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Abstract
AIM: To investigate the differentially expressed proteins 
between liver cancer cell line HepG2 and normal cell 
line L02 cultured in vitro  using surface enhanced laser 
desorption ionization (SELDI) protein array technology.

METHODS: The in vitro  cultured liver cancer cell line 
HepG2 and normal cell line L02 were harvested and then 
split by cell lysate solution. The protein mass spectra of 
the HepG2 and L02 cells were detected by IMAC3 and 
WCX2 based on SELDI protein array technology.

RESULTS: A total of 61 proteins were captured by 
IMAC3 array, and 7 different peaks were found. Comp-
ared with those in the L02 cells, 3 differential proteins 
were highly expressed, while 4 were lowly expressed 
in the HepG2 cells. A total of 91 proteins were captured 
by WCX2 array, and 14 differential peaks were found. 
Among those differentially expressed proteins, 3 were 
highly expressed, while 11 were lowly expressed in the 
HepG2 cells.

CONCLUSION: SELDI protein array technology is con-
venient, highly sensitive, and repeatable in the detecti-
on of the differently expressed proteins between hepat-
ocarcinoma cells and normal hepatocytes.
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摘要

目的: 运用SELDI蛋白质芯片技术分析体外培养的肝癌细胞

株(HepG2)与正常肝细胞株(L02)蛋白质表达差异. 

方法: 在体外培养HepG2和L02细胞株, 收获细胞, 将细胞用

细胞裂解液裂解后, 采用SELDI蛋白质芯片技术用IMAC3 
及WCX2芯片检测HepG2、L02的蛋白质谱. 

结果: 体外培养的肝癌细胞株与正常肝细胞株的蛋白质存在

差异表达, IMAC3芯片共捕获61个蛋白, 发现差异峰7个, 与
L02细胞相比, 其中3个差异蛋白在肝癌细胞中高表达, 4个

差异蛋白在肝癌细胞中低表达. WCX2芯片共捕获91个蛋白, 
发现差异峰14个, 其中3个差异蛋白在肝癌细胞中高表达, 11
个差异蛋白在肝癌细胞中低表达. 

结论: SELDI蛋白芯片技术检测肝癌细胞株与正常肝细胞株

蛋白质的差异表达方法简便, 敏感性高, 重复性好. 

关键词: 蛋白质芯片; 肝癌细胞株; 差异蛋白
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是最常见的恶性

肿瘤之一, 严重的威胁着人们的健康. 据国际癌症研究中

心(IARC)估计, 2000年全球肝癌发病数为56.4万人[1], 其
死亡率居世界第三位. 其中约55%发生在中国, 即中国肝

癌发病30.6万人, 肝癌死亡30.0万人[2], 肝癌死亡率居我

国肿瘤死因的第二位. 肝癌的早期诊断较为困难, 缺乏可

靠的早期诊断指标是其预后较差的主要原因, 大部分肝
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癌患者发现时已经失去手术机会. 甲胎蛋白(AFP)是目前

普遍应用的肝癌标志物, 但仍有30%的肝癌患者AFP是
阴性的[3], 因此, 探索和建立一种简单、快速、敏感性高

和特异性强的早期诊断技术已成为临床医学上的迫切需

要. 目前对肝癌发生机制的研究大都是在基因水平, 但是

mRNA的水平并不能真正代表所表达的蛋白质水平, 两
者之间的相关性通常低于0.5%. 因此, 要求对生物功能

的执行者——蛋白质进行研究. SELDI(surface enhanced 
laser desorption/ionization)蛋白质芯片技术是近年来新

兴的一种蛋白质组学技术, 他具有简单, 快捷, 灵敏等特

点, 可以检测分子质量在500-500 000 u之间的蛋白或多

肽, 而且所需样本体积小(0.5-400 µL)[4-7], 是发现蛋白质

标记物的理想方法[8]. 目前SELDI蛋白质芯片技术是蛋白

质组学研究中的重要工具, 人们已经应用该项技术寻找

肿瘤相关性的蛋白质[9-13], 并有报道用蛋白质飞行质谱技

术检测体外培养的肝癌细胞株与转染HBV的肝癌细胞

株蛋白质的差异表达[14]. 我们采用美国Ciphergen公司研

制的SELDI蛋白质芯片技术分析了体外培养的肝癌细胞

HepG2和正常肝细胞L02的蛋白质表达谱, 发现了一系列

差异表达的蛋白. 为今后从血清中筛选标志蛋白及研究

肝癌的发生、发展机制奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 正常肝细胞株(L02)购自中科院上海细胞库, 肝
母细胞瘤细胞株(HepG2)由第四军医大学吴力克主任医

师赠送. HPLC水, 乙晴, 三氟乙酸, SPA(Sinapinic acid), 
TritonX-100, 尿素, HEPES, CHAPS购自美国Sigma公司, 
蛋白质芯片时间质谱分析仪(PBSⅡ-C)及WCX-2(弱阳

离子交换芯片)、IMAC3(固定金属亲和芯片)购自美国

Ciphergen Biosystems公司. 蛋白质芯片WCX-2(弱阳离子

交换芯片)芯片表面结合有弱型阴离子羧基, 可以被分析

物表面的正电荷基团相互作用(如赖氨酸、精氨酸和组

氨酸)而捕获蛋白, 可用于检测高等电点的蛋白质和生物

标记分子. IMAC3(固定金属亲和芯片)其表面结合有亚硝

基, 他可以鳌合金属离子(如Cu, Ni, Ga等), 加到芯片表面

结合点上的蛋白质通过半胧氨酸和色氮酸位点上的磷酸

化氨基酸等与金属离子结合, 主要用于检测磷酸化蛋白

及生物标记分子.  
1.2 方法

1.2.1 细胞总蛋白质的提取 L02、H e p G2细胞采用含

100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基培养, 细胞长成

单层后, 用无菌细胞刮刀刮取细胞, PBS洗3次, 细胞计

数1010/L, 加入裂解液(8 mol/L Urea, 40 g/L CHAPS, 
40 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4)200 μL, 4℃剧烈震荡30 min, 
14 000 g离心30 min. 采用日立的Gene Spec V蛋白核酸分

析系统测定上清的蛋白浓度, 用裂解液调至样品浓度为

2 g/L, 其余上清分装-86℃备用. 每种细胞收获3次, 以排

除组间差别. 每份样品至少在两个以上的同种芯片上检

测, 以排除不同芯片间的差异. 
1.2.2 IMAC3蛋白芯片操作步骤 每孔加入5 μL 50 mmol/L
硫酸镍并在湿盒中孵育15 min, 重复操作一次. 用流动的

去离子水清洗芯片10 s以除去过多的镍. 每孔加入5 μL
结合缓冲液(0.5 mol/L NaCl, pH 7.0), 震荡孵育5 min, 
将蛋白芯片放入蛋白工作平台(Bioprocessor), 每孔加入

200 μL缓冲液, 震荡孵育5 min. 弃去缓冲液, 每孔立即加

入50 μL 1∶2稀释于缓冲液中的样品(蛋白终浓度1 g/L),
震荡孵育1 h. 弃去样品, 每孔使用200 μL缓冲液洗涤两

次, 每次5 min, 然后用水进行清洗. 从蛋白工作平台中取

出蛋白芯片, 空气中干燥, 每孔加入0.5 μL EAM, 重复一

次. 干燥后用蛋白质芯片阅读机进行质谱分析. 
1.2.3 WCX-2蛋白芯片操作步骤 将芯片装入蛋白工作平

台, 每孔加入200 μL结合缓冲液(50 mmol/L NaAc, pH 
4.0)预处理芯片, 置于振荡器5 min, 重复上述操作一次. 
在每孔中加入50 μL 1∶2稀释的样品, 剧烈震荡, 孵育

1 h. 弃掉样品, 每孔用200 μL结合缓冲液洗涤2次, 每次

5 min. 弃去孔中液体, 每孔加入200 μL HPLC水, 立刻甩

出. 从蛋白工作平台中取出蛋白芯片, 空气中干燥, 每孔

加入0. 5 μL EAM, 重复一次. 干燥后用蛋白质芯片阅读

机进行质谱分析. 
1.2.4 数据采集和结果分析 蛋白质芯片采用PBSⅡ-C型读

取数据, 用加有All-in-one标准蛋白的NP-20芯片校正质谱

仪, 仪器参数设置如下: 激光强度220, 检测敏感度10, 优
化M r范围为2 000-10 000, 最高为M r 50 000. 

统计学处理 采用Ciphergen proteinchip 3.0版本的分

析软件自动采集数据, 然后用Biomarker Wizard软件分析

L02、HEPG2细胞的蛋白质谱差异. 

2  结果

2.1 利用IMAC3芯片分析肝癌细胞与正常细胞之间存在

的蛋白质表达差异 采用PBSⅡ-C型蛋白质芯片阅读机

自动收集数据, 设有意义峰的信噪比(signal/noise)为2, 
试验结果表明, IMAC3芯片共检测出61个蛋白峰, 发现

HepG2、L02细胞的差异峰7个, 其中7 979, 13 428, 15 940 
u蛋白分子在肝癌细胞中高表达, 而8 103, 8 492, 10 160, 
11 304 u蛋白分子在肝癌细胞中低表达(图1). 
2.2 利用WCX2芯片分析肝癌细胞与正常细胞之间存在

的蛋白质表达差异 采用PBSⅡ-C型蛋白质芯片阅读机自

动收集数据, 设有意义峰的信噪比(signal/noise)为2, 试验

结果表明, WCX2芯片共检测出91个峰, 发现HepG2、L02
细胞差异峰共14个, 其中7 517, 7 945, 7 979 u蛋白分子

在肝癌细胞中高表达, 5 061, 5 551, 5 818, 8 428, 10 100, 
10 312, 11 081, 11 621, 11 662, 11 830, 12 772 u蛋白分子

在肝癌细胞中低表达(图2), 在上述差异蛋白中, 7 979 u
蛋白峰可同时被IMAC3及WCX2两种芯片捕获. 
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3  讨论

蛋白质组是指一个基因组、一个细胞或组织或一种生物

体所表达的全部蛋白质[15]. 蛋白质组学(proteomics)是蛋

白质组概念的延伸, 是在整体水平上研究细胞内蛋白质

组成及其活动规律的学科. 与传统的针对单一蛋白质进

行的研究相比, 蛋白质组学所采用的高通量和大规模的

研究手段, 在回答有关生命活动机制的基本问题方面达

到空前的规模和速度. 蛋白质组学研究最终将构建出细

胞的“功能图”. SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术是近年

发展起来的最先进的蛋白质组学技术, 他能对原始样品

进行大量检测, 而其他的质谱分析在分析之前都需要有

效的样品纯化和制备步骤. SELDI-TOF-MS技术具有高分

辨力, 高重复性, 应用简便, 敏感性高等优点[16], 在蛋白质

组学中得到越来越广泛的应用. 
近来研究表明, 肿瘤性疾病从蛋白质组学的角度又

可以被认为是一种蛋白质缺陷病, 其发生过程中有多种

蛋白会发生异常变化. 从组织增生产生原位癌到产生癌

变的过程中, 有不同的功能性蛋白参与; 转移也是多步

骤复杂连续的过程, 与转移有关的特殊基因受到激活并

有多种水解酶的参与. 总之, 肿瘤在发生、发展、转移的

过程中, 在分子水平有不同的功能性蛋白参与, 并且功

能性蛋白很可能在各个环节相互协调共同表达. 蛋白表

达异常不仅包括蛋白表达量的增加或减少, 还包括蛋白

翻译后加工上的改变, 从而导致肿瘤组织表达的蛋白质

谱(protein profile)的改变. 虽然从mRNA水平能够快速研

究相应转录子的表达谱, 但在翻译的过程中要进行磷酸

化、巯基化、乙酰化、糖基化等修饰, 并不能了解肿瘤

进展过程中蛋白表达质与量的变化. 另外有研究表明体

内mRNA与相应蛋白的表达水平并没有直接的联系. 因
此利用蛋白质组学方法检测蛋白质谱的变化可以更加准

确地诊断肿瘤及了解肿瘤的发病机制. 
体外培养的细胞株虽然不能完全反映体内细胞的生

长状态和生物学活性, 但他具有成分单一, 均质性好, 实
验条件容易控制等优点. 尤其在做对比性研究时可避免

由组织细胞成分复杂, 细胞异质性高等缺点造成的结果

不真实和不可靠[17]. 我们培养了正常肝细胞株L02和肝癌

细胞株HepG2, 细胞裂解液裂解细胞, 蛋白定量后SELDI-
TOF-MS分析蛋白表达的差异. 在实验中每种细胞收获三

次, 以排除组间差别; 每份样品至少做两个点以排除由于

芯片不同而引起的误差. 结果表明我们的实验重复性好, 
敏感性高. 我们选用了肝癌细胞株HepG2与正常肝细胞

株L02蛋白质谱进行比较, 结果发现与正常肝细胞质谱相

比, 共有21个差异的蛋白峰, 其中6个标志蛋白在肝癌细

胞中高表达, 15个标志蛋白在肝癌细胞中低表达, 在上述

差异蛋白中, 7 979 u蛋白峰可同时被IMAC3及WCX2两
种芯片捕获. 另外我们在WCX2芯片上发现的7 945 u蛋
白峰与Melle et al [18]在肝癌组织中发现的7 935 u的蛋白

峰很有可能为一个峰. 
任何疾病在出现病理变化之前, 细胞内的蛋白质在

成分和数量上都会有相应改变, 有的可能通过血清中的

蛋白质反映出来. 我们还研究了HBV感染携带者与HCC
患者及正常对照血清蛋白质的差异性表达, 共发现了18
个差异的蛋白峰. 我们比较了培养的细胞株与血清的蛋

白质谱, 发现二者有一个共同的蛋白峰7 979 u在肝癌中

高表达, 这可能是肝癌组织特异性的分泌蛋白, 由肝癌组

织产生分泌入血. 
我们发现的这些组织特异性蛋白生物标记对肝癌的

早期诊断有潜在的应用价值, 更主要的是为研究肝细胞

癌变机制提供了一个基础, 而且这些蛋白有可能为肝癌

治疗提供新的靶位, 可以进行RNA干扰来阻断其高表达

或通过基因导入来促进低表达蛋白的表达. 下一步我们

打算应用串联质谱分析鉴定特定的蛋白, 从而进一步研

究肝癌的发病机制及肝癌的治疗. 
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                                                                                                                                                             • 消息 •

加入台湾华艺 CEPS 中文电子期刊服务声明

本刊讯 世界华人消化杂志, 将自2005年7月起, 加入台湾中文电子期刊服务—思博网(CEPS). 中文电子期刊服务—思博网是目前

台湾地区最大的期刊全文数据库, 其访问地址为: www.ceps.com.tw. 自此，读者可以通过这一网址检索世界华人消化杂志于1993

年起各期的全文, 在一段时期后, 还可以回溯检索13年前历年的全文. 

    此外, 由于世界华人消化杂志被CEPS收录, 故凡向本刊投稿者, 均视为其文稿刊登后可供思博网(CEPS)收录、转载并上网发

行; 其作者文章著作权使用费与稿酬一次付清, 本刊不再另付其它报酬. 

     请各位继续支持本刊, 谢谢！(世界华人消化杂志 2005-10-28）


