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胃癌差异表达蛋白的蛋白质组学分析
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(1. 南华大学肿瘤研究所,湖南 衡阳 421001;2. 南华大学医学院解剖教研室)

摘摇 要:摇 目的摇 筛选与鉴定胃癌差异表达蛋白质分子。 摇 方法 摇 采用定量蛋白组学方法,通过同位素

iTRAQ 标记胃癌与正常胃黏膜组织总蛋白,然后用强阳离子交换 / 反相液相色谱(SCX / nanoHPLC)进行电喷雾串联

质谱分析(ESI鄄MS / MS),获得两组样本的多肽及相对丰度信息,通过数据库搜索与比对,鉴定差异表达蛋白质。
结果摇 共鉴定出 319 个蛋白质,其中表达差异在 2 倍以上的 88 个,在胃癌中呈高表达的 12 个、呈低表达的 76 个。
按蛋白质功能分为七大类:细胞骨架蛋白、分子伴侣、信号传导、生物代谢、凋亡,蛋白质合成与代谢类及其他蛋白

质。 摇 结论摇 成功筛选了胃癌差异表达蛋白质分子,这些蛋白质的表达改变,可能参与了胃癌的发生和发展。
关键词:摇 胃癌;摇 iTRAQTM 同位素标记相对和绝对定量;摇 多维液相色谱;摇 串联质谱
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Proteomics Analysis of Differential Expression Proteins in Gastric Carcinoma
LI Suyun,CHEN Suqiong,XIE Yuanjie,et al

(Cancer Research Institute,University of South China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To identify the differential expression proteins between gastric adenocarcinoma cells (GAC)
and normal gastric adenoepithelial cells (NGAC),and to look for early diagnosis of Gastric carcinoma (GC )specific pro鄄
teins. 摇 Methods摇 The total proteins were extracted from the tissues. The total proteins labeled with different iTRAQ stable
isotope were segregated with Nano鄄RPLC鄄MS / MS,to obtain relative abundance of peptides information. The differential ex鄄
pression proteins were identified through SWISSPORT database. 摇 Results 摇 Through Quantitative proteomic analysis of
GAC and NGAC,319 proteins were identified with MS,88 of which were differential expression proteins. There were 12 Up鄄
regulation and 76 Down鄄regulation proteins in GAC. The identified proteins can be divided into seven groups according to
protein function:biological oxidation, signal transduction,protein composition and metabolism,molecular chaperones, cy鄄
toskeleton,apoptotic and others. 摇 Conclusion摇 The differentially expressed protein molecules were successfully screened
and identified in gastric carcinoma,and the expression changing of these proteins may be involved in the genesis and devel鄄
opment of gastric carcinoma.

Key words:摇 gastric carcinoma;摇 iTRAQTM;摇 multidimensional liquid chromatography;摇 tandem Mass spectrometry

摇 摇 我国是胃癌的高发区,每年死于胃癌的人数约

为 16 万人,因此,提高胃癌的诊疗水平,是我国肿瘤

基础及临床研究工作者所面临的挑战[1]。 现今临

床所使用的肿瘤诊断标记物有 CA19鄄9、CEA、CA72鄄
4[2鄄3],但这些标记物对于早期胃癌检测缺乏特异

性,仅能用作为术后疗效监测[4]。
本研究将 LCM 技术纯化后的组织,胰酶裂解,

iTRAQ 试剂分别标记多肽,强阳离子反相液相色谱

进行肽段分离,结合电喷雾串联质谱对多肽进行定

性定量,通过数据库搜索鉴定胃腺癌的差异表达蛋

白质,寻找胃癌早期诊断的特异分子标志物,对胃癌

的早期诊断、防治及预后评估、发病机制提供理论和

实验基础。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 标本摇 20 例手术切除的新鲜胃腺癌组织及

配对的正常胃黏膜上皮组织,取自湖南省衡阳市南

华大学附属第一医院肿瘤外科,所有取材严格按照

实验要求操作,所取组织经激光捕获显微切割纯化。
1. 1. 2摇 试剂摇 trypsin 为 promega Madison WI,乙腈

(ACN )为 Fisher scientific pittsburg,PA,0. 1% 甲酸

购自 sigma 公司,三氟乙酸(TFA,色谱纯) 购自Mer鄄
ck 公司,iTRAQ Reagentkit 购自 Applied Biosystems
公司。
1. 2摇 胃癌细胞和正常胃黏膜上皮细胞蛋白质的消

化和标记

1. 2. 1摇 蛋白沉淀还原与半胱氨酸封闭摇 每组样品

100 滋g 蛋白质,分别置于洁净的微量离心管中,分
别加入 4 倍体积的丙醇( - 20 益)和 12%三氯乙酸

(TCA)沉淀蛋白,将两组样品离心管置于 - 20 益孵

育过夜; 两组样品离心管离心 12 000 g, 4 益,
30 min,弃上清,同样的试剂再次沉淀, - 20 益孵育

2 h,弃上清让沉淀自然干燥,再溶解在缓冲溶液中;
分别加入 2 滋L 还原剂 [三 (2鄄羰基乙基) 磷盐酸

盐]; 60 益中孵育 2. 5 h,离心使样品沉于管底,弃
上清液;分别加入 2 滋L 封闭剂半胱氨酸 (硫甲磺酸

S鄄甲醋),涡旋,室温下孵育 20 min。
1. 2. 2摇 胰蛋白酶消化蛋白摇 每个样品管中按 1颐 20
(胰酶颐 蛋白质)的比例加入胰蛋白酶,旋涡混合,在
37 益下过夜(12 ~ 16 h)。
1. 2. 3摇 iTRAQ 试剂标记消化蛋白摇 标记使用 4 标

试剂盒进行 2 标标记,使用 116,117 标记。 向 116、
117 报告基团的 iTRAQ 试剂瓶内加入 70 滋L 无水乙

醇,混匀,使 iTRAQ 试剂充分溶解备用;将含 116 报

告基团的 iTRAQ 试剂与胃正常黏膜上皮细胞组蛋

白样品管混合,117 报告基团的 iTRAQ 试剂与胃癌

细胞蛋白样品管混合,室温下孵育 l h;将标记好的

消化蛋白样品混合入统一管中,旋转真空离心浓缩

干燥(Speed Vac)混合后的蛋白。
1. 3摇 全自动 2D鄄Nano鄄LC鄄ESI鄄MS / MS 分析肽段

肽段使用强阳离子交换 /反相纳升级液相色谱

(SCX / nanoHPLC)进行电喷雾串联质谱分析(ESI鄄
MS / MS)。
1. 4摇 数据分析

所有的串级谱图通过 SEQUEST 搜索引擎 [ v.

28 ( revision 12),Thermo Electron Corp. ]进行数据

库检索。 数据库为 Swiss鄄Prot 人种属数据库(Re鄄
lease 2010_04,20331 条序列)。 为了减少假阳性结

果,在该数据库中增加一个含有所有蛋白反转序列

的诱饵数据库。 搜索参数设置如下:胰蛋白酶

(Trypsin),半酶切方式,最大漏切为 2。 固定修饰为

半胱氨酸(Cysteine)的甲基硫代磺酸甲酯化(methyl
methanethiosulfonate,MMTS),可变修饰为甲硫氨酸

(Methionine)的氧化,赖氨酸( lysine)和肽段 N 端的

iTRAQ 试剂标记。 单一同位素模式,肽段质量误差

50 ppm,碎片离子质量误差 0. 05 Da。
使用 Trans Proteomic Pipeline 软 件 ( revision

4郾 0)(Institute of Systems Biology,Seattle,WA),通过

Peptide Prophet(P逸0. 90) 和 Protein Prophet (P逸
0郾 95)来过滤肽段和蛋白结果,获得置信度在 0. 95
以上的蛋白结果。 根据肽段结果通过定量计算方

法,计算得到各个蛋白的定量结果。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 蛋白质的质谱分析

摇 摇 所有的串级谱图通过 SEQUEST 搜索引擎进行

Swiss鄄Prot 人种属数据库检索。 使用 Trans Proteomic
Pipeline 软件来过滤肽段和蛋白,获得置信度在

0郾 95 以上的蛋白结果。 共发现鉴定了 319 个蛋白,
其中差异蛋白为 88 个,12 个蛋白在胃腺癌中高表

达,76 个蛋白在胃腺癌中低表达(表 1)。
2. 2摇 已鉴定的差异蛋白的亚细胞定位和功能分类

根据 UniprotKB / Swiss鄄prot 数据库中蛋白质的

相对定位和功能信息,对人胃低分化腺癌所鉴定得

到的蛋白质进行亚细胞定位和功能分类。 从图 1 中

可以看出已鉴定出的蛋白有 17. 4%位于细胞浆中;
27. 7% 定位于线粒体,大部分都是氧化还原和呼吸

链相关的酶类;5. 1% 为核糖体蛋白;12. 2% 定位于

细胞外基质,基本上都是分泌蛋白;14. 2%为细胞骨

架蛋白;4. 0%的蛋白仅定位于细胞核;位于细胞浆

和细胞核的蛋白质为 9. 1% ;10. 2% 定位于细胞膜

上,与细胞连接和信号传导相关。
对于蛋白质的功能分类见图 2,已鉴定的蛋白

质中 27. 4% 与生物代谢相关如 Creatine kinase B鄄
type 等;另一大类(17. 9%)为信号传导通路蛋白质如

Ras鄄related protein Rab鄄44 等;蛋白合成与代谢类也占

16. 8%如 60S ribosomal protein L8 等;还有 14郾 7%是
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表 1摇 Nano鄄RPLC鄄MS / MS 鉴定的 GAC 和 NGEC 差异在 2 倍以上的蛋白质

Acession
number

Protein
name

Percent
coverage 116 ratio 117 ratio 116颐 117 ratio localization function

Up鄄regulation proteins

O94876 Sorbin and SH3 domain鄄
containing protein 2 1. 9 0. 31 0. 68 0. 46 cytoplasm signal

P21980 Protein鄄glutamine gamma
glutamyltransferase 2 4. 1 0. 31 0. 68 0. 46 apoptotic

P51888 Prolargin 8. 9 0. 31 0. 67 0. 46 extracellular apoptotic

P08670 Vimentin 52. 6 0. 31 0. 66 0. 47 cytosol Cellular component move鄄
ment

P07951 Tropomyosin beta chain 36. 3 0. 32 0. 68 0. 47 cytoplasm cytoskelecton
P20774 Mimecan 21. 8 0. 32 0. 68 0. 47 extracellular Growth factor activity
P51884 Lumican 33. 7 0. 32 0. 67 0. 48 extracellular collagen fibril organization

Q86VW7 Keratin,type
I cytoskeletal 18 1. 2 0. 32 0. 67 0. 48

P21793 Decorin 12. 5 0. 32 0. 67 0. 48 extracellular protein binding
Q9UKX3 Myosin鄄13 1. 2 0. 32 0. 67 0. 48 cytoplasm muscle contraction

O05787 Keratin, type II cytoskele鄄
tal 8 55. 3 0. 33 0. 66 0. 50 Cytoplasm cytoskelecton

P12814 Alpha鄄actinin鄄1 17. 8 0. 33 0. 66 0. 50 cytoplasm cytoskelecton regulation
of apoptosis

Down鄄regulation protein

P49189 4鄄trimethylaminobutyralde鄄
hyde dehydrogenase 4. 7 0. 66 0. 33 2. 00 cytoplasm

carnitine biosynthetic
process; Fatty acid metabo鄄
lism

p25398 40S ribosomal protein S12 7. 6 0. 66 0. 33 2. 00 cytoplasm translational elongation

Q16891 Mitochondrial inner mem鄄
brane protein 12. 5 0. 67 0. 33 2. 03

Mitochondrion
inner membr鄄
ane.

aerobic respiration

P30041 Peroxiredoxin鄄6 13. 4 0. 67 0. 33 2. 03 cytoplasm cell redox homeostasis

Q04941 Proteolipid protein 2 8. 6 0. 67 0. 33 2. 03 Membrane Chemotaxis; cytokine鄄medi鄄
ated signaling pathway

P34931 Heat shock 70 kDa
protein 1 2. 4 0. 67 0. 32 2. 09 Cytoplasm; Nu鄄

cleus molecular chaperones

P34931 Carbonic anhydrase 9 8. 3 0. 67 0. 32 2. 09 Membran one鄄carbon
metabolic process

P15311 Ezrin 17. 4 0. 67 0. 32 2. 09 Cytoplasm Cytoskeleton

P21796 Voltage鄄dependent anion鄄
selective channel protein 3 5. 7 0. 68 0. 32 2. 13 Mitochondrion apoptotic

P07195 L鄄lactate dehydrogenase
B chain 16. 8 0. 68 0. 32 2. 13 Cytoplasm Glycolysis; L鄄lactate dehy鄄

drogenase activity

P62829 60S ribosomal protein L23 21. 4 0. 68 0. 32 2. 13 Ribosome ribosomal protein import into
nucleus

P31930 Cytochrome b鄄c1 complex
subunit 1,mitochondrial 15. 8 0. 66 0. 31 2. 13 Mitochondrion

inner membrane
Electron transport; Respira鄄
tory chain

P07737 Profilin鄄1 27. 1 0. 68 0. 31 2. 19 Cytoplasm cytoskelecton

P53597 Succinyl鄄CoA ligase sub鄄
unit alpha,mitochondrial 19. 1 0. 69 0. 31 2. 23 Mitochondrion tricarboxylic acid cycle

Q9VHD8 Septin鄄9 2. 6 0. 69 0. 31 2. 23 Cytoplasm Cell cycle

Q03403 Trefoil factor 2 36. 4 0. 69 0. 31 2. 23 Extracellular digestion

O75390 Citrate synthase,mitochon鄄
drial 9. 9 0. 69 0. 31 2. 23 Mitochondrion tricarboxylic acid cycle

P39019 40S ribosomal protein S19 27. 6 0. 69 0. 31 2. 23 Cytoplasm; Nu鄄
cleus Ribonucleoprotein
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Acession
number

Protein
name

Percent
coverage 116 ratio 117 ratio 116颐 117 ratio localization function

Q66K74 Microtubule鄄associated
protein 1S 2. 70. 69 0. 69 0. 31 2. 23 Cytoplasm; Nu鄄

cleus apoptotic

O75964 ATP synthase subunit
g,mitochondrial 23. 3 0. 69 0. 31 2. 23 Mitochondrion

inner membrane cell redox homeostasis

P10809 60 kDa heat shock pro鄄
tein,mitochondrial 30 0. 69 0. 3 2. 30 Mitochondrion molecular chaperones

P08727 Keratin,type I cytoskeletal
19 CK19 46. 5 0. 69 0. 3 2. 30 Cytoplasm cytoskelecton

Q9H4GO Band 4. 1鄄like protein 1 1. 4 0. 7 0. 3 2. 30 Cytoplasm cytoskelecton

A8MW06 Thymosin beta 鄄4鄄like pro鄄
tein 3 43. 2 0. 7 0. 3 2. 33 Cytoplasm cytoskelecton

P45880 Voltage鄄dependent anion鄄
selective channel protein 2 8. 2 0. 7 0. 3 2. 33 Mitochondrion Transmembrane; signal

P30910 10 kDa heat shock pro鄄
tein,mitochondrial 19. 6 0. 7 0. 29 2. 41 Mitochondrion molecular chaperones

P00352 Retinal dehydrogenase 1 23. 2 0. 7 0. 29 2. 41 Cytoplasm Ras GTPase activator activi鄄
ty; signal

Q06830 Peroxiredoxin鄄1 32. 2 0. 7 0. 29 2. 41 Cytoplasm cell redox homeostasis
P12277 Creatine kinase B鄄type 57 0. 68 0. 28 2. 43 Cytoplasm cell redox homeostasis

Q8NC51
Plasminogen activator in鄄
hibitor 1 RNA binding pro鄄
tein

8. 1 0. 71 0. 29 2. 45 Cytoplasm; Nu鄄
cleus regulation of mRNA stability

P08238 Heat shock protein HSP
90鄄beta 17. 3 0. 71 0. 29 2. 45 Mitochondrion molecular chaperones

P0C0S8 Histone H2A type 1 50 0. 71 0. 29 2. 45 Nucleus; nucleosome assembly
P46782 40S ribosomal protein S5 11. 3 0. 71 0. 29 2. 45 Ribosomal translational elongation
Q13884 Beta鄄1鄄syntrophin 4. 1 0. 71 0. 29 2. 45 membrane cytoskelecton
P30049 ATP synthase subunit delta 13. 7 0. 71 0. 28 2. 54 Mitochondrion cell redox homeostasis

P55084 Trifunctional enzyme sub鄄
unit beta,mitochondrial 5. 5 0. 71 0. 28 2. 54 Mitochondrion fatty acid beta鄄oxidation

P08758 Annexin A5 12. 2 0. 71 0. 28 2. 54 Cytoplasm anti鄄apoptosis; signal trans鄄
duction

P05141 ADP / ATP translocase 2 17. 8 0. 72 0. 28 2. 57 Mitochondrion
inner membrane

energy reserve metabolic
process

P20648 Potassium鄄transporting AT鄄
Pase alpha chain 1 12. 9 0. 72 0. 28 2. 57 Membrane Pro鄄

tein signal

P40925 Malate dehydrogenase, cy鄄
toplasmic 12. 6 0. 72 0. 28 2. 57 Cytoplasm cell redox homeostasis

P35900 Keratin,type I cytoskeletal
20 8. 3 0. 72 0. 28 2. 57 Cytoplasm cytoskelecton; apoptosis

Q9UBU3 Appetite鄄regulating hor鄄
mone 12. 8 0. 72 0. 27 2. 67 Extracellular signal

P61769 Beta鄄2鄄microglobulin 8. 4 0. 73 0. 27 2. 70 Cytoplasm interferon鄄gamma鄄mediated
signaling pathway

Q9H2P0 Activity鄄dependent neuro鄄
protector homeobox protein 4. 4 0. 73 0. 27 2. 70 Nucleus regulation of transcription,

DNA鄄dependent

O14745 Ezrin鄄radixin鄄moesin鄄binding
phosphoprotein 50(EBP50) 3. 9 0. 73 0. 27 2. 70 Cytoplasm Mem鄄

brane signaling pathway

Q13797 Integrin alpha鄄9 1. 0 0. 73 0. 27 2. 70 Membrane Pro鄄
tein signaling pathway

P38117 Electron transfer flavopro鄄
tein subunit beta 9. 8 0. 71 0. 26 2. 73 Mitochondrion respiratory electron

transport chain

P07954 Fumarate hydratase, mito鄄
chondrial 10. 20. 73 0. 73 0. 26 2. 81 Mitochondrion Tricarboxylic acid cycle
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Acession
number

Protein
name

Percent
coverage 116 ratio 117 ratio 116颐 117 ratio localization function

P23528 Cofilin鄄1 29. 5 0. 74 0. 26 2. 85 Cytoplasm Rho protein signal transduc鄄
tion; cytoskelecton

P14091 Cathepsin E 3. 7 0. 74 0. 25 2. 96 Endosome aspartic鄄type
endopeptidase activity

P30046 D鄄dopachrome decarboxy鄄
lase 22 0. 74 0. 25 2. 96 Cytoplasm melanin biosynthetic process

Q13423 NAD(P) transhydrogenase 7. 1 0. 74 0. 25 2. 96 Mitochondrion Tricarboxylic acid cycle

P09525 Annexin A4 8. 2 0. 74 0. 25 2. 96 Cytoplasm signal transduction

P98088 Mucin鄄5AC (Fragments) 9. 8 0. 74 0. 25 2. 96 Secreted cell adhesion

P30044 Peroxiredoxin鄄5, mitochon鄄
drial 42. 1 074 0. 25 2. 96 Mitochondrion cell redox homeostasis

P48735 Isocitrate dehydrogenase
[NADP],mitochondrial 37. 4 0. 73 0. 24 3. 04 Mitochondrion 2鄄oxoglutarate

metabolic process

P08263 Glutathione S鄄transferase
A1 7. 2 0. 74 0. 24 3. 08 Cytoplasm glutathione

metabolic process

P06703 Protein S100鄄A6 8. 9 0. 76 0. 24 3. 17 Cytoplasm; Nu鄄
cleus

S100 beta binding;
signal transduction

P36957

Dihydrolipoyllysine鄄residue
succinyltransferase compo鄄
nent of 2鄄oxoglutarate de鄄
hydrogenase complex, mi鄄
tochondrial

4. 6 0. 75 0. 23 3. 26 Mitochondrion tricarboxylic acid cycle

P62917 60S ribosomal protein L8 6. 2 0. 77 0. 23 3. 35 Cytoplasm Translational elongation

P00403 Cytochrome c oxidase sub鄄
unit 2 4. 4 0. 77 0. 23 3. 35 Mitochondrion

inner membrane
mitochondrial electron trans鄄
port,cytochrome c to oxygen

Q86XP6 Gastrokine鄄2 19. 6 0. 77 0. 22 3. 50 Secreted signal

P07098 Gastric triacylglycerol li鄄
pase 17. 8 0. 76 0. 21 3. 62 Secreted triglyceride

metabolic process

P13073
Cytochrome c oxidase sub鄄
unit 4 isoform 1,mitochon鄄
drial

12. 4 0. 78 0. 21 3. 71 Mitochondrion
inner membrane

cytochrome鄄c oxidase activi鄄
ty,protein binding

P20142 Gastricsin 14. 7 0. 76 0. 2 3. 8 Secreted digestion,proteolysis

P10606 Cytochrome c oxidase sub鄄
unit 5B 47. 3 0. 77 0. 2 3. 85 Mitochondrion

inner membrane
respiratory electron
transport chain

P00790 Pepsin A 17. 5 0. 71 0. 16 4. 44 Secreted digestion,proteolysis

O60218 Aldo鄄keto reductase
family 1 16. 8 0. 8 0. 18 4. 44 Cytoplasm digestion, oxidation鄄reduc鄄

tion process

P25815 Protein S100鄄P 28. 4 0. 81 0. 18 4. 50 Nucleus. Cyto鄄
plasm endothelial cell migration

Q92522 Histone H1x 12. 7 0. 77 0. 16 4. 81 Nucleus. Cyto鄄
plasm

nucleosome assembly;
DNA binding

P56856 Claudin鄄18 3. 8 0. 84 0. 16 5. 25 Cell membrane
calcium鄄independent cell鄄
cell adhesion,tight junc鄄
tion assembly

Q96NY7 Chloride intracellular
channel protein 6 18. 0 0. 85 0. 14 6. 07 Cytoplasm mem鄄

brane
chloride channel complex ;
Ion transport

Q9NS71 Gastrokine鄄1 38. 2 0. 82 0. 13 6. 31 Secreted Digestion; signal

Q7Z673 Ras鄄related protein Rab鄄44 1. 9 0. 9 0. 09 10. 00 Cell membrane small GTPase mediated sig鄄
nal transduction

Q5D1E8 Zinc finger CCCH domain鄄
containing protein 12A 2. 5 0. 89 0. 08 11. 13 Cytoplasm; Nu鄄

cleus
Apoptosis;
Differentiation
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细胞骨架类蛋白质如 Myosin鄄13;4. 2% 的分子伴侣

类;8. 4%的细胞凋亡类。

图 1摇 被鉴定蛋白质的亚细胞定位

图 2摇 Nano鄄RPLC鄄MS / MS 鉴定的 GAC 和 NGEC 差异蛋

白质功能分类

3摇 讨摇 摇 论

蛋白质系基因功能的最终执行者,基因作用的

发挥通过其表达产物蛋白质实现,所以蛋白质组学

(Proteomics)的研究受到研究者们高度关注。 比较

蛋白质组学是蛋白质组学最重要的研究策略,有研

究报道,采用比较蛋白质组学技术,通过比较肿瘤与

其起源的正常组织,或肿瘤发展不同阶段组织中蛋

白质在表达水平和修饰状态上的差异,发现了诸多

癌变相关的特异性蛋白质[5鄄8]。
程爱兰等[9]人运用 2鄄DE 技术分别从鼻咽癌和

正常的鼻咽上皮组织中纯化出鼻咽癌细胞和正常鼻

咽上皮细胞,发现了 29 个差异蛋白质,其中 15 个蛋

白质仅在 NPC 中表达或者高表达,而 14 个蛋白质

在 NPC 中表达下调或者缺失。 Neubauer 等[10] 应用

2DE 技术,发现了区别 (ER) + / (PR) + 和 ER + /
PR鄄乳腺预后的相关蛋白质 transgelin、 cydophilinA
及 Neudesin,这些蛋白质的差异表达,并发现 ER + /
PR +乳腺癌预后好于 ER + / PR鄄的乳腺癌。

蛋白质组技术,是后基因时代基因功能研究的

重要技术,近年来在蛋白质组研究中新兴的多维液

相色谱( MD鄄LC)技术,是一种非胶的分离方法,利
用两种或多种分离机理不同的色谱模式组合对样品

进行正交分离。 因便于接口控制、易与质谱连接、自
动化程度高等优势,已经作为与 2DE 互补的技术在

大规模蛋白质组研究中发挥了重要作用[11]。
本实验中采用的是强阳离子交换色谱(SCX)和

反相高效液相色谱(HP鄄RPLC)多分离模式来分离

蛋白质,很大程度上克服了 2DE 的局限性,其与质

谱的联用是目前蛋白质组学研究技术中发展较快的

领域。 采用基于非胶路线的液相色谱分离方法和

iTRAQ 标记定量蛋白质组学技术,所需样本量少,
可以很好与 LCM 技术结合运用。

本研究样本经过 SCX 的预处理后,复杂程度大

大降低,同时 iTRAQ 标记的引入,保证了分离过程

中化学行为的一致性,可直接对差异蛋白进行对比,
提高了实验结果的准确性。 这种实验技术的联用可

替代传统的 2鄄DE、DIGE 技术,是对胃癌等实体瘤进

行差异分析的有效方法[12]。
采用 iTRAQ 同位素 4 标试剂盒进行 2 标 116、

117 标记,116 标记正常胃黏膜上皮的总蛋白,117
标记胃低分化腺癌的总蛋白,通过比较标记同一蛋

白的 116、117 的相对丰强度来进行相对定量。 肽段

使用强阳离子交换 /反相纳升级液相色谱(SCX / na鄄
noHPLC)进行电喷雾串联质谱分析(ESI鄄MS / MS),
使用 Trans Proteomic Pipeline 软 件 通 过 Peptide
Prophet(P逸0. 90)和 Protein Prophet(P逸0. 95)来过

滤肽段和蛋白结果,可获得置信度在 0. 95 以上的蛋

白结果,鉴定出胃癌差异表达蛋白质分子,包括高表

达和低表达蛋白质分子。 高表达的蛋白主要是细胞

骨架蛋白和分泌蛋白比如 Vimentin、 Myosin鄄13、
Decorin、Lumican,低表达的蛋白集中在信号传导、生
物代谢、蛋白合成与代谢等生物学功能上如 Ras鄄re鄄
lated protein Rab鄄44、NAD(P) transhydrogenase、60S
ribosomal protein L8 等。 这些蛋白的差异表达都与

肿瘤的发生发展相关,表明胃癌发病机制的复杂性。
胃癌的发生发展的过程是一个多因素、多步骤、

多分子参与的复杂事件,可能包括相关癌基因激活

和(或)抑癌基因失活,上调和(或)下调相关蛋白质

的表达,经其相应信号传导途径,导致胃癌的发生与

发展[13鄄15]。
综上所述,人低分化胃癌组织与正常胃黏膜上

皮组织的蛋白质表达存在差异。 但胃癌发生发展的

确切分子机制、蛋白质间相互作用、及其蛋白质表达
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调控网络,有待今后进一步深入研究。
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