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［摘要］　目的：通过对原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）与正常人血清Ｎ糖组图谱比较分析，寻找异常峰，为寻求新的ＨＣＣ肿瘤标志物奠

定基础。方法：收集乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的ＨＣＣ患者（ｎ＝１００）及健康献血员（ｎ＝１３０）血清，采用基于ＤＮＡ测序仪的毛细

管电泳技术，检测每份标本中荧光标记的Ｎ糖组分。结果：每份血清均得到具有１１个峰的图谱，峰值经校正后量化，ＨＣＣ组较

对照组峰１、２、９、１１升高，峰６、８、１０降低（Ｐ＜０．０５）；且部分峰值变化与肿瘤标志物甲胎蛋白、ＨＢＶＤＮＡ载量、临床肝功能指标

存在相关性。结论：ＨＣＣ组血清Ｎ糖组图谱较正常对照存在明显的差异，这种变化有望为临床疾病诊断提供依据。
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　　目前原发性肝癌在全球恶性肿瘤死亡率中居第

三位，在我国恶性肿瘤死亡率中居第二位。每年因

肝病死亡人数约为３０万人，其中５０％为原发性肝

细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）［１］。ＨＣＣ
起病多较隐匿，早期一般多无临床症状，或仅有肝炎

的症状与体征，很难早期发现。一旦出现典型的临

床表现，如肝区疼痛、消瘦、黄疸或腹水等，通常已经

发展到中晚期，而失去了进行根治性手术的机会。

目前ＨＣＣ的早期诊断仍是临床一大难题，病理组织

学检查仍是诊断的金标准，然而组织学检查存在其

固有的缺陷，而非损伤性检查虽然方便、经济、可以

重复进行，但单项指标检测的特异性、敏感性均不

高。血清甲胎蛋白（ＡＦＰ）是目前唯一被广泛接受用

于肝癌诊断及其术后监测的肿瘤标志物，但其敏感

度低于７０％～８０％［２］。临床迫切需要寻求新的经济

而有效的非创伤性诊断指标进行辅助诊断。血清中

除浆细胞产生的免疫球蛋白外，绝大部分糖蛋白由

肝细胞合成，糖基化的改变可以反映肝脏功能的改

变。但一直以来，糖基化分析由于存在技术瓶颈，难

以在临床研究中采用。糖蛋白包括组成型糖蛋白

（含Ｎ糖链或Ｏ糖链）、可调型糖蛋白、非酶催化的

糖化 蛋 白 质，研 究 手 段 包 括 荧 光 辅 助 糖 电 泳

（ＦＡＣＥ）、糖微点矩阵［３］、荧光糖结合物探针、毛细

管电泳、Ｘ线衍射、核磁共振 （ＮＭＲ）、高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）、飞行时间质谱、前沿亲和层析等［４５］。

目前的一些糖组学研究仅限于糖蛋白的Ｎ糖链，并
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具有相对成熟的方法，基于ＤＮＡ测序仪的毛细管

电泳技术发展迅速，已经有报道将之应用于临床血

样Ｎ糖组的分析［６］。

　　本研究通过毛细管电泳技术，对ＨＣＣ组与正常

组的血清 Ｎ糖组图谱进行比较，以寻求新的 ＨＣＣ
肿瘤标志物。

１　资料和方法

１．１　血清标本的收集　收集２００６年５－１２月间我

院１００例住院患者血清。患者符合以下入选标准：

（１）均为乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的 ＨＣＣ患者；

（２）术后病理标本均经本院病理科专家确诊为 ＨＣＣ
且未发生转移；（３）排除人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎ

ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ），肝 炎 病 毒 丙 型

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）、丁型（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＤｖｉｒｕｓ，

ＨＤＶ）、戊型（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ，ＨＥＶ）和梅毒（ｓｙｐｈ

ｉｌｉｓ）等除 ＨＢＶ感染之外的其他病原感染；（４）排除

自身免疫性肝病、酒精性肝病、药物性肝病和 Ｗｉｌ

ｓｏｎ病。每例患者临床血常规、生化、肿瘤标志物、

ＨＢＶ标志物、ＤＮＡ载量等数据的采集与血清收集

同期进行，血清采集均在患者未接受任何治疗之前

完成。患者主要信息见表１。对照组血清采自１３０
名上海市血液中心健康献血员。

表１　伴有ＨＢＶ感染的１００例

ＨＣＣ患者特征分析

Ｔａｂ１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ１００Ｃｈｉｎｅｓｅ
ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＢＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｉｎｄｅｘ Ｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒｍａｌｅ（％） ９０（Ｎ＝１００）

Ａｇｅ（ｔ／ｙｅａｒ） ５３．１９±８．８８（Ｎ＝１００）

ＨＢＶＤＮＡ（ｃｏｐｙ） １．０９×１０６±３．９８×１０６（Ｎ＝６１）

ＨＢｓＡｇ＋（％） ７９（Ｎ＝１００）

ＨＢｅＡｇ＋（％） ２５（Ｎ＝１００）

ＨＢｅＡｂ＋（％） ６５（Ｎ＝１００）

ＨＢｃＡｂ＋（％） ９１（Ｎ＝１００）

ＡＳＴ（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１） ８０．７６±７０．６８（Ｎ＝９９）

ＡＬＴ（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１） ６６．４８±６０．４３（Ｎ＝９９）

ＧＧＴ（ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１） ２１５．５０±２５５．９６（Ｎ＝９９）

Ａｌｂｕｍｉｎ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ３９．６１±５．１６（Ｎ＝９９）

Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１） ３４．１０±５２．３２（Ｎ ＝８９）

Ｔｏｔａｌｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎ（ρＢ／ｇ·Ｌ－１） ７２．５２±６．５７（Ｎ＝８９）

ＡＦＰ（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１） ５２３．０９±４６６．２９（Ｎ＝９５）

　ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ；ＧＧＴ：Ｇａｍｍａｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＦＰ：Ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏ

ｔｅｉｎ

１．２　方法　以毛细管凝胶电泳模式分离糖蛋白中

释放出的完整寡糖，由于糖蛋白中各种糖的含量低、

成分复杂，所以必须采用灵敏的荧光标记试剂与糖

形成复合物，利用高灵敏度的激光诱导荧光技术进

行检测。其测定原理主要包括以下３个步骤：糖蛋

白中与天冬酰胺连接 （Ｎ２连接）的寡糖的释放，用

ＡＰＴＳ（８ａｍｉｎｏ１，３，６ｐｙｒｅｎｅｔｒｉｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ）荧光

标记及去唾液酸；毛细管凝胶电泳分离检测［６］。

１．３　 试 剂 与 仪 器 　ｐｅｐｔｉｄｅＮｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ Ｆ
（ＰＮＧａｓｅＦ）、１０％ＮＰ４０购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ
公司（英国）；标记染料 ＡＰＴＳ与寡糖标准品购自

ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ 公 司 （美 国）；唾 液 酸 酶 （ａｒ

ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｕｒｅａｆａｃｉｅｎｓｓｉａｌｉｄａｓｅ）购自 Ｒｏｃｈｅ公司

（瑞士）；氰基硼氢化钠 （ＮａＢＨ３ＣＮ）购自Ｓｉｇｍａ公

司（美国）；９９．９９％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）由Ｂｏｅ

ｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ公司（德国）提供；碳酸氢铵、乙酸

钠、柠檬酸（化学纯）选用上海试剂四厂生产的试剂。

仪器采用美国生物应用公司（ＡＢＩ）３１３０测序仪，应

用ＧｅｎｅＳｃａｎ软件分析结果。

１．４　实验步骤　参考Ｃａｌｌｅｗａｅｒｔ等［７］报道的应用

糖组学技术诊断代偿、失代偿肝硬化的方法。具体

操作如下：（１）寡糖的释放，２μｌ血清加入含有２μｌ
缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３）和３μｌ水的ＰＣＲ
反应管中，９５℃加热５ｍｉｎ后４℃放置１５ｍｉｎ，加入

３μｌＰＮＧａｓｅＦ（２．２Ｕ／μｌ，ｐＨ８．３，３．３３％ ＮＰ４０）

３７℃孵育３ｈ，４℃冷浴后加入１００μｌ水，标记为Ｄ
管。（２）标记寡糖，从Ｄ管吸取６μｌ溶液加入一新

的ＰＣＲ管中，开盖６０℃ 烘干６０ｍｉｎ，加入２μｌ标记

溶液 （２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＡＰＴＳ 与 １ ｍｏｌ／Ｌ 的

ＮａＢＨ３ＣＮ之比为１１），３７℃孵育１６ｈ，加２００μｌ
水终止反应，标记为Ｌ管。（３）去唾液酸，从Ｌ管取

２μｌ溶液加入一新的ＰＣＲ管中，加入３μｌ０．２５ｍＵ
去唾液酸酶在３７℃孵育过夜，加１６０μｌ水振荡混

匀，标记为ＤＥ管。（４）取ＤＥ管１０μｌ溶液用 ＡＢＩ

３１３０测序仪进行片段分析，数据经 ＧｅｎｅＳｃａｎ软件

分析。经由上述过程处理，每份血清标本均可测得

具有１１个峰左右的糖组图谱（图１），将峰值量化，

最终采用内参校正后的数据。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件对研究数

据进行统计分析。数据用珚ｘ±ｓ表示。两组均数的

显著性检验采用ｔ检验。两指标间相关性分析：

双变量正态分布资料采用直线相关法，非参数相关
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分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。Ｐ＜０．０５为有显著

性差异。

图１　ＨＣＣ组与正常对照组Ｎ糖组图谱

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｆｉｌｅｓｏｆＮｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｍｉｃｓｉｎＨＣＣ

ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

２　结　果

２．１　ＨＣＣ组与对照组 Ｎ糖组１１个峰值比较分
析　两组均值比较，ＨＣＣ组第１、２、９、１１峰的峰值
较对照组升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；第６、８、１０峰的
峰值较对照组降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结果详见
表２。

表２　ＨＣＣ组及正常对照组Ｎ糖组分析结果

Ｔａｂ２　ＡｎａｌｙｓｉｓＮｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｍｉｃｓｉｎ

ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

Ｐｅａｋ Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
（珚ｘ±ｓ，Ｎ＝１３０）

ＨＣＣ
（珚ｘ±ｓ，Ｎ＝９９） ｔｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

１ ７．５９±３．５８ １１．６１±５．２０ １．９８ ＜０．０５
２ １．３８±１．１３ １．９１±０．９２ １．９８ ＜０．０５
３ ７．０６±３．３４ ７．２１±１．６４ ０．３８ ＞０．０５
４ ４．４９±２．２２ ４．７０±０．９４ ０．８９ ＞０．０５
５ ４０．７３±１５．４２ ３８．２０±７．７１ １．６３ ＞０．０５
６ ２２．６４±１０．８５ １８．９８±３．３７ ３．２５ ＜０．０５
７ ６．９５±３．３７ ６．７７±１．９６ ０．５１ ＞０．０５
８ ７．５９±３．２７ ４．７５±１．８３ ７．７７ ＜０．０１
９ ２．２０±１．５７ ３．８７±１．５５ ８．０４ ＜０．０１
１０ １．６４±０．９９ ０．５８±０．２８ １．６８ ＜０．０５
１１ ０．７２±０．５３ １．３６±０．６５ ８．２６ ＜０．０１

２．２　各峰值与患者临床实验室特征的相关性分
析　结果详见表３。与肿瘤标志物 ＡＦＰ相关性密
切的是第６峰，相关系数ｒ＝０．２３５（Ｐ＜０．０５）；而第

８峰与 ＤＮＡ 载量的对数成负相关，相关系数

ｒ＝－０．３０２（Ｐ＜０．０５）。其中与常规肝功能相关的
为第１、２、８、９、１１峰，如第１、２峰与白蛋白成负相
关，相关系数分别为－０．５２９、－０．３２１（Ｐ＜０．０１）。
第８峰与白蛋白成正相关，相关系数ｒ＝０．２７２（Ｐ＜
０．０１）；第９、１１峰与ＧＧＴ成正相关，相关系数分别
为０．２７０、０．２２５（Ｐ＜０．０５）。

表３　Ｎ糖组图谱中峰值与临床实验室指标相关性分析

Ｔａｂ３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＮｇｌｙｃｏｍｅｐｒｏｆｉｌｅａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｐｅａｋ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ Ａｇｅ
（Ｎ＝９９）

ＡＬＢ
（Ｎ＝９８）

ＰＴ
（Ｎ＝９５）

ＡＳＴ／ＡＬＴ
（Ｎ＝９８）

ＧＧＴ
（Ｎ＝９８）

ＬｏｇＤＮＡ
（Ｎ＝６０）

ＡＦＰ
（Ｎ＝９４）

１ ｒｖａｌｕｅ －０．５２９ ０．４６３ ０．２６１ ０．３０８
Ｐｖａｌｕｅ ０．０００ ０．０００ ０．００９ ０．０１７

２ ｒｖａｌｕｅ ０．２６５ －０．３２１ ０．３９３
Ｐｖａｌｕｅ ０．００８ ０．００１ ０．０００

３ ｒｖａｌｕｅ －０．２１４ ０．３９５ ０．２６９ ０．２９７
Ｐｖａｌｕｅ ０．０３４ ０．０００ ０．０３７ ０．００４

４ ｒｖａｌｕｅ
Ｐｖａｌｕｅ

５ ｒｖａｌｕｅ ０．３８６ －０．４９９ －０．３８５ －０．２９６
Ｐｖａｌｕｅ ０．０００ ０．０００ ０．００２ ０．００５

６ ｒｖａｌｕｅ ０．２５６ ０．２３５
Ｐｖａｌｕｅ ０．０４９ ０．０２３

７ ｒｖａｌｕｅ ０．００８ ０．２６７
Ｐｖａｌｕｅ ０．０２３ ０．００９

８ ｒｖａｌｕｅ ０．２７２ －０．３９６ －０．３０２
Ｐｖａｌｕｅ ０．００７ ０．０００ ０．０１９

９ ｒｖａｌｕｅ ０．２０８ ０．２７０
Ｐｖａｌｕｅ ０．０４０ ０．００７

１０ ｒｖａｌｕｅ
Ｐｖａｌｕｅ

１１ ｒｖａｌｕｅ ０．２２５
Ｐｖａｌｕｅ ０．０２６

　ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＰＴ：Ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＧＧＴ：Ｇａｍｍａｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒ

ａｓｅ；ＡＦＰ：Ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ
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３　讨　论

　　众所周知，糖、蛋白质、核酸是涉及生命活动本

质的三类重要生物分子。在生命活动的过程中，糖

作为能量物质及结构物质的作用早已被人们所熟

悉。随着分子生物学及细胞生物学的发展，糖的其

他诸多生物功能不断被认识。糖链具有信号标记、

参与细胞免疫、组成血型抗原、作为恶性细胞标记、

提高蛋白或脂质的亲水性、保护并修饰蛋白质等多

种功能［８９］。在肝病由炎症、纤维化到癌变的过程中

均有糖类物质结构和功能的改变，如由于聚糖代谢

酶类活力的改变或缺陷，可使糖复合物中的糖链数

量和结构产生异常，最终导致细胞功能失常，甚至出

现恶性表现。糖链结构异常还可能被机体免疫系统

识别，引起细胞免疫和体液免疫应答，并激发自身免

疫反应及免疫调节功能紊乱，介导细胞毒性反应，引

起肝细胞的损伤。所以糖复合物中糖链数量和结构

变化与ＨＣＣ关系密切。有文献报道在肝病状态下，

一些糖蛋白分子的糖基化水平、糖基化位点、数量等

与正常肝组织中的成分都存在差异，并由此影响其

在体内的代谢和功能，因此血清糖蛋白中Ｎ糖基化

图谱可反映肝细胞功能的变化［１０１２］。但一直以来糖

链结构的复杂性和研究技术的缺乏一直是糖生物学

研究的障碍。２００４年ＮａｔｕｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅ上发表的一

篇应用糖组学技术诊断代偿、失代偿肝硬化的研究

论文，首次提出了应用糖生物学技术能显著提高肝

硬化非创性诊断敏感性和特异性的观点［７］。这是一

种新的基于毛细管电泳技术来检测荧光标记寡糖的

方法。本研究就是利用这一新的技术来探讨 ＨＣＣ
患者血清较正常人血清中 Ｎ糖基化图谱是否存在

差异，能否反映疾病的状态。从而有望得到一全新

无创伤性的 ＨＣＣ肿瘤标志物。

　　本研究通过对 ＨＣＣ患者组Ｎ糖基化图谱与正

常组对照，一方面发现ＨＣＣ疾病组中出现某些峰值

的变化，另一方面还发现一些峰值的变化与临床常

用肝脏肿瘤标志物、病毒学标志物及生化常规诊断

指标也存在一定的相关性，并具有统计学意义，提示

在 ＨＣＣ发生、发展过程中蛋白的糖基化发生了变

化，这种变化有望为临床诊断提供依据，其明确诊断

价值尚有待于临床大样本及随访研究证实。在后续

的研究中，我们将通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）等

技术 手 段 确 定 各 峰 所 代 表 的 寡 糖 结 构，比 较

Ｃａｌｌｅｗａｅｒｔ等［７］研究肝纤维化时明确的几个峰的结

构，发现其中变化的规律，寻找 Ｎ糖峰值及特定糖

组分变化与 ＨＣＣ发生、发展的相关性，在此基础上，

初步确认具有疾病诊断意义的峰，采用受试者工作

特征曲线（ＲＯＣ）等多种方法，进一步评价其在 ＨＣＣ
诊断中的灵敏度（ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）和特异性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ），

并与目前临床广泛应用的肝癌标志物ＡＦＰ相比较，

确定联合应用经典肿瘤标志物与 Ｎ糖组分析对提

高诊断特异性与敏感性的价值。

　　在后续研究中，我们还将研究Ｎ糖组的这种变

化与肝细胞生物学行为变化的相关性，进一步在细

胞学水平探索糖生物学改变在 ＨＣＣ发生及早期诊

断中的应用价值。
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［９］　金　城．糖生物学：基因组学和蛋白组学的延伸［Ｊ］．科技前沿

与学术评论，２００１，２：３１３５．
［１０］ＬｅｅＳＬ，ＥｖｅｒｓＳ，ＲｏｅｄｅｒＤ，ｅｔａｌ．Ｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２００２，２９５：１８９８１９０１．
［１１］ＡｓｈｗｅｌｌＧ，ＨａｒｆｏｒｄＪ．Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒｓｏｆｔｈｅ

ｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＢｉｏｃｈｅｍ，１９８２，５１：５３１５５４．
［１２］ＭｃＦａｒｌａｎｅＩＧ，ＭｃＦａｒｌａｎｅＢＭ，ＭａｊｏｒＧＮ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｈｅｐａｔｉｃａｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（ｈｅｐａｔｉｃｌｅｃｔｉｎ）ａｓａ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＳＰ）［Ｊ］．

ＣｌｉｎＥｘｐＩｍｍｕｎｏｌ，１９８４，５５：３４７３５１．
［收稿日期］　２００７０９１７　　 ［修回日期］　２００７１０２３
［本文编辑］　邓晓群


