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大肠癌临床分期相关蛋白的蛋白质组学研究
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　　摘要：目的　筛选与大肠癌临床分期相关的蛋白，为大肠癌分子分期和预后预测提供依据。
方法　将不同临床分期大肠癌组织蛋白进行二维凝胶电泳，选择部分差异表达蛋白进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质
谱分析和生物信息学分析以鉴定差异表达蛋白；免疫组织化学方法验证筛选结果。结果　 建立了不

同临床分期大肠癌组织的二维凝胶电泳图谱，其中Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ大肠癌组织平均蛋白质点数分别为
９７０±４１，９８０±３２，１０１０±４３，１２４０±３４；以Ⅰ期大肠癌为参照，Ⅱ期大肠癌差异表达蛋白有 ５２．００±
１２，Ⅲ期大肠癌差异表达蛋白 ４２．００±１１，Ⅳ期大肠癌差异表达蛋白 ７２．００±１５，通过进行质谱分析
和生物信息学查询，鉴定 ３０个显著差异表达的蛋白点，其中Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ均上调的有 ３种蛋白：Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅱ，ＡｎｎｅｘｉｎⅣ，热休克蛋白 ２７（ＨＳＰ２７）。而仅在Ⅳ期中上调蛋白有 １种蛋白，即肝脂肪酸结合蛋白
（ＬＦＡＢＰ）。ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和肝型脂肪酸结合蛋白表达的免疫组化检测结果与蛋白质筛选结果基本一致。
结论　不同临床分期的大肠癌中存在着差异表达蛋白，这些蛋白可能作为大肠癌分子分期和预后的
标志物。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３２７－３３０］
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　　随着蛋白质组学（Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）技术的不断完
善，该技术逐渐被应用于临床研究，其研究结果

可更直接地用于疾病的预防、诊断和治疗。大肠

癌是我国常见的恶性肿瘤，临床分期是决定其治

疗效果和预后的重要判断依据。已有报道［１］将蛋

白质组学技术已应用于结肠癌发生机制的研究。

本研究采用蛋白质组学方法对大肠癌临床分期相

关蛋白进行筛选，企以为大肠癌分子分期提供一

定的依据。

１　材料与方法

１．１　标本及来源
１．１．１　蛋白质组研究　大肠癌组织标本取自中
南大学湘雅医院普外科，共 ２０例，男 １２例，女 ８
例；年龄 ３３～６５（平均 ４８．７）岁。病理诊断均为
中分化腺癌。临床分期：根据美国癌症联合会

（ＡＪＣＣ，１９８８）与国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ，１９８７）即
ＡＪＣＣ／ＵＩＣＣ大肠癌 ＴＮＭ 分期标准进行分期［２］。

Ｉ期５例，ＩＩ期 ５例，ＩＩＩ期 ５例，ＩＶ期 ５例。
１．１．２　免疫组化实验　大肠癌组织标本来自湖
南省肿瘤医院病理科，经病理诊断为中分化腺

癌。男８４例，女７６例，年龄２３～７５（平均５１．２）
岁。临床分期Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期各 ４０例。
１．２　主要材料

固相 ｐＨ梯度干胶条（ＩＰＧ）（ｐＨ３１０）为美国
Ａｍｅｒｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａｂｉｏｔｅｃｈ公司产品，电泳试剂：丙
稀酰胺、甲叉双丙稀酰胺等均为 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产
品；质谱鉴定试剂：二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰
胺、铁氰化钾、胰蛋白酶、三氟乙酸等均为 Ｓｉｇｍａ
公司产品。ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦电泳仪为美国 Ａｍｅｒ
ｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａｂｉｏｔｅｃｈ公司产品，ＰｒｏｔｅａｎⅡ垂直板
电泳 槽 （Ｂｉｏｒａｄ），ＧｅｌＤｏｃ２０００凝 胶 成 像 仪，
ＰＤＱＵＥＳＴ２ＤＥ图象分析软件（Ｂｉｏｒａｄ），Ａｐｐｌｉｅｄ
ＢｉｏｓｙｓｔｅｍＶｏｙａｇｅｒＤＥＴＭＳＴＲＢｉｏｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙＴＭｗｏｒｋ
ｓｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ４３０７ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪，均为
ＡＢＩ公司产品。抗 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ多克隆抗体为 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司产品，抗 ＬＦＢＰ多克隆抗体为晶美公司产
品，免疫组织化学 ＳＰ试剂盒，福建迈新生物技术
公司产品。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，Ｐｉｅｒｃｅ公
司产品。

１．３　方法
１．３．１　组织蛋白质的提取　将新鲜大肠癌组织
加入裂解液进行低温匀浆，在 ２０℃室温放置 ２ｈ

后，以 １４０００转离心 ６０ｍｉｎ。，将蛋白上清液抽出
备用。使用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
１．３．２　二维凝胶电泳［１］　将蛋白样品加入 ＥＰ
管（含水化液）中，振荡后上样。将 ＩＰＧ胶条放入
电泳槽进行 ＩＥＦ电泳。电泳结束，取出 ２条胶条，
冲洗及平衡。将胶条放置于 ＳＤＳＰＡＧＥ胶面上进
行第二向电泳。取出胶条依次进行固定、敏化、

漂洗、银染、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分析软件对结
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，从凝胶上取点，进行脱色、

脱水、烷基化、冲洗、脱水并完全干燥，尔后进行

酶解、萃取、离心、脱盐。样品与基质液充分混

合，取混合液点样于不锈钢点样板上，自然风干

备待质谱分析。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。
１．３．５　免疫组织化学检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和 ＬＦＡＢＰ　
组织抗原修复首先将切片于枸橼酸／枸橼酸钠抗
原修复液中在 ７２０Ｗ微波炉中预热至 ９５℃以上，
再间断加热 ３０ｍｉｎ，每加热 １０ｍｉｎ间歇 ２ｍｉｎ；依次
滴加正常血清及一抗，４℃冰箱中过夜，ＰＢＳ洗涤
后按免疫组化 ＳＰ法完成，ＤＡＢ显色，Ｍａｙｅｒ苏木
精复染。用 ＰＢＳ液代替一抗作为每次染色的空白
对照。结果判断：ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和 ＬＦＡＢＰ阳性信号均
定位于细胞浆，细胞浆中可见棕黄色或棕褐色颗

粒。具体判断标准：根据阳性细胞在全部癌细胞

中所占比例以及阳性细胞染色强度判定实验结

果：Ａ按显色细胞数记分，阳性细胞数 ＜１／３为 １
分，阳性细胞数 １／３～２／３为 ２分，阳性细胞数≥
２／３为３分。Ｂ按细胞显色深浅记分，无阳性反应
细胞为 ０分，浅黄色为 １分，棕黄色为 ２分，棕褐
色为 ３分。积分数 ＝Ａ×Ｂ。Ａ×Ｂ＝０为（－），Ａ
×Ｂ＝１～２为（＋），Ａ×Ｂ＝３～４为（＋＋），Ａ×
Ｂ＝６～９为（＋＋＋）。
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１．４　统计学分析
本实验结果主要为计数资料，主要的统计方

法包括配对样本的卡方检验（χ２），Ｐ＜０．０５．使
用的统计学工具为 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包。

２　结　果

２．１　二维凝胶电泳

Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期大肠癌组织平均蛋白质点数分别
为９７０±４１，９８０±３２，１０１０±４３，１２４０±３４；并以

等电点 ４～９和分子量 ４０～９０ｋＤａ间蛋白斑点分
布最多。通过进行 ２Ｄ图像扫描，软件分析以及
点检测和背景消减基础上，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。以Ⅰ期大肠癌为参照，

Ⅱ期大肠癌差异表达蛋白有 ５２．００±１２，Ⅲ期大
肠癌差异表达蛋白 ４２．００±１１，Ⅳ期大肠癌差异
表达蛋白 ７２．００±１５（附图）。
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附图　不同临床分期大肠癌组织的二维电泳凝胶图谱（银染）

２．２　质谱及生物信息学分析
在不同临床分期大肠癌的二维凝胶电泳图谱

中，选取部分差异蛋白质点，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分
析得到蛋白质点的肽质量指纹图（ＰＭＦ），获取
ＰＭＦ。应用 ＰＭＦ数据，通过 Ｐｒｏｆｏｕｎｄ查询软件搜
索 ＮＣＢＩｎｒ数据库，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

匹配分值（ＭｏｗｓｅＳｃｏｒｅ）为基础的概率（Ｐ）评价数
据库搜寻结果的质量，匹配分值的大小表示鉴定

蛋白属于随机匹配的可能性，当匹配分值达到或

超过 ６３分时，待测蛋白的氨基酸序列与数据库
中某已知蛋白的氨基酸序列覆盖率较高，认为匹

配的可能性很大，有统 计学意义（Ｐ＜０．０５）。本
研究中蛋白质分值大于 ６３的蛋白质点包括 Ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＳＰ２７，Ａｎｎｅｘ
ｉｎⅡ，ａｎｎｅｘｉｎ ＩＶ，ｌｉｖｅｒｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
（ＬＦＡＢＰ）。与Ⅰ期大肠癌的蛋白比较，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ
期均上调的有 ３个蛋白，包括 ＨＳＰ２７、ａｎｎｅｘｉｎＩＶ、
ＡｎｎｅｘｉｎＡ２，而仅在Ⅳ期中上调蛋白为 ｌｉｖｅｒｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ。
２．３　ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和 ＬＦＡＢＰ在不同临床分期大肠

癌中的表达

使用免疫组化技术检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和 ＬＦＡＢＰ
在不同临床分期大肠癌中的表达，以验证蛋白质

组筛选结果的可靠性及临床意义。ＡｎｎｅｘｉｎⅡ的
表达在Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期大肠癌组织中的表达阳性

率分别为 ２５．０％，３０．０％，５７．５％，９０．０％，统

计 学 分 析 提 示 Ⅰ 期 与 Ⅳ 期 （χ２ ＝３４．５８，

Ｐ＜０．００１）间， Ⅱ 期 与 Ⅳ 期 （χ２ ＝３０．００，

Ｐ＜０．００１）间，Ⅲ 期 与 Ⅳ 期 （χ２ ＝ １０．９１，

Ｐ＜０．００１）间的 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ阳性表达率均有极显著

性差异。说明 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ随着临床分期的进展表

达增加。ＬＦＡＢＰ的表达在Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期大肠癌

组织中的表达阳性率分别为 ５．０％，３５．０％，

５０．０％，９０．０％ ，统计学分析显示 ＬＦＡＢＰ阳性表

达率在Ⅰ期与Ⅲ期（χ２ ＝２０．３１，Ｐ＜０．００１）及

Ⅳ期 （χ２ ＝５７．９５，Ｐ＜０．００１），Ⅱ 期与 Ⅳ 期

（χ２＝２５．８１，Ｐ＜０．００１）间均有显著性差异，而

在Ⅰ 期与 Ⅱ 期，Ⅱ 期与 Ⅲ 期间无显著性差异

（Ｐ
$

０．０５）。以上结果说明 ＬＡＦＢＰ亦随着临床

分期的进展表达增加（附表）。

附表　不同临床分期大肠癌组织中 ＡｎｎｅｘｉｎⅡ和 ＬＡＦＢＰ的

表达情况

分组 ｎ 阳性（例）
ＡｎｎｅｘｉｎⅡ表达

阳性率（％） 阳性（例）

ＬＡＦＢＰ表达

阳性率（％）

Ⅰ期 ４０ １０ ２５．０１） ２ ５．０

Ⅱ期 ４０ １２ ３０．０１） １４ ３５．０

Ⅲ期 ４０ ２３ ５７．５１） ２０ ５０．０２）

Ⅳ期 ４０ ３６ ９０．０ ３６ ９０．０２），３）

　　注：１）与Ⅳ期 比较，Ｐ＜０．００１；２）与Ⅰ期比较，Ｐ＜０．００１；３）与

Ⅱ期比较，Ｐ＜０．００１

９２３
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３　讨　论

大肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其术后

转移和复发是大肠癌患者死亡的重要原因。临

床分期是决定其治疗效果和预后的重要依据，而

准确判断肿瘤有无转移及其转移的途径和范围，

对大肠癌的治疗及预后判断有重要意义。通过

现代生物化学或分子生物学方法辅助分期，可能

对大肠癌预后的判断更为准确，本研究的目的即

是希望通过蛋白质组学技术筛选出大肠癌临床

分期相关标志物。

本研究选定进行质谱分析的 ３０个差异表达

蛋白点，在Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期大肠癌中的表达均高于Ⅰ

期大肠癌。但最终仅鉴定出 １９种蛋白，其原因

可能是二维电泳的分辨力或质谱分析敏感性的

限制，以及部分蛋白可能是未发现的新蛋白。

本研究在Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ期所筛选出的高表达的

ＨＳＰ２７，ＡｎｎｅｘｉｎＩＶ，ＡｎｎｅｘｉｎＡ２，可能与肿瘤的侵

袭和预后有关。ＨＳＰ２７可在多种肿瘤中表达也可

作为预后判断指标，其表达强度降低，表明生存

期短和预后差［３－６］。ＡｎｎｅｘｉｎＩＩ是一种钙依赖性磷

脂结合蛋白，在结肠癌中过表达与组织学类型、

浸润深度、淋巴结转移、脉管侵犯及临床分期有

关 ［７］。本研究结果显示，在不同临床分期大肠癌

组织中，ＡｎｎｅｘｉｎＩＩ和 ＬＦＡＢＰ表达随着临床分期的

进展而增高，越到晚期，这两种蛋白的表达率越

高，提示它们与大肠癌的发展有关，表达越高预

后越差，与文献报道的结果一致［７－８］。

综上所述，蛋白质组学方法是研究大肠癌临

床分期相关蛋白的有效手段，能得到大量相关信

息。在本研究中筛选出的与大肠癌分期相关蛋

白 ＡｎｎｅｘｉｎＩＩ，ＬＦＡＢＰ可能作为大肠癌诊断、转移

或预后以及化疗敏感的生物标志物，但要进一步

用于临床常规检测，还有待临床的进一步验证。
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