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Рак желудка (РЖ) – наиболее распространенная
злокачественная опухоль желудка, занимающая
первое место среди всех опухолей желудочно�ки�
шечного тракта, и главная причина смертности от
онкологических заболеваний на протяжении боль�

шей части ХХ века [1]. В наши дни ежегодно в мире
регистрируется более миллиона новых случаев РЖ,
и более 50000 из них – в Российской Федерации.
Особенно высокий уровень смертности от РЖ за�
фиксирован в Японии, странах Восточной Европы,
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В результате сравнительного анализа уровня синтеза белков в интестинальных и диффузных опухолях желуд@
ка и в нормальных тканях, выполненного методом двумерного гель@электрофореза, идентифицированы три
белка (SOD2, S100A6 и TXN), содержание которых в опухолях значительно выше, чем в нормальных тканях.
При этом повышение уровня синтеза белков SOD2 и TXN гораздо чаще наблюдается в диффузных опухолях,
чем в интестинальных. На основе опубликованных данных отобрана контрольная панель из 11 белков, содер@
жание которых, согласно данным двумерного электрофореза, в опухолях желудка заметно выше, чем в нор@
мальных тканях. Биоинформатический поиск мРНК, кодирующих белки из контрольной панели, в базе дан@
ных Oncomine, содержащей результаты определения уровней транскрипции мРНК в нормальных и опухоле@
вых тканях, выявил совпадение данных протеомного и транскриптомного анализа для семи из 11 белков.

Ключевые слова: рак желудка, протеомика, биоинформатика, протеомные маркеры опухолей.
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sity, Tomsk, 634050 Russia). Comparison of protein expression in intestinal and diffuse stomach tumors by 2D
gel electrophoresis led to identification of three proteins (SOD2, S100A6, and TXN), which are overexpressed
in tumors as compared to normal controls. It was shown, that overexpression of proteins SOD2 and TXN oc@
curs much more frequently in diffuse tumors than in intestinal ones. A control panel of eleven proteins overex@
pressed in stomach tumors has been selected based on the data of comparative 2D analysis described in the lit@
erature. Bioinformatics search for mRNAs encoding proteins from the control panel in Oncomine database
(which contains the results of determination of mRNA transcription level in tumor vs. normal samples) demon@
strated the coincidence of proteomic and transcriptomic data for seven out of 11 proteins.
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Латинской Америки и Африки. Факторами риска
развития РЖ являются: возраст (более 60 лет), атро�
фический гастрит и интестинальная метаплазия,
пониженный уровень пепсиногена в крови, группа
крови типа А, пол (риск вдвое выше у мужчин), ку�
рение, тучность, особенности питания (частое упо�
требление копченой рыбы) и наследственные фак�
торы (мутации в гене Е�кадгерина, а также в других,
пока не идентифицированных генах). Пятилетняя
выживаемость при РЖ варьирует от 5 до 15%, реци�
дивы опухоли отмечаются у 80% больных, при этом
56% больных умирают в течение первого года после
постановки диагноза. Это связано с высоким уров�
нем запущенности, обусловленным скрытым тече�
нием заболевания (без выраженной симптомати�
ки), отсутствием программ активного выявления
(скрининга) и чувствительных методов молекуляр�
ной диагностики, которые позволяли бы распозна�
вать злокачественный процесс на ранних стадиях. В
настоящее время в клинической практике ограни�
ченно применяется лишь несколько диагностиче�
ских тестов РЖ. Часть из них основана на определе�
нии поверхностных белковых маркеров опухолевых
клеток (например, CA 19.9 и DR70), однако такие
тесты имеют низкую специфичность. Один тест
позволяет идентифицировать методом ПЦР мета�
статические клетки в перитонеальной жидкости на
поздних стадиях заболевания [2]. Большинство зло�
качественных опухолей желудка – это аденокарци�
номы, которые согласно классификации Lauren
подразделяют на два основных гистологических
подтипа: интестинальный (кишечный) и диффуз�
ный, различающиеся по агрессивности клиниче�
ского течения [3]. Интестинальные опухоли харак�
теризуются сохранностью железистых структур
эпителия, микроскопически напоминающих желе�
зы слизистой кишечника с многочисленными про�
токами. Клетки РЖ диффузного типа не связаны
между собой и не образуют отдельных опухолевых
узлов в стенке желудка, обладают ползущим ин�
фильтративным ростом, при этом злокачественный
процесс протекает более агрессивно и имеет худ�
ший прогноз, чем в случае опухолей интестиналь�
ного типа. У 8–10% больных диффузным РЖ обна�
руживается генетическая предрасположенность к
развитию этого заболевания [4].

Применение методов сравнительной протеоми�
ки открывает возможность идентификации белко�
вых онкомаркеров, уровень синтеза которых наибо�
лее заметно и наиболее часто различается в опухо�
левых и нормальных тканях. Этот подход основан
на фракционировании белков нормальных и опухо�
левых тканей, идентификации белков с заметно из�
мененным уровнем синтеза в опухолях с помощью
масс�спектрометрии и отборе секреторных белков,
представленных в базах данных (БД).

Получение антител к секреторным белкам с по�
вышенным уровнем синтеза в опухолях открывает
возможность создания высокочувствительных се�

рологических тестов для диагностики, послеопера�
ционного мониторинга и прогнозирования течения
заболевания. В представленной работе с использо�
ванием разработанной нами модификации метода
двумерного гель�электрофореза (2DE) [5] проведен
сравнительный анализ протеомов РЖ интестиналь�
ного и диффузного типа и нормальных тканей, а
также определена эффективность поиска белковых
маркеров РЖ методами 2DЕ и биоинформатиче�
ского поиска в транскриптомной БД Oncomine [6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экстракция белков и 2DЕ@анализ экстрактов
тканей. Образцы РЖ (всего 11, из которых пять –
интестинальная форма и шесть диффузная, ста�
дии T1–4N0–1M0), полученные после резекции, мак�
симально быстро замораживали в жидком азоте и
хранили при –70°С. Клинический диагноз подтвер�
ждали морфологическим исследованием в отделе�
нии патологической анатомии и цитологии НИИ
онкологии (г. Томск). Отсутствие опухолевых кле�
ток в образцах нормальных тканей, удаленных от
опухоли на 7–10 см, подтверждали гистологиче�
ским анализом. Ткани гомогенизировали и экстра�
гировали белковую фракцию солевым буфером со�
гласно предложенному нами ранее протоколу [5].
Концентрацию белка в экстрактах определяли по
методу Бредфорд [7]. 2DЕ проводили согласно
стандартному протоколу [8]. На трубку наносили
100 мкг белка и проводили изоэлектрофокусировку
в направлении кислого буфера (300 В, 16 ч). Стол�
бики геля извлекали из трубок, промывали в тече�
ние 40 мин в буфере Лэммли и замораживали при
⎯80°С. Разделение во втором направлении проводи�
ли в градиентном полиакриламидном геле (10–22%)
при 25 мА в течение 16 ч. После электрофореза гели
окрашивали солями серебра [9]. Электрофореграм�
мы сканировали на приборе Epson Perfection V750
Pro, позволяющем получать изображения прозрач�
ных объектов в видимом диапазоне с разрешением
4800 dpi. 

Белковые пятна идентифицировали масс�спек�
трометрически на тандемном MALDI�TOF/TOF
спектрометре Ultraflex II (“Bruker Daltonics”, Герма�
ния), оснащенном УФ�лазером (Nd). Кусочки геля
дважды промывали в 100 мкл 40%�го раствора аце�
тонитрила в 0.1 М NH4HCO3 (30 мин, 37°С), после
удаления раствора гели дегидратировали, добавляя
100 мкл ацетонитрила. Ацетонитрил удаляли, об�
разцы высушивали и добавляли 3 мкл раствора мо�
дифицированного трипсина (“Promega”, 15 мкг/мл
в 0.05 М NH4HCO3). Образцы инкубировали в тече�
ние 12 ч при 37°С и добавляли 7 мкл 0.5%�ной три�
фторуксусной кислоты (ТФУ) в 10%�ном водном
растворе ацетонитрила. На мишени смешивали
2 мкл надгелевого раствора и 0.3 мкл раствора 2,5�
дигидробензойной кислоты (“Aldrich”, 20 мг/мл в
20%�ном водном растворе ацетонитрила с добавле�
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нием 0.5% ТФУ). Смесь высушивали на воздухе.
Масс�спектрометрию проводили в режиме поло�
жительных ионов с использованием рефлектрона в
диапазоне 700–4500 Да (общий разгоняющий по�
тенциал в рефлекто�моде +25 кВ). Спектры фраг�
ментации отдельных пептидов получали в тандем�
ном режиме (Lift), при этом разгоняющий потенциал
родительских ионов составлял +7 кВ, а фрагментные
ионы ускорялись до 28 кВ. Точность измеренных
масс после калибровки по пикам автолиза трипсина
составляла минимум 0.005%, точность измеренных
масс фрагментов – 1 Да. Масс�спектры обрабатыва�
ли с использованием программы FlexAnalysis 2.0
(“Bruker Daltonics”). Белки идентифицировали по
“пептидному масс�фингерпринту” при помощи
программы Mascot [10] в БД белков человека NCBI
[11] с учетом возможного окисления остатков мети�
онина кислородом воздуха и модификации остат�
ков цистеина акриламидом. Идентификацию белка
считали достоверной при значении скор�параметра
>71 (p < 0.05). Если определение белка не удовлетво�
ряло критериям надежности, то получали спектры
фрагментации отдельных пептидов и проводили
поиск по МС+МС/МС с использованием програм�
мы BioTools v.3 (“Bruker Daltonics”). 

Биоинформатический поиск. Поиск потенциаль�
ных белковых онкомаркеров РЖ проводили с ис�
пользованием транскриптомной БД Oncomine [6] и
дифференциального анализа (тип сравнения нор�
ма–опухоль) в коллекции образцов опухолей же�
лудка Чена (Chen Gastric Collection). Уровень тран�

скрипции гена в опухолях желудка определяли как
отношение log2MCI опухолевых и нормальных тка�
ней (т.е. приводимых в БД значениях логарифмов
медианы интенсивности флуоресценции пятна). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Большинство протеомных исследований выпол�
няется на суммарных экстрактах ткани, содержа�
щих много структурных белков, что затрудняет вы�
явление минорных растворимых белков. Для устра�
нения высококопийных структурных белков мы
использовали предварительную экстракцию рас�
творимых белков тканей солевым буфером [5].
Сравнение электрофореграмм, полученных после
разделения 11 пар белковых экстрактов нормальной
и опухолевой тканей желудка методом 2DE, позво�
лило обнаружить 15 белковых пятен, интенсив�
ность которых в опухоли как минимум в 3 раза вы�
ше, чем в нормальной ткани не менее чем в четырех
образцах (двумерные электрофореграммы двух пар
образцов представлены на рисунке). Масс�спектро�
метрический анализ белковых пятен, интенсив�
ность которых заметно различалась в нормальных и
опухолевых тканях, позволил надежно идентифи�
цировать по интегральным параметрам два белка:
супероксиддисмутазу 2 (SOD2) и S100A6 (значения
параметра 73 и 72 соответственно, см. раздел Био�
информатический поиск в “Экспериментальной
части”). Кроме того, проведена вероятная, но не
окончательная идентификация тиоредоксина (бе�
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лок TXN, значение параметра 69), повышение
уровня синтеза которого в опухолях желудка описа�
но ранее [12]. Количество идентифицированных
маркеров РЖ, небольшое по сравнению с обнару�
женным нами ранее методом 2DЕ в опухолях дру�
гой локализации (толстой кишки и щитовидной
железы) [5, 15], может объясняться как высокой
агрессивностью среды в полости желудка, так и рез�
кой активизацией процессов некротического и апо�
птотического распада клеток через короткое время
после резекции хирургического материала, что при�
водит к образованию многочисленных продуктов
протеолиза, затрудняющих разделение и иденти�
фикацию белков. 

Два из трех белков (S100A6 и TXN) секреторные,
следовательно, они проникают в кровоток в про�
цессе роста опухоли и ее некротического распада.
Эти маркеры могут использоваться для сывороточ�
ной диагностики широкого спектра опухолей, по�
скольку заметное и частое повышение уровня син�
теза белка S100A6 наблюдается при раке поджелу�
дочной железы [16], прямой кишки [17] и легкого
[18], а белка TXN – при раке прямой кишки [19].
Сравнение частоты повышения синтеза идентифи�
цированных белков при РЖ различного гистологи�
ческого подтипа показало, что уровень белков TXN
и SOD2 заметно чаще повышается в диффузных
опухолях, чем в интестинальных (в 2 и 4 раза соот�
ветственно), тогда как в случае белка S100A6 разни�
ца оказалась незначительной. Преимущественный
синтез белка TXN в опухолях желудка недифферен�
цированного типа ранее описали японские ученые.
Согласно классификации Японского общества га�
строэнтерологической эндоскопии, опухоли этого
типа сходны с РЖ диффузного типа. [20]. Морфо�
логически не всегда возможно четко определить
принадлежность опухоли к кишечному или диф�
фузному типу, что очень важно для назначения
адекватной терапии, поэтому иммуногистохимиче�
ский анализ уровня ассоциированных с тем или
иным гистотипом белков позволит повысить эф�
фективность дифференциальной диагностики РЖ
и выбора оптимального лечения. Для того, чтобы
определить прогностическую ценность TXN и
SOD2, необходимо иммуногистохимически с ис�
пользованием специфических антител оценить их

связь с гистологическим типом и особенностями
клинического течения процесса (наличие лимфо�
генного и/или гематогенного метастазирования,
рецидивирования) на более представительной вы�
борке больных РЖ.

Анализ опубликованных данных показал, что из
идентифицированных нами белков два – это фер�
менты, способные восстанавливать активные фор�
мы кислорода (в частности, перекись водорода) в
цитоплазме (TXN) и митохондриях (SOD2), защи�
щая клетки от окислительного стресса (табл. 1). В
процессе иммортализации клеток значительно по�
вышается уровень синтеза ферментов�антиоксидан�
тов (оксидоредуктаз), что ассоциировано с резким
увеличением вероятности превращения доброкаче�
ственной опухоли в злокачественную и с неблагопри�
ятным прогнозом [21]. Повышение уровня синтеза
оксидоредуктаз приводит к снятию окислительного
стресса, возникающего в результате аномального
кровоснабжения опухоли, а также синтеза активных
форм кислорода макрофагами и гранулоцитами, ин�
фильтрирующими опухоль. Кроме того, повышение
уровня оксидоредуктаз в опухолевых клетках при�
водит к подавлению процессов апоптоза и некроза.
Роль тиоредоксина в возникновении и прогрессии
широкого спектра опухолей хорошо документиро�
вана [20–22]. Функции этого белка состоят в инак�
тивации перекисей, переносе атомов водорода для
восстановления цитоплазматических редуктаз, а
также в регуляции клеточного цикла и супрессии
апоптоза. Супероксиддисмутаза 2 инактивирует су�
пероксидные радикалы, возникающие в митохон�
дриях в результате утечки электронов из дыхатель�
ной цепи. Известно, что некоторые однонуклеотид�
ные полиморфизмы в гене SOD2 ассоциированы с
повышенным риском возникновения целого ряда
опухолей [23]. 

С целью сравнения эффективности идентифи�
кации белковых маркеров РЖ при помощи разра�
ботанной нами модификации метода 2DЕ�анализа
и методов биоинформатического поиска мы отобра�
ли панель из 11 белков, частота и величина повыше�
ния уровня синтеза которых согласно опубликован�
ным данным наиболее выражены в РЖ (табл. 2).
Данные, указывающие на повышение уровня тран�
скрипции генов или уровня синтеза пяти из 11 бел�

Таблица 1. Характеристика белков, содержание которых повышено в опухолях желудка

Белок Повторяемость* Мол. масса, клеточная локализация Функция Ссылка

TXN 3/5; 6/6 11.4 кДа, цитоплазма Оксидоредуктаза, регулятор клеточного 
цикла и апоптоза

[11]

SOD2 1/5; 5/6 24.7 кДа, митохондрии Оксидоредуктаза [12]

S100A6 4/5; 4/6 10.1 кДа, цитоплазма, ядро, мембрана Регулятор клеточного цикла, пролиферации 
и дифференцировки

[13]

*Отношение количества опухолей интестинального и диффузного типа с повышенным уровнем синтеза белка к общему числу
проанализированных в настоящей работе опухолей интестинального и диффузного типа соответственно.
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ков в опухоли, подтверждены независимыми метода�
ми (ПЦР в реальном времени, иммуногистохимиче�
ские методы, Вестерн�блотинг, 2DЕ). Сравнительная
оценка эффективности идентификации белков, ак�
тивно синтезируемых при РЖ, проведенная метода�
ми 2DЕ и биоинформатического поиска (на основе
выявления в БД Oncomine мРНК с повышенным
уровнем транскрипции в опухолях) показала совпа�
дение результатов у семи из 11 белков (табл. 2). В
двух случаях БД Oncomine не содержала сведений о
транскрипции гена, а для двух оставшихся генов
данные были противоположными, т.е. в БД Oncom�
ine транскрипция мРНК в опухолях снижалась по
сравнению с нормой, тогда как согласно протеом�
ному анализу уровень синтеза соответствующего
белка возрастал. Результаты 2DЕ�анализа одного из
двух оставшихся белков подтверждены иммуноги�
стохимическим методом (табл. 2). Противоречия
между результатами 2DЕ�анализа и БД Oncomine
могут объясняться следующими причинами: 1) не�
достаточным количеством образцов, проанализиро�
ванных методом 2DЕ; 2) артефактами БД Oncomine,
связанными с перекрестной гибридизацией гомоло�
гичных последовательностей семейств родственных
генов на микрочипах; 3) понижением уровня экс�
прессии микроРНК, подавляющих синтез белка на
уровне трансляции в опухолевых клетках, при неиз�
менном или сниженном уровне транскрипции
мРНК�мишени [29]. Таким образом, данные биоин�
форматического поиска в БД Oncomine совпадают с
результатами определения уровня синтеза умеренно�
и высококопийных белков методом 2DE в семи из
11 случаев, что указывает на значительно более высо�
кую эффективность использования Oncomine по

сравнению с аналогичными базами, аккумулирую�
щими результаты анализа транскриптомов [15].
Определение статистической значимости обнару�
женной корреляции потребует дополнительных ис�
следований с использованием разработанного про�
токола 2DЕ.

Настоящая работа выполнена при поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (08�04�13705�офи_ц) и Международного науч�
но�технического центра (# 3909). 
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