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胆管癌患者与健康志愿者血清样品蛋白质表达差异分析
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摘要　胆管癌 (cholangiocarcinoma ,CCA)是一种难于早期诊断和治疗的恶性肿瘤.利用蛋白质组学技

术以期筛选出人血清中具有医学价值的胆管癌癌变的标志物.利用白蛋白ΠIgG去除试剂盒去除血

清中高丰度的白蛋白和 IgG,再经丙酮沉淀得到高质量的血清样品.样品经双向电泳 (22DE)得到了

分辨率较好的胆管癌血清的蛋白点图谱.利用 Image Master 2D软件对比分析了胆管癌病人和正常

健康对照组的 22DE图谱.其中 ,表达上调蛋白有 8个 ,表达下调蛋白有 6个.用质谱获得上述差异

蛋白的肽质量指纹图谱 ,并经数据库检索共鉴定出了 11种差异蛋白质 ,其中 8种蛋白质的表达与

胆管癌密切相关.本研究为阐明胆管癌的机理提供了一条新途径.
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Abstract 　The cholangiocarcinoma ( CCA) is one of the prevalent cancers in China and often fails early
diagnosis and medical intervention. We. performed proteomic analyses of CCA serological profiles by protein
precipitation with acetone after depleting high2abundant seral proteins using an AlbuminΠIgG Removal Kit .
Compared with normal samples , 8 up2regulated and 6 down2regulated proteins were detected in the sera from
CCA patients. Within the 11 proteins were identified with mass spectrometry , 8 proteins seemed to be related
to CCA by bioinformatic database queries. The results might be for the diagnosis , treatment assessment and
prognosis of CCA.
Key words　cholangiocarcinoma ; two2dimensional gel electrophoresis ; proteomics ; serum
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　　胆管癌 (cholangiocarcinoma)是一种恶性高、难于

早期诊断和治疗的恶性肿瘤[1 ]
.从世界范围看 ,胆管

癌占所有人类胃肠道肿瘤 3 % ,是第二种多见的原

发性肝癌. 包括切除手术病人在内的全部胆管癌患

者的 5年生存率仅为 5 % ,确实值得重视[2 ]
.

血清蛋白质组学是指研究选定的目标人群血清

中表达的全部蛋白质 ,在建立正常蛋白质表达图谱

(protein expression map ,PEM)的基础上 ,寻找其差异

蛋白质点 ,鉴定疾病相关蛋白质 ,进而研究其结构和

功能 ,为研究重大疾病病理生理学机制、早期诊断的

特异性标志物、药物作用靶点等开辟新的途径[3 ]
.

目前 ,在胆管癌细胞的蛋白质组学方面已有相

关报道 ,而蛋白质组学在胆管癌血清中的研究还十

分有限 ,国内没有发现有相关的报道.本文试图通过

应用血清蛋白质组学技术对胆管癌的抗原进行筛

选 ,寻找人血清中具有医学价值的胆管癌癌变的标

志物[4 ]
.

1　材料与方法

111　试剂与仪器

超纯尿素 (urea) , Tris购自 Ameresco 公司.丙烯

酰胺 ( acrylamide ) 甲 叉2双 丙 烯 酰 胺 ( N , N′2
methylenebisacrylamide)购自 BIOASIA 公司 , CHAPS ,

四甲基乙二胺 ( TEMED) ,过硫酸铵购自 Sangon 公

司. SDS分子量标准蛋白均购自 Amersham Bioscience

公司.白蛋白去除试剂盒 ( ProteoExtract AlbuminΠIgG

Removal Kit)为Merck Biosciences产品.

112　样品及处理

样品来自福建省厦门市第一医院胆管癌患者和

健康志愿者.其中胆管癌患者与健康志愿者样品各

8例 ,胆管癌分级为一、二、三、四级各 2 例.通过静

脉穿刺取病人晨血 5 ml ,20 ℃凝血 2 h后 ,3 000 g ,

4 ℃, 离心 15 min ,取上清混合后 ,等体积分装冻

存[5 ] . 血清通过白蛋白去除试剂盒处理 ,然后迅速

经丙酮沉淀后用裂解液 1 :9直接裂解后制样.制备

的样品用 Bradford法测蛋白浓度.

113　双向凝胶电泳

第一向等电聚焦电泳 ( IEF) :参考文献[6 ] ,电泳

参数设置为 :400 V电泳 14 h后 800 V电泳 1 h.第二

向 SDS2PAGE采用不连续 SDS2PAGE.配制 1215 %分

离胶采用中板胶 16 cm×14 cm和 4 %浓缩胶 ,电泳

采用恒流每块胶 16 mA.待溴酚蓝迁移到离胶底边

缘 1 cm处停止电泳 ,染色.

114　硝酸银染色法

采用非双胺化学显色银染法 ,电泳凝胶经固定、

敏化、银染、显色、终止步骤.具体操作方案见文献

[7 ] .该方案优点为背景较浅 ,显色时间长 ,较易控制

显色程度 ,有利于双向电泳图谱显色的一致性 ,且分

辨率较高.

115　蛋白质胶内酶切

将选取的差异蛋白质点在图像上做好标记.用

手术刀将银染蛋白点切下 ,置于 600μl Eppendorf 管

中 ,用含 30 mmolΠL K3 Fe ( CN ) 6 和 100 mmolΠL

Na2 S2O3·5H2O溶液进行脱色.直至胶粒无色.去上

清 100μl H2O水洗 5 min 3次 ,再加 100μl 50 mmolΠL

NH4 HCO3振荡 20 min后 ,200μl 水洗 1 min. CH3 CN

溶液脱水后去上清 ,胶粒真空离心干燥 ,加入 10

mmolΠL DTT ,57 ℃置于恒温水浴锅 45 min. 去上清

加入 55 mmolΠL碘乙酰胺进行烷基化 ,避光 30 min.

吸出上清液 ,加入 CH3 CN 和 25 mmolΠL NH4 HCO3 溶

液反复吸涨 2次.胶粒真空离心干燥.加入适量胰蛋

白酶液 ,4 ℃冰盒中放置 45 min ,待酶液完全被吸

收 ,补充 25 mmolΠL NH4 HCO3 ,37 ℃保温 6～15 h.将

萃取液吸出 ,加入到另一 Eppendorf 管中保存 ,向含

有胶粒的 Eppendorf 管中加入 5 %三氟乙酸 (TFA)振

荡37 ℃放置 30 min ,上清液吸出合并.加入 215 %

TFA和 50 % CH3 CN溶液 ,振荡 ,37 ℃放置 30 min ,与

上述萃取液合并.真空离心干燥直至管中无液体.加

入 015 % TFA 115μl 溶解 ,取 1μl 溶解液与 1μl 饱

和基质α2羟基肉桂酸 (HCCA)混匀.用基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱 (MALDI2TOF2MS)进行分析 ,

获得肽质量指纹图谱[8 ]
.

116　肽质量指纹图谱的分析和数据库检索

利用MASCOT网站提供的检索工具查询 ,查询

条件为 :肽片段分子质量最大允许误差控制在 100

ppm ,离子选择单同位素分子量MH
+

,酶解漏切位点

1个 ,固定修饰为半胱氨酸碘乙酰化 carbamidomethyl

(C) [9 ]
,可变修饰为 oxidation (M) .在MSDB和 NCBInr

数据库中检索.

117　凝胶扫描

凝胶图像通过紫光 D3000扫描采集 ,扫描结果

用目前已被大多数研究者所采用的 GE公司开发的

image master双向分析软件分析.

2　结果

211　白蛋白和 IgG的去除处理

参考文献[10] ,在样品处理时 ,采用 ProteoExtract
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Fig. 1　Human serum proteins after depletion of high2abundant proteins using ProteoExtract AlbuminΠIgG Removal Kit　　

The proteins were separated on 1215 % SDS2PAGE. 1 : Precision plus protein unstained standard (Amersham Biosciences , UK; 97 ,

66 ,45 , 30 , 2011 and 1414kD) ; 2 ,3 : Crude serum ; 4 ,5 : Depleted serum ; 6 ,7 : Bound proteins eluted from depletion columns

Fig. 2　Comparison of crude and depleted serum samples　　The depleted serum samples were prepared by the ProteoExtract

AlbuminΠIgG Removal Kit , and all samples were isoelectric focused on 1315 cm pH 315210 NL strips in the first dimension and

then separated on 1215 % SDS2PAGE. (A) Crude serum samples ; (B) Depleted serum samples

AlbuminΠIgG Removal Kit 对样品进行合适的处理 ,

1215 % SDS2PAGE后 ,考马斯亮蓝 R2250染色结果见

Fig. 1. 结果表明 ,该试剂盒可以有效除去全血清中

约 80 %白蛋白和 IgG,非特异性吸附其它蛋白 <

5 %.增加了低丰度蛋白的上样量和提高了低丰度蛋

白在双向电泳图谱中的呈现性 ,减少了白蛋白和

IgG对双向图谱蛋白呈现的影响 ,实际效果见 Fig. 2.

212　22DE差异分析

本实验采用 pH 315～10胶条和 1215 %分离胶对

血清样品进行双向电泳分析.将健康组和病人组的血

清样品分别混合消除个体差异性后 ,对血清样品进行

重复的多次双向电泳[11] .再各选取蛋白图谱较好的

几张图谱用 ImageMaster 2D Platinum Trial 双向分析软

件分析.发现血清胆管癌血清样本组平均检出蛋白点

(339±30)个 ,健康志愿者组平均检出蛋白点 (302±

25)个.相对于健康组 ,病理状态时表达量上调显著的

蛋白点有 8个 ,表达量下调的有 6个[12] .健康组与胆

管癌病人组的典型 22DE图谱见 Fig. 31 Fig. 4为胆管

癌中表达上调的蛋白点局部放大图 ,Fig. 5为胆管癌

中表达下调的蛋白点局部放大图.

213　质谱鉴定

对 22DE所获得的 14 个差异点进行胶内酶解 ,

再用 MALDI2TOF质谱分析 ,得到蛋白的 PMF ,再与

Mascot Peptide Mass Fingerprint 数据库匹配 ,成功鉴定

出 11种蛋白质[10 ] ,见 Table 1.

典型的质谱图及MASCOT得分见 Fig. 6所示.

3　讨论

功能蛋白质组学研究过程中所需要的重要实验

步骤之一就是对复杂的体液样品进行逐一分离、分

析与鉴定 ,其分析结果用于筛选各种疾病的标志物.

由于血清是易从人体中直接获取的诊断疾病的标

本 ,尤其是血清含有反映人体各种健康与疾病发生、

形成和突变等的丰富信息 ,含有大量能诊断人类各

453 中国生物化学与分子生物学报 25卷
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Fig. 3　Representative 22DE image of normal volunteer ( A) and patient serum ( B) 　　The protein

extracts (100μg) from serum samples were isoelectric focused on 1315 cm pH 315210 NL strips for

10 kV·h and then separated on 1215 % SDS2PAGE. Proteins were visualized by silver staining

Fig. 4　The magnified areas of up2regulated protein spots on the 22DE gels in the CCA patient

serums compared with the normal serums　　Protein spots were indicated with arrows

Fig. 5　The magnified areas of down2regulated protein spots on the 22DE gels in the CCA patient

serums compared with the normal serums　　Protein spots were indicated with arrows

种疾病的多肽与蛋白质 ,但由于血清生物组分极其

复杂 ,易变化和组分之间的浓度差别很大等特点 ,目

前 ,多数具有医学价值的多肽与蛋白质还有待于进

一步分离与鉴定 ,拓展检测疾病的功能.因而利用蛋

白质组技术筛选人血清中具有医学价值的蛋白质组

具有重要的科学意义 ,尤其是诊断学意义.

已知人血清中含有成千上万种蛋白质 ,但蛋白

质浓度的动态范围相差在 9212个数量级 ,含有大量

的低丰度蛋白质 ,而这些低丰度蛋白质中有许多蛋

白质是诊断各类疾病的标志物.因此 ,如何尽可能减

少高丰度蛋白质的污染 ,又能显示出更多的低丰度

蛋白质是至关重要的. 我们选择了 AlbuminΠIgG
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　　　　　　Table 1　Proteins in cholangiocarcinoma patient serums showing altered expression

Spot ID Protein　　　　　　　　　 Accession No.
Theoretical

MrΠpI

Mascot

score

Sequence

coverage ( %)

Downregulation

1 Mutant hemoglobin beta chain Q6V0K9 11524Π6117 80 51

2 Hemoglobin beta subunits are s2nitrosylated. 1BUWB 15622Π6176 72 41

3 Immunoglobulin heavy chain variable region precursor AAC18179 15906Π8191 51 33

14 Keratin , 67K type II epidermal A44861 66111Π8107 81 27

Upregulation

5 Transthyretin , chain B QABB 12995Π5153 71 50

8 Ka35 protein Q6A163 57127Π5114 61 12

9 Alpha212B2glycoprotein A02113 52479Π5165 66 18

10 Hypothetical protein TEKT4 Q8WW24 51301Π6101 71 23

12 Cytokeratin 10 Q8N175 59020Π5109 73 17

15 KRT8 Q96I0 41083Π4194 168 44

16 HUMAPOAIV NID M14566 43358Π5122 95 17

Fig. 6　Mass spectrometric characterization of cytokeratin 8 by MALDI2TOF MS　　(A) Matched peptide peaks were labeled with

mass values ; (B) The MASCOT peptide and protein summary report score

Removal Kit去除血清中高丰度的白蛋白和 IgG.其去

除原理是通过结合在介质上的单链抗体特异免疫吸

附血清中的白蛋白和 IgG, 去除血清中最丰富的两

类蛋白质 , 其说明书介绍该试剂盒能够有效去除超

过 90 %白蛋白和 IgG,极少量的非特异吸附其他蛋

白质 ,去除效果较好 ,蛋白质点的分辨率明显提高 ,

特别是蛋白质点增加很多 ,一些低丰度蛋白质被分

离出来.本实验通过去除占血清总蛋白 80 %以上高

丰度蛋白 ,增加了蛋白质样品的上样量 ,从而提高蛋

白质分离效果.

目前 ,蛋白质组学在胆管癌血清中的研究还十

分有限 ,国内没有发现有相关的报道. 2005 年 ,

Svasti等[13 ]研究了 Derris malaccensis中提取的物质对

胆管癌细胞的蛋白组学差异. 发现细胞角蛋白

(cytokeratin ,CK) 7、18、19 等在胆管癌细胞中表达上

调.周福平等[14 ]运用激光捕获显微切割技术 ,建立

了首张肝内胆管癌组织双向电泳图谱 ,同时发现 78

个有差异蛋白点通过质谱鉴定 ,20个点仅在肝细胞

癌中表达或者高表达 ,而 8个点仅在肝内胆管癌中

表达或者高表达.而本文关于胆管癌血清的蛋白质

组学研究 ,在国内尚属首例.下面 ,对一些质谱鉴定

发现的与胆管癌相关的蛋白进行讨论.

CK是角质细胞中的主要骨架蛋白 ,主要在上皮

细胞中表达[15 ]
.目前研究发现 ,CK具有高度保守性

和组织分化特异性 ,与上皮角质细胞的增殖分化密

切相关 ,对维持上皮细胞的形态和上皮连续性非常

653 中国生物化学与分子生物学报 25卷
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重要. CK10为角化标志 ,通常表达于角化复层鳞状

上皮的基底上层终末分化时具有角化能力和将要角

化的细胞 ,它的表达与上皮角化状态有密切关系.有

研究表明 ,CK10过度表达往往会导致上皮的分化和

角化. Vanden Heuvel 等认为 ,CK19 是胆管上皮标志

物 ,可在多种肿瘤组织中表达 ,但确切的作用尚不完

全清楚.近来发现 ,表达 CK8 和 CK18 的肝癌组织 ,

邻近常见不典型增生的胆管上皮 ,提示 CK8ΠCK18

阳性的肝癌来源于胆管上皮[16 ] .而我们研究证实 ,

CK8和 CK10与胆管癌密切相关.

转甲状腺素蛋白 (transthyretin ,TTR)又称为前白

蛋白 (prealbumin ,PA) ,维生素 A运转蛋白 ,分子量大

约为 54 kD ,由 4个相同的亚单位组成.早年就发现 ,

当转甲状腺素蛋白基因发生突变时 ,机体心肌及神

经系统可发生广泛淀粉样病变[17 ]
.报道发现 ,人肝

癌中 TTR基因转录严重受阻.我们的研究发现 ,转

甲状腺素蛋白在胆管癌中存在表达量升高的现象.

TTR是一种肝脏、脉络丛和眼所产生的蛋白 ,已知它

与转运甲状腺素和视黄醇 (retinel)代谢相关 ,即 TTR

能与 RBP形成复合物.视黄醇与上皮细胞分化有

关 ,而胆管癌就是一种发生在胆管上皮的恶性肿瘤.

本实验结合MALDI2TOF鉴定出 10个有意义的

差异蛋白 ,这些蛋白可能成为鉴别胆管癌的肿瘤标

记物 ,为进一步的研究提供依据.然而 ,关于它们的

功能和在肿瘤发展中的作用有待于进一步深入

研究.
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