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Abstract
At present, studies of hepatocellular carcinoma 
focus on investigating the molecular mechanism 
of carcinogenesis, development, metastasis and 
reccurrence and seeking biological markers 
for early diagnosis and metastasis prediction 
and targets for interfering therapy. In the post-
genome era, proteomics provides novel insights 
into the research of hepatocellular carcinoma, 
which is controlled by multi-genes and multi-
proteins. In this paper we reviewed the recent 
progress in proteomic study of hepatocellular 
carcinoma.  
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摘要
探讨肝癌发生发展和转移复发的分子机制, 寻

找早期诊断肝癌、预测转移的生物标记和干
预治疗的靶点, 已成为当今肝癌研究的热点. 
随着后基因组时代的来临, 蛋白质组学为涉及
多基因、多蛋白的肝细胞癌研究创造了新的
契机. 本文就肝细胞癌的蛋白质组学研究进展
作简要综述.多基因、多蛋白的肝细胞癌研究
创造了新的契机. 本文就肝细胞癌的蛋白质组
学研究进展作简要综述. 
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0  引言

原发性肝癌(绝大部分是肝细胞癌)在全球癌症

死亡率中居第三位, 在我国为第二位的癌症死

因[1].  由于肝癌起病隐匿, 绝大部分患者就诊时

已界中、晚期, 预后很差. 早期发现是提高外科

干预和远期疗效的前提. 手术切除和肝移植虽

已被认为是肝癌获得根治的最好手段[2], 但转移

和复发仍是影响肝癌术后生存的最大障碍. 探
讨肝癌发生发展和转移复发的分子机制, 寻找

早期诊断肝癌、预测转移的生物标志和干预

治疗的靶点, 已成为当今肝癌研究的热点. 随着

后基因组时代的来临, 蛋白质组学给涉及多基

因、多蛋白的肝细胞癌研究创造了新的契机. 
本文就肝细胞癌的蛋白质组学研究进展作简要

综述. 

1  蛋白质组学概述

蛋白质组 ( p r o t e o m e ) 由 P R O T E i n s 和
G e n O M E两词组合而成 ,  最早见于1995-07
的《Electrophoresis》杂志, 意思是proteins 
expressed by a genome, 即基因组表达的蛋白质[3]. 
蛋白质组是一个在空间和时间上动态变化着的

整体[4]. 
蛋白质组学(proteomics)研究是从整体的

角度分析细胞内动态变化的蛋白质组成成分、

表达水平与修饰状态, 了解蛋白质之间相互作
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■背景资料
肝细胞肝癌是世
界上病死率最高
的恶性肿瘤之一. 
蛋白质组学是以
生物体系整体蛋
白为研究对象, 其
研究以双向凝胶
电泳和质谱技术
为核心, 旨在研究
蛋白质表达谱和
蛋白质与蛋白质
之间相互作用的
新领域, 其已被广
泛应用于疾病的
相关研究. 
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用与联系, 揭示蛋白质功能与细胞生命活动规

律. 由于对“全部蛋白质”进行研究存在一定

的难度, 因此, “功能蛋白质组学”(functional 
proteomics)的概念便应运而生[5], 其研究对象是

功能蛋白质组, 从局部入手研究蛋白质的各个功

能亚群体, 以便将来把多个群体组合起来, 逐步

描绘出接近于生命细胞的“全部蛋白质”的蛋

白质图谱. 狭义上讲, 蛋白质组学是指不同条件

下细胞内蛋白质的变化, 比如正常细胞和异常细

胞之间、细胞用药和不用药之间的蛋白质表达

谱的区别, 这在疾病研究和药物筛选上很有意

义, 是目前蛋白质组学在应用研究方面最具前景

的领域[6]. 当然, 随着蛋白质组研究的不断发展, 
蛋白质组学的概念也将不断发展和深化. 

2  肝细胞癌的蛋白质组学研究进展

肝肿瘤是蛋白质组研究应用的领域之一. 研究

者运用蛋白质组学研究手段, 通过比较正常和

病理情况下肝癌细胞或组织中蛋白质在表达数

量、表达位置和修饰状态上的差异, 发现与病

理改变有关的蛋白质和疾病特异性蛋白质, 从
而为疾病发病机制的研究提供线索, 也可作为

疾病诊断的分子标志、疾病治疗和药物开发的

靶标. 国内外不少学者在细胞、组织样品和血

清等不同水平对肝细胞癌进行了研究, 并初显

成效. 
2.1 细胞水平 对不同肝癌细胞系进行蛋白质组

学研究, 通过体外实验了解蛋白质功能, 从而

间接揭示肝细胞癌发病和转移机制. Cui et al [7]

用双相凝胶电泳及液相色谱-电喷雾电离-质
谱(L C-E S I-M S)的方法比较了具有不同转移

潜能人肝细胞癌细胞系Hep3B、MHCC97L和
MHCC97H的蛋白质组, 结果发现与没有转移潜

能的Hep3B细胞系相比, 在MHCC97H和MHC-
C97L中有16个蛋白质过表达, 10个蛋白质表达

下调. 进一步的验证试验则提示, 结合蛋白家

族成员的差异蛋白S100A4通过调节基质金属

蛋白酶-9的分泌和增强细胞侵袭力来促进HCC
的侵袭和转移[8]. Ding et al [9-10]在MHCC97-H和

M H C C97-L细胞系间差异表达的56个蛋白质

点中成功鉴定出14种蛋白质, 在高转移细胞系

MHCC97-H中丙酮酸激酶M2、S100 A4及CK19
等蛋白质高表达, 而Mn-SOD、钙网蛋白前体和

组织蛋白酶D等表达量下调. 有趣的是这些被鉴

定出来的蛋白质大部分和肿瘤的转移有关. 他
们还将反义EGFR的cDNA序列转染肝癌细胞, 
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发现肿瘤细胞生长受抑, 与对照相比有40个蛋

白质表达发生了变化, 其中3个蛋白质的表达

向正常细胞趋化. Lee et al [11]研究了人肝癌细胞

HepG2中高丰度蛋白质表达情况, 并与另一种

非常相近的肝癌细胞Hep3B进行了比较, 发现

差异两倍以上的蛋白质有16个, 特别是热休克

蛋白(Hsp)的成员和不均一核糖核蛋白(hnRNP)
家族. 该差异为进一步描绘这两种蛋白家族间

的相互作用及修饰提供基础. 
甲胎蛋白(AFP)被认为是肝癌诊断和判断

预后的标志物, 肝细胞癌组织的诸多特征都与

之有关, 体内多种蛋白质与AFP协同发挥作用. 
为了鉴定这些蛋白质, Yokoo et al [12]采用荧光

双相凝胶电泳方法比较研究了9种能产生AFP
的肝癌细胞系(JHH-5、HuH-1、PLC/PRL/5、 
H e p3B、H T-17、J H H-7、H u H-7、H e p G2
和Li-7)和7种不产生AFP的肝细胞系(HLE、
JHH-6、Sk-Hep-1、JHH-4、HLF、RBE和
SSP-25)之间蛋白质表达的变化情况, 发现在

产生AFP的细胞系中6个蛋白质上调, 5个蛋白

质下调. Srisomsap et al [13]通过比较胆管细胞癌

细胞系HuCCA-1、肝细胞癌细胞系(HepG2和
HCC-S102)以及人乳腺上皮癌细胞系(MCF-7)的
蛋白质表达谱, 发现CK7、CK19、U2/2和galec-
tin-3可作为鉴别胆管细胞癌和肝细胞癌的潜在

标志物. Yuan et al [14]比较了人肝癌细胞系逆转株

(revertant)CL1及其源细胞系SMMC7721的蛋白

质表达情况, 发现19个蛋白质在表达上有明显

差异(P <0.01). 与SMMC7721细胞相比, 逆转株

CL1中一些与肿瘤抑制相关的蛋白质如maspin
表达上调, 而与肿瘤生长相关的蛋白质如组织

蛋白酶D(cathepsin D)表达下调. 在肝癌发生相

关蛋白质组学的研究中, Fujii et al [15]比较了9个
HCC细胞系和5个正常肝细胞系, 发现鉴定出来

的蛋白质参与细胞周期调节、与抑癌基因产物

结合、与脂肪酸结合及翻译调节等环节. West-
ern blot显示HCC组织中PCNA、EB1和 E-FABP
过表达, 后二者的异常表达为首次在肝细胞癌

进展的研究中涉及. 果蝇zeste基因增强子同源

物2(enhancer of zeste homolog 2, EZH2)在肝癌

发生中发挥重要作用, 在此基础上, Chen et al [16]

对EZH2下游通路进行功能蛋白质组学研究, 发
现敲除EZH2组中60s酸性核糖体蛋白P0(L10E)
表达上调, 而在EZH2过表达的肝细胞内表达下

调, 提示L10E是EZH2作用的下游靶标. 
2.2 组织样本水平 为提高和改善肝细胞癌诊断

www.wjgnet.com
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及预后, 亟待探索和鉴定有效的分子标志物. 对
肝细胞癌组织进行蛋白质组学研究是最直接和

最有说服力的途径[17]. Park et al [18]在肝癌组织铁

蛋白轻链(tissue ferritin light chain, T-FLC)的蛋

白质组学及分子机制的研究中发现, HCC患者

的贮铁蛋白T-FLC表达明显抑制或减少到不可

检测的水平, 而转铁蛋白受体(transferrin recep-
tor, TfR)呈过度表达. 有趣的是, T-FLC相对应的

mRNA水平与正常组织中的水平几乎一致, 这表

明T-FLC基因的翻译和翻译后修饰可能是引起

T-FLC表达抑制的原因. 而且, 利用PCR为基础

的杂合子丢失分析研究发现, 19例HCC患者中

只有1例显示T-FLC所处的19q13.3-q13.4染色体

缺乏, 表明由结构基因改变而引起T-FLC表达抑

制的可能性不大, 这在一定程度上回答了HCC
形成过程中铁缺失的问题. Melle及其同事[19]对

显微切割的非肝癌组织、肝癌中央组织及肿瘤

边缘组织进行比较研究, 首次确定铁蛋白轻链

亚基(ferritin light subunit, FLS)及腺苷酸激酶-3
在肝肿瘤组织中低表达, 而胆绿素还原酶B高表

达. Yoon et al [20]用双相电泳技术对11例HCC肝组

织及其对应的非肿瘤组织核基质蛋白组分进行

对比分析, 发现钙网织蛋白在HCC的核基质中

大量存在, 但两种组织中钙网织蛋白总量相似. 
钙网织蛋白-核基质的形成和扩展可能与细胞

生长的激活有关. Yi et al [21]运用双向凝胶电泳发

现, 致死蛋白Mortalin(基因HSPA9)在HCC组织

中过表达, 同时肿瘤早期复发者的致死蛋白水

平高于无瘤生存组. 因此, 致死蛋白有望成为肝

癌根治性切除术后预测早期复发的肿瘤标志物. 
Zeindl-Eberhart et al [22]将人 HCC样品经2-D分

离, 切取分子质量约30 000-40 000/PI 612-718的
区域中, 大约90个点进行肽质量指纹图谱分析, 
找到6个变异体蛋白, 其中人的醛糖还原酶样蛋

白-1(hARLP-1)是人肝癌中检测到的最主要的醇

醛酮还原酶超家族成员. hARLP拥有4种异构体

(hARLP-1、hARLP-2、hARLP-3和hARLP-4). 
经免疫印迹和免疫组化分析, 95%的HCC样品对

hARLP家族反应呈阳性, 因此可作为HCC免疫

组化诊断的标志物. Yang et al [23]在研究通过注

射肿瘤细胞到肝左叶而得到的肝癌模型的蛋白

质组时, 发现脑源性神经营养因子(brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF)和他的受体在肿瘤组

织和肝癌细胞系中能特异性地表达, 而在非肿

瘤肝组织和正常细胞系中没有表达, 该因子能

以Hsp90依赖的方式促进肿瘤细胞的增殖.

肝癌的发生与病毒感染密切相关, 为阐释感

染HCV后肝癌发生的机制, Yokoyama et al [24]比

较了感染HCV患者的肿瘤和非肿瘤组织间蛋白

质表达的情况, 结果表明, 超过50%的患者中有

11个蛋白质在HCC组织中表达下调. Takashima 
et al [25]用双相凝胶电泳和基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱分析HCV相关性HCC样本, 发
现与癌旁组织相比, 有9个蛋白质在癌组织中

表达上调, 其中GRP78、GRP75和HSP70.1明显

上调, HSC70趋向过表达. 表明这4种蛋白质在

HCV相关性HCC的致病过程中起重要作用, 有
可能成为诊断和治疗的分子靶标. Kim et al [26]比

较HBV阳性、HCV阳性及HBV和HCV同时阴

性的三组HCC患者的组织样品各7例, 发现癌组

织与癌旁组织相比共有60个蛋白质表达发生了

变化, 其中14个差异蛋白质为三组HCC患者所

共有, 而另外46个差异蛋白质各组表达均不相

同, 提示其与病毒感染相关, 且HBV与HCV诱发

肝癌的机制可能不同. Sun et al [27]用荧光双向差

异凝胶电泳(2D-DIGE)的方法分析了12例HBV
相关性HCC标本, 结果提示共有61个位点显著

上调、158个位点下调. Western blot及免疫组化

证实Hsp70和Hsp90家族的蛋白质及不均一核糖

核蛋白C1/C2过度表达, 这些蛋白可能是潜在的

肿瘤标志物. Ward et al [28]提出假说认为HCV相

关性HCC的蛋白质组学特征在成功治疗后会像

AFP一样“正常回归”, 但结果显示部分SELDI
峰未如期回复, 说明HCC的蛋白质组学特征和

肿瘤负荷并不成直接的线性关系, 而可能和肝

脏本身的病变或癌前病灶有关. Li et al [29]运用激

光捕获显微切割技术(laser capture microdissec-
tion, LCM)获取HCC和癌旁组织, 并通过同位素

亲和标签和二维液相色谱串联质谱技术进行分

析, 共有644个蛋白得到定性, 261个蛋白得到定

量. LCM技术可在不损伤细胞结构的情况下, 从
异质性的肿瘤组织内切割或分离出特定的细胞

或组织, 该技术联合同位素亲和标签和二维液

相色谱串联质谱技术, 可大规模的对HCC组织

进行定性和定量分析. 
2.3 血清水平 血清作为临床研究中最易获得的

标本, 具有创伤小、易监测等特点, 而被广泛用

于比较肿瘤与非肿瘤患者血清的蛋白质组学

差异及肿瘤候选标志物的检测[30]. Steel et al [31]

用蛋白质组学方法, 从处于疾病不同阶段的个

体中采集血清, 经双相电泳及基质辅助激光解

吸附飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)分析来鉴

■相关报道
Takashima et al对
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定随病程变化的蛋白质多肽, 证实HCC患者血

清中有两种多肽(补体C3的羧基端和载脂蛋白

A1的异形体)水平较健康对照明显降低. Paradis 
et al [32]用表面加强激光解吸电离飞行时间质谱

(SELDI-TOF-MS)研究了82个肝硬化患者的血

清(其中44例有肝癌, 38例无肝癌), 并比较了这

两组样品的蛋白质表达情况, 发现玻璃体结合

蛋白(vitronectin)的催化片段(catalytic fragment)
可作为合并慢性肝病的HCC患者新的血清标志

物. Poon et al [33]比较了20例慢性肝病(AFP<500 
g/L)和38例肝癌患者的血清, 发现在2384个共有

的血清蛋白质表达谱中, 250个点蛋白质的表达

有明显差异. Lee et al [34]通过对HCC患者与肝硬

化及正常人的血清蛋白质组学研究, 发现补体

C3a在慢性丙肝和HCV相关性肝癌患者中差异

表达. Yang et al [35]联合应用2-DE和钠升电喷离

子质谱法(nano-HPLC-ESI-MS/MS)比较了5例
HCC患者和正常对照的血清, 发现在差异表达

的14种蛋白质中12种表达上调, 2种表达下调. 
在鉴定的317种蛋白中有29种的蛋白可信度较

高, 其中6种仅出现在HCC患者中, 可作为HCC
的生物学标志. 

不少研究者致力于探寻早期诊断HCC的标

志物的蛋白质组学研究.  Ward et al [36]对182例丙

肝肝硬化患者的血清进行蛋白质组学研究, 发
现有2个SELDI峰HCC组较非HCC组平均升高

50%(P <0.001), 经鉴定他们分别为kappa和lamda
免疫球蛋白的轻链, 这为单独或联合应用上述

蛋白进行早期诊断HCC 提供了新的途径. Zinkin 
et al [37]运用蛋白质组学方法对HCC患者和丙肝肝

硬化患者进行比较研究, 发现SELDI-TOF-MS 诊
断HCC的敏感度和特异度分别为79%和86%, 优
于AFP、PIVKA-Ⅱ等传统指标. Le Naour et al [38]

分析了37例HCC患者、31例慢性HBV/HCV感染

而无HCC的患者、143例对照(116例其他肿瘤患

者, 3例SLE患者, 24例健康人)的血清, 发现8种
蛋白质的抗体在超过10%的HCC患者血清中检

出, 而健康个体中没有(P <0.05). 其中4种抗体在

慢性肝炎患者血清中有相对较高的检出率, 而
另4种抗体则主要在HCC患者血清中检出. 这些

抗体可用于合并慢性肝炎的HCC患者的早期诊

断. Takashima et al [39]对15组HCC组织和非肝癌

组织、5例正常肝组织进行蛋白质组学及重组

cDNA表达文库血清学分析法(serological analy-
sis of recombinant cDNA expression libraries, 
SEREX)的研究, 找到在HCC血清中免疫反应明

显增高的三种自身抗体(HSP70、peroxiredoxin
和Mn-SOD), 这三种特异性抗体可作为HCC诊
断的候选标志物. 

3  结论

从细胞、组织及血清等不同水平进行蛋白质组

学研究, 为揭示肝细胞癌的发病机制及发现肿

瘤标记物提供了新的途径. 由于蛋白组成复杂、

性质不稳定, 易发生相互作用, 因此, 对于不同来

源的样品, 选取正确的制备方法、合适的研究策

略, 可以使研究取得事半功倍的效果[40]. 人类蛋

白组组织(HUPO)提出制定相对统一的样品制备

及处理方案将有助于提高结果的稳定性和可比

性[41]. 
总之, 蛋白质组作为连接基因组与临床应

用之间的桥梁, 为从整体水平研究肝细胞癌开

辟了更广阔的前景, 但面临的主要问题是检测

的敏感性不高, 低丰度蛋白通常被高丰度蛋白

掩盖而很难分离, 因而丢失许多重要的蛋白质

信息. 目前正致力于发展高分辨率、高敏感性

和高通量的蛋白质分离和鉴定技术. 可以相信, 
随着研究技术的进一步发展, 生物信息学工具

的完善, 蛋白质组研究数据的不断积累, 蛋白质

组学最终将成为攻克肝细胞癌的强有力武器. 
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