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基于核磁共振１犎谱的乳腺纤维腺瘤与乳腺浸润性导管癌血清代谢组学

的比较
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　　［摘要］　目的　分析乳腺纤维腺瘤患者及乳腺浸润性导管癌患者在血清代谢组学上的差异，探讨术前通过代谢特征来

辨别良恶性肿瘤的可能性。方法　收集经临床确诊的乳腺纤维腺瘤和乳腺浸润性导管癌患者血清各８例，通过核磁共振１Ｈ

谱（１ＨＮＭＲ）技术检测其血清代谢组特征，分别采用主成分分析（ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别法 （ＯＰＬＳＤＡ）分析乳腺纤维腺

瘤与乳腺浸润性导管癌之间的代谢差异。结果　ＰＣＡ和ＯＰＬＳＤＡ分析显示乳腺纤维腺瘤患者和乳腺浸润性导管癌患者的

血清代谢特征存在明显差异。与乳腺纤维腺瘤患者相比，浸润性导管癌患者血清中脂质、乳酸盐、磷脂酰胆碱／甘油磷脂酰胆

碱的含量升高，而谷氨酰胺、牛磺酸、肌酸和葡萄糖含量降低。结论　乳腺纤维腺瘤患者与乳腺浸润性导管癌患者在血清代

谢水平上具有明显差异，这些具有明显变化的代谢物可作为潜在血清代谢标记物，为临床区分良恶性肿瘤提供参考。

　　［关键词］　磁共振波谱学；乳腺肿瘤；纤维腺瘤；乳腺导管癌；代谢组学
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　　乳腺肿块是乳腺疾病中最常见的一种体征，良

恶性肿块的鉴别诊断是决定治疗方案的关键。乳腺

浸润性导管癌和乳腺纤维腺瘤均可触及无痛性的乳

房肿块，乳腺纤维腺瘤是发生于乳腺小叶内纤维组

织和腺上皮的混合性瘤，是乳腺疾病中最常见的良

性肿瘤，少数可发生恶变；而乳腺浸润性导管癌是指

癌细胞已穿破乳腺导管的基底膜并侵入间质的恶性

肿瘤，为乳腺癌中最常见的一类，约占 ７０％ ～

８０％
［１２］。近年来，随着超声诊断设备以及技术的不

断发展，结合临床、影像学以及病理学表现，乳腺纤

维腺瘤与乳腺浸润性导管癌的检出率大大增加［３５］。

但是，仍有一些患者因为病理特征不典型而不能区

分良恶性，另外在肿瘤早期无明显肿块出现的时候

更难检测出肿瘤的良恶性［６］。

代谢组学方法在肿瘤研究中的应用越来越广

泛，如前列腺癌［７］、卵巢癌［８］、直肠癌［９］等。黎莉

等［１０］用ＵＰＬＣ／ＭＳ技术研究健康人群与乳腺癌患

者在血清代谢组学上的差异，结果找出９个潜在的

血清代谢标记物，并以此来辅助诊断乳腺癌。本研

究采用高分辨的核磁共振１Ｈ 谱（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ１Ｈ，１ＨＮＭＲ）来检测乳腺纤维腺瘤及浸

润性导管癌患者的血清代谢特征，试图从代谢组水

平上找出两者之间的差异，为术前准确区分良恶性

肿瘤提供参考。

１　材料和方法

１．１　标本收集　于广州医科大学第二附属医院检

验科收集乳腺肿瘤患者血清２４例，所有患者均为初

诊患者尚未接受各种治疗，且临床检查均未合并其

他并发症。其中经手术病理确诊的有１６例，包括乳

腺纤维腺瘤８例，浸润性导管癌８例。两组患者在

年龄和病史上均无差异。所有血清均于－８０℃冰箱

贮存待测。本研究得到广东医科大学第二附属医院

医学伦理委员会批准，并经患者知情同意。

１．２　标本处理　在
１ＨＮＭＲ谱采样前，将血清取出

于室温解冻，４℃，２４３２×犵离心１０ｍｉｎ。取３００μＬ

上清加到５ｍｍ核磁管中，再加入０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸

缓冲溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ

７．４）１５０μＬ和重水１００μＬ，振荡混匀。

１．３　ＮＭＲ实验　采用ＢｒｕｋｅｒＡＶＡＮＣＥ Ⅲ５００ＭＨｚ

超导核磁共振波谱仪（Ｂｒｕｋｅｒ，Ｉｎｃ．），实验温度设为

２９８ Ｋ，采 用 ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ［ＣＰＭＧ，

ｒｅｃｙｃｌｅｄｅｌａｙ９０（τ１８０τ）ｎ! ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ］脉冲序

列，总的回波时间２ｎτ＝１００ｍｓ，延迟时间设为３ｓ，

谱宽１０ｋＨｚ，采样点数为３２ｋ，采集次数为１２８。傅

立叶变化前加０．３Ｈｚ指数窗函数处理，并采用

Ｔｏｐｓｐｉｎ２．１软件进行手动调相位和基线校正，化学

位移以乳酸甲基双峰１．３３进行定标。

１．４　
１ＨＮＭＲ谱的数据预处理　采用软件Ｔｏｐｓｐｉｎ

２．１对所有的１ＨＣＰＭＧ谱进行自动积分，积分区间

为δ０．５～９．０，积分间隔为０．００４。为了消除剩余水

峰引起的影响，将积分区间４．７～５．２的积分值设为

零。此外，在进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）前，为了消除样本间因浓度不同带来

的分析误差，对各积分值进行归一化处理。归一化

后的数值将作为原始数据导入ＳｉｍｃａＰ１２．０（Ｕｍｅｔ

ｒｉｃｓ，Ｓｗｅｄｅｎ）中进行模式识别ＰＣＡ分析。

１．５　模式识别分析　采用ＰＣＡ和正交偏最小二乘

判 别 法 （ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｓｉｇｎａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ

ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）相结合的方

法分析乳腺纤维腺瘤患者和浸润性导管癌患者的代

谢差异。ＰＣＡ分析中，我们以归一化积分面积作为犡

变量，采用的分析模式为ｃｔｒ，分析结果用得分图和负

载图表示；ＯＰＬＳＤＡ分析以归一化积分面积作为犡

变量，以血清样本分组作为犢 变量，采用的分析模式

为ｐａｒ，分析结果以得分图和相关系数载荷图表示。

其中相关系数载荷图是将ＯＰＬＳＤＡ中载荷图和相

关系数值直接导入本实验室编写的 ＭＡＴＬＡＢ（ｔｈｅ

ＭａｔｈＷｏｒｋｓ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）脚本进行处理得到。颜色编

码的相关系数值表示代谢物变化的显著性，暖色（如

红色）表示贡献率大，即代谢产物在样本组间的差异

显著，冷色（如蓝色）表示贡献率小。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件对乳腺纤

维腺瘤患者与浸润性导管癌患者血清中几种代谢物

的归一化积分值进行两独立样本狋检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　乳腺纤维腺瘤患者和浸润性导管癌患者血清

的１ＨＮＭＲ谱比较　应用Ｔ２滤波的ＣＰＭＧ序列，可

明显观察到脂类（ｌｉｐｉｄ，δ０．８９，１．２７）、亮氨酸／异亮

氨酸 （ｌｅｕｃｉｎｅ／Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ，δ０．９３，１．００）、缬 氨 酸

（ｖａｌｉｎｅ，δ０．９７，１．０４）、乳酸盐（ｌａｃｔａｔｅ，δ１．３３，４．１２）、

丙氨酸（ａｌａｎｉｎｅ，δ１．４８）、Ｎ乙酰糖蛋白（ＮＡＣ，ｎ

ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，δ２．０４）、乙酰乙酸盐（ａｃｅｔｏａｃｅ

ｔａｔｅ，δ２．２２）、谷氨酸盐（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，δ２．１４，２．３７）、谷
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氨酰 胺 （ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，δ２．４１）、柠 檬 酸 盐 （ｃｉｔｒａｔｅ，

δ２．５２，２．６９）、肌酸（ｃｒｅａｔｉｎｅ，δ３．０２）、磷脂酰胆碱／

甘油磷脂酰胆碱（ＰＣ／ＧＰＣ，ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒｏｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ，δ３．２２）、氧化三甲胺／牛磺酸（ＴＭＡＯ／

ｔａｕｒｉｎｅ，δ３．２７）、牛磺酸（ｔａｕｒｉｎｅ，δ３．４３）、甘氨酸（ｇｌｙ

ｃｉｎｅ，δ３．５４）、肌醇（ｍｙｏｉｎｏｓｉｔｏｌ，δ３．５６，３．６６）、葡萄糖

（ｇｌｕｃｏｓｅ，δ３．７０～３．９３）、酪氨酸（ｔｙｒｏｓｉｎｅ，δ６．８７，

７．１７）、组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，δ７．７３）、３甲基组氨酸（３

ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，δ７．５６），且谱峰重叠度低，减小了由于

谱峰重叠带来的分析误差（图１）。比较乳腺纤维腺瘤

患者（图１Ａ）与乳腺浸润性导管癌患者（图１Ｂ）的

１ＨＣＰＭＧ谱，两者间未见有明显差异的代谢物。

图１　乳腺纤维腺瘤（犃）和乳腺浸润性导管癌（犅）患者血清１犎犆犘犕犌谱

犉犻犵１　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲
１犎犆犘犕犌狊狆犲犮狋狉犪狅犳狊犲狉犪狅犳犫狉犲犪狊狋犳犻犫狉狅犪犱犲狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊（犃）

犪狀犱犫狉犲犪狊狋犻狀狏犪狊犻狏犲犱狌犮狋犪犾犮犪狉犮犻狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊（犅）

ＰＣ／ＧＰＣ：Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ；ＮＡＣ：Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ；ＴＭＡＯ：Ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｏｘｉｄｅ

２．２　模式识别分析　乳腺纤维腺瘤患者和浸润性

导管癌患者血清１ＨＣＰＭＧ 谱的ＰＣＡ得分图（ｔ［１］

ｖｓｔ［２］，Ｒ２＝９７．２％，Ｑ２＝７６．９％）见图２Ａ，ＯＰＬＳ

ＤＡ得分图（Ｒ２Ｘ＝４７．７％，Ｒ２Ｙ ＝７８．０％，Ｑ２＝

５０．６％）见图２Ｂ。由图２可见，乳腺纤维腺瘤患者

和浸润性导管癌患者血清样本在ｔ［１］维可以完全区

分开，且对每组样本的ｔ［１］值进行统计分析显示这

两组样本在ｔ［１］维差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

从ＰＣＡ和 ＯＰＬＳＤＡ结果可以看出乳腺纤维

腺瘤与乳腺浸润性导管癌在血清代谢组学上有明显

差异，通过 ＯＰＬＳＤＡ中相关系数编码的负载图结

果可以得出对此区分有特别贡献的代谢物。从图３

可以看出，与乳腺纤维腺瘤患者相比，浸润性导管癌

患者血清中脂质、乳酸盐、磷脂酰胆碱／甘油磷脂酰

胆碱和不饱和脂肪酸的含量升高，而谷氨酰胺、乙酰

乙酸、肌酸、牛磺酸和葡萄糖的含量降低。

图２　乳腺纤维腺瘤患者（●）和浸润性导管癌患者（▲）

血清的犘犆犃（犃）和犗犘犔犛犇犃（犅）模式分析

犉犻犵２　犘犆犃（犃）犪狀犱犗犘犔犛犇犃犪狀犪犾狔狊犻狊（犅）狅犳狊犲狉犪狅犳犫狉犲犪狊狋

犳犻犫狉狅犪犱犲狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊（●）犪狀犱犫狉犲犪狊狋犻狀狏犪狊犻狏犲

犱狌犮狋犪犾犮犪狉犮犻狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊（▲）
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图３　乳腺纤维腺瘤和乳腺浸润性导管癌患者血清

１犎犆犘犕犌的犗犘犔犛犇犃负载图

犉犻犵３　犆狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋犮狅犱犲犱犾狅犪犱犻狀犵犾犻狀犲狆犾狅狋狊狅犳犗犘犔犛犇犃

狅狀狊犲狉狌犿１犎犆犘犕犌狊狆犲犮狋狉犪狅犳狊犲狉犪狅犳犫狉犲犪狊狋犳犻犫狉狅犪犱犲狀狅犿犪犪狀犱

犫狉犲犪狊狋犻狀狏犪狊犻狏犲犱狌犮狋犪犾犮犪狉犮犻狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊

ＰＣ／ＧＰＣ：Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ

通过ＳＰＳＳ１９．０软件对ＯＰＬＳＤＡ分析中筛选

出的代谢物进行统计学狋检验，其中有统计学差异

的包括脂质、乳酸盐、葡萄糖、磷脂酰胆碱／甘油磷脂

酰胆碱、谷氨酰胺、牛磺酸和肌酸（图４）。

图４　乳腺纤维腺瘤患者与乳腺浸润性导管癌

患者血清中几种代谢物相对浓度比较

犉犻犵４　犛犲狉狌犿犾犲狏犲犾狊狅犳狊犲狏犲狉犪犾犿犲狋犪犫狅犾犻犲狊犻狀犫狉犲犪狊狋

犳犻犫狉狅犪犱犲狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊犪狀犱犫狉犲犪狊狋犻狀狏犪狊犻狏犲

犱狌犮狋犪犾犮犪狉犮犻狀狅犿犪狆犪狋犻犲狀狋狊

ＰＣ／ＧＰＣ：Ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ／ｇｌｙｃｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ． 犘 ＜

０．０５，犘＜０．０１ｖｓｂｒｅａｓｔｆｉｂｒｏａｄｅｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓ．狀＝８，

珔狓±狊

３　讨　论

１ＨＮＭＲ的代谢组学能够提供丰富的代谢信

息，且能在分子水平上实现肿瘤良恶性的区分。本

研究通过对乳腺纤维腺瘤患者与乳腺浸润性导管癌

患者血清的代谢组学研究发现，对比乳腺纤维腺瘤

患者血清代谢组，乳腺浸润性导管癌患者血清中葡

萄糖、肌酸、牛磺酸和谷氨酰胺的含量明显降低，而

脂类物质、乳酸盐和磷脂酰胆碱／甘油磷脂酰胆碱则

明显升高，所以两种疾病在血清代谢组上具有明显

的代谢差异。

脂类物质的含量变化在很多肿瘤相关疾病的代

谢组学研究中均有报道［１１１３］，说明脂代谢在肿瘤的

发生发展过程中发挥重要作用。在大多数肿瘤中，

脂类物质的含量都是升高的，如肺癌组织［１４］、肾小

细胞癌［１５］等，而在少数肿瘤如骨肉瘤［１６］中脂质的含

量则是减少的。脂类物质作为一种贮能载体，在乳

腺浸润性导管癌中其含量的增加可能说明在恶性肿

瘤体内需要更多的能量供应以适应机体的需求，同

时也可能是其他代谢途径向脂代谢途径转化加快。

本研究还发现磷脂酰胆碱／胆碱含量升高，这与食管

癌中的研究结果一致［１７］。磷脂酰胆碱和胆碱存在

于细胞膜上的磷脂，常被认为是细胞增殖的指标。

乳腺浸润性导管癌患者血清中磷脂酰胆碱／甘油磷

脂酰胆碱的升高可能意味着其细胞增殖更多，肿瘤

恶化程度更高。

此外，我们发现在乳腺浸润性导管癌患者血清

中葡萄糖的含量降低，而乳酸的含量升高。糖代谢

是最常见的代谢特征之一。研究表明，即使在氧气

充足的情况下，癌细胞也是更倾向于通过糖酵解途

径产生ＡＴＰ，而不是通过氧化磷酸化途径，这就是

Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ
［１８］。而在无氧条件下，糖酵解则更

可能发挥其供能优势。所以，我们检测到的葡萄糖

是降低的，而乳酸含量升高。同时，可能是由于在糖

酵解过程中产生的能量远少于需要消耗的能量，为

了保证糖酵解途径继续进行，肌酸作为机体内另一

种能量储备也开始启动供能，因此在血清中我们检

测到的肌酸含量是降低的。

本研究还发现牛磺酸的含量在浸润性导管癌患

者血清中有一定程度的降低。有研究报道牛磺酸是

在乳腺癌疾病研究中发现的一个新的代谢标记

物［１９］。牛磺酸是抗氧化剂，作为一种保护因子，它

的含量降低可能也说明机体正受肿瘤侵袭，而且肿

瘤恶性程度越高，其含量也越低。还有研究指出牛

磺酸参与体内渗透压的调节［１７］，其含量降低也可能

提示渗透压调节出现异常。此外，在浸润性导管癌

患者血清中，谷氨酰胺的含量也是降低的，它是肿瘤

生长所必需的氨基酸，是其重要氮源和能源物质，并

优先为肿瘤细胞所摄取［２０］，谷氨酰胺含量的降低也

可能说明肿瘤恶性化程度增高。

基于ＮＭＲ和模式识别的代谢组学方法能够给
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出乳腺纤维腺瘤和乳腺浸润性导管癌患者血清的代

谢差异以及可能涉及到的代谢通路改变。这些有显

著变化的代谢物将可能作为潜在代谢标记物，从分

子水平更好地区分良恶性肿瘤，这为乳腺肿瘤的区

分诊断提供了一种无创性的分子依据。后期我们将

继续扩大样本量，进一步验证潜在代谢标记物的诊

断和预测意义。
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