
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年5月8日; 15(13): 1482-1487
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

不同转移潜能肝癌细胞株的差异蛋白质组的二维液相色
谱分析

彭 艳, 张 霞, 王 葵, 蒋 平, 焦炳华, 倪 健

彭艳, 蒋平, 焦炳华, 第二军医大学基础医学部生物化学与
分子生物学教研室 上海市 200433 
张霞, 上海交通大学药学院 上海市 200240
王葵, 第二军医大学东方肝胆外科医院 上海市 200438
彭艳, 倪健, 上海晨健抗体组药物有限公司 201203
彭艳, 第二军医大学生物化学与分子生物学博士, 上海张江高科
技园区企业博士后, 主要从事肿瘤相关蛋白功能研究.
上海市科学技术委员会资助课题, No. 054319938
通�����讯����作者��: 倪健, 201203, 上海市李冰路306号, 上海晨健抗体组
药物有限公司. jiannihome@yahoo.com
电话: 021-51388210  传真: 021-51388211
收稿日期����� ���������� ��������� �������: ������������� ��������� �������2007-01-31   接受日期����� �������: ����������2007-02-22

Proteome analysis of 
hepatocellular carcinoma cell 
lines with different metastasis 
potentials by two-dimensional 
liquid chromatography 

Yan Peng, Xia Zhang, Kui Wang, Ping Jiang, 
Bing-Hua Jiao, Jian Ni

Yan Peng, Ping Jiang, Bing-Hua Jiao, Department of 
Biochemistry and Molecular Biology, the Second Military 
Medical University, Shanghai 200433, China
Xia Zhang, School of Pharmacy, Shanghai Jiao Tong Uni-
versity, Shanghai 200240, China
Kui Wang, Eastern Hepatobiliary Surgery Hospital, the 
Second Military Medical University, Shanghai 200438, 
China 
Yan Peng, Jian Ni, Shanghai Human Antibodomics Inc, 
Shanghai 201203, China
Supported by the Science and Technology Commission 
Foundation of Shanghai, No. 054319938
Correspondence to: Jian Ni, Shanghai Human Antibodo-
mics Inc, 306 Libing Road, Shanghai 201203, 
China. jiannihome@yahoo.com
Received: 2007-01-31    Accepted: 2007-02-22 

Abstract
AIM: To analyze the proteome of hepatocellular 
c a r c i n o m a c e l l l i n e s , M H C C 9 7 - H ( h i g h 
metastasis) and MHCC97-L (low metastasis), 
with different metastasis potentials by two-
dimentional liquid phase chromatographic 
fractionation followed by matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF/MS). 

METHODS: Cell lysates of MHCC97-H and 

MHCC97-L were fractionated according to PI 
using chromatofocusing with analytical columns 
in the first dimension, followed by separation of 
the proteins in each PI fraction using nonporous 
reversed-phase high performance liquid chro-
matography (HPLC). A two-dimensional map 
of the protein content for each cell line based 
upon pI versus hydrophobicity as detected by 
UV absorption was generated and a differential 
display map indicating the presence of up- or 
down-regulated proteins was exhibited using 
ProteoVue and DltaVue software. The different 
proteins were digested by trypsin and MALDI-
TOF/MS was performed�.

RESULTS: Image analysis of two-dimensional 
map revealed 72 differentially expressed pro-
teins between MHCC97-H and MHCC97-L cells, 
and 9 protein peaks (including M2 pyruvate 
kinase, α-subunit of ATP synthase, heat shock 
protein 60, Toll-like receptor 9, flavoprotein oxy-
genase, pro-calreticulin, manganese superoxide 
dismutase, nm23-H1, and G-protein-coupled 
receptor kinase 5) were further identified by 
tryptic digestion, peptide mass fingerprinting 
and mass spectrometry. Four proteins were 
up-regulated while 5 were down-regulated in 
MHCC97-H cells.

CONCLUSION: The identified differentially ex-
pressed proteins may play important roles in the 
metastasis of hepatocellular carcinoma.

Key Words: Proteome; Hepatocellular carcinoma; 
Metastasis; Two-dimentional liquid phase chroma-
tographic fractionation; Matrix-assisted laser des-
orption/ionization time-of-flight mass spectrometry

Peng Y, Zhang X, Wang K, Jiang P, Jiao BH, Ni J. 
Proteome analysis of hepatocellular carcinoma cell lines 
with different metastasis potentials by two-dimensional 
liquid chromatography. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007;15(13):1482-1487

摘要
目的: 对不同转移潜能肝癌细胞株MHCC97- 

®

■背景资料
蛋白质组学作为
一种新兴的技术, 
已经为揭示疾病
发病机制、寻找
新的检测指标蛋
白和治疗靶点以
及新药研发提供
了强有力的工具. 
二维液相色谱分
离(2D-LC)结合各
种质谱联用为主
的技术平台越来
越受到重视. 
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H(高转移)和MHCC97-L(低转移)差异表达的
蛋白质进行二维液相色谱分离和MALDI-TOF
质谱鉴定. 

方法: 将肝癌细胞株MHCC97-H和MHCC97- 
L细胞裂解样品按蛋白质PI进行一维的色谱聚
焦分离, 然后每个PI组分再按疏水性经二维反
相无孔硅胶HPLC分离, 利用ProteoVue软件将
UV光吸收图谱转换成PI对疏水性的胶图, 再
利用DeltaVue软件比较升高或降低的差异蛋
白. 收集差异蛋白峰进行胰酶酶解, 然后进行
MALDI-TOF质谱鉴定. 

结果: 2D图谱显示共有72个差异蛋白条带, 共
鉴定出了9个差异蛋白, 分别为M2型丙酮酸激
酶、ATP合成酶α亚单位、热休克蛋白60、
Toll样受体9、含黄素单加氧酶、钙网硬蛋白
前体、锰超氧化物岐化酶、nm23-H1、G-蛋
白偶连受体激酶5; 其中4个蛋白在高转移细
胞株MHCC97-H中表达升高, 5个蛋白在低转
移细胞株MHCC97-L表达升高.

结论: 这些差异蛋白可能在肝癌的转移中起
关键作用.

关键词: 蛋白质组; 肝细胞癌; 肿瘤转移; 二维液相

色谱分离; MALDI-TOF质谱
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinomar, HCC)是世

界上最常见的恶性肿瘤之一, 占全部恶性肿瘤

的6%[1], 5 a死亡率超过90%[2]. 中国是世界上肝

癌死亡率最高的国家, 占世界上肝癌总死亡人

数的53%. 肝癌患者的预后极差, 术后的复发与

转移是影响肝癌远期疗效的重要因素[3], 所以进

行肝癌转移相关蛋白的研究尤为重要. 
蛋白组学技术是寻找肿瘤相关性蛋白的

行之有效的方法. 2D-PA G E和质谱方法的联

合应用是目前筛选肿瘤特异性标志物应用最

为广泛的方法 [4],  最近二维液相色谱分离法

(two-dimentional liquid phase chromatographic 
fractionation, 2D-LC)结合各种质谱联用的多维

色谱分离技术的应用也越来越多[5]. 
复旦大学肝癌研究所建立了人的高、低转

移肝癌细胞株MHCC97-H和MHCC97-L[6]. 高转

移肝癌细胞株MHCC97-H表现出100%的肺转

移能力, 而低转移肝癌细胞株MHCC97-L仅发

生40%的肺转移[6-7]. 该模型为研究肝癌的转移

奠定了良好的基础. 我们利用2D-LC和基质辅

助激光解吸电离-飞行时间质谱(matrix-assisted 
laser desorption/ ionization-time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF/MS)对高、低转移肝

癌细胞株进行了差异蛋白质组的分离和鉴定.

1  材料和方法

1.1 材料 二维液相色谱仪Proteme Lab TM PF2D
和及其配套试剂盒Proteme Lab TM PF2D试

剂盒均为贝克曼(Beckman)公司产品, 试剂盒

包括H P C F 1D色谱柱(2.1 m m×250 m m)、
HPRP 2D无孔硅胶C18反相色谱柱(4.6 mm×

33 mm)、起始缓冲液(start buffer, SB)、洗脱

缓冲液(eluent buffer, EB)和PD10 G-25脱盐

柱(Sephadex TM G-25, Amersham Pharmacia 
Biotech). 正辛基β-D-吡喃葡萄糖苷(n-octyl-β-
D-glucopyranoside, OG)、Tris-(carboxyethyl) 
phosphine hydrochloride (TCEP)、蛋白酶抑制剂

混合物(protease inhibitor cocktail)、亚氨基二乙

酸(iminodiacetic)均购于Sigma公司, 乙腈、三氟

乙酸(TFA)、甲醇等均为色谱纯(上海申越公司), 
所用的水均为Milli-Q水. BCA法蛋白浓度检测

试剂盒购于碧云天公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和样品制备 高、低转移肝癌细

胞株MHCC97-H和MHCC97-L培养于含100 mL/L
胎牛血清的高糖DMEM培养基(Gibco公司)中, 
置于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度培养箱内. 
细胞长到对数生长期, 胰酶消化, 分别收集约108

个细胞, 用预冷的PBS洗3次, 2000 g离心10 min, 
在细胞沉淀中加入0.4 mL的50 mmol/L的Tris碱
(pH值7.8-8.2), 混匀后加入1.6 mL的细胞裂解缓

冲液(7.5 mol/L尿素, 2.5 mol/L硫脲, 125 mL/L
甘油, 50 mmol/L Tris碱, 25 g/L OG, 6.25 mmol/L 
TCEP, 1.25 mmol/L蛋白酶抑制剂混合物), 充分

振荡, 于4℃、20 000 g离心60 min, 吸取上清弃

沉淀, 加SB至最后体积为2.5 mL, 然后加入到已

用25 mL SB平衡的PD-10柱, 弃掉洗脱液, 再用

SB洗脱并收集前3.5 mL. BCA法测定蛋白浓度. 
1.2.2 二维液相色谱分离 参照文献[8]方法, 简
述如下: 以30 C V(柱体积)的S B平衡柱子(约
130 min), 分别加入经SB置换的MHCC97-H
和MHCC97-L细胞裂解样品2.5 mg, 以SB冲

■研发前沿
目前在肿瘤的蛋
白 质 组 研 究 中 , 
2D-LC已经应用
于人肠腺癌细胞
的药物处理前后
的差异蛋白的比
较、人正常卵巢
组织细胞与癌细
胞蛋白表达图谱
的比较研究以及
应用于筛选前列
腺癌相关的血清
标记物的蛋白质
芯片的研究中等. 
因此应用2D-LC
研究蛋白质组差
异将成为寻找癌
症等疾病分子标
记和药物靶标最
有效的方法之一. 
亟待研究的问题
是蛋白的质谱鉴
定.
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洗20 min, 收集洗脱出来的pI>8.5的蛋白组分

和4.0<pI<8.5之间的每间隔0.3个pH单元收集

的蛋白组分(组分10-25), 分别进行二维分析, 
ProteoVue软件将每个样品的原始的UV光密度

值转换成胶图, 再利用DeltaVue软件进行两组资

料的对比, 峰面积相差2倍以上定为差异峰. 收
集表达差异的峰, 于-20℃冻存以进行质谱鉴定. 
1.2.3 样品的酶解和MALDI-TOF质谱鉴定 将收

集的样品加入适量胰酶, 37℃放置4 h或4℃过夜. 
酶解产物经浓缩后, 样品用高通量的MALDI-
TOF/MS质谱仪检测. 激光源为337 nm波长的氮

气激光器, 激光能量85 µJ, 激光脉冲频率20 Hz. 
数据采集采用MCA(multiple cycle accumulation)
模式, 累积的时间人工控制, 以能得到良好的

信噪比为准, 通常在2 min之内. 先对样品进行

MS检测, 部分蛋白选取合适的肽段峰进行串级

质谱分析. 碰撞气体为氩气, 碰撞能量通常为

65-100 eV, 采集时根据串级图谱碎片情况调整. 
串级图谱母离子误差范围50 ppm, 碎片离子0.15 
Da. 其他搜索参数设置: 数据库为NCBInr, 酶为

胰蛋白酶, 允许漏切位点为2. 
1.2.4 数据库检索 质谱数据用MSFit软件进行检

索. MS图谱用肽质量指纹法(PMF)搜索, 采用两

己知质量的峰1020.5035和2163.0569进行两点

内标质量校正. 质量误差范围50 ppm. 串级图谱

母离子误差范围50 ppm, 碎片离子0.15 Da. 其他

搜索参数设置: 数据库为NCBInr. 酶为胰蛋白酶, 
允许漏切位点为2.

2  结果

2.1  M H C C97-H和M H C C97-L差异表达蛋

白的2D-L C分析  将高、低转移肝癌细胞株

MHCC97-H和MHCC97-L进行了二维液相色谱

分析, 分别比较了4.0<pI<8.5的第11-25蛋白组分

(每间隔0.3个pH单元收集的样品)和pI>8.5的第

2-9蛋白组分. 利用DeltaVue软件将两组资料进

行了对比, 图1显示了MHCC97-H和MHCC97-L
的第11 - 2 5组分的差异蛋白质 ,  图2显示了

MHCC97-H和MHCC97-L的第2-9组分的差异蛋

白质的比较. 图3为组分2中差异蛋白的比较. 收
集表达差异的峰, 并进行了质谱鉴定. 
2.2  MALDI-TOF质谱鉴定及数据库检索结果 收
集样品经胰酶酶解、质谱检测, MS图谱用肽质

量指纹法(PMF)及MSFit软件搜索NCBInr非冗余

蛋白质数据库, 搜索结果同时满足以下三个条

件时才认为是正确匹配: (1)PMF法在50 ppm误

差范围内至少有5个匹配肽段, 而且得分与排名

第二的蛋白要有明显差距; (2)匹配蛋白的等电

点与实测值相近; (3)蛋白质覆盖率为20%以上. 
共鉴定出9种差异表达蛋白(表1), 图4为差异蛋

白之一热休克蛋白60 (HSP60)的质谱图.

3  讨论

蛋白质组学作为一种新兴的技术, 已经为揭示

疾病发病机制、寻找新的检测指标蛋白和治疗

靶点以及新药研发提供了强有力的工具. 目前

2D-PAGE和质谱连用是应用最广泛的一种技术

图  1  MHCC97-H和MHCC97-L细胞裂解液的第11-25组分2D比较MW/pI图(4.0<pI<8.5, fractions 11-25).
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■相关报道
用2D-PAGE蛋白
质组学的方法对
肝癌转移相关蛋
白的研究已有一
些文献报道, 其中
包括各种肝癌细
胞系和组织, 相关
的双向电泳数据
库正在完善之中. 
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路线, 但其分离能力有一定限度, 难以检测到低

丰度和难溶水的蛋白, 且重复性较差[4]. 因此以

2D-LC结合各种质谱联用为主的技术平台越来

越受到重视, 我们应用的2D-LC包括液相状态

下的色谱聚焦(利用蛋白的等电点进行分离)及
无孔硅胶反向HPLC分离(利用蛋白的疏水性分

离). 目前在肿瘤的蛋白质组研究中, 2D-LC已经

应用于人肠腺癌细胞的药物处理前后的差异蛋

白的比较[9]、人正常卵巢组织细胞与癌细胞蛋

白表达图谱的比较研究[10]以及应用于筛选前列

腺癌相关的血清标记物的蛋白质芯片的研究中
[11]等. 与2D-PAGE相比, 2D-LC具有几个重要的

优点如上样量大(2-5 mg)、灵敏度高, 有利于低

丰度蛋白质的检测; 分辨率高, 无孔硅胶柱的无

孔键合相更有利于蛋白质的快速、高分辨的分

离, 可获得蛋白质表达谱比较的更精细信息; 有
利于碱性蛋白的检测, 本文将pH大于8.5的蛋白

组分也进行了收集、比较和鉴定, 得到等电点

为9.20的ATP合成酶α亚单位; 重复性好. 因此应

用2D-LC研究蛋白质组差异将成为寻找癌症等

疾病分子标记和药物靶标最有效的方法之一. 
目前对肝癌的蛋白质组研究和其他肿瘤一

样, 主要是在细胞系上的蛋白图谱比较和鉴定. 
最初的工作是Wirth et al [12]完成的, 他们比较了

肝癌细胞系HepG2, Huh-7, SK-Hep1和正常肝细

胞系Chang和WRL68的蛋白表达情况, 由于蛋

白鉴定使用的是N-末端测序和免疫印记, 所能

鉴定的蛋白有限. 文献报道中对肝癌细胞系的

蛋白质组研究比较深入的是新加坡Seow et al [13]

对HCCM的研究, 应用MALDI-TOF-MS技术他

 

图  3  MHCC97-H和MHCC97-L细胞株中的组分2中的的差异蛋白的比较.
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图  2  MHCC97-H和MHCC97-L细胞裂解液pI>8.5的第2-9组分2D比较的MW/pI图(pI>8.5, fractions 2-9).
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■应用要点
本文鉴定的肝癌
转移相关蛋白为
深入研究肝癌转
移机制提供了一
些关键蛋白分子, 
有可能成为肝癌
等肿瘤的诊断指
标和药物靶标.
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们鉴定了约400个蛋白. 用2D-PAGE蛋白质组

学的方法对肝癌转移相关蛋白的研究已有一些

文献报道, 其中包括各种肝癌细胞系[14-16]和组

织[17], 相关的双向电泳数据库正在完善之中. 但
是用二维液相蛋白质组学技术研究肝癌转移相

关蛋白未见报道, 本次实验我们鉴定出9种肝癌

转移相关蛋白, 其中4个蛋白在高转移细胞株

MHCC97-H中表达升高, 5个蛋白在低转移细胞

株MHCC97-L表达升高, 为深入研究肝癌转移机

制提供了一些关键蛋白分子.
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■同行评价
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