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Abstract
Colorectal cancer is one of the most common 
malignant tumors in China. Its morbidity and 
mortality are increasing year by year. The 
emergence of proteomics has pushed colorectal 
cancer research forward. In this article, we will 
review the application of proteomics in the study 
of the diagnosis, pathogenesis and treatment of 
colorectal cancer.
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摘要
大肠癌是我国常见恶性肿瘤之一, 且发病率和
死亡率呈逐年上升趋势. 蛋白质组学的出现, 
使大肠癌的研究有了进一步的发展. 本文就国
内外蛋白质组学在大肠癌诊断、发病机制、
治疗等方面的研究进行综述.
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0  引言

随着规模庞大的基因组测序的完成, 人们逐渐

认识到仅仅拥有完整的基因组序列并不能解

释复杂的生命现象. 然而生命活动的体现者、

遗传信息和生物功能的执行者-蛋白质也许能

给出答案[1], 因此蛋白质组学应运而生. 1994年, 
澳大利亚Macquarie大学的Marc Wilkins和Keith 
Williams在意大利召开的一次科学会议上首次提

出了“蛋白质组”的概念, 其意指基因组表达产

生的所有相应的蛋白质[2]. 而蛋白质组学是一门

对某一生物或细胞在特定生理或病理状态下表达

的所有蛋白质的特征、数量和功能进行系统性研

究的科学[3]. 可分为组成蛋白质组学、差异蛋白

质组学、功能蛋白质组学、定量蛋白质组学等. 
研究思路主要分为2种: (1)利用相关技术分离、获

取、鉴定某一生物或细胞在特定生理和病理状态

下表达的所有蛋白质, 建立蛋白质文库; (2)提取同

一生物和细胞在不同状态下的差异蛋白, 对差异

蛋白进行定性、定量、功能等各方面研究, 从而

确定不同状态的特异标志物、发生机制、特异治

疗方法等. 蛋白质组学的核心技术为2-D电泳和质

谱分析; 研究标本可分为: 培养的细胞、生理或病

理状态下的组织、各种体液等. 大肠癌是常见的

恶性肿瘤之一, 发病率和死亡率迅速增长[4]. 近年

国内外众多学者将蛋白质组学应用于大肠癌的研

究, 不论在大肠癌发生和进展的特异标志物及大

肠癌的发病机制、治疗等方面均取得较多成就, 
另也有部分学者建立了大肠癌的部分蛋白文库.

1  大肠癌的特异标志物

1.1 血清标志物
1.1.1 尼克酰胺-N-甲基转移酶(n ico t inamide 
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N-methyltransferase, NNMT)和复合酶体活化剂
亚单位-3(proteasome activator complex subunit 
3, PSME-3): Roessler et al对结直肠癌和配对的

结直肠黏膜组织中的蛋白质进行双向凝胶电泳

(2-DE), 其中结肠癌中特异表达的蛋白通过质谱

分析鉴定, 并在血清中验证, 结果发现NNMT和
PSME-3在大肠癌患者血清中特异表达[5-6]. 作者

进一步用109例大肠癌患者、317例健康人、87
例炎性肠病患者的血清样品比较其与CEA的灵

敏度差异, 发现诊断大肠癌PSME-3与CEA灵敏

度相似, 而NNMT比CEA灵敏度高.
1.1.2 CRMP-2: 通过分析由12种癌种发育成的细

胞株, Wu et al [7]认为CRMP-2是大肠癌的血清标

志物, 并进一步用201例大肠癌患者和210例健

康人的血清样品验证, 发现单独应用CRMP-2诊
断大肠癌灵敏度高于CEA, 但特异度差, 而联合

应用CEA和CRMP-2比单独应用任何一项灵敏

度和特异度都高.
1.1.3 S100A8和S100A9: Kim et al [8]用2D-DIGE
电泳的方法, 在一个比较窄的pH值范围内(pH 
5.5-6.7)比较正常大肠黏膜和大肠癌之间的差

异蛋白, 发现大肠癌中有34种蛋白高表达、17
种蛋白低表达. 然后通过质谱分析的方法确定

这些蛋白. 对于其中显著高表达的腺苷高半胱

氨酸酶、nm23-H1、S100A8、S100A9进一步

通过RT-PCR、Western blot验证, 均提示大肠癌

中显著高表达. 而免疫组织化学提示S100A8、
S100A9在大肠癌中显著高表达, 腺苷高半胱氨

酸酶、nm23-H1在大肠癌中高表达. 作者进一

步取健康志愿者、大肠腺瘤患者、大肠癌患

者的血清, 通过Wester blot的方法检验血清中

S100A8、S100A9, 并去CEA对比, 发现CEA检

测大肠癌的灵敏性为78%, S100A8的灵敏性为

91%, S100A9的灵敏性为89%, 且与对照组相比

S100A8和S100A9对早期大肠癌的检出率更高. 
作者建议将S100A8和S100A9作为一种大肠癌

的血清标志物.
1.1.4 肌间线蛋白: Ma et al [9]用双向电泳的方法

分析大肠癌和正常大肠黏膜之间的差异蛋白, 
并用质谱分析的方法确定蛋白. 对于其中大肠

癌中高表达的肌间线蛋白(desmin)进一步通过

RT-PCR、Western blot验证, 均提示在大肠癌中

高表达. 而免疫组织化学则证实肌间线蛋白在

大肠癌中高表达, 且与大肠癌的分期和预后相

关. 作者通过一种灵敏的免疫测定的方法, 检测

健康志愿者和大肠癌患者的血清, 结果发现肌
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间线蛋白在大肠癌中显著高表达, 且与预后和

分期相关. 作者建议将肌间线蛋白作为一种新

的大肠癌血清学标志物.
1.2 组织特异标志物 通过对正常大肠黏膜和

大肠癌原发灶进行双向凝胶电泳和质谱分析, 
Alfonso et al [10]发现膜融合蛋白Ⅳ(annexinⅣ)、
MAT-1上调, NCF-2、PMM-2下调. 其中膜融

合蛋白Ⅳ是一种钙结合蛋白, 与细胞间的相互

联系和信号传导相关; 相同的方法Kim et al [11]

发现大肠癌中硒结合蛋白1(selenium-binding 
protein 1, SELENBP1)显著低表达. 并用RT-
PCR、Western blot验证. 作者另取8个同时患

有大肠腺瘤和大肠癌的患者的大肠腺瘤和大

肠癌组织标本, 通过免疫组织化学和Weste rn 
b l o t的方法验证1个大肠腺瘤和8个大肠癌中

都存在SELENBP1缺失, 且通过组织芯片的方

法分析240个Ⅱ期、Ⅲ期大肠癌组织作者发现

SELENBP1含量越低, 预后越差. Rho et al [12]通过

肝素分段浓缩的方法处理大肠癌和正常大肠黏

膜组织, 然后进行双向凝胶电泳和质谱分析. 发
现了56种差异蛋白, 其中32个低含量蛋白只有

通过肝素分段处理后才能显现. 而这32种蛋白

中大部分与组织的低氧适应有关. 其中5种蛋白

(蛋白酶体亚基类型7、血红蛋白α亚单位、过

氧化还原酶、精氨基琥珀酸合成酶、信号识别

颗粒9 kDa蛋白)通过了Western blot和免疫组织

化学的进一步验证.

2  大肠癌发生及进展机制

2.1 大肠癌发生的机制 我国学者Wang et al [13]收

集10例既患有大肠癌又患有大肠腺瘤病例, 然
后用双向凝胶电泳的方法分析这10例患者中正

常大肠黏膜、大肠腺瘤、大肠癌之间的差异蛋

白, 结果发现与癌和正常组织比较, 腺瘤中有27
个差异蛋白. 其中与正常组织相比, 腺瘤中有17
种蛋白表达上调、6种表达下调; 与大肠癌相

比, 腺瘤中有4种蛋白表达下调, 没有上调表达

的蛋白. 作者进一步用Western blot的方法检验

发现的差异蛋白, 发现Mimecan在腺瘤和癌中都

不表达, 仅在正常组织中表达; 而TXNDC5在腺

瘤和癌中都表达, 而在正常组织中不表达. 研究

证实大肠腺瘤是大肠癌发生的癌前病变[4], 因此

Mimecan的缺失和TXNDC5的过表达有可能与

大肠癌的发生相关.
慢性炎症是大肠癌发生过程中的重要机制

之一. Yasui et al [14]用氧化偶氮甲烷(azoxymethane)
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和右旋糖酐普罗比妥硫酸钠处理小鼠, 使其发生

大肠炎继而发生大肠癌, 取处理好的小鼠的大

肠癌组织和正常大肠黏膜组织做双向电泳, 比
较其差异蛋白, 发现的差异蛋白用质谱分析的

方法确定其名称, 最终他们发现21种差异蛋白. 
在大肠癌中5种蛋白明显高表达(β-肌球蛋白、

肌球蛋白1α型b、S100A9和一种未知蛋白), 16
种蛋白明显低表达(硒相关蛋白1、HMG-CoA合

酶、硫氧还蛋白、半胱氨酸过氧化还原蛋白、

细胞色素C氧化酶和7种未知蛋白), 这些蛋白的

功能涉及代谢、抗氧化、黏蛋白产生、炎症等. 
这些发现可能为炎症相关的大肠癌的机制提供

一些参考, 而且可能会为炎症相关性大肠癌提

供治疗和预防的策略提供参考.
2.2 大肠癌的信号转导机制 尽管现在的科研方

法无法研究某一特定生命活动的相关蛋白, 但
却可以研究信号转导途径的特定蛋白, 因为信

号转导途径含有比其他生命活动中更多的调节

大量蛋白的酶, 改变某一信号传导途径中的信

号可以在蛋白中生“足迹”, 而这些足迹是可

以被检测到的[15].
WNT/β连环蛋白途径是大肠癌发生过程中

重要的信号转导途径之一, 很多学者通过蛋白

质组学的方法, 对于此信号转导途径有了进一

步的认识. Major et al [16]用串联亲和蛋白提纯法

提纯与β连环蛋白相关的蛋白, 并通过质谱分析

确定这些蛋白的名称, 通过一系列功能分析, 发
现一种由在肾母细胞瘤中突变的基因编码的蛋

白WTX可以破坏β连环蛋白的降解, 从而破坏

WNT/β连环蛋白信号转导途径, 促进大肠癌的

发生. 在此信号转导途径中, β连环蛋白激活转

录T细胞因子4(T-cell factor 4, TCF-4)是促进大

肠癌发生的重要因素, 然而β连环蛋白没有任何

在细胞核内存在的证据. 为了解β连环蛋白如何

入核及如何形成TCF-4核蛋白复合物, Shitashige 
et al [17]用抗TCF-4抗体免疫沉淀大肠癌细胞株

HCT-116和DLD1, 并直接用nanoflew液相色谱

的方法分析蛋白, 用质谱分析的方法确定蛋白

名称, WNT信号转导途径中的核孔核膜复合体

蛋白通过蛋白修饰、荧光指示、集落形成测

定等方法评估, 结果发现: TCF-4与许多核孔核

膜蛋白复合体相互作用, 包括Ras相关核蛋白

(Ran)、Ran黏合蛋白2、Ran鸟苷三磷酸酶激活

蛋白1; TCF-4的蛋白修饰作用可以增加TCF-4和
β连环蛋白之间的作用; 核孔核膜复合体蛋白的

过表达可增加TCF-4和β连环蛋白的入核, 并增

强转录活性; 核孔核膜复合体蛋白可以增强大

肠癌细胞的生长. 由此Shitashige et al认为核孔

核膜复合体蛋白可作为WNT信号转导途径中的

新的调节因子, 而干扰TCF-4和β连环蛋白之间

相互作用的药物有可能会破坏WNT信号转导途

径, 从而抑制大肠癌的生长.
2.3 大肠癌的代谢机制 Mazzanti et al [18]用双向凝

胶电泳的方法分析大肠癌和正常大肠黏膜之间

的差异蛋白, 并对其中涉及代谢途径的蛋白, 尤
其是涉及线粒体及脂肪酸和碳水化合物代谢相

关的蛋白进行鉴定和分析, 结果发现肿瘤组织

主要以β氧化作用以主要的能量供应, 而正常大

肠黏膜主要以糖的无氧酵解为主要的能量供应; 
同时发现: 肿瘤组织因缺失Na-K-ATP酶β1亚单

位而导致Na、K循环障碍; 肿瘤组织的线粒体凋

亡途径被激活. 并认为以上3种改变与肿瘤的发

生密切相关.
2.4 大肠癌的转移机制 大肠癌的转移一直都是

影响大肠癌预后的关键因素, 阐明大肠癌的转

移机制对于了解大肠癌的进展、研究治疗策略

都有重要的意义. Katayama et al [19]取同一患者

大肠癌原发灶肿瘤组织和转移淋巴结中的转移

组织分别培养细胞株SW480和SW620, 然后以

双向凝胶差异电泳的方法分析2种细胞株之间

的差异蛋白, 发现与由大肠癌原发灶肿瘤组织

转化而来的SW480细胞株相比, 由淋巴结中转

移组织转化而来的SW620细胞株中α烯醇酶、

磷酸丙糖异构酶显著高表达, 而膜联蛋白显著

低表达, 提示α烯醇酶、磷酸丙糖异构酶以及膜

联蛋白的缺失可能与大肠癌的淋巴结转移相关. 
我国学者Pei et al [20]将大肠癌患者按有无淋巴结

转移分为2组, 用双向电泳的方法分别比较2组
中大肠癌原发灶和正常大肠黏膜之间的差异蛋

白, 用质谱分析的方法确定蛋白的名称, 然后再

比较2组之间差异蛋白的区别, 最后通过Western 
blot和免疫组织化学的方法进一步验证两组之

间的差异蛋白. 发现与大肠癌无淋巴结转移组较

大肠癌淋巴结转移组热休克蛋白27(Hsp27)、谷

胱甘肽S-转移酶、膜联蛋白Ⅱ明显高表达, 而肝

脂肪酸相关蛋白明显低表达, 认为这些蛋白与大

肠癌的淋巴结转移相关. Chang et al [21]通过双向

电泳的方法分析发生大肠癌肝转移患者的正常

大肠黏膜、大肠癌原发灶、正常肝脏组织、大

肠癌肝转移灶之间的差异蛋白, 并以质谱分析

确定蛋白名称. 结果发现大肠癌肝转移灶中线

粒体FOF-1-ATP合酶α亚单位显著增高. 并通过

■创新盘点
本文较详细全面
的总结了近几年
国内外有关蛋白
质组学在大肠癌
各个方面的研究
应用, 为大肠癌蛋
白质组学的研究
提供一定参考.
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免疫组织化学的方法验证, 发现大肠癌肝转移

灶中线粒体FOF-1-ATP合酶α亚单位、δ亚单位

在大肠癌肝转移灶中较正常大肠黏膜、大肠癌

原发灶、正常肝组织中高, 线粒体FOF-1-ATP合
酶α亚单位、δ亚单位与大肠癌的分期和肝转移

相关, 线粒体FOF-1-ATP合酶δ亚单位与血管侵

袭和远处转移相关. 将线粒体FOF-1-ATP合酶α
亚单位、δ亚单位转染干扰小RNA后可降低人

类大肠癌细胞株在体外实验的侵袭能力. 由此

认为FOF-1-ATP合酶α亚单位与大肠癌的肝转移

相关.

3  研究大肠癌对各种治疗的反应

联合化疗和放疗是目前针对进展期直肠癌患者

的标准疗法, 但个体间放疗的敏感性存在很大

差异, 而目前没有一种有效的检测放疗敏感性

的方法. Allal et al [22]收集17例进展期直肠癌患者, 
肠镜下取直肠癌原发灶组织活检, 活检后给予

50 Gy剂量的放射治疗, 然后手术切除病灶. 将活

检取得的放疗前的直肠癌组织与手术取得的放

疗后的直肠癌组织进行双向凝胶电泳, 将其中

的差异蛋白通过质谱分析的方法进行鉴定. 结
果发现以下蛋白可能跟放疗敏感性相关: 膜联蛋

白、β微管蛋白、降钙素、组织蛋白酶D、可溶

性抗药性相关钙结合蛋白、突触融合蛋白、原

肌球调节蛋白[22]. 其中β微管蛋白是很著名的与

放疗敏感性相关的蛋白, 并且他还是一种大肠癌

中新的药物治疗的分子靶向位点, 比如: 泰索帝.
表皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂是

一种常见的抗肿瘤生物制剂, 临床上个体间的

敏感性差异显著. Loeffler-Ragg et al [23]选择4
种表皮生长因子(EGFR)阳性的大肠癌细胞株: 
Caco-2、DiFi、HRT-18、HT-29, 分别用表皮生

长因子受体络氨酸激酶抑制剂吉非替尼治疗, 
然后利用双向凝胶电泳的方法分析对吉非替尼

有反应和无反应的细胞株之间的差异蛋白, 并
用质谱分析的方法鉴定这些差异蛋白. 结果发

现12种差异蛋白, 这12种差异蛋白主要涉及代

谢途径, 尤其涉及恶性生长途径. 在这12种蛋白

中, 有4种已知与EGFR的信号传导途径相关. 其
中泛素羧基末端水解酶L1(UCH-L1)和半乳凝素

-3(galectin-3)在反应株中过表达, 而脂肪酸相关

蛋白(E-FABP)和Hsp27在无反应株中过表达, 提
示E-FABP和Hsp27与大肠癌对表皮生长因子受

体络氨酸激酶抑制剂的耐药性相关.
5-FU是大肠癌化疗中的有效药物, 但好多

患者存在耐药性, 为研究5-F U耐药相关蛋白, 
Tanakas et al [24]用双向电泳的方法分析大肠癌细

胞株DLD-1和对5-FU耐药的DLD-1的亚型DLD-
1/5-FU之间的差异蛋白, 并用质谱分析的方法确

定蛋白的名称. 发现5种显著高表达的蛋白: 不
均一核糖核蛋白G、线粒体转录因子A、组蛋

白H2B、组蛋白H4、核糖体蛋白L3. 这几种蛋

白大部分都可以保护细胞免受DNA损伤. 而为

了研究5-FU反应相关蛋白, Wong et al [25]选择大

肠癌细胞株SW480, 对其进行5-FU化疗, 然后以

双向电泳的方法分析治疗前和治疗后的细胞株

的差异蛋白, 发现Hsp27、Hsp70、抗氧化蛋白

perxiredoxin可能是5-FU反应相关蛋白, 并进一

步通过细胞免疫的方法确定.

4  挖掘新的分子靶向作用位点

莱菔硫烷的化疗机制以前一直认为与其激活Ⅱ

期解毒酶活性相关, Mastrangelo et al [26]用蛋白

质组学的方法发现了莱菔硫烷的新的作用靶

点. Mastrangelo et al给予大肠癌细胞株Caco-2  5 
μmol/L莱菔硫烷治疗48 h, 以双向电泳的方法

分析给予治疗组和未给予治疗组之间的差异蛋

白, 以质谱分析的方法确定蛋白的名称. 发现治

疗后的5羟色胺(3)明显减少. 为了进一步研究双

向电泳提示的结果, 对5羟色胺(3A)、5羟色胺 
(1A)、5羟色胺(2C)、5羟色胺重吸收载体进行

Western blot, 结果发现给予莱菔硫烷治疗后5羟
色胺受体呈剂量相关性减少, 且烟碱乙酰胆碱

受体增加. 所以5羟色胺受体可能是莱菔硫烷的

新的作用靶点, 对新的治疗方法的发现有一定

的参考价值.

5  研究某种基因在大肠癌中的作用

Stühler et al [27]通过双向电泳的方法研究转染

与假性转染抑癌基因S m a d4的大肠癌细胞株

SW480之间的差异蛋白, 发现并通过质谱分析

的方法鉴定了47个蛋白, 通过分析这些差异蛋

白发现Smad4可能通过参与细胞凋亡、分化来

抑制大肠癌的发生和进展. Tiam1是一种新发

现的与大肠癌转移相关的基因, 是一种鸟嘌呤

核苷酸交换因子, 可以激活Ras基因. 为了更好

地了解Tiam1的作用机制, Liu et al [28]用转染和

假性转染了Tiam1的大肠癌细胞株HT29进行双

向电泳, 发现两者之间的差异蛋白, 然后用质谱

分析的方法确定了11种蛋白, 最后用RT-PCR、
Western blot的方法验证这11种蛋白. 结果发现

■应用要点
本文对大肠癌的
发生、发展及对
于各种治疗的敏
感特异蛋白做了
总结 ,  为研究大
肠癌的诊断、治
疗提供新的研究
思路.
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转染了Tiam1的大肠癌细胞株可以上调热休克

蛋白27、谷胱甘肽S-转移酶等, 并可下调表达膜

联蛋白Ⅳ. 研究表明Tiam1可能直接或间接参与

了这些蛋白的调节, 这将对研究Tiam1的作用机

制有很大帮助.

6  大肠癌细胞株的蛋白质文库

Simpson et al [29]对结肠癌细胞系 LIM1215进行了

蛋白质组学分析, 鉴定出了284个蛋白(包括92个
膜蛋白), 建立了结肠癌细胞系LIM1215膜蛋白

数据库, 为寻找结肠癌特异性生物标志物, 早期标志物, 早期, 早期

发现和监测肿瘤提供了膜蛋白质数据库基础.

7  结论

尽管蛋白质组学技术对于我们进一步研究大肠

癌提供了强有力的支持, 但我们还应看到蛋白

质组技术的不足. 用于蛋白分离的双向凝胶电

泳对于极酸、极碱以及低丰度的蛋白分离效果

差, 且无法实现高通量、自动化的操作极大地

限制了我们蛋白质组的研究; 蛋白质组研究的

各类标本都存在各自缺点: 组织标本混杂因素

太多, 较难取得单纯的肿瘤或正常组织细胞, 而
培养的细胞株虽是单纯肿瘤或正常组织细胞发

育而来, 却与肿瘤细胞和正常组织细胞存在较

大差异, 无法完全代表肿瘤组织或正常组织. 然
而蛋白质组学技术毕竟使我们对大肠癌的研究

更深入了一步, 相信随着新技术的不断改进, 蛋
白质组会给我们带来更多的惊喜.
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