０００６ ０．００８±０．００２５ ↓

１．４２ Ａｌａｎｉｎｅ ０．００３±０．０００９ ０．００１±０．０００７ ↑

１．９４ Ａｃｅｔａｔｅ ０．００４±０．０００９ ０．００６±０．００１３ ↓

２．０６ ＮＡＣ ０．０２４±０．００３９ ０．０２０±０．００３１ ↑

２．２２ Ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ ０．００１３±０．０００４ ０．０００６±０．０００６ ↑

２．３４ Ｐｙｒｕｖａｔｅ ０．００２±０．０００５ ０．００３±０．０００７ ↓

２．４６ Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ０．００８±０．００２０ ０．００６±０．００１１ ↑

３．０６ Ｃｒｅａｔｉｎｅ ０．００６±０．００１２ ０．００６±０．００１３ －
３．２２ Ｃｈｏｌｉｎｅ ０．０１９±０．００４１ ０．０２２±０．００４０ ↓

３．４２ Ｔａｕｒｉｎｅ ０．０３７±０．００６１ ０．０２８±０．００６１ ↑

３．６６ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ０．００５±０．００１１ ０．００６±０．０００７ ↓

３．７０３．９０ Ｇｌｕｃｏｓｅ ０．０１１±０．００２０ ０．０１４±０．００１９ ↓

４．６６ βＧｌｕｃｏｓｅ ０．００９±０．００２２ ０．０１７±０．００４０ ↓

５．２６ αＧｌｕｃｏｓｅ ０．０１４±０．００１９ ０．０１３±０．００２７ －
５．３ Ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｌｉｐｉｄ ０．００７±０．００２１ ０．００８±０．００３３ －
６．９０，７．２２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ０．０００４±０．０００２ ０．０００３±０．０００３ －
７．１０，７．７８ １Ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ０．０００２±０．０００２ ０．０００１±０．０００２ ↑

７．３４，７．４２ Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ０．０００５±０．０００２ ０．０００４±０．０００３ ↑
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３．１　脂代谢　ｃｃＲＣＣ患者血清中低密度脂蛋白
（ＬＤＬ，０．８６、１．２６）和极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ，

０．９０、１．３０）的含量增加，表明机体内的脂代谢紊乱。
其中ＬＤＬ是运输肝合成的内源性胆固醇的主要形
式，ＶＬＤＬ是运输内源性三酰甘油的主要形式，二
者含量增加是胰岛素抵抗脂肪代谢紊乱的主要标

志，导致机体内的三酰甘油和胆固醇的升高。而甘
油（ｇｌｙｃｅｒｏｌ，３．６６）是三酰甘油分解代谢的主要产
物，其含量的降低说明三酰甘油的分解代谢加剧。

ＬＤＬ的含量增加致使机体内胆固醇的含量升高，胆
固醇蓄积在动脉壁上和肝脏中，有可能导致动脉硬
化和增加肝脏的代谢负担［７］。胆碱类物质（ｃｈｏｌｉｎｅ，

３．２２）是细胞膜重要组成成分，作为一种贮存的脂
类来源，胆碱的含量降低与肿瘤细胞的快速增殖有
关，导致磷脂的代谢加速［８］。因此ＬＤＬ、ＶＬＤＬ的
含量增加和胆碱的含量下降是诊断早期ｃｃＲＣＣ的
重要生物标志物，在肿瘤早期，机体的脂肪代谢就被
快速增长的肿瘤细胞严重破坏。

３．２　糖代谢　葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ，３．７０～３．９０）含量降
低，根据“瓦伯格效应（Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ）”，指即使在
氧充足的条件下，肿瘤细胞仍然偏好采用糖酵解进
行葡萄糖代谢获取能量。说明由于肿瘤细胞生长繁
殖加快，加速了葡萄糖的酵解过程，因此葡萄糖含量
的降低也是诊断早期ｃｃＲＣＣ的重要生物标志物之
一［７，９］。葡萄糖含量降低与以往研究报道［９］一致，但
本实验结果得出ｃｃＲＣＣ早期患者血清中的乳酸
（ｌａｃｔａｔｅ，１．３２、４．１０）和丙酮酸（ｐｙｒｕｖａｔｅ，２．３４）浓度
下降，与Ｇａｏ等［２］用１ＨＮＭＲ谱研究ｃｃＲＣＣ患者血
清中的乳酸与丙酮酸浓度增加的结论不同。分析原
因可能是本研究的主要研究对象是ｃｃＲＣＣ早期，在
肿瘤初期机体的自我调节能力也相应调整，乳酸循
环代谢加快，防止机体由于乳酸堆积引起中毒，这有
待进一步的研究验证。

３．３　氨基酸代谢　人体必需氨基酸的异亮氨酸（ｉ
ｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，０．９４）和苯丙氨酸（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，７．３４、

７．４２）的含量都增加，说明体内氨基酸代谢紊乱。其
中异亮氨酸、苯丙氨酸、谷氨酸都参与三羧酸循环，
证明体内的三羧酸循环可能被破坏，虽然在本实验
中缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ，１．０２）的浓度改变不具有统计学意
义，但作为也参与三羧酸循环的人体必需氨基酸，随
着肿瘤恶性程度的增加，其含量很有可能会发生明
显变化［７，１０］。在正常条件下，人体内过量的苯丙氨酸
在苯丙氨酸羟化酶参与下羟化成酪氨酸（ｔｙｒｏｓｉｎｅ，

６．９０、７．２２）排除体内，而本实验中苯丙氨酸的含量增
加，但酪氨酸含量变化没有统计学意义，有可能在肿
瘤早期苯丙氨酸羟化酶含量减少，从而影响苯丙氨酸

的代谢，这些推论有待进一步验证。

３．４　其他代谢物　Ｎ乙酰糖蛋白（Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙ
ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＡＣ，２．０６）的含量增加，提示人体内凝血
机制可能出现异常。乙酰乙酸（ａｃｅｔｏａｃｅｔａｔｅ，２．２２）
含量增加，提示肾脏中脂肪酸分解代谢加快［６］。牛
磺酸（ｔａｕｒｉｎｅ，３．４２）是重要的抗氧化物质，在ｃｃＲＣＣ
患者血清中含量增加，说明在ｃｃＲＣＣ早期，肾细胞
通过增加合成牛磺酸来抵制自由基的危害。

　　综上所述，ｃｃＲＣＣ 患者血清和健康人血清
的１ＨＮＭＲ谱具有明显不同的代谢特征。本实验表
明，ｃｃＲＣＣ患者血清中的ＬＤＬ、ＶＬＤＬ、异亮氨酸、丙
氨酸、ＮＡＣ、乙酰乙酸、谷氨酰胺、牛磺酸、１甲基组
氨酸和苯丙氨酸的含量增加；乳酸、醋酸盐、丙酮酸、
胆碱类物质、甘油和葡萄糖的含量降低，而且差异均
有统计学意义。提示基于ＮＭＲ和模式识别的代谢
组学方法能发现ｃｃＲＣＣ患者血清的代谢特征以及
相关生化过程的改变，可以从分子水平更好地认识

ｃｃＲＣＣ的发生机制，为ｃｃＲＣＣ的诊断提供可靠的分
子水平上的代谢证据。
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