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苹果酸 -天冬氨酸穿梭关键酶和肺腺癌临床特征的相关性 *
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摘要 目的：探讨苹果酸 -天冬氨酸穿梭途径中的关键酶和肺腺癌临床特征的相关性。方法：首先从 GEO数据库、TCGA平台中获

取肺腺癌的转录组数据和相应的临床信息，通过非参数检验分析苹果酸脱氢酶 1/2和天冬氨酸氨基转移酶 1/2这四种关键酶在

肿瘤组织和正常组织之间的表达差别，再进一步分析其和肺腺癌患者总生存期、人口学特征、TNM参数以及肿瘤恶性生物学标

志物之间的关系。结果：肺腺癌中苹果酸脱氢酶 1/2和天冬氨酸氨基转移酶 1/2均呈高表达；天冬氨酸氨基转移酶 2 (Glutam-

ic-oxaloacetic transaminase 2，GOT2)和肺腺癌的生存概率有关，高表达 GOT2的病人往往具有较短的总生存期；GOT2的表达和

肺腺癌的人口学特征、TNM参数、临床分期均无明显统计学关联，与肿瘤恶性标志物 PCNA呈显著正相关(r=0.2，P<0.05)。结论：
肺腺癌组织中苹果酸 -天冬氨酸穿梭途径中关键酶 GOT2呈高表达，并可能促进肺腺癌的发生和恶性进展。
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Association between the Key Enzymes in Malate-aspartic Acid Shuttle and
Clinical Features of Lung Adenocarcinoma*

To investigate the correlation between the key enzymes in the malate-aspartate shuttle pathway and clinical

features of lung adenocarcinoma. Firstly, the transcriptome data and corresponding clinical information of lung adenocarcino-

ma were obtained from GEO database and TCGA platform. Then nonparametric analysis was applied to evaluate expression difference of

key enzymes (malate dehydrogenase 1/2 and aspartate aminotransferase 1/2) between the tumor tissue and the normal tissue. Further-

more, relationships between enzymes and clinical features like overall survival rate, demographic characteristics, TNM parameters and

malignant biomarkers were investigated. Malate dehydrogenase 1/2 and aspartate aminotransferase 1/2 were highly expressed in

lung adenocarcinoma; Glutamic-oxaloacetic transaminase 2 (GOT2) was tightly correlated to survival probability of lung adenocarcino-

ma, where patients with high expression of GOT2 tended to have shorter overall survival time; There is no statistically significant associ-

ation between GOT2 expression and demographic characteristics, TNM parameters, and clinical stage of lung adenocarcinoma; But cor-

relation analysis exhibited positive correlation between GOT2 and the tumor malignant marker PCNA (r=0.2, P<0.05).
GOT2, a key enzyme in the malate-aspartate shuttle pathway, was highly expressed in lung adenocarcinoma and may contribute to the

initiation and malignant progression of lung adenocarcinoma.
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前言

肺癌是危害人类健康的头号癌症杀手，每年全球范围内肺

癌致死病例约一百多万，肺腺癌(Lung adenocarcinoma，LUAD)

是肺癌的主要亚型 [1-4]。虽然基于驱动基因的分子靶向治疗

在肺腺癌中取得突破性进展[5]，如表皮生长因子受体(Epidermal

growth factor receptor，EGFR)、间变性淋巴瘤激酶(Anaplastic

lymphoma kinase，ALK) 等驱动突变的靶向治疗取得不错的效

果，但是仍然存在严重的耐药现象和不敏感问题，且临床上还

存着大量缺乏阳性突变的患者[6-8]。因此，肺腺癌的致病机理仍

需要进一步研究明确。

肿瘤的代谢异常或者代谢重编程与其发生发展密切相

关[9-12]。有氧糖酵解是最典型的肿瘤代谢特点，即肿瘤细胞即使

在氧气充足的条件下也采用糖酵解的方式，大量摄入葡萄糖，
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生成乳酸[13,14]。有氧糖酵解为肿瘤细胞的快速增殖提供了大量

的生物大分子合成原料，同时也显著影响肿瘤存活、浸润转移

等其他恶性生物学特征[9,13,15]。糖酵解的循环运行依赖于氧化型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (Nicotinamide adenine dinucleotide，

NAD+)的不断补充，而真核生物内最主要的补充途径就是苹果

酸 - 天冬氨酸穿梭。苹果酸脱氢酶 1/2 (Malate dehydroge-

nase1/2，MDH1/2) 和天冬氨酸氨基转移酶 1/2 (Glutamic-ox-

aloacetic transaminase 1/2，GOT1/2) 是介导该穿梭途径的关键

酶。以往的研究显示这些关键酶和胰腺癌、子宫癌以及神经系

统肿瘤的恶性进展有关[16-18]，但其在肺癌尤其是肺腺癌中的功

能尚缺乏充分的研究。本研究通过 TCGA、GEO数据库探索了

这四种关键酶的表达量，并分析了其和肺腺癌临床病理特征的

关联，以期为肺腺癌的临床诊断和治疗提供更多的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

GEO数据库和 TCGA平台提供了肺腺癌的基因表达数据

和对应的临床数据。其中，GEO数据库提供了肺腺癌的基因芯

片结果：GSE32863数据集 (58例肺腺癌和 58例正常肺组织)，

和 GSE10072数据库 (58例肺腺癌和 49 例正常肺组织)[19,20]。

TCGA-LUAD提供了肺腺癌的转录组测序数据，包括用于基因

表达量差异分析的 58例肺组织和 58例肺腺癌的转录谱以及

用于临床指标统计学分析的具有完整临床资料的 253例肺腺

癌测序结果[21]。

1.2 统计学分析

全文所需的统计分析和图形绘制均使用 R 语言。采用

wilcoxon秩和检验分析关键酶MDH1、MDH2、GOT1、GOT2在

肺腺癌组织和正常组织中的表达差异；随后绘制了这四种酶的

表达量和肺腺癌总生存概率的 Kaplan-Meier生存曲线，并采用

log-rank检验来进行统计学分析 (依据表达量的中位数分为高

低表达组)；采用卡方检验探讨生存相关酶和人口学特征、TNM

参数、分期等肺腺癌临床特征的关系；Z分数将测序表达量标

准化，并使用 Pearson积差相关系数分析了生存相关酶和肺腺

癌恶性生物学标志物增殖细胞核抗原 (Proliferating cell nuclear

antigen，PCNA)、增殖标记 Ki-67(Marker of proliferation Ki-67，

MKI67)的关系。以 P<0.05(双侧)为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肺腺癌中四种关键酶的表达情况

在基因芯片 GSE32863中，MDH2、GOT1、GOT2在肺腺癌

组织中高表达，而MDH1在肺腺癌组织中低表达；在基因芯片

GSE10072中，MDH1、MDH2、GOT1、GOT2都在肺腺癌组织中

高表达；在 TCGA-LUAD测序结果中，MDH1、MDH2、GOT1、

GOT2都在肺腺癌组织中高表达。见图 1。

图 1 肺腺癌中四种关键酶的表达情况

Fig.1 Expression of four key enzymes in the lung adenocarcinoma

2.2 肺腺癌中四种关键酶表达量和总生存期的关系

我们使用中位数，分别将这四种酶分为高低表达两组人

群，然后绘制了 Kaplan-Meier生存概率曲线并使用 log-rank检

验比较差异。结果显示MDH1、MDH2、GOT1的表达都和肺腺

癌患者的总生存期无关，而 GOT2的表达量和肺腺癌患者的总

生存期明显相关，高表达 GOT2的肺腺癌患者的具有较差的预

后。见图 2。

图 2 四种关键酶表达量和肺腺癌总生存期的关系

Fig.2 Relationship between expression of four key enzymes and overall survival of lung adenocarcinoma

2.3 GOT2的表达和肺腺癌临床病理特征的相关性

采用卡方检验进一步分析 GOT2的表达和肺腺癌患者年

龄、性别、TNM参数以及临床分期的关系，结果见表 1。GOT2

的表达和肺腺癌患者年龄、性别、TNM参数、淋巴结转移、远处

转移以及临床分期均无显著相关性(P>0.05)。

2.4 GOT2的表达和肺腺癌恶性标志物表达的关系

MKI67和 PCNA都是肺腺癌恶性增殖的重要标志物。我

们分析了 GOT2和这二者的相关性，结果显示 GOT2的表达和

MKI67无明显相关性，而和 PCNA的表达呈显著正相关(r=0.

2，P<0.05)，见图 3。
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Variables Case(n=253)
GOT2 expression

P value
High(n=126) Low(n=127)

Age (years) 1

>66 125 62 63

≤ 66 128 64 64

Gender 0.29

male 121 65 56

female 132 61 71

Tumor size 0.98

T12 226 112 114

T34 27 14 13

Lymph node metastasis 0.06

No 162 73 89

Yes 91 53 38

Distant metastasis 0.58

No 240 121 119

Yes 13 5 8

Stage 0.27

Ⅰ-Ⅱ 199 95 104

Ⅲ-Ⅳ 54 31 23

3 讨论

有氧糖酵解可以为肿瘤细胞的生物大分子合成提供充足

原料，如糖酵解衍生的磷酸戊糖途径为脂质等物质合成提供

NADPH，并且磷酸戊糖途径还为核苷酸的合成提供了碳骨架
[22]；糖酵解的中间产物如 3-磷酸甘油醛可以转化为甘油，进而

运用于脂质的合成，而 3-磷酸甘油酸则可以转化为丝氨酸，进

一步通过一碳单位的构建，运用于核苷酸的合成[23-25]。有氧糖酵

解是包括肺腺癌在内的恶性肿瘤的重要特点，和肿瘤迁移浸润

密切相关，糖酵解造成肿瘤微环境的酸化，促进了肿瘤细胞的

浸润和迁移，可能的分子机制涉及到金属蛋白酶对细胞外基质

的降解[12]。此外，有氧糖酵解产生的酸性环境可以上调血管内

皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF)，促进新

生血管生成、肿瘤细胞的播散和定殖[12]。近年来，研究表明有氧

糖酵解产生的大量乳酸可以抑制 NK细胞和 T细胞的功能，从

而促进肿瘤的免疫逃逸[26]。肺腺癌是常见的恶性肿瘤，同样也

具有有氧糖酵解的特点，而且临床上应用这个特点的 PET-CT

为肺癌的诊断提供很多帮助。

一系列代谢途径的重要蛋白是有氧糖酵解的关键。这些蛋

白主要包括代谢途径的关键酶和转运体，肿瘤也通过调控这些

关键分子的含量和活性来促进有氧糖酵解的高效进行[9,10]。例

如，肿瘤细胞可以通过激活蛋白激酶 B (Protein kinase B，

PKB/Akt)通路上调葡萄糖转运蛋白 1(Glucose transporter Type

1，GLUT1) 的 mRNA含量以及促进 GLUT1的细胞膜定位，进

而促进肿瘤细胞对葡萄糖的大量摄入[9]。而且活化的 Akt通路

还可以激活己糖激酶 (Hexokinase，HK) 和磷酸果糖激酶

(Phosphofructokinase，PFK)，HK2和 PFK都是糖酵解进程的关

键酶，进而加速了糖酵解进程[10]。再者，肿瘤细胞内活跃的癌蛋

白 C-myc、缺氧诱导因子(Hypoxia-inducible factor-1，HIF-1)等

转录因子可以上调乳酸脱氢酶 A (Lactate dehydrogenase A，

LDHA)，而 LDHA则介导了丙酮酸向乳酸的转化[27]。在许多肿

瘤的研究中，干扰这些关键分子也能起到较好的肿瘤的抑制效

果，其中一些如 LDHA也作为分子抑制剂的靶点，开展了一系

列抗肿瘤的临床试验[28]。

有氧糖酵解的持续运行需要 NAD+的不断补充，而苹果

酸 -天冬氨酸穿梭途径则是真核细胞内主要的 NAD+补充代

谢活动。其中，MDH和 GOT是该穿梭途径的关键酶。线粒体内

的苹果酸在 MDH作用下生成草酰乙酸，而将 NAD+转化为

NADH，接着草酰乙酸和谷氨酸在 GOT的作用下，转化为天冬

氨酸和 琢-酮戊二酸。天冬氨酸和 琢-酮戊二酸在转运蛋白的作
用下，由线粒体转运到细胞质中，在细胞质的 GOT和MDH的

表 1 GOT2表达和肺腺癌临床病理特征的关系

Table 1 Correlation between GOT2 expression and clinicopathological characteristics of LUAD

图 3 GOT2和肺腺癌恶性标志物的相关关系

Fig.3 Correlation between GOT2 and malignant markers of lung

adenocarcinoma
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作用下再转化为苹果酸，NADH也转化为 NAD+，进而提供有

氧糖酵解进程的重要辅酶。MDH和 GOT在机体内各存在两种

亚型：MDH1、GOT1存在于细胞质中，MDH2、GOT2存在于线

粒体中。多项研究表明这些关键酶和肿瘤的恶性进展密切相

关，如子宫癌中高表达的MDH2可以介导阿霉素抵抗，机制可

能涉及促进肿瘤细胞对化疗药物的泵出，而在前列腺癌中敲低

MDH2，则促进多西他赛对肿瘤的杀伤，分子机制涉及 JNK通

路[17,29]。胰腺癌中，高表达的 GOT1则促进了肿瘤细胞在酸性条

件下的存活，而乙酰化修饰介导的 GOT2的活性增强，促进了

胰腺癌细胞的增殖[16,30]。

然而，苹果酸 -天冬氨酸穿梭及途径中的关键酶在肺腺癌

中的作用尚缺乏充分的研究，我们对MDH1/2、GOT1/2在肺腺

癌中的表达情况以及和肺腺癌预后等临床特征的关系进行了

研究，结果显示苹果酸 -天冬氨酸途径中的四种关键酶大部分

都在肺腺癌中高表达，提示苹果酸 -天冬氨酸途径可能在肺腺

癌中是活跃的，这些酶可能扮演癌基因的作用。进一步分析其

和肺腺癌临床特征的关联，我们发现只有 GOT2和生存显著相

关，高表达 GOT2的病人具有较差的预后，这提示 GOT2可能

和肺腺癌的恶性进展关系更大。此外，GOT2和 PCNA具有正

相关关系，而 PCNA是肿瘤恶性增殖的指标，提示 GOT2可能

在肺腺癌恶性进展中扮演促进角色。但是在其他临床参数包括

TNM参数、肿瘤分期乃至 MKI67关系的研究中，我们并没有

发现 GOT2显著的统计学结果，可能和肿瘤的广泛异质性以及

样本量尚不够充分有关。

本研究也存在一定的缺陷，首先如上述所指，样本量需要

进一步扩大，从而使得样本代表性更强，一定程度上应对肺腺

癌的广泛异质性；再者，我们缺乏体外细胞实验验证，和分子机

制的深入探讨；最后，我们还需要体内的动物学实验验证

GOT2对肺腺癌的影响。下一步我们将针对这些问题继续深入

研究。

综上所述，本研究探索了苹果酸 -天冬氨酸穿梭途径中四

种关键酶和肺腺癌临床特征的关联，结果表明 GOT2可能通过

影响有氧糖酵解促进肺腺癌的发生发展，其具体机制尚有待于

进一步的研究证实。
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