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基于HPLC/Q-TOF-MS的甲状腺乳头状癌组织代谢组学研究

杜洋 a，邹联洪 b，范培芝 a（湖南师范大学附属第一医院暨湖南省人民医院 a.乳甲外科；b. 急危重症代谢组学湖

南省重点实验室，湖南 长沙 410002）

[摘 要] 目的：用组织代谢组学方法，探讨甲状腺乳头状癌（papillary thyroid carcinoma, PTC）组织及癌旁组织的代谢差异，寻

找PTC的潜在生物标志物，探索PTC的发病机制与治疗策略。方法：收集2018年10月至2020年2月期间湖南省人民医院乳甲

外科手术切除的40例PTC患者的癌组织及癌旁组织标本。利用HPLC-MS技术平台对PTC组织及癌旁组织样本的差异性代谢

物进行多维统计分析，寻找与PTC相关的异常代谢通路。结果：经PCA、PLS-DA、OPLS-DA分析得知癌组织和癌旁组织的代谢

轮廓具有显著性差异。经OPLS-Loading plot分析，结合VIP>1、FC>2，且P<0.05，筛选出76个潜在差异性代谢物。其中亮氨酸、

2-褪黑素、香草酸等33种代谢物在PTC组织中表达上调；3-葡萄糖苷、甘油磷脂、磷脂酰胆碱、乳糖等43代谢物在PTC癌组织中

表达下调。寻找到与差异性代谢物相关的13条异常代谢通路，如半胱氨酸与蛋氨酸代谢、与甘油磷脂代谢、嘧啶代谢、半乳糖代

谢以及丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、柠檬酸循环等，这些代谢通路可能参与PTC代谢的病理生理过程。ROC曲线下面积大于

0.9的差异性代谢物有5种，分别是庚二酸、糖醇、辛二酸、乳糖和L-丝氨酸。结论：PTC组织中半乳糖代谢和氨基酸代谢发生改

变，PTC组织细胞中存在沃伯格效应(Warburg effect)。庚二酸、糖醇、辛二酸、乳糖、L-丝氨酸五种差异性代谢物可以用来区分

PTC患者与正常人。
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Research of tissue metabolomics in papillary thyroid carcinoma based on
HPLC/Q-TOF-MS

DU Yanga, ZOU Lianhongb, FAN Peizhia (a. Department of Breast and Thyroid Surgery; b. Hunan Provincial Key Laboratory of Acute

and Critical Metabolomics, The First Affiliated Hospital of Hunan Normal University & Hunan Provincial People's Hospital, Changsha

410002, Hunan, China)

[Abstract] Objective: To explore the metabolic differences between papillary thyroid carcinoma (PTC) tissues and adjacent tissues

using tissue metabolomics methods, and to search for potential biomarkers of PTC as well as to explore the pathogenesis and treatment

strategies for PTC. Methods: Collected cancer and para-cancerous tissue specim ens from 40 patients with PTC who had undergone

breast surgery at D epartm ent of Breast and Thyroid Surgery of H unan Provincial People's H ospital from O ctober 2018 to February

2020. Using the HPLC-MS technology platform, multi-dimensional statistical analysis of differential metabolites in PTC tissues and

adjacent tissues was performed to find abnormal metabolic pathways related to PTC. Results: PCA, PLS-DA, OPLS-DA analyses

showed that the metabolic profiles of cancer tissues and adjacent tissues were significantly different. OPLS-Loading plot analysis

screened 76 potential differential metabolites (VIP>1, FC>2, and P<0.05). Among them, 33 metabolites such as Leucyl-phenylalanine,

2-Oxomelatonin and Vanillactic acid were up-regulated in PTC tissues; 43 metabolites such as 3-glucoside, glycerophospholipid,

phosphatidylcholine and lactose were down-regulated in PTC tissues. 13 abnormal metabolic pathways related to differential

metabolites that may be involved in the pathophysiological process of PTC metabolism were found, such as: cysteine and methionine

metabolism, glycerophospholipid metabolism, pyrimidine metabolism, galactose metabolism and alanine, aspartic acid and glutamic

acid metabolism, citric acid cycle and so on. There were five types of differential metabolites with an area under the ROC curve greater

than 0.9, namely pimelic acid, solerol, suberic acid, Alpha-Lactose and L-Serine. Conclusion: The galactose metabolism and amino

acid metabolism in PTC tissues have changed, and Warburg effect exists in cells of PTC tissues. Pimelic acid, solerol, suberic acid,
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Alpha-Lactose and L-Serine can be used to distinguish PTC from normal people.

[Key words] HPLC/Q-TOF-MS; papillary thyroid carcinoma (PTC); metabolomics; metabolic pathway
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甲状腺癌是临床上最常见的内分泌肿瘤，占全

部恶性肿瘤的 1.1%[1]。其中甲状腺乳头状癌

（papillary thyroid carcinoma，PTC）是甲状腺癌中最常

见的类型，约占所有甲状腺癌的 90%，多见于 30~45

岁女性，具有分化程度好，恶性程度低，但早期易出

现淋巴结转移等特点，因此，早期诊断、及时治疗对

提高PTC患者长期生存具有重要意义。超声引导下

细针穿刺细胞学检查（fine needle aspiration cytology，

FNAC）是甲状腺癌诊断中常用的辅助检查。虽然影

像学检查对于甲状腺癌的诊断灵敏度较高，但特异

度却较差[2]。FNAC是目前最准确、最具成本效益的

评估甲状腺结节良、恶性的方法，但仍有 20%～30%

不能经FNAC确定良、恶性。由于某些甲状腺微小乳

头状癌的异常细胞较少，所以会出现漏诊甚至误诊

的情况[3]。因此，寻找一种稳定可靠的生物标志物来

辅助甲状腺癌的诊断是很有必要的。

代谢组学被简单地定义为在特定条件下对生物

系统代谢组的全面分析，它是高通量组学技术之一，

在系统生物学中也起着重要作用。代谢组由数千种

复杂的小分子代谢物组成，其相对分子质量通常在

1×10³以下。本研究主要采用高效液相色谱串联四级

杆飞行时间质谱技术（HPLC-Q-TOF-MS/MS）代谢组

学方法对 PTC及癌旁组织样本进行检测，通过筛选

差异代谢物，寻找异常代谢通路，探索PTC的潜在生物

标志物，为PTC的早期诊断、早期治疗提供依据。

1 资料与方法

1.1 主要仪器与材料

甲醇（赛默飞世尔科技中国有限公司）；乙腈（赛

默飞世尔科技中国有限公司）；液相色谱质谱联用仪

（美国Thermo scientific公司）；液相质谱分析仪（美国

Bruker 公司）；G-560E 型漩涡振动器（美国 Thermo

Scientific公司）；研磨仪（上海净信实业发展有限公

司）；MetaboScape 3.0（美国 Bruker 公司）；Origin 9.1

软件（美国 OriginLab）；SIMCA-P 14.1 软件（瑞典

Umetrics公司）；MetaboAnalyst 4.0（美国Bruker公司）

1.2 研究对象

本课题实验使用的所有样本均取自于2018年10

月至 2020年 02月期间湖南省人民医院乳甲外科患

者，样本均为经病理确诊的 PTC患者的癌组织和癌

旁组织，共计80例（癌和癌旁组织各40例）。本实验

纳入标准：（1）术后均病理确诊为PTC；（2）术前甲状

腺功能在正常范围内，包括甲状腺激素（T3、T4）和促

甲状腺激素；（3）术前未曾服用甲状腺激素相关药

物；（4）无代谢性、免疫性疾病（如糖尿病、高血压

等）；（5）既往无恶性肿瘤病史。本实验排除标准：

（1）确诊甲状腺癌时，患者已合并其他致命性疾病；

（2）缺失完整的临床资料。

本课题所使用的甲状腺癌患者组织样本的病理

分型均为PTC（不包括甲状腺微小乳头状癌）。其中，

PTC组共 40例，其中男 9例、女 31例，发病年龄范围

20～54 岁，平均发病年龄 37.8 岁，中位发病年龄 38

岁；其中0例有甲状腺癌家族史、远处转移，40例PTC

均为原发肿瘤，27例有周围淋巴结转移，10例肿块位

于甲状腺左侧叶，20例肿块位于甲状腺右侧叶，7例

肿块位于甲状腺双侧叶，3例肿块位于甲状腺峡部。

临床分期为Ⅰ期的有 13例，Ⅱ期的有 20例，Ⅲ期的

有 5 例，Ⅳ期的有 2 例。 PTC 的分期（tumor node

metastasis，TNM）根据美国肿瘤联合委员会（American

Joint Committee on Cancer，AJCC）发布的甲状腺癌指

南2018年第8版。

1.3 标本采集与处理

1.3.1 标本采集 实验样品均为手术中采集样本的PTC

标本（包括术前穿刺确诊以及术中快速冰冻切片确诊

的PTC标本）；标本在离体15 min内用生理盐水冲洗并

冻存在实验室–80 ℃超低温冰箱内，以便研究中使用；

癌旁组织取距离病灶组织3 cm内的甲状腺组织，尽量

避免电刀灼烧部分；运输过程中以碎冰做冷链。

1.3.2 标本的预处理 首先从–80 ℃超低温冰箱内

取出冻存的标本组织，再将冰冻组织标本置于4 ℃冰

箱解冻 30 min；精确称取 30 mg 组织样本到 1.5 ml

EP管中，加入20μ l 内标（L-2-氯-苯丙氨酸，0.3 mg/ml，

甲醇配置），加入400 μl甲醇水溶液（CH3OH∶H2O v∶v

=4∶1）；加入两个小钢珠，在–80℃冰箱中放置5 min后，

放入研磨机中研磨（60 Hz，2 min）；超声提取10 min，

–20 ℃静置 30 min；4 ℃低温离心 10 min，取 200 μl

的上清液，装入带内衬管的LC-MS进样小瓶中。

1.4 HPLC-MS分析

以 HPLC-MS 作为代谢物分离检测平台，研究

PTC与癌旁组织的代谢差异，在质谱正及负离子模式

下 采 集 数 据 ；超 高 效 液 相 色 谱 条 件 ：

AcclainmTMRSLC120-C18色谱柱(100 mm×2.1 mm)，

柱温保持在40 ℃，进样量3 μl。流动相A为0.1%（体

积分数）甲酸/水（含2 mmol/L甲酸铵），流动相B为0.1%

（体积分数）乙腈/水，梯度设置：2% B持续 0~2 min，

50% B持续 2~12 min，90% B持续 10~30 min，98% B
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继续持续作用30 ~60 min；流速维持在400 μl/min；质

谱条件为:电喷雾离子源(electrosprayion source，

ESI±)，采用正负离子模式检测，使用高纯N2辅助喷雾电

离与脱溶剂，流速为 1.2 L/min质量扫描范围 20~1 000

m/z，干燥气温度200 ℃。

1.5 数据处理与模式识别

1.5.1 数据预处理 在进行原始数据分析之前，利

用 Metaboscape 3.0 软件对这些原始数据进行峰提

取、降噪、标准化、导出等预处理。再将原始数据上

传至 HMDB 数据库（Human Metabolome Database；

https://www.hmdb.ca）、Annotate with Smartformula在

线网站数据库进行匹配，最后输出质荷比、保留时

间、代谢物信息等。

1.5.2 多维数据统计学分析 预处理后的数据导入

Simca-P14.1软件进行模式多元分析识别，包括主成分

分析（principal component analysis，PCA）、偏最小二

乘 判 别 分 析（partial least squares-discriminant

analysis，PLS-DA）和正交偏最小二乘判别 分 析

（orthogonal partial least squares-discriminant analysis，

OPLS-DA）。首先执行PCA以进行数据概述和离群

值检测。然后执行 PLS-DA进行分类。通过 200次

置换检验验证模型是否过拟合，以此来了解模型的

可靠性。参数R2和Q2分别用于评估模型的可解释

性和可预测性。进一步进行OPLS-DA，以使比较组

之间的分离最大化。通过分析投影上的变量重要性来发

现OPLS模型中的变量权重值（variable important in

projection，VIP）。

1.5.3 差异表达代谢物的鉴别 成功构建模型后，

通过组间差异性分析，选择已鉴定的VIP>1、P<0.05

且差异性倍数（FC）＞2的代谢物作为比较组之间的差

异性代谢物,通过模式识别，得出这些差异代谢物。

1.5.4 代谢通路分析 在MetaboAnalyst 4.0（https://

www.metaboanalyst.ca/）网站中，利用 KEGG 数据库

对差异代谢物进行代谢通路分析。

2 结 果

2.1 PTC患者癌组织与癌旁组织之间代谢模式的比较

利用PCA方法对PTC组织与癌旁组织样本的代

谢物轮廓进行分析，结果（图1A、B）显示，在正负离

子模式下，癌组织样本和癌旁组织样本的组间差异

较为显著，两组间的代谢轮廓存在明显差异。图中

所示的绿色圆点代表癌旁组织（PTC adjacent），蓝色

方块代表PTC组织（PTC）。

利用 PLS-DA方法对癌组织与癌旁组织样本的

代谢物轮廓进行分析，结果（图1C、E）显示，正离子模

式下，癌和癌旁组织样品的代谢组学的组间存在显

著差异[R2X（cum）=0.289，R2Y（cum）=0.897，Q2

（cum）=0.772]；对其 PLS-DA 进行 200 次置换检验，

R2Y=0.71，Q2Y=-0.101，提示不存在过拟合现象，结

果如图1D，说明该 PLS-DA模型结构可靠。在负离

子模式下，癌和癌旁组织样品的代谢组学数据同样存

在明显的组间差异[R2X（cum）=0.893，R2Y（cum）=

0.624，Q2（cum）=0.532]，进行 200次置换检验发现，

R2Y=0.118，Q2Y=-0.0458，提示没有出现“过拟合”现

象，结果如图1F，说明负离子模式下PLS-DA模型有

效，癌和癌旁组织代谢特征存在差异。

同时，还利用OPLS-DA对癌组织与癌旁组织样

本的代谢物轮廓进行分析，结果（图1G、I）显示，在正

负两种离子模式下，癌和癌旁组织组间分离较好，两

组之间代谢产物轮廓存在明显区别，同时，两组内样

本聚类较为集中，聚集程度高，不存在明显的组内差

异。在OPLS-DA模型中，经200次置换检验，结果在

正离子模式下置换检验的R2截距为 0.819，Q2的截

距为-0.423，如图1H；在负离子模式下置换检验的R2

截距为0.12，Q2的截距为-0.0507，如图1J。这说明了

OPLS-DA模型没有出现“过拟合”，模型可靠，说明

OPLS-DA模型可以用来区分癌和癌旁组织，且该模

型具有较高的区分度和预测率。

2.2 PTC组织与癌旁组织之间差异性代谢物

通过上述多变量统计分析方法成功构建了用于组

间区分的PCA、PLS-DA、OPLS-DA模型，并且确定了PTC

和癌旁组织之间存在的显著性代谢差异。通过200次

置换检验过的OPLS-DA模型根据VIP来进一步筛选潜

在的差异性代谢物。采用 t检验等单变量分析方法，认

为P＜0.05具有统计学差异。

在正负离子模式下，结合VIP>1.0、FC>2.0且P<0.05

的条件，通过 MetaboAnalyst 4.0 网站进行非参数检

验，最终得出癌和癌旁组织差异性代谢物共76种，按

FC值排序的前10种差异性代谢物详情列于表1。

2.3 PTC组织与癌旁组织之间差异性代谢通路分析

利用MetaboAnalyst 4.0对PTC与癌旁组织的差

异性代谢物进行代谢通路分析。在 KEGG 数据库

中，根据–log（P）＞0.5且Pathway impact值大于0.05

筛选出 13 条代谢通路（图 2），分别为硫代谢（sulfur

metabolism）、牛磺酸和次牛磺酸代谢（taurine and

hypotaurine metabolism）、氨 酰 tRNA 生 物 合 成

（aminoacyl-tRNA biosynthesis）、视黄醇代谢通路

（retinol metabolism）、半胱氨酸与蛋氨酸代谢通路

（cysteine and methionine metabolism）与甘油磷脂代

谢通路（glycerophospholipid metabolism）、嘧啶代谢

通路（pyrimidine metabolism）以及半乳糖代谢通路

（galactose metabolism）、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代
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谢通路（alanine, aspartate and glutamate metabolism）、二

羧酸代谢（glyoxylate and dicarboxylate metabolism）、精

氨酸生物合成（arginine biosynthesis）、柠檬酸循环

（citrate cycle）、丙 酮 酸 盐 代 谢 通 路（pyruvate

metabolism）。圆圈的大小（横坐标）代表通路径影响

值，反映代谢产物在该通路中的重要程度。圆圈颜

色深浅（纵坐标）代表P值的大小，反映代谢物在整个

代谢通路中的是否具有显著性差异。圆圈越靠近右

上角，表示代谢物对途径的影响越大。用数字 1~13

将有意义的代谢通路依次排序。

A, B: The scatter plots analyzed by PCA; C, E, G, I: PLS-DA (Figure 1C, E) and OPLS-DA (Figure 1G, I) showed that the metabolism

of PTC tissues was different from that of adjacent tissues; D, F, H, G: The scatter plots of OPLS-DA analysis of PTC adjacent (green

dots) and cancer tissues (blue squares) groups more clearly showed the metabolic differences between the two groups. Use permutation

test to test the reliability of the model

图1 PCA、PLS-DA和OPLS-DA分析方法进行多元分析识别

Fig.1 PCA, PLS-DA and OPLS-DA analysis methods were used for multivariate analysis and identification

表1 正负离子模式下PTC组织和癌旁组织差异性代谢物（前10）

Tab.1 Differential metabolites in PTC tissues and adjacent tissues in positive and negative ion mode (Top10)

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Name

Leucyl-phenylalanine

2-Oxomelatonin

Vanillactic acid

Aspartylphenylalanine

2-Methylcitric acid

Undecanedioic acid

Homo-L-arginine

Tetrahydroaldosterone-3-glucuronide

Glycylproline

5,6-Dihydrouridine

FC

8.2149

7.5819

7.4366

7.0347

6.0081

4.8098

4.3018

4.093

3.914

3.4822

log2(FC)

3.0382

2.9226

2.8947

2.8145

2.5869

2.266

2.1049

2.0332

1.9687

1.8

P

8.84E-07

1.10E-05

2.39E-07

2.95E-08

1.18E-07

1.18E-06

0.0057553

2.06E-08

6.83E-06

0.0033371

VIP

1.73439

1.6916

1.65857

1.72915

1.47845

1.78611

1.52689

1.68811

1.28339

1.3649

HMDB ID

HMDB0013243

HMDB0060721

HMDB0000913

HMDB0000706

HMDB0000379

HMDB0000888

HMDB0000670

HMDB0010357

HMDB0000721

HMDB0000497

ESI±

M﹢H

M﹢H

M﹢H

M﹢H

M﹣H

M﹢H

M﹢H

M﹢H

M﹢H

M﹢H

2.4 生物标志物

在PTC与癌旁组织的 76种差异性代谢物中，其

中有 5种差异性代谢产物（庚二酸、糖醇、辛二酸、α-

乳糖、L-丝氨酸）的ROC曲线下面积（area under ROC

curve，AUC）＞0.9，因此庚二酸、糖醇、辛二酸、α-乳

糖、L-丝氨酸等五种差异性代谢物可以来区分 PTC

组织与癌旁组织，如图3所示，庚二酸、糖醇、辛二酸、

α-乳糖在PTC组织中的浓度明显低于癌旁组织，L-丝

氨酸在PTC组织中的浓度明显高于癌旁组织。对该

5种差异性代谢物进行通路分析得到代谢通路图，如

图4所示。表2为图4代通路图的信息列表。

3 讨 论

本文采用HPLC-MS技术对 40例PTC患者的癌

组织和癌旁组织的代谢轮廓进行了分析，PCA、

OPLS-DA分析结果均表明，癌组织和癌旁组织的代

谢轮廓具有显著性差异，经OPLS—Loading plot分析

寻找到 76个差异性代谢产物以及代谢通路 13条相
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关异常代谢通路，其中大多属于糖代谢、氨基酸代

谢、脂类代谢。将以上 76个差异物进行ROC分析，

发现ROC曲线下面积不小于0.9的差异物有5个，经

分析可得出：该5个差异性代谢物与半乳糖代谢和甘

氨酸、丝氨酸、苏氨酸代谢有关。

OTTO WARBURG[4]发现,癌细胞生长过程中通过

糖酵解产生大量能量，这与正常细胞的氧化磷酸化的

能量代谢方式大相径庭。这也表明癌细胞生长方式的

不同主要是因为涉及到的能量产生途径的方式不同[5]。

健康细胞中的能量来源于线粒体氧化糖类分子，而肿

瘤细胞主要依赖糖酵解为自身供能，这种作用机制既

不需要氧原子参与也不需要线粒体参与。

通过HPLC-TOF-MS的代谢组学分析结果表明，

α-乳糖参与了半乳糖代谢通路途径，且可以作为区分

PTC与癌旁组织的差异性代谢物，乳糖在 PTC组织

中的含量较癌旁组织含量明显下降。如ROC曲线分

析图所示，乳糖ROC曲线下面积大于 0.932，在 PTC

癌组织中的含量为癌旁组织含量的 0.015倍。说明

乳糖可以用来区分PTC组织及正常组织。基于这个

发现，可以推测PTC发生发展能涉及到半乳糖代谢，

这势必与肿瘤的能量代谢有关。虽然癌细胞的能量

来源主要依赖糖酵解过程，而不是正常的氧化磷酸

化过程，但糖酵解过程的ATP产生效率远远低于氧

化磷酸化过程，因此在癌细胞需要大量的葡萄糖

（glucose）作为能量来源。在肠道内乳糖（lactase）通

过α-半乳糖苷酶（LacＺ）和乳糖水解酶化（LCT）分别

分解为半乳糖和葡萄糖，然后它们利用同一肠道上

皮细胞进入血液，参与全身的代谢反应，所以半乳糖

（galactose）和葡萄糖之间对同一转运体存在竞争性

作用。在糖酵解供能过程中，鉴于癌细胞对于葡萄

糖的需求量比正常细胞要高，因此推测半乳糖的吸

收被竞争性的抑制，这就导致半乳糖的浓度降低，从

而相应得引起半乳糖降解产物在癌组织中的浓度也

有所下降。据 SHANG[6]代谢物富集分析结果，半乳

糖代谢途径影响了能量代谢，被认为是影响 PTC发

展的重要因素，半乳糖苷酶被认为是 PTC治疗的潜

在靶点，因此进一步研究乳糖代谢在甲状腺癌的作

用是必要的。

本研究通过对PTC与癌旁组织进行差异性代谢

物检测，发现PTC中的磷脂酰胆碱、1-酰基-甘油-3-磷

酸胆碱等等多种脂肪酸含量较癌旁组织下降。磷脂

酰胆碱、1-酰基-甘油-3-磷酸胆碱所在的甘油磷脂代

谢通路的影响值大于 0.11（大于 0.1），说明甘油磷脂

代谢通路与PTC的发生发展相关。

Pathway analysis based on“Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes”(KEGG).The color and size of each circle is based on

p-values (yellow: higher P-values and red: lower P-values) and

pathway impact values (the larger the circle the higher the

impact score)calculated from the topological analysis,

respectively. Pathways were considered significantly enriched if

P < 0.05, impact 0.1 and number of metabolite hits in the

pathway >1

图2 代谢通路分析结果

Fig.2 Results of pathway analysis of metabolomics data

ROC curve of pimelic acid, Solerol, suberic acid, α-lactose, L-serine. The ROC curve on the left is basedon non-target metabolomics

data. The abscissa in the ROC curve graph represents specificity, and the ordinate represents sensitivity. The histogram on the right

reflects the statistically significant changes in the concentration of biomarkers and metabolites between PTC cancer tissue and adjacent

tissues (P <0.05). The yellow histogram in the figure represents the concentration of PTC cancer tissue, the blue histogram represents

the concentration of adjacent tissues

图3 ROC曲线分析5种代谢物诊断PTC癌组织与癌旁组织的能力

Fig.3 ROC curve analysis of the ability of five metabolites to diagnose PTC cancer tissues and adjacent tissues
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图4 庚二酸、糖醇、辛二酸、乳糖、L-丝氨酸5种差异性

代谢物涉及的半乳糖代谢及甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸

代谢通路图

Fig.4 Diagram of galactose metabolism and glycine, serine,

and threonine metabolism pathways involved in five

different metabolites of pimelic acid, solerol, suberic acid,

α-lactose, L-serine

The metabolism of serine and glycine is de novo produced by
glycolysis through oxidation of the intermediate product

3-phosphoglycerate. Serine and glycine are also transported into the
cell, and sarcosine and threonine can also enter the cell to be
converted into glycine. The dashed arrows indicate multiple

biochemical steps. The double arrow indicates a reversible step.
Abbreviations: PHGDH: phosphate dehydrogenase, GLDC: glycine

decarboxylase, SHMT: serine hydroxymethyltransferase,
GNMT: glycine-N-methyltransferase, THF: tetrahydrofolate,

Me-THF: methyltetrahydrofolate
图5 丝氨酸生物合成

Fig.5 Serine biosynthesis

表2 相关代通路的信息列表

Tab.2 A list of information about the relevant generation pathways

No.

1

2

Metabolic pathway

Galactose metabolism

Glycine, serine and threonine metabolism

Total

27

33

Expected

0.07

0.07

Hits

1

1

Raw P

2.15E-01

2.15E-01

Impact

0.32

0.29

Hm adjus

1.00E+00

1.00E+00

FDR

1.00E+00

1.00E+00

Database

KEGG

KEGG

甘油磷脂类是真核细胞膜中最为常见的磷脂类

成分，其中磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，PC）和磷

脂酰乙醇胺（phosphatidyl ethanolamine，PE）共同约占

细胞膜磷脂类成分的 50%，除构成细胞膜外，甘油磷

脂类还参与细胞膜对蛋白质的识别和信号传导等活

动。甘油磷脂类的合成及代谢途径在PTC发生发展

中显得尤为突出和重要。通常情况下，在恶性肿瘤

组织中，由于甘油磷脂类合成大于分解，所以胆碱类

物质呈高水平表达[7-8]。恶性肿瘤发生发展过程中伴

随着膜类结构的大量破坏，胆碱在恶性肿瘤机体内

水平也会升高。其次，据WOJAKOWSKA等[9]报道，

磷 脂 酰 胆 碱（PC）及 甘 油 磷 酸 胆 碱

（glycerophosphocholine）在PTC组织中呈显著性的高

水平表达，且代谢终产物胆碱可再次进入从头合成

途径中生成新的PC类，表明了PTC的癌细胞在源源

不断地合成与分解生成新的磷脂类成分，以满足癌

细胞不断增殖与更新的需求。

但在本研究中发现磷脂酰胆碱、溶血磷脂等胆

碱类物质在 PTC患者体内含量相对较低，与既往其

他实验结果相矛盾。分析其中原因：（1）本实验纳入

研究的病例均为Ⅰ、Ⅱ期的甲状腺癌患者，未发生局

部或远处转移，因此未表现为胆碱升高。这恰好与

YANG[10]在研究乳腺癌中胆碱变化结果一致，这也意

味着胆碱的变化可能与癌细胞是否发生转移密切相

关。这些Ⅰ期、Ⅱ期PTC的患者中，脂类物质快速合

成，消耗大量胆碱，因此胆碱降低。据相关报道，胆

碱代谢与机体甲基化状态有关，这与甲状腺癌的发

病机制有关[11-12]；（2）本实验仅纳入40例癌组织病例，

可能存在一定的误差，有待进一步研究论证。

癌细胞会通过特定的代谢途径以维持细胞的不

断生长与增殖。在此期间癌细胞会有大量的能量需

求。同时，新生的癌细胞也需要大量的生物分子构

件，包括蛋白质、核酸、脂质以及维持细胞氧化还原

状态的重要辅助因子。氨基酸在肿瘤的发展进程中

充当了十分重要的营养源头的作用，它可以作为新

生癌细胞的主要碳源。丝氨酸是哺乳动物细胞中产

生 1-碳（1C）单位的主要代谢来源，丝氨酸代谢提供

了氨基酸和核苷酸等必需的前体，丝氨酸代谢控制

细胞的抗氧化和甲基化能力，促进癌细胞的生长[13]。

SHMT1和 SHMT2两种丝氨酸羟甲基转移酶（serine

hydroxymethyltransferase，SHMT）分别在细胞质和线

粒体中将丝氨酸分解为甘氨酸和甲基四氢叶酸

(THF)，见图 5。SHMT在许多快速生长的癌细胞中

高度活跃，是癌症干预的重要分子靶点。在本研究

·· 1269



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(11)

中，丝氨酸（AUC＞0.929）可以被用来区分PTC与正

常人，因此，有待进一步深入研究SHMT，以便进一步

明确PTC的治疗靶点。牛磺酸作为在氨基酸衍生物

在PTC中的含量增加。牛磺酸被认为是浸润性膀胱

癌的一种可能的指纹生物标志物[14]。它参与了氨酰-

tRNA生物合成的KEGG途径的显着改变，表明PTC

中蛋白质生物合成的异常。亮氨酸作为氮供体和支

链氨基酸之一，被用于蛋白质和核苷酸合成，同时参

与蛋白质局部结构的构成，它们在癌症的发展中起

着重要的作用[15-16]。研究[17]表明，亮氨酸在胃癌组

织和淋巴结转移阳性胃癌组织中均增加，亮氨

酸被认为是胃癌淋巴结转移过程中的预测因

子。本研究中筛选出的众多差异性代谢物中，

亮氨酸是 PTC 组和癌旁组间差异最明显的代谢

物，这可能与 PTC 细胞内的染色体等物质合成相

关。丙氨酸是一种糖原氨基酸，可以先被转化为三

羧酸循环中间体，然后在糖异生过程中转化为葡萄

糖。因此，丙氨酸也可以被认为是甲状腺癌细胞快

速增殖的能源[18-19]。

除此之外，据XU等[20]报告了 PTC中的乳酸、异

亮氨酸、缬氨酸、赖氨酸、甘氨酸、苏氨酸和谷氨酰胺

的水平比非肿瘤组织高得多，这与本研究结果一致。

因此，可以得出结论，PTC组织中的氨基酸可归因于

膜生物合成和快速肿瘤细胞增殖的能量需求增加。

在差异最明显的代谢物中，除了氨基酸水平改变外，

还观察到其他类型的物质，如褪黑素。褪黑素是在

松果体中合成的吲哚胺，它在癌症中的作用日益受

到关注。它作为一种抗氧化剂和自由基清除剂，可

能通过控制广泛的氧化损伤在 PTC 中发挥保护作

用[21]。褪黑素介导的抑制内皮素 -1（ET-1）的合成

和释放，是癌细胞存活的保护因子 [22]。褪黑素通

过降低血管内皮生长因子（VEGF）水平抑制肝

癌细胞 HepG2 的血管生成，并在动物模型 [23-24]中

验证了这一结果。最近研究发现褪黑素联合抗

肿瘤药物如全反式视黄酸和生长抑素的治疗作

用恶性肿瘤 [25]。 2-氧褪黑素（2-oxomelatonin）是

一种褪黑素的代谢产物，在PTC中明显升高，说明褪

黑素被大量分解用于合成了 2-氧褪黑素，褪黑素在

PTC中的浓度的降低。

总之，本研究中利用代谢组学分析与多变量分

析相结合的方法来区分 PTC 组织与正常甲状腺组

织，确定了PTC的代谢特征，而PTC的发生、发展及

预后相关的全程机制，还有待进一步研究。后续研

究中，将补充PTC血液、淋巴液标本，结合基因组学、

蛋白组学的方法进行更深入地筛查及研究，寻找PTC

诊治的新靶标。
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