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　　［摘要］　目的　探讨乳腺癌患者血清中蛋白的表达变化，筛选并分析乳腺癌诊断的生物学标志物。方法　采用

定量蛋白质组学串联质量标签（ＴＭＴ）标记技术对６８例Ⅱ期乳腺癌患者及６２例健康女性的血清蛋白进行检测，并进行

蛋白质定量分析，筛选乳腺癌患者血清中发生显著变化的差异蛋白。利用ＵｎｉＰｒｏｔ数据库和ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ软件

及在线工具ＳＴＲＩＮＧ对差异蛋白进一步行生物信息学分析，应用蛋白质印迹法和ｑＰＣＲ对变化倍数显著的差异蛋白

ＶＩＭＥ（上调为健康对照女性的３．９１８倍）和ＲＡＦ１（下调为健康对照女性的０．２５１）进行验证。结果　共获得６７种差

异蛋白，其中２６种表达上调，４１种表达下调。基因本体论（ＧＯ）注释分析和功能聚类分析显示上述差异蛋白与肿瘤的

血管生成、新陈代谢进程、生物黏附能力等相关。蛋白质印迹法和ｑＰＣＲ验证结果显示ＲＡＦ１蛋白和ｍＲＮＡ在Ⅱ期乳

腺癌患者血清中的表达水平均低于健康对照女性，而ＶＩＭＥ蛋白和ｍＲＮＡ的表达均高于健康对照女性，与筛选结果一

致。结论　定量蛋白质组学ＴＭＴ法能有效筛选Ⅱ期乳腺癌患者血清中的差异蛋白，其中ＶＩＭＥ和ＲＡＦ１蛋白有望

成为乳腺癌淋巴结转移的候选血清标志物。
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第５期．李曦洲，等．乳腺癌血清标志物的ＴＭＴ标记定量蛋白质组学筛选及分析

　　乳腺癌是影响全世界妇女健康的主要恶性肿

瘤，发病率位居女性恶性肿瘤之首。研究表明，诊断

乳腺癌时的肿瘤分期是影响乳腺癌预后的重要因

素；Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期乳腺癌患者的５年生存率分别约

９８％、８５％、６０％和２０％，其中Ⅰ期乳腺癌患者的１０

年无病生存率是进展期乳腺癌的９倍以上
［１］。早期

发现和确诊对乳腺癌患者的预后有决定性的影响［２］。

目前，我国筛查发现的无症状患者逐渐增多，早期乳

腺癌的检出率逐渐升高，保乳比例不断增加，患者的

５年生存率也明显提高。但由于我国筛查体系不健

全、民众预防意识不足、诊断延迟导致晚期病例比例

偏高等情况，使我国乳腺癌患者的生存率与发达国家

相比仍存在差距。因此寻找特异性和灵敏度高的肿

瘤标志物对乳腺癌的诊断和治疗具有重要意义。

近年来乳腺癌在基因组学和转录组学水平上被

研究并与临床紧密结合［３］，而其蛋白质组学的相关

特征少有报道。蛋白质作为生物功能的直接执行

者，更多反映了肿瘤的微环境及肿瘤的特异性翻译

后修饰，更适合作为肿瘤标志物［４］。血清蛋白质组

学为寻找有效的临床肿瘤标志物提供了有效方法。

本 研 究 应 用 定 量 蛋 白 质 组 学 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）串联质量标签（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇ，ＴＭＴ）

标记技术筛选了Ⅱ期乳腺癌患者血清中发生变化的

关键差异蛋白，并进行了信息分析和初步实验验证，

为后续研究乳腺癌发生、发展进程中的分子机制及

寻找临床乳腺癌诊断和治疗的潜在靶点提供依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源与采集　血清标本取自２０１４年１月

至２０１５年１２月第二军医大学长海医院乳腺外科收

治的乳腺癌患者及同期在体检中心行体格检查的健

康女性。乳腺癌患者６８例均为美国癌症联合委员

会（ＡＪＣＣ）乳腺癌ＴＮＭⅡ期乳腺浸润性导管癌，年

龄２１～６４岁，平均（４０．４±２．６）岁。健康女性６２

例，均自愿参与本研究，年龄３１～６７岁，平均

（４８．２±２．２）岁。本研究经第二军医大学长海医院

伦理委员会审查通过，患者采血前均签署知情同意

书。所有研究对象在采血前均未接受过任何治疗。

血清采集及保存：清晨采集空腹静脉血４ｍＬ，４℃

静置１ｈ，１３３６×犵离心５ｍｉｎ后分离血清，－８０℃

冰箱保存备用。所有血清标本在行质谱检测前避免

反复冻融。

１．２　主要试剂与仪器　ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、

ＴＭＴ试剂购于美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，

十二烷基磺酸钠购于美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，乙腈购于

美国Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ公司，胰酶购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，测

序级胰蛋白酶购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＨＲＰ／

ＴＲＩＴＣ／ＦＩＴＣ标记二抗购于美国ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ

公司，０．２２μｍ滤膜与超滤管（截留相对分子质量为

３０００）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。其余试剂至少为

国产分析纯级别。１．５ｍＬＦＲＥＳＣＯ２１型离心机购

于美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，１．５、２ｍＬ离

心管均购于美国Ａｘｙｇｅｎ公司；Ｍｏｄｅｌ６８０型酶标仪

购于美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＰＲＯ２５型电动匀浆器购自

美国ＫｉｍｂｌｅＣｈａｓｅ公司。

１．３　蛋白提取　取每例Ⅱ期乳腺癌患者的血清各

２μＬ混合均匀，健康女性血清做相同处理；稀释后

分别测定蛋白浓度。取９６孔板，每孔加入标准品或

待测样品１０μＬ，再加入工作液８０μＬ，振荡器混匀。

３７℃摇床中孵育３０ｍｉｎ，冷却至室温后酶标仪检测

５７０ｎｍ波长处的光密度（犇）值。绘制标准曲线并根

据标准曲线计算待测样品的浓度。

取２５０μｇ蛋白对应的血清量悬空滴于超滤管

（截留相对分子质量为１００００）中，加入２００μＬ尿素

后１３０００×犵离心３０ｍｉｎ。弃去上清液，膜上加

２００μＬ尿素，１３０００×犵离心２５ｍｉｎ。弃去上清液

后加１００μＬ碘乙酰胺（尿素溶解），振荡摇匀，避光

室温静置２ｈ，１３０００×犵离心２５ｍｉｎ。加１００μＬ

尿素，１３０００×犵离心２５ｍｉｎ，重复１次；加１００μＬ

ＮＨ４ＨＣＯ３溶液，１３０００×犵离心２５ｍｉｎ，重复１次。

将超滤管移入新离心管，加胰酶（ＮＨ４ＨＣＯ３溶液稀

释），３７℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ酶解过夜，离心收集肽段。

滤膜用６０μＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浸泡，离心，再次收

集肽段，重复１～２次。加入０．１％ＣＦ３ＣＯＯＨ酸化

肽段，肽段脱盐，抽干并冷冻保存。

１．４　ＴＭＴ标记　使用１００ｍｍｏｌ／Ｌ三乙胺硼烷溶

解上述样品（ｐＨ≈８．５）。每管ＴＭＴ试剂分别用

４１μＬ的乙腈溶解，取ＴＭＴ１２６标记试剂加入健康

女性血清肽段中、ＴＭＴ１２８标记试剂加入乳腺癌患

者血清肽段中，混匀，摇床室温孵育４ｈ。加入８μＬ

的５％羟胺（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ，ＨＤＸ）终止反应，摇床室

温孵育２０ｍｉｎ。等量混合，酸化样品后脱盐、抽干。

１．５　ＬＣＬＴＱＭＳ／ＭＳ（液相色谱质谱联用）分析以

及质谱数据检索　取ＴＭＴ标记的样品用１０μＬ

·３２６·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年５月，第３８卷

２％ 甲酸溶解，１３８００×犵离心５ｍｉｎ，上样进行ＬＣ

ＭＳ／ＭＳ分 析。ＨＰＬＣ 反 向 柱 层 析 系 统 选 择

３００ｎＬ／ｍｉｎ流速、５％～３２％ 乙腈梯度洗脱分离样

品。分离样品经ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ质谱检测，从一

级谱图中选取信号最强的３个母离子行高能碰撞诱

导 裂 解 （ｈｉｇｈｅｒｅｎｅｒｇｙ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎａｌｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，

ＨＣＤ），所得数据使用ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１．４蛋

白质组学软件进行检索分析。

１．６　生物信息学分析　对从数据库检索得到的所

有蛋白质进行分析，筛选表达变化在１．５倍以上

（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ大于１．５为上调，小于０．６７为下调）的

蛋白质为差异蛋白，在ＧｅｎｅＣｏＤｉｓ３中对差异蛋白

进行基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）注释分析和功

能聚类分析，利用在线工具 ＳＴＲＩＮＧ （犺狋狋狆：／／

狑狑狑．狊狋狉犻狀犵犱犫．狅狉犵）对差异蛋白进行蛋白相互作

用分析。在ＵｎｉＰｒｏｔ数据库中检索筛选所得的差异

蛋白质，并对其进行功能分类与分析。

１．７　蛋白质印迹法验证差异蛋白　使用裂解液［５０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ７．４），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００，１％ 脱 氧 胆 酸 钠，０．１％ ＳＤＳ，

１ｍｍｏｌ／Ｌ正钒酸钠，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ氟化钠，０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌ亮抑蛋白酶肽］裂解样品，测定蛋

白浓度后，取２０～３０μｇ蛋白行ＳＤＳＰＡＧＥ，然后将

蛋白转至聚偏二氟乙烯膜，５％脱脂奶粉封闭，加入

一抗孵育，洗膜，再加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标

记的二抗孵育。采用化学发光法显示蛋白条带。

１．８　ｑＰＣＲ检测差异表达基因　选取差异表达基

因，在７３００型定量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ公司）上采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ法进行ｑＰＣＲ验证。反应体系（２０

μＬ）：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０

μＬ，ＲＯＸ参比染料０．４μＬ，ｃＤＮＡ （５０ｎｇ／μＬ）１

μＬ，正、反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

７．８μＬ。扩增条件：９５℃预变性１０ｓ；９５℃变性１５

ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环。反

应结束后由ＰＣＲ扩增曲线得到样品的Ｃｔ值，采用

ΔΔＣｔ法计算目的基因转录水平的变化，并以β

犪犮狋犻狀作为内参。引物序列如下：犚犃犉１上游５′

ＣＣＧＡＡＣＡＡＧＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＴＧ３′，下游５′

ＧＡＣＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＡＴＴＣＣＡＡＴ３′；犞犐犕

上游５′ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＧＧＡＧＡＣ３′，

下游５′ＣＡＴＴＴＣＡＣＧＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣ３′。

１．９　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进

行数据分析，数据用珔狓±狊表示，组间比较采用狋检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　乳腺癌患者的血清总蛋白及差异蛋白　利用

ＭａｘＱｕａｎｔ 软 件 在 ＩＰＩ （Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｉｎｄｅｘ）数据库中检索质谱鉴定所得的数据，结果

在Ⅱ期乳腺癌患者中共定量得３５９种蛋白，其中

筛选到２６种蛋白表达上调，４１种表达下调，部分

差异蛋白见表１。

表１　Ⅱ期乳腺癌患者血清中的部分差异表达蛋白

犜犪犫１　犛犲狏犲狉犪犾犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀狆犪狋犻犲狀狋狊

狑犻狋犺狊狋犪犵犲Ⅱ犫狉犲犪狊狋犮犪狀犮犲狉

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ 　ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ

Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

　５ｋｉｎａｓｅｔｙｐｅ１β

ＰＩ５１Ｂ＿ＨＵＭＡＮ ４．３０７

ＴｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＦｅｒ ＦＥＲ＿ＨＵＭＡＮ ４．１７９

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ＶＩＭＥ＿ＨＵＭＡＮ ３．９１８

Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ２７ ＰＲＳ２７＿ＨＵＭＡＮ ３．７３９

β２Ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｂ２ＭＧ＿ＨＵＭＡＮ ３．２７５

αＩｎａＤｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ＩＮＡＤＬ＿ＨＵＭＡＮ ３．２７１

ＣｏａｇｕｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒⅩⅢＡｃｈａｉｎ Ｆ１３Ａ＿ＨＵＭＡＮ ０．２８６

ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ．Ｚ Ｈ２ＡＺ＿ＨＵＭＡＮ ０．２５８

Ｒａｆ１ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ ＲＡＦ１＿ＨＵＭＡＮ ０．２５１

ＩｎｔｅｇｒｉｎαⅡｂ ＩＴＡ２Ｂ＿ＨＵＭＡＮ ０．２４３

ＡＰ１ｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔσ３ ＡＰ１Ｓ３＿ＨＵＭＡＮ ０．２２０

Ｔｈｙｍｏｓｉｎβ４ ＴＹＢ４＿ＨＵＭＡＮ ０．２１７

２．２　差异蛋白的 ＧＯ功能注释与显著性富集

分析　ＧＯ功能注释与显著性富集分析结果（图１）显

示，筛选得到的差异蛋白主要为血液凝固、细胞骨架

结合蛋白，位于细胞外区、细胞质，且富集程度较高。

２．３　差异蛋白相互作用分析　结果（图２）显示，部

分差异蛋白之间具有相互作用。Ｆ１３Ａ１、ＴＭＳＢ４Ｘ、

ＳＥＲＰＩＮＦ２、ＰＰＢＰ、ＰＦ４蛋白形成主要的相互作用

网络，其功能聚类于分子结合方面。此外，ＶＣＬ、

ＧＡＰＤＨ、ＲＡＦ１蛋白处于相互作用网络中的关键位

置，犞犐犕 基因也参与到复杂的调控网络中。

２．４　蛋白质印迹法验证差异蛋白　选取变化倍数

显著的波形蛋白（ＶＩＭＥ）和ＲＡＦ１蛋白行蛋白质印

迹分析，结果（图３）显示ＲＡＦ１在Ⅱ期乳腺癌患者

血清中的表达水平低于健康对照女性，而ＶＩＭＥ表

达高于健康对照女性，与质谱鉴定结果一致。
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图１　Ⅱ期乳腺癌患者血清中差异蛋白的显著性富集分析

犉犻犵１　犛犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀狆犪狋犻犲狀狋狊狑犻狋犺狊狋犪犵犲Ⅱ犫狉犲犪狊狋犮犪狀犮犲狉

Ｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌａｘｉｓｉｓｔｈｅｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｃａｔｅｇｏｒｙａｎｄｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌａｘｉｓｉｓｔｈｅ－ｌｇ（犘ｖａｌｕｅ）ｏｆｔｈｅｓｅＧＯｔｅｒｍｓ．Ａ：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ

（ＢＰ）；Ｂ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ（ＭＦ）；Ｃ：Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ（ＣＣ）；Ｄ：Ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．ＧＴＰ：Ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ；ＥＣＭ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘ

图２　差异蛋白间相互作用分析

犉犻犵２　犐狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊
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图３　蛋白质印迹法检测犞犐犕犈和犚犃犉１蛋白的表达

犉犻犵３　犞犐犕犈犪狀犱犚犃犉１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊犱犲狋犲犮狋犲犱

犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵
ＶＩＭＥ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；ＲＡＦ１：Ｒａｆ１ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

２．５　ｑＰＣＲ验证差异蛋白　ｑＰＣＲ结果（图４）表明，

犞犐犕 基因在Ⅱ期乳腺癌患者血清中的表达较健康

对照女性上调（犘＜０．０１），而犚犃犉１基因表达较健

康对照女性下调（犘＜０．０１），与蛋白质印迹法验证

结果及质谱鉴定结果一致。

图４　狇犘犆犚检测犞犐犕 和犚犃犉１犿犚犖犃的表达水平

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犞犐犕犪狀犱犚犃犉１犿犚犖犃

犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狇犘犆犚

ＶＩＭ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；ＲＡＦ１：Ｒａｆ１ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ．犘＜

０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

基因组学揭示了人类遗传学图谱的基本特点，

为人类认识基因和遗传物质带来了根本性的变革。

然而基因组学并不能揭示所有基因的功能及其调控

机制。因为绝大部分基因的功能都依赖于其编码的

蛋白质，所以对细胞或者机体蛋白质进行研究有助

于揭示细胞的代谢过程和机体生命活动的规律。定

量蛋白质组学可以实现在一次实验中对成百上千种

蛋白质的定量和分析，为规模化发现和验证生物标

志物、发现新的治疗靶标提供了重要手段［５］。

ＶＩＭＥ是中间丝状体家族的重要组成部分，属

于支架和连接蛋白［６７］。ＶＩＭＥ在维持细胞结构、细

胞质的完整性及细胞支架的相互连接中显示出不同

作用，此外它还参与调控细胞迁移、增殖、信号转导，

且在许多肿瘤中表达增高，但其在肿瘤进展中的机

制尚未阐明［８］。本研究中ＶＩＭＥ蛋白在乳腺癌患者

血清中的表达明显上调（为健康对照女性的３．９１８

倍），与研究显示ＶＩＭＥ蛋白在乳腺癌肿瘤组织中

表达升高［９］的结论一致。ＶＩＭＥ蛋白上调是上皮间

质转化（ＥＭＴ）标志，而ＥＭＴ与肿瘤细胞的分化、生

长、浸润及转移相关［１０１１］。此外，还有研究表明

ＶＩＭＥ蛋白的表达水平与乳腺癌细胞的迁移能力呈

正相关［１２］。

犚犃犉１基因最初发现于小鼠肉瘤和禽的癌病毒

中，其在导管上皮高表达并且在不同级别的乳腺肿

瘤中呈不同程度的表达，对肝癌的发生、发展有抑制

作用［１３］。本研究中，ＲＡＦ１蛋白在乳腺癌患者血清

中的表达显著下调（为健康对照女性的０．２５１），而

有研究表明ＲＡＦ１蛋白在存在淋巴结转移的乳腺癌

肿瘤组织中表达下调，表明其表达下调可能是乳腺

癌淋巴结转移的生物学标志［１４］。ＲＡＦ１调控肿瘤的

机制可能是阻断磷酸化作用和促有丝分裂蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）的激活
［１５１６］，也可能是在肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）α和白介素１β的刺激下，通过阻断核因子

ｋａｐｐａＢ（（ＮＦκＢ）的激活来调节肿瘤的淋巴结转

移［１７］。然而ＲＡＦ１并不是在所有肿瘤中均表达下

调，也有报道称ＲＡＦ１过表达与鳞状细胞癌和肺癌的

进展相关［１８］。本课题组前期使用免疫组化法研究发

现ＲＡＦ１在预后较差的基底样型乳腺癌中过表达，且

ＲＡＦ１表达增高对患者的腋窝淋巴结转移和总生存率

具有较差的预后影响，分析其原因可能是ＲＡＦ１对

Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ 经典信号通路具有激活作

用［１９］。ＲＡＦ１在不同肿瘤中表达不同，甚至在不同类

型的相同肿瘤中表达也不相同，其机制有待进一步探

讨。ＲＡＦ１蛋白是与肿瘤发生和转移相关的重要蛋

白，在今后研究中应阐明其机制，为肿瘤发生、发展及

抗癌药物敏感性预测提供潜在的生物学标志物。

本研究的蛋白质相互作用关联图显示，乳腺癌患

者有几个生物学进程的基因呈现明显变化：（１）血液

凝固进程，在高严谨筛选条件下共有２种蛋白（ＰＬＦ４、

ＣＸＣＬ７）上调为健康对照女性的１．９２～２．０８倍，７种

蛋白（Ａ２ＡＰ、ＩＴＡ２Ｂ、ＶＩＮＣ、ＦＬＮＡ、Ｆ１３Ａ、ＴＬＮ１、

ＴＹＢ４）下调为健康对照女性的０．２２～０．６６。其中

ＰＬＦ４可刺激ＤＮＡ合成、有丝分裂、糖酵解、细胞内营

积累，呈上调趋势；ＴＹＢ４参与了细胞基质黏附和细

胞细胞黏附，调节细胞表面钙黏蛋白的表达，并通过

钙黏蛋白复合体增强传导作用，呈下调趋势。（２）细

胞连接装配进程，有２种蛋白（ＩＮＡＤ、ＬＡＭＡ３）上调

为健康对照女性的２．４７～３．２７倍，２种蛋白（ＦＬＮＡ、

Ｋ１Ｃ１４）下调为健康对照女性的０．２５～０．４３。其中

ＦＬＮＡ在血管生成过程中具有调节细胞间通信、黏附

和连接的作用，呈下调趋势。

生物信息学分析（蛋白质组学）可以从众多差异

蛋白中筛选可能有意义的蛋白，而对这些蛋白进行

验证是筛选目的蛋白的第一步。本研究根据差异蛋

·６２６·
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白鉴定分析结果显示ＶＩＭＥ蛋白和ＲＡＦ１蛋白的

变化倍数较显著，且ＲＡＦ１与其他蛋白关联较多，结

合ＧＯ注释分析和功能聚类分析与文献检索示这２

种蛋白与肿瘤相关，蛋白质印迹法和ｑＰＣＲ结果显

示ＲＡＦ１和ＶＩＭＥ蛋白的表达与蛋白质组学质谱

鉴定结果一致，验证了蛋白质组学结果，表明其在乳

腺癌发生、发展中的作用值得研究。

综上所述，定量蛋白质组学技术能有效筛选出

乳腺癌患者血清中的差异蛋白，对其相应的生物学

分析有助于了解它们参与的乳腺癌发生、发展相关

生物学过程和代谢通路，为乳腺癌的研究提供了新

方法和研究思路。
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