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喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤，其发病率约占全身恶性 

肿瘤的5％m，占耳鼻咽喉癌的 1 1％一22％m。由于环境致癌因 

素的增加，喉癌的发病率呈不断增长趋势。虽然肿瘤诊断与 

治疗的手段 日新月异，但全球的喉癌总体生存率并未得到明 

显改善，尤其是晚期病人131。如果能够早期诊断，无论采取手 

术、放疗都能使病人获得较好预后，还能保留喉的发音功能。 

Srinivus等t~!iS究发现，肿瘤在早期即可伴随肿瘤标志物的改 

变，检测其含量变化有助于肿瘤的早期发现。因此，寻找理想 

的肿瘤标记物对早期诊断喉癌具有重要的临床意义，也是喉 

癌研究领域的热点。由于蛋白质组研究具有在整体水平上发 

掘和寻求潜在肿瘤标志物的能力，使其一经提出便受到肿瘤 

研究者的重视。 

1 蛋白组学概念、方法研究、应用 

1．1 蛋白组学概念 

蛋白质组学的概念源于蛋白质组(proteome o而蛋 白质 

组的概念源于蛋白质(protein)与基因组(genome)两个词的杂 

合四。基因组是一个细胞内所有 DNA分子的总和。基因组学 

(genomics)是一门研究基因组结构和功能的科学。基因组包 

含的遗传信息经转录产生 mRNA，一个细胞在特定生理或病 

理状态下表达的所有种类的mRNA称为转录子组(transcrip— 

tome)。不同细胞在不同生理或病理状态下转录子组包含的 

mRNA种类不尽相同mRNA经翻译产生蛋白质，一个细胞在 

特定生理或病理状态下表达的所有种类蛋白质称为蛋白质 

组阎。不同细胞在不同生理或病理状态下所表达的蛋白质的 

种类也不尽相同。蛋白质组学，就是从整体角度分析细胞内 

动态变化的蛋白质组成成份、表达水平与修饰状态，了解蛋 

白质问相互作用与联系 ，揭示蛋白质功能与细胞生命活动规 

律一个新的研究领域 。 

1．2 蛋白质组学方法研究 

蛋白组学研究流程大体可分为分离、鉴定、分析三步。即 

先从组织或细胞中提取蛋白质，进行双向电泳以实现蛋白质 

的分离；然后进行蛋白质样品显色 ，切下待分析的蛋白质斑 
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点，用胰蛋白酶胶内消化；接着，对消化后得到的多肽片段进 

行生物质谱分析测定，得到肽质量指纹图谱；最后，数据库检 

索对蛋 白质进行鉴定及功能分析。 

20多年前 0．Farrel和 Klose各自创建了蛋白质高分辨双 

向凝胶电泳(two—di—mensional gel electrophoresis，2一DE)。O． 

Farrel对大肠杆菌细胞抽提物双向电泳后，分离到 1 100个蛋 

白质组分，从此拉开了蛋白质组研究的序幕嗍，双向凝胶电泳 

仍是蛋白质分离的支撑技术。经过 Grg等人的改进 ，现已普 

遍采用固相化 pH梯度 (immobilized pH gra—dients，1PG)胶 

条作为第一向电泳的介质，改善了双向凝胶电泳的可重复性 

和上样量191。为适应大规模蛋白质组分析，质谱已逐渐成为蛋 

白质鉴定的核心技术。除此之外，还有 Edman降解法、HPLC 

柱法、氨基酸组成分析等。20世纪初质谱就已经发明，但直 

到 20世纪 80年代末“软电离”技术出现以后，才逐渐进入生 

物大分子的鉴定领域【lOl，如 20世纪 80年代后期电喷雾质谱 

(elec—trospray ionization mass spectrometry，ESI—MS)和基质 

辅助的激光解吸飞行时间质谱 (matrix—assisted laser-des— 

orptin l。Onl zab ontl me of flight mass spectrometry．MAL_ 

DI—TOF—MS)技术的发明。SELDI芯片技术 (Surface—en— 

hanced Laser Desorption／[oniza—tion)为近年出现的新技术之 

一

，其优点是能简单 、快速的从各种体液及组织中找出新的 

肿瘤标记物，有着广阔的应用前景。 

1．3 蛋白质组学的应用 

在应用研究方面，蛋白质组学研究很广泛，近 2年来蛋 

白质组研究技术已被应用到各种生命科学领域，如细胞生物 

学、神经生物学、药理学等。且已分为多种亚组学 ，如临床蛋 

白组学、药理蛋白组学、毒理蛋白组学等。在临床蛋白组学研 

究涉及临床各个方面。主要有：①诊断：如疾病筛查 、疾病分 

期分型等。②指导治疗：如病程分析、用药、手术时机的选择 

等。③提供药物开发的临床依据：如确定药物靶点、新药开发 

(某些药物本身就是蛋白质)等。④预后判断：如根据生物标 

志物在不同疾病中的变化，从而判断疾病的性质和严重程度 

等。在临床蛋白组学中已有心血管病 、脑血管病肿瘤的发生 

与发展、毒理学 、细胞分化与胚胎发育 、基因调控机制重大疾 

病的发生与治疗、个体化诊断ln1、消化系统疾病旧、神经生理 

学、肥胖、早老性痴呆药学研究和环境与健康的关系等方的 
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研究，其中部分是直接通过蛋 白芯片 、蛋 白质飞行质谱检测 

技术 (SELDI)、固定的抗体芯片等手段通过典型的蛋白谱 

(protein pattem)进行差异蛋 白的检测作为疾病的诊断、治疗 

的观察及预后制定等。蛋白质组学代表了人们对生命现象认 

识层次的深人 ，带动了现代医学和生命科学的前沿学科和领 

域，在一定程度上起到牵动全局的作用。 

2 蛋白组学与肿瘤标记物 

2．1 肿瘤蛋白质组学的研究现状 

目前用于肿瘤标志物研究的主要蛋白质组学方法包括 

表达蛋白质组学、细胞图谱蛋白质组学、比较蛋白质组学、血 

清蛋白质组学等。用于鉴定肿瘤标志物的方案有：①比较分 

析肿瘤组与对照组的组织或细胞全组分图谱；②提取组织或 

细胞系的亚细胞组分、膜蛋白或分泌性蛋 白质，建立差异图 

谱比较分析；③分析蛋白抗原及其对应血清或体液中的自身 

抗体，从中寻找新的肿瘤标志物。这些特异蛋 白质既可作为 

肿瘤诊断的分子标记，又有助于阐明肿瘤发生发展的机制 ， 

还可作为治疗和药物开发的靶点旧。 目前 ，各国科学家们已 

对多种人类肿瘤，如鼻咽癌【】41、肺癌【】51、乳腺癌 、前列腺癌、肝 

癌 、卵巢癌 、结肠癌、肾癌、膀胱癌 、神经母细胞瘤、Burkitt氏 

淋巴瘤、白血病等进行了蛋 白质组水平的研究 ，建立 了多种 

组织或细胞的双向电泳图谱及不同分期、不同特性、药物处 

理前后等的差异图谱，并对喉癌病人的组织及血清标本进行 

了分析。 

2．2 蛋白质组学在肿瘤早期检测中的应用 

肿瘤标志物是细胞在特定疾病状态下的分子信号，是检 

测、诊断、治疗、监测肿瘤和判断肿瘤预后的重要丁具。如何 

发现新的、具有高度特异度和灵敏度的肿瘤标志物多年来一 

直是肿瘤研究的热点之一 q。 

肿瘤的早期检测是众多研究者关注的问题。调查显示 ， 

60％的恶性肿瘤 ，如乳腺癌、肺癌、结肠癌及卵巢癌等在发现 

时已是晚期 ，伴有广泛的转移，疗效差【l91。王国清 发现晚期 

食管癌术后5年生存率约为25％，而早期食管癌治疗后的5 

年生存率可达85％以上。因此开展早期检测、诊断和治疗，是 

控制肿瘤的重要途径之一。肿瘤的早期检测是指在足够早的 

阶段发现肿瘤，此时肿瘤尚未形成远处播散和转移 ，治疗效 

果好口 1，不同于肿瘤诊疗分期中的“早期”。 

蛋白质和蛋 白质组学研究的快速发展给肿瘤标志物研 

究注人了新的活力。蛋白质组学的优势和基本方法以基因组 

学为基础 、旨在发现新的肿瘤标志物 ，其方法包括表达序列 

标记(EST)测序法、基因表达系列分析法(SAGE)和 eDNA表 

达阵列杂交法等嘲。由于 mRNA水平的高低并不能如实反映 

蛋白质水平的状况及蛋白质往往会发生翻译后的修饰等原 

因，这些方法不能直观地描述可作为肿瘤标志物的蛋白质的 

质和量。与之相比，蛋 白质组学具有天然的优势，以其为基础 

的方法可鉴定修饰和未经修饰的蛋白质。 

3 蛋白质组学技术在喉癌研究中的应用 

3．1 喉癌血清的蛋白质组分析 

肖雪嫒等∞洲于 2003年将 33例喉癌(12例声门癌，18 

例声门上癌，3例声门下癌)病人和 31例正常人的未经酶解 

的血清直接点样于 SELDI蛋白质芯片(wcx2)上，用蛋白质 

芯片阅读机读取数据从而获得蛋白质谱。结果显示喉癌病人 

与正常人的血清蛋白质谱相比有 l6个差异蛋白，其中8个 

标志分子在病人血清中高表达，其余8个呈低表达。根据这 

l6个标志分子峰值的不同对病人进行筛选，可将 96．9％的 

喉癌病人和 96．7％正常人正确划分出来。 

3．2 喉癌组织的蛋白质组分析 

张红茹等12Sl于 2004年通过固相 PH梯度双向凝胶电泳 

分离8例喉癌及癌旁组织总蛋白质，首次建立了喉癌及癌旁 

喉黏膜组织蛋白质组的表达图谱。通过PDQUEST 2DE软件 

找出差异蛋白质点并进行 MALDI质谱分析 ，鉴定出与喉癌 

发生密切相关的 12种蛋白质。其中 10种蛋白质在喉癌组织 

中表达高于癌旁组织 ，分别是 eonnexin 31．1、Tropomyosin、 

Angiopietin-2、Inhibitor of apoptcxis-like protein 2、umkinase 

type plasminogen activatorreceptor uPAR、Transforming protein 

N—Ras、P21和 c—Met；而 connexin 31．1与 Tropomyosin两种 

蛋白质在喉癌组织中的表达低于癌旁组织。作者认为喉癌组 

织中血管异常增殖、癌基因激活、细胞信号传导通路改变的 

相关蛋白，以及凋亡蛋白抑制因子等多种蛋白质出现异常表 

达，可能与喉癌的发生发展有关。 

此外，荷兰学者 WXI等[261于 2001年利用 2-DE分离头颈 

鳞癌原发部位癌细胞系及同一病人一年后头颈鳞癌转移淋 

巴结中癌细胞系的总蛋白质，差异蛋 白质点经酶解后通过 

SELDI蛋白质芯片(H4Chip)系统进行质谱鉴定。结果发现在 

转移淋巴结的头颈鳞癌细胞系中，两种膜相关蛋白(annex—i— 

rtI、annexinlI)及参与糖分解的 仅一烯醇化酶表达上调 ，而钙 

调素前体表达下调，认为 annexinI、annexinlI及 仅一烯醇化酶 

在头颈部肿瘤的浸润转移中可能发挥重要作用。美国维吉尼 

亚的Wadsworth JT等 于 2004年利用 SELDI蛋 白质芯片筛 

选 99个头颈部鳞状细胞癌病人与 102个正常人血清样本的 

差异蛋白表达 ，获得头颈部鳞癌与正常对照组的差异蛋白质 

谱，并发现多数差异蛋白质的分子量集中于2778 20800 Da 

之间。 

综上所述，目前蛋白质组学技术在喉癌研究中主要用于 

血清、组织及细胞系的差异蛋白质组分析，运用了双向凝胶 

电泳 、质谱分析、蛋白质芯片等技术。双向凝胶电泳是唯一能 

在同一块胶上分离上万种蛋白质的技术，但操作较复杂。蛋 

白质芯片能方便、快捷地检测血清样本的蛋白质谱，尽管当 

前受技术水平的限制 ，但仍有广阔的临床应用前景。国内外 

已初步观察喉癌病人与正常人血清、喉癌与癌旁组织 、原发 

癌与淋巴结转移细胞系的蛋白质表达谱 ，证实了这些对应的 

蛋 白质表达谱之间确实存在差异。 
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4 展 望 

随着人类基因图谱基本绘就 ，蛋 白组学的研究更多的 

关注到蛋白网络。肿瘤蛋白质组学通过对正常血清、组织和 

疾病血清、组织(从癌前病变到肿瘤 )，原发及转移细胞株之 

间差异表达的蛋白质进行定量分析和鉴定 ，已经在多种头 

颈肿瘤中找到有明确变化的蛋白质 ，从中有可能发现肿瘤 

特异性标志物。目前 ，运用蛋白质组技术分离和鉴定肿瘤标 

志物的研究还未完全成熟 ，那些被发现的新的肿瘤相关的 

蛋白标志物还需进一步扩大样本量，通过严格的对照来评 

价其特异性。多种蛋白质组学技术联合应用于肿瘤标志物 

研究及临床，高通量、自动化筛查肿瘤相关蛋白的表达图 

谱，对探明肿瘤发生 、发展的分子机制以及发现临床早期肿 

瘤，预测转移及复发都有重要意义。由于每一种癌症都应有 

其特异性变化的蛋白质谱 ，因此这已成为蛋白质组学技术 

的研究方向。 
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