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［摘要］ 肝细胞性肝癌( HCC) 是最常见的、发病率和死亡率较高的恶性肿瘤之一，严重危害了人类的健康。代谢组学

能够将高通量、高分辨率的分析技术与生物信息学相整合，对生物代谢层面进行研究，为寻找早期诊断肝细胞性肝癌的生物

标志物、探索 HCC 发生的机制提供独特的视角。本文对近年来肝细胞性肝癌代谢组学研究进展进行综述 ，为进一步深入研

究提供参考 。
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［Abstract］ Hepatocellular carcinoma ( HCC) was one of the most common malignancies with high incidence and mortality
which threatened human health． Integrating analytical technology of high throughput and high resolution with bioinformatics，metabo-
nomics could investigate the organism on the level of metabolism，provide a unique insight into searching biomarkers for early diagnosis
of HCC and exploring the mechanism of HCC ． The advances of metabonomics studies on HCC in the recent years were reviewed in this
paper which could provide the reference for further research．
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肝细胞性肝癌( HCC) 是恶性程度极高、预后

极差的恶性肿瘤，它的发生是一个长期的、动态的、
多阶段的、多基因改变的过程，具有多基因调控和

多因素调节的复杂性［1］。由于 HCC 发生过程的复

杂性，因此需要用整体性思维来研究它。代谢组学

是采用多层次、多靶点研究来表达集体的功能状态，

它通过代谢轮廓的变化表达外源性扰动带来的功能

改变，能同时研究代谢物中的多种因素，从大量信

息的系统集成来解释复杂性理论，并进一步解释其

如何相互作用体现出相应功能，其无歧视的整体性

与动态的功能性，正好符合了整体性研究 HCC 的要

求，引入代谢组学的理念与方法不仅能够寻找和发

现早期诊断 HCC 的生物标志物，更加有助于探索

HCC 发生的机制。本文综述了近年来肝细胞肝癌

的代谢组学研究的相关文献，以期提供此方面研究

的现状并对进一步深入研究有所帮助。

1 肝细胞肝癌的现状

肝细胞肝癌( HCC) 是最常见的腹内恶性肿瘤

之一，占原发性肝癌( PHC) 的 91． 5%，在世界范围

内其发病率和死亡率分别居恶性肿瘤的第 5 位和第

3 位，同时它的 5 年生存率还不到 7%［2 ～ 4］。目前我

国肝癌的发病人数占全球的 55%，其死亡率排在恶

性肿瘤的第 2 位，是严重威胁我国人民生命健康的

疾病。近年来，随着慢性乙肝病毒( HBV) 与慢性丙

肝病毒( HCV) 的传播和流行，以及肥胖和 2 型糖

尿病的发病率越来越高，肝细胞肝癌的发生率正在

以惊人的速度增长［5 ～ 7］。
肝癌起病隐匿，早期常缺乏典型症状，大多数病

人在诊断出来的时候已经发展到了疾病的中晚期，

治疗的前景是很渺茫的［8］。所以，早期诊断 HCC 是

非常重要的，这样就能够及时采取手术或者化疗等

一系列治疗措施来延长生存期［9］。目前 HCC 的筛
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查和早期诊断主要倚重两类检查手段: 影像学检测

和肝癌肿瘤标志物检测。超声、CT 和核磁共振成像

等影像学检测手段是通过直观的肝脏占位性肿瘤包

块来判断 HCC，其分辨率与准确性并不理想。肝癌

肿瘤标志物的检测在 HCC 筛查、诊断、预后判断和

监测复发等方面都发挥着重要作用，目前这些肿瘤

标志物主要是在基因水平与蛋白质水平发现的，包

括甲胎蛋白( alpha fetal protein，AFP) 、异常凝血酶

原( des-γ-carboxyprothrombin，DCP) 、γ -谷氨酰转移

酶( gamma-glutamyltransferase，GGT) 、人端粒酶反转

录 酶 ( human telomerase reverse transcriptase，

hTERT) 、Parkin 基因、PTEN 抑癌基因 ( phosphatase
and tensin homology deleted on chromosome ten) ［10］、
Survivin 基因［11］等。然而即使是临床上应用最广、
灵敏性最高的标志物 AFP，其检测灵敏度也还不到

70%［12 ～ 14］，结合血液酶学及其他肿瘤标志物检查，

虽然有助于提高肝癌的确诊率，但是对于早期诊断

小肝癌( 直径 ＜ 3 cm) 的敏感性仍有待提升。因此，

现在急迫的需要寻找特定的标志物来用于早期诊

断、预后判断和监测复发。

2 代谢组学概述

2． 1 代谢组学的概念 代谢组学是系统生物学的

重要组成部分，它是研究生物体系受基因改变、疾病

和环境因素等作用所产生的所有代谢产物的变化的

科学［15，16］。同样作为系统生物学重要组成部分的基

因组学与蛋白质组学分别从基因层面和蛋白质层面

描绘生物体的基因谱图以及研究生物体在基因调控

和环境双重作用下所表达的蛋白质种类和数量，为

了解不同癌症的生物学变化提供了一些线索。代谢

组学主要研究生物体液、生物组织及单个细胞中的

下游小分子，是基因组和蛋白质组的补充，能够综

合利用代谢组学研究方法，包括各种现代化的分析

技术、模式识别以及多元统计分析方法，来寻找其中

的系统生物学信息，从而揭示生物体在特定时间、环
境下的整体功能状态。代谢组学能够跟踪检测代谢

物之间的动态转化与含量变化，将这些代谢信息与

病理生理过程中的生物化学和生理学改变联系起

来，可以确定发生变化的靶标和作用位点，进而确定

相关的生物标志物。目前代谢组学已经广泛的应用

到了疾病的诊断、探索病因机理、研究药物作用机制

以及寻找新药作用靶点等多个领域。
2． 2 代谢组学的分析技术与手段 由于代谢组学

的分析对象是某一生物、系统或细胞中所有分子质

量 1 000 以下的小分子代谢产物的集合，它们的种

类和数量繁多、理化性质悬殊、浓度差异巨大，还存

在时空分布的差异性和复杂的相互作用，因此对检

测和数据分析技术提出了极高的要求。目前代谢组

学的分析技术主要有色谱［17］、质谱［18］、核磁共振

( nuclear magnetic resonance，NMR) ［19］及液质联用和

气质联用技术［20］等，它们都有各自的优势与适用范

围。色谱以其高分离度、高通量而著称，但其定性分

析能力薄弱; 质谱具有普适性、高敏感度和高特异度

的特点，同时也存在选择性检测能力不高、大量谱峰

的识别力差、不同离子化程度对代谢物定量有影响

等缺陷; NMR 作为最经典的代谢组学研究工具，其

突出优点是样品前处理步骤简单、测定重复性好并

能够对样品实现无创性、无偏向的检测，而且 1 H-
NMR 以其对含氢代谢产物的普适性而成为最主要

的分析工具，不过仍存在敏感度低、分辨率不高等不

足。为了实现无偏向、大范围、高通量、高敏感度和

高精确度地分离和分析代谢物的目标，各种谱学技

术联用与多种方法综合分析的手段越来越多的出现

在代谢组学研究中，这也是今后代谢组学分析技术

发展的必然趋势。通过这些现代化的分析技术得到

了大量的多维的数据信息，为了充分挖掘其中潜在

的信息，需要运用化学计量学理论和一系列多元统

计分析新方法对采集的海量原始信息进行降维和归

类分析。目前主要的数据分析手段是模式识别技

术，包含监督( supervised) 学习方法和非监督( unsu-
pervised) 学习方法两类。非监督方法不需要有关样

品分类的任何背景信息，分析的可视化结果是基于

原始谱图信息或预处理后的信息来对样品进行归类

的，这使得样品内部随机误差较大，限制了其在样品

之间真实差异不很明显时有效找出真实差异的能

力。主要包括主成分分析( PCA) 、非线性映射( non-
linemapping，NLM) 、层次聚类分析( HCA) 等。而监

督分析则通过把样品按照组别进行分类分析滤除了

随机差异，并利用训练样本建立类别间的数学模型，

找出每组样品的特点和区分各组之间的差异，最后

用这些多参数模型对未知样品进行预测。常用的有

偏最小二乘法-判别分析( PLS-DA) 、神经网络分析

( NN) 等［22］。

3 代谢组学在 HCC 研究中的应用

代谢组学自问世以来，方法正日趋成熟，其应用

已渗入到生命科学研究的方方面面。在 HCC 相关

研究中，相比于基因组学与蛋白组学等其他组学技

术，代谢组学日益展现出它独到的优势: ①代谢组学

反映的是基因水平蛋白质水平各因素综合作用下的

最终结果，各种微小变化都可能引起代谢物中的

“延增效应”，产生大量的异乎寻常的代谢物［22］，因
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此能够更综合、更准确、更灵敏地反映生物体系的状

态; ②生物体中的小分子化合物的组成比基因组、蛋
白组相对简单，代谢物种类远少于基因与蛋白的数

目; ③代谢组学研究中能够实现无创或微创的样本

采集，样本处理方法更加简单，采用的技术更通用、
简便、快速，而且不要求完整的基因序列或庞大的表

达序列标签( EST) 数据库; ④很多内源性小分子化

合物的生化代谢网络已经弄清，能够通过 KEGG 或

HMDB 数据库找到，而目前对基因、蛋白质功能的认

识十分有限。代谢组学以自身独特的优势也奠定了

它在整个生命科学研究中的重要地位，它的兴起给

HCC 的诊断治疗提供了新的思路。目前，国内外的

研究学者利用代谢组学研究 HCC 已经取得了一些

可喜的成果( 表 1) 。

表 1 代表性的 HCC 相关的代谢组学研究与亮点

作者 分析对象 应用 亮点

Peiyuan Yin 等［24］ 血清 利用代谢组学寻找 HCC
的潜在生物标志物

结合亲水作用色谱与反向色谱分析样品，并绘制了生物标志物代谢
相关网络图。

Andrew 等［25］ 血浆 结合 UPLC-ESI-Q TOF /MS、UPLC-ESI-TQMS 与 GC /MS 三种分析技术
对血浆脂类代谢物进行了定量分析，同时增加了急性骨髓性白血病
患者对照组，进一步证明了这些标志物对 HCC 的专属性。

Mohamed 等［28，29］ 尿液 用代谢标志物诊断 HCC 分别研究了 HBV 阳性尼日利亚籍肝癌患者与 HCV 阳性埃及肝癌患者
的与健康志愿者的代谢物差异，发现结果相似，说明 HCC 不受到病因
与人种的影响。

Tianlu Chen 等［31］ 血清与尿液 利用 GC-TOFMS 与 UPLC-QTOFMS 多种分析技术对多种生物样品进
行定量分析，发现的标志物相互佐证，成功的百分之一百诊断出了 AFP
小于 20 ng /ml 的 HCC 患者与健康志愿者。

3． 1 HCC相关的代谢标志物 肝癌的病理变化往

往造成机体基础代谢产生相应改变，进而引起小分

子代谢物种类或浓度发生对应的变化，最终造成与

正常个体之间代谢谱的差异。利用代谢组学技术对

患者和健康志愿者的生物样品进行分析，可以检测

出代谢谱差异，并鉴定与疾病密切相关的潜在生物

标志物。
Cao 等［23］利用超高效液相色谱-四极杆 /飞行时

间串联质谱仪( UPLC-Q TOF /MS) 对肝硬化与 HCC
患者的排泄物进行了代谢组学研究。选择了 23 例

健康志愿者、22 例肝硬化患者与 23 例 HCC 患者，

经过偏最小二乘法-判别分析( PLS-DA) 发现代谢特

征并成功建立了能够区分健康人与患者的模型。模

式识别分析得分图能正确地将肝硬化患者与 HCC
患者归类，并根据变量重要性鉴定出含量显著变化

的 6 个潜在标志物，它们分别是溶血卵磷脂( LPC
C18∶0、LPC C16∶0) ，鹅去氧胆酸二聚体，尿胆素，

尿胆素原以及 7-氧代石胆酸。肝硬化患者与 HCC
患者排泄物中显著降低的胆酸主要与他们体内胆酸

合成与分泌的减少有关。溶血卵磷脂的增加暗示着

患者可能有吸收障碍。
Yin 等［24］利用液质联用技术( LC /MS) 对乙肝

诱导的肝硬化患者与 HCC 患者的血清进行代谢组

学研究。通过反向液相色谱( RP-LC) 与亲水作用色

谱( HILIC) 两种方式获取 25 例健康志愿者、24 例肝

硬化患者与 25 例 HCC 患者的血清数据，经过化学

计量学标准化和整合的数据用 OPLS 分析，筛选出

了潜在的生物标志物。其中甘氨胆酸 ，甘氨鹅去氧

胆酸，牛磺胆酸以及牛磺鹅去氧胆酸是肝硬化的潜

在生物标志物，二氢鞘氨醇与 4-羟双氢鞘氨醇是肝

癌的潜在标志物。为了更系统的了解疾病与可能的

生物学意义，文中还分别绘出了肝硬化患者与 HCC
患者的生物标志物代谢相关网络图。

Andrew 等［25］应用超高效液相色谱-电喷雾离子

化-四极 杆 /飞 行 时 间 串 联 质 谱 仪 ( UPLC-ESI-Q
TOF /MS) 、超高效液相色谱-电喷雾离子化-三重四

极杆 质 谱 仪 ( UPLC-ESI-TQMS ) 与 气 质 联 用 技 术

( GC /MS) 对急性骨髓性白血病患者，肝硬化患者与

HCC 患者的血浆进行代谢组学研究。选择了 6 例

健康志愿者、21 例急性骨髓性白血病患者、7 例肝硬

化患者与 20 例 HCC 患者，经过随机森林机器学习

算法( RF) 以及多元数据分析发现 HCC 患者与升高

的甘氨脱氧胆酸盐和脱氧胆酸盐-3-硫酸盐以及下

调的胆绿素与胎儿胆汁酸有关。经过进一步用 UP-
LC-ESI-TQMS 定量分析病人的血浆脂类代谢轮廓，

观察到 HCC 与降低的溶血性卵磷脂以及升高的溶

血磷脂酸［LPA( 16∶0) ］密切相关，并且 LPA( 16∶
0) 与 AFP 呈正相关。在使用 GC /MS 对脂肪酸进行

定量分析时，还发现廿四酸( 24∶0 ) 神经酸( 24∶
1) 在 HCC 患者的血浆中几乎消失了。这篇文章通

过 结 合 UPLC-ESI-Q TOF /MS 平 台 与 UPLC-ESI-
TQMS、GC /MS 定量分析平台为深入了解癌症的病
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理学提供了途径。
Gao 等［26］利用 NMR 对肝硬化与 HCC 患者的

血清进行了代谢组学研究。选择了 63 例健康志愿

者、36 例肝硬化患者与 39 例 HCC 患者，经过 PCA
与 PLS-DA 等模式识别的方法发现代谢特征并成功

建立了能够区分健康人与肝硬化与 HCC 患者的模

型。与健康人相比，肝硬化与 HCC 患者的血清中含

有更高的醋酸盐、N-乙酰糖类蛋白、丙酮酸、谷氨酰

胺、α-酮戊二酸盐、甘油、酪氨酸、1-甲基组氨酸与苯

丙氨酸，以及更低的脂蛋白、异亮氨酸、缬氨酸、乙酰

乙酸、肌酸、胆碱与不饱和脂类。
3． 2 代谢组学与 HCC 诊断 在 HCC 发生的早期

阶段，利用代谢组学技术将可能监测特定代谢过程

中代谢物的变化或波动情况，通过观察特定的代谢

标志物可以用于诊断 HCC，并预测其进展，或是监

测其对于干预的反应。
Chen 等［27］利用液质联用技术( LC /MS) 对 28 例

健康志愿者与 41 例 HCC 患者的血清进行代谢组学

研究。文中用基于小波变换的方法来进行峰的校正，

并对特征峰进行两样本 t 检验，分析表明主成分分析

( PCA) 能够很好的区分健康志愿者与 HCC 患者，关

键的差异代谢物是 1-甲基腺苷。经过进一步的受试

者工作曲线( ROC) 计算发现 1-甲基腺苷的 AUC 值

( 0． 802) 明显高于 AFP 的 AUC 值( 0． 592) ，将两者结

合在一起作为诊断的模型能够显著地提高诊断的灵

敏性，并且能够发现 AFP 阴性的 HCC 患者。
Mohamed 等［28］利用 11． 7T NMR 系统对尼日利

亚籍的肝硬化患者与 HCC 患者的尿液进行代谢组学

研究。选择了 15 例 HBsAg 阴性的健康志愿者、10 例

HBsAg 阳性的肝硬化患者与 18 例 HBsAg 阳性的

HCC 患者，经过 PCA 分析发现 3 组的尿液代谢轮廓

有显著的差异，PLS-DA 分析找到 4 个对分类贡献最

大的代谢物作为潜在的生物标志物，分别是肌酐酸、
肉碱、肌酸与丙酮。此模型区分 HCC 患者与健康人

的灵敏性与特异性能达到 100% 和 93%，区分 HCC
患者与肝硬化患者的灵敏性与特异性能达到 89． 5%
和 88． 9%。可见尿液的生物标志物在诊断 HCC 方面

有较强的实用性且能够广泛应用。为了进一步验证

实验的结论，Mohamed 等［29］又在大部分感染了 HCV
的埃及患者中用相同的 NMR 技术进行了一个类似的

研究。通过正交信号校正偏最小二乘法判别分析( O-
PLS) 分析 17 例 HCV 阴性的健康志愿者、14 例肝硬

化患者与 16 例 HCC 患者的尿液，发现这种方法区分

HCC 患者与健康人的灵敏性与特异性能达到 100%
和 94%，区分 HCC 患者与肝硬化患者的灵敏性与特

异性能达到 81%和 71%。差异最明显的代谢物包括

甘氨酸，三甲胺-N-氧化物，马尿酸盐，柠檬酸、肌酐

酸、肌酸与肉碱。这个结论与在尼日利亚人种中观察

到的结果十分相似，这就意味着 HCC 影响了患者的

生理情况、能力生产以及染色体的异常甲基化，并且

不受到病因与人种的影响。
Xue 等［30］利用 GC /MS 对 20 名健康志愿者与

20 名男性 HCC 患者的血清进行代谢组学研究。化

学衍生化后的血清样本进入到 GC /MS 分析得到的

数据用逐步判别分析( SDA) 与支持向量机 SVM 进

行分析，发现两组之间差异最显著的代谢物有丁酸、
乙亚胺酸、甘油、L-异亮氨酸、L-缬氨酸、氨基丙二

酸、D-赤藓糖、棕榈酸、硬脂酸与 9，12-十八碳二烯

酸。用这些代谢物作为诊断的模型能够更好地区分

HCC 患者与健康志愿者。而且这个模型的错误数

估计为零，SVM 经过 20 倍交叉验证的总分类准确

性为 75%。
Chen 等［31］利用 GC-TOFMS 与 UPLC- QTOFMS

对良性肝脏肿瘤与 HCC 患者的血清与尿液进行了

代谢组学研究。收集了 71 例健康志愿者、24 例良

性肝脏肿瘤患者与 82 例 HCC 患者的血清与尿液样

品，经过单变量与多变量统计分析鉴定出 43 种血清

代谢物与 31 种尿液代谢物，它们包含在胆汁酸代

谢、游离脂肪酸代谢、糖酵解、尿酸循环与蛋氨酸代

谢等关键性的代谢通路当中。在 HCC 患者中观察

到了一些有显著差异，且含量倍数改变很高的代谢

物，包括胆汁酸、组氨酸和肌核苷，它们经过进一步

验证后可以作为 HCC 的生物标志物。通过定量分

析比较有肝硬化与肝炎的良性肝脏肿瘤患者、有肝

硬化与肝炎的 HCC 患者、无肝硬化与肝炎的 HCC
患者以及健康志愿者中的 7 种胆汁酸，发现甘氨鹅

脱氧胆酸、甘氨胆酸、牛磺胆酸与鹅去氧胆酸和肝硬

化与肝炎有关。文中利用一组生物标志物成功地百

分之一百诊断出了 AFP 小于 20 ng /ml 的 HCC 患者

与健康志愿者。

4 结语

代谢组学虽是“后基因组学”时期的一门新兴

学科，它发展迅速并已经广泛应用于生命科学的各

个领域，特别在疾病研究中代谢组学显示出了巨大

潜力和良好前景。对于与体内代谢密切相关的疾病

HCC，它的发生、发展与代谢状态直接相关，检测有

关代谢物的变化或波动情况可以把握 HCC 发展的

阶段和状态，这为临床早期诊断提供了切实可行的

新途径。目前，广大科研学者已经找到了不少 HCC
相关的标志性代谢物，但各个潜在的生物标志物之

间关联性不强，缺乏交叉验证，离建立完整可靠的诊
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断系统还有一定距离。不过，相信随着代谢组学技

术的不断拓展更新，代谢组学应用的广度和深度将

不断增加，为进一步确定 HCC 早期诊断标志物，研

究其发生、发展机制与确定治疗靶标做出贡献。
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