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不同中医证型原发性肝癌患者介入治疗前后

血清蛋白指纹图谱的观察
杨素芳#邱颂平#刘清华

摘要#目的#应用表面加强激光解析电离化飞行时间质谱!

?F1A=,0 0GH=G,0I 3=?01 I0?.1J->.G >.G

"

>K=->.G -><0 .A A3>LH- <=?? ?J0,-1.<0-1@

"

M;ND'

"

(+O

"

*M

# 蛋白质芯片检测不同中医证型原发性肝癌患

者介入治疗前后血清蛋白指纹图谱的变化$ 方法#将
#76

例原发性肝癌患者分为肝郁证%脾虚证%湿热证%

血瘀证及阴虚证
7

组"应用
M;ND'

"

(+O

"

*M

分析其血清蛋白指纹图谱"观察肝癌介入治疗前后不同中医证

型与血清蛋白指纹图谱之间的关系$ 结果#与健康对照组比较"符合叶氏诊断模型者"肝郁证中质荷比!

*E

P

#为
6 #8! D=

及
C 789 D=

%湿热证中
*EP

为
7 :#" D=

%阴虚证中
*EP

为
C 99! D=

的差异蛋白表达下调&

脾虚证中
*EP

为
7 8#C D=

%血瘀证中
*EP

为
6 !9: D=

的差异蛋白表达上调&差异均有统计学意义!

Q R

"

!

"#

#& 与介入前比较" 符合叶氏诊断模型者"肝郁证中
*EP

为
6 #8! D=

及
C 789 D=

%湿热证中
*EP

为

7 :#" D=

%脾虚证中
*EP

为
7 8#C D=

%血瘀证中
*EP

为
6 !9: D=

的差异蛋白表达下调&阴虚证中
*EP

为

C 99! D=

的差异蛋白表达上调&差异亦有统计学意义!

Q R"

!

"7

"

Q R"

!

"#

#$ 结论#不同中医证型原发性肝

癌患者介入治疗前后的血清蛋白指纹图谱变化有统计学意义$
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##目前肝癌中医证候与血清蛋白指纹图谱的关系尚

未有报道' 本试验拟为肝癌的辨证分型提供蛋白组学

依据"旨在促进(证)的定量化*客观化"建立西医微观

指标与中医证型的联系"探索(证)的实质"现报道

如下'

资料与方法

#

#诊断标准

#

!

#

#原发性肝癌的诊断标准#参照+原发性肝

癌的临床诊断与分期标准,

-

#

.

'

#

!

!

#中医辨证标准#参照+中药新药临床研究

指导原则,

-

!

.将介入前
#76

例肝癌患者分为肝郁证

$:

例*脾虚证
67

例*湿热证
#8

例*血瘀证
!8

例及阴

虚证
!C

例'

!

#纳入标准#$

#

%符合西医诊断标准及中医辨

证分型&$

!

%中国分期-

$

.

! a"U

期无远处转移或巴

塞罗那$

Z%N%

%分期-

6

.

UEZE%

无肝外转移者&$

$

%具

备经导管肝动脉化疗栓塞$

(U%;

%治疗适应症的
#

期

及部分
"

期患者&$

6

%预计生存期在
$

个月以上"生活

质量评分-

7

.

!C"

分&$

7

%签署知情同意书者'

$

#排除标准#$

#

%年龄
R#8

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*手术者"冰

冻或无水酒精注射有效未超过
$

个月者'

6

#一般资料#

#76

例均为
!""8

年
9

月/

!"##

年
#!

月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' 其中肝癌患者男
#!8

例"年龄
#9

$

8#

岁"平均$

7$

!

9$

%

#!

!

""

%岁&女
!C

例"年龄
#8

$

8!

岁"

平均$

69

!

$6

%

#"

!

:$

%岁'

#

期患者的高发年龄段为

6"

$

C9

岁"占
C:

!

9b

"其次是
$"

$

$9

岁"占
#"

!

8b

"两

者合计占
:8

!

:b

'

#

期患者与
"

期患者的比例为
##

&

#

'

另选同期福建省第二人民医院体检中心健康志愿者

#6C

名健康人作为对照组' 其中男
##9

名"年龄
!#

$

:9

岁"平均$

76

!

7"

%

6

!

$9

%岁&女
!:

名"年龄
#9

$

8"

岁"平均$

68

!

C:

%

$

!

C8

%岁'

7

#

M;ND'

蛋白芯片技术检测

7

!

#

#标本采集#清晨
7

#

""

空腹抽取所有肝癌患

者及健康对照组介入治疗前后各
#

周的外周血
$

$

7

<N

"置
6

'冰箱放置
! H

"

! """ 1E<>G

"离心
7 <>G

"取

上清液以
7" $N

分装放置(

8"

'冰箱保存待用'

7

!

!

#芯片预平衡#取弱阳离子交换芯片
%*#"

$美国
%>JH01L0G

公司%装在生物芯片处理器
Z>.

"

J1.,0??.1

加样架上"每孔加入
%^UQM

缓冲液$

7"

< <.3EN 5=U%

"

J^

值为
6

!

"

%

!"" $N

置于水平摇

床振荡
7 <>G

"弃溶液"重复上述步骤
#

次'

7

!

$

#血清样品稀释#取
7 $N

血清"加
#" $N

X9

处理液 $

9 <.3EN X10=

"

!

)

%^UQM

"

#

)

D((

"

7" <.3EN (1>?

"

^%N

"

J^

值为
9

!

"

%"充分混匀"水平振

荡器上冰浴振荡
$" <>G

$

6""

$

C"" 1 E<>G

%"加入

#8" $N

缓冲液混匀'

7

!

6

#上样及洗脱#取稀释好的血清样品
#"" $N

加入平衡好的芯片"摇床振荡孵育
# H

"甩去样品"用

!"" $N

缓冲液室温振荡洗涤
!

次"每次
7 <>G

' 取出

芯片"晾干后"每孔加能量吸收分子
MQU # $N

"滴加

!

次'制备好的芯片放入
QZM#

"

%

型蛋白芯片阅读机

$美国
%>JH01L0G

公司%读取芯片信息"用
%>JH01L0G

J1.-0>G,H>J $

!

"

!

!

版本的分析软件采集数据'

C

#肝癌标志蛋白峰诊断模型的应用#叶韵斌

等-

C

.采用
M;ND'

蛋白芯片技术检测了
7:

例血清甲胎

蛋白$

UOQ

%阴性$

R!" $LEN

%肝癌患者和
77

名健康

对照组外周血清"经
Z>.<=1_01 )>K=1I

软件分析"筛

选出特征性的蛋白峰质荷比$

*EP

%为
6

!

!

*

#"

$

*

6

!

#

*

#"

$

*

C

!

:

*

#"

$

*

7

!

:

*

#"

$

*

C

!

7

*

#"

$

*

C

!

9

*

#"

$

*

7

!

8

*

#"

$

"利用差异蛋白峰对
#:

例
UOQ

阴性的肝癌

患者和
#$

名健康对照者进行盲筛"其灵敏度和特异度

分别为
88

!

!$

)和
9!

!

$#

)"研究所得的叶氏诊断模

型能有效避免对
UOQ

阴性肝癌患者的漏诊' 本实验

中采用了与文献-

C

.完全相同的
M;ND'

蛋白芯片"检

测差异蛋白峰"并将其结果按叶氏诊断模型显示'

:

#统计学方法#将所读取的图谱进行归一化处

理"采用
Z>.<=_01 )>K=1I

软件分析肝癌患者及健康

对照组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
7

"对不同证型肝癌患者相

同质荷比的蛋白质含量数据采用方差分析"

Q R "

!

"7

为差异有统计学意义'

结##果

#

#介入前不同中医证型肝癌患者与健康对照组

的血清差异蛋白峰比较 $表
#

"图
#

%#肝郁证中
*EP

为
6 #8! D=

*

C 789 D=

的差异蛋白峰表达下调&脾虚

证中
*EP

为
7 8#C D=

的差异蛋白峰表达上调&湿热

证中
*EP

为
7 :#" D=

的差异蛋白峰表达下调&血瘀

证中
*EP

为
6 !9: D=

的差异蛋白峰表达上调&阴虚证

中
*EP

为
C 99! D=

的差异蛋白峰表达下调' 上述血

清蛋白峰的表达与健康对照组比较"差异均有统计学

意义$

Q R"

!

"#

%'

!

#不同中医证型肝癌患者介入治疗前后
#

周的

血清蛋白峰比较$表
!

"图
!

%#介入治疗后"肝郁证中
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表
#

%介入前不同中医证型肝癌患者与健康对照组的血清蛋白表峰比较%$

\

%

?

%

相同
*EP

$

D=

%

血清蛋白峰

健康对照 肝郁证 脾虚证 血瘀证 阴虚证 湿热证

6 #8! 9

+

C6#

%

6

+

8$"

$

$:

%

$

+

!::

%

$

+

6:8

$

$:

%

"

/ / / /

C 789 $!

+

7""

%

##

+

7#!

$

$:

%

#"

+

:7$

%

C

+

#67

$

$:

%

"

/ / / /

7 8#C 6

+

:CC

%

!

+

7$:

$

67

% /

9

+

:9"

%

7

+

8C#

$

67

%

"

/ / /

7 :#" 7

+

!9C

%

#

+

7$$

$

#8

% / / / /

!

+

$:!

%

#

+

7!6

$

#8

%

"

6 !9: !

+

96C

%

!

+

$9$

$

!8

% / /

:

+

#$$

%

$

+

#:8

$

!8

%

"

/ /

C 99! :

+

!#7

%

$

+

"#!

$

!C

% / / /

$

+

$:#

%

#

+

97!

$

!C

%

"

/

##注#与相同
*EP

的健康对照组比较"

"

Q R"

+

"#

&$%内数据为例数

图
#

%介入前不同中医证型肝癌患者与健康

对照组的血清差异蛋白指纹图谱

*EP

为
6 #8! D=

*

C 789 D=

的差异蛋白峰表达继续

下调&脾虚证中
*EP

为
7 8#C D=

的差异蛋白峰表达

下调&湿热型中
*EP

为
7 :#" D=

的差异蛋白峰表达

继续下调&血瘀型中
*EP

为
6 !9: D=

的差异蛋白峰

表达下调&阴虚型中
*EP

为
C 99! D=

的差异蛋白峰

表达上调' 上述血清蛋白峰与介入前比较"表达均有

统计学意义$

Q R"

!

"7

"

Q R"

!

"#

%'

表
!

%不同中医证型肝癌患者介入治疗前后
#

周的

血清蛋白峰比较#$

\

%

?

%

符合叶氏模型的

相同
*EP

$

D=

%

血清蛋白峰

证型 介入前 介入后

6 #8!

肝郁证$

$:

%

9

+

CC"

%

C

+

6"7

7

+

#$7

%

$

+

!8#

"

C 789

肝郁证$

$:

%

#9

+

$#"

%

9

+

7:#

#!
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%
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+
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%
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+
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%
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+

866
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#8

%

$

+

97C

%
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+
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+

$C:

%

"

+

C7"

"
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!8

%
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+

$C:

%

!

+

"77

#

+

8C:

%

"

+

9!"

"

C 99!

阴虚证$

!C

%

!

+

"8"

%

#

+

:!9

$

+

7:7

%

!

+

#99

"

##注#与相同荷质比同中医证型介入前比较"

"

Q R "

+

"7

"

""

Q R

"

+

"#

&$%内数据为例数

讨##论

肝癌的发生*发展是一个多因素联合作用的过程"

只有多个标志物的结合应用才能有效地检测" 因而产

生了血清蛋白质组学模式诊断法-

:

.

' 黄成等-

8

.用
M;N

"

D'

技术对
#$7

名肝细胞癌患者进行蛋白质谱分析"筛

选了
:

个蛋白峰$

*EP

为
$ 6:8

*

! "!!

*

8 9"#

*

9 6#7

*

8

::$

*

! :CC

*

! :67

%建立预测门脉癌栓形成的模型' 师

越等-

9

.分析了介入治疗对肝癌患者血清中蛋白质含量

的影响" 检测到
$

个明显变化的差异蛋白质峰"分别为

小诱导细胞因子
U#7

前体*线粒体铰链蛋白*肌动蛋白

=,->G

相关蛋白' 王秀丽等-

#"

.通过对肝癌患者手术前

血清与健康人血清蛋白质谱分析"发现共有
!8

个蛋白

质表达量差异有统计学意义$

Q R"

!

"7

%"并获得分子量

为
9 69!

!

9$ D=

的蛋白质组成模板'

本试验中发现
*EP

为
6 #8! D=

*

C 789 D=

*

7

8#C D=

*

6 !9: D=

*

C 99! D=

*

7 :#" D=

等
C

个差异

蛋白完全符合叶氏肝癌诊断模型标准"说明不同中医

证型的肝癌患者介入治疗前后血清蛋白指纹图谱差异

明显"具有一定的临床意义'

对肝癌患者介入治疗前后的血清质谱分析"本研究
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!"#$

年
#"

月第
$$

卷第
#"

期
%&'()*

"

+,-./01 !"#$

"

2.34 $$

"

5.

!

#"

!!"##%!

图
!

%不同中医证型肝癌患者介入治疗前后的

血清蛋白指纹图谱

中还发现同一证型存在
*EP

为
: 96$ D=

$肝郁证%*

8

787 D=

$肝郁证%*

7 $68 D=

$脾虚证%*

$ !:# D=

$湿热

证%*

6 :#C D=

$阴虚证%*

8 7C8 D=

$阴虚证%等
C

个差

异蛋白"而笔者前期试验-

##

.中则发现
7

证型相互间存

在
*EP

为
$ $9! D=

*

6 9:" D=

*

7 9## D=

*

C !"" D=

*

8

7:7 D=

等
7

个差异蛋白"此
##

个血清差异蛋白皆不符

合叶氏诊断模型"有待临床进一步取例以建立筛选模型

及经双盲法验证其准确率*敏感性和特异性'

在肝癌介入治疗围手术期"本研究发现"肝癌不同

中医证型的
#!

个血清蛋白会发生演变"说明肝癌的

同一中医证型存有个性&而笔者前期在不同证型相互

间获知的
7

个血清差异蛋白"则表明肝癌的不同证型

之间相互关联&两者的研究层面不同"结果具有本质上

的区别' 所以说"证候在时空性*个体差异的多变性和

复杂性与蛋白质组在数量*种类和含量上的动态性和

多态性概念相吻合"通过
M;ND'

技术研究肝癌中医证

候具有一定的可行性-

#!

.

'

本研究缺乏肝癌患者介入治疗后与健康对照组*

!

次以上介入治疗*中医辨证虚实夹杂证"数型并见证等

的对照研究结果"若能对这些蛋白的差异表达进行全面

研究"关注其在肝癌发生*发展中的动态变化"可能会为

揭示肝癌中医证候的本质研究提供更有力的依据'
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