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Abstract
The development and progression of primary liver 
cancer are a very complicated process that involves 
multiple genes and steps. DNA sequencing can not 
thoroughly reveal the biological function of genes 
since a single gene can encode multiple proteins 
with distinct functions. The protein profiles of 
liver cancer cells, tissue and peripheral serum 
can be determined to analyze the structure and 
function of proteins involved in the development, 
progression, recurrence and metastasis of primary 
liver cancer. Proteomics plays an important role 
in exploring the pathogenesis, diagnosis and 
treatment of hepatocellular carcinoma. 
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摘要
原发性肝癌的发生、发展涉及一系列多基因
参与、多步骤协同的复杂过程, 通过DNA序
列无法解释所有的生物功能, 同样的基因组却
表达出不同的蛋白质, 显示出不同的生物学功
能. 通过检测肝癌细胞、组织及外周血清蛋白
质表达谱, 深入开展肝癌发生、发展、复发与
转移相关蛋白质结构和功能的研究, 对于阐明
肝癌发病机制以及研究新的肝癌诊断与治疗
方法, 具有重要的研究意义和应用价值.
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0  引言

原发性肝癌(primary liver cancer, PLC, 以下简称

肝癌)是世界上第三大癌症, 每年约有100万以上

的人口患病. 在我国每年约有20余万人患肝癌, 
在我国恶性肿瘤死亡率中肝癌居第2位, 其5年
生存率仅有5%-6%, 大部分肝癌患者(>80%)就
诊时已属晚期, 无法手术切除, 即使可以手术切

除的肝癌患者, 2年复发率依然高达50%, 严重影

响肝癌治疗效果[1-3]. 肝癌的发生发展是一系列

多基因参与、多步骤协同的复杂过程, 为降低

其发病率和死亡率, 诸多学者曾试图在基因水

平上寻找肝癌分子靶标, 但随着人类基因组测

序的完成, 人们意识到仅仅通过DNA序列无法

解释所有的生物功能, 尽管所有的细胞都拥有

同样的基因组, 但却表达出不同的蛋白质并显

示出不同的生物学功能, 细胞差异很大程度是

由基因表达的最终产物-蛋白质来决定的. 如何

开展肝癌发生、发展、复发与转移相关蛋白质

结构和功能的研究, 对肝癌发病机制与诊治的

深入研究, 具有重要的应用前景.  

1  肝癌蛋白质组学研究的意义

1994年澳大利亚Macquaie大学Wilkins和Williams
首次提出“蛋白质组”这个概念[4]. 蛋白质组学
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■背景资料
目前对原发性肝
癌的研究在基因
水平虽然发现一
些有价值的相关
基因, 但对于阐明
肝癌发生机制和
临床诊治应用价
值有限, 亟须从基
因表达的最终产
物-蛋白质水平进
行深入研究, 以期
对肝癌发病机制
的揭示和临床早
期诊治起到重要
的研究价值.
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是指研究蛋白质组或应用大规模蛋白质分离和

识别技术研究蛋白质组的一门学科, 是对基因组

所表达的整套蛋白质的分析, 在蛋白质整体水平

上对疾病机制、细胞模式、功能联系等方面进

行探索的科学. 主要涉及研究各种蛋白质组的组

成成分, 力图描绘出人类大约3-4万多基因编码

的所有蛋白质谱, 建立蛋白质组数据库-表达蛋

白质组学; 以及研究蛋白质组的各种功能, 揭示

细胞生理和病理状态的进程与本质, 对外界环

境刺激的反应途径, 以及细胞调控机制, 获得对

某些关键蛋白的定性和功能分析-即功能蛋白质

组学. 随着人类基因组计划、计算机技术及网络

技术的发展, 蛋白质组生物信息学已经成为蛋白

质组研究一个不可缺少的部分[5]. 蛋白质的生物

信息学用来分析和构建双向凝胶电泳图谱, 搜索

与构建蛋白质组数据库. 随着后基因组时代的到

来, 蛋白质组学研牶直接定位于蛋白质水平, 从
整体、动态、定量的角度去研究肝癌发生发展

过程中蛋白质种类、数量、性质、功能及其动

态改变, 进一步揭示肝癌的发病机制, 为肝癌的

早期诊断及治疗开辟了新的途径.

2  肝癌细胞系蛋白组学研究

近年来, 肝癌细胞系的蛋白组学研究为揭示肝

癌发生机制奠定了重要的实验基础. Fujii等[6,7]

运用荧光饱和标记染色法、Western blot法、双

向荧光差异凝胶电泳法等分析技术研究了约9
株不同肝癌系细胞, 不仅发现抑癌基因结合蛋

白、转录调节蛋白、脂肪酸结合蛋白、细胞周

期调节蛋白、增殖细胞核抗原、末端结合蛋白

等在正常细胞和癌细胞之间表达的差异性, 并
且建立了肝癌细胞系HepG2的蛋白电泳图谱和

数据库, 鉴定了123个基因位点对应的92种蛋白, 
在肝癌蛋白质谱研究领域具有里程碑式的意 
义. Zhou等[8]利用多种蛋白组织化学技术分析比

较了人非肝癌但已发生变化的肝细胞系、未转

移的HCC细胞系-Hep3B和高度转移的肝癌细胞

系-MHCC97H的蛋白质谱, 构建了该三种细胞

系的糖蛋白组数据库, 并发现该三种细胞系的

糖蛋白及总蛋白的表达有着明显差异, 认为可

以通过检测肝组织蛋白糖基化变化对肝癌的发

生及转移进行早期预测及诊断. He等[9]构建了

携带HBX基因的表达载体pEGFP2N1-X, 然后将

其转染到HepG2细胞, 并在细胞质和核边缘表

达, 利用蛋白组化技术发现四种差异明显的蛋

白在HBX转染的细胞中表达上调, 考虑可能与
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肝癌的发生及早期转移有关. Cui等[10]运用2-DE
技术比较分析了无转移的H e p3B的肝癌细胞

系、低转移的MHCC97L肝癌细胞系和高转移

MHCC97H肝癌细胞系的蛋白二维电泳图差异, 
并用液相色谱2电喷雾离子阱质谱鉴定了其中

显著差异的26个蛋白, 认为这些蛋白可能成为

预测肝癌患者预后的蛋白标志物. Ding等[11]运用

蛋白质组学技术比较分析了高转移肝癌细胞系

MHCC97H和低转移MHCC97L, 发现细胞角蛋

白CK19(cytokeratin19)在MHCC97H中高表达而

在MHCC97L中低表达, 并在102例有明显肝内

转移的肝癌患者血清中检测出CK19蛋白阳性, 
该组研究还通过放射免疫技术发现肝细胞癌小

鼠血清CK19的水平随着肿瘤的进展有所增加并

在发生肺转移后显著增加, 认为这些蛋白不仅

可以成为预测肝癌患者早期转移的蛋白标志物, 
还可用于延缓或阻止肝癌的转移的治疗靶点. 
上述差异蛋白质的筛选、结构与功能的鉴定, 
为肝癌发病机制、靶向治疗和预后的研究提供

了重要的研究平台.

3  肝癌患者血清蛋白组学研究

Le Naour等[12]用2-DE等方法分析了原发性肝

癌患者和正常人的血清, 发现8种蛋白的抗体

在肝细胞癌中高表达, 而在健康人群中无表达

(P <0.05). Block等在土拨鼠肝癌模型鼠的血清

中发现G P73蛋白明显高于正常鼠, 而后发现

肝癌患者血清中的GP73蛋白也明显高于正常

人. Marrero等[13]利用蛋白印迹技术比较了肝癌

患者和肝硬化患者血清中GP73水平差异, 其结

果表明肝癌患者血清GP73水平明显高于肝硬

化患者, 且在肝癌早期检出的敏感性明显高于

AFP(P<0.05). Capurro等[14]运用蛋白组化技术研

究了近来肝癌早期诊断热点之一的磷脂酰肌醇

蛋白聚糖3(GPC3)在不同人群中的表达差异, 结
果表明GPC3在肝癌患者血清中过度表达, 而在

肝炎等其他肝脏疾病患者及正常人群中低表达

或不表达. Poon等[15]利用蛋白组化技术对比分析

了肝癌患者、肝硬化患者和正常人的血清, 发现

并归类分析了250个差异表达蛋白质点, 这些差

异蛋白能正确识别所有血清标本, 能够无偏性的

反应肝癌蛋白组特异性, 展示了蛋白组学在肝癌

标志物研究中的前景. Steel等[16]利用2-DE及肽链

指纹图谱鉴定技术分析了肝癌患者和活动性/隐
匿性HBV感染而无任何临床症状的患者的血清, 
发现补体C3-C末端片断和载脂蛋白A1同源蛋白
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■应用要点
从细胞、组织和
血清三个方面研
究肝癌蛋白质组
学 ,  能 够 从 不 同
角度较为全面地
揭示肝癌发生机
制、临床诊治.
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质在肝细胞癌患者血清中含量相对较高, 有可能

成为肝癌早期检测的标志物. Comunale等[17]利

用蛋白组学技术分析比较了HBV相关肝癌患者

和、慢性肝炎患者以及正常人血清, 发现部分蛋

白核心高度的岩藻糖基化, 包括AFP在内的19种
岩藻糖基化蛋白明显升高, 并且这些岩藻糖基化

蛋白在AFP阴性的肝癌患者中也明显升高, 其价

值可能优于AFP, 可以进一步作为肝癌早期检查

的血清标志物. 为进一步筛选肝癌早期诊断特异

性标志物提供了新的研究依据.

4  肝癌肿瘤组织的蛋白组学研究

Kim等 [18]利用2-DE技术分析比较了肝癌组织

和正常肝组织的蛋白位点差异 ,  鉴定出包括

热休克蛋白27(hot shock protein 27, HSP27)、
生长因子受体结合蛋白2(Grb2)、组织蛋白酶

D(cathepsin D)等11个在肝癌发生发展过程中起

重要的差异表达蛋白. Kim等[19]利用蛋白组化技

术比较了HBV阳性肝癌患者、HCV阳性肝癌

患者和肝炎病毒阴性肝癌患者的组织蛋白表达

图谱, 分析了60种蛋白质点在上述三者中的表

达差异性, 有14种蛋白表达趋同, 有46种具有肝

炎病毒表达特异性, 例如HSP27就在HCV阳性

肝癌患者中高表达, 在HBV阳性患者中低表达. 
Yokoyama等[20]利用蛋白组化技术对比分析了肝

癌和癌旁组织的蛋白质组成分, 发现了11个差异

蛋白质点, 其中有转铁蛋白轻链、精氨酸酶1、
肝型醛缩酶、原肌球蛋白β链等8个蛋白质点在

肝癌组织中表达下调, 这些蛋白大都与肝细胞

功能缺失以及肝癌形成有关. Alaiya等[21]用蛋白

质组技术比较分析了肝癌组织和正常肝组织中

的蛋白表达差异, 发现相关的基因编码在正常

肝组织中表达的是相对分子质量为37 000 Da, 
等电点为68的醛糖还原酶, 而在肝癌组织中表

达的是一个相对分子质量为35 000 Da, 等电点

为74的醛糖还原酶样蛋白, 经免疫组织化学证

实, 正常人肝脏中无此蛋白表达, 在癌前病变和

肝癌组织中表达明显, 而周围正常组织不表达, 
研究者认为上述变化可能与肝癌的发病机制密

切相关. Park等[22]运用2-DE、Western blot、免疫

组织化学等技术对比分析了肝癌患者癌组织和

癌旁正常组织铁蛋白轻链水平, 发现癌组织中

的铁蛋白轻链表达下调或缺失, 研究者进一步

运用RT-PCR方法发现铁蛋白轻链mRNA翻译后

修饰可能是抑制癌组织中轻链表达的原因, 为
肝癌发病机制中铁缺失的研究提供新的研究方

向. 在White等[23]的研究中, 他们首先建立了SD
大鼠的肝癌模型, 再通过蛋白组学技术分析大

鼠肝癌组织与正常鼠肝组织的蛋白蛋白表达差

异, 发现核受体超家族成员中的多个差异蛋白

质点, 包括细胞质环氧化物水解酶, 过氧化物酶

体双功能酶, 羟甲基戊二酰辅酶A, 长链酰基辅

酶A硫酯酶等, 认为核受体超家族成员蛋白组学

变化可能与肝癌的发生机制有关. Lim等[24]利用

蛋白质组化技术, 对比分析了肝癌组织、癌旁

组织、癌远端正常组织, 以及肝硬化患者和正

常人的肝组织等的蛋白质表达谱, 鉴定出21种
差异表达蛋白质点, 包括肝羧酸酯酶、层黏蛋

白B1等, 这些蛋白质都可作为肝癌的标志物, 用
于肝癌早期发现. Song等[25]运用2-DE、免疫组

织化学和Western blot等技术分析比较了12例肝

细胞癌患者(6例转移, 6例未转移)病变肝脏组织

中与侣伴蛋白、细胞流动性、细胞支架结构等

有关的16种蛋白, 包括HSP27、S100A11、CK18
等, 6例转移标本中HSP27高度表达, 认为HSP27
过高表达可以作为肝癌转移的早期监测. Yokoo
等[26]利用蛋白质组学技术分析比较了12例肝癌

术后6 mo内肝癌复发及15例术后2年内无复发的

肝脏组织的蛋白表达情况, 发现磷酸丝氨酸氨

基转移酶、膜联蛋白等在内的23种与早期肝癌

复发高度相关的蛋白质参与了信号转导途径、

葡萄糖代谢、胞骨架结构、细胞黏附、抗氧化

剂等功能, 认为这些蛋白质对肝癌复发的早期

发现和预后预测有重要意义. 肝癌组织蛋白质

组学的研究, 为进一步揭示肝癌的发生、发展

机制, 深入开展肝癌早期诊断与术后复发转移

的预测奠定了重要的研究基础.

5  结论

随着后基因时代的来临, 蛋白组学技术已广泛

深入到生命科学医药卫生的各个领域, 其理论

和技术的飞速发展为肝癌的诊治带来了新的思

维方式和研究前景. 但是目前蛋白质组学研究

本身还存在着许多不足, 包括蛋白质分离技术

的滞后性、低敏感性, 蛋白质分析技术的复杂

性和重复性差等, 同一研究在不同的单位研究

结果存在差异, 尚未统一的“金标准”. 因此无

论从样品的制备、分离到鉴定, 还是研究结果

的归纳、总结到最后的实际应用, 都需要不断

的发展和改进. 相信在不久的将来, 随着科技的

不断发展, 蛋白质组学技术及相关数据库建设

的进一步壮大充实, 蛋白质组学会有更广阔的

■研发前沿
近年来在筛选新
的肝癌诊断标志
物方面进行了大
量的研究, 尤其是
AFP阴性肝癌诊
断问题一直是关
注的焦点问题.
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发展前景, 将会大大加快对肝癌发生机制、早

期诊断、治疗、复发与转移的研究, 造福于更

多的肝病患者. 
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■同行评价
本文层次清楚, 逻
辑性较强, 对从事
肝癌的临床工作
者及研究者具有
指导意义.


