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肿瘤代谢调控与肿瘤免疫治疗以及代谢分析方法研究进展
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摘要: 为满足自身的快速增殖需求并适应复杂的微环境, 肿瘤细胞具有独特的代谢模式和逃避免疫杀伤等优势

特征。肿瘤通过重编程多种代谢途径从而促进免疫逃逸的发生, 与肿瘤的诊断、治疗和预后密切相关。基于肿瘤代

谢改变对肿瘤免疫逃逸的影响及其分子机制, 代谢调控为解决肿瘤免疫治疗领域存在的问题提供新思路。本文对

近年来基于代谢调控的肿瘤免疫逃逸和肿瘤免疫治疗相关研究进展进行综述, 并介绍了代谢组学、基于质谱成像的

空间分辨代谢组学和代谢流分析等肿瘤代谢研究的前沿分析技术和方法。
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Abstract: In order to achieve rapid proliferation and adapt to the complex microenvironment, tumor cells

have dominant characteristics such as unique metabolic patterns and the ability to escape from immunoregulation.

Tumor cells reprogram multiple metabolic pathways to promote immune escape, which impacts tumor diagnosis,

treatment and prognosis. Based on the effect of metabolic changes on tumor immune escape and its molecular

mechanism, metabolic regulation provides new approaches to enhance immunotherapy. We review recent advances

in tumor immuno-escape and immunotherapy based on metabolic regulation. Cutting-edge analytical techniques

and methods for tumor metabolism research such as metabolomics, mass spectrometry imaging-based spatially-

resolved metabolomics and metabolic flow analysis are also discussed.
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正常机体免疫系统具有免疫监视功能, 当体内发

生肿瘤时, 免疫系统能够识别并通过免疫机制特异地

清除这些“非己”细胞, 抵御肿瘤的发生发展。而大多

数肿瘤具有应对免疫系统的进化选择能力, 该进化过

程发展的三个特征阶段包括: 消除、平衡和逃避, 即所

谓的“免疫编辑”[1,2]。肿瘤细胞通过调整自身的内在

状态和肿瘤微环境等多种机制, 使免疫介导的排斥反

应不能被诱导产生, 从而导致机体对肿瘤的免疫应答

收稿日期: 2020-06-18; 修回日期: 2020-07-28.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (81974500, 81773678); 北京协和

医学院“中央高校基本科研业务费”项目 (3332019017).

*通讯作者E-mail: liyanxiao@imm.ac.cn; hejiuming@imm.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-1025

·· 2080



王相宜等: 肿瘤代谢调控与肿瘤免疫治疗以及代谢分析方法研究进展

反应处于低能状态, 进而使肿瘤逃避免疫监视而发生、

发展[3]。21世纪初, 肿瘤免疫逃逸被认为是肿瘤的十

大特征之一[4]。针对肿瘤的免疫逃逸机制研究开发了

免疫检查点抑制剂、肿瘤疫苗等多种抗肿瘤免疫药

物[5]。肿瘤免疫治疗因其疗效显著被《Science》评为

2013年度十大科技突破之首。2018年, 细胞毒T淋巴

细胞相关抗原 4 (cytotoxic T lymphocyte-associated an‐

tigen-4, CTLA-4) 和程序性死亡受体 1 (programmed

death protein 1, PD-1) 的发现者詹姆斯•艾利森和本庶

佑获得诺贝尔生理学或医学奖。肿瘤免疫相关领域的

研究为肿瘤的治疗提供了新的治疗手段, 为转移性晚

期肿瘤患者带来新的希望。因此, 肿瘤免疫治疗引起

了国内外学者越来越多的关注[6]。

1924年, Otto Warburg[7]发现癌细胞在有氧条件下

将葡萄糖代谢为乳酸, 即 Warburg效应。科学家们开

始意识到肿瘤细胞具有独特的代谢方式, 肿瘤细胞的

代谢异常受突变基因的调控[8,9], 各代谢通路之间的影

响和联系错综复杂。随着各种分析技术和方法的发

展, 肿瘤代谢的研究也更加深入, 各种糖类、氨基酸、脂

肪酸等代谢物的变化都为肿瘤适应外部环境提供助

力, 肿瘤代谢也成为研究肿瘤发生发展以及治疗的新

突破点[10,11]。而肿瘤代谢异常和肿瘤免疫逃逸之间的

联系也被发现, 基于肿瘤代谢调控的免疫治疗成为研

究热点。本文对近年来基于代谢调控的肿瘤免疫逃逸

和肿瘤免疫治疗相关研究进展以及肿瘤代谢研究的前

沿分析技术和方法进行综述。

1 肿瘤代谢与免疫

1.1 肿瘤免疫逃逸与免疫治疗

肿瘤细胞可通过重编程或者微环境中的“优势因

素”以多途径、多层面的方式抑制或逃避机体免疫系统

的杀伤[3]。目前, 对于上述逃逸机制的研究主要集中在

针对微环境中的肿瘤表面抗原[12], 肿瘤相关成纤维细胞

(cancer-associated fibroblasts, CAFs)[13-15], 免疫细胞如T

细胞[16-18], 自然杀伤细胞 (natural killer cell, NK)[19], 巨

噬细胞[20,21], 抗原呈递细胞[22]表面蛋白标志及其分泌

的细胞因子[23]、转录因子[24,25]介导的信号通路等方面。

Wang等[24]提出并证实纤维介素蛋白 1 (fibrinogen-like

protein 1, FGL1)-淋巴细胞活化基因 3 (lymphocyte

activation gene-3, LAG-3) 通路抑制抗原介导的T细胞

反应 , 该项研究表明肿瘤细胞大量产生的 FGL1 是

LAG-3发挥免疫抑制功能的重要配体, 癌症患者血浆

中高水平的 FGL1 与不良预后相关 , 阻断 FGL1 和

LAG-3蛋白的相互作用可刺激T细胞的活化和增殖来

提高机体对肿瘤的清除, 该发现可作为肿瘤免疫治疗

的新靶点。此外, 抑制 NK 细胞介导的免疫应答的 T

细胞免疫球蛋白和 ITIM结构域蛋白[26]、向巨噬细胞传

递“别吃我”信号的CD47[27]以及提高肿瘤免疫原性的

干扰素基因刺激蛋白都是近些年发现的潜在靶点[28]。

迄今为止, CTLA-4抗体、PD-1抗体、程序性死亡配

体1 (programmed death ligand 1, PD-L1) 抗体、嵌合抗原

受体T细胞是肿瘤免疫治疗中数量增长最快、最具前

景的药物类别, 纷纷在国内外获批上市, 并在血液系统

恶性肿瘤、恶性黑色素瘤、肺癌和肾癌等临床治疗中表

现出令人振奋的结果[29,30]。《新英格兰医学杂志》公布

了 PD-1抗体Nivolumab和CTLA-4抗体 Ipilimumab联

合治疗晚期肾细胞癌 (renal cell carcinoma, RCC) 的Ⅲ

期临床试验结果, 联合疗法组客观缓解率高达 42%, 而

标准靶向药物舒尼替尼治疗组只有 27%, 患者总生存

率和生活质量得以显著提高[31]。PD-1抗体Keytruda联

合紫杉醇和铂类化疗是转移性鳞状非小细胞肺癌化疗

免疫治疗的重大进步[32]。近期, 用于晚期不可切除肝细

胞癌的PD-L1抗体Atezolizumab和血管内皮生长因子

抑制剂Bevacizumab联合治疗获得国家药品监督管理

局优先评审资格。肿瘤免疫治疗在医药领域已经取得

了突破性的进展, 对肿瘤学和人类健康具有重大影响。

尽管如此, 肿瘤免疫治疗领域仍然存在许多问题,

如获益的患者有限; 出现获得性耐药[33,34]; 免疫系统可

能过度激活而发生“细胞因子风暴”等严重炎症反

应[35]。因此, 肿瘤免疫逃逸的途径和影响因素必然是

多方面的, 除免疫细胞功能状态之外, 局部肿瘤微环境

也相当重要。Baitsch 等[36]发现转移性黑色素瘤患者

外周血中的效应性T细胞功能衰竭并增加共抑制受体

的表达, 但是经体外短期培养, 肿瘤浸润性T细胞杀伤

肿瘤细胞的功能可以恢复[37], 由此可见肿瘤局部微环

境对机体的免疫行为和功能状态有极大的影响[38]。因

此, 进一步深入进行肿瘤免疫药物相关的基础和临床

研究, 同时全面理解肿瘤细胞在肿瘤微环境中如何逃

逸免疫监视与杀伤的复杂机制, 寻找能够在治疗早期

预测疗效的生物标志物, 对于改善肿瘤免疫治疗效果

是极其重要的。

1.2 肿瘤代谢与免疫逃逸

肿瘤组织主要由肿瘤细胞、基质细胞以及正常组

织细胞等多种类型细胞构成, 其结构及生物化学微环

境复杂。肿瘤微环境是宿主与肿瘤细胞相互作用的场

所[39], 与肿瘤的发生、发展及转移密切相关。肿瘤细胞

为了满足其快速增殖的需求, 合成代谢和分解代谢均

发生了适应性变化, 即“代谢重编程”[40]。肿瘤代谢重

编程涉及的代谢通路多且复杂, 从最开始的糖酵解到

糖代谢、氨基酸代谢、脂代谢等[41](图 1)。肿瘤细胞受

到基因调控和微环境的影响, 代谢重塑的同时, 代谢微
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环境也相应被改变。例如, 肿瘤细胞进行有氧糖酵解,

消耗大量葡萄糖并转化为乳酸, 使得微环境中乳酸堆

积, 同时糖酵解的中间产物葡萄糖-6-磷酸、甘油醛-3-

磷酸可以为核苷酸、脂质等物质合成提供原料[42]; 肿瘤

细胞摄取的多种氨基酸增加; 肿瘤血管系统异常, 上述

这些代谢变化使得肿瘤微环境呈现缺氧、低 pH、营养

物质缺乏和代谢物蓄积的特征[43], 促进了肿瘤微环境

的免疫抑制能力和免疫逃逸的发生。

1.2.1 糖酵解 糖酵解是肿瘤细胞能量代谢的主要途

径, 而糖酵解对于免疫细胞的增殖和功能活动也至关重

要[44]。Chang等[45]发现初始T细胞依靠氧化磷酸化来

维持能量需求, 而活化的T细胞通过有氧糖酵解消耗大

量葡萄糖来发挥抗肿瘤效应。较高糖酵解活性的肿瘤

细胞具有很强的逃避免疫监视的能力, 即使肿瘤的免

疫原性强, 在施加葡萄糖限制后, T细胞的哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白 (mammalian target of rapamycin, mTOR)

活性和糖酵解活性减弱, 肿瘤施加的代谢限制导致 T

细胞表现低反应性。肿瘤细胞糖酵解的异常受到糖酵

解相关酶和基因调控 , 如抑癌基因 p53、己糖激酶

(hexokinase, HK)、果糖二磷酸醛缩酶 A、乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase, LDH) 等[46,47]。

除了葡萄糖的代谢竞争外, 糖酵解的代谢产物乳

酸也通过多种途径促进了肿瘤免疫逃逸。乳酸可以直

接抑制 NK细胞的毒杀伤活性, 同时通过增加骨髓源

性抑制细胞 (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs)

的数量间接抑制NK细胞功能[48]。此外, 乳酸可阻断单

核细胞的迁移和向树突状细胞 (dendritic cells, DCs) 的

分化[49], 抑制DCs和细胞毒性T细胞释放细胞因子[50],

并促进肿瘤相关巨噬细胞 M2极化[51]。Zhang等[52]首

次发现并证实乳酸可以直接和线粒体抗病毒信号转导

蛋白结合并使其失活, 从而抑制细胞RIG-Ⅰ样受体介导

的Ⅰ型干扰素产生, 靶向LDH-A可促进Ⅰ型干扰素产生。

不仅如此, 肿瘤细胞中乳酸通过单羧酸转运体与H+共

转运[53], 其对细胞毒性T细胞的抑制作用依赖质子的

存在[54]。乳酸还可作为信号分子通过自分泌或旁分泌

激活癌细胞或免疫细胞上的G蛋白偶联受体 81, 参与

单羧酸转运体的表达调控, 促进血管生成, 驱动免疫逃

逸 , G 蛋白偶联受体 81 也被作为潜在靶点在探索

中[55,56]。

1.2.2 氨基酸代谢 为了满足自身生长需要, 肿瘤细

胞需要持续的氨基酸供应, 并且多种氨基酸代谢水平

发生改变, 肿瘤细胞和免疫细胞之间的代谢竞争会导

致营养物质的缺乏, 因此肿瘤细胞的氨基酸代谢也是

研究的热点。

精氨酸 (arginine, Arg) 代谢是调节免疫细胞反应活

性的重要途径之一, 其影响免疫逃逸的机制中涉及两

个关键酶: 一氧化氮合酶 (nitric oxide synthase, NOS)

和精氨酸酶 (arginase, ARG)。NOS将Arg氧化成瓜氨

酸和NO, ARG将Arg水解成鸟氨酸和尿素。肿瘤细胞

中 NOS 或 ARG 过表达使肿瘤微环境中 Arg 耗竭 , 抑

制T细胞增殖和功能[57]。在黑色素瘤等多种肿瘤细胞

中诱导型 NOS 产生的 NO 可以激活环氧化酶 2, 诱导

MDSCs中ARG1表达, 进一步导致肿瘤环境中Arg的

耗竭[58-60]。补充 L-Arg可以提高 T细胞的存活率和抗

肿瘤活性[61], 因此靶向 Arg代谢可作为提高抗肿瘤免

疫力的有效策略。

谷氨酰胺 (glutamine, Gln) 是人体中含量最丰富

的氨基酸, 是细胞增殖最重要的营养物质, 仅次于葡萄

Figure 1 Some important metabolic pathways related to immune escape and relevant inhibitor in cancer cell and T cell. HK: Hexokinase;

LDH: Lactate dehydrogenase; MCT: Monocarboxylte transporters; GLUT: Glucose transporter; SLC: Solute carrier; GLS: Glutaminase;

IDO: Indoleamine-2,3-dioxygenase; FASN: Fatty acid synthase; ACAT1: Acetyl-CoA cholesterol acyltransferase1; 2-DG: 2-Deoxy-d-glu‐

cose; 3-BP: 3-Bromopyruvic acid
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糖[62], 许多肿瘤细胞表现出 Gln依赖。谷氨酰胺转运

蛋白和谷氨酰胺酶 (glutaminase, GLS) 的上调使细胞

外 Gln被肿瘤摄取并代谢[63,64]。而在 Gln缺乏的微环

境中, 肾癌细胞可以通过EGFR/ERK/c-Jun途径来诱导

PD-L1表达, 从而抑制了 T细胞分泌干扰素 γ, 使肿瘤

细胞逃逸免疫系统的杀伤[65]。Fu等[66]发现在RCC中,

Gln耗竭激活缺氧诱导因子通路诱导巨噬细胞分泌白

介素 23 活化调节性 T 细胞 (regulatory cells, Treg), 促

进白介素 10和转化生长因子 β的表达, 抑制T细胞毒

杀伤活性从而介导免疫逃逸。因此, 白介素 23有望成

为RCC免疫治疗的新靶点。

色氨酸 (tryptophan, Trp) 代谢对免疫抑制的影

响也得到了极大的关注。吲哚胺-2,3-双加氧酶 (indole‐

amine-2,3-dioxygenase, IDO) 将 Trp 转化为犬尿氨酸

(kynurenine, Kyn), 在抗原呈递细胞和肿瘤细胞中高表

达。Trp是保证各种细胞功能的必需氨基酸, 其耗竭会

引起包括效应T细胞在内的细胞死亡, 同时由此产生

大量的Kyn, 促进Treg分化, 抑制免疫系统功能[67]。Kyn

还可以通过芳烃受体影响CD8+ T细胞的活性[68], 而Trp

耗竭可通过激活GCN2通路或抑制mTOR通路影响免

疫反应[69]。因此, IDO表达上调被认为是抗PD-1等免

疫治疗的耐药机制之一, IDO活性常以Kyn/Trp表示,

比值越高, 免疫治疗效果越差[70]。此外, Kyn下游代谢

产物以及代谢酶也可能在肿瘤免疫逃逸中发挥作用。

Pour等[71]发现 3-羟基犬尿氨酸和犬尿喹啉酸等Kyn代

谢产物具有免疫调节作用, 增强Kyn代谢关键酶犬尿氨

酸 3-单加氧酶 (kynurenine-3-monooxygenase, KMO)

或犬尿氨酸酶活性有可能恢复皮肤恶性黑色素瘤患者

的抗肿瘤免疫。

亮氨酸 (leucine, Leu) 作为人体必需氨基酸在蛋

白质合成中发挥重要作用, 同时也是激活mTOR通路

的信号分子 , mTOR 通路可以调控蛋白合成、细胞生

长、增殖、分化等功能。Leu在肿瘤细胞内因转运蛋白

SLC7a5表达增加而发生积累, 激活mTORC1, 促进肿

瘤的发展和生长[72]。而Leu对免疫细胞增殖、分化也至

关重要。剥夺Leu的T细胞无法维持mTORC1活性, 而

活化的T细胞中mTORC1活性依赖于T细胞抗原受体

诱导的 SLC7a5表达增强[73], SLC7a5的底物包括Leu、

蛋氨酸等多种中性氨基酸, 是控制T细胞mTORC1活

性的重要因素[74]。支链氨基酸转氨酶 1在乳腺癌、胶

质瘤等多种癌症以及活化的T细胞中上调[75], 短暂使

用此酶的抑制剂可以诱导CD8+ T细胞代谢重编程, 增

强 PD-1抗体活性[76]。癌细胞和免疫细胞对氨基酸的

代谢重编程往往具有相似过程, 因而两者的代谢竞争

与肿瘤免疫逃逸机制相关, 深入研究两者的代谢关系

有助于靶向代谢调控免疫应答。

1.2.3 脂代谢 除了消耗性的营养物质外, 肿瘤细胞通

过脂肪酸的从头合成途径产生大量脂肪酸, 富含脂肪酸

的微环境影响效应T细胞功能和巨噬细胞M1型极化,

同时有利于产生Tregs和M2样巨噬细胞[77], 造成肿瘤部

位的免疫抑制。脂肪合成酶 (fatty acid synthase, FASN)

是脂肪酸从头合成的关键代谢酶, 在卵巢癌、胃癌等多种

肿瘤中上调[78]。Jiang等[79]发现卵巢癌中FASN过表达

导致肿瘤浸润DCs中脂质积累, 造成T细胞功能障碍,

进而诱导抗肿瘤免疫应答受损, 因此抑制脂肪酸合成

能增强抗肿瘤免疫。但肿瘤中脂质合成异常的机制尚

不清楚, Gouw等[80]发现在MYC诱导的癌症中, MYC与

胆固醇调节元件结合蛋白 1协同促进脂肪酸合成途径

中多种酶的表达, 如乙酰辅酶 A 羧化酶、FASN 等, 共

同调节肿瘤的脂肪生成。脂肪酸氧化在调节T细胞应

答中也具有重要作用。组织驻留记忆 T 细胞 (tissue-

resident memory T, Trm) 是一类肿瘤浸润淋巴细胞 ,

Lin等[81]发现胃腺癌中Trm细胞不是利用葡萄糖而是

依靠脂肪酸氧化供能, 癌细胞和Trm细胞对脂质的代

谢竞争, 导致Trm死亡。而阻断PD-L1可以调节Trm细

胞代谢, 促进其脂质摄取, 增强抗肿瘤免疫反应。

1.3 基于肿瘤代谢调控的免疫治疗

随着肿瘤代谢的深入研究, 靶向肿瘤代谢中的关

键转运体或代谢酶成为开发抗肿瘤代谢药物的新方

法[82]。如前文所述, 多种肿瘤代谢途径的改变可引起

肿瘤免疫抑制和免疫逃逸。因此, 基于代谢调控的肿

瘤免疫治疗策略, 可以提高免疫治疗的有效性, 让更多

患者受益, 为改善肿瘤免疫治疗开辟新方向。

IDO是最早用于免疫治疗的代谢酶靶点之一, 有

IDO1和 IDO2两种亚型, 两者都能催化Trp代谢为Kyn,

但 IDO1的酶活性是 IDO2的 20～30倍[67,83]。IDO抑制

剂常与化疗药物或其他免疫治疗联合使用, 一项Ⅱ期临

床试验数据显示, IDO2抑制剂 Indoximod与 Keytruda

的联合疗法在晚期黑色素瘤治疗中客观缓解率为55.7%,

完全缓解率为 18.6%, 明显高于Keytruda单独疗法[84]。

Navoximod 是双重抑制剂 , 同时抑制 IDO1 和 TDO,

Ⅰ期临床试验表明 Navoximod 和 Atezolizumab 联合用

药对多种晚期癌症患者显示出可接受的安全性、耐受

性和药代动力学特征, 但是没有明显证据表明联合疗

法优于 PD-L1抗体单药治疗[85]。另一种 IDO1抑制剂

Epacadostat与Keytruda联合用于黑色素瘤治疗的Ⅲ期

临床试验中, 与Keytruda单药治疗相比, 该联合用药方

案并未改善无进展生存期或总生存期, IDO1抑制剂增

强肿瘤抗PD-1/PD-L1治疗的有效性仍不能确定[86], 仅

抑制 IDO1 也许不能明显改善免疫治疗的效果, 因此
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Kyn途径中失调的其他酶如KMO等逐渐受到更多关

注[87]。Ray 等[88]发现单独靶向 KMO 或联合 PD-L1 抗

体可以增强细胞毒性, 恢复抗多发性骨髓瘤免疫。

基于 Gln 代谢调控的免疫治疗也是研究热点。

Gln类似物 6-重氮-5-氧代-L-正亮氨酸 (6-diazo-5-oxo-

L-norlucine, DON) 通过抑制Gln代谢中多种酶活性而

发挥作用, 但因其毒性大而限制了临床应用。Leone

等[89]设计了 DON 的前体药物 JHU-083, 通过阻断 Gln

代谢抑制肿瘤细胞氧化代谢和糖酵解, 降低肿瘤微环

境免疫抑制能力, 直接影响T细胞的活化和功能, 使其

呈现出长寿命、高度活化的表型。进一步研究发现

JHU-083 可以增强过继 T 细胞疗法和 PD-1 抗体的疗

效, 但还未进入临床阶段。此外, 靶向Gln代谢还可以

通过促进MDSCs凋亡, 抑制肿瘤细胞 IDO表达使Kyn

下调等方式抑制肿瘤转移和增强抗肿瘤免疫[90]。针对

GLS或谷氨酰胺转运蛋白的抑制剂也显示出抗肿瘤活

性, PD-1/PD-L1治疗中加入GLS抑制剂CB-839可以增

强小鼠结肠癌肿瘤消退, 提高小鼠生存率[91]。CB-839

与 PD-1/PD-L1抗体联合治疗正在Ⅰ期和Ⅱ期临床试验

研究当中[92,93]。

基于糖酵解代谢的免疫治疗药物主要针对 HK、

LDH、葡萄糖转运蛋白等靶点设计开发。糖酵解的第

一步是由HK催化葡萄糖磷酸化, 2-脱氧葡萄糖、3-溴

丙酮酸和氯尼达明是常见的HK抑制剂, 正在体内外研

究中, 但多组临床试验因有效性或毒性而暂停[94]。肿瘤

细胞中上调的LDH-A使乳酸生成增加, 在黑色素瘤和

非小细胞肺癌中, 患者血清高水平LDH与免疫治疗不

良预后具有相关性[95], 因此靶向LDH也许可以克服免疫

治疗耐药性。Oxamate、FX11等多种LDH抑制剂在临

床前研究中表现出抗肿瘤活性, 但尚未在临床应用[96]。

通过调节胆固醇代谢可以增强小鼠CD8+ T细胞的

抗肿瘤免疫反应[97]。药物Avasimibe抑制胆固醇代谢

通路中关键的酰基辅酶A-胆固醇酰基转移酶1, 阻止T

细胞内游离胆固醇转化为胆固醇酯, CD8+ T细胞的质

膜胆固醇水平升高, 导致T细胞受体聚集和信号传递

增强, 更有效地形成免疫突触。Avasimibe与PD-1抗体

的联合疗法在控制肿瘤进展方面比单一疗法更有效, 两

者可通过不同的途径发挥作用, 在癌症免疫治疗中具有

相加的作用。这类代谢抑制剂与癌症疫苗的联用也有

类似效果, 在 Kras突变的肺癌动物模型中, Avasimibe

和 Kras 疫苗联合使用可以显著降低 Treg 数量 , 促进

CD8+ T细胞的肿瘤浸润, 增强疫苗的疗效[98]。

2 肿瘤代谢分析方法

2.1 代谢组学

代谢组学是一种新兴“组学”技术, 涉及生物系统

中代谢物和代谢通路的综合表征。代谢物代表基因组

的下游输出和来自环境的上游输入, 因此通过研究生

物体系受机体基因影响或外部环境刺激所产生的代谢

物及其代谢通路的变化规律, 有助于探索基因与环境

相互作用的关系, 寻找与疾病发生发展、药物作用机制

等相关的新型标志物[99]。随着分析技术的发展, 代谢

组学在肿瘤学的应用日益增多, 包括癌症的诊断、分期

分型、治疗和预后等。目前代谢组学研究中使用较多

的分析检测技术包括核磁共振技术 (NMR)、气相色

谱-质谱联用技术 (GC-MS) 和液相色谱-质谱联用技

术 (LC-MS)。

NMR是一种非破坏性和非侵入性技术, 可以提供

复杂混合物中有机分子完整结构分析, 因此可检测肿

瘤和健康组织之间的代谢差异, 寻找不同进展程度的

癌症中可能的生物标记物。因几乎所有代谢物中都含

有质子, 1H NMR的应用最为广泛[100,101]。Zheng等[102]

利用基于 1H NMR的代谢组学方法分析前列腺癌患者

的肿瘤组织、血清和尿液样本, 发现前列腺癌进展过程

中, 组织样本的代谢表型变化更明显, 能量代谢、氨基

酸代谢、胆碱代谢等重要代谢紊乱, Gln、酪氨酸等多种

代谢物可能作为前列腺癌进展的潜在生物标志物。

Lin 等[103]采用 1H NMR 结合模式识别 , 比较健康人和

结直肠癌患者的粪便代谢物, 发现乙酸的诊断性能最

高。NMR具有无损伤性、定性能力强等优点, 缺点则

是灵敏度低、仪器价格高。

质谱技术因其灵敏度高、特异性好、检测动态范围

宽等优势, 已成为代谢组学研究中最常用的分析工具,

而色谱质谱联用技术能够实现复杂生物样本中多组分

快速、同时、准确定性或定量分析, 更是在肿瘤代谢组

学研究中有着不可或缺的地位[104]。Kibi等[105]采用基

于 GC-MS 和 LC-MS 的代谢组学方法, 检测结直肠癌

组织样本和相邻正常组织样本代谢物水平, 发现了多

种代谢物变化, 如促进肿瘤免疫逃逸的高水平Kyn和

奎宁酸、辅助结直肠癌细胞增殖的高水平抗氧化代谢

物等。Jing等[106]用 LC-MS技术对 3种亚型 RCC样本

进行代谢组学分析 , 建立 OPLS-DA 模型用于亚型鉴

别, 独立样本队列中至少 92% 的样本被准确预测, 同

时发现不同亚型 RCC的氨基酸和脂肪酸代谢存在显

著差异, 准确鉴别以及代谢特征分析有助于精准治疗。

除了基础研究, 代谢组学也可指导临床免疫治疗。Li

等[107]对 3 组免疫治疗临床试验患者的血清进行代谢

组学分析, 发现了在部分黑色素瘤和RCC患者中, 阻

断PD1可导致Trp向Kyn的转化增加, 并且Kyn/Trp的

时间变化与患者总体生存期密切相关。因此, 检测血

清 Kyn/Trp变化用于患者分层, 对于肿瘤免疫治疗具
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有指导意义。

2.2 空间分辨代谢组学

质谱成像 (mass spectrometry imaging, MSI) 是一

种新型分子成像技术, 它不仅可同时获得生物体表面

如细胞、组织等复杂基质中多肽、蛋白质、脂类、药物及

其他小分子代谢物等多种内源性和外源性化合物的含

量和空间分布信息, 还能够提供不同生理及病理过程

中目标分子的动态变化以及分子结构信息[108,109]。由

于MSI灵敏度高、专属性好、无需特异性标记、所需时

间短、耗费低、检测对象广, 可以对一些目标 (已知) 和

非目标性 (未知) 的分子同时进行成像分析等特点和

优势, 有望成为分子病理和分子诊断最为理想的检测

工具, 因此在医学、生命科学和药学等领域具有重大应

用前景而倍受国际上的关注[110]。

揭示生物组织中代谢物的空间分布特征和变化规

律, 有助于理解代谢活动的时空变化与组织结构和生

物功能的关联和分子机制。基于MSI的空间分辨代谢

组学方法, 可获得整体动物或组织器官微区中上千代

谢物空间分布信息, 并可直观呈现生理病理条件下的

代谢途径的改变。然而, 代谢物的种类繁多、性质复杂

以及生物组织的异质性使得有效地发现、挖掘真实的

代谢组和代谢活动具有挑战性。MSI分析中的样品处

理、数据采集、数据处理、信息挖掘及其生命科学领域

应用等方面的不断进步, 促进了MSI空间分辨代谢组

学的发展和完善。基于MSI的空间分辨代谢组学一般

流程如图2所示。

肿瘤的代谢异质性不仅体现在不同个体或癌症之

间, 同种组织来源肿瘤的不同亚型, 甚至是同一肿瘤组

织不同微区之间代谢特征也有差异, 这为肿瘤代谢的

表征和研究带来了挑战。MSI空间分辨代谢组学能原

位表征肿瘤组织中代谢物的变化, 为理解原位分子事件

提供了新方法。Wang等[111]采用 MALDI-FTICR-MSI,

利用两种互补基质 , 检测到了前列腺癌组织中多达

1 091个代谢物, 其中 250种只在癌区被检测到, 217种

只在非癌区被检测到, 并发现能量电荷增加和中性酰

基甘油表达下调等明显代谢异常。Sun等[112]开发 1,1-

二萘基-2,2-二胺为 MALDI-MSI 新基质 , 成功地描述

了小鼠肺癌组织活组织区、坏死区和结缔组织区的大

量代谢物的空间特征, 展示了肺癌组织的代谢异质性。

本课题组建立了一种空间分辨代谢组学方法, 利用空

气动力辅助解吸电喷雾离子化质谱成像技术筛选出一

批在食管癌中异常表达的代谢物, 其中涉及了脯氨酸

生物合成、多胺合成及代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、脂

肪酸合成、核苷代谢、组氨酸代谢等在内的多条代谢通

路, 通过上下游分析及免疫组化验证, 发现并验证了

GLS (图 3)、吡咯-5-羧酸还原酶 2、尿苷磷酸化酶 1等 6

个在食管癌中异常表达的代谢酶, 为理解肿瘤代谢重

编程提供了新思路[113]。近期, Pareek等[114]利用代谢组

学和气体簇离子束二次离子质谱成像技术揭示了HeLa

细胞中嘌呤小体的存在和嘌呤从头合成途径, 嘌呤小

体可能是高嘌呤需求的侵袭性癌症的代谢弱点, 该研

究也说明了此成像技术在单细胞生物化学研究中有广

Figure 2 General procedure for spatial-resolved metabolomics using mass spectrometry imaging (MSI). MALDI: Matrix-assisted laser

desorption/ionization; SIMS: Secondary ion mass spectrometry; LAESI: Laser ablation electrospray ionization; DESI: Desorption elec‐

trospray ionization; AFADESI: Air flow-assisted desorption electrospray ionization; MS: Mass spectrometry; H&E: Hematoxylin-eosin
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阔应用前景。

2.3 代谢流

代谢流分析 (metabolic flow analysis, MFA) 是一

种研究细胞内代谢反应速率和细胞与细胞外环境或细

胞之间代谢物交换的技术, 通常利用稳定同位素标记

某代谢物, 结合 NMR或 MS分析技术, 示踪其在体内

的代谢过程 , 得到代谢物在代谢通路中的动态变

化[115]。以[1,2-13C]葡萄糖为例 (图 4), 当它进入糖酵解

途径时, 产生 M+2的糖酵解代谢物, 而当它进入磷酸

戊糖途径时, 可以产生 M+1的糖酵解代谢物, 比较同

位素异数体含量, 可以得到两种途径对葡萄糖的消耗

通量。而利用[U-13C]Gln可以测定Gln对TCA中间体

的贡献[116]。其他稳定同位素 2H、18O和 15N等也可用于

代谢流分析, 例如 15N 可用于研究氨基酸代谢等含有

氮原子的代谢中间体的代谢途径[117]。MFA为阐明肿

瘤代谢重编程和相关机制提供技术支持, 有利于研究

营养依赖和发现治疗新靶点。Locasale 等[118]利用

NMR和LC-MS/MS检测肿瘤细胞中 13C标记的葡萄糖

向其他代谢物转化的时间过程, 发现大量葡萄糖通过

磷酸甘油酸脱氢酶 (phosphoglycerate dehydrogenase,

PHGDH) 转化为 3-磷酸甘油酸后进入丝氨酸和甘氨酸

合成途径, 降低 PHGDH表达可以抑制肿瘤细胞增殖,

PHGDH 可能成为代谢治疗新靶点。Achreja 等[119]基

于 13C-MFA成功预测了CAFs中代谢物的包装通量、癌

细胞外泌体内化速率的动态变化以及代谢物随时间的

释放通量, 该研究表明MFA有助于深入了解肿瘤细胞

和其他细胞之间的代谢相互作用。Jin等[120]将 MFA、

代谢组学和转录组学整合分析, 发现了受体酪氨酸激

酶激活引起的代谢偏好, 揭示了癌症基因型和代谢依

赖的分子联系, 指导代谢抑制剂的个性化治疗。上述

分析方法各有其优缺点 (表 1[121,122]), 多种分析方法的

结合可以从静态、动态以及空间分布等方面更全面深

入地理解肿瘤代谢重编程。

3 讨论与展望

肿瘤代谢通过多种途径和信号通路影响或调节肿

瘤微环境, 促进肿瘤免疫逃逸的发生。理解肿瘤代谢

重编程及其机制以及肿瘤组织中不同类型细胞之间复

杂的相互调控的代谢网络, 有助于发现代谢检查点和

抗肿瘤的新药靶标。肿瘤细胞和免疫细胞通过代谢调

控的相互作用是靶向代谢、增强抗肿瘤免疫功能的理

论基础。基于代谢调控的肿瘤免疫治疗是解决当前免

疫治疗存在问题的重要策略之一, 各种靶向代谢抑制

剂和 PD-1/PD-L1抗体等抗肿瘤免疫药物的联合疗法

正处在临床前或临床试验阶段中, 为肿瘤免疫治疗带

Figure 3 In situ visualization of crucial metabolites and metabolic

enzyme in the glutamine metabolism pathway. A, B: Glutamine

(Gln) and glutamate (Glu) levels in cancer and paired epithelium

and muscle tissues from 256 ESCC patients (means ± SD). **P<

0.01; ***P<0.001. C, D: MS images of Gln and Glu in ESCC tissue

section. E: GLS-mediated metabolic process of converting Gln to

Glu. F: The newly constructed MS image based on the ion-intensity

ratio of Glu to Gln. G: Expression of GLS in different regions of

the ESCC tissue section. CT: Cancer tissue; ET: Epithelial tissue;

MT: Muscular tissue [113]. Reproduced from Ref. [113] with the per‐

mission of the National Academy of Sciences

Figure 4 Atom mapping for [1, 2-13C]glucose tracing pentose

phosphate pathway flux and for [U-13C] -glutamine tracing TCA

flux. White balls are 12C atoms. Shaded balls are 13C atoms.

Glycolysis, red; pentose phosphate pathway, blue; classical TCA

turning, yellow; reductive carboxylation, green[116]. Reproduced

from Ref. [116] with the permission of Elsevier
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来了曙光。继续深入了解肿瘤免疫逃逸的代谢机制、

发现代谢调控的新药靶标和抑制剂, 有望更好地实现

代谢调控和免疫治疗的联合用药。

针对肿瘤组织代谢微环境的分析技术尚需进一步

发展, 以满足肿瘤组织原位代谢表征需求。当前代谢

组学研究大部分采用的是具有高效分离能力和强大分

析能力的色谱质谱联用技术 (LC-MS、GC-MS、CE-MS

等), 它能够在单次分析中获得数千种内源性代谢物的

信息, 在目前生物样品的代谢物分析中占有重要地位。

然而色谱质谱联用分析方法一般是从血浆、血清、尿液

等体液样本中获得生物体系整体水平的代谢表型, 其

结果反映的是代谢物经过体循环后各组织器官混合、

平均后的代谢水平, 甚至包含了病理状态所带来的营

养失调, 与药物效应和疾病相关的代谢特异性或差异

性会被一定程度地平均化、复杂化。组织器官作为大

多数疾病的病灶部位 (如实体肿瘤等) 蕴含着最原始

的代谢变化信息, 全面而准确地表征组织中代谢水平

的变化, 能够为疾病的诊断、病理机制研究、药物治疗

靶点发现提供重要的分子基础。尽管色谱质谱联用技

术也能分析组织样本, 但是该技术方法需组织匀浆、代

谢物提取、纯化和富集等前处理过程, 对于异质性较强

的生物组织而言, 破坏了代谢物在组织中的空间分布

信息, 无法实现代谢物的原位分析。

当前针对肿瘤免疫的代谢组学研究, 限于技术手

段的局限性, 大多仅在体外细胞水平上进行, 无法真实

反映肿瘤在生物组织中代谢微环境的客观状况。在组

织层面的研究一般采用流式细胞技术分选出肿瘤细

胞、免疫细胞等, 再研究其代谢物及其代谢通路水平的

变化。对于肿瘤这种异质性和结构化非常强的组织,

分离后再分析的技术或方法会破坏细胞间的空间分布

和相互作用信息; 另一方面, 免疫细胞是否处于肿瘤微

环境中, 无论是在功能、代谢水平、蛋白水平、还是基因

水平都存在着很大的差异。

综上所述, 如何从代谢水平深入理解肿瘤细胞的

代谢重编程与免疫逃逸、药物的代谢调控、免疫细胞功

能抑制与重激活以及三者之间的相互联系和相互影响

是当前肿瘤药物免疫治疗研究需要解决的关键科学问

题。如何真正反映并表征肿瘤细胞、基质细胞、免疫细

胞与药物等在组织微区中的代谢状况及其相互作用和

规律, 是当前肿瘤药物免疫治疗研究需要解决的关键

技术难题。基于MSI的空间分辨代谢组学方法, 可从

代谢组整体水平和组织原位层面开展深入研究, 可深

入客观表征三者间的代谢调控和网络关联等关键信

息, 有望发现和全面深入掌握肿瘤细胞的代谢重编程

与免疫逃逸、药物的代谢调控、免疫细胞功能抑制与重

激活的关键代谢通路。从而有望发现新型肿瘤免疫治

疗的代谢检查点和抗肿瘤新药靶标。
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