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开放性实验：基于超高效液相色谱⁃串联质谱法的

甲状腺癌组织切片蛋白质组定量分析

李一岚１∗，　 袁辉明２，　 曹竞天３，　 郑怡迪４，　 李　 兰１，　 高培峰１

（１． 北京理工大学分析测试中心， 北京 １０２４８８； ２． 中国科学院大连化学物理研究所，
中国科学院分离分析化学重点实验室， 辽宁 大连 １１６０２３； ３． 北京理工大学

求是书院， 北京 １０２４８８； ４． 北京理工大学北京书院， 北京 １０２４８８）

摘要：开放性实验课程是培养本科生实践能力、创新思维和团队协作精神的重要手段。 本项目基于超高效液相色

谱⁃串联质谱法（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）在蛋白质组前沿领域的研究，设计了一个本科生开放性实验，即基于 ＵＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 完成甲状腺癌组织切片蛋白质组定量分析。 首先，评价不同蛋白质裂解液对蛋白质的提取能力，以筛选适

当的试剂用于蛋白质组样品预处理，可培养学生的动手能力和科研思维。 其次，优化液相色谱⁃质谱采集方法，实现

蛋白质组的深度覆盖分析，加深学生对于液相色谱⁃质谱技术的认识。 最后，将该方法用于石蜡包埋甲状腺乳头状

癌组织切片样品蛋白质组定量分析，发现了 ３３ 个差异蛋白质，展示出在疾病分型方面的应用潜力。 该开放性实验

将仪器分析、分析化学和生物化学三门课程理论与实验相关知识交叉融合在一起，将科研思路和创新理念渗透给

本科生。 以进行大型仪器操作和创新性实验的形式帮助学生拓展巩固理论知识，有助于学生形成系统化知识体

系，增强其对相关领域知识的整体把握，激发本科生科学研究的兴趣，开拓创新思维，增加团队合作精神。
关键词：液相色谱；质谱；蛋白质组学；无标记定量；实验教学
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　 　 在当前高等教育体系中，培养学生的实践能力、
创新思维和团队协作精神已成为教育的重要目

标［１，２］。 实验教学是将理论知识与实践操作相结合

的关键环节。 随着教育理念的不断更新和教学方法

的多元化，开放实验课程作为一种新兴的教学模式，
逐渐受到各个高校的关注［３－５］。 北京理工大学开放

实验课程面向本科生，旨在打破传统实验教学的约

束，赋予学生更多自主权，鼓励其参与科学研究，培
养学生主动学习的能力，强化实践教学环节，以实现

知识的内化与创新能力的培养。
　 　 超高效液相色谱⁃串联质谱法 （ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）结合了液相色谱的高效分离能力和质谱的高检

测灵敏度和准确性，使得其对于复杂体系样品的分

析具有显著优势，被广泛应用于食品安全、环境科

学、生物医学等领域［６，７］。 蛋白质是构成细胞、组织

的重要结构和功能物质，是生命活动的基础。 基于

液相色谱⁃质谱技术实现临床样品蛋白质组分析对

于疾病发生发展机制研究、潜在生物标志物发现以

及疾病精准诊疗等具有重要意义［８，９］。 福尔马林固

定石蜡包埋的组织切片（ＦＦＰＥ）样品在临床上具有

重要的研究价值，但是其中蛋白质含量低、组成复杂

且基质干扰严重［１０］。 蛋白质组样品制备方法作为

蛋白质组分析的前提，直接影响分析结果的准确度

与可靠性［１１］。 本实验首先考察不同裂解液对蛋白

质的提取能力，筛选适当的试剂完成蛋白质组样品

的制备。 由于液相色谱⁃质谱分析方法决定了蛋白

质组鉴定的覆盖度，因此进一步优化了液相色谱分

离条件。 最终，将发展的方法用于甲状腺肿（ ｇｏｉ⁃
ｔｅｒ， Ｇ）和甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｒｃｉ⁃
ｎｏｍａ， Ｔ）ＦＦＰＥ 蛋白质样品定量分析。
　 　 本课程理论教学部分涉及液相色谱和质谱发展

历史、ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析原理、液相色谱⁃质谱的

谱图解析、ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 在精准医学领域的应用

等理论知识，利于提升学生的专业素养，拓展学生的

知识视野。 本课程实验部分涉及液相色谱⁃质谱联

用仪使用、蛋白质组样品制备、蛋白质组样品数据分

析等内容。 将生物化学、分析化学、仪器分析三门课

程知识交叉融合在一起，这种方式有助于学生形成

系统化的知识体系，增强对相关领域知识的整体把

握。 同时，可以使学生更全面地理解分析化学和仪

器分析在生物领域中的应用，进而形成完整的知识

链条。 此外，将实验操作、仪器分析与理论相结合，
促使学生将理论知识应用到实际中，从而更深刻地

理解和掌握知识，加深对科研的认识，激发学生探究

未知领域的兴趣。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＲＰＬＣ 高效液相色谱系统、Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ 高 分 辨 质 谱 仪 均 购 自 Ｔｈｅｒｍｏ
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Ｆｉｓｈｅｒ公司；ｓｃｉｅｎｔｚ⁃ＩＩＤ 细胞超声破碎仪购自新芝

生物公司。
　 　 十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ， ≥９８􀆰 ５％）、尿素（ｕｒｅａ，
≥９９％）、盐酸胍（ＧｕＨＣｌ， ≥９９％）、三羧基乙基膦

（ＴＣＥＰ， ≥９８􀆰 ５％）、碘乙酰胺（ ＩＡＡ， ≥９９％）、碳酸

氢铵（≥９９􀆰 ５％）、甲酸（ＦＡ， ≥９６％）、磷酸盐缓冲溶

液（１×ＰＢＳ）均购于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，胰蛋白酶

（质谱级） 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，色谱纯乙腈购自

Ｍｅｒｃｋ 公司。
１．２　 蛋白质组样品预处理

１．２．１　 细胞破碎

　 　 将 Ｈｅｌａ 细胞分别重悬于 ２００ μＬ 的 ４０ ｇ ／ Ｌ
ＳＤＳ、６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸胍、８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素或 １×ＰＢＳ 缓冲

液中，将样品放置于冰上。 利用细胞超声破碎仪对

细胞超声破碎。 超声条件如下：５ ｓ 开，５ ｓ 关，反复

操作，总时间 １ ｍｉｎ，能量 ４０ Ｗ。 在利用不同细胞裂

解液破碎细胞时，用甲醇和去离子水交叉清洗超声

探头 ３ 次，避免样品间的交叉污染。 超声后的溶液

在 １６ ０００ ｇ 下离心 ２０ ｍｉｎ，去除沉降的不溶物，收
集上清液即得到从细胞中提取的蛋白质溶液。
１．２．２　 蛋白质组样品预处理

　 　 在蛋白质溶液中加入终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＴＣＥＰ，混匀后在 ９５ ℃反应 １０ ｍｉｎ 使蛋白质变性还

原。 放至室温后，加入终浓度为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＩＡＡ，在室温避光反应 ３０ ｍｉｎ。 采取基于滤膜辅助

的蛋白质组样品预处理方法完成蛋白质组样品处

理［１２］。 具体如下：将样品转移到截留分子质量为

１０ ０００ Ｄａ 的滤膜上，在 １６ ０００ ｇ 下离心 ４０ ｍｉｎ。
用 ２００ μＬ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶

液分别清洗滤膜 ３ 次。 按照酶和蛋白质的质量比

１ ∶２０加入胰蛋白酶，在 ３７ ℃下反应 １６ ｈ。 在 １６ ０００
ｇ 下离心 ４０ ｍｉｎ 回收酶解得到的肽段，用 ３０ μＬ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵溶液清洗滤膜两次，离心后与肽

段合并。 冻干后用 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ＦＡ 水溶液复溶后

冻存于－８０ ℃，待 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析，以上各组

实验均重复 ３ 次进行。
１．３　 组织切片样品处理

　 　 甲状腺肿和甲状腺乳头状癌（Ｔ１Ｎ１Ｍ０）患者

ＦＦＰＥ 样品来源于大连医科大学附属第二医院，样
品经过伦理委员会验证（大医二院伦快审 ２０２０ 第

０５７ 号）。 将切片样品放于 ５０ ｍＬ 烧杯中，加入二甲

苯溶液浸没组织，共浸泡 １５ ｍｉｎ。 再分别用无水乙

醇、７０％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液、５６％ （ｖ ／ ｖ）乙醇水溶液

各浸泡组织两次，每次 １０ ｍｉｎ，以完成石蜡包埋的

组织切片样品的脱蜡水合。 之后，用 ６０ μＬ 的 ４０
ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 提取蛋白质，并完成蛋白质组样品预处理。
１．４　 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析

　 　 流动相 Ａ 相为含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的 ２％ （ｖ ／ ｖ）
乙腈水溶液，Ｂ 相为含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）ＦＡ 的 ８０％ （ｖ ／ ｖ）
乙腈水溶液。 将肽段上样于 Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅＰＭａｐ
ＲＳＬＣ Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ×７５ μｍ， ２ μｍ）进行分

离，流速为 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。
１．４．１　 液相色谱流动相梯度优化

　 　 方法一：总梯度洗脱时间为 ５０ ｍｉｎ。 ０ ～ ３０
ｍｉｎ， ５％ Ｂ～３０％ Ｂ； ３０～３５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～５０％ Ｂ； ３５
～３８ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ～９５％ Ｂ； ３８～４３ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ４３～
４４ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ～５％ Ｂ； ４４～５０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。
　 　 方法二：总梯度洗脱时间为 ８５ ｍｉｎ。 ０ ～ ６０
ｍｉｎ， ５％ Ｂ～３０％ Ｂ； ６０～７０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～５０％ Ｂ； ７０
～７１ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ～９５％ Ｂ； ７１～７５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ７５～
７６ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ～５％ Ｂ； ７６～８５ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。
　 　 方法三：总梯度洗脱时间为 １３０ ｍｉｎ。 ０ ～ ５
ｍｉｎ， ５％ Ｂ～８％ Ｂ； ５～１０５ ｍｉｎ， ８％ Ｂ～３０％ Ｂ； １０５～
１２０ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ ～ ５０％ Ｂ； １２０ ～ １２１ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ ～
９０％ Ｂ； １２１～１２５ ｍｉｎ， ９０％ Ｂ； １２５ ～ １２６ ｍｉｎ， ９０％
Ｂ～５％ Ｂ； １２６～１３０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。
１．４．２　 质谱采集条件

　 　 在正离子数据依赖（ＤＤＡ）模式下采集数据。
一级质谱采集质量范围为 ３５０～２ ０００ Ｄａ，分辨率为

６０ ０００，自动增益控制（ＡＧＣ）值为 ３×１０６，最大离子

注入时间设置为 ３０ ｍｓ。 母离子通过 ２７％ 的碰撞能

量进行碎裂，采集电荷为＋２～ ＋７ 价态肽段。 二级质

谱扫描在 １５ ０００ 分辨率下进行，ＡＧＣ 设置为 ５ ×
１０４，分离窗口为ｍ／ ｚ １􀆰 ６，动态排除时间设置为 ４５ ｓ。
１．５　 数据分析

　 　 利用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ （ＰＤ） 软件 （版本

２􀆰 ４）分析质谱采集的数据。 采用 ２０２１ 年 ２ 月 ２ 日

在 ｕｎｉｐｒｏｔ 库中下载的人源数据库与数据进行匹

配。 一级母离子和二级碎裂离子的质量兼容度分别

为 １􀆰 ０×１０－５（１０ ｐｐｍ）和 ２􀆰 ０×１０－５（２０ ｐｐｍ）。 设置

胰蛋白酶为特异性酶切，最多允许 ２ 个漏切位点。
将蛋白质 Ｎ⁃末端的乙酰化（ ＋４２􀆰 ０１５ ０ Ｄａ）和甲硫

氨酸的氧化（＋１５􀆰 ９９４ ９ Ｄａ）设置为可变修饰，半胱

氨酸上的烷基化（＋７１􀆰 ０３７ １ Ｄａ）设置为固定修饰。
控制肽段和蛋白质鉴定假阳性率（ＦＤＲ）≤ １％。 利

用 ＭａｘＱｕａｎｔ 软件（版本 １􀆰 ６􀆰 ５􀆰 ０）对质谱采集的数
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据进行无标记定量分析。 搜库条件与 ＰＤ 软件设置

图 １　 不同蛋白质提取试剂鉴定到的（ａ）蛋白质数量与
（ｂ）蛋白质的韦恩图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ （ｂ） Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒｓ

　

ＧｕＨＣｌ： ｇｕａｎｉｄｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ＳＤＳ： ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ．

保持一致。

２　 结果与讨论

２．１　 蛋白质提取方法的优化

　 　 以 ＨｅＬａ 细胞为样品，考察不同蛋白质提取试

剂对蛋白质提取效率的影响。 分别采用 ４０ ｇ ／ Ｌ
ＳＤＳ、６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸胍、８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素、１×ＰＢＳ 缓冲液

提取相同量 ＨｅＬａ 细胞中的蛋白质，并采取基于滤

膜辅助的蛋白质组样品预处理方法完成蛋白质组样

品处理［１２］，利用质谱仪对酶解的肽段重复采集 ３
次，采集数据导入至 ＰＤ 软件中合并检索，得到不同

蛋白质提取试剂处理下的鉴定结果。 如图 １ 所示，
４０ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 溶液提取的蛋白质鉴定数量最高，１×
ＰＢＳ 缓冲液提取的蛋白质鉴定数量最低。 两者相

比，ＳＤＳ 溶液的蛋白质鉴定数量高出 ３２􀆰 ３％。 此外，
４０ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 溶液提取条件下鉴定的蛋白质能覆盖

到其他 ３ 种提取试剂的 ６４􀆰 ４％ ～ ８２􀆰 ２％。 与其他 ３
种提取试剂相比，４０ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 溶液能单独鉴定 ７７５
个蛋白质，经过基因本体论（ＧＯ）细胞组成分析发

现，高达 ３４􀆰 １％ （２６４ 个）蛋白质定位为与膜相关的

蛋白质。 以上结果归因于 ＳＤＳ 是一种强效且具有

两亲性的表面活性剂，对蛋白质有更强的溶解能力，
有利于鉴定到更多的蛋白质。 因此，为了提高蛋白

质的鉴定覆盖度，后续采用 ４０ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 溶液完成蛋

白质样品提取。
２．２　 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 采集条件的优化

　 　 通过梯度洗脱方法，液相色谱可以有效地将复

杂肽段混合物中的不同组分按照其保留性质的差异

进行分离，进而被质谱检测。 色谱分离梯度直接决

定了多肽和蛋白质的鉴定覆盖度。 因此，对液相色

谱的梯度洗脱条件进行优化以评价相同样品在不同

分离梯度下的色谱分离情况，并考察不同分离梯度

对蛋白质鉴定覆盖度的影响。
　 　 用同一根色谱柱在 ５０、８５ 和 １３０ ｍｉｎ 的分离梯

度下分别分析 Ｈｅｌａ 细胞酶解肽段。 如图 ２ 所示，随
着分离梯度时间的延长，肽段样品的出峰时间明显

延长。 此外，随机提取质量电荷比值 （ｍ／ ｚ） 为

８５５􀆰 ４６７ ４７ 的离子，如图 ３ 所示，在 ３ 种不同的分离

梯度下，此离子的出峰时间分别为 ３８􀆰 ６３、６９􀆰 ８１ 和

１１４􀆰 ６３ ｍｉｎ，即同一组分在不同液相色谱条件下出

峰时间不同。
　 　 进一步对不同液相色谱分离梯度质谱鉴定的蛋

白质进行分析。 如图 ４ａ 所示，在总分离时间为 ５０、
８５ 和 １３０ ｍｉｎ 的条件下，基于 ＰＤ 软件对每个条件

图 ２　 不同分离梯度下肽段的总离子流色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ

下重复采集 ３ 针的数据合并检索。 结果显示，蛋白

质鉴定的数量分别为 ２ ７６７、３ ２６７、５ ０２９ 个，肽段的
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图 ５　 （ａ）在 ８５ ｍｉｎ 的分离梯度下离子（ｍ／ｚ ８５５􀆰 ４６７４７）的色谱峰，（ｂ）３次重复实验鉴定蛋白质的韦恩图及（ｃ）峰强度的皮尔森相关性分析
Ｆｉｇ． ５　 （ａ） Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｏｎ （ｍ／ｚ ８５５􀆰 ４６７４７） ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆ ８５ ｍｉｎ， （ｂ） Ｖｅｎｎ

ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ （ｃ） Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａ⁃
ｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

　

Ｒ１： ｒｅｐｌｉｃａｔｅ １； Ｒ２： ｒｅｐｌｉｃａｔｅ ２； Ｒ３： ｒｅｐｌｉｃａｔｅ ３．

图 ４　 不同分离梯度下（ａ）蛋白质和肽段的鉴定数量与
（ｂ）蛋白质的韦恩图

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ； （ｂ） Ｖｅｎｎ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　

图 ３　 同一离子（ｍ／ｚ ８５５􀆰 ４６７４７）在不同分离梯度下
的提取离子色谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｏｎ （ｍ／ｚ
８５５􀆰 ４６７４７） ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ

　

鉴定数量为 ７ ９９３、１０ ０３４、２４ ６９２ 条。 即色谱分离

梯度的延长实现了肽段更好的分离，利于蛋白质和

肽段的鉴定。 如图 ４ｂ 所示，１３０ ｍｉｎ 的分离梯度下

鉴定的蛋白质可以覆盖 ５０、８５ ｍｉｎ 鉴定蛋白质的

７１􀆰 ９％ ～７２􀆰 ５％。
　 　 考虑到数据采集的重复性是准确定性定量分析

的前提。 因此，对数据采集的重复性进行评价。 如

图 ５ａ 所示，在 ８５ ｍｉｎ 的分离梯度下重复 ３ 次分析

Ｈｅｌａ 细 胞 酶 解 肽 段 样 品， 同 一 离 子 （ ｍ／ ｚ
８５５􀆰 ４６７ ４７）在 ３ 针重复采集下的色谱保留时间有

较好的一致性，保留时间的相对标准偏差只有

０􀆰 ０４％。 至少 ６３􀆰 ５％ 的蛋白质被 ３ 针重复鉴定，超

过 ７３􀆰 ６％ 的蛋白质在至少两针中鉴定到（图 ５ｂ）。
比较 ３ 次质谱重复的定量比值，皮尔森相关系数为

０􀆰 ９５～０􀆰 ９９（图 ５ｃ），说明此方法具有较好的分析重

复性。

２．３　 甲状腺肿和甲状腺乳头状癌患者组织切片样

本定量分析

　 　 ＦＦＰＥ 样品在临床上具有重要的研究价值。 甲

状腺乳头状癌是一种在临床中常见的疾病。 若不及

时的干预和治疗，有进一步发展成晚期癌症和转移
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扩散的风险。 因此，对甲状腺乳头状癌组织切片样

品蛋白质组进行研究以期寻找疾病相关的潜在生物

标志物，可助力疾病的及时发现和治疗，提高患者的

治愈率和生存质量。
　 　 进一步对 ３ 例甲状腺肿和 ３ 例甲状腺乳头状癌

的 ＦＦＰＥ 样品的蛋白质组进行分析。 结果发现，两
种组织切片样品中可以共同定量到 ４３２ 个蛋白质，
任意两组样品之间的无标记定量强度的皮尔森相关

系数超过 ０􀆰 ８５（图 ６），证明此方法具有良好的定量

分析重复性。 为保证分析的准确性和可信度，通过

ｔ 检验，我们将 ｐ＜０􀆰 ０５ 且甲状腺乳头状癌与甲状腺

肿样品相比发生 ２ 倍变化的蛋白质作为差异蛋白。
最终，与甲状腺肿相比，在甲状腺乳头状癌组织切片

中定量到 ３３ 个差异蛋白质，其中 １１ 个为上调蛋白

质，２２ 个为下调蛋白质（图 ７ａ），利用差异蛋白质成

功实现了疾病的分子分型研究（图 ７ｂ），证明利用组

织切片蛋白质组可以成功实现甲状腺乳头状癌和甲

状腺肿样品的区分。
　 　 对不同样品间的差异蛋白质涉及的生物学功能

及 ＫＥＧＧ 通路进行分析。 如图 ８ 所示，与甲状腺肿

样品相比，甲状腺乳头状癌患者明显变化的蛋白质

主要参与了细胞外基质受体相互作用（显著性水平

ｐ＜３􀆰 ４×１０－４）、对活性氧响应（ｐ＜２􀆰 ５×１０－５）、抗氧化

活性（ｐ＜６􀆰 ５×１０－４）、氧化应激反应（ｐ＜１􀆰 ２×１０－３）等
过程，而文献报道这些过程与甲状腺疾病患者的代

谢过程异常密切相关［１３，１４］，证明此方法可实现高可

信度的甲状腺组织切片样品的蛋白质组分析。

图 ６　 组织切片样品定量到的蛋白质的无标记定量强度
分析的重复性

Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｉｓｓｕｅ ｓｌｉｃｅｓ

ａ． ｇｏｉｔｅｒ （Ｇ）； ｂ． ｔｈｙｒｏｉｄ ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｔ１Ｎ０Ｍ０ （Ｔ） ．

　 　 对差异蛋白质进一步分析，发现高达 ５７􀆰 ６％ 的

蛋白质 （ ＥＨＤ１、ＮＩＤ２、ＡＧＲＮ、ＴＰＯ、ＶＣＰ、 ＬＡＭＣ１、
ＲＡＰ１Ｂ、 ＲＰＮ２、 ＰＤＩＡ３、 ＰＲＤＸ５、 ＰＲＤＸ６、 ＧＳＴＰ１、
ＡＰＯＡ１、ＬＭＮＡ、ＡＮＸＡ１、ＡＰＯＥ、ＦＮ１、ＨＰ、Ｓ１００Ａ６）被
报道和甲状腺癌及甲状腺相关疾病密切相关［１５－１９］，

图 ７　 （ａ）甲状腺肿和甲状腺乳头状癌组织切片样品定量到的
蛋白质的火山图和（ｂ）差异蛋白质分级聚类分析图

　

Ｆｉｇ． ７　 （ａ） Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｙｒｏｉｄ ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｇｏｉｔｅｒ ｔｉｓｓｕｅ
ｓｌｉｃｅｓ， ａｎｄ （ ｂ） ｕｎｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　

　 Ｔ ／ Ｇ： ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｇｏｉｔｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ．

表明我们的结果与文献报道有较好的一致性。 在差

异蛋白质中，ＥＨ 结构域蛋白（Ｑ９Ｈ４Ｍ９ 和 ＥＨＤ１）
在甲状腺乳头状癌患者中有 ３􀆰 ３７ 倍的下调（ｐ ＝
０􀆰 ００７ １），文献报道此蛋白质在甲状腺癌中扮演着

重要的角色，与肿瘤的大小、淋巴结转移和癌症表面

生长因子受体（ＥＧＦＲ）的表达紧密相关［１５］。 Ｓ１００
钙结合蛋白 Ａ６（Ｐ０６７０３ 和 Ｓ１００Ａ６）在甲状腺乳头

状癌患者中有 １３􀆰 ６ 倍的上调变化（ｐ＝ ０􀆰 ０４３），此蛋

白质被报道能够促进癌细胞增值［１６］，能被用作甲状

腺癌治疗的潜在作用靶点。 此外，尽管其他的差异

表达蛋白质 （ＦＲＥＭ２、ＨＳＰＧ２、ＧＡＮＡＢ、ＣＫＢ、 ＬＡ⁃
ＭＡ５、 ＨＮＲＮＰＫ、 ＣＮＤＰ２、 ＰＡＦＡＨ１Ｂ２、 ＲＡＢ７Ａ、
ＲＯ６０、ＭＡＯＡ、ＲＰＬ１３Ａ、ＲＰＳ３、ＷＡＳＦ２）在甲状腺乳

头状癌中尚未被报道，但已有研究表明它们与卵巢

癌、结 肠 癌、 胰 腺 癌、 前 列 腺 癌 等 疾 病 密 切 相

关［２０－２３］，这表明它们可能在癌症的发展过程中扮演

着关键的指示角色。 因此，这些蛋白质作为甲状腺

乳头状癌潜在生物标志物的可能性值得进一步研究

和探索。 可见，基于组织切片蛋白质组的分析在甲

状腺乳头状癌潜在生物标志物的发现上具有巨大的

应用潜力。

３　 实验的组织实施及教学反思

３．１　 实验的组织实施

　 　 开放实验课程以基于 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的甲状

腺癌组织切片蛋白质组定量分析为题，涉及液相色

谱⁃高分辨质谱仪操作培训、蛋白质组样品制备、液
相色谱⁃质谱分析方法优化等内容。 该课程每年开
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图 ８　 甲状腺肿和甲状腺乳头状癌组织切片样品差异蛋白质的基因本体论（ａ）生物学过程、（ｂ）ＫＥＧＧ 通路和（ｃ）分子学功能分析
Ｆｉｇ． ８　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ａ） ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， （ｂ） ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ （ｃ） ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｏｉｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｙｒｏｉｄ ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅ ｓｌｉｃｅｓ

展两次，每次择优遴选学生 ２ ～ ４ 人，与教师合作共

同完成实验项目。 本课程采取理论与实验相结合的

教学方式，课程安排共 ３２ 学时，其中理论课程为 ４
学时，实验课程为 ２８ 学时。 理论课程部分包括：液
相色谱⁃质谱联用仪的发展历史（１ 学时）、仪器结构

（２ 学时）、工作原理（１ 学时）。 实验部分包括：液相

色谱⁃质谱联用仪的操作（６ 学时）、仪器相关参数优

化（４ 学时）、蛋白质组样品制备方法开发 （１２ 学

时）、蛋白质组数据的检索与分析（６ 学时）等。
　 　 在课程设计时，教师对学生的学科背景和学习

基础进行详细分析。 在理论课程的讲授中，教师采

用动画、视频等多媒体工具，将复杂的技术原理以直

观、生动的方式呈现出来。 此外，通过融入历史脉

络、理论推导以及实际应用案例，深入剖析技术环节

背后的科学逻辑，助力学生构建全面而系统的知识

框架。 实验课程开始前，教师准备好实验材料和设

备，并对学生进行实验安全培训。 学生仔细阅读实

验指导书，了解实验原理、目的和注意事项。 实验过

程中，鼓励学生积极思考并自主设计实验，规范记录

实验数据、现象和结果。 教师在场指导，及时解答问

题。 实验结束后，学生需整理实验数据并进行成果

展示，介绍实验过程、结果、心得体会，思考课程涉及

领域的未来研究趋势和跨学科融合的可能性。 教师

对学生的实验报告和成果展示进行评价，给出成绩
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和反馈意见。 同时，征求学生对课程设置、教学方法

和实验指导等方面的意见和建议，以不断优化和完

善课程体系。
３．２　 教学反思

　 　 在教学过程中，教师遵循“以学生为主体”的原

则，注重与学生的交流互动。 学生们在实验过程中

能够主动思考、独立解决问题，展现出较强的团队协

作精神。 通过开放实验课程的学习，学生的创新思

维、动手能力和科学素养得到了显著提升。 在开放

实验课程的教学过程中，仍有一些值得思考和注意

的事项。
　 　 首先，理论课程内容的设计应该与分析化学和

仪器分析理论课程部分的学习紧密连接并适度延

伸，以巩固学生基础知识，加深对理论内容的认识。
其次，本实验课程中，样品制备时间长且需要连续操

作，课程开始前应该与组内每名学生协调好时间再

安排实验。 同时，在实验间隙组织学生进行文献阅

读和实验研讨等活动，提高学生学习的主动性。 实

验过程中，每位学生的学科背景及基础不同，作为教

师应该充分考虑学生的差异性和需求，小组内合理

分工协调，以保证实验的顺利进行。 在液相色谱⁃质
谱联用仪的操作培训时，学生不敢动手操作仪器，理
论知识与实际应用脱节。 教师在教学过程中，让学

生多思考，勤动手，敢于直面问题并想解决方案。 最

后，在学习成果展示与交流环节，可以进一步加强互

动和合作的氛围。 考虑引入同行评议或评委评审的

方式，以提供更多的反馈，启发学生进行思考。

４　 结语

　 　 本开放性实验课程充分利用校级公共实验平台

优质资源条件，让学生参与并完成实验项目。 该课

程内容丰富，具备较强的综合性与实用性。 课程涵

盖了系统的理论教学、大型仪器设备操作培训和前

沿的开放性实验项目，充分体现了理论知识与实践

技能并重的教育理念。 该课程引入液相色谱⁃质谱

仪器操作教学，使学生深入理解色谱质谱的工作原

理、掌握大型仪器操作流程和维护要点，提高学生的

动手能力及解决问题的能力。 此外，本课程设计了

基于 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的甲状腺癌组织切片蛋白质

组定量分析的开放性实验项目，涉及从蛋白质组样

品制备到数据分析全部流程，有利于培养学生的实

践能力、创新精神和团队协作能力，提升学生的科研

素养，为其未来的科研工作及培养能够适应新时代

要求的高水平创新型人才奠定基础。 随着教育模式

的不断演进，我们期待本课程能够为未来的教育改

革提供宝贵的经验和启示。
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