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Abstract: Objective  To investigate the expression of differential proteins in the typical process of 
gastric intraepithelial neoplasia including normal gastric antrum mucosa, reactive hyperplasia, low-grade 
intraepithelial neoplasia, high-grade intraepithelial neoplasia and intramucosal carcinoma. Methods  We 
enrolled 150 specimens of different stages of gastric tissues, including normal gastric antrum mucosa, 
reactive hyperplasia, low-grade intraepithelial neoplasia, high-grade intraepithelial neoplasia and early 
gastric cancer(each n=30). The expression profiles of total proteins were detected by label-free quantification 
technology integrated with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Potential 
biological function of differential proteins was analyzed. Results  We screened out eight differential proteins. 
Compared with normal gastric antrum mucosa, during the process of gastric intraepithelial neoplasia including 
low-grade intraepithelial neoplasia, high-grade intraepithelial neoplasia and intramucosal carcinoma, the 
expression of five proteins LAMN1, ERGIC1, UQCRFS1, UQCRH, CISD1 gradually decreased, and three 
proteins with increasing expressions were HMGB1, DNA-PKcs, 14-3-3. Conclusion  There are many 
proteins expressed differently in different stages of gastric cancer. They might be expected to be novel early 
diagnostic and targeted therapeutic biomarkers.
Key words: Gastric cancer; Dysplasia; Molecular marker; Proteomic
摘  要：目的  探讨胃癌发生发展的不同阶段（正常胃黏膜组织、反应性增生、低级别上皮内瘤变、高

级别上皮内瘤变及黏膜内腺癌）差异蛋白的表达。方法  以胃窦部肠型胃癌为研究对象，选取正常、反

应性增生、低/高级别上皮内瘤变、黏膜内癌5组各30例共150例组织标本，用非标记蛋白质组学（label-
free）联合液性色谱质谱（LC-MC/MC）筛选差异蛋白，并评估差异蛋白潜在的生物学功能。结果  筛

选出了8个差异蛋白，和正常黏膜相比，在低级别上皮内瘤变—高级别上皮内瘤变及黏膜内癌的发展过

程中，LAMN1、ERGIC1、UQCRFS1、UQCRH和CISD1这5个蛋白质的表达量逐渐降低，表达量逐渐升

高的蛋白质有HMGB1、DNA-PKcs和14-3-3。结论  在胃癌发生发展的不同阶段，蛋白质的表达存在明

显的差异，这些差异蛋白具有成为胃癌早期诊断及靶向分子治疗标志物的潜能。
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0  引言
一直以来，早期胃癌、癌前病变及胃低 /高

级别上皮内瘤变（即异型增生）的组织病理学诊

断标准存在分歧，给精准病理诊断带来了困难，

也不利于临床对胃癌前病变和早期胃癌的治疗。

目前关于胃癌的研究很多，但鲜有应用蛋白质组

学技术筛选胃癌发生发展的不同阶段分子标志物

的研究。因此，我们以胃窦部肠型胃癌为研究对

象，用非标记蛋白质组学（label-free）联合液性

色谱质谱（LC-MC/MC），筛选各组间差异蛋白

质，并评估差异蛋白潜在的生物学功能。

1  材料和方法
1.1  材料

1.1.1  标本  研究对象选自2005年1月至2010年

1月在兰州大学第二医院接受胃镜内镜黏膜下剥

离术（endoscopic submucosal dissection, ESD）、

内镜黏膜下切除术（endoscopic mucosal resection, 
EMR）或胃切除患者，所选组织均为10%的中性
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缓冲福尔马林固定的石蜡包埋组织，回顾性分析

相对应的HE染色切片。

1 .1 .2   蛋白质组学结果分析软件   MaxQuant 
1.3.0.5（Max Planck Institute of Biochemistry in 
Martinsried, Germany）。

1.2  方法

1.2.1  实验分组   选取5组共150例石蜡包埋组

织。胃窦部无异型增生的相对正常的胃黏膜、反

应性增生（reactive hyperplasia）胃黏膜、低级别

上皮内瘤变（low-grade intraepithelial neoplasia）的

胃窦病变黏膜、高级别上皮内瘤变（high-grade in-
traepithelial neoplasia）的胃窦黏膜病变、胃窦部黏

膜内癌（intramucosal carcinoma）各30例，分别称

为A、B、C、D、E组。5组相应的HE代表性标准

图片，见图1。分组后进行的蛋白质组学实验分为

筛选和验证二个阶段，将每组30例临床样本再随

机分为三小组，即A1、A2、A3，B1、B2、B3，

C1、C2、C3，D1、D2、D3，E1、E2、E3共15小

组。每一例选二个蜡块，二者均具有完全相同的

HE形态及病理诊断，一个蜡块用于蛋白质组学检

测，另一个蜡块用于免疫组织化学法验证蛋白质

学的可靠性。

1.2.2  手工显微切割  将每个10%中性缓冲福尔

马林固定石蜡包埋标本（FFPE），对应的HE切

片置于普通光学显微镜下观察，将各组典型病变

细胞用记号笔标记出来，将HE切片对应于相应的

蜡块，标记出目的细胞在蜡块所在的部位，一次

性刀片在蜡块上将目的细胞所在的区域与周围组

织划一道较深的痕迹再切片，每片4~10 μm厚，

将每一张切片中的目的细胞与周围组织分离，保

证所送蛋白质组学的每一份材料均为典型病变的

细胞，最大程度去除杂质，保证实验结果的可靠

性，将15小组精心挑选的蜡片储存在PC管中，低

温保存。

1.2.3  蛋白质组学检测

（1）组织标本预处理：15小组的EP管依次加

入已配制好的二早苯脱蜡30 min，然后用移液枪

将二甲苯吸去，再加入二甲苯，如此重复脱蜡三

次，其间一直用振荡器，以保证充分脱蜡。每一

小管依次加入梯度酒精（90%、80%、70%）各30 
min，以充分去除二甲苯，移液枪将酒精吸去，加

热10 min，水化3次，每次10 min，-80℃低温保

存，干冰运输，委托上海中科新生命生物科技有

限公司进行蛋白质组学检测。（2）LC-MS/MS预

实验：将15小组样品各取200 μl通过SDS-PAGE电

泳，LC-MS/MS（质谱仪器）：LTQ-Velos，经过

匀浆+SDT裂解，通过软件Proteome Discoverer-SE-
QUEST进行分析及结果评价。（3）LC-MS/MS实

验：进行蛋白质的裂解和定量，SDS-PAGE电泳，

再进行蛋白质的FASP酶解，采用LC-MS/MS分析

酶解产物，采用HPLC液相系统EASY-nLC1000
进行分离。溶液为0.1%甲酸乙腈水溶液（乙腈为

2%）和0.1%甲酸乙腈水溶液（乙腈为84%）。色

谱柱为Thermo EASY column SC200 150 μm 100 
mm。样品自动上样到Thermo EASY column SC001 
traps，采用色谱柱分离。酶解产物通过毛细管高

效液相色谱分离后进行质谱分析。

1.2.4  数据分析  （1）MaxQuant的非标记分析：    
15个原始文件用MaxQuant软件（版本号1.3.0.5）

查库，Label-free定量分析。数据库为uniprot hu-
man 146704_20150720.fasta（2015-07-20）。（2）

Perseus的统计学和生物信息学分析：采用Perseus

A: normal tissue; B: reactive hyperplasia; C: low-grade 
intraepithelial neoplasia; D: high-grade in traepithelial 
neoplasia; E: intramucosal carcinoma

图1  蛋白质组学入组的5组石蜡包埋组织代表性病
理图片
Figure1  Representative pathologic figures of 
five groups of paraffin-embedded tissuses for 
proteomics
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软件分析MaxQuant所获得的查库文件，Perseus
软件版本号为1.3.0.4（Max Planck Institute of Bio-
chemistry in Martinsried, Germany）。（3）差异

表达蛋白质Gene Ontology（GO）富集分析：GO
是基因功能分类体系，是动态更新的标准化体

系，它从三个方面描述蛋白质的属性：①生物过

程（biological process），②分子功能（molecular 
function），③细胞组分（cellular component）。

④KEGG通路富集分析： KEGG是常用于通路研究

的数据库之一。

2  结果
2.1  蛋白质组学预实验结果与分析

通过软件ProteomeDiscoverer-SEQUEST分析及

结果评价，确定样品制备及酶解正常，质谱鉴定

结果及样品评介均正常，且组内和组间所有样品

平行性好，可以进行后续实验。

2.1.1  蛋白质浓度测定  蛋白质浓度测定结果表

明总量满足2次或2次以上实验，见表1。

2.1.2  SDS-PAGE分析  由考染图谱来看，蛋白

提取结果正常，检测图谱如下所示，电泳条带清

晰，表明质量满足实验要求，见图2。

2.1.3  Basepeak图谱  LC-MS/MS分析过程是酶解

后的肽段先经过色谱柱进行分离，然后串联进入

质谱检测器中进行一级和二级质谱分析。该方法

适用于复杂样品的分析，可以增加低丰度蛋白质

被鉴定出的概率。Basepeak图是在该过程中将每个

时间点质谱检测信号最强的肽段的强度值连续描

绘得到的图谱。如图3、图4（图4为以E1组为例，

选取质谱分析中一小段Basepeak图放大）所示，横

坐标为肽段在色谱中的保留时间，纵坐标为质谱

信号强度，主要峰上的数字标记分别为信号峰强

度最高的肽段的保留时间和质荷比。Basepeak图主

要反映样品的色谱分离度、肽段信号强度（可以

结合上样体积判断样品酶解情况）、样品中蛋白

质的构成复杂程度等。如果从色谱图上看到在不

同时间洗脱的峰较多，而且相对丰度较高，则说

明样品中的肽段种类较多，复杂程度较高。

2.1.4  肽段浓度测定  以OD280吸收值对酶解后肽

0.431段的相对浓度进行评估，实验测得的各组肽段

浓度见表2。

2.2  蛋白质鉴定及定量结果

本次实验共鉴定肽段数17 443个，蛋白质组数

2 807个。

2.3  生信分析结果

根据Correa[1]提出的癌变模式：无异型增生的

正常胃窦黏膜（A）－反应性增生（B）－低级别

上皮内瘤变（C）－高级别上皮内瘤变（D）－黏

膜内癌（E）为顺序（即A-B-C-D-E）进行生物信

息学分析。 
2.3.1  聚类分析  5组原始数据中定性到蛋白质共

2 777个，其中以筛选Ratio标准大于或小于1.2且

P<0.05筛选到差异蛋白质数目为355个。355个蛋

白质构成的聚类图中红色代表蛋白质的表达量上

调，蓝色代表蛋白质的表达量下调，颜色深浅代

表上调或下调的程度聚类分析，见图5。在相似性

图2  五组样品的SDS-PAGE电泳图谱
Figure2  SDS-PAGE electroph-oretogram of  five groups of samples

表1  各组蛋白质浓度测定
Table1  Concentration of proteins in each group
Groups A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3 E1 E2 E3
Concentration(μg/μl) 2.880 2.058 3.603 2.373 3.997 3.598 3.138 3.401 3.473 4.125 4.032 4.259 3.825 3.754 3.660
Total amount(μl) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
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表2  各组肽段浓度
Table2  Concentration of peptide in each group

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3 E1 E2 E3
Concentration(μg/μl) 0.340 0.253 0.422 0.381 0.357 0.351 0.362 0.572 0.513 0.480 0.238 0.378 0.250 0.465 0.431

的基础上对数据进行分组、归类，聚类分组的结

果显示，组内样本的数据模式相似性较高，即正常

胃黏膜A1、A2、A3三组间相似性较高，反应性增

生B1、B2、B3三组间相似性较高，低级别上皮内

瘤变C1、C2、C3三组间相似性较高，高级别上皮

内瘤变D1、D2、D3三组间相似性较高，黏膜内癌

E1、E2、E3三组间相似性较高，证明了筛选的目

标蛋白质的合理性。而组间的数据模式变量相似

性较低，即A、B、C、D、E五大组之间相似性较

低，表示生物学处理对样本没有造成显著影响；我

们可以从目标蛋白质的聚类结果中直观地区分具有

不同表达模式的蛋白质子集合，具有相近表达模式

的蛋白质可能具有相似的功能或参与相同的生物学

图3  A、B、C、D、E 5组代表性的Basepeak图谱
Figure3  Representative Basepeak spectrum of five groups

图4  E1组Basepeak图谱
Figure4  Basepeak spectrum of group E1

途径，或者在通路中处于临近的调控位置。

2.3.2  GO富集分析  通过Fisher精确检验，来评

价某个GO term蛋白质富集度的显著性水平。GO
富集分析从16个方面评价了癌变过程中蛋白质变

化的显著性，各类蛋白质变化的具体比例见GO 
term富集图，见图6。

2.3.3  GO Level 2统计  对355个差异蛋白质的GO
注释可以从参与的生物学过程、分子功能及细胞

组分三个方面对这些差异蛋白质进行分类，在生

物学过程发生变化的有18个，其中明显变化的11
个生物学过程为：cellular process, metabolic pro-
cess, single-organism process, biological regulation, 
response to stimulas, localization, cellular component 
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organization, biogenesis,  multicellular-organism 
process, development process, signaling等，分子功

能有13个，其中最明显的分子功能变化有二个：

binding, catalytic activity。在细胞组分有11个成份

变化，变化明显的主要有6个方面：cell, organelle, 
extracellular region, membrane, macromolecular com-
plex, membrane-enclosed lumen。

2.3.4  KEGG通路富集分析  在癌变的过程中有大

量蛋白质发生明显变化，在生物体中，蛋白质并

不独立行使其功能，通路分析可以更系统更全面

地了解细胞的生物学过程和疾病的发生机制等。

发生变化的355个差异显著的蛋白质主要表现为内

质网中蛋白质变化、氧化磷酸化为主的多条代谢

及信号途径。

2.3.5  免疫组织化学验证  根据通路富集分析、

蛋白质的表达量及与胃癌相关性大小，选定8个

蛋白质进行验证。和正常黏膜相比，在反应性不

典型性－低级别上皮内瘤变－高级别上皮内瘤变

及黏膜内癌的发展过程中，LAMN1、ERGIC1、

UQCRFS1、UQCRH、CISD1这5个蛋白质的

表达量逐渐降低，表达量逐渐升高的蛋白质有

HMGB1、DNA-PKcs、14-3-3。用免疫组织化学验

证蛋白组学的可靠性，免疫组织化学预实验结果同

蛋白质组学结果相符，提示这8个蛋白质在胃癌的

发生、发展中具有重要意义。ERGIC1在各组的免

疫组织化学染色结果见图7，DNA-PKcs在各组的

免疫组织化学染色结果见图8。

3  讨论
内质网是蛋白质折叠、组装的重要场所。任

何原因导致的蛋白质没有折叠或错误折叠都无法

正常经内质网转运，从而在内质网内异常积聚，

引发内质网应激。细胞为了适应这种应激，在进

化过程中逐渐形成了高度保守、具有自我保护功

能的信号转导通路，又称未折叠蛋白反应（unfold 
protein response, UPR）。内质网应激和未折叠蛋

白反应与许多疾病的发生都有关系，如胃癌、糖

尿病、神经退行性疾病和脑缺血等。

内质网蛋白质处理过程与癌症关系密切，与

我们的蛋白质组学结果相符。本研究发现，和正

常黏膜相比，在反应性增生－低级别上皮内瘤

变－高级别上皮内瘤变及黏膜内癌的发展过程

中，LAMN1、ERGIC1、UQCRFS1、UQCRH、 
CISD1这5个蛋白质的表达量逐渐降低，HMGB1、

DNA-PKcs、14-3-3表达量逐渐升高。而其中的

ERGIC1、DNA-PKcs与内质网功能密切相关，本

研究蛋白质组学结果生信分析表明，在癌变过程

中，在内质网中有关蛋白质加工途径的蛋白质变

图6  显著富集的GO term富集图
Figure6  Enrichment analysis of GO term

Red: up-regulation; Blue: down-regulation

图5  差异表达蛋白质的聚类图
Figure5  Cluster analysis of differentially-expressed 
proteins 
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A: normal gastric antrum mucosa; B: reactive hyperplasia; C: low-grade intraepithelial neoplasia; D: 
high-grade intraepithelial neoplasia; E: early mucosal cancer

图7  ERGIC1在各组的免疫组织化学染色 (IHC ×40)
Figure7  Immunohistochemical staining of ERGIC1 in five groups (IHC ×40)

A: normal gastric antrum mucosa; B: reactive hyperplasia; C: low-grade intraepithelial neoplasia;       
D: high-grade intraepithelial neoplasia; E: early mucosal cancer

图8  DNA-PKcs在各组的免疫组织化学染色 (IHC ×40)
Figure8  Immunohistochemical staining of DNA-PKcs in five groups (IHC ×40)

化数量最多，表明胃癌癌变过程与内质网中蛋白

质的处理过程有密切关系。

目前ERGIC1被认为是一种循环蛋白，在内

质网、中间体及高尔基体之间的选择性囊泡转

运及内质网的蛋白质分泌过程中起着重要的作

用 [2]。因此，ERGIC1的表达下降有可能导致内

质网的蛋白折叠加工发生异常，结果致使蛋白

在内质网异常聚集。研究表明，内质网应激在多

种肿瘤中发挥作用 [3]，包括胃癌。内质网应激能

够激活NF-κβ、ROS及JNK等多条信号途径 [4]，

引起慢性炎性反应，最终导致癌症的发生。在

本研究中观察到ERGIC1的表达量随着胃癌发生

的过程逐渐下降。因此，本研究认为ERGIC1在

胃癌发生发展中具有一定的作用。

D N A - P K c s 在 非 同 源 末 端 连 接 （ n o n -
homologous end joining, NHEJ）途径的激活中发

挥着重要作用[5-6]，当细胞发出DNA损伤信号后，

DNA-PKcs能够识别并启动损伤反应，Ku70/80会

连接到损伤的DNA的末端，诱导DNA-PKcs变为

DNA-PK，激发非同源末端连接修复反应[7]，NHEJ
过度激活可以调节细胞周期停滞、细胞调亡、染

色体重组和基因组的不稳定性，与肿瘤的发生密

切相关[8]。本研究发现DNA-PKcs在胃癌组织中表

达上调，并且与胃癌的进展密切相关。此外，本

研究还发现DNA-PKcs在胃癌发生过程的不同阶

段逐渐增高，因此DNA-PKcs的过表达可能与胃癌

的发生有关。然而，除可能异常激活NHEJ途径，

DNA-PKcs表达异常在胃癌发生发展中具体作用机

制尚未阐明，因此未来研究应对此进一步探究。

14-3-3蛋白[9]主要通过识别并结合磷酸化的苏

氨酸和丝氨酸而参与细胞凋亡、分裂以及信号通

路转导、跨膜转运等在内的很多细胞生命活动调

节过程，并与肿瘤的生长、侵袭、转移等生命活

动有关。近年来有研究表明14-3-3蛋白在肿瘤（包

括胃癌）的发生发展过程中起重要的作用，与控

制器官大小的Hippo信号通路有关[10]，其作用机制

尚待进一步阐明。

另外，根据我们的蛋白质组学结果，除了

内质网中蛋白质加工途径，蛋白质差异表达明

显的为氧化磷酸化通路，有21个蛋白质参与这

条途径，本研究发现的差异显著的8个蛋白中的

UQCRFS及UQRCH均为氧化磷酸化相关的蛋白

质，相关文献报道均较少，UQCRFS1与乳腺癌、

胃癌及急性淋巴细胞淋巴瘤相关，在相关组织中
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表达均是升高的，均为癌基因 [11]，锌指蛋白331
（ZNF331）被鉴定为肿瘤抑制基因，ZNF331的

10个下游靶标被鉴定为与细胞生长和转移的调节

相关。UQRCH在乳腺癌中部分报道为癌基因[12]，

部分为抑癌基因[13]，而蛋白质组学结果显示胃癌

中二者的表达均是降低的。CISD为格列酮结合为

主的线粒体膜外蛋白，据报道在乳腺中为代谢性

癌基因，与胃癌的关系尚不明确[14]，本结果中，

CISD在胃癌中低表达，值得进一步研究其临床相

关性及生物学功能。

近几年来，运用蛋白质组学的各种质谱方法，

研究癌症标志物的研究很多。Jiang等[15]选取胃癌

及癌旁正常组织，采用相对定性定量的同位素标

记的蛋白质组学（iTRAQ）联合液相色谱－电喷射

离子化串联质谱技术，从胃癌组织中检测差异表

达蛋白质，研究结果显示FABP1及FASN共同表达

可以作为早期发现胃癌的分子标志物。

综上所述，本研究中发现的LAMN1、ER-
GIC1、UQCRFS1、UQCRH、CISD1、HMGB1、

DNA-PKcs和14-3-3这8个差异蛋白在胃癌发生过程

中具有重要的意义，这些差异蛋白具有成为胃癌

早期诊断及靶向分子治疗标志物的潜能。
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