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摘 要：【目的】比较食管鳞癌患者和健康志愿者的血清代谢谱，寻找食管鳞癌特有的代谢标志物。【方法】选

择一组明确诊断的食管鳞癌患者作为实验组、一组健康志愿者作为对照组，以液相色谱-质谱法（LC-MS）检测其血

清轮廓代谢谱，通过单变量分析和多变量（主成分分析及偏最小二乘回归分析法等）比较两组代谢谱并寻找差异性

代谢物，通过代谢物质通路的富集分析探讨其可能异常生物学过程。【结果】入组食管鳞癌患者 20例为实验组，健

康对照 20例为对照组，变异倍数分析和T检验等单因素分析结果得出 21种差异性代谢物（P<0.05）；选择单变量分

析P<0.05、变异倍数（FC）>2、变量投影重要度（VIP）>1，通过偏最小二乘回归的多变量统计分析，最终得出差异性代

谢物为肌苷、苯丙氨酸二肽、羟基吲哚硫酸、2-顺式二十烯酸）、硫酸普萘诺酮）、δ-戊丙酰胺）；富集分析显示上述代

谢物通路中均有不同程度的能量代谢异常，且为过度消耗状态。【结论】食管鳞癌和正常对照组之间的血清代谢谱

存在明显差异，主要表现在能量代谢上的过度消耗。
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Abstract：【Objective】To compare the serum metabolic profiles of patients with esophageal squamous cell carcinoma
and healthy volunteers，and to find metabolite markers of esophageal squamous cell carcinoma.【Methods】Select a group of
patients with esophageal squamous cell carcinoma as the experimental group and a group of health volunteers served as a
control group，and their serum profile metabolic profiles were detected by liquid chromatography-mass spectrometry（LC-
MS）. Variable analysis and multivariate（principal component analysis and partial least square regression analysis）. Differ⁃
ential metabolites were discovered by comparing the metabolic profiles of the two groups. Its possible abnormal biological
processes were explored through enrichment analysis of metabolite pathways.【Results】Twenty patients with esophageal
squamous cell carcinoma were included in the experimental group，and 20 healthy controls were the control group. The
multiples of variation；The results of Univariate analysis detected 21 different metabolites（P<0.05）；The differential
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metabolites were finally Inosine，Phe Phe，Indoxylsulfuric acid，2-cis Eicosenoic Acid，Pregnanolone sulfate，delta-
Valerolactam through multivariate statistics through partial least squares regression；Enrichment analysis showed that the
above mentioned metabolite pathways all have different degrees of abnormal energy metabolism，and they were in a state of
excessive consumption.【Conclusion】There is a significant difference in the serum metabolic profile between esophageal
squamous cell carcinoma and the normal control group，which is mainly manifested in the excessive consumption of energy
metabolism.

Key words：metabolomics；esophageal cancer；energy metabolism
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（3）：468-474］

食管癌总体治疗效果欠佳的原因之一，是缺乏

早期诊断的简便有效的方法。近年，有作者试图引

入基因学和蛋白质的标志物作为早期诊断和预后

的评估，但仍然无法有效应用于临床。代谢组学是

系统生物学的一个新兴领域，为识别有价值的生物

标志物提供了一种强有力的、有前途的方法。代谢

组学描述了生物流体或组织中存在的低分子量代

谢物的浓度和通量的研究，这些研究提供了有关生

物系统及其当前状态的详细信息［1-3］。本研究的目

的主要是通过液相色谱-质谱联用（liquid chroma⁃
tography-mass spectrometry，LC-MS）技术比较一组

食管鳞癌和健康志愿者的血清代谢谱，寻找食管鳞

癌特有的代谢标志物，为食管鳞癌的早期诊断提供

参考，为下一步研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 病例资料

选择一组明确诊断的食管鳞癌患者作为实验

组、一组健康志愿者作为对照组。病例均来自中山

大学附属肿瘤医院和中山市人民医院（中山大学附

属中山医院），研究经过上述两家医院的伦理委员

会同意，所有入组的患者和志愿者均已签署知情同

意书。实验组入组标准：①经组织病理学明确诊

断；②病理类型为鳞状细胞癌；③年龄在 18~70岁；

④检查前均未接受过化疗、放疗等抗肿瘤治疗；⑤
临床分期 T1-4N1M0/T4N0M0（stage IIIA or IIIB），

无远处转移；⑥无合并其他恶性肿瘤；⑦无合并其

他代谢性疾病；⑧无合并感染的表现，如发热、血象

升高等。对照组入组条件：①年龄在 18~70岁；②
无合并恶性肿瘤或代谢性疾病。

1.2 实验方法

1.2.1 血清的采集 清晨空腹，7：00 am采周围静

脉血；用离心管收集血液样本，37 ℃或者室温静置

1h分层；3 000 r/min（r=8 cm）室温离心 10 min，取
上清转移至干净的离心管中；12 000 r/min（r=8 cm）
4 ℃离心 10 min，取上清分装到 1.5 mL的离心管，每

管0.2 mL。-80 ℃冰箱冻存，干冰冷藏转运。

1.2.2 样品前处理 取 200 μL血清加入400 μL甲
醇，涡旋混合 30 s；-20 ℃静置 2 h；将样本 4 ℃，

13 000 r/min（r=8 cm）离心 15 min；取上清于 EP管
中，真空抽干；加入 100 μL甲醇涡旋 30 s溶解，

13 000 r/min（r=8 cm）离 心 15 min，取 上 清 过

0.22 μm滤头过滤，每个样品取 20 μL混合，制成质

控样品。

1.2.3 质谱条件 AB 5600+ Triple TOF质谱仪能

够在控制软件（Analyst TF 1.7，AB Sciex）控制下基

于 IDA功能进行一级、二级质谱数据采集，一级扫

范围 m/z（50~1 000），二级扫范围 m/z（25~1 000），

二级轰击能量：30 eV。ESI离子源参数设置如下：

雾化气压（GS1）：55 Pa，辅助气压：55 Pa，气帘气

压：40 Pa，温度：550 ℃，喷雾电压：5 500 V（正离子

模式）。技术标准参照我国GB/Z 35959-2018液相

色谱-质谱联用分析方法通则。

1.2.4 数据分析 转格式：数据首先使用 Analysis⁃
BaseFileConverter 转换为 .abf 格式。使用MSDIAL
软件对转换后的 abf文件进行寻峰、峰对齐、归一化

等处理，同时基于一级和二级图谱搜索 MassBank、
MoNA、Respect、GNPS数据库，得到鉴定结果。

MSDIAL软件设置参数：Alignment：MS1 toler⁃
ance 0.01 Da；Retention time tolerance 0.3 min；Iden⁃
tification：Accurate mass tolerance（MS1）：0.007Da
（MS2）：0.03 Da

对于MSDIAL对齐鉴定出来数据，通过质控样

品控制样品指标变异系数值小 30%，然后删除组内

缺失值>50%的离子峰。采用 Pareto-scaling 方法

进行归一化，应用 MetaboAnalyst软件进行差异分

析和富集分析。
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2 结 果

2.1 入组情况

实验组（G1）20例，均为食管鳞癌，从 2018年 1
月至 2019年 5月收治的经病理学明确诊断的患者。

男性 18例，女性 2例；年龄 34~67（58.6±7.25）岁。

其中 T2N1M0 5例，T3N1M0 14例，T4N0M0 1例，分

期构成 IIIA期 5例，IIIB期 15例；肿瘤位于胸上段 2
例，胸中段 10例，胸下段 8例。对照组（G2）为健康

人群，男性 17例，女性 3例；年龄 42~69（50.3±9.25）
岁。两组均签订实验知情同意书。比较实验组和

健康对照组的年龄和性别构成比，差异均无统计学

意义（P<0.05）。

2.2 实验质量控制

2.2.1 总离子流图 将 10 次分析得到质量控制

（quality control，QC）样本的总离子流图，进行谱图

重叠比较。（图 1）。理论上，QC样本是一样的，但

在物质提取、检测分析过程中会有系统误差，导致

QC样本之间出现差异，这个差异越小，说明系统的

稳定性越好，数据的质量也越高。

2.2.2 主成分分析 从每个样品中提取适量待检

测液（常规量为 10 μL）进行等量混合作为实验的

QC样品。将QC样本与测试样本检出的全部峰进

行主成分分析（principal component analysis，PCA；
图2）。

2.3 代谢物鉴定结果

通过软件MS_DIAL进行峰寻找、峰对齐等数

据处理，同时基于一级与二级图谱与数据库种化合

物图谱进行匹配，得到鉴定结果。 对无法与数据

库对应的峰另外进行图谱预测，得到预测结果。下

图展示每个样品检出的代谢物质及鉴定出物质的

多少。 本实验检出总物质峰 1 849个，符合二级图

谱1 388个，共鉴定出物质402种（图3）。

2.4 样品差异性分析

通过主成分分析（图4）等统计学方法在样品全

局代谢物含量的水平比较样品间的差异（均一性）。

2.5 单变量分析

本项目采用变异倍数（Fold Change，FC）分析、

t检验对代谢物进行单变量统计分析，并绘制火山

图（图 5）。显示出样本间代谢物具有显著性变化。

单变量分析的差异代谢物，共21种。

2.6 多变量分析

采用偏最小二乘回归分析法（partial least
squares regression analysis，PLSDA）分析。图 6可

以看出，两组样品分布相距较远，并分别集中在各

自区域，表明两组样品含量差异明显。

The results showed that the response intensity and retention time of each spectrum peak were basically overlapped, which indicates that the varia⁃
tion caused by instrument error was small during the whole experiment.

图1 10次QC样本的总的离子流图

Fig.1 Total ion flow diagram of 10 QC samples
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2.7 差异指标筛选结果

本项目以 P<0.05、Fold Change大于 2倍且VIP
值>1作为差异代谢指标的筛选标准（表1，图7）。

3 讨 论

恶性肿瘤的本质是基因疾病，也是代谢性疾

病，其发生、发展、对放化疗的敏感性和毒副反应也

是由基因的异常导致的，但从基因的异常到出现功

能表现的差异，当中经历了极其复杂的生化过程，

主要是由患者个体、抗肿瘤治疗和肿瘤本身三者的

共同作用结果。以代谢组学为基础去研究肿瘤的

发生发展，具有客观准确、高效直接的优点。目前

对于乳腺癌、肝癌、结直肠癌、胰腺癌等应用代谢组

学已进行早期诊断的研究［4-9］。由此看来，食管癌

也应该有其本身独特的代谢特点，可以用于揭示其

肿瘤内在的生理生化过程，甚至可能进一步上推反

证至基因调控的异常。本研究尝试比较食管鳞癌

患者和正常人血清代谢组学的差异，寻找食管癌特

异性的血清代谢产物，为了解食管鳞癌的发生发展

及早期诊断提供线索，也为下一步食管癌放化疗敏

感性的评估提供实验基础。

目前食管癌的代谢组学研究已经不少，但研究

设计差异大、使用的标本不同、采用的检测方法、条

件也不统一，故结果相差甚大，实验重复性差。既

往一些基于核磁共振波谱的代谢组学研究［10-11］表

明，食管癌患者尿液中的代谢物成分不同于健康对

照组，然而筛选的差异代谢成分的一致性差，有研

究尝试比较食管癌肿瘤组织和尿液的代谢谱的关

联性，评估以尿液作为检验样本的可靠性，结果表

明患者肿瘤组织和尿液之间的明显代谢特征和代

谢途径紊乱存在一定的关联性，尿液代谢特征的变

化是如何反映食管肿瘤组织中代谢情况，当中也可

能经历了一系列生化过程，仍需要进一步的研

究［12］。由于代谢组学中遇到的生物样品的复杂性，

为了尽可能多地检测代谢物，质谱（mass spectrome⁃
ter，MS）分析通常与分离技术结合使用，常用的分

离方法包括气相色谱（gas chromatography，GC）、液

相色谱（liqiud chromatography，LC）。气相色谱适合

于热稳定性好或具挥发性的化合物分离。液相色

G1: Experimental Group; G2: Control Group; QC: Quality Control
Sample；The PCA score chart shows that the repeatability of the experi⁃
ment was good, the instrumental analysis system of this experiment was
stable, and the test data was reliable.

图2 PCA 2D得分图

Fig.2 PCA 2-dimensional score chart

表1 物质差异结果综合统计表

Table 1 comprehensive statistical table of substance difference

Metabolite name
Inosine
Phe Phe
Indoxylsulfuric acid
&Delta；2-cis Eicosenoic Acid
Pregnanolone sulfate
&delta -Valerolactam

Formula
C10H12N4O5
C18H20N2O3
C8H7NO4S
C20H38O2
C21H34O5S
C5H9NO

Credibility
Pass
Pass
Pass
Pass
Pass
Fail

VIP score
1.53
1.45
1.48
1.322
1.05
7.72

P

0.004
0.003
0.033
0.046
0.040
<0.001

sig
Down
Up
Up
Up
Up
Up

Formula：Chemical formula of metabolite；Credibility：whether the metabolite has secondary spectrum and matches the database；VIP score：
sore of variable importance for the projection；P value：P value of t-test between groups；sig：significant changes in metabolites among samples；
Up：up regulation；Down：down regulation.
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谱-质谱联用技术则融合了液相色谱的高效及快速

分离效能和质谱的高敏感性及高特异性优点，对于

极性、难挥发性或大分子化合物等复杂生物样品来

说，是测定分析的理想选择［13］。故本研究仍采用

LC-MS作为主要检测技术。样品制备是代谢组学

的关键步骤。因此，一个全面和系统的组织制备方

案筛选策略是非常可取的。我国有作者研究开发

了一种基于 LC-MS的优化和评估策略，以筛选针

对不同类型内源性代谢物（氨基酸、肉碱、胆碱等）

的高提取效率和可重复性食管组织制备方案，并特

别关注低水平代谢物，建立了一种稳定性、敏感性

和重复性都较好的方案，称为“逐步加入溶剂和均

匀化湿组织方案”（stepwise addition of solvents and
a homogenized wet tissue protocol，SWHW）［14］。由此

可见，在实验的样品选择、制备过程至关重要。

本研究最终筛选出 6种差异性代谢标记物：肌

苷（inosine）、苯丙氨酸二肽（Phe Phe）、羟基吲哚硫

酸（indoxylsulfuric acid）、2-顺式二十烯酸（2-cis
eicosenoic acid）、硫酸普萘诺酮（pregnanolone sul⁃

fate）、δ-戊丙酰胺（delta-valerolactam）。然而进一

步通过富集分析发现上述差异性代谢物，与氧化磷

酸化、精氨酸的生物合成、钙信号通路、产热效应、

醛固酮的合成与分泌、嘌呤代谢。其中可信度较高

的是嘌呤代谢途径。尽管上述的代谢物参与的代

谢途径不同，但通过富集分析，通路检索发现，各条

通路中多数呈能量代谢的异常，其中 4个可见还原

型 辅 酶 Ⅰ （nicotinamide adenine dinucleotide，
NADH）的下调。NADH是一种化学物质，是烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸的还原态。因NADH主要在细胞

中参与物质和能量代谢，产生于糖酵解和细胞呼吸

作用中的柠檬酸循环，并作为生物氢的载体和电子

供体，在线粒体内膜上通过氧化磷酸化过程，转移

能量供给三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）
合成，所以 NADH又被称为线粒体素。理论上，1
分子 NADH释放的能量，可以合成 2.5分子 ATP。
无氧条件下，葡萄糖代谢所产生的 ATP是十分少

的。而有氧条件下，经过糖酵解和三羧酸循环产生

的 NADH或还原型黄素二核苷酸（flavine adenine

Peak_num：Number of peaks detected；MSMS：The number of peaks with MS2 spectrum；Identified：The total number of peaks identified。The
figure showed that except for individual samples，the number of detected substances in the conventional state was basically at the same level，which
proves that the experiment was relatively stable.

图3 各组样品检出的物质峰数量

Fig.3 Number of peaks detected in each group
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dinucleotide，reduced，FADH2）经由氧化磷酸反应

可产生大量的 ATP；NADH的量与产生量直接相

关，每个细胞所含的NADH越多，所产生的能量越

多，需要能量越多的器官，其所含的（或所需的）

NADH的量也越高。然而，本研究中的差异代谢的

多条代谢通路过程中显示NADH和肌苷下调，显示

食管癌患者的代谢水平高，消耗严重，导致体内

NADH和肌苷明显下调，这可能是长时间能量代谢

ΔG1: Experimental Group; +G2: Control Group; The figure above
showed that the principal components of the two groups of samples
were concentrated in a certain range, and distributed in two distinct ar⁃
eas, indicating that the overall composition of the two groups of samples
was significantly different.

图4 代谢物含量均一性主成分分析图

Fig. 4 principal component analysis of metabolite con⁃
tent homogeneity

ΔG1: Experimental Group; +G2: Control Group
图6 PLSDA 得分图

Fig. 6 PLSDA shot chart

Fig. 7 showed the distribution of variable importance for the pro⁃
jection (VIP), which is arranged according to VIP value. Variables with
VIP value greater than 1 were considered to contribute more to the dis⁃
crimination with the increase of VIP value, so as to assist the screening
of marker metabolites.

图7 VIP 值分布图表

Fig. 7 VIP value distribution chart

The volcano map used log (p-value) as the Y-axis, log2FC as the
X-axis, The metabolites with significant up regulation were marked in
red, those with significant down regulation were marked in green, and
the metabolite marked no significant difference was grey. The above fig⁃
ure showed that there are significant changes in metabolites among
samples.

图5 数据结果的火山图

Fig.5 Volcano plot of data results
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增强导致储备消耗的结果。但这种消耗是因为肿

瘤本身的代谢因素所致还是食管癌患者长期不能

进食导致的机体消耗所致的结果，目前难以明确，

但NADH的下调可以作为诊断和筛查的重要参考

因素。

综上所述，尽管本研究作为小样本的实验研

究，具有一定局限性，但结果仍显示食管鳞癌和正

常对照组之间的血清代谢谱存在明显差异，主要表

现在能量代谢上的过度消耗，值得进一步深入

研究。
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