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应用 SELDI-TOF-MS技术分析不同中医证型肝癌 
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【摘  要】 目的：应用表面加强激光解析电离飞行时间质谱（SELDI-TOF-MS）检测不同中医证型肝癌患者血清蛋白质指纹

图谱，筛选特异性相关血清生物学标志物。方法：应用 SELDI-TOF-MS蛋白质芯片技术检测 5种中医证型（气滞证、脾虚证、湿

热证、血瘀证、阴虚证）肝癌患者血清，获得 CM10蛋白质芯片蛋白表达图谱，用 Marker Wizard软件分析差异蛋白并经数据库

搜索初步鉴定。结果：应用弱阳离子交换芯片（CM10）在不同中医证型肝癌血清中检测到在不同质荷比（M/Z）差异蛋白质峰，

气滞证组M/Z为 4182Da、6589Da及湿热证组M/Z为 5710Da的血清蛋白质峰下调，脾虚证组M/Z为 5816Da、血瘀证组M/Z为

4297Da、阴虚证组M/Z为 6992Da的血清蛋白质峰上调，上述蛋白质含量差异均有统计学意义（P<0.01）。结论：应用 SEIDI-T0F-MS

可以筛选不同中医证型肝癌患者血清特异性生物标志物，检测到的差异蛋白质可能是鉴别肝癌不同中医证型的血清生物学指标。 

【关键词】 原发性肝癌；证型；SELDI-TOF-MS；蛋白质组 

【Abstract】 Objective: Surface-enhanced laser desorption/inionation-time of flight-mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) was used 

to study the serum proteome of hepatocellular carcinoma (HCC) with different syndrome of TCM. Methods: The serum of normal people 

and patients with different syndrome HCC were collected and tested by CM10 protein chip and SELDI-TOF-MS technology. The data of 

spectra were analyzed by bioinformatics tools and biomarker pattern discrimination software. Results: Compared with normal group, the 

peak intensity of M/Z 4182Da、6589Da protein of Qi stagnation syndrome, M/Z 5710Da of Damp heat syndrome were reduced 

significantly (P<0.01), while the peak intensity of M/Z 5816Da of Spleen deficiency syndrome, M/Z 4297Da of blood stasis syndrome, 

M/Z 6992Da of Yin deficiency syndrome were increased (P<0.01). Conclusion: These proteins might be related to HCC with different 

TCM syndrome, and could become candidate biomarkers for clinic differentiation of syndromes in HCC. 
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原发性肝细胞癌（以下简称肝癌）是临床上常见的消化系

统恶性肿瘤之一，在世界范围内，其发病率呈现上升的趋势。

我国是肝癌大国，全球新发肝癌病例中 50%发生于中国[1]，死

亡仅次于肺癌，位居第二位[2]。由于大多数肝癌诊断时已属中

晚期，预后差，中位生存期仅为 6个月，严重威胁着人们的健

康及生命。目前，中医药在中晚期肝癌治疗发挥重要的作用。

辨证论治是中医临床诊治疾病最重要的方法，辨证正确与否直

接关系到诊断准确性及治疗的效果。因此，本研究结合肝癌临

床辨证分型，利用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱

（SELDI-TOF-MS）技术从蛋白质水平筛选中医证型相关的血

清标记物，为肝癌证型的微观辨证标准提供依据。 

1  资  料 

1.1 诊断标准 

临床收集于 2009年 1月～2010年 8月在福建省肿瘤医院

初诊的肝癌患者，全部病例均符合 2001 年中国抗癌协会肝癌

专业委员会修订《原发性肝癌的临床诊断与分期标准》[3]，部

分病例经组织学或细胞学确诊为肝细胞癌。根据《中药新药临

床研究指导原则》[4]的中医辨证标准将肝癌患者确定为 5型：

气滞证、血瘀证、脾虚证、湿热证及阴虚证。 

1.2 临床资料 

将 154 例肝癌患者被纳入本临床研究中，其中气滞型 37

例、血瘀型 28例、脾虚型 45例、湿热型 18例及阴虚型 26例。

同期收集福建省肿瘤医院体检中心健康志愿者 46 例为健康对

照组。经统计学分析，6组性别、年龄分布比较差异无显著性。 

2  方  法 

2.1 标本采集   

清晨空腹取外周血 3～5ml，置 4℃冰箱放置 2h，2000rpm

离心 5min，取血清以 50μl分装放置－80℃冰箱保存待用。 

2.2 主要仪器和试剂  

Protein Chip Biology System（PBSⅡ-C）型质谱仪、弱阳

离子交换型蛋白质芯片（CM10）、能量吸收分子 SPA、Bio marker 

Wizard 3.2及 Bio marker Pattern Software 5.01分析软件均为美

国 Ciphergen公司产品。乙腈、三氟乙酸、尿素、Tris-HCL等

试剂均购自美国 Sigma公司。 

2.3 实验方法  

将 CM10芯片装在生物芯片处理器 Bioprocessor架上，每
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孔加入缓冲液（50mM pH4.0 NaAC）200μl置于水平摇床振荡

5min，弃溶液，重复上述步骤一次。取 5μl 血清，加 10μlU9

处理液（9M Urea，2%CHAPS，1%DTT，50mM Tris-HCL，

pH9.0），充分混匀，水平振荡器上冰浴振荡 30min（400～600 

rpm），加 180μl缓冲液混匀。将稀释好的血清样品 100μl加入

平衡好的芯片，摇床振荡孵育 1h，甩去样品，用 200μl缓冲液

室温振荡洗涤 2 次，每次 5min。取出芯片，晾干后，每孔加

SPA 1μl，滴加 2次。 

2.4 数据采集和分析 

按 SELDI-TOF-MS操作规程将蛋白芯片插入到样品槽，设

定仪器参数，本试验芯片阅读的主要参数设定为：激光强度

205，检测灵敏度 10，优化分子质量范围 2000～20000。采用

Ciphergen protein chip3.0.2、Biomarker Wizard 和 BioMarker 

Pattern Softwar 软件对数据进行统计学处理，确定组间蛋白质

峰值的差异。当 P<0.05时，具有统计学意义。 

2.5 蛋白质数据库搜索 

对差异蛋白质进行蛋白质数据库 Tagldent tool搜索，以寻

找与它们分子量最为接近的蛋白质。 

3  结  果 

3.1 采用 Biomarker Wizard软件对不同中医证型组肝癌与健康

对照的血清蛋白质谱图进行比较和统计学分析 

与健康对照组对比，气滞证组M/Z为 4182Da、6589Da的

血清蛋白质峰下调，脾虚证组M/Z为 5816Da的血清蛋白质峰

上调；湿热证组M/Z为 5710Da的血清蛋白质峰下调；血瘀证

组 M/Z 为 4297Da 的血清蛋白质峰上调；阴虚证组 M/Z 为

6992Da 的血清蛋白质峰上调。上述各差异蛋白质峰表达相对

含量均具有显著性差异（P<0.01），见表 1。 

表 1  不同中医证型肝癌患者的差异蛋白质表达的相对含量（均数±标准差） 

证型 质荷比（Da） 对照组 肝癌组 

气滞证 
4182 9.641±4.830 3.277±3.478

**
 

6589 32.500±11.512 10.753±6.145
**
 

脾虚证 5816 4.766±2.537 9.790±5.86
**
 

湿热证 5710 5.296±1.533 2.372±1.524
**
 

血瘀证 4297 2.946±2.393 7.133±3.178
**
 

阴虚证 6992 3.371±1.952 7.215±3.012
**
 

注：与对照组比较，*
P<0.05，**

P<0.01。 
 

3.2 对差异蛋白质峰进行数据库搜索，分别得到与之分子量最

为接近的蛋白质 

见表 2。 

表 2  差异蛋白质的数据库搜索结果 

证型 质荷比（Da） Swiss-Prot代码 等电点 蛋白质名称 

气滞证 
4182 Q9XD13 11.14 核糖体蛋白 L36家族蛋白

6589 Q35537 9.52 三磷酸腺苷合成酶蛋白 8 

脾虚证 5816 Q8NET1 7.79 β-防御素 108B 

湿热证 5710 C3K6U0 12.31 膜蛋白 PFLU-0090 

血瘀证 4297 A5UDS6 10.70 核糖体蛋白 L36家族蛋白

阴虚证 6992 A9BG00 9.77 核糖体蛋白 L30 

 

4  讨  论 

在中医学古籍文献中，尚无肝癌病名，但根据其临床表现，

属于“积聚”、“瘕瘕”、“黄疸”、“鼓胀”等病证范畴。辨证论

治是中医临床诊治的核心，准确辨证分析疾病不同病机阶段的

动态变化特点，才能有效提高临床疗效。中医证型是疾病发展

过程中某一阶段的病机概括，是机体内因和外因综合作用的反

映状态，随着病程的发展而发生相应的变化。肝癌的发病是一

个复杂的过程，不同的发展阶段呈现了不同的临床特点和病机

特色，同时受医者主观因素影响，目前有关肝癌中医辨证分型

尚不统一，临床上多以医者的临证经验划分证型。随着科学技

术的进步，将现代医学检测技术融合到传统肝癌辨证中，从而

建立一种更具可重复性、可检验性的微观辨证体系，可显著提

高了辨证的准确率[5]，有利于推动中医药的临床研究。 

1994 年澳大利亚的 Wasinger 等首次提出了蛋白质组的概

念。蛋白质组指基因组所表达的全部蛋白质，可以是细胞、组

织或机体在特定的时间和空间上基因组所表达的全部蛋白质[6]。

蛋白质组学则是研究某一层次所有蛋白质及其动态变化规律

的科学，包括蛋白质的定性、定量、动态变化和整体演变规律

等[7]。由于蛋白质组学的研究思路、方法与中医基础理论的整

体观有趋同性，因此，将蛋白质组学应用于中医证型的研究具

有可行性[8]。以蛋白质作为证型客观化研究的物质基础，用蛋

白质组学研究手段和方法对特定的物质基础进行定量和定性，

揭示其变化规律，对了解中医证型实质及临床辨证的规范化具

有重要的意义。 

在肝癌的发生发展过程中，由于肝细胞遭受破坏，诱发机

体免疫反应，不同中医证型的肝癌细胞及机体免疫细胞表达的

蛋白质谱可以发生变化。应用蛋白质组学技术分析、比较不同

中医证型蛋白质谱的变化，可以发现中医证型相关的生物学蛋

白质标志物，为证型的早期诊断提供依据。近年出现的表面增 

（下转 31页） 
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浅议中药及其重金属元素的作用机理 

Discussion on the mechanism of action of TCM and its heavy metal elements 
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【摘  要】 中药中药重金属元素的研究近几年发展迅速，引起了国内外广大学者的重视。这一新兴的边缘学科已取得了很多

的有益成果，通地对中成药重金属元素状态的研究，有助于我们发现中成药及其重金属元素的作用机理，从而为我们进一步提高

疗效，降低毒性，开发新药提供了机会。 

【关键词】 中药；重金属；作用机理 

【Abstract】 The research of TCM and its heavy metal elements developed rapidly in recent years, that attracted the attention of the 

majority of scholars at home and abroad. This emerging interdisciplinary has achieved many useful results, through studying TCM heavy 

metal elements state, and help us to discover the mechanism of action of TCM and its heavy metal elements, so as to further improve the 

efficacy and reduce the toxicity, to provide the opportunity. 

【Keywords】 TCM; Heavy metals; Mechanism 

doi:10.3969/j.issn.1674-7860.2012.21.012 

  

1  含重金属类矿物药的应用历史 

在我国安阳出土的 3000 多年前商代的甲骨文中，就载有

朱砂，据考证这是公元前 1566～1120 年间的古物。这证明早

在公元前 1000 多年我国古代劳动人民就利用过朱砂。在长沙

马王堆出土的我国现在发现的最古医书《五十二病方》中，记

载了 21种矿物药，其中包括雄黄。《五十二病方》据考证可能

是公元前 1000 年左右西周时代的产物。它不但记载了这么多

矿物药，还有以矿物药组成的方剂。《山海经》是我国古供书

籍之一，据考证是春秋时代的作品，其中记载矿物药 4种，有

朱砂、砒霜等。世界上第一部本草书《神农本草经》（公元前 1

世纪）记载了矿物药 46 种，并分上中下三品。其中有关于汞

制（水银、轻粉、朱砂）和砷剂（砒石、雄黄、雌黄）的记载。 

《雷公炮炙论》对药物的采集、加工、修冶一直指导着药

物的加工炮制，是我国医这史上最早的一部制药专著。此时就

知道矿物药炮炙加工中的煅和水飞法。这些炮制方法可以提高

有效微量元素的含量，降低有毒微量元素的含量。 

宋代（公元 1076 年）的“太医局卖药所”是世界上最早

的药局。在唐•王焘的《外治秘要方》中，矿物药朱砂、雄黄

等已见于方剂中。 

明代缪希雍的《神农本草经疏》中有矿物药 253种，而李

时珍（公元 1518～1593年）著的《本草纲目》，更是集前人之

大成。书中共收集 1892 种药物，而矿物药则发展到 355 种，

并且都有比以前更祥细的记载和论述。 

清朝以后至新中国成立前，有关重金属类矿物药的研究处

于停滞阶段。新中国成立后，特别是近十几年，有关重金属类

矿物药的研究日趋深入和广泛，正在引起广大医药研究者的关

注与重视。 

2  含重金属类矿物药对医学的贡献 

我国矿物药的发现和应用，可以追溯到原始社会末期，人

们从煮盐的过程中发现盐水明目，芒硝泻下，从冶炼过程中发

再现硫黄壮阳，水银杀虫。《神农本草经》中有矿物药 46种，

分上中下三品，此时已经指出药物的相使、相须及相畏、相反

作用，也就是现代所产的协同和拮抗作用。《神农本草经》中

有石胆，即胆矾“主明目，目痛，金疮，诸痫症，女子阴蚀痛，

石淋，寒热，崩中下血，诸邪毒气”的记载，有关铅类矿物药

的功能，《神农本草经》载“铅丹，味辛，微寒，主吐逆胃反，

惊痫癫狂，除热下气”。认为朱砂“养精神，安魂魄，益气，

明目”，雄黄“主寒热，鼠瘘，恶疮，疽痔，死肌，杀百虫毒”。

由此可见，2000多年前，我国人民就对含重金属类矿物药有了

如此深刻的认识，并用于治疗疾病。明代医药学家李时珍，用

30年时间，积累和总结了劳动人民同疾病作斗争的经验，写成

了医药学巨著《本草纲目》。它概括和总结了我国 16世纪以前

历代的药学理论和实践经验，并发展到一个新的高度，达到当

时世界先进的医药科学水平。其中收载矿物药 355种，对含重

金属类矿物药的功能主治，毒性大小，临床应用均有了进一步

的认识。 

3  中药中重金属元素存在状态研究 

随着人类对微量元素认识的不断深化，微量元素的作用也

已成为人们进一步研究探讨中医药学的一个新观点。中药中重

金属存在状态：本文所讨论的重金属元素存在状态，当是一个

广义的概念。微量重金属状态主要指游离态和配合态。重金属

元素不同存在状态与生物活性的关系：中成药中重金属元素的

生物活性只有在其被人体吸收后才能表现出来。重金属元素的

存在状态首先直接影响了它在人体的生物利用度，从而对人体

的机能产生程度不同的作用，表现为人体有益或有害。牛黄解

毒片、六应丸、喉症散等相当一部分中成药中都含有雄黄（以

硫化亚砷 As2S2 为主要成分），雄黄含砷量很高，而砷是一种

剧毒物质。 

影响重金属元素存在状态的因素：中成药制剂工艺是影响

其重金属元素存在状态的重要因素。同一处方的药物，剂型不

同，其微量元素存在状态及含量也会有所不同。以八珍方为例

对不同制剂的微量元素含量进行了测定，结果表明对同一元

素，蜜丸中含量很高，其次为汤剂、冲剂、口服液。造成上述

现象的原因在于制剂工艺。丸、散剂多含有大量的原药材料末，

微量元素损失较少，状态受到影响也较小，而经过了水或醇处
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理后的液体剂型，微量元素则会有较多变化或损失。在制剂过

程中的一系列反应，如络合作用的产生等，影响了重金属元素

在制剂中的存在状态、溶出率，从而直接影响了制剂的生物活

性。 

重金属元素存在状态研究的定义：研究中成药中重金属元

素存在状态是揭示其生物活性的核心和关键，只有通过研究探

讨重金属元素发挥药效或不良反应的机理，才能进一步地去利

用其治疗疾病或降低毒性。现在随着科学的发展和研究的深

入，已有许多成功的例子。如：铜与芦丁本身对癌细胞并无杀

伤作用，但是芦丁和铜的络合物对癌细胞的杀伤作用却较大。

又如：硒是一种稀散元素，近年来人们发现硒和人体有密切关

系。一方面，硒及其化合物都是剧毒的，硒的氢化物毒性更强，

长期大量吸入，可引起急性和慢性中毒，如肝大，对细胞代谢

氧化也有抑制作用。另一方面，硒又有营养价值和特殊功能，

是谷胱甘肽过氧化酶的组成部分，是人类必须的微量元素之

一，可以对抗各种金属的毒性，对抗化学致癌，保护放谢性造

成的损失。最近又发现硒是具有生命功能的酶系统蛋白的关键

成分。人们因此研制出硒酵母，既降低了毒性，又可用于防癌。 

总之，通地对中成药重金属元素状态的研究，有助于我们

发现中成药及其重金属元素的作用机理，从而为我们进一步提

高疗效，降低毒性，开发新药提供了机会。中药重金属研究尤

其对有毒重金属的存在状态研究才刚刚开始，笔者认为如果按

前述指导原则和方法论进行工作，尤其在我们所提出的重金属

元素的正确研究思路和中药有效化学成分的配位化学学说指

引下，重金属元素的研究必将逐步深入，不断取得丰硕成果，

为中医药做出更大贡献。 
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强激光解吸离子化飞行时间质谱（SELDI-TOF-MS）技术是一种

全新的蛋白质组学研究手段，具有高通量、快速、敏感等特点，

可在少量生物粗样本中同时发现多个低丰度的未知标记物[9]，其

原理是利用经过特殊处理的固相支持物或芯片的基质表面，制

成蛋白芯片。根据蛋白质生化特性不同，选择性地从待测生物

样品中捕获配体，将其结合在芯片的固相基质表面上，利用激

光脉冲辐射使芯片表面的分析物解析成带电离子。质荷比不同

的离子在电场中飞行时间不同，据此绘制出质谱图，检测结果

经过软件处理后可直接显示样品中各种蛋白质的相对分子质

量、含量等信息，可将正常人或某些疾病患者的蛋白质指纹图

谱甚至基因库中的指纹图谱进行相互对照比较，从而发现和捕

获到疾病中新的特异性相关蛋白质及标志物[10-11]。 

本研究利用 SELDI-TOF-MS技术，检测肝癌不同中医证型

患者的血清蛋白质谱，将血清蛋白质谱建立数据库，利用软件

分析不同中医证型肝癌患者血清蛋白质谱间的差异，结果发现

不同中医证型肝癌患者血清蛋白与健康对照组比较均有不同

差异的蛋白质峰，说明这些差异蛋白质可以作为鉴别不同中医

证型的血清蛋白质生物学标记。但对于 SELDI-TOF-MS技术来

说，每个M/Z值对应的可能是很多分子量相近的多肽，因此不

能对体液蛋白质进行鉴定[12]，故该蛋白质的结构、功能及是否

是已知蛋白等均不清楚，需要在下一步的实验中结合双向凝胶

电泳（2-DE）等技术予以解决。 

总之，运用 SELDI-TOF-MS技术对不同证型肝癌的的蛋白

质组学进行研究，探寻不同证型的相关性蛋白质，可为肝癌中

医辨证的客观化提供定量化、客观化蛋白质组学依据。利用蛋

白质组学、生物信息学技术，结合统计学的比较分析，建立肝

癌证型特定的蛋白质数据库，探索证型、蛋白质组学之间的关

系，制订出标准参照物，从而确立一个中医辨证蛋白指纹图谱

诊断模式，使得肝癌的辨证分型具有客观性、准确性及重复性，

必将极大地推动肝癌中医辨证客观化的发展。 
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