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摘摇 要:摇 随着蛋白质组学技术的不断发展,蛋白质作为生物标志物在肿瘤的早期诊断以及治疗效果评价等

方面的应用日益广泛。 近年来,蛋白质组学技术在环境污染预警方面的作用也日益受到关注。 本文就几种常用的

蛋白质组学分离分析技术及其在肿瘤相关生物标志物、环境污染预警生物标志物筛选中的应用做一综述。
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摇 摇 生物标志物(biomarker)是指可以标记系统、器
官、组织、细胞及亚细胞结构或功能的改变或可能发

生的改变的生化指标,如 DNA、RNA、蛋白质、酶、脂
类、糖类、代谢物等都可以作为生物标志物用于研

究。 生物标志物可应用于疾病的早期诊断和监测治

疗效果,发现治疗药物靶位[1鄄2];可以阐明各种污染

物的作用机理,确定各种污染物与生物体之间已发

生的相互作用;此外,标志物还可以用于流行病学或

毒理学研究,以判断生物是否暴露于某些环境因素

中。 筛选出有用的生物标志物不但对疾病的诊断和

治疗有着重大的意义,并可以与生态学效应相联系,
从而制定研究解决环境问题的方案。 以前常用于筛

选生物标志物的方法是基因组学,随着人类基因组

测序的完成,人们发现基因的表达方式错综复杂,基
因组学不能回答人类关于生命活动的许多问题,而
蛋白质才是基因功能的实施者,了解蛋白质的结构、
定位和蛋白质间相互作用和蛋白质的功能则明显更

有利于了解生命现象的本质,这便是蛋白质组学

(proteomics) [3]。 本文就蛋白质组学在筛选生物标

志物中的研究进展综述如下。

1摇 蛋白质组学技术

1. 1摇 蛋白质组学分离标记技术摇 摇 基于质谱数据

统计分析的非标记分离方法利用蛋白质分子量和等

电点不同来分离蛋白质的双向聚丙烯酰胺凝胶电泳

(2D鄄PAGE)和双向荧光差异凝胶电泳(2D鄄DIGE)。
基于和液相色谱—串联质谱(LC鄄MS / MS)联用的同

位素标记技术利用同位素编码亲和标签(ICAT)、细
胞培养氨基酸稳定同位素标记(SILAC)或同位素标

记相对和绝对定量标记(iTRAQ) [4]等。
1. 2摇 蛋白质组学分析技术

1. 2. 1摇 质谱技术(MS) 摇 质谱分析是一种测量离子

荷质比(电荷—质量比)的分析方法,其基本原理是

使试样中各组分在离子源中发生电离,生成不同荷质

比的带正电荷的离子,经加速电场的作用形成离子束

进入质量分析器,在质量分析器中,再利用电场和磁

场使发生相反的速度色散,将它们分别聚焦而得到质

谱图,从而确定其质量。 MS 是不可或缺的核心蛋白

质组技术,可以高度敏感和高通量鉴定蛋白质或多肽

以及转录后修饰。 最常用的 MS 技术包括:基体辅助

激光解吸电离飞行时间质谱 MALDI鄄TOF鄄MS、表面增

强激光解吸电离飞行时间质谱 SELDI鄄TOF鄄MS、MS /
MS(串联 MS)等。 近几年 MS 技术发生了巨大的变

化,出现新一代的质量分析器和复杂的多级仪器如四

极杆飞行时间串联质谱技术(Q鄄Q鄄TOF)和飞行时间

串联质谱仪(TOF鄄TOF)等[5]。
1. 2. 2摇 定向蛋白质组学摇 定向蛋白质组学(targeted
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proteomics)技术是利用质谱仪对一组经过预筛选的

蛋白质样品进行分析。 这种预筛选过程是通过选择

反应监控技术(selected reaction monitoring,SRM)实
现的,SRM 根据待分析的目标蛋白氨基酸序列,选择

对应的蛋白质特异性肽段(proteotypic peptide,PTP)
及 PTP 对应的高响应子离子,最后用高响应子离子的

信号强度来反映该蛋白质的表达丰度。 这些信号强

度大且能够确定唯一目标蛋白的肽段被称为 PTP,并
与对应的高响应子离子组成一个母离子—子离子对。
SRM 实验通常基于三重四极杆( triple quadrupole,
QQQ)串联质谱仪,也可以在线性离子阱( linear ion
trap)质谱仪或者四极杆—飞行时间(Q鄄TOF)质谱仪

上进行[6]。 与目前仍占主导地位的鸟枪法蛋白质组

学技术相比,使用了 SRM 的蛋白质探测技术速度更

快,更直接。 因此,以质谱为基础的定向质谱技术的

应用在更广泛的范围内迅速攀升,正在迅速成为一个

可以替代或互补 ELISA(目前蛋白质定量的金标准)
的技术,并且能缩短实验室发现的生物标志物和临床

应用之间差距[7鄄8]。
1. 2. 3摇 蛋白质微阵列(蛋白质芯片) 摇 蛋白质微阵

列(protein microarrays)的基本原理是将抗原、抗体、
小肽、受体和配体、蛋白质鄄DNA 和蛋白质鄄RNA 复

合物等蛋白质有序地固定于滴定板、载玻片等各种

载体上制成芯片,然后,用标记了特定荧光的蛋白质

或其他成分与芯片作用,洗去未能与芯片上的蛋白

质互补结合的成分,再利用荧光扫描仪或激光共聚

焦扫描技术,测定芯片上各点的荧光强度,通过荧光

强度分析蛋白质与蛋白质之间相互作用的关系,由
此达到测定各种蛋白质的目的。 蛋白质微阵列可分

蛋白检测芯片和蛋白功能芯片。 蛋白检测芯片将具

有高度亲和特异性的探针分子(如单克隆抗体)固

定在基片上,用于识别复杂生物样品中的目标蛋白 /
多肽。 蛋白质功能微阵列是在阵列上包含完整的功

能蛋白质 /域,可以研究蛋白质的一个特殊亚型或整

个蛋白质组的生物化学活性[4,9]。

2摇 蛋白质组学在肿瘤相关生物标志物
筛选中的应用

2. 1摇 蛋白质组学在肺癌相关生物标志物筛选中的

应用摇 摇 肺癌是癌症死亡的最常见原因之一,5 年

存活率在所有癌症中是最低的,只有 15% 。 肺癌的

死亡率高,不仅是由于晚期诊断,而且即使被诊断为

I 期肺癌患者也缺乏有效的治疗方法。 因此,迫切

需要发现新的生物标志物用于肺癌的诊断、预后评

估以及打开新的治疗途径。
2. 1. 1摇 肺癌的诊断摇 Ding 等[10] 通过研究 92 例肺

癌患者、38 例细菌性肺炎患者和 42 例健康对照的

血清和胸腔积液,发现肺癌患者中胸腔积液 /血清的

转甲状素蛋白 TTR 比值较细菌性肺炎患者的更高,
应用 MALDITOFMS 分析发现肺癌患者和细菌性肺

炎患者的血清中有 4 个对应 TTR、Sul鄄TTR、Cys鄄TTR
和 Cysgly鄄TTR 的主要峰,肺癌患者胸腔积液中的

Cysgly鄄TTR 比例增高,研究数据表明,结合胸腔积液

/血清 TTR 比值和修饰后 TTR 能更有效的区别诊断

肺癌患者与细菌性肺炎患者。
2. 1. 2摇 肺癌的预后评估摇 化疗是大多数肺癌患者

的标准治疗方法,而只有少数晚期非小细胞肺癌

(NSCLC)患者化疗有效,所以通过生物标志物评估

肺癌患者化疗治疗的预后尤为重要,Voortman 等[11]

应用 MALDI鄄TOF鄄MS 研究 27 例 NSCLC 患者用顺

铂—吉西他滨和硼替佐米化学治疗的血清肽质谱,
从血清肽丰度的动态变化发现,一种 13 肽标志物在

区别患者治疗后是短的无恶化存活期(PFS)还是长

的无恶化存活期上具有 86% 准确率、100% 灵敏度

和 73%特异性,一种 5 肽标志物在区分患者对治疗

是部分应答还是不应答具有 89% 准确率、100% 灵

敏度和 83%特异性。 由于长的 PFS 和较长的总生

存率相关,所以分析这些血清多肽组可能有助于预

测晚期 NSCLC 患者的化疗治疗效果。
2. 1. 3摇 肺癌的新治疗靶点摇 由于肺癌的 80%以上

都是 NSCLC,所以找到治疗 NSCLC 的靶点可以有效

提高肺癌的 5 年存活率,Shaomin 等[12] 在三位手术

NSCLC 患者中取得约 250 mg 的肿瘤组织和非肿瘤

邻近组织,并用 2D鄄DIGE 技术从这两种组织的组织

间质液(TIF)中得到 24 个差异蛋白质点,应用 LC鄄
MS / MS 技术分析这 24 个差异蛋白质后,发现肿瘤

组织的 TIF 过氧化物酶基因 1 (PRDX1)的表达上

调,最后用 ELISA 验证了 40 例 NSCLC 患者平均为

36 ng / mL 的 PRDX1 明显高于 20 例肺良性疾病患

者平均 6. 26 ng / mL 的 PRDX1,研究表明,PRDX1 可

能与 NSCLC 的淋巴结转移及分化程度相关,PRDX1
可以归因于恶性转化的 NSCLC,并且可能成为

NSCLC 的治疗靶点。
2. 2摇 蛋白质组学在胰腺癌相关生物标志物筛选中

的应用摇 摇 胰腺癌(pancreatic cancer,PC)是一个治
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疗方法有限的致命恶性肿瘤,具有非常高的死亡率,
降低 PC 的死亡率不仅需要技术的进步,而且需要

检测出对 PC 具有高特异性的新生物标志物。 由于

晚期 PC 的 5 年存活率低,所以可以检测出疾病蔓

延前阶段的早期诊断标记就可以改变 PC 患者的命

运[13鄄14]。 Pan 等[15] 应用基于 SRM 技术的定向蛋白

质组学研究 PC 患者,慢性胰腺炎患者和正常人的

血浆样本中一组候选癌症生物标志物的含量,这 5
个候选癌症生物标志物包括人分层蛋白 (14鄄3鄄3
protein sigma)、凝溶胶蛋白( gelsolin)、光蛋白聚糖

(lumican)、谷氨酰胺转移酶 2(transglutaminase 2)和
组织金属蛋白酶抑制 1(tissue inhibitor of metallopro鄄
teinase 1)。 研究发现,凝溶胶蛋白、光蛋白聚糖及

组织抑制剂金属蛋白酶 1 可能比 CA19鄄9 更能分辨

PC 患者和慢性胰腺炎患者或正常人。 除此之外,结
合相补充的个体生物标记物可能在原有的特异性上

提高生物标志物的灵敏度,比如,虽然光蛋白聚糖可

以很好的区分癌症和健康对照者,但难区分癌症和

胰腺炎,凝溶胶蛋白能更好的区分癌症和胰腺炎。
比起光蛋白聚糖或凝溶胶蛋白各自单独作为生物标

志物,两者一起,作为一个联合生物标志物小组,可
以表现出更高的灵敏度同时有 95% 特异性。 所以,
定向蛋白组学可以补充 ELISA 方法应用于验证这

些候选生物标志物在临床应用中的潜在实用性[16]。
2. 3摇 蛋白质组学在肝癌相关生物标志物筛选中的

应用摇 摇 肝细胞癌(HCC)是全球主要的致命癌症,
尽管有很多诊断方法,然而小肝结节等疾病与 HCC
的鉴别诊断仍然困难。 先进的成像技术,联合辅助

生物标志物磷脂酰肌醇聚糖 3(GPC3)、谷氨酰胺合

成酶(GS)和热休克蛋白 70(HSP70)可以增强诊断

的准确性,但是,仍需准确性灵敏性更高的生物标志

物来辅助鉴别诊断。 Reis 等[17] 用非标记技术和凝

胶型蛋白质组学筛选出 HCC(18 例)和对应的非肿

瘤肝组织(NTLT)的一批差异候选蛋白质,进一步在

HCC(78 例),肝细胞腺瘤(25 例;HCA),局灶性结

节性增生(28 例;FNH),肝硬化(28 例)中比较这些

已知蛋白质生物标志物的诊断准确率,发现 14鄄3鄄3
Sigma(14鄄3鄄3S)显示出最显著上调(58. 8 倍),并相

对 GPC3(64. 7% )和 GS(45郾 4% )有着更好的诊断

准确率(73. 0% ),且具有高灵敏度(96. 0% )。 所

以,14鄄3鄄3S 是一个有潜力的蛋白质生物标志物,可
以进一步改善肝细胞肿瘤鉴别诊断过程的准确性。

3摇 蛋白质组学在环境污染预警生物标
志物筛选中的应用

3. 1摇 空气污染预警生物标志物筛选摇 摇 随着生活

质量越来越好,人们的生存环境却越来越差,各种工

业过程、供热、烹调过程中燃煤与燃气或燃油排放的

烟尘、交通工具向大气中排放的尾气等污染造成城市

空气质量下降,对人类健康造成巨大的危害。 颗粒物

PM(particulate matter)可以通过呼吸进入人体危害健

康引发疾病,粗颗粒 PM10(直径 2. 5 ~ 10. 0 滋m)就可

以吸入肺部,通常沉积在上呼吸道;细颗粒 PM2. 5(直
径 <2. 5 滋m)可深入到细支气管和肺泡;而超细颗粒

(UFPs)和纳米颗粒 NP(直径 < 0. 1 滋m)为人体的危

害更大[18]。 Kang 等[19] 用蛋白质组学分析对比正常

环境下小鼠哮喘模型和暴露在含有多环芳香烃

(PAH)的 UFP 环境下小鼠哮喘模型的支气管肺泡灌

洗液蛋白组,发现实验组支气管肺泡灌洗液蛋白组有

蛋白质表现出显著增强的上调,分别是多聚免疫球蛋

白受体、补体 C3、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋

白(NGAL)、几丁质酶 3 样蛋白 3、几丁质酶 3 样蛋白

4 和酸性哺乳动物几丁质酶,研究中发现 NGAL 也许

可以修复 UFP 引起的毒性,并可能是确定呼吸道氧

化应激状态的有效生物标志物。 所以生物标志物的

研究将发现这些不利健康的颗粒对人体产生相关临

床表现前的早期生物事件提供有价值的预警

信息[20]。
3. 2摇 核污染预警生物标志物筛选摇 摇 随着放射性

物质和电离辐射设备在国民经济各领域中的广泛应

用,这些放射性物质本身或者其遗留物对生物环境

和人类造成的破坏也日益受到关注。 这些核辐射物

质可以通过多种途径进入生物体内,成为“隐形杀

手冶,对生物物种造成各种损害[21]。 因此,筛选出检

测速度快、对辐照敏感核污染预警生物标志物,不仅

为核污染的生物防护工作打下基础,而且对生物物

种甚至人类起到保护作用。
近年,公众越来越关注低剂量辐射对健康的影

响。 虽然高剂量率辐射暴露细胞反应的分子事件已

得到充分的研究,但是长期暴露于极低剂量率辐射

的影响目前尚不清楚。 Nakajima 等[22] 通过二维电

泳分析在低剂量率(0. 032 滋Gy / min、0. 65 滋Gy / min
和 13 滋Gy / min)照射 485 天的小鼠肝脏中蛋白的表

达,发现其中一种蛋白质表现出显著的表达变化,被
确定为硫氰酸酶(硫代硫酸硫转移酶),研究结果表
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明,硫氰酸酶是一种由低剂量率辐射引起的新蛋白

质,并进一步分析能够提供发现极低剂量率辐射暴

露的影响。 这种蛋白可能成为明确低剂量辐射效应

和新防御系统的关键[22]。
随着蛋白质组学研究方法的更新和研究数据的

不断积累,越来越多的生物标志物被发现,但是,筛
选出来的生物标志物是否能达到实际应用的要求,
还需要大量的研究和验证。
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