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"摘 要# 背景与目的!大肠侧向发育型肿瘤%4-<-./45A< <A5/.A<<L 01./A3F2H 5ME-.!
$NO;&生长方式为沿大肠粘膜浅表侧向扩散而少向肠壁深层侵袭!该特点与普通
大肠癌的易深层侵袭高转移的特性迥异! 因此 $NO; 可作为大肠癌侵袭转移研究
的对照病变模型*本研究应用蛋白质组学方法分析和鉴定 $NO; 细胞株 NO;DP! 和
结肠肿瘤 OQ?*’ 细胞株及 N-R- 细胞株差异表达蛋白* 方法!以 )DSC 分离三种细
胞株总蛋白质!银染显色!进行差异蛋白质分析* 采用 TUNS#D;U@ 质谱对 ?’ 个差
异蛋白质斑点进行肽质谱指纹图 %1/15F3/0 EA00 VF2H/.1.F25F2H! WT@&分析!最后在
蛋白质数据库中搜索匹配的蛋白质*结果!使用 1X?YK #W9 胶条测得 )DSC 图谱蛋
白质斑点数分别为 !)*&Z&!+!!*?Z?K 和 !!)?Z&?(蛋白质上样量为 !&( !H 时分别
获得 J*J+J+& 和 *J+ 个蛋白质斑点* 综合分析 NO;DP!+OQ?*( 和 N-R- 细胞株 )D
SC 图谱)多数蛋白质斑点的分布和表达量相似)这表明 $NO; 也表达一般大肠肿
瘤所具有的蛋白质谱* NO;DP! 细胞和 OQ?*( 细胞在 1X?YK #W9 胶条 )DSC 图谱
间存在%J=ZK&个蛋白质差异点)其中%&(Z=&个点仅在 NO;DP! 细胞株中表达或表
达明显增强)%?KZ&& 个点仅在 OQ?*( 细胞中表达或表达明显增强( 而在 NO;DP!
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大肠侧向发育型肿瘤!!"#"$%!&’( (’&%$’(() *+$%’,-
./0 &12"$" 3456#因其特独的生物学特性可能给大
肠癌侵袭转移研究带来启示$ 7856 形态学表现为
沿大肠粘膜浅表侧向扩散而少向肠壁深层侵袭%9":&"
该特点与普通大肠癌易深层侵袭和高转移的特性

迥异"因此 7856 可作为大肠癌侵袭转移研究的对
照病变模型$ 我们已建立了一 7856 癌细胞株 856-
;9%<&"体外实验已证实其侵袭力相对弱于人大肠癌
5=>?@ 和 4"A" 细胞株"同时利用基因芯片筛选出
了一系列三种细胞株差异表达的基因$本实验利用
蛋白质组学方法在蛋白质表达谱层面研究 456-;9
细胞的差异表达蛋白$

! 材料与方法

!"! 主要实验材料和试剂
456-;9 细胞株为第一军医大学南方医院消化

病研究所建株 %<&"其组织来源为一直肠 456 病变"
病理类型为绒毛状腺瘤" 伴中重度不典型增生"体
外稳定传代为癌细胞株’5=>?@ 细胞株 (B677 编
号)774-::?# 和 4"A" 细胞株 *B677 编号 )774-
::C#购自中国科学院上海细胞生物研究所+

@D:EF胰蛋白酶 G @D@:FHI6B,青霉素,链霉素
溶液和 ;JKL-9M>@ 基础培养液为 NLO7P 产品"小
牛血清购自杭州四季青生物制品研究所+ LJN 干胶
条 +Q<R9@ 和 +Q>RS 与相应的 LHT 缓冲液及三丁
基膦!6OJ-购自 O."-;’U 公司"超纯尿素!1$V’-,硫
脲,碘乙酰胺,二硫苏糖醇!I66-,甘油!W()XV$"(-,
亚甲叉双丙烯酰胺 !Y"Y-2V&Z(%/%[.*’X$)(’2.,V-,
四甲基乙二胺!6\K\]-,矿物油,过硫酸胺!BJ5-
和溴酚蓝均购自 5.W2’ 公司"丙烯酰胺!’X$)(’2.,V-
和苯甲基磺酰氟 !JK5T-购自 OHO7P 公司 "三羟
甲基胺基甲烷!6$.*-购自 NV/^.%_ 公司"7QBJ5 购
自 B2$%*X" 公司 " 其余试剂均为分析纯以上 +
J;P6\BY L\T X%(( 系统和 O."-;’, J;P6\BY! ‘.

系统均为 O."-;’,公司产品"A")’WV-]\ 56; KB8]L-
6PT 质谱仪为美国 BOL 公司产品"恒温水浴箱和超
声仪为国产仪器+
!"# 实验方法
9D:D9 样品的的制备 细胞培养于 9@F T75a;JKL-
9M>@ 培养基中" 待生长至对数生长期, 密度约为
?@F时刮下细胞离心收集+ 按细胞与裂解液体积比
为 9. 9@ 加入细胞裂解液 *S 2"( G 8 尿素": 2"( G 8
硫脲">F 7QBJ5"ME 22"( G 8 ]66-" 同时加入 9
22"( G 8 JK5T"旋涡振荡"反复液氮快速冻融 > 次"
加 ]Y’*%"E@ #0 G 28 和 ;Y’*% B :E #0 G 28 室温
作用 9E 2./">b 9E @@@ $ G 2./ 离心 9 Z" 收集上
清c?@d冻存备用"O$’,e"$, 法测定蛋白浓度$
9D:D: 第一向固相 +Q 梯度等电聚焦 主要按Nf$W
等 %>&方法略有改动"取蛋白质样品"加入重水化液
*S 2"( G 8 尿素": 2"( G 8 硫脲":F7QBJ5,E@ 22"( G 8
I66-至终体积为 <@@ #8"临时加入 : /2"( G 8 6OJ
和 @D:F LHT 缓冲液"室温充分溶解$然后移入胶条
槽中" 胶面朝下放入 9S X2 LJN *.22"[.(.g%, +Q
W$’,.%/&-干胶条"避免产生气泡"9 Z 后覆盖 < 28
矿物油":@d重水化 9: Z$ 取出重水化胶条转移至
等电聚焦*.*"%(%X&$.X e"X1*./W"LHT-聚焦盘槽中"加
适量的矿物油后进行 LHT$ LHT 条件):E@ A @DE Z!
E@@ A 9 Z! 9 @@@ A 9 Z! E @@@ A < Z! 9@ @@@ A
S@ @@@ AZ! E@@ A 维持"温度为 :@d"最高电流为
E@ #B$
9D:D< 胶条平衡 胶条依次在平衡液" *E 2"( G 8
尿素 ":F 5I5"E@ 22"( G 8 &$.*-Q7(":@F甘油 ":F
I66-和平衡液!*E 2"( G 8 尿素":F 5I5"E@ 22"( G 8
6$.*-Q7(":@F甘油":DEF碘乙酰胺-各 E 28 中平衡
9@ 2./$
9D:D> 二向垂直 5I5-JBNH 将平衡后的 LJN 胶
条转移至凝胶的上方"胶条一端置低分子量蛋白质
标准"@DEF的琼脂糖封闭$ 电泳参数如下) 每条胶
9: 2B @DE Z" 然后改为每条胶 :> 2B 电泳直至溴
酚蓝前沿抵达凝胶底部为止$
9D:DE 银染 银染步骤按以下程序进行)固定!浸
泡!漂洗!银染!显色!终止$
9D:DM 图像可视化 通过 J"_%$8""h 99@@ 扫描仪
获取图像 " 用 K%(’/./% < 分析软件对图像进行
分析$
9D:DS KB8IL-6PT 质谱测定肽质谱指纹图 蛋白
质原位酶解"依次进行取点和脱色,还原和烷基化,
酶解和萃取$

细胞和 8"A" 细胞的 :-IH 图谱间存在*9@?i9@-蛋白质差异
点"其中*EMi?-个点仅在 856-;9 细胞株中表达或表达明显
增强"*E:i99-个点仅在 8"A" 细胞中表达或表达明显增强’
三种细胞之间共鉴定出 9C 个差异表达蛋白质$ 结论!筛选
出 9C 个 3856 细胞株 856-;9 相关蛋白质"这些蛋白可能在
3856 病变浅表扩散形成和大肠癌粘附侵袭过程中发挥一
定的作用$
关键词!大肠肿瘤’ 侧向发育型肿瘤 ’ 856-;9 细胞 ’ 蛋白
质组’ 差异表达
中图分类号!;S<ED< 文献标识码!B
文章编号!9@@@->MSj*:@@?-9:c9:SSc@M

童华生!等D 856-;9 细胞差异表达蛋白的初步筛选和鉴定!"#$
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!"#"$ %&’()*+,- 肽质量指纹图 以 !.氰基./.
羟基肉桂酸作为基质!012345*(6 7+8 %&’()*+,-
质谱仪进行肽脂纹谱测定"
!"#"9 蛋白质鉴定数据库搜索 利用 :5;<=>5
753?@A #BBB"C3DD"5CEF*A5=>5E5?4">5 GH5?I=@5H G:5;<=>5$%
%7*-=< &A<<;’ G G ;?1H;5@<1?"J@HK"5>J G J@HKA<CF/"L G CHK=<"
A<C$和 %,M76 &BBB">F"3@"JN G 76OP6+ GC1BH5"A<C G $
进行蛋白质鉴定(
!"#"!L 细胞免疫化学 7: 法检测三种细胞差异
蛋白 >Q+:3H5表达) 细胞培养 /$ A后!/R多聚甲醛
室温固定 SL C=D!SRT#,# 室温作用 !L C=D!L"SR
+?=<1D*U!LL室温浸泡 !L C=D!山羊血清室温封闭 !L

C=D!>Q+:3H5多克隆抗体 /V反应过夜!依次用生物
素标记山羊抗银兔二抗和辣根过氧化酶标记的三

抗室温作用 !L C=D!(&W 显色呈棕黄色者为阳性"

! 结 果

!"# !$%& 图谱分析
相同的实验条件和参数设置的情况下!实验重

复三次" 蛋白质上样量为 #XL "4!使用 ;T/YZ ):[
胶条测得 ’7+*8!%7M/$L 和 ’101 细胞蛋白质 #*
(6 图谱蛋白质斑点数分别为 !#$X\X!%!!$/\/Z 和
!!#/\X/&图 !$*蛋白质上样量为 !XL "4 时分别获
得 9$9+9SX 和 $9S 个蛋白质斑点&图 !$"

图 ! !Z @C ;T/YZ ):[ 胶条 #*(6 图谱
-=4J?5 ! +A5 #*(6 C3;H 1K !Z @C ;T/.Z ):[ 45FH

!"! 差异蛋白质斑点分析
综合分析 ’7+*8!%7M/$L 和 ’101 细胞株 #*

(6 图谱中多数蛋白质的分布和表达量是相似的!
这表明 ]’7+ 也表达一般大肠肿瘤所具有的蛋白质
谱! 提示 ]’7+ 具备一般性大肠肿瘤病变的大部分
特性" 但是 ’7+*8!和 7M/$L细胞在 ;T/YZ ):[胶
条 #*(6 图谱间存在&9^\Z$个蛋白质差异点!其中
&XL\^$个点仅在 ’7+.8! 细胞株中表达或表达明显

增强!&/Z\X$个点仅在 7M/$L细胞中表达或表达明
显增强* 而在 ’7+*8! 和 ’101 细胞 #*(6图谱间存
在&!L$\!L$个蛋白质差异点!其中&X^\$$个点仅在
’7+*8! 细胞株中表达或表达明显增强!&X#\!!$个
点仅在 ’101 细胞中表达或表达明显增强" 图 # 为
部分差异蛋白质斑点局部放大图"
!"’ 肽质量指纹图

%&’()*+,- 质谱测定所获蛋白质 :%-H 后!选

童华生!等" ’7+*8! 细胞差异表达蛋白的初步筛选和鉴定 !"#$
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图 ! " 种蛋白质肽质量指纹图谱分析
#$%&’( ! )*( +(+,$-( ./00 1$2%(’+’$2,0 !34#0" 51 15&’ +’5,($20

取胰蛋白酶任两降解片段进行内部校正#获得更准
确 34#0#图 !为部分内部校正后蛋白质 34#0$
!"# 蛋白质搜库鉴定
经将一系列参数进行蛋白质数据搜索#初步鉴定

出 67个差异表达蛋白质#如表 6$ 其中部分蛋白质如
%/8(9,$2:6%-;)3/,/0(和 &3<=与肿瘤转移密切相关$
!"$ 细胞免疫化学检测 %&’()*+ 表达

>?):=6%?@"AB和 >5C5细胞株均表达 -;)3/0(
蛋白 #?@"AB 和 >5C5 表达部位以胞核为主 #但
>?):=6 细胞以胞浆表达为主$ ! 种细胞中 -;)3/0(
蛋白表达强度 >5C5D?@"ABD>?)!图 ""$

, 讨 论

目前 E>?) 的研究主要局限于内镜学和临床
病理学&FG7’#而对于 E>?) 特殊的生物学特性与其细
胞分子生物学之间的相关性研究较少#且主要是归
类于大肠浅表性病变而非单独对其进行研究 &6BG6"’$
研究发现 E>?) 组织中 +F! 存在着不同程度的过
表达%突变和 H:’/0 的突变 &6B’#但这似乎与 E>?) 病

童华生!等I >?):=6 细胞差异表达蛋白的初步筛选和鉴定

图 J >?):=6!?@"AB 和 >5C5 三种细胞中部分差异蛋白质
斑点局部放大图

#$%&’( J 4/%2$1$9/,$52 51 ,*( -$11(’(2,$/88K (L+’(00(- +’5,($2
0+5,0 /.52% >?):=6# ?@"AB# /2- >5C5 9(880

)*( 8(,,(’0 $2-$9/,( -$11(’(2,$/88K (L+’(00(- +’5,($2 0+5,0M

!"#$
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图 ! "#$%&’!#(!)* 和 "+,+ 三种细胞中 -.$/012 的表达"#/ 3!**#
456782 ! 9:;82115+< += -.$/012 5< "#$%&’! #(!)*! 0<- "+,+ >2??1 "#/ 3!**#

@$ -.$/012 51 2:;82112- 5< >AB+;?01C += "#$%&’ >2??1D
E$ -.$/012 51 2:;82112- 5< >AB+;?01C 0<- <7>?25 += #(!)* >2??1! C05<?A 5< <7>?25F
G$ -.$/012 51 2:;82112- 5< >AB+;?01C 0<- <7>?25 += "+,+ >2??1! C05<?A 5< <7>?25F

表 ! "#$%&! 细胞相对于 "’(’ 和 #)*+, 细胞差异表达蛋白质
$-./0 1 $20 3455060784-//9 0:;60<<03 ;6’8047< -=’7> "#$%&!$ "’(’ -73 #)?+, @0//<
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/8+B201+C2 0>B5Q0B+8 17J7<5B P
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变侧向扩散&较少侵袭性生长的联系不明确’ 有意
义的是 Y0C0-0 等 (’P)发现非息肉样结直肠癌的深

层细胞凋亡指数高于浅层细胞!推测病变不同部位
层次细胞凋亡的差异与 G"#$ 侧向扩散而非垂直
生长有关* 但是我们认为 G"#$ 的独特生长方式形
成机制远非如此简单*在我国!G"#$ 为第一军医大
学南方医院消化病研究所姜泊等 (’X)首次报道!在
’OZ* 名作大肠镜检查的患者中! 发现 G"#$ 患者
ZX 例!其检出率为 *F)[!提示 G"#$ 在我国并不少
见* 因此该课题组开展了 G"#$ 的基础研究!首次
成功地进行 G"#$ 细胞体外培养+建株和检测癌基
因表达等方面的研究 (P)!提供了细胞模型 "#$%&’!
并在此基础上分析了 "#$%&’ 细胞株相对于常见肿
瘤细胞株差异基因表达谱 (’T)*本实验利用蛋白质组
学方法在蛋白质表达谱层面深入该课题的研究*
综 合 分 析 "#$%&’&#(!)* 和 "+,+ 细 胞 株

;W!\] U/^ 胶条 Z%S9 图谱! 发现多数蛋白质的分
布和表达量是相似的!这表明 G"#$ 也表达一般大
肠肿瘤所具有的蛋白质表达谱!提示 G"#$ 具有常
见大肠肿瘤的大部分特性* 另外我们发现在 "#$%

&’ 和 #(!)* 细胞 Z%S9 图谱间存在"OT_],个蛋白
质差异点!其中-X*‘T,个点仅在 "#$%&’ 细胞株中
表达或表达明显增强!"!]‘X,个点仅在 #(!)* 细
胞中表达或表达明显增强% 而在 "#$%&’ 和 "+,+
细胞 Z%S9 图谱间存在"’*)‘’*,个蛋白质差异点!
其中"XT‘),个点仅在 "#$%&’ 细胞株中表达或表
达明显增强!"XZ‘’’,个点仅在 "+,+ 细胞中表达
或表达明显增强* 我们推测一些涉及细胞粘附&迁
移运动和侵袭生长的蛋白质的表达可能存在差异*
在以上差异点中! 我们选择了 !* 个差异蛋白

质斑点进行 a@"SU%$L4 质谱分析! 获得了一系列
的 /a41*继而联合从 Z%S9 图谱获得的蛋白质相关
属性如等电点和分子量进行蛋白质库搜索!共鉴定
出 ’O 个蛋白质*这些蛋白质功能涉及细胞增殖&凋
亡和粘附! 其中我们感兴趣的有 ^@"’&-.$/012&
7/@& 和外被蛋白等 * -.$/012 在 "#$%&’&#(!)*
和 "+,+ 细胞中表达依次增高! 这与 4?251>IC0<<
等 (’])报道 -.$/012 在原发性无淋巴结转移大肠癌
表达明显低于有淋巴结转移的大肠癌相一致!提示
-.$/012 参与大肠癌侵袭转移病程演进过程* 采用
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免疫组化分析表明 !"#$%&!"’()* 和 !+,+ 细胞株
均表达 -.#/012 蛋白""’()* 和 !+,+ 表达部位以
胞核为主"但 !"#$%3 细胞以胞浆表达为主"表达强
度 !+,+4"’()*4!"#$%5" 这种表达强度和表达部
位的差异是否与 6!"# 独特的生长方式有关 "这
将是我们拟进一步研究的重点# 尿激酶型纤溶酶原
激活剂受体 $78+9+:012$;<=2 =>01?@:+A2: 82B2=;+8"
7/C%%是一种多功能蛋白质"在肿瘤的侵袭转移和
血管形成中发挥重要的作用# 有研究认为"7/C%
的高表达与原发性大肠癌的远处转移呈正相关"而
与大肠癌患者的生存率呈负相关"认为 7/C% 在大
肠癌的发展&肿瘤的侵袭及转移过程中起着重要的
作用 ’5)(#而在本实验中"7/C% 在 !"#$%5&"’()* 和
!+,+ 细胞中表达依次增强"与文献报道结果 ’5)(一

致# 外被蛋白是 C%D5 相互作用的蛋白质网络中的
下游蛋白 ’5E("其在三种细胞的表达梯度与 C%D5 相
同#在已进行的研究工作中"我们发现 C%D5与 6!"#
侧向生长有一定的关系’F*(# 因此我们认为该蛋白质
网络系统可能在 6!"# 病变的发展中发挥一定的作
用#本研究中发现另一重要差异表达蛋白为 A0>2B;@:$
5" 文献报道 A0>2B;@:$5 为一分子量约为 5(GH 97 的
同源二聚体"在细胞粘附&增殖调控和免疫反应中
发挥功能" 在多种肿瘤侵袭和转移中发挥重要作
用 ’F3("在大肠癌侵袭和转移中发挥一定的作用 ’FF(#
本研究利用蛋白质组学方法分析了 6!"# 细

胞系 !"#$%3 细胞和常见大肠癌细胞蛋白质表达
谱"初步鉴定出 3E 个差异表达蛋白质#结合已有文
献"我们认为部分蛋白质与癌症侵袭转移存在密切
联系# 对这些差异蛋白进一步进行功能分析"一方
面可探知 6!"# 侧向生长可能分子机制"同时对大
肠癌侵袭转移研究亦可能具有潜在的意义#
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