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肝癌血清高表达多肽———人血纤肽Ａ的发现及生物信息学分析
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　　摘　要：目的　筛选和鉴定肝癌血清高表达的蛋白分子，并对筛选出的人血纤肽（ｆｉｂｒｉｎｏｐｅｐｔｉｄｅ）Ａ进行初步分析。方法　运

用ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术系统筛选并鉴定出肝癌血清高表达的蛋白分子，应用生物信息学方法对该蛋白进行分析。结果　一个在肝癌患

者血清中高表达的ｍ／ｚ为１４６５的多肽，经鉴定为ｆｉｂｒｉｎｏｐｅｐｔｉｄｅＡ，其在肝癌等多种肿瘤中表达上调。结论　ｆｉｂｒｉｎｏｐｅｐｔｉｄｅＡ可

能是肝癌候选血清标志物。
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　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＨＣ）为我国常见

恶性肿瘤之一，其死亡率在消化系统恶性肿瘤中列第３位，仅

次于胃癌和食管癌［１］。为尽早降低其发病率和死亡率，诸多学

者长期致力于防治肝癌的研究，而寻找肝癌标志物一直是肝癌

研究的热点。

近年来蛋白质组学的出现，特别是质谱技术的发展为寻找

新的肿瘤标志物带来了新的机遇和挑战，也使寻找新的肿瘤标

志物成为可能［２］。ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术系统是近年来发展起来的一

项蛋白组学研究技术，由磁珠分离系统、质谱系统、分析软件和

可选的体液样品自动处理系统组成。因其具有较好的灵敏度

和重复性，目前应用于肿瘤蛋白质表达谱的研究及肿瘤标志物

的筛选。

本实验利用ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术系统筛选并鉴定出肝癌血清高

表达的蛋白分子，在此基础上对其进行生物信息学分析。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验样品　血清来自２００８年１０月广西医科大学附属

肿瘤医院临床诊断为原发性肝癌的患者及同期门诊进行体检

的健康者的晨空腹全血２ｍＬ，置于非抗凝试管，４℃静置１ｈ

后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，装入１．５ｍＬＥＰ管，

－８０℃保存备用。

１．１．２　主要试剂和仪器　Ｃｕ
２＋螯合（ＩＭＡＣＣｕ）磁珠、检测仪

器 ＭＡＬＤＩＡＵＴＯＦＬＥＸⅡ ＴＯＦ／ＴＯＦ均为美国布鲁克道尔

顿公司产品。

１．２　方法

１．２．１　磁珠分选　取肝癌患者血清及健康者血清各６例（按

年龄、性别进行１∶１配对），用Ｃｕ２＋螯合磁珠进行分选。铜螯

合磁珠分选步骤：取出５μＬ磁珠加入２００μＬ样品管中，加入

５０μＬ铜螯合磁珠结合缓冲液（ＢＳ）洗涤磁珠，加５μＬ血清，混

匀，经清洗、洗脱后，将洗脱下来的多肽样品溶液移入干净的

０．５ｍＬ样品管中，用于直接质谱分析或冻存－２０℃２４ｈ之内

质谱分析。

１．２．２　ＭＡＬＤＩＡＵＴＯＦＬＥＸⅡ ＴＯＦ／ＴＯＦ质谱分析　将１

μＬ洗脱液（ＷＳ）与１０μＬ基质（０．３％的α氰基４羟基肉桂酸、

ＨＣＣＡ）混匀，取１μＬ点在Ａｎｃｈｏｒｃｈｉｐ靶板上，室温干燥；将靶

板放入质谱仪（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ）；用标准品校正仪器后，检测

样品，获得由不同质荷比的蛋白峰构成的质谱图。

１．２．３　应用ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ（ＣＰＴ）软件分析肝癌的差异蛋白质

表达谱　在用ＣＰＴ软件正式分析前先对样品原始质谱图进行

处理，包括基线消减，并进行校正和归一化。随后，选择软件内
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嵌的统计算法进行统计学分析，获得肝癌的差异表达蛋白质。

１．２．４　数据库的检索　ＭＡＬＤＩＭＳ／ＭＳ图谱通过 Ｍａｓｃｏｔ软

件搜索蛋白数据库进行蛋白质的鉴定，数据库选择 ＮＣＢＩ，一

级质谱质量容差为１０×１０－５，肽片段分子量最大容许误差

（ｐｅｐｔｉｄｅｔｏｌ）控制在±０．２ｄ，物种来源（ｔａｘｏｎｏｍｙ）选择人类，

离子选择［Ｍ＋Ｈ］＋和平均（ａｖｅｒａｇｅ）。

１．２．５　生物信息学分析　登录ｈｔｔｐ：／／ｃｎ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ

网站，选择ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ等工具进行蛋白质的理化性

质、亲水性轮廓等分析；登录ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ

网站，获取多肽的 ｍＲＮＡ序列和登录号，选择搜索 ＵｎｉＧｅｎｅ，

获取多肽不同健康状态表达丰度信息。

２　结　　果

２．１　ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术系统检测结果　在两组样品蛋白图谱的对

比中，发现一个差异明显的 ｍ／ｚ为１４６５的多肽，其在肝癌患

者血清中高表达，而在健康者血清中无表达。经进一步的二级

质谱分析和数据库检索，鉴定为人血纤肽 Ａ（ｆｉｂｒｉｎｏｐｅｐｔｉｄｅ

Ａ）。

２．２　人血纤肽Ａ生物信息学分析　人血纤肽 Ａ的前体蛋白

为Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ。Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ中含有一信号肽，由１９个氨基酸组

成，位于原蛋白的１～１９区域。因为含有信号肽的蛋白质一般

能够被分泌到胞外，作为细胞因子起作用，所以可以认为Ｆｉ

ｂｒｉｎｏｇｅｎ是一个分泌蛋白。原蛋白被分泌到胞外时，信号肽被

剪切留在胞内，剩下的位于２０～６６４区域的氨基酸链则被分泌

到胞外成为两个成熟蛋白，分别为２０～３５的人血纤肽Ａ和３５

～６６４的Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ，ａｌｐｈａｃｈａｉｎ，ｉｓｏｆｏｒｍａｌｐｈａ。人血纤肽 Ａ

的氨基酸数目为１６个，相对分子质量为１５３６．５，等电点为

３．９２；负电荷残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为４；正电荷残基总数（Ａｒｇ

＋Ｌｙｓ）为１；半衰期为４．４ｈ；不稳定系数为２２．１１，该蛋白分

类为稳定蛋白；脂肪系数为５５．００；亲水性评估为－０．４３１。用

ＴａｒｇｅｔＰ对人血纤肽Ａ进行亚细胞定位预测，发现其并不定位

于核内，跨膜区域预测显示不存在跨膜区域，蛋白全部位于

膜外。

ＮＣＢＩ的 ＵｎｉＧｅｎｅ查询结果显示，人血纤肽 Ａ的 ｍＲＮＡ

在人体不同健康状况下表达丰度依次为肝脏肿瘤、白血病、胃

肠肿瘤、肾肿瘤、淋巴瘤、软骨肉瘤、子宫肿瘤、肺癌、生殖细胞

瘤，在其他肿瘤中无表达。

３　讨　　论

蛋白质组学研究技术已成为发现新的生物标记物的有力

工具，质谱技术与蛋白质组学的结合也为这项研究提供了广阔

前景［２］。

ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术是近年来发展起来的一项蛋白组学研究技

术，其将本来在芯片上进行的样品纯化和富集过程改为用磁珠

来进行。这种技术得到纯化和富集后的蛋白既可以用于生物

标志物发现阶段的质谱检测，也可以用于生物标志物发现后的

鉴定等研究，克服了ＳＥＬＤＩ技术的缺点
［３］。

作者在应用ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术系统检测并对比肝癌患者与健

康者的血清蛋白表达谱时，发现人血纤肽 Ａ在肝癌患者血清

中高表达。近年研究发现，在一些消化道癌症患者血清中发现

人血纤肽Ａ的表达
［４］，Ｏｒｕｉｓｋｙ等

［５］在肝癌患者的血清中也发

现了人血纤肽Ａ呈高表达。

运用生物信息学对人血纤肽 Ａ进行综合分析，发现人血

纤肽Ａ为亲水蛋白
［６］。对人血纤肽 Ａ的亚细胞定位分析，发

现其亚细胞定位不在核内，很有可能定位于细胞外。这和作者

在肝癌患者血清中发现人血纤肽Ａ的结果相符。

研究基因和其表达的蛋白在包括肿瘤在内的不同疾病状

态下的表达差异已成为深入研究基因结构和蛋白功能的最重

要的策略之一。通过ＮＣＢＩ的ＵｎｉＧｅｎｅ查询结果显示，人血纤

肽Ａ在人体多种不同健康状况下均有表达，如胃肠系统肿瘤、

软骨肉瘤、子宫肿瘤等，特别在肝脏肿瘤、白血病等中存在显著

的表达上调，提示人血纤肽Ａ可能与人类多种肿瘤的发生、发

展密切相关，可作为肝癌等肿瘤标志物。

总之，人血纤肽 Ａ是本次研究中通过ＣｌｉｎＰｒｏｔ技术检测

发现在肝癌患者血清中高表达的蛋白，并在此基础上运用生物

信息学对其进行了分析，表明人血纤肽 Ａ可作为肝癌的候选

血清标志物。
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ａｔｅｄｐｒｏｔｅｏｍｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２００５，５１（１２）：

２２３６．

［４］ＥｂｅｒｔＭＰ，ＮｉｅｍｅｙｅｒＤ，ＤｅｉｎｉｎｇｅｒＳＯ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｉｂｒｉｎｏｐｅｐｔｉｄｅＡｓｅｒｕｍｐｒｏ

ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｓｅｒａｂｙｍａｇｎｅｔｂｅａｄａｓｓｉｓｔｅｄ

ＭＡＬＤＩＴＯＦ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，

２００６，５（９）：２１５２．

［５］ ＯｒｖｉｓｋｙＥ，ＤｒａｋｅＳＫ，ＭａｒｔｉｎＢＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆ

ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｆｏｒＭＳａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００６，６（９）：２８９５．

［６］ 白晓苏，任伟，张素华．蛋白质组学在糖尿病研究中的应

用［Ｊ］．重庆医学，２００６，３５（９）：８０４．

（收稿日期：２０１００３１０　修回日期：２０１００６０１）
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　　启事：本刊对院士及８６３、９７３项目文章开通绿色通道，欢
迎投稿。
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