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反相高效液相色谱法分析肝癌血清蛋白质组 

罗 婵，黄丽华，母昭德 

(重庆医科大学药学院药物分析教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立肝癌血清蛋白质组RP—HPLC技术筛选肝癌血清差异蛋白质。方法：8例肝癌和2o例正常组血清样品采用 

Agilent高丰度蛋白质分离系统洗脱白蛋白等高丰度蛋白质后，样品采用色谱柱ZORBAX 300SB—C18(250mm x4．6mm，5 IXm) 

分离，以A=0．1％三氟乙酸溶液，B=0．09％三氟乙酸乙腈为流动相梯度洗脱，在波长280 nm处检测。结果：在肝癌血清和健康志 

愿者血清的 RP—HPLC图谱中存在一组疏水性较强的差异蛋白质。结论：建立的血清蛋白质 RP—HPLC技术可以发现肝癌发生 

发展过程中血清蛋白表达谱质的变化，从而为肝癌的早期诊断及治疗打下基础。 
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Establishment of reversed—-phase high-performance liquid chromatography for 
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L 0 Chan．et ol 

(Department ofPharmaceutical A nalysis，College ofPharmaceutical，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To improve the early diagnosis of hepatocellular carcinoma(HCC)，a reversed-phase high-performance liquid 

chromatography(RP-HPLC)was employedtoidentifythe differential proteins of serum relatedtoHCC．Methods：The serafrom 20 healthy 

volunteers and 8 HCC patients were collected．After the depletion of six serum proteins of the highest abundance with the Multiple Affinity 

Removal System (MARS)technologies from Agilent，the sera were subjected to RP-HPLC．The chromatographic conditions were： 

analytical column：ZORBAX 300SB-C 1 8 (250 mm×4．6 mm，5 m)；column temperature，25℃ ；the elution was performed with linear 

gradient elution of A：0．1％ trifluoroacetic acid water solution and B：0．09％ trifluoroacetic acid ACN solution at a flow rate of O．75 ml／min． 

Th e detection wavelength was 280 nm．The time procedure was：1％B was held 3 rain，then the gradient ran from i to 100％ B in 100 min。 

then was held for another 10 min，at last，the gradient ran from 100 tO 1％B in 5 min and was held for another 5 min．Results：There was a 

group of differential proteins of strong hydrophobicity in the serum between healthy persons and patients．Conclusion：This method can 

be useful in detecting protein expression alteration resulting from the carcinogenesis and development of HCC，and newly discovered 

biomarkers might be an aid in the early diagnosis and therapy of HCC． 

【Key words]Serum pr0teomics；Pmteome；RP—HPLC 

肝细胞癌(Hepatocellular carcinoma，HCC)是临床常见的 

恶性肿瘤，在我国其死亡率 占全球肝癌死亡人数的 53％t“。而 

传统的甲胎蛋白(Alphafetoprotein，AFP)对肝癌诊断的特异 

性和灵敏性均不高。因此，寻求新 的HCC早期诊断指标是 

HCC相关研究的一大热点。在HCC的比较蛋白质组学研究 

中应运的主要技术是双向凝胶电泳(Two—dimensional polyac 

rylamide gel electrophoresis，2一DE)和质谱 (Mass spectrometry， 

MS)，但是 2-DE对于膜蛋白、强疏水性蛋白的有效分离还存 

在困难，使其对疾病标志物的识别具有一定的局限性。本研 
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究建立的 RP—HPLC法分析肝癌病人血清蛋白质组分的方 

法，可以有效的分离强疏水性蛋白，具有灵敏度高，分辨率 

好 ，准确度高 ，自动化程度高，适于在线分离复杂样品(如血 

液中低丰度蛋白质组的研究 )等优点 ，为肝癌血清特异蛋白 

质的寻求提供了一种新的途径，同时也为肝癌早期诊断方法 

的建立提供了一定的依据。 

1 材料和方法 

1．1 研 究材料 

健康自愿者血清(重庆医科大学附属第二医院)，肝癌患 

者血清(重庆医科大学附属第一医院)。 

1．2 主要试剂和仪器 

安捷伦高效液相色谱仪(Agilent一1 100系列 )，配置有 
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A．空白溶剂；B．健康志愿者血清；c．肝癌患者血清 

峰 1健康人血清中低表达蛋白差异色谱峰；峰2、3、4肝癌患者血清中高表达差异色谱峰 

图 2 血清蛋白质色谱图 

断 HCC容易造成漏诊和误诊，本研究为肝癌诊断提供了一 

种新的思路，同时为肝癌诊断新方法奠定了一定的基础。 

在蛋白质组研究中，样品质量的高低往往是决定实验成 

败的关键因素，特别对比较蛋白质组学来说，样品制备过程 

中如果带入一些人为差异，易导致结果的误判。本研究样品 

制备的关键在于：血液样品中的高丰度蛋白质的去除，低丰 

度蛋白质的浓缩。为此选用 HUPO PPP计划推荐的安捷伦 

MARS，同时去除血液中 6种高丰度蛋白质 ，严格操作 ，保证 

样品制备具有良好的重复性。 

2-DE的技术虽然很成熟 ，但重复性和稳定性仍然是 

2-DE技术存在的主要问题 ，而且它复杂的实验过程和大量 

的样本需求不适应大规模的标本检测，限制了2-DE直接用 

于临床检测，同时2-DE对于膜蛋白、强疏水性蛋白的有效 

分离也还存在困难，使其对疾病标志物的识别具有一定的局 

限性。在本研究中肝癌患者血清样品中存在的色谱峰 2、3、4 

是一组疏水性较强的蛋白质 ，该强疏水性差异蛋白质组分是 

不能通过 2-DE方法分析得到的。这种蛋白质分布的差异 ， 

应是 由于肝癌病变所引起，对该组差异蛋白质的进一步分 

离、鉴定以及相关蛋白质的生物学功能分析，可以识别到血 

清中肝癌的特异蛋白，这将为肝癌标志物的寻求、肝癌药物 

的开发以及肝癌的机制研究提供有效的理论依据。 

为增加蛋白质的溶解度，样品处理中加入了一定量的三 

氟乙酸。 

试验中发现，蛋白质在 280 Bin和 210 liB处均有较好的 

吸收，由于在210 nm处存在大量的干扰峰样，故选择280 nm 

作为最大吸收波长。 

为减少蛋白质在色谱柱中的沉积，延长色谱柱的使用寿 

命，样品采用低浓度、大体积方法进样 ，同时要保证色谱柱有 

足够的冲洗时间。 
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