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摘要    早期诊断对于肝细胞癌的成功治疗非常重要. 为寻找血浆蛋白标志物, 本研究利

用蛋白质组学技术分析肝细胞癌组织的分泌/释放蛋白质组. 收集癌和癌旁组织的无血清

条件培养基, 通过蛋白质组学方法分析条件培养基蛋白, 共鉴定到 1365 个蛋白. Gene 

Ontology 富集分析条件培养基蛋白的分子功能和生物学过程, 发现大多具有水解酶活性, 

参与物质代谢过程, 符合肝脏作为体内最重要代谢器官的特征. 另外, 鉴定到的条件培养

基蛋白有 19%定位于细胞外和细胞膜上. 挑选出与 TGF-β 信号通路相关的 7 个条件培养

基分泌蛋白(AFP, MMP1, MMP7, MMP9, OPN, PSG9, TIMP1), 在血浆中进行验证. 研究

结果表明, 与健康对照相比, AFP, MMP1, OPN, PSG9 在肝细胞癌病人血浆中的含量显著

升高, 且 MMP1 和 OPN 对肝细胞癌的诊断效能高于血浆常规标志物 AFP, 可以作为诊断

肝细胞癌的潜在标志物. 综上所述, 本研究提供了可以用于进一步寻找血浆标志物的分泌

蛋白质资源库. 发掘出分泌蛋白 MMP1 和 OPN 可能作为新型的标志物检测肝细胞癌, 并

有助于提高 AFP 的诊断灵敏度.  
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全球每年大约有 60 万肝细胞癌(hepatocellular 

carcinoma, HCC)新发病例, 其中约 55%的病例发生

在中国[1]. 乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是

HCC 的重要诱发因素. 在中国, 大约有 2000 万人感
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染了 HBV 病毒[2]. 手术切除仍然是 HCC 最有效的治

疗方式. 但是, 大部分 HCC 在确诊时已处于晚期,  

导致 HCC 预后较差, 据报道 HCC 的 5 年生存率仅

25%~30%[3,4]. 结合超声检查 , 甲胎蛋白 (alpha-feto- 

protein, AFP)已广泛应用于筛查高危人群. 但是, 其较低

的灵敏度(39%~65%)使其应用受限 [5]. 因此, 为提高

HCC 的早期诊断率, 需要寻找新的更为准确的标志物.  

蛋白质组学分析能为解释生命体内蛋白质的功

能和结构提供更可靠的线索. 然而, 血浆蛋白质组学

遇到的主要问题是血液中蛋白质浓度波动极大, 跨

度从 mg/mL 到 pg/mL, 甚至更低[6]. 高丰度蛋白种类

少, 却在血液中含量高, 掩盖了众多含量低、种类多

的低丰度蛋白的信号. 为了解决这个问题, 研究者采取

了许多措施, 包括利用亲和力、离心、沉降去除高丰度

蛋白. 但是, 这些方法重复性差、特异性不足、通量低, 

不适合用于高通量筛选和发现血中的新蛋白质[7]. 由于

直接分析血浆/血液样品比较困难, 采用分泌蛋白质组

学技术作为一种替代的方法, 用于发现血液蛋白标志

物的研究已经开展. 分泌蛋白能够从细胞中释放出来, 

进入血液循环, 因而是最有可能的候选血浆肿瘤标志

物[8]. Planque 等人[9]通过分析 4 株肺癌细胞系的条件培

养基, 鉴定到 5 个血浆候选标志物. Polisetty 等人[10]构

建 3 株胶质瘤细胞系的分泌蛋白质组, 其中 22 个蛋白

能够在血浆中鉴定到. 然而, 目前有关 HCC 分泌蛋白

质组筛选外周血标志物的研究较少.  

以细胞系为基础的分泌蛋白质组, 即省时又高

效, 但需要考虑到永生化细胞系同临床样品之间的

差异. 因此, 本研究前期发展了以原代组织培养为基

础, 用蛋白质组学方法分析组织培养的无血清条件

培养基(conditioned medium, CM)模型[11,12]. 本研究中

收集了来自 6 例伴有 HBV 感染的 HCC 和癌旁组织的

原代培养CM, 采用质谱技术鉴定CM中的蛋白质, 以

构建的 HCC 分泌释放蛋白质组. 之后, 在血浆中验证

了 AFP 及其他 6 个 CM 候选蛋白标志物, 包括基质金

属蛋白酶 1 (matrix metalloproteinase 1, MMP1), MMP7, 

MMP9, 骨桥蛋白(osteopontin, OPN), 妊娠特异性蛋

白 9 (pregnancy-specific beta-1-glycoprotein 9, PSG9), 

组织基质金属蛋白酶抑制因子 (tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1, TIMP1), 并分析这些候选标志物

诊断 HCC 的效能.  

1  材料与方法 

1.1  病例与样品 

用于原代培养的组织, 包括癌组织和癌旁组织, 

取自 6 例伴有慢性 HBV 感染的 HCC 患者. 这些患者

于 2009 年 3 月在中国医学科学院肿瘤医院进行手术

切除治疗. 所有组织均经过有经验的病理医师确诊, 

相关的临床病理资料见网络版附表 1.  

术前 HCC 血浆取自 179 例在中国医学科学院肿

瘤医院就诊的患者, 包括 35例女性和 144例男性, 平

均年龄为 54.0 岁, 均伴有 HBV 感染. 肝硬化血浆取

自首都医科大学附属佑安医院的 80 例肝硬化患者, 

包括 24 例女性和 56 例男性, 平均年龄为 53.5 岁, 均

伴有 HBV 感染. 健康人血浆取自在中国医学科学院

肿瘤医院进行健康体检者, 包括 13 名女性和 90 名男

性, 平均年龄为 49.1岁, 均为健康者, 且未感染HBV. 

外周血的收集方法参照以前的研究进行[12]. 所有收

集的组织和血浆样品均有知情同意书, 并通过中国

医学科学肿瘤医院伦理委员会的审查.  

1.2  原代器官培养和条件培养基的收集 

用于原代培养的 6 例配对癌和癌旁组织取自进

行手术治疗的 HCC 患者. 新鲜的组织样品经过清洗

后, 切成 2~3 mm3的小块, 之后转移至 60 mm培养皿

中, 加入LHC-9无血清培养基[13], 置于 37℃培养, 向

培养盒中充入含有 50% O2, 45% N2和 5% CO2的混合

气体. 24 h 后, 用 Hank’s 液清洗, 用不含胎牛垂体提

取物的 LHC-9 无血清培养基继续培养 24 h. 之后收

集无血清 CM, 并用 Amicon Ultra-15 超滤管透析、浓

缩(Millipore, MA, USA).  

1.3  一维 SDS-PAGE 联合 LC-MS/MS 分析 CM  

蛋白 

用 10% SDS-PAGE 分离 CM 样品, 上样量为   

50 g 蛋白. 考马斯亮蓝染色后, 每个泳道切成 40 个

胶条 , 胰酶消化 [12]. 之后 , 采用 Nano-LC-MS/MS, 

SYNAPT 系统(Waters, MA, USA)鉴定 CM 蛋白质. 

简述如下, 每个肽段混合物溶解在 6 L 0.1%甲酸中, 

nano-ACQUITY 系统分离(Waters, MA, USA), 该系

统配备一个在线脱盐柱(Symmetry C18)和色谱分离

柱(EBH C18). 首先样品溶解在 0.1%的甲酸溶液中, 
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以 7 L/min 的速度自动进样 3 min. 所用溶剂 A 为

0.1%溶于水的甲酸, B 为 0.1%溶于乙腈的甲酸, 流动

相 A 线性梯度为 97%~60%, 流动相 B 的线性梯度为

3%~40%. 分离 90 min 以上, 速度为 200 nL/min, 随

后, 10%流动相 A 和 90%流动相 B, 10 min. 以 lock 

mass 模式, Glu-fibrinopeptide B 浓度为 100 fmol/L, 

恒速 300 nL/min 传递到 nano-ACQUITY 系统 . 

SYNAPT 高分辨率质谱分析胰酶消化后的肽段 [14], 

质谱在V模式下进行, 全宽度半最大值最小为 10000. 

TOF 质谱分析仪串联质谱校准 Glufibrinopeptide B 离

子片段m/z(质荷比)设为 50~1600, 喷雾器采样频率为

30 s. 高精度 LC-MS 在 MSE 模式下数据采集(低碰撞

能量为 4 eV, 高碰撞能量从 15 eV 升至 45 eV, 开关

间隔 1 s, 扫描间隔 0.02 s), 质量范围 (m/z) 为

300~1990.  

1.4  CM 蛋白的鉴定 

Protein-Lynx Global Server (Waters, MA, USA)用

于生成 SYNAPT 系统的 peak list 文件. Peak list 文件

搜库通过 pFind2.4 搜索引擎完成 , 检索数据库为

Uniprot Protein Knowledgebase Release 12.6 人种属蛋

白质数据库(包括 76137 entries). 检索参数设定如下: 

胰酶消化, 允许漏切一个酶切位点, 母离子质量允差

为 0.2 Da, 子离子质量允差为 0.3 Da, 肽序列氨基酸

固定修饰和可变修饰分别为半胱氨酸(Cys)的还原烷

基化修饰和甲硫氨酸(Met)的氧化修饰, 肽段水平上

的错误发现率(false discovery rate, FDR)为 1%.  

1.5  检测血浆中候选蛋白 

所有步骤按照生产商试剂说明书进行. 血浆中

AFP 的含量由中国医学科学院肿瘤医院检验科采用

增强型化学发光法测定. 另外 6 个挑选的 CM 蛋白

(MMP1, MMP7, MMP9, OPN, PSG9, TIMP1)的血浆

蛋白水平采用双抗夹心 ELISA 法测定. 所用 ELISA

试剂盒, 除 PSG9 外均购自 R&D 公司(Minneapolis, 

USA), PSG9 购自 Blue Gene 公司(Shanghai, China).  

1.6  生物信息学分析 

Gene Ontology (GO)富集分析采用 GOFFA 工具. 

以 KEGG 和 PATHART 数据库为基础 , 采用

ArrayTrack 工具, 分析 CM 蛋白参与的相关生物学途

径[15]. CM 蛋白相互作用网络通过 STRING 在线工具

构建. 采用 Mann-Whitney U 检验(SPSS version 17.0, 

Chicago, USA)分析不同组间, 血浆蛋白水平的差异, 

受试者工作曲线 (receiver operating characteristic, 

ROC)和曲线下面积(area under of ROC, AUC)也通过

SPSS软件绘制和计算, 当P值小于0.05时认为有统计

学差异. 箱式图由 GraphPad Prism 5.0 绘制(GraphPad 

Software, San Diego, USA).  

2  结果 

2.1  HCC 相关 CM 蛋白数据库的建立 

一维 SDS-PAGE分离培养的HCC组织CM蛋白, 

LC-MS/MS 鉴定, 并通过 pFind 搜库, 分别鉴定来自

12 个样品的 CM 蛋白. 12 个样品中平均鉴定到 511

个蛋白质, 最少可鉴定到 271 个蛋白, 最多可鉴定到

772 个蛋白. 网络版附图 1A 显示了配对组织 CM 中

鉴定到的蛋白数量. 总共鉴定到 1365 个蛋白, 其中

841 个(61.61%)为重合蛋白, 417 个(30.55%)为癌组织

特异 CM 蛋白, 107 个(7.84%)是癌旁组织特异 CM 蛋

白. 网络版附表 2 中列出了所有鉴定到 CM 蛋白的详

细信息. 另外, 分析了 CM 蛋白的分子质量和等电

点(pI 值)分布, 分子质量范围为 6584~669735 Da, 

多数在 10~40 kD(网络版附图 2A). pI 值的分布从

0.99~11.85, 主要为 4.0~6.6, 尤其是在 5.6 附近(网络

版附图 2B). 这种模式与不同生物蛋白质组的特点相

吻合, 表明肿瘤组织的生命活动更趋向于酸性微环

境[16].  

将肝细胞癌 CM 蛋白同已公布的 2 个血浆蛋白

质数据库比较, 分别是 HUPO 血浆蛋白质数据库[17]

和 Anderson 等人 [18]建立的人血浆蛋白质数据库 . 

如网络版附图 1B 所示, 301 个蛋白同 HUPO 血浆蛋

白重合, 173 个蛋白同 Anderson 血浆数据库重合. 

另外, 也同包含 9020个蛋白的HUPO肝脏蛋白数据

库进行了比较, 有 1077 个蛋白重合[19]. CM 蛋白中

有 217 个蛋白没有包含在上述 3 个已公布的蛋白质

数据库中.  

2.2  GO 注释、CM 蛋白参与的信号通路、构建 CM

蛋白相互作用网络 

对 CM 蛋白进行 GO 富集分析, 包括分子功能、

生物学过程、细胞亚定位. CM 蛋白的分子功能和生

物学过程同肝脏作为最重要的代谢器官相适应, 大
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部分 CM 蛋白的分子功能是水解酶活性(26%)、酶调

节(9%)、脂质结合(6%) (图 1A). CM 蛋白参与的生物

学过程主要是蛋白质代谢(19%)、分解代谢(17%)、氨

基酸代谢(6%) (图 1B). CM 蛋白的细胞亚定位分析表

明, 分布于细胞外和细胞膜上的蛋白质占总蛋白质

的 19%, 这些蛋白质最有可能分泌进入血液中. 其余

大部分蛋白质定位于细胞浆、高尔基体及其他细胞器

上(图 1C). 为进一步了解 CM 的特点, 以 KEGG 和

PATHART 通路数据为基础, 分析了定位于细胞外基

质的 CM蛋白所参与的信号转导通路. 这些通路包括

细胞间通讯、免疫反应、细胞信号转导等. 转化生长

因子-(transforming growth factor-beta, TGF-)信号

通路在 HCC 发生过程发生改变[20], 通过 STRING 工

具构建了同 TGF-β 信号通路有关的 CM 蛋白的相互

作用网络(网络版附图 3), CM 蛋白如 MMP1, MMP9, 

OPN, TIMP1 同 TGF-诱导蛋白(TGFBI)相互作用. 

另外, AFP 与 PSG9 同其他 CM 蛋白相互作用间接参

与 TGF-β信号通路.  

2.3  血浆中检测挑选的 CM 蛋白 

根据前述的信号通路和相互作用网络分析, 挑

选了 7 个待验证蛋白质, 分别是 AFP, MMP1, MMP7, 

MMP9, OPN, PSG9, TIMP1. 血浆样品来自 3 组人群, 

包括 179 例伴有 HBV 感染的 HCC 病人, 80 例伴有

HBV 感染的肝硬化病人, 以及 103 例健康对照. HCC

血浆中 AFP 的水平显著升高(图 2A 和表 1). MMP1, 

OPN, PSG9 的血浆蛋白水平从健康对照、肝硬化, 到

HCC 渐次升高. HCC 中 MMP1 和 OPN 血浆蛋白水平

显著高于健康对照和肝硬化组(图 2B~D). MMP7, 

MMP9, TIMP1 在肝硬化血浆中的含量同健康人和

HCC 相比显著升高(表 1).  

2.4  候选标志物诊断 HCC 的效能 

HCC 中 MMP1, OPN, PSG9 显著升高, 是潜在的

血浆肿瘤标志物. ROC 用于评估 MMP1, OPN, PSG9

的诊断效能. 表 2 列出了候选标志物的 AUC 值, 

MMP1 和 OPN, 而非 PSG9, 在从健康对照或者肝硬

化中区分 HCC 时, 显示了优于 AFP 的诊断效能(表

2). 从肝硬化中区分 HCC, AFP 的 AUC 值下降, 而

MMP1 的 AUC 仍 较 高 (0.945; 95% 置 信 区 间

(confidence interval, CI): 0.910~0.979)(图 3A). 在 AFP

值低于 20 ng/mL的HCC患者中, MMP1从肝硬化区分

这部分 HCC 的 AUC 值依然较高(0.948; 95% CI: 

0.912~0.984)(图3B). 另外, 以OPN为标志物从肝硬化

中检测 HCC 的 AUC 值(0.911; 95% CI: 0.866~0.957)

好于AFP(图 3C), 对于 AFP 值小于 20 ng/mL 的 HCC, 

OPN 的 AUC 也要好于 AFP(图 3D).  

取目前临床上采用的 AFP 的 Cutoff 值: 20 ng/mL, 

MMP1 和 OPN 的 ROC 曲线下面积最大时的 Cutoff

值, MMP1为 1.72 ng/mL, OPN为 84.40 ng/mL. MMP1

从肝硬化中区分 HCC 的灵敏度和特异性最好, 灵敏

度为 91.62%(95% CI: 86.60~95.20), 特异性为 91.25% 

(95% CI: 82.80~96.40)(表 2). 在诊断 AFP 低于 20 

ng/mL的HCC时, MMP1的灵敏度为 92.92% (95%CI: 

86.50~96.90), 特异性为 91.25%(95% CI: 82.80~96.64) 

(表 2).  

3  讨论 

肿瘤分泌蛋白质组是体液蛋白质组的一个有益 

 

 

图 1  肝细胞癌 CM 蛋白 Gene Ontology 富集分析 
A: 分子功能; B: 生物学过程; C: 细胞亚定位 
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图 2  AFP, MMP1, OPN 和 PSG9 在 HCC、肝硬化、健康对照血浆中蛋白水平 
A: HCC 中 AFP 的蛋白质水平高于健康对照和肝硬化; B: MMP1 在 HCC 血浆中的含量高于肝硬化和健康对照; C: HCC 血浆中 OPN 的水平显著

高于其他 2 组; D: PSG9 在 HCC 中血浆水平高于健康对照. 箱图表示的是位于 25%~75%的值, 横线代表中位值, 位于箱外的点代表离群值 

表 1  Mann-Whitney U 检验分析蛋白质标志物在 HCC、肝硬化、健康对照外周血蛋白质水平的差异 a) 

蛋白质标志物 
中位值和标准差(ng/mL) 

P 值 
健康对照(n=103) 肝硬化(n=80) HCC(n=179) 

AFP 2.84 (1.78) 3.84 (109.69) 6.45 (401.62) <0.001a, 0.001b, 0.004c 

MMP1 0.76 (5.46) 0.63 (0.89) 2.67 (15.00) <0.001a, <0.001b, 0.326c 

MMP7 1.52 (0.70) 15.11 (11.49) 1.45 (10.20) 0.732a, <0.001b, <0.001c 

MMP9 44.45 (28.19) 150.74 (132.50) 66.30 (49.67) <0.001a, <0.001b, <0.001c 

OPN 52.20 (30.11) 45.09 (46.59) 125.09 (138.91) <0.001a, <0.001b, 0.353c 

PSG9 10.68 (22.49) 12.61 (52.57) 12.97 (94.15) 0.005a, 0.671b, 0.056c 

TIMP1 71.62 (14.63) 225.58 (269.58) 128.72 (77.39) <0.001a, <0.001b, <0.001c 

a) n: 本组人群数量; a: 健康对照 vs HCC; b: 肝硬化 vs HCC; c: 肝硬化 vs 健康对照

补充, 大大提高了挖掘生物标志物的特异性, 尤其是

减少了血液中高丰度蛋白的影响[21]. 有文献报道通过

分析HCC细胞系的条件培养基来寻找HCC标志物[10], 

但是这种方法建立的蛋白质组同复杂的血浆蛋白质相

比, 不能准确反映 HCC 这种恶性肿瘤的病理特征[12]. 

研究中成功建立了 HCC 癌和癌旁组织的无血清原代

培养体系. 通过一维SDS-PAGE分离, 联合LC-MS/MS

分析 CM, 最终鉴定到了 1365 个非冗余蛋白. 其中

84%的 CM蛋白同 HUPO 肝脏蛋白质组及其他 2 个血

浆蛋白质数据库重合. 同时, CM 中包含的 AFP、核

纤层蛋白 B(lamin B)[22]和热休克蛋白 70(heat shock 

protein 70)[23], 已有研究证明在HCC组织或血浆中显 
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图 3  ROC 曲线分析 MMP1 和 OPN 从肝硬化中诊断 HCC 的效能 
A: MMP1 从肝硬化中诊断 HCC; B: MMP1 从肝硬化中诊断 AFP 值低于 20 ng/mL 的 HCC; C: OPN 从肝硬化中诊断 HCC; D: OPN 从肝硬化

中诊断 AFP 值低于 20 ng/mL 的 HCC 

表 2  蛋白标志物 AFP, MMP1, OPN, PSG9 的 ROC 曲线下面积(AUC)、灵敏度、特异性 

蛋白质标志物 Cutoff (ng mL) AUC (95% CI) 灵敏度(%) (95% CI) 特异性(%) (95% CI) 

HCC vs 健康对照     

AFP 20.00 0.761 (0.706~0.815) 36.31 (29.30~43.80) 100.00 (96.50~100.00) 

MMP1 1.72 0.876 (0.822~0.929) 92.18 (87.20~95.70) 85.44 (77.10~91.60) 

OPN 84.40 0.935 (0.906~0.964) 87.15 (81.30~91.70) 89.32 (81.70~94.50) 

PSG9 15.44 0.600 (0.533~0.668) 40.78 (33.50~48.40) 78.64 (69.50~86.10) 

HCC vs 肝硬化     

AFP 20.00 0.642 (0.572~0.712) 36.87 (29.80~44.40) 84.81 (75.00~91.90) 

MMP1 1.72 0.945 (0.910~0.979) 91.62 (86.60~95.20) 91.25 (82.80~96.40) 

OPN 84.40 0.911 (0.866~0.957) 87.15 (81.30~91.70) 85.00 (75.30~92.00) 

HCC (AFP<20 ng mL) vs 肝硬化     

MMP1 1.72 0.948 (0.912~0.984) 92.92 (86.50~96.90) 91.25 (82.80~96.64) 

OPN 84.40 0.904 (0.855~0.952) 84.96 (77.00~91.00) 85.00 (75.30~92.00) 

 
著升高. 这些都证实了肝细胞癌 CM蛋白数据的准确

性, 并可用于进一步的分析. 本研究重点分析了定位

于细胞外的 CM蛋白, 因为这部分蛋白质最有可能进

入到血液循环中, 是潜在的肿瘤标志物. 总之, 该方

法为从肿瘤微环境中寻找分泌的潜在肿瘤标志奠定

了基础.  

HCC 相关的“分泌/释放”蛋白质数据库, 为了解

肝脏功能提供了一个具有探索性的新视角. 在本研

究中, 26% CM 蛋白的分子功能是具有水解酶的活性, 

如环氧化物和乙醇水解酶. 同时, CM 蛋白质富集到
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的生物学过程也表明, CM 蛋白主要参与蛋白质、氨基

酸、糖类的代谢过程. CM 的分子功能和参与的生物学

过程符合肝脏是重要的人体代谢器官的特点(图 1A, 

B). 定位于细胞外和细胞膜上的蛋白质(图 1C)可以通

过经典分泌途径或从细胞表面脱落等过程, 释放到细

胞外而进入血液循环中. 有些 CM 蛋白, 如肌动蛋白

(actin)、羰基还原酶(carbonyl reductase)、甘油醛-3-磷

酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

等, 通过细胞裂解及其他非经典分泌途径, 也可被释

放到细胞外环境中[8]. 在肝细胞癌CM中的217个差异

蛋白 , 如肝脏糖原磷酸化酶(glycogen phosphorylase 

liver form), 可能参与 HCC 特定的病理过程(网络版

附图 1B).  

随后, 在相对大的人群(伴有长期 HBV 感染的

HCC 患者、肝硬化病人、健康对照)血浆中, 挑选与

TGF-信号通路有关的 CM 蛋白进行后续研究 . 

TGF-是调控细胞更新、分化、生存的关键调控因子, 

HCC 发生的早期 TGF-的表达即受到抑制[24]. 慢性

乙型肝炎患者中乙型肝炎病毒 X 蛋白能够改变肝脏

TGF-信号通路, 使其对肿瘤作用由抑制转变为促进. 

同 TGF-相关的候选血浆标志物可能有助于 HCC 的

早期发现. 据报道, OPN 促进 HCC 的发生和肿瘤细

胞的增殖[25]. 本研究中, OPN 可以作为标志物来诊断

HCC. 此结果同另一项研究相一致, 该研究表明 OPN

比AFP更灵敏, 可以作为HCC早期诊断标志物[26]. 另

外, 血浆中 OPN 含量高提示 HCC 的预后差[27]. PSG9

是癌胚抗原家族成员, 是一种高度糖基化的蛋白质, 

在结直肠癌发生过程表达紊乱[28]. PSG 的主要功能是

免疫调节和促进血管生成[29]. 通过相互作用网络分

析, PSG9 同 AFP 相互作用参与 TGF-β信号通路(网络

版附图 3). 大部分的 HCC 都有长期肝硬化背景, 而

肝硬化患者血浆中 PSG9 水平已开始升高(图 2D), 表

明 PSG9 或可以作为肝硬化的标志物.  

癌发展过程中, 基质金属蛋白酶是癌发生过程

中细胞外微环境发生改变的主要调节因子 [30]. 

MMPs 调控细胞外基质转化的主要信号通路, 肝硬

化病人血浆中, 高含量的 MMP7, MMP9, TIMP1 可

能参与肝损伤后细胞外基质的聚集[31]. 本研究最重

要的发现是, MMP1 可以作为 HCC 诊断标志物. 一

项 meta 分析的研究表明, MMP1 升高增加了癌转移

的可能性[32]. Decock 等人[33]报道 MMP1 在乳腺癌病

人外周血含量较健康人低, 而在肺癌外周血中含量

升高[34]. 本研究中 MMP1 在 HCC 外周血中显著升

高, 并且从健康对照和肝硬化病人中诊断 HCC 患者

显示了良好的诊断效能, 其灵敏度和特异性都优于

AFP. MMP1 从肝硬化中区分 HCC 的诊断效能最优, 

且在诊断 AFP 值低于 20 ng/mL 的 HCC 患者的 AUC

值很高, 说明 MMP1作为标志物能够改善 HCC的早

期诊断. 本项研究对 MMP1作为 HCC的标志物进行

了初步研究, 接下来仍需要从多中心、大样本人群

中检测 MMP1 外周血中的含量, 特别是检测由慢性

HBV 感染进展到 HCC 这一过程中血浆 MMP1 的动

态变化.  

4  结论 

本项研究报道了以无血清原代培养模型为基础, 

构建了包含 1365 个 CM蛋白的 HCC分泌蛋白质数据

库. 数据中包含了 HCC 相关的蛋白质, 为寻找这种

恶性疾病的标志物提供了丰富的资源. 在验证的这

些候选标志物中, MMP1和OPN的诊断效能优于AFP, 

将有助于提高 HCC 的诊断.  
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附表 1  原代培养的 6 例肝细胞癌样本临床信息 

样品号 年龄 性别 分化 TNM 分期 

HCC6 52 男 中 T4N0M0 

HCC14 72 男 中 T4N0M0 

HCC18 57 男 中 T1N0M0 

HCC19 55 男 低 T4N0M0 

HCC27 55 女 低 T1N0M0 

HCC32 46 男 中 T4N0M0 

 
 

 

附图 1  HCC 癌及癌旁组织中鉴定到的条件培养基蛋白 
A: 配对的癌组织(C)和癌旁组织(N)条件培养基鉴定到的蛋白质总数; B: 文氏图比较 HCC_CM 蛋白和已发表的蛋白质组数据库 

 

 

附图 2  CM 蛋白质的分子质量(A)和等电点 pI (B)分布 
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附图 3  CM 蛋白中同 TGF-相关的相互作用网络 
包括 AFP, MMP1, MMP7, MMP9, OPN(SPP1), PSG9, TIMP1, 并作为肝细胞癌候选标志物进行了验证 
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