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摘  要：采用超高效 液 相色谱 - 串联 质谱（ultra-high-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry，UHPLC-MS/MS）的非靶向代谢 组学方法 进行代谢物丰度检 测和鉴定，结合多元

统计 方法比 较健 康 对照 组、晚 期 Luminal 型乳 腺 癌（luminal advanced breast cancer，Luminal 
ABC）哌 柏西利耐药组和敏感组患者中代谢 谱 趋势差异，以变量权重值（variable importance in 
projection，VIP）>1、P<0.05 和差异倍数（fold change，FC）>1.2 或 <0.833 标准筛选差异代谢物，

对鉴定到的代谢物通过加权基因共表达网络分析（weighted gene co-expression network analysis，

WGCNA）来确定与耐药相关的共表达模块，京都基因与基因组百科全书（kyoto encyclopedia of 
genes and genomes，KEGG）通路分析和代谢物集富集分析（metabolite set enrichment analysis，
MSEA）识别与耐药相关的关键代谢通路和生物学功能。结果显示，共鉴定出 583 种代谢物，依据

筛选标准筛选出 54 种差异代谢物，通过 WGCNA 分析构建出 8 个共表达模块。其中青绿色模块

（MEturquoise）与哌柏西利耐药表型显著相关（r=0.46，P<0.05），共包含 179 种关键代谢物，且有

22 个关键代谢物同为差异代谢物，即精氨酸和苯丙氨酸等 16 种显著上调，胆碱和辛酸等 6 种显著下

调。模块内整体代谢物与差异代谢物具有相似的代谢功能和生物学作用（P<0.05）。因此，Luminal 
ABC 患者血清代谢水平与健康人群存在显著差异，结合 WGCNA 识别哌柏西利耐药相关的差异代谢

物，以期为 Luminal ABC 哌柏西利耐药患者的代谢异常调控提供数据支持和研究依据。
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Abstract：Employed a non-targeted metabolomics approach using ultra-high-performance liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry（UHPLC-MS/MS）to detect and identify metabolite abundance. 
Multivariate statistical methods were applied to compare metabolic profile trends among healthy controls，
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0  0  引言引言

乳腺癌已成为全球女性中第一大癌症，也是导乳腺癌已成为全球女性中第一大癌症，也是导

致女性癌症死亡的最主要健康问题致女性癌症死亡的最主要健康问题［［11］］。根据基因表。根据基因表

达谱和生物学特性，乳腺癌可以分为多种亚型达谱和生物学特性，乳腺癌可以分为多种亚型［［22］］。。

其中，其中，LuminalLuminal 型是 一种依 赖于激素受体的乳腺癌型是 一种依 赖于激素受体的乳腺癌

主要类型，约占所有乳腺癌患者的主要类型，约占所有乳腺癌患者的 70%70%，通常对内，通常对内

分泌治疗敏感。尽管大多分泌治疗敏感。尽管大多 LuminalLuminal 型乳腺癌在早期型乳腺癌在早期

阶段可以得到有效控制，但仍约有阶段可以得到有效控制，但仍约有 20%20% 会发生远端会发生远端

转移，晚期患者临床表现不佳，生存期较短转移，晚期患者临床表现不佳，生存期较短［［3-43-4］］。。

近 年来，随 着 乳 腺 癌 基于 分 子层面的 诊 断 和近 年来，随 着 乳 腺 癌 基于 分 子层面的 诊 断 和

治 疗 策 略 快 速 发 展，靶向治 疗如细 胞 周期 蛋白依治 疗 策 略 快 速 发 展，靶向治 疗如细 胞 周期 蛋白依

赖 性 激 酶赖 性 激 酶 4/64/6（（cyclin-dependent protein kinase cyclin-dependent protein kinase 
4/64/6，，CDK4/6CDK4/6）抑 制 剂 的 开发 应 用）抑 制 剂 的 开发 应 用［［55］］，为 那 些 对 内，为 那 些 对 内

分 泌 治 疗 不敏 感 的患 者提 供了新 的 治 疗 选 择，在分 泌 治 疗 不敏 感 的患 者提 供了新 的 治 疗 选 择，在

晚 期晚 期 LuminalLuminal 型 乳 腺 癌（型 乳 腺 癌（luminal advanced breast luminal advanced breast 
cancercancer，，Luminal ABCLuminal ABC）治疗中展现了巨大的临床价）治疗中展现了巨大的临床价

值。在首个获批的值。在首个获批的 CDK/46CDK/46 抑制剂中，哌柏西利被用抑制剂中，哌柏西利被用

于于 Luminal ABCLuminal ABC 的一线治疗，初期疗效显著的一线治疗，初期疗效显著［［66］］。但。但

随着使用临床普及率和使用率的增加，先天性或后随着使用临床普及率和使用率的增加，先天性或后

天获得的耐药性问题日益突出天获得的耐药性问题日益突出［［7-107-10］］。哌柏西利耐药。哌柏西利耐药

患者数量的积累，极大限制了该药物的临床发展，患患者数量的积累，极大限制了该药物的临床发展，患

者临床获益率较低也造成极大医疗资源浪费。现有者临床获益率较低也造成极大医疗资源浪费。现有

研究表明，哌柏西利耐药涉及多种机制，包括细胞周研究表明，哌柏西利耐药涉及多种机制，包括细胞周

期期检查点失调、旁路信号通路激活以及肿瘤微环境适检查点失调、旁路信号通路激活以及肿瘤微环境适

应性改变等。尽管多组学分析（如基因组学、转录组应性改变等。尽管多组学分析（如基因组学、转录组

学和蛋白组学）已鉴定出部分耐药相关分子特征，但学和蛋白组学）已鉴定出部分耐药相关分子特征，但

其在临床上用于耐药性的早期诊断和逆转治疗方面其在临床上用于耐药性的早期诊断和逆转治疗方面

仍面临挑战仍面临挑战［［11-1211-12］］。因此，探索代谢重编程在耐药形成。因此，探索代谢重编程在耐药形成

中的作用，寻找基于代谢组学的生物标志物，可能为中的作用，寻找基于代谢组学的生物标志物，可能为

哌柏西利耐药的早期监测和逆转提供新的突破口。哌柏西利耐药的早期监测和逆转提供新的突破口。

Luminal ABCLuminal ABC 作为一种代谢性疾病，其自身可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，从而导致参与为自身的增殖提供动力和物质基础，从而导致参与

能量产生和生物合成的代谢过程发生异常能量产生和生物合成的代谢过程发生异常［［1313］］，包括，包括

核苷酸代谢、氨基酸代谢、脂肪酸氧化等改变，最终核苷酸代谢、氨基酸代谢、脂肪酸氧化等改变，最终

会引发整个生物体内代谢谱异常表达。非靶代谢组会引发整个生物体内代谢谱异常表达。非靶代谢组

学是一项系统生物学技术，可直观、全面地反应生物学是一项系统生物学技术，可直观、全面地反应生物

体在疾病治疗过程中发生的代谢终产物变化体在疾病治疗过程中发生的代谢终产物变化［［14-1614-16］］，，

致力于检测出与生理或病理改变相关的代谢物，揭致力于检测出与生理或病理改变相关的代谢物，揭

示疾病的代谢本质。因此，本文拟采用非靶代谢组示疾病的代谢本质。因此，本文拟采用非靶代谢组

学技术研究学技术研究 Luminal ABCLuminal ABC 哌柏西利耐药患者血清哌柏西利耐药患者血清

代谢谱的改变，挖掘出与耐药相关的关键代谢物，以代谢谱的改变，挖掘出与耐药相关的关键代谢物，以

期为阐述耐药患者代谢异常调控提供理论依据。期为阐述耐药患者代谢异常调控提供理论依据。

1  1  材料与方法材料与方法

1.1  1.1  仪器与材料仪器与材料

Allegra 64 RAllegra 64 R 台式高速冷冻离心机（美国台式高速冷冻离心机（美国 Beck-Beck-

Luminal ABC palbociclib-resistant patients，and palbociclib-sensitive patients. Differential metabolites were 
screened based on a variable importance in projection（VIP）>1，P<0.05，and fold change（FC）>1.2 or <0.833. 
The identified metabolites were subjected to weighted gene co-expression network analysis（WGCNA）to 
determine co-expression modules associated with drug resistance. Kyoto encyclopedia of genes and genomes
（KEGG）pathway analysis and metabolite set enrichment analysis（MSEA）were performed to identify key 
metabolic pathways and biological functions related to drug resistance. The results showed that a total of 583 
metabolites were identified，and 54 differential metabolites were screened based on the criteria. WGCNA 
analysis constructed eight co-expression modules，among which the turquoise module（MEturquoise）was 
significantly correlated with the palbociclib-resistant phenotype（r=0.46，P<0.05）. This module contained 
179 key metabolites，including 22 overlapping differential metabolites，such as arginine and phenylalanine
（16 significantly upregulated）and choline and octanoic acid（6 significantly downregulated）. The overall 
metabolites within the module exhibited similar metabolic functions and biological roles as the differential 
metabolites（P<0.05）. In conclusion，the serum metabolic levels of Luminal ABC patients significantly 
differed from those of healthy individuals. By integrating WGCNA，palbociclib resistance-related differen-
tial metabolites were identified，providing data support and research evidence for understanding metabolic 
dysregulation in Luminal ABC patients with palbociclib resistance.
Key words：Luminal advanced breast cancer；palbociclib resistance；untargeted metabolomics；WGCNA
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man Coulterman Coulter 公 司）；涡 旋 振 荡 仪（美 国公 司）；涡 旋 振 荡 仪（美 国 Scientif ic Scientif ic 
IndustriesIndustries 公司）；真空离心浓缩机（美国公司）；真空离心浓缩机（美国 LabconcoLabconco
公 司）；公 司）；AUW220DAUW220D 电 子 天 平（日 本电 子 天 平（日 本 ShimadzuShimadzu 公公

司）；色谱 级甲醇（质 量 分 数≥司）；色谱 级甲醇（质 量 分 数≥99.9%99.9%，德国，德国 SigmaSigma
公 司）和 色 谱 级 乙 腈（ 质 量 分 数≥公 司）和 色 谱 级 乙 腈（ 质 量 分 数≥99.9%99.9%，德 国，德 国

SigmaSigma 公司）。公司）。

1.2  1.2  临床入组及分组信息临床入组及分组信息

本 研 究 共 分本 研 究 共 分 33 组，即组，即 Luminal ABCLuminal ABC 哌 柏 西 利哌 柏 西 利

耐 药 组（耐 药 组（palbociclib resistancepalbociclib resistance，，PRPR）、敏 感 组（）、敏 感 组（pal-pal-
bociclib sensitivitybociclib sensitivity，，PSPS） 与 健 康 对 照 组（） 与 健 康 对 照 组（healthy healthy 
controlscontrols，，HCHC），共），共 5050 人，均来自江苏省肿瘤医院。其人，均来自江苏省肿瘤医院。其

中耐药组和敏感组共纳入了中耐药组和敏感组共纳入了 2020 名患者（即名患者（即 Luminal Luminal 
ABCABC 组），所 有患 者 均 在组），所 有患 者 均 在 20212021 年年 1010 月至月至 20232023 年年

1212 月期间收 治。本研 究月期间收 治。本研 究 Luminal ABCLuminal ABC 患者 纳入标患者 纳入标

准：① 年龄≥准：① 年龄≥1818；② 接受基于哌柏西利的一线治疗；② 接受基于哌柏西利的一线治疗

方案；③ 远端转移到淋巴结外的其他器官，如肝、肺方案；③ 远端转移到淋巴结外的其他器官，如肝、肺

或中枢神经系统。根据实体瘤反应评估标准评估哌或中枢神经系统。根据实体瘤反应评估标准评估哌

柏西利耐药性，在第柏西利耐药性，在第 1212 周和第周和第 2424 周评估患者反应，周评估患者反应，

每每 1212 周评估一次疾病进展。排除不符合指标标准：周评估一次疾病进展。排除不符合指标标准：

① 病历资 料缺 失者；② 血清质量不达标 者（如溶① 病历资 料缺 失者；② 血清质量不达标 者（如溶

血）。健康对照组：无实质性疾病、无乳腺癌相关疾血）。健康对照组：无实质性疾病、无乳腺癌相关疾

病史的健康成年人。病史的健康成年人。

1.3  1.3  临床样本采集与处理临床样本采集与处理

1.3.1  1.3.1  临床样本采集临床样本采集

采集受试者空腹状态下的全血样本，放入含有采集受试者空腹状态下的全血样本，放入含有

乙 二 胺 四 乙 酸（乙 二 胺 四 乙 酸（ethylenediaminetetraacetic acidethylenediaminetetraacetic acid，，

EDTAEDTA）的 抗凝 采血管中后贴上标 签。倒 置 采血管）的 抗凝 采血管中后贴上标 签。倒 置 采血管

8~108~10 次 后，室温下静置次 后，室温下静置 15~20 min15~20 min。样本 转移至离。样本 转移至离

心机中，以心机中，以 2 000 r/min2 000 r/min 在在 4 ℃4 ℃ 下离心下离心 15 min15 min 实现实现

血清分离。将上层血清分离后，分装血清分离。将上层血清分离后，分装 200 µL200 µL 至新的至新的

离心管中，并 保存在离心管中，并 保存在 −80 ℃−80 ℃ 下待后续分析。本实验下待后续分析。本实验

中的中的 3030 例健康人群和例健康人群和 2020 例例 Luminal ABCLuminal ABC 患者全患者全

血由江苏省肿瘤医院收集。血由江苏省肿瘤医院收集。

1.3.2  1.3.2  血清样本前处理血清样本前处理

取出保存在取出保存在 −80 ℃−80 ℃ 的的 200 µL200 µL 血清样本，并在血清样本，并在 4 4 
℃℃ 冰上充分融化。加入冰上充分融化。加入 44 倍预冷至倍预冷至 −80 ℃−80 ℃ 的甲醇，的甲醇，

充分涡旋充分涡旋 5 min5 min 后，将样本放置在后，将样本放置在 −80 ℃−80 ℃ 冰箱中孵冰箱中孵

育育 6 h6 h，充分淬灭蛋白质并萃取小分子代谢物。然后，充分淬灭蛋白质并萃取小分子代谢物。然后

以以 12 000 r/min12 000 r/min 在在 4 ℃4 ℃ 下离心下离心 15 min15 min，小心取出上，小心取出上

清液并转移至新的离心管中。向沉淀中加入清液并转移至新的离心管中。向沉淀中加入 200 µL200 µL
预冷至预冷至 −80 ℃−80 ℃ 本积分数为本积分数为 80%80% 甲醇水溶液，在甲醇水溶液，在 4 ℃4 ℃
下超声处理下超声处理 5 min5 min 后，剧烈涡旋后，剧烈涡旋 5 min5 min 以充分重悬。以充分重悬。

再次以再次以 12 000 r/min12 000 r/min 在在 4 ℃4 ℃ 下离心下离心 15 min15 min，吸取上，吸取上

清液，与 前述保留上清液合并。将 合并的上清液在清液，与 前述保留上清液合并。将 合并的上清液在

4 ℃4 ℃ 下真空离心浓缩至干燥。最后，用下真空离心浓缩至干燥。最后，用 100 µL 80%100 µL 80%
甲醇水溶液复溶干燥的样品，经过甲醇水溶液复溶干燥的样品，经过 12 000 r/min12 000 r/min 在在

4 ℃4 ℃ 下离心下离心 15 min15 min，取上清液并装入质谱瓶中，在，取上清液并装入质谱瓶中，在

4 ℃4 ℃ 下保存以备后 续代 谢 检测。此 外，另吸取各血下保存以备后 续代 谢 检测。此 外，另吸取各血

清样本清样本 5 µL5 µL，参照上述提取步骤处理，用于制备质，参照上述提取步骤处理，用于制备质

控样本（控样本（quality controlquality control，，QCQC）。）。

1.4  1.4  色谱与质谱参数色谱与质谱参数

实验中所用的仪器为超高效液相色谱（实验中所用的仪器为超高效液相色谱（Exion-Exion-
LC™ ADLC™ AD，，SCIEXSCIEX，美国）串联四极杆飞行时间质谱，美国）串联四极杆飞行时间质谱

（（TripeTOF™ 5600TripeTOF™ 5600，，SCIEXSCIEX，美国）。，美国）。

1.4.1  1.4.1  色谱条件色谱条件

色谱柱采用色谱柱采用 Kinetex EVO C18 100AKinetex EVO C18 100A（（100 mm× 100 mm× 
2.1 mm2.1 mm，，2.6 µm2.6 µm），流动相），流动相 AA 为体积分数为体积分数 0.1%0.1% 甲酸甲酸

水溶液，流动相水溶液，流动相 BB 为体积分数为体积分数 0.1%0.1% 甲酸乙腈溶液。甲酸乙腈溶液。

色谱分离采用梯度洗脱，线性梯度为色谱分离采用梯度洗脱，线性梯度为 A A 的体积分数的体积分数

90%90%（（0 min0 min））→→ 体 积 分 数体 积 分 数 70%70%（（1 min1 min））→→ 体 积 分体 积 分

数数 30%30%（（15 min15 min））→→ 体积分数体积分数 5%5%（（20 min20 min））→→ 体积体积

分数分数 90%90%（（20.1 min20.1 min））→→ 体积分数体积分数 90%90%（（21 min21 min）。）。

柱温：柱温：25 ℃25 ℃，流速为，流速为 0.4 mL/min0.4 mL/min，进样量为，进样量为 5 µL5 µL。。

1.4.2  1.4.2  质谱条件质谱条件

质谱分析采用数据依赖性采集模式，离子源选质谱分析采用数据依赖性采集模式，离子源选

择电喷雾电离离子源，扫描方式采用正离子与负离择电喷雾电离离子源，扫描方式采用正离子与负离

子两种模式分开检测，前体离子扫描范围：子两种模式分开检测，前体离子扫描范围：mm//zz 70~  70~ 
1 0001 000，碰撞能量和去簇电压分别设置为：（，碰撞能量和去簇电压分别设置为：（30±1530±15））/ / 
（（−30±15−30±15））VV，碎片离子扫描范围：，碎片离子扫描范围：mm//zz 30~1 000 30~1 000。毛。毛

细管电压为细管电压为 5 500/−4 500 V5 500/−4 500 V，离子源温度为，离子源温度为 550 ℃550 ℃，，

雾化气雾化气 GS1GS1、辅助加热气、辅助加热气 GS2GS2 以及气帘气压力分别以及气帘气压力分别

为为 5555，，5555 和和 35 psi35 psi。。
1.5  1.5  数据处理和分析数据处理和分析

本 研 究使 用本 研 究使 用 MS-DIALMS-DIAL（（version 4.9.2version 4.9.2）软件 对）软件 对

原始质 谱 数 据 进 行 峰 提 取、峰 对齐以及 归一 化等原始质 谱 数 据 进 行 峰 提 取、峰 对齐以及 归一 化等

预处理以减少实验过程中带来的误差。分别使用预处理以减少实验过程中带来的误差。分别使用 RR
（（version 4.3.0version 4.3.0），），pcapca 和和 roplsropls 程 序 包 对 数 据 进 行程 序 包 对 数 据 进 行

统计分析。统计学方法采用统计分析。统计学方法采用 T-testT-test 双尾分布检验；双尾分布检验；

以以 VIP>1VIP>1、、PP<0.05<0.05 和和 FC>1.2FC>1.2 或或 FC<0.833FC<0.833 为 代 谢为 代 谢

物显著上调或下调的 标准。物显著上调或下调的 标准。ComplexHeatmapComplexHeatmap 程 序程 序

包绘制代谢物的火山图和差异表达代谢物的热图；包绘制代谢物的火山图和差异表达代谢物的热图；

MetaboAnalystMetaboAnalyst 程 序 包 实 现程 序 包 实 现 KEGGKEGG 分 析 和分 析 和 MSEAMSEA
富集显示对差异代谢物功能注释；富集显示对差异代谢物功能注释；WGCNAWGCNA 程序包程序包

构建加权基因共表达网络来对代谢物表达数据进行构建加权基因共表达网络来对代谢物表达数据进行

模块化分析。模块化分析。ggplot2ggplot2 和和 circlizecirclize 程序包用于分析结程序包用于分析结

果可视化。果可视化。
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2  2  结果结果

2.1  2.1  研究参与者人口统计和临床特征研究参与者人口统计和临床特征

本研究共有本研究共有 5050 名参与者，包括名参与者，包括 2020 名被诊断患有名被诊断患有

Luminal ABCLuminal ABC 患者和患者和 3030 名健康人群。在接受初始哌名健康人群。在接受初始哌

柏西利治疗的柏西利治疗的 Luminal ABCLuminal ABC 患者中，患者中，1313 例表现出缓例表现出缓

解，这些患者定义为解，这些患者定义为 PSPS 组。组。77 名患者在开始哌柏西利名患者在开始哌柏西利

治疗后治疗后 1212 或或 2424 周内出现疾病进展，在治疗期间或治周内出现疾病进展，在治疗期间或治

疗疗 11 年后出现复发或保持疾病稳定，这些患者定义为年后出现复发或保持疾病稳定，这些患者定义为

PRPR 组。所有参与者的人口统计和临床特征见表组。所有参与者的人口统计和临床特征见表 11。。

表 1   参与者人口统计和临床特征
Table 1    Demographic and clinical characteristics of participants

临床特征 参考类别 HC（n=30） PS（n=13） PR（n=7） P 值

年龄 / 岁
中位数

范围
56

42~70
57

46~75
57

46~72 0.754

CEA/（μg·L−1） 21.1±4.4 22.4±3.6 0.435

Ki-67 数量（占比 /%）
<14%
>14%

7（53.8）
6（46.2）

3（42.9）
4（57.1） <0.001

PR 数量（占比 /%）
阴性
阳性

11（84.6）
2（15.4）

6（85.7）
1（14.3） <0.001

临床分期 Ⅳ 13 7

T 数量（占比 /%）
T1~T3

T4
13（100）

0（0）
3（42.9）
4（57.1） <0.001

N 数量（占比 /%）
N1~N2

N3
9（69.2）
4（30.8）

2（28.6）
5（71.4） <0.001

器官转移数量（占比 /%）
≤1
>1

10（76.9）
3（23.0）

1（14.3）
6（85.7） <0.001

2.2  2.2  多元统计分析识别组间组内存在显著差异多元统计分析识别组间组内存在显著差异

2.2.1  2.2.1  主成分分析（主成分分析（principal component analysisprincipal component analysis，，
PCAPCA））

PCAPCA 分析是用于多元统计分析的无监督模式识分析是用于多元统计分析的无监督模式识

别方法，用以观察分组自然聚类趋势。如图别方法，用以观察分组自然聚类趋势。如图 11 所示，所示，

在电喷 雾电离正离子模 式（在电喷 雾电离正离子模 式（electrospray ionization electrospray ionization 
positive modepositive mode，，ESI+ESI+）和 电 喷 雾 电 离 负 离 子 模 式）和 电 喷 雾 电 离 负 离 子 模 式

（（elect rospray ionization negative modeelect rospray ionization negative mode，，ESI−ESI−））

模 式下，模 式下，QCQC 样本组内聚集程 度高表明进样过程中样本组内聚集程 度高表明进样过程中

设备具 有较高的稳定性，实验数据可靠。血清样本设备具 有较高的稳定性，实验数据可靠。血清样本

在不同生理状态下分离趋势较为明显，说明代谢物在不同生理状态下分离趋势较为明显，说明代谢物

成 分 和 不同生理 状 态 存 在 显著 性 差 异。它 揭示了成 分 和 不同生理 状 态 存 在 显著 性 差 异。它 揭示了

Luminal ABCLuminal ABC 会引起人体代谢途径的紊乱。会引起人体代谢途径的紊乱。
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图 1   QC，HC 和 Luminal ABC 组的 PCA 得分图
Fig. 1    PCA score plots of the QC，HC and Luminal ABC group

2.2.2  2.2.2  正交偏最小二乘判别分析（正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial orthogonal partial 
least squares discriminant analysisleast squares discriminant analysis，，OPLS-DAOPLS-DA））

OPLS-DAOPLS-DA 是 用 于 多 元 统 计 分 析 的 有 监 督 模是 用 于 多 元 统 计 分 析 的 有 监 督 模

式 识 别 方 法。相 对于式 识 别 方 法。相 对于 PCAPCA 分析，分析，OPLS-DAOPLS-DA 模 型注模 型注

重组间差 异，在 组间代 谢 差 异的 深 度 数 据 挖 掘方重组间差 异，在 组间代 谢 差 异的 深 度 数 据 挖 掘方

面优 势明显 且精 确度 较 高。在面优 势明显 且精 确度 较 高。在 ESI+ESI+（（RR22XX=0.556=0.556，，

RR22YY=0.996=0.996，，QQ22=0.993=0.993）和）和 ESI−ESI−（（RR22XX=0.565=0.565，，RR22YY=0.995=0.995，，

QQ22=0.991=0.991）模式下，模型拟合性较好，模型预测能力）模式下，模型拟合性较好，模型预测能力

较 强（见图较 强（见图 22）。通 过）。通 过 200200 次 置 换 检验 分析 结果 表次 置 换 检验 分析 结果 表

明，明，RR22 和和 QQ22 在在 yy 轴上的截距分别小于轴上的截距分别小于 0.40.4 和和 0.050.05，，

证 明证 明 OPLS-DAOPLS-DA 模 型 未 出 现 过 拟 合（见 图模 型 未 出 现 过 拟 合（见 图 33）。结）。结

果 表 明，其 中果 表 明，其 中 HCHC 和和 Luminal ABCLuminal ABC 组 内 聚 集，组组 内 聚 集，组

间分离趋势明显，说明两组代谢物之间存在显著性间分离趋势明显，说明两组代谢物之间存在显著性

差异。差异。
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图 2   HC 和 Luminal ABC 组的 OPLS-DA 得分图
Fig. 2    OPLS-DA score plots of the HC and Luminal ABC group
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图 4   HC，PS 和 PR 组的 PLS-DA 得分图
Fig. 4    PLS-DA score plots of the HC，PS and PR group

2.3  2.3  血清样本代谢物谱差异可视化分析血清样本代谢物谱差异可视化分析

2.3.1  2.3.1  代谢数据鉴定识别代谢数据鉴定识别

基 于 数 据 在基 于 数 据 在 ESI+ESI+ 模 式 下 共 识 别 出模 式 下 共 识 别 出 4 0874 087 个个

峰，在峰，在 ESI−ESI− 模式下共识别出模式下共识别出 2 1882 188 个峰，而后使用个峰，而后使用

HMDBHMDB 和和 ChEBIChEBI 数据库共鉴定出数据库共鉴定出 583583 种代 谢物。种代 谢物。

代谢物通过火山图可视化（见图代谢物通过火山图可视化（见图 55）。）。
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图 5   代谢物火山图分布
Fig. 5    Distribution of metabolite volcano plot

2.3.2  2.3.2  差异代谢物筛选差异代谢物筛选

基 于基 于 OPLS-DAOPLS-DA 模 型 已 表 明模 型 已 表 明 HC HC 和和 Luminal Luminal 
ABCABC 存在显著性差异的基础上，以存在显著性差异的基础上，以 VIP>1VIP>1，，PP<0.05<0.05，，

FC>1.2FC>1.2 或或 FC<0.833FC<0.833 的筛选标准对两组之间的差异的筛选标准对两组之间的差异

代 谢物进行筛选，最终 共鉴定出代 谢物进行筛选，最终 共鉴定出 5454 种内源性 差异种内源性 差异

代谢物，即精氨酸等代谢物，即精氨酸等 3636 种差异代谢物上调，以及柠种差异代谢物上调，以及柠

檬酸等檬酸等 1818 种差异代谢物下调。聚类结果表明有机酸种差异代谢物下调。聚类结果表明有机酸

及其衍生物及其衍生物 1515 个，脂类及类脂分子个，脂类及类脂分子 1313 个，有机杂环个，有机杂环

化合物化合物 77 个，核苷、核苷酸及其类似物个，核苷、核苷酸及其类似物 55 个，有机含个，有机含

氮化合物氮化合物 44 个，芳香烃类化合物个，芳香烃类化合物 44 个，有机含氧化合个，有机含氧化合

物物 33 个，苯丙素类化合物个，苯丙素类化合物 33 个。如图个。如图 66 所示，利用层所示，利用层

次聚类可视化分析各样本之间的关联性，表明组内次聚类可视化分析各样本之间的关联性，表明组内

样本的同质性和组间样本的差异性。样本的同质性和组间样本的差异性。
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图 3   HC 和 Luminal ABC 组的置换检验图
Fig. 3    OPLS-DA permutation test plots of the HC and 

Luminal ABC group

2.2.3  2.2.3  偏最小二乘判别分 析（偏最小二乘判别分 析（partial least squares partial least squares 

discriminant a nalysisdiscriminant a nalysis，，PLS-DAPLS-DA））

相比于相比于 OPLS-DAOPLS-DA 模型两组分类分析，模型两组分类分析，PLS-DAPLS-DA

模型通常用于处理多个类别的分类问题。因此更适模型通常用于处理多个类别的分类问题。因此更适

用于探究用于探究 Luminal ABCLuminal ABC 中中 PSPS，，PRPR 与与 HCHC 组之间的组之间的

差异表达分析。如图差异表达分析。如图 44 所示，在所示，在 ESI+ESI+（（RR22XX=0.516=0.516，，

RR22YY=0.828=0.828，，QQ22=0.618=0.618）和）和 ESI−ESI−（（RR22XX=0.544=0.544，，RR22YY=0.842=0.842，，

QQ22=0.763=0.763）模 式下）模 式下 HCHC，，PSPS 和和 PR 3PR 3 组间均 能明显分组间均 能明显分

离，且任意两 两组之间也能有效分离。以上结果表离，且任意两 两组之间也能有效分离。以上结果表

明，代谢物在对照组、哌柏西利敏感组和耐药组之中明，代谢物在对照组、哌柏西利敏感组和耐药组之中

存在差异表达模式，可用于进一步差异分析。存在差异表达模式，可用于进一步差异分析。
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分类

Alkaloids and derivatives
Benzenoids
Lignans，neolignans and related compounds
Lipids and lipid-like molecules
Nucleosides，nucleotides，and analogues
Organic acids and derivatives
Organic nitrogen compounds
Organic oxygen compounds
Organoheterocyclic compounds
Phenylpropanoids and polyketides
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图 6   差异代谢物热图
Fig. 6    Heatmap of differential metabolites

2.3.3  2.3.3  差异代谢物功能分析差异代谢物功能分析

为 从 整 体 及 通 路 水 平发 掘为 从 整 体 及 通 路 水 平发 掘 Luminal ABCLuminal ABC 患患

者血清代 谢特征，将上述者血清代 谢特征，将上述 5454 种差 异代 谢物映 射到种差 异代 谢物映 射到

KEGGKEGG 和和 MSEAMSEA 进行差 异通 路 分析和富集分析。进行差 异通 路 分析和富集分析。

通过通过 KEGGKEGG 通路 分析便于识别差异代谢物所涉及通路 分析便于识别差异代谢物所涉及

的生物通路。的生物通路。Luminal ABCLuminal ABC 组与组与 HCHC 组之间的差异组之间的差异

代 谢物主要包括嘌呤、尿苷二磷酸、代 谢物主要包括嘌呤、尿苷二磷酸、L-L- 精氨酸、鸟精氨酸、鸟

苷苷 -5'--5'- 三磷 酸、三磷 酸、S-S- 腺苷腺苷 -L--L- 蛋 氨 酸和 苯 丙氨 酸（见蛋 氨 酸和 苯 丙氨 酸（见

表表 22），这些差异代谢物主要表现在嘌呤代谢，苯丙），这些差异代谢物主要表现在嘌呤代谢，苯丙

氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成以及精氨酸生物氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成以及精氨酸生物

合成合成 33 条 通路上（条 通路上（PP<0.05<0.05）（见图）（见图 7a7a）。通过）。通过 MSEAMSEA

富集显示提供更广泛的代谢物功能富集视角，如图富集显示提供更广泛的代谢物功能富集视角，如图

7b7b 所示，差异代谢物主要富集在氨基酸代谢、脂质所示，差异代谢物主要富集在氨基酸代谢、脂质

代谢（代谢（PP<0.05<0.05）。）。

表 2   显著性富集通路
Table 2    Significantly enriched pathways

代谢通路
通路中代谢

物总数
差异代谢物 富集因子 P 值

嘌呤代谢 70 嘌呤，尿苷二磷酸，
鸟苷 -5'- 三磷酸

8.333 0.012

精氨酸生物合成 14 L- 精氨酸，S- 腺
苷 -L- 蛋氨酸

6.430 0.001

苯丙氨酸、酪氨酸和
色氨酸的生物合成

4 苯丙氨酸 4.167 0.004
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江苏海洋大学学报（自然科学版）68 2025 年 12 月

Xanthine

Uridine

Inosine-5'-Diphosphate

Docosahexaenoic Acid

L-Arginine

N-Acetylornithine

Phenylalanine

S-Adenosylmethionine
Betaine

Guanosine-5'-
Triphosphate

Linoleic Acid

Citric Acid

D-Galactose

L-Carnitine

N-Acylsphingosine

S-Adenosyl-L-Methionine

Choline

Acadesine 5'-Monophosphate

3-Iodotyrosine

Purine metabolism

Pyrimidine metabolism

Biosynthesis of unsaturated fatty acids

Arginine and proline metabolism

Arginine biosynthesis

Phenylalanine，tyrosine and tryptophan biosynthesis

Linoleic acid metabolism

Glycine，serine and 
threonine metabolism

Phenylalanine metabolism

Citrate cycle

Folate biosynthesis

Galactose metabolism

Alanine，aspartate and glutamate metabolism

Lysine degradation

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism

Sphingolipid metabolism

Cysteine and methionine metabolism

Glycerophospholipid metabolism

Tyrosine metabolism

0
富集因子

0.25 0.750.50 1.00

全通路分析

P 值
0.4
0.3
0.2
0.1

数量

1
2
3
4

a  KEGG 通路分析

Nucleotide Sugars Metabolism
Warburg Effect
Spermidine and Spermine Biosynthesis
Arginine and Proline Metabolism
Thyroid hormone synthesis
Phosphatidylethanolamine Biosynthesis
Lactose Degradation
Aspartate Metabolism
Citric Acid Cycle
Glycine and Serine Metabolism
Mitochondrial Beta-Oxidation of Long Chain Saturated Fatty Acids
Mitochondrial Beta-Oxidation of Short Chain Saturated Fatty Acids
Methylhistidine Metabolism
Carnitine Synthesis
Purine Metabolism
Methionine Metabolism
Alpha Linolenic Acid and Linoleic Acid Metabolism
Beta Oxidation of Very Long Chain Fatty Acids
Phosphatidylcholine Biosynthesis
Betaine Metabolism

Amino acid metabolism
Nucleotide metabolism
Lipid metabolism
Carbohydrate metabolism
Organismal Systems

Up-regulated 
Down-regulated

3

2

1

0

−log10 P

趋势

富集分类

通路

b  MSEA

图 7   差异代谢物功能分析
Fig. 7    Functional analysis of differential metabolites
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2.4  2.4  加权基因共表达网络（加权基因共表达网络（WGCNAWGCNA）发现耐药相关）发现耐药相关

差异代谢物差异代谢物

2.4.1  2.4.1  共表达网络的构建及模块分析共表达网络的构建及模块分析

在 加 权 基 因 共 表 达 网 络 的 构 建 过 程中，基于在 加 权 基 因 共 表 达 网 络 的 构 建 过 程中，基于

层次聚类分析显示了患者聚类分布以及其临床特征层次聚类分析显示了患者聚类分布以及其临床特征

（见图（见图 8a8a）。同时计算无尺度网络拟合指数，以无尺）。同时计算无尺度网络拟合指数，以无尺

度拓扑模 型拟合指标（度拓扑模 型拟合指标（rr22>0.8>0.8）为截 断 值 进 行软阈）为截 断 值 进 行软阈

值的筛选，对应的软阈值为值的筛选，对应的软阈值为 44（见图（见图 8b8b），此时无尺），此时无尺

度表达网络 平均连接性小于度表达网络 平均连接性小于 100100，生成邻接矩阵。，生成邻接矩阵。

基于代 谢物的拓扑重叠相异度（基于代 谢物的拓扑重叠相异度（1-TOM1-TOM）得到层 次）得到层 次

聚类树，并根据代谢物表达模式的相似性进行动态聚类树，并根据代谢物表达模式的相似性进行动态

树切割，以模块内最小代谢物数量阈值（树切割，以模块内最小代谢物数量阈值（minimum minimum 
module size=15module size=15）将代谢物聚类到不同颜色模块中，）将代谢物聚类到不同颜色模块中，

最终鉴定出最终鉴定出 88 个共表 达模块（见图个共表 达模块（见图 8c8c）。通过计 算）。通过计 算

每个模块内代谢物之间的拓扑重叠，构建拓扑重叠每个模块内代谢物之间的拓扑重叠，构建拓扑重叠

矩阵热图（见图矩阵热图（见图 8d8d）。其中每 一 个分支代表一 个代）。其中每 一 个分支代表一 个代

谢物，显示出共享同一颜色模块的代谢物之间存在谢物，显示出共享同一颜色模块的代谢物之间存在

高度的相关性。高度的相关性。

样本树状图与性状热图
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图 8   WGCNA 构建及模块分析
Fig. 8    WGCNA construction and module analysis
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2.4.2  2.4.2  哌柏西利耐药关键模块筛选哌柏西利耐药关键模块筛选

将相 邻 模 块 特 征 进 行层 次 聚 类 分析，热 图 可将相 邻 模 块 特 征 进 行层 次 聚 类 分析，热 图 可

视化 结果显 示这些模 块之间表现出较高的独立性视化 结果显 示这些模 块之间表现出较高的独立性

（见 图（见 图 9a9a）。代 谢 物 共 表 达 模 块 与 临 床 表 型 皮 尔）。代 谢 物 共 表 达 模 块 与 临 床 表 型 皮 尔

逊 相 关 性 分析显 示 青 绿 色 模 块（逊 相 关 性 分析显 示 青 绿 色 模 块（MEturquoiseMEturquoise）与）与

Luminal ABCLuminal ABC 高 度 相 关（高 度 相 关（rr=0.97=0.97，，PP<0.001<0.001），并 且），并 且

与与 Palbociclib ResistancePalbociclib Resistance 表 型 呈现 出显 著 正 相 关表 型 呈现 出显 著 正 相 关

（（rr=0.45=0.45，，PP<0.001<0.001）（见图）（见图 9b9b）。结果显 示，青 绿色）。结果显 示，青 绿色

模块可作为与耐药相关的关键模块进行后续分析。模块可作为与耐药相关的关键模块进行后续分析。
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图 9   WGCNA 关键模块筛选
Fig. 9    Screening of key modules in WGCNA

2.4.3  2.4.3  耐药相关差异代谢物确定耐药相关差异代谢物确定

青绿色模块与哌柏西利耐药表型相关的关键代青绿色模块与哌柏西利耐药表型相关的关键代

谢物共有谢物共有 179179 种，且同样为差异代谢物有种，且同样为差异代谢物有 2222 种，即种，即

精氨酸和苯丙氨酸等精氨酸和苯丙氨酸等 1616 种显著上调，胆碱和辛酸等种显著上调，胆碱和辛酸等

66 种显著下调（见表种显著下调（见表 33），接着对这），接着对这 179179 种关键代谢种关键代谢

物进行深入的功能分析。物进行深入的功能分析。

表 3   与哌柏西利耐药表型相关的差异代谢物
Table 3    Differential metabolites associated with the palbociclib resistance phenotype

差异代谢物名称 分子式 m/z 离子模式 FC P 值 VIP

尿苷 C9H12N2O6 245.20 ［M+H］+ 1.50 <0.001 1.41

胆碱 C5H15NO2 122.18 ［M+H］+ 1.81 <0.001 1.44

肌酐 C4H7N3O 114.15 ［M+H］+ 1.77 <0.001 1.44

苯丙氨酸 C9H11NO2 166.10 ［M+H］+ 1.41 <0.001 1.44

亮酰脯氨酸 C11H20N2O3 229.30 ［M+H］+ 0.75 <0.001 1.42
3- 碘酪氨酸 C9H10INO3 306.12 ［M-H］− 2.57 <0.001 1.44

N- 酰胺基天冬氨酸 C5H8N3O4 175.24 ［M+H］+ 3.03 <0.001 1.43
S- 腺苷 -L- 蛋氨酸 C15H22N6O5S 400.34 ［M+H］+ 2.28 <0.001 1.42

12- 羟基月桂酸 C12H24O3 217.10 ［M+H］+ 1.33 <0.001 1.42

甲基睾酮 C20H30O2 303.13 ［M+H］+ 4.72 <0.001 1.40

黄嘌呤 C5H4N4O2 151.10 ［M-H］− 0.72 <0.001 1.12

柠檬酸 C6H8O7 191.25 ［M-H］− 0.22 <0.001 1.06
L- 精氨酸 C6H14N4O2 175.10 ［M+H］+ 2.78 <0.001 1.43

棕榈酰肉碱 C22H43NO4 386.34 ［M+H］+ 0.45   0.036 1.18

辛酸 C8H16O2 143.10 ［M-H］− 2.88 <0.001 1.37

儿茶素没食子酸 C22H18O10 442.37 ［M+H］+ 1.94 <0.001 1.19

肌苷 -5'-二磷酸 C10H14N4O11P2 427.10 ［M-H］− 0.03 <0.001 1.42
L- 左旋肉碱 C7H15NO3 162.13 ［M+H］+ 1.69 <0.001 1.43

N-α- 乙酰鸟氨酸 C7H14N2O3 175.13 ［M+H］+ 1.62 <0.001 1.16

鸟苷 -5'- 三磷酸 C10H16N5O14P3 522.10 ［M-H］− 1.53 <0.001 2.04
O- 硬脂酰肉碱 C25H49NO4 428.01 ［M+H］+ 0.65   0.026 1.03

棕榈酰乙醇酰胺 C18H37NO2 298.04 ［M-H］− 1.71   0.002 1.35

注：注：FC>1.2FC>1.2 为上调，为上调，FC<0.833FC<0.833 为下调。为下调。
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通路 分析如图通路 分析如图 10a10a 所示，关键代谢物通路主要所示，关键代谢物通路主要

显著在酪氨酸代谢，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生显著在酪氨酸代谢，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生

物合成以及精氨酸生物合成（物合成以及精氨酸生物合成（PP<0.05<0.05）。富集分析如）。富集分析如

图图 10b10b 所示，关键代谢物主要富集在氨基酸代谢、所示，关键代谢物主要富集在氨基酸代谢、

脂质代谢（脂质代谢（PP<0.05<0.05）。结果显示，与之前的）。结果显示，与之前的 5454 种差异种差异

代谢物的主要代谢通路和生物学功能分析相似，这代谢物的主要代谢通路和生物学功能分析相似，这

表明表明 2222 种关键差异代谢物可能在代谢过程中发挥种关键差异代谢物可能在代谢过程中发挥

着耐药作用。着耐药作用。
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图 10   关键代谢物功能分析
Fig. 10    Functional analysis of key metabolites

王   宇等：基于非靶向代谢组学的晚期 Luminal 型乳腺癌哌柏西利耐药生物标志物研究
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量和营养，这与有关结直肠癌及黑色素瘤代谢重编量和营养，这与有关结直肠癌及黑色素瘤代谢重编

程 的 研 究 结 果 较 为 一 致程 的 研 究 结 果 较 为 一 致［［23-2423-24］］。。JobardJobard 等等［［2525］］使 用使 用
11H-NMRH-NMR 技术对患者血清代谢谱进行分析后发现，技术对患者血清代谢谱进行分析后发现，

组氨酸、甜菜碱和丙氨酸的浓度在非转移性患者体组氨酸、甜菜碱和丙氨酸的浓度在非转移性患者体

内升高，血清中的乙酰乙酸酯和内升高，血清中的乙酰乙酸酯和 3-3- 羟基丁酸酯、甘羟基丁酸酯、甘

油、油、N-N- 乙酰糖蛋白、丙酮酸、苯丙氨酸、谷氨酸和甘乙酰糖蛋白、丙酮酸、苯丙氨酸、谷氨酸和甘

露糖浓度在转移性乳腺癌患者体内升高。以往研究露糖浓度在转移性乳腺癌患者体内升高。以往研究

表明在转移性乳腺癌患者体内的苯丙氨酸的浓度均表明在转移性乳腺癌患者体内的苯丙氨酸的浓度均

升高，提 示苯丙氨酸代谢可能是转移性乳腺癌的升高，提 示苯丙氨酸代谢可能是转移性乳腺癌的 11
个治疗的方向。个治疗的方向。CaoCao 等等［［2626］］通过对血清中的氨基酸水通过对血清中的氨基酸水

平进行靶向代谢组学分析后发现乳腺癌患者血清中平进行靶向代谢组学分析后发现乳腺癌患者血清中

色氨酸水平显著升高，在细胞培养液中加入色氨酸色氨酸水平显著升高，在细胞培养液中加入色氨酸

后发现色氨酸可以抑制后发现色氨酸可以抑制 CD4CD4++TT 细胞分泌细胞分泌 IL-10IL-10，提，提

示乳腺癌的发病机制可能与示乳腺癌的发病机制可能与 CD4CD4++TT 细胞分泌细胞分泌 IL-10IL-10
这一过程被色氨酸抑制有关。这一过程被色氨酸抑制有关。KouKou 等等［［2727］］对乳腺癌细对乳腺癌细

胞培养后发现乳腺癌细胞对于支链氨基酸的摄取增胞培养后发现乳腺癌细胞对于支链氨基酸的摄取增

加，对谷氨酸、半胱氨酸、乙酰蛋氨酸、谷胱甘肽的加，对谷氨酸、半胱氨酸、乙酰蛋氨酸、谷胱甘肽的

排泄量增加，提示乳腺癌发生代谢重编程可能与支排泄量增加，提示乳腺癌发生代谢重编程可能与支

链氨基酸的异常高表达也有关。链氨基酸的异常高表达也有关。

近年来，生物信息学逐渐被应用于疾病检测领近年来，生物信息学逐渐被应用于疾病检测领

域。然而生物信息学分析普遍是筛选代谢物，缺少临域。然而生物信息学分析普遍是筛选代谢物，缺少临

床信息和代谢物之间以及代谢物与代谢物之间内部床信息和代谢物之间以及代谢物与代谢物之间内部

的联系，单一的筛选模式极大限制了疾病的生物学的联系，单一的筛选模式极大限制了疾病的生物学

研究和临床进展。研究和临床进展。WGCNAWGCNA 则是一种用来探索代谢则是一种用来探索代谢

物物 // 基因与表型之间关系的分析方法，有效弥补了单基因与表型之间关系的分析方法，有效弥补了单

一筛选代谢物临床信息表达不足。这些方法已成功一筛选代谢物临床信息表达不足。这些方法已成功

应用于各种生物学背景，如癌症、小鼠遗传学和脑成应用于各种生物学背景，如癌症、小鼠遗传学和脑成

像数据分析像数据分析［［2828］］。本研究中，采用。本研究中，采用 WGCNAWGCNA 算法对受算法对受

试者代谢数据进行分析，通过对代谢数据的挖掘，试者代谢数据进行分析，通过对代谢数据的挖掘，

筛选出与哌柏西利耐药表型表达模式相类似的青绿筛选出与哌柏西利耐药表型表达模式相类似的青绿

色模块，得到色模块，得到 179179 种关键代 谢物。模块结果已显示种关键代 谢物。模块结果已显示

2222 种关键代谢物同为耐药相关的差异代谢物。其次种关键代谢物同为耐药相关的差异代谢物。其次

对青绿色模块内代谢物的对青绿色模块内代谢物的 KEGGKEGG 分析和分析和 MSEAMSEA 分分

析，可以发现部分代谢物与氨基酸代谢关系密切，揭析，可以发现部分代谢物与氨基酸代谢关系密切，揭

示了部分代谢物可能在氨基酸代谢通路中发挥耐药示了部分代谢物可能在氨基酸代谢通路中发挥耐药

功能作用。功能作用。

在本文研究中，通过对在本文研究中，通过对 Luminal ABCLuminal ABC 患者血清患者血清

的代谢谱分析，初步发现了精氨酸和苯丙氨酸等差的代谢谱分析，初步发现了精氨酸和苯丙氨酸等差

异代谢物作为辅助诊断哌柏西利耐药的价值。另外异代谢物作为辅助诊断哌柏西利耐药的价值。另外

在氨基酸代谢通路中所涉及的小分子代谢物可能是在氨基酸代谢通路中所涉及的小分子代谢物可能是

治疗哌柏西利耐药的潜在靶点。由于研究是基于少治疗哌柏西利耐药的潜在靶点。由于研究是基于少

量临床患者样本筛选出的代谢物差异，目前尚缺乏量临床患者样本筛选出的代谢物差异，目前尚缺乏

完整的研究表明这些代谢物与哌柏西利耐药存在因完整的研究表明这些代谢物与哌柏西利耐药存在因

3  3  讨论讨论

Luminal ABCLuminal ABC 的主 要 特点 是 恶 性 程 度 高、易的主 要 特点 是 恶 性 程 度 高、易

转 移且极 易耐药。而转 移且极 易耐药。而 Luminal ABCLuminal ABC 哌 柏西 利 耐药哌 柏西 利 耐药

在病理表型、生物学特征及治疗策略等方面展现出在病理表型、生物学特征及治疗策略等方面展现出

独特的生物学行为和治疗挑战。现如今，制约疾病独特的生物学行为和治疗挑战。现如今，制约疾病

研究进展的主要核心问题在于高质量临床样本的匮研究进展的主要核心问题在于高质量临床样本的匮

乏。此外，分 子表征及系统生物学研究不足极大限乏。此外，分 子表征及系统生物学研究不足极大限

制了制了 Luminal ABCLuminal ABC 哌柏西利耐药的临床进展。迄今哌柏西利耐药的临床进展。迄今

为止，与表型最接近的代谢组特征更是鲜有报道。为止，与表型最接近的代谢组特征更是鲜有报道。

因此，整合组学技术构建代谢特征谱图，能够加速因此，整合组学技术构建代谢特征谱图，能够加速

和深化肿瘤耐药相关的分子机制和代谢通路变化研和深化肿瘤耐药相关的分子机制和代谢通路变化研

究，在临床研究中具有重要意义。究，在临床研究中具有重要意义。

本研究基于非靶代谢组学技术分析受试者血清本研究基于非靶代谢组学技术分析受试者血清

代谢水平变化，证实了代谢水平变化，证实了 Luminal ABCLuminal ABC 哌柏西利耐药哌柏西利耐药

患者与哌柏西利敏感患者和健康人群存在代谢轮廓患者与哌柏西利敏感患者和健康人群存在代谢轮廓

谱差异。结合谱差异。结合 WGCNAWGCNA 分析，判别出分析，判别出 Luminal ABCLuminal ABC

哌柏西利耐药患者血清代谢 谱改变涉及哌柏西利耐药患者血清代谢 谱改变涉及 2222 种耐药种耐药

相关的差 异代 谢 物，其中相关的差 异代 谢 物，其中 1616 种差 异代 谢 物显著上种差 异代 谢 物显著上

调，调，66 种差异代谢物显著下调。上述耐药相关的差异种差异代谢物显著下调。上述耐药相关的差异

代谢物，通过通路富集发现主要涉及苯丙氨酸和精代谢物，通过通路富集发现主要涉及苯丙氨酸和精

氨酸生物合成等氨基酸代谢。氨酸生物合成等氨基酸代谢。

需要强调的是，上述耐药相关的差异代谢物筛需要强调的是，上述耐药相关的差异代谢物筛

选及代谢通路富集均以代谢物鉴定为基础。研究中涉选及代谢通路富集均以代谢物鉴定为基础。研究中涉

及耐药相关的差异代谢物共有及耐药相关的差异代谢物共有 2222 种，其中包含精氨种，其中包含精氨

酸、苯丙氨酸等酸、苯丙氨酸等 77 种差异氨基酸及其衍生物，这表明种差异氨基酸及其衍生物，这表明

氨基酸代谢可作为主要代谢通路用于后续研究。这氨基酸代谢可作为主要代谢通路用于后续研究。这

种代谢通路可能是引起种代谢通路可能是引起 Luminal ABCLuminal ABC 发生哌柏西利发生哌柏西利

耐药的主要原因。前人研究表明，氨基酸代谢在生物耐药的主要原因。前人研究表明，氨基酸代谢在生物

体内发挥着重要作用，氨基酸是各种生物分子合成体内发挥着重要作用，氨基酸是各种生物分子合成

的必须物质，可以为细胞生长提供所需的物质的必须物质，可以为细胞生长提供所需的物质［［1717］］。。

肿瘤细胞生活在营养相对匮乏的微环境中，因此它们肿瘤细胞生活在营养相对匮乏的微环境中，因此它们

必须调整其代谢以支持营养供应、必须调整其代谢以支持营养供应、ATP ATP 生成和维持生成和维持

氧化还原稳态氧化还原稳态［［18-1918-19］］，而破坏这些过程会干扰肿瘤的，而破坏这些过程会干扰肿瘤的

生长和增殖生长和增殖［［2020］］。氨基酸与其他生物大分子一样，在。氨基酸与其他生物大分子一样，在

癌细胞快速增殖过程中发挥关键作用，作为碳和氮的癌细胞快速增殖过程中发挥关键作用，作为碳和氮的

供 体，使 癌细胞 摆脱营养限制供 体，使 癌细胞 摆脱营养限制［［2121］］。。ZouZou 等等［［2222］］发现发现

肿瘤细胞通过重塑精氨酸分解代谢从而维持胞内精肿瘤细胞通过重塑精氨酸分解代谢从而维持胞内精

氨酸在较高水平，而高浓度精氨酸 通过与氨酸在较高水平，而高浓度精氨酸 通过与 ASS1ASS1 结结

合进而发挥促癌作用。同理，本文中合进而发挥促癌作用。同理，本文中 Luminal ABCLuminal ABC

患者血清中精氨酸通路发生显著改变，可能是乳腺患者血清中精氨酸通路发生显著改变，可能是乳腺

癌细胞 重塑氨 基酸代 谢 利用机制癌细胞 重塑氨 基酸代 谢 利用机制以获得更多的能以获得更多的能
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果关系。因此，需要通过更大规模的临床样本分析果关系。因此，需要通过更大规模的临床样本分析

和靶向代谢组学方法对这些初步结果进行进一步验和靶向代谢组学方法对这些初步结果进行进一步验

证，在后续对氨基酸代谢途径的潜在靶点进行更深证，在后续对氨基酸代谢途径的潜在靶点进行更深

入的生物学研究。此外，入的生物学研究。此外，Luminal ABCLuminal ABC 是一种涉及是一种涉及

基因、蛋白质和代谢等多层次改变的复杂疾病，单基因、蛋白质和代谢等多层次改变的复杂疾病，单

一组学难以全面揭示其耐药机制。整合基因组学、转一组学难以全面揭示其耐药机制。整合基因组学、转

录组学、蛋白质组学、代谢组学等多组学联用方法，录组学、蛋白质组学、代谢组学等多组学联用方法，

不仅能系统解析不同分子层面的改变，还能通过数不仅能系统解析不同分子层面的改变，还能通过数

据交叉验证提高结果可靠性，为阐明耐药机制提供据交叉验证提高结果可靠性，为阐明耐药机制提供

更全面的研究策略。更全面的研究策略。

4  4  结论结论

综上所述，本研究基于综上所述，本研究基于 UHPLC-MS/MSUHPLC-MS/MS 技术，技术，

采用采用 WGCNAWGCNA 算法分析算法分析 Luminal ABCLuminal ABC 哌柏西利耐哌柏西利耐

药表型，筛选出药表型，筛选出 2222 种关键差异代谢物，挖掘出种关键差异代谢物，挖掘出 11 条条

最为显著 变化的代 谢通 路（最为显著 变化的代 谢通 路（PP<0.05<0.05）。从代 谢通 路）。从代 谢通 路

可能寻找到一些与逆转哌柏西利耐药有关的潜在靶可能寻找到一些与逆转哌柏西利耐药有关的潜在靶

点，将有助于未来研究相关 疾病诊断、靶向治疗及点，将有助于未来研究相关 疾病诊断、靶向治疗及

新型抗代谢药物研发；运用代谢物与表型分析方法新型抗代谢药物研发；运用代谢物与表型分析方法

构建信息网络，确定各因素之间的因果关 系，发现构建信息网络，确定各因素之间的因果关 系，发现

Luminal ABCLuminal ABC 背景下生物系统的真实代 谢 水平 变背景下生物系统的真实代 谢 水平 变

化，实现对肿瘤耐药等机制的初步探索，为乳腺癌精化，实现对肿瘤耐药等机制的初步探索，为乳腺癌精

准医疗的发展提供重要支撑。准医疗的发展提供重要支撑。

王   宇等：基于非靶向代谢组学的晚期 Luminal 型乳腺癌哌柏西利耐药生物标志物研究
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