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卵巢癌<Q<C细胞不同梯度加药量样品的比较蛋白质组研究
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!!卵巢癌是妇科疾病中常见的肿瘤#死亡率较
高%复发后的卵巢癌由于产生耐药性导致化疗
失败#应用蛋白质组学技术研究化疗中的耐药机
制和确定临床诊断的标志性蛋白#对于提高该病
的治愈率具有重要的意义%

C!实验部分
CDC!主要仪器
凝胶专用扫描仪!G,DP*8R?;288[’’%$

GZ-#台湾"#双向电泳仪购自 X(K+WDZ 公司
!H?;732?4#)D#G-D"#C8B0E?; Z. -UW
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C6K!主要试剂和材料
尿素!G;?0"#精胺!-@?;/1<?"#蔗糖!-3+

7;84?"#甘油!N2B7?;82"#U;14#)HD*-#D7;B2+
0/1J?#U,.Z#*,-_等购于-1E/0公司$三氟
乙酸!U_D"和乙腈购自D2J;17>公司$胰蛋白酶
测序级购自*;8/?E0公司$其余试剂为国产分
析纯%(*N预制胶条购于X18+W0J公司$肿瘤细
胞)K)’ 购自 ))U))!中国典型培养保藏中
心"%药品&顺铂!ZZ*"为山东齐鲁制药厂产品%

C6L!总蛋白样品的制备
将癌细胞)K)’ 分别置于未加药和含有化

疗药!Y$#E’/FZZ*"的W*,(’5&$培养液中$
于!#f#Ye )K%#饱和湿度的培养箱中悬浮培
养$待细胞数处于对数生长期且细胞数达到’$9

时$收集细胞$清洗#裂解#提取细胞总蛋白%电
泳前$应用W)Z)*;8A?1<D440Bb1A进行总蛋
白定量%

C6!!双向电泳分离与质谱分析
双向电泳实验主要参考文献(’)的方法进

行$总蛋白上样量为9$$#E%胶片的染色#扫描
参考 文 献 (%)进 行$并 作 适 当 改 动%应 用

*Za3?4A#6’6’软件进行图像分析后$确定并鉴
定显著差异的蛋白点%质谱表征及数据库检索
参数设定参见文献(!+&)%

K!结果与讨论
KDC!二维电泳分析
将加药与未加药细胞株)K)’ 培养一定数

量后$在相同的条件下提取总蛋白$并对蛋白样
品进行二维电泳分离$图’为加药与未加药细胞
总蛋白质的二维电泳图谱%应用图像分析软件
对电泳图进行分析$建立分析组测定各匹配点之
间光密度变化$初步确定了!个显著差异蛋白%
为了保证实验结果重复性$仅选择了有明显变化
趋势的点!光密度差异在%倍以上"$其中4@8A’#

4@8A!等蛋白质在药物作用下表达明显上调$

4@8A%蛋白质表达下调%本文以4@8A%点为例$
对差异蛋白质进行生物质谱分析与鉴定%

K6K!生物质谱分析
将4@8A%蛋白质点切取下来$并对该点的酶

解多肽混合物进行质谱测定%图%为4@8A%蛋
白的 ,DFZ(质谱图$选择若干个强单同位素峰
进行蛋白检索$并应用电泳图中的表观分子量和
等电点对检索过程加以限制$确定4@8A%蛋白质
为磷酸丙糖异构酶%同样鉴定4@8A’#4@8A!蛋
白分别为)>01<_$)B@0)8/@2?\?JO1A>HQE+
@10和02@>0+78/@2?\@;8A?1<’6%

图C!加药!*"与未加药!9"细胞

总蛋白质的二维电泳图谱

R(GDC!K/#3’*=+,%I$.$444()$<Q<C
!0"*0JJ1<EZZ*+!S"*<8ZZ*

图K!5=+%K蛋白的 -@7#:质谱图
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!!血液是人体赖以生存的重要物质基础!其中
血浆蛋白质是组成血液的重要生化物质基础!与
其他重要成分一起维持了血液在沟通内外环境"
维持内环境稳定"承担物质的运输"免疫防御"凝
血以及抗凝血等方面的重要作用#血浆蛋白质
组研究长期以来一直是人们研究的热点!并被
国际人类蛋白质组组织$HG*K%列为首批实施
的重大国际合作研究项目#对于血浆蛋白质组
的深入研究!有助于研究疾病和健康状态下血浆
蛋白质的差异!有利于阐明疾病的发生基质!寻
找有效的治疗方法!发现有效疫苗极新的药物靶
标!这都将极大的促进疾病的早期诊断与治疗#
血浆蛋白质在组成上至少具有’万种以上

蛋白形式!且丰度差异极大!其中%%种主要高丰
度及中等丰度的蛋白!占血浆总蛋白量的""e
以上!而其余的’e则由众多的低丰度甚至极低
丰度的蛋白组成!高低丰度蛋白含量动态范围达
到’$’%!远远超出了目前分析方法所具有的效
能!对目前蛋白质分离鉴定技术提出了巨大挑
战#
因此如何建立适用于血浆蛋白质的样品预

处理及高效分离鉴定技术体系!已经成为血浆蛋
白质组研究的热点#
本研究建立了一套集高丰度蛋白免疫亲和

去除!乙酸酐稳定同位素标记!高精度傅立叶变

换离子回旋共振$_U()W%质谱鉴定!和自主开
发的规模化数据分析软件系统$D-,a’6$%的综
合血浆蛋白质组学研究策略#
通过去除’%种高丰度蛋白质的免疫亲和

$-?@@;8U, 柱%整体蛋白预分离策略!成功获
得低丰度蛋白流出组分!因而有利于血浆蛋白的
鉴定#流出组分酶解后!等分为两份!通过氢或
氘乙酸酐稳定同位素标记技术!被标记的肽段在
质谱中呈现质量数相差!6$Z0!峰强度理论比
值为’6$的一对特征性的同位素峰!因而可以极
大的排除非血浆来源质谱峰的干扰!提高了数据
的可靠性#单张谱图动态范围为Y$$$的_U(+
)W质谱可以成功的捕获到反相色谱分离时共
洗脱的低丰度的肽段!对于产生的数据!在Y
@@/的准确度下!经 ,0478A检索产生@$$6$Y
的鉴定结果!然后通过实验室自行编制的

D-,a’6$定量分析软件将 ,0478A检索结果和

_U()W质谱产生的W0R文件进行关联!计算被
鉴定的同位素标记肽段的峰强度比值$理论比值

’6$%!对所有比值计算结果进行正态分布拟合统
计分析!计算置信区间""e的误差范围!最终建
立一套血浆蛋白核心数据集#通过对去除高丰
度血浆预实验的结果进行数据分析!已经得到了
理想的鉴定结果
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L!结!论
应用蛋白质组学技术研究卵巢癌细胞在加

药和未加药状态下的蛋白质组差异表达!并对有
意义的蛋白点进行了生物质谱分析与鉴定!为临
床开发肿瘤诊断标志物!寻找抗耐药肿瘤靶标新
药以及研究其他药物的作用机制提供理论支持#
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