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乙型肝炎病毒相关肝癌血清差异表达蛋白的筛选、鉴定及其诊断价值

刘丽杰１△，王文静２△，王占峰３，陆　晔２，吴　诚１，廖　萍２，朱　樑１

１．第二军医大学长征医院消化内科，上海２００００３

２．上海市疾病预防控制中心，上海２００３３６

３．中国科学技术大学统计与金融系，合肥２３００２６

［摘要］　目的：筛选、鉴定乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）相关肝癌的血清差异表达蛋白，探讨其可能的早期诊断价值。方法：采用蛋

白芯片及表面增强激光解析电离飞行时间质谱（ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术对正常人、ＨＢＶ相关肝炎、肝硬化患者及原发性肝癌患者术前血清分别进行检测，筛选肝癌血清差异表

达蛋白；通过离子交换柱分离纯化其中表达差异最明显的蛋白，并进行质谱鉴定。根据筛选结果，建立肝癌诊断决策树模型，

评价其诊断肝癌的准确性和敏感度。结果：与正常组相比，肝癌组有４４个差异蛋白质波峰（Ｐ＜０．０５），其中２１个上调，２３个

下调；与肝硬化组相比，肝癌组有５１个差异蛋白质波峰（Ｐ＜０．０５），其中４７个上调，４个下调。质荷比为５８０５的蛋白质表达

在正常人群＜慢性肝炎组＜肝硬化组＜肝癌组，在肝癌组中表达最高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；对其酶解消化产物进

行肽指纹谱（ＰＭＦ）鉴定发现其中有２条肽段序列与硫酸软骨素合酶Ⅱ部分序列相匹配。根据筛选的差异表达蛋白成功建立

肝癌诊断决策树模型，其判断肝癌的准确率为９４．８２％［（２３＋３２）／５８］、敏感性８８．４６％（２３／２６）、特异性１００％（３２／３２）。结

论：成功筛选 ＨＢＶ相关肝癌血清差异表达蛋白，其中差异最显著蛋白（质荷比为５８０５）酶解产物中有２条肽段与硫酸软骨素

合酶Ⅱ部分序列相匹配；根据筛选结果建立的肝癌诊断决策树模型有助于早期诊断 ＨＢＶ相关肝癌。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１）：６１０］

　　我国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）性肝炎的高发国
家，乙肝后肝硬化是导致肝癌最大的危险因素之
一［１］。肝癌恶性程度较高，多数患者确诊时已到晚
期，无法进行有效的治疗，因此，早期诊断、及时治疗
对其预后具有重要的意义［２］。目前肝癌的临床诊断
主要依赖于影像学证据、血清学指标及肝脏穿刺组
织的病理组织学和细胞学检查。其中影像学方法无
法准确判断占位的良恶性，而肝脏穿刺病理学检查
是有创检查，存在很多并发症，所以临床主要依赖于
血清学指标早期诊断肝癌。目前常用的血清学指标
主要包括甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）、αＬ岩藻
糖苷酶等，但各自的诊断特异性和敏感度不是很强，
所以有必要寻找新的肝癌血清学早期诊断标志物。

　　表面增强激光解析电离飞行时间质谱技术（ｓｕｒ
ｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ
ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）是一种
基于蛋白质芯片和质谱技术的蛋白质指纹图谱分析

平台，可直接在芯片上进行样品前处理，芯片上所设
计的不同特性化合物可与样本中特定的蛋白质结

合，适合不同来源的样品比较［３］；而且，其对检测到
的蛋白可以直接在芯片上测序，使差异蛋白的鉴定
成为可能［４５］。ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术可以将血清中
存在的近万种蛋白质按照其相对分子质量以质谱图

谱的形式加以分析。在血清流行病学调查的基础
上，国内外已经采用此方法和技术手段筛选了卵巢
癌、乳腺癌、肺癌、前列腺癌等肿瘤的血清特异性蛋
白质生物标志物，其中的卵巢癌血清特异性蛋白质
生物标志物已经获得美国ＦＤＡ的认证［６１０］。

　　本研究应用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对正常人、

ＨＢＶ相关肝炎、乙肝后肝硬化患者及乙肝相关原发
性肝癌患者术前血清分别进行检测，对比筛选肝癌
血清差异表达蛋白，对差异蛋白进行分离纯化及质
谱鉴定，并评价其对肝癌的早期诊断价值。

１　材料和方法

１．１　临床资料　选择２００４年６月至２００６年６月

间第二军医大学长征医院肝移植科、消化内科、感染
科住院的 ＨＢＶ相关原发性肝癌患者（肝癌组，ｎ＝
２６）、乙肝后肝硬化患者（肝硬化组，ｎ＝３０）、慢性乙
型肝炎患者（慢性肝炎组，ｎ＝３０），另选同期在我院
查体证实健康的体检者３２例作为正常对照（ｎ＝
３２）。所有肝病患者均经肝脏穿刺或手术切除后病
理检查证实，临床 ＨＢｅＡｇ（＋）或 ＨＢＶ ＤＮＡ 定
量＞１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ，３个月内均未输血；排除合并丙
型肝炎、丁型肝炎，排除可能合并血吸虫肝病和（或）
酒精性肝病。肝癌患者采集标本前未经手术、化疗、
放疗等治疗。

　　肝癌组患者，男１６例，女１０例，年龄３５～７０
岁，平均（５５．７±１１．９）岁；肝硬化组患者，男１８例，
女１２例，年龄３４～６６岁，平均（４８．５±９．６７）岁；慢
性肝炎组患者，男１７例，女１３例，年龄２３～６０岁，
平均（３８．３±９．４８）岁；正常对照组：男１８例，女１４
例，年龄２２～５６岁，平均（３６．４±１３．１９）岁。

１．２　主要试剂及仪器 　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ及配套蛋
白质芯片ＣＭ１０（弱阳离子交换）、强阴离子交换柱Ｑ
（简称Ｑｂｅａｄ）、芥子酸（ＳＰＡ）均为美国赛弗吉公司
（ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）产品。尿素、乙腈、三氟乙
酸购自Ｓｉｇｍａ公司，异丙醇（ＤＭＣ）购于上海化学试
剂公司。Ｕ９缓冲液 （９ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２％ＣＨＡＰＳ，

１％ＤＴＴ），Ｕ１缓冲液（用ｐＨ９．０的５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ缓冲液 ９ 倍稀释 Ｕ９ 缓冲液而成）。

ＣＭ１０缓冲液 （１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＡＣ，ｐＨ３．０），Ｏｒ
ｇａｎｉｃｂｕｆｆｅｒ液（异丙醇 １．６５ｍｌ、ＡＣＮ０．８５ｍｌ、

ＴＦＡ０．０５ｍｌ，去离子水溶解，混匀，定容至５ｍｌ）。

１．３　样本获取及蛋白芯片技术筛选肝癌差异表达
蛋白　受检者抽取清晨空腹静脉血３ｍｌ，４℃静置

２ｈ自然凝固后，４℃３０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上层
血清，再次４℃３０００×ｇ离心５ｍｉｎ，分装后－８０℃
冰箱保存。实验检测血清均仅１次冻融。蛋白质芯
片每孔加入１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＡＣ（ｐＨ３．０）稀释，室温
下水平摇床孵育５ｍｉｎ，重复１次；取２００μｌ稀释后
的血清（４０倍）上样，水平摇床上孵育９０ｍｉｎ，去样
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品，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＡＣ（ｐＨ３．０）每孔２００μｌ洗脱２
次，每次５ｍｉｎ。去离子水每孔３００μｌ冲洗１次。取
下芯片，室温下风干后每孔加入０．５μｌＳＰＡ（１％三
氟乙酸７５μｌ＋乙腈７５μｌ）风干，重复１次。在ＳＥＬ
ＤＩＴＯＦ质谱阅读器（ＰＢＳⅡｃ，ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）中进行质谱分析（激光强度１５０、探测器检测灵
敏度为７），筛选差异表达蛋白。

１．４　差异显著蛋白的分离纯化　筛选结果发现，质
荷比为５８０５的蛋白在各组中差异最显著，选取其进
行分离纯化鉴定。取肝癌患者及正常对照血清各

３００μｌ，加入４５０μｌＵ９，７５０μｌＵ１，混匀１０ｍｉｎ，４℃
冰箱保存备用。吸取 ２５０μｌＱｂｅａｄ至 ２．５ ｍｌ
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，依次加入去离子水、５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ９．０）和１２００μｌＵ１，分别混匀１０
ｍｉｎ，离心去上清。

　　将准备好的样品加入处理过的 Ｑｂｅａｄ中，４℃
混匀３０ｍｉｎ，离心取上清，得第１个组分，在沉淀中
加入５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ９．０），混匀１０ｍｉｎ，
离心取上清，得第２个组分，之后依次加入ｐＨ值分
别为７．０、６．０、５．０、４．０ 和 ３．０ 的 ２０ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４进行梯度洗脱，４℃混匀１０ｍｉｎ，离心取上
清，先后得到余下５个组分，最后加入１００μｌＯｒｇａｎ
ｉｃｂｕｆｆｅｒ，４℃ 混匀１０ｍｉｎ，离心取上清。每组共计
得到８个组分。用 ＮＰ２０芯片进行检测，每孔上样

１μｌ，立刻加１μｌＳＰＡ吸打几次后，４２℃加热干燥，
再加１μｌＳＰＡ，干燥后读片。

１．５　差异显著蛋白的酶解鉴定及肽指纹谱（ＰＭＦ）
分析　用ＣＭ１０芯片验证含质荷比（相对分子质量）
为５８０５蛋白的组分，胰蛋白酶芯片上原位酶解，通

过搜索 Ｍａｓｃｏｔ数据库（ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ，Ｌｏｎｄｏｎ，

ＵＫ），在 ＥｘＰＡＳｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｓｅｒｖｅｒ 的

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库中寻找该蛋白的信息及功能。通
过比较经胰酶消化５、２５ｍｉｎ后的蛋白图谱，选定质
荷比分别为３８８５．４、４６４７．５、５１５３．１、５３３９、５６７９
的５个蛋白峰为限定条件，在ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库中
对蛋白序列和相对分子质量与人类相近的已知蛋白

进行比较，接受的标准包括序列覆盖的程度、相对分
子质量及肽匹配的评分（ＭＯＷＳＥ），评分≥５５分为
有意义的结果。

１．６　建立肝癌诊断决策树模型　选择正常对照人群
及肝癌患者差异表达蛋白，应用Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司Ｂｉｏ
ｍａｒｋｅｒＰａｔｔｅｒｎＳｏｆｔｗａｒｅ（ＢＰＳ）建立肝癌诊断决策树模
型，并评价其判断肝癌的准确率、敏感性和特异性。

１．７　统计学处理　用ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ３．１．１
软件自动采集数据，收集数据范围１０００～３００００，优
化范围２０００～２００００。以质控血清作重复检测。
将所有样品的血清蛋白质谱标准化后，用ＢｉｏＭａｒｋｅｒ
Ｗｉｚａｒｄ软件分析，设定有意义的峰出现频率阈值为

２０％，信号噪声比（ｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，Ｓ／Ｎ）最低
值为５，对各组进行统计学分析，对组间蛋白峰强度
进行比较，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清标本蛋白质芯片检测　标准化后的蛋白质
图 谱 分 析 （图 １）表 明，每 例 标 本 在 质 荷 比

１０００～３００００范围内均能检测出２９０个左右蛋白峰，
其中质荷比处于１０００～１００００者约２５３个，１００００～
２００００者约２３个，２００００～３００００者约１８个。

图１　正常对照样品标准化后的蛋白质波峰图

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｅａｋｓｏｆｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ

２．２　肝癌血清中的差异表达蛋白　筛选结果发现：
与正常组相比，肝癌组有４４个蛋白质波峰强度值有
统计学差异（Ｐ＜０．０５），其中２１个上调，２３个下调；
与肝硬化组相比，肝癌组有５１个蛋白质波峰的强度

值有统计学差异（Ｐ＜０．０５），其中４７个上调，４个下
调。其中，质荷比为５８０５的蛋白质在正常人群组、
慢性肝炎组、肝硬化组及肝癌组中表达逐渐增高，且
在肝癌组中表达最高，与正常组相比，差异具有统计
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学意义（Ｐ＝４．２２×１０－６）。详见表１。

表１　质荷比为５８０５的蛋白在各组中的表达

Ｔａｂ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍ／ｚ５８０５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｍ／ｚ Ｓｔｒｅｎｇｔｈｏｆｐｅａｋ

Ｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔ ３２ ５８０５．８９ １．１１±１．０７
Ｃｈｒｏｎｉｃｈｅｐａｔｉｔｉｓ ３０ ５８０５．４０ １．１６±１．０２
Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ３０ ５８０５．４１ ９．１７±８．６０

Ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ ２６ ５８０５．４９ １１．６３±１０．９１

　Ｐ＜０．０１ｖｓｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔｇｒｏｕｐ

２．３　差异显著蛋白的分离纯化及酶解结果　由于
质荷比为５８０５的蛋白在肝癌组及正常组间差异最
显著，故选择其进行鉴定。对肝癌及正常对照组的

８个组分进行检测，肝癌组ｐＨ６．０组分中发现质荷
比为５８０５的蛋白峰，正常组各组分均未出现该蛋
白峰。芯片上原位酶解后，得到质荷比为５８０５的
蛋白在肝癌组中表达明显上调，且芯片上胰酶消化

５ｍｉｎ的波峰强度明显高于消化２５ｍｉｎ，而正常组
中未见质荷比５８０５蛋白的表达（图２）。

图２　正常及肝癌组显著差异表达蛋白的酶解分析结果

Ｆｉｇ２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔａｎｄｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ５ｍｉｎａｆｔｅｒｔｒｙｐｓｉｎｉｚａｔｉｏｎｏｎｃｈｉｐ；Ｂ：Ｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔ５ｍｉｎａｆｔｅｒｔｒｙｐｓｉｎｉｚａｔｉｏｎｏｎｃｈｉｐ；Ｃ：Ｔｈｅ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ２５ｍｉｎａｆｔｅｒｔｒｙｐｓｉｎｉｚａｔｉｏｎｏｎｃｈｉｐ；Ｄ：Ｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｅａｌｔｈｙａｄｕｌｔ２５ｍｉｎａｆｔｅｒｔｒｙｐｓｉｎｉｚａｔｉｏｎｏｎｃｈｉｐ

２．４　差异显著蛋白的ＰＭＦ鉴定结果　蛋白酶解产
物中有２条肽段与硫酸软骨素合酶Ⅱ（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ
ｓｕｌｆａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ２）部分序列相匹配，评分５５分，相
对分子质量分别为４６４７．５、３８８５．４，前者氨基酸序
列 为 Ｒ．ＬＴＶＬＬＰＬＡＡＡＥＲＤＬＡＰＧＦＬＥＡＦＡＴＡ
ＡＬＥＰＧＤＡＡＡＡＬＴＬＬＬＬＹＥＰＲ．Ｑ，后 者 为 Ｒ．
ＤＬＡＰＧＦＬＥＡＦＡＴＡＡＬＥＰＧＤＡＡＡＡＬＴＬＬＬＬＹＥＰＲ
ＱＡＱＲ．Ｖ，下划线处为２条肽段重叠的序列。

２．５　肝癌诊断决策树模型的建立　ＢＰＳ自动选用
质荷比２２１２、５８０８、３２１８、３２６４成功建立肝癌诊断
决策树模型，此决策树具有４层４个叶节点，５８例样
本（原发性肝癌患者及正常对照人群）在根节点处被

２２１２（节点１）标志蛋白划分为２组，２４例判断为对

照，峰值≤５．６４的３４例样本判断为肝癌进入节点

２；用５８０８标志蛋白划分，１３例判断为对照，２１例判
断为肝癌；峰值≤５．８８的进入节点３，用３２１８标志
蛋白划分，８ 例判断为对照，１３ 例判断为肝癌；
峰值≤２０．７３的进入节点４，后用３２６４标志蛋白划
分，２例判断为对照，１１例判断为肝癌。该决策树模
型判断肝癌的准确率为９４．８２％［（２３＋３２）／５８］，敏
感性为８８．４６％（２３／２６），特异性为１００％（３２／３２）。

３　讨　论

　　ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术是蛋白质组学研究中一种
全新的技术平台，它集分离纯化和质谱检测于一身，
为蛋白质组学研究提供了全新的技术平台［１１］。该技
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术具有质谱技术的高分辨率和高灵敏度的优势，还
可直接检测未经处理的尿液、血液、脑脊液、关节腔
液、支气管洗出液、细胞裂解液和各种分泌物等，操
作相对简便，并可同时进行多样品、多蛋白的检测，
已在肿瘤生物标志物筛选和发病机制探讨方面取得

突破性进展［１２］。

　　本研究应用蛋白质芯片技术检测了２６例肝癌、

３０例肝硬化、３０例肝炎及３２例正常对照的外周血
清，发现了２９４个差异表达的蛋白质峰。肝癌组与
正常对照有４４个波峰的强度值有统计学差异，其中

２１个峰在肝癌组升高，２３个峰在肝癌组降低。采用
波谱模型软件分析，以质荷比为２２１２、５８０８、３２１８
及３２６４的蛋白质建立了肝癌诊断决策树模型，并对
其诊断价值进行分析，结果发现，该决策树模型判断
肝癌的准确率为９４．８２％、敏感性为８８．４６％、特异
性１００％。ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术测定的最适相对分
子质量在５００００以下［１３］，这也是本研究未能检测到

ＡＦＰ（相对分子质量约６９０００）的原因。

　　硫酸软骨素（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅ）是广泛分布于
细胞外间质中的一种糖胺多糖大分子，是由双糖单
位组成的聚合物，具有抗关节炎、免疫抑制、降脂抗
凝等作用［１４］，是目前相关研究的热点。正常肝脏中
硫酸乙酰肝素含量最多，而在肝纤维化时硫酸软骨
素的含量增加。慢性肝炎伴肝纤维化改变时，肝组
织细胞外基质大量增生，硫酸软骨素亦大量合成并
发生异常堆积，造成局部高硫酸软骨素环境。本研
究筛选结果发现，肝癌组患者血清中相对分子质量
为５８０５的蛋白表达程度最高，对其进行分离纯化，
并进行质谱鉴定。结果发现其酶解产物中有２条肽
段的氨基酸序列与硫酸软骨素合酶Ⅱ部分序列相匹
配。硫酸软骨素合酶Ⅱ是在硫酸软骨素糖基转移酶
家族中发现的第５个酶［１５］，并且在硫酸软骨素合成
的不同阶段发挥作用。

　　本研究利用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术检测和比较
了 ＨＢＶ相关肝癌、肝硬化、慢性肝炎患者及正常对
照人群蛋白质差异表达图谱，筛选出肝癌差异表达
蛋白，成功建立了利于肝癌诊断的决策树模型，值得
进一步研究以应用于早期诊断肝癌；筛选结果发现
相对分子质量为５８０５的蛋白质差异表达最显著，其
酶解产物中有２条肽段的氨基酸序列与硫酸软骨素
合酶Ⅱ的部分序列较一致，但其具体功能仍有待进
一步的研究确定。

　　（志谢　本研究得到复旦大学中山医院康晓楠
医生、军事医学科学院附属医院临床药理学教研室
郭军华教授的技术支持和无私帮助，在此一并表示

感谢！）
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