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两种方法提取胰腺组织总蛋白的质谱分析
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（第四军医大学西京医院 肝胆外科，陕西 西安 ７１００３２）

　　摘要：目的　通过不同方法提取大鼠胰腺组织总蛋白，以期建立提取胰腺组织总蛋白的标准方
法。方法　分别用总蛋白提取试剂盒和笔者自制的裂解液提取胰腺组织总蛋白，测定蛋白浓度，并分

别进行基质辅助激光电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）做蛋白全谱。结果　总蛋白提取试剂盒和

自制裂解液总蛋白提取量依次为（１９．５±１．３）ｍｇ和（２２．２±１．８）ｍｇ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ蛋白全谱的谱

峰数分别为（４０４．４±１３．７）个和（４３７．２±１８．１）个（Ｐ＜０．０５）。结论　自制裂解液与常规的总蛋

白提取试剂盒相比，前者具有蛋白提取率高、蛋白溶解性好等优点。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８９７－９０１］
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　　目前用于诊断胰腺癌的肿瘤标志物的敏感性
和特异性均不理想，故寻找一种更好的肿瘤标志

物成为当前胰腺癌研究的热点之一。蛋白质组学

（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）的出现为此带来了希望［１］。但是该学

科的相关技术体系建立时间较短，仍存在许多待

改进之处，尤其在蛋白样品制备方面。目前常用

的组织总蛋白提取试剂盒在溶解疏水性蛋白以及

蛋白的分离效果方面存在缺陷，直接影响蛋白质

组分析结果的全面性和准确性。本实验尝试用笔
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者自制的裂解液和常用的总蛋白提取试剂盒分别

提取胰腺组织总蛋白，并用基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）进行两种方法
提取的质谱蛋白全谱（ＭＳｃｈａｒｔｉｎｇ）比较，现报道
如下。

１　材料和方法

１．１　材料
雄性 ＳＤ大鼠 ２０只，体质量 ２４０～２５０ｇ（第四

军医大学试验动物中心）。试剂包括：尿素，硫

脲，辛酰基硫代甘氨酸三甲内盐（ＳＢ３－１０）及
ＩＰＧｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ３～１０）（Ｓｉｇｍａ公司）；蛋白酶抑制
剂（ｃｏｃｋｔａｉｌ），胰酶抑制剂，３－［（３一胆酰胺丙
基）一二乙胺］一丙磺（ＣＨＡＰＳ）（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；
二硫苏糖醇（ＤＬ－ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）（北京鼎国公
司）；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公
司）及总蛋白提取试剂盒 （ＡｎＭｅｉ生物公司）。仪
器包括：ＶＣＸ１３０ＰＢ超声破碎仪（美国 Ｓｏｎｉｃｓ公
司），低温超速离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司），Ｕｌｔｒｏ
ｓｐｅｃ１１００Ｐｒｏ紫外分光光度计（瑞典 Ａｍｅｒｓｈａｍ公
司）和 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪（ＡＢＩ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　标本采集　取大鼠的新鲜胰腺组织，１×
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗（去除血液和其他组
织）。新鲜标本分为两份，一份留作实验用，另一

份立即放入液氮中速冻后转存于 －７０℃冰箱中。
１．２．２　总蛋白提取　（１）总蛋白提取试剂盒提
取总蛋白：取 ０．３ｇ胰腺组织标本，用预冷的 １×
ＰＢＳ冲洗，以去除血液和其他组织，在冰面上用眼
科剪剪成 ０．５ｍｍ３小块，并加入按试剂盒说明配
置好的 ３ｍＬ裂解液；匀浆 ２０ｓ，冰面静置 １５ｓ。
此过程反复多次，直至无肉眼可见的组织块。

４℃放 置 ２０ｍｉｎ，期 间 不 时 振 荡。４℃ 离 心，
１２００００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，上清液为总蛋白提取物，标
记为 Ａ，冻存于 －７０℃冰箱中。（２）自制裂解液
提取总蛋白：取 ０．３ｇ胰腺组织标本，用预冷的
１×ＰＢＳ冲洗去除血液和其他组织，在冰面上用眼
科剪剪成 ０．５ｍｍ３小块并加入配置好的 ３ｍＬ自
制蛋 白 裂 解 液：７ｍｏｌ／Ｌ尿 素，２ｍｏｌ／Ｌ硫 脲，
５ｍＬ／Ｌ两 性 电 解 质 （ＩＰＧ ｂｕｆｆｅｒ）（ｐＨ３～ｌ０），
６５ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇（ＤＴＴ），２０ｇ／Ｌ辛酰基硫代

甘氨 酸 三 甲 内 盐 （ＳＢ３１０），２０ ｇ／Ｌ ＣＨＡＰＳ，
５ｍｇ／Ｌ蛋白酶抑制剂及 １０ｍＬ／Ｌ胰酶抑制剂。匀
浆、离心条件同上。上清液为蛋白提取物标记为

Ｂ，冻存于 －７０℃冰箱中。
１．２．３　蛋白含量测定　按照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度
测定试剂盒的操作步骤分别测出总蛋白浓度，根

据浓度计算出相应的总蛋白含量。

１．２．４　质谱分析　将样品用 ２５％乙晴按１∶１０００
稀释，取 １μＬ样品和 １μＬ基质，用涡旋混合器充
分混和均匀，点在不锈钢电样板上，置于空气中自

然风干。吸取 １．５μＬ含 １ｍＬ／Ｌ三氟醋酸（ＴＦＡ）
的去离子水，点到样品上 ３～５ｓ后，将溶液吸掉
以去除样品中的盐分。仪器分析条件按参考文

献［２］。

１．３　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件行 ｔ检验，所有实验

结果以 ｘ±ｓ表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结　果

２．１　总蛋白含量
试剂盒法所得总蛋白量为（１９．５±１．３）ｍｇ，

自制裂解液所得总蛋白量为（２２．２±１．８）ｍｇ
（ｎ＝５），两种方法提取的总蛋白量差异有显著性
（ｔ＝２．５６，Ｐ＝０．０３４＜０．０５）。说明自制裂解液
提取的总蛋白量高于试剂盒法。

２．２　质谱分析
质谱 图 中 以 最 强 的 离 子 峰 （基 峰）高 为

１００％，其余峰的峰高用相对于基峰的百分数来
表示。不低于基峰 ５％的离子峰给出相应的质荷
比。两种方法重复 ５次，在相同条件下质谱，除略
有差别外，两种方法均有良好的可重复性。两种

方法共检测到蛋白／多肽质荷比共 ４４６个 （如
表），质荷比范围 １～２００ｋＤ。用总蛋白提取试剂
盒所得蛋白／多肽质荷比数为（４０４．４±１３．７）
个，自 制 裂 解 液 所 得 蛋 白／多 肽 质 荷 比 数 为
（４３７．２±１８．１）个。两种提取方法 ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ分析蛋白／多肽质荷比数差异有显著性 （ｔ＝
３．２Ｐ＝０．０１３＜０．０５）。说明自制裂解液可溶解
更多的蛋白（表 １）（图 １）。

８９８
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表１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ检测到的胰腺组织蛋白／多肽质荷比

１～１００ｋＤ １００～２００ｋＤ

１０５８．６ １２３５．６ １２６０．４ １３００．２ １８２８．４ １００５３３．４ １０１２８０．９ １０１７１３．８ １０２４３１．１１） １０２７５９．３ １０３３３０．６

２０１２．２ ２２７７．４ ２４５９．５ ２４８１．４ ２７７０．１ １０３８５２．６１） １０４４７４．４ １０４９１６．７ １０５２９９．２ １０５６６３．０ １０６１０７．９

２９０４．１ ３０７４．３ ３７１０．４ ３０９６．９ ３３８３．４ １０６４６１．５ １０６８９８．８１） １０７３３５．５ １０７７８８．５ １０８１５３．２ １０８７５５．９

３６８９．５ ３９９９．２ ４３０６．７ ４９１９．８ ５５３４．４ １０９２６２．５１） １０９７６０．０ １１０１６１．５ １１０５６９．０ １１１２６３．４ １１２０１５．９

６１５０．０ ６５２０．２ ６７６３．７ ７３７８．１ ７７３１．０ １１２９１５．０ １１３２３９．３１） １１４１０９．７ １１４６０８．６ １１５４７０．１ １１５８１４．７

７９５６．２ ８２１０．７ ８４９２．６ ９０１３．５ ９４９６．３ １１６１５９．５ １１６５３２．０ １１７４８７．６ １１８０６６．７ １１８９１６．０ １１９５５７．６

９８７１．７ １０２７７．９ １０５２３．５ １１０５７．１ １１２５３．９ １２００８１．３１） １２０３７６．１ １２０６８１．１ １２０９３１．２ １２１６０１．３ １２１８８８．１

１１７８３．０ １２１７７．８１） １２４３３．８ １３０００．５ １３５６９．９ １２２１９６．６ １２２６４９．９ １２３００４．８ １２３５１９．８ １２４２１１．０ １２４７０２．５

１４３７６．９ １４５４３．８ １５１３９．１ １５７３８．４ １６２９０．９ １２５４２１．０ １２５８７４．５ １２６５７６．９ １２７１９０．７ １２７５１５．４ １２７８３７．２

１６７９９．５ １７０８５．８ １７６８０．５ １８２９８．１ １９１５７．８ １２８２８２．４ １２８７０１．０ １２８９９７．２ １２９８９３．３ １３０５７４．４ １３０９３３．３

１９９１８．３ ２００９７．４ ２０７９９．７ ２１２２５．５ ２１３７０．３ １３１３１９．１ １３２２５２．８ １３３２１４．１ １３４３２５．８ １３４７５４．４ １３５１７２．１

２１８７８．２ ２２６３３．１ ２２８２８．２ ２３３８０．０ ２３７６２．６ １３５６０６．８ １３６３７７．１ １３６６３３．６ １３７１７５．８ １３７３２８．１ １３７７１２．６

２４４９７．６ ２４７７４．７ ２５３３３．４ ２５８９６．９ ２６８４９．０ １３８３２８．８ １３９３４２．５ １４００９５．１ １４０５１６．２ １４１０４４．８１） １４１３１５．２

２７４８９．１ ２８２６９．４ ２８８８６．７ ２８３２２．３ ２９６６２．５ １４１９３８．７ １４２２５４．９ １４３１４９．１ １４３６３２．４ １４４０２４．９ １４４３３９．２

２９８５９．０ ３００６０．１ ３０３０３．３ ３１１１１．４ ３１８６８．９ １４４６１１．５ １４５１２０．６ １４５８６３．０ １４６６６６．２ １４７６４０．６ １４８１８７．０

３２６６０．５ ３３０８４．４ ３３２６７．５ ３３９３９．９ ３４６７２．３ １４９０８３．６１） １４９３５０．８ １４９９２６．３ １５００４７．５ １５０１１４．９ １５０１７２．６

３５３５８．５ ３６１４４．９ ３６５８８．２ ３７２５１．１ ３７９７８．５ １５０３１５．１ １５１０２９．９ １５１３５４．７ １５１８０４．６ １５２０６１．８ １５２２２９．７

３８９８９．８ ３９２９６．５ ３９６３３．１ ４００８６．９ ４０６４２．９ １５２５３１．３ １５３３６６．２ １５３７１７．７ １５３９００．８ １５４７６５．３ １５４８４１．７

４１３５０．１ ４１９６８．８ ４２１９４．５ ４３２１０．８ ４３４３７．２ １５５２８５．８ １５５６６７．０ １５６３４３．２ １５６６７４．７ １５６７１１．１ １５６８１３．４

４３９６７．０ ４４４７６．４ ４５２８８．４ ４５５５９．４ ４５７４８．３ １５７２０７．５ １５７５０２．２ １５７６９１．７１） １５７５８８．９ １５８７７４．８ １５８８７２．０

４６００１．２ ４６４３７．１ ４７３６１．６ ４７７１６．９ ４８０４６．３ １５９３４５．３ １５９４７３．５ １５９６８３．８ １５９６１２．５ １６０２０７．１ １６０６６８．６

４８６１９．２ ４９２８６．５ ４９７４４．５ ４９９６７．３ ５０２６４．２ １６０８６０．２ １６０９６３．９ １６１６７１．０ １６１９５６．８ １６２１４０．８ １６２４０６．８

５０６７１．４１） ５１４７９．０ ５２３８４．９ ５３０５６．２ ５３２９５．４ １６３０７３．９ １６３３０８．１ １６３４０４．７ １６３９１７．４ １６４２０５．３ １６４２９１．６

５３５５７．７ ５４１５５．６ ５４３７９．０ ５４９００．５ ５５１３４．２ １６５０１３．９ １６５２１８．４ １６５５１４．４ １６５９６０．５ １６６００６．７ １６６１１８．６

５５６６８．４ ５５９８９．０ ５６５１３．９ ５６８０７．９ ５７１４８．２ １６７０６８．２ １６７２２６．９ １６７８２３．４ １６８２７０．２ １６８３８６．１ １６８８３７．９

５７４５４．１ ５７７３２．１ ５７９９２．５ ５８７７１．７ ５９８８９．０ １６９０３０．０ １６９７７２．４ １６９９４２．５ １７０１７１．３ １７０４０７．１ １７０６３７．５

６０３６１．３ ６１０７４．８ ６１４７９．４ ６１９３４．１ ６２３１７．６ １７０９０７．３ １７１２４２．３ １７１７３３．０ １７１６５７．３ １７２２６１．３ １７２４７１．９

６２９８０．２ ６３４３８．２ ６４２６０．４ ６５０３５．２ ６５２９２．２ １７２５２８．０ １７２６７９．９ １７３１２５．０ １７３３６２．６ １７３９３５．９ １７４２１７．６１）

６５９２４．１ ６６１９０．７ ６６７９９．１ ６７１２１．８ ６７６５１．９ １７４２７１．２ １７４６８３．１ １７４７４１．９ １７５０６２．４ １７５３９７．１ １７５７４６．７

６８１５６．７ ６８９９１．０ ６９２７１．９ ６９５６７．４１） ７０３７３．２ １７５９０９．４ １７６０７８．５ １７６８８３．８ １７６８５８．８ １７７１１４．０ １７７５８１．２

７０９２９．７ ７１５００．３ ７２４６２．７ ７２７４７．３ ７３２２６．８ １７７７２５．０ １７８２６９．０ １７８３８０．１ １７８８００．４ １７９３３９．８ １７９５０４．８

７３８０２．５ ７４４７７．９ ７５１５２．１ ７５７０９．７ ７６３４７．８ １７９７４２．８ １８００７３．２ １８０３６１．３ １８１２４５．９ １８１５０２．４ １８１７３７．１１）

７７１１１．０ ７７３４９．５ ７７６９１．４ ７８０６５．６ ７８４５９．１ １８２７７３．５１） １８２８０５．６ １８２９９２．７ １８３２１９．９ １８３４７２．４１） １８３５８０．０

７９１２９．１ ７９４７６．３ ８０２７７．０ ８１０１１．２ ８１３４３．６ １８４１５１．９ １８４３２４．７ １８５０６１．０ １８５６０４．４ １８５６３１．１ １８５７２６．５

８１７０２．３ ８２０９６．８ ８２７７０．４ ８３１８２．７ ８３７９１．１ １８６５６８．６ １８６９１３．０ １８６９５１．４ １８７４２９．４ １８７７１５．８ １８８５５３．８

８４２１５．０ ８４６４１．３ ８４９５３．０ ８５３１１．１ ８６０３８．３ １８８８０１．０ １８８８４６．６ １８９５９２．４ １８９５５７．２ １９００４６．３１） １９０５１２．８

８６４９８．８ ８７５０６．６ ８７９６１．９ ８８６９７．１ ８９８７３．２ １９０８４３．７ １９１１０３．２ １９１９９３．５ １９２１７６．３ １９２２４０．０ １９２８９４．８

９０２４１．１ ９０６５９．０ ９１３２１．９ ９１９３３．８ ９２７２１．８ １９３０１３．３ １９３１３０．０ １９３９４４．０ １９４０４４．６ １９４４６７．２１） １９４５５３．５

９３５２０．８ ９４４１２．８ ９４７８８．０ ９５１６５．５ ９５４９８．０ １９５２０４．３１） １９５４１１．２ １９５３７０．０ １９５７３８．９１） １９６１２２．５ １９６２８７．５

９５８６０．３ ９６４０７．２ ９７２９５．１ ９７７１５．８ ９７９６６．５ １９６５３８．９ １９６６１９．６ １９７２７５．４ １９７３９５．２１） １９７４３９．６ １９８１４９．２１）

９８５２９．９ ９８９０５．４ ９９６１３．１ － － １９８３０１．３１） １９９０２０．０ １９９０５９．６ － － －

　　注：１）表示只出现在自制总蛋白裂解液中
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　　　　　　注：１）表示只出现在自制裂解液中，说明自制裂解液可溶解总蛋白提取试剂盒所不能溶解的组织蛋白

图１　部分胰腺组织总蛋白提取液ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果

３　讨　论

蛋白样品制备是蛋白质组学研究过程中的首

要步骤，其质量的好坏直接影响到最终结果。对

于复杂混合蛋白组分研究最常用的是双相凝胶

电泳 （ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）技
术［３］。但 ２ＤＥ的缺点是难以分离疏水性膜蛋白
和低丰度蛋白［４－５］，不易分离极酸和极碱、极大或

极小的蛋白。质谱蛋白全谱分析能在完整组织

总蛋白提取物中识别出尽可能多的肽和蛋白混

合物中的组分，而且还可以提供准确的肽和蛋白

质的相对分子质量和相对丰度。质谱技术测定

蛋白非常灵敏，一般只需 １０ ～１５ｆｍｏｌ蛋白即可
获得满意的结果。因此该技术更有利于检测出

样品中的低丰度蛋白［６］，而且具有良好的稳定性

和重复性。

胰腺组织中含有丰富的酶类，大约有 ７００种

蛋白酶。所以胰腺组织蛋白降解速度快不易保

存。目前常用的总蛋白试剂盒提取法主要用于

一般组织可溶性蛋白的研究，而对于疏水性蛋白

溶解性差，可造成疏水蛋白的较多丢失。这些不

足直接影响胰腺蛋白质组分析结果的全面性和

准确性。本研究应用广谱蛋白酶抑制剂并加入

胰蛋白酶抑制剂，将自制的裂解液用于胰腺组织

蛋白质组学研究，在裂解液中加入对疏水性蛋白

（如 膜蛋白）有良好溶解作用的硫脲、ＣＨＡＰＳ和
ＳＢ３１０［７］。与常规试剂盒法相比较，经 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ结果证明，用自制裂解液可溶解更多的
蛋白 也 适 用 于 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检 测 要 求。Ｈｕ
等［８］利用 ２ＤＥ等蛋白组学技术鉴定了 ３０２个胰
腺蛋白质。从上述实验可见，利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ作胰腺组织总蛋白全谱，可得到（４３７．２±１８．１）
个蛋白／多肽质荷比。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ蛋白检测
相对于传统的 ２ＤＥ法，具有操作简单、重复性好、

００９
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检测敏感性高的特点，有替代传统 ２ＤＥ法的趋
势。故认为本方法的建立为进一步开展胰腺相

关疾病的发生、发展的蛋白质组研究打下了良好

的基础。
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第十五届国际乳腺病大会暨第三届上海国际乳腺癌论坛将在上海举行

本次大会将于 ２００８年 １０月 ２３日至 １０月 ２６日在上海商城剧院／波特曼丽嘉酒店举行。国际乳腺病大会是
由 １９７６年成立的国际乳腺病学会（ＳＩＳ）发起，每两年举办一次，是欧洲和美洲最重要的乳腺病学术活动之一。本
次大会是由国际 ＳＩＳ、中国抗癌协会乳腺癌专业委员会（ＣＢＣＳ）、复旦大学上海医学院及上海交通大学医学院共同
主办。由 ＵｍｂｅｒｔｏＶｅｒｏｎｅｓｉ、孙燕、沈镇宙和徐光炜教授担任大会荣誉主席，意大利的 ＢｒｕｎｏＳａｌｖａｄｏｒｉ教授、香港的周
永昌教授和中国的邵志敏教授共同担任大会主席，李亚芬教授担任大会的本地副主席。

本次大会将就乳腺病各领域中的多个课题进行讨论，包括：流行病学、基础研究、乳腺成像、乳腺病理学、乳腺

外科，新辅助治疗、放射疗法、辅助治疗、辅药及康复、转移性乳腺癌、新兴疗法与临床试验。ＴｅｒｒｙＭａｍｏｕｎａｓ、Ｇｉ
ｕｓｅｐｐｅＶｉａｌｅ、ＳｔｅｆａｎＧｌｕｃｋ等世界著名重量级专家将莅临现场并发表精彩学术报告。

本次大会提交的摘要将由大会的学术委员会评审，被选中的摘要将刊登在《大会论文集》上，同时本次大会将

举办一系列的学术活动：①ＳＣＩ上刊推荐：本次大会与被 ＳＣＩ收录期刊《ＢＭＣＣａｎｃｅｒ》（影响因子 ２．３５９）合作；优秀
的摘要将有机会被推荐在该 ＳＣＩ期刊上发表全文（费用自理）。②本次大会将与《中国癌症杂志》社合作举办“如
何在 ＳＣＩ期刊上发表文章”的特别课程，将邀请著名的华裔学者陆嘉德教授、邵志敏教授、《ＢＭＣＣａｎｃｅｒ》的特邀编
委周永昌教授授课。③本次大会将组织专家团队，在递交摘要中评出：优秀青年医师奖、优秀壁报奖、优秀口头报
告奖。④西部资助计划：有机会免费出席本次会议（具体要求详见网站）。⑤病例研讨：本次大会将特设病例研讨
专区，将邀请著名临床专家前来就乳腺的疑难杂症展开深入分析、研究及评论；与会者将有机会与业内顶尖专家

就特别的病例情况予以直面探讨和沟通，届时还将进行个别案例的辩论，以加强临床学术知识的传播。

本次会议将授予国家级继续教育学分 １０分，欢迎全国从事乳腺癌防治研究，临床及基础研究，护理、心理、康
复等专业人员踊跃参加。

更多详情请访问大会网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．２００８ｗｃｂｄ．ｃｏｍ。大会秘书处联系方式：
电话：＋８６－２１－２２８１９５３７８０２／８０８；联系人：孙小姐／谢先生；邮箱：ｃｏｎｔａｃｔ＠２００８ｗｃｂｄ．ｃｏｍ。
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