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Abstract 
AIM: To identify colorectal adenocarcinoma 
associated protein molecular markers by com-
paring well-differentiated colorectal adenocar-
cinoma with adenoma using mass spectrometry 
imaging technology. 

METHODS: Frozen tissue sections of human 
colorectal adenocarcinoma and colon adenoma 
was scanned by mass spectrometry imaging 
for polypeptide distribution information in 
situ. Mass spectrum analysis conditions were 
linear positive ion mode, laser energy range of 
30%-50%, irradiated 100 times, and spot range of 
200 μm. Genetic algorithm was used to calculate 
peak area. Significantly differential peaks be-
tween the two groups were identified by using 
the t-test.

RESULTS: Compared with colorectal adenoma, 
16 protein molecules were significantly differen-
tially expressed in well-differentiated colorectal 
adenocarcinoma, including 7 up-regulated and 9 
down-regulated.

CONCLUSION: Mass spectrometry imaging 
allows to identify significantly differentially 
expressed proteins between colorectal adenocar-
cinoma and colon adenoma, and these identified 
molecules may have important roles in the de-
velopment of colorectal adenocarcinoma.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要 
目的: 采用质谱成像技术比较大肠高分化腺

■背景资料
生物组织质谱成
像是基于最新的
生 物 质 谱 技 术 . 
他能够在组织水
平、细胞及亚细
胞水平对特定分
子的分布情况进
行扫描分析进而
获得该分子的分
布图. 不需要特殊
标记和复杂的样
本处理, 不需将样
本中的多肽、蛋
白质等提取出来, 
可以直接得到蛋
白质、多肽的原
位分布信息, 目前
已被广泛用于蛋
白质组、脂组和
药物代谢等研究
领域.

■同行评议者
白 雪 巍 ,  副 主 任
医 师 ,  哈 尔 滨 医
科大学
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癌组织与腺瘤组织的蛋白质组表达差异, 寻找
大肠腺癌相关的蛋白质分子标志物. 

方法: 应用质谱成像技术对人体大肠腺癌组
织和大肠腺瘤组织冰冻切片进行质谱扫描, 得
到蛋白质、多肽的原位分布信息, 初步建立了
以质谱成像技术寻找大肠高分化腺癌与腺瘤
中差异蛋白的方法. 质谱成像切片制备: 常规
10 μm冰冻切片, 用含0.1%三氟乙酸的50%乙
腈水溶液配制成15 g/L的α-腈基-4-羟基肉桂
酸(α-cyano-4-hydroxycinnamic-acid, CHCA)基
质均匀喷洒. 质谱分析条件: 线性正离子模式, 
激光能量范围30%-50%, 照射100次, 采样点距
200 μm. 获取到的质谱图采用遗传算法计算
峰面积. 用峰面积来确定两组之间的差异分
子. 采用t检验比较两组间峰差异的显著性. 

结果: 与大肠腺瘤比较, 大肠高分化腺癌有
显著差异蛋白分子共16个, 其中上调7个, 下
调9个. 

结论: 质谱成像技术用于大肠高分化腺癌与
大肠腺瘤蛋白质组对照研究能够直观反映出
大肠高分化腺癌与大肠腺瘤间的蛋白质分子
差异, 这些差异分子可能与大肠腺癌的发生、

发展相关. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 本文采用质谱成像技术对人组织切片

进行研究, 探索样品制备方法、质谱检测技术条

件, 初步建立了以质谱成像技术比较研究大肠高

分化腺癌与大肠腺瘤差异蛋白的方法. 在实验中,
与大肠腺瘤比较, 大肠高分化腺癌有显著差异蛋

白多肽分子共16个, 其中上调7个, 下调9个. 从大

肠腺瘤演变、发展到高分化腺癌 癌这一阶段蛋

白质组发生了改变, 出现了差异蛋白标志物. 而
这些标志物, 可能与大肠腺癌的发生、发展相关, 
可能具有重要的生物学意义.
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0  引言

大肠腺癌是胃肠道常见的恶性肿瘤, 据美国统

计, 大肠癌占所有恶性肿瘤发病率和死亡率的

第2位 [1].  大肠腺癌的发生、发展是多基因参

与、多阶段、多步骤的过程, 涉及分子遗传学

和组织形态学的改变. 与大肠腺癌相关的癌前

病变包括腺瘤、非腺瘤性息肉病和炎症性肠病, 
目前发现95%的早期大肠癌与腺瘤有关. 

生物组织质谱成像是基于最新的生物质谱

和蛋白质组学、代谢组学技术发展起来的分子

成像技术. 他能够在组织水平、细胞及亚细胞

水平对特定分子的分布情况进行扫描分析进而

获得该分子的分布图[2-5]不需要特殊标记和复杂

的样本处理, 不需将样本中的多肽、蛋白质等

提取出来, 可以直接得到蛋白质、多肽的原位

分布信息, 目前已被广泛用于蛋白质组[6-8]、脂

组[9,10]和药物代谢[11,12]等研究领域.
本研究采用质谱成像技术比较大肠高分化

腺癌与大肠腺瘤的蛋白质组表达差异, 寻找与

大肠腺癌相关的蛋白质, 为进一步研究、筛选

大肠腺癌相对特异、敏感的蛋白质和肿瘤蛋白

质组学研究提供新的方法和思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 基质α-腈基-4-羟基肉桂酸(α-cyano-
4-hydroxycinnamic-acid, CHCA)纯度98.5%、乙

腈(acetonitrile, ACN)、三氟乙酸(trifluoroacetic 
acid, TFA)、无水乙醇(C2H5OH)均为色谱纯, 以
上均购自美国Sigma公司. HM525冰冻组织切片

机: 德国美康公司; AutoFlex MALDI-TOF-MS: 
德国布鲁克公司; 基质喷雾器: 德国布鲁克公司; 
-80 ℃低温冰箱: 日本三洋公司. 质谱成像软件

Fleximaging、Flexcontrol质谱操控软件和差异

分析软件ClinProtools2.0: 德国布鲁克公司. 
1.2 方法

1.2.1 常规冰冻切片、HE染色: (1)手术送检大

肠癌与腺瘤标本, 不经固定, 用消毒手术刀片切

取组织, 厚度为3 mm, 消毒干纱布拭去血水, 将
组织轻轻包入铝箔, 用液氮预冷后转至-80 ℃低

温冰箱储存; (2)预冷组织支承器, 在其表面滴少

许去离子水, 将-80 ℃低温冰箱内储存的大肠高

分化腺癌与大肠腺瘤标本黏附于组织支承器上, 
不使用包埋剂, 切片厚度5 μm, 将制备好的切片

黏附至普通的载玻片上; (3)染色方法: 切片固定

1 min, 水洗5 min, 染苏木素3 min, 盐酸酒精分化

10 s, 氨水中返蓝20 s, 伊红染色10-20 s, 梯度乙

醇脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封固. 制备完成

的切片由2名高年资的病理医生审核, 确诊为大

肠高分化腺癌与大肠腺瘤的标本入组进行下面

实验, 每组5例. 诊断标准[13]: (1)高分化腺癌: 肿
瘤呈浸润性生长, 突破黏膜肌层侵及黏膜下层

■研发前沿
目前采用蛋白质
组学技术研究和
探索大肠癌诊断
标志物、进行早
期筛查是研究的
热点. 质谱成像技
术能够提供蛋白
多肽分子在组织
中空间分布的精
确 信 息 ,  准 确 定
位, 并对蛋白含量
进行相对定量. 但
目前该技术出峰
率较低、蛋白后
续鉴定困难、价
格昂贵都限制了
其应用.
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和肌层, 腺样结构超过肿瘤的95%; (2)腺瘤: 呈
息肉状生长, 组织富于细胞、核大且深染、不

同程度的核复层并缺乏极向, 无组织浸润.
1.2.2 质谱成像组织切片样品制备: 上述确诊

大肠高分化腺癌组织与大肠腺瘤组织分别于

-20 ℃在冰冻切片机上制作冰冻切片, 组织不使

用包埋剂, 切片厚度10 μm. 将组织切片直接从

切片刀黏附到专用导电载玻片的导电面上, 然
后将载玻片放入真空干燥器内室温干燥5 min. 
取出已干燥切片, 将其缓慢放入700 mL/L乙醇

中泡洗1-2次, 每次15-30 s, 再缓慢放入950 mL/L
乙醇泡洗15 s[14,15]. 
1.2.3 质谱成像切片基质覆盖: 用含0.1%TFA的

50%ACN水溶液配制成15 g/L的CHCA基质溶

液. 取上述制备好的载玻片, 放置于基质喷雾器

中, 调整好喷雾距离, 将基质溶液均匀喷洒覆盖

于组织表面. 结束后, 将载玻片置于室温下自然

干燥. 干燥后的载玻片用导电胶带贴在MALDI
不锈钢靶板上, 送入质谱仪分析. 
1.2.4 质谱扫描和数据分析: 使用Bluker公司Fl-
excontrol质谱操控软件, 设置质谱扫描条件: 线
性正离子模式, 激光能量范围30%-50%, 每个采

样点照射100次, 采样点距200 μm, 质量扫描范

围m/z 1000-20000. 
统计学处理 Clinprotools2.0分析软件中, 采

用遗传算法, 分别计算出腺癌组和腺瘤组的平

均质谱峰值, 自动计算峰面积. 用峰面积来确定

两组之间的差异分子. 采用t检验确定两组之间

P <0.01的质谱峰为显著差异峰.

2  结果

2.1 常规冰冻切片、HE染色结果 制备完成的切

片经由2名高年资的病理医生审核, 选取确诊为

大肠高分化腺癌和大肠腺瘤的标本各5例(图1), 
进行质谱成像实验. 

2.2 质谱扫描和数据分析结果 质谱扫描得到大肠

高分化腺癌和大肠腺瘤质谱峰图(图2), 可见, 大肠

高分化腺癌和大肠腺瘤质谱峰图簇峰基本集中于

在m/z 1500-11000之间. 差异分析结果为: 与大肠

腺瘤比较, 大肠高分化腺癌有显著差异蛋白多肽

共16个, 其中上调7个, 下调9个(表1, 图3). 部分多

肽分子显著高表达于高分化腺癌组织中(图4).

3  讨论

质谱成像技术是一种全新的分子成像技术, 他
可在组织切片中同时找到多种蛋白多肽分子, 
与双向凝胶电泳、毛细血管电泳、蛋白芯片等

蛋白质组学技术相比, 其最大的优势是能够提

供蛋白多肽分子在组织中空间分布的精确信息, 
准确定位, 并对蛋白含量进行相对定量. 

医学影像学技术已经成为临床诊断的必备

手段, 但是绝大部分不能在分子水平上提供组

织成分的分布信息, 而质谱成像技术能在分子

水平上发现病变组织的标志物. 质谱成像技术

在疾病机制的研究中已经有着广泛的应用, 目
前研究涉及的疾病包括帕金森病[16]、阿尔茨海

默氏症[17]、法布里病[18]、乳腺癌[19]、黑色素瘤
[20]、卵巢癌[21]、结肠癌[22]等.

目前, 在临床病理诊断中, 对大肠腺瘤与腺

癌的鉴别, 基本都依赖于病理医生的经验, 当送

检材料不足时, 往往会造成诊断的困难, 导致临

床处置进退两难. 目前为止, 大肠肿瘤仍缺乏肿

瘤特异性标志物[23], 临床常用的大肠肿瘤诊断标

志物(如CEA)特异性低、敏感性差, 不能用于早

期诊断. 目前发现95%的早期大肠癌与腺瘤有关. 
很多学者认为由正常上皮发展为大肠癌一般需

经过上皮过度增生、腺瘤期(早、中、晚期)、癌

变及癌浸润和转移等阶段[24], 这是一个多阶段、

多基因改变的、复杂的积累过程, 而这些改变最

终会体现在蛋白表达的差异, 此进程需10-15年, 

■创新盘点
该实验采用质谱
成像技术对人体
组织切片进行研
究, 探索样品制备
方法、质谱检测
等技术条件, 初步
建立了以质谱成
像技术比较研究
大肠高分化腺癌
与大肠腺瘤差异
蛋白的方法.

A B

图  1  组织冰冻切片(HE染色×100). A: 大肠高分化腺癌; B: 大肠腺瘤. 
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■应用要点
在临床病理诊断
中, 对大肠腺瘤与
腺癌的鉴别, 基本
都依赖于病理医
生的经验,当送检
材料不足时, 往往
会造成诊断的困
难, 导致临床处置
进退两难. 以质谱
成像技术比较研
究大肠高分化腺
癌与大肠腺瘤差
异蛋白, 为临床病
理诊断提供了新
的思路. 在常规光
镜难以明确诊断
及判断预后的疾
病 ,  如 甲 状 腺 滤
泡癌、消化系神
经内分泌肿瘤、
胰腺实性-假乳头
状肿瘤、子宫增
生活跃的平滑肌
瘤、微小浸润和
转移癌等将有良
好的应用前景.

而从腺瘤发展到癌又是其中最关键的一步. de 
Wit等[25]采取凝胶电泳、纳米液相色谱和串联质

谱技术对结肠癌与腺瘤细胞膜表面蛋白研究中

发现44种差异蛋白. Luo等[26]采用2-D双向凝胶电

泳技术在对腺瘤与结肠癌和正常黏膜的蛋白质

组比较研究中发现24种差异蛋白. Choi等[27]采用

2-D双向凝胶电泳技术在对结肠癌和结肠腺瘤患

者血清蛋白质组比较研究中发现结肠癌患者血

图  3  统计分析具有显著差异的蛋白多肽举例.
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清有11种蛋白表达增高, 13种表达下降.
本工作采用质谱成像技术对人组织切片进

行研究, 探索样品制备方法、质谱检测技术条

件, 初步建立了以质谱成像技术比较研究大肠

高分化腺癌与大肠腺瘤差异蛋白的方法. 在实

验中, 与大肠腺瘤比较, 大肠高分化腺癌有显著

差异蛋白多肽分子共16个, 其中上调7个, 下调9
个. 从一个方面证实从大肠腺瘤演变、发展到

高分化腺癌这一阶段蛋白质组发生了改变, 出

现了差异蛋白标志物. 而这些标志物, 可能与大

肠腺癌的发生、发展相关, 可能具有重要的生

物学意义. 但目前对组织中蛋白质和多肽直接

鉴定, 还是研究的难点问题[28-31], 原位酶切技术

的应用可以提高鉴定的成功率. 
目前为止, 质谱成像技术还处于起步阶段, 

样品制备、质谱条件、数据处理等方面还需要

进一步探索、改进和完善. 随着该技术的日趋

成熟, 鉴定组织中特异性分布的蛋白质和多肽, 
以及对其功能进行验证, 也将是质谱成像技术

的一个重要发展方向. 
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                                                                                                                                • 消息 •

中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 


