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Abstract
AIM: To explore new therapy targets for human 
hepatocellular carcinoma by proteomic profiling 
of human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 
cells under endoplasmic reticulum stress.

METHODS: Cultured SMMC-7721 cells were 
divided into two groups: experimental group 
and control group. The experimental group was 
treated with dithiothreitol (DTT, 2.5 mmol/L), 
while the control group was treated with equal 

volume of culture medium. After treatment, 
total cell proteins were prepared and resolved 
by two-dimensional electrophoresis (2-DE). The 
two-dimensional electrophoresis maps for the 
two groups of cells were analyzed using Im-
ageMaster 2D Platinum software. Proteins that 
showed obvious expression alteration in the 
experimental group were identified by matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS).

RESULTS: There were 844 ± 46 protein spots in 
the 2-DE map for the experimental group and 
1 015 ± 63 protein spots for the control group. 
There were 593 ± 23 pairs of matched protein 
spots between the two groups, and the matching 
rate was about 71%. Most of the proteins have 
an isoelectric point at pH5.2-6.5 and a molecular 
weight of 15 000-80 000 Da. Three protein spots 
showed 2-fold or greater differential expression 
between the two groups and were identified by 
MALDI-TOF-MS. They were protein fem-1 ho-
molog B, cyclin A1, and proliferation-inducing 
protein 44.

CONCLUSION: Three differentially expressed 
proteins in SMMC-7721 cells under endoplasmic 
reticulum stress were identified and may be use-
ful molecular targets for the diagnosis and treat-
ment of hepatocellular carcinoma.
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摘要
目 的 :  研 究 内 质 网 应 激 条 件 下 肝 癌 细 胞
SMMC-7721蛋白质组的表达, 为人类肝细胞
癌的诊治提供新的靶点.

方法: 培养肝癌细胞株SMMC-7721, 随机分为
两组, 即实验组和对照组. 实验组加入二硫苏
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■背景资料
内质网是细胞储
存Ca2+和加工蛋白
的主要场所, 其功
能紊乱将导致内
质网应激. 肿瘤细
胞具有旺盛的蛋
白合成和分泌功
能, 因而其内质网
稳态的维持显得
尤为重要. 肿瘤生
长过程中缺氧、
过酸和营养不足
能激活未折叠蛋
白反应, 进而使肿
瘤细胞适应不利
环境, 未折叠蛋白
反应的激活对肿
瘤的发展起着重
要作用. 肝细胞癌
是我国最常见的
恶性肿瘤之一, 未
折叠蛋白反应与
肝癌的发生、发
展密切相关.

■同行评议者
周南进 ,  研究员 , 
江西省医学科学
研究所



糖醇(DTT, 2.5 mmol/L), 对照组加入等量的培
养基, 裂解细胞, 提取全细胞蛋白. 双向电泳
(2-DE)分离, Image Master 2D Platinum软件进
行差异表达蛋白质组分析, 基质辅助激光解吸
附离子化飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)鉴
定蛋白质.

结果: 实验组肝癌细胞SMMC-7721的2-DE图
谱上共检出蛋白质斑点(844±46)个, 对照组
共检出蛋白质斑点(1 015±63)个, 对照组与实
验组自动匹配配对(593±23)对, 匹配率约71%
左右, 绝大多数蛋白集中于pH5.2-6.5, 相对分
子质量15 000-80 000 Da; 获得组间标准化总
灰度值(%Vol)相差2倍及以上的蛋白斑点3个, 
通过MALDI-TOF-MS分析鉴定了3个差异蛋
白质点, 分别是: fem-1同源蛋白B、细胞周期
素A1、增殖诱导蛋白44.

结论: 鉴定的3个肝癌细胞株SMMC-7721在内
质网应激下表达改变的蛋白质, 其功能涉及细
胞增殖、细胞凋亡以及细胞周期等, 具有潜在
的作为肝癌诊断、预后标记物或治疗靶点的
意义.

关键词: 内质网应激; 肝癌细胞SMMC-7721; 蛋白

质组; 二硫苏糖醇
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0  引言

内质网是一种重要的真核细胞器, 由于各种原

因引起的内质网中未折叠或错误折叠蛋白质

的堆积能引起未折叠蛋白反应(unfolded protein 
response, UPR), 导致内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ER stress)[1-4]. UPR对应激细胞

恢复正常功能起重要作用, 但是当细胞面临过

强或持续性内质网应激时, UPR则会启动凋亡

信号清除不能恢复功能的细胞. UPR与肿瘤关系

密切, 其通过促进血管生成、促进肿瘤细胞休

眠及降低肿瘤细胞对某些化学药物的敏感性等

发挥促癌作用[5,6]. 肝细胞癌(hepatocellular carci-
noma, HCC)是我国最常见的恶性肿瘤之一, 在
我国为第2位的癌症死因[7], 其发病率近年来仍

有上升趋势[8]. 其发生是一个多基因、多途径

的复杂过程, 新近研究[9,10]表明UPR与HCC的发

生、发展密切相关.
蛋白质组学以组织或细胞的全部蛋白质为
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研究对象, 以蛋白质整体表达水平的研究为特

点. 近年来, 肝癌细胞系的蛋白组学研究为揭示

HCC发生机制奠定了重要的实验基础. 如Fujii
等运用蛋白质组学技术研究了不同H C C细胞

系抑癌基因结合蛋白、转录调节蛋白、细胞周

期调节蛋白等在正常细胞和癌细胞之间表达

的差异性, 并建立了HCC细胞系HepG2的蛋白

电泳图谱和数据库, 在HCC蛋白质谱研究领域

具有里程碑式的意义[11,12]. 然而如何早期诊断

及治疗HCC仍是目前面临的一大难题. 本研究

从整体的角度出发, 采用内质网应激诱导剂二

硫苏糖醇(dithiothreitol, DDT)刺激HCC细胞株

SMMC-7721, 运用蛋白质组学方法[13-15], 通过双

向凝胶电泳、质谱分析和生物信息学等技术方

法, 获得HCC细胞双向电泳图谱. 通过对这些图

谱进行蛋白质表达差异分析并结合GenBank数
据库资料, 确定与HCC细胞SMMC-7721内质网

应激相关的蛋白质分子的表达变化, 从而全面

了解蛋白表达改变与HCC细胞内质网应激的关

系, 以期为HCC的诊治提供新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 DTT购自Sigma公司, 丙烯酰胺、甲叉

双丙烯酰胺(N, N-methyleuebisacrylamide)、三

羟甲基氨基甲烷(Tris)、尿素(urea)、3-[(3-胆酰

胺丙基)-二乙胺]-丙磺酸(CHAPS)、甘氨酸、

N, N, N, N, -四甲基乙二胺(TEMED)、过硫酸

铵(APS)、十二烷基磺酸钠(SDS)、固相pH梯

度干胶条(pH4-7, 17 cm)和矿物油购自Bio-Rad
公司; 蛋白分子质量M a r k e r和苯甲基磺酰氟

(PMSF)购自碧云天生物技术研究所; 其他常规

试剂均购自GE Healthcare公司. 低温台式离心

机(TDZ4.WS)购自长沙湘仪离心机仪器有限公

司; 双向电泳系统、ChemiDoc XRS蛋白凝胶成

像系统购自Bio-Rad公司; 高速冷冻离心机购自

Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 实验分组及样品制备: HCC细胞株SMMC- 
7721在50 mL/L CO2, 37 ℃孵箱内用DMEM完全

培养基(含102 mL/L FBS、20 mmol/L NaHCO3、

20 mmol/L HEPES、100 kU/L青霉素和100 mg/L
链霉素)培养, 根据具体情况更换培养基. 实验组

用DTT(2.5 mmol/L)诱导HCC细胞内质网应激反

应[16,17], 对照组加入等量的培养基, 24 h后弃去培

养基, 生理盐水清洗2次, 加细胞裂解液, 4 ℃振

摇30 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心30 min, 收集上清
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■研发前沿
如何早期诊断及治
疗HCC仍是目前
面临的一大难题.
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液即为蛋白质提取物, 运用Bradford法[18]测定总蛋

白浓度. 
1.2.2 蛋白质的双向凝胶电泳: 将150 μg蛋白质

样品与样品水化液充分混匀后, 加入水化槽中. 
将IPG胶条(pH4-7, 17 cm)放入水化槽, 室温下被

动水化12 h. 根据资料[19-21], 17 ℃进行第一向电

泳, 等电聚焦总伏时数为80 000 V; 二向电泳采

用10% SDS-PAGE, 电泳至溴酚蓝到达凝胶底部.  
1.2.3 数据分析及质谱鉴定: 采用银染法[22]对双

向电泳后的凝胶进行染色. 运用Image Master 2D 
Platinum5.0分析软件进行蛋白质的差异分析, 初
步筛选出实验组和对照组差异表达的蛋白质. 
以上每个样品重复实验3次. 取组间标准化总灰

度值(%Vol)都相差2倍及以上[23]的蛋白斑点3个, 
胶内酶切, 进行基质辅助激光解吸附离子化飞

行时间质谱(matrix-assisted laser desorption ion-
ization time of flight mass spectrometry, MALDI-
TOF-MS)鉴定, 获得各差异蛋白质斑点的肽指

纹图谱. 再结合这些蛋白质斑点的等电点和分

子量等信息, 使用肽指纹图谱匹配软件Mascot检
索匹配GenBank数据库进行蛋白质斑点的鉴定.

统计学处理 所有数据的统计分析在Excel 
及SPSS11.0软件上进行.

2  结果

2.1 获得HCC细胞株SMMC-7721 2-DE图谱 培
养HCC细胞株SMMC-7721, DTT诱导内质网应

激, 裂解细胞提取蛋白, 双向凝胶电泳分离、银

染法染色获得背景较清晰、分辨率高、重复

性好的2-DE图谱. 通过Image Master 2D Plati-
num5.0分析软件对2-DE图谱的斑点进行自动检

测, 实验组即DTT诱导内质网应激组共有可稳定

重复的蛋白斑点(844±46)个, 对照组共有可稳

定重复的蛋白斑点(1 015±63)个, 对照组与实验

组自动匹配配对(593±23)对, 匹配率约71%左

右. 绝大多数蛋白集中于pH5.2-6.5, 相对分子质

量15 000-80 000 Da(图1). 
2.2 DTT诱导内质网实验组与对照组2-DE图谱

差异蛋白点的分析 实验组较对照组的蛋白质表

达谱在3次双向电泳图谱中均出现总灰度差达2
倍以上的蛋白点视为差异表达蛋白点, 其中变

化明显的蛋白点3个, 见图1, 2所示的蛋白点1-3. 
将各差异蛋白的表达量进行柱状分析: HCC细

胞SMMC-7721内质网应激条件下各差异表达蛋

白点都表现为明显上调趋势(图3). 
2.3 蛋白质斑点的质谱鉴定 通过Image Master 
2D Platinum5.0分析软件匹配对比分析, 筛选出

内质网应激下HCC细胞SMMC-7721表达明显改

变的蛋白质斑点3个进行质谱检测鉴定, 获得了

这些蛋白质斑点的肽指纹图谱, 采用Mascot软件

将各蛋白质斑点的肽指纹图谱与GenBank数据

库中已知蛋白的标准肽指纹图谱相比较, 获得

各蛋白质斑点的鉴定结果(表1). 

3  讨论

肿瘤细胞具有旺盛的蛋白合成和分泌功能, 因而

其内质网稳态的维持显得尤为重要. 肿瘤生长过

程中缺氧、过酸和营养不足能激活未折叠蛋白

反应, 进而使肿瘤细胞适应不利环境, 未折叠蛋

白反应的激活对肿瘤的发展起着重要作用[5,24-26]. 
我们前期的实验结果表明HCC细胞对内质网应

激的耐受能力远远强于正常肝细胞[27], 这就表明

HCC细胞具有更强的抵抗内质网应激诱导凋亡

的机制, HCC细胞正是利用这些机制维持了其

在内质网应激环境中的存活. HCC细胞抵抗内

质网应激诱导的凋亡是未折叠蛋白反应发挥促

HCC作用的核心事件, 目前对HCC细胞耐受内

质网应激凋亡的机制还很不清楚. 
已鉴定的内质网应激条件下H C C细胞

SMMC-7721差异表达的蛋白质3个. 其中fem-1
同源蛋白B是E3蛋白连接酶复合体的组成成

分, 有研究表明, fem-1作为CED-3底物可能介

导哺乳动物细胞的凋亡 [28],  在结肠癌细胞中 , 
fem-1b作为一种凋亡前体蛋白, 调节蛋白酶体

抑制剂介导的细胞凋亡[29]. 本研究发现HCC细

胞SMMC-7721在DTT诱导下发生内质网应激, 
fem-1蛋白的表达量明显增高, 提示fem-1蛋白与

表  1  肝癌细胞株SMMC-7721差异表达蛋白点质谱信息

     
蛋白编号        蛋白名称 GenBank号

蛋白匹配

   分值

  肽段

匹配数

理论分子质量

  (Da)/等电点

实验分子质量

 (Da)/等电点
         功能

1 fem-1同源蛋白B gi|7657265     48    13  71 189/6.14   70 000/5.8 细胞的凋亡

2 细胞周期素A1 gi|2183079     42    11  46 993/5.22   50 000/5.4 细胞周期的调控

3 增殖诱导蛋白44 gi|46981977     52    10  55 601/6.93   40 000/6.5 蛋白质的合成

■创新盘点
本研究通过双向
电泳结合质谱技
术检测出内质网
应激条件下肝癌
细胞SMMC-7721
与对照组相比有3
个差异蛋白质点, 
分别是:  fem-1同
源蛋白 B, 细胞周
期素A1,  增殖诱
导蛋白44. 这3个
差异表达蛋白质
的表达量较对照
组都明显增高.
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HCC细胞内质网应激诱导的凋亡有关. cyclin家
族对于细胞周期具有重要的调控作用, 包括cy-
clin A-H. cyclin A只出现在细胞核, 可与p34cdc2
和cdc2有关的激酶结合. 有资料表明[30-32], cyclin 
A基因的持续表达可能与HCC的发生有关. cy-
clin A与p34cdc2结合, 诱导细胞分裂, 他在细胞

中的水平持续增高可使细胞停止在有丝分裂

期. cyclin A与细胞周期蛋白依赖性激酶(cyclin 
dependent kinase, CDK)结合之后才显示酶的活

性, 可促进DNA复制顺利完成, 并且为分裂期所

需的蛋白质合成做好准备. cyclin A包括: 表达于

减数分裂和非常早期胚胎的胚胎特异型cyclin 
A1和在所有体细胞中都可见到的体细胞型cy-
clin A2. cyclin A1在细胞周期调节蛋白家族中发

现较晚, 在细胞周期中, G1晚期到S期是细胞增

殖最重要的时期, 有研究发现, 减少cyclin A1依
赖的激酶2(CDK2)可以使细胞阻滞于S期[33]. 本
研究发现HCC细胞内质网应激诱导下cyclin A1
表达增加, 提示cyclin A1蛋白水平的升高, 促进

细胞周期发展及细胞增殖, 与HCC的发生有关. 
增殖诱导蛋白44是一种氨基酰tRNA合成酶, 其
表达增强可促进蛋白质翻译过程. 

总之 ,  本研究发现的内质网应激条件下

HCC细胞SMMC-7721差异表达的蛋白质3个与

细胞凋亡、细胞周期以及细胞增殖有关, 说明

了内质网应激与HCC的病理生理密切相关, 进
一步明确相关蛋白在HCC中的作用机制, 有望

为HCC的诊治提供新的突破点. 
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