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高效液相色谱-质谱联用技术在口腔癌代谢组学分析中的应用 

黄  康
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2
 

（1. 广西医科大学附属口腔医院；2. 广西壮族自治区工人医院，广西南宁 530021） 

摘  要  目的：探讨超高效液相色谱-四级杆飞行时间高分辨质谱联用技术（UPLC/Q-TOF-MS）在口腔癌代谢

组学分析的应用效果，并分析其优势特点。方法：选择我院 2020年 1月至 2020年 12 月口腔癌患者 21 例为观察组，

同期体检人群 21例为对照组，利用 UPLC/Q-TOF-MS 技术对两组的血浆、尿液和唾液进行代谢组学分析，然后采用

多元统计分析，筛选出显著性差异的代谢物并进行鉴定。结果：检测得出有 18 种显著差异性表达的代谢性物质。

相比对照组，观察组的血浆中有 4种溶血磷脂酰胆碱和 2 种酰基肉碱，尿液中有 3种氨基酸和 2种有机酸，唾液中

有 5 种有机酸，1 种肌醇和葡萄糖的代谢表现明显增加，差异具有统计学意义（P＜0.05）。结论 UPLC/Q-TOF-MS

技术可以精准分析口腔癌的代谢组学差异性小分子物质的分布情况，可以指导诊断和治疗，具有较高的学术研究和

临床价值。 
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Abstract  Objective: To explore the application effect of ultra performance liquid chromatography tandem quadrupole 

time-of-flight mass spectrometric method (UPLC/Q-TOF-MS) in metabonomics analysis of oral cancer, and analyze its 

advantages and characteristics. Methods: 21 cases of oral cancer patients in our hospital from January 2020 to December 

2020 were selected as the observation group, and 21 cases of physical examination population in the same period were 

selected as the control group. The metabolic spectrum of plasma, urine and saliva in the two groups were detected by 

UPLC/Q-TOF-MS and then multivariate statistical analysis of the metabolomics data resulted in the identification of 

biomarkers. Results: 18 kinds of metabolic substances were detected. Compared with the control group, there were four 

kinds of Lysophosphatidylcholine and two kinds of Acylcarnitines in the plasma, three kinds of amino acids and two kinds 

of organic acids in the urine and five kinds of organic acids in the saliva of the observation group, and the metabolism of 

inositol and glucose increased significantly (P < 0.05). Conclusion: UPLC/Q-TOF-MS can accurately analyze the 

distribution of metabonomic small molecular substances in oral cancer, guide the diagnosis and treatment, and has high 

academic research and clinical value. 

 

口腔癌(Oral cancer)是发生在口腔的恶性肿瘤的 总称，90%以上的口腔癌是由于鳞状上皮细胞癌变引

 

收稿日期：2021-03-22 

作者简介：黄康，广西百色，男，壮族，197409，大学本科，广西医科大学附属口腔医院，临床检验专业，530021，34019335@qq.com， 

现有职称：主管技师。 

通讯作者：覃利梅。 



 

第 38卷 第 4期 2021年 8月     黄康  等  高效液相色谱-质谱联用技术在口腔癌代谢组学分析中的应用 

 

·51· 

起的。流行病学统计表明，口腔癌的发生率在所有恶

性肿瘤中占第九位，约占 2.8%[1]。中国是口腔癌发病

率相对较高的地区。并且我国口腔癌的发病率和死亡

率逐年增加，预计未来中国口腔癌的发病率会越来越

高。口腔癌会导致患者的言语功能，饮食和呼吸功能

障碍严重影响患者的生活水平。饮酒被认为与口腔癌

的发生呈正相关，此外咀嚼槟榔和人类乳头瘤病毒

（HPV）感染也是导致患者罹患口腔癌的重要因素[2]。

多个研究表明，罹患口腔癌后死亡的人数高达 1/3，

且即使进行手术治疗，也有 1/2 的患者会在术后复发。 

1999 年，Nicholson 首次提出了基于磁共振分析

的代谢组学研究模型，并与国际制药公司发起了一项

针对药物安全性的创新评估和预测的研究计划，极大

地推动了医疗领域代谢组学的研究和发展。以高效液

相色谱-质谱联用技术为主要代表的代谢组学是一种

新型、现代、高性能、分辨率高、灵敏度高的代谢组

学分析方法，通过定性和定量研究生物样本的代谢特

征，并结合先进的化学信息技术（例如模式识别）分

析处于不同状态（例如生理和病理状态）的各种生物

的代谢指纹，给药前后细胞活动的状态，并获得一个

相应的生物标记。通过对代谢指纹的分析，揭示了一

个生物体在某一特定时间阶段和某一特定环境条件

中的一般功能、组成与状态，通常可用于识别样本种

类，疾病状况，候选药物药效，毒性反应等[3]。 

在高效液相色谱-质谱（UPLC/Q-TOF-MS）联用

技术出现之前，分析唾液的代谢特征需要首先将唾液

转化为其他物质才能进行检测，不仅使检测时间延

长，而且操作更加复杂，还有可能造成结果误差。

UPLC/Q-TOF-MS 技术应用于唾液分析后，可用于发

现和区分口腔鳞状细胞癌（OSCC），口腔白斑（OLK）

与正常人之间的代谢差异[4]。毛细管电泳-四级杆飞行

时间质谱法也也可通过分析唾液中的代谢产物的差

异，预测口腔癌，胰腺癌和乳腺癌。然而目前

UPLC/Q-TOF-MS联用技术还较少用于口腔癌患者中

的代谢组学分析，其关于口腔癌的联用代谢组学研究

知识局限于一个单一的血浆或唾液样本，尚未进行关

于血浆，尿液和唾液三类样本联合的复合代谢组学综

合研究。在广泛应用于生理和化学研究的各种生物样

本中，血浆是代谢组学研究中的重要生物样本，尿液，

唾液都易于获取且不会引起患者紧张或痛苦。本研究

将血浆、尿液以及唾液用于口腔癌的代谢组学研究，

健康人和口腔癌症患者中采用到样本后，采用

UPLC/Q-TOF-MS 进行分析，通过多变量统计分析对

代谢物进行模式识别，筛选和鉴定出显著变化的生物

标志物，并探讨它们之间的相关性，为口腔癌的研究

提供参考。 

1 资料与方法 

1.1 一般资料 

选择我院 2020 年 1 月至 2020 年 12 月接受治疗

的 21 例口腔癌患者为观察组，同期体检人群 21 例为

对照组，比较两组的性别，年龄和 BMI 间无明显差

异（P> 0.05），具有可比性。见表 1。 

表 1 两组基本情况信息 

组别 
性别 

年龄(岁) BMI(kg/m
2
) 

男(n) 女(n) 

对照组 15 6 49.37±1.31 23.54±0.25 

观察组 16 5 50.36±1.23 23.27±0.36 

t/F 11.124 10.574 8.551 9.808 

P 0.886 0.822 0.779 0.626 

1.2 纳入标准 

所有患者均符合《口腔科学》中口腔癌的诊断标

准[5]，且经本院病理组织学确诊生存期为 6 个月以上，

且无远距离转移，年龄范围 18 岁-75 岁，所有试验参

与者都充分意识到与所有临床试验相关的风险，并签

署了书面知情同意协议，且均由医院伦理委员会审

查、同意、跟踪和批准。 

1.3 排除标准 

排除严重心肺肝疾病，严重的基础代谢性疾病；

接受过放化疗及免疫治疗患者；患者有影响医患沟通

的认知功能障碍；病理数据不完整，临床试验中途终

止。 

1.4 试剂与仪器 

乙腈（HPLC 纯，瑞典 Oceanpak 公司）；甲酸

（HPLC 纯，美国 ROE 公司）；纯净水净化系统（密

立波公司，美国）。 

KQ-300DV 型数控超声波清洗器（江苏省昆山市
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超声仪器有限公司），ALLLEGRATM-64R 高速离心

机（美国 Beckman），XK96-A 快速混匀器（姜堰市

新康医疗器械有限公司），Waters Acquity UPLC 液

相色谱仪，Waters Xevo G2 Q-Tof/MS 质谱仪（美国

Waters 公司），UPLC HSS C18 色谱柱(2.1 mm×100 

mm，1.8 m)（美国 Waters 公司）。 

1.5 样本采集 

血浆样本采集：患者在禁食状态下进行采集，样

本采集到含促凝剂的真空采血管后，静置半小时，4°C

下以 3500rmp 离心 10min 分离血浆，置-80°C 冰箱中

储存。尿液样本采集：采集受试者晨尿中段尿，离心

保存方法同血浆。唾液样本采集：收集唾液前 1h 内

禁食、禁水、禁烟。采集者清水漱口，等待 1min 后

采用自然留取法，使采集者头稍向前倾，收集 3mL

唾液，离心保存方法同血浆。 

1.6 样本处理 

血浆样品预处理方法：将 100µL 血浆中混合 300 

µL 乙腈进行沉淀蛋白操作，冰水浴超声 10 min，涡

旋混匀 1 min，以 13000 rpm 的转速 4°C 离心 15 min，

移取上清液，UPLC/Q-TOF-MS 进样分析。 

尿液样品预处理方法：将 100µL 尿液样品中添加

300µL 乙腈进行稀释，超声、涡旋以及离心方法同血

浆。 

唾液样品预处理方法：唾液解冻后，将 100µL 样

品加入 300µL 乙腈溶液，超声、涡旋以及离心方法同

血浆。 

样品制备的质量控制（QC）：将所有待测血浆

样品提取并均匀混合，将血浆进行预处理，吸取上清

液，以获得血浆质控样品，尿液和唾液质控样品也同

样获得。 

1.6 代谢组学分析条件 

色谱条件：色谱柱为 ACQUITY UPLC HSS C18

（2.1×100mm，1.7μm），流速：0.3mL/min，柱温：

40°C，进样量：5μL，采用梯度洗脱，流动相为 0.1%

甲酸水溶液和 0.1%乙腈溶液，色谱剃度为：0-0.5min，

1%乙腈；0.5-2min，1%-50%乙腈，2-10 min，50%-99%

乙腈；10-12 min，99%-1%乙腈。 

质谱条件：采用电喷雾电离源(ESI 源)，在正离

子电离模式下进行质谱检测分析。使用高纯 N2 作为

辅助喷雾电离与脱溶剂气体，干燥气流速：10mL/min，

N2 温度：350 °C，雾化气气压：310 kPa，脱溶剂氮

气流速：600L/h，锥孔反吹氮气：50 L/ h。毛细管电

离电压：2.1 kV，四极杆扫描范围：m /z 50-1000。 

方法学考察：样品检测过程中每 6 个样本插入 1

个 QC 样本，用于系统稳定性监测。 

1.7 代谢组学数据处理 

本实验中，采用 UPLC/Q-TOF-MS 技术处理患者

的血浆、尿液和唾液，并进行了代谢组学分析。再通

过多元统计分析筛选出显著变化的生物标记物。数据

分 析 过 程 如 下 ： 原 始 数 据 经 过 MarkerLynx 

applications manager Version 4.1 (Waters Corp., 

Manchester, UK)数据处理系统进行峰发现、峰对齐和

原始数据的峰值滤过，以找出潜在的判别变量。采用

SIMCA-P +12.0 软件 (Umetrics AB, Umea, Sweden)进

行多元数据分析，主成分分析法（PCA）和偏最小二

乘-判别分析（PLS-DA），筛选出 VIP 大于 1.5 的碎

片信息。与此同时，使用 SPSS 17.0 software 进行独

立样本 T 检验以确定代谢物从统计学的角度观察是

否具有显著改变。将这些物质作为潜在生物标记物，

随后对这些生物标记物进行物质识别和鉴定，通过与

标准品比较、MS/MS 分析以及搜索代谢物数据库，

如：HMDB（http://www.hmdb.ca/）匹配获得代谢物。 

2 结果 

2.1 方法学考察 

QC 样品在不同时间进样后，在得到的色谱峰中，

随机选取 20 个色谱峰，计算其峰面积和保留时间的

RSD 值。血浆 QC 样品色谱峰峰面积 RSD<13.26%，

保留时间 RSD<0.87%，尿液 QC 样品色谱峰峰面积

RSD<13.11%，保留时间 RSD<0.79%唾液 QC 样品色

谱峰峰面积 RSD<11.21%，保留时间 RSD<0.84%。说

明检测过程中系统是稳定的。 

2.2 代谢组学数据处理 

利用 UPLC/Q-TOF-MS 技术，分析血浆、尿液以

及唾液的代谢物，其 QC 样品正离子模式下的 BPI 图

如图 1 所示。 

http://www.hmdb.ca/）；KEGG
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图 1 QC样本 BPI图（1：血浆；2：尿液；3：唾液） 

 

采用 Makerlynx software 软件将 UPLC/Q-TOF- 

MS 采集得到的原始数据进行导出，经过离子对的提

取，得到的血浆、尿液以及唾液样品代谢组学数据。

我们使用多元统计对数据进行分析，采用 PCA 进行

无监督的数据分析，可以真实的反映出各组的差异。

从图 2 中可以观察到，各组间差异明显，模型良好。

在此基础上，采用偏最小二乘模式识别分析法（Partial 

least squares-discriminate analysis, PLS-DA）进行有监

督的数据分析，基于 PLS-DA 模型，我们进一步筛选

显著性变化的差异性代谢物，一般将 VIP>1.5 的变量

认为是潜在标记物，继而将这些生物标志物进行学生

T-test 检验，得到显著性变化的生物标志物。 

其中，在血浆组、尿液组以及唾液组分别筛选到

102、98 和 76 个显著变化的离子信息。继而我们进

一步对具有生物学信息的潜在生物标志物进行鉴定，

最终确认了共同的肝毒性生物标志物 18 个，具体离

子信息见表 2。 

 

 

 

图 2 两组 PCA得分图（1：血浆；2：尿液；3：唾液。绿色圆点代表：对照组；蓝色圆点代表：观察组） 
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表 2 血浆、尿液、唾液中的差异代谢物列表 

序号 样本类型 鉴定物质 HMDB ID 分子式 分子量 t 

1 Plasma(血浆) LysoPC(16:0/0:0) HMDB0010382 C24H50NO7P 495.6300 0.79 

2 Plasma(血浆) LysoPC(18:0/0:0) HMDB0010384 C26H54NO7P 523.6834 0.85 

3 Plasma(血浆) LysoPE(20:0/0:0) HMDB0011511 C25H52NO7P 509.6568 0.88 

4 Plasma(血浆) PC(16:0/16:0) HMDB0000564 C40H80NO8P 734.0388 0.57 

5 Plasma(血浆) Oleoylcarnitine HMDB0005065 C25H48NO4 426.660 0.96 

6 Plasma(血浆) Stearoylcarnitine HMDB0000848 C25H50NO4 428.675 0.52 

7 Urine(尿液) Proline HMDB0000162 C5H9NO2 115.1304 1.14 

8 Urine(尿液) Imidazoleacetic acid HMDB0002024 C5H6N2O2 126.1135 1.61 

9 Urine(尿液) D-Glucuronic acid HMDB0000127 C6H10O7 194.1396 2.18 

10 Urine(尿液) Phenylalanine HMDB0000159 C9H11NO2 165.1891 1.36 

11 Urine(尿液) Hippuric acid HMDB0000714 C9H9NO3 179.1726 1.35 

12 Saliva(唾液) Butyric acid HMDB0000039 C4H8O2 88.1050 1.39 

13 Saliva(唾液) 2,3-butanediol HMDB0003156 C4H10O2 90.121 2.47 

14 Saliva(唾液) Lactic acid HMDB0000190 C3H6O3 90.0778 3.72 

15 Saliva(唾液) Succinic acid HMDB0000254 C4H6O4 118.087 2.37 

16 Saliva(唾液) 4-hydroxyphenylacetic acid HMDB0060390 C8H8O3 152.1471 2.64 

17 Saliva(唾液) Glucose HMDB0000122 C6H12O6 180.1558 0.51 

18 Saliva(唾液) myo-Inositol HMDB0000211 C6H12O6 180.1556 2.11 

 

3 讨论 

口腔内出现溃疡、结节、肿块等症状且长期不愈

者，即考虑为发生口腔癌的可能。口腔癌是指包括牙

龈癌、舌癌、颌骨癌、口底癌、唇癌等发生在眼眶以

下，颈部以上发生于颜面部皮肤黏膜的一种癌症，中

大多数属于鳞状细胞癌类型，即黏膜变异。2018 年，

中国口腔癌的死亡率约为 1.38/10 万，且死亡率逐年

增加。口腔癌的发生多因患者长期吸烟、饮酒或口腔

卫生环境差，给霉菌和细菌创造了有利于亚硝胺及其

前体的形成环境，使机体对致癌物更加敏感，易于癌

症发生。此外，口腔癌易于转移，难以切除，术后五

年内存活率较低，且恶性程度较高的口腔癌预后较差

[6]。口腔癌的治疗技术虽然不断取得成功，但是患者

的 5 年生存率仅为 50％左右。与其他的恶性肿瘤类

型一样，口腔癌是复杂的多种因素共同作用的结果，

环境因素和遗传因素都有可能导致肿瘤的发生。其中

吸烟会导致烟草中的多环芳烃和亚硝酸铵损伤患者

细胞中的 DNA，使 DNA 羟基化，进而引起肿瘤发生；

酒精中的乙醇会导致肝功能损伤，使患者体内的解毒

功能下降，导致癌症发生。 

代谢组学是使用定量分析研究生物体内的所有

代谢物的一种研究方法，并研究其生理学和病理学变

化之间的关系。代谢组学被定义为小分子代谢的所有

组成部分的集合，在细胞，组织或器官中，例如糖，

脂质，氨基酸等分子量小于 1000 的小分子化合物。

基因、环境、营养、药物和年龄等信息最终都会通过

代谢物组的变化而发生不同的表达和影响。因此小分

子代谢物对药物的药效学和毒性研究、疾病的作用机

理和治疗药物的合理应用具有重要意义[7]。 

高效液相色谱-质谱联用技术是研究代谢组学的

一种重要的技术手段，已被广泛用于生物样品分析、

化学计量学、目标成分分析和样品指纹分析等众多领

域，具有较强的分离能力和高灵敏度。此技术最终分

别从血浆，尿液和唾液中选择了 6、5 和 7 种不同的

代谢物，并对这 18 种代谢物进行鉴定，其中有血浆

中的两种酰基肉碱和四种溶血磷脂酰胆碱，尿液中的
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三种氨基酸和两种有机酸，唾液中的五种有机酸，肌

醇和葡萄糖等代谢物。结果表明健康人与口腔癌之间

的相关代谢物具有显著的差异，葡萄糖和乳酸是糖酵

解的中间代谢产物，是人体葡萄糖异化的共同途径，

口腔癌患者体内的葡萄糖和乳酸代谢发生显著的变

化，口腔癌患者体内能量代谢显著，发生恶病质，导

致能量消耗显著增加[10]。口腔癌患者唾液中的葡萄糖

浓度显著低于对照组，表明口腔癌组织中的糖酵解增

加，消耗的葡萄糖的量增多，此现象也与“Warburg

效应”相关[11]。乳酸水平的降低与基于核磁共振的口

腔癌血浆代谢组学下降的研究结果相似。作为三羧酸

代谢的中间产物，琥珀酸在口腔癌患者中显著增加，

这可能是由于三羧酸循环代谢的加速所引起的。口腔

癌细胞的周期异常引起葡萄糖代谢和能量代谢异常，

这也是口腔肿瘤患者的三个典型特征。溶血磷脂酰胆

碱是磷脂酰胆碱的膜代谢产物，口腔癌患者血浆中 4

种溶血磷脂酰胆碱的类型明显减少，提示口腔癌细胞

中的磷脂酶快速转化，可能导致血浆溶血磷脂酰胆碱

的消耗增加，这与肿瘤的扩散和转移有关。此外，与

健康对照相比，口腔癌患者唾液中的肌醇也明显增

加。肌醇作为真核细胞中的第二信使，包括磷酸肌醇，

磷酸肌醇和磷酸肌醇，以前的研究表明，在口腔癌的

早期阶段，磷脂酰肌醇酶的高表达可以导致肌醇增加

[12]。另外，肌醇还是一种组织渗透剂，通常与细胞内

钙浓度的调节，胰岛素信号传递以及脂肪酸氧化相关

联，因此肌醇在人体内的增加可能会促进肿瘤细胞的

能量代谢和脂质代谢，这些结果表明唾液中的肌醇和

琥珀酸被提示有助于鉴别和诊断口腔癌。 

综上所述，本研究通过 UPLC/Q-TOF-MS 技术检

测口腔癌的代谢组学特征，可以精准分析口腔癌代谢

组学小分子物质的分布情况，有效筛选差异性代谢物

质，在临床诊断和治疗方面具有较强的指导意义，具

有学术研究意义和临床推广价值。 
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