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#摘要$
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目的
!

采用
W2*&9;5<

人肝癌细胞悬液接种裸鼠构建肝癌裸鼠移植瘤模型!探讨模型体内微量差异蛋白的表达情

况&方法
!

在裸鼠皮下接种浓度为
!̀ !5

9

$

'D

的肝癌细胞悬液构建肿瘤模型!剂量为每只
50!'D

!对照组接种相同剂量无血清

培养液!观察肿瘤生长情况&在不同时间点取血!用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱"

J%DV@&>̂ A&=J

%技术检测分析裸鼠血

清中的小分子蛋白&利用
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N

,2O
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N
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和
H)

N

,2O

C

2-W).'(Y2OU)[(O460!

软件进行蛋白质数据采集和分析!筛选

与肝癌相关的差异蛋白&结果
!

筛选出
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个差异表达蛋白"
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%!其中有
#

个差异蛋白表达规律性较强!质荷比"
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别为
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665"
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&结论
!

W2*&9;5<

人肝癌细胞在裸鼠体内生长过程中能够表达与肝癌相关的微量蛋白

质!经进一步蛋白鉴定和试剂开发可用作肝癌早期诊断的标志物&
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肝肿瘤#蛋白质组学#表面增强激光解吸电离飞行时间质谱技术#裸鼠模型
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近年来肝癌发病率逐年上升#病因极其复杂#目前肝癌的

诊断主要包括实验室检查+影像和超声等#但这些方法在早期

诊断中均有较高的漏诊和误诊率#早期病检又有侵入性损伤#

患者难以接受)

!&;

*

$表面增强激光解吸电离飞行时间质谱

!

J%DV@&>̂ A&=J

"是近年来发展较快的一门新技术#无需样本

纯化#可直接检测血液+尿液+细胞液等标本的微量蛋白#快速+

高效)

#&!!

*

$本研究采用弱阳离子交换芯片!

UH?<

"在质谱仪上

检测分析了裸鼠肝癌移植瘤模型体内的微量蛋白质谱图#现报

道如下$
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材料与方法
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动物与细胞株
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#购于重庆腾鑫比尔实验动物销售有限公司$

W2*&9;5<

人肝癌细胞株购于上海生命科学研究院细胞资源

中心$
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试剂
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蛋白芯片!
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公司#美国"#新鲜南美

胎牛血清和
IG=@!7;5

细胞培养基!

K)T1.

公司#美国"#

50<#X

胰蛋白酶!碧云天生物公司"#促肾上腺皮质激素!中科

亚光公司"$

=0=0?
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仪器
!

高速离心机!安亭科学仪器厂"#二氧化碳恒温

孵育箱!

>,2O'.

公司#美国"#

GWJ

'
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H

型蛋白指纹图谱分析

仪!
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C
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公司#美国"$
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方法

=0>0=

!
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肝癌细胞株的培养+传代
!

肝癌细胞株经复

苏后加入
I=G@!7;5

培养基#置于
69a#X Ĥ

<

的恒温培育

箱内进行培养+传代#配置成浓度为
!`!5

9

'

'D

的癌细胞悬

液)

!<&!;

*

$
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裸小鼠接种
!

用乙醇消毒裸鼠的左肩背部皮肤#使用

皮试注射器吸取混匀的肝癌细胞悬液
50!'D

!

!`!5

9

'

'D

"#

缓慢注射接种于裸鼠左肩背部皮下$对照组裸鼠的接种处理

方法与实验组相同#但接种液为不含血清的
I=G@!7;5

培

养基$
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裸鼠血清标本的收集
!

在移植瘤造模成功后
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+
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+
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时用摘眼球法取血#标本于
65')-

内存放
;a

冰箱中静

置
!,

#再低温
6555O
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离心
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#将血清分装于
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管中#每份标本分装
6

管#置于
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冰箱中备用$
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微量蛋白谱分析
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标本的处理
!

取出待用冻存标本#用实验冰袋低温

溶解后低温!
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"离心!
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"$取血清
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与
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缓冲液等体积混匀#取
<

倍体积!即
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"的半饱和
JGM

溶液加入混合样品中混匀$
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活化芯片
!

该过程应与标本的前处理同时进行#在

芯片上依次加入丙酮溶液+盐酸溶液+盐酸甲醇溶液和甲醇溶

液各
#5

"

D

#每加一种溶液后均需充分振荡
#')-

后拍干#在空

气中晾干备用#所有标本加样均控制在
!5')-

内完成$
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点样
!

在活化好的金芯片上#按标记顺序依次加处

理好的待测血清标本
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D

#并预留空白对照#待空气中晾干后

再于每个点上加半饱和
JGM

溶液
!

"

D

#待自然晾干后即可上

机检测$
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数据的收集
!

使用
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H

型蛋白质指纹图谱仪检

测后#通过
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软件自动收集数据$
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统计学处理
!

?用
JGJJ!905

软件进行分析#计量资料

以
Li=

表示#蛋白质图谱分析用
W).'(OY2OU)[(O460!

软件#

蛋白峰值比较用
S

检验#以
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为差异有统计学意义$
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结
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果
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模型的构建
!

接种
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肝癌细胞珠的裸鼠#
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后出现明显肿块#对照组裸鼠则无明显异常#见图
!
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图
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对照组裸鼠

图
<

!!

实验组裸鼠
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裸鼠移植瘤肿块的病理组织学检查
!

移植瘤肿块组织经

病理学检查结果显示#其肿块组织中瘤细胞异型性明显#符合

肝癌的病理诊断$见图
6
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两组微量蛋白检测结果
!

对照组和实验组裸鼠血清经上

机检测#用相关软件对数据进行校正分析后#筛选出
!!#

个差

异表达蛋白!

!

$
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"#其中表达规律性较强的有
#

个#质荷

比!
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#尤其前
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种微量蛋白表达逐渐增强#见表
!

+图
;

$

图
6

!!

病理切片活检结果(
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)

表
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裸鼠血清微量差异蛋白检测结果(

Li=

)
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对照组
实验组

建模
<54

建模
;54

建模
754

S !

6;;< !60!:i!07:<!0<;i!09: <<0:7i!0#7 <;05#i!0#5 7099

$

505!

<5!7 "0<:i!095 "0;<i!0:9 !50::i!0;; !#0#<i!0#<<!06:

$

505!

665" 7076i5097 90<:i509: :0!"i!0;# :0;<i5067!90"5

$

505!

69;# !0;#i509! <0"!i5097 60"9i!059 ;05;i!0;6!!0<"

$

505!

<9;9 70<:i!097 #0"6i!066 #06:i!0;: ;05:i506#!607;

$

505!

图
;

!!

差异蛋白表达强度与时间的关系

?
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讨
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论
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在本实验中通过
J%DV@&>̂ A&=J

技术和
W).'(OY2OU)[&

(O460!

软件检测分析实验组和对照组裸鼠血清中的微量蛋白

质谱#发现有
!!#

个差异表达蛋白#其中有
#

个微量蛋白表现

出较明显的规律性变化#肝癌细胞在裸鼠体内生长过程中#其

表达呈现逐渐增高或者降低的规律性#这
#

个微量蛋白的
=
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分别为
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#前
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个微量蛋白

表达的峰值逐渐增强#后
!

个微量蛋白表达的峰值逐渐降低$

将
#

个微量蛋白输入
JQ)++&GO./

蛋白数据库进行检索发现#对

应的蛋白质分别是
GO./2)-<M

#钾通道毒素+丝氨酸蛋白酶抑

制剂
<

+神经毒素
G<

+亮氨酸前导反应合成肽$它们都具有不

同的功能#可能在肿瘤的生长过程中发挥不同的作用$当然这

种蛋白的识别具有一定的局限性#如有条件可通过专门机构进

行蛋白鉴定#并进行动物免疫#制备抗体#研发与微量蛋白相对

应的检测方法和试剂#有望用于临床作为肝癌早期血清标志物

检测指标$
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J%DV@&>̂ A&=J

技术发展迅速#尽管已成为蛋白质组学

研究的理想技术平台#在各个方面的优势都较明显#如样本无

需纯化+耗时短+标本需量少+速度快+大规模+高通量#但
J%D&

V@&>̂ A&=J

技术对实验室的环境+仪器配置和实验操作条件

等要求较高)
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和外标#所有标本同时检测#以减少激光衰减#芯片类型等对检

测结果的影响$

!!

原发性肝癌的病因与诱因多种多样如环境+饮食和水源+

吸烟饮酒等生活习惯#细菌+病毒和寄生虫感染亦是诱发肝癌

的可能因素#在不同病因或诱因的情况下可能会导致不同细胞

类型的肝癌#在体内表达的微量蛋白谱也许有差异)

"

*

#而本研

究仅仅是作了一株肝癌细胞#在后续工作中还需用不同肝癌细

胞株建模#研究体内蛋白表达情况#综合分析肝癌相关标志物#

有利于提高肝癌早期诊断率$

!!

本研究肝癌细胞在动物造模中采用的是皮下异位造膜#如

果用肝癌细胞原位接种动物构建模型#其体内蛋白表达是否与

皮下接种造模有差异#是否可用影像学的方法来观察原位接种

动物模型的肿瘤生长情况及效果#还需进一步研究$
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