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摘　 要：目前，我国的肿瘤发病率为 ２８５．９１ ／ １０ 万，平均每分钟有 ６ 人被诊断为恶性肿瘤，因此肿瘤的早期诊断的重要性显而

易见。 随着分子生物学、免疫学诊断技术的飞速发展，寻找肿瘤诊断和预后的特异性标志物已成为近期研究的热点。 蛋白质

是生命活动中多项功能的执行者，可以直接反映基因给予的信息。 相比于基因，蛋白质的表达谱更可以直接地反映功能机

制。 针对蛋白质的生物特性，本文总结了目前临床中筛查肿瘤蛋白标志物分析技术，如双向凝胶电泳、基质辅助激光解吸 ／ 电
离⁃飞行时间质谱、表面增强激光解吸 ／ 电离⁃飞行时间质谱、蛋白质芯片技术，并对未来肿瘤蛋白标志物筛查提出新的展望。
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１　 引言

诊断恶性肿瘤的三大重要方法是肿瘤标志物检

测、影像学检查及组织病理。 肿瘤标志物可应用在

对恶性肿瘤的诊断和随访，而且在鉴别诊断、疗效评

价、预后及检测复发等领域也具有极其重要的作

用［１］。 肿瘤标志物（Ｔｕｍｏｒ Ｍａｒｋｅｒ，ＴＭ）是特征性存

在于恶性肿瘤细胞或恶性肿瘤细胞异常产生的物

质，正常细胞没有或含量很低的特异性物质，或者宿

主受肿瘤组织的刺激而产生的物质，与正常时或良

性疾病相比，在质和量上存在显著的差异［２］。



肿瘤标志物在联合临床和 ／或其他实验室检查

中发挥着不可替代的预后价值，且其含量的波动有

助于治疗前病理学分型［３］。 手术后，肿瘤及正常组

织受到破坏，肿瘤标志物的含量会短期上升，其半衰

期及残留肿瘤细胞对其下降速度有重要影响。 当对

化疗或放疗效果进行评价时，肿瘤标志物含量发生

大幅下降与有效的治疗有关，而轻微下降或含量上

升则通常提示疾病发展。 由此可见，准确分析、确定

肿瘤标记物，对肿瘤的筛查、诊断、预后及检测疗效

等方面具有非同寻常的作用［４］。
当一个正常细胞转变为肿瘤细胞时，蛋白质的

表达会发生一些明显变化，蛋白质组分析技术能够

从细胞水平上显示出肿瘤变化过程中蛋白质的改

变。 本文总结了近年来用于肿瘤蛋白标志物研究的

分析技术，以期为肿瘤蛋白标志物的分析研究提供

一定的基础。

２　 双向凝胶电泳技术

双向凝胶电泳（２⁃ＤＥ）是目前蛋白组学的三大支

撑技术之一，另外两个技术分别为蛋白质鉴定技术和

生物信息学技术［５］。 首先根据等电点不同，蛋白质在

第一向等电聚焦电泳中得到分离，随后转移到第二向

ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶上，再根据分子量大小进行分

离。 固相 ｐＨ 梯度等电聚焦技术的不断发展和完善，
双向电泳的分辨率和重复率得到了大幅度提高。

双向凝胶电泳技术上存在固有不足，如不能分

辨低丰度的蛋白，不能分辨极酸和极碱性的蛋白，不
能分辨分子量过高和过低的蛋白等［６］。 但是双向凝

胶电泳具有良好的直观性、实验重复性高和方法成熟

稳定等优点，目前仍然是蛋白组学研究的重要手段［７］。
郑小华等人通过优化双向电泳条件，确定了适

合肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 的最佳双向电泳条件，获得了高

分辨率、重复性好的 ２⁃ＤＥ 图谱，分离得到 ３３５ 个清

晰的蛋白点，为进一步开展蛋白质组学研究提供有

利前提［８］。
在双向凝胶电泳的基础上，发展出一种新型的

分析手段，即荧光差异显示双向凝胶电泳（ Ｆ⁃２Ｄ⁃
ＤＩＧＥ）。 等电聚焦前，首先用不同的荧光标记试剂

标记等量样品，混合样品后进行双向电泳，采用不同

的波长对所得到的凝胶激发，可得到不同样品结果，
分析得到存在表达差异的蛋白质。 本方法可以在同

一块凝胶上分析多种样品，减轻工作量，降低实验误

差，同时具有较宽的线性动态定量范围。 此外，如在

凝胶中加入内标，可使不同凝胶中蛋白质丰度的比

较更加准确［９，１０］。

３　 基质辅助激光解吸 ／电离⁃飞行时间

质谱

　 　 基 质 辅 助 激 光 解 吸 ／电 离⁃飞 行 时 间 质 谱

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）特别适合于蛋白等生物大分子的

高通量筛选，还可以对寡核苷酸、基因的单核苷酸多

态性进行分析；对天然与合成高分子的分子量和分

子量分布进行分析。 ＭＡＬＤＩ 利用氮源脉冲激光使

样品从固相表面解吸，与此同时产生一系列不同质

荷比的单价气态离子，然后用 ＴＯＦ 计量法测得离子

通过相应检测器所用时间从而获得肽段的质量。
张玮等人用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 结合激光捕获显微切

割（ＬＣＭ）技术确定卵巢癌外周血中趋化因子配体 １８
蛋白（ＣＣＬ１８）升高的细胞来源。 正常卵巢组织上皮

细胞中未检出 ＣＣＬ１８ 表达，但是卵巢癌组织上皮细

胞中 ＣＣＬ１８ 蛋白表达量高，因此 ＣＣＬ１８ 有可能成为

新一代卵巢癌的肿瘤标志物［１１］。 通过联合使用 ２⁃
ＤＥ 和 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术，孙明飞等［１２］、宋大萍

等［１３，１４］和 Ｇｉｒｉｂａｌｄｉ［１５］等，分别建立肺腺癌、宫颈癌和

肾细胞癌的差异蛋白图谱，确定了与肿瘤相关的蛋白

质，为肺腺癌和宫颈癌肿瘤标志物研究奠定基础。
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 多肽质谱指纹识别技术（ＰＭＦ）是

用于蛋白定量的一种最快速、成本低廉的方法。
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 和蛋白组学仪器的迅速发展使肿瘤

标志物的快速识别成为可能，并能通过体液测定对肿

瘤诊断和预后提供可靠信息［１６，１７］。 越来越多的研究

表明 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术不仅可用于定性分析，还
有助于临床分析中蛋白标记物的定量分析［１８］。

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 有众多优点，如分析速度快、样品

用量少、高灵敏度、操作简便、试剂价格较低及质荷

比检测范围广等。 但是有研究报道 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 系

统平行性和定量计算等方面的缺点。 这是由于

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 过度依赖于仪器的设置参数，如去除干

扰离子的偏转质量、用于峰定量的校准类型等［１９］。
ＭＳ 数据含有大量噪音信号，这些噪音信号大多由

仪器设置、电信号传递过程中产生的噪音等引起的。
因此，在数据预处理过程中，需要减少噪音信号及系

统偏差，包括校正基线、去噪音处理、信号峰校准等。
此外，仍需更稳固的计算方法以降低未知的内在生

物差异引起的变异影响［２０，２１］。

４　 表面增强激光解吸 ／电离⁃飞行时间

质谱

　 　 目前，表面增强激光解吸 ／电离⁃飞行时间质谱
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技术（ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）广泛用于分析体液的蛋白多

肽谱，筛选潜在疾病相关蛋白质分子［２２］。
蛋白质芯片阵列和质谱仪组成了 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃

ＭＳ 系统，根据蛋白质芯片的物质特性，可分为化学

芯片和生物芯片两类。 通过疏水力、静电力、共价键

等结合样本中的蛋白质的芯片为化学芯片；生物芯

片则利用受体与配体、抗原与抗体、酶与底物等的相

互作用捕获样本中的蛋白质［２３］。 由于 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃
ＭＳ 技术不依赖于蛋白质的构象，从而优于普通蛋

白质芯片，因为它们需要设计与重组蛋白质结合的

技术［２４，２５］。
该法利用激光脉冲辐射使分析物解吸形成荷电

离子，然后根据不同质荷比的离子的飞行时间不同，
从而得到质谱图。 通过软件分析处理后，直接显示

样品中蛋白质的种类及其分子量和含量等信息。 若

将软件分析模拟谱图与健康人群、某种疾病病人的

谱图比对分析，就能发掘该疾病相关的蛋白［２６］。 几

分钟内就可完成整个测定分析过程，迅速且方法敏

感，结果特异性高，并且不会破坏所测定的蛋白质。
ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 可不需处理血清、尿液、组织抽

取物等直接进行点样检测［２７］，使样本与可溶的基质

共结晶来产生质谱信号。 在 ２００ Ｄａ ～ ５００ ｋＤａ 区间

的样品经 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析可得到清晰的质谱，
每个样本的分析时间仅为几十分钟，但是得到的信

息量远大于双向凝胶电泳；只要与表面探针结合，就
可以检测到低丰度蛋白质，这也是双向电泳不具备

的特性［２８］。 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 具有下列优势：（１）对

粗样本直接分析处理，如血清、尿液等；（２）不仅可

发现一种蛋白质或生物标记分子，而且还可以发现

多种组合方式的蛋白质图谱；（３）推动基因组学发

展，基于蛋白质特点发现新的基因；（４）使大规模、
超微量、高通量、全自动筛选蛋白质成为可能［２９］。

徐文鸿等人采用 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术和 ＣＭ１０
蛋白芯片，检测 ７６ 例大肠癌患者术前血清蛋白质指

纹图谱，筛选出的肿瘤标志物可以指导大肠癌的综

合治疗，所建立的诊断模型可以辅助临床明确大肠

的术前分期［３０］。 相对于 ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 在其他肿

瘤中的成功应用，其在肺癌研究中没有发挥该技术

的优势。 目前研究很少考虑组织学类型对血清蛋白

的影响，未能按国际肺癌分期标准进行实验设计等

原因，因此，ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 在肺癌研究中仍有待改

进，以推动肺癌肿瘤标志物的研究［３１］。
ＳＥＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 的差异峰鉴定比较困难，主要

是因为很难洗脱下结合在芯片上的蛋白质，并且结

合的蛋白质含量很少，用现有的方法难以进行分析

鉴定，只能得到差异多肽的分子量等信息［３２］。 此

外，该技术不能进行后续鉴定，不能得出 Ｎ⁃端、Ｃ⁃端
序列和蛋白质的构型，仍需要与双向电泳、生物信息

学等技术联合使用［３３］。

５　 蛋白质芯片技术

蛋白质芯片（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｈｉｐ）技术是一种高通量、
高灵敏度、高特异性的分析技术。 它不仅是蛋白质

组学研究中强有力的工具，也是临床中疾病早期诊

断、预后和治疗效果评测新手段。
蛋白质芯片用未经标记或标记的生物分子与芯

片上的探针进行反应，再通过特定的扫描装置进行

检测、分析处理，是一种将多种蛋白质有序地固定于

介质载体上的蛋白微阵列。 蛋白质芯片技术的优势

有：（１）特异性强。 相对于传统的 ＥＬＩＳＡ 分析，蛋白

质芯片采用光敏染料标记，灵敏度高； （２）样品的前

处理简单，只需对少量标本进行沉降分离和标记后，
即可进行分析和检测；（３）效率极高。 一次实验可

实现对多种目标蛋白进行同时检测；（４）使用简单，
全自动化操作，结果正确率高；（５）重复性好，不同

次实验间相同两点之间差异小； （６）适用于细胞系、
组织和体液等多种生物样品［３４］。

于新宇采用 １２ 种肿瘤标志物蛋白芯片对

１２ ５７４名健康体检者及６ ４０４名初次住院患者的血

清进行检测，发现 Ｃ１２ 多肿瘤标志物蛋白芯片检测

系统结果阳性者与临床诊断符合率高达７２．７６％，为
健康体检、临床肿瘤辅助诊断和高危人群早期肿瘤

筛查提供新的方法［３５］。 王文涛采用纳米金探针和

蛋白芯片技术，建立了高灵敏度多肿瘤标志物检测

体系，确定的四种肿瘤标志物在蛋白芯片上无交叉

反应和相互干扰，特异性良好，进而实现多种肿瘤标

志物同时快速检测，达到对肺癌早期诊断的目

的［３６］。 伊力亚尔·努尔如拉等人选取 ４０ 例肾透明

细胞癌患者和 ５３ 例同期健康志愿者及非肾癌患者，
运用 ＣＭ１０ 弱阳离子交换蛋白芯片技术与 ＳＥＬＤＩ⁃
ＴＯＦ⁃ＭＳ 联合检测肾癌组及对照组血清差异蛋白，
得到 ５ 种蛋白质，预测肾透明细胞癌的灵敏度为

８７．５％，为肾透明细胞癌的疗效评价、预后评估及靶

向治疗有一定的参考价值［３７］。
蛋白质芯片的制备及反应过程比基因芯片更复

杂。 无论是将蛋白质固定于载体上又要保持其生物

活性，或是蛋白质的合成来说，都存在着技术难题。
该方法主要依赖于抗体及其他大分子，但是规模生

产存在很多问题，需要建立高通量蛋白表达和纯化

的方法。 此外，需研制新载体及改进基质材料表面

处理方法，以促使蛋白质特异性吸附到载体上［３８］。
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随着蛋白质芯片技术的日益完善，它必将会以其各

大优点在蛋白质组学和其他领域发挥越来越大的作

用，为肿瘤疾病的诊断提供更有利的技术支持。

６　 展望

上述方法都以其优势在分析肿瘤蛋白标志物中

发挥着重要作用，但其缺点影响了该技术的广泛应

用。 蛋白质组学分析技术尚未发展出与基因分析中

ＰＣＲ 扩增技术类似的技术使得低丰度蛋白质扩增，而
由于高丰度蛋白质分子的掩盖，低丰度蛋白质通常很

难分离。 另外，对极酸性、极碱性和难溶性蛋白质进

行分离和鉴定很难，因此会丢失许多重要蛋白质的信

息［３９］。 因此，在未来肿瘤标志物分析中，需要将各种

分析手段联合起来，取长补短，多种蛋白质组学技术

联合筛查肿瘤相关蛋白，这对探明肿瘤发生、发展的

分子机理，提高临床早期发现肿瘤具有重要意义。 此

外，还需进一步丰富和发展蛋白质组学研究技术，提
高敏感性、稳定性、可重复性和特异性，以期获取更准

确的数据，发挥肿瘤标志物在肿瘤早期筛查、诊断、预
后及治疗效果的评价中的重要价值。
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