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摘 要 蛋白质芯片为新一代的蛋白质组研究技术，由美国 ;17>+.9+< 生物系统公司引进，表面增强激光解吸电离B飞行时间

质谱（MGNOPB?KEQM）提供一个高通量和高灵敏度的检测平台。投放至今虽短短 $# 来年，但卓越的成果已广为医学科学界重

视，尤其在恶性肿瘤的早期诊断、监控和预后研究上。蛋白质是细胞内执行生物功能的最终分子，蛋白质组学研究让人类更

深入了解疾病和生命的本源，不断发现的特异性肿瘤标志物更为攻克癌症带来新希望。这里除对表面增强激光解吸电离B飞
行时间质谱作较详尽的介绍外，更重点阐述其近年来蛋白质芯片近期的研究进展和在临床中的应用，并就其优劣和发展前景

作出评估。
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蛋白质乃生命活动的使者，人们设想若能洞悉

其奥秘，便能了解疾病发生发展的机理。早于 !# 世

纪 @# 年代末期，J480>+<: 与叶大同已开展蛋白质芯

片技术的前期研究，!# 世纪 C# 年代初，蛋白质芯片

技术渐趋成熟［$］，美国 ;17>+.9+< 生物系统有限公司

的成立，提供了蛋白质芯片系统及相关软、硬件的

配套。



! 技术原理

蛋白质指纹技术又称表面增强激光解吸电离!
飞行时间质谱（"#$%&!’() *"）技术，把色层分析

技术的芯片和质谱集于一身，将传统基质改为以色

谱原理设计的蛋白质芯片，增强了分离能力，通过生

物或化学原理，芯片表面利用亲和力来捕获疏水性、

亲水性、离子螯合和与金属结合的蛋白质或其它分

子，以获得所需蛋白质的分子量、等电点、糖基化位

点和磷酸化位点等重要资料。"#$%&!’() *" 利用

激光脉冲辐射使芯池中的分析物解吸，形成荷电离

子，根据不同质荷比，离子在仪器场中飞行的时间长

短不一，由此绘制质谱图，经计算机处理可形成模拟

谱图，直接显示样品中各种蛋白质的分子量和含量。

将疾病组与对照组的谱图进行比较，能发现和捕获

疾病特异性相关蛋白质（图 +）。

图 + 蛋白质芯片技术的样本分离、芯片吸附及数据采集

),-. + "/0123 45/67,89/7,89，6:,1 ;,9<,9- /9< </7/
/6=>,?,7,89 ,9 15873,96:,1 1584,2,9-

" 生物信息学及统计分析

@,1:35-39 蛋白质芯片软件或新出的 @,1:35-39
#A153?? 分析软件包从各个方面控制了芯片阅读器

BC" 系列或芯片系统 DEEE 系列，便于数据的采集和

分析，具有自动阅读、多重数据比较、可选择谱图显

示方式等优点。应用蛋白质芯片软件可轻易获得实

验数据，只要输入所需参数，系统就能自动收集数据

并显示出被检测物的谱图。为了充分利用收集到的

数据，分析软件提供了多种显示方式，包括用来描述

蛋白质分子量的扫描谱图、清晰易懂的棒图和模拟

凝胶的电泳样谱图。其三维显示方式可以同时评价

几个谱图以研究相关峰的微小变化，对研究疾病的

发展和药物作用的影响特别适用。蛋白质芯片软件

的分析工具可分为单变量和多变量两大类，前者主

要包括：

"#! 曼$惠特尼 ! 检定（%&’’$()*+’,- ! +,.+）
采用无参数测定来进行不同组别间显著性检

验，比较两个随机样本的差异，然后推论到两个母群

间的差异，推论的依据是以所有可能样本特性所组

成的抽样分配为基础，根据样本中变项分数的等级，

计算出检定统计值。

"#" 受试者工作特征（/01）曲线

根据一系列不同的二分类方式（分界值或决定

阈），以真阳性率（敏感度）为纵坐标、假阳性率（+!
特异度）为横坐标绘制的曲线。F(@ 曲线的主要作

用有三：（+）能轻易查出任意界限值时对疾病的识

别能力；（G）选择最佳的诊断界限值；（H）两种或以

上不同诊断试验对疾病识别能力的比较。

"#2 散点图（34&++,5 678+）
用于比较跨类别的非重复数值，将数值序列显

示为一组点，数值由点在二维图表空间中的位置表

示，类别由图表中的不同点表示。

"#9 箱线图（:8; &’< ()*.=,5 678+）
提供一种只用 I 个点对数据集做简单的总结方

式，这 I 个点包括中值、+JD 值、HJD 值、分布状态的最

高位和最低位，形象地分为中心、延伸以及分布状态

的全部范围。

单变量分析可捕获个别潜在差异蛋白质标志

物，但鉴于生物的复杂性和疾病的多样性，多变量分

析有助较彻底的分类和潜藏标志物的发现，多变量

分析工具有：

"#> 三维主成分分析（2? @1A）

对多变量数据矩阵进行最佳综合简化，寻找这

些变量的线性组合，称之为主成分，使这些主成分间

不相关。为了能用尽量少的主成分个数去反映原始

变量间提供的变异信息，要求各个主成分的方差从

大到小排列，第一主成分最能反映数据间的差异。
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!" #$% 通过合并原来的维数得到更少的维数来表

示对象，同时要求新的维数必须尽可能反映原有维

数所反映的信息，故较少信息丢失，有助于简化分析

和多维数据的可视化。

!"# 热图（$%&’ (&)）

采用分层聚类法将 ! 个样品各作为一类，计算

! 个样品两两之间的距离，构成距离矩阵，合并距离

最近的两类为一新类，计算新类与当前各类的距离；

再合并、计算，直至只有一类为止。热图利用颜色来

呈现二维的数组，由于结果的可视化和蛋白质间关

系的明确表现，可协助研究人员分析大量复杂数据。

!"* 分类和回归树（+,-.）

是 $&’()*+), -&./0*1)* #022)*, 3.4250*) 的一种预

测模型算法，通过将大量数据有目的地分类，从中找

到一些有价值的潜在信息。$%67 的主要优点是描

述简单、分类速度快，特别适合大规模数据处理，能

发现多蛋白质联合标志物，并进行交叉确认，减少分

类错误。

/ 研究进展及应用

现在 389":;7<= >3 已经在各个有关医学研究

领域中使用，在识别特定蛋白质的表达物、进行蛋白

质水平的药物筛选、揭示蛋白质激酶的作用、蛋白质

的翻译后修饰、蛋白质间的相互作用、测定血清中的

小分子物质含量等方面均证实准确迅速。

在肿瘤研究方面，已有应用 389":;7<= >3 进行

了卵巢癌、前列腺癌、肺癌、乳腺癌、鼻咽癌、肝癌、结

直肠癌、白血病、胃癌、胰腺癌、肾癌、膀胱癌、骨癌、

脑癌和喉癌等的临床诊断研究，并取得了可喜的成

果。如采用 389":;7<= >3 进行测定，发现 ? 个蛋白

质能有效检出卵巢癌，敏感性达 @AAB，特异性为

C?B，阳性预测值 CDB［E］。另有通过 389":;7<= >3
对早期卵巢癌患者血清进行检测，敏感性为 F!B，

特异性达 CDB，提示蛋白质芯片可以对卵巢癌患者

进行早期诊断［!］。应用 389":;7<= >3 检测前列腺

癌患者血清中特异蛋白质标志物，可有效地将正常

人、前列腺癌和良性前列腺肥大患者清楚区分开

来［D］。利用 389":;7<= >3 在乳腺癌患者血清中检

测到 ! 种不同分子量可作为诊断指标的特异蛋白

质，其敏感性和特异性分别达到 C!B和 C@B［?］。笔

者也曾采用 389":;7<= >3 发现肺癌患者与正常对

照组血清中存在特异表达蛋白质，此研究成果已成

功申 请 了 新 美 国 国 际 #$7 专 利；亦 有 研 究 通 过

389":;7<= >3 检测肺癌，敏感性和特异性分别高达

C!B和 CGB［H］。此外，利用 389":;7<= >3 分析人鼻

咽癌血清中蛋白质表达的差异，笔者发现血清淀粉

样 %（3%%）蛋白质在复发性鼻咽癌血清中呈高表

达，而在对照组则呈低表达，经 89:3% 确认，证实

3%% 与复发性鼻咽癌密切相关，对鼻咽癌的预后具

参考价值［G］。389":;7<= >3 还确认了与肝癌相关

的特异性标志蛋白质，研究发现在慢性丙型肝炎;相
关肝癌中补体 $!0 蛋白质呈现过高表达［F］。另一方

面，通过 389":;7<= >3 检测结直肠癌差异蛋白质标

志物，敏感性和特异性分别达到 CEB和 FCB［C］；更

有实验证明 $0I+&JJ0*&, 蛋白质能有效区分结肠直肠

癌和结肠腺瘤［@A］。已证实苯与白血病的发生有关，

应用 389":;7<= >3 检测受影响的鞋厂工人，发现其

血清中的 #=D 和 $7%#;!蛋白质呈低表达，或可作

为苯相关白血病的潜在生物标记［@@］。

其它疾病研究还包括有传染病、神经系统病、慢

性肾病、移植排斥检测、类风湿性关节炎、糖尿病及

心血管疾病，虽然尚未普及，但一些结果亦非常令人

鼓舞。

在传染病研究方面，已有应用 389":;7<= >3 进

行了艾滋病、严重急性呼吸道综合征（3%63）、鼠疫

杆菌、分支杆菌、柄细菌、链球菌、肉毒中毒和黑死病

病毒等的研究。如采用 389":;7<= >3 发现部分艾

滋病患者体内存在一种名为";K)4),L&,L 的蛋白质，

能对艾滋病病毒产生抑制作用，这发现有可能帮助

人类找到有效治疗艾滋病的方法。采用 389":;7<=
>3 可同时检测多种疾病特异性抗原的分子量及进

行窗口期检查，例如对 3%63 和烈性传染病鼠疫，在

发病早期即可进行病原体的诊断；笔者更应用蛋白

质芯片发现 3%% 能作为 3%63 患者严重程度的监察

生物标志［@E］。

在神经系统病研究方面，已有应用 389":;7<=
>3 进行了老人痴呆症、忧郁症和精神分裂症等研

究。如应用 389":;7<= >3 检测脑脊液，证明#;淀粉

样多肽片段（#;0/MI.&K ’)’2&K)）在神经元中的沉积

是导致老人痴呆症发病的主要原因，并确定了抗原

变异片段，该生物标志物可作为诊断的主要参考指

标，为 早 期 诊 断 和 治 疗 提 供 依 据［@!］；另 有 通 过

389":;7<= >3 发现 ? 个特异性蛋白质与老人痴呆

症密切相关［@D］。

应用 389":;7<= >3 从慢性肾病患者中检测到

的一种 9&’.N0I&, 型前列腺素 " 合成酶（9;#O"3），对

诊断有特殊意义。通过 389":;7<= >3 对尿液进行

检查，可鉴定急性肾移植排斥反应，不但无创伤性，

!GF曹志成：蛋白质芯片 389":;7<= >3 技术的研究进展及其在临床中的应用



还可 !"# 不间断地监测病情变化，这对肾移植后免

疫抑制剂用量的调整、并发症与疗效判断有重大意

义，也将对其它移植技术的精密组织配型、疗效判

断、并发症的研究提供重大参考价值。$%&’()*+,
-$ 在类风湿性关节炎也有发现，已捕获一系列相关

蛋白质标志物［./］。

此外，$%&’()*+, -$ 在糖尿病及心血管疾病诊

断方面也取得了重大突破，可监控糖尿病及心血管

病的并发症，能及早发现动脉粥样硬化和心肌梗塞，

更可区 别 缺 血 性 和 出 血 性 脑 卒 中。笔 者 就 曾 以

$%&’()*+, -$ 追踪不同病情期的糖尿病大鼠，发现

了一些与糖尿病及其并发症相关的生物标志，如胰

岛淀粉样多肽和抵抗素［.0，.1］；更鉴于人参皂甙 23 治

疗糖尿病的功效，用蛋白质芯片检测出与其疗效相

关的 4)反应蛋白质［.5］。

$%&’()*+, -$ 可用以探察蛋白质生物标志物，

使之成为有用的前期诊断方法，并能洞察疾病的发

展趋势。这种高科技分析技术已广泛应用于美国食

品与药品管理局早期肿瘤诊断研究，被公认为一种

新的有效前期诊断试验方法。对某些疾病，特别是

癌症相关蛋白质的识别上取得了一系列突破性进展

（表 .）。

表 ! 蛋白质芯片与肿瘤标志物的检测结果对比

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ *+(0&(),1 $,()#+2&+- #.3 14++&.0 04)(4+ )#+2&+-

恶性肿瘤

467839

蛋白质芯片 :9;<3=78#=> 肿瘤标志物 4?9937< <?@;?9 @69A39

敏感性 $37B=<=C=<D 特异性 $>38=E=8=<D 标志物 -69A39 敏感性 $37B=<=C=<D 特异性 $>38=E=8=<D

膀胱癌［!5，!F］GH6II39 5JK FJ)F1K L-:!! M.K F/K

乳腺癌［MJ，M.］G936B< FMK F.K 4N./)M /5K F0K

结肠直肠癌［M!，MM］4;H;938<?@ F.K FMK 4%N "MK !!!!

胃癌［M"，M/］$<;@68# 5MK F/K 4%N M.K !!!!

肝癌［M0，M1］&=C39 F"K 50K N,: /JK 1JK

肺癌［M5，MF］&?7O 51K 5JK 4DE96!.). 0MK F"K

卵巢癌［"J，".］+C69D 5MK F"K 4N).!/ /5K F.K

胰腺癌［"!，"M］:678936B 15K F1K 4N.F)F 1/K 5JK

前列腺癌［""，"/］:9;B<6<3 5MK F1K :$N "0K F.K

5 优劣评估

蛋白质芯片的应用层面广泛，可以直接检测粗

样品，如血液、尿液、脑脊液、关节腔滑液、唾液、胃

液、支气管洗脱液、各种分泌物和细胞裂解液等，具

高通量筛选、高灵敏度检测、全自动化操作、样品需

求量少、低丰度粗样品等优点，为目前最具临床潜质

的分子诊疗手段之一［.F P !!］。

蛋白质芯片及相关试剂较昂贵，检测一个样品

约需耗材成本人民币 .1/ 元左右（未计设备成本），

因此要完成建模及对模型的评估，需投入的实验成

本比较高，限制了大规模研究的普及性。另一方面，

尽管蛋白质生物系统有着全自动化的操作程序，但

由于样品的多样化，要选择合适的试剂和正确的参

数，需要经验丰富的研究人员。正因如此，$%&’()
*+, -$ 的重复性往往备受关注。为了解决这一难

题，一些实验计划采取多单位同时和Q或分期进行，

以确保研究结果的一致性，如此一来，本来已耗费不

菲的成本就更令许多单位望而却步了［!M］。

另一方面，蛋白质芯片虽能寻找疾病特异性标

志物，但蛋白质身份鉴定仍是其瓶颈。近年研发的

$%&’()*+, -$ 结合基质辅助激光解析电离)飞行时

间质谱，如 R)$*N2 可优化蛋白质身份鉴定流程，有

助发现蛋白质或多肽，对日后确认和推向临床应用

大有脾益。还有，纵使 $%&’()*+, -$ 已灵活运用色

层分析原理以筛选蛋白质，惜血清中含大量高丰度

蛋白质，如白蛋白和免疫球蛋白等，为血清蛋白质组

学研究的障碍，有鉴于此，新开发的深入蛋白质组

（’33> >9;<3;@3）研究和运用于疾病组织上的激光显

微捕获技术，可以更有效地发掘疾病中的特异性蛋

白质［!" P !0］。

6 展望

虽然 $%&’()*+, -$ 推出仅 .J 数年，但从世界

各地的应用结果来看，它在许多疾病的诊断，特别在

肿瘤早期诊断上有着远大的应用前景。蛋白质芯片

具有高通量、大规模和平行性地分析蛋白质状况的

能力，利用其进行药物筛选、药物活性和毒理研究，
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能缩短药物筛选所用时间，并大大提高新药研发和

药理研究的效率。

蛋白质芯片的成熟和应用一方面将为本世纪的

疾病诊断和治疗、新药开发、分子生物学、司法鉴定、

食品卫生、环境监测、农产品育种和改良等领域带来

一场革命；另一方面则为人类提供了能够对个体生

物信息进行高速、并行采集和分析的强有力技术手

段，必将成为未来生物信息学研究中的重要信息采

集和处理平台。目前蛋白质组学研究已具卓越进

展，希望能尽快建立完备的蛋白质组数据库，筛选出

重大疾病的标志蛋白质和关键蛋白质组，实现疾病

的早期诊断和预警。

分子 靶 向 治 疗 已 成 为 治 疗 疾 病 的 热 点，以

!"#$%&’() *! 捕获的特异性蛋白质标志物，联合串

联质谱技术，使其标识出新的蛋白质后能迅速测出

氨基酸序列，将会是科研和制药的有效工具，为人类

攻克疾病开辟出一条新的路径。未来 !"#$%&’()
*! 最大市场是诊断试剂领域，但由于研发成本高，

价格也较高，目前尚难以大规模向市场推广。尽管

!"#$%&’() *! 未来发展之路不尽平坦，但其在生物

标记诊断、疾病机制分析及药物筛选等方面已呈现

广阔的应用前景。蛋白质芯片发展到今天不过短短

+, 多年时间，随着研究的不断深入和技术的更臻完

备，定能在生命科学研究领域发挥出非凡贡献［-.］。
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