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附录

主要英文缩略词表

英文缩写 英文全称

AA Aristolochic Acid 

AAN Aristolochic Acid Nephropa由y

BMP-7 Bone Morphogenetic Protein 

BUN Blood Urea Nitrogen 

7 

中文

马兜铃酸

马兜铃酸、肾病

促成骨形成蛋白 7

血尿素氮

CAAN Chronic Aristolochic Acid Nephropathy 慢性马兜铃酸肾病

细胞计数试剂盒 8

顺式二氯二氨合铀

二至在基苏糖醇

CCK8 

CDDP 

DTT 

GSH-Px 

HK-2 

HSP 
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Cis-dischlorodiammine-platimum 

Dithio-threitol 

Glutathione Peroxidase 

Humal1l Kiney Tubule Epithelial Cell 2 

Heat SJnock Protein 

Heat Shock Factor 1 

谷脱甘肤过氧化物酶

人肾小管上皮细胞 2

热休克蛋白

热休克因子 l

MALDI-TOF-MSIMS Matrix-Assisted Laser 基质辅助激

Desorptionllonization Time Of 光解析电离飞

Flight Mass SpectrometrylMass 行时间串联质谱

Spectrometry 

mHSP MitocJnondrial Heat Shock Protein 线粒体热休克蛋白

:MDA Malondialdehyde 丙二应

MPT Mitochondrial Permeability Transition 线粒体通透性转换

NAG N-acetyl-ß-glucosaminidase 

OATs Organic Anion Transporters 

OD Optical density 
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PNS Panax Notoginseng Saponins 三七总皂昔

PNSH High dose ofPanax Notoginseng Saponins -七总皂昔高剂量

PNSL Low dose of Panax Notoginseng SapoIlins 三七总皂音低剂量

PNSM Middle dose ofPanax Notoginseng Saponins 三七总皂音中剂量

ROS Reactive Oxygen Species 活性氧

Scr Serum creatinine 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
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SELDI-TOF-MS Surface-Enhanced Laser 

Desorptionllonization Time 
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Transforming Growth Factor ß 
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三七总皂音对顺铀、马兜铃酸肾损害的

保护作用研究

摘要

目的:研究三七总皂音 (Panax Notoginseng Saponins, PNS)对顺铅、马

兜铃酸肾损害的保护作用，并从蛋白质组学的角度探讨其可能的作用机制，

为PNS治疗顺铀肾损害、马兜铃酸肾损害提供理论依据。

方法: 建立顺铀肾损害、马兜铃酸肾损害的大鼠模型，以及通过培养

人肾小管上皮细胞 (HK-2 ) 建立体外顺铅肾小管上皮细胞损害模型，并给

以PNS进行干预，检测大鼠尿自 -N-乙E先胶基葡萄糖昔酶 (NAG)、 24 h 尿

蛋白定量、血清肌由于 (Scr) 和尿素氮 (BUN) ，以及肾小管上皮细胞的光

密度 (OD ); 采用表面增强激光解析电离飞行时间质谱 (surface-enhanced

laser desorptionlionization time of flight mass spectrometη ， SELDI-TOF-MS) 

技术筛选各组大鼠肾组织、 四(-2细胞的差异表达蛋白质，并利用基质辅助

激光解析电离飞行时间串联质谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization 

time offlight mass spectrometrylMass spectrometry, MALDI-TOF- MS瓜1S ) 对

部分差异表达蛋臼质进行分离鉴定。

1 、 PNS对大鼠顺铅肾损害的保护作用 : SD大鼠随机分为正常对照组

(dl----dl0注射与PNS等容量的生理盐水〉、 JI庆幸自模型组( dl注射顺铀 5mg

/ kg , d2----dlO注射生理盐水〉、阳性对照组 Cdl注射氨磷汀， 30min后注

射JI阳白， d2---dl0注射等容量的生理盐水) ， PNS高、中、低剂量组( dl注射

)1顶铅和高、中、低剂量的PNS ， d2---dlO注射PNS) 。均腹腔注射，每天1

次。 lOd后收集尿液、血液和肾脏组织进行生化检测、电镜检查和差异表达

蛋白质的筛选、鉴定。
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2、 PNS 对大鼠马兜铃酸肾损害的保护作用 : 大鼠随机分为空白对照组、

马兜铃酸模型组、阳性对照组及 PNS 低、中、高剂量组 (PNSL 、 PNSM、

PNSH)。造模大鼠灌服关木通浸膏， 4h 后 PNS 各组灌服不同剂量 PNS 溶

液， 阳性组对照组(强的松组)灌服泼尼松 3.15 mg.kg七d-1 ， 马兜铃酸模型

组灌服等体积生理盐水。分别于实验第 12 、 16 、 20w 处死大鼠。留取血液、

尿液及肾组织标本， 检测大鼠 24h 尿蛋白含量、 尿 NAG，以及 Scr、 BUN

的含量。取肾组织作光镜和电镜检查， 以及差异表达蛋白质的筛选和鉴定。

3 、 PNS 对顺铅损伤HK-2细胞的影响:

(1) JI顶铅、 PNS 对HK-2细胞增殖的影响。实验分为① JI防自细胞组:

细胞在含不同浓度顺铀的培养基中培养: ② PNS 细胞组: 在培养基中加入

不同浓度的PNS ; ③空白细胞组: 含 10%新生小牛血清。培养48 h 。

(2) PNS 对顺铀抑制HK-2细胞增殖的影响。实验分为①空臼细胞组:

只含10%新生小牛血清:② JI阳自细胞组: }I顶铅 12.5ug/四日 10 %新生小牛

血清;③ JI顶铅PNS细胞组: 在含顺铅12.5ug/L的 10%新生小牛血清，培养

12 h后，分别加入不同浓度的PNS。共培养48 h。取空白细胞组、 JI鹏自细胞

组、 JI防自PNS细胞组(含50ug/L PNS )，进行差异表达蛋白质筛选、鉴定。

结果 :

1 、 PNS 对大鼠JI防自肾损害的保护作用 : ① JI顶铅模型组与正常对照组

比较，血清BUN、 Scr以及尿的NAG酶均明显升高 (p< 0.05或 p< O.OI ) , 

PNS各组及氨磷汀组可显著降低上述各指标，其中PNS中剂量组的效果较

好。②顺铀模型组大鼠肾小管上皮细胞片状坏死， 线粒体明显肿胀，线粒

体脊模糊不清或完全消失; PNS各组及氨磷汀组的病理损害有所减轻， 正常

对照、组大鼠无明显病变。③ )1防自模型组分别与正常对照组、 PNS治疗组的

肾组织存在多种差异表达蛋白质。④蛋白质 m/z 10815.42被鉴定为线粒

体的热休克蛋白，该蛋白质在PNS治疗组大鼠肾组织中高表达， 较顺§自模型

组表达上调2被以上。蛋白质 m/z 16021. 67被鉴定为血红蛋白自 l亚基和血
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红蛋白白 2亚基，该蛋白质在顺铅模型组中较正常对照组高表达。

2、 PNS 对大鼠马兜铃酸肾损害的保护作用: ①马兜铃酸模型组大鼠

血清 Scr、 BUN、 24h 尿蛋臼及尿 NAG 酶均较空白对照组的显著升高

(p <0.05 或p<O.Ol) ， 且随着给药时间延长逐渐加重。 PNS 各组及强的松

组的上述指标均较马兜铃酸模型组的显著下降。②模型组大鼠肾小管肿

胀、萎缩及间质纤维化:肾小管上皮细胞线粒体肿胀，吞噬泡及溶酶体增

多。 PNS 治疗组及强的松组的肾小管病变及间质纤维化有所改善，肾小管

上皮细胞线粒体肿胀有所减轻。③马兜铃酸模型组分别与空臼对照组、 PNS

20w 组、强的松组大鼠之间均存在多个肾组织的差异表达蛋白质。④蛋白质

m/z 10082.07 被鉴定为乙酷辅酶 A 结合蛋白，该蛋白质在强的松组大鼠肾

组织中高表达，较马兜铃酸模型组的上调 2 倍以上。⑤在"顺铅肾损害"、

"马兜铃酸肾损害"这两部分内容中筛选出 5 个共同的差异表达蛋白质，

说明在这两个药物引起的肾损害的发生或发展过程中可能涉及到一些共同

的蛋白质改变:在顺铅肾损害中， PNS 可使蛋白质 m/z 1428 表达下调，而

在马兜铃酸肾损害中， PNS 却使其上调。具体原因有待进一步研究。

3 、 PNS 对JI鹏自损伤 HK-2 细胞的影响:① )1鹏自显著抑制 HK-2 细胞的

增殖，且随着浓度的增加抑制作用越明显; PNS 可促进 HK-2 细胞的增殖，

且随着浓度的增大作用越明显。② PNS 可减轻顺销对 HK-2 细胞增殖的抑

制。③暂时未能筛选出差异表达蛋白质。

结论:

1、三七总皂背对顺伯肾损害大鼠、 )1顶铅损害 HK-2 细胞、马兜铃酸肾

损害大鼠均有一定的保护作用。

2、 )1顶铀模型组分别与正常对照组、 PNS 治疗组的肾组织存在多种差异

表达蛋白质。其中蛋白质 m/z 10815 . 42 被鉴定为线粒体的热休克蛋白，该

蛋白质在 PNS 治疗组大鼠肾组织中高表达，较)1颐铅模型组的上调 2 f音以上。

蛋白质 m/z 16021. 67 被鉴定为血红蛋白 ß 1 亚基和血红蛋白白 2 亚基。这

7 
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两种蛋白质与顺伯肾损害、 PNS 保护作用的关系有待进一步的研究。

3、马兜铃酸模型组分别与空白对照组、 PNS 20w 组、强的松组大鼠之

间均存在多个肾组织的差异表达蛋白质。其中蛋白质 m/z 10082. 07 被鉴定

为乙曹先辅酶 A 结合蛋臼 F 其在马兜铃酸肾损害中的作用有待进一步的研究。

趴在 u )1顶铅肾损害"、"马兜铃酸肾损害"这两部分内容中筛选出 5

个共同的差异表达蛋白质，说明在这两种药物对肾脏的损害过程中可能涉

及到一些共同的蛋自质改变。

5、 差异表达蛋白质有待纯化分离鉴定，才能确定其性质、功能，以及

进一步了解它们在)1顷铀肾损害、马兜铃酸肾损害、 PNS 干预中所起的作用。

6、虽然本课题目前只取得初步的研究结果， 但为后续的研究工作提供

新的思路和方法，为全面、系统地探讨JI顶铅肾损害、马兜铃酸肾损害的机

制以及 PNS 的保护作用提供理论基础。

关键词 三七总皂音， JI防白， 马兜铃酸，肾损害，差异表达，蛋白质组
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PROTECTIVE EFFECTS OF PANAX NOTO-

G卧~SENOSIDES ON CISPLAT卧J AND ARISTOLO­

CHIC ACID-INDUCED RENAL DAMAGE 

ABSTRACT 

Objective: To study the protective effects of PNS on cisplatin- and 

aristolochic acid (AA)-induced kidney damage, and explore its possible 

mechanism 台om the perspective of proteomics, to provide theoretical basis for 

treatment to cisplatin- and AA -induced kidney damage with PNS. 

Methods: Established the model of cisplatin-and AA-induced kidney 

damage in rats and the vitro model of cisplatin-induced renal tubular epithelial 

cell damage by culturing the HK-2, which was intervened by PNS. And then 

detected the Urine beta N-ethyl amide base glycosidase en马lmes (NAG), 24 

hours urinary protein, serum creatinine (Scr) ,urea nitrogen (BUN) and the 

proliferation of renal tubular epithelial cell,screened the differential expression 

protein in renal tissue and HK-2 cells of rats with surface-enhanced laser 

desorptionl ionization time-of-flight mass spectrometry( SELDI-TOF-MS) , 

isolated and identified some of these differential expression proteins with 

matrix-assisted laser desorp- tionlionization time-of-flight mass spectrometη/ 

Mass spectrometry( MALDI-TOF- MS爪1S).

9 
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1. The protective effects of PNS on cisplatin-induced kidney damage in rats: 

Sprague-Dawley rats were divided randomly into sit groups: control 

group(received the same volume of saline with PNS for ten days),cisplatin 

model group(first day was given 5mglkg cisplatin, and injected with saline the 

next day until the tenth day.),positive control group(received cisplatin after 

administration of amifostine 30 minutes, the same volume of saline with 

amifostine was given in the next nine days.), high,middle and low dose of PNS 

groups(was given cisplatin and High,middle and low dose of PNS respectively 

on the first day,only PNS was injected in the next nine days.).Drugs and saline 

were given into rats by intraperitoneal injection once daily. Ten days 

later,Urine,blood and renal tissue were collected for biochemical detection, 

electron microscopic examination,screening and identification of the differential 

expreSSlon protem. 

2. The protective effects of PNS on AA-induced kidney damage in rats: 

Wistar rats were divided randomly into blank control group,AA model group, 

positive control group and three PNS groups(high dose , middle dose and low 

dose).ηle rats were treated with extract of Aristolochia manshuriensis Kom by 

gastric gavage,and 4 hours later, PNS groups were gavaged with different doses 

of PNS;positive control group(prednisone treated group) received 3.15 

mg.kg-1.d-l prednisone,while AA model group was only given the same volume 

of saline. Then rats were killed at 12th, 16th, and 20th weeks after experiencing 

different treatment.Blood, urine and renal tissue were collected; and 24 hours 

urinary protein, urinary NAG ,serum creatinine (Scr) and urea nitrogen (BUN) 

were detected.Renal tissues were provided for light and electron lnicroscopy 

examination and also for screening and identification of the differential 

expreSSlon protem. 
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3. Effects ofPNS on HK-2 cells with cisplatin-induced damage: 

(1) Effects of cisplatin and PNS on proli岛ration of HK-2 cells. Three 

groups were established in the experiment: ( Cisplatin cell group: Cells were 

cultivated in culture f1uid containing different concentrations of cisplatin;② 

PNS cell group: Different concentrations of PNS were added to culture medium; 

( blank cell group,which were cultivated in culture f1uid containing 10% 

newbom calf serum . All group were cultivated for 48 hours. 

。) Effects of PNS on proliferation of HK-2 cells inhibíted by 

cisplatin.Three groups were established in the experime.nt: ( Blank cell 

group:only containing 10 % newbom calf serum; ( Cisplatin cell group: 

containing 12.5ugIL Cisplatin and 10 % newbom calf serum; ( Cisplatin with 

PNS group,which was grown in culture f1uid containing 12.5ugIL cisplatin and 

10 % newborn ca!f serum for 12 hours and then was cultivated for another 48 

hours after adding different concentrations of PNS. Blank cell group,Cisplatin 

cel1 group(1 2.5 μ g1L Cisplatin) and Cisplatin with PNS group(50μ g/L PNS 

a丘er 12.5μ gIL Cisplatin for 12h) were taken to screen and identify the 

differential expression protein. 

Results: 

1. The protective effects ofPNS o:n cisplatin-induced kid:ney damage in rats: 

①SerumBl肘，serum creatinine, and urinary NA G enzyme were significantly 

increased(p<O.05 or p<O.O 1) in cisplatin model group compared to that ' in 

controls,while these indexes were significantly decreased in PNS group and 

amifostine group, especially in middle dose of PNS group. ( 1t had found that 

patchy necrosis in rat renal tubular epithelial cells,obvious swelling of 

mitochondria under the electron microscopy and mitochondria cristae were 

obscured, even vanished completely; PNS group and amifostine group can 

11 
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reduce pathological damage of renal tubular epithelial cells,however,there was 

no obvious lesion in control group. ( There were kinds of differential 

expression protein in renal tissue among cisplatin model group, control group 

and PNS treated group( Protein at mlz 10815.42 was identified as heat shock 

protein of mitochondria and it showed high expression in rat renal tissue in PNS 

treated group and more than two times in cisplatin mode1. Besides, protein at 

mlz 16021.67 was identified as hemoglobin ßI , ßrchain,which showed higher 

expression in cisplatin model group than in control group. 

2. The protective effects of PNS on AA-induced kidney damage in r创s: ①

Compared with blank control group, serum creatinine (Scr), urea nitrogen 

(BUN) ,4 hoU!rs urinaηr protein and urinary NAG enzyme showed a obvious 

increasing(p<O.05 or p<O.OI) in AA model group,and the increased degree had 

been gradually serious along with the prolonged time of administration of 

treatment.These indexes were significantly decreased in PNS groups and 

prednisone treated group when compared to AA model group. ( Light 

microscopy showed that model rats developed tubular swelling, atrophy and 

interstitial fibrosis gradua l1y. Renal tubular lesion and interstitial fibrosis were 

improved in PNS groups and prednisone treated group. On the other 

hand，Elec仕on microscopy showed that there were renal tubular epithelial cell 

mitochondrial swelling and increased lysosome and phagocytic vacuole in renal 

tubular cells in AA model group. PNS group and prednisone treated group can 

reduce pathological changes ( Renal tissue in AA model group, blank control 

group, PNS 20w group and prednisone treated group were found a number of 

d江ferentially expressed proteins. ( Protein at mlz 10082.07 was identified as 

Acyl-CoA-binding protein that showed two times higher expression in 

prednisone treated group than in AA model group. ( There are five common 

12 
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differential expression proteins in the experiment of cisplatin- and AA-induced 

kidney damage. These indicated that the occuπence or development of cisplatin­

and AA-induced kidney damage may involve the changes of common proteins. 

In addition, PNS can decrease expression of protein at mJz 1428 in cisplatin 

model group, but raised in AA model group. The specific reasons need further 

research. 

3. Effects of PNS on HK-2 cells with cisplatin-induced damage: ( cisplatin 

can inhibit the appreciation rate of HK-2 cells while PNS can promote it in a 

concentration-dependent manner. ( PNS can reduced the inhibition of 

cisplatin-induced proliferation of HK-2 Cell. ( The differential expression 

protein was failed to screen out for the time being. 

Conclusions: 

1. PNS may play a protective role in rats respectively with 

cisplatin-induced kidney damage, AA-induced kidney damage and HK-2 cells 

with cisplatin-induced damage 

2. There were kinds of differential expression protein in renal tissue among 

cisplatin model group, control group and PNS treated group. Protein at m1z 

10815.42 was identified as heat shock protein of mitochondria and it showed 

high expression in rat renal tissue in PNS treated group and more than two times 

in ciisplatin model. Besides, protein at m1z 16021.67 was identified as 

hemogIobin ß1, ßr chain.lt need further studies to realize the reIationship among 

the two proteins and cisplatin kidney damage, protection ofPNS. 

3. There are a number of differentially expressed proteins in renal tissue 

between AA model group and blank control group, PNS20w group, prednisone 

group respectively. The protein at mlz 10082.07 was identified as 
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Acyl-CoA-binding protein whose effects on AA-induced kidney damage need 

further studies. 

4. There are five common differential expression proteins in the experiment 

of cisplatin- and AA-induced kidney damage. These indicated that the 

occu盯ence or development of cisplatin- and AA-induced kidney damage may 

involve the changes of proteins 

5. The differential expression protein that had been screened need to be the 

next step of isolation and identification to confirm their character and function. 

Meanwhile,it is important to realize effects of differential expression protein on 

cisplatin、AA-induced kidney damage and PNS treated. 

6. Though the study on this topic had only obtained preliminary results at 

present,it can provide new ideas and methods for follow-up research work, and 

theoretical basis for discussing mechanism of cisplatin- ,AA-induced kidney 

damage and protective action of PNS. 

KEY WORDS panax notoginsenosides,cisplatin, aristolochic acid,renal 

damage , differentiall y expressed , proteomics 
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目IJ 昌

Jl鹏白为金属铀类络合物)1顶式-二氯二氨合铀( cis-dischlorodiarnmine-

platinum, CDDP ) 的俗称，能与DNA结合形成交叉键， 从而使DNA失去复

制的功能; 高浓度时也抑制RNA及蛋白质的合成，为周期非特异性抗肿瘤

药物。顺铅具有抗瘤谱广、 对乏氧细胞有效的特点，对多种实体肿瘤均有

效[ll，是11备床上最常用的化疗药物之一。然而顺伯在肾脏高聚集、高排泄、

高代谢的特点使其肾损害作用尤其明显，且其肾毒性、疗效都与剂量呈正

相关，肾损害严重时可致急性肾功能衰竭，甚至死亡: 而顺铀减量或停药

将影响患者化疗的连续性，导致癌症患者的生活质量严重恶化(2)。因此肾损

害是限制顺铅临床应用剂量的主要不良反应，如何在不影响疗效的同时降

低顺铅的肾毒性， 这一直是临床上急需解决的难题。

有关顺铅肾损害的机制报道很多， 涉及脂质过氧化[3] 、 疏基耗竭、 细胞

凋亡川、微循环障碍等。但这些报道多是停留在一些生化、免疫学等指标的

检测上，或是从单一、独立的某个环节、途径来研究，缺乏联系性和系统

性。而顺铀肾损害的发生发展是多个部位、多个环节及多种途径共同作用

的结果， 采用传统的研究方法很难达到全面的了解， 例如还有哪些机制参'

与?哪种是始发机制? 在其发生发展过程中哪种机制起主要作用?各种机

制之间存在怎样的关系?等等这些问题仍未得到阐明，严重影响着顺铅肾

损害防治措施的进一步改善。因此有必要采用高通量筛选技术系统地探讨

顺锦肾损害的发生发展机制。

1I备床上多采用水化疗法辅以利尿药和脱水剂防治JI顶铀肾损害 ， 有一定

效果。由于水化法输入的液体量大、输注时间长等，易致水、电解质以及

酸碱的失衡、加重心脏负担等原因，所以对于部分患者并不适用。谷脱甘
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肤、氨磷汀等对顺铅肾损害有一定的缓解作用，但这些药物的应用多是以

水化和利尿为基础，而且存在远期疗效差、药品价格昂贵等缺点。因此寻

找对顺铅肾损害有保护作用的药物是临床急需解决的难题。不少研究发现

单味中药如 PNS、冬虫夏草等，或复方制剂例如穹黄汤等对顺铀肾损害均有

不同程度的保护作用，中医药在防治)1顷铅肾损害方面凸显其优势，但这些

研究多停留在检测肾功能、氧化损伤等指标上，缺乏系统的、内在的药理

作用机制研究，也就缺乏完整的理论体系来指导临床使用中医药防治顺铅

肾损害。

马兜铃酸肾病( aristolochic acid nephropathy, AAN )是指服用含有马兜

铃酸( aristolochic acid. AA) 的药物而导致的肾脏损害，持续或间断小量服

用含AA 药物可发生慢性马兜铃酸肾病( chronic aristolochic acid 

nephropathy,CAAN) 0 AAN一般进展迅速，最终发展为终末期肾功能衰竭，

甚至诱发肿瘤的发生[昌、飞 日前临床上对AAN 缺乏有效的治疗方法，因此

关键在于预防AAN的发生，以及延缓AAN的进展。 AAN发生发展的机制目

前尚未完全明确，研究表明AAN的发生发展可能与缺血缺氧、细胞毒、凋

亡、免疫反应以及肾小管上皮细胞的转分化等机制有关。由此可见， AAN 

的发生发展可能涉及多种机制、多条途径，采用传统的研究方法很难对其

进行全面、系统地了解，对其治疗措施也难以得到改善。

三七总皂音 (Panax Notoginsenosides , PNS) 在临床上主要用于心脑血

管疾病的治疗[7〕，近年来研究发现 PNS 对肾脏疾病，如缺血性肾损伤(8J、阿

霉素肾病(9]、庆大霉素肾毒性等有保护作用; PNS 可通过多种途径抑制肾小

管上皮细胞转分化，从而抑制肾小管间质的纤维化(10、 川、 12 ) 。

虽然有关PNS 对顺铅肾损害或马兜铃酸肾损害的报道较少，但研究表

明PNS可降低}I鹏白肾损害小鼠的SCr、 BUN水平，及增加肾小管上皮细胞存

活率[ 13]。同时因PNS具有提高机体免疫功能以及抑制肿瘤生长[ 14 、 l坷的作用 ，

能对顺铅肾损害有保护作用而又不抑制顺销的抗肿瘤效应。有关PNS对
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AAN 的保护作用研究发现{陀、 17、 18] ， PNS可能通过抗氧化、抑制细胞转分化

等对AAN 起保护作用。 PNS对顺铅肾损害、马兜铃酸肾损害的保护作用机

制尚未完全阐明。 PNS主要含有三七皂背Rl，以及人参皂背Rgl 、 Rbl 、 Re 、

Rd等多种成分，具有抗氧化、抗增殖、促凋亡等活性[时，药理作用较广泛，

其对顺铀肾损害、 马兜铃酸肾损害的保护作用可能涉及多位点、多途径、

多机制，传统的研究方法对其无法作到全面系统的了解。只有采用高通量

检测和分析的技术来研究，才能系统、全面地阐明其作用机制，从而为其

|临床应用提供理论基础。目前尚未见有关利用蛋白质组学等高通量筛选技

术来研究PNS防治某种疾病的报道。基于上述原因，本课题建立顺铅肾损害、

慢性马兜铃酸肾损害的大鼠模型，以及通过培养皿拥胞建立体外顺铅肾

小管上皮细胞损害模型，并分别给以PNS进行干预， 了解PNS对顺铀、马兜

铃酸肾损害的保护作用，并从蛋臼质组学的角度探讨其可能的作用机制， 为

PNS治疗顺铅肾损害、马兜铃酸肾损害提供理论依据。
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第一部分 三七总皂苦对JlI页铅肾损害大鼠肾功能

的保护作用

1 . 材料

1. 1 动物

SD 雄性大鼠，体重 200g士20g， SPF 级。由广西医科大学实验动物中

心提供。试验动吻合格证号 SCSK2009-002 。

1 . 2 药品与主要试剂

三七总皂背粉针剂

顺§白粉针剂

氨磷汀注射液

生理盐水

广西梧州制药(集团)股份有限公司 ， 批号:

20110115 , I [备用前以生理盐水溶解。

齐鲁制药有限公司，批号 0070152DB

大连美罗大药厂，批号: 531103010 

临用前用生理盐水稀释。

徐州莱恩药业有限公司，批号: 1005281 

BUN(尿酶法)试剂盒 南京建成生物工程研究所，批号为 20100806

Scr 试剂盒

NAG试剂盒

蒸馆水 ， 去离子水

南京建成生物工程研究所，批号 20100806

南京建成生物工程研究所批号 20100709

自制

1. 3 主要仪器

722S 可见光分光光度计

5415R 小型台式离心机

AL204101 型电子天平

电镜仪器

18 
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2. 方法

2. 1 实验动物分组

大鼠适应性喂养 2w 后，随机分为正常对照组、 jl顶铀模型组、阳性对照

组〈氨磷汀组) ，以及三七总皂苦的三个剂量组 (PNS 低剂量组、 PNS 中

剂量组、 PNS 高剂量组) ，每组 12 只。

2.2 各组大鼠的给药方法

)1顶销、氨磷汀、 PNS 的给药剂量是参照徐淑云等主编的第三版《药理

实验方法学))，由成人的临床常用剂量换算成大鼠的剂量。 PNS 由成人的临

床常用剂量换算成大鼠的剂量后作为 PNS 中剂量组的给药剂量。

(1)、正常对照组: d1 ，._，d10 腹腔注射与PNS等容量的生理盐水，每天1

次。

。)、!!顶铅模型组:实验 dl 腹腔注射单齐。顺铅 5mg /烛， d2 ，._，dl0 腹

腔注射与PNS等容量的生理盐水，每天1次。

(3) 、 PNS高、中、低剂量组: 实验 dl 腹腔注射单剂JI防自 (5mg / kg) 

后，即腹腔注射PNS (分别为62. 70mg/kg、 31. 35mg/kg 、 15. 63mg/kg) 1次，

d2----d10 腹腔注射PNS ， 每天1次。

(4)、氨磷汀组: dl 腹腔注射氨磷汀 1.0mg/kg， 30分钟后腹腔注射单

剂顺铀 (5mg / kg) , d2 r--..- dlO 腹腔注射等容量的生理盐水，每天1次。

2.3 标本收集及检测指标

2.3. 1 标本的收集、处理

实验 10d 后 ， 大鼠在戊巳比妥纳麻醉下(腹腔注射戊巳比妥纳 30mg

/kg) ，腹部正中切口，打开腹腔后，自腹主动脉采血，于 4
0

C 以 4000rpm / 

mln 离心 5min，取血清保存于-20
0

C冰柜，备用检测生化指标。游离出腹主

动脉，夹闭肾动脉分支以上的近心段，在肾动脉分支以下进行腹主动脉插

管，剪开左肾静脉， 用预冷的生理盐水由动脉插管处进行肾脏原位灌洗，
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待到肾脏变白后取下双肾脏，取部分肾脏组织放入液氮中保存，留作"第

二部分"的差异表达蛋白质的筛选与鉴定:另取一部分肾脏组织用 3%戊二

瞪固定 2h 后送电镜室， 观察肾脏组织病理学的改变。

2.3.2 观察及检测指标

(1) 、 大鼠常规喂养，每天观察大鼠一般情况， 包括精神状态、毛色、

摄食与活动情况。

(2) 、 Scr、 BUN 的测定分别采用氧化酶法、 速率法，尿 NAG 酶的测定

采用对硝基盼比色法。均严格按照试剂盒说明书的要求进行操作。

(3)、电镜: 观察肾脏组织病理学变化。

2.3 统计学处理方法

所有数据均以二士s 表示，采用SPSS 1 3 . 0软件， 运用单因素方差分析

法进行组间比较。

3. 结果

3. 1 大鼠的一般情况

腹腔注射顺铅的各组大鼠在使用顺铅后第二天即出现进食量下降，之

后逐渐出现毛色无光泽、脱落，活动减少。尤以}I防自模型组大鼠为重，出

现明显的精神萎靡、活动迟缓、 消瘦 ， 部分大鼠常埋头蜷缩。正常对照组

一般情况良好。

3. 2 各组大鼠血清 SCr 、 BUN 水平检测结果

各组大鼠血清 SCr、 BUN 和尿 NAG 水平的检测结果见表 1-10 )1顶铀模

型组的血清 Cr、 BUN 和尿 NAG 与正常对照组的比较均有显著性差异 (p

< 0.01) 0 PNS 各剂量组的血清 BUN、尿 NAG 较顺铀模型组均显著下降

(P<0.05 , P< O.01 ) ， 其中 PNS 中剂量组的效果似乎较好。 PNS 中剂量

组和低剂量组的 Scr 水平较顺销模型组的降低 (P<O.05 ， P< O.Ol ) ， 而 PNS
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高剂量组的 Scr 与JI顷铀模型组的没有差异。

表1-1 各组大鼠血清BUN、 SCr和尿NAG水平比较(x + s) Cn=12) 

Tab. l - l The BUN,SCr and NAG among each group ofrats( x 土 s) Cn=12) 

组别

正常对照组

/1顶铀模型组

阳性对照组

PNS 低剂量组

PNS 中剂量组

PNS 高剂量组

BUN Cmmol/ L) 

8.919士1. 571 

13.646+0.5066 

9.993 :1:: 1.935* 

11. 329 :1:: O. 900* 

9.604士 o. 736*丰

12. 106士 5.308*

SCr C umol/ L) 

86. 780+15.460 

133.22+11. 7226 

103. 889士 12.222**

120.078 :1:: 14. 042* 

91. 972+19.083材

122.833士27.088

注:与正常对照组比较， 6P<0. 01; 与顺铀模型组比较，种P<O.Ol，非<0. 05 。

3.3 肾组织病理学检查结果

尿NAG

(U .L-' ) 

2.08土0.34

6.64+0.966 

4.08士0.65**

4. 73土0.47**

2. 14+0.57** 

3.98+ 1. 34** 

肉眼观察可见正常对照组大鼠的肾脏为暗红色，剖面结构清晰; JI顷铀

模型组大鼠肾脏呈暗紫色、被膜紧张。 PNS中剂量组肾脏呈暗紫色。电镜观

察见正常对照组肾小球、肾小管、肾问质结构清楚，未见异常变化:正常

对照组肾小管上皮细胞的线粒体丰富、形态规则，线粒体脊清晰无断裂。

)1即自模型组肾小球结构尚完整， 损害主要表现在肾小管，出现肾小管上皮

细胞片状坏死，肾小管上皮细胞的线粒体明显肿胀，线粒体脊模糊不清或

完全消失。PNS中剂量组肾小管上皮细胞的线粒体肿胀程度较顺铅模型组减

轻，线粒体峭尚存在或部分有断裂，溶酶体增多。见图1-1 。
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Nomal control group x30000 Nomal control group x20000 

Model control group x30000 Model control group x20000 

PNSH group x30000 PNSH group x20000 

图 1-1 : 各组大鼠肾小管上皮细胞的电镜检查结果

Fi囚Jre 1-1 : Electron micrograph in nephridial tissue of rats 
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4. 讨论

4. 1 111页钳肾损害模型的建立

在制作顺铀肾损害的动物模型时， 参考了相关的文献，发现给大鼠腹

腔注射单剂的顺铀 5mg / kg，可得到典型的顺铀肾损害模型，剂量越大损

害越重[则:同时将大鼠使用5mg /怜的剂量换算成人的剂量后 ， 符合顺铅在

临床上的使用剂量范围。在预实验中，设了两个顺铅的剂量组 C2mg / kg、

5mg / kg) ，发现 5mg / kg剂量组的肾损害更典型，所以采用了这个剂量作

为制模的顺铅剂量。

从表 1- 1 中可见 ， )1顶铅模型组大鼠的血清 BUN、 Scr 和尿 NAG 均显著

高于正常对照组。肾组织病理学检查结果显示 ， )1师自模型组大鼠的肾小管

上皮细胞出现片状坏死， 上皮细胞内线粒体明显肿胀、线粒体脊模糊不清

或完全消失。说明顺伯肾损害模型制作成功。

4.2 PNS 对111页锦肾损害的保护作用

PNS 各剂量组的血清 BUN、尿 NAG，以及 PNS 中剂量组和低剂量组

的 Scr 水平均较]1防自模型纽显著下降:肾组织病理学检查发现 PNS 中剂量

组肾小管上皮细胞坏死、线粒体肿胀的程度有所减轻， 表明 PNS 对顺铀肾

损害有保护作用。

其中 PNS 中剂量组对降低 BUN、 SCr 的效果与氨磷汀阳性对照组的相

当， 似乎优于 PNS 高剂量组， PNS 高剂量组的 SCr 与JI鹏自模型组无显著差

异。原因不明，可能与下列因素有关: PNS 的成分复杂， 包括对肾脏有保

护作用的各种成分，也包含有杂质甚至可能含布对肾脏有害的物质，当剂

量高到一定的程度就会增加肾脏的负担。

4.3 PNS保护JII页靠自肾损害的可能机制
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)1防自肾损害可能涉及多种机制、 多条途径。不少研究表明 ， 除了过氧

化损伤以外， )1陇自肾损害的发生机制可能还包括: JI防自可诱导肾小管上皮

细胞发生凋亡[21 、 川 、 JI陨钳与DNA形成加合物而发生直接毒性作用 [ 1汀，以及

顺钳可通过某些物质〈例如血管紧张素等〉介导而减少肾脏血流量等等。

(1)本实验选择氨磷汀作为阳性对照药物，是由于该药成分单，在临

床上用于减少化疗药物等引起的正常组织器官的损害[肌川，有-定的疗

效。本实验结果显示，氨磷汀可显著降低)1顷铅肾损害大鼠血清Cr、 BUN和

尿NAG水平，电镜下可见氨磷汀组的肾损害程度减轻，说明氨磷汀对顺铀

肾损害有保护作用。这与研究报道的相符[杭州。 氨磷汀在组织中被碱性磷

酸酶脱磷酸后，变成带有游离疏基的活性代谢产物:由于正常组织的琉基

代谢产物浓度高，可与顺锦活性代谢产物结合后降低其毒性，也可清除活

性氧自由基。由此可知，过氧化损伤在顺铀肾损害中起重要的作用 [机刑。

(2)PNS含有三七皂音Rl，人参皂音Rgl 、 Rbl 、 Re等多种洁性成分，具

有抗氧化、抗增殖、促凋亡等多种药理作用。 本部分实验中 ， PNS对)1防自肾

损害具有保护作用 ， PNS中剂量组对JI防自肾损害的保护作用效果与氨磷汀组

的相似:本课题组的前期研究发现， PNS可提高顺铀导致的大鼠肾组织中

SOD、 GSH-Px活性的下降[川 ， 提示PNS可通过抗氧化损伤对顺铅肾损害起

保护作用 。 另有报道， PNS 可预防)1鹏白的肾毒性，其机制是降低顺铅导致的

DNA链间交联、 DNA-蛋白交联和钙离子超载(13) 。 因此推测， PNS对顺铀肾

损害的保护作用可能涉及多种机制和位点。

4.4 肾组织病理学检查

顺锦肾损害主要涉及肾小管尤其是近端肾小管，而细胞器的损害则以

线粒体为突出。电镜下可见顺铀模型组肾小管上皮细胞的线粒体肿胀严重，

线粒体脊消失。 有报道肾脏外髓外侧带对顺铅具有高敏感性，因为顺铀肾

损害常以该部位最严重，认为可能与该区域内肾小管上皮细胞的主动转运

活跃而需要大量的能量有关。 线粒体损害导致ATP生成障碍， 最先受累的常
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是需要大量ATP未完成其生命活动的部位。

线粒体是细胞进行生物氧化，为机体提供能量的主要场所，细胞生命

活动所需能量的 950/0均来自线粒体，是细胞内的"动力工厂"。 线粒体的

蛋白质含量为 65%"-'70%，而且线粒体内含有生物氧化所需的完整酶系，是

细胞中含酶最多的细胞器;另外线粒体含有内膜和外膜，内膜向内腔突起

折叠形成脊，所以膜表面积丰富。由于线粒体具有以上的功能与结构特点，

使其容易受到氧自由基的攻击，并产生严重的后果。不少研究表明顺铅肾

损害与氧化损伤有关川、叫 : )1顷铀可使大鼠血浆和肾皮质的丙二腔 (MDA)

增高，以及谷脱甘肤过氧化物酶 CGSH-Px) 减少，而一些抗氧化剂可显著

降低顺铅染毒大鼠的 BUN、 Cr 水平，或提高顺铀肾损害大鼠的 SOD 水平

以及降低11DA 含量等等。结合本课题的前期研究结果[圳 ， PNS 各组肾组

织匀浆中 SOD 活性、 GSH-Px 活性较顺铀模型组的明显增高，而 MAD 含

量明显降低，提示氧化损伤机制参与了顺铅的肾损害，而 PNS 可通过抗氧

化损伤而起到保护的作用。 )1陈自在水合代谢中可产生大量活性氧 CROS) , 

使膜脂质过氧化反应，以及膜蛋白功能障碍，表现在细胞膜流动性增加，

膜通透性增高[3l 、 32] ，细胞外 Ca2+ 内流致使细胞内钙超载。脂质过氧化改变

了线粒体膜的结构与功能，抑制其蛋白质功能或使酶活性丧失， ATP 生成

大量减少，出现能量代谢障碍。同时线粒体的损伤可将使其通过转移钙以

调节细胞内钙水平的功能发生障碍，细胞内钙超载加重。因此细胞内钙超

载在顺铅肾损害中也产生重要的作用[叫，最终导致细胞肿胀死亡。

PNS 组大鼠肾小管上皮细胞线粒体的损害程度较顺铅模型组减轻，提

示 PNS 对肾小管上皮细胞线粒体可能具有保护作用。具体的作用机制有待

进一步研究。
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第二部分 三七总皂苦对111页钳胃损害大鼠肾组织差异表

达蛋白质的影晌

1. 材料

1. 1 主要试剂

司公a m σ
δ
 

国美口
阳

产级谱色
醇糖苏

A 
W
基

酸

Z
L

乙
颈
氟三

二

色谱级产品，美国 Sigma 公司

( dithio-threitol, DIT) 

三泾基甲基氨基甲炕-盐酸
色谱级产品，美国 Sigma 公司

缓冲液 C Tris-HCL) 

N- 2 一步圣乙基赈嗦-N-2 一

乙皖磺酸(HEPES)
色谱级产品，美国 Sigma 公司

3 -[ C 3 -胆歌氨基丙基)二

甲氨基] - 1 -丙磺 酸盐色谱级产品，美国 Sigma 公司

(CHAPS) 

能量吸收分子-芥子酸
色谱级产品，美国 Sigma 公司

(sinapinieaeid,SP A) 

HPLC 水 色谱级产品，美国 Sigma 公司

尿素 (urea) 色谱级产品，美国 Sigma 公司

醋酸、纳 (NaAC ) 色谱级产品，美国 Sigma 公司

盐酸 CHCL ) 色i普级产品，美国 Sigma 公司

乙氧 ( C A N) 色谱级产品，美国 Sigma 公司

澳盼蓝 色谱级产品 ， 美国 Sigma 公司

膜蛋白酶 美国 promega

N , N' 一甲叉双丙丙烯酿饺 美国 Amresco 批号 : 0172 
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十二炕基硫酸纳 (SDS) 美国 Amresco 批号: 0227 

兰泾基甲基氨基甲炕 C Tris ) 北京 Solarbio 批号: T8060 

Tricine 

考弓斯亮蓝R250

甲醇

过硫酸续

四乙基乙二胶 (T卧在ED)

冰乙酸

无水乙醇

蒸馆水， 去离子水

1. 2 主要仪器

冷冻高速离心机

蛋白质浓度测定仪

紫外 spectrophotometer

冷冻真空干燥机

Ultra Micro Soin Column 

北京 Solarbio 批号: T8190 

美国 Amresco 批号: 0615 

色谱级产品，美国 Fisher Scientific 公司

Sigma 批号: A6761 

美国 Amresco 批号 : 0761 

成都市科龙化工试剂厂批号: 20110722 

成都市科龙化工试剂厂，批号 AR20100119

自制

型号: Eppendorf 5810R 

德国 Eppendorf Cetrifuge 公司

Narodrop 2000(ND-2000) 

Thermo scientific 公司

LGJ-18 , 

北京松源华兴科技发展有限公司

(C18 柱)
. 郑州英诺高科有限公司

蛋臼质芯片

蛋白芯片阅读机

质谱仪

CM-I0 型弱阳离子交换芯片

美国 Cuphergen 公司

Protein Chip Biology System(PBS II C)型，

美国 Cuphergen 公司

5800 MALDI-TOF-MS瓜1S ABSCIX 

公司
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2 方法

2. 1 大鼠肾组织标本的选择

选择"第一部分"实验中正常对照组、顺铀模型组，以及 PNS 中剂量

组 (PNS 治疗组)大鼠的肾脏组织作为差异表达蛋臼质的筛选和鉴定的标

本。

2.2 所用制剂的配制

2.2. 1 组织裂解液的配制: 100ml C9.5M Urea , 2%W/VCHAPS, 1%W/VDTT) 

( 1) 先量 60ml HPLC H20，倒入烧杯中:

(2) 称取 57. 06g Urea(MW 60. 06，终浓度为 9.5M)，加入盛有 60ml HPLC 

H20 的烧杯中，用玻棒搅拌使之充分溶解。(注意:加温不能超过 37
0

C，如果

难溶，可添加少量 HPLC H20 ) 

(3) 在上述溶液中，加入 2.00g CHAPS 和 1.00gDTT，并搅拌使之

充分溶解后，再用 HPLC Hzo定容至 100 ml; 

(4) 分装:将配好的溶液分装入 10ml 离心管中，每管 10ml，然后用

封口膜密封，放-80
0

C保存。(目的是防反复冻融)

2.2.2 CM10 buffer 即结合缓冲液的配制 (200时， pH4.0 , 100mM NaAC): 

称取无水 NaAC(MW 为 82.03，最终浓度为 100mM) 1.64g，溶于 180m1

HPLC H20 中:用 HCL 将 pH 调至 4.0; 用 HPLC Hzo定容至 200m1 后， 置 4

℃保存。

2.2. 3 SPA 饱和溶液的配制方法

(1) l%TFA 容液的配制: 于 990μ1 HPLC Hzo 中加入 10μ1 TFA ， 混合

后封口，避光、 4
0

C保存，使用周期三二3 天。

(2) 分装 C川:取 1mlACN 分装为 10 管， 每管 100μ 1， 锡纸包严后，

于 4
0

C保存。使用周期三三 l 周。
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(3) 配制 SPA 溶液:使用 SPA 溶液前，先取 80μ1 l%TFA 溶液和 80μ

1 ACN，同时加到 SPA 分装管中:于涡旋混合器上充分混匀(约 3 分钟)后，

静置 5min，以 10000rpm 离心 5 分钟，取上清液使用。

2.3 肾脏组织裂解

(1 )将肾脏组织从一80
0

C冰箱中取出，置于冰盒中解冻，用生理盐水冲

洗后，用滤纸吸去多余的液体，称量重量并记录:

(2) 在陶瓷研钵中倒入少量液氮，将肾脏组织放入有液氮的研钵内，

用陶瓷样研磨。

(3) 当所有的液氮都挥发后，按 100mg 组织大约需要 1ml 的裂解液，

加入裂解液彻底裂解组织后，将组织转入 1.5ml 离心管中。

(4) 将装有组织标本的离心管置于冰盒中，待处理完所有的标本以后，

统一将离心管置于冷冻离心机中， 4 0C , 12000rmp/min 离心 1 个小时。

(5) 吸取上清用 Narodrop 2000 (ND-2000) 仪进行蛋白质定量，调整蛋

白浓度至 60'"'-'80 1.1 g/μ1，分装成 50μ1/管，保存于←80
0

C冰箱备用。

2.4 肾脏组织差异表达蛋白的检测

采用表面增强基质辅助激光解析离子化一飞行时间质谱 (surface

enhanced laser desorption / ionization-time of flight-mass spectrometrγ ， 

SELDI-TOF-MS) 法，对以上各组标本进行差异表达蛋臼质谱检测。

2.4.1 CM-10型蛋白芯片的处理和上样

(1)小心取出CM-I0型芯片，在芯片的背面标记上时间和芯片种类。

(2) 将CMI0芯片装入芯片处理器 CBioprocessor) ，每孔芯池中加人200μ1

的结合缓冲液(使弱阳离子与芯池活性表面整合) ，置振荡器 (200转/分〉

振荡 5min，甩掉缓冲液:重复一次。

(3) 标本上样前的处理:将标本从-80 0C冰箱中取出，置冰盒上融解，

以 10 ， 000rpm ， 4
0

C离心 5 分钟。然后取 50μ1 上清，加入 80μ1 CMI0 bu证泣，

立刻充分混合，再以 10 OOOrpm , 4
0

C离心 5 分钟后即可上样。
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(4) 每芯池中加入处理好的标本100 μ 1，置振荡器 (400转/分) , 40C 

振荡 1 h，弃去多余的液体。

(5) 于每芯池加入200 μ l结合缓冲液， 置振荡器(200转/分)振荡 5 min 

后，甩掉缓冲液;重复一次。

(6) 于每芯池加入1耐 HEPE 200川 ， 洗脱掉未与芯池表面结合的蛋白

质或肤段。

(7) 立刻取出芯片，风干后每芯孔加SPA 0.5μ 1， 风干后每孔再次加SPA

0. 5μ1。干后即可用蛋白芯片阅读机 (PBS IIC型)进行蛋白质谱检测分析。

2. 4.2 肾组织差异表达蛋白质的检测方法

用标准芯片校正质谱仪， 仪器参数的设定为 : 最高分子量为 50 000 道

尔顿， 优化范围 2000---20 000 道尔顿:激光强度为 190，检测敏感度为 8，

每个样本取 130 个点的平均值。将处理好的芯片置于 SELDI-TOF 质谱阅读

器中 ， 进行数据采集和结果分析:使用 Ciphergen Protein Chip 3.2 软件自

动采集数据，并快速准确绘制出蛋白质的质谱图，其中纵坐标为蛋白峰强

度，横坐标为蛋白质的质荷比。信号噪声 (signal-to-noise ratio , S / N) 大于

5 为有效波峰。经统计学分析， P<0.05 的蛋白峰定义为差异蛋白峰。

2.4.3 统计学处理方法

蛋白质的质荷比以 m/z 值表示，采用软件Biomarker Wizard对 m/z

相同的蛋白在各组之间峰值差异含量进行快速计算。使用 P 值表示其差异

程度， P <0. 05者为差异有统计学意义。

2.5 差异表达蛋白质的分离纯化

从 CM10 芯片检测到的差异表达蛋白质中，筛选鉴定候选蛋臼质，入选

标准为:① P 值<0.05，而且尽可能小。② Mean 值大于 SD 值。③ Mean

值大，而且 Mean 值之比大于 20

采用 Tricine-SDS-PAGE 分离纯化差异表达蛋白质。

2.5. 1 凝胶贮存液的配制
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(1)、 A 贮液，即 49.5%T ， 3.0%C 丙烯酷绞的贮存液 (T 代表丙烯酌绞的

总浓度， C 代表交联度):

称取 48.00g 丙烯欧续和1. 50g N, N' 一甲叉双丙丙烯酷续溶于 100 ml 

的 dd H20，溶液充分混匀后经滤纸过滤，备用。

(2)、 B 贮液，即 49.5%T ， 6.0%C 丙烯酥续的贮存液 (T代表丙烯酷绞的

总浓度， C 代表交联度):

称取 46.50g 丙烯酌锁和 3.00gN， N'-甲叉双丙丙烯欧馁，溶于 100 ml 

的 dd H20，溶液充分混匀后经Whatman 滤纸过滤。

(3)、凝胶缓冲液的配制 (3.0M Tris , 0.03g/L SOS , PH 8.45): 

称取 36.342 g Tris , 0.30 g SOS 溶入 80ml dd H20 中，用 HCl 调 pH

值至 8. 毡，再用 dd H20定容至 100 ml 。

2 . 5. 2 电泳缓冲液的配制

(1)、阳极缓冲液的配制 (0. 2 M Tris , pH 8. 9): 

称取 12. 114 g Tris，溶于 400 ml 的 dd H20 中，用 HCl 将 pH 值调至 8.9 ，

再用 dd H20定容至 500 ml 。

(2)、阴极缓冲液的配制 (10X缓冲液: O. 1 M Tricine , O. 1 M Tris , 1. 0 

g/ L SDS , pH 8.25); 

称取 8.96 g Tricine, 6.057 g Tris , 0.50 g SDS，溶于 450 ml dd H20 

中，用 HCl 调 pH 值至 8.25，再用 dd H20定容至 500 ml 。

(3)、标本上样缓冲液的配制: (0. 25mol/L Tris.HCl pH6.8 , 10 %SDS , 

0.5mol/L 二硫叔糖醇， 50%甘油， 0.5%澳盼蓝〉

依次加入以下试剂: 0.5 mol/L Tris.HCl (pH6. 8) 2. 5ml，二硫叔糖醇

0.39g (DTT, MW154.5) , SDS O. 50g，澳盼蓝 0.025，甘油 2.5mlo 混匀后

分装。

2.5.3 染色液、脱色液的配制

(1)、 0.250/0考马斯亮蓝R250 染色液的配制:
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称取 0.25 g 的考马斯亮蓝 R250，并量取 10 ml 乙酸， 45 ml 乙醇，再加

入 dd H仙充分溶解后定容至 100 ml 。

(2)、脱色液的配制:

量取 40ml 乙醉， 4 ml 乙酸?加入 dd H20 定容至 100 ml 。

2 . 5. 4 按表 2-1 配制 Tricine-SDS-PAGE 凝胶

表 2-1 尿素f Tricine 胶的构成

Tab_2-1 the formation of urea Tricine gel 

凝胶构成 分离胶 中间胶 浓缩胶

A 贮液 (μ 1) 300 150 

B 贮液 (μ 1) 825 

凝胶缓冲液 (μ 1) 825 500 465 

ddH20 (μ 1) 900 700 635 

10%过硫酸锻 (μ 1) 11 10 12.5 

TEMED (μ 1) 1. 1 1. 2 

灌胶高度 (cm) 4 2 2 

尿素 (g) 0.9 

ddH20 (μ1) 800 700 635 

注:A 贮液为 49.5%T， 3%C 丙烯酷锁贮存液， B 贮液为 49.5%T.6%C 丙烯酷校贮存液

2. 5.5 标本的处理

将肾组织裂解标本从-80
0

C冰箱中取出，置冰盒上融解，以 10000rpm，

4
0

C离心 3min。取 7 . 5 μ l 上清液加入 2. 5μl 标本上样缓冲液， 混合后再

以 10000rpm， 4
0

C离心 lmin ， 然后置于沸水中煮 8min，冷却后 10000rpm 离

心 2min，即可上样电泳。

2.5.6 电泳分离蛋白

电泳时采用 2X 阴极缓冲液，电压为 75 伏。具体操作步骤如下:

(1)、将电泳槽前面(有字面)面对操作者放在操作台上。

(2)、用双蒸水冲洗干净 Tricir峙-SDS-PAGE 凝胶。

(3)、在电泳胶架的一面放一块 Tricine-SDS-PAGE 凝胶， 另一面放缓冲
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液挡板。

(4)、将胶架按照上面的阴、 F日极标记正确放入电泳槽内〈符号"+"为

阳极，"-"为阴极)。

(5)、将凝胶上的梳子轻轻拔出，用 2X 的电泳缓冲液冲洗上样孔 3 次。

(6)、灌入电泳缓冲液后，用微量进样器取处理好的标本 10μ 1，小心加

到上样孔中，并取 7μ1 Mark 加到上样孔。

(7)、接上电源开始电泳。

2.5.7 电泳凝胶的染色与脱色

(1)染色:用双蒸水将电泳后的 Tricine-SDS-PAGE 凝胶冲洗干净，加入

染色液 50ml，在振荡器中振荡染色 4h'""-'6h 。

(2)脱色:将染色液倒掉，用双蒸水冲洗凝胶3'""-'5 次后，加入脱色液50ml ，

在振荡器中振荡脱色 2h~4h 。

2.6 蛋白质胶内酶解

2.6. 1 切胶

用双蒸水冲洗脱色后的凝胶 3---5 次后，将目标蛋臼质从相应的凝胶条

带上切下。具体步骤如下:

(1)用剪刀剪断 Tip (进口 Tip)，把目标蛋白质从相应的条带上切下凝胶，

置于 1.5 ml 进口的 EP 管内，每管加 400uL Milli-Q 水，振荡洗涤 2min ，

吸出液体后重复 1 次，以保证酸液被洗干净。

(2) 取 400ul 100mM NH4HC03/30% CAN 溶液加到 EP 管中，静置 2min 左右，

待胶粒的蓝色褪却时，加入 Milli-Q 水 400uL，以终止反应。析出液体后，

重新加入 40QuL Milli-Q 水清洗凝胶至透明，吸出多余的液体。

(3) 每管加入 10ul 100mM DTT、 90u l 100rnM NH4HC03后 ， 56 0C孵化 30min ，

以还原蛋白质。

(4) 去掉上清后，每管加入 100ul 100%ACN 溶液， 5min 后吸去。

(5) 每管加入 lOOmM NH4HC03 溶液 70u l ， 30ul 200mM lAu\(现配，避光保
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存) ，于暗处 20 min 。

(6) 吸去上清，每管加入 100mM NH4HC03海液 100u1，室温下 15min 后去

掉上清，加入 100u1 100%ACN, 5 分钟后吸去。将装有胶粒的离心管开

盖置于真空浓缩仪中干燥处理 10 mino 

2.6.2 酶解凝胶中的蛋白质

具体步骤如下:

(1)根据离心管中胶粒的多少，加入合适体积的膜蛋白酶工作液(浓度 10ng/

μL) ，以完全盖住胶粒为准。冰浴 45 min，使胶粒充分吸收酶解液后，

吸出打掉剩余液体。

(2) 加入 30μL 50rnM NH4HC03 缓神液(无 Trypsin ， pH 8. 03) ，缓冲液体积

没过胶块约 20μ1 。

(3) 将离心管倒置，放在 37
0

C烘箱中孵育过夜 (12'"'-'16 h) 。

(4) 吸出酶解液体至新 EP 管中，原管加入 100μ1 60% ACN / 0. l%TFA 液

体，振荡洗涤 15 min 后吸出溶液，将其并入前次溶液中。这样反复抽

提 3 次，合并提取的溶液。

(5) 将上述多次合并的液体于离心机内离心 CIOOOOrpm/min ， 5 min)，吸出

上层溶液并转移至新的 EP 管内。注意不要吸取到底部，因为可能存在

有微小胶粒沉淀。

(6) 将装有抽提液的离心管开口置于真空干燥机内，浓缩抽干(约需 3h) 后，

置于一20 0C涛、存，以备下一步的差异表达蛋白质的质谱鉴定时使用。

2. 7 差异表达蛋白质的原谱鉴定

2.7.1 上样标本脱盐

使用 Ultra Micro Spin Column (C18 柱)进行脱盐处理，具体步骤如下:

(1)先配制以下三种溶液:

①配制 O.l%TFA C三氟乙酸) 15ml; ( 100% CAN ( 乙腊);③ 

70%ACN O. 1 %TFA 8ml 。
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(2) 将 spin column 放入 2ml 的离心管内。

(3) 平衡柱子:
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吸 200 μ 1 100% ACN 到柱子内， 静置 0. 5 min，以 200g 的离心力〈相

当于 eppendorf 5424 型离心机的 1500 rpm/min) 离心 lmin，去掉收集管中

的液体。这个步骤共重复 3 次。

吸 200μ1 O. l%TFA 到柱子内 ， 静置 0.5 min ， 以 200g 的离心力(约

1500 rpm/min) 离心 1min，去掉收集管中的液体。此步骤共重复 3 次。

(4) 标本的处理:

将标本自-20
0

C冰箱中取出，用 20μ 1 的 0.1%TFA 液体复融，然后将

标本加到柱子内 ， 静置 O. 5 min，以 200g 的离心力离心 1 mino (这时多肤、

蛋白和变性剂将被保留，同时盐离子和极性物质如 DNA 将被洗脱到收集管

中〉。将收集管中的液体吸到柱子内 ， 再以 200g 的离心力离心 1min 后，去

掉收集管中的液体。

吸 200μ1 O. 1%TFA液体到柱子内，静置 0.5 min，以 200g 的离心力

离心 1 min，丢掉收集管中的液体。此步骤共重复 5 次。

(5) 标本的回收:

取 70%ACN O. 1%TFA溶液 200μ1 到柱子内 ， 然后将柱子放入 个新的

2ml 离心管， 以 200g 的离心力离心 1 min。将离心管中的洗脱下来的标本

收集到新的离心管中。共重复操作 3 次后，合并每次洗脱下来的标本。

(6) 将回收的标本置于冷冻真空干燥器中 ， 干燥后放-20
0

C冰箱。

2. 7 . 2 通过质谱鉴定目标蛋白质:

将回收的标本自冰箱取出，用 O.1%TFA 溶液 10μ1 溶解。每个标本

以及校正标准品各取 1μ 1，分别点在 384 靶盘上， 风干后， 每个标本点再

加上 lμl 的基质，干后可上质谱检测。

采用 MALDI-TOF-MS/MS 获取蛋臼质的肤图谱，然后通过 Mascot 软

件查询 NCBI、 SWISS-PROT 数据库进行搜索比对。
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3. 结果

3. 1 JII页钳模型组与正常对照组之间的差异表达蛋白质

从 CM10 芯片上捕获的顺锦模型组与正常对照组大鼠的肾组织蛋白质

质谱峰共 95 个:经 Biomark Wizard 软件分析后发现， 两组间存在差异表达

的蛋白峰 20 个 (P<0.05) ， 其中 7 个蛋白质在顺铅模型组中表达下调，

且均比正常组下调 2 倍以上; 而其余的 13 个蛋白质在}I颐铅模型组中表达上

调 ， 比正常组上调大于 2 倍小于 5 倍的蛋臼质有 4 个， 5 个蛋白质上调 5 倍

以上。 m/z 18695. 15 的蛋白质 P 值最小， 蛋白质 m/z 16021. 67 在顺铅模型

组中表达量最大， 其次是 m/z 1234.96 蛋白质， 而蛋白质 m/z 12151. 56 在

正常对照组中表达量最大。详见表 2-2。图 2- 1 为)1鹏自模型组与正常对照组

之间的差异表达蛋白质质谱图。

3. 2 JII页钳模型组与 PNS 治疗组之间存在表达差异的蛋臼质

从 CM10 芯片上捕获的顺铅模型组与 PNS 治疗组大鼠的肾组织蛋白质

质谱峰共 95 个: 采用 Biomark Wizard 软件对两组中 m/z 相同的蛋白质强度

值进行 t 检验， 发现两组间存在差异表达的蛋白峰 18 个 (P<O.05 )，其中

1 1 个蛋白质在 PNS 治疗组中表达下调，而其余的 7 个蛋白质在 PNS 治疗

组中表达上调。在 PNS 治疗组比顺铀模型组上调大于 2 倍小于 5 倍的蛋白

质有 5 个，上调 5 倍以上的蛋白质有 1 个: 有 8 个蛋白质在 PNS 治疗组比

顺铅模型组下调大于 2 倍小于 5 倍， 2 个蛋白质下调 5 倍以上; m/z 1245. 95 

的蛋白质 P 值最小， 其次是 m/z 分别为 1402. 78、 5653. 62 的蛋白质。蛋白

质 m/z 3763.05 在 PNS 治疗组中表达量最大。详见表 2-3。图 2-2 为)1防自

模型组与 PNS 治疗组之间的差异表达蛋白质质谱图。

3. 3 正常对照组与 PNS 治疗组之间未检出差异表达蛋臼质
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从 CM10 芯片上捕获的正常对照组与 PNS 治疗组大鼠的肾组织蛋白质

质谱峰，经软件 Biomark Wizard 分析后，未发现两组间存在差异表达的蛋

臼质。

3.4 JII页钳模型组分别与正常对照组、 PNS 治疗组之间共同存在的差异表达蛋

臼质

如表 2-4 所示， 这 6 个蛋白质在JI鹏自模型组与正常对照组、 }I陨铀模型

组与 PNS 治疗组之间表达均有差异。其中前 4 个在顺锦模型组表达较正常

对照组上调，而在 PNS 治疗组的表达较JI防自模型组下调:后 2 个蛋白质在

JI质铅模型组较正常对照组下调，在 PNS 治疗组的表达较JI陨铅模型组上调。

3.5 差异表达蛋白质的鉴定结果

3.5.1 Tricine-SDS-PAGE凝胶电泳结果

本实验从表 2-2、表 2-3 中选择 m/z 分别为 7998. 084 、 10815.42 、

12256.24 、 16489.31 的差异表达蛋白质作为目标蛋白质进行分离鉴定。

首先从质谱图中查找这些目标蛋白质的质谱峰，以质谱峰最高的标本

作为分离鉴定的标本。

标本经 Tricine-SDS-PAGE 凝胶电泳分离后，可取得清晰的蛋白质条带。

见图 2-30 以 mark 的电泳结果作对照，从凝胶上切下日标蛋白质相对应的

条带，经酶解后点板，最后通过质谱鉴定。

3.5.2 目标蛋臼质鉴定的结果

(1)除了蛋白质 m/z 10815. 42 和 m/z 16021. 67 以外，其他几个目标蛋

白质的匹配得分均在 50 分以下，未达到可信的分值。

(2) m/z 108 1 5.42 目标蛋白质经 MALDI-TOF-MS/MS 检测后，在蛋白

质数据库中搜索比对，发现与线粒体热休克蛋白匹配上 8 个肤段，得分为

96 分(见表 2-5、图 2-4) 。

(3) m/z 16021. 67 目标蛋白质经 MALDI-TOF-MS瓜1S 检测后，在蛋白
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质数据库中搜索比对，发现与血红蛋臼 ß 1 亚基和血红蛋白白 2 亚基分别匹

配上 13、 10 个肤段，得分分别为 256 分、 97 分。详见表 2-6 、 2-7，图 2号。

表 2-2 正常对照组与)1阳自模型组大鼠肾组织差异表达蛋臼质 (x 士 s ) 

Tab.2-2 the differentiaJly expressed proteins of renal tissue in nonnal control group and cis.platin model 

group (x 士 s ) 

m/z 正常对照组 顺铀模型组
expression of 

p 
Biomarkers 

1021. 26 0.036714 0.64士1. 14 3.23士2.45

1088.62 0.018771 0.01 :i0. 69 2. 05士1. 79 

1227. 54 0.018771 1. 75土上 09 6.50土4.21

1234.96 0.036714 2.57 :i L78 20.0 1 士 1 5.08

1365.93 0. 006112 - 0.10士 0.90 2. 15土 1. 34 

1402.78 0.036714 O. 86:i L 73 4.32士 2.11

7998. 08 0. 026453 2.69土 L 62 6. 4 7士2. 74 

9688. 70 0.026453 3. 17 :1: 3. 48 O. 70士O. 75 

12151. 56 0.036714 43. 16士28. 70 14. 43:i21. 00 

12256.24 0.026453 8. 44 :1: 4. 03 2. 74土4.05

12356.94 0.018771 11. 64 :1:6. 42 3. 5 1 土4.74

12453.41 0. 018771 3.52 :1:: L 77 0 . 90士 1. 36 

13096. 76 0.036714 0.88 :1:: 0.59 0. 20士O. 35 

16021. 67 0. 036714 14.59土9.90 23‘ 31土8.25

16252. 45 0.036714 6.56土 4.29 11. 28:i4. 037 

16489.31 0.026453 3.76 :1:: 2.57 7.6 1士2.82

16683.03 0.036714 3.63土 2.49 6. 52土2.50

16951. 44 0.026453 2.14 1:1. 58 3. 80:i 1. 57 

18695. 15 0.004075 0.28 :1:: 0.05 O. 07 :i0. 09 

23879.25 0.026453 O. 12 士 0.07 O. 46:i0. 25 
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顺铀模型组与 PNS 治疗组大鼠肾组织差异表达蛋白质 (x 土 s ) 表 2-3

Tab.2-3 the differentially expressed proteins ofrenal tissue in cisplatin model group and PNS treatment 

group (x 土 s ) 

expression of 
Bi omarkers 

p 

1064.09 

1088.62 

1143.63 

1227.54 

1234.97 

-EE--A

,.1·

··
EE--

•••
•
••••••• 

, 
.. 
且'
·
·
·
·
·
·
·
·

·
T
，

.•. , 

.•. , 

.•... 
ATE

--'E·E.

, 

PNS 治疗组顺铀模型组m/Z 

0.87+ 1. 11 

-0.12+ 1. 17 

0.20士1. 16 

1. 84+ 1. 39 

4.53士3. 38 

1. 58+ 1. 49 

O. 72士 O. 57 

1. 22+0.81 

1. 71 土1. 08 

1. 99+0. 89 

21. 07 :1: 21. 85 

2.21 + 1. 38 

4. 25土3. 88

2.05士1. 79 

2. 14:!: 1. 71 

6.50士4.27

20.01士 15.08

4.81士2.35

0.033311 

0.009847 

0.012753 

0.020919 

0.020919 

1. 84 :1: 1. 03 

3. 24::!::2. 16 

7.30+6.48 

O. 22::!::0. 13 

3. 13 士2.04

3. 13:!: 1. 99 

4.32士2.17

3.99士2.61

3.42士8. 75 

0.72 :t0.65 

1. 03:!:0.31 

1. 34士0.46

2. 74:!: 4. 05 

O. 07 ::l::: 0. 09 

0.004333 

0.007546 

0.026495 

0.00574 

1245.95 

1271. 42 

1391. 52 

1402. 78 

0. 041575 

0.041575 

O. 00574 

1428.98 

3763.05 

0.041575 

0.026495 

5653.62 

10773.33 

10815.42 

0.041575 

0.016394 

12256.24 

18695. 15 

0.15+0. n 
0. 98+0.64 

0.25土0.09

0.47士0.37

0.033311 

0.026495 

21525.65 

26996.44 

各组大鼠肾组织中共同存在的差异表达蛋白质 (x + s ) 表 2-4

(x 土 s ) common differentially expressed proteins of renal tissue in each group Tab.2-4 

PNS 治疗组Mean-JI顶§自正常对照组m/ z 

-0.12 :1: 1. 17 2. 05士1. 79 。.01士0.691088.62 

1. 84 士1. 39 6.50士4. 27 1. 75士1. 09 1227.54 

4. 53:!: 3. 38 

1. 71 士1. 08 

7.30士6.48

20.01士 15.082.57士1. 78 1234.96 

4.32士2. 170.86士1. 731402.78 

2. 74士4.058.44士4.0312256.24 

0.22士O. 13 
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表 2-5 与线粒体热休克蛋白匹配上的 8 个肤段

Tab.2-5 8 peptides which match with m itochondrial heat shock protein 

NO. AccessioD Score p ,.oteio oames 

1 P26772 96 heat shoc k protei n, mi t ochondrial 

Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta Start End Miss Ions Peptide 

860 . 6098 859.6025 859 . 44 73 0 . 1552 29 36 。 K . GG工MLPEK.S + 

Oxidation (M) 

907 . 6849 906 . 6776 906 .4 963 0 . 1813 9 15 。 5 K. FLPLFDR . V 

907 . 6849 906 . 6776 906.4963 0.18 1 3 9 15 。 K. FLPLFDR . V 

1035 . 7985 1034.7912 1034 . 5913 0 . 1999 8 15 l 4 R.KFLPLFDR . V 

1035 . 7985 1034 . 791 2 1034.5913 0.1999 8 15 1 R.KFLPLFDR . V 

1 402 . 9392 1401. 931 9 1401. 7827 0.1492 16 28 l R. VLVERSAAETVTK. G 

1530 . 0907 1529 . 0834 1528 . 7926 0 . 2908 81 92 1 K . VVLDDKDYFLFR . 。

1530 . 0907 1529 . 0834 1528.7926 0 . 2908 81 92 1 65 K. VVLDDKDYFLFR . D 

表 2-6 与血红蛋白日 l 亚基匹配上的 13 个肤段

Tab.2-6 13 pepti des which match with Hemoglobi n subunit beta-1 

Accession Seore 白'otein names 

P02091 256 Hemoglobi且 subunit beta-1 

Observed Mr (expt) Mr (cale) Delta Start End Miss Ions Peptide 

1090 . 8014 1089 . 7941 1089 . 5818 0 . 2123 68 77 。 K. VINAFNDGLK . H 

1 1 26 . 7814 1125 . 774 1 工125 . 5567 0 . 2174 97 105 。 K. LHVDPENFR . L 

1218 . 9176 121 7 . 9103 1217 . 6768 0.2335 67 77 1 K. KVINAFNDGLK . H 

1274 . 9630 1273.9557 1273.7183 0.2374 32 41 。 R . LLVVYPWTQR . Y 

1274 . 9630 1273.9557 1273 . 7183 0.2374 32 41 。 46 R . LLVVYPWTQR . Y 

1298 . 88 34 1297 . 8761 工297 . 6263 0.2499 19 31 。 K. VNPDDVGGEALGR . L 

1298 . 8834 '1297 . 876 1 1 297 . 6263 0 . 2499 19 31 。 4 1 K. VNPDDVGGEALGR . L 

1397 . 9153 1396.9080 1396 . 6445 0.2635 122 133 。 K. EFTPCAQAAFQK.V 

1714 . 3420 1713 . 3347 1713.0124 0.3224 1 06 121 。 R . LLGNM工VIVLGHHLGK .

E 

1730 . 3340 1729 . 3267 1729 . 0073 0 . 3194 106 1 21 。 R . LLGNMIVIVLGHHLGK . 

E + Oxidation (M) 

2007 . 3062 2006 . 2989 2005 . 9091 0 . 3898 42 60 。 R. YFDSFGDLSSASAIMGN 

PK.V 

2023 . 3076 2022 . 3003 2021. 9041 0 . 3963 42 60 。 R. YFDSFGDLSSASAIMGN 

PK.V + Oxida tion (M) 

2023 . 3076 2022 . 3003 2021 . 9041 0 . 3963 42 60 。 117 R. YFDSFGDLSSASAIMGN 

PK . V + Oxidation (M) 

40 



三七总皂营对顺铀、马兜铃酸肾损害的保护作用研究 2009 级博士研究生学位论文

表 2-7 与血红蛋白 ß2 亚基匹配上的 10 个肤段

Tab.2-7 J 0 peptides which match with HemogJobin subunit beta-2 

Accession Score Prot.ein names 

Pl1517 97 Hemoglobiηsubunit beta-2 

Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta StartEndMisslons Pept ide 

1090 . 80141089 . 7941 1089 . 5818 0 .2123 68 77 。 K.V工NAFNDGLK . H

1126 . 781 41125 . 77 41 1125.5567 0 . 2174 97 105 0 K. LHVDPENFR . L 

121 8.9176 1217 . 9103 1217 . 6768 0.2335 67 77 1 K. KVINAFNDGLK . H 

1 274.96301273.9557 1273 . 7183 0 .2374 32 41 。 R . LLVVYPWTQR.Y 

1274.96301273 . 9557 1273 . 7183 0 . 2374 32 41 。 46 R. LLWYPWTQR. Y 

1397 . 91531396 . 9080 1396 . 6445 0 . 2635 122 133 0 K. EFTPCAQAAFQK . V 

工714.34201713 . 3347 1 713 . 0124 0 . 3224 106 121 0 R.LLGNMIVIVLGHHLGK.E 

1722 .20301721 .1957 1720 . 8454 0 . 3503 46 62 。 K.FGDLSSASAIMGNPQVK .A 

1730 . 3340 1729.3267 1729 . 0073 0 . 3194 106 121 0 R. LLGNMIVIVLGHHLGK .E + 

Oxidation (M) 

1959. 29241958 .2851 1957.9931 0 .2920 1 18 1 - . MVHLTDAEKATVSGUtYG~ . V 

+ O:xidation (l"1) 
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图 2-1 CMIO 蛋白芯片筛选的顺铀模型组与正常对照组肾组织的部分差异表达蛋白质的质谱图

注: 纵坐标为蛋白质峰强度，横坐标为蛋白质荷质比。

Figure2-1. The Mass Spectrum of some differentially expressed proteins in cisplatin model group and 

normaJ control group selected by CM 1 0 protein chip 

Horizontal coordinate is m1z of protein, Vertical coordinate is Peak intensity. 

〈注 : 表 2-2 中的结果显示， m/z 为 1234. 96 的蛋白质分子可能是区分顺铀模型组和正

常对照组的候选差异蛋白。由于 SELDI-TOF-MS 激发得到的蛋白分子带单电荷， 则蛋

白质 m/z 值与分子量 M 数值相符， 例如可认为图 2-2 中 m/z 1232 的蛋白分子质量 M 为

1232 Da。 此外， 氨基酸的平均分子量约 1 10 Da ， 所以表 2-2、 表 2-3 中的 m/z 1234. 96 

与图 2-1 中 m/z 1232 、 m/z 1240 上下相差不超过 100 Da， 即可认为是同一蛋白分子。

图 2-1 和图 2-2 中标出的其它差异表达蛋白质与上述的情况相同。 〉
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因 2-2 m/z12256. 24、 m/z ]234. 963 在顺铅模型组和 PNS 治疗组的质谱罔

注:纵坐标为蛋白质峰强度 ， 横坐标为蛋白质荷质比。
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figure2-2. the mass spectrum of m/z 12256.24 、 mlz 1234.96 in cisplatin model group and PNS treated 

group 

Horizontal coordjnate is mlz of protein, Ve口ical coordinate is Peak intensity. 
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图 2-3 Tricine-SDS-PAGE 凝胶电泳结果

The result ofTricine-SDS-PAGE gel electrophoresis 
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10815. 42 目标蛋白质的质谱鉴定结果m/z 图 2-4

纵坐标为蛋白质种数横坐标为匹配分数，

Figure 2-4. The identification result oftarget protein mJz 10815.42 by mass spectromet叩

Horizontal coordinate is protein score, Vertical coordinate is number of hits. 
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m/ z 16021. 67 日标蛋白质的质谱鉴定结果国 2-5

纵坐标为蛋白质种数横坐标为匹配分数，

Figure 2-5. The identification result oftarget protein mJz 16021.67 by mass spectrometry 

Horizontal coordinate is protein score. Vertical coordinate is number of hits. 
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4. 讨论

4. 1 宵组织差异表达蛋白质的筛选

蛋白质组学技术具有高灵敏度及特异性，利于捕获疾病的发生、发展

过程中存在的细微分子变化。差异蛋臼质组学通过比较蛋白质在不同条件

下的变化，并对差异表达的蛋白质进行鉴定，筛选出与疾病相关的蛋白质，

或者药物的靶标蛋白，作为疾病的诊治、预后的标志物[刑 。 SELDI-TOF-MS

属于敏感、高通量的差异蛋白质组学的研究方法，由蛋白质芯片系统、质

谱仪和分析软件构成，可选择性地捕获标本中与其特异性结合的蛋白质，

为诊断、预防和治疗疾病提供重要线索[叫。

顺铀肾损害的发生、发展是涉及多种机制(3、 4]、多种信号途径的复杂过

程，伴随多种蛋白质的表达变化; PNS 含有多种有效的成分，具有多种药

理作用，其对)1防自肾损害有保护作用，可能涉及多个作用途径和多种机制:

这些变化可能体现在肾脏组织蛋臼质的种类、数量或者性质等方面的改变。

本实验采用 CM10 蛋臼芯片结合 SELDI 技术， 对)1防自模型组、 PNS 治疗组

和正常对照组大鼠之间的肾组织差异表达蛋白进行筛选: 当

SELDI-TOF-MS 设置的激光强度为 190，检测灵敏度 8 时， 可以良好的检

测到 CM10 芯片捕获的蛋白质质谱峰，蛋白质质谱峰主要集中在分子量

20000Da 以内:筛选结果发现在顺铅模型组分别与 PNS 治疗组、正常对照

组大鼠之间， CMIO 芯片可捕获到多个差异表达蛋白质;绝大多数蛋白质的

分子量小于 20 000 Da，这说明 SELDI-TOF-MS 技术对筛选低分子量蛋白

质是有效、可行的。

4. 2 肾脏组织差异表达的蛋白质

(1)各组大鼠的胃脏组织中的差异表达蛋白质

从表 2-2 可知，顺铅模型组与正常对照组大鼠之间存在的肾组织差异
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表达蛋白质 20 个，这些改变的蛋白质可能是顺铀损害肾脏的结果或者是导

致肾脏损害的原因。 PNS 治疗组与顺铀模型组大鼠之间存在 18 个肾组织差

异表达蛋臼质， 这些改变的蛋白质可能是 PNS 对顺铀损害肾脏的保护结果，

或者是通过改变这些蛋白质而发挥保护肾脏的作用。

PNS 治疗组与正常对照组大鼠之间未检测到差异表达蛋白质，可能是

两组之间的小分子量蛋白质的表达确实无显著性差异，也可能是由于选择

的蛋白芯片类型的影响，或者在实验过程中蛋白质丢失等原因导致未能检

测到差异表达的蛋白质。

(2) 共同存在的差异表达蛋白质

如表 2-4 所示， 在顺铅模型组与正常对照组、 )1顷铅模型组与 PNS 治疗

组之间有 6 个共同的差异表达蛋白质。这 6 个蛋臼质在)1顶铀模型组的表达

较正常对照组的上调或下调， 但在 PNS 治疗组均能回调到正常对照组的水

平(因为正常对照组与 PNS 治疗组之间未检测到差异表达的蛋白质) ，提

示: JI防自可能通过改变这些蛋白质的表达而损害肾脏， PNS 则可能通过恢

复这些蛋白质的表达而起到保护肾脏的作用 : 或者由于顺销对肾脏的损害

而使蛋白质的表达发生改变， PNS 则可能对肾脏的保护作用而使这些蛋白

质的表达接近正常。

(3) m/z 相近的差异表达蛋白质

在表 2-2 中， m/z 分别为 1215 1. 56 、 1 2256.24、 12356 . 94、 1 2453.4 1

的蛋白质，它们的 m/z 相差约 100Da， 推测其来源、性质等相似，可能是同

源蛋白 ， 它们或是前体与剪切后的，或者是有突变的: 表 2-3 中也有类似

的情况，例如 m/z 分别为 1227. 54 、 1234.96 、 1245.95 、 127 1. 42 等蛋白质

的 m/z 很接近， 这种现象在本课题组的蛋白质差异表达研究中较常见。通

过对这些蛋白质进行分离鉴定， 了解它们的性质与作用 ， 对于阐明顺铅肾

损害和 PNS 保护作用的机制非常重要。

4. 3 差异表达蛋白质的鉴定
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4.3.1 热休克蛋白

在本部分的差异表达蛋白质分离鉴定的实验中， m/z 10815. 42 目标蛋

白质经过鉴定后，发现与线粒体的热休克蛋臼的匹配得分最高，为96分。

热休克蛋白 (heat shock protein,HSP )也称为应激蛋白，包括 HSP70家族、

小分子 HSP 家族、 HSP90 家族、 HSP60 家族等等:这类蛋白质在原核、

真核生物细胞内广泛存在、高度保守。 HSP在蛋白质的伸展、折叠和转运等

方面起帮助作用，并在形成或解聚寡聚体，以及降解、修复受损蛋臼质等

方面发挥"分子伴侣"作用; HSP通过增强细胞对损害的耐受、细胞凋亡、

协同免疫等，从而维持细胞的正常生理功能。研究发现， HSP 在各种因素

引起的肾损伤中发挥重要作用[抵 3飞包括肾缺血再灌注损伤、肾问质纤维

化、糖尿病肾病等:在药物或化学物质引起的肾脏损伤中，肾脏HSP表达上

升。利用免疫组化法观察HSP70在环自素、庆大霉素诱导的急性肾损害大鼠

肾组织的表达情况[38、 39]，发现HSP70在肾损害的早期表达显著升高，认为可

能与细胞启动了自我保护机制有关。但目前对于 HSP 的研究尚处在初期阶

段，而且主要的研究对象是 HSP70 家族的蛋白质，对于小分子 HSP 的研

究报道极少。本实验中鉴定出来的线粒体热休克蛋臼质 (mHSP) 属于小分

子蛋白质，目前尚未见有关该蛋白质的研究报道。

不少研究表明， HSP与肾脏细胞线粒体功能密切相关[吼 叫 。 HSP70可

降低线粒体Bax的积累，使 HSP70 基因敲除细胞死亡率下降，认为在缺血

性损伤之前或之后增加热休克蛋白，可对缺血引起的急性肾损伤起到保护

作用 [咐。热休克因子 1 ( heat shock factor 1 , HS F 1 )基因敲除小鼠肾细胞

HSP25 和 HSP90 表达明显下降，使线粒体的超氧化产物显著增多，增加

线粒体通透性转换孔开放和引起更大的线粒体膜电位的变化[41 ]。在本课题

的第一部分实验结果中，肾脏组织的病理检查表明顺铀肾损害中肾小管损

伤较重，而线粒体是肾小管上皮细胞内损伤最显著的细胞器， PNS能减轻肾

小管上皮细胞线粒体的损伤;肾组织差异表达蛋白质的筛选鉴定结果发现，
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蛋白质m/z 10815被鉴定为线粒体的热休克蛋白，该蛋白质在顺铅模型组与

正常对组大鼠肾脏组织中的表达并无差异，但在顺铀模型组与PNS治疗组大

鼠肾脏组织中的表达有差异，在)1防自模型组mHSP 表达平均为1. 34+ 

0.46，在PNS治疗组mHSP的表达平均为3.24土 2. 16，表达上调2倍以上。

结合HSP的生理作用，上述情况似乎与PNS对顺铅肾损害具有保护作用的结

果相符。 PNS是否通过上调线粒体mHSP 发挥对顺铀肾损害的保护作用，

以及该蛋自质在其中的具体作用、调节机制等均有待下一步的研究。

4.3.2 血红蛋白白亚基

血红蛋白是由 4 个亚基通过共价键结合而成的一种寡聚蛋白质，为 α

2 日 2 结构，每个亚基均由 1 条多肤链和具有 l 个亚铁离子的血红素分子构

成，含有 1 个血红素基团和 1 个氧结合部位:血红蛋白在生物体内起存储

和运输氧气的作用，参与维持机体内环境的酸碱稳定。 Johnson 等[州对大鼠

的血红蛋白的自动氧化和超氧化物酶的活性进行研究，发现 GSHPx.l 基因

缺陷大鼠血红蛋白的自动氧化率很低，但是产生活性氧的能力很强，这可

能与超氧化物岐化酶的活性有关:血红蛋自中 αωlß阳l 亚基和 αωlß阳1 亚基的接

合部位能明显影响血红蛋白的氧亲和力和协同氧化过程[43ω优、 叫

肾脏是i适毒血器宫之一，同时对红细胞的生成起重要的作用。本实验中，

发现血红蛋白日 1 亚基和自 2 亚基在顺铅模型组中较正常对照组的表达上

调，在顺铅模型组与 PNS 治疗组之间的表达无差异。血红蛋白白 l 亚基、

自 2 亚基与顺铀肾损害之间的关系尚有待研究。未见相关的研究报道。

4.4 存在的不足

采用SELDI技术筛选的差异表达蛋白质中，由于不同类型的蛋白质芯片

与蛋白质的相互作用不同，因此不同的芯片所捕获到的蛋白质可能有所不

同，只采用二种类型的芯片来筛选蛋臼质，可能会导致-些与芯片类型不

相符的差异表达蛋白质分子丢失。另外，蛋白质芯片上的标本经过筛选差
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异表达蛋白质后，不能回收进行鉴定，因此筛选出来的差异表达蛋白质是

属于已知的还是未知的蛋白质，以及其结构与功能等等仍是未明确，因此

后续工作需要对筛选出的差异表达蛋白质进行纯化鉴定、功能研究，例如

采用电泳方法或色谱技术纯化出目标蛋白，再通过质谱鉴定获得目标蛋白

质的肤指纹图谱，在蛋白质数据库中比对与其相匹配的蛋白质[州，例如本

实验中分离鉴定出线粒体的热休克蛋白、血红蛋白ßl 、 ß2亚基。

SELDI技术对于筛选小分子的差异表达蛋白质很有效，这是传统的二维

电泳筛选技术无法做到的，二维电泳技术对极小、极大、低溶解度及低丰

度的蛋白质无法分离鉴定，因此这两种技术可互补不足。国内外己有不少

的研究采用SELDI技术筛选差异表达蛋白质问、47] ，尤其是与肿瘤相关的蛋白

质组学研究[48、州。由于SELDI技术筛选的差异表达蛋白质多集中在20 000Da

以下，如本实验的表2-2、表2-3所示:不少差异表达蛋白质的 rn/z甚至小

于2000 Da，而且表达量低，在分离纯化过程中容易损失，因此后面的分离

鉴定工作难度增大。但也正是小分子量蛋臼质或多肤，在体内参与调节各

系统、细胞的多种生理功能，例如激活体内的酶系统等，是机体完成各种

复杂的生理功能所必需心因此通过对这些差异表达蛋白进行分离、鉴定，

将有助于阐明JI顶锦肾损害，以及PNS的保护作用机制， 为改善该病的防治措

施以及PNS的临床应用提供理论基础。

虽然本实验只是取得了初步的研究结果，但可为以后的研究提供了新

方向和思路:同时也说明通过 SELDI 等蛋白质组学技术筛选、鉴定}I防自肾

损害、以及 PNS 治疗大鼠肾组织中的差异表达蛋白质的可行性。
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第三部分 三七总皂苦对慢性马兜铃酸肾损害大鼠肾功能

的保护作用

1. 材料

1. 1 动物

雄性 Wistar 大鼠，体重 1 80土20g，清洁级，由广西医科大学实验动物

中心提供:试验动物合格证号 SCSK2009-002 。

1. 2 药品与主要试剂

三七总皂背粉针剂

醋酸泼尼松片

肌酣试剂盒

NAG 试剂盒

BUN (尿酶法)试剂盒

马兜铃酸 I标准品

关木通

甲醇(色谱纯)

无水乙醇

蒸馆水，去离子水

1. 3 主要仪器

722S 可见光分光光度计

广西梧州制药(集团)股份有限公司，批号

100111 。

浙江仙琼制药股份有限公司，批号 091192

南京建成生物工程研究所， 批号 20100806

南京建成生物工程研究所，批号 20100709

南京建成生物工程研究所，批号 20100806

中国药品生物制品检定所，批号 1 10746一200406

芷江县药材公司中药饮片厂，批号 09040 1

美国 Fisher Scientific 公司

成都市科龙化工试剂厂，批号 AR2010019

自制

上海精密科学仪器有限公司

5415R 小型台式离心机 德国 Eppendorf

RE-52AA 旋转蒸发仪 上海 RE-52AA 旋转蒸发仪

AL204 101 型电子天平 上海亚荣生化仪器厂

岛津高效液相色谱仪 LC~lOAT 泵 ， SPD-IOA 紫外检测器 D下230A 柱温箱
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SB 超声波清洗器 上海 Branson

2. 方法

2. 1 制备关木通浸膏及测定马兜铃酸 I 的含量

2. 1. 1 制备关木通浸膏

2009 级博士研究生学位论文

参照、文献 [切]的方法进行制备关木通浸膏 ， 准确称取关木通饮片

10. 0kg，用 95%乙醇溶液反复提取 3 次，用量依次分别为 8 倍量、 6 倍量、

6 倍量 (95%乙醇溶液与关木通药材的体积重量比) ， 回流提取时间是 2.0 小

时。回流结束后过滤，合并 3 次滤液并浓缩成浸膏，混匀后于-20.C冻存备

用。

2. 1. 2 关木通浸膏中马兜铃酸 I 的测定

参照文献[训的方法，采用高效液相色谱法测定关木通浸膏申的马兜铃

酸 I 的含量，标准曲线自行绘制。色谱条件为色谱柱为 Welchrom-C 1 8 柱

(4. 6rmn*250mm， 5 μ m) ，以甲醇-0. 1 %冰醋酸溶液 (70: 30) 作为流动相，流出

速度 : 1 mL • min -J ， 检测波长: 257nm; 柱温为 25.C; 进样量为 20μL。

检测结果: 关木通浸膏中马兜铃酸 I 含量是 26.04mg - f 。

2. 2 动物分组及给药

大鼠适应性喂养 1 周后 ， 随机分为空白对照组 (20 只)、模型组 (25 只)、

阳性对照组〈强的松组) (25 只)、 PNS 高剂量组 (PNS H, 25 只)、 PNS 中

剂量组 PNS M, 25 只)、 PNS 低剂量组 (PNS L, 25 只)。除空白对照组外，

其余各组按马兜铃酸 1 20 mg • kg- 1 灌服关木通浸膏 ， 每天 1 次 ; 1 周后改

为按马兜铃酸 1 15 rng • kg-1 灌服关木通浸膏词 ，每天 1 次:在灌服关木通

浸膏 4 h 后 ， PNS L 组、 PNSM 组、 PNSH 组每天分别给以 100mg • kg-1 、

200mg • kg- ' 、 400mg • kg-' 的 PNS ， 模型组灌服等容量生理盐水:阳性对照

组每天灌服醋酸泼尼松片 3.15 mg • kg飞空白对照组自由进食饮水。均通
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过灌胃给药，共给药 20 周。

2. 3 观察指标

2009 级博士研究生学位论文

每日观察大鼠的一般情况，包括精神状态、毛色、饮食及活动等情况:

检测血清 BUN、 Cr 水平， 尿液 NAG 及 24h 尿蛋白含量，均严格按照试剂

盒说明书进行操作。

2. 4 标本的采集与处理

2.4.1 血液、 尿液标本的采集和处理

分别于实验第 1挝、 16w、 20w，用代谢笼留取大鼠 24h尿液，计总量并

离心取上清-液，置一 20
0

C保存。之后每组随机取 6 只大鼠，腹腔注射 10%

水合氯睦 (0. 3 mL / 100g 体重) ，麻醉后自腹正中切开腹腔，采集腹主动脉

血，于 4
0

C以 4000rpm / mi n 离心 5min，取血清保存于-20
0

C冰柜，以统一

检测血清 BUN、 Cr 水平。

2.4.2 肾脏组织标本的采集和处理

给药至第 12w、 16w 时， 每组随机选取大鼠各 6 只 ， 余下的在第 20w 结

束时，腹腔注射 10%水合氯自主 (0. 3 mL / 100g 体重) ，麻醉后自腹正中切开

腹腔:游离出腹主动脉，扎紧肾动脉分支以上的近心段，在肾动脉分支以

下部位进行腹主动脉插管，并剪开左肾静脉， 用预冷生理盐水进行肾脏原

位灌洗。待肾脏颜色变自后，取肾脏。

(1)取部分肾脏组织迅速放入液氮中，于-80
0

C冰箱保存， 留作"第四

部分"的差异表达蛋白筛选与鉴定。

(2) 取部分肾脏组织用 3%戊二醒固定 2h 后环氧树脂包埋，制成超薄切

片置于铜网上， 经醋酸铀、构橡酸铅双重染色后 ， 电镜下观察细胞的超微

结构。由广西医科大学电镜室制备电镜标本。

(3) 另取部分肾脏组织， 用 4%多聚甲睦固定后， 经常规脱水， 石蜡包埋、

切片以及二甲苯脱蜡、梯度乙醇使切片水化等处理，光镜下观察肾脏组织

纤维化程度。按照三色染色试剂盒的操作步骤严格进行。
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2.5 统计学处理方法

所有数据均采用 SPSS 13.0 软件统计分析，并在 Excel 上进行处理，

计量资料采用二::!: s 表示， 采用方差分析进行组间比较。 p<0.05 者为具有

显著性差异。

3 结果

3.1 各组大鼠的一般情况

实验第 2w 开始，马兜铃酸模型组大鼠活动迟缓，逐渐出现毛色无光、

掉毛、饮食减少。 20w后，造模组大鼠多数为耳部、 趾甲苍白，以马兜铃酸

模型组大鼠为甚。在实验过程中，马兜铃酸模型组大鼠死亡 5 只， PNS 高、

中、低剂量组分别死亡 4 只、 3 只、 3 只大鼠， 阳性对照组死亡 4 只大鼠。

3.2 各组大鼠的尿 NAG 、 24h 尿蛋白的比较

各组大鼠的 24h 尿蛋白及尿 NAG 检测结果见表 3-1 、 表 3-2。由表中

可知，马兜铃酸模型组大鼠于 12w、 16w、 20w 的 24h 尿蛋白及尿NAG 酶含

量均显著高于空白对照组 (P<O.Ol) ， 而且随着给药时间的延长逐渐升高:

于实验 20w ， PNSM 组、 PNSH 组及阳性对照组大鼠的 24h 尿蛋臼水平均低

于模型组 ((P<O . 01); PNS 各剂量组、强的松组尿 NAG 酶水平于 16w、 20w

均显著低于模型组 ((P<O.ü5 ， P<0.01) 。

3. 3 各组大鼠血清 BUN 、 Cr 的比较

各组大鼠血 BUN、 Cr 的检测结果见表 3-3 、 3-4。从表中可知，于实验

16w、 20w 时，马兜铃酸模型组大鼠的血清 BUN、 Cr 均明显高于空白对照组

(P<0.05 , P<Ü.01) ，且随着给药时间的延长而逐渐升高; PNS 各剂量组、

强的松组大鼠血清 Cr 水平均显著低于马兜铃酸模型组 (P<0.05 ， P<ü. 01 ) 。

而 PNS 各组及阳性对照组大鼠血、清 BUN 于实验 20w 显著低于马兜铃酸模

型组 (P<O.Ol) 。
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3.4 肾脏组织病理学检查结果

图3-1、图3-2 分别为实验20w 时各组大鼠肾组织的Masson染色图片和

电镜观察的图片。

光镜下见空白对照组大鼠在各个时间点的肾脏组织结构清晰， 肾小球、

肾小管以及细胞的形态、大小未见异常。马兜铃酸模型组大鼠可见肾小管

上皮细胞肿胀、灶性坏死，肾小管管腔缩小，间质可见纤维化:随着给药

时间的延长， 肾小管上皮细胞出现萎缩，部分肾小管腔扩大，问质纤维化加

重。

电镜观察空臼对照组大鼠在各个时间点的肾组织，可见肾小管上皮细

胞微绒毛规则排列，线粒体形态、结构正常。马兜铃酸模型组大鼠的肾小

管上皮细胞微绒毛脱落、线粒体肿胀，可见较多溶酶体和吞噬泡。

PNS 各剂量组及强的松组大鼠的肾组织病理学改变均较马兜铃酸模型

组的有所改善。

表 3-1 各组大鼠不同时间点的 24h 尿蛋白(n=6 ， x + s , mglL) 

Tab.3-1 The 24也our urine protein among each group at diffierent observation times(n=6 , x 土 s , 

mglL) 

Group 

Model Control group 

PNSL 

PNSM 

PNSH 

1thwe~k 

20. 58土4.03M

14. 99:!:4. 67 

14. 60:!::5. 99 

13. 77:!:: 2. 97料

16th week 

24. 34:!::3. 2466 

16.97士2. 266
D. 

16. 74士 2.90材

14.97 土1. 70忡

20th week 

28.33土4.7266

20. 50 + 2. 95/.\ 

19.27士3.08材ðð

16.51 :!::3. 03**6 

Prednisone Group 1 3.94土 2.50 14.53土 3.82料 16. 05::!::5. 01** 

Nomal Control Group 12.10 :!:: 1. 34 13.77 :1: 2. 52 12.33 :1: 3.28 

Notes: vs.model control group, * P <0.05 , ** P <0.01 , vS.normal control group,.ð.P <0.05 , .6..6P <0.01 
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表 3-2 各组大鼠不同时间点的尿 NAG 的变化(n斗. x:!: s. U / L) 

Tab.3-2 The NAG among each group ofrats at diffierent observation times(n=6. x:!: s. U / L) 

Group 12'hweek 16巾 week 20由 week

Mode1 Contr01 group 6.04+0.89M 18.5士4. 79M 20. 05+3. 78M 

PNSL 4.87+ 1. 52 11. 3 ::l: 3. 24*6 15.02士 2. 39*M 

PNSM 4.05士 0.81** 13.67士1. 67*6 14.69士 2. 72*66 

PNSlI 3. 04土1. 26材 10.29土O. 7**6 12.5土 2. 72**66 

Prednisone Group 3. 57+ 1. 14材 9.61 :!:4. 44忡 12. 02:!: 2. 55树66

Nomal Contr01 Group 2.92+ 1. 73 6. 14:!:3. 87 7.89土1. 21 

Notes: YS.model control group. * P <0.05. ** P <0.01. vS.normal control group,6P <0.05. 66P <0.01 

表 3-3 各组大鼠不同时间点的 Scr 的变化(n司， x 士 s ， μmol / L) 

T"ab.3-3 The Scr among each group ofrats at diffierent observation times (n=6 , x 士 s ， μmol / L) 

Group 1 2山week 16.h week 20.h week 

Model Control group 83.26士 17.736 100.07士 14.0366 115.58士 19.5366

PNSL 75.63士 14.99 75.63士 14. 99* 87. 85士 15. 99*66

PNSM 66.46+16.07 73. 33士 15.34** 84. 79:!: 13. 52**6/), 

PNSH 61.88+7.53* 68. 75土 10.85材 80. 97:!: 18. 26料A

Prednisone Group 61. 11+21.82 66. 46:!: 12. 55** 79. 44:!: 16. 57* *6 

Nomal Control Group 60. 35士 10.62 61. 11 土 7.48 62.64士 5.55

Notes: vS.model control group , * P <0.05，忡 P <0.01 , vS.normal control group,D.P <0.05 , D.D.P <0.01 

表 3-4 各组大鼠不同时间点的 BUN 的变化(n=6 ， x:!: s , mmol / L) 

Tab.3-4 The BUN among each group ofrats at diffierent observation times(n=6 , x 土 s ， mmol / L) 

Grorup 12'hweek 16th week 20th week 

Mod,e 1 Con tro 1 group 6. 36+O. 77 8. 54土 O. 796 10. 17 ::!:O. 78ω 

PNSL 6. 12土 0. 65 7 . 95土 O. 52 7. 83+0.30** 

PNSM 6. 02+0.58 7. 73:!:0. 64 7 . 90+0. 69忡

PNSH 5. 89:!:0. 60 7.21士0.51忡 7. 79+0.40** 

Prednisone Group 5.82土O. 67 7. 37:!:0. 52* 7.04土1. 06忡

Noma l Control Group 5. 75 士1. 10 7. 14:!:0. 99 7.48+0.64 

?、~otes: vS.model control group , * P <0.05 , ** P <0.01 , vS.normal control group,D.P <0.05 , D.6 P <0.01 
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E 咽L ♂l!!"lIIIi:且-- 叫E

Nomal control group x400 Prednisone Group x400 

PNSH group x400 PNSM group x400 

PNSL group x400 Model control group x400 

图 3-1 20 周各组大鼠肾组织 Masson 染色

Fig.3-1 The light microscope bservation. results of Masson staining in nephridiaJ 

tissue at the end of the 20由 week
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Nomal control group x2200 

Prednisone Group x4800 

2009 级博士研究生学位论文

扫
毒
鼠
"

国
~ 

l""J 

--
lIIl!:ÖiI a n 

Model control group x4800 

PNSH group x4800 

PNSM group x4800 PNSL group x4800 

图 3-2 20 周各组大鼠肾组织电钱才全查结果

fig.3-2 Electron micrograph in nephridial tissue ofrats ofthe 20th week 

4. 讨论

4.1 关木通流浸膏马兜铃酸 l 含量的测定

由于马兜铃酸肾损害的动物实验一般需要经过5 ，...__ 6个月的时间，如果

通过反复进行预实验来了解给药剂量以及给药时间 ， 则可能需要1年半到2
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年的时间。因此关木通流浸膏中马兜铃酸I含量的测定非常重要， 根据马兜

铃酸I含量， 结合一些研究报道可以为马兜铃酸肾损害的动物实验部分估计

给药剂量、 给药时间。假如给药量太大， 可能造成急性肾损害而不是慢性

肾损害; 而假如给药量太小或时间不足， 那么可能制作的肾损害模型不典

型， 影响实验结果。同时，通过高效液相色谱法测定关木通浸膏中马兜铃

酸I含量， 可鉴定关木通药材的真伪。

4. 2 大鼠慢性马兜铃酸肾损害模型制作

马兜铃酸( aristolochic acid, AA) 为马兜铃属植物例如马兜铃、 关木通

等的主要成分，包括一系列结构相类似的硝基菲类化合物质，其中主要的

有AAI及其 8-位去甲氧基的马兜铃酸1 1 (AAII) 。马兜铃酸肾病( aristolochic 

acid nephropathy, AAN )是指服用含有AA的药物而导致的肾脏损害 ， 短期大

量服用含AA的药物可致急性AAN， 持续或间断小量服用含AA 药物则可发生

慢性马兜铃酸肾病( chronic aristo lochic acid nephropathy,CAAN)o AAN 的

病理表现主要是肾小管萎缩和肾问质纤维化[且 54]，是个进展迅速的肾小管间

质肾病，最终导致严重贫血和终末期肾脏疾病。

本实验通过每天给大鼠灌服关木通浸膏， 共 20w，以建立慢性马兜铃酸

肾损害的动物模型。于实验 12w，马兜铃酸模型组大鼠的尿 NAG、 24h 尿

蛋白含量以及血清 Cr 水平均显著高于空臼对照组;于实验 16w 和 20w， 血

清 BUN 水平及以上各指标均显著高于空白对照组，而且随着给药时间的延

长， 以上各项指标逐渐升高。肾脏组织的病理学检查发现，随着给药时间

的延长， 肾小管损害和间质纤维化逐渐加重，表明大鼠慢性马兜铃酸肾损

害模型制作成功。

4.3 PNS 对慢性马兜铃酸肾损害大鼠的保护效果

AAN一般进展迅速， 最终发展为终末期肾功能衰竭，甚至诱发肿瘤的

发生[昌、气目前临床上对AAN缺乏有效的治疗方法， 因此关键在于预防AAN

的发生， 以及延缓AAN的进展。肾上腺糖皮质激素是临床上用于治疗肾小
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球疾病的主要药物[队 利。实验研究表明， 强的松可延缓AAN的进展。给大

鼠灌胃关木通水煎剂12周后 ， 发现强的松可改善马兜铃酸肾损害大鼠肾功

能， 以及减轻肾组织的纤维化[训。有报道[训临床上使用强的松治疗马兜铃

酸肾病， 可改善其肾功能。因此本实验采用强的松作为阳性对照组药物。

本实验结果表明， PNS 和强的松均可显著降低 AA 导致的大鼠血清

BUN、 Scr 以及尿 NAG 、 24h 尿蛋白的升高， 其中 PNS H 组与强的松组的

效果相当。病理检查发现， 光镜下 PNS 各组、 强的松组的肾小管萎缩、间

质纤维化都较马兜铃酸模型组有不同程度的减轻:电镜下 PNS 各组、 强的

松组的细胞线粒体病变均较马兜铃酸模型组有所改善。说明 PNS 对 AAN

有一定的保护作用。

4.4 胃组织病理检查结果

在本实验的病理组织学检查中，光镜下于实验 12w 就可观察到肾间质

纤维化;而孙世仁等[到]报道 ， 在实验 20w 时仍未见肾问质纤维化，于 24w 可

观察到纤维化。本实验与孙世仁等报道的肾纤维化出现的时间不一致， 原

因可能是: 在本实验中每天给以的 AA 量〈每天灌胃含 AA 1 20 mg/kg 关

木通浸膏， 1 w 后改为每天含 AA 15mg/kg，共 20w) 大于报道的剂量，报道

的是每天腹膜注射 AA 剂量 5mg/kg，共 16 W; 虽然在本实验中是灌胃给药，

但剂量是孙世仁等报道的 3-----4 倍。 AAN 发生的时间、严重程度与给药剂量

有关。

4.5 AAN 的发生发展及 PNS 的保护作用机制

AAN发生发展的机制目前尚未完全明确 ， 有关AAN发生机制的研究不

少 ， 存在多种学说。有人认为缺血缺氧[讯 6(1J是AA致大鼠严重的肾小管间质

纤维化的重要的原因;促进骨形成蛋白- 7 ( B孔。-7)和CD 34 表达升高可

显著改善肾微血管损伤川。凋亡在AAN中占有重要的地位， AA与DNA形成

加合物， 可导致肾小管上皮细胞 (renal tubular epithelial cel1s, TEC) 通过
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p53介导的信号通路发生凋亡[6飞 AA在野生型小鼠可诱导急性马兜铃酸肾

病，造成大量细胞凋亡、坏死和急性肾功能衰竭， p53基因缺陷小鼠和阻断

p53的TEC损伤显著减轻。另外， 一些细胞、细胞因子或离子均可在AAN发

生发展中起重要作用，例如，大量的肥大细胞在慢性马兜铃酸肾病纤维化

区域堆积，小管间质肥大细胞的数量与肾纤维化程度呈正相关[63]; 转化生

长因子- ß CTGF-ß) / Smad 3蛋白信号转导通路的封锁可能对慢性马兜铃

酸肾病有潜在的治疗作用[641 : 近曲肾小管细胞的有机阴离子转运蛋白

(OATs) 可以介导近曲肾小管细胞吸收AA7 从而参与肾细胞损伤[创;在钙

(2+) 存在下AAI可导致线粒体肿胀、细胞膜去极化、钙 (2+) 泄漏，并释

放细胞色素:线粒体通透性转换(:MPT) AAI诱导肾损伤中发挥着重要作用

[66] 。药物代谢的基因多态性与AAN的易感性相关[ 19]。由此可见， AAN的发

生发展的可能机制包括缺血缺氧、细胞毒、免疫反应以及肾小管上皮细胞

的转分化假说等，是多个机制、多途径共同作用的结果，采用传统的研究

方法很难对其进行全面、系统地了解，对其治疗措施也难以得到改善。

本实验中， PNS对慢性马兜铃酸肾损害大鼠有一定的保护作用， PNS高

剂量组的保护效果与强的松组的相近。有关PNS 对AAN 的干预作用研究

较少。苏丽娜等研究发现PNS可升高慢性马兜铃酸肾损害大鼠的肾组织

SOD、 GSH-PX水平，明显降低肾组织的hDA[ l61，说明PNS可通过抗氧化作

用保护马兜铃酸肾损害:徐亚吉等[ 1 7 、 1 8]报道AAI可诱导HK-2 细胞转分化，

PNS可能通过抑制TGF-ßl 、 CTGF的表达而起到抑制 E这-2 细胞转分化的

作用。 PNS含有多种有效成分，具有抗氧化、抗增殖、促凋亡等活性[67]，其

对马兜铃酸肾损害的保护作用机制可能涉及多环节、多途径，需要采用高

通量的技术对其作用进行全面、系统的研究。
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第四部分 三七总皂音对马兜铃酸肾损害大鼠肾组织差异

表达蛋白质的影晌

1 材料

1. 1 主要试剂

TFA 

OTT 

Tris-HCL 

lffiPES 

CHAPS 

SPA 

HPLC 水

Urea 

NaAC 

CAN 

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品 ， 美国 Sigma 公司

色谱级产品 ， 美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色i普级产品，美国 Sigmaa 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

澳因为蓝 色谱级产品，美国 Sigmaa 公司

膜蛋白酶 美国 promega

N; N' 一甲叉双丙丙烯瞰钱 美国 Amresco 批号: 0172 

十二炕基硫酸纳 (SOS) 美国 Amresco 批号: 0227 

三泾基甲基氨基甲烧(Tris) 北京 Solarbio 批号 : T8060 

Tricine 北京 Solarbio 批号 : T8190 

考马斯亮蓝 R250

甲醇

过硫酸馁

TE孔伍D

美国 Amresco 批号: 0615 

色谱级产品，美国 Fisher Scientific 公司

Sigma 批号 : A6761 

美国Amresco 批号: 0761 
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1 . 2 主要仪器

冷冻高速离心机

蛋白质浓度测定仪

紫外 spectrophotometer

冷冻真空干燥机

Ultra Micro Soin Column 

型号 : Eppendorf 5810R 

德国 Eppendorf Cetrifuge 公司

Narodrop 2000(ND-2000) 

Thermo scientific 公司

LGJ-18 , 

北京松源华兴科技发展有限公司

且 郑州|英诺高科有限公司
(C18 柱)

蛋白质芯片

蛋白芯片阅读机

质谱仪

2 方法

2. 1 大鼠胃组织标本的选择

CM-I0 型弱阳离子交换芯片

美国 Cuphergen 公司

Protein Chip Biology System(PBS II C)型，

美国 Cuphergen 公司

5800 MALDI-TOF-MS/ MS ABSCIX 公司

选择"第三部分"实验中的 16w 时 PNSH 组大鼠 (PNS16w 组)，以及

实验 20w 的空白对照组、 马兜铃酸模型组、 PNSH 组 (PNS20w 组)、阳性

对组(强的松组)大鼠的肾脏组织作为差异表达蛋白质的筛选和鉴定的标

本。

2.2 所用制剂的配制

按照本论文"第二部分"实验中的方法，配制组织裂解液、 CMI0

bu的r (100mM NaAC, pH4. 0) 、 SPA 饱和溶液、 TricÌne-SDS-PAGE 凝胶贮存
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液、标本上样缓冲液 (0. 25mo1/ L Tris.HCI pH6. 8 , 10% SDS , 0 . 5mol/L 二

硫叔糖醇， 50%甘泊， 0.5%澳盼蓝)、电泳缓冲液。

2.3 肾脏组织裂解

肾脏组织解冻后用生理盐水冲洗， 并称重; 将肾脏组织放入有液氮的

研钵内研磨，然后按 100rng 组织加入 lml 的裂解液，彻底裂解组织后， 于 4
0

C ，

12000rmp/min 离心 1 个小时。最后调整蛋白浓度至 60----80 μ g/μ 1，分装成

50μ1/管，保存于-80
0

C冰箱备用。

2. 4 肾脏组织差异表达蛋白质的检测

采用SELDI-TOF-MS法， 对以上各组标本进行差异表达蛋白质谱检测。

取100μ 1处理好的肾组织标本，于CM-IO型蛋臼芯片上点样，将处理好

的芯片置于SELDI-TOF质谱阅读器中 ， 进行数据采集和结果分析:使用软

件Ciphergen Protein Chip 3. 2 自动采集数据，并快速准确绘制出蛋臼质的质

谱图 ， 其中纵坐标为蛋白峰强度， 横坐标为蛋臼质的质荷比。 信号噪声

Csignal-to-noise ratio , S / N)大于5为有效波峰。用标准芯片校正质谱仪， 仪

器参数的设定为 : 最高分子量为50 000道尔顿，优化范围2 000---20000道

尔顿: 激光强度为190，检测敏感度为8，每个样本取130个点的平均值。

蛋白质的质荷比以 m/z 值表示，采用软件Biomarker Wizard对 m/z

相同的蛋白在各组之间峰值差异含量进行快速计算。使用 P 值表示其差异

程度，经统计学分析 ， P<0: 05的蛋白峰定义为差异蛋白峰。

2. 5 差异表达蛋白质的分离纯化

从 CMI0 芯片检测到的差异表达蛋白质中，筛选鉴定候选蛋白质， 入选

标准为 : ① P 值<0. 05，而且尽可能小。② Mean 值大于 SD 值。③ Mean

值大， 而且 Mean 值之比大于 2。

采用 Tricine-SDS-PAGE 凝胶分离纯化差异表达蛋白质:肾组织裂解标

本融解后离心，取 7.5 μ l 上清液加入 2.5μ 1 标本上样缓冲液，置于沸水

中煮 8min 后，在预先配制好的 Trici肘~SDSePAGE 凝胶上电泳。
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用双蒸水将电泳后的 Tricine-SDS-PAGE 凝胶冲洗干净，加入染色液

50ml，在振荡器中振荡染色 4h"""'6h。将染色液倒掉，用双蒸水冲洗凝胶 3~

5 次后，加入脱色液 50时，在振荡器中振荡脱色 2h'"'-'仙。

2 . 6 蛋白质胶内酶解

用双蒸水冲洗脱色后的凝胶 3"""'5 次后，将目标蛋白质从相应的凝胶条

带上切下，经过一系列处理后，加入膜蛋白酶工作液(浓度 10ng/μL) 过

夜，以充分酶解凝胶中的蛋臼质。吸取酶解液体置于-20
0

C冻存，以备下

一步的差异表达蛋白质的质谱鉴定时使用。

2. 7 差异表达蛋白质的质谱鉴定

采用 Ultra Micro Spin Column (C 18 柱)对酶解液体进行脱盐处理后，

在 384 靶盘上点靶，采用 MALDI-TOF-MSIMS 获取目标蛋白质的肤图谱，

最后通过 Mascot 软件查询 NCBI、 SWISS-PROT 数据库进行搜索比对。

3 结果

3. 1 差异表达蛋白质的筛选

3. 1. 1 马兜铃酸模型组与空白对照组之间的差异表达蛋白质

从CM10 芯片上筛选的马兜铃酸模型组与空臼对照组大鼠肾组织蛋白

质质谱图，两种肾组织检测到蛋白质质谱峰共92个:经Biomark Wizard软件

分析后发现有差异表达的蛋白峰23个，其中9个蛋白质在马兜铃酸模型组中

表达下调，而其余的14个蛋白质在马兜铃酸模型组中表达丰调;在马兜铃

酸模型组比正常组上调大于2倍而小于5倍的蛋白质有9个，上调5倍以上的

蛋白质2个， 6个蛋臼质下调2f音以上; m/z 7998.97的蛋臼质P值最小， m/z 

12151. 08的蛋白质在模型组及空白对照组中表达量最大，其次是m/z

9361. 14。详见表4-1。图4-1 。
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3. 1. 2 PNS20w 组与马兜铃酸模型组之间存在表达差异蛋白质

从 CM10 芯片上筛选的马兜铃酸模型组与 PNS20w 组大鼠肾组织蛋臼质

质谱图，两种肾组织检测到蛋白质质谱峰共 92 个: 经软件 Biomark Wizard 

分析后发现有差异表达的蛋白峰 15 个， 其中 4 种蛋白质在 PNS20w 组中表

达下调 ， 而其余的 1 1 种蛋白质在 PNS20w 组中表达上调。在 PNS20w 组比

模型组上调大于 2 倍而小于 5 倍的蛋自质有 5 个， 上调 5 倍以上的蛋臼质有

3 个:在 PNS20w 组比模型组下调大于 2 倍而小于 5 倍的蛋白质有 l 个， 下

调 5 倍以上的有 1 个:蛋白质 m/z 8696.91 在 PNS 20w 组中表达量最大，

由模型组的 8.07 上调到 PNS 20w 组的 21. 24。详见表 4-2。图 4-2 。

3. 1.3 PNS16w 组与 PNS20w 组之间未检测到表达差异蛋白质

从 CM10 芯片上筛选的 PNS16w 组与 PNS20w 组大鼠肾组织蛋臼质质谱

图 ， 两种肾组织检测到蛋白质质谱峰共 95 个:经 Biomark Wizard 软件分析

后发现9 有差异表达的蛋白峰为 0 个。

3. 1 . 4 阳性对照组 (强的松组〉 与 PNS20w 组之间未检测到表达差异蛋白质

从 CM10 芯片上筛选的强的松组与 PNS 20w 组大鼠肾组织蛋白质质谱

图，两种肾组织检测到蛋白质质谱峰共 95 个:经 Biomark Wizard 软件分析

后发现， 有差异表达的蛋白峰为 0 个。

3.1.5 阳性对照组 (强的松组) 与马兜铃酸组之间存在表达差异蛋白质

从 CM10 芯片上筛选的强的松组与马兜铃酸组大鼠肾组织蛋白质质谱

图，两种肾组织检测到蛋白质质谱峰共 92 个: 经软件 Biomark Wizard 分忻

后发现有差异表达的蛋白峰为 41 个。其中 25 个蛋白质在强的松组表达下

调，而其余的 16 个蛋白质在强的松组表达上调。在强的松组比模型组上调

大于 2 倍而小于 5 倍的蛋白质有 6 个，上调 5 倍以上的蛋白质有 10 个: 在

强的松组比模型组下调大于 2 倍而小于 5 倍的蛋白质有 14 个，下调 5 倍以

上的有 10 个: 表达量最大的是 m/z 12151. 08，由马兜铃酸组的 70. 52 下调

到强的松组的 30. 1 3 ， 空白对照组的为 40.89 ; 其次是 rn/z 15879. 99，由马
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兜铃酸组的 40.58 下调到强的松组的 13.04。详见表 4-3。图 4-3 。

3. 2 肾脏组织差异表达蛋白质的质谱鉴定结果

m/z 10082.07 目标蛋白质经过质谱获得蛋白质的肤指纹谱后，通过软

件 Mascot 在 NCBI 及 SWISS-PROT 数据库中比对， 结果发现只有乙酌辅酶

A 结合蛋白的匹配得分为 128 分，匹配上 8 个肤段。见表 4-6，图 4-4 。

表 4- 1 马兜铃酸组与空白对照组大鼠肾组织差异表达蛋白质 (x 土 s ) 

Tab.4-1 The di仔erenti;;tlly expressed proteins of rena1 tissue in aristolochic acid group and blank control 

group (x土 s ) 

m/ z 空白对照组 马兜铃酸模型组
expression of 

p 
8iomarkers 

1142.21 O. 032125 0.56土0.94 2.25 土1. 66 

1388.33 0.010128 O. 13 土 0.22 0.53士O. 39 

1522. 74 0.022271 0.29土0.16 - 0. 18士 0.35

5085.35 O. 015158 1. 66:t 1. 21 0.51士 0.49

7440. 14 O. 032125 1. 681: 1. 09 0.41 :!:O. 31 

773 1. 18 O. 032125 2.631:0.83 1. 52 士 0.64

7998.93 0. 0027 3. 24 1:0.63 0.84士 0.80

8045.44 O. 006642 3.731:1. 02 1. 95 士 0.62

8458.63 0.032125 1. 99 1:0. 91 0.58士 0.29

9361. 14 0.0027 9.89土4.92 26. 96士8.45

10082. 07 O. 006642 2. 08 :t 1. 59 O. 57:!:0. 27 

10185. 10 .0.0455 2. 181: 1. 82 5.32土 3.59

10227.80 。副 032125 3. OO:!: 2. 63 6. 71:!: 4. 53 

10774. 05 0.. 010128 1. 88士0.88 3. 50士1. 12 

10816. 75 0副 006642 1. 70士 0.86 4. 50:!: 2. 32 

10964.34 0伽 015158 1. 75:t 1. 36 4. 39:!:2. 11 

12151. 08 0.022271 40.89士 19.66 70.52士24.23

13101. 25 。伽 010128 0. 59士0.67 13.59士 1 1. 47 

13491. 70 0.032125 2.91 士1. 13 5.06 土1. 75 

16277.21 0.022271 2.04士1. 25 5.67士2. 75 

16973. 93 0.010128 0.60 :1:0.55 6. 08:!: 3. 40 

17783.38 0.006642 1. 03 1: O. 46 2.64士0.69

23880.17 0.010128 0.56土0.21 0.2310.14 
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表 4-2 PNS20w 组大鼠与马兜铃酸模型组肾组织中有差异表达的蛋白质情况 (x :t s)

Tab.4-2 The differentially expressed proteins ofrenaJ tissue in PNS20w group and aristoJochic acid 

-
model group (x 士 s ) 

m/ z 马兜铃酸棋型组 PNS20w 主且
expression of 

p 
Bi omarkers 

1004.9 0.02846 2.82士 1. 61 8. 66 :t4. 58 

1282.09 0.04461 O. 12士0. 49 0. 61 士 0. 29

1388.33 0.010587 O. 53土0.32 - 0. 06::!::0. 20 

1428.89 0.04461 0.26土0.45 1. 10土0.53

1522.74 0.02846 -0. 18士 O. 35 0.36士0. 19

3364.68 0.00617 O. 59土0.30 5.28士2.95

3840.88 0.017622 O. 12 :t0. 16 O. 68::!::0. 41 

773 1. 18 O. 02846 1. 52土0.64 3.02::!:: 1. 17 

8696.91 0.010587 8. 07 :t3. 86 21. 24士 7.70

9099.60 0.04461 9. 56土3.91 16. 23土5.55

9586. 73 0.04461 1. 58士0.94 2. 45 ::t O. 73 

10964.34 0.017622 4. 39 :t2. 11 1. 84::!::0. 95 

12453.9 0.04461 1. 09士0.77 2.49士1. 07

17783.38 0.02846 2. 64 土0.69 1. 76土0.55

28023.28 O. 02846 O. 96 :t0. 17 O. 68::!::0. 18 

表 4-3 强的松组与马兜铃酸组大鼠肾组织差异表达蛋白质 (x + s ) 

τab.4-3 The differential1y expressed proteins ofrenal tissue in prednisone group and aristo.Jochic acid 

model group (x士 s ) 

mlz p 马兜铃酸模型组 强的松组
cxpression of 

Biomarkets 

1205. 30 0.04461 0.44士 1.30 2. 92::!::2. 03 

1282. 09 0 . 04461 O. 12::!::0. 49 4. 22+4.45 

1378. 02 0.00617 0. 47士0. 45 6. 26士5.25

1428. 89 0.00617 O. 26::!::0. 45 4. 43::!::2. 85 

1488. 08 0.00617 O. 30::!::0. 40 5.42土2.87

1522. 74 0.00617 - 0. 18士O. 35 7.38 :1- 3.40 
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1533.65 0.00617 1. 44 :1: 1. 16 6.52 :1: 3.89 

1560.04 0.017622 1. 35士0.92 6.62士 4. 15 

3764.08 O. 02846 O. 17 :1:0.33 l. 09 :1: 0. 73 

4645.41 0.02846 0.27土0.47 l. 85土l. 40 

5085.35 0.017622 0.51 :1:0.49 :3.05 :1: l. 68 

5162. 37 0.04461 2.66士1. 77 0.54士 0.98

7440. 14 0.010587 0.41士0.31 3.75 :1: 2.82 

8140. 14 0.00617 10. 75士 5.43 1. 93 :1:0. 59 

8930. 52 0.02846 4.24士2.26 1. 21 :1:0.81 

9361. 14 0.00617 26.96 :1:8.45 5.35 :1: 7.45 

9689.07 0.02846 6.03 :1:2.53 1. 51 :1: 2.32 

9963.09 0.00617 13. 19 ::1: 7.40 1. 98 ::1:0. 82 

9995.44 0.00617 8.03士 3.68 1. 50士0.47

10082.07 0. 017622 0.57 :1:0.27 1. 46士0.99

10185. 1 0.010587 5. 32+3.59 1. 12 :1:0.55 

10227.8 0.04461 6. 71 士4.53 1. 95士1. 28 

10774.05 0.00617 3.50土1. 12 O. 34:t0. 32 

10816.75 0.010587 4.50土2.32 1. 00:t0. 78 

10964.34 0.00617 4.39 :1:2.11 O. 80:t0. 38 

11928.28 0.010587 3.26士0.95 1. 48士 0.59

12151. 08 0.02846 70.52土24.23 30. 13土 17.98

12453.9 0.04461 1.085士O. 77 3. 18土2.23

13101. 25 0.017622 13. 59士 1 1. 47 0.85土1. 07 

13491. 7 0.00617 5.06 :1: 1. 75 0.86士0.59

13644.05 0.017622 2.55 :1:0.89 0.96士0.64

15208.93 0.010587 35. 89 :1: 18. 15 11. 24 :1:2. 56 

15879.99 0.02846 40. 58士 26.07 13.04士9. 18 

16682.37 0. 00617 O. 56士0.40 2.48 士1. 59 

17783. 38 0.00617 2.64 :1: 0.69 0.46士0.49

18695.87 0.00617 O. 90土O. 50 0.06 :1:0.13 

20994.47 0.00617 O. 76士O. 19 0.23士0.10

21525.26 0.04461 0.57 :1:0. 24 0.27土O. 12 

25834.17 0.017622 O. 77土 O. 17 0.32土0.28

26997.48 0.010587 O. 16 :1:0. 10 0.51 士0. 19

28023.28 0.04461 0.96 :1:0.17 0.65 :1:0.25 

69 



士七总皂背对顺铅、马兜铃酸肾损害的保护作用研究 2009 级博士研究生学位论文

表 4-4 在表 4- 1 、 表 4-2 和表 1-3 中均存在的差异表达蛋白质( x ::!::: s ) 

Tab.4-4 The common differentially expressed proteins among Tab.4-J, Tab.4-2 

and Tab.4-3 (x士 s ) 

m/z 空白对照组 马兜铃酸模型组 强的松组 PNS20w 组

1282.09 O. 12土0.49 0.61土O. 29 4.22土4.45

1428. 89 0.26+0.45 1. 10+0. 53 4.43士2.85

1388.33 O. 13士 0.22 0.53+0.32 -0. 06::!::0. 20 

1522. 74 O. 29::!:::0. 16 -0. 18+0.35 7.38士3.40 0.36士O. 19 

5085.35 1. 66::!::: 1. 21 0.51+0.49 3.05+1. 68 

7440. 14 1. 68士1. 09 0. 41 +0.31 3.75+2.82 

7731. 18 2.63土0.83 1. 52士0.64 3.02士1. 17

9361. 14 9. 89::!:::4. 92 26.96土 8.45 5.35土7.45

10082.07 2 . 08士1. 59 0.57+0.27 1. 46+O. 99 

10185.1 2.18士1. 82 5.32士3.59 L 12:t0. 56 

10227.8 3. OO::!:::2. 63 6. 71 土4. 53 L 95土1. 28 

10774.05 1. 88土0.88 3.50+ 1. 12 0.34 ::!::O. 32 

10816.75 1. 70::!:::0. 86 4. 50+2.32 0.96士O. 78 

10964.34 1. 75:!: 1. 36 4. 39+2.11 0.80+O. 38 1. 84:!: O. 95 

12151. 08 40.89土 19.66 70. 52土24. 23 30. 13:t 17.98 

12453.9 1. 09+0.77 2.49土1. 07 3. 18::!:::2. 23 

13101. 25 O. 59::!:::0. 67 13.59+1 1. 47 0.85士1. 07 

13491. 7 2.91 士1. 13 5.06士1. 75 O. 86::!:::0. 59 

17783.38 1. 03::!:::0. 46 2.64+0.69 O. 46::!:::0. 49 1. 76土0.55

28023.28 0.96土0.17 O. 68::!:::0. ]8 0.65土0.25

表 4-5 在)1顶铀肾损害 、 马兜铃酸肾损害中共同存在的差异表达蛋白质 (x 土 s ) 

Tab.4-5 The common differential1y expressed proteins in cisplatin kidney damage and aristolochic acid 

kidney damage (x土 s ) 

m/ z 正常对照组 )1职钮模型组 PNS 治疗组 主自对照组 马咒铃酸 PNS20w 强的松组

模型组

1428 3. 99::!:::2.61 1. 99士0.89 O. 26::!:::0. 45 1. 10士 0.53 4. 43::!:::2. 85 

12151 43. 16土 28. 7 14.43土2 1. 0 40.89土 19.66 70. 52::!:::24. 23 30. 13士 17.98

12453 3. 52::!::: 1. 77 0.90士1. 36 1. 09士O. 77 2.49土1. 07 3. 18士2. 23

18695 0.28士 0.05 0.07士0.09 0.22士 O. 13 O. 90::!:::0. 50 0.06土O. 13 

21525 O. 25::!:::0. 09 O. 15+O. 11 O. 57::!:::0. 24 O. 27::!:::0. 12 
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表 4-6 与乙M基辅酶 A 结合蛋白匹配的 8 个肤段

Tab.4-6 由e 8 peptides which match with acetyl-∞A-binding protein 

Accession Ma ss Scor e Protein n棚e

PII030 10021 128 Acyl-CoA- bindi ng protein 

Obser ved Mr (expt) Mr (cal c) Delta Start End Miss 10ns Peptide 

1034 . 4790 1033 . 4717 1033 . 4981 - 0 . 0264 
54 61 l K. AKWDSWNK . L 

1237 . 5673 1236 . 5600 1236 . 6601 - 0 . 1001 
73 82 l K. TYVEKVEELK . K 

1911 . 9508 1910 . 9435 1911. 0062 - 0 . 0626 
34 51 。 K. QATVGDVNTDRPGLLDLK . G 

1911 . 9508 1910 . 9435 1911 . 0062 - 0 . 0626 
34 51 。 98 K. QATVGDVNTDRPGLLDLK . G 

1985 . 8655 1984 . 8582 1984 . 9241 - 0 . 0658 
18 33 。 K. TQPTDEEMLFIYSHFK . Q 

2001 . 8771 2000 . 8698 2000 . 9190 - 0 . 0492 K. TQPTDEEMLFIYSHFK . Q + 
18 33 。

Oxidation (M) 

2227 . 0344 2226 . 0271 2226 . 1031 -0 . 0759 
16 33 l R. LKTQPTDEEMLFIYSHFK . Q 

2243 . 0479 2242 . 0406 2242 . 0980 -0 . 0574 R. LKTQPTDEEMLFIYSHFK . Q 
16 33 l 

+ Oxidation (M) 

'0000 20000 30000 40000 50000 

l(空叫
(叫

'0000 20000 30000 40000 

图 4-1 m/ z 9361. 14 蛋白质在马兜铃殷模型组比主自对照组表达上调

注: 纵坐标为蛋白质峰强度， 横坐标为蛋白质荷质比。

50000 

m Iz 9361.14 upregulation of expression in aristolochic acid model group ∞mpared with bl创lk control 

group 

Horizontal coordinat e is m/ z , Vertical coordinate is Peak intens i ty. 
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10000 30000 40000 20000 

20 
15 
10 ~ 
5 
0 

10000 20000 40000 30000 

图 4-2 m/z 10964.34 蛋白质在 PNS20w 组中表达较马兜铃股模型组下调

注 : 纵坐标只l蛋向质峰强度，横坐标为蛋白质荷质比。

m / z 10964.34 downregulation of expression in PNS20w group compared with aristolochic acid model 

group 

Horizontal coordinate is mlz, Yertical coordinate is Peak intensi巧，1.

10000 20000 40000 30000 

:1厂

;it ~出双

21已À.. 112149β人 ...-、、、-

10000 30000 40000 20000 

国 4-3 m/ z 12151.08 蛋白质在强的松组中表达较马兜铃酸模型组 F调

注: 纵坐标为蛋向质峰强度，横坐标为蛋向质荷质比。

mlz 12151.08 dovmregulation of expression in prednisone group compared with aristolochic acid model 

group 

Horizontal coordinate is mlz, Yertical coord inate is Peak intensity. 

。主 : 表 4-3 中的结果显示， m/z 约为 1234.96 的蛋白质分子可能是区分顺铅模型组和

正常对照组的候选差异蛋白。由于 SELDI-TOF-~S 激发得到的蛋白分子带单电荷，则蛋

白质 m/z 值与分子虽 M 数值相符，可认为 m/z 12138.9 的蛋白分子质m: M 为 12138.9 Da。

此外，氨基酸的平均分子量约 110 Da ， 所以表 4-1、表 4一3 中的 m/z 12151. 08 与图 4-3

中 m/z 12138.9 、 m/z 12149.9 上下相差不超过 100 Da，即可认为是同一蛋白分子。在

图 4-1 和图 4-2 中标出的差异表达蛋白质的情况与上述的相同。〉
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讨论4 

差异表达蛋白质的筛选4.1 

理论上，蛋白质是体内组织、细胞生命活动的具体体现和执行者， 当

体内正常组织、细胞受到药物的损害而发生功能或状态的改变时， 其组织、

细胞内蛋白质的数量、种类等也可能会产生变化。在本课题的"第三部分"

实验中观察到马兜铃酸模型组的血清 BUN、 SCr 等指标显著高于空白对照

组，病理学检查发现该组的肾组织发生严重病变， 说明 AA 对肾脏造成了

严重的损害 ; PNS 则可以减轻马兜铃酸对大鼠肾脏组织的损害;推测在以

上各组大鼠肾脏组织的蛋白质水平上会产生相应的改变。因此本部分实验

采用 SELDI-TOF-MS 技术筛选差异表达蛋白质，结果发现在马兜铃酸模型

以及马兜铃酸

模型组和强的松组之间均存在多种差异表达蛋白质; 这也说明 SELDI 技术
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用于筛选差异表达蛋白质的可行性。己经有不少关于采用该技术成功筛选

差异蛋白质的报道[46、 矶 俐，但主要用于与肿瘤相关的研究中[帆 刑，用于微

生物方面的研究也不少[69、 飞而用于药源性疾病方面的研究极少见报道。

对这些蛋白质进行分离鉴定，了解它们的性质与功能，将有助于阐明

AAN 的发生发展以及 PNS 的保护作用机制。

4.2 各组大鼠之间的差异表达蛋白质

(l)PNS 16w 组与 PNS 20w 组之间、强的松组与 PNS 20w 组之间大鼠的

肾组织未检测出表达差异蛋白质，原因可能是:①这些组别的小分子量蛋

白质的表达确实无显著性差异。②由于本实验的动物例数较少，影响差异

表达蛋白的筛选，导致一些差异表达的蛋白质未能检出。③一些与 CM10

芯片的特性不相匹配的蛋白质丢失。④差异表达的蛋臼质不在 SELDI 的检

测范围 ， SELDI 技术筛选的是小分子量蛋白质，可弥补二维电泳对低丰度、

极小 (<10 OOODa) 等蛋白质无法鉴定的不足。

(2) 强的松组与马兜铃酸组之间的差异蛋白

在临床上强的松是用于治疗肾小球疾病的主要药物[品训，有报道f5i]用

强的松治疗马兜铃酸肾病，可改善其肾功能; 而实验研究[划也表明强的松

可改善马兜铃酸肾损害大鼠肾功能，以及减轻肾组织的纤维化:在本课题

的"第三部分"实验结果发现，强的松对马兜铃酸肾损害大鼠的肾功能具

有一定的保护作用。 由此推测，马兜铃酸以及强的松对肾脏组织的影响可

能会体现在蛋白质的改变上;通过采用 SELDI 技术筛选，结果发现在强的

松组与马兜铃酸组之间的肾组织差异蛋白峰有 41 个 。

本实验筛选出来的强的松组与马兜铃酸组之间的肾组织差异蛋臼质

的个数多于其它组别的 ， 推测可能与以下原因有关:强的松在体内具有抗

炎、抗过敏、抑制结缔组织增生，以及促进蛋白质分解等多种药理作用[70 ，

并涉及到水、电解质、 糖的代谢等， 影响范围广。

4.3 共同存在的差异表达蛋白质
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(1)在表 4-1、表 4-2 中共同存在的差异表达蛋臼质: 见表 4-4

在 PNS 20w 组与马兜铃酸组之间的 15 个差异表达蛋白中，有 5 个出现

在表 4-1 中 ， 它们的 m/z 分别为 1388. 329 、 1522. 736 、 773 1. 1 79 、 10964 . 34 、

17783.38。这 5 个蛋白质在马兜铃酸组较空白对照组上调或下调 ， 而 PNS

可将其回调到空臼对照组的水平。说明马兜铃酸可能通过改变这些蛋白质

的表达而产生肾毒性， 或者由于马兜铃酸对肾脏的损害而改变了它们的表

达; PNS 可能通过调节这些表达改变的蛋白质，使之回归正常而起到保护肾

脏的作用，或者是由于 PNS 对肾脏的保护作用而使蛋白质的表达回归正常。

(2) 在表 4-2、表 4号中共同存在的差异表达蛋白质: 见表 4-4

在 PNS20w 组与马兜铃酸模型组大鼠的1.5 种差异表达蛋白质中(表

4-2)，有 7 种蛋白质出现在表 4-3 中 ， 它们分别 m/z 为 1282 . 093、 1428.885 、

1522. 736 、 10964.34 、 12453 . 9 、 1 7783 . 38、 28023.28 等，其中 m/z 分别为

1282.093 、 1428. 885 、 1522. 736 、 12453.9 的蛋白质在强的松组、 PNS20w

组均较模型组表达上调， m/z 分别为 10964. 34 、 17783. 38、 28023.28 的蛋

白质在强的松组、 PNS20w 组均较模型组表达下调。强的松组与 PNS20w 组

之间不存在表达差异蛋臼质。推测 PNS 对马兜铃酸肾损害的作用可能有一

部分与强的松的相似。

(3) 在表 4- 1、表 4-3 中共同存在的差异表达蛋白质: 见表 4-4

在马兜铃酸模型组与空白对照组大鼠的 23 种差异表达蛋白质中(表

4-1) ， 有 14 种出现在表 4-3 中，它们的 m/z 分别为 1522.74 、 5085.35 、

7440. 14、 9361. 14 、 10082.07 、 10185. 1 、 10227 . 8、 10774 . 05 、 1 0816. 75 、

10964.34 、 1215 1. 08 、 1310 1. 25 、 1349 1. 7 、 17783.38 等，这 14 个蛋臼质

在马兜铃酸模型组较空白对照组表达上调或下调，而强的松可将其回调。

推测马兜铃酸可能通过改变这些蛋白质的表达而产生肾毒性， 或者是马兜

铃酸对肾脏的损害而改变了它们的表达:强的松可能通过调节这些表达改

变的蛋白质，使之回归正常而起到保护肾脏的作用，或是强的松的保护作
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用而使蛋臼质的表达回归正常。

(4) 在表 4-1 、表 4-2、表 4-3 中共同存在的差异表达蛋白质: 见表 4-4

m/z 分别为 1522.74 、 10964.34 、 17783.38 的 3 个蛋白质均同时出现

在表 4-1、表 4-2 和表 4-3 中，其中 m/z 1522.74 在马兜铃酸模型组中表达

下调，而在PNS 20w组、强的松组中均表达上调;m/z 10964.34 、m/z 17783.38 

在马兜铃酸模型组中表达上调，在 PNS 20w 组、强的松组中均表达下调。

提示马兜铃酸可能通过改变这些蛋白质的表达而损害肾脏， PNS、强的松可

能通过调节这些蛋白质的表达，对肾脏起保护作用。由表 4-4 可知， PNS 可

使这 3 个蛋白质回调到空白对照组的水平，而强的松使其回调的程度更大。

4. 4 在JII页铀宵损害、马兜铃酸肾损害中存在的共同差异表达蛋白质

经比较表 2-2、表 2-3 ， 以及表 4-1、表 4-2、表 4-3 后，发现共有 5

个差异表达蛋白质在"第二部分"和"第四部分"实验中均被筛选出来，

即为这两部分实验的共同的差异表达蛋白质(见表 4-5)，说明在顺铀肾损

害、马兜铃酸肾损害的发生或发展过程中均涉及到一些共同的蛋白质改变。

共同的差异表达蛋白质， ①例如 m/z 12151 蛋白质在顺铅模型组的表

达较正常对照组下调，而在马兜铃酸模型组的表达却较空臼对照组上调。

②PNS 在这两个肾损害模型中的作用似乎有所不同，例如在顺钥肾损害模

型中， PNS 可使蛋白质 m/z 1428 的表达下调，而在马兜铃酸肾损害模型中，

PNS 却使 m/z 1428 上调，与强的松在这个肾损害模型中的作用相同〈强的

松也使该蛋白质上调)。具体原因有待进一步研究。

4.5 筛选出的差异表达蛋白质的特点

(1)有关马兜铃酸肾损害的差异表达蛋臼质的研究极少。孙世仁等报道

[ 1飞 在马兜铃酸组与正常组大鼠的肾组织中筛选出多种差异表达蛋白质。

该报道采用的是二维电泳技术，无法分离鉴定低丰度、极小(小于 10000Da)

蛋白质: 本实验采用的是 SELDI-TOF-MS 技术，该技术对筛选小分子量蛋

白质特别有效的特点，因此以上两种技术可相互弥补各自的不足。本部分
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筛选出不少小分子蛋臼质，其中部分蛋臼质分子量在 2000 Da 以下，而且

表达量低，在接下来的蛋白质分离鉴定过程中容易损失。但也正是小分子

量蛋白质， 它们在体内非常活跃，对维持机体的正常生理机能起非常重要

的作用，因此这些小分子量蛋白质的分离鉴定将为阐明马兜铃酸肾损害机

制，提高其防治水平提供重要的基础。

(2) 与本课题的"第二部分"实验中筛选出来的差异表达蛋白质的特点

一样，本部分筛选出的部分差异表达蛋臼质的 m/z 很接近，可能是来源于

同一个家族的蛋白质，可考虑对其进行分离鉴定以了解其性质与作用。

4. 6 差异表达蛋白质的分离鉴定

自先基辅酶A结合蛋臼 (ACBP) 是一个小的细胞内的蛋白质，能特异性

结合和运输中长链酌基辅酶A@旨，在细胞内酌基辅酶A运输和储存发挥重要

作用。以往的研究表明ACBP在体内广泛表达，但在脂质的细胞类型以及在

许多上皮细胞中表达尤其高; ACBP对于维持完整尿液浓缩能力是必要的;

ACBP (一/-)小鼠的尿液浓缩能力不足可能是由于肾水通道蛋白3减少而导

致在集合管基底膜受损流出 [叫。脂肪耽基辅酶A酶在细胞稳态方面非常重

要， 是脂质代谢和翻译后蛋白质修饰的中间体:研究发现，在体外重组航

基辅酶A结合蛋白有效地结合棕榈歌辅酶A，这与配体结合的能力参与了红

细胞膜磷脂酿胆碱重塑[叫。由此可知，乙耽辅酶A结合蛋白在体内参与脂肪

代谢、蛋白质修饰、细胞膜修复重建， 以及水、电解质平衡等。

本实验中， m/z 10082 . 07 目标蛋白质经鉴定为乙航辅酶A结合蛋白 。

该蛋白质在马兜铃酸模型组中较空白对照组低表达，而在强的松组中表达

上调。马兜铃酸可能通过减少乙航辅酶A结合蛋臼的表达，损害大鼠的肾功

能: 而强的松提高乙歌辅酶A结合蛋白的表达，可能对肾功能起保护作用。
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第五部分 三七总皂音对顺铅损害肾小管上皮

细胞的保护作用研究

1 材料

1. 1 实验对象

人肾小管上皮细胞株 (HK-2)，购自中南大学湘雅中心实验室。

1 .2 药品与主要试剂

一七总皂昔粉针剂 广西梧州制药(集团)股份有限公司，批号:

20110115。临用前以生理盐水配制。

顺铅粉针剂 齐鲁制药有限公司，批号: 1020032DB 

l隘用前用生理盐水溶解。

生理盐水 徐州莱恩药业有限公司，批号: 1005281 

Drv1EM 培养基 美国 Hyclone 公司

新生小牛血清 美国 Hyclone 公司

膜蛋白酶 Sigma 公司

细胞活性计数试剂盒 CCK8，同仁公司产品

氟乙酸 (TFA) 色谱级产品，美国 Sigma 公司

SPA 色谱级产品，美国 Sigrna 公司

E亚PES 色谱级产品 ， 美国 Sigrna 公司

Tris-HCL 色谱级产品，美国 Sigma 公司

CHAPS 色谱级产品，美国 Sigma 公司

DTT 色谱级产品，美国 Sigma 公司

HPLC 水 色谱级产品，美国 Sigma 公司
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尿素 (urea)

醋酸纳 (NaAC )

盐酸 (HCL )

乙氨 (CAN)

澳盼蓝

N, N' -甲叉双丙丙烯

耽馁

SDS 

Tris 

Tricine 

考马斯亮蓝 R250

甲醇

过硫酸镀

TEl\1ED 

1. 3 主要仪器

细胞培养瓶

超净工作台

倒置光学显微镜

CO2 培养箱

酶联免疫检测仪

冷冻高速离心机

蛋白质浓度测定仪

紫外 spectrophotometer

色谱级产品，美国 Sigrna 公司

色谱级产品 ， 美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

色谱级产品，美国 Sigma 公司

美国 Amresco 批号 : 0172 

美国 Amresco 批号 : 0227 

北京 Solarbio 批号: T8060 

北京 Solarbio 批号: T8 190 

美国 Amresco 批号 : 0615 

色谱级产品，美国 Fisher Scientific 公司

Sigma 批号: A6761 

美国Amresco 批号 : 0761 

国产

国产

Axiovert 200 型， 德国 Zeiss 公司

Thermo Forma， 美国 Forma 公司

Model-450，美国 Bio-Rad 公司

型号: Eppendorf 5810R 

德国 Eppendorf Cetrifuge 公司

Narodrop 2000 (ND-2000) 

Thermo scientific 公司
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冷冻真空干燥机 LGJ-18 , 

北京松源华兴科技发展有限公司

Ultra Micro Soin Column 
A 郑州英诺高科有限公司

(C18 柱)

蛋白质芯片

蛋白芯片阅读机

质谱仪

2 方法

2. 1 实验用HK-2细胞株培养

CM-10 型弱阳离子交换芯片

美国 Cuphergen 公司

Protein Chip Biology System(PBS II C) 型，

美国 Cuphergen 公司

5800 MALDI-TOF-MS励1S ABSCIX 

公司

(l)HK-2细胞株用含10%新生牛血清的Drv伍M 培养液 CpH 7. 4) ， 于37

℃、 5% CO2 培养箱中培养。

(2) 吸弃旧的培养液， 加入少许消化液 (0.25%膜酶) ， 镜下观察细胞，

若细胞己经相互分离， 间隙加大、 胞体趋于变圆的时候， 即刻终止消化。

视生长状况每 2 d 或 3d 用0.25%膜酶消化一次。

(3) 弃掉消化液， 以 l XPBS 清洗细胞1到2次。

(4) 加入培养液后用弯头的吸管吹打细胞，以制备单细胞悬液。

(5) 将细胞悬液转入到大培养瓶， 于37
0

C培养箱内培养。

⑥利用对数生长期的细胞进行实验。

2. 2 JI顷销、 PNS对HK-2细胞增殖的影响

(1)实验分为3组 (n=6) ， ① )1归自细胞组， HK-2细胞分别在含50、 25、
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12.5 、 6.25 、 3. 1 2ug/ml 顺铀的培养液中培养:② PNS细胞组: HK.-2细胞

分别在含6.25、 12. 5 、 25、 50 、 100ug/L PNS的培养液中培养:③空白细胞

组，在含10%新生小牛血清的D孔伍M 培养液中培养。以上各组细胞均培养

48 ho (根据预实验的结果，在培养48 h时， }I即自、 PNS对HK-2 细胞的作

用最显著。)

(2) 加入ws下8 试剂 20ul，再继续培养 3 h 。

(3) 置于酶标仪检测 ， 检测波长490 nm，参比波长 630 nm ， 记录光密

度OD值。实验重复3次。

2.3 PNS 对JI顷锦抑制HK-2细胞增殖的影晌

(1)实验分为3组 (n=6) : ①空白细胞组，在含10%新生小牛血清的

DMEM 培养液中培养48 h; ②顺铀细胞组，细胞在含顺锦 12.5ug/四日10

%新生小牛血清的D~在EM培养液中培养48 h (根据以上 "2. 2 顺伯、 PNS

对HK-2细胞增殖的影响"的结果，选择JI防自对细胞增殖抑制达非常显著作

<0.01 )作用时的剂量) ; ③ JI顶铅PNS 组: 细胞在含顺铅12. 5ug/L的10

%新生小牛血清的DMEM培养液中培养12 h后 ， 加入PNS (12. 5ug/L的、

50ug/L、 100ug/L)，继续培养48 h。

(2) 加入WS下8 试剂 20ul，再继续培养 3 h 。

(3)置于酶标仪检测，检测波长 490 nm，参比波长 630 nm，记录光密

度 OD值。实验重复 3 次。

2.4 细胞差异表达蛋白质的筛选与鉴定

2.4.1 所用制剂的配制

(一) 细胞裂解液的配制: 25 m 1 (9 M Urea 、 1 %W/V D1T 、 4%W/V CHAPS ) 

(1)称取 Sigma 级 Urea (MW 60. 06，终浓度为 9 mol/L)，加入 lml

Sigma 级 Tris-HCl 和 HPLC 水 15 ml，并充分溶解(注意:加热溶解时温

度不能大于 37 CC; 如果难溶则添加少量的 HPLC 水 ) ; 

(2) 于上述溶液中加入1. 00 g CHAPS (终浓度为 4. 0 %)，充分溶解
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后再用 旧LC 水定容至 25 ml 。

(3) PH 调至 9.0，并加入 l 片蛋白酶抑制剂:

(4) 取出 12.5 ml 上述溶液，加入 Sigma 级 DTT 0.125 g (终浓度

为 1.0%) 。

(5) 把溶液分装入 1 . 5 ml EP 管 (每管 1 ml)，做好标记后于一80
0

C 保

存以防反复冻融。

(二) SPA 饱和溶液、 CM10 buffer 溶液 (100mM NaAC pH4.0) 的配制

按照本论文的"第二部分"中的方法配制 SPA 饱和溶液、 200 m1 的 CM10

buffer 溶液。

2.4.2 肾小管上皮细胞的裂解

取本实验中培养的以下三组细胞进行差异表达蛋白质的筛选鉴定:

①空白细胞组(含 10%新生小牛血清的 01\在EM 培养液中培养 48 h); 

②顺铅细胞组(含)1师自 12.50μglL);③)1防自 PNS 细胞组(含 12.50μ gIL )1即自

培养 12h 后 ， 加入 PNS 50μ g/L 继续培养 48h)。

(1)直接用预冷的 PBS 将培养的 HK-2 细胞冲洗 3 次。

(2) 按培养瓶底面积每 1 平方厘米加入 10----15μ1 的细胞裂解液，

于冰上静置 30 min; 快速混匀器混合 5 秒，重复 1 次， 4
0

C 、 12 000 rpm/ min 

离心 20 min 。

(3) 取少量上清用于测定蛋白质的浓度，其余上清液分装冻存于

-80 0C备用。 |脂用前将蛋白质调整至同一浓度。

3.2 所用制剂的配制

按照本论文"第二部分"实验中的方法，配制组织裂解液、 CM10

buffer(100mM NaAC , pH4.0) 、 SPA 饱和溶液、 Tricine-SDS-PAGE 凝胶贮存

液、标本上祥缓冲液 (0. 25mol/ L Tris.HCl pH6.8 , 10%SDS , 0.5mol/L 二

硫叔糖醇， 50%甘油， 0.5%澳盼蓝)、电泳缓冲液。

2.4.3 肾小管上皮细胞差异表达蛋白质的筛选
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采用SELDI-TOF-MS法，对各组标本进行差异表达蛋白质谱检测。具体

检测方法与本论文的"第二部分"实验中的相同。

2. 4. 4 肾小管上皮细胞差异表达蛋白质的分离纯化

从 CMIO 芯片检测到的差异表达蛋臼质中，筛选鉴定候选蛋白质，入选

标准为:① P值<0.05 ， 而且尽可能小。② Mean值大于 SD 值。③ Mean

值大， 而且 Mean值之比大于 2。

采用 Tricine-SDS-PAGE 凝胶分离纯化差异表达蛋白质。具体实验方法

参见本论文的 "第二部分" 实验。

2. 4. 5 肾小管上皮细胞差异表达蛋白质的质谱鉴定

目标蛋白质经过胶内酶解后 ， 采用 MALDI-TOF-MS爪1S 获取目标蛋白

质的肤图谱， 最后通过 Mascot 软件查询 NCBI， SWISS-PROT 数据库进行

搜索比对。 具体实验方法参见本论文的 "第二部分"实验 。

2.5 统计学分析方法

在细胞培养的结果部分， 采用二 :::!:s 表示各组所得计量数据，用

SPSS13.0软件处理， 采用 t 检验进行两组间均数的比较。蛋白质的质荷比

以 m/z 值表示，采用软件Biomarker Wizard对相同 m/z 的蛋白在各组之

间峰值差异含量进行快速计算， 使用 P 值表示其差异程度 ， P <0. 05者为

差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 }II页钳、 PNS 对 HK-2 细胞增殖的影晌

)1院自对 HK-2 细胞的增殖有抑制作用，而且抑制作用随顺铀浓度的增

加而增强。 PNS 对 HK-2 细胞的增殖有促进作用 ， 且作用随 PNS 浓度的增

加而增大。见表 5-10 )1防自浓度在 12. 5μg/L 时， 对四(-2 细胞增殖的抑制

作用可达到非常显著差异(P<O. 01) ， 所以选择该浓度作为下一步实验UPNS
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对JI顶铀抑制 HK-2 细胞增殖的影响"中的顺铀的浓度。

3.2 PNS 对顺钳抑制 HK-2 细胞增殖的影晌

PNS 可减轻顺铀对 HK-2 细胞增殖的抑制作用，随着 PNS 浓度的增加

作用增强， 见表 5-2 Q

顺铀 μg/L

0 

3.12 

6.25 

12. 5 

25. 。

50.0 

表 5-1 }I顶铀、 PNS各浓度组HK-2细胞的00值 (x +s) 

T'ab.5-1 the OD of HK-2 cel1 in cisplatin group, PNS groud (x 土 s)

00 值 PNS 浓度〈 μg/L ) 00 值

0.88士 O. 02 。 O. 75土0.01

0.83土 O. 03* 6.25 0.80土0. 0 1

O. 76士 0.04* 12. 5 0. 89士0. 05**

O. 72士 O. 02** 25.0 0.96+0. 07*丰

O. 58:!: O. 02** 50. 0 0. 99土 0.02*牢

0.40土 O. 03** 100. 0 1. 21 :!: O. 03*牢

注: 与空白细胞组比较， 丰为 P<0.05 ， 丰丰 为 P<O. OI 。

5-2 }I师自PNS细胞组的00值 (x :!: s) 

Tab.5-2 the OD of HK-2 cell in cisplatin PNS groud (x 士 s)

PNS (μg/L) 00 值

o O. 35士0. 02

6. 12 O. 39士0.02*

12. 5 O. 55士0.01**

25 O. 61:!:0. 03*丰

50 0.64士0.04*牢

100 0.68士0.01**

注:与空白细胞组比较 ， *为 P<0.05 ， 林为 P<O . 0 1o

3 . 3 各组 HK-2 细胞之间差异表达蛋白质的筛选与分离鉴定

本实验分别取空白细胞组、 )1陨钳细胞组、 JI则自 PNS 细胞组的标本，在

CM 10 蛋白质芯片上点样后进行差异表达蛋白质的检测: 结果发现从芯片

上捕获的 HK-2 细胞的蛋白质质谱图中，有的细胞组的蛋白峰数量少、 强度
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小， 未达到统计学分析的要求 ， 这可能是人为因素造成的 ， 故本部分未能

成功筛选差异表达蛋白质。

4 讨论

4. 1 体外培养细胞

由于机体内细胞的生长状态、生物学活性等受到体内各种复杂因素的

影响，所以体外培养的细胞株不能完全反映体内细胞的特性，但体外培养

的细胞株成分较单一、均质性好，避免了因组织细胞成分复杂等而造成对

实验结果的影响 : 而且有的实验只能在体外进行。4]。细胞体外培养可分为

原代培养和传代培养。由于组织、细胞刚离体，其生物学性状尚无明显改

变[气 能很好地显现与亲体组织紧密结合等形态学特征， 一定程度上反映

了体内的状态， 这是细胞原代培养的最大优点。但细胞原代培养也有其不

足之处，例如机体组织一般由多种细胞成分组成， 即使是同一类型的细胞

也仍具异质性， 以及细胞群生长效果可因个体差异或其他的原因而不一致

等，这些原因可对实验的结果造成一定的影响。细胞传代培养因具有可繁

殖增加细胞数量、细胞的同质性较好，以及可进行特征的鉴定和冷冻保存

等优点，至今仍被广泛使用阳、 1 咽。 本实验中考虑到选择人的TEC来培养更

接近临床， 故采用人的TEC来建立细胞体外培养模型:由于人的肾脏组织来

源困难， 在本实验中采用人的TEC进行原代培养不具备可行性，因此我们采

用HK-2细胞株进行传代培养，这样还可避免原代培养中细胞分离纯化的繁

琐过程，减少了其它细胞对实验造成的影响，同时可节省实验时间 ， 而且

容易获得足够的细胞数。

肾小管是}I顶铀肾损害的主要靶部位(79、 4] ，而肾小管主要由 TEC (肾小管

上皮细胞)组成。 如"第一部分"实验结果中所见， }I防自模型组的 TEC 出

现片状坏死， 细胞内线粒体肿胀、 线粒体脊模糊不清或完全消失，而用 PNS
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干预后， TEC 的病理学变化明显减轻，表明顺铀可严重损害 TEC，而 PNS

对其具有保护作用。因此本实验通过体外培养 TEC，建立)1仍自损害 TEC 的

体外模型，并给以 PNS 干预，观察顺铅、 PNS 对细胞增殖的影响，探讨 PNS

对JI防自HK.-2 损害的保护作用，并为后面的 TEC 差异表达蛋白质筛选与鉴

定做好准备。

4.2 PNS 对111页铀损害 HK-2 细胞具有保护作用

本实验中， )1陨铀显著抑制HK-2细胞的增殖，且随着剂量的增加抑制作

用越明显:而PNS可减轻顺铀对HK-2细胞增殖的抑制。

有报道[衍。 PNS对)1顷铅肾小管细胞损伤有一定的保护作用， )1顷铅可损伤

原代培养的兔肾小管细胞的刷状缘、溶酶体，以及降低细胞活性:而PNS

可保护)1防自对TEC的活力和溶酶体的损伤，但对顺铀损害TEC 的刷状缘没

有保护作用。 PNS 可预防)1陨铀的肾毒性，其机制是可能是降低顺铀导致的

DNA链间交联、 DNA-蛋白交联和钙离子超载( 13J 。

4.2 肾小管上皮细胞差异表达蛋白质的筛选

对于体外培养的细胞，国内外均有采用 SELDI-TOF-MS 技术成功筛选

差异表达蛋白质的报道阳、 81、则。张强[82J等采用 SELDI-TOF-MS 技术对正常

肾细胞株、肾癌细胞株的差异表达蛋白进行检测，发现这两种细胞株之间

存在一系列的差异表达蛋白质:通过体外培养肝癌细胞株、转染了 HBV 的

肝癌细胞株， 利用蛋白质芯片飞行质谱的技术来检测分析差异表达的蛋白

质 ， 结果发现在这两个细胞株之间筛选出 19 个差异表达蛋白圳。但这些研

究中主要是与肿瘤有关例，而与药源性疾病相关的研究极少见报道。

在本实验中 ， )1师自可显著降低 HK-2 细胞的增殖，而 PNS 对 HK-2 细胞

的增殖有促进作用，同时可减轻)1鹏自对用心2 细胞增殖的抑制作用。有报道

叫|颐铀对原代培养的兔肾小管细胞的刷状缘、溶酶体有损伤作用，而 PNS

可保护顺铅对 TEC 的损伤。从理论上讲，体外培养的细胞在顺铀、 PNS 等

干预后，细胞的增殖发生显著改变，这些改变可能会体现在细胞内的蛋白
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质水平上，有的变化可能只存在于细胞内，而不代谢或分泌到细胞外， 这

部分的蛋白质可能是与顺铅肾损害以及 PNS 的保护作用密切相关的调节蛋

臼质和功能蛋臼质。本实验培养了 HK-2 细胞，并给以JI顶铅、 PNS 干预， 采

用 SELDI-TOF-MS 技术检测分析顺铀细胞组分别与空白细胞组、 JI顶铀 PNS

细胞组之间的差异表达蛋白质，旨在探讨顺铅损害肾小管上皮细胞的机制，

以及 PNS 保护作用的机制。

4.3 存在的不足与改善措施

本部分实验在差异表达蛋白质的筛选中，发现 CMIO 蛋白芯片上的蛋白

峰数量较少、强度较小，未能达到统计学分析的要求。原因可能与下列入

为因素有关: (1)最主要的原因可能是标本中蛋白质浓度低。通过体外培养

获得的细胞数量较肾组织的相对少，细胞裂解后标本中的蛋白质浓度低，

在本次实验的标本中蛋臼质的浓度为 40----50μg/μL 明显低于肾组织标本

的 60----70 μ g/ l1 1 。由于当时考虑到标本量少，未进一步浓缩以提高蛋白质

浓度。 (2) 蛋白质在标本处理和上样等过程中丢失。标本自冰箱取出后， 经

过多个处理环节，包括多次的离心等， 每一个环节都可使蛋白质损失。 (3) 在

给芯孔点 SPA 时，可能没点好。针对以上这些可能的原因，在下一步的研

究中 ， 可以通过将细胞裂解标本进一步浓缩，提高标本的蛋白质浓度后，

再进行差异蛋白的筛选:在操作过程中，每一个环节都要注意，尽量减少

蛋臼质的丢失:尤其在给芯孔点 SPA 时，要注意风干后点第二次，同时枪

头不要碰到芯孔。通过以上的改善措施，相信会取得好的实验结果。
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第六部分 全文总结

一、本课题取得的成绩及创新点:

1、实验结果表明， 三七总皂苦对顺铅肾损害大鼠、 )1防自损害 HK-2 细

胞、马兜铃酸肾损害大鼠均有一定的保护作用。

2、 }I顶铀模型组分别与正常对照组、 PNS 治疗组之间存在多种肾组织的

差异表达蛋臼质。马兜铃酸模型组分别与空白对照组、 PNS 20w 组、强的松

组大鼠之间均存在多个肾组织的差异表达蛋白质。

趴在，.)1盼自肾损害"、"马兜铃酸肾损害" 这两部分实验中筛选出 5

个共同的差异表达蛋白质，说明在这两种药物对肾脏的损害过程中可能涉

及到一些共同的蛋白质改变。

趴在 PNS 治疗组较JI顶铅模型组中表达上调 2 倍以上的蛋白质 m/z

1081 5.42 被鉴定为线粒体的热休克蛋白:在顺铅模型组中较正常对照组表

达上调的蛋臼质 m/z 16021. 67 被鉴定为血红蛋白白 1 亚基和血红蛋自己 2

亚基。这两种蛋白质与'1防自肾损害、 PNS 保护作用的关系有待进一步的研

究。在马兜铃酸模型组较空白对照组低表达，而在强的松组中表达上调的

蛋白质 m/z 10082 . 07 被鉴定为乙瞰辅酶 A 结合蛋白，其在马兜铃酸肾损害

中的作用有待进一步的研究。

5、本课题最大的创新点是在药源性疾病的发病机制、中医药对药源性

疾病的防治研究中引进了 SELDI-TOF-MS 等高通量检测的技术， 并成功筛

选出顺铅肾损害、马兜铃酸肾损害的肾组织差异表达蛋白质，以及通过

MALDI-TOF-MS瓜1S 技术鉴定出部分的差异表达蛋白质?从而从蛋白质组

学的角度，系统、全面地探讨顺铅肾损害 、 马兜铃酸肾损害的机制以及 PNS

的保护作用机制。

二、本课题研究存在的缺点:
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1 、本实验采用 CMIO 蛋白芯片结合 SELDI 技术筛选肾组织差异表达蛋

白 ， 当 SELDI-TOF-MS 设置的激光强度为 190 ， 检测灵敏度 8 时，可以良

好的检测到 CMIO 芯片捕获的蛋白质质谱峰，蛋白质质谱峰主要集中在分子

量 20000Da 以内 ， 这说明 SELDI-TOF-MS 技术对筛选低分子量蛋白质是有

效、可行的。

SELDI技术对于筛选小分子的差异表达蛋白质很有效， 国内外已有不少

的研究采用SELDI技术筛选差异表达蛋白质。由于SELDI技术筛选的差异表

达蛋臼质多集中在20 000Da以下:不少差异表达蛋白质的 m/z甚至小于2000

Da， 而且表达量低， 在分离纯化过程中容易损失， 因此后面的分离鉴定工

作难度增大。

2、采用SELDI技术筛选的差异表达蛋白质中，由于不同类型的蛋白质

芯片与蛋白质的相互作用不同，因此不同的芯片所捕获到的蛋白质有所不

同，只采用一种类型的芯片来筛选蛋白质， 可能会导致一些与芯片类型不

相符的差异表达蛋白质分子丢失。

3、蛋白质芯片上的标本经过筛选差异表达蛋白质后，不能直接回收进

行蛋白质结构的鉴定，因此筛选出来的差异表达蛋白质是属于己知的还是

未知的蛋白质，以及其结构与功能等等信息仍是未明确， 因此后续工作需

要对筛选出的差异表达蛋白质进行纯化鉴定、功能研究。

4、细胞培养部分的差异表达蛋白质的筛选和鉴定实验没有成功，需要

寻找原因和解决的办法， 继续将这部分实验完成。

三、展望

虽然本实验只是取得了初步的研究结果，但可为以后的研究提供了新

方向和思路， 本课题接下来的工作可以往以下几个方面开展研究， 相信随

着实验的进一步开展， PNS 对顺铅、 马兜铃酸肾损害的保护作用将逐渐得到
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阐明。

1 、 继续对筛选出来的差异表达蛋白质进行分离和鉴定，例如采用电泳

方法或色谱技术纯化出目标蛋臼，再通过质谱鉴定获得目标蛋白质的肤指

纹图谱，在蛋臼质数据库中比对与其相匹配的蛋臼质。随着对差异表达蛋

白质的生物信息的了解，将逐渐了解PNS对顺铀、马兜铃酸肾损害保护作用

的机制。

2 、 采用Western blo忧ing，对鉴定出来的蛋白质例如线粒体热休克蛋臼

进行验证，以证实肾组织中是否真正存在该差异表达蛋白质。

3、可以从基因组学的角度进行研究。例如对鉴定出来的蛋白质，可了

解其相应基因的表达是否与蛋白质的表达一样存在差异。

4、对鉴定出来的蛋白质进行有关功能验证的实验， 以明确其与 PNS 对

顺铀、 马兜铃酸肾损害的保护作用的关系。
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综述

蛋白质组学与药源性疾病

一、蛋白质组学

2003 年人类基因组计划的完成川标志着生命科学已进入了后基因组时

代。后基因组时代生命科学研究的重点是功能基因组学，而基因组对生命

的整体控制必须通过它所表达的全部蛋白质来执行并发挥功能。也就是说，

基因表达产物即蛋白质的变化是导致生命功能失常的直接原因。有研究表

明，只有约 2%的疾病与基因序列有关， 98%的疾病与蛋白质的表达有关[汀，

因此，仅依靠基因水平的分析有时并不足以了解疾病发生的机制。虽然药

物基因学在降低药物不良反应发生率方面提供了一个方向，但在疾病诊断

上缺乏预见性及重要性。而蛋白质组学在诊断上可能更有预见性和可行性

[3] 
。

对于一个细胞来说，它所包含的基因组信息是固定不变的，而蛋白质

的组成则有时空性和可调节性，在个体、细胞不同的发育时期， 其蛋白质

的种类、数量均有着很大的差别。因此蛋白质组是在特定时间、环境或实

验条件下蛋臼质的表达情况，反映了体内动态的、整体的变化过程。

1 蛋白质组学的相关概念

蛋白质组 (proteome) 的概念最早是由澳大利亚科学家Wilkins 和

Williams 于 1994 年提出，并于 1995 年 7 月首次出现在 <<Electrophoresis))
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杂志上，蛋白质组是指一种细胞、组织或机体所表达的全部蛋白质问。蛋白

质组学 Cproteomics) 是研究一种生物体、器官或细胞器中所有蛋白质的特

性、含量、结构、生化与细胞功能以及它们与空间、时间和生理状态的变

化。根据研究方向和研究目的的不同?蛋白质组学又可分为以下豆二种类型[5)

①对某个体系的蛋白质进行鉴定， 并详细阐述其翻译后修饰的特性， 即组

成型蛋白质组学: ②以重要生命过程或人类重大疾病为对象，进行重要生

理和病理体系或过程的蛋臼质表达的比较，即差异显示蛋白质组学， 也称

比较蛋白质组学: ③通过各种先进技术研究蛋白质之间的相互作用 ， 绘制

某个体系的蛋白质作用的网络图谱， ~p相互作用蛋白质组学。

2 蛋白质组学相关的主要研究技术

蛋白质组学的研究技术主要包括 3 个方面[句: 蛋白质的分离、鉴定及生

物信息学分析，其中蛋白质的分离和鉴定是蛋白质纽学研究的两个重要步

骤。目前蛋白质分离技术主要有双向凝胶电泳法 C2-DE)、液相色谱串联质

谱法 CLC-MSIMS ) 或是两者并用 [7)。蛋白质的鉴定主要有质谱与质谱联用

技术以及肤指纹图谱技术等:蛋白质的生物信息学分析主要有各种检索数

据库以及各种高件能定量分析软件。

2. 1 双向凝胶电泳法 (2-DE)

2-DE 的原理是基于蛋白质本身的特性一等电点与分子量。先将蛋臼质

根据其等电点在 PH 梯度胶内进行等电聚焦， 然后按照它们的相对分子量大

小进行 SDS-PAGE 第二次电泳分离。即在两个相互垂直的方向上，利用等

电聚焦电泳和 SDS-聚丙烯酌肢凝胶电泳 (SDS-PAGE)将大量不同的蛋白质

成功分离。2-DE 的常规流程包括样品制备→第一向等电聚焦→第二向 SDS­

聚丙烯耽胶凝胶电泳→凝胶染色→图谱分析。理想的二维图谱中 ， 每一个

点代表一种蛋白质。根据研究需要，将感兴趣的蛋白质挖点后进行相应的
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处理，可以经过质谱鉴定再进行后续的功能分析问。

己经有不少的例子利用该技术成功分离出差异表达蛋白质，例如

Stephen 等测定给予日密吭取代衍生物的大鼠肝脏中的蛋白质， 结果表明， 与

对照纽相比， 给予日密睫取代衍生物的大鼠肝脏中至少有 17 种蛋白质含量发

生改变 (12 种蛋白质含量降低 ， 5 种蛋白质含量升高) [8]。许多研究都利用

2-DE 去筛选差异表达蛋白质，并鉴定候选药靶蛋白，例如利用 2-DE 从众多

蛋白中筛选鉴定癌症阴、心血管疾病[1町、神经紊乱[川等患者组织中的差异表

达蛋白。目前，双向凝胶电泳仍然是蛋臼质组学研究的主要分离方法，也

是目前唯一可以在一块凝胶上同时分离数千乃至上万个蛋白质的方法。

2. 2 生物质谱技术

蛋白质组学研究上最重要的突破就是用质谱鉴定蛋白。质谱技术的原

理是先将样品离子化，再根据不同离子间的荷质比 (m / z)差异来分离蛋白

质， 并确定其分子量。到 20 世纪 80 年代， 基质辅助激光解析电离质谱技

术 (matrix assisted laserdesorption ionization , MALDI) 和电喷雾质谱技术

(electro-spray ionization mass spectrometry , ESI-MS) 等 2 项软电离质谱技

术的发明 ， 使得质谱技术取得了突破性进展。

2.2.1 ESI-MS 

ESI-MS 是将消化后的多肤混合物用电喷雾法离子化，使质荷比 (m/z)

降低到多数质量分析仪都可检测的范围 ， 然后进入串联质谱，从获得的数

据中解析出多肤序列信息， 再通过数据库检索确定相应的蛋白质。 ESI-MS

最强的功能就是能够对蛋白质进行测序， 以及具有样品用量少、 可测定 N

端封闭的蛋白质序列等优点;另外， ESI-MS 可与多种分离技术例如液相色

谱等联合使用。

2.2.2 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(拙LDI-TQF-MS)
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MALDI 是以脉冲离子化方式使样品电离 ， 常与飞行时间质谱

(TOF-MS) 联 用 ，称为 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

(MALDI-TOF-MS) 0 MALDI-TOF-MS 是采用固相进样，样品蛋白质经过处

理后置于质谱仪上，用一定激光打在样品上，使样品离子化，然后在电场

力作用下飞行，通过检测离子的飞行时间 (TOF) 计算质荷比，从而得到一

系列酶解肤段的分子量或部分肤序列等数据 ， 最后通过相应的数据库来鉴

定蛋白质。相较于 ESI-MS ， MALDI-TOF-MS 在分析多肤混合物时， 能耐

受适量的缓冲剂、盐和其他物质， 多肤混合物中的各个肤几乎均能产生单

电荷离子，因此 MALDI-TOF-MS 成为肤质量指纹谱 (PMF ) 分析的首选技

术[121 0

MALDI-TOF-MS 可与 2-DE 等技术联合使用。可收集 2-DE 凝胶上的 目

标斑点， 通过酶解后进行 MALDI-TOF MS爪1S 分析， 但是敏感度较低， 而

且小分子量蛋白不能产生足够的信号，以及部分蛋白由于在蛋白数据库中

缺乏整个全长序列等而不能通过图谱鉴定。

2.2.3 表面增强激光解析离子化飞行时间质谱 (SELDI-TOF-MS)

2002 年由诺贝尔化学奖得主田中发明的表面增强激光解析离子化飞

行时间质谱(SELDI-TOF-MS) 技术是目前蛋白质组学研究中比较理想的技

术平台。 SELDI-TOF-MS 将蛋白质芯片技术与 MALDI-TOF MS 技术联用，

通过质谱峰强度直接反映样品中的蛋臼差异。 SELDI 技术分析的样品不需

用液相色谱或气相色谱预先纯化， SELDI 技术对于各种复杂标本中的高含

量和低含量蛋白质 ， 经芯片富集即可直接进行飞行质谱分析: 该法灵敏度

高， 可发现低峰度以及小相对分子量的蛋白质，从而弥补了 2-DE 对低峰度、

极端等电点值、极大和极小蛋白质无法鉴定的不足;所需样品量少，特异

度高， 并可进行高通量分析; 在较短时间内就可得到结果，适合用于临床
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诊断、监测、治疗，以及大规模筛选疾病相关生物标志物[13J o SELDI-TOF-MS 

不仅被用于研究肤和蛋白质， 而且在寡核昔酸、 细菌、小分子及植物分子

的分析中也发挥重要作用。

目前 SELDI 技术已被广泛应用于多种疾病，尤其是在与肿瘤相关的体

液蛋白质组学方面， 主要用于肿瘤标志物的筛选和鉴定。如 Pan[l4]等采用

SELDI 蛋白质芯片技术分析了前列腺癌病人和正常对照者血清样本，通过

比较病例组和对照组，发现了 18 个血清差异蛋白峰。 Yang[町等用 SELDI

蛋臼质芯片技术检测了肺癌患者血清样本和正常人血清样本，结果发现了 5

个特异性蛋白质峰。这些差异表达的蛋白质有可能就是目标肿瘤标志物。

可见利用 SELDI 蛋白质芯片可寻找与疾病有关或直接引发疾病的新蛋白，

或是发现新的药物靶标和生物标记吻。

2.2. 4 相对和绝对定量同位素标记( isobaric tags for relative and 

absolute quantitation, iTRAQ) 技术

iTRAQ 技术可以寻找差异表达蛋臼，并分析其蛋白功能，同时可以对

1 个基因组表达的全部蛋臼质或1 个复杂的混合体系中的所有蛋白质进行

精确定量和鉴定。如今 ， iTRAQ 技术已经在蛋白质组学的定量研究中得到

了极其广泛的应用 ， 包括标记蛋白质的发现、信号转导及翻译后修饰研究、

时程变化分析、基因与蛋臼质表达相关分析、细胞膜与亚细胞结构分析和

药物靶点分析等。

iTRAQ 技术的原理[叫:由于iTRAQ试剂是等量的， 即不同同位素在

标记同一多肤后在第一级质谱检测，分子量完全相同:在二级质谱分析过

程中，报告基团、质量平衡基团和多肤反应基团之间的键断裂，质量平衡

基团丢失，产生低质荷比 Crn/z) 的报告离子。由于二级质谱可分析相对分子

质量相差1 的报告基团，不同报告基团离子强度的差异就代表了它所标记

的多肤的相对丰度。同时， 多肤内的歌肢键断裂，形成一系列b 离子和y 离

子，得到离子片段的质量数，通过数据库查询和比较，可以鉴定出相应的
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蛋白质前体。通过在样本中加入体外合成且经一种iT也生Q 标记的多肤标准

品做内标， 还可进行蛋白质的绝对定量。

iTRAQ技术操作流程[(7) : iTRAQ 技术使用不同的同位素试剂来同时

标记和比较不同的蛋白质样品。样品先经膜蛋白酶裂解、 炕基化、酶解为

肤段， 所产生的肤段用iT肌气Q 试剂多重标签进行差异标记， 再将标记样本

相混合， 最后用LC-MS 爪r1S 进行分析。

iT民生Q 技术的主要优点[16、 18J . ① iTRAQ 标记可使多个样本同时相对

量化， 标记过程更简单， 标记效率更高，而且大大降低了实验过程中所引

入的技术误差。② iTRAQ 可标记所有酶解肤段，提高了蛋臼质鉴定的覆

盖率和可信度。③ iTRAQ 技术可使质谱图的复杂程度简化; 同时可以提

高离子的检测丰度。④由于报告离子的相对分子质量较低，而低分子量区

是质谱定性(质量确定)和定量(丰度比较)较为准确的区域， 因此质谱检测

更为灵敏可靠。⑤可在一次串联质谱过程中同时比较和鉴定蛋白质。⑤标

记反应不在活细胞，适合所有类型的蛋白质样品，包括培养的细胞、 组织，

以及血液、唾液、脑脊液和泪液等。

目前iTRAQ 技术的作用已经在不少生物体和组织研究中得到应用[川、

刑 ， 并逐渐显示其优越性。 iTRt生Q已经成为蛋白质组学的定量方法中十分重

要的技术， 但由于iT也生Q 技术的一些特点可一定程度制约了其广泛应用，

例如① iTRAQ 试剂可与样本中的所有蛋臼结合，所以容易受样本中的杂

质蛋白以及样本处理过程中缓冲液的污染; ②目前iTRAQ 试剂非常昂贵。

2. 3 蛋白质芯片

继基因芯片 (DNA 芯片〉之后迅速发展起来的蛋白质芯片，以蛋白质或

多月大为材料， 可以从微量的样品中检测成千上万个蛋白质或多肤，用于分

析差异表达的蛋白质以及药物靶标的筛选和鉴定[21]。蛋白质芯片因其具奋

适应性广、 耐用性强、 高通量、 灵活性以及可靠性好而成为生物学研究中
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的重要分析工具[22]。目前已经有各种各样的蛋白质芯片，而每种芯片都具

有不同针对性的用途。

SELDI 蛋白质芯片的原理是将不同生理状态的样品〈体液、组织或培

养的细胞)和蛋白质芯片结合， 洗去未结合的蛋白质，使用脉冲氮激光能

量使被捕获的靶蛋白从芯片表面电离出来，根据靶蛋白在离子装置中的飞

行时间测出其分子量。根据芯片表面的物质不同，可将 SELDI 蛋白质芯片

分为化学型和生物型两种，前者又可分为疏水、亲水、 阳离子、阴离子和

金属离子整合芯片及混合芯片 6 种。由于不同芯片表面的化学成分不同 ，

芯片与蛋白质的相互作用也不同，可根据不同情况下表达的蛋白质特点来

选择，以实现最大化地结合与某疾病相关的蛋白质。例如表面含有阳离子

囚胶基团的芯片可结合表面负电荷蛋白质如谷氨酸、天冬氨酸，用于选择

性分析低等电点蛋白质。生物型芯片分为抗体一抗原、受体-配体、酶一底物

和 DNA一蛋白质芯片等种类，可检测相对应的蛋白质[2月 。

2.4 生物信息学

生物信息学 (Bioinformatics) 是在生命科学的研究中，运用数学和计

算机手段对巨量生物信息资源进行收集、存储、检索和分析等的科学， 由

数据库、计算机网络和应用软件等 3 部分组成[24-25]。其研究重点主要体现

在基因组学和蛋白质组学两方面[26]，蛋白质组信息学研究方法主要包括蛋

白质序列比较分析、蛋白质结构一功能研究、点突变的设计及家族鉴定、

蛋白质空间结构预测、建棋手口分子设计， 以及分析蛋白质与蛋白质相互作

用的数据库[27叫。

二、药源性疾病

从 20 世纪 60 年代的反应停致畸胎事件，到近年来的拜斯亭引起的横

纹肌溶解致 30 例病患死亡[61，以及含马兜铃酸的中草药如关木通引致肾功

能衰竭，甚至诱发肿瘤等[29·30l ， 这一切都说明了药源性疾病已经成为主要
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疾病之→，严重危害着人类的身体健康。世界卫生组织最近的一次全球调

查结果显示， 目前全世界死亡的人口中约 1/3 死于用药不当[31-32]。在我国 ，

每年因药物不良反应住院的有 250 多万人，因药物死亡者近 20 万人。药源

性疾病的发生率呈明显增高趋势[川。药源性疾病在国内外均成为 21 世纪疾

病谱变化的最大特点。因此，加强对药源性疾病的研究，提高药源性疾病

的认识，防止或减轻药源性疾病对人类的危害。

l 药源性疾病的定义

药源性疾病 (drug-induced diseases, DID) 又称药物性疾病 ， 简称"药

物病"，只J 医源性疾病 (iatrogenic diseases) 主要组成部分，系指药物用于

预防、诊断、治疗疾病过程中，因药物本身的作用、药物相互作用以及药

物的使用引起机体组织或器宫发生功能性或器质性损害而出现各种临床症

状的异常状态(2) 。

2 诱发药源性疾病的因素

影响药源性疾病的发生、发展的因素可分为患者因素和药物因素。

患者因素包括年龄、性别、机体的生理病理状态、遗传因素等，例如新生

儿服用氯霉素后容易出现灰婴综合征;如老年人应用庆大霉素容易引起肾

毒性和不可逆性听觉和前后功能损害问。女性比男性更易引起药源性疾病，

例如保泰松等引起的粒细胞缺乏症及氯霉素引起的再生障碍性贫血中，女

性的发生率分别高出男性 3 倍和 2 倍[33-34] 。

药物以及药物相互作用，导致药源性疾病的发生。例如链霉素的毒性

作用可引起第八对颅神经损害，造成昕力减退或永久性耳聋:在儿童聋哑

病因中庆大霉素占 50%以上，尤为 2 岁以内儿童的发病率高{32]: 异烟脐单

独使用引发药物性肝炎的发生率为 o. 1%，与利福平合用可使肝炎发生率提

高 10 倍{2] 。

3 引起肝脏、肾脏损害的常见药物
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人体全身各器官、系统都有可能成为药物损害的部位，而肾脏和肝脏

则是最容易受到伤害。

肝脏是多种物质代谢的器官 ， 因此多种药物都可以影响肝脏功能。药

源性肝损害发生率为每年 15-40 110 万，平均死亡率约 60/0[35]。美国疾病控

制及预防中心新近调查数据显示每年有 1600 起新发急性肝衰竭， 仅对乙酷

氨基盼引起者就占 41%左右[36]。药源性肝损害主要分为脂肪肝、胆了十淤积

和肝坏死。引起药源性肝损害的常见药物有:①抗生素类:苯瞠西林纳、

红霉素、多西环素、问奇霉素、噎诺酣类等。②解热镇痛药:对乙歌氨基

盼、阿司匹林、 消炎痛等。③抗结核药物: 异烟胁，与利福平合用有时会

引起爆发性肝炎。④消化道用药: 西眯替丁、雷尼替丁和门冬歌肢等。⑤

抗真菌药物: 酣康略和氟康唾等。 ⑥抗癫痛药: 丙戊酸纳。⑦抗肿瘤药物

亚硝酸、 别喋岭酸等。③中草药: ) 11楝子、 苍耳子、黄药子、雷公藤、草

乌等可引起中毒性肝炎:桑寄生、 姜半夏、 天花粉、山慈菇可引起肝损害。

另外， 激素类、 E黄肢类、 氯霉素、月如典酣、 卡托普利、硝苯地平、氯丙嗦

等，也会引起中毒性肝损害。

由于大部分药物要经过肾代谢或排泄，药物毒副作用易对肾脏产生不

良影响 。 不同种类的药物可通过直接的或间接的毒性， 及免疫性损害导致

多种形式的肾疾病发生。 据临床统计， 200/0的成人急性肾衰是由药物引起，

而近 10 多年来 ， 药物性肾损害的发生率呈上升趋势[37J。以下列举引起肾损

害的常见药物:①抗菌药物类: 氨基宙飞类、头子包菌素类、青霉素类、 二性

霉素 B、磺胶类、利福平、喳诺酣类、四环素、新霉素: ②非凶体类抗炎

药: 水扬酸类如乙肤、水扬酸、双氟尼酸:类肢类如非那西丁、对乙歌肢

基盼: 口bt唾翻类如保泰松、阿扎丙宗、资保泰松。其它有机酸类如日引味美

辛、布洛芬、氟比芬;甲氧荼丙酸等 。 ③抗肿瘤药: )1陨铀、别嘿岭醇、甲

氨喋岭、无环鸟背、氟服口密月定、丝裂霉素、长春新碱、环磷团先胶、氯磺丙
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月尿、碳销、链服霉素、司莫司汀、环己亚硝服等。④重金属:京、铅、理、

金、碑 。 ⑤利尿剂: 氨苯喋院、速尿、噬嗦类。⑤造影剂: 含5典和不含腆

造影剂。⑦止痛剂:吗啡、赈替皖、海洛因等。③免疫抑制剂: 环抱素、

他可莫司等。⑨其它:硝基化合物，碳氢化合物，青霉肢，二甲麦角新碱，

甲氨眯呱，月并苯昵嗦， 普鲁卡因国先肢，他巴哇， 开搏通等。⑩中药: 植物

类含生物碱类有雷公藤、草乌、麻黄等:含蛋臼类有巴豆、黑豆等: 含试

类: 洋地黄、土牛膝、芦萎等:含酸/醇类有马兜铃、 关木通、广防己等。

另外，含挥发油类的土荆芥等，以及动物类药物如蛇毒类、斑蜜类、胆酸

类， 矿物类含帅、东类。比霜、 红矶、 雄黄、朱砂、轻粉)及含铅 (铅丹)等

药物。

4 药源性疾病发生发展机制、治疗与预后

任何药物都有可能引起药源性疾病， 不同的药物引发疾病的机制不同，

同一种药物引起不同部位的疾病，其机制也不一样，而且同一种药源性疾

病在发生发展过程中常涉及多种机制， 例如)1顶铀肾损害、马兜铃酸、肾病等，

可能涉及脂质过氧化(3町、缺血缺氧[39J、细胞凋亡[40]、免疫性损伤、细胞毒

作用、细胞因子的作用(4 1 )等。虽然国内外有不少关于药源性疾病发生机制

的研究报道，但绝大多数的研究停留在一些生化或免疫学指标的检测上，

或是从单一、孤立的某些环节、途径来研究，缺乏联系性和系统性，因此

对于发病机制复杂的药源性疾病无法全面、系统地了解其确切的发病机制。

近几年来可见少数采用蛋白质组学技术研究一些药源性疾病的报道， 取得

一定的成果，给药源性疾病发病机制的研究提供了新的见解。

药源性疾病若能及时发现和正确地治疗，部分疾病可被治愈，但有的

药源性疾病一旦发生就很难逆转， 甚至严重者可造成死亡。具有关部门统

计，我国每年 20 万人死于药源性疾病，抗生素成为罪魁祸首(42)。缺乏有效

的治疗方法， 治疗可能只起到延缓病情的作用，例如马兜铃酸肾损害、药
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物引起的耳聋等，因此重要在于预防疾病的发生。更何况，不少药源性疾

病的发生很难得到及时的发现。

有关药源性疾病的药物治疗的研究报道很多，尤其是有关中医药防治

药源性肝脏疾病、肾脏疾病的报道不少， 但这些研究多停留在检测肾功能、

氧化损伤等指标上，缺乏系统的、内在的药理作用机制研究，也就缺乏完

整的理论体系来指导临床使用中医药防治药源性疾病。而采用高通量技术

例如蛋白质组学技术等对防治药源性疾病的研究极少见报道。

三、蛋白质组学在药源性疾病中的应用

药源性疾病与其他的疾病一样，其发生发展往往与蛋白质种类、数量、

结构和性质等的改变密切相关;而且，不少药物以蛋臼质作为作用靶点。

另外，药物安全性评价的目的是减少药源性疾病，目前其常规的评价

方法是组织毒理病理学检查与生理功能和生化检查，这些在体内的研究通

常产生假阴性结果和不可预期的毒性[43]。组织毒理病理学检查与生理功能、

生化检查的测定终点灵敏度较低，不能及时地发现药源性疾病和预见其发

病机制。因而药源性疾病的研究突破点是确定测定终点一毒性生物标志物。

毒性生物标志物是生物体暴露于外源化合物后，在不同生物学水平上发生

异常化的信号指标? 不仅可以为认识其毒性机制提供线索，而且可以作为

临床诊断和治疗的潜在标记，甚至是作为治疗和药物开发的靶点[44] 。常规

方法已不能满足需要，因此蛋臼质组学己被应用于药物安全性评价中[叫。

蛋白质组学技术应用于药源性疾病的研究，是药物安全性评价的需要，是

保证广大患者合理安全用药的需求。

近几年来逐渐有采用蛋白质组学技术研究药源性疾病的报道，主要应

用在药源性肾脏疾病和肝脏疾病，本文将其综述如下。

1 蛋白质组学与药源性肝损伤

肝脏是人体的主要代谢器官 ， 主要负责处置包括药物在内的外源性化
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学物质，因此肝脏是机体最易受药物损伤的器官之一。据报道，每一百万

例患者中就有 1 万例患者发生药源性肝损伤闷。在美国，药源性肝损伤是

急性肝衰竭的重要原因，是肝移植患者发生急性肝衰竭的直接原因和药物

未获得 FDA 批准的最常见原因，药源性肝损伤在急性肝功能衰竭病例中所

占的比例不少于 13%[46]。根据世界卫生组织对 1968-2003 年报道的药源性肝

损伤例数所作的统计，仅扑热息痛引发的肝损伤就达 300 余例;其次为曲

格列酬，达 200 余例[47] 。

蛋白质组学技术在药源性肝脏疾病研究中的应用相对于其它系统器官

的较早，发展也较快。Andringa KK [叫等应用蛋臼质组学技术对扑热息痛

过量引起的肝疾病机制作了研究，结果发现肝线粒体中生酣调控的关键酶

3一步圣基-3 甲基辅酶合成酶 2 (卧1G-CoA 合成酶)蔬基化水平和活性明显

减少，过氧化氢酶被统基化修饰，表明蛋白质的统基化和蛋白质表达差异

可能与扑热息痛过量引起的肝疾病有关。

有关采用蛋白质组学技术研究药源性肝损害的报道见表 1 。

2 蛋白质组学在药源性肾损害中的应用

肾脏不仅是主要的排泄器官，也是重要的内分泌器官，肾脏对维持机

体内、外环境的平衡起着非常重要的作用。!青脏木身具有很强的自我保护

和修复能力以及去毒性机制[54]。但在临床治疗疾病过程中，如果药物浓度

过大，或肾脏接触肾毒性药物时间过长等，可导致药源性肾疾病，使肾功

能减退甚至衰竭， 严重者可引起死亡。近年来，蛋白质组学应用于药源性

肾疾病的研究也口益增多。

Mischak 四川等采用毛细管电泳稿合质谱技术筛选JI顶铅引起 SD 大鼠肾

损害的生物标志物。大鼠给予顺铀单剂量腹腔注射 3 或 6mg/峙，收集用药

前后大鼠尿液样本，并与对照组比较:结果初步确定 34 个低分子蛋白质
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( <20kDa) 在对照组和处理组动物中具有显著性差异，可作为顺铅引起肾毒

性的潜在生物标志物。

有关采用蛋白质组学技术研究药源性肾损害的报道见表 2。

3 蛋白质组学在其他药源性疾病中的应用

除了主要在药源性肝脏疾病和肾脏疾病以外，蛋白质组学技术在药源

性疾病方面的应用也有极少数的报道，见表 3。

综上所述，有关蛋白质组学技术在药源性疾病上的应用于近几年来开

始出现报道，而且逐年增多;主要集中在药源性肝脏疾病和肾脏疾病，其

它系统的药源性疾病的研究极少:而且只局限于药源性疾病的发病机制研

究，在药源性疾病防治方面的应用极少见报道。

虽然蛋白质组学技术在药源性疾病上的应用尚属于初级阶段，但这些

例子均说明，采用蛋臼质组学技术研究药源性疾病非常有意义，而且具有

可行性。随着蛋白质组学相关技术的发展及其在药源性疾病研究中的深入，

可以预见蛋白质组学在药源性疾病方面有广阔的应用前景。蛋白质组学技

术平台在药源性疾病研究中的应用越来越成熟， 将为探讨药源性疾病的发

生发展机制，以及寻找防治药源性疾病途径提供重要的基础。
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表 1 蛋臼质组学技术在药源性肝脏疾病中的应用情况

致病药物 检测样本
蛋白质组学

研究结果 参考文献
技术

肝线粒体中生酣调控的关键酶 3-瓷基-3 甲基

对乙歌氨基
Andringa 

肝线粒体
MALDI-TOF- 辅酶合成酶 2 颈基化水平和活性明显减少，过 (48) 

盼 MS 氧化氢酶被统基化修饰，表明蛋白质的琉基化 KK 等牛
和蛋白质表达差异可能与扑热息痛过量引起 2008 

的肝疾病有关。

分离技 研究雄性 Wistar 大鼠给予乙醇后肝脏蛋白表
2-DE 7t fPJJ ff Kharbanda 

乙醇
大鼠肝细 术为基础的达差异。研究发现乙醇诱导大鼠肝细胞中具有 KK 等…[49j

蛋白质组学 抗氧化应激功能的碳酸酣酶-III蛋白水平显著 2008年
下降，碳酸厨酶-ID消耗引起氧化应激，这可

能与乙醇诱导的肝疾病有关

定量 2-DE 、 在 254 个表达差异蛋臼质位点中， 有 86 个蛋

腆肢酬，环 MALDI-TOFI 白被鉴定出来。多级聚类分析显示，环抱素诱 Van 
肝 HepG2 细

于包索和1 对乙 TOF 质谱和 导蛋白表达改变，引起内质网应激和干扰内质 Summeren 
西先氨基盼 胞 液相色谱串网高尔基体的转运，结果小炮介导的转运和蛋 A 等[协)

联 白质分泌发生改变，可能与胆汁淤积机制引起 2011 年

的肝毒性有关联。

在 325 种不同的蛋白质中11归自诱导 19 种
Cho YE 等

)1顶铀
蛋白上调和 76 种蛋白下调 ， 这些蛋白质中包 l川

大鼠原代非标记定量 括脂肪酸合成酶、过氧化氢酶、过氧化物酶-1 、
肝细胞 蛋白质组学 热休克蛋白 60 等。这项研究对药源性肝疾病 2012 年

的发病机制提供了新的见解。

六澳环十二 Kling P 等
2-DE 联合糖异生增加、蛋白表达异常、 NADPH 产物增加 l划

'屁 (HBCD) 、斑马鱼肝
MALDI-TO 可能与 HBCD、 TBBPA 等诱导的药源性肝疾病机

囚澳双盼 A 细胞
与 FT-ICR 制有关。 2009 年

CTBBPA) 
筛选并鉴定出多种差异表达蛋白质，认为与细

Chen DS 

铜

斑马鱼肝 2-DE 联合胞活性氧效应、线粒体运输氧和应激效应相关 向]

MALDI-TOF 的许多蛋白质的表达差异可能与铜诱导肝毒 年. 
细胞 2011 

-MS 性的机制有关。

) 14 
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致病药物

)1顶铅

)1匮钳

硝酸铀酷

uranyl 

nitrate ) 

马兜铃睦

庆大霉素

阿霉素

样本

病人尿液

大鼠尿液

大鼠尿液

大鼠肾组

织

大鼠肾组

织

大鼠血清

表 2 蛋白质组学技术在药源性肾损害的应用情况

蛋白质组学技术

MALDl-T。在MS

毛细管电泳稿合质

谱技术

2-DE 联合半定量

SDS-PAGE-LC-MS 

IMS 技术

2-DE 蛋白质组学

转录芯片和蛋白质

组的 2-DE 分析

SELDI-TOF-MS 技

术联合 CMIO 蛋白质

芯片

研究结果

使用核磁共振代谢组学技术分析测定

尿液中的代谢产物，并结合蛋白质组学

的研究结果，发现能更有效地筛选顺钳

肾毒性的生物标志物。

初步确定 34 个低分子蛋白质在对照组

和处理组动物中具有显著性差异，可作

为 )1顶铀引起肾毒性的一个潜在的生物

标志物。

检测到 14 种调控蛋白， 一些调控蛋白

与肾小球通透性损伤有关，一些蛋白可

引起肾小管损伤。还有在尿液中从未报

道的一些蛋白如血浆铜蓝蛋白，与金属

胁迫有关。

蛋白质组学测定肾组织的差异蛋白，其

中鉴定的几个蛋白质标志物已被发现

有生物学和医学意义。

转录组学和蛋白质组学的联合应用，便

药物引起的近端肾小管损伤的生物标

志物筛选更具体更有效。

在各组动物之间成功捕获到多种差异

表达蛋白质。认为 SELDI-TOF-MS 能

有效分析阿霉素肾病大鼠血清蛋白质

质谱，中药肾康灵干预治疗后蛋白质质

谱表达差异有统计学意义。
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表 3 蛋白质细学在其他药源性痕病方面的应用情况

药源性 致病
样本

疾病 药物
蛋白质组学技术 研究结果 参考文献

研究首次显示促肾上腺皮质撒索 Basappa 
LC-MS/MS 释放因子信号在保护耳蜗对抗氧 J 等 [61 J

化应激的作用:蛋白质组学数据表 2010 年
明除了诱导自由基清除剂之外，还

有新的机制参与其保护作用。

胞细蜗耳

基
音

氨
糖
类

性
病
源
疾
药
耳

药源性

呼吸系钻

统疾病

人支气管上皮 鸟枪蛋白质组学

细胞株

(BEAS-2B ) 

药源性
LC- MS/MS 

心血管地高人脐静脉内皮
LTQ-ESI- MSIMS 

系统疾辛 细胞

病

对 BEAS-2B 细胞的分泌蛋白进行

鉴定，检测到 81 种细胞外蛋白，

其中有 24 种细胞外蛋白受钻调

控。研究表明蛋白质组学技术在药

物毒理学领域的应用有突出贡献。

Malard V 
等 [62J

2012 年

蛋白质组学分析进一步表明，地高

辛致细胞凋亡与多种酶的表达有 Qiu J 等

关。 HSP60 通过抑制人脐静脉内 [631 

皮细胞蛋白酶-3 的活性，在地高辛
2008 年

引起的细胞凋亡中发挥一定的保

护作用。
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