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　　近年来，随着高精度质谱技术、高通量检测技术
以及深度基因测序技术的应用与发展，使得在多个

水平同时进行组学分析成为可能［１３］。蛋白质基因

组学（ｐｒｏｔｅｏｇｅｎｏｍｉｃｓ）是指在大规模的蛋白质及基
因的水平上研究动态变化的蛋白质及翻译后修饰、

组成与表达，并对基因转录过程中的表达或突变进

行探究［４］，从而揭示蛋白质及基因间的相互作用。

它是蛋白质组学、基因组学以及转录组学的联

合［５］。肿瘤是机体 ＤＮＡ损伤后被异常激活或基因
重建出现ＤＮＡ突变和修复缺陷的一种疾病，其产生
与发展可能涉及到基因、转录、翻译及翻译后修饰等

多个分子生物水平［６］。近来蛋白质基因组学技术

相继被应用到肿瘤研究的领域，形成了肿瘤蛋白质

基因组学（ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｏｇｅｎｏｍｉｃｓ）［７］，即利用蛋白质基
因组学技术研究肿瘤，分析患者的肿瘤细胞、组织的

基因及蛋白质表达，通过与正常人的蛋白质基因组

对比分析，筛选差异蛋白及突变基因。不仅可为癌

症的预防、早期诊断、疾病监测寻找灵敏度高、特异

性强的肿瘤标志物，并有助于选择肿瘤的治疗方法

与监测患者治疗的耐受性［８９］。本文就近年来蛋白

质基因组学在肿瘤相关的研究进展作综述，并对其

前景进行展望。

１　蛋白质基因组学的发展

蛋白质基因组学是在基因组学与蛋白质组学的

基础上发展而来，２００４年Ｊａｆｆｅ第一次提出了蛋白质
基因组学概念，并运用该技术以蛋白组数据改进基

因组注释和描述蛋白编码潜能的特征［４］。自此，蛋

白质基因组学技术迅速的改变了基因组学与蛋白质

组学领域。肿瘤的发生、发展以及浸润迁移是一个

可能涉及到单核苷酸变异、插入、缺失、基因融合、剪

切点变异、翻译后修饰异常等多个水平的变异的生

物学的过程［６］。单一途径的组学分析很难覆盖完

全。随着近年来质谱（ＭＳ）检测技术、高通量测序技
术以及深度基因测序技术的改进，蛋白质基因组学

技术得到了飞速发展。２０１０年 Ｈｅｌｍｙ首次提出肿
瘤蛋白质基因组学的概念［７］，并用鸟枪法蛋白质组

学分析了人宫颈癌传代细胞（ＨｅＬａＳ３）。近年来，
学者们开始用大规模癌症蛋白质基因组学测序技术

来研究癌症基因组的复杂性和异质性［２，１０１１］。

２　蛋白质基因组学分析流程

蛋白质组学的分析方法主要有３种：从下到上
途径（Ｂｏｔｔｏｍｕｐ）、上到下途径（Ｔｏｐｄｏｗｎ）以及中间
途径（Ｍｉｄｄｌｅｄｏｗｎ）。而基于 ＭＳ数据分析的肿瘤
蛋白质基因组学技术大多采用 Ｂｏｔｔｏｍｕｐ途径［１２］。

自下而上的蛋白质组学策略是将蛋白质消化成多

肽，再通过串联ＭＳ法检测其质量和其片段的质量，
然后与理论质量对比进行匹配。经ＭＳ验证后的多
肽回帖到基因组，可以验证并修正翻译起始位点、剪

切位点和非编码区域。蛋白质基因组学运用生物信

息学技术整合基因组学、转录组学和蛋白质组学数

据，不仅在蛋白质水平验证基因的表达、精简基因模

型，并能改进蛋白质序列数据库［１３］。大部分蛋白质

基因组学流程包含以下几个主要步骤：①通过深度
测序获得样本的 ＤＮＡ或转录组测序技术（ＲＮＡ
ｓｅｑ）数据；②将获得的ＤＮＡ或ＲＮＡｓｅｑ数据经六框
翻译或三框翻译原则翻译成肽序列，建立制定的蛋

白质数据库；③将实验获得的 ＭＳ／ＭＳ数据在制定
·９８５·
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的蛋白质数据库中搜索；④寻找基因变异或者突变
蛋白质，计算错误发现率（ＦＤＲ）。
２．１　蛋白质组学测序数据

近年来高效液相色谱分离耦合串联质谱技术已

经逐渐成为大规模研究蛋白质组学的常用方法，发

展相对成熟，该技术又称为鸟枪法蛋白质组学［４，７］。

从肿瘤组织、肿瘤细胞或来自于周围体液中提取蛋

白，大多采用酶消化法（如胰酶）获得对应的肽，然

后串联高效质谱分析法来获取蛋白质组数据。在蛋

白质基因组学中，鉴定蛋白质的关键步骤是匹配

ＭＳ／ＭＳ谱、测定蛋白质序列数据［１４］。然而，肽谱比

对往往依赖于已存在的蛋白数据库，对于未发现的

新蛋白质鉴定十分有限。

２．２　基因组学与转录组学测序数据
传统的组学技术作为生物医学研究已经有十几

年，需要全部基因或外显子测序，然后通过六码阅读

框产生对应肿瘤特异性的肽数据库。然而，这需要

庞大的计算量，且易增加错误发生率。蛋白质基因

组学技术通过联合质谱测定的变异的肽，形成特异

性的变异肽数据可有效的提高鉴定效率［１５］。近年

来有研究报道深度基因测序的应用提高了蛋白的覆

盖度、减少了偏倚、增加了精确性［１，１６１７］。

２．３　组学数据的整合及分析
既往对肿瘤相关的主要分子机制的研究主要集

中在某个分子信号通道。然而，随着高通量测序与

深度测序技术的发展，肿瘤的生物学涉及多水平、多

个信号通道的特点变得越来越明显。Ｋｒｅｅｇｅｒ等［１８］

指出肿瘤的发生、发展并不是单一的分子通道的异

常，而是涉及多因素的一个十分复杂的过程。有多

个分支通道形成相互作用形成一个分子机制网。组

学技术近年来发展十分迅速，特别是即时聚合酶链

锁反应（ｑＲＴＰＣＲ）、蛋白免疫印迹（ＷＢ）、双向凝胶
电泳是其检测常用的方法，但是上述方法需要特异

性的抗体，可适用性范围窄［１９２０］。有研究者认为蛋

白质基因组学是一种整合多维数据组的技术，可有

效的覆盖不同的分子水平的信号通路的基因、肽、蛋

白的变异以及蛋白的翻译后修饰的变化，可用来阐

明单一分子通道模型不足以解释复杂的肿瘤生物系

统［１，３，１８，２１］。Ｓｕｎ等［１７］运用蛋白质基因组学技术分

析流程，提高了Ｈｅｌａ细胞基因的变异的预测的可信
度。以ＭＳ为基础的蛋白质组学分析往往会低估蛋
白质变异，因为标准的蛋白质数据库缺乏变异肽和

翻译后修饰肽［２２］。多种蛋白的翻译后修饰在生物

的过程中亦扮演着十分重要的角色，但因增加的

ＦＤＲ导致翻译后修饰的肽类很难被检测。为克服
上述技术的缺点、降低 ＦＤＲ，Ｃｅｓｎｉｋ采用源于
ＲＮＡｓｅｑ数据库和ＧＰＴＭ搜索策略可有效的显示人
体十种不同的细胞株的大量的变异氨基酸、新剪切

肽段及翻译后修饰肽类［１６］。Ｈａｌｖｙ等［２３］报道了结

肠癌中用转录组学数据库 ＲＮＡｓｅｑ检测蛋白质变
体的序列，表明相比较上皮转变成间叶组织的人结

肠癌细胞系ＲＫＯ（低分化），人结肠癌细胞系ＳＷ４８０
更具有迁移和侵袭性。

２．４　错误发现率
蛋白质基因组学的关键在于控制 ＦＤＲ［２２］。

ＦＤＲ来自评分系统将 ＭＳ／ＭＳ谱与蛋白质序列错误
匹配。肽离子经化学修饰出现质量位移，与已知未

修饰肽有质量差别，会被当成新肽，出现错误发现

率。因此，需要将新肽与已知蛋白质及其经化学修

饰后的蛋白质质量进行对比，避免出现 ＦＤＲ。Ｌｉ
等［２４］提倡先将ＭＳ数据在 Ｕｎｉｐｒｏｔ等大型数据库中
搜索，将未匹配的低质量光谱去掉后，再在可信度稍

差的数据库中搜索，可以降低 ＦＤＲ。有学者也认为
两步法搜索蛋白质数据库可以在降低 ＦＤＲ的同时
避免假阴性率的升高［２５］。Ｗｏｏ等［２６］通过多步骤的

ＦＤＲ搜索控制策略，导致０．５％下降新的肽类
９９．９％的蛋白覆盖率。Ｎａｇａｒａｊ等［２７］采用一种新的

分析软件ＰＧＴｔｏｏｌｓ对 ＭＳ结果进行分析，能够有效
的降低ＦＤＲ。

３　蛋白质基因组学的应用

在蛋白质基因组学策略中，将 ＭＳ／ＭＳ谱搜索
比对由基因组或转录组序列产生的含有预测新肽序

列和变异序列定制的蛋白序列库从而鉴定新肽。传

统的蛋白质组学和基因组学研究，是基于参考数据

库中的数据，而这些数据来自一般人群，含有基因多

态性和散发体细胞突变、突变蛋白质，所以个体癌变

导致大量的体细胞突变的突变基因和突变蛋白质不

存在于参考数据库中，如 Ｅｎｓｅｍｂｌ，ＲｅｆＳｅｑ或 Ｕｎｉ
ＰｒｏｔＫＢ。整合蛋白质基因组学数据有助于注释基
因、研究基因变异、显示蛋白的亚型、翻译后修饰、揭

示翻译的起始区域、信号肽，筛选候选生物标志物及

分析肿瘤免疫原性，而且能解决许多蛋白质组学与

基因组学的交叉问题。

３．１　剪切位点
ｍＲＮＡ前体通过不同的剪接方式产生不同的

ｍＲＮＡ剪接异构体，导致蛋白质组的多样性。蛋白
·０９５·
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质基因组学不仅能验证剪切位点，并能发现可变剪

切位点和剪切点变异。目前Ｋｏｃｈ等［２８］通过高通量

检测受核糖体保护的 ｍＲＮＡ片段的核糖体分析法
确定人类结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞系的可变剪切位点，
并发现９种新蛋白质和突变蛋白质。亦有研究表明
通过用 ＭＳ法高通量检测标记 Ｎ末端蛋白质片段，
可用于确定可变剪切位点［２９３０］。还有研究者通过

多步骤搜索制定的数据库，成功的鉴定结肠癌的

９７个新剪切位点以及１１个可变剪切位点，并找到
血红蛋白基因ＨＢＡ１和ＨＢＡ２的融合基因［２６］。Ｋｉｍ
等［３０］利用蛋白质基因组学技术对蛋白质数据库分

析不匹配的峰进行了搜索，确定了包括６６９４７剪接
点、４１０５个蛋白Ｎ末端，并发现了１４０个假基因翻
译物。有研究表明通过将 ＲＮＡ数据输入到 ＳＴＡＲ
软件中分析，可获得可变剪切位点信息［３１］。

３．２　单核苷酸多态性
标准的蛋白质数据库不能利用基于液相色谱串

联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）鸟枪法蛋白质组学的 ＭＳ／ＭＳ
数据鉴定出突变多肽，Ｚｈａｎｇ等［３２］利用蛋白质基因

组学方法，ＲＮＡｓｅｑ数据建立制定的突变多肽数据
库，分析９５个结直肠癌样本，共鉴定多肽 １２４８２３
个，其中突变肽１０６５个，并鉴定出单核苷酸变异
７９６个，其中新发现 １６２个单核苷酸变异，这些在
ｄｂＳＮＰ、ＣＯＳＭＩＣ、ＴＣＧＡ数据库中都不存在。Ｌｏｂａｓ
等［３３］利用 ＳＮＰｎｅｘｕｓ软件分析 ＨＥＫ２９３细胞外显子
序列，获得 １３３６个单核细胞多态性（ＳＮＰ），联合
ＭＳ／ＭＳ数据验证１１３个ＳＮＰ在蛋白质水平的表达。
３．３　翻译后修饰

与癌症分子信号通路相关的蛋白质出现翻译后

修饰，如：磷酸化、乙酰化和糖基化等，会导致其功能

发生改变，可能影响到癌症的进程。研究表明，黏蛋

白的糖基化模型改变、ＣＥＡ相关的信号黏附分子、
α１β糖蛋白与胰腺癌相关［３４］。有报道，ＴＰ５３的多
位点磷酸化、乙酰化、甲基化和泛素化与肿瘤的发生

关系密切［３５３６］。基于ＭＳ／ＭＳ法目前尚不能鉴定磷
酸化外翻译后修饰的蛋白质，其研究仍在早期阶段。

Ｍｅｒｔｉｎｓ等［１０］利用４重ＩＴＲＡＱ试剂标记技术的蛋白
质基因组学整合磷酸化蛋白质组数据，分析的乳腺

癌组织样本共识别了６２６７９个磷酸化位点，并鉴定
Ｇ蛋白偶联受体群（不易在 ｍＲＮＡ水平上鉴定出）
的磷酸化蛋白质组，如扩增子相关的高度磷酸化激

酶：ＣＤＫ激酶１２（ＣＤＫ１２）、ｐ２１小ＧＴＰ酶活化激酶
１（ＰＡＫ１），蛋白络氨酸激酶 ２（ＰＴＫ２），受体 ＴＮ
ＦＲＳＦ结合丝氨酸苏氨酸激酶２（ＲＩＰＫ２）和丝氨酸／

苏氨酸激酶２（ＴＬＫ２）。
３．４　突变蛋白

癌症组织出现大量基因变异，如拷贝数扩增、插

入、缺失、杂合性缺失、框移突变等，蛋白质基因组学

有助于研究从基因演绎到蛋白质到表型的过程，通

过检测突变蛋白质从而在蛋白质水平验证基因的变

异。Ｋｉｍ等［３７］发现肺癌组织 ９号染色体产生的
１５种特异性蛋白质，搜索 ＣＯＳＭＩＣ癌症变体数据
库，分别识别了正常组织／细胞和肺癌细胞株２１种
单核苷酸变异体和 ４种突变体。Ｗｏｏ等［２６］整合

ＲＮＡｓｅｑ数据和ＭＳ／ＭＳ数据，鉴定了５２４个新蛋白
质。阿尔茨海默患者的 ｍＲＮＡ建立的突变蛋白质
数据库搜索导致免疫球蛋白轻链淀粉样变性的克隆

突变蛋白质［３８］。

３．５　潜在生物标志物
目前癌症诊断仍然依赖于检测经典癌症生物标

志物，如糖类抗原糖链抗原ＣＡ１２５、ＣＡ１９９、ＣＡ７２４
和癌胚抗原，联合做活组织组织病理检验。Ｈｕａｎｇ
等［３９］研究了４４例肝细胞肝癌和正常人类的尿液，
认为尿液中Ｓ１００钙结合蛋白 Ａ９（Ｓ１００Ａ９）和颗粒
体蛋白（ＧＲＮ）可作为肝细胞性肝癌的潜在生物标
志物，用于早期诊断疾病，其拷贝数扩增则提示预后

差。Ｏｌｓｅｎ等［４０］认 为 ２＇，５＇寡腺苷酸合成酶
３（ＯＡＳ３），骨髓基质细胞抗体２（ＢＳＴ２），分离蛋白
１（ＳＣＲＮ１）和所有 肿瘤抗原（ＴＡｓ）等肿瘤抗原可作
为浸润性导管癌的辅助诊断标志物。ＪａｃｏｂＦ等［４１］

利用蛋白质基因组学策略分析上皮性卵巢癌，发现

人附睾蛋白４（ＨＥ４），骨桥蛋白（ＯＰＮ），上皮细胞
黏附分子（ＥｐＣＡＭ）和间皮素可作为潜在生物标志
物，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ），趋化因子受体
４（ＩＯ４），表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ），黏蛋白
１（ＭＵＣ１），封闭蛋白４（ＣＬＤＮ４）和 Ｓｔｏｍａｔｉｎ样蛋白
（ＳＬＰ）可作为治疗靶标。
３．６　分析肿瘤的免疫原性

肿瘤细胞在基因水平的突变、缺失、错义而导致

细胞的表面相关抗原的变异，从而使得肿瘤细胞具

有特异性的抗原决定簇。发现这些特异性的抗原，

对肿瘤的早期诊断与制定新的治疗策略十分重要。

Ｏｌｓｅｎ等［４０］利用蛋白基因组学测定了３２个浸润性
导管乳腺癌的样本组织，结果发现了多种新的相关

ＴＡｓ，结果显示信号传导子及转录激活子１（ＳＴＡＴ１）、
磷酸激酶１（ＰＧＫ１）、骨髓基质细胞抗原２（ＢＳＴ２）在
浸润性导管乳腺癌中明显增高，且发现 ＳＴＡＴ１与浸
润性导管乳腺癌浸润能力的密切相关。尽管蛋白质

·１９５·
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基因组技术的迅速发展，但蛋白质基因组学对于多

个突变及 ＩｇＧ肽的鉴定仍然存在诸多挑战。Ｗｏｏ
等［２６，４２］采用压缩的ＲＮＡｓｅｑ联合 ＭＳ的蛋白质基因
组学技术去鉴定多个变异肽与其对应的基因。成功

的显示了大范围的肿瘤免疫特征性描述以及揭示该

法能够有效的提高了肿瘤亚型的分子特征的鉴定。

Ｌａｕｍｏｎｔ等［４３］运用蛋白质基因组学检测主要组织相

容物１的相关肽（ＭＡＰＳ），结果显示有 １０％的
ＭＡＰＳ来源于非编码基因或外显子编码区外的转录
基因。隐匿的 ＭＡＰｓ在生物特性上与传统的 ＭＡＰｓ
不同，该种肽来自于非典型 Ｃ端的短链蛋白，通过
转录长３’ＵＴＲｓ不稳定元件编码。隐匿肽增加了主
要组织相容物的表面簇基团的复杂性，提高了ＣＤ８＋

Ｔ细胞的免疫监视功能。利用肿瘤蛋白质基因组学
技术能够有效的鉴定异常的肿瘤抗原与主要组织相

容性复合体１（ＭＨＣ１）的变异靶点，为肿瘤的预苗
制备与寻找肿瘤的治疗靶点提供一种潜在的新研究

方向［４４］。

４　总结与展望

近年来，蛋白质基因组学发展迅速的改变了基

因组学与蛋白质组学领域，该技术有助于注释基因、

研究基因的变异、显示蛋白的亚型、揭示翻译的起始

区域、信号肽［４５４６］，而且还能解决许多蛋白质组学

与基因组学的交叉问题［４７４９］。随着基因测序技术

与蛋白质组学技术的成熟，使得基因、转录、蛋白、代

谢及生物信息学等组学技术能够互相整合应用成为

必然趋势，肿瘤的发生、发展的机制探讨亦从单一的

分子通道转向多个通道网的研究。蛋白质基因组学

技术整合了多种基因组学技术进行联合应用分析，

能够进行高通量、多维质量数据的分析从而使得肿

瘤的机制的分析能够进行通道网络分析。肿瘤蛋白

质组学技术能够有效的鉴定来自于突变蛋白、剪接

变异体及融合蛋白的肽，其可作为肿瘤的潜在诊断

或预后判断的分子标志物，也可作为潜在的治疗靶

点。可预见性的，未来肿瘤蛋白质基因组学可应用

于生物医药和生命科学等领域，在不久的将来还能

够转向临床，蛋白质基因组学能够发现更多的敏感

的分子标记物从而改善肿瘤诊断的精确性，提高对

肿瘤预后的判断及检测肿瘤对治疗后的反应，更重

要的是可选择个性的治疗方案。用该种方法亦能有

效的监测肿瘤的治疗效果、药物毒性及耐药性。更

重要的是该方法能够被用与寻找新的肿瘤治疗靶

点，使得消除肿瘤的成为可能。
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ｆｒｏｍｎｏｎｃａｎｏｎｉｃａｌｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，

２０１６，７（１０２３８）．１－１２．

［４４］ＭｉｔｃｈｅｌｌＣＪ，ＧｅｔｎｅｔＤ，ＫｉｍＭＳ，ｅｔａｌ．Ａｍｕｌｔｉｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｈｕｍａｎｎａｉｖｅｃｄ４＋ｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣＳｙｓｔｅｍｓＢｉｏｌｏｇｙ，２０１５，９

（６）：７５－８４．

［４５］ＫｗｏｎＳＭ，ＣｈｏＨ，ＣｈｏｉＪＨ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ

ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｉｃｓｉｎｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｅｒａ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ

Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１２，１０（２）：６９－７３．
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