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早期胃癌患者外周血清差异蛋白表达谱的建立及其生物学分析 *
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摘要目的：分析早期胃癌患者外周血中低丰度蛋白的表达差异，以筛选诊断早期胃癌血清多肽或蛋白标志物。方法：应用高通量

的 AAH-BLG-1000蛋白芯片分别检测 3例早期胃癌患者和 3例正常对照成人的外周血清，建立早期胃癌患者外周血清差异蛋白

表达谱，分析其相关生物学信息，以筛选早期胃癌的血清肿瘤标志物。结果：与正常对照组比较，早期胃癌患者外周血清中有 10

种蛋白表达显著上调(P<0.05)，52种蛋白表达显著下调(P<0.05)。生物信息学分析发现差异蛋白质集中于血管生成、信号调控，免

疫调节、酶联受体蛋白信号，细胞凋亡等生物进程，而差异蛋白中的 VEGI、CD40L、SMAD7、PLUNC、NTN、LT茁R和 HEVM7个差

异蛋白的特征性改变有望成为早期胃癌血清学的肿瘤标志物。结论：应用蛋白芯片技术所得的早期胃癌患者血清中的差异表达

蛋白有望成为诊断早期胃癌的血清肿瘤标志物。
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Expression Profiles of 1000 Protein from a Biotin Label-based Antibody
Array in Human Early Gastric Cancer and Bioinformatical Analysis*

To explore the differential expression of low abundance proteins in peripheral blood of patients with early

gastric cancer and to screen tumor markers for the diagnosis of early gastric cancer. Three patients suffered from early gastric

cancer were collected from January 2013 to June 2013, and another three healthy people were collected from healthy examination. They
were devided into gastric cancer group and normal control group. The serum low abundance proteins were tested with biotin label-based

antibody chips, which could detect 1000 kinds of proteins levels in one-time detection both in patients with early gastric cancer (case

group) and in normal control persons (control group). The differential expression profile of low abundance proteins were analyzed by

bioinformatics software. Compared with that in the control group, the expressions of 10 kinds of proteins were significantly

elevated (P<0.05) and 52 kinds of proteins were obviously lowered in the early gastric cancer group (P<0.05). A series of bioinformatics
analysis was carried out on the differential proteins, which were mainly associated with the blood vessel morphogenesis, enzyme linked

receptor protein signaling, immune process, positive regulation of signal transduction and apoptosis. Among these factors, VEGI, CD40L,
SMAD7, PLUNC, NTN, LT茁R and HEVM could become the serum tumor markers of early gastric cancer. The differential

proteins in serum got from a biotin label-based antibody protein array could be used as the biomarkers for the diagnosis of early gastric

cancer.
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前言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤，每年国内胃癌新发病例数约

占全球 40%，其中 84%为进展期胃癌，5年生存率不到 30%[1]。

早期胃癌的五年生存率可达 90%以上，因而如何早期发现胃癌

以及寻找一种特异且有效的胃癌血清标志物已成为目前的研

究热点。

蛋白芯片是一种高通量、平行性的蛋白监测系统，目前可

以同时一次性地检测几百、甚至几千个目标因子，而所需的标

本仅需要 20-100 滋L，检测灵敏度更是能达到 pg/mL水平，对于

低丰度蛋白也同样能达到良好的检测效果[3]。目前，已有实验成

功通过蛋白芯片筛选出卵巢癌、前列腺癌和结直肠癌的特异性

肿瘤标志物[2-4]。

本实验应用 Raybiotech公司 AAH-BLG-1000型蛋白芯片
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表 1病例组与对照组的一般临床资料比较

Table 1 Comparison of the baseline clinical characteristics between gastric cancer patients and healthy controls

Group Number Age Sex Pathologic T stage Lymph node metastasis

Gastric cancer patients

2 48 Male Adenocarcinoma, T1a (-)

5 50 Male Adenocarcinoma, T1a (-)

14 47 Female Mucinous adenocarcinoma, T1a (-)

Healthy controls

50 44 Female superficial gastritis

51 43 Male superficial gastritis

79 38 Male superficial gastritis

图 2对照组(样本 50)血清蛋白芯片的检测图

Fig.2 Detection figure of serum protein microarray in control group

(sample 50)

分别对早期胃癌患者和正常对照成人的外周血清标本进行检

测，建立两组之间的差异蛋白表达谱，同时对差异蛋白谱进行

相关的生物学分析，旨在筛选有价值的早期胃癌的血清标志

物，为胃癌的早期筛查和诊断提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象及分组

随机选取上海市交通大学附属第一人民医院消化科及胃

肠外科 2013年 1月到 2013年 6月收治的早期胃癌(粘膜内癌)

患者 3例作为病例组；选取上海市交通大学附属第一人民医院

健康体检科中心正常健康成人 3例为对照组，其具体临床资料

见表 1。

所有病例均有病理组织学诊断 (符合国际国际抗癌联盟
2002年 TMN分期诊断标准，术后病理诊断确认为早期粘膜内

胃癌)，同时排除其他组织器官的恶性肿瘤，入选的病例均排除

急、慢性感染，排除肝、肾、内分泌代谢以及自身免疫性疾病病

史。本实验设计通过上海交通大学附属第一人民医院伦理委员

会审核，血清及临床资料采集均得到患者本人的知情同意。

1.2 主要实验仪器及试剂
1.2.1 主要实验仪器设备 芯片小型离心机(ChipMate PMC－

082，Tomy公司)，芯片扫描仪 (GenePix 4000 B，Axon Instru-
ments，美国)，GenePix Pro 6.0软件 (Axon Inxtruments,美国)，
-80℃冰箱(MDF-382，日本三洋公司)。
1.2.2 主要试剂 Raybiotech试剂盒(RayBio. Biotin L-SERIES

Human Antibody Array 1000 Glass Slides，AAH-BLG-1000芯片)

(Raybiotech公司，美国)购自上海华盈生物医药科技有限公司。
1.3 实验方法
1.3.1 血清标本采集 所有血清标本均为清晨空腹静脉血，采

全血 4 mL后常温静置 1小时，之后以 4000转 /分离心 12分

钟，吸取血清分装到 EP管中，每份 EP管 100 滋L，分别编号后
储存于 -80℃冰箱长期保存备用，保存过程中避免血清的反复

冻溶。

1.3.2 应用蛋白芯片检测血清蛋白的水平 按照 Raybiotech

试剂盒的标准操作流程进行，每例样本取 20 滋L血清，血清样

本经过样本透析、生物素标记、二次样本透析、芯片封闭、样品

杂交及洗涤、离心 6个步骤后，最后放入扫描仪进行芯片扫描。

芯片扫描所采集到的信号强度以散点图表示，采用 GenePix

Pro 6.0数据分析软件对获得的信号强度进行数据分析，将每一

个点的绿色光亮度转化为数值型数据，用 Microsot Excel软件
进行数据分析，计算每个样品各孔的灰度值。所有数据以均数

表示，所有数据均四舍五入后取整数。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 17.0软件分析实验数据，两组间计量资料的比

较采用 T检验进行统计学分析，以 P<0.05为差异有统计学意
义。再根据芯片说明书上的提示，选取表达水平上调大于 1.5

倍或表达下调大于 0.65倍的差异蛋白作进一步的数据分析。

2 结果

2.1 两组血清蛋白芯片杂交扫描结果的比较

两组患者外周血清蛋白芯片杂交后使用 GenePix 4000B

扫描仪进行扫描，部分芯片扫描获得的结果如图 1、图 2所示。

图 1病例组(样本 2)血清蛋白芯片的检测图

Fig. 1 Detection figure of serum protein microarray in case group (sample

2)

3015窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.16 JUN.2015

表 2早期胃癌患者的血清差异蛋白表达谱

Table 2 The differences expression profiles between early gastric cancer patients and normal control

Group Protein Name

Over-expressed proteins

beta-Catenin Inhibin B Fn14 CCR7

beta-Defensin 2 PGRP-S XEDAR

HVEM TLR3 Adiponectin

Under-expressed proteins

CD40L IL-17E MCP-2 IL-1 alpha

NTN IL-2 R alpha MMP-11 SMAD 8

SMAD 7 IL-26 Angiopoietin-like Factor Tie-2

VEGI IL-5 R alpha NeuroD1 KDR

PLUNC Kremen-1 Neuropilin-2 ICAM-2

LT茁R LRP-6 CCL18 GREMLIN

IL-16 FOLR1 Persephin NOV

LYRIC DMP-1 C8B TSG-14

Furin FGF R5 Cytokeratin 18 LIGHT

Gelsolin GDF8 Musk VEGF

GRO PTHLP Vasorin GDF5

MIG PAK7 CD 163 ErbB3

S100A10 ALPP GDF3 GDF9

表 3早期胃癌患者表达差异最显著的蛋白质

Table 3 The differentially expressed proteins in the early gastric cancer(P<0.001)

Number Protein Name Official name Chinese name
Fold change

(case group /control group)

1 HVEM Herpesvirus Entry Mediator 疱疹病毒侵入介导物 2.19

2 LT茁R Lymphotoxin beta Recepter 淋巴毒素茁受体 0.46

3 PLUNC Palate, lung, and nasal epithelium clone protein 腭肺鼻上皮癌相关蛋白 0.47

4 VEGI Vascular endothelial growth inhibitor 血管内皮生长抑制因子 0.00

5 SMAD 7 Drosophila mothers against decapentaplegic protein 7 信号转导蛋白 7 0.61

6 NTN Neurturin 神经营养因子 0.54

7 CD40L Cluster differentiation 40 Ligand 白细胞分化抗原 40配体 0.36

2.2 早期胃癌患者血清差异表达蛋白谱的建立

比较病例组和正常对照组的血清蛋白表达差异，共获得差

异蛋白 62种，包括上调蛋白 10种，下调蛋白 52种。其中，

HEVM在上调蛋白中差异最显著 (P<0.001)，包括 6个蛋白：
VEGI、PLUNC、LT茁R、CD40L、SMAD7，NTN 在下调蛋白中差
异最为显著(P值小于 0.001)。

2.3 聚类分析梳理病例组与正常对照组的亲疏关系

利用 Cluster 3.0软件对上述建立的差异蛋白谱进行聚类
计算，以宏观展示各元素及样本之间的亲疏差异，并用 Java

Tree view软件进行聚类热图展示。图 3直观显示了病例组与

正常对照组之间的血清蛋白表达明显分离。

2.4 差异表达蛋白质的 GO(David)分析

将研究发现的差异表达蛋白通过在线数据库 DAVID软件
进行功能注释汇总后进行生物进程 (Biological process，BP)功

能分析。本研究以 Enrichment score富集系数 >1.3为标准进行
筛选，共筛选到 18个生物进程，差异蛋白富集于免疫反应、凋

亡调节、血管形成反应、酶相关蛋白信号以及信号调控等方面

(具体见图 4)。

3 讨论

大量研究显示胃癌发现的早晚及治疗的及时与否直接影

响患者的预后，日本目前早期胃癌的诊断率可达 80%以上[1]，而

在中国，即使在北京和上海，胃癌的早期发现率也只在

14-17%，绝大多数患者在确诊时已属进展期，造成这种现象的

主要原因就是缺少一种行之有效的胃癌早期筛查手段。

高通量蛋白芯片的出现和技术的不断成熟为胃癌的差异
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图 3病例组和正常对照组的差异蛋白聚类分析谱图

Fig. 3 Clustering analysis of spectra between case group and control group

Fig. 4 Analysis of the biological process of differentially expressed proteins

蛋白筛选提供了一个很好的选择。最近，希腊 Miyoshi H等[4]通

过 Raybiotech L系列蛋白芯片(L-507 Slide)筛选结直肠癌与正

常人群之间的差异蛋白，发现在结直肠癌组织中 IL-1琢、GRO、
Glut5、MIG、ICAM-5表达水平等较正常组织升高，有望成为结

直肠癌的肿瘤标志物。

本研究应用 Raybiotech 公司的 L 系列人抗体芯片
AAH-BLG-1000，通过对 3例早期胃癌患者与 3例健康成人血
清中 1000种蛋白因子的差异表达水平的比较，筛选出 62种具

有统计学意义的差异蛋白，其中表达上调的蛋白有 10个，而表

达下调的的蛋白有 52个，为进一步的实验验证，并从中筛选出

有利于诊断早期胃癌的肿瘤标志物打下了的基础。既往研究显

示恶性肿瘤的生长伴随着新生血管的大量生成，VEGI的存在，

呈剂量依赖性的阻止 VEGF刺激下的毛细血管生成，通过抑制

新生血管的生成，从而起到抑制恶性肿瘤的发生、发展的作用，

使恶性肿瘤细胞在 G0/G1期生长停滞，诱导处于增殖期的细

胞凋亡[5]。本研究结果显示 VEGI在 3例早期胃癌病人中均表

达缺失，其在早期胃癌组与正常对照组之间的表达水平存在绝

对的差异，提示了 VEGI作为筛查早期胃癌肿瘤标志物的可

能，将来我们需要收集更多的早期胃癌病例进行 VEGI的筛查
和验证。

SMAD7是一种抑制型的 SMAD蛋白，大量的文献显示随

着胃癌的进展，SMAD7的表达水平逐步增高[6]。而本实验结果

显示早期胃癌组患者血清 SMAD7水平较正常对照组明显降

低，而国内文献仅有一篇提示胃癌患者的 SMAD7水平下降[7]，

国外有文献报道早期胃癌患者组织及血浆中 miRNA-106b 高

表达[8]，通过抑制 SMAD7蛋白的表达，增加 TGF-茁表达，促进
胃黏膜上皮 -间质之间的转化，形成促癌效应[9]，这与 SMAD7

蛋白的基本生物学功能相符，也解释了早期胃癌患者 SMAD7

蛋白较正常人表达低下的原因。血清 SMAD7蛋白或许能为早

期胃癌的诊断提供一个很好的切入点。

既往的研究对于 CD40L与胃癌的关系存在争议[10]。国内

多项研究显示胃癌组织及血清中 CD40L水平均明显升高[11]。

而本组研究结果显示胃癌患者的 CD40L表达水平比正常对照
人群明显降低。2010年，有研究报道[12]以浓度为 1 mg/L的可溶

性 CD40L处理胃癌细胞 AGS，可诱导肿瘤细胞增殖。而在另

一项高浓度 CD40L对胃癌细胞生长影响的研究中[13]出现了截

然相反的结论，外源性增加 CD40L(2mg/l)对于 CD40阳性胃癌

细胞的增殖具有直接的抑制作用，使其细胞周期停留在 G0/G1

期，进而诱导细胞凋亡，此效应与 CD40L呈浓度依赖性。这就

解释了本次实验结果中 CD40L低表达的原因。在早期胃癌局

限于粘膜层时，T细胞表面的 CD40L表达下降，呈低浓度状

态，降低机体对于肿瘤细胞的递呈作用，由 CD40L介导的凋亡

作用减弱，有利于早期肿瘤的生长。当然，由于本次实验所涉及
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样本过少，尚需要进一步的增加样本以明确在早期粘膜内胃癌

患者与正常对照组间 CD40L水平的差异。

疱疹病毒侵入介导物配体(LIGHT)属肿瘤坏死因子超家族

成员，共有三种受体，分别为 LT茁R、HEVM和 DcR3。国外有研

究报道 HVEM和 LT茁R两个 LIGHT受体之间存在协同效应，
LIGHT的促凋亡效应需要细胞同时表达以上两种受体，而单

一表达 HVEM不仅不会产生凋亡效应，反而通过刺激机体产

生 IFNγ ，促进肿瘤细胞的增殖[14]。对肝癌[15]和肺癌[16]可溶性

HVEM的研究显示，HVEM水平与肿瘤临床分期、疾病的进展

及预后呈正相关。本实验结果显示早期胃癌患者的血清

LIGHT和 LT茁R呈低表达(其中 LT茁R的表达水平之间的差异
更具统计学差异，P<0.001)，而 HVEM的表达水平明显增高，提

示在早期胃癌阶段，LIGHT蛋白通路由于 LIGHT的低表达以

及 HEVM和 LT茁R的差异表达促进胃癌细胞的增殖。
腭肺鼻上皮癌相关蛋白(PLUNC)是一种天然的免疫防御

蛋白，在体内广泛参与机体的天然免疫应答过程。PLUNC蛋白

主要表达在上呼吸道、下呼吸道以及消化道。既往研究结果显

示 PLUNC蛋白在慢性鼻窦炎[17]及肺炎[18]组织中呈高表达，在

鼻息肉和鼻咽癌组织中表达低下。在鼻咽癌中过表达 PLUNC

可以有效抑制肿瘤细胞增殖，起到促凋亡作用[19]。而 PLUNC与

早期胃癌的关系目前尚无相关的文献论述。本实验发现早期胃

癌患者血清 PLUNC蛋白的表达明显降低，其具体机制尚不明

确，是否为肿瘤基因抑制机体的免疫反应所致，尚有待于进一

步的实验证明。

神经营养因子(Neurturin)对中枢及外周 DA神经元具有明
显的营养支持和损伤修复的作用，同时在神经再生中具有促进

神经微环境中血管生成的作用。针对胰腺癌的研究[20]发现在肿

瘤缺氧的微环境中，Neurturin的表达下调导致肿瘤细胞神经浸

润，但其与胃癌之间的关系尚没有明确的报道，Neurturin在早

期胃癌外周血清中的表达呈现均一性的下调是否与肿瘤微环

境缺氧相关抑或是其他特征性的意义，也有待于进一步的实验

明确。

综上所述，VEGI、SMAD7、PLUNC、NTN、CD40L、HVEM

和 LT茁R在早期胃癌的特征性改变，或许有望成为早期胃癌血

清学的肿瘤标志物。但本次研究纳入的样本相对较少，在接下

来的研究中我们将进一步的收集病例验证。同时，生物学分析

显示的差异蛋白在早期胃癌阶段富集于免疫反应、凋亡调节、

血管形成反应、酶联受体蛋白信号等生物学进程也为进一步的

研究早期胃癌的生物学特征指明了方向。
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