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摘　要：分别制备经１ＧｙＣ离子辐照和未经辐照人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的总蛋白样品，采用固相ｐＨ

梯度双向凝胶电泳技术进行蛋白分离，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄ双向电泳凝胶图像分析软件分析数字化

图谱。结果显示，差异表达的蛋白质点为１７个，其中１个仅在未经Ｃ离子辐照的ＨｅｐＧ２细胞中表

达，８个蛋白质点在辐照后的细胞中表达上调，８个蛋白质点在辐照后的细胞中表达下调。建立了

重复性较好和分辨率较高的分离ＨｅｐＧ２细胞总蛋白的双向电泳技术。实验结果表明，Ｃ离子辐照

ＨｅｐＧ２细胞后其蛋白质组发生了改变。
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１　引言

传统观念认为，辐照生物学效应只在细胞核受

到直接照射的细胞中产生，但旁观者效应的研究对

“辐射诱导的原发ＤＮＡ损伤是产生各种生物效应

的根本原因”提出了挑战［１］。近２０年来，放射生物

学研究发现，当少数细胞受到射线靶向辐照时，没

有受到直接辐照的邻近细胞也能表现出类似于直接

受到放射细胞的损伤效应。即使不相邻的细胞通过

共培养转移实验，即用受辐照细胞的培养基来培养

未受照射的细胞，未受辐照的细胞也可产生生物学

效应。不仅如此，仅通过照射细胞质就可以引起细

胞核的突变［１，２］。旁观者效应的研究提示辐射损伤

效应可能是多种因素共同作用的结果，从整体角度

研究辐照生物学效应显得非常必要。

　　重离子束在物理学和生物学上表现出高的传能

线密度（ＬＥＴ）、倒转的深度剂量分布、高的相对生

物学效应（ＲＢＥ）、亚致死损伤修复小和治疗精确高

等特点，在肿瘤放射治疗上较传统射线具有无可比

拟的优越性。随着重离子治癌研究的开展［３］，对重

离子辐照细胞生物学效应、辐射损伤和修复的分子

机制以及旁观者效应的研究都具有重要的理论意义

和实际应用价值。目前，对重离子辐照生物学效应

的研究主要集中在基因（ＤＮＡ）水平
［４，５］。细胞内基

因是遗传信息的载体，蛋白质是基因表达的产物，

又是生命功能的直接执行者，从蛋白质组（Ｐｒｏ

ｔｅｏｍｅ）水平研究细胞辐射损伤与修复的分子机制就

更为直接，蛋白质组学技术为从整体角度研究蛋白

的变化提供了理想的平台。目前，辐射与蛋白质组

学结合的研究集中在采用低ＬＥＴ的Ｘ和γ射线的

研究上［６—８］，尚未见到利用蛋白质组技术研究重离

子辐照生物学效应的报道。

　　蛋白质组学就是从整体角度分析研究细胞内动

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，从而揭示生物

学行为以及基因表达调控的新兴研究领域。目前，

对人类重要生命过程或人类重大疾病的蛋白质组研

究通常采用比较蛋白质组学（Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏ

ｔｅｏｍｉｃｓ）的研究方法
［９］，比较不同生理病理、处理

前后或不同阶段的细胞中蛋白质的差异表达，寻找

相关的分子标记，进而可以分析其发生、发展的可

能机制，为研究细胞对不同条件产生反应的分子机

制提供线索。
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　　本实验利用固相ｐＨ 梯度（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐＨ

ｇｒａｄｉｅｎｔｓ，简称ＩＰＧｓ）双向凝胶电泳（Ｔｗｏｄｉｍｅｎ

ｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称２ＤＥ）技术分离经

Ｃ离子辐照和未经辐照人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的总蛋

白，并运用双向凝胶分析软件分析了其蛋白质表达

谱的变化，为重离子辐照癌细胞导致生物学效应的

作用机理提供了有益的线索。

２　材料与方法

２．１　主要试剂与仪器

　　小牛血清为兰州民海公司产品，ＲＰＭＩ１６４０培

养基为Ｇｉｂｉｃｏ公司产品，３［（３胆酰胺丙基）二乙

胺］丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）和二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙

酰胺（ＩＡＡ）为 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品。ＩＰＧｓ干胶条

（ＩＰＧｓｔｒｉｐｐＨ３—ｐＨ１０Ｌ，１１ｃｍ ）、ＩＰＧｓ缓冲液

（ＩＰＧｂｕｆｆｅｒｐＨ３—ｐＨ１０）、覆盖液（ＳｔｒｉｐＣｏｖｅｒ

Ｆｌｕｉｄ）、双向电泳单元和ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ５．０

双向凝胶分析软件均为 ＧＥ ＨｅａｌｔｈｃａｒｅＢｉｏＳｃｉ

ｅｎｃｅｓ公司产品。

２．２　细胞培养与犆离子照射

　　人肝癌ＨｅｐＧ２细胞系由中国科学院近代物理

研究所医学物理实验室提供。用含１０％小牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基进行传代培养。取对数生长期的

ＨｅｐＧ２细胞，接种在３５ｍｍ培养皿中继续培养

２４ｈ后进行照射。重离子照射是在兰州重离子研究

装置（ＨＩＲＦＬ）的浅层肿瘤治疗终端上进行的，本次

实验采用的重离子束为１２Ｃ６＋ 离子束，能量为６８

ＭｅＶ／ｕ，吸收剂量率约为３—４Ｇｙ／ｍｉｎ，Ｃ离子束

在细胞样品处的犔犈犜为３５ｋｅＶ／μｍ，细胞样品照

射时的吸收剂量为１Ｇｙ，所有细胞样品辐照均在室

温下进行。辐照后，继续培养细胞３６ｈ。

２．３　双向电泳及图像分析

２．３．１　总蛋白样品的制备

　　待细胞生长状况良好接近汇合时，用细胞刮子

刮取细胞，预冷生理盐水洗涤３次，加入细胞裂解

液（８ｍｏｌ／ｌ尿素，４％ＣＨＡＰＳ，４０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓ

ｂａｓｅ，２％ＩＰＧ 缓 冲 液 ｐＨ３—ｐＨ１０，６５ ｍｍｏｌ／ｌ

ＤＴＴ），静置３０ｍｉｎ，液氮反复冻融３次，离心

（１５０００ｒｐｍ，６０ｍｉｎ，４℃），取少量上清用Ｂｒａｄ

ｆｏｒｄ法测定总蛋白浓度，其余上清分装冻存于－８０

℃备用。

２．３．２　第一向等电聚焦

　　等电聚焦（ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ，简称ＩＥＦ）主

要按Ｇｒｇ等
［１０］的方法和 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＢｉｏＳｃｉ

ｅｎｃｅｓ公司双向电泳操作指南进行，将５０μｇ细胞

总蛋白加入重水化液 （８ｍｏｌ／ｌ，２％ＣＨＡＰＳ，０．５％

ＩＰＧｂｕｆｆｅｒｐＨ３—ｐＨ１０，１８ｍＭ ＤＴＴ０．００２％溴

酚蓝）至终体积２００μｌ。将蛋白与水化液充分混合

后加入ＩＰＧｐｈｏｒ水平电泳仪的持胶槽 （ｓｔｒｉｐｈｏｌｄ

ｅｒ）中，ＩＰＧ胶条胶面朝下放入持胶槽中，均匀加

上覆盖液，编制ＩＰＧｐｈｏｒＩＥＦ程序进行重水化和

ＩＥＦ电泳，重水化和聚焦参数：水化３０Ｖ，１２ｈ；

５００Ｖ，１ｈ；１０００Ｖ，１ｈ；８０００Ｖ，２ｈ，当总电压

时间积达到４００００Ｖｈ时停止ＩＥＦ。

２．３．３　平衡

　　ＩＥＦ结束后，将聚焦好的胶条取出放入加有

ＤＴＴ的平衡液Ｉ（５０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓＨＣＬｐＨ８．８，６

ｍｍｏｌ／ｌ尿素，３０％甘油，１％ＳＤＳ，０．２％ＤＴＴ，痕

量溴酚蓝），摇床上振荡１５ｍｉｎ，弃去平衡液Ｉ，加

入含有ＩＡＡ 的平衡液Ⅱ（５０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓＨＣＬ

ｐＨ８．８，６ｍｍｏｌ／ｌ尿素，３０％甘油，１％ＳＤＳ，３％碘

乙酰胺，痕量溴酚蓝）进行第二步平衡，平衡１５

ｍｉｎ。

２．３．４　第二向垂直犛犇犛犘犃犌犈垂直板电泳

　　将已平衡好的ＩＰＧ 胶条放置于１２．５％的１．５

ｍｍ厚的凝胶顶端，排除气泡，加入分子质量标准

蛋白，用封胶琼脂糖封固胶条后电泳，先以１０ｍＡ

电泳３０ｍｉｎ，使蛋白质从ＩＰＧ胶条中泳出，然后３０

ｍＡ电泳５ｈ左右，至溴酚蓝前沿到达胶板底部１

ｃｍ时停止电泳。

２．３．５　染色

　　采用胶体考马斯亮蓝染色法染色（ｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ＣｏｏｍａｓｓｉｅＧ２５０ｓｔａｉｎｉｎｇ）
［１１］。胶板取下后立即置

于固定液中固定３０ｍｉｎ并用去离子水漂洗４次，然

后染色２ｈ，最后用去离子水脱色。

２．３．６　凝胶图像获取和图像分析

　　使用ＬａｂＳｃａｎ控制的ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ以透射模

式扫描凝胶图像，亮度和对比度按默认设置，分辨

率为３００ｄｐｉ（ｄｏｔｐｅｒｉｎｃｈ），扫描图像与凝胶大小

比例为１∶１。扫描后凝胶置凝胶保存液中保存。数

字化的凝胶图像利用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ

５．０分析软件对图像进行强度校正、背景消减和点
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检测，蛋白点匹配前选取蛋白点数多的一块凝胶建

立参考胶。在进行蛋白质点表达变化时，蛋白点的

量被定义为构成这个点的所有象素强度值的总和。

为了准确地反映蛋白点量的变化将每个点的含量表

示为体积百分含量，即一个蛋白点的量占该胶内所

有蛋白点总量的百分数，也称相对含量。蛋白点分

子量和等电点采用二维校正法（２Ｄｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ）。

３　结果

　　经Ｃ离子辐照和未辐照（即对照）ＨｅｐＧ２细胞

的双向电泳图谱如图１所示，两种情况下的图谱非

常相似。用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ５．０软件分

析，经过凝胶强度调节、背景消减后进行蛋白质点

检测，每块胶约有５００个以上的点被检测出来，但

未辐照细胞蛋白的电泳图谱中蛋白质点较多，辐照

后细胞的蛋白质点数有所减少，ＨｅｐＧ２细胞总蛋

白的等电点在ｐＨ３—ｐＨ１０都有分布，但主要集中

在ｐＨ４—ｐＨ８之间，在酸性端ｐＨ３—ｐＨ４和碱性

端ｐＨ８—ｐＨ１０范围内只检测到少数蛋白质点。

ＨｅｐＧ２细胞总蛋白的表观分子量主要分布在１４—

１６８ｋＤａ之间，ＨｅｐＧ２蛋白２ＤＥ图谱和其它文献

报道相似［１２］，蛋白质种类还需进一步质谱鉴定。

图１ 未受Ｃ离子辐照和受Ｃ离子辐照后 ＨｅｐＧ２细胞总蛋白的２ＤＥ图谱

（ａ）未受辐照 ＨｅｐＧ２细胞总蛋白的２ＤＥ图谱，图谱中数字标记的点是辐照后表达下调的蛋白点，其中１７为辐照后消失的蛋白点；（ｂ）

受辐照后 ＨｅｐＧ２细胞总蛋白的２ＤＥ图谱，图谱中数字标记的点表示辐照后表达上调的蛋白点。由方框围住的区域在图２中放大展示。

图２ 辐照后发生改变的部分蛋白质点放大图

ａ，ａ′，ｂ，ｂ′，ｃ，ｃ′和ｄ，ｄ′分别对应于图１中框示区域。

　　本实验的基本目的是获得差异表达的蛋白质 点，为了准确定量分析蛋白质组的改变，分析时进
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行了３步操作：（１）将未受辐照的２ＤＥ图谱设置

为参考胶，其相对含量为１００％；（２）对辐照前后的

２ＤＥ的胶中的蛋白质点进行全面的比较和匹配；

（３）蛋白点相对含量有２倍以上变化的蛋白质点定

义为有意义的点。软件检测后经过蛋白质点自动匹

配和手工确认，通过ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ软件搜索和数据

统计分析，发现差异表达的蛋白质点有１７个，这些

差异蛋白质点有的是量（蛋白质点染色强度）的改

变，有的是质（蛋白质点的增减）的改变。其中有１６

个点有２倍以上的表达量改变，表达下调的蛋白质

点有８个，表达上调的点有８个。有１个点只在未

辐照的 ＨｅｐＧ２细胞中检测到表达，而在辐照后的

细胞中未检测到。其中部分蛋白质点的放大图谱见

图２，这些蛋白质点的等电点、分子量和相对含量

见表１和表２。

表１　犆离子辐照后犎犲狆犌２细胞中表达下调的蛋白点

编号 蛋白点索引号 等电点 分子量／ｋＤａ
相对含量（％）

未经辐照　 经过辐照　

１ １６４２ ５．９９７２５ １５ ０．５０２８５３ ０．０１１０７６

２ １６３３ ６．０５５１ １７ ０．６２３０８１ ０．０２３２８６２

３ １５０８ ８．１２９４８ ５０ ０．４８３３６１ ０．０２５０２１５

４ １４３３ ６．２８６５ ６６ １．０６２５ ０．０７１００６

５ １６０４ ４．８２３６９ ２９ ０．１８０６７３ ０．０２０３９６４

６ １１８６ ５．５４２７ １６５ ０．２９４３２８ ０．０６４５０３２

７ １３８３ ４．１７６３１ ８５ ０．４７２１７８ ０．１７５２６１

８ １６４５ ３．８４５７３ １４ ０．９２０２０５ ０．３８１７０１

表２　犆离子辐照后犎犲狆犌２细胞中表达上调和消失的蛋白点

编号 蛋白点索引号 等电点　 分子量／ｋＤａ
相对含量（％）

未经辐照　 经过辐照　

９ １４８８ ３．８０９９２ ５４ ０．００６６６３５８ ０．１５７５７６

１０ １５８１ ４．５５０９６ ３４ ０．１８５８６ ０．５０７２４２

１１ １５１２ ５．９９４４９ ４９ ０．２２３２９１ ０．７０９７１４

１２ １４９７ ５．８４８４８ ５２ ０．１６４６７１ ０．５６９８９８

１３ １３８９ ４．５４２７ ８５ ０．０８１１５１４ ０．３９１６２６

１４ １４９６ ５．５８４０２ ５２ ０．０４１０２０８ ０．２９９９４２

１５ １５４０ ６．２８９２６ ４４ ０．０４３７０７７ ０．３５７９１７

１６ １４４８ ４．２５６２ ６２ ０．６５８８７８ １．３６７９８

１７ １６２０ ５．７４９３１ ２０ ０．６６２０４１ ０

４　讨论

电离辐射导致细胞损伤，可以诱导细胞基因表

达水平的改变，某些基因受到损伤不表达或表达下

调，某些基因为抵抗辐射和修复损伤而激活表达或

表达上调，这些变化形成复杂的网络以应对电离辐

射对细胞造成的损伤。由于存在ｍＲＮＡ出核、ｍＲ

ＮＡ定位、转录产物稳定性、翻译调节、蛋白质修

饰和蛋白质降解等后加工调节机制，ｍＲＮＡ水平

与蛋白质水平并没有很好的相关性。蛋白质是基因

表达的产物又是生命功能的直接执行者，从蛋白质

组水平研究基因表达调控和辐射损伤生物学效应的

分子机制显得更加直接。因此采用双向电泳技术分

离经重离子辐照和未经辐照ＨｅｐＧ２细胞的蛋白质，

从整体水平上定量分析了重离子辐照后细胞内蛋白

质组表达的变化。细胞经重离子辐照后其蛋白质双

向电泳图谱发生变化，差异表达的蛋白质点与辐照

后细胞的生化过程密切相关，是放射损伤和修复的
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主要蛋白质分子基础。

　　双向电泳涉及样品制备、等电聚焦、平衡、转

移、ＳＤＳ电泳、染色和图象扫描分析多项环节，诸

多环节中的系统误差和认为误差都会影响实验的重

复性。为了获得重复性好和易于进行蛋白鉴定的差

异表达蛋白，实验中除保证各实验步骤平行外，使

用了新的胶体考马斯亮蓝染色方法。凝胶染色通常

采用银染和考马斯亮蓝染色法，银染灵敏度高，达

到ｐｇ级，但银染显色程度不易控制使重复性降低，

同时银染与质谱鉴定的兼容性很差。考马斯亮蓝染

色重复性好，与质谱兼容性好，但灵敏度较低，为

１００ｎｇ，而胶体考马斯亮蓝染色法即具有较高（２

ｎｇ）的灵敏度，具有与考马斯亮蓝染色法同样好的

质谱兼容性，所以被称为绿色银染（ｂｌｕｅｓｉｌｖｅｒ）
［１１］。

蛋白质组学需要大规模处理数据的图像软件，虽然

ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ是一款全自动点检测、点匹配和数据

分析的软件，但由于双向电泳图谱复杂，成对的凝

胶都存在成百上千的蛋白点，软件可能将一些染色

颗粒或气泡识别为蛋白点［１３］，因此在软件自动检测

和匹配后，我们还是经过人工逐一确认和编辑，保

证了点检测和匹配及数据分析可靠性。

　　通过对经１ＧｙＣ离子辐照和未辐照人肝癌

ＨｅｐＧ２细胞蛋白质组数字化图谱的比较分析，发

现有１７个蛋白点发生了２倍以上的表达变化，这

些差异表达的蛋白质非常有助于分析癌细胞响应重

离子辐照的分子机制、评价重离子辐照杀伤癌细胞

效果和研究损伤修复机制。实验中，使用了ｐＨ３—

ｐＨ１０，１３ｃｍ的ＩＰＧ胶条，ＨｅｐＧ２细胞蛋白双向

电泳图谱表明其蛋白质主要集中在ｐＨ４—ｐＨ８之

间，为了进一步探讨与重离子辐照相关的响应蛋白

质，今后将使用ｐＨ范围更窄、长度更长的ＩＰＧ胶

条增加蛋白质分离的分辨率以发现更多低丰度表达

的蛋白质，并结合生物质谱肽质量指纹图谱和氨基

酸序列分析等手段对差异表达蛋白质进行鉴定，了

解这些差异表达蛋白质在细胞响应重离子辐照中的

作用，进而开展重离子辐照损伤与修复、辐射诱导

旁观者效应等方面的研究，为重离子治癌研究提供

必要的基础数据。
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