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结肠炎相关结肠癌分泌蛋白质体外富集方法的建立 *
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摘要 目的：建立小鼠结肠炎相关结肠癌分泌蛋白质体外富集的方法；方法：利用结肠炎相关结肠癌小鼠模型，取不同阶段实验小

鼠的结肠体外培养 48h，收集分泌蛋白质。使用 SDS-PAGE分离分析分泌蛋白质，并通过Western blot检测分泌蛋白质是否存在

胞浆蛋白或者核蛋白的污染。结果：在实验条件下收集得到的分泌蛋白重现性好，分泌蛋白中核蛋白和胞浆蛋白的污染较少，且

能够明显分辨与病程相关差异表达蛋白质条带。结论：成功建立了结肠炎相关结肠癌分泌蛋白质的体外富集方法。
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Establishment of in Vitro Methods for Collection of Colitis-associated
Colon Cancer Secretome*

To establish in vitro method to collect the secreted proteins from mouse with colitis-associated colon can-

cer. Colitis-associated colon cancer was induced by azoxymethane (AOM) and dextran sulfate sodium (DSS) in C57BL/6 mice.
Colon tissue was collected at different stages during the development of colon cancer. The whole colons were sectioned into pieces for in

vitro culture with serum-free media, and then the conditioned media were collected at 48h. Western blot was applied to detect whether

there is cytoplasm and nucleus protein contaminant in secreted proteins. The method had good reproducibility. There was trace

amount of contaminants from cytoplasm and nucleus in collected secretome. And several different protein bands were observed among

different groups and correlated with the stage of colitis-associated colon cancer. An in vitro method to collect secreted pro-
teins from mouse with colitis-associated colon cancer was successfully established.
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前言

结直肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病率和死

亡率位居欧美发达国家第三位。随着生活水平的升高，我国城

市人口结直肠癌的发病率和死亡率呈快速上升趋势，已分别位

居恶性肿瘤第四位和第五位。结肠炎（colitis）或炎性肠病(in-

flammatory bowel disease, IBD) 作为一种反复发作的慢性消化

道炎症，是结肠癌发生的重要高危因素之一，约 20%的结肠炎
患者最终会发展为结肠癌[1]。因而寻找特异性高、敏感性强的结

肠炎相关结直肠癌早期诊断标志物具有非常重要的意义。

为了发现更多的可用于辅助结直肠癌早期诊断的候选标志，基

于质谱技术的差异蛋白质组学已经应用于结直肠癌相关标志

的研究[2-4]。然而，蛋白组学技术面临的主要挑战是体液（特别是

血液）中高丰度蛋白（如白蛋白和免疫球蛋白）对低丰度蛋白鉴

定的影响，而体液中疾病相关标志往往是低丰度蛋白。

为避免血清高丰度蛋白的影响，近年开展了肿瘤细胞或癌

组织分泌蛋白的研究[5-7]。将癌细胞或离体癌组织培养于无血清

培养基（serum-free media，SFM）内[8,9]。由于不存在其他污染蛋

白的影响，条件培养基（conditioned media，CM）内的蛋白对于

癌细胞或组织来说都是相对特异的，降低了质谱分析对待检蛋

白丰度范围的要求，提高了质谱鉴定的准确度。然而，目前相关

研究仍处于起步阶段。

综上所述，我们将研究结肠炎相关结肠癌分泌蛋白质的体

外富集方法，这将更有助于我们寻找到理想的结直肠癌肿瘤标

志物，为结直肠的早期诊断、监测和治疗提供有益的指导，具有

重要的临床应用价值。

1 材料与方法
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1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 SPF级雄性 C57BL/6小鼠，鼠龄 6～ 8周，体

重 18～ 20克，购自中国医学科学院动物所，按实验要求饲养于

中国医学科学院肿瘤医院实验动物中心。

1.1.2 主要试剂 氧化偶氮甲烷（azoxymethane，AOM）购自美

国 Sigma公司，葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodium，DSS），相

对分子量为 36000～ 50000，购自美国 MP Biomedicals公司，

茁-actin 抗体购于 sigma 公司，PARP 抗体和二抗购于 CST 公

司，培养液均为 Gibco公司产品，LHC-9培养液由肖汀老师赠
予。

1.2 实验方法
1.2.1 结肠炎相关结肠癌动物模型的复制 经过适应性饲养

的小鼠随机分成对照组（control）和实验组，对照组不作任何处

理。实验组在实验第一天单剂量腹腔注射 AOM（12.5 mg/kg体
重），一周后给予含 2.5 % DSS的饮用水，连续 5天，然后停药
16天，作为第一个 DSS周期；再次给予含 2.5 % DSS的饮用水
5天，停药 16天，作为第二个 DSS周期；一共进行三个 DSS周

期。另外，设立一个 DSS组，只给予三个周期的 DSS[10]。

1.2.2 动物标本采集 在每个 DSS周期结束之后处死一批给
药组和对照组小鼠，分别命名为 AD1、AD2、AD3和 C1、C2、C3

（合并为 C）。无菌条件下解剖后取小鼠的全结肠，即上至回盲

交界处下至肛门。取下结肠后剖开，用含 1%青链霉素的生理盐

水将内容物冲洗干净，取降结肠迅速进行体外培养。

1.2.3 小鼠结肠体外培养 将离体 30分钟以内的小鼠组织进

行体外培养。采用 LHC-9条件培养基，将组织用手术刀切成 5

mm3左右的小块，种入培养皿后放进培养盒中，充入含有 50 %
N2，45 % O2和 5 % CO2的混合气体，将培养盒放在摇摆器上，

摇摆频率为 8-10次每分钟，36.5 ℃孵箱中培养。随后在 48小

时收集其条件培养基（无血清，所有成分、含量已知）。条件培养

基中的蛋白组分经过透析除盐、冻干浓缩后，利用一维聚丙烯

酰氨凝胶电泳（1D-SDS-PAGE）分离。考马斯亮蓝法将凝胶染

色[11]。

1.2.4 小鼠组织总蛋白的提取 取小鼠新鲜结肠组织，用预冷

的 PBS清洗干净，加入适量的组织蛋白裂解液，冰水浴下高速

匀浆，裂解 30 min后充分离心取上清液。
1.2.5 Western blot 各取 25 ug 蛋白质进行 SDS-PAGE 分

离，并采用湿转法将蛋白从分离胶转移至 PVDF膜。将 PVDF

膜放入封闭液中室温封闭 1 h，用 5%脱脂牛奶稀释一抗

（茁-actin 1:10000；PARP 1:1000）,4℃孵育过夜。TTBS室温漂洗
10 min 3次，随后用 5%牛奶以 1:10000稀释二抗，室温孵育
1h。TTBS室温漂洗 10 min 3次后加入 ECL发光液，曝光后显

影。

2 结果

2.1 建立小鼠结肠组织体外培养体系

首先选用正常小鼠结肠组织进行体外培养，共成功培养 5

例，条件培养液分泌蛋白的 SDS-PAGE分析结果如图 1所示。

结果显示，小鼠结肠分泌蛋白与总蛋白的蛋白质分布具有很大

差异，且分泌蛋白的重现性极佳，证明我们建立的培养条件适

合于结肠组织的培养。

2.2 小鼠结肠分泌蛋白的质量鉴定

采用Western blot检测小鼠结肠总蛋白及分泌蛋白中细胞

骨架蛋白 beta-actin和核蛋白 PARP的表达水平。如图 2所示，

在上样量相同的前提下，上述两种蛋白在正常小鼠结肠总蛋白

中大量表达，而在分泌蛋白中几乎不能被检测到。证明所收集

的分泌蛋白中核蛋白和胞浆蛋白的污染较少，我们的培养体系

有利于小鼠结肠组织的体外生存，适用于小鼠结肠组织分泌蛋

白的收集。

2.3 结肠炎相关结肠癌分泌蛋白质分析

利用 AOM-DSS小鼠模型模拟从 " 正常→轻度不典型增
生→中度不典型增生→重度不典型增生→腺癌 "的演变过程，

收集不同时间点的小鼠结肠新鲜样本进行体外培养。在实验结

束时 AD3组小鼠成瘤率约为 94%（成瘤的小鼠具有肉眼可见

的结肠腺瘤），而其他各组小鼠结肠上均未发现肿瘤。每组各成

功培养 3只小鼠，等质量混合后用 SDS-PAGE进行分析，如图
3所示。结果显示各阶段分泌蛋白间差异显著，能够明显分辨

与病程相关蛋白质条带。

3 讨论

分泌蛋白质组（secretome）的定义是细胞或组织分泌或漏
出蛋白的总和。在多细胞生物体内，这些分泌蛋白可以决定、控

制和协调许多生物进程，如细胞生长、分化和凋亡，以及生命体

的发育、免疫防御、凝血和肿瘤发生[12,13]。肿瘤的形成是一个长

期的多因素参与的复杂过程。在该过程中，肿瘤细胞能够分泌

细胞因子、蛋白酶及其抑制物等多种蛋白质，这些蛋白质广泛

参与肿瘤细胞间以及肿瘤细胞与细胞外基质间的信号转导，并

通过影响肿瘤局部的微环境来调控肿瘤的发生、发展、侵袭和

图 1 正常小鼠结肠分泌蛋白的 SDS-PAGE分析

Fig. 1 SDS-PAGE analysis of normal mouse colon secretome

图 2 WB验证分泌蛋白中核蛋白和胞浆蛋白的污染

Fig. 2 WB analysis of nuclear and cytoplasmic protein in secretome

3260窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.17 JUN.2014

转移[14-16]。这些蛋白质由肿瘤细胞分泌后可以进入血液、组织间

隙液、尿液等体液中，易于检测。

近年来，有关结肠癌分泌蛋白质组的研究已有一些报道[17-19]。

Shin等[20]人利用 ICPL稳定同位素标记技术，测定了人结肠癌
细胞系 SNU-C4的分泌蛋白质组，发现糖酵解通路的酶类在分

泌蛋白质中的丰度显著升高；Shi等人[21]则着重分析了人体结

肠癌组织的分泌蛋白质组，他们将癌组织和癌旁组织在含有

35S的培养液中孵育 16小时，然后收集组织分泌蛋白质，运用

双向电泳技术分离蛋白质，通过放射性强度辨别差异电泳点，

最后以MALDI-TOF/TOF MS鉴定差异蛋白质。虽然作者找到

了 31个差异点，但是其中仅有两个被鉴定为蛋白质。这些分泌

蛋白质组数据清楚表明了结肠癌细胞可能发生分泌蛋白质的

变异。

本文成功建立小鼠结肠组织体外培养体系。结直肠是一个

相对开放和相当复杂的环境，结直肠中的正常菌群以及粪便使

体外组织培养极易发生污染。因此，我们首先需要解决的问题

就是防止污染的发生，提高组织培养的成功率。在实验中，我们

通过调整洗液中抗生素的浓度，将污染发生率降至最低。另一

方面，适合的条件培养液是确保组织分泌蛋白质量的关键环

节。高质量的条件培养液分泌蛋白应还有大量的外泌蛋白，而

仅含极少量的骨架蛋白、胞浆蛋白及核蛋白。在我们建立的培

养条件下，条件培养液中仅含很少量的胞浆蛋白和核蛋白，为

后续质谱分析提供了高质量蛋白质样本。这将更有助于我们寻

找到理想的结直肠癌肿瘤标志物，为结直肠的早期诊断、监测

和治疗提供有益的指导，具有重要的临床应用价值。
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图 3小鼠结肠炎相关结肠癌分泌蛋白的 SDS-PAGE分析

Fig. 3 SDS-PAGE analysis of colitis-associated colon cancer secretome
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