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结肠癌HCT116细胞在不同氧供状态下的氨基酸代谢变化

张小占, 戚文娟, 孔祥涛, 于庆功

®

■背景资料
结肠癌是消化系
统主要的恶性肿
瘤之一, 在发达国
家的发生率及死
亡率颇高, 在我国
也在日趋增加, 严
重威胁人类的健
康, 对于其发现及
治疗无疑是内镜
和手术、放化疗. 
代谢组学将高通
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, 提供了了
解生物体的独特
视角, 本文就代谢
组学研究结肠癌, 
为其从分子角度
的研究打下基础. 
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Abstract
AIM: To identify metabolic changes of amino ac-
ids in HCT116 cells under low (5%) and normal 
oxygen (21%) supply conditions through metabo-
nomic analysis, and to find new markers for early 
diagnosis and surgical and treatment effect moni-
toring, and new targets for colon cancer treatment. 

METHODS: High performance liquid chro-
matography-mass spectrometry (UPLC-MS) 
was used to detect 40 kinds of amino acids in 
HCT116 cells under low (5%) and normal oxy-
gen (21%) supply conditions. A total of 36 kinds 
of amino acids were detected.  

RESULTS: Twenty different amino acids 
showed significant differences between HCT116 
cells under low and normal oxygen supply con-
ditions (P < 0.05), with isoleucine being the most 
significant. 

CONCLUSION: Metabolic changes of amino 
acids occur in HCT116 cells under different oxy-
gen supply conditions. The content of isoleucine 
in HCT116 cells is significantly higher under 
normal oxygen condition than under low oxy-
gen condition.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  找出H C T116在低氧(5%O 2)与常氧
(21%O2)的状态下代谢异常的氨基酸, 通过代
谢组学分析, 找到新型标志物用于结肠癌的早
期诊断、手术和治疗效果的监测, 寻找结肠癌
治疗的新靶点. 

方法: 应用高液相色谱-质谱(ultra-performance 
liquid chromatography-mass spectrometry, 
UPLC-MS)联用技术对于诊断明确的同一批
细胞进行培养传代一系列的过程之后(低氧、

常氧各12大瓶)查找40种氨基酸进行检测, 共
计检测出36种氨基酸. 

结果: 对检测所得数据进行两独立样本的t 检
验寻找差异氨基酸(P <0.05): 发现有20种差异
氨基酸, 丝氨酸、甘氨酸、亮氨酸及异亮氨酸
在常氧组较低氧组增高, 其他氨基酸降低, 其
中异亮氨酸的差异性最为显著. 

■同行评议者
于珮 ,  主任医师 , 
天津医科大学代
谢病医院
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■研发前沿
本文的研究热点
在于普遍我们认
为结肠癌只能通
过临床才能发现
与 治 疗 ,  而 本 文
从分子学角度去
研 究 结 肠 癌 .  研
究 重 点 :  本 文 从
代谢组学方面研
究结肠癌细胞中
氨基酸的代谢变
化 ,  发 现 中 间 的
异常变化的氨基
酸 ,  为 结 肠 癌 的
诊治提供新思路. 
亟待解决的问题: 
代谢组学研究结
肠癌的发现对于
临床的应用的实
践性. 

结论: HCT116在不同培养状态下代谢变化中
确实存在差异的氨基酸, 尤其以异亮氨酸差异
性最大, 在常氧HCT116中的含量明显高于低
氧HCT116, 从而能够通过分子学角度对结肠
癌的早期诊断及治疗方面带来新突破. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文通过寻找HCT116在低氧(5%O2)
与常氧(21%O2)的状态下代谢异常的氨基酸, 通

过代谢组学分析, 找到新型标志物用于结肠癌的

早期诊断、手术和治疗效果的监测, 寻找结肠癌

治疗的新靶点.
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0  引言

结肠癌是消化系主要的恶性肿瘤之一, 在发达

国家高居癌症发病率的第1位、死亡率第2位[1,2], 
嘉善县是我国大肠癌的高发地区, 对其地区的

发病分析, 结肠癌的发病率呈逐年的上升趋势[3], 
严重威胁人类的健康. 为了提高结肠癌患者的

生存率, 临床医生以粪便隐血试验(fecal occult 
blood test, FOBT)作为主要检查手段, 实验证明, 
FOBT尽管减少了结肠癌的死亡率, 但也缺乏一

些敏感性、特异性[4]. 代谢组学将高通量、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, 提供了了解生物体的独特

视角[5]. 代谢组学(metabolomics)处于基因组和蛋

白质组的下游, 是基因组和蛋白质组的补充, 能
够更为灵敏地鉴定出基因改变、疾病和环境因

素作用所产生的特定代谢型(metabotype)[6-8]. 正
常组织细胞内属于常氧状态, 而肿瘤组织由于

生长迅速, 肿瘤细胞凋亡的速度明显低于其所

对应的正常组织, 故导致他对氧需求增加, 使其

处于乏氧状态, 本实验所采用的两种不同氧供

下的HCT116细胞(贴壁生长, 呈上皮细胞样或多

角, 产生CEA、角蛋白, 在无胸腺的裸鼠有致瘤

性, 形成上皮样的肿瘤), 就相当于我们将其放在

不同的内环境下生长, 我们通过对于病理诊断

明确的HCT116细胞在不同氧供下进行40种氨基

酸的代谢组学检测(共检测出36种氨基酸), 从中

寻找差异性氨基酸, 为下一步从分子学角度研

究结肠癌打下基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞样本均来自大连大学附属中山医

院, 为本医院购买的HCT116细胞, 细胞采集后放

入-198 ℃的液氮保存. 超净台, 细胞培养箱, 超高

液相色谱质谱联用仪(UPLC-MS)(Waters, 美国); 
冷冻离心机(Biofuge startos)(Thermo, 德国); 冻干

机(Labconco, 美国); 水浴锅(北京市广明医疗器

械公司, 中国); 超纯水系统(Milli-Q)(Millipore, 美
国); 氯仿、甲醇水(Burdick&Jackon, 美国). 
1.2 方法 
1.2.1 样品制备: 细胞复苏: (1)细胞室、细胞无菌

操作台, 紫外灯照射30 min. 从液氮罐中取出本

实验室冻存的人结肠癌细胞HCT116细胞, 迅速

放入39 ℃水浴锅中, 轻轻摇晃, 直至细胞冻存液

完全变为液体; (2)将冻存管放入离心机中, 4 ℃ 
10000 r/min, 离心3 min; (3)在超净台中, 倒掉

冻存管中的上清, 加入1 mL培养基[含10%的含

10%的胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)], 吹打

混匀后, 吸入预先加好细胞培养基的培养瓶中, 
轻轻晃匀, 将培养瓶盖稍旋开, 放在CO2培养箱

(5%, 37 ℃)中培养. 细胞传代: (1)取出细胞培养

瓶, 将瓶盖旋紧, 在倒置显微镜下观察, 待细胞

生长状态较好且达到80%-90%汇合度时, 可进

行细胞传代, 可按1∶2或1∶3的比例传代; (2)将
培养瓶放在超净台中, 点燃酒精灯, 用无菌1×
PBS洗3遍, 加1 mL胰酶充分消化, 加6 mL培养

基终止消化, 吹打混匀后吸出加入15 mL离心管

中, 4 ℃ 10000 r/mim, 离心3 min, 弃上清, 加入2 
mL细胞培养基, 吹打混匀后, 吸入2个预先加好

细胞培养基的培养瓶中, 轻轻晃匀, 将培养瓶盖

稍旋开, 放在CO2培养箱中培养. 
1.2.2 氨基酸检测: 从培养箱中取出细胞进行处

理后到超声机上细胞超声, 取上清, 蛋白留置称

干重. 真空冷冻干机内冻干上清, 封口膜封好, 
-80 ℃保存. 冻干样品按1∶1.5的比例加入甲醇

水(甲醇∶水 = 21∶79). 取70 µL衍生缓冲液与

10 µL样品复溶液于衍生进样瓶中, 涡旋均匀. 加
入20 µL衍生试剂, 涡旋数秒, 于55 ℃水域中衍

生10 min, 上液相分析仪进样分析. 
统计学处理 由超高液相色谱-质谱联用仪

(ultra-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry, UPLC-MS)获得的数据应用Waters
公司的Masslynx V4.1软件进行分析, 可获得24
例细胞样本的36种氨基酸的峰面积的原始数据, 
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■相关报道
代谢组学在临床
研究的相关报道
较为少见, 属于一
种新型研究范畴, 
如吴卉写过一篇
代谢组学在结直
肠肿瘤的应用进
展的综述及汪雪
梅写过代谢组学
在肿瘤个体化治
疗的研究进展等
等, 他们都提到代
谢组学对于结肠
癌的诊治有一定
的帮助性. 
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将峰面积除以浓缩倍数在除以净重进行标准化. 
应用统计软件SPSS19.0对得到的数据进行分析, 
对样品进行独立样本的t检验, 检验水准α取0.05. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

本实验对于24瓶HCT116在不同氧气供应下的

40种氨基酸所检测出来的36种进行独立样本t
检验: 发现有20种差异氨基酸, 其结果表现如

表1, 其中以异亮氨酸差异性最大, 现将异亮氨

酸的变化绘制如图1. 对发现的异亮氨酸的差异

性, 为验证结果的正确性, 利用UPLC-MS对细胞

内氨基酸的含量进行绝对定量分析, 得到结果

绘制如图2. 

3  讨论

蛋白质是重要的营养成分, 是人类赖以生存的

重要来源[9], 有文献报道, 谷氨酰胺是肿瘤细胞

的主要呼吸燃料和重要的氮源, 肿瘤细胞的生

长依赖于谷氨酰胺及其中间代谢产物(谷氨酸、

乳酸、脯氨酸、氨等)肿瘤细胞的生长速度与细

胞内的谷氨酰胺浓度密切相关[10]. 氨基酸是生物

功能大分子蛋白质的基本组成单位, 对整个生命

科学研究有着重要的意义[11,12], 有研究表明[13], 小
肠吸收的食物氨基酸并不能全部进入门脉循环

供肠外组织利用, 在机体首过代谢中, 他们会不
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表  1  常氧HCT116组与低氧HCT116组的氨基酸峰值 (峰面积/净重×复溶体积±5%误差值)的比较

     氨基酸 常氧组            低氧组 P 值 ↑1或↓2

3MH   627±30 1259±60 0.016 ↓

Tau   374197±15000   682897±30000 0.027 ↓

His   43708±2000    84747±4000 0.021 ↓

Ser   407022±20000   198006±10000 0.018 ↑

GIU   71537±3500   97574±4500 0.016 ↓

Gly   985016±45000   724144±35000 0.039 ↑

EA   918689±45000   920823±45000 0.014 ↓

Met-SU 1515±75   3208±150 0.042 ↓

Citrulline   4849±250   9589±500 0.049 ↓

Thr 153750±7500   294092±15000 0.029 ↓

Pro   542269±25000   850600±40000 0.014 ↓

AABA   878±40   1870±100 0.015 ↓

Tyr   183366±10000   360608±20000 0.029 ↓

Met 25431±750   31505±1500 0.033 ↓

Nval   75265±3500   94874±4500 0.019 ↓

Leu   715221±35000   576290±30000 0.026 ↑

Phe   335133±15000   635982±30000 0.028 ↓

Trp   56576±2500   80790±4000 0.015 ↓

Asn   76849±3500   94905±4500 0.033 ↓

Ile   747787±35000   397505±20000 0.0001 ↑

1上升; 2下降. 
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图  1  异亮氨酸在不同氧供下的变化. 
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图  2  异亮氨酸在不同氧供下的绝对定量. 

■创新盘点
本文从代谢组学
方面研究结肠癌, 
与其他文章不同
的是, 本文采用分
子细胞学研究, 应
用色谱-质谱分析, 
分析氨基酸的代
谢变化, 从而进一
步的研究结肠癌. 

■应用要点
内镜是发现结肠
癌的首选检查, 而
此操作在操作过
程中患者较为痛
苦, 有些甚至不愿
做, 从而不利于结
肠癌的早期发现
及预防恶化, 更不
利普查, 代谢组学
的发现能解决这
些不必要的麻烦, 
更利于结肠癌的
早期的诊治. 在未
来的前景, 代谢组
学会慢慢为大家
所熟悉接受. 
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同程度地被门静脉排流组织(胃、小肠、结肠、

胰和脾等实体组织集合的总称)截留, 而截留的

大部分必需氨基酸被肠道组织吸收利用[14]. 食物

中的必需氨基酸不仅是肠黏膜的能量物质, 而
且还是肠道组织结合蛋白质、氨基酸、谷胱甘

肽和多胺等含氮物质的底物, 在维持肠道健康

方面发挥着重要作用[15]. 
本实验不选取肿瘤组织而是HCT116结肠

癌细胞的原因: 一方面, 肿瘤组织是异质性的, 
包括许多不同的细胞亚群, 这些亚群细胞在细

胞表型、功能和基因表达等方面存在差异. 另
外, I to等[16]认为肿瘤干细胞是肿瘤组织中极小

的一部分细胞群体, 但这一极小的群体往往能

维持整个肿瘤的全部特性; 另一方面, HCT116细
胞有着其自己的优点特性: 有实验研究[17]发现

HCT116细胞在无血清培养基中形成典型的“神

经球”样结构, 展示了良好的体外自我更新能

力以及很强的致瘤性, 其在数十年中依然具有

很稳定的致瘤能力, 因此我们选HCT1116细胞作

为本实验的样本细胞进行研究. 同样, 我们选取

了两种不同状态(常氧21%O2和低氧5%O2), 这是

由于21%O2与外界空气类似, 普遍选来作为常氧

状态, 而在5%O2范围的细胞产生的二氧化碳最

少, 这样的选取更为稳定准确的检测氨基酸的

代谢变化. 
通过相关文献我们不难发现, 肿瘤组织与正

常组织之间确实存在氨基酸的差异变化, 而本

实验通过对36种氨基酸做了独立样本的t检验, 
发现低氧组与常氧组有20种差异氨基酸, 尤其

是以异亮氨酸的差异最为显著. 有文献报道[18], 
异亮氨酸对于人类来讲是安全保护的, 因为他

不影响细胞的生长[19], 而且Fehlbaum等[20]报道到

异亮氨酸及其类似物对于我们来讲具有高度的

防御作用. 我们都知道[21-23], 血管生成是肿瘤生

长的关键过程, 而且已有文献报道[24,25], 亮氨酸

具有促进生成的作用, 对于异亮氨酸来讲, 亦是

如此, 且有实验证实[19], 经过异亮氨酸治疗的小

鼠没有患有癌症. 
总之, 通过文献的发现也证实了本实验的

结果, 即在正常氧气供应下的HCT116细胞比较

于低氧状态下, 异亮氨酸的含量要高, 更能进一

步说明我们可以通过分子学角度来研究结肠癌, 
也为结肠癌的治疗提供了更多的帮助. 
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