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基于iTRAQ技术筛选肝癌转移相关差异蛋白 
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【摘 要】目的：通过对不同转移潜能的肝癌细胞系的差异蛋白组学研究，以筛选鉴定出与肝癌转移相关的差异表达蛋白。方法： 

3株具有相同遗传背景、不同转移潜能的肝癌细胞系MHCC97一L、MHCC97一H及 HCCLM3作为研究材料，经过收集胞质蛋白， 

浓缩、酶解、脱盐并用同位素标记相对和绝对定量技术(isobaric tags for relative and absolute quantitation，iTRAQ)对其进行标记， 

应用二维液相色谱串联质谱技术对肽段进行鉴定，得到的结果与数据库进行比对，对蛋白进行注释。基于WebGestah数据库对 

差异表达的蛋白进行 GO(gene ontology)功能分析和通路分析以筛选与肝癌转移相关的目标蛋白。并用 Western blot对 3个关 

键蛋 白(PLEC、SHMT2、LDHA)进行验证。结果 ：经过 iTRAQ标记并质谱检测分析 ，共发现鉴定 1 170个蛋 白，其中在 L／H 

(MHCC97一L／MHCC9一H)组鉴定发现47个差异表达蛋白，在 M／H(HCCLM3／MHCC97一H)组鉴定发现 65个差异表达蛋白。生物 

信息学分析显示L／H和M／H组差异表达的蛋白主要参与酶催化和细胞间粘附及细胞代谢的过程。应用Western blot在蛋白水 

平上的验证，PLEC在高转移细胞株 MHCC97一H和 HCCLM3中表达上调，SHMT2在 HCCLM3中表达上调，LDHA在 MHCC97一 

H中表达上调。结论：在本研究中应用 iTRAQ标记高通量的蛋白质组学技术对 3株不同转移潜能的肝癌细胞系的差异表达蛋 

白进行检测和鉴定分析．发现 PLEC和 SHMT2蛋白是两种新的与肝癌转移可能相关的蛋白。 
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Screening of differentially expressed proteins related to metastasis 

in hepatOcellular carcinoma based on iTRAQ 

SongLinlan，YangMin，JiangXiaoyan，Chen Yu，TangHui，Yan Liang，Liao Yong 

(Institute for Viral Hepatitis；Key Laboratory of Molecular Biology on Infectious Diseases Founded by Ministry of 

Education；Department ofInfectious Diseases，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate proteomics of hepatocellular carcinoma(HCC)cells with different metastatic potentials by isobaric 

tags for relative and absolute quantitati0n(iTRAQ)；to screen and identiff proteins related to metastasis，and to provide new molecular 

targets for metastasis and treatment．Methods：Cytoplasmic proteins，extracted from three cell lines with similar genetic background 

and different metastatic potentials were concentrated，digested，desalted and labeled with iTRAQ．Differentially expressed proteins 

were identified by 2D—LC-MS／MS，then the proteins were annotated by comparing with known protein database．Target proteins 

related with metastasis were singled out by gene ontology analysis and related pathway analysis using WebGestah databases．These 

proteins were then validated by Western blot．Results：Using iTRAQ labeling for quantification and detection by LC—MS／MS，1 170 

proteins were identified．Fo~y-seven proteins were differential expressed in L／H(MHCC97一L／MHCC9一H)groups，and 65 proteins 

in M／H(HCCLM3／MHCC97-H)groups．Bioinformatics analysis revealed that differential expression proteins in L／H and M／H groups 

were mainly related to the catalytic activity of some enzymes and cells adhesion，and play important role in the cellular metabolic 

process．At translational level，PLEC was up-regulated in MHCC97一H and HCCLM一3，SHMT2 was up—regulated in HCCLM3，LDHA 

was up-regulated in MHCC97-H，thus the results of Western blot were consistent with those of LC—MS／MS．Conclusion：PLEC and 

SHMT2 are validated to be novel candidate HCC metastasis—associated proteins based on the analysis of this study． 
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肝癌是消化道常见的恶性肿瘤，据世界卫生组 

织统计全球每年约有 78．2万例新发病例，74．5万例 

死亡病例，其中70％一90％为肝细胞肝癌(hepatocel— 

lular carcinoma，HCC)，中国肝癌的新发病例数及死 

亡病例数均占一定比例，约为50％t”。尽管在过去 30 

年间对肝癌的诊断和治疗都取得了卓有成效的发 

展，但肝癌的侵袭和转移率仍然高达43．5％tE-aj，这也 

是肝癌患者死亡率高、预后较差的一个重要原因凹。 

肝癌转移是多因素参与、多步骤完成、复杂动态的 

生物学过程，与肿瘤细胞的粘附、运动、增殖，对基 

质蛋白的水解化及促进肿瘤组织内血管生成等因 

素有关。肿瘤转移可以分为：肿瘤的局部浸润侵袭； 

渗入血管，随循环系统转移；移出血管，侵入并与 

基底膜和靶器官细胞胞外基质发生粘附并降解； 

癌细胞在靶器官定植并形成克隆。在此过程中众 

多研究者发现一系列肝癌的侵袭和转移涉及多种 

信号分子转导通路，包括粘附分子、血管生长因子、 

趋化因子及转移相关抑制调控基因等。肝癌转移 

的生物学机制尚未完全阐明，临床亦无相关检测 

转移的标志物和治疗靶标，因此发掘肝癌转移相关 

蛋白分子尤为重要。 

过去数年间高分辨率和高通量的蛋白组学研 

究技术被广泛应用于各种组织及细胞模型中，用于 

研究蛋白表达的差异、翻译后修饰以及蛋白一蛋白相 

互作用等，为研究和发现疾病特异性生物标志物提 

供了新的思路嘲。在本实验中应用基于iTRAQ的定 

量蛋白组学方法对具有相同遗传背景不同转移潜 

能的 3株肝癌细胞株进行差异蛋白的检测和分析， 

以找到肝癌转移相关的蛋白。为今后进一步深入探 

讨肝癌转移的预警和干预研究提供新的靶标。 

采用的 3种细胞株 MHCC97一L、MHCC97一H及 

HCCLM3由复旦大学肝癌研究所提供．是从一名肝 

癌患者的新鲜瘤组织分离并建立小鼠异种移植模 

型．并进一步通过体内肝脏原位移植和体外分筛的 

方法建立的，且经过系统的体内和体外生物学验 

证同。其中MHCC97一H和MHCC97一L是从同一株细 

胞株MHCC97中分选而来。在肝脏原位移植瘤模型 

中2株细胞的转移能力不同，其中MHCC97一H可 

以发生 100％的肺转移、80％的肝内转移及 40％的 

腹壁转移，而MHCC97一L只有40％的肺转移和20％ 

的腹腔内转移闭。HCCLM3是通过MHCC97一H在裸 

鼠体内连续传代筛选出来的，其在肝脏的原位移植 

瘤模型中可以发生 100％的肺、肝转移及80％的腹 

腔内转移．在裸鼠皮下接种时发生 100％的肺转移【B]。 

因为其来源的特殊性。本研究同时对3株细胞进行 

iTRAQ标记并进行质谱检测和分析，数据分析时将3 

株细胞分为 MHCC97一L／MHCC97一H和 HCCLM3／ 

MHCC97一H两组进行比较，以 MHCC97一H为基准， 

其余 2株细胞均与之比较筛选转移相关差异表达 

蛋白 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞系 3种人肝癌细胞系 MHCC97一L、MHCC97一H 

及 HCCLM3由复旦大学肝癌研究所惠赠。 

1．1．2 主要试剂 高糖(Dulbecco’s modified eagle medium， 

DMEM)，胰酶(Hyclone)；胎牛血清(Gibco)；2一D Quant kit蛋 

白定量试剂盒(Amersham Biosciences)；测序级修饰胰酶 

(Promega)；iTRAQ 8标试剂盒(Applied Biosystems)；丙酮、尿 

素、甲酸及三氟乙酸(Sigma)；WB相关抗体(CST)；30％AB(Bio- 

Rad)；苯甲基磺酰氟化物(phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF)、 

PIC及 N，N，N’，N’四甲基乙二胺 (N，N，N’，N’一tetramethy— 

lethylenediamine，TEMED)等(上海生工)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养及蛋白样 品制备 肝癌细胞 MHCC97一L、 

MHCC97一H和 HCCLM一3是贴壁生长细胞 ，用含 10％FBS及 

I％P／S的 DMEM高糖培养基于 5％的 CO 和 37 cC细胞培养 

箱中培养。待细胞汇合至80％时传代，并隔天换液。细胞长至 

对数期时，以细胞裂解液(50 mmol／L Tris—HC1，pH 8；150 

mmo]／L NaC1；1％ NP40；1 mmo]／L EDTA，pH 8；PMSF 10 txmol／L； 

PIC 10~mol／L)提取胞质蛋白，并以 2一D Quant kit的方法对 

蛋白样品进行定量。 

1．2．2 iTRAQ试剂标记样本及脱盐 每组样品经计算分别 

取 100 txg，分别加入一2O℃丙酮中沉淀6 h，弃上清，并以新 

鲜预冷的丙酮洗涤蛋白沉淀2次，开盖待丙酮完全挥发干。 

将蛋白沉淀分别用 iTRAQ试剂盒中的溶解液充分溶解 ，后 

依次加入 2 ixL还原剂，37℃反应 1 h；加入半胱氨酸封闭剂 

1 J̈L，室温处理 10 min；加入适量溶解的胰酶，混匀后37 oC 

过夜，真空干燥离心；以溶解液重溶蛋白结晶，分别加入 

iTRAQ试剂 ．按以下顺序标记 ：MHCC97一H为 115、118； 

MHCC97一L为 116、119：HCCLM3为 117、121，室温处理 3 h， 

真空离心干燥：最后以0．1％的TFA重溶蛋白结晶，并通过预 

先处理的SPF柱以除去标记试剂和缓冲液中的盐离子，真空 

泵离心干燥浓缩，4℃保存备用。 

1．2．3 肽段分离及质谱扫描 第一维强阳离子柱(strong 

cation exchange，scx)分离，使酶解并 iTRAQ标记的样品重 

新溶解到A液(含有 10 mmol／L KH2PO4，25％ACN，pH 2．6) 

中，然后加入到分离柱(2．1 mm x 100 mm，5 m，200 A)上样。 

B液含 10 mmol／L KH2PO4，350 mmol／L KC1，25％ACN，pH 2．6。 
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设定基本信息，紫外检验波长 214 nm／280 nm；流速为 200 

I~l／min；梯度为 60 min。按以下程序的浓度梯度进行分离：0～ 

5％缓冲液B 5 min：5％～25％缓冲液B 15 min：25％ 80％缓冲 

液 B 5 min；80％缓冲液 B液 5 min；80％一0％缓冲液 B液 

1 rain；51～60 rain停止。根据峰型和时间共收取 24个梯度 ， 

经真空离心干燥浓缩后，用 50 l的RPLC A液(5％ACN， 

0．1％FA)进行溶解，准备进行第二维液质串联质谱分析。 

第二维液质串联质谱分析用于溶解 的 A液含有 5％ 

ACN，0．1％FA，B液含有 95％ACN。0．1％ FA。设定基本信息 

为，流速33 nl／min，洗脱基本程序为：5％～35％缓冲液 B 85 

min；35％一80％缓冲液 B 5 rain；80％缓冲液B 5 min：80％～ 

5％的缓冲液 B 5 min；5％ 0％的缓冲液 B 15 min。设定采集 

信息为阳离子模式。质谱鉴定的扫描范围：400～1 800 m／z， 

MS／MS扫描范围：100～2 000 m／z。 

1．2．4 数据检索 所有 LC—MS／MS得到的数据导入基于 

Paragon算法和 ProGroup的Protein Pilot 4．5软件中，选择 

Paragon Method为分析算法．对每个鉴定的蛋白质会产生un— 

used ProtSeore值(即蛋白独有肽段的得分值)．设置 unused 

的界限为大于 1．3，即设置界限为95％置信区间。将得到的蛋 

白质数据在SwissProt human数据库中进行比对分析。设置 

参数：数据库选择为SP_Human一20140410，酶选择 Trypsin， 

允许的未酶切位点选择为1，固定修饰位点选择为MMTS，肽 

片段容差选择为 0．2 D．据通过 Protein Pilot软件系统设置有 

误差修复，可以对误差进行校正，数据进行标准化；所有的数 

据识别基于错误检出率<1％。对应多种蛋白的同一多肽片段 

软件会自动识别并排除。最终两组蛋白的比值是从2次重复 

实验中比值的均值中获得，为后续研究方便，比值均以Log 2 

为底求均值的对数表示，P值以Log 10为底的负对数表示。 

1．2．5 生物信息学分析 应用数据库PANTHER对差异表 

达蛋白分子功能及结构类型进行分析 。并应用 WebGestalt 

数据库进行通路富集分析和相关疾病的分析。将已鉴定的 

蛋白的 Gene ID单独提取。进行文本格式的转化，上载至 

WebGestah数据库中．选择种属来源“Hsapiens”．并选择识别 

选项为“Gene symbol”提交，并设置筛选标准。对样品进行进 
一 步富集分析。 

1．2．6 Western blot验证蛋 白表达水平 当细胞处于对数生 

长期时以细胞裂解液提取胞质蛋白，并以Bradford的方法测 

定蛋白浓度进行定量，分别取 36 g加入预先配制的 10％聚 

丙烯酰胺凝胶对应孔中。100 V进行电泳分离．并用湿转的方 

法将蛋白转至 PVDF膜上。5％的牛奶封闭后，加入稀释好的 

一 抗(一抗为 1：l 000稀释，Actin为 1：2 000稀释)4℃过夜 ， 

并经TBST洗涤3次，加入辣根过氧化物酶标记的兔二抗 

(1：5 000稀释)，室温反应 1 h时后，以 ECL化学发光。并用 

Image ProPlus软件计算灰度值。 

1．3 统计学分析 

数据统计学分析采用 SPSS 20．0软件。数据以均数±标 

准差(x±s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，其组间 

两两比较采用 Dunnett—t检验 ，检验标准 =O．05。 

2．结 果 

2．1 iTRAQ分析差异表达蛋白 

为了实验的可信度和鉴定的蛋白覆盖的范围，选用不同 

标记对同一细胞株的蛋白进行了2次重复标记，标记顺序： 

MHCC97一H标记为 115和 118．MHCC97一L标记为 116和 

119，HCCLM3标记为 117和 121。对于不同标记蛋白其对应 

质谱图的峰下面积代表样品中的蛋白相对丰度，并用Protein 

Pilot 4．5软件对蛋白进行比对分析，分析中其独有肽段的得 

分值(即unused值)大于 1．3，置信度大于95％，经质谱鉴定 

检测得到 1 170个具有95％可信度的蛋白，详见表 1。设置筛 

选差异蛋白标准为：在 2次重复标记中均被检测到的蛋白： 

蛋白质的鉴定基于 2个或 2个以上特异性肽段的检测 ：在 2 

次标记中平均比值 ≥±1．5倍( 检验，P<0．05)。根据以上标准 

在 L／H组共挑选出47个蛋 白(其 中有 26个蛋白表达上调 。 

21个蛋白表达下调)，在 M／H组挑选出 65个差异表达蛋白 

(34个蛋 白表达上调，31个蛋 白表达下调)(图 1，表 2，表3)， 

并进行进一步分析。 
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示；)，轴代表 P值，以P<0．05为界，图中以 一lg(P)表示 

图 1 差异蛋白的火山图分布 

Fig．1 Volcano plots showing the distribution of significance and 

fold change of identified proteins 

表 1 质谱鉴定结果的统计学数据概要 

Tab．1 Statistical summary of mass spectrum identified results 
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表 2 MHCC97一L／MHCC97一H组的差异表达蛋白列表 

Tab．2 Partial list of the uD—regulated and down-regulated proteins in MHCC97-L compared with MHCC97-H by iTRAQ analysis 

L／H组上调蛋白 L／H组下调蛋白 

编号 蛋白编号 基因名 比值 P值 编号 蛋白编号 基因名 比值 P值 

1 Q3ZCQ8 TIMM5O 9．457 0．O48 1 Poo558 PGK1 0．205 0．002 
2 O60218 AKR1B1O 6．349 0．020 2 P15121 AKRlB1 0．341 0．047 

3 P27824 CANX 3．922 0．O41 3 P06744 GP1 0．390 0．026 

4 P35580 MYH10 3．567 0．041 4 OO0469 PLOD2 0．396 0．017 

5 P35900 KRT20 2．631 0．009 5 99BQE5 APOL2 0．415 0．O1 1 

6 Q9UBM7 DHCR7 2．495 0．007 6 O16658 FSCN1 0．428 0．045 
7 P00352 ALDH1A1 2．400 0．002 7 P21980 TGM2 0 429 0．009 

8 09UPN3 MACF1 2．372 0．007 8 P02545 LMNA 0446 0．007 

9 P6887l HBB 2．278 0．025 9 015149 PI C 0，498 0．035 

1O P09210 GSTA2 2．265 0．010 10 P00338 LDHA 0．508 0．O21 

11 P35579 MYH9 2．098 0．006 1 1 PO6733 ENO1 0．531 0．045 

12 P1 l216 PYGB 2．083 0．007 12 903135 CAV1 O．571 0．021 
13 P09525 ANXA4 2．026 0．030 13 P19338 NCL 0．574 0．014 

14 P07339 CTSD 2．oo4 O．O42 14 P47897 0ARS 0．578 0．006 

15 0l3618 CUL3 1．922 0．023 15 P09104 EN02 0．580 0．007 

16 P20700 LMNB1 1．904 0．045 16 O15233 NONO 0．581 O．o0l 

17 P49327 FASN 1．759 0．O23 17 014103 HNRNPD 0．586 0．O15 

18 P05787 KRT8 1．699 0．005 18 PO9651 HNRNPA1 0．593 0．039 

19 006830 PRDX1 1．68l 0．010 19 P51991 HNRNPA3 0．638 0．027 

20 P37837 TALD01 1．680 0．047 2O 07I5D6 GET4 0．648 0．048 

表 3 HCCLM3／MHCC97一H组的差异表达蛋白列表 

Tab．3 Partial list of the up-regulated and down-regulated proteins in HCCLM3 compared with MHCC97-H by iTRAQ analysis 

M／H组上调蛋白 M／H组下调蛋白 

编号 蛋白编号 基因名 比值 P值 编号 蛋白编号 基因名 比值 P值 

1 P27824 CANX 3．814 0．037 1 O94906 PRPF6 0．137 0．000 

2 P35270 SPR 2．950 0．040 2 Po2765 AHSG 0．238 0．028 

3 P09525 ANXA4 2．882 0．010 3 P02545 LMNA 0．263 0．oo1 

4 P09210 GSTA2 2．717 0．01 1 4 P52926 HMGA2 0_313 0．04 8 

5 P616O4 HSPE1 2．693 0．OO1 5 003135 CAV1 0．333 0．044 

6 P68871 HBB 2．663 0．008 6 99UQ35 SRRM2 0．376 0．03 1 

7 Q9UPN3 MACF1 2．640 0．027 7 O00571 DDX3X 0．377 0．047 
8 P06703 S100A6 2．351 0．037 8 P27635 RPLIO 0．390 0．O1 1 

9 pO0352 ALDHlAl 2．28l O．0o1 9 P23246 SFPQ 0．404 0．033 

10 P1 1216 PYGB 2．208 0．O15 10 092597 NDRG1 0．433 0．004 

1 1 Q86UX7 FERMT3 2．186 0．047 1 1 Q00839 HNRNPU 0．495 0．010 
12 P4O939 HADHA 2．128 0．003 12 P09651 HNRNPA1 0．496 0．006 

13 P10809 HSPD1 2．1 18 0．001 13 915 149 PLEC 0．496 0．024 

14 P05023 ATP1A1 1．957 0．007 14 003252 LMNB2 0．499 0．021 
15 P37837 TALDO1 1．937 0．029 15 015393 SF3B3 0．505 0．006 

l6 PO7339 CTSD 1．898 0．034 16 00H0469 PLOD2 0．515 0．0oo 

17 P23141 CES1 1．803 0．001 17 P120O4 PCNA 0．530 0．o01 

18 O95831 AIFM1 1．773 0．016 18 O13283 G3BP1 0．550 0．036 

19 P51572 BCAP31 1．738 0．O42 19 013435 SF3B2 0．553 0．045 
20 P3590o KRT2O 1．723 0．028 20 P55060 CSE1L 0．554 0．01 1 

2．2 差异表达蛋白结构与功能分类 

为了更好地分析有意义的差异表达蛋白．应用 PANTHE 

数据库，对挑选出的有差异表达的蛋白在其结构类型及分子 

生物学功能两个方面进一步分析。如图2和图3所示，在 

L／H组筛选出的差异蛋白中分别代表了22种蛋白结构类 

型、8种分子生物学功能及参数。从结构类型看这些差异表 

达的蛋白中细胞骨架蛋白排位第一，为 16．1％；从分子生物 

学功能类型看主要是酶调节活性蛋白分子(43．6％)，结构分 

子活性蛋白(20％)及结合功能的蛋白分子(2O％)。在M／H组 

中筛选出的差异表达蛋白分别代表了20种蛋白结构类型、7 

种分子生物学功能。其中从结构类型看核酸结合蛋白 

(15．5％)和细胞骨架蛋白(12．7％)排名靠前；从分子生物学功 

能类型看主要是结合功能的蛋白分子(34．3％)及酶调节活性 

蛋白分子(32．8％)。 

2-3 差异表达蛋白KEGG分类 

将 3株细胞筛选出的差异表达蛋白用 WebGestah数据 

库进行通路富集分析和相关疾病分析，以便能更深一层寻找 

差异蛋白在3株细胞之间功能的不同。KEGG的通路富集分 

析如图4所示．列出了在L／H组中差异表达蛋白相关性排名 

前七的通路，其中排名前两位的是代谢通路(含 12种分子) 

以及糖酵解／糖异生通路(含5种分子)。在M／H组中，发现排 

名前三的通路是剪切体途径(含6种分子)、赖氨酸降解途径 

(含 3种分子)及代谢途径(含 8种分子)。对差异表达的蛋白 

进行相关疾病的富集分析可以看到，如表4所示分别列举出 
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2组排 0丰f1荚忡疾病 ，恶性腺癌(adj P=2．62x10 )卡̈天 

忡排 _f ，还但括肿瘤转移(adj P=-7．19×10 )及乳腺癌／瘤 

(adj，J_4．53x10 ) M／II纠l rf}’排仵第一f 的足肿瘤转移 

(adj，L1．I 5x10 7)，符合奉们f究的主题。 
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Fig．3 Molecular functions of deferentially expressed proteins 
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2．4 差异表达蛋白的验证 
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3 讨 论 

HCC是我国最常见的恶性肿瘤之一，尽管采取 

及时合理治疗仍有极高的复发率、瘤内转移率及死 

亡率[9-Ⅷ。基于临床标本和细胞系的研究已经发现了 
一 系列肝癌转移相关分子，但肝癌转移的源头及机 

制仍未完全阐明．面临众多挑战与难题，需要更进 
一 步的探究。比较蛋白组学．即应用多种技术在大 

规模水平上对蛋白质进行比对分析及评估差异表 

达的研究，已在各类肿瘤的研究中广泛应用。本研 

究应用基于 iTRAQ技术的绝对相对定量蛋白组学 

对3株具有相同遗传背景及不同转移潜能的肝癌 

细胞系进行研究。以初步筛选肝癌转移的相关差异 

表达蛋白。 

经过筛选并确定了3种蛋白，即PLEC、LDHA及 

SHMT2进行验证。PLEC属于plakin家族的多结构 

域蛋白，可以和多种骨架蛋白交联，在维持细胞形 

状和结构方面起着重要的作用[11]。有研究表明PLEC 

在凋亡时参与微丝网络的重构。当caspase一8在凋 

亡早期活跃时可以影响PLEC，但在肿瘤中多种凋亡 

通路被破坏；这种凋亡期的重构受到影响，进而使 

得PLEC蛋白在肿瘤细胞中的累积【l21。PLEC蛋白的 

功能决定了它与细胞的运动有关，有研究表明PLEC 1 

在结肠癌细胞系SW480伪足的粘附侵袭过程中表 

达升高[13-14】，表明其可能参与肿瘤侵袭转移的过程。 

同时Bausch等『1 5l认为 PLEC可以作为胰腺导管腺 

癌(pancreatic ductal adenocareinoma，PDAC)发生转 

移的主要分子标记物。研究人员在进一步的机制研 

究中发现胞膜 PLEC表达阳性时可以通过整合素 

B4促进外泌体的形成，进而促进癌症的远处转移 61。 

在查阅文献过程中发现国内外关于 PLEC蛋白与 

HCC转移方面研究尚未有任何报道，本研究首次 

发现 PLEC在高转移潜 能细胞株MHCC97一H和 

HCCLM3中表达高于低转移细胞株MHCC97一L，并 

经过 WB的初步验证，因此推ff)rPLEC蛋白的表达可 

能会促进肝癌的转移，值得进一步关注。本研究结 

果显示 SHMT2在HCCLM3中高表达。SHMT2是甘 

氨酸羟甲基转移酶，甘氨酸合成的重要酶类，是代 

谢通路旁支的一个重要蛋白。主要位于线粒体及 

胞外，细胞骨架也含有部分。但SHMT2与肝癌转移 

的研究很少．最近的一篇研究表明 SHMT2是miR一 

615—5p的下游靶基因，其敲除或过表达可以抑制或 

促进肝癌细胞的增殖和迁移，且在组织中检测 SHMT2 

时发现其高表达影响肝癌患者的预后，但如何影响 

肝癌的转移值得我们进一步探究【切。 

此外．本次实验还发现，在L／H组和M／H组中 

筛选出的差异表达蛋白有很多属于代谢通路中的 

主要蛋白。KEGG分析中可以看到L／H组有 12个蛋 

白分子归类于代谢通路，且相关性排在第一位，同 

时糖酵解／糖异生、磷酸戊糖途径和丙酮酸代谢等多 

条代谢相关通路均排于前十位。近些年肿瘤的代谢 

研究逐渐成为热点，通过iTRAQ技术筛选得到的差 

异表达蛋白中，糖酵解通路上的蛋白ENO1／2、GPI、 
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LDHA及 PGK1等在 MHCC97一H中高表达，其中 

LDHA是乳酸脱氢酶．已经有研究确定 LDHA是促 

进肿瘤增殖和驱动恶性肿瘤发生的基因之一，但在 

肝癌中的报道较少，且其促进肝癌转移中的作用尚 

不清楚【l8]，本研究推测高转移的肝癌细胞更易受到 

低氧环境影响，可以利用糖酵解来作为主要能量代 

谢并降低周围环境的pH值来达到其促进增殖、免 

疫逃逸并发生转移的目的。本研究经过iTRAQ筛选 

出的差异表达蛋白分析结果显示代谢通路上的一 

些蛋白在 HCCLM3中比MHCC97一H表达高，尤其 

是三羧酸循环中的一些蛋白。可能与在远距离转移 

过程中癌细胞需要更多的能量故三羧酸循环的供 

能比重增加有关。已经有研究佐证了本研究的观 

点，即在转移进程中当从原位向远处转移时肿瘤细 

胞必须克服生存和转移时的能量缺乏fl91，因而线粒 

体代谢会增加以产生足够的ATP．同时丙酮酸的摄 

取也会增加【19-201。同时，有研究表明肿瘤细胞为适应 

缺氧环境会进行代谢重编程『21]，且越来越多的研究 

集中于原位和转移灶的肿瘤细胞代谢差异．目前有 

研究表明不同转移潜能的细胞拥有不同的代谢方 

式 ，侧面印证了本研究的结果。随着人们对肿瘤和 

代谢的认识程度的加深及代谢组学技术的飞速进 

展．代谢和转移的关系也逐渐引起更多人的关注，而 

本的研究结果只是证实了一些表象，深度而庞大复 

杂的研究仍需继续。 ． 
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