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摘
!

要"目的
!

利用蛋白质组学技术建立人肺腺癌细胞系
-4$;

与正常支气管上皮细胞系
TZ&

的差异蛋白质表达谱!并对

部分在
-4$;

细胞中表达明显上调的蛋白质点进行鉴定&方法
!

提取
-4$;

和
TZ&

细胞的总蛋白!进行双向凝胶电泳"

"/R&

%!

经图像分析识别差异表达蛋白质点!再应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱"

+-8R2/.Va/+*

%鉴定出部份在
-4$;

细胞中

表达明显上调的蛋白质&结果
!

"

!

%分析两种细胞系的
"/R&

图谱!发现差异表达蛋白质点共
"4<

个!仅在
-4$;

细胞中表达的蛋

白质点
!4

个!仅在
TZ&

细胞中表达的蛋白质点
"!

个$"

"

%通过肽质量指纹图谱分析鉴定出在
-4$;

细胞中表达明显上调的
?

种

蛋白质!分别是表皮生长因子受体"

&'aN

%(鼠双微粒体
"

蛋白"

+R+"

%蛋白(

(R$$

蛋白(细胞骨架蛋白细胞角蛋白
@

"

(3@

%(不

均一性核糖体蛋白
T

"

D>N]1T

%(热休克蛋白
<%

"

T*1<%

%(磷酸甘油酸变位酶
!

"

1'-+!

%&结论
!

运用蛋白质组学技术成功获

得了
-4$;

细胞与
TZ&

细胞的
"/R&

图谱!并鉴定出部分在
-4$;

细胞中表达明显上调的蛋白质!为进一步筛选用于人肺腺癌诊

断(治疗及预后评估的分子标志物奠定了一定的基础&

关键词"肺肿瘤$蛋白质组学$电泳!凝胶!双向
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肺癌是目前全球范围内发病率和病死率均较高的恶性肿

瘤之一)

!

*

#尤其是近年来我国肺癌的发病率和病死率均呈迅速

上升的趋势'对肺癌发生(发展的分子机制#早期诊断(治疗靶

标的筛选及预后的判断等具有重要研究意义'蛋白质组学技

术以机体$特定组织或细胞&的全部表达蛋白质为研究对象#对

阐释肿瘤发生(发展的分子机制#寻找肿瘤特异性标志物(确定

新的药物治疗靶点#实现肿瘤的早期诊断(早期治疗方面具有

广阔的应用前景)

"

*

'本研究报道对肺腺癌细胞系
-4$;

与正

常支气管上皮细胞系
TZ&

的比较蛋白质组学研究结果'

?

!

材料与方法

?#?

!

实验材料

?#?#?

!

细胞系
!

人肺腺癌细胞系
-4$;

细胞由本校病理生理

教研室馈赠#人正常支气管上皮细胞系
TZ&

购自上海天星科

技有限公司'两种细胞系均用含
!%U

小牛血清的
N1+2/!<$%

培养液传代培养'

?#?#@

!

主要试剂及仪器
!

小牛血清(

N1+2/!<$%

培养基$美

国
':F:I6ZN8

&%二喹啉甲酸(二硫苏糖醇$

R..

&(碘乙酰胺(

双向凝胶电泳标准蛋白质(甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲
/

酮
/

胰蛋白

酶$

*:

K

5L

公司&%琼脂糖(溴芬蓝($胆酰胺丙基&二甲氨基
/!/

丙

磺酸$

(T-1*

&(低分子量标准蛋白(固相
J

T

梯度干胶条$

21'

,AG:

J

#

J

T0/!%

#

!@I5

&(

21'

缓冲液(两性电解质$

-5

J

D67

C

AE

#

J

T0/!%

&(丙烯酰氨(甲叉双丙烯酰氨(甘氨酸(三羟甲基氨基

;0$0

重庆医学
"%!!

年
!"

月第
$%

卷第
0$

期

"

基金项目"国家自然科学基金项目资助课题$

0%4?%4"0

&'



甲烷$

.G:,

&(四甲基乙二胺$

.&+&R

&(尿素(十二烷基硫酸钠

$

*R*

&及蛋白银染试剂$美国
Z:6/NL9

公司&%硝酸银$

-

K

/

]V

0

&(甲醛(甘油(硫代硫酸钠$

]L

"

*

"

V

0

&等其他试剂均为国

产分析纯#乙腈$

(-]

&为国产色谱纯'

21'

J

D6G

等电聚焦仪(

垂直板电泳仪$美国
Z:6/NL9

公司&%光学扫描仪(

25L

K

E+L,AEG

"R&7:AE4#%!

凝胶图像分析软件$瑞典
-5EG,DL51DLG5LI:L

Z:6AEID

公司&%

+-8R2/.Va/+*

质谱仪$美国
-Z2

公司&'

?#@

!

方法

?#@#?

!

细胞总蛋白的提取
!

用含
!%U

小牛血清的
N1+2/

!<$%

培养基传代培养
-4$;

细胞及
TZ&

细胞#待细胞生长至

对数生长期后吸出培养液#用胰酶消化'细胞经预冷磷酸盐缓

冲液$

1Z*

&漂洗数秒#室温下离心#

!4%%G

"

5:>

#

!%5:>

#弃上

清#重复
0

次'加入约
4

倍体积的细胞裂解缓冲液$

@567

"

8

尿素#

$U (T-1*

#

$% 5567

"

8 .G:,/FL,E

#

$% 5567

"

8R..

#

%#4U-5

J

D67

C

AE

J

T0

"

!%

&#混匀#在
$e

下静置
0%5:>

'加

4%

!

K

"

58

核糖核酸酶$

N>L,E

&及
"%%

!

K

"

58

脱氧核糖核酸酶

$

R>L,E

&#在
$e

放置
!45:>

'

$e

下离心#

!4%%%G

"

5:>

#

<%

5:>

#收集上清液#采用
ZGL9H6G9

法测细胞总蛋白浓度#并冻存

于
f@%e

冰箱备用'

?#@#@

!

固相
J

T

梯度双向凝胶电泳及凝胶的银染显色
!

$

!

&

固相
J

T

梯度等电聚焦电泳!参照
21'

J

D6G

等电聚焦系统使用

指南进行'一向电泳上样总体积为
!%%

!

8

$约
!4%

!

K

总蛋

白&'电泳条件为!

0%)

低电压水化
!<D

#后经
4%%)!D

(

!%%%)!D

(

@%%%)@#4D

进行等电聚焦#总电压时间积为

<@%%%)D

'$

"

&十二烷基硫酸钠
/

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

*R*/

1-'&

&!配制
!"U

的丙烯酰胺凝胶
<

块#分别取平衡后的
21'

胶条$两种细胞各
0

根胶条&移至凝胶的上端#并在一端加入蛋

白质标准品#尽可能排尽气泡后#用含痕量溴酚蓝的低熔点琼

脂糖封胶#进行
*R*/1-'&

电泳!起始时用低电流)

45-

+

K

E7

f!

+$

!@I5

&

f!

*或低电压#待样品完全走出
21'

胶条#浓缩

成一条线后#再加大电流)

"%

"

0%5-

+

K

E7

f!

+$

!@I5

&

f!

*或

高电压#待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时即可停止电泳'$

0

&

双向电泳结束后#取出凝胶#并做好标记#进行银染显色$参照

蛋白质银染试剂盒操作说明进行&'

?#@#A

!

凝胶图像分析与质谱分析
!

用光学扫描仪扫描染色后

的凝胶#光学分辨率为
0%%

JJ

:

$每英寸像素&'采用
25/

L

K

E+L,AEG"R&7:AE4#%!

凝胶图像分析软件对扫描图像进行分

析#包括蛋白质斑点位置坐标确定(背景消减#

"R

校正#匹配(

量化获取斑点的相关信息等'对
-4$;

细胞和
TZ&

细胞的总

蛋白质样品
0

次双向电泳的凝胶图谱分析#各选择一张蛋白质

点清晰(背景好的图像作为参考胶#与组内其他两次实验的图

像进行匹配#然后以同种细胞
0

次电泳所得的蛋白质点图谱在

软件中创建平均胶'再以
TZ&

细胞的平均胶为参照胶#与

-4$;

细胞的平均胶进行两两匹配#从
25L

K

E+L,AEG

分析软件

中导出两组细胞蛋白质点的数据#包括蛋白质点序号(匹配与

否(等电点(相对分子质量(相对含量等#寻找两种细胞间的差

异表达蛋白质点#采集细胞间差异表达的蛋白质点图像'选择

;

个在
-4$;

细胞中表达量明显上调$较
TZ&

中表达量高
4

倍

以上&#且背景清晰(分辨清楚(蛋白含量高(重复性较好的蛋白

质点#做好标记后进行质谱分析#获得各差异蛋白质点肽质量

指纹图'

?#@#B

!

数据库查询
!

采用
&S1-*

C

在中国的镜像站点$

DA/

A

J

!""

I>#ES

J

L,

C

#I65

&的
1E

J

A:9E>A

软件搜索数据库'搜索条

件为!肽质量控制在
@%%

"

$%%%

#表观等电点$

J

2

&的误差范围

范围为
!

J

T

#表观分子量$

+`

&的误差为
"%U

#肽片段质量最

大误差控制在
!%%

JJ

5

#酶解片段不完全选择为
"

个#物种来

源为人类#最少匹配片段数为
$

#选择片段信号为基线的
!

倍

以上的肽质量峰'

@

!

结
!!

果

@#?

!

两种细胞系的总蛋白
"/R&

图谱
!

细胞系
-4$;

与
TZ&

的总蛋白
"/R&

图谱见图
!

(

"

'在相同的条件下对两种细胞系

均进行了
0

次重复性
"/R&

检测'通过
25L

K

E+L,AEG"R&7:AE

4#%!

凝胶图像分析软件对
0

次实验的图谱分析后显示#两种

细胞三块胶的平均蛋白质点数分别为$

@;?\04

&个及$

@@"\

";

&个'两种细胞各选择一块参考胶进行匹配#

-4$;

和
TZ&

细胞的平均匹配点数分别为
??@\"!

(

?<4\!@

#匹配率分别为

@?#"U

和
@<#4U

'选择每种细胞的三块胶上匹配且分辨清楚

的蛋白质点
!%%

个#测出其他两块胶蛋白质点相对于参考胶上

对应点的
2&a

和
*R*/1-'&

方向上的位移#计算三块胶的位

置重复性#结果显示!

-4$;

和
TZ&

细胞的不同蛋白质点在

2&a

方向的偏差分别为
%#;4\%#!!

(

%#;;\%#!4

#

*R*/1-'&

方向的偏差分别为
!#!@\%#!;

(

!#"!\%#"%

#说明两种细胞的

三块胶上蛋白质点均有较好的重复性'

以
TZ&

细胞的平均胶为参照胶#将其与
-4$;

细胞的平

均胶进行匹配#匹配率为
@"#0U

'将
-4$;

细胞和
TZ&

细胞

的平均胶相互匹配后#从
25L

K

E+L,AEG

分析软件中导出两株细

胞的蛋白质点数据#运用
*1**!!#%

和
+:IG6,6HA&SIE7"%%%

分

析所得的数据#结果显示!两种细胞中差异表达蛋白质点共

"4<

个#其中仅在
-4$;

细胞中表达的蛋白质点
!4

个#仅在

TZ&

细胞中表达的蛋白质点
"!

个'

表
!

!!

人肺腺癌
-4$;

细胞
"/R&

凝胶部分蛋白质点鉴定结果

质谱蛋白

质点编号

在
*P:,,

J

G6A

数据库

中蛋白质的编号
匹配肽段的数量

与已知蛋白肽段的

符合率$

U

&

匹配蛋白的理论相对

分子质量和等电点

*P:,,

J

G6A

数据库

中匹配蛋白的名称

! 1%%400 0; $$ !0@"??

"

<#"< &'aN

" h%%;@? !4 4" ?4"00

"

$#<% +R+"

$ 1%4?@? !? $@ 404?"

"

4#4" (3@

4 1!%@%; !" 00 4?;<"

"

4#"0 T*1<%

< 10!;$0 !" $4 $;%;@

"

4#@; D>N]1T

? 1!<%?% !< $% ?;""<

"

4#!% (R$$

; 1!@!<; !% 44 "@@%$

"

<#<? 1'-+!

%$$0

重庆医学
"%!!

年
!"

月第
$%

卷第
0$

期



@#@

!

差异表达蛋白质点的
+-8R2/.Va/+*

分析及数据库查

询
!

对
;

个在
-4$;

细胞凝胶图中表达明显上调$与在
TZ&

细胞中的表达量差异在
4

倍以上&蛋白质点进行
+-8R2/

.Va/+*

分析#获得各蛋白质点的肽质量指纹图$

1+a

&'利

用
&S

J

L,

C

中的
1E

J

A:9E>A

查询软件应用上述的
1+a

数据搜索

*̀ 2**/1NV.

数据库#结果未搜索到匹配的蛋白质
"

个#另
?

个蛋白质点匹配的蛋白质分别为表皮生长因子受体$

&'aN

&(

鼠双微粒体
"

蛋白$

+R+"

&(

(R$$

蛋白(细胞骨架蛋白
(3@

(

不均一性核糖体蛋白
T

$

D>N]1T

&(热休克蛋白
<%

$

T*1<%

&(

磷酸甘油酸变位酶
!

$

1'-+!

&'

?

个蛋白质点质谱鉴定结果

见表
!

'

图
!

!!

人肺腺癌细胞系
-4$;

细胞总蛋白双向电泳图谱

图
"

!!

人正常支气管上皮细胞系
TZ&

细胞

总蛋白双向电泳图谱

A

!

讨
!!

论

蛋白质组学技术已成为当前探讨肿瘤发病机制(寻找肿瘤

特异性标志物等最有效的策略之一'由于肿瘤细胞系样品制

备相对容易#并在膜蛋白(信号传导通路及分泌蛋白等的研究

中具有较大的优势#其已成为蛋白质组学良好的研究模型)

0

*

'

本实验严格按照双向凝胶电泳操作规程并尽量优化凝胶图像

分析条件#得到了较理想的
"/R&

图谱#通过图像扫描及软件

分析#

-4$;

和
TZ&

细胞各三块胶的平均蛋白质点数分别为

$

@;?\04

&个及$

@@"\";

&个#两种细胞各选择一块参考胶进行

匹配#平均匹配点数分别为
??@\"!

(

?<4\!@

#匹配率分别达

到
@?#"U

和
@<#4U

#提示获得了重复性较好的
"/R&

图谱'

本研究通过
25L

K

E+L,AEG"R&7:AE4#%!

凝胶图像分析软

件结合肉眼观察#对
-4$;

细胞和
TZ&

细胞的平均胶对比分

析#两种细胞中差异表达蛋白质点共
"4<

个#其中仅在
-4$;

细胞中表达的蛋白质点
!4

个#仅在
TZ&

细胞中表达的蛋白质

点
"!

个'本研究共选择了
;

个在
-4$;

细胞中表达明显上调

$与在
TZ&

细胞中的表达量差异在
4

倍以上&#且背景清晰(重

复性较好的蛋白质点进行质谱分析#初步鉴定了
?

种蛋白质#

分别是!

&'aN

(

+R+"

蛋白(

(R$$

蛋白(细胞骨架蛋白
(3@

(

D>N]1T

(

T*1<%

(

1'-+!

'根据功能不同#这些蛋白质可分

为信号传导分子(细胞骨架蛋白(转录及翻译相关蛋白(分子伴

侣(基本代谢相关的酶类'

&'aN

是一种细胞膜表面的糖蛋白受体#是原癌基因
(/

EGF/!

$

T&N/!

&的表达产物#其与配体
&'a

结合后可激活自身

酪氨酸激酶的活性#刺激细胞内
R]-

的合成#引起细胞的增

殖(分化'研究表明#多种肿瘤中存在
&'aN

信号传导的失

调#其高表达对促进肿瘤细胞的增殖(肿瘤血管的形成(黏附(

侵袭(转移和肿瘤细胞的凋亡等具有重要作用)

$

*

'

+R+"

蛋

白是位于细胞核内的一种高度酸性的蛋白质#研究显示#

+R+"

蛋白表达增高#可通过与
140

蛋白结合#使后者功能被

抑制或被降解灭活#从而使肿瘤细胞逃脱
140

蛋白的调节生

长和控制作用#导致细胞异常增生与增殖)

4

*

'

(R$$

蛋白是属

黏附分子家族的一种跨膜糖蛋白#广泛存在于细胞膜的表面#

其能与多种配体结合决定了其功能的多样性#包括细胞黏附(

信号传导(参与淋巴细胞功能(参与造血等#但更主要的是在肿

瘤的生长(转移等方面具有重要作用)

<

*

'本实验中#

&'aN

(

+R+"

蛋白(

(R$$

蛋白在
-4$;

细胞中高表达#说明该他们在

肺癌的异常增殖(浸润性生长(转移方面可能扮演重要角色'

细胞骨架$

I

C

A6,QE7EA6>

&具有决定和维持细胞形态(对细

胞器和细胞质中的蛋白质进行空间组织及参与细胞运动(分

裂(胞浆运输等功能#是目前抗癌药物治疗的靶点之一'

(3@

是细胞骨架的重要成分#报道显示)

?

*

#在耐药的卵巢癌细胞中#

$

/

链微管蛋白表达明显上调#推测该蛋白过表达可能是紫杉特

尔三种耐药机制中最重要的一种'分子伴侣能抑制细胞内蛋

白降解#帮助蛋白质正确折叠#能调节蛋白分泌(细胞运动(基

因表达#还参与细胞周期(细胞凋亡和分化等调控'研究发现#

T*1<%

及
T*1

$

/!

等可能与癌细胞对化疗(放疗抵抗有关)

@

*

'

本研究中
(3@

和
T*1<%

在肺腺癌
-4$;

细胞中高表达#推测

两种蛋白可能在肺癌的耐药机制中发挥一定的作用'

D>N]1T

是一类
N]-

结合蛋白#与
N]-

的拼接(端粒

酶
R]-

序列的调节(细胞周期调控(

5N]-

由胞核到胞质的

转运及细胞分裂(分化(凋亡等密切相关'有报道显示#和正常

组织相比#

D>N]1T

在原发及转移性头颈部肿瘤组织中表达

明显上调#提示该蛋白有望成为肿瘤标志物)

;

*

'本研究中#

D>N]1T

在肺腺癌
-4$;

细胞明显高表达#说明该蛋白在肺

癌中可能是一种极有研究潜力的肿瘤标志物'

1-'+!

属与

基本代谢相关的酶类#催化糖酵解途径中
"/

磷酸甘油酸转变

为
0/

磷酸甘油酸的可逆反应'研究显示#

1-'+!

在多种肿瘤

中表达均明显增高#且高转移能力的肿瘤细胞中
1-'+!

的表

达明显高于低转移能力的肿瘤细胞#可能是因为在转移过程

中#肿瘤细胞大量增殖#无氧糖酵解旺盛#因此其含量增高#活

性增强)

!%

*

'本研究中#

1-'+!

在肺腺癌
-4$;

细胞明显高表

达#说明该蛋白可能在肺癌的侵袭性生长(转移等具有重要的

作用'
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究发现#下调
8:M:>

表达后#食管癌细胞周期重新分布#

'

%

"

'

!

期细胞增加#

*

期细胞减少#顺铂联合
N]-

干扰则可将细胞更

多地阻滞于
*

期'本实验中#

N]-

干扰
8:M:>

后#细胞由
'

%

"

'

!

期向
*

期发展的能力以及
R]-

的合成受到抑制#最终导致

了细胞增殖的减少'

本研究用
.g]&8

法检测细胞的凋亡情况#发现典型的凋

亡细胞形态学发生明显改变!细胞变小(变圆(细胞核固缩%而

正常细胞的细胞核不着染'食管癌细胞中
8:M:>

下调后#细胞

的凋亡率明显上升#提示它有诱导细胞凋亡的作用'判别细胞

凋亡的金标准是电镜观察'

.&+

观察发现
N]-

干扰
8:M:>

后的细胞出现典型的凋亡特征#这就进一步证实了
8:M:>

的下

调可以诱导食管癌细胞自发的发生凋亡'本研究将
8:M:>

基

因沉默后比较了干扰组和阴性对照组细胞的化疗敏感性'结

果发现#联合组的细胞凋亡率显著高于阴性对照组和顺铂组的

细胞'这提示靶向
8:M:>

的
N]-

干扰可能会增强食管癌对于

顺铂化疗的敏感性及降低顺铂使用剂量#从而减少化疗过程中

不良反应的发生'提示靶向
8:M:>

的
N]-

干扰#对化疗药物

治疗食管癌可能起到辅助作用'

(L,

J

L,E

是一组半胱氨酸蛋白酶家族#是介导细胞凋亡的

重要蛋白家族#大多数刺激物是通过
(L,

J

L,E

蛋白的级联激活

反应引起细胞凋亡'本研究结果表明#

8:M:>

表达下降后#

(L,

J

L,E/0

的表达随之升高#提示
8:M:>

靶向
N]-

干扰后可能

通过减少了杆状病毒
2-1

重复序列$

Z2N

序列&与
(L,

J

L,E/0

结合#导致
(L,

J

L,E/0

升高(活性增加而最终导致食管癌细胞

的凋亡增加'在本研究中#同样发现
8:M:>

靶向
N]-

干扰后#

也增加了
(L,

J

L,E/;

的表达#提示
(L,

J

L,E/;

同样也参与了

8:M:>

所介导的食管癌细胞的凋亡'

]LID5:L,

等)

!0

*也发现#

8:M:>

可以和
(L,

J

L,E/;

结合#在凋亡的起始阶段起抗凋亡作

用'本研 究 的 结 果 与 前 期 的 报 道 相 符#说 明
(L,

J

L,E/0

(

(L,

J

L,E/;

在
8:M:>

调控食管癌细胞凋亡的通路中#发挥着重要

的作用'

综上所述#本实验构建的靶向
8:M:>

的
,:N]-

可以有效地

抑制
8:M:>

基因的表达#并通过上调
(L,

J

L,E/0

(

(L,

J

L,E/;

的表

达#从而达到抑制食管癌细胞增殖#诱导细胞凋亡的作用'

8:M:>,:N]-

对顺铂治疗食管癌可起到辅助作用#为提高临床

食管癌治疗效果奠定了一定的实验基础'在以后的研究中#还

需要用更多种类的化疗药物和食管癌细胞#以进一步分析

8:M:>

靶向
N]-

干扰与化疗敏感性之间的关系'
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