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摘 要：综述了蛋白质组学的主要方法和技术——双向凝胶电泳、生物质谱技术、蛋 白质芯片技 

术，及其在肿瘤标志物的筛选和鉴定、肿瘤治疗效果的评价及肿瘤发生机制研究等方面的应用状 

况，并对蛋白质组学在重离子治疗中的应用进行了展望。 
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1 引言 

随着人类基因组计划的完成，生命科学的重心 

开始转移到对基因的功能性产物(即蛋白质)的研 

究，并产生了一门新的学科——蛋白质组学。蛋白 

质组(proteome)的概念最早是由澳大利亚 Macqua— 

rie大学的Wilkins和Williams在 1994年首先提出， 

并首次于 1995年 7月年在 “Electrophoresis”上发 

表 。蛋白质组是指一个机体、组织、细胞或细胞 

器内表达的所有蛋白质的总和。蛋白质组学(pro— 

teomics)是研究蛋白质组的一个新领域，它以蛋白质 

组为研究对象，采用高分辨率的蛋白质分离手段， 

结合高通量的蛋白质鉴定技术，分析细胞内动态变 

化的蛋白质组成成分 、表达水平与修饰状态，了解 

蛋白质之间的相互作用与联系，在整体水平上研究 

蛋白质的组成与调控的活动规律，全面研究在各种 

特定情况下的蛋白质表达谱。 

肿瘤是当今人类生活中最危险的疾病之一，肿 

瘤患者的死亡率一直处于前列。目前认为恶性肿瘤 

的发生是由环境与遗传因素相互作用而导致的多种 

基因和蛋白质参与的复杂疾病。蛋白质组学的形成 

为癌症的诊断、治疗及预后提供 了条件，在重离子 

治疗中也将有重要 意义。 

2 蛋白质学的研究方法和技术 

2．1 双向凝胶电泳 

Klose和 O Farrell于 1975年分别在两个实验 

室独立建成了双向凝胶电泳(2一DE)，他们将高分 

辨率的等电聚焦电泳和 SDS—PAGE电泳联合组成双 

向电泳。第一向是等电聚焦(IEF)，根据蛋白质等 

电点不同而将其分离。双向电泳的第二向是 SDS 

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，根据蛋白质分 

子质量不同进一步分离等电点相同的蛋白质。 

双向凝胶电泳是 目前相对理想、常用于蛋白质 

组学研究的核心技术之一，能对复杂蛋白质混合样 

本进行定性和定量分析。尽管该技术存在实验室的 

标准化、结果的重复性、标本的处理和分离纯化后的 

蛋白量是否适于下游质谱分析技术等一些问题，但 

完善优化中的该技术在当前蛋白质组学的研究仍无 

法被取代 。经双向凝胶电泳分离不同蛋白斑点， 

经成像分析和蛋白质鉴定制成参考图，建立蛋白质 

数据库或比较发现差异蛋白质分子是当前蛋白质组 

研究的基本路线。通过各种生理、病理状态下的蛋 

白质分子图的比较，可以筛选出具有临床标志意义 

的蛋白质关键分子 J，提供药物作用的靶蛋白质分 

子 ，以及发现在信号传递中起重要作用的蛋白质 
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分子 。也可比较不同组织、细胞蛋白质的异同，从 

而寻找特异蛋白和保守蛋白。配合银染、荧光染色 

或放射性标记等方法，目前一般可以分离到 1 000— 

3 000个蛋白质样点，最多的可以分离得到 11 000个 

左右蛋白质样点，分辨率可以达到 ng量级 。 

2．2 生物质谱技术 

生物质谱近年来取得了飞速发展，其中最为显 

著的进展是两种蛋白质离子化方式的发明及其研究 

者共同获得了 2002年诺贝尔化学奖 ， 。质谱技 

术(MS)的基本原理是样品离子化后，根据不同离 

子间的质荷比(m／z)的差异来分离并确定相对分 

子量。早期的电子电离的方式不适合分析高极性、 

难挥发和热不稳定样品。20世纪 80年代中期出现 

的以电喷雾电离(ESI)和基质辅助激光解析电离 

(MALDI) 为代表的软电离技术，能高效地电离 
一 些完整或片断的大分子生物聚合物，可以测定分 

子量达 40万的生物大分子。通过肽质量指纹谱 

(PMF)、肽序列标签(PST)、源后衰变(PSD)和肽 

阶梯序列(PLS)等方法，结合蛋白质数据库检索可 

实现对蛋白质的快速鉴定和高通量筛选  ̈。新近 

出现的一种被称为基质辅助激光解析电离四级飞行 

时间质谱(MALDI quadruple time of flight)技术综合 

了肽指纹图谱方法的大规模和串联质谱直接获得肽 

序列两方面的优点⋯J，可用于测定蛋白质或多肽 

的精确分子量，并能测定较大分子的分子量。 

2．3 蛋白质芯片技术 

1991年，美国Aflymetrix公司的 Fodor等 圮成 

功地研制了世界上第一块 DNA芯片，从此拉开了 

研究生物芯片技术的帷幕。蛋 白质芯片(protein 

chip)是指以蛋白质分子作为配基，将其固定在固 

相载体的表面，形成的蛋白质微阵列。主要用于蛋 

白质间相互作用和差异显示蛋白质组的研究，是一 

种在高密度的方格上含有各种微量纯化的蛋白质， 

并能够高通量地测定这些蛋白质的生物活性，以及 

蛋白质与生物大分子之间相互作用。根据检测目的 

不同，作为配基的蛋白质分子可以是酶、受体、抗 

原、抗体或抗体片断等。主要分为：固相表面型芯 

片(plain—glass slide)、微孑L型芯片(microwell chip)、 

毛细管电泳型芯片(chip—based capillary eleetrophore． 

sis)：液相载体型芯片和细胞组织型芯片 。 

蛋白质芯片具有高通量、微型化、集成化和平 

行性检测等特点，逐渐应用于疾病检测 、新药筛选 

等诸多领域。近几年，随着 自动化要求的越来越 

高，一些实验室将蛋白质芯片技术与质谱联用起 

来，通过质谱直接显示反应结果，极大地提高了分 

析检测的灵敏度与自动化程度。这种技术具有极大 

的优越性，它不需要进行蛋白质分离，只是利用抗 

体或其他类型亲和探针构成的芯片进行检测，就可 

以一次同时检测几千种蛋白质，效率非常高  ̈。 

因此对分析蛋白质组的变化具有很大的应用潜力， 

使简单、经济及规模化检测成为可能。 

3 肿瘤蛋白质组学研究进展 

蛋白质组分析技术可以从整体水平上探讨多基 

因、多蛋白参与的疾病，具有时空动态性和可调节 

性的特点。目前认为恶性肿瘤的发生是由环境与遗 

传因素相互作用而导致的多种基因和蛋白质参与的 

复杂疾病。生物信息学成了蛋白质组研究不可缺少 

的信息学手段  ̈。蛋白质组技术结合生物学信息 

可以从整体上，全面、动态、定量地分析比较正常 

及病变标本中蛋白质种类和数量的改变，有助于阐 

明蛋白质间的调控网络，深化对肿瘤发病机制的认 

识，发现肿瘤诊断、治疗和预后的特异性标志物， 

加快肿瘤疫苗的研制和新药的开发。其中日内瓦大 

学医院的 SWISS—DPAGE数据库含有人肝脏组织、 

HEPG2肝癌细胞及其分泌蛋白的双向电泳参考 

图 ，瑞士的 SWISS—PROT和 ExPASy都是很好的 

因特网蛋白质组数据库 。蛋白质组技术对重离 

子杀伤癌细胞以及对正常组织的影响，阐述重离子 

． 辐照后蛋白质问的作用机理，郜有重要的意义 

3．1 探讨肿瘤发生的机制及重离子杀伤癌细胞的 

机理 

肿瘤的发生涉及到癌基因的激活、抑癌基因的 

失活、凋亡抑制及细胞周期失调等多种基因的变 

化，这种调控网络的失衡是多种基因及其产物相互 

作用的结果。双向凝胶电泳的应用，为从整体上探 

讨肿瘤发生的调控机制提供了有力的工具。Stierum 

等 应用双向电泳和质谱分析了大肠癌 Caco一2细 

胞系蛋白质组，发现有 l 1种蛋白质与其增殖和分 

化有关。Caco一2细胞系在表型上与分化有关的变化 

http://www.cqvip.com


原 子 核 物 理 评 论 第22卷 

涉及到一系列生化通路的改变。故推测蛋白折叠、 

二硫键形成、细胞骨架形成和维持、核苷酸代谢、 

糖酵解及某些与肿瘤发生相关的蛋白可能参与了 

Caco．2细胞系的分化。现在重离子对细胞的损伤、 

杀伤的分子、基因调控机理还不是太清楚，如果应 

用蛋白质组学技术，将可能揭示它们的机理，为重 

离子治疗提供理论支持。 

3．2 寻找肿瘤标志物 

在肿瘤发生发展过程中，伴有不同的蛋白质表 

达或抑制。通过对正常及病变标本中蛋白质种类和 

数量的比较分析，有助于肿瘤诊断、治疗和预后的 

特异性标志物，目前已成为蛋白质组研究的重点和 

热点，并在多种人类肿瘤组织或细胞系中取得了一 

些成果。Seow等。。 通过电泳技术分析 HCC—M细 

胞株和正常肝细胞株，鉴定出约400个肝癌细胞特 

异蛋白点，如乙醇脱氢酶、0／．烯醇化酶 、天冬酰胺 

合成酶和异柠檬酸脱氢酶。丹麦的一个研究组利用 

蛋白质组研究技术结合组织冰冻切 片技术分析了 

150例膀胱癌病人组织，发现银屑素仅表达于膀胱 

鳞状细胞癌患者的组织及尿液中，而移行细胞癌中 

难以检测到，因此认为银屑素可以作为SCC患者的 

随访标志 ” 。这样，对于癌症的预防、诊断有着极 

其重要的意义，可以做到早发现早治疗 

3．3 肿瘤治疗方面的应用 

Hanash等一 首先运用 2-DE方法研究儿童白 

血病和其他恶性ⅡfL液系统疾病 他们发现，儿童急 

性白血病中 Opl8磷酸化程度明显的 细胞周期中 

s期细胞比例相关，同样发现该组病人的淋巴细胞 

中 noll-metastasis 23(ran23)基 因 H1业型 (nm23- 

H1)表达增高 与 Opl8相似，nm23-H1 I 常细 

胞中可因有丝分裂而增加，这表明mn23一H1和细胞 

增殖状 况相 关一其他研究 也 表明，与 良性病 变 卞I1 

比，肿瘤组织 中的 nm23-H1蛋 白产物表 达水平增 

高 与局限期肿瘤相比，转移期肿瘤高表达 nm23- 

H1，nm23-H1蛋白表达水平和癌抗啄 N-myc表达 、 

肿瘤 团块大小 、转移呈 F相关 这样可 以利用蛋 广1 

质组学技术，根据肿瘤的蛋白表达情况，确定肿4音f 

的发展期，以有利于选择合适的治疗力 案，确定晕 

离子治疗最佳剂最与疗程 既要做到杀死癌细胞， 

又要做到对正常组织损伤最小，提高治愈率和提高 

患者生存质量。 

4 蛋白质组学在重离子治疗应用中的 

展 望 

目前，国外利用重离子在放射治疗中的特殊优 

势 ，已经开展了相关的l临床治疗，并取得了良好 

的效果。我国兰州也开展了重离子治疗癌症相关的 

工作，现在正在进行 1—2年的浅层肿瘤治疗，积累 

临床经验，为实现“重离子束全体位治癌”做准 

备 。但是重离子治疗相关的蛋白质组学研究国 

内外尚未见到相关报道。蛋白质组学的研究将对重 

离子治疗的诊断、治疗与预后将有重要的应用价 

值。通过对肿瘤的标志物进行蛋白质组学分析，可 

以确定癌症发展状况，进而选择合适的剂量与疗 

程；对肿瘤的蛋白质组学分析，可以确定重离子治 

疗后的效果；蛋 白质组学可能为重离子治疗中的 

“旁效应”的研究提供新的思路，可能为重离子的治 

疗开辟一个新的方向；同时蛋白质组学技术可以快 

速 、动态地检测整体免疫系统状态的变化，为面向 

生物学对象的重离子治疗提供了基础。蛋白质组学 

的另一大特色是从一开始就呈现出基础研究与实际 

应用并驾齐驱的趋势。蛋白质组学可能对重离子相 

关的辐射生物学、辐射防护学 、太空生物学以及生 

命的起源将有重要的指导意义。作为一门新兴学科 

蛋白质组学给人类展示了一幅美好的前景，也许人 

类揭开生命科学的诸多奥秘的梦想已为期不远．． 

日前蛋白质组研究已成为后基 组时代研究的 

主流 随着蛋白质组学在技术上和理论上的 断发 

展和完善，它将在肿瘤及生命科学的各个学科中发 

挥越来越 重要的作刖，从而成 为揭示肿瘤发生本 

质、诊断和治疗肿瘤的有力武器 管蛋白质组研 

究还处于初期发展阶段 ，还存在 多 ：尽 人意的地 

方，但是我们可以期望随着其深入地发展，蛋白质 

组学研究在揭示生命活动的规律 I 会有所突破，并 

对探讨重大疾病的机理 、疾病诊断 、疾病防治和新 

药开发提供晕要自J理沦依据 现 【jj我闷科学家贺 

初领衔的肝脏赁 质 汁 忆 利实施，这将 

有利地促进我 蛋r1质绀学的研究 ，包括重离子辅 

照十}]关的蛋 f 质组学的研究 、 
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