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Abstract: Objective  To analyze glucose metabolic flux and related gene expression of human normal 
liver cells (HL-7702), hepatoma cell lines with different metastasis degree (SMMC-7721, HCCLM3) and 
hepatic portal vein tumor thrombus cell line CSQT2. Methods  Stable isotope 13C labeled glucose and 
glutamine were used as the nutrient source. Label assay and enzymes activity assay were employed to analyze 
glucose metabolic activity and flux of the four cell lines. Results  MTT and Transwell assay confirmed 
the proliferation and migration abilities were increased successively in HL-7702, SMMC-7721, HCCLM3 
and CSQT2 cells. Label assay and enzyme activity assay showed that metabolic activity in glycolysis and 
tricarboxylic acid cycle(TCA cycle) was successively increased in the four cells, mainly reflected by the 
increase of glucose consumption and lactate production, as well as metabolic flux and ratio of glucose 
metabolism in hepatoma cell lines compared with normal liver cells, and reached the highest level in CSQT2 
cell line. Conclusion  The metabolic pathway of glycolysis and TCA cycle is activated as malignant and 
metastasis degrees are increased in liver cancer cell lines. Metabolic flux analysis may help to diagnose the 
development and metastasis of liver cancer.
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摘  要：目的  分析人正常肝细胞（HL-7702）、不同转移潜能的肝细胞癌细胞系（SMMC-7721、

HCCLM3）以及肝癌门静脉癌栓细胞系（CSQT2）的糖代谢流量及相关基因表达。方法  利用稳定

同位素13C标记的葡萄糖与谷氨酰胺作为营养源，结合酶活实验，对四种细胞进行糖代谢流量解析。

结果  MTT与Transwell实验证实了HL-7702、SMMC-7721、HCCLM3、CSQT2细胞的增殖与迁移能

力依次增加。酶活实验与标记实验结果均显示，糖酵解与三羧酸循环的代谢活性在四种细胞中依次增

加，具体表现为葡萄糖消耗与乳酸产生的增加，代谢流量比率在多种糖代谢产物中的上升，尤其是在

CSQT2细胞中达到最高。结论  随着肝癌细胞的恶性程度及转移能力的增加，糖酵解与三羧酸循环的

代谢活性增加。代谢流量分析可能用以判断肝癌的发生发展与转移。
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员，主要从事癌症等代谢相关疾病的代谢组学与脂质组学
相关研究

·基础研究·

0  引言
原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, 

HCC）是临床上最常见的恶性肿瘤之一，其总

发病率及死亡率分别居全球恶性肿瘤疾病的第五

位和第三位[1]。HCC发展到一定程度很容易侵犯

门静脉，从而形成门静脉癌栓（portal vein tumor 
thrombus, PVTT），是影响HCC预后的主要因素

之一[2]。肿瘤相关的能量调节与能量代谢异常已经

作为肿瘤治疗的生化途径和药物靶点，受到越来

越多的关注。而癌症也越来越被视为一种代谢相

关疾病，尤其是有氧糖酵解异常激活（温伯格效

应）、 线粒体氧化磷酸化受到抑制在癌症中的研

究已经比较成熟[3]。但是对于HCC细胞，尤其是

PVTT细胞如何通过代谢重构促进肿瘤的生长与转

移，还有待于进一步研究。因此本文通过稳定同

位素的标记实验，利用多种代谢物同位素分布信

息比较正常肝细胞、不同转移能力的HCC细胞以

及PVTT细胞在糖代谢关键代谢节点的流量比率，

进行基于流量比率的代谢流量解析，以期从代谢

层面对HCC及PVTT发生发展过程中的可能代谢变

化与分子机制进行探索。
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1  材料与方法
1.1  细胞系

永生化的正常肝细胞系HL-7702（以下简称

7702），肝细胞癌细胞系SMMC-7721（以下简称

7721）、HCCLM3（以下简称LM3）均来自中国科

学院细胞库，肝癌门静脉癌栓细胞系CSQT2来自上

海东方肝胆外科医院[4]，由本实验室传代保存。

1.2  仪器与试剂

气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）购自日本岛

津公司，型号为SHIMADZU QP2010 Ultra，气相

色谱柱型号为Agilent DB-5MS（柱长30 m，内径

0.25 mm，液膜厚度0.25 μm）。DMEM培养液、

Antibiotic-Antimycotic（×100）（美国Hyclone公

司），胎牛血清（美国Gibco公司），TRIzol（美

国Invitrogen公司）；Transwell小室（美国Corning 

Costar公司）；MTT、小分子代谢物的提取及衍生

试剂等均购自美国Sigma公司。

1.3  方法

1.3.1  细胞培养及稳定同位素标记实验  标记实

验共分为13C同位素标记的葡萄糖（glucose）及
13C同位素标记的谷氨酰胺（glutamine）两种。肝

细胞系（7702、7721、LM3、CSQT2）以大约1×
106个的细胞铺到每个10 cm2皿中。对于13C同位素

标记的葡萄糖为培养液的实验，待细胞贴壁后，

先用DMEM完全培养液培养约24 h，之后换成含1 
g/L （U-13C）葡萄糖（即葡萄糖的6个C原子都是
13C）和1 g/L非标记葡萄糖，2 mmol/L L-谷氨酰胺

的标记培养液继续培养。12 h后每皿细胞先收集培

养液，再用PBS缓冲液清洗，之后胰酶消化并离心

收集细胞。对于13C同位素标记的谷氨酰胺为培养

液的实验，待细胞贴壁后，先用DMEM完全培养

液培养24 h，之后换成含2 mmol/L（U-13C）谷氨

酰胺（即谷氨酰胺的5个C原子都是13C）和2 g/L葡

萄糖的标记培养液继续培养。6 h后每皿细胞先收

集培养液，再用胰酶消化并离心收集细胞。收集

好的细胞，用1 ml PBS缓冲液重悬，取出100 μl细
胞悬液用于测定蛋白质含量，剩余细胞悬液离心

沉淀后用于GC-MS检测分析。

1.3.2  细胞与培养液的代谢物提取与衍生化  在

细胞中加入600 μl 50%甲醇溶液，涡旋振荡1 min后

置于干冰中30 min。之后冰上解冻，12 000 r/min
离心10 min（4℃），将上清液转移至新的离心

管。在沉淀中加入300 μl氯仿，涡旋振荡1 min，

置于冰上，重复5次，离心后合并上清液，冷冻

干燥。取100 μl培养液，加入500 μl 50%甲醇溶

液，涡旋振荡1 min后加入400 μl氯仿，再涡旋振

荡1 min，离心后将上清液冷冻干燥。再将干燥的

细胞与培养液提取物进行衍生化以进行GC-MS的

检测。用吡啶配20 mg/ml O-isobutylhydroxylamine 
hydrochloride（TCI，日本）作为保护剂，冷冻干燥

后的样品中每管加入60 μl，85℃加热20 min；冷却

后每管加入40 μl衍生剂N-tert-Butyldimethylsilyl-N- 
methyltrifluoroacetamide（Sigma，美国），85℃加

热1 h。离心，将上清液转移到GC-MS的进样瓶中。

1.3.3  GC-MS对糖代谢小分子的检测及数据处

理   仪器参数设定及数据处理参照文献[5]的方

法并加以改进。GC进样口温度为250℃，流量控

制模式为恒线速度模式，压力为193.7 kpa。总运

行时间为32 min，柱温箱起始温度为100℃，柱

温程序见表1。离子源温度为230℃，接口温度为

300℃，检测器电压为调谐电压，扫描质量范围设

置为（50~600）m/z，进样体积1 μl并根据样本浓

度采用不分流或1/10分流比例进行分流进样。各代

谢物具体参数见表2。

对GC-MS检测后的结果进行分析，以每个独立

分开的峰的峰面积积分，换算为相应的代谢物信号

强度。为了分析每个代谢物的标记程度，需要对代

谢物的色谱峰进行断裂碎片的提取。每个碎片提取

的离子强度可能包含质量数为（M+0）~（M+6）

的多个同位素峰（来自于U-13C glucose或U-13C glu-
tamine的代谢），经过Metalab软件基于矩阵的概率

方法，对自然同位素（H, N, O, Si, C）丰度的矫正

以及质量分布的均一化处理之后（每一个质量数

表1  GC-MS柱温程序
Table1  Column temperature procedure of GC-MS

Procedure Heating-up rate
(℃/min) Final temperature(℃) Retention

 time(min)
1 - 100 4
2 6 230 0
3 20 280 4
Notes: -: no heating-up rate in this procedure

表2  代谢物的GC-MS检测参数
Table2  Parameters of metabolites detected by GC-MS
Metabolite Retention time(min) Fragments(m/z)
Pyruvate 12.925 216 -
Lactate 13.898 261 233
Alanine 14.895 260 232
Fumarate 20.842 287 259
Malate 25.025 419 391
Aspartate 25.675 418 390
Glutamate 27.050 432 404
Citrate 29.813 591 563
Notes: -: pyruvate only had one characteristic fragment
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除以所有质量数对应的代谢物离子强度得到百分

比），就可以得到每个代谢物的标记结果，即来自

前体物质（13C标记的葡萄糖或谷氨酰胺）的代谢

流量分布。

1.3.4  葡萄糖消耗与乳酸产生含量的检测  细胞

培养液中葡萄糖的消耗与乳酸的产生分别由D-Glu-
cose Enzymatic Bioanalysis Kit（R-Biopharm，No. 
0716251）与L-lactate Enzymatic Bioanalysis Kit（R-
Biopharm，No. 0139084）根据试剂盒说明书进行

检测，但是需按比例调整试剂体积以适合微孔板的

检测。分别用前后两次340 nm处的吸光度值作差后

代入公式，可算出培养液中相应的葡萄糖与乳酸含

量。葡萄糖消耗量=初始培养液葡萄糖含量－测得

的剩余葡萄糖含量，乳酸的产生量=测得的乳酸含

量－初始培养液中乳酸量。

1.3.5  MTT实验检测细胞增殖  将四种细胞分别

以3 000个每孔的密度接种于96孔板，待细胞贴壁

后，分别在培养0、24、48、72、96 h后每孔加入 

5 mg/ml MTT 20 μl，继续培养4 h后吸弃培养液，

每孔加入150 μl的DMSO。振荡10 min后用酶联免

疫检测仪测定490 nm处的吸光度值并分析数据，

每种细胞每个时间点5个复孔。

1.3.6  Transwell实验检测细胞迁移  将四种细胞

分别以10 000个每孔的密度接种于Transwell小室，

每种细胞设3个复孔。小室中加入无血清、含0.1% 
BSA的DMEM培养液，小室置于含10% 胎牛血清

的DMEM培养液中，培养24 h后轻轻拭掉Transwell
小室内部细胞，用100 ng/ml终浓度的DAPI核染液

染色20 min（避光），将小室膜剪下，贴于载玻

片，用荧光封片剂封片后，荧光显微镜下观察并

对穿过膜的细胞计数。

1.4  统计学方法  
采用GraphPad 5.0软件进行统计学处理，单

因素多样本均数比较采用单因素方差分析（One-
way ANOVA），两两比较分析选用Bonferroni法的

Post Hoc检验，数据以均数±标准差（x±s）表示，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  四种肝（癌）细胞系的增殖与迁移能力比较

MTT法结果显示，7702、7721、LM3、CSQT2
四种细胞的增殖能力随着恶性程度的增加而依次

增加。培养48 h开始，人正常肝细胞7702增殖能力

已经显著低于HCC细胞系的7721、LM3与PVTT细

胞系CSQT2（P<0.01, 96 h时P<0.001）；72 h开始

PVTT细胞系CSQT2的增殖能力显著高于7702细胞

及两种不同转移潜能的HCC细胞系（P<0.01, 96 h时

P<0.001）见图1A，且随着培养时间的加长差异越

来越大。而Transwell法结果也显示，四种细胞的迁

移能力随着恶性程度的增加而依次增加，除了7702
与7721，LM3与CSQT2之间差异无统计学意义，其

余细胞的两两比较中迁移能力差异均有统计学意义

（P<0.01或P<0.001），见图1B。

2.2  同位素标记实验对四种肝（癌）细胞系的糖

代谢流量分析

通过稳定同位素的标记实验对不同肝（癌）

细胞糖酵解与三羧酸循环（TCA cycle）通路

进 行 代 谢 流 量 分 析 ， 见 图2 。 结 果 显 示 ， 无 论

细胞内还是分泌到细胞外培养液中的糖酵解代

谢产物，HCC与PVTT细胞系均产生更多的丙

酮酸（pyruvate）、乳酸（ lacta te）、丙氨酸

（alanine），表现为标记实验结果中更大的流量

比率，见图3、表3~4。其中，细胞内丙氨酸在

四种细胞系之间的代谢流量差异最显著，丙酮

酸与乳酸只在7702细胞与CSQT2细胞间差异有

统计学意义；而培养液中不同细胞间三种代谢

7702: HL-7702; 7721: SMMC-7721; LM3: HCCLM3; CSQT2: PVTT 

CSQT2

##: P<0.01, ###: P<0.001, compared with that of 7702 cells; **: 

P<0.01, ***: P<0.001, compared with that of CSQT2 cells; &: P<0.05, 

7721 cells vs. LM3 cells

图1  四种细胞系的增殖(A)与迁移(B)能力
Figure1  Proliferation(A) and migration(B) abilities of four 
cell lines



肿瘤防治研究2016年第43卷第11期  Cancer Res Prev Treat,2016,Vol.43,No.11 ·945·

Cell(A) and medium(B) metabolites were extracted and analyzed 

separately after 6h of culture; *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001

图4  13C-glutamine标记实验检测四种细胞系三羧酸循环的
代谢流量
Figure4  Metabolic flux of TCA cycle in four cell lines 
detected by 13C-glutamine label assay

物的标记比率差异均有统计学意义。其次，从

正常肝细胞到HCC及PVTT形成过程中，延胡索

酸（fumarate）、苹果酸（malate）、天门冬氨

酸（aspartate）、谷氨酸（glutamate）、柠檬酸

（citrate）等主要三羧酸循环代谢产物的流量比率

在标记培养后的细胞及培养液中均依次增加，在

CSQT2癌栓细胞系中达到最高，见图4、表3~4。

2.3  酶活实验对四种肝（癌）细胞系的葡萄糖消

耗量与乳酸产生量比较

图2  糖酵解与三羧酸循环代谢通路图(A) 和标记实验的代谢流量分析示意图(B)
Figure2  Metabolic pathways and metabolites of glycolysis and tricarboxylic acid(TCA) cycle(A) and Sketch map of 
metabolic flux analysis of label assay(B)

Cell(A) and medium(B) metabolites were extracted and analyzed 

separately after 12h of culture; *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001

图3  13C-glucose标记实验检测四种细胞系糖酵解通路的代
谢流量
Figure3  Metabolic flux of glycolysis in four cell lines 
detected by 13C-glucose label assay

The metabolites of grey circles 

represented those labeled from 
13C-glucose, while the metabolites 

of black circles represented those 

labeled from 13C-glutamine. Each 

circle represented one carbon atom. 

Ac: Acetyl
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结果显示，6 h开始四种细胞的葡萄糖消耗与

乳酸产生量已经显示差异，在48 h差异达到最大。

培养48 h后7702细胞葡萄糖消耗量与乳酸产生量均

显著低于其他三种细胞（P<0.01）；而CSQT2细

胞的葡萄糖消耗量与乳酸产生量均显著高于其他

三种细胞（P<0.01）；但7721与LM3两种细胞间

差异无统计学意义，见图5。酶活实验的结果从另

一个角度反映了糖酵解通路在HCC细胞及PVTT细

胞中过度激活。

3  讨论
目前，从代谢角度研究揭示癌症产生和发展

机制，是全球肿瘤科学发展的热点和新的趋势。

肿瘤细胞对两种营养物质依赖性特别强，分别是

葡萄糖和谷氨酰胺。即使在营养缺失的环境中，

肿瘤细胞也能够重新改变葡萄糖、谷氨酰胺等代

谢途径的流量分布，通过代谢重构可以快速满

足肿瘤细胞生长所需的ATP与还原力NADPH、

NADH，以及合成细胞大分子所需的蛋白质、氨

基酸、核酸等。这些变化促使我们探索肿瘤细胞

在发生发展过程中，哪些基因、蛋白和信号通路

介导了代谢网络的重构，并最终使碳源代谢途径

向着肿瘤快速生长、转移的方向发展。

之前虽然已有一些研究对HCC细胞与组织的

糖代谢特征进行分析，但大多是针对各代谢物浓

度检测的靶标及非靶标代谢组学研究 [6]，而代谢

流量分析很少，并且至今还没有对不同恶性程度

及转移潜能的肝（癌）细胞进行糖代谢分析与比

较的研究。虽然近年来由于技术的进步与研究的

深入，HCC的生存率有所提高，但其总体生存率

及预后还是不能令人满意，主要原因之一是PVTT
的形成。HCC患者的门静脉癌栓发生率很高，

50%~60%的HCC患者首诊时通过影像学检查会发

现有PVTT[7]。临床研究通过比较HCC合并PVTT
的患者与没有形成PVTT的HCC患者的病理特征，

发现前者更易出现肿瘤恶病质症状。因此，探究

PVTT的分子细胞特征有利于进一步了解其发生机

制与发现早期诊断标志物[8]。本研究首次通过稳定

同位素的标记实验对正常肝细胞、不同恶性程度

的HCC细胞、PVTT细胞的糖酵解与三羧酸循环通

路进行了代谢流量分析，以期未来可能从糖代谢

变化及代谢流量差异的角度对HCC的发生、发展

与转移进行诊断。

细胞内代谢流量分析对系统地理解细胞代谢

特性起着重要的作用。通过跟踪稳定同位素在代

谢网络中的转移并进行相应的计算能系统地定量

代谢流量。代谢流量分析方法之前主要用于代谢

工程与微生物发酵等微生物细胞的代谢特征分

##: P<0.01, compared with that of 7702 cells; **: P<0.01, compared 

with that of CSQT2 cells

图5  四种细胞的葡萄糖消耗曲线(A)与乳酸产生曲线(B)
Figure5  Glucose consumption curve(A) and lactate 
production curve(B) of four cell lines

表3  细胞中13C标记的碳原子在各代谢物中的比例 (%)
Table3  Proportion of carbon labeled from 13C in 
metabolites from cells (%)
Metabolites 7702 7721 LM3 CSQT2
Pyruvate 0.075±0.001 0.098±0.001 0.108±0.016 0.119±0.008
Lactate 0.045±0.004 0.053±0.008 0.058±0.009 0.072±0.017
Alanine 0.011±0.007 0.030±0.003 0.037±0.005 0.049±0.006
Fumarate 0.406±0.016 0.534±0.004 0.552±0.004 0.593±0.006
Malate 0.420±0.001 0.548±0.004 0.592±0.008 0.621±0.010
Aspartate 0.427±0.014 0.560±0.017 0.576±0.003 0.620±0.007
Glutamate 0.405±0.001 0.592±0.001 0.621±0.012 0.720±0.018
Citrate 0.285±0.003 0.374±0.003 0.386±0.003 0.430±0.001

表4  培养液中13C标记的碳原子在各代谢物中的比例 (%)
Table4  Proportion of carbon labeled from 13C in 
metabolites from medium (%)
Metabolites 7702 7721 LM3 CSQT2
Pyruvate 0.203±0.002 0.302±0.019 0.325±0.008 0.368±0.010
Lactate 0.165±0.007 0.246±0.004 0.328±0.011 0.366±0.008
Alanine 0.039±0.007 0.117±0.012 0.172±0.003 0.203±0.005
Fumarate 0.152±0.013 0.167±0.008 0.159±0.004 0.242±0.001
Malate 0.095±0.003 0.098±0.007 0.114±0.010 0.202±0.006
Aspartate 0.199±0.026 0.310±0.016 0.322±0.012 0.407±0.003
Glutamate 0.552±0.007 0.582±0.007 0.590±0.003 0.593±0.015
Citrate 0.040±0.006 0.049±0.003 0.067±0.007 0.088±0.001
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析。近年来，在动物细胞及肿瘤相关的细胞生物学

领域也越来越多地用于代谢通路活性的分析[9-10]。

本研究中代谢流量分析用于比较正常肝细胞及不

同转移潜能的HCC细胞及PVTT细胞糖酵解与三羧

酸循环的活性，可以看到两个代谢通路中无论是

细胞还是培养液中各代谢产物的标记程度都一致

性的逐步升高，同时还可以看出，13C标记的葡萄

糖分析糖酵解活性时，培养液中的标记程度高于

细胞中的；而13C标记的谷氨酰胺分析三羧酸循环

通路活性时，却是细胞中标记程度高于培养液中

的，因此之后肝细胞的代谢流量实验分析糖酵解

与三羧酸循环时可以分别只研究分泌到培养液中

与细胞内的流量比率。此外，与糖酵解的代谢流

量相比，三羧酸循环中有些代谢流量差异只在正

常肝细胞与各HCC、正常肝细胞与PVTT细胞系之

间较明显，而在HCC细胞系与PVTT细胞系之间没

有明显差异。

虽然之前的研究表明线粒体氧化磷酸化在癌症

中受到抑制，但是大多是针对一定含量的葡萄糖的

有氧糖酵解异常激活，因而竞争性地减少了其进

入三羧酸循环的可能，因此三羧酸循环相关代谢

物的含量是减少的，而各代谢通路本身是动态与

相互关联的，本研究运用的代谢流量解析方法，是

以标记的谷氨酰胺，而非葡萄糖作为碳源进入三

羧酸循环，因而得到了其代谢流量增加的结果，表

明肝癌细胞的总体代谢处于异常活跃状态。

本研究的结果表明研究肿瘤细胞代谢动态的

变化过程是揭示HCC及PVTT发生、发展和转移过

程的最有效途径之一，同位素标记的代谢流量分

析方法也是研究多种代谢相关疾病的强有力的工

具之一。针对HCC与PVTT中糖代谢网络的重构

制定相应的治疗方案，对指示HCC的不同阶段、

降低HCC发病率和死亡率都可能有重要价值和意

义。但是对于HCC细胞中代谢变化的上游调控及

其关键基因、蛋白还有待进一步研究，才可能在

HCC发展早期进行干预与治疗，进而减少PVTT发

生率，提高HCC的预后及总体生存率。
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