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	项目名称
	益气解毒方干预鼻咽癌高癌家系癌患者关键蛋白质组分的动态观察

	申报奖励类型
	医学科学技术奖

	项目简介
	研究目标：

1. 通过对鼻咽癌高癌家系气虚体质关键蛋白质组分病理靶标的动态变化过程观察，为找出一种方便获取而特异性高的鼻咽癌筛选分子标志物打下基础。并探讨其特异性的体质病机，为从中医体质学角度预防鼻咽癌的发病提供理论与实践依据。

2. 通过对益气解毒法干预治疗前后该类关键蛋白质组分的反应状况及其变化趋势的观察，为验证鼻咽癌发病的“气虚染毒”学说提供临床与实验证据。

3. 通过对蛋白质进行信号通路分析,分析出益气解毒法干预的信号通路和作用的关键蛋白质。结合其临床症状进行分析评价，从而获得一种或多种与药效相关的蛋白标志物，为进一步研究鼻咽癌的发病机理及其治疗转归机制提供实验依据。

研究工作分为三个部分：

1. 收集鼻咽组织标本及外周血淋巴细胞标本，根据研究需要分组。

2. 鼻咽癌高癌家系癌患者气虚体质关键蛋白质组分表达量鉴定，利用RT-PCR以及Western blotting方法分析了CAPZA1、APBA、HSP27/70、S100-A1、Annexin A7、Rho-GDIβ、ENO1、PHB。发现其中Annexin A7、Rho-GDIβ、ENO1、PHB、 HSP27、HSP70和S100A9在高癌家系及散发鼻咽癌患者中较正常对照组升高。F-肌动蛋白戴帽蛋白亚基（CAPZA1）在高癌家系患者外周血中表达量下调。HSP27、HSP70和S100A9在同一气虚质鼻咽癌患者放化疗后比放化疗前明显下调，差异有统计学意义。HSP27、HSP70和S100A9在气虚质鼻咽癌患者鼻咽组织中表达高于外周血淋巴细胞，差异有统计学意义。

3. 动态观察益气解毒法干预前后鼻咽癌高癌家系气虚体质鼻咽癌患者关键蛋白质组分的表达。发现F-肌动蛋白戴帽蛋白亚基（CAPZA1）在高癌家系患者外周血中表达量下调，而益气解毒法对高癌家系鼻咽癌患者外周血CAPZA1具有提升作用，有益于鼻咽癌患者的治疗。而益气解毒法将加快HSP27、HSP70和S100A9在放化疗中的下降速度。说明益气解毒方可能通过帮助下调鼻咽癌患者关键蛋白HSP27、HSP70和S100A9，辅助鼻咽癌患者提高放化疗疗效。

本项目的特色与创新之处：

1. 运用动态流行病学和分子流行病学原理和方法，选择鼻咽癌高癌家系癌患者气虚体质者作为研究对象，以鼻咽癌高癌家系癌患者气虚体质及其关键蛋白质组分（包括Annexin A7、 Rho-GDP解离抑制蛋白、F-肌动蛋白戴帽蛋白亚基、Alpha-烯醇化酶、HSP27、HSP70和S100A9等）为动态观察指标，以益气解毒法进行干预，为鼻咽癌的防治研究提供新的研究方向，也为体质病理学的研究落实到具体的病种提供了新的思路。

2.以中医鼻咽癌“气虚染毒”学说作为科学假说，从临床体质学及其关键蛋白质组分的角度进行验证，为中医研究鼻咽癌的发病机制提供新的理论和实验依据。

3. 研究结果一方面可为找出一种方便获取而特异性高的鼻咽癌筛选分子标志物打下基础，另一方面可能获得一种或多种与药效相关的蛋白标志物，为临床辩证用药及药效的评价提供准确而有效的手段。

    本研究以具有强烈遗传特性的高癌家系癌患者作为研究对象，以鼻咽癌高癌家系癌患者气虚体质的关键蛋白质组分为动态观察指标，以益气解毒法为干预手段，从中医体质学与蛋白质角度验证中医鼻咽癌发病的“气虚染毒”的学说。

	客观评价
	本课题首先分别分离纯化鼻咽癌高癌家系癌患者、具有血缘关系的家系成员及其配偶和正常人外周血单个核细胞，抽提蛋白质，应用双向凝胶电泳技术建立重复性和分辨率均较好的双向凝胶电泳图谱，PD-Quest软件对双向电泳图谱差异表达量2倍以上的蛋白质点进行比较与分离，采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱对差异表达的蛋白质进行分析鉴定，以寻找与鼻咽癌高癌家系肿瘤发生相关的蛋白质，成功地建立了用蛋白质组学技术分析外周血单个核细胞的实验方法。建立了分辨率高且重复性较好的鼻咽癌高癌家系鼻咽癌患者组、具有血缘关系的鼻咽癌高癌家系成员组及健康对照组外周血单个核细胞双向凝胶电泳图谱。方法具有创新性。鉴定出的鼻咽癌发生相关蛋白质包括F-肌动蛋白带帽亚基（CAPZA1）、膜联蛋白A7(Annexin A7)、α-烯醇化酶(α-enolase， ENO1)、Rho-GDP解离抑制蛋白（Rho-GDIβ）、抗增殖蛋白（Prohibitin，PHB）等19个表达差异蛋白质，高癌家系中表达明显增强的有热休克蛋白质 (heat shock protein,HSP) 27、S100A9蛋白、Prohibitin蛋白、肌动蛋白等10个蛋白点；可能成为鼻咽癌高癌家系鼻咽癌早期发现、早期诊断、癌变机制研究、治疗及预后监测的外周血特异性分子标志物。

但由于双向凝胶电泳技术固有的定量并不是很准确的缺陷，因此需对前期基于凝胶的蛋白质组学技术筛选出的关键差异表达蛋白质进行表达水平进行验证及定量分析，以确保筛选到的蛋白质为真正的差异蛋白质。同时也为为鼻咽癌高癌家系鼻咽癌高发机制的研究奠定基础。

本课题在原有工作的基础上，首次将已经鉴定出的鼻咽癌相关差异蛋白质，如：F-肌动蛋白戴帽蛋白亚基（CAPZA1）、HSP27、HSP70、Protein S100-A9、神经特异性X11蛋白（APBA）、膜联蛋白A7(Annexin A7)、α-烯醇化酶(α-enolase， ENO1) 、Rho-GDP解离抑制蛋白（Rho-GDIβ）、抗增殖蛋白（Prohibitin，PHB）等，进行高癌家系鼻咽癌患者中的mRNA水平及蛋白质水平的定量分析及表达验证；首次运用益气解毒法对鼻咽癌高癌家系气虚体质癌患者放化疗过程中进行干预，观察其HSP27和HSP70、APBA和CAPZ的动态变化。以进一步研究其对鼻咽癌细胞发生发展的影响及探讨可能的分子机制，为鼻咽癌早期分子标志物的筛选提供实验依据。因此本研究对鼻咽癌的早期诊断及早期预防具有理论和实际意义。

	推广应用情况
	分别在佛山市第二人民医院、湖南中医药大学附属第一医院、佛山市第一人民医院、湖南省第二人民医院应用益气解毒方干预鼻咽癌的放化疗过程，观察患者的使用情况，观察其HSP27和HSP70、APBA和CAPZ等蛋白的动态变化。以进一步研究其对鼻咽癌细胞发生发展的影响及探讨可能的分子机制，为鼻咽癌早期分子标志物的筛选提供实验依据。同时发现益气解毒方能明显改善鼻咽癌患者的放化疗副作用。
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2、田道法，排名：第二，职称：主任医师，行政职务：科主任，工作单位：湖南中医药大学第一附属医院，完成单位：湖南中医药大学，主要贡献：鼻咽癌发病机制“气虚染毒”及治疗法则“益气解毒法”的提出者，项目的指导。对高癌家系癌患者癌组织的2-DE分析发现：在三个对比组（高癌家系癌患者组对散发鼻咽癌患者组；高癌家系癌患者组对正常人组；高癌家系癌患者气虚组对高癌家系癌患者湿热组）中，均发现有表达差异蛋白质。质谱鉴定发现包括F-肌动蛋白带帽亚基（CAPZA1）、膜联蛋白A7(Annexin A7)、α-烯醇化酶(α-enolase， ENO1)、Rho-GDP解离抑制蛋白（Rho-GDIβ）、抗增殖蛋白（Prohibitin，PHB）等24个表达差异蛋白质。对高癌家系癌患者表达差异蛋白质进行功能分析发现：鼻咽癌高癌家系癌患者的体质证型以气虚质为主，高癌家系癌患者肿瘤侵袭能力较强，而高癌家系癌患者气虚组的侵袭能力较湿热组更强，肿瘤恶性程度更高。
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7、谷婷婷，排名:第七，职称：住院医师，行政职务：无，工作单位：佛山市第二人民医院，完成单位：佛山市第二人民医院，主要贡献：发现HSP27、HSP70和S100A9 mRNA在高癌家系气虚质鼻咽癌、散发气虚质鼻咽癌和正常人的鼻咽组织中，高癌家系气虚质鼻咽癌>散发气虚质鼻咽癌>正常人；HSP27、HSP70和S100A9 mRNA在外周血淋巴细胞中，无明显差异；无论在鼻咽组织还是外周血淋巴细中，HSP27、HSP70和S100A9蛋白在高癌家系气虚质鼻咽癌>散发气虚质鼻咽癌>正常人。HSP27、HSP70和S100A9 mRNA及蛋白在气虚质鼻咽癌放化疗前与放化疗后比较，放化疗前>放化疗后。应用益气解毒方干预后，HSP27、HSP70和S100A9 mRNA无明显变化。HSP27和HSP70蛋白在益气解毒方联合放化疗下降>单纯放化疗下降，S100A9蛋白无明显变化。HSP27、HSP70和S100A9 mRNA及蛋白在鼻咽组织与外周血淋巴细胞比较，鼻咽组织>外周血淋巴细胞，差异具有统计学意义（P<0.01）。
8、成细华，排名:第八，职称：教授，行政职务：教研室主任，工作单位：湖南中医药大学，完成单位：湖南中医药大学，主要贡献：帮助制备益气解毒方，帮助搜集鼻咽癌患者血液及组织标本，观察鼻咽癌患者放化疗过程中使用益气解毒方后症状的改善情况及标本采集。
9、刘宇勤，排名:第九，职称：副主任医师，行政职务：无，工作单位：怀化市中医医院，完成单位：湖南中医药大学，主要贡献：发现PHB基因在鼻咽慢性炎症组，散发气虚质鼻咽癌组织及高癌家系气虚质鼻咽癌组织中表达无明显差异。PHB蛋白在高癌家系鼻咽癌组>散发性鼻咽癌组>鼻咽粘膜慢性炎症组，在高癌家系鼻咽癌组织中表达显著上调。

	完成单位情况
	1、佛山市第二人民医院，排名：第一，主要贡献：为申请单位，负责项目申请，设计，临床病例收集，蛋白质鉴定与验证，总结分析结题报告等方面工作，主持项目研究的制订及组织实施，并提供技术、经费及设备的支持等，对该项成果的研究起主要作用；在应用过程中提供技术和人员，对项目的完成起到的组织、管理和协调作用。

2、湖南中医药大学，排名：第二，主要贡献：为合作单位，负责课题指导，提供蛋白质鉴定与验证的实验条件，协助分析蛋白质鉴定结果等分面工作。在推广应用中对鼻咽癌患者放化疗前后使用益气解毒方干预，并观察其疗效。
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