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肺癌蛋白质组学常用研究方法
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摘 要 肺癌是死亡率较高的一种常见恶性肿瘤。因缺乏有效的早期诊断手段，多数患

者诊断时已处于中晚期，预后很差。近年来，通过对肺癌患者进行相关的蛋白质组学研究，

搜寻与肺癌相关的特异性肿瘤标志物，为临床肺癌的早期诊断、评估和预后提示许多新

的发展方向。本文主要介绍与肺癌蛋白质组研究相关的实验技术，并综述近期研究进展。
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引  言

肺癌可分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌。非小

细胞肺癌又可分为三个组织学亚型：鳞状细胞癌（简

称鳞癌），腺癌和大细胞癌，其中最为常见的是鳞

癌和腺癌 [1]。肺癌是危害人类生存的最常见恶性肿

瘤之一：它是男性肿瘤致死的首位原因；在女性中，

其导致死亡的比例也正在超过乳腺癌。据 WHO 估

计，21 世纪中国将成为肺癌发病率相对较高的几

个国家之一 [2]。

临床诊断肺癌的主要方法有：胸部X射线检查、

低剂量 CT、支气管镜检查、痰细胞学分析和肿瘤

标记物（如癌胚抗原）检测等。然而，这些方法均

缺乏足够的敏感性或特异性，往往无法对肺癌进行

有效的早期诊断。因此，多数肺癌患者预后较差，

5 年生存率很低 [3]。近年来，针对肺癌蛋白质组的

研究已取得长足的进展，为探索肺癌的发病机制、

早期诊断、转移和治疗评估提供许多新的发展方向。

蛋白质组是指在一种细胞内存在的全部蛋白质，

这一概念是 Wilkins 等人于 1995 年提出的 [4]。蛋白

质组学是以蛋白质组为研究对象，从整体蛋白质水

平研究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，

解释蛋白质功能和细胞生命活动的规律 [5]。Takefumi
和 P. David 认为 [6]，将蛋白质组学应用于肺癌研究，

不仅可以从蛋白质总体水平上揭示肺癌的发生、发

展和转移机制，而且由于其可利用各种不同的组织

进行分析，包括癌症患者的血液、体液等易获取的

标本，极大地方便蛋白质组的临床检验应用。

1  双向凝胶电泳技术及其在肺癌方面的应用

肺癌蛋白质组的研究策略主要包括蛋白质组的

分离和鉴定。在实际应用中，蛋白质组的分离和鉴

定往往是连续或同步进行的，二者没有绝对的界限。

双向凝胶电泳（2D-PAGE）是 20 世纪 80 年

代发展起来的一种有效的二维分离技术。完整的

2D-PAGE 技术包括样品制备、等电聚焦、平衡转

移、SDS-PAGE、斑点染色、图像捕获和图谱分析等。

其原理是基于不同蛋白质的等电点和分子量不同的

特性：第一相是等电聚焦电泳，第二相是 SDS- 聚
丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)[7]。利用银染或考

马斯亮蓝染色，结合相关软件，可以对 2D-PAGE
的结果进行半定量分析；也可选择不同的荧光染料

对样品进行定量荧光法分析。后者可实现自动化分

析，从而大大减少人员的工作量。此外，2D 凝胶

的结果还可以结合质谱进行分析，并通过对大规模

基因组和蛋白质组数据库的应用，使得对蛋白质的

比照和分析更为全面 [6~8]。

Chen 等 [9] 利用 2D-PAGE 技术和蛋白质微点

阵技术结合，对约 100 名肺癌患者进行分析，成功

报道磷酸甘油酸酯激酶（PGK1）可作为肺癌患者

存活的预测蛋白。聂赣娟等 [10] 利用 2D-PAGE 对

健康人、I 期肺鳞癌和Ⅲ期肺鳞癌血清各 9 例样本

进行 2D-PAGE，凝胶结果采用 Bandleader 图像分

析软件对结合珠蛋白 -2 (HP-2) 表达水平进行分析，

提示 HP-2 在肺鳞癌患者血清中的表达水平高于健

康对照 (P<0.05)，在 I 期肺鳞癌和Ⅲ期肺鳞癌血清

中的表达水平无明显差异。

2D-PAGE 在实际应用中也存在着诸如对样本

需求量大、难以进行大规模研究、容易造成极酸

或极碱性蛋白质丢失和对低表达量 ( 拷贝数 <1000)
及疏水性蛋白不易检测到等缺点 [4]。因此，单独应

用 2D-PAGE 并不能对蛋白质组中可能的生物标志

物进行直接而完全的确认 [11]。

不过，随着样品制备方法的完善，固相 pH 梯

度 2D-PAGE 的应用及相关的图像分析软件性能的
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提高，这种技术将能够达到较高的流通量、较高的

分辨率和较好的重复性，并能很好地与质谱鉴定方

法匹配。目前，这一方法仍是最常用、最经典的蛋

白质分离检测技术 [12]。

2   质谱技术及其在肺癌方面的应用

质谱技术的基本原理：将样品分子离子化后，

根据不同离子间质荷比(M/Z)的差异来分离，并确

定其分子量。目前有3种质谱技术被应用于蛋白质

组学研究[5]：(1) 基质辅助激光解析电离-飞行时间

质谱技术(matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)。
(2) 电喷雾电离串联-飞行时间质谱技术(electrospray
ionization time-of-flight mass spectrometry，ESI-TOF-
MS)。(3) 表面增强激光解析离子化-飞行时间质

谱技术(surface enhanced laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry, SELDI-TOF-
MS)。目前应用较广的是SELDI-TOF-MS技术。

2.1 MALDI-TOF-MS

此法操作简单，高效、快速，较小的样本甚至

对少量的细胞即可以做分析。离子电荷通常为 l～ 2
个，而非多电荷离子，对分子量较大的样品而言，

不会形成复杂的多电荷图，因而对图谱的解析比较

清楚，适用于大样本的高通量蛋白质组的分析与筛

选。此外，该技术对于样品中杂质的容忍程度相对

较好。不过该技术对小分子量蛋白质的检测效果较

差。鉴定到的蛋白质分子量覆盖度明显较小 [13]。

Howard B. A. [14] 对肺癌患者和健康人血清蛋

白质组进行分析，结合 MALDI-TOF-MS 方法，发

现两组样本存在离子峰值为 11702Da 的蛋白质的

差异，经鉴定，认为这种蛋白是血清淀粉样蛋白

A(SAA，相对分子质量为 11682.7Da)，这种蛋白

质在肺癌患者血清中平均表达含量为 286ng/mL，
在健康人血清中为 34.1ng/mL。作者认为利用

MALDI-TOF-MS 技术结合计算机分析，对于肺癌

或其他疾病的血清生物标志物的筛选有很大用途。

冯燕国 [15] 等人对 SBC-5 小细胞肺癌细胞系建立

的蛋白质双向凝胶电泳图谱进行分析，发现蛋白质

点分布以 PI 值 4~7、相对分子质量 20000~80000Da
范围内最多，利用 MALDI-TOF-MS 技术与数据库检

索，对其中一个蛋白质点作出鉴定，结合双向凝胶

电泳相应蛋白质点的表观等电点、分子量、匹配片

段的多少以及氨基酸序列的覆盖率等进行综合分析，

最终成功确定该蛋白质为膜联蛋白 A1(Annexin A1)。

2.2 ESI-TOF-MS

电喷雾离子化主要原理是将待测蛋白样品溶解

在溶剂中，以液相方式通过毛细管到达喷口，在喷

口高电压作用下形成带电荷的微滴，随着微滴中的

挥发性溶剂蒸发，微滴表面电场随半径减少而增加，

到达某一临界点时，蛋白样品将以离子方式从液滴

表面蒸发，进入气相，实现样品的离子化。然后再

通过飞行时间 - 质谱技术检测其分子量。这一方法

主要适用于针对小分子量蛋白质进行检测 [5, 13]。

2.3 SELDI-TOF-MS

其基本原理最早于 1993 年由 2002 年诺贝尔

化学奖获得者田中耕一提出。同年，美国的 Bill 
Hutchens 和 Tai Yung Yip 提出改良的表面增强激光

解析离子化飞行时间质谱技术 SELDI-TOF-MS[16]。

此技术集蛋白质芯片和质谱于一身，具有快速、高

通量、高灵敏度等特点，可同时检测高分子量和低

分子量蛋白质，为蛋白质组学的研究提供更为高效、

便捷、准确的方法，因此，此技术在最近几年应用

于肿瘤蛋白质组的研究正在快速增长。目前，对恶

性肿瘤标志物筛选的研究主要依靠的是此种方法 [17]。

SELDI-TOF-MS 技术由蛋白质芯片系统和质

谱仪组成，蛋白质芯片系统的主要原理是利用固相

表面所固定的不同物质对所需检验的蛋白质组进行

分离。其中，“化学表面”蛋白芯片包括疏水性表面、

阴离子交换表面、阳离子交换表面、固相金属亲和

层析表面、亲水性表面以及混合型表面等，利用疏

水性相互作用、共价键、离子键等作用方式对蛋白

质进行分离；而另一类蛋白质芯片技术则利用一种

预活化的“生物表面”，通过耦合一些生物活性分子，

利用抗原 - 抗体、受体 - 配体、DNA- 蛋白质等之

间的相互作用，对蛋白质组进行分离和分析 [18，19]。

Han KQ 等 [20] 用金属亲和蛋白芯片和 SELDI-
YOF-MS 技术对血清标本进行研究，先利用 89
例肺癌和 68 例年龄、性别匹配的对照建模，找

到 48 个差异峰，利用其中 3 个（5808、5971 和

7779Da）建立树状分类方法，其灵敏度为 91%，

特异性为 97% ；然后对 62 例肺癌和 34 例健康对

照进行盲筛，达到 89% 的灵敏度和 91% 的特异性，

阳性预测值为 90%。

Yang SY 等 [3] 利用 SELDI 技术对 158 名肺癌

病人和 50 名健康人的血清蛋白质组进行分析，筛

选出峰值在 11493、6429、8245、5335 和 2538Da
的 5 种蛋白质作为生物标志物，其对肺癌的灵敏

度达到 86.9%，特异性为 80.0%，阳性预测值为
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92.4%。在此数据基础上，发现以 SELDI 标志物对

非小细胞肺癌的灵敏度为 91.4%，对 I 期和 II 期肺

癌的诊断灵敏度为 79.1%，显著高于临床常用的血

清标志物 Cyfra21-1 和 NSE。
赵健等 [21] 利用 WCX2 蛋白芯片结合 SELDI-

TOF-MS 技术，对 24 例肺腺癌和 10 例正常人血清

蛋白质谱进行筛选，共检测到 86 个有效的蛋白质波

峰，其中 m/z 位于分子质量 2000~10000 的波峰有

78 个。筛选出 m/z 分子质量为 8129.55、2022.18、
3271.91、3933.44、3504.49 和 3811.71Da 的 6 个

血清肿瘤标志物，以 m/z 为 8129.55Da 建立的诊

断模型可区分肺腺癌患者与正常人，其灵敏度为

91.67％ ，特异性为 80.00％。

尽管 SELDI-TOF-MS 技术只能对蛋白质的相

对分子质量做出测定，还不能直接对所检测到的蛋

白质进行生物学特性分析，但是通过结合相关的下

游技术，可对待测蛋白质的结构、功能和性质等做

出全面的评估 [12, 22]。SELDI-TOF-MS 技术对于蛋

白质功能的研究，蛋白质组的研究，乃至对新蛋白

质的发现都有很重要的价值和应用前景。

3  展望

蛋白质组学技术在肿瘤研究中的应用，可以更

为全面地揭示肿瘤蛋白表达水平的变化与肿瘤发展

的不同阶段之间的关系，为肿瘤的早期诊断和有效

治疗提供更多的可能性。针对肺癌的蛋白质组学研

究，则可以鉴定出高表达的肺癌相关蛋白质，分析

及鉴定肺癌抗原及自身抗体，探讨肺癌发生、发展

的机理，以及研究肺癌蛋白质指纹图谱等，这些工

作都为解决临床对肺癌早期诊断的不足提供可能

性。相信随着相关技术的不断改进和完善，相关认

识的不断深入，后基因组时代的蛋白质组学研究能

够最终为临床解决肺癌的早期诊断难题，并在肺癌

诊治过程中发挥重要的指导作用。
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图 10  内嵌在实时频谱系统里面的脉冲测量分析软件

4  结束语

实时频谱分析不但具有一般频谱分析的功能，

而且还具有时间测量、实时频谱、解调分析、发射

参数测量、触发捕获等特殊功能。数字荧光显示技

术和强大的触发捕获功能可以对特定的脉冲信号进

行发现和捕获，可以用于跳频 / 雷达信号的捕捉；

时间测量功能可以用于跳频信号跳频频率表、跳频

序列、跳频速度、跳频频道建立时间、跳频频道驻

留时间等参数的测量，也可以用于雷达信号有关时

间参数的测量。此外，实时频谱分析系统拥有独特

的脉冲测量分析软件，可以全面的对复杂调制脉冲

进行分析，特别适合对雷达信号参数的测量和分析。
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The principle and application of real-time spectrum analysis
Liu Yujun1 Wu Xiaodong1 Wang Dongyang1 Liu Xueling2 Jiang Meilei1

(1.Department of Information Engineering of Armored Force Engineering Institute, Beijing 100072)
(2.Academy of Armored Forces Engineering, Beijing 100094) 

Abstract This paper focuses on the principle, structural design and application of real-time spectrum analysis. 
It firstly expounds the significance of the real-time analysis of the spectrum on spectrum management and signal 
analysis.Then, it gives an introduction on the principles, design concept and general structural design of a real-
time spectrum analyzer; taking a real-time spectrum analyzer for example, it tackles measurement of a real-time 
spectrum analyzer on several parameters of radio frequency signal. Finally, the paper introduces some special 
functions and application of the real-time spectrum analysis , such as rapid detection of the signals between the 
pulses, triggering capture, real-time spectrum, time and pulse measurement and so on. 
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Common methods for proteomic analysis of lung cancer
Mu Longlong Zhu Zhaohui

(Department of Nuclear Medicine of PUMC Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences, Peking 
Union Medical College, Beijing 100730)

Abstract Lung cancer is a common malignant tumor with high mortality. Lack of effective means for early di-
agnosis, the prognosis of lung cancer patients are usually very poor. The basic proteomic researches of lung cancer 
aim to find out potential bio-markers for early diagnosis, evaluation and prognosis of lung cancer. And the new de-
velopments are promoting the technologies possibile for clinical application. This article introduced the common 
technologies for proteomic analysis of lung cancer, and reviewed the new developments in this field.
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