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·药学研究·

双氢青蒿素对肝癌细胞氨基酸代谢的影响及机制研究Δ
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摘 要 目的：考察双氢青蒿素（DHA）对人肝癌细胞Huh7、BEL-7402中氨基酸类代谢产物的影响，为阐明DHA参与肝癌细胞代

谢的调控机制提供理论基础。方法：采用CCK-8法，测定不同浓度DHA（12.5、25、50、100 µmol/L）作用24、48、72 h后对两种细胞

活性的影响。将两种细胞分别分为对照组和给药组（DHA，25 µmol/L），加入不含药或含药培养基后培养24 h，均平行操作3份。

对各组细胞样品进行衍生化处理后，采用气相色谱联用质谱（GC-MS）法检测细胞中氨基酸代谢物含量变化，结合SIMCA-P 软件

分析和化合物谱库的比对，筛选出两种细胞中的差异代谢物；采用 Metaboanalyst 4.0软件对差异代谢物进行通路富集分析。结

果：与对照组比较，给药组Huh7细胞或BEL-7402细胞中谷氨酰胺、谷胱甘肽、苯丙氨酸、富马酸、牛磺酸等含量均呈下降趋势。上

述两种细胞中分别筛选获得28、29个差异代谢物，两者的共同差异代谢物有10个，包括谷氨酰胺、谷胱甘肽、牛磺酸、富马酸、苯丙

氨酸等；两者的差异代谢物分别富集到8、6条通路上，其共同富集通路为氨基酸-tRNA生物合成、天冬氨酸-丙氨酸-谷氨酸代谢、

氮代谢、苯丙氨酸代谢、戊糖磷酸途径。结论：DHA能明显降低Huh7细胞和BEL-7402细胞的活性，并能显著降低细胞中谷氨酰

胺、谷氨酸、谷胱甘肽、苯丙氨酸等的含量；其可能通过影响天冬氨酸-丙氨酸-谷氨酸代谢通路等机制来调控两种细胞的生长。
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根据2018年最新数据显示，肝癌病死率在全球癌症

患者中已排第 3位，仅次于肺癌和胃癌[1]。我国是肝癌

发病大国，每年有近50万的新发肝癌患者，其生存率低、

复发率高，药物和手术治疗的结局也不理想[2]。随着抗

肿瘤治疗的深入研究和近几年代谢组学的迅速发展，越

来越多的相关研究围绕肿瘤细胞代谢组学开展。代谢

组学又称代谢轮廓分析，是指通过对各种生物样品中小

分子化合物（分子量＜1 000）的代谢产物进行定性分析

和定量测定，以监测不同代谢物的水平及变化，从而全

面了解不同生物系统复杂生理和病理状态的一门学

科[3]。气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术具有灵敏度高、

效率高的优点，可选择性地分离和检测大量代谢产物如

氨基酸类、糖类、胺类等化合物，近年来在生命科学领域

被广泛应用[4]。通过对代谢产物的定性和定量分析，并

基于此进行三羧酸循环、尿素循环、糖酵解等途径的分

析，是肿瘤代谢组学研究方面的常用方法。双氢青蒿素

（Dihydroartemisinin，DHA）为青蒿素的衍生物，属于倍

半萜内酯类化合物，其不仅具有抗疟疾、抗炎的药理活

性，还具有抗肿瘤、促进细胞凋亡、抑制细胞生长等作

用[5]。目前，关于DHA对肝癌细胞的作用的相关研究较

少，其对肝癌细胞代谢方面影响的研究更少。基于此，

本研究以肝癌细胞Huh7和BEL-7402为研究对象，考察

经DHA干预处理后肝癌细胞活性和细胞中氨基酸类代

谢产物的变化，旨在了解DHA对肝癌细胞代谢的影响，

为阐明 DHA 参与肝癌细胞代谢的调控机制提供理论

基础。

1 材料

1.1 仪器

GC-MS-P2010型 GC-MS 仪，配备电子轰击离子源

（EI）、AOC-20i型自动进样器（日本岛津公司）；CENCO

型涡旋仪（荷兰Breda公司）；Spectra Max 190型酶标仪

（美国Molecular Devices公司）；5804R型高速低温离心

机（美国 Sigma 公司）；FreeZone®型冷冻干燥机（美国

Labconco公司）；LS-CO150型二氧化碳恒温培养箱（美

国Thermo Fisher Scientific公司）；AC2-4S型二级生物安

全柜（新加坡Esco公司）；DMi1型倒置显微镜（德国Lei-

ca公司）；AMOAF1000型自动细胞计数仪（美国 Invitro-

gen 公司）；CP324S 型电子微量天平（德国 Sartorius 公

司）；YM-080S型超声波清洗仪（深圳市方奥威电子有限

公司）。

1.2 药品与试剂

DHA（美国 Sigma公司，纯度：≥98％）；甲氧胺（批

号：BCBC3441V）、吡啶（批号：SHBG8498V）、N-甲基-N-

（三 甲 基 硅 烷 基）- 三 氟 乙 酰 胺（MSTFA，批 号 ：

BCBV0257）均购自美国 Sigma-Aldrich 公司；DMEM 培

养基（批号：8118199）、胎牛血清（FBS，批号：2010092）、

0.25％胰蛋白酶 - 乙二胺四乙酸溶液（0.25％ Tryp-

sin-EDTA，批号：1951049）、pH 7.4磷酸盐缓冲液（PBS，

批号：8118213）、二甲基亚砜（DMSO，批号：1213C0343）

购自北京索莱宝科技有限公司；CCK-8试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为

分析纯，水为超纯水。

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of dihydroartemisinin（DHA）on the metabolism of amino acid metabolites

in human hepatocellular carcinoma cells Huh7 and BEL-7402，and to provide theoretic basis for clarifying the mechanism of DHA

regulating the metabolism of hepatocellular carcinoma cells. METHODS：CCK-8 method was taken to detect the effect of different

concentrations of DHA（12.5，25，50，100 µmol/L）treating for 24，48，72 h on the two kinds of cells. Two kinds of cells were

divided into control group and administration group （DHA，25 µmol/L），and then cultured with drug-free or drug-containing

medium for 24 h，operated in parallel for three times. After derivatization of cell samples in each group，GC-MS method was used

to detect the content of amino acid metabolites，combined with SIMCA-P software analysis and compound library comparison，the

differential metabolites in two kinds of cells were screened out. The pathway enrichment analysis of differential metabolism was

conducted with Metaboanalyst 4.0 software. RESULTS：Compared with control group，the contents of glutamine，glutathione，

phenylalanine，fumaric acid and taurine were trending down in Huh7 or BEL-7402 cells. There were 28 and 29 differential

metabolites obtained from the above two kinds of cells，and 10 of them were common differential metabolites， including

glutamine，glutathione，taurine，fumaric acid，phenylalanine，etc. The differential metabolites were enriched in 8 and 6 pathways

respectively. The common enrichment pathways were amino acid-tRNA biosynthesis， aspartate-alanine-glutamate metabolism，

nitrogen metabolism，phenylalanine metabolism and pentose phosphate pathway，etc. CONCLUSIONS：DHA can significantly

reduce the activities of Huh7 cells and BEL-7402 cells， and the contents of glutamine， glutamic acid， glutathione and

phenylalanine， etc. It may regulate the growth of the two kinds of cells by influencing the mechanism of aspartic acid-

alanine-glutamate metabolic pathway，etc.

KEYWORDS Dihydroartemisinin；GC-MS；Liver carcinoma；Mechanism；Metabolic pathway；Amino acid
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1.3 细胞

人肝癌Huh7、BEL-7402细胞均购自美国菌种保藏

中心（ATCC细胞库）。

2 方法

2.1 细胞培养

取 Huh7细胞和 BEL-7402细胞，分别在 37 ℃、5％

CO2条件下培养 24 h，待细胞生长至对数生长期后用于

后续试验。

2.2 DHA对Huh7细胞和 BEL-7402细胞活性的影响

考察

取“2.1”项下对数生长期的 Huh7细胞和 BEL-7402

细胞，用 0.25％胰蛋白酶消化，以 800 r/min离心 5 min，

弃去上清液，加入含10％FBS的DMEM培养基（以下简

称培养基）1 mL，细胞计数后，按 2 000个/孔加入 96孔

板，轻晃至细胞均匀平铺于板底即可。次日，待细胞贴

壁后将其分为对照组和DHA不同剂量组（DHA终浓度

分别为 12.5、25、50、100 μmol/L），对照组加入不含药物

的培养基，DHA各剂量组加入相应浓度的含药培养基，

每组设 4个复孔。加药后继续在 37 ℃、5％CO2条件下

培养24、48、72 h。取出细胞，按CCK-8检测试剂盒方法

操作，每孔加入 CCK-8试剂 20 μL，采用酶标仪于 450

nm 波长处检测各孔吸光度（OD）值，用来表示细胞活

性。试验均重复3次。

2.3 GC-MS法测定Huh7细胞和BEL-7402细胞中氨

基酸代谢物含量

2.3.1 色谱条件 色谱柱：DB-5 MS 毛细管柱（30 m×

250 μm，0.25 μm）；载气：氦气；线性速度：40 cm/s；恒流

模式：1.19 mL/min；程序升温（起始温度 70 ℃，保持 3

min 后，以5 ℃/min的速度升至300 ℃，保持 10 min）；进

样温度：280 ℃；进样量：1 μL；分流比：10 ∶1。
2.3.2 质谱条件 EI离子源；界面温度：300 ℃；离子源

温度：230 ℃；EI轰击电压：70 eV；周期：0.2 s；检测电压：

0.92 kV；扫描范围：质荷比（m/z）：33～600 Da；溶剂切割

时间：5.5 min。采用全扫描模式，扫描的离子为各个衍

生产物的特征离子。

2.3.3 细胞样品预处理 取“2.1”项下对数生长的Huh7

细胞和BEL-7402细胞，计数后分别以2×106个/皿接种于

10 cm的平皿中，在37 ℃、5％CO2、饱和湿度培养箱中培

养24 h。每种细胞均随机分为两组，一组加入培养基10

mL 作为对照组，另一组加入含 25 µmol/L DHA 的培养

基10 mL作为给药组，继续培养24 h，每组均平行操作3

份。培养结束后取出细胞培养皿，弃去培养基，以预冷

的PBS洗涤 3次，每皿加入预冷的甲醇 1 mL，用细胞刮

铲刮下细胞，转移至5 mL EP管中，涡旋混匀5 min，超声

处理20 s，再涡旋混匀1 min后，静置10 min；在4 ℃下以

13 500 r/min 离心 15 min 后，吸取上清液 700 μL 至 1.5

mL 离心管中，冻干，备用。取所有样本剩余上清液各

20 μL 混匀，作为本研究质量控制（QC）样品，冻干，备

用。取上述冻干样品，分别加入甲氧胺 50 μL，在 37 ℃

水浴 1 h，以 14 000 r/min 离心 2 min；加入衍生化试剂

MSTFA 40 μL，在 37 ℃水浴 1 h，以 14 000 r/min离心 10

min，再按“2.3.1”“2.3.2”项下色谱和质谱条件进样分

析。计算QC样本GC-MS谱图中各成分峰面积RSD，用

来评价样品预处理过程和仪器分析的稳定性（RSD≤

30％即可）。

2.3.4 数据处理分析 建立包含保留时间和特征离子

信息的定量峰表，导入GC-MS仪器配置的Postrun Anal-

ysis 2.7工作站，对数据进行批量积分处理，获得包含保

留时间、特征离子和峰面积的原始峰表，并以总峰面积

计算相对峰面积进行校正。

采用SPSS 17.0统计学软件对细胞活性试验数据进

行处理；采用GC-MS仪器工作软件、SIMCA-P 11.0软件

中的主成分分析（PCA）功能对代谢物含量测定数据进

行处理。

3 结果

3.1 不同浓度 DHA 作用不同时间对 Huh7 细胞和

BEL-7402细胞生长的影响

实验结果显示，随着DHA浓度的增加，或随着药物

作用时间的增加，Huh7细胞和BEL-7402细胞的活性均

呈下降趋势，与对照组比较差异均有统计学意义（P＜

0.05），表明DHA具有抑制两种肝癌细胞生长的能力，且

呈剂量依赖和时间依赖趋势。以对照组细胞活性为基

准进行比较，经 25 μmol/L DHA作用 24 h时，Huh7细胞

的活性降至58％，BEL-7402细胞的活性降至75％；经该

浓度 DHA 作用 48 h 时，Huh7细胞的活性降至 41％，

BEL-7402细胞的活性降至 47％。由此表明，25 μmol/L

DHA作用24 h起对两种细胞就表现出明显的活性抑制

作用，故本研究选择以25 μmol/L的DHA作用24 h进行

后续试验，详见表1。

表 1 DHA对Huh7细胞和BEL-7402细胞活性的影响

（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of DHA on the viability of Huh7 cells

and BEL-7402 cells（x±±s，n＝3）

组别

对照组
DHA组

剂量，μmol/L

0

12.5

25

50

100

Huh7细胞
24 h

1.00±0.08

0.77±0.07＊

0.58±0.03＊＊

0.41±0.06＊＊

0.26±0.05＊＊

48 h

1.00±0.05

0.58±0.03＊＊

0.41±0.05＊＊

0.36±0.04＊＊

0.26±0.02＊＊

BEL-7402细胞
24 h

1.00±0.04

0.87±0.02

0.75±0.04＊

0.62±0.04＊

0.37±0.04＊＊

48 h

1.00±0.02

0.63±0.01＊

0.47±0.02＊＊

0.37±0.02＊＊

0.28±0.01＊＊

注：与同一时间点对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group at same time point，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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3.2 DHA对Huh7细胞和 BEL-7402细胞中氨基酸代

谢物的影响

QC样本经GC-MS检测及数据处理后，共得到 186

个代谢物成分峰（大部分RSD≤30％），对上述成分峰进

行匹配并去除峰面积过小、重复性较差的峰数据，共获

得70个成分的峰数据。经GC-MS检测并对每组平行操

作的 3份样品图谱中各代谢物成分峰面积数据进行分

析，结果显示，以25 μmol/L的DHA作用于两种细胞24 h

后，峰面积RSD≤10％的成分共 42个，占所有成分总峰

面积的比例为 60.00％；峰面积 RSD 为＞10％～30％的

成分共20个，占所有成分总峰面积的比例为28.57％；峰

面积RSD＞30％的成分共 8个，占所有成分总峰面积的

比例为 11.43％。其中，RSD≤30％的成分占所有成分

总峰面积的比例达88.57％，表明经药物作用后，细胞中

大部分代谢物成分的产生情况较为稳定。峰面积

RSD≤30％的62个代谢物详见表2。

表2 峰面积RSD≤30％％的代谢物

Fig 2 Metabolites with peak area RSD≤30％％

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

代谢物

Xylitol

Valine

Uridine 5′-monophosphate

Tyrosine

Tryptophan

Trans-4-hydroxy-proline

Threonine

Tartaric acid

Succinic acid

Stearic acid

Sorbose

Serine

Pyruvic acid

Pyroglutamic acid

Proline

Phenylalanine

Pantothenic acid

Palmitic acid

Ornithine

Oleic acid

Nicotinamide 2

N-acetyl-serine

N-acetyl-aspartic acid

Mimosine 1

Malic acid

Leucine

Lactic acid

Hypotaurine

Glycine

Glycerol 1-phosphate

Glyceric acid

RSD，％

6.58

9.97

11.85

6.37

2.00

9.23

5.49

3.29

6.12

4.48

7.93

12.44

6.82

9.72

16.45

17.81

5.93

3.15

19.80

16.94

12.50

5.43

3.43

12.19

5.96

18.55

10.26

3.42

8.99

9.43

9.81

序号

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

代谢物

Gluconic acid

Fumaric acid

Fucose

Erythronic acid

Erythritol

D-myo-inositol-4-monophosphate

Cytindine-5′-monophosphate

Cysteine 1

Citric acid

Cholesterol

Cellobiose 1

Beta-alanine

Benzoic acid

Aspartic acid 1

Asparagine

Arabinopyranose

Aminomalonic acid

Alphaketoglutaric acid

Allose

Allo-inositol

Alanine2

Adenosine-5-monophosphate

Adenine

6-phosphogluconic acid

4-guanidinobutyric acid

3-phosphoglyceric acid

2-hydroxypyridine

2-Hydroxyglutaric acid

Glucose-6-phosphate

Glucose 1

Glutamic acid

RSD，％

4.24

9.52

25.10

4.48

6.15

6.09

4.75

6.52

3.43

5.55

3.94

6.33

21.35

11.52

18.17

22.64

6.14

7.84

2.14

5.76

24.35

14.59

10.48

3.23

7.90

3.77

10.88

7.00

4.76

3.74

13.79

将表2中的62个代谢物的峰面积经过SIMCA-P 软

件分析，并与化合物谱库进行分析比对，即获得Huh7细

胞和BEL-7402细胞中的差异代谢物。结果显示，与对

照组比较，12.5 μmol/L 的 DHA 作用 24 h 后，Huh7细胞

中的差异代谢物有 28个，包括 Glutamine（谷氨酰胺）、

Glutathione（谷胱甘肽）、Alanine（丙氨酸）、Fumaric acid

（富马酸）、N- acetyl-serine（N-乙酰丝氨酸）、N-acetyl-as-

partic acid（N-乙酰天冬氨酸）等化合物；BEL-7402细胞

中的差异代谢物有 29个，包括Pantothenic acid（泛酸）、

Phenylalanine（苯丙氨酸）、谷胱甘肽、Hypotaurine（牛磺

酸）等化合物；Huh7和 BEL-7402的共同差异代谢物有

10个，包括泛酸、N-乙酰丝氨酸、N-乙酰天冬氨酸、牛磺

酸、谷胱甘肽、Gluconic acid（葡糖酸）、富马酸、Erythron-

ic acid（赤糖酸）、谷氨酰胺、苯丙氨酸。两种细胞的共有

差异代谢物见表3；其相对峰面积见表4、表5。

表3 Huh7细胞和BEL-7402细胞的共有差异代谢物

Tab 3 Common differential metabolites of Huh7 cells

and BEL-7402 cells

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

差异代谢物

泛酸

N-乙酰丝氨酸

N-乙酰天冬氨酸

牛磺酸

谷胱甘肽

葡糖酸

富马酸

赤糖酸

谷氨酰胺

苯丙氨酸

英文名

Pantothenic acid

N-acetyl-serine

N-acetyl-aspartic acid

Hypotaurine

Glutathione

Gluconic acid

Fumaric acid

Erythronic acid

Glutamine

Phenylalanine

分子式

C9H17O5N

C5H9NO4

C6H9NO5

C2H7NO3S

C10H17N3O6S

C6H12O7

C4H4O4

C4H8O5

C5H10N2O3

C9H11NO2

分子量

219.24

147.13

175.14

125.15

307.33

196.16

116.07

136.10

146.15

165.19

表4 各组Huh7细胞中共有差异代谢物的相对峰面积

Tab 4 Relative peak area of common differential me-

tabolites in Huh7 cells

差异代谢物

泛酸

N-乙酰丝氨酸

N-乙酰天冬氨酸

牛磺酸

谷胱甘肽

葡糖酸

富马酸

赤糖酸

谷氨酰胺

苯丙氨酸

对照组

第1次

1.010 0

0.879 6

0.941 5

1.010 0

0.914 0

1.010 0

1.010 0

1.010 0

1.010 0

0.080 4

第2次

0.797 1

1.010 0

0.904 9

0.951 3

0.658 2

0.971 3

0.915 7

0.903 8

0.569 5

0.200 4

第3次

0.830 1

0.897 3

1.010 0

0.953 0

1.010 0

0.972 3

0.760 7

0.990 9

0.906 2

0.021 2

给药组

第1次

0.121 5

0.010 0

0.257 6

0.522 4

0.433 7

0.013 2

0.058 9

0.410 8

0.010 0

0.634 2

第2次

0.010 0

0.108 9

0.010 0

0.470 4

0.197 8

0.010 0

0.078 2

0.052 1

0.075 8

0.387 8

第3次

0.084 3

0.010 6

0.364 8

0.541 4

0.396 4

0.022 7

0.037 8

0.568 0

0.200 2

0.587 0

由表 4、表 5可知，在有显著性变化的差异代谢物

中，DHA给药组Huh7细胞和BEL-7402细胞中的多数代

谢物平均含量呈显著降低趋势，表明DHA可能通过下

调上述两种肝癌细胞中氨基酸类代谢物的表达，从而影

响肝癌细胞的代谢通路。

3.3 Huh7细胞和BEL-7402细胞的差异代谢物富集信

号通路

采用 Metaboanalyst 4.0 软件分别对 Huh7 细胞和
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BEL-7402细胞的差异代谢物进行通路富集分析。结果

显示，Huh7细胞的差异代谢物富集到 8条代谢通路，分

别为氨基酸-tRNA生物合成、天冬氨酸-丙氨酸-谷氨酸

代谢、氮代谢、苯丙氨酸代谢、三羧酸循环、牛磺酸-精氨

酸代谢、半胱氨酸 - 蛋氨酸代谢、戊糖磷酸途径；

BEL-7402细胞的差异代谢物富集到6条代谢通路，分别

为氨基酸-tRNA生物合成、天冬氨酸-丙氨酸-谷氨酸代

谢、氮代谢、苯丙氨酸代谢、戊糖磷酸途径、泛酸-辅酶A

的生物合成，详见图1（注：图中圆点的直径越大，且距离

坐标距离越远，则说明富集到代谢通路的差异代谢物越

重要）。其中，Huh7细胞和 BEL-7402细胞差异代谢物

均富集到的通路为氨基酸-tRNA生物合成、天冬氨酸-丙

氨酸-谷氨酸代谢、氮代谢、苯丙氨酸代谢和戊糖磷酸

途径。

4 讨论

一直以来，青蒿素及其衍生物被人们熟知主要是因

为其抗疟疾作用。而作为青蒿素的衍生物，DHA具有高

效、安全、低毒等特点。近年来，越来越多研究表明其不

仅具有抗疟疾作用，还具有促进肿瘤细胞凋亡、调控细

胞周期等抗肿瘤作用[6-10]，但目前尚未见从代谢组学方

面阐述DHA对肝癌细胞影响的研究报道。本课题组前

期对 9种肝癌细胞系（包括 Huh7、SMCC-7721、HepG2、

MHCC97H、Huh6、SNU389等）采用细胞活性试验进行

考察，选择出对DHA较为敏感的Huh7细胞和BEL-7402

细胞进行后续研究。氨基酸是生命活动最重要的物质

代谢基础，是细胞增殖分裂过程中的必需营养物质，肿

瘤细胞对氨基酸的需求远大于正常细胞[11]。本课题组

前期预试验结果显示，DHA对氨基酸代谢通路的影响最

为明显，因此本研究采用GC-MS技术测定DHA作用后

两种细胞中氨基酸代谢产物的变化，重点分析DHA对

肿瘤细胞氨基酸代谢途径的影响。

GC-MS分析结果显示，用DHA干预处理后，两种肿

瘤细胞中谷氨酰胺、富马酸、牛磺酸等氨基酸代谢物含

量均呈明显下降趋势。对于正常细胞，谷氨酰胺是非必

需氨基酸，但肿瘤细胞通过自身合成谷氨酰胺无法满足

其快速增殖的要求，往往需要从外界摄入大量的谷氨酰

胺，这意味着谷氨酰胺是肿瘤细胞的“必需氨基酸”[12-14]，

故肿瘤细胞对谷氨酰胺的摄取率均高于其他氨基酸。

肿瘤细胞中的谷氨酰胺主要会被谷氨酰胺酶催化转变

为谷氨酸，进一步又被谷氨酸脱氢酶催化形成酮戊二

酸，最后进入三羧酸循环，实现对三羧酸循环的“回补”

作用[15]。谷氨酰胺是血液和体内游离氨基酸池中含量

最丰富的氨基酸，可在细胞内氧化并为其他氨基酸、蛋

白质的合成提供氮源，而且参与了机体还原剂谷胱甘肽

的合成[16-18]。因此，DHA对谷氨酰胺含量的降低作用可

能使肿瘤细胞的生长受到抑制。富马酸也是三羧酸循

环中的关键氨基酸[15]，本研究中两种肿瘤细胞中富马酸

含量的降低表明DHA可能通过三羧酸循环抑制肝癌细

胞的生长。有文献报道，牛磺酸具有抗氧化、促进细胞

生长、调节免疫功能的作用[19-20]，本研究中两种肿瘤细胞

中牛磺酸的含量降低明显，表明DHA可能通过下调该

氨基酸从而抑制肝癌细胞的生长。

综上所述，DHA能明显降低Huh7细胞和BEL-7402

细胞的活性，并能显著降低细胞中谷氨酰胺、谷胱甘肽、

苯丙氨酸等的含量；两种肿瘤细胞的差异代谢物均富集

到的通路为氨基酸-tRNA生物合成、天冬氨酸-丙氨酸-

谷氨酸代谢、氮代谢、苯丙氨酸代谢、戊糖磷酸途径，提

示DHA可能通过影响天冬氨酸-丙氨酸-谷氨酸代谢通

路等机制来调控两种细胞的生长。然而，由于目前的研

究证据不足，本研究仅重点探讨了某一条通路的相关作

用机制，后续研究将根据相应氨基酸含量的变化进一步

探索DHA对肿瘤细胞其他代谢通路的影响。

图1 Huh7细胞和BEL-7402细胞差异代谢物的富集代

谢通路

Fig 1 Enrichment metabolic pathway of differential

metabolites in Huh7 cells and BEL-7402 cells
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表 5 各组BEL-7402细胞中共有差异代谢物的相对峰

面积

Tab 5 Relative peak area of common differential me-

tabolites in BEL-7402 cells

差异代谢物

泛酸

N-乙酰丝氨酸

N-乙酰天冬氨酸

牛磺酸

谷胱甘肽

葡糖酸

富马酸

赤糖酸

谷氨酰胺

苯丙氨酸

对照组

第1次

0.916 0

1.010 0

1.010 0

1.010 0

0.707 0

1.010 0

1.010 0

1.010 0

0.728 7

1.010 0

第2次

1.010 0

0.964 7

0.845 6

0.854 5

0.645 9

0.763 8

0.947 5

0.941 9

1.010 0

0.278 7

第3次

0.819 5

0.922 6

0.510 7

0.737 9

1.010 0

0.605 7

0.805 4

0.491 0

0.669 0

0.451 1

给药组

第1次

0.021 1

0.123 1

0.010 0

0.097 6

0.197 3

0.150 6

0.064 0

0.068 0

0.116 4

0.754 8

第2次

0.010 0

0.152 7

0.022 7

0.181 9

0.010 0

0.076 9

0.146 4

0.236 1

0.010 0

0.697 0

第3次

0.041 0

0.273 3

0.051 3

0.190 9

0.078 5

0.196 5

0.102 6

0.216 8

0.132 7

1.010 0
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