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Abstract
AIM: To screen serum differentially expressed 
proteins in gastric cancer (GC) patients and 
search biomarkers for GC diagnosis.

METHODS: Forty-five serum samples from GC 
patients and 45 from normal controls were col-
lected. High-abundance proteins in serum were 

removed by immune-chromatography assay. 
Isobaric tags for relative and absolute quantita-
tion (iTRAQ) coupled with two-dimensional 
liquid chromatography/tandem mass spectrom-
etry (2D-LC-MS/MS) were used to analyze and 
identify differentially expressed serum proteins 
between the two groups. Bioinformatics was 
used to analyze the identified differentially 
expressed proteins, and the expression of rep-
resentative differential proteins was verified by 
Western blot.

RESULTS: The iTRAQ coupled with 2D-LC-
MS/MS analysis led to the identification of a 
total of 199 proteins, of which 17 were differ-
entially expressed proteins between the two 
groups, including 12 up-regulated ones and 5 
down-regulated ones in GC patients.These dif-
ferentially expressed proteins are involved in 
10 biological processes, 9 molecular functions 
and 2 cellular components. Western blot results 
showed that compared with the normal control 
controls, the expression of representative dif-
ferential protein ITIH4 in serum of GC patients 
was significantly up-regulated (1.7517 ± 0.247 
vs 1 ± 0, P < 0.05). 

CONCLUSION: ITIH4 may be used as a new 
potential biomarker for diagnosis of GC.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 筛选胃癌血清差异表达蛋白, 寻找胃癌
血清标志物.

■背景资料
目前诊断胃癌主
要依靠对有症状
患者行胃镜及手
术病理活检等方
法 ,  但 因 其 为 有
创检查,不能对胃
癌高危人群进行
筛 查 .  其 他 辅 助
诊断如血液生化
及影像学等检查
由于准确性等原
因 ,  不 能 如 实 反
映胃癌实际情况. 
临床上迫切需要
找到特异性及敏
感性更高的胃癌
诊断指标.

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
上海交大医学院
九院周浦分院
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方法:  采集胃癌患者血清和正常对照人群
血清各45例 ,  所有血清样本去除高丰度血
清蛋白质后 ,  采用相对和绝对定量同位素
标志(isobaric tags for relative and absolute 
q u a n t i t a t i o n, i T R A Q)技术联合二维液相
色谱-串联质谱(t w o-d i m e n s i o n a l l i q u i d 
chromatography/tandem mass spectrometry, 
2D-LC-MS/MS)分析和鉴定两组间的差异表
达蛋白; 采用生物信息学对差异蛋白进行分
析; 用Western blot对蛋白组中的代表性血清
差异表达蛋白进行表达验证.

结果: iTRAQ标记联合2D-LC-MS/MS分析一
共鉴定出10540条独特肽段, 对应199个非冗
余蛋白, 其中符合条件的差异蛋白17个, 其中
12个蛋白在胃癌患者中表达上调, 5个蛋白在
胃癌患者中表达下调. 17种差异表达蛋白参与
10种生物学过程、9种分子作用和2种细胞组
分, 涉及的5个生物代谢途径. Western blot结
果显示, 与正常对照人群相比, 代表性差异表
达蛋白ITIH4在胃癌患者血清中表达量上调, 
差异具有统计学意义(1.7517±0.247 vs  1±0, 
P <0.05).

结论: ITIH4可能是诊断胃癌新的潜在生物标
志物.

© 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: 胃癌(gastric cancer, GC)是严重危害人

类健康的常见病和多发病, 可见早期诊断的意义

尤为重要. 本研究通过iTRAQ结合2D-LC-MS/MS
筛选GC血清差异表达蛋白并通过Western blot
验证, 初步筛选得到ITIH4为GC差异表达蛋白, 
ITIH4可能是诊断GC的潜在生物标志物. 表明该

技术用于GC生物标志物的血清蛋白质组学研究

具有良好的前景.

韦春回, 赖铭裕, 莫喜晶. 基于iTRAQ结合2D-LC-MS/MS筛
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是人类常见的恶性肿瘤

之一, 居全球肿瘤发病率的第4位和肿瘤死亡率

的第2位[1], 在中国, 其发病率和死亡率分别为

第2和第3位[2]. 虽然近年来对胃癌的治疗取得

了进展, 其方法有手术、放化疗等, 但多数患者

出现临床症状时已处于中晚期并出现转移, 生
存率低, 有研究显示[3,4], 如果胃癌在早期就被

诊断, 患者的5年生存率可达约90%, 相反, 胃癌

中晚期患者的5年生存率不足10%. 因此早期发

现并治疗是提高胃癌疗效的关键因素. 近年来

已发现一些潜在标志物用于临床诊断肿瘤, 但
CEA、CA-199、CA72-4等用于诊断胃癌的特异

性和敏感性不高, 研究显示他们的敏感性仅为

18%-57%[5]. 因此目前诊断胃癌主要依靠对有症

状患者行影像学、胃镜及手术病理活检等方法, 
尚缺乏特异性标志物对胃癌高危人群进行筛查.

蛋白质组学(proteomics)是以全部蛋白质为

对象, 研究其组成及变化规律, 以了解机体生理

病理过程的科学[6]. 目前用于研究肿瘤的蛋白

质组学, 采用蛋白质组学技术为手段, 揭示肿瘤

发生的可能分子机制, 筛选出能用于临床的肿

瘤生物标志物及肿瘤生物治疗的靶标. 随着蛋

白质组学技术的迅速发展, 已有可能同时筛选

和疾病发生机制、临床诊断、治疗及预后相关

的差异表达蛋白[7]. 相对和绝对定量同位素标

志(isobaric tags for relative and absolute quantita-
tion, iTRAQ)技术是美国ABI公司于2004年研发

的一种新的多肽体外同位素标记相对和绝对定

量技术[8]. iTRAQ试剂由平衡基团、报告基团及

肽段反应基团等三部分构成. iTRAQ试剂由等

量异位标签构成, 他们的分子均量为145 kDa, 
其中报告基团的质量为114、115、116、117、
118、119、12和121 kDa. 自有学者[9]于2004年
首次应用iTRAQ标记技术筛选及鉴定野生型酵

母菌株及其同源突变株差异表达蛋白, 其结果

显示iTRAQ标记对蛋白质定量分析有较高的覆

盖率后, 该技术在生命科学领域特别是肿瘤研

究方面已得到广泛应用, 如在肺癌[10]、肝癌[11]、

口腔癌[12]、卵巢癌[13]、子宫癌[14]、结肠癌[15]等

的研究中均有采用iTRAQ标记技术筛选肿瘤标

志物和治疗靶标方面的报道, 但用于筛选胃癌

血清差异表达蛋白的研究报道较少. 
本研究采用iTRAQ标记联合二维液相色谱

-串联质谱(two-dimensional liquid chromatogra-
phy/tandem mass spectrometry, 2D-LC-MS/MS)
技术对胃癌患者和正常人群血清进行蛋白谱表

达研究, 筛选胃癌血清差异表达蛋白, 采用生物

信息学对血清差异蛋白进行分析, 并对差异蛋

白进行表达验证, 旨在寻找与胃癌相关的新的

潜在生物标志物.

■研发前沿
相 对 和 绝 对 定
量 同 位 素 标 志
(isobaric tags for 
relative and abso-
lute quantitation, 
iTRAQ)联合二维
液相色谱-串联质
谱(two-dimension-
al liquid chroma-
tography/tandem 
mass spectrometry, 
2D-LC-MS/MS)
技术是近年来最
新开发的一种定
量蛋白质组学技
术, 用于检测样品
中低丰度蛋白, 有
灵敏度高、蛋白
覆盖率高、重复
性好等优势. 通过
iTRAQ技术可能
为无创诊断胃癌
提供更多有价值
的标志物.
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1  材料和方法

1.1 材料 选取2011-02/2012-02广西医科大学第

一附属医院就诊的胃癌患者血清45例, 入选标

准为: (1) 经手术或胃镜活检病理确诊为胃癌患

者; (2)在本实验抽取血液前均未接受包括治疗

性手术、化放疗以及其他任何相关治疗; (3)排
除肝肾等其他脏器肿瘤以及急慢性感染性疾病. 
最终符合条件的男27例, 女18例; 年龄52-70岁, 
平均年龄59岁±10.53岁; 按胃癌第七版TNM分

期, Ⅰ期12例, Ⅱ期18例, Ⅲ期15例; 45例均为

低分化腺癌; 20例无淋巴结转移, 25例已有淋

巴结转移. 正常对照人群来自同时期广西医科

大学第一附属医院的健康体检者血清45例, 入
选标准为: (1)近半年内曾行胃镜检查, 报告显

示无明显异常; (2)无胃胀胃痛、反酸、嗳气等

不适主诉; (3)经血常规、尿常规、肝肾功能、

肿瘤生物标志物、心电图及腹部B超等检查排

除肝肾等其他脏器疾病以及急慢性感染性疾

病. 最终符合条件的男26例, 女19例; 年龄41-59
岁, 平均年龄47.53岁±5.69岁; 所有受试者均知

情同意, 实验经过获得医院伦理委员会审批. 多
重亲和MARS human 14色谱柱购自Aglient公
司; iTRAQ试剂盒、QSTAR XL质谱仪、Protein 
Pilot 4.2软件均购自美国应用生物系统公司; 乙
腈(A C N)、氯化钾、丙酮、甲酸等购自荷兰

Valkenswaard公司; 一抗: 山羊抗人ITIH4, 购自

美国Santa Cruz公司、二抗: 辣根酶标记兔抗山

羊IgG, 购自北京中杉金桥生物技术有限公司、

PVDF膜, 购自美国Milipore公司、液相色谱仪

RPCL(岛津20AD), 购自日本岛津公司; 强离子

交换柱, 2.1 mm×100 mm, 5 μm, 300Å, 购自美

国Nest Group, Inc.公司; 反相离子交换柱, ZOR-
BAX 300SB-C18  column(5 μm, 300Å, 0.1 mm ×
150mm)购自美国Microm公司; ECL化学发光底

物系统, 购自上海碧云天生物技术有限公司; 垂
直电泳槽, 购自美国Bio-Rad公司; 凝胶成像仪, 
购自上海梅特勒-托利多公司.
1.2 方法

1.2.1 样本采集与制备: 抽取4 mL空腹静脉血, 置
于采用血清分离管(serum separation tubes, SST)中, 
冰上凝结30 min后, 4 ℃离心10 min(2000 r/min), 
取上清液, 以200 μL分装入1.5 mL EP管中, 编号

后保存于-80 ℃超低温冰箱以备用.
1.2.2 去除高丰度蛋白: 按照多重亲和去除系统

human14色谱柱操作说明, 去除高丰度蛋白, 收
集到的馏分用冻干机浓缩.

1.2.3 脱盐和蛋白含量检测: 用3000 MWCO超

滤离心管, 加入50 mmol/L pH 8.5三乙胺碳酸

氢缓冲液, 反复3次, 脱盐和收集蛋白片段; 通
过bradford法进行蛋白定量, 每组低丰度蛋白取

100 μg/管, 冻干.
1.2.4 iTRAQ标记: 取各组样品各100 μg加入还

原试剂, 60 ℃反应1 h, 加入半胱氨酸封闭试剂室

温下放置10 min. 加入胰蛋白酶, 37 ℃酶解过夜, 
离心使样品沉至管底. 各管iTRAQ标记试剂分

别加入各管样品中, 室温下反应1 h. 加入三倍体

积超纯水, 使标记试剂分解, 标记和样品对应关

系为: iTRAQ 116: 胃癌组, iTRAQ 118: 正常对照

组. 将iTRAQ标记好的各组样品混合至低吸附

管, 真空离心蒸干, -80 ℃储存备用.
1.2.5 2D-LC-MS/MS: 不同标记的iTRAQ标记蛋

白样品混合, 经第一维强阳离子柱(SCX)分离, 
共收取20个馏分进行第二维分析; 第二维反相

色谱-质谱联用(RPLC-MS), 色谱分离90 min后
行质谱鉴定, MS扫描范围m/z 400-1800, MS/MS
扫描范围m/z 100-2000.
1.2.6 质谱数据分析: 采用Protein Pilot 4.2软件检

索质谱分析所得数据, 设置蛋白鉴定置信度为

95%, 即Prot Score>1.3, 且至少有一个肽段和库

中的肽段95%以上相匹配. 同时进行蛋白反库搜

索, 设置假阳性率(FDR)<5%, Ratio>1.6或Ratio< 
0.625即认为该蛋白存在表达差异.
1.2.7 生物信息学分析: 采用Uniprot数据库中的

注释信息分析iTRAQ筛选出来的血清差异表达

蛋白, 进行GO分析, 用Reactome数据库中的生物

代谢途径数据分析血清差异蛋白涉及生物代谢

途径. STRING9.0数据库构建参胃癌血清差异表

达蛋白相互作用网络图.
1.2.8 Western blot验证ITIH4蛋白的表达: 将20 μL
血清样品加入l×还原型上样缓冲液混匀, 变性, 
将样品加入凝胶孔道中进行电泳, 100 mA稳流

状态下转膜, 将蛋白转至PVDF膜, 用5%脱脂牛

奶封闭, 再把膜置于一抗(1∶500)稀释液中摇

床冰上孵育过夜, 次日用TBST洗膜后置于二抗

(1∶10000)稀释液中室温孵育1 h, 洗膜, 显影, 定
影, 经凝胶分析软件分析其灰度值, 计算ITIH4
蛋白在各组表达条带的灰度值, 两者灰度值的

比值反映各组蛋白的表达.  
统计学处理 应用SPSS16.0软件进行统计

学分析. 计量资料以mean±SD表示, 两样本均

数间的比较采用t检验. P <0.05为差异有统计学

意义.

■相关报道
Hendrick等采用
iTRAQ联合2D-
LC-MS/MS技术
研究胃癌AGS和
MKN7细胞株及
正常胃黏膜上皮
细胞蛋白时, 发现
43个差异表达蛋
白, 其中颗粒蛋白
GRN在胃癌细胞
株中高表达.
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■创新盘点
本研究运用血清
蛋白质组学技术
对胃癌患者和正
常人群血清进行
蛋白谱表达研究,
筛选胃癌血清差
异表达蛋白, 采用
生物信息学对血
清差异蛋白进行
分析, 并对差异蛋
白进行表达验证, 
发现ITIH4可以作
为胃癌血清候选
标志物.

2  结果

2.1 质谱鉴定结果 依据设定的ProteinPiot4.2软
件搜库条件要求, 共检测到10540个条独特肽

段, 199个非冗余蛋白质. 按Ratio>1.6(上调的

差异蛋白)或者Rat io<0.625(下调的差异蛋白)
的标准进一步筛选所鉴定的蛋白. 胃癌组与正

常对照组血清差异表达蛋白筛选, 共筛选出17
个差异蛋白, 其中补体C4-B(C4B)、载脂蛋白

B-100(APOB)、抗凝血酶III(SERPINC1)、α胰

蛋白酶抑制剂重链H4(ITIH4)、α-1-抗胰蛋白

酶(SERPINA1)等12个蛋白在胃癌患者中表达

上调, 纤连蛋白(FN1)、α胰蛋白酶抑制剂重链

H1(ITIH1)、α胰蛋白酶抑制剂重链H2(ITIH2)、
角蛋白, Ⅱ型细胞骨架1(KRT1)和纤胶凝蛋白

2(FCN2), 共5个蛋白在胃癌患者中表达下调(表1), 
其中代表性差异蛋白ITIH4的肽段相对定量信

息(图1).
2.2 生物信息学分析 通过Uniprot数据库中的注

释信息对本实验获得的17种差异表达蛋白进行

GO分析, 这些蛋白主要参与10种生物学过程、9
种分子作用和2种细胞组分(表1). 使用Reactome
数据库中的生物代谢途径数据分析血清差异蛋

白涉及的5个生物代谢途径: 免疫系统代谢途

径、止血代谢途径、脂质与脂蛋白代谢途径、

信号转导代谢途径以及跨膜转运小分子代谢途

径. 蛋白质相互作用网络图可见大部分差异蛋

白存在相互作用(图2).

2.3 Western blot 经条带灰度分析, 与正常对照组

相比, 胃癌组ITIH4蛋白条带明显增强, 蛋白表

达量上调, 差异具有统计学意义(1.7517±0.247 
vs  1±0, P <0.05)(图3), 蛋白表达趋势与质谱鉴定

结果一致.

3  讨论

iTRAQ标记技术是近年来新开发的定量蛋白质

组学研究方法, 对差异蛋白有良好的定量鉴定

效果, 且操作重复性高, 可同时对四种或八种复

杂样品、细胞裂解液、细胞器、组织及血清

等不同样品进行相对和绝对定量分析, 可标记

样本中所用的蛋白质且其报告离子的分子量

小(113-121 kDa), 既提高了蛋白的覆盖率也提

高了质谱检测的灵敏度, 适合用于筛选和鉴定

生物标志物. 近年来已有学者采用iTRAQ技术

表  1  胃癌组与正常对照组血清差异表达蛋白筛选结果

     蛋白名称     116:118 生物学过程 分子作用 细胞组分

补体C4-B   1.94089 补体激活 肽链内切酶抑制 细胞外区

载脂蛋白B   1.6904 脂质代谢过程 脂质转运 细胞外区

纤连蛋白   0.4285 细胞黏附 蛋白结合 细胞外区

抗凝血酶III   2.8576 血液凝固 丝氨酸型肽链内切酶抑制剂 细胞外区

载脂蛋白A1   1.8197 脂质代谢过程 脂质转运 细胞外区

α胰蛋白酶抑制剂重链H1   0.4447 肽酶活性的负调控 丝氨酸型肽链内切酶抑制剂 细胞外区

α胰蛋白酶抑制剂重链H2   0.4699 肽酶活性的负调控 丝氨酸型肽链内切酶抑制剂 细胞外区

α胰蛋白酶抑制剂重链H3   3.0479 肽酶活性的负调控 丝氨酸型肽链内切酶抑制剂 细胞外区

α胰蛋白酶抑制剂重链H4   2.5822 肽酶活性的负调控 丝氨酸型肽链内切酶抑制剂 细胞外区

α抗胰蛋白酶   3.1915 血液凝固 蛋白结合 细胞外区

补体C6   1.6596 免疫反应 蛋白结合 细胞外区

纤胶凝蛋白2   0.4285 补体激活 钙依赖蛋白结合 细胞外区

脂多糖结合蛋白   1.8879 非特异性免疫反应 蛋白结合 细胞外区

血清淀粉样蛋白A 17.2187 急性期反应 g蛋白耦合受体结合 细胞外区

角蛋白, II型细胞骨架1   0.0787 补体激活 受体激活 中间纤维

C反应蛋白   5.8076 炎症反应 蛋白结合 细胞外区

血浆铜蓝蛋白   3.4040 离子转运 铁氧化酶 细胞外区
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图  1  来自ITIH4的匹配肽段NPLVWVHA的串级图谱及iTRAQ
定量信息.
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筛选出一些肿瘤生物标志物, 如筛选出真核翻

译延长因子1A1(eEF1A1)、溶酶体相关膜蛋白

1(LAMP-1)及前梯度同源蛋白2(AGR2), 分别

可作为前列腺癌[16]、卵巢癌[17]及肺腺癌[10]的生

物标志物, 也有iTRAQ标记技术用于胃癌差异

蛋白的研究, 而其中对于胃癌细胞的研究占大

多数. 例如, 有学者[18]采用iTRAQ联合2D-LC-
MALDI-TOF/TOF MS技术对胃癌细胞株进行研

究认为钙结合蛋白(caldesmon)可作为一个潜在

胃癌转移相关蛋白; Loei等[19]iTRAQ联合2D-LC-
MS/MS技术检测胃癌细胞株蛋白谱, 共鉴定出

47中差异表达蛋白; Yang等[20]采用iTRAQ联合

串联质谱技术对胃癌细胞株进行研究发现组织

蛋白酶s(cathepsin s)在胃癌细胞转移和浸润方面

发挥重要作用; Deng等[21]采用iTRAQ联合ESI-
Q-TOF-MS技术发现可溶抗药性相关钙结合蛋

白(sorcin)在胃癌细胞中表达上调. 而血液样品

采集方便, 对受试者损伤小, 较易接受, 且由于

机体代谢时, 血液作为载体为组织及器官供输

营养物质并带走代谢产物, 可较真实的反应机

体的生理病理状态. 因此, 对血液标本的研究在

探索肿瘤发病机制及寻找肿瘤生物标志物等方

面存在巨大潜能.
本研究采用iTRAQ标记联合2D-LC-MS/MS

技术筛选出胃癌患者和正常人群血清中的17种
差异表达蛋白, 其中12种蛋白表达上调, 5种蛋

白表达下调, 采用GO分析显示这些蛋白主要参

与10种生物学过程、9种分子作用和2种细胞组

分; 生物代谢途径数据分析显示涉及5个生物代

谢途径: 免疫系统代谢途径、止血代谢途径、

脂质与脂蛋白代谢途径、信号转导代谢途径以

及跨膜转运小分子代谢途径, 提示胃癌的发生

发展可能与上述5种代谢途径密切相关; 蛋白质

相互作用网络图显示大部分表达蛋白存在相互

联系; Western blot验证代表性差异蛋白ITIH4的
表达, 结果显示, 其蛋白表达趋势与质谱鉴定结

果一致.
ITIH4又称血浆激肽释放酶敏感糖蛋白, 是

新发现的间α胰蛋白酶抑制剂重链家族成员 , 
其相对分子量为120 kDa[22,23], 和其他家族成员

(ITIH1-3, ITIH5-7)不同, ITIH4以重链亚型的形

式存在血液中[24], 易被血浆激肽释放酶系统裂解

为25和85 kDa的片段, 后者可进一步裂解为57和
28 kDa的片段[25], 而至今尚未有检测到28 kDa的
片段的研究报道, 提示其可能裂解为无法检测

到的更小片段.
目前, ITIH4蛋白的确切作用仍然不清楚, 

Piñeiro等[26]认为ITIH4是一个急性期反应蛋白, 
在手术后患者的血清样本中明显升高. 报道显

示ITIH4与急性反应期发展中的细胞增殖和迁

移有关, 在感染和炎症发展过程中发挥重要作

用[27]. Saroha等[25]研究结果显示ITIH4蛋白在类

风湿性关节炎患者血浆中表达升高. 也有研究

结果证实ITIH4蛋白在路易体痴呆患者脑脊液

中表达升高[28]. 大量研究显示, ITIH4还和肿瘤

有密切关系. Song等[29]采用MALDI-TOF-MS技

■应用要点
深入研究胃癌的
候选血清标志物
在胃癌发生发展
过程的作用, 将为
胃癌的无创诊断
提供新的思路.
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图  2  胃癌血清差异表达蛋白相互作用网络图.
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图  3  不同人群血清中 ITIH4蛋白的表达. A: Western blot检

测结果; B: 蛋白相对表达直方图. 1: 胃癌患者; 2: 正常对照

人群.
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术发现ITIH4片段在乳腺癌患者和前列腺癌患

者血清中表达上调, 对ITIH4完整蛋白和肿瘤关

系的研究也有报道, 有学者[30]采用iTRAQ联合

2D-LC-MS/MS技术对乳腺癌患者血清进行检

测, 发现ITIH4表达升高. 目前, 研究ITIH4和胃

癌的关系报道较少, Hamm等[23]采用RT-PCR技
术检测ITIH4 mRNA在胃部肿瘤组织表达的研

究显示ITIH4在63%的胃部肿瘤组织中表达下

调, 在其余的胃癌组织中表达上调. 而本研究应

用Western blot分析胃癌患者血清发现ITIH4蛋
白表达比正常对照人群升高, 提示ITIH4和胃癌

的发生发展有着密切关系, 其结果与蛋白质谱

鉴定结果一致, ITIH4可能是诊断胃癌的潜在生

物标志物. 
总之, 本研究通过iTRAQ结合2D-LC-MS/

MS筛选胃癌血清差异表达蛋白并通过Western 
blot验证, 初步筛选得到ITIH4为胃癌差异表达

蛋白, 表明该技术用于胃癌生物标志物的血清

蛋白质组学研究具有良好的前景. 但这些蛋白

在胃癌发生、发展中的作用尚未完全清楚, 需
要进一步评价该血清差异蛋白作为诊断胃癌的

候选标志物的可靠性.
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