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基于液相色谱⁃串联质谱的结肠癌血清氧固醇标志物筛选
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摘要：结肠癌（ＣＣ）是全球常见恶性肿瘤之一，发病率呈逐年上升趋势，目前没有有效的标志物用于疾病早期诊断

和干预跟踪。 胆固醇及其氧化衍生物氧固醇在众多恶性肿瘤发生发展中发挥关键作用。 该研究采用液相色谱⁃串
联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术，对 ＣＣ 临床血清样本中胆固醇及相关 １０ 种氧固醇代谢物进行了定性定量分析，并采用

偏最小二乘判别分析（ＰＬＳ⁃ＤＡ）和正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）进行多元统计分析，发现上述目标代谢物

能够较好地区分 ＣＣ 组与健康对照组。 为防止数据过拟合，该研究在 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型各代谢物变量投影重要性（ＶＩＰ）
基础上，结合最优组分数及 Ｋ⁃均值聚类结果，筛选得到 ３ 种代谢标志物。 通过受试者操作特征曲线（ＲＯＣ）的曲线

下面积（ＡＵＣ）分析，发现筛选得到的 ３ 种潜在标志物联合预测 ＣＣ 达到 ０􀆰 ９９８，说明模型性能优良。 ＧＯ（基因本体

论）富集分析显示 ３ 种潜在标志物主要分布在内质网和包被囊泡上，参与胆固醇代谢、运输、低密度脂蛋白重塑等

生物进程，发挥胆固醇运输活性和低密度脂蛋白颗粒受体结合的分子功能。 ＫＥＧＧ（京都基因与基因组百科全书）
通路分析显示 ３ 种潜在标志物富集于类固醇生物合成、ＰＰＡＲ（过氧化物酶体增殖物激活受体）信号通路及 ＡＢＣ
（ＡＴＰ 结合盒）转运等通路上。 该研究为寻找 ＣＣ 标志物及进一步阐明胆固醇及氧固醇在 ＣＣ 发病过程中的作用奠

定了一定的基础。
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ｌｙ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｗａｓ ０􀆰 ９９８， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ
ＣＣ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇ ａｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ
ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＣＣ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ ／ ） ． Ｆｉｎａｌ⁃
ｌｙ， １１０ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙｓ， ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ． ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍａｒｋｅｒｓ ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｌｕｍｅｎ ａｎｄ ｃｏａｔｅｄ ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉ⁃
ｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ． Ｔｈｅｉｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｔｒａｎｓｆｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｉｏｍａｒｋ⁃
ｅｒｓ ａｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｓｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ＰＰＡＲ （ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ）
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ， ａｎｄ ＡＢＣ （ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ） ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ ａｒｅ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＣＣ
ａｎｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＣＣ．

引用本文：马占君，李振国，王欢，王仁军，韩晓菲． 基于液相色谱⁃串联质谱的结肠癌血清氧固醇标志物筛选． 色谱，２０２２，４０（６）：５４１－
５４６．
ＭＡ Ｚｈａｎｊｕｎ， ＬＩ Ｚｈｅｎｇｕｏ， ＷＡＮＧ Ｈｕａｎ， ＷＡＮＧ Ｒｅｎｊｕｎ， ＨＡＮ Ｘｉａｏｆｅｉ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（６）：５４１－５４６．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
（ＣＣ）； ｏｘｙｓｔｅｒｏｌ； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ

　 　 结肠癌（ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ， ＣＣ）已经成为全球仅次 于肺癌和乳腺癌的第三大恶性肿瘤，其发病不仅与
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　 第 ６ 期 马占君，等：基于液相色谱⁃串联质谱的结肠癌血清氧固醇标志物筛选

年龄［１］、性别相关，还与遗传［２］、免疫和环境因素有

关，如炎症［３］、饮酒［４］等，对生命和生活造成严重威

胁。 仅 ２０１８ 年就有大约 ２００ 万病例被确诊为

ＣＣ［５］。 有研究证实，ＣＣ 的发生发展与高脂低纤维

饮食有着密切的联系［６，７］。 我国经济的快速发展以

及西方饮食文化的渗入，一定程度上提高了我国的

ＣＣ 患病率。 结肠镜检查是 ＣＣ 诊断的 “ 金标

准” ［８］，但它是侵入性的，可能引起患者的不适。 基

于血液检测的标记物如癌胚抗原和癌症抗原可以用

来监测疾病以及对于治疗的反应，但是其敏感性和

特异性较低，因此不太适合用作早期筛查和诊

断［９］。 粪便潜血试验 （ ＦＯＢＴ） 和免疫组化试验

（ＦＩＴ）是基于粪便的 ＤＮＡ 检测。 其中 ＦＩＴ 对 ＣＣ
有 ７８％ 的敏感性和 ９６％ 的特异性［１０］，但是人们厌恶

处理粪便样本，导致检测存在一定程度的挑战。 因

此发掘更加有效、能被广泛接受的标志物对于开展

ＣＣ 早期诊断和干预跟踪有重大意义。
　 　 胆固醇是细胞膜的重要组成部分，约占质膜脂

质的 ２０％，由于其在细胞中的特殊位置，对体内任何

细胞新陈代谢可能都有未知的协调作用，同时在调

节细胞膜流动性、细胞增殖等方面也发挥着关键作

用［１１］。 一项研究表明，胆固醇是雌激素受体相关受

体 α（ＥＲＲα）的内源性配体（多种癌症的重要调节

剂［１２］）。 一项与疾病相关的遗传因素研究证实了高

胆固醇水平与 ＣＣ 风险之间的联系［１３］。 氧固醇是

胆固醇的氧化衍生物，虽然氧固醇的生理功能尚不

清楚，但在恶性肿瘤中起着重要作用［１４］。 对 ＣＣ 细

胞系的研究表明，不同类型的氧固醇对细胞生命有

不同的影响，有的能够促进细胞凋亡，有的能够抑制

细胞增殖［１５］。 血清中的氧固醇含量非常低，大约是

胆固醇含量的 １ ／ １０６ ～ １ ／ １０４ ［１６］。 如果浓度过高，会
对细胞产生毒性作用，所以在健康机体中，过量的氧

固醇被输送到肝脏，在那里转化为胆汁酸，重新进入

人体循环［１７］。 因此，这些通路中涉及的基因或酶的

突变或表达水平的变化极有可能诱发 ＣＣ。

表 １　 血清样本的临床信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｔｙｐｅ Ｇｅｎｄｅｒ （ ｆｅｍａｌｅ ／ ｍａｌｅ） Ａｇｅ ＴＣ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＬＤＬ⁃Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＨＤＬ⁃Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＨＣ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ２９） １４ ／ １５ ３８．７９±１１．８４ ４．４８±０．７６ １．２１±０．３６ ２．３４±０．６３ １．４１±０．３２
ＣＣ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ １３） ８ ／ ５ ６３．１５±８．１６ ５．１９±０．９８ １．５１±０．９１ ２．８３±０．５８ １．３５±０．４１
Ｐ ｖａｌｕｅ ＜０．０００１ ０．０１７４ ０．６０４８ ０．０２２４ ０．６１３７
　 ＨＣ： ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＣＣ： ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ； ＴＣ： ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ； ＴＧ： ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ； ＬＤＬ⁃Ｃ： ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＨＤＬ⁃Ｃ： ｈｉｇｈ⁃
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ．

　 　 近年来代谢组学的发展极为迅速，结合代谢组

学分析研究疾病的发生发展已经成为必不可少的一

步。 本文通过将液相色谱⁃串联质谱联用鉴定的代

谢物导入代谢组学分析软件，筛选 ＣＣ 潜在标志物，
期望能够为 ＣＣ 的临床诊断提供思路。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 液相色谱仪配自动进样器、Ｓｕｒｖｅｙｏｒ ＭＳ Ｐｕｍｐ
ｐｌｕｓ 溶剂运输泵和 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ 柱（１５０ ｍｍ
×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ）， ＴＳＱ Ｑｕａｎ⁃
ｔｕｍ Ａｃｃｅｓｓ Ｍａｘ 三重四极杆质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ⁃
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）； Ｇ⁃５６０Ｅ 涡旋振荡仪（Ｓｃｉｅｎｔｉｆ⁃
ｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，美国）； ５８０４Ｒ 离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德
国）； ＯＡ⁃ＳＹＳ Ｎ⁃ＥＶＡＰ１１１ 氮吹仪 （Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ
Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，美国）；恒温水浴锅（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）。
　 　 氧固醇标准品（纯度均≥９８％ ），包括 ２４⁃羟基

胆固醇（２４⁃ＯＨＣ）、７α⁃羟基胆固醇（７α⁃ＯＨＣ）、７⁃酮
基胆固醇（７⁃ＫＣ）、２５⁃羟基胆固醇（２５⁃ＯＨＣ）、４β⁃羟
基胆固醇（４β⁃ＯＨＣ）、３β，５α，６β⁃三羟基胆固醇（Ｔｒｉ⁃
ｏｌ）、１９⁃羟基胆固醇（１９⁃ＯＨＣ） （Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，加拿大）； ２０α⁃羟基胆固醇（２０α⁃ＯＨＣ）、
２２β⁃羟基胆固醇 （ ２２β⁃ＯＨＣ）、 ５β， ６β⁃环氧胆固醇

（５β，６β） （Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）； ５α，６α⁃环氧胆固

醇（５α，６α） （Ｔｏｋｙｏ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ，日本）； ２７⁃
羟基胆固醇（２７⁃ＯＨＣ） （Ｔｏｃｒｉｓ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，英国）；
胆固醇和氢氧化钾（百灵威，中国）；甲酸、甲醇、乙
腈均为色谱纯； ４⁃二甲氨基吡啶、吡啶甲酸、吡啶、
三乙胺、２，６⁃二叔丁基⁃４⁃甲基苯酚（ＢＨＴ） （Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）； ２⁃甲基⁃６⁃硝基苯酸酐（Ｂｉｄｅ Ｐｈａｒ⁃
ｍａｔｅｃｈ，中国）。
１．２　 样本采集与预处理

　 　 ＣＣ 组（ｎ ＝ １３）和健康对照组（ＨＣ， ｎ ＝ ２９）血

液样本均来自大连医科大学附属第二医院，所有受

试者的临床样本信息见表 １。 研究涉及的血液样本

及程序均获得大连大学伦理委员会批准。 血液样本
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室温下静置，凝固之后在 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １５
ｍｉｎ，收集上清液即为血清，之后将得到的血清样本

储存于－８０ ℃，待 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１．３　 标准溶液的配制

　 　 准确称取适量的氧固醇标准品，配制成 １􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 储备液。 取氧固醇储备液，用乙腈制成 ２􀆰 ５
μｇ ／ ｍＬ 混合标准中间液。 １９⁃羟基胆固醇用乙腈制

备成 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 内标中间液和 ０􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 内标

工作液。 用移液枪按一定比例取适量的混合标准中

间液和内标中间液，分别制成 ５、１０、２０、５０、１００、２００
ｎｇ ／ ｍＬ 的混合标准工作液。

表 ２　 ＣＣ 组和 ＨＣ 组的血清胆固醇和氧固醇含量差异分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｎｄ

ｏｘｙｓｔｅｒｏｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＣ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ
Ｎａｍｅ Ｐ ｖａｌｕｅ （ＨＣ ｖｓ ＣＣ）

２０α⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （２０α⁃ＯＨＣ） ０．９３１１
２４⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （２４⁃ＯＨＣ）＋ ０．３７２４
　 ２２β⁃ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （２２β⁃ＯＨＣ）
２５⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （２５⁃ＯＨＣ） ０．３８６２
７α⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （７α⁃ＯＨＣ） ０．９３５８
７⁃Ｋｅｔｏｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （７⁃ＫＣ） ０．５１８６
２７⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （２７⁃ＯＨＣ） ０．２３７９
Ｃｈｏｌｅｓｔａｎｅ⁃３β，５α，６β⁃ｔｒｉｏｌ （Ｔｒｉｏｌ） ０．９３５８
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃５β，６β⁃ｅｐｏｘｉｄｅ （５β，６β） ０．１５９０
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃５α，６α⁃ｅｐｏｘｉｄｅ （５α，６α） ０．０５０６
４β⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （４β⁃ＯＨＣ） ０．０１５３
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ＜０．０００１

１．４　 样品前处理

　 　 准确移取 ５０ μＬ 血清样品，加入 １０ μＬ 内标、１０
μＬ ＢＨＴ 乙醇溶液（０􀆰 ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ）和 １５０ μＬ 氢氧化

钾乙醇溶液（１ ｍｏｌ ／ Ｌ），之后在 ３７ ℃水浴中反应 １
ｈ。 再向其中加入蒸馏水和正己烷，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下

离心 ５ ｍｉｎ，取上清液并用氮气吹干。 吹干后加入

衍生化试剂 ２⁃甲基⁃６ 硝基苯酸酐（１ ｍｇ）、４⁃二甲氨

基吡啶（３ ｍｇ）、吡啶甲酸（８ ｍｇ）、吡啶（１５０ μＬ）、
三乙胺（２０ μＬ），置于 ３７ ℃水浴反应 ２ ｈ。 为提取

氧固醇衍生物，向反应后的混合物中加入 １ ｍＬ 正

己烷，涡旋 ３０ ｓ 混匀，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎ，收
集上清液并在氮气流下吹干。 之后用 １００ μＬ 乙腈

复溶，取 １０ μＬ 上样。
１．５　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ 柱（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５
μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ）；色谱流动相组成：Ａ（１％ 甲

酸） ⁃Ｂ（超纯水） ⁃Ｃ（甲醇） ⁃Ｄ（乙腈）。 色谱梯度洗

脱条件如下［１８］： ０ ～ １５．０ ｍｉｎ，５％ Ａ，１５％ Ｂ，１０％ Ｃ，
７０％ Ｄ； １５􀆰 ０～ １５􀆰 ２ ｍｉｎ，５％ Ａ，１０％ Ｃ，８５％ Ｄ； １５􀆰 ２
～２０􀆰 ２ ｍｉｎ，１０％ Ｃ，９０％ Ｄ； ２０􀆰 ２ ～ ２６􀆰 ０ ｍｉｎ，５％ Ａ，
１５％ Ｂ，１０％ Ｃ，７０％ Ｄ。 质谱参数设置：正离子模式

检测，喷雾电压为 ３ ５００ Ｖ，蒸发器温度保持在 ３００
℃，碰撞气体（氩气）压力固定在 ０􀆰 ２ Ｐａ。 鞘气和辅

助气均为氮气，各自压力保持在 ０􀆰 ２０７ ＭＰａ 和

０􀆰 １０３ ＭＰａ。 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 其他分析条件见文献［１８］。
１．６　 数据处理和统计分析

　 　 采用质谱仪配有的 Ｘｃａｌｉｂｕｒ ２􀆰 １ 软件对数据进

行采集与处理。 最终将获得的数据导入 ＭｅｔａｂｏＡｎ⁃
ａｌｙｓｔ ５􀆰 ０ 平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ． ｃａ ／
ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ／ ＭｏｄｕｌｅＶｉｅｗ．ｘｈｔｍｌ）进行数据标准

化，并使用其中的统计学和生物标志物分析功能模

块执行最小二乘判别分析（ＰＬＳ⁃ＤＡ）、正交偏最小

二乘判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）以及受试者操作特征曲

线（ＲＯＣ）绘制。 最后为了解筛选到的代谢物在体

内的相关代谢通路，阐明其在 ＣＣ 发病中的机制，我
们使用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ）检索代谢物相关基因，进行后续的 ＧＯ（基因

本体论，ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ）功能注释和 ＫＥＧＧ（京都基

因与 基 因 组 百 科 全 书， Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）通路分析。 富集分析的参数

设置如下：最小重叠为 ３；截断 Ｐ 值＜０􀆰 ０１；最小富集

系数为 １􀆰 ５。

２　 结果与讨论

２．１　 生物标志物筛选

　 　 通过 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＣＣ 患者和健康对照者血

清中 １０ 种氧固醇进行了定性定量分析，并使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３􀆰 ０ 对两组间的代谢物进行显

著性差异分析（Ｐ＜０􀆰 ０５ 代表有显著性差异），结果

见表 ２。
　 　 通过 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 的统计学模块对两组样本

的所有代谢物进行 ＰＬＳ⁃ＤＡ 和 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析，可以

看出两组样本均能够得到较好的分离（见图 １）。 对

于 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型，除了得分图以外，另一个重要的指

标是变量投影重要性（ＶＩＰ）。 每一种代谢物的 ＶＩＰ
值如图 ２ａ 所示，代谢物 ＶＩＰ 值越大，代表其对该模

型的贡献度越大。 依据每个组分对于模型的解释

度，越靠后的组分解释度越低，因此我们选择了前 ８
个组 分 进 行 １０ 倍 交 叉 验 证 （ ｃｒｏｓｓ⁃ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，
ＣＶ）。 由于 Ｑ２ 表示模型的可预测性和准确性，我们

选择了 Ｑ２ 来评估模型的性能。 基于 ＣＶ 结果，我们

发现当组分数量为 ３ 时（见图 ２ｂ），模型的性能最
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好。 为了防止数据过度拟合，我们还对代谢物进行

了 Ｋ⁃均值聚类（见表 ３），最终选择每一类别中 ＶＩＰ
值较大的化合物作为后续 ＲＯＣ 曲线的联合标志物

组，它们分别是 ４β⁃ＯＨＣ、Ｔｒｉｏｌ、胆固醇。

图 １　 ＣＣ 组和 ＨＣ 组的 ＰＬＳ⁃ＤＡ 和 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型
Ｆｉｇ． １　 Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＬＳ⁃ＤＡ） ａｎｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ

ｓｑｕａｒｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＣＣ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

图 ２　 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型的（ａ）ＶＩＰ 值和（ｂ）最优组分
Ｆｉｇ． ２　 （ａ） Ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ （ＶＩＰ） ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ

∗Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ｑ２ ．

图 ３　 联合 ４β⁃ＯＨＣ、Ｔｒｉｏｌ、胆固醇绘制 ＲＯＣ 曲线
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ （ＲＯＣ） ｃｕｒｖｅ

ｗｉｔｈ ４β⁃ＯＨＣ， Ｔｒｉｏｌ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ＣＩ： ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ．

表 ３　 代谢物的 Ｋ⁃均值聚类
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋ⁃ｍｅａｎ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

Ｎａｍｅ Ｋ⁃ｍｅａｎ ｃｌｕｓｔｅｒ
２０α⁃ＯＨＣ ３
２４⁃ＯＨＣ＋２２β⁃ＯＨＣ ３
２５⁃ＯＨＣ ２
７α⁃ＯＨＣ ３
７⁃ＫＣ ３
２７⁃ＯＨＣ ３
Ｔｒｉｏｌ ３
５β，６β ２
５α，６α ２
４β⁃ＯＨＣ ２
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ １

２．２　 ＲＯＣ 曲线验证

　 　 ＲＯＣ 曲线是一种二元分类器，能够用于分析阳

性 ／阴性、有病 ／无病等情况。 该研究利用筛选出的

３ 种生物标志物联合绘制 ＲＯＣ 曲线（见图 ３），曲线

下面积（ＡＵＣ）可以用来判断该分类器的性能。 一

般认为 ＡＵＣ 值＞ ０􀆰 ５ 时，其值越接近于 １，说明此分

类器的诊断效果越好。 图 ３ 的 ＡＵＣ 为 ０􀆰 ９９８，表明

联合 ３ 种代谢物预测 ＣＣ 的效果较好。
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２．３　 ＧＯ 富集和 ＫＥＧＧ 通路分析

　 　 我们使用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 网站检索了 ４β⁃ＯＨＣ、Ｔｒｉ⁃
ｏｌ 和胆固醇的相关基因。 由于与胆固醇相关的基

因数目很多，我们选择了前 １００ 个基因进行后续分

析。 我们利用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ ／
ｇｐ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ ＃ ／ ｍａｉｎ ／ ｓｔｅｐ１） 和微生信在线软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ． ｃｎ ／ ）识别到了

１１０ 个基因中的 １０３ 个人源基因，并对其进行了 ＧＯ

注释和 ＫＥＧＧ 通路分析。 ＧＯ 分析结果表明，代谢

物相关基因主要参与的生物过程是胆固醇代谢、运
输、调节脂蛋白沉积和重塑。 它们所执行的分子功

能是胆固醇运输活性和低密度脂蛋白颗粒受体结

合，定位于内质网和包被囊泡（见图 ４ａ）。 通路分析

表明，最显著富集的途径是类固醇生物合成、ＰＰＡＲ
（过氧化物酶体增殖物激活受体）信号通路和 ＡＢＣ
（ＡＴＰ 结合盒）转运（见图 ４ｂ）。

图 ４　 ４β⁃ＯＨＣ、Ｔｒｉｏｌ 和胆固醇相关基因的（ａ）ＧＯ 富集和（ｂ）ＫＥＧＧ 通路
Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ （ｂ） Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ｐａｔｈｗａｙｓ

ｏｆ ４β⁃ＯＨＣ， Ｔｒｉｏｌ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
　 ＢＰ： ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ； ＭＦ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ； ＣＣＲＣ： ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｌａｓｓ； ＰＰＡＲ： ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ； ＡＢＣ： ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ．

３　 结论

　 　 通过 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＣＣ 患者血清氧固醇的定

性、定量，结合代谢组学多维度分析，筛选出 ４β⁃
ＯＨＣ、Ｔｒｉｏｌ、胆固醇作为 ＣＣ 的潜在生物标志物，且
这 ３ 种代谢物建立的分类器性能良好，为临床诊断

和治疗疾病提供了可能。 此外，对标志物的通路分

析揭示了其参与的相关生物学进程，有助于更好地

阐明 ＣＣ 的发病机理。
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［６］ 　 Ｃｈａｎ Ｄ Ｓ， Ｌａｕ Ｒ， Ａｕｎｅ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１１， ６（６）：

ｅ２０４５６
［７］ 　 Ｐａｒｋ Ｙ， Ｌｅｅ Ｊ， Ｏｈ Ｊ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１６， ９５ （ ２５）：

ｅ３７５９
［８］ 　 Ｖａｔａｎｄｏｏｓｔ Ｎ， Ｇｈａｎｂａｒｉ Ｊ， Ｍｏｊａｖｅｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ

Ｃｌｉｎ， ２０１６， １４２（２）： ３４１
［９］ 　 Ｙｏｕｎｇ Ｇ Ｐ， Ｐｅｄｅｒｓｅｎ Ｓ Ｋ， Ｍａｎｓｆｉｅｌｄ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｄ，

２０１６， ５（１０）： ２７６３
［１０］ 　 Ｗｅｒｎｅｒ Ｓ， Ｋｒａｕｓｅ Ｆ， Ｒｏｌｎｙ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，

２０１５， ２２（７）： １７２５
［１１］ 　 Ｓｉｌｖｅｎｔｅ⁃Ｐｏｉｒｏｔ Ｓ， Ｐｏｉｒｏｔ Ｍ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４， ３４３ （ ６１７８）：

１４４５
［１２］ 　 Ｗｅｉ Ｗ， Ｓｃｈｗａｉｄ Ａ Ｇ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１６， ２３

（３）： ４７９
［１３］ 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｂｒｏａｄｂｅｎｔ Ｈ， Ｌａｗ Ｐ Ｊ， Ｓｕｄ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃ⁃

ｅｒ， ２０１７， １４０（１２）： ２７０１
［１４］ 　 Ｋｌｏｕｄｏｖａ Ａ， Ｇｕｅｎｇｅｒｉｃｈ Ｆ， Ｓｏｕｃｅｋ Ｐ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎ

Ｍｅｔ， ２０１７， ２８（７）： ４８５
［１５］ 　 Ｚｈｕ Ｙ， Ｓｏｒｏｋａ Ｄ， Ｓａｎｇ Ｓ． Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０１５， ６３

（８）： ２２６４
［１６］ 　 ＤｅＢｏｓｅ⁃Ｂｏｙｄ Ｒ Ａ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２００８， １８（６）： ６０９
［１７］ 　 Ｌｕ Ｍ， Ｈｕ Ｘ Ｈ， Ｑｉｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１３， ５（６）：

４０４
［１８］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ Ｓ， Ｘｉｕ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉａ， ２０１９，

８２（２）： ５５３

·６４５·


