
 

 

基于单细胞代谢组学的他莫昔芬抗乳腺癌
作用机制研究

仇小丹，张　翼，白　玉
（北京大学化学与分子工程学院，北京分子科学国家研究中心，教育部生物有机与分子工程重点实验室，北京　100871）

摘要：雌激素受体阳性型是乳腺癌最常见的亚型，以他莫昔芬为代表的内分泌治疗是针对该亚型乳腺癌患者的

主要治疗手段。然而，乳腺癌是一种高度异质性的疾病，部分患者在接受他莫昔芬治疗后仍然面临复发的风险。

本研究利用单细胞流式质谱装置，考察他莫昔芬作用下MCF-7细胞代谢产物的变化情况。结果表明，在正、负离

子模式下分别鉴定到 576、480种代谢物，在对照组和他莫昔芬给药组的细胞中分别鉴定到 811、776种代谢物。

其中，在负离子模式下检测到的代谢物能够实现他莫昔芬给药前后 MCF-7细胞的显著区分。在他莫昔芬作用

下，MCF-7细胞中共有 28种代谢物含量上调，59种代谢物含量下调，主要影响氨基酸代谢、核苷酸代谢等代谢通

路。本研究利用基于质谱的单细胞代谢组学技术考察他莫昔芬对乳腺癌细胞产生的代谢变化，从单细胞代谢组

学角度阐明他莫昔芬抗雌激素受体阳性型乳腺癌的作用机制，可为研究其他药物的作用机制提供参考。
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Abstract: Breast  cancer  is  a  malignant  tumor  that  predominantly  affects  women.  The  incidence  of

breast  cancer  has  risen  annually  and  is  increasingly  occurring  in  younger  population,  posing  a

significant  threat  to  women’s  health.  Estrogen  receptor-positive  breast  cancer  is  the  most  prevalent

subtype,  accounting  for  75% of  all  cases.  Endocrine  therapy,  particularly  with  tamoxifen,  serves  as

the primary treatment for these subtypes. However, due to the highly heterogeneous nature of breast

cancer,  some  patients  remain  at  risk  for  recurrence  even  after  undergoing  tamoxifen  treatment.

Therefore, it is essential to investigate the mechanism of tamoxifen in breast cancer treatment from a

single-cell perspective. In comparison to single-cell genomics and single-cell proteomics, single-cell

metabolomics can offer a clearer representation of the chemical changes occurring within individual
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cells by measuring the end products of cellular activity—metabolites. Thus, this approach can provide
a more direct reflection of the differences between cells. In this study, single-cell mass cytometry was
employed to investigate metabolite alterations in MCF-7 cells upon exposure to tamoxifen, aiming to
elucidate  its  mechanism  from  a  single-cell  perspective.  The  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium  (MTS)  assay  was  utilized  to  assess  the
impact  of  tamoxifen  on  MCF-7 cell  proliferation  and established optimal  conditions  for  subsequent
therapies involving these cells. The results showed that 576 metabolites under positive ion mode and
480 metabolites under negative ion mode are identified by using single-cell mass cytometry approach.
In total,  811 metabolites are detected in MCF-7 cells  without  tamoxifen treatment compared to 776
metabolites identified following tamoxifen administration. It demonstrated that metabolites observed
under  negative  ion  mode  effectively  distinguish  between  MCF-7  cells  treated  with  and  without
tamoxifen. Exposure to tamoxifen can result in upregulation of 28 metabolites and downregulation of
59  metabolites,  and  these  changes  predominantly  influence  metabolic  pathways  including  taurine-
hypotaurine  metabolism,  caffeine  metabolism,  cysteine-methionine  metabolism,  glycine-serine-
threonine  metabolism,  purine  metabolism,  starch-sucrose  metabolism,  and  pyrimidine  metabolism.
The  findings  indicated  that  the  intervention  of  the  aforementioned  metabolites  and  metabolic
pathways  may  represent  one  of  the  mechanisms  through  which  tamoxifen  exerts  its  effects  against
estrogen  receptor-positive  breast  cancer.  This  study  employed  single-cell  metabolomics  based  on
mass  spectrometry  to  explore  the  metabolic  alterations  in  breast  cancer  cells  induced by tamoxifen,
which is often overlooked in metabolomics studies based on bulk cells. Furthermore, it elucidates the
mechanism of  tamoxifen’s  action against  estrogen receptor-positive breast  cancer  from a single-cell
metabolomic  perspective,  thereby  provides  valuable  insights  for  understanding  the  mechanisms
underlying other therapeutic agents.
Key words: single-cell metabolomics；mass spectrometry；breast cancer；tamoxifen

乳腺癌是好发于女性的恶性肿瘤，发病率呈

逐年上升及年轻化趋势，严重威胁女性健康 [1-3]。

雌激素受体阳性是乳腺癌中最常见的一类，约

占所有乳腺癌患者的 75%[1-3]。针对这类患者，

临床上可通过内分泌治疗以调节患者的内分泌

功能进而抑制雌激素分泌，最终实现对乳腺癌

的治疗作用 [4]。他莫昔芬是一种非甾体类药物，

可与雌二醇竞争性结合雌激素受体，通过调节

雌激素表达水平而抑制肿瘤生长，是原发性乳

腺癌辅助激素治疗的理想药物 [4]。乳腺癌是具

有高度异质性的疾病 [5-6]，采用相同的治疗方案

治疗具有相同临床分期及病理类型的患者时，

其敏感性及患者预后存在明显差异。因此，有

必要从单细胞角度研究抗乳腺癌药物的作用

机制。

与单细胞基因组学和单细胞蛋白质组学

相比，单细胞代谢组学通过对细胞活动的终产

物——代谢物进行测定，能够更明确地表达单个

细胞正在发生的化学变化过程，进而更直接地反

映细胞间的差异[7-8]。由于质谱（mass spectrometry,
MS）具有灵敏度高、特异性强等特点，在单细胞

代谢组学领域得到广泛应用和发展[9-12]。与电化

学及荧光法等单细胞检测技术相比，质谱法不依

赖于分析物特定的理化性质及荧光分子标记，不

仅能够在一次检测中同时实现多种分析物的测

定，还可以通过二级质谱实现对分析物的结构鉴

定，是组学研究的有力工具[9-12]。目前，已有应用

多种质谱技术开展单细胞代谢组学研究的报道，

例如电感耦合等离子体质谱 [13]、基质辅助激光

解吸附质谱 [14]、二次离子质谱 [15]及电喷雾离子

化质谱 （electrospray  ionization  mass  spectrometry,
ESI-MS）[16]等。其中，ESI-MS技术能够实现细胞

代谢物的原位、实时及快速测定，在单细胞代谢

组学领域应用广泛。多种基于 ESI-MS的技术已

被开发，例如免标记单细胞质谱流式 [17]、活单细

胞质谱[18]、单探针质谱[19]、活细胞电发射电离质
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谱[20-21]及有机质谱流式[22-23]等。以上技术为单细

胞代谢组学研究提供了有力工具，促进了单细胞

代谢组学领域的发展。

本研究以基于 ESI-MS的单细胞代谢组学为

主要技术手段，利用单细胞流式质谱装置测定他

莫昔芬作用下乳腺癌 MCF-7细胞的代谢产物，

考察他莫昔芬给药后细胞中各代谢物的变化情

况，以期从单细胞代谢组学角度阐明他莫昔芬治

疗乳腺癌的作用机制。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与装置

Q Exactive™组合型四极杆 Orbitrap™质谱

仪：美国 Thermo Scientific公司产品；毛细管：美

国 Polymicro  Technologies公司产品 ；聚醚醚酮

（PEEK）管：仪佳（北京）科技有限公司产品；金属

三通：北京熊川科技有限公司产品。

单 细 胞 流 式 质 谱 装 置 参 照 CyESI-MS搭

建 [17]，示于图 1。通过带有磁力搅拌的压力注射

池 （0.1  MPa）驱动获得单细胞悬液 ，利用外径

150 μm、内径 50 μm的毛细管引入细胞悬浮液。

用外径 360 μm、内径 200 μm的毛细管包裹内毛

细管，通过连接金属三通阀引入鞘液。鞘气也通

过三通阀引入，并用外径 790 μm PEEK管包裹中

间毛细管。尖端处内层毛细管出口比中间毛细

管短 4 mm，以使细胞悬浮液与鞘液充分接触而

实现代谢物提取并形成稳定的电喷雾。中间毛

细管出口伸出外层管 2 mm，以在氮气作用下实

现雾化。鞘气压强 0.5 MPa，鞘液流速 10 μL/min，
磁力搅拌转速 150 r/min。

 
 

DC
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图 1    单细胞流式质谱装置图

Fig. 1    Schematic of single-cell mass cytometry
 
 

1.2    主要材料与试剂

甲醇（质谱级）、甲酸铵、氨水、甲酸：美国

Thermo Fischer公司产品；他莫昔芬：上海阿拉

丁生化科技股份有限公司产品 ；磷酸盐缓冲

液 （phosphate  buffer  solution， PBS）、 胰 蛋 白 酶 ：

美国 Cytiva公司产品；3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium （MTS）细胞增殖与毒性检测试剂盒：

上海贝博生物科技有限公司产品；Michigan Cancer
Foundation-7（MCF-7）细胞及 1640培养基：江苏

凯基生物技术股份有限公司产品。 

1.3    实验条件 

1.3.1    细胞培养与毒性测定　人乳腺癌细胞系

MCF-7细胞培养在 1640培养基（含 10%胎牛血

清及 1%青霉素 -链霉素）中，置于 37 ℃、5%CO2

培养箱中。在测定细胞毒性时 ，取对数期的

MCF-7细胞接种到 96孔板，过夜培养，使细胞完

全贴壁。更换含有系列浓度他莫昔芬的新鲜培

养基，继续培养 24 h。向每孔中加入 110 μL 5 g/L
MTS的培养基溶液，培养箱中孵育 1 h后，用酶

标仪在 490 nm条件下测定吸光度值。设置不含

细胞的空白组及不含药物的对照组，空白组、对

照组及实验组均设置 3个复孔。 

1.3.2    细胞给药　MCF-7细胞传代培养 24 h后，

将 MCF-7培养基置换为含 500 nmol/L他莫昔芬

的培养基继续培养 24 h。未经他莫昔芬处理的

MCF-7细胞作为对照组。 

1.3.3    细胞悬液制备　在开展 CyESI-MS研究之

前制备新鲜的细胞悬液。将生长至 80%～90%
密度的 MCF-7细胞用胰蛋白酶充分酶解后，加

入培养基淬灭。将上述溶液离心后弃去上清液，

加入 PBS使细胞重悬。 
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1.3.4      单细胞代谢物测定　在测定单细胞代

谢物前 ，将分散在 PBS中的细胞悬液置换至

140 mmol/L甲酸铵溶液（pH 7.3）中。正离子模

式下，鞘液为含 0.1%甲酸的甲醇溶液；负离子模

式下，鞘液为含 1%氨水的甲醇溶液。 

1.3.5    质谱参数　分别在正、负离子模式下采集

数据。毛细管温度 320 ℃，毛细管电压±3.5 kV，

分辨率设为 35 000，自动增益控制（AGC）为 106，
最大注入时间 50 ms，微扫描为 1。 

1.3.6      数据分析　首先，利用 MSConvert软件

（ProteoWizard）将 MS原始数据转换成 mzML格

式。然后，利用名为 Pyteomics的 Python包读取

mzML文件，并利用自开发的 Python代码进行处

理。使用细胞标志性代谢物（正离子 m/z 760.584 4，
负离子 m/z 306.076 0）提取正、负离子模式下的

单细胞事件，然后在每个单细胞事件中进行单细

胞特征峰测定。提取所有单细胞脉冲中出现的

质量峰后，在所有细胞中筛选出现频率＞20%及

信噪比>3的峰为单细胞的特征峰。将单细胞中

检测到的特征峰依次与 HMDB数据库、文献报

道的单细胞代谢物库和体量细胞中二级质谱鉴

定的代谢物库进行精确的质量数匹配（偏差设

为 10−5），以实现代谢物的鉴定。最后，从每个单

细胞中提取所有鉴定代谢物的相对强度用于后

续代谢组学数据分析与处理。利用统一流形逼

近 与 投 影 （uniform  manifold  approximation  and
projection，UMAP）实现单细胞聚类分析 ，利用

Mann-Whitney U检验实现代谢物差异性表征，利

用 MetaboAnalyst实现差异代谢物分析及代谢通

路富集等。 

2    结果与讨论 

2.1    细胞毒性考察

与其他细胞毒性测定方法相比，MTS法可

提供简便、高通量的细胞活力测定，因此，本研

究采用 MTS法测定他莫昔芬细胞毒性。由于他

莫昔芬主要作用于雌激素受体，故选用雌激素受

体阳性的 MCF-7细胞开展相关研究。利用

MTS法测定他莫昔芬对 MCF-7增殖的影响情况

示于图 2。可以看出，在 0.1～10 μmol/L浓度范

围内，他莫昔芬对 MCF-7细胞活力基本无影响，

细胞生长正常；当浓度升至 50 μmol/L时，MCF-7
细胞生长受到明显影响。为了防止药物浓度过

高对细胞状态造成影响（此时细胞活力未发生明

显变化）而导致在单细胞数据采集时的代谢物发

生泄露等问题影响数据分析的准确性，或者药物

浓度过低导致在一定时间内药物引起的细胞代

谢变化不显著，最终选择 MCF-7细胞与他莫昔

芬共孵育的浓度为 0.5 μmol/L。
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图 2    利用 MTS 法测定他莫昔芬

对 MCF-7 增殖的影响

Fig. 2    Effect of tamoxifen on MCF-7 cell
proliferation determined by MTS assay

  

2.2    MCF-7 细胞代谢物测定

目前，利用细胞裂解物进行药物作用机制研

究的方法存在一定的不足，既无法在单细胞层面

上考察不同细胞对药物反应的异质性，又需要利

用萃取剂提取代谢物而引起操作繁琐。本研究

利用搭建的单细胞流式质谱装置测定他莫昔芬

给药后单个 MCF-7细胞中的代谢物，以期从单

细胞角度考察 MCF-7细胞在他莫昔芬作用下的

代谢变化。脂质是组成细胞膜的主要成分，因

此，选用脂质作为正离子模式下单细胞信号检测

及筛选的主要标准。在负离子模式下，选用细胞

特征代谢物谷胱甘肽作为单细胞检测的主要筛

选标准。利用单细胞流式质谱测定的单细胞总

离子流图（TIC）及代谢物的提取离子流图（EIC）
示于图 3。共测定 1 059个细胞，其中，在正离子

模式下分别测定 222、340个对照组和他莫昔芬

给药组 MCF-7细胞；在负离子模式下分别测定

208、289个对照组及他莫昔芬给药组 MCF-7细

胞，单细胞测定通量约为 10个 /min。通过检索

HMDB数据库、文献报道的数据库及 UPLC-
MS/MS鉴定所得的乳腺癌细胞代谢物库，在正、

负离子模式下，分别鉴定了 576、480种代谢物。

综合正、负离子模式下鉴定的代谢物，最终在对
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照组及他莫昔芬给药组的 MCF-7细胞中分别鉴

定了 811、776种代谢物。以上研究结果证明，单

细胞流式质谱具有优良的分析通量及代谢物测

定能力。
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PS(37:0)/PC(34:1)

PE(36:2)

Glutathione

Glutamic acid

Time/min

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

注：从上至下分别为负离子模式下单细胞事件的 TIC图，单细胞中 PS(37:0)/PC(34:1)、PE(36:2)、谷胱甘肽、谷氨酸等代谢物的 EIC图

图 3    利用单细胞流式质谱装置在负离子模式下获得的总离子流图及相应代谢物的提取离子流图

Fig. 3    Total ion chromatogram obtained under negative ion mode by single-cell mass cytometry and
corresponding extracted ion chromatograms of metabolites

 
 

2.3    他莫昔芬引起的 MCF-7 细胞代谢物变化

为了研究他莫昔芬引起的 MCF-7细胞代谢

物变化，分别利用正、负离子模式下检测到的代

谢物进行 UMAP聚类分析，示于图 4。以正离子

模式下检测到的代谢物进行 UMAP聚类分析

时，他莫昔芬给药组及对照组无法实现分群，其

原因可能是正离子模式下检测到的代谢物在他

莫昔芬作用下发生的变化不够显著，因此以该部

分代谢物作为聚类标准时无法使细胞发生明显

分群。以负离子模式下检测到的代谢物作为聚

类标准，他莫昔芬作用下的 MCF-7细胞及对照

组细胞明显分群。与对照组相比，他莫昔芬给药

组的 MCF-7细胞代谢发生明显变化。实验观察

到对照组及给药组的组间细胞交叉及组内亚群

聚集的现象，反映了单细胞代谢的异质性。然

而，以上异质性在基于体量细胞的代谢组学研究

中通常易被忽视，这进一步凸显了单细胞代谢组

学研究的重要价值。
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图 4    正（a）、负（b）离子模式下，MCF-7 细胞 UMAP 聚类分析结果

Fig. 4    UMAP clustering results of metabolites in MCF-7 cells under positive (a) and negative (b) ion modes
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为进一步了解 MCF-7细胞在他莫昔芬作用

下发生的代谢变化，利用 Mann-Whitney U检验

考察他莫昔芬给药前后 MCF-7细胞发生显著变

化的差异代谢物。由于正离子模式下检测的代

谢物在给药前后的 MCF-7细胞中无显著差异，

不能聚类，因此后续讨论主要针对负离子模式下

检测到的代谢物。结果表明，他莫昔芬给药后，

226种代谢物发生显著变化（p＜0.05），主要包括

有机酸、脂肪酸、氨基酸等，其中，86种代谢物

表现为含量上调，140种代谢物表现为含量下

调。为进一步发现他莫昔芬给药前后变化幅度

较大（FC＞1.5）且具有统计学差异（p＜0.05）的代

谢物，对单细胞代谢组学数据进行火山图分析，

示于图 5。可见，他莫昔芬给药后，MCF-7细胞

中 28种代谢物含量上调，59种代谢物含量下调，

示于图 5a。表现为上调的代谢物包括有机酸类

化合物等，表现为下调的代谢物包括氨基酸、核

苷酸等。
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图 5    火山图（a）及代谢通路分析结果（b）
Fig. 5    Volcano plot (a) and metabolic pathway analysis (b)

 
 

2.4    他莫昔芬引起的 MCF-7 细胞代谢通路变化

基于 Mann-Whitney U检验及火山图分析所

得的差异性代谢物，进一步考察了他莫昔芬给药

引起的代谢通路变化，结果示于图 5b。可见，他

莫昔芬给药引起 MCF-7细胞发生变化的代谢通

路共有 32条，最显著的通路包括牛磺酸-次牛磺

酸代谢、甘氨酸-丝氨酸-苏氨酸代谢、半胱氨酸-

甲硫氨酸代谢、嘌呤代谢、淀粉-蔗糖代谢、嘧啶

代谢、咖啡因代谢等。其中，牛磺酸-次牛磺酸代

谢、甘氨酸-丝氨酸-苏氨酸代谢、半胱氨酸-甲硫

氨酸代谢等均属于氨基酸代谢通路，嘧啶代谢及

嘌呤代谢属于核苷酸代谢通路。

氨基酸代谢在肿瘤微环境中发挥着重要作

用，影响癌症进展的各个方面[24]。在他莫昔芬作

用后，MCF-7细胞的多条氨基酸代谢通路发生变

化。他莫苷芬给药前，半胱氨酸可在半胱氨酸双

加氧酶 1作用下转化为半胱氨酸亚磺酸，然后通

过半胱氨酸亚磺酸脱羧酶转化为次牛磺酸，最后

进一步转化为牛磺酸[25]。在他莫昔芬给药后，由

于以上代谢通路受到抑制，MCF-7细胞中的次牛

磺酸及牛磺酸含量均下降，而半胱氨酸由于参与

多条代谢通路，其含量并未因为牛磺酸-次牛磺

酸代谢通路的抑制而上调，同样表现为下调，示

于图 6。核苷酸是多种合成代谢途径的底物，尤

其是 DNA和 RNA的合成。肿瘤细胞的增殖、免

疫逃避和转移等行为均在很大程度上依赖于增

强的核苷酸代谢[26]。尿苷是一种嘧啶核苷，在细

胞遗传物质合成、蛋白修饰、肿瘤细胞能量代谢

等多种途径中均发挥着重要作用 [27-28]，其可通过

将胞嘧啶核苷在胞嘧啶核苷脱氨酶的作用下生

成。尿苷-胞苷激酶 2是嘧啶补救合成途径的限

速酶，可分别将尿苷和胞苷磷酸化为尿苷单磷酸

和胞苷单磷酸 [29]。最近的研究表明 [30]，尿苷-胞

苷激酶 2在许多类型的实体癌和造血癌中过表达，
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与预后不良密切相关 [30]。本研究考察了他莫昔

芬给药前后 MCF-7细胞中胞苷、尿苷及尿苷单

磷酸的含量变化。从图 6可以看出，在他莫昔芬

作用下，以上 3种代谢物的含量均下调，提示他

莫昔芬可能在以上代谢通路中发挥作用而起到

抗乳腺癌的重要作用。
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图 6    他莫昔芬引起的 MCF-7 细胞代谢物变化情况

Fig. 6    Metabolite changes in MCF-7 cells induced by tamoxifen
 
 

3    结论

本工作利用基于质谱的单细胞代谢组学技

术研究他莫昔芬作用下的 MCF-7细胞代谢变

化，实现了单个 MCF-7细胞中的代谢物鉴定，并

发现了在他莫昔芬作用下发生显著变化的代谢

物及代谢通路。结果表明，他莫昔芬对 MCF-7

细胞的氨基酸代谢及核苷酸代谢产生显著影响，

这可能是他莫昔芬抗雌激素受体阳性型乳腺癌

的作用机制之一。本研究结果证明了基于质谱

的单细胞代谢组学技术在药物作用机制研究方

面的应用潜力，同时也为其他药物的作用机制研

究提供了参考。
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