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　　蛋白质组学研究策略能高通量地、动态地对比分析健康和

疾病不同状态下蛋白质表达谱的改变，可有效地应用于肿瘤标

志物的筛选、鉴定、肿瘤分类、治疗效果的评价及肿瘤发生机制

等方面的研究，使得肿瘤的诊断、分类、疗效评价由过去应用单

一的肿瘤标志物进行判断发展成为现在的应用蛋白质谱或基

因表达谱的改变来进行综合判断。

蛋白组学研究技术中双向凝胶电泳技术是目前使用较为

广泛的、发展最为成熟的蛋白质组学研究方法。双向凝胶电泳

技术及其他蛋白质组学研究技术无法进行多组样本的同时研

究，也无法进行定量蛋白质组学研究，即便是此后出现的同位

素标记亲和标签技术也只能对蛋白质进行相对定量研究。

２００４年美国应用生物系统公司推出了一项新的同位素标记技

术：同位素标记相对和绝对定量（ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄ

ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＩＴＲＡＱ），可真正实现对蛋白的绝对定量

检测，其关键是ｉＴＲＡＱ试剂。该试剂由三部分组成，一端为

指示基团，中间为中性平衡基团，另一端为反应基团，指示基团

的相对分子质量有４种，分别为１１４．１×１０３、１１５．１×１０３、

１１６．１×１０３ 和１１７．１×１０３，与之相对应的平衡基团相对分子

质量依次为３１×１０３、３０×１０３、２９×１０３ 和２８×１０３，４种指示基

团及其相对应的平衡基团的相对分子质量和都为１４５．１×１０３，

故ｉＴＲＡＱ技术有４个试剂，即１１４、１１５、１１６、１１７，可以同时研

究４组样品；而反应基团能与氨基酸 Ｎ端及赖氨酸侧链连接

的胺标记同重元素，亦也可以标记修饰后的氨基酸，故可对磷

酸化蛋白、糖基化蛋白等翻译后修饰蛋白进行定量、定性研究。

ＩＴＲＡＱ 联合液相串联质谱技术（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｕ

ｐｌｅｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ）可同时检测４组或者８组的样品，为多个

不同时间段的样品分析、膜蛋白研究、疾病标志物的发现与鉴

定提供定量信息，并可为感兴趣的目标蛋白进行绝对定量，且

比其他蛋白质组学定量方法更加得敏感［１３］。ｉＴＲＡＱ技术的

大体流程为：样品先经胰蛋白酶裂解、烷基化、酶解成肽段，随

后用ｉＴＲＡＱ试剂多重标签进行差异标记，再将标记样本相混

合，最后用ＬＣＭＳ／ＭＳ进行检测，检测后得到的数据采用生物

信息学进行分析［２］。

本文综述了ｉＴＲＡＱ技术在消化系肿瘤研究中的应用，主

要从标志物筛查、肿瘤发生、发展机制及肿瘤治疗研究三方面

进行阐述。

１　标志物筛查研究

蛋白质组学技术早先是主要被应用于寻找肿瘤标志物，科

学家们期待能够通过蛋白质组学研究寻找到能够应用于肿瘤

诊断、甚至早期诊断的标志物。ｉＴＲＡＱ技术自应用来，也是

如此。

Ｐａｗａｒ等
［４］采用了ｉＴＲＡＱ结合液相质谱技术比较了食管

癌及癌旁组织的蛋白差异，共发现２５７个蛋白在两组间存在差

异，其中包含一些既往已被证实在食管癌组织中升高的蛋白

质，如凝血酶敏感蛋白１、骨膜蛋白１及热休克蛋白７０等，此

外还发现并通过免疫组化证实一些新的蛋白在食管癌组织中

高表达，如前列腺血清酸性磷酸酶、网格蛋白１、二硫键异构酶

Ａ４；证实ｉＴＲＡＱ技术用于寻找肿瘤标志物可靠，且能有新的

发现。

Ｌｏｅｉ等
［５］通过对胃癌细胞系ＡＧＳａｎｄＭＫＮ７分泌物蛋白

组学检测，并从中筛选出胃癌细胞分泌蛋白，并对蛋白进行免

疫组化验证，发现颗粒体蛋白（ＧＲＮ）在胃癌组织中显著升高，

且在血清中得到进一步验证；用血清血清颗粒体蛋白诊断胃癌

ＲＯＣ曲线下面积可达０．６４，认为这一指标可以用于胃癌诊断。

Ｃｈｏｎｇ等
［６］比较健康人、早期胃癌、晚期胃癌患者血清蛋白差

异，发现血浆Ｃ９蛋白在胃癌患者中显著升高，且在晚期胃癌

中升高高于早期胃癌，盲法检测显示Ｃ９用于诊断胃癌的灵敏

度可达９０％，特异度可达７４％，血浆Ｃ９检测有望能够改善胃

癌的筛查。而Ｃｈｏｎｇ等
［７］同时也通过胃癌动物模型和细胞系

研究，发现α胰蛋白酶抑制剂 Ｈ３重链在胃癌动物模型血清中

显著升高，随后在胃癌患者及对照血清中的检测证实，血清α

胰蛋白酶抑制剂 Ｈ３重链可用于胃癌诊断，用于诊断胃癌的灵

敏度可达９６％、特异度可达６６％。

在肝癌标志物研究中，许多研究者都用ｉＴＲＡＱ技术通过

不同的标本路径入手，得到了很多新的发现。Ｃｈａｅｒｋａｄｙ等
［８］

从肝癌组织标本入手，找到了一些新的蛋白如干扰素诱导蛋

白、蛋白乳表皮生长因子８、骨髓相关分化标志物、纤维介素等

在肝癌组织中高表达，而几乎所有涉及尿素代谢途径的蛋白都

显著降低，证实定量蛋白质组学技术用于寻找肿瘤标志物是可

行的，且有新的发现。Ｌｅｅ等
［９］则选择血清样本研究，以和肝

癌的起源、进展相关 Ｎ联聚糖蛋白为筛寻目标，采用ｉＴＲＡＱ

定量蛋白质组学技术检测肝癌和健康人血浆蛋白，找到了１４

个差异的Ｎ联聚糖蛋白，其中玻连蛋白及抗凝血酶Ⅲ在肝癌

患者血清中升高，在肝癌组织中也发现同步升高。除肝癌标志

物外，Ｗａｎｇ等
［１０］通过对动物肝癌转移肿瘤模型研究发现转醛

醇酶在肝癌转移动物模型组织和血清中升高，并在人肝癌患者

血清中得以证实，转醛醇酶用于诊断转移肝癌和非转移肝癌其

灵敏度为７７．８％，特异度为８６．１％。

Ｊａｎｋｏｖａ等
［１１］用ｉＴＲＡＱ结合质谱比较了结肠癌肿瘤黏膜

及癌旁正常黏膜的蛋白差异，其中涉及糖酵解、钙结合及蛋白
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酶抑制等方面蛋白在结肠癌组织中升高，而这些蛋白可能成为

结肠癌的肿瘤标志物。为了研究更加精确，得到纯度更加高的

肿瘤标本，通过显微切割结肠癌组织获取结肠癌细胞，经

ｉＴＲＡＱ检测鉴定发现嗅球蛋白４在腺瘤及早期结肠癌组织中

高表达，Ｂｅｓｓｏｎ等
［１２］认为嗅球蛋白４可能作为早期的结肠癌

标志物。以上研究结果均在组织中得以证实，但未在血清中得

以验证，其结果作为诊断的标志物效果则有待商榷。而Ｆａｎ

等［１３］采用ｉＴＲＡＱ技术结合质谱技术检测结肠癌及癌旁组织，

发现ＳＥＣ６１β表达于癌组织中３倍高于癌旁正常组织，研究发

现ＳＥＣ６１β用于诊断结肠癌的灵敏度可达７９％，特异度可达

７５％，这一结果将来可能改善结肠癌的临床诊断。

２　肿瘤机制研究

肿瘤生长受到多种因素的调节，其中就受到肿瘤细胞的分

泌蛋白调节。ｉＴＲＡＱ蛋白技术被用于研究胃癌不同分化能力

的细胞系分泌蛋白。研究发现并已验证组织蛋白酶Ｓ在胃癌

细胞分泌物中高表达。组织蛋白酶Ｓ涉及胃癌细胞分化迁移

侵袭，大约１９７种蛋白和组织蛋白酶Ｓ途径相关。组织蛋白酶

Ｓ与胃癌转移密切相关，而这一结果将为后续的研究奠定基

础［１４］。为研究结肠癌中 Ｓｍａｄ４调节转化生长因子β传导

（ＴＧＦβ）途径，Ａｌｉ等
［１５］运用ｉＴＲＡＱ技术比较Ｓｍａｄ４阴性和

Ｓｍａｄ４阳性的结肠癌细胞系蛋白差异，发现 ＴＧＦβ途径中

Ｓ１００Ａ４蛋白的表达与Ｓｍａｄ４相关。Ｇｈｏｓｈ等
［１６］通过比较结

肠癌淋巴转移细胞系和原位细胞系的蛋白差异，发现在结肠癌

高转移细胞系中β连环蛋白低表达伴随钙结合蛋白（一种β连

环蛋白降解蛋白）高表达；提示钙结合蛋白高表达和肿瘤的高

转移相关，且钙结合蛋白高表达细胞系细胞黏附功能降低，这

一结果的发现将有助于人们更好的理解结肠癌转移。类似

ｉＴＲＡＱ技术应用于消化系肿瘤机制的研究不多，但随着研究

深入，这类研究会给人们越来越多的惊喜。

３　肿瘤治疗探索

肝癌多重耐药性一直是肝癌治疗的障碍，其耐药的原因错

综复杂。ｉＴＲＡＱ技术比较ＢＥＬ７４０２肝癌细胞系５ＦＵ耐药和

非耐药细胞株的蛋白差异，发现在耐药细胞株中ＡＮＸＡ３蛋白

高度表达，有助于进一步理解肝癌耐药原因，为肝癌药物治疗

提供新思路［１７］。

短链脂肪酸被证实能够通过诱导细胞成熟，抑制肿瘤细胞

生长，分化及凋亡。Ｔａｎ等
［１８］通过比较经丁酸盐短期干预后

的结肠癌细胞及未干预的结肠癌细胞蛋白差异，发现一批与丁

酸盐作用相关蛋白，这些蛋白涉及肿瘤细胞生长、凋亡和转移

方面，明确丁酸盐治疗结肠癌的机制，也提供了结肠癌化疗和

新药物治疗的新靶点。而Ｋｉｌｎｅｒ等
［１９］则通过ｉＴＲＡＱ技术进

一步证实短链脂肪酸中除丁酸盐外戊酸盐、丙酸盐均有相类似

作用，但具体作用方式略有不同。丁酸盐作用靶点主要在于角

蛋白和中间丝，而戊酸盐位点在β微管蛋白亚型表达和微管，

丙酸盐则涉及中间丝，这些研究结果为治疗提供了更加明确的

方向。抗肿瘤药物ＬＹ２９４００２抑制结肠癌磷酸肌醇３激酶途

径，但其具体机制一直不明。通过比较结肠癌细胞系经

ＬＹ２９４００２处理 前 后 蛋 白 差 异，研 究 者 发 现 结 肠 癌 细 胞

ＬＹ２９４００２处理后氨酰基ｔＲＮＡ合成酶、分子伴侣及糖酵解酶

等显著减少，而这些酶与Ｐ５３基因相关，故ＬＹ２９４００２抗血管

生成作用可能通过Ｐ５３基因作用，故抑制Ｐ５３基因突变在结

肠癌磷酸肌醇３激酶途径治疗中起重要作用
［２０］。

ｉＴＲＡＱ技术的出现大大促进了蛋白质组学的发展，但其

也存在着一定的缺点性，如：由于ｉＴＲＡＱ试剂几乎可以与样

本中的所有蛋白结合，易受样本中杂质蛋白及样本处理过程中

缓冲液污染；因此对待测样本进行预处理，并尽量减少操作过

程中的污染，操作的精细和质量控制尤为重要，另外，ｉＴＲＡＱ

试剂昂贵；但无论如何ｉＴＲＡＱ技术大大促进了消化系肿瘤蛋

白质组学研究，随着后续技术的完善和研究投入增加，ｉＴＲＡＱ

必将更加广泛地应用在消化系肿瘤的各个方面，且研究将会更

加的精细和完善。
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股骨粗隆间骨折内固定手术治疗的研究进展

李　意 综述，李新志△审校

（三峡大学仁和医院骨科，湖北宜昌４４３００１）

　　关键词：股骨粗隆间骨折；内固定；分型；手术治疗
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　　股骨粗隆间骨折，又称股骨转子间骨折，是指股骨颈基底

至小粗隆水平之间的骨折，属于关节囊外骨折，好发于老年患

者［１］。对于青壮年患者而言，股骨粗隆间骨折多因高能量损伤

所致，多合并有其他部位损伤。老年患者常合并有骨质疏松

症，轻微外力即可造成股骨粗隆间骨折并且骨折大多为不稳定

骨折，保守治疗需长期卧床，容易导致深静脉血栓、坠积性肺

炎、褥疮等一系列并发症，对老年患者远期生活质量造成重大

影响。Ｌｉｎ等
［２］报道保守治疗所引起的髋内翻等并发症发生

率高达５０％，死亡率也高达３５％。如今随着内固定器械不断

发展进步和治疗方法的不断改进，以及围手术期诊疗水平的不

断提高，股骨粗隆间骨折越来越趋向于手术治疗［３４］。目前，临

床应用于股骨粗隆间骨折的固定材料较多，总体上可以分为髓

外钉板系统和髓内固定系统［２４］：髓外钉板系统有Ｊｅｗｅｔｔ钉及

麦氏鹅头钉、ＡＯ／ＡＳＩＦ角度钢板、动力髋螺钉（ＤＨＳ）、动力髁

螺钉（ＤＣＳ）、经皮加压钢板（ＰＣＣＰ）、锁定加压钢板（ＬＣＰ）；髓

内固定系统有 Ｅｎｄｅｒ钉、Ｇａｍｍａ钉（ＤＮ）、股骨近端髓内钉

（ＰＦＮ）、股骨近端防旋髓内钉（ＰＦＮＡ）、Ｉｎｔｅｒｔａｎ髓内钉。学界

对于不同类型股骨粗隆间骨折如何选择最佳内固定物，意见尚

不统一。本文现就内固定系统治疗进展综述如下。

１　髓外钉板系统

１．１　Ｊｅｗｅｔｔ钉和麦氏鹅头钉　Ｊｅｗｅｔｔ钉是７０年代以前主要

的内固定器械，后改用麦氏鹅头钉，它是在三翼钉与侧钢板之

间用１枚螺丝钉固定，这类钉板虽然在调节颈干角方面较方

便，但是其连接结构大大降低了该部位的机械强度，容易出现

尾钉穿破股骨头和断钉可能，造成骨折畸形愈合，延迟愈合甚

至骨不连，目前临床上已极少使用。

１．２　ＡＯ／ＡＳＩＦ角度钢板　９０年代 ＡＯ学派首先应用角度钢

板治疗股骨粗隆间骨折，其主要适应证为Ｅｖａｎｓ分类Ⅰ型的

Ⅰｃ型、Ⅰｄ型及Ⅱ型骨折。但由于其配套器械设备较为复杂，

使用不方便，且须配有透视设备辅助，角度钢板对术者的操作

技术要求非常高，要求一次性打入成功，反复操作可使角钢板

刀刃部松动，而且角度不可调。特别对于股骨小转子撕脱性移

位、第１根螺钉无法使其固定的不稳定性骨折，在应用时须谨

慎操作。

１．３　ＤＨＳ　ＤＨＳ又称Ｒｉｃｈａｒｄｓ钉，２０世纪７０年代以来广泛

应用于临床，目前已成为治疗股骨粗隆间骨折的标准内固定方

式。其特点是加压拉力螺钉可在套筒内随着向下拧入使螺钉

向外下方滑移，促使骨折断端间尽可能相互靠近，达到解剖复

位，有利于骨折愈合，起到“加压”作用，符合髋部生物力学要

求［５］。Ｊａｃｏｂｓ等
［６］通过生物力学研究与临床应用，证实ＤＨＳ

有动、静力加压及张力带作用，能保持良好的颈干角，以达到坚

强内固定效果。但ＤＨＳ最大的缺点是无有效的抗旋转能力，

有研究证实其抗旋转强度仅为３．３ｋｇ／ｍ，且由于ＤＨＳ是髓外

固定系统，钢板贴附于股骨负重线外侧，若股骨内侧皮质骨缺

损丢失易使内翻应力全部施加于外侧钢板，可能发生近端螺钉

松动切割股骨头，甚至使钢板断裂、髋内翻畸形以致肢体短缩

等并发症的发生，以致需行二次手术［７］。Ｈｒｕｂｉｎａ等
［８］通过回

顾性分析应用ＤＨＳ治疗３４１例股骨近端骨折患者（其中双侧

骨折患者例数为２６例），３９例（约占１１％）出现了术中（１７例）

和术后（２２）并发症：术中并发症包括固定不牢靠（１０例）、克氏

针穿破顶端（３例）、操作程序的失误（２例）及远端骨折（２例）；

而术后并发症包括螺钉穿出股骨头（６例）、股骨头缺血性坏死
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