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0　引言

肿瘤是困扰人类的重大疾病之一。据卫生部卫

生统计信息中心提供的《2001 年全国卫生事业发展

情况统计公报》表明 ,我国城市居民中恶性肿瘤死亡

率为135 . 59/ 10万 ,位居各类疾病死亡率之首 ,在农

村地区 ,死亡率为105 . 36/ 10 万 ,位居第三位。如何

了解人类众多的基因与危害身心健康的疾病之间的

关系 ,是生命科学研究者必须着手解决的一个重大

问题。近年逐渐兴起的大规模蛋白质组学可以分

析、鉴定肿瘤细胞的蛋白质分子变化 ,为肿瘤的预

防、诊断、治疗及预后提供极有价值的信息。本文就

蛋白质组学技术及其在肿瘤方面的研究进展作一综

述。

1　蛋白质组学的定义

随着人类基因组计划研究成果的逐步公布及许

多物种的基因组测序的快速推进 ,人们对基因的认

识也逐渐清晰。生命科学也逐渐进入了后基因时

代。1994年 ,澳大利亚 Macquarie 大学的 Wilkins

和 Williams首先提出蛋白质组 (p roteome)的概念 ,

系指“一个细胞或一个组织基因组所表达的全部蛋

白质”,它是对应于一个基因组的所有蛋白质构成的

整体 ,而不是局限于一个或多个蛋白质。近年来逐

渐形成一门新兴学科———蛋白质组学 ,即是以蛋白

质组为研究对象 ,应用相关研究技术 ,从整体水平上

来认识蛋白质的存在及活动方式 (表达、修饰、功能、

相互作用等)的学科。

2　蛋白质组研究技术

2 . 1　样品的制备

在肿瘤研究领域 ,如何制备优良的肿瘤样品蛋

白质是肿瘤蛋白质组学研究的首要问题。肿瘤样品

主要有肿瘤细胞及肿瘤组织两大类。但由于肿瘤细

胞系不能完全体现体内的真实情况 ,要真正解决临

床的问题仍然离不开肿瘤组织标本的采集。肿瘤组

织标本的获取过程受多方面因素的影响 ,如血液、结

缔组织等。目前 ,可采用荧光标记的流式细胞仪

(fluorescence2activated cell sorter ,FACS)或激光捕

获显微切割术 (laser capt ure microdissection ,L CM)

进行取材从而克服组织内异质性的问题。近些年

来 ,标本的制备除了肿瘤细胞和肿瘤组织外 ,还可取

来自健康人和患者的体液标本如血清、尿液、脑脊液

等进行蛋白质组学研究。

2 . 2　固相 p H梯度等电聚焦双向电泳 ( IP G—2DE)

技术

这是一类目前在蛋白质组学研究中应用最广泛

的双向电泳技术 ,第一向是采用固相 p H 梯度

( IP G)进行等电聚焦电泳 ,其根据不同的蛋白质分

子所带电荷量的差异 ,以等电聚焦技术进行分离。

从而克服了载体两性蛋白质引起的聚焦时间过长 ,

p H梯度不稳定、操作繁琐、阴极漂移等现象。第二

向 SDS凝胶电泳 ,蛋白质分子在 SDS系统中的迁移

率不受电荷和分子形状等因素的影响 ,其主要决定

于蛋白质分子质量的大小。此外 ,双向高效柱层析、

毛细管电泳也是分离蛋白质组分的有效技术。蛋白

质可视化采用考马斯亮蓝染色和银染色 ,近年来 ,新

的染色技术如荧光标记、同位素标记技术的出现 ,使

其更向高灵敏度和自动化方向发展。双向电泳图谱

反映了蛋白质组的特性 ,即蛋白质的种类和含量 ,其

分析通常依赖于软件分析 ,如 melanie Ⅱ & 3 ,

PDQuest 6 . 0 , ImageMaster 2D Elite 3 . 10 ,

Phoretix 2D等。

2 . 3　质谱

利用质谱 (MS)分析进行蛋白质鉴定 ,其基本原

理是样品的分子离子化后 ,根据离子间质荷比 ( m/

z)的差异来分离并确定样品的分子质量。蛋白质组

研究中用质谱技术鉴定和注释蛋白质主要通过两种

路线 :一种是通过肽质谱指纹图 (peptide mass fin2
gerp rinting , PMF)和数据库搜寻匹配的路线 ,进行
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分析的质谱仪首选是 MALDI—TOF质谱仪 ,另一

种是通过测出样品中部分肽段二级质谱信息或氨基

酸序列标签与数据库搜寻匹配的路线 ,适合于进行

这种分析的仪器主要是电喷雾串行质谱仪。

2 . 4　生物信息学

生物信息学在蛋白质组学研究中的应用大致

为 :对双向电泳结果进行图像分析 ,从中寻找疾病与

生理状态下表达有差异的蛋白质斑点 ,构建双向电

泳图谱数据库 ;参与对双向电泳凝胶中的蛋白质斑

点的鉴定 ,包括单独或综合运用质谱数据 ,氨基酸测

序结果 ,氨基酸组成分析结果等数据查询数据库以

鉴定蛋白质等。

3　蛋白质组学在肿瘤研究中的应用

在肿瘤研究中 ,应用蛋白质组学技术从新的角

度研究肿瘤 ,能够动态、整体、定量地观察肿瘤发生

过程 ,蛋白质种类和数量的变化 ,通过比较正常和病

理情况下细胞或组织中蛋白质在表达数量、表达位

置和修饰状态上的差异 ,可以发现与病理改变有关

的蛋白质和疾病特异性蛋白质 ,这些蛋白质既可为

疾病发病机制提供线索 ,也可作为疾病诊断的分子

标记 ,还可作为治疗和药物开发的靶标 ,是目前肿瘤

及其药物筛选研究中最新并且最强有力的手段之

一 ,概述如下。

3 . 1　宫颈癌

宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一。据 W HO

统计宫颈癌发病率居妇癌之首 ,尤其在非洲和东南

亚国家及地区发病率较高 ,其死亡率仅次于乳腺癌

位居第二位 ,其癌变机制尚未清楚。目前诊断宫颈

癌主要依据宫颈细胞学涂片检查 ,但其早期诊断阳

性率较低 ,因此寻找一种早期诊断和治疗宫颈癌敏

感有效的方法极为迫切。Trejo2Becerril 等[ 1 ]学者

运用 SDS2PA GE方法对正常宫颈细胞及宫颈癌细

胞的膜蛋白进行比较发现 ,在 29例正常的宫颈细胞

中有一种高度表达的蛋白质 ,但在 48例肿瘤细胞中

则有三种类型的蛋白质 ( Ⅰ型 :25 %、Ⅱ型 :29 . 2 %、

Ⅲ型45 . 8 %) 且高分子量蛋白表达下调或丢失。

Mat sui 2NM等[ 2 ]利用 22D和 MALDI2TO F质谱技

术在 M E2180宫颈癌细胞中鉴定出 IFN2γ、TN F调

节蛋白和三种细胞因子调节蛋白。

3 . 2　卵巢癌

恶性程度最高的妇科癌症之一。由于卵巢癌深

藏于盆腔 ,患者临床症状隐匿 ,以致确诊时超过

70 %的患者已属晚期 ,其死亡率较高。卵巢肿瘤可

以分为良性、交界性和恶性肿瘤。Alaiya 等[ 3 ]运用

蛋白质组学方法对以上三种类型的肿瘤组织蛋白质

组进行比较发现 ,PCNA、癌蛋白 1 8 (Op1 8)和应激

蛋白 calreticulin、p HSp60、HSp90 在恶性卵巢肿瘤

中的表达水平升高 ,而原肌球蛋白 1、2 在交界性和

恶性肿瘤中的表达水平下降。因此可通过蛋白质的

变化来对肿瘤进行分类。

3 . 3　肺癌

肺癌对人类健康的威胁日益严重 ,其发病率和

死亡率已居各类恶性肿瘤之首。Hirano 等[ 4 ]利用

22D E对 14例不同组织学类型的肺癌组织的蛋白质

组比较研究发现 ,微管蛋白2β、HSp90、PCNA 和核

纤层蛋白 B 等在小细胞肺癌 ( SCL C)组织中高表

达。Brichory等[ 5 ]研究发现一个被称为 P GP9 . 5 的

蛋白质不仅能在 14 % (9/ 64 例)的肺癌病人血清中

引起自身抗体 ,而且在另外 2 例未查出抗体的肺癌

病人血清中也检测到可溶性的 P GP9 . 5 自身抗原。

因此 ,他们认为 P GP9 . 5 可作为肺癌筛查和诊断的

生物标志物。

3 . 4　肝癌

肝癌为我国常见的恶性肿瘤之一。我国上海生

化所应用蛋白组学技术分析了人肝癌细胞系 B EL2
7404和人正常肝细胞系 L202 差异表达的蛋白质 ,

他们发现谷胱甘肽巯基转移酶—P在人肝癌细胞系

中的表达比在人正常肝细胞系中的表达高 18倍 ,同

时 HSp27、内质网钙结合蛋白 ( reticulocalbin)等 7

种蛋白质表达上调 ,高表达的蛋白质具有抑制凋亡 ,

促进肿瘤细胞增殖作用 ,而表皮细胞脂肪酸结合蛋

白 (epidermal fat ty acid binding protein , E2FABP)

和脂肪细胞型脂肪酸结合蛋白 (adipocyte2type fat ty

acid binding protein ,A2FABP)只见于正常肝细胞 ,

在肝癌细胞系中未检测到表达[ 6 ]。新加坡学者 Se2
ow 等[ 7 ] 也鉴定了一株乙型肝炎病毒表面抗原

( HBs2Ag)阳性的肝癌细胞系 HCC2M 中表达的蛋

白质 ,鉴定出约 400 个肝癌细胞特异蛋白点及一些

肿瘤相关蛋白点 ,建立了该细胞系的蛋白质数据库。

3 . 5　肾癌

Sarto 等[ 8 ]对正常肾细胞与肾细胞癌细胞的蛋

白质组比较研究结果表明 ,有 4 种蛋白存在于正常

组织中而在肾癌细胞中缺失。这 4种蛋白分别是 :

泛醌细胞色素 c还原酶、线粒体 NAD H 辅酶 Q 氧

化还原酶复合物Ⅰ和两种未知蛋白。

除了以上阐述几种肿瘤的蛋白质组学研究外 ,

目前国内外对神经母细胞瘤、黑色素瘤、胃癌等的研

究也有了一定的进展。

4　前景与展望

蛋白质组学研究已在上述各种人类疾病研究中
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全面展开 ,其结果已经或即将应用于疾病的诊断 ,

但它仍然存在一些亟待解决的问题 ,如对低峰度蛋

白、极碱性蛋白、高相对分子质量蛋白的分离及对蛋

白翻译后修饰的鉴定等 ,以及该技术在重复性、高通

量、自动化等方面的不足 ,使得蛋白质组研究的技术

平台目前还处于发展完善阶段。随着蛋白质组学不

断的深入发展 ,人们对各种疾病必将有更深刻、更全

面的了解 ,为疾病的诊断和治疗提供极有意义的新

的手段。
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