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论 著

宫颈癌是全世界妇女中最常见的恶性肿瘤之一，在我国一

直高居妇科恶性肿瘤的首位， 其主要病理类型为鳞状细胞癌。

鳞状细胞癌抗原（ SCCA)对多种鳞癌有较高的特异性和敏感性，

是用于检测鳞癌的一种较好的肿瘤标志物 [1]，对疗效评估、肿瘤

进展或复发的判断具有重要意义，其临床价值已在大量研究中

证实[2,3]。 宫颈癌预后因素与临床分期、组织学类型及肿瘤分化

有关，早期诊断是改善预后的最有效方法。 表面增强激光解析

电离飞行时间质谱（ Surface- enhanced laser desorption/ionization
time- of- flight mass spectrometry，SELDI- TOF- MS） 是 2002 年
诺贝尔化学奖的主要应用技术，适用于识别与判断各种疾病的

特异性蛋白指纹图谱 [4]，能够检测出低丰度蛋白，在检测肿瘤相

关差异蛋白方面有独特的优势 [5,6]，目前已应用于卵巢癌 [7]、肝

不同临床期别宫颈鳞癌患者血清差异蛋白质的表达
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摘要：目的 寻找不同临床期别宫颈鳞癌患者之间的血清差异蛋白质。 方法 采用表面增强激光解吸离子化飞
行时间质谱仪（SELDI-TOF-MS）和弱阳离子结合芯片（CM10），检测宫颈鳞癌患者可手术治疗组（Ⅰa期、Ⅰb期、Ⅱa
期）与不能手术治疗组（Ⅱb期、Ⅲa期、Ⅲb期、Ⅳ期）的血清蛋白质、以及血清鳞状细胞癌抗原（SCCA）≥4.5ng/ml组与
SCCA<1.5ng/ml组之间有分类意义的差异蛋白质。 结果 相对分子质量在 1002～18369范围内，共有 43种蛋白质质
谱峰值有显著性差异（P<0.05），其中质荷比（M/Z）为 11523.83、11679.13、5841.076、7971.04、16109.71、15932.17 的蛋白
质，在宫颈癌可手术治疗组的含量显著低于不能手术治疗组（P<0.01）。SCCA≥4.5ng/ml组与 SCCA<1.5ng/ml组之间获
得相同的差异蛋白质。以单个差异蛋白质 11679.13（M/Z）作为分类变量建立宫颈癌手术组与不能手术组的诊断树模
型，分类正确率为 93.18%（41/44）。 结论 宫颈癌早中期可手术治疗组与中晚期不能手术治疗组血清中存在差异蛋
白质，SCCA组≥4.5ng/ml与 SCCA<1.5ng/ml组之间存在相同的差异蛋白质；以单个差异蛋白质作为分类变量建立的诊
断树模型，给临床分期提供重要的参考。
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Abstract：Objective To find the differentially expressed proteins in early metaphase（operation group）and advanced
stage（non-operation group）in the serum of patients with cervical squamous cell carcinoma. Methods Surface-enhanced
laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry（SELDI-TOF-MS）with weak cationic chips（CM10）was used to
detect the serum samples of 44 patients with cervical squamous cell carcinoma. The differentially expressed proteins in the
serum of the patients were identified. Differentially expressed proteins were detected in two groups based on SCCA（SCCA<
1.5ng/ml and SCCA≥4.5ng/ml）. Results The relative molecular mass was in the range of 1002～18369，43 mass spectra
peak value in operation group and non-operation group showed significant difference（P<0.05），among which 6 proteins with
mass/charge ratio of 11523.83、11679.13、5841.076、7971.04、16109.71 and 15932.17，respectively，showed lower expression
in the serum of cervical cancer patients in operation group（P<0.01）.The same differentially expressed proteins were detected
in the two groups based on SCCA. The diagnostic model for cervical cancer was generated to discriminate operation group
and non-operation group，based on 11 679.13（M/Z）protein with the correct classification of 93.18%（41/44）. Conclusion
Differential protein expression existed in early metaphase（operation group）and advanced stage（non-operation group） in
cervical carcinoma. The same proteins were detected in the two groups based on SCCA. The diagnostic model tree defined by
simple differentially expressed protein provided important reference for clinical stage.
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癌[8~10]、前列腺癌[11]、鼻咽癌[12]、非小细胞肺癌[13]、乳腺癌[14]、胰腺

癌[15]、宫颈癌[16]等多种肿瘤的研究。本研究旨在通过该技术寻找

宫颈癌早中期可手术与中晚期不可手术人群之间的差异蛋白

质，并结合 SCCA的检测为临床分期提供参考。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 临床资料 2007 年 1 月 ~2008 年 9 月于南方医科大学
附属南方医院住院治疗的宫颈鳞癌患者， 根据 WHO临床分期
分为两组。 早中期可手术治疗组共 26 例，其中Ⅰa 期 1 例，Ⅰb
期 15 例，Ⅱa 期 10 例，中位年龄 45 岁（ 30~70 岁） ；中晚期不能
手术治疗组共 18 例，其中Ⅱb 期 3 例，Ⅲa 期 1 例，Ⅲb 期 2 例，
Ⅳ期 13 例，中位年龄 50 岁（ 29~77 岁） 。手术组与不能手术组年
龄构成无统计学差异（ 见表 1，P＞0.05） 。 研究对象入选条件：①
经宫颈组织病理学检查确诊；②采血前未行任何治疗；③临床
资料完整。

1.1.2 仪器与试剂 ProteinChip Biology System质谱仪 （ 美国

Ciphergen Biosystems 公司） ；弱阳离子交换型蛋白芯片（ CM10）
（ 美国 Ciphergen Biosystems 公司） 。CanAg SCCA ELISA试剂盒
（ 瑞典康乃格生物公司） 。 尿素（ Urea） 、乙腈（ AN） 、三氟醋酸
（ TFA） 、二硫苏糖醇（ DTT） 、丙磺酸盐（ CHAPS） 、丙烯腈（ ACN） 、
芥子酸（ SPA） 、醋酸钠（ NaAC） 、Tris- HCl、硫脲（ Sulfocarbamide） 、
醋酸铵（ CH3CO2NH4）（ 均购自美国 Sigma公司） 。 ①U9 缓冲液配
方：4.2g尿素， 溶于 6ml HPLC水 （ 温度 <37℃） ；1.52g硫脲溶
解 ；400mg CHAPS 溶解 ；0.5ml PH9.0 1MTris- HCl； 定容 10ml，
0.22μm膜过滤。 ②结合缓冲液配方：50mM NaAC，加入冰乙酸
调至 pH4.0。 ③All- in- one 配方：25μl 5% TFA装入 EP 管内；
加入 25μlACN；加入 50μl 20mM醋酸铵定容至 100μl。
1.2 方法
1.2.1 血清蛋白检测 采集宫颈癌患者清晨空腹静脉血 3~5ml，
分装入 200μlEP 管；- 70℃冰箱保存。 血清样品置于冰盒上融
化，在 4℃，10 000r/min 离心 2min；9μl 血清与 18μlU9 缓冲液
稀释， 充分混匀， 冰浴震荡 30min；27μl 上述变性后样品加入
90μl 结合缓冲液， 充分混匀。 在 CM10 装入生物芯片处理器
（ Bioprocessor） ，每孔加入 200μl 结合缓冲液；置于震荡器上，以
450r/min震荡 5min，甩掉缓冲液；重复上述操作 1次。 芯片处理
器加样孔每孔加入 100μl处理好的样品， 置于震荡器上，4℃，

450r/min 震荡 60min；每孔加入 200μl结合缓冲液，置于震荡器
上，450r/min，室温震荡 5min，甩去缓冲液；重复操作 1 次；每孔
加入去离子水 200μl，立刻甩出；取出芯片，微干后，每孔加入
SPA 0.5μl；再次待微干，重复加入 SPA 0.5μl；待干后上机检
测。 用加有 All- in- one 标准蛋白质的芯片校正质谱仪，设定仪
器参数。 芯片阅读仪参数设置如下：激光强度 175，检测灵敏度
8, 优化范围 1～15ku, 最高分子量 50ku, 芯片上的每个点采集
130 次。 在 Ciphergen ProteinChip3.1.1 软件中设定读片程序，读
取芯片数据并绘制出蛋白质质谱图。

1.2.2 ELISA方法检测 SCCA浓度 40ml 浓缩洗板液稀释于
960ml 蒸馏水配制成洗板液；洗板液清洗微孔板，拍干，每孔分
别加入标准液 、 对照组和实验组 25μl， 每孔加入示踪液
100μl，室温下震荡孵育 60min；洗板液清洗微孔板，每孔 6 次，
拍干；每孔加入 TMB100μl，室温下震荡孵育 30min；以空白对

照孔调零，波长 620nm测量；SCCA正常参考值＜1.5ng/ml。
1.3 数据分析 用 Biomarker Patterns 和 Biomarker Wizard 软
件对宫颈癌早期组与中晚期组间相同质荷比的差异表达蛋白

峰值做线性分类分析，经过进一步优化试验参数，确定最佳分

类模型，即诊断模型。

1.4 统计学处理 实验结果以均数±标准差（ x±s）表示，应用
SPSS13.0 软件进行统计学处理，等级资料采用两独立样本非参
数检验 。 蛋白指纹图谱数据分析用 Biomarker Patterns 和
Biomarker Wizard 软件。
2 结果
2.1 宫颈癌可手术治疗组与不能手术治疗组患者血清差异蛋
白质数据库的建立 用 SELDI- TOF- MS、弱阳离子结合芯片，检
测 44 例宫颈癌患者的血清蛋白质峰， 获得血清蛋白质指纹图
谱。 Biomarker Wizard 软件分析显示宫颈癌早中期可手术治疗
组与中晚期不能手术治疗组血清中共测得 79 个蛋白质质谱峰
值，相对分子质量在 1 002～18 369 范围内，其中 43 个质谱峰
值有显著性差异（ P<0.05） ，质荷比（ Mass/charge ratio，M/Z）为
11523.83、11679.13、5841.076、7971.04、16109.71、15932.17 的差
异蛋白质在宫颈癌可手术治疗组血清中的含量明显低于不能

手术治疗组，P<0.01。两组的血清蛋白质质谱峰值（ x±s）及统计
学意义（ P 值）见表 1，其中差异蛋白质 7971.04（ M/Z）的质谱峰
见图 1。

表 1 宫颈癌可手术组和不能手术组患者血清差异蛋白质的质谱峰值

（ x±s）

Table.1 Serum levels of the 43 differentially expressed proteins in cervical

cancer patients（ Mean±SD）

2.2 宫颈癌早中期与中晚期诊断树模型的建立 采用 Biomarker
Pattern 软件和 Biomarker Wizard 软件对以上数据进行分析，以
单个差异蛋白质 11 679.13（ M/Z）作为分类变量建立诊断树模
型， 其分类正确率为 93.18%（ 41/44） ， 诊断可手术的敏感性为
100%（ 26/26） ，特异性为 83.33%（ 15/18） 。具体分类过程为：以单
个差异蛋白质 11 679.13（ M/Z）作为分类变量，当其相对含量≤
0.921 时被划分到“ 手术组”（ 左侧，N=29） ，实际上该组包括全部
26 例可手术患者及 3 例不能手术患者；其余被划分到“ 不能手
术组”（ 右侧，N=15） ，实质上该组均系不能手术患者。 此模型中
共有 3 例患者被错误分组。
2.3 宫颈癌患者血清 SCCA在宫颈癌可手术组及不能手术组的
不同表达 用 ELISA方法检测所有 44 例宫颈鳞癌患者血清的
SCCA浓度（ 正常参考值 <1.5ng/ml） ，比较早中期可手术治疗组
与中晚期不能手术治疗组血清 SCCA的水平，发现不能手术治
疗组有更多的患者 SCCA水平显著升高， 两组 SCCA水平差异
有统计学意义（ Z＝- 2.558，P＜0.05） ，在不能手术组明显高于手
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术组。 检测结果如表 2 所示。

X轴：差异蛋白质的质荷比；Y轴：差异蛋白质的质谱峰

图 1 宫颈癌可手术治疗组与不能手术治疗组血清差异蛋白质
7971.04（ M/Z）质谱峰图
X- axis：Mass to charge value（ M/Z）of the differential proteins；Y- axis：Mass
spectral peak of the differential proteins
Figure.1 Mass spectral peaks of 6 differential proteins in the serum at
7971.04（ M/Z）

表 2 宫颈癌患者血清 SCCA浓度

Table.2 Serum density of SCCA in cervical cancer patients

2.4 SCCA 升高与宫颈癌血清差异蛋白表达的关系 应用
Biomarker Wizard 软件分析，结果显示在相对分子质量 1 002～
18 369范围内，宫颈癌患者血清 SCCA正常组与明显异常组，共
测得 78 个蛋白质质谱峰值，两组之间有 43 个质谱峰值具有显
著性差异（ P<0.05），其中 M/Z为 11 523.83、11 679.13、5 841.076、
7 971.04、16 109.71、15 932.17、11 480.07、5 902.02、15 861.78、
18 368.15、8 141.23 的差异蛋白质在 SCCA正常组中的含量明
显低于 SCCA明显异常组，P<0.01。 与结果 2.1 比对，发现这些
差异蛋白质即 26 例可手术治疗组与 18 例不能手术治疗组血
清之间的差异蛋白质。

3 讨论
3.1 宫颈癌早中期与中晚期患者的血清差异蛋白质 已有研
究表明宫颈癌患者与正常人群之间存在血清差异蛋白，Wong

等[16]采用弱阳离子芯片和 SELDI- TOF- MS技术检测 35 例宫颈
癌和 27 例正常宫颈组织之间的差异蛋白， 筛选出 7 个差异蛋

白质，在癌组织中的表达均低于正常对照组。 有研究 [17]应用

SELDI- TOF- MS技术分析早期宫颈鳞癌患者与正常人血清在
蛋白质水平上的差异，建立了由 3977 和 5807 两个差异蛋白组
成的宫颈癌诊断模型， 其敏感性为 97.29%（ 36/37） ， 特异性为

83.78%（ 31/37） ，也达到了较理想的效果。 本研究结果显示了宫
颈癌早中期可手术治疗组与中晚期不能手术治疗组患者血清

中的差异蛋白质，在相对分子质量 1002～18369 范围内，发现了
43个质谱峰值有显著性差异，其中 M/Z为 11 523.83、11 679.13、
5 841.076、7 971.04、16 109.71、15 932.17 的蛋白质差异非常显
著，在宫颈癌早中期可手术患者血清中的含量明显低于中晚期

不能手术患者 。 此外还建立了由单个差异蛋白质 11 679.13
（ M/Z）作为分类变量的诊断树模型以区分临床可手术及不能手
术患者 ， 分类正确率为 93.18%（ 41/44） ， 敏感性为 100%
（ 26/26） ，特异性为 83.33%（ 15/18） ，为临床分期提供参考。
3.2 宫颈癌血清 SCCA与血清差异蛋白质 目前大多数研究

者认为，SCCA水平与宫颈癌的发展密切相关。 Duk 等[18]研究表

明，血清 SCCA的表达率随临床分期而逐渐递增，并与肿瘤的

分化程度、肿瘤大小、淋巴转移等有关。 但 Bonfrer等[19]对 30 例
宫颈癌患者治疗前血清 SCCA的研究， 发现 SCCA升高与临床

分期无关。 柯晓慧等[20]研究显示 SCCA的表达对鳞癌的敏感性
高，对腺癌和其他类型肿瘤的敏感性较低，与肿瘤大小、临床分

期有关，外生型宫颈癌阳性表达率较内生型高，与病理分化程

度无关。

本研究检测了 44 例宫颈鳞癌患者血清的 SCCA浓度 （ 正

常值 <1.5ng/ml） ， 结果发现宫颈癌患者血清 SCCA浓度有不同
程度升高，不能手术组 SCCA明显高于可手术组，显示 SCCA的
升高与临床分期有关，与多数研究报道相符。 本研究发现宫颈

癌 SCCA明显升高组、SCCA正常组之间的血清差异蛋白质，与
早中期可手术组、中晚期不能手术组血清之间的差异蛋白质一

致，表明这些差异蛋白质与宫颈癌临床分期及疾病进展密切相

关，对临床诊疗具有重要的指导意义。

本研究结果对宫颈癌的发生发展机理研究提供信息，对宫

颈癌的临床分期、疗效评价及复发监测具有一定的参考价值。
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学意义（ t=2.44，P＜0.05） ，有显著性差异 ；庆大霉素组与 70%
槐白皮水提物组间比较，差异无统计学意义（ t=1.56，P＞0.05） ，

见表 1。

表 1 70％槐白皮水提物对大鼠上呼吸道菌落数及细菌数的影响

3 讨论

上呼吸道感染是临床常见、多发病之一。 目前治疗方法虽

然不少，但仍以抗菌药治疗为主要手段如 β- 内酰胺类、大环

内酯类、氨基糖苷类、喹诺酮类和磺胺类等。 众所周知，这些抗

菌药普遍存在着或过敏反应，或产生耐药性或肝肾功能损害或

神经系统损伤等不良反应甚至引起药源性疾病。 中药槐白皮通

过我们课题组多年研究结果证明， 它不仅具有几乎无毒的优

点，还有广谱的抗菌作用，对四联球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎

杆菌、卡他双球菌、溶血性链球菌等均有较强的抑杀作用。 槐白

皮还曾用于预防手术后皮肤刀口感染、阴道毛滴虫性、白色念

珠球菌性、淋球菌性阴道炎等均取得良好疗效[1~5]。经动物实验，

槐白皮有较强的抗炎镇痛和增强小鼠机体免疫功能，主要表现

在增加 T淋巴细胞转化率、提高 Mφ 形成 γc 花环及 EA花环

有明显增强作用且能提高小鼠血清中红细胞免疫粘附促进因

子提高而抑制因子下降等[6~8]。本次实验又证明了利用 70%槐白

皮水提物滴鼻吸入对上呼吸道菌群有抑制作用。 在此基础上，

课题组将用金黄色葡萄球菌等常见病菌诱发动物上呼吸道感

染模型以便证实槐白皮的疗效，为将来临床应用提供依据。 在

用药和给药方法上又找到了一种新途径。 更重要的是槐白皮几

乎无毒，在有效抑杀细菌的同时又能提高机体免疫力和发挥抗

炎作用。且用药方便安全，吸收又快。这一特点是任何一种抗菌

药物都不具有的。 在进一步深入的研究下，槐白皮用于临床大

有希望。
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菌落均数 /平板
（ x±s）

223.87 ± 307.30
11.27 ± 4.910

028.33 ± 42.020

组别

生理盐水组

庆大霉素组

70%槐白皮水提物组

大鼠数

15
15
15

细菌数

（ cm2）
615.03
030.96
077.83
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