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暋暋乳腺癌是最常见的女性恶性肿瘤,尽管筛查、诊断、治疗方面有巨大的进

展,但发病机制仍不清楚。蛋白质组学是一个迅速发展的领域,可以探索乳腺

癌的异质性并同时从基因组中提供大量的信息。蛋白质组学为寻找与乳腺癌

诊断和预后密切相关的特异性生物学标志物、探讨乳腺癌的发生机制及早期

临床治疗提供了研究平台。

1暋蛋白组学概述

蛋白质组(proteome)的概念最早由澳大利亚的 Wikins和 Williams在

1994年首次提出,并于1995年7月在《Electrophoresis》上发表[1]。蛋白质组

是蛋白质和基因组两个词的结合,指基因组所表达的全部蛋白质,或理解为

1个细胞在特定生理或病理状态下表达的所有种类蛋白质。从研究目标看,
蛋白质组学可分为表达蛋白质组学和结构蛋白质组学,前者是对蛋白质功能

模式(目前主要集中在蛋白质相互作用网络关系)的研究,后者是对蛋白质表

达模式(或蛋白质组组成)的研究。研究流程大体可分为分离、鉴定、分析

三步。
蛋白质是基因的主要功能分子,也是医药工业重要的分子靶标[2灢4],对蛋

白质组的研究因此受到巨大的关注。蛋白质组学的研究试图比较细胞在不同

生理或病理条件下蛋白质表达的异同,对相关蛋白质进行分类和鉴定。传统

的蛋白质研究注重研究单一蛋白质,而蛋白质组学注重研究参与特定生理或

病理状态所有的蛋白质种类及其与周围环境的关系。二维聚丙烯酰胺凝胶电

泳、质谱技术是蛋白质组学最常用的两大技术。

2暋技术进展

以二维聚丙烯酰胺凝胶电泳(2灢DE)为基础的蛋白质组学技术,在阐明乳腺癌

潜在的发生机制、寻找与诊断、治疗、预后、耐药等有关分子靶标的研究中占有重要

地位。目前常用的样本主要有乳腺癌组织、细胞株、乳头吸出液、细胞间质及血清

等,研究样本的选择确定了蛋白质组的研究范围,对某一样本的研究,是蛋白质组
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研究时实际工作的体现。
常用的质谱有电喷雾电离质谱(ESI)和基质辅助的激光解吸电离灢飞行时

间质谱(MALDI灢TOF)。这两种质谱可成功地用于蛋白质等生物大分子分子

质量的测定,肽图的测定和蛋白质及多糖序列以及翻译后修饰的测定等方

面。其中在 MALDI基础上进行改进发展了表面增强激光解析离子化灢飞行

时间灢质谱技术(SELDI灢TOF灢MS)。其最大的特色在于样本无须进行精细分

离,粗样本可直接滴加到表面经过特殊修饰的芯片上,即可同时检测几千种蛋

白质,还可以发现样本中许多被掩盖的低浓度蛋白质,增加发现生物标记物的

机会,所以SELDI灢TOF灢MS技术更加适用于乳腺癌的研究,是近几年发展的

更新的技术,具有高灵敏度、高准确度、自动化等特点。

3暋蛋白质组学进展

3.1暋血清蛋白质组学在乳腺癌早期诊断中的应用

Villanueva等[5]利用一种包裹有 C8相的磁珠来结合血清中的蛋白,然

后用 MALDI灢TOF灢MS方法得到血清蛋白质组图谱,用此图谱不仅可以区分

21例乳腺癌患者和33例健康志愿者,还同时能区分乳腺癌、前列腺癌和膀胱

癌。将得到的诊断图谱(包括61种差异蛋白)进行鉴定后发现,这些蛋白是一

些血清中高丰度蛋白降解后的肤段,在血清形成过程中、凝血反应及补体激活

过程中会产生一些降解产物例如C3f、C4a、凝血因子桏等,它们可能被肿瘤所

释放出来的蛋白酶所切割,从而形成特定的降解片段。也就是说,得到的诊

断图谱可能是肿瘤特异蛋白酶通过切割高丰度蛋白将信号放大后产生的降解

组图谱。
血清蛋白质组学用于预测乳腺癌预后。Goncalves等[6]应用SELDI灢TOF灢

MS研究了81例早期乳腺癌患者的血清蛋白质组图谱,其中40个蛋白质在有

转移组和无转移组中有显著性差异表达。采用偏最小二乘法,最终得到了一个

由40个蛋白组成的蛋白质组预后预测图谱,其预测的灵敏度和特异度分别是

87%和76%;用留一法交叉验证法得到的灵敏度和特异性分别是87%和76%。
Goncalves等[6]又经鉴定认为,质量与电荷比值(M/Z值)为9192、81763的蛋白

分别是结合珠蛋白毩和转铁蛋白,它们在转移组中高表达;M/Z值为28284、
6647的蛋白分别是阿朴脂蛋白 A1和阿朴脂蛋白C1,它们在转移组中低表达;
M/Z值为8936的蛋白属于补体C3a的片段,它在转移组中低表达,和文献数据

中的BC3[7灢8]是一致的。Goncalves等[9]的一项回顾性研究显示,对81例早期乳

腺癌患者手术后、辅助化疗前采集的血清进行蛋白质组学分析后发现,与无瘤生

存的患者相比较,已发生复发或转移的患者中,M/Z值为9179的蛋白高表达,
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而 M/Z值为8936的蛋白低表达,提示这两种蛋白是独立的预后指标。
Ricolleau等[10]对60例淋巴结阴性早期乳腺癌(大多数没有接受辅助化疗)患者

进行随访研究,术后30例发生复发或转移,30例仍处于无瘤状态,他们使用

SELDI技术对肿瘤细胞提取液进行分析,发现了2个蛋白峰,经鉴定,分别是泛

素和铁蛋白轻链,当它们联合运用时具有良好的预后判断价值。
3.2暋细胞株在乳腺癌研究中的广泛应用

乳腺癌细胞株为体外培养的乳腺癌细胞疾病模型,乳腺癌细胞株作为研

究模型,其细胞成分单一,蛋白质样本获得容易,杂质少,分离鉴定较容易,并
且便于结果分析。乳腺癌细胞株是研究乳腺癌发病机制、寻找与临床有关的

重要生物学标记时使用最多的疾病模型。细胞凋亡是化疗药物发挥作用的关

键程序,与肿瘤坏死因子相关的细胞凋亡诱导的配体(TRAIL)可诱导许多肿

瘤细胞发生细胞凋亡。有些化疗药物与 TRAIL可产生协同作用,减少肿瘤

生长并诱导细胞凋亡,但有些肿瘤细胞对这些治疗应答性较差,所以有必要研

究预测治疗应答性的生物标志物。Leong等[11]使用SELDI灢TOF灢MS研究

TRAIL和依托泊苷作用于 MDA灢MB灢231和ZR灢75灢1乳腺癌细胞以及未转化

的 MCF灢10A细胞发现,TRAIL和依托泊苷可诱导细胞凋亡,在所有细胞系

中4~8h后可见细胞凋亡蛋白酶灢3升高,M/Z值为10090和8560的两个蛋

白显著下降,经鉴定分别为S100A6和泛素。说明S100A6和泛素可能是潜在

的预测细胞凋亡的指标,可用于监测抗肿瘤药物的疗效。Smith等[12]应用体

外细胞模型,对两组患者(MCF灢7乳腺癌细胞组和顺铂耐药组)进行 MALDI灢
TOF灢MS分析,发现有15种蛋白有表达差异。在顺铂耐药组,细胞角蛋白

17、热休克蛋白、核糖体蛋白等9种蛋白低表达,基质金属蛋白酶9、毬1蛋白酶

体等6种蛋白高表达,这些生物学标记物有待进一步临床验证。
3.3暋乳腺组织用于乳腺癌蛋白质组学研究

Luo等[13]使用2灢DE复合质谱分析有表达差异的浸润性导管癌与正常乳

腺组织的蛋白质,结果发现在乳腺癌中39个蛋白点可重复发生变化,通过质

谱及数据库搜寻进行鉴定,这些蛋白点代表25个不同的蛋白质,包括细胞防

御蛋白、与能量代谢及稳态有关的酶、蛋白质折叠与结构蛋白、细胞骨架与细

胞运动相关蛋白以及与其它功能相关的蛋白。另外,28个具有不同功能的非

差异表达蛋白也被鉴定,这可建立一个人类乳腺癌2灢DE参照图谱。此外,在
2灢DE及质谱技术研究结果基础上,进一步使用限制片段差异显示聚合酶链式

反应(RFDD灢PCR)对泛素灢蛋白酶体系统组成部分进行观察,发现乳腺癌组织

中该系统中多个组成部分在基因(如 SMT3A、PSMA1、PSMB5、PSMD1、
PSMD2、PSMD8、PSMD11、USP9X、USP9Y、USP10、USP25及 UBE3A)与
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蛋白质水平表达上调[14],证实乳腺癌中泛素灢蛋白酶体系统活动明显增强,乳
腺癌的发生发展可能与泛素灢蛋白酶体系统对p53蛋白等肿瘤发生因子的降

解加强有关,但具体的机制目前尚不完全清楚。Zhang等[15]对97例乳腺癌

患者的组织进行蛋白质组学分析,发现抗细胞角蛋白19抗体(CK19抗体)在
cerbB灢2基因阳性与阴性肿瘤中表达率分别为76.9%和48.0%,CK19抗体

在cerbB灢2基因阳性者明显高,说明CK19可能与细胞内和细胞间的信号传

递有关,进而导致肿瘤容易侵袭和转移。Vydra等[16]对23例乳腺癌患者上

皮细胞体外培养标本进行比较蛋白质组学分析,根据患者3年随访期内是否

出现远处转移,分为转移阳性组(7例)和阴性组,发现两组患者有3种蛋白表

达有显著差异,在发生远处转移的患者中,核磷蛋白升高,而2,3反式烯酰辅

酶 A 异构酶、谷胱甘肽过氧化物酶1下降。
3.4暋乳腺分泌物尤其是乳头抽取液(nippleaspiratefluid,NAF)在乳腺癌蛋

白质组学分析中的重要作用

Pawlik等[17]运用SELDI灢TOF技术对28份 NAF(23例栺~栻期单侧乳

腺癌患者,5例健康妇女)分析后发现,在乳腺癌患者的患侧乳腺和健侧乳腺

之间未发现显著差异;与健康志愿者相比,患侧乳腺有17个蛋白峰过表达

(P<0.0005),对侧乳腺也发现有2个蛋白峰过表达和1个蛋白峰低表达

(P<0.0027)。Alexander等[18]对10例乳腺癌患者以及10例非乳腺癌妇女

的NAF检测后发现3个蛋白峰在乳腺癌患者中呈正调节,并且被鉴定出分别

是巨囊性病液状蛋白(GCDFP灢15)、载脂蛋白 D(apoD)和毩1灢酸性糖蛋白

(AAG)。有报道认为,乳头吸出液蛋白是乳腺特异蛋白,浓度常比血液更高,
相对分子质量在6500~15940之间的蛋白有很高的敏感性与特异性,正常与

乳腺癌乳头吸出液间蛋白质表达存在明显差异,有意义的差异蛋白可预测乳

腺癌是否存在,因而乳头吸出液是乳腺癌早期检测的一种重要方式[19灢20]。
Alexander等[18]对正常乳腺与乳腺癌来源乳头吸出液样本进行蛋白质组比较

分析及ELISA验证,发现3个蛋白质在乳腺癌中表达上调,其中包括叶状蛋

白(GCDFP灢15)与毩1酸糖蛋白(AAG),并认为这两个蛋白表达与疾病的发生

和分期有关。乳头吸出液与其它样本来源蛋白质表达谱存在很大的差异,在
患有单侧浸润性乳腺癌妇女中,癌与非癌乳腺蛋白质表达模式是高度保守的,
独特的表达模式可能与病变范围有关,乳头吸出液高通量的蛋白质组学分析

可发现与乳腺癌发生发展相关的重要功能蛋白[21]。
3.5暋其他方面

最近有报道将乳腺癌患者的唾液作为研究对象。Streckfus等[22]对3组

人群(健康人群组、乳腺良性疾病组和乳腺原位导管癌组)的唾液进行蛋白质
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谱分析,共发现约130种蛋白,其中49种蛋白在健康组与乳腺癌和乳腺良性

疾病组之间表达有差异,提示唾液可能也是乳腺癌诊断的一个潜在标本。

4暋结语

蛋白质组学应用于乳腺癌仍处于起步阶段,蛋白质组学研究是近年兴起

的肿瘤研究的最前沿领域和热点之一,为肿瘤的研究提供了强有力的工具。
乳腺癌蛋白质组学的研究成果为发现对其早期诊断特异的肿瘤标志物、筛选

出敏感的药物治疗靶标以及研究细胞内信号转导通路得以阐释肿瘤的发病机

制提供重要的依据。它有一个光明的未来:(1)它可以鉴别具体治疗的目标。
(2)蛋白质是良好的标志。(3)蛋白质组学可轻易加上功能测试。抗体阵列或

细胞阵列都是对此的良好例证。(4)蛋白质组学适用于细胞的部分组成,如
核、膜和细胞器,这些组成值得特别关注。

在蛋白质组学可进入临床实践中之前一些问题仍然有待解决。首先是技

术本身的局限性;其次由于肿瘤组织内含有多种细胞成分,自身的复杂性给图

谱分析带来了极大的困难;另外缺少合适的正常组织和细胞与肿瘤组织和细

胞作对照。因此,发展高通量、高灵敏度、高准确性的研究技术平台是现在乃

至相当一段时间内蛋白质组学研究中的主要任务,更强调各种方法间的整合

和互补,以适应不同蛋白质的不同特征。
暰关键词暱暋乳腺肿瘤;蛋白质组学
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