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  摘 要:采用非标记定量蛋白质组学技术获得10例肝细胞癌患者和10例健康人的血浆样本蛋白质组表达

谱数据,并对其细胞定位与功能进行注释分析.利用修正t-检验算法对差异蛋白质进行筛选,通过DAVID平台分

析软件对差异蛋白质进行功能注释分析,发现了一系列潜在的肝细胞癌血浆诊断生物标志物,包括16个肝细胞癌

血浆上调蛋白质和15个下调蛋白质.此外,还发现了一系列新的候选生物标志物,如EFEMP1,ITH3,CRP,SAA1,

LBP和 MBL2等.这些肝细胞癌的血浆蛋白质候选标志物可作为临床诊断标志物进行应用,然而由于样本数量较

少,仍需开展大队列样本进行验证.
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肝癌是威胁人类健康的重大疾病,是第6大常见的恶性肿瘤疾病,其死亡率仅次于肺癌,排在第2位[1].
中国是肝病大国,也是肝癌大国.据统计,全球每年约有84万例新发肝癌病人,其中一半以上都在中国[1-2].
肝细胞癌(Hepatocellularcarcinoma,HCC)是最常见的肝癌类型,约占肝癌患者的90%.目前,HCC诊断方

法主要包括医学影像、组织活检、血清甲胎蛋白检测等方法,但其检测灵敏度和特异性尚不能满足临床诊断

的需求,亟须寻找新的高灵敏度、高特异性的HCC诊断方法,提高HCC诊断准确性和检出率,提升患者5年

生存率.
生物标志物具有客观测量和评价生理过程,以及病理过程的特征[3],如DNA,RNA,蛋白质或代谢分子

等均可作为生物标志物,其变化与疾病状态的发生密切相关.作为临床诊断技术的核心,生物标志物的研究

与发现对于肝癌病人的治疗和改善其预后具有重要价值.然而,目前尚未发现令人满意的早期肝细胞癌诊断

性生物标志物.蛋白质作为细胞功能活性的直接执行者,是影响机体病理发生发展的关键分子,也是最为重

要的生物标志物来源.随着高分辨质谱技术的进步,蛋白质组学的高度发展为高通量发现疾病诊断生物标志

物提供了可能[4-6].目前,蛋白质组学技术已初步实现细胞、组织和血液等临床样本的蛋白质组深度覆盖,是
发现肿瘤标志物的重要方法[4,7-8].因此,以高分辨质谱技术为基础开展肝细胞癌的血浆蛋白质组学系统性

研究,对于探索和发现早期肝细胞癌诊断标志物是非常必要的.
血液作为临床疾病诊断最常用的生物标本,具有稳定性好、创伤性小、易获取、易保存等优点,可普遍反

映个体生理病理状态,在临床疾病(如癌症疾病等)的早期发现、诊断、治疗与预后等方面具有重大应用价

值[9-10].截至目前,仍然缺乏高灵敏且特异性好的HCC临床血液诊断蛋白质类生物标志物.因此,本研究将

利用液质串联质谱的非标记定量蛋白质组学技术对10例HCC患者和10例健康人的血浆样本进行蛋白质

组学研究,探讨HCC患者血浆蛋白质组的变化,为鉴定出灵敏度高、特异性强和易于筛查检测的微创生物

标志物,以及为HCC的早期诊断和预后筛查提供分子病理依据.
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1 资料与方法

1.1 实验材料与仪器

二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(IAA)、尿素(Urea)、甲酸(FA)、碳酸氢铵(NH4HCO3)和三氟乙酸

(TFA)购自美国Sigma公司;测序级胰蛋白酶(Trypsin)购自美国Promega公司;30kDa超滤管购自美国

Millipore公司;去离子水由实验室自备 Milli-Q纯水系统制备(Millipore,USA).EASY-nLC1200液相色谱

系统、ThermoOrbitrapFusionLumos高分辨质谱仪、高速离心机和微量紫外分光光度计(NanoDrop
OneC)均购自美国ThermoFisher公司;高精度分析天平(BP211D)购自德国赛多利斯公司;涡旋振荡器

(Vortex-Genie)购自ScientificIndustries公司;真空离心浓缩干燥仪(Concentratorplus)购于德国Eppen-
dorf公司;-80℃超低温冰箱购于日本Sanyo公司.
1.2 研究对象

HCC患者和健康人的血浆样本均由中国医学科学院肿瘤医院荣维淇医生提供,本研究经中国医学科学

院肿瘤医院伦理委员会审批,所有参与本项研究的受试者均签署书面知情同意书.血浆样品经过静脉采血,
置于10mL真空管中,加入抗凝剂室温静置30min,在4℃下2500r/min离心10min后,收集上清液分装

储存于80℃冰箱,直至使用.
1.3 蛋白质样品前处理

用过滤器辅助样品制备方案(Filter-aidedsamplepreparation,FASP)酶切蛋白质[11].首先配置浓度为

0.1mol/LTris-HCl尿素缓冲溶液(含有浓度为8mol/L的尿素),将pH调节到8.5.将冻存的血浆样品取出

于室温融化并离心,取5μL血浆并用尿素缓冲溶液稀释至200μL,将其转移至30kDa超滤管中

12000r/min离心15min,移除套管内废液.加入200μL尿素缓冲溶液清洗,12000r/min离心15min,重
复操作一次.然后向超滤管中加入100μL浓度为0.02mol/LDTT溶液,37℃孵育4h.12000r/min离心

15min后,加入100μL0.05mol/LIAA室温避光放置30min,离心后再次加入100μL浓度为0.02mol/L
DTT溶液室温避光放置20min.离心,加入200μL尿素缓冲溶液和200μL浓度为0.05mol/L碳酸氢铵溶

液(NH4HCO3)分别清洗3次.更换套管,加入180μL浓度为0.05mol/L 碳酸氢铵溶液,并加入20μL
Trypsin胰蛋白酶进行酶切反应,37℃孵育16h.过夜后12000r/min离心15min收集酶切后的肽段溶液,
并用100μL双蒸水(ddH2O)和200μL浓度为0.05mol/L碳酸氢铵溶液清洗FASP管各一次,收集洗脱

液.合并洗脱液在45℃真空离心机中热干回收肽段,回收的肽段放于-80℃冰箱储存,用于后续LC-MS/

MS分析.
1.4 LC-MS/MS质谱检测分析

NanoDropOneC分光光度计测定肽段质量分数,取500ng用于质谱分析.仪器为EasynLC-1200纳升

级液相色谱系统串联OrbitrapFusionLumos质谱仪.分析柱为自制C18毛细管直喷柱(内径100μm,柱长

25cm,C18填料直径为1.9μm).液相流动相组成:流动相A体积分数为0.1%FA(99.9%ddH2O),流动相

B体积分数为0.1%FA(80% ACN+19.9%ddH2O).质谱采集时流动相梯度如下:0~16min,流动相B体

积分数3%~10% ;16~76min,流动相B体积分数10%~22%;76~106min,流动相B体积分数22%~
30%;106~118min,流动相B体积分数30%~90%;118~120min,流动相B体积分数90%.质谱采集条件

设置:碎裂方式为高能碰撞解离(Higher-energycollisiondissociation,HCD),电离方式为纳升级电喷雾电离

(Nano-ESI),采用正离子模式进行扫描;一级质谱参数,离子扫描的范围为300~1550m/z,分辨率为

120000,自动增益控制(Automatedgaincontrol,AGC)为4×105,离子最大注入时间为50ms;二级质谱,分
辨率为15000,AGC为5×104,最大离子注入时间为30ms,质量数据由XCalibur进行实时采集.
1.5 质谱数据处理

对于LC-MS/MS产生的质谱检测原始文件,采用 MaxQuant[12](版本1.6.12.0)软件进行搜库检索,所
用的检索数据库为HumanUniprot(version20200911,20375sequences).搜库检索参数设置为:水解酶类型

为胰蛋白酶,最大漏切位点为2,固定修饰设置为Carbamidomethylation(C);可变修饰为Acetyl(ProteinN-
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term),Oxidation(M);母离子质量偏差(Masstolerance)为2×10-5,子离子质量偏差(Peptidetolerance)为

4.5×10-6;FDR值(Falsediscoveryrates)小于1%;其他设置参数选择默认值.
1.6 统计学方法

采用R语言(版本3.5.4)进行分析[13].蛋白质组表达谱数据利用FOT方法归一化处理,缺失值采用最

小值进行填充.为筛选早期肝细胞癌的差异表达蛋白,利用R语言limma软件包(版本3.24.15)中的修正t
检验(Moderatedt-statistics)算法对癌和癌旁组织间的蛋白质表达谱进行统计分析,并用经验贝叶斯算法对

计算后的概率进行调整,选择“趋势”参数使分析更加稳健,减少方差小的基因的假阳性数量,提高识别具有

较大方差的重要基因的能力.最后,利用Benjamini-Hochberg(BH)算法对修正t检验计算结果中的P 值进

行多重检验获得BH矫正P 值(BH-P值).蛋白质组表达谱的细胞定位与功能注释则利用Cytoscape软件

(版本3.5.1),基于ClueGo插件,对基因本体数据库(GeneOntology,GO)的细胞组分(CellularComponent,

CC)和生物过程(BiologicalProcess,BP)进行富集分析[14-16].差异蛋白质功能富集分析则主要采用DAVID
网页软件对基因本体的生物学过程进行富集分析.所有图均使用R语言进行绘制.

2 结 果

2.1 临床资料

  共收集肝细胞癌患者血浆样本10例,健康

人血浆样本10例.在肝细胞癌患者血浆样本

中,男性患者5例,占比50%,女性患者5例,
占比50%,平均年龄(56.7±10.07)岁;健康组,
男性3例,占比30%,女性7例,占比70%,平
均年龄(52.2±16.39)岁(表1).肝细胞癌患者

的临床 病 理 指 标,AFP,CEA,CA199,ALT,

AST,GGT含量如表2所示.

表1 肝细胞癌患者和健康人基本临床信息

Tab.1 Thebasicclinicalinformationofpatientswith
hepatocellularcarcinomaandhealthypeople

指标 肝细胞癌患者(n=10) 健康人(n=10)

男性(比例) 5(50%) 3(30%)

年龄/岁 56.7±10.07 52.2±16.39

表2 肝细胞癌患者的临床病理信息

Tab.2 Theclinicopathologicalinformationofpatientswithhepatocellularcarcinoma

AFP/(ng·mL-1) CEA/(ng·mL-1) CA199/(ng·mL-1) ALT/(U·L-1) AST/(U·L-1) LDH/(U·L-1) GGT/(U·L-1)

1.62 1.60 168.10 36.00 25.00 203.00 17.00

3.20 1.91 47.41 36.60 43.50 160.00 66.60

3.78 7.05 10.96 13.00 18.00 205.00 18.00

3.85 173.50 117.30 369.60 350.40 2204.50 720.50

10.69 4.12 82.32 46.20 34.30 160.10 145.30

36.39 2.07 36.39 19.80 30.70 316.40 393.90

49.08 2.51 36.47 32.00 28.00 183.00 30.00

240.00 1.40 18.66 61.00 30.00 160.00 69.00

1318.00 0.96 9.69 26.20 33.20 217.00 53.00

3692.00 2.13 32.60 15.20 68.10 204.40 314.20

2.2 HCC血浆蛋白质组定性分析

通过血浆蛋白质组表达谱数据分析,本研究在20例血浆样本中共鉴定了292个蛋白质,蛋白质数量鉴

定范围在212~239之间,平均蛋白质鉴定量为221个(图1(A)).其中,HCC血浆中特异性鉴定了18个蛋

白质,健康人血浆样本中鉴定了9个蛋白质,共同鉴定了266个蛋白质(图1(B)).
2.3 HCC血浆蛋白质组表达谱的细胞定位与功能注释

通过细胞定位富集分析,本研究鉴定的血浆蛋白质主要集中富集于35条细胞成分模块,共形成了7个
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相似网络模块(图2
(A)).大 部 分 蛋 白

质主要定位于血浆

脂蛋白颗粒、含胶原

细胞外基质、致密颗

粒腔、膜 攻 击 复 合

物、循环免疫球蛋白

复合物、细胞外细胞

器、三级颗粒腔等细

胞位置.通过生物学

过程富集分析,鉴定

的血浆蛋白质主要

富集 于146条 信 号

通路,共形成10个

相似网络模块,主要

涉及蛋白脂质复合

物重塑、凝血、补体

活化、肽 酶 抑 制 剂

活性、抗 菌 体 液 反

应、共生作用、急性

炎症 反 应、细 胞 异

质性 黏 附 调 节、过
氧化氢分解代谢过

程、肿 瘤 坏 死 因 子

产生的正调控等一

系 列 生 物 学 过 程

(图2(B)).
2.4 HCC血浆蛋白

质生物标志物筛查

基于血浆蛋白

质组表达谱数据,通
过无监督的主成分

分 析 (Principal
ComponentAnalysis,PCA)分析了20例样本的前3个主成分,并对第1主成分和第2主成分进行了展示,结
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果如图3所示.第1主成分和第2主成分分别

能表征17%和10%的蛋白质变量.通过第1主

成分和第2主成分,HCC患者和健康人群有

明显区分,预示着通过血浆蛋白质组研究可以

将HCC患者与健康人进行有效区分,表明通

过差异蛋白质分析,可以筛查到有效的 HCC
患者血浆诊断生物标志物.

随后,本研究利用有监督的修正t检验算

法对血浆蛋白质分子特征进行了筛选,结果见

图4.依据P 值小于0.01,差异倍数大于2倍的

卡值标准,共鉴定了31个差异表达的血浆蛋

白质,16个蛋白质表现为上调表达,主要包括

CRP,EFEMP1,FGA,FGB,FGG,ITIH3,LBP,LGALS3BP,LRG1,MBL2,IGHV3-30,IGLV3-21,PIGR,

SAA1,TGFBI和VWF等蛋白质;15个蛋白质表现为下调表达,主要包括SELL,RBP4,CRTAC1,TTR,

HOXD1,CNCP1,APOF,PCYC,SHROOM3,P0DP01,P80748,IGFALS,HGFAC,RFX7和CETP等蛋白

质.其中,FGB和FGG为肝细胞癌血液中特异性表达蛋白质,SELL为健康人血液中特异性表达蛋白质.

2.5 血浆生物标志物功能注释

利用DAVID网站对生物标志物所参与的细胞生物学过程进行了富集分析.通过富集分析发现上调蛋

白质主要参与了血小板脱颗粒过程(Plateletdegranulation)、血小板激活(Plateletactivation)、急性期反应

(Acutephaseresponse)、细胞外基质组成(Extracellularmatrixorganization)、细胞调理反应(Opsoniza-
tion)、纤维蛋白溶解(Fibrinolysis)、天然免疫应答(Innateimmuneresponse)、细胞基质黏附(Cell-matrix
adhesion)、ERK1和ERK2反应(ERK1andERK2cascade)、EGFR信号通路(EGFRsignalingpathway)、
细胞黏附(Celladhesion)等生物学过程(图5).而下调生物标志物则主要参与了一系列代谢反应过程,如视

黄醇代谢过程(Retinolmetabolicprocess)、类维生素a代谢过程 (Retinoidmetabolicprocess)、胆固醇代谢

过程(Cholesterolmetabolicprocess)等.其中,EGFR信号通路、细胞黏附、细胞基质黏附、ERK1和ERK2等

信号通路已明确报道与肿瘤发生发展有直接或间接相关性[17-20].

3 讨 论

本研究发现了31个潜在的肝细胞癌临床诊断生物标志物,包括16个上调蛋白质和15个下调蛋白质.
其中,VWF,LGALS3BP,FGG,FGB,FGG,PIGR,IGFALS,APOF(ApolipoproteinF,APOF)等差异表达
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蛋白质均已报道与肝

癌相关.血管性血友病

因子(VonWillebrand
Factor,VWF)已明确

报道是诊断严重肝纤

维化和预测肝细胞癌

发生发展的潜在生物

标志 物[21-22],在 严 重

肝纤维化或肝细胞癌

患者的血浆中明确上

调表达,预示着 VWF
不仅可作为诊断标志

物,还可作为预防和治

疗肝细胞癌与HBV感染肝纤维化治疗的一个重要治疗靶点[23].FGA,FGB和FGG等蛋白质是纤维蛋白原

的主要组成部分,参与了血小板脱颗粒过程、细胞基质黏附、ERK1和ERK2等生物学过程,多项研究也表明

它们在肝细胞癌的细胞或组织中显著上调表达,提示它们可能是肝癌诊断或预后的潜在生物标志物[24-26].
FGA,FGB和FGG蛋白质在肝细胞癌患者血液中显著上调表达,证明了该类蛋白质作为未来临床诊断生物

标志物的潜能.半乳糖凝集素-3结合蛋白(Galectin-3-bindingprotein,LGALS3BP),是已被报道的肝硬化患

者标志物[27].LIU等[28]发现LGALS3BP或将具有比 AFP更好的临床诊断潜能.聚合物免疫球蛋白受体

(Polymericimmunoglobulinreceptor,PIGR)的过度表达已被证明会促进肝细胞癌发生发展,具有作为肝细

胞癌临床诊断标志物的潜能[29].在本研究中,以上蛋白质同样被证明在肝细胞癌患者中显著上调表达,进一

步证实了该类蛋白质组为肝细胞癌临床诊断生物标志物的潜能.
在肝细胞癌血浆下调表达的基因中,胰岛素生长因子亚基(Insulin-likegrowthfactor-bindingprotein

complexacidlabilesubunit,IGFALS)与载脂蛋白F等已报道与肝细胞癌或其他肿瘤有明确相关性.MAR-
QUARDT等[30]通过转录组研究发现IGFALS是肝细胞癌发生时优先下调表达的关键基因,表明IGFALS
可能是一个潜在临床诊断或治疗的关键靶点.WANG等[31]发现在肝细胞癌组织中,APOF基因在 mRNA
和蛋白质水平均显著下调,并通过细胞和动物实验证明了APOF的过表达可以抑制癌细胞增殖和转移,预
示着APOF可作为肝细胞癌的抑癌因子,具有重大临床应用价值.本研究在血液层面进一步证明了该类蛋

白质具有作为临床诊断生物标志物的重大潜能,值得后期继续关注与研究.
本研究与先前肝细胞癌的研究结果的一致性证明了血浆蛋白质组研究的稳健性与可靠性.除已报道的

生物标志物外,本研究还发现了一系列新的潜在生物标志物,如:EGFR信号通路相关蛋白质,PIGR和

EFEMP1等;血小板脱颗粒信号通路相关蛋白质,ITH3等;免疫反应相关蛋白质,CRP,SAA1,LBP和

MBL2等.它们与肝细胞癌发生发展的联系与机制值得进一步深入探索.综上所述,基于非标记的蛋白质组

学技术,发现了一系列潜在的肝细胞癌临床诊断候选生物标志物,为探索肝细胞癌的疾病分子病理机制提供

了新的线索.然而,由于研究样本数量较少,该研究结论仍需在大规模队列中进行验证和讨论.此外,本研究

采用了常规的非标记定量蛋白质组技术探讨了肝细胞癌的血浆蛋白质组变化水平,虽然在一定程度上减少

了实验误差,提升检测准确率,但由于血浆中存在高丰度蛋白质的掩盖效应,会导致一部分低丰度蛋白质不

能被有效检出,后续需引入高丰度蛋白质去除技术,加强低丰度蛋白质的检出率,完善肝细胞癌的血浆蛋白

质组研究,为肝细胞癌的精准医疗提供分子病理线索.
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Plasmaproteomicanalysisofhepatocellularcarcinoma
basedonlabel-freequantitativetechnology

WangMan1,YanDan1,2,MengBo3,RongWeiqi4,DaiXinhua3,ZhaoYang3

(1.SchoolofPharmacy,ChengduUniversityofTCM,Chengdu611130,China;2.BeijingFriendshipHospital,

CapitalMedicalUniversity,Beijing100050,China;3.CenterforAdvancedMeasurementScience,

NationalInstituteofMetrology,Beijing102206,China;4.CancerHospitalChineseAcademyof

MedicalSciences,Beijing100021,China)

  Abstract:Plasmasamplesof10patientswithhepatocellularcarcinomaand10healthyindividualswerecollectedbased
onlabel-freequantitativetechnologyofproteomics.Thedataofproteomeprofilewereobtainedbyusinglabelfreequantitative
technology,andthecellularlocalizationandfunctionalannotationwereperformed.Then,themodifiedt-testalgorithm was
usedtoscreendifferentiallyexpressedproteins,andthefunctionalannotationanalysiswasconductedbyDavidplatformanaly-
sissoftware,toobtainpotentialproteinbiomarkerforclinicaldiagnosis.Aseriesofpotentialplasmabiomarkersforhepatocel-
lularcarcinomadiagnosiswerefound,including16up-regulatedproteinsand15down-regulatedproteins.Furthermore,aseries
ofnovelbiomarkerswerefound,suchasITH3,CRP,SAA1,LBPandMBL2,etc.Candidateplasmaproteinbiomarkerscould
beusedasclinicaldiagnosticmarkersofhepatocellularcarcinoma,whilelarge-scalesamplevalidationwasneededduetothe
smallnumberofsamples.

Keywords:hepatocellularcarcinoma;plasma;proteomics;LC-MS/MS
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