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自然流产患者蜕膜组织疾病特异蛋白的初步筛选与鉴定
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　　摘　要：目的　建立早期自然流产蜕膜组织和早期正常蜕膜组织双向电泳图谱，并观察两者之间蛋白表达的差异。方法　采

用双向电泳技术分离蜕膜组织蛋白，利用专用软件分析所得差异明显蛋白并使用免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ验证双向电泳结

果。结果　成功建立了早期自然流产蜕膜组织和早期正常蜕膜组织双向电泳图谱，并鉴定出９个差异显著的蛋白。结论　９个

差异显著的蛋白的功能主要涉及绒毛外滋养细胞的侵袭、自然流产蜕膜组织血管的重建以及蜕膜细胞的凋亡等方面，为进一步研

究自然流产发病机制和治疗手段奠定了基础。
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　　正常蜕膜组织是母胎界面间一个非常复杂而又高度协调

的微环境，它由多种细胞构成。这些细胞与母体和胎儿所分泌

到蜕膜的细胞因子共同形成了母胎间信息交流的平台，并对

胚胎滋养细胞“有控性”侵袭、子宫内膜的免疫容受性、蜕膜化

和胎盘的形成进行精细调控。近年来，子宫内膜容受性、蜕膜

组织的病理学研究表明，胚胎滋养细胞有控性侵袭子宫内膜是

胚胎正常发育的基础，而这种机制的形成正是以子宫内膜正常

蜕膜化为前提。作者借助于蛋白质组学研究技术，分析了自然

流产蜕膜组织基因转录后蛋白质的表达变化，获得了自然流产

蜕膜组织细胞的蛋白表达谱，为探索自然流产的分子基础和可

能的发生机制以及自然流产的病因诊断预防和治疗奠定了重

要的实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源　流产蜕膜组织取自重庆医科大学附属第一

医院妇产科门诊患者，２４～３０岁的孕妇１０例，Ｂ超显示胚胎发

育停止，孕期８～１２周，排除相关致病、致畸因素；正常对照蜕

膜选取同龄健康孕妇人工流产蜕膜１０例，孕期８～１２周，Ｂ超

显示胚胎发育正常。标本采集均征得相关伦理委员会允许及

本人知情同意。

１．１．２　仪器与试剂　固相ｐＨ 梯度干胶条（ＩＰＧ）购自Ｂｉｏ

Ｒａｄ，膜联蛋白Ａ５多克隆抗体、βａｃｔｉｎ抗体均购自 Ａｂｃｏｍ，免

疫组化试剂盒购自中杉金桥公司，ＩＰＧｐｈｏｒＩＥＦＳｙｓｔｅｍ 和

ＰＲＯＴＥＡＮⅡＸＬＣｅｌｌ电泳系统均购自ＢｉｏＲａｄ公司，ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ质谱分析仪购自ＡＢＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　蜕膜组织的获取　收集新鲜蜕膜组织，用无菌生理盐

水清洗干净，分为２份，一份冻存在液氮中用于双向电泳和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，另一份予多聚甲醛固定后用于免疫组化。

１．２．２　蛋白样品的制备　在蜕膜组织中加入适量裂解液，冰

浴匀浆。加入适量Ｄｎａｓｅ和Ｒｎａｓｅ在４℃放置１５ｍｉｎ。４℃、

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清液，保存于－８０℃冰箱。

用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。

１．２．３　双向电泳　将提取的蛋白样品（５００μｇ）制备ＩＰＧ胶

条。等电聚焦，程序如下：５０Ｖ１４ｈ，１２５Ｖ１ｈ，２５０Ｖ１ｈ，５００

Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，１０００Ｖ５ｈ，１００００Ｖ６ｈ，恒温１７℃，随后

２次平衡胶条，每次１５ｍｉｎ。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳完成后，２ＤＥ胶

硝酸银染色，显影，蒸馏水反复洗涤多次，至背景清晰。

１．２．４　图像采集与分析　染色后的凝胶使用凝胶成像系统照

相（ＢｉｏＲａｄ），利用ＰＤＱｕｅｓｔ８．０软件产生标准凝胶图。对蛋白
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斑点标准化，以消除蛋白上样量不一致带来的误差。选取斑点

体积差异比值大于２的蛋白为质谱分析候选蛋白。

１．２．５　差异表达蛋白的质谱分析　选取目的蛋白质点，切胶，

脱色，酶解过夜，萃取后与基质溶液混合点样，进行质谱分析。

并用ＡＢＩ公司提供的 Ｍｉｘ１肽混合物标准品、ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ

标准品和ＡＣＴＨｆｒａｇｍｅｎｔ１８３９标准品为外标校正质谱峰，得

到肽质量指纹图（ＰＭＦ），随后用 Ｍａｓｃｏｔ软件在蛋白质数据库

进行检索。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　对照组和实验组的蛋白上样量均为

５０μｇ，经１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转至硝酸纤维素膜，５％

脱脂牛奶封闭抗原，加入兔抗人膜联蛋白Ａ５多克隆抗体，４℃

过夜。洗膜，随后加入二抗，３７℃杂交，ＥＣＬ系统显色。同时

使用βａｃｔｉｎ抗体为内参照，以检验蛋白量的一致性。用Ｂｉｏ

Ｒａｄ凝胶成像系统照相保存。

１．２．７　免疫组化鉴定　用多聚甲醛固定标本，脱水浸蜡包埋，

切片。经二甲苯脱蜡，在梯度乙醇中水化，孵育灭活。在ＥＤ

ＴＡ稀释液中水浴修复抗原，正常山羊血清室温封闭，与１∶

１００稀释的兔抗人膜联蛋白Ａ５多克隆抗体４℃孵育过夜，洗

片，滴加辣根过氧化物酶标记的二抗，ＤＡＢ显色，封固。用磷

酸盐缓冲液替代一抗作阴性对照。

２　结　　果

２．１　二维电泳图谱分析

２．１．１　蜕膜组织总蛋白２ＤＥ图谱　用ＰＤＱｕｅｓｔ８．０软件分

析实验组和对照组的蛋白质考染图谱，分别得到蛋白点约为

５８３个和６１３个（封２图１）。以对照组蛋白点为参照，实验组

的蛋白点与其匹配率为７８％。

表１　　候选差异表达蛋白的鉴定结果

蛋白点
相对分子

质量（ｋＤ）
等电点

表达

变化
蛋白名称

１ ５３６７６ ５．０６ 上调 波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）

２ ５３６７６ ５．０６ 上调 波形蛋白

３ ５８２５１ ８．４８ 上调 －

４ ４８２８３ ４．２９ 上调 钙网蛋白前体

５ ４７１７８ ６．９７ 上调 －

６ ７３１８６ ７．１７ 下调 －

７ ３５９７１ ４．９４ 上调 膜联蛋白Ａ５

８ ２８６１９ ４．６７ 下调 原肌球蛋白４

９ ２７８９９ ４．７３ 下调 －

１０ ４９３８１ ９．０５ 下调 －

１１ ９２６９６ ４．７６ 下调 葡萄糖调节蛋白９４

１２ ５７１４６ ５．９８ 下调 蛋白质二硫键异构酶Ａ３前体

１３ ５４０１４ ５．３２ 下调 －

１４ ３８９１８ ６．５７ 上调 膜联蛋白Ａ１

１５ ４７４８１ ７．０１ 上调 α烯醇化酶

　　－：未查到名称的蛋白。

２．１．２　差异候选蛋白的 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱鉴定　挑选１５个

差异表达显著的蛋白点（封２图１中箭头所示）进行质谱鉴定。

经 Ｍａｓｃｏｔ数据库查询，９个蛋白点获得了有意义的结果（犘＜

０．０５），见表１。其中，１、２、７、１４、１５号蛋白表达增加，８、１１、１２

蛋白表达下降，４号蛋白仅出现在自然流产的蜕膜组织中。

２．２　膜联蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果　与对照组相比，

实验组中的βａｃｔｉｎ表达量基本一致，而膜联蛋白Ａ５表达量明

显上调，见图２。与双向电泳结果一致。

　　左：实验组；右：对照组。

图２　　膜联蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ结果

２．３　膜联蛋白的免疫组化鉴定　膜联蛋白Ａ５主要定位在子

宫蜕膜组织的基质细胞中，其他细胞未见染色。通过对比发

现，实验组内染色强度明显高于对照组，与双向电泳结果相符

合，见封２图３。

３　讨　　论

本研究采用ＩＰＧ等电聚焦（ｐＨ３～１０）结合ＳＤＳＰＡＧＥ的

蛋白质分离系统，对正常蜕膜组织及自然流产蜕膜组织进行蛋

白质组分析，并对１５个表达差异显著的候选蛋白点进行

ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱鉴定，其中９个蛋白获得了有意义的结果。

在这些鉴定出的差异蛋白质中，其功能主要涉及绒毛外滋养细

胞侵袭、蜕膜组织血管重建、蜕膜细胞的凋亡以及肿瘤的浸润

和转移［１］等。现结合作者前期的实验基础和相关报道对几种

重要的蛋白质的功能讨论如下。

膜联蛋白 Ａ５（Ａｎｎｅｘｉｎ５，Ａ５）是一种Ｃａ２＋依赖的磷脂结

合通道蛋白，是膜结合蛋白家族成员之一［２］，主要存在于细胞

膜和内质网膜上。胎盘组织中３０％～５０％的膜联蛋白 Ａ５分

布在细胞膜上，主要参与胞吞、胞吐、细胞受体的重新分布和受

体配体的内化，对ＰＫＣ的活性具有抑制作用
［３］。膜联蛋白

Ａ５在早孕、中孕和晚孕胎盘的胎盘绒毛滋养层细胞、绒毛间质

细胞、毛细血管内皮细胞的胞浆、胞膜和胞核都有表达［４］。膜

联蛋白Ａ５与磷脂酰丝氨酸有高度的亲和性，能与早期凋亡细

胞胞膜外翻的磷脂酰丝氨酸结合，通过荧光标记的膜联蛋白

Ａ５已经被作为体外检测细胞凋亡常规手段
［５］。近期研究还发

现，单倍体型膜联蛋白Ａ５基因和再发性流产相关
［６７］，提示其

可以作为产科并发症危险度预测因子。本研究观察到自然流

产蜕膜组织膜联蛋白 Ａ５表达增加，提示膜联蛋白 Ａ５可能参

与了自然流产蜕膜细胞的凋亡过程，它可能是自然流产发生的

一个早期信号分子。深入研究膜联蛋白 Ａ５与自然流产之间

的关系，将有助于揭示自然流产的发生机制。

钙网蛋白前体（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ，ＣＲＰ５５）的产物是钙

网蛋白，它是内质网上主要的Ｃａ２＋结合蛋白，通过协助蛋白质

正确折叠和维持细胞Ｃａ２＋稳态而参与调节细胞凋亡、黏附、类

固醇敏感性基因表达和自身免疫反应等，与人类多种疾病的发

生、发展和预后相关［８１０］。

近年来，钙网蛋白在血管生成中的作用开始受到关注［１１］。

钙网蛋白的Ｎ结构域１～１８０位氨基酸片段被称为 Ｖａｓｏｓｔａ

ｔｉｎ，已有许多研究证实Ｖａｓｏｓｔａｔｉｎ在抑制血管生成中发挥着重

要作用。有研究发现，敲除小鼠的钙网蛋白基因将引起先天性

心脏缺陷，从而导致死胎的发生，提示钙网蛋白可能是调节胚

胎干细胞心脏发育的关键因子［１２］。同时，心脏后天成长的过

程中钙网蛋白的持续过表达会导致心动过缓、完全性心脏传导

阻滞和猝死［１３］。本研究发现钙网蛋白前体仅仅出现在自然流

产的蜕膜组织中。结合钙网蛋白结构与功能研究的相关报道，
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作者推测在自然流产蜕膜组织中，细胞内质网处于应激状态，

大量未折叠或误折叠的蛋白堆积于内质网急需折叠，因而对分

子伴侣的需求增加，钙网蛋白的合成也相应增加。而钙网蛋白

Ｎ结构域１～１８０位氨基酸片段具有血管生成抑制剂效应，对

蜕膜血管的重建可能产生抑制作用，从这一点看，钙网蛋白合

成增加不利于蜕膜血管的重建，可能是自然流产发生的重要原

因之一，但其作用的分子机制有待进一步研究。

本研究主要对自然流产蜕膜组织和正常妊娠蜕膜组织的

蛋白质组进行了比较分析，并对某些差异蛋白进行了质谱鉴

定，对建立早期自然流产临床生物标志物奠定了实验基础。这

些蛋白分子表达的改变在自然流产中的意义以及它们在生殖

过程中的调节作用，将是作者后续工作的研究重点。
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