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要#目的
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筛选口腔鳞癌及健康人血清表达差异的蛋白质!为进一步研究口腔鳞癌发生机制和建立口腔癌标记物体系奠

定基础%方法
!

收集口腔鳞癌患者外周血清
7J

例!健康人外周血清
7J

例!采用固相
#

!

梯度双向凝胶电泳'质谱鉴定和生物信

息学分析!筛选在口腔鳞癌患者血清中差异表达的蛋白质%结果
!

口腔鳞癌患者和健康人血清中有
J

个蛋白点差异表达明显!其

中
.

个蛋白质点分别为触珠蛋白'触珠蛋白同型前原蛋白!它们在口腔鳞癌患者的血清中均高表达%结论
!

触珠蛋白在口腔鳞癌

患者外周血和健康人外周血中的表达发生了改变%

关键词#蛋白质组学&电泳!凝胶!双向&质谱法&触珠蛋白类&口腔肿瘤
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肿瘤严重威胁人类的健康#大量研究证实#早期诊断和早

期治疗是防治肿瘤#降低病死率的有效措施'因此#为提高肿

瘤的早期诊断而对肿瘤标记物的研究成为人们关注的焦点(

7

*

'

蛋白质组学$

#

%EQ$ENFKH

%是从整体角度分析细胞内动态变化的

蛋白质组成成分)表达水平与修饰状态#了解蛋白质之间的相

互作用与联系#从而揭示生物学行为以及基因表达调控机制的

一个新的研究领域#为肿瘤研究提供了强有力的技术平台'应

用蛋白质组学技术#分析肿瘤细胞与正常细胞内不同蛋白质在

其表达)表达数量)表达位置和修饰状态上的差异#是发现新的

肿瘤标记物的有效途径(

.

*

'本研究采用双向凝胶电泳技术分

离口腔鳞癌患者和健康人外周血清总蛋白#比较口腔鳞癌患者

和健康人差异表达明显的蛋白点#再应用质谱技术以及生物信

息学分析#鉴定出这些差异表达的蛋白质种类和性质#以期发

现具有早期诊断和治疗评估价值的肿瘤标记物'
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标本
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例鳞癌血清标本$鳞癌组%来自
.--J

年
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月至

.--?

年
.

月于贵阳医学院附属医院口腔颌面外科就诊的口腔

鳞癌患者#其中#男
73

例#女
,

例&年龄
;-

!

B8

岁#平均
;?=3

岁&病理分级!高分化鳞癌
77

例#中分化鳞癌
B

例&均经病理证

实且未接受任何针对肿瘤的治疗如手术)放射治疗及化疗等'

7J

例对照血清$对照组%来自贵阳医学院
.--8

)

.--?

级身体健

康的口腔颌面外科研究生#既往无肿瘤史'
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标本采集及蛋白质样本制备
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去除试剂盒说明书的操作步骤去除高丰度蛋

白'将
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#
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样品加入
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倍体积的沉淀剂及
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#
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的裂解液
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%离心
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个差异蛋白点质谱分析和数据库查询结果
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法检测蛋白浓度
!

在核酸蛋白分析仪中#以考

马斯亮兰
\&.;-

调零#于
;?;IN

波长处检测样本的吸光度值#

绘制标准曲线'标准曲线在
-=.;

!

7BN

M

"

N@

范围内呈线性#

将蛋白样本用超纯水
7-

倍稀释后测定#测定方法与标准曲线

相同#同一样本平行检测
3

次后取其平均吸光度值#通过标准

曲线计算样本的蛋白质浓度'

A=E

!

双向凝胶电泳分离蛋白
!

73KN

#线性#
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胶

条等电聚焦&胶条平衡&
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%&染色)脱色'
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凝胶图像分析
!

染色)干燥后的电泳凝胶用
:NO

M

$HKOI&

I$%

扫描仪进行扫描#获取血清蛋白质电泳图像#然后用
:NO

M

$

+OHQ$%.*/TOQFILNB=-

软件进行图像分析#筛选差异蛋白

斑点'
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液相色谱
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TF
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%分析及数据检索(

3
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样品蛋白被酶

切成若干肽段#经高效液相色谱法$

PF

M

P

#
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d
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%分离后#逐一流入质谱中进行肽段检

测#肽段检测后$一级质谱%#该肽段又通过与氦气分子的碰撞

诱导解离$

KETTFHFEI&FICLK$CCFHHEKFOQFEI

#

':*

%#断裂成许多肽

段碎片#这些碎片的质量也被质谱检测记录下来$二级质谱%&

检测后的肽段质量与碎片质量#通过专用软件与特定蛋白数据

库中蛋白序列的理论酶切肽段及其碎片进行比对#对蛋白质进

行鉴定'

B

!

结
!!

果

鳞癌组和对照组血清进行双向凝胶电泳#发现有
J

个蛋白

点差异表达明显#结果见图
7

'将这
J

个差异蛋白点进行

@'&+1

"

+1

鉴定以及数据库检索#见表
7

#综合得分均超过

3-=-

分'

3

号样品经过氨基酸覆盖率及二级质谱鉴定为触珠

蛋白(
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左!鳞癌组&右!对照组'

图
7
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血清双向凝胶电泳图谱&考马斯亮蓝
Y.;-

染色'

C
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讨
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论

口腔肿瘤的蛋白质组学研究一方面能建立口腔肿瘤的全

蛋白表达谱#用于肿瘤的分离鉴定&另一方面通过分析肿瘤组

织蛋白与正常组织蛋白的差异表达#筛选出各种病损的特异蛋

白#构建肿瘤发生)发展的蛋白质组谱和分子机制#发现并评估

组织)血清及唾液中的特异蛋白作为生物标记#有利于临床的

无创伤早期诊断及分级(

,&;

*

'国内有学者对口腔鳞癌组织和口

腔正常黏膜组织中差异表达的蛋白质进行研究#发现
$

纤维蛋

白)磷酸丙糖异构酶等在口腔鳞癌的发生)发展过程中发生了

改变(

B

*

'有人对具有不同侵袭力的口腔鳞癌细胞系培养液中

的差异蛋白质进行检测#发现在高侵袭口腔鳞癌细胞系中#

.3

个蛋白质表达上调#

7

个表达下调#并认为蛋白质组学技术在

筛选不同侵袭力细胞系之间的差异蛋白质方面也有应用

价值(

J

*

'

本实验采用双向凝胶电泳#结合
@'&+1

"

+1

鉴定技术#比

较口腔鳞癌患者和正常人血清中差异蛋白的表达情况#结果发

现触珠蛋白在口腔鳞癌血清中高表达'触珠蛋白又叫结合珠

蛋白#是血清
+

.

球蛋白组分中的一种酸性糖蛋白#相对分子质

量为
8;---

#广泛存在于人类和许多哺乳动物的血清和其他体

液中#主要在肝脏中合成'触珠蛋白是一种急性期蛋白$

OKLQ$

#

POH$

#

%EQ$FI

#

)//

%#肿瘤患者#特别是伴癌细胞坏死时#触珠

蛋白的表达水平明显升高'其主要生理功能是通过与游离血

红蛋白结合形成触珠蛋白
&

血红蛋白复合物#将血红蛋白转运

至肝脏中代谢#从而避免血红蛋白和铁从肾脏丢失及其对肾脏

的损伤'此外还参与宿主抗感染)损伤组织的修复以及内环境

的稳定'除以上的功能外#还有抗氧化)抑制前列腺素合成)抑

制细菌)促进血管生成及重要的免疫作用(

8

*

'血清触珠蛋白含

量在感染)创伤)炎症)肿瘤及心肌梗死等病理状态时显著升

高'研究指出#不同基因型触珠蛋白由于结构不同#功能上存

在差异#触珠蛋白
!/.&.

基因型糖尿病患者的心血管并发症

的发生率显著高于其他基因型#这可能与其体内较高的氧化应

激状态有关(

?

*

'也有研究发现#乙型肝炎患者血清触珠蛋白和

补体因子
0

$

KEN

#

T$N$IQSOKQE%0

#

']0

%水平随着肝功能损害

的加重而逐渐下降#触珠蛋白和
']0

血清水平在一定程度上

可以反映肝细胞受损的严重程度(
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'

应用蛋白组学技术对卵巢癌患者与正常人血清中差异蛋

白的一项研究提示触珠蛋白在病理血清中表达上调(

77

*

&后续

研究发现#卵巢癌患者血清中触珠蛋白)糖链抗原
7.;

$

KO%<E&

P

"

C%OQ$OIQF

M

$I7.;

#

')7.;

%水平异常升高#触珠蛋白升高尤为

明显#因此#有学者认为它可作为卵巢癌的辅助诊断指标(
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&

同样在对卵巢癌患者癌组织)癌旁组织及正常卵巢黏膜组织双

向凝胶电泳的蛋白质表达图谱研究中也发现癌组织中有
8

种

蛋白质差异表达#其中有
,

种为结合珠蛋白的亚型(
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&对阿尔

茨海默病患者与正常人血清差异蛋白的研究也表明触珠蛋白

在所有病理血清中均为高表达(
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*

&对肺鳞癌患者和健康人的

血清蛋白质的一项研究提示触珠蛋白
&.

是肺鳞癌的血清候选
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分子标记物#提出血清中触珠蛋白
&.

水平对肺鳞癌诊断可能

具有一定的参考价值(
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&同样一项对胰腺癌患者与健康人血

清的蛋白质组学研究显示在胰腺癌组中共有
J8

个蛋白点有显

著性改变#其中#成功鉴定
;;

个蛋白点#

.?

个蛋白点在胰腺癌

组高表达#其中含触珠蛋白(
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'不过国内有学者在肾母细胞

瘤患儿血清蛋白质标记物的筛选及鉴定的研究中发现触珠蛋

白在肾母细胞瘤患儿血清中低表达#在术后及正常小儿血清中

高表达#提示肾母细胞瘤对肝脏合成触珠蛋白可能有抑制

作用(
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本实验对口腔鳞癌患者血清蛋白中表达明显的
J

个蛋白

点进行质谱鉴定#根据数据库的搜索结果#成功鉴定了其中
.

个蛋白质点#分别为触珠蛋白及其同型前原蛋白#它们在口腔

鳞癌患者血清中均呈高表达#这表明触珠蛋白可能成为口腔鳞

癌的血清肿瘤标记物之一#但其机制及特异性研究还远远不

够#口腔鳞癌蛋白质组学研究任重道远'

"本研究中
@'&+1

$

+1

质谱分析及检索由中国科学院动

物研究所生物膜与膜生物工程国家重点实验室完成%特别

志谢,#
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