
  

血清蛋白质组高丰度蛋白去除方法比较研究
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摘要：基于健康人群（HC）和肝癌人群（HCC）的血清样本，本研究比较了高选择 Top14高丰度蛋白去除试剂盒

（Top14）、DMB低丰度蛋白富集试剂盒（DMB）2种血清蛋白质组前处理方案的优劣势。对于 HC样本，DMB处

理组鉴定的蛋白质数量是 Top14处理组的 2.6倍，是未处理血清原液（Blank）样本的 3.9倍；对于 HCC样本，

DMB处理组鉴定的蛋白质数量是 Top14处理组的 3.7倍，Blank组的 6.2倍。通过分析蛋白组的丰度排序散点

图，发现 Top14预处理对高丰度蛋白质的去除效果显著；但相较于 DMB预处理，低丰度蛋白质的鉴定覆盖率较

低。在蛋白质组鉴定频率方面，DMB处理样本中可定量蛋白质数量明显多于 Top14处理组和 Blank组。

Top14处理组和 Blank组中鉴定的蛋白质超过 50%可在 DMB处理组中被鉴定到，且其鉴定蛋白质的 KEGG分

析结果基本可在 DMB方案中被覆盖。在 DMB预处理的肝癌血清中鉴定到 47个差异蛋白质，而在 Top14处理

组和 Blank组中分别只鉴定到 15、17个差异蛋白质。通过对各组差异蛋白质编码基因的 KEGG分析，DMB、

Top14预处理组和 Blank样本的差异蛋白质分别富集到 21、5、1条通路，表明 DMB预处理更适用于血清样本蛋

白质组的分析。基于 DMB预处理方法，本研究发现 HSP90AB1、SPP1、ACTR3、SNCA、PECAM1和 SRC在肝

癌血清样本中显著上调，可作为肝癌筛查候选生物标志物。
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Abstract: This  study  evaluated  the  protein  identification  capabilities  of  the  Top14  high-abundance
protein  removal  kit  (Top14)  and  the  DMB  MagicOmics  low-abundance  enrichment  kit  (DMB)  on
serum samples from healthy individuals (HC) and hepatocellular carcinoma (HCC) patients. For HC
samples,  DMB treatment led to identifying 2.6 times proteins more than Top14 and 3.9 times more
than untreated samples. For HCC samples, DMB achieved 3.7 times increase in protein identification
over Top14 and 6.2 times increase over untreated samples. Although the Top14 kit was effective in
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removing high-abundance proteins,  it  was less  proficient  in  detecting low-abundance proteins  when
compared to the DMB method. In terms of protein identification frequency, the DMB-treated samples
had  a  significantly  higher  number  of  quantifiable  proteins  than  both  the  Top14  and  Blank  groups.
Over 50% of the proteins identified in the Top14 and Blank groups were also identified in the DMB
group,  ensuring  a  comprehensive  proteome  coverage  as  evidenced  by  KEGG  analysis.  The  DMB
method  significantly  outperformed  the  others  in  HCC  serum  samples,  identifying  47  differentially
expressed  (DE)  proteins,  in  contrast  to  15  and  17  identified  of  the  Top14  group  and  untreated
samples,  respectively,  highlighting  its  superior  ability  to  uncover  critical  biomarkers  for  disease
analysis.  KEGG pathway analysis showed that DE proteins identified by DMB were involved in 21
distinct pathways, significantly more than 5 and 1 pathways identified by Top14 group and untreated
samples, demonstrating DMB’s advanced proteomic profiling capability. This study also underscored
HSP90AB1,  SPP1,  ACTR3,  SNCA, PECAM1, and SRC proteins  increased in  HCC serum samples
based on DMB method, marking them as promising HCC biomarkers for disease screening.
Key words: serum；proteomics；liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

血液中蛋白质的变化可以反映机体的病

理、生理状态，大部分与疾病相关的生物标志物

都与血液中的蛋白质相关 [1]。随着质谱技术的

发展，基于质谱的血液蛋白质组学研究已成为

疾病早期诊断、新药筛选、生物标志物发现及

验证等领域的热点 [2]。2002年，人类蛋白质组

组织（Human Proteome Organization, HUPO）正式

启动了人类血浆蛋白质组计划（Plasma Proteome
Project，PPP）[3]。血液中的蛋白质成分具有高度

的复杂性和多样性，其动态浓度分布范围可高

达 1012 数量级 [4]。血液中前 10位高丰度蛋白质

占据了血浆蛋白总含量的 90%，但许多潜在的生

物标志物是低丰度蛋白质 [5-6]。在使用质谱等技

术进行蛋白质分析时，高丰度蛋白的信号会掩盖

低丰度蛋白的信号，严重影响低丰度蛋白的定性

和定量分析[7]。

目前，主要有 3种常用的血液样本高丰度蛋

白去除方案：1）ProteoMiner蛋白质浓缩试剂盒通

过组合肽配体库实现低丰度蛋白浓缩和高丰度

蛋白质稀释 [8-10]；2）Top14高丰度蛋白去除试剂

盒使用高度特异性的固定化抗人血清白蛋白

（HSA）和抗免疫球蛋白抗体去除血清和血浆中

的 HSA以及所有主要的亚类免疫球蛋白 [11-12]；

3）基于纳米材料富集低丰度蛋白质的方案。2021
年，Zhang等[13]使用 ProteoMiner蛋白质浓缩试剂

盒处理血浆样本，建立了人血浆样本 N-糖蛋白

组深度综合分析方案（Glyco-CPLL），集成了组合

肽配体库、高 pH反相预分级、亲水相互作用色

谱等步骤，从健康人群和甲状腺乳头状癌患者血

浆中鉴定了包含 786个蛋白质和来自 369个 N-
糖蛋白的 1  644个独特的完整 N-糖肽。 2023
年，Lu等 [14]使用 Top14高丰度蛋白去除试剂盒

结合 TMT 16-plex肽段标记试剂盒，从健康人

群、结节性甲状腺肿、甲状腺腺瘤等血浆样本中

鉴定了 1 063个蛋白质。近些年，纳米材料（NPs）
被用于富集血液样本中低丰度蛋白质的研究越

来越多。2020年，Blume等[15]将 NPs的蛋白质冠

层与液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）技术整合，

用于高效的蛋白质组学分析 ，使用 5种 NPs
结合 96孔自动工作流程，从 141份血浆样本中

检测到 2 000多种蛋白质。2022年，Liu等 [16]报

道了载有 4种不同基团的二硫化钼纳米材料富

集血浆中低丰度蛋白的方案，结合数据非依赖采

集 （data  independent  acquisition，DIA）策略，单次

质谱分析可鉴定超 3 400个蛋白质。上述报道介

绍了 3种不同的血液样本蛋白质组前处理方案，

但各自的优劣势尚未有深入的探讨。

ProteoMiner蛋白质浓缩试剂盒对血液样本

的需求量较大，常需要多个样本混合使用，无法

观察样本间的差异。因此，本研究拟比较 Top14
高丰度蛋白去除试剂盒（Top14）、基于纳米材料

富集血液样本中低丰度蛋白试剂盒（DMB）和血

清原液（Blank）在实际临床血液样本蛋白质组分

析中的效果。从样本制备方案的稳定性、蛋白

质组鉴定深度、低丰度蛋白鉴定效果以及在实

际样本差异蛋白质组分析中的应用效果等方面
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评价 Top14和 DMB试剂盒的特点，希望给出血

液蛋白质组分析试剂盒的选择建议。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与试剂

Orbitrap Fusion Lumos Tribrid三合一质谱仪、

EASY-nLC 1200纳升级液相色谱仪、NanoDrop
OneC微量紫外分光光度计、DynaMag-2磁力架：

美国 Thermo Fisher公司产品；DHP-3052电热恒

温培养箱：上海恒一科学仪器有限公司产品；

ME104电子天平：瑞士 Mettler Toledo公司产品；

Concentrator  plus真空离心浓缩干燥仪 ：德国

Eppendorf公司产品；Milli-Q型纯水仪、30 ku超

滤管：美国Millipore公司产品。

尿 素 （urea， UA）、 二 硫 苏 糖 醇 （1,4-

dithiothreitol，DTT）、碘乙酰胺 （2-iodoacetamide，

IAA）、甲酸 （formic  acid，FA）、乙腈 （acetonitrile，

ACN）和碳酸氢铵（NH4HCO3）：均为分析纯，美

国 Sigma公司产品；High Select  Top14 Abundant

Protein Depletion Mini  Spin Columns（Top14，货号

A36370）： 美 国 Thermo  Scientific公 司 产 品 ；

MagicOmics Low-abundance Enrichment Kit（DMB，

货号 QLDMB20230504）：北京青莲百奥生物科技

有限公司产品；测序级胰蛋白酶（货号 P01001）：

北京酶知源生物科技有限公司产品。 

1.2    样本信息

3名健康及 3名肝癌患者的血清样本：均采

集自中国医学科学院、中国协和医科大学，样本

的选择无偏倚。根据中国医学科学院肿瘤医院

伦理委员会（NCC2020C-209）的批准，获得所有

供试者的知情同意。 

1.3    Top14 高丰度蛋白去除及 FASP 酶切方案

取 10 μL血清于 Top14旋转柱中，多次倒置

旋转柱直至树脂完全悬浮于溶液中；将旋转柱放

在摇床上，室温孵育 10 min；然后拧开旋转柱底

部，以 3 200 r/min离心 2 min，收集洗脱液；使用

过滤器辅助样品制备方案 （filter-aided  sample

preparation,  FASP）酶切 [17-18]。具体而言 ，将蛋

白转移至 30 ku超滤管中，离心去除废液；加入

200 μL 8 mol/L尿素（100 mmol/L Tris-HCl溶解），

清洗 1次，离心去除废液；向超滤管中加入 100 μL

20 mmol/L DTT溶液，37 ℃ 还原 4 h，离心去除废

液；再加入 100 μL 40 mmol/L IAA，避光烷基化

30 min，离心去除废液；随后加入 100 μL 20 mmol/L

DTT溶液再次反应 15 min，离心去除废液；然后

分别用 8 mol/L UA和 50 mmol/L NH4HCO3 清洗

3次；更换套管，加入 180 μL 50 mmol/L NH4HCO3

溶液，并加入 20 μL Trypsin胰蛋白酶进行酶切反

应，37 ℃ 孵育 16 h；反应结束后，离心收集酶切

后的肽段溶液，45 ℃ 真空离心浓缩干燥仪中热

干回收肽段，于−80 ℃ 冰箱储存，待 LC-MS/MS

分析。FASP实验过程中，均以 12 100 r/min离心

15 min。Blank组样本同样使用 FASP酶切方案。 

1.4    DMB 试剂盒富集低丰度蛋白质及蛋白酶

切方案

根据制造商的建议，取 50 μL血清样本，使

用 DMB试剂盒富集低丰度蛋白质和溶液酶切

方案酶切蛋白质[19]。具体而言，用稀释缓冲液稀

释样本，加入磁珠，37 ℃ 孵育 30 min，在磁力架

上静置 2 min直至澄清，弃去上清液，用稀释缓

冲液洗涤磁珠 3次；用裂解缓冲液代替稀释缓冲

液，95 ℃ 加热 10 min，冷却至室温后，将磁珠与

结合缓冲液室温孵育 15 min，用洗涤缓冲液清洗

3次；替换缓冲体系后，在 37 ℃ 加入胰蛋白酶

（Trypsin）消化 4 h后，用终止缓冲液终止反应；

真空离心浓缩干燥仪干燥肽段，回收的肽段于

−80 ℃ 冰箱储存，待质谱分析。实验中的试剂均

由试剂盒提供。 

1.5    实验条件 

1.5.1      色谱条件　用微量紫外分光光度计在

205 nm处测定肽段浓度；肽段进样量 1 μg，流速

600 nL/min。自制 C18毛细管直喷柱 （100 μm×

30 cm×1.9 μm）；流动相：A为0.1% FA，B为0.1% FA

和80%ACN；梯度洗脱程序：0～6 min（4%～10%B），

6～56 min（10%～22%B），56～77 min（22%～35%B），

77～88 min（33%～90%B），88～90 min（90%B）。 

1.5.2      质 谱 条 件 　 高 能 碰 撞 解 离 （higher-

energycollision dissociation, HCD）碎裂方式，正离

子模式扫描；一级质谱参数：质量扫描范围 m/z

350～1 550，分辨率 120 000，自动增益控制（AGC）

4×105，离子最大注入时间 50 ms；二级质谱参数：

分辨率 15 000，AGC为 5×104，离子最大注入时

间 30 ms，质谱数据由 Xcalibur实时采集。 
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1.6    质谱数据处理

使 用 Proteome  Discoverer（2.3.0.523）和

MaxQuant（2.0.3）软件对质谱原始数据进行定性

和定量分析[20]，用于检索的数据库于 2023年 6月

1日从uniprot下载，包含20 422个蛋白质。Proteome

Discoverer软件参数设置：蛋白水解酶为胰蛋白

酶，最大漏切位点 2；母离子质量偏差 8×106，子

离子质量偏差 1.8×106；固定修饰设定半胱氨酸

碘乙酰胺化（carbamidomethy/+57.021 u），可变修

饰 选 择 甲 硫 氨 酸 氧 化 （oxidation/+15.995  u）和

N-乙酰化（acetyl/+42.011 u）；蛋白和多肽的定性

假阳性率错误发现率（FDR）为 1%，其他参数为

默认。MaxQuant除定量方法选择非标定量（label

free）外，其他参数设置与 Proteome Discoverer软

件一致。 

1.7    统计学分析

使用 Perseus软件[21]完成数据前处理，3次差

异分析方案一致。显著性阈值设置 P＜0.05，差
异倍数（fold change）经过 log2处理后取±1.2。特

征鉴定基因、差异基因使用 clusterProfiler4.0[22]

进行 GO富集分析、京都基因和基因组百科全

书（KEGG pathway）[23]富集分析，选择 P＜0.05为

显著条目。使用 String网站进行蛋白互作分析

（PPI）[24]，使用 Cytoscape软件优化 PPI网络。 

2    结果分析 

2.1    实验方案设计

基于质谱的血液蛋白质组学采用 Top down
质谱采集方案 [25]。从样品中提取蛋白质，将其

消化成肽段，再使用质谱法鉴定。然而，由于血

液样本中高丰度蛋白质占比超过 90%，若不去

除，会影响低丰度蛋白质的鉴定[26]。本研究比较

了 Top14高丰度蛋白去除试剂盒和 DMB低丰

度蛋白富集试剂盒在健康人群（HC）和肝癌人

群（HCC）血清样本中的应用效果，示于图 1。其

中，Blank和 Top14采用 FASP酶切，DMB采用

溶液酶切 ，使用 LC-MS/MS分析获得的肽段 ，

MaxQuant和 Proteome Discoverer软件解析质谱

文件，Perseus软件分析数据。

 
 

血清样本 去除高丰度蛋白质 蛋白酶切 质谱分析 数据分析

健康人群
DMB

Top14

Blank

肝癌人群

图 1    3 种血清蛋白质组样本制备方案的技术路线

Fig. 1    Technical routes of three sample preparation protocols for serum proteome
 
 

2.2    蛋白质和多肽的鉴定

本工作分别采用 DMB、Top14血清样本前

处理试剂盒以及 Blank对照，完成了 3例健康人

和 3例肝癌患者的血清蛋白质组分析，共鉴定

1 308个蛋白质和 8 852条肽段，各样本蛋白质

鉴定数在 262～660之间，肽段鉴定数在 2 131～

4 774之间。在各样本中，Top14处理组的蛋白质

和肽段鉴定数量均高于 Blank组，DMB处理组

鉴定的蛋白质和肽段数量最高，示于图 2a。本研

究分别在 HC和 HCC中对 3组鉴定结果进行交

集分析，2类人群 3种方案都有特征蛋白质，示

于图 2b。在 HC中，DMB处理组特征蛋白质数

量是 Top14处理组的 2.6倍，是 Blank组的 3.9倍；

在 HCC中，DMB处理组特征蛋白质数量是 Top14

处理组的 3.7倍，是 Blank组的 6.2倍。

3组样本的皮尔森相关性分析示于图 2c。

在 HC中，DMB处理组、Blank组和 Top14处理

组的组内线性相关系数 （r）均值分别为 0.89、

0.96、0.95，3种方案的组内线性相关性良好，但

各组间的线性相关性极差。本研究采用数据依
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赖采集（DDA）策略，在一级扫描中选择信号强度

高（TopN）的离子依次作为母离子进行二级质谱

分析。在此模式下，高丰度抑制效应会导致低丰

度蛋白鉴定不稳定，甚至无法鉴定 [27]。在 HC和

HCC中，DMB处理组、Blank组和 Top14处理组

鉴定蛋白质组的丰度排序散点图示于图 2d，
Top14处理组和 Blank组鉴定蛋白质组的丰度相

近，DMB处理组较低。随后，本研究选取 Top14
试剂盒可去除的 14种高丰度蛋白质和血清中的

部分低丰度蛋白质在 3组实验中的定量分析结

果，示于图 2e，LTF、ANG、MPO和 HPSE为血液

中低丰度蛋白质，其他为高丰度蛋白质。对于高

丰度蛋白质，DMB处理组的定量结果最低，且多

种高丰度蛋白质在多个样本中未被鉴定到；Top14
处理组略高于 DMB处理组 ，但低于 Blank组 ，

Top14试剂盒可以达到去除高丰度蛋白质的效

果；对于低丰度蛋白质，选取了 4种与肿瘤相关

的低丰度蛋白质，分别是血管生成素（angiogenin,
ANG）、乳铁蛋白 （lactotranferrin,  LTF）、髓过氧

化物酶 （myeloperoxidase,  MPO）和乙酰肝素酶

（heparanase, HPSE），这 4种蛋白质在 Blank组未

被鉴定到，在 Top14处理组仅有几个样本被鉴定

到，但在 DMB处理组基本均可以被鉴定到。结

果表明，DMB方案在富集血清样本中低丰度蛋

白质的效果最佳。 

2.3    3 种血清样本前处理方案的稳定性评价

在各组 3次重复实验中，成功被鉴定到 2次

及以上的蛋白即可作为定量蛋白，用于蛋白质组

定量分析。统计 Proteome Discoverer搜库结果中

各组鉴定蛋白质的鉴定频率。在 HC中，DMB
处理组鉴定频率为 2的蛋白质数量高于其他

2组，比 Top14处理组多 43个（57.3%），比 Blank
组多 68个（136%）；DMB处理组鉴定频率为 3的

蛋白质数量同样高于其他 2组，比 Top14处理组

多69个（25.3%），比Blank组多143个（71.9%），示于

图 3a。在 HCC中，DMB处理组鉴定频率为 2或

3的蛋白质数量高于其他 2组，增加幅度比 HC
中大，示于图 3b。这表明，DMB方案获得可定

量蛋白质组的效果更优。从 MaxQuant搜库结果

的 Intensity矩阵中筛选出可定量蛋白质组，然后

进行中位数归一化和全局最小值插值处理，再进

行变异系数 （coefficient  of  variation，CV）分析。
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注：a. 各样本制备方案的蛋白质和肽段鉴定数量直方图；b. 3种样本制备方案在健康人群和肝癌人群中蛋白质鉴定结果的交集分析；

c. 所有样本的皮尔森相关性分析；d. 3种前处理方案鉴定蛋白质组的丰度排序散点图；

e. Top14试剂盒可去除的高丰度蛋白质和血清中部分低丰度蛋白质在 3种方案中的定量分析热图

图 2    蛋白质和多肽的鉴定

Fig. 2    Identification of proteins and peptides
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在 HC和 HCC中，Blank组和 Top14处理组的稳

定性更优异，且差异较小，示于图 3c、3d。DMB
处理组的稳定性相对较差，这与鉴定频率为 2的

蛋白质数量较多有关，特别是在 HCC中（图 3b），
DMB处理组鉴定频率为 2的蛋白质数量是 Top14
处理组的 3.57倍，是 Blank组的 3.51倍。
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图 3    3 种血清样本前处理方案的稳定性评价

Fig. 3    Stability assessment of three pre-processing schemes for serum samples
 
 

2.4    各方案特征鉴定蛋白质的GO 和KEGG 分析

使用 clusterProfile分别对各组实验在 HC和

HCC中鉴定到的特征蛋白质进行 GO和 KEGG
分析。GO分析包括生物过程（biological process,
BP）、细胞组分 （cellular  component,  CC）和分子

功能 （molecular  function,  MF）。富集结果选择

P＜0.05为显著，DMB处理组特征蛋白质的 GO
和 KEGG富集结果均最丰富，相对于 Top14处

理组和 Blank组有显著变化，示于图 4a。在各

方案特征蛋白质富集结果的交集分析中，3组

实验均只有少量的交集，DMB和 Top14处理组

在 GO和 KEGG分析结果中均有交集，但各自

也有特征富集的结果，其中 DMB处理组特征富

集的结果贡献最多 ，示于图 4b。这些特点在

KEGG富集结果中表现得最明显。在参与的生

物过程方面，Blank组特征蛋白质主要参与补体

激活和循环免疫球蛋白介导的体液免疫反应

等，Top14处理组特征蛋白质主要参与细胞粘附

的正调控和轴突发育等，DMB处理组特征蛋白

质主要参与基于肌动蛋白丝过程的调控和超分

子纤维组织的调控等；在细胞组分方面，Blank
组特征蛋白质主要来自免疫球蛋白复合物和质

膜外侧等，Top14处理组特征蛋白质主要来自含

胶原蛋白的细胞外基质和病灶粘附等，DMB处

理组特征蛋白质主要来自分泌颗粒腔和囊泡腔

等；在分子功能方面，Blank组特征蛋白质主要

有抗原结合和免疫球蛋白受体结合等，Top14处

理组特征蛋白质主要有外源蛋白结合和金属肽

酶活性等，DMB处理组特征蛋白质主要有粘连

蛋白结合、肌动蛋白结合和鸟嘌呤 -5'-三磷酸

（GTP）结合等，示于图 4c。在 KEGG通路富集

结果方面，Blank组特征蛋白质主要参与的信号

通路有病灶粘附、ABC转运体和 Notch 信号通

路等，各通路仅有 2～4个基因；Top14处理组特

征蛋白质主要参与的信号通路有细胞粘附分

子、肾素 -血管紧张素系统和 ECM-受体相互作
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用等，各通路中的基因数量虽高于 Blank组，但

远低于 DMB处理组；DMB处理组特征蛋白质

主要参与的信号通路有 ECM-受体相互作用、白细

胞跨内皮迁移和肌动蛋白细胞骨架的调节等。
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注：a. 富集分析结果条目数直方图；b. 富集分析结果的交集分析；c. 富集分析

图 4    各方案特征鉴定蛋白质的 GO 和 KEGG 分析

Fig. 4    GO and KEGG analysis of the characteristic identified proteins in each scheme
 
 

2.5    健康人群和肝癌人群血清样本差异蛋白质

组分析

在我国，原发性肝癌在恶性肿瘤中排名第

四，在肿瘤致死病因中排名第二，严重威胁人民

的生命和健康 [28]。本研究基于健康人群和肝癌

人群的血清样本，比较了 DMB和 Top14血液样

本前处理试剂盒相对于血清原液在蛋白质组差

异分析中的优劣势。

Blank组共获得 17个差异基因，在肝癌人

群中 10个上调，7个下调，示于图 5a。使用 17个

差异基因进行主成分分析 （principal  component

analysis，PCA），PC1为 84.8%，PC2为 6.1%，示于

图 5b，可以很好地区分健康人群和肝癌人群。

GO富集结果显示，差异基因主要来源于免疫球

蛋白复合物和血液微颗粒等，行使的分子功能有

抗原结合和免疫球蛋白受体结合等，参与免疫球

蛋白介导的免疫反应和补体激活等生物过程。

富集到的 KEGG通路仅有补体和凝血级联，示于

图 5g。Top14处理组共获得 15个差异基因，在

肝癌人群中 6个上调，9个下调，示于图 5c。使用

差异基因进行 PCA分析，PC1为 80.3%，PC2为

7.8%，示于图 5d，可以很好地区分健康人群和肝
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h

注：a、c、e分别为 Blank、Top14和 DMB样本制备方案肝癌血清样本差异蛋白质组分析火山图；b、d、f分别为 Blank、Top14和 DMB样

本制备方案肝癌血清样本差异表达基因的 PCA分析；g. 各样本制备方案获得差异表达基因的 GO和 KEGG分析；h. 各样本制备方案获

得差异表达基因的 GO和 KEGG分析结果的交集分析

图 5    Blank、Top14 和 DMB 样本制备方案的肝癌血清样本差异蛋白质组分析

Fig. 5    Analysis of differential protein groups in liver cancer serum samples under Blank,
Top14 and DMB sample preparation schemes
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癌人群。GO富集结果显示，差异基因主要来源

于血液微粒和含胶原蛋白的细胞外基质等，行使

的分子功能有整合素结合、细胞外基质结构成

分和肽酶激活剂活性等，参与免疫球蛋白介导的

免疫反应和 B细胞介导的免疫反应等生物过

程。富集的 KEGG通路有细胞粘附分子和吞噬

体等，示于图 5g。DMB处理组共获得 47个差异

基因，在肝癌人群中表达上调的有 41个，下调的

有 6个，示于图 5e。差异基因的 PCA分析可以

很好地区分健康人群和肝癌人群，PC1为 74.5%，

PC2为 7.9%，示于图 5f。富集结果显示，差异基

因主要来源于分泌颗粒腔和细胞质囊泡腔等，行

使的分子功能有 GTP 结合、肌动蛋白结合等，参

与的生物过程有细胞溶解和补体激活等。富集

的 KEGG通路有调节肌动蛋白细胞骨架、补体

和凝血级联和病灶粘附等，示于图 5g。
由 3组实验的差异蛋白质组分析均可发现

在肝癌血清样本中显著上调的基因，但获得的差

异基因数量和所行使的功能有所不同，这将影响

对肝癌发生发展分子机制的理解。对各组差异

基因的GO和KEGG富集结果进行交集分析后发现，3
组实验之间存在交集，其中 DMB组中更多的是独

自富集到的条目。Blank仅有 1条 KEGG通路，并

且可以在 DMB中富集；Top14组的 3条通路也可

以在DMB中富集，但仅有 2条通路是特征鉴定的。 

2.6    基于 DMB 组差异基因的 PPI 分析

基于上述分析结果，相较于 Blank组和 Top14
处理组，DMB处理组对血清中低丰度蛋白的鉴

定效果有显著提升，特征鉴定蛋白的功能富集结

果更加丰富，发现的差异表达基因数量明显增

多。使用 String对 DMB组差异基因进行蛋白质

互作网络（protein-protein interaction networks, PPI）
分析，结合 Cytoscape对 PPI网络进行美化，通过

Analyze Network分析网络，获得 degree数值，节点

的颜色和大小根据 degree数值变化，示于图 6a。
该网络图包含 37个节点，其中 HSP90AB1、SPP1、
ACTR3、SNCA、PECAM1和 SRC在健康人群和

肝癌人群中表现出显著差异，示于图 6b。
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注：a. 差异基因的 PPI网络图；b. 特征基因的箱线图

图 6    基于 DMB 前处理方案在肝癌血清样本的差异蛋白质组分析

Fig. 6    Differential protein groups analysis in liver cancer serum samples
based on the DMB sample preparation scheme

 
 

3    讨论

本研究对比了基于 Top14和 DMB血液样本

前处理试剂盒相对于血清原液在蛋白质组分析

中的优劣势。在肽段和蛋白质鉴定方面，DMB

处理组鉴定的蛋白质数量远高于 Top14处理

组和 Blank组，且对低丰度蛋白的鉴定有更好的

结果。相较于 Blank组，Top14和 DMB处理组在

去除高丰度蛋白方面均有效。3组的组内均有

较高相关性，其中 DMB处理组（r=0.89）略低于

Top14处理组（r=0.95）和 Blank组（r=0.96），这与

DMB处理组鉴定了较多低丰度蛋白质有关。

由于高丰度蛋白信号抑制作用，DDA采集策略

会发生采集缺失现象。DMB特征鉴定蛋白质

的 GO和 KEGG分析结果远比 Top14处理组和
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Blank组丰富，证明了 DMB处理组鉴定蛋白质

的多样性。

对健康人群和肝癌人群血清样本的差异蛋

白质组进行分析，DMB处理组获得了 47个差异

基因，是 Top14处理组的 3.1倍，Blank组的 2.8

倍。与 Blank组和 Top14处理组的差异基因主

要与免疫相关不同，DMB处理组的差异基因不

仅与免疫相关，而且富集到多条与肿瘤相关的信

号通路。基于 DMB处理组获得的差异基因，通

过 PPI分析筛选出多个基因（HSP90AB1、SPP1、

ACTR3、SNCA、PECAM1和 SRC），可用于区分

健康人群和肝癌人群。有研究[29]表明，乳腺癌的

生存率和远端转移复发率增加与 HSP90AB1

高表达相关。此外，HSP90AB1是蛋白质泛素化

途径中的伴侣蛋白，对致癌和抑癌基因的调节有

重要作用 [30]。2017年，Xu等 [31]通过生物信息学

分析，发现 SPP1与上皮-间质转化（EMT）有密切

联系，SPP1在结直肠癌（CRC）组织中的 mRNA

和蛋白表达量明显高于邻近的非癌组织，并且

SPP1的过表达与 CRC的肿瘤侵袭、转移和低生

存率密切相关。2023年，Wu等 [32]通过 qRT-PCR

和免疫组织化学实验验证了 SNCA在膀胱癌肿

瘤组织中下调，并且可能在 T细胞的浸润方面起

重要作用。2023年，Wu等 [33]证明了 PECAM-1

缺陷和/或内化是 β-catenin介导的内皮到间充质

细胞转化（EndMT）的关键，而在糖尿病相关的

TME中，Akt/GSK-3β 信号通路的增强显著促进

了 EndMT的发生。SRC是在哺乳动物细胞中

第 1个发现的原癌基因 [34]，已发现 SRC过表达

在乳腺癌进展的多种事件中起重要作用，包括肿

瘤起始、生长、转移和耐药性等 [35-36]。本研究表

明，DMB血液前处理试剂盒更适用于血清样本

蛋白质组分析的样本制备。基于 DMB试剂盒

的肝癌血清生物标志物的筛查，由于样本数量较

少，尚需要进一步的验证工作。
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