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摘
!

要!目的
!

对金黄地鼠胰腺癌模型进行差异蛋白质组学研究!探讨胰腺癌的发病机制并寻找胰腺癌相关生物学标志物&

方法
!

提取
!#

例金黄地鼠胰腺癌模型癌组织和癌旁组织总蛋白!使用二维聚丙烯酰胺凝胶电泳"

">4P

$进行蛋白分离%

E4bL0'*

=9#

软件分析获得差异蛋白质!进行质谱"

R?S4->\AH

#

\AHR2

$鉴定&结果
!

获得
!"

种差异蛋白质*其中
F

种蛋白质!包括肌

动蛋白%

%

>

烯醇"化$酶%膜联蛋白
?7

"

?..0Q).?7

$%角蛋白
6

%胸腺嘧啶核苷激酶在胰腺癌组织中表达明显上调"

%

7

倍$+另外
=

种蛋白质!包括蛋白酶体
%

!

亚单位%羧肽酶
[!

%核糖体蛋白
E!

%磷脂酶
?"

%铁蛋白%连接蛋白
5

%脑磷脂结合蛋白在胰腺癌旁组织

中表达明显上调"

%

7

倍$&结论
!

?..0Q).?7

%连接蛋白
5

%

%

>

烯醇"化$酶%羧肽酶
[!

%核糖体蛋白
E!

等可能与肿瘤细胞的浸润

和转移有关+核糖体蛋白
E!

%蛋白酶体
%

!

亚单位与肿瘤细胞的蛋白质生物合成及降解异常有关+脑磷脂结合蛋白可能与肿瘤细

胞膜的构建和重塑有关+

?..0Q).?7

与蛋白酶体
%

!

亚单位可能是胰腺癌诊断与治疗相关的生物学标记物&

关键词!胰腺肿瘤+蛋白质组学+生物学标记+膜联蛋白
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胰腺癌恶性程度极高!预后极差!

F

年生存率小于
FB

!在

中国的发病率和病死率呈逐渐上升趋势-

!

.

!其主要原因是起病

隐匿+早期诊断困难+手术切除率低$

$

"=B

%!且胰腺癌的发病

机制目前尚不完全清楚!因此探讨胰腺癌的发病机制及寻找相

关肿瘤标志物是目前肿瘤研究急需解决的问题"以二维聚丙

烯酰胺凝胶电泳$

">4P

%为基础的蛋白质组学具有高通量+高

分辨率的特点!已成为筛选胰腺癌特异性标志物的主要方

法-

"

.

"本研究使用
">4P

+

E4bL0'*=9#

软件分析与质谱技术

研究金黄地鼠胰腺癌模型差异表达蛋白!以探讨胰腺癌的发病

机制及寻找胰腺癌相关的肿瘤标记物"

!

!

材料与方法

!9!

!

金黄地鼠胰腺癌模型建立
!

金黄地鼠
!"=

只!均为雌性!

=

!

6

周龄!体质量
"F#

!

5##

N

!购于川北医学院实验动物中

心"将其分为两组!其中实验组
!##

只!对照组
"=

只"实验组

动物进行
[AE

-致癌诱导物质
G>

亚硝基双$

">

氧丙基%.用药!

将
[AE

粉 末 溶 于 生 理 盐 水 $

! K

N

,

KS

%!皮 下 注 射
[AE

!#K

N

,

T

N

"对照组动物每只皮下注射生理盐水
!KS

"每周用

药
!

次!共用药
=

次"成功获得
!#

只胰腺癌模型$癌组织大于

F#K

N

!病理学鉴定为胰腺癌%"

!9"

!

">4P

为基础的蛋白质组学方法

!9"9!

!

样本制备
!

取
!##K

N

组织!液氮反复冷冻下充分研

磨!用总蛋白提取试剂盒$

[)&>J+8

!美国%提取蛋白质"蛋白质

样品使用
J343

蛋白质定量试剂盒$

[)&>J+8

!美国%进行定

量"使用
3,0+.L

(

c)*

$

[)&>J+8

!美国%对蛋白样本进行纯化!

去除杂质!浓缩样品"对纯化后的蛋白进行再次定量$同前%!

测定蛋白样品的最后浓度"

;7;5

重庆医学
"#!!

年
!"

月第
7#

卷第
5;

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

5#==#;!"

%"

!

#

!

通讯作者!

\0,

#

!56:#7#5#;#

&

P>K+),

#

8''

N

0.0D+,

"

!;591&K

"



!9"9"

!

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

242>E?UP

%

!

对蛋白样品进行
242>E?UP

!胶由
!"B

的分离胶和
FB

的积层

胶组成!考马斯亮蓝
J>"F#

染色"

!9"9#

!

">4P

等电聚焦$

)'&0,01*D&.)1/&1L').

N

!

-PH

%

!

使用
!=

1K

!非线性!

(

%F

!

6

的
-EU

$

[)&>J+8

!美国%#上样量约
!9F

K

N

!上样体积约
5"#

#

S

"程序设定#被动水化!

!=d

!

!"C

&

2!

#

"F#]

!

"FK).

!慢速&

2"

#

!###]

!

"C

!快速&

25

#

6###]

!

FC

!

线性&

27

#

6###]

!

;####

伏,
C

!快速&

2F

#

F##]

!任意时间!快

速"

-PH

后取出胶条进行平衡#第一步!

4\\

与平衡缓冲母液

为$

!eF#

%

N

,

KS

!

;KS

!

!FK).

&第二步!碘乙酰胺与平衡缓冲

母液为$

!e7#

%

N

,

KS

!

;KS

!

!FK).

"用
FB

低熔点琼脂糖封

胶液封胶!进行
E?UP

!当溴酚蓝指示剂蓝色线至底部时停止

电泳!进行考马斯亮蓝
J>"F#

染色"

!9"9$

!

图像获得及分析
!

使用
ZR?̂

(

&V0D,&&T!!"#

型扫

描仪获得图像!分辨率为
5##M

(

)

"采用
PQ10,59#

与
E4bL0'*

=9#

对图像进行分析"重复性检测#

!#

只黄金地鼠样本各进行

!

!

5

次
">4P

!取稳定出现的差异点进行质谱分析"分别在从

胰腺癌和胰腺癌旁组织图谱中取出
F

个点和
=

个点进行质谱

鉴定!然后检索数据库!分析蛋白质功能"

!9"9E

!

质谱鉴定
!

质谱仪为
7=##

(

D&*0&K)1'?.+,

I

X0D

$

?

(

>

(

,)08[)&'

I

'*0K'

!

Z2?

%&分 析 软 件 为
UE2 PQ

(

,&D0D \R

'&/*0V+D0

"所取蛋白质点进行酶切+点样-将完全干燥的肽段

重新溶解于
#9F

N

,

S

%

>

氰基
>7>

羟基肉桂酸$

3%3?

%溶液
#9=

#

S

$溶剂!

#9!B\H?fF#B?3G

%中!并将其全部点到不锈钢

基质辅助激光解附电脑法$

R?S4-

%靶板上!并在室温下自然

干燥.+鉴定"激光源为
5FF.K

波长的
G8

#

g?U

激光器!加速

电压为
"#T]

!采用正离子模式和自动获取数据模式采集数

据"

ERH

质量扫描范围为$

#9=

!

59F

%

a!#

5

!且将强度最大的

F

个峰进行串级质朴分析&谱图用
K

I

&

N

,&M).

酶解肽段进行外

标校正"所得结果用
UE2

$

?

((

,)08[)&'

I

'*0K'

!

Z2?

%

>R?2>

3A\

$

R+*D)Q21)0.10

!

S&.8&.

!

Zc

%进行数据库检索"搜索参

数设置#数据库为
G3[-.D

&检索种属为
N

D00.

(

,+.*

&数据检索

方式为
1&KM).08

&最大允许漏切位点为
!

&酶为胰蛋白酶"质

谱误差范围设置#

ERH#954

&

R2

,

R2#974

&在数据库检索时

胰酶自降解峰和污染物质峰都手工剔除"

"

!

结
!!

果

"9!

!

242>E?UP

结果
!

金黄地鼠胰腺癌及癌旁组织蛋白质

242>E?UP

图发现#二者蛋白质条带清晰!条带差异明显!这种

差异在
!#

只样本中均恒定出现#在
F7a!#

5

+

7=a!#

5

+

55a

!#

5

+

"6a!#

5 处有明显条带!见图
!

"

!!

3+

#胰腺癌组织&

G&

#胰腺癌旁组织&

R

#标记物"

图
!

!!

模型癌组织与癌旁组织蛋白样本
242>E?UP

图

"9"

!

">4P

及质谱结果
!

结果获得
!"

种蛋白质#肌动蛋白+

%

>

烯醇$化%酶+膜联蛋白
?7

$

?..0Q).?7

%+胸腺嘧啶核苷激酶+

角蛋白
6

在胰腺癌组织中表达明显上调$

%

7

倍%!蛋白酶体
%

!

亚单位+羧肽酶
[!

+核糖体蛋白
E!

+磷脂酶
?"

+铁蛋白+脑磷脂

结合蛋白+连接蛋白
5

在胰腺癌旁组织中表达明显上调$

%

7

倍%!见图
"

+表
!

"

!!

3+

#胰腺癌组织&

G&

#胰腺癌旁组织&

R

#标记物"

图
"

!!

模型癌组织与癌旁组织蛋白样本
">4P

图

表
!

!!

金黄地鼠胰腺癌模型癌组织'癌旁组织过表达蛋白

在图中对

应点编号
蛋白质名称

相对分子

质量$

4

%

等电点
?110'')&.G&

"

过表

达于

$

!

% 角蛋白
6 F7F!59F F9=#

N

)

'

=;==:":5

癌组织

$

"

% 胸腺嘧啶核苷激酶
"6:F9; :9::

N

)

'

"#"#=!

$

5

%

%

>

烯醇$化%酶
7=!;795 ;9"5

N

)

'

!;":7:=55

$

7

%

?..0Q).?7 55"#:9= F9"6

N

)

'

!7:#5;;75

$

F

% 肌动蛋白
7!;;;9= F9"!

N

)

'

5#:#:#

$

;

% 磷脂酶
?" 6=:#F9F :9!6

N

)

'

!7:#F!!==

癌旁组织

$

=

% 蛋白酶体
%

!

亚单位
":F"=96 ;9##

N

)

'

55F;5"6"

$

6

% 核糖体蛋白
E! :7!;96 F97;

N

)

'

!#:7=F!;!

$

:

% 连接蛋白
5 "65==796 69#5

N

)

'

!7:#7565=

$

!#

% 羧肽酶
[! 7=7=!95 F95=

N

)

'

!7:#76F7#

$

!!

% 铁蛋白
"!7="9F F9=7

N

)

'

!"#F!F

$

!"

% 脑磷脂结合蛋白
"!#;#9F F97=

N

)

'

!F67"66F=

!!

"

#

?110'')&.G&

为该蛋白质在蛋白质库中的序号"

#

!

讨
!!

论

由于胰腺癌往往发现较晚!手术指征偏低!因此临床一线

的胰腺癌标本较难获得"而
[AE>

罗格列酮诱导的金黄地鼠模

型具有模型稳定+遗传变异少+发病率高+动物廉价易得的优

点!是研究胰腺癌理想的动物模型"本研究在金黄地鼠胰腺癌

模型上进行差异蛋白质组学研究!获得了
!"

种差异表达蛋白

=7;5
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质!主要有钙结合蛋白+蛋白酶+结构蛋白+信号传导蛋白等"

$

!

%钙结合蛋白#

?..0Q).?7

"

?..0Q).?7

在原发性肝癌组织

和人胰腺癌细胞株中高表达-

5>7

.

"

?..0Q).

家族具有调控细胞

生长+增殖!调节细胞骨架的胞内信号传导+抑制凋亡等功能!

可能与胰腺癌的发生+发展有关"$

"

%蛋白酶#

%

>

烯醇$化%酶+

胸腺嘧啶核苷激酶+羧肽酶
[!

+磷脂酶
?"

"

%L+.

N

等-

F

.通过

">4P

及质谱技术鉴定肺癌细胞分泌蛋白!发现肌动蛋白+

%

>

烯

醇$化%酶的表达增高"

\&K+).&

等-

;

.通过
">4P

和蛋白免疫

印迹杂交方法也发现在胰腺癌组织和细胞系中
%

>

烯醇$化%酶

的高表达性"有研究表明!上皮细胞钙黏蛋白能促进胰腺癌模

型中胸腺嘧啶核苷激酶和鸟嘌呤的自杀疗法和增强其抗癌作

用!主要通过旁观者效应和促进诱导细胞凋亡-

=

.

"

3C0/D&LD

等-

6

.通过对胰腺癌细胞的耐药性研究发现!胸腺嘧啶核苷激酶

与胰腺癌细胞的耐药性有密切关系"羧肽酶作为前胰岛素加

工酶!其与胰腺关系密切!王晓春等-

:

.通过酵母双杂交技术发

现!在胰腺细胞中羧肽酶
[!

能与
%['?

N

结合!产生一系列的

变化!但其与胰腺癌的发生+发展是否有关!还有待进一步研

究"$

5

%结构蛋白#肌动蛋白+角蛋白"肌动蛋白是诱导细胞凋

亡的重要因素-

!#

.

!与乳腺癌+大肠癌等的发生密切相关-

!!>!"

.

!

肌动蛋白家族中的血影蛋白!其高表达于胃肠道肿瘤!特别是

与胰腺癌有密切关系-

!5

.

"角蛋白是一类细胞骨架中间丝蛋

白!表达于正常上皮及上皮源性原发肿瘤及其转移肿瘤细胞!

是上皮细胞分化的标志!是上皮细胞骨架的组成成分!与许多

肿瘤关系密切-

!7>!F

.

"$

7

%信号传导蛋白#脑磷脂结合蛋白"它

是一类结构高度保守+生物功能多样+分布广泛的碱性胞浆蛋

白!在神经元保护+生物膜的构建与重塑等生理过程中发挥重

要作用"有研究表明!脑磷脂结合蛋白在正常胰腺中过表达!

而在胰腺癌组织中低表达!并且可以用单克隆抗体制剂进行临

床治疗-

!;

.

!为胰腺癌的治疗提供了新途径"在乙型肝炎病毒

感染的肝细胞性肝癌若发现脑磷脂结合蛋白的低表达!提示预

后不良!可以作为高危人群的早期检测的生物标记物-

!=

.

"$

F

%

其他类#蛋白酶体
%

!

亚单位+铁蛋白"蛋白质的降解是生物体

内十分重要的生理过程!主要包括溶酶体途径和泛素蛋白酶体

途径"泛素蛋白酶体途径是一个选择性的降解过程!它通过选

择性地降解蛋白质而控制着体内许多重要的生物学过程-

!6

.

"

蛋白酶体的表达异常常伴随整个蛋白质降解+表达的异常!而

这种表现型通常则表现为机体的病态如肿瘤的发生等"有研

究表明!肺癌+肝癌等患者血清中铁蛋白水平明显上升-

!:>"#

.

"

肿瘤发生时!肿瘤细胞表面运铁蛋白受体增多!铁离子内移增

多!造成细胞内铁超载所致!其表现往往是血清铁下降而铁蛋

白增高"机体铁超载越重!相应的血清铁就可能越低!患者的

预后就可能越差"

?DK'*D&.

N

等-

"!

.通过对胰十二指肠切除术

后的患者研究也发现其体内铁蛋白水平降低!转铁蛋白水平增

高"有文献报道!钙调节蛋白对细胞周期有影响-

""

.

"$

;

%与胰

腺癌关系未报道蛋白#连接蛋白
5

和核糖体蛋白
E!

在胰腺癌

癌旁组织中高表达!其与胰腺癌的关系尚无文献报道"连接蛋

白家族共用一个具有
5

个独立折叠区域的蛋白质结构!即
G

末端的重复区域+中心的血影蛋白区域及
3

末端的杆状区域"

肾内的连接蛋白会影响很多膜内蛋白在亚细胞场所的极化分

布"相关研究显示其功能主要有!

&

连接蛋白
5

是钙黏蛋白
P

的一个分子伴侣!而钙黏蛋白
P

与肿瘤的侵袭与转移密切相

关-

"5

.

&

'

维持轴突起始端的极性-

"7

.

&

(

与肌萎缩蛋白的调节

密切相关!在贝克肌营养不良的变异情况下!连接蛋白的连接

被削弱-

"F

.

&

)

促进环状核苷酸介导的门口通道转运至杆菌纤

毛上的光感受器-

";

.

"核糖体蛋白
E!

由
7#2

的小亚基和
;#2

的大亚基构成!位于细胞质内!其可以选择性结合转录变异体!

后者能够编码不同的蛋白质"其相关报道主要有!

&

抗核糖体

蛋白
>E

蛋白及亚型抗体均为系统性红斑狼疮特异性的自身抗

体!该系列抗体对抗双链
4G?

抗体或抗核糖蛋白抗体阴性的

2SP

患者诊断有参考意义!并且与狼疮精神损害相关&

'

核糖

体蛋白
E!

,

E"

通过亚基间的相互作用调节细胞质的翻译!从

而影响细胞的增殖!

E!

,

E"

减少会使细胞的增殖率降低-

"=

.

"

本实验在组织水平上进行研究!以动物模型为基础!获得

了可靠的蛋白质分析谱!此次质谱分析的
!"

种蛋白质为胰腺

癌的早期临床诊断提供了研究方向"其中
?..0Q).?7

+连接

蛋白
5

+

%

>

烯醇$化%酶+羧肽酶
[!

+核糖体蛋白等可能与肿瘤细

胞的浸润和转移+生长调节+缺氧耐受及肿瘤组织的血管形成

有关&核糖体蛋白
E!

+蛋白酶体
%

!

亚单位与肿瘤细胞的蛋白

质生物合成及降解异常有关&脑磷脂结合蛋白可能与肿瘤细胞

膜的构建和重塑有关&其中
?..0Q).?7

与蛋白酶体
%

!

亚单位

可能是胰腺癌诊断与治疗相关的生物学标记物"其功能定性

及下游研究还需通过进一步实验验证!如免疫组化+
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