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高尔基体膜蛋白73在肝癌诊断中的研究进展

俭炷鉴————————————
作者单位：31504l浙江省，宁波市医疗中心李惠利医院检验科

中国是乙型肝炎高发国，由乙肝发展为肝硬化乃至肝细

胞肝癌(hepateocellular carcinoma，HCC)给我国医疗卫生资源

带来沉重负担。对HCC进行早期诊断，进而为患者争取更好

的治疗效果是临床面临的重大任务之一，为此寻求高特异性

的预警和鉴别指标对于早期发现HCC，并与良性肝病区别具

有重要的I|缶床和社会经济意义。以甲胎蛋白(alphafetopro—

tein，AFP)为代表的肿瘤标志物及多种肝脏酶学、细胞因子、

糖蛋白等对HCC诊断具有一定价值，但实际应用中存在敏

感性低和(或)特异性差等问题【ll。近年来，随着蛋白质组学、

基因技术、肿瘤免疫等研究的飞速发展，筛选出一些潜在的

新的肝癌相关标志物。其中，高尔基体膜蛋白73(golgipro—

tein73，GP73)被认为是最值得期待的血清标志物之一I“。本文

就近年来国内外对GP73在肝癌诊断方面的研究进展做一综

述。

l GP73概述

2000年，由Kladney等[3l从成人巨大细胞性肝炎患者肝

细胞基因文库中筛选出一个cDNA克隆，发现其编码相对分

子质量为73×103的糖蛋白，称为GP73蛋白质。其基因位于

第9号染色体，全长3042 bp，内含惟一开放读码框，两个真

核细胞转录起始位点一甲硫氨酸密码子(bPl51和bPl78)，分

别转录400或391个氨基酸产物。3’非翻译区包含一个终止

密码子和3个多聚腺苷酸位点。该基因编码的蛋白质富含酸

性氨基酸，PI=4．72，N一末端疏水，C末端编码的氨基酸位于

细胞外区域，内含十四烷酰化连续序列(GLGNGRRS)和5个

糖基化位点，紧接跨膜区有数个参与蛋白质之间相互作用的

卷曲螺旋。这些性质提示，该蛋白质通过细胞外区域与其他

蛋白质发生作用。在目前已知结构和基因序列的核苷酸、多

糖中，没有发现与GP73同源并具有相同意义基因序列、结构

相似的分子【4】。在用“Knock—down”技术于HepG2．2．15细胞

中，发现GIy73表达的变化与高尔基复合体表面积减少有关，

GP73的表达可能与维持高尔基体结构的完整性相关，而细

胞器的改变与人类癌的发生联系密切闭。最早认为GP73是存

在于人体多种组织上皮细胞中的一个II型高尔基体跨膜蛋

白，在正常的人体肝组织中主要表达在胆管上皮细胞中，而

肝细胞表达甚微，在肝细胞受到病毒(HBV和HCV)感染后

可引起GP73的表达增高。

鉴于高尔基体在蛋白分泌中的特定作用，高尔基膜蛋白

的发现及其在肿瘤中表达的改变对肿瘤的研究拓展了新的

方向。GP73就被证实在HCC中表达上调，但其在肝癌发生和

发展中的作用仍不明确，相关研究提示，GP73的上调可能由

于急性肝细胞损伤触发，亦或与慢性肝脏组织的重构和纤维

化有关系。

B10ck等151对实验性土拨鼠建立肝癌模型与对照血清进

行了糖蛋白质组学分析，他们以多凝集素亲和层析法分离血

清糖蛋白及应用双相电泳检测岩藻糖基化糖蛋白，发现

GP73在HCC的血清中表达增高，并且有过度的岩藻糖基化。

Norton等㈣发现GP73和肝癌细胞其他相关蛋白类似，在肝细

胞癌变后发生岩藻糖基化，而GP73的岩藻糖基化与肝癌的

发生更为密切。实验证明以GP73为指标，诊断肝癌的敏感性

和特异性分别为65％、90％。而采用质谱分析方法，以GP73

异质体岩藻糖基化为指标，诊断肝癌的敏感性和特异性分别

为90％和100％。据此有人提出GP73及其异质体可能成为更

好的诊断肝癌尤其是早期肝癌的血清标志物。

2 GP73检测方法

GP73的测定方法针对不同的检测标本有所不同，早期

应用免疫印迹法、免疫组织化学染色法，到后来有了酶联免

疫吸附法(enzyme 1inked immunosorbent assay，ELISA)及质谱

分析法。

2．1 Gfr73的基因克隆、表达和纯化及抗GP73血清蛋白的制

备根据GP73的基因序列及使用载体设计克隆引物，通过

载体转染和诱导表达，并对表达的蛋白进行分离纯化。再使

用纯化的蛋白对动物免疫，制备免疫血清进行筛选、纯化与

鉴定。

2．2 Westem blot技术 将纯化重组蛋白质或血清经SDS—

PAGE电泳，将蛋白转印至聚偏二氟乙烯膜上，加多克隆抗体

或单克隆抗体、荧光抗体标记的第二抗体后孵育、漂洗、荧光

扫描仪检测吸光度，可用于该法建立。

2．3双抗体夹心ELISA法 采用改良过碘酸钠法进行辣根

过氧化物酶标记纯化的多抗。将纯化后的单抗按常规方法包

被酶联板，按常规ELISA方法，分别加入肝癌患者血清温浴，
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然后再加入酶标多抗温浴后，然后加入底物显色。随后应用

标准矩阵实验，确定ELISA实验中的最佳包被、血清稀释度

及酶标抗体浓度以确立ELISA检测方案。

2．4免疫组织化学法 病理组织标本，使用兔抗人GP73多

克隆抗体。组织化学染色后，对癌、癌旁及正常组织定位于细

胞质进行结果观察。将GP73的表达与年龄、血清AFP水平、

肿瘤直径、TNM分期及病理EDMONDSON分级、肝硬化的相

关性进行统计分析。

2．5凝集素亲和层析 由我国林长青具有发明专利的GP73

蛋白纯化分离技术，利用偶联小扁豆凝集素的亲合介质，与

GP73的糖链相结合，通过洗脱液并离心进行纯化FUC—GP73

组分。还分别建立了含有该预装离心柱的化学发光检测试剂

盒和ELISA定量检测试剂盒。应用该试剂盒可快速、简便的

测定肝癌岩藻糖基化GP73的含量。

3 GP73与肝脏疾病

3．1 Gfy73与非肝癌肝脏疾病 Kladney等同发现GP73在病

毒性肝病或非病毒所致肝病如酒精性肝病以及自身免疫性

肝炎患者中表达亦显著性上升。GP73 mRNA和蛋白在转染

了不同病毒的HepG2肝恶性肿瘤细胞中也出现高表达，如腺

病毒感染。mikhar等f8同样发现，在急性肝炎(包括病毒性和

自身免疫性)和进行性肝硬化患者中，GP73均高表达。从而

认为GP73的表达途径可能存在不同的机制，一种是由急性

肝细胞损伤触发，而另一种存在于慢性肝脏病进展过程中。

毛一雷等唧研究显示，25例HBV携带者血清GP73水平较对

照组升高，差异具有统计学意义。谭龙益等[10】应用RT—PCR技

术克隆、表达和纯化GP73基因，建立了双抗夹心ELISA技术

检测人血清GP73。对200名健康对照、120例良性肝脏疾病

者及150例肝癌患者血清GP73浓度进行测定，结果显示，部

分健康体检者特别是部分其他非肝癌肝病患者，血清GP73

也有显著升高。Maitra等⋯】提出，GP73在急性及慢性肝脏疾

病的病因诊断可能无帮助，但可作为肝脏疾病的血清标志

物。

3．2 GP73与HCC Block等【5l于2005年首先提出，在肝癌

患者血清中，GP73水平显著升高。在一项包括352名患者的

研究中，相比较肝硬化患者，144例肝癌患者的血清GP73水

平显著升高。如果取临界值为10个相对单位，GP73诊断肝

癌的敏感性为69％，特异性为75％。对于早期肝癌的诊断，

GP73的敏感性(62％)显著优于AFP(25％)。而且，AFP水平

低于20斗g，L的肝癌患者中，有57％(32／56)的人群GP73水

平显著升高，从而提示肝癌患者血清中GP73水平显著升高，

对于早期肝癌的诊断，GP73优于AFP。毛一雷等【9】应用免疫

印迹法对37例肝癌患者的血清GP73及AFP含量进行检

测，结果显示GIy73在肝癌中的敏感性达到76．9％，特异性达

到92．8％，与此同时，以AFP>25斗g，L为标准，检测肝癌的敏

感性为48．6％，在37例肝癌中AFP阴性而GP73有时明显增

高。Li等【121检测50例肝癌患者、50例肝硬化患者和50例健

康人血清GP73，结果显示早期肝癌患者血清GP73水平显著

高于肝硬化患者，前者的中位值为12．69相对单位(范围为

l～49)，而后者的中位值为4．39相对单位(范围为0．52～

26．78)。检测血清GP73对早期肝癌诊断的敏感性为62％，特

异性为88％。谭龙益【10】等对200名健康对照及150例肝癌患

者血清GP73浓度进行测定，根据ROC曲线分析，AUC为

0．705。GP73的敏感性和特异性分别为44．5％和82．0％。认为

GP73在各组人群中均有表达，在肝癌组最高，在肝癌诊断中

有一定价值，但特异性和敏感度不高。李伯安等【131利用自己建

立的血清双抗体夹心EUSA检测GP73的方法，制备出了可

高通量检测GP73的定量试剂盒。GP73含量血清学分析结果

显示，在献血员、慢性肝炎患者及HCC患者中GP73的阳性

率分别为0％、18．92％(56／296)、68．56％(133，194)，统计分析

表明各组间阳性率差异具有统计学意义(尸<0．0001)，肝癌、

肝炎鉴别诊断的ROC曲线AUC为O．836。在6个月的跟踪随

访中，13例GP73阳性的初次诊断非肝癌患者中有6例诊断

为肝癌，37例GP73阴性的非肝癌患者中有2例诊断为肝

癌。CP73阳性肝炎患者比阴性肝炎患者患肝癌危险率高

31．6倍。

最近，付超㈣等研究发现原发性肝癌患者治疗前GP73

浓度显著高于治疗后(P-0．001)。对HCC组(治疗前与肝转

移癌)标本进行乙型肝炎表面抗原测定，经统计分析表明

GP73阳性与否与患者是否携带乙型肝炎表面抗原无关。另

GP73和AFP二者联合检测可使原发性HCC和肝转移癌敏

感性分别提高到82．5％和63．9％。朱国民旧等对104例肝癌

标本血清GP73与AFP检测中，GP73的阳性率达到81．7％，

高于AFP的阳性率62．5％，在AFP阴性的39例肝癌中有32

例GP73阳性(82．1％)，GP73阴性的23例肝癌中有12例

AFP阳性，AFP和GP73的总阳性率高达93．2％，结果显示了

GP73与AFP二者联合检测应用于临床诊断的互补作用。

3．3 GP73蛋白组织表达 李利军等H采用免疫组织化学方

法对45例原发性肝癌石蜡标本(HCC 39例，胆管细胞癌6

例)及14例正常对照标本检测Gfy73蛋白表达情况进行检

测。结果显示，GP73蛋白表达主要位于癌细胞质，癌旁组织

细胞质内也可见其表达，但程度较癌组织弱；正常肝脏组织

GP73表达甚微。癌组织与癌旁组织差异有统计学意义(P<

0．05)，癌组织与正常组织差异有统计学意义(P<0．05)，癌旁

与正常组织差异有统计学意义(P<0．05)。GP73在HCC癌组

织表达高于AFP在癌组织的表达，差异有统计学意义

(0．148±0．018 vs 0．116±0．026，尸之0．05)；AFP在癌旁和正常肝

脏组织中的表达差异具有统计学意义(0．098±O．014 vs O．073±

O．011，尸≮0．05)；GP73在39例HCC标本与6例胆管细胞癌

万方数据
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标本上表达的平均A值在有限的样本资料上显示其差异无 4李利军，李新丰，王高雄．GP73联合AFP、VEGF检测原发性肝癌

统计学意义(0．143±0．018 vs O．144±0．012，P>0．05)。GP73表

达与年龄、血清AFP水平、肿瘤直径、TNM分期无关，与病理

Edmondson分级、肝硬化相关。

4存在问题与展望

HCC早期诊断困难，临床确诊时多已中晚期且常伴有肝

内转移，治疗效果差，因此建立有效的肝癌预警机制尤其重

要。HCC主要的病因学是HBV或HCV慢性肝炎病毒感染，

其长时间的潜伏期(即感染肝炎病毒至肝癌发生)提供了早

期预警肝癌疾病发生的可能。

GP73及其异质体是新一代肝癌诊断标志物，美国科研

领域已经进行了完整的临床研究，但尚未有商品化试剂供

应，而我国研究文献报道为数不多。那么明确GP73及其异质

体在慢性肝病患者中预警肝癌发生的临床意义的研究极为

重要，要进行这方面的研究，目前主要存在以下几方面的问

题：1)慢性肝炎转肝癌的队列血清准备；临床大样本研究和

系统性肝炎转肝癌队列血清的采集，血清库的建立；2)肝炎

与肝癌患者血清中Gfy73含量最佳临界值的确定；3)GP73临

床使用操作规范的建立研究；4)样本数据的统计学分析。

总之，作为一种高尔基蛋白，GP73在多种组织的上皮细

胞中均有表达，其中在小肠、结肠、胃中表达较高，在肝、肾、

脾、肺、子宫中有少量表达。但研究【16J证实GP73与肝病的发

生发展关系最为密切，GP73在肝癌组织中的高表达及其翻

译后修饰的改变其成为一种极具应用前景的肝癌诊断候选

标志物。GP73在肝癌早期诊治和监测中可能会有相当重要

的作用，今后需要更多地区和中心参与进来，完善对GP73与

肝癌关系的基础与临床研究。
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