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基于液相色谱 -质谱技术的早期胃癌血清多肽组学研究 *
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摘要 目的：建立早期胃癌外周血清特征性多肽谱，分析其生物学特征，以探索一种特异且敏感的早期胃癌血清学诊断方法。方

法：采集 10例早期胃癌和 10例正常对照血清，使用蛋白沉淀法去除高丰度血清蛋白质后，通过液相色谱 -质谱联用技术重复三

次进行多肽分离、离子化、质谱检测，将原始数据应用 Label free方法中MaxQuant算法对肽段进行相对定量，分析两组差异多肽

及差异多肽匹配蛋白。结果：EGC组和 N组重复三次所得色谱图总体比较一致，多肽重复检出率分别为 87.54%和 85.67%。其中

EGC组可重复检测到的 Unique peptide有 65条，匹配对应 31个蛋白；在 EGC组和 N组血清中显著差异的 Unique peptide有 22

条，匹配对应 11个蛋白。对血清显著差异多肽所匹配蛋白进行生物学分析，发现这些蛋白质多数位于细胞外，功能类别主要涉及

分子水平的序列变换、信号肽、N-糖基化位点等，信号通路主要富集在凝血级联通路和补体级联通路。结论：早期胃癌血清特异性

多肽谱图的建立可望成为胃癌早期诊断的血清学标志物，后续试验将进一步针对这些差异多肽进一步分析验证，筛选出早期胃

癌标志性多肽，同时应用大样本进行验证，筛选出特异高效的早期胃癌血清标志物。
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The Serum Polypeptide Study of Early Gastric Cancer Based on Liquid
Chromatography-mass Spectrometry*

To establish the specific serum polypeptide spectra and explore specific and sensitive serum markers for di-

agnosis of early gastric cancer. Serum samples of 10 early gastric cancer cases and 10 normal cases were enrolled, using protein

precipitation to remove out high abundance ratios serum protein. Mass spectrometry detection for peptides repeated three times by liquid

chromatography tandem-mass spectrometry technology (LC-MS/MS), and applied MaxQuant algorithm of Label free method to quanti-

tate peptides relatively, and analysed the differential polypeptides and the matching protein between the two groups. Three re-

peated mass spectrograms in EGC group and N group are consistent generally, and the detected polypeptide repeated rates are 87.54%

and 85.67% respectively. There were 65 unique serum peptides that were detected in EGC group, matching with 31 proteins, and there

were 22 differential unique serum peptides between the EGC group and N group, matching 11 proteins. Biological analysis of the serum

different polypeptides matched proteins showed most of these proteins were found in extracelluar domain, and the functional categories

mainly involved sequence variant, signal peptide, glycosylation site: N-linked, etc. The signal pathways were mainly enriched in the co-

agualtion cascade pathway and the complement cascade pathway. Establishing the early gastric cancer serum specificity

polypeptide spectra is expected to become serological markers in diagnosis of early gastric cancer. The following experiments will further

analyse these differential peptides and screen early gastric cancer signal peptides, after verificating with large sample, then screen out spe-

cific and effective serum markers for early gastric cancer.
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前言
胃癌（Gastric cancer, GC）是我国最常见的恶性肿瘤之一，

其发病率和死亡率分别位居恶性肿瘤的第二位和第三位[1]。大
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多数胃癌患者确诊时已处于中晚期，5年相对生存率低于 30%
[2]，而早期胃癌患者的 5年存活率可超过 90%[3]。目前早期胃癌

的确诊主要依靠内镜检查及黏膜病理组织学检查，但是由于早

期胃癌临床表现不明显，内镜检查花费较高且具有侵入性，内

镜筛查胃癌很难广泛普及。而临床常用的胃癌相关肿瘤标志物

如 CA724、CA199和 CEA，在早期胃癌中三者阳性率只有 10%

左右[4]。因此，探索一种有效的早期胃癌血清标志物具有重要意

义。血清多肽是分子量小于 10 kDa的低分子量多肽或蛋白质

水解片段，同蛋白质一样，作为细胞合成、调控和降解过程的中

心，能够反映机体基因表达的任何变化，也能引起相应新陈代

谢活动的改变。多肽组学作为研究多肽组的结构、功能、变化规

律及相关关系的学科,是蛋白组学的重要补充，也是目前的热

点研究领域。截止 2008年，FDA已批准了 109个蛋白质及 62

个多肽等物质作为临床标记物[5]。血清多肽分子量较少，一般方

法较难进行检测。液相色谱 -质谱（Liquid chromatography-tan-

dem mass spectrometry, LC-MS/MS）联用技术采用两个串联的

质量分析器进行离子扫描，通过测定待测物质的 m/z来定性分

析待测物，是多肽组学一种重要的分析方法，其具有非常高的

分析特异性和选择性。近来多个研究小组将 LC-MS/MS方法

用于定量蛋白质或多肽，并成功应用于临床试验。本文应用

LC-MS/MS技术建立早期胃癌外周血清特征性多肽谱，并分析

其生物学特征及意义，以探索一种特异且敏感的早期胃癌血清

学诊断方法。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 早期胃癌组 选取 2016年 11月到 2017年 6月上海市

第一人民医院消化内科和胃肠外科收治的早期胃癌患者 10例

作为早期胃癌（EGC）组。所有病例均经胃镜 +病理学诊断确诊

为早期胃癌，未接受手术治疗或放化疗，无其他组织器官的恶

性肿瘤病史，无急性感染情况，肝肾心肺功能正常。由于胃恶性

肿瘤中 95%是胃腺癌，在样本选择中，EGC组样本均选择腺癌

病人血清。

1.1.2 对照组 同期随机选取上海市第一人民医院健康体检

中心正常健康对照 10例作为正常对照（N）组，两组纳入对象

年龄、性别无明显差异（具体信息详见表 1）。入选对象均经胃

镜检查无异常或仅提示为慢性浅表性胃炎，同时各项体检指标

无明显异常，肝心肺肾功能正常，无急慢性感染史，近 2周内无

任何服药史。本试验设计通过上海交通大学附属第一人民医院

伦理委员会审核。血清及临床资料采集均得到患者本人的知情

同意并签署知情同意书。

表 1 两组血清样本信息表

Table 1 Information table of two sets of serum sample

Group Number
Age Sex

<40 40-60 >60 Male Female

EGC 10 1 4 5 8 2

N 10 2 5 3 7 3

1.2 仪器及试剂

1.2.1 仪器设备 4 ℃离心机、Pico21 常温离心机、SPD111V

型真空干燥离心机、Q ExactiveTM组合型四极杆 Orbitrap 质谱

仪和纳升流速 HPLC 液相系统 EASY-nLC 1000 均购于美国

Thermo Scientific 公司，Vortex 5 型涡旋振荡器（QILINBER，

China）。

1.2.2 试剂 乙腈 (A9984, Thermo HPLC)；10 kD 超滤管

（85034-538-74, Satorius）；碳酸氢铵 (Sigma, A6141)；DTT

(D0632-10G, Sigma)；IAA (L1149-5G, Sigma)；Ziptip脱盐柱。

1.3 试验方法

1.3.1 血清标本采集 所有患者签署知情同意书后取清晨空

腹周静脉血 4 mL，置于 5 mL真空促凝管内，常温静置 1小时

后，以 4000 r/min离心 10 min，吸取血清分装到 EP管中，每份

EP管 100 滋L，编号后储存于 -80℃冰箱。

1.3.2 血清样本前处理 将 EGC 组 10 例样本中每例各取

100 滋L，混合至 1 mL，同样方式取 N组每例样本 100 滋L，混合
至 1 mL。分别向两组血清样品加入 3 mL的 25%乙腈，4℃放

置 40 min。继续加入 100%乙腈，使终体积与水相之比为 2.5：1，

-20℃沉淀 2 h后，4℃下，12000 rpm离心 30 min，分别收集上

清和沉淀。上清离心浓缩干燥后得到沉淀，用 300 滋L左右的
50 mM NH4HCO3重溶。

1.3.3 超滤 在 4℃环境下，12000 rpm离心 10 min后，取上

清，加入 10 kD超滤管进行超滤。12000 rpm收集滤液。

1.3.4 还原烷基化与脱盐 按每 2 滋L二硫苏糖醇（DL-Dithio-
threitol, DTT）加入 100 滋L多肽溶液的比例，加入相应剂量
DTT，56 ℃水浴 40 min。再按照每 10 滋L 碘乙酰胺（Iodac-
etamide，IAM）加入 100 滋L多肽溶液的比例，加入相应剂量 I-

AM，避光 20 min。将多肽溶液离心浓缩干燥后，Ziptip誖 C18柱

脱盐，干燥。

1.3.5 质谱分析 将每份样本重复进样三次，每次进样 2 滋L，
样本采用纳升流速 HPLC液相系统 EASY-nLC 1000（Thermo

Scientific, USA）进行分离，经捕集柱(Trap 柱)，再经 C18分析

柱分离，经高效液相色谱脱盐及分离后用 Q ExactiveTM组合型

四极杆 -Orbitrap质谱仪进行分析。流动相 A为 0.1% Formic

acid (FA)+99.9% H2O，流动相 B为 0.1% FA+99.9% Acetonitrile

（ACN）。质谱检测采用的是数据依赖扫描（Data Dependent

Acquisition, DDA）模式。扫描分辨率为 140,000 (FWHM)，峰高

超过 100 cps（Counts/Second），且电荷为 +2 至 +4 的 10 个丰

度最大的多肽选择被MS/MS分析，质荷比范围为m/z 300-1800。

EGC组的三次进样数据分别记作 EGC1、EGC2和 EGC3；N组

的三次进样数据分别记作N1、N2和N3，具体色谱图见图1。

1.4 数据处理及统计学方法
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原始数据文件首先需要用 Proteome Discoverer（Version1.

4）软件转换为 mgf文件，用 Proteome Discoverer（Version1.4）软

件进行数据检索分析，检索数据库为 Uniprot database。本研究

用 Label free相对定量分析，通过 MaxQuant（Version 1.5）软件

进行谱图校正和归一化处理，并对肽段进行相对定量分析，以

MS1为基础，计算每个肽段的信号强度在 LC-MS色谱上的积

分。用 SPSS 22.0软件进行统计学分析，两样本之间均数比较采

用 t检验，P≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

根据 Proteome Discoverer搜库结果，EGC1检出 3938条多

肽，其中 351个 Unique peptide；EGC2检出 3873条多肽，其中

355个 Unique peptide；EGC3检出 3929条多肽，其中 358个 U-

nique peptide。N1检出 3782条多肽，其中 403个 Unique pep-

tide；N2检出 3849条多肽，其中 413个 Unique peptide；N3检

出 3755条多肽，其中 417个 Unique peptide。

图 1 正常对照组和早期胃癌组外周血清多肽基础峰色谱图及总离子色谱图

A1-3.正常对照组 N1-N3基峰色谱图；B1-3.早期胃癌组 EGC1-EGC3基峰色谱图；

C1-3.正常对照组 N1-N3总离子色谱图；D1-3.早期胃癌组 EGC1-EGC3总离子色谱图

Fig.1 Base peak chromatogram and total ions chromatograph of early gastric cancer group and normal group

A1-3. Base peak chromatogram of N1-N3 in normal group; B1-3. Base peak chromatogram of EGC1-EGC3 in EGC group;

C1-3. Total ions chromatograph of N1-3normal group; D1-3. Total ions chromatograph of EGC1-EGC3 in EGC group

N组和 EGC组内的三次基础峰色谱图和总离子色谱图总

体一致，其中 N组三次多肽重复检出率 87.54%，EGC组多肽

重复检出率 85.67%。根据谱图和结果数据，临床收集到的血清

样本中存在一些未知小分子或者 PEG类多聚物，主要集中在

保留时间（RT）＞90 min这一液相梯度的区段，其原因推测应

该是使用环氧乙烷灭菌的采血器械的多聚物大分子析出引起。

多肽在保留时间 20到 90 min之间，总体分布均匀。

2.1 仅在早期胃癌组检测到的血清多肽谱

根据质谱检测结果显示仅在 EGC组血清样品中检测到的

多肽有 145条，去除非 unique peptide，保留 3次检测中至少 2
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次被检出的多肽共 65条，匹配 31个蛋白，具体详见表 2。

表 2 仅在早期胃癌组检测到的多肽及所匹配的蛋白

Table 2 Polypeptides and matched proteins only detected in the early gastric cancer group

Uniprot Peptide Sequence Protein Description

A6NL88 PGANGTRTGPA Protein shisa-7

O00391 EQEQPLGQWHLS Sulfhydryl oxidase 1

O00391 NEQEQPLGQWHL Sulfhydryl oxidase 1

O75563 ELYDDVDHPLPISNPLTS Src kinase-associated phosphoprotein 2

O95810 ALTSEEAERSDGDPVQPAVLQVHQTS Caveolae-associated protein 2

O95810 ASALVEGEIAEEAAEKAT Caveolae-associated protein 2

P00488 AEDDLPTVELQGVVPR Coagulation factor XIII A chain

P00734 FGSGEADCGLRPLF Prothrombin

P00734 RTFGSGEADGLRPLFE Prothrombin

P00734 TERELLESYIDGR Prothrombin

P00734 TFGSGEADCGLRPL Prothrombin

P00734 TFGSGEADCGLRPLF Prothrombin

P00734 TSEYQTFF Prothrombin

P01024 SKITHRIHWE Complement C3

P01024 SKITHRIHWESA Complement C3

P01024 SSKITHRIHWE Complement C3

P01024 SSKITHRIHWESA Complement C3

P01024 THRIHWESA Complement C3

P01344 GHVLAKELEAF Insulin-like growth factor II

P01344 HVLAKELEAFREA Insulin-like growth factor II

P02452 RGPAGPQGPR Collagen alpha-1(I) chain

P02647 LSALEEYTKKLNTQ Apolipoprotein A-I

P02656 WDLDPEVRPTSAVAA Apolipoprotein C-III

P02671 DEAGSEADHEGTH Fibrinogen alpha chain

P02671 DLVPGNF Fibrinogen alpha chain

P02671 DSGEGDFLAEGGG Fibrinogen alpha chain

P02671 DSHSLTTNImEILRGDFSSANN Fibrinogen alpha chain

P02671 EILRGDFSSANN Fibrinogen alpha chain

P02671 ELERPGGNEIT Fibrinogen alpha chain

P02671 ELERPGGNEITR Fibrinogen alpha chain

P02671 MADEAGSEADHEGTHST Fibrinogen alpha chain

P02671 PNNPDWGTFEEVSGNVSPGTR Fibrinogen alpha chain

P02671 QFTSSTSYNRGDSTFES Fibrinogen alpha chain

P02671 QLQKVPPEWK Fibrinogen alpha chain

P02671 SETESRGSESGIFTNTKESSSHHPGIAEFPS Fibrinogen alpha chain

P02671 SKQFTSSTSYNR Fibrinogen alpha chain

P02671 SSHHPGIAEFPSRG Fibrinogen alpha chain

P02671 SSSYSKQFTSSTSYNRG Fibrinogen alpha chain

P02671 VPDLVPGNF Fibrinogen alpha chain

P02675 QGVNDNEEGFFSAR Fibrinogen beta chain

P02766 GSPAINVAVHVFR Transthyreti

P02766 INVAVHV Transthyreti
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P02766 KAADDTWEPF Transthyreti

P02768 FTFHADIcTLS Serum albumin

P04114 TPALHF Apolipoprotein B-100

P05546 GSKGPLDQLEKGGETAQSADPQWEQLNN Heparin cofactor 2

P06727 ADEFKVKIDQTVEELR Apolipoprotein A-IV

P08697 FPRGDKLFGPDL Alpha-2-antiplasmin

P08697 NQEQVSPLTLLKLGN Alpha-3-antiplasmin

P35579 DLPFVVPR Myosin-9

P43490 KQKMWSIENIAFGSGGGLL Nicotinamide phosphoribosyltransferase

P68366 AVFVDLEPTVIDEIR Tubulin alpha-4A chain

P68366 TIGKEIIDPVL Tubulin alpha-5A chain

Q13683 TLDPADRL Integrin alpha-7

Q14624 MNFRPGVLSSRQLGLPGPPDVPDHAAYHPF Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

Q14624 PGVLSSRQLGLPGPPDVPDHA Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5

Q15942 GPPASSPAPAPKFSPVTPKFTPVAS Zyxin

Q49A17 HNEGWTSLLR Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like 6

Q92833 RHGWNLTVLPNNTGSILR Protein Jumonji

Q96AK3 FRGPVL DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3D

Q9BZZ2 DAGVYTCQAENGV Sialoadhesin

Q9H4B7 DINEFGEAENNIHDLV Tubulin beta-1 chain

Q9ULI3 ALSLAPLAGAGLELQLER Protein HEG homolog 1

Q9ULI3 SLAPLAGAGLELQLER Protein HEG homolog 2

2.2 早期胃癌组与对照组显著差异性多肽谱

2.2.1 筛选 EGC 组与 N 组显著差异多肽 使用 Maxquant

(Vision 1.5)软件分别对 EGC组和 N组的 3次检测结果，进行

谱图校正和归一化处理，共对 95条 Unique peptide进行了相对

定量分析。通过计算两组样品中同一多肽的 Fold change，并且

用 T 检验对两组样品进行了筛选，保留 P≤ 0.05 的多肽，以

Fold Change GC vs N为 2.0倍作为临界值，筛选出在 EGC组

和对照组中有显著差异的多肽共 22条，匹配 11个蛋白。

表 3 早期胃癌组与对照组血清显著差异多肽及所匹配的蛋白

Table 3 Significantly different polypeptides and the matched proteins between early gastric cancer group and control group serum

Uniprot Sequence Description Fold change EGC/N P value

P01024 IHWESASLLR Complement C3 3.22 <0.0001

P01024 ITHRIHWESASLLR Complement C3 4.08 <0.0001

P01024 SSKITHRIHWESASLLR Complement C3 4.55 0.0223

P02452 GPAGPQGPR Collagen alpha-1(I) chain 7.88 <0.0001

P02671 HRHPDEAAFFDTASTGK Fibrinogen alpha chain 2.96 0.0030

O95810
YEGSYALTSEEAERSDGDPVQ-

PAVLQVHQTS
Serum deprivation-response protein 2.07 0.0015

Q9Y278 THVQIDPEVIDQLR
Heparan sulfate glucosamine

3-O-sulfotransferase 2
2.46 0.0305

P00488
RAVPPNNSNAAED-

DLPTVELQGVVPR
Coagulation factor XIII A chain 0.44 <0.0001

P01009 SASLHLPKLSITGTYDLK Alpha-1-antitrypsin 0.16 <0.0001

P01023 AIGYLNTGYQR Alpha-2-macroglobulin 0.47 <0.0001

P01023 AIGYLNTGYQRQLNYK Alpha-2-macroglobulin 0.27 <0.0001

P01023 SLNEEAVKK Alpha-2-macroglobulin 0.38 0.0117

P02766 AADDTWEPFASGK Transthyretin 0.45 0.0004

P02766 ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR Transthyretin 0.02 <0.0001

P02766 ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPRR Transthyretin 0.06 <0.0001
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图 3 血清差异多肽匹配蛋白的功能类别分析

Fig.3 Functional categories analysis of serum different peptides matched proteins

2.2.2 PCA主成分分析 针对 P≤ 0.05有相对定量信息的 22

条多肽进行 PCA主成分分析，将试验 6针质谱检测的信号强

度进行 PCA三维分析（图 2），可见这 22条多肽的质谱信号强

度在 EGC组和 N组之间存在明显差异。

2.3 血清显著差异多肽所匹配蛋白的生物学分析

2.3.1 GO David分析 将研究发现的所有血清差异多肽（包

括仅在 EGC组中检测到的多肽和 EGC组与 N组显著差异的

多肽）匹配的蛋白通过在线数据库 DAVID进行功能注释汇总

后的 Functional Categories分析（图 3）和 Gene Ontology分析

（图 4），发现这些蛋白质多数位于细胞外，功能类别主要有分

子水平的序列变换、信号肽、N-糖基化位点等。

2.3.2 KEGG分析 血清差异多肽匹配蛋白通过在线数据库

KEGG进行信号通路分析，结果显示 9个差异蛋白在 2条信号

通路上富集，分别是凝血级联通路（Coagulation cascade）和补

体级联通路(Complement cascade)（图 5）。

3 讨论

液相色谱 -质谱联用（LC-MS/MS）技术，以液相色谱作为

分离系统，质谱为检测系统。样品在质谱部分和流动相分离，被

离子化后，经质谱的质量分析器将离子碎片按质量数分开，经

检测器得到质谱图。液质联用将色谱和质谱优势互补，将色谱

对复杂样品的高分离能力，与 MS的高选择性、高灵敏度及能

够提供相对分子质量与结构信息的优点结合起来，在药物分

析、生物分析等许多领域得到了广泛应用。

P02766 RYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPKE Transthyretin 0.05 <0.0001

P02766 YTIAALLSPYSYSTTAVVTNPKE Transthyretin 0.23 <0.0001

P0C0L5/P0C0L4 GLEEELQFSLGSKINVK Complement C4-B/C4-A 0.3 0.0008

P0C0L5/P0C0L4 NGFKSHALQLNNRQIR Complement C4-B/C4-A 0.35 0.0015

Q14624 SPEQQETVLDGNLIIRYDVDR Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 0.23 0.0047

图 2 EGC组和 N组差异多肽的 PCA分析

Fig.2 PCA analysis of difference peptides in EGC and N groups

本研究取 10例早期胃癌患者与 10例健康成人血清，未经

任何酶解，使用蛋白沉淀法去除高丰度血清蛋白，使用

LC-MS/MS技术分离血清中多肽，对显著差异多肽进行分析与

比较，EGC组和 N组分别获得的三次质谱图均比较一致，多肽

重复检出率高。仅在 EGC组中可重复检测到的 unique peptide

有 65条，匹配对应 31 个蛋白，在 EGC组和 N组血清中显著

差异的 unique peptide有 22条，匹配对应 11个蛋白。血清中的

多肽主要有两个来源，一是有基因编码合成，二是体内蛋白质

降解，故所检测的显著差异多肽可能由差异蛋白降解产生，也

可能由肿瘤细胞基因突变后转录合成。本研究筛选出的多肽均

为 Unique peptide，即每段多肽序列都特异性对应一种蛋白质，

针对匹配蛋白质进行生物学分析，GO分析显示这些蛋白质多
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图 4 血清差异多肽匹配蛋白的 GO分析

Fig.4 Gene ontology analysis of serum different peptides matched proteins

图 5 血清差异多肽匹配蛋白富集的 KEGG信号通路

Fig.5 Riched KEGG signal pathway of different polypeptides matched proteins

数位于细胞外，功能类别主要有分子水平的序列变换、信号肽、

N-糖基化位点等，主要涉及的信号通路是凝血级联通路和补

体级联通路，主要参与的生物代谢途径有免疫系统代谢途径、

凝血代谢途径、信号传导代谢途径和蛋白质代谢途径，早期胃

癌的发生发展可能与上述 4种代谢途径的改变密切相关。

针对本研究中的匹配蛋白进一步生物学功能分析发现，其

中 A1AT、A2M和 ITIH4均为蛋白酶抑制剂，且均为急性时相

反应蛋白。其中 琢1-抗胰蛋白酶（A1AT）是人体最主要的蛋白
酶抑制剂，参与血管形成、细胞凋亡和肿瘤形成等多种病理生

理过程[6]，研究发现蛋白酶通过降解胞外基质和基底膜参与胃

癌的发生、侵袭和转移，机体为中和、抑制蛋白水解酶活性，

A1AT代偿性增加[7]。Kwon等通过体外侵袭试验证实 A1AT高

表达时可增加癌细胞侵袭性，而当 A1AT表达下降时癌细胞的

侵袭性降低[8]。琢2-巨球蛋白（A2M）同属于蛋白酶抑制剂，主要
清除组织中外源性和过量内源性蛋白酶，同时也能够与重要的

细胞因子结合并调节其生物活性[9]。有研究显示 A2M能够抑制

肿瘤生长，最早 Arenne等[10]在白血病株培养基中加入生理浓

度的 A2M后，白血病细胞的分裂增值被抑制；Koo等[11,12]后来

通过体内及体外试验均证实 A2M对人、鼠肿瘤细胞有抑制作

用。A2M具体的抗肿瘤机制尚不明确，或许与抑制蛋白酶活性

1622· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.9 MAY.2018

有关，同时通过调节各种细胞因子参与肿瘤的增殖、转移。间 琢
胰蛋白酶抑制剂重链 4（ITIH4）是新发现的间 琢胰蛋白酶抑制
剂重链家族成员，在一项 ITI基因家族在实体瘤组织标本的表

达研究发现，ITIH4在 95%肾肿瘤、57%卵巢肿瘤、63%胃肿瘤

和 75%前列腺癌中表达下调[13]，与其他家族成员不同，ITIH4以

重链亚型的形式存在血液中，是一个急性期反应蛋白，与急性

反应期的细胞增殖和迁移有关，在感染和炎症发展中发挥重要

作用[14]。已有很多学者强调炎症与肿瘤的发生发展相关，当机

体收到损伤或病原体感染，炎症微环境中持续的氧化应激以及

炎症细胞及细胞因子诱导 DNA损伤并抑制损伤后修复，导致

基因组不稳定及基因突变，细胞增殖分化及凋亡失去调控，使

肿瘤细胞形成[15]。

在早期胃癌组表达上调多肽匹配的蛋白中，我们发现较多

与肿瘤细胞迁移、侵袭相关的蛋白，如 QSOX1、SKAP2、

MYH9、NAMPT、ITGA7 和 GALNTL6。其中巯基蛋白酶 1

（QSOX1），最早在 1993年 Coppock[16]研究WI38成纤维细胞株

时发现的一种参与蛋白质折叠时氧化巯基的酶，是巯基氧化酶

家族中的一员，可以通过还原分子氧生成过氧化氢。QSOX1过

表达产生的大量过氧化氢可以通过改变细胞内部微环境，促进

肿瘤的发生发展[17]，研究发现 QSOX1在胰腺癌、前列腺癌、肝

癌等恶性肿瘤中高表达[18-20]。Src激酶相关磷蛋白 2（SKAP2）是

SRC家族激酶的底物，SRC家族包括 Src在内的 9个具有相似

结构和功能的非受体酪氨酸激酶，在细胞的黏附、增殖和侵入，

以及细胞的运动和细胞因子受体的激活方面发挥重要作用。许

多研究发现 SRC激酶家族超活化或过度表达是引发各种癌症

的关键因素，SKAP2通过促进伪足的形成，进而促进肿瘤相关

巨噬细胞的浸润和转移[21]；Kuranami等[22]发现非小细胞肺癌组

织中 SKAP2 的过度表达与预后差、生存时间段相关，认为

SKAP2可能是恶性肿瘤治疗的潜在分子靶点。非肌肉肌球蛋

白重链 9基因（MYH-9）属于肌球蛋白超家族中的一种，有助于

细胞极化、连接、分离和转移[23]，胃癌组织 MYH-9高表达是预

测胃癌不良预后的独立指标 [24]，通过 MicroRNA let-7f靶向抑

制MYH-9基因的表达，发现可影响体外胃恶性肿瘤细胞的侵

袭和转移[25]，MYH-9可能成为胃癌基因治疗的新靶点。烟酰胺

磷酸核糖转移酶(NAMPT)是 NAD生物补救合成途径中的关

键限速酶，主要分布于胞浆、胞核和线粒体，NAMPT可以通过

改变细胞内 NAD的含量调节细胞周期，影响细胞分化及 DNA

修复，组织细胞死亡等[26]。Nampt高表达与胃癌的浸润深度、淋

巴结转移及 TNM分期相关[27]，有研究提出由于恶性肿瘤细胞

有较高的代谢速度，需要维持高水平的 NAD消耗和生存速率，

可通过抑制 NAMPT导致 NAD水平下降，诱导肿瘤细胞的凋

亡，NAMPT抑制剂可能是治疗恶性肿瘤的一个方向[28]。血清表

达差异蛋白中，如 SHISA7、APOBEC3D和 HEG-1在 EGC组

的表达均高于正常组，但是目前关于这些蛋白的研究较少，还

需更多研究明确。

综上所述，早期胃癌血清特异性多肽谱图的建立提示早期

胃癌血清多肽组学可望成为胃癌早期诊断的血清学标志物，后

续试验我们将针对这些差异多肽进一步分析验证，筛选出早期

胃癌标志性多肽，同时应用大样本进行验证，筛选出特异高效

的早期胃癌血清标志物。
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