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摘要 目的：胆囊癌（Gallbladder carcinoma，GBC）是一种常见的胆道系统恶性肿瘤，五年生存率极低，目前临床上缺少有效的诊断

标志物。故本研究探索胆囊癌患者与健康人血清的差异性小分子代谢物，用于胆囊癌的定性诊断。方法：本研究以超高效液相色

谱联用四极杆飞行时间质谱（UPLC-QTOF/MS）技术为平台，以 32例胆囊癌患者和 32例健康人血清为研究对象，进行非靶向代

谢组学研究分析，用 SIMCA-P软件进行 PCA和 OPLS-DA建模分析，结合 T检验结果和代谢物在两组中的差异倍数来筛选潜在

小分子代谢标志物，并通过二元逻辑回归分析建立联合诊断模型。结果：溶血磷脂酰胆碱(18:1)（LysoPC(18:1)）和十八烷胺（Oc-

tadecylamine，ODA）两个代谢物在胆囊癌患者和健康对照组血清中具有显著性差异,差异倍数达到 2倍以上。经过二元逻辑回归

分析建立诊断模型，两者构建联合诊断的诊断模型为 Logit[P=GBC]=26.090*[LysoPC(18:1)]-8.877*[ODA]-113.075，据此建立受试

者工作特征曲线（Receiver operating characteristic，ROC）曲线，曲线下面积（Area under the curve，AUC）为 0.986，灵敏度为 97.1%，

特异性为 94.6%。结论：LysoPC(18:1)和 ODA可作为胆囊癌的潜在诊断标志物，为胆囊癌的诊断提供参考。
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UPLC-QTOF/MS Based Serum Untargeted Metabolomics Study of
Gallbladder Carcinoma*

Gallbladder carcinoma (GBC) is a common malignancy of the biliary tract system, with a poor five-year

survival rate and for lack of effective diagnostic biomarkers. Thus the aim of this study is to explore the different small metabolites in

serum of GBC patients and healthy subjects. Based on the Ultra-performance liquid chromatography tandem quadrupole

time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS) technique, serum untargeted metabolomics studies of 32 GBC patients and 32

healthy controls were developed. Potential biomarkers were screened by PCA and OPLS-DA analysis using SIMCA-P software, followed

by t-test and fold change analysis. Then a diagnostic model was established. The levels of LysoPC (18:1) and Octadecylamine

(ODA) in GBC patients serum had changed (>2-fold change). A diagnostic panel based on these two metabolites for the detection of

GBC was constructed as follows: Logit[P=GBC]=26.090*[LysoPC(18:1)]-8.877*[ODA]-113.075. The receiver operating characteristic

(ROC) curve analysis of a combination of LysoPC (18:1) and ODA was then conducted. Outstanding discrimination has been achieved

with area under the curve (AUC) of 0.986, sensitivity of 97.1% and specificity of 94.6%. LysoPC (18:1) and ODA can be

used for discrimination between GBC patients and healthy subjects.
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前言
胆囊癌是一种常见的胆道系统恶性肿瘤，五年生存率不到

5%[1]。目前，胆囊癌的诊断方式主要包括影像学诊断超声、CT
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和核磁[2,3]等，以及血清肿瘤标志物 CEA和 CA199[4,5]等。由于胆

囊的位置在肝脏的后面[6]，影像学诊断效果不佳，而已知的肿瘤

标志物也缺乏特异性，故急需探索新的胆囊癌血清诊断标志

物。代谢组学通过对细胞、组织和体液等中的小分子代谢物做全

面的分析，从而探究生物体的代谢扰动以及研究生物标志物[7,8]。

目前，利用代谢组学进行肿瘤标志物的探索已经有了较多的研

究。Jun Zeng[9]等利用 CE-MS平台发现色氨酸,谷氨酰胺和 2-

羟基丁酸在肝癌和健康人群中有显著差异。许国旺[10]等利用

LC-MS在肝癌血清中发现苯丙氨酰色氨酸和胆酸可作为潜在

的诊断标志物区分肝癌和肝癌高危人群（肝硬化、肝炎等）。胡

雪芳[11]等利用 1H-NMR技术发现 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。

但是，对于肝胆系统而言，研究多集中于肝癌，而对于胆囊癌的

潜在标志代谢物却少有研究。故本研究以胆囊癌患者的和健康

志愿者的血清为样本，以 LC-MS为技术手段，探究胆囊癌的潜

在的代谢标志物，为胆囊癌的诊断以及治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验仪器与试剂

四级杆高分辨飞行时间质谱仪（Triple TOF 5600+, Sciex,

USA）：配有电喷雾离子化（Electron Spray Ionization, ESI）和大

气压化学离子化（Atmospheric-pressure Chemical Ionization, AP-

CI）离子源；超高效液相色谱仪（Nexera X2 UPLC System, shi-

madzu, Japan）；

同 位 素 内 标 Cholic-2,2,4,4-d4 acid （CHO-d4）、

Acetyl-d3-L-carnitine Hydrochloride（ACE-d3）、1-nonadecanoyl-

2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine, chloroform（LPC19:0）、

L-Tryptophan-d5（Trp-d5）和 L-Phenylalanine-d2（Phe-d2）均购自

美国 Sigma-Aldrich（St Louis, MO, USA）公司；色谱级甲酸

（formic acid, FA）购自美国 Sigma-Aldrich（St Louis, MO, USA）

公司，甲醇（Methanol, MeOH）和乙腈（Acetonitrile, ACN）购自

MERCK（Darmstadt, Germany）公司，超纯水产自 Milli-Q 纯水

系统（Millipore, Bedford, MA, USA）

1.2 临床样本

临床样本来自于上海市东方肝胆医院，所有患者均签署过

知情同意书，整个血清样本采集过程均符合伦理学规定。一共

64例样本，包括 32例胆囊癌患者和 32例健康人。

1.3 实验方法

1.3.1 样本处理 血清样本置于冰上融化后，取 100 滋L血清
于 Ep管中，加入 20 滋L内标（100 nM CHO-d4、50 nM LPC19:0

和 200 滋M Phe-d2等量混合），加入 400 滋L乙腈沉淀蛋白。涡旋
10分钟，在冰上孵育 10 分钟然后离心。离心条件为 13000

rpm，4℃，10 min。取出上清液真空挥干后用 50%甲醇复溶，同

样条件离心取上清液进样，进样量为 5 滋L。质控（quality con-
trol，QC）样本为所有血清样本混合后取 100 滋L，按照上述方法
同样处理。

1.3.2 数据采集 以 Triple TOF 5600+ 配合 ESI 源，Waters

ACQUITY HSS T3 column (100 mm× 2.1 mm, 1.8 滋m)为色谱
柱在正离子模式下进行数据采集。A相为水相（0.1%甲酸），B

相为甲醇。色谱梯度如下所示：0-2 min，0.1%B；2-12 min，0.1%

B-75% B；12-24 min，75% B-100% B；24-30 min，100% B；

30-30.5，100%B-0.1%；34 min，停止。柱温箱温度为 40℃，流速

0.35 mL/min。质谱参数为雾化气（GS1）：45 psi；辅助加热气

（GS2）：45 psi；气帘气（CUR）：35 psi；温度（TEM）：550℃；毛细

管电压（IS）：4500 V；分布电位（DP）：70 V；碰撞能量（CE）：10 V。

采用信息依赖性扫描（IDA）采集二级质谱。每 10个样本采集

一个 QC样本用来评价数据稳定性。

1.4 数据分析

利用 MarkerView（AB SCIEX，USA）进行一级质谱的提

取，经数据校正和归一化后导入 SIMCA-P（14.0）进行多维统计

分析。建立非监督性的 PCA模型和监督性的 OPLS-DA模型，

以 VIP（Variable importance in projection）>1和 |Pcorr|（Pearson

correlation）>0.52为标准，筛选差异代谢物[12]。VIP越大，对模型

的贡献率越高，一般以 VIP>1为标准[13]。|Pcorr|越大，表明其作

为差异代谢物的可能性越高，一般以 |Pcorr|>0.52为标准。然后

利用 SPSS（20.0）进行 T检验，筛选 P<0.05的代谢物。利用
PeakView（AB SCIEX，USA）提取差异代谢物的二级碎片质谱

并借助 HMDB （Human Metabolome Database） 和 METLIN

（metlin.scripps.edu）进行鉴定并验证。鉴定到的代谢物进行受

试者工作特征曲线（ROC）分析，评价潜在差异代谢物的诊断可

能性。

2 结果

2.1 胆囊癌患者和健康人血清的 TIC图

基于 UPLC-QTOF-MS平台所采集的总离子流（TIC）图如

下所示，胆囊癌患者血清图谱和健康人明显不同。利用Mark-

erView一共提取到 711个代谢物进行建模分析。

2.2 差异代谢物筛选

首先，通过非监督性的 PCA分析评价仪器和方法的稳定

性。在 PCA图（Fig.2A）中，R2X=0.623>0.4，QC聚集在一起，表

明样本采集期间仪器稳定，方法稳定性和数据重现性较好，可

进行下一步分析[14]。同时，在 PCA图中，胆囊癌患者血清组合

健康人组已经呈现分开的趋势，表明两组的代谢轮廓存在差

异，胆囊癌患者有区别于健康人组的代谢差异。随后，采用

监督性的 OPLS-DA 分析，寻找这些潜在的差异代谢物。在

OPLS-DA图（Fig.2B-C）中，胆囊癌患者组和健康人组分离明

显，且该模型的 R2X=0.464，R2Y=0.975，Q2=0.964。表明该模型

的预测概率高达 96.4%。同时，对该模型进行置换检验，200次

检验结果如图（Fig.2D）所示，R2在 Y轴的截距为 0.194，其值小

于 0.4；Q2在 Y轴的截距为 -0.361，其值小于 0，表明该模型没

有过拟合，可以据此进行差异代谢物的筛选。基于 VIP>1和

|Pcorr|>0.52，结合 T检验 P<0.05，筛选差异代谢物并进行鉴定。
最终，一共筛选并鉴定到 13个潜在的诊断代谢物，如表 1所

示。通过热图分析可视化各代谢物在胆囊癌血清和健康人血清

中的相对水平，如图 3所示。

2.3 ROC诊断模型的建立

最终结合 VIP>1，|P（corr）|>0.52和两组中差异倍数大于 2

的代谢物，筛选到油酸（Oleic Acid）, 溶血磷脂酰胆碱(18:1)

（LPC(18:1)）和十八烷胺（Octadecylamine，ODA）三个差异代谢

物可作为潜在的诊断标志物。对三个潜在的诊断标志物以三个
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联合诊断或两个联合诊断进行二元逻辑回归分析，建立逻辑回

归方程（P<0.05），同时，建立 ROC曲线，以曲线下面积（AUC）

评价其诊断效能。结果表明 LysoPC(18:1)和 ODA联合诊断时，

具有最大的诊断效能且 P<0.05。LysoPC(18:1)和 ODA建立的

诊断模型为：Logit [P=GBC]=26.090* [LysoPC (18:1)]-8.877*

[ODA]-113.075，[P=GBC]的分界值（cutoff）为 -0.33。在这个诊

断模型中，[P=GBC]为 GBC诊断预测可能性，[LysoPC(18:1)]和

[ODA] 为两个代谢物在血清中的水平。据此建立的联合诊断

ROC曲线，如图 4所示，曲线下面积 AUC为 0.986，灵敏度为

97.1%，特异性为 94.6%。说明此代谢物组合具有良好的诊断效

能，LysoPC(18:1)和 ODA可作为 GBC的潜在诊断标志物。

图 1 A.胆囊癌患者（GBC）的总离子流图和 B.健康志愿者（H）的总离子流图

Fig.1 LC-MS total ion chromatography (TIC) of intracellular metabolites in GBC patients (A) and healthy controls (B)

图 2胆囊癌患者（GBC）和健康志愿者（H）多维统计分析结果：A.GBC和 H的 PCA图；B.GBC和 H的 OPLS-DA平面散点图；C. GBC和 H的

OPLS-DA模型 3D图；D.OPLS-DA模型置换检验结果图

Fig.2 Multivariate statistical analysis of GBC patients (GBC) and healthy controls (H). A. Score plot for PCA model of GBC and H. B. Score plot for

OPLS-DA model of GBC and H. C. 3D Score plot for OPLS-DA model of GBC and H. D. Validation plot of PLS-DA model
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图 4 LysoPC(18:1)和 Octadecylamine联合诊断胆囊癌患者（GBC）和健康志愿者（H）的 ROC曲线（A）以及基于该模型的诊断可能性图（B）

Fig.4 (A) ROC curve for combination of LysoPC(18:1) and Octadecylamine to diagnose GBC patients (GBC) from healthy controls (H). (B) The

probability of discrimination between GBC patients (GBC) and healthy controls (H)

图 3 胆囊癌患者（GBC）和健康志愿者（H）的差异代谢物的热图

Fig.3 Heat map of difference metabolites of GBC patients (GBC) and healthy controls（H）

表 1 区分胆囊癌（GBC）和健康人（H）的潜在的诊断标志物

Table 1 Potential diagnostic biomarkers between GBC patients (GBC) and healthy controls (H)

Metabolites RT (time)
Fold Change

（GBC/H）
VIP P(corr)

Oleic Acid 22.1 2.33 1.46 0.73

LysoPC(18:1) 18.1 0.50 1.39 -0.84

Hydroxyicosa Tetraenoic Acid 21.9 1.88 1.27 0.74

Hydroxyicosa Pentaenoic Acid 21.4 1.65 1.26 0.66

Linoelaidic Acid 20.8 1.76 1.23 0.69

Hydroxyoctadeca Dienoic Acid 20.1 1.89 1.22 0.65

Octadecylamine 21.5 2.18 1.21 0.60

LysoPE(20:4(8Z,11Z,14Z,17Z)/0:0) 18.6 1.66 1.1 0.74

Decanoylcarnitine 18.4 1.99 1.08 0.58

LysoPE(22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)/0:0) 18.6 1.71 1.05 0.65

LysoPC(16:0) 19.1 0.73 1.04 -0.76

Palmitoleic Acid 20.2 1.67 1.035 0.56

L-Phenylalanine 5.4 0.67 1.004 -0.77
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3 讨论

目前，对于胆囊癌诊断标志物的探究仍然是迫在眉睫的。

我们急需利用新的技术手段寻找诊断标志物。代谢组学是系统

生物学的分支，是继基因组学、转录组学和蛋白组学后的又一

新的学科，是最接近表型的组学[15]。代谢组学的一个研究重点

就是发现与疾病和环境暴露相关的代谢物，从而为疾病的诊断

和机制研究提供参考[16,17]。代谢物的数量远远小于基因和蛋白

的数量，这使得代谢组学的研究相对更为方便[18]。目前代谢组

学的技术手段包括气相色谱 -质谱联用（GC-MS）[19]、液相色谱

-质谱联用（LC-MS）[20]、毛细管电泳 -质谱联用（CE-MS）和核

磁（NMR）[21]等。其中，由于 LC-MS具有高灵敏度、高选择性和

良好的代谢物覆盖率高[22]等的特点，应用较为广泛，也是本研

究的主要技术手段。近年来，肝胆系统中基于代谢组学研究的

生物标志物的分析主要集中在肝癌的早期诊断，包括肝癌与肝

硬化[23]的区分以及肝癌与胆管癌的区分[24]等等，胆囊癌的诊断

标志物研究尚在空白阶段。所以，本研究首次通过对 64例胆囊

癌患者和健康对照组的血清的非靶向代谢组学分析，一共成功

筛选并鉴定到 13种差异代谢物。其中 LysoPC(18:1)，油酸和

ODA在 GBC患者血清中变化最为显著。经过二元逻辑回归分

析建立联合诊断模型，认为 LysoPC(18:1)和 ODA可作为胆囊

癌的潜在诊断标志物。

由于胆囊癌起病隐匿，恶性程度高，目前，胆囊癌的诊断和

治疗仍然存在极大困难。在 2018年的癌症报告[25]中，胆囊癌和

胰腺癌是仅有的两个五年生存率没有升高的癌症，表明胆囊癌

的诊断和治疗急需研究。临床上常用的 GBC诊断标志物为

CA199和 CEA，在诊断胆囊癌时，CA199的准确率在 70%左

右，而 CA199和 CEA联合诊断时准确率也仅在 80%左右[4]。在

本研究中，我们基于 GBC患者血清和健康对照组的血清代谢

组学分析，筛选得到多种差异代谢物后，利用二元逻辑回归分

析建立诊断模型，得到 LysoPC(18:1)和 ODA的代谢物组合，该

组合在联合诊断 GBC时，ROC曲线的 AUC达到 0.986，表明

其具有良好的诊断效能，诊断准确率远高于 CA199和 CEA，可

以为胆囊癌的诊断和治疗提供参考。

目前筛选到的 13种差异代谢物主要与脂质代谢和氨基酸

代谢有关有关。最终筛选到的两种潜在的诊断标志物与脂质代

谢有关。脂质代谢与能量代谢、细胞信号传导和炎症有关[26]。肿

瘤细胞中通常伴随着脂质代谢紊乱。ODA属于脂肪胺类，主要

存在于生物膜中，可能与信号传导有关。一些研究表明，烷基胺

能阻断 K离子通道，且与烷基的长度有关[27]。K离子通道与肿

瘤的生长和增殖关系密切[28]。LysoPC属于溶血磷脂类，作用于

溶血磷脂受体（LPL-R），在脂质代谢中具有重要作用，LPL-R是

膜蛋白 G蛋白偶联受体的一员[29]。肿瘤细胞通常会提高从头合

成脂肪酸的合成速率，以产生细胞膜磷脂和信号分子。在哺乳

动物细胞中，磷脂酰胆碱（PC）是细胞膜的重要组成部分，而

LysoPC具有膜溶解作用[30]。在血液中，LysoPC的形成与卵磷脂

-胆固醇酰基转移酶（LCAT）的激活有关，在 LCAT的作用下，

血液中 PC将脂肪酸给胆固醇，形成胆固醇脂和 LysoPC[31]。肿

瘤细胞的快速增殖使得 PC和 LysoPC的消耗增加，血液中的

LysoPC含量降低。先前也有许多研究表明 LysoPC与癌症进程

可能有关系[32,33]。在本研究中，研究发现在胆囊癌中 LysoPC(18:

1)的水平降低和 ODA的水平升高，可能与胆囊癌的进程相关，

表明 LysoPC(18:1)和 ODA可以作为潜在标志物诊断胆囊癌。

本研究基于 UPLC-QTOF-MS技术，以胆囊癌患者血清和

健康对照组的血清为研究对象，探究胆囊癌的诊断标志物。结

果表明 LysoPC(18:1)和 Octadecylamine联合诊断 GBC时具有

较好的诊断效果, 其 ROC 曲线的 AUC 为 0.986，灵敏度为

97.1%，特异性为 94.6%，诊断准确率高于 CA199和 CEA，可作

为 GBC的潜在诊断标志物，为胆囊癌的诊断和治疗提供参考。

当然，本研究也存在一些局限性，该诊断标志物组合还需要多

中心大样本的临床验证。
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