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Abstract
AIM: To develop an antibody microarray assay 
for screening serum biomarkers for liver cancer.

METHODS: Antibody microarrays targeting 14 
potential liver cancer biomarkers were prepared 
on aldehyde-coated glass slides. The prepared 
antibody microarrays were incubated with NHS-

biotin-labeled serum samples and visualized 
with streptavidin-Cy3 fluorescent dye. The serum 
expression levels of 14 biomarkers were then 
compared between 44 liver cancer patients and 46 
healthy individuals.

RESULTS: The accuracy and reproducibility of 
data from the developed antibody microarray 
assay were satisfactory. The serum expression 
levels of HSP70, CK19, GPC3, PTMA, AFU, 
GP73, HBxAg and CA125 differed significantly 
between liver cancer patients and healthy indi-
viduals (all P < 0.01).

CONCLUSION: An effective antibody microar-
ray assay for screening serum biomarkers for 
liver cancer has been successfully developed.
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摘要
目的��: 建立一种可以诊断肝癌的血清标志通
量化筛选分析的抗体芯片技术.. 

方法�: 以14种肝癌潜在标志物为研究对象并以14种肝癌潜在标志物为研究对象并
制备相应的抗体芯片, 采用对血清样本进行生
物素标记的抗体芯片分析策略, 通过Wilcoxon
非参数检验方法分析14种潜在蛋白标志物在
44例肝癌患者和46名健康者的临床血清标本
中的差异表达情况.. 

结果��: 建立了针对生物素标记血清标本的抗
体芯片分析技术, 抗体芯片检测分析结果具
有较好的重复性和准确性. HSP70、CK19、
GPC3、PTMA、AFU、GP73、HBxAg、
CA125等8种潜在标志的蛋白表达水平在44
例肝癌与46例健康者血清中存在统计学差异
(P <0.01).

结论�: 本研究所建立的基于血清标本生物素本研究所建立的基于血清标本生物素

®

■背景资料
肝癌标志物是肝
脏疾病蛋白质组
研究的一个热点
领域, 如何对已发
现的潜在肝癌标
志物进行全面、
系统的血清学筛
选研究, 并从中挖
掘出具有临床诊
断价值的肝癌血
清蛋白标志具有
重要意义.  

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科



吴彩霞, 等. 抗体芯片技术的建立及其对肝癌血清标志物的筛选						                3379

www.wjgnet.com

标记的抗体芯片分析技术可以初步筛选出具
有临床诊断价值的肝癌血清标志..
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0  ��引言

肝癌是最常见的恶性肿瘤之一 ,  肝癌标志的

研究是肝脏疾病蛋白质组研究的一个热点领

域, 随着研究的不断深入, 发现了许多与肝癌

的发生发展存在密切联系的差异表达蛋白(称
作潜在标志)[1-8], 且已有部分标志如甲胎蛋白

(alpha-fetoprotein, AFP)、异常凝血酶原(des-
gamma-carboxy prothrombin, DCP)、癌抗原

125(cancerantigen 125, CA125)、谷氨酰转移酶

(gamma glutamyl transferase, GGT)、α-L-岩藻糖

苷酶(α-L-fucosidase, AFU)、磷脂酰肌醇蛋白聚

糖3(glypican 3, GPC3)等被开发成诊断试剂并用

于肝癌的临床辅助诊断[9-13], 但研究结果表明目

前尚无一种生物标志物能够独立地确诊所有的

肝癌. 因此在积极研究探索新的肝癌诊断标志

物的同时, 也应该对已经发现的潜在的肝癌标

志物进行全面、系统的血清学筛选研究, 从中

挖掘出更多的具有临床诊断价值的血清蛋白标

志. 传统的蛋白检测分析技术如ELISA和免疫组

织化学技术等, 一次实验只能分析一种靶蛋白

分子, 在分析通量上难以满足对众多的潜在肝

癌标志物筛选分析的需求. 抗体芯片技术作为

一种通量化的蛋白质分析技术, 已经用于疾病

蛋白质组的研究, 并能够较全面和准确地反映

出在疾病发生发展过程中的蛋白质表达水平的

变化[14-16]. 抗体芯片的制备是在我们前期有关蛋抗体芯片的制备是在我们前期有关蛋

白质芯片研究工作的基础上进行的, 即在抗体

的点样浓度为1 g/L、点样后芯片4 ℃放置过夜

的条件下, 能够实现抗体的有效固定并获得理

想的检测信号[17]. 因此, 本研究拟以研究报道较因此, 本研究拟以研究报道较

多的14种潜在肝癌标志物为研究对象, 制备抗体

芯片并开展相关实验条件的优化研究, 建立可用

于临床血清标本检测分析的抗体芯片技术, 并初

步开展用于肝癌诊断的血清标志筛选的研究..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 90例血清样本由北京大学北京肿瘤

医院检验科提供, 其中, 肝癌患者44例, 年龄

38-64(平均年龄49±9)岁, 男24例, 女20例, 均经

临床确诊; 健康对照者46名均来自同院的健康

体检者, 年龄38-53(平均年龄44±4)岁, 男21名, 
女25名; 标本的采集是采用BD一次性采血器和

真空采血管, 在消毒无菌情况下, 采集静脉血液

5 mL, 室温下静置30 min后, 在3 000 r/min下离

心15 min, 取上清分装, 置-80 ℃保存、待用. 实
验中所用的单克隆抗体AFP、GGT、热休克蛋

白27(heat shock protein 27, HSP27)、 HSP70、
细胞角质蛋白19(cytokeratin 19, CK19)、血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)购自美国Thermo Fisher Scientific公司, 人
宫颈癌基因蛋白(human cervical cancer oncogene, 
H C C R)、A F U、高尔基体糖蛋白73(g o l g i 
protein 73, GP73)、CA125购自台湾Abnova公
司, GPC3、丛生蛋白(clusterin, Clu)购自R&D 
Systems公司, 胸腺素α原(alpha-prothymosin, 
PTMA)、乙肝X抗原(hepati t is B x Antigen, 
HBxAg)购自英国Abcam公司, 生物素标记试剂

(biotin amido hexanoic acid N-hydroxysuccinimide 
es ter)和荧光染料(s t repavidin-Cy3)购自美国

Sigma公司. 芯片封闭剂TNB购自美国Perkin 
Elmer公司, 10 g/L BSA(溶于含0.01%吐温-20的
TBS缓冲液中)、1 g/L甘氨酸(溶于10 mmol/L 
PBS、pH7.4的缓冲液中)、5%脱脂奶粉(溶于含

0.05%吐温-20的TBS缓冲液中)、1% BSA和0.3% 
CHAPS(溶于含0.5%吐温-20的PBS缓冲液中)、
硼氢化钠溶液(1 g硼氢化钠溶于300 mL 10 mmol/
L PBS缓冲液和1 mL无水乙醇中)、12%脱脂奶

粉(溶于含0.05%吐温-20的TBS缓冲液中)等芯片

封闭剂为自行配制. 微型离心分离柱Bio-Spin6购
自美国Bio-Rad公司, 醛基修饰芯片基片购自上海

点亮基因科技有限公司, 芯片点样仪(晶芯® Smart 
Arrayer 48)和荧光芯片扫描仪(晶芯® LuxScan 
10K-A)购自北京博奥生物有限公司, 其他试剂为

国产的分析纯..
1.2 方法方法 
1.2.1 血清样本的标记:血清样本的标记: 取10取10 μL血清样品, 用10 
mmol/L PBS(pH7.4)溶液稀释至100 μL, 混匀后

加入1 μL浓度为 20 mg/mL的生物素标记试剂(溶
剂为无水N , N -二甲基甲酰胺). 室温下反应1 h, 
每隔15 min振荡混匀1次. 将标记后的反应物加

入Bio-Spin6柱, 在2 700 r/min离心4 min, 除去游

离的生物素标记试剂, 收集纯化的血清标志物, 
备用.. 

■研发前沿
寻找特异、敏感
的血清蛋白标志
物是肝癌临床诊
治的研究热点, 采
取多种标志物联
合检测已经成为
提高肝癌早期检
出率的发展趋势, 
如何筛选出与肝
癌发生、发展密
切相关的血清蛋
白标志, 是目前亟
待研究的问题..
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1.2.2 抗体芯片的制备与分析:抗体芯片的制备与分析: 用自制贴膜将芯用自制贴膜将芯

片基片分隔成10个亚阵列区域, 在每个亚阵列

中用点样仪进行抗体阵列的制备, 每种抗体的

点样浓度均为1 g/L, 每种抗体重复点制6个点; 
点制0.1 g/L的biotin-BSA作为芯片的阳性对照

点, 5%脱脂奶粉作为阴性对照点. 点制好的抗体

芯片放在湿盒中, 4 ℃固定过夜. 实验中所有的

孵育和洗涤过程都在室温下进行, (1)封闭: 将固

定好的抗体芯片用5%的脱脂奶粉孵育1 h; (2)洗
涤: 芯片用0.05% TBST溶液(含0.05%吐温-20的
TBS缓冲液)洗涤3次, 每次5 min, 然后用蒸馏水

清洗3次, 每次2 min; (3)加样: 处理好的血清样

品分别加入到芯片的亚阵列中, 室温孵育2 h; (4)
洗涤: 芯片用0.05% TBST溶液洗涤3次, 每次10 
min, 然后用蒸馏水清洗3次, 每次2 min; (5)加荧

光染料: 将2 mg/L的链亲和素-Cy3加入到芯片的

亚阵列中, 室温避光孵育1 h; (6)避光洗涤: 操作

同步骤(2); (7)芯片检测: 将芯片晾干, 用荧光芯

片扫描仪进行检测, 仪器参数设置为激光强度

95%, 光电倍增系数850.. 
1.2.3 AFP含量的测定:AFP含量的测定: 采用Roche Modular E170采用Roche Modular E170
全自动电化学发光仪检测肝癌患者血清中AFP
的含量, 严格按照仪器操作程序进行, 检测由北

京大学北京肿瘤医院检验科完成.. 
1.2.4 芯片数据提取与校正:芯片数据提取与校正: 采用美国Axon公司采用美国Axon公司

的GenePix Pro 3.0生物芯片图像分析软件, 提取

芯片上各阵列点的荧光信号强度的中值; 荧光

信号有效性的判定原则: F-B≥3d, 其中F为阵列

点的荧光信号强度中值, B为阵列点的背景信号

中值, d为背景信号的标准差; 对每种抗体的6个
重复数据中可能存在的异常值, 可通过Q检验

来决定取舍, 保留的数据点取平均值作为该检

测指标的荧光信号强度. 芯片数据的校正: Xij = 
(Sij-Ni)/Pij×PT, 其中Xij为校正后的信号强度

值, Sij为第i张芯片上第j个亚阵列中某种抗体所

产生的信号强度值, Ni为第i张芯片上全部阴性

对照点的信号强度均值, Pij为第i张芯片第j亚阵

列中阳性对照点的信号强度均值, PT为所有芯

片上阳性对照点的信号强度均值.. 
1.2.5 芯片结果的判定:芯片结果的判定: 利用制备的针对14种潜

在肝癌标志的抗体芯片, 对用生物素标记的44
例肝癌患者和46名健康人的血清标本进行检

测并对获得的芯片数据进行统计学分析 [18,19], 
计算每种指标对肝癌诊断的敏感度和特异度. 
以46例健康者血清中14种指标的各自芯片检测

信号强度的均值作为标本诊断结果判定的阈值, 

高于该值即判定为阳性, 否则为阴性.. 
统计学处理 采用Wilcoxon非参数检验方法,采用Wilcoxon非参数检验方法, 

进行肝癌蛋白标志在肝癌患者与健康人血清标

本中表达水平的差异比较分析, 通过SPSS17.0统
计分析软件计算检验统计量U值, P <0.01为差异

有统计学意义..

2  ��结果

2.1 封闭剂的选择与封闭时间的优化 实验中对实验中对验中对

7种不同封闭剂的封闭效果进行了考察, 选取

可获得较低芯片背景信号的封闭剂用于后续

实验. 可以看出T N B和5%脱脂奶粉封闭效果. 可以看出T N B和5%脱脂奶粉封闭效果可以看出T N B和5%脱脂奶粉封闭效果

最好(366±26, 417±40), 低于BSA、甘氨酸、低于BSA、甘氨酸、

CHAPS、硼氢化钠和12%脱脂奶粉(8 150±12%脱脂奶粉(8 150±
620, 5 516±686, 2 517±379, 1 271±107, 599
±62). 而脱脂奶粉价格低且易获取, 因此本研

究选择5%脱脂奶粉作为芯片的封闭剂. 实验中

还考察了用5%脱脂奶粉在室温下封闭处理芯片

1 、2 、3 和4 h的封闭效果, 结果均获得了较低

的芯片背景信号, 而且信号之间无显著差异, 因
此把芯片的封闭时间定为1 h.
2.2 生物素标记试剂用量以及标记的血清样本

分析所用浓度的优化 实验中, 血清样品的总蛋

白质浓度按80 g/L计算, 生物素标记试剂的浓度

为20 g/L, 分别考察了生物素试剂与血清蛋白的

质量比(1∶10、1∶20、1∶40)以及标记的血清

样本分析所用的浓度(最终血清样本稀释比例为

1∶100、1∶200、1∶400)两个因素对芯片检测

结果的影响. 实验表明在生物素标记试剂与血

清蛋白的质量比为1∶40, 血清样本的最终稀释

比例为1∶200时, 可获得最强的血清样本中AFP
指标的芯片检测信号(表1). 因此, 把这一条件作

为优化的实验条件用于后续的研究. 
2.3 抗体芯片检测结果重复性的评价 在实验中

任选了1份血清标本, 将其分为相等的5份, 按前

述血清标记方法分别进行标记以及纯化处理, 
用抗体芯片对5份平行标记的血清样本分别进

行检测, 获取每份样本中14种蛋白指标的荧光

信号强度值, 然后计算每种蛋白指标5次检测结

果间的变异系数(表2).
2.4 抗体芯片检测结果准确性的评价 由于本研

究所用的44例肝癌患者血清标本中的AFP指标

的含量经过临床电化学发光法检测, 所以在试

验中以AFP为指标, 考察抗体芯片检测结果与临

床电化学发光法检测结果的一致性. 临床上对肝

癌患者的血清学诊断是以AFP的含量20 μg/L作为

■创新盘点
样本标记策略的
稳定性直接影响
到芯片检测结果
的准确性. 目前最
常用的是对待测
样本和对照样本
进行交叉混合的
双标记策略, 其不
足是标记操作过
程烦琐、复杂. 本
文所建立的对血
清标本进行生物
素单标记的分析
策略具有良好的
稳定性和操作的
简便及可控性..
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判别阈值, 高于该阈值则判为阳性, 低于此阈值判

为阴性. 在抗体芯片方法中, 46名健康体检者血清

中AFP指标的平均荧光信号强度(2 191.4), 将其作

为肝癌芯片诊断的判别阈值. 两种方法对44例肝

癌血清标本进行判别, 对44例肝癌标本判别结果

的一致率为(18+18)/44×100% = 81.8%(表3), 因(18+18)/44×100% = 81.8%(表3), 因(表3), 因
此可以初步认为通过抗体芯片方法能够获得较

准确的检测结果.
2.5 肝癌血清标志的初步筛查 以每种指标在46
例健康者血清中检测信号的均值作为阈值, 进
行标本诊断结果的阳性/阴性判定. 在P  = 0.01
水平, 检验统计量U的界值为2.576(表4).

3  ��讨论

抗体芯片是一种可对样本中蛋白质的表达水平

进行通量化分析的技术, 其分析策略可分为直接

法和间接法两种, 直接法虽需要对样本进行标记

处理, 但容易实现分析指标的高通量; 间接法(类
似ELISA的夹心分析模式)不需要对样本进行标

记处理, 但需要有高质量的针对靶标蛋白的匹配

抗体对试剂, 抗体的交叉反应问题很难克服, 因
此该方法难以实现分析指标的高通量. 

近年来, 基于直接法的抗体芯片技术已在疾

病蛋白质组研究中得到了广泛应用, 如通过研究

乳腺癌[18]、膀胱癌[19]、肺癌[20]、前列腺癌[21]、

胰腺癌[22]等临床样本中蛋白质表达水平的变化, 
从中发现与肿瘤相关的潜在标志物等. 在上述研

究中采用的是对待测样本和对照样本进行交叉

混合的双标记策略, 其不足是标记操作过程烦

琐、复杂. 
由于本实验采用的是对血清标本进行生物

素单标记的分析策略, 因此标记方法的稳定性

和检测结果的可重复性将直接影响到芯片检测

结果的准确性. 血清是一个十分复杂的体系, 含
有种类繁多的蛋白质, 而且这些蛋白质的丰度

存在巨大的差异. 在对血清样品进行直接标记

时, 如果生物素标记试剂用量过低, 会使得血清

中蛋白质的标记不完全, 导致芯片的检测信号

低; 如果生物素标记试剂用量过高, 会使得蛋白

质的标记过度, 影响蛋白质与抗体的结合活性, 
同时也会带来较高的芯片检测背景, 影响对某

些低丰度含量蛋白质的检出, 因此选择合适的

生物素标记试剂用量对于获得理想的芯片检测

结果是至关重要的. 在本研究中, 通过试验条件

的优化研究, 获得了理想的生物素标记试剂用

量, 即当生物素标记试剂用量与血清标本中蛋

白的质量比为1∶40时, 可得到最佳的芯片检测

效果, 而且整个标记反应过程时间短(仅需1 h)、
分离纯化简便(离心4 min即可). 通过对5份同一

血清样本平行进行的生物素标记和抗体芯片检

测分析, 发现14种蛋白指标的芯片检测信号强

表  3  两种方法对44例肝癌患者血清标本的判定结果(n )

     
阳性 阴性

抗体芯片方法  20   24

电化学发光法  22   22

共同判定结果  18   18

■应用要点
本文采用抗体芯
片技术筛选出了8
种与肝癌密切相
关的血清蛋白标
志物, 可为肝癌临
床诊断方法的建
立提供参考依据, 
也可为在更大规
模上实现对肝癌
或者其他疾病潜
在标志物的血清
学筛选研究奠定
方法学基础..

表  1  标记试剂用量与血清样本浓度对AFP指标的芯片检测信号的影响 (mean±SD)

     
生物素试剂与

血清蛋白的质量比

                                  血清样本分析时所用的最终稀释比例

           1∶100              1∶200             1∶400

1∶10      1 868 ± 389         2 535 ±454        2 841 ± 139

1∶20      2 576 ± 31         2 330 ± 50        2 698 ± 523

1∶40      1 893 ± 80         3 520 ± 794        3 508 ± 523

表  2  同一份血清样本5次标记的14种指标的检测结果

     
  AFP  GGT  VEGF   CK19 AFU GP73 HSP27  HSP70 CA125 GPC3   PTMA  CLU HCCR HBxAg

1 2 874.6 203.3 1 491.0 1 460.1 31.2 22.4 26.1 4 986.3  33.2 362.5 1 235.5  64.6 35.0 46.1

2 2 751.3 193.1 1 414.4 1 517.9 31.1 20.0 23.7 4 805.5  28.8 408.3 1 031.9  62.1 32.6 42.6

3 3 013.8 197.4 1 110.5 1 185.7 31.4 21.4 24.8 5 070.2  26.1 311.9 1 016.5  58.4 29.4 40.8

4 2 966.3 202.3 1 085.8 1 462.8 33.3 20.8 23.2 5 097.7  34.3 426.2 1 168.1  55.2 27.5 43.9

5 2 803.6 215.4 1 090.0 1 605.4 35.3 22.6 26.1 5 154.6  27.9 373.6 1 254.1  56.4 28.9 40.9

CV 3.8% 4.1% 15.9% 10.8% 5.6% 5.1% 5.4% 2.7% 11.7% 11.8%  9.8%  6.6% 10.0% 5.1%
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度的变异系数(CV)在2.7%-15.9%, 表明抗体芯

片的检测结果具有较好的重复性, 也说明本研

究所建立的血清标本生物素标记方法具有良好

的稳定性和操作的简便及可控性. 
在血清标本的抗体芯片检测中, 高背景信

号是影响芯片检测结果准确性的一个重要因素, 
在研究中, 通过对封闭剂的种类、封闭时间、

标记反应以及血清样本稀释比例等工作条件

进行的优化, 获得了均匀且信号值较低的芯片

背景, 而且筛选出一种效果可与商品化封闭剂

(TNB试剂)相媲美且价格低廉的芯片封闭剂(5%
脱脂奶粉). 

AFP是惟一经FDA批准的肝癌临床诊断标

志物, 也是肝癌血清学检测的必检指标, 为了评

价抗体芯片检测结果的准确性, 本研究以AFP
为考察指标, 来评价抗体芯片方法与临床电化

学发光方法对44例肝癌样本判别结果的一致性, 
结果达到81.8%的符合度, 表明抗体芯片方法能

够获得较准确的检测结果. 
通过对生物素标记血清标本的抗体芯片检

测结果的重复性和准确性的考察, 表明所建立

的抗体芯片技术是一种有效的血清蛋白质分

析手段. 利用本研究所建立的抗体芯片分析策

略检测了44例肝癌患者和46例健康体检者血清

标本, 其芯片结果的统计学分析显示, HSP70、
CK19、GPC3、PTMA 、AFU、GP73、HBx-
Ag、CA125等8种潜在标志的蛋白表达水平在

肝癌与健康者血清中存在统计学差异, 且在肝

癌患者血清中的表达水平均明显升高, 表明这

8种指标有可能成为肝癌诊断的血清标志. 由试试

验结果可以看出单种指标对肝癌的诊断敏感可以看出单种指标对肝癌的诊断敏感

度在20.45%-79.55%, 特异度在45.65%-60.87%. 
而当HSP70、CK19、GPC3、PTMA 、AFU、

GP73、HBxAg、CA125等8种指标联合检测时

的诊断敏感度可提高到97.73%(43/44), 但特异

度降至23.91%(11/46), 提示建立基于多种标志

联合检测的诊断模式, 将会弥补单项指标诊断

的灵敏度较低的缺点, 降低漏诊率, 提高肝癌临

床诊断的检出率. 
本研究的初步结果表明, 利用建立的基于血

清标本生物素标记的抗体芯片分析技术, 不仅

可以实现对血清样本中多种指标蛋白的通量化

检测分析, 而且也有可能筛选出一些具有临床

肝癌诊断价值的血清学标志, 为在更大规模上

实现对肝癌或者其他疾病潜在标志物的血清学

筛选研究奠定方法学基础.

志谢: 北京大学北京肿瘤医院检验科提供本研

究所需的临床血清标本.
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