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人肺腺癌细胞 A549 放射前后蛋白质组测定及分析
李香兰 l 常 金 l 胡洪涛 l 尤庆山 1* 马玉彦 2

(哈尔滨医科大学附属肿瘤医院 I 放疗科， 2 肿瘤研究所，哈尔滨 150081)

摘要 筛选了人肺腺癌细胞 A549放射前后的差异蛋白质并探讨了其在放射中的作用 。 用

双向凝肢屯泳对人肺腺癌细胞 A549放射前后的蛋白质谱进行分析，寻找差异蛋白质，并用 MALDI

TOF-MS 进行蛋白质鉴定。检测 出 25 个差异蛋白质点，对其中差异 2 倍以上的 7 个蛋白质点用

MALDI-TOF-MS 鉴定，鉴定出住超氧化物歧化酶B 亚型前体、角蛋白 8、角蛋白 9 、 d)吼robrevin 、

不均一核糖核蛋白 1 (HNRPH1)、烯醇化酶 1 等 6 种蛋白质。用双向凝肢屯泳筛选细胞系放射前

后差异蛋白质，筛选的蛋白质与抗氧化、辐射防护、信号转导、 RNA加工和转运、能量代谢及细

胞凋亡有关，对于揭示放射的分子机制有一定的意义。

关键词 肺癌;放射泊疗;差异蛋白质;双向凝胶电泳;人肺腺癌细胞 A549

肺癌是一种发病率与死亡率逐年上升的恶性肿

瘤，其治疗效果与早期发现、早期诊断、 早期治疗

以及采取个性化的治疗息息相关。近几年，随着放

射物理和放射生物的发展，使局部高剂量成为可能，并

且采用放化结合的综合治疗，使肺癌的治疗疗效有了

较大改善。 但是，由于肺癌病人就诊时绝大多数属

于中晚期，使其生存期仍较低 。 目前对肺癌预后的

判断仅依赖于病期、 病理类型及病人的一般状况等，

卢 缺乏能够确切判定预后及治疗疗效的分子生物学指

酸(CCA)购自 Sigma 公司(美国)，固相 pH梯度干胶条

(pH 3-10 L , 13 cm) 、 IPG 缓冲液(pH 3-10 L)、两性

电解质(pharmalyte ， pH 3-10 L) 、覆盖液和尿素 、

丙烯毗胶、甲叉双丙烯眈胶、甘氨酸、十二炕基

磺酸纳(SDS) 、 Tri s 、 CHAPS 购自 Amersham Bio

science 公司(美国) 。 无水乙醇购自上海振兴化工一

厂，乙酸购自国药集团化学试剂有限公司，戊二醒购

自上海凌峰化学试剂有限公司 ， 5 mol/L N aOH 、 氨

水购自新桥化学试剂厂， AgN03购自上海化学试剂有
限公司 ， 1 % 拧橡酸、 37% 甲 fi购自上海试剂一厂。

10% 胎牛血清产自中国医学科学院生物工程研究所，

高糖 DMEM 培养液购自北京索莱宝科技有限公司。

1.3 仪器

标，从而难以做到真正的个性化的治疗。另外， 对

于放射治疗的作用机制国内外学者从基因组学角度

做了很多的研究工作，但是蛋白质才是生命活动的最

终执行体， 只有从蛋白质水平揭示放射治疗的分子机

制，才能更好地对病人采取针对性的治疗，这正是目

前放射治疗研究的热点问题。本实验对人肺腺癌细

胞 A549 放射前后的蛋白质组进行测定及分析，寻找

差异蛋白质，为进一步研究放射治疗的分子机制及寻

找与放射敏感性相关蛋白提供线索 。

1 材料与方法

1.1 细胞

人肺腺癌细胞株A549由哈尔滨医科大学附属肿

瘤医院肿瘤研究所提供。

1.2 试剂

二硫苏糖醇(DTT) 、 腆乙酌肢(IAA) 、 双向凝胶

电泳标准蛋白质、甲苯磺酷 - 苯丙氨田先 - 氯甲:院处理

的膜蛋白酶(TPCK-trypsin)、碳酸氢镀(NH4HC03) 、

三氟乙酸(TFA) 、乙腊和基质 α- 氨基 -4- f.圣基肉桂

Ettan IPGpHor等电聚焦仪， Hofer SE 600垂直电

泳槽， UMax Powerlook 2110XL 扫描仪， IMAGE

MASTER™ 分析软件为 GE Amersham 公司(美国)产

品; Bruker-Daltonics AutoFlex TOF-TOF LIFT Mass 

Spectrometer(德国 BRUKER) 0

1.4 方法

1.4.1 细胞培养 A549细胞株用含 10%胎牛血清

的高糖DMEM培养液培养细胞融合达80% 以上，按

1 : 2 传代， 继续用含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM培

养液培养，细胞融合达 80% 以上，处理细胞 c

1.4.2 细胞的处理 将处于指数生长期的细胞分

成两组(对照组和l放射组)，对照组不进行放射直接收

集， 放射组用直线加速器， 6MV 能量， 2 Gy/min 剂量

收稿日期: 2008-06-05 接受日期 2008-07-18

*通讯作者 。 Tel: 045 1-86298535 , E-mai l: youqs@sina.com 
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率， 表面覆 lcm组织填充物，进行 6Gy 照射，照射 6 h

后收集细胞。

1.4.3 细胞总蛋白质组的提取(两组样品，每组一盘

细胞) 倒出细胞培养液，加入预冷的 PBS 进行清

洗， 重复 3 遍。用细胞刮刀刮取细胞至 EP 管中，

1 000 r/min，离心后去上清液， 重复两次，用微型取样

器将 PBS 彻底吸出后将细胞进行裂解。加入 200 μl

裂解缓冲液(9.5 mol/L 尿素， 4% CHAPS , 65 mmoVL 

DTT, 0.2% carrier ampHolyte (3~10 L)，罗氏 cooktail

酶抑制剂)，裂解液震荡均匀， 超声破碎细胞(80 W , 5 

次，每次 10 s，间隔 15 s，冰上完成)。整个过程冰浴

进行。 离心， 14 OOOr/min, 4 "C , 60 min，取上清液用

Bio-Rad protein assay reagent 法定量，分装成 100 阳

一管， 置于 500 μl 离心管中，低温保存(-80 "C) 。

1 .4.4双向凝肢也泳 蛋白质提取物(100μg)与水

化液(8 mol/ι 尿素， 4% CHAPS , 40 mmoVL Tris , 18 

mmol/L DTT, 0.5% IPG 缓冲液)充分混合，上样总体

积为 450μ1 0 IPG 胶条为 13 cm pH 3~ 10 L , 30 V 7.)( 

化 12 h 后依次经 500 V 1 h, 1 000 V 1 h, 8 000 V 8 h, 

500 V 4 h 进行等电聚焦水化和聚焦均在 20 "C进

行。等电聚焦后，迅速取出 IPG 胶条分别于 1 0 ml 

平衡A液(50 mmoVL Tris-HCl pH 8.8, 6 mmoVL尿素，

30% 甘油， 1 % SDS, 0.2% DTT)和 10 rnl 平衡 B 液(50

mmol/L Tris-HCl pH 8.8, 6 mmol/L 尿素， 30% 甘油，

1% SDS , 3% 腆乙酷肢)中各平衡 15 min。平衡后的

IPG 胶条转移至 12.5% 的 SDS-PAGE 胶上端进行第

二向垂直电泳。电泳条件为 15 mA/胶电泳 30 min , 

随后以 30 mAl 胶恒功率电泳，直至澳酣蓝指示线到

达凝胶底边 0.5 cm 处终止电泳。电泳后对所得到的

2D-PAGE 胶进行戊二醒银染[1 1 (5% 戊二酶， AgN03, 

1% 拧橡酸， 37% 甲醒)，双蒸水脱色至背景清晰，其

间换水数次，每个样品重复 3 次。应用 UM a x

Powerlook 21 1 OXL 扫描仪对银染的 2-DE 胶扫描，获

得蛋白质谱。 用 IMAGEMASTER™进行分析，寻找

差异蛋白质点。

1.4.5 A549 放射前后差异蛋白质点 MALDI-TOF

MS分析 用手术刀片切下胶上目标条带， 置于EP

管中(胶块切成约 1 mm3 大小)，同时切下空的胶块作

对照 。 取 30~50μ130 mmoVL K 3Fe(CN)6 : 100 mmoV 

L Na2S20 3=1 : 1 (体积比)加入胶块内 ， 洗至蛋白质

点棕色消失，去除上清液，立刻加 200μ1 7.)(终止反应，

10 min，去除上清液，再加入 100μ1 100 mmol/L 

NH4HC03，静置 20 min，去除上清液，冻干。 冻干后，

·研究论文·

各加入 5 μ12.5~1O ng/μl 膜蛋白酶溶液， 置于 4 "C冰

箱 30~60 s，使胶块充分吸胀(12 . 5 ng 基于银染一块

胶 100 阳的上样量， 酶与被分析蛋白质质量比一般

为 1 : 20~1 : 100)。再加入 20~30 μl 左右 25 mmoVL 

NH 4HC0 3 缓冲液(无膜蛋白酶)， p H 7 .8~8. 0 

(Promega) o 37 "C 反应过夜， 20 h 左右，吸出酶解液，

转移至新 EP 管中 ， 原管加入 100 μ1 60% ACN/0.1 % 

TFA， 超声 15 min ， 吸出溶液，并入前次溶液，冻干。

冻干后的酶解样品，用 5μ11% 甲酸溶解， 然后振荡，

离心。取 2 μl 样品， 直接点在 AnchorChip 样品板上。

让溶剂自然挥发。取 0.5μlCHCA 溶液(AnchorChip

CHCA: 30% H20 , 70% ACN 的饱和 CHCA 溶液，用

30% H20 , 70% ACN 的溶剂稀释到原来的 1/6)，点到

样品上， 让溶剂自然挥发。取 1.5 μ110 mmol/L 的拧

橡酸锻溶液点到样品上， 1 min 后 ， 将拧攘酸锥溶液

从样品表面吸去。将样品板送入质谱仪。打开

FlexControl 软件，选择 Pepmix 方法， 获取 PMF 图谱，

并将PMF 图片转移到 FlexAnalysis 软件， 标峰完后将

数据转移到 MS TOOLS 程序，进行数据库搜索。

MALDI-TOF-MS 质谱仪采用反射模式， 正离子谱测

定，离子源加速电压 20kV，反射电压 23 kV，获得肤

质量指纹图谱。

1 .4 . 6 数据库查询 采用 Matrix Science( http:// 

www.matrixscience .com)的 Mascot 软件搜索 NCBlnr

数据库，搜索条件为:肤片断质量最大误差控制在

0 .5 Da，酶解片断不完全选择为 1 个， 物种来源为哺

乳类， 离子选择MH+ 和单一同位素，固定修饰为半脱

氨酸腆乙毗肢化，可变修饰为蛋氨酸氧化 。

2 结果

2.1 A549 细胞放射前后两组细胞总蛋白 2-DE 图

谱分析

应用 IMAGEMASTERTM 软件分析双向电泳图，

A549 放射前三块凝胶上检测到平均 2 485 个蛋白质

点，放射后胶上检测到平均 2477 个蛋白质点，同一

样品的胶之间匹配度为 80%~95%，两个样品胶的差

异蛋白质点(1.5 倍以上)有 25 个，其中表达相差 2 倍

以上的 7 个蛋白质点进行胶内酶切， 做MALDI-TOF

MS 进行蛋白质鉴定(图 1 ，表 1 ) 。

2.2 差异蛋白质点的 MALDI-TOF-MS Il:太质量

指纹图分析及数据库检索结果

对 A549放射前后差异2倍以上的蛋白质点进行

胶内酶解、 MALDI-TOF-MS 肤质量指纹图谱分析，
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图 1 A549 细胞放射前后差异蛋白质点位置图

共获得了 7 张肤质量指纹图 (PMF) 。 利用 Matrix

Science 的 Mascot 查嗣软件搜索 NCBlnr 数据库，发

现有统计学意义的蛋白质结果共 6 个(表 2) 。

3 讨论

肿瘤细胞的生命活动是一个复杂的过程， 需要有

多种基因 、 多种蛋白质的共同参与，才能成功地完

成其增殖 、 侵袭。而蛋白质是生命活动的最终执行

体， 只有了解了放射所引起的肿瘤细胞的蛋白质的变

化， 才能确定其对放射发生的反应，对差异蛋白质的

功能进行研究证实， 从而寻找与预后及放射敏感性相

关的蛋白质 。

蛋白质组学的 目 的就是从整体的角度分析细胞

内动态变化的蛋白质组成成分， 表达水平与修饰状态，

了解蛋白质之间的相互作用与联系， 揭示蛋白质功能

与细胞生命活动规律[2)。传统的蛋 白质研究注重研

究单一蛋白质，而蛋白质组学注重研究参与特定生理

或病理状态的所有蛋白质种类及其与周围环境(分子)

的关系。 这为我们研究肿瘤的早期诊断问题及个性

化的治疗、 治疗疗效及预后的判定提供了新的研究

方法 。

本实验检测出锚超氧化物歧化酶 B 亚型前体

(manganese superoxide dismutase isoform B precursor, 

MnSOD isoform B precursor)、角蛋白 8 (keratin 8) 、

角蛋白 9 (keratin 9) 、 dy s trobrevin、不均一核糖核

蛋白 H1 (HNRPH 1 ) 、 烯醇酶化 1 (enolase 1 )等 6 种

表 1 A549 细胞放射前后 2-DE 差异蛋白质表达

差异点编号 放射前表达强度 放射后表达强度再
7
2
3

4

5452 

5 45 1 

5 387 

5 38 1 

5 35 1 * 

5 329 

5 15 8 

5 146 

5096 

5 087 

5069 

4 927 * 

4 90 7* 

4 807 

4 800 

4 536* 

4477 

4 45 7* 

4 350 

4 343* 

4 317 

4 268 

4 143* 

3996 

3 963 

0. 1 3 6土0 . 002

0 . 05 9土0 . 002

0 . 0 3 1 土0 . 00 1

0 . 1 2 5 土0 . 014

0. 0 1 3 土0 . 006

0 . 065士0 . 006

0 . 0 1 2主0 . 003

0.762土 0 . 004

0. 028土0.00 8

0. 1 0 6士0 . 0 2 1

0. 0 3 1 主0.00 3

0. 006土0 . 002

0.004士0 . 002

0.0 1 3 士 0 . 002

0 . 023 主 0 . 002

0.009土 0 . 001

0.0 1 0土 0 . 003

0. 007 士0 . 002

0 . 040土0 . 002

0 . 02 5 土 0 . 005

0 . 04 1 主 0 . 009

0 .0 1 4土 0.006

0. 0 3 7 士0.009

0. 020土0 . 002

0. 0 37 土 0 . 00 1

0. 220土0.007

0 . 10 1 :1:0.004 

0.0 16土0.003

0 . 05 1 土0.022

0.029土0.004

0 .020 :1:0.016 

0 . 027主 0.003

0 . 036士0 . 009

0.062 :1: 0.007 

0 . 2 77 士 0 . 040

0 . 01 3土0.003

0 . 01 8土0.002

0.0 33 :1: 0 .016 

0.033 :1: 0 .004 

0 . 053土0.005

0 . 021 士0.001

0.032土0.005

0 . 022士0 . 002

0 .076 :1: 0.0 10 

0 . 008土 3.58E-04

0.0 16土 0.002

0.027 士 0 . 004

0.004土 0.005

0 . 037土 0.003

0 . 030士0.004

*放射前后表达强度变化 2 倍以上蛋白质点 。

蛋 白质在放射前后发生了显著的变化 。 目前认为

MnSOD 与放射密切相关， 大量的体外和体内试验证

实MnSOD对正常组织有保护作用[叫， 它可以抑制正

常组织细胞对 电离辐射请导的凋亡[6， 7 ] 。而 MnSOD
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表 2 质i普分析及生物信息学检索鉴定的蛋白质

序号样品编号 蛋白质编号 相对分子量 / 等电点 匹配肤段

5 35 1 gil67 782 309 20 882/8.36 5/22 

2 4907 gi l45 3 155 62 178/5 . 14 7/2 1 

3 4927 gil11 9 62 1 727 38 354/5.09 6/ 15 

4 4343 gil48 145 673 49 384/5.79 9/2 1 

5 4 143 gil4 503 571 47 4 8 117.0 1 15/26 

6 4536 gil55 956 899 62 255/5 . 14 11 /2 1 

7 4457 gil62 9 13 980 41 083/4 .94 7111 

对肿瘤细胞的作用有分歧，周锐[81等认为它是一种新

兴的肿瘤抑制剂， 用腺病毒介导 MnSOD 转染肺腺癌

细胞 A549，发现 A549 细胞的生长明显受抑制，说明

MnSOD对 A549 有明显抗肿瘤作用 。 但是 Hu 等[91的

研究结果显示在食管癌中MnSOD过度表达可以抑制

化疗药物诱导的癌细胞凋 亡。 另外， MnSOD 连可以

被肿瘤细胞分泌到细胞培养液中，黄凌瑾等[10]从A549

细胞培养上清中测定出人属的蛋白质点有 l7 个，包

括 α 肌动蛋 白 、 y 肌动蛋白、 α 烯醇化酶(ENOl ) 、

MnSOD、 谷脱甘肤 S 转移酶 P (GSTPl- l ) 、 dihydr创iol

d巳:hydrogenase 2 ρD町、磷酸甘油酸变位酶 1 (pGAMl) 、

葡萄糖依赖性膜岛素释放肤受体(GIPR) 、 月大基脯氨

基顺反异构酶( PPIA ) 、 磷脂酌乙醇肢结合蛋白

(PEBP) 、 蛋白基因产物 9.5 (PGP9.5) 、 peroxiredoxin

1 (PDXI) 、 galectin- l 及专利蛋白 W00222660 等， 该

研究为非小细胞肺癌早期诊断标志物的筛选提供了

新的方法和候选分子。 本实验中 MnSOD 在放射后

表达升高，其作用是保护肿瘤细胞对放射发生抵抗，还

是为了抑制肿瘤细胞的生长， 需进一步研究其与剂

量、时间的关系，从而明确其作用 。

而角蛋白 8 、 角蛋白 9、 dystrobrevin、 HNRPHl 、

烯醇化酶 l 在放射所引起的反应中的具体作用还未

明确 。 文献报告显示[9] ， α 烯醇酶的主要功能有调

控缺氧诱导因子、核呼吸因子，参与糖分解酶的调

控 。 研究表明 [ ll] ， 多种核内不均一核糖蛋白活跃于

各种不同的 RNP 复合体中 在转录调节 、 前体

mRNA 剪接 、 mRNA 输出、 mRNA 降解等多种生

物过程中担当重要角色。 Dystrobrev in 是种细胞骨

架蛋白， dystrobrevin 位于胞浆内，是 dystrop恤}- 糖蛋白

复合物(dystrophin ass∞iated protein glycoproteincomplex, 

DAPC)重要组成成分，研究表明[ l 2]，神经型一氧化氮合

酶(neuronal nitric-ox ide sy nthase , nNOS )通过 α

dystrobrevin 与 DAPC 相连， 在发生 Duchenne 型肌营

养不良的肌纤维膜中 nNOS 缺失， 提示 DAPC 可能

具有传递信号的能力 。 而角蛋白 8 与信号转导、细

覆盖率 蛋臼质名称 功能

26% 锺超氧化物歧化酶 B 亚型前体 抗氧化

17% 角蛋白 9 细胞骨架

18% α-dystrobrevin ， isoform CRA_d 信号转导?

27 % HNRPHI RNA 加工和转运

43 % 烯醇化酶 l 能量代谢

28 % 角蛋白 9 细胞骨架

22 % 角蛋白 8 细胞骨架

胞程序性死亡和成瘤性有关[ 1 3 ， 1飞 Anderson 等[ 1 5]发

现细胞角蛋白阳性的细胞系 对米托惠醋 、 阿霉

素 、 马法兰等化疗药物诱导的凋亡具有抵抗性， 并

且这种抗药性的机制，部分归结于细胞角蛋白的抗凋

亡作用 。 与转移亚群相比 MDA-MB435 细胞非转

移亚群中细胞角蛋白 9 过表达[1 6] 0 Larkin 等[1 7J发现，

在人乳腺癌中角蛋白 9 与角蛋白 6B 形成复合体。李

荣等[ 1 8 ]发现， 三尖杉醋碱诱导 K562 细胞凋亡时，角

蛋白 9 的表达上调 。

鉴定出的蛋白质要应用于临床还是一个长久的

研究过程，并且目前最常用于蛋白质分离和鉴定的双

向凝胶电泳和 MALDI-TOF-MS 仍存在着局限性，我

们尚需对初步鉴定的蛋白质进行验证。 但这为我们

进一步研究其在放射过程中的作用机制， 从而从蛋白

质水平诠释放射的作用打下了基础 。

感谢 中 国科学院上海生命科学研究院生物化学

与细胞生物学研究所蛋 白 质纽研究分析 中心提供实

验平 台和在实验完成过程 中 给予的指导和帮助!
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李香兰等·人肺腺癌细胞 A549 放射前后蛋臼质组测定及分析 677 

Detection and Analysis of Proteomic Patterns of Human Adenocarcinoma 

Cell Lung Cancer A549 Treated with Radiation 

Xiang-Lan Li l , Jin Chang l , Hong-Tao Hu l , Qing-Shan You*, Yu-Yan Ma2 

(I Department of Radiation Oncology, 2Tumor lnstitute, Tumor Hospital, Harbin Medical Univers句" Harbin 150081 , China) 

Abstract To screen differential expression protein of human lung adenocarcinoma cell A549 treated with 

radiation and to discuss the role of these proteins. Differential expression protein in A549 cell treated with radiation 

were screened by 2D-PAGE and identified by MALDI-TOF-MS. Twenty-five differential expression protein spots 

were found in A549 cell treated with radiation by 2D-PAGE, and the six proteins (manganese superoxide dismutase 

isoform B precursor, keratin 9, dystrobrevin, HNRPH1 , enolase 1, keratin 8) were identified by MALDI-TOF-MS. 

The differential expression protein between the treated with radiation by 2D-PAGE relate to antioxidation, 

radioprotection , signal transrnission, RNA processing and transfering, cell apoptosis. It is possibly significance for 

explaining molecule mechanism of the responds of cell to radiation. 

Key words lung cancer; radiotherapy; differential expression protein; 2D-PAGE; human lung cancer cell 

A549 
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