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·基础研究·
皮下种植黑色素瘤对小鼠血液中脂肪和氨基酸代谢的影响 *

郁 苗 陆 叶 汪文敏 宋海昭 廖榕玉 徐 俐 周林康△

(清华大学生命科学学院 北京 100084)

摘要目的：探讨皮下种植黑色素瘤对小鼠血液中相关脂肪和氨基酸代谢的影响。方法：野生型小鼠皮下种植 B16黑色素瘤细胞，

两周后观察小鼠并取不同的组织称重，检测血液中甘油三酯、葡萄糖、脂肪酸、炎症因子的水平。利用质谱方法检测血液中氨基酸

的水平。结果：野生型小鼠皮下肿瘤种植 2周后体重没有明显变化，脾脏和肝脏的重量明显增加，皮下脂肪组织和腹腔脂肪组织

的重量没有明显变化。血液中甘油三酯的水平明显增高，葡萄糖和甘油的水平明显下降。血液中炎症因子 Interleukin 6（IL6）和

Interferon gamma（IFN酌）的水平明显增加。血液的质谱结果显示有四种氨基酸的水平有明显变化，其中胱氨酸（Cystine）增加了约

30倍，丝氨酸（Serine）、谷氨酰胺（Glutamine）和色氨酸（Tryptophan）分别有不同程度的降低。结论：皮下黑色素瘤显著影响小鼠机

体营养状态和炎症，并特异性影响血液中氨基酸的代谢。
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The Effect of Subcutaneous B16 Melanoma on the Blood Lipid

and Amino Acid Metabolism in Mice*

Here, we want to investigate the role of subcutaneous B16 melanoma in regulating blood lipid and amino

acid metabolism in mice. The mice were inoculated subcutaneously with B16 melanoma. Two weeks later, mice were

sacrificed and tissues were collected. The weight of adipose tissue, liver and spleen were measured. Serum level of triglyceride, glucose

glycerol and free fatty acids were measured. Serum metabolite changes of amino acids were detected by targeted metabonomic analysis.

The body weight of 2 week-B16-inoculated mice was similar to control mice. The livers and spleens of B16-inoculated mice

were larger than that of control mice. Regardless of no changes in the weight of subcutaneous and gonadal fat tissues. The serum level of

triglyceride was increased in B16-inoculated mice, while the level of glucose and glycerol was decreased. Serum level of Cystine was

increased 30 folds in B16-inoculated mice compared with control mice. Level of Serine, Glutamine and Tryptophan was decreased in

B16-inoculated mice. Subcutaneous B16 inoculation in mice dramatically affected the nutrition and inflammation status of

mice. B16-inoculation in mice altered specific amino acids level in serum.
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前言

肿瘤的发生是基因和环境共同作用的结果[1]。研究肿瘤相

关的代谢变化可以深入理解肿瘤的发生以及对肿瘤进行预防

和治疗[2]。肿瘤相关的代谢主要体现在以下几个方面[3-6]：肿瘤细

胞自身代谢的变化；肿瘤发生后对周围正常细胞代谢的影响；

肿瘤发生对机体整体代谢水平的影响；机体代谢的变化反作用

于肿瘤细胞的生长。细胞癌化后，其整个代谢网络发生明显变

化，这一变化目的是从周围摄取营养物质来满足肿瘤细胞的快

速增长。肿瘤细胞利用葡萄糖和氨基酸尤其是谷氨酰胺的能力

大大增强。在某些特殊情况下，肿瘤细胞会通过吞噬细胞外的

蛋白、凋亡小体（Apoptotic Body）甚至是细胞来满足营养的需

求[7，8]。同时癌细胞会利用糖酵解和三羧酸循环（TCA cycle）的

中间代谢产物来满足肿瘤生成的需求以及 NADH的生成[9]。肿

瘤细胞还会进行一系列的基因水平上的变化来提高对氮源的

摄入[10]。机体代谢的变化，比如脂代谢的紊乱能显著增加肿瘤
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发生的风险[11-13]。肥胖患者的脂肪组织功能不健全，脂肪水解的

速率提高，释放出较多的脂肪酸[14]。同时脂肪组织分泌的脂联

素（Adiponectin）水平下降，而炎症因子 TNF-琢，白介素 6（IL6）

等提高[15,16]，使机体处在一种慢性炎症的状态，机体发生肝癌、

肠癌、胰腺癌的概率大大增加[11]。

肿瘤患者在肿瘤进展的后期往往出现营养极度缺乏的状

态，一方面由于肿瘤的生长耗费大量营养，另一方面是由于机

体状态的恶化导致营养的吸收变差。后期的肿瘤患者一般会有

Cachexia的现象，表现为脂肪组织和肌肉组织严重减少[17，18]。

ATGL是一种在脂肪组织中高表达的酶，其主要负责将甘油三

酯分解。ATGL敲除的小鼠脂肪组织不能被有效的降解，能够

明显抵制 Cachexia的现象[19]，说明脂肪代谢在肿瘤进展中的重

要作用。

在本研究中，我们利用皮下种植黑色素瘤的小鼠模型来系

统研究肿瘤的生长对机体各组织、血液中各生化指标的影响，

以期对肿瘤的代谢研究提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

实验使用的小鼠为三月龄 C57BL/6J品系。野生型小鼠购

自于清华大学实验动物平台。B16细胞购自 ATCC公司，细胞

培养所使用的 RPMI1640 培养基和胎牛血清购买自 GIBCO。

甲醇等有机溶剂购买自京纯。基底膜基质购自 BD公司，货号

356237。甘油三酯检测试剂盒购自 sigma，货号 TR0100。脂肪酸

检测试剂盒购自 wako，货号为 294-63601。白介素 6的检测试

剂盒购自 eBioscience，货号为 88-7064-88。IFN酌的检测试剂盒

购自 biolegend，货号为 430807。

1.2 方法

1.2.1 小鼠实验 本研究中用到的小鼠饲养于清华大学生物

医学测试中心实验动物平台。B16 细胞在含有 10%血清的

RPMI1640培养基，37℃，5%CO2的培养箱中培养。在细胞达到

90%汇合的时候利用胰酶将细胞消化下来，待约一半细胞脱离

培养皿时加入培养基终止消化，800 rpm 离心 3min。细胞用

PBS重悬后计数。为促进肿瘤细胞的生长，按照 1:1体积加入

基底膜基质。每只小鼠 B16细胞的注射量为 2× 106个细胞，小

鼠麻醉后利用注射器将细胞种植在小鼠皮下。小鼠饲养及肿瘤

种植受到清华大学实验动物伦理委员会的监督。皮下种植 2周

后，称重小鼠，之后处死小鼠，称取不同组织的重量。分离小鼠

的肿瘤组织并将外围的非肿瘤清理干净后称重。肿瘤的生长会

明显影响到附近皮下脂肪的取样，因此皮下脂肪组织我们是取

对侧的皮下脂肪组织进行称重。生殖腺旁边的脂肪组织在腹

腔，我们解剖得到后进行称重。血液在 4℃下 4000 rpm离心 30

min。取上清 -80℃保存。

1.2.2 小鼠血液指标的检测 荷瘤小鼠和对照组小鼠血液中

的指标采用试剂盒分析。血液中葡萄糖的检测采用罗氏的血糖

试纸。血清中的甘油三酯和甘油的水平采用 sigma的甘油三酯

检测试剂盒。血液中脂肪酸的检测采用 wako的试剂盒。白介素

6（IL6）的检测采用 eBioscience公司的试剂盒。IFN酌的检测采

用 biolegend公司的试剂盒。所有的检测均按照相应的说明书

进行。

1.2.3 血液中氨基酸的检测 取 100 滋L的血清，加入 400 滋L

在 -80℃预冷的甲醇。混匀后 12000 rpm离心 15 min取上清。

上清在真空冷冻旋转蒸发仪上真空抽干。样品在清华大学生物

医学测试中心代谢组平台检测代谢产物的水平。

1.3 统计学分析

所有的数据采用平均值± 方差的形式展示。利用 Graph-

pad Prism 5.0作图。利用 t-检验比较两组数据是否有统计学差

异，P值 <0.05认为存在显著差异。*代表 P<0.05，**代表 P<

0.01，***代表 P<0.001。

2 结果

2.1 皮下种植黑色素瘤对小鼠体重及各组织的影响

为了研究肿瘤发生对机体代谢的影响，我们在野生型小鼠

皮下种植了 B16黑色素瘤细胞。黑色素瘤属于一种恶性程度较

高的肿瘤，其本身的免疫原性也比较高，能引起小鼠较大的炎

症和免疫反应[20]。黑色素瘤常发生于皮肤和粘膜表面，小鼠皮

下种植黑色素瘤细胞能够较好的模拟其在人群中的发病状况。

黑色素瘤对小鼠的代谢影响较大，有利于寻找其作用的代谢通

路。14天后，观察肿瘤的大小和小鼠的状态。相对于正常小鼠

（对照组），荷瘤小鼠的体重明显增加。正常小鼠体重在 32.3克

附近，而带肿瘤的小鼠体重在 36.2克附近。解剖小鼠后可发现

带肿瘤小鼠皮下有一颗实体瘤，周边有较多的组织增生。肿瘤

的大小约 3.1克。肿瘤并没有转移到机体其他的组织，包括肝

脏，心脏，肺部和整个腹腔。我们发现荷瘤小鼠去除肿瘤后的体

重和对照组类似，说明 2周的肿瘤生长尚没有显著影响小鼠的

体重。我们的一些结果显示，当肿瘤继续增长时，21天后小鼠

的机能明显减弱，体重明显减轻，因此时机体能力太差。因此，

后续我们利用两周的荷瘤小鼠来研究肿瘤发生早期对小鼠代

谢的影响。

我们分析了两周荷瘤小鼠的各组织的重量变化。作为体内

重要的免疫器官，荷瘤后小鼠脾脏的重量明显增加，平均从

0.09克增加到 0.23克。荷瘤后小鼠的皮下脂肪组织和腹腔脂

肪组织没有明显的变化。有意思的是，荷瘤后小鼠的肝脏组织

明显增重，平均重量由 1.59克增加到 1.96克，提示肝脏在对机

体荷瘤的反应中要早于脂肪组织。

2.2 皮下黑色素瘤对小鼠血液中甘油三酯、脂肪酸、葡萄糖的

影响

血液中的代谢指标是反映机体功能的重要方面。因此，我

们分析了 2周荷瘤小鼠血液中相关指标的变化。我们发现甘油

三酯（Triglyceride, TAG）的水平在荷瘤小鼠中明显增加，水平

从 0.6 mg/mL增加到 1.2 mg/mL。血液中的甘油三酯可以被各

个组织表面的酯酶所降解，分解为甘油和脂肪酸被机体吸收利

用。血液中脂肪酸水平较高时会引起脂毒性。荷瘤后血液中脂

肪酸的水平和对照组类似，说明在早期的肿瘤发生时，机体尚

可以协调脂肪酸的代谢，将血液中的脂肪酸维持在一定水平。

荷瘤小鼠中葡萄糖和甘油的水平明显下降，说明荷瘤后肿瘤的

生长主要依靠葡萄糖和甘油。

2.3 皮下黑色素瘤引起小鼠炎症反应的增强

荷瘤后会引起小鼠的炎症反应。我们检测了荷瘤后 IL6和

IFNr 的水平。正常小鼠的 IL6 的水平非常低，约为 0.056
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图 2野生型小鼠皮下种植黑色素瘤对血液中代谢指标的影响

3个月野生型(WT)小鼠皮下种植 B16黑色素瘤细胞，2周后处死小鼠后取血液，检测血液中甘油三酯（TAG），脂肪酸（Non-esterified fatty acids），

葡萄糖（Glucose）和甘油（Glycerol）的水平。A：荷瘤小鼠血液中 TAG的水平明显增加。B：相对于对照组小鼠，荷瘤小鼠血液中脂肪酸水平没有

明显变化。C-D：荷瘤小鼠血液中葡萄糖和甘油的水平明显降低。数据展示平均值和标准差，*表示 t检验 P<0.05。***表示 t检验 P<0.001。

Fig.2 Serum parameters of mice with tumor

3 months old mice was subcutaneous inoculated with B16 melanoma. Two weeks later, mice were sacrificed and serum was collected. Serum level of

Triglyceride(A), Non-esterified fatty acids (B), Glucose (C) and Glycerol (D) in mice with B16 inoculation. n=6-8.*P<0.05, *** P<0.001.

图 1野生型小鼠皮下种植黑色素瘤对机体和各组织重量的影响

3个月野生型(WT)小鼠皮下种植 B16黑色素瘤细胞，2周后小鼠称重，处死小鼠后取不同的组织称重。A：小鼠体重。对照组，荷瘤小鼠（减去肿

瘤重量）以及带肿瘤的小鼠体重。B：肿瘤的重量以及代表性的肿瘤图片。C：小鼠脾脏的重量。D：小鼠皮下脂肪组织的重量。 E:小鼠生殖腺旁

脂肪组织的重量。F:小鼠肝脏的重量。展示平均值和标准差，*表示 t检验 P<0.05。**表示 t检验 P<0.01。***表示 t检验 P<0.001。

Fig.1 Body and tissue weight of mice with subcutaneous B16 inoculation.

3months old mice was subcutaneous inoculated with B16 melanoma. Two weeks later, mice were sacrificed and tissues were collected. (A)Body weight of

B16-inoculated mice and control mice. (B) Tumor weight and representative picture of subcutaneous B16 tumors. (C-F) tissue weight. n=5-8.*P<0.05,

**P<0.01, *** P<0.001.
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pg/mL。两周的皮下肿瘤生长引起小鼠 IL6的急剧增加，血液中

达到 10.4 pg/mL。IFN酌（Interferon gamma）也有一定程度的增

加，从 7.78 pg/mL高到 13.8 pg/mL。IFN酌在肿瘤的杀伤中起到

重要作用，但是在此处荷瘤小鼠血液中并没有很显著的增加（仅

有两倍），说明野生型小鼠自身的抗肿瘤能力较弱，通过提高血

液中或者肿瘤局部 IFN酌的水平有可能起到抗肿瘤的作用。

2.4 皮下黑色素瘤对小鼠血液中氨基酸水平的影响

肿瘤发生时机体营养的供应尤其蛋白质的供应非常重要。

我们取 2周荷瘤小鼠和对照小鼠的血清，抽提其中的水溶性代

谢产物。进行质谱检测其中的氨基酸水平。根据质谱结果，我们

一共检测到 18种氨基酸。丙氨酸（Alanine）没有检测到。亮氨酸

（Leucine）和异亮氨酸（Isoleucine）由于结构类似而无法分开。

在所有检测到的 18种氨基酸中，有 4种有明显变化。其中增加

的为胱氨酸（Cystine），增加了约 30倍。降低的分别为丝氨酸

（Serine）谷氨酰胺（Glutamine）色氨酸（Tryptophan）。其中脯氨

酸（Proline）和甘氨酸（Glycine）的水平有增加的趋势，但没有显

著性差异。

3 讨论

本研究采用皮下种植 B16黑色素瘤细胞，系统研究了肿瘤

的生长对机体代谢的影响。我们发现 2周的荷瘤小鼠体重并没

有明显的降低，在后期的时候约 3周才出现极度消瘦的现象。2

周荷瘤小鼠的脾脏重量有显著增加，说明机体的免疫系统对黑

色素瘤细胞发生了反应。有意思的是，我们在 2周荷瘤小鼠的

血液中检测到四种有变化的氨基酸，这些氨基酸水平的变化可

能是由于肿瘤的生长影响了机体的代谢，导致相关的氨基酸代

谢发生变化。也有可能是肿瘤的生长需要这些特殊的氨基酸。

在本研究中，荷瘤小鼠血液中 Cystine（胱氨酸）的水平升高了

近 30倍。Cystine是 Cysteine(半胱氨酸)的二聚体，其在体内的

相对水平较低。细胞通过一套穿梭体系，摄入 Glutamine，并排

出 Cystine[21]。导致血液中 Glutamine的水平明显降低，而 Cys-

tine 的水平明显升高。肿瘤细胞的生长需要大量的营养，而

Glutamine是除葡萄糖以外很好的营养来源，同时其也是肿瘤

细胞脂类合成的重要底物[22]。肿瘤细胞通过改变自身的代谢通

路提高 Glutamine的吸收和利用，对机体的代谢造成很大影响。

肿瘤的 Glutamine代谢是肿瘤治疗中的一个很好靶点。Tryp-

tophan是很多代谢产物的前体 [23]，其能够在 IDO(indoleamine

图 3野生型小鼠皮下种植黑色素瘤对机体炎症指标的影响

3个月野生型(WT)小鼠皮下种植 B16黑色素瘤细胞，2周后处死小鼠

取血液，检测血清中 IL6和 IFN酌的水平。A：相对于对照组，荷瘤小鼠

血液中 IL6的水平明显增加。B：相对于对照组，荷瘤小鼠血液中 IFN酌

的水平增高。数据展示方式为平均值和标准差，*表示 t检验 P<0.05。

***表示 t检验 P<0.001。

Fig.3 Serum level of IL6 and IFN酌 of mice with B16 melanoma

3 months old mice was subcutaneous inoculated with B16 melanoma. Two

weeks later, mice were sacrificed and serum was collected. Serum level of

Interleukin 6 (A) and Interferon 酌 (B) in mice with B16 inoculation.

n=6-10. *P<0.05. *** P<0.001.

图 4野生型小鼠皮下种植黑色素瘤对血液中氨基酸水平的影响

3个月野生型(WT)小鼠皮下种植 B16黑色素瘤细胞，2周后处死小鼠后取血液，检测血清中氨基酸的水平。A-B：相对于对照组小鼠，荷瘤小鼠血

液中氨基酸水平的相对变化。Cystine（胱氨酸）Asparagine（天冬酰胺）Serine（丝氨酸）Aspartate（天冬氨酸）Threonine（苏氨酸）Proline（脯氨酸）

Glycine（甘氨酸）Lysine（赖氨酸）Glutamic acid（谷氨酸）Glutamine（谷氨酰胺）Methionine（蛋氨酸）Valine（缬氨酸）Tyrosine（酪氨酸）

Phenylalanine（苯丙氨酸）Histidine（组氨酸）Tryptophan（色氨酸）Isoleucine/Leucine（异亮氨酸 /亮氨酸）Arginine（精氨酸）展示平均值和标准差，

*表示 t检验 P<0.05。***表示 t检验 P<0.001。

Fig.4 Serum amino acid level of mice with B16 melanoma

3 months old mice was subcutaneous inoculated with B16 melanoma. Two weeks later, mice were sacrificed and serum was collected.

(A-B)Serum level of amino acids. n=4. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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2,3-dioxygenase) 作用下进入 Kynurenine pathway 来产生

NAD+,而 IDO在多种肿瘤组织中都有高表达[24]。总之，这些氨

基酸可能作为后续的临床营养补给开发以及研究肿瘤氨基酸

代谢的新的靶点。

在本研究中，两周大的荷瘤小鼠的皮下脂肪和腹腔脂肪尚

无明显变化，说明肿瘤在早期生长的时候尚不会明显影响机体

的脂肪组织。有研究表明肥胖人群患某些癌症的概率大大增加

[11]。白色脂肪组织（white adipose tissue, WAT）中的脂肪基质细

胞（Adipose stromal cell, ASC）会迁移到附近的肿瘤中来促进前

列腺癌和卵巢癌的进展，这一过程主要是由趋化因子 CXCL1

和 CXCL8介导的[25-27]。前列腺周围的脂肪组织通过分泌趋化因

子 CCL7来促进前列腺癌细胞的迁移，而在肥胖人群中，CCL7

的表达明显增加[26]。后续研究肿瘤进展不同时期的脂肪组织的

变化可以更加系统地理解脂肪组织和肿瘤细胞代谢的关系。

免疫系统在肿瘤生长和治疗中起到重要作用[28，29]。免疫系

统分为先天免疫和获得性免疫，先天免疫主要是由巨噬细胞和

NK细胞来执行的。获得性免疫中起杀伤作用的主要是 CD8T

细胞。有研究表明运动能够显著提高 NK细胞的杀伤活性[30]，

能明显抑制皮下肿瘤细胞的生长，具体的分子机制是运动能显

著提高肾上腺素的分泌，通过 IL6途径来激活 NK细胞。CD8T

细胞在肿瘤杀伤中的作用已经有了非常多的研究，针对于 CD8

细胞的 CRT免疫治疗已经有非常好的临床应用和前景。CD8T

细胞本身的代谢也对其功能的执行起到非常重要的作用。有研

究显示 CD8 细胞中胆固醇的代谢对其活性非常重要 [31]，在

CD8T细胞中特异性敲除胆固醇脂合成的关键酶 ACAT2会引

起细胞内胆固醇水平的升高，其通过改变 CD8T细胞表面胆固

醇的水平，促进 TCR信号的活化，能够显著提高 CD8细胞的

激活，达到抗肿瘤的目的。氨基酸的代谢在免疫系统的功能维

持中起到重要作用。有研究系统分析了 CD4细胞活化后细胞

内代谢产物的变化[32]，发现精氨酸（Arginine）的水平在 CD4细

胞激活后有明显的增加。Arginine的加入能够明显增加人 T细

胞的分裂、分化和生存。在 T细胞的激活中，丝氨酸（Serine）、甘

氨酸（Glycine）、一炭代谢网络（Serine, Glycine, one-carbon;

SGOC）相关酶的活性明显增加，而其中丝氨酸的水平是最关键

的[33]。即使在外源葡萄糖充足的情况下，T细胞也需要摄入外

源的丝氨酸来维持 T细胞的功能。在本研究中，我们发现荷瘤

小鼠血液中丝氨酸的水平明显下降，因此如果外源补充丝氨酸

有可能通过激活机体 T细胞的杀伤性功能来起到控制肿瘤大

小的功能。
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