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肾病肾组织蛋白质进行鉴定

和定量分析&方法
!

利用
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技术分析
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肾病肾组织及正常对照肾组织中的蛋白质组信息!寻找显著差异表达蛋白质&

结果
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共鉴定
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个蛋白!其中
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个蛋白在
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肾病肾组织中显著上调表达!

(?%

个蛋白显著下调表达!最终筛选出
<

个明显

上调蛋白和
?

个明显下调蛋白&结论
!

定量蛋白质组学技术可有效地用于组织蛋白鉴定和相对定量!利于更好地了解蛋白质与
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肾病发病机制的关系&
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肾病$

Q

8

21

&是一种免疫复合物引起的肾炎#常见的

临床症状包括发作性肉眼血尿(无症状性血尿(急性肾衰竭等'

目前发病机制尚未完全阐明#主要认为与遗传(免疫(细胞因子

及炎症等因素相关)

'$(

*

'目前临床诊断可根据临床表现(实验

室检查及肾组织病理检查
*

个方面来判断#最可靠的诊断手段

仍是肾组织病理检查#但是穿刺部位并不一定具备病理代表

性#且疾病的发生往往在表象变化前就早已开始了分子变化#

其次#病理检查具有出血和并发症风险#因而不能在同一患者

身上进行反复的侵入性检查'因此#有必要运用创新性手段寻

找非侵入性的诊断工具#在患者肾功能出现异常前通过检测分

子标志物#从而发现潜在的
Q

8

2

肾病患者#及时为其作出诊断

与有效治疗)

)$*

*

'本研究利用相对和绝对定量的同位素标记

$

/@02d

&结合液相色谱和质谱技术#在掌握全组蛋白信息后#

将
Q

8

2

肾病组织与正常对照肾组织的总蛋白质进行定量分析

和鉴定#从获得的表达差异蛋白中筛选潜在的生物标记物并对

其进行功能分析#报道如下'

A

!

资料与方法

A+A

!

一般资料
!

所有标本均来源于中国人民解放军第一八一

医院#患者知情同意参加本项研究#并经医院伦理委员会通过'

试验组标本均取自肾穿刺活检组织标本#并通过病理检查确诊

为
Q

8

2

肾病后进行分组试验'本试验共纳入了
5

例
Q

8

2

肾病

患者肾组织标本$试验组&及
)

例肾肿瘤手术取下的远离病灶

部位并经临床证实的正常肾组织标本$正常对照组&#试验组与

正常对照组相互匹配'

A+B

!

主要仪器与试剂
!

液相色谱仪购自
\/7>"c

$美国&%

:

F

#/$

@:e6;

"

J26\Q

和
J26\Q@:e

"

@:e

购自
2

FF

!/"BH/73

K

3$

#".3

$美国&'高丰度蛋白去除试剂盒(蛋白浓度测定试剂盒购

自
H/7$04B64&7E4#7E/"3

$美国&%三乙基碳酸氢铵$

@U2H

&(三
$

$

($

羧乙基&膦$

@;UO

&购自
W/

8

.4$2!BE/9G

$美国&%胰蛋白酶(

/@02d?$

F

!"c

标记试剂盒及缓冲液购自
2

FF

!/"BH/73

K

3#".3

$美国&'

A+C

!

方法

A+C+A

!

肾组织标本的采集
!

标本来自于肾穿刺活检#在临床

医生的帮助下进行无菌操作#在取得肾活检组织后立刻用

,+<P 14;!

冲洗#而后移入冻存管并放入
V(,Y

冰箱冷冻#冷

冻完毕后移入
V?,Y

冰柜保存备用'

A+C+B

!

组织蛋白的提取
!

将事先配制好的丙酮溶液
2

$

',P

的
@;2$

丙酮溶液&(

H

$丙酮&和清洁干净的研钵置于
V(,Y

冷

却%将一定量的肾组织$一般为
(-,.

8

&至于液氮中冷却%在预

冷完毕后的研钵中放入标本#并加液氮研磨至粉末状%取出磨

+
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好的标本#用
2

液加至
',

倍体积使其悬浮#加入
'..7!

"

6

OJWe

(

(..7!

"

6U\@2

(

',..7!

"

6\@@

#

V(,Y

环境下静

置
(G

#而后将其取出并移入
*Y

恒温#

)-,,,E

"

./>

离心
'-

./>

#弃上清%用
H

液加至
',

倍体积使其再次悬浮#加入
'

..7!

"

6OJWe

(

(..7!

"

6U\@2

(

',..7!

"

6\@@

#

V(,Y

环境下静置
(G

#而后将其取出并移入
*Y

恒温#

)-,,,E

"

./>

离心
'-./>

#弃上清%沉淀标本再次用
',

倍体积的
H

液悬浮#

将前一步骤重复
(

次%取出去上清后的沉淀#将其置于真空环

境中干燥
-./>

#使有机溶剂去除干净%按
',.

8

f(,,

#

6a

干

粉末
f

蛋白抽提液的比例分别加入
' ..7!

"

6 OJWe

(

(

..7!

"

6U\@2

(

',..7!

"

6\@@

并使其充分溶解#随后将其

移入
',Y

恒温#

*,,,,E

"

./>

离心
'-./>

#上清液为所需要的

蛋白质溶液%采用蛋白浓度测定试剂盒$

H/7$04B64&7E4#7E/"3

#

美国&#根据试剂盒制造商的说明书测定上清液中蛋白质浓度'

A+C+C

!

消化及
/@02d

标记
!

试验组和正常对照组各取
',,

#

8

蛋白质#加入
\@@

至终浓度
',..7!

"

6

#

-5Y

环境下恒温

孵育
'G

%加入
Q2J

至终浓度
--..7!

"

6

#放置暗处室温静置

*-./>

%加入蛋白质溶液
*

倍体积的丙酮$已做过预冷处理&#

静置于
V(,Y

环境
(G

%离心
(-./>

#弃上清#加入
(,

#

6@U$

2H

溶液#使沉淀溶解#之后再加入
(PW\W

的溶液
'

#

6

#超声

处理后静置至蛋白质完全溶解%按
'f),a

胰蛋白酶
f

蛋白质

的比例加入
'

#

8

"

#

6

的胰蛋白酶#置于
)%Y

恒温环境下消化

(*G

%再次加入
'

#

6

胰蛋白酶#同等环境下消化
'(G

'打开

/@02d

试剂盒后将试剂置于室温环境下#每只试剂加入
%,

#

6

乙醇#并将消化后的样品溶解其中#混匀(标记'

/@02d

标

记如下!正常对照组加入
/@02d

试剂
'')

#试验组加入

/@02d

试剂
'('

#混匀#室温静置
'G

'

A+C+D

!

强阳离子交换色谱分离
!

强阳离子交换的目的在于去

除过量的
/@02d

试剂和干扰物#从而得到更准确的质谱结

果'将标本悬浮在
(,,

#

6

缓冲液
2

中#

5,./>

内进行以下梯

度测试!

-./>',,P

缓冲液
2

#

*,./>-P

"

),P

缓冲液
H

#

-

./>),P

"

',,P

缓冲液
H

#

-./>',,P

缓冲液
H

和
-./>

',,P

缓冲液
2

'收集
',

个组分#之后根据色谱图的峰值强度

进而合并相关组分#所得产物真空干燥后备用$保存于
V(,Y

环境下&'缓冲液
2

的配制!

',..7!

"

6

磷酸氢钾#

(-P

乙

腈
g-,,..7!

"

6

氯化钾#

F

[

调至
)+,

'缓冲液
H

的配制!

',

..7!

"

6

磷酸二氢钾#

(-P

乙腈
g-,,..7!

"

6

氯化钾#

F

[

调

至
)+,

'

A+C+E

!

液相色谱和质谱分析
!

将干燥好的样品溶解于缓冲液

;

#装入
;'?#E4

F

柱并同时用分离柱分离#设定速度为
-,,

>6

"

./>

#缓冲液
;

$

<-P

纯水#

-P

乙腈
g,+'P@e2

&'分离

时#设置时间进入
'(,./>

后将缓冲液
H

的乙腈的线性浓度从

-P

增加至
),P

#当设置时间进入
*,./>

后将
),P

增至
5,P

'

最后用洗脱剂在
?,,>6

"

./>

的流速下洗脱#在
:

F

#/$@:e6;

"

J26\Q

仪中沉积为
',W

组分'质谱仪设置为正离子数据采

集模式#一级质谱每个谱
',,,

次激光射击#二级质谱每个谱

*,,,

次激光射击#质量公差为
?,

FF

.

#加合物公差$

.

"

M

&

b

,+,,)

#气压为
(X',

(

&4E

)

-

*

'

A+C+H

!

蛋白质鉴定(数据库搜索与
Z:

分析
!

将质谱分析所

得到的数据结合
Q.4

8

"J43#"E(\-+,

软件对蛋白质进行定量

分析与鉴定'通过
]>/OE7#̂ H

$

G##

F

!""

III+C>/

F

E7#+7E

8

"

C>/$

F

E7#

"&数据库查找相关蛋白质'其中#试验组比正常对照组数

据值
&

'+-

或
'

,+5%

的蛋白#认为是差异表达蛋白#当相对比

值
&

'+-

时称其为上调蛋白#比值
'

,+5%

时称其为下调蛋白#

且满足
!

%

,+,-

'

Z:

分析由分子功能$

Je

&(细胞组成$

;;

&

及生物过程$

HO

&三部分组成#在
TUZ:

数据库完成$

G##

F

!""

I"

8

7+

8

">7./93+7E

8

+9>

"&#通过该分析#可找到在统计上显著

富集的
Z:@"E.

#从而进一步研究蛋白质各功能在疾病中发

挥的作用'

B

!

结
!!

果

B+A

!

蛋白质鉴定结果
!

差异蛋白选取时应满足所选择肽链
$

'

(置信区间
$

<-P

$

!

%

,+,-

&的相关条件#本试验通过采用

/@02d

技术与质谱分析相结合#对
Q

8

2

肾病和正常肾组织内

的差异蛋白质组进行分析鉴定#共获得
'?5,

种蛋白质并成功

定量(定性#其中差异倍数大于
'+-

的蛋白个数共计
(?%

个#为

明显表达差异的上调蛋白#差异倍数小于
,+5%

的蛋白共计

(?%

个#为明显表达差异的下调蛋白'

B+B

!

差异表达蛋白筛选结果
!

在正常对照组中加入
/@02d

试剂
'')

#

Q

8

2

肾病试验组中加入
/@02d

试剂
'('

进行标记#

通过比较某一蛋白质不同组间的差异表达并计算试验组与正

常对照组蛋白含量的比值#结合本次试验结果及以往的相关研

究报道#最终共筛选出
<

个明显上调蛋白和
?

个明显下调蛋

白#见表
'

"

(

'

表
'

!!

Q

8

2

肾病患者肾组织的上调蛋白

编号
Q\

蛋白名称 分子功能 生物过程 最大差异倍数

' 3

F(

O,<*<)

原肌球蛋白
&

'

链 细胞骨架的结构组成 建立定位(运输
)+)-

( 3

F(

O5'%5<

'

($

微球蛋 蛋白结合 免疫反应
(+<<

) 3

F(

O5?'))

肌动蛋白#

&

骨骼肌 核苷结合 生物质量调控
(+%5

* 3

F(

d<1hO?

补体
;'E

子蛋白 水解酶活性 免疫反应
(+-?

- 3

F(

O,*,?)

膜联蛋白
2'

钙离子结合 运输
(+-5

5 3

F(

O,*,%-

果糖二磷酸醛缩酶
2

裂解酶活性 生物质量调控
(+)?

% 3

F(

O5()(?

胸腺素
'

*

蛋白结合 细胞组分的调节
'+<'

? 3

F(

O,',''

&

'$

抗糜蛋白酶 蛋白结合 生物质量调控
'+-?

< 3

F(

O,-'-5

补体因子
Q

水解酶活性 对外部刺激的反应
'+-5

+

-,?(

+
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表
(

!!

Q

8

2

肾病患者肾组织的下调蛋白

编号
Q\

蛋白名称 分子功能 生物过程 最大差异倍数

' 3

F(

O,<55<

细胞色素
9

氧化酶亚基
59

氧化还原酶活性 细胞代谢过程
,+5(

( 3

F(

O-'5*<

琥珀酸半醛脱氢酶#线粒体 氧化还原酶活性 氧化还原
,+--

) 3

F(

O',?,< 5,L\4

热休克蛋白#线粒体 核苷酸结合 免疫系统过程的正调节
,+-)

* 3

F(

O5('<- (5W

蛋白酶体调节亚基
?

核苷结合 分解代谢过程
,+-,

- 3

F(

O,-,<'

醛脱氢酶#线粒体 氧化还原酶活性 氧化还原
,+*%

5 3

F(

O,',)'

补体
;-

蛋白结合 细胞代谢过程
,+*-

% 3

F(

O,(%-)

视黄醇结合蛋白
*

脂质结合 应对外部刺激
,+)5

? 3

F(

O,,<55

精胺琥珀酸合成酶 核苷结合 细胞代谢过程
,+)5

表
)

!!

富集量最大的
-

种分子功能#细胞组成#生物过程

分子功能 蛋白数$

%

& 比例$

P

& 细胞组成 蛋白数$

%

& 比例$

P

& 生物过程 蛋白数$

%

& 比例$

P

&

蛋白结合
)(' -%+'(

细胞内
*5* ?(+-5

细胞代谢过程
(5* *5+<?

核苷结合
''* (,+(?

细胞内的部分
*5( ?(+('

建立定位
')' ()+)'

水解酶活性
',) '?+))

细胞内的细胞器
)%* 55+--

运输
'(< ((+<-

氧化还原酶活性
<' '5+'<

界膜的细胞器
)', --+'5

生物质量监管
?? '-+55

核苷酸结合
%( '(+?'

胞器部分
(), *,+<)

氧化还原
?( '*+-<

B+C

!

差异蛋白
Z:

分析
!

本试验对差异蛋白进行了
Z:

富集

分析#通过该分析#对差异表达的蛋白质生物过程及分子功能

有了进一步认识#见表
)

'

C

!

讨
!!

论

本次蛋白质组学分析研究发现了多个在
Q

8

2

肾病患者肾

组织中差异表达的蛋白#其中有些蛋白在过去的相关研究报道

中被指出一定程度上与肾脏的损伤有关#或在免疫性疾病发生

过程中起着重要作用)

5$%

*

#如上调蛋白中的胸腺素
'

*

$

#G

K

.73/>

&"#4$*

&(膜联蛋白
2'

$

4>>"c/>2'

&和下调蛋白中的补体
;-

$

97.

F

!".">#;-

&(视黄醇结合蛋白
*

$

E"#/>7!$&/>B/>

8F

E7#"/>

*

&等'

视黄醇结合蛋白
*

是一种转运蛋白#主要由肝细胞合成#

广泛分布于血清(尿液及人体其他体液中'

eE"

K

等)

?

*研究发

现#若视黄醇结合蛋白
*

在肾脏的分解代谢中受损#会直接导

致该物质在人体血清内累积#且该现象并非肝脏疾病所致#因

而肾功能与视黄醇结合蛋白
*

含量息息相关#它在一定程度上

与肾脏的损伤具有联系#表明本次研究鉴定出差异表达显著的

视黄醇结合蛋白
*

有望作为
Q

8

2

肾病的潜在诊断标志物'

'

($

微球蛋白的结构与免疫球蛋白结构极为相似)

<

*

#属于

小分子蛋白#由于这一特性#其合成速率极高且非常稳定#通常

以游离形式存在于血液(尿液(脑脊液等体液中)

',

*

#其主要生

理作用是对
[62$

(

类抗原的表达起稳定作用'人体血液循

环系统中的
'

($

微球蛋白含量极少#在经过肾小球自由过滤后

会自动滤除#

<<+<P

的
'

($

微球蛋白均被近曲小管上皮细胞以

胞饮的方式摄取#并被降解成氨基酸供有机体再次使用)

''

*

'

因而#近年研究表明
'

($

微球蛋白可作为一种反映肾损伤的标

记物)

'(

*

'相关研究报道指出#当尿液与血液中的
'

($

微球蛋白

出现升高或下降时#将反映出肾小球(肾小管等部位的受损情

况#通过对
'

($

微球蛋白的测定便可较为敏感地判断肾功能)

%

*

'

本次研究发现在
Q

8

2

肾病组织中
'

($

微球蛋白表达差异显著#

这与以往的研究结果一致'

膜联蛋白
2'

是一种钙离子结合蛋白#广泛存在于人类组

织器官的细胞中#并占据整个细胞蛋白质含量的
,+-P

"

(P

)

')

*

#该蛋白参与多种重要的细胞生理过程#在中性粒细胞

中表达较高'研究表明#该蛋白参与调控炎症的相关过程并在

其中扮演了重要角色)

'*

*

'在炎性反应中#膜联蛋白
2'

对中性

粒细胞与单核细胞的迁移具有较大的抑制作用)

'-

*

#当中性粒

细胞黏附于血管内皮细胞上时#膜联蛋白
2'

会立刻移动#同

时与白细胞因子及细胞毒性相互作用)

'5

*

#从而起到调控炎性

反应的作用'膜联蛋白
2'

还参与了生物体内的多种生物学

功能#除炎性反应外#还包括信号转导(细胞增殖与凋亡等#详

细的作用机制有待进一步研究'同时#本次研究中还发现一些

差异显著的蛋白#如精胺琥珀酸合成酶$

4E

8

/>/>73C99/>4#"3

K

>$

#G43"

&(补体
;-

$

97.

F

!".">#;-

&等#相关报道已证实它们与组

织内相关物质的合成(免疫调节作用相关)

'%

*

#但它们在
Q

8

2

肾

病发展中的具体作用尚不清楚'

本次研究着重于
Q

8

2

肾病肾组织和正常对照肾组织中差

异蛋白质的比较#从而筛选出潜在的生物标志物#这些标志物

将有可能成为今后
Q

8

2

肾病的早期诊断(治疗的新依据'

/@02d

技术结合液相色谱和质谱技术已成为定量蛋白质组学

研究领域的一项高效工具#为寻找(筛查疾病的潜在生物标志

物提供了有效途径#为临床诊断(治疗及新型药物的开发与研

究提供了新方向'
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被证实参与众多的病理生

理过程#特别是在肿瘤研究领域#本研究证实血液循环系统来

源的
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可以作为早期食道癌的诊断生物标志物'
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