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摘要    临床资料显示, 患有脑肿瘤病人的存活率通常与肿瘤的类型和级别有

关. 如通过高分辨魔角旋转核磁共振氢谱(HRMAS 1H NMRS)技术检测得到肿

瘤组织的代谢轮廓(特征), 不仅可为肿瘤的生物学和新陈代谢研究提供有价值

的信息, 而且可为肿瘤的分类和分级提供重要的代谢指纹特征, 而这些特征有

可能成为未来肿瘤诊断的潜在手段(工具). 本研究采用高分辨魔角旋转核磁共

振氢谱技术结合多维变量分析(如主成分分析)方法研究了 30 例神经上皮肿瘤

组织的代谢特征, 并与临床病理结果进行对照. 这 30例神经上皮肿瘤主要包括

2 例低级星形细胞瘤(Ⅰ级)、12 例中级星形细胞瘤(Ⅱ级)、8 例间变型星形细胞

瘤(Ⅲ级)、3 例胶质母细胞瘤(Ⅳ级)和 5 例髓母细胞瘤(Ⅳ级). 研究发现, 神经元

(NAA)、肌酸、顺式肌醇、甘氨酸和乳酸等代谢物的浓度以及一些代谢物与肌

酸的浓度比值在不同级别的脑肿瘤组织间均具有显著性差别(P<0.05). 这些代

谢物的浓度比值主要包括 NAA/肌酸、乳酸/肌酸、顺式肌醇/肌酸、甘氨酸/肌

酸、反式肌醇/肌酸和丙氨酸/肌酸等. 此外, 采用人为监管模式识别方法建模

(SIMCA)来预测(或区分)低、高级肿瘤, 准确率基本均达 87%. 如仅对预测高级

(Ⅲ和Ⅳ级)肿瘤而言, 其灵敏性和特异性分别高达87%和93%. 因此, 高分辨魔

角旋转核磁共振氢谱技术结合模式识别方法有可能成为未来一种潜在的、快

速、准确分级人类脑肿瘤的手段(工具).  
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脑肿瘤患者一般具有非常低的存活率和高的复

发率, 且被诊断出患有原发恶性脑肿瘤的成年病人

其 5 年存活率不足 30%[1~4]. 据临床统计资料显示, 

在这些原发脑肿瘤中, 胶质瘤(如星形细胞瘤和胶质

母细胞瘤)病例一般约占 45%, 其发病率大约在十万

分之五到十万分之十[5]. 因此, 及早发现和准确诊断

肿瘤对于确定肿瘤正确的治疗方案至关重要. 迄今, 

脑肿瘤的临床诊断主要是依靠肿瘤组织形态学的病

理检查. 然而, 要想准确诊断一些恶性脑肿瘤, 特别

是神经上皮肿瘤(如少突胶质瘤和髓母细胞瘤等), 有

时对临床医师和神经病理学家仍是一项挑战[6~8].  

X-射线计算机断层成像术(CT)[9]、磁共振成像

(MRI)[10,11]和正电子发射成像(PET)[12,13]等一些现代

诊断技术作为目前确定肿瘤病人正确治疗方案最基

本的技术手段，在脑肿瘤的临床诊断和研究中已得到

越来越广泛的应用. 然而, 这些技术常仅限于提供肿

瘤大小、生长方位等一些信息的确认和评价, 所以只

能作为临床病理诊断技术必要的辅助手段.  

由活体磁共振氢谱(in vivo 1H MRS)[14~17]和离体

组织萃取液的核磁共振氢谱(in vitro 1H NMRS)[18~21]

提供的许多与组织病理学相关的代谢物信息不仅能

加深对肿瘤生物学的理解, 而且将为肿瘤的准确诊

断提供帮助. 然而, 活体磁共振氢谱 [14~17]作为目前

唯一非侵入的活体组织代谢物检测技术, 由于受其

图谱分辨率和检测灵敏性的限制, 通常只能检测到

少数几种代谢物(如脂类、总肌酸、总胆碱、乳酸、谷

氨酸(或谷氨酰胺)和 NAA 等)的信息, 且图谱的基线

和信噪比问题也不利于进行定量分析. 与之相比, 组

织萃取液的核磁共振氢谱[18～21]尽管具有较高的图谱

分辨率, 但其应用目前仍颇具争议: (1) 组织萃取方

法一般需要的组织样品用量较多(至少 50 mg); (2) 即

使组织萃取的时间(一般超过 24 h)能够忍受, 但组织

萃取的破坏性在一定程度上可能会改变原有的图谱

特征; (3) 萃取方法本身通常只萃取一些亲水性(水溶

性)的物质, 从而阻止了一些半移动的膜脂类物质的

观察. 因此, 寻求一些能快速、直接检测肿瘤组织代

谢特征的辅助手段非常必要.  

最近, 新鲜组织的高分辨魔角旋转核磁共振氢

谱(HRMAS 1H NMRS)技术已被证明是一项不需要经

过组织处理就能直接对肿瘤进行快速分类和分级诊

断的技术[22~25]. 该技术只需较短的样品制备时间(一

般不超过 5 min), 很少的样品用量(一般 10 mg 左右)

也能观察到许多组织代谢物的信息和动态变化, 而

且较短的采样时间(一般小于 20 min)可相应减少组织

的化学变化, 又可阻止组织代谢物的大量降解[26]. 此

技术与基于模式识别的多维变量分析(MVDA, 如主

成分分析)方法结合, 作为当今唯一被人们所熟知的

非侵入性研究组织的代谢组学技术, 以其半定量的

研究方法即将成为离体组织代谢组学的重要研究平

台. 该技术的优势已在为人类肿瘤生化研究、诊断和

分类提供方便、快速和准确的辅助诊断等领域得到了

很好的发展和体现[27,28].  

本研究运用高分辨魔角旋转核磁共振氢谱技术

结合多维变量分析方法研究和分析了 30 例神经上

皮肿瘤的代谢组特征, 旨在: (1) 进一步了解不同级

别的脑肿瘤中各代谢物的代谢水平差异; (2) 进一

步探索与传统诊断技术互补的新的辅助分级技术的

可行性.  

1  材料与方法  

1.1  脑组织标本的收集和病理评价 

2 例低级星形细胞瘤(Ⅰ级)、12 例中级星形细胞

瘤(Ⅱ级)、8 例间变型星形细胞瘤(Ⅲ级)、3 例胶质母

细胞瘤(Ⅳ级)和 5 例髓母细胞瘤(Ⅳ级)组织标本分别

取自华中科技大学同济医学院同济医院和武汉大学

医学院中南医院神经外科 30 位脑肿瘤病人. 每例肿

瘤组织标本自手术取下后(标本收集时间不超过 30 

min)均被分成两部分. 一部分用于临床病理诊断, 先

用 10%中性甲醛缓冲液固定, 然后用石蜡包埋, 再用

常规组织病理诊断方法进行评价. 5 µm 厚的组织切

片用常规 H&E 法染色, 最后二家医院的病理学家根

据世界卫生组织 2000 年修订的病理诊断标准对这些

组织切片进行病理分类和分期; 另一部分用于魔角

核磁共振(MAS NMR)研究的样品, 自手术取下后迅

速放入液氮中速冻, 然后转入80℃低温冰箱备用. 

研究得到当地伦理道德委员会批准和病人及家属知

情同意书.  

根据肿瘤的类型和级别, 将所有的脑肿瘤组织

样品分成 5 群(组), 这些病人的数据资料总结在表 1

中. 显然, 这些病人的发病年龄相当宽泛, 从 10~71

岁, 且男性(20 例)发病率稍高于女性(10 例). 然而, 除

了髓母细胞瘤多好发于青少年外, 在这些有限的肿瘤

病例中 ,  并未观察到病人的发病趋势与年龄存在 
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表 1  30 位脑肿瘤患者的病理资料 

组群(样品数) 病理诊断 分级(Ⅰ~Ⅳ) 
性别 

 
病人年龄 

男性 女性 范围 x ±SD 

组群 1(n=2) 星形细胞瘤 Ⅰ 1 1  36~63 50±19.1 

组群 2(n=12) 星形细胞瘤 Ⅱ 8 4  21~63 38±12.6 

组群 3(n=8) 星形细胞瘤 Ⅲ 3 5  36~71 49±11.7 

组群 4(n=3) 胶质母细胞瘤 Ⅳ 3 0  22~41 32±9.5 

组群 5(n=5) 髓母细胞瘤 Ⅳ 5 0  10~32 19±9.4 

 
 

明显相关.  

1.2  脑肿瘤组织的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱 

每个肿瘤样品(约 20~30 mg)在 4℃经重水漂洗后

分别放入直径为 4 mm的专为魔角实验设计使用的石

英管中, 每个样品的装样总时间不超过 5 min. 所有

样品的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱均是在开氏 298 

K 温度下, 转速为 2 kHz, 装有标准微量探头且氢的发

射功率约为 599.906 MHz 的美国瓦里安 (Varian) 

INVOA 型波谱仪上进行采集, 仪器探头温度的调节

根据文献[29]使用甲醇溶液进行校正. 每个样品的 2

个核磁共振氢谱分别用一维单脉冲和标准的 CPMG

自旋回波序列进行采集[26,30]. 每次循环延迟(弛豫)中, 

水峰信号是用弱的连续波照射并采用预饱和方法进行

压制. 每个样品采集的 90°脉宽均被调节在 4.2~5.7 s. 

对于所有样品, 采样参数均为: 谱宽 12 kHz, 循环延

迟 2 s, 数据点数 16 k, 累架次数 128 次. 但在 CPMG

序列中 , 总的自旋回波 (弛豫 )时间为 32 ms(2n, 
=240~250 s). 每个样品(2 个氢谱)总的采集时间均不

超过 20 min. 

对上述采集到的 FID 数据先分别用 1.0 Hz 的窗

函数进行傅立叶变换(fourier transform, FT), 再利

用 XWINNMR 2.0(Bruker Analytik, Germany)软件

系统对整个波谱进行自动相位和基线校正处理, 最

后将得到的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱(HRMAS 
1H NMRS)用乳酸甲基峰的化学位移值(H 1.33)进

行定标.  

当更多的样品被研究时, 由于样品量的增加和

波谱的复杂, 样品间简单的波谱比较不足以得到更

多有用的组织代谢物变化信息. 因此, 在此情况下, 

一个最有效的方法就是提供每群(组)样品的平均谱. 

对于每群样品而言, 其平均谱采用如下方法得到: 首

先, 用0.001 ppm的区间小段将整个波谱( 0.50~ 4.50)

分成 4000 段分段积分, 然后将每个分段积分值对整

个分段积分之和( 0.50~4.50)进行归一化处理, 最后

将每一小段分值自动变换为归一化的波谱.  

1.3  数据减维和主成分分析 

传统的波谱分析方法是用峰高或峰面积进行比

较, 而主成分分析(PCA)方法则是将整个波谱作为一

个整体特征来进行比较. 考虑到因实验转速(约 2 kHz)

限制产生的旋转边带和在脂肪区有很少的波谱信号, 

本研究只选取化学位移在 0.50~4.50 的区间信号进

行主成分分析. 用化学位移为 0.001 ppm 区间小段将

每个波谱( 0.50~4.50)分成均匀的 4000 等份, 然后对

每一小段区间进行分段积分, 最后将每一分段积分

对整个分段积分之和进行归一化处理.  

为了观察不同级别的脑肿瘤的高分辨魔角旋转核

磁共振氢谱之间是否存在差别 , 使用 SIMCA-P 

10.0(Umetrics, Sweden) 软件并以中心模式对所有的

波谱数据分别进行主成分分析(PCA)和偏最小二乘判

别分析(PLS-DA). 这些处理后的数据分别用得分图

和回归载荷因子(负载)图表示. 其中, 在得分图中的

每个数据点分别代表一个样品, 而回归载荷因子(负

载)图中的每个小棒(分段积分)则代表对区分起重要

贡献作用的波谱区间值(即化学位移值)[27,30~32].  

1.4  模式识别 

为了最大程度地区分和预测不同级别的脑肿瘤, 

以不同组群信息作Y变量对上述波谱数据进行人为监

管的模式识别方法(soft independent modeling of class 

analogy, SIMCA)分析. 首先, 将这些数据分成“训练”

组和“测试”组, 然后对“训练”组中每一组群的主成分

进行计算分析, 再根据这些群属信息在 Cooman’s 图

中的边界(区域)位置对它们进行归属和划分[27]. 此外, 

正交信号校正(orthogonal signal correction, OSC)被用
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于最大化区分 [33]. 因此, 正交偏最小二乘法(OPLS)

模型则用来预测肿瘤的级别. OPLS 是经 OSC 过滤后

的人为监管的 PLS 模型方法的扩展, 其主要是为了

移去一些与群组(区分)属性不相关的变量.  

在当前的研究中, 首先将所有 30 例脑肿瘤样品

分成二群, 即所有 14 例由Ⅰ级和Ⅱ级星形细胞瘤组

成的低级脑肿瘤构成低级群(class1), 而所有剩下的

16 例由Ⅲ级星形细胞、胶质母细胞瘤和髓母细胞瘤

组成的高级脑肿瘤构成高级群(class2); 其次, 从每

个群中分别选取一半的样品作为“训练”组, 剩下的

样品则作为“测试”组, 然后对所有这些 MAS 数据分

别建立 OSC 过滤前后的 SIMCA 模型进行分析和预

测; 此外, 在样品量较少时, 常采用“弃一法”(即逐

一检测法, 将每个样品分别从“训练”组中剔除而单

独作为“测试”数据所进行的分类预测方法)进行分

类测试.  

1.5  统计分析 

对于 HRMAS NMR 波谱数据来说, 要想对代谢

物的浓度进行绝对定量通常是非常困难的. 此时, 代

谢物的浓度水平即可用代谢物信号峰的归一化积分

值(相对浓度)来表示. 因此, 每个 NMR 波谱中信号

峰的归一化积分值均将被用于统计分析.  

用 SPSS 10.0(SPSS Inc, USA)软件分别对取材于

30 例脑肿瘤组织的一些代谢物的相对浓度值(归一化

积分值)和它们对肌酸( 3.93)的浓度比值进行双尾方

差分析(ANOVA). 当 P<0.05 时, 即可认为这些代谢

物的浓度变化在组间存在显著性差别.  

2  结果 

2.1  组织标本的病理评价和形态学特征 

图 1 展现了分别取材于 1 例正常脑组织、1 例低

级星形细胞瘤(Ⅰ级)、1 例中级星形细胞瘤(Ⅱ级)、1

例间变型星形细胞瘤(Ⅲ级)、1 例胶质母细胞瘤(Ⅳ级)

和 1 例髓母细胞瘤(Ⅳ级)等组织标本的经 H&E 染色

的组织切片图. 很明显, 肿瘤细胞的个数随着肿瘤级

别的增加而增加. 与正常脑组织相比(图 1(A)), Ⅰ和

Ⅱ级星形细胞瘤(图 1(B)和(C))中肿瘤细胞的个数有

明显的增加, 但未观察到有丝分裂, Ⅲ级星形细胞瘤

(图 1(D))中肿瘤细胞个数却增加较多, 且观察到入侵

的血吸虫卵. Ⅳ胶质母细胞瘤(图 1(E))也可称为Ⅳ星

形细胞瘤, 有明显的细胞增殖和有丝分裂出现. Ⅳ髓

母细胞瘤(图 1(F))的主要特征是有浓密的肿瘤细胞且

泡浆丰富, 并有更多的有丝分裂出现.  

2.2  脑肿瘤组织的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱 

图 2 描述了与上述切片对应的组织在转速为 2 

kHz, 通过 CPMG 脉冲序列采集到的高分辨魔角旋转

核磁共振氢谱(HRMAS 1H NMRS). 从图中可观察到

许多代谢物信号峰. 这些谱图中代谢物的归属主要

根据先前的文献报道 [18,20,25,34~36]和本实验采集到的

2D 1H-1H 全相关谱(TOCSY, 谱图未显示)确定的. 对

于星形细胞瘤来说(图 2(B)~(D)), 随着肿瘤级别的增

加 , 肿瘤组织中未被完全压制的剩余脂类 (Lip,  

0.92)、乳酸(Lac,  1.33)、丙氨酸(Ala,  1.48)和反式

肌醇 (sI,  3.35)等代谢物的浓度增加 , 而 NAA( 

2.03)、顺式肌醇(mI,  3.62)和肌酸(Cre,  3.04)等代谢

物的浓度则下降. 较高水平的甘氨酸( 3.56)和剩余

脂类(Lip,  0.92)以及较低水平的 NAA、磷酸胆碱(PC, 

 3.22)和甘油磷酸胆碱(GPC,  3.23)是胶质母细胞瘤

的基本特征(图 2(E)), 而较高水平的牛磺酸(Tau,  

3.43)、磷酸胆碱和甘油磷酸胆碱以及较低水平的乳酸

则是髓母细胞瘤的主要特征(图 2(F)).  

图 3 展现了取材于不同级别群组的脑肿瘤组织

通过 CPMG 脉冲序列采集到的高分辨魔角旋转核磁

共振氢谱的平均谱( x ±SD). 除了较强的脂类信号由

于在 CPMG 脉冲序列中使用较短的回波时间(32 ms)

而未能被完全压制外 , 在这些不同级别群组间的

NMR 谱图中仍能观察到许多代谢物信号峰的变化. 

与Ⅰ级星形细胞瘤相比(图 3(A)), 在Ⅱ级和Ⅲ级星形

细胞瘤中剩余脂类和丙氨酸的浓度水平较高 , 而

NAA、顺式肌醇、肌酸、磷酸胆碱和甘油磷酸胆碱

的浓度水平较低(图 3(B)和(C)), 但在Ⅳ级胶质母细

胞瘤中剩余脂类和牛磺酸的浓度水平较高, 乳酸和

肌酸的浓度水平较低(图 3(D)). 然而, 与Ⅱ级和Ⅲ级

星形细胞瘤以及Ⅳ胶质母细胞瘤相比, 在Ⅳ髓母细

胞瘤中顺式肌醇、牛磺酸、甘氨酸、磷酸胆碱、甘油

磷酸胆碱和天门冬氨酸的浓度相对较高, 乳酸和肌

酸的浓度相对较低(图 3(E)). 

2.3  高分辨魔角旋转核磁共振氢谱数据的主成分
分析 

图 4 描述了不同级别肿瘤群组的高分辨魔角旋转 
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核磁共振氢谱数据的偏最小二乘判别分析的得分图

(scores plots)和回归载荷因子图(regression coefficients 

plots). 首先, 占MAS数据所有变量 24.4%的第一主成

分(图 4(A))在Ⅰ级和Ⅱ级星形细胞瘤群组(第一、二群)

和Ⅲ级星形细胞瘤群组(第三群)之间展现了很好的区

分. 相应地, 其回归载荷因子图(图 4(B))显示, 与Ⅲ级

星形细胞瘤群组(第三群)相比, 在Ⅰ级和Ⅱ级星形细

胞瘤群组(第一、二群)中, NAA、肌酸、甘油磷酸胆

碱和肌醇等代谢物的浓度相对较高, 而乳酸和磷酸

胆碱的浓度相对较低; 其次, 占 MAS 数据所有变量

27.8%的第一主成分(图 4(C))在Ⅰ级和Ⅱ级星形细胞

瘤群组(第一、二群)和Ⅳ级星形细胞瘤群组(第四、五

群)之间也展现了很好的区分. 与Ⅳ级肿瘤群组相比, 

在回归载荷因子图(图 4(D))中, 正值表示在Ⅰ级和Ⅱ

级星形细胞瘤中乳酸、肌酸、胆碱和甘油磷酸胆碱的

浓度较高, 而负值则表示在Ⅰ级和Ⅱ级星形细胞瘤中

甘氨酸和磷酸胆碱的浓度较低. 同样地, 第一主成分

(图 4(E), 占变量的 29.8%)在Ⅲ级星形细胞瘤群组(第

三群)和Ⅳ级肿瘤群组(第四、五群)之间展现了很好的

区分. 与Ⅳ级肿瘤群组(第四、五群)相比, 其回归载荷

因子图(图 4(F))则显示, 在Ⅲ级星形细胞瘤群组(第三

群)中, 乳酸、肌酸、胆碱和甘油磷酸胆碱代谢物的浓

度较高, 而顺式肌醇和磷酸胆碱的浓度较低. 最后, 第

一主成分(图 4(G), 占变量的 23.2%)在胶质母细胞瘤 

 

 

图 1  正常脑组织和脑肿瘤组织标本病理切片 
(A) 正常脑组织(1例, ×200); (B) 星形细胞瘤(Ⅰ级, 1例, ×200); (C) 星形细胞瘤(Ⅱ级, 1例, ×200); (D) 星形细胞瘤(Ⅲ级, 1例, ×200); (E) 胶质

母细胞瘤(Ⅳ级, 1 例, ×200); (F) 髓母细胞瘤(Ⅳ级, 1 例, ×200) 
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图 2  脑组织标本在转速为 2 kHz 通过 CPMG 脉冲序列采集

到的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱  
(A) 正常脑组织(1 例); (B) 星形细胞瘤(Ⅰ级, 1 例); (C) 星形细胞瘤

(Ⅱ级, 1 例); (D) 星形细胞瘤(Ⅲ级, 1 例); (E) 胶质母细胞瘤(Ⅳ 

级, 1 例); (F) 髓母细胞瘤(Ⅳ级, 1 例) 

 

群组(第四群)和髓母细胞瘤群组(第五群)之间也展现

了很好的区分. 而在Ⅰ级星形细胞瘤群组(第一群)和

Ⅱ级星形细胞瘤群组(第二群)之间, 第一主成分(图

4(Ⅰ), 占变量的 33.3%)仍展现了很好的区分. 它们

的回归载荷因子图(图 4(H)和(J))分别展现了在两群

组间对区分起重要贡献作用的一些代谢物的信息.  

2.4  高分辨魔角旋转核磁共振氢谱数据的 SIMCA

模型分析 

图 5 显示用于预测群组信息的正交偏最小二乘

法(OPLS)模型. 占所有变量 66%的第一主成分在二

群组间展现了很好的区分. OPLS 得分图的特征为: 

累计变量 R2Y=0.96, 模型变量 Q2=0.95, 其中较高的

Q2 值表示模型具有较好的预测能力.  

图 6为低级群组一(class 1)和高级群组二(class 2)

之间的 Cooman 残差图. 根据 95%可信区间, Cooman

残差图将被分成 4 个区域. 其中, 在左上角区域, 7 个

样品中有 6 个样品被正确地划分为低级(Ⅰ~Ⅱ)群组, 

而在右下角区域 8个样品中有 7个样品被正确划分为 

 
图 3  30 例脑肿瘤组织样品在转速为 2 kHz 通过 CPMG 脉

冲序列采集到的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱的平均谱 
(A) 星形细胞瘤(Ⅰ级); (B) 星形细胞瘤(Ⅱ级); (C) 星形细胞瘤(Ⅲ

级);  (D) 胶质母细胞瘤(Ⅳ级) ;  (E) 髓母细胞瘤(Ⅳ级) .  实线 

和虚线分别代表每一组群肿瘤样品平均谱的 x ±SD 

高级(Ⅲ~Ⅳ)群组. 该 SIMCA 模型预测(区分)每一个

群组的正确率几乎均在 87%. 而且, 该模型预测高级 
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图 4  在不同级别群组间, 30 例肿瘤样品的高分辨魔角旋转核共振氢谱数据的偏最小二乘判别分析(PLS-DA)得分图和回归

载荷因子图比较 
(A) 第一、二和三群间的 PLS-DA 得分图; (B) 第一、二和三群间的第一主成分的载荷因子图; (C) 第一、二和四、五群间的 PLS-DA 得分图; 
(D) 第一、二和四、五群间的第一主成分载荷因子图; (E) 第三和四、五群间的 PLS-DA 得分图; (F) 第三和四、五群间的第一主成分载荷因

子图; (G) 第四(GBM)和五群(MED)间的 PLS-DA 得分图; (H) 第四(GBM)和五群(MED)间的第一主成分的载荷因子图; (I) 第一(ASTⅠ)和二

群(ASTⅡ)间的 PLS-DA得分图; (J) 第一(ASTⅠ)和二群(ASTⅡ)间的第一主成分的载荷因子图. ■: 一和二群; : 三群; *: 四和五群; ●: 胶质 
母细胞瘤(GBM); ○: 髓母细胞瘤(MED); ◇: Ⅰ级星形细胞瘤(ASTⅠ); ◆: Ⅱ级星形细胞瘤(ASTⅡ) 
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图 5  30 例脑肿瘤样品的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱数

据的 OPLS 模型的第一和第二主成分得分图 
◆: 低级(Ⅰ~Ⅱ)脑肿瘤; ▲: 高级(Ⅲ~Ⅳ)脑肿瘤 

 

 

图 6  取材于低级和高级的 30 例脑肿瘤样品的高分辨魔角

旋转核磁共振氢谱数据用于 SIMCA 建模分析时, 其“训练” 
组和“测试”组的 Cooman 图 

◆: 低级肿瘤“训练”组; ◇: 低级肿瘤“测试”组; ▲: 高级肿瘤“训

练”; △: 高级肿瘤“测试”组 

(Ⅲ~Ⅳ)群组的灵敏性和特异性分别高达 87%和 93%. 

“弃一法”和正交化(OSC)用于该模型预测的结果总结

在表 2 中. 如使用正交的 OPLS 模型进行预测, 其预

测结果的正确率将高达 100%.  

2.5  统计分析 

对于 5个不同级别的群组样品来说, 肿瘤组织中

一些代谢物的浓度和它们与肌酸的浓度比值(图 3 和

4)分别用双尾方差分析(ANOVA)进行统计, 结果总

结在表 3和 4中. 如表 3所示, 一些代谢物的浓度水平

随着肿瘤级别的上升(从第Ⅰ~Ⅳ级)逐渐增加. 这些代

谢物主要包括: 顺式肌醇、肌酸、磷酸胆碱、甘油磷酸

胆碱、甘氨酸、牛磺酸和天门冬氨酸等. 同时, 观察

到 NAA、肌酸、顺式肌醇、甘氨酸和乳酸等代谢物

的浓度在不同级别的肿瘤群之间有显著差别(表 3). 

但牛磺酸、反式肌醇、天门冬氨酸、谷氨酸、丙氨酸、

缬氨酸、剩余脂肪酸以及胆碱化合物(胆碱、磷酸胆

碱和甘油磷酸胆碱)等代谢物的浓度在组间未发现有

显著性差别. 另一方面, 发现一些代谢物与肌酸的浓

度比值在组间存在显著差异(表 4), 这些代谢物的比

值主要包括: NAA/肌酸、乳酸/肌酸、顺式肌醇/肌酸、

甘氨酸/肌酸、反式肌醇/肌酸和丙氨酸/肌酸.  

3  讨论 

众所周知, 由于恶性脑肿瘤病人存活率较低, 使

得肿瘤的早发现和正确分级对于确定肿瘤最佳治疗

方案和预后有着极其重要的作用. 本研究观察到有

限的肿瘤样品的高分辨魔角旋转核磁共振氢谱(图 2)

间的差别, 并与组织病理结果(图 1)进行对照. 然而, 

由于谱图的复杂性和样品数量增加使得想单纯依靠

肉眼观察样品波谱间细微差别变得极其困难, 特别

是由于组织样品的异质性[37]. 有时即使是同一类型

的组织样品或是同一样品由于取材位点的不同, 常

可能会导致其 NMR 波谱存在极小的差别. 因此, 需

要寻找一种能快速观察更多肿瘤组织样品 NMR 波谱

间差别的有效方法.  

基于上述原因, 本研究分别采用求平均谱和主

成分分析两种方法对这些肿瘤样品进行最大程度地

区分和分类. 研究结果显示, 平均谱能非常清楚地展

现在不同级别肿瘤样品之间一些代谢物的浓度变化

(图 3). 这些代谢物主要包括乳酸、顺式肌醇、肌酸、

甘氨酸和胆碱化合物(胆碱、磷酸胆碱和甘油磷酸胆

碱)等. 与平均谱相比, PLS-DA 的回归载荷因子图(图

4)也展现了在不同级别的肿瘤组织群间对区分起重

要贡献作用的一些代谢物的信息. 换句话说, 当前的

HRMAS 1H NMR 谱提供了更多与组织病理相关的代

谢物信息, 为加深肿瘤生物学的理解以及确认最关

键的肿瘤分子代谢途径提供了帮助, 将有助于脑肿

瘤的正确分类和分级.  

对于脑肿瘤的代谢物而言, 在不同级别脑肿瘤组

织间, 先前的活体磁共振波谱(in vivo MRS)、离体组织

萃取液的 NMR 波谱(in vitro NMRS)和离体魔角 NMR

波谱(ex vivo MAS NMRS)均有一些报道(表 5). 首先,  
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表 2  经正交处理前后 SIMCA 模型的分类结果 a) 

级别群 样品总数 
PLS 模型正确分组的样品数* 

 
OPLS 模型正确分组的样品数# 

群 1 群 2 群 1 群 2 
群 1 14 12  2  14  0 
群 2 16  0 16   0 16 

a) *: 群组分类正确的百分数: 93%(28/30); #: 群组分类正确的百分数: 100%(30/30) 

表 3  在不同级别肿瘤间由高分辨魔角旋转核磁共振氢谱计算得到的一些代谢物浓度(即归一化积分值的百分数, x ±SD)a) 

代谢物(化学位移) ASTⅠ(n=2) ASTⅡ(n=12) ASTⅢ(n=8) GBM(n=3) MED(n=5) P* 
NAA(4.38) 1.26±0.25 0.90±0.24 0.56±0.21 0.88±0.31 0.91±0.22 <0.01 
lactate(4.12) 1.90±0.22 1.46±0.26 1.74±0.28 1.16±0.44 1.26±0.40 <0.05 

creatine(3.93) 2.76±0.59 1.64±0.55 1.10±0.44 0.90±0.38 1.04±0.38 <0.001 
myo-inositol(3.62) 5.75±0.50 2.94±0.86 2.64±0.80 2.17±0.45 3.62±1.20 <0.001 

glycine(3.56) 0.67±0.32 0.77±0.18 0.93±0.23 0.69±0.06 1.37±0.74 <0.05 
taurine(3.43) 0.41±0.18 0.47±0.19 0.51±0.15 0.76±0.82 0.81±0.47 0.20~0.30 

scyllo-inositol(3.35) 0.52±0.47 0.33±0.15 0.44±0.11 0.31±0.08 0.43±0.21 0.40~0.50 
PC+GPC(3.22) 5.61±0.12 4.88±1.64 4.18±1.13 3.59±0.37 4.63±2.82 0.60~0.70 
choline(3.20) 1.53±1.36 1.82±0.71 1.71±0.63 1.33±0.26 1.07±0.68 0.30~0.40 

tCho(3.21) 7.14±1.25 6.69±2.06 5.89±1.45 4.92±0.50 5.70±3.39 0.60~0.70 
aspartate(2.82) 0.06±0.08 0.18±0.07 0.24±0.11 0.26±0.12 0.48±0.47 <0.08 
glutamine(2.46) 1.34±0.49 0.87±0.37 0.91±0.35 0.66±0.37 0.75±0.54 0.40~0.50 
glutamate(2.35) 1.09±0.08 1.24±0.34 1.21±0.25 1.19±0.30 1.40±0.57 0.80~0.90 

alanine(1.48) 0.69±0.33 0.55±0.29 0.89±0.33 0.85±0.46 0.70±0.16 0.10~0.20 
valine(1.05) 0.19±0.21 0.21±0.07 0.26±0.10 0.19±0.05 0.19±0.11 0.60~0.70 
lipid(0.92) 3.18±1.32 4.52±1.48 3.90±1.02 5.28±1.52 3.29±1.44 0.20~0.30 

a) NAA: 神经元; PC: 磷酸胆碱; GPC: 甘油磷酸胆碱; 总胆碱: 包括胆碱、磷酸胆碱和甘油磷酸胆碱; AST: 星形细胞瘤; GBM: 胶质母

细胞瘤; MED: 髓母细胞瘤. 黑体示 P<0.05, 双尾 ANOVA 

表 4  在不同级别肿瘤间由高分辨魔角旋转核磁共振氢谱计算得到的一些代谢物与肌酸( 3.93)δ 的浓度比值( x ±SD) a) 

代谢物浓度比值(化学位移) ASTⅠ(n=2) ASTⅡ(n=12) ASTⅢ(n=8) GBM(n=3) MED(n=5) P* 
NAA/Cre(4.38) 0.46±0.01 0.61±0.28 0.56±0.19 1.11±0.54 0.94±0.29 <0.05 
lactate/Cre(4.12) 0.71±0.23 0.97±0.34 1.76±0.59 1.55±1.20 1.33±0.58 <0.05 

myo-inositol/Cre(3.62) 2.15±0.64 1.88±0.51 2.61±0.90 2.63±1.04 3.85±1.95 <0.05 
glycine/Cre(3.56) 0.26±0.17 0.53±0.26 0.96±0.41 0.88±0.41 1.65±1.54 <0.05 
taurine/Cre(3.43) 0.16±0.10 0.35±0.33 0.50±0.18 1.22±1.65 0.82±0.41 0.10~0.20 

scyllo-inositol/Cre(3.35) 0.21±0.22 0.21±0.10 0.44±0.18 0.41±0.28 0.49±0.34 <0.05 
(PC+GPC)/Cre(3.22) 2.08±0.40 3.17±1.19 4.07±1.13 4.62±2.47 5.49±5.02 0.30~0.40 

choline/Cre(3.20) 0.62±0.63 1.20±0.53 1.79±1.00 1.65±0.81 1.35±1.40 0.40~0.50 
tCho/Cre(3.21) 2.70±1.03 4.38±1.53 5.85±2.01 6.27±3.26 6.83±6.37 0.30~0.40 

aspartate/Cre(2.82) 0.02±0.02 0.14±0.11 0.25±0.16 0.34±0.21 0.66±0.87 0.10~0.20 
glutamine/Cre(2.46) 0.52±0.29 0.59±0.39 0.87±0.26 0.79±0.44 0.69±0.26 0.40~0.50 
glutamate/Cre(2.35) 0.41±0.12 0.88±0.62 1.25±0.52 1.47±0.60 1.53±0.88 0.10~0.20 

alanine/Cre(1.48) 0.27±0.18 0.42±0.39 0.96±0.55 1.15±0.77 0.75±0.32 <0.05 
valine/Cre(1.05) 0.08±0.09 0.15±0.10 0.28±0.19 0.24±0.11 0.19±0.15 0.20~0.30 
lipid/Cre(0.92) 0.22±0.28 1.33±0.89 3.59±2.98 3.35±2.19 2.82±3.30 0.10~0.20 

a) Cre: 肌酸; NAA: 神经元; PC: 磷酸胆碱; GPC: 甘油磷酸胆碱; 总胆碱: 包括胆碱、磷酸胆碱和甘油磷酸胆碱; AST: 星形细胞瘤; 

GBM: 胶质母细胞瘤; MED: 髓母细胞瘤. 黑体示 P<0.05, 双尾 ANOVA 

表 5  在不同级别的脑肿瘤间具有显著性差别的一些代谢物浓度水平和浓度比值比较  

NMR 方法 具有显著性差别的代谢物浓度水平和浓度比值(P<0.05) 文献 

in vivo MRS NAA, Ala, Cre, tCho, mI (3.56), Lac, Glu (or Gln, 3.7), Lip (1.3), NAA/Cre, tCho/Cre, 
Lac/Cre, Gly/Cre, mI/tCho, mI/cre, Ala/Cre 

[34,14~17,38] 

in vitro NMR Ala, tCho, Tau, mI, Gly, Glu, Gly/Cre, Ala/Cre, tCho/Cre, Glu/Gln [36,41,42] 

ex vivo MAS Cre, Gln, Tau, PC, PE, Cho, mI(4.06)/Cre [43,44] 

ex vivo MAS NAA, Lac, Cre, mI, Gly, NAA/Cre, Lac/Cre, mI/Cre, Gly/Cre, sI/Cre, Ala/Cre 本研究 
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对于活体磁共振氢谱[14~17,34,38]来说, 由于其波谱分辨

率和探测灵敏性均较低, 胆碱、磷酸胆碱和甘油磷酸

胆碱的信号经常被合在一起报道为总胆碱, 谷氨酸和

谷氨酰胺的信号也经常被报道为谷氨类化合物(GLX, 

2.4, 3.7). 甘氨酸(Gly, 3.56)有时也被错误地当作顺

式肌酸来报道. 然而, 在当前的 MAS NMR 研究中, 

谷氨酸(Glu, 2.35)和谷氨酰胺(Gln, 2.46)的信号是

可以完全分辨的, 因而可以单独分开考虑. 同时磷酸

胆碱(PC, 3.22)和甘油磷酸胆碱(GPC, 3.23)的信号

也可以通过曲线拟合方法分开. 本研究中, NAA、肌

酸、顺式肌醇、甘氨酸和乳酸等代谢物在不同级别间

的显著性变化与前人活体磁共振(in vivo MRS)报道一

致, 除了反式肌醇外, 本研究观察到一些具有显著性

差别的代谢物与肌酸的浓度比值和前人活体磁共振研

究报道也基本一致(表 4 和 5). 与前人研究不同的是, 

总胆碱、丙氨酸和脂类的浓度在组间未观察到显著性

差别(表 3). 原因可能是因为在某些如胶质母细胞瘤类

的高级脑肿瘤组织中存在部分坏死[14,39,40], 从而导致

磷酸胆碱、甘油磷酸胆碱和剩余脂类的浓度下降(或增

加)(表 3 和图 3).  

其次, 在离体组织萃取液的 NMR 研究中[36,41,42], 

NAA 和肌酸的浓度在低级脑肿瘤中尽管比在高级中

要高 [36,41], 但它们的浓度在不同级别肿瘤组间未发

现显著性差别. 脂类由于亲脂性几乎被传统组织萃

取方法(只萃取亲水性物质)剔除, 因而在液体 NMR

中未观察到其信号. 因此, 与先前的液体 NMR 研究

相比, 本研究观察到更多代谢物的浓度和浓度比值

在组间具有显著性差别(表 5)[36,42].  

最后, 在离体 MAS NMR 研究中, Cheng 等人[43]

只在 3个星形细胞瘤和 8个胶质母细胞瘤之间观察到

胆碱的浓度( 3.20)δ 和肌醇( 4.05)δ 与肌酸的比值存

在显著性差别. 而且在他发表的文章中, 将化学位移

在4.05 处的信号峰简单归属于肌醇, 可事实上该信

号峰主要来自顺式肌醇和胆碱. 最近, Wilson 等人[44]

在 12例胶质瘤(10例毛细胞型星形细胞瘤和 2例室管

膜瘤)和 17 例原始神经外胚层肿瘤(9 例髓母细胞瘤、

7 例神经母细胞瘤和 1 例幕上原始神经外胚层肿瘤)

中观察到, 肌酸、谷氨酰胺、牛磺酸、磷酸乙醇胺(PE, 

3.98)和磷酸胆碱的浓度具有显著性差别. 但在文

献[44]中, 肿瘤样品主要来自 29 个儿童病人, 而在

本研究中的样品主要来自成年病人. 因此, 与前面

的 MAS 研究[43,44]相比, 本研究观察到有更多的代谢

物的浓度和浓度比值在不同级别的组群间具有显著

性差别(表 5). 这些发现更意味着高分辨魔角旋转核

磁共振氢谱技术对当前的神经诊断技术具有潜在的

补充价值, 从而可进一步增加未来脑肿瘤诊断的准

确性.  

至于脑肿瘤的分级, 先前有人曾利用 NMRS 结

合线性判别分析(LDA)[16,17,41,44,45]或神经网络(NN)[18]

等一些模式识别方法报道过在不同级别的脑肿瘤间

有较高的预测率. 与先前的活体 MRS[16,17,45]、离体组

织萃取液 NMRS[18,41]和离体魔角 NMRS[44]等方法相

比, 本研究采用的HRMAS NMRS结合模式识别方法

对神经上皮肿瘤能提供更准确的分级和诊断, 特别

是“弃一法”(表 4). 当然, 为了验证目前这些结果, 除

先前已有的文献报道外, 今后还需要对更多的病例

样本进行研究.  

4  结论 

高分辨魔角旋转核磁共振氢谱技术结合模式识

别方法不仅能提供有价值且能帮助人们理解肿瘤生

物学和病理学的相关代谢组学信息, 而且将成为可

以快速、准确分级脑肿瘤的潜在工具, 将有可能帮助

组织病理学家更准确地分类脑肿瘤, 从而最终加速

自动诊断技术的发展.  
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