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摘 要!$目的% 寻找前列腺肿瘤组织与正常组织的差异表达蛋白& $方法% 运用蛋白质组学的
方法分析前列腺癌组织和正常组织蛋白表达谱的差异"通过双向电泳筛选差异蛋白"质谱鉴
定& $结果% 成功构建了前列腺组织的双向电泳图谱"并筛选出一个差异蛋白"该差异蛋白在
$;

例'

$;>!?

"
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(前列腺癌组织中表达上调"仅在
A

例)

A>!?

"

!=9%@

(对照组中呈高表达"两
者具有统计学差异!

BC=9==#

(& 经鉴定"该差异蛋白为促凋亡胱天蛋白酶衔接蛋白!

BD.DB

(&

$结论% 促凋亡胱天蛋白酶衔接蛋白可以视作潜在的前列腺癌肿瘤标志物&
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前列腺癌是男性生殖系统最常见的恶性肿瘤$

$

%
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目前"前列腺癌只有当出现临床症状"即当患者已处

于疾病进展的晚期时才被检测到,当前的检测方法"

如
H

射线-核磁共振"虽然在理论上可用作一般筛

查工具 $

!

%

"但将这些方法应用于大规模筛选的可行

性较低, 因此" 建立特异性和敏感性强的早期检测

方法" 对肿瘤的诊断和预后有重要的意义, 随着人

类基因组测序的完成" 后基因组时代将蛋白质组学

等理论带入到疾病的机制及诊断研究当中$

F

%

, 本研

究则是利用经典的蛋白质组学方法" 根据肿瘤细胞

与正常细胞存在表达谱差异的理论" 筛选潜在的前

列腺癌肿瘤标志物,

$

资料与方法
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样本采集

收集延安大学附属医院前列腺癌患者肿瘤切除

术后的肿瘤组织和距离肿瘤边缘
$4U

处的组织标

本"切除的组织样品立刻冷冻于液氮中"邻近组织作

为对照, 所有病例均经病理确诊"共
!?

例"年龄为

A]"%$

岁"平均年龄
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岁, 组织学病理分级+低分
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例! 中分化腺癌
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例! 高分化腺癌
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例"临床分期#
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蛋白提取

从液氮中取出冷冻组织!并将其切成碎块!转移

至预冷的研钵中!并用液氮完全冷冻$在研钵将组织

研磨成粉!加入
$"

倍体积的裂解液
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叠 氮

化钠 ' 使其溶解 $ 将匀浆液离心

%

' >>>@76

&

'6A.

'&取上清&转移至另

一个小管并再次离心 %

!> >>>@76

&

'6A.

'$ 得到的上清液包含可溶性蛋

白质用于进一步分析$

!"$

双向电泳和质谱检测

将
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的蛋白样品与
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样品

缓冲液 %
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尿素(
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硫脲(

!;3BCDE

(

>F5;GD(

缓冲液
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(

>F'; 4II

'混合并孵育
$J

$ 测定蛋

白质浓度$ 在对应
$F'6:

蛋白质的

体积中加入样品缓冲液至终体积

0'>!)

&再水合
GD(

条带
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$ 采取以下步骤进行

等电聚焦%
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至
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至
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在恒定的
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下
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以得到
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$

GKL

之

后&条带在
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贮存或直接用于
E4E!DC(K

$

在
E4E!DC(K

之前& 先将
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的条带孵育在平

衡缓冲液 %
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$ 将条带置于
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聚丙烯酰胺凝胶

上并进行电泳&以
#S7

凝胶电泳
#J

&之后以
#HS7

凝

胶电泳$ 之后&将凝胶固定%

#>>6)

醋酸钠&
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甲

醇& 双蒸水定容至
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' 并使用考马斯亮蓝染色过

夜$

用
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描&
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软件对扫描后的图像

进行分析$以
N-)

的百分比值作为蛋白点的表达量&

N-)

的百分比值
%$

为高表达&

&$

为低表达$

再将目标蛋白点切下& 冷链送至艾米诺公司做

质谱检测$
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统计学处理

数据分析采用
EDEE $'F"

统计软件行
%

! 检验$
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为差异具有统计学意义$
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结 果
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前列腺组织的双向电泳结果

我们成功构建了前列腺组织的双向电泳图谱&

并发现一种在肿瘤组织中强烈表达而在正常组织中

低表达的差异蛋白&见图
$

$
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差异蛋白在前列腺癌组织和对照组织中的

表达情况

差异蛋白在
!5

例前列腺癌组织中有
$H

例表达

上调& 占
H"F%;

$ 在正常对照组织中仅有
'

例高表

达&占
!"F%;

$ 该差异蛋白在前列腺组织的表达明显

高于正常对照组织%

DX"F""$

'$ 见表
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目标蛋白质谱检测结果

通过质谱检测& 发现在前列腺癌组织和正常对

照组织中表达的差异蛋白为促凋亡胱天蛋白酶衔接

蛋白 %
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该蛋白可作为潜在的前列腺癌肿瘤标志物$

0

讨 论

近些年来& 许多血清肿瘤标志物已用于临床筛

查和诊断$ 例如细胞角蛋白的可溶性
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图
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双向电泳图

表
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蛋白在两组中的表达情况!例"
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酶
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和鳞状细胞癌抗原
;<..>

都是较为突出的前

列腺癌标志物!然而"它们中没有一个满足筛查所需

的灵敏度和特异性标准#
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$使用
=<D

信息和生物信息学鉴定并

克隆表达了人
EF.!G@HC

基因和其编码的蛋白质!

该基因的表达过程中由于
IJ:K

选择性剪接可得

到
L

个蛋白质%即全长
MK.KM

蛋白&

$%G++

'(剪接变

体
N%OPLG!!

蛋 白 &

#!L++

' 和
N%OPLG!L

蛋 白
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MK.KM

是具有
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端信号肽和
C

个保守半胱

氨 酸 残 基 的 分 泌 型 蛋 白 质 !

MK.KM

已 显 示 为

EF.!G@HC

基因主要表达的同种型!
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$发现

MK.KM

基 因 在 肠 型 胃 癌 中 常 常 被 下 调 " 提 示

MK.KM

可能是涉及肠型胃癌的候选肿瘤抑制基因!
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R

$通过酵母双杂交系统克隆促凋亡

分子
MK.KM

" 鉴定了具有
#L9CST

的
#!L

个氨基酸

的蛋白质
MK.KM!!

! 使用体外蛋白质结合测定和蛋

白质印迹分析"

Q'*-'4'

等#

R

$发现
MK.KM!!

与胱天蛋

白酶
!!

和胱天蛋白酶
!G

相互作用" 将
MK.KM!!

鉴

定为凋亡诱导蛋白! 本实验在上述文献的基础上"

利用蛋白质组学的方法研究
MK.KM

在前列腺癌组

织中的表达情况! 通过双向电泳研究" 我们发现

MK.KM

蛋白在前列腺癌组织中表达水平较癌旁组

织要高! 提示
MK.KM

可作为潜在的前列腺癌肿瘤

标志物!如果应用于临床"尚需要进一步做免疫组化

实验"然而"由于目前缺乏商业性的
MK.KM

蛋白抗

体" 免疫组化实验难以进行" 也是本研究的不足之

处!

由于
MK.KM

在前列腺肿瘤组织中高表达"提示

其可能参与了使得肿瘤细胞绕过细胞凋亡途径的信

号通路"因此"可作为潜在的肿瘤标志物"我们可以

在细胞学(分子生物学等领域研究
MK.KM

参与的信

号通路" 研究
MK.KM

参与肿瘤细胞抗凋亡的机制"

从而为设计小分子干扰药物奠定理论基础!
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