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  摘 要:目的 探讨基于气-液相质谱(GC-MS)的良恶性腹水患者代谢组学差异。方法 选取2020年6
月至2021年6月江苏省第二中医院收治的58例恶性腹水患者作为恶性组,另选取同期收治的58例良性腹水

患者作为良性组。采用GC-MS检测两组的腹水代谢谱,采用主成分分析(PCA)、偏最小二乘法判别分析法

(PLS-DA)及正交偏最小二乘法判别分析法(OPLS-DA)寻找差异性代谢物,通过京都基因与基因组百科全书

(KEGG)库和人类代谢组数据库(HMDB)分析差异性代谢物,并获得在两组间差异有统计学意义的代谢通路。
结果 PCA结果显示,恶性组和良性组的代谢轮廓有显著性差异。OPLS-DA结果显示,恶性组和良性组有34
个差异性代谢物(q<0.05)。将差异性代谢物通过KEGG库和 HMDB映射获得与差异性代谢物相关的代谢

通路,其中谷氨酸和谷氨酰胺(L-谷氨酸、L-谷氨酰胺)、半乳糖(D-果糖、D-半乳糖、甘露糖、葡萄糖、D-半乳糖酸)、
磷酸戊糖(葡萄糖酸内酯、葡萄糖、核糖、氨基葡萄糖)及谷氨酸、丙氨酸和天冬氨酸(L-天冬氨酸、L-谷氨酸、N-乙酰-
L-天冬氨酸、L-谷氨酰胺)4条通路在两组中差异有统计学意义(P<0.05)。结论 恶性腹水主要存在糖代谢和氨

基酸代谢异常,其相关代谢通路可能与恶性腹水病程进展密切相关,并有望成为恶性腹水新的诊治方向。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

metabolomics
 

differences
 

between
 

benign
 

and
 

malignant
 

patients
 

with
 

ascites
 

based
 

on
 

gas-liquid
 

mass
 

spectrometry
 

(GC-MS).Methods From
 

June
 

2020
 

to
 

June
 

2021,58
 

pa-
tients

 

with
 

malignant
 

ascites
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

Jiangsu
 

Second
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

malignant
 

group,and
 

58
 

patients
 

with
 

benign
 

ascites
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

benign
 

group.The
 

GC-MS
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ascites
 

metabolic
 

profiles
 

of
 

the
 

two
 

groups,and
 

principal
 

component
 

analysis
 

(PCA),partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis
 

(PLS-DA)
 

and
 

or-
thogonal

 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis
 

(OPLS-DA)
 

were
 

used
 

to
 

find
 

differential
 

metabolites.Dif-
ferential

 

metabolites
 

were
 

analyzed
 

by
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

and
 

Human
 

Metabolome
 

Database
 

(HMDB),and
 

the
 

metabolic
 

pathways
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

obtained.Results The
 

PCA
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

metabolic
 

profiles
 

of
 

the
 

malignant
 

and
 

benign
 

groups
 

were
 

significantly
 

different.The
 

OPLS-DA
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

34
 

differential
 

metabolites
 

in
 

the
 

malignant
 

and
 

benign
 

groups
 

(q<0.05).The
 

differential
 

metabolites
 

were
 

mapped
 

through
 

the
 

KEGG
 

library
 

and
 

HMDB
 

to
 

obtain
 

the
 

metabolic
 

pathways
 

related
 

to
 

the
 

differential
 

metabolites.Among
 

them,there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

four
 

pathways
 

of
 

glutamic
 

acid
 

and
 

glutamine
 

(L-
 

glutamic
 

acid
 

and
 

L-glutamine),galactose
 

(D-fructose,D-galactose,mannose,glucose
 

and
 

D-galactonic
 

acid),

pentose
 

phosphates
 

(glucose
 

acid
 

lactone,glucose,ribose
 

and
 

glucosamine)
 

and
 

glutamic
 

acid,alanine
 

and
 

as-
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partic
 

acid
 

(L
 

-aspartic
 

acid,L-glutamic
 

acid,N-acetyl-L-aspartic
 

acid
 

and
 

L-glutamine)
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P<0.05).Conclusion Malignant
 

ascites
 

mainly
 

has
 

abnormal
 

glycometabolism
 

and
 

amino
 

acid
 

me-
tabolism.Their

 

related
 

metabolic
 

pathways
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

progression
 

of
 

malignant
 

ascites,and
 

it
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

malignant
 

ascites.
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  腹水的病因复杂,可分为良性和恶性,主要表现

为胸闷、憋气或腹胀等,但临床上对腹水的病因诊断

存在较大的难度,如何准确有效鉴别腹水性质对临床

诊治具有重要的意义[1]。代谢组学是一种新型组学

技术,可检测代谢物的转化与水平变化,有利于发现

疾病相关的代谢通路及潜在靶标、作用位点,从而为

临床诊治提供重要的依据[2]。而气-液相质谱(GC-
MS)是代谢组学常用的检测方法,可发现肿瘤组织及

癌旁组织间的代谢差异,有利于了解肿瘤发生、发展

情况,为临床诊治寻找潜在靶点,但目前关于良恶性

腹水代谢组学差异的研究较少[3]。本研究通过 GC-
MS检测良恶性腹水患者代谢情况,寻找二者的代谢

组学差异,以期为临床诊治提供依据,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年6月至2021年6月江

苏省第二中医院收治的58例恶性腹水患者作为恶性

组,其中男30例,女28例;年龄20~74岁,平均

(47.62±7.85)岁;体质量指数17.65~28.98
 

kg/m2,
平均(22.71±2.68)kg/m2;腹水病因:肝癌28例,胃
癌14例,肠癌10例,胆管癌6例。另选取同期收治

的58例良性腹水患者作为良性组,其中男34例,女
24例;年龄21~73岁,平均(46.92±7.67)岁;体质量

指数17.82~28.65
 

kg/m2,平均(22.53±2.59)
kg/m2;腹水病因:肝硬化28例,胃肠道疾病18例了,
结核性腹膜炎12例。纳入标准:(1)均经临床症状、
病史、实验室、病理学等检查确定腹水的良恶性;(2)
年龄>18岁,无精神病病史;(3)所有患者均签署知情

同意书。排除标准:(1)有糖尿病等原发性代谢性疾

病;(2)孕产妇或哺乳期;(3)检查前3个月内有免疫、
激素、放化疗等治疗史。两组性别、年龄、体质量指数

差异无统计学意义(P>0.05),有可比性。本研究经

江苏省第二中医院伦理学委员会批准。
1.2 方法

1.2.1 主要仪器与试剂 Agilent
 

6890/5975B气相

色谱-质 谱 联 用 仪、DB-5
 

MS气 相 毛 细 管 色 谱 柱、
Milli-Q

 

Gradient超纯水系统购自美国 Agilent科技

有限公 司,低 温 冷 冻 冰 箱、样 品 浓 缩 仪 购 自 英 国

Stuart公司,微型漩涡混合器、高速冷冻离心机购自

美国 Millipore中国有限公司,数控超声仪、箱式电阻

炉、烘箱购自上海福玛实验设备有限公司。甲氧胺、
N-O-双(三甲硅基)三氟乙酰胺、L-2-氯苯丙氨酸、十
七酸购自美国Sigma-Aldrich

 

公司,甲醇、氯仿购自国

药集团化学试剂有限公司。
1.2.2 标本采集及处理 治疗前对患者行腹腔穿

刺,抽取10
 

mL腹水并置入已编号的冻存管,迅速投

入液氮罐内低温保存、备用。检测前统一解冻处理腹

水标本,加入3倍量生理盐水匀浆,加500
 

μL甲醇涡

旋1
 

min,置-20
 

℃冰箱沉淀蛋白后离心10
 

min
(12

 

000
 

r/min,4
 

℃);取200
 

μL上清液氮气吹干,加
入15

 

mg/mL甲氧胺80
 

μL振荡30
 

s,摇床(250
 

r/
min,30

 

℃)中行甲氧胺对羰基的封闭反应1.5
 

h,再
加80

 

μL的双(三甲基硅基)三氟乙酰胺振荡30
 

s,70
 

℃烘箱中放置1
 

h,室温中放置1
 

h后待用。
1.2.3 GC-MS检测 取1

 

μL标本行GC-MS分析,
设质谱参数[电子碰撞电离电压70

 

eV,四级杆温度

150
 

℃,离子源温度230
 

℃,溶剂延迟5
 

min,质谱全

扫描范围30~600质荷比(m/z),方式为全扫描],设
液相色谱参数(色谱柱DB-5MS毛细管柱,进样量1.0

 

μL,进 样 口 温 度 270
 

℃,接 口 温 度 260
 

℃,载 气

99.999%纯氦,流速1.0
 

mL/min,进样方式为不分

流),色谱柱程序升温检测。
1.3 统计学处理 (1)数据处理。所有原始数据经

自带Agilent
 

MSD工作站转化为Net
 

CDF后导入R
软件行XCMS工具箱处理,最终形成由标本名称、峰
指数(保留时间-质荷比)、峰面积组成的三维矩阵表。
(2)模 式 识 别。三 维 矩 阵 表 导 入 SIMCA-P11.5
(Umetrics,Umea,Sweden)行主成分分析(PCA)、偏
最小二乘法判别分析法(PLS-DA)处理,采用正交偏

最小二乘法判别分析法(OPLS-DA)来寻找差异变

量,以变量对模型的重要性(VIP,VIP值越大说明贡

献越大)>1.0选择多维统计上的差异变量进行验证。
采用7次交叉验证和影响排列检验(RPT)对所得差

异性代谢物的多维统计结果进行验证,以 VIP>1.0
和P<0.05,结合错误发现率检验的q<0.05确定最

终差异性代谢物。(3)代谢通路分析。依据多维统计

给出的差异变量检索美国国家标准与技术研究院

(NIST)数据库得到对应的化合物,用标准品鉴定差

异表达代谢物,最后检索京都基因与基因组百科全书

(KEGG)库和人类代谢组数据库(HMDB)得到对应

的代谢通路,并通过基础代谢库确定[4-5]。
2 结  果

2.1 两组腹水代谢物检测结果比较 离子流色谱图

显示恶性组和良性组腹水中均检测到多种代谢物(每
个峰代表≥1个代谢物),见图1。
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  注:A为恶性组腹水离子流色谱图;B为良性组离子流色谱图。

图1  两组腹水患者离子流色谱图比较

2.2 两组代谢模式比较 PCA图(图2A)显示良性

组和恶性组质控标本集中、稳定性好、可靠性高,两组

标本多位于95%置信区间的椭圆范围内,显示两组代

谢差异显著并区分明显;OPLS-DA图(图2B)显示,
良性组和恶性组代谢差异显著分离(升高);OPLS-
DA载荷图(图2C)显示,两组均有大量代表代谢物的

圆点且靠近两边三角形,即两组间有大量差异性代谢

物且差异显著;7次交叉验证结果显示,两组 OPLS-
DA模型中,R2X=0.28,R2Y=0.96,Q2=0.92,说
明模型具有较好的稳定性和可靠性;OPLS-DA 的

RPT图(图2D)显示,两组 OPLS-DA模型经200次

随机排列计算后,显示右侧的点均高于左侧相同形状

的点,累积Q2=0.39,模型稳定可靠。
2.3 两组差异性代谢物分析 OPLS-DA滤除噪音

后,以第一主成分的VIP值(阈值>1)、P 值及其校正

的q值确定非差异性代谢物有13个,差异性代谢物

有34个(q<0.05),见表1。
2.4 两组差异性代谢物的代谢通路筛选 将差异性

代谢物通过 KEGG库映射获得与之相关的代谢通

路,经超几何分布统计,其中谷氨酸和谷氨酰胺(L-谷
氨酸、L-谷氨酰胺)、半乳糖(D-果糖、D-半乳糖、甘露

糖、葡萄糖、D-半乳糖酸)、磷酸戊糖(葡萄糖酸内酯、
葡萄糖、核糖、氨基葡萄糖)及谷氨酸、丙氨酸和天冬

氨酸(L-天冬氨酸、L-谷氨酸、N-乙酰-L-天冬氨酸、L-
谷氨酰胺)4条代谢通路在两组间差异有统计学意义

(P=1.35×10-3、3.86×10-3、2.06×10-2、1.29×
10-3),见表2。

  注:A为PCA图;B为OPLS-DA图;C为OPLS-DA载荷图;D为OPLS-DA的RPT图。

图2  两组腹水患者代谢模式比较

表1  两组代谢物分析

代谢物 P q 代谢物 P q

磷酸 5.96×1012 1.32×1010 D-来苏糖 3.01×10-6 2.60×10-5

D-葡萄糖 8.11×10-15 3.44×10-13 戊二酸 4.88×10-3 2.26×102

L-天冬氨酸 1.26×10-2 4.94×10-2 l-十六烷醇 2.60×10-3 1.30×10-2

L-谷氨酰胺 2.00×10-4 1.26×10-3 半乳糖酸 3.15×1010 4.72×10-9

果糖.6-磷酸 1.85×103 9.60×103 L-岩藻糖 5.66×10-6 4.63×10-5

腺苷三磷酸 1.91×10-14 7.22×10-13 D-半乳糖 1.39×10-12 3.73×10-11

D-果糖 5.94×10-6 4.72×10-5 花生四烯酸乙醇胺 2.58×10-9 3.45×108

尿嘧啶 7.01×103 3.00×102 焦谷氨酸 2.68×10-8 2.96×10-7

D-核糖 8.11×10-3 3.35×10-2 柠康酸 4.67×10-10 6.79×10-9

N-乙酰-L-天冬氨酸 1.24×10-18 2.10×10-16 1.5-脱水山梨醇 5.10×10-15 2.36×10-13

D-甘露糖 5.77×10-3 2.60×10-2 胍基琥珀酸 2.72×1017 2.77×10-15
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续表1  两组代谢物分析

代谢物 P q 代谢物 P q
柠檬酸 5.94×1011 1.04×109 D-麦芽糖 1.68×10-3 8.90×10-3

苯丙酮酸 1.94×103 9.84×10-3 异黄蝶呤 1.29×10-4 8.42×104

胸腺嘧啶 1.78×10-4 1.14×10-3 L-谷氨酸 8.05×10-4 4.55×10-3

L-苏氨酸 3.04×103 1.49×102 十八醇 8.08×1016 4.57×10-14

葡萄糖酸内酯 9.03×10-12 1.84×10-10 鸟苷 1.66×10-8 1.96×10-7

2-氨基-2-脱氧-D-葡萄糖酸 5.01×10-3 2.30×10-2 肉豆蔻酸 8.74×103 3.53×10-2

腺苷 5.92×103 2.64×10-2 β-磷酸甘油 1.57×105 1.16×104

鸟嘌呤 1.57×10-3 8.58×10-3 甲氧胺 1.05×10-7 1.07×10-6

肌苷 3.33×10-9 4.23×10-8 雄甾烷二醇 6.75×1013 1.91×1011

肌酸 2.69×104 1.65×10-3 2S-甘草素 5.29×103 2.41×102

刀豆氨酸 4.46×10-20 2.27×10-17 阿洛糖 5.80×10-7 5.28×10-6

亚精胺 7.46×103 3.11×102 十五烷酸 7.1
 

3×10-3 3.02×102

21-羟基孕烯醇酮 4.35×10-4 2.57×10-3

表2  两组代谢物的代谢通路分析

代谢通路 代谢物 VIP P q m/z

谷氨酸和谷氨酰胺 L-谷氨酸 1.34 8.05×10-4 4.55×10-3 84

L-谷氨酰胺 1.32 2.00×10-4 1.26×10-3 156

半乳糖 D-果糖 1.69 5.94×10-4 4.72×10-5 103

D-半乳糖 2.35 1.39×10-12 3.73×10-11 207

甘露糖 2.17 5.94×10-11 1.04×10-9 179

葡萄糖 1.97 3.40×10-8 3.53×10-7 160

D-半乳糖酸 1.97 1.73×10-7 1.73×10-6 217

磷酸戊糖 葡萄糖酸内酯 2.26 9.03×10-12 1.84×10-10 129

葡萄糖 2.39 8.11×10-15 3.44×10-13 160

6-磷酸葡萄糖 - - - -

核糖 1.03 8.11×10-3 3.35×10-2 103

氨基葡萄糖 1.04 5.01×10-3 2.30×10-2 318

谷氨酸、丙氨酸和天冬氨酸 L-天冬氨酸 1.06 1.26×10-2 4.94×10-2 232

L-谷氨酸 1.34 8.05×10-2 4.55×10-3 84

N-乙酰-L-天冬氨酸 2.56 1.24×10-18 2.10×10-16 158

L-谷氨酰胺 1.32 2.00×10-4 1.26×10-3 156

  注:-表示该代谢物在两组中差异无统计学意义(P>0.05)。

3 讨  论

与良性腹水比较,恶性腹水因癌细胞已失去正常

细胞的生理功能,其异常快速生长的特性会引起机体

多项生命活动异常[6-7]。据相关研究报道,癌细胞会

导致糖代谢、脂肪代谢、嘌呤嘧啶代谢等代谢异常的

发生[8-9],如 Warburg效应,即正常细胞会借助线粒体

产生的腺苷三磷酸来获取能量,癌细胞则靠糖酵解作

用为自身提供能量及生长所需的代谢物,癌组织糖酵

解率可达正常组织的200倍,提示了解相关代谢途径

有助于深入了解癌症发生、发展机制,并可促进新的

诊治方法出现[10-11]。
代谢组学通过以高分辨率分析仪和多维统计的

方法分析细胞、组织或体内的代谢物全局性来揭示生

命活动,可反映生物机体在受到外界干扰时机体的应

答反 应,从 而 了 解 疾 病 发 生 机 制 和 药 物 作 用 机

制[12-13]。有研究报道,GC-MS是代谢组学中应用较

广的技术,可对组织、大便、体液等样品中的小分子物

质进行分离、检测和定量,从而发现生理状况下的代

谢物的变化情况[14-15]。本研究PCA显示,恶性组和

良性组的代谢轮廓有显著性差异,表明良恶性腹水患

者存在代谢差异,这与王淑凤等[16]研究显示良恶性疾

病(肝硬化和肝细胞癌)患者有代谢差异的结论相似。
这可能是由于细胞癌变过程中,癌组织可能会引起机

体代谢异常,尤其是会促使机体产生大量的能量和物
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质,以维持癌组织的异常快速生长;同时相关研究认

为能量和物质的大量异常产生也是细胞癌变的根本

原因[17-18]。
本研究进一步分析良恶性腹水患者代谢产物及

通路的差异,OPLS-DA显示恶性组和良性组有34个

差异性代谢产物;经 KEGG库和 HMDB映射显示,
与之相关且在良恶性腹水中差异有统计学意义的代

谢通路有4条,分别为谷氨酸和谷氨酰胺(L-谷氨酸、
L-谷氨酰胺)、半乳糖(D-果糖、D-半乳糖、甘露糖、葡
萄糖、D-半乳糖酸)、磷酸戊糖(葡萄糖酸内酯、葡萄

糖、核糖、氨基葡萄糖)及谷氨酸、丙氨酸和天冬氨酸

(L-天冬氨酸、L-谷氨酸、N-乙酰-L-天冬氨酸、L-谷氨

酰胺)通路,表明与良性腹水比较,恶性腹水主要存在

糖代谢、氨基酸代谢差异,其相关代谢通路可能与恶

性腹水病程进展密切相关。
谷氨酸和谷氨酰胺代谢通路:谷氨酸和谷氨酰胺

参与人体内多种代谢,其在癌组织中的主要作用是促

进上皮-间质转化来提高癌细胞的运动性[19-20]。故本

研究推测恶性腹水中谷氨酸和谷氨酰胺代谢异常,可
能是为了维持癌组织的活动,如促使癌细胞侵袭、脱
落、转移等。

磷酸戊糖代谢通路:磷酸戊糖来源于葡萄糖的氧

化分解,也是核酸的主要成分之一,癌细胞快速增殖

需要大量复制DNA[2-3]。故本研究推测恶性腹水中

磷酸戊糖代谢异常,可能是为了用于癌细胞合成大量

DNA。
半乳糖代谢通路:半乳糖可转化为葡萄糖分解供

能,一般在肠道中由13-乳糖酶分解乳糖产生,而代谢

中的半乳糖则主要从尿苷二磷酸葡萄糖生成,同时癌

组织的能量主要由葡萄糖直接酵解提供,无需再将半

乳糖转化为葡萄糖[12-13]。故本研究推测恶性腹水中

半乳糖代谢异常,可能是为了获得癌细胞快速增殖所

需的物质。
谷氨酸、丙氨酸和天冬氨酸代谢通路:相关研究

显示,癌组织中的谷氨酸、丙氨酸、天冬氨酸与糖代

谢、氨基酸代谢有关,谷氨酸经天门冬氨酸氨基转移

酶催化可生成天冬氨酸,天冬氨酸可为嘌呤和嘧啶的

合成提供底物,使癌细胞快速大量复制其增殖所需

DNA;同时丙氨酸进入血液后被运往肝脏,在肝脏中

丙氨酸通过联合脱氨基作用释放氨基生成丙酮酸,丙
酮酸经糖异生途径生成葡萄糖,为癌细胞快速增殖提

供能量[14-15];故本研究推测恶性腹水中谷氨酸、丙氨

酸和天冬氨酸代谢异常,可能是为了给癌细胞增殖提

供物质及能量供应。
综上所述,与良性腹水比较,恶性腹水主要存在

糖代谢、氨基酸代谢改变,能量通路中的有关 War-
burg效应的代谢途径变化明显,这些代谢通路改变可

能与恶性腹水病程进展密切相关,为失调的癌细胞提

供生长和生存所需的各种条件,通过GC-MS等代谢

组学检测方法检测相关代谢物及代谢通路有望成为

恶性腹水新的诊治方向。
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和高毒力KP的致病机制。
CRKP作为携带碳青霉烯酶耐药基因的超级细

菌,检出率日益增高,本研究中发现了2株同时携带

KPC和NDM耐药基因的KP,均为痰液标本,且这2
株KP对氨苄西林-舒巴坦、亚胺培南、氨曲南等均耐

药,提示携带多个耐药基因的KP已在多个地区之间

播散,预防多重耐药菌的形成及播散已经迫在眉睫。
综上所述,湖北省KP对大多抗菌药物耐药且耐

药率呈上升趋势,并出现了携带 KPC耐药基因的高

毒力KP,在临床诊疗中必须加强对CRKP的监测,结
合细菌耐药性合理选择抗菌药物。
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