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胃癌患者血浆 24 种氨基酸代谢物水平变化
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[摘要] 目的 研究胃癌患者血浆氨基酸代谢物中是否有可作为胃癌诊断的生物标志物。方法　采用超高液相

色谱串联质谱（UHPLC-MS/MS）法检测血浆 24 种氨基酸水平，比较胃癌患者与正常人群、胃癌患者不同分期、

胃癌患者术前与术后的变化。结果　胃癌患者血浆中丙氨酸（Ala）、甘氨酸（Gly）、谷氨酸（Glu）等 18 种氨

基酸水平均较正常对照组下降，缬氨酸（Val）、精氨酸（Arg）、丝氨酸（Ser）水平较正常对照组升高，差异均

有统计学意义（P 均＜0.05），对称性二甲基精氨酸（SDMA）、犬尿氨酸（Kyn）、马尿酸（HA）水平与正常

对照组比较差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。Ⅲ～Ⅳ 期胃癌患者血浆中的 Arg 水平高于 Ⅰ～Ⅱ 期胃癌患者，

谷氨酰胺（Gln）、Glu、甲硫氨酸（Met）、苯丙氨酸（Phe）水平低于 Ⅰ～Ⅱ 期胃癌患者，差异有统计学意义

（P 均＜0.05）。18 例胃癌患者术后血浆中亮氨酸（Leu）、Arg、瓜氨酸（Cit）水平分别较术前下降，Gln、赖氨

酸（Lys）、Glu、Phe 水平较术前升高，差异有统计学意义（P 均＜0.05）。结论　胃癌患者血浆氨基酸代谢物如 
Gln、Arg 在胃癌早期预测中有重要意义。
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Variation of 24 plasma amino acid metabolite levels in patients with gastric cancer 
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[Abstract]　Objective　To study whether plasma amino acid metabolites in patients with gastric cancer can be used 
as biomarkers for the diagnosis of gastric cancer.  Methods　The levels of 24 kinds of plasma amino acids were detected by 
ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), and were compared between 
patients with gastric cancer and normal controls, between patients with different stages of gastric cancer, and between gastric 
cancer patients before and after operation.  Results　The levels of 18 kinds of plasma amino acids including alanine (Ala), 
glycine (Gly) and glutamic acid (Glu) in gastric cancer patients were significantly lower than those in the normal controls, 
while the levels of valine (Val), arginine (Arg) and serine (Ser) were significantly higher than those in the normal controls (all 
P＜0.05); there were no significant differences in symmetric dimethylarginine (SDMA), kynurenine (Kyn) or hippuric acid 
(HA) levels between the two groups (P＞0.05). The plasma level of Arg in patients with Ⅲ-Ⅳstage of gastric cancer was 
significantly higher than that in theⅠ-Ⅱstage, while the plasma glutamine (Gln), Glu, methionine (Met) and phenylalanine 
(Phe) levels were significantly lower than those in theⅠ-Ⅱstage  (all P＜0.05). The levels of plasma leucine (Leu), Arg and 
citrulline (Cit) in patients after operation were significantly lower than those before operation, while the plasma Gln, lysine 
(Lys), Glu and Phe levels were significantly higher than those before operation (all P＜0.05).  Conclusion　Amino acids 
metabolites in plasma of patients with gastric cancer such as Gln and Arg play important roles in the early prediction of gastric 
cancer. 
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胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，位居恶性

肿瘤死亡原因的第 2 位[1]。但由于胃癌通常缺乏特

异性的临床症状，很多患者确诊时已至中晚期，这

导致胃癌的 5 年生存率仍不超过 30%[2]，因此早期

诊断对提高胃癌的生存率有着十分重要的意义。目

前，胃癌的早期诊断主要依赖胃镜检查，但胃镜检

查方式尚未普及；而有关胃癌的肿瘤标志物敏感度

较差，早期胃癌诊断缺乏有效的生物标志物。

代谢组学的研究方法提供了深入了解胃癌分

子机制以及进行生物学诊断的机会。代谢组学通过

对生物体内血、尿、组织等生物样本中的代谢物进

行定量分析，寻找代谢物与生理、病理变化的对应

关系，其研究对象大多是相对分子质量在 1 000 以
内的小分子物质[3]。氨基酸代谢物是代谢物的重要

组成之一，具有多种功能，它不仅反映人体的营

养状态，还可以用于疾病的诊断、治疗、评价等[4]。近

年，已有研究揭示氨基酸代谢物与肿瘤关系密切[5]。

本研究拟分析胃癌患者与正常人群及胃癌患

者术前与术后血浆氨基酸代谢物水平的差异，探究

胃癌血浆氨基酸代谢物中是否有可以作为胃癌诊断

依据的靶向氨基酸代谢物。

1　对象和方法

1.1　研究对象　胃癌病例选自 2015 年 3 月至 2016 
年 6 月于第二军医大学长征医院普通外科和中医科

治疗的胃癌患者，共 104 例。正常人群来自长征医

院健康体检中心，体检结果未见异常，共 50 例。

病例纳入标准：病理检查明确诊断为胃癌；年龄 
18～75 周岁；手术前未接受其他抗肿瘤治疗。排

除标准：年龄不足 18 周岁或超过 75 周岁；术前接

受过放射治疗、化学治疗或靶向治疗等其他抗肿瘤

治疗方案。胃癌的临床分期依据美国癌症联合委员

会（AJCC） 第 7 版胃癌分期标准[6]。 
1.2　仪器　Agilent 6460 型三重四极杆串联质谱

仪（美国 Agilent 公司）；Agilent 1290 型超高效

液相色谱仪，包括 G4220A 双元泵、G1969-80230
真空脱气机、G4226A 自动进样器、G4212A 可变

波长 DAD 检测器、G1316C 柱温箱（美国 Agilent 

公司）；MassHunter 数据处理色谱工作站（美国 
Agilent 公司）；Labnet 定时可调速旋涡混合器

（美国 Labnet 公司）；Eppendorf 5418R 型台式冷

冻高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；赛多利斯 
CPA225D 十万分之一电子天平 [赛多利斯科学仪

器（北京）有限公司]；SK200H 型超声波清洗器

（上海科导超声仪器有限公司）。

1.3　药品与试剂　L -赖氨酸（Lys）、L -色氨

酸（Trp）、L-苯丙氨酸（Phe）、L-甲硫氨酸

（Met）、L-苏氨酸（Thr）、L-亮氨酸（Leu）、

L-异亮氨酸（Ile）、L-缬氨酸（Val）、L-甘氨酸

（Gly）、L-丙氨酸（Ala）、L-精氨酸（Arg）、

L-丝氨酸（Ser）、L-天冬氨酸（Asp）、L-酪氨酸

（Tyr）、L-胱氨酸（Cys）、L-组氨酸（His）和 
L-谷氨酸（Glu）等氨基酸标准品（中国药品生物

制品检定所）；L-马尿酸（HA）、对称性二甲基

精氨酸（SDMA）、L-焦谷氨酸（pGlu）、氨基丙

二酸（AMA）、L-谷氨酰胺（Gln）、L-犬尿氨酸

（Kyn）、L-瓜氨酸（Cit）等氨基酸标准品（大连

美仑生物技术有限公司）；内标物 L-甲硫氨酸-d4

（L-met-d4）、L-丙氨酸-d3（L-ala-d3）、L-苯丙

氨酸-d5（L-phe-d5）购自加拿大 Toronto Research 
Chemicals 有限公司。牛血清白蛋白（BSA，上海

博光生物有限公司）；PBS（上海英骏生物技术

有限公司）；七氟丁酸（HFBA，阿达玛斯试剂

有限公司），甲醇和乙腈（德国 Merck 公司，质

谱纯），甲酸（美国天地有限公司，色谱纯），

Milli-Q 超纯净水（美国 Millipore 公司）。

1.4　血浆氨基酸检测条件及方法　研究对象空腹

采血 1.5～2.0 mL，采集后立即离心，750×g 离
心 5 min，取上清。采用蛋白沉淀法对血浆样品

进行预处理。精密吸取 66 μL 血浆，置于 1.5 mL 
离心管内，加入 198 μL 蛋白沉淀剂（乙腈含有 
2% 甲酸与 400 ng/mL 内标 L-ala-d3、L-met-d4 和 
L-phe-d5），涡旋 3 min，1 100×g 高速离心 15 
min，取上层清液 50 μL；上层清液转至进样小瓶

进行超高液相色谱串联质谱（UHPLC-MS/MS）分

析。自动进样器吸取进样体积 2 μL，自动进样器
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温度 4 ℃。检测方法见文献[7]。
方法学验证操作参照美国食品药品监督管理局

（FDA）药物分析过程及方法验证指导原则[7]完成。

1.5　统计学处理　应用 SPSS 17.0 软件进行统计

学分析，数据以 x±s 表示，组间比较采用 t 检
验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　方法学验证结果　结果显示，人体空白血浆

基质不会对 24 种氨基酸的检测产生干扰。24 种氨

基酸在考察的浓度范围内呈现良好的线性关系，

最低定量限与标示浓度的相对误差小于± 20%。

日内、日间精密度分别为  0 .50%～12.43% 和 
1.43%～14.94%，均符合分析要求；短期稳定性、

长期稳定性、进样器稳定性、3 次冻融循环稳定

性分别为－14.35%～13.12%、－14.67%～14.20%、 
－14.63%～11.35%和－14.88%～13.51%，稳

定 性 良 好 。 基 质 效 应 和 提 取 回 收 率 分 别 在 
80.01%～107.19%、81.01%～110.38% 范围内。同

时，标准品储备溶液稳定性、累积效应、真实样

本再分析分别为－14.52%～14.87%、－14.28%～ 
14.92% 和 －17.61%～17.57%，同样也符美国 FDA 
指导原则相关要求。色谱图见图 1。

图 1　24 种氨基酸及 3 种内标的 UHPLC-MS/MS 色谱图

Fig 1　Representative UHPLC-MS/MS chromatograms of 24 kinds of amino acids and three internal standards
A: Multiple reaction monitoring (MRM) of blank plasma samples added with amino acid standards; B: MRM of human plasma. 

UHPLC-MS/MS: Ultra-high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry; Asp: L-aspartic acid; Ser: L-serine; Cys: 

L-cystine; Gly: L-glycine; Lys: L-lysine; Gln: L-glutamine; Thr: L-threonine; AMA: Aminomalonic acid; Glu: L-glutamic acid; L-ala-d3: 

L-alanine-d3; Ala: L-alanine; Cit: L-citrulline; pGlu: L-pyroglutamic acid; His: L-histidine; Arg: L-arginine; Val: L-valine; SDMA: 

Symmetric dimethylarginine; L-met-d4: L-methionine-d4; Met: L-methionine; Tyr: L-tyrosine; Ile: L-isoleucine; Kyn: L-kynurenine; 

Leu: L-leucine; HA: L-hippuric acid; L-phe-d5: L-phenylalanine-d5; Phe: L-phenylalanine; Trp: L-tryptophan

2.2　胃癌患者与正常人群血浆氨基酸代谢物水平

的比较　胃癌患者 104 例，其中男 65 例、女 39 
例，年龄 23～75 岁，平均（60.33±11.24）岁，中

位年龄 62 岁；正常对照者 50 例，其中男 25 例、

女 25 例，年龄 37～75 岁，平均（58.64±9.82）
岁，中位年龄 61 岁；两组年龄比较差异无统计学

意义（P＞0.05）。两组血浆氨基酸水平结果如表 1 
所示，SDMA、Kyn、HA 水平两组间差异无统计

学意义（P＞0.05），Val、Arg、Ser 水平胃癌组较

正常对照组升高（P 均＜0.05），其余 18 种氨基

酸水平均较正常对照组下降（P 均＜0.05）。

2.3　不同分期胃癌患者血浆氨基酸代谢物水平

比较　Ⅰ～Ⅱ期胃癌患者  45 例，年龄  39～75 
岁，中位年龄 62 岁，平均（61.04±10.47）岁，

Ⅲ～Ⅳ期胃癌患者 59 例，年龄 23～75 岁，中位

年龄 61 岁，平均（59.79±11.84）岁，两组年龄

比较差异无统计学意义（P＞0.05）。Ⅲ～Ⅳ期胃

癌患者血浆中的 Arg 水平高于Ⅰ～Ⅱ期胃癌患者
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（P＜0.05）；Gln、Glu、Met、Phe 水平低于

Ⅰ～Ⅱ期胃癌患者（P 均＜0.05）；其余 19 种氨

基酸水平两组间差异无统计学意义（P＞0.05）。详

见表 2。

表 1　胃癌患者与正常人群血浆氨基酸代谢物水平比较

Tab 1　Comparison of plasma amino acid metabolite 

levels between gastric cancer patients and NCs
                                                                       ρB/(μg • mL － 1)，x±s　

Ｍetabolite NC n＝50 Gastric cancer n＝104

pGlu   50.70±10.87   13.26±28.59*

Ala   38.96±18.43   6.61±3.95*

Gly 10.76±3.71   1.52±0.65*

Thr   8.12±3.16   1.10±0.45*

Val   5.26±1.09 11.32±2.74*

Ile   9.89±4.90   3.12±1.17*

Leu 19.49±6.64   4.81±1.68*

Gln   54.83±97.18   2.87±1.56*

Lys   34.35±23.29   2.39±1.51*

Glu   6.89±5.85   0.34±0.48*

Met   12.20±25.93   1.10±0.35*

His   2.61±0.89   0.36±0.14*

Phe 16.99±4.68   3.96±0.99*

Arg   6.67±2.00   8.30±3.48*

Cit   3.46±1.00   0.27±0.24*

Tyr   5.94±2.95   0.74±0.22*

Asp   2.71±5.23   0.48±0.27*

Ser   0.75±0.40   6.70±3.41*

AMA   10.32±31.61   0.55±0.40*

Cys   0.34±0.25   0.25±0.23*

SDMA   0.14±0.08  0.13±0.10

Kyn   0.44±0.27  0.37±0.14

HA   0.54±0.63  0.29±0.40

Trp 13.36±3.81   3.16±1.03*

　　NC: Normal control; pGlu: L-pyroglutamic acid; Ala: 

L-alanine; Gly: L-glycine; Thr: L-threonine; Val: L-valine; Ile: 
L-isoleucine; Leu: L-leucine; Gln: L-glutamine; Lys: L-lysine; 
Glu: L-glutamic acid; Met: L-methionine; His: L-histidine; 
Phe: L-phenylalanine; Arg: L-arginine; Cit: L-citrulline; 
Tyr: L-tyrosine; Asp: L-aspartic acid; Ser: L-serine; AMA: 
Aminomalonic acid; Cys: L-cystine; SDMA: Symmetric 
dimethylarginine; Kyn: L-kynurenine; HA: L-hippuric acid; 
Trp: L-tryptophan. *P＜0.05 vs NC group 

2.4　胃癌患者术前、术后血浆氨基酸代谢物水平

比较　随机抽取 18 例胃癌患者进行术前、术后血

浆氨基酸代谢物水平的比较，年龄 31～70 岁，平

均（59.06±10.89）岁，中位年龄 62 岁，Ⅱ期患者 

5 例、Ⅲ期 13 例。结果显示，术后患者血浆 Leu、

Arg、Cit水平较术前下降，Gln、Lys、Glu、Phe 水

平较术前升高（P 均＜0.05），其余 17 种氨基酸

水平手术前后差异无统计学意义（P＞0.05）。详

见表 3。

表 2 　不同分期胃癌患者血浆氨基酸代谢物水平比较

Tab 2　Comparison of plasma amino acid metabolite 

levels between patients with different stages of 

gastric cancer
                                                                       ρB/(μg • mL － 1)，x±s　

Metabolite StageⅠ-Ⅱ n＝45 Stage Ⅲ-Ⅳ n＝59
pGlu 10.95±6.07 12.27±9.36

Ala   6.78±4.03   6.61±3.93

Gly   1.40±0.59   1.60±0.69

Thr  1. 60±0.42   1.13±0.49

Val 10.64±2.06 10.38±2.32

Ile   3.24±1.11   3.00±1.19

Leu   4.95±1.27   4.70±1.09

Gln   3.15±1.80    2.51±1.16*

Lys   2.30±1.52   2.42±1.51

Glu   0.80±0.20    0.30±0.15*

Met   1.16±0.42    1.06±0.27*

His   0.33±0.13   0.38±0.15

Phe   4.34±1.11    3.35±1.28*

Arg   8.56±1.72  10.86±1.73*

Cit   0.25±0.16   0.30±0.30

Tyr   0.74±0.19   0.74±0.26

Asp   0.45±0.26   0.49±0.29

Ser   6.70±3.70   7.40±3.10

AMA   0.53±0.26   0.57±0.49

Cys   0.21±0.22   0.28±0.24

SDMA   0.13±0.07   0.13±0.11

Kyn   0.39±0.13   0.36±0.14

HA   0.23±0.22   0.33±0.50

Trp   3.41±1.17   2.98±0.90

　　  pGlu: L-pyroglutamic acid; Ala: L-alanine; Gly: 

L-glycine; Thr: L-threonine; Val: L-valine; Ile: L-isoleucine; 
Leu: L-leucine; Gln: L-glutamine; Lys: L-lysine; Glu: L-glutamic 
acid; Met: L-methionine; His: L-histidine; Phe: L-phenylalanine; 
Arg: L-arginine; Cit: L-citrulline; Tyr: L-tyrosine; Asp: 
L-aspartic acid; Ser: L-serine; AMA: Aminomalonic acid; 
Cys: L-cystine; SDMA: Symmetric dimethylarginine; Kyn: 
L-kynurenine; HA: L-hippuric acid; Trp: L-tryptophan. *P＜0.05 
vs stage Ⅰ-Ⅱ
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表 3　胃癌患者术前、术后血浆氨基酸代谢物水平比较

Tab 3　Comparison of plasma amino acid metabolite 

levels between pre-operation and post-operation of 

gastric cancer patients 
ρB/(μg•mL－1), n＝18, x±s　

    Metabolite Pre-operation Post-operation
pGlu  11.26±2.50 12.29±2.73
Ala    8.49±2.34   5.75±2.49
Gly    2.10±0.38   1.58±0.58
Thr    1.26±0.46   0.97±0.35
Val    5.29±0.89   5.45±1.09
Ile    2.55±0.77   3.11±1.67
Leu    4.83±1.21    4.56±0.84*

Gln    3.26±1.37    4.71±1.60*

Lys    1.78±0.38    2.35±1.33*

Glu    0.33±0.27    0.89±1.11*

Met    1.15±0.35   1.12±0.38
His    0.39±0.11   0.35±0.12
Phe    3.84±0.45    4.79±1.18*

Arg   10.72±2.53    7.63±1.54*

Cit    0.52±0.24    0.27±0.13*

Tyr    0.89±0.18   0.81±0.16
Asp    0.58±0.19   0.62±0.22
Ser    7.17±0.57   7.64±0.38
AMA    0.63±0.21   0.56±0.15
Cys    0.59±0.24   0.39±0.34
SDMA    0.09±0.00   0.13±0.07
Kyn    0.32±0.09   0.39±0.11
HA    0.24±0.24   0.41±0.42
Trp    2.80±0.77   2.98±0.49

pGlu: L-pyroglutamic acid; Ala: L-alanine; Gly: L-glycine; 
Thr: L-threonine; Val: L-valine; Ile: L-isoleucine; Leu: 
L-leucine; Gln: L-glutamine; Lys: L-lysine; Glu: L-glutamic 
acid; Met: L-methionine; His: L-histidine; Phe: L-phenylalanine; 
Arg: L-arginine; Cit: L-citrulline; Tyr: L-tyrosine; Asp: 
L-aspartic acid; Ser: L-serine; AMA: Aminomalonic acid; 
Cys: L-cystine; SDMA: Symmetric dimethylarginine; Kyn: 
L-kynurenine; HA: L-hippuric acid; Trp: L-tryptophan. *P＜0.05 
vs pre-operation 

3　讨　论

胃癌是世界范围内第 4 位常见的恶性肿瘤[8]。

氨基酸作为代谢网络中重要的一类代谢物参与多

种生理和病理过程，如蛋白质等多种含氮化合物

的生物合成等，其浓度的变化可以反映体内生理

甚至病理反应的机制，其与肿瘤之间也可能存在

相关性。已有研究表明胃癌患者体内存在氨基酸

代谢异常[9]。

肿瘤细胞往往呈现糖酵解增加，即瓦氏效应

（Warburg effect）[10]。肿瘤细胞即使在有氧情况下

也常通过糖酵解途径提供能量，而不是通过氧化

磷酸化反应。肿瘤细胞的生长速度远远大于正常

细胞，但糖酵解的供能效应较低，肿瘤细胞必须

增加摄取葡萄糖为自身的快速增殖提供能量[11]。由

于葡萄糖来源的进入三羧酸循环的乙酰辅酶 A 浓
度在肿瘤细胞中明显下降，肿瘤细胞需要其他替

代途径补充三羧酸循环。在哺乳动物细胞中，除

了葡萄糖外，另一主要供能来源主要是 Gln，其在

肿瘤生物合成过程中提供重要的能量以及氮、碳

生物合成底物[12]。

本研究结果显示，胃癌患者血浆中包括 Gln 
在内的多种氨基酸代谢物水平均较正常对照组下

降，与 Wang 等[10]研究结果基本一致。此结果反映

出肿瘤的快速增长对氨基酸需求旺盛，因此造成

肿瘤组织中氨基酸含量升高，而血浆中氨基酸含

量下降，这一现象又被称为“氮窃取”[13]。不同分

期的胃癌患者的代谢物水平可能存在差异[14]。本

实验结果还表明，Ⅲ～Ⅳ 期胃癌血浆中的 Gln、
Glu、Met、Phe 水平低于 Ⅰ～Ⅱ 期胃癌患者，术

后患者血浆中 Gln、Glu 水平较术前有所升高。与 
Gln 等大多数氨基酸的变化趋势不同，胃癌患者

中少数血浆氨基酸代谢物水平高于正常人群，如 
Arg，该氨基酸还与分期有关，Ⅲ～Ⅳ 期胃癌患者

血浆中的 Arg 水平高于Ⅰ～Ⅱ期胃癌患者；同时胃

癌术后患者血浆的 Arg 水平低于术前。已有研究显

示 Arg 与肿瘤的生长有着密切的关系[15]，逆转 Arg 
可能成为肿瘤治疗的策略之一[16]。

本实验结果表明胃癌血浆氨基酸代谢物如

Gln、Arg 在胃癌早期预测中有重要意义。但这些

差异氨基酸是否能作为胃癌早期诊断的标志物，

仍需要大规模的临床研究进行验证。由于氨基酸

代谢容易受多种因素影响[17-18]，在今后的研究中除

分析肿瘤内环境对氨基酸代谢的影响外，还需要

分析整体因素对其的影响，以便更好地了解胃癌

的生物学进程。
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