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摘要    心理社会因素对肿瘤患者的影响已经引起了国内外学者的密切关注, 长期生活

在不良心理应激状态下能促进恶性肿瘤的发生和发展已成定论, 但对其具体机制尚不完

全清楚. 为探讨慢性心理应激影响肿瘤发生发展的分子学机制, 建立荷人卵巢癌裸鼠慢

性心理应激模型. 通过双向电泳和 nanoUPLC-ESI-MS/MS, 在裸鼠移植瘤组织中发现了

20 种明显差异表达蛋白, 其中相比对照组, 应激组有 14 种蛋白表达上调, 5 种表达下   

调, 而 1 种蛋白只在应激组裸鼠皮下移植瘤中被发现; Western blotting 验证结果与蛋白质

组学一致. 本研究为揭示心理和肿瘤的关系提供了新的分子方面的依据.  
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近年来, 在肿瘤治疗方面取得了很大的成就. 但

作为女性生殖系统第二大最常见恶性肿瘤[1], 卵巢癌

起病隐匿, 难以在早期被发现, 且一经发现, 大约

70%的患者已进入中晚期阶段, 其 5 年生存率仅为

19%~38.7%[2], 死亡率高居妇科肿瘤的首位. 患者一

经诊断, 精神、心理压力增大, 很容易失去治疗的信

心, 直接影响到临床治疗和预后.  

随着医学模式从单一的生物医学向生物-心理-

社会模式的转换, 对于躯体疾患, 人们不仅重视其

理化刺激、致病感染、药物或遗传等因素, 而且更加

关注其社会经济、生活习惯、个性、情绪等心理社

会因素的影响. 研究表明, 心理社会因素主要通过

下丘脑-垂体-肾上腺轴的功能紊乱来影响免疫系统, 

进而影响癌症的发生和转归[3,4]. 目前的临床和实验

研究大多局限于神经内分泌和免疫功能层面, 有关

其分子机制的报道很少, 未见有关肿瘤蛋白差异方

面的报道.  

蛋白质组分析, 能提供总的蛋白质谱信息, 是肿

瘤研究的一大优势. 肿瘤相关蛋白质组学应用于调

查肿瘤发生、筛选肿瘤标志物、早期诊断和治疗癌症

及预后评估是切实可行的[5]. 表达蛋白质组学可以发

现不同组织和细胞, 或采取不同处理的同一组织和

细胞的差异表达蛋白质, 确定能够早期发现、早期诊

断和监测治疗效果的肿瘤标志物, 最后找出其影响

的分子机制[2,6~13]. 有几篇关于应激造成小鼠海马蛋

白表达谱变化的报道[14~16], 但未见有利用荷人卵巢

癌裸鼠研究不良应激对皮下移植瘤组织蛋白表达谱

的报道. 本研究围绕差异蛋白组学研究方法展开, 通
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过建立荷人卵巢癌裸鼠模型, 利用慢性束缚应激对

裸鼠进行不良心理应激, 用双向电泳技术对移植瘤

蛋白进行分离, 通过全面比较应激与非应激荷人卵

巢癌裸鼠皮下移植瘤中蛋白表达谱的不同, 筛选出

差异蛋白, 并利用质谱技术(nano-UPLC-ESI-MS/MS)

对所选差异蛋白进行鉴定. 旨在探讨慢性心理应激

在荷瘤裸鼠肿瘤发生、发展中的分子机制, 最终为临

床上对卵巢癌患者进行心理和分子治疗提供理论和

实验依据.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

(1) 试剂.  RPMI 1640培养液, 胎牛血清为美国

Hyclone 公司产品; 十二烷基硫酸钠(SDS)、二硫苏糖

醇(DTT)、三羟甲基胺基甲烷(Tris)、溴酚蓝、过硫酸

铵(APS)、甘氨酸、丙烯酰胺、固相pH梯度干胶条(IPGs, 

pH 3~10, 线性)、固相 pH 梯度缓冲液(IPG-Buffer)、

覆盖液、琼脂糖、尿素、考马斯亮蓝 R-250、二维的

标准品等购自瑞典 Amersham Pharmacia Biotech 公司. 

二甲基亚砜(DMSO)、牛血清白蛋白(BSA)、三氟乙

酸 (TFA)、N′-亚甲基双丙烯酰胺、四甲基乙二胺

(TEMED)、碘乙酰胺(IAA)、3-[3-(胆固醇氨丙基)二

甲基氨基]-1-丙磺酸(CHAPS)、蛋白酶抑制剂、胰蛋

白酶购自美国 Sigma 公司 ; 脱氧核糖核酸酶

(Dnase)、核糖核酸酶(RNase)、无水醋酸钠、无水碳

酸钠、硝酸银、硫代硫酸盐钠、戊二醛、乙醇、冰

醋酸、甲醇、乙腈(ACN)、甘油、甲醛、吐温-20 等

均为国产分析纯或色谱纯; 实验中所用水为 Milli-Q

去离子水.  

(2) 仪器设备.  UV-160 紫外分光光度计购自日

本岛津公司; IPGphor 等电聚焦系统、图像扫描仪、恒

温循环器、二维图像分析软件 imagemaster 2D 

platinum 是瑞典 Amersham Pharmacia Biotech 产品; 

PROTEAN Ⅱ Xi Cell 垂直电泳仪购自美国 BIO-RAD

公司; nano-UPLC-ESI-MS/MS 系统购自美国 Waters

公司等.  

(3) 细胞系和动物.  人卵巢细胞癌 SK-OV-3 细

胞系于 2009 年 3 月购自中国科学院细胞库, 使用短串

联重复序列的 DNA 指纹技术作为表证方法[17]. 用含

灭活的 10%胎牛血清和 50 U/mL 青霉素-链霉素的

RPMI 1640 培养基, 培养在温度 37℃, 湿度 95%, 含

5%CO2 的孵箱中, 每 3~4 天传代一次, 具体见 Park

等人[18]所述. 待细胞到对数生长期, 用胰酶消化, 经

D-Hanks液和冰 PBS液冲洗后进行计数, 用不含血清

的 RPMI 1640 液调整浓度至 2×107 细胞/mL, 接种于

裸鼠皮下, 100 μL/只. 雌性 4~6周龄 BALB/C-nu裸鼠

购自湖北省实验动物研究中心, 饲养于 SPF 级层流

架上, 12 h/12 h(黑夜/白天)交替环境[19]. 动物实验方

案全部遵从美国国立照顾和使用实验动物卫生研究

院(National Institutes of Health for the Care and Use of 

Laboratory Animals)的指导方针, 并经南昌大学医学

院动物伦理委员会批准.  

1.2  实验方法 

(1) 荷瘤裸鼠慢性心理应激模型的建立.  适应

新环境 1 周后, 裸鼠随机分为应激组和对照组, 每组

6 只. 应激组放入打满小孔的 50 mL 离心管中, 进行

每天 6 h(11:00 am~5:00 pm)连续束缚应激, 食物和

水在应激间歇期提供, 具体步骤如 Alfonso 等人[20]和

Sheridan 等人[21]所述. 应激的第 8 天, 将 SKOV3 细

胞接种于两组裸鼠的右侧腋下皮下[22]. 然后, 应激组

仍进行连续 35天的每天 6 h的应激, 对照组不接受应

激. 全部裸鼠在结束应激后的第 2 天予颈椎脱臼法处

死, 剥取肿瘤后仔细解剖, 使其不含任何多余的宿主

组织并清理血块, 用 PBS 液洗涤后投入液氮中保存

待测.  

(2) 蛋白质的提取.  移植瘤组织标本在液氮中

研磨, 并在冰上用玻璃组织匀浆器进行匀浆. 每 100 

mg 标本加 1000 μL 裂解液(由 40 mmol/L Tris-HCl 缓

冲液(pH 7.5), 7 mol/L 尿素, 2 mol/L 硫脲, 1%DTT, 

4%CHAPS, 1 mmol/L EDTA组成)和10 μL蛋白酶抑制

剂. 用超声破碎仪破碎细胞(共 10 次, 每次超 5 s 停 15 

s), 随后加入 10 μg/μL DNA, RNA 酶各 5 μL. 冰浴 20 

min 后, 4℃, 18000×g 离心 20 min, 吸取上清, 用

Bradford 法测定蛋白含量, 分装, −80℃保存.  

(3) 双向电泳(Two-Dimensional Electrophoresis, 

2-DE).  将 100 μg 蛋白样品加入重泡胀液(8 mol/L 

尿素, 2%CHAPS, 0.5% IPG 缓冲液, 18 mmol/L DTT

和痕量溴酚蓝)至总量达到 350 μL, 加载于 18 cm pH 

3~10的线性 IPG胶条, 并用覆盖液覆盖. 蛋白样品进

行等电聚焦程序, 20℃, 30 V, 被动水化 12 h, 500 V, 1 

h, 1000 V, 1 h, 8000 V, 6 h. 将聚焦后的胶条在 SDS

平衡液(1.5 mol/L Tris-HCl, pH 8.8, 50 mmol/L, 30%
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甘油, 6 mol/L尿素, 2%SDS, 痕量溴酚蓝)中平衡 2次, 

摇床上振荡 15 min×2, 其中第一种平衡液中加入 20 

mmol/L DTT, 第 2 种平衡液中加入 100 mmol/L 碘乙

酰胺. 平衡后的胶条转移至 13% SDS-聚丙烯酰胺凝

胶上, 进行第二相蛋白质分离, 设定 15 mA/胶 15 

min, 30 mA/胶 6 h 至溴酚蓝到达胶的下缘.  

(4) 凝胶扫描和图像分析.  2-DE 胶图经硝酸银

染色法后扫描, 用 Image Master 2D Platinum 软件分

析, 经过背景消减、点识别、设置参照点、点匹配等

处理, 计算蛋白的表达量. 两组胶条同时进行分析, 

每个样品以相同条件分析 3 次以消除系统误差. 每组

选择一块斑点均匀、杂质少、斑点分布最具代表性的

胶条作为参考胶进行匹配分析. 以比对照组表达平

均改变 2 倍以上的差异点定义为显著差异点, 且其在

组内相对恒定表达.  

(5) 差异蛋白质的质谱鉴定.  选择考马斯亮蓝

G-250 对预备胶进行染色, 对比银染胶上的差异蛋白

点进行选点, 切取选择的 20 个差异蛋白点, 将小胶

粒放入 1.5 mL 的硅化 eppendorf 管中进行胶内酶切. 

先用 Milli-Q 水洗 2 次, 然后在室温下用含 50%乙腈、

100 mmol/L 碳酸氢铵脱色溶液脱色 20 min, 脱色后

的胶块在真空干燥机中脱水干燥约 30 min, 使胶粒完

全脱水 , 在干燥后的胶粒上加 0.01 μg/μL 的 50 

mmol/L 碳酸氢铵溶液 37℃消化过夜(12~16 h), 收集

酶切后的上清液进行肽段提取并按 Winter 等人[23]所

述方法制备样品液. 将 5 μL 样品液注入 nano-Acquity

系统进行 nano-UPLC-ESI-MS/MS 分析. UPLC-ESI- 

MS/MS 系统包括一个 nano ACQUITY UPLC 和一个

Synapt High Definition Mass Spectrometry 系统 . 

AQUITY UPLC 分析柱是内含 1.7 μm 颗粒的 75 μm×    

250 mm 的超高效液相色谱键合乙烷杂颗粒柱 BEH 

C18, 富集柱是含 5 μm 颗粒的 180 μm×20 mm 的

Symmetry C18; 柱温度为 35℃; 流动相的流速为 200 

nL/min, 流动相 A 为含 0.1%甲酸的水溶液, 流动相 B

为含 0.1%甲酸的乙腈; 流动相的梯度为 1%~40% B 

80 min, 到 80%B 10 min, 80%B 停留 10 min, 平衡 20 

min 到起始 1%B. ESI-MS/MS 离子化方式为纳升电喷

雾正离子; 毛细管电压为 2.5 kV, 锥孔电压为 35 V, 

源温和脱溶剂温度分别为 90 和 300℃; 锥气和雾化

气为氮气, 碰撞气体为氩气; 用 DDA 方式作为数据

采集模式, 每次扫描中选择两个强度最高的离子进

行串联质谱分析. 得到的 MS/MS 质谱图经 PLGS 

(version 2.3)软件处理后 , 数据通过 Mascot 软件

(http://www.matrix-science.com)从 NCBInr 蛋白质数

据库搜索出对应的蛋白. 搜索参数如下: 甲硫氨酸的

氧化、碘乙酰胺烷基化设置为可变修饰, 漏切位点数

最多 1个, MS/MS质量误差为±0.2 Da; 单个离子得分

值>38, 说明与数据库里的蛋白相同或具有高度同源

性(P<0.05).  

(6) Western blotting.  具体步骤参照 Culp 等人[24]

所述. 取蛋白质样品在 SDS-聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 

用 Bio-Rad 系统电转 1 h 将蛋白样品转至聚偏氟乙烯

膜(PVDF, Millipore, USA)上; 将膜置于封闭液(5%脱

脂奶粉溶于含有 0.1% Tween 20的 PBS溶液)中室温封

闭 1 h; 封闭后的膜放入一抗中孵育过夜, 采用如下抗

体进行: 兔抗-Peroxiredoxin 1(Millipore, USA), 兔抗- 

Cu/Zn Superoxide Dismutase(Alexis-Bio, USA), 兔抗- 

nm23(Millipore, USA), 兔 抗 -Creatine Kinase MM 

(ABCAM, Britain)和 glutathione-S-transferase omega 1

鼠多克隆抗体(ABCAM, Britain); 进而选用相应的辣

根过氧化物酶标记的二抗(北京中生生物工程高技术

公司)孵育 1 h; 用 PBS 脱色后化学发光、显影、定影, 

最后肉眼检测、扫描或拍照.  

1.3  统计学处理 

用 SPSS17.0 软件分析. 计量资料以 SDx ± 表示; 

组间比较采用 t 检验; P<0.05 为差异有统计学意义.  

2  结果 

2.1  裸鼠体重和瘤重  

实验结束后, 应激组裸鼠体重明显低于对照组

(n=6, (21.17±2.02) g vs. (24.52±0.67) g, P<0.01), 而实

验开始时 , 两组体重比较差异无统计学意义 (n=6, 

(18.58±1.07) g vs. (18.42±0.86) g, P>0.05); 裸鼠在接

种 SK-OV-3 细胞后 4 天左右皮下出现可以触动的结

节, 第 10 天左右皮下瘤开始迅速生长, 实验结束后应

激组瘤重明显高于对照组((1.717±0.571) g vs. (1.083± 

0.286) g, P<0.05).  

2.2  移植瘤的蛋白表达谱  

对每组 3 只裸鼠的移植瘤组织分别进行双向电

泳分离, 每只裸鼠得到一个二维图谱. 应激组的移植

瘤平均能检测到 1467 个蛋白质斑点, 而对照组则平
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均检测到 1292 个(图 1). 对照组内的凝胶匹配率为

92.1%, 应激组内的匹配率为 89.4%, 两组间的匹配

率达到 82.4%, 表明这些图像有良好的重复性(匹配

率>75%即表明重复性好). 通过图像分析, 发现应激

组相比对照组有 19个蛋白质斑点变化超 2倍(14个上

调表达、5 个下调表达), 1 个蛋白质斑点仅出现于应

激组中(图 2~4).  

2.3  质谱鉴定结果  

将 20 个目标蛋白点用 UPLC-ESI-MS/MS 系统

鉴定并通过 NCBInr 数据库检索, 所有目的蛋白均

成功鉴定. 14 个上调表达的蛋白为过氧化物酶 1、层

粘连蛋白、14-3-3 蛋白ε、肿瘤转移抑制基因蛋白和

磷酸甘油酸激酶 1 等; 而 5 个下调表达的蛋白为

N-myc 下游调节蛋白 1、肌酸激酶和肌球蛋白轻链 2

等 ; 仅在应激组表达的蛋白被鉴定为 SET 蛋白   

(表 1).  

2.4  Western blotting 结果 

结果表明 , 应激组中 Prdx1, SOD1, GSTO1, 

Nm23 蛋白明显高于对照组; CKM蛋白则低于对照组; 

与蛋白质组学结果一致(图 5).  

3  讨论 

心理因素已经逐渐被证明能影响卵巢癌的发生

和预后, 然而卵巢癌的发生发展是涉及到多基因、多

信号途径的复杂过程, 其机制仍不完全明了. 因此, 

深入研究心理与肿瘤发生发展的关系, 利用心理治

疗来阻止肿瘤的发生、发展已成为医学研究关注的重

点. 由于人的情感、心理因素复杂多样, 难于统一控

制标准, 采用应激动物模型来研究心理因素对肿瘤

的影响, 有利于统一标准, 重复性好, 可控制性强, 

观察周期短, 有望获得理想的结果. 本研究采用蛋白

质组方法来揭示荷人卵巢上皮性癌慢性心理应激模

型皮下移植瘤蛋白表达谱的改变, 有望找出有关心

理应激与肿瘤发展新的蛋白和信号途径. 将荷人卵

巢上皮性癌的裸鼠进行连续 35天, 每天 6 h的束缚应

激 . 提取移植瘤蛋白 , 进行 2-DE 和 nanoUPLC- 

ESI-MS/MS 分析. 在 2 组间发现了 20 个差异明显的

蛋白, 大多数涉及多种生理过程, 如能量代谢、细胞

增殖、侵袭和凋亡等. 

Prdx1 和 Prdx3 属于抗氧化剂的蛋白质家族, 它

们能降低过氧化氢和烷基氢过氧化物, 参与细胞的

抗氧化剂的保护作用, 并有助于 CD8(+)T 细胞的抗 

 
 

 

图 1  荷人卵巢上皮细胞癌慢性心理应激模型移植瘤的 2-DE 凝胶图谱 
(A) 应激组; (B) 对照组. 所有的移植瘤蛋白用双向电泳并采用银染色. 差异表达的蛋白质斑点用数字标注 
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病毒活性. 这类蛋白可能具有增殖作用, 在癌症的发

生和发展中起重要作用. 先前研究表明, 线粒体调控

细胞增殖会产生较低水平的过氧化氢, 高浓度的过

氧化氢会产生细胞毒性导致细胞调亡. Prdx3 转染的

前列腺癌细胞对由于缺氧所造成的过氧化氢的产生

表现出明显的抵抗 , 从而抵抗细胞凋亡 [25 ] .  表明 , 

Prdx3 过表达会使癌细胞免受过氧化氢所引起的调亡. 

在口腔癌、胰腺癌、甲状腺滤泡癌、食道癌、肺癌、

间皮瘤、乳腺癌、头颈部癌症等组织中均发现了高表

达的 Prdx1 蛋白, 且高表达的 Prdx1 被发现与肺癌细

胞放疗抵抗和乳腺癌化疗抵抗相关, 下调表达 Prdx1

使肺癌细胞对放射敏感等. 这些研究均表明, Prdx1

会增强癌细胞的侵略性, 并增加治疗的难度[26]. 本研

究认为, 应激组上调表达的 Prdx1 和 Prdx3 与肿瘤细 

 

 

图 2  应激组和对照组的双向电泳差异蛋白点的放大对比图 
(A) 应激组; (B) 对照组. 采用 3 块平行胶的蛋白斑点平均值计算蛋白质的丰度. 将比正常对照组变化 2 倍以上的差异点定义为显著差异点. 

应激组蛋白点 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 15, 16, 17, 18, 19 和 20 表达明显上调 
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图 3  两组双向电泳差异蛋白点的放大对比图 
应激组(A)蛋白斑点 8, 10, 11, 12, 14 表达明显下调 

 

图 4  两组双向电泳差异蛋白点的放大对比图 
蛋白斑点 13 只表达于应激组(A)中, 而在对照组(B)中未见表达 

胞的抗氧化和抗凋亡密切相关. 

超氧化物歧化酶(SODs)是负责解除超氧自由基

毒性的一个酶家族, 分布于人体大多数器官. SOD2 在

膀胱癌、乳腺癌、胃癌、急性髓系白血病和前列腺癌

等组织中高表达, 并能增加患前列腺癌、肺癌、结肠

癌和卵巢癌的风险[27]. Hirose 等人[28]发现高水平的

SOD1 能增强肿瘤细胞抵抗药物和放射等治疗的能力. 

Brown 等人[29]认为, SOD1 是卵巢癌顺铂抵抗的关键

因素, 调节其活性能致敏顺铂耐药细胞, 体外实验中

使用 SOD1 抑制剂能减少血管生成和肿瘤细胞增殖. 

据此推测, 慢性心理应激能影响 DNA 修复、肿瘤细

胞药物运输和血管生成过程.  

BPGM 是一个亚基二聚体, 与磷酸变位酶(PGM)

中的大亚基具有很强的同源性, PGM 和 PGK1 在糖

酵解途径中都通过催化反应参与糖酵解和能量代谢

过程. PGM 和其活性水平在乳腺肿瘤中明显高于相

应的正常组织[30]. Hwang 等人[31]发现, PGK1 在胰腺

癌组织中高表达. 而 Tang等人[32]认为, PGK1高表达

的肺癌细胞降低了 COX-2 的表达并促进 Th1 免疫功

能, 从而影响细胞浸润、血管生成和免疫功能, 最终

抑制肿瘤的发展. 本实验发现, PGK1 在应激后的卵

巢癌组织中上调表达, 但其在肿瘤发生和抗肿瘤中

的作用需要进一步探讨. 核糖体是一个能催化蛋白

质合成的细胞器, 包括一个 40S 的小亚基和一个 60S

的大亚基, 这些亚基由 4 个 RNA 结构和大约 80 种不

同的蛋白连接在一起. 已经发现, 大肠癌组织与相

应正常结肠黏膜比较, RPS12 表达上调, 而上调表达

RPS12 被认为是癌变的症兆[33]. Marty 等人[34]发现, 

MRPL12 mRNA 高表达的结肠线粒体活动相应减少, 

说明 MRPL12 与肿瘤的形成有关. 目前, 尚未见核

糖体蛋白和卵巢癌关系的相关报道, 有待今后更深

入的研究.  

nm23 基因多数被报道为一种肿瘤转移抑制基因, 

但 nm23 基因在卵巢癌发生发展中的作用仍具争议. 

Youn 等人[35]和 Schneider 等人[36]发现, Nm23 蛋白高

表达的卵巢癌预后差、总的生存率低. Nm23 蛋白可

能具有导致卵巢癌临床疗效不佳的生物学功能. 本

实验中, Nm23 蛋白在应激组中表达明显上调, 是否

意味着 Nm23 蛋白高表达的卵巢癌预后更差? 14-3-3

蛋白是一种二聚体蛋白家族, 涉及多个信号转导途

径. 已经发现, 14-3-3 蛋白有 7 个亚基且各个亚基在

细胞的调亡控制中均起重要作用. 本研究中, 在应激

组中高表达的 14-3-3-ε是一个抗凋亡蛋白, 其功能是

激活酪氨酸和色氨酸羟化酶, 而后两者受 Ca2+/钙调

蛋白依赖的蛋白激酶调控[37]. 本研究认为, 14-3-3-ε
可能是酪氨酸和色氨酸羟化酶介导的细胞信号传导

途径的一个多功能调节器.  

其他在应激组中高表达的蛋白, 均参与调节肿瘤

细胞的增殖和分化. 例如, 层粘连蛋白已被证实与肿

瘤细胞的生物侵略性有很大的关联[38]. GSTO1 作为一

个小应激反应蛋白, 可能参与细胞氧化还原平衡, 控

制还原型谷胱甘肽共轭双键的大多数外源和内源性疏

水亲电[37]. 酯酶 D 可能参与了唾液酸再利用, 常作为

视网膜母细胞瘤和威尔森氏症的遗传标志物 [39]. 

NADPH 催化哺乳动物血红素代谢的最后一步, 被认

为与药物和抗凋亡有关, 在调节细胞的氧化还原平衡

和信号通路中扮演重要角色[40].  

肌球蛋白是一种六聚体 ATP 酶细胞运动蛋白. 

作为细胞骨架的重要组成部分, 肌球蛋白家族参与

多种生理过程, 如形态维持、物资运输等. 本研究发

现, 肌球蛋白在应激组中下调表达, 提示心理应激可

能与细胞生理活动相关, 如破坏细胞骨架系统等. 此

外, Zhou等人[41]发现, 肌球蛋白轻链激酶减少能抑制 
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表 1  应激组和对照组移植瘤中差异表达蛋白的 nano-UPLC-ESI-MS/MS 鉴定结果 

蛋白点 登录号 蛋白名称 
分子量(Mr)/ 
等电点(pI) 

得分值* 
序列 

覆盖率(%) 
表达改变# 

差异倍数

( SD)x ± ** PΔ 

1 gi|4505591 peroxiredoxin 1(Prdx1) 22096/8.27 332 36 ↑ 6.49±0.20 <0.05 

2 gi|1237406 
Cu/Zn-superoxide dismutase 

(SOD1) 
15868/5.86 170 34 ↑ 2.94±0.07 <0.05 

3 gi|34234 laminin-binding protein 31774/4.84 39 10 ↑ 2.98±0.12 <0.05 

4 gi|14250063 peroxiredoxin 3 (Prdx3) 27705/7.11 269 33 ↑ 3.31±0.03 <0.05 

5 gi|1313962 
mitochondrial ribosomal 
protein L7L12(MRPL12) 21365/9.04 67 21 ↑ 2.17±0.04 <0.05 

6 gi|4758484 
glutathione-S- transferase 

omega 1 (GSTO1) 27548/6.23 507 39 ↑ 2.23±0.12 <0.05 

7 gi|33413400 
esterase D/formylglutathione 

hydrolase 
31442/6.54 339 46 ↑ 2.09±0.67 <0.05 

8 gi|21536288 muscle creatine Kinase (CKM) 43074/6.77 670 48 ↓ −(5.98±0.18) <0.05 

9 gi|38503339 
superoxide dismutase[Mn], 

mitochondrial(SOD2) 22190/6.86 311 30 ↑ 2.56±0.13 <0.05 

10 gi|17986273 
fast skeletal myosin alkali light 

chain 1 isoform 1f 21132/4.97 394 41 ↓ −(5.59±0.28) <0.05 

11 gi|48762932 
chaperonin containing TCP1, 

subunit 8 (theta) (CCT8) 59583/5.42 134 10 ↓ −(3.63±0.22) <0.05 

12 gi|37655183 
N-myc downstreamregulated 

1(NDRG1) 42808/5.49 736 36 ↓ −(2.42±0.17) <0.05 

13 gi|338039 set 32115/4.12 303 36 new  <0.00 

14 gi|1220346 myosin light chain 2 19073/4.91 332 54 ↓ −(4.52±0.27) <0.05 

15 gi|14277700 ribosomal protein S12 (RPS12) 14505/6.81 159 52 ↑ 2.88±0.12 <0.05 

16 gi|67464424 14-3-3 protein epsilon isoform 26740/4.92 95 9 ↑ 3.12±0.10 <0.05 

17 gi|4505753 
bisphosphoglycerate mutase 1 

(BPGM) 28786/6.67 119 16 ↑ 4.49±0.22 <0.05 

18 gi|35068 Nm23 protein 20398/7.07 349 33 ↑ 2.28±0.16 <0.05 

19 gi|4502419 
biliverdin reductase B (flavin 

reductase (NADPH)) 22105/7.13 779 69 ↑ 3.96±0.10 <0.05 

20 gi|4505763 
phosphoglycerate kinase 

1(PGK1) 44586/8.30 404 45 ↑ 2.50±0.07 <0.05 

* 单个离子得分>38 说明与数据库里的蛋白相同或具有高度的同源性(P<0.05); # 同对照组相比, 应激组中上调(↑)或下调(↓)表达的

蛋白质斑点; new 表示此蛋白只在应激组表达; ** 只列举出改变≥2 倍的蛋白质斑点, 下调表达 2 倍以上的以“−”表示; Δ 用 SPSS17.0 软件分

析, 组间比较采用 t 检验; P<0.05 为差异有统计学意义 

 

图 5  蛋白质 Western blotting 验证 
(A) 应激组; (B) 对照组 

乳腺癌细胞增殖和迁移. Ren 等人[42]报道, 高表达的

人肌纤生成调节因子 1与肌球蛋白轻链 2介导的癌细

胞增殖和迁移密切相关. 这与以往的研究结果似乎

矛盾, 仍需进一步探讨.  

肌酸激酶(CK)在生物体内无处不在, 催化 ATP

和肌酸之间的可逆磷酸化反应. 生物体在有高和波

动的能量需求时, CK 在细胞能量代谢中起关键作用. 

CK 的活性在肿瘤组织中明显低于正常组织, 起蛋白

动员的作用[30]. CCT8 是一种分子伴侣, 在装配肌动

蛋白和微管蛋白时起重要作用. 微管数量减少是恶

性转化细胞的一个重要特征. Myung 等人[43]报道, 伴

侣素(chaperines)在人 10 种肿瘤细胞系中表达. CK 和

CCT8 在应激组均下调表达, 这将进一步支持心理应

激影响肿瘤细胞能量代谢和细胞骨架系统的假设 . 

NDRG1被发现是 P53介导肿瘤细胞调亡的重要因素, 
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在抑制肿瘤细胞生长上扮演着非常重要的角色 . 

NDRG1 的表达下降是淋巴结和骨转移者的显著特征, 

有报道称在结肠癌、食管鳞状细胞癌等几种癌症中, 

NDRG1 起肿瘤转移抑制因子的作用[44,45]. 本研究中, 

NDRG1 在应激组中下调表达.  

set 是一种被公认与髓系白血病发生有关的致

癌基因, SET 蛋白在慢性髓细胞性白血病中已被认

为是一种肿瘤抑制剂[46]. 此外, Ouellet 等人[47]发现, 

SET 复合物在高度恶性的侵袭性浆液性卵巢癌中高

表达. 本研究发现, SET蛋白只在应激组的移植瘤中

表达. 对于该蛋白还知之甚少, 这将是进一步研究

的重点.  

目前的研究表明, 暴露于慢性心理应激可能导

致肿瘤蛋白质谱发生很大的变化. 这些蛋白表达的

改变, 可能通过调节细胞能量代谢, 干扰细胞骨架和

细胞增殖、分化、凋亡等来影响肿瘤的生长. 本研究

的结果为心理应激影响肿瘤发生发展的分子学机制

提供了新的证据.  
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