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蛋白质组的差异表达
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摘 要!$目的% 通过蛋白质组学方法探讨
=2*!!

阳性与
=2*!!

阴性人乳腺癌组织蛋白质组
的差异表达& $方法% 采用顺序抽提的方法将细胞总蛋白分级为水溶性和疏水性两个组分"

并应用双向电泳方法对其进行分离"以获取蛋白质的表达谱'通过软件分析"找出表达量存
在显著差异的蛋白质点' 再应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱与生物信息学相结合
的方法对差异表达蛋白点进行分析鉴定& $结果% 双向电泳图谱分析表明对水溶性蛋白质和
疏水性蛋白都取得了很好的分离" 并成功鉴定出

$

个差异表达蛋白" 其中
>

个下调"

%

个上
调& $结论% 乳腺癌的发生发展与蛋白的表达改变有关"这些蛋白质参与信号传导(浸润转移
及能量代谢等多个方面&
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乳腺癌是危害妇女健康的主要恶性肿瘤之一"

全世界每年约有
9!"

万妇女发病"占女性所有肿瘤

的
9`a

& 乳腺癌
?

年生存率为
?DabBDa

"近
?Da

患

者治疗后复发转移& 晚期乳腺癌患者平均生存时间

仅
#`b%D

个月&早期发现(早期诊断和早期治疗是改

善乳腺癌预后的重要因素& 因而寻找乳腺癌早期诊

断和治疗的新的标志物具有重要的意义& 蛋白质组

学从研究生命的真正体现者---蛋白质入手" 利用

高通量的一维或二维电泳
c9!H!!KMd

(高效液相色谱

e=PT/d

分离蛋白质"高灵敏的质谱仪进行蛋白质鉴

定"加上强大的生物信息学手段"有望成为早期乳腺

癌发现与诊断的重要技术手段& 本文着重从蛋白质

组研究乳腺癌发生发展机制&

9

资料与方法

/0/

组织标本

选取湖南省人民医院
!"9>

年
9

月至
!"9?

年

9!

月手术前未经任何治疗的乳腺癌手术切除标本

$&>
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例!标本离体后!部分放入液氮冷冻及
!(""

超

低温冰箱贮存备用! 用于蛋白质组等分析" 部分经

'"#

中性缓冲福尔马林固定#石蜡包埋$

!"#

病理学检查

将人乳腺癌组织以
'")

中性缓冲福尔马林固

定
!*+

!常规石蜡包埋%切片#

,-

染色#镜检& 参考

'

.,/

肿瘤病理学与遗传学分类乳腺肿瘤分册(进

行病理分型与组织学分级! 其中非特殊类型浸润性

导管癌
&*

例!浸润性小叶癌
'*

例!浸润性乳头状癌

(

例!小管癌
*

例"

!

级
!*

例!

"

级
$0

例!

#

级
!1

例"无淋巴结转移
2!

例!有淋巴结转移
1(

例$

!"$ ,34$!

免疫组织化学检测

,34$!

检测严格按试剂盒说明书进行! 即
*$5

厚连续石蜡切片!

12%

烘烤脱蜡!

%&,

!

/

!

去离子水

阻断内源性过氧化物酶! 柠檬酸盐缓冲液微波修复

抗原!加一抗
*%

冰箱过夜!

678

冲洗后加二抗
%$%

反应
%059:

!冲洗后加二氨基联苯胺)

;<7

*显色!苏

木精复染!脱水#封片后在光镜下观察& 以
678

代替

一抗作阴性对照& 按照文献+

#

,判读结果-

,34$

阳性细

胞多数为膜着色!

=>?

无细胞膜着色!

@AB

任何比例的

浸润癌细胞呈现微弱# 不完整的细胞膜着色!

@AAB'

#C)

癌细胞呈现弱至中等强度# 完整但不均匀的细

胞膜棕黄色! 或
(%C)

的癌细胞呈现强且完整的细胞

膜棕褐色着色!

@AAAB'%C)

的癌细胞呈现强的# 完整

的细胞膜棕褐色着色!

,34$!

)

AAA

*定义过表达!

,34$!

)

>BD

)

)

*定义为阴性!

,34$!

)

AA

*必要时行
EF8,

检测&

!"% ,34$!

阳性与
,34$!

阴性人乳腺癌组织差异

蛋白的表达分析

'G*G#

人乳腺癌组织总蛋白制备

分别称取
>(C%

冰箱中保存的每例乳腺癌组织

各
!CC5H

!预冷的
678

洗涤
%

次后用眼科剪将组织

剪碎于
-6

管中!再加入适量的组织裂解液!冰上超

声 ! 静置
%C59:

!

#* CCCH

离心
%C59:

后取上清 &

74IJKL4J

方法蛋白定量!

>$C%

保存备用&

'G*G!

二维凝胶电泳

水化液调整蛋白上样量为
(CC$H

!

M, %*'C@

非线

性!

'$N5B

的
F6O

胶条吸收样品
#+

后!覆盖矿物油溶

胀
#!+

!进行等电聚焦!具体参数设置如下-

%!2CP

!

#+

!线性"

&# CCCP

!

#+

!快速"

'#C CCC P

!

2+

!线性"

(#C CCCP

!

1C CCCP

!

#+

!快速"

)2CCP

!

!+

!快速& 将

等电聚焦后的
F6O

胶条放入平衡液中平衡
#259:

!

再用
!G2Q

碘乙酰胺替换
!Q;RR

!平衡
#259:

& 配制

#!Q

的均匀胶! 将平衡后的胶置于均匀胶胶面上!

CG2Q

琼脂糖封胶& 垂直电泳
8;8$6<O-

在
#*%

循

环水冷却下进行& 待电泳结束! 凝胶用固定液固定

%+

!去离子水漂洗后考马斯亮蓝染色液染色
2+

&

#G*G%

凝胶图像分析及差异蛋白点匹配

利用光密度仪对考马斯亮蓝染色的凝胶进行扫

描获取图像& 利用分析软件对凝胶图像进行光滑处

理#背景减噪#斑点检测和匹配& 差异蛋白点的选取

标准-

%

在凝胶图中有相似的定性改变"

&

差异倍数

大于
#G2

倍&

#G*G*

串联飞行时间质谱分析及数据库检索

切割相应蛋白点转入
-6

管中! 清洗脱色至透

明!吸弃上清!加入
#S,

*

,T/

%

!室温孵育
#2 59:

& 吸

弃上清冻干! 再加入测序级
R4UMV9:

溶液!

%$%

反应

!"+

"吸出酶解液!转移至新
-6

管中!原管加入
1"Q

乙腈
D"G'Q

三氟乙酸!超声
'259:

!合并酶解液冻干!

脱盐后备用& 复溶酶解样品
!$W

!点样!自然干燥后!

取
"G2$W

过饱和
T,T<

基质溶液
=

溶剂为
2"Q

乙腈

和
"G'Q

三氟乙酸
B

点至对应靶位自然干燥& 样品靶

经氮气吹净后放入仪器进靶槽并用串联飞行时间质

谱仪进行测试分析! 激光源为
%22:5

波长的
SJ

-

X<O

激光器!加速电压为
!YP

!采用正离子模式和

自动获取数据的模式采集数据! 获得肽质量指纹图

谱& 肽质量指纹图谱通过网站进行查询!检索
F6F

人

源数据库!得到鉴定的蛋白质结果&

!"&

统计学处理

采用
8688'(G"

软件对数据进行处理&

6("G"2

为

差异具有统计学意义&

!

结 果

#"! ,34$!

在乳腺癌组织中的表达

'!"

例 乳 腺 癌 组 织 中
,34$!

阳 性
*&

例 !占

*"G(Q

"

,34$!

阴性
$'

例!占
2&G!Q

&免疫组织化学结

果显示
,34$!

阳性表达
'%"Q

的细胞膜染成棕黄色

或黄褐色)

E9HZ43 '

*&

#"#

二维凝胶电泳结果

用
F5IH3[IV\34 !; 6WI\9:Z5 1GC

软件分析
,34$

!

阳性与
,34$!

阴性人乳腺癌组织差异蛋白表达的

二维凝胶电泳扫描结果)

E9HZ43 !

*& 在
,34$!

阳性与

$&2
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=2*!!

阴性人乳腺癌组织蛋白

点的比较中!根据匹配的差异

表达蛋白点的比值大于
!

!且

同组
%

块胶图谱中都出现相

同变化的蛋白点!均视为差异

表达蛋白"选择匹配较佳的
!>

个差异蛋白点进行分析!经酶

解等过程! 进行
?@ABC!D4E!

?F

分析! 得到蛋白质点的肽

质量指纹图" 应用肽质量指纹

图谱!通过
?,35(G

查询软件搜

索
FH133I*(G

数据库!在这些蛋

白点中!有
$

个差异表达蛋白

点被成功鉴定#

D,J-2 9

$%

%

讨 论

乳腺癌发生发展是一个

多基因&多步骤的过程" 早期

对乳腺癌患者筛选和检测的

重要手段仅限于一些成像技

术!如乳房
K

光照射&超声以

及核磁共振成像等!然而仍有

!L;"M

的乳腺癌患者被漏诊'

!

(

!

表明早期诊断需要有效的分

子标志物% 目前对乳腺癌诊断

的 研 究 ! 新 兴 技 术 如 利 用

?@ABC

质谱分析血浆蛋白质组! 该方法尤其适用于

血浆中低分子量组分!应用于癌症的诊断'

%NO

(

!但该方

法存在研究成本高&技术路线复杂&结果不稳定等

缺陷% 也有利用血浆进行传统二维凝胶电泳分离并

结合质谱分析! 但其中也存在一些争议!

BC@?@<!

BCF

等'

P

(认为!血浆蛋白的影响因素很多!差异表达

蛋白也许只是由于肿瘤造成的恶液质而导致的肝脏

合成蛋白的减少!或是由肝脏产生的急相期蛋白!再

加上血浆中高丰度蛋白对低丰度蛋白的掩盖等缺

陷! 给研究带来了困难% 人类表皮生长因子受体
!!

!"#$%& ' ())$*+,"-.+/,0)"/12 30.0/."+* %0-$2.- +4 50%!6 "* 7%01-. /1*/0%

Q

)

=2*!! +26,G1R2

@

)

=2*!! S(31G1R2

!"8$%0 6 9"2:0% -.1"* +4 .;+!3")0*-"+*12 020/.%+<,+%0-"-

Q

)

=2*!!!+26,G1R2 J*2,3G 5,+52*@

)

=2*!!!S(31G1R2 J*2,3G 5,+52*

=1720 > ?"440%0*. 0@<%0--"+* +4 <%+.0+)0 "* A0%!6!<+-".":0 1*3 A0%!6!*081.":0 ,$)1* 7%01-. /1*/0%

FS(G

<("

@552331(+ <(" I*(G21+ +,T2 IC U?*V##L

%

W

I2SG1X2

T,G502X

F5(*2 E)+5G1(+

YZS*2331(+

1+ =2*!!V[W

9 CICLLL!O!O! I*(G21+ X13)-.1X2!13(T2*,32 @% O;&>UO$;9O $ 9%> D)T(* T2G,3G,313 B(H+

! CICLLLL%%P! $> \B, 6-)5(32!*26)-,G2X S*(G21+ O;L$U$!;]L !L &$& D)T(* T2G,3G,313 B(H+

% CICLL>>%&]P A@FI9 ^+50,*,5G2*1_2X S*(G21+ &;L]U9&;L% > !$$ D)T(* T2G,3G,313 ^S

] CICLLPO>L9% <)5-2(S0(3T1+ 13(.(*T %];OPU!>;OL > 9P> F16+,- G*,+3X)5G1(+ B(H+

O CICLL>]>!!P `),+1+2 +)5-2(G1X2!J1+X1+6 S*(G21+ 3)J)+1G

J2G,!!!-1\2

9$;PU%O;O9 99 ]9% F16+,- G*,+3X)5G1(+ ^S

P CICLL]PO!]> C3(.(*T ,-S0,!2+(-,32 (. @-S0,!2+(-,32 $;L9U]$;]> 9P !$$ Y+2*67 T2G,J(-13T B(H+

$ CICLL$&$!$L DIC9I9 C3(.(*T 9 (. D*1(32S0(3S0,G2 13(T2*,32 P;]OU!P;&] 9& P>! Y+2*67 T2G,J(-13T ^S

$&P
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"基因定位于染色体
*$+*!"!*

上的原癌基因

*$+!*

#编码相对分子量
*,-./

的酪氨酸蛋白#具有

细胞内酪氨酸激酶样活性# 可以促进细胞分裂和蛋

白水解酶的分泌#并增强细胞的运动能力#从而促进

肿瘤侵袭和转移#

'()!!

基因激活后#通过一系列信

号传导通路使细胞的生物学特性发生改变# 导致细

胞恶性转化和出现恶性表型$ 较多的恶性肿瘤研究

均报道
'()!!

在包括结肠癌 %

$

&

'肺癌 %

,

&

'乳腺癌 %

&

#

*"

&

中的表达水平增高#

'()!!

阳性的乳腺癌患者往往

表现为肿瘤恶性程度高'治疗效果及预后较差#但对

其使用特异的
'()!!

靶向药物治疗效果较好$

本研究以
'()!!

阳性与
'()!!

阴性人乳腺癌组

织为研究对象#对二维凝胶电泳图谱中出现的
!,

个

差异表达蛋白进行
012/3

质谱和生物信息学分析#

成功鉴定了
$

个蛋白# 其中在
'()!!

人乳腺癌组织

中低表达的有
4

个#包括
5)67(89 8:;<=8>( 8:6?()@:(

'

$,./@ <;A6:(!)(B;<@7(> C)67(89

'

D;A<(6CE689 8:6=6)?

'

3:6=6)? @<CE@!(96<@:(6= 1<CE@!(96<@:(

#其余
%

个均为

高表达#包括
21F5*G9AE@)@A7()8H(> C)67(89

'

I;@989(

9;A<(678>(!J89>89B C)67(89 :;J;987 J(7@!!!<8.(
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#这些蛋白与信

号传导'浸润转移及能量代谢有关$参与能量代谢的

蛋 白 有
!!

烯 醇 酶
LMDN*O

' 磷 酸 丙 糖 异 构 酶
#

LK53#5#O

'烯酰辅酶
1

水化酶$

K53#5#

则是联系人体

内各种代谢途径网点的重要酶#通过将糖酵解'磷酸

戊糖途径'甘油磷脂类代谢等途径为机体提供能量#

它在多种肿瘤细胞中表达均上调# 参与肿瘤细胞的

能量供应#促进了肿瘤细胞的增殖'分化%

##

#

#!

&

$ 本研

究中
K53#5#

在
'()!!

阳性的乳腺癌组织表达上调#

有利于乳腺癌发生$ 参与细胞信号转导的蛋白有核

仁磷酸蛋白异构体
%

和鸟嘌呤核苷酸结合蛋白#与

肿瘤转移有关的蛋白有
21F5#

'二硫化物异构酶
1

'

葡萄糖调节蛋白
$,L'F51-O

$

21F5#

蛋白属于
230

蛋白家族成员# 参与细胞间相互作用$ 近年来关于

该蛋白的研究较多#

21F5#

在癌细胞中过度表达#会

导致肿瘤增殖' 转移和侵袭$ 本研究中
21F5#

在

'()!!

阳性的乳腺癌组织中表达上调# 促进了乳腺

癌的浸润转移$

总之# 本实验采用蛋白质组学分析手段鉴定了

'()!!

阳性与
'()!!

阴性人乳腺癌组织的蛋白差异

表达# 为
'()!!

阳性乳腺癌的抗癌作用提供了新的

分子机制$
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