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Abstract
O v e r t h e y e a r s ,  t h e r e s e a r c h f o r n e w 
biomarkers of hepatocellular carcinoma has 
been slow. Proteomics technology, mainly 
including two-dimensional gel electrophoresis 
and mass spectrometry, has provided a very 
good platform for finding new biomarkers 
of hepatocellular carcinoma and sped up the 
study of laboratory diagnosis in hepatocellular 
carcinoma. This paper reviewed the recent 
progress in the laboratory d iagnos is o f 
hepatocellular carcinoma based on proteomics 
technology.
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摘要
多年来, 寻找新的肝癌标志物的研究一直进展
缓慢. 以双向电泳、新型质谱分析为主的蛋白
质组学方法为寻找肝癌标志物提供了良好的
技术平台, 促进了肝癌实验诊断研究的快速发
展. 本文综述了近年来基于蛋白质组学技术的
肝癌实验诊断临床研究的主要进展.
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0  引言

肿瘤通常被认为是基因性疾病, 也被认为是一

种蛋白质组疾病. 肿瘤蛋白质组学包括对正常

组织与疾病组织(从癌前病变到肿瘤)之间差异

表达蛋白质的鉴定和定量分析. 一个正常细胞

在转变为肿瘤的过程中, 细胞内蛋白质表达谱

会发生一系列显著变化. 就肝癌而言, 蛋白质组

学研究可以整体、动态、定量地研究肝癌发生

过程中蛋白质种类、数量的改变, 不仅有助于

进一步揭示肝癌的发病机制, 而且可鉴别出使

正常细胞转化为癌细胞的蛋白质, 进而开发出

检测这些肝癌标志物的实验技术, 以帮助诊断

早期肝癌, 从而实现肝癌诊断方面的实质性突

破. 目前, 以双向电泳、质谱分析为主的蛋白质

组学方法为肝癌实验诊断研究提供了良好的技

术平台. 

1  肝癌实验诊断相关双向电泳分析

1.1 肝癌细胞系双向电泳分析 Ding e t a l [1]应

用双向电泳技术比较了肝癌高转移细胞株

MHCC97-H与低转移细胞株MHCC97-L的蛋

白表达情况, 共发现56个差异表达的蛋白质点. 
其中4个蛋白质点仅在MHCC97-H中表达. 通
过质谱鉴定, 发现丙酮酸激酶M2等6种蛋白在

MHCC97-H细胞中表达增加, 而锰超氧化物歧

化酶等7种蛋白表达降低. 其中多数蛋白质分子
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■背景资料
蛋白质组学技术
的飞速发展, 为疾
病的早期诊断开
拓了一条全新的
道路. 在将最新的
蛋白质组学技术
应用于肝癌的研
究过程中, 研究者
们发现并鉴定了
一批潜在标志物, 
并且建立了新的
诊断模式, 推动了
肝癌早期诊断的
发展.
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已报道与肿瘤转移相关, 因此认为他们也可能

与肝癌转移有关. 
1.2 肝癌组织双向电泳分析 Sun et al [2]收集了12
例乙肝病毒相关性肝癌组织和配对癌旁组织, 
经双向荧光电泳分离, 共得到219个表达差异

蛋白点. 其中肝癌组织中61个蛋白点表达上调, 
158个蛋白点表达下调. 应用质谱分析, 共鉴定

71个分子, 建立了一个肝癌相关差异蛋白质库, 
其中Hsp70/Hsp90-organizing protein和不均一核

内核糖核蛋白C1/C2从未报道过与肝癌相关. 随
后的Western blot和免疫组化检测结果表明, 这
两个蛋白在70例肝癌组织中均有表达, 而对应

的癌旁组织中几乎无表达. 提示其具有作为肝

癌标志物的潜在可能性. Yi et al [3]收集了103例乙

肝病毒相关性肝癌组织和配对癌旁组织以及16
例正常肝组织, 应用双向电泳技术分离样本蛋

白, 通过数据分析和质谱鉴定, 发现肝癌组织中

HSPA9基因编码的致死蛋白(mortalin)表达明显

上调. 进一步研究发现, 与35例术后1年未复发

的肝癌患者相比, 68例术后早期复发肝癌患者

的致死蛋白表达量明显增高. 另外发现, 肝癌高

转移细胞株中致死蛋白表达量也明显增高, 并
且致死蛋白与临床肝癌的恶化和侵袭转移相关. 
因此认为致死蛋白可以作为监测肝癌早期复发

的一个候选标志物. Takashima et al [4]采用双向电

泳技术将15例肝癌组织和癌旁组织以及5例正

常肝组织的蛋白进行分离, 用自体血清进行免

疫印迹反应, 通过比对, 发现肝癌组织中有4个
蛋白点表达上调. 进一步鉴定后, 发现抗锰超氧

化物歧化酶、热休克蛋白70和过氧化物还原酶

的自身抗体在肝癌患者血清中具有明显的免疫

反应, 因此认为是肝癌特异性抗体, 具有作为肝

癌诊断标志物的潜能. 
1.3 肝癌血清双向电泳分析 Feng et al [5]将20例
乙肝病毒相关性肝癌患者, 20例乙肝病毒感染

者和20例健康志愿者的血清分别混合后, 先除

去血清白蛋白和免疫球蛋白, 然后通过双向电

泳分离和质谱鉴定, 共发现热休克蛋白27、甲

胎蛋白等8种蛋白在3组中存在明显的表达差异. 
应用Western blot进一步验证, 发现90%肝癌患者

和2例乙肝病毒感染者血清中表达热休克蛋白

27, 而健康者血清中均没有表达. 故认为该蛋白

可作为肝癌诊断的一个候选血清标志物. Block 
et al [6]用旱獭建立肝癌模型, 在凝集素富集糖蛋

白后, 应用双向电泳技术从肝癌旱獭血清中分

离出一组高度岩藻糖基化糖蛋白, 并进行了质

谱鉴定. 随后对其中的高尔基蛋白73(GP73)进行

Western blot验证, 发现与乙型肝炎患者相比, 肝
癌患者血清GP73表达量差异没有统计学意义, 
但是肝癌患者血清岩藻糖基化GP73表达量明显

增高, 表明岩藻糖基化GP73具有作为肝癌诊断

标志物的潜在可能.

2  肝癌实验诊断相关质谱分析

2.1 固体芯片飞行时间质谱技术的应用

2.1.1 固体芯片飞行时间质谱技术: 美国Ciphergen
公司提供的蛋白质芯片技术是随着蛋白质组学

兴起而出现的一种可能比较适合于临床应用的

新技术. 该技术又称表面增强激光解吸/电离飞

行时间质谱技术(SELDI-TOF-MS), 集蛋白质芯

片、质谱分析技术和生物信息软件于一体. 作
为蛋白质组学研究的一个强有力工具, SELDI-
TOF-MS已被用来研究肝炎、肝硬化和肝癌的

蛋白指纹图谱, 通过不同组间的蛋白表达差异

来建立疾病诊断模型. 显然, 同时对一组与肝癌

相关的蛋白进行分析比对, 诊断的灵敏度和特

异性必然高于目前以单一标志物为依据或者少

数几个标志物联合检测的诊断方法. 
2.1.2 肝癌血清固体芯片飞行时间质谱分析: 
Paradis et al [7]收集了82例肝硬化患者血清, 其中

44例伴有肝癌, 38例排除肝癌. 将这些标本分别

随机分为建模组和验证组, 其中建模组血清通

过SELDI-TOF-MS技术建立了由6个差异蛋白表

达峰组成的蛋白表达图谱模型. 用验证组血清

验证该模型的灵敏度和特异性, 分别达到92.5%
和90%. 其中表达差异最大的一个峰(8900 Da)
经双向电泳分离和质谱鉴定, 确认为是玻璃粘

连蛋白C端的一个片段, 可用来作为诊断肝癌的

一个潜在标志物. Schwegler et al [8]收集39例健康

者、36例未肝硬化肝病、38例肝硬化和57例肝

癌患者血清, 采用铜离子螯合的亲和芯片, 通过

SELDI-TOF-MS技术建立了一个以38个不同蛋

白组成的图谱模型. 利用该模型进行盲法检测, 
鉴别丙型肝炎病毒相关疾病如慢性丙型肝炎、

丙型肝炎肝硬化或者丙肝病毒相关性肝癌和健

康者, 其灵敏度和特异性可达74%-95%; 而采用

该模型区别慢性丙型肝炎和丙肝病毒相关性肝

癌的灵敏度可达61%, 特异性达76%. 如果该诊

断模型和AFP、异常凝血酶原和GP73联用, 则
将灵敏度和特异性分别提高到75%和92%. 并且

该模型可将肝癌从肝病患者在肝硬化之前或者

发生肝硬化之时就检测出来, 特别是丙肝病毒

■研发前沿
基于蛋白质芯片
技术建立的蛋白
指纹图谱诊断模
型可以在同一个
芯片上同时检测
临床标本中的一
组蛋白, 且过程简
单, 分析迅速, 是
很有前途的诊断
新方法. 但是, 蛋
白质芯片技术的
诸多弊端, 例如重
复性差、不同研
究者研究结果不
一致等, 又限制了
蛋白质组学技术
在临床上的应用.

■相关报道
国外对基于蛋白
质组学的肝癌实
验诊断的研究已
取得长足的进步. 
通过双向电泳技
术和质谱技术分
离鉴定了一批肝
癌的潜在标志物, 
并通过飞行时间
质谱技术建立了
蛋白指纹图谱诊
断模型, 大大提高
了肝癌诊断的灵
敏度和特异性. 
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相关肝病. Kanmura et al [9]收集了77例丙型肝炎

病毒相关的慢性肝病和64例肝癌血清, 分别随

机分为2组, 其中一组35例为肝癌, 44例为其他

肝病; 另一组29例为肝癌, 33例为其他肝病. 选
用第一组血清通过SELDI-TOF-MS建立了由6
个差异蛋白表达峰组成的蛋白表达图谱诊断模

型. 用第二组血清验证该模型的灵敏度和特异

性, 分别为83%和76%. 同时收集了7例肝癌在诊

断为肝癌前1年的血清和5例未发生肝癌肝病3
年前的血清, 用该模型进行检测, 7例肝癌患者

有6例阳性, 而5例肝病全部为阴性. 表明该模型

对慢性丙型肝炎病毒感染者进行肝癌的早期检

测和预测具有显著的意义. Zinkin et al [10]应用

SELDI-TOF-MS对41例丙型肝炎病毒相关性肝

癌和51例丙型肝炎相关性肝硬化患者血清进行

分组检测, 建立了由一个11个蛋白表达峰组成

的诊断模型, 用于肝癌诊断的灵敏度为79%, 特
异性为86%. 将8例小于2 cm的肝癌患者血清用

于验证, 结果验证出7例, 而AFP、AFP异质体和

异常凝血酶原只分别鉴定出3例、1例和1例, 说
明该模型对于肝癌的诊断比传统的肝癌标志物

更加准确. Poon et al [11]收集了38例肝癌和20例其

他慢性肝病血清, 选用WCX2和IMAC3芯片, 应
用SELDI-TOF-MS建立了鉴别慢性肝病的肝癌

指纹图谱模型, 其灵敏度和特异性分别为92%和

90%. Ward et al [12]应用SELDI-TOF-MS技术研究

了肝癌患者癌前, 患癌和治疗后的血清, 发现癌

前和患癌的血清中有数个明显的差异表达蛋白

峰, 但在治疗后并没有消失, 说明这些蛋白表达

量的变化与肿瘤有无并无多大关联, 而主要与

肝病的进展和癌前期的病变相关. 经分离鉴定, 
得到一个差异表达蛋白为β2微球蛋白, 认为可

作为判断肝病进展和癌前期病变的候选标志物. 
2.1.3 固体芯片飞行时间质谱技术存在的问题: 
随着SELDI-TOF-MS技术逐渐应用于临床, 发
现这项技术存在一些问题尚待解决和完善, 如
不能在线鉴定差异蛋白; 图谱中的峰高和蛋白

质浓度之间并非都是线性关系; 由于检测过程

中涉及因素较多, 控制又未标准化, 同一疾病的

特征性波峰在不同研究者之间重现性差. 因此, 
SELDI-TOF-MS作为快速诊断、发现并鉴定肿

瘤标志物的手段应用于临床, 在准确性、稳定

性和重复性等方面还需要进一步提高. 
2.2 肝癌血清液体芯片飞行时间质谱分析 近年

来出现了一项可与SELDI-TOF-MS竞争的新的

质谱技术, 即布鲁克公司提供的液体芯片飞行

时间质谱技术(CLINPROT MALDI-TOF-MS, 又
称CLINPROT系统), 其准确性、稳定性、灵敏

性和重复性等可能更胜一筹. 与SELDI-TOF-
MS相比, CLINPROT系统最大的特点是用液体

芯片技术取代固体芯片技术, 即先在液态中用

某种磁珠捕获特定的蛋白. 由于捕获的低丰度

蛋白或多肽种类多, 保证了检测的准确性和灵

敏度, 同时纳米磁珠巨大的表面积使蛋白的捕

获具有良好的重现性. 该系统另一个独特的优

势是二次质谱技术, 可以在寻找生物标志物的

同时进一步在线直接鉴定单个候选标志物. 总
之, CLINPROT系统允许科研人员使用单一、

易于应用的集成系统检测蛋白质表达谱、发现

蛋白质组指纹以及识别蛋白质. Goldman et al [13]

收集了78例丙肝病毒相关性肝癌血清和72例非

肝癌血清, 应用磁珠富集小分子量蛋白, 通过

MALDI-TOF-MS建立了一个由6个差异表达蛋

白峰构成的诊断模型, 对50例验证组血清进行

盲法检测的灵敏度达100%, 特异性达91%. 其中

2个显著差异蛋白峰经过在线质谱鉴定, 确认为

补体C3和C4的片段, 认为可作为肝癌的候选标

志物.

3  其他蛋白质组学技术的应用

随着液相色谱-质谱联用(LC-MS)技术、激光捕

获微切割(LCM)、差异凝胶电泳(2D-DIGE)和同

位素标记亲和标签技术(ICAT)等生物新技术的

相继出现, 蛋白质组学技术得到不断完善, 并进

一步推动肝癌实验诊断研究的深入发展. 而目

前越来越倾向于多种方法联合应用于肝癌的蛋

白质组学研究. 
Li et al [14]联合应用激光捕获显微切割、同

位素亲和标记和二维液相色谱-质谱联用等三种

技术, 对肝癌和非肝癌组织的细胞进行差异蛋

白质组分析, 定性鉴定了644种蛋白质, 包括定

量鉴定了261种蛋白质, 其中149种蛋白质表达

量有2倍以上的差异. 这些结果为进一步发现新

的肝癌标志物奠定了扎实的基础. Lee et al [15]应

用差异凝胶双向电泳技术和液相色谱-质谱联用

技术, 从人肝癌组织中分离并鉴定了30个具有

明显表达差异的蛋白(与癌旁肝组织比较), 其中

16个蛋白表达上调, 14个蛋白表达下调. 进一步

研究表明, 14-3-3 γ蛋白(14-3-3 gamma protein)表
达显著增加, 可作为肝癌标志物. Lee et al [16]随后

应用SELDI-TOF-MS对55例丙型肝炎病毒相关

性肝癌、48例慢性丙型肝炎以及9例健康者血

■应用要点
通过对多种方法
在肝癌蛋白质组
学研究中的运用, 
发现他们各有利
弊. 因此可将多种
蛋白质组学技术
联合应用, 取长补
短, 必能发挥各自
优势, 大大提高肝
癌早期诊断的特
异性和灵敏度. 
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清进行测定, 找到一个表达显著差异的蛋白峰, 
分子质量为8900 Da, 通过双向电泳技术和二维

液相色谱-质谱联用技术分离鉴定该蛋白为补

体蛋白C3a. 进一步分析表明, 补体C3a水平与丙

氨酸转氨酶、肿瘤大小等参数之间均无显著相

关性.

4  结论

近年来, 应用蛋白质组学技术已发现并鉴定了

一批潜在的肝癌标志物. 但是, 随之而产生的另

一个困扰则是如何选择合适的肝癌标志物进行

联合诊断, 以及如何形成多种标志物检测结果

的有效报告. 这无疑需要大量的临床验证以及

统计学分析处理, 过程繁琐、复杂. 基于蛋白质

芯片技术建立的蛋白指纹图谱诊断模型可以在

同一个芯片上同时检测临床标本中的一组蛋白, 
且过程简单, 分析迅速, 则能很好地解决这个问

题. 但是, 蛋白质芯片技术的诸多弊端, 例如重

复性差、不同研究者研究结果不一致等, 又限

制了蛋白质组学技术在临床上的应用. 因此, 技
术进步仍是今后肝癌实验诊断研究的一个重点, 
一方面需要将现有的技术方法不断完善, 综合

运用, 取长补短; 另一方面则需要进一步丰富和

发展新的蛋白质组学技术, 提高其可重复性和

稳定性.
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