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摘 要
!

%目的& 比较宫颈上皮内瘤变!

/@;

'与宫颈鳞癌!

A//

'组织之间蛋白质组的差异"寻找
与宫颈癌相关的特异性蛋白质"为研究

/@;

发展为宫颈癌的分子机制及临床诊治工作提供新
的线索( %方法& 收集正常宫颈组织

?

例)

/@;

组织
!<

例*其中
/@; ! B

例)

/@; " %

例)

/@;

# %

例'及
A//

组织
B

例(应用二维荧光差异凝胶电泳*

!!C C@DE

'寻找差异表达蛋白质点"基
质辅助激光解析飞行时间串联质谱*

FGHC@!I4JKI4J FA

'分析差异蛋白质点( 进一步对
<

个
重要差异蛋白

A#>>G?

)

2EJ#G#

及
LMF!

应用免疫组织化学定性及
N23O2*+ P-(O

定量检测其
在宫颈组织中的表达( %结果& 建立了分辨率高) 重复性好的

/@;

与
A//

的双向凝胶电泳图
谱( 两组差异蛋白质点共

%&"

个"标记蛋白质点
=&

个*

!B

个上调"

$?

个下调'"成功鉴定
!Q

个
蛋白质 ( 免疫组化及免疫印迹结果显示

A$""G?

在
A//

中表达水平高于
/@;

" 而
LMF!

)

2EJ$G$

在
A//

中表达水平显著低于
/@;

( %结论&

/@;

与
A//

间存在蛋白质表达的差异"这
些差异表达的蛋白质可能成为宫颈癌早期诊断的标志物及治疗的新靶点(

主题词!宫颈上皮内瘤变#宫颈肿瘤#蛋白质组学#差异凝胶电泳#
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宫颈癌是女性第二常见的恶性肿瘤( 近年来宫

颈癌发病有年轻化的趋势%

#

&

( 随着筛查技术和早期

治疗技术的增多"宫颈癌已取得了非常好的防治效

果 %

!

&

"但尚缺乏高敏感性)高特异性的早期诊断技

术 %

<

&

( 宫颈上皮内瘤变*

52*V15,- 1+O*,2W1O02-1,- +2(!

W-,31,

"

/@;

'是一组与宫颈浸润癌密切相关的癌前病

变"包括宫颈非典型增生和宫颈原位癌"反映了宫颈

=Q>
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癌发生的连续发展过程! 也是宫颈癌防治的重要阶

段" 根据细胞改变程度和异型细胞范围可将
'()

分

为三级#

'() !

$

'() "

$

'() #

!各级发展为宫颈癌

的危险分别为
$*

$

+*

及
$!*,!!*

!

'()

总体发展

为原位癌的概率为正常宫颈的
!"

倍!发展为浸润癌

的概率为正常宫颈的
-

倍%

.

!

+

&

"至今
'()

发展为宫颈

浸润癌的发病机制尚不明确! 如何能有效地阻断

'()

向宫颈浸润癌发展是迫切需要解决的问题"

本研究对
'()

与宫颈鳞癌 '

/012341/ 5678952:

52759;432

!

<''

(组织进行蛋白质组学比较!并对其

中显著差异表达的蛋白质钙结合蛋白
=>

'

<$?"=>

($

丙 酮 酸 激 酶
@!

'

9/4A473 @! 4A BC7182D6 E9;2/6

9/4FC36/

!

GH@!

(和真核延长因子
$=$

'

61E27C4D95 6!

:4;I2D94; A25D47 $!2:BJ2

!

6KL$=$

(进行验证"

$

资料与方法

!"!

病例来源

筛选
!M"%

年
%

月至
!"">

年
>

月首都医科大学

附属北京妇产医院收治的患者宫颈组织
N>

例!其中

<''

组织
-

例'根据
L(OP !MMM

分期标准#

!Q

期
N

例!

"2

期
.

例(!

'()

组织
!N

例'

'()!

为
-

例$

'()

"

为
%

例$

'()#

为
%

例(!正常宫颈组织'因子宫肌

瘤行全子宫切除术的正常宫颈组织(

>

例" 手术中收

集组织离体后
NM39;

内放入液氮中! 然后转移至
R

%""

冰箱保存"

以上病理诊断均经
!

名病理学专家核实! 患者

均签署知情同意书"

!"#

主要试剂和仪器

(GO

胶条'

(GO/D79B BSN!$"

($

'CTC6 T(OK L:147/

试剂盒等为
=367/J23 GJ2732592 U94D65J VWBB/2:2

!

<X6Y6;Z

公司产品"

$!25D9;

$ 抗体购自
<2;D2 '71F

U94D65J;4:4IC

公司$ 一抗分别为
2Q523

公司的兔抗

人
GH@!

多 抗 $ 兔 抗 人
6KL#=#

多 抗 $ 鼠 抗 人

<#MM=>

单抗"

G[!>MMM

试剂盒及
T=U

试剂盒均购

自
\2Q [9/94;

公司"

一向等电聚焦仪
(GOBJ47

$循环水浴
@1:D9]63B#

$

垂直电泳仪
KDD2; T2:D<9^

$ 图像扫描仪
(32I6 <52;!

;67

$

]CBJ44;>.$"

$ 图像分析软件
(32I6 @2/D67 !T

K:9D6 N_M#

$

(32I6 `12;D

$

T6'CY67

]@

!T [67/94; &_+

均

为
=367/J23 GJ2732592 U94D65J

公司产品 )

G74D62;

"

垂直电泳单元'

U94!a2Y

()基质辅助激光解析电

离飞行时间串联质谱仪
@=\T(!]PL!@<b@< .-MM

G74D64395/ =;2:C/67

及
OG< 6^B:4767

数据库检索软

件'

=BB:96Y U94/C/D63

("

!"$

方 法

$_N_$

二维荧光差异凝胶电泳!

!!T T(OK

"及
@=\!

T(!]PLb]PL @<

鉴定

将
c%M"

保存的组织标本放入预冷的磷酸盐缓

冲液'

BJ4/BJ2D6 Q1AA676Y /2:9;6

!

GU<

(中清洗
N

遍!吸

干$剪碎$裂解$高速离心后!采用改良
U72YA47Y

方法

进行蛋白定量"遵循正反标和内标的原则!即每个实

验组都含有荧光染料
'CN

和
'C+

的标记!每块胶都

有统一的
'C!

标记的内标!将各组样品分别用
'C!

$

'CN

$

'C+

标记后进行二维电泳"规格为
!.53

!

B( N,$M

!

线性
(GO =367/J23

胶条 " 第一向等电聚焦 '

9/4!

6:65D74A451/9;I

!

(KL

(#采用胶内溶胀上样!蛋白质上

样量为
+M%I

!上样体积为
.+M%:

" 溶胀和
(KL

的操

作参数 #

NM[ &J!&M[ &J!$MM[ $J!!+M[ $J!

+MM[$J!$ MMM[ $J!$M MMM[ $J!$M MMM[ %M MMM[J

"

第二向十二烷基硫酸钠*聚丙烯酰胺凝胶电泳

'

/4Y913 Y4Y65C: /1:BJ2D6!B4:C257C:239Y6 I6: 6:65!

D74BJ476/9/

!

<T<!G=OK

(# 以
$M3=

电 流 运 行
$J

!

$+3=

运行
$+J

" 使用
]CBJ44; >.$M

荧光扫描仪扫

描!

T6'CY67

]@

!T 867/94; &_+

软件处理! 分别用胶内

差异分析模块'

Y9AA676;D92: 9;I6: 2;2:C/9/

!

T(=

($生物

学差异分析模块 '

Q94:4I952: 82792D94; 2;2:C/9/

!

U[=

(

进行分析"标记出差异表达蛋白质点"将选定的差异

蛋白质点在凝胶上切取! 脱色!

$+;Ib%:

的胰蛋白酶

酶解!

!_+d

四氟乙酸和
+"*

乙腈提取肽段并点靶"

采用美国
=U(!.%""

型反射式串联基质辅助激光解

析吸附飞行时间质谱仪" 一级质谱激光能量
. !""

!

二级质谱激光能量
. %""

"

=U( .%"" OG<

软件检索

(G(!SW@=) [N_+!

数据库进行生物信息学分析"

$_N_!

免疫组织化学

石蜡切片!脱蜡!梯度酒精水化!

GU<

洗!高压柠

檬酸
&_"

修复!

N*S

!

P

!

灭活内源性酶) 滴加即用型

一抗'

2Q523

公司的兔抗人
GH@!

多抗
$#$""

)兔抗

人
6KL$=$

多抗
$#!""

) 鼠抗人
<$""=>

单抗
$#."

(!

在湿盒中室温孵育
N"39;

!

."

冰箱过夜) 滴加二抗

'非生物素化
G[!>"""

(!试剂
$

为
$+39;

!试剂
!

为

$+39;

!

GU<

洗
!39;$+

次)

T=U

显色! 苏木素复染!

.+$
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!

=//

组的
!!> >?@A

图像

脱水封片"光镜观察# 以普通
BA

染色切片为对照"

采用双盲法进行评价" 根据染色程度和阳性细胞百

分率评分"进行定性分析# 染色强度评分标准!细胞

无染色为
"

分"细胞染色呈浅黄色为
$

分"棕黄色为

!

分"棕褐色为
C

分# 阳性细胞百分率评分标准!

D

EF

计
"

分"

&FG!EF

计
$

分"

!&FGE"F

计
!

分"

E$G

HEF

计
C

分"

IHEF

计
J

分# 将两项评分相乘后"

"

分

为阴性
KLM

"

$GJ

分为弱阳性
NOM

"

EG%

分为阳性
NOOM

"

PG

#!

强阳性
NOOOM

#

NLM

与
NOM

为低表达"定义为阴性$

%

OO

&与%

OOO

&为高表达"定义为阳性#

#:C:C

蛋白免疫印迹

将组织充分研磨后离心取上清"采用
Q/<

蛋白

浓度测定试剂盒进行蛋白质浓度测定" 配置
=>=!

R<@A #!S

的分离胶和
EF

的浓缩胶

进行电泳# 采用干转法电转" 取出

R9>T

膜"放入封闭液%

EF

牛奶'

RQ!

=U

液 & 中 封 闭
$0

"

RQ=U

液 洗 膜

$"V1+

"

E

次$加入一抗溶液%一抗分

别 为
,W5,V

公 司 的 兔 抗 人
RXY!

多抗'兔抗人
2AT#<#

多抗'鼠抗人

=#ZZ<P

单抗"

#"! ZZZ

&于起伏板
J#

过夜" 用
RQ=U

漂洗
#ZV1+$E

次$加

入二抗溶液 %相应抗鼠或抗兔第二

抗体"

Z:H"EZZ

&中室温孵育
#0

#

RQ=U

漂洗
#ZV1+$E

次$ 化学发光显色液

显色$

[

线胶片压片'定影'扫描#

!"#

统计学处理

采用
=R== ##:E

统计软件进行单因素方差分析

及均数的两两比较"

RDZ:ZE

为差异有统计学意义#

!

结 果

$"! !!> >?@A

检测差异蛋白

>2/7\2*

软件分析 %设置差异倍数为
#:E

倍以

上&结果显示"以正常宫颈组织为对照"

/?;

与
=//

组织共有
J&

个显著差异表达的蛋白质点# 见图
#

#

$"$ Y<]>?!U4T^U4T Y=

鉴定部分差异表达蛋白质

结果

从
J&

个差异蛋白质点中选取
CZ

个点分析"成

表
# Y<]>?!U4T^U4T Y=

鉴定蛋白质结果
N

下调组
M

图
# !!> >?@A

检测差异蛋白

Q

!

>2/7\2*

软件分析得出的差异蛋白质点

##JP Z:ZZE 5>;< T]' H%C%H #ZZ%H&%%% #ZZ:ZZZ P!:E#C E!!J%:Z %:JJ

##JP Z:ZZE T,5_(* 9?? #ZZC%!&Z& #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ HHC%&:# &:&Z

#J## Z:Z#Z <]Q #ZZ!#&HHC #ZZ:ZZZ PP:JZ! J&JJ#:P E:HH

#&&Z Z:ZZC 2AT#<# #ZZJH!H!J #ZZ:ZZZ PP:%E& EZJPE:C P:#E

#HE& Z:ZC! UU` #ZZZ!!JC! #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ #EPP#:# E:E!

#!JP Z:Z#J =4>C #ZZZ!H%!H #ZZ:ZZZ PE:ZJC !&!PZ:% &:#J

#!JP Z:Z#J UR=Q! #ZZC%!HE# #ZZ:ZZZ PP:P%C !&#PP:C &:CJ

#!JP Z:Z#J UR=<Q# #ZZJH!HCP #ZZ:ZZZ PP:HEJ !PPHZ:# &:&!

#JPE Z:ZZC <]Q !Ca>, #ZZ%H%!%! #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ !CJ#J:! E:PC

#J#C Z:ZZE BQQ #ZZ&EJHEE #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ #&#Z!:C &:HE

#JCC Z:Z#J ?@X/ #ZZJCZ%JH PP:PPH PP:%P% !&ZC!:% %:#%

#&!C Z:Z!E 5>;< T]' &ZJ&# #ZZPZP!ZH #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ !Z!Z%:H %:PZ

#Z%P Z:Z#Z 5>;< T]' E&Z&E #ZZJHP#%& #ZZ:ZZZ PP:P%% &&JEP:Z H:P&

#Z%P Z:Z#Z RXY! #ZZ!!Z&JJ #ZZ:ZZZ %%:!!& E%EC%:# H:&Z

#ECP Z:Z#Z <b(-1b(b*(_21+ <# #ZZZ!#%J# #ZZ:ZZZ PP:PPP CZHE%:P E:E&

##JP Z:ZZ# ?@B@# #ZZJJ%PC% #ZZ:ZZZ #ZZ:ZZZ E#P%P:P %:&P

蛋白质序号
R

_

检验 蛋白质名称 序列编号
蛋白质得分
可信度%

S

&

串联质谱离子
得分可信度%

S

&

蛋白质分子量
蛋白质等

电点

JE!



肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
&

期

$'!( ")*!+ ,#**-## #***#.%'/ $"")""" $"")""" $$%(&)' &)/&

$"(. ")""$ 012! $3"!!"&(( $"")""" $"")""" /%/.%)$ +)&"

$'$+ ")""! ,$""-% $""""+"(+ $"")""" '')/%/ $"%%()+ &)/$

'(+ ")""! 4565789 6:;< =><89 #333##&/( #33)333 #33)333 /33'/)# ()+%

#%#( 3)333 ,#33-' #333!+(&! #33)333 #33)333 #.!'3)/ /)+#

#//. 3)3!' ?,40# #33!#'+/+ #33)333 #33)333 !./&')# /)(.

#%/' 3)333 ,#33-+ #33!#'%3& #33)333 #33)333 ##/++)& &)!%

##'& 3)3./ @AB# CDEFEGH $""(&/!(% $"")""" $"")""" (+(%$)( +)"$

$+/( ")"/" 00C- $""($'/%/ $"")""" $"")""" $%!!')" +)&%

'&' ")"$! =IA- JKL /!%(! $""%'(.&/ $"")""" $"")""" .'/(!)+ /)("

蛋白质序号
0

;

检验 蛋白质名称 序列编号
蛋白质得分
可信度!

M

"

串联质谱离子
得分可信度!

M

"

蛋白质分子量
蛋白质等

电点

功鉴定出
!/

个蛋白质# 其中
'

个蛋白质!

@AB#

$

?,40#

$

00C-

$

,#**-+

$

,#**-%

$

,#**-'

$

,#**-##

$

!!

;565789

等" 水平上调#

#/

个蛋白质!

-NE78NENGE;:89

-$

$

:@J$-$

$

J<=;EGO "

$

PQQ

$

C?P?$

$

C?1R

$

,BI.

$

40,Q!

$

40,-Q$

$

44S

等 " 水平 下 调 #

$

个 蛋 白 质

!

012!

"同时出现于上调及下调组% 见表
$

和表
!

%

!"#

验证实验结果

综合差异蛋白的表达水平$功能$意义及国内外

近期的蛋白质组学研究成果#在
!/

个差异蛋白质中

选取了显著上调的
,$""-'

$显著下调的
:@J$-$

及

同时出现于上调组与下调组的
012!

进行验证%

!).)$

免疫组织化学验证

,$""-'

及
:@J$-$

表达于细胞浆#

012!

表达

于细胞核#

012!

$

:@J$-$

在
,RR

中的表达较
RCA

稍低#而
,$""-'

在
RCA #

中表达较其他各组降低#

但在宫颈鳞癌的角化处表达显著% 见图
!

%

表
! 2-KIC!4BJT4BJ 2,

鉴定蛋白质结果
U

上调组
V

图
! RCA$

和
,RR

中
,$33-'

!

:@J$-$

!

012!

的表达情况

-

$

Q

$

R

&

RCA $

中
,$33-'

$

:@J$-$

$

012!

的表达'

I

$

@

$

J

&

,RR

中
,$33-'

$

:@J$-$

$

012!

的表达

- Q R

I @ J

(/.
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!"#!

年第
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"$!89(-:#%8;(:&

!:<:!

蛋白免疫印迹验证

从正常宫颈
!/=;!!/=;"!/=;#!>//

!

>$""?@

表达上调"

AB":<<"

#!

2CD$?$

表达下调"

AB

":"$"

$!

AEF!

表达下调%

ABG:"""

$!与免疫组化实验

结果基本相符& 见图
<

&

<

讨 论

肿瘤的发生和发展是多基因参与的复杂过程!

基因是遗传信息的源头! 但蛋白质是基因功能即生

命活动的最终执行者!所以蛋白质准确'直观'动态

地反映了细胞内部的基因组成及环境因素对其的影

响&

/=;

反映了宫颈浸润癌发生'发展的连续'渐进

的过程! 即由
/=;!!/=;"!/=;#!

早期浸润

癌
!

浸润癌& 本课题采用
!!H H=IC

和
F?JH=!K4DL

K4D F>

比较了
/=;

与
>//

的差异蛋白质组! 并选

择
<

个显著差异蛋白
>#GG?@

'

2CD#?#

及
AEF!

进

行免疫组化定性验证和免疫印迹定量验证! 目的是

识别与宫颈癌前病变进展为宫颈癌相关的生物标志

物!这些标志物可能有助于揭示
/=;

发展为宫颈癌

的发病机制!有助于宫颈癌早期诊断'判断预后'监

测病情变化!并可能成为阻断
/=;

向宫颈浸润癌进

展的治疗靶点等&

>#GG?@

是
>#GG

钙结合蛋白家族一员! 也称为

FMA#N

或钙粒蛋白
O

! 具有各种钙介导的细胞功

能!包括调控细胞生长'分化'转移'黏附及信号转导

等(

&

)

& 并常与
>$""?%

形成异质二聚体复合物!即免

疫原性蛋白***钙卫蛋白!参与多种炎症反应!利于

宿主清除肿瘤细胞!在多种肿瘤中高表达(

P

!

%

)

& 朱红

等 (

@

)应用蛋白质组学方法观察了
>$""?@

在同时放

化疗敏感性不同的中分化
>//

组织中的表达及与

敏感性的关系! 结果发现
>$""?@

在高敏感组中的

表达水平较低敏感组中高! 可能作为同时放化疗敏

感性预测的标志物& 另有研究发现
>$""?@

在
/=;

及
>//

中呈高表达水平(

$"

)

& 本研究中应用蛋白质组

学研究发现随宫颈病变程度的加重!

>$""?@

表达水

平逐渐增高! 免疫组化提示
>$""?@

的表达水平与

>//

的角化程度相关! 蛋白免疫印迹定量法结果提

示从正常对照组到鳞癌组!

>$""?@

表达上调! 与
!!

H H=IC

结果相符!虽然各组之间差异无统计学意义

"

AB":<<"

$! 但
>$""?@

表达水平的升高可能提示宫

颈病变的严重程度& 进一步研究
>$""?@

表达水平

与宫颈病变组织角化程度的相关性将有助于明确这

种蛋白对
>//

诊断的参考价值&

丙酮酸激酶"

Q7*)R,S2 T1+,32

!

AE

$是糖酵解途径

中的关键酶!有
N

种同工酶+

J

'

M

'

F$

'

F!

型!这
N

种

同工酶的分布具有组织特异性&

AEF!

存在四聚体

和二聚体两种形式! 前者对底物磷酸烯醇式丙酮酸

"

Q0(3Q0(2+UQ7*)R,S2

!

ACA

$ 的亲和力高 ! 决定了

AEF!

同工酶的动力学特点! 而后者对
ACA

的亲和

力低并在多种肿瘤中特异性高表达 (

$$

)

!故后者也称

为
K) F!!AE

"

Q7*)R,S2 T1+,32 S)V(* F!

$!反应了肿

瘤的代谢活性及增殖能力&

J,+US

等(

$!

)对宫颈癌前病

变' 宫颈浸润癌及复发性宫颈癌患者的
K) F!!AE

进行了检测分析!采用定量免疫分析法发现
K) F!!

AE

在
<

组患者血浆中的浓度依次升高!差异有统计

图
< >$GG?@

!

2CD$?$

及
AEF!

的免疫印迹图

? >$GG?@ O 2CD$?$ / AEF!

NWN
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学意义!并采用免疫组织化学验证了上述结论!同时

发现
'( )!!*+

的表达水平与临床
,-./

分期密切

相关!即
'( )!!*+

的表达水平随
,-./

分期的增加

而增加" 本研究中蛋白质组学实验中
*+)!

同时见

于差异蛋白表达上调组及下调组! 验证实验提示

*+)!

表达水平随病变程度加重而降低!与
01234

#

$!

$

结果不一致! 考虑
*+)!

可能同时以二聚体及四聚

体的形式存在!尚需进一步扩大样本量研究"

56,$7$

作为延长因子!运载氨基酰
!4897

使肽

链延长!同时具有
.'*

酶活性!保证蛋白质合成的

准确性和速度"

56,$7

参与多种细胞活动!包括胚胎

发生%致癌性转化%细胞增殖及细胞支架形成等 #

$:

$

"

宫颈癌抑制因子
:

&

;5<=>;1? ;12;5< @(AA<5@@B<!:

!

CCD!:

'是
56,$7

的同型异构体!与
56,$7

作用相

反! 在宫颈细胞株及宫颈癌中的表达水平低于相应

的正常组织!人宫颈癌细胞珠中的
CCD!:

过表达通

过诱导凋亡和抑制细胞周期蛋白
7!

启动子活性而

抑制细胞生长 #

$E

$

" 本研究中
56,$7$

表达水平随

C-9 !!C-9 "!C-9 #!DCC

的变化呈下调趋

势!与
56,$7$

在恶性肿瘤中呈高表达 #

$F

$的研究结

果不同!与
CCD!:

的表达情况一致!可能为揭示
C-9

向宫颈癌发生的机制提供新的线索"

本研究发现
C-9

与
DCC

之间的
!F

个差异蛋白

质!其功能涉及到代谢%转移%生长增殖及免疫调节

等!它们均与肿瘤发生%发展密切相关!有待于进一

步研究"

综上所述!本研究使用比较蛋白质组学!筛选并

初步验证差异表达蛋白质!可能为阐明
C-9

发展为

DCC

机制提供新线索"
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