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【摘要】 代谢是生物体进行生命活动的基础，代谢紊乱与糖尿病、肿瘤、炎症等诸多疾病密切相关。代谢重编程是肿瘤细胞

的重要特征之一，在正常细胞的癌变、肿瘤的进展和转移中均发挥重要作用。代谢流分析是研究肿瘤代谢的重要手段，其

利用稳定同位素标记重要代谢物，并追踪其在生物体中的代谢方向和速率，从而揭示特定代谢途径的活跃程度和动态变化。

近年来，代谢流分析被广泛用于肿瘤代谢的研究中，是发现肿瘤代谢新途径和代谢重编程新机制的重要工具。本文从肿瘤

营养摄取、肿瘤特异性代谢途径等多方面对代谢流分析在肿瘤代谢研究中的应用进展进行综述。
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肿瘤代谢是肿瘤生物学最早的研究领域之一。

早在1924年，Otto Warburg就发现，相比于正常的

终末分化细胞，肿瘤细胞具有更高的有氧糖酵解水

平，这一现象也被称为Warburg效应[1,2]。之后，越

来越多的研究证实：肿瘤细胞为了维持自身的恶性

特征，其代谢模式和代谢水平相较于正常细胞均有

显著变化，这种变化被称为代谢重编程[3-8]。一般

认为，重编程后的肿瘤代谢增加了对葡萄糖、谷氨
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酰胺等营养物质的摄取，并广泛利用糖酵解和三羧

酸循环中间体来合成生物大分子[3,6] ；同时，肿瘤

微环境也与肿瘤细胞的代谢相互作用。对于不同类

型的肿瘤来说，其代谢重编程的特征也不尽相同[3]。

目前已知多种因素在肿瘤代谢重编程中发挥作用，

包括肿瘤微环境（低氧、氧化应激等）[8,10]、致癌

基因及其调控的信号通路活化[8,9]、代谢酶突变[8,11]、

转录因子[12]、表观遗传修饰等[13]。

代谢是生物体进行生命活动的物质和能量基

础，研究肿瘤代谢有助于更深入地了解肿瘤的发生

发展机制，发现肿瘤诊断和治疗的新方法。在临床

上，根据肿瘤摄取葡萄糖增加的原理，设计了氟脱

氧葡萄糖正电子发射断层显像（fluorodeoxyglucose 

positron emission tomography，FDG-PET）技术来监

控肿瘤组织对葡萄糖的摄取，目前已成功用于肿瘤

的诊断和分期[14]。氟同位素标记的谷氨酰胺作为示

踪剂对肿瘤成像的研究也已开始进行[15,16]。此外，

针对肿瘤代谢的抗癌药物如5-氟尿嘧啶和阿糖胞苷

等也已应用于临床治疗。2017年，FDA批准了靶向

异柠檬酸脱氢酶（isocitrate dehydrogenase，IDH）2

的第一种药物Idhifa，用于治疗带有IDH2突变的急

性粒细胞白血病，展现了靶向肿瘤代谢在癌症治疗

中的广泛应用前景。

然而，肿瘤代谢调控机制复杂，影响因素繁多，

限制了对肿瘤代谢研究的推进。近年来，随着质谱

技术的发展，为多种代谢中间体和代谢产物进行定

性和定量分析提供了可能，代谢组学随之兴起，成

为了肿瘤代谢重要的研究手段之一。代谢组学利用

质谱等检测仪器，通过定量检测生物样品的代谢物

丰度来反映代谢通路的变化，为进一步的机制研究

指明方向。然而，代谢组学反映的是静态的代谢物

丰度，而单独某一种代谢物的增加，既可能是因为

合成途径的活跃，也可能是由于消耗途径的抑制。

因此，对于特定代谢通路和代谢网络的研究，代谢

组学往往不足以解释所有问题。作为代谢组学的补

充手段，代谢流分析利用稳定同位素标记特定分

子，并追踪其在生物体内的代谢过程，从而得到代

谢物在代谢通路的动态信息，成为研究肿瘤代谢又

一重要工具[17-21]。

同位素示踪技术是生物学重要的研究手段之一，

早期生物学家利用同位素标记小分子和蛋白质，取

得了一系列重大成果。蛋白质磷酸化、泛素化、细

胞周期、细胞凋亡等重要生理活动的发现，都离不

开同位素标记的贡献。同位素标记与质谱检测相结

合，使定量分析代谢物在代谢通路中的流向成为可

能，代谢流分析技术随之诞生。其原理是利用稳定

同位素标记特定的化合物，通过分析下游代谢产物

的同位素标记模式，推算出该化合物在代谢通路中

的流向和分布；通过对不同状态的生物体进行代谢

流分析，即可得到生物体特定代谢通路的活跃程

度，以及该种状态对代谢通路的影响程度。以糖酵

解为例，如图1所示，葡萄糖在细胞中除了可以通

过糖酵解代谢以外，也可以通过戊糖磷酸途径进行

后续的核酸代谢。为了区分两种代谢通路，我们使

用1，2‐13C葡萄糖作为示踪剂，掺入细胞或模式

生物中，如果葡萄糖通过糖酵解途径进行代谢，则

示踪剂中2个13C原子均被保留，生成的丙酮酸中有

50%含有2个13C原子（可以简记为m+2）；而如果通

过戊糖磷酸途径进行代谢，示踪剂中有1个13C原子

被代谢为CO2而除去，得到的丙酮酸中有50%仅含

有1个13C原子（可以简记为m+1）。根据质谱检测

结果中丙酮酸m+0、m+1、m+2的相对丰度，即可

得到糖酵解途径对于葡萄糖的消耗占比。进一步测

量生物体中葡萄糖及其代谢产物丙酮酸的总含量，

以及丙酮酸m+0、m+1、m+2丰度随时间的变化曲

线，甚至可以定量得出糖酵解通路中的代谢通量。

由此可见，代谢流分析是一种强大的工具，其不仅

可以得到某一种或几种代谢物在代谢通路的动态变

化，还可以定量得出代谢通路的活跃程度，这对于

生物体代谢的研究无疑具有重要意义。

现如今，代谢流分析已经广泛应用于生物工

程、分子生物学、生物化学及细胞生物学等多个生

命科学领域，成为研究生物体代谢的有力工具[19]。

对一些代谢相关疾病如糖尿病、癌症、神经退行性

疾病的发病机制研究，也离不开代谢流分析的支

持[19,22]。近年来，肿瘤代谢领域的几项重大发现几

乎均需代谢流分析来获取代谢变化的关键证据[18]。

本文综述了最近几年代谢流分析在肿瘤代谢领域的
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应用情况，并对未来肿瘤代谢研究中代谢流分析的

应用前景进行了展望。

1　鉴定肿瘤的营养来源

肿瘤的营养需求是肿瘤代谢的基础问题之一。

传统的Warburg效应认为，相较于正常细胞，肿瘤

细胞更多地摄取葡萄糖，并且即使在有氧条件下，

肿瘤细胞也更多地通过糖酵解产生乳酸的方式对

葡萄糖进行代谢并生成ATP，满足其能量需求。而

DeBerardinis等针对非小细胞肺癌患者进行的代谢

流试验对这一传统观念进行了挑战。研究者首先利

用FDG-PET及其他成像技术对患者肿瘤组织大小

和代谢状况进行了评估，然后在术前3 h内对患者

持续输注24 g 13C全标葡萄糖，随后采集肿瘤组织

和癌旁组织进行代谢组分析。研究者发现，相较于

正常肺组织，肿瘤组织除糖酵解和葡萄糖氧化水平

增强之外，对其他营养素的氧化也增强了，包括乳

酸也可能是肿瘤代谢的潜在碳源。并且肿瘤细胞内

部之间也存在着代谢异质性，这暗示了微环境对于

肿瘤代谢的潜在影响[23]。进一步研究发现，部分肺

癌组织更倾向于摄取和代谢乳酸来满足自身的生长

需求[24]。无独有偶，Davidson等[25]在肺癌小鼠模型

中进行了同样的代谢流分析实验，得到了类似结

果。DeBerardinis等研究发现，乳酸非但不是所谓

的代谢废物，其甚至可以作为营养来源之一直接参

与肿瘤的生长和侵袭。

除了葡萄糖和乳酸外，谷氨酰胺也是肿瘤细胞

重要的碳源和氮源之一。早期研究证实了肿瘤细胞

对于谷氨酰胺同样存在过度摄取现象，但肿瘤细胞对

于谷氨酰胺的代谢方式仍然存在疑问[26]。Mullen等[27]

分别使用13C标记的葡萄糖和谷氨酰胺对线粒体氧

化能力缺失的肿瘤细胞进行培养，发现该种细胞更

依赖于谷氨酰胺作为营养来源；通过对三羧酸循环

中间产物同位素标记模式的分析，发现谷氨酰胺贡

献了几乎全部的三羧酸循环通量。上述结果表明谷

氨酰胺通过氧化和IDH催化的还原途径进入三羧酸

循环中，从而进一步合成脂质等生物大分子。代谢

流分析利用同位素标记在不同代谢物之间建立起了

联系，使其自身在鉴定肿瘤营养来源方面具有独特

的技术优势。

2　揭示肿瘤特异性代谢

肿瘤特异性代谢是肿瘤代谢研究的核心话题。

近年来代谢流分析在肿瘤代谢研究中的广泛应用，

不仅对既往已知的肿瘤特异性代谢途径进行了更深

入地挖掘，而且发现了多种新的代谢物和代谢通路

调控肿瘤的发生、发展及侵袭。肿瘤需要利用乙酰

辅酶A来合成脂肪酸，但在缺氧条件下肿瘤细胞合

成乙酰辅酶A的方式尚不明确。Kamphorst等[28]利

用多种13C示踪剂在缺氧条件下培养肿瘤细胞，发

现在添加13C标记的乙酸盐后，13C标记的乙酰辅酶A

比率明显增加。这一结果显示了在缺氧条件下，肿

瘤细胞中乙酸盐代谢途径开始活跃以合成所需的乙

酰辅酶A。一碳代谢也是肿瘤细胞活跃的代谢途径

之一，其将丝氨酸的一碳单位通过四氢叶酸转运而

进行下游嘌呤和核苷的合成。一般认为线粒体是一

碳代谢的主要代谢场所，但Ducker等[29]将线粒体的

一碳代谢通路阻断后，用[2，3，3-2H]-丝氨酸培养

肿瘤细胞，结果发现在肿瘤细胞的细胞质中，同样

图 1　利用 1，2-13C 葡萄糖研究糖酵解和戊糖磷酸途径的

代谢通量

葡萄糖

葡萄糖-6-磷酸 核糖-5-磷酸

13C原子

12C原子

果糖-6-磷酸

丙酮酸
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存在活跃的一碳代谢促进肿瘤生长。

IDH突变是近年来肿瘤代谢领域的一项重大

发现，该种酶的突变体见于多种类型的肿瘤细胞

中，并具有以还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（reduced nicotinamide adenine dinucleotide phos phate，

NADPH）为底物将α-酮戊二酸还原为2-羟基戊二酸

的能力。2-羟基戊二酸的积累会导致肿瘤的发生和

恶性进展。Dang等[11]通过代谢流分析确定2-羟基戊

二酸的碳源主要来自于谷氨酰胺；Gelman等[30]则利

用多种13C示踪剂研究了这一代谢过程对于NADPH

稳态的影响，其结果证实了IDH突变体催化的2-羟

基戊二酸代谢对于NADPH的依赖性，为IDH突变

型肿瘤的治疗提供了另一种方案。

3　发现肿瘤治疗新靶点

寻找治疗肿瘤的新靶点一直是肿瘤代谢研究的

主要目的之一，近年来，已经发现了一系列调控

肿瘤代谢的关键酶和基因，IDH就是其中的典型代

表。寻找新靶点的过程也离不开代谢流分析的贡

献。肿瘤可以通过自噬来补充自身需要的营养物质，

Poillet-Perez等[31]利用同位素标记精氨酸的方法观察

移植瘤小鼠模型体内对精氨酸的代谢情况，首次证

实了自噬可以通过精氨酸代谢调控肿瘤生长。他们

同时发现精氨酸酶1（arginase 1，ARG1）可以下调

精氨酸水平，从而抑制肿瘤生长，ARG1成为肿瘤

治疗的潜在靶标之一。Locasale等[32]以13C标记的葡

萄糖培养肿瘤细胞，并在一定时间后观察各类氨基

酸的同位素标记情况。结果发现有相当一部分13C

原子转移至甘氨酸和丝氨酸中。进一步研究发现

此过程受磷酸甘油酸脱氢酶（phosphoglycerate 

dehydrogenase，PHGDH）的调控，而降低PHGDH

的表达会抑制肿瘤生长。Sellers等[33]采用同样的方

法对早期非小细胞肺癌患者的肺组织切片用13C标

记的葡萄糖培养后进行代谢流分析，结果发现丙

酮酸羧化酶在非小细胞肺癌组织中高表达。笔者

与DeBerardinis等合作，对无刚毛鳞甲复合体样1

（achaete-scute homolog-1，ASCL1）低表达的小细

胞肺癌亚型的代谢重编程机制进行了研究，通过代

谢组学和代谢流分析，首次发现嘌呤合成代谢在该

肿瘤中表现活跃，并发现次黄嘌呤脱氢酶（inosine-

5'-monophosphate dehydrogenase，IMPDH）的高表

达引发了这一进程；抑制IMPDH能够降低ASCL1

低表达的小细胞肺癌细胞和肿瘤组织的生长速度，

提示IMPDH是一个潜在的新型药物靶点[34]。上述

成果展现了代谢流分析在发现新靶点方面的巨大潜

力。预计通过代谢流分析，将来会有更多调控肿瘤

代谢的关键酶和关键基因逐渐为人们所认识。

4　研究肿瘤耐药及药物敏感性

肿瘤对药物的耐药性和敏感性是肿瘤治疗的核

心问题之一，越来越多的证据表明肿瘤代谢与肿瘤

耐药及药物敏感性密切相关，多项利用代谢流分析

的研究结果进一步证实了这一观点。Liu等[35]利用

代谢组学和代谢流分析首次系统性鉴定了二甲双胍

对于肿瘤代谢重编程的影响，并指出二甲双胍引起

肿瘤特异性代谢，为二甲双胍治疗肿瘤提供了代谢

层面的依据。Kanarek等[36]利用CRISPR-Cas9技术

对甲氨蝶呤处理的白血病细胞进行筛选，找到了调

控甲氨蝶呤敏感性的FTCD基因，其编码的蛋白参

与组氨酸的分解代谢；研究者进一步通过代谢流分

析确认了组氨酸分解代谢调控了肿瘤细胞对于甲氨

蝶呤的敏感性。Shukla等[37]通过代谢流分析技术发

现胰腺癌细胞可上调葡萄糖代谢及嘧啶合成代谢，

产生高水平的三磷酸脱氧胞苷，后者可通过竞争性

抑制降低吉西他滨浓度，从而造成耐药。代谢流分

析直接反映代谢通路活跃程度的特点，使其在研究

肿瘤耐药及药物敏感性方面具有广泛的应用前景。

5　总结与展望

代谢流分析将整个代谢通路作为一个整体进行

分析，直接得到代谢通路的动态信息，是研究肿瘤

代谢的有力工具。近年来，代谢流分析广泛用于肿

瘤代谢研究的各个方面，取得了一系列重大成果，

使人们对肿瘤营养利用、代谢特征、代谢调控因子

等基础问题的认识更为深入。值得一提的是，现阶

段大多数应用代谢流分析的肿瘤代谢研究基本都停

留于对代谢途径的定性分析方面，很少做到定量分

析，而后者恰好是代谢流分析最主要的技术优势之

一。因此，代谢流分析在肿瘤代谢研究中具有更大

的应用潜力。

同时，代谢流分析在应用中依然存在一些问题
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值得注意和深入研究。肿瘤细胞中有许多代谢变化

仅仅发生于单独的细胞区室如线粒体中，如何区分

不同细胞区室的代谢差异也是代谢流分析面临的问

题之一。在动物体内的代谢流分析，因为组织之间

和组织内部不同部位代谢的差异，也存在类似问

题。此外，代谢流分析还受到天然同位素和同位素

效应的干扰。所幸，有一部分研究者已经开始致力

于将亚细胞结构分离出来研究其代谢特征，并尝试

建立一系列数学模型来提高代谢流分析的精准度，

使其结果更能准确反映代谢途径的活跃程度[19]。可

以想见，随着代谢流分析技术的进一步发展，使未

来对肿瘤代谢的定量分析成为了可能，肿瘤代谢研

究势必会迈上一个新台阶。
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