
乳腺增生组织蛋白质组的凝胶内差异显示电泳分析
`

卢德赵
, 沃兴德

,

沃立科 ,

( 1 浙江中医药大学生命科学学院 浙江 杭州

唐利 华 ` 李 毅
, 楼丽华 2

31加幻 2浙江省中医院乳腺病中心

赵 红 2

浙江 杭州 3 1佣肠

摘要 目的 : 建立其有高分并率和德定性的乳旅增生组织蛋白质组的双向电泳图语
,

并对其进行差异蛋白质组分析
。

方法 :

取乳旅增生病患者增生部位及正常部位乳旅组织
,

匀泉提取乳旅组织总蛋白
,

分别用伪3 或 C , 5标记
,

每一对 伪 3和 C广 标记样

品都与一个 ( ) 2 标记的内标等童泥合
,

上样于同一胶中进行电泳分 离
,

经不 同光激发下扫描得到不 同样品的蛋白质组图讲
。

所

获得的图语经 众q 山
r 软件进行分析

。

结果 :在乳旅增生病淆生的组织中
,

有 12 个蛋白质表达水平显著增加
,

另外 3 个蛋 白质

表达水平显著下降
。

结论 :利用 班心E 技术可 以作胶内对比分析
,

也可 以根据内标消除胶与胶之间的差异
,

提高统计的可信度 ;

分析所得的 巧 个差异蛋 白质可能与乳旅增生疾病的发生与发展有关
。

关健询 :乳旅增生 ; 蛋白质组 ; 舞胶内差异显示电泳

中圈分类号』2 , 1
.
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乳腺增生病是以乳腺泡
、

导管的上皮细胞及结缔组织增

生为主要病理变化的一类疾病的本称
。

临床上以乳房疼痛和

肿块为特征
,

并随月经周期和情绪变化而出现变化
,

属中医
“

乳癖
”

范畴川
。

其发病率在我国纂逐年增长的趋势
,

高居各

种乳腺疾病之首 z1[
,

也是乳腺癌主要危险因素之一
。

本研究

利用凝胶内差异显示电泳 (山氏花
n石目 ni 一

脚 d忱加户峨应
,

DI
-

GE )技术
,

以 4 个乳腺增生病患者手术切除的乳腺增生组织和

非增生的乳腺组织作为研究对象
,

建立双向电泳图谱并进行

差异蛋白质组分析
,

直接从差异表达的蛋白质水平来探讨乳

腺增生的发病机理
,

获得特异性高
、

敏感性强的疾病标志蛋

白
,

为乳腺增生疾病的防治提供理论基础
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 临床组织的处理
:

临床外科手术切下乳腺增生病患者

增生部位和非增生部位乳腺组织
,

用剪刀稍作修剪
,

迅速用生

理盐水冲洗数三次 (冲去基质和血演 )
,

滤纸轻轻吸干残余液

滴
,

放人无菌细胞管
,

迅速置于液氮中保存
。

1
.

1
.

2 主要的试剂
:

丙烯酸胺
、

甲叉双丙烯酞胺
、

尿素
、

硫脉
、

甘氛酸
、

T R IS
、

CH月石
、

SD6
、

碘乙酞氛
、

固相 声干胶条 (】到; stri p

pH3 一 10
,

NL ②耘m )
、

腼 pha lyt e
声 3 一 10

、

2 一 D c lnea 叩试剂盒

和蛋白质定量试剂盒均为 儿拙司助 公司产品
。

硫代硫酸钠

(N应, m )
、

无水乙酸钠为国产分析纯
,

所有溶液均用 M洲Q水

配制
。

1
.

1
.

3 主要仪器
:

助班汀M 任℃p抽d M 等电聚焦电泳仪
,

公
-

tZa TI M D川口sr 认垂直板电泳仪
,

介户呱
1
叫加多功能荧光扫描成

像系统
,

。 ￡沙
r nl 料罗 伽圃 1

, vs
.

o凝胶图像分析软件
,

均为
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扣仪” 抽即公司产品
。

l恻 )X M超速冷冻离心机为日本日立公司

产品
,

UV S么X) 分光光度计为 H YI ’A Q Ell 公司产品
。

1
.

2 实脸方法

1
.

2
.

1 乳腺组织蛋白质的提取与纯化
:

称取 1以玩唱增生和非

增生组织
,

加人么刀闰组织裂解液 (加加加F L碗
,

8. F L U砂
,

4 % C llA玲
,

声 8
.

5)
,

用 幼耐吨 垃 中小研棒研磨 s
mni

。

于

4℃
,

12 叨g离心 l俪
n ,

取上清用 2 一 D cl nea 叩 垃 去杂质
,

并

用 2 一 D 伽助 t 垃测定蛋白质浓度
,

分装成 1即扩匹
, 一

os ℃保

存
。

1
.

2
.

2 荧光标记蛋白质
:

将 C yDy e ( CZy
、

C y 3 和 卿 )从 一 20 ℃

取出
,

室温放置 1俪
n ,

加入 25 川二甲基甲酞胺 ( D M下)
,

涡旋混

匀
。

12仪刃g 离心 0
.

5而
n ,

取出秘 配成姗四心泌 的工作液
。

每样品各取 , 邵蛋白质
,

调节 pH 至 8
.

5
,

分别加人 粼刃户加l相

应的染料
,

振荡混匀
,

冰上避光孵育艾腼加
,

后加人 l泌 1u0 nl 幻F

L赖氨酸中止反应
。

剧烈振荡并冰上避光放置 1n0 d n
,

加人等

体积的 2 倍缓冲液 ( s n 拍 l/ L 尿素
,

l卫知面阅 l/ L m T
,

4% ( w / v )

CH A玲
,

2 % ( v / V ) 研妞m司尹e 3 一 10 )
,

冰浴 101 1
面

。

1
.

2
.

3 双向凝胶电泳 : 将分别由C2r
,

c3r
,

单标记的三个样

品混合 (毛囚 e l )
,

用水化液 (s nx )l/ L尿家
,

2% CH A巧
,

13 浏优叮L

m l
, ,

0
.

5% 代 玩`
r ,

0
.

皿% 澳酚蓝 ) 定溶到 450 两
,

制成第

一向等电聚焦体系
,

采用胶内泡涨的方法上样
。

这样
,

八个样

品被加到四条 p 3ll
一 10 的线性胶条中

,

每一胶内含有分别用

C y3
、

C卢标记的乳腺增生组织或乳腺正常组织的蛋白质
。

另

外每一胶条中含 C yZ 标记的内标 ( 由所测定的所有样品各取

等世混合而成 )
,

以此消除胶与胶这间的误差
。

等电聚焦的参

数
:

刃 v
,

12 h ; , 刃 v
,

l h ; z叨 v
,

zh ;即的v
,

s h
。

等电聚集后
,

胶条

于平衡液 1( l % 仃口
,

父腼帐刀 L T云s , 6瓜刃L尿素
,

30 %甘油
,

2 %

S璐
,

0
.

田 2%滨酚蓝 )
、

平衡液 2( 4% 碘乙酞氨汉为川云F L T d s ,

6咖F L尿素
,

30 % 甘油
,

2% s璐
,

0
.

田 2% 澳酚蓝 )中各平衡

巧而 n ,

后转移到第二向已制好的 12
.

5% SD6 一 PAG E 胶上
,

用

0
.

5%琼脂糖封顶
,

进行第二向电泳
,

二向电泳的参数设定为
:

加W
,

45 而川印w
,

h8
。

直到澳酚蓝染料迁移至胶的底部边缘结

束电泳
。

毛山】e 1 ZD 一 DI GE e月冲”

~ 回 d函护 ofr bi d哈因
,
函斌 . 山词州

。

胶条号 C Zy 标记样品 yc3 标记样品 C ys 标记样品

内标 乳腺正常组织 乳腺增生组织
《尧】1

( i
n t曰词 目. 汕园 ) (阴

七 d ) (山~ )

内标 乳膝正常组织 乳腺增生组织

侧 2

(加沈m目 时. 汕司 ) (. 自d ) (山

~
)

内标 乳膝增生组织 乳腺正常组织
晓 1 3

(访 t即词 目朋山司 ) (di ~ ) (叻
廿日 )

内标 乳腺增生组织 乳腺正常组织
晓 1 4

( i
n t曰词 成. 汕园 )

. .

…小钾脾之
. .

…
_

(呱加. )

1
.

2
.

4 荧光标记双向电泳凝胶的图像扫描
:

荧光标记的蛋白

经凝胶电泳后
,

浦 I Q冲洗数次
,

用 乃润~
9《 幻荧光扫描仪在

不同激发光下扫描成像
,

所使用的滤光片和 P】M 电压如下 :

CZy
二B l以夕 (礴朋 ) /以刃 ; q 3 : C

~ ( 530 ) /倪刃 ; Cys
: R曰 ( 63 3) 5/ 卯

。

所得的蛋白质组图谱用 。￡州巨 b 网罗 伽圈“ M v5
.

0 图像分析

软件进行点识别
、

背景消除
、

点匹配及差异蛋白质分析
。

2 实验结果

2
.

1 理异蛋白质分析

双向电泳结束后
,

每块 S〔S 一 到峪 E 胶用 铭Sunl
、

530 unr 和

63 3mn 3 种波长的激发光进行扫描
,

获得内标图谱
,

乳腺正常

组织蛋白质组图谱和乳腺增生组织蛋白质组图谱
。

四块胶扫

描所得的蛋白质组图谱用分析软件 (氏C yde 巧
.

0) 进行批童分

析
,

晓 1 2 中被检侧到的蛋白质点最多有
,

有 11 50 个点 ;所有胶

中平均检侧到有 1{洲〕个点
,

其中相匹配 (所有图谱共有的 )有

别拓个
,

占匹配蛋白质总数的 76 %
。

不能相匹配的检测点被认

为是杂质徽粒或者由实验所带来的随机误差
。

图 1 显示了

叼 2 中扫描得到的蛋白质组图谱
,

由 Cys 标记的乳腺正常组

织 ( c训加 l)蛋白质组图谱位于左边
,

而卿 标记的乳腺增生组

织 ( di

~
)蛋白质组图谱位于右边

。

y3c la l犯 11司 , 闹 C卢曰记U曰 di

~

凡即花 1 F’u U i l1, 咚, 过此 .
目口脚

图谱中 3和 12 号蛋白质点的三维图像见图 2
,

在侧 2 的胶内差异分析中
,

3 号蛋白质点在乳腺增生病患者乳腺增生组织中

表达童下降 1
.

42 倍
,

而 12 号蛋白质点在乳腺增生病患者乳腺增生组织中
,

其表达盆提高了 2
.

16 倍
。
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图 3显示了全部乳膝增生病患者乳腺增生组织和乳膝正常组织中 l号蛋白质表达盆的变化曲线
,

如果四块胶中蛋白质表达

t 变化的趋势相一致
,

则说明该蛋白质表达盆的差异是由疾病所引起
,

而不是样品材料和操作过程所带来的实验误差
。

通过对 4块胶
,

12 张蛋白质组图谱中相匹配的创万 个点

进行统计学分析有 85 个蛋白质点的体积差异超过加%
,

其中

有 12 个蛋白质表达 t 增加了 1
.

4 倍以上
,

3 个蛋白质表达盘

下降超过了 1
.

4 倍
,

并在所有的胶中表现出相同的趋势 (增加

或降低 )
,

它们的详细信息列于表 2
,

其在图谱上的位工见于图

,
, 。 . ,

二
、

二
, . 、 .

…
1
。

这些蛋白质可能与乳膝增生病发病有关
。
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ùO, 声ù讨一

3 讨论
:

双向凝胶电泳 (wot
一 山. 曰画, 目 枷沈州腼倒

日,

2 一 DE )的

基本原理是蛋白质首先根据其等电点在声梯度胶中等电聚

焦
,

然后按照分子盘大小进行 S〔6 一 侧峪 E 第二次电泳分离
。

ZD 胶中的蛋白质点孺要经过染色成像后才能进行进一步的分

析应用
,

银染是目前最常用的 ZD胶染色方法
,

其灵敏度为 0
.

5

一 1
.

2ng
,

在窄线性范围内可以半定 t
。

但在电泳条件
、

操作过

程和凝胶染色程度等无法完全一样
,

用软件来选点
,

边缘控

制
、

背景过滤和匹配与比较时人为因家较多
,

其结果称定性和

重复性受到了很大局限 s[]
。

最近发展的荧光染料标记的双向

电泳技术即凝胶内差别电泳技术 (由` 洲回 ni 一
脚 日即

-

伙润划娜`。
,

D IG E )极大避免了使用不同凝胶时在操作上的偶然

性和不平行性
。

其主要特点是三色荧光染料 (CZy
、

C y3 和助 )

标记的三个样品可以在同一块胶上进行电泳
.

实验具有较好

的重复性
,

另外单
、

3cr 和 C5r 染料灵敏度高
,

可以检侧低丰

度的蛋白质
。

其相应的分析软件能自动进行图像处理与分

析
,

消除了人为因素的干扰以增加实验的准确性与重复

性 [4
·

5 ]
。

在本实验中
,

我们将所有的实验样品等 t 混合而组成内

标
,

用 C2r 标记
。

电泳时与一组 C’3
、

单标记的乳膝正常组织

样品和乳腺增生组织样品等里混合
,

加样于同一胶条中
。

电

泳后胶经荧光扫描后可以获得内标图谱
,

乳腺正常组织和乳

腺增生组织蛋白质组图谱
。

这方法不但保证每一胶中都有一

对乳腺正常组织和乳腺增生组织蛋白质组图谱可以作胶内对

比分析
,

而且 3种荧光标记的相同蛋白质点在凝胶上表现为

一个蛋白质点
,

所以蛋白质的匹配率高
。

而且在作胶间生物

学差异分析时
,

图谱中任何蛋白质点先经过内标的校正 ( 即样



品中的蛋白质点的值等于该点的侧定值与同一块胶的内标中

所有蛋白质侧定总值的比值 )
,

再进行相互比较
。

因此
,

可以

消除胶与胶之间的差异和部分实验误差
,

提高统计的可信度
。

乳腺增生病以乳房疼痛
、

肿块为主症
,

有时可伴有乳头滋

液
,

中医古代文献与
“

乳癣
”

的描述相符合
。

现代医学认为乳

膝是多种激素的靶器官
,

正常乳房的生长
、

发育和分泌都受大

脑皮层和丘脑下部的调节
,

多种内分泌激素发挥重要的作用
,

尤以垂体 一 性膝激素对乳腺的形响最大 61[
。

但影响病理的因

素很多
,

其机理也相当复杂
,

一些确切的发病机制尚不十分清

楚
。

有研究表明
,

乳腺增生病患者黄体期雌二醉 ( F2 )水平显

著高于正常妇女
,

而孕酮 ( P) 水平偏低
,

黄体期 P 与及 的比率

( n口
J

)明显低于正常妇女
,

存在着黄体功能不足的特征 7[]
。

席

玉沽的研究表明
,

乳腺增生病与黄体期的催乳素 ( PRL )增高密

切相关
,

同时下丘脑 一垂体 一 卵巢轴的综合调控功能失常也

是原因之一 s[]
。

楼丽华等人进一步对乳腺增生病中医证型与

排卵期及
、

Fr
、

Tr
、

P RL
、

朽H 和比 的关系进行分析研究
,

由此

探索现代医学的诊断技术与中医证型的关系
,

应用于中药的

疗效评判及临床指导用药 [,1
。

但乳腺增生病病程长
、

易复发
,

现有资料多缺乏对乳腺增

生病系统的研究
。

特别是在重度乳腺增生
、

非典型乳腺增生

等庙前病变阶段
,

能否在基因和蛋白质水平上体现疾病的诊

断和治疗的客观化是探索的新方向
,

从而提供新的客观化的

乳腺增生病及病变程度在检侧指标
,

并为乳腺增生疾病的防

治提供理论基础
。

蔡学敏等探讨原庙墓因 。

一七B 一 2 基因在

孚游瘤发生早期的作用
,

表明 。

一击B 一 2 墓因扩增发生于不

典型增生阶段
,

在增生病向乳腺庙进展中起重要作用
,

可作为

预侧乳腺庙的辅助分子标记物〔0l]
。

杨举伦等人研究表明不典

型增生中存在巧 3荃因第 6 外显子突变
,

该突变可能在乳腺不

典型增生发展到乳腺庙过程中起重要作用
,

可作为早期诊断

乳腺癌的辅助指标〔川
。

但未见有从墓因组或从蛋白质组角度

研究乳腺增生物质基础的文献
。

在本实验中
,

我们通过凝胶内差异显示电泳 ( D IG E )建立

了乳腺增生组织与相应乳腺正常组织蛋白质组图谱
,

并进行

差异蛋白质组分析
。

结果发现在所获得的蛋白质组图谱中
,

最多可检侧到的 1 150 个蛋白质点
,

平均有 1砚洲 )个点
,

其中所

有图谱共有的相匹配的点有 别万个
,

匹配率为 76 %
。

通过对 4

块胶 12 张蛋白质组图谱中相匹配的 创巧个点进行统计学分

析
,

在乳腺增生组织中有 巧 个蛋白表达盘发生 了显著的变

化
,

其中 12 个蛋白质表达 t 增加了 1
.

4 倍以上
,

3个蛋白质表

达量下降超过了 1
.

4 倍
。

这些蛋白质可能与乳腺增生病发生

与发展有关
。

我们下一步将对这些蛋白进行质谱鉴定
,

获得

其肚指纹图谱
,

经数据库获得此蛋白质的序列
,

结构和功能信

息
,

并从中筛选新的具有诊断潜能的生物分子靶标
,

同时加深

对乳腺增生病病变机理的了解
,

这将有助于乳腺病的诊断与

治疗
,

为新药的开发和利用提供了理论依据
。
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。
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.
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,
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,
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。
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,
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