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Abstract
AIM: To compare and analyze the expression 
difference of proteins between hepatic fibrosis 
serum and normal human serum and to identify 
potential serum markers for human hepatic fibrosis. 

METHODS: Serum samples were collected from 
6 healthy subjects and 6 patients with hepatic 
fibrosis following normal protocols. The serum 
samples of these two groups were mixed into 
one respectively of equal volume. Albumin and 

IgG removal were carried out and serum total 
proteins were extracted. 2-DE was used to isolate 
the total proteins using pH4-7L, 18 cm IPG strip, 
and SDS-PAGE. Silver nitrate stain was applied 
afterwards. ImageMaster 2D Platinum Softwared 
(Version 5) was employed to analyze the 2-DE re-
sults. ELISA was adopted to verify the expression 
changes of some differential proteins. 

RESULTS: The 2-DE matching rate was 89.58% 
between the two groups. From the two groups, 
517 differential protein spots were identified, 
among which 24 with differential expression 
above three times were singgled out and MAL-
DI-TOF-MS analysis was carried out on them. 
Eight proteins were identified, including trans-
ferring, apolipoprotein A-IV, T-cell receptor b, 
haptoglobin, serum albumin and serum albumin 
precursor. Up-regulated expression was ob-
served in 3 proteins and down-regulated expres-
sion in 5 proteins in the hepatic fibrosis serum 
group. As compared with that in normal serum, 
haptoglobin and apolipoprotein A-IV expression 
were down-regulated in hepatic fibrosis serum, 
which was consistent with the results of 2-DE. 

CONCLUSION: Compared with the normal sub-
ject group, the serum in the hepatic fibrosis group 
showed differential expression in protein profile. 
The proteins of differential expression are expect-
ed to be the serum markers for hepatic fibrosis. 
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摘要
目的: 对比分析肝纤维化患者和健康人血清
中差异表达的蛋白质, 筛选与肝纤维化发生密
切相关的血清蛋白质. 

方法: 肝纤维化患者和健康人空腹血清标本各
6例分别等量混合成2个样本, 去除血清中的白
蛋白和IgG. 利用双向凝胶电泳(2-DE)分离肝纤
维化血清和健康人血清总蛋白质后, 硝酸银染

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病的共同
病理基础, 其早期
诊断仍是临床一
大难题. 回顾这一
领域的发展, 肝纤
维化的诊断从临
床诊断到辅助诊
断如血液生化、

超声、影像学检
查, 肝活组织病理
检查仍然是目前
诊断肝纤维化最
可靠的方法. 但因
其取材局限, 有创
伤, 不便常规随访
及动态观察, 临床
应用受到极大限
制, 迫切需要寻找
简单且易推广、

特异性、敏感性
高的肝纤维化无
创伤性诊断指标. 

■同行评议者
陈红松 ,  研究员 , 
北京大学人民医
院肝病研究所
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色, 经图像分析筛选差异表达的蛋白点. 应用
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-
TOF-MS)鉴定差异表达的蛋白点, 并用ELISA
法对其中部分差异蛋白的表达水平进行验证.  

结果: 筛选出2组间的差异蛋白点共517个, 对
其中表达量差异3倍以上的24个蛋白点进行
MALDI-TOF-MS分析, 鉴定出包括触珠蛋
白、载脂蛋白A-Ⅳ、转铁蛋白、T细胞受体β
链、血清白蛋白及血清白蛋白前体等8个蛋白
质, 其中3个蛋白质在肝纤维化血清中表达上
调, 5个蛋白质在肝纤维化血清中表达下调. 与
健康人血清比较, ELISA法检测肝纤维化血清
中触珠蛋白、载脂蛋白A-Ⅳ表达均下调, 结
果与双向凝胶电泳一致. 

结论: 肝纤维化血清与健康人血清的蛋白质
表达谱表现出一定差异, 这些差异表达的血清
蛋白质有望成为肝纤维化诊断与判定预后的
血清标志物. 

关键词: 肝纤维化; 血清; 蛋白质组学
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0  引言

肝纤维化的血清学指标检测由于其无创、易于

动态监测疾病发展, 近年日益受到国内外学者

的广泛关注并在此领域进行了大量的探索. 但
目前肝纤维化的血清相关标志物对肝纤维化诊

断的特异性、敏感性、准确性、阳性和阴性预

测值尚不尽如人意, 还不能真实反映肝纤维化

的实际状况[1-2]. 血清蛋白质组学以血清整体蛋

白质成分的变化为研究对象, 从而能获得更加

标准化的功能相关的蛋白标志物, 其高通量、

高效率的特性为肝纤维化研究带来了新的思维

方式. 其可以全面、动态地分析患者血清样品中

蛋白质种类及数量的改变, 有助于寻找与疾病诊

断及预后相关的标志物及药物治疗的靶点[3]. 为
此, 我们以经肝穿刺活检证实的肝纤维化患者

为研究对象, 运用血清蛋白质组学技术对比研

究其血清与正常人血清蛋白质组表达的差异, 
以期筛选出人肝纤维化敏感特异的血清标志物, 
为肝纤维化的无创诊断提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 6例肝纤维化患者血清来源于2005-10/ 

2007-06贵州省人民医院感染科经肝穿刺活检

证实为肝纤维化3-4级的患者, 肝组织病理诊断

符合2000年病毒性肝炎防治方案中肝纤维化的

诊断标准. 空腹血清采集于肝穿当日清晨, 排除

HCV感染、长期大量饮酒史及全身性疾病. 其
中男4例, 女2例, 平均年龄41.7±4.8岁. 6例健康

人空腹血清来源于贵阳医学院附属医院体检

中心健康志愿者, B超提示肝脏形态正常, 排除

HBV、HCV感染及长期大量饮酒史, 其中男4例, 
女2例, 平均年龄38.8±5.6岁. 所有样本均符合人

体实验伦理学标准, 征得患者知情同意并签署知

情同意书. 超纯尿素、硫脲、苯甲基磺酰氟、二

硫苏糖醇、碘乙酰胺, 固相pH梯度干胶条(美国

Bio-Rad公司), 十二烷基硫酸钠、甲叉双丙烯酰

胺、α-氰基-4-羟基肉桂酸、乙腈(美国Sigma公
司), 胰蛋白酶(美国Promega公司), Albumin/IgG 
Removal Kit(德国Merck公司), 人载脂蛋白A-Ⅳ 
ELISA试剂盒(武汉中美科技有限公司)、人触

珠蛋白ELISA试剂盒(上海麦莎生物科技有限公

司), 硝酸银、三水乙酸钠、戊二醛为国产试剂. 
Ettan IPG phor Ⅱ等电聚焦系统、Ettan DALT 12
垂直电泳系统(美国GE公司), Autoflex MALDI-
TOF质谱仪(德国Bruker公司), Multiskan全自动

多功能酶标仪(芬兰Labsystem). 
1.2 方法 
1.2.1 样本处理: 空腹全血2 mL提取血清; 血清中

加蛋白酶抑制剂0.1 mol/L PMSF, 使其终浓度达

到1 mmol/L; 再加入0.5 mol/L EDTA, 使其终浓

度达到2 mmol/L; -80℃冰箱保存备用. 同组血清

等量混合后, 按Albumin/IgG Removal Kit说明书

操作去除白蛋白和IgG, 上清液进行Bradford法
蛋白定量.  
1.2.2 双向凝胶电泳: 参照IPGphor等电聚焦系统

指南和Görg et al [4]的方法加以改进. 选用pH4-7 
L的18 cm线性IPG干胶条, 上样量150 μg进行再

水化、等电聚焦, 总电压为72 000 V/h. 胶条平衡

后, 进行120 g/L SDS-PAGE电泳.  
1.2.3 硝酸银染色: 凝胶取出后, 经固定、敏化、

硝酸银染色后至蛋白点显示清晰, 中止染色. 
1.2.4 图像分析: 透射扫描凝胶获取图像后, 利用

图像分析软件对图像蛋白质斑点自动检测, 手
工删除、添加斑点, 匹配, 筛选出在两种组织中

差异表达的蛋白质.  
1.2.5 制备质谱样品及质谱分析: 切取差异蛋白

质点, 再脱色、还原、烷基化、酶解、样品回

收及脱盐处理. 然后在MALDI-TOF质谱仪上分

■相关报道
White et  al 利用
2-DE和LC-MS技
术对比研究丙型
肝炎肝纤维化患
者和正常人血清, 
发现7个差异表达
的蛋白质, 其中载
脂蛋白A-Ⅳ在丙
肝肝纤维化患者
血清中表达下降. 

■创新盘点
本研究运用血清
蛋白质组学技术
对肝纤维化患者
与健康人血清进
行检测, 从整体上
对两者之间差异
表达的蛋白质进
行分析, 发现触珠
蛋白、载脂蛋白
A-Ⅳ可能是肝纤
维化早期特异且
敏感的生物学标
志物. 
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析, 激光波长337 nm, 加速电压为20 kV, 以基质

峰和胰蛋白酶自动降解离子峰作为内部标准校

正, 对肽质量指纹图谱进行校正, 获得蛋白质点

的准确肽质量指纹数据.  
1.2.6 数据库查询: 应用Mascot搜索引擎, 选用

NCBlnr数据库进行查询. 搜索条件设置肽片断

质量最大误差控制在±1×10-4, 酶切断裂位点

允许值为1. 结合蛋白质点的等电点、分子质

量、匹配片段的多少以及氨基酸序列进行蛋白

质鉴定. 
1.2.7 血清载脂蛋白A-Ⅳ、触珠蛋白水平测定: 
采用ELISA法进行检测, 操作严格按试剂盒说明

书进行. 

2  结果

2.1 肝纤维化患者及健康人血清2-DE差异分析 
6例同组血清样本等量混合后, 同时进行3次双

向凝胶电泳, 分别获得3块分辨率高、重复性好

的平行胶. 2组蛋白表达谱类似, 蛋白多集中在

pH5.5-6.5间区域. 肝纤维化血清及正常人血清

2-DE平均蛋白点数, 分别为924±16个和962±
21个(图1), 两种血清的匹配率为89.58%. 筛选出

2组间差异蛋白点517个, 其中表达量差异3倍以

上的蛋白点共24个, 包括肝纤维化组表达上调

的蛋白点12个, 表达下调的蛋白点12个. 
2.2 差异蛋白质的MALDI-TOF-MS鉴定结果 对2
组血清差异3倍以上的24个蛋白点进行MALDI-
TOF-MS分析, 共鉴定出载脂蛋白A-Ⅳ、触珠蛋

白、转铁蛋白、T细胞受体β、白蛋白、白蛋白

前体等8个蛋白质, 其中3个在肝纤维化血清中表

达上调, 5个在肝纤维化血清中表达下调(表1). 
2.3 ELISA法鉴定差异表达的蛋白质 与健康人

血清比较,肝纤维化血清中触珠蛋白、载脂蛋白

A-Ⅳ表达下降,与2-DE结果一致(表2). 

3  讨论

本研究通过肝纤维化患者与健康人血清2-DE胶
图的比较, 寻找出部分差异表达的蛋白, 发现并

了解这些蛋白质在肝纤维化患者血清中的变化, 
将有助于对肝纤维化早期特异且敏感的生物学

标志物的筛选. 
触珠蛋白作为一种急性期蛋白, 在宿主抗

表  1  肝纤维化组及健康人血清组中部分差异蛋白点质的谱鉴定结果

     
编号   肽段匹配率	 序列覆盖率(%)  相对分子质量   等电点         蛋白质名称    肝纤维化血清中的表达

173	   6/40	         25	             34 356	 5.99	 T细胞受体β	        上调

220	   7/21	         37	             23 884	 6.59	 免疫球蛋白A	        上调

300	   7/15	         34	             27 670	 6.39	 白蛋白		         下调

319	 11/17	         26	             48 641	 5.97	 白蛋白前体	        下调

368	   7/22	         21	             48 669	 6.67	 转铁蛋白		         下调

446	 12/49	         33	             45 307	 5.23	 载脂蛋白A-Ⅳ	        下调

451	 11/21	         32	             38 868	 6.26	 触珠蛋白		         下调

499	 25/65	         46	             67 988	 5.69	 肉豆蔻酸白蛋白复合物   上调

表  2  血清中触珠蛋白、载脂蛋白A-Ⅳ ELISA测定结果
(mean±SD, n  = 6)

     
分组                      触珠蛋白(mg/L)     载脂蛋白A-Ⅳ(mg/L)

健康人血清         71.36±34.02           326.47±140.29

肝纤维化血清     49.54±25.16b          198.12±97.84b

bP<0.01 vs  健康人血清组.

图  1  肝纤维化与健康
人血清2-DE胶图. A: 肝

纤维化血清; B: 健康人

血清.
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97 kDa
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A■应用要点
深入研究这些差
异表达的蛋白质
在肝纤维化发生
发展过程中的作
用, 将为肝纤维化
的无创性诊断提
供新的思路. 
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感染、损伤组织的修复以及内环境稳定的过程

中起着重要作用. 此外, 触珠蛋白尚有抗氧化

活性、抑制前列腺素合成、抑制细菌、促进血

管生成及重要的免疫作用. 触珠蛋白主要在肝

脏合成和降解, 当肝实质的广泛受损, 肝脏合成

触珠蛋白的功能低下[5-6]. 本实验通过2-DE筛查

发现, 触珠蛋白在肝纤维化血清中表达降低, 与
ELISA结果检测一致. 推测由于在肝纤维化时, 
肝实质受损, 肝脏合成触珠蛋白减少所致. 因此, 
血清触珠蛋白的减少可作为临床上诊断肝纤维

化的一个标志. 
载脂蛋白A-Ⅳ是20世纪70年代后期发现的

一种糖蛋白, 主要在空肠、回肠及下丘脑合成, 
具有调节摄食、抗动脉粥样硬化、抗氧化、调

节胃动力等作用[7-8]. 在硫代乙酰胺诱导的肝纤维

化大鼠, 载脂蛋白A-Ⅳ在基因水平出现下调[9]. 近
来一些学者运用蛋白质组学技术研究发现, 载
脂蛋白A-Ⅳ在丙肝后肝纤维化及实验性肝纤维

化血清中表达下降[10-11], 与我们的研究结果一

致. 提示载脂蛋白A-Ⅳ可能与肝纤维化的发生

有关, 对患者血清载脂蛋白A-Ⅳ表达水平的监

测将有助于对肝纤维化的诊断. 
血清转铁蛋白(transferrin)是血清中β2球蛋

白与铁结合的一种复合体, 主要由肝脏合成. 血
清转铁蛋白具有运铁、调节铁的吸收和防止铁

的毒性作用, 还能促进肝细胞的再生. 因此, 肝
脏发生病变时, 血清转铁蛋白含量会随之产生

变化[12]. 我们通过双向凝胶电泳实验也发现肝纤

维化血清中转铁蛋白表达下降, 这可能由于肝

细胞损伤后, 肝脏合成转铁蛋白能力下降所致.
血清白蛋白具有脂肪酸的结合位点, 可以

结合脂肪酸[13]. 有研究证实酒精性肝病时, 血清

中的饱和脂肪酸, 尤其是肉豆蔻酸含量显著增

加[14]. Eun et al运用血清蛋白质组学方法研究韧

带骨化, 发现血清中肉豆蔻酸白蛋白复合物表

达上调[15]. 我们在肝纤维化血清中, 也发现肉豆

蔻酸与白蛋白结合的复合物表达上调, 可能是

由于肝纤维化时脂肪酸代谢紊乱所致. 因此, 我
们可考虑将肉豆蔻酸白蛋白复合物作为肝纤维

化患者潜在的血清标志物进行后续研究. 
本研究利用蛋白质组学研究技术对肝纤维

化患者与正常人血清的差异蛋白进行了初步鉴

定, 获得了触珠蛋白和载脂蛋白A-Ⅳ等8个差异

蛋白质, 进一步评价这些血清差异蛋白作为肝

纤维化诊断候选标志物的可靠性, 还需继续扩

大样本量、鉴定数据和结合其他方法进行后续

研究, 但本次研究结果为寻找肝纤维化患者早

期血清敏感特异标志物提供了可靠依据. 
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■同行评价
本文旨在利用差
异蛋白组学技术
寻找乙型肝炎肝
纤维化的血清标
志物, 以期发现肝
纤维化的无创诊
断标志物, 具有一
定的科学价值和
临床意义, 但是创
新性略显不足.


