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原发性肝癌介入治疗围手术期不同中医证型的

血清蛋白表达差异

杨素芳

摘要　目的　探讨原发性肝癌介入治疗围手术期不同中医证型的血清蛋白差异表达，并分析其意义。
方法　将

#54

例原发性肝癌患者按中医辨证分为肝郁证（
$9

例）、脾虚证（
45

例）、湿热证（
#6

例）、血瘀证

（
!6

例）及阴虚证（
!A

例），应用表面加强激光解析电离化飞行时间质谱法（
=B,?+-7 7C.+C-7D 1+=7, D7


=0,EF<0C <0C<G+F<0C F<;7 0? ?1<H.F ;+== =E7-F,0;7F,>

，
I:JK'


(LM


*I

）分析其血清蛋白指纹图谱，并结

合中医证候特点，探讨肝癌介入治疗围手术期不同中医证型的血清蛋白差异表达。结果　介入前
#

周，
*NO

为
$ $8!

、
4 89"

、
5 8##

、
A !""

、
6 595 K+

的血清蛋白峰在各证型间的表达比较，差异有统计学意义（
P Q

"


"5

，
P Q"


"#

）；上述
5

个差异蛋白峰同时出现于脾虚证和血瘀证中。介入后
#

周，阴虚证
*N O

为

6 595 K+

的血清蛋白峰表达下调，差异有统计学意义（
P Q"


"#

）。结论　肝癌介入治疗围手术期不同证型
间出现血清差异蛋白质峰。

关键词　原发性肝癌；蛋白组学；表面加强激光解析电离化飞行时间质谱法；介入治疗；中医证型

K<??7,7CF<+11> :RE,7==7D P,0F7<C= <C I7,B; +;0CH K<??7,7CF %.<C7=7 *7D<-+1 I>CD,0;7 (>E7= 0?

P,<;+,> J<S7, %+C-7, <C F.7 P7,<0E7,+F<S7 P7,<0D 0? 'CF7,S7CF<0C+1 (,7+F;7CF

　
TU3V IB


?+CH

　
%0117H7 0? P.+,;+->

，
MBW<+C XC<S7,=<F> 0? (,+D<F<0C+1 %.<C7=7 *7D<-<C7

，
MBG.0B

（
$5"#"6

），
%.<C+

UYI(ZU%(

　
L[W7-F<S7

　
(0 7RE10,7 D<??7,7CF 7RE,7==<0C= 0? =7,B; E,0F7<C= +;0CH D<??7,7CF %.<


C7=7 ;7D<-+1 =>CD,0;7 F>E7= 0? E,<;+,> 1<S7, -+C-7,

（
PJ%

）
<C F.7 E7,<0E7,+F<S7 E7,<0D 0? <CF7,S7CF<0C+1

F,7+F;7CF

，
+CD F0 7RE10,7 <F= =<HC<?<-+C-72 *7F.0D=

　
(0F+11> #54 PJ% E+F<7CF= \7,7 +==<HC7D F0 V+C D7


E,7==<0C =>CD,0;7

（
VKI

，
$9 -+=7=

），
P< D7?<-<7C-> =>CD,0;7

（
PKI

，
45 -+=7=

），
D+;EC7== .7+F =>C


D,0;7

（
K]I

，
#6 -+=7=

），
[100D =F+=<= =>CD,0;7

（
YII

，
!6 -+=7=

），
+CD ><C D7?<-<7C-> =>CD,0;7

（
TKI

，

!A -+=7=

）
2 (.7 ;+== =E7-F,+ 0? =7,B; E,0F7<C= \7,7 +C+1>G7D [> B=<CH =B,?+-7 7C.+C-7D 1+=7, D7=0,E


F<0C <0C<G+F<0C F<;7 0? ?1<H.F ;+== =E7-F,0;7F,>

（
I:JK'


(LM


*I

）
2 Y> -0;[<C<CH F.7 ?7+FB,7= 0? %.<C7=7

;7D<-+1 =>CD,0;7=

，
F.7 D<??7,7CF 7RE,7==<0C= 0? =7,B; E,0F7<C= +;0CH D<??7,7CF %.<C7=7 ;7D<-+1 =>C


D,0;7 F>E7= 0? PJ% <C F.7 E7,<0E7,+F<S7 E7,<0D 0? <CF7,S7CF<0C+1 F,7+F;7CF \7,7 7RE10,7D2 Z7=B1F=

　
LC7

\77^ [7?0,7 <CF7,S7CF<0C+1 F,7+F;7CF

，
F.7,7 \+= =F+F<=F<-+1 D<??7,7C-7 <C F.7 7RE,7==<0C 0? =7,B; E,0F7<C

E7+^ \<F. ;+==


F0


-.+,H7 ,+F<0

（
*N O

）
[7<CH $ $8!

，
4 89"

，
5 8##

，
A !""

，
+CD 6 595 K+

（
P Q"


"5

，
P Q

"


"#

）
2 (.7 +?0,7=+<D D<??7,7CF<+11> 7RE,7==7D E,0F7<C E7+^= 0--B,,7D =<;B1F+C70B=1> <C PKI +CD YII2

LC7 \77^ +?F7, <CF7,S7CF<0C+1 F,7+F;7CF

，
F.7 7RE,7==<0C 0? F.7 =7,B; E,0F7<C E7+^ \+= D0\C


,7HB1+F7D <C

TKI =>CD,0;7 \<F. *NO [7<CH 6 595 K+

，
=.0\<CH =F+F<=F<-+1 D<??7,7C-7

（
P Q"


"#

）
2 %0C-1B=<0C

　
K<??7,7CF

E7+^= 0? =7,B; E,0F7<C= 0--B,,7D <C D<??7,7CF %.<C7=7 ;7D<-+1 =>CD,0;7 F>E7= 0? PJ% <C F.7 E7,<0E7,+


F<S7 E7,<0D 0? <CF7,S7CF<0C+1 F,7+F;7CF2

_:T)LZKI

　
E,<;+,> 1<S7, -+C-7,

；
E,0F70;<-=

；
=B,?+-7 7C.+C-7D 1+=7, D7=0,EF<0C <0C<G+F<0C F<;7

0? ?1<H.F ;+== =E7-F,0;7F,>

；
<CF7,S7CF<0C+1 F,7+F;7CF

；
%.<C7=7 ;7D<-+1 =>CD,0;7 F>E7

　　表面加强激光解析电离化飞行时间质谱法（
=B,


?+-7 7C.+C-7D 1+=7, D7=0,EF<0C <0C<G+F<0C F<;7 0?

?1<H.F ;+== =E7-F,0;7F,>

，
I:JK'


(LM


*I

）蛋白芯

片技术操作简便，且能发现和捕获肝癌新的或未知的

特异性相关蛋白，有利于肝癌的早期诊断和个体化治

疗，目前成为监测肝癌的热潮并初见端倪［
#

－
$

］。本研

究初步分析原发性肝癌介入治疗围手术期不同中医证
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型的血清蛋白差异表达，并尝试探讨其临床意义。

资料与方法

#

　诊断标准　原发性肝癌诊断参照《原发性肝
癌的临床诊断与分期标准》［4］。

!

　纳入及排除标准　纳入标准：（
#

）符合原发性

肝癌诊断标准；（
!

）中国分期Ⅰ ～ⅢU

期无远处转移

或巴塞罗那（
Y%J%

）分期
UNYN%

无肝外转移者；（
$

）

所有具备经导管肝动脉化疗栓塞（
(U%:

）治疗适应症

的Ⅱ期患者和部分Ⅲ期患者；（4）预计生存期在 $

个

月以上，生活质量
_+,C0?=^>

评分≥A"

分者；（
5

）签

署知情同意书。排除标准：（
#

）年龄
Q#6

岁；（
!

）妊娠

期或哺乳期妇女；（
$

）凡已接受过抗癌治疗者（包括全

身化疗、动脉插管化疗及栓塞治疗），局部放疗、已行

手术者，冰冻或无水酒精注射有效未超过
$

个月者。

$

　中医辨证分型标准　按照《中药新药临床研
究指导原则（试行）》［5］进行中医辨证分型。（

#

）肝郁

证，主症：右胁闷胀窜痛，胸闷，喜太息，情志抑郁，易

怒，右胁肋下痞块；次症：纳呆食少，脘闷嗳气，时有恶

呕、腹泻；舌苔薄腻，脉弦。（
!

）血瘀证，主症：胁下痞

块巨大，胁痛引背，痛处不移，拒按，脘腹胀满，面色晦

暗；次症：纳呆食少，神疲乏力，形体消瘦，嗳气，大便溏

结不调；舌质紫暗，有瘀斑、瘀点；脉沉细或弦涩。（
$

）

脾虚证（或兼湿困），主症：神疲乏力，纳呆食少，腹胀，

食后尤甚，大便溏泄，胁下痞块；次症：少气懒言，口黏

不欲饮，恶心、呕吐；舌淡，舌边有压迹，舌苔厚腻；脉细

弦或滑濡。（
4

）湿热证（或热毒），主症：心烦易怒，口

苦口干，胁肋胀痛灼热，黄疸，溲赤便干，胁下痞块；次

症：纳呆食少，发热烦
!

，脘腹胀满，头晕耳鸣；舌红或

绛，苔黄腻；脉弦滑或滑数。（
5

）阴虚证，主症：胁肋灼

痛，腰膝酸软，五心烦热，头晕失眠，口苦咽燥，形体消

瘦，胁下痞块；次症：食少，腹鼓胀，青筋暴露，出血，低

热盗汗；舌质少苔或光剥，脉细而数。

4

　一般资料　选择
!""6

年
8

月—
!"##

年
#!

月期间收治于福建省第二人民医院介入科经病理确诊

的肝癌患者
#54

例，均符合纳入标准。收集患者的四

诊信息资料，对介入前
#54

例肝癌患者进行辨证，其

中肝郁证
$9

例，脾虚证
45

例，湿热证
#6

例，血瘀证

!6

例及阴虚证
!A

例。

5

　
I:JK'

蛋白芯片技术检测

5


#

　标本采集　清晨
5

：
""

时空腹抽取患者介

入治疗前后各
#

周时外周血
$

～
5 ;J

，置
4

℃冰箱放
置

! .

，
! """ , N;<C

离心（离心半径
A


9 -;

）
5 ;<C

，

取上清液以
5" μJ 分装放置－6" ℃冰箱保存待用。

5


!

　芯片预平衡　取弱阳离子交换芯片
%*#"

（美国
%<E.7,H7C

公司）装在生物芯片处理器（
Y<0E,0


-7==0,

）加 样 架 上，每 孔 加 入
%]UPI

缓 冲 液

（
5" ;;01NJ 3+U%

，
E] 4


"

，美国
I<H;+

）
!"" μJ 置

于水平摇床振荡
5 ;<C

，弃溶液，重复上述步骤
#

次。

5


$

　血清样品稀释　取
5 μJ 血清，加 #" μJ

X8

处理液（
8 ;01NJ X,7+

，
!

％
%]UPI

，
#

％
K((

，

5" ;;01NJ (,<=


]%J

，
E] 8


"

），充分混匀，水平振荡

器上冰浴振荡
$" ;<C

（
4""

～
A"" , N;<C

），加
#6" μJ

缓冲液混匀。

5


4

　上样及洗脱　取稀释好的血清样品
#"" μJ

加入平衡好的芯片，摇床振荡孵育
# .

，甩去样品，用

!"" μJ 缓冲液室温振荡洗涤 !

次，每次
5 ;<C

。

5


5

　加能量吸收分子　取出芯片，晾干后，每孔
加能量吸收分子、芥子酸（美国

%<E.7,H7C

公司）

# μJ，滴加 !

次。

5


A

　数据收集　制备好的芯片放入
PYI''


%

型

蛋白芯片阅读机读取芯片信息，用
%<E.7,H7C E,0


F7<C-.<E$


"


!

版本的分析软件（芯片及软件购自美

国
%<E.7,H7C

公司）采集数据。

5


9

　统计学方法　将所读取的图谱进行归一化
处理，采用

Y<0;+^7, )<G+,D

软件分析肝癌患者不同

证型间介入治疗围手术期外周血清蛋白指纹图谱的差

异。其出现频率阈值为
!"

％，信噪比最低为
5

，对不

同组中相同质荷比（
*NO

）的蛋白质含量数据进行方差

分析，
P Q"


"5

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　介入治疗前肝癌患者不同证型间血清差异蛋
白峰（表

#

）　采用
Y<0;+,^7, )<G+,D

软件对介入前

#

周肝癌患者不同中医证型间外周血清蛋白质谱图进

行比较和统计学分析。结果显示：
*N O

为
$ $8!

、

4 89"

、
5 8##

、
A !""

、
6 595 K+

的血清蛋白质峰在不

同证型间的表达比较，差异有统计学意义（
P Q"


"5

，

P Q"


"#

）；上述
5

个差异蛋白峰同时出现于脾虚证和

血瘀证中。

!

　肝癌介入治疗围手术期不同中医证型血清蛋
白指纹图谱的差异性分析（表

!

，图
#

）　针对介入前
#54

例肝癌患者不同证型间出现的
5

个血清差异蛋

白，应用
Y<0;+,^7, )<G+,D

软件于术后
#

周对比研

究各自相同质荷比的蛋白表达差异。结果显示：阴虚

证中
*NO

为
6 595 K+

的差异蛋白峰表达下调，差异

有统计学意义（
P Q"


"#

），其余证型介入前后差异蛋

白峰表达无明显改变（
P `"


"5

）。
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表
#

　介入治疗前肝癌患者不同证型间
血清蛋白峰差异表达　（

R

±
=

）

*NO

（
K+

）
证型 血清蛋白峰 证型 血清蛋白峰

两两比较

P

值

4 89"

肝郁证
!

．
!5"

±
#

．
9!5

血瘀证
5

．
9#9

±
4

．
#A! "

．
"""

4 89"

脾虚证
!

．
"6!

±
#

．
6A$

血瘀证
5

．
9#9

±
4

．
#A! "

．
"""

4 89"

阴虚证
5

．
9#9

±
4

．
#A!

血瘀证
#

．
688

±
#

．
85$ "

．
"""

$ $8!

肝郁证
#"

．
!84

±
8

．
66A

血瘀证
#A

．
#A9

±
8

．
A5" "

．
""5

$ $8!

脾虚证
8

．
!$"

±
6

．
$49

血瘀证
#A

．
#A9

±
8

．
A5" "

．
""!

$ $8!

阴虚证
#A

．
#A9

±
8

．
A45

血瘀证
9

．
!64

±
5

．
658 "

．
""#

5 8##

肝郁证
5#

．
$9!

±
#6

．
!$8

血瘀证
$$

．
664

±
!"

．
9A$ "

．
""6

5 8##

脾虚证
54

．
466

±
!5

．
!$!

血瘀证
$$

．
664

±
!"

．
9A$ "

．
""4

A !""

肝郁证
4

．
5$9

±
!

．
!A"

血瘀证
A

．
449

±
$

．
48$ "

．
"#6

A !""

肝郁证
4

．
5$9

±
!

．
!A"

脾虚证
$

．
#46

±
!

．
#58 "

．
""9

A !""

肝郁证
4

．
5$9

±
!

．
!A"

阴虚证
$

．
!#9

±
#

．
84A "

．
"$5

A !""

脾虚证
$

．
#46

±
!

．
#58

血瘀证
A

．
449

±
$

．
484 "

．
"""

A !""

阴虚证
A

．
449

±
$

．
484

血瘀证
$

．
!#9

±
#

．
845 "

．
""$

6 595

肝郁证
#!

．
#9"

±
A

．
"#9

血瘀证
#9

．
$!!

±
9

．
$!" "

．
"!"

6 595

脾虚证
#"

．
!8A

±
A

．
4""

湿热证
#5

．
4!4

±
A

．
9A8 "

．
"4!

6 595

脾虚证
#"

．
!8A

±
A

．
4""

血瘀证
#9

．
$!!

±
9

．
$!" "

．
""#

6 595

阴虚证
#9

．
$!!

±
9

．
$!"

血瘀证
##

．
89"

±
9

．
!$9 "

．
"!9

表
!

　肝癌介入治疗围手术期不同中医证型的
血清蛋白峰差异表达　（

R

±
=

）

*NO

（
K+

）
证型

血清蛋白峰

介入前 介入后
P

值

4 89"

肝郁证
#

．
66"

±
#

．
4!! !

．
!A5

±
!

．
A#6 "

．
5A9
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　肝癌介入治疗围手术期不同中医证型的血清蛋白指纹图谱示例　（
*NO

为
6 595 K+

）

讨　　论

I:JK'

蛋白芯片技术以其高通量、快速、平行、自

动化等优点，为蛋白质组学研究肝癌提供了强大的技

术支持。苏乃伦等［
A

］经
I:JK'

检测到肝癌组（
$"

例）、
]Y/

阳性携带者（
!"

例）及正常人（
!"

名）中共

有
!5

个蛋白质差异有统计学意义，并以其中
5

个蛋

白标志物（
*N O

为
A 666

、
#$ 9A4

、
A 469

、
$ 45"

和

A 6#4 K+

）建立了筛选模型。司少艳等［
9

］运用质谱分

析共筛选出
#$

个肝癌小鼠血清差异蛋白，其中
*N O

为
! A69


A

、
! 6""


6

、
6 5$!


8

、
8 !86


# K+

的蛋白具

有早期诊断价值；
*N O

为
$ ""A


9

、
A 4$!


"

、
A A5"


8

、

8 A$9


!

、
# !6$


6

、
# 5!"


"

、
# 5$A


5

、
# 54A


4 K+

的蛋

白可能与肝癌的发生、发展密切相关。张志勇等［
6

］通过

对肝癌患者术前血清与慢性肝病患者血清蛋白质谱分

析发现共有
$6

个蛋白质表达量有明显差异，并获得相



中国中西医结合杂志
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年
$

月第
$$

卷第
$

期
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，
*+,-. !"#$

，
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，
30


$

·３１７　　·

对分子质量为
*$ 6#5

、
*4 A96

、
*4 9"$

、
*4 66#

、

*5 $"4

、
*5 9#A

、
*A !"$

、
*9 968

、
*9 866

、
*6 #A6

、

*8 $#!

这
##

个蛋白质组成的模型。

本研究发现原发性肝癌患者介入前不同证型间存

在着
*NO

为
$ $8!

、
4 89"

、
5 8##

、
A !""

、
6 595 K+

等

5

个差异蛋白峰，介入后阴虚证的
*N O

为
6 595 K+

的血清蛋白表达明显下调，说明肝癌介入治疗围手术

期不同中医证型的血清蛋白指纹图谱有明显差异，在

蛋白组学水平上进一步促进了肝癌中医辨证分型客观

化研究的发展。

近年来与肝癌中医证型较密切的肝功能、免疫功

能、肿瘤标志物、影像学等指标的研究报道屡见不鲜，

这些成果对阐述肝癌的病机传变、指导辨证论治和分

析预后具有一定的意义［
8

］。张红等［
#"

］发现肝癌患者

血清甲胎蛋白（
UMP

）、γ－谷氨酰基转移酶（γV(）、
癌胚抗原（

%:U

）、碱性磷酸酶（
U_P

）、铁蛋白（
IM7

）

水平显著高于健康人，且脾气虚证、肝郁脾虚兼瘀血阻

络证患者血清
UMP

、
%:U

高于肝气郁结证、瘀血阻络

证。本研究发现介入治疗前脾虚证和血瘀证有
5

个差

异蛋白峰与其他
4

个证型存在明显差异，提示脾虚、血

瘀是肝癌的主要病机之一。所以《医林绳墨·积聚》

说：“积者，……血之积也”；又如《景岳全书》曰：“凡脾

不足及虚弱失调之人，多有积聚之病”。

本研究将继续跟踪肝癌患者介入治疗后与健康对照

组、二次以上介入治疗围手术期、中医辨证虚实夹杂证、数

型并见证等既有的
5

个蛋白峰差异表达，扩大临床病例

数并分析此模型的灵敏度及特异性，以期更全面更准确

地阐述肝癌的病机传变及各证型之间的差异与联系。
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《
%.<C7=7 &0B,C+1 0? 'CF7H,+F<S7 *7D<-<C7

》

获
!"#!

年度中国最具国际影响力学术期刊

!"#!

年
#!

月
!A

日，《中国学术期刊国际引证报告（
!"#!

版）》（简称《
%U&


'&%Z

》）对外公布，

同时
!"#!

年度“中国最具国际影响力学术期刊”和“中国国际影响力优秀学术期刊”名单也新鲜出

炉。《
%.<C7=7 &0B,C+1 0? 'CF7H,+F<S7 *7D<-<C7

》（中国结合医学杂志）获得“中国最具国际影响力

学术期刊”。

该项成果由中国学术期刊电子杂志社、中国科学文献计量评价研究中心与清华大学图书馆共同

发布。报告统计对象为我国正式出版的学术期刊，利用
)7[ 0? I-<7C-7

的数据，旨在建立健全适合

反映我国学术期刊国际影响的文献调查和科学分析体系。


