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细胞代谢组学样品前处理研究进展
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重点实验室/江苏省中药资源产业化过程协同创新中心, 南京 210023)

摘要      细胞代谢组学是系统生物学的重要组成部分, 是对生物系统进行整体和动态的认识

的科学, 主要进行小分子代谢物定性和定量分析研究, 观察代谢物的浓度变化, 从而在细胞水平上

考察代谢机制。细胞代谢组学的工作流程包括: 实验设计、样品采集、样品处理、代谢物分析和

数据处理。其中, 样品前处理方法不尽相同, 而设计一个合理方便的样品前处理方法对后期开展代

谢组学至关重要。现简要综述现阶段对细胞代谢组学样品前处理的研究成果和常用方法。
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The Research Development of Sample Pretreatment in Cell Metabolomics
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Abstract       Cell metabolomics is an important part of systemic biology and a scientific for the overall and 
dynamic understanding of biological systems. It mainly studies the qualitative and quantitative analyses of small 
molecular metabolites and observes the changes of metabolites to investigate the metabolic mechanism. Cell 
metabolomics workflow includes experimental design, sampling, sample processing, metabolite analysis, and 
data processing. The pretreatment methods of cell metabolomics are not the same, and the design of a reasonable 
and convenient sample pretreatment method for the late development of metabolomics is essential. We present a 
brief review of the results of the sample pretreatment at this stage and the the method commonly used in cellular 
metabolomics samples.
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代谢组学(metabolomics)是继基因组学、转录

组学和蛋白质组学之后迅速发展起来的一门新兴

学科, 是一门对生物体系(细胞、组织、体液或生物

体)在受外部刺激或扰动(某个特定的基因变异或环

境变化)下所产生的所有小分子(相对分子质量小于

1 000)代谢产物进行定性和定量分析的科学[1]。同

基因组学与蛋白质组学相比, 代谢组学分析方法简

单, 无需进行全基因测序以及建立含有大量表达标

签的数据库; 与基因和蛋白质数量相比, 代谢物数量

相对较少, 易于确证, 便于后续分析。它是比其他组

学更能反映细胞、组织、体液或生物体的表型的组

学分析[2], 它能够反映物质在体内正在发生或已经
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发生的代谢。早期人们主要以体液和组织为对象进

行代谢组学研究, 随着现代化、高自动化技术的产

生, 越来越多的研究者将目光投向了以细胞为对象

的代谢组学研究中, 侧重以细胞为研究对象的代谢

组学表述方式也得到了广泛的使用[3]。

细胞代谢组学是系统生物学的重要组成部分, 
利用高通量的检测技术对细胞内外的小分子代谢物

进行定性和定量分析研究, 观察细胞内外代谢物的

浓度变化, 从整体的角度系统全面地观察细胞水平

上代谢变化及其机制的一种代谢组学[4]。Jain等[5]结

合质谱法测量了来自NCI-60癌细胞系胞外219种代

谢物的消耗和释放(consumption and release, CORE)
曲线, 并将这些数据与预先存在的基因表达图谱相

结合, 研究细胞内物质的浓度变化, 从而评估疾病的

发病机制。细胞系的代谢组学分析可以提供独立或

与其他体外测量结合的信息, 对系统级分析和生物

系统建模至关重要, 而且相比较动物模型或临床样

品, 对细胞进行代谢组学的研究能够直接描述特定

细胞类型的代谢, 可以让实验不再局限于体内实验, 
具有周期短、更快速直观、各因素干扰最小等优点, 
是微观生命体的宏观表现, 所以越来越多的研究者

将目光放在了细胞代谢组学上。

细胞代谢组学应用广泛, 在多个领域均有涉及

(图1)。在毒理研究中, 将细胞暴露在有毒环境下, 
分析研究相关代谢通路中代谢物的变化, 结果可作

为环境中毒物的危害预警[7]; 在疾病研究中, 对病理

状态下细胞的差异性代谢物进行检测分析, 以阐明

发病机制或为临床诊断提供依据[8-9]; 在中药研究中, 

通过代谢物浓度的升降来观察药物的毒性或治疗

效果, 以探究中药作用机制和中药活性成分进行筛

选[10]; 在药物作用机制研究中, 通过药物作用模型细

胞, 观察代谢物的改变以阐明药物的作用机制[11]。

完整的代谢组学研究流程主要包括样品的制

备、数据采集、数据处理与可视化分析以及数据

解析等。样品制备包括样品采集和代谢物提取分

离[12-13]。代谢组学研究离不开代谢物收集, 更广泛

深入地收集代谢物就显得尤为重要。然而, 细胞不

同于其他生物样本, 它的代谢物丰富但含量较低, 
不易收获或收获不完全, 这就要求我们建立一个有

效可靠的处理方法来获得更全面的细胞内代谢物

或特定的目标代谢物, 确保后期研究的可行性与结

果的可靠性。细胞代谢组学实验主要有细胞培养

或刺激、淬灭和代谢物提取分离、样品检测、数

据分析等步骤[14]。本文重点针对细胞代谢组学中

细胞内代谢物的样品前处理进行综述。

1   样品收集与淬灭
细胞主要有三种处理方式, 第一种为液氮淬灭

后加入低温提取溶剂[15]; 第二种是采用低温有机溶

剂同时进行细胞的淬灭和代谢物的提取[16]; 第三种

则是用胰蛋白酶消化细胞后进行淬灭提取。

相比较血清和组织, 细胞中代谢物的含量较

少, 在进行代谢组学实验时一般需要收获至少106

个细胞, 以确保代谢物能够尽量全面地被仪器检

测, 然而这个培育过程耗时且繁琐。Zhou等[17]开

发了一种高通量方案, 整合96孔板细胞培养方法, 

图1   细胞代谢组学分析的研究领域(根据参考文献[6]修改)
Fig.1   The fields of cell metabolomics analysis (modified from reference [6])
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结合LC-MS分析手段对人肝癌细胞(HepG2)内的代

谢物进行分析, 大大降低了代谢组学所需要的细胞

量, 使细胞培养更加省时方便。常用的细胞收集方

法主要有胰蛋白酶消化和刮刀刮取。李黎等[18]对

原代心肌细胞(primary cardiomyocytes, PC)比较了

0.05%胰蛋白酶消化后冰甲醇提取和刮刀刮取后

溶剂提取两者细胞收集方式, 发现用0.05%胰蛋白

酶/0.02%乙二胺四乙酸(EDTA)消化后, –80 °C甲

醇直接提取效果较佳。然而有研究表明, 胰蛋白酶

消化可能会导致细胞代谢组学特征的变化[19]或引

入代谢组学假象[20]因而不太适用, Zhang等[21]选用

人心肌细胞(adult human ventricular cardiomyocyte 
cell l ine, AC16)、大鼠心室心肌细胞 [neonatal 
Sprague-Dawley (SD) rat ventricular cardiomyocytes, 
NRVCMs]对使用胰蛋白酶处理和在乙腈中直接刮

取细胞这两种样品采集方式进行了比较, 发现胰蛋

白酶处理会引起磷酸胆碱的标准化浓度增加和代

谢物泄露。结果表明, 用磷酸盐缓冲液(phosphate-
buffered saline, PBS)洗涤两次, 然后直接刮取细胞并

用乙腈提取的方式相对较好。Bi等[22]对人胰腺癌细

胞 -1(human pancreatic cancer cells-1, PANC-1)采取

了胰蛋白酶消化和刮刀刮取两种细胞收集方式, 同
样发现了胰蛋白酶消化较刮刀刮取易使代谢物泄露

这一缺点。因此在实验中, 大多采用刮刀刮取的方

式来获取细胞[23-26]。

细胞的代谢谱反映取样时细胞的生理状态, 所
以在提取前, 应先对细胞进行淬灭。淬灭, 正是为了

使细胞代谢酶失活, 从而确保代谢物水平只发生微

小的变化, 减少实验结果的误差[27]。理想的淬灭溶剂

应能够立即抑制细胞代谢活性, 同时对细胞膜不造

成显著损伤, 防止细胞内代谢物从细胞中泄漏[28], 如
低温等渗盐水(0.9 W/V NaCl、0.5 °C)既不损伤细胞, 
同时能够停止ATP转化为ADP和AMP [29]。常用的淬

灭方式有加入低温有机溶剂[30-31]、加入低温等渗溶

液[32]或加入液氮[33-34]。Lorenz等[35]指出, 在细胞淬灭

前用37 °C生理盐水快速冲洗, 能提高其灵敏度且不

影响代谢变化。在生理盐水冲洗后, 应立即加入冷

的淬灭溶剂淬灭细胞, 以减少代谢紊乱。Hounoum
等[36]对鼠细胞神经元(NSC-34)观察了三种淬灭方

式, 分别为–40 °C的甲醇淬灭、–20 °C的甲醇淬灭以

及迅速冻存于–80 °C后加入4 °C甲醇淬灭, 结果表

明, –40 °C的甲醇淬灭最为理想。研究发现, 仅以甲

醇为淬灭溶剂会导致代谢物的泄漏[37], 故常在甲醇

中加入缓冲液如羟乙基哌嗪乙硫磺酸(hydroxyethyl 
piperazine ethyl sulfonic acid, HEPES)及 碳 酸 氢 铵

(ammonium bicarbonate, AMBIC)以维持离子强度, 
避免渗透冲击[38-39]。

2   样品的提取
由于细胞中有着丰富的代谢物, 因而观察提取

细胞代谢物的方法至关重要。迄今为止还没有任何

一种提取方法能适用于所有的代谢物提取, 为此研

究者们一直在寻找较为合适相关代谢物的提取方

法, 尽可能多地把胞内代谢物提取出来, 最大程度地

减少代谢物的损失。

代谢物的提取量首先依赖于提取溶剂(占主要

地位)的选择。不同的提取溶剂收获的细胞提取物

的类别不尽相同, 主要可分为极性和非极性两大类

代谢物。根据相似相溶原理, 极性溶剂对极性物质的

溶解性较好, 非极性溶剂则能促进细胞内的蛋白质

沉淀, 因此, 联合使用提取溶剂能提高代谢物的提取

效率[40]。目前在细胞代谢组学领域运用最广泛的提

取方法为液–液萃取法, 常用的提取溶剂有甲醇/水溶

液[41]、乙腈/水溶液[29]、纯甲醇[42]和氯仿[43], 研究者

可以根据自己的实验目的进行选择, 优化提取溶剂。

另外, 也与细胞破碎程度相关, 常用的破碎方法有反

复冻融[44]、超声破碎[45]和机械匀浆[46]等。

2.1   提取极性代谢物

极性提取溶剂主要为含水的有机溶剂, 如甲醇/
水溶液、乙腈/水溶液、甲醇/氯仿/水溶液等。Zhou
等[17]比较了甲醇/氯仿/水、纯甲醇、 80%甲醇水溶液、

纯丙酮、80%丙酮水溶液等五种提取溶剂对HepG2
细胞的游离氨基酸的提取效率, 发现80%甲醇水溶

液有较高的提取率和重现性, 可作为最佳提取溶

剂。Lorenz等[35]对大鼠胰岛素瘤细胞(rat insulinoma 
cells, INS-1)内代谢物采用四种不同提取溶剂[乙
醇、乙腈、甲醇和甲醇/氯仿(91׃)]提取, 结果涉及糖

酵解、三羧酸(tricarboxylic acid, TCA)循环和核苷

酸代谢, 发现甲醇/氯仿(91׃)作为提取溶剂较合适。

Dietmair等[29]比较了50%冰乙腈/水溶液、50%冰甲

醇/水溶液、50%冰甲醇/水溶液+反复冻融、甲醇/
氯仿、80%热甲醇/水溶液、100%冰甲醇、75%热

乙醇/水溶液、75%热乙醇/水溶液+HEPES、75%冷

乙醇/水溶液、热水、氢氧化钾(KOH)和高氯酸(PCA)
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这12种不同的提取方法对细胞内核苷酸、UDP-糖、

氨基酸和有机酸等代谢物进行提取, 发现50%冰乙

腈水溶液对所有单一代谢物都有较高的回收率, 为
最佳的提取溶剂。高山山等[47]对小鼠单核巨噬细

胞(RAW264.7)内极性代谢产物的提取方式进行了

优化, 观察了甲醇、乙腈、甲醇/乙腈/水(21׃2׃)、甲

醇/氯仿/水(81׃1׃)四种提取溶剂, 发现甲醇/氯仿/水
作为提取溶剂时色谱峰个数较多, 相对提取(1׃1׃8)

率高且稳定性也最好。Liu等[48]采用80%甲醇水的

提取溶剂对人结肠癌细胞(HCT8)进行提取, 并结合

高分辨率Orbitrap质谱仪, 检测到氨基酸与极性脂质

的339种代谢物。Yao等[49]基于UPLC/QTOF-MS技
术, 以80%甲醇水溶液作为提取溶剂, 通过对人脐静

脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells, 
HUVECs)造模给药的代谢物对比, 发现甘氨酸、精

氨酸代琥珀酸、腐胺、鸟氨酸、亚精胺、5-羟脯氨酸、

二氢尿嘧啶这七种标志性代谢物。

2.2   提取非极性代谢物

脂溶性代谢物的提取溶剂主要有氯仿、甲基

叔丁基醚(methyl tertiary butyl ether, MTBE)、二氯

甲烷等。Chao等[50]加入了甲醇/氯仿/水溶液对结

肠癌细胞(LHCT-116)进行脂质内容物的提取, 定量

了磷脂酰胆碱(phosphatidylcholine, PC)和鞘磷脂

(sphingomyelin, SM)。Lorenzen等 [51]结合GC-MS与
LC-MS技术, 采用甲醇/二氯甲烷/水(71׃14׃)提取溶

剂, 对细胞中的所有脂质进行了提取检测。Zhang
等[52]对PANC-1细胞进行了不同脂类的提取, 比较了

四种提取溶剂(甲醇/MTBE/水、甲醇/氯仿、甲醇/
MTBE/氯仿、正己烷/异丙醇), 发现甲醇/MTBE/水
对溶血磷脂酰胆碱(lysophosphatidylcholine, LPC)、
溶血磷脂酰乙醇胺(lysophosphatidyl ethanolamine, 
LPE)、磷脂酰胆碱(PC)、磷脂酰乙醇胺(phosphatidyl 
ethanolamine, PE)、磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol, 
PI)、磷脂酰丝氨酸 (phosphatidylserine, PS)、磷脂

酰甘油(phosphatidyl glycerol, PG)、磷脂酸 (pho-
sphatidic acid, PA)、心磷脂(cardiolipin, CL)、鞘磷

脂(SM)、神经酰胺(ceramide, CER)、三酰基甘油

(triacylglycerol, TG)、二酰基甘油 (diacylglycerol, 
DG)、胆固醇酯(cholesteryl ester, CE)和脂肪酸(fatty 
acid, FA)提供了更好的提取效率。

2.3   同时提取极性和非极性代谢物

为了同时获取极性与非极性细胞内代谢物, 主

要采用复合式提取溶剂, 如甲醇/氯仿/水、甲醇/
MTBE/水、甲醇/乙醇/水等。Breitkopf等[53]进行氯

仿提取后加入甲醇和水进行分层, 分别提取到了上

层的有机极性小分子和下层的非极性脂质。Zong
等[54]使用神经细胞(PC-12)与IC15(15%抑制浓度)的
CdCl2进行重金属如镉(Cd)引起的神经毒性实验, 实
验中使用–20 °C的甲醇和氯仿作为提取溶剂, 比较

正常组与给药组的代谢物变化, 涉及糖酵解和糖异

生、生物蝶呤代谢、色氨酸代谢、酪氨酸代谢、甘

油磷脂代谢和脂肪酸β-氧化。Fei等[4]提出使用甲醇/
乙醇/水作为提取溶剂结合HILIC-TOF-MS能够更大

范围地检测到极性和脂质代谢物。Hounoum等[36]对

NSC-34细胞进行–40 °C冰甲醇淬灭后比较了甲醇/水
二氯、(2׃3׃3)二氯甲烷/甲醇/水、(1׃1)乙腈/水、(1׃1)

甲烷/乙腈/水(32׃3׃)这四种提取溶剂, 发现使用二氯

甲烷/甲醇/水(32׃3׃)两相提取溶剂可重复性最好且具

有较高的可靠性。

细胞内部分有机小分子类代谢物结构不稳

定或仪器检测灵敏度较低, 则需要在提取后对其

进行衍生化处理, 常用的衍生化试剂有以下三

种: 苯肼[55]主要针对含α-酮酸结构式的代谢物; N-
叔丁基二甲基硅烷基-N-甲基三氟乙酰胺(N-tert-
butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide, 
MTBSTFA)[56], 通过取代活性氢进行硅烷化反应, 
适用于气质的检测; 邻苄基羟胺(O-benzylhydroxy-
lamine, O-BHA)[57], 对活泼氢的加成反应, 增大非极

性基团, 适用于液质的检测。在实验过程中, 我们可

以根据所要的目标化合物采取合适的代谢物提取方

式。

3   样品归一化
代谢组学是一个迅速发展的领域, 我们对这一

主题的大部分理解来自于对细胞系的研究。对于代

谢组学的定量分析, 主要目的是确定两组或更多组

来比较样品中各代谢物的浓度差异。然而, 由于细

胞密度和处理条件的变化使得细胞增殖不同, 难以

控制从板上收获的细胞量[58], 从而影响提取物中代

谢物总量, 并且单个样品的大小、重量或体积也会

显著影响相对量化的结果, 这就需要对细胞进行归

一化处理, 确保在同一水平上进行代谢物浓度的比

较。样品归一化是指在数据采集之前调整样品体积

或浓度, 或者在数据采集之后调整采集的信号以均
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衡各个样品中的代谢物的总信号的一个过程[59]。细

胞样品中常见的归一化方法有细胞数量归一化、蛋

白质浓度归一化、DNA浓度归一化等。

细胞数量归一化是对细胞定量最直接的方法, 
但对贴壁细胞的准确测量需要辅以原位成像或胰蛋

白酶消化等技术, 准确性易受到细胞悬浮液不均匀

性的影响以及等分和转移过程中引入的随机变异的

干扰[60], 同时该方法需要在细胞收集后进行, 这会使

淬灭和提取的步骤得到推迟, 从而影响细胞中代谢

物特征。若细胞发生病变, 在大小或形态上会发生显

著改变, 导致细胞计数不准确, 这些都限制了细胞数

量归一化法的用途。例如, 某些细胞被人巨细胞病

毒(HCMV)感染后, 其体积约增大2倍, 此时采取蛋白

质浓度归一化的方法效果会更佳[61]。Hutschenreuther
等[60]基于GC-MS研究乳腺癌细胞(MCF-7)代谢时, 
进行了细胞数量归一化和总离子流图归一化, 两者

结果相似, 因此认为细胞数量归一化处理是一个可

以省略的步骤, 但此方法只适用于两个对比样品中

的细胞提取物浓度差异小于2倍的情况, 否则“假阳

性”数量将增加到10%以上。Silva等[62]比较了细胞

数量归一化、蛋白质浓度归一化、DNA浓度归一

化这三种细胞提取物代谢组学数据归一化的方法, 
最终发现, DNA归一化是广泛适用于从贴壁细胞系

归一化代谢组学数据的方法, 因为DNA浓度与细胞

数量成正比, 且能避免生长在团块中的细胞系难以

准确计数的问题, 同时可以避免由提取溶剂带来的

蛋白质回收不佳、来自细胞沉淀的蛋白质不完全

再溶解以及代谢物提取溶液和剩余细胞沉淀的蛋

白质浓度不能得到预期的相关性等问题。Chao等[50]

通过不同的细胞数量比较了细胞计数、DNA浓度、

蛋白质浓度、m/z184的前体离子扫描(precursor ion 
scan, PIS)这四种归一化法, 发现细胞计数在低数量

时误差会增大, DNA浓度法由于对细胞碎片DNA提

取率的不同使其与PIS相比差异较大, 蛋白质浓度

归一化在细胞较少时差异最为明显, 需要额外的样

品制备来提取蛋白质, 而PIS归一化法是这些方法

中最优的。与核酸量相关的基因组和与蛋白质总

量相关的蛋白质组学研究相比, 大多数细胞代谢组

学研究采用细胞数量归一化法, 部分细胞代谢组学

研究使用蛋白质含量或DNA含量归一化, 但都无法

代表总代谢物浓度, Chen等[63]采用基质诱导离子抑

制(matrix induced ion suppression, MIIS)方法, 能够

有效地进行细胞内代谢物总浓度的归一化, 提高数

据的完整性。

样品归一化最主要的目的是最小化因样品浓

度不同导致的差异, 从而使组内差异变小, 组间差异

更加明显。归一化的方法多种多样, 目前还缺乏能

够被普遍接受的细胞代谢物归一化方法。我们在选

择归一化方法时, 需要考虑归一化精确度、操作方

便性、速度和成本等问题, 但从上述研究中不难发

现, 不管进行哪种归一化方法, 前提都需要收获足够

多的细胞量, 从而减少误差。

4   小结与展望
对于细胞代谢组学来说, 重点在于收获足够多

的代谢物或尽可能多地提取出目标代谢物, 现阶段

还没有一个标准化处理方法来全面有效地获取细

胞内代谢物, 保证结果的重复性和可靠性。本文主

要概述了细胞代谢组学中对细胞内代谢物常见的

前处理方法, 包含了细胞的培养、淬灭、提取和归

一化方法。为有效地避免代谢物的损失, 在对细胞

淬灭前应先快速加入等渗的生理盐水或PBS冲洗

细胞表面。相对于液氮, 使用低温有机溶剂更为安

全, 所以较常选择的淬灭方法是加入含有缓冲试剂

(如HEPES)的低温有机溶剂, 并在–80 °C放置一段时

间, 确保淬灭完全。不同的提取溶剂提取的代谢物

种类也不同, 由于不同的提取方法是为了分析特定

类别的代谢物, 因此应根据分析目的选择提取方法。

采用甲醇/氯仿/水的混合溶剂能够较全面地提取极

性和非极性代谢物, 但由于氯仿毒性较大, 现常用

MTBE代替。归一化方法中, 蛋白质浓度和DNA浓

度均表现出了较高的测量精密度, 运用较广泛。但

各自也存在着缺点, 比如蛋白质浓度定量需要单独

进行试验, 增加工作量且不经济。而DNA归一化则

需要特定的试剂盒仪器来测量, 过夜溶解耗时较长, 
目前还没有通过DNA浓度归一化来改善代谢组学

数据分析的相关研究。相比较而言, 蛋白质浓度归

一化更为常用。研究者们应根据实验目的开发具体

的前处理的方法以提高代谢物覆盖率。

细胞代谢组学研究中, 样品前处理直接关系到

后续的数据处理与实验的可重复性, 而对于不同的

细胞类型采取的样品前处理方法有所不同, 现阶段

还没有能适用于所有细胞系的前处理方法, 需要进

一步深入研究。同时, 代谢组学研究中的样品检测
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和数据分析也已经成了细胞代谢组学研究中的关键

问题。我们需要通过优化分析技术和方法, 依靠高

通量和高分辨率的设备, 以提高细胞内代谢物在仪

器中的检测灵敏度, 生成可靠和可重复的数据; 还需

要对数据处理算法进行研究优化, 开发更高效的软

件, 来满足细胞代谢组学研究的需求。代谢组学技

术应用于哺乳动物细胞上, 让我们在细胞代谢机制

相互作用上从理论向临床更靠近了一步, 并有可能

确定治疗或干预的新目标领域。随着细胞代谢组学

的不断优化和应用领域的不断扩增, 相信细胞代谢

组学在未来的研究中会有更大的发展空间。
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