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　　摘要：目的　通过筛选大肠癌组织与正常癌组织中的差异表达蛋白，以发现用于大肠癌早期诊
断的生物标志物。方法　收集大肠癌组织及配对的正常肠组织，提取组织蛋白，进行二维电泳，选择

在癌组织中高表达的 ３０个点进行质谱和生物信息学分析，确定所分析的蛋白质类型。结果　正常

肠组织和大肠癌组织的二维电泳图谱的平均蛋白质点数分别为 ７６０±４５和 １０９８±２８；正常肠组织

在 ＩＥＦ方向上的平均偏差为（０．５４２±０．１２）ｍｍ，在 ＳＤＳＰＡＧＥ方向上的平均偏差为（０．９３３±０．

０９８）ｍｍ；大肠癌组在 ＩＥＦ方向上的平均偏差为（０．７４５±０．１３０）ｍｍ，在 ＳＤＳＰＡＧＥ方向上的平均偏

差为（１．２３３±０．２７２）ｍｍ。对选择的 ３０个在大肠癌中高表达的蛋白质点进行质谱和生物信息学分

析，鉴定了其中的 １６个点，包括有 ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，谷胱苷肽 Ｓ转移酶，肝型脂肪

酸结合蛋白、热休克蛋白 ２７等。结论　大肠癌与正常癌组织的差异表达蛋白可能作为大肠癌早期

诊断的候选生物标志物；蛋白质组学技术是筛选生物标志物的有效方法。
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　　大肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，近年来，

其发病率呈明显上升趋势。大肠癌患者确诊时约

３０％ ～４０％已发生远处转移，即使早期病变也有

约 ５０％患者术后复发转移，故早期发现、早期诊断

在大肠癌患者的治疗效果和预后中显得尤为重要。

常用的大肠癌检测生物标志物主要为血清癌胚抗

原（ＣＥＡ），该指标不具有特异性的诊断价值，且有

一定的假阳性和假阴性，因此不适合作为普查或早

期诊断。

全基因组表达分析主要体现在基因组学和蛋

白质 组 学 技 术，且 已 用 于 提 高 肿 瘤 的 诊 断 和 治

疗［１］。目前已有一些蛋白质组学技术应用于大肠

癌研究的报道［２～４］。在本研究中笔者从检测大肠

癌中的肿瘤特异蛋白着手，企以筛选大肠癌早期生

物标志物。

１　材料与方法

１．１　临床资料

１．１．１　大肠癌组　大肠癌组织标本均取自中南

大学湘雅医院普外科手术切除的标本，共 １０例，均

经病理诊断为腺癌，包括结肠癌 ６例，直肠癌 ４例。

男 ５例，女 ５例；年龄为 ２３～７５岁，平均 ５１．２岁。

１．１．２　癌旁组织组（对照组）　１０例。为距肿块

边缘至少 １０ｃｍ以上的大肠组织。

１．２　材料

固相 ｐＨ梯度干胶条（ＩＰＧ）ｐＨ３～１０（Ａｍｅｒｓｈａｍ

ｐｈａｒｍａｃｉａｂｉｏｔｅｃｈ）电泳试剂：丙稀酰胺，甲叉双丙稀

酰胺，甘氨酸，尿素，Ｔｒｉｓ，ＣＨＡＰＳ，ＳＤＳ均为 Ａｍｒｅｓｃｏ

产品。质谱鉴定试剂：二硫苏糖醇（ＤＴＴ），碘乙酰

胺，铁氰化钾，ＴＰＣＫ处理的胰蛋白酶，ＣＣＡ，三氟乙

酸均为 Ｓｉｇｍａ产品。ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦电泳仪（Ａｍｅｒ

ｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａｂｉｏｔｅｃｈ公司）。ＰｒｏｔｅａｎＩＩ垂直板电泳

槽，ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像仪，ＰＤＱＵＥＳＴ２ＤＥ图象分

析软件均为 Ｂｉｏｒａｄ公司产品，离心机（Ｂｅｋｍａｎ公

司），ＴＬ１００ＴａｂｌｅｔｏｐＵｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ（ ＰａｌｏＡｌｔｏ公

司），ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍＶｏｙａｇｅｒＤＥＴＭＳＴＲＢｉｏｓｐｅｃｔｒｏｍ

ｅｔｒｙＴＭ ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ４３０７ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪

（ＡＢＩ公司）。

１．３　方法

１．３．１　组织蛋白质的提取　标本组织称重，剪取

５０ｍｇ组织，放入匀浆管中，加入裂解液 ４００μＬ，加

入蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏ

ｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ），放入预冷的匀浆器中以 ５５００ｒ／

ｍｉｎ搅拌 ５ｍｉｎ。匀浆完毕，在 ２０℃室温放置 ２ｈ。

将匀浆管内液体全部吸出放入 ＥＰ管中，以１４０００ｒ／

ｍｉｎ离心 ６０ｍｉｎ。离心结束后，将蛋白上清液抽出，

转入 １支 ＥＰ管。使用蛋白测定仪，测定蛋白浓度。

１．３．２　 二 维 电 泳 　 将 蛋 白 样 品 （上 样 量 为

４００μｇ）加入 ＥＰ管（含水化液）中，振荡混匀，然后

开始上样。将含蛋白的水化液均匀加入 ｈｏｌｄｅｒ槽，

均匀上样。撕开胶条上的保护层，以胶面向下的方

式放入胶条，添加覆盖液。设最大电流 ５５μＡ，在不

同电压下依次进行电泳：３０Ｖ，１４ｈ；５００Ｖ，１ｈ；１

０００Ｖ，１ｈ；３０００Ｖ，０．５ｈ；５０００Ｖ，０．５ｈ；６０００Ｖ，

０．５ｈ；７０００Ｖ，０．５ｈ；８０００Ｖ，５ｈ，共 ５２４２０Ｖｈ。

电泳结束，取出 ２条胶条，冲洗并于 ＤＴＴ平衡液中

平衡，同时配制聚丙烯酰胺凝胶。将胶条小心地放

置于电泳槽两玻璃之间的 ＳＤＳＰＡＧＥ胶面上，正极

在左边。将 １０μＬ中分子量蛋白质标准品滴加在

３ｍｍ×３ｍｍ的小滤纸片上并放置在胶条靠近正极

处一端，加 琼 脂 糖 封 胶 液 固 定 并 排 除 气 泡。先

３０ｍＡ电泳 ２０ｍｉｎ，然后再 ６０ｍＡ电泳至溴酚蓝到达

凝胶底部。打开电泳仪电源，每根胶条恒流 １５ｍＡ，

２根为 ３０ｍＡ２０ｍｉｎ，２０ｍｉｎ后加至 ６０ｍＡ，继续跑至

溴酚兰到底部距玻璃板 ２～３ｍｍ处。取出胶条在

固定液 （无水乙醇 ２００／１００ｍＬ、无水 冰醋酸 ５０／

２５ｍＬ）固定 ３０ｍｉｎ；然后加入敏化液作用 ３０ｍｉｎ；蒸

馏水漂洗；加入银反应液（硝酸银 １．２５ｇ／５００ｍＬ，

９４７
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３７％甲醛 ０．４ｍＬ ／５００ｍＬ），反 应 时 间 为 ２０～

３０ｍｉｎ。漂洗；显影 ２～５ｍｉｎ，终止显影。

１．３．３　凝胶图象分析　凝胶通过 Ｉｍａｇｅｓｃａｎｅｒ扫描

仪以及 Ｌａｂｓｃａｎ扫描软件进行扫描获取图像。然后

利用 Ｉｍａｇｅｍａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ４．０１分析软件对大肠癌和

正常肠组织的双相电泳银染图像依次进行强度校

正点检测，背景消减、匹配，１Ｄ及 ２Ｄ校正，建立平

均凝胶，量化获取蛋白斑点的信息。蛋白斑点位置

的重 复 性 按 Ｃｏｒｂｅｔｔ法 进 行 计 算。用 统 计 软 件

ＳＰＳＳ１０．０进行数据的统计学分析。

１．３．４　质谱及生物信息学分析　选取图像分析

得到的差异蛋白质点，从凝胶上取下这些点，转入

Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ离心管中反复冲洗；加入脱色工作液进行

脱色；去掉所有液体，加纯乙腈脱水。而后在蛋白

质 样 品 中 加 入 还 原 液 （１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＮＨ４ＣＯ３，

１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）于 ５７℃ １ｈ，还原蛋白质，室温冷

却；弃上清液，在暗处加入新配置的烷基化溶液，避

光放置 ３０ｍｉｎ，冲洗、脱水并完全干燥。然后在每

管样品中加入 １０μＬ酶解液 （２０μｇ／μＬＴｒｙｐｓｉｎ＋

４０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＣＯ３＋９％Ｉ），３７℃浸泡 １６ｈ。将酶

解 ＥＰ管离心，吸取上清到新的 ＥＰ管，然后加入萃

取液 （１００％ 乙 腈 ∶５％ ＴＦＡ＝１∶１）覆 盖 胶 块，

３７℃，３０ｍｉｎ，离心，将萃取液与新的 ＥＰ管内的上

清液合并。用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司的 ＺｉｐＴｉｐＴＭＣ１８移液器

吸嘴进行脱盐。样品与基质液用涡旋搅拌器充分

混合，取混合液点样于不锈钢点样板上，自然风干

后留待质谱分析。将点样板置于质谱仪中进行分

析，获得肽质量指纹图，将肽质量指纹数据通过因

特网在蛋白质序列数据库中进行搜索，确定各点所

属蛋白，搜索软件为 Ｐｒｏｆｏｕｎｄ，用 ＭａｓｃｏｔＤｉｓｔｉｌｌｅｒ对

ＰＭＦ原始质谱峰进行去同位素处理并过滤肽质量

峰。搜索参数为：数据库选择 ＮＣＢＩｎｒ，物种为人类，

搜索蛋白为单个，肽片段质量选择在 ０．８～４ｋＤ之

间。

２　结　果

２．１　双向凝胶电泳结果

在相同条件下，对蛋白样品进行 ３次双向电

泳，比较结果发现，大肠癌组的蛋白斑点数多于对

照组，并以等电点 ４～９和分子量 ４～９ｋＤ间蛋白斑

点分布最多（附图）。对照组和大肠癌组的 ３次凝

胶的平均蛋白质点数分别为 ７６０±４５和 １０９８±

２８，将其中一块胶设定为参考胶，进行 ３块胶间的

匹配 分 析 得 到 平 均 匹 配 率 分 别 为 ７８．５％ 和

８９．３％。进一步的重复性分析发现，大肠癌组和对

照组 ３块胶中的蛋白质点在其位置上均有较好的

重复性。对照组在 ＩＥＦ方向上与在 ＳＤＳＰＡＧＥ方向

上的平均偏差分别为（０．５４２±０．１２）ｍｍ，（０．９３３

±０．０９８）ｍｍ；大肠癌组在 ＩＥＦ方向与在 ＳＤＳＰＡＧＥ

方向上 平 均 偏 差 分 别 为 （０．７４５±０．１３０）ｍｍ，

（１．２３３±０．２７２）ｍｍ。根据蛋白质点表达量与所有

匹配蛋白质点表达量总和的比值大于 ３，且同组 ３

块胶图谱中都出现相同变化的蛋白点，被认为是差

异蛋白质点。选择其中大肠癌组中表达而在正常

肠黏膜中不表达的蛋白质点 ３０个进行质谱分析。

ａ：大肠癌组织　　　　　　ｂ：癌旁正常组织

附图　 大肠癌与正常肠组织的二维电泳图谱

２．２　质谱结果及生物信息学分析

在大肠癌和癌旁正常肠组织二维电泳图谱中，

选取大肠癌中高表达的蛋白斑点 ３０个，经切割、脱

色、还原、烷基化、胰酶酶解、萃取和脱盐后，进行

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析，以基质峰和酶自动降解峰进

行校正，得到蛋白质点的肽质量指纹图（ＰＭＦ），３０

个点共获取 ３０张 ＰＭＦ。应用 ＰＭＦ数据，通过 Ｐｒｏ

ｆｏｕｎｄ查询软件搜索 ＮＣＢＩｎｒ数据库，Ｐｒｏｆｏｕｎｄ进行蛋

白质点的肽质量指纹谱与蛋白质数据库的比较来

鉴定蛋白质，其中以 Ｍｏｗｓｅ分值（ＭｏｗｓｅＳｃｏｒｅ）为基

础的概率（Ｐ）评价数据库搜寻结果的质量，分值大

小表示鉴定蛋白属于随机匹配的可能性，分值大于

６３表明具有显著性意义。本研究中所分析的 ３０

个点中，分值大于 ６３的差异蛋白质点有 １６个（附

表）。

０５７
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附表　部分差异表达蛋白的质谱分析和数据查询结果

ＧｅｎｅＢａｎｋ号 蛋白名称
匹配分数

（ｓｃｏｒｅ）

质量

（Ｄ）

等电点

（ｐＩ）

蛋白序列覆盖率（％）

（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｖｅｒａｇｅ）

１ＡＶＯＢ １１ｓｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ｃｈａｉｎＢ ８１ １６３４３ ７．１４ ３４

Ｑ９６Ｅ６７ ＡＣＴＢｐｒｏｔｅｉｎ ９２ ４０１９４ ５．５５ ４４

Ｑ９６ＨＧ５ Ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ ９１ ４０９７８ ５．５６ ４３

Ａ４２０７７ ａｎｎｅｘｉｎＩＶ ７０ ３６０６２ ５．８４ ２９

ＣＡＡ００９７５ ＡＰＯＡＩＰＲＯＴＥＩＮ １６１ ２８０６１ ５．２７ ７３

Ａ３７０４７ ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ １０２ ４８１１２ ４．２９ ４９

Ｑ５ＳＺＹ０ ＣｈａｐｅｒｏｎｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＴＣＰ１ ７６ ５７９３５ ６．４６ ３２

ＦＺＨＵＬ ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｈｅｐａｔｉｃ ６５ １４２５７ ６．６０ ７４

Ｅ９８０２３７ ＨＳＰ２７ ９５ ２２４２９ ７．８３ ６７

Ｂ３４５９５ ｐｒｅｇｎａｎｃｙｓｐｅｃｉｆｉｃｇｌｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ７３ ３９８４９ ８．５８ ２５

１ＡＯ６Ａ ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ｃｈａｉｎＡ ９９ ６５６９５ ５．６３ ２３

ＴＡＧＬ Ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ ８８ ２２５２３ ８．８８ ６３

ＴＰＩＳ ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ １１３ ２６８１２ ６．５１ ５０

Ａ２６５６１ ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎ １０８ ４９７２７ ４．７５ ５２

Ａ２５０７４ ｖｉｍｅｎｔｉｎ １５７ ５３６１９ ５．０６ ７６

２ＰＧＴＢ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ６８ ２３１９６ ５．４４ ５３

　　　　注：匹配分数（ｓｃｏｒｅ）大于６３为具有显著性意义

３　讨　论

肿瘤的早期诊断和早期治疗可降低癌症人群

死亡率，改善预后，提高生活质量。因此，筛选和

发现合适的肿瘤特异性标志物将有助于肿瘤的早

期诊断。高通量生物技术，包括基因芯片，蛋白质

组学技术 ／蛋白质芯片等的日益成熟，已逐渐被应

用于肿瘤生物标志物筛选的研究。

目前，大肠癌早期诊断方法主要为直肠指诊、

纤维结肠镜，但应用范围和效果有限，且难以进行

高危人群的筛查。故筛选能用于大肠癌早期诊断

的生物标志物具有重要意义。本研究中，对大肠

癌组织在二维电泳图谱中高表达的 ３０个蛋白点

进行质谱和生物信息学分析分析，鉴定发现了差

异表达蛋白，包括谷胱甘肽Ｓ转移酶 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ），ａｎｎｅｘｉｎＩＶ，βａｃｔｉｎ，ＡＰＯＡ１蛋

白，ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，肝型脂肪酸结合蛋白（Ｌ

ＦＡＢＰ），ＨＳＰ２７，ｐｒｅｇｎａｎｃｙｓｐｅｃｉｆｉｃｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｔｒｉｏｓｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ等 。Ｓｔｉｅｒｕｍ

等［５］应用蛋白质组技术研究结直肠癌细胞株 Ｃａ

ｃｏ２蛋白质组中发现 １８种与分化相关的蛋白，其

中 ３种蛋白，包括谷胱苷肽 Ｓ转移酶、热休克蛋

白、肝型脂肪酸结合蛋白的改变。本实验结果与

Ｓｔｉｅｒｕｍ等报道的结果一致。

令人感兴趣的是，本研究中发现在大肠癌组织

中一组多药耐药相关蛋白呈高表达状态，包括了

ＧＳＴ，ＨＳＰ２７，Ａｎｎｅｘｉｎ。ＧＳＴ存在于全身器官中的细

胞浆及线粒体中，在多种肿瘤中呈现高表达，与肿

瘤耐药有关。结直肠癌的危险性与 ＧＳＴＴ１缺失显

著相关。研究发现 ＧＳＴＰ１１通过抑制结肠癌前病

变的细胞凋亡而可能在结肠早期癌变中起着关键

作用。ＧＳＴ多态性可能影响酶活性而不能有效分

解体 内 有 害 化 学 物，增 加 患 结 直 肠 癌 的 可 能

性［６，７］。而 ＨＳＰ２７和 ＨＳＰ７０在乳腺癌、内膜癌和

胃癌中呈高表达，与肿瘤的转移、预后差和对化疗

或放疗的抗性有关［８，９］。信号转导激活相关的基

因阵列研究显示在正常肠组织和结直肠癌组织间

的差异表达基因，其中在结肠癌组织中 ＨＳＦ１，热

休克因子 ２７，１，９０（ＨＳＦ）以及诱导型一氧化氮合

酶（ｉＮＯＳ）表达增加［１０］。ａｎｎｅｘｉｎＩＩ在进展期结直

１５７
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肠癌 中 过 表 达，可 能 和 结 直 肠 癌 的 转 移 有

关［１１，１２］。这些研究可提示在肿瘤发生过程中一些

蛋白表达的改变可能伴有耐药性的形成。此外，

在大肠癌中高表达的 ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ也可能参与化疗敏

感性的调节过程，研究发现在大肠癌中化疗药物

ＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＫ可通过影响 ｔｒａｎｓｇｅｌｉｎ来增强其抗肿

瘤的作用［１３］。

有报道［１４］在 高 转 移 性 肝 癌 细 胞 中 ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ表达下调，而本研究中该蛋白在大肠癌中

表达上调，它是否也在大肠癌肝转移中具有意义，

有待于进一步研究。脂肪酸结合蛋白（ＦＡＢＰｓ）在

大肠癌中呈高表达，ＦＡＢＰｓ通过在细胞内转运长链

脂肪酸来参与脂质代谢。有报道，人胃癌中心型

ＦＡＢＰ表达，并与脂肪酸合成、预后不良及肿瘤进

展相关，而肝型脂肪酸结合蛋白在胃腺癌和非典

型性增生中高表达，和胃癌进展、预后及脂肪酸的

合成无相关性。肝型 ＦＡＢＰ在肝和肠道上皮中合

成，它能较敏感地反映分化，在正常结肠上皮、结

肠腺瘤、黏液腺癌和腺癌中均有一定比例的表达，

它在大肠癌中表达增加提示其表达被异常激活，

其中机制有待进一步研究［１５～１７］。此外，在本研究

中筛选出的大肠癌高表达蛋白有些蛋白功能未

明；一些蛋白可能同时与肿瘤的发生，药物敏感及

预后相关；一些蛋白的改变在大肠癌中具有相对

特异性，这些均值得进一步深入研究。
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