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摘要：组蛋白翻译后修饰（ＨＰＴＭｓ）参与基因转录调控，其异常与肿瘤等重大疾病的发生发展密切相关。 石蜡包埋

组织是当前疾病研究的重要样本资源，对肿瘤机制和标志物研究具有重要意义。 目前基于质谱的蛋白质组学技术

已成为 ＨＰＴＭｓ 分析的有力工具，而针对福尔马林固定石蜡包埋（ＦＦＰＥ）组织样品的 ＨＰＴＭｓ 分析还十分有限。 该

研究发展了一种基于高效液相色谱⁃串联质谱的 ＦＦＰＥ 组织样本 ＨＰＴＭｓ 分离分析新方法。 通过研究并优化组蛋

白的提取策略，建立了 ＦＦＰＥ 组织样本脱蜡水化处理、蛋白质提取与聚丙烯酰胺凝胶电泳分离相结合的组蛋白提

取和分离方法。 通过研究 ＦＦＰＥ 切片数量、组蛋白化学衍生化方法等对组蛋白鉴定的影响，确定了组蛋白处理的

具体步骤。 通过 ＨＰＬＣ 分离结合非依赖性采集模式的质谱分析，鉴定了组蛋白修饰的类型、位点和丰度。 最后，将
优化的实验方法应用于 ＦＦＰＥ 临床样本的 ＨＰＴＭｓ 分析，鉴定了 ２ 例人乳腺浸润性癌和癌旁正常组织的 ＨＰＴＭｓ 图

谱，均获得了 １００ 种以上的不同组蛋白修饰形式的多肽。 定量分析了他们的差异性水平，通过主成分降维分析，发
现浸润性癌和癌旁正常组织之间组蛋白修饰丰度存在明显的差异，且差异性具有一定的规律，特别是涉及转录调

控的组蛋白修饰与乳腺癌的预后和治疗靶点具有相关性，进而探讨了乳腺癌中异常 ＨＰＴＭｓ 的生物学意义。 该研

究对临床石蜡样本中组蛋白修饰的分离分析以及肿瘤表观遗传标志物的检测进行了有益的探索。
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ｅｘａｍｐｌｅ， ａｂｎｏｒｍａｌ ＨＰＴＭ ｓｉｔｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｈ３Ｋ９ｍｅ３， Ｈ３Ｋ９ａｃ， ａｎｄ Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ ｉｎ ｃａｎｃｅｒｓ ａｒｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｉｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｅｎｔｓ ｍｉｇｈｔ ｏｃｃｕｒ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｈ４Ｋ２０ｍｅ３ ｗｅｒｅ
ｂｏｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＨＰＴＭ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｔｈｏｕｇｈｔ ｔｏ ｂｅ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄ
ｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ＨＰＴＭｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ＦＦＰＥ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｓｏｌａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＰＴＭｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ＦＦＰＥ ｓａｍｐｌｅｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ．

引用本文：田姗姗，刘冉冉，钱晓龙，郭晓静，张锴． 石蜡包埋组织中组蛋白的提取分离和翻译后修饰的定量分析． 色谱，２０２１，３９（１０）：
１０９４－１１０１．
ＴＩＡＮ Ｓｈａｎｓｈａｎ， ＬＩＵ Ｒａｎｒａｎ， ＱＩＡＮ Ｘｉａｏｌｏｎｇ， ＧＵＯ Ｘｉａｏｊｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｋａｉ． Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｆｒｏｍ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃
ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：
１０９４－１１０１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ （ＨＰＴＭｓ）； ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ； ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄｄｅｄ；
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ

　 　 组蛋白（ｈｉｓｔｏｎｅ）是真核生物核小体的主要蛋

白质，包括核心组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４ 以及 Ｈ１，
其翻译后修饰（ＨＰＴＭｓ）是一类重要的表观遗传调

控因子，在不同生理、病理条件下的基因表达调控中

扮演重要角色［１］。 近年来，随着蛋白质分离富集技

术的快速发展，生物质谱扫描速度、分辨率和灵敏度

的不断提高，越来越多的新型组蛋白翻译后修饰被

相继发现［２，３］，极大地拓展了人们对于组蛋白密码

（ｈｉｓｔｏｎｅ ｃｏｄｅ）的认识。 大量研究［４］ 表明，组蛋白

翻译后修饰的异常表达或定位，与肿瘤的发生发展

密切相关，因此，全面系统地分析正常组织和病变组

织中组蛋白翻译后修饰位点与修饰水平，对于理解

组蛋白修饰功能、揭示肿瘤发生机制和标志物，以及

寻找药物靶标有着十分重要的意义［５］。

·５９０１·
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　 　 当前对于临床样本的 ＨＰＴＭｓ 研究，往往借助

基于抗体的免疫组化等手段，然而这些方法有其自

身的局限性，如抗体种类少、难以进行 ＨＰＴＭｓ 系统

分析、无法检测组合修饰形式等［６］。 而基于质谱的

蛋白质组学技术，是解决上述问题的有力工具［７］，
并已应用于细胞系和动物组织中表观遗传修饰的分

析研究中［８，９］。 然而体外培养细胞组蛋白翻译后修

饰水平的差异并不能够完全反映体内细胞的真实状

况，因此从临床病理组织中提取组蛋白并分析其翻

译后修饰水平有很重要的意义［１０］。 中性福尔马林

固定石蜡包埋（ＦＦＰＥ）是当前临床病理组织的常规

储存方式，能够长期保存并维持原始的细胞形态和

组织结构。 临床石蜡样本往往包含有丰富的病理资

料和临床信息，是人类疾病研究中非常宝贵的样本

资源［１１］。 目前，人类临床样本的蛋白质组学分析已

取得显著进展［１２，１３］，但是 ＨＰＴＭｓ 分析方法与应用

研究仍十分有限［１４］，特别是石蜡包埋组织样品的

ＨＰＴＭｓ 质谱定量分析国内尚未见报道。
　 　 本研究发展了一种基于高效液相色谱⁃串联质谱

的石蜡包埋样本组蛋白翻译后修饰分离分析方法。
首先，设计了两种组蛋白提取方法，一种是将石蜡包

埋组织脱蜡水化处理后与组蛋白酸提取方法相结

合［１５］，另一种是将石蜡包埋组织脱蜡水化处理后与

全蛋白提取方法相结合，借助于 ＢＣＡ 蛋白浓度检测

和聚丙烯酰胺凝胶电泳分离技术对组蛋白提取量进

行评价，进而研究石蜡包埋切片的数量、组蛋白化学

衍生化对鉴定的影响。 采用丙酸酐化学衍生化策略

对组蛋白裸露的赖氨酸和多肽的 Ｎ 端分别进行胶内

和溶液内标记反应，避免由于组蛋白富含赖氨酸和精

氨酸引起的酶切多肽过短的问题，同时增加多肽疏水

性，利于分离分析。 最后，将优化的组蛋白提取方法

与 ＨＰＴＭｓ 分析实验流程应用于人乳腺癌石蜡包埋

临床样本中组蛋白翻译后修饰的定性定量分析中，并
借助于 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ、ＥｐｉＰｒｏｆｉｌｅ 等软件［１６］，
对质谱数据进行检索与生物信息学分析。 该方法能

够实现石蜡包埋临床样本中甲基化、乙酰化等组蛋白

翻译后修饰的定性定量分析，可帮助筛选不同病人之

间的 ＨＰＴＭｓ 差异。 这一研究有助于临床石蜡样本

组蛋白修饰分离分析研究的深入开展。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 低温超速离心机、ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ

纳升级超高效液相色谱⁃串联质谱 Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱

仪、酶标仪、真空旋干浓缩仪均购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司（美国）；超声波破碎仪购自 Ｓｏｎｉｃｓ
公司（美国）；恒温金属浴购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司（德国）。
　 　 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ
Ｋｉｔ）、ＨＰＬＣ 级乙腈（ＡＣＮ）、ＨＰＬＣ 级水、甲酸（ＦＡ）
均购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司（美国）；三氟

乙酸（ＴＦＡ）、丙酸酐、氨水购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司

（美国）；碳酸氢铵（ＮＨ４ＨＣＯ３ ）、十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ）、乙基苯基聚乙二醇（ＮＰ⁃４０）、三羟甲基氨基

甲烷（Ｔｒｉｓ）、氯化钠、考马斯亮蓝、苯甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ）等购自上海生工生物工程有限公司；去乙

酰化酶抑制剂混合物（Ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｏｃｋ⁃
ｔａｉｌ）购自上海碧云天生物技术有限公司；全蛋白酶

抑制剂（Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｏｃｋｔａｉｌ）购自上海罗氏

制药有限公司；三氯乙酸（ＴＣＡ）购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；二甲苯、乙醇、丙酮购自天津

市化学试剂供销公司；胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ）购自 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ 公司（美国）； Ｍｉｃｒｏ⁃Ｃ１８ Ｚｉｐ⁃Ｔｉｐ 除盐柱购自

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司（美国）；去离子水由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 纯水

仪制备；化学试剂纯度为分析级或 ＨＰＬＣ 级。
１．２　 实验方法

１．２．１　 石蜡包埋组织中组蛋白的提取

　 　 结合光学显微镜观察结果，用手术刀片分别刮

取苏木精⁃伊红染色石蜡包埋组织切片的癌组织

（ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ， Ｃ）和癌旁正常组织（ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅｓ， Ｎ），依次加入二甲苯脱蜡和梯度乙醇水溶液

（９５％、７０％、５０％、２０％ 和超纯水）水化组织，于 ４ ℃
以 １３ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，弃上清。 加入 ２００ μＬ
ＳＤＳ 裂解液（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、
６９ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＳＤＳ， ｐＨ ８ ０）裂解组织，超声破碎溶

解后进行热修复过程（在 ９５ ℃下孵育 ４５ ｍｉｎ，然后

在 ６５ ℃下孵育 ４ ｈ），以 １３ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
获得全蛋白裂解液。 采用 ＢＣＡ 法测量蛋白质浓度，
取 ４０ μｇ 全蛋白裂解液上样，并采用 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）的方法（１２％ 的分离胶和 ６％ 的

浓缩胶）进行蛋白质电泳分离，电泳完成后用考马

斯亮蓝进行染色 ３０ ｍｉｎ，随后将凝胶脱色可获得清

晰的组蛋白条带。
　 　 对于酸提取法，脱蜡、水化并离心后，加入 ２００
μＬ ＮＩＢ 裂解液（１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、
１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＣａＣｌ２、２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖 （ ｓｕｃｒｏｓｅ）、终体积分数

·６９０１·
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１％ （ｖ ／ ｖ）ＮＰ⁃４０， ｐＨ ７ ５）裂解组织，超声破碎溶解

后进行热修复过程（在 ９５ ℃下孵育 ４５ ｍｉｎ，然后在

６５ ℃下孵育 ４ ｈ），以 １３ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃
上清。 加入 ４００ μＬ 的 ０ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 溶液溶解。
加入终体积分数 ２５％ （ｖ ／ ｖ）ＴＣＡ 沉淀组蛋白，经预

冷丙酮清洗 ２ 次后，获得组蛋白沉淀物。 用水溶液

将沉淀物溶解后全部上样，再次采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 方

法（１２％ 的分离胶和 ６％ 的浓缩胶）进行蛋白质电泳

分离，电泳完成后用考马斯亮蓝进行染色 ３０ ｍｉｎ，
随后将凝胶脱色可获得组蛋白条带。
１．２．２　 组蛋白的胶内化学衍生化与酶解

　 　 将考马斯亮蓝染色的组蛋白条带切碎并转移至

１ ５ ｍＬ 离心管中， 依次加入 １ ｍＬ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３ ５０％ （ ｖ ／ ｖ） 乙醇水溶液、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液和 ＡＣＮ 振荡 １０ ｍｉｎ。 随后进行组

蛋白胶内的丙酸酐衍生化，加入 ２００ μＬ 标记试剂丙

酸酐⁃乙腈 （ １ ∶ ３， ｖ ／ ｖ） 和 ２００ μＬ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３，并采用纯氨水调节溶液 ｐＨ 值至 ８，于 ３７
℃反应 １５ ｍｉｎ。 弃上清，重复 ２ 次衍生化操作。 按

照胰蛋白酶与蛋白质的质量比为 １ ∶２５ 加入胰蛋白

酶，于 ３７ ℃ 水浴酶解过夜。 依次加入 ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃
ＴＦＡ（１０ ∶９ ∶１， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）、ＡＣＮ⁃Ｈ２Ｏ⁃ＴＦＡ（７５０ ∶２４９ ∶１，
ｖ ／ ｖ ／ ｖ）和 ＡＣＮ，提取酶解多肽并真空旋干。 加入

５０ μＬ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶解多肽，进行溶液

内多肽 Ｎ 端的丙酸酐衍生化，加入 １５ μＬ 标记试剂

丙酸酐⁃乙腈（１ ∶３， ｖ ／ ｖ），调节溶液 ｐＨ 值至 ８，于 ３７
℃反应 １５ ｍｉｎ。 重复 ２ 次衍生化操作，以保证反应

标记效率。
１．２．３　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 样品经 Ｍｉｃｒｏ⁃Ｃ１８ Ｚｉｐ⁃Ｔｉｐ 柱除盐后，加入 ７
μＬ 含 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的水溶液溶解，从中取 ５ μＬ
注射到 Ｎａｎｏ⁃ＬＣ 系统（ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １０００），样品通过

Ａｃｃｌａｉｍ ｐｅｐＭａｐ ＲＳＬＣ Ｃ１８ 反相毛细管柱（１５ ｃｍ×
７５ μｍ， ３ μｍ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）进行反相色谱分离，流动相 Ａ 和 Ｂ 分别为含

０ １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的水溶液和含 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的乙

腈溶液，分离后的组分经电喷雾电离（ＥＳＩ）后，进入

到 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱系统进行分析。
　 　 利用数据依赖采集（ｄａｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉ⁃
ｔｉｏｎ， ＤＤＡ）模式进行分析时使用液相梯度洗脱程

序，具体为 ０ ～ １６ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～ １３％ Ｂ； １６ ～ ５１ ｍｉｎ，
１３％ Ｂ～２８％ Ｂ； ５１～６６ ｍｉｎ， ２８％ Ｂ～ ４５％ Ｂ； ６６ ～ ６７
ｍｉｎ， ４５％ Ｂ ～ １００％ Ｂ； ６７ ～ ７５ ｍｉｎ， １００％ Ｂ。 电喷

雾电压设置 ２ ４ ｋＶ，一级谱图扫描时，自动增益控

制（ＡＧＣ） 设置为 １ × １０６ 扫描范围为 ｍ／ ｚ ３５０ ～
１ ８００，分辨率为 ７０ ０００，采用高能碰撞解离（ＨＣＤ）
方式对峰度排序前 １５ 的 ２ 价多肽依次进行选择并

碰撞破碎，归一化碰撞能量设为 ２７％，二级谱图的扫

描分辨率设为 １７ ５００， ＡＧＣ 设为 ５×１０４，隔离窗口

（ｍ／ ｚ）为 ２ ２，动态排除时间设为 １５ ｓ。
　 　 实验利用数据非依赖采集（ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＩＡ）模式进行分析时使用液相梯度洗

脱程序，具体为 ０ ～ ５５ ｍｉｎ， ６％ Ｂ ～ ４５％ Ｂ； ５５ ～ ６０
ｍｉｎ， ４５％ Ｂ ～ １００％ Ｂ； ６０ ～ ７０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ。 电压

设置 ２ ４ ｋＶ，一级谱图扫描时，ＡＧＣ 设为 １×１０６，扫
描的范围为 ｍ／ ｚ ３５０～１ １００，分辨率为 ３５ ０００，采用

高能碰撞解离，归一化碰撞能量设为 ２７％，二级谱图

的扫描分辨率设为 １７ ５００，隔离窗口（ｍ／ ｚ）为 ５０，
ＡＧＣ 设为 ５×１０５。
１．２．４　 数据分析

　 　 组蛋白翻译后修饰的定性鉴定采用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ （ＰＤ，版本 １ ４）软件对 ＤＤＡ 模式下的

数据进行检索，数据库为 Ｕｎｉｐｒｏｔ⁃Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈｕｍａｎ。
检索参数设置为最多允许 ５ 个胰蛋白酶漏切位点，
每个肽段最多修饰数设为 ５ 个，可变修饰包括赖氨

酸乙酰化、单甲基化、二甲基化、三甲基化、琥珀酰

化、巴豆酰化、二羟基异丁酰化、丙二酰化，假阳性率

（ＦＤＲ）≤０ ０１；前体离子和 ＭＳ ／ ＭＳ 允许误差范围

分别设定为 １０－６（１０ ｐｐｍ）和 ０ ０２ Ｄａ。
　 　 组蛋白翻译后修饰定量分析：采用非标记质谱

定量方式，使用 ＥｐｉＰｒｏｆｉｌｅ ２ ０ 软件对 ＤＩＡ 模式下

的数据进行检索［１６］，根据 ｍ／ ｚ、保留时间等提取各

个组蛋白酶解肽段的色谱峰面积，以提取的氨基酸

序列相同的所有肽段（包括其所有修饰形式及未修

饰形式）色谱峰下的总面积为 １００％，计算每个修饰

肽段的相对百分比。 对于相对分子质量相同的多

肽，其相对比例通过不同质量二级碎片离子的峰强

度进行辨别与计算。 每个样品分别进行 ３ 次实验重

复，对定量结果取平均值后，比较癌组织和癌旁正常

组织组蛋白修饰的差异，并进行生物信息学分析。
１．３　 伦理声明

　 　 ２ 例中性福尔马林固定石蜡包埋乳腺癌组织

（包括浸润性癌和癌旁正常组织）由天津医科大学

肿瘤医院乳腺病理研究室提供，所有患者在样本被

使用之前都签署了知情同意书，该研究项目得到天

津医科大学肿瘤医院伦理委员会的批准。
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２　 结果与讨论

２．１　 石蜡包埋组织中组蛋白的提取方法与条件优化

２．１．１　 组蛋白提取策略与评价

　 　 组蛋白的提取往往采用酸提取的方法，即利用

组蛋白富含赖氨酸和精氨酸等碱性氨基酸可以很好

地在酸中溶解的特性，将胞浆蛋白、核内其他杂蛋白

与碱性组蛋白进行分离，从而获取主要组蛋白成分

（Ｈ１ ／ Ｈ２Ａ ／ Ｈ２Ｂ ／ Ｈ３ ／ Ｈ４）。 因此，设计了实验流程

Ａ（见图 １），首先采用二甲苯和梯度的乙醇水溶液

分别对石蜡包埋组织进行脱蜡和水化，然后利用

ＮＩＢ 裂解液破坏细胞膜并进行热修复过程，最后利

图 １　 福尔马林固定石蜡包埋组织中组蛋白翻译后修饰定量分析流程图
Ｆｉｇ． １　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ （ＨＰＴＭｓ）

ｉｎ ｆｏｒｍａｌｉｎ ｆｉｘｅｄ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄｄｅｄ （ＦＦＰＥ） ｔｉｓｓｕｅｓ
ＳＤＳ： ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ； ＮＩＢ： ｎｕｃｌｅａｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ．

图 ２　 福尔马林固定石蜡样本组蛋白提取的评价和优化
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ＦＦＰＥ ｓａｍｐｌｅｓ

　 ａ． ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＦＦＰＥ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｂ． ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＦＦＰＥ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＤＳ ｂｕｆｆｅｒ ａｎｄ ＳＤＳ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＰＡＧＥ）； ｃ． ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｃｔｉｏｎｓ； ｄ． ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈｏｄ Ｂ ｉｎ Ｆｉｇ １． Ｎｏｔｅ： ｎ×ｍ μｍ ｉｓ ｎ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ ｍ μｍ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ．

用硫酸提取获得组蛋白。 通过 ＢＣＡ 试剂盒对提取

的组蛋白进行定量分析，４ 片 １０ μｍ（４×１０ μｍ）石

蜡包埋组织可提取约 ３ μｇ 组蛋白样品，通过聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离进行表征，组蛋白条带较浅（图
２ａ），提取产量较少，不利于后续组蛋白修饰的深度

分析。 这可能是因为此方法涉及去除胞浆蛋白、冰
丙酮清洗等实验步骤，造成石蜡包埋样本组蛋白损

失较多。 考虑到 ＳＤＳ 具有更强的裂解效果，我们同

时设计了实验流程 Ｂ（见图 １），在对石蜡包埋组织

进行脱蜡和水化后，加入 ＳＤＳ 裂解液裂解组织同时

进行热修复过程，获取全蛋白裂解液，经聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离获得组蛋白。 通过 ＢＣＡ 蛋白浓度检

测，４ 片 １０ μｍ 石蜡包埋组织可提取约 ２００ μｇ 全蛋

白样品，借助聚丙烯酰胺凝胶电泳分离去除杂蛋白，
可以获得清晰的组蛋白条带（见图 ２ｂ）。 因此，采用

实验流程 Ｂ 进行下一步条件优化。
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２．１．２　 组蛋白提取方法的条件优化

　 　 根据实验设计流程，分别对不同数量石蜡包埋

切片的蛋白质提取量（见图 ２ｃ）、组蛋白提取效果

（见图 ２ｄ）、组蛋白化学衍生化效率进行了考察。 通

过 ＢＣＡ 蛋白浓度检测结果显示，随着切片数量的增

加，蛋白质的提取量呈现倍数增长。 ２ 片 １０ μｍ 切

片即可提取约 ７０ μｇ 蛋白质含量，满足后续实验需

要。 ４ 片 １０ μｍ 切片可提取约 ２００ μｇ 蛋白质含量，
可实现 ３ 次实验重复。 取相同含量（４０ μｇ）的蛋白

质进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，经考马斯亮蓝染

色后，不同数量切片提取的组蛋白条带无明显差别。
多肽 Ｎ 端衍生化使用 １０ μＬ 标记试剂时，数据分析

发现，组蛋白酶解多肽的 Ｎ 端标记效率偏低（约

８０％ 左右）。 提高多肽 Ｎ 端衍生化标记试剂至 １５
μＬ 时，组蛋白酶解多肽的 Ｎ 端标记效率可提高至

９５％ 以上。 因此，组蛋白翻译后修饰定量分析可采

用 ４ 片 １０ μｍ 切片、多肽 Ｎ 端衍生化标记试剂 １５
μＬ 的实验条件。

图 ４　 癌组织中组蛋白翻译后修饰的鉴定
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　 乳腺癌石蜡包埋临床样本中组蛋白翻译后修

饰分析

２．２．１　 样本选取与组蛋白提取

　 　 结合苏木精⁃伊红染色切片在光学显微镜下的观

察结果，能够精准确定浸润性癌与癌旁正常组织的位

置，减少组织纯度引起的结果误差。 以苏木精⁃伊红

染色切片中癌与癌旁正常组织的位置为参考，刮取 ４
片 １０ μｍ 未染色切片中的癌和癌旁正常组织（见图

３ａ），加入 ＳＤＳ 裂解液裂解组织并进行热修复过程，
采用聚丙烯酰胺凝胶电泳对组蛋白进行分离，组蛋白

条带清晰可见（见图 ３ｂ），提取效果理想。
２．２．２　 组蛋白翻译后修饰的定性鉴定

　 　 将组蛋白条带分别切下，经胶内酶解后，进行质

图 ３　 （ａ）石蜡包埋乳腺癌组织切片中癌与癌旁
正常组织的选取及（ｂ）组蛋白的分离

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄ （ｂ） ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｆｒｏｍ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄ⁃
ｄｅｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｅｃｔｉｏｎｓ

　

谱分析，通过 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ 软件对数据进

行检索，组蛋白 Ｈ３ 和 Ｈ４ 翻译后修饰的初步鉴定结

果见图 ４。 在浸润性癌组织中，除了鉴定到常见的

赖氨酸甲基化、乙酰化修饰，我们也发现了一些低丰

度的修饰如赖氨酸巴豆酰化、２⁃羟基异丁酰化等。
２．２．３　 组蛋白翻译后修饰的定量分析

　 　 将组蛋白条带全部切下，经组蛋白胶内丙酸酐

化学衍生化、胶内酶解、多肽 Ｎ 端丙酸酐化学衍生

化后，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，采用 ＥｐｉＰｒｏｆｉｌｅ 软

件对组蛋白翻译后修饰进行定量分析。 为了考察数

据稳定性与重复性，本研究分别进行了鉴定修饰多

肽数目比较、相关性分析、主成分分析（ＰＣＡ）等生

物信息学分析。 通过对鉴定修饰多肽数目进行统计
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（见图 ５ａ），各样品鉴定的不同修饰形式的多肽数目

均在 １００ 以上，具有较好的鉴定信息。 根据相关性

分析结果（见图 ５ｂ），样品内 ３ 次重复的皮尔逊相关

图 ５　 癌组织和癌旁正常组织中组蛋白翻译后修饰的定量分析
Ｆｉｇ． ５　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 ａ． ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ （ｎ＝ ３）； ｂ． ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ； ｃ． ｐｒｉｎｃｉｐａｌ⁃ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
（ＰＣＡ）； ｄ． ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｈｅａｔ ｍａｐ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ．

系数在 ０ ８ 以上，具有较强的相关性。 而两例

Ｈｅｒ２＋患者浸润性癌和癌旁组织样品之间的相关性

约在 ０ ７ 以上，也具有较强相关性，这表明实验整体

上具有较好的稳定性。 根据主成分降维分析结果

（见图 ５ｃ），浸润性癌和癌旁正常组织之间组蛋白翻

译后修饰定量结果存在一定的差异性，这表明组蛋

白修饰具有一定区分癌和癌旁正常组织的评价潜

力。 通过对组蛋白修饰定量结果的聚类分析（见图

５ｄ），发现很多 ＨＰＴＭｓ 位点的丰度在两例 Ｈｅｒ２＋患
者乳腺浸润性癌和癌旁正常组织中具有明显的差

异，而两例样本之间的差异性规律是相近的，其中包

括一些与转录激活或抑制密切相关的组蛋白修饰，
如 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３、Ｈ３Ｋ９ａｃ、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ 等，这些修饰的不

同暗示 Ｈｅｒ２＋患者乳腺浸润性癌和癌旁正常组织中

的表观调控存在差异。 这些一致性的组蛋白修饰规

律可能与 Ｈｅｒ２＋乳腺浸润性癌的特征具有一定联系。
此外，我们特别注意到浸润性癌组织中Ｈ４Ｋ２０ｍｅ３ 均

·００１１·
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显著下调，这也与文献［１７］ 报道一致，Ｈ４Ｋ２０ｍｅ３ 下

调被认为是人类癌症的一个标志，也是包括乳腺癌

在内的许多类型癌症的潜在预后标志，而组蛋白

Ｈ４Ｋ２０ 甲基转移酶 ＳＵＶ４２０Ｈ２ 也被认为是癌症潜

在的治疗靶标［１８］。 我们也发现，两例样本之间也存

在一些不同的规律，如 Ｈ３Ｓ１０ 磷酸化修饰在两例患

者乳腺浸润性癌和癌旁正常组织中呈相反规律，这
可能与患者个体或成瘤的差异有一定关系。

３　 结论

　 　 本研究建立了一种基于高效液相色谱⁃串联质

谱的石蜡包埋临床样本 ＨＰＴＭｓ 提取分离、定量分

析新方法，并结合乳腺癌的实际样本，尝试分析了浸

润性癌和癌旁正常组织的 ＨＰＴＭｓ。 从结果来看，这
一方法在临床肿瘤样本分析中具有应用潜力，这方

面工作的深入开展有利于从大量石蜡包埋组织中，
探索基于组蛋白修饰的肿瘤标志物，为肿瘤临床治

疗靶点的寻找、转移复发风险的预测提供有益的

信息。
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