
肺癌是全球范围内发病率第2以及死亡率最高

的恶性肿瘤，根据 2020年全球癌症统计数据，全世

界肺癌新发病例数为 220万，占全部癌症病例的

11.4%，2020年因肺癌死亡人数达到了 180万，占总

的癌症相关死亡的 18.0%［1］。其中，非小细胞肺癌

（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）占肺癌总数的
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［摘 要］ 目的：通过多肽组学分析研究多肽在肺腺癌发生发展中的作用及潜在分子机制。方法：提取3对年龄匹配的男性

肺腺癌组织和癌旁组织的内源性多肽，通过液相色谱⁃串联质谱法（liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry，LC⁃MS/MS）
筛选差异表达的多肽，借助生物信息学推测差异多肽的潜在功能，使用CCK⁃8实验、划痕实验、Transwell实验验证重点多肽对

肺腺癌细胞株（A549、H1975）恶性表型的影响。结果：鉴定了10 kDa以下的多肽4 538条，共筛选出242条在癌组织和癌旁组

织间存在差异表达的多肽（差异倍数≥2.0，FDR<0.05），对应202个前体蛋白。GO分析以及KEGG通路富集分析的结果显示这

些蛋白与肿瘤发生发展的一系列重要生物学活动密切相关。聚焦于首次发现的多肽LACRP2，体外实验证实该多肽可以一定

程度上抑制肺腺癌细胞株的恶性表型。结论：内源性多肽LACRP2可能与肺腺癌部分恶性表型有关。多肽组学可以更全面地

帮助了解肺腺癌的发生发展机制。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the role of peptides in lung adenocarcinoma and its potential molecular
mechanisms through peptideomics analysis. Methods：Endogenous peptides from 3 pairs of age⁃matched male lung adenocarcinoma
and paracancerous tissues were extracted and detected by liquid chromatography ⁃ tandem mass spectrometry（LC ⁃ MS/MS）.
Bioinformatics was used to infer the potential functions of differential peptides. CCK⁃8 assays，wound⁃healing assays，and Transwell
assays were carried out to verify the effect of key peptides on the malignant phenotype of lung adenocarcinoma cell lines（A549，
H1975）. Results：A total of 4 538 peptides were identified，of which 242 were differentially expressed（fold change≥2.0，FDR<0.05），

corresponding to 202 precursor proteins. GO analysis and KEGG pathway enrichment analysis showed that these proteins were closely
related to a series of important biological activities of tumorigenesis and development. Additionally，the novel peptide LACRP2 was
also focused on. It was confirmed that this peptide could inhibit some malignant phenotypes of lung adenocarcinoma cell lines in vitro.
Conclusion：The endogenous peptide LACRP2 may be related to some malignant phenotypes of lung adenocarcinoma. Peptidomics can
aid in understanding the pathogenesis of lung cancer more comprehensively.
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85%左右，其5年生存率仅为23%，远远低于乳腺癌

和结直肠癌［2］。手术仍是早期和某些局部晚期肺

癌（Ⅰ~ⅢA期）的主要治疗手段。但根据统计，约

2/3的肺癌患者确诊时已处于局部进展期或有远处

转移［3］，针对这部分患者，单纯的手术治疗已无法满

足需求。近年来，除了传统的化学治疗手段，靶向

治疗及免疫治疗的问世使得NSCLC治疗进入“个体

化治疗”和“精准治疗”的时代。但是，以一代表皮

生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（EGFR⁃TKI）吉非

替尼为例，存在 20%~30%的原发性耐药患者［4］，且

只有少部分患者具有EGFR的敏感突变（白种人群

10%~20%，东亚人群约48%）［5］。而新兴的免疫治疗

也只能使15%~25%的NSCLC患者获益，多数患者对

免疫检查点抑制剂药物存在原发性耐药［6］。因此，亟

待开拓新的治疗手段，为临床上更多的肺癌患者提

供持续、稳定的生存获益。

近年来，小分子多肽类化合物因其分子量小、

靶向性强、活性高、毒性低、易于跨膜吸收等优点［7］，

成为肿瘤防治领域研究的热点之一。研究人员目

前已证实，多种肽类化合物可以作用于肿瘤细胞自

身的靶点，诱导细胞凋亡和坏死等进而杀伤肿瘤细

胞；此外，它们还可以通过作用于肿瘤组织微环境中

的新生血管和免疫细胞发挥抗肿瘤作用［8-12］。例如多

肽peptide 1通过减少血管生长因子的表达而抑制卵

巢癌细胞的侵袭［9］；多肽MTP⁃NeuNT能通过抑制

ErbB2的活性从而抑制乳腺癌细胞的生长和转移［13］。

随着多肽组学技术的发展，该技术已经成功应

用于多种疾病的诊断和治疗。针对人体组织的多

肽组学分析，是以机体内源性多肽和低分子量蛋白

质为研究对象，研究多肽组的结构、功能、变化规律

及其相关关系，来提供蛋白质水解活动以及潜在生

物活性肽的重要信息［14］。尽管多肽抗肿瘤的研究

受到越来越多的关注，但内源性多肽在肺癌中的作

用却鲜有报道。本研究使用液相色谱⁃串联质谱

法（liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry，
LC⁃MS/MS）技术鉴定肺腺癌组织和癌旁组织中分泌

的多肽，探讨这些内源性多肽与肺腺癌恶性表型之

间的关系，以期为寻找肺癌治疗的新靶点提供一定

帮助。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 样本收集

收集2020年2月无锡市人民医院初诊的3例肺

腺癌患者的肿瘤组织和相邻的癌旁非肿瘤组织，

3例患者为年龄相匹配的男性，术前均未进行手术、

放化疗及介入等治疗，且术后均得到明确的病理学

诊断。本研究已经过医院伦理审查委员会批准，所

有患者在收集前均被告知参与研究并签署知情同

意书。所有标本均在术后迅速放入液氮中冷冻保

存，以备下一步的多肽提取。

1.1.2 主要试剂和材料

RPMI 1640细胞培养基、PBS、EDTA⁃胰酶、青霉

素、链霉素、胎牛血清（Gibco公司，美国）；苯甲基磺

酰氟、二硫苏糖醇、碘乙酰胺、乙腈、蛋白酶抑制剂

混合物（Sigma⁃Alrich公司，美国）；Cell Counting Kit
8（CCK⁃8）细胞增殖检测试剂盒、BCA蛋白定量试剂

盒、SDS⁃PAGE凝胶配制试剂盒、考马斯亮蓝染色液、

蛋白裂解液（上海碧云天公司）；TMT蛋白标记试剂盒

（Thermo Fisher公司，美国）；10 kDa MWCO超滤离心

管（Millipore公司，美国）；相关多肽由南京金斯瑞生

物公司合成。

1.2 方法

1.2.1 多肽提取和纯化

收集适量的各个样品进行多肽提取。样品液

氮研磨后加入蛋白裂解液，吹打混匀后加入蛋白酶

抑制剂混合物（终浓度为 1 mmol/L PMSF、2 mmol/L
EDTA、10 mmol/L DTT），混合，冰上超声10 min。接

着样品于 4 ℃以 12 000 r/min离心 30 min，收集上清

液。使用 10 kDa超滤离心管再次离心以收集过滤

液并去除蛋白质和大于10 kDa的多肽，测定蛋白质

浓度。上清液通过 Speed⁃vac系统真空干燥并立即

在-80 ℃冷冻直至使用。

1.2.2 多肽标记和LC⁃MS/MS
将样本根据来源分为癌组织组（LC组）以及癌

旁组织组（PC 组），依照制造商的说明使用 5 μL
TMT试剂标记样品，将标记的样品混合并同时通过

纳升级液相色谱（Easy⁃nLC，Thermo Fisher Scientific
公司，美国）以及轨道阱质谱仪（LTQ⁃Orbitrap Velos
mass spectrometer，Thermo Fisher Scientific 公司，美

国）对标记的肽进行分析。所有相关实验均在南京

医科大学检测中心（http：//fxcszx.njmu.edu.cn/）完成。

1.2.3 生物信息学和生物活性肽筛选

通过在线工具Protparam（http：//web.expasy.org）
计算多肽的分子量（molecular weight，MW）以及等电

点（isoelectric point，PI）。癌和癌旁差异表达的多肽

相关的前体基因通过在线工具DAVID（（http：//da⁃
vid.abcc.ncifcrf.gov/）与GO数据库（Gene Ontology）、
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KEGG数据库（https：//www.kegg.jp/）进行比对，对其

进行功能注释和通路富集；利用在线工具Open Tar⁃
gets Platform（www. targetvalidation.org/）预测这些差

异多肽相关前体蛋白与肺癌之间的关系；通过网站

（https：//string⁃db.org）对差异前体蛋白进行蛋白互

作网络（protein protein interaction network，PPI net⁃
work）分析。

1.2.4 细胞培养和多肽制备

人肺腺癌细胞株A549和H1975细胞购自中国

科学院上海生命科学研究院细胞库。细胞传代培

养于含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中，置于

5%CO2、37 ℃恒温培养箱中进行常规培养。每隔2 d
用EDTA⁃胰酶消化传代。取对数生长的细胞用于后

续实验。相关多肽由南京金斯瑞生物公司定制合成，

获得后溶解于无菌蒸馏水（疏水性的多肽溶解时使用

冰上超声处理 3 min），储存于-40 ℃冰箱中。

1.2.5 CCK⁃8实验

取对数生长期的A549和H1975细胞，以每孔

4 000个接种于 96孔细胞培养板，每孔加入 200 μL
培养基，正常培养过夜。按试验要求处理细胞（每

组3个平行孔，独立重复3次），加入等体积PBS做为

对照，分别置于培养箱培养0~48 h 后，移除培养基，

每孔加入提前配制的10% CCK⁃8溶液100 μL，1~2 h
后于波长450 nm测各孔吸光度值。

1.2.6 Transwell实验

收集饥饿培养12 h的细胞，制备细胞悬液。取

出 Transwell小室置于 24孔板中，小室上层加入无

血清 RPMI1640 培养基 200 μL，下层加入含有

BSA 或小分子多肽的 RPMI1640培养基650 μL；取
稀释过的Matrigel 30 μL加到Transwell上室，在37 ℃
下孵育2 h，使Matrigel聚合成胶（研磨组织提取上清

仅做迁移实验）。将细胞悬液（细胞数约 5×104个）

加入小室内，置于 5% CO2 37 ℃的恒温培养箱静置

培养24 h。取出小室，室温下用甲醛固定15 min，去
除固定液后予结晶紫染色，用棉签擦去孔膜上层的

细胞，在烧杯中反复用清水漂洗小室，用倒置显微

镜拍摄膜底层的细胞，每个小室至少取5个视野，统

计细胞数目，从而判断细胞侵袭能力。

1.2.7 划痕实验

制备培养单层细胞，用针头在 6孔板底部划出

“一”字线，可作为后续拍照、观察的位点，将适当密

度的细胞（1×106个/孔）接种于6孔板中，各样本均设

3个复孔，37 ℃静置过夜后，分别接受相应的处理。

将处理过的细胞置入5%CO2、37 ℃恒温培养箱中培

养24 h，取出换液后，用10 μL移液器吸头沿板底部

作“︱”字形划痕，用灭菌的PBS洗涤细胞，更换培养

基。按 0~48 h的时间点，在倒置显微镜下寻找“十”

字交叉处确定划痕边缘并拍照。测量前后两次照片

固定点划痕边缘的相对距离，并计算不同时间点相对

距离的差值，以此数据判断细胞迁移能力的大小。

1.3 统计学方法

使用 SPSS25.0统计软件，部分作图使用Graph⁃
pad Prism 8以及R（version 4.0.5）。本研究所有实验

数据均用均数±标准差（x ± s）表示；通过配对 t检验

和双因素方差分析进行组间比较分析，P <0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺腺癌组织和癌旁组织分泌的内源性多肽对

A549和H1975细胞恶性表型的影响

将年龄匹配的 3例男性肺腺癌患者的癌组织

（LC组）和癌旁组织（PC组）研磨提取上清后，SDS⁃
PAGE胶结果显示研磨组织上清中的确含有许多

14 kDa以下的小分子多肽（图 1A）。后续通过相关

实验提取组织中的小分子多肽，为了验证两组多肽

是否有功能，将两组多肽以20 μmol/L的浓度加入到

肺腺癌细胞株A549和H1975中。CCK⁃8结果显示，

与 PBS对照组相比，LC组多肽显著促进了A549和

H1975 的增殖，而 PC 组多肽则抑制了 A549 和

H1975的增殖（图 1B、C）；Transwell实验显示 LC组

多肽能促进A549和H1975细胞的迁移能力，PC组

多肽则能抑制A549和H1975细胞的迁移能力（图

1D）。这些结果提示，肺腺癌组织分泌的多肽可能

促进肺腺癌细胞株的恶性表型，而癌旁组织分泌的

多肽则具有抑制肺腺癌细胞株恶性表型的能力。

2.2 肺腺癌和癌旁组织分泌多肽的基本特征

以LC⁃MS/MS技术鉴定了上清中分泌的4 538条
多肽，结果发现了 242条在两组间有差异表达的多

肽，共关联202个前体蛋白（部分前体蛋白关联数个

多肽）；其中，相对于PC组，LC组中有低表达的多肽

95条，差异高表达的多肽 147条（差异倍数≥2.0，
FDR<0.05）（图 2A、B）。通过在线工具计算了这些

差异多肽的分子量和等电点，其分子量主要分布在

≥2 000、700~＜900、500~＜700 Da这3个区间；等电

点主要分布在 10~＜11、8~＜9、9~＜10这 3个区间

（图2C、D）。先前研究发现，内源性多肽的功能往往

与其前体蛋白的功能相关，为了寻找这些差异多肽

前体蛋白的潜在功能，进一步进行了 GO 分析和
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A：3对癌和癌旁组织研磨上清提取蛋白进行SDS⁃PAGE胶处理后考马斯亮蓝染色；B、C：CCK⁃8实验评估肺腺癌和癌旁组织分泌多肽对肺

腺癌细胞A549（B）和H1975（C）增殖的影响，与对照组（PBS）比较，*P ＜0.05（n=3）；C：Transwell实验评估肺腺癌和癌旁组织分泌多肽对肺腺癌

细胞迁移的影响，与对照组（BSA）比较，*P ＜0.05（n=3）。
图1 肺腺癌和癌旁组织分泌多肽检测以及功能验证

Figure 1 Detection and functional verification of peptides secreted by lung adenocarcinoma and adjacent tissues
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KEGG通路富集分析（图 2E、F），此外，通过在线工

具对这些差异多肽前体蛋白绘制了蛋白互作网络

图（图2G）。
2.3 功能性差异多肽的筛选及其基本特征

用Open Targets Platform在线工具预测这些差

异前体蛋白与肺癌之间的关系，在分析的 202个前

体蛋白中，有79个蛋白可能与肺癌发生与发展存在

关联。与这些前体蛋白对应的共有 101条多肽，根

据 LC⁃MS/MS分析的结果，选取了其中组间差异较

大（差异倍数≥3）、组内差异相对较小、质谱信号较

高，同时在PC组高表达的7条多肽进行进一步的功

能研究。拟研究的这 7条多肽的前体蛋白分别是：

KAT6B、IQGAP1、ITGA2、BRD4、HSPA1A、VDR 和

IGSF10。研究发现，这7种前体蛋白（或对应编码基

因）都被明确报道与肺癌相关［15-21］。为了便于研究，

将这7条多肽分别命名为LACRP1~7（lung adenocar⁃
cinoma related peptide1⁃7）。在此基础上，利用在线

工具 ProtParam tool，对这 7条多肽进行进一步的分

析（表 1），结果发现，LACRP4、LACRP6这两条多肽

不稳定系数较高（>40），故在后续研究中将其剔除。

2.4 多肽LACRP2在A549和H1975细胞中的体外

功能实验

将 通 过 化 学 合 成 得 到 的 多 肽 LACRP1、
LACRP2、LACRP3、LACRP5、LACRP7，以 20、
50 μmol/L的浓度加入到人肺腺癌细胞株 A549和

H1975中进行生物学功能实验。划痕结果显示，在

浓度为50 μmol/L时，仅有多肽LACRP2能同时抑制

A549和H1975的迁移（图 3A）；然而CCK⁃8试验未

能证实 LACRP2对A549和H1975增殖能力的抑制

（图3B、C），Transwell实验结果显示LACRP2能抑制

A549和H1975的侵袭能力（图3D）。这些结果证实

多肽LACRP2具有体外抑制肺腺癌细胞株部分恶性

表型的功能。

3 讨 论

近年来，由于存在低分子量、高灵敏度、低耐药

性和易于修饰等优点，肽类药物成为众多研究的

热点，多种抗肿瘤肽已上市并应用于患者的临床
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A：选择 FDR<0.05、差异倍数≥2的多肽进行聚类分析；B：检测的4 538条多肽的火山图分析，其中红色点代表差异上调多肽，蓝色点代表

下调多肽；C、D：两组差异多肽分子量（C）及等电点（D）分析；E：差异多肽的前体蛋白 GO 分析；F：差异多肽的前体蛋白KEGG通路富集分析；

G：差异多肽的前体蛋白蛋白互作网络图（version：11.5，https：//string⁃db.org/）。
图2 多肽的基本特征及其潜在功能分析

Figure 2 Basic characteristics and potential function analysis of peptides
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治疗［22］。肽可以通过多种机制诱导细胞死亡，包括

破坏细胞膜、细胞凋亡、肿瘤血管生成抑制、免疫调

节、细胞信号通路破坏、细胞周期调节、DNA 修复通

路或其他细胞死亡途径。但抗肿瘤肽的研究主要

集中于通过文库制备生物合成肽，内源性肽的研究

相对较少。

随着研究的深入，内源性多肽被发现在大多数

生理过程中发挥着重要作用，例如神经递质、激素、

细胞因子调控、免疫调节等［23］。由于质谱技术的进

步，多肽组学成为蛋白质组学分化出来的新兴领
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表1 7条内源性多肽的基本特征

Table 1 Basic characteristics of 7 endogenous peptides

不稳定系数越高，多肽越不稳定。脂肪指数越高，多肽亲脂性越高。亲水性系数小于0，多肽亲水；系数大于0，多肽疏水。

多肽

LACRP1
LACRP2
LACRP3
LACRP4
LACRP5
LACRP6
LACRP7

氨基酸序列

GATTKITTTSTYISASTLKVNKKTK
KTEVSLTL
RVYLFTIKK

KKSKAKEPPPKKT
KAQIHDLVLVGGSTRIP

QDAALIEAIQDRLSNTLQTYIRCRHPP
LLLENKPSVEKTT

前体蛋白

KAT6B
IQGAP1
ITGA2
BRD4

HSPA1A
VDR

IGSF10

脂肪指数

066.40
133.75
118.89
007.69
131.76
097.78
112.31

分子质量

2 644.06
0 890.04
1 167.46
1 466.79
1 804.12
3 123.54
1 471.71

等电点

10.30
06.00
10.29
10.30
08.75
06.75
06.14

不稳定系数

05.49
32.83
-8.92
53.68
17.24
59.51
36.46

亲水性

-0.484
0.275
0.111

-2.415
0.253

-0.559
-0.500

48
h

0h

LACRP2（20 μmol/L）
A549

LACRP2（50 μmol/L）PBS LACRP2（20 μmol/L）
H1975

LACRP2（50 μmol/L）PBS
A

A：划痕实验评估多肽LACRP2干预对肺腺癌细胞A549和H1975迁移功能的影响；B、C：CCK⁃8实验评估多肽LACRP2干预对肺腺癌细胞

A549（B）和H1975（C）增殖的影响（n=3）；D：Transwell实验评估多肽LACRP2干预对肺腺癌细胞侵袭功能的影响，#2、#3为50 μmol/L LACRP2
干预时不同小室的平行结果（×120），与对照组（BSA）比较，*P＜0.05（n=3）。

图3 多肽LACRP2在细胞水平功能验证

Figure 3 Functional verification of polypeptide LACRP2 at the cell level
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域，以机体内源性多肽为研究对象，研究多肽组的

结构、功能、变化规律及其相关关系。这项技术可

以更好地帮助了解肿瘤细胞及其复杂而特殊的基

质微环境以及寻找特定的新生物标志物和治疗策

略。本研究首次报道了人类肺腺癌和癌旁组织的

多肽组学研究结果。分别提取了3对年龄匹配的男

性肺腺癌组织和癌旁组织的内源性多肽，体外实验证

实，这些多肽可以影响A549和H1975细胞株的部分

恶性表型。后续使用LC⁃MS/MS技术，鉴定了10 kDa
以下的4 538条多肽，约85%的多肽分子量小于3 kDa
（3 843/4 538）；经过比较，共筛选出242条存在差异

表达的多肽，对应202个前体蛋白。

对这些差异前体蛋白进行生物信息学分析，GO
分析的结果显示这些差异多肽的前体蛋白主要涉

及细胞周期、染色质修饰、细胞黏附以及细胞骨架

等重要生物学功能的调控；KEGG通路富集分析显

示这些蛋白主要涉及上调MYC通路、细胞有丝分裂

等，以及下调细胞 EMT、对紫外线反应、蛋白分泌

等。这些功能和通路均与肿瘤发生发展存在密切

联系。而蛋白互作网络图表明这些差异前体蛋白

之间存在较强的相互作用，位于网络图中蛋白互作

最密切的区域，可以看到这些蛋白大多与细胞周期

调节、染色质修饰、DNA损伤修复、转录调控等功能

有关。以上结果也进一步佐证了上一步体外实验

中的发现，这些差异多肽可能与肿瘤细胞的凋亡和

迁移等有关。

通过公共数据库以及在线工具的挖掘，筛选出

5条多肽进行后续研究。人工合成这5条多肽，验证

它们对A549和H1975细胞株恶性表型的影响，最终

发现LACRP2具有一定程度上抑制肺腺癌细胞恶性

表型的功能。此外，检索了多肽数据库（BIOPEP、
PeptideDB、APD2）和文献，未发现有关 LACRP2多

肽及同源序列的相关研究，说明这是一条全新的与

肺腺癌细胞恶性表型相关的内源性多肽。该多肽

氨基酸序列为KTEVSLTL，其分子量为 890.04 Da，
属于小分子多肽，等电点为 6.0，不稳定系数 32.83，
属于稳定结构；其脂肪指数133.75，亲水性0.275，属
于亲脂性多肽。这也提示LACRP2易通过扩散或胞

吞作用进入细胞内，其前体蛋白为 IQGAP1。研究

证实，MAP4K3转基因小鼠揭示了该基因可通过形

成蛋白复合物、磷酸化来激活 IQGAP1，进而促进肺

癌细胞的迁移，并诱导肺癌细胞产生远处转移；并

且，MAP4K3⁃IQGAP1蛋白复合体的过表达亦会导

致肺癌患者预后不良［24］。然而，LACRP2在肺腺癌

发生发展中的分子机制没有阐明，其下游结合蛋白

仍然未知，今后将通过进一步实验来研究和证实

LACRP2在肺腺癌中的作用。

综上所述，本研究通过多肽组学手段，从肺腺

癌组织和癌旁组织中筛选出具有抑制肺腺癌细胞

恶性表型的新型内源性多肽 LACRP2，目前该多肽

未见其他报道。鉴于多肽类药物具有分子量小、肿

瘤靶向性、低免疫原性、低耐药性、易于合成和改造

等诸多优势，有望成为肿瘤治疗的新选择。
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