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Abstract
AIM: To investigate relationship between 
differential expression of serum proteomic 
spectra in rat model of pancreatic intraepithelial 
neoplasia (PanIN) and dimethylbenzanthracene
–induced pancreatic carcinoma (PC) using 
surface-enhanced laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF 

MS) technology.

METHODS: Forty male SD rats were implanted 
with DMBA into the pancreas to induce rat 
model of PanIN and PC. Histopathology was 
evaluated according to PanIN classification 
system. And normal control group of twenty-
six male SD rats was established. The serum 
protein spectra were detected using IMAC-Cu2+ 
proteinchip and SELDI-TOF MS. The data were 
analyzed using Biomarker Wizard 3.0 Software 
of Ciphergen Biosystem Co.

RESULTS: DMBA was implanted into pancreas 
of rats in PC group (n = 11) and PanIN group (n 
= 18). Compared with the normal control group, 
there were significant differences (P < 0.001) of 
30 protein peaks in PanIN and PC of which 19 
protein peaks were up-regulated and 11 down-
regulated. The expression of 9 protein peaks, 
with a ratio of mass to charge (M/Z) of 5835.2, 
4087.3, 4786.5, 4800.5, 3932.2, 5765.9, 5924.8, 
5001.9, 3913.7 gradually increased from normal 
to PanIN and PC group, and 4 protein peaks 
with a M/Z ratio of 1096.9, 1478.9, 8572.9, 1007.1 
gradually decreased.

CONCLUSION: Serum proteomic spectra were 
differentially expressed in rat model of PanIN 
and PC. Identification and function of these dif-
ferentially expressed proteins necessitate further 
investigation.

Key Words: Pancreatic intraepithelial neoplasia; 
Pancreatic carcinoma; 7, 12-dimethyl-1, 2-benzan-
thracene; Surface-enhanced laser desorption/ioni-
zation time-of-flight mass spectrometry technology
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摘要
目的: 利用表面增强激光解析离子化飞行时
间质谱(SELDI-TOF MS)技术, 分析由7, 12-二
甲基苯并蒽(DMBA)诱导建立的大鼠胰腺上

®

■背景资料
表面增强激光解
吸离子化飞行时
间质谱 (SELDI-
TOF MS)技术, 是
近年来引起广泛
关注的一种新的
蛋白质组学研究
方 法 ,  具 有 大 规
模、超微量、高
通量、全自动等
其他方法所无法
比拟的优越性, 成
为多种研究领域
的技术热点.

■同行评议者
殷正丰, 教授, 中
国人民解放军第
二军医大学东方
肝胆外科医院
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皮内瘤变(PanIN)和胰腺癌(PC)模型血清蛋白
质谱的差异表达. 

方法: 40只♂清洁级SD大鼠为模型组, DMBA
胰腺局部种植建立P a n I N和P C模型 ,  根据
PanIN标准进行病理学分级. 26只♂清洁级SD
大鼠为正常对照组. 采用SELDI-TOF MS和铜
离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+芯片)检测大鼠血清
蛋白质谱, Biomarker Wizard 3.0软件分析比
较对照组、PanIN组和PC组之间的差异表达
蛋白. 

结果: DMBA胰腺局部种植后共获得PC 11例, 
PanIN 18例. 与对照组比较, PanIN组和PC组
表达强度显著上调(P <0.001)的蛋白质峰有19
个, 显著下调(P <0.001)的蛋白质峰有11个; 其
中质荷比分别为5835.2、4087.3、4786.5、
4800.5、3932.2、5765.9、5924.8、5001.9、
3913.7的9个蛋白质峰表达强度在对照组、

PanIN组和PC组呈逐级递增趋势, 质荷比分别
为1096.9、1478.9、8572.9、1007.1的4个蛋白
质峰表达强度呈逐级递减趋势.

结论: 与正常大鼠比较, PanIN和PC模型大鼠
血清蛋白质谱表达发生显著变化, 这些差异表
达蛋白质在胰腺癌中的作用值得进一步深入
研究.

关键词: 胰腺上皮内瘤变; 胰腺癌; 7, 12-二甲基苯

并蒽; 表面增强激光解析离子化飞行时间质谱技术
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0  引言

近年来, 胰腺癌的发病率呈明显升高趋势, 且其

5年生存率不足4%, 是目前预后最差的恶性肿

瘤[1-2]. 由于胰腺癌起病隐匿, 缺乏特异性临床表

现, 因此早期诊断困难, 确诊时大多已处于晚期. 
寻找有效的早期诊断方法被认为是提高胰腺癌

诊治水平的重要出路之一. 80%-90%的胰腺癌

为起源于胰腺导管上皮的胰腺导管腺癌, 胰腺

上皮内瘤变(pancreatic intraepithelial neoplasia, 
PanIN)为胰腺导管腺癌的癌前病变[3-4]. 前期研

究利用7, 12-二甲基苯并蒽(7, 12-d imethyl-1, 
2-benzanthracene, DMBA)成功建立了大鼠

PanIN和胰腺导管腺癌化学诱癌模型, 该模型

与人胰腺癌的病理生物学特性相近, 可以模拟

由正常胰腺逐级癌变的过程 [5-8].  表面增强激

光解析离子化飞行时间质谱(surface-enhanced 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF MS)技术, 是近年来

发展起来一种新的蛋白质组学研究方法, 具有

大规模、超微量、高通量、全自动等方面的特 
点[9-13]. 本研究拟利用SELDI-TOF MS技术, 对大

鼠PanIN、胰腺癌模型与正常大鼠外周血清蛋

白质谱进行比较分析, 探讨DMBA诱导的胰腺

癌形成过程中外周血清蛋白质差异表达的动态

变化情况.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠66只, 体质量100-110 
g, 购自中科院上海实验动物中心 ,  生产许可

证号为SCXK(沪)2003-0003, 使用许可证号为

SYXK(沪)2007-0007, 在标准饲养条件下进行饲

养. DMBA颗粒购于Sigma公司. SELDI-TOF MS
仪(PBSⅡ-C型)和铜离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+

芯片)为美国Ciphergen公司产品. 主要试剂乙腈

(ACN)、三氟乙酸(TFA)、白芥子酸(SPA)、醋酸

钠(NaAC)等均购自Sigma公司.
1.2 方法 模型组大鼠40只采用DMBA胰腺局部

包埋种植的方法建立PanIN和胰腺癌化学诱癌

模型[14], 分别在手术后1 mo(模型1组, n  = 20)和2 
mo(模型2组, n  = 20)处死, 取胰腺组织由专业胰

腺病理医师单盲进行病理学分级鉴定, 正常对

照大鼠26只与模型2组同时处死. 所有大鼠处死

前于下腔静脉采集全血3-4 mL, 3000 r/min离心

5 min, 取上清再次3000 r/min离心5 min, 取30 μL
血清分装在0.5 mL离心管中, 于-80℃冰箱保存, 
使用时取出分装的血清样品, 于冰上融化.

IMAC-Cu2+芯片活化用100 mmol/L的CuSO4

溶液10 μL/孔10 min, 去离子水冲洗3次, 共计2次; 
50 mmol/L的NaAC溶液(pH4.0)10 μL/孔2-3 min, 
去离子水冲洗3次. 芯片平衡用500 mmol/L的
NaCl磷酸盐缓冲液(PBS)溶液(pH7.2), 200 μL/孔
震荡5 min, 共计2次. 取12 μL血清样品, 用500 
mmol/L NaCl的PBS溶液(pH7.2)1∶20稀释. 取
200 μL/孔上样, 常温孵育1.5 h. 500 mmol/L NaCl
的PBS溶液(pH7.2)200 μL/孔震荡洗脱2次, 每次

5 min; 去离子水300 μL/孔冲洗1次. 滴加SPA饱

和溶液(100% ACN+1% TFA等体积混合溶解)0.5 
μL/孔, 共计2次. 将芯片置入SELDI-TOF MS仪
(PBSⅡ-C型)进行阅读, 设定激光强度为190, 敏
感度为8, 通过Ciphergen proteinchip software 

■研发前沿
寻找灵敏性高、

特异性好的早期
诊断标志物是解
决胰腺癌早期诊
断困难的关键出
路之一, 蛋白质组
学的发展进一步
拓展了此方面的
研究空间, SELDI-
TOF MS技术作为
一种新兴技术成
为新的研究热点.
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3.11版本分析软件采集数据. 优化分子量范围为

1-20 kDa, 并进行蛋白质峰标准化校准, 设立有

效蛋白质峰的最低信噪比为5, 最低出现频率阈

值为10%. 
统计学处理 采用Biomarker Wizard 3.0软件

对数据进行处理, 共设立对照组、PanIN组和PC
组三组, 同一质荷比(M/Z)蛋白质峰平均值进行3
组间方差分析, P <0.001为统计学有显著性.

2  结果

2.1 病理组织学 模型组大鼠在胰腺DMBA植入

部位形成直径0.3-0.6 cm的球形包块, 镜下可见

胰腺组织中均有明显的炎性细胞浸润和广泛的

间质结缔组织增生, 胰腺导管上皮不同程度增

生, 部分异形增生突破基底膜. 经病理分级证实

共形成PanIN 18例, PC 11例, 其中PanIN-1级4例, 
PanIN-2级5例, PanIN-3级9例.
2.2 外周血清蛋白质谱检测和分析 正常对照组

(n  = 26)、PanIN组(n  = 18)和PC组(n  = 11)大鼠

外周血清经SELDI-TOF MS仪检测后, 在分子质

量1-20 kDa范围内, 共检测出有效蛋白质峰131
个. 以P <0.001为具有显著差异, 三组之间表达

强度具有显著差异的蛋白质峰共有30个. 与对

照组比较, PanIN组和PC组表达强度显著上调

的蛋白质峰有19个, 显著下调的蛋白质峰有11
个; 其中对照组、PanIN组和PC组表达强度呈逐

级递增趋势的蛋白质峰9个, 蛋白质质荷比分别

为5835.2、4087.3、4786.5、4800.5、3932.2、
5765.9、5924.8、5001.9、3913.7(表1), 表达强度

呈逐级递减趋势的蛋白质峰有4个, 蛋白质质荷

比分别为1096.9、1478.9、8572.9、1007.1(表2).

3  讨论

胰腺癌起病隐匿, 确诊时大多已处于晚期, 建立

有效的早期诊断方法成为胰腺癌研究的热点, 
但长期以来这一问题始终没有得到有效解决, 
特别是缺乏无创性、灵敏性特异性较高的肿瘤

标志物. 近年来随着蛋白质组学的兴起, 研究者

利用这一新的研究方法, 试图寻找到能够早期

诊断胰腺癌的肿瘤标志物. 
与传统的以双向凝胶电泳(2D-PAGE)结合

质谱为代表的蛋白质组学技术方法相比, SELDI-
TOF MS技术对待测标本要求低, 标本需要量小, 
可以直接检测微量的血清[15-16]、尿液[17-19]、组织

液[20]等, 检测过程相对简便, 具有临床检测所要

求的大规模、自动化等方面的优点. Koopmann 
et al [21]利用此技术分析胰腺癌患者、其他胰腺

疾病(胰腺炎、壶腹腺癌等)和健康对照组的血

清样品, 获得了特异性蛋白质: PC-A、PC-B和

CA19-9. 国内研究者使用SELDI蛋白芯片检测

了胰腺癌患者的血清蛋白质谱, 从中选择了6
种标志物建立了一种胰腺癌鉴别体系, 并证明

其灵敏度达到80%, 特异度达到84.6%[22]. Rosty  
et al [20]用SELDI蛋白芯片技术对胰腺癌和其他胰

腺疾病患者的胰液进行比较研究, 发现67%胰腺

癌患者胰液样品中有分子质量为16 570的蛋白

表达, 并确定这种蛋白为HIP/PAP-Ⅰ. 也有研究

者利用SELDI-TOF MS技术对胰腺癌组织标本

进行胰腺癌相对特异性蛋白质的筛选, 结果表

明有13种蛋白质峰在胰腺癌和癌旁组织表达显

著差异, 8种在胰腺癌和胰腺良性疾病表达显著

差异, 12种在胰腺癌和正常组织表达显著差异[23]. 
目前已经明确胰腺癌的发生也是一个多阶

段发展的过程, PanIN为胰腺导管腺癌的癌前病

变, 经进一步发展可形成胰腺导管腺癌[3-4]. 即往

研究的局限性在于所使用的临床标本多为晚期

胰腺癌, 而缺乏PanIN及早期胰腺癌的病例标本. 
如果能够借助动物模型动态观察PanIN和早期

胰腺癌的蛋白质谱, 将可以更好的揭示胰腺癌

发生早期的蛋白质谱表达变化规律. 既往研究

证明DMBA胰腺局部种植诱导的方法可以建立

■创新盘点
本研究利用S E L 
DI-TOF MS技术
分析胰腺癌癌前
病变和早期胰腺
癌动物模型的血
清蛋白质谱表达, 
可以动态观察正
常胰腺逐级癌变
时蛋白质的差异
表达情况.

表  1  表达强度随胰腺癌变程度逐级递增的蛋白质峰 
(mean±SD)

     
质荷比       对照组       PanIN组           PC组              P 值

5835.2      1.8±0.8      5.1±2.5        6.2±3.3       2.4×10-8

4087.3      1.2±0.8      4.7±2.7        5.1±2.8       1.7×10-7

4786.5      3.8±3.1    21.7±11.7    24.4±14.8     2.8×10-7

4800.5      1.7±1.2    10.6±6.8      13.4±8.5       4.2×10-7

3932.2      1.0±0.8      5.7±3.8        6.3±4.2       2.1×10-6  

5765.9      1.8±1.8      5.1±2.6        6.2±3.3       2.6×10-6

5924.8      1.2±0.7      2.5±1.0        2.7±1.0       7.1×10-6

5001.9      1.7±0.7      2.8±0.9        2.9±1.1       5.0×10-5

3913.7      1.3±0.9      3.1±2.5        3.4±1.8       3.9×10-4

表  2  表达强度随胰腺癌变程度逐级递减的蛋白质峰
 (mean±SD)

     
质荷比         对照组        PanIN组          PC组            P 值

1096.9      8.4±4.7      3.2±1.8     2.9±2.4    8.4×10-6

1478.9      3.8±2.7      1.3±2.2     0.7±0.7    2.3×10-5

8572.9      4.5±2.6      2.0±1.5     1.5±1.2    1.2×10-4

1007.1      6.6±4.9      2.9±2.5     2.2±1.3    9.8×10-4
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大鼠PanIN和早期胰腺癌模型, 弥补了临床标本

多为晚期胰腺癌的研究局限. 所诱导的胰腺癌

表达细胞角蛋白19、20等导管细胞标志物, 而
不表达腺泡细胞标志物糜蛋白酶, 表明DMBA
诱导的胰腺癌为导管起源[7]. 此外该模型具有

较高的K-r a s 基因突变发生率, 并且不诱导其

他脏器肿瘤. 我们在前期研究中采用DMBA 10 
mg/100 g体质量的剂量诱导可得到效率较高、

级别丰富的PanIN和胰腺癌大鼠模型, 能够较好

地反映早期胰腺癌发生发展的动态变化过程[14]. 
在本研究中, 我们利用SELDI-TOF MS技术, 

采用铜离子鳌合芯片(IMAC-Cu2+芯片)对正常大

鼠、PanIN大鼠和PC大鼠模型的外周血清蛋白

质谱进行比较分析, 结果发现DMBA诱导后的

早期胰腺癌模型血清蛋白质谱表达发生明显改

变. 与对照组比较, PanIN组和PC组表达强度显

著上调的蛋白质峰有19个, 显著下调的蛋白质

峰有11个; 其中质荷比分别为5835.2、4087.3、
4786.5、4800.5、3932.2、5765.9、5924.8、
5001.9、3913.7的9种蛋白质表达强度随癌变

程度呈逐级递增趋势, 质荷比分别为1096.9、
1478.9、8572.9、1007.1的4种蛋白质表达强度

随癌变程度呈逐级递减趋势. 因此推断这些差

异蛋白质可能与早期胰腺癌发生的病理生理学

机制紧密相关. 但是本研究尚未对这些差异蛋

白质峰进行鉴定, 目前还不能明确其确切的性

质和功能, 此外利用早期胰腺癌模型所筛选出

的差异蛋白质峰与人胰腺癌是否密切相关, 他
们在早期胰腺癌诊断中的作用如何, 这些问题

均需要在后续实验中进一步深入研究. 
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■同行评价
本文采用SELDI-
TOF MS先进技术
对大鼠胰腺癌相
关模型的外周血
清蛋白质谱进行
比较分析, 研究目
的和实验设计值
得肯定. 但全文提
供的信息量较少.
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