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　　［摘要］　目的　应用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术及ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＨｕｍａｎ
ＴｕｍｏｒＭｅｔａｓｔａｓｉｓ（ＰＡＨＳ０２８Ａ）芯片筛查早期肝转移患者血清特异性蛋白及相关肿瘤基因，为大肠癌肝转移的早期诊断提供

理论依据。方法　应用弱阳离子蛋白质芯片（ＷＣＸ２）及ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术检测２０例大肠癌和２０例大肠癌早期肝转移患
者血清中蛋白的相对含量。ＰＣＲ基因芯片技术对原发灶和肝转移灶组织进行差异基因筛选。结果　应用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ
的３组样本质荷比在２０００～３００００间有３７７４、１１８５１的２个蛋白峰有显著差异。应用ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＨｕｍａｎ
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术可以为大肠癌早期肝转移的机制研究及诊断与治疗提供实验数据和资料。
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　　大肠癌是发病率较高的消化道恶性肿瘤之一，
近年来发病率呈逐年增高趋势。大肠癌病死率高，
预后差，如果复发，患者生活质量极差，严重威胁人
类的生命健康。肝转移是大肠癌患者主要的死亡原
因之一，且大肠癌肝转移的早期临床诊断较为困难。
因此，研究早期肝转移的预测基因和蛋白，为肝转移
的早期诊断提供理论依据具有重要意义［１］。本研究
利用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱技术及

ＰＣＲ基因芯片技术筛检大肠癌早期肝转移的特异性
血清蛋白及相关基因，为大肠癌早期肝转移的机制、
研究及诊断与治疗提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　临床资料　２０例大肠癌未发生远处转移和２０
例大肠癌早期肝转移标本来自我院肝胆外科行手术

治疗的患者，大肠癌组平均年龄３７．６５岁（３２～４２
岁）；大肠癌早期肝转移组平均年龄４５．５岁（３９～５２
岁）。所有病例均为病理诊断大肠癌，接受大肠癌根
治手术或联合部分肝脏切除术。所有病例未接受术
前放疗、化疗等辅助治疗，术后病理判断肿瘤分期分
型、淋巴结转移情况。患者的临床病例资料完备，告
知患者同意。

１．２　主要仪器及试剂　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＢｉｏｌｏｇｙＳｙｓｔｅｍ
（ＰＢＳⅡＣ）型质谱仪、能量吸收分子ＳＰＡ、弱阳离子交换
（ｗｅａｋｃａｔｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｒ，ＷＣＸ２）型蛋白质芯片、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｃｈｉｐＳｏｆｔｗａｒｅ３．２和ＢｉｏＭａｒｋｅｒＷｉｚａｒｄＳｏｆｔｗａｒｅ分
析软件均为美国Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司产品。乙腈（ＡＣＮ）、
三氟 乙 酸 （ＴＦＡ）、尿 素 （Ｕｒｅａ）、ＴｒｉｓＨＣｌ、ＤＴＴ、

ＣＨＡＰＳ、ＨＥＰＥＳ等试剂均购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＲＴ２

ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲ Ａｒｒａｙ Ｈｕｍａｎ Ｔｕｍｏｒ Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
（ＰＡＨＳ０２８Ａ）芯片（Ｓａｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）。

１．３　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术试验过程及原始数据处
理　采集患者空腹静脉血３ｍｌ，４℃静置３０ｍｉｎ后
分离血清，－８０℃保存。实验时血清样品置冰盒上
融解；以８０００×ｇ４℃离心５ｍｉｎ。取１０μｌ血清，加
入含２０μｌＵ９（９ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ，２％ＣＨＡＰＳ）的缓冲
液，在ＥＰ管中冰浴振荡３０ｍｉｎ，使之变性。３０μｌ上
述变性后样品加入３６０μｌＷＣＸ２芯片缓冲液（５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＡＣ，ｐＨ４．０）稀释待上样。取出 ＷＣＸ２
的芯片并装入生物芯片处理器。每孔加入２００μｌ
ＷＣＸ２缓冲液平衡芯片５ｍｉｎ，重复１次。平衡后，
每孔中加入１００μｌ处理好的样品，室温震荡结合１ｈ
（４００～６００转／ｍｉｎ）。然后每孔用２００μｌＷＣＸ２缓
冲液洗掉非特性结合蛋白（５ｍｉｎ），共２次；最后每
孔加入 ＨＥＰＥＳ（１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．０）２００μｌ快速洗
涤１次。取出芯片，风干后，每个加样孔上加ＳＰＡ

（５０％ＣＡＮ＋０．５％ＴＦＡ）０．５μｌ２次，待全干后上机
测定。采集数据前以Ａｌｌｉｎｏｎｅ（含７个标准蛋白）芯
片进行Ａ、Ｄ、Ｇ三点校正。采用ＰＢＳⅡＣ型蛋白质芯片
阅读仪读取芯片，用ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＳｏｆｔｗａｒｅ３．２分析软
件自动采集数据。低相对分子质量范围质谱仪参数
设定：激光强度 １８５，检测灵敏性 ８，优化范围

２００００～３０００００，最大相对分子质量２０００００，收集位
置２２～８２，平均每点收集８次，共收集１０４次。数据
分析前对原始数据进行归一化，然后用Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
Ｗｉｚａｒｄ软件筛除噪音，初筛蛋白质峰。设定某峰在至
少１０％的样本中信噪比＞５才被认为是蛋白质峰，同
一蛋白质峰在不同样本中的偏差＜０．１％。

１．４　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术应用的统计学方法　采
用ＢｉｏｍａｒｋｅｒＷｉｚａｒｄ软件对不同组相同质荷比的蛋
白质含量进行统计学分析。以符合Ｐ＜０．０５、同一
峰在两组中的信噪比平均值比值≥２的蛋白峰认为
组间有差异。

１．５　ＲＮＡ提取及纯化　每５０～１００ｍｇ大肠癌组与
大肠癌早期肝转移组织样品，加入１ｍｌ的ＴＲＩｚｏｌ试
剂，用电动匀浆器进行匀浆。所加样品体积不能超过
匀浆此样品所使用的ＴＲＩｚｏｌ试剂体积的１０％。将水
相转移到新离心管中。水相与异丙醇混合以沉淀其
中的ＲＮＡ，加入异丙醇的量为每个样品匀浆时加入

１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂的此时加０．５ｍｌ的异丙醇。混匀后

１５～３０℃孵育１０ｍｉｎ，于４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。
移去上清液，每１ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂匀浆的样品中加入至
少１ｍｌ的７５％乙醇，清洗ＲＮＡ沉淀。振荡后，４℃
７５００×ｇ离心５ｍｉｎ。去除乙醇溶液，空气中干燥

ＲＮＡ沉淀５～１０ｍｉｎ。在ＲＮＡ沉淀中加入无ＲＮＡ
酶的水，用枪反复吹打几次，然后５５～６０℃孵育１０
ｍｉｎ溶解ＲＮＡ，获得的ＲＮＡ溶液保存于－７０℃。用
无ＲＮＡ酶的水将经过 ＤＮａｓｅⅠ消化的 ＲＮＡ样品
（ＲＮＡ≤４５μｇ）的体积调整为２００μｌ。随后加７００μｌ
ｂｕｆｆｅｒＲＬＴ，充分混匀。加５００μｌ无水乙醇，用移液器
轻轻吸打数次混匀后，取７００μｌ得到的溶液过柱
（ＲＮｅａｓｙＭｉｎＥｌｕｔｅＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎ），轻轻盖上管盖，室温

８０００×ｇ离心１５ｓ，去除收集管中的液体。将剩余样
品过柱，每次所加的样品体积≤７００μｌ。将柱子转移
到新的２ｍｌ收集管后，加５００μｌＢｕｆｆｅｒＲＰＥ洗柱子，
轻轻盖上管盖，室温８０００×ｇ离心１５ｓ，去除收集管中
的液体，将柱子放回收集管中。将柱子转移到一新的２
ｍｌ收集管，打开柱子的盖子，最大转速离心５ｍｉｎ，将收
集管及液体丢弃。洗脱，将柱子转移到一新的１．５ｍｌ
收集管，取１４μｌ无ＲＮＡ酶的水悬空加到柱子的膜中
央，轻轻盖上盖子，最大转速离心１ｍｉｎ洗脱ＲＮＡ。

１．６　合成ｃＤＮＡ及实时定量ＰＣＲ　打开ＰＣＲＡｒ
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ｒａｙ上的膜，加２５μｌ混合液到ＰＣＲＡｒｒａｙ对应的每
个孔中，盖上盖子密封ＰＣＲＡｒｒａｙ。在设置ＰＣＲ程
序前将准备好的ＰＣＲＡｒｒａｙ放在冰上。实时定量

ＰＣＲ程序设置完后，将ＰＣＲＡｒｒａｙ置于实时定量

ＰＣＲ仪进行ＰＣＲ反应。

２　结　果

２．１　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ结果　采用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ
技术的两组样本在质荷比为２０００～２００００的范围
内检测到了９６个蛋白峰，４个蛋白峰差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５），其质荷比分别为 ３７７４．６２５、

７８２８．４９６、１１８５１．５８、１１６８１．１６。

　　以信噪比＞５为蛋白质峰，在相对分子质量范围
为２０００～２００００中检测到了９６个蛋白。大肠癌组
与大肠癌早期肝转移组对比，符合Ｐ＜０．０５、同一峰
在两组中的信噪比平均值比值≥２的有两个蛋白峰，
其相对分子质量为３７７４、１１８５１（图１）。通过相对
分子质量为３７７４、１１８５１的两个蛋白对２０例大肠
癌组与２０例大肠癌早期肝转移组重新分组，特异性
与敏感性分别为９０．００％（１８／２０）、８５．００％（１７／２０）。

图１　蛋白峰（Ａ、Ｃ）及凝胶电泳图（Ｂ、Ｄ）

Ｆｉｇ１　Ｐｒｏｔｅｉｎｐｅａｋｃｈａｒｔ（Ａ，Ｃ）ａｎｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（Ｂ，Ｄ）
ＡａｎｄＢｓｈｏｗｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｏｆ３７７４ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｌｉｖｅｒｍｅｔａｓ

ｔａｓｅｓｇｒｏｕｐ（ｔａｋｉｎｇｃａｓｅ５２７，４５０，６５７ａｓｅｘａｍｐｌｅｓ）；ＣａｎｄＤｓｈｏｗｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｏｆ１１８５１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｅａｒｌｙ
ｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｅｓｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐ（ｔａｋｉｎｇｃａｓｅ５２３，３４２，５５６ａｓｅｘａｍｐｌｅｓ）

２．２　ＰＣＲ芯片结果　采用ＰＣＲ芯片发现以下基因
在大肠癌原发灶中表达明显高于肝转移结节（扩增倍
数比值２－ΔＣｔ＞１，表１）：ＡＰＣ、ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＴＮＮＡ１、

ＣＴＳＬ１、ＣＸＣＲ４、ＤＥＮＲ、ＥＴＶ４、ＧＮＲＨ１、ＫＩＳＳ１Ｒ、

ＨＰＳＥ、ＩＬ８ＲＢ、ＩＴＧＡ７、ＩＴＧＢ３、ＲＰＳＡ、ＭＭＰ１０、

ＭＭＰ１１、ＭＭＰ３、ＭＹＣＬ１、ＮＭＥ２、ＮＲ４Ａ３、ＰＮＮ、ＲＢ１、

ＲＯＲＢ、ＳＭＡＤ４、ＳＲＣ、ＳＳＴＲ２、ＳＹＫ、ＴＣＦ２０、ＴＩＭＰ２、

ＴＩＭＰ３、ＴＩＭＰ４、ＴＲＰＭ１、ＡＣＴＢ。以下基因肝转移灶
表达明显高于原发灶（扩增倍数比值０＜２－ΔＣｔ＜１，表

２）：ＣＣＬ７、ＣＳＴ７、ＦＮ１、ＭＭＰ９。

３　讨　论

　　肝转移是大肠癌较为常见的转移途径，也是大肠

癌患者死亡的主要原因。约２５％的结肠癌患者就诊
时已有远处转移，其中肝转移比例达５０％以上，且近

１／３的患者转移灶仅局限于肝脏［２］。大肠癌肝转移患
者若不做任何治疗，中位生存期为５～１０个月［３］。所
以肝转移的早期诊断极其重要，可以为手术切除提供
有利时机。国内外临床上常用的大肠癌的早期肝转移
的诊断及筛检方法包括有肿瘤标志物以及影像学检查

如术前和术中彩超、ＣＴ等。血清肿瘤标志物因在癌
症早期的表达低，致其在大肠癌早期肝转移的诊断中
的特异性及敏感性不高［４５］；而影像学检查的早期诊断
效果也难以令人满意［６７］。随着实验技术水平的提高，
基因蛋白诊断以及基因芯片的出现、发展，恶性肿瘤早
期诊断方法已从传统的观念中逐渐转变过来［８１０］。
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表１　各基因扩增倍数比值

Ｔａｂ１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｌｄｓｏｆｇｅｎｅｓ

Ｓｙｍｂｏｌ
２－ΔＣｔ

Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ

Ｌｉｖｅｒ
ｎｏｄｕｌｅｓ

ＦｏｌｄＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ／
Ｌｉｖｅｒｎｏｄｕｌｅｓ

ＡＰＣ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＣＤＫＮ２Ａ ５．８Ｅ－０３ ２．０Ｅ－０３ ２．８６
ＣＴＮＮＡ１ １．０Ｅ＋００ ４．４Ｅ－０１ ２．３３
ＣＴＳＬ１ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＣＸＣＲ４ ７．０Ｅ－０２ １．７Ｅ－０２ ４．１０
ＤＥＮＲ ６．１Ｅ－０１ ２．８Ｅ－０２ ２１．５６
ＥＴＶ４ ８．５Ｅ－０４ ２．２Ｅ－０４ ３．８５
ＧＮＲＨ１ ２．６Ｅ－０２ ８．２Ｅ－０３ ３．１７
ＫＩＳＳ１Ｒ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＨＰＳＥ １．４Ｅ－０２ ４．０Ｅ－０３ ３．５８
ＩＬ８ＲＢ １．０Ｅ－０３ ２．０Ｅ－０４ ５．１９
ＩＴＧＡ７ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＩＴＧＢ３ １．３Ｅ－０２ ５．０Ｅ－０４ ２５．０６
ＲＰＳＡ ２．１Ｅ＋００ ６．８Ｅ－０１ ３．１３
ＭＭＰ１０ １．６Ｅ－０１ ２．２Ｅ－０２ ７．３０
ＭＭＰ１１ ６．０Ｅ－０１ ２．８Ｅ－０１ ２．１６
ＭＭＰ３ １．２Ｅ＋００ ２．２Ｅ－０１ ５．６２
ＭＹＣＬ１ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＮＭＥ２ ２．８Ｅ＋００ １．１Ｅ＋００ ２．４４
ＮＲ４Ａ３ ３．８Ｅ－０３ １．７Ｅ－０３ ２．２３
ＰＮＮ ５．３Ｅ－０１ １．５Ｅ－０１ ３．６６
ＲＢ１ ７．９Ｅ－０２ ４．４Ｅ－０３ １７．７８
ＲＯＲＢ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＳＭＡＤ４ １．１Ｅ－０１ ２．６Ｅ－０２ ４．００
ＳＲＣ １．７Ｅ－０２ ３．５Ｅ－０３ ４．８６
ＳＳＴＲ２ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＳＹＫ ８．１Ｅ－０３ １．７Ｅ－０３ ４．７３
ＴＣＦ２０ ４．１Ｅ－０１ １．４Ｅ－０１ ２．９６
ＴＩＭＰ２ １．１Ｅ－０１ ４．７Ｅ－０２ ２．３６
ＴＩＭＰ３ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＴＩＭＰ４ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＴＲＰＭ１ ８．５Ｅ－０４ ２．０Ｅ－０４ ４．２８
ＡＣＴＢ １．０Ｅ＋０１ １．３Ｅ＋００ ７．８２

表２　各基因扩增倍数比值

Ｔａｂ２　Ｒａｔｉｏｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｌｄｓｏｆｅａｃｈｇｅｎｅ

Ｓｙｍｂｏｌ
２－ΔＣｔ

Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ

Ｌｉｖｅｒ
ｎｏｄｕｌｅｓ

ＦｏｌｄＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ／
Ｌｉｖｅｒｎｏｄｕｌｅｓ

ＣＳＴ７ ３．６Ｅ－０３ １．１Ｅ－０２ ０．３３
ＣＣＬ７ ８．５Ｅ－０４ ２．９Ｅ－０３ ０．２９
ＭＭＰ９ ４．８Ｅ－０２ １．６Ｅ－０１ ０．２９
ＦＮ１ １．４Ｅ－０１ ３．６Ｅ－０１ ０．３９

　　目前仍缺乏应用于大肠癌筛检的特异性血清肿
瘤标志物。本研究利用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术通过
比较蛋白质组学的方法发现了４个蛋白峰在大肠癌
组和大肠癌早期肝转移组表达上有显著差异。为排
除混杂因素的影响，本研究把符合Ｐ＜０．０５、同一峰
在两组中的信噪比平均值比值≥２的蛋白峰认为有
差异，按上述条件对大肠癌早期肝转移组与大肠癌

组进行对比，有２个蛋白峰符合上述两个条件，其质
荷比为３７７４、１１８５１。通过相对分子质量为３７７４、

１１８５１的两个蛋白对２０例大肠癌组与２０例大肠癌
早期肝转移组重新分组，特异性与敏感性分别为

９０．００％（１８／２０）、８５．００％（１７／２０）。故本研究认为
质荷比为３７７４、１１８５１的两蛋白峰可以为大肠癌早
期肝转移的筛选及诊断提供新的指标。

　　基因芯片技术是实用性强、早期投入使用的一
种生物芯片技术，可以检测肿瘤患者早期蛋白表达
的变化，还可用于肿瘤细胞特异性基因的定位筛
选［１５１７］，应用基因芯片技术早期诊断大肠癌新的肝
转移病灶，可以为大肠癌术后早期发现的肝转移患
者进行微创治疗提供可靠的依据。本研究使用ＰＣＲ
基因芯片用于比对原发灶和肝转移灶进行差异基因

检测，成功筛选出了大肠癌早期肝转移的相关基因。

　　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术及ＰＣＲ基因芯片技术是
科研实验研究中常用的技术项目，尚没有在临床试
验诊断上广泛应用，本研究应用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技
术发现的两个蛋白峰及利用ＰＣＲ基因技术发现的
相关基因虽然尚不完善，随着科技水平的进展，相信
可以为大肠癌肝转移患者的早期诊断提供新的思

路。
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