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代谢流分析技术在葡萄糖代谢通路研究中的进展

赵云昊 1, 令狐婷 1, 武文泽 1, 王贤贤 1, 韩雨梅 2, 秦雪梅 1*, 田俊生 1*

(1. 山西大学中医药现代研究中心, 山西 太原 030006; 2. 山西大学体育学院, 山西 太原 030006)

摘要: 随着稳定同位素示踪代谢组学技术的广泛应用, 对数据的全面分析和深入挖掘显得尤为重要, 代谢流分

析是主要的技术手段之一, 特别是在葡萄糖代谢研究中受到高度关注。代谢流分析技术将同位素示踪与数学模型

结合, 推导计算出代谢物间的代谢通量, 为研究提供了更多的信息, 更清晰、具体地反映了一个动态的代谢过程。本

文对代谢流分析在葡萄糖代谢研究中的基本流程、注意事项、应用实例等进行综述, 为基于稳定同位素示踪代谢组

学的代谢流分析技术研究葡萄糖代谢提供科学依据。
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Abstract: With the wide application of stable isotope tracer metabolomics technology, its comprehensive

analysis and in-depth mining of data are particularly important, and metabolic flux analysis is one of the main

technical means, especially in the study of glucose metabolism. Metabolic flux analysis technology combines

isotope tracing with mathematical models to deduce and calculate the metabolic flux between metabolites. The

metabolic flux provides more information for research and reflects a dynamic metabolic process more clearly and

specifically. This paper reviews the basic process, precautions, and application examples of metabolic flux analysis

in glucose metabolism research, and provides a reference for the application of metabolic flux analysis based on

stable isotope tracer metabolomics in glucose metabolism research.
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测定葡萄糖代谢通路上的关键酶活性、酶含量以

及使用传统代谢组学测定中间代谢产物是研究葡萄糖

代谢传统技术手段。但是关键酶活性、酶含量、中间代

谢产物浓度只能侧面反映出代谢通路活性, 不能完全

作为判断代谢通路活性高低的依据。稳定同位素示踪

代谢组学 (stable isotope-resolved metabolomics, SIRM)

使用同位素标记的代谢物, 检测被标记的物质在机体

中的代谢过程, 从而明确该代谢物的具体代谢路径, 明

确代谢前体转化的中间代谢产物浓度。因此, 稳定同

位素示踪代谢组学技术成为了研究葡萄糖代谢的一项

重要手段。
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然而, 稳定同位素示踪代谢组学技术仍存在一定

的局限性, 该技术尚无法对代谢通路上的中间代谢产

物进行定量及动态分析。代谢流分析 (metabolic flux

analysis, MFA) 技术通过多种同位素示踪剂引入、设计

数学模型、公式推导以及数据计算等方法解决了代谢

通路定量的问题, 并反映了一个动态的代谢过程, 进而

能够更加全面地揭示葡萄糖代谢通路。

本文对代谢流分析在葡萄糖代谢研究中的基本流

程、注意事项、应用实例等进行综述, 为基于稳定同位

素示踪代谢组学的代谢流分析技术研究葡萄糖代谢提

供科学依据。

1 代谢流分析基本概念

代谢流分析是基于稳定同位素示踪代谢组学的一

种深度数据挖掘技术。该技术通过简化代谢通路设计

一个便于计算的数学模型。将得到的稳定同位素示踪

代谢组学的数据代入数学模型中进行公式推导, 计算

出代谢物与代谢物之间的通量, 即代谢通量 (metabolic

flux), 从而实现了对葡萄糖代谢中多个代谢产物之间

的定量分析, 并展现出一个动态的代谢过程。

2 代谢流分析在葡萄糖代谢研究中应用的必要性

传统葡萄糖代谢研究多数局限于测定代谢通路上

关键酶的活性以及含量变化。但是葡萄糖代谢是复杂

多变的, 并非只受单一因素的影响, 是由多种因素共同

决定的。例如, 单一关注酶活性的变化是无法全面解

释疾病中葡萄糖代谢通路的变化。以癌症中的沃伯格

效应为例, 这是一种在氧气充足的条件下, 葡萄糖摄取

增加并转化为乳酸的现象, 是由缺氧诱导因子在内的

多种因素共同决定的[1]。

随着色谱、质谱、核磁共振技术的不断发展, 代谢

组学技术逐渐广泛应用于葡萄糖代谢研究中, 从而能

够观察到更加细微的代谢物丰度的变化。稳定同位素

示踪代谢组学技术的应用, 使得葡萄糖代谢研究可以

更加深入开展, 其显著的优势不仅可以示踪特异性的

代谢通路, 同时可以通过同位素丰度占比来确定代谢

产物是否堆积, 代谢通路是否受阻[2]。

稳定同位素示踪代谢组学仅能提供较为粗浅的同

位素标记信息, 不能将其等同于物质间的净转化量[3]。

中间代谢产物浓度可以提供机体基因调节、信号传递

和生物合成等多种信息, 但是中间代谢产物浓度高低

不能代表通路活性。需要用单位时间内物质的流量来

进行量化, 从而了解每一条代谢途径的活性, 此即代谢

通量的科学内涵[4]。例如, 在葡萄糖代谢中, 中间产物

浓度的升高, 不一定是上游产量的增加, 也可能是下游

消耗量的减少[5]。而代谢通量是无法使用仪器检测得

到, 需要建立相关的数学模型和公式, 分析稳定同位素

示踪代谢组学得到的庞大数据, 计算出代谢通量。

因此, 只有通过代谢流分析才能全方位地揭示葡

萄糖代谢过程, 更加全面地解释代谢通路上的流向以

及流量问题。

3 代谢流分析应用基本流程

3.1 代谢稳态是代谢流分析的前提 代谢流分析是

由 20世纪 90年代初建立的化学计量代谢流分析演变

而来的[6]。化学计量代谢流分析依赖于给定的生化反

应网络里已知化学计量, 所以要求整个实验系统处于

静止或者准静止 (伪静止) 的状态, 这种状态下的化学

反应处于平衡之中, 各化学物质不发生变化, 可以满足

计算需求。代谢流分析同样需要研究对象处于该状

态, 即保证研究对象处于代谢稳态以及同位素稳态[7]。

代谢稳态要求细胞或细胞群内的代谢物水平和代

谢物流量均保持恒定[7], 这就要求所研究的培养系统

为连续培养, 同时培养基内的细胞数量以及营养物浓

度在整个实验过程中不能发生变化。但是这一点较难

做到, 更常见的是代谢伪稳态。在准静止状态下, 只需

要保证培养系统营养物质变化最小, 且不影响细胞的

正常生长 (细胞吸收营养物质的速率及浓度不发生变

化)[8]。此状态下的细胞一般处于指数生长期, 保持稳

定的分裂状态[9]。

代谢稳态表明了细胞内代谢处于稳定的状态, 同

位素稳态则说明稳定同位素引入后, 在一定时间内细

胞富集程度达到平衡, 当同位素的富集达到实验设计

所预期的浓度并保持相对稳定时就达到了同位素稳

态。同位素富集动态因所分析的代谢物和使用的同位

素示踪剂不同而不同。因为达到同位素稳态所需的时

间取决于从摄入的物质到代谢物的通量, 以及中间代

谢物的多少。比如用 13C-葡萄糖标记后, 糖酵解中间

产物的同位素稳态通常在几分钟内出现, 而对于三羧

酸 (tricarboxylic acid cycle, TCA) 循环中间产物, 可能

需要几个小时。对于许多由细胞产生, 同时在培养基

中有补充的氨基酸来说, 由于细胞内和细胞外氨基酸

库之间的恒定和快速交换, 同位素稳态可能永远无法

在普通培养中实现。在这种情况下, 示踪剂定性分析

很容易产生误导[10]。

相对于细胞模型, 动物体内存在复杂的代谢交换,

其代谢稳态更为复杂。因此, 动物模型的代谢稳态需

要考虑多个水平, 须同时保证器官、组织、细胞、分子等

多个水平上的代谢稳态。例如: 葡萄糖的代谢交换在

细胞水平只需要考虑乳酸脱氢酶的作用, 而在器官及

组织水平上却存在着可立氏循环[11], 即肌内生成的乳

酸不能通过糖异生产生葡萄糖, 需要透过细胞膜弥散

进入血液, 再被肝脏吸收。乳酸在肝脏中异生为葡萄
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糖, 葡萄糖释放入血后又可被肌肉摄取, 由此构成了可

立氏循环, 因此在器官与组织水平上可立氏循环的影

响更大, 必须充分考虑。

3.2 数学模型的设计 代谢流分析是基于稳定同位

素示踪代谢组学的数据, 建立的一种数据挖掘技术。

为此, 首先需要设计一个合理的数学模型, 再根据设计

的数学模型确定引入同位素标记的物质种类, 然后基

于建立的数学模型推导数学公式, 最后进行实验及样

本分析。前期的数据处理与同位素示踪代谢组学数据

处理基本相同, 武文泽等[12]对此已进行了详细的描述。

通过稳定同位素示踪代谢组学得到数据后, 代入数学

模型进行计算, 得到代谢流分析结果并进行模型验证。

其中, 数学模型的设计、同位素的选择、计算公式的建

立是该分析方法中的关键步骤。

葡萄糖代谢非常复杂, 主要涉及糖酵解、三羧酸循

环、磷酸戊糖、糖异生等代谢通路。同时每条代谢通路

内的中间代谢产物之间均存在着可逆反应, 且代谢产

物间的交换速率极快。因此, 需要根据研究目标对复

杂的代谢通路进行简化, 从而建立一个相对简易的数

学模型[12]。数学模型的设计原则是用较为简单的模型

来适当地解决关键问题, 而且需要在实现研究目标和

与实际通路的相似性之间达到一种平衡。

如何把握这种平衡去建立合适的数学模型, 需要

长时间的摸索 , 并不断地进行模型参数优化。Hui

等[13]在动物水平上建立了乳酸、葡萄糖进入三羧酸循

环的数学模型, 该数学模型中只考虑了单一组织内的

乳酸、葡萄糖转换以及两者对三羧酸循环的贡献。结

果发现乳酸的贡献是大于葡萄糖的。但Liu等[11]认为

研究组织水平上的乳酸和葡萄糖的代谢关系无法忽视

可立氏循环的存在, 体内不同的组织可划分为供乳酸

组织和消耗乳酸组织两种, 单一地研究组织内的乳酸

和葡萄糖的转化, 忽略组织间的可立氏循环是不符合

真实情况的。尤其是肌肉和肝脏之间的可立氏循环,

其作用是远远大于组织内的乳酸与葡萄糖的转化, 于

是Liu等对Hui等的模型进行了改进和优化。得到的

结果与Hui等的结果完全相反, 葡萄糖才是主要的供

能源。两种完全相反的结果就是由于模型设计的差异

导致的。

3.3 稳定同位素示踪剂的选择 在设计数学模型的

同时需要确定同位素示踪剂的选择, 根据不同的实验

目的, 来设计同位素示踪剂引入的标记原子 (13C、2H、
15N), 引入同位素示踪剂的种类。依据研究目的不同

还可调整不同的同位素标记模式, 例如: 全碳标记和不

同位置碳原子标记等。葡萄糖代谢通路虽然复杂, 但

其碳链传递规律是不变的, 因此不同位置的 13C同位素

标记, 可以显示特定通路的碳原子贡献。

在测定葡萄糖和乳酸进入三羧酸循环的绝对贡献

时, 使用普通全碳标记的葡萄糖和乳酸无法进行准确

计算。这是由于代谢产生的丙酮酸均为全碳标记, 而

丙酮酸和乳酸之间存在着快速的同位素交换, 导致无

法区分。因此, Ying等[14]在全碳标记的乳酸基础上还

使用了三号碳原子单独标记的乳酸。这区分了葡萄糖

和乳酸产生的丙酮酸。M表示质量, M+1同位素为乳

酸产生的丙酮酸, M+2同位素代表了葡萄糖产生的丙

酮酸。这称为途径贡献的定性变化, 即某一同位素丰

度变化只表明某一通路活性的变化。如: 13C5谷氨酰

胺的 M+5柠檬酸盐丰度分数变化表明谷氨酰胺代谢

发生变化[15,16], 或 13C6葡萄糖的M+3苹果酸盐丰度变化

表明丙酮酸通过丙酮酸羧化酶发挥作用。

此外, 代谢通路中还存在一些联系紧密的通路分

支, 这些分支或有着相同的代谢来源, 或有着相同的代

谢下游。因此可以认定这些途径的代谢总和为 1, 可

以通过测定其中一个分支, 而推算出另一个分支。推

算的结果称为相对途径活性, 测定相对途径活性, 需要

对同位素的选择进行设计。

磷酸戊糖途径既有氧化分支, 也有非氧化分支, 它

们通过不同的代谢通路与糖酵解途径相连[17]。在某些

条件下, 通过氧化途径产生的戊糖可以通过非氧化途

径重新进入糖酵解, 此时 6-磷酸葡萄糖到三糖有两条

代谢途径。当 1、2号碳原子标记的葡萄糖通过糖酵解

途径转化为丙酮酸时, 将生成没有碳原子标记和两个

碳原子标记的丙酮酸, 即M+0和M+2丙酮酸。而葡萄

糖通过氧化戊糖磷酸途径转化为丙酮酸, 将生成无碳

原子标记, 一个碳原子标记, 两个碳原子标记的丙酮

酸, 即M+0, M+1, M+2丙酮酸。因此, 糖酵解和磷酸戊

糖途径之间的拆分比率 (相对途径活性) 可根据上述

不同的标记模式进行估算[18]。但是在癌细胞中, 非氧

化性磷酸戊糖途径的通量全部用于戊糖的生成, 这时

丙酮酸标记的差异就没有任何的意义[19]。

3.4 基于流平衡分析的数学公式推导 设计了合适

的数学模型后, 需要进一步进行数学公式推导, 所有的

公式推导都是基于之前提到的代谢稳态和同位素稳态

的基础之上, 即代谢物池的输入通量与输出通量相平

衡, 从而得出每一个代谢物池的线性方程。

而葡萄糖多条代谢通路存在着可逆反应和多种中

间产物。所以不同于其他物质代谢流分析, 如氧化还

原辅因子烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的代谢反应, 虽然有

多种酶催化 , 但均为一步反应 , 反应均为单底物 [20]。

该模型在设计数学公式时只需用到米氏动力学, 一个

酶促反应的起始速度与底物浓度关系的速度方程, 方
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程式如下:

V =
Vmax S

S + Km

(1)

式 (1) 中, V表示反应速率, S表示底物浓度, Km表

示米氏常数。

对于葡萄糖代谢则需要引入新的概念, 流平衡分

析通过化学计量分析中进一步的约束条件来研究代谢

的理论容量和运作模式。第 1个约束是由稳态假设所

设定的。第 2个约束是关于热力学性质的, 也就是反

应的不可逆性需要在极端通路中被考虑到。第 3个约

束可能源于酶催化代谢物转化能力的限制。进一步的

约束可能由生物质组成或其他外部条件造成。这些约

束条件将稳态流限定到一个可行的集合内, 但通常还

不能产生一个唯一解。特定代谢流分布的确定是一个

线性规划问题, 其主要思想是最大化目标函数Z, 其由

化学计量和容量约束所确定:

Z =∑
i = 1

r

civi → max (2)

式 (2) 中, ci表示单个速率的权重, vi表示反应速

率。该目标函数的例子有: 最大化 ATP产量、最小化

养分摄取量、最大化期望产物的产量、最大化生长速率

或这些要求的组合。

将数学模型中加入各个代谢产物之间的流量的方

向和大小, 一般使用字母 J表示[21]。根据图 1所建立的

一个三种营养物质进入三羧酸循环的数学模型中, 可

以建立多个稳态等式。如等式 (3), 表示乳酸输入量等

于乳酸输出量。

J1 + J3 = J2 + J4 + J8 (3)

数学模型和稳态等式建立后, 需要将已知的数据

代入到所建立的公式内, 需要进行函数拟合, 将数据转

化为函数。如: 在动物模型中同位素输注的速率 v是

已知的数据, 细胞模型中同位素消耗的浓度 c是已知

的数据。需要将其拟合并推导为可与 J转化的公式,

进行求解, 即得到一个 v/c到 J的等式。

结合 LC-MS分析得出的数据, 进行公式推导, 最

后得出一系列方程组, 使用矩阵进行求解, 矩阵的结果

不是唯一的, 需要根据实际情况对结果进行筛选, 得到

最优解[13]。

3.5 同位素质量分布测定及数据校正 经LC-MS测

定引入同位素标记的样本后, 得到中间代谢产物同位

素质量分布向量 (mass isotopomer distribution, MID)。

当同位素发生替换后 , 代谢产物的质量发生变化 ,

以 13C同位素为例, 每当一个碳原子发生替换, 质量M

都会升高 1。当达到同位素稳态时, 所检测的中间代

谢产物会替换出 n种不同质量的同位素代谢物 (n为代

谢物的可替换的碳原子数)。同位素质量分布向量用

M+0, M+1……M+n表示, 代表不同质量同位素代谢物

所占百分比, 因此, 从M+0到M+n所占分数之和为 1。

但是由于天然同位素的存在, 初步得到的MID还需要

进行数据校正。

大多数与生物相关的元素以两种或两种以上稳定

同位素形式存在[22]。例如 : 13C 的自然丰度为 1.07%,
15N的自然丰度为 0.368%, 2H的自然丰度为 0.011 5%,
17O 的自然丰度为 0.038%, 18O 的自然丰度为 0.205%,
29Si 的 自 然 丰 度 为 4.683 2%, 20Si 的 自 然 丰 度 为

3.087 2%[23-25]。

谷氨酸盐和α-酮戊二酸盐通常完全交换并共享相

同的碳主链, 因此应具有完全相同的MID。但是由于

分子式的不同, N、H和O中存在天然同位素也会影响

MID, 这会导致谷氨酸和 α-酮戊二酸的未校正MID不

匹配。因此在得到同位素质量分布向量后, 需要消除

天然同位素带来的影响。

使用标准品进行质谱测定标记同位素和未标记同

位素的样品可以确定其质量变化, 但是从标记的样本

中将未标记的样本减去来修正天然同位素丰度是不准

确的。在未标记的样本中, 主要的天然同位素丰度是

M+1, 而在标记的样本中, 天然同位素丰度存在于更高

的质量M+2, M+3内。

天然同位素的校正通过一种通用的校正矩阵来修

正, 校正矩阵法是一种利用实验或理论推导的校正因

子进行天然同位素峰校正的代数方法[23]。MIDobs为观

察到的代谢物同位素质量分布, MIDcorr为经过矫正的

代谢物同位素质量分布, CMCxHyOz表示代谢物的校正

矩阵。计算公式如等式 (4):

MIDobs = CM
CxHyOz

MIDcorr (4)

因此, 可通过计算观察到的代谢物同位素质量分

Figure 1 Mathematical model for the entry of glucose, lactate,

and glutamine into the tricarboxylic acid (TCA) cycle. J represents

the flux between metabolites
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布乘以矫正矩阵的倒数, 来计算校正的代谢物同位素

质量分布。计算公式如等式 (5):

MIDcorr = CM-1
CxHyOz

MIDobs (5)

4 代谢流分析技术在葡萄糖代谢研究中的应用实例

葡萄糖代谢的紊乱会对生理系统造成严重的影

响, 近年来越来越多的研究揭示了葡萄糖代谢紊乱与

多种疾病存在着密切的联系。尤其是在癌症、糖尿病、

神经退行性疾病中。因此, 对研究葡萄糖基础代谢、疾

病导致的葡萄糖代谢障碍以及药物对葡萄糖代谢的改

善具有重要的意义[12]。

代谢流分析技术的应用, 使研究者可以具体、清晰

地观察到葡萄糖代谢的动态变化, 为葡萄糖代谢障碍

在疾病中的研究, 以葡萄糖代谢为作用靶点的药物研

究提供新的见解。

4.1 代谢流分析技术在葡萄糖基础代谢研究中的应

用 代谢流分析技术的应用颠覆了以往对葡萄糖代谢

的认知。Hui等 [13]基于LC-MS在小鼠体内通过代谢流

分析技术首次发现, 乳酸并不是代谢废物, 而是 TCA

循环的一个主要能量来源。一个细胞释放的乳酸被用

作其他细胞的燃料, 身体的大多数组织吸收循环乳酸

并将其代谢为丙酮酸和下游 TCA 中间产物。TeSlaa

等[26]在此基础上进一步发现虽然一些组织快速将葡萄

糖代谢为乳酸, 但实际上大量的葡萄糖首先转变为糖

原储存在细胞内, 糖原随后代谢为糖酵解中间产物进

入糖酵解, 如图 2所示。Jang等 [27]发现葡萄糖和果糖

的主要代谢器官并不都是以往认为的肝脏。果糖主要

代谢器官为小肠, 肝脏只是起到了辅助作用。Cappel

等[28]发现肝脏的 TCA 循环是需要丙酮酸羧化酶回补

途径补充中间代谢产物的, 当丙酮酸羧化酶缺失时, 回

补途径受损 , TCA 循环中间产物减少 , 糖异生抑制 ,

TCA 循环流量减少 , 酮生成和肾脏糖异生代偿性增

加。Hui等[29]通过引入 28种同位素标记的营养物质,

建立了一个完整的代谢模型, 发现生酮饮食和高碳水

化合物饮食对正常小鼠没有影响, 两种饮食模式下, 各

组织的吸收营养物质类型是稳定的, 虽然吸收进入体

内的物质不同, 但通过体内循环最终会转化为需要的

物质进入代谢循环。

4.2 代谢流分析技术在疾病机制研究中的应用 代

谢流分析技术在疾病模型中的应用, 有助于人们发现

新的疾病发病机制。Rahim等[30]将小鼠胞浆磷酸烯醇

丙酮酸羧激酶敲除后, 小鼠肝脏的糖异生以及葡萄糖

生成减少, 但是全身整体的葡萄糖生成未受影响, 机体

通过补偿性增加肾脏葡萄糖生成和糖异生维持葡萄糖

稳态。甘氨酸 N-甲基转移酶的下调在肝细胞癌和非

酒精性脂肪肝中很常见。Hughey等[31]发现甘氨酸N-

甲基转移酶缺失的小鼠糖异生和肝糖原分解均减少,

但是肝脏多胺合成和分解代谢、转硫和从头脂肪生成

途径活性增加。这些活性增加的途径都是利用了糖异

生的底物。Arnould等[32]发现, 神经退行性疾病中细胞

朊蛋白的丢失减少了脂肪酸降解相关的糖酵解流量,

并诱导氧化应激的发生。

4.3 代谢流分析技术在药物机制研究中的应用 代

谢流分析技术的应用为药物新靶点发现和理解药物作

用机制提供了新的思路。二甲双胍是治疗 2型糖尿病

的通用一线药物, 通过抑制肝脏糖异生发挥其治疗性

降糖作用。Madiraju等[33]发现二甲双胍的作用机制是

通过调节氧化还原状态和抑制肝脏糖异生来降低内源

性葡萄糖生成。二氯乙酸是另一种广泛使用的药物,

可抑制丙酮酸脱氢酶激酶, 从而激活丙酮酸脱氢酶, 并

促进细胞凋亡。二氯乙酸治疗后 TCA循环通量增加

导致肿瘤细胞代谢重编程和谷氨酰胺回补激活[34]。

5 结语与展望

代谢流分析已经逐渐应用于代谢通路的测定, 可

以量化通路中的代谢通量, 这是其他组学技术尚无法

实现的。代谢流分析技术日益成熟, 其具体步骤也已

得到优化和标准化。首先基于代谢通路设计一个用于

计算的数学模型, 再选择标记的稳定同位素种类, 进行

示踪实验, 将得到的数据进行天然同位素矫正, 最后根

据数学公式进行推导, 计算通量, 进行代谢流分析。

其中数学模型的设计是最为关键的步骤之一, 所

设计的数学模型需要符合代谢稳态, 后续的计算都是

建立在代谢稳态的基础上。代谢流分析的应用, 突破

了现有仪器、技术的限制, 结合数学模型、公式推导来

精确量化代谢通量。

目前相比于稳定同位素示踪代谢组学, 代谢流分

析应用相对较少。尤其是在与能量代谢相关的疾病研

Figure 2 The model is calculated from metabolite interconverting

fluxes determined by isotope-labeled glucose, lactate, glycerol,

alanine, and glutamine infusions in each of these conditions. The

values in the figure represents X nmol of carbon atoms converted

between substances per minute
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究中, 许多疾病具有相似的代谢受阻情况, 如阿尔茨海

默症和抑郁症等[35,36]。如图 3所示, 代谢流分析技术的

应用提供了更有价值的信息, 该技术量化了代谢途径

中的代谢产物, 同时提供了一个动态的代谢过程全貌。

因此只有通过代谢流分析进行深层次的数据挖掘, 计

算出不同疾病特异性的代谢通量, 以此发现新的机制,

为疾病治疗和药物精准干预提供新的思路。然而, 代

谢流分析技术及其应用还具有一定的局限性, 如成本

偏高、对亚细胞层次研究有限、无法同时在多种水平上

对葡萄糖代谢进行实时绝对定量等。

作者贡献: 田俊生、秦雪梅、韩雨梅负责文章框架思路及

修改; 赵云昊负责文章撰写; 令狐婷、武文泽、王贤贤负责文

献资料整理与收集。所有作者阅读并认可终稿。

利益冲突: 所有作者均声明不存在利益冲突。

References

[1] Cairns RA, Harris IS, Mak TW. Regulation of cancer cell

metabolism [J]. Nat Rev Cancer, 2011, 11: 85-95.

[2] Antoniewicz MR. A guide to 13C metabolic flux analysis for the

cancer biologist [J]. Exp Mol Med, 2018, 50: 1-13.

[3] Nitzsche R, Gunay-Esiyok O, Tischer M, et al. A plant/fungal-

type phosphoenolpyruvate carboxykinase located in the parasite

mitochondrion ensures glucose-independent survival of Toxo‐

plasma gondii [J]. J Biol Chem, 2017, 292: 15225-15239.

[4] Litsios A, Ortega AD, Wit EC, et al. Metabolic-flux dependent

regulation of microbial physiology [J]. Curr Opin Microbiol,

2018, 42: 71-78.

[5] Jang C, Chen L, Rabinowitz JD. Metabolomics and isotope

tracing [J]. Cell, 2018, 173: 822-837.

[6] Varma A, Palsson BO. Stoichiometric flux balance models quan‐

titatively predict growth and metabolic by-product secretion in

wild-type Escherichia coli W3110 [J]. Appl Environ Microbiol,

1994, 60: 3724-3731.

[7] Hebing L, Neymann T, Engell S. Application of dynamic meta‐

bolic flux analysis for process modeling: robust flux estimation

with regularization, confidence bounds, and selection of elemen‐

tary modes [J]. Biotechnol Bioeng, 2020, 117: 2058-2073.

[8] Birsoy K, Possemato R, Lorbeer FK, et al. Metabolic determi‐

nants of cancer cell sensitivity to glucose limitation and bigua‐

nides [J]. Nature, 2014, 508: 108-112.

[9] Ahn WS, Antoniewicz MR. Metabolic flux analysis of CHO

cells at growth and non-growth phases using isotopic tracers and

mass spectrometry [J]. Metab Eng, 2011, 13: 598-609.

[10] Shlomi T, Fan J, Tang B, et al. Quantitation of cellular metabolic

fluxes of methionine [J]. Anal Chem, 2014, 86: 1583-1591.

[11] Liu S, Dai Z, Cooper DE, et al. Quantitative analysis of the

physiological contributions of glucose to the TCA cycle [J]. Cell

Metab, 2020, 32: 619-628.

[12] Wu WZ, Linghu T, Gao Y, et al. Application of stable isotope-

resolved metabolomics in glucose catabolism [J]. Acta Pharm

Sin (药学学报), 2021, 56: 1286-1292.

[13] Hui S, Ghergurovich JM, Morscher RJ, et al. Glucose feeds the

TCA cycle via circulating lactate [J]. Nature, 2017, 551: 115-118.

[14] Ying M, Guo C, Hu X. The quantitative relationship between

isotopic and net contributions of lactate and glucose to the tricar‐

boxylic acid (TCA) cycle [J]. J Biol Chem, 2019, 294: 9615-

Figure 3 Integrating measurements from multiple techniques enables quantitative and comprehensive description of metabolism

·· 2736



赵云昊等: 代谢流分析技术在葡萄糖代谢通路研究中的进展

9630.

[15] Metallo CM, Gameiro PA, Bell EL, et al. Reductive glutamine

metabolism by IDH1 mediates lipogenesis under hypoxia [J].

Nature, 2011, 481: 380-384.

[16] Mullen AR, Wheaton WW, Jin ES, et al. Reductive carboxylation

supports growth in tumor cells with defective mitochondria [J].

Nature, 2011, 481: 385-388.

[17] Stincone A, Prigione A, Cramer T, et al. The return of metabo‐

lism: biochemistry and physiology of the pentose phosphate

pathway [J]. Biol Rev Camb Philos Soc, 2015, 90: 927-963.

[18] Brekke EM, Walls AB, Schousboe A, et al. Quantitative impor‐

tance of the pentose phosphate pathway determined by incorpora‐

tion of 13C from [2-13C] - and [3-13C] glucose into TCA cycle

intermediates and neurotransmitter amino acids in functionally

intact neurons [J]. J Cereb Blood Flow Metab, 2012, 32: 1788-

1799.

[19] Liu H, Huang D, McArthur DL, et al. Fructose induces transketo‐

lase flux to promote pancreatic cancer growth [J]. Cancer Res,

2010, 70: 6368-6376.

[20] Liu L, Su X, Quinn WJ 3rd, et al. Quantitative analysis of NAD

synthesis-breakdown fluxes [J]. Cell Metab, 2018, 27: 1067-

1080.

[21] Yin MF. The Quantitative Relationship between Isotopic and Net

Contributions of Glucose and Lactate to the TCA Cycle of Can‐

cer Cells (葡萄糖和乳酸对肿瘤细胞三羧酸循环同位素贡献与

净贡献之间的定量关系) [D]. Hangzhou: Zhejiang University,

2019.

[22] Yao RL. Thirty years development of 13C metabolic flux analy‐

sis: a review [J]. Chin J Biotechnol (生物工程学报), 2021, 37:

1510-1525.

[23] Midani FS, Wynn ML, Schnell S. The importance of accurately

correcting for the natural abundance of stable isotopes [J]. Anal

Biochem, 2017, 520: 27-43.

[24] Tea I, de Luca A, Schiphorst AM, et al. Stable isotope abundance

and fractionation in human diseases [J]. Metabolites, 2021,

11: 370.

[25] Radhakrishnan S, Colaux H, Chandran CV, et al. Trace level

detection and quantification of crystalline silica in an amorphous

silica matrix with natural abundance 29Si NMR [J]. Anal Chem,

2020, 92: 13004-13009.

[26] TeSlaa T, Bartman CR, Jankowski CSR, et al. The source of

glycolytic intermediates in mammalian tissues [J]. Cell Metab,

2021, 33: 367-378.

[27] Jang C, Hui S, Lu W, et al. The small intestine converts dietary

fructose into glucose and organic acids [J]. Cell Metab, 2018, 27:

351-361.

[28] Cappel DA, Deja S, Duarte JAG, et al. Pyruvate-carboxylase-me‐

diated anaplerosis promotes antioxidant capacity by sustaining

TCA cycle and redox metabolism in liver [J]. Cell Metab, 2019,

29: 1291-1305.

[29] Hui S, Cowan AJ, Zeng X, et al. Quantitative fluxomics of

circulating metabolites [J]. Cell Metab, 2020, 32: 676-688.

[30] Rahim M, Hasenour CM, Bednarski TK, et al. Multitissue 2H/

13C flux analysis reveals reciprocal upregulation of renal gluco‐

neogenesis in hepatic PEPCK-C-knockout mice [J]. JCI Insight,

2021, 6: e149278.

[31] Hughey CC, Trefts E, Bracy DP, et al. Glycine N-methyltransferase

deletion in mice diverts carbon flux from gluconeogenesis to

pathways that utilize excess methionine cycle intermediates [J]. J

Biol Chem, 2018, 293: 11944-11954.

[32] Arnould H, Baudouin V, Baudry A, et al. Loss of prion protein

control of glucose metabolism promotes neurodegeneration in

model of prion diseases [J]. PLoS Pathog, 2021, 17: e1009991.

[33] Madiraju AK, Qiu Y, Perry RJ, et al. Metformin inhibits gluco‐

neogenesis via a redox-dependent mechanism in vivo [J]. Nat

Med, 2018, 24: 1384-1394.

[34] Bharath LP, Agrawal M, McCambridge G, et al. Metformin

enhances autophagy and normalizes mitochondrial function to

alleviate aging-associated inflammation [J]. Cell Metab, 2020,

32: 44-55.

[35] Linghu T, Gao Y, Li A, et al. A unique insight for energy metabo‐

lism disorders in depression based on chronic unpredictable mild

stress rats using stable isotope-resolved metabolomics [J]. J

Pharm Biomed Anal, 2020, 191: 113588.

[36] Andersen JV, Christensen SK, Westi EW, et al. Deficient astro‐

cyte metabolism impairs glutamine synthesis and neurotrans‐

mitter homeostasis in a mouse model of Alzheimer's disease [J].

Neurobiol Dis, 2021, 148: 105198.

·· 2737


