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早期糖尿病肾病的血浆蛋白质组学分析

卢洪梅，汤水福△，胡坤华

（广州中医药大学第一附属医院肾内科，广州５１０４０５）

　　摘　要：目的　寻找糖尿病肾病敏感的血浆分子标志物。方法　对８例早期糖尿病肾病患者的血浆和正常血浆进行蛋白质

组学荧光差异双向电泳（２ＤＤＩＧＥ）分析，选择表达差异大于１．５倍的蛋白斑点进行质谱分析。结果　成功建立糖尿病肾病和正

常血浆的胶内差异双向凝胶电泳图谱，通过分析共鉴定出１３种差异蛋白质，包括Ｃ３补体、Ｃ４补体、载脂蛋白Ｅ等。结论　２Ｄ

ＤＩＧＥ能够客观地显示糖尿病肾病与正常血浆之间的蛋白质表达差异，本研究鉴定的１３种蛋白有可能为糖尿病肾病的早期诊断

提供潜在的血浆分子标志物。
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　　糖尿病肾病是临床常见的继发性肾脏病，是糖尿病致死致

残的主要原因。据统计糖尿病肾病占糖尿病患者死亡的

６０％，糖尿病患者死于糖尿病肾病肾衰竭者为非糖尿病患者的

１７倍，可见其是影响糖尿病患者生存质量和死亡率的重要因

素［１］，治不得法，常导致肾衰竭致死［２］，故早期发现、早期治疗

是影响糖尿病肾病预后的关键［３］。目前对本病的病因和发病

机制尚未阐明，为此，急需寻找一些更灵敏，特异度更高的分子

标志物，达到早期诊断糖尿病肾病。蛋白质组学技术已被广泛

用于寻找疾病的分子标记物研究，例如前列腺癌、手口足病、骨

肉瘤、胆管上皮癌、胃癌等［４８］，旨在从蛋白整体水平出发，从源

头寻找高效灵敏的分子标记物。本研究以糖尿病肾病和正常

血浆为研究对象，进行双向电泳和质谱分析，初步筛选糖尿病

肾病表达的差异蛋白质。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本实验中用于蛋白质组学研究的组织标本全

部来自广州中医药大学第一附属医院。取自８个病例，所有病

例严格按照早期糖尿病肾病诊断标准（Ｍｏｇｅｎｓｅｎ分期标准Ⅲ

期），并选择年龄１８～４５岁男性患者，血浆样本收集后予－８０

℃保存。

１．２　仪器　ＤＵ７３０型核酸／蛋白分析仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ）；

ＩＰＧｐｈｏｒⅢ等电聚焦仪，ＥｔｔａｎＤＡＬＴｓｉｘ大型垂直电泳系统、

扫描仪Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００和 ＤｅＣｙｄｅｒＶ６．０分析软件（Ａｍｅｒｓｈａｍ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；质谱仪 ＵｌｔｒａｆｌｅｘⅢ（美国布鲁克）。除高峰度蛋

白试剂盒（ＰｒｏｔｅｏｐｒｅｐｂｌｕｅａｌｂｕｍｉｎＩｇＧＤｅｐｌｅｔｉｏｎＫｉｔ）购自美

国Ｓｉｇｍａ公司，蛋白质纯化试剂盒（ＣｌｅａｎｕｐＫｉｔ）、定量试剂盒

（２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ）、固相ｐＨ 值干胶条（ＩＰＧｓｔｒｉｐ４７，２４ｃｍ）、

ＩＰＧｂｕｆｆｅｒ４７、ＣｙＤｙｅＤＩＧＥＦｌｏｕｒｍｉｎｉｍａｌＤｙｅＬａｂｅｌｌｉｎｇＫｉｔ

试剂盒均购自美国ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

１．３　方法

１．３．１　血浆样本的制备　分别取８０μＬ血浆标本，经过试剂

盒ＰｒｏｔｅｏｐｒｅｐｂｌｕｅａｌｂｕｍｉｎＩｇＧＤｅｐｌｅｔｉｏｎＫｉｔ处理，去除大部

分高丰度清蛋白和ＩｇＧ；过柱后血浆按蛋白质纯化试剂盒

（ＣｌｅａｎｕｐＫｉｔ）说明书纯化蛋白，然后利用定量试剂盒（２Ｄ

ＱｕａｎｔＫｉｔ）对蛋白样本进行定量。

１．３．２　荧光双向电泳　荧光试剂盒（ＣｙＤｙｅＤＩＧＥＦｌｏｕｒｍｉｎｉ

ｍａｌＤｙｅＬａｂｅｌｌｉｎｇＫｉｔ）包含３种荧光 Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５，每４００

ｐｍｏｌ的Ｄｙｅ染料标记５０μｇ的蛋白，其中Ｃｙ２标记内参（内参

由所有实验样本等量混合，再均分至各张胶），标记完后加赖氨

酸终止反应，按照实验设计把对应的Ｃｙ２、Ｃｙ３和Ｃｙ５标记样

本混成一管。标记好的蛋白样品均匀加入等点聚焦（ＩＥＦ）专

用的胶条槽，放入ＩＰＧ干胶条（ＩＰＧｓｔｒｉｐ４７，２４ｃｍ）进行第一

向电泳。ＩＥＦ参数设置为：３０Ｖ、６ｈ、ｓｔｅｐ；６０Ｖ、６ｈ、Ｇｒａｄｉｅｎｔ；

２００Ｖ、１ｈ、Ｇｒａｄｉｅｎｔ；５００Ｖ、２ｈ、Ｇｒａｄｉｅｎｔ；１０００Ｖ、２ｈ、Ｇｒａｄｉ

ｅｎｔ；３５００Ｖ、２．５ｈ、Ｇｒａｄｉｅｎｔ；１００００Ｖ、２．５ｈ、Ｇｒａｄｉｅｎｔ；１００００

Ｖ、８ｈ、ｓｔｅｐ至总电压伏小时数达８００００Ｖｈｒ。ＩＥＦ结束后，

ＩＰＧ胶条分别在含１０ｍｇ／ｍＬ二硫苏糖醇和２５ｍｇ／ｍＬ碘乙

酰胺平衡缓冲液中平衡１５ｍｉｎ。第二向电泳在１２．５％ 的

ＳＤＳＰＡＧＥ胶上进行，首先电泳参数２Ｗ／胶，５０ｍｉｎ把蛋白从

胶条转移出来，接着用恒功率１７Ｗ／胶，直至溴酚蓝指示剂到

达凝胶底部边缘。

１．３．３　图像采集与分析　使用Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００扫描仪采集胶

内差异图像，使用的激光波长为Ｃｙ２４８８ｎｍ、Ｃｙ３５３２ｎｍ、Ｃｙ５
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６３３ｎｍ。图像用ＤｅＣｙｄｅｒＶ６．０软件进行图谱分析，选取蛋白

斑点表达差异大于１．５倍且狋ｔｅｓｔ犘＜０．０５的斑点作为差异

表达蛋白。

１．３．４　差异蛋白的质谱鉴定　将染色的凝胶放入Ｓｐｏｔｈａｎ

ｄｌｉｎｇｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ，进行自动化蛋白质斑点切取，用１２．５ｍｇ／

ｍＬ胰酶把蛋白酶解成肽段，利用ＵｌｔｒａｆｌｅｘＩＩＩ质谱仪获得肽质

量指纹图谱（ＰＭＦ）和４个肽段 ＭＳ／ＭＳ图谱。所获得图谱使

用Ｂｉｏｔｏｏｌｓ软件检索，以 ＭＡＳＣＯＴ（ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ）为搜索引

擎，搜索参数设置：数据库为ＮＣＢＩｎｒ、检索种属为ｈｕｍａｎ数据

检索的方式为ｃｏｍｂｉｎｅｄ、最大允许漏切位点为１、酶为胰蛋白

酶。质量误差范围设置：ＰＭＦ为７５ｐｐｍ，ＭＳ／ＭＳ为０．５×

１０３，得分大于６６分认为是成功鉴定的蛋白质。

２　结　　果

２．１　分析胶成像　经过荧光差异双向电泳（２ＤＤＩＧＥ），糖尿

病肾病和正常血浆均得到了清晰的蛋白质表达谱。两组蛋白

样本均重复４次，如图１为其中一张胶内差异双向电泳图谱，

它由３张不同颜色的图谱融合而成。其中蓝色图谱代表内标，

由Ｃｙ２标记；绿色图谱代表糖尿病肾病的血浆蛋白，由Ｃｙ３标

记；红色图谱代表正常血浆蛋白，由Ｃｙ５标记。

图１　　２ＤＤＩＧＥ图像

图２　　斑点４９１在糖尿病肾病和正常血浆中的表达情况

２．２　图像分析　使ＤｅＣｙｄｅｒ６．０软件分析，在每块胶图上检测

到蛋白斑点约１６００个。糖尿病肾病血浆与正常血浆比较，大

于１．５倍同时满足犘＜０．０５的差异斑点有１３个，其中７个斑点

糖尿病肾病表达下调，６个表达上升。结合胶图斑点位置和３Ｄ

图可以清楚看出该点的表达差异情况，如斑点４９１。见图２。

２．３　质谱结果　对１３个差异蛋白斑点进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／

ＴＯＦＭＳ分析，得到肽质量指纹图（图３），横坐标表示肽段的

质荷比，纵坐标表示肽段强度。经数据库检索，斑点４９１鉴定

为Ｃ４补体蛋白。在数据库ＮＣＢＩｎｒ（ｈｕｍａｎ）检索，得到各差异

斑点的蛋白名称，见表１。 图３　　斑点４９１的肽指纹图谱

表１　　差异斑点质谱鉴定结果

斑点编号 丰度值 狋检验 蛋白质名称 ＮＣＢＩｎｒ登录号码 Ｍａｓｃｏｔ得分值 等电点 分子量 覆盖率（％）

３５４ －１．７７ ０．００６ 补体成分Ｃ３ ｇｉ｜７８１０１２６８ １９９ ５．５５ １１４２３８ １８

４２７ －１．６８ ０．００３ 重组人纤维蛋白原片段Ｄ晶状体结构，Ｃ链， ｇｉ｜２４９８７６２５ １２４ ５．８６ ３５４９７ ２２

４３２ １．５６ ０．０２９ 角蛋白，Ⅰ型细胞骨架蛋白１６ ｇｉ｜２４４３０１９２ １７７ ４．９９ ５１５７８ ４５

４３４ １．８３ ０．０３３ 凝溶胶蛋白同源异构体前体 ｇｉ｜４５０４１６５ １０１ ５．９０ ８６０４３ １０

４３６ １．６９ ０．０１９ 人血清清蛋白、肉豆蔻酸酯及阿司匹林复合物，Ａ链 ｇｉ｜１２２９２０５１２ １７８ ５．６２ ６８４０８ ２０

４４２ －１．８９ ０．０１６ 纤维蛋白原γ ｇｉ｜２２３１７０ ７８ ５．５４ ４６８２３ １３

４９１ －１．７１ ０．０４１ 补体成分Ｃ４ ｇｉ｜４４３６７１ １６７ ６．７９ １９５１９５ ７

４９８ １．５７ ０．０１３ 人血清清蛋白、肉豆蔻酸及三碘苯甲酸复合物，Ａ链 ｇｉ｜１５７８３０３６１ ９０ ５．６９ ６７９８８ ２０

５５６ １．８７ ０．００１ 免疫球蛋白重链恒定区μ ｇｉ｜１２０５４０８０ ９８ ６．４０ ５０１１７ １８

６７２ ２．２７ ０．０１３ Ｇａ元件与人血清清蛋白复合物晶状体结构，Ａ链 ｇｉ｜５５６６９９１０ ５７８ ５．５７ ６７１７４ ４４

１２５５ －１．７８ ０．０３８ 载脂蛋白Ｅ ｇｉ｜４５５７３２５ ４６６ ５．６５ ３６２４６ ６２
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续表１　　差异斑点质谱鉴定结果

斑点编号 丰度值 狋检验 蛋白质名称 ＮＣＢＩｎｒ登录号码 Ｍａｓｃｏｔ得分值 等电点 分子量 覆盖率（％）

１４７７ １．５２ ０．０１３ 无脂质成分人载脂蛋白Ａ～Ｉ晶状体结构，Ａ链 ｇｉ｜９０１０８６６４ ２０２ ５．２７ ２８６１ ３７

１６３６ －４．００ ０．０１４
十二烷基磺酸钠条件下人载脂蛋白ＣⅡ核磁共振结

构，Ａ链
ｇｉ｜１４２７７７７０ ９２ ４．６６ ８０９ ３４

　　Ｍａｓｃｏｔ：蛋白质质谱检索软件；ＮＣＢＩｎｒ：ＮＣＢＩ蛋白质数据库。

３　讨　　论

糖尿病肾病发生是多因素、多步骤共同作用的结果［９］。涉

及与肾内血流动力学异常、葡萄糖毒性效应、一些生长因子及

细胞因子的作用以及种族、遗传和不良生活习惯有关［１０］，但其

发病机制知之甚少［１］。蛋白质作为发挥基因功能的载体，在疾

病的发生、发展中有更直接的意义，故蛋白组学技术被广泛用

作寻找疾病的生物学标记物。本研究共对８例早期糖尿病肾

病、正常血浆进行蛋白组学技术研究，共发现差异表达蛋白１３

个，这些差异的蛋白是从早期糖尿病肾病、正常血浆比较分析

而来，故可认为是糖尿病肾病相关蛋白。

传统的双向电泳技术考染灵敏度较差，难以检测低丰度蛋

白质，银染灵敏度高，但无法与后续的质谱兼容，而且，传统方

法每块胶只能上１个样本，同时受人为操作等因素影响，误差

较大，重复性也不好。２ＤＤＩＧＥ技术可以较好地解决这个问

题。该技术使用了一组特殊的ＣｙＤｙｅＤＩＧＥ荧光染料（Ｃｙ２、

Ｃｙ３、Ｃｙ５），对低丰度蛋白的探测灵敏度大幅度提高，并且可以

在１块胶上同时分离３种不同染料标记的蛋白，最为可贵的

是，ＤＩＧＥ胶的Ｃｙ２标记物（标记样本从所有实验样本中取等

量混合标记，再均分各胶）为各胶建立一个共同的内部参照，使

之可以去除胶间人为造成差异，大幅减少了假阴性及假阳

性［１１］。Ｃ３补体由人的１９号染色体编码，是一种重要的免疫

系统蛋白，对于补体系统的激活和先天性免疫都起着极其核心

的作用。Ｃ３补体是一把双刃剑：一方面促进吞菌作用，指导免

疫系统选择适当抗原进行体液反应；另一方面Ｃ３补体上调会

破坏自身细胞，同时Ｃ３补体与外源蛋白之间的相互作用会导

致外源微生物产生免疫逃避［１２］。糖尿病肾病Ｃ３补体表达升

高，有可能导致肾组织自身破坏，同时外源微生物的自身免疫

逃避也可能加剧了肾脏的损害。

Ｃ４补体也是补体系统重要组成之一，是检测体液排斥最

重要的临床检测指标。Ｃ４补体被激活后降解为Ｃ４ａ和Ｃ４ｂ，

激活的Ｃ４ｂ经蛋白水解形成Ｃ４ｄ，Ｃ４ｄ分布于内皮细胞表面和

胞质内、血管基质的外基质等，性质稳定，能够很好地被免疫组

织化学方法检测。目前Ｃ４ｄ已经被用作系统性红斑狼疮的生

物标记物［１３］。糖尿病肾病Ｃ４补体表达升高，激活了免疫系

统，加上Ｃ４ｄ性质稳定，能够很好被检测，故Ｃ４也很有可能作

为糖尿病肾病早期诊断的生物标记物。

载脂蛋白Ｅ是一类在乳糜微粒和中密度脂蛋白中发现的

脂蛋白，由肝和巨噬细胞所产生，为脂蛋白正常分解代谢所必

需。转运脂蛋白、脂溶性维生素、胆固醇进入淋巴液系统，最后

进入血液。其最早被认为在脂蛋白代谢和心脏血管疾病中起

作用。近来发现，载脂蛋白Ｅ与免疫调节相关，包括抑制Ｔ细

胞增殖、巨噬细胞功能调节，脂类抗原递呈给天然杀伤 Ｔ细

胞，以达到炎症和氧化调节［１４１５］。因此，载脂蛋白Ｅ可能与糖

尿病肾病形成密切相关。

本实验运用２ＤＤＩＧＥ和质谱技术，鉴定出糖尿病肾病相

关差异蛋白１３个，对这些差异蛋白的功能继续深入研究，有可

能成为糖尿病肾病诊断的靶向性生物标记物，以期达到早期发

现、早期治疗，改善总体预后的目的。而相关蛋白的验证及功

能，尚有待进一步研究。
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