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ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类早期肺腺癌组织差显蛋白的筛选与鉴定

刘桂芝１，吴逸明２

１．郑州大学第一附属医院体检科，郑州４５００５２

２．郑州大学公共卫生学院劳动卫生与毒理学教研室，郑州４５００５２

［摘要］　目的：建立ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或表达缺失的两类不同早期肺腺癌组织蛋白质的双向电泳凝胶图谱，筛选并鉴定存在明

显表达差异的蛋白质。方法：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技术，从ＲＡＳＳＦ１Ａ转录缺失和ＲＡＳＳＦ１Ａ转录正常的早期肺腺癌标本中筛

选出ＲＡＳＳＦ１Ａ表达和表达沉默的癌组织各５例。提取组织可溶性总蛋白，采用固相ｐＨ梯度双向凝胶电泳技术分离总蛋白，

建立两类不同早期肺腺癌组织蛋白质的双向电泳凝胶图谱；ＰＤＱｕｅｓｔ凝胶图像分析软件比较分析，筛选出差异表达的蛋白质

点；基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱获得相应蛋白质点的肽质量指纹图谱；搜索蛋白质数据库鉴定差异表达的蛋白质。

结果：建立了重复性较好的ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或表达缺失的两类不同早期肺腺癌组织蛋白质双向电泳凝胶图谱；筛选出存在明

显表达差异的蛋白质点１７个，挖取其中的９个进行质谱分析，９个蛋白质点均得到了满意的肽质量指纹图谱；搜索蛋白质数据

库鉴定出５种蛋白质，分别是：细胞色素ｂ５（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ５），６０Ｓ磷酸核糖体蛋白Ｐ２（６０ＳａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＰ２），碳酸酐

酶１（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ１），５吡咯啉羧酸还原酶１（ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ５ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ１）和载脂蛋白ＡⅠ前体蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏ

ｔｅｉｎＡⅠｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）。结论：成功建立了ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或表达缺失的两类不同早期肺腺癌组织蛋白质的双向电泳凝胶图

谱，从中鉴定出 ５ 种存在明显表达差异的蛋白质，为进一步研究 ＲＡＳＳＦ１Ａ 作用的信号转导途径奠定了初步的

基础。　　　　　　
［关键词］　肺肿瘤；腺癌；ＲＡＳＳＦ１蛋白；蛋白质组学；双向凝胶电泳；基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
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ＬＩＵＧｕｉｚｈｉ１，ＷＵＹｉｍｉｎｇ２
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ａｓｓａｙ．ＴｈｅｔｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐＨｇｒａｄｉｅｎｔｂａｓｅｄｔｗｏｄｉｍｅｎ

ｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｔｏｓｅｔｕｐｔｈｅ２ＤＥｇｅｌｍａｐｏｆｔｈｅ２ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＰＤＱｕｅｓｔｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅｗａｓｓｅａｒｃｈｅｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：

Ａｗｅｌｌｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ２ＤＥｇｅｌｍａｐｏｆｔｈｅ２ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄ

１７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ．Ｎｉｎｅｏｆ１７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳｓｔｕｄｙ
ａｎｄｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｏｒａｌｌｔｈｅ９ｓｐｏｔｓ．Ｓｅａｒｃｈｉｎｇｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅｒｅｖｅａｌｅｄ５ｃａｎｄｉ

ｄａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅ：ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ５，６０ＳａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＰ２，ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ１，ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ５ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｒｅ

ｄｕｃｔａｓｅ１，ａｎｄａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠｐｒｅｃｕｒｓｏｒ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｗｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｅ２ＤＥｇｅｌｉｍａｇｅｓｏｆ２ｅａｒｌｙｓｔａｇｅ

ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｆｒｏｍｗｈｉｃｈｗｅｈａｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，

［收稿日期］　２００７１０３１　　　　［接受日期］　２００７１１２０
［基金项目］　国家自然科学基金（３０５７１５５２）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０５７１５５２）．
［作者简介］　刘桂芝，博士，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｇｕｉｚｈｉ６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０３７１６６９１３０９１，Ｅｍａｉｌ：ｗｕｙｍ＠ｚｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ



第２期．刘桂芝，等．ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类早期肺腺癌组织差显蛋白的筛选与鉴定 ·１３７　　 ·

ｗｈｉｃｈｐａｖｅｓａｗａｙｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｉｎｖｏｌｖｉｎｇＲＡＳＳＦ１Ａ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＲＡＳＳＦ１ｐｒｏｔｅｉｎ；ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ；ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；ｍａｔｒｉｘ

ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（２）：１３６１４１］

　　肺癌新型候选抑癌基因 Ｒａｓ相关结构域家族

１Ａ基因（Ｒａｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙ１Ａｇｅｎｅ，

ＲＡＳＳＦ１Ａ）由 Ｄａｍｍａｎｎ等［１］２０００年报道，是从３
号染色体短臂２区１带３亚带（３ｐ２１．３）克隆得到

的。ＲＡＳＳＦ１Ａ在肺癌等肿瘤中存在着较高的表达

缺失率［２３］，其失活的主要机制是启动子区ＣｐＧ岛

的高甲基化［４６］。然而 ＲＡＳＳＦ１Ａ的抑癌机制尚不

清楚，虽有一些研究报道，但比较零散，ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因的失活究竟导致哪些结构、功能和调节蛋白的

变化，ＲＡＳＳＦ１Ａ究竟在哪条信号转导通路中发挥抑

癌作用仍不得而知。

　　蛋白质组学（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）是以蛋白质组为研究

对象，从整体角度，分析细胞或组织内蛋白质构成的

动态变化和活动规律的科学。蛋白质组学研究方法

具有从整体水平上高通量发掘与寻求特异性标志物

的巨大能力。

　　 本 研 究 拟 采 用 蛋 白 质 组 学 研 究 技 术，以

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类Ⅰ期肺腺癌标本为研

究对象，建立两类不同肺腺癌的双向电泳（ｔｗｏｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）凝胶图谱，寻找差

异表达蛋白，借助质谱技术和生物信息学手段，鉴定

这些差异表达的蛋白质，并通过鉴定蛋白的功能分

析，寻找ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白与它们的联系，为进一步研

究ＲＡＳＳＦ１Ａ作用的信号转导途径奠定基础。

１　材料和方法

１．１　标本　本组标本来自郑州大学第一附属医院

胸外科２００５年３月至２００６年５月间单一行外科手

术治疗的９６例非小细胞肺癌患者。根据实验第一

部分ＲＴＰＣＲ得出的结果［３］，选取５例 ＲＡＳＳＦ１Ａ
转录缺失和１０例ＲＡＳＳＦ１Ａ 转录正常的Ⅰ期肺腺

癌及其相配的癌旁正常肺组织标本共３０份，癌组织

和癌旁正常肺组织标本均经组织病理学检查证实。

１．２　主要试剂　小鼠抗人ＲＡＳＳＦ１Ａ单克隆抗体

购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；辣根过氧化物酶标记的

山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体购自美国 ＫＰＬ公司；ＤＡＢ显

色试剂盒购自北京天为时代公司。固相ｐＨ 梯度

（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐＨｇｒａｄｉｅｎｔ，ＩＰＧ）预制胶条（ｐＨ３～

１０，１７ｃｍ），ｐＨ３～１０两性电解质ＢｉｏＬｙｔｅ、尿素、

硫脲购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＣＨＡＰＳ（３［３胆酰胺

丙基］二乙胺１丙磺酸）、Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ（抑肽酶）、ＰＭＳＦ
（苯甲磺酰氟）、ＤＴＴ（二硫苏糖醇）、碘乙酰胺、丙烯

酰胺、甲叉双丙烯酰胺、ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）、

ＴＥＭＥＤ（Ｎ′Ｎ′Ｎ′Ｎ′四甲基乙二胺）均购自Ｓｉｇｍａ
公司。

１．３　主要仪器　ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电泳仪，北京六一

仪器厂产品；双向凝胶电泳系统———ＰＲＯＴＥＩＮＩＥＦ

ＣＥＬＬ等电聚焦仪、ＰＲＯＴＥＡＮⅡｘｉｃｅｌｌ电泳仪、ＧＳ

８００图像获取仪、ＰＤＱｕｅｓｔ７．１凝胶图像分析软件，

均为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析　提取组织可溶性总蛋白，

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量［７］。每例样品取８０μｇ总蛋白经过

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅ

ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）后转移至硝酸纤维素膜，

用含有５％奶粉的ＴＢＳＴ４℃封闭过夜，用封闭液稀释

的小鼠抗人ＲＡＳＳＦ１Ａ单克隆抗体室温孵育２ｈ，洗涤

后将膜置于封闭液稀释的山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体中室

温放置２ｈ，经ＴＢＳ洗膜后，ＤＡＢ试剂盒显色。

１．５　双向电泳　（１）组织总蛋白的制备：根据

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果，筛选出ＲＡＳＳＦ１Ａ表达和表达缺

失的Ⅰ期肺腺癌各５例。每例取癌组织８０～１００

ｍｇ，于液氮下充分研磨至粉末状，置于５００μｌ裂解

液（含７ｍｏｌ／Ｌ 尿素，２ｍｏｌ／Ｌ 硫脲，４０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ，４％ＣＨＡＰＳ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１００ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，１０．２％ ＢｉｏＬｙｔｅ，０．５ ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，０．５

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１μｇ／ｍｌＡｐｒｏｔｉｎｉｎ）中，充分涡旋混

匀，置３７℃孵育１ｈ，取出后再充分涡旋，１４６００×ｇ、

４℃离心 ３０ ｍｉｎ，吸取上清即为组织总蛋白质。

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［７］测定样品的蛋白质浓度，－８０℃低温

冰箱保存。（２）固相ｐＨ梯度双向电泳：主要按ＩＰＧ

ｐｈｏｒ等电聚焦系统指南方法进行。一向等电聚焦电

泳程序如下：５０Ｖ主动水化，１６ｈ（１７℃）；２５０Ｖ除

盐，３０ｍｉｎ；１０００Ｖ除盐１ｈ；升压５ｈ至１００００Ｖ，

聚焦至８００００Ｖ·ｈ。二向ＳＤＳＰＡＧＥ条件如下：

样品浓缩电流每根１７ｃｍ胶条５ｍＡ，样品分离电流

每根１７ｃｍ胶条３０ｍＡ。电泳所得的凝胶进行银染
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或考马斯亮蓝染色。（３）双向电泳图谱分析：染色后

的ＳＤＳＰＡＧＥ，用ＰＤＱｕｅｓｔ软件内部支持的图像扫

描装置 ＧＳ８００扫描成像，数字化图像用ＰＤＱｕｅｓｔ

７．１软件分析。图像分析过程包括蛋白质点的检测

（ｄｅｔｅｃｔｓｐｏｔｓｏｎｇｅｌｓ）、蛋白质点的编辑和匹配（ｅｄｉｔ

ｓｐｏｔ和ｅｄｉｔｍａｔｃｈ）和蛋白质点的相对分子质量

（Ｍｒ）和等电点（ｐＩ）校正等［８］。

１．６　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘ

ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）　将扫描分

析后的制备型考染凝胶置于明亮的灯光下，用硅烷

化的枪头挖取蛋白点，用２ｍｇ／Ｌ胰蛋白酶胶内酶解

蛋白，得到的样品由上海基康生物技术有限公司协

助完成 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定，获得被检测样品的

肽质量指纹图谱。

１．７　数据库检索　根据各肽段的 ｍ／ｚ数据，用

Ｍａｓｃｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ）和Ｐｒｏ

ｆｏｕｎｄ（ｈｔｔｐ：／／１２９．８５．１９．１９３／ｐｒｏｆｏｕｎｄｂｉｎ／Ｗｅｂ

ＰｒｏＦｏｕｎｄ．ｅｘｅ）软件，设置适当的搜索参数，在

ＮＣＢＩｎｒ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ蛋白数据库中搜索理论上酶解

肽段能与之相匹配的蛋白质，根据搜索结果，结合蛋

白质在胶上的等电点和相对分子质量最终确定目的

蛋白质。

２　结　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果　５例ＲＡＳＳＦ１Ａ 转录缺失

的Ⅰ期肺腺癌标本，其表达也缺失，１０例ＲＡＳＳＦ１Ａ
转录正常的肺腺癌标本，１例表达缺失，２例弱表达，

７ 例 正 常 表 达。而 相 应 的 癌 旁 正 常 肺 组 织

ＲＡＳＳＦ１Ａ均表达良好。

２．２　ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类不同早期肺腺癌

组织的２ＤＥ凝胶图谱　对来自同一标本的总蛋白

控制上样量为０．１５ｍｇ，进行３次双向电泳，双向凝

胶银染，结果显示３次银染图谱非常相似。ＧＳ８００
获 取 图 像，ＰＤＱｕｅｓｔ７．１ 软 件 点 检 测，获 得

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类不同早期肺腺癌组织

３块凝胶的平均蛋白质点数分别为１７１５±６３和

１６４６±５７。通过背景消减，将其中的一块胶定为参

考胶，进行３块胶间的蛋白质点匹配，ＲＡＳＳＦ１Ａ表

达或缺失的两类不同早期肺腺癌组织平均匹配的点

数分别为１４４５±４８和１３８２±３６，匹配率为８５．０％

和８６．３％。获得了重复性较好的ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或

缺失的两类不同早期肺腺癌组织的双向电泳凝胶银

染图谱（图１）。

图１　两类不同早期肺腺癌组织的

双向凝胶银染图谱

Ｆｉｇ１　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｍａｐｓｏｆ２ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｅａｒｌｙｓｔａｇｅｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ（ｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：ＬｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：Ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈｏｕｔＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．３　ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类不同早期肺腺癌

组织差异显示蛋白质的筛选与鉴定　总蛋白控制上

样量为０．１５ｍｇ，分别对５例ＲＡＳＳＦ１Ａ表达和５例

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达缺失的早期肺腺癌组织蛋白质进行

双向电泳，ＰＤＱｕｅｓｔ７．１软件分析，分别建立５块胶

的平均凝胶银染图谱。在ＲＡＳＳＦ１Ａ表达的早期肺

腺癌组织蛋白质平均凝胶银染图谱上共检测到蛋白

质点１８１２个，在ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白缺失的肺腺癌组织

蛋白质平均凝胶图上检测到蛋白质点１７２３个。将

建立的平均凝胶进行匹配，经过反复比对，筛选出在

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达或缺失的两类不同早期肺腺癌组织

中存在明显表达差异的蛋白质点１７个（认为表达量

相差５倍以上且至少在３块凝胶上均有相同变化的

点为差异表达蛋白质点）。

　　按上述方法，总蛋白控制上样量为１．５ｍｇ，制

备双向电泳考染凝胶，从考染胶上找到与银染胶相

对应的差异表达的蛋白质点，首批挖取实验相对分

子质量小于４００００的９个蛋白点进行质谱鉴定（图

２）。９个蛋白质点均获得了满意的酶解片段肽质量

指纹图谱（图３）。搜索蛋白质数据库，结合候选蛋白

的等电点、相对分子质量与实验中测定的等电点、相

对分子质量是否一致等信息，最终鉴定出候选蛋白

质５种（表１）。
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图２　两类不同早期肺腺癌组织双向凝胶考染图像

Ｆｉｇ２　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌｇｅｌｍａｐｓｏｆ２ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｂｙＣｏｍｍａｓｓｉｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ１：ＴｗｏｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ａ２：Ｔｗｏｄｉｍｅｎｔｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓｍａｐｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈｏｕｔＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ１Ｅ１：Ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｍａｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉ

ｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ２Ｅ２：Ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｍａｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈｏｕｔ

ＲＡＳＳＦ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．１９：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓ

图３　１号（Ａ）、５号（Ｂ）蛋白质肽质量指纹图谱

Ｆｉｇ３　ＰｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＮｏ．１（Ａ）ａｎｄＮｏ．５（Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓ

表１　５个差异表达蛋白质点肽质量指纹图谱搜索ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库结果

Ｔａｂ１　Ｓｅａｒｃｈｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｆｏｒ５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｉｎＳｗｉｓｓＰｒｏｔｄａｔａｂａｓｅ

Ｓｐｏｔ ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｍａｔｃｈｅｄ
ｎｕｍｂｅｒ Ｓｃｏｒｅ Ｍｒ／ｐＩ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｖｅｒｃａｓｔ（％） Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

１ ｇｉ１１７８０９ １３／８０ １３３ １５３２１／４．８８ ６７ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ５
２ ｇｉ１３３０６１ ＭＳ／ＭＳ １４２ １１６５８／４．４２ ３０ ６０ＳａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＰ２
４ ｇｉ１１３９９２ ３０／８０ ２７３ ３０７５９／５．５６ ７８ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
５ ｇｉ１１５４４９ ２５／８０ ２３４ ２８８５２／６．５９ ７３ Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ１
６ ｇｉ６０４１６４３４ １８／８０ １０８ ３３３４０／７．１８ ５１ Ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ５ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ１

３　讨　论

　　ＲＡＳＳＦ１Ａ 位于肺癌发生早期就经常缺失的

３ｐ２１．３，是一个重要的肺癌候选抑癌基因。自２０００
年发现至今，研究者们围绕该基因做了大量的研究

工作，许多热点问题，如ＲＡＳＳＦ１Ａ的结构、分布、失

活机制已逐步得到解决，也逐步确立了 ＲＡＳＳＦ１Ａ
作为抑癌基因的地位。对该基因的抑癌机制也进行

了一些有益的探索，虽有所发现，但缺乏系统性，仍

不清楚ＲＡＳＳＦ１Ａ发挥抑癌作用的信号转导通路。

如能较全面把握ＲＡＳＳＦ１Ａ失活后引起的结构、功

能和调节蛋白的变化，再通过蛋白质之间的关系分
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析，借助于适当的分子生物学手段，或许能够逐步探

知ＲＡＳＳＦ１Ａ发挥抑癌作用的靶点。

　 　 本 研 究 借 助 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印 迹 法，筛 选 出

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达和ＲＡＳＳＦ１Ａ表达缺失的早期肺腺

癌标本各５例，应用蛋白质组学技术，成功建立了两

类不同早期肺腺癌的蛋白质双向凝胶电泳图谱，并

从中筛选出存在明显表达差异的蛋白质点１７个，首

批选取实验相对分子质量小于４００００的９个蛋白

质点进行质谱分析，搜索蛋白质数据库，共鉴定出５
种蛋白质，分别是：细胞色素ｂ５（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ５），

６０Ｓ磷酸核糖体蛋白Ｐ２（６０Ｓａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏ

ｔｅｉｎＰ２），碳酸酐酶１（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ１），５吡咯

啉羧酸还原酶１（ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ５ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ

１）和载脂蛋白ＡⅠ前体蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ）。

　　在本研究中，首先制备分析型银染凝胶，主要目

的在于利用银染高度灵敏的特性，在凝胶上尽量多

地显示出蛋白质点，有利于差显蛋白分析。在分析

型银染凝胶上确定差异显示蛋白质点后，接下来制

备考染凝胶，并在制备型考染凝胶上获取与银染胶

上对应的蛋白质点胶块进行质谱鉴定。因为银染胶

中的Ａｇ＋是强氧化剂，可引起蛋白质的化学修饰，

在质谱鉴定时影响肽段的相对分子质量，从而造成

ｍ／ｚ结果的改变，导致肽质量指纹图谱出现误差。

选取９个蛋白质进行质谱分析，但最终只得到５种

与实验相对分子质量和等电点相一致的蛋白质。另

外４种蛋白尽管得到了很好的肽质量指纹图谱，但

并没有在蛋白质数据库中找到与之相对分子质量和

等电点相匹配的蛋白质，可能的原因有：同一种蛋白

可能存在多个剪切本、包含不同的亚基、经受不同的

化学修饰如磷酸化、乙酰化等；同时也说明现阶段的

蛋白质数据库并不完善，需要进一步的充实。这部

分蛋白质尚待通过串联质谱或者氨基酸序列分析的

方法再做进一步的鉴定。

　　在鉴定的５种蛋白质中，细胞色素ｂ５是细胞内

质网上的一种膜结合血红素蛋白，是细胞色素Ｐ４５０
酶系中的一个重要成员。在生物体内，主要参与细

胞色素Ｐ４５０的电子转移，参与药物和毒物的氧化过

程。细胞色素 ｂ５在某些肿瘤组织中表达异常。

Ｋｕｍａｒａｇｕｒｕｐａｒａｎ等［９］报道，在哺乳动物乳腺癌组

织中，细胞色素ｂ５表达水平明显增高，而相应的还

原酶系如γ谷光甘肽转移酶活性降低。Ｓｅｌｖｅｎｄｉｒａｎ

等［１０］检测了瑞士白化病小鼠的肺癌组织，发现在肺

癌组织中，细胞色素ｂ５表达也明显上调，且存在还

原酶系的活性降低。Ｎｅｕｂａｕｅｒ等［１１］运用激光俘获

电子微切割技术分别采集仅雌激素受体阳性和雌孕

激素受体双阳性的两类不同乳腺癌组织标本，用比

较蛋白质组学的方法筛查出的差显蛋白中，细胞色

素ｂ５在雌孕激素受体双阳性的乳癌组织中较仅雌

激素受体阳性的乳癌组织表达水平明显降低。提示

雌孕激素受体双阳的乳癌患者，细胞色素ｂ５依赖的

代谢低调，三苯氧胺代谢减慢，在体内发挥作用持

久。在本研究中，ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白缺失的肺腺癌标

本较ＲＡＳＳＦ１Ａ表达的肺腺癌标本细胞色素ｂ５表

达明显增高，这可能提示ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白缺失后，肿

瘤细胞氧化代谢更活跃，ＲＡＳＳＦ１Ａ与代谢酶之间

存在着负性调节关系。进行这方面的研究，必将增

进对ＲＡＳＳＦ１Ａ抑癌功能的理解。

　　６０Ｓ核糖体蛋白Ｐ２是一种酸性核糖体蛋白，酸

性核糖体蛋白是一组多功能蛋白，由Ｐ０、Ｐ１和Ｐ２
组成。一分子Ｐ０与两分子异二聚体Ｐ１／Ｐ２组成核

糖体大亚基共有的柄，位于核糖体结构活性中心，在

蛋白质合成中与 ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ及转录因子相互作

用，参与翻译过程中的调节机制。除此之外，酸性核

糖体蛋白还有诸多核糖体外功能，如参与ＤＮＡ修

复，调节基因表达，参与物质代谢，且在肿瘤的发生、

发展中起一定作用［１２］。Ｐ０、Ｐ１、Ｐ２各成分的浓度对

最终合成的蛋白质产物起关键作用，对某些代谢通

路可 产 生 非 常 重 要 的 影 响［１３］。 本 研 究 中，

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达缺失的肺腺癌组织中Ｐ２缺失，这必

将导致核糖体中Ｐ０、Ｐ１、Ｐ２各成分的浓度比例失

调，进而影响某些蛋白质的合成，使正常组织功能失

调，这是否为ＲＡＳＳＦ１Ａ发挥抑癌作用的一个方面，

有待进一步研究。

　　碳酸酐酶（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ，ＣＡ）是一种含锌

的金属酶。ＣＡ催化的底物ＣＯ２ 及 ＨＣＯ３－和 Ｈ＋

与人体多种生理和病理活动关系密切，如呼吸过程

中代谢组织与肺之间ＣＯ２／ＨＣＯ３－转运，ｐＨ与ＣＯ２
浓度之间的平衡，组织器官中电解质的分泌，青光

眼、骨质疏松症、癫 、肿瘤等疾病的形成等［１４］。近

年来，随着ＣＡ同工酶的不断发现，人们发现ＣＡ与

癌症之间可能存在联系，如ＣＡ９主要存在于癌细胞

中，而在正常细胞中却未见表达［１５］。但尚未见ＣＡ１
与 肿 瘤 关 系 的 报 道。在 本 研 究 中，ＣＡ１ 在
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ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白缺失的肺腺癌标本中表达明显减

弱。二者的关系尚有待进一步探讨。

　　５吡咯啉羧酸还原酶是一种管家酶，该酶以还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）为辅

酶，催化Δ１吡咯啉５羟化物［Ｄｅｌｔａ（１）ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ５

ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ，Ｐ５Ｃ］还原成为脯氨酸。从Ｐ５Ｃ到脯氨

酸的这一酶促反应非常重要，它直接关系到氨基酸

的代谢、细胞内的氧化还原反应和细胞凋亡等重要

的生命过程［１６］。有关５吡咯啉羧酸还原酶的研究

报道甚少，只知道它在某些肿瘤中活性增高，且会特

异性地出现在荷淋巴瘤大鼠的血浆中［１７］。本实验

发现，５吡咯啉羧酸还原酶１只在 ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白

缺失的肺腺癌组织中表达，该蛋白与ＲＡＳＳＦ１Ａ的

关系值得进一步研究。

　　载脂蛋白 ＡⅠ是高密度脂蛋白中主要的蛋白

成分。载脂蛋白ＡⅠ前体向成熟的载脂蛋白 ＡⅠ
的转化过程是在细胞外进行的，催化该反应的酶存

在于血浆中。但有研究表明，体外培养的肝癌细胞

系 ＨｅｐＧ２，既能分泌载脂蛋白ＡⅠ前体，同时又能

分泌把载脂蛋白ＡⅠ前体转化为载脂蛋白 ＡⅠ的

转化酶，直接把该前体转化为成熟的载脂蛋白

ＡⅠ［１８］。本实验发现它在ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白缺失的肺

腺癌组织中表达沉默，是否ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白抑制载

脂蛋白ＡⅠ前体向成熟载脂蛋白ＡⅠ的转化，有待

下一步研究证实。
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