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人胰腺导管腺癌组织及癌旁组织双向电泳图

谱的差异分析
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　　摘要：目的　探讨人胰腺导管腺癌组织和癌旁组织之间差异的表达蛋白。方法　利用双向凝胶
电泳（２－ＤＥ）对８例胰腺导管腺癌组织和癌旁组织的总蛋白进行分离，并用质谱仪对两组间差异蛋白
质点进行肽指纹谱和串联质谱鉴定。利用蛋白质印迹分析和免疫组化法检测差异蛋白在胰腺癌和癌

旁组织的表达。结果　２－ＤＥ显示，肿瘤组织中有 ２８个蛋白质点表达上调，１７个表达下调。上述蛋
白质点经质谱鉴定得到 ３０个蛋白质，包括酶类、抗氧化蛋白、信号转导蛋白、钙结合蛋白、结构蛋白及
分子伴侣等。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化结果显示差异表达蛋白 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ在胰腺癌组织中表达上调，与
２－ＤＥ结果一致。结论　以 ２－ＤＥ为基础的蛋白质组学技术是研究肿瘤的一种重要手段。本实验所
得的 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ等差异表达蛋白可能成为潜在的诊断胰腺癌的分子标志或控制肿瘤生长的治疗靶点。
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　　胰腺癌发病隐匿，并具有高度侵袭性，较早
时即可沿神经、血管、淋巴发生转移，故确诊的患

者往往已处于晚期。尽管近来手术切除率有所提

高，但其 ５年生存率仍不足 ５％［１］。因此，早期预

测和诊断胰腺癌是提高患者生存率的关键。近年

来蛋白质组学研究技术为筛选新的肿瘤标志物和

治疗靶点以及深入研究疾病的病理改变提供了强

有力的工具。本研究初步探讨蛋白质组学技术在

胰腺癌中的应用，拟从中发现一些与胰腺癌相关

的标志物，为胰腺癌早期诊断、治疗和预后判断提

供线索。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器设备
固相 ｐＨ梯度干胶条、两性电解质、二硫苏糖

醇（ＤＴＴ）、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺以及 ＩＰＧ
ｐｈｏｒ等电聚焦仪均为 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产
品；碘乙酰胺（ＩＡＡ）为 Ｆｌｕｋａ公司产品；胰蛋白酶
为 Ｒｏｃｈｅ公司产品；增强化学发光（ＥＣＬ）试剂盒
为 Ｐｉｅｒｃｅ公司产品；Ｐｒｏｔｅａｎ垂直电泳槽、ＧＳ－８００
图像扫描仪、ＰＤＱｕｅｓｔ凝胶图像分析软件均为 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司产品；４７００ＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪为 ＡＢＩ公司
产品。

１．２　样本及制备
１．２．１　标本来源　３５例胰腺癌及配对癌旁胰腺
组织取自同济医院胰腺癌患者手术切除的新鲜标

本，均经术后病理诊断证实为胰腺导管腺癌。其

中 ８例用于二维电泳。
１．２．２　样本制备　取胰腺癌及离肿瘤 ３ｃｍ以上
的癌旁胰腺组织，无菌状态下用生理盐水反复清

洗以去除血液。液氮研磨至粉末状，置于裂解液

中充分涡旋混匀，然后以 １５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
３０ｍｉｎ；收集上清液，－８０℃保存。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
测定获取的蛋白质的浓度。

１．３　实验方法
１．３．１　双向凝胶电泳（２ＤＥ）　ＩＰＧ干胶条在
４００μｇ蛋白质样品和水化液共 ３５０μＬ混合液中
２０℃水化 １２ｈ，加电压聚焦，阶梯上升至８０００Ｖ，
持续总电压时间积达 ６４０００Ｖｈ。聚焦后，胶条先
后在含 ＤＴＴ（１％）和 ＩＡＡ（２．５％）的平衡缓冲液
中平衡 １５ｍｉｎ，然后移至 １２％的聚丙烯酰胺凝胶
上端进行十二烷基硫酸钠 －聚丙烯电泳酰胺凝胶
（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳。电泳所得的 ２－ＤＥ胶用双胺

银染法染色。

１．３．２　 图像分析 　 通过 ＧＳ－８００扫描仪及
ＰＤＱｕｅｓｔ７．０３软件对凝胶进行扫描获取图像。利
用 ＰＤＱｕｅｓｔ７．０３分析软件对图像进行强度校正、
点检测、背景消减、匹配、１Ｄ校正、建立平均凝胶
等分析，并筛选在两组平均凝胶中表达差异在

５倍以上的差异蛋白点。
１．３．３　胶内酶解和质谱鉴定　挖取差异蛋白点，
脱色、还原、烷基化、酶解、样本回收及脱盐处理参

见 Ｌｉ等［２］的方法。回收样本送入 ４７００ＴＯＦ／ＴＯＦ
质谱仪进行肽指纹谱和串联质谱鉴定。

１．３．４　数据库检索　质谱数据通过 Ｍａｓｃｏｔ搜索
引擎对 ＮＣＢＩ非冗余蛋白质序列数据库进行检索。
自动的数据分析与数据库检索由 ＧＰＳＥｘｐｌｏｒｅ软件
完成。

１．３．５　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ
蛋白的表达　将提取的蛋白质样本按每孔 ３０μｇ
上样于 １２％ＳＤＳＰＡＧＥ后进行电泳。用半干电转
移法转移蛋白质至硝酸纤维素膜，然后用 ５％脱
脂奶粉封闭膜 １ｈ。加入小鼠抗人 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ单克
隆抗体（１∶５００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）后 ４℃孵育过夜，
辣根过 氧 化 物酶 （ＨＲＰ）标记的 羊抗 鼠 ＩｇＧ孵
育１ｈ。参照 ＥＣＬ试剂盒说明进行化学发光法显
示结果，Ｘ线胶片曝光。
１．３．６　免疫组织化学（免疫组化）检测 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ
蛋白的分布　３５例配对标本经 １０％甲醛固定，石
蜡包埋，５μｍ连续切片。石蜡切片脱腊水化，置
ｐＨ６．０的柠檬酸溶液高温抗原修复 １０ｍｉｎ，羊血
清封闭 ３０ｍｉｎ，小鼠抗人 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ单克隆抗体
（１∶１００）３７℃孵育 １．５ｈ，ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ
室温反应 ０．５ｈ，ＤＡＢ显色，苏木素复染核。结果
根据 Ｅｓｐｏｓｉｔｏ［３］的标准判定：按染色强度及阳性细
胞数分为 ０，（＋），（＋＋），（＋＋＋）共 ４个级
别，０为阴性表达；（＋）～（＋＋＋）等为阳性表
达。

２　结　果

２．１　人胰腺导管腺癌组织及癌旁组织 ２－ＤＥ图
谱的建立及差异分析

两种样本总蛋白分别进行３次２－ＤＥ以保证实
验的重复性。选择其中 ２－ＤＥ效果好，点数多的一
块胶作为参考胶，进行两组间的匹配分析，获得了重

复性较好的人胰腺癌及对应的癌旁组织的２－ＤＥ图

４３４
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谱（图１）。经两组图谱进行差异分析后筛选出存在
的５倍及其以上的差异点 ４５个。肿瘤组织中共有

２８个蛋白质点表达上调，１７个表达下调。
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图１　胰腺癌和癌旁组织的双向电泳图谱 　Ａ：胰腺癌组织；Ｂ：癌旁组织

２．２　差异蛋白质点的肽指纹图分析及串联质谱
图分析

４５个差异蛋白质点通过胶内原位酶解进行
飞行时间质谱肽质量指纹图的测定，并自动获取

其中高峰粒子进一步进行串联激发获取串联质

谱图。检索时，设置匹配肽的理论质量数实验质

量数和误差，并结合 ２－ＤＥ相应蛋白点的理论等
电点、分子质量、匹配片段以及氨基酸的覆盖率

进行蛋白质鉴定。总共成功鉴定出 ３０个蛋白
质；其中在胰腺癌高表达的蛋白质点有 １９个，在
癌旁组织高表达的有 １１个（表 １）。

表１　胰腺癌和癌旁组织中差异表达的蛋白

功能分类 ＮＣＢＩＩＤ 蛋白名称 Ｍａｒ／ｐＩｂ 覆盖率ｃ（％） 表达趋势ｄ

蛋白酶 ｇｉ：１１９３３９ α－烯醇酶 ４７．０１／６．９９ ６４ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：２５０７４６１ 蛋白质二硫化物异构酶Ａ３ ５６．７５／５．９８ ５６ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１２６４４００８ 胞苷酸激酶 ２２．２１／５．４４ ７１ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１２７９８１ 核苷二磷酸激酶 １７．１４／５．８３ ５８ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：５１７０２７７５ 亲环素Ａ １７．８７／７．８２ ５２ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１７３０２０１ 脒基转移酶 ４８．４２／８．２６ ２１ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：１１３６００ 乙醛还原酶 ３６．４２／６．３４ ３８ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：１３６４１３ 阴离子胰蛋白酶原 ２６．４７／４．７８ ２４ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：１１７６１７ 糜蛋白酶原Ｂ前体 ２７．８５／６．７９ ２６ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：１７２９９７６ 酮糖转移酶 ６７．８３／７．５８ １３ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：３９９１９６ 羧肽酶Ａ１ ４７．１１／５．４５ ２４ Ｔ＜Ｎ

ｇｉ：１２０６４９ ３－磷酸甘油醛脱氢酶 ３５．９／８．５８ ３２ Ｔ＜Ｎ

抗氧化蛋白 ｇｉ：３８５０３３３３ 锰超氧化物歧化酶 ２２．１３／６．８６ ５４ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：５４８４５３ 过氧化氧化还原蛋白１ ２２．１／８．２７ ４７ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１３５１３６１ Ｒｉｅｓｋｅ铁硫蛋白 ２９．６３／８．５５ ２０ Ｔ＜Ｎ

信号转导蛋白 ｇｉ：５６４０４９４３ 肿瘤基因ＤＪ－１ １９．８８／６．３３ ７１ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：３９８９５３ １４－３－３ｓｉｇｍａ ２７．７６／４．６８ ６３ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１１６５３３ 从生蛋白 ５２．４６／５．８９ １０ Ｔ＜Ｎ

钙结合蛋白 ｇｉ：１３６４７９ 翻译控制肿瘤蛋白 １９．５８／４．８４ ４４ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１１３９５０ ａｎｎｅｘｉｎＩＩ ３８．４５／７．５６ ４３ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：７２９０２２ 巨噬细胞成帽蛋白 ３８．４９／５．８８ ３３ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：４０００４２ 应激诱导磷蛋白１ ６２．６／６．４ ３０ Ｔ＜Ｎ

结构蛋白 ｇｉ：５４７７４９ 细胞角蛋白１０ ５９．４８／５．１３ ２７ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：５６７５７５６９ 微管蛋白β－２链 ４９．６４／４．７８ ４４ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：３１２３２８３ 转胶蛋白 ２２．４７／８．８８ ６７ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１３６０９０ 原肌球蛋白２ ３２．８３／４．６６ ４５ Ｔ＞Ｎ

分子伴侣 ｇｉ：１９８５５０７３ 热休克蛋白２７ ２２．７７／５．９８ ３２ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１２３６４４ 热休克相关蛋白７１ ７１．２／５．４９ ２３ Ｔ＞Ｎ

其他 ｇｉ：１２１０４７ Ｉｇγ－４ｃ链 ３５．９２／７．１８ １６ Ｔ＞Ｎ

ｇｉ：１１３５７６ 血浆白蛋白前体 ６９．３２／５．９２ ２２ Ｔ＜Ｎ

　　注：Ｍａｒ为匹配蛋白质的理论分子质量（ｋＤ）；ｐＩｂ为匹配蛋白质的理论等电点；覆盖率ｃ为鉴定出的肽段占总肽段的比率；表达趋势ｄ：Ｔ为肿瘤组织；Ｎ为癌旁组织
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２．３　差异表达蛋白ａｎｎｅｘｉｎＩＩ的表达差异验证结果
以 β－ａｃｔｉｎ为内参照，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

ａｎｎｅｘｉｎＩＩ在胰腺癌和癌旁组织中的表达情况如
下：ａｎｎｅｘｉｎＩＩ在癌旁组织中的表达微弱，而在其
对应的肿瘤组织中的的表达明显（图 ２）。

免疫组化结果表明，ａｎｎｅｘｉｎＩＩ在胰腺癌组织

的细胞膜上有较强表达，细胞膜呈棕黄色；在癌

旁胰腺组织的细胞膜中表达程度明显降低，细胞

膜多不着色（图 ３）。８８．６％的肿瘤组织（３１／３５）

的 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ表 达 阳 性，显 著 高 于 癌 旁 组 织

（３４．２％，１２／３５）（Ｐ＜０．０５）。
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　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析检测 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ的表达差异　
Ｔ１，Ｔ２，Ｔ３和Ｔ４为胰腺癌组织；Ｎ１，Ｎ２，Ｎ３和 Ｎ４为配对的

癌旁组织
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图３　免疫组化检测ａｎｎｅｘｉｎＩＩ的表达差异　Ａ：胰腺癌组织；Ｂ：癌旁组织

３　讨　论
胰腺癌的发生、发展是多因素、多步骤的复

杂过程。目前对胰腺癌在基因水平上的变化已

有较多的研究报道［４］。但这些基因在胰腺癌中究

竟如何发挥作用，仍须经过对基因功能的执行

体———功能性蛋白的研究才能解决。近来兴起的

蛋白质组学研究可以动态、整体、定量地检测肿

瘤发生、发展过程中蛋白种类和数量的改变，有

助于寻找和鉴定与肿瘤诊断及预后相关的标志

物及药物治疗的靶点［５］。

本实验在组织水平上进行蛋白质组学研究，

获取了胰腺癌和癌旁组织的蛋白质差异表达谱。

初步分析鉴定出 ３０个差异表达蛋白，其中有一
些与肿瘤发生、发展相关。根据其功能将这些差

异表达蛋白分为以下几类：（１）蛋白质酶类，如亲
环素 Ａ等。亲环素 Ａ在非小细胞型肺癌等多种
肿瘤中表达异常，其致瘤机制可能与影响细胞生

长和分化、转录调控、细胞信号通路以及免疫抑

制等生理过程有关［６］。（２）抗氧化蛋白类，如过
氧化氧化还原蛋白 １（ＰＲＤＸ－１）等。有报道［７］

称，ＰＲＤＸ－１在膀胱癌、肺癌、及乳腺癌中表达升
高，其机制可能与癌组织中 ＤＮＡ氧化损伤有关。
（３）信号转导蛋白类，如 １４－３－３ｓｉｇｍａ等。１４
－３－３ｓｉｇｍａ是一种抗凋亡因子，能通过控制靶

蛋白的亚细胞定位以及调节关键酶的活性等机

制抑制凋亡的发生，进而与肿瘤的发生相关［８］。

（４）钙结合蛋白，如 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ等。（５）结构蛋白
类，如原肌球蛋白 ２等。原肌球蛋白 ２在胰腺癌
中表达上调［９］，其产物肌动蛋白是细胞骨架的重

要组分，是保持肿瘤细胞恶性特质所必需。（６）
分子伴侣类及其他，如热休克蛋白 ２７（ＨＳＰ２７）
等。ＨＳＰ２７除作为分子伴侣保护细胞外，还具有
调节细胞凋亡，影响细胞骨架及细胞迁移作用等

多种生物学功能，并可作为独立判断多种肿瘤预

后的分子指标［１０］。

ａｎｎｅｘｉｎＩＩ是 ａｎｎｅｘｉｎ蛋白家族的成员，除了参
与一系列依赖 Ｃａ２＋的膜性生物学活动，还具有稳
定细胞骨架以及参与细胞增殖等多种生物学功

能。ａｎｎｅｘｉｎＩＩ能结合肿瘤细胞胞膜上的组织纤
维蛋白溶解酶原激活因子和金属基质蛋白酶，导

致胞外基质蛋白水解进而促进肿瘤细胞的侵

袭［１１］。在大多数肿瘤中，包括肺癌、结肠癌以及

肾癌中均可观察到 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ过表达现象；同时在
胰腺癌的肿瘤浸润灶和转移灶中也发现 ａｎｎｅｘｉｎ
ＩＩ蛋白表达量增高［１２］。与上述文献结果一致，本

实验 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化结果显示 ａｎｎｅｘｉｎＩＩ
在胰腺癌表达上调。因此，ａｎｎｅｘｉｎＩＩ可能成为一
个潜在的胰腺癌诊断标志物；同时推测，ａｎｎｅｘｉｎＩＩ
在肿瘤侵袭力方面的重要作用也使其有可能成
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为控制胰腺癌生长的治疗靶点。

本实验应用蛋白质组学研究方法双向凝胶电

泳和质谱技术分析鉴定胰腺癌组织和癌旁组织

间的差异表达蛋白，并初步筛选出几种可能的潜

在胰腺癌诊断标志物。关于这些蛋白质在时序

上的动态表达规律和功能学上的意义尚待进一

步研究。
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欢迎订阅《中国普通外科杂志》

《中国普通外科杂志》（ＩＳＳＮ１００５－６９４７／ＣＮ４３－１２１３／Ｒ）由国家教育部主管，中南大学主办，中南大学湘雅

医院承办。国内外公开发行（国内邮发代号：４２－１２１；国际代码：Ｍ６４３６）。主编吕新生教授，顾问由中国科学院

及工程院院士汤钊猷、吴孟超、吴咸中、郑树森、夏家辉、黄志强、裘法祖、黎介寿等十多位国内外著名普通外科专

家担任，编委会由全国各地普通外资深专家、学科带头人近 ８０人组成。出版周期短，时效性强。以传播现代普外

科的新理念、新技术、新方法，以及普通外科领域的理论、实践、基础研究和相关方面的最新进展为宗旨，以开展国

内外学术交流，促进普通外科学科发展为己任，服务于普外临床、教学、科研工作者。

《中国普通外科杂志》为中国科技论文核心期刊，设有栏目为述评、专家论坛、专题研究、基础研究、临床研究、

简要论著、临床报道、误诊误治与分析、手术经验与技巧、文献综述、病案报告、国内外学术动态等，目前本刊已进

入多个国内外重要检索系统和数据库，如美国化学文摘（ＣＡ），俄罗斯文摘（ＡＪ），中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ），

中国科技论文与引文数据库，中国学术期刊综合评价数据库，中国期刊网全文数据库，中文科技期刊数据库，中文

生物医学期刊文献数据库（ＣＭＣＣ），万方数据 －数学化期刊群，中国生物医学期刊光盘版等。创刊 １５年，多次获

奖，２００４年获全国高校优秀科技期刊，２００５年获湖南省十佳科技期刊。

２００７年《中国普通外科杂志》（月刊），国际标准开本（Ａ４），每期 ８０页，每月 １５日出版。内芯采用进口亚光

铜版纸印刷，封面美观大方。定价 ９．５０元／册，全年 １１４元。欢迎到全国各地邮局订购，邮发代号：４２－１２１。

编辑部可 办 理 邮 购。编 辑 部 地 址：湖 南 省 长 沙 市 湘 雅 路 ８７号 （湘 雅 医 院 内），邮 政 编 码：４１０００８，
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