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摘   要 目的：探索一种可靠、方便、高通量的胆汁蛋白质组学研究的方法。

方法：抽取 3 例胆囊结石和 3 例胆囊癌患者的胆囊胆汁进行蛋白质提取纯化和定量，然后利用高通量

的蛋白质组学研究方法同位素标记相对和绝对定量（iTRAQ）进行蛋白质的鉴定以及定量，并进行生

物信息学分析。

结果：经浓度和完整性检测，提取的胆汁蛋白质样品的浓度和完整性均达到了 iTRAQ 实验的要求。经

过鉴定，共检测出 1 323 种蛋白质，比传统方法检测出的蛋白质数量显著提高。与结石患者胆汁比较，

肿瘤患者胆汁有 173 种蛋白质明显上调，有 345 种蛋白质明显下调（变化倍数 >1.5，P<0.05）。

结论：建立了一种可靠的胆汁蛋白质分离、纯化、鉴定、分析的方法，鉴定出的蛋白质数量比传统方法明

显增多，更有潜力发现与疾病相关的蛋白质分子，为日后胆汁以及其他体液的蛋白质组学研究奠定了基础。
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Abstract Objective: To establish a reliable, convenient and high resolution method for bile proteomic analysis.

Methods: Gallbladder bile samples were drawn from 3 gallbladder cancer patients and 3 gallstone patients for 

protein extraction and purification, and then the protein samples were identified and quantified using a high-

resolution proteomic method named isobaric tags for relative and absolute quantification (iTRAQ), and then 

were analyzed by bioinformatics methods.

Results: Aft er concentration and integrity test, all of the extracted protein samples met the concentration and 

integrity requirements of the iTRA Q experiment. Following identifi cation, a total of 1 323 proteins were detected, 

which was remarkably higher than that by traditional methods. In bile from gallbladder cancer patients compared 

with that from gallstone patients, 173 proteins were signifi cantly up-regulated and 345 proteins were signifi cantly 

down-regulated (fold change>1.5, P<0.05).

Conclusion: A reliable method for bile protein isolation, purifi cation, identifi cation and analysis is established, 
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胆 囊 癌 是 胆 道 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 占 胆 道 恶

性肿瘤的80%~95% [1]。由于症状不明显或者不典

型 ， 这 种 疾 病 在 发 现 时 往 往 已 经 进 展 到 了 晚 期 ，

很 多 患 者 失 去 了 根 治 性 手 术 的 机 会 ， 导 致 预 后 极

差，5年生存率不足5%[2]。因此早期诊断对于改善

患 者 预 后 至 关 重 要 。 其 中 肿 瘤 标 志 物 的 发 现 是 最

具潜力的研究方向[3]。胆汁是由肝脏产生并经过胆

道 排 入 肠 道 的 一 种 体 液 。 胆 汁 的 成 分 非 常 复 杂 ，

主 要 有 胆 汁 酸 、 胆 固 醇 、 磷 脂 、 胆 红 素 、 蛋 白 质

和 无 机 盐 离 子 等 。 其 中 ， 蛋 白 质 约 占 胆 汁 干 重 的

5%~7%[4-7]。胆汁中可能含有与胆囊癌相关的蛋白

质 ， 它 们 局 部 浓 度 高 ， 背 景 干 扰 小 ， 因 此 胆 汁 蛋

白 质 组 学 的 研 究 对 于 发 现 胆 囊 癌 相 关 的 潜 在 肿 瘤

标 志 物 具 有 重 要 价 值 。 然 而 由 于 有 众 多 杂 质 的 干

扰 ， 胆 汁 蛋 白 质 的 研 究 比 其 他 体 液 更 加 困 难 。 目

前 文 献 报 道 的 胆 汁 蛋 白 质 浓 度 差 异 很 大 。 究 其 原

因 ， 除 了 个 体 差 异 外 ， 胆 汁 中 复 杂 的 成 分 对 目 前

蛋 白 质 研 究 方 法 的 干 扰 也 是 重 要 因 素 。 定 量 研 究

之 前 对 其 他 杂 质 成 分 的 去 除 很 大 程 度 上 决 定 了 研

究的质量。因此，胆汁蛋白质的研究直到21世纪

初 仍 然 比 较 有 限 ， 而 且 局 限 于 一 些 高 丰 度 蛋 白 ，

比 如 血 浆 蛋 白 、 黏 蛋 白 等 [ 8 ]。 传 统 的 胆 汁 蛋 白 质

组 学 的 研 究 方 法 以 双 向 电 泳 为 主 ， 但 是 双 向 电 泳

图谱的分辨率较低[9-10]，很可能漏掉某些具有重要

意 义 的 蛋 白 质 。 近 年 来 ， 随 着 蛋 白 质 研 究 技 术 的

不 断 进 展 ， 体 液 的 蛋 白 质 组 学 研 究 取 得 了 快 速 发

展，尤其是同位素标记相对和绝对定量（isobaric 

t ags  f o r  r e l a t i ve  and  abso lu te  quan t i f i ca t i on，

iTRAQ），Lable- f ree等一系列高通量蛋白质组学

的 研 究 方 法 的 应 用 ， 大 大 推 进 了 胆 汁 蛋 白 质 组 学

的研究进展。上世纪80年代胆汁中发现的蛋白质

不超过50种[7, 11]，而截至目前，胆汁中发现的蛋白

质种类已经超过了3 000种 [12]。然而对胆汁来讲，

其 复 杂 的 成 分 仍 然 是 阻 碍 其 蛋 白 质 组 学 研 究 的 一

大 障 碍 ， 胆 汁 蛋 白 质 的 分 离 和 纯 化 也 是 学 术 界 不

断 探 索 的 目 标 。 在 本 研 究 中 ， 我 们 探 索 建 立 了 一

套 新 的 胆 汁 蛋 白 质 分 离 纯 化 的 方 法 ， 可 以 获 得 可

靠的胆汁蛋白质样品。利用高通量的蛋白质组学研

究方法iTRAQ进行蛋白质的鉴定分析，克服了二维

电泳不能检出极酸、极碱、低丰度蛋白质等缺点，

使得蛋白质的检出种类比传统方法大大提高。

1　材料与方法

1.1  材料

本研究3例胆囊结石患者胆囊胆汁取自第四军

医 大 学 唐 都 医 院 普 外 科 行 取 石 保 胆 术 的 患 者 ， 分

别记为S1、S2、S3。3例胆囊癌胆汁取自行胆囊癌

根治术的患者，分别记为C1、C2、C3。患者基本信

息见表1。胆汁均于术中采取无菌程序抽取。抽取后

立即放冰上转送至–80 ℃冰箱冻存备用。所有患者

无急性胆囊炎发作，所抽取胆汁无脓、血污染。

表 1　患者基本特征
Table 1　General profiles of the patients

患者 性别 年龄（岁） 诊断
1 男 25 胆囊结石
2 女 33 胆囊结石
3 女 39 胆囊结石
4 女 54 胆囊癌
5 女 61 胆囊癌
6 男 68 胆囊癌

1.2  试剂和仪器

Cockta i l，乙二胺四乙酸（EDTA），四甲基

二乙胺（TEMED），二硫苏糖醇（DTT），甘油

购于Amersco公司；胰酶（Trypsin）购于Promega

公司；苯甲基磺酰氟（PMSF），三羟甲基氨基甲

烷（Tris），十二烷基磺酸钠（SDS）购于BBI公

司；四乙基溴化铵（TEAB），考马斯亮蓝，溴酚

蓝购于Fluka公司；丙酮，异丙醇，iTRAQ标签试

剂 购 于 F i s h e r 公 司 ； 碘 乙 酰 胺 （ I A M ） ， 牛 血 清

白蛋白（BSA）购于Sigma公司；其余试剂为国产

分析纯。低温高速离心机，酶标仪为Sigma公司产

品；电泳仪，凝胶扫描仪Image Scanner，图像分

which has the ability to detect many more proteins and greater potential to find key proteins associated with 

specific diseases compared with traditional methods, and may lay a foundation for proteomic analysis of bile and 

other body fluids in the future.
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析软件Decyder V5.0均为Amersham公司产品；液

相色谱仪LC -20AD和LC -20AB为岛津公司产品；

串联质谱仪Q-Exactive为Thermo Fisher Scientif ic

公司产品。

1.3  胆汁蛋白质的提取和定量

溶解样品，每个胆汁样品取1 mL进行提取实

验；16 000 r /min  4  ℃离心15 min，取上清，加

终浓度为1 mmol/L的cocktail、2 mmol/L的EDTA, 

混匀，置于冰上5 min后，加入终浓度10 mmol /L 

D T T ， 冰 浴 超 声 5  m i n ； 1 6  0 0 0  r / m i n  4  ℃ 离 心 

15 min，取上清，将样品转置10mL离心管，加5倍

冷丙酮，加入终浓度10 mmol/L DTT，-20℃沉淀

蛋白2 h；15 000 r/min 4 ℃离心15 min，弃上清；加

5倍冷丙酮，15 000 r/min 4 ℃离心15 min，弃上清，

重复3次至上清无色；将沉淀转入2 mL离心管中，加

1 mL冷丙酮，加入终浓度10 mmol/L DTT，-20 ℃

沉淀蛋白2 h；25 000 r /min 4 ℃离心15 min，弃

上清；风干沉淀，加适量裂解液（有SDS），终浓

度为1 mmol/L的PMSF、2 mmol/L的 EDTA,混匀，

置于冰上5 min后，加入终浓度10 mmol/L DTT；

冰浴超声5 min；25 000 r /min 4 ℃离心15 min，

将 上清转入新的2 mL离心管中；加终浓度10 mmol/L 

DTT（蛋白液体积的1%），56 ℃水浴 1 h；冷却

至室温，加终浓度55 mmol /L  IAM（蛋白液体积

的 1 / 1 0 ） ， 暗 室 放 置 4 5  m i n ； 5 倍 体 积 冷 丙 酮 沉

淀样品2 h，25 000 r /min 4 ℃离心15 min，弃上

清；风干沉淀，加适量裂解液（无SDS）；加1颗

5 mm磁珠，采用Tissue lyser仪器促进蛋白质溶解

（time=120 s、功率=40 Hz/s），25 000 r/min 4 ℃

离心15 min，上清即为蛋白质溶液。

用 B r a d f o r d 法 [ 1 3 ]对 提 取 的 蛋 白 质 样 品 进 行 定

量，测量3次取平均值。

1.4  SDS-PAGE 和蛋白酶解

每样取20 μg蛋白溶液加入适量上样缓冲液混

匀后95 ℃加热5 min，25 000 r/min离心5 min，取

上清点⼊10% SDS聚丙烯酰胺凝胶的点样孔中。

120 V恒压电泳120 min；电泳结束后，考马斯亮

蓝 染 色 2  h ， 之 后 加 入 适 量 脱 色 液 （ 4 0 % 乙 醇 ，

10%乙酸）置于摇床脱色液3次，每次30 min。

每个样品取100 μg蛋白溶液，按蛋白:酶=40:1

的比例加入Trypsin酶2.5 μg，37 ℃酶解4 h。按上

述比例再补加Trypsin 1次，37 ℃继续酶解8 h。酶

解的肽段利用Strata X柱进行除盐，真空抽干。

1.5  肽段标记

取 出 i T R A Q 标 签 试 剂 ， 待 试 剂 恢 复 至 室 温

后，每管试剂加入50 μL异丙醇，涡旋震荡后低速

离心。用0.5 mol/L TEAB溶解肽段样品，并加入到

对应iTRAQ标签试剂中。不同样品肽段选用不同

的iTRAQ标签。室温静置2 h。

1.6  肽段分离

采用岛津LC -20AB液相系统，分离柱为5 µm 

4 . 6 × 2 5 0  m m  G e m i n i  C 1 8 柱 对 样 品 进 行 液 相 分

离。用2 mL流动相A（5%CAN，pH9.8）复溶抽

干的肽段样品并进样，以1 mL/min的流速梯度洗

脱。5%流动相B（95% CAN，pH9.8）10 min，

5 % 至 3 5 % 流 动 相 B  4 0  m i n ， 3 5 % ~ 9 5 % 流 动 相 B  

1 min，流动相B持续3 min，5%流动相B平衡10 min。

在 2 1 4  n m 波 长 下 监 测 洗 脱 峰 并 每 分 钟 收 集 1 个 组

分，结合色谱洗脱峰图合并样品得到20个组分，

然后冷冻抽干。

1.7  高效液相色谱串联质谱

将 抽 干 的 肽 段 样 品 用 流 动 相 A （ 2 % A C N ，

0.1%FA）复溶，20 000 r /min离心10 min后，取

上 清 进 样 。 通 过 纳 升 液 相 色 谱 仪 进 行 分 离 。 样 品

首先进入Trap柱富集并除盐，随后与自装C18柱串

联，以300 nL/min流速分离。纳升液相分离末端直

接连接质谱仪。经过液相分离的肽段通过nanoESI

源离子化后进入到串联质谱仪Q-Exactive进行DDA

（data-dependent acquisition）模式检测。

2　结　果

2.1 样品完整性检测

将 提 取 的 蛋 白 样 品 进 行 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

和 考 马 斯 亮 蓝 染 色 后 ， 胶 图 条 带 丰 富 、 清 晰 ， 无

明显降解和弥散，证明样品完整性良好（图1）。

图 1　胆汁蛋白质样品聚丙烯酰胺凝胶电泳
Figure 1　SDS-PAGE of bile protein samples
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2.2  样品浓度检测

提 取 的 蛋 白 质 样 品 经 过 浓 度 检 测 ， 达 到 了 进

行iTRAQ实验的浓度要求，所有样品蛋白总量均

满足3次以上实验的需求（表2）。

表 2　胆汁蛋白质样品浓度检测
Table 2　Detection of concentrations of the bile protein samples 

编号
样品

名

浓度

（μg/μL）

体积

（μL）

蛋白总量

（μg）

胶图 

完整性
结果 1)

1 S1 7.46 500 3 730.21 优 一等
2 S2 3.47 500 1 734.01 优 一等
3 S3 2.98 500 1 492.40 优 一等
4 C1 9.17 500 4 585.18 优 一等
5 C2 18.50 500 9 249.53 优 一等
6 C3 10.51 500 5 256.49 优 一等
注：1）一等样品指的是在条带合格的情况下，蛋白总量

满足 3 次或者 3 次以上实验需求
Note: 1) First-class sample referring to a sample with total protein 

amount meeting the requirements for three or more experiments

2.3  肽段标记情况

来 自 每 一 个 胆 汁 标 本 的 蛋 白 质 样 品 用 一 个 标

签标记，具体如表3所示。所有样品标记成功率均

在 8 5 % 以 上 ， 达 到 了 i T R A Q 实 验 所 要 求 的 标 记 成

功率。

表 3　蛋白质样品肽段标记结果
Table 3　Peptide labeling results of protein samples

样品 标签 标记效率（%）
S1 113 89.65
S2 114 89.28
S3 115 91.27
C1 116 86.80
C2 117 85.55
C3 118 86.49

2.4  蛋白质鉴定结果

经过质谱鉴定，在“1%FDR”过滤标准下，

一 共 鉴 定 到 1  3 2 3 个 蛋 白 。 差 异 蛋 白 以 变 化 倍 数

>1.5和P<0 .05两个条件筛选。经筛选，胆囊癌患

者胆汁与胆囊结石患者胆汁相比，173个蛋白质表

达明显上调，345个蛋白质表达明显下调。单个样

本间蛋白质差异情况如表4所示。对这些差异蛋白

质 进 行 进 一 步 的 生 物 信 息 学 分 析 和 验 证 将 有 可 能

筛选出具有诊断或预后判断意义的关键蛋白质。

表 4　单个样本间差异蛋白数列表
Table 4　List of differentially expressed proteins among single 

samples
比较组 明显上调 明显下调 所有差异蛋白

C1-VS-S1 145 89 234
C1-VS-S2 132 214 346
C1-VS-S3 115 266 381
C2-VS-S1 126 147 273
C2-VS-S2 116 249 365
C2-VS-S3 79 334 413
C3-VS-S1 73 124 197
C3-VS-S2 72 233 305
C3-VS-S3 78 328 406

3　讨　论

蛋白质组指一个细胞或一个组织基因组所表达

的全部蛋白质，从这一水平上去探索生命现象和规

律已成为研究生命科学的重要手段。经过20几年的

发 展 ， 定 量 蛋 白 质 组 学 研 究 方 法 也 不 断 成 熟 ， 为

蛋 白 质 差 异 表 达 分 析 提 供 了 更 可 靠 、 动 态 范 围 更

广 的 研 究 手 段 ， 也 使 得 生 物 标 志 物 的 发 现 成 为 了

蛋 白 质 组 学 研 究 的 重 点 。 目 前 ， 体 液 蛋 白 质 组 学

的 研 究 已 经 成 为 了 发 现 肿 瘤 标 志 物 最 具 潜 力 的 研

究方向[14-15]。由于胆汁与胆道疾病的发病部位长期

直 接 接 触 ， 病 变 组 织 会 通 过 多 种 机 制 将 疾 病 相 关

的 蛋 白 质 释 放 到 胆 汁 中 ， 例 如 死 亡 或 受 损 细 胞 脱

落 或 者 直 接 分 泌 。 相 较 于 血 液 上 万 种 蛋 白 质 的 规

模 ， 胆 汁 蛋 白 质 局 部 浓 度 高 ， 背 景 干 扰 小 ， 与 病

变 部 位 接 触 更 直 接 。 加 之 释 放 到 血 液 中 的 蛋 白 质

已 经 被 严 重 稀 释 ， 因 此 把 胆 汁 作 为 蛋 白 质 组 学 的

研 究 对 象 比 血 液 更 有 潜 力 发 现 重 要 的 疾 病 相 关 蛋

白质[16]。

然 而 胆 汁 的 蛋 白 质 组 学 研 究 面 临 两 个 主 要

的 障 碍 。 一 是 与 血 液 、 唾 液 、 尿 液 等 其 他 体 液 相

比 ， 胆 汁 的 收 集 比 较 困 难 ， 除 非 通 过 手 术 或 者 逆

行性胆胰管造影（ERCP）才可以获取。二是胆汁

成 分 非 常 复 杂 ， 其 中 的 有 机 化 合 物 和 胆 汁 酸 盐 等

成 分 会 严 重 干 扰 蛋 白 质 的 分 离 与 鉴 定 。 传 统 的 基

于 等 电 点 的 分 离 方 法 （ 包 括 双 向 电 泳 ） 都 会 因 为

聚 焦 不 良 而 受 到 影 响 。 国 内 外 一 些 学 者 利 用 双 向

电 泳 的 方 法 对 胆 汁 蛋 白 质 的 研 究 做 过 一 些 探 索 。

他 们 对 胆 汁 蛋 白 质 的 分 离 、 纯 化 方 法 以 及 双 向 电

泳 的 条 件 等 进 行 了 建 立 和 优 化 ， 取 得 了 一 定 的 成

果，但是由于技术方法固有的缺陷 [ 17]，双向电泳

的 分 辨 率 并 不 理 想 ， 只 能 得 到 数 百 个 蛋 白 质 点 ，

而酶解后鉴定到的蛋白质数量更加有限[9, 18-21]。另
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外 ， 蛋 白 质 的 质 谱 检 测 范 围 也 有 一 定 的 限 制 。 一

些 高 丰 度 蛋 白 会 压 制 其 他 低 丰 度 蛋 白 的 信 号 使 其

难 以 检 出 。 色 谱 法 也 可 能 被 一 些 杂 质 成 分 竞 争 性

非 特 异 性 结 合 而 干 扰 。 国 外 有 学 者 采 用 差 速 离 心

法 提 取 胆 汁 蛋 白 质 ， 进 而 进 行 高 通 量 蛋 白 质 组 学

研究，获得了较为理想的结果[22-23]。然而其实验条

件过于苛刻，最高离心速度达200 000g，大多数实

验室难以达到这样的实验条件。另外离心法也比较

费时、费力，一次处理较多样本时工作量较大。

要 克 服 以 上 困 难 ， 在 进 行 蛋 白 质 组 的 分 析

鉴 定 之 前 ， 简 单 、 可 靠 的 胆 汁 蛋 白 质 样 品 的 分

离 、 纯 化 就 显 得 十 分 重 要 。 然 而 这 里 存 在 一 个 矛

盾 ， 即 蛋 白 质 提 纯 效 果 不 好 会 影 响 鉴 定 及 分 析 的

效 果 ， 纯 化 可 以 去 除 干 扰 蛋 白 质 鉴 定 的 非 蛋 白 物

质 ， 使 得 一 些 低 丰 度 蛋 白 得 到 富 集 。 但 是 过 多 的

提 取 步 骤 则 可 能 损 失 一 部 分 蛋 白 质 ， 使 一 些 与 疾

病 相 关 的 重 要 蛋 白 质 不 能 被 鉴 定 到 。 因 此 如 何 把

握 二 者 之 间 的 平 衡 就 是 一 个 值 得 探 索 的 问 题 。 本

研 究 经 过 摸 索 ， 建 立 了 一 套 胆 汁 蛋 白 质 样 品 分 离

纯 化 的 方 法 。 提 取 的 蛋 白 质 样 品 经 过 质 量 检 测 ，

达 到 了 进 行 下 一 步 实 验 的 要 求 ， 并 取 得 了 满 意 的

效果。

另 外 由 于 蛋 白 质 组 学 研 究 技 术 的 飞 速 发 展 ，

传 统 的 双 向 电 泳 的 方 法 由 于 分 辨 率 低 等 一 些 固 有

的 缺 陷 ， 目 前 已 经 处 于 被 逐 渐 淘 汰 的 边 缘 ， 取 而

代之的是iTRAQ、Lable- f ree等高通量的强大蛋白

质组学研究方法。i TRAQ技术利用多种同位素试

剂 标 记 蛋 白 多 肽 N 末 端 或 赖 氨 酸 侧 链 基 团 ， 经 高

精 度 质 谱 仪 串 联 分 析 ， 可 同 时 比 较 多 达 8 种 样 品

之 间 的 蛋 白 表 达 量 ， 是 近 年 来 定 量 蛋 白 质 组 学 常

用的高通量筛选技术 [ 24]。与传统研究方法相比，

iTRAQ具有明显的技术优势，它能够检测出低丰

度蛋白、强碱性蛋白以及分子量<10 kD或>200 kD

的 蛋 白 ， 分 辨 率 远 远 高 于 双 向 电 泳 ， 而 且 操 作 方

便，效率高，大大缩短了实验时间。

近 年 来 由 于 研 究 手 段 的 不 断 革 新 ， 蛋 白 质 组

学的研究又进入了一个快速发展的时期。2004年，

Kri s t i ansen等 [25]利用SDS -PAGE、凝集素亲和层

析 、 液 相 色 谱 串 联 质 谱 等 手 段 ， 从 一 个 胆 管 癌 患

者的胆汁中鉴定出了87种蛋白质。这是最早的胆

汁 蛋 白 质 组 学 的 研 究 。 在 接 下 来 的 数 年 中 ， 胆 汁

蛋白质谱被逐渐扩大[23, 26-28]，目前发现胆汁蛋白质

种类已经超过了3 000种，并且通过比较蛋白质组

学的方法，发现了MAC -2BP、SSP411、NGAL、

CEAM6、S100A2、α-1-抗胰蛋白酶等一批与恶性

胆道梗阻相关的蛋白质分子[29-34]。

本 研 究 建 立 了 简 单 、 可 靠 的 胆 汁 蛋 白 质 分

离、纯化步骤，采用了iTRAQ的方法对分离 提取

的 良 恶 性 胆 囊 疾 病 的 胆 汁 蛋 白 质 样 品 进 行 了 定 量

分析，鉴定出了1 323个蛋白质，比国内用传统方

法 鉴 定 出 的 蛋 白 质 种 类 大 有 提 高 ， 并 且 实 现 了 蛋

白 质 的 精 确 定 量 ， 发 现 了 良 恶 性 胆 囊 疾 病 胆 汁 蛋

白 质 的 显 著 差 异 ， 对 于 进 一 步 的 疾 病 标 志 物 的 筛

选和验证具有重要应用价值。
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