
·论　　著·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．１０．００５

大鼠体外循环前后血浆蛋白质差异性表达
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　　［摘　要］　目的　实施大鼠体外循环（ＣＰＢ）前后血浆比较蛋白质组学研究，了解ＣＰＢ前、后血浆蛋白质的差异性表达，以期

发现对早期诊断ＣＰＢ后并发症有参考价值的血浆标志物。方法　将成年雄性ＳＤ大鼠１０只分为实验组和对照组，每组５只，术

前自由进食进水。实验组大鼠建立ＣＰＢ模型，对照组只进行麻醉和动、静脉穿刺操作。两组动物分别在ＣＰＢ前和ＣＰＢ结束时采

取血液标本１ｍＬ，肝素抗凝，分离血浆。血浆蛋白提纯后进行二维凝胶电泳、用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪扫描成像。将被认定为差

异表达的蛋白质斑点进行切胶、酶解和肽段提取后，用质谱仪分析鉴定。结果　ＣＰＢ后，大鼠血浆蛋白质表达斑点数目明显增

加，共有１７个表达上调的蛋白质斑点被认定为ＣＰＢ所致。经质谱分析，共鉴定出５种蛋白质，分别为：凝溶胶蛋白、结合珠蛋白、

载脂蛋白Ａ１（ＡｐｏＡ１）、免疫球蛋白和Ｂａ１６４７。结论　ＣＰＢ可引起大鼠血浆蛋白质出现差异性表达，从功能上分析，凝溶胶蛋

白、结合珠蛋白、ＡｐｏＡ１有可能作为研究ＣＰＢ并发症的血浆标志物。
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　　体外循环（ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｂｙｐａｓｓ，ＣＰＢ）下心内直视手

术，是矫治各种先天性心血管畸形和挽救部分终末期心脏病患

者的最有效手段。但是，对ＣＰＢ这一非生理过程所伴随的内

环境紊乱，目前尚缺乏全面认识。有研究者采用基因芯片技术

获得了ＣＰＢ前、后人血白细胞基因差异性表达谱
［１］，但信息量

巨大，缺乏特异性，加上基因表达与病理、生理功能之间并非一

一对应关系，对于全面认识ＣＰＢ的影响未获得突破性进展。

与基因表达相比，蛋白质表达的变化，尤其是血浆蛋白质表达

的变化，对于早期发现和诊断损伤性病理、生理过程，判断转

归，评估预后，指导临床治疗等方面，具有更为重要的意义。本

研究拟以ＳＤ大鼠ＣＰＢ模型为研究对象，实施血浆比较蛋白质

组学研究。目的是要了解ＣＰＢ引起的血浆蛋白质差异性表

达，期望筛选出对判断ＣＰＢ后重要器官、系统损伤等并发症具

有指导意义的血浆标志性蛋白质。

１　材料与方法

１．１　材料　选取成年雄性ＳＤ大鼠１０只，体质量３００～３５０ｇ，

由重庆医科大学动物实验中心提供，将１０只ＳＤ大鼠分为实

验组和对照组，每组５只，术前自由进食进水。实验组大鼠按
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照文献［２］的方法建立ＣＰＢ模型，对照组只进行麻醉和动、静

脉穿刺操作，不进行ＣＰＢ。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　实验组动物在ＣＰＢ前和ＣＰＢ结束后分别

采血液标本１ｍＬ，肝素抗凝，立即以２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，

再以１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血浆，置于－７０℃保存。

对照组大鼠在与实验组平行的时刻同时留取血液标本并分离

血浆。

１．２．２　样品制备　采用ＢｉｏＲａｄＡｕｒｕｍＳｅｒｕｍＰｒｏｔｅｉｎＭｉｎｉ

Ｋｉｔ对血浆样本进行处理，操作步骤严格按照试剂盒操作说明

书进行。所获得的纯化蛋白析出液采用 ＴＣＡ丙酮法沉

淀，－２０℃静置过夜，然后以１６０００ｒ／ｍｉｎ低温离心５ｍｉｎ，丢

弃上清液。用丙酮清洗沉淀３次，加入裂解液１００μＬ，低温超

声促溶５ｍｉｎ。纯化蛋白样品采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行定量。

１．２．３　固相ｐＨ 梯度十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）双向凝胶电泳

（２ＤＥ）　蛋白上样量为１ｍｇ，加入ＤＴＴ８．０μＬ，ＩＰＧｂｕｆｆｅｒ

２．３μＬ，用重泡胀液补足总体积至４５０．０μＬ，旋涡振荡器上充

分混匀。ＩＰＧ胶条重泡胀１２ｈ以上，然后转移到等电聚焦槽

中，聚焦参数设置如下：４０Ｖ聚焦６ｈ，５００Ｖ聚焦１ｈ，１０００、３

０００、５０００Ｖ分别聚焦２ｈ，１００００Ｖ聚焦６．３ｈ。再将胶板转

移到垂直平板电泳仪中，恒温２０℃，恒流电泳，４Ｗ６０ｍｉｎ，１０

Ｗ３２０ｍｉｎ，３Ｗ持续至溴酚蓝下沿泳动至玻璃板下沿时停止。

１．２．４　图像分析　胶块采用考马斯亮蓝染色后小心移至Ｉｍ

ａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪的成像台上，启动扫描仪。图像采用Ｉｍ

ａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｕｍ软件分析，每一研究时刻所获标本进行

３次平行重复，将３块实际胶图结果形成１张虚拟平均胶，在３

次重复胶图中至少表达２次者被定义为有效表达点。最后将

虚拟平均胶上的蛋白质表达点进行组间和组内的比较，差异表

达的定义如下：（１）未能匹配的表达点；（２）虽然匹配，但二者蛋

白质点锥状图体积比（ｖ％比值）达到２．５以上。

１．２．５　质谱鉴定　在超净工作台上用切胶笔仔细将差异表达

的蛋白质点切下，胶粒用超纯水清洗３遍，３７℃浸泡３０ｍｉｎ，

加入脱色液脱色２次；加入胰蛋白酶消化后，采用７０％乙腈和

０．１％三氟乙酸提取，真空冷冻抽干。采用Ｂｒｕｋｅｒ公司的 Ａｕ

ｔｏＦｌｅｘ型 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪进行分析，使用混合标准肽作为

外标效正。获得的肽段数据用 Ｍａｓｃｏｔ软件进行数据库检索，

数据库地址为：ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ 或ｈｔｔｐ：／／ａｇｉｌｅｎｔｌ／

ｍａｓｃｏｔ／ｃｇｉ。

２　结　　果

２．１　两组大鼠基本情况　实验组５只大鼠全部成功建立ＣＰＢ

模型，ＣＰＢ结束后存活观察２ｈ以上。对照组５只大鼠在实验

观察过程中生命体征平稳。

２．２　两组大鼠２ＤＥ结果比较　胶图上大部分蛋白质点聚焦

良好。在同一血浆样品的重复实验中，胶图上蛋白质点的表

达、分布、点数、染色、背景噪音等方面差异不明显。匹配分析

发现，ＣＰＢ后，实验组和对照组血浆蛋白质表达点数均有较明

显增加。ＣＰＢ前，实验组和对照组未能匹配的蛋白质点有１０

个。其中，在对照组中高表达的有６个，在实验组中高表达的

有４个（图１），但这１０个蛋白质点在ＣＰＢ后均未出现差异性

表达。ＣＰＢ后，对照组和实验组未能匹配的蛋白质点共有１７

个，全部为实验组中高表达（图２），这１７个点被认为是ＣＰＢ引

起的差异性表达蛋白质。

２．３　质谱分析　将上述被认定为表达差异的１７个蛋白质点

进行切胶、酶解、肽段提取，经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪鉴定，共鉴

定出５种蛋白质，分别为：凝溶胶蛋白（ｇｅｌｓｏｌｉｎ）、结合珠蛋白

（ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ）、载脂蛋白 Ａ１（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，ＡｐｏＡ１）、免

疫球蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｇａｍｍａ２ｂ）和Ｂａ１６４７。

　　Ａ：注释部分为对照组较实验组表达增高的血浆蛋白质斑点；Ｂ：

注释部分为对照组较实验组表达降低的血浆蛋白质斑点。

图１　　ＣＰＢ前两组大鼠２ＤＥ凝像图比较

图２　　ＣＰＢ后实验组表达升高的蛋白点

３　讨　　论

ＣＰＢ会严重干扰机体内环境的平衡，常导致以急性肺损

伤为主的重要器官、系统功能障碍［３４］。由于缺乏明确的预警

信号或早期标志物，导致临床上对某些ＣＰＢ相关并发症的预

防和治疗缺乏足够的预见性。从血液（血浆或血清）中发现生

命现象的执行者———蛋白质的变化，是目前临床上最简单、最

常用和最有效的疾病诊断、监测、预后判断方法。通过对模型

鼠的研究，本实验发现了ＣＰＢ引起的血浆差异性表达蛋白质，

有可能成为监测ＣＰＢ损伤效应的候选标志物。

本研究发现，ＣＰＢ后，２ＤＥ凝胶图上所识别的蛋白质斑点

数较ＣＰＢ前增加了１２０～１５０个（２０％），表明在ＣＰＢ这种非生

理状态下，大鼠机体内发生了一系列基因转录、翻译和蛋白质

的合成与释放过程。同时，对照组经假手术处理后，凝胶图上

所识别的蛋白质斑点数也出现了明显增加，这说明实验组

ＣＰＢ后血浆蛋白质表达的变化，还可能与麻醉、手术操作等非

ＣＰＢ因素有关。作为一种应用价值巨大的模式生物，大鼠体

型微小，对手术创伤耐受力相对较弱，因此在本实验中，采用了
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经过改良的闭胸式、自主呼吸ＣＰＢ模型，以尽量减少非ＣＰＢ

因素对机体的干扰，突出ＣＰＢ的“孤立”作用
［２］。

经过基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析，ＣＰＢ后

１７个被判定为差异表达的蛋白质斑点中，共鉴定出５种蛋白

质，分别为凝溶胶蛋白、结合珠蛋白、ＡｐｏＡ１、免疫球蛋白和

Ｂａ１６４７。（１）凝溶胶蛋白：ＣＰＢ中，白细胞向肺部的浸润、激

活，是引起肺组织损伤的基本环节［５７］。凝溶胶蛋白是一种重

要的肌动蛋白结合蛋白，它能够调节细胞骨架的重组，控制细

胞质在凝胶态和溶胶态之间转换，从而调控包括炎症细胞在内

的各种细胞的运动［８］。提示ＣＰＢ中凝溶胶蛋白水平的变化，

可能与肺组织损伤程度存在关联。此外，ＣＰＢ期间，细胞破坏

导致大量肌动蛋白进入血液循环，可通过聚合成微丝或形成微

血栓，参与术后认知功能障碍的发生［９１０］。而凝溶胶蛋白能够

阻止微丝的形成。因此，凝溶胶蛋白表达水平的变化，有可能

成为ＣＰＢ中肺部和中枢神经系统并发症的潜在标志物。（２）

结合珠蛋白：结合珠蛋白属于一种急时相反应蛋白，其主要功

能就是与血液中的游离血红蛋白相结合。游离血红蛋白为一

具有活泼氧化效应的成分，能直接引起细胞膜和组织损伤，加

重炎性反应。结合珠蛋白可与ＣＰＢ中出现的游离血红蛋白不

可逆结合，经清道夫受体介导，被网状内皮系统所清除。因此，

推测其在减轻ＣＰＢ相关的全身炎性反应中具有积极的作用。

（３）ＡｐｏＡ１：ＡｐｏＡ１为２４３个氨基酸残基组成的非糖基化蛋

白质，除了参与脂质代谢，对抗动脉粥样硬化之外，它还具有强

大的抗炎症效应。在ＣＰＢ过程中，由于黏膜屏障功能下降，导

致内毒素吸收入血或胃肠菌群转位，产生内毒素血症［１１１２］。

内毒素激活单核细胞、巨噬细胞、中性粒细胞，促使其释放出各

种炎性细胞因子，引起和加重 ＣＰＢ中的全身炎性反应。而

ＡｐｏＡ１可能对此具有拮抗作用，ＡｐｏＡ１分子结构中含有两

个内毒素结合位点，分别对内毒素和内毒素结合蛋白具有亲和

力，因此，能够同时阻断游离内毒素和内毒素内毒素结合蛋白

复合物的作用，抑制内毒素的致炎效应。有动物实验证实，

ＡｐｏＡ１能显著降低小鼠内毒素肺损伤模型的死亡率，延长存

活时间［１３］。（４）Ｂａ１６４７：Ｂａ１６４７为肝脏再生相关蛋白 ＬＲ

ＲＧ１７３。目前，国内外与之相关的研究报道非常少见
［１４１５］，其

是否与ＣＰＢ后肝脏功能变化有内在联系，需通过进一步研究

来予以明确。（５）免疫球蛋白：属于Ｉｇ重链恒定区，它在血浆

中的增加，是体液免疫功能增强的表现。

综上所述，本研究发现了ＣＰＢ引起的某些血浆蛋白质表

达变化，从功能上分析，它们可能成为ＣＰＢ中全身炎性反应综

合征（ＳＩＲＳ）发生、发展和消退过程的标志物，进一步研究它们

在ＣＰＢ围术期的表达变化规律，对今后临床工作具有重要的
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