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　　［摘要］　目的　检测肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的相关抗原，并予以验证。
方法　分别提取１５例ＨＣＣ组织及其癌旁组织总蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测各总蛋白与其 ＨＣＣ患者
自体血清的杂交情况。双向电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）技术将１５例混合总蛋白中的各
蛋白进行分离与染色。图像分析法比对染色胶上ＨＣＣ组织及其癌旁组织蛋白的表达差异，基质辅助激
光解吸／电离飞行时间二级质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｗｉｔｈｔｗｏｍａｓｓ
ａｎａｌｙｚｅｒｓｆｏｒｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ）技术及生物信息学网络数据库分别对表达差
异蛋白予以分析鉴定与检索匹配，免疫组织化学与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测该差异蛋白在人 ＨＣＣ组织及
其癌旁组织中的变化情况。结果　２ＤＥ染色胶图像分析比对结果显示，ＨＣＣ及其癌旁组织蛋白表达
差异斑点共９０个，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ与数据库对其中１９个蛋白斑点分析鉴定与检索匹配发现１５个
蛋白表达上调，４个蛋白表达下调。免疫组织化学与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照比较，上调蛋白
中的ＤｎａＪ同源Ｂ亚家族成员１１（ｄｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＢｍｅｍｂｅｒ１１，ＤＮＡＪＢ１１）在ＨＣＣ组织中的表达
明显增强，下调蛋白中的蛋白酶体亚基 α３（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｔｙｐｅ３，ＰＳＭＡ３）在 ＨＣＣ组织中的
表达则相反。结论　人原发性肝癌相关抗原ＤＮＡＪＢ１１在ＨＣＣ组织中的表达上调，ＰＳＭＡ３在ＨＣＣ组织
中的表达下调。

　　［关键词］　肝细胞癌；蛋白组学；相关抗原；ＤｎａＪ同源Ｂ亚家族成员１１；蛋白酶体亚基α３
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｃｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｔｈｅｎｅｗｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ１５ＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｉｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ
ｓｅｒｕｍｓｏｆｔｈｅ１５ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｖａｒｉｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅ１５ｍｉｘｅｄｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｄｙｅｄｂｙ
ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（２ＤＥ）．Ｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｏｓｅｆｒｏｍｔｈｅｉｒａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ．Ｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ
ｆｌｉｇｈｔｗｉｔｈｔｗｏｍａｓｓａｎａｌｙｚｅｒｓｆｏｒｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ），ａｎｄｓｅａｒｃｈｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｎｅｔｗｏｒｋｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｎｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍａｇｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｆｒｏｍ２ＤＥｄｙｅｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔａ
ｔｏｔａｌｏｆ９０ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄ．Ａｎｄａｍｏｎｇｔｈｅ１９ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｅｖｅｎｔｕａｌｌｙ

２７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ，１５ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ａｓｓａｙａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ，ＤｎａＪｈｏｍｏｌｏｇ
ｓｕｂｆａｍｉｌｙＢｍｅｍｂｅｒ１１（ＤＮＡＪＢ１１）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｈｅｓｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａｎｄ
ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｔｙｐｅ３（ＰＳＭＡ３）ｗａｓｔｈｅｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒｃａｒｃｉｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ，ＤＮＡＪＢ１１ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ｗｈｉｌｅＰＳＭＡ３ｉｓｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＨＣＣｔｉｓｓｕｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ；ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｓ；ＤｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＢ

ｍｅｍｂｅｒ１１；ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｔｙｐｅ３

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１４ｙｙｋｆＡ１１００３１）ａｎｄｔｈｅＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＤｏｃｔｏｒＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
（ＺＧＹＳＸＨ２０１２０７０１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｉａｎｇＹｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：１３２４３３９６７８＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　肿瘤抗原（ｔｕｍｏｒａｎｔｉｇｅｎｓ，ＴＡｓ）是肿瘤细胞不同
于正常细胞的基因表达产物，能有效地诱导机体针对

瘤细胞产生体液免疫和细胞免疫应答，是肿瘤免疫治

疗的分子基础，可对恶性肿瘤的诊断、治疗及监测提供

靶分子［１］。恶性肿瘤是高发病率与高病死率性疾病，

严重威胁人类健康，且其发病率和病死率呈逐年上升

趋势。肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是亚
洲最致命的癌症，是全球恶性肿瘤患者中位居第二的

常见死亡病因，同其他癌症比较，其治疗手段更为受

限，且预后更差，确诊患者的生存期最多是 １年［２］。

ＨＣＣ高病死率的原因主要是其早期诊断缺乏敏感的
检测手段所致［３－５］。本实验采用双向凝胶电泳、

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、质谱鉴定等蛋白质组学技术检测ＨＣＣ的
相关ＴＡｓ，并采用免疫组织化学与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测予
以验证，以期为ＨＣＣ的早期诊断和治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样本收集
　　未经化疗、放疗等治疗的ＨＣＣ患者手术组织样本
３０例（其中ＨＣＣ组织及其对应的癌旁组织各１５例）
及其 ＨＣＣ组织和对应癌旁组织的血液样本各１５例。
全血采集１０～１５ｍＬ，于４℃过夜静置后，１０００×ｇ离
心２０ｍｉｎ收集血清并分装成５～８管，于 －８０℃保存
备用。手术切下的每例 ＨＣＣ及其癌旁组织被大部分
分装成５～８份（３０ｍｇ／份）冻存于液氮内备用，小部
分（０．６ｃｍ×０．２ｃｍ×０．４ｃｍ）固定于１０％中性甲醛
内进行常规病理制片，镜检鉴定其癌变情况。本研究

经本所（重庆市肿瘤医院）伦理委员会审核同意，患者

均签署知情同意书。

１．２　主要试剂
　　蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）、胎牛血清标准品（ＢＳＡ）、
二硫苏糖醇 ＤＴＴ、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，
Ｎ’四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸铵（ＡＰ）、低熔点
琼脂糖、乙腈、胰酶、三氟乙酸（ＴＦＡ）、ＨＣＣＡ、Ａｃｙｌａｍｉｄｅ
购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；Ｔｒｉｓｂａｓｅ、Ｇｌｙｃｉｎｅ、Ｕｒｅａ、ＴｒｉｓＨＣｌ、

Ｔｈｉｏｕｒｅａ、ＣＨＡＰｓ、Ａｃｅｔｏｎｅ、ＩＰＧ、Ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅ、
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ、Ｔｗｅｅｎ２０购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｄｒｙｓｔｒｉｐ、ｃｏｖｅｒ
ｏｉｌ、ｐａｐｅｒｗｉｃｋ购自 ＧＥ公司；高灵敏度化学发光检测
试剂、ＮｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅＢｌｏｔｔｉｎｇＭｅｍｂｒａｎｅ购自ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ
公司；Ｇ２５０购自ＢｉｏＢａｓｉｃ公司；Ｘ线胶片购自柯达公
司；Ｎ，Ｎ’ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ购自 Ｓｉｇｍａ公司；
ＤＮＡＪＢ１１兔 多 克 隆 抗 体 （ａｂ７５１０７）与 ＰＳＭＡ３
（ａｂ１０９５３２）兔单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司；免疫组化
即用型检测试剂盒、胃蛋白酶消化液及ＤＡＢ显色试剂
盒购自中杉公司。

１．３　方法
１．３．１　组织总蛋白的制备与定量　　分别从液氮中
取出冻存的３０例组织（ＨＣＣ及其癌旁组织各１５例）
各３０ｍｇ，放入盛有液氮的研钵中研磨至粉末，加入裂
解液充分溶解粉末，４℃，离心２０ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ），
收集上清，上清经超声破碎核酸，丙酮 －２０℃过夜沉
淀等以纯化蛋白，并予以定量。

１．３．２　ＨＣＣ、对应的癌旁组织与其自体血清相互作用
的有效性验证　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别将各ＨＣＣ及
其癌旁组织总蛋白转移至ＮＣ膜，５％脱脂奶室温封闭
１ｈ后，与患者自体血清（一抗：１∶１００～１∶９００）杂交
３～２０ｈ，添加酶标记的羊抗人 ＩｇＧ（二抗：１∶２０００），
室温孵育３ｈ后同发光底物结合７ｍｉｎ左右，压片、曝
光、显影与定影，ＧＡＰＤＨ（相对分子质量为３．７×１０４）
作内参，检测 ＨＣＣ、对应的癌旁组织与其自体血清的
相互作用情况。

１．３．３　２ＤＥ检测与电泳胶固定　　将经定量的１５份
ＨＣＣ组织总蛋及其１５份癌旁组织总蛋白各混合成１份
样品。准备好水化盘，吸取上样液（相应量的混合总

蛋白样品、１％ＤＴＴ、１％ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ、１×ＢＰＢ、ＲＢ）加置
水化盘槽底。从冰箱取出干胶条放入水化盘槽中于室

温２０℃水化浸泡１０～１２ｈ后进行等电聚焦（一向电
泳）：Ｓ１ｓｔｐ５００Ｖ１ｈ→Ｓ２ｇｒｄ１０００Ｖ１ｈ→Ｓ３ｇｒｄ
８０００Ｖ３ｈ→Ｓ４ｓｔｐ８０００Ｖ２ｈ３０ｍｉｎ，总电压时间积
约６０ｋＶｈ。去离子水洗涤胶条，分别用含１００ｍｍｏｌ／Ｌ
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ＤＴＴ与２５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ的平衡液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ、６ ｍｏｌ／Ｌ Ｕｒｅａ、３０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ、２％ ＳＤＳ、
０．００２％ Ｂｒｏｍｏｐｈｅｎｏｌｂｌｕｅ）平衡胶条１５ｍｉｎ。平衡后
的胶条采用ＳＤＳＰＡＧＥ进行垂直电泳，即二向电泳：Ｓ１
２Ｗ／ｇｅｌ６０ｍｉｎ→Ｓ２１７Ｗ／ｇｅｌ约４ｈ３０ｍｉｎ（溴酚蓝前
沿达玻璃板下沿时停止电泳）。电泳结束后，用去离

子水洗涤胶块３次，放入固定液，室温固定２～３ｈ。每
份混合总蛋白样品同时制备３张２ＤＥ凝胶，其中２张
用于染色（银染与考染），余下１张用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
转膜。

１．３．４　２ＤＥ胶染色与图像采集　　取 ＨＣＣ或其癌
旁样本２ＤＥ凝胶，用硝酸银染色６０ｍｉｎ，以检测鉴定
样本是否合格。取 ＨＣＣ及其癌旁样本２ＤＥ凝胶，用
考马斯亮蓝Ｇ２５０染色６～８ｈ，用于质谱鉴定。将背
景清晰的２ＤＥ染色胶进行扫描并保存图像。扫描后
的凝胶用保鲜膜包好，置于４℃备用。
１．３．５　２ＤＥＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分别取未染色的
ＨＣＣ及其癌旁样本的２ＤＥ凝胶，将经２ＤＥ分离的蛋
白转移至ＮＣ膜上，余同１．３．２。
１．３．６　图像分析与质谱鉴定　　采用图像分析软件
ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄｐｌａｔｉｎｕｍ５．０对ＨＣＣ及其癌旁组织蛋
白的２ＤＥＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像予以分析比对，寻找感兴
趣的蛋白斑点。根据比对结果在相应的２ＤＥ考染胶
上挖取相应的蛋白斑点进行脱色、脱水、酶切、肽段抽

提及点靶，采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

仪（ＵｌｔｒａｆｌｅｘⅢ ＴＯＦ／ＴＯＦ）进行检测 （ＵＶ波长：
３５５ｎｍ，重复速率：２００Ｈｚ，加速电压：２００００Ｖ，最优
质量分辨率：１５００。扫描质量范围：７００～３２００），利
用ｆｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ软件过滤基线峰、识别信号峰以获得肽
质量指纹图谱，以软件 ＢｉｏＴｏｏｌｓ检索 ｕｎｉｐｒｏｔ等数据
库，寻找相关匹配蛋白，并查询其功能。

１．３．７　ＨＣＣ相关ＴＡｓ的免疫组织化学检测验证　　
１５例人 ＨＣＣ及其癌旁组织包埋在一起形成组织芯
片，制成４μｍ的石蜡切片，采用 ＨＣＣ相关 ＴＡｓ抗体
与即用型检测试剂盒对ＨＣＣ相关ＴＡｓ进行抗原染色，
胃蛋白酶消化液消化以修复抗原，ＤＡＢ显色试剂盒显
色，具体按各试剂盒说明书进行。

１．３．８　ＨＣＣ相关 ＴＡｓ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证　　采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，将ＨＣＣ及其癌旁组织总蛋白转移至 ＮＣ
膜上，浸于含ＨＣＣ相关ＴＡｓ抗体的封闭液，４℃过夜，
添加酶标记的相应二抗，室温孵育 １．５ｈ，同底物于
２５℃ 结合７～１０ｍｉｎ，βａｃｔｉｎ（相对分子质量为４．３×
１０４）作内参。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，２组间比较采用ｔ检验，多组间差异行

方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　组织样本的癌变情况镜检鉴定
　　常规病理制片镜检结果显示，ＨＣＣ患者的 ＨＣＣ
及其癌旁组织样本符合要求，可用于后续实验（图１）。
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图１　人ＨＣＣ（Ａ）及其癌旁组织（Ｂ）病理学变化　（ＨＥ）

２．２　ＨＣＣ及其癌旁组织与自体血清相互作用的有效
性验证

　　用一抗（自体血清）对 ＨＣＣ或其癌旁组织蛋白进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，均能曝光出清晰的条带（图２）。
结果显示，自体血清与其ＨＣＣ或其癌旁组织蛋白均能
良好结合，检测样本合格，可进行后续实验。

２．３　２ＤＥ胶染色检测
　　取ＨＣＣ或癌旁组织蛋白跑一张双向电泳胶银染，
检测结果显示，斑点分离清晰，样本未见蛋白降解

（图３），提示组织样本合格，可以进行后续实验。
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１：ＨＣＣ癌旁组织；２：ＨＣＣ组织
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人 ＨＣＣ及其癌旁组织蛋白与自

体血清的相互作用

２．４　图像分析与质谱选点
　　ＨＣＣ及其癌旁组织蛋白分别与血清杂交后，其
ＮＣ膜上可见多个蛋白斑点，其中有些斑点是转有
ＨＣＣ组织蛋白的 ＮＣ膜独有的，有些是两者共有的。
采用图像分析软件对２ＤＥＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像与２ＤＥ
考染胶图像进行分析，比对出ＨＣＣ组织蛋白上调的斑
点３３个，下调的斑点５７个。从这些上、下调的斑点中
筛选到１９个蛋白斑点用于质谱检测，其中编号１～１１

４７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



是转有ＨＣＣ组织蛋白的 ＮＣ膜独有的斑点（图４Ａ），
编号Ａ０１Ａ０８是两者共有的斑点（图４Ｂ）。

图３　人ＨＣＣ组织蛋白的双向电泳胶银染预实验检测结果

２．５　蛋白斑点的质谱检测与分析
　　通过比对分析 ＨＣＣ及其癌旁组织蛋白的２ＤＥ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像（图４）与２ＤＥ考染胶（图５）后，挖
出１９个斑点进行脱色、脱水、酶切、肽段抽提、点靶及

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱分析，获得肽指纹图谱。指
纹图谱优势峰明显、间隔均匀、基线平稳（图６），并发
现１５个蛋白表达上调，４个蛋白表达下调（表１）。文
献检索分析显示，上调蛋白中的ＤｎａＪ同源Ｂ亚家族成
员１１（ｄｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＢｍｅｍｂｅｒ１１，ＤＮＡＪＢ１１）
和下调蛋白中的蛋白酶体亚基α３（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔ
ａｌｐｈａｔｙｐｅ３，ＰＳＭＡ３）在ＨＣＣ相关抗原研究领域未见
报道，由此提示，ＤＮＡＪＢ１１、ＰＳＭＡ３可能是 ＨＣＣ的相
关抗原。

２．６　ＨＣＣ相关ＴＡｓ的免疫组织化学检测验证
　　组织芯片的免疫组织化学检测证实，１５份 ＨＣＣ
组织中有 ４份可见较强的 ＤＮＡＪＢ１１抗原表达
（图７Ａ），这４份 ＨＣＣ组织对应的癌旁组织的 ＤＮＡ
ＪＢ１１抗原表达则较弱（图７Ｂ）；１５份 ＨＣＣ组织中有
３份可见较弱的 ＰＳＭＡ３抗原表达（图７Ａ），而这３份
ＨＣＣ组织对应的癌旁组织的 ＰＳＭＡ３抗原均高表达
（图８Ｂ）。由此提示，ＤＮＡＪＢ１１、ＰＳＭＡ３可能是 ＨＣＣ
的相关抗原。
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图４　２ＤＥＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人ＨＣＣ组织（Ａ）及其癌旁组织（Ｂ）的差异蛋白
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图５　人ＨＣＣ组织（Ａ）及其癌旁组织（Ｂ）蛋白的双向电泳考染胶结果比较
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图６　人肝癌组织阳性蛋白斑点的肽质量指纹图

表１　人ＨＣＣ及其癌旁组织的差异表达蛋白

编号 登录号　 　　　 蛋白名称 分数
匹配上的

多肽数目
变化趋势

１ Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＧＶ７＿ＨＵＭＡＮ Ｒｅｔｉｎｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４ １３８ １３ 上调

２ ＡＰＯＡ１＿ＨＵＭＡＮ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡＩ ２９６ ２５ 上调

３ Ｊ３ＫＲＨ２＿ＨＵＭＡＮ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） １４３ ５ 上调

４ Ｊ３ＫＲＨ２＿ＨＵＭＡＮ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） ７４ ５ 上调

５ Ａ０Ａ０８７ＷＵＱ６＿ＨＵＭＡＮ Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ８７ ９ 上调

６ ＣＬＰＰ＿ＨＵＭＡＮ ＡＴＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔＣｌｐｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ １０９ ８ 上调

７ ＳＴ２Ａ１＿ＨＵＭＡＮ Ｂｉｌｅｓａｌｔｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １２９ １５ 上调

８ ＡＮＸＡ４＿ＨＵＭＡＮ ＡｎｎｅｘｉｎＡ４ ３４４ ２０ 上调

９ ＤＪＢ１１＿ＨＵＭＡＮ ＤｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＢｍｅｍｂｅｒ１１ １８２ １７ 上调

１０ ＰＤＩＡ６＿ＨＵＭＡＮ ＰｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅＡ６ ２０７ １０ 上调

１１ ＬＡＳＰ１＿ＨＵＭＡＮ ＬＩＭａｎｄＳＨ３ｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ１ ７４ １２ 上调

１２ ＮＤＲＧ１＿ＨＵＭＡＮ ＰｒｏｔｅｉｎＮＤＲＧ１ １４０ １３ 上调

１３ Ｄ６ＲＦ３５＿ＨＵＭＡＮ ＶｉｔａｍｉｎＤｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ３１９ ２３ 上调

１４ ＥＮＯＡ＿ＨＵＭＡＮ Ａｌｐｈａｅｎｏｌａｓｅ １６５ １２ 上调

１５ ＧＤＩＲ２＿ＨＵＭＡＮ ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２ １６４ １１ 上调

１６ ＰＳＡ３＿ＨＵＭＡＮ Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｔｙｐｅ３ １７７ １６ 下调

１７ ＥＣＨＭ＿ＨＵＭＡＮ ＥｎｏｙｌＣｏＡｈｙｄｒａｔａｓｅ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ２２８ １４ 下调

１８ ＰＲＤＸ６＿ＨＵＭＡＮ Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６ ２２８ １５ 下调

１９ ＣＡＺＡ２＿ＨＵＭＡＮ Ｆａｃｔｉｎｃａｐｐｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ２ １４１ １０ 下调
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图７　免疫组化染色观察人ＨＣＣ（Ａ）及其癌旁组织（Ｂ）的
相关抗原ＤｎａＪＢ１１　（ＳＰ）

２．７　ＨＣＣ相关ＴＡｓ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果证实，１５份 ＨＣＣ组织中有
４份（２、４、６、８）在相对分子质量４．０×１０４处可见较强
的ＤＮＡＪＢ１１抗原染色带，这４份 ＨＣＣ组织对应的癌
旁组织（１、３、５、７）在相对分子质量 ４．０×１０４处的
ＤＮＡＪＢ１１抗原染色带则较弱（图９）；１５份 ＨＣＣ组织
中有３份（２、４、３０）在相对分子质量２．７×１０４处可见
较弱的ＰＳＭＡ３抗原染色带，而这３份 ＨＣＣ组织对应

６７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的癌旁组织（１、３、２９）在相对分子质量２．７×１０４处出
现的ＰＳＭＡ３抗原染色带则均较强（图９）。由此提示，
ＤＮＡＪＢ１１、ＰＳＭＡ３可能是ＨＣＣ的相关抗原。
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图８　免疫组织化学染色观察人 ＨＣＣ（Ａ）及其癌旁组织
（Ｂ）的相关抗原ＰＳＭＡ３　（ＳＰ）

３　讨论

　　运用针对肿瘤细胞反应的细胞毒 Ｔ淋巴细胞所
鉴定出的人与小鼠的肿瘤抗原，证实了肿瘤特异性抗

原（ｔｕｍｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎｓＴＳＡｓ）的存在。由于研究手
段的不断发展与创新，所发现的 ＴＳＡｓ不断增加，有些
已在临床研究中展示了其良好的疗效。因此，在肿瘤

组织、细胞中，种类繁多、特性各异的 ＴＳＡｓ吸引着人
们不断地探索、挖掘［７］，以期能找到特异性更好、功能

更强的ＴＳＡｓ（新ＴＳＡｓ）用于临床，达根除肿瘤之目的。
　　蛋白质组学是横跨基因组和临床应用鸿沟的桥
梁，可直接从蛋白的整体水平，动态定量观测肿瘤的发

生、发展过程中其蛋白的变化情况，这些变化可能发生

在蛋白表达水平、表达位置、组成成分或／和ＤＮＡ翻译
后的修饰上。近些年来，随着生物技术，尤其是蛋白质

组学技术的发展，使得肿瘤新 ＴＳＡｓ的筛选与鉴定不
断迈上新台阶，为肿瘤的治疗提供了新的手段。因此，

探寻有利于肿瘤诊断、治疗的新 ＴＳＡｓ已成为目前的
研究热点之一。

　　我们通过血清蛋白质组学技术探检 ＨＣＣ的新
ＴＳＡｓ，先用双向电泳分离 ＨＣＣ及其癌旁组织蛋白，再
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ将自体血清中的抗体与ＨＣＣ及其癌旁
组织抗原分子杂交，结果显示，ＨＣＣ及其癌旁组织蛋
白表达差异斑点共９０个。采用二级质谱技术对其中
１９个蛋白斑点分析鉴定，获得 ＤｎａＪＢ１１与 ＰＳＭＡ３抗
原分子，即 ＨＣＣ患者的血清中存在抗 ＤｎａＪＢ１１与抗
ＰＳＭＡ３的抗体，提示 ＤｎａＪＢ１１与 ＰＳＭＡ３可能是 ＨＣＣ
的新ＴＳＡｓ。
　　ＤｎａＪＢ１１属于 Ｈｓｐ７０家族 ＢｉＰ成员，是丰富的可
溶性内质网驻留的分子伴侣蛋白。分子伴侣有利于新

合成蛋白的折叠，受损蛋白的复性，蛋白在胞内的运

输，以及错误折叠蛋白到降解系统的交付［８］。与大多

数ＥＲ驻留的分子伴侣不同，ＤｎａＪＢ１１缺乏 Ｃ末端内
质网滞留信号序列（ＫＤＥＬ），在其正常的驻留环境外
发挥蛋白平衡调控作用［９］，能在胞外识别蛋白的聚集

并为该聚集保驾护航，能激活 ＢｉＰ的 ＡＴＰ酶活性以增
加ＢｉＰ与底物蛋白的亲和性，调控 ＢｉＰ的底物蛋白向
ＢｉＰ传递［１０］。另有研究显示，ＤｎａＪＢ１１还参与氧化应
激介导的炎症反应［１１］，在促进或维持一个被称作 Ｋ１
的病毒跨膜蛋白的抗凋亡功能中有着极其重要的作

用［１２］，在口腔鳞状细胞癌中的表达明显上调［１３］。

　　蛋白酶体在所有真核细胞的蛋白降解中起着重要
作用［１４］。蛋白酶体２６Ｓ是机体内负责蛋白降解的分
子机器，由１９Ｓ调节颗粒与２０Ｓ核心颗粒构成。前者
识别具有泛素链标签的底物蛋白，并对其予以去折叠，

最后将去折叠的底物蛋白送至后者中降解。蛋白酶体

亚基α３（ＰＳＭＡ３）是２０Ｓ核心颗粒的重要成分，可在一
定程度上增加抑癌基因Ｂｉｍ的表达而诱导ＨＥＫ２９３亚
细胞的凋亡，还与肿瘤高表达的 ＰＡＩ１、ＡＧＲ２等基因
密切相关［１５－１６］。
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图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣＣ相关抗原ＤＮＡＪＢ１１、ＰＳＭＡ３的表达

７７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



　　本实验采用双向凝胶电泳、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、质谱鉴定
等蛋白质组学技术检测到ＤｎａＪＢ１１、ＰＳＭＡ３在ＨＣＣ组
织及其癌旁组织中的明显差异表达。采用免疫组织化

学与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照比较，ＤＮＡ
ＪＢ１１在ＨＣＣ组织中明显高表达，ＰＳＭＡ３在 ＨＣＣ组织
的中表达显著降低。这提示 ＤｎａＪＢ１１、ＰＳＭＡ３可能是
ＨＣＣ的相关抗原。进一步的研究将探讨 ＤｎａＪＢ１１、
ＰＳＭＡ３在ＨＣＣ早期诊断与治疗中的作用及其机制。
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ｃｅｌｌｓｖｉａｔｒａｎｓｉｅｎｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂ

ｕｎｉｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒＰｕｒｉｆ，２０１４，９７：３７－４３．ＤＯＩ：１０．

１０１６／ｊ．ｐｅｐ．２０１４．０２．０１１

［１５］ＢｏｎｃｅｌａＪ，ＰｒｚｙｇｏｄｚｋａＰ，ＰａｐｉｅｗｓｋａＰａｊａｋＩ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓ

ｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｙｐｅ１ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈａｌｐｈａ３ｓｕｂ

ｕｎｉｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｏｍｅａｎｄｍｏｄｕｌａｔｅｓｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２０１１，２８６（８）：６８２０－６８３１．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．

Ｍ１１０．１７３７８１

［１６］ＤｕｍａｒｔｉｎＬ，ＷｈｉｔｅｍａｎＨＪ，ＷｅｅｋｓＭＥ，ｅｔａｌ．ＡＧＲ２ｉｓａ

ｎｏｖｅｌｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎｔｈａｔｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎｓＢａｎｄＤ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，７１（２２）：７０９１－７１０２．ＤＯＩ：１０．

１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ１１１３６７
（收稿：２０１６０６１８；修回：２０１６０７２０）

（编辑　汪勤俭）
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