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基于 1H-NMR技术的肝癌尿液样品代谢组学研究 *

胡雪芳 王 彦△ 贾孟琪 王薇薇 闫 超
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摘要 目的：探索区分健康对照组与肝癌患者的潜在标志代谢物。方法：运用 SIMAC 13.0软件对对数据进行多元分析方法 PCA、

PLS及 OPLS的方法分析。结果：应用 SPSS 21.0统计软件对其数据进行 ROC曲线分析，发现肝癌患者在琢-葡萄糖、茁-葡萄糖和
肌酸酐的代谢路径上都发生了一定的异常变化。这 3个代谢物拟合综合变量的 ROC曲线的 AUC值为 0.972(灵敏度为 90.6%，特

异性为 92.9%)，说明此代谢标记物组具有较高的诊断准确度。结论：琢-葡萄糖、茁-葡萄糖和肌酸酐可以作为区分健康对照人群与
肝癌患者的潜在标志代谢物。
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1H-NMR Based Metabonomic Investigation of the Urine
of Liver Cancers Patients*

The purpose of this article was to study the different metabolites of urine between liver cancers and normal

group by 1H-NMR technology. This research analysed the data useing the multivariate analysis method PCA, PLS and OPLS

by SIMAC 13.0. SPSS 21.0 statistical software was applied to analyze the ROC curve of the data. The concentration changes of

alpha-glucose, beta-glucose and creatinine were found in the metabolic pathways between liver cancers patients and normal group. The

AUC value of the ROC curve of the three metabolites fitted with synthetic variables is 0.972 (sensitivity is 90.6%, specificity is 92.9%).

This metabolic marker group has high diagnostic accuracy. These three urine metabolites can be used as potential marker

metabolites to distinguish normal control group and liver cancers patients.
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前言

肝细胞癌(HCC)是一种恶性肝脏疾病，在全球常见恶性肿

瘤中排名第六，在致命癌症中排名第三，探索肝癌早期诊断和

疗效评价的代谢标记物具有重要意义[1]。目前，已有较多用血

液、尿液、组织等作为标本探索肝相关疾病标记物的研究。如

Bertino等[2]发现在血液样本中 AFP、琢-L-岩藻糖苷酶(AFU)和

甲胎蛋白异质体(AFP-L3)等物质有明显变化，可作为肿瘤标记

物；齐素文等[3]采用 1H-NMR分析了 HBV肝硬化患者和酒精

性肝硬化患者的组织样本后，发现肌酸、谷氨酸、谷氨酰胺、异

丁酸和乙酸乙酯是区分 HBV肝硬化患者和酒精性肝硬化患者

的生物标记物；汤靓等[4]采用 LC-MS研究小鼠血液和肝脏组

织，发现棕榈酰肉碱、二氢鞘氨醇和胆汁酸衍生物等代谢标记

物；Shariff等[5]研究丙型肝炎病毒感染的埃及人中肝癌、肝硬化

和健康对照组的尿液，鉴定出肌酸、肌酸酐、甘氨酸、柠檬酸盐、

马尿酸盐、氧化三甲胺和肉毒碱 7种代谢物[6]。Chen等人[7]联合

GC-TOFMS和 UPLC-QTOFMS两个平台对血清、尿液两种样

本肝癌、肝血管瘤及健康对照组进行研究，鉴定出与胆汁酸、糖

酵解、游离脂肪酸、蛋氨酸、尿素循环等代谢有关的血清代谢物

及尿液代谢物[8]。但目前采用 1H-NMR分析技术，以尿液为研

究对象，分析肝癌标记物的文献少多，只有 Shariff等针对丙型

肝炎病毒感染引起的肝癌尿液样品做了相关研究[9]。因此，本研

究将以 1H-NMR技术为平台，对健康对照组和肝癌患者的尿

液样品进行数据采集，结合多变量统计分析寻找和确定与肝癌

相关的小分子代谢标记物，以期为肝癌早期诊断、个体化治疗

方案等提供参考依据[10]。

1 材料与方法
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图 1 尿液核磁共振 400MHz 1H-NMR谱：(a)健康对照组，(b)肝癌患者

Fig.1 Typical 400MHz 1H-NMR spectra of urine samples: (a)Normal Controls, (b)HU model group

1.1 材料

核磁共振波谱 (NMR)仪 (Bruker AVANCE-III 400MHz)、

ThermoFisher 超速离心机、SAMSUNG 低温冰箱、Sartorius 电

子天平、KQ-250DB数控型超声波清洗仪 (昆山市超声仪器有

限公司)、Sartorius pH计、Eppendorf移液枪、核磁管(青岛腾龙

微波科技有限公司)、Axygen离心管。

氨基酸对照品：丝氨酸(Ser)、组氨酸(His)、甘氨酸(Gly)、苏

氨酸(Thr)、精氨酸(Arg)、丙氨酸(Ala)、酪氨酸(Tyr)、甲硫氨酸

(Met)、脯氨酸(Pro)、缬氨酸(Val)、苯丙氨酸(Phe)、异亮氨酸(Ile)、

亮氨酸(Leu)、赖氨酸(Lys)、色氨酸(Trp)、天冬氨酸(Asp)、天冬酰

胺 (Asn)、谷氨酸 (Glu)、谷酰胺 (Gln)、半胱氨酸 (Cys)、胱氨酸

(Cy2)、烟酰胺(Nia)、鸟氨酸(Orn)、牛磺酸(Tau)、瓜氨酸(Cit)和羟

脯氨酸(Hyp)(纯度均大于 99％，国药集团化学试剂有限公司)；

重水(Aldrich)，氘代三甲基硅烷基丙酸钠盐(3-(Trimethylsilyl)

propionic-2，2，3，3-d4 acid sodium salt，TSP，Aldrich)，磷酸一氢

钠(分析纯，上海实验试剂有限公司)，磷酸二氢钾(分析纯，永华

化学科技有限公司)。肝癌患者尿液和健康对照组尿液(收集者均

签署知情同意书，收集方案得到东方肝胆医院伦理委员会批准)。

1.2 方法

1.2.1 样品的配置 将尿液样品从低温冰箱中取出放置于室

温，待溶解后取 350 滋L至离心管中，加 300 滋L混合磷酸盐缓
冲剂 (0.2 M Na2HPO4- KH2PO4的 D2O溶液，含有 0.05% TSP，

pH值 7.45)，摇晃均匀。静置 15分钟后，放入超速离心机中，以

11 000 r/min的高速离心 15 min，取出，取上清液 550 滋L放入
外径为 5 mm的核磁管中待测。

1.2.2 采集参数 用预饱和的 noesygppr1d 脉冲序列进行测

定，采集参数：谱宽(SW)为 4606 Hz，混合时间(D8)为 0.1 s，弛

豫延迟时间(D1)为 3 s，采集点数(TD)为 32 k，采集时间(AQ)为

3.6 s，空采次数(DS)为 4次，扫描次数(ns)为 1000次[11]。

1.2.3 数据处理 使用 ACD2016软件对采集的 NMR图谱进

行手动的定标、相位校正和基线校正的处理。对每张图谱按照

每段 0.04 ppm的宽度分段进行积分，区域段 4.6 ppm～6.5 ppm

之间的积分删除以避免残余水饱和度和尿素的影响。对每张图

谱的积分值进行归一化处理，所得数据输出并保存到 Excel文

件中，得到一个 65× 187的数据矩阵，矩阵每一行代表一个样

本，每一列与相应的化学位移区间(变量)对应。

1.3 统计学分析

为查看健康对照组和肝癌患者两类样本之间代谢产物的

变化，使用核磁共振波谱仪(Bruker AVANCE-III 400MHz)分别

采集其尿液样本的 1H-NMR谱图，代表性图谱如图 1所示。对

照组和肝癌患者的 1H-NMR谱有明显的不同，特别是脂肪区

(3.0-4.0 ppm)，这部分主要是葡萄糖的亚甲基质子吸收电场能

量跃迁到高能态形成的吸收，表示在这两组样本中葡萄糖代谢

显著的不同。
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对所有健康对照组和肝癌患者样本的 1H-NMR谱图进行

采集后，根据我们已建立的氨基酸谱图数据和相关文献[12]，共

鉴别出 27种代谢产物，如表 1所示。表中的标号和图 1中的标

号相对应，表明了图 1中特征代谢物的出峰位置。表 1中鉴定

出的特征代谢物主要有氨基酸、脂肪酸和一些小分子胺类物

质，这些物质将为我们发现代谢标记物提供物质基础。

Note: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublet; t, triplet; m, multiple.

Number Characteristic Metabolite Characteristic Chemical Shift(δ ,ppm)

1 Creatinine 4.06(s),3.06(s)

2 Creatine 3.95(s),3.03(s)

3 Guanidinoacetic Acid 3.79(s)

4 Glycine 3.56(s)

5 Taurine 3.45(t),3.25(t)

6 Trimethylamine N-oxide(TMAO) 3.27(s)

7 Trimethylamine(TMA) 2.87(s)

8 Dimethylamine(DMA) 2.72(s)

9 Citric Acid 2.67(d),2.54(d)

10 Succinic Acid 2.41(s)

11 Acetate 1.94(s)

12 Alanine 1.47(d)

13 Lactic Acid 1.33(d)

14 3-Hydroxyl Isovaleric Acid 1.27(s)

15 Methylmalonic Acid 1.23(d)

16 3- Hydroxyl Butyric Acid 1.19(d)

17 Isobutyric Acid 1.05(d)

18 Valine 1.03(d),0.98(d)

19 Butyric Acid 0.88(t)

20 Formic Acid 8.46(s)

21 Hippuric Acid 7.83(d),7.64(t),7.55(t)

22 Tyrosine 7.89(d),7.18(d)

23 Glucose

3.53(dd),3.72(dd);3.24(dd),

3.40(t),3.47(ddd),3.49(t),

3.70(dd),3.90(dd)

24 2- Hydroxyl Butyric Acid 0.95(t)

25 Hypoxanthine Riboside 8.35(s),8.22(s)

26 Allopurinol 8.33(s),8.17(s)

27 Phenaceturic Acid 7.40(d),7.35(m)

表 1 氢谱中编号与对应的特征代谢物信息

Table 1 The information of numbers and metabolites in 1H-NMR spectra

采集 65个样本(30个健康对照组和 35个肝癌患者)得到

的 NMR谱图，数据处理整理成 Excel表后，运用 SIMCA 13.0

统计软件进行 PCA 分析。PCA 分析使用“UV(unitvariance

scaling)”的中心化换算数据标度换算方式，结果如图 2所示。

通过无监督的 PCA统计分析，我们能够发现健康对照组

与肝癌患者在二维得分图上有部分分开的趋势，说明组间差异

在尿液代谢组层面得到了一定的体现，提示相对于健康对照组

而言，肝癌患者的代谢谱发生了部分改变。

为了进一步排除组内误差的干扰，消除非疾病因素及其它

随机误差的影响，最大化组间差异，以便寻找组间差异性代谢

物，我们采用监督性的OPLS分析方法更好地去除与样品分组不

相关的差异，对不同组间的血清样本代谢全谱进行区分考察[13]。

另外，由于图 1 PCA得分图中有四个样本点(n18,n19,HU-210,

HU-211)落在 95%置信区间之外，这四张原始图谱与其它图谱

有明显的差异，则这四个样本作为离群点去除；部分重叠区

(HU-212)的原始图谱与其它图谱也有明显的差异，则这个样本
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图 2 样本 1H-NMR谱的 PCA得分图

注：( )为健康对照组；( )为肝癌患者

Fig.2 PCA score plots of 1H-NMR spectra

The symbols represent the different class: Normal Controls ( );

HU model group ( )

图 3 样本 1H-NMR谱的 OPLS得分图

注：( )为健康对照组；( )为肝癌患者

Fig.3 OPLS score plots of 1H-NMR spectra

The symbols represent the different class: Normal Controls ( );

HU model group ( )

也作为异常点去除。

健康对照组和肝癌患者的的分类信息被作为反应变量,

NMR数据作为 X变量，将 60个样本(28 个健康者和 32个肝

癌患者) 采集得到的代谢组学数据集使用中心化换算(unitvari-

ance scaling, UV)的数据标度换算方式建立 OPLS模型，结果如

图 3所示。如图所示，健康对照组和肝癌患者被成功区分开，模

型质量参数为 R2X［4］=0.342, R2Y［4］=0.963,Q2［4］=66.9%。

表示模型概括了前 4类主成分信息的 34.2%，能解释因变量

96.3%的变异信息，模型可预测准确度为 66.9%。

筛选显著性代谢物是代谢组学分析中重要的一步，常用的

筛选标准有 VIP值，VIP值大于 1的变量，才有统计学意义[14]。

变量的 VIP值越大暗示该变量差异性越强，对模型的贡献率也

越大。同时要进行 t-test检验(P＜0.05)，选取健康对照组和肝癌

患者之间具有显著差异的变量，共有特征性变量 62个。

2 结果

结合已经解析的氢谱，可以从 62个特征性变量中分析得

12个详细的特征代谢物：丁酸、缬氨酸、2-羟基丁酸、柠檬酸、

二甲胺、肌酸酐、肌酸、琢-葡萄糖、茁-葡萄糖、牛磺酸、马尿酸和
甲酸。

对 12 个特征代谢物应用 SPSS 21.0 统计软件对其进行

ROC曲线分析，ROC曲线下面积(AUC)＞0.7才有一定的准确

性。根据 ROC曲线下面积(AUC)的大小，确定哪些关键差异代

谢物变量可以成为肝癌尿液生物标记物。其中，3个代谢物符

合筛选标准：肌酸酐：AUC=0.892；琢-葡萄糖：AUC=0.748；茁-葡
萄糖：AUC=0.900。应用 SPSS 21.0统计软件的逻辑回归算法

(logistic regression)将其拟合为一个综合变量(multivariable)，并

以此变量在两组中的拟合值绘制 ROC曲线，得出该标记物综

合变量的曲线下面积(AUC值)。

ROC 曲线如图 4 所示：区分健康对照组和肝癌患者的

AUC值为 0.972(灵敏度为 90.6%，特异性为 92.9%)。由此可知，

此代谢标记物组具有较高的诊断准确度。因此，这 3个尿液代

谢物可以作为区分健康对照组与肝癌患者的潜在标记代谢物。

3 讨论

从以上尿液差异代谢物可以见：相比于健康对照组，肝癌

患者在琢-葡萄糖、茁-葡萄糖和肌酸酐等代谢路径上都发生一
定的异常变化，肝癌患者尿液中肌酸酐的含量下降，葡萄糖的

含量增长[15]。

肌酸(creatine)能够为肌肉与神经细胞提供能量，是一种含

氮的有机酸，自然存在于脊椎动物体内[16]。由于人体内三磷酸

腺苷(ATP)储存量很少，进行运动时现有的 ATP很快会消耗

完，肌酸可以迅速地再次合成 ATP以提供能量，满足人体运动

所需[17]。肝癌患者因癌细胞的破坏致使肝脏受损，其肌酸的合

成受到限制，其正常分解和排出量水平都将下降。

血液流经肾小球时，血液中的尿素、水、无机盐和葡萄糖等

物质经过肾小球滤过，过滤到肾小囊中，构成原尿[18]。当尿液流

图 4 琢-葡萄糖、茁-葡萄糖和肌酸酐拟合的代谢物综合变量区分肝癌
组和健康组的 ROC分析

Fig.4 ROC cure analysis of the ability of urinary metabolites including

琢-glucose, 茁-glucose and creatinine to discriminate between sample from
normal Control and HU model group
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经肾小管时，原尿中对人体有用的全部葡萄糖、大部分水和无

机盐，被肾小管再次重吸收，回到肾小管周边毛细血管的血液

里[19]。原尿经由肾小管的重吸收，剩下的水和无机盐、尿素等就

成为了尿液[20]。尿液中葡萄糖的含量增长说明肾小管重吸收下

降，是肾损伤的首要标记。其次，肝脏代谢的肝脏毒素扰动导致

糖原分解增加或糖原储存减少，这也是尿中葡萄糖含量增长的

另一大原因[21]。

本研究采用基于 1H-NMR技术代谢组学方法并结合多维

及单维统计学分析演示肝癌患者相较于健康对照组尿液代谢

的变化，研究最终得到 3个代谢标记物：琢-葡萄糖、茁-葡萄糖
和肌酸酐能够区分健康组和肝癌患者，将其拟合为一个变量

后，在 ROC分析中，AUC=0.900，灵敏度与特异性均大于 0.8。

这些代谢产物的发现可能有利于肝癌的初期诊断。
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