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　　［摘要］　目的：阐明甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）与喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）的代谢组学特征并探讨其异同点。方
法：联合应用气相色谱－飞行时间质谱和超高效液相色谱－飞行时间质谱技术，对５７例ＰＴＣ和３３例ＬＳＣＣ患者的
新鲜肿瘤组织及其邻近非肿瘤组织的代谢物进行检测，获取代谢谱。应用单维、多维统计学方法分析肿瘤组织与
邻近非肿瘤组织之间的差异代谢产物以及相关的代谢通路。结果：ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ患者肿瘤组织与邻近非肿瘤
组织分别存在４６及４１种差异代谢产物。两组患者共同的代谢特征主要表现在肿瘤组织中糖酵解、氨基酸代谢、一
碳代谢及色氨酸代谢均较邻近非肿瘤组织明显增强。ＰＴＣ与ＬＳＣＣ肿瘤组织中的嘌呤和嘧啶代谢产物较邻近
非肿瘤组织增多，牛磺酸和次牛磺酸的代谢产物在ＰＴＣ肿瘤组织中增多。脂肪酸代谢产物在ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ
中又呈现共性的降低。结论：ＰＴＣ与ＬＳＣＣ既具有肿瘤组织中糖酵解、氨基酸代谢、一碳代谢及色氨酸代谢明显
增强的共性代谢特点，又具有各自独特的代谢特征，这些特征的揭示有助于阐明上述肿瘤的生物学特征。
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１上海交通大学医学院附属仁济医院头颈外科（上海，
２００００１）
通信作者：王家东，Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｒｊｉａｄｏｎｇｗ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　喉癌是头颈部肿瘤中发病率第二高的恶性肿
瘤〔１〕。中国的喉癌患者占全球患者的１２．７６％，死
亡人数占全球患者的１４．６５％。
甲状腺良恶性肿瘤的发病率在过去的十年中

呈急剧上升趋势。触诊检查发现正常人群中５％患
有甲状腺结节，超声检查发现３０％～６７％患有甲状

腺结节〔２〕。５％～２０％的甲状腺结节最终确诊为恶
性〔３－４〕。甲状腺恶性肿瘤中，乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ
ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴＣ）是最常见的病理类型，占
甲状腺癌发病率的８０％〔５〕。
喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌ　ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉ－

ｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）与ＰＴＣ的病因不同，临床表现也有
较大差异。本研究选择ＬＳＣＣ与ＰＴＣ比较，源于
两者同属于头颈部最常见的肿瘤，也是目前头颈外
科临床最多见的两种恶性肿瘤。我们首次联合应
用气相色谱－飞行时间质谱（ｇａｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ－ＴＯＦＭＳ）和

·１６５１·



临床耳鼻咽喉头颈外科杂志 第３１卷

超高效液相色谱－飞行时间质谱（ｕｌｔｒａ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃ－
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ）技 术，对 ＰＴＣ 和
ＬＳＣＣ患者的新鲜肿瘤组织及其邻近非肿瘤组织
的代谢物进行检测，获取代谢谱。应用单维、多维
统计学方法分析肿瘤组织与邻近非肿瘤组织之间

的差异代谢产物以及相关的代谢通路。

１　材料和方法
１．１　样本信息
采集在上海交通大学医学院附属仁济医院接

受手术治疗的５７例ＰＴＣ和３３例ＬＳＣＣ患者的手
术标本，每例患者标本取肿瘤组织与邻近非肿瘤组
织，共采集１８０例样本。肿瘤组织切取肿瘤中心部
位组织，邻近非肿瘤组织切取同一患者远离肿瘤部
位的正常组织。所有肿瘤组织标本仔细解剖，去除
周围的正常组织。所有的标本在离体１５ｍｉｎ内立
即冻存在－８０℃冰箱直到研究使用。患者的年龄、
肿瘤分期等临床资料见表１。所有患者在手术前
未接受任何新辅助化疗。

１．２　实验检测流程
每个组织样本量为５０ｍｇ，实验样本操作依照

标准化流程〔６〕，经处理后取样品上清液复溶、振荡、
离心后，分别进行正负离子模式的 ＵＰＬＣ－ＱＴ－
ＯＦＭＳ测试以及ＧＣ－ＴＯＦＭＳ测试。
实验过程中，取少量混合（质控管）后分装多

份，与样本平行制备。实验时，混合样本均匀分布
于进样序列中（每测试１０个样本，测试１个混合样
本），以监控仪器性能并对数据进行校正。ＵＰＬＣ－
ＱＴＯＦＭＳ检测的每个样本中加入相同浓度和计量
的氯苯丙氨酸，ＧＣ－ＴＯＦＭＳ检测的每个样本中加
入相同浓度和计量的氯苯丙氨酸和十七酸，以监控
仪器性能或对数据进行校正。

１．３　代谢产物统计分析
实验统计分析使用 的 软 件 主 要 有：ＳＰＳＳ

（ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ）、ＳＩＭＣＡ－Ｐ　１２．０．１＋（Ｕｍｅｔ－
ｒｉｃｓ，Ｕｍｅ，Ｓｗｅｄｅｎ）、Ｅｘｃｅｌ（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ，ＵＳＡ）以
及自主开发的软件包等。所有代谢产物运用偏最
小二乘法（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｐａｒｔｉａｌ　ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ　ｄｉｓｃｒｉｍｉ－
ｎａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉ－
ｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），可视化的罗列
ＰＴＣ和ＬＳＣＣ肿瘤组织以及瘤旁组织代谢产物差
异。此外，研究采用变量重要性投影值（ｖａｒｉａｂｌｅ

ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）对 先 前 的
ＯＰＬＳ－ＤＡ模型进行显著性分析，以 ＶＩＰ＞１判定
为差异显著。结合Ｓｔｕｄｅｎｔｓ＇ｔ检验，筛选出ＰＴＣ以
及ＬＳＣＣ癌组织与癌旁组织间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）的代谢产物。
２　结果
所有样本均采用 ＧＣ－ＴＯＦＭＳ和 ＵＰＬＣ－ＱＴ－

ＯＦＭＳ两个互补平台进行检测，分别采用混合样本
进行原始数据校正，校正后的ＧＣ－ＴＯＦＭＳ和 ＵＰ－
ＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ数据合并后进行分析。在组织样本
中鉴定了 １９５ 个物质，其中 ６９ 个物质为 ＧＣ－
ＴＯＦＭＳ测定，５１个物质为 ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ正离
子模式测定，７５个物质为ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ负离子
模式测定。

ＰＣＡ得分图显示ＰＴＣ和ＬＳＣＣ肿瘤组织中
的代谢产物与癌旁组织相比存在明显的分离趋势，

ＯＰＬＳ－ＤＡ法能清晰地将肿瘤组织与癌旁组织的代
谢产物建立模型（见图１）。ＰＴＣ肿瘤组织与癌旁
组织之间ＶＩＰ＞１、Ｐ＜０．０５的差异代谢产物共５４
种；ＬＳＣＣ肿瘤组织与癌旁组织之间的差异代谢产
物共５０种。
由于ＰＴＣ与ＬＳＣＣ的发病均有较明显的性别

差异，为了剔除性别因素对结果的影响，我们尝试对
１４例男性ＰＴＣ的癌旁组织和与其年龄相匹配的１４
例女性ＰＴＣ的癌旁组织重新建立ＯＰＬＳ－ＤＡ模型，
此模型发现２１种在男女性之间ＶＩＰ＞１、Ｐ＜０．０５的
差异代谢产物。剔除性别影响后，发现ＰＴＣ肿瘤组
织与癌旁组织之间ＶＩＰ＞１、Ｐ＜０．０５的差异代谢产
物共４６种，在ＬＳＣＣ的研究中发现肿瘤组织与癌旁
组织之间的差异代谢产物共４１种。
通过代谢产物的比较发现，两种肿瘤之间共同

的代谢特征主要表现在糖酵解增加，氨基酸代谢，
一碳代谢和色氨酸代谢增加。柠檬酸在ＰＴＣ肿瘤
组织中减少，而在ＬＳＣＣ肿瘤组织中略呈下降趋
势；三羧酸循环下游的代谢产物，包括琥珀酸、延胡
索酸、苹果酸在所有３种肿瘤组织中都增加。

ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ这两种肿瘤在部分产物方面
也分别表现出不同的代谢特征。嘌呤和嘧啶代谢
在ＰＴＣ和ＬＳＣＣ肿瘤组织中显著升高，而牛磺酸
和次牛磺酸仅在ＰＴＣ肿瘤组织中升高。图２显示
了这两种头颈部肿瘤差异的代谢产物与代谢通路

热图。

表１　患者的临床资料

组别 例数 男／女 平均年龄／岁
Ｔ分期

Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４
Ｎ分期

Ｎ０ Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３
ＰＴＣ组 ５７　 １４／４３　 ４４．５±１４．４　 ４６　 ９　 ２　 ０　 ３３　 ２４　 ０　 ０
ＬＳＣＣ组 ３３　 ３２／１　 ６１．３±９．１　 ５　 ９　 １３　 ６　 ２５　 ４　 ３　 １
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图１　ＰＴＡ与癌旁组织（１ａ）、ＬＳＣＣ与癌旁组织（１ｂ）的偏最小二乘值图

　　ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ两种肿瘤各自特征性代谢，包括嘌呤
和嘧啶代谢，牛磺酸和次牛磺酸代谢，脂肪酸和胆汁酸代
谢。ａ）倍性变化（ｆｏｌｄ　ｃｈａｎｇｅ），＞１表示肿瘤中代谢物含量大
于肿瘤旁组织，＜１表示肿瘤中代谢物含量较肿瘤旁组织
少。
图２　ＰＴＣ与ＬＳＣＣ差异代谢产物与代谢通路热图

３　讨论
迄今为止，鲜有关于ＬＳＣＣ和ＰＴＣ的代谢组

学的研究，两种肿瘤的代谢组学特征亦尚未明确，
即便是使用其他诸如核磁共振的方式研究头颈部

肿瘤代谢产物的报道也很少〔７－１０〕。Ｄｅｊａ等〔７〕发现
甲状腺癌代谢产物的改变主要表现在：渗透压调节
产物的浓度升高（牛磺酸和鲨肌醇），柠檬酸浓度升
高，供应三羧酸循环的氨基酸浓度升高。同时也有
学者报道甲状腺恶性肿瘤主要区别于良性肿瘤的

特征为血清中的主要代谢产物脂质代谢差异巨

大〔８〕。Ｔｒｉｐａｔｈｉ等〔９－１０〕观察到ＬＳＣＣ组织表现出高
度活跃的糖酵解，进入三羧酸循环的氨基酸浓度增
加，能量代谢改变，膜磷脂胆碱代谢变化，氧化和渗

透压的防御机制改变。这些研究结果提示，即便是
同样来源于头颈部的恶性肿瘤可能有不同的代谢

组学特征，并且不同种类的头颈部恶性肿瘤的代谢
谱也可能不同，这主要是由上游的调控基因造成
的。本次研究联合运用 ＧＣ－ＴＯＦＭＳ以及 ＵＰＬＣ－
ＱＴＯＦＭＳ两种色谱质谱技术，不仅能提高检测的
敏感度和选择性，也能增加检测到的代谢产物的数
量，从而更好地阐明头颈部这两类肿瘤各自的生物
学特征。

ＬＳＣＣ在男性中的发病率是女性的３～４倍，而
ＰＴＣ在女性中的发病率却是男性的３～４倍〔１〕。由
于ＰＴＣ与ＬＳＣＣ的发病率与性别相关性较高，因
此性别差异可能会影响本项研究结果。对于ＰＴＣ
及ＬＳＣＣ两者代谢产物对比部分，我们预先选择了
一组年龄与性别相匹配的患者，比较了男性与女性
ＰＴＣ患者癌旁正常组织的代谢产物，发现了２１种
差异物。这些因为性别因素产生的差异代谢产物
在我们后续的研究结果中被剔除。因此，我们相信
本次结果能更好地阐明这两种肿瘤的生物学特征。
肿瘤在发生发展过程中需要改变细胞代谢来

支持它进行细胞增殖和生物合成所需的能量〔１１〕。
本研究中，我们发现ＰＴＣ和ＬＳＣＣ两组患者共同
的代谢特征主要表现为肿瘤组织中糖酵解、氨基酸
代谢、一碳代谢及色氨酸代谢均比癌旁组织明显增
强，这些改变为代谢底物和大分子前体的大量生成
提供了合成蛋白质所需的能量。

Ｗａｒｂｕｒｇ效应是肿瘤特有的代谢特点，它是指
在肿瘤的生长过程中乳酸发酵与糖酵解率增加〔１２〕。
本项研究结果与 Ｗａｒｂｕｒｇ效应一致，尽管ＰＴＣ与
ＬＳＣＣ肿瘤表现千差万别，但本研究发现乳酸水平
和三羧酸循环产物水平在两者的肿瘤组织中有较
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为一致的升高。柠檬酸是一种三羧酸循环的代谢
产物，在Ｄｅｊａ等〔７〕的研究中柠檬酸浓度在甲状腺
病变的组织中明显下降，相应的，对于柠檬酸浓度
在头颈部鳞状细胞癌中的研究有所争议，综合看来
大部分学者认为其在组织中略呈现出下降趋势〔１３〕。
这些研究结果与我们的研究结果基本一致，这也从
侧面说明在肿瘤组织中，柠檬酸转化为乙酰辅酶Ａ
和合成其他脂肪酸的量增加了。
一碳单位将甲基从供体转移到需要合成的分

子上以及负责ＤＮＡ甲基化。半胱氨酸是合成谷胱
甘肽的重要前体，它在很多恶性肿瘤中浓度都上
升，包括乳腺癌、卵巢癌、口腔癌、脑肿瘤和肺癌〔１４〕。
在我们的研究中，同样发现一碳代谢产物在这两种
肿瘤组织中都升高了。
氨基酸是线粒体代谢必不可少的底物，因此，

在肿瘤组织中氨基酸代谢会增加。脯氨酸在很多
恶性肿瘤组织中浓度都上升，包括前列腺癌、淋巴
瘤等〔１５－１７〕。天冬氨酸水平在人胰腺腺癌组织中升
高〔１８〕。黑色素瘤细胞分泌的丙氨酸比正常黑素细
胞多，在结肠癌中同样发现丙氨酸浓度升高〔１９－２０〕。
我们的研究结果发现ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ肿瘤组织中
氨基酸的浓度均较邻近正常组织升高，这表明肿瘤
组织在合成代谢的过程中，蛋白质合成的底物、核
苷酸合成的前体和参加三羧酸循环的代谢产物水

平都增加了。
色氨酸是一种必需氨基酸，它在肿瘤局部微环

境中通过犬尿氨酸通路代谢。犬尿氨酸代谢通路
的第一个催化酶是吲哚胺２，３－二氧化酶（ｉｎｄｏｌｅａｍ－
ｉｎｅ　２，３－ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）〔２１〕。ＩＤＯ的高表达被认
为与肿瘤的免疫耐受相关，能帮助肿瘤细胞避开免
疫攻击〔２２〕。ＩＤＯ 的高表达导致犬尿氨酸水平升
高，这将从色氨酸产生更多的烟酰胺腺嘌呤二核苷
酸，使肿瘤细胞快速生长。最近的研究发现在部分
肿瘤中犬尿氨酸是人芳基烃受体的内源性配体，能
抑制抗肿瘤的免疫应答，通过芳基烃受体自分泌或
旁分泌途径促使肿瘤细胞永生〔２３〕。ＩＤＯ的基因表
达也在多种恶性肿瘤中有明显表达上调〔６，２４－２５〕，本
研究结果中，色氨酸代谢在这两类恶性肿瘤的组织
中也呈现明显的增加。
此外，另一个重要的氨基酸是牛磺酸，它是渗

透压调节剂，作用类似于肌醇。现有的报道证实牛
磺酸水平在乳腺癌〔２６〕、结肠癌〔２７〕和头颈部肿瘤细
胞〔９，２５〕中均升高，这表明渗透压的变化可能是很多
恶性肿瘤常见的代谢特征。在我们的研究中牛磺
酸在ＰＴＣ肿瘤组织中升高，而在ＬＳＣＣ肿瘤组织
中无明显改变。牛磺酸的生理特点除了调节渗透
压，还有抗氧化的特性〔２８〕。许多抗氧化剂具有抗肿
瘤的特性，它们能通过优化人体防御系统，达到减
少肿瘤和年龄相关疾病发生的目的〔２９〕。牛磺酸及

其他的衍生物，如牛磺罗定，被发现在体外和体内
都能通过抑制肿瘤细胞增殖、增强肿瘤细胞凋亡达
到抗肿瘤的目的〔３０－３１〕，并能通过抑制血管生成增加
抗肿瘤指数〔３０〕。鉴于牛磺酸在肿瘤细胞中的多重
功能，其在ＰＴＣ和ＬＳＣＣ肿瘤组织中具体担当的
角色尚不十分清楚。
根据国内外学者对于不同代谢水平的研究〔８〕

发现，甲状腺良恶性肿瘤之间脂质代谢的差异最显
著的目标递质为血清，主要表现在血清３－羟基丁酸
的水平。３－羟基丁酸是脂肪酸代谢的中间产物，它
在ＰＴＣ患者血清中的含量远高于良性肿瘤患者。
相反的，血清中脂代谢产物的含量与在肿瘤组织中
的含量呈负相关〔３２〕。本研究显示在ＰＴＣ组织层面
脂代谢分析中只有二十碳二烯酸水平略上升，其余
各脂代谢检测参数均呈下降的结果，其检测量以及
水平远不及相关文献报道的良性肿瘤表达程度，这
一结果也同报道一致。这些结果表明，恶性甲状腺
肿瘤在组织中脂肪酸代谢水平是降低的。在ＬＳＣＣ
的组织代谢研究中，本次研究结果同样发现其脂肪
酸代谢产物有明显的降低。这一结果也同 Ｓｏ－
ｍａｓｈｅｋａｒ等〔１０〕的研究结果一致，文献同样认为头
颈部鳞状细胞癌可能与脂质代谢的甘油三酯和脂

肪酸氧化分解了随之而来的改变有关。尽管脂代
谢与肿瘤的关系尚无确切的定论，一般认为脂肪酸
氧化可以为肿瘤细胞的快速增殖和生长提供生物

能量〔３３〕，所以，肿瘤组织中的脂肪酸水平降低，与肿
瘤细胞细胞膜生物合成的需求增加导致脂质的高

利用率相关。

ＰＴＣ与ＬＳＣＣ具有肿瘤组织中糖酵解、氨基酸
代谢、一碳代谢及色氨酸代谢明显增强的共性代谢
特点，两者在肿瘤与瘤旁组织代谢过程中有诸多明
确发生变化的物质，也存在浓度差异的物质，这些
变化可作为协助肿瘤诊断的生物标志。相对的，这
两类恶性肿瘤又具有各自相对独特的代谢特征，如
ＰＴＣ与ＬＳＣＣ肿瘤组织中的嘌呤和嘧啶代谢产物
较邻近非肿瘤组织增强，牛磺酸和次牛磺酸的代谢
产物在ＰＴＣ肿瘤组织中增强。脂肪酸代谢产物在
ＰＴＣ以及ＬＳＣＣ中又呈现共性的降低。虽然这些
细微的特征差异目前不足以被证实在ＰＴＣ以及
ＬＳＣＣ发生发展中具有决定性作用，相信在后续研
究中有望揭示并阐明这两种肿瘤的生物学特征。
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