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技术及在肿瘤和血液系统疾病中的应用研究

黄
!

华!黄靖宇!王
!

君 综述!陈林兴 审校

"汕头大学医学院第二附属医院!广东汕头
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关键词"蛋白质芯片&

!
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血液病&
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+
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蛋白质组学旨在认识细胞(组织(器官内全部蛋白质表达

数目(表达水平和蛋白的更新(蛋白质序列和翻译后修饰以及

蛋白与蛋白和其他分子之间在细胞膜(细胞内和细胞外的相互

作用'以蛋白质为研究对象#可以对机体正常细胞和变异细胞

的功能进行分析#寻找疾病的特异性标志物#并可以通过寻找

终末点的方法对化学制剂和药物等的毒副作用进行评估)

!

*

'

表面增强激光解析离子化飞行时间质谱$

)45K0/EBE@G0@/E;

!0)E5;E)D5

I

H2D@0@;2D@2U0H2D@H2MEDKK12

J

GHM0)))

I

E/H5DMEB

H5

L

#

'ZX-*B6b.B&'

%技术是一种蛋白质芯片技术#可用于临

床筛选新的肿瘤标志物(肿瘤早期诊断等#还可有效鉴别正常

和病理状态时细胞蛋白质表达水平变化#为疾病早期诊断和预

防提供依据'该技术应用范围广#尤其应用于肿瘤的早期诊

断(疗效检测(复发早期预警和预后评估(发病机制研究等#在

血液系统疾病中也已经有一定的应用)

$

*

'

?

!

蛋白质组学及蛋白质芯片技术

?<?

!

蛋白质组学
!

早在
$"

世纪
="

年代#澳大利亚麦考瑞大

学的
d21120M)

和
&05/d21S2@)

等就提出了-蛋白质组$

I

5DB

HEDM

%.的概念)

#

*

#目前对蛋白质组的定义是!一种细胞(组织或

完整的生物体内的全部蛋白质#是一个在空间和时间上动态变

化的整体'对蛋白质组学的研究内容主要包括结构蛋白质组

学和功能蛋白质组学两方面'结构蛋白质组学主要研究的是

蛋白质表达模式#功能蛋白质组学主要研究蛋白质功能模式#

目前主要集中在研究蛋白质组间相互作用关系)

7

*

'蛋白质能

直接反映基因组所携带的遗传信息#蛋白质的表达如果出现异

常就可能引发疾病#所以研究蛋白质的组成及其性质是揭示基

因与疾病关系的重要途径'

?<?<?

!

蛋白质组学的研究内容
!

蛋白质组学大多应用于临床

疾病的诊断(治疗及药物靶位的筛选#其中以对肿瘤的研究最

多'包括寻找肿瘤标志物(肿瘤早期诊断和良恶性判断(肿瘤

发病机制(肿瘤治疗药物靶位和抗肿瘤治疗效果(以及预后判

断等)

:

*

'目前#蛋白质组学在检验医学中的应用逐渐受到更多

关注#尤其是上述提及的在各系统肿瘤方面的研究#还涉及自

身免疫性疾病方面的研究#蛋白质基因型和表型与疾病发生关

系的研究等)

>

*

'

?<?<@

!

蛋白质组学的研究方法
!

目前最常用于蛋白质组学的

研究方法主要包括!蛋白质样品分离技术(双向凝胶电泳技术

$

HND;2ME@)2D@01E1E/H5D

I

GD5E)2)

#

$B-Z

%(基质辅助激光解吸电

离质谱技术$

M0H52RB0))2)HE;10)E5;E)D5

I

H2D@2D@2U0H2D@M0))

+

##7

+

国际检验医学杂志
$"!$

年
$

月第
##

卷第
7

期
!

*@H_X03&E;

!

.E35405

L

$"!$

!

[D1<##

!

]D<7



)

I

E/H5DMEH5

L

#
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%(电喷雾电离质谱技术$

E1E/H5D)

I

50

L

2D@2U0H2D@M0)))

I

E/H5DMEH5

L

#

Z'*B&'

%(表面增强激光解析技

术$

)45K0/EBE@G0@/E;10)E5;E)D5

I

H2D@0@;2D@2U0H2D@

#

'ZX-*

%(

二维液相分离质谱技术和生物信息学技术等)

:

*

'

?<@

!

蛋白质芯片技术
!

?<@<?

!

技术原理
!

'ZX-*

技术的基本原理是基于特殊芯片

的表面增强吸附#芯片分化学和生物型两种#而化学芯片又可

分为疏水型(亲水型(阳离子型(阴离子型(金属离子螯合型及

混合型
>

种#用于检测未知蛋白质并获得指纹图谱'生物芯片

可分为抗体
B

抗原型(受体
B

配体型(酶
B

底物型和
-]+B

蛋白质

型等#可检测相对应的蛋白质'用生物学或化学的方法在芯片

表面制成芯片池#加入待测样品后样品中的蛋白质与芯片上的

特定探针特异性结合#将蛋白质分子捕获并纯化#再将能量吸

收分子加到每个芯池中#使其与蛋白质分子结合形成结晶#干

燥后用芯片阅读仪在特定频率的激光下照射'能量吸收分子

吸收能量后#与之结合的蛋白质在
'ZX-*B6b.B&'

检测中解

析和离子化'离子在电场作用下通过真空管飞到离子检测器#

根据不同离子的质荷比$

M

"

U

%在真空管中的飞行时间不同#相

对分子质量越大的离子在电场中飞行的时间越长#反之则越

短'据此绘制出质谱图#经软件处理可直接显示样品中检测到

的各种蛋白质的相对分子质量(含量等信息)

A

*

'

?<@<@

!

技术组成
!

蛋白芯片为特殊材料制成的固相载体'蛋

白质芯片解读仪$

I

5DHE2@/G2

I

5E0;E5

%!是安装有脉冲式紫外

线(氮激光光源的解析离子化$

10)E5;E)D5

I

H2D@2D@2U0H2D@

#

X-*

%

时间
B

飞行质谱仪'蛋白质芯片软件控制分析系统用于识别(

分离出不同样品蛋白质表达库中的不同蛋白质'

?<A

!

蛋白质芯片技术在多种肿瘤诊断中的应用研究
!

蛋白质

组学(高通量技术以及生物信息学技术快速发展#特别是
'ZXB

-*B6b.B&'

技术的出现#对筛选和鉴定新的肿瘤特异性标志

物提供有力工具'

X2

等)

C

*用
'ZX-*B6b.B&'

技术及配套蛋

白质芯片检测
7=

例乳腺癌和
#A

例非乳腺癌疾病患者的血清

蛋白质指纹图谱#并运用统计学软件
'Y''

辨别分析处理数据

和筛选#建立了
#

个诊断模型'组合构建了包括
>

个蛋白质峰

的诊断模型#对乳腺癌和非乳腺癌患者的鉴别敏感性和特异性

为分别为
C!<>Q

和
AC<7Q

)

C

*

'

%D@;0

等)

=

*用
'ZX-*B6b.B

&'

技术对胰腺癌患者和健康人群血清样本各
A!

例进行分

析#检测到
M

"

U

为
!7AA=

(

CA>>

(

$C"C"

(

!A$A$

的
7

个质谱峰#

7

个峰组合而成的诊断模型对胰腺癌诊断的敏感性和特异性

分别达到
="<=Q

和
=!<!Q

#再结合
(+!=B=

等检验指标#胰腺

癌的检出率可达
!""Q

'

X20@

J

等)

!"

*对
##

例胃腺癌患者和
#!

例健康对照人群血清标本检测#建立了由
7

个
M

"

U

差异峰的

蛋白质谱模型#用该模型检测的灵敏度(特异性和阳性预测值

分别是
="<=!Q

$

#"

"

##

%(

=#<::Q

$

$=

"

#!

%和
=#<A:Q

$

#"

"

#$

%'

Y0@H

等)

!!

*使用
'ZX-*B6b.B&'

技术对
C#

例患者和
=:

例健

康人血清标本进行检测'在血清中有
7

种蛋白表达水平升高#

C

种蛋白表达水平降低#检测出
!C

个潜在的生物标记'选择

其中
C

个蛋白标记通过建立的
:

层决策树分类系统鉴别诊断

前列腺癌患者和健康人#特异性和敏感性分别为
=$<>Q

和

=><7Q

'其他肿瘤!国内外众多学者还采用
'ZX-*

技术对膀

胱癌(肺癌(肝癌(肠癌(食道癌(鼻咽癌(结直肠癌(喉癌(神经

胶质瘤进行了检验和研究#敏感性约
A:Q

$

!""Q

#特异性约

A"Q

$

!""Q

)

!$B!#

*

'

@

!

蛋白质芯片技术在血液系统疾病诊断中的应用研究

血液系统疾病是原发于造血系统的疾病#影响造血系统伴

发血液异常改变'临床上常见的有白血病(再生障碍性贫血(

骨髓增生异常综合征(血小板减少(多发性骨髓瘤等'目前#引

起血液病的因素很多#也很复杂#给临床预防(诊断和治疗带来

很大难题'近年来#现代工业的高度(快速发展#使血液病的发

病率有逐年增高的趋势'其中最复杂(早期诊断最困难#也是

对人类健康破坏性最大的血液病是各种类型白血病'白血病

是造血干细胞克隆性疾病#是一组高度异质性的恶性血液病'

我国目前白血病的发病率为
$<A>

"

!"

万人#占十大恶性肿瘤第

五位&其中急性粒细胞白血病以成年人为多#

7"

岁以上青壮年

是发病高峰#慢性粒细胞白血病多见于成年人及老年人'近年

调查提示白血病的发病率有所增大#年龄年轻化'急性淋巴细

胞白血病占儿科疾病的
#:Q

#是儿童最常见的癌症'目前白

血病的诊断仅依靠形态学(免疫组化(遗传学(分子生物学等#

这些方法对于白血病诊断较前有了一定的提高#但还达不到早

期发现(早期诊断(早期治疗所需的灵敏度和特异性'在许多

情况下#白血病患者是在症状明显和体征出现以后#或者全身

恶化情况下才能被诊断#由此丧失治疗的时机'如前所述#目

前国内外已有利用
'ZX-*B6b.B&'

技术诊断各系统肿瘤的大

量报道#也取得了重大突破)

!7

*

#在血液系统疾病的研究中取得

了一些初步的进展#但在白血病诊断上的国内外报道还为数不

多#下面就国内外
'ZX-*B6b.B&'

技术在血液系统疾病中的

应用简要介绍'

@<?

!

骨髓增生异常综合征
!

钟立业等)

!:

*在骨髓增生异常综

合征$

M

L

E1D;

L

)

I

10)H2/)

L

@;5DME)

#

&-'

%和健康对照的血清蛋

白指纹图谱经标准化后#经峰值统计对两组人群血清中蛋白峰

的数量和相对强度进行统计分析'在相对分子质量
!<"$

$

!"<$:S4

范围内共检测到
'

"

]

'

#

的峰
!7>

个#根据统计学主

要参数分析#

&-'

组和正常对照组之间差异明显#有显著性差

异峰
!$

个$

!

$

"<":

%#其中在
&-'

组中的高表达蛋白峰
A

个#低表达蛋白峰
:

个'经综合分析#利用快速分类算法建立

诊断模型#模型的识别准确率和模型交叉验证敏感性分别达

=#<$AQ

和
C=<=7Q

'

@<@

!

霍奇金淋巴瘤
!

周靖泳等)

!>

*应用
'ZX-*B6b.B&'

技术

对结合在蛋白质芯片上的实验血清标本蛋白质进行检测#获得

#7

例霍奇金淋巴瘤$

%D;

J

S2@1

L

M

I

GDM0

#

%X

%患者和
$!

例健

康对照者血清蛋白质指纹图谱'比较分析
!C

例初诊
%X

和

!>

例化疗后
%X

患者的血清蛋白质指纹图谱#发现两组间差

异表达
#!

个蛋白质
M

"

U

#其中有
$:

个蛋白质在化疗后
%X

血

清表达增高#有
>

个蛋白质表达降低'

!>

例化疗后
%X

与
$!

例健康对照的蛋白质峰相对比#发现
:

个
M

"

U

相同的蛋白质#

通过统计学分析发现
M

"

U

为
$":#

(

$"=!

和
7!:C

蛋白质与健

康对照比较差异无统计学意义'

@<A

!

滤泡性淋巴瘤和弥漫性大
,

细胞淋巴瘤
!

淋巴瘤的诊

断#在医学临床中一般依靠临床症状和体征(血常规(淋巴结活

检或骨髓穿刺等方法'但是#

X2@

)

!A

*等尝试用
'ZX-*B6b.B&'

技术对滤泡性淋巴瘤$

KD112/41051

L

M

I

GDM0

#

.X

%做蛋白质组学

研究'研究中#他们发现了
$

个
M

"

U

分别为
#$S-0

和
!!<C

S-0

的蛋白质#与健康对照组比对结果#淋巴瘤患者标本中
#$

S-0

表达水平升高#而
!!<CS-0

表达水平降低'另外#研究人

员用免疫球蛋白重链聚合酶链反应$

2MM4@D

J

1D3412@GE0F

L

+

7#7

+

国际检验医学杂志
$"!$

年
$

月第
##

卷第
7

期
!

*@H_X03&E;

!

.E35405

L

$"!$

!

[D1<##

!

]D<7



/G02@

I

D1

L

ME50)E/G02@5E0/H2D@

#

*

J

%BY(V

%(免疫印记和免疫

组织化学的方法加以印证#都证明了这两种蛋白质在蛋白质组

学中的变化'王晋芬)

!C

*等对弥漫性大
,

细胞淋巴瘤$

;2KK4)E

105

J

E,B/E111

L

M

I

GDM0

#

-X,(X

%与淋巴结反应性增生样品的蛋

白质图谱进行比较#可见
>

个有意义的差异蛋白#其
M

"

U

值分

别为
C:C7

(

CA!!

(

!"!#7

(

7$CA

(

$"#!

(

$"!!

'生发中心
,

细

胞型与非生发中心
,

细胞型
-X,(X

的石蜡组织蛋白中可见
$

个有意义的差异蛋白#其
M

"

U

值分别是
$!:#

(

#!:>

'其中
$

!:#-0

在
a(,

中阳性率为
:C<#Q

#非
a(,

中仅为
$A<>Q

&

#

!:>-0

在
a(,

和非
a(,

中出现的频率分别为
$:Q

和
77<CQ

'

目前#对弥漫性大
,

细胞淋巴瘤$

;2KK4)E105

J

E,B/E111

L

M

I

GDB

M0

#

-X,(X

%的诊断和对标准化抗癌药物的疗效的监测还没有

找到满意的生物标志物'

hG0@

J

等)

!=

*设计用血清蛋白质谱技

术试图找到潜在的血清生物标志物并建立生物标志物诊断模

型#以期早期发现
-X,(X

和监测患者对药物治疗的反应'他

们对
!#$

例
-X,(X

患者和
A:

例健康人采用
'ZX-*B6b.B&'

技术绘制血清蛋白质谱图#用生物标志物模型软件加以分析'

结果发现了
=

种特异表达蛋白#其中特异蛋白表达峰被认为与

患者对标准化抗癌药物的治疗反应有关'在对
C:

例样本检测

验证中#敏感性和特异性均达到了
=7Q

#而对
>>

例预后不良

患者的预测敏感性和特异性也分别达到了
=7Q

和
=$Q

'由此

他们得出结论!运用蛋白质质谱技术有希望为临床诊断
-XB

,(X

患者和预测药物疗效起到重要作用'

@<B

!

白血病
!

'EMME)

等)

$"

*用
'ZX-*B6b.B&'

技术对
7$

例

成人
6

细胞白血病患者进行研究#通过与正常对照和
%6X[B

!

相关性脊髓病"热带痉挛性截瘫患者血清蛋白质指纹图谱分

析#通过统计分析发现
M

"

U

为
#=AA

(

:#>"

(

7:=A

和
!!A#C

蛋

白质在不同组之间有明显差异#并且同组个体之间光谱差异小

于
"<!Q

#蛋白质表达振幅变异系数在
!:Q

$

$"Q

之间#在多

台仪器上重复检测#重复性好#并且长期研究表明#蛋白质光谱

差异性超过
#

年的时间仍保持一致'

%E

J

E;4)

等)

$!

*以
$"

例

儿童白血病患者为研究对象#其中
!!

例急性淋巴细胞白血病

$

0/4HE1

L

M

I

GD310)H2/1E4SEM20

#

+XX

%#

:

例急性髓系白血病$

0B

/4HEM

L

E1D2;1E4SEM20

#

+&X

%#

7

例混合细胞系白血病$

M2RE;

12@E0

J

E1E4SEM20

#

&XX

%'运用
'ZX-*B6b.B&'

技术对
+XX

(

+&X

(

&XX

细胞株谱系对比发现有许多差异表达的蛋白质'

+XX

与
+&X

和
&XX

比较#有
!A

种差异表达蛋白$差异有统

计学意义#

!

$

"<"":

%#其中
#

种
+XX

携带的差异表达蛋白表

达水平比
+&X

和
&XX

至少高出
$"

倍'

'G2

等)

$$

*运用
'ZXB

-*B6b.B&'

技术对
=7

例
+XX

患者和
C7

例健康人血清样本

进行了检测研究#通过绘制(分析血清蛋白质指纹图谱#发现了

A

种异常表达的蛋白质#

M

"

U

分别是
=$="

#

AA>=

#

!:!!"

#

A

:>7

#

77>=

#

C=#A

#

C!#A

'其中在
+XX

患者血清标本中峰值为

=$="M

"

U

和
AA>=M

"

U

蛋白质表达水平降低#

C=#AM

"

U

和
C

!#AM

"

U

蛋白质表达水平则升高'并且由此建立了生物标志物

蛋白质分类模型软件#经随机抽样检测验证#分类模型对所有

+XX

样本检测的敏感性为
=!<CQ

#特异性为
="Q

#为疾病诊

断提供又一重要实验室依据'儿童急性淋巴细胞白血病对糖

皮质激素的反应能可靠预测其对多药联合化疗的疗效'强的

松反应不良$

I

5E;@2)D@E

I

DD55E)

I

D@;E5)

#

YYV

%患者的生存率

明显低于强的松反应良好$

I

5E;@2)D@E

J

DD;5E)

I

D@;E5)

#

YaV

%

患者'

X04HE@

等)

$#

*利用
'ZX-*B6b.B&'

技术对
YYV

和
YaV

两个分组的儿童
+XX

患者作为研究对象#发现了有
:

种蛋白

质$其中包括
(0H010)E

#

V*]aK2@

J

E5

I

5DHE2@$$01

I

G0

#

[(Y0@;

aB

I

5DHE2@/D4

I

1E;5E/E

I

HD5

%表达水平
YYV

组比
YaV

组更高#

同样有
:

种蛋白质$其中有
Y5DHE2@S2@0)E(3!

和
&010HE;EB

G

L

;5D

J

E@0)E*

%表达出现频率
YaV

组明显高于
YYV

组'

其他血液系统疾病#如有人通过
'ZX-*B6b.B&'

蛋白质芯

片技术对
,

细胞淋巴瘤与正常分化的
,

细胞成熟不同阶段进行

比较#从而找到有意义的生物标志物#期望对
,

细胞淋巴瘤的诊

断提供更多支持)

$7

*

'有学者运用
'ZX-*B6b.B&'

蛋白质芯片

技术对淋巴细胞系蛋白质表达质谱图谱分析#证实胸腺肽
)

B7

在正常淋巴细胞系和癌症患者中存在差异性表达)

$:

*等'

A

!

小
!!

结

综上所述#在探讨人类生命活动本质的活动中#蛋白质组

学(基因组学(小
V]+

对蛋白质合成的调控等#在不同时期发

挥着积极(重要的作用#也无一例外地说明蛋白质直接发挥着

对生命活动的调控'

'ZX-*B6b.B&'

技术为研究者提供了一

个研究蛋白质组学的技术平台#改变了传统研究方法和科研思

维#促进了各种肿瘤及血液系统疾病蛋白生物标志的发现#从

微观和整体两方面揭示疾病的病理和发病机制#有利于疾病早

期诊断和治疗'近年来#由于工业技术的发展(环境的变化以

及人们生活方式的改变#血液系统疾病尤其是严重危及人类生

命和健康的血液恶性肿瘤的发病率在逐渐增加#发病原因也更

加复杂化和隐匿性'

'ZX-*B6b.B&'

技术在早发现(早诊断(

化疗管理(病程判定(预后评估和研发分子靶向治疗等多方面

也许能起到巨大的积极作用'经过近几年世界各国学者的发

展和不断完善#

'ZX-*B6b.B&'

技术也日趋成熟和稳定#随着

蛋白质组学研究的不断深入#该技术在以后的科研和临床诊疗

疾病活动中#必将起到更积极的作用#从而有力地推动肿瘤性

疾病和血液系统疾病的研究#为危害人类身体健康的恶性疾病

的早期诊断和治疗提供有力证据'
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巨细胞病毒 $
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%为疱疹病毒科
)

属的线性双链
-]+

病毒#基因组长度约
$#:

$

$7"S3

#相对分子质量为
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#
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(&[

从内到外共有
7

层结构#最外层为富含病

毒糖蛋白的脂双层外膜#外膜内层是由蛋白质组成的内膜#内

膜包裹着一个外形为
$"

面体的核衣壳#最内层是一段双链线

性
-]+

核'成熟的病毒颗粒直径范围为
$""

$

#""@M

)

!

*

'

(&[

编码大约
##"

种基因#其基因表达呈一定的时序性'
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可在自然界中广泛存在#具有高度的宿主特异性#即感染

人类的巨细胞病毒只能是人类巨细胞病毒$
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在人群中感染相当普遍#中国成人
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感染率超过
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'一项对上海市育龄孕妇的
6bV(%

结果调查也显

示#

%(&[*

J

a

阳性率为
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阳性率为
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7=Q

#其感染率很高)
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具有潜伏
B

激活的生物学特

性#一旦侵入人体#将长期或终身存在于体内'原发
%(&[

感染通常发生在幼年时期且无症状#表现为隐性感染&原发感

染后#病毒可长期持续性存在于机体#呈潜伏感染状态#在多数

病例中无症状&在一定条件下#

%(&[

感染可以从潜伏状态转

变为激活状态#
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大量增殖#引起严重的疾病'

自身免疫病 $

+-

%是机体对自身抗原发生免疫反应而导

致自身组织损害所引起的疾病'自从
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年
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与

X0@;)HE2@E5

提出此概念以来#许多疾病相继被列为
+-

'自身

免疫是指机体免疫系统由于某些原因对自身抗原发生免疫应

答#形成自身抗体或自身致敏淋巴细胞的免疫病理过程'只有

当自身免疫达到一定强度时#导致机体正常组织损伤或生理功

能紊乱#并出现相应临床表现时才能够发展为自身免疫病'

本文综述了
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与多种
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的关系#并尝试归纳(解释

这一关联现象'
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与系统性红斑狼疮$
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'XZ

涉及许多系统和脏器的病变#且患者体内含有循环

自身抗体和免疫复合物'在
'XZ

患者血清中#均能检测到
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a

与
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滴度的升高)
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#且
'XZ

患者的

%(&[

感染率高于健康者)
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#提示
'XZ

患者比健康者更易发

生
%(&[

感染'研究
%(&[

感染与
'XZ

的关系#对了解

'XZ

发病机制及判断病情均具有重要的意义'然而#究竟是

人体罹患
'XZ

而更易合并
%(&[

感染#还是
%(&[

感染导

致
'XZ

发生一直存在争论'
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