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摘要 目的：初步确定蛋白质二硫化异构酶 A1和延伸因子 1-delta为左侧和右侧结肠癌中差异表达蛋白，为左侧和右侧结肠癌在
肿瘤生物学方面的差异提供分子遗传学依据。方法：收集人左侧结肠癌（LSCC）和右侧结肠癌（RSCC）组织标本,进行二维凝胶电
泳、质谱分析和生物信息学分离和鉴定左右侧结肠癌中差异表达蛋白质，进一步应用 RT-PCR、Western Blot和免疫组织化学技术
检测蛋白质二硫化异构酶 A1和延伸因子 1-delta在左侧和右侧结肠癌中的表达状态。结果：筛选并成功鉴定出左侧和右侧结肠
癌中 16种差异表达蛋白质,与右侧结肠癌比较，10种蛋白在左侧结肠癌表达上调，6种蛋白在左侧结肠癌表达下调，其中蛋白质
二硫化异构酶 A1在左侧结肠癌中表达上调，延伸因子 1-delta在左侧结肠癌中表达下调，并通过 RT-PCR、Western Blot和免疫组
化方法证实了在左侧和右侧结肠癌中该两种蛋白表达的差异，与蛋白质组学结果一致。结论：左侧结肠癌和右侧结肠癌的蛋白质
组存在差异，其中蛋白质二硫化异构酶 A1和延伸因子 1-delta在 mRNA和蛋白水平均存在差异，这些可能是左侧和右侧结肠癌
生物学行为差异的原因。
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ABSTRACT Objective: To provide molecular genetic basis for oncobiological difference between Left sided colon cancer and Right

sided colon cancer by detecting the expression of Left sided colon cancer and Right sided colon cancer including Protein disulfide-iso-
meraseA1 and Elongation factor 1. Methods: Tissue samples including Left sided colon cancer and Right sided colon cancer were collect-
ed. Protein was separated by using two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) and the images of the gels were acquired by the scanner.
The peptide mass fingerprintings (PMF) was acquired by matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) and the proteins were identified by data searching with bioinformatics. The expression were assayed by RT-PCR,
Western Blot, Immunohistochemical method. Results: 16 protein spots were identified .Compared with right sided colon cancer, 10 pro-
teins up-regulated including PDIA1 and 6 proteins down--regulated including EEF-1D in Left sided colon cancer. The expression of PDI-
A1 and EEF-1D between right sided colon cancer and left sided colon cancer were confirmed by RT-PCR, Western Blot and Immunohis-
tochemical method. Conclusions: There were differentially expressed proteins between Left sided colon cancer and Right sided colon
cancer, especially for PDIA1 and EEF-1D, which were cause by oncobiological difference between Left sided colon cancer and Right sided
colon cancer.
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前言

在解剖学上结肠分为左侧结肠（Left sided colon，LSC )和
右侧结肠（Right sided colon，RSC )，左侧结肠包括脾曲、降结
肠、乙状结肠，右侧结肠包括回盲部、升结肠、横结肠。临床观察
发现左半结肠癌（Left sided colon carcinoma ，LSCC)和右侧结

肠癌（Right sided colon carcinoma，RSCC ) 在临床上表现出差
异，如右侧结肠癌以全身症状、贫血、梗阻或腹部包块等为主要
表现，多见于老年人及女性[1,2]，低分化癌、粘液腺癌及印戒细胞
癌也多见于右侧结肠[3-5]。左侧结肠癌以肠梗阻、便秘、腹泻便血
等症状为主。研究证实左、右侧结肠癌之间在细胞和分子水平
上也存在差异[6-12]，其中涉及染色体、DNA含量、癌基因和抑癌
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基因、DNA错配修复基因等方面的差别，如 c-myc和 Ras是在
左侧大肠癌表达显著高于右侧大肠癌；而 Ras基因在左侧大肠
癌突变率高于右侧大肠癌。另外左侧大肠癌抑癌基因 APC、
DCC、p53的等位缺失率均明显高于右侧。P53、P14、P16在左右
半结肠中的突变状态也有不同。右侧结肠癌的微卫星不稳定检
出率显著高于左半结肠癌和直肠癌的检出率，提示左、右侧结
肠癌的发生在基因水平上是不同的，既右侧结肠癌的发生主要

是通过复制错误途径引起肿瘤相关基因的突变而引发肿瘤，而

左侧结肠癌的发生主要通过杂合丢失途径引起癌基因和抑癌

基因的突变而导致肿瘤的。这说明 LSCC和 RSCC可能在致癌
途径和生物学行为方面存在较大差异，这些差异是否存在有分

子遗传学基础仍存在许多不清楚的问题，因此本研究拟通过应

用蛋白质组学方法初步筛选 LSCC和 RSCC中的差异表达蛋
白并对其中的差异表达蛋白蛋白质二硫化异构酶和延伸因子

在 LSCC和 RSCC差异表达情况进行较为深入的研究。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 病例来源 以脾区为界，将结肠分为左侧结肠和右侧结
肠。取人 RSCC、LSCC组织各 7例，均取自中南大学湘雅医院
普外科手术切除标本，为散发性结肠癌，术前未行放疗及化疗，

术后病理确诊为中分化腺癌，AJCC分期为Ⅱ期～IV期，切缘
病理检查为阴性。患者年龄分布在 38～78岁，中位年龄 59岁。
100例用于免疫组化检测的结肠癌病例包括 76 例男性和 24
例女性，年龄区间为 31-78岁,平均年龄 53.2±12.2岁，AJCC
分期从Ⅱ到 IV期，从湖南省肿瘤医院普外科随机选取，病例选
择采用随机数字表法。所选病例均进行病理学检测，组织标本
经过 10%中性福尔马林固定，石蜡包埋制片，病理确诊为中分
化腺癌，入组病例的病理诊断由两位高级病理医师验证。病例
根据手术部位及随机表分组法分为两组左侧结肠组和右侧结

肠组，患者的年龄、性别、临床分期（包括肿块大小，肠壁浸润深
度）在两组间没有显著性差异（P > 0.05）。
1.1.2 主要试剂 二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量试剂盒为 Pierce
公司产品；硫脲、二硫苏糖醇（DTT）、碘乙酰胺、双向凝胶电泳
标准蛋白质、甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲 -酮 -胰蛋白酶、铁氰化
钾、三氟乙酸（TFA）、基质 --氰基 -4-羟基肉桂酸均为 Sigma公
司产品；固相 Ph 梯度干胶条（IPGstrip Ph4-7L,24CM）、IPG 缓
冲液（pH4-7）、两性电解质（pharmalyte，PH4-7）、覆盖液、低分子
量标准蛋白质、蛋白银染试剂盒、尿素、丙烯酰胺、甲叉双丙烯
酰胺、甘氨酸、Tris、CHAPS、SDS均为 AB公司产品；DNA酶、
RNA酶均为 Promega公司产品；硫代硫酸钠、碳酸氢铵、氯化
钙为国产分析纯；乙腈为国产色谱纯。Trizol Reagent（Invitro-
gen Cat.NO.15596-026），ReverTra Ace-α-TM First Strand cD-
NA Synthesis Kit （TOYOBO #FSK-100），Taq DNA Polymerase
(recombinant, Fermentas #EP0402)，dNTP Mix （2mM each Fer-
mentas #R0241），DNA Marker DL2，000（TaKaRa D501A）。NC
膜（PIERCE，Catalog#88018），滤纸（Whatman,3MM CHR）。
eEF1D 的 Genebank 登 录 号 为 NM_001195203，PDIA1 的
Genebank登录号为 NM_001141142，内对照 GAPDH基因的
Genebank登录号为 NM_001115114。Homo-EEF1D-F5-GCTG-

GCGTGAGGCCAAAGCAAA -3，Homo- EEF1D-R5-CATTC-
ATGGCTGGCCCCTCGG -3，片段长度为 173bp。Human PDI-
A1-F 5-CTCGACAAAGATGGGGTTGT-3，Human PDIA1-R 5-
TGCTCAGTTTGCCGTCATAG-3，片段长度为 229bp。内对照
GAPDH基因引物的设计：Homo-GAPDH-F: 5'-ACCACAGTC-
CATGCCATCAC-3'，Homo-GAPDH-R：5'-TCCACCACCCT-
GTTGCTGTA-3'，片段长度为 450bp。Anti-PDIA1 antibody
(ab85564, Abcam，美国)，Rabbit polyclonal to EEF1D( ab13962 ,
abcam，美国)；二抗及 DAB显色试剂盒均为 Santa Cruz公司产
品。
1.1.3 主要仪器 IPGphor 等电聚焦仪、ImageMaster 2 D Elite
4.01凝胶图像分析软件、Imagescanner扫描仪、Labscan扫描控
制和分析前处理软件；ProTEAN 垂直电泳槽、PowerPAC3000
电泳仪（Bio-Rad 公司产品）；MALDI-TOF-MS质谱仪（ABI公
司）；Elx800自动酶标仪（Bio-Tek Instruments，Inc）。
1.2 方法
1.2.1 组织标本的处理及组织总蛋白质的制备 取手术后新鲜
的结肠癌组织，无菌状态下将组织分别用生理盐水反复清洗，

以去除血液及其他异物，并尽可能剪去多余的组织。处理后的
样品立即置于 -80℃保存。组织裂解提取总蛋白 (采用 Total
protein Extraction Kit，ProMab, Cat. No：SJ-200501)。用剪刀剪取
约 0.5mg肿瘤组织，置于组织匀浆器中，加入 1ml总蛋白提取
液，匀浆 20min直到组织充分破碎,然后冰上放置 20min后，再
匀浆 20min,将匀浆液吸出放到 1.5ml离心管中。超声 3次，每
次 3s。9000rpm，离心 10min，取适量上清置于新的 1.5ml离心
管中，-20℃冻存。蛋白质浓度测定采用 Amersham专门针对蛋
白质组学的蛋白质抽提优化的 2-D Quant Kit试剂盒。
1.2.2 固相 pH梯度双向凝胶电泳及质谱分析 固相 pH梯度双
向凝胶电泳主要按 IPGphor等电聚焦系统指南和 Gorg等的方
法进行。IPG干胶条水化和聚焦在 20℃自动进行，上样量为
400ug，根据所测蛋白浓度计算上样体积。总电压时间积为
8000Vh， 其 中 于 30V 低 电 压 水 化 13h， 然 后 经 过
100V1h，500V1h，1000V1h，5000V1h，最后稳定在 8000V8.5h
下进行等电聚焦。等电聚焦结束后，将胶条进行两步平衡，然后
将平衡后的胶条移至 0.75mm厚的 12.5%均匀分离胶的上端，
进行 SDS-PAGE电泳。电泳所得到的 2-DE胶按蛋白质银染试
剂盒的操作手册进行银染。然后进行凝胶图像分析，凝胶通过
Imagescanner扫描仪以及 LabScan (扫描软件进行扫描获取图
像，利用 PDQuest-V8.0.1分析软件对图像进行强度校正、点检
测、背景消减、匹配、校正、建立平均凝胶等分析。进一步制备质
谱样品对差异表达的点进行质谱分析。切下的蛋白质点置于
EP管中，超纯水冲洗 3次，除去杂质，加入脱色工作液待蛋白
质点颜色消失至凝胶无色透明，弃去超纯水，加入 100%乙腈脱
水，冷冻抽干之胶块完全脱水，加酶解工作液 37℃酶解过夜。
取上清置于 0.5mlEP管中，加萃取工作液，冷冻抽干浓缩之 2～
5ul。后均匀点样 0.5ul于不锈钢点样板上，空气中自然风干待
分析。最后对制备好的样本进行基质辅助激光解吸电离飞行时
间质谱(MALDI-TOF-MS)分析，将制备好的点样板置于 MAL-
DI-TOF-MS质谱仪中，采用反射模式，正离子谱测定，离子源
加速电压为 20KU，反射电压比为 1.12,N2激光波长 337nm，脉
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冲宽度为 3ns，离子延迟提取 100ns，真空度 4×10-7Torr,质谱信
号单次扫描累加 50次，质谱使用胰蛋白酶自动降解离子峰作
为内部标准校正，获得了肽质量指纹图，每个蛋白样品测定 3
次质谱峰。Mascot软件检索 Uniprot数据库鉴定蛋白质。
1.2.3 免疫印迹（Western Blot）首先进行 SDS-PAGE电泳，将
组织裂解液样品（上样量 100ug）与 5×上样缓冲液混匀，在
100℃加热 3min以使蛋白质变性加样。工作电压为 200V，待溴
酚蓝迁移到分离胶底部 0.5cm处停止。进行免疫印迹操作，首
先进行电转膜，将凝胶 -膜插入转移槽，连接好转移电极恒流
300mA转移 70min。电转完毕后，将电转膜置于 5%的脱脂奶粉
中封闭，37℃ 2h。免疫检测一抗与靶蛋白作用，一抗（均为 1∶
2000）分别稀释于 5%脱脂牛奶中，与印迹膜室温温育 1 h；
TBS/0.1% Tween20（TBS-T）洗膜 3×15min，辣根过氧化物酶标
记二抗 1∶10000分别稀释于 5%脱脂牛奶中，与印迹膜室温温
育 1 h；TBS/0.1% Tween20（TBS-T）洗膜 3×15min，保鲜膜上
配置 ECL检测试剂的底物，使与印迹膜作用 3～5min，暗盒中
曝光 3min，取出 X光片显影、定影。将看家蛋白 GAPDH表达
情况作为内对照校正(Loading Control)。阳性条带以 Gel pro4.0
版凝胶光密度分析软件进行分析，测其 IOD（integrated optical
density）累积光密度参考值。
1.2.4 组织总 RNA提取与 RT-PCR 首先提取组织总 RNA，每
样本加入 1ml Trizol试剂消化，匀浆样品在室温静置 10min后
加入 0.2倍体积的氯仿，震荡 15秒后在 4℃下 12,000×g离心
15min，将水样层转移至干净的试管，加入 0.5倍体积的异丙
醇，混匀后 -20℃下静置 10-15min，在 4℃下 12,000×g离心
10min，移去上层悬液，将 RNA沉淀用 1ml 75%乙醇洗涤，在震
荡器上混匀后 4℃下 7,500×g离心 5min，弃去上清液。适度干
燥 RNA沉淀后，加入适量无 RNase的水，使 RNA完全溶解。
2000rpm 离心 20sec。反转录 (20μL 体系）：total RNA (按
1μg/μL计) 1μl，Oligo (dT)20（10pmol/μL）1μl，Rnase Free
H2O 10μl，5×RT Buffer 4μl，dNTP mixture（10mM）2μl,
RNase Inhibitor (10u/μL)1μl，ReverTra Ace 1μl。RT 反应程
序：42℃，20min；99℃，5min；4℃，5min，瞬间离心。PCR（20μl
体系）：Template (反转录产物）1.0μl，Primer sense（100μmol/l）
0.5μL，Primer anti-sense （100μmol/l）0.5μl，dNTP Mixture
（2mM）2μL，MgCl2（25mmol/l）1.5μl，10×PCR Buffer2μl，Taq
DNA Polymerase（500U）0.5μl，PCR H2O 12.0μl。PCR扩增程
序：95℃ 5min，94℃ 30s，55℃ 30s，72℃ 30s，72℃ 5min，4℃
保存，40循环。产物用琼脂糖凝胶电泳检测，扩增产物用 1.5%
琼脂糖凝胶电泳,加样量为 10μl ,电压 120V ,电泳完毕后在溴
化乙锭( EB)中染色，在紫外灯下观察结果并照相。 RT-PCR结
果进行半定量法处理，即将实验组条带的 IOD值分别与其看
家基因条带（内对照）的 IOD值比较得到校正值，然后得出左
侧大肠癌组和右侧大肠癌组校正值均数，进行统计学分析。
1.2.5 免疫组织化学方法 石蜡切片脱蜡后首先进行柠檬酸微
波抗原修复，依次滴加正常封闭血清及一抗（PDIA1和 EEF-1D
抗体，工作浓度 1∶200），4℃冰箱中过夜，PBS洗涤后按 SP试
剂盒 (福建迈新生物有限公司产品) 说明书完成。结果判断：
HSP27阳性信号主要定位于细胞浆，呈棕黄色或棕褐色颗粒。
具体判断标准:根据阳性细胞在全部癌细胞中所占比例以及阳

性细胞染色强度判定，A：按显色细胞数记分，阳性细胞数 <1/3
为 1分，阳性细胞数 1/3～2/3为 2分，阳性细胞数≥2/3为 3
分。 B：按细胞显色深浅记分，无阳性反应细胞为 0分，浅黄色
为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分。积分数 =A×B。A×B=0
判断为（－），A×B=1～2判断为（+），A×B=3～4判断为（++），
A×B=6～9判断为（+++），其中 -为阴性，+ - +++为阳性。
1.2.6 统计学方法 主要统计方法包括计数资料配对样本的卡
方检验（x2） 和计量资料的 t 检验。使用的统计学工具为
SPSS13.0统计软件包。

2 结果

2.1 人左侧结肠癌和右侧结肠癌组织的二维电泳、质谱分析和
生物信息学分析

对 7例左侧结肠癌(LSCC)和 7例右侧结肠癌(RSCC)组织
进行了双向凝胶电泳分析，在相同条件下重复 3次，蛋白质斑
点清晰。用 PDQuest8.0.1软件分析两组凝胶图谱 , RSCC组蛋
白点有 890±64个, RSCC癌旁组织蛋白质点有 865±77个，
LSCC 组蛋白点有 881 ± 48 个, LSCC 癌旁组织蛋白质点有
798±72个，见图 1，两组间差异表达蛋白质点数为 55个。从
凝胶匹配的蛋白质点中选择表达差异的点 55个进行 MALDI-
TOF-MS分析，测定蛋白质点的肽质量指纹图（PMF）。利用
PeptIdent查询软件搜索 Uniprot以及 Trembl数据库，对搜索结
果按匹配片段数，覆盖率等进行综合考虑判定所搜结果。鉴定
有意义的蛋白点 16个，其中与右侧大肠癌比较，左侧结肠癌中
表达增加的蛋白有 10个，包括蛋白质二硫化异构酶 A1(Protein
disulfide-isomeraseA1, PDIA1)，78 kDa葡萄糖调节蛋白，热休克
蛋白 60，抑制素，含硫氧还蛋白域的蛋白 5，T-复合蛋白 1ε
亚单位，应急蛋白 70，异柠檬酸脱氢酶，蛋白质二硫化异构酶
A3，巨噬细胞加帽蛋白；左侧结肠癌表达降低的蛋白有 6个，
包括 ATP合成酶β亚单位，延伸因子 1-delta(Elongation factor
1-delta,EEF-1D)，热休克蛋白β1，载脂蛋白 A-Ⅰ，转甲状腺素
蛋白，热休克蛋白β6。在本研究中最为关注的是左侧结肠癌
中表达上调的 PDI-A1和下调 EEF1-delta，见图 2。这两种蛋白
在左侧和右侧癌旁组织中表达无显著差别，其中 PDI-A1在左
侧结肠癌中表达高于左侧癌旁组织，EEF1-delta在右侧结肠癌
中表达高于右侧癌旁组织。
2.2 RT-PCR检测左侧和右侧结肠癌中 EEFD1和 PDIA1mRNA
的表达

在左侧结肠癌和右侧结肠癌差异表达蛋白中选取左侧结

肠癌中表达降低的蛋白 EEF1D，左侧结肠癌中表达升高的蛋
白 PDIA1，应用 RT-PCR技术检测对应基因的 mRNA表达情
况,结果显示，EEF1D mRNA水平在左侧结肠组中的表达显著
低于右侧结肠组，有显著性差异 (t=-4.552，P=0.001)。PDIA1
mRNA水平在左侧结肠组中的表达显著高于右侧结肠组，具有
显著性差异（t=5.222, P=0.000），见图 2。
2.3 Western Blot检测左右侧结肠癌中 eEF-1D和 PDI-A1的表
达

在左侧结肠癌和右侧结肠癌差异表达蛋白中选取左侧结

肠癌中表达降低的蛋白 eEF-1D，左侧结肠癌中表达升高的蛋
白 PDI-A1，应用Western Blot技术检测对应基因的蛋白质表达
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图 1 左半结肠癌（LC）和右半结肠癌（RC）的二维电泳凝胶图谱:A:左

侧结肠癌；B:左侧结肠癌癌旁；C:右侧结肠癌；D:右侧结肠癌癌旁
Fig 1 Representative Images of Two-dimensional gel for LSCC tissues and

RSCC tissues:A: LSCC,B：para-LSCC; C: RSCC; D: para-RSCC

图 2 左半结肠癌（LC）和右半结肠癌（RC）的二维电泳凝胶图谱
Fig 2 Representative Images of Two-dimensional gel for LSCC tissues and

RSCC tissues

情况,结果显示，EEF1D蛋白在左侧结肠癌组中的表达显著低
于右侧结肠癌组，有显著性差异（t=3.281, P=0.017）。 PDIA1
蛋白在左侧结肠组（1-7）中的表达显著高于右侧结肠组（8-14），
有显著性差异(t=3.436, P=0.005)，见图 3。

2.4 免疫组织化学方法检测左侧结肠癌和右侧结肠癌中
eEF-1D和 PDI-A1的表达
在左侧结肠癌和右侧结肠癌差异表达蛋白中选取左侧结

肠癌中表达降低的蛋白 eEF-1D，左侧结肠癌中表达升高的蛋
白PDI-A1，应用免疫组化方法检测蛋白质表达情况,免疫组化
结果显示，EEF-1D蛋白主要定位于细胞浆，其在左侧结肠癌组
中的表达率和表达强度均显著低于右侧结肠癌组。PDIA1蛋白
蛋白主要定位于细胞浆，其在左侧结肠癌组中的表达率和表达

强度显著高于右侧结肠癌组，均具有显著性差异，见图 4及表
1。

3 讨论

蛋白质组学技术目前差异表达蛋白研究最有效和可靠的

方法之一。在本研究中通过建立左侧和右侧结肠癌的蛋白质组
表达谱，发现了左侧结肠癌和右侧结肠癌的差异表达蛋白，并

成功鉴定出 16种有意义的差异表达蛋白质，其中 10种蛋白质
在左侧结肠癌表达上调，6种蛋白质在右侧结肠癌表达上调，
按功能分为基本代谢相关的酶类、分子伴侣、物质转运相关蛋

图 3 左侧和右侧结肠癌中 EEFD1和 PDIA1蛋白表达水平比较:1-7

左侧结肠癌；8-14右侧结肠癌
Fig3 EEFD1 and PDIA1 Protein expression between left-sided colon

carcinoma and right-sided colon carcinoma by Western Blot method:1-7

left-sided colon carcinoma；8-14 right-sided colon carcinoma

图 3 左侧和右侧结肠癌中 EEFD1和 PDIA1 mRNA表达水平比较:1-7

左侧结肠癌；8-14右侧结肠癌
Fig3 EEFD1and PDIA1 mRNA expression between left-sided colon

carcinoma and right-sided colon carcinoma:1-7 left-sided colon

carcinoma；8-14 right-sided colon carcinoma

图 4 免疫组织化学方法检测左侧和右侧结肠癌中 EEF1D和 PDIA1的

表达(200x)A,C:左侧结肠癌；B,D:右侧结肠癌
Fig4 EEF1D and PDIA1 expression in between LSCC and RSCC by

immunohischemical methodA,C:LSCC；B,D:RSCC
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白、转录和翻译相关蛋白、细胞骨架蛋白、抗氧化蛋白等。其中
PDI-A1和 eEF-1D均是在左侧和右侧结肠癌中表达差异显著

的蛋白，经过多种方法验证，确定左侧结肠癌中 PDI-A1表达高

于右侧结肠癌，左侧结肠癌中 eEF-1D表达低于于右侧结肠癌。

本研究蛋白质组学结果提供了关于 PDI-A1和 EEF-1D表达的

三方面信息，第一方面是 PDI-A1和 EEF-1D在左侧结肠癌和

右侧结肠癌中的表达均高于相应癌旁组织，这些结果说明了这

两种蛋白与左侧和右侧结肠癌的发生均相关，有报道发现

eEF-1D参与 mRNA翻译的延伸并且与细胞恶性转化有关。在

食道癌的研究中发现和癌旁组织比较，eEF-1D在癌中呈过表

达，并且与淋巴结转移、临床晚期和预后差有关。在 NIH3T3细

胞的转化研究中发现翻译 EF-1D的过表达具有致瘤作用，而阻

断 mRNA表达可逆转肿瘤转化。TEF-1 delta过表达也认为是

镉反应性原癌基因。但在在人上皮细胞 HaCaT中 v-Ha-ras过

表达可诱导 EF-1D mRNA表达显著降低，此外，CdC12诱导的
eEf-1D与人支气管上皮细胞的恶性转化呈正相关[13-18]。而我们

的结果也显示 eEF-1D与结肠癌的发生有关。内质网 PDI作是

氧化还原反应中的伴侣分子，主要参加氧化还原反应，特别是

与生物毒素有关的氧化还原过程。如霍乱毒素是 PDI催化的还

原反应的底物，在霍乱毒素的作用中可通过结合和释放 A链

来实现向胞浆中的转移。溴苯的肝毒性研究中发现 PDIA1是

溴苯毒性的反应性蛋白之一[19-21]。尽管本研究结果显示 PDIA1

可能参与结肠癌的发生，但该因子在结肠癌发生中是作为始动

因素起作用还是反应性因素有待进一步研究。

表 1 免疫组织化学方法检测左侧和右侧结肠癌中 EEF1D和 PDIA1的表达
Table 1 EEF1D and PDIA1 expression in between LSCC and RSCC by immunohischemical method

组别 Group 例数 No

EEF1D PDIA1

阳性数

positivity Number
阳性率%

positivity rate
阳性数

positivity Number
阳性率%

positivity rate

左侧结肠癌组

LSCC
50 24 48 38 76

右侧结肠癌组

RSCC
50 34 68 28 56

x2 4.150 4.456

P 0.043 0.035

本研究结果显示 PDI-A1和 eEF-1D在左侧和右侧癌旁组

织中的表达没有差异。说明在正常状态下这两种因子有一定表

达，可能参与一些生理反应过程，并且它们的作用可能没有显

著性区别。

本研究还发现这两种蛋白在左侧结肠癌和右侧结肠癌中

存在表达的差异。对 eEF-1D的表达分别进行应用 RT-PCR，
Western Blot和免疫组化方法进行验证，发现其在左侧大肠癌

中 mRNA水平和蛋白水平低于右侧大肠癌，这与蛋白质组结

果一致，也说明转录调控机制与 EEF-1D在左右侧大肠癌的差

异表达有关。有报道在食道癌中 EF-1高表达与淋巴结转移，肿

瘤晚期和预后差有关。在原发性肝癌的研究中也发现分化越差
eEFs-1表达越强。eEF-1D表达差异是否也影响左侧和右侧结

肠癌临床特点的差异有待进一步研究。在左侧大肠癌表达上调

的蛋白中有蛋白质二硫化异构酶 A（protein disulfide isomerase

A，PDIA）的两个亚型 PDIA1和 PDIA3，其中对 PDIA1的表达

分别进行进一步 RT-PCR，Western Blot和免疫组化检测，发现

其在左侧大肠癌中 mRNA水平和蛋白水平高于右侧大肠癌，

这与蛋白质组结果一致，也提示转录调控机制参与 PDIA1在

左右侧大肠癌的差异表达。有报道在结直肠癌细胞株 Caco-2

的蛋白质组学研究中发现 11种与分化相关的蛋白，包括蛋白

二硫化异构酶 [22]。化疗药物脱氧胞苷(5-aza-2'-deoxycytidine，
DAC)作用的胰腺癌细胞的研究发现中 PDIA3表达分别上调[23]，

说明 PDIA3与化疗反应性有关。

本研究结果推测在左侧和右侧结肠癌发生和演进过程中，

可能在 PDI-A1和 eEF-1D转录和翻译过程中存在的不同机制

导致这两种因子在左侧和右侧结肠癌中的差异表达，这种表达

的差异可能是始动因素，也可能是受其它致瘤因子的调节所

致，但可以推断它们在左侧和右侧结肠癌差异表达这一特性是

具有重要意义的，它是左侧和右侧结肠癌肿瘤生物学行为差异

的一个重要环节，也可作为左侧和右侧结肠癌不同临床特征如

转移和预后预测的重要候选标志物，有待体外细胞生物学的进

一步求证。
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