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摘要
Agilent 6546 LC/Q-TOF 旨在同时提供卓越的同位素比保真度、宽动态范围以及不受
采集速度影响的高质量分辨率。代谢流分析需要将同位素比保真度、高分辨率和动
态范围相结合，以获得良好的结果。与 Agilent MassHunter VistaFlux 软件配合使用
时，可提供从数据采集到数据分析的完整工作流程，帮助科学家更简单的执行定性
代谢流分析。VistaFlux 软件包含用于特征提取、同位素掺入和同位素异数体丰度分
析、天然丰度校正、统计分析以及代谢通路可视化的工具。

本应用简报展示了使用 U-13C 葡萄糖作为示踪物对人癌细胞系的定性代谢流分析。在 
6546 LC/Q-TOF 系统上采集数据，并利用 MassHunter VistaFlux 进行分析。该研究
证明了丙酮酸羧化酶敲低对 HepG2 细胞的三羧酸循环中葡萄糖代谢流的影响。

HepG2 细胞的 13C 葡萄糖定性代谢流
分析

使用 Agilent 6546 LC/Q-TOF 和 VistaFlux
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前言
稳定同位素标记可提供有关细胞内代谢的
独特信息。尽管代谢组学分析提供了不同
代谢物丰度的良好概况，但是许多代谢变
化并不导致代谢物浓度的增加或降低。稳
定同位素示踪能够提供常规代谢组学分析
无法揭示的深入信息。在稳定同位素示踪
分析中，将同位素异数体彼此归一化以计
算富集百分比。这种自归一化方法使稳定
同位素示踪研究成为一种强大的工具，用
以考察可能具有不同细胞数量的挑战性生
物系统中的代谢变化。

准确鉴定改变正常的代谢物同位素分布的
细微而重要的同位素变化，存在许多挑
战。质谱仪 (MS) 应保持准确的同位素丰
度和质量数测量，以实现对复杂样品中代
谢物的准确鉴定和定量。此外，MS 应同
时提供宽动态范围和高分辨率。宽动态范
围可应对不同的代谢物浓度和同位素掺入
率，而高分辨率可减少共洗脱化合物的干
扰。最后，数据分析软件应能准确分配同
位素异数体，并执行天然同位素校正，以
提供准确的净标记掺入。

6546 LC/Q-TOF 和 VistaFlux 软件提供了
完整的定性代谢流分析工作流程。6546 
LC/Q-TOF 可同时提供定性代谢流分析所
需的同位素比保真度、宽动态范围和高质
量分辨率。VistaFlux 软件可提供全面的
数据分析和代谢流数据可视化。将这套完
整的工作流程应用于经 U-13C 葡萄糖处理
的丙酮酸羧化酶敲低的 HepG2 细胞。

丙酮酸羧化酶  (PC) 是一种线粒体回补
酶，其产生用于生物合成目的的柠檬酸循
环中间物。该酶对于肝脏和肾脏中的糖
异生、脂肪组织中的脂肪新生以及胰腺 β 
细胞中葡萄糖诱导的胰岛素分泌至关重
要。最近的研究表明，PC 在多种癌症中
起着关键作用，其支持这些癌症的多种合
成代谢通路。我们之前的研究已经表明，
抑制 PC 能够降低高侵袭性乳腺癌细胞的
增殖速率，并减少葡萄糖和谷氨酰胺回 
补[1]。本应用简报表明，抑制 PC 对人肝
癌细胞 (HepG2) 具有类似的作用。

实验部分

细胞培养基和试剂
按照之前所述的方法，使用  s iRNA 制
备丙酮酸羧化酶敲低的 HepG2 细胞 [1]。
产生具有不同抑制水平的五种不同敲低
细胞系（PC179、PC2096、PC3436 和 
PC847）。将大约 3 × 106 个细胞接种到 
60 mm 培养板中。在添加了 10% (v/v) 
胎牛血清 (FBS)、100 单位/mL 青霉素
和  100 μg/mL 链霉素的  Dulbecco 改
良 Eagle 培养基 (DMEM) 中对细胞进行
培养，于 37 °C 下在包含 5% CO2 的条
件下培养两天。将该培养基替换为包含 
3 mmol/L 葡萄糖的完全 DMEM，并将细
胞再培养一天。在实验当天，将细胞与 
0 mmol/L 葡萄糖 DMEM 一起温育 30 分
钟，然后将该培养基替换为 2 mL 包含 
10 mmol/L 13C 标记葡萄糖的 DMEM，并
将细胞置于 37 °C 下温育 30 分钟。对每
个细胞系平行分析三次。

代谢物提取
用 150 mmol/L 乙酸铵快速清洗后，用 
8:1:1 (v/v/v) 甲醇:氯仿:水提取细胞，然后
进行超声处理和离心。然后将澄清上清液
转移到 HPLC 样品瓶中并进样分析。

LC/MS 分析
使用与 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱
系统联用的 6546 LC/Q-TOF 采集数据。
在配备 UHPLC 保护柱 HILIC-Z, 2.1 mm × 
5 mm, 2.7 µm（部件号 821725-947）的 
Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z,  
2.1 × 100 mm, 2.7 μm（部件号 675775-924） 
色谱柱上进行色谱分离。首先用水配制 
10 倍流动相缓冲储备液（100 mmol/L 乙
酸铵，pH 9.0），然后加入水 (A) 或乙腈 
(ACN, B) 制得最终流动相。为确保浓度在
梯度洗脱过程中保持不变，在水溶液和有
机流动相中添加 InfinityLab 去活剂添加剂
（部件号 5191-4506）。对合并样品和空
白进样进行分析，确保获得良好的色谱稳
定性[2]。

软件包
• MassHunter 采集软件 10.0 版

• Agilent Profinder V10.0

• Omix Premium V1.9.30

• PCDL Manager B.08

• Agilent MassHunter Pathways to 
PCDL 软件 B.08
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数据分析
使用 Agilent MassHunter Pathways to 
PCDL 软件创建了提取自 BioCyc 的三
羧酸 (TCA) 循环的安捷伦个人化合物数
据库与谱库文件 (.cdb)。此外，将丙酮
酸、天冬氨酸和谷氨酸加入自定义 PCDL 
中。将代谢物保留时间加入自定义 PCDL 
中，然后利用该 PCDL 作为数据库，在 
Profinder 中进行批量同位素异数体提
取。导出 Profinder 所产生的结果，在 
Omix Premium 软件中实现可视化。图 1 
为数据分析工作流程的概述。

图 1. VistaFlux 数据分析工作流程概述 

PCDL 与保留时间
PCDL 中的代谢物将具有：
• 化学式以生成正确的同位素模式
• 标识符 ID（如 METLIN、HMDB 或 KEGG）
以及 CAS 号，以正确绘制到代谢通路上

• 保留时间，以避免错误鉴定（尤其是在
复杂样品中）。如果需要，可以更新保留
时间

Profinder

• Profinder 使用 PCDL 中的代谢物分子式
提取给定代谢物的同位素异数体

• 对于给定的代谢物，同位素异数体必须具
有正确的质量数和保留时间以及相同的色
谱峰形

• 自动执行天然同位素校正，以提供净标记
• 结果可以导出至 Omix Premium

Omix Premium

• Omix Premium 提供了一种简单的方法，
用以实现所选代谢通路的同位素异数体数
据的可视化

• 首先选择合适的通路，然后将 Profinder 
结果自动绘制到通路上

• 样品组信息随 Profinder 结果一起导入

Pathway to PCDL

此工具将所选通路中的所有代谢物及其质
量数和标识符导出为 PCDL 格式

表 1. 液相色谱和质谱参数

参数 值

液相色谱条件

色谱柱
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z, 2.1 × 100 mm, 2.7 μm
（部件号 675775-924），配备 UHPLC 保护柱 HILIC-Z, 
2.1 mm × 5 mm, 2.7 µm（部件号 821725-947）

流动相
A) 10 mmol/L 乙酸铵水溶液，pH 9，含 5 µmol/L 去活剂 
添加剂（部件号 5191-4506）

B) 10 mmol/L 乙酸铵的水/ACN 10:90 (v:v) 溶液，pH 9，
含 5 µmol/L 去活剂添加剂（部件号 5191-4506）

流速 0.25 mL/min

梯度

0–2 分钟，B 为 90% 
2–12 分钟，B 由 90% 降至 60% 
12–15 分钟，B 为 60% 
15–16 分钟，B 由 60% 升至 90% 
16–24 分钟，B 为 90%

柱温 25 °C

进样量 1 µL

自动进样器温度 6 °C

质谱条件

质谱系统 6546 Q-TOF LC/MS

离子源 安捷伦喷射流

极性 负

气体温度 200 °C

干燥气流速 10 L/min

雾化器压力 40 psi

鞘气温度 300 °C

鞘气流速 12 L/min

毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 0 V

碎裂电压 125 V

锥孔电压 65 V

八极杆 1 RF 电压 750 V

采集范围 m/z 50–1000

参比质量 m/z 980.01638 和 119.0363
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结果与讨论
在 6546 LC/Q-TOF MS 上对代谢流样品进
行分析。图 2 显示了分辨率高于 40000 
的苹果酸同位素异数体的代表性质谱图，
同时表明在七次技术重复测定中，所有同
位素异数体的 CV 小于 5%（图 3）。6546 
Q-TOF 的高分辨率可减少潜在干扰，提
高数据分析的可信度。优异的同位素比重
现性使得能够在定性代谢流实验中检测低
掺入率。

Profinder 中的批量同位素异数体提取是
分析同位素异数体数据的最简单、最有
效的方法。它包含基于保留时间、精确
质量数和色谱峰形来鉴定同位素异数体
的算法，可减少假阳性结果。手动检查
每种代谢物的所有同位素异数体的数据 
（图 4）。单独或合并显示各组经校正的
丰度或富集百分比，对重现性进行评估
（图  4）。U-13C 葡萄糖在  HepG2 对照
细胞中表现出大量的谷氨酸标记，其中 
m+2 标记是主要的同位素异数体，而对
于丙酮酸羧化酶敲低的细胞，标记率则
低很多（图  4）。为显示代谢通路中的
所有代谢物，结果以 Profinder 存档文
件 (.PFA) 形式导出至 Omix Premium。
Profinder 存档文件包含经天然存在的同
位素校正的结果以及样品组信息和化合物
标识符。

图 2. 苹果酸同位素异数体的质谱图，在每个离子峰上标出了 m/z 和分辨率
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图 3. 七次技术重复测定所得到的所有苹果酸同位素异数体的变异系数 (CV%) 
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图 4. Profinder 视图，显示了同位素异数体、色谱图和质谱图结果
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Omix Premium 提供了专为定性代谢流数
据的可视化和解析而设计的图形选项。
可使用绝对量或同位素富集比，通过多
种方式查看结果。柠檬酸盐结果显示，
HepG2 对照细胞的富集率约 50%，而 PC 
敲低的细胞仅约 25%，表明丙酮酸羧化
酶敲低减少了进入三羧酸循环的葡萄糖通
量（图 5A）。敲低细胞中柠檬酸盐的总
丰度略低，但标记的柠檬酸盐的丰度显著
降低（图 5B）。这表明，敲低细胞的三
羧酸循环周转数减少，或者细胞依赖其他
回补来源（如谷氨酸）来代替葡萄糖通量
的减少并补充三羧酸循环。

为了解详细的标记模式，使用了其他可
视化工具，例如热点图，或使用单独的
同位素异数体富集图（图 6）。这些图清
楚地表明，在与 U-13C 葡萄糖一起温育的
这一短时间段内，丰度最高的标记是含碳
数 m+2 和 m+3。更长的温育时间导致三
羧酸循环的周转数增加，因此将标记更
多数量的碳。与其他细胞相比，大多数
同位素异数体（例如 m+2、m+3、m+4 
和 m+5）在 HepG2 细胞中的富集程度更
高，表明敲低细胞与对照细胞相比，三羧
酸循环的周转数更少。

为评估谷氨酸是否补充 PC 敲低细胞中的
三羧酸循环，我们考察了谷氨酸及其同位
素异数体的丰度。未标记的谷氨酸 (m+0)
（图 7）在敲低细胞中的积累量更高，表
明其消耗较少。相反，它在对照 HepG2 
细胞更活跃的三羧酸循环中大量消耗，表
明谷氨酸充当了 HepG2 细胞中的回补底
物，并且在敲低细胞中的作用小得多。因
此，丙酮酸羧化酶敲低不仅改变了三羧酸

图 5. Omix Premium 软件使用百分比标记 (A) 或丰度 (B) 显示柠檬酸盐结果

A B

图 6. Omix Premium 软件以热点图 (A) 或单独的同位素异数体富集图 (B) 显示柠檬酸盐结果

A B

图 7. Omix Premium 软件显示了谷氨酸同位素异数体丰度
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循环中的葡萄糖通量，而且减少了进入三
羧酸循环的谷氨酸回补。这些数据与 PC 
敲低对乳腺癌细胞中葡萄糖和谷氨酰胺回

图 8. Omix Premium 软件显示了三羧酸循环及相关代谢物标记 

三羧酸循环

丙酮酸

天冬氨酸
乙酰辅酶 A

丙酮酸羧化酶催化反应

天冬氨酸氨基转移酶催化反应

苹果酸脱氢酶催化反应

柠檬酸

谷氨酸

2-酮戊二酸琥珀酸

苹果酸

天冬氨酸

异柠檬酸

顺乌头酸
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柠檬酸
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异柠檬酸

谷氨酸

延胡索酸

苹果酸

琥珀酸

琥珀酰辅酶 A

2-酮戊二酸

补的影响一致[1]。图 8 显示了绘制到三羧
酸循环上的代谢物概况及其对应的富集 
情况。
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结论
6546 LC/Q-TOF 为稳定标记同位素示踪
分析提供了优异的同位素比保真度、高分
辨率和动态范围。与 VistaFlux 软件相结
合，这一平台为定性代谢流分析提供了一
套完整的工作流程解决方案。使用该工作
流程，丙酮酸羧化酶敲低的 HepG2 细胞
表现出较少的葡萄糖氧化。葡萄糖氧化的
减少随之降低了谷氨酸回补。

VistaFlux 工作流程为提取同位素异数体
信息、校正天然同位素丰度和可视化结果
提供了一种快速、强大的解决方案。
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