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摘要：目的　探究三羧酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ）相关代谢物在人表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）阳性乳腺癌曲妥珠单抗耐药和敏感细胞中的水平变化，并筛选出与曲妥珠单抗耐药性相关的潜在生物标志
物。方法　本研究采用基于超高效液相色谱串联质谱（ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣ
ＭＳ／ＭＳ）的靶向代谢组学方法检测曲妥珠单抗耐药细胞和敏感细胞中ＴＣＡ相关代谢物（枸橼酸、顺式乌头酸、异枸橼酸、α酮
戊二酸、琥珀酸、富马酸、苹果酸和草酰乙酸）含量水平，并对该检测方法的线性、准确度和精密度进行考察。使用正交偏最小

二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）法比较耐药和敏感细胞中ＴＣＡ相关代谢物的
表达差异，以Ｐ＜００５和差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）＞１５或 ＜０６７为标准筛选出差异代谢物，并基于支持向量机（ｓｕｐｐｏｒｔ
ｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅ，ＳＶＭ）算法建立多变量耐药分类模型，利用受试者工作曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）对差异
代谢物和ＳＶＭ模型的分类精度进行评估。结果　三羧酸循环相关代谢物的标准曲线相关系数ｒ均大于０９９４，所建立的方法
准确度为９４％～１０５％，精密度变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）均小于１５％。ＯＰＬＳＤＡ模型中，敏感组和耐药组细胞分
离趋势明显。在曲妥珠单抗耐药细胞中，苹果酸、琥珀酸、富马酸的含量较曲妥珠单抗敏感细胞显著升高（Ｐ＜００５）。ＲＯＣ分
析显示琥珀酸、富马酸和苹果酸的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）均大于０９，联合３种差异代谢物建立ＳＶＭ耐药诊断模
型的ＡＵＣ为１０００。结论　ＴＣＡ相关代谢物在曲妥珠单抗耐药和敏感细胞中呈现不同的表达水平，琥珀酸、富马酸和苹果酸
可作为生物标志物对ＨＥＲ２阳性乳腺癌曲妥珠单抗耐药的诊断具有潜在价值。
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　　全球乳腺癌的负担日益上升，乳腺癌因其高死
亡率和发病率而成为女性的主要健康问题［１］。大

约１５％～２０％乳腺癌患者的人表皮生长因子受体２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）过
表达［２］。ＨＥＲ２阳性乳腺癌作为一种复发性高、侵
袭强的恶性肿瘤，相对于管腔 Ａ型、管腔 Ｂ型和三
阴性乳腺癌，ＨＥＲ２阳性乳腺癌患者预后较差，生存
期较短［３］。曲妥珠单抗作为ＨＥＲ２阳性乳腺癌患者
的一线治疗标准［４］，通过特异性结合 ＨＥＲ２胞外结
构域，抑制胞内域磷酸化阻滞下游促癌通路［５］，从

而改善患者的总生存期［６７］。然而，以曲妥珠单抗为

治疗方案的 ＨＥＲ２阳性乳腺癌患者中有３０％的患
者在治疗一年内就出现了耐药性［８９］，并且由于

ＨＥＲ２蛋白表达的区域异质性，ＨＥＲ２状态的临床评
估存在不准确［１０］，往往诊断时病灶已出现转移，导

致患者错过最佳治疗窗和医疗资源浪费［１１１２］。因

此，临床上亟需 ＨＥＲ２阳性乳腺癌曲妥珠单抗耐药
的诊断生物标志物。尽管基因组学、转录组学和蛋

白组学揭示了耐药发生的生物分子机制和干预靶

点，然而难以应用于临床耐药性早期诊断和逆转耐

药性的治疗［１３１５］。因而从代谢层面挖掘潜在的生

物标志物对于曲妥珠单抗耐药性的发生机制和诊断

提供了新思路［１６］。

ＨＥＲ２阳性乳腺癌作为一种代谢性疾病，其自
身可以发生代谢重编程。肿瘤细胞可通过加快能量

代谢为自身的增殖提供动力和物质基础［１７］。三羧

酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ）作为能量代谢
的核心通路，葡萄糖初步氧化所产生的丙酮酸进入

线粒体实现葡萄糖的完全有氧氧化，循环过程产生

ＡＴＰ和多种中间代谢产物，见图１。研究指出，ＴＣＡ
相关代谢物通过诱导缺氧诱导因子的产生和稳定、

表观遗传改变和活性氧水平改变等方式促进肿瘤疾

病进展和耐药性的发生［１８］。琥珀酸的蓄积引起的

代谢重编程使得肿瘤坏死因子受体相关蛋白１上
调，导致琥珀酸脱氢酶的抑制和核因子 Ｅ２相关因
子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）通路
激活［１９］。最近的研究表明，琥珀酸通过抑制环

ＧＭＰＡＭＰ合酶（ｃｙｃｌｉｃＧＭＰＡＭＰｓｙｎｔｈａｓｅ，ｃＧＡＳ）

干扰素β（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎβ，ＩＦＮβ）通路限制 ＣＤ８Ｔ细
胞转运到肿瘤微环境，结直肠癌患者表现出抗程序

性死亡受１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１，ＰＤ１）
免疫治疗［２０］。富马酸通过靶向第１０号染色体同源
缺失性磷酸酶张力蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ）的第
２１１位半胱氨酸残基琥珀酸化从而激活磷脂酰肌醇
３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／磷酸化
丝氨酸／苏氨酸激酶（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）
信号传导并促进２型乳头状肾细胞癌增殖和对舒尼
替尼治疗的耐药性［２１］。在多柔比星耐药的乳腺癌

细胞中，药物外排蛋白的高表达引起苹果酸和柠檬

酸的在水平上差异，苹果酸被认为是化疗耐药的独

特生物标志物［２２］，然而在曲妥珠单抗耐药细胞和敏

感细胞中很少进行有关于 ＴＣＡ相关代谢物的系统
研究。

图１　三羧酸循环（ＴＣＡ）通路
Ｆｉｇ１　ＴＣＡｐａｔｈｗａｙ

基于液相色谱串联质谱的靶向代谢组学技术已

经成为寻找潜在的小分子生物标志物强有力的分析

工具，本研究通过超高效液相色谱质谱联用（ｕｌｔｒａ
ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）检测 ＴＣＡ相关代谢物在曲
妥珠单抗耐药细胞（ＨＣＣ１９５、ＪＩＭＴ１）和敏感细胞
（ＢＴ４７４、ＳＫＢＲ３）中的表达水平［２３２４］，基于差异代

谢物建立支持向量机（ｓｕｐｐｏｒｔｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅ，ＳＶＭ）
·３０３·
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耐药分类模型，并通过受试者工作曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐ
ｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）分析其作为曲妥珠
单抗耐药诊断生物标志物的诊断效能，以期为曲妥

珠单抗耐药性的诊断提供潜在的生物标志物。

１　材料和方法
１１　细胞与试剂

人ＨＥＲ２阳性乳腺癌曲妥珠单抗敏感细胞
（ＳＫＢＲ３、ＢＴ４７４）和耐药细胞（ＨＣＣ１９５４、ＪＩＭＴ１）
（美国细胞培养物收藏中心）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良 Ｅａｇｌｅ
培养基（货号：１１９６００４４）、ＲＰＭＩ１６４０培养基（货号：
１１８７５０９３）、ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ培养基（货号：１６６０００８２）、
胎牛血清（货号：１００９９１４１Ｃ）（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；色
谱级甲醇、甲酸；内标对乙酰氨基苯酚对照品（货

号：Ａ１０５８０７，９８０％）、枸 橼 酸 （货 号：Ｃ４３４１７３，
９９５％）、顺式乌头酸（货号：Ａ１１１２３１，９９０％）、异枸
橼酸（货号：Ｉ１０６８３０，９３０％）、α酮戊二酸（货号：
Ｋ１０５５７０，９９０％）、琥珀酸（货号：Ｂ２９９８８３，９５０％）、
富马酸（货号：Ｄ１５４２９５，９８０％）、苹果酸（货号：
Ｍ１０１１２６，９９０％）和 草 酰 乙 酸 （货 号：Ｏ１０７１８７，
９８０％）（中国阿拉丁生化科技股份有限公司）。
１２　对照品储备液、标准曲线和质控的配制

精密称取８种ＴＣＡ相关代谢物，使用体积分数
为２０％甲醇的水溶液（含１００μｍｏｌ·Ｌ－１的对乙酰
氨基酚）配制成５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的单一标准品储配液，
保存在－８０℃冰箱备用。精密量取各标准储备液
适量混合以制备混合标准溶液，混合标准溶液中枸

橼酸、顺式乌头酸、异枸橼酸、α酮戊二酸、琥珀酸、
富马酸、苹果酸和草酰乙酸的浓度分别为２５０、５００、
５００、３００、２５０、３００、３００、５００μｍｏｌ·Ｌ－１。通过逐级
稀释配制成系列浓度的混合标准溶液用于建立标准

曲线。７种ＴＣＡ相关代谢物分别配置定量下限浓度
（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）、低浓度质控
（ｌｏｗｅｒｏｆｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＱＣ）、中浓度质控（ｍｅｄｉ
ｕｍｏｆｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＱＣ）和高浓度质控（ｈｉｇｈｏｆ
ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＨＱＣ）共 ４种浓度的质控（ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ），枸橼酸、顺式乌头酸、异枸橼酸、α酮戊
二酸、琥珀酸、富马酸和苹果酸的 ＬＬＯＱ分别为
０５、０５、５、１、０１、０５、０５μｍｏｌ·Ｌ－１，ＬＱＣ分别为
１５、１５、１５、３、０３、１５、１５μｍｏｌ·Ｌ－１，ＭＱＣ分别
为５０、１００、１００、５０、３０、５０、５０μｍｏｌ·Ｌ－１，ＨＱＣ分别
为１００、２００、２００、１２０、６０、１２０、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１。
１３　细胞培养

ＨＣＣ１９５４和ＢＴ４７４细胞分别在含１０％的胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，ＳＫＢＲ３和ＪＩＭＴ１
细胞分别在含 １５％的胎牛血清的 ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ和
ＤＭＥＭ培养基中培养，各培养基中均加入１％的青霉
素和链霉素。上述４种细胞均于３７℃，５％ ＣＯ２的培
养箱中培养。每隔２ｄ更换新的培养基，生长融合度
到９０％时，使用０２５％胰蛋白酶消化至细胞悬浮后
加入到含有新培养基的培养皿中完成传代。

１４　细胞代谢物样本制备
使用预冷的０９％ ＮａＣｌ溶液迅速清洗细胞两

次，随后每皿中加入１５ｍＬ的超纯水，于 －８０℃冰
箱中放置２ｈ后使用刮刀刮取细胞并采用二喹啉甲
酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法进行蛋白浓度测定；通
过加入３倍体积的－８０℃预冷甲醇（含１００μｍｏｌ·
Ｌ－１的对乙酰氨基酚）进行代谢物提取，充分涡旋和高
速离心后转移上清液于４°Ｃ旋转蒸发，用１００μＬ体
积分数２０％甲醇的水溶液复溶样品后高速离心吸取
上清，装质谱瓶。

１５　ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析
使用Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱串联 Ｇ６４６０三

重四级杆质谱，色谱柱采用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＮＸ
Ｃ１８１１０Ａ（２ｍｍ×３０ｍｍ，３μｍ），流动相Ａ为体积
分数０２％甲酸的甲醇溶液，流动相 Ｂ是体积分数
０２％甲酸的水溶液。采用线性梯度洗脱实现目的
代谢物有效分离，线性梯度设置为：０～１ｍｉｎ，１％
Ａ；１～２５ｍｉｎ，１％ ～９０％Ａ；２５～３ｍｉｎ，９０％Ａ；
３～３５ｍｉｎ，９０％ ～１％Ａ；３５～４ｍｉｎ，１％Ａ。色谱
柱柱温为 ２５℃，流速为 ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量
５μＬ。质谱分析采集模式为多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），离子源选择电喷雾离子
源，扫描方式设置为负离子模式扫描，离子通道驻留

时间为３５ｍｓ，干燥气温度为３３０℃，干燥气流速为
１２Ｌ·ｍｉｎ－１，雾化气压力为２４１ｋＰａ，电喷雾毛细管
电压设置为４０００Ｖ。
１６　数据处理和分析

利用 ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓＨｕｎｔｅｒＱｕａｌｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ
（ｖｅｒｓｉｏｎＢ０６００）软件对 ＴＣＡ相关代谢物的保留
时间、峰面积、峰高和信噪比（ｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，
Ｓ／Ｎ）进行提取分析。通过 ＳＩＭＣＡＰ（ｖｅｒｓｉｏｎ１４１）
软件实现正交偏最小二乘判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒ
ｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ），使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（ｖｅｒｓｉｏｎ８３）进行线性回归分
析、绘制含量表达图和 ＲＯＣ分析，使用 Ｒｓｔｕｄｉｏ
（ｖｅｒｓｉｏｎ４３０）中 ｐｈｅａｔｍａｐ和 ｇｇｐｌｏｔ２包进行热图
分析和火山图分析，ＳＶＭ包构建 ＳＶＭ耐药分类模
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型。组间比较采用独立样本ｔ检验以Ｐ＜００５为差
异有统计学意义，以差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）＞
１５和＜０６７为标准筛选出ＴＣＡ相关差异代谢物。

２　结　果
２１　ＴＣＡ相关代谢物质谱条件优化

利用ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ确定８种ＴＣＡ相关代谢物和

内标化合物的相关质谱信息，确定各代谢物以及内标

化合物的一级母离子（Ｑ１）和二级子离子（Ｑ３）信息，
优化离子对的碎裂电压和碰撞能量，建立ＭＲＭ方法，
见图２。通过ＴＣＡ中间体混合标准溶液确定各自保
留时间，在０～４ｍｉｎ之内线性洗脱有效分离出８种代
谢物，出峰时间主要集中在０５～２５ｍｉｎ，８种 ＴＣＡ
相关代谢物和内标化合物的质谱优化信息见表１。

图２　ＴＣＡ相关代谢物的多反应监测通道色谱图
Ｆｉｇ２　ＭｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｃｈａｎｎｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＴＣＡｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

表１　ＴＣＡ相关代谢物的质谱参数优化
Ｔａｂ１　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒＴＣＡｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　　　　
ｔＲ

／ｍｉｎ

ｍ／ｚ

（Ｑ１）

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＭＳｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ／Ｖ ｍ／ｚ（Ｑ３１） ＣＥ１）／ｅＶ ｍ／ｚ（Ｑ３２） ＣＥ２）／ｅＶ

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ １０９８ １９０９ ７０ １１１０１） １５ ８７０ １５

ｃｉｓＡｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄ １９９６ １７２９ ７０ １２９０１） ２ ８５１ ５

Ｉｓｏｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ ０８１９ １９０９ ７０ １１１０ １０ ８５１１） １０

αＫｅｔｏｇｌｕｔａｒｉｃａｃｉｄ １５５７ １４５０ ６０ １０１０１） ２ ５７２ ５

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ １２９８ １１７０ ７０ ９９１） ５ ７３１ ５

Ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ １７７７ １１５０ ６０ ７１１１） ２

Ｍａｌｉｃａｃｉｄ ０６８０ １３３０ ７０ １１５０１） ５ ７１１ １０

Ｏｘａｌｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄ ０４９８ １３１０ ６０ ８７０１） ２ ４３２ １０

Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ２４８２ １５００ １１０ １０７０ ３０ １１８０ １５

注：ｔＲ－保留时间；ＣＥ－碰撞能量；１）定量的子离子；Ｑ１－一级母离子；Ｑ３－二级子离子。

Ｎｏｔｅ：ｔＲ－ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ；ＣＥ－ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｏｆｅｎｅｒｇｙ；１）ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＱ３；Ｑ１－ｐｒｉｍａｒｙｐａｒｅｎｔｉｏｎ；Ｑ３－ｓｅｃｏｎｄａｒｙｄａｕｇｈｔｅｒｉｏｎ．

２２　标准曲线、线性范围、准确度和精密度考察
通过使用加入对乙酰氨基酚作为内标的混合标

准溶液，以代谢物与内标峰面积的比值为纵坐标，对

应浓度为横坐标进行线性回归分析，草酰乙酸由于

其本身具有脱羧的不稳定性［２５］，未进行线性验证，

其余７种相关代谢物标准曲线的相关性系数ｒ均大

于０９９４，以Ｓ／Ｎ等于３计算出检出限（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ），Ｓ／Ｎ大于１０计算出 ＬＬＯＱ。通过对
７种代谢物的ＬＬＯＱ、ＬＱＣ、ＭＱＣ和ＨＱＣ各平行进样
５次，连续进样分析３ｄ，分别计算准确度、日内以及
日间精密度。标准曲线、线性范围、准确度和精密度

等信息如表２所示。７种代谢物的准确度在９４％～
·５０３·
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１０５％，ＬＬＯＱ的日间和日内精密度变异系数（ｃｏｅｆｆｉ
ｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）均小于２０％，低、中、高浓度质

控样品 ＣＶ小于 １５％，该方法的准确度和精密度
良好。

表２　ＴＣＡ相关代谢物的回归方程、线性范围、准确度和精密度
Ｔａｂ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｓｓａｙｓｆｏｒＴＣＡｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　　
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

／μｍｏｌ·Ｌ－１
ｒ

ＬＯＤ

／μｍｏｌ·Ｌ－１
ＬＬＯＱ

／μｍｏｌ·Ｌ－１
ＱＣ

／μｍｏｌ·Ｌ－１
Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ＩｎｔｒａｄａｙＣＶ／％ ＩｎｔｅｒｄａｙＣＶ／％

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ ｙ＝０１００４ｘ－００２５６３ ０５１２５ ０９９７３ ０１ ０５ ０５ ９４５７ １２７２ １２３２
１５ １０３５３ ８２３ ８４１
５０ ９７３７ ５０８ ５１５
１００ １０１０３ ４７２ ４７７

ｃｉｓＡｃｏｎｉｔｉｃａｃｉｄ ｙ＝０１００２ｘ－００４９８６ ０５２５０ ０９９４２ ０１ ０５ ０５ ９５１９ １０７６ １１８５
１５ ９６９８ ９７４ １０４２
１００ １０３５５ ９０３ ９１１
２００ ９８４２ ７５６ ８４４

Ｉｓｏｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ ｙ＝０００１６１５ｘ－０００４２３４ ５２５０ ０９９４７ ０５ ５ ５ １０４８５ ９４１ １１４７
１５ １０３９ ７４２ ７３１
１００ １０２６９ ６０６ ６１５
２００ ９８５２ ５１０ ５７７

αＫｅｔｏｇｌｕｔａｒｉｃａｃｉｄ ｙ＝０００５７９７ｘ－００００１９５４ １１５０ ０９９９１ ０２ １ １ ９４１８ １０７３ １１５５
３ ９５８１ ９０９ １０６７
５０ １０２２７ ７７９ ８７１
１２０ ９７１７ ５７８ ６１２

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ ｙ＝０００９１５３ｘ－００００４５２４ ０１７５ ０９９８８ ００２ ０１ ０１ ９８６４ ９２５ ９７６
０３ ９９７０ ８０６ ８６２
３０ １０２４１ ６７１ ７０２
６０ １００８２ ４０７ ５１４

Ｆｕｍａｒｉｃａｃｉｄ ｙ＝０００２３８６ｘ＋０００２６１７ ０５１５０ ０９９９５ ０１ ０５ ０５ ９４１０ ６９８ ７４９
１５ ９８２４ ６７７ ７１１
５０ １０１３０ ５９２ ６３５
１２０ １０２９２ ４４９ ５２２

Ｍａｌｉｃａｃｉｄ ｙ＝００８５０６ｘ＋０００４４９６ ０５１５０ ０９９６９ ００５ ０５ ０５ ９７２３ ８０５ ８１９
１５ １０１８２ ６１７ ６２６
５０ ９９３８ ５４１ ５９７
１２０ ９９０９ ４１５ ４９７

２３　ＯＰＬＳＤＡ整体差异分析
依据 ＴＣＡ相关代谢物的定量水平构建 ＯＰＬＳ

ＤＡ模型，四株细胞组内聚集程度高，组间分离趋势
明显。其中Ｒ２Ｘ＝０９９９，Ｒ２Ｙ＝０８１０，Ｑ２＝０６１１，
模型具有较好的预测能力，见图３Ａ。通过２００次置

换检验分析结果表明，Ｒ２和Ｑ２在Ｙ轴上的截距分别
小于０４和００５，证明 ＯＰＬＳＤＡ模型没有过拟合，
见图３Ｂ。以上结果表明，ＴＣＡ相关代谢物在曲妥珠
单抗耐药细胞和敏感细胞中存在差异表达模式，可

用于进一步差异分析。

ＳＫＢＲ３，ＢＴ４７４－曲妥珠单抗敏感细胞；ＨＣＣ１９５４，ＪＩＭＴ１－曲妥珠单抗耐药细胞；Ｒ２－解释率；Ｑ２－预测能力。

ＳＫＢＲ３，ＢＴ４７４－ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；ＨＣＣ１９５４，ＪＩＭＴ１－ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ；Ｒ２－ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｒａｔｅ；Ｑ２－ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．

图３　曲妥珠单抗敏感细胞和耐药细胞的正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）得分图（Ａ）和ＯＰＬＳＤＡ模型的置换检验图（Ｂ）
Ｆｉｇ３　ＯＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｏｆｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈｅＯＰＬＳＤＡｍｏｄｅｌ（Ｂ）
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２４　细胞样本中ＴＣＡ相关代谢物的检测结果
８种待测 ＴＣＡ相关代谢物中有６种代谢物含

量在线性范围内，浓度范围在０９１０１～１０４４１７４
μｍｏｌ·Ｌ－１。经过 ｔ检验后，琥珀酸、富马酸和苹果
酸具有统计学意义（Ｐ＜００５），其余相关代谢物均

差异无统计学意义，６种代谢物在耐药组和敏感组
中的含量见图４Ａ。通过层次聚类分析各样本之间
的关联性，四种细胞的不同生物学重复样本之间

聚集为两类，表明组内样本的同质性和组间样本

的差异性，见图４Ｂ。

图４　耐药细胞和敏感细胞中的ＴＣＡ相关代谢物含量（Ａ）和热图（Ｂ）．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＣＡｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ（Ａ）ａｎｄｈｅａｔｍａｐ（Ｂ）ｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ

２５　曲妥珠单抗耐药和敏感细胞中的差异代谢物
筛选

以Ｐ＜００５、ＦＣ＞１５和 ＜０６７为标准筛选差
异代谢物，结果表明苹果酸、琥珀酸和富马酸在曲妥

珠单抗耐药细胞中显著上调，其余代谢物均无统计

学意义（Ｐ＞００５）。其中富马酸最显著且差异倍数
最大，见图５。这些差异代谢物共同揭示曲妥珠单
抗耐药细胞ＴＣＡ通量水平的改变。

图５　ＴＣＡ相关代谢物火山图

Ｆｉｇ５　ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｏｆＴＣＡｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

２６　差异代谢物的分类效能分析
对琥珀酸、富马酸和苹果酸进行 ＲＯＣ曲线分

析，探索其作为生物标志物的诊断效能。结果显示，

琥珀酸、富马酸和苹果酸在区分曲妥珠单抗耐药和

敏感细胞的 ＡＵＣ均大于 ０９，其中富马酸的
ＡＵＣ＝１０００，见图６Ａ。联合３种差异代谢物建立
多变量ＳＶＭ诊断模型，以７０％为训练集，３０％为测
试集，结果显示，多变量诊断模型在训练集和测试集

的ＡＵＣ＝１０００。联合指标的诊断性能优于琥珀酸
和苹果酸的单变量，能够明显区分耐药组和敏感组

细胞，见图６Ｂ。

３　讨　论
本研究通过基于质谱的靶向代谢组学技术探究

８种ＴＣＡ中间体代谢物在曲妥珠单抗耐药和敏感细
胞中的表达情况，所建立的方法具有较好的线性、准

确度和精密度，根据差异筛选标准发现苹果酸、富马

酸和琥珀酸存在显著差异。基于所筛选到的差异代

谢物通过ＲＯＣ分析和构建多变量 ＳＶＭ诊断模型可
以有效地区分曲妥珠单抗耐药和敏感细胞，ＡＵＣ

·７０３·
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图６　受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线（Ａ）和支持向量机（ＳＶＭ）多因素诊断模型训练集和测试集的ＲＯＣ曲线（Ｂ）
Ｆｉｇ６　ＲＯＣｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄＳＶＭｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｍｏｄｅｌｔｒａｉｎｉｎｇａｎｄｔｅｓｔＲＯＣｃｕｒｖｅ（Ｂ）

均大于０９。ＴＣＡ中间体可能是曲妥珠单抗耐药的
潜在生物标志物，研究结果对曲妥珠单抗耐药性的

诊断具有潜在价值。

既往的研究指出，ＴＣＡ周期失调被认为是癌细
胞转化的适应机制，ＴＣＡ相关代谢物为癌症的增殖
和转移提供生物合成中间体原料和动力［２６］。本研

究中，富马酸差异倍数最显著，ＲＯＣ分析显示其
ＡＵＣ＝１０００，表明其在诊断曲妥珠单抗耐药具有良
好的性能。研究指出，富马酸的蓄积可促进缺氧诱

导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）基因的表
达实现表观遗传调控，并维持 ＨＩＦ１的稳定［２７］，这

使得高丰度的富马酸有利于癌细胞上皮间充质的转

化，子宫肌瘤、皮肤平滑肌瘤和肾细胞癌的患病风险

大大增加［２８］。在一项对吉西他滨化疗耐药的胰腺

导管癌组织的研究中显示，富马酸在预后不良和预

后较好的患者中差异倍数最大，并表现出上调趋势，

富马酸对 ＰＬＳＤＡ模型具有较大的贡献值［２９］。此

外，Ｌｉｕ等［３０］指出在曲妥珠单抗耐药胃癌细胞中富

马酸和苹果酸显著上调，其中富马酸通过增加 ＡＴＰ
产生和非必需氨基酸的合成有助于细胞增殖和耐药

性产生。

本研究中琥珀酸的 ＲＯＣ分析显示其 ＡＵＣ＝
０９９３，可以显著区分耐药组和敏感组细胞，琥珀
酸的上调趋势在卵巢癌、胃癌、胰腺癌和乳腺癌等

多种癌症中得到证实［３１３４］。过量的琥珀酸使得

ＨＩＦ１升高，同时还阻止 ＨＩＦ１脯氨酸残基羟基化
降解［３５］。相比较于癌旁组织，在胃癌组织中琥珀

酸可通过 Ｇ蛋白偶联受体９１介导 ＳＴＡＴ３和
ＥＲＫ１／２活化并上调血管内皮生长因子促进癌细
胞增值和转移［３６］。最近的一项研究指出，索拉非

尼耐药的肝癌细胞的非靶向代谢组学结果揭示琥

珀酸在耐药肝癌细胞中的表达显著上调，通过对

凋亡信号通路产生抗性，这使得琥珀酸可能成为

耐药生物标志物［３７］。此外，新辅助治疗预后不良

的乳腺癌患者血浆外泌体的通路富集分析显示线

粒体电子传递链和 ＴＣＡ显著富集，琥珀酸作为电
子传递链的电子供体，在预后不良患者中显著上

调，作者指出琥珀酸的上调不仅促进和稳定 ＨＩＦ
１，同时还会诱导多种药物外排转运蛋白的表达包
括 Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）、多药耐药相关
蛋白 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｅｃａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＭＲＰ１）和乳腺癌耐药蛋白（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ），引发多重耐药性［３８３９］。

本研究发现在耐药细胞中苹果酸显著上调的，

Ｇａｏ等［４０］指出在肝癌细胞中引起苹果酸的蓄积是

由于癌细胞对糖酵解的代谢依赖从而引起下游氧化

磷酸化抑制，作者通过随机森林和多因素逻辑回归

得到包括苹果酸在内的３种生物标志物组成的高特
异性诊断模型，这在另一项对腔鳞状细胞癌患者唾

液代谢谱研究中也得到证实，苹果酸在内的３种生
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物标志物组成的诊断模型 ＡＵＣ可达０９１，具有临
床应用价值［４１］。Ｗａｎｇ等［４２］利用非靶向代谢组学

技术对高表达醛脱氢酶 １Ａ１耐药肺癌细胞代谢谱
进行单因素和多因素差异分析发现，苹果酸的异常

高表达显示 ＴＣＡ通路的代谢重编程，能量代谢
增强。

４　结　论
本研究利用基于质谱的靶向代谢组学定量检测

ＨＥＲ２阳性乳腺癌曲妥珠单抗耐药和敏感细胞中
ＴＣＡ相关代谢物的水平，所建立的方法具有较好线
性、准确度和精密度，差异分析显示富马酸、苹果酸

和琥珀酸在耐药细胞中显著上调，并且单变量和

ＳＶＭ多变量模型可以有效区分耐药组和敏感组细
胞，靶向代谢组学技术为生物标志物的挖掘提供了

新方向，基于所筛选到的生物标志物在曲妥珠单抗

耐药性的诊断具有良好的应用前景，这对后续

ＨＥＲ２阳性曲妥珠单抗耐药性机制和干预靶标的研
究提供了新的见解。
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１５（４）：５２．ＤＯＩ：１０１００７／ｓ１１３０６０１９１５１４５．

（收稿日期：２０２３０８０３）

·０１３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ４　　　　　　　　 　 　 　 中国药学杂志２０２４年２月第５９卷第４期


