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·论著·

大肠癌气血亏虚证患者蛋白质差异性表达的研究

周小军1’2，周福生1，苟新敏2，周怀力2，郭惠学2

(1．广州中医药大学脾胃研究所，广东广州510405； 2．中山大学附属第五医院，广东广州519000)

【摘要】 目的 研究大肠癌气血亏虚证患者蛋白质差异性表达，从蛋白质水平上探讨大肠癌气血亏虚证

的本质。方法采用双向凝胶电泳法分离大肠癌气血亏虚证患者肿瘤组织和正常人结肠黏膜蛋白质，用银染、

PDQuest 7．1．0软件对部分差异蛋白质点进行基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI—TOF—MS)分析，

并测定其胶内酶解后的肽质量指纹图谱，查询人类蛋白质公共数据库(NcBI、swIss—PROT)，获得蛋白质的相

关信息。结果从组织中获得了分辨率和重复性均较好的双向电泳图谱，共筛选出23个差异蛋白质点，其中有

21个差异蛋白质得到鉴定，这些蛋白质包括热休克蛋白，细胞骨架蛋白、抗氧化蛋白、信号转导相关蛋白、能量

产生相关蛋白、血液蛋白等，大肠癌气血亏虚证与对照组比较，其中14个升高，7个降低。结论建立了大肠癌

气血亏虚证的双向电泳图谱，提示大肠癌气血亏虚证患者和正常人的蛋白质表达具有差异，这些蛋白质的差异

分析对在蛋白质水平上研究气血亏虚证本质提供了物质基础。
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A study on different expressions of proteins in patients with colorectal cancer and Qi—Xue deficiency syndrome

(气血亏虚证) ZHOU Xiao一豇咒’，ZHOU Fu—sheng，G∞Xin—min，ZHOU Huai—li，GUO Hui—z“e．’The

Spleen and Stomach Research Institute of Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou
51 0405,Guangdong，China

[Abstract] Objective To investigate the different expressions of proteins in patients with colorectal

cancer and Qi-Xue deficiency syndrome(气血亏虚证)，and from the protein expression level to reveal the

essence of Qi—Xue deficiency syndrome of colorectal cancer．Methods TWO—dimensional electrophoresis

(2一DE)was applied to isolate the proteins of tumor tissue in cases with colorectal cancer and Qi—Xue deficiency

syndrome and those of colon mucosa in normal persons．Silver nitrate stain and PDQuest 7．1．0 analysis

software were used at the protein spots with partial differential expressions to carry out matrix—assisted laser

desorption／ionization time of flying mass spectrometry(】ⅥALDI—TOF—MS)to measure their peptide mass

finger prints in gel after zymolysis}then NCBI and SWISS—PROT database searching was made to obtain the

information related to the proteins．Results A good 2一DE image including resolution and reproducibility was

obtained．Twenty—three differential expression protein spots were screened，then 21 proteins were identified，

which related to heat shock protein，cytoskeletal protein，anti-oxidation protein，signal transduction related

protein，energy production related protein，blood protein，and SO on．Compared to the control group，there

were 14 proteins of up—regulation and 7 proteins of down-regulation in colorectal cancer patients with Qi—Xue

deficiency syndrome．Conclusion A well-resolved reproducible 2-DE image of Qi—Xue deficiency syndrome of

colorectal cancer patient was established；it revealed the protein expression differences between health adults

and colorectal cancer patients with Qi—Xue deficiency syndrome．The analysis of differences in proteins is

helpful to provide substantial evidence in investigation of the essence of Qi—Xue deficiency syndrome from the

protein ievel．

【Key words]Colorectal cancer；Qi-Xue deficiency syndrome；Protein；Two-dimensional electrophore—

sis；Mass spectrometry

大肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，除了手术、

化疗，中医治疗大肠癌在改善患者生存质量、延长患

者生存时间上发挥着重要的作用。目前，蛋白质组学

已广泛应用于大肠癌的研究中，而中医证候与蛋白

质组均有着整体性和动态变化的特点，故对于大肠

癌中医证候蛋白质组的研究有着极其重要的意义。

本研究中通过对大肠癌气血亏虚证在蛋白质组学上

的差异表达，探讨气血亏虚证大肠癌的发病机制及

特异蛋白的表达。

基金项目：广东省中医药管理局项目(2007023)

作者简介：周小29(1972一)，女(汉族)，湖南省人，主治医师。

1资料与方法

1．1一般资料：选择2008年8月至2009年11月

住中山大学附属第五医院的气血亏虚证大肠癌患者

30例，其中男15例，女15例；年龄25"-64岁，平均

(49．17士9．96)岁；病程2～25个月，平均(8．10士

9．02)个月；同期选择20例进行结肠检查的志愿者

作为对照组，男12例，女8例；年龄21～63岁，平均

(50．21土9．78)岁。气血亏虚证大肠癌患者与对照组

年龄、性别比较差异均无统计学意义(均P>O．05)，

有可比性。

1．2诊断标准：气血亏虚证大肠癌诊断标准参照
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2000年出版的《肿瘤科专病中医临床诊治》中有关

大肠癌气血亏虚证的中医辨证分型标准[1]。大肠癌

西医诊断依据病理学检查结果。对照组无心脑血

管、肝、肾疾病史，心、肝、肾功能检查正常；结肠镜检

查结肠黏膜基本正常}中医辨证基本正常；年龄在

18"～65岁的自愿者。

1．3组织标本的采集：气血亏虚证大肠癌患者肿瘤

组织标本在中山大学附属第五医院手术室收集；对

照组结肠黏膜在中山大学附属第五医院内镜室收

集。标本在30 min内保存于一80℃冰箱。本研究经

医院伦理委员会批准，符合医学伦理学标准，全部受

试者签署知情同意书。

1．4主要材料：固相pH梯度干胶条(IPG)为美国

通用(GE)公司产品，电泳试剂丙稀酰胺、甲叉双丙

稀酰胺和质谱鉴定试剂二硫苏糖醇(DTI)、碘乙

酰胺、铁氰化钾、胰蛋白酶、三氟乙酸等均为美国

Sigma公司产品。等电聚焦仪、垂直电泳系统均购自

美国GE公司，LKB—MultiTemp I低温循环水浴箱

购自美国Pharmacia公司，Milli—Q超纯水仪购自美

国Millipore公司，透射扫描仪为UMAX Power—

Look 1100，图像分析软件为PDQuest 7．1．0。美国

ABI公司Voyager—DE STR型基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱(MALDI—TOF—MS)分析仪。

1．5差异蛋白质检测：取50 mg组织研磨，加入裂

解液，经振荡、静置、离心后取上清液，使用二喹啉甲

酸(BCA)法测定蛋白浓度。将蛋白质加入到含水化

液的小离心(EP)管中振荡，300 pg蛋白质上样，先

用IPG进行等电聚焦电泳(IEF)、冲洗、平衡，再将

胶条转移至13％十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS—PAGE)上。每个样品重复3次。取出胶条

后依次进行固定、敏化、漂洗、银染、显影。用透射扫

描仪获取图像，软件进行分析，包括蛋白质斑点的检

测、量化、背景去除和点的匹配。选取表达量差异

2倍以上的点作为后续质谱分析的候选蛋白质点。

1．6质谱分析和数据库检索：选取图像分析得到的

差异蛋白质点，从凝胶上取点，进行水洗、脱色、酶

解、样品萃取、点样、脱盐。将制备好的点样板放入质

谱仪中进行分析，获得肽质量指纹图谱(PMF)，最

后应用Mascot Distiller软件在人类蛋白质公共数

据库(NCBI、SWISS—PROT)中搜寻，获得蛋白质的

相关信息。

2结果

2．1双向凝胶电泳图谱(图1)：经分离、银染，获得

分辨率和重复性均较好的双向电泳图谱。

田1对照组(a)和大肠癌气血亏虚证患者(b)的双向凝胶电泳圈谱

2．2差异蛋白质点的MALDI—TOF—MS肽质量指

纹分析(表1)：经软件及肉眼分辨，气血亏虚证大肠

癌组、对照组问共分析筛选出23个表达量差异2倍

以上的蛋白质点。经质谱鉴定及生物信息学分析后

共有21个蛋白质点得到鉴定，其中，有热休克蛋白

(HSP)、细胞骨架蛋白、抗氧化蛋白、信号转导相关

蛋白、能量产生相关蛋白、血液蛋白及其他蛋白。

3讨论

大肠癌在世界范围内是第三大常见恶性肿瘤，

在发达国家占第二位。除了手术、化疗外，中医治疗

大肠癌在改善患者生存质量、延长患者生存时间上

发挥着重要的作用。本研究结果表明，大肠癌气血亏

虚证患者与正常人体蛋白质表达有差异，主要有

HSP、细胞骨架蛋白、抗氧化蛋白、信号转导相关蛋

白、能量产生相关蛋白、血液蛋白等。

HSP是在高温、感染、肿瘤等应激状态下生成

的一组蛋白质，它可以保证细胞必要的生命活动以

维持细胞生存。有研究结果认为，热休克预处理可能

通过诱导HSP表达来减轻肠上皮细胞缺氧一再给氧

损伤，增加细胞Bcl一2基因表达并抑制肠上皮细胞

缺氧一再给氧后细胞凋亡而发挥细胞保护作用[z]。本

研究结果表明，大肠癌气血亏虚证患者HSP90a、

HSP90p3明显上调，而HSPp6、HSPt31明显下调。

细胞骨架系统是由蛋白质纤维组成的复杂网

络，大肠癌气血亏虚证患者细胞骨架蛋白表达有

差异，包括Transgelin、CKIO、结蛋白。有文献报道

Transgelin在许多实体肿瘤中呈现异常表达[3≈]，但

Transgelin的表达模式并不一致。CK是所有上皮

细胞的主要骨架蛋白，其广泛表达于恶性肿瘤上皮

细胞中[7d⋯，而且随转移能力和恶性程度的增高而

变化[11]。结蛋白为细胞骨架中间丝蛋白之一，结蛋

白在肿瘤的表达研究结果不一[12。引。本研究结果表

明，在气血亏虚证大肠癌Transgelin和CKl0表达

明显上调，结蛋白表达明显下调。

抗氧化酶能保护机体免受活性氧(ROS)损伤，

抗氧化酶Prdx6具有细胞保护作用[143，GSH—Px是

体内清除H。0：和许多有机氢过氧化物的重要过氧
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表1气血亏虚证大肠癌组与对照组鉴定出的21个差异蛋白质

化物酶，它特异地催化还原型谷胱甘肽(GSH)对

H。0。起还原反应，从而清除细胞内有害的过氧化物

代谢产物，阻断脂质过氧化连锁反应，起到保护细胞

膜结构和功能完整的作用，是抗氧化系统中重要的

抗氧化剂。在一定范围内，脂质过氧化增强时，抗脂

质过氧化酶活性也相应增强，以对抗脂质过氧化对

机体的损伤，因此，GSH—Px活性可反映机体抗氧化

能力[15t引。本研究结果表明，气血亏虚证大肠癌

GSH—Px3前体、Prdx6表达均明显下调，提示气血

亏虚证大肠癌抗氧化能力明显减退。

Annexins是一类与结构相关的钙依赖性磷脂

结合蛋白，在细胞中参与膜转运及膜表面一系列依

赖于钙调蛋白的活动。本研究结果表明，气血亏虚证

大肠癌AnnexinsA2和A5均明显下调，提示气血亏

虚证大肠癌发生了细胞信号转导障碍。

NADH脱氢酶是构成线粒体呼吸链的关键酶，

参与细胞氧化还原反应和能量代谢过程，是体内最

有效的抗氧化剂，可使机体免受自由基损伤。本研究

结果表明，气血亏虚证大肠癌NADH脱氢酶明显下

降，提示气血亏虚证大肠癌能量代谢发生了障碍。

血液蛋白在气血亏虚证大肠癌中也存在不同的

表达。血清白蛋白的主要功能是维持胶体渗透压，保

持血容量的稳定。本研究结果表明，气血亏虚证大肠

癌血清白蛋白前体的表达明显上调，这用气血亏虚

证的“虚证”证型特点似乎较难解释，其机制尚有待

进一步研究。Hp是一种急性期蛋白，在感染、炎症、

组织坏死、恶性肿瘤等疾病时明显增加山]。TTR是

甲状腺素与视黄醇的转运蛋白，当机体热量不足、蛋

白丢失以及急性应激状态下，TTR迅速下降，及时

补充足够的热量后其迅速上升，能及时反映内脏蛋

白合成的状况以及危重病患者的营养情况[1引。Fib

是血浆中含量最高的凝血因子，Fib与肿瘤发生及

其转移、预后密切相关，Fib水平在恶性肿瘤明显升

高[20-21]。本研究结果表明，气血亏虚证大肠癌Hp前

体、TTR和Fibl3链前体表达均明显上调。

Clusterin具有抗凋亡作用，通过抑制细胞凋亡

促进肿瘤的恶性进展，肿瘤分期越晚，分化程度越

低、恶性程度越高且有淋巴结转移的病例，Clusterin

阳性表达率越高[22屯引，Clusterin可能是肿瘤侵袭性

行为的重要因素之一。本研究表明，气血亏虚证大肠

癌Clusterin前体明显升高。

锌指蛋白也是一类转录因子，在基因表达调控、

细胞分化、胚胎发育等生命过程中发挥重要作用。近

来有研究表明，锌指蛋白参与了肿瘤的发生发展，在

肿瘤患者癌组织及血清中表达均明显增高[26吨引，本

研究结果表明，气血亏虚证大肠癌锌指蛋白497表

达明显增高。

综上所述，通过对气血亏虚证大肠癌蛋白质差

异性表达的研究，获得了与气血亏虚证大肠癌密切

相关的21个差异表达蛋白质，这些蛋白质包括

HSP、细胞骨架蛋白、抗氧化蛋白、信号转导相关蛋

白、能量产生相关蛋白、血液蛋白等，通过对这些蛋

白质的差异分析，在蛋白质水平上为研究气血亏虚

证的本质提供物质基础。
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