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Abstract
Pancreatic cancer is one kind of devastating 
diseases. Those patients without nonspecific 
symptoms at early stage had mostly lost the op-
porunity of surgical therapy when pancreatic 
cancer was detected at advanced stage. Rapid 
growth of proteomic technologies provides pos-
sibilities to study etiopathogenesis, and screen 
early diagnostic and prognosis biomarkers of 
pancreatic cancer. In this paper, the application 
of proteomic techniques in cell lines, tissues, 
serum and pancreatic juice from patients with 
pancreatic cancer is reviewed briefly.
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摘要
胰腺癌是一种十分凶险的恶性肿瘤. 胰腺癌早
期症状不明显, 临床确诊的患者多已处于中晚
期, 大多失去手术治疗机会. 蛋白质组技术的
快速发展为研究胰腺癌发病机制、发现早期
诊断和预后的生物标志物提供了可能. 本文就
蛋白质组学技术在胰腺癌细胞系、组织、血
清和胰液等方面的应用作一综述.
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0  引言

胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一 .  在
西方国家他是第四大恶性肿瘤, 5 a存活率不

足1%[1]; 在中国是第六大恶性肿瘤, 5 a存活率

1%-3%[2]. 近年来发病率呈现明显上升趋势. 虽
然现阶段诊断胰腺癌的标志物CA19-9[3-5], CA50, 
CA125, CA242, K-ras[6-8], p53[9-11], CD44v6和端粒

酶[12-16]等已在临床中应用, 但无论是利用单个或

是组合标志物进行胰腺癌早期诊断, 其检测灵

敏性和准确性都不高. 蛋白质组学技术[17-21]的迅

速发展, 为攻克胰腺癌等重大疾病提供了可能. 
本文就蛋白质组学技术在胰腺癌方面的研究结

果作一综述.

1  蛋白质组学技术

蛋白质组(proteome)一词最早由澳大利亚学者

Wilkins et a l [22]于1994年提出, 并首次出现在

1995年的Biotechnology and Genetic Engineering 
Reviews杂志上, 指的是由一个基因组(genome)
或一个细胞、组织表达的所有蛋白质. 蛋白质

组学(proteomics)是在蛋白质水平上定量、动

态、整体性地研究生物体. 他旨在阐明生物体

全部蛋白质的表达模式及功能模式, 其内容包

®

■背景资料
本文简述蛋白质
组学相关技术及
筛选胰腺癌生物
标志物的研究进
展. 
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括蛋白质的定性鉴定、定量检测、细胞内定

位、相互作用研究等, 最终揭示蛋白质功能, 是
基因组DNA序列与基因功能之间的桥梁. 当前

蛋白质组学的研究策略主要有: “bottom-up”
策略[23-24], 他是指从细胞、组织、体液中提取出

的蛋白质混合物酶切后得到更为复杂的多肽混

合物, 经多维高效液相色谱分离后进行串联质

谱鉴定获得肽段序列信息, 再搜索蛋白数据库

和人工释图确定最后的鉴定结果[25-28], 虽然此方

法相对简单, 但是也有不足: (1)由于蛋白酶解产

生大量的肽段, 致使原始样品的复杂性显著增

高; (2)不同实验室之间很难获得高重复性; (3)
蛋白质的鉴定依赖于对少数肽段的分析, 可能

导致蛋白质修饰信息的丢失. “bottom-up”适

合于研究mRNA是单顺反子的微生物[29]. “top-
down” 策略, 即对蛋白质混合物分离后在蛋白

水平上直接分析[30-32], 当前有几种因素限制这种

策略的广泛应用: (1)目前的分离技术还不能把

较复杂的蛋白混合物分离成单个蛋白质组分后

进行质谱鉴定; (2)现阶段质谱直接鉴定的蛋白

质分子质量最大能到229 kDa[33]; (3)自动化程度

低; (4)费用高、耗费时间. 鉴于以上几点的限制, 
当前一种常见折中办法是对蛋白质混合物预先

分离后, 每组组分酶切后在多肽水平分析. 此方

法适合于研究存在复杂的剪接体变化和翻译后

修饰的真核生物蛋白质组[29]. 
双向凝胶电泳 ( t w o-d i m e n s i o n a l  g e l 

e l e c t r o p h o r e s i s ,  2-D E)[34-36]、质谱(m a s s 
spectrometry, MS)[37]技术是当前分离鉴定蛋白

质的两大支柱技术 ,  在很多文献中已有详细

介绍本文不做赘述 .  随着科学技术的不断进

步, 出现了许多新的蛋白质组学技术, 如表面

增强激光解吸飞行时间质谱(surface-enhanced 
laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF MS)[38]技术; 同位素标

记相对和绝对定量(isobaric tag for relative and 
absolute quantitation, iTRAQ)[39]技术是近年来新

开发的一种蛋白质组学定量研究技术, 可对复

杂样本进行相对和绝对定量研究, 具有较好的

定量效果和较高的重复性, 适合差异蛋白质组

学研究. 这些新技术的出现有力的推动了蛋白

质组学技术在临床医学研究中的广泛应用. 多
维色谱(multidimensional chromatography)[40-42]分

离技术的概念由Giddings提出, 指把不同分离机

理的色谱技术有机结合在一起的分离模式, 与
一维色谱分离模式相比其优点是大大地提高了

峰容量, 适用于样品复杂程度高的蛋白质组学

研究. 多维色谱是有不同分离原理的色谱组合

而成[43]: 如(1)离子交换色谱/反相液相色谱; (2)
体积排阻色谱/反相液相色谱; (3)亲和液相色谱

/反相液相色谱等.

2  蛋白质组学技术在胰腺癌研究中的应用

2.1 胰腺癌细胞系蛋白质组研究 Moller et al [44]在

不同浓度柔红霉素条件下孵育细胞系(EPP85-
181P)72 h. 细胞暴露在这种药物环境中导致

17种蛋白上调表达, 其中12种蛋白被鉴定. 3种
蛋白显示出强烈的浓度依赖调节, 细胞角蛋白

7(cytokeratin 7)、细胞角蛋白19(cytokeratin19)
和分化相关基因产物1(differentiation related 
gene product 1). Cecconi et al [45-46]使用酶抑制剂

曲古抑菌素-A(trichostatin-A)和5-氮-2'-脱氧胞嘧

啶核苷(5-aza-2'-deosycytidine)进行胰腺癌细胞

培养, 发现与细胞凋亡相关的新蛋白. 其结果与

观测的trichostatin-A和5-aza-2'-deosycytidine通
过影响细胞周期停滞和细胞凋亡抑制细胞生长

的结果相吻合. Tseng et al [47]建立了一株耐5-氟
尿嘧啶的细胞系, 通过2-DE的方法观察到差异

蛋白, 鉴定了其中的一些蛋白, 他们属于膜联蛋

白家族. Imamura et al [48]建立了一株敲除Smad4
基因的胰腺癌细胞系, 通过2-DE的方法研究了

经TGF-β处理与未经TGF-β处理的胰腺癌细胞

蛋白表达的差异, 并鉴定了13个表达量差异大

于1.3倍的蛋白, 包括参与细胞骨架调节、细胞

周期调节、细胞增殖的蛋白. 这种方法的成功

应用使检测未知通路中新的靶分子成为可能. 
2.2 胰腺组织蛋白质组研究 Hu et al [49]使用2-DE
的方法建立了人的胰腺蛋白质数据库, 他包括

302个蛋白质. 在这些蛋白中30%属于酶, 具有

各种催化活性, 这与胰腺的生理作用一致. 这个

研究小组还对胰腺癌和癌旁附近的正常组织进

行了2-DE的比较分析[50]. 结果发现在癌组织中

有70个蛋白表达上调, 而在正常组织中有41个
蛋白表达上调, 其中大部分是胰腺外分泌产生

的支持胰腺正常功能的蛋白质, 如淀粉酶、脂

肪酶、肽酶等. 在胰腺癌中表达上调的蛋白反

映了他们在恶性肿瘤中的作用, 如增殖活性、

黏连性消失、获得活动性和转移性. 癌组织中

表达上调的组织蛋白酶D和fascin经免疫组化方

法得到确认. Shen et al [51]通过应用2-DE的方法

分析了胰腺癌与邻近正常组织以及慢性胰腺炎

患者胰腺组织与非胰腺疾病患者的胰腺组织. 

■研发前沿
目前蛋白质组学
技术被广泛用于
胰腺癌早期诊断
标志物的筛选, 研
究表明血清/血浆
样本是获得肿瘤
生物标志物最佳
资源之一, 但由于
血清/血浆的成分
极其复杂, 利用目
前技术方法获得
高特异性和高敏
感性的标志物仍
面临较大挑战.
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鉴定了在胰腺癌中有差异表达的40个蛋白, 包
括一组抗氧化蛋白、伴侣蛋白、钙依赖结合蛋

白、细胞外基质蛋白. 其中7个调节蛋白经蛋白

印记法或免疫组化法得到确认. 以上两个研究

使用了完整的胰腺组织. Shekouh et al [52]利用激

光捕获显微切割(laser capture microdissection)
技术富集非恶性和恶性胰腺导管上皮细胞后进

行2-DE, 获得了4个差异表达的蛋白(annexinⅢ, 
lactate dehydrogenase, trypsin和S100A6). S100A6
的差异表达得到免疫组化方法确认. 在正常胰

腺细胞中S100A6不表达或弱表达, 在80%低分

化和中等分化肿瘤细胞中S100A6表达. 该蛋白

属于S100蛋白家族, S100蛋白家族中某些蛋白

与各种疾病相关, 包括癌症的发展和转移. Chen 
et al [53]使用ICAT(isotope-coded affinity tag)标记

技术[54]对胰腺癌组织和正常组织进行定量蛋白

谱研究, 定量分析了656个特异性蛋白, 其中151
个蛋白差异表达量相差2倍以上. 其中大部分调

节蛋白在细胞生理活动、上皮和肿瘤细胞的细

胞外基质相互作用的通讯系统中发挥作用. 
2.3 胰腺液蛋白质组研究 Wandschneider et al [55]

通过分析不同条件下胰液的2-DE图谱, 研究不

同胰酶抑制剂、不同浓度以及不同的pH范围对

胰液分析结果的影响. 研究结果表明: (1)在pH4
以下的蛋白质很少, 大部分蛋白存在于pH4-7之
间, pH10以上的蛋白也很少; (2)未加入胰酶抑制

剂的2-DE图与加入胰酶抑制剂的2-DE图中的差

异蛋白被后继试验证实为蛋白降解产物; (3)加
入不同胰酶抑制剂的胰液2-DE图表明PMSF抑
制剂的效果较好. Gronborg et al [56]采用1-DE和
LC-MS/MS(liquid chromatography tandem mass 
spectrometry)方法对取自3例胰腺癌患者的未

加任何胰酶抑制剂的胰液进行分析, 分别鉴定

出76, 63, 115个蛋白. 由3例样本确定170个蛋白

质, 胰液中正常组分如胰淀粉酶和胰脂肪酶等, 
异常组分中过量表达的癌相关蛋白如脂皮质素

1(lipocortin I)和CEACAM5等, 以及在胰液中首

次报道的azurocidin和防卫素R-3(defensin R-3). 
值得一提的是鉴定出一个与肝癌-小肠-胰腺/胰
腺炎(hepatocarcinoma-intestine-pancreas/pancre-
atitis-associated-protein HIP/PAP)相关的新蛋白

PAP-2. PAP-2和HIP/PAP的相关性为85%, HIP/
PAP在胰腺癌患者的血清和胰液中都显著上调, 
并且胰液中的含量比血清中高1000倍, 可能为

胰腺癌标志物的候选物. Rosty et al [57]使用SEL-
DI技术分析了22例胰液标本, 其中15例为胰腺

癌, 7例为其他胰腺疾病, 发现有一个分子质量

为16.5 kDa的蛋白在67%(10/15)胰腺癌患者的胰

液标本中存在, 而对照组胰液标本中的阳性率

仅为17%(1/7). 进一步鉴定认为这种蛋白是肝癌

-小肠-胰腺/胰腺炎-相关蛋白1(hepatocarcinoma-
intestine-pancreas/pancreatitis-associated-protein 
1, HIP/PAP-1). 使用ELISA方法定量检测了HIP/
PAP-1在43例患者(包括28例胰腺癌和15例胰腺

其他疾病)胰液标本中的含量, 发现HIP/PAP-1在
胰腺癌患者胰液中的含量(143.75-235.52 mg/L)
显著高于对照组患者胰液中的含量(6.04±7.59 
mg/L), 研究结果表明检测胰液中HIP/PAP-1的含

量将可能有助于胰腺癌的诊断. Chen et al [53]使用

ICAT的方法综合研究了胰液蛋白质谱, 并且定

量鉴定了胰腺癌差异表达的蛋白. 通过对胰腺

癌患者的胰液与正常人的胰液A组, 胰腺炎患者

的胰液与正常人的胰液B组以及正常人的胰液

与正常人的胰液C组进行分析, 共鉴定出136个
蛋白, 其中20个蛋白在3组样品中存在, 40个蛋

白在胰腺炎和胰腺癌的样品中存在, 34个蛋白

在正常和胰腺癌的样品中存在. 最终鉴定了在

胰腺癌胰液中差异表达2倍以上的21个蛋白. 需
要注意的是在一对正常胰液的比较中发现有15
个差异表达在2倍以上蛋白, 这种变化在进一步

的分子标志物的评估中需要认真考虑. 在他们

的另一研究中[58], 依然使用ICAT的方法定量研

究胰液, 通过对1例胰腺癌胰液与11例正常胰液

配对: 1例正常胰液与10例混合的正常胰液、1
例胰腺癌胰液与10例混合的正常胰液比较研究, 
总共鉴定105个蛋白, 在胰腺癌胰液与10例混合

的正常胰液比较中显示30个蛋白定量差异在2
倍以上, 其中有15个蛋白是首次发现与胰腺癌

相关, IGFBP-2(insulin-like growth factor bind-
ing protein-2)是其中之一并使用蛋白质印迹方

法验证. 
2.4 胰腺癌血清蛋白质组研究 Koopmann et al [59]

应用SELDI技术在两种不同的芯片上[(weak cat-
ion exchange, immobilized metal affinity capture 
coupled with copper (IMAC-Cu2+)]分析来自胰腺

癌、非恶性胰腺疾病和健康对照的180个血清

样本, 有两个具有显著差异的质谱峰, 其灵敏性

和特异性分别达到78%和97%. 在另一个独立的

研究中[60], 经阴离子交换分离后使用IMAC-Cu2+

芯片分析了103个来自胰腺癌和非胰腺癌患者

的血清, 其灵敏性100%, 特异性93.5%. 虽然在

这两个研究中观察到的质谱峰有差异, 但是都

■创新盘点
本文较为详细列
出蛋白质组学技
术的局限性和胰
腺癌生物标志物
筛选的样本选择.
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存在一个共同的质谱峰, 其质荷比为m/z 3967, 
他是否为同一个蛋白, 仍需其他方法进行验证. 
Hong et al [61]利用2-DE、蛋白质印迹和质谱技

术结合的方法分析了102例血清样本, 其中36例
胰腺癌、18例慢性胰腺炎、33例非胰腺肿瘤和

15例健康对照, 在一特殊类型(a particular tumor 
type)胰腺癌中鉴定出可诱导体液免疫反应产生

自身抗体的钙网织蛋白1和2. Honda et al [62]应

用SELDI技术在两种不同的芯片[(weak hydro-
phobic (H50), cationic (CM10)]上分析了245例
血清样本, 其中113例肿瘤样本、6例胰腺囊肿

样本、5例慢性胰腺炎样本和121例正常对照样

本. 在肿瘤与正常样本比较中有4个质谱峰m/z 
8766, 17 272, 28 080和14 779差异在2倍以上. 这
组质谱峰与CA19-9联合检测29例胰腺癌患者有

100%的敏感性, 但是在检测39例正常对照时产

生6例假阳性. 这一组蛋白是否可以用于临床筛

查有待进一步检验. 

3  展望

蛋白质组学已经成为生命科学领域研究热点之

一, 并已形成临床蛋白质组学分支. 在蛋白质组

学研究策略普遍被接受的同时, 也应该清醒地

认识到蛋白质组学技术现阶段还不是一种完美

的工具, 在当前技术条件的限制下, 还有一些问

题等待解决. 例如在生物样品的制备与处理过

程中, 由于生物样品极其复杂, 如血清含有上千

种性质各异的物质如蛋白质、核酸、脂类和代

谢产物等, 如何消除生物基质的干扰; 如何解决

高丰度蛋白对低丰度蛋白的掩盖; 如何避免电

喷雾过程中的离子抑制现象和电化学反应等问

题显得非常重要[63-64]. 胰腺癌早期无典型临床表

现, 上腹疼痛需要鉴别的疾病甚多, 易发生误诊

误治, 故寻找高特异性和高敏感性的胰腺早期

诊断的标志物具有重要的临床意义和社会意义. 
胰腺癌具有极强的隐蔽性, 因此血液中的特殊

生物分子将有可能成为胰腺癌早期诊断标志物, 
但是由于血液成分极其复杂, 多种分析和分离

技术的有机结合才有可能从血液样本中获得胰

腺癌早期诊断标志物.
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