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摘要：细胞内的代谢产物可以反映细胞的生理状态。为了考察基于胞内代谢物的指纹图谱对不同种属细胞进行区

分的可行性，利用基于超高效液相色谱 *高分辨飞行时间质谱（;<=>*2?@ AB）技术的代谢组学方法对 , 种不同来

源的细胞进行分类，获得了小分子代谢产物的差异表达谱，并采用主 成 分 分 析（<>9）数 据 处 理 方 法 对 各 类 细 胞 进

行模式识别。研究结果表明，不同的细胞种属之间均能呈现显著性差异。该研究可从分子水平对细胞种属进行分

类，为细胞种属的鉴定与评价提供了一种新的技术方法，为细胞组学的深入研究提供了一种潜在的、非常具有应用

前景的技术手段。
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- - 细胞分类学中应用最广泛的是组织化学、电镜

技术、流式细胞术等技术手段。流式细胞术根据细

胞的大小和细胞颗粒的复杂程度对细胞进行分类鉴

别；组织化学是根据细胞大小、所含颗粒情况及以细
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胞的染色特征对细胞进行分类［#］；而手工镜检技术

则是在分类染色后除了根据细胞大小、形态，还依据

细胞核大小、染色、染色质结构及细胞浆颜色和浆中

颗粒等的变化来确定为何种细胞，是较为直观而准

确的结果［!］。随着生命科学的发展，从分子水平研

究生命现象的技术手段不断产生，其中代谢组学是

!$ 世纪 %$ 年 代 后 期 产 生 的 新 兴 学 科，其 概 念 最 早

由 !"#$%&’%( 研究小组［&］于 #%%% 年提出，主要是通

过考察生物体系（ 细胞、组织或生物体）受刺激或扰

动（ 如将某个特定的基因变异或环境变化）后，其代

谢产物的变化或其随时间的变化来对生物体系进行

研究［’］，目前已 被 广 泛 应 用 于 各 个 领 域（ 如 疾 病 诊

断［(，)］、药物研发［"］、植物代谢组学［*］和微生物代谢

组学［%］等方面）的研究中。其中植物代谢组学的很

多研究集中在细胞代谢组学这个相对独立的分支，

主要是通过研究植物细胞中的代谢物在基因变异或

环境因素变化后的相应变化来研究基因型和表型的

关系及揭示一些沉默基因的功能，进一步了解植物

的代谢途径［#$］。但将 细 胞 代 谢 组 学 应 用 于 动 物 和

人的不同种属细胞的分类，通过细胞代谢物的差异

表达谱对不同种属细胞进行鉴定与识别方面的研究

国内外未见报道。因此，将代谢组学方法用于细胞

的分类鉴别，对于传统的细胞形态学和流式细胞分

析技术来说，将会是一种潜在的、非常具有应用前景

的技术方法。

+ + 本课题组对不同来源的细胞进行了代谢组学分

析，获得了小分子代谢产物的差异表达谱。研究结

果显示，不同细胞之间有显著的差异性，利用它可以

很好地实现分类。该研究可与生物大分子的基因表

达和蛋白质表达差异谱形成互补，从而进一步完善

细胞组学的研究。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

+ + 液相色 谱)质 谱 联 用（ *+),-）仪：包 括 .#/0"12
超高 效 液 相 色 谱（34*+）系 统，5)678 49:;":9 四

极杆)飞 行 时 间 质 谱（ 5)678 ,-）仪，,<’’*2(=
>’, # 工作站（ 美 国 ?<1:9’ 公 司）；,"#9%@0A: #* 台

式离心机（ 美国 B:#C;<( +%0&1:9 公司）。

+ + 乙 腈（ *+),- 级 ）、甲 醇（ 高 效 液 相 色 谱

（D4*+）级）（ 美 国 8"’$:9 公 司）；甲 酸（D4*+ 级，

美国 -"A;< 公 司 ）；去 离 子 水（ ,"&&")5 纯 水 机 制

备）；亮 氨 酸)脑 啡 肽（ 美 国 -"A;< 公 司 ）；E,F,
（E0&G:##%’’ ,%H"@":H F<A&: ,:H"<）高 糖 培 养 液

（IJB+7 公司）；谷 氨 酰 胺、胰 蛋 白 酶（ 上 海 生 工 生

物工程有限 公 司）；青 霉 素、链 霉 素（ 华 北 制 药 股 份

有限公司）。

! ! #" 细胞来源

+ + 人 肝 癌 D:KI)! 细 胞、宫 颈 癌 D:&< 细 胞、胚 肾

!%&6 细胞，鼠脂肪 &6& 细 胞 和 鼠 前 脂 肪 &6& *# 细

胞，均购自中国科学院上海细胞库。

! ! $" 细胞培养

+ + 取人胚肾细胞系 !%&6、肝癌细胞系 D:KI)!、宫

颈癌细胞系 D:&<，鼠脂肪细胞系 &6& 和 &6& *#，分

别使其 贴 壁 生 长 于 含 #$L 小 牛 血 清、青 霉 素 #$$
3 M ;*、链霉素 #$$ 3 M ;*的 E,F, 完全培养液中，

于 &" N、(L +7! 饱和湿度的恒温培养箱中培养，当

细胞基本汇合时，按 # - & 的比例传代。取对数生长

期的细胞进行胰酶消化，用无血清培养基洗涤 & 次，

用磷酸缓冲液调节细胞浓度至 # . #$) M ;*。每种细

胞平行培养 ) 份。

! ! %" 细胞处理方法

+ + 细胞经离心后，弃去含有胰酶的上清液，残渣中

加入 $, ( ;* 水使其悬浮，再加入 / ’* N、)$L 甲醇

$, ( ;*，在 / % N下离心（) ’$$ 9 M ;"(）#$ ;"(，吸取

上清 液，保 存 在 / *$ N 下。 取 出 后 加 入 $, ( ;*、

/ ’* N 甲醇，在液氮和干冰中冻融循环 ! 次，离 心

（#( $$$ 9 M ;"(）( ;"(，吸 取 上 清 液；残 渣 中 再 次 加

入 $, ( ;*、/ ’* N甲醇，在液氮和干冰中冻融循环

! 次，离心（#( $$$ 9 M ;"(）( ;"(，合并上清液，过滤

后进样分析。

! ! &" 色谱条件

+ + 色谱柱：?<1:9’ .+53J6O BDF +#* 柱（!, # ;;
. #$$ ;;，#, " !;）；流动相 .：$, #L 甲酸水溶液；

流动相 B：乙腈；流速：$, ( ;* M ;"(；梯度洗脱程序：

初始时为 (L B，至 * ;"( 时 线 性 增 长 至 %(L B，然

后保持 ! ;"(，$, # ;"( 后恢复为 (L B，平衡 ! ;"(；

柱温：&( N；进样量：#$ !*。

! ! ’" 质谱条件

+ + 电喷雾离子源（F-J），采用正离子模式检测，离

子源温度为 #!$ N，脱溶剂气温度为 &$$ N，脱溶剂

气流量为 ($$ * M $，锥孔气流量为 ($ * M $，毛细管电

压为 & #$$ >，锥孔电压为 &( >。每 $, #( ’ 采 集 一

次谱图。

+ + 准确质量测定采用亮氨酸)脑啡肽（ &:0#"(:):()
C:K$<&"(，! " # ((), !"" #）溶液为锁定质量溶液，质

量浓度：#$$ KA M ;*；流速：$, $( !* M ;"(；锥孔电压：

’$ >；采集频率：#$ ’ 采集一次；质量扫描范围：! " #
#$$ 0 # $$$。

! ! (" 数据处理

+ + 采 用 ,<9C:9*2(= P- 软 件 对 胞 内 代 谢 物 总 离

子流色谱图进行色谱峰识别与峰匹配，并采用主成

·**&·
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分分析（"#$）模 式 识 别 对 各 类 细 胞 进 行 分 类 判 别

分析。

!" 结果与讨论

! ! #" 细胞内容物提取方法的选择

! ! #%&’()*+( 等［##］采 用 不 同 溶 剂（ 如 甲 醇、甲 醇 ,
氯仿、高氯酸、煮沸的乙醇和氢氧化钾）对胞内代谢

物的提取效率进行了详细考察。本实验对上述参考

文献的样品前处理方法进行了优化，并在显微镜下

跟踪细胞的形态变化和破碎情况。实验结果表明，

用 $ "% -、&’. 甲醇对细胞进行固化，再用 #’’. 甲

醇在 $ "% - 与液氮之间进行 ( 次溶剂提 取。每 次

提取冻融循环 ( 次，细胞可破碎完全，提取出的胞内

代谢物最多。

! ! !" 色谱和质谱条件的考察

! ! ! ! #" 色谱条件

! ! 本实验中甲醇细胞提取物中主要以极性化合物

为主，因 此 以 /%&()0 $#12345 678 ##% 为 色 谱 分

离柱优化色谱条件，考察不同流动相组成（ 甲醇 , 甲
酸、乙腈 , 甲酸、乙腈 , 醋酸铵）、不同洗脱梯度（ 洗脱

时间分别 为 #)，(* 和 )* 9*+）和 不 同 流 速（’+ (*，

’+ * 9: , 9*+）下的 色 谱 分 离 情 况。实 验 结 果 表 明，

在 # ; * 节色谱条件下，在较短时间内细胞提取物中

的组分获得了较好的分离，得到的色谱峰较多。同

时以 7(<=!( 细胞 提 取 物 为 研 究 对 象，考 察 了 保 留

时间为 )+ ’%，*+ "" 和 ,+ *’ 9*+ 的 ) 个 色 谱 峰 在 *
次重复分析中保留时间的稳定性，结果显示 ) 个色

谱峰 保 留 时 间 的 相 对 标 准 偏 差（ >?@）均 小 于

’+ (.，表明方法具有较好的保留时间稳定性。

! ! ! ! !" 质谱条件

! ! 在优化的色谱条件下，考察了正、负离子模式下

的质谱出峰情况和质谱参数的影响。结果发现，在

正离子模式下得到的色谱峰较多，且信号强度较大，

因此选择正离子模式对胞内代谢物进行分析与分类

鉴别。

! ! $" 细胞胞内代谢物的指纹图谱

! ! 在 优 化 的 2":#!4AB C? 条 件 下，对 人 肝 癌

7(<=!( 细胞、宫 颈 癌 7(D% 细 胞、胚 肾 (-)4 细 胞、

鼠脂肪 )4) 细胞和鼠前脂肪 )4) :# 细胞胞内代谢

产物进行样品分析，可获得 * 种不同细胞的胞内代

谢物的指纹 图 谱，人 肝 癌 7(<=!( 细 胞 胞 内 代 谢 物

的指纹图谱见图 #（ 其他图略）。对所得的指纹图谱

进行组分分析，发现该实验条件下不同细胞的胞内

提取 物 的 分 子 离 子 峰 数 目 比 较 接 近，一 般 在 ! " #
# -’’ . ( )’’ 之间，色谱峰的峰容量较大，这为胞内

代谢产物的分析提供了丰富的数据信息。

图 #" "#$%&! 细胞胞内代谢物的 ’()*&+, 基峰强度色谱图

-./! #" 01$.234 ’()*&+, 536# $#37 .89#86.91
2:;<=39</;3= <> =#935<4.9# $;<>.4#
<> "#$%&! 2#44 4.8#6

! ! 采用 "#$ 方法对 * 种细胞的胞 内 提 取 物 进 行

分析，分类图见图 (。由图 ( 可以看出，这 * 种细胞

可以明显地被分类，说明人的不同细胞系之间有显

著性差异，人与鼠细胞种属之间也有显著不同。从

图 ( 中 还 可 以 看 出，7(<=!(、7(D%、)4) :# 聚 类 较

好，而 (-)4 和 )4) 比较分散，我们认为，相对而言，

正常细胞处于分化的初级阶段，各种生长代谢调控

具有多向性，这就造成了正常细胞的分散性比较强，

各种细胞聚类相对较分散；而肿瘤细胞是在正常细

胞的基础上进一步分裂分化形成的，处于相对较高

级的分化阶段，造成肿瘤细胞聚类相对较为集中。

图 !" % 种细胞代谢物的分类图

-./! !" ,2<;# $4<9 <> !&$0，"#$%&!，"#43，$0$
38? $0$ )# 2#44 4.8#6

! ! ’" 细胞胞内代谢物中主要标志物的确认

! ! 以 * 种 细 胞 的 胞 内 提 取 物 为 分 析 对 象，采 用

"#$ 方法和偏 最 小 二 乘 法 对 分 析 结 果 进 行 统 计 分

析，可明显观察 到 :E%F*+G <DE& 中 具 有 许 多 个 分 散

点（ 散点图略）对分类贡献比较大，一些物质在 * 种

细胞中都存在，但相对含量不同，说明细胞种属之间

代谢产物的相对含量有显著不同；还有一些物质只

存在于某种特定细胞而其他细胞中含量非常低甚至

观察不到，这些物质则极有可能就是引起细胞种属

之间显著性差异的生物标志物。同时，我们注意到

·-%)·
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肿瘤细胞和正常细胞之间也存在显著性差异，一些

物质在两种肿瘤细胞中的含量明显高于正常细胞，

有可能是肿瘤细胞区别于正常细胞的生物标志物。

# # 利 用 !"#$%#&’() *+ 软 件 自 带 的 数 据 库 检 索

系统，对一些具有显著性差异的物质进行了初步的

结构鉴别，获得了 $% 种可能的潜在生物标志物的结

构信息（ 见表 $）。同时，对这 $% 种物质在不同细胞

中的相对含量进行了初步分析，统计结果见图 &。

表 !" !# 种潜在生物标志物的结构鉴定结果

!"#$% !" !%& ’()%&)*"$ #*(+",-%,. "&/ )0%*, */%&)*1*2")*(& ,%.3$). #4 56 *& 768 $ .2"& +(/%

,-. /%0%(01-( 012% 3 21( ! " # 4-0%(01"5 61-2"#$%#
$ % . ’&’( !%& . %)!% 7%6"818 "819
! % . ’**! $"% . %&*% !，& :91;’9#-91<18-51("0%
& % . ’*’" !!! . %!+* & :;’9#-)’<#-<’52%#8"<0=#18 "819
* % . ’(&" !)’ . $%’" <0%#1(:*$:8"#61(-5"21(%
) % . ’(’$ !(’ . $%*$ "9%(-71(%
( % . ’"(& !$’ . $&"& %:"8%0’5810#=551(%
" ) . (’$* $’& . +’+( * :<’#19-)"0%
’ $% . !($* !!% . $$$$ * :"21(-:! :2%0;’5:) :<;-7<;-2%0;’5<’#12191(%
+ $% . ""$’ *$) . &$"$ 91-7>%(1(

$% $% . "+&" &(* . %’(% >="(-71(% 2-(-<;-7<;"0%（?!4）

图 %" !# 种潜在标志物在 & 种细胞内的相对含量

9*:; %" <%$")*=% 2(&)%&). (1 !# ’()%&)*"$ #*(+",-%,.
*& )0% & 2%$$ $*&%.

@-# 0;% 0%( <-0%(01"5 61-2"#$%#7，7%% A"65% $ .

# # 以上实验结果表明，利用代谢组学技术可很好

地实现细胞种属之间的分类。该研究初步进行了细

胞种属之间的差异性物质分类及结构鉴定，今后将

进一步 优 化 B4&C:!+ 分 析 方 法，扩 大 研 究 的 细 胞

种类，深入研究这些显著性生物标志物的结构及其

在细胞代谢过程中的作用，研究结果将会对细胞种

属分类的识别和鉴定起到极大的促进作用。

%" 结论

# # 本文利用 液 相 色 谱:质 谱 联 用 技 术 开 展 了 人 肝

癌 D%<?:! 细 胞、宫 颈 癌 D%5" 细 胞、胚 肾 !+&A 细

胞、鼠脂肪 &A& 细胞和鼠前脂肪 &A& &$ 细胞的代谢

组学研究，获得了 ) 种细胞胞内代谢物的指纹图谱。

结果显示 ) 种细胞在主成分分析的模式识别结果中

可以完全区分。这一研究结果表明，利用基于细胞

代谢物检测、多维统计分析的代谢组学研究，可为细

胞种属的鉴定与评价提供一种新的技术方法。对该

方法进一步研究和应用，则有望建立不同细胞的代

谢产物指纹图谱库，为更多种类细胞的分类鉴定与

识别提供新的技术方法和实验依据，从而与传统的

细胞分类技术进行相互验证和补充。

# # 除此之外，继续寻找对细胞分类贡献较大的差

异性物质，识别与鉴定每一种细胞内特定差异性标

志物，将对细胞的种属鉴定提供更加丰富的理论与

实验依据，这也是本课题组今后的工作重点，期望能

对细胞组学方面的研究起到积极的促进作用。
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