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Abstract
AIM: To detect specific serum biomarkers for 
liver cancer using surface enhanced laser de-
sorption inhibition time-of-flight ionization mass 
spectrometry (SELDI-TOF-MS), and establish a 
serum protein pattern for screening liver cancer 
prone families. 

METHODS: Serum samples collected from 30 
patients from liver cancer prone families and 
30 patients from liver cancer-free families were 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

应用SELDI-TOF-MS技术筛选肝癌遗传性血清蛋白标 
志物

邓敬桓, 陈智平, 李 山, 秦 雪, 黄东萍

®

■背景资料
广西是全国乃至
全球肝癌高发区
之一, 乙型肝炎病
毒感染是广西肝
癌高发的主要致
病因子, 在相同民
族、相同生活环
境、生活水平、
生活习惯和生活
条件下, 存在许多
肝癌易发家系, 也
有大量无癌家系. 

detected by SELDI-TOF-MS. The data were ana-
lyzed was Biomarker Wizard and BPS software 
to establish a serum protein pattern for screen-
ing liver cancer prone families. The pattern was 
evaluated by a blind test. 

RESULTS: A total of 20 peaks showed signifi-
cant differences between the two groups, among 
which 4 (9645.48, 3960.65, 7895.66, 5916.07 kDa) 
were chosen to establish a serum protein pattern 
for screening liver cancer prone families. The ac-
curacy, sensitivity and specificity of the pattern 
were 92% (55/60), 93% (28/30) and 90% (27/30), 
respectively. The blind test showed that the 
sensitivity and specificity were 92% (23/25) and 
90% (18/20), respectively. 

CONCLUSION: SELDI-TOF-MS has a high sen-
sitivity and specificity in screening specific he-
reditary serum biomarkers for liver cancer. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Liver cancer; Familial pedigree; Surface 
enhanced laser desorption ionization time of fight 
mass spectrometry; Serum biomarker 

Deng JH, Chen ZP, Li S, Qin X, Huang DP. Detection 
of hereditary serum markers for liver cancer using 
SELDI-TOF-MS protein chip technology. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(5): 690-694  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/690.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i5.690 

摘要
目的: 采用表面增强激光解析/电离飞行时间
质谱技术(surface enhanced laser desorption 
inhibit ion t ime of fl ight ionization mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS)检测肝癌易发
家系患者和无癌家系患者血清蛋白生物标志
物, 比较两者间的蛋白差异, 建立筛选血清蛋
白质图谱模型并初步验证. 

方法: 选择30例肝癌易发家系患者, 30例无癌
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■研发前沿
蛋白质的差异表
达与肝癌发生发
展存在着密切关
系, 这些易发家系
家庭成员遗传的
不同基因所表达
的不同蛋白质本
身可能就具有发
生肝癌的危险性.

家系患者, 应用SELDI-TOF-MS技术及相应的
计算机软件进行比较分析, 检测肝癌易发家系
患者血清蛋白质的特异性生物标志, 建立肝癌
易发家系患者的筛选模型, 并对其进行了双盲
法验证. 

结果: 肝癌易发家系组与对照组共有20个蛋
白质差异有显著性, 以其中4个蛋白标志物
(9645.48、3960.65、7895.66和5916.07 kDa), 
建立的筛选模型检测灵敏度为93%(28/30), 
特异性为90%(27/30), 准确率为92%(55/60). 
盲法验证, 灵敏度为92%(23/25), 特异性为
90%(18/20). 

结论: SELDI-TOF-MS技术具有高灵敏度和特
异性, 在肝癌易发家系的血清蛋白特异性生物
标志物的筛选等方面具有较好的应用前景. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究筛选出的20个有统计学意义的

差异性蛋白峰可能就是我们要寻找的遗传性蛋

白质峰, 肝癌易发家系组与无癌家系组在血清蛋

白组学方面确实存在差异, 再次验证原发性肝癌

的发生与遗传具有密切相关性. 
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0  引言

肝癌易发家系包括肝癌高发家系和肝癌非高发

家系, 相关研究表明[1], 肝癌的发生发展是多因

素参与的多环节的病理过程, 除了与病毒寄生

虫和细菌的感染、黄曲霉毒素的摄入、水源污

染以及吸烟喝酒这些外环境致癌因素有关, 自
身遗传因素也具有一定的相关性. 本实验采用

表面增强激光解吸电离-飞行时间质谱技术, 以
肝癌无癌家系为参照, 筛选出肝癌遗传性的血

清蛋白标志物, 为将来建立能够判断肝癌易发

家系发生肝癌危险性的预测体系奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌易发家系包含肝癌高发家系和肝

癌非高发家系两类. 肝癌高发家系: 直系亲属

中发生过2例或2例以上原发性肝癌病例的家

系. 肝癌非高发家系: 直系亲属中发生过1例原

发性肝癌病例的家系. 无癌家系: 直系亲属中

未发生过任何恶性肿瘤病例的家系. 广西医科

大学在承担国家“六五”和“七五”攻关课题

时, 已在肝癌高发区建立了癌症登记网, 掌握

了肝癌高发区中肝癌高发家系、肝癌非高发

家系和无癌家系成员名单, 在患者经病理或临

床诊断确诊且未经治疗的情况下说明了采血

的要求, 给予知情权, 并征得研究对象同意, 在
2010-01/2013-03期间, 采集到肝癌高发家系患者

30例血清, 肝癌非高发家系患者25例血清, 肝癌

无癌家系患者50例血清. 其中以相同的生活环

境、生活习惯、相同职业、相同民族、相同性

别、年龄±5岁作为配对条件, 选取肝癌高发家

系患者15例, 肝癌非高发家系患者15例作为肝

癌易发家系组, 对照组肝癌无癌家系患者30例, 
用于筛选模型的建立, 剩余样本用于所建模型

的双盲法验证. 尿素、3-环乙胺-1-丙磺酸、乙

腈、二硫苏糖醇、醋酸钠、三氟乙酸、羟乙基

哌嗪乙磺酸、芥子酸、超纯水均购自美国西格

玛(Sigma)公司; 蛋白芯片生物系统及CM10芯片

购自美国赛弗吉(Ciphergen)公司. 
1.2 方法

1.2.1 样品收集与预处理: 所有血样均于清晨空

腹采集, 放置4 ℃冰箱2 h后, 1000 r/min离心10 
min, 冰浴上分装血清于-80 ℃低温冰箱保存备

用. 检测前取出血清样品, 置冰盒上溶解; 以1000 
r/min, 4 ℃离心2 min; 取血清10 µL, 加入2倍体

积9 mol/L Urea缓冲液(含DTT)稀释, 将样品冰

浴震荡30 min; 将30 µL上述变性后样品加入360 
µL的50 mmol/L NaAC(pH 4.0)缓冲液, 立即混匀. 
1.2.2 芯片预处理、上样和洗脱: 将CM10芯片装

入生物芯片处理器, 每孔加入200 µL 50 mmol/L 
NaAC(pH 4.0)缓冲液, 震荡5 min, 甩掉缓冲液. 
重复上述操作一次. 在芯片处理器每孔中加入

100 µL处理好的样品, 4 ℃震荡1 h; 弃去未结

合样品, 每孔加入200 µL的NaAC缓冲液, 震荡

5 min, 甩去孔中液体, 重复操作一次; 每孔加入

200 µL 1 mmol/L HEPES, 然后立刻甩出; 取出芯

片待干后, 在每个加样孔上加SPA 0.5 µL; 待干

后, 重复加SPA一次. 
1.2.3 芯片检测、数据采集和参数设置: 采用

PBS Ⅱ C型蛋白芯片生物系统读取芯片信息. 用
加有标准蛋白质的All-in-one芯片校正仪器. 芯
片阅读仪参数设置如下: 激光强度185, 检测灵



692                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年2月18日    第22卷   第5期 

2014-02-18|Volume 22|Issue 5|WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
肖开银等对101例
家族聚集性肝癌
家族史和临床进
行分析分析, 显示
肝癌是遗传和环
境因素相互作用
的结果.

敏度8, 优化范围2000-10000, 最高相对分子质量

50000, 芯片上的每个点采集130次. 
1.2.4 分析差异蛋白: 用Proteinehip Software3.2 
Software(BPS)对图谱进行标准化后, 筛选出有

统计学意义的差异蛋白峰, 然后用Biomarker 
Wizard软件快速计算出有统计学意义相同相对

分子质量的蛋白在肝癌易发家系组与对照组间

峰值差异的表达强度, 最后以肝癌无癌家系组

的蛋白质平均强度数值为参照进行比对两组差

异蛋白质的表达变化. 
1.2.5 诊断模型的建立与验证: 用Biomarker Pat-
tern软件对两组间相同相对分子质量的差异表

达蛋白峰值做线性分类分析, 经过进一步优化

实验参数, 确定最佳的分类模型, 即诊断模型并

输出原始判别结果, 用BPS进行交叉验证并输出

结果, 以交叉验证为最终结果. 
1.2.6 盲筛法验证诊断模型用剩余样本: 肝癌易

发家系25例, 其中肝癌高发家系15例、肝癌非

高发家系10例, 肝癌无癌家系组20例, 对上述建

立的诊断模型进行盲法验证(masked analysis), 
验证该模型的特异性和灵敏度. 

统计学处理 数据的统计分析由统计软件包

SPSS10.0完成. 两组间比较用t检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 蛋白质峰的初步筛选和评价 在相对分子质

量2000-50000范围内共检测到45个蛋白质峰, 
其中20个在两组间的比较差异有统计学意义

(P <0.05, 表1). 
2.2 诊断模型的建立与验证 将这些差异峰用

B P S软件进行分析, 自动选取其中4个差异峰

(9645.48、3960.65、5916.07、7895.66 kDa), 模
型中的4个蛋白所占的重要分值(表2), 建立了

筛选肝癌易发家系的诊断模型(图1), 此模型的

根节点为9645.48 kDa, 首先根据此峰值强度, 
28例标本被划分到左侧的枝结点, 32例被划分

到右侧的枝结点, 又根据3960.65、5916.07、
7895.66 kDa的峰值强度, 将标本进一步划分, 
最终将60例标本划分开. 经交叉验证该模型区

分肝癌易发家系组和肝癌无癌家系组, 30例肝

癌易发家系组有28例被正确划分, 30例肝癌无

癌家系组有27例被正确划分, 该模型检测灵敏

度为93%(28/30), 特异性为90%(27/30), 准确

率为92%(55/60). 用该模型对肝癌易发家系25
例(其中肝癌高发家系15例、肝癌非高发家系

10例), 肝癌无癌家系组20例进行盲法验证, 23
例肝癌易发家系, 18例肝癌无癌家系被区分正

确, 盲法验证, 灵敏度为92%(23/25), 特异性为

90%(18/20). 

3  讨论

蛋白质组是连接基因序列与细胞功能的桥梁. 
近年来, 人们认识到仅通过DNA序列来解释生

物功能是不可能的, 蛋白质才是生命功能的主

要执行者. 而蛋白质组的研究方法现已广泛应

用于临床各领域的研究[2]. 特别是对原发性肝癌

的发生、发展等方面的相关研究. 
原发性肝癌的发生是多因素相互作用, 多途

径多步骤长期作用的结果, 有外部的环境因素包

表  1  CM10芯片筛选肝癌易发家系组和肝癌无癌家系组
血清差异蛋白的表达

     

差异蛋白峰的

相对分子质量
P 值

蛋白质平均强度
差异蛋白质

的表达变化
肝癌易发

家系组

肝癌无癌

家系组

4700.91 0.00   1.13   3.62 ↓

9125.89 0.00   1.89   3.21 ↓

5317.22 0.00   4.65   8.04 ↓

4856.19 0.00   3.14   2.28 ↑

9645.48 0.00 28.1   4.95 ↑

8282.61 0.00   4.12   6.16 ↓

7679.40 0.00   3.74   4.11 ↓

3960.65 0.00   0.27   3.58 ↓

9179.55 0.00   8.11   6.96 ↑

4760.91 0.00   4.39   2.85 ↑

5916.07 0.00   3.35 10.65 ↓

7554.67 0.00   1.95   1.15 ↑

7895.66 0.00 11.49   3.27 ↑

4598.00 0.00 23.47 27.60 ↓

6315.22 0.00 10.54   6.96 ↑

2742.85 0.00   8.05   5.29 ↑

4681.23 0.00   1.18   2.47 ↓

7847.62 0.00   3.14   1.57 ↑

3565.86 0.00   3.89   1.78 ↑

5701.52 0.01   2.71   4.92 ↓

表  2  模型中的4个蛋白所占的重要分值

     Variable(变量) Score(分值)  蛋白所占分值具体图示

M9645_48 100.00 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

M3960_65   87.62 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||

M5916_07   67.40 ||||||||||||||||||||||||||||

M7895_66   44.83 |||||||||||||||||||
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■创新盘点
本研究采用SEL-
DI蛋白芯片技术
分析广西肝癌高
发区肝癌易发家
系和无癌家系肝
癌发展过程的血
清蛋白质组, 并鉴
定出蛋白质谱中
差异蛋白, 探寻肝
癌遗传性相关的
蛋白标志.

括病毒感染, 黄曲霉毒素, 农村饮用水的污染, 饮
酒、吸烟, 幽门螺旋杆菌肝吸虫感染等[3-8]; 而内

部因素如自身的遗传因素, 在原发性肝癌的发

生机制方面也起了非常重要的作用. 广西医科

大学在承担国家“六五”和“七五”攻关课题

以及进行的一系列研究中发现, HBV感染是广

西肝癌高发的主要致病因子在相同民族、相同

生活环境、生活水平、生活习惯和生活条件下, 
出现癌家族聚集性[9], 为揭示这一流行病学现

象. 本实验从蛋白质组水平进行研究, 以30例肝

癌易发家系患者、30例无癌家系患者作为研究

对象, 采用(SELDI-TOF-MS)及CM10蛋白芯片

筛选血清中蛋白质的差异表达, 并找到表达明

显改变的标志蛋白, 实验结果发现肝癌易发家

系组与无癌家系组在相对分子质量2000-50000
范围内共检测到45个蛋白质峰, 其中20个在两

组间的比较差异, 有统计学意义(P <0.05), 筛选

出的这些有统计学意义的蛋白质峰可能就是我

们要寻找的遗传性蛋白质峰. 运用BPS软件筛选

出其中的4个蛋白标志物(9645.48、3960.65、
7895.66和5916.07 kDa), 建立的血清蛋白质图

谱诊断模型, 检测的灵敏度为93%(28/30), 特异

性为90%(27/30), 准确率为92%(55/60), 能较好

地将两组区分开来, 且经过盲筛将25例肝癌易

发家系, 20例肝癌无癌家系组对建立的血清蛋

白质图谱诊断模型进行验证, 得到较高灵敏度

92%(23/25)与特异性(23/25), 说明模型的合理

性和可操作性, 同时这也表明肝癌易发家系组

与无癌家系组在血清蛋白组学方面确实存在

差异, 原发性肝癌的发生与遗传具有密切相关

性. 肝癌易发家系的遗传基因可能在抑癌基因

和癌基因上出现失衡或出现遗传易感性[10], 陈
圆圆等 [11]和肖开银等 [12]对广西扶绥县肝癌高

发家系遗传基因的相关研究显示谷胱甘肽转

硫酶M1(glutathione-S-transferase M1, GSTM1 )
和谷胱甘肽转硫酶T1(glutathione-S-transferase 
T1, GSTT1 )基因多态性与肝癌家族聚集性相关; 
GSTM1和GSTT1基因联合缺失与肝癌的发生呈

显著正相关, 诸如GST基因多态性、第10号染色

体缺失[13]、p53、p21基因表达差异[14]、细胞色

素P4501A基因多态性、乙醛脱氢酶2基因多态

性[15]等与肝癌之间存在密切相关, 其表达的相关

蛋白质就可能异于无癌家系患者, 增加了原发

性肝癌发生的危险性. 
为了使筛选的遗传性的血清蛋白标志物更

具有代表性, 做者将继续收集标本, 扩大样本例

数, 验证其准确性, 并做相关性的生物学功能进

行鉴定, 为将来建立能够判断肝癌易发家系发

生肝癌危险性的预测体系奠定基础. 
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图  1  肝癌易发家系血清诊断筛选模型. 
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■同行评价
肝癌发生与家属
遗传性有相当的
关系, 本研究科学
性强. 研究方法正
确, 数据可靠, 结
论可信, 通过采用
表面增强激光解
析/电离飞行时间
质谱技术(SELDI-
TOF-MS) 检测肝
癌易发家系患者
和无癌家系患者
血清蛋白生物标
志物, 是目前研究
的热点, 从蛋白组
学方面寻找肝癌
发生相关蛋白对
临床和基础研究
都起重要作用.

ISSN   1009-3079 (print)  ISSN 2219-2859 (online)    DOI: 10.11569    2014年版权归百世登出版集

团有限公司所有

                                                                                                                                             
                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 


