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Abstract
AIM:To study the var iabi l i t ies of serum 
proteomic spectra in patients with gastric cancer 
before and after operation in order to detect 
specific protein markers that can be used in the 
rapid diagnosis of gastric cancer. 

METHODS: Proteomic spectra of 46 serum sam-
ples from patients with gastric cancer before and 
after operation and 40 from normal individuals 
were generated by IMAC-Cu protein chip and 
surface-enhanced laser desorption/ionization 
time of flight mass spectrometry (SELDI-TOF-
MS). 

RESULTS: Fourteen differentially expressed 
proteins in serum were screened by analysis of 
proteomic spectra in preoperative patients and 
normal individuals. We obtained 4 proteins (heat 

shock protein 27, glucose-regulated protein, pro-
hibitin, protein disulfide isomerase A3) as mark-
ers able to classify gastric cancer patients and 
normal individuals. The sensitivity and specific-
ity of these markers were 95.7% and 92.5%, re-
spectively. The proteins over-expressed in serum 
of preoperative patients were obviously down-
regulated. 

CONCLUSION: Specific proteinic markers of 
gastric cancer can be detected in serum and used 
both in the rapid diagnosis of gastric cancer and 
in the judgment of prognosis. SELDI-TOF-MS is 
a useful tool for the detection and identification 
of new protein markers in serum. 

Key Words: Gastric cancer; Proteome; Surface-
enhanced laser desorption/ionization time of flight 
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摘要
目的: 观察胃癌手术前后血清蛋白质谱的变
化, 从而筛选能够快速诊断胃癌的特异性蛋白
标志物. 

方法: 选用IMAC-Cu蛋白质芯片和表面增强
激光解吸离子化飞行时间质谱(SELDI-TOF-
MS)蛋白质芯片技术, 对46例胃癌患者和40名
正常人的血清蛋白质谱进行分析.  

结果: 通过对胃癌术前血清与正常人血清蛋
白质谱分析发现共有14个蛋白质表达量有明
显差异. 并获得以热休克蛋白27、葡萄糖调
节蛋白、抑制素、蛋白质二硫化物异构酶A3
这4个蛋白质所组成的模板, 可将胃癌与正
常人正确分组, 利用该模板建立胃癌诊断的
分类树模型, 此分类树具有两层三个叶结点, 
诊断胃癌的灵敏度可达95.7%, 特异性可达
92.5%, 术后血清蛋白质谱中, 原表达上调的
蛋白质明显下调. 

®

■背景资料
胃癌是一种恶性
程度高、发展迅
速的临床常见恶
性肿瘤. 迄今为止
尚未发现特异性
标志物, 胃癌的诊
断和治疗是目前
肿瘤研究领域的
一个焦点. 

■同行评价者
曹志成, 院士, 香
港九龙尖沙咀伊
利沙伯医院临床
肿瘤科; 熊斌, 教
授, 武汉大学中南
医院肿瘤科
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结论:  血清中可以筛选到快速诊断胃癌的
特异性蛋白标志物 ,  并可用以预后的判断 . 
SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术为建立蛋白
质模板用以诊断胃癌提供了可靠的技术平台. 

关键词: 胃癌; 蛋白质组; 表面增强激光解吸离子化

飞行时间质谱蛋白质芯片技术;  特异性标志物
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0  引言

胃癌是一种恶性程度高、发展迅速的临床常见

恶性肿瘤. 我国每年约16万人死于胃癌[1], 其已

严重威胁我国人民生命健康. 目前临床胃癌的

诊断方法多是物理诊断和组织细胞学诊断, 这
些方法往往只能发现中期病例, 并且操作复杂, 
确诊所需时间太长, 而只能靠生物化学方法检

测胃癌发生过程中表达的特异性蛋白标志物达

到快速诊断的目的. 但是至今没有一种标志物

对胃癌是完全特异性的, 仅靠单一指标诊断, 灵
敏度不高, 特异性不强. 因此, 探索和建立一种

简单, 快速, 敏感性高和特异性强的胃癌快速诊

断技术已经成为临床医学上的迫切需要. 
我们利用表面增强激光解吸离子化飞行时

间质谱(SELDI-TOF-MS)蛋白质芯片技术对胃

癌患者手术前后血清蛋白质谱的变化进行分析

对比, 旨在筛选可用于临床胃癌快速诊断和预

后判断的特异性标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2003-2004年在我院肿瘤外科住院

治疗的胃癌患者46例, 其中早期胃癌患者5例, 
占10.9%, 中晚期胃癌患者41例, 占89.1%. 男女

比例为2.2∶1.0, 平均年龄为51岁; 正常健康人

(对照组)40例为正常体检者, 男女比例为2.1∶
1.0, 平均年龄为49岁. 所有患者术前及术后15 d
清晨空腹无菌采静脉血5 mL, 留制血清标本于

-80℃冷冻保存. 以上血清标本均由本院肿瘤外

科和门诊提供. 患者组与对照组在性别比例和年

龄上无统计学差异, 两组均无引起血清中蛋白质

含量发生变化的其他相关疾病. 尿素(urea)、乙

氰(acetonitrile)、cibacron blue, 3-环乙胺-1-丙磺

酸(CHAPS)、三氟乙酸(TFA), SPA(sinapinic acid)
均购自Sigma公司. 实验所应用SELDI-TOF质谱

仪、K30型选择性沉降柱(K30 size selection spin 

column)和IMAC3(固定金属亲和)蛋白质芯片由

美国Ciphergen公司生产. 
1.2 方法 将保存于-80℃的样品取出常温下融解, 
用cibacron blue及K30型选择性的沉降柱去除血

清中的白蛋白, 后将20 μL该样品用IMAC缓冲液

(100 mmol/L磷酸钠+250 mmol/L氯化钠, pH7.0)
稀释7倍备用. 将IMAC3芯片安装于Bioprocessor
上, 于各孔芯池中加入100 mmol/L硫酸铜50 μL, 
4℃下200 r/min振荡5 min, 使铜离子与芯池活性

表面鳌合, 待与蛋白质上的磷酸化氨基酸相结

合. 吸去剩余的硫酸铜, 用去离子水冲洗甩干. 
每孔芯池中加入100 mmol/L醋酸钠(pH4.0)50 
μL振荡, 以洗脱未结合的铜离子. 弃掉液体, 各
孔芯池用 150 μL结合/洗脱缓冲液(50 mmol/L 
HEPES pH7.0)进行平衡. 将稀释后的样品取50 
μL加入芯池中, 4℃孵育60 min后弃去多余液

体, 再用150 μL HEPES缓冲液冲洗3次, 洗脱未

与芯池表面结合的蛋白质或肽段. 取出芯片, 用
PAP疏水笔在芯池周围圈画样品孔并自然风干. 
将各孔芯池中加2次SPA, 0.5 μL/次. 将处理好

的芯片置入蛋白质芯片阅读仪进行蛋白质谱分

析. 通过Ciphergen Proteinchip软件辅助, 程序性

完成数据读取过程. 在读取数据前, 用标准多肽

-血管紧张素原(angiotensin peptide)进行仪器校

正, 使得系统的质量偏差调整为0.1%. 本研究芯

片阅读的主要参数设定为: 激光强度175, 检测

灵敏度8, 优化分子量范围1500-100 000 Da, 最
佳聚焦中心6000, 数据采集参数范围20-80. 应用

Biomarker Wizard软件对读取的数据进行处理, 
计算两组或多组具有相同质荷比蛋白质峰波强

度, 并用P值表明其差异程度. 
统计学处理 联合应用Biomarker Wizard软

件和Biomarker Patten软件对数据进行分组及相

关分析, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃癌术前组与正常对照组血清样品蛋白质

谱的分布结果

2.1.1 峰波检测(peak detection):: 设定46例患者术

前血清样品与对照组40份血清样品检测的蛋白

质分子量区间在1500-100 000 Da, 低于1500 Da
的蛋白质或肽段将被自动从波谱中清除, 因为

在0-1500 Da这一区间可存在加合物、试剂成

分、SPA以及其他的化学成分的干扰, 而影响后

续的数据分析. 利用PBS Ⅱ型蛋白质芯片阅读

仪对IMAC3芯片进行检测, 所得到的蛋白质以

■相关报道
目前许多报道提
示关于临床肿瘤
病例的蛋白质组
学研究对于寻找
肿瘤的特异性标
志 物 ,  发 展 新 的
恶性肿瘤早期诊
断技术很有帮助, 
其中利用表面增
强激光解吸离子
化飞行时间质谱
(SELDI-TOF-MS)
蛋白质芯片技术
是近几年新兴的
差异蛋白质组学
技术, 其最大优点
是快速、简便、

易行、样本用量
少 和 高 通 量 分
析, 利用这一技术
在不同的肿瘤中
筛选出的灵敏度
高、特异性强的
肿瘤特异蛋白标
记物的数量在逐
渐增加. 



www.wjgnet.com

316                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年1月28日    第16卷   第3期

波谱的形式表示, 共得到54 126个波峰. 
2.1.2 波峰整合(peak alignment)与蛋白质谱分

析: 采用Biomarker Wizard软件对所得波谱进

行分析, 术前组与正常对照组血清样品中大多

数蛋白质峰的表达量都是基本相同的, 但两组

之间仍有33个蛋白质表达量具有一定判断差

别, 其中有14个蛋白质峰在术前组与正常组比

较时有显著性差异(P <0.05). 在这14个表达具有

显著性差异的蛋白质中, 术前患者组血清中表

达量上调的蛋白质占7个, 他们的平均分子质量他们的平均分子质量们的平均分子质量

分别为22.33, 22.59, 28.42, 29.90, 35.72, 42.46和
56.77 kDa(分别编号为胃癌血清表达上调蛋白

质1, 2, 3, 4, 5, 6, 7); 与正常对照组比较, 蛋白质

表达量下调的有7个, 他们的平均分子质量分别他们的平均分子质量分别们的平均分子质量分别

为17.16, 22.02, 30.77, 46.73, 53.40, 77.07和80.02 
kDa(分别编号为胃癌血清表达下调蛋白质1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7). 经过进一步鉴定, 表达上调的7个
蛋白质分别为(按编号排列): 热休克蛋白27、
transgelin、葡萄糖调节蛋白、抑制素、非结构

蛋白3(NSP3)、未命名蛋白质和蛋白质二硫化

物异构酶A3. 表达下调的7个蛋白质(按编号排

列)分别是: p20、核苷二磷酸异构酶A、载脂蛋

白A-1、α1-抗胰蛋白酶、结蛋白、血清转铁蛋

白、血清白蛋白. 
2.1.3 胃癌血清蛋白标志物的筛选及其模板的

建立和分析: 将Biomarker Wizard软件分析所得

到的有差异的蛋白质峰建立数据库, 导入Bio-
marker Patten智能统计分析软件, 选择相应条件, 
对术前组与正常对照组进行分组统计, 从而得

到能够正确分组的特异性蛋白标志物. 结果显

示利用热休克蛋白27、葡萄糖调节蛋白、抑制

素、蛋白质二硫化物异构酶A3这4个蛋白质所

组成的模板, 可以正确地将胃癌患者与正常人

分组. 利用这些标志物为模板, 建立胃癌诊断的

分类树模型, 此分类树具有两层三个叶结点, 胃
癌患者与正常人共86例, 可将95.7%的胃癌患者患者

和92.5%的正常人正确划分出来. 研究结果表明, 
该模板诊断胃癌的灵敏度达95.7%, 特异性达

92.5%(表1).表1).). 
2.1.4 胃癌患者术前与术后血清蛋白质谱的变

化:: 在相同条件及参数下, 应用IMAC3蛋白质芯

片和Biomarker Wizard软件对胃癌患者术后血清

进行分析, 并与术前组和正常对照组的蛋白质

谱进行对比研究. 结果显示术后组中热休克蛋

白27、葡萄糖调节蛋白、抑制素、未命名的蛋

白质、蛋白质二硫化物异构酶A3这5个蛋白质

(即胃癌血清表达上调蛋白质1, 3, 4, 6, 7)表达量

都有所下降, 与正常对照组蛋白质峰强度相当, 
差异无显著性(P >0.05), 但与术前组比较差异具

有显著性(P <0.05, 表2), 而NSP3和transgelin这两

个蛋白质(即胃癌血清表达上调蛋白质2, 5)在术

后表达量未见明显下降, 表达量仍然上调, 与术

前组比较无显著性差异(P >0.05), 与正常对照组

相比差异性仍然显著(P <0.05, 表2). 但是术后组

与术前组和正常对照组比较, 其蛋白质谱也发

生了一些变化, 出现了一些分子量相对较大的

蛋白质表达上的差异. 

表  2  胃癌手术治疗前后血清表达上调蛋白质的变异

     
 蛋白质名称        平均分子质量(kDa)    术前表达    术后表达

热休克蛋白27            22.33               上调a     恢复正常c

transgelin                   22.59               上调a        上调a

葡萄糖调节蛋白          28.42               上调a     恢复正常c

抑制素                       29.90               上调a     恢复正常c

非结构蛋白                35.72               上调a        上调a

3(NSP3) 

未命名                       42.46               上调a     恢复正常c

蛋白质二硫化物          56.77               上调a     恢复正常c

异构酶A3                     

aP<0.05 vs 正常对照组, cP<0.05 vs 术前组.

表  1  胃癌血清表达上调和下调的蛋白质

     
	                                               上调                                                                                     下调

                          平均分子质量(kDa)                  蛋白质鉴定                    平均分子质量(kDa)                         蛋白质鉴定

1                              22.33                      热休克蛋白27                               17.16                          p20

2                              22.59                      transgelin                                      22.02                         核苷二磷酸异构酶A

3                              28.42                      葡萄糖调节蛋白                            30.77                         载脂蛋白A-1

4                              29.90                      抑制素                                           46.73                         α1-抗胰蛋白酶

5                              35.72                      非结构蛋白3(NSP3)                      53.40                         结蛋白

6                              42.46                      未命名蛋白质                                70.07                         血清转铁蛋白

7                              56.77                      蛋白质二硫化物异构酶A3             80.02                         血清白蛋白

蛋白质编号

■创新盘点
本 文 首 次 利 用
SELDI-TOF-MS
蛋白质芯片技术
在46例胃癌病例
中筛选胃癌的特
异性标志物, 得到
比较有意义的结
果. 

■应用要点
胃癌患者的血清
中可能存在可以
用于快速诊断的
特异性标志物. 
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3  讨论

胃癌是恶性程度高, 发展迅速的临床常见的恶

性肿瘤, 并且对许多化疗药物具有天然耐药性. 
目前我国胃癌防治现状一高三低, 即病死率高, 
早期诊断率、手术切除率、5年生存率低, 并且

临床上诊断胃癌的方法较复杂. 多年研究表明, 
胃癌的发生和发展过程是长期的、多因素、多

基因共同作用的结果. 涉及到细菌感染, 多种

癌基因与抑癌基因的异常改变, 包括癌基因激

活、抑癌基因失活或缺如、基因的突变等, 具
有一定的遗传倾向. 有学者提出[2], H pylori的感

染可导致胃上皮细胞的增殖和凋亡, 增加了细

胞恶变的危险性, 有文献报道, 叶酸水平降低致

使一些癌基因在内的DNA片段甲基化的水平下

降, 细胞遗传稳定性降低, 易发生癌变[3], 有关总

基因甲基化水平越低, 癌细胞的分化程度越差[4], 
nm23基因缺失可能参与胃癌细胞转移过程. 因
此, 寻求一种新的、有效的、快速可靠的诊断

技术, 对临床医疗及公众健康至关重要. 
任何疾病在出现病理改变之前, 细胞内的

蛋白质在成分和数量上都会出现相应的改变. 
所以, 理论上, 通过对蛋白质的动态观察, 我们可

以筛选出疾病的特异指标和征兆, 从而能够在疾

病的早期对其进行快速诊断, 但是这种筛选工作

量很大, 用以往常规的方法难以做到. 蛋白质组

学技术的开展和研究使得这种大规模的筛选成

为可能, 同时也给临床疾病诊断, 尤其是肿瘤诊

断开辟了一个全新的分子诊断技术时期[5]. 蛋白

质组学可以对肿瘤发生, 演进和细胞转导过程

中相关的细胞活动的分子特征进行研究[6-7], 这
些关于临床肿瘤病例的蛋白质组学研究对于确

定肿瘤特异蛋白标记物, 发展新的早期诊断技

术很有帮助, 并且可以促进癌症演进过程中的

分子特征的研究[7-10]. 基因通过蛋白质的表达来

表现其遗传性状, 蛋白质组学研究结果可以阐

明内在的遗传性状和外界环境对细胞恶变的影

响, 所以蛋白质组研究技术对寻找肿瘤的特异

性标志物有很高的价值. 
以往研究蛋白质的方法主要有二维电泳、

高效液相色谱、质谱等, 这些技术都不同程度地

促进了蛋白质组学的发展, 但因其操作繁琐, 信
息量少, 仪器昂贵等原因限制了其继续发展[11-12]. 
SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术是近几年新兴

的差异蛋白质组学技术, 这一技术的最大优点是

快速、简便、易行、样本用量少和高通量分析. 
2001年底以来, 基于这一技术的蛋白质芯片系统

在肿瘤特异标志物筛选中有了大量的应用, 采
用此技术并获得有意义成果的数量已经日益增

多. von Eggeling et al [13]采用此技术获得了肾癌组

织, 癌旁组织和正常组织的差异蛋白质谱变化. 
Paweletz et al [14]应用此技术检测乳腺癌患者和正

常人的乳头吸出液蛋白质谱变化, 结果表明, 乳
腺癌患者和正常人蛋白质谱存在着显著的差异. 
Vlahou et al [15]采用该技术从膀胱癌患者的尿液

中筛选出5个膀胱癌的特异性标志物. 上述报道

可以看出, SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术已经

成为蛋白质组学的主要技术之一, 将其应用于筛

选肿瘤的特异性标志物方面尤为合适. 
本研究结果显示, 胃癌患者与正常人血清

中有33个蛋白质峰具有判断性差别, 其中有14
个蛋白质峰差异有显著性(P <0.05), 7个蛋白质

表达量上调, 7个蛋白质表达量下调. 经过进一

步鉴定, 表达上调的7个蛋白质中除了分子质量

为42.46 KDa的蛋白质(胃癌血清表达上调蛋白

6)未曾命名, 其他蛋白质分别为(按编号排列): 
热休克蛋白27、transgelin、葡萄糖调节蛋白、

抑制素、NSP3和蛋白质二硫化物异构酶A3. 表
达下调的7个蛋白质(按编号排列)分别是: p20、
核苷二磷酸异构酶A、载脂蛋白A-1、α1-抗
胰蛋白酶、结蛋白、血清转铁蛋白、血清白

蛋白. 将两组血清蛋白质谱建立数据库, 利用

Biomarker Pattern统计软件对数据库进行分析, 
确立了以热休克蛋白27、葡萄糖调节蛋白、抑

制素、蛋白质二硫化物异构酶A3这4个蛋白质

所组成的诊断模板, 能正确地将胃癌患者和正

常人分组. 利用这4个蛋白标志物组成的模板诊

断胃癌的灵敏度达95.7%, 特异性达92.5%. 
术后患者血清蛋白质谱亦发生了变化, 原

来高表达的5个蛋白质: 热休克蛋白27、葡萄糖

调节蛋白、抑制素、未命名的蛋白质、蛋白质

二硫化物异构酶A3, 术后都有明显下降, 其蛋白

质峰强度与正常对照组相当. 而transgelin、和

NSP3这两个蛋白质在术后表达量未见明显下降, 
与正常对照组相比表达量仍然上调. 实验结果进

一步提示, 利用上述的4种蛋白质标志物组成的

模板有很高的特异性和灵敏度, 对临床快速诊断

胃癌有较高的利用价值, 并且在术后可以用术前

表达上调的5个蛋白质的表达量是否恢复正常来

判断手术治疗是否彻底, 判断患者的预后情况. 
但是由于本实验所收集的样本资料中, 早期胃癌

所占的比例较小, 所以此结果仅适用于胃癌的快

速诊断, 是否能够适用于早期胃癌的筛查, 有待

■名词解释
表面增强激光解
吸离子化飞行时
间质谱 (SELDI -
TOF-MS): 蛋白质
芯片技术, 是在基
质辅助激光解吸
离子化质谱技术
基础上, 利用经过
特殊处理的固相
支持物或芯片的
基质表面制成蛋
白质芯片. 根据蛋
白质物理、化学
性质的不同, 选择
性地从待测生物
样品中捕获配体, 
将其结合在芯片
的固相基质表面
上, 经原位清洗和
浓缩后, 利用能量
吸收分子将激光
束的能量转换, 激
发蛋白质解吸附
及离子化, 形成气
化离子. 在统一电
场条件下, 这些离
子加速飞出, 经过
离子飞行管, 最终
由离子接受检测
器接受. 由于每种
蛋白质的质荷比
(m/z)不同 ,  飞行
时间不同, 从而到
达接受检测器的
先后顺序不同. 可
对结合的多肽或
蛋白质进行质谱
检测, 并结合生物
信息学进行分析; 
结合四极杆/飞行
时间质谱/质谱仪
可对未知蛋白质
进行测序等研究. 
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于下一步收集更多的早期胃癌病例资料, 扩大样

本含量, 以作进一步的研究分析. 
总之, 将经过筛选所得到的蛋白质作为快速

诊断胃癌的特异性标志物其代表性好, 灵敏度

高、特异性强, 适用于胃癌的快速诊断, 而且对

胃癌患者预后判断分析具有临床意义. SELDI-
TOF-MS蛋白质芯片技术的应用加快了肿瘤标

记物的筛选和研究. 采用该技术建立的多蛋白

标志物组成的模板对胃癌进行检测及筛选工作

具有重要意义. 随着实验样本量的不断增加, 该
技术有望成为临床早期诊断胃癌的快速, 灵敏

的手段. 
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