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Abstract
AIM: To find specific biomarkers for colorectal 
carc inoma using a proteomic method to 
provide clues to early diagnosis, prognosis 
and therapy of colorectal carcinoma as well as 
to understanding the molecular mechanisms 
governing cancer progression.

METHODS: Six colorectal carcinoma patients 
were included in the study. High-resolution 
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 
and matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF–MS) were utilized for the identification of 
proteins differentially expressed between cancer 
and adjacent non-cancerous tissue. The differen-
tial expression of heat shock protein 27 (HSP27) 

was further verified by Western blot and immu-
nohistochemistry.

RESULTS: Comparative analysis of 2-DE maps 
revealed 42 differentially expressed proteins be-
tween the two groups. Ten differential proteins 
were further identified by mass spectrometry, 
including HSP27, disulfide isomerase (DI), het-
erogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 
(HnRNP A2/B1), triosephosphate isomerase 
(TIM), pyruvate kinase, etc. Western blot and 
immunohistochemistry analyses confirmed the 
overexpression of HSP27 in colorectal carcino-
ma. These results indicate that HSP27 may be a 
potential biomarker for colorectal cancer.

CONCLUSION: Many differential proteins are 
identified between cancer and adjacent non-
cancerous tissue in patients with colorectal car-
cinoma. HSP27 might be a potential biomarker 
for early diagnosis, therapy and prognosis of 
colorectal carcinoma.
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摘要
目的: 探讨大肠癌特异性标志物, 为大肠癌的
早期诊断、预后判断和治疗提供帮助, 同时为
理解大肠癌的发病机制提供线索. 

方法: 收集6例大肠癌患者, 应用高灵敏的二
维凝胶电泳和MALDI-TOF–MS技术检测出肿
瘤黏膜和邻近正常结肠黏膜之间差异表达的
蛋白. 对其中之一热休克蛋白27(HSP27)进行
Western blot和免疫组织化学验证. 

结果: 筛选出42个具有明显表达差异的蛋白
质点, 质谱鉴定出10个差异表达蛋白, 包括
HSP27、二硫异构酶、核不均一核糖核蛋白
A2/B1、磷酸丙糖异构酶、丙酮酸激酶等 . 
Western blot和免疫组织化学结果证实HSP27
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■背景资料
大肠癌是最常见
的癌症类型之一, 
其肿瘤标志物为
研究热点, 蛋白质
组学被认为是在
整体蛋白表达分
析中的一种重要
技术并有助了解
基因功能.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科



在大肠癌中有过度表达, 提示其可能为重要的
肿瘤标志物.

结论: 大肠癌肿瘤组织与大肠正常黏膜之间
存在差异表达蛋白, HSP27在大肠癌中有异常
表达, 可能作为大肠癌发生、发展的候选生物
标志物.
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0  引言

大肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是第三大最

常见的癌症类型, 全世界癌症引起死亡位居第4
位. 全球每年有近100万大肠癌新发病例, 492 000
人因该病而死亡[1]. 大肠癌患者累计生存风险

达6%[2]. 最近的研究关注于肿瘤发生的遗传变

化. 但是, 一些独立的研究已表明, 转录水平的

研究存在明显缺点[3-5]. mRNA定量并不能精确

反应蛋白水平的差异[6]. 因此, 直接比较正常组

织与肿瘤间的差异蛋白质似乎更精确. 随着后

基因组时代的到来, 蛋白质组学被认为是在整

体蛋白表达分析中的一种重要技术并有助了解

基因功能[7]. 蛋白质组学借助一种高通量的鉴

定方式, 可研究由疾病过程中整体蛋白质的变

化, 因为他能够同时分析成千上万的修饰或未

修饰的蛋白质[8,9]. 所以蛋白质组学常应用于多

种癌症的标志物检测[10-17]. 虽然已有蛋白质组学

研究报道[18-20]结果略有差异, 原因可能是由于种

族差异、不同程度的质谱分析能力, 或特定的

蛋白质的技术问题. 二维凝胶电泳(2-dimension 
electrophoresis, 2-DE)仍然是许多研究蛋白质

组学的首选技术[21]. 因为他简单, 可靠性高, 所
包含信息量大以及便于掌握, 是最常用的方法. 
在合适条件下, 数千种蛋白质可以溶解在单一

的2-DE凝胶上, 便于大规模的研究差异表达分 
子[22]. 本研究目的是使用2-DE和MALDI-TOF/
TOF质谱技术检测新的大肠癌相关分子. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取在上海交通大学附属第六人民医

院普外科进行手术的大肠癌患者(术前未经任何

放、化疗, 无明显其他系统疾病者)6例, 对该组

患者的大肠黏膜组织进行蛋白质组学研究. 于
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术中切除肿瘤标本后剪取肿瘤处黏膜组织和距

肿瘤10 cm以上结肠黏膜组织(病理证实无肿瘤

浸润转移)各约2 g作为肿瘤组(Ca组)和正常黏膜

组(N组), 并立即转移至-70 ℃冰箱中保存.
1.2 方法 
1.2.1 蛋白提取和定量: 将患者的组织样品自

超低温冰箱取出、化冻后 ,  各取1  g左右 ,  用
生理盐水清洗干净后 ,  剪成1  m m×1  m m×

1 mm小块, 加入500 µL lysis Buffer(9.5 mol/L 
Urea, 4% CHAPS, 65 mmol/L DTT, 0.2% carrier 
ampholyte(3-10NL), 罗氏cooktail酶抑制剂, 使用

DOUNCE匀浆器进行匀浆, 然后超声破碎. 整个

过程在冰浴进行. 离心14 000 r/min, 1 h, 收集上

清. 使用Bio-Rad protein assay reagent定量, 采用

Bradford法. 将每组内6个样品等量合并, 重新定

量后分装成100 μg一管, 置于500 μL离心管中,  
-70 ℃低温保存. 
1.2.2 双向电泳: 将等量合并后的样品各作三块

凝胶, 每个样品上样100 μg. 第一向, 等电聚焦, 
EF为pH3-10非线性胶条, 电泳条件: 30 V 12 h, 
500 V 1 h, 1 000 V 1 h, 8 000 V 8 h, 500 V 4 h; 第
二向SDS-PAGE电泳, SDS-PAGE为12.5%的胶

(15 mA/胶 30 min, 30 mA/胶至溴酚蓝离胶下沿

0.5 cm). 
1.2.3 染色: 银染, 水洗5 min, 400 mL/L乙醇、

100 mL/L乙酸重复固定15 min, 重复2遍. 300 
mL/L乙醇、0.2%硫代硫酸钠、6.8%乙酸钠30 
min. 水洗5 min, 重复3遍. 2.5%碳酸钠, 0.04%的

甲醛溶液, 显影至背景出现, 1.46% EDTA溶液停

显10 min. 水洗3 min, 重复3遍. 
1.2.4 扫描、凝胶图像分析及统计分析: 凝胶通

过UMax Powerlook 2110XL扫描获得6张2-DE
图谱(每组3张, 共2组, 分别为正常黏膜组、肿

瘤组). 利用ImageMaster软件分析图谱, 将以上

2组图谱作比较, 蛋白点按照他们的相对体积 
(relative volume)进行定量分析, 据此来比较2组
2-D图谱上相同位置蛋白点的表达强度的差异. 
选取有至少1.5倍量变的蛋白斑点作为鉴定的差

异候选蛋白. 统计方法: 计算每组中同一蛋白点

在3张2-D图谱上相对体积(relative volume)的均

值, 统计分析2组的均值, 2组间的比较采用t检
验. 相对体积的计算按照如下方法: 每个点的体

积/胶上所有点的体积. 为了验证重复性, 2-DE分
别重复3次. 
1.2.5 质谱及生物信息学分析: 选取图像分析得

到的差异蛋白点, 切下差异点, 做胶内酶解, 通

www.wjgnet.com

■研发前沿
HSP27在大肠癌
的致癌过程中所
起的作用仍然不
清 ,  但 其 表 达 水
平在包括神经母
细胞瘤, 肝癌, 食
管腺癌和胃癌中
增加.
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过MALDI-TOF分析, 获得蛋白点的相应肽质

量指纹图谱, 将肽质量指纹数据通过因特网在

蛋白质序列库中进行搜索, 搜索软件为Mascot, 
数据库选择为NCBInr, 物种为人类(human), 以
Mowse分值为基础的概率(P)评价数据库搜寻结

果的质量, 分值大小表示鉴定蛋白属于随机匹

配的可能性, >63表明具有显著性意义. 
1.2.6 Western blot分析: 利用方法1.2.1所抽提

定量的蛋白质(各6个), 每份抽提的蛋白提取10 
μL, 加等体积的2×上样缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl pH6.8, 2% SDS, 10%甘油, 0.1%溴酚蓝, 1 
mol/L DTT), 沸水浴煮3 min点样于10%聚丙烯

酰胺凝胶进行SDS-PAGE电泳, 20 mA稳流电泳

3 h. SDS-PAGE电泳后, 剪取与凝胶大小一致的

硝酸纤维素膜及6张Whatman 3 mm滤纸, 浸于转

移缓冲液(48 mmol/L Tris-HCl pH8.3, 39 mmol/L
甘氨酸, 0.037% SDS)中5 min, 进行转膜. 将硝

纤膜取出置一平皿中, 加封闭液封闭后, 加入

经稀释的一抗(兔抗人HSP27, 多抗, 1∶1 000稀
释, abCAM公司), 4 ℃反应过夜, TBST漂洗3次. 
加入二抗(1∶10 000稀释, Santa Cruz公司), 室
温作用2 h. 取出膜后TBST充分漂洗, 加入ECL
显色液, 置于柯达活体成像仪中观察结果, 条件

设置为曝光5 min, CCD自动获取图片结果. 蛋
白表达值为条带的灰度值以β-actin(1∶1 000稀
释, Santa Cruz公司43 kDa)内参照校正. 待测蛋

白相对含量计算如下: 灰度值 = 条带面积×(条
带灰度-背景灰度); 相对含量 = 待测蛋白灰度值

/β-actin(内参)灰度值. 
1.2.7 免疫组织化学分析: 4 µm石蜡切片贴在涂

有切片黏合剂的载玻片上, 58 ℃烤24 h, 常规

脱蜡. 1% H2O2作用20 min或3% H2O2作用5-10 
min以消除内源性过氧化物酶的活性; 抗原修复

或酶消化(将切片置于0.01 mol/L pH6.0 CB(柠
檬酸缓冲液)中, 微波Ⅲ档(98 ℃), 10 min×2次, 
自然冷却至室温; PBS洗3 min×3次, 1%二抗 
(1∶400稀释)正常血清室温下封闭20 min. 然后

加适当稀释一抗(兔抗人HSP27, 多抗, 1∶50稀
释, abCAM公司), 37 ℃ 1-2 h; PBS洗3 min×3
次; 阴性对照组加入PBS代替一抗, EnVision试
剂37 ℃, 10-15 min; PBS洗3 min×3次; 0.04% 
DAB+0.03% H2O2显色8 min左右, 镜下控制显色

程度, 即时终止; 自来水洗3 min, 复染(苏木素衬

染30 s, 水洗, 盐酸乙醇蓝化2 S, 水洗, 微波蓝化), 
常规树脂封片; 结果, 阳性产物为棕黄色或棕褐

色, 背景为蓝色.
统计学处理 统计学分析采用SPSS11.5版本

软件.

2  结果

2.1 大肠癌组织与周围正常组织差异表达2-DE
谱 通过2-DE技术, 得到大肠癌蛋白质及邻近

正常组织蛋白表达谱. 对肿瘤和相应正常组织

的蛋白质谱进行比较, 检测出多种差异表达蛋

白. 应用Computer-assisted Image Master软件(GE 
healthcare)对差异表达蛋白进行定量和定性分

析, 蛋白表达强度差异在1.5倍以上者, 被认为差

异蛋白, 做进一步质谱分析(图1).
2.2 差异蛋白的质谱鉴定 筛选出42个具有明

显表达差异的蛋白质点, 对其中表达差异最显

著的13个点作MALDI-TOF质谱分析, 按照质

谱分析所得的肽指纹图谱及相对分子量和等

■相关报道
肿瘤差异蛋白组
已经成为研究肿
瘤潜在标志物的
重要手段之一, 其
能够一次性筛选
出多种蛋白以供
研究. 目前, 部分
研究已经通过肿
瘤差异蛋白组方
法 ,  检 测 出 了 多
种与恶性肿瘤发
病、进展及转移
相关的差异蛋白.
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图  1  两组组织2-DE图谱. A: 正常黏膜组

织; B: 大肠癌黏膜组织.
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电点 ,  通过对比网上数据库共检测出10个蛋

白, 包括HSP27、α-肌动蛋白(α-act in)、二硫

异构酶(disulfide isomerase, DI)、平滑肌蛋白

(smooth muscle protein)2个、核不均一核糖核

蛋白A2/B1(heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins A2/B1, HnRNP A2/B1)、磷酸丙糖异构酶

(triosephosphate isomerase, TIM)、丙酮酸激酶

(pyruvate kinase)、角蛋白9(Keratin 9)、角蛋白

复合体1(Keratin mixture 1). 表1列举了上述10个
蛋白的信息. 

上述差异蛋白中 ,  有5种蛋白在过去的大

肠癌蛋白组学研究未见报道, 他们是: HSP27、
DI、HnRNP A2/B1、T IM、丙酮酸激酶, 而
HSP27差异最为显著, 在癌组织中的表达量是正

常组织中的2.93倍. 图2、图3为HSP27的质谱检

测结果, 其在肿瘤中的表达水平较正常组织中

显著升高.
2.3 大肠癌中HSP27的高表达 Western blot验证

结果显示, 大肠癌组织中, HSP27明显升高, 癌
组织为0.5345±0.1364, 正常组织为0.3403±
0.0482(P  = 0.0092, 图4, 5). 这结果与2-DE结果相

符. 同时, 免疫组织化学证实, 大肠癌细胞质及

细胞核中可见HSP27的强染色, 周围间质中却很

少见相似的染色(图6), 这也从另一方面证实了

蛋白组学的研究结果.

3  讨论

大肠癌是消化系统常见的肿瘤, 其发病率和死

亡率无论在发达国家还是在发展中国家都呈上

升趋势, 而大肠癌的早期诊断及复发的早期检

测是其有效治疗的关键. 由于细胞的功能分子

是蛋白质, 所以蛋白分析较cDNA芯片更具临

床价值[30]. 对于肿瘤和正常组织, 比较蛋白组学

能检测出候选差异蛋白分子, 有助于肿瘤的诊

断、治疗等. 本研究的目的旨在找寻这些分子, 
为未来大肠癌的发病机制、诊断及治疗奠定基

础. 本研究中, 通过蛋白组学技术, 我们建立了

大肠癌及临近正常组织之间的差异表达蛋白谱, 
并且检测出了10个候选分子、大多数分子参

与细胞的生物学过程, 包括细胞增殖、转化、

凋亡、代谢、蛋白折叠 ,  构建细胞骨架等功

能. 其中的5个蛋白包括: HSP27、DI、HnRNP 
A2/B1、T IM、丙酮酸激酶在其他器官的恶性

肿瘤中有报道, 但在大肠癌中的表达未见报道. 
由于研究表明HSP27可能与大肠癌基因突变相 
关[23-29], 所以随后的研究更多关注于HSP27. 

HSP27属于热休克蛋白, 相对分子质量27 
kDa, 依据不同的磷酸化状态, 其在细胞内存在

不同的聚合体状态, 如单聚体、两聚体或多聚

体, 磷酸化则发生于丝裂原赖的蛋白激酶/p38途
径. HSP27在细胞生物学过程中参与细胞信号转

导, 从而影响细胞的分化、凋亡等. HSP27在大

肠癌的致癌过程中所起的作用仍然不清, 但其

表达水平在包括神经母细胞瘤[24], 肝癌[25], 食管

表  1  质谱分析检测出的10个差异表达蛋白

     
差异点号        Mowse分值        相对分子质量(Da)                      蛋白名称                   序列覆盖率(%)          pI

706	             78		       57 043	 二硫异构酶		        16	           6.10

1627	             69		       31 144	 核不均一核糖核蛋白A2/B1	       20	           9.14

1741	             72		       42 480	 α-肌动蛋白		        12	           5.23

1777	             83		       58 441	 丙酮酸激酶		        23	           7.58

1794	           127		       57 754	 角蛋白复合体1		        32	           6.95

2139	           188		       62 255	 角蛋白9			         28	           5.14

2282	             68		       22 826	 热休克蛋白27 		        25	           5.98

2300	             66		       22 518	 平滑肌蛋白 		          9	           8.56

2396	             79		       26 894	 磷酸丙糖异构酶		        10	           7.10

2412	             77		       22 518	 平滑肌蛋白		          9	           8.56
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图  2  经质谱分析所得的肽指纹图谱(HSP27).

■创新盘点
本 研 究 利 用 高
通 量 的 蛋 白 质
组 学 技 术 ,  结 合
Western blot与免
疫组织化学, 筛选
出了HSP27作为
候选标志物.
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腺癌[26]和胃癌[29]中增加. 作为不依赖ATP的分子

伴侣, HSP27通过抑制应激诱导及死亡受体诱导

的细胞凋亡途径而实现抗细胞凋亡作用[31]. 热休

克蛋白是一种多功能的细胞凋亡调节因子, 在
凋亡途径的多个节点进行调节[32]. HSP27的表达

水平增加可能引起肿瘤的抗宿主防御机制, 提
高肿瘤细胞转移潜力. 这也支持Parcellier等的

研究[33], 他们的结果提示HSP27能够促进磷酸化

IκBa水解和增强NF-κB的活性, 这可能说明其具

有抗凋亡的特性. 因此, HSP27具有致肿瘤作用

也不足为奇. 
高通量蛋白组学技术的出现, 将检测出更

多的新的分子生物标志物或蛋白质生物标志

物, 使恶性肿瘤的早期诊断更可靠, 并预测其

进展[34]. 在本研究中, 通过比较蛋白组学来寻

找大肠癌及相对正常大肠黏膜之间的差异表

达蛋白, 取得了一定的结果. 肿瘤标志物(tumor 

biomarker)是在肿瘤细胞或其周围组织中一系列

基因表达改变的结果, 例如病毒基因的插入、

DNA甲基化、染色体移位等导致细胞内分子水

平的改变, 从而产生肿瘤标志物. 肿瘤标志物检

Ca1  N1 Ca2 N2 Ca3  N3  Ca4 N4 Ca5 N5 Ca6  N6

HSP27

b-actin

图  4  两组中HSP27的Western blot分析结果. N: 正常黏膜

组织; Ca: 大肠癌黏膜组织.

图  3  NCBInr搜索结果.
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图  5  两组中HSP27的相对含量及两组平均值. N: 正常黏膜

组织; Ca: 大肠癌黏膜组织.
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■应用要点
本研究结果提示
HSP27为大肠癌的
一种潜在标志蛋
白, 为深入了解大
肠癌的发病机制
及抗凋亡能力提
供有价值的信息.
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测已成为继影像诊断和病理诊断之后临床最常

用的肿瘤诊断方法之一. 理想肿瘤标志物应具

有较强的肿瘤特异性, 并可检测出最小的病灶, 
能定量反映肿瘤负荷. 免疫印迹分析进一步证

实HSP27的双向电泳结果, 显示其在大肠癌组织

中显著高于正常大肠组织. 同时, 免疫组织化学

证实HSP27的细胞定位主要位于肿瘤细胞的细

胞质和细胞核内, 并不表达于周围间质. 以上研

究结果表明, 蛋白质组学研究结果可靠, 并认为

HSP27可能参与大肠癌癌变过程, 为大肠癌的一

种潜在标志物. 
通过差异蛋白质组学研究 ,  我们检测出

HSP27为大肠癌变过程的一个标志分子. 通过

HSP27及其他相关分子的深入研究, 将会为解释

“大肠腺瘤及腺癌序列”提供依据, 为大肠癌

早期诊断, 判断预后、协助治疗提供依据. 未来

的研究涉及通过干扰RNA技术阻断其表达, 来
观察细胞株的变化. 同时需要进一步研究来阐

明HSP27在肿瘤的发生中的具体作用, 并确认他

是否是针对肿瘤应激的快速反应分子, 或是大

肠癌进展的生物学标志物.
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