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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is one of the most 
common cancers in humans, and is often 
diagnosed at an intermediate or late stage with 
poor prognosis. Early detection may improve 
prognosis greatly. Current biomarkers (such as 
CEA and CA-199) lack sensitivity and specificity 
for general population screening. Hence, there 
is a great need for new biomarkers for early 
detection of CRC. Recently, proteomics has 
rapidly developed and been applied to every 
field in the life sciences, especially tumor 
research. Proteomic techniques give us the 
possibility to discover early diagnostic and 
prognostic biomarkers for CRC. In this study, 
the utilization of proteomics techniques in 
research on biomarkers for CRC is reviewed 
briefly.
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摘要
大肠癌是人类常见的肿瘤之一, 往往被诊断出
时已是中晚期, 预后较差. 因此, 早期诊断是
治疗的关键, 能明显改善预后. 虽然当前血清
CEA和CA-199等的检测已被广泛应用于大肠
癌的筛选, 但其缺乏特异性和敏感性, 这就需
要进一步寻找新的标志物. 近年来, 蛋白质组
学的发展已深入到生命科学的各个领域, 尤其
应用于肿瘤研究方面, 这就为我们发现新的大
肠癌标志物提供了崭新的途径. 本文对蛋白质
组学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中的应用
进展作简要综述.
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0  引言

大肠癌是常见的消化道肿瘤之一, 死亡率位居

发达国家恶性肿瘤死亡率的第2位[1], 在发展中

国家发病率也呈逐年升高趋势[2]. 据调查显示, 
目前大肠癌在中国大部分地区已经成为发病

率上升最快的恶性肿瘤之一[3]. 由于大部分患

者被确诊时已属中晚期, 术后又有一定的复发

率, 因此早期诊断和复发的早期检测是其有效

治疗的关键. 虽然当前血清CEA、CA-199等的

检测已被广泛应用于大肠癌的筛选, 但其存在

假阳性率和假阴性率高的问题, 缺乏特异性和

敏感性. 随着后基因组时代的到来, 蛋白质组学

(proteomics)迅速发展成为一门新学科. 无论是

从基因组的局限性, 还是从蛋白质自身研究发

展的需要来看, 大规模、全方位的蛋白质组学

的研究势在必行[4-6]. 蛋白质组学研究主要依赖

三大技术: 蛋白质分离技术、蛋白质鉴定技术

和生物信息学[7-8]. 已知细胞从正常状态转变为

肿瘤的过程中, 细胞内蛋白质表达谱必然会发

生一系列变化, 不同时期蛋白质的表达不同, 蛋
白质组学分析技术可从细胞整体水平上检测到

这种变化, 这就为寻找早期检测大肠癌肿瘤标

®

■背景资料
大肠癌是常见的
消 化 道 肿 瘤 之
一, 早期检测和诊
断是提高其生存
率、改善预后的
关键, 但目前仍缺
乏特异的筛选标
志物. 蛋白质组学
的迅速发展为解
决上述难题提供
了可靠的途径.
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志物提供了一条崭新的途径. 本文就蛋白质组

学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中的应用进展

作简要综述.

1  蛋白质组学概论及主要技术

1 9 9 4年 ,  W i l k i n s首先提出了“蛋白质组

(proteome)”概念[9], 其含义是指一个基因组、一

个细胞或组织内表达的全部蛋白质. 蛋白质组学

则是一衍生概念, 是指应用各种技术手段来研究

蛋白质组的一门新兴学科, 通过对蛋白质的丰度

和性质动态变化的考察, 揭示蛋白质的活动规律

解释基因调控机制, 从而透视到生命的本质[5]. 目
前, 蛋白质组学研究已广泛应用于肿瘤生物学标

记物的筛选和鉴定、肿瘤分类、治疗及肿瘤发

生机制等方面[10]. 其主要的技术方法有:
1.1 双向凝胶电泳(t w o-d i m e n s i o n a l e l e c-
trophoresis, 2-DE) 2-DE技术是蛋白质组学研究

的核心技术之一, 由O'Farrell et al [11]于1975年建

立. 他作为一种比较成熟的技术已被广泛应用20 
余年, 也是目前对蛋白质组分辨率最高、重复性

最好的分离技术[12]. 其基本原理是根据蛋白质的

等电点和分子量不同在二维凝胶上将蛋白质分

成若干个点, 根据点的位置寻找差异表达蛋白进

行质谱鉴定从而发现特异性标记物. 2-DE技术具

有分辨率高、重复性好、操作方便和结果直观

等优点, 但该技术不易分离极酸或极碱、分子质

量大于200 ku或小于10 ku、低丰度蛋白, 难溶解

蛋白和膜蛋白等. 近几年逐渐发展完善的高效液

相色谱、差异凝胶电泳、毛细管电泳技术等新

技术可以用作对2-DE的补充, 具有更好的重复性

和灵敏度[13-14].
1.2 质谱(mass spectrometry, MS) 1906年, Thomas
发明了质谱仪. 20世纪80年代末美国科学家John 
B•Fenn和日本科学家田中耕一分别开发出电喷

雾电离和基质辅助激光解吸电离两种软电离技

术, 推动了生物质谱的发展. MS技术的基本原理

是通过电离源将蛋白质分子转化为气相离子, 然
后利用质谱分析仪的电场和磁场把蛋白质离子

分离开, 最后确定离子的质荷比(M/Z)值, 分析鉴

定未知蛋白质. 该技术具有高灵敏度、高精确

度、高通量和易自动化等优点, 不足之处是难

于进行N端及C端的氨基酸序列鉴定. 目前常用

于鉴定蛋白质的MS技术有: (1)基质辅助激光解

析离子化-飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS): 利
用基质吸收激光的能量使固相的多肽样品离子

化, 获得蛋白质的肽质量指纹图(PMF), 然后通过

相应的数据库搜索, 鉴定蛋白质; (2)电喷雾质谱

(ESI-MS): 在喷射过程中以连续离子化方式使多

肽样品电离; (3)串联质谱(MS/MS): 用于肽段的

氨基酸测序; (4)表面增强激光解析离子化-飞行

时间质谱(SELDI-TOF-MS): 直接在固相吸附蛋

白质的芯片表面使用脉冲氮激光能量, 使被捕获

的靶蛋白从芯片表面电离出来, 根据靶蛋白在离

子装置中的飞行时间测量出其分子质量.
1.3 激光捕获显微切割技术(laser capture micro-
dissection, LCM)与蛋白质芯片(protein chip) 激光

捕获显微切割技术(LCM)是组织水平上蛋白质

组样品制备的一大突破. LCM是在不破坏组织结

构, 保存要捕获的细胞和其周围组织形态完整的

前提下, 直接从冰冻或石蜡包埋组织切片中获取

目标细胞, 可以避免肿瘤组织的异质性对蛋白质

分析的影响, 确保研究结果的可靠性. 该技术由

Emmert-Buck et al [15]于1996年发明, 是目前较为

理想的细胞提取工具. 蛋白质芯片技术是一种高

通量、微型化和自动化的蛋白质分析技术, 他无

需进行蛋白质分离, 只是利用抗体或其他类型亲

和探针构成的芯片进行检测, 可同时检测几千种

蛋白质, 效率非常高. LCM和蛋白质芯片联合应

用, 能快速应用少量的细胞产生和分析蛋白质谱

或指纹, 这样可以评估正常和病理标本的全部

变化.
1.4 生物信息学 随着功能基因组研究的深入, 
2-DE、MS和蛋白质芯片分析等都将产生高通量

的生物信息, 因此需要多种庞大的数据库作为支

持, 数据库和分析软件成了蛋白质组学研究不可

缺少的信息学手段. 针对不同的研究目的, 蛋白

质数据库的种类各不相同, 包括蛋白质2-DE图谱

数据库、蛋白质氨基酸序列数据库、蛋白质结

构域与家族数据库和蛋白质高级结构及分类数

据库等. 其中2-DE图谱数据库是蛋白质组学研

究常用数据库, 分析软件有Melanie、PDQuest、
Delta2D和Image Master等. 

2  蛋白质组学技术在大肠癌肿瘤标志物研究中

的应用

随着上述各项技术的不断发展, 蛋白质组学已

能动态、整体和定量的观察大肠癌发生发展过

程中蛋白质种类、数量的改变, 在寻找大肠癌

肿瘤标志物的研究中已得到了广泛应用.
2.1 2-DE和MS的应用是肿瘤标志物研究的主要
手段 Stulik et al [16]利用2-DE和MS技术比较了正

常和癌变大肠黏膜, 发现大肠癌中肝脂肪酸结

■研发前沿
后基因组时代中, 
生命科学的研究
重心将从基因组
学转移到蛋白质
组学. 蛋白质组学
在寻找敏感和新
的肿瘤生物分子
标记物方面有着
极为广阔的应用
前景.
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合蛋白、肌动蛋白结合蛋白/22-α平滑肌蛋白

和环氧酶2表达下调, 而钙结合蛋白S100家族的

几个成员(S100A9, S100A8, S100A11)和热休克

蛋白70(HSP70)表达上调, 且都有统计学意义. 
Chaurand et al [17]通过MALDI-MS技术对鼠结肠

癌变黏膜及正常黏膜进行对照分析, 发现的特

异性蛋白信号中也包括前述的S100A9, S100A8, 
S100A11, 提示S100蛋白家族在大肠癌形成中可

能具有重要意义. Jungblut et al [18]经过2-DE发现

一种pI5.6/13 ku的蛋白只在肿瘤组织中表达, 该
蛋白的两个序列与来自于钙粒蛋白B(calgranulin 
B)的两个多肽能很好匹配, 进一步的研究证实

肿瘤和癌变前潜在肿瘤组织中calgranulin B有高

特异性的表达. 湘雅医院裴海平 et al [19]通过筛选

大肠癌组织与正常大肠组织中的差异表达蛋白, 
选择在癌组织中高表达的30个点进行质谱和生

物信息学分析, 鉴定出这些差异蛋白包括谷胱

甘-S-转移酶(GST), annexin IV, β-actin, APOA 1
蛋白, 肝型脂肪酸结合蛋白(L-FABP)和HSP27
等. 这些发现都有可能用作新的生物标记进行

结肠癌前病变的筛选和早期发现结肠癌.
热休克蛋白(heat shock protein, HSP)是一

个成员庞大的多肽类蛋白质家族, 作为分子伴

侣, 参与其他蛋白质的折叠、转运和合成等过

程, 并可与细胞内的其他肽类蛋白质结合, 参与

细胞的抗损伤、修复和热耐受过程. 随着对热

休克蛋白研究的不断深入, HSP在肿瘤发生和发

展过程中的重要意义已引起广泛关注, 现已发

现多种HSP在肺癌[20]、乳腺癌[21]等多种肿瘤细

胞中表达增强, 与肿瘤的生物学行为[22]、肿瘤细

胞凋亡[23-24]、肿瘤抗药性[25]和肿瘤免疫[26]等密

切相关. 研究表明HSP与大肠癌之间也有着密切

关系. 除了前述的HSP70和HSP27外, HSP60、
HSP90和HSP10等也相继被发现在大肠癌中呈

过度表达[27-30]. Coghlin et al [31]利用2-DE、MS、
免疫组化技术对268例大肠癌患者的肿瘤组织

和正常结肠黏膜进行对照研究, 发现在肿瘤组

织中TCP-1的两个亚基β和ε表达明显上调, TCP-
1-β的过度表达又预示着不良的预后, 而TCP-1
也正是HSP60家族中的重要一员, 在肌动蛋白、

微管蛋白的组装和折叠中发挥重要的作用. 王
少彬 et al [32]研究显示, HSP10在大肠腺瘤、大

肠腺癌组织中的表达明显强于正常大肠黏膜组

织, 在腺瘤转变为腺癌的过程中, HSP10呈持续

高表达状态, 表明HSP10的高表达可能与大肠癌

的发生发展有关. 目前认为大肠癌的发生发展

经历原癌基因激活、抑癌基因失活和DNA低甲

基化等多基因多步骤的变化过程[33], 其中ras基
因突变是大肠癌发生的早期启动性事件[34]. Lin  
et al [35]研究发现, HSP10与ras基因之间存在着密

切的关系, HSP10是rasGTP酶发挥其功能不可缺

少的辅助蛋白质之一, 在细胞内信号转导通路

中起重要作用. 所以, HSP10也可能通过与ras基
因间的作用, 介导恶性肿瘤的发生. 对HSP的研

究已成为分子生物学的一大热点, 相信也会成

为寻找大肠癌肿瘤标志物的重要突破口.
核基质蛋白(nuclear matrix protein, NMP)

也是值得大家关注的一类蛋白. 核基质是存在

于真核细胞核内的非水溶性纤维蛋白网络系

统, 其主要成分为非组蛋白, 此外还含有少量的

RNA和DNA. 核基质蛋白在维持细胞核的形态

结构、染色体组装、DNA复制和RNA转录等一

系列活动中发挥重要作用, 并且具有组织细胞

特异性和肿瘤相关性. 有研究表明[36]某些抑癌基

因如p53等产物可通过与核基质结合参与细胞

周期和细胞生长的调节, 如果核基质蛋白成分

发生改变, 则有可能引起癌基因或抑癌基因功

能的改变, 从而导致细胞生物学行为改变.特异

性的NMP最早被发现于膀胱癌[37]和前列腺癌[38]等

泌尿系统肿瘤, 近年来也逐渐被证实存在于其

他肿瘤(包括大肠癌). Brunagel et al [39]利用2-DE
鉴定了人大肠癌中特异性NMP指纹的存在. 高
静 et al [40]应用2-DE、免疫组化方法对12例大肠

癌组织及正常大肠组织的NMP成分进行了比较, 
发现5个特异性NMP只存在于肿瘤组织中, 另有

3个特异性NMP只在正常组织中出现, 同时还发

现不同分期的大肠癌NMP表达也存在差异, 核
基质N4仅见于高分化无淋巴结转移的大肠癌, 
却在低分化伴有淋巴结转移的大肠癌中消失, 
提示正常、不同分化程度以及淋巴结转移与否

的大肠癌核基质蛋白成分存在差异, 在3例低分

化伴有局部淋巴结转移者显示CB、MMP-9强
阳性, 这种差异性核基质蛋白的改变, 有可能导

致某些基因表达异常, 包括酶如CB、MMP-9等
的基因异常表达, 从而促进肿瘤浸润转移. 由此

可见, 特异性NMP有望成为大肠癌的肿瘤标志

物, 并可作为肿瘤分期的重要依据.
2.2 蛋白质芯片表面增强激光解析离子化-飞行
时间(SELDI-TOF-MS)技术 是蛋白质组学研究

中的一种全新的技术平台, 在Hutchens et al [41] 

研究的基础上, Ciphergen Biosystems公司发明

了表面增强的激光解析/电离(SELDI)蛋白芯片

■创新盘点
SELDI-TOF-MS
技术以整个蛋白
质组作为检测对
象, 显示疾病过程
中多重蛋白质变
化, 敏感性和特异
性大于单一指标
的诊断方法.
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质谱技术平台, 主要由蛋白质芯片、飞行质谱

和分析软件3部分组成, 具有高通量、多功能、

易使用、快速度和低成本的优点, 成为一种快

速、可重复、高度敏感、易于采用的分析手段

和诊断工具, 也已被广泛应用到大肠癌肿瘤标

志物的研究中. Chen et al [42]利用SELDI-TOF-MS
技术, 通过对147份血清标本(55例大肠癌和92名
健康人)的检测, 发现4个差异表达的蛋白质峰, 
通过生物信息学处理后, 利用这4个蛋白质峰组

合的蛋白质特征性的表达谱可以将健康人与结

直肠癌患者区分开, 其敏感性和特异性分别为

82.6%和91.9%. Melle et al [43]应用SELDI-TOF-
MS技术研究了大肠癌组织和邻近正常黏膜的

蛋白质指纹图谱以明确肿瘤特异性改变, 其中

垂体腺苷酸环化酶激活肽、核异质性核糖核蛋

白A1、黄素还原酶、钙结合蛋白、肿瘤转移抑

制基因NM23-H2、亲环素A和平滑肌蛋白22-α
在受检标本中差异有显著意义. Shiwa et al [44]也

采用SELDI-TOF-MS技术研究了9种不同组织

的肿瘤细胞株的蛋白质表达差异图谱, 结果在

结肠癌细胞株中发现了差异蛋白, 并鉴定为α-
胸腺素原, α-胸腺素原的表达水平在结肠癌细

胞中明显高于正常结肠黏膜细胞的表达, 提示

其可能成为结肠癌诊断有意义的生物标记物. 
Albrethsen et al [45]应用SELDI-TOF-MS比较结肠

癌患者血清和正常人血清的蛋白质指纹图谱及

结肠癌组织和正常结肠组织的蛋白质指纹图谱

发现, 人中性粒细胞防御素组分(HNP1-3)在结

肠癌患者血清中和结肠癌组织蛋白提取物中表

达上调, 应用微流检测技术发现从结肠癌组织

中提纯的HNP1-3对哺乳动物细胞是致命的, 从
而得出结论, HNP1-3作为结肠癌的标志物, 可
以和一些现有的方法联合用于诊断结肠癌, 也
可作为治疗随访的预后标志物. 王全晖 et al [46]

采用SELDI-TOF-MS蛋白芯片技术对64例大肠

癌患者手术前后和40名正常人进行了血清蛋白

质谱对比分析研究, 发现有42个蛋白质峰具有

判断性差别, 其中19个具有显著差别, 通过建

立数据库和软件分析, 最终确立了以平均分子

质量为5972.67Da、5927.21Da、6113.48Da、
5908.55Da、4292.51Da这5个蛋白质组成的模

板, 能正确地将大肠癌患者和正常人分组, 正确

分组率达80%, 这些经过筛选得到的蛋白质可能

成为早期诊断大肠癌重要的标志物.
2.3 LCM和蛋白质芯片技术 在最近的肿瘤研究

中, LCM和蛋白质芯片等新技术发挥了重要作

用, 并被应用于大肠癌的研究. Lawrie et al [47]对

结肠癌切除标本上的癌组织应用LCM选择性地

切取肿瘤细胞, 发现经过LCM处理后所获得的

蛋白质状态单一, 更适合于2-DE, 溶解的蛋白质

在2-DE胶上保持了预期的移动性, 对MS也无影

响. Sreekumar et al [48]应用抗体阵列确定了Lovo
结肠癌细胞系的蛋白质表达图谱. Von Eggeling 
et al [49]将LCM与蛋白质芯片相结合, 比较正常组

织与肿瘤组织的蛋白质表达谱差异, 绘制出了

蛋白质组表达谱. Kitahara et al [50]联合应用LCM
和cDNA微阵列, 研究了结直肠癌发生中基因表

达的变化, 发现44 个基因上调, 191个基因下调.

3  结论

总之, 蛋白质组学在大肠癌肿瘤标记物研究方

面取得快速进展, 其技术手段的不断进步加速

了标记物的研究步伐. 虽然他仍有不尽完善之

处, 例如2-DE还存在蛋白质的丢失、分离容量

有限且操作费时和低丰度蛋白难以去除等, 这
将影响肿瘤标记物研究的精确性与检出率, 但
相信随着研究的深入及样本切割技术、电泳技

术、芯片技术、质谱技术和生物信息学等的

不断完善与发展, 蛋白质组学技术可以更加快

速、灵敏、特异、自动化地进行肿瘤蛋白质组

分析, 对大肠癌肿瘤标志物的研究必将取得实

质性的进展.
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