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串联质谱法分析雌二醇和血清剥夺对

乳腺癌细胞内蛋白质含量的影响
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摘要：雌激素和血清中的激素及各种生长因子在乳腺癌的发生、发展过程中发挥着重要的作用。研究雌激素和血

清对乳腺癌细胞中蛋白质组成和含量的影响对于阐明雌激素和血清对乳腺癌细胞影响的分子机理具有重要的意

义。利用四重用于相对和绝对定量的等量异位标签（ .0%:";.5 2"<0 =%; ;*&"2.>* "64 ":0%&32* ?3"62.=.5"2.%6，
.)@AB）标记结合二维液相色谱 ,串联质谱（ 2/%,4.-*60.%6"& &.?3.4 5C;%-"2%<;"DC#,2"64*- -"00 0D*52;%-*2;#，
!9,E7,!F G !F）对雌二醇（*%!,%*02;"4.%&，+!）和血清各自以及共同作用对 !7H% 乳腺癌细胞内蛋白质表达的影
响进行了比较，共鉴定到置信度在 #$I 以上的蛋白质 $%- 种，其中各组相对于正常培养组的细胞共找到 !- 种差异
在 * 倍以上的蛋白质，其中 *" 种上调，*- 种下调。研究发现 +! 和血清可显著影响细胞内与蛋白质合成相关的蛋
白质的水平。实验结果表明：.)@AB,E7,!F G !F 是进行多个样品差异蛋白组比较的一种有效方法。
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分析雌二醇和血清剥夺对乳腺癌细胞内蛋白质含量的影响

" " 二维液相色谱!串联质谱（#"!#$!%& ’ %&）定量
蛋白质组学是研究生理和病理条件下细胞内外蛋白

质含量变化的重要手段，也是目前筛选生物标志物和

药物靶点的有效方法。目前最为常用的技术路线包

括双向荧光差异凝胶电泳（"()*）［$］和稳定性同位素

标记结合 #$!%& ’ %& 进行定量分析。常见的稳定性
同位素标记方法包括 &(#+$（,-./01 2,3-341 0./10256
/7 .8253 .92:, 25 9100 9;0-;<1）体内代谢标记［#］、

($+=（ 2,3-341!93:1: .>>252-7 -.6,）［!］和 2=?+@（ 2,3!
/.<29 -.6, >3< <10.-2A1 .5: ./,30;-1 B;.5-2>29.-235，
用于相对和绝对定量的等量异位标签）［%］体外化学标

记。近年来，在非标记状态下利用 #$!%& 进行相对
定量的方法也取得了一些进展［&，’］。这些方法各有优

缺点，"()* 是在完整蛋白质水平上分离和比较蛋白
质的表达，但对碱性较强的蛋白质分离以及对丰度较

低的蛋白质检测和鉴定方面存在较大的局限性，且在

进行多个样品分析时的重复性难以保证。&(#+$ 只
适合细胞培养条件下进行氨基酸掺入标记。($+= 只
能用于含有半胱氨酸的多肽标记和两组样品间的比

较。2=?+@ 可高效率标记赖氨酸残基和 C!末端的氨
基，能同时进行 % ( ) 个样品的比较分析，因此在进行
多个样品分析时具有明显的优势［* + ,］。

" " 雌激素是乳腺上皮细胞生长分化的重要调节因
子［$-］。它主要通过与雌激素受体（ 1,-<3615 <1914!
-3<，*?）结合来调节基因的转录，改变基因表达谱。
病理条件下，雌激素水平升高是乳腺癌发生的高危

因素之一，且对乳腺癌的发生和发展有促进作

用［$$ + $!］。血清中含有细胞生长所需的多种激素和

生长因子，如胰岛素、成纤维细胞生长因子（D)D）、
表皮生长因子（*)D）、血小板生长因子（E")D）等，
它们在调节乳腺细胞的生理功能上也发挥着极为重

要的作用［$%］。雌激素与各种激素和生长因子在信

号通路上发生相互作用［$& + $*］，而这种相互作用必然

引起细胞内蛋白质组成和含量的变化。以往在雌激

素对乳腺癌细胞基因表达谱影响方面进行了大量的

研究［$)，$,］。鉴于蛋白质是细胞内基因功能的直接

执行者，而细胞内的信使核糖核酸（8?C+）水平经
常不能反映相应的蛋白质水平的变化［#-］，本文利用

四重 2=?+@ 标记结合 #"!#$!%& ’ %& 研究雌二醇
（$*!!31,-<.:230，*#）和血清剥夺对 *? 阳性的 %$D*
乳腺癌细胞内蛋白质含量的影响。

!" 实验部分

! ! !" 试剂
" " 人乳腺癌细胞株 %$D*（*? 阳性）由上海市肿
瘤研究所惠赠。?E%(!$’%- 培养基干粉、胎牛血清

和胰蛋白酶购自 )2/93 公司。活性炭 ’葡聚糖处理
的胎牛血清为 F790351 公司的产品。$*!!雌二醇购
自 &268. 公司。蛋白质浓度检测试剂 "9 E<3-125
+,,.7 购自美国 G23!?.: 公司。 2=?+@ ?1.615-
%;0-2!E01H I2- 购自美国 +44021: G23,7,-18, 公司。
! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 细胞培养与蛋白质的抽提
" " %$D* 细胞用含 $-J 胎牛血清的 ?E%(!$’%-
培养液在含 &J $K# 的 !* L培养箱中进行培养，用
#. & 6 ’ # 的胰蛋白酶消化后传代。$*!!雌二醇用无
水乙醇溶解后配制成 $ 6 ’ # 的储存液，于 + )- L冰
箱中保存备用。细胞传入 % 个 $- 98 培养皿中，待
生长至约 %-J ( &-J 聚合度时，对 % 个培养皿中的
细胞分别进行如下处理：（$）对照组：用含 $-J 活性
炭 ’葡聚糖处理胎牛血清的 ?E%(!$’%- 培养液培
养；（#）$- 5830 ’ # $*!!雌二醇处理组：在含 $-J 活
性炭 ’葡聚糖处理胎牛血清的 ?E%(!$’%- 培养液中
加入 $*!!雌二醇（终浓度为 $- 5830 ’ #）；（!）血清
剥夺（&"）组：在不含血清的 ?E%(!$’%- 培养液中
进行培养；（%）血清剥夺条件下 $- 5830 ’ # $*!!雌二
醇处理组：在不含血清的 ?E%(!$’%- 培养液中加入
$*!!雌二醇（终浓度为 $- 5830 ’ #）。
" " 将上述各组细胞培养 %) M 后，收集细胞。清空
培养皿中的培养液，于 % L下用 -. $ 830 ’ # 磷酸盐
缓冲液清洗细胞 ! 次，然后将各组细胞小心刮下，分
别转入洁净的 $. & 8# 离心管中，离心后弃去上清
液，然后每管中加入 #-- !# 碳酸氢三乙酰胺裂解
液，悬浮混匀后用超声破碎仪处理 ! 次，每次 $- ,。
高速离心后收集上清液，采用 "9 E<3-125 +,,.7 试
剂测定蛋白质浓度。

! ! # ! #" 蛋白质酶解与 2=?+@ 化学标记
" " 每组样品取蛋白质 )- !6，分别置于洁净的微
量离心管中，按 2=?+@ 标记试剂盒所提供的实验方
案进行半胱氨酸的封闭、胰蛋白酶酶解和含 ! " #
$$%，$$&，$$’，$$* 报告基团的 2=?+@ 试剂标记，用
基质辅助激光解吸电离串联飞行时间质谱检验各组

的标记情况后，混合标记好的 % 组样品。各组蛋白
质样品如上重复标记两次并进行分析。

! ! # ! $" 液相色谱!串联质谱分析
" " 对标记好的混合多肽进行真空干燥除去有机溶
剂，用 $ 8# 上样缓冲液（$- 8830 ’ # IF#EK%，4F
!. -）稀释后加载到 E307&;0>31-M70 + 强阳离子交换
柱（-. !# 88 / &- 88，& !8，#- 58，E307#$ (59N）
上，用 $ 8# 上样缓冲液洗去裂解和标记过程中使
用的 =$*E（ -<2,（# !9.</3H71-M70）4M3,4M251），&"&
（ ,3:2;8 :3:1970 ,;0>.-1），$.$0# 和 2=?+@ 试剂

·$*#·
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后，用含有 #$，!$，%$，&$，’$，($，)$，#$$，%$$ 和 ’$$
!!"# $ % &’# 的上样缓冲液步进式洗脱柱上吸附的
多肽，并分步收集洗脱下来的多肽（每个馏分约 ’$$
!%），最后用离心式真空干燥装置抽干。
* * 干燥后的多肽样品用 #$$ !% 含 $+ #( 甲酸的
!( 乙腈水溶液溶解后，用反相纳升级液相色谱)电
喷雾串联质谱仪分析。毛细管液相色谱分离在

*+#!$$ 系统（美国 ,-.#/01 公司）进行，每份样品上
样 &$ !% 至富集柱（$+ % !! , ’ !!，’ !!，2.)
345"! 6."7/8"953/8，:03;）上，用缓冲液 ,（$+ #(
甲酸）以 #$ !% $ !.0 的流速脱盐 #$ !.0，然后在线
切换到反相 ’#) 分离柱（’$ !! , "’ !!，粒度为
%+ ’ !!，孔径为 %$ 0!，<"5=>? %$$@6 ’)#)，,-.#/01
公司）上，用缓冲液 , 和缓冲液 6（-$( 乙腈)$+ #(

甲酸）在 !’$ 0% $ !.0流速下梯度洗脱（!( 6
!
"’’
!.0

#$( 6
)$
"’’’

!.0
’$( 6）以洗脱多肽。

表 !" 各实验组与对照组之间有显著表达差异的蛋白质
!"#$% !" &’((%)%*+’"$$, %-.)%//%0 .)1+%’*/ ()12 %-.%)’2%*+"$ 3)14./ 512.")%0 6’+7 51*+)1$ 3)14.

:+: .A/01.B./5
+/C1.A/
09!=/5#）

> =

’"D/5>-/!）$ (

> =
+5"1/.0 0>!/

!##’ $ !##&
%）

> =

!##( $ !##&
&）

> =

!##" $ !##&
’）

> =
:+:$$#)!’%% ; ’ ! % #$ ; - #( ; ) ($@ 5.="8"!># C5"1/.0 %!)（7+%!)） ! ; "( ! ; ’" % ; ’$ % ; !- ! ; (’ ! ; ’’
:+:$$$!’&-# ; # ( " #) ; ! !$ ; $ /9E>5F"1.3 .0.1.>1."0 B>31"5 &,):（G:H&,#） ! ; !! # ; )" $ ; (! $ ; ’- ! ; ’$ ! ; &#
:+:$$$#"(#" ; # ’ & #! ; ! ## ; $ C5"=>=#/ ,I+)A/C/0A/01 7J, 4/#.3>8/ ! ; #( ! ; !’ # ; ’" # ; (% ! ; !$ ! ; $#

KKL’（KKL’）
:+:$$$!’)"& ; ! & % - ; ( " ; # A"#.34F#)A.C4"8C4""#.-"8>334>5.A/)C5"1/.0 ! ; $& # ; "( ! ; $’ # ; &’ ! ; &’ # ; )"

-#F3"8F#15>08B/5>8/ (" EK> 89=90.1
C5/3958"5（7+J#）

:+:$$&#&("( ; ( - #$ %) ; % &’ ; % 4/>1 84"3E C5"1/.0 *@+ -$ )=/1>（*@+-$,6#） ! ; $$ # ; -& # ; ## # ; &% # ; "% ! ; #’
:+:$$$#!#$! ; # ! ! % ; % - ; ( ")>3/1F#-#93"8>!.0/)( )89#B>1>8/ C5/3958"5（MJ@） $ ; &- $ ; &" $ ; && $ ; ’) $ ; %’ $ ; &!
:+:$$#(-!"( ; # ’ % #! ; # #$ ; - 15FC8.0"-/0 ’ $ ; &) $ ; ’’ # ; #( # ; ’% $ ; (# $ ; ")
:+:$$$##(-& ; # & ’ #" ; & !% ; # 15FC8.0)# C5/3958"5（+7@@#） $ ; &$ $ ; %’ # ; !’ # ; %! $ ; (! $ ; ("
:+:$$$#!!$! ; # # ! % ; ! - ; ( !/14F#"8"!/ C5"1/.0 ’$（NK7""） $ ; %& $ ; %’ # ; $- # ; #’ $ ; &) $ ; ’$
:+:$$!!$%!" ; % - ) !- ; ’ !& ; ! E/5>1.0，1FC/ :: 3F1"8E/#/1># #（&7I#） $ ; -! # ; $$ ! ; %% ! ; (% # ; $) # ; #)
:+:$$%)((!# ; # ! ! %$ ; ( %# ; ( ’,%2% C5"1/.0（’,%2%） $ ; "- $ ; )) ! ; $- # ; -% # ; )) # ; -#
:+:$$!#((-# ; ’ ( " () ; # "$ ; $ C5"B.#.0)#（+HJ#） # ; $% # ; $% $ ; &- $ ; ’# $ ; )- $ ; -"
:+:$$")))$! ; # #$ #$ !! ; ) !% ; ( 15>08E/1"#>8/ D>5.>01（ B5>-!/01）（I&I） $ ; -! $ ; -# $ ; &) $ ; &’ $ ; "’ $ ; )!
:+:$$&#-!’) ; & #! #! &" ; - &- ; # 4.-4 !"=.#.1F -5"9C C5"1/.0 6#（*2M6#） # ; #% # ; $( $ ; &’ $ ; &" $ ; () $ ; ")

* * 对反相色谱柱洗脱出的多肽通过在线连接的
O@1>5 L% 2@ $ 2@ 系统（美国 ,CC#./A 6."8F81/!8
公司）进行串联质谱分析。分析在信息依赖性获取

模式（ .0B"5!>1."0 A/C/0A/01 >3P9.8.1."0 !"A/，
:K,）下进行。在 :K, 模式下，先在 # $ % %’$ .
# "$$ 范围进行一次全扫描，然后选择其中离子强度
最高的 & 个离子峰进行二级子离子扫描。子离子谱
图在 # $ % #$$ . ! $$$ 范围内累加 ! 8，O! 设置为增
强所有离子模式，动态排除采用 / $ ; $#’(（ #’$
CC!）的容许范围，排除时间设定为 ! !.0。
! 8 # 8 $" 数据处理
* * 将,0>#F81" O@#+ #软件采集到的质谱分析数

据导入基于 +>5>-"0 算法［!#］的 +5"1/.0+.#"1 !+ $ 软
件（,CC#./A 6."8F81/!8 公司）并通过 :+: 数据库
（ :+:0*Q2,J%%’ ; B>81>）进行检索鉴定蛋白，报告
置信度在 -’(（+5"1@3"5/$#+ %）以上的蛋白质，同
时用 # $ % ##&，##’，##(，##" 报告离子的峰面积积
分进行相对定量分析，以 # $ % ##& 的峰面积（!##&）

为对照，计算 !##’ $ !##&，!##( $ !##&，!##" $ !##&的比值，

选择 &%$+ $’ 的结果进行报告，上样误差通过软件
自带的统计学偏畸值校正（ =.>8 3"55/31."0）功能进
行归一化处理。对有一个以上高置信度（$--(）唯
一多肽匹配的蛋白质不再进行人工确认，对不含高

置信度（$--(）唯一多肽匹配的蛋白质用手工方法
对 2@ $ 2@ 图谱碎片离子进行检查确认。

#" 结果与讨论

# 8 !" 结果
* * 根据两次实验结果统计，发现相对定量分析比
值的最大误差范围为 / %$(，这与以往国外报道的
误差范围接近［!!］。通过 .I7,O)%’)2@ $ 2@ 分析，
以报告离子为 # $ % ##& 的不含 G! 血清培养组为对
照，共有 ’ 种蛋白质在含 G! 的血清培养组中上调，
& 种蛋白质下调；在无血清培养组中有 & 种蛋白质
上调，’ 种蛋白质下调；在含 G! 的无血清培养基培
养组中有 " 种蛋白质上调，## 种蛋白质下调。这里
选取两次重复分析的数据，将各组中任何一组与对

照组相比上调或下调 # 倍以上的蛋白质汇总于表
#，可看出 #$ 种蛋白质上调，#( 种蛋白质下调。用
于蛋白质相对定量的多肽及其定量标准偏差见表 !。
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表 !" （续）
!"#$% !" （&’()*(+%,）

"#" $%&’($)$&*
#&+($%&
’,-.&*#）

/ .

012&*/3&$）4 5

/ .
#*1(&$’ ’/-&

!##% 4 !##&
!）

/ .

!##’ 4 !##&
&）

/ .

!##( 4 !##&
%）

/ .
"#")))$’)*( 6 # ! ! #* 6 ) #% 6 + ./**$&*!(1!/,(1$’(&3*/($1’ )/7(1*（89:;#） ) 6 ’* ) 6 ’# ) 6 &# ) 6 &* ) 6 #( ) 6 #%
"#"))))*%$+ 6 # $ $ #( 6 & #) 6 & ’)< /7$%$7 *$.1=1-/> +*1(&$’ #$（?#@#$） # 6 %$ # 6 &+ # 6 %& # 6 %’ $ 6 ** $ 6 +!
"#"))%%)+)) 6 # ! # #! 6 & ( 6 ’ (*/’=>/($1’/>>A!71’(*1>>&% (,-1* +*1(&$’（B#B#） # 6 %) # 6 !+ # 6 !( # 6 $$ $ 6 #+ # 6 +(
"#"))(&’&!* 6 $ & ! $& 6 ! #+ 6 $ $=1)1*- $ 1) ’)< *$.1=1-/> +*1(&$’ @##（?#@##） # 6 ’) # 6 %) # 6 )* ) 6 +# $ 6 )$ # 6 %%
"#"))’&&)%% 6 # ! ! ’ 6 # ! 6 ) C&(&*13&’&1,= ’,7>&/* *$.1’,7>&1+*1(&$’ ) 6 (+ ) 6 (% # 6 #! # 6 #( ) 6 %) ) 6 %#

? $=1)1*- #（D:?:#?）
"#"))$+#))’ 6 # #( #% ’% 6 & ’$ 6 & -/>/(& %&CA%*13&’/=&，-$(17C1’%*$/> ) 6 %( ) 6 %’ # 6 )) # 6 )% ) 6 %) ) 6 %!

+*&7,*=1*（EFD$）
"#"))(%+&+! 6 ! & & #! 6 ! % 6 % =,77$’/(&!019 >$3/=&，GF#!)1*-$’3， ) 6 ’’ ) 6 %! ) 6 *( # 6 )* ) 6 &* ) 6 ’*

/>+C/ =,.,’$(（<H0@G#）
"#"))’%*#)+ 6 # ( ’ $& 6 + $$ 6 % 7*&/($’& I$’/=&，,.$J,$(1,= -$(17C1’%*$/> ) 6 %* ) 6 %* ) 6 ** ) 6 +) ) 6 &( ) 6 %#

+*&7,*=1*（0KEB#8；0KEB#9）
"#"))&#!’(# 6 # # # # 6 ! ) 6 + $=1)1*- $ 1) 87>!$ !/==17$/(&% (*/’=7*$+($1’ ) 6 ’* ) 6 ’’ # 6 #! # 6 #% ) 6 &’ ) 6 &(

)/7(1* #（80@9;#）
"#"))&%!&(! 6 ’ #& #( ’$ 6 # ’! 6 ) C$=(1’& D&9（D&9） ) 6 (& ) 6 (& # 6 #* # 6 $! ) 6 &’ ) 6 %$
"#"))))*’)! 6 # ! & #& 6 + &! 6 % /7($’，/1*($7 =-11(C -,=7>&（90B9$） ) 6 *# ) 6 ($ ) 6 %( ) 6 %( ) 6 &) ) 6 $+
"#"))(&#(%’ 6 # ! & #’ 6 ( !) 6 ) =$-$>/* (1 :1’C$=(1’& 7C*1-1=1-/> +*1(&$’ ) 6 %* ) 6 ’% ) 6 *& # 6 #$ ) 6 $& ) 6 !$

DEG!#(（DEG:$#(）

" #）+&+($%& ’,-.&*：,’$J,& +&+($%& $%&’($)$&%6 $）712&*/3&：712&*/3& ./=&% 1’ +&+($%& =&J,&’7&= L$(C 71’)$%&’7& >&2&> $+%5 6 !）
)1* #(!!1&=(*/%$1>（M$）(*&/(-&’( 3*1,+ 2&*=,= 71’(*1> 3*1,+6 &）)1* =&*,- %&+*$2/($1’（<F）3*1,+ 2&*=,= 71’(*1> 3*1,+6 %）)1* <F ,
M$ (*&/(-&’( 3*1,+ 2&*=,= 71’(*1> 3*1,+6 / /’% .：(L1 +/*/>>&> (&=(=6

表 #" 用于蛋白质相对定量的不同多肽间的标准偏差!

!"#$% #" -)"(,"., ,%/*")*’(0 "1’(2 ,*33%.%() 4%4)*,%0 +0%, 3’. .%$")*/% 4.’)%*( 5+"()*3*6")*’(!

"#" $%&’($)$&* #*1(&$’ ’/-&
#&+($%&
’,-.&*

#&+($%& =&J,&’7&
<(/’%/*% %&2$/($1’=

!##% 4 !##& !##’ 4 !##& !##( 4 !##&

"#"))#*$%!! 6 % ’)< *$.1=1-/> +*1(&$’ $ ! 6 ## - ) 6 ’* ! 6 %) $ 6 ’%
@$*（?#@$*） GNNNN"K ! 6 %+ ! 6 %)

:0<<;@"K $ 6 ’! $ 6 ’%
"#")))$%&+# 6 # &,I/*A1($7 $’$($/($1’ )/7(1* ’ $ 6 #! - ) 6 *% ) 6 ’$ - ) 6 )& $ 6 !’ - ) 6 !#

&9!"（M";&9#） 9"@#0"K $ 6 (* ) 6 ’’
9BO9@N@9#B? # 6 $* $ 6 &)
KMM@B@MG"? # 6 )% # 6 +$
B9B;9"<"@OO"M@F@K # 6 *% $ 6 &&
N;FE@:? $ 6 +!
N@"BBF@@9? $ 6 *’ ) 6 %+ $ 6 ’’

"#")))#(’#( 6 # +*1./.>& 9B#!%&+&’%&’( ?:9 % $ 6 $# - ) 6 !+ # 6 ’! - ) 6 $$ $ 6 $# - ) 6 !$
C&>$7/=& FFP%（FFP%） FQN@:M;K $ 6 (& $ 6 &’

KKQ:@FM@#K # 6 ((
@@O@NMF? $ 6 !( # 6 %! # 6 *’
@EMM"E<MK # 6 *( # 6 &+ $ 6 )$
:;ROMD#F@9? $ 6 $+ # 6 *+ $ 6 &+

"#")))$%*(& 6 $ %1>$7CA>!%$+C1=+C11>$31=/7! & $ 6 !$ - ) 6 +’ $ 6 !# - # 6 $# $ 6 && - ) 6 +(
7C/*$%&!+*1(&$’ 3>A71=A>! ;;BNK # 6 *% ! 6 #( $ 6 *(
(*/’=)&*/=& ’( IF/ =,.,’$( "FD"@F9@ ! 6 ()
+*&7,*=1*（?#:#） @9D@GNONK # 6 %# # 6 &% # 6 !!

BNF@<<D@9K $ 6 $! ! 6 #!
"#"))&#&’(’ 6 ’ C&/( =C17I +*1(&$’ D<# +) ! + $ 6 !# - ) 6 *# ) 6 (% - ) 6 #$ # 6 +( - ) 6 +)

.&(/（D<#+)98#） 9K;M:@0K@EKM"@FKKNMK # 6 +’ ) 6 ’! # 6 #(
D@M":#FD#"NMB@? # 6 +’ # 6 *$
G;MNNREBM#"FMR0NOO@K # 6 #! ) 6 (% # 6 ##
D@M":#FD#"NMB@? ! 6 #$
D<O;"GR#"B@R@MK # 6 *$ # 6 *$
KD@M":#FD#"NMB@? # 6 %) ! 6 *&
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表 !" （续）
!"#$% !" （&’()*(+%,）

!"! #$%&’#(#%) ")*’%#& &+,%
"%-’#$%
&.,/%)

"%-’#$% 0%1.%&2%
3’+&$+)$ $%4#+’#*&0

!##$ 5 !##% !##& 5 !##% !##" 5 !##%

67"89:8;<= ’ > ’! ( > )" # > )%
3!??!@A;3= ! > "’ # > %)
?B@3C3A9;D@3:3;?E36 ’ > !% ! > &%

!"!(((#!#(! > # "F+2%’GHIH.2*0+,#&%F& F ! ( > %* + ( > (! ( > %& + ( > %$ ( > ’* + ( > ’!
0.H(+’+0% -)%2.)0*)（A<3） 78C<E87"6 ( > %" ( > ") ( > &!

<8<!BA@<= ( > $( ( > #% ( > #&
!"!((#&*!"& > # ’)G-0#&*I%& J $ ( > %& + ( > (* # > !% + ( > $% ( > &) + ( > %&

B"=?<6!@:<<9!D:!= ( > ’) ( > )" ( > ’%
!@:<<9!D:!= ( > $& # > "’ # > !"
!EAA?@J;;<3E ( > %! # > *’ # > #(
=?<6!@:<<9!D:!= ( > ’) ( > )# ( > ’$
6B"=?<6!@:<<9!D:!= ( > $& ( > )& ( > ’&

!"!(((##&*% > # ’)G-0#&F# -)%2.)0*)（"633#） % ( > ’" + ( > #! # > #% + ( > ’’ ( > &# + ( > ’$
6B"C?96=@:<<9!D:!= ( > !& ( > "& ( > !)
CE3:<3A? ( > $% # > ’! # > (!
<="AE?@= ( > ’" # > $( ( > "*
B"C?96=@:<<9!D:!= ( > ’( # > (( ( > ’$

!"!(((#!!(! > # ,%’KGH*0*,% -)*’%#& $( # ( > ’$ # > #! ( > $#
（L96""） 33A@C7E3A3= ( > ’$ # > #! ( > $#

!"!((!!(’!" > ’ M%)+’#&，’G-% !! 2G’*0M%H%’+H * # > (& + ( > !& ! > #! + ( > )( ( > )$ + ( > !!
#（=6@#） 7;7;3:?C3= # > (& ! > ’’ ( > "$

:<9:;97:CC7= # > (%
3=7;7;3:?C3= # > &% # > ")
3:9:93!!7;E= ( > )’ # > *) ( > "(
3:<<C8738!9= # > !(
3:<<C8738!9=E6 ( > *& # > )(
L;::CCE9@3@6 # > (" ’ > $* # > ##
?;;:C!@7A6 ( > "& # > !&
8:;CC<CE:C@=L;::F ( > *)
CCE9@3@6

!"!((’)&&!# > # J7:D’ -)*’%#&（J7:D’） ! ( > "* ! > (* # > )! + ( > #%
79C:@;;C!7;8= # > "!
;783:89= ( > "* ! > (* # > *!

!"!((!#&&*# > $ -)*(#H#&F#（"8<#） & # > #! + ( > #* ( > $& + ( > !& # > (* + ( > ’%
J?;D73B:6 # > %% ( > &’ # > %#
93"3EL77E"A= ( > *) # > ($ # > #!
;AEBAA:!<== # > (# ( > ’$ ( > $$
338?E<A:@:AAC= ( > *) ( > %! ( > )(
@8E<!@"7;EAE:EA= # > ($ ( > $! # > ’(
@:E::DA= # > !" ( > ’) # > ’%

!"!((")))(! > # ’)+&0M%’*H+0% 4+)#+&’ #( ( > *( + ( > #% ( > %) + ( > #! ( > &" + ( > ’#
（ ()+I,%&’）（@=@） E:9"8@!=":96 # > (* ( > ’#

@E"8J3@87788@6 ( > *’ ( > ’& ( > )%
@36";<7!!?<<<;98CEAC7= ( > "& ( > $*
3=99CE@E!A7AE@:B;F ( > &) ( > %$ ( > !)
7:777;::==
<3@83;!8== ( > *) ( > %% ( > $*
<3@83;!8= ( > &* ( > "#
=!339:9AB"E"= # > (#
!!7:9A9@= ( > *" ( > %$ # > #%
BC"@7!!7= # > (# ( > %& # > (!
;3LBA=":"= ( > )) ( > $*

!"!((%#*!$) > % K#IK ,*/#H#’G I)*.- -)*’%#& #! # > !’ + ( > %% ( > %* + ( > ’’ ( > && + ( > $(
N#（BDAN#） 8=9"<7"= # > &’

A;B"A:3!A9E7= ( > &’ ( > "%
A=8;9D7= # > #% ( > $$ ( > *%
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表 !" （续）
!"#$% !" （&’()*(+%,）

"#" $%&’($)$&* #*+(&$’ ’,-&
#&.($%&
’/-0&*

#&.($%& 1&2/&’3&
4(,’%,*% %&5$,($+’1

!##$ 6 !##% !##& 6 !##% !##’ 6 !##%

7#894:;<4=<4> # ? !# ( ? &%
">@=7#@A4"@8:9>>A@=! ( ? )% ( ? #) ( ? ($
BC;;D9988>
><>8#;9#> * ? *’
>7#894:;<4=<4> # ? #& ( ? $’ ( ? )%
>7#894:;<4=<4>> ( ? )+ ( ? #’ ( ? *(
>>7#894:;<4=<4>> ( ? )# ( ? #! ( ? (&
>A@=BC;;D9988> # ? #’ # ? #%
E##49<<A<F4=GE#> # ? %( ( ? $! ( ? ))
DG"##>@=D> # ? !’

"#"(((*&(+’ ? # 0,**$&*!(+!,/(+$’(&H*,($+’ ! ( ? +$ , ( ? !% ( ? %’ , ( ? ** ( ? !’ , ( ? $(
),3(+*（I9;<#） 9G::A@J<A:A> # ? *% ( ? )$

@<8>9G::A@J<A:A> ( ? &# ( ? &* ( ? #!
>8=8A<E=CA>8DF@9;9> ( ? &+ ( ? !* ( ? (%

"#"((((+$*) ? # &(4 ,3$%$3 *$0+1+-,K .*+(&$’ * # ? $% , ( ? !! # ? $$ , ( ? *) * ? )$ , ( ? %*
#*（E#A#*） ;"=8:"9J@"@> # ? ’’ # ? !% * ? &&

:"4=A;@> # ? !( # ? ’$ ! ? *$
"#"(($$()(( ? # (*,’1K,($+’,KKL!3+’(*+KK&% (/-+* ! # ? $% , ( ? !) # ? !’ , ( ? (( * ? #& , ( ? %%

.*+(&$’（D#D#） ="98@AFA=:=@> # ? ## * ? $$
B"<<> # ? &$ # ? !’ * ? *%
B""GE # ? +& # ? !’ # ? &+

"#"((’%&%!+ ? * $1+)+*- * +) &(4 *$0+1+-,K % # ? ’) , ( ? %# # ? (+ # ? &’ , ( ? ’%
.*+(&$’ A##（E#A##） D@F"@9> * ? !&

:A=JAD@JD#:<4> # ? !’ # ? (+ # ? #%
C<JJ> # ? &)
G8@""A#@> # ? ’& * ? #)

"#"((&%%($$ ? # M&(&*+H&’&+/1 ’/3K&,* *$0+’! ! ( ? +* , ( ? ## # ? *& , ( ? !’ ( ? $# , ( ? (#
/3K&+.*+(&$’ E $1+)+*- @9#A@##E@4E@@E@@# # ? &)
#（7;E;#E） @G9<"D<F@> ( ? )( # ? (% ( ? $*

A>8G9<:7<=8E ( ? ’$ # ? (& ( ? $#
"#"((*)#((& ? # -,K,(& %&ML%*+H&’,1&，-$(+! #’ ( ? &* , ( ? #) # ? #+ , ( ? %% ( ? $+ , ( ? *%

3M+’%*$,K .*&3/*1+*（B87*） 4D#AAA@> # ? #* # ? ’&
@F8:::"#9@:#E ( ? )# # ? $$ ( ? +!
4J=D=FDG<4D#AAA@> ( ? ’) ( ? **
B"489"#=A> ( ? ’( # ? !% ( ? ’&
=@::=F4<:> ( ? &+ # ? ** ( ? ’#
:;:#:"@@79@> ( ? &* # ? (% ( ? &#
"J=9@D=::> ( ? &( # ? *# ( ? &&
9@9@49DA4B9G9@9E ( ? &( ( ? &% ( ? !’
9>:9:A@94@@"@J#A4AAA> ( ? $) ( ? !’
"<@:DDA8":E ( ? $’ ( ? +#
:8<#J8JAD9AD@E ( ? $$ # ? *& ( ? $%
D""#A"4JFD#> ( ? $$ ( ? && ( ? #%
9;D<:9=A> ( ? $! # ? (’ ( ? &*
<:<4A:89B;@> ( ? %+ # ? %& ( ? &&
@GA@#=JA#8FA> ( ? %+ # ? !! ( ? &(
7@:G;#;>"<@:DDA8":E ( ? %& ( ? ()
:9:A@94@@"@J#A4AAA> ( ? !* # ? +% ( ? )#

"#"((’$)%)! ? ! 1/33$’,(&!F+9 K$H,1&，@8#! % ( ? &% , ( ? #+ # ? (% , ( ? *’ ( ? $% , ( ? (+
)+*-$’H，,K.M, 1/0/’$( @@JD7A@A#:<;D:> ( ? &’ # ? *&
（4NFA@#） "@"B#@7"7> ( ? ++ ( ? &$ ( ? %+

""FJ@<D@> ( ? %’ # ? #% ( ? $(
B@79@9""9@@> ( ? $$ # ? #! ( ? &!

"#"((&$+#() ? # 3*&,($’& O$’,1&，/0$2/$(+/1 ’ ( ? &* , ( ? #$ # ? (* , ( ? *& ( ? &* , ( ? *$
-$(+3M+’%*$,K .*&3/*1+* 9@:7">A#AA4> ( ? %’ ( ? %) ( ? #)
（F>BD#I；F>BD#9） @"C7;;=> ( ? $! # ? (& ( ? $&
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表 !" （续）
!"#$% !" （&’()*(+%,）

!"! #$%&’#(#%) ")*’%#& &+,%
"%-’#$%
&.,/%)

"%-’#$% 0%1.%&2%
3’+&$+)$ $%4#+’#*&0

!##$ 5 !##% !##& 5 !##% !##" 5 !##%

6737""89:; ’ < &" # < !( ’ < "#
6=>?@=A>; ’ < )" # < ’( ’ < )%
!":"B!C:D ’ < $’ ’ < (’ ’ < %(
3?7!=BA>>EC:; ’ < "$ # < #% ’ < (%
BBBE87367D ’ < $" # < #) ’ < $(

!"!’’%#*&"# < # #0*(*), ! *( F2GH! H+00*2#+’%$ # ’ < &$ # < #! ’ < %&
’)+&02)#-’#*& (+2’*) # ;6;6;6:?I;6;6; ’ < &$ # < #! ’ < %&
（F978?#）

!"!’’%$*%"* < & J#0’*&% C%8 #% ’ < (’ + ’ < !! # < *# + ’ < "! ’ < $% + ’ < %!
D:B:8@EBBK # < *" # < $%
E8B:K:>C8D # < #!
!367!K>>:; # < ##
;EA!I6!:D"8!; # < ’" # < &# ’ < $(
:B:8@EBBK87D # < ’* ! < &%
:B:8@EBBK87D; ’ < )( # < ’) ’ < *)
EA!I6!:D"8!; ’ < )$ # < !* ’ < &(
6B7DB?7>AB!;E8B:K:>C8D ’ < )* # < !$ ’ < #)
6B7DB?7>AB!; ’ < )! ’ < &&
;D:B:8@EBBK87D; ’ < )# ’ < ##
;!367!K>>:; ’ < "( # < ## ’ < *(
D:B:8@EBBK87D ’ < &( ! < !*
D:B:8@EBBK87D; ’ < &* ’ < ") ’ < #"
6B7DB?7>AB!;E8B:K ’ < $$ # < ’* ’ < *#

!"!’’’’)&’* < # +2’#&，+*)’#2 0,**’J ,.02G% * ’ < (# + ’ < !& ’ < $* + ’ < #) ’ < !! + ’ < !)
（89:8!） 6!7:7DK"!>C6!!:A=EE@>D ’ < "( ’ < %’ ’ < ’*

6!7:7DK"!>C6!!:A=EE@H # < !#
>D!=CC3?KA>7;
79KB87E?>A>@8H ’ < "% ’ < && ’ < %!
:8833337>D

!"!’’"%#"$& < # 0#,#G+) ’* &*&J#0’*&% 2J)*,*H * ’ < $& + ’ < #* ’ < $( + ’ < *) ’ < #% + ’ < ’)
0*,+G -)*’%#& C@6H#" 738D"8""D">"D ’ < &% ’ < ") ’ < #)
（C@6A!""） 738D"8""D">"D"D ’ < %# ’ < #& ’ < ’$

"8""D">"D"D ’ < &% ’ < )$ ’ < #(

, ! :J% $+’+ #& ’J% ’+/G% L%)% */’+#&%$ ()*, ’%0’ + #& :+/G% # < :J% )+’#* L#’J*.’ 0’+&$+)$ $%4#+’#*& #0 $%)#4%$ ()*, 0#&MG% -%-’#$%
#$%&’#(#2+’#*&（ 2*&(#$%&2%$($N）< :J% 0’+&$+)$ $%4#+’#*&0 +)% 2+G2.G+’%$ .0#&M ’J% +)#’J,%’#2 +4%)+M#&M ,%’J*$<

, , 选择变化较大且功能较重要的蛋白质的多肽
（置信度 ((N），对 #:;8IH79H@3 5 @3 半定量分析
的代表性结果进行报告。从图 # 和图 ! 中可看出，
#:;8IH79H@3 5 @3 可在获取多肽碎片离子信息的
同时，通过 #:;8I 报告离子的强度比较获取各样品
组中相同多肽前体的相对定量信息。

! - !" 讨论
, , 雌激素和血清中的激素以及各种生长因子在调
解乳腺细胞的生理和病理活动方面发挥着极为重要

的作用，本研究利用 #:;8IH79H@3 5 @3 方法对 >!
和血清对 @9?" 乳腺癌细胞系内各种蛋白质含量
的影响进行了系统研究。结果发现，>! 在正常血清
培养和无血清培养的条件下，对 @9?" 细胞内的绝
大部分蛋白质的影响趋势是一致的。>! 可显著提
高细胞内多种核糖体蛋白质的含量，提示细胞内的

蛋白质合成加强。血清剥夺引起细胞内真核翻译起

始蛋白 >!?%8# 的含量明显降低，这可能是细胞在
应对营养来源降低时的一种自身保护反应。有趣的

是在血清剥夺状态下加入雌激素在某种程度上能够

拮抗血清剥夺引起的上述效应。>! 在正常培养和
血清剥夺条件下，明显降低 3O976# 和 9D@:# 的
水平，提示细胞内三磷酸腺苷（8:"）和磷酸肌酸等
高能分子的合成代谢减弱。过去的研究已经证明，

>! 是促进乳腺癌细胞生长的重要的有丝分裂原，而
血清剥夺有抑制细胞进入细胞周期的作用［!*］。本

研究发现 >! 可下调细胞内钙调素的水平，而血清
剥夺可明显上调钙调素的含量。钙调素已被证明在

@9?" 细胞中可介导表皮生长因子引起的 8P’ 蛋白
激酶激活，而 8P’ 是与肿瘤发生和发展密切相关的
信号分子［!%］。在9+! - 存在的条件下，钙调素还可

·&"!·
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分析雌二醇和血清剥夺对乳腺癌细胞内蛋白质含量的影响

图 !" !"##$! 蛋白多肽（$%&$’(’$)%*）的鉴定和相对定量质谱图
#+,- !" ./00 012345/ 675 482 +92:4+6+3/4+7: /:9 52;/4+<2 =>/:4+6+3/4+7: 76 / 1214+92（$%&$’(’$)%*）657? !"##$! 15742+:
" " "# $%& ’() ’)*&)+’*’&+ (, -&.(-*&- ’()+ ! " # ##$，##%，##& ")/ ##’ -&.-&+&)* *%& -&0"*’1& "23)/")4&+ (, *%& .&.*’/&+ ’) 4()*-(0 5-(3.，
#’!!(&+*-"/’(0（6(）*-&"*7&)* 5-(3.，+&-37 /&.-’1"*’()（89）5-(3.，")/ 89 ) 6( *-&"*7&)* 5-(3.，-&+.&4*’1&0:# 2# .-(/34* ’() +&-’&+
/&*&4*&/ ",*&- 4(00’+’() ’)/34&/ /’++(4’"*’()#

图 $" %&@ 核糖体蛋白 ’!! 多肽（(’!&’%A&%)(#@B）的鉴定和相对定量质谱图
#+,- $" ./00 012345/ 675 +92:4+6+3/4+7: /:9 52;/4+<2 =>/:4+6+3/4+7: 76 / 1214+92（(’!&’%A&%)(#@B）

657? %&@ 5+C707?/; 15742+: ’!!
" " "# $%& ’() ’)*&)+’*’&+ (, -&.(-*&- ’()+ ! " # ##$，##%，##& ")/ ##’ -&.-&+&)* *%& -&0"*’1& "23)/")4&+ (, *%& .&.*’/&+ ’) 4()*-(0 5-(3.，
#’!!(&+*-"/’(0（6(）*-&"*7&)* 5-(3.，+&-37 /&.-’1"*’()（89）5-(3.，")/ 89 ) 6( *-&"*7&)* 5-(3.，-&+.&4*’1&0:# 2# .-(/34* ’() +&-’&+
/&*&4*&/ ",*&- 4(00’+’() ’)/34&/ /’++(4’"*’()#
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以与雌激素受体 !（!"!）结合并调节 !"! 的反式
激活活性，钙调素与 !"! 复合体的形成异常在乳腺
癌的病理过程中发挥着重要的作用［!#］。角质蛋白

（#$%&’()）是重要的胞浆细胞的骨架蛋白。本研究
发现血清剥夺可以将细胞内 *"+$（#$%&’()，’,-$ ..
/,’01#$2$’&2 $ ）的含量提高 $ 倍以上，而在正常培
养条件下和血清剥夺条件下加入 !! 均未发生明显
变化。这一现象的机理和生物学意义还有待进一步

探讨。34+3!（ &/’()，&0%’(/ 1500’6 571/2$）是与
癌细胞运动和侵袭密切相关的蛋白质。本研究发现

血清剥夺可明显降低细胞内 34+3! 的含量。以往
有报道证明 34+3! 基因的表达受细胞外 "$ 型转化

生长因子（ ’%&)180%5()9 9%0:’6 8&/’0% "$，+;<="$）

的调节［!%］，而血清是体外培养条件下 +;<="$ 的主

要来源，因此血清剥夺后 34+3! 的含量降低与上
述报道相吻合，这对在蛋白质水平上了解 !! 和血
清对 !" 阳性的乳腺癌细胞产生的生物学效应的分
子机理具有重要的意义。

!" 结论

& & 本研究证明 (+"3>=?4=@A B @A 是一种高通量
研究不同生理或病理状态下细胞内蛋白质组成和含

量变化的良好手段。该法由于采用体外化学标记，

因此适用于所有生物样品。另外，由于各组样品在

同一分析过程中完成，因此不仅能有效消除仪器分

析的批间误差而且可在较少的分析过程中获得大量

的比较蛋白质组学数据。这种技术路线适用于系统

研究不同状态下和不同来源生物组织和细胞中蛋白

质表达的差异，并可通过各组平行分析数据的比较

获取多变量（如本研究中血清与 !!）生物学效应间
的相互关系。
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