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摘要 膀胱癌是一种常见的泌尿系统疾病，尿细胞学检查与膀胱镜检查是膀胱癌的主要临床诊断手段，但尿细胞学检查敏感

性较差，膀胱镜检查为侵入性检查，易给病人带来强烈的不适感；且膀胱癌具有易复发的特点，大部分患者必须面临频繁的

检查，临床亟需发展舒适、准确的检查手段．尿液存储是膀胱的主要生理作用，尿液可以直接接触肿瘤实体，肿瘤分泌的一

些蛋白质分子极可能进入尿液中，并且患者尿液样本便于足量多次收集．同时，蛋白质组技术以及尿液蛋白质组研究的快速

发展，为我们利用尿液研究膀胱癌提供了便利的途径．本文系统总结了尿液蛋白质组研究的主要技术手段，重点关注膀胱癌

尿液蛋白质组研究趋势和应用方向，以期为利用尿液蛋白质组研究膀胱癌提供助力．
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随着人口老龄化加速，中国癌症的发生率和死

亡率呈现上升趋势[1]．膀胱癌(bladder cancer，BC)
是一种常见的泌尿系统疾病，根据 2017中国癌症
中心发布的数据显示，在 2013年，膀胱癌在中国
城市地区男性癌症发病率中排名第 7[2]．膀胱癌新

诊断的病例中，约 70%为非浸润性膀胱癌，其中
约有 50%～70%的患者经过治疗后出现复发，约
30%的几率会进一步发展为浸润性膀胱癌，进而危
及生命[3]．目前，尿细胞学检查和膀胱镜检查是膀

胱癌临床诊断的主要工具，其中尿细胞学检查敏感

性差[4]，膀胱镜检查一直被认为是检测膀胱癌的金

标准[5]，但膀胱镜检查为有创检查，易给病人带来

不适感．而且，在膀胱癌预防和预后的诊治过程

中，病人需长期监测，由此也会产生巨大的医疗

费用．膀胱癌临床诊治急需发展舒适、准确的检查

手段．

在不同的生理或病理情况下，生物体分泌的蛋

白质会有表达类别或者表达量的差异[6]．针对膀胱

癌，尿液与膀胱癌实体直接接触，癌细胞释放的物

质极大可能直接进入尿液 [7-8]；同时，尿液取样具

有无创、非侵入性的特点，病人愿意长期足量供

给；此外，尿蛋白质组相对稳定，这种稳定性部分

归因于尿液在收集前已经在膀胱中“储存”了一定

时间，内源性蛋白酶已经完成了部分蛋白质的水

解[9-10]；实际应用中，尿液个体动态范围仍然较大，

但可以通过采用合理的方法，如利用尿肌酐进行归

一化或建立参考尿蛋白质组等[11-13]，在一定程度上

提高各实验间的重现性．虽然尿液蛋白质组的研究

仍存在一些问题，但目前已有一批分子标志物为美

国 FDA(Food and Drug Administration)所认可[5, 14]．本

文系统总结了尿液蛋白质组研究的主要技术手段，

重点关注膀胱癌尿液蛋白质组研究趋势和应用方

向，以期为利用尿液蛋白质组研究膀胱癌提供助力.

1 尿液蛋白质组的基本分析流程

基于质谱的尿液蛋白质组研究获得膀胱癌相关
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Fig. 1 Overview of the workflow of biomarker discovery
from urine based on mass spectrometry platform

图 1 基于质谱平台发现尿液样本生物标志物的工作流程图

标志物流程如图 1所示．主要包括：
a．尿液样本获取与前处理．基于合理的实验

设计，正确采样，妥善存储．

b．质谱技术及平台的选择．基于不同的实验
目的、实验经费，合理选择质谱技术、质谱平台．

c．质谱数据分析及候选生物标志物的选择．
基于合理的数据质控，结合生物信息知识，筛选感

兴趣的相关蛋白质等．

d．候选生物标志物表达情况的确认与生物标
志物评价．基于实验验证结果，结合对应的模型或

算法针对独立样本进行生物标志物的评价．

e．临床实用性评价．基于以上结果，探索临
床应用区间．

2 尿液样本收集方法

基于欧洲肾脏和尿液蛋白质组研究团队

(EuroKUP，http://eurokup.org/)发布的国际尿液收
集协议和标准人类尿样收集方法等 (http://www.
molmeth.org)，我们总结了膀胱癌尿液样本获取的
参考方法：尿液样本一般收集晨尿中段尿，存储温

度为 -80℃或-20℃．连续收集尿液或在 4℃储存
时，应加入 10 mmol/L NaN3或 0.2 mol/L硼酸抑制

微生物生长．一般来说，尿液样本不应该混浊，如

果血液或细胞内容物明显，需过细胞筛处理，并以

大于 3 000 r/min的离心速度在 4℃条件下离心 10 min,
或者直接丢弃(The Molecular Methods database: Acc.
nr L8Rvt10; Acc.nr bqQvt10; Acc.nr bSQvt10)．

部分研究结果表明，添加蛋白酶抑制剂对蛋白

质提取无明显改善，而对关注特定蛋白质修饰的研

究一般需要添加相应的蛋白酶抑制剂，如磷酸化蛋

白质组研究需要添加磷酸酶抑制剂．尿液中的蛋白

质相对稳定，但也要避免反复冻融，蛋白质含量监

测和其他临床参数应早于尿液样本冰冻前进行，防

止因低温存储而改变．

3 应用多种蛋白质组学研究技术开展尿液

蛋白质组研究

尿液蛋白质组研究随着质谱技术的发展不断进

步，通过结合不同的分离技术和质谱技术手段实现

蛋白质混合酶解产物的有效鉴定．目前，常见的尿

液蛋白质分离方法主要包括：二维凝胶电泳

(two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis，
2DE)、液相色谱 (liquid chromatography，LC)，以
及毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE)等；常
见的质谱主要是由电喷雾电离或基质辅助激光解吸

电离为离子源结合不同的质量检测器及分析器构

成，如基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization time of
flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS)、表面
增强激光解吸离子化飞行时间质谱，又称蛋白质芯

片技术 (surface-enhanced laser desorption/ ionization-
time of flight-mass spectrometry，SELDI-TOF-MS)，
在质谱平台的基础上，又衍生出许多新技术，例如

靶向质谱技术：选择反应检测 (selective reaction
monitoring， SRM)、多反应检测 (multi reaction
monitoring，MRM)等．本文选择了部分常见的研
究方式进行介绍．

3援1 二维凝胶电泳串联基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱

二维电泳是一种传统的蛋白质分离方法，通过

蛋白质理化性质的不同进行分离 [6]，分离效果较

好，在蛋白质组研究早期应用广泛，但电泳斑点识

别率低、定量精度差．MALDI-TOF-MS 一般用于
蛋白质等生物大分子的高通量筛选，具有操作简

单、快速、谱图直观、能耐受一定浓度的盐和去垢

剂等特点，适合于多肽、蛋白质及寡核苷酸混合物

临床应用

分类器的独立样本验证

构建基于统计模型或多种标志物组合模型的分类器

免疫测定验证

(ELISA, WB...)

质谱平台验证

(CE-MS, MRM...)

蛋白质的定性及定量(2D-MS, LC-MS/MS/CE-MS...)

与候选生物标志物的筛选

尿液样本的收集与预处理
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的精确质量测定[15]．Lei等[16]通过二维电泳与基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱串联，对膀胱癌患

者及对照组尿液样品中的蛋白质进行鉴定和比较

研究，以期寻找膀胱癌相关的生物标志物．Bryan
等[17]尝试用大量尿蛋白肽段的 MALDI-TOF-MS谱
图来区分肌肉侵入性(阶段 T2+)和非侵入性(Ta/T1
期)膀胱癌患者．
3援2 液相色谱串联各式质谱

液相色谱与质谱联用，结合了液相色谱仪有效

分离热不稳定性及高沸点化合物的分离能力，与质

谱仪较强的组分鉴定能力，是一种分离分析复杂有

机混合物的有效手段，具有快速分析、样品需求量

少的特点[18]，由于色谱亲和能力的不同，可针对特

定蛋白进行分析．Yang等[19]针对尿蛋白中的糖蛋

白，采用双凝集素亲和层析液相色谱与质谱串联鉴

别膀胱癌．Frantzi等[20]将固定化金属亲和色谱与高

分辨率 LC-MS/MS结合使用，靶向选择金属结合
蛋白，如基质金属蛋白酶，作为相关疾病诊断的生

物标志物．

3援3 毛细管电泳串联各式质谱

毛细管电泳是一种基于待分离物淌度和分配行

为差异而实现分离的电泳新技术．相对于传统电泳

技术，具有快速、高效、分辨率高、重复性好、易

于自动化等优点 [21]．CE/MS 联用技术大大拓宽了
CE和MS本身的应用领域，但 CE/MS仍存在一些
固有的缺陷，如进样量少、CE/MS接口等问题．
早在 2003 年，Wittke 等[22]利用毛细管电泳(CE)与
电喷雾飞行时间质谱耦合建立健康人尿液中的参考

蛋白质组及多肽组合，用于肾病的研究．

Theodorescu等[23]通过 CE/MS对比健康与患者的尿
多肽组成，建立了尿路上皮癌生物标志物的检测和

验证的分子模型．Alberice等[24]利用 CE/MS研究膀
胱癌复发病人尿样的非靶向代谢组学．

3援4 表面增强激光解吸离子化飞行时间质谱

SELDI-TOF-MS 可被看作 MALD-TOF-MS 技
术的延伸， SELDI -TOF-MS 将蛋白质芯片与
MALD-TOF-MS 结合起来．蛋白质芯片是 SELDI
技术的核心部分，芯片表面具有化学的或生物的

“诱饵”将蛋白质选择性地结合在其表面[25]．蛋白

质经激光照射后发生离子化，然后气相离子进入质

谱分析仪，每个蛋白质都会产生独特的指纹图谱，

通过比较峰的强度就可以获得样本中不同蛋白质的

表达模式．Reichelt 等 [26]利用 SELDI-TOF-MS从确

诊为肾同种异体移植物排斥反应患者和无组织学排

斥反应患者收集的 23份尿样蛋白质中，筛选出几
种特征性蛋白质谱峰，用于区分肾同种异体移植排

斥和不排斥反应．Liu等[27]结合决策树算法分析尿

液 SELDI蛋白质谱图，用以区分移行上皮细胞癌
(TCC，膀胱癌的一种)和非癌症患者．
3援5 其他

靶向蛋白质研究策略通过靶向选择目标蛋白质

或目标肽段的离子区间进行选择性检测．其中，最

常用的 MRM/SRM是一种基于已知信息或假定信
息有针对性地获取数据[28]，进行特定区间质谱信号

采集的技术．在基于蛋白质组学的生物标志物研

究、蛋白质翻译后修饰，定量蛋白质组和蛋白质相

互作用等研究领域的应用逐渐受到重视，是蛋白质

验证的一种常用手段．由于 MRM/SRM的具有灵
敏、准确和特异性等优点，其也被用于生物标志物

的发现．Duriez等[29]就利用大规模 SRM技术，结
合液相色谱通过尿液进行膀胱癌候选标志物的筛选.

目前，尿液蛋白质组研究实验方法和技术平台

仍存在一定的不足，我们可以结合研究目的进行多

种方法的优化组合以得到更全、更精确的蛋白质鉴

定结果．如 Guo等[30]提出了一种组合型的膀胱癌尿

蛋白质组检测策略．该策略由 3个核心组合组成，
筛选来自膀胱癌细胞系分泌蛋白质中的生物标志

物，并在患者尿液中通过二维电泳(2DE)和同位素
标记验证差异蛋白质，进行 LC-MS/MS有标定量，
并采用MRM进行后续验证．

4 尿蛋白质组在膀胱癌研究中的应用

膀胱是泌尿系统的重要组成部分，膀胱癌的发

生和发展必然会引起尿液成分的变化，尿液成分的

复杂性可以反应膀胱癌患者不同疾病进程和不同恶

性程度生理状态的差异，一方面我们可以通过尿液

蛋白质组建立正常膀胱尿液蛋白质组参考库，监测

身体生理变化，另一方面，通过合理设置不同对照

组，可以从不同的角度获得膀胱癌诊断、分级、预

后等密切相关的特异性生物标志物．相关的标志物

可以是可溶性蛋白质、代谢物或核酸，或可以是从

膀胱肿瘤脱落并且可以容易地从尿样中回收的尿路

上皮细胞的基因组或转录组中可检测的特异性变化

等[4, 31-32]．基于文献调研结果，我们给出近 15年来
部分分子实验验证的生物标志物，如表 1所示．
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功用 基因列表 文章描述 样本来源 备注

诊断 TACSTD2 TACSTD2的存在与膀胱癌有无强烈相关[34]. 尿液 ☆

诊断 IL-8、VEGF、 APOE、

MMP9，MMP10、SDC1

ANG，CA9

多种生物标志物及其组合可以用于膀胱癌诊断[35-38]. 尿液 ☆

诊断 CXCL-1 CXCL-1表达量的差异可用于区分正常人与非浸润膀胱癌及浸润性膀

胱癌患者[39].

尿液 ☆

诊断 S100P S100P的表达水平有助于区分膀胱癌与其他泌尿器官肿瘤[40]. 血液 ☆

诊断 SERPINA1 A1AT糖蛋白表达量的上升与膀胱癌有无强烈相关(P < 0.0001)[19]. 尿液 ☆

诊断 Apo-A1 Apo-A1表达水平在膀胱癌与对照组之间显著差异[41]. 尿液 ☆

分级 CSTB Cystatin B组织表达水平与移行性膀胱癌分级正相关 (P=0.0008)[42]. 组织 ☆

分级 PGAM1 PGAM1的表达水平与膀胱癌分级正相关[43]. 组织 ☆

分级 FABP4(A-FABP) A-FABP的表达水平与膀胱癌的发生发展负相关[44]. 组织

分级 Apo-A1 Apo-A1不仅可用于膀胱癌诊断，其表达量还与膀胱癌分级正相关[45]. 尿液 ☆

分级 SPINK1(TAT1) TATI的表达水平与膀胱癌分级负相关[46]. 组织 ☆

经过分子实验验证的部分生物标志物，样本来自尿液、组织、血液等. "☆"标记的生物标志物至少有两篇文章独立验证.

4援1 膀胱癌参考尿液蛋白质组研究

系统构建参考尿液蛋白质组表达谱为后续尿液

蛋白质相关的研究提供坚实的基础．Zhao 等 [33]利

用一维(LC/MS/MS，不分馏，直接分析尿肽)、二
维(反相高效液相色谱与 LC/MS/MS 结合分析尿
肽)、三维(尿蛋白首先通过凝胶洗脱的液体馏分包
埋电泳(GELFREE)或液相等电聚焦(LP-IEF)分级，
并将从 GELFREE/LP-IEF分级消化的尿肽片段通过
反相高效液相色谱(RPLC)分馏，之后进行 2D 分
离，最后通过 LC/MS/MS进行分析)分离技术鉴定
正常人类尿液样本，三种方式鉴定到的蛋白质达到

6 085个，其中 2 001个未曾报道过，从广度的角
度上建立了正常人类参考尿蛋白质组．

Leng等 [11]利用大规模的尿蛋白质组数据(497
份正常尿液样本，154 份各癌症尿液样本)，建立
了尿液样本分析常用工作流程及一个泛 -人类参考
尿蛋白质组，从而为使用尿蛋白质组进行健康监测

和疾病筛查提供了一个可靠的参考标准．泛 -人类
参考尿蛋白质组覆盖了尿蛋白质正常变异情况，不

仅可用于监测时序生理变化，也可辅助筛选癌症相

关异常蛋白质表达，如膀胱癌．

4援2 尿液蛋白质组鄄膀胱癌诊断
由于尿液成分的复杂性、膀胱癌不同的恶性程

度，我们可以从不同的角度得到所需的标志物．

Chen等[34]利用从疝气和膀胱癌患者分离的尿微粒

发现膀胱癌生物标志物，结果发现尿微粒中

TACSTD2蛋白的存在与膀胱癌的有无强烈相关.
从基因组的角度观察疾病时，某些 Driver 基

因对疾病的成因、发展具有重大影响，而在蛋白质

组的研究中，某些关键蛋白质也可能对膀胱癌的生

存发展具有重大作用．Goodison等[35]分析了 127名
癌症患者(其中 63名为膀胱癌，其余为其他癌症)
尿样，通过酶联免疫测定了 14种生物标志物(IL-8、
MMP-9、 MMP-10、 SDC1、 CCL18、 PAI-1、
CD44、VEGF、ANG、CA9、A1AT、OPN、PTX3
和 APOE)，其中 8 种生物标志物的组合 (IL-8、
MMP-9、 PAI-1、 VEGF、 ANG、 CA-9、 APOE、
MMP-10)提供了最准确的膀胱癌诊断 (敏感性为
92%，特异性为 97%)，进一步的统计分析发现，8
个生物标志物组合中 IL-8、VEGF和 APOE这 3个
蛋白质贡献了最多的累积解释率，经独立检验，发

现这 3 个生物标志物组的总体准确度达到 93%，
并具有高灵敏度(90%)和高特异性(97%)，这 3个分
子也在多个独立实验研究结果中得以验证．

4援3 尿液蛋白质组鄄膀胱癌分级
膀胱癌最常见的类型是移行细胞癌，其起始于

膀胱内部排列的尿路上皮细胞，大致可分为尿路上

皮癌、鳞状细胞癌、腺癌，其中尿路上皮癌最为常

见．临床根据癌细胞分布位置与恶性程度，将尿路

上皮癌分期定义为原位癌(非浸润性膀胱癌)、非侵

Table 1 Part of biomarkers verified by molecular experiments
表 1 部分分子实验验证过的生物标志物
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入性膀胱癌(非浸润性膀胱癌)、侵入性固有层或侵
入肌层膀胱癌(浸润性膀胱癌)，基于不同的分类情
况，可以提供重要的预后信息并指导进一步治疗．

利用尿液蛋白质组对膀胱癌的分级进行研究可以帮

助我们进一步认识膀胱癌，获得不同类型、不同分

期肿瘤的特异性信息，辅助临床治疗．

Ohlsson等[44]全面检查了由 153个膀胱标本(46
个非恶性组织，11 个 pTa G1、40 个 pTa G2、10
个 pTa G3、13个 pT1 G3、23个 pT2-4G1和 10个
pT2)组成的大样本组的蛋白质表达谱，联合使用免
疫组织化学(IHC)，蛋白质组学分析显示 A-FABP
表达水平在侵袭性病变中的下降明显，其后来组织

微阵列(TMA)实验也证实了 IHC结果，A-FABP的
放松管制可能在膀胱癌进展中起作用．Li等[41]测试

了来自健康志愿者和低恶性或侵袭性膀胱癌患者的

尿液样本，纤维蛋白原、乳酸脱氢酶 B、载脂蛋白
A1、聚集蛋白和触珠蛋白在低恶性和浸润性膀胱
癌中表达，其中载脂蛋白 A1的表达与膀胱癌恶性
程度正相关．

4援4 尿液蛋白质组鄄膀胱癌预后
癌症患者经过治疗就面临癌症预后的问题，治

疗后尿液会产生一些可检测的特异性变化．

Majewski等[47]利用正常与病患尿液蛋白质谱图对比

获得 41个蛋白质差异峰，对膀胱癌进行预后监测
判断．运用该分类模型分析 127位有膀胱癌病史患
者尿样，将之分为良性、恶性两组．结果显示，恶

性组的肿瘤转移能力更高，耐药性更强．膀胱癌的

预后标志物与膀胱癌的诊断标志物存在巨大的交

叉，临床诊断中，通常结合诊断标志物达到肿瘤预

后监测的目的．

目前，膀胱癌研究的热点主要集中于生物标志

物的发现与临床诊断，与此同时，越来越多的实验

证据表明，生物标志物的组合模型，往往比单个生

物标志物取得更好的结果，更好的分子模型依旧需

要重点关注．虽然患者随访的困难，但是由于膀胱

癌易复发的特点，膀胱癌预后的监测将会成为膀胱

癌研究的重要领域．膀胱癌尿液蛋白质组研究依然

有着巨大的前景．

5 展 望

尿液蛋白质组的研究进展随着技术的不断发展

而深入．在过去的几年，人们不仅运用各种技术手

段分析尿液蛋白质组，还对各种方法的影响因素、

分析流程、模型分类手段等做了进一步的探索，如

尿液获取的时间、仪器差异、有无癌症史、有无尿

路感染、有无尿路结石、质谱谱图与蛋白质分类模

型的对比等[10, 17, 19, 36, 48-50]．虽然多种蛋白质分析技术

可以应用于尿液蛋白质的研究，但是尿液受个体的

影响仍然很大，各实验结果的重复并不是很让人满

意，从而影响已发现的生物标志物的临床应用，研

究尿液蛋白质组的新技术、新的实验流程、适合的

分类模型都是值得深入探讨的．

膀胱癌患者在中国、世界癌症患者中占有相当

大的比率，尿液检测作为一种非侵入样本，具有巨

大的潜力，尿液蛋白质组的发展为我们进一步研究

膀胱癌提供了可能，相关生物标志物的发现也带来

了减低医疗成本的希望．由于尿液来源于血液，人

体其他癌症以及泌尿系统涉及的另一重要器官———

肾脏相关的癌症都有望用过尿液蛋白质组的发展来

解决．
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Application of Urine Proteomics in 栽he Diagnosis
and Treatment of Bladder Cancer*
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Abstract Bladder cancer (BC) is one of the most common urologic diseases. Currently, urinary cytology and
urinary cystoscopy are the main clinical diagnostic approaches to BC. However, the sensitivity of urinary cytology
test is poor and cystoscopy is an invasive and uncomfortable procedure. Meanwhile, patients with BC are plagued
by frequent recurrences, making BC one of the most expensive malignancies to monitor. There is an urgent need
for a comfortable and accurate examination method. As urine storage is the main physiological function of the
bladder, urine can be exposed to the tumor entity and some of the proteins secreted by tumor are most likely to
enter urine. In addition, its sampling is truly non-invasive and most patients are willing to provide urine samples.
The development of proteomics technology, especially the rapid development of urine proteomics, can enable us to
study urinary bladder cancer easily. This paper summarizes the main technical approaches to urine proteomics
researches on BC, and focuses on its application to clinical diagnosis and treatment in order to contribute to the
development of urinary bladder proteomics.
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