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摘　要：应用高分辨魔角旋转质子核磁共振波谱分析了正常肝脏（９例）、良性肿瘤（７例）及肝

细胞癌（９例）代谢物变化．半定量分析表明，肝细胞癌组织的甘氨酸、牛黄酸、胆碱、谷氨酸

盐、丙氨酸、缬氨酸及乳酸明显高于正常对照和良性肝脏肿瘤组织．实验结果表明肝细胞癌

的代谢特征不同于正常肝脏和良性肝脏肿瘤．不同肝脏组织的代谢改变可以通过高分辨魔角

旋转质子核磁共振波谱检测．

关键词：核磁共振（ＮＭＲ）；肝细胞癌；高分辨魔角旋转质子核磁共振波谱分析

中图分类号：Ｏ４８２．５３　　文献标识码：Ａ

引言

活体质子波谱分析在临床中的应用国内外已有很多报道，能反映一些肿瘤和代谢性

病变的特征性改变．但活体质子波谱受到场强低、分辨率低和生理运动等因素制约，所

获得的代谢物信息和对疾病的诊断价值有限．离体标本适用于更高场强的波谱分析，分

辨率高，可检测活体波谱不易检出的多种化合物．结合主成分分析的高分辨质子核磁共

振波谱已经成为分析疾病或药物引起的生物体液（如尿液，胆汁，血浆）代谢物变化的一

种成熟的分析方法［１－４］．生物组织提取物的液体高分辨质子核磁共振波谱技术，是把参

与生化反应的化合物从生物组织细胞中分离提取出来，以获得高分辨率的图谱［５］．然而

组织细胞内的代谢物可能会不能完全被提取出来，或在复杂的提取过程中部分受到破

坏，且不能反映组织细胞的整体信息，割裂了波谱结果和病变状态［６］．这些不足可以通
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过离体组织高分辨魔角旋转磁共振波谱技术（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｇｉｃａｎｇｌｅｓｐｉｎｎｉｎｇＮＭＲ

ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＨＲＭＡＳＮＭＲＳ）弥补，并可以获得和液体状态相当的高分辨波谱而不需

要复杂的提取过程［７］．其基本原理是让完整组织块以魔角（组织标本旋转轴与外源磁场

方向的夹角）５４．７°的方向快速（２．０～５．０ｋＨｚ）旋转，就可以有效的平均掉因质子之间偶

极偶极相互作用，化学位移各向异性及磁化率不均造成的谱线增宽，提高分辨率［８］．高

分辨魔角旋转磁共振波谱已经成功的用于鼠肝脏组织［７］，人乳腺组织［９］，哺乳动物肾脏

组织［１０，１１］，人前列腺组织［１２］及鼠睾丸组织研究［１３］．本研究目的主要是应用 ＨＲＭＡＳ
１ＨＮＭＲＳ分析肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｕｌｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ），良性肝细胞性肿瘤及正常肝

组织代谢物变化情况，探讨 ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＳ临床应用价值，并对相关文献进行了回

顾，其中对良性肿瘤的研究，国内外未见相关报道．

１　材料方法

１．１　标本准备

本研究经过长海医院医学伦理委员会审批并获得患者知情同意．在肝脏肿瘤部分切

除后，快速选取肿瘤剖面活性肿瘤组织约８０～１５０ｍｇ，每个标本分成两部分，一部分用

于 ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＳ分析，另一部分用于组织病理学分析以减少组织不均质性的影

响．取下的标本经过液氮快速冷冻后放在－８０℃低温冰箱中保存．将用于病理学观察的

标本用１０％的甲醛固定、切片，苏木素伊红（ＨＥ）染色．

共获取１６例肿瘤组织（ＨＣＣ９例，良性肿瘤７例）和９例正常肝脏组织组织块．９例

ＨＣＣ患者均为单发肿瘤，肿瘤平均直径８．５ｃｍ（范围３．８～１３．６ｃｍ），乙型肝炎表面抗

原（ＨＢＶｓａｇ）均为阳性，６例甲胎蛋白（ＡＦＰ）升高，其中４例ＡＦＰ＞５００．根据世界卫生

组织（ＷＨＯ）分类标准，所有ＨＣＣ病理分级均为Ⅲ级．

７例良性肝细胞性肿瘤均为单发肿瘤，肿瘤平均直径６．２ｃｍ（范围２．６～１４ｃｍ）包括

４例局灶性结节增生和３例肝细胞腺体瘤．所有良性肿瘤患者实验室化验均正常，无肝

炎，无肝硬化及其它代谢疾病，无脂肪肝及其它系统疾病．

９例正常肝组织中有７例取自上述良性肝细胞性肿瘤患者肿瘤周围肝脏组织，另外

２例取自血管瘤切除患者的肝脏组织，这两例患者实验室化验正常，无肝炎，无肝硬化，

无脂肪肝及肝脏代谢疾病，且无其它系统疾病．所有手术患者术前未接受任何治疗．

１．２　犎犚犕犃犛
１犎犖犕犚犛实验参数

用ＢｒｕｋｅｒＤＲＸ５００型核磁共振波谱仪器的微量魔角旋转探头，对组织块标本进行

高分辨魔角旋转质子核磁共振波谱分析．当组织标本还没有解冻时，将其放入容积为２５

μＬ氧化锆魔角旋转转子中，并加入１０μＬ重水（Ｄ２Ｏ）溶剂，化学位移定标以重水峰定位

δ４．８．组织标本以５ｋＨｚ的频率旋转．每个标本共获得两种不同的一维质子核磁共振波

谱：经２ｓ弛豫延迟的预饱和单脉冲序列和经２ｓ弛豫延迟的ＣａｒｒＰｕｒｃｅｌｌＭｅｉｂｏｏｍＧｉｌｌ

（ＣＰＭＧ）脉冲序列，均进行了水峰抑制．ＣＰＭＧ脉冲序列［ＲＤ９０（τ１８０τ）狀ＡＣＱ］为犜２

滤波序列，犜２ 滤波采用自旋自旋弛豫延迟（２狀τ为２４０ｍｓ）抑制大分子物质和其他短犜２

物质（如脂质）的信号强度．每个波谱采样次数２５６，采样数据点６４ｋ，谱宽１０ｋＨｚ，采

样温度３００Ｋ，并进行水峰抑制．谱峰经过２Ｄ１Ｈ１Ｈｔｏｔａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

（ＴＯＣＳＹ）和１Ｈ１Ｈｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＣＯＳＹ）确认，并查阅参考相关文献［１４，
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１５］及Ｂｒｕｋｅｒ化合物数据库．在完成数据采集后，通过重复１ＤＮＭＲ实验进行组织标本

的波谱稳定性评估．

１．３　半定量分析

选择正常对照，良性肝脏肿瘤及ＨＣＣ谱图中相对恒定的位于δ３．０３区的肌酸（Ｃｒｅ

ａｔｉｎｅ，Ｃｒ）作为内参照，计算代谢物相对浓度，并对半定量结果进行方差分析及两样本间

进行狇检验，犘＜０．０５为有统计学意义．

２　结果

２．１　犎犚犕犃犛
１犎犖犕犚犛

图１为ＨＣＣ的ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＣＰＭＧ全谱图及单脉冲 ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲ全

谱图，图谱显示的代谢物主要集中在δ０．５～５．５范围内，因为ＣＰＭＧ抑制了脂类等大

分子的信号，氨基酸等小分子代谢物显示更清晰．如图２，脂肪族化合物区主要包括δ

２．９～３．３范围内的三甲胺、牛黄酸、胆碱、磷酸胆碱、甘油磷酸胆碱、肌酸及位于δ３．３

～４．０范围内葡萄糖和糖原．此外位于δ０．８～１．５范围内的丙氨酸、乳酸及缬氨酸、亮

氨酸及异亮氨酸等也可以比较清楚的显示．芳香族化合物主要包括三磷酸核苷（ＮＴＰ）、

苯丙氨酸及酪氨酸等，这些物质在 ＨＣＣ出现几率较多，在正常肝脏及良性肝脏肿瘤很

少见到．

图１　ＨＣＣ组织 ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＣＰＭＧ全谱图（ａ）及单脉冲 ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲ全谱图（ｂ）

Ｆｉｇ．１　ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＣＰＭＧｓｐｅｃｔｒｕｍ（ａ）ａｎｄｓｉｎｇｌｅｐｕｌｓｅＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍ（ｂ）ｏｆＨＣＣ

２．２　代谢物变化半定量分析

因为部分代谢物很弱或谱峰重叠明显，不能进行独立积分计算，所以只对可以计算

的甘氨酸、牛黄酸、胆碱、谷氨酸盐、丙氨酸、乳酸及缬氨酸进行了相对浓度比较分析．

ＨＣＣ、良性肝脏肿瘤及正常肝脏部分代谢物变化见表１所示．与正常对照及良性肝脏肿

瘤相比，ＨＣＣ的甘氨酸、牛黄酸、胆碱、谷氨酸盐、丙氨酸、缬氨酸及乳酸都显著升高，
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犘＜０．０５．正常对照与良性肝脏肿瘤之间各代谢物之间则无明显差异，犘＞０．０５．

图２　ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＣＰＭＧ谱图，（ａ）正常肝脏组织、（ｂ）良性肝脏肿瘤组织及（ｃ）ＨＣＣ组织．αＧｌｃ，α葡萄糖；

βＧｌｃ，β葡萄糖；Ｇｌｙ，甘氨基；Ｔａｕ，牛黄酸；ＴＭＡＯ，三甲胺；ＧＰＣ／ＰＣｈｏ，甘油磷酸胆碱／磷酸胆碱；Ｃｈｏ，胆碱；

Ｃｒ，肌酸；Ｇｌｎ，谷氨酸盐；Ａｌａ，丙氨酸；Ｌａｃ，乳酸；Ｖａｌ，缬氨酸；Ｌｅｕ／Ｉｌｅ，亮氨酸／异亮氨酸

Ｆｉｇ．２　ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＣＰＭＧｓｐｅｃｔｒａｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，（ａ）ｎｏｒｍａｌ；（ｂ）ｂｅｎｉｇｎｔｕｍｏｒ；（ｃ）ｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ

表１　犎犆犆、良性肝脏肿瘤及正常对照代谢物相对浓度比较

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｍｏｎｇＨＣＣｓ，

ｂｅｎｉｇｎｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓ

甘氨酸

ｇｌｙｃｉｎｅ

牛磺酸

ｔａｕｒｉｎｅ

胆碱

ｃｈｏｌｉｎｅ

谷氨酸盐

ｇｌｕｔａｍａｔｅ

丙氨酸

ａｌａｎｉｎｅ

乳酸

ｌａｃｔａｔｅ

缬氨酸

ｖａｌｉｎｅ

δ ３．５５ ３．４１ ３．１６ ２．４１ １．４５ ４．１ １．０５

肝细胞癌（狀＝９） １．８５±１．０５ ２．７９±０．９７ ２．７２±１．６０ ３．９０±２．５２ ３．１７±１．９５ ７．１７±２．１５ １．１７±０．７０

良性（狀＝７） ０．６４±０．２５ １．５±０．２２ ０．８９±０．４２ ０．４３±０．３２ ０．３８±０．１６ ３．１±０．９５ ０．２±０．０７

正常（狀＝９） ０．６１±０．２４ １．５１±０．４２ ０．６８±０．２６ ０．７３±０．７４ ０．５４±０．３４ ２．３９±０．６１ ０．１９±０．１４
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３　讨论

δ３．２０～３．２４段的游离胆碱，磷酸胆碱，甘油磷酸胆碱一直是恶性肿瘤研究的重要

代谢物质，也是ＨＣＣ有别于正常肝脏和良性肝脏肿瘤的主要代谢物质．Ｂｅｌｌ等
［１６，１７］通

过比较病理正常的肝脏组织、肝脏原发和继发恶性肿瘤组织萃取物的离体１Ｈ 和３１Ｐ

ＮＭＲ波谱，发现恶性肿瘤组织磷酸乙醇胺，磷酸胆碱，牛黄酸和乳酸明显升高，而甘油

磷酸乙醇胺和甘油磷酸胆碱下降．对正常肝，肝硬化结节及肝癌进行对照分析发现，根

据脂质成分和胆碱复合物的变化，ＨＲＭＡＳ１Ｈ ＭＲＳ区别正常肝及肝癌的准确度达到

１００％，区别正常肝组织及肝硬化组织准确度达９２％，区别肝硬化组织与肝癌准确度达

９８％，这为病理学诊断提供了一种全新而准确的补充方法
［１８］．

因为波峰的重叠，我们没有对ＰＣｈｏ和ＧＰＣ进行定量分析，ＨＣＣ的Ｃｈｏ相对浓度

比正常对照及良性肝脏肿瘤都有显著升高，这与以往的很多研究一致．ＨＣＣ细胞增殖活

跃，磷脂合成增加以补充和更新细胞器膜，这需要更多的合成原料，可能会促使Ｃｈｏ合

成增加．良性肝脏肿瘤Ｃｈｏ的相对浓度虽然比正常对照升高，但二者间无显著变化，说

明良性肝脏肿瘤生长缓慢．

同Ｂｅｌｌ等的研究
［１６］，本研究也发现ＨＣＣ的乳酸峰明显升高，但良性及正常肝脏间

无明显差异．ＨＣＣ组织的乳酸峰明显高于正常肝脏组织，可能是无氧酵解增加的原因．

正常肝脏细胞含有丰富的线粒体，又富含全套酶系，使氧化磷酸化得以充分进行，正常

肝脏中９５％以上的葡萄糖被彻底氧化，糖酵解比例不足５％．恶性肿瘤生长速度超过血

供水平会导致肿瘤缺血和坏死．当肿瘤直径增加最多达１～２ｍｍ时，需要生成更多的血

管来增加血供维持生长需要，２ｍｍ代表氧气和营养物质从血管扩散的最大距离
［１９］．为

了维持肿瘤细胞的快速生长所需要的大量能量，恶性肿瘤除通过生成大量新生血管外，

加速了葡萄糖的转运能力，并通过上调已糖激酶活性，增加了对葡萄糖的利用［２０］．被转

运到细胞内的葡萄糖在有氧情况下，经过糖酵解合成丙酮酸盐．然而快速生长及缺血坏

死的肿瘤处于乏氧环境，此时糖酵解合成乳酸增加．线粒体氧化磷酸化降低是一切恶性

肿瘤的特征，癌细胞通过能量代谢改变（包括无氧酵解增加，巴斯德效应下降，逆巴斯德

效应增加）来补偿线粒体的缺乏，电子传递链的不足及有氧氧化能力的减弱［２１，２２］．ＨＣＣ

细胞中线粒体明显减少，相应的酶系均少于正常，因此氧化代谢下降，无氧酵解增强，

甚至出现其抑制有氧氧化的逆巴斯德效应．

我们研究表明 ＨＣＣ的甘氨酸和牛黄酸都比正常对照和良性肝脏肿瘤有显著升高，

这也与Ｂｅｌｌ等的研究结果一致
［１６］．甘氨酸和牛黄酸是合成结合胆汁酸的物质，可能因为

ＨＣＣ合成胆汁酸酶类的缺乏导致甘氨酸和牛黄酸的利用减少，而且我们所研究的 ＨＣＣ

均为分化程度差的Ⅲ级ＨＣＣ，因为分化程度决定了其功能，因此其合成胆汁酸的能力可

能更差，最终造成甘氨酸和牛黄酸升高．也有研究表明牛黄酸是一些肿瘤细胞的生长所

必须的物质［２３］．另外，在新生儿的肝脏和脑组织有很高的浓度，牛黄酸也可能是快速增

殖活动的必须物质．

ＨＣＣ中谷氨酸盐及丙氨酸的增加可能与ＨＣＣ氨基酸分解代谢下降有关．多种氨基

酸的分解代谢在ＨＣＣ中均有降低，如芳香族氨基酸、谷氨酸及丙氨酸等，这是因为这些

氨基酸分解代谢的酶类活力在ＨＣＣ中均有所降低所致．另外氧化磷酸化下降可能也是

丙氨酸聚集的原因．
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缬氨酸在 ＨＣＣ中明显高于正常对照及良性肝脏肿瘤．亮氨酸、异亮氨酸及缬氨酸

为支链氨基酸，支链氨基酸主要参与糖异生．糖异生是肝脏的特殊代谢途径，仅在正常

成年人肝脏中进行，胎肝和肝癌中由于糖异生关键酶活力下降，糖异生的活力极低，这

可能是造成缬氨酸不能利用而升高的原因之一．

总之，离体标本组织块ＨＲＭＡＳ１ＨＮＭＲＳ分析，可以提供肝脏肿瘤的多种代谢物

变化信息，并可以提供有鉴别诊断价值的代谢物变化情况，如氨基乙酸、牛黄酸、胆碱、

谷氨酸盐、丙氨酸、乳酸及缬氨酸等，为肝脏疾病研究提供了可靠手段．
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［２１］　ＷａｒｂｕｒｇＯ．Ｏｎｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９５６，１２３（３１９１）：３０９－３１４．

［２２］　ＰｅｄｅｒｓｅｎＰＬ．Ｔｕｍｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄｔｈｅｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇＥｘｐＴｕｍｏｒＲｅｓ，１９７８，２２：

１９０－２７４．

［２３］　ＨａｕｂｒｉｃｈＤＲ，ＧｅｒｂｅｒＮＨ．Ｃｈｏｌｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ：ａｓｓａｙ，ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＰｈａｒｍａｃｏｌ，

１９８１，３０（２１）：２９９３－３０００．

犕犲狋犪犫狅犾犻犮犘狉狅犳犻犾犲狊犻狀犎狌犿犪狀犎犲狆犪狋犻犮犜狌犿狅狉狊犃狀犪犾狔狕犲犱犫狔犐狀

犞犻狋狉狅犎犻犵犺狉犲狊狅犾狌狋犻狅狀犕犪犵犻犮犪狀犵犾犲狊狆犻狀狀犻狀犵
１犎犖犕犚犛狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔

犇犗犖犌犃犻狊犺犲狀犵
１，犜犐犃犖犑犻犪狀犿犻狀犵

２，犔犝犑犻犪狀狆犻狀犵
２，犣犝犗犆犺犪狀犵犼犻狀犵

１，

犠犃犖犌犔犻２，犠犃犖犌犉犲犻２，犠犃犖犌犑犻犪狀２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｕｃｌｅａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ；

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲａｄｉｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（狀＝９），ｂｅｎｉｇｎｈｅｐａｔｉｃ

ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（狀＝７）ａｎｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ，狀＝９）ｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ

ｂｙｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｇｉｃａｎｇｌｅｓｐｉｎｎｉｎｇ
１Ｈｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ（ＨＲＭＡＳ

１Ｈ

ＮＭＲ）ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｙｃｉｎｅ，ｔａｕｒｉｎｅ，ｃｈｏｌｉｎｅ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ，ａｌａｎｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅａｎｄ

ｌａｃｔａｔｅ，ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌａｎｄｂｅｎｉｇｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｔｈｅＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍ

ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｂｅｎｉｇｎｈｅｐａｔｉｃｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｓｕｃｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｍａｙｂｅｕｓｅｄ

ａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＨＣＣ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＮＭＲ，ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＲＭＡＳ
１ＨＮＭＲＳ

　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴｉａｎＪｉａｎｍｉｎｇ，Ｔｅｌ：０２１２５０７０６５２，Ｅｍａｉｌ：ｄａｓｈ０１０８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ．
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